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OZET

Gecgmisten gilinlimiize kadar birgok bitkiden hastaliklarin iyilestirilmesi amaciyla
faydalanilmistir ve halende faydalanilmaktadir. Bu bitkiler tiim diinyada oldugu gibi
Tirkiye’de de tibbi acidan olduk¢a dnemlidir. Bunlarin 6neminin agiklanmasi i¢in tibbi

acidan bir¢ok yontem kullanilmaktadir.

Bu ¢alismada Kapadokya bolgesinde yetisen Thymus sipyleus, Globularia trichosantha
ve Globularia oriantalis tiirleri segilmistir. Bu segilen bitkilerin govde, tohum ve yaprak
kisimlar1 ayr1 ayr1 incelenmistir. Bu bitkilerin MIC (minimal inhibitér konsantrasyonu)
yoluyla Candida albicans, Escheria coli, Staphlococcus aureus, Salmonella typhi,
Metisiline direncli Staphlococcus aureus, Bacillus cereus, Enterecoccus feacalis,
Streptococcus pnemoniae, Listeria monocytogenes bakterileri tizerindeki antimikrobiyal
aktivite ¢aligmalar1 yapilmistir. Ayrica bu bitkiler kullanilarak CUPRAC (Bakir(II)
indirgeyici antioksidan kapasite) yOntemi, DPPH kullanarak ‘toplam antioksidan
potansiyel’ ol¢limii, ABTS radikali siipiiriicii kapasitesi 6l¢limii, metal-selat aktivitesi
(FERROZIN) &l¢iimii, ferrik iyonu indirgeme antioksidan (FRAP) &lciimii, folin-
ciocalteu reaktifi (FCR) ile toplam fenolik madde 6l¢iimil, siiperoksit radikali giderme
aktivitesi Ol¢iimii ve hidrojen peroksit siipirme aktivitesinin Ol¢imii yollariyla da

antioksidan aktivite ¢aligmalar1 yapilmistir.

Antimikrobiyal ¢aligmalarda bakteriler tizerinde en iyi sonucu Thymus sipyleus bitkisi

verirken, Candida albicans bakterisi bu bitkilerin hi¢birine duyarl degildir.



Anahtar Kelimeler: Globularia trichosantha, Globularia oriantalis, Thymus sipyleus,

Antimikrobiyal aktivite, Antioksidan aktivite
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ABSTRACT

Since the past until the present, it has been benefitted from a lot of plants with the aim
of cure of diseases, and it is still benefitted. These plants are considerably important
medically in Turkey as is in the whole world, either. In order to explain the importance
of them, many medical methods are used.

In this study, it has been selected the Thymus sipyleus, Globularia trichosantha and
Globularia oriantalis plants that grow up in Cappadocia. It has been examined the
stems, seed and leaf parts of these selected plants in different ways. Via MIC (Minimal
Inhibitor Concentration), it have been done the antimicrobial activity studies of these
plants on the bacteria Candida albicans, Escheria coli, Staphlococcus aureus,
Salmonella typhi and Methicillin Resistant Staphlococcus aureus, Bacillus cereus,
Enterecoccus feacalis, Streptococcus pnemoniae. Besides, by using these plants, it have
been done the studies on the method of CUPRAC (Cupric Reducing Antioxidant
Capacity) and the measurement of “Total Antioxidant Potential” by using the DPPH;
the measurement of ABTS radical scavenger capacity, the measurement of metal-
chelate activity (FERROZIN), the measurement of Ferric lon Reducing Antioxidant
(FRAP) and the measurement of Folin-Ciocalteu Reactive (FCR), and on the
antioxidant activity studies by total phenolic substance measurement, superoxide radical
scavenger activity measurement and hydrogen peroxide scavenger activity

measurement.



Vi

As the best result of antimicrobial activity studies on the bacteria has emerged from
Thymus sipyleus, the bacteria of Candida albicans has not sensitive in this species

When the methods in the antioxidant activity studies were compared in terms of the
parts of these species, the best antioxidant activities have been indicated by Globularia
trichosantha stems, Globularia oriantalis whole (body) and Thymus sipyleus stems. As

for the method of Ferrozin, our plants have not given any reaction.

Keywords: Globularia trichosantha, Globularia oriantalis, Thymus sipyleus,
Antimicrobial Activity, Antioxidant Activity
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1. BOLUM
GIRIS
1.1.Bitkiler

Latince ‘plantae’ olarak adlandirilan bitkiler, fotosentez yapan, &karyotik, agaglar,
cigekler, otlar, egreltiotlari, yosunlar ve benzeri organizmalar i¢inde bulunduran gok
bityiik bir canlilar alemidir. Bitkiler genelde ototrof organizmalardir; yani kloroplastlar:
sayesinde kendi besinlerini giines 1sinlari yardimiyla kendileri iretirler ve bununla
birlikte enerji de iiretirler. Bitki hiicreleri genellikle kareye benzer. Sentrozomlar:
yoktur. Depo karbonhidratlari nisastadir. Plastidleri vardir. Hiicre zarimn disinda hiicre

¢eperleri vardir.



Mitokondri

Sekil 1. 1. Bitki hiicresi(http://www.maxihayat.net/maxiforum/biyoloji/107976-bitki-

hucresibitki-hucreleri-bitki-hucresi-hakkinda-ansiklopedik-bilgi.html)

Bitkiler, topluluk halinde yasarlar. Bitkilerin bir bolgede olusturduklar ortiiye bitki
ortiisii denir. Flora ise bir bslgede yetisen biitiin bitki tiirlerinin hepsine denir. Bitkilerin
yetismesini etkileyen birgok faktér mevcuttur. Bitkilerin gelisim stireleri boyunca
biinyelerinde olusturduklar1 ve depoladiklar1 gesitli etken maddeler vardur. Tibbi
bitkilerde bulunan bu etken maddeler, bitkinin;

e Botanik tiiriine,

e Yili¢indeki durumuna,

e Cografi bolgesine,

o Iklim Sartlarina,

e Toplama ve kurutma usullerine,

e Kuruduktan sonra muhafaza durumuna gore degisiklik géstermektedir.



Ayrica; ekvatora uzaklik, denizden yiikseklik (rakim), arazi egimi, 151k, sicaklik, nem,
yillik yagis miktari, toprak igerigi, canh faktorlerde (insan, hayvan, difer bitkiler,
mikroorganizmalar) etkilemektedir. Bitkiler, fotosentezle ekolojik dengeyi saflamada
temel rol oynadiklarindan, canlilar diinyasinda ¢ok ©Gnemli yere sahiptirler.
Bitkiler yeryiiziinde yasamin anahtaridir. Bitkiler olmasaydi pek gok canli organizma
yasamini siirdiiremezdi; ¢iinkii @istiin yapili canhlar, yasam bigimleriyle, besinlerini
dogrudan ya da dolayli olarak bitkilerden saglarken, ancak birgok bitki gerekli
besinlerini giines 1s13indan yararlanarak kendisi tiretmektedir. Bitkiler aleminin
350.000'e yakin tiirii mevcuttur. 2004 itibariyle 287.655 bitki tiirli tammlanmigtir.
Bunlardan 258.650'si cicekli bitkilerden, 15,000 de yosunlardan olarak tamimlanmigtir

[1].

Tiirk halkinin gogunlugunun kirsal bolgelerde yagamasi nedeniyle, yabani bitkiler ile
yakindan ilgilidirler. Halk yabani bitkilerin bir boliimiinden;

e (Gida,

e Baharat,

e Boyar madde,

o [Ilag olarak yararlanmaktadir.

Ornegin; aromatik bitkiler; basta ¢ay, baharat, g¢esni ve ugucu yag kaynafi olarak
kullamlirken bitkilerden elde edilen ugucu yaglar (esanslar, eterik yaglar) ve aromatik
ekstreler; koku ve tat endiistrileri tarafindan parfiim, gida katkilan, temizlik iriinler,
kozmetik ve ilaclarin terkibinde, aroma kimyasallarin kaynagi olarak ya da dogala 6zdes
ve yari sentetik yararli aroma kimyasallarin sentez baslangic maddesi olarak da yaygin
bir sekilde kullamlirlar. Dogal iiriinlerin tiiketimindeki artisa bagh olarak tibbi ve
aromatik bitkilerin diinya pazar hacmi hizh bir artig gostermektedir. Onceleri dogadan
toplanan bu bitkilere olan talebin artmasiyla birlikte tibbi ve aromatik bitkilerin tarimina
yonelik ¢alismalara da hiz verilmistir. Bugiin bir¢ok iilkede tibbi ve aromatik bitkilerin
tarim1 yapilmakta ve birgok bitki tiiriinde ¢esit gelistirilmektedir. Ulkemizde de son
yillarda daha ¢ok baharat olarak kullamilan ve dis satimda 6nemli paylari olan tibbi ve

aromatik bitkilerin tarimina baglanmistir [2,27,31].



Bitkilerin tedavi amacla kullanilmalari ¢ok eski yillardan beri stirmektedir. Diinya
iilkelerinde oldugu gibi iilkemizde de deneme yanilma yontemiyle bulunmug halk
arasinda sifali bitkiler olarak amlan birgok bitki hastaliklarin tedavisinde
kullamimaktadir. Diinya saglk tegkilat (WHO)’ nmmn 91 {ilke tUizerinde yaptigi
arastirmaya gore tedavi amagh kullamlan tibbi bitkilerin toplam miktar1 20.000
civarindadir. Tiirkiye, meveut bitkisel ¢esitliligi yoniinden oldukea dikkate deger ve
zengin bir floraya sahiptir. Bu zenginlik; ti¢ fitocografik bolgenin kesistigi bolgede
bulunmasi, Gliney Avrupa ile Giiney Bati1 Asya arasinda kdprii olmasi, pek ¢ok cinsin
kokeni ve farklilasim merkezinin Anadolu olusu, ekolojik farklilasmanin sonucu olarak

tiir endemizminin yiiksek olmasina neden olmustur [3].

Giiniimiizde ise iizerinde durulan bitkilerin baginda, insan viicudunun kendini koruma
giiciinii artiran ve her tiirlii zorluga karg1 viicudun direncini artiran bitkiler gelmektedir.
Bu 6zellikte olan bitkilerin kullanilmasi her gegen giin artmakta ve bu bitkileri yetigtiren

iilkelere genis bir ticari gelir saglamaktadir.

Bitki secimi

Bir farmakolojik ¢alisma igin uygun bitkinin se¢imi son derece nemlidir. Geleneksel
kullanim, kimyasal bilesim, zehir etkisi, rastgele se¢im veya farkli kombinasyonlar gibi
unsurlar géz oniinde bulundurulmalidir. Bitki se¢iminde kullamlan en yaygin yontem
etnofarmakolojik ve etnobotanik olarak bilinen farkli kiiltiirlerdeki dogal kaynaklarin
kullaniminin dikkatle incelenmesidir. Bitkinin toplum tarafindan nasil kullanildiginin
bilinmesi son derece ©Onemlidir. Ciinkii bu bilgi ekstraksiyon yOnteminin
belirlenmesinde yol gosterir. Bitkinin agiz yoluyla kullamlip kullamlmamasi ve
uygulanan doz miktar1 gibi kriterler farmakolojik aktiviteleri hakkinda bilgi
vermektedir. Bitki segiminde kullamilan diger bir yontem ise; Onceden yapilan
¢aligmalarin aktif tiirlerinin degerlendirerek, en iyi bilinen farmakolojik aktivitelerinin
arastirilarak karar verilmesidir. Antitimor ilaglarin arastirilmas: gibi alanlarda

kullanilan strateji bu 6rnege uygundur [4].



1.2. Cahismada Kullanilan Bitkiler

1.2.1.Thymus sipyleus Boiss.

Kekik en ¢ok baharat olarak kullanilmaktadir. Ayrica bitkinin toprak istii kisimlari
bagirsak rahatsizliklarinin, koroner hastaliklarin  tedavisinde, astim ve soguk
alginliklarinda, romatizma, mafsal, bag ve dis afrilarinda, bocek sokmalarinda, kan
dolagimini uyarici, sinir sistemini kuvvetlendirici, kabiz, hazmettirici, stomasik,
diiiretik, antiseptik, stimulan, karminatif, diyaforatik, dispeptik, sedatif, antihelmintik ve
ekspektoran olarak, gidalarin saklanmasinda (dogal antioksidan), ar hastalik ve
zararhlarinin kontroliinde, bocek ve yabanci ot, nematot ve viriislerin kontroliinde
organik hayvancilikta yem rasyonlarinda dogal antibiyotik ve anthelmintik (parazit
diisiiriicii) olarak kullamlabilmektedir. Parflimeri ve kozmetik sanayinde ‘Thymol’
problemli ciltlerin tedavisinde kullamlmaktadir. Ulkemizde kekik tiirleri daha ¢ok et
yemeklerinde baharat olarak da faydalamlmaktadir. Kekigin aymnca gevre

diizenlemesinde siis bitkisi olarak kullanim1 da mevcuttur [2].

Bu ¢alijmamizda halk arasmnda gifali bitki olarak bilinen kekik bitkisi se¢ilmistir.
Thymus cinsi olan bitkilerin antioksidant ve antimikrobiyal caligmalar:
yayinlanmaktadir. Fakat bu bitkinin antioksidan ve antimikrobiyal Ozellikleri yetigtigi
bolge, iklim, toprak tiirii sebeplerden dolay: farklilik gosterebilmektedir. Kekik bitkisi
¢imenlik tarla kiyilarinda, orman kiyilarinda ve gayirlardaki karinca yuvalarinin istlinde
yer almaktan hoglanir. Giines ve sicak istedigi icin, toprak sicakliginin fazla oldugu

kayalik ve daglik bolgelere cogalir [5].

Aragtirmamiza konu olarak sectigimiz Kekik cinsinin sistematigi asagidaki gibidir:
Boliim (Divisio) : Spermatophyta

Altbolim (Subdivisio) : Angiospermae

Sinif (Classis) : Dicotyledonae

Altsiif (Subclassis) : Dialypetalae

Takim (Ordo) : Tubiflorae

Familya (Familia) : Labiatae (Lamiaceae)

Cins (Genus) : Thymus



Sekil 1. 2. Thymus sipyleus

Yapilan bir ¢ahsmada Thymus sipyleus bitkisinin ugucu yaglari ¢ikarilmig ve bu
yaglarnin antimikrobiyal aktivitesi belirlenmistir [24]. Bu ¢alismaya gore Thymus
sipyleus bitkisi karvakrol, timol, o-terpinil asetat, linalol, a-terpinol, geraniol, PB-
karyofenilen, y-terpinen, p-cymene ugucu yaglarim igerdigi gorillmiistiir [24]. Yapilan
bagka bir ¢alismada ise Thymus sipyleus bitkisinden izole edilen glikozidaz ve luteolinin

kimyasal yapisi ile antioksidan aktivitesi arasindaki iligki incelenmistir [25].

1.2.2.Globularia

Globulariaceae’ ailesinden olan Globularia cinsinin yaklagik 22 tiirti bulunmaktadir.
Cinsin diinyadaki yayilis1 giineybati Asya, kuzeybat1 Afrika, orta ve giiney Amerika’
dir. Cinsin iiyelerinin Tiirkiye> de Agr1, Ankara, Antalya, Bing6l, Bolu, Bursa, Denizli,
Erzurum, Gaziantep, Giimiigshane, Hakkari, Mersin, Istanbul, Kars, Kastamonu, Konya,

Kiitahya, Manisa, Nevsehir, Samsun, Siirt, Sivas, Yozgat sehirlerinde yetismektedir.



Kayalik ve ¢imenlik yerler, sik ormanlar, kiregtasi, serpantin ve volkanik kayaglarin
oldugu bolgelerde yetisirler. Genellikle yesil-mat formda olan, 1-10 cm uzunlugunda
yapraklar1 bulunan bitkilerdir. Mor, menekse, pembe veya beyaz gigekleri bulunur. Bu
bitkiler bazi hayvanlar ( Lapidoptera gibi) igin yiyecek olarak kullamlirlar. Bunlarin
yakindan uzaktan papatyalarla ilgisi olmamalarina ragmen ‘diinya papatya’ lar1 olarak

da bilinirler [5].

1999’ da Oran ve arkadaslari bazi Globularia tiirlerinin antimikrobiyal ve anti-timor
aragtirmalarini yapmistirlar. Bu bitki aym zamanda geleneksel tipta kullanilmalarina
ragmen heniiz raporlanmamistir (6). Globularia cinsi tistiindeki ¢aligmalar ayni zamanda
bunlarin zengin iridoid, bisiridoid, feniletanoid ve flavanoid kaynaklari oldugunu

gOstermigtir. [7].

Calismamizda ‘Globularia oriantalis’ ve ‘Globularia trichosantha’ cinsleri

kullanilmigtir (Sekil 1.3 ve 1.4 de goriilmektedir.)



Sekil 1. 3. Globularia trichosantha



Sekil 1. 4. Globularia oriantalis



2.BOLUM

MIKROORGANIZMALAR

Mikroskobik (ciplak gozle goriilemeyecek kadar kiigiik olup ancak mikroskop ile
goriilebilen) organizmalarin genel adi olup; Yunanca mikros: kii¢iik, organismos: canli
‘organizma’dan gelmektedir. Antonie van Leeumenhoek, ilk mikrobiyolog ve
mikroskop kullanarak mikroorganizmalar1 gozlemleyen ilk kisidir. Bunu yaparak
Leeuwenhoek biyolojiye en onemli katkilardan birini yapmis ve mikrobiyoloji ve
bakteriyoloji sahalarim agmugtir (Bu arada, Robert Hooke canli organizmalari
gbzlemlemek igin mikroskobu ilk kullanan kisidir ve 1665 tarihli Micrographia isimli

kitabi bitki hiicreleri tanmimlamalarini igermektedir. ).

Mikroorganizmalar, ortamda organik maddelelerin pargalanmasinin ¢ogundan ve dogal
dongliden sorumludur. Mikroorganizmalarin enerji-besin yetenekleri ve metabolik
alanlar1 sasirticidir. Bazilari, 6liimceiil ve diger yagsam formlar altinda varolabilirler.
Ornegin; baz1 bakteriler enerji tiretmek igin siilfiir ve amonyum iyonlar1 gibi inorganik
bilesikleri oksitleyebilirler ve bazilar 75° € nin istiindeki yaz sicaklarinda ¢ogalabilir

ve yasayabilirler.

Mikroorganizmalar gesitli sekilde siiflandirilabilir. Ornegin;
a) Patojen mikroorganizmalar ( hastalik yapanlar )

b) Patojen olmayan mikroorganizmalar ( hastalik yapmayanlar)
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2.1.0nemli Patojen Mikroorganizmalar

2.1.1.Bakteriler

Tek hiicreli mikroorganizma grubudur. Tipik olarak birkag mikrometre uzunlugunda
olan bakterilerin cesitli sekilleri vardir, kimi kiiresel, kimi spiral sekilli, kimi ¢ubuksu
olabilir. Ciddi hastaliklara neden olurlar [29]. Yeryiiziindeki her ortamda bakteriler

mevcuttur.

Bakteriler, en kiigiik yasayan canlilardir (0,1-10um). Onlar, hiicre duvartyla sarilmis
sitoplazmik membrana sahiptirler. Peptidoglikan olarak adlandirilan polimer, duvar
sertligini olusturur. Basit prokaryotik hiicreler mitokondri, lizozom, endoplazmik
retikulum ya da diger organelleri igermezler. Sitoplazma sadece ribozomlan ve tek veya
¢ift sarmal DNA kromozomu igerirler. Bakteriler ¢ekirdege sahip degillerdir ama

niikleik asit ve protein sentezinin biitiin kimyasal elementlerini olustururlar,
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Sekil 2. 1. Bakteri hiicresi(http:/altered states.net/barry/newsletter406/bacteria.htm)

Gram boyama ydntemine gore bakteriler
e Gram (+)

e Gram (-) olmak {izere 2’ ye ayrilir.
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Gram-pozitif bakteriler kristal viyole (iyot kompleksi) kompleksini peptidoglikan
tabaklar1 sayesinde tutma &zelligine sahiptirler. Peptidoglikan tabaka kat kat ve ags1 bir
yapiya sahiptir. Ve bu zellik sayesinde kristal viyole kompleksini tutar. Gram (-)
bakterilerin ise ¢ok ince bir peptidoglikan tabakalart mevcuttur. Bundan dolay: boyalari

tutamaz. Ayrica gram (-) bakterilerde lipid yapida bir dig duvar vardir.

2.1.1.a. Streptococcaceae: Laktobacillales takimi i¢inde yer alan gram (+) bir bakteri
familyasidir. Su cinsleri igermektedir;

v Lactococus

v Lactovum

v’ Pilibacter

v Streptoccoci

Streptoccoci; streptococcaeae ailesinde yer alan gram (4), yuvarlak sekilli, fakiiltatif
anaerob, katalaz negatif, sporsuz ve hareketsiz bakterilerdir. Sabit bir ¢izgi izerinde
cogaldiklar igin zincir seklinde goriiliirler. Kan ve serumla zenginlestirilmis kat1 besi

yerlerinde (kanl agar, serumlu agar) irerler.

Sekil 2. 2. Streptococcus pneumoniae

(http://wishart.biology.ualberta.ca/BacMap/cgi/ getSpeciesCard.cgi?accession=NC_003
028)
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Deride en ¢ok bulunan bakterilerdendir. Biiyiikk ¢ogunlugu insan patojendir ve hastalik
etkenidir. Insanda hastalik yapan tiirleri; Streptokok piyojenes, S. viridans ve S.
pnomoni’ dir. S. pnomoni dzellikle 1 yasinin altindaki cocuklarda akut pnémaniye sebep
olmaktadir. Bunlardan birincisi bademcik iltihabi, impetigo, romatizmal ates gibi
hastaliklara etkendir. S. pnomoni bakteriyel =zaatiire etkenidir. Streptokok

enfeksiyonlarinin en etkili ilac1 penisilindir [8].

2.1.1.b. Staphylococci: Micrococcaeceae ailesindendir. Staphylococcus simifinin
tiyeleri, tizim salkimi gibi diizenlenmeye egilimli gram (+) coccidir. Staphylococci
cinsi bakteriler genel olarak katalaz (+) bakterilerdir. Staphylococci cinsinin 26’ dan
fazla tiirli vardir. Olduk¢a yaygin, ‘Staphylococcus aureus’ ¢ok yaygin olanlarin bir
tanesidir. Kuagule enzimine sahip olmasindan dolay: digerlerinden farklidir ve akut
iltihapli enfeksiyonlarin 6liimciil sebebidir. Diger tiirleri deri floryasinda yaygindir ve

diisiik seviye hastaliklar tiretirler.

Staphylococci en iyi aerobik olarak biiyiir ama fakiiltatif anaerobik olarak da olabilirler.
Streptococcinin tersine staphylococcilerin katalaz iiretir. Staphylococcilerin kati besi
yerlerinden kanhi agarda ise patojenik olan tiirleri hemoliz olarak iirerler.
Staphylococcilerin 3 tiirli medikal olarak ¢ok nemlidir.

v S. aureus

v S. epidermidis

v S. saprophyticus

Bu tip bakteriler genel olarak hastane galisanlarinda bulunmaktadir.
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Sekil 2. 3. S. aureus (http:/textbookofbacteriology.net/staph.html)

S.qureus, insanlarda menenjit, septisemi ve yara iltihaplarina ve onemli dlglide gida
zehirlenmelerine neden olur. Bu bakteri kuru yiizeylerde yasar ve gegirgenligi arttirir. S.
aureus’ u diger Staphylococcilerden ayirmada kullanilan en &nemli testi; fibrinin
polimerlesmesini baglatan kompleks olusturan prothrombine enzimatik olmadan
baglanan koagiilazin olusumudur. S. aureus’ un sefalosporin ve penisilinleri igeren [-
laktamazlara direng gelismesiyle metisiline-direngli S. aureus. (MRSA) suslari
gelismistir. MRSA solunum yolu enfeksiyonlarina, tiriner sistem enfeksiyonlarina,

toksik sok sendromuna ve endokardit hastaliklarina neden olmaktadir [8].

S. epidermidis; katalaz (+) ve koagiilaz (-) 6zelliktedir ve zaman zaman insan ve hayvan
cildinin mukoz membraninda goriiliir. S. epidermidis, genellikle patojen olmasa da,
immiin sistemi yetersiz ¢alisan hastalarda biiyiik bir risktir. S. epidermidis kolonileri bir
gecelik inkiibasyon siiresinden sonra tipik olarak kiigiik, beyaz veya bej renkli ve
yaklagik olarak 1-2 um gapinda goriliirler. Bu organizma desferrioksamine duyarlidir.

Bu test onu digerlerinden ayirmak i¢in kullanilir.

S. saprophyticus gogunlukla idrar yolu iltihaplanmalarinda goriiliir. Bu bakteri koagiilaz
(-) 6zelliktedir.

2.1.1.c. Enterococcus: Streptococcaceae ailesine ait, kisa zincir ya da ¢ift halinde

yasayan, gram (-) bir kok cinsidir. Insanda 2 tiirii ortak yasar. Bunlar E. feacalis ve E.
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faecium’ dur. 12 tiiriinden daha fazlasi iiriner sistem enfeksiyonlarina, kalp i¢ zari
iltihaplarina, yara iltihaplarina neden olmaktadir. Enterekoklar antibiyotik kullanimina
bagli olarak direng gelistirmis ve bunun sonucu olarak hastane enfeksiyonlari
gelismistir. Enfeksiyonlara sebep olan diger tiirleri de vardir. Bunlar; E. casseliflavus,
E. gallinarum ve E. raffinosus dur. Bu mikroorganizmalar insan ve hayvanlarda normal
bagirsak florasinin dnemli bir kismim olugtururlar. Enterokoklar hastane i¢i ve hastane
disi enfeksiyonlara sebep olabilirler. Enterokoklar tiriner sistem enfeksiyonlarina,

endokardite, yumugak doku enfeksiyonlarina neden olduklari gosterilmistir.

article-on-extremophilic.html)

Bu mikroorganizmalar ¢ok sayida antimikrobiyal ajana (6zellikle, sefalosporinler,
klindamisin) intrensek olarak direngli oldugu gibi, plasmid ve transpozonlar yoluyla
yeni direng mekanizmalan gelistirebilecek yetenege sahiptirler. Uriner sistem
enfeksiyonlari, yara enfeksiyonlar gibi enterokok enfeksiyonlarin tedavisinde 6ncelikli
penisilin G veya ampisilin tercih edilmelidir. Penisiline alerjisi olan hastalarda veya
penisiline yiiksek diizey direngli mikroorganizmalar igin vankomisin alternatif tedavi

secenegidir [8].

2.1.1.d. Listeria: Gram (+), 6-10°C’ den daha diigiik sicakliklarda gelisebilen basillisler
olup fakiiltatif anerob tiirii olan bir bakteridir. 6 tiir igeren bakteri smifidir. Aragtirmaci

Joseph LISTER tarafindan bulundugu i¢in onun ismi verilmistir. Tiirler;
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L. grayi

L. innocua

L. ilvanovii

L. monocytogenes
L. seeligeri

L. murrayi
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L. welshimeri

L. monocytogenes, toprakta, akarsularda, lagim suyunda ve yiyeceklerde bulunur.
Insanlarda menenjit, septisemi gibi hastaliklara neden olur. Bu tiir Ozellikle
Streptococus agalactiae, Enterococus ve Corynebacterium ile benzer morfolojik

ozellikler gosterir.

Sekil 2. 5. L. monoctogenes (http://itthing.com/whats-in-your-fast-food/listeria-

monocytogenes)

Ayt edilebilmede en 6nemli Ozellik Listeria’mn hareketli olmasidir. Tedavisi
antibiyotiklerle yapilmaktadir. Kanli agar ve Thioglycollate Broth besi yerlerinde

rerler [8].

2.1.1.e. Bacillus: Gram (+) aerobik basiller spor formu yoluyla olumsuz gevre

sartlarinda yasamlarina devam edebilirler. Bacillus cinsi i¢inde insanlar ve hayvanlar
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icin patojen ‘B. anthracis’, ‘B. subtilis’, ‘B. cereus’ tiirleri ve saprofit tiirleri bulunur.
‘B. myocoides’, ‘B. sphaericus’, ‘B. pumilus’, ‘B. macerons’ gibi tiirleri de bulunur.

Bacillus cinsi genel 6zellikleri; gram (+), sporlu, aerob ve basil seklinde bakterilerdir.

‘B. cereus’ genellikle toprak kokenlidir. Bu yiizden bitkilerin {istiinde g¢ok rahat
bulunabileceginden bunlarla beslenen hayvanlarin siit ve siit tiriinlerinde bulunabilir.
Bunlardan dolay: genellikle gida zehirlenmelereinde goriiliir. Sicak stabil toksinlere

neden olurlar [9].

‘Bacillus anthracis’ antrax, sarbon veya goban ¢ibani adi verilen hastaligin etkenidir.
Kanli agar besi yerinde iirer. Tedavisinde genellikle penisilin, aminoglikozidler,

sefalosporinler kullanilir.

‘Bacillus subtilis’ saprofit bir bakteri olmakla beraber doku igine veya gbz igine

bulasarak enfeksiyonlara ve bazi besin zehirlenmelerine neden olabilir.

Sekil 2. 6. Bacillus anthracis (http://textbookofbacteriology.net/Anthrax.html)

2.1.1.f. Salmonella: Tifo ve gida zehirlenmesine yol agabilen, ¢ubuksu, gram (-)
enterobakteri cinsidir. Salmonella tiirleri hareketlidir. MacConkey agar, XLD agar, XLT

agar, DLA agar veya Onoz agar ile izole edilir.
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Salmonella typhi tifoya neden olur. Digerleri daha ¢ok gida kaynakl hastaliklara neden

olmaktadir ( ‘S. cholerasuis’, ‘S. enteritidis’ ).

v

os S,

Sekil 2. 7. Salmonella typhi (http://www .bimcbali.com/medical-news/typhoid-fever-
stay-vigilant.html)

Tedavide antibiyotik kullamlir. Kullanilan antibiyotikler; kinolonlar, ampisilinler, ko-

trimaksazol, azitromisin [10].

2.1.1.g. Escherichia coli (E. coli): Coli basilli olarak bilinen °E. coli’, memeli

hayvanlarin ve insanlarin kalin bagirsaginda yasayan faydal bakteri tiirlerindendir.
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Sekil 2. 8. E. coli (http://www.agricorner.com/e-coli-outbreak-german—farm-in-uelzen-

likely-source/)

Gram (-)’ dir. Ancak bu bakteri meshaneye gegerse idrar yolu enfeksiyonlarina neden
olur. ‘E. coli’ iginde hastalik yapan pek ¢ok tipi vardir. Ornegin;

v Enteroinvazif E. coli; doku hiicrelerinin igine girip ¢ogalirlar. Bunun yol
actig1 enflamasyon tepkisi doku hasarint artirir.

v Diffusely Adherent E. coli; bir yastan kiigtik gocuklarda ishale yol agar.
Ozellesmis fimbiralar sayesinde seyrek bir sekilde epitele baglamirlar ve
hiicre i¢i sinyal mekanizmasim etkinlestiriler. Bu grup hakkinda az sey
bilinmektedir.

v Uropatojenik E. coli; 1drar yolu enfeksiyonlarmin %90'mmn nedenidir. Bu
E. coli tipleri idrar yolu epitel hiicrelerine ozellikle baglanabilen

fimbriumlara sahiptir.

Uygun tedavi, enfeksiyonun nedeni olan ‘E. coli’ tipinin antibiyotik duyarlilifina
baghdir. E. coli enfeksiyonlarini tedavide kullanilabilecek antibiyotikler arasinda
amoksisilin, trimetoprim-siilfametoksazol, ciprofloksasin, nitrofurantoin sayilabilir.
Genis spektrumlu B-laktamaz iireten E.coli suslan gesitli antibiyotiklere dayanikli bir B-

laktamaz enzimi iiretirler ve bunlarin tedavisi ¢ok daha zordur [11].
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2.1.2.Mantarlar

Mantarlar maya veya kiif formunda bulunurlar. Mantarlar ¢ok hiicreli ve tek hiicreli
olabilen Skaryotik canlilari kapsayan bir canlilar alemi ve sapkali mantarlarin genel
adidir. Halk arasinda kiif, pas, rastik, maya, mildiyd, sapkali mantar, kav mantari, puf
mantar1 gibi ¢esitli isimlerle amlan bitlin mantarlar, mantarlar alemi igerisinde

incelenirler.

Diinyanin her yerinde bulunurlar. Fazla nemli yerlerde daha gokturlar. Yeryiiziinde 1,5
milyon kadar mantar tiirti oldugu diistiniilmekte ise de gilintimiizde sadece 69.000 kadar

tlirli tanimlanmagtir.

Cogu insan, mantarlarm bitki oldugunu diigtinmektedir, ancak mantarlar bitki degildir
ve mantarlar kendi besinlerini iiretemezler. Mayalarin en kiigtigi (0,1- 10 pm)
boyutundadir ama gogu biiytiktiir (2- 12 pm), ve mantarlar eseyli ve eseysiz iiremeyle
gogalirlar. Her 2 durumda da spor olustururlar. Sporlar ‘humenium’ adi verilen
yapilarda meydana gelir. Eseyli iiremeleri 2 haploid hiicrenin birlesmesini igerir. Tek

hiicreli mantarlar ise tomurcuklanarak ¢ogalabilirler.

Mantarlarin hiicre duvarlar, glukan, manan ve kitin ad1 verilen polimerlerden olusur.

Cogu mantarlar parazit olmadan yasarlar. Ve dogada genis alana yayilmuslardir.

2.1.2.a. Candida: Insanlarda ve hayvanlarda mantar hastaligina yol agabilen bir maya
cinsidir. En énemli tiirii Candida albicans tir. ‘Candida dubliniensis’ diger bir Candida
tiriidiir.  ‘Candida albicans’, eseyli ¢ogalan, diploit, maya tipi bir mantar tlirti ve
insanlarda oral ve vajinal firsatg1 enfeksiyon etmenidir. C. albicans insan agzi ve

sindirim sistemi i¢inde yagayan pek ¢ok organizmadan biridir.
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2l
e

Sekil 2. 9. Candida albicans (http://popular-science.net/key-step-to-fight-the-

candidiasis.html)



3.BOLUM

ANTIMIKROBIYAL AKTIVITE

Giintimiizde antibiyotiklerin yanlig kullanilmasindan dolay: patojen bakteriler bunlara
kars1 diren¢ kazanmigtir ve artik aragtirmalar yeni antibiyotik cesitlerine yonelmistir.
Bundan dolay1 da uzun yillardan beri arastumacilar ise bitkileri veya bitkilerden elde
edilen sekonder {iriinleri kullanarak bunlarin bakteriler iizerindeki etkilerini
incelemektedirler. Iste mikrobiyal biiylimeyi Onleyen Kkimyasal veya biyolojik
maddelere antimikrobiyal denilirken bunlarin etkilerine ise antimikrobiyal aktivite
denir. Mikroorganizmalar antibiyotiklere kars1 ¢ok degisik sekilde duyarhilik gosterirler.
Bu durum, hem antibiyotiklerin yapisina ve hem de mikroorganizmalarin tiirline gore

degisebilir.

Mikroorganizmalarin  antibiyotiklere duyarliifin saptanmasinda yaygin olarak

kullanilan, baghca 2 yéntem vardir.

3.1.Mikrodiliisyon Metodu

Bu teknik antimikrobiyal ilaglarin MIC (minimal inhibitér konsantrasyonu) ve MLK
(minimal letal konsantrasyonlu) degerlerini belirlemede yardimci olur. Bu amagla,
Mueller-Hinton buyyonunda antimikrobial ilacin 2 veya 10 katli dilusyonlar1 yapilarak
gittikce azalan yogunlukta ilag iceren dilusyonlar elde edilir. Orn; ilag 1 mL'de 256 pg'
dan baglayarak, 256, 128, 64, 32, 16, 8,. 4, 2, 1, 0,5, 0,25, 0,12 pg/mL giderek azalan
sekilde iki katli sulandirilir. Uzerlerine, izole edilen test mikroorganizmanmin 24-48
saatlik s1v1 besiyeri kiiltiirlinden ekilir ve iyice karistirildiktan sonra 24-48 saat 37 °C' de
inkiibe edilir. Tiiplerdeki tireme gozle degerlendirilir. Béylece iiremenin olmadig1 son

dilusyon MIC degeri olarak kabul edilir. Ancak, bu noktanin kesin olmasi igin, testin
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ikili paralel yapilmas1 uygundur. Eger, siire yetersiz ise uygun bir siire yine inkiibasyon

da tutulabilir [12].

3.2.Disk Difiizyon Metodu:

Kirby-Bauer yontemi olarak da bilinen bu teknikte, test mikroorganizmanin 6-8 saatlik
buyyon kiiltiiriinden (hafif bulanik) Mueller-Hinton agar plaklarma 0,1-0,2 mL
miktarinda ekilir ve bir bagetle iyice yayilir (steril swab'ta aym amag¢ i¢in
kullanilabilir). Agarmn yiizeyi oda 1sisinda kuruduktan sonra (5-10 dk), agarin ylizeyine
cesitli konsantrasyonlar da degisik antibiyotikleri igeren diskler yerlestirilir ve 24-48
saat inkiibe edilir. Bu stirenin sonunda diskler etrafindaki inhibisyon zonlar1 kompas
veya cetvelle &lgiilir ve standart zon tablosu ile Kkargilagtirilarak duyarli (S),

indermediate (I) ve duyarsiz (R) olarak degerlendirme yapihr [12].

Kirby-Bauer yonteminde, ayni zamanda, bir ilacin sivi besiyerinde saptanan (MIC)
degeri (7g/mL) ile agar {izerindeki zon ¢apy/mm karsilagtirilarak da duyarli intermedier
ve direngli bolgeler grafikte belirlenebilir. Boylece, kandaki konsantrasyonunun ne
olacag1 saptanir. Ayrica, zon ¢apina gore MIC degerlerini de bulmak miimkiindiir. Disk
diffusyon yontemi az masrafli, az zahmetli ve kolay uygulanirlign yam sira, bir petri
kutusunda 5-6 antibiyotige karsi duyarliligi belirlemek ve en etkili olan ilac1 saptamak

miimkiindiir. Bu nedenle ¢ok fazla tercih edilmektedir [12].

Onemli olan nokta, bulunan bu degerlere dayanarak kandaki ila¢ yogunlugunun ne
olmas1 gerektigini belirlemek ve bu konsantrasyonun devamini yeterli siirede
saglamaktir. Genellikle, MIK degerinin iistindeki MLK degerlerinden uygun olam
secilir ve kisa siire i¢inde bu yogunluga ve infeksiyon odagma ulagabilmek igin

verilecek doz ve zaman ayarlanir.

Bu yontemde en 6nemli nokta, ilk 24 saat iginde inhibisyon zonu iginde higbir koloni
goriilmezken, inkiibasyon 48 saat'e ¢ikarildiginda, bu zon iginde koloniler olugmaya
baglar. Bu durumda, MIC ile MLK degerlerini kesin belirlemede acele edilmemesi

gerekecegini ifade eder. Bu yonden dikkatli olmak lazimdur.
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3.3.Diger Teknikler:

Mikrotitrasyon ve agar iginde dilusyon yontemleri daha az bagvurulan teknikler

arasindadir [12].



4.BOLUM

ANTIOKSIDAN

Organizmada normal metabolik yollarin isleyisi sirasinda (Srnegin; enerji tretilirken),
hiicresel solunum gergeklestirilirken veya ¢evresel ajanlar (pestisidler, aromatik
hidrokarbonlar, toksinler, ¢dziiciiler vb.), stres, radyasyon gibi gesitli dig faktdrlerin
etkisiyle serbest radikaller meydana gelmektedir. Bu tiir reaktifler ¢esitli hastaliklara ve
erken yaslanmaya neden olmaktadir. Bunlar viicuttan uzaklagtinlmazsa bas agrisi,
kanser, kalp hastaliklari, erken yaglanma gibi hastaliklara neden olur [13,26,29]. Serbest
radikaller dig orbitallerinde ortaklanmamug elektron bulunduran, kisa dmiirli, reaktif
molekiillerdir. Serbest radikallerin en 6nemlileri siiperoksit radikali (O,*), hidroksil
radikali (*OH), singlet oksijen ('0,) ve radikalik olmayan hidrojen peroksit (H202) ve
peroksinitrit (ONOO’) olup “reaktif oksijen tiirleri (ROT)” olarak bilinirler. ROT’ lar
organizmada lipidler, niikleik asitler, proteinler ve karbonhidratlar gibi biyolojik

molekiillerle kolayca reaksiyona girebilirler [13].

Dokulari bu zararlardan koruyabilmek igin serbest radikallerin ortamdan
uzaklastirilmas: gerekmektedir. Antioksidanlar serbest radikallerin etkilerini yokedici
sistemlerdir. Viicutta ROT’ larin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasari
dnlemek iizere enzimatik veya enzimatik olmayan birgok endojen antioksidan savunma

mekanizmasi bulunmaktadir. Bunun yaninda bazi ilaglar, vitaminler ve sentetik gida
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antioksidanlart da eksojen antioksidanlar olarak degerlendirilebilir. Serbest radikal
olusumunu geciktiren veya tamamen durduran koruyucu antioksidanlar (enzimler, metal
selatorleri) veya lipid peroksidasyonunun ilerlemesini engelleyen zincir kel

antioksidanlar (askorbik asit, a-tokoferol, flavonoidler) olarak etki gosterirler [13].

Serbest Radikaller

Atom veya molekiillerdeki elektronlar gekirdegin etrafinda orbital olarak tanmimlanan
bolgelerde hareket ederler. Her yoriingede birbirine zit yonde hareket eden en fazla iki
elektron bulunur. Bir atom veya molekiil dig orbitallerinde bir veya daha fazla
ortaklanmamis (eslesmemis) elektron bulunduruyorsa “serbest radikal (SR)” olarak
tanimlanir. Kimyasal tepkimeler atomlarin en dis kabuklarinda yer alan degerlik
elektronlarla gergeklesir. Bundan dolayr serbest radikallerin en dig kabugunda
eslesmemis elektron oldugundan kimyasal tiiriin reaktivitesini oldukea fazla arttirirlar.
Ve bundan dolay: oldukga reaktiflerdir [14]. En basit serbest radikal bir elektron ve bir
protonu olan hidrojen atomudur. Serbest radikallerde eslesmemis elektron, atom veya

molekiiliin iist kismina konulan bir nokta ile belirtilir.

Cesitli fiziksel etkenler ve kimyasal olaylar nedeniyle gevrede ve hiicresel kogullarda
devamli bir radikal yapimi vardir. Serbest radikaller {i¢ temel yolla olusur:

a) Kovalent baglarin homolitik kirilmasi ile: Yiksek enerjili elektromanyetik

dalgalar veya yiiksek sicaklik (300-400°C) kovalent bagin kopmasina neden

olur. Kovalent bagin kopmas: sirasinda bag yapisindaki iki elektronun her biri

ayr1 ayri atomlar tizerinde kalir.

X:Y — X + Y’

b) Normal bir molekiiliin elektron kaybetmesi ile: Radikal 6zelligi bulunmayan bir
molekiilden elektron kaybi sirasinda dig orbitalinde eslesmemis elektron
kalabilir. Bu durumda radikal formu olusur. Ornegin, askorbik asit ve tokoferol
gibi hiicresel antioksidanlar, radikal tiirlere tek elektron verip radikalleri

indirgerken, kendilerinin radikal formu olusur.
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¢) Normal bir molekiile tek bir elektron transferi ile: Radikal 6zelligi tasimayan bir
molekiile tek elektronun transferi ile dis orbitalinde eslesmemis elektron
olusturuluyorsa bu tiir indirgenme radikal olusumuna sebep olabilir. Ornegin,
molekiiler oksijenin tek elektron ile indirgenmesi, radikal formu olan

stiperoksidi olusturur.

0,0t ——» 0,

Biyolojik sistemlerde serbest radikaller en fazla elektron transferi sonucu olusurlar.
Serbest radikaller pozitif yiiklii, negatif yiiklii veya notral olabilirler. Biyolojik
sistemlerde en 6nemli radikaller, serbest oksijen radikalleri (SOR) olmakla beraber; C,
N, S tiirevi olan radikaller ve inorganik molekiiller de vardir. Cu®', Fe*, Mn**, Mo™*
gibi gecis metallerinin de ortaklanmamis elektronlari oldugu halde serbest radikal olarak
kabul edilmezler. Fakat bu iyonlar reaksiyonlar1 katalizlediklerinden dolay1 serbest

radikal olusumunda énemli rol oynarlar [13].
4.1.0ksijen ve Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT)

Oksijen biitiin canhlar igin ¢ok onemli bir element olup karbon, azot, hidrojen ve
kiikiirtle birlikte organik molekiillerin yapisina katilir. Bunun disinda aerobik canlilarin
enerji metabolizmasi rolii nedeniylede olduk¢a Snemlidir. Bilinen biitiin canl tiirleri
icin oksijene molekiillerin igindeki gekli ile gereksinim duysalar da; molekiiler oksijen
biitiin canlilar icin aym anlami ifade etmez. Molekiiler oksijen (O3), iki kovalent bag
yapmasina ragmen, molekiilin paramanyetik ozellikte olmasi eslesmemis elektron
icerdigini gosterir. Dig orbitallerinde bulunan iki elektron, spinleri aym yonde ve farkli
orbitallerde iken molekiil minimum enerji seviyesindedir. Serbest radikal tammina goére
oksijen bir “diradikal” olarak degerlendirilir. Diradikal oksijen, spin kisitlanmasindan
dolay1 radikal olmayan maddelerle yavag reaksiyona girdigi halde, diger serbest
radikaller ile kolayca reaksiyona girer.

Oksijen bulunan bir ortamda fiziksel ve kimyasal etkenlerle, zorunlu metabolik
reaksiyonlar sonucu oksijen radikalleri iiretilir. Oksijen radikalleri biyolojik sistemlerde

bulunan en 6nemli serbest radikallerdir. Bunlar arasinda siiperoksit radikali (O,"),
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hidroksil radikali (*OH) ve radikal olmayan hidrojen peroksitin (H,O,) 6zel yerleri
vardir ve “reaktif oksijen tiirleri (ROT)” olarak bilinirler [13,28].

Reaktif oksijen tiirleri, ¢esitli serbest radikallerin olustugu serbest radikal zincir
reaksiyonlarin baglatabilirler ve hiicrede karbon merkezli organik radikaller (R®),
peroksil (peroksi) radikalleri (ROO®), alkoksil (alkoksi) radikalleri (RO®), tiyil
radikalleri (RS®) gibi 6nemli serbest radikallerin olusumuna neden olurlar. Tiyil
radikalleri oksijenle tekrar reaksiyona girip siilfenil (RSO®) veya tiyil peroksil (RSO,")
gibi radikalleri de meydana getirebilirler [13].
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Sekil 4. 1. Oksijenin suya indirgenmesi ve diger oksijen tiirlerinin olugumu
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Aerobik canlilarda siiperoksitlerin hidrojen perokside dontismesini katalitik etkisi ¢ok

yiiksek olan siiperoksit dismutaz (SOD) gergeklestirir.

Tablo 4. 1. Baz1 serbest radikal tiirleri

ADI FORMULU TANIMI
Hidrojen atomu H En basit serbest radikal
Siiperoksit 0" Oksijen merkezli radikal, se¢imli reaktif

En fazla reaktif oksijen radikali. insan
Hidroksil ‘OH viicudundaki tiim radikallere saldirir.

Karbon  merkezli  radikal. CCl,

Triklorometil CCls metabolizmas1  sonucu  lretilir  ve

genellikle O, ile kolay reaksiyona girer.

Kiikiirt iizerinde eslesmemis elektron

Tiyil RS’ bulunduran tiirlerin genel adidr.
Organik peroksitlerin yikimi sirasinda
Peroksil, Alkolsil | RO,", RO’ olugan oksijen merkezli radikaller.
L-arginin amino asidinden in vivo
Nitrik oksit NO’ kosullarda tiretilir.
NO” nun O, ile reaksiyonu sonucu
Azotdioksit NO, olusur. Kirli hava, sigara dumam vb.
bulunur.

Reaktivitesi en diigiik, molekiiler hasar

Hidrojen peroksit | HO; yetenegi diigtik.

Singlet oksijen 0, Oksijenin giiglii oksidatif formu.

Reaktivite radikale ve ortamda bulunan molekiile bagldir. Iki serbest radikal
karsilagtiginda eslesmemis elektronlar1 kovalent bag yaparak birlesir. Ancak bunun
sonucunda olusan tiirler de reaktif olabilir. Buna ormek NO°® ve 0,*”in ¢ok hizh

reaksiyonu ile bir nonradikal iiriin olan peroksinitritin olusumu verilebilir:
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0, + NO» ——» ONOO

Bununla birlikte bir serbest radikal, radikal olmayan bir madde ile reaksiyona girerek
yeni bir radikal olugturabilir. Biyolojik molekiillerin biiyiik bir kismi radikal olmadig1
icin, in vivo sartlarda reaktif bir radikalin olusumu, genellikle zincir reaksiyonunun

baslamasina yol agabilir [13].

4.1.1.Siiperoksit Radikali (O,")

Stiperoksit radikali, metal iyonlarim indirgeyerek bagh oldugu proteinlerden salinigina
neden olabilir. Hemen tiim aerobik hiicrelerde oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi

sonucu siiperoksit radikali olugur. Baglica su yollarla tiretilmektedir:

1. Katekolaminler, hidrokinonlar, rediikte flavinler, tiyoller, tetrahidrofolatlar gibi

biyolojik molekiillerin aerobik ortamda otooksidasyonu sonucu stiperoksit olugur.

2. Aktive olmug fagositik hiicreler (ndtrofiller, monositler, makrofajlar, eozinofiller),

viriis veya bakteriyi inaktive etmek igin bol miktarda siiperoksit iretirler.

3. Mitokondriyal enerji metabolizmasi sirasinda olusan elektron sizintist sonucu

kullanilan oksijenin %1-3’ii siiperoksit radikali yapimu ile sonlanir.

4. Indirgenmis gegis metallerinin otooksidasyonu siiperoksidi meydana getirebilir.

Siiperoksit radikalinin &nemi H,O, kaynagi olmasi ve gegig metal iyonlarinin
indirgeyicisi olmasidir. Ayrica hiicresel kosullarda tiretilen siiperoksit hem oksitleyici
hem de indirgeyici olarak davranabilir. Siiperoksit radikali ve perhidroksi radikali
birbiriyle reaksiyona girince biri yiikseltgenir, digeri indirgenir. Bu dismutasyon

reaksiyonu sonucu H,O; olusur:
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Stiperoksit Peroksit
. radikal . yomu

e = e
10, +— %0, + 0,” — OF
Singlet "Dioksijen
oksijen Hcl ZH’l
e!"
HO,' H,0, —p OH'
Perhidroksil Hidrojen Fenton reaksiyonu
radikali peroksit

Sekil 4. 2. Enerji transferi yoluyla ROS' un iiretimi
Siiperoksidin fizyolojik bir serbest radikal olan NO?* ile birlesmesi sonucu reaktif bir
oksijen tlirevi olan peroksinitrit meydana gelir. Bu sekilde NO® normal etkisini inhibe
eder, ayrica peroksinitritler direkt proteinlere etki ederler.
0,” + NO* ——» ONOO

4.1.2.Hidrojen Peroksit (H20>)

Molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki elektron almasi veya siiperoksidin

bir elektron almas1 sonucu H,O; olusur.

0,+2¢+2H — H,0,

02._ +e +2 I‘I+ _— H202

Biyolojik sistemlerde H,O,’nin asil iretimi stiperoksidin nonenzimatik veya SOD

katalizli dismutasyon reaksiyonu ile H,O,’ye doniismesiyle olur.
20,7+ 2H" — H,0, + Oy

Ornegin; siiperoksit anyon radikali ferritinden demiri serbest birakarak demir(1II)’tin

demir(Il)’ ye indirgenmesini saglar. Daha sonra SOD’ un sonucu olarak Uretilen
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indirgen H,0,, 0,° nin OH®’ e dismutasyonuna yol agar. Bu reaksiyonlar Haber-Weiss
reaksiyonlar1 olarak adlandirilir. Bunu tam tersine final adim1 H»O, yoluyla demir(II)’
nin oksidasyonunu igerir. Bu da fenton reaksiyonlar1 olarak bilinir [18]. H,O, bir radikal
olmadig1 halde, ROT igine girer ve serbest radikal biyokimyasinda 6nemli rol oynar.
Ciinkii gecis metal iyonlar1 varliginda Fenton reaksiyonu sonucu; siiperoksit radikali
varliginda Haber-Weiss reaksiyonu sonucu en reaktif ve daha ¢ok hasar verici olan

hidroksil radikaline doniigtir.

1) 0," + Fe®" ——— 0+ Fe**
2) H,O,+ Fe* ———» OH + 'OH + Fe*" (Fenton Reaksiyonu)
Net: 0O, + H,0, ——» 0O, + OH + 'OH (Haber-Weiss Reaksiyonu)

4.1.3.Hidroksil Radikali (OH)

Hidroksil radikali gegis metalleri varliginda HyOy’nin indirgenmesiyle (Fenton
reaksiyonu) olusur. Suyun yiiksek enerjili iyonlastirici radyasyona maruz kalmasi

sonucu da olugur.
H—O—H — H + 'OH

Biyolojik sistemlerdeki en reaktif ve hasar verici radikal tiiriidiir. Yanlanma émrii gok
kisa olmasmna ragmen ortamda rastladigi her biyomolekiil ile tepkimeye girer ve
olustugu yerde biiyiik hasara sebep olur. Tiyoller ve yag asitleri gibi molekiilerden bir
proton kopararak tiyil radikalleri (RS®), C merkezli organik radikaller (R"), organik
peroksitler (RCOO®) gibi yeni radikallerin olusmasina sebep olur.

R-SH + 'OH ——R-§"+ H,0

H H
I |

—(IJ— + 'OH —» — C—-+ HO
H

Her tiir biyolojik molekiille reaksiyona girse de dzellikle elektronca zengin bilesikler
tercihli hedefleridir, niikleik asitler (piirin ve pirimidin bazlar1) ve proteinler (aromatik

amino asitler) ile ¢esitli radikalik tepkimeler verir.
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4.1.4.Singlet Oksijen ('02)

Molekiiler oksijenin elektronlarindan birinin enerji alarak kendi spininin ters yoniinde
olan bagka bir orbitale yer degistirmesiyle singlet oksijen olusur. Singlet oksijen
ortaklanmamig elektronu olmadigi i¢in radikal degildir. Oksijenin ortaklanmamig
elektronlar1 paralel spinli oldugundan oksijendeki spin kisitlamas: singlet oksijende

yoktur ve oldukg¢a reaktif bir oksijen bilesigidir.

Delta ve sigma olmak iizere iki gekli vardir. Delta gekli daha disiik enerjili (92 kj)

oldugundan sigma sekline (155 kj) gére daha uzun yar émiirlidiir.

0:0:|f fe0:0-}
]AOZ 1202

Sekil 4. 3. Singlet oksijen (‘0,) [13]

Viicutta, pigmentlerin (flavin igeren niikleotidler, retinal, bilirubin) oksijenli ortamda
15181 absorblamasiyla, O,*’nin dismutasyon tepkimesi sirasinda, porfirya gibi porfirin

metabolizmasi hastaliklarinda olusabilir [13].

4.1.5. Hipoklorik Asit (HOCl)

Doku makrofajlar1 gibi fagositik hiicreler, notrofil, eozinofil gibi graniilositler
mikroorganizmalarn ~ 8ldiirmek i¢in klorlanmig oksidanlar {iretebilir. HOCI
miyeloperoksidaz enzimi tarafindan H,O, ve Cliyonunun bitlesmesi sonucu olugur.

Dokularda hasar olusturan giiglii bir oksidandir [13].

H,0, + CI' + " — % HOCI + H,0
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4.1.6.Nitrik Oksit (NO*®)

NO® hem fizyolojik hem patofizyolojik siire¢lerde 6nemli bir role sahip serbest
radikaldir. Nitrik oksit cesitli reseptdrlerin aktivasyonu sonucu L-arginin ve oksijenden
nitrik oksit sentaz (NOS) etkisiyle sentezlenir. Vaskiiler endoteliyal hiicrelerde
olusturulan énemli bir vazodilatordiir, onemli bir ndrotransmitterdir, inflamasyon ve
enfeksiyon durumlarinda sitokinler ve endotoksinler tarafindan indiiklenerek bol

miktarda iiretilir ve parazitlerin 6ldiiriilmesinde rol oynar.

NO°® insan metabolizmasinda yararhidir, fakat fazlasi sitotoksik olabilir. Nitrik oksidin
stiperoksit radikaliyle etkilesmesi sonucu olusan peroksinitrit (ONOQ’), nitrik oksitin
toksisitesinden sorumlu baslica bilesiktir. Proteinlerdeki —SH gruplarim oksitleyerek
direkt zarar verebilir. Ayrica fizyolojik pH’da protonlanabilir ve gii¢li bir lipid
peroksidasyon baglaticisi olan azotdioksiti (NO,"), hidroksil radikalini (*OH),
fenilalanin, tirozin gibi aromatik halkalari nitrolama ajam olan nitronyum iyonunu

(NO,") olusturabilir [13].
4.2. Hiicredeki Reaktif Oksijen Tiirlerinin Kaynaklar:

Serbest radikaller ve diger reaktif oksijen tiirleri organizmada 6zel metabolik olaylar

icin veya “kazara” iretilirler.

Biyolojik Kaynaklar

a) Solunumsal Patlama: Aktive olmus makrofajlar, nétrofiller, eozinofiller ve
fagositik 16kositler gesitli biyolojik hedeflerin pargalanmasimi saglayan ve
enfeksiyona karst viicudun hiicresel cevabini baglatan hiicrelerdir. Fagositik
solunumsal patlama sirasinda gesitli serbest oksijen radikalleri (stiperoksit
anyonu, H,O,, hidroksil radikali ve hipoklorik asit) olusur. Fagosite edilmis
mikroorganizma, bakteri bu iiriinlerin etkisiyle oOldiiriilir. Ancak bu oksidan
{irtinler hiicrelerin antioksidan savunma giiclerini astifinda normal konakei
hiicrelerine zarar verirler ve ¢esitli hastaliklarin patogenezinde rol oynarlar.

Ornegin romatoit artritli (RA) hastalarin diz eklemlerinde fazla miktarda notrofil
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birikir ve bunlardan ortalama salmnan serbest radikaller eklem hasarim

hizlandirir.
) g, - ) Solunumsal | ———
M .:':). ~ "q -' -~
VAUFT ) /02 Patlama - N
NADPH oksidazX y_ : & ( \
NADF- ¥ [0 i “"\‘
| i SOD o~
| [ Bakteri ) 5 E.
*‘t : Fe?* Fenton Reaksiyonu \,
A0 e Fe™ b
~— - ‘-3
. Miyeloperoksidaz ~r (OHe gre——
) g' . & ( Bakteri ) |
i o |‘ e ————— Ty . I_|
o © 0 ) N—

. @ ® 7 Nétrofil membrani

Sekil 4. 4. Fagositik solunumsal patlamada olusan reaktif oksijen tiirleri [13]

b) Radyasyon ve gevresel ajanlar (hava kirliligi, pestisidler, sigara duman, coziictiler,
anestezikler, aromatik hidrokarbonlar) serbest radikal olusumuna neden olmaktadur.

¢) Antineoplastik ajanlar (nitrofurantoin, bleomisin, doxorubicin, adrioxmicine):
Antikarsinojen bir ajan olan doxorubicin hiicrenin DNA replikasyonu inhibe eder. Bu
sirada H,O, ve O, olusumuna ve sonugta lipid peroksidasyonunun baglamasina yol

agar.

d) Stres: Sinirsel uyarilar katekolaminlerin sentezinde artis yapar. Katekolaminlerin
oksidasyonu ise serbest radikal kaynagidir. Bu olay stresin hastaliklarin
patogenezindeki roliiniin serbest radikal {iretimiyle ilgili olabilecegini

gostermesi bakimindan dnemlidir.
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4.3. Serbest Radikallerin Etkileri

Giiglii reaktif 6zellige sahip olan serbest radikaller tiim hiicre bilesenleriyle kolayca
etkilesebilirler. Hiicrenin savunma mekanizmalari ile ortadan kaldirilmazlarsa, biyolojik

molekiillerle reaksiyona girerek yeni serbest radikallerin olugtugu zincirleme bir

reaksiyon baglatirlar.
. o olunmum .
P . .
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Sekil 4. 5. Serbest radikallerin hedefleri [13]

4.3.1. Serbest Radikallerin Lipidlere Etkileri

Lipidler serbest radikallerin etkilerine kargi en hassas olan biyomolekiillerdir. Hiicre
membranlarindaki ve gidalardaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamig baglari, serbest
radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon dirtinleri olugtururlar. Poli
doymamig yag asitlerinin (Poly unsaturated fatty acid- PUFA) oksidatif yikimi, lipid
peroksidasyonu olarak bilinir ve olduke¢a zararhidir. Ciinkii kendi kendini devam ettiren
zincir reaksiyonu seklinde ilerler [20]. Bu da nonenzimatik lipid peroksidasyonu

olarak bilinir. Lipit peroksidasyonunda membranda veya serbest yag asitlerinde
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baglamasi hidrojen atomu ¢ikarabilecek reaktiviteye sahip herhangi bir tlirlin
saldirisindan  kaynaklanir. Lipid peroksidasyonu organizmada olusan serbest
radikallerin 6zellikle *OH’ in, membran yapisinda bulunan g¢oklu doymamis yag
asitlerindeki (PUFA) konjuge ¢ift baglardan bir H atomu ¢ikarmasiyla baglar (radikalik
reaksiyonun baslama asamas1). Bunun sonucunda yag asidi zinciri bir lipid radikali (L*)
niteligi kazanir. Molekiil i¢i bir diizenlenme ile daha kararlt olan konjuge dienler olusur.
Aerobik sartlarda, konjuge dienin molekiiler oksijenle birlesmesi sonucu lipid peroksil
radikalleri (LOO®) olusur. LOO® olusumu 6nemlidir, ¢iinkii membran yapisindaki diger
¢oklu doymamis yag asitlerini etkileyerek, yeni lipid radikallerinin (Le®) olusumuna yol
acar. Kendisi de agiga cikan hidrojen atomlarini alarak lipid peroksitlere (LOOH)
dontisiir. Lipid peroksidasyonu sonucu olusan lipid peroksitlerin yikimi, gegis metalleri
iyon Katalizini gerektirir [20]. Ayrica membran proteinlerine de saldirabilir. Boylece
reaksiyon otokatalitik olarak devam eder. Bu lipid peroksidasyonunun ilerleme
asamasidir. Aslinda g¢oklu doymamig yag asidindeki karbon atomu, yeni molekiiler

diizenleme ile daha kararli hale gelmek istemektedir [14].

Lipid peroksidasyonu lipid peroksidlerinin aldehit ve diger karbonil bilegiklerine
yikilmasi ile sona erer (sonlanma basamagi). Yikildiklarinda, ¢ogu biyolojik olarak aktif
olan aldehitler olugur. Bu bilesikler ya hiicre diizeyinde metobolize edilir veya ilk atak
bolgesinden hiicreye difiize olup hiicrenin diger boliimlerine hasari yayarlar. Ug veya
daha fazla ¢ift bag igceren yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu; lipid peroksidasyon
seviyesinin indikatorii olarak kabul edilen malondialdehit (MDA) olusur. Lipid
peroksidasyonu, membran yapisina direk ve olusturdugu reaktif aldehitlerle diger hiicre

bilesenlerine indirekt olarak zarar veren geri donlislimsiiz bir olaydir [13].

Lipid peroksidasyonu ile meydan gelen hiicre zararlam geri doniigtimstizdiir [20].

Asagidaki reaksiyon serisi lipid peroksidasyonunun temel reaksiyonlaridir.

LH+R" —» L'+ RH

L'+ O —— LOO" (Lipid peroksit radikali)
LOO'+ LH ——» LOOH +L"

LOOH ———» LOO" ; LO" ; aldehitler
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Hiicre membranindaki ve intraselliler membranlardaki lipid peroksidasyonu serbest
radikallerin hepsiyle uyarilabilir ve redoks Kkatalisti olarak gorev yapan gegis

metallerinin varliinda artar.

Lipid peroksidasyonu ¢ok zararli bir zincir reaksiyonudur. Direkt olarak membran
yapisina ve indirekt olarak reaktif aldehitler tireterek diger hiicre bilesenlerine zarar
verir. Boylece bircok hastalifa ve doku hasarina sebep olur. Lipid radikallerinin
hidrofobik yapida olmasi yiiziinden reaksiyonlarinin ¢gogu membrana bagli molekiillerde
meydana gelir. Membran gegirgenligi ve mikroviskozitesi ciddi sekilde etkilenir.
Peroksidasyonla olusan malondialdehit, membran bilesenlerinin gapraz baglanma ve
polimerizasyonuna sebep olur. Bunun sonucu deformasyon, iyon gegisi, enzim
aktivitesi ve hiicre yiizey bilesenlerinin agregasyonu gibi farkli sekillerde membran

Ozelliklerini degistirir [20].

O,

LOO
l l Peroksi radikali

LOOH
Lipid hidroperoksit

Sekil 4. 6. Poli doymamis yag asitlerinin peroksidasyonu [20]
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4.3.2. Serbest Radikallerin Proteinlere Etkileri

Proteinler serbest radikallere karsi ¢oklu doymamis yag asitlerinden daha az hassastir,
ancak proteinin aminoasit igerigine gore radikalik hasardan etkilenme derecesi degisir.
Triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin gibi doymamig bag igeren ve metiyonin, sistein
gibi kiikiirt bulunduran aminoasitlere sahip proteinler serbest radikallerden kolaylikla
etkilenir. Bunun sonucunda karbon merkezli organik radikaller ve siilfiir radikalleri
olusur. Bu reaksiyonlar sonucu albiimin ve immunoglobin G (IgG) gibi fazla sayida
distilfit bagi bulunduran proteinlerin tersiyer yapisi bozulur. ‘Hem’ proteinleri
(hemoglobin) de serbest radikallerden 6nemli oranda zarar goriirler. Hemoglobinin
ferro demiri (Fe'?) siiperoksit ve diger oksitleyici ajanlarla oksitlenmeye duyarlidir.
Ozellikle oksihemoglobinin O*” veya H,0; ile reaksiyonu methemoglobin olugmasina

sebep olur [20].

0,” + Hb-Fe’'-0, —2% ___» Hb-Fe** + H,0, + O,

H,0, + 2 Hb-Fe*-0, —2E*—» 2 Hb-Fe’" +2 H,0 + O,
4.3.3. Serbest Radikallerin Niikleik Asitlere ve DNA’ ya Etkileri

DNA serbest radikallerden kolay etkilenen bir hedeftir. Iyonize edici radyasyonla
olusan radikaller, DNA’y1 etkileyerek hiicre mutasyonuna ve 6liimiine yol agabilirler.
Aktive olmus notrofillerden salinan H,O, membranlardan kolayca gegebildigi i¢in hiicre
cekirdegine kadar ulagir burada olusan hidroksil radikali dért DNA baziyla kolayca
reaksiyona girerek baz modifikasyonlarina yol agar. DNA hasar1 onarilmazsa hiicre

disfonksiyonuna ve hatta hiicre 6liimiine yol agabilir [13].

Stiperoksit iiretimi ise en fazla mitokondride oldugundan mitokondrial DNA daha fazla

zarar gorur.



41

8-hidroksiguanin

Guanin + OH° ————>  (Guanin-OH)

8-hidroksiguanin radikali

Halka yapiss
bozulmug guanin

Sekil 4. 7. Hidroksil radikallerinin DNA' ya etkileri

4.3.4. Serbest Radikallerin Karbonhidratlara Etkisi

Serbest radikallerin karbonhidratlar {izerinde 6nemli etkileri vardir. Monosakkaritlerin
oksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, peroksitler ve oksoaldehitler meydana
gelmektedir. Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu meydana gelen siiperoksitler ve
okzalaldehitler diyabet ve sigara igimi ile ilgili patolojik olaylarda rol oynar.
Okzaldehitler ayrica DNA, RNA ve proteinlere baglanabilme 6zelliklerinden dolay:

antimitotik etki gosterirler. Boylece kanser ve yaslanma olaylarinda da rol oynarlar [13].

Organizmada normal metabolizma sirasinda ve patolojik islemler sonucu tiretilen
serbest radikaller hiicresel savunma mekanizmalari ile ortadan kaldirldig: i¢in, ROT
iiretimi antioksidan savunma sistemleri tarafindan dengelenmektedir. Ancak bazen
serbest radikallere metabolize olan toksinler, agir1 oksijen konsantrasyonuna maruz
kalma, fagositik aktivasyondaki diizensizlikler, malniitrisyon sonucu diyetle antioksidan
etkili bilesiklerin yetersiz alim1 gibi sebeplerle hiicrede daha fazla reaktif oksijen tiirleri
olusabilir. Hiicresel savunma mekanizmalari vasttasiyla ortadan kaldirilandan daha fazla

ROT olustugunda “oksidatif stres” durumu ortaya ¢ikar. Oksidatif stres “oksidanlar ve
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antioksidanlar arasindaki dengenin oksidanlar yoniine kaymasi ve hiicre hasarina yol
agmas1” olarak tammlamr. Oksidatif stresin, ROT” larin neden oldugu hiicre hasarlar
sonucu bircok hastahga katkida bulundugu distiniiimektedir. Yapilan pek ¢ok
¢alismada {ilseratif kolit, iskemi/reperfiizyon hasari, ateroskleroz, yaslanma, diabetes
mellitus, Alzheimer hastalig, Parkinson hastaligi, sigara kullanimi ve hava kirliliginin
neden oldugu rahatsizliklar ve KOAH gibi akciger hastaliklar1, ¢esitli kanser tiirleri,
felg, hipertansiyon, romatoit artrit ve multiple sklerosis gibi otoimmiin hastaliklar,
alerji, astim, septik sok, inflamasyon, akut pankreatit, yaglanmaya bagli makiiler
hastaliklar ve katarakt gibi klinik durumlara serbest oksijen radikallerinin katildig1
belirtilmistir. Ancak serbest radikallerin hastaliklar {izerindeki Onemi ve rolii
incelenirken, serbest radikal olugumunun hastaligin nedeni mi, yoksa sonucu mu

oldugunun ayrimima varilmasiun énemi vurgulanmaktadir [1 7].

4.4. Antioksidanlar

ROT olusumu ve bunlarin meydana getirdii hasari onlemek igin viicutta birgok
savunma mekanizmalari vardir. Bu mekanizmalar “antioksidan savunma sistemleri”
veya kisaca “antioksidanlar” olarak bilinirler. Antioksidanlar serbest radikalleri
nétralize etmek igin karsihikh etkilegim halinde olan endergonik ve ekzergonik kaynakli,
cok cesitli bilesiklerdir. Bu bilesikler gida kokenli antioksidanlar (C vitamini, E
vitamini, karotenoidler, lipoik asit gibi), antioksidan enzimler (SOD, glutatyon
peroksidaz, glutatyon rediiktaz gibi), metal baglayici proteinler (ferritin, albiimin,
laktoferrin, seruloplasmin gibi) ve bitkilerde yaygin sekilde bulunan cesitli antioksidan

fitonutrientlerdir.

“Antioksidan” terimi uluslararasi kabul edilmig herhangi bir tanim ile
smirlandirilmamustir. Antioksidanlar, yiikseltgenebilen substratlara gore daha diisiik
derisimlerde, substratin prooksidanlarla baslatilan oksidasyonunu ciddi derecede
engelleyen veya geciktiren maddelerdir ve doku hastaliklarini  engelleyebilirler.

Antioksidanlar serbest radikallere dért ayn sekilde etki ederler:
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1) Toplayic: etki: Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlar1 tutma veya daha zayif
yeni molekiile ¢evirmek. Antioksidan enzimler ve kiigiik molekiiller bu tip etki

gosterirler.

2) Bastiric1 etki: Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip; onlara bir hidrojen aktararak
aktivitelerini azaltmak veya inaktif sekle doniistirmek. Vitaminler, flavonoidler bu tarz

bir etkiye sahiptirler.

3) Zincir kirict: Serbest oksijen radikallerini baglayarak fonksiyonlarim engellemek.

Mineraller zincir kiric1 etki gosterirler.

4) Onaric1 etki: Serbest radikallerin olusturduklari hasarlari onarmak [4].

Prooksidanlar ise lipitler, proteinler, niikleik asitlerde oksidadif hasara neden olan ve
bunun sonucu olarak ¢esitli patojenik olaylara ve hastaliklara yol acan toksik
maddelerdir. Antioksidanlar hiicrelere zarar veren bu prooksidanlari etkin bir sekilde
diisiik toksisiteli veya toksik olmayan iirtinlere doniigtiriirler [16]. Antioksidanlarin
oksidatif reaksiyonlara etkisi farkli sekillerde olabilir:

a) ROT olugmasi engelleyen sistemler: Demir ve bakir iyonlarim baglayan metal
selatorleri, mitokondride dogal olarak olusan ROT’ lar indirgeyen mitokondriyal

sitokrom oksidaz gibi.

b) ROT’ lan yakalayip nétralize eden antioksidanlar: Flavonoidler, a-tokoferol,
askorbik asit, metiyonin, iirik asit, B-karoten, indirgenmis glutatyon, mukus gibi. Bu tiir
antioksidanlar radikalik zincir reaksiyonunun baglamasmi inhibe eder veya zincir

reaksiyonunun ilerlemesine engel olarak radikalik reaksiyonu sona erdirirler.

b) Olusan radikalleri detoksifiye eden sistemleri: ROT’ lar1 daha az toksik tirtinlere
doniigtiiren enzim sistemleridir. Siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon
peroksidaz, glutatyon rediiktaz, glutatyon-S-transferaz ve glukoz-6-fosfat

dehidrogenaz.
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4.5.Antioksidan Savunma Sistemleri ve Antioksidanlarin Siiflandirilmasi

Normal fizyolojik kosullarda hilcreler, serbest radikal rinleri ve peroksitler gibi
molekiillerin neden olabilecegi oksidatif hasara kargi, antioksidan savunma sistemleri
tarafindan korunur. Antioksidan savunma sistemleri enzimatik ve enzimatik olmayan iki

kategoride incelenebilir [17]:

Tablo 4.2. Enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar

[Enzimatik Antioksidanlar Enzimatik Olmayan Antioksidanlar
Dogal Yapay

Siiperoksit Dismutaz(SOD) Vitamin C Biitillenmis hidroksianisol (BHA)

Selenyum bagimli glutatyon a-Tokoferol Biitillenmis hidroksitoluen (BHT)

Peroksidaz (GPx)

Glutatyon-S-Transferaz (GST) [Polifenolik bilesikler Gallik asit tiirevleri

Katalaz Karotenoidler Tersiyer biitilhidrokinonlar(TBHK)

Glutatyon rediiktaz (GR) Nordihidroguareyetik asittNDGA)

Dogal kaynaklardan antioksidanlar i¢in arastirmalar ¢ok ilgi almis ve aktif antioksidan

bilesikleri i¢in yeni dogal kaynaklar arastirilmaktadir.

4.6.Antioksidan Aktivite Tayin Yoéntemleri

Antioksidanlarla ilgili ¢aligmalar incelendigi zaman farkli aragtirmacilar tarafindan
antioksidan kapasiteyi tammlamak igin farkli terimlerin kullamldigi gOriiliir.
Karsilagilan terimler total antioksidan ‘kapasite’ veya ‘etkinlik’, ‘gli¢’, ‘parametre’,
‘potansiyel’ ve ‘aktivite’ dir. Bir kimyasalin ‘aktivitesi’ basing, sicaklik, reaksiyon
ortami, diger reaktifler gibi spesifik reaksiyon kosullari belirtilmedikge anlamsizdir. Tek

bir analiz yontemi ile dlgiilen ‘antioksidan aktivite’ o yoéntemde uygulanan spesifik
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kosullardaki kimyasal reaktiviteyi yansittig1 i¢in verileri ‘total antioksidan aktivitenin’
gostergesi olarak genellemek uygulan olmayabilir ve yamlticidir. Bu nedenle ‘aktivite®
terimi yerine farkli deneylerde elde edilen sonuglari ‘kapasite’ olarak sunmak dnemlidir.
Ya da ‘siiperoksit siipiirlicti kapasite’, ‘demir iyonu indirgeme kapasitesi’ gibi 6l¢tim

yontemini daha spesifik olarak belirten terimlerin kullanilmas1 da dnerilmektedir [18].

Antioksidan kapasite tayin yontemleri, kullanilan kimyasal reaksiyon agisindan 2 ye
ayrilir:

i.  Hidrojen atomu transferi reaksiyonuna dayananlar (HAT)

ii.  Tek elektron transferi reaksiyonlarina dayananlar (ET)
HAT- esasli analiz yontemlerinin ¢ogunda yarigmali reaksiyon kinetigi izlenir. HAT-
esasli yontemler genellikle bir sentetik serbest radikal olusturucu, bir oksitlenebilen
prob ve bir antioksidandan olugur. ET-esash yontemler reaksiyon sonunun indikatorii
olarak bir oksidan (ayn1 zamanda reaksiyonu takip etmek i¢in prob olarak kullanilir) ile

redoks reaksiyonunu igerir.

HAT reaksiyonuna dayanan analiz yontemlerinin ¢ogu azo bilesiklerinin bozunmasi
sonucu olusan peroksil radikallerinin antioksidan ve substrat tarafindan yarigmali bir
sekilde giderilmesi prensibine dayanir. HAT analiz yontemleri:

a) Indiiklenmis diigiik yogunluklu lipoprotein otooksidasyonu,

b) Oksijen radikal absorbans kapasitesi (ORAC)

¢) Total radikal yakalama antioksidan kapasitesi (TRAP)

d) Crocin bleaching deneyleri

e) Siiperoksit radikali indirgeme aktivitesi

f) Hidrojen peroksit giderme aktivitesi

g) ABTS radikali stipiiriicli grup olarak siralanabilir.

ET esasl analiz yontemleri, antioksidan maddenin indirgendiginde renk degistiren bir
oksidan maddeyi indirgeme kapasitesinin Sl¢iimiine dayanir. Renk degisiminin derecesi
ornekteki antioksidan derigimi ile baglantilidir. ET esash analiz yontemleri:

a) Folin- Ciocalteu reaktifi (FCR) ile toplam fenolik madde analizi

b) Troloks esdegeri antioksidan kapasite (TEAC) 6l¢limil

¢) Ferrik iyonu indirgeme antioksidan (FRAP) 6l¢timii
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d) Cu (II) kompleksini oksidan olarak kullanilan ‘toplam antioksidan potansiyel’
Ol¢tim yontemi

¢) DPPH kullanarak ‘toplam antioksidan potansiyel” &lgtim yontemi

f) CUPRAC (Bakir(Il) Indirgeyici Antioksidan Kapasite) ydntemi

g) Metal-Selat aktivitesi tayini olarak siralanabilir.

Bu yéntemlerden FCR’ in antioksidanin indirgeme kapasitesinin belirlenmesinde ve
ORAC’ 1 antioksidan radikal siipiiricii kapasitesinin belirlenmesinde kullanilmasi

Onerilmektedir [19].

Antioksidan kapasitenin Slgtimiinii i¢in literatiirde 20 den fazla yontem vardur. Bitkilerin

antioksidan kapasiteleri, segilen tayin yontemine oldukga bagimlhidir [17].

Bu ¢alismada kullanilan antioksidan kapasite tayin yontemlerinin prensibleri asagida

aciklanmigtir.

4.6.1.DPPH Kullanarak ‘Toplam Antioksidan Potansiyel’ Ol¢iim Yontemi

Serbest radikal siipiiriicii aktiviteyi belirlemek i¢in kullanilir. Bu yontem ilk kez 1958’
de Blois tarafindan kullanilmaktadir. 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikali ticari
olarak mevcut, stabil radikallerden biridir. Fenolik antioksidanlarin aktiviteleri iizerinde
yapt etkisini ¢aligmak i¢in kullanilan ilk sentetik antioksidanlardan biridir [13]. DPPH’
n yapisinda bulunan radikalik azot etanol ¢ézeltisinde mor renklidir ve 515 nm’de
maksimum absorbans verir. Antioksidan tarafindan indirgenince rengi agildigi igin
reaksiyonun ilerleyisi spektrofotometrik yol ile izlenir. DPPH’ in renginin agilmasi
antioksidan konsantrasyonu ile orantilidir. Kolay, verimli ve hizli olmasindan dolay:
avantajlidir. Birgok antioksidan bilesik lipid peroksidasyonunda rol oynayan peroksit
radikalleri ile mzli tepkime verir. Ancak DPPH ile peroksit radikalleri yavas tepkime

verir. Bu da bu yontemin dezavantaji sayllmaktadir.
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Sekil 4. 8. DPPH' 1n yapis1

4.6.2.CUPRAC (Bakir(IT) indirgeyici Antioksidan Kapasite) Yontemi

Bu yéntem 1991 yilinda kullanilmaya baslanmig ancak daha ileriki zamanlarda Resat
Apak grubu tarafindan gelistirilmistir. Bu yeni gelistirilen yontem toplam antioksidan
kapasite tayini igin gelistirilmistir ve hem hidrofilik hem de lipofilik toplam antioksidan
kapasitesi 6l¢lilebilir. Bu yontemde kullanilan bis(neokuproin) bakir(IDklorlir kolaylikla
elde edilebilir, stabil ve segicidir. Antioksidan polifenol arasindaki reaksiyon asagidaki

gibi ilerlemektedir:

n Cu(Ne), 2 + n- elektron indirgeyici (AO)——» n Cu(Nc)," + N- elektron

yitkseltgenmis tirtin + 2n H"

Bu reaksiyon sonucunda iki proton agiga ¢ikmaktadir. Cu(Il)-Nc ise 450 nm’ de ise
maksimum absorbans veren renk olusumuyla birlikte Cu(I)- Nc¢ kelatina doniismektedir.
Bu islem pH=7,0 amonyumasetat tamponunda gergeklesir. Bu yontemi uygulamak ¢ok
basit ve hizlidir. Bu CUPRAC reaktifi diger kromojenik reaktiflerden daha stabil ve
elde edilmesi daha kolaydir. Bu CUPRAC reaktifinin reaksiyonu oldukg¢a hizhidir. Bu
metotta konsantrasyona kars1 absorbans grafigi lineerdir. Bunlardan da goriildiigii gibi

bu ydntemin birgok avantaji mevcuttur [21].



48

4.6.3. ABTS Radikali Siipiiriicii Kapasitesi Olgiim Yoéntemi

1993 yilinda Miller ve arkadaglari tarafindan tammlanmig bir yontemdir. Renk
degisimine dayanan bir yontemdir. Bu ydnteme gore; 2,2’-azinobis-(3-etil-
benzotiyazolin-6-siilfonik asit) (ABTS) peroksidaz ile inkiibe edildigi zaman stabil
radikal katyonu olan ABTS" formu olusur. ABTS" ¢ min bu formu numune ile etkilesimi

stabil mavi-yesil renk olusur ve en yiiksek absorbans degerinde 6l¢lim yapilir [22].

4.6.4. Metal-Selat Aktivitesi Tayini

Yasamamiz i¢in temel elementlerden biri olan demir, aym zamanda lipit, protein ve
diger bilesenlerle istenmeyen oksidatif reaksiyonlara neden olabilmektedir. Ayrica
demir fenton reaksiyonlari sonucunda serbest radikal olusturma kabiliyetindedir. Bu
nedenle Fenton reaksiyonlarindaki Fe”* konsantrasyonunun azalmas: ile oksidatif hasara

kars1 koruyucu etki goriilmektedir [23].

Metal-selatlama 6zelligi olan antioksidan maddeler serbest demiri baglamak suretiyle
onu etkisizlestirirler ve bdylece fenton reaksiyonlar1 sonucu olusan hidroksil ve peroksit
gibi radikal olusumunu inhibe ederler. Bir baska deyisle, metal selatlama aktivitesi,
ortamda bulunan Fe** iyonlarmin inhibisyonuna dayamr. Aktivite kendini gelat
ajanlarinin demir iyonlarini gelatlamasi sonucu kirmizi renkteki azalmayla gosterir.
Metal-selatlama aktivitesi lipit peroksidasyonundaki katalize olmus ge¢is metallerini

indirgedigi i¢in 6nem tagimaktadir [23].

4.6.5. Ferrik Iyonu Indirgeme Antioksidan (FRAP) Ol¢iimii

Bu metodda Fe(Ill) tripiridiltriazin (TPTZ) kompleksinin antioksidanlar varhfinda
renkli Fe(Il) selatina indirgenmesinden yararlanmaktadir. Reaksiyon siiresi kisadir
(vaklasik olarak 4 dk) ancak baz polifenoller daha yavag reaksiyon verebilirler. FRAP
sadece ferik iyonlar1 indirgeyebilen maddeleri Olger [23]. FRAP’ 1n dezavantaji ise

glutatyona cevap vermemesidir.
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4.6.6. Folin- Ciocalteu Reaktifi (FCR) Ile Toplam Fenolik Madde Analizi

Bu yontem 1965° de Singleton ve Rossi tarafindan Onerilmis ve daha sonra farkh
uygulayicilar tarafindan gelistirilmigtir. Folin-Ciocalteu reaktifi (Folin Fenol Reaktifi
veya Folin-Denis reaktifi) fosfomolibdat ve fosfotungstat kangimi bir reaktif olup
fenolik ve polifenolik antioksidanlarin kolorimetrik tayininde kullanilir. Yontem test
edilen materyalin reaktifin oksidasyonunu inhibe etmesi igin gerekli miktarini Slger.
Ancak bu reaktifin sadece total fenolik bilesik miktarini dlgmedigi ve 6mek iginde
mevcut tiim indirgen maddelerle de reaksiyon verecegi bilinmektedir. Bu nedenle
reaktifin sadece Ornekteki fenolik bilesik diizeyini degil 6rnegin total indirgeme
kapasitesini de l¢tligii konusunda tartisma vardir. Buna ragmen Folin-Ciocalteu reaktifi
ile total fenolik bilesik miktar tayini gogu antioksidan ¢aligmalarinda drnekteki fenolik

iceriginin tayininde kullanilan standart bir yontemdir [17].

4.6.7. Siiperoksit Radikali Giderme Aktivitesi

NADH/PMS/O, sistemi ile ve riboflavin/metiyonin sisteminde flavinin fotokimyasal
indirgenmesi ile non-enzimatik olarak veya hipoksantin/ksantin oksidaz sistemi ile
enzimatik olarak siiperoksit radikali iiretilir. Radikal giderme aktivitesi substrat olarak
kullanilan NBT’ nin indirgenmesiyle tayin edilir. Bu metotta olusturulan O,*" radikalleri
sar1 renkli NBT*" yi mavi renkli formazan tiirevine indirger. Ortamda antioksidan
bilesik varsa mavi-mor NBT olusumu inhibe edilir. Ancak NBT” nin direk antioksidan

tarafindan indirgenmesi de s6z konusudur [13].



5.BOLUM

MATERYAL VE METOD

5.1. Materyal

5.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Deneysel ¢alismalarda EtOH (Merck), Mueller-Hinton besiyeri (MHB) (Oxoit), Kanli
besiyeri (Biomerieux), RPMI besiyeri, MOPS (Sigma), CuCl, (Merck), CH;COONH,4
(Merck), Neocuproine (Nc) (Aldrich), 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)
(Aldrich), K»S,05 (Merck), 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)
(ABTS) (Sigma-aldrich), FeCl, (Merck), Benzenesulfonic acid,4,4'-[3-(2-pyridinyl)-
1,2,4-triazine-5,6-diyl]bis-sodium salt (Ferrozin) (Sigma-aldrich), HC1 (Merck), 2,4,6-
Tris-2-Pyridyl-1,3,5-Triazine (TPTZ) (Sigma-aldrich), FeCl; (Merck), CH;COOH
(Merck), CH;COONa (Merck), Na,CO;, CuSO, (Merck), NaKC4H4Og (Merck), NaOH
(Merck), Folin-Ciocaltew’s phenol reagent (Merck), NaH,PO; (Sigma-aldrich),
Na,HPO, (Riedel-de Haen), H,0, (Merck), Catalase from bovine liver(Sigma-aldrich),
nikotinamid adenin diniikleotit NADH) (Sigma-aldrich), nitrotetrazolium blue chloride
(NBT) (Sigma-aldrich), N-Methyl phenazonium methyl! siilfate (PMS) (Sigma-aldrich),
dimetilsiilfoksit (DMSO) (Merck), Trolox (Calbiochem), Quercetin (Calbiochem)

kimyasal maddeleri kullanilmagtir.
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5.2. Kullanilan Cihazlar

Otoklav : Niive Steam Art OT18B

.

Sekil 5. 1. Otoklav

Etiiv ; Niive EN 400

Sekil 5. 2. Etiiv
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pH metre : InoLab WTW-Series
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Sekil 5. 3. pH metre

UV/VIS Spektroskopisi : PerkinElmer Lambda 25
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Sekil 5. 4. UV/VIS Spektroskopisi
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McFarland Cihazi ; Biosan DEN-1

Karigtirici
Ultrasonic Cleaner
Dondurucu
Mikropipet
Buzdolab:
Ependorf Tiipler
Mikroplakalar

: Velp Scientifica F20220176

: Project Ultrasonic Cleaner P-1
: Sanyo Biomedical Freezer

: Eppendorf

: Ugur

5.3. Kullanilan Cozeltiler Ve Hazirlanmasi

5.3.1. Antimikrobiyal Cahsmalar i¢in Hazirlanacak Kimyasallar

5.3.1.a. Bakteriler I¢in Antimikrobiyal Cahsmada Kullanilan Kimyasallar

1) MHB ¢bzeltisi: 10,5 g MHB’ den alimmigtir ve 500 mL destile suda

¢Oziinmiigtiir.

Daha sonra 120 °C’ de otoklavda sterilizasyonu

gergeklegtirilmistir.
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5.3.1.b. Mayalar I¢in Antimikrobiyal Caliymada Kullanilan Kimyasallar

1) RPMI ¢ozeltisi: 0,52 g RPMI ve 1,725 g MOPS tartilmistir. 45 mL destile suda
¢Oziinmiistiir. Daha sonra pH=7,0 olacak sekilde 1 M’ Itk NaOH ile pH’ 1 ayarlanmustir.
Daha sonra toplam g¢ozelti 50 mL olacak sekilde eksik kalan kisim tekrar destile su ile
tamamlanmistir. 0,20 pm  ¢apinda  siizgegden  gegirilerek  sterilizasyonu

gergeklestirilmistir.
5.3.2. Antioksidan Caliymalar icin Hazirlanacak Kimyasallar

5.3.2.a. DPPH Kullanarak ‘Toplam Antioksidan Potansiyel’ Olc¢iim f¢in Kullanilan
Kimyasallar

1) 2 x 10* M’ Ik DPPH g¢ozeltisi: lk basta 2 x 10° M’ Lk DPPH ¢ozeltisi
hazirlanmisgtir. Bunun igin 0,0394 g DPPH tartilmustir ve 50 mL’ ye etanol ile
seyreltilmistir. Daha sonra bu hazirladigimiz 2 x 10 M’ ik DPPH ¢dzeltisinden 10 mL
alinmigtir ve 100 mL’ ye etanol ile seyreltilerek 2 x 10* M’ Lk DPPH ¢ozeltisi

hazirlanmastir.

5.3.2.b. CUPRAC (Bakuir(II) Indirgeyici Antioksidan Kapasite) Yontemi i¢in

Kullanilan Kimyasallar

1) 0,01 M’ ik CuCl, ¢dzeltisi: 0,4262 g CuCl, tartilmustir ve 250 mL destile suda
¢Ozlinmugtiir,

2) 1,0 M’lik pH=7,0 CH;COONH, tamponunun hazirlanmasi: 19,27 g CH;COONH,4
tartild: ve 250 mL destile suda ¢dziindii. pH metre ile pH” 1 kontrol edilmigtir.

3) 7,5 x 10 M’ lik Neocuproine (Nc) gdzeltisi: 0,039 g Neocuproine tartilmigtir ve 25

mL etanolde ¢6zlinmiigtiir.
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5.3.2.c. ABTS Radikali Siipiiriicii Kapasitesi Ol¢iim Yéntemi I¢cin Kullanilan
Kimyasallar

1) ABTS™ ¢ozeltisi: 0,1920 g ABTS ve 0,0331 g K;8,03 tartilmistir ve toplam 50 mL
olacak gekilde destile suda g6ziinmiistiir. Bu ¢6zelti hazirlandiktan sonra kullanimi igin

12-16 saat karanlikta ve oda kogullarinda bekletilmistir.
5.3.2.d. Metal-Selat Aktivitesi (FERROZIN) Tayini I¢in Kullanilan Kimyasallar

1) 5 mM’ lik Ferrozin ¢ozeltisi: 0,2462 g tartilmigtr ve 100 mL destile suda
¢Oziinmiistir.
2) 2mM’ lik FeCl, ¢ozeltisi: 0,1037 g FeCl.4H,0 tartilmistir ve 100 mL destile suda

¢Ozlinmiistir.
5.3.2.e. Ferrik iyonu Indirgeme Antioksidan (FRAP) Ol¢iimii

1) (A) 102 M TPTZ ¢bzeltisi: 0,1570 g tartildi ve 50 mL etanoliin iginde ¢oziinmigtiir.
2) (B) 2x10>M FeCls ¢ozeltisi: 0,1622 g FeCls tartildi ve 1 mL 1M’ ik HCI ¢dzeltisinde
¢Oziiniip 50 mL’ ye destile su ile tamamlanmagtir.

3) (C) pH=3,6 03 M CH;COOH/CH3;COONa tampon ¢ozeltisi: 3,1 g
CH;COONa.3H,0 tartilmistir ve iistiine 16 mL CH;COOH eklenmistir. Daha sonra
bunlar 1L’ ye destile su ile tamamlanmgtir.

4) TPTZ reaktif ¢ozeltisi: (A:B:C) = 10:1:1 oraninda karistinilarak hazirlanmigtr.
5.3.2.f. Folin- Ciocalteu Reaktifi (FCR) ile Toplam Fenolik Madde Ol¢iimii

1) Lowry A: 2 g Nay,COj; tartilmistir ve 100 mL 0,1 M’ Iik NaOH ¢ozeltisi iginde
¢Ozlinmiigtir.

2) Lowry B: 1,2485 g CuSO, tartilmigtir ve 100 mL %1’ lik NaKC4H4Os igerisinde
¢Ozinmiuigtir.

3) Lowry C: 50 mL Lowry A ¢bzeltisi ile 1 mL Lowry B ¢6zeltisi karigtirlmugtir.

4) Folin ciocalteu reaktif ¢ozeltisi: Folin ciocalteu reaktifi su ile 1:3 oraninda

seyreltilmistir.
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5.3.2.g. Siiperoksit Radikali Giderme Aktivitesi Ol¢iimii

1) 468 pM’ ik NADH ¢bozeltisi: 0,035 g NADH tartilmistir ve 100 mL destile suda
¢Oziinmiigtiir.
2) 300 pM’ Lk NBT ¢ozeltisi: 0,025 g NBT tartilmistir ve 100 mL destile suda
¢cOzinmiigtiir.
3) 60 pM’ lik PMS ¢ozeltisi: 0,0918 g tartilmistir ve 50 mL destile suda ¢oztinmiistir.

Daha sonra bu hazirladigimiz ¢ézeltiden 1 mL alinmigtir ve 100 mL’ ye seyreltilmistir.

5.3.2.h. Hidrojen Peroksit Siipiirme Aktivitesi Olgiimii

1) pH=7,4, 0,2 M” lik fosfat tamponu ¢dzeltisi: 0,2M” lik NaH,PO4 ¢ozeltisinden 39 mL
0,2 M’ lik Na,HPO, ¢izeltisinden 61 mL alinmigtir, karistirimigtir ve destile su ile 1L’
ye tamamlanmisgtir.

2) 10° M H,0; ¢ozeltisi: 21,2 pL almmistir ve 200 mL’ ye destile su ile seyreltilmigtir.
3) 10* M CuCl, gozeltisi: 1k olarak 10 M’ ik CuCl, gbzeltisi hazirlanmistir. Bunu
hazirlamak iginde 0,0340 g CuCl, tartilmigtir ve 200 mL destile suda ¢dzlinmiistiir.
Daha sonra hazirladigimiz 107 M’ ik CuCl, ¢ozeltisinden 20 mL alinmigtir ve 200 mL’
ye destile su ile seyreltilerek 10* M CuCl, ¢bzeltisi hazirlanmgtir.

4) Katalaz enzim ¢dzeltisi: 1 mL catalase from bovine liver ¢dzeltisinden alinmigtir ve
500 mL’ ye destile su ile seyreltilmigtir.

5) 0,01 M’ lik CuCl, ¢dzeltisi: 0,4262 g CuCl, tartilmistir ve 250 mL destile suda
¢cOziinmiigtiir.

6) 1,0 M’lik pH=7,0 CH;COONH, tamponunun hazirlanmast: 19,27 g CH3;COONH4
tartilmistir ve 250 mL destile suda ¢dziinmiigtiir. pH metre ile pH’ 1 kontrol edilmistir.
7) 7,5 x 10 M” lik Neocuproine (Nc) ¢ozeltisi: 0,039 g Neocuproine tartilmigtir ve 25

mL etanolde ¢oziinmiigtiir.
5.4. Bitkilerin Toplanmasi
Calismada kullanilan bitkilerden Globularia trichosantha ve Globularia oriantalis

Nevsehir Universitesi Kamptisii karsisindaki araziden, Thymus sipyleus (kekik) bitkisi

ise Nevsehir Pasabag: Vadi’ sinden Haziran-Temmuz 2011 déneminde toplanmistir. Bu
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bitkiler daha sonra golgede kurutulmugtur. Caliyjmamizda ise Globularia trichosantha
ve Globularia oriantalis bitkisinin yaprak, ¢igek ve gévde kisimlari, Thymus sipyleus
(kekik) bitkisinin ise gévde ve yaprak kisimlar: kullamilmigtir. (Bitkilerin resimleri Yrd.

Dog. Dr. Gencay AKGUL’ den temin edilmistir.)

5.5. Bitki Ekstrelerinin Hazirlanmasi

Serin ortamda kurutulan bitkilerin yaprak, gdvde ve ¢igek kisimlari birbirinden
ayrilmistir. Daha sonra ayrlan kisimlari, soksilet cihazi kullanilarak etil alkolde
ckstraksiyon islemi gergeklestirilmistir. Elde edilen ekstraktlar -39°C dondurucuda

saklanilmigtir.

5.6. Bitki Cozeltilerinin ve Standardin Hazirlamgi

Bitki ekstraktlart antimikrobiyal ¢alismada kullanilmak tizere 4096 pg/mL ‘ye etil alkol
ile seyreltilmistir. Antioksidan ¢aligmamizda kullanmak iizere ise bitki ekstraktlarimiz
etil alkolde ¢ozillmiistiir ve bulanikligi 6nlemek igin mikrosiizgeglerden gegirilmistir.
Deneyimizde karismamasi igin isimlerinde kisaltma kullamlmistir. Thymus sipyleus
govde (TSg), Thymus sipyleus yaprak (TSy), Globularia oriantalis biitiin (GOk),
Globularia trichosantha gdévde (GTg), Globularia trichosantha tohum (GTt),
Globularia trichosantha yaprak (GTy), Globularia oriantalis tohum (GOt), Globularia
oriantalis gdvde (GOg), Globularia oriantalis yaprak (GOy) olarak kisaltmalar
yapilmigtir. Standart olarak 10 M’ lik Trolox etil alkolde ¢oziilerek hazirlanmustir.

5.7. Mikroorganizmalar

Deneysel ¢alismamizda, Candida albicans (KUEN 1475), Escheria coli (W 3110),
Staphlococcus aureus (ATTC 46300), Salmonella typhi (CCM 5445), Metisiline
direncli Staphlococcus aureus (ATCC 43300), Bacillus cereus (ATCC 7064),
Enterecoccus feacalis (ATCC 29212), Streptococcus pnemoniae (ATCC 29212),
Listeria monocytogenes (ATCC 19114) olmak iizere bir mantar ile sekiz gesit bakteri
kullamlmistir. Bu mikroorganizmalar ¢aligma yapiimadan bir giin dnce kanl agar besi

yerine dze ucu yardim ile gizgiler ¢ekilerek ekim yapiimistir. Bunun iginde 6ze ucu ilk
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basta atese tutularak steril edilmistir. Daha sonra kanli besi yerine ve daha sonra 6ze ucu
ependof tiiplerindeki bakteri suglarma batirilmistir. Bu bakterili 6ze ucu kullamlarak
kanl1 agar besi yerine ¢izgiler ¢ekilmistir. Bu islem tamamlandiktan sonra 37°C’ deki

etiive bir giin bekletilmeye birakilmagtir.

5.8. Deneysel Calismalar

5.8.1. Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi

5.8.1.a. Bakteriler icin

Antimikrobiyal aktivitenin belirlenecegi bitki ekstraklar1 (4096 pg/mL) ve standart
antibiyotik (64 pg/mL) ¢ozeltileri deneyde kullamlmak tzere hazirlanmigtir. 8x12
kuyucuklu mikroplakalarin her birine 100 pL miktarinda MHB besiyeri konulmustur.
Birinci kuyucuktan itibaren 4096 pg/mL’den baslayarak seri bir sekilde 8 ug/mL’ye
kadar sekiz kanalli mikropipet yardimiyla seyreltilmigtir. Diger bir agamada ise kanli
agarda 12 saat bekletilmig bakteriler steril destile su i¢inde goziilerek bulamkhgi
yardimiyla okunulan yogunluk 0,5 McFarlanda ayarlanmistir. Kanstirilmis ve 1/100
oraminda seyreltilerek 1. siradaki kuyucuklardan 11. siradaki kuyucuklara kadar (1 ve 11
kuyucuklar dahil) 100pL konulmustur. Bu iglem tamamlandiktan sonra 36°C’de ki

inkiibatore konulmustur ve 1 giin beklendikten sonra okuma yapilmastir.

5.8.1.b. Mayalar I¢in

Antimikrobiyal aktivitenin belirlenecegi bitki ekstraklar1 (4096 pg/mL) ve standart
antibiyotik ¢ozeltileri deneyde kullanilmak iizere hazirlanmigtir. 8x12 kuyucuklu
mikroplakalarin her birine 50 pL miktarinda RPMI besiyeri konulmustur. Hazirlanan
bitki ekstark cozeltileri % oraminda RPMI besi yeri ile seyreltilmigtir. Birinci
kuyucuktan itibaren 2048 pg/mL’den baglayarak seri bir sekilde 4 pg/mL’ye kadar

sekiz kanalli mikropipet yardimiyla seyreltilmistir.

Diger bir asamada ise kanli agarda 12 saat bekletilmis bakteriler steril destile su i¢inde

gozillerek bulanikligi yardimiyla okunulan yogunluk 0,5 McFarlanda ayarlanmistir.
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Karistirilmigtir ve 1/1000 oraninda seyreltilerek 1. siradaki kuyucuklardan 11. siradaki
kuyucuklara kadar (1 ve 11 kuyucuklar1 dahil) 50pL konulmustur. Bu islem
tamamlandiktan sonra 36°C’de ki inkiibat6re konulmustur ve 2 giin beklendikten sonra

okuma yapilmigtir.

5.8.2. Antioksidan Aktivitenin Belirlenmesi

5.8.2.a. CUPRAC (Bakir(Il) indirgeyici Antioksidan Kapasite) Yontemi

Dort tiipe ilk olarak 1 mL 0,01 M’lik CuCl, ¢ozeltisi eklenmistir. Daha sonra bu
tiiplerin iistlerine 7,5x10° M’ lik Nc ¢ozeltisinden 1 mL ve 1M’ ik 1mL (pH=7,0)
amonyum asetat tamponundan eklenilmigtir. Bir tanesi referans olmak {izere referansin
listiine toplam hacim 4,1 mL olacak sekilde destile su eklenilmistir. Diger {i¢ tiipe ise x
mL 6mek numunelerimizden eklenilmigtir. Toplam hacim ise 4,1 mL (4,1- x mL)
olacak sekilde destile su ile tamamlanmigtir. Yarim saat beklendikten sonra 450 nm’ de
referansa karg1 absorbans okumasi yapilmistir. Bu islemler her bitki rnekleri igin ayr
ayn yapilmigtir ve standart igin ise 10 pL, 20 pL, 30 pL, 40 pL, 50 pL miktarlarinda
almarak aym iglemler tekrarlanilmigtir. Ve referansa karg1 450 nm’ de absorbanslari

okunmustur. Standartin ise molar absorptivitesi hesaplanmagtir.

Asagidaki formiil ile CUPRAC yontemi ile Bakir(I) indirgeyici antioksidan kapasite

Sletimii yapilmastir,

PEEIEIE EEE = A 41 Veks
roloks egitligi = sTRxV(')'rnxm(g)

x seyrelme faktorii

A = Numune absorbanslar1 (3 numunenin absorbanslarinin ortalamast)
&1r = Cuprac igin Troloks’ un molar absorptivitesi (17000)

Vém = Ornekten aldigimiz hacim

Veks = Bitki ekstraksiyon ¢ozeltisinin toplam hacmi

m (g) = Bitki ekstraksiyon ¢ozeltisindeki ekstraktin kiitlesi
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5.8.2.b. DPPH Kullanarak ‘Toplam Antioksidan Potansiyel’ Ol¢ciimii

Dért tiipe ilk olarak 1 mL DPPH ¢ozeltisi eklenilmigtir. Daha sonra referansa 4 mL etil
alkol eklenilmistir. Diger ii¢ deney tiiplerine ise x mL 6mek ¢6zelti eklenilmistir ve bu
iic deney tiipiiniin iistiine 4,0-x mL etil alkol eklenerek toplam hacim 5 mL’ ye
tamamlanmigtir. Bu islem tamamlandiktan sonra 30 dk beklenilmistir ve etil alkole kars1
515 nm’ de absorbans okumasi yapilmistir. Bu islem diger Ornekler iginde

gerceklestirilmistir.

Asagdaki formiil ile de DPPH kullanarak ‘toplam antioksidan potansiyel’ 6l¢iimi %

inhibisyon seklinde bulunmustur.

Ao - 4y

100
A,

%inhibisyon =

Ay= Referansin absorbasi
A;= Ornek numunenin absorbasi (bunun i¢in 3 numunenin absorbanslarinin ortalamasi

alinmistir.)

5.8.2.c. ABTS Radikali Siipiiriicii Kapasitesi Ol¢iimii

Dért tiipe ilk olarak 1 mL ABTS™ ¢ozeltisi eklenilmistir. ilk tiip referans olarak
kullamilmigtir ve referansa 4 mL, diger ii¢ tiipe ise 4,0-x mL etil alkol eklenilerek bu
diger ti¢ deney tiipiine x ml daha bitki 6rneklerimizden koyulmustur. Toplam hacim 5
mL’> ye tamamlanmigtir. 6 dk sonunda ise etil alkole kars1 734 nm’ de absorbans
okumasi yapilmistir. Bu iglemler diger bitki Orneklerimiz ve standart iginde
gerceklestirilmigtir. Standart i¢in ise 10 pL, 20 pL, 30 pL, 40 pL, 50 pL
konsantrasyonlarinda alinarak aym islemler tekrarlanilmigtir. Standartin ise molar

absorptivitesi hesaplanmistir.

Asagidaki formiil ile ABTS radikali ile stiptirlicli kapasitesi 6l¢timii yapilmigtir.
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Trolok elidi = A 50 Veks
roloks esitligi = eTRxVbrnxm(g)

x seyrelme faktori

A =Numune absorbanslar1 (3 numunenin absorbanslarinin ortalamasi)
€tr = ABTS i¢in Troloks’ un molar absorptivitesi (26000)

Vorn = Ornekten aldigimiz hacim

Veks = Bitki ekstraksiyon ¢ozeltisinin toplam hacmi

m (g) = Bitki ekstraksiyon ¢ozeltisindeki ekstraktin kiitlesi

5.8.2.d. Metal-Selat Aktivitesi (FERROZIN) Ol¢iimii

Dért tiipe ilk olarak x mL 2 mM FeCl,, bunun iistiine de 0,2 mL Ferrozin eklenilmistir.
[Ik tiip referans olarak kullanilmigtir ve referansa 4,7 mL etil alkol eklenilmisgtir. Diger
{i¢ tiipe ise x mL 6rnek ve bunun iistine de 4,7-x mL etil alkol eklenilerek 10 dk
sonunda etil alkole kars1 562 nm’ de absorbans Slglimii yapilmistir. Bu islem diger bitki

ornekleri iginde ger¢eklestirilmisgtir.
5.8.2.e. Ferrik iyonu indirgeme Antioksidan (FRAP) Ol¢iimii

Dért tiipe 3 mL FRAP gozeltisi eklenilmistir. 11k tiip referans olarak kullanildi ve
referansin iistiine 0,4 mL destile su eklenilmigtir. Diger ii¢ tiipe ise 0,4-x mL destile su
eklenmistir ve iistiine x mL bitki 6rneginden konulmustur. 6 dk sonunda referansa kars
595 nm’ de absorbans olglilmiistiir. Aym islem diger bitki numuneleri iginde
gergeklestirilmigtir. Standart i¢in ise 10 pL, 20 pL, 30 upL, 40 pL, 50 pL
konsantrasyonlarinda alinarak ayni islemler tekrarlanilmigtir. Standartin ise molar

absorptivitesi hesaplanmistir.
Asagidaki formiil ile ferrik iyonu indirgeme antioksidan (FRAP) 6l¢timii yapilmugtur.

Trolok i = A 34 Veks
roloks esitligi = eTRxVérnxm(g)

x seyrelme faktori
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A = Numune absorbanslar1 (3 numunenin absorbanslarinin ortalamasi)
€1r= FRAP i¢in Troloks’ un molar absorptivitesi (46300)

Vérn = Ornekten aldigimiz hacim

Veks = Bitki ekstraksiyon ¢ozeltisinin toplam hacmi

m (g) = Bitki ekstraksiyon ¢ozeltisindeki ekstraktin kiitlesi
5.8.2.f. Folin- Ciocalteu Reaktifi (FCR) Ile Toplam Fenolik Madde Olgiimii

Dért tiipiin ilki referans olarak kullanilmigtir. Referansa 1 mL destile su konulmugtur ve
iistiine 2,5 mL Lowry C ¢ozeltisi eklenerek 10 dk beklenilmistir. Bu beklemenin
sonunda bu referans tiipiine 0,25 mL Folin Ciocalteu reaktif ¢ozeltisinden eklenilmistir.
Diger ii¢ tiipe ilk basta x mL 6rnek konulmugtur ve bunun iistiine 1,0-x mL destile su
eklenmistir. Daha sonra 2,5 mL Lowry C ¢ozeltisi eklenerek 10 dk beklenilmistir. Bu
beklemenin sonunda bu ii¢ tiipe 0,25 mL Folin Ciocalteu reaktif ¢ozeltisinden
eklenilmistir ve 30 dk beklenildikten sonra referansa karsi 750 nm’ de absorbans
olgtimii yapilmistir. Aymi islem diger bitki numuneleri iginde gergeklestirilmisgtir.
Standart i¢in ise 10 pL, 20 pL, 30 pL, 40 pL, 50 pL konsantrasyonlarinda alinarak ayni

islemler tekrarlanmiimigtir. Standartin ise molar absorptivitesi hesaplanmugtir.

Asagidaki formiil ile toplam fenolik madde 6lgtimii yapiimigtir.

Troloks esitlisi = A 3,75 Veks
roloks esitligi = sTRxVérnxm(g)

x seyrelme faktori

A = Numune absorbanslar1 (3 numunenin absorbanslarinin ortalamasi)
€1r = FRAP igin Troloks’ un molar absorptivitesi (46300)

Vom = Ornekten aldigimiz hacim

Veks = Bitki ekstraksiyon ¢ozeltisinin toplam hacmi

m (g) = Bitki ekstraksiyon ¢ozeltisindeki ekstraktin kiitlesi



63

5.8.2.g. Siiperoksit Radikali Giderme Aktivitesi Olciimii

Dért tiipiin ilki referans olarak kullamlmigtir. Referansa 2,5 mL DMSO eklenilmistir.
Ustiine 468 pM’ lik 2 mL NADH, 300 uM’ Iik 1 mL NBT, 60 uM’ ik 1 mL PMS
konulmustur. Diger {i¢ tiipe ise 2,5-x mL DMSO, x mL bitki 6rnegi, 468 pM’ Itk 2 mL
NADH, 300 pM’ lik 1 mL NBT, 60 pM’ Itk 1 mL PMS konulmugtur ve 5 dk
beklenildikten sonra 560 nm’> de DMSO’ ya kars1 absorbans Slgiilmiistiir. Aym islem

diger bitki numuneleri iginde gergeklestirilmistir.

Asagdaki formiil ile siiperoksit radikali giderme aktivitesi % inhibisyon seklinde

bulunmustur.

Ao - A4
Ao

%inhibisyon = x100

Ay= Referansin absorbasi

A;= Omek numunenin absorbasi (bunun igin 3 numunenin absorbanslarinin ortalamasi

alinmistir.)

5.8.2.h. Hidrojen Peroksit Siipiirme Aktivitesinin Olgiimii

Bu deneyimizde modifiye CUPRAC yontemi kullanilmistir. Deneyimizde yedi ayr tiip
alinmistir. Bu tiiplerden ilki referans olarak kullanilmigtir. Referansa 0,2 M’ ik pH=7,4
fosfat tamponundan 0,7 mL, 0,4 mL 10 M H,0, ¢bzeltisinden ve 0,4 mL 10* M CuCl,
g¢ozeltisinden eklenilmigtir. Diger alt1 tiipe ise 0,2 M’ lik pH=7,4 fosfat tamponundan
0,7-x mL, 0,4 mL 10> M H,0; ¢ézeltisinden, 0,4 mL 10™* M CuCl, gdzeltisinden ve x
mlL ise bitki drneklerinden konulmustur. Daha sonra bunlar 30 dk 37°C su banyosunda
inkiibe edilmistir. Bu inkiibasyonun sonunda ii¢ deney tiipiine 0,4 mL katalaz ¢ozeltisi
diger g tiipe ise 0,4 mL destile su eklenilmistir. Bu deneyimizin ikinci asamasinda ise
sekiz ayr1 tiip alnmistir. Birinci tiip referans olarak kullamilmistir. Bu tiipe ilk olarak 1
mL 0,01 M’likk CuCl, ¢ozeltisi eklenilmistir. Daha sonra bu tiiplerin iistlerine 7,5x107
M’ lik Nc ¢ozeltisinden 1 mL ve 1M’ lik (pH=7,0) amonyum asetat tamponundan 2 mL
eklenilmistir. Daha sonra diger yedi tiipe ise 0,01 M’lik CuCl, ¢dzeltisinden 1 mL,



64

7,5x10° M’ Lk Nc ¢ozeltisinden 1 mL ve IM’ hk (pH=7,0) amonyum asetat
tamponundan 2 mL eklenilmigtir. Bu yedi tiiptin iistiine 30 dk bekletilmis, iistiine
katalaz ve destile su koydugumuz ¢ézeltilerden 1 mL alinarak eklenilmistir ve bunlar 30

dk bekletildikten sonra 450 nm’ de referansa kars1 absorbans 6l¢timii yapilmistir.

Asagidaki formiil ile hidrojen peroksit stipiirme aktivitesi % inhibisyon seklinde

bulunmugtur.

%Stiiptirme (HPS) =

Ap- (A1- 4
0 (A1 2) 100

0

Ay = Referansin absorbansi
A, = Su ekledigimiz numunenin absorbansi ( 3 numunenin absorbasinin ortalamast)
A, = Katalaz enzimi ekledigimiz numunenin absorbansi (3 numunenin absorbasinin

ortalamasi)



6.BOLUM
BULGULAR VE TARTISMA

6.1. Antimikrobiyal Aktivite

Thymus sipyleus bitkisinin gdvde ve yaprak; Globularia oriantalis bitkisinin govde,
yaprak, tohum ve biitiin kisimlarinin kangimi; Globularia trichosantha bitkisinin govde,
yaprak ve tohum kisimlari deneyde kullamlmistir. Globularia oriantalis, Globularia
trichosantha ve Thymus sipyleus bitkilerinin gram (+), gram (-) bakteriler ve mayalar
{izerindeki antimikrobiyal aktiviteleri incelenmistir. Elde edilen sonuglar tablo 3’de
goriilmektedir. Thymus sipyleus (kekik), antimikrobiyal aktivitesi en iyi olan bitki
tiiriidiir. Globularia oriantalis tiriindeki bitkilerin ise gram (-) bakterilere ve bazi gram
(+) bakterilere karst gosterdigi antimikrobiyal aktivite degerleri birbirine yakindir.
Tablo 6.1.’de goriildiigii gibi maya tiirii olan Candida albicans’ m MIC >2048 pg/mL
olarak Globularia oriantalis, Globularia trichosantha ve Thymus sipyleus bitkilerine

duyarl degildir.
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Tablo 6.1. Antimikrobiyal ¢aligma sonuglari

E. S. S. S. B. L. C.

feacalis | pneum. |typhi |aureus |cereus| MRSA |E. coli | monotyge. | albicans
GOy |256 128 256 512 256 128 256 64 >2048
GOt 256 64 256 256 256 128 256 128 >2048
GOg 128 64 256 256 256 128 256 64 >2048
GOk |256 16 256 256 256 128 256 128 >2048
GTt 64 64 256 128 256 |32 256 64 >2048
GTg 32 16 256 128 128 64 256 64 >2048
GTy 256 16 256 256 256 256 256 256 >2048
TSy 32 32 256 64 128 32 512 32 >2048
TSg 32 64 512 32 64 32 512 32 >2048
Etanol |2048 2048 2048 2048 1024 |2048 2048 |512 >2048
vank. |1 0,125 |- 1 1 1 - 0,5 -
cipr. - - 0,125 |- - - - - -
AmpB |- - - - - - - - 0,5

Amp-B: Amphotericin B, B. cereus: Bacillus cereus, C. albicans: Candida albicans, Cipr: Ciprofloxacin, E. coli:

Escheria coli, E. feacalis:Enterecoccus feacalis, GOt: Globularia oriantalis tohum, GOg: Globularia oriantalis

gbvde, GOy:Globularia oriantalis yaprak, GOk: Globularia oviantalis biitiin, GTg: Globularia trichosantha gévde,

GTt: Globularia trichosantha tohum, GTy. Globularia trichosantha yaprak, L. monotyge: Listeria monocytogenes,

MRSA.:

Metisiline direngli Staphlococcus aureus, S. aureus:Staphlococcus aureus, S. typhi:Salmonella typhi,

S. pnemoniae: Streptococcus pnemoniae, TSg: Thymus sipyleus gbvde, TSy: Thymus sipyleus yaprak, Vank:

Vankomisin

TSy bitkisi; E. feacalis, S. pneumoniae, L. monotygenes ve MRSA’ da ayni sayisal

degerleri (MIC: 32 pg/mL) vermigtir. Bu durum ¢aligmamizda ki en iyi sonuglardan

bazilaridir. S. aureus, B. cereus, S. typhi, E. coli gibi gram (+) bakterilerin MIC
degerleri sirastyla 64, 128, 256 ve 512 pg/mL’ dir.
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Sekil 6. 1. Thymus sipyleus bitkisinin yaprak kisminin MIC degerleri grafigi

TSg bitkisi L. monotygenes, E. feacalis, S. aureus ve MRSA MIC degerleri 32 pg/mL
olarak en iyi aktiviteyi gdstermistir. S. pneumoniae ve B. cereus’ da 64 ng/mL MIC
deger gostererek bunlarin antimikrobiyal etkileri L. monotygenes, E. feacalis, S. aureus
ve MRSA ile karsilagtirildigi zaman ise bu bakterilerden az da olsa diigiik oldugu
gbzlemlenmistir. Gram (-) bakteri olan S. typhi TSg bitkisine duyarl degildir(MIC: 256

pg/mL).
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Sekil 6. 2. Thymus sipyleus bitkisinin gévde kismmmn MIC degerleri grafigi

2009 da yapilan Thymus sipyleus’ un 26 bakteri 14 mantarla yapilan antimikrobiyal
aktivite calismasin da bizim deneyimizde oldugu gibi gram (+) bakterilerin gram (-)
bakterilerden daha duyarl oldugu goriilmiistiir [24]. Ayrica yapilmis olan bu galigmaya
gbre Erzurum-Ispir bolgesinden toplanan Thymus sipyleus bitkisi C. albicans maya
tiiriine oldukga giiglii etki gosterirken Kapadokya bolgesinden toplanan Thymus sipyleus
bitkisi C. albicans maya tiiriine etki gdstermemektedir [24]. E. coli, B. cereus ve S.
aureus bakterilerinin Erzurum bdlgesinden toplanan Thymus sipyleus bitkisine olan
duyarliliklari, Kapadokya bolgesinden toplanan Thymus sipyleus bitkisine olan
duyarliliklarindan daha iyidir [24].

L. monotygenes bakterisinin GOy bitkisine duyarlihgi (MIC: 64 pg/mL) diger
bakterilerin duyarhliklariyla kiyaslandigi zaman oldukea iyidir. S. pneumoniae ve
MRSA 128 pg/mL gosterirken antimikrobiyal etkisi L. monotygenes’ ¢ (MIC: 64
pg/mL) gore daha diigiiktiir. Bu bitkinin antimikrobiyal etkisini sirasiyla E. Feacalis
(MIC: 256 pg/mL) = S. typhi = B. cereus = E. coli > S. aureus (MIC: 512 pg/mL) takip
etmektedir.
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Sekil 6. 3. Globularia oriantalis bitkisinin yaprak kisminin bakterilere kars1 MIC
degerleri grafigi

GOt, GOg ve GOk bitkilerinin S. pneumoniae ustlindeki antimikrobiyal etkisi sirasi 64
pg/mL, 64 pg/mL,16 pg/mL’ dir. GOk bitkisinin 16 pg/mL olan MIC degeri en iyi
sonuglardan biridir. GOt bitkisinin E. fedcalis, S. typhi, S. aureus, B. cereus, E. coli
tizerindeki antimikrobiyal aktivitesi 256 pg/mL’ dir. MRSA, L. monotygenes bakterisine
GOt bitkisine duyarlilign 128 pg/mlL’dir. Bu MIC degerlerinden de goriildiigii gibi bu
bitkinin antimikrobiyal etkisi (S. pneumoniae harig) birbirine yakindir. GOg bitkisinin
antimikrobiyal etkisi S. pneumoniae ile L monotygenes’ de (MIC: 64 ng/mL) birbirine
esittir. S. pneumoniae ve L monotygenes bakterilerinin duyarliliklart GOg bitkisi igin
oldukga iyidir. GOg bitkisinin ise antimikrobiyal etkisi S. typhi, S. aureus, B. cereus, E.
coli’ de 256 pg/mL’ dir. E. feacalis, S. typhi, S. aureus, B. cereus, E. coli bakterilerinin
ise GOk bitkisi iizerinde duyarlihgr L. mornotygenes, MRSA ve S. pneumoniae

tizerindeki duyarliliindan oldukga azdir.
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Sekil 6. 4. Globularia oriantalis bitkisinin tohum kisminin bakterilere karst MIC

degerleri grafigi
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Sekil 6. 5. Globularia oriantalis bitkisinin gévde kismimn bakterilere kargt MIC

degerleri grafigi
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Sekil 6. 6. Globularia oriantalis bitkisinin karisik kismimn bakterilere kargt MIC

degerleri grafigi
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Globularia oriantalis bitkileri diger bitkiler ile kiyaslandiklar1 zaman antimikrobiyal
aktivitelerinin ¢ok iyi olmadig1 goériilmektedir. S. pneumoniae hari¢ diger bakterileri
tiirlerinin duyarliliklar1 Globularia oriantalis bitkisinin tohum, gévde ve biitiin kisimlar

tizerinde ¢ok azdir.

GTt bitkisi en iyi aktiviteyi MRS4A’ da (MIC: 32 pg/mL) géstermistir. Bu bitki icin
antimikrobiyal aktivitesini kiyasladiimiz zaman MRSA4 (MIC: 32 pg/mL) > E. feacalis
(MIC: 64 pg/mL)= S. pneumoniae = L. monotygenes > S. aureus(MIC: 128 ug/mL) > S.
typhi(MIC: 256 pg/mL) = B. cereus = E. coli seklinde siralanabilir.

Globularia trichosantha tohum
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Sekil 6. 7. Globularia trichosantha bitkisinin tohum kisminin bakterilere karsit MIC
degerleri grafigi

GTg bitkisi i¢in antimikrobiyal aktiviteyi S. pneumoniae(MIC: 16 pg/mL) > E.
Sfeacalis(MIC: 32 pg/mL) > MRSAMMIC: 64 ng/mL) =L. monotygenes > S. aureus(MIC:
128 pg/mL) = B. cereus > S. typhi MIC: 256 pg/mL)= E. coli seklinde siralanabilir.
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MIC degerleri
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Sekil 6. 8. Globularia trichosantha gbvde bitkisinin bakterilere karst MIC degerleri

grafigi

GTy bitkisinde en iyi aktiviteyi GTg bitkisindeki gibi S. pneumoniae (MIC: 16 pg/mL)
gostermektedir. Diger bakterilerde ise MIC 256 pg/mL’ yi gostererek bu bitki i¢in
antimikrobiyal aktivite degerleri esittir. Yani S. pneumoniae bakterisi bu bitkiye duyarh

iken diger bakteri tiirlerine ve mayalara duyarl degildir.
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Globularia trichosantha yaprzﬁ(
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Sekil 6. 9. Globularia trichosantha bitkisinin yaprak kismimn bakterilere karst MIC
degerleri grafigi

Globularia trichosantha ve Globularia oriantalis bitkilerinin antimikrobiyal aktiviteleri
hemen hemen birbirine yakindir. Globularia trichosantha ve Globularia oriantalis
bitkileri Thymus sipyleus bitkisi ile kargilagtirildiklar1 zaman daha az antimikrobiyal
aktiviteye sahip olduklari gériilmektedir.

TSg ve TSy bitkileri kiyaslandiginda antimikrobiyal aktiviteleri E. feacalis, MRSA, E.
coli ve L. monotygenes bakterileri iizerinde aym MIC degeri olan 32 pg/mL’ yi
gostermektedirler. S. pnemoniae, S. typhi, S. aureus, B. cereus bakterileri farkli MIC
degerleri gosterse de bu degerler birbirine olduk¢a yakindir. Thymus sipyleus bitkisinin
govde ve yaprak gibi farkli kisimlarimin antimikrobiyal etkisi birbirine yakindir. Thymus
sipyleus bitkisi karvakrol, timol, a-terpinil asetat, linalol, o-terpinol, geraniol, -
karyofenilen, y-terpinen, p-cymene ugucu yaglarim igerdigi icin ve bu ugucu yaglar

antimikrobiyal aktiviteye sahip olduklar bilinmektedir [25].

GOy, GOt, GOg ve GOk bitkileri kiyaslandig1 zaman S. typhi, B. cereus, MRSA, E. coli
bakterilere karsi sergiledikleri antimikrobiyal etkileri aymidir. Diger bakterilerde ise
farkli MIC degerleri gézlenmistir. Ancak bu degerler birbirinden ¢ok uzak degildir.
Sadece GOk bitkisinin S. pneumoniae iistiindeki MIC degeri 16 pg/mL iken GOt, GOg
bitkisinin ayn1 bakteri tstiindeki MIC degeri 64 pg/mL’ tiir. GO bitkisinin biitiintiniin
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antimikrobiyal aktivitesi tohum ve govde ile kiyaslandifi zaman daha iyi bir etkiye

sahip oldugu gozlemlenmistir.

GTt, GTg ve GTy bitkilerinin E. coli tizerindeki antimikrobiyal aktiviteleri (MIC: 256
pg/mL) esittir ve bu gram (+) bakterinin bu bitkilere duyarlilif olduk¢a azdir. En iyi
sonuglar ise S. pneumoniae lzerinde gorlilmustir. Bu bitkilerin S. prneumonia
tizerindeki MIC degerleri ise GTt’ de 64 pg/mL, GTg’ de ve GTy’ de ise 16 pg/mL
olarak gbzlemlenmistir. Yani bu bitkinin yaprak ve govde kisimlar1 tohum kismindan
daha aktiftir. Genel olarak baktigimizda ise bu bitkilerin MIC degerlerinin birbirlerine

yakin oldugu sonucuna varilmistir.

Thymus sipyleus, Globularia oriantalis ve Globularia trichosantha bitkilerinin S. typhi
(gram (-)) tizerindeki MIC degerleri (256 ng/mL) hemen hemen birbirine esittir. Gram
(-) bakteri tiiriiniin, gram (+)’ ler ile kiyaslandig1 zaman Thymus sipyleus, Globularia
oriantalis ve Globularia trichosantha bitkilerine duyarliliginin daha az oldugu

gozlemlenmisgtir.

Thymus sipyleus, Globularia oriantalis ve Globularia trichosantha karsilagtirildiginda;
birbirinden farkli MIC degerleri verirken, kendi iglerinde kiyaslandiklari zaman ise
hemen hemen birbirine yakin MIC degerleri vermistir. Yani bitki kisimlarimin
antimikrobiyal etkisi hemen hemen birbirine yakindir. Bitkiler arasindaki genel
kiyaslamada Thymus sipyleus bitkisinin Globularia oriantalis ve Globularia
trichosantha bitkilerinden daha aktif oldugu goriilmektedir. Kendi iglerindeki
kiyaslamada ise GTg bitkisinin GTy bitkisinden, GOk bitkisinin GOy, GOt, GOg
bitkilerinden, GTg bitkisinin ise GTy ve GTt bitkilerinden daha aktif oldugu tablo 6.1°

de goriilmektedir.

Deneyimizde kullandigimiz vankomisin, ciprofloaxin ve Amphoterin-B antibiyotikleri
referans olarak kullanmilmig ve elde edilen MIC degerleri normal simirlar arasinda
bulunmustur. Ciprofloaxin, gram (-) bakterilerde etki gosterirken vankomisin ise gram

(+) bakterilerde, Amphotericin-B mantarlarda etki géstermektedir.
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6.2. Antioksidan Aktivite

Thymus sipyleus bitkisinin govde ve yaprak; Globularia oriantalis bitkisinin govde,
yaprak, tohum ve biitiin kisimlarinin karisimi; Globularia trichosantha bitkisinin gévde
ve yaprak kisimlar1 deneyde kullanilmigtir. Bu bitkilerin ¢esitli yontemlerle antioksidan

aktiviteleri incelenmistir. Calisma sonuglari da tablo 6.2° de verilmistir.

Cesitli antioksidan aktivite ¢aligmalarinda bitkilerin kisimlar1 kiyaslandi1 zaman; en iyi
antioksidan aktiviteleri Globularia trichosantha govde, Globularia oriantalis gévde ve

Thymus sipyleus gévde gostermigtir.
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CUPRAC (bakir (II) indirgeyici antioksidan kapasite) yonteminde Troloks’ a gdre bir
oran bulunarak antioksidan aktivitelerini kiyaslama yapilmistir. Aralarindaki bu oran
kiyaslandiginda ise en iyi sonucu TSg (kekik) bitkisi gostermistir. Antioksidan
kapasitesi ise sirayla TSg > GOg > GOk > GOy > GTg > GTy = GOt > TSy bu
sekildedir. Kekiklerin kisimlar1 de kendi aralarinda kiyaslandigi zaman govde kismu
yaprak kismina oranla daha fazla aktiviteye sahip oldugu goriilmektedir. Biitiin bitki

cinslerinde de en iyi aktivite gévde kisimlarinda mevcuttur.

CUPRAC yintemi
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Bitki tiirleri

Sekil 6. 10. CUPRAC yontemine gore bitki tiirlerinin troloks esitligine kars: grafigi

DPPH yontemi ile toplam antioksidan kapasite ol¢timii yapiimaktadir ve bu ydntemde
sonuglar % inhibisyon seklinde verilmektedir. En iyi inhibisyona GOg sahiptir.
Antioksidan kapasite sira ile GOg > TSg > GOk > GTg > GOy > GOt > GTy > TSy
siralanmaktadir. Bunlarda da goriildiigii tizere bitki kisimlari kiyaslandig1 zaman en iyi

aktiviteyi gévde kisimlar1 gstermektedir.
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DPHH yontemi
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Sekil 6. 11. DPPH yonteminde bitki tiirlerinin % inhibisyona kars1 grafigi

ABTS radikali siipiiriicii aktivife Troloksa goére bir oran bulunarak antioksidan
aktivitelerini kiyaslama yapilmigtir. En iyi orana diger bitki kisimlarindan farkl olarak
GTy sahiptir yani en iyi ABTS radikali siipiiriicii etkiye GTy sahiptir. Bitkiler arasinda
bir kiyaslama yapildii zaman Globularia cinsi bitkiler daha aktiftir. Siralama ise su

sekildedir: GTy > GOy > GOg > TSg = GTg > GOk > GOt > TSy

ABTS yontemi
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Sekil 6. 12. ABTS yoénteminde bitki tiirlerinin troloks esitligine kars1 grafigi
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FRAP yonteminde Fe(IIl), Fe(Il)’ ye indirgenir. Bu yéntemde Troloksa gdre bir oran
bulunarak antioksidan aktiviteleri arasinda kiyaslama yapilmistir. Bitkilerden en iyi
indirgeme kapasitesi ise TSg (kekik)’ de vardir. Bu kiyaslama gdyledir: TSg > GOg >
GOy > GOk > GTg > GOt = GTy > TSy

FRAP yontemi
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Sekil 6. 13. FRAP yonteminde bitki tiirlerinin troloks esitligine kars1 grafigi

FOLIN yénteminde fenolik madde 6lgiimii yapilmaktadir. Bu yéntemde GOg > TSg >
GTg > GOk > GOy > GOt > GTy > TSy siralamas1 mevcuttur. En iyi fenolik madde

tayini ise GOk’ da goriilmiigtiir.
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Folin yontemi
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Sekil 6. 14. FOLIN yonteminde bitki tiirlerinin troloks esitligine karg: grafigi

Stiperoksit radikali giderme aktivitesin de sonuglar % inhibisyon seklinde bulunmustur.
En iyi giderme aktiviteyi GTg vermistir. GTg > TSg > GTy > GOg > TSy > GOk > GOt
> GOy swralamasi mevcuttur. Buna gore bu yontemde de bitkilerin kisimlar

karsilastirildign zaman en iyi siiperoksit giderme aktivitesi gévde kisimlarinda oldugu

goriilmiigtiir.

Siiperoksit radikali giderme aktivitesi
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15 ==

% inhibisyon
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TSy TSg GOt GOk GOg GOy GTy GTg

Bitki tiirleri

Sekil 6. 15. Siiperoksit radikali siipiirme aktivitesinde bitki tiirlerinin % inhibisyona kars1
grafigi
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Hidrojen peroksit stiplirme aktivitesin de sonuglar % inhibisyon seklinde bulunmustur.
En iyi siiplirme aktivitesini kekigin gévde kismi gostermistir. Bitkiler arasinda bir
kiyaslama yapildig1 zaman ise siipiirme aktivitesi en iyi bitki kekiktir. Siralama ise su

sekildedir: TSg > GOk > TSy > GOt > GOy > GTy > GOg > GTg

Hidrojen peroksit siiplirme aktivitesi

Tsg GOt GOk GOg GOy GTy GTg

Bitki tarleri
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10 -

% inhibisyon

Sekil 6. 16. Hidrojen peroksit stiptirme aktivitesinde bitki ttirlerinin % inhibisyona kars1

grafigi

2

Bitkilerimiz ferrozin yontemine cevap vermemistir. Bundan da bu bitkilerimizin Fe (II)

yi Fe (III)’ e yiikseltgeme kapasitesinin olmadig: anlagilmaktadir.



7.BOLUM

SONUC VE ONERILER

Thymus sipyleus bitkisinin gévde ve yaprak; Globularia oriantalis bitkisinin govde,
yaprak, tohum ve biitiin kisimlarinin karisimi; Globularia trichosantha bitkisinin gévde,
yaprak ve tohum kisimlarimin gram (+), gram (-) bakteriler ve mayalar iizerindeki
antimikrobiyal etkileri incelenmigtir. Bitkilerin antibakteriyal etkilerinin oldugu,
antifungal etkilerinin olmadig1 ve gram (+) bakterilerin gram (-) bakterilerden daha ¢ok
duyarli oldugu tablo 3’ de goériilmektedir.

Bitkiler arasinda bir kiyaslama yapildifi zaman en iyi aktiviteye Thymus sipyleus

tiiriiniin sahip oldugu anlagilmistir.

TSy ve TSg bitkilerinin E. feacalis, S. aureus, S. pneumoniae, L. monotygenes ve
MRSA iizerinde MIC degeri 32 pg/mL, GOk, GTg ve GTy bitkilerinin S. pneumoniae
lizerindeki MIC degeri 16 pg/mL’ dir. GOk, GTg ve GTy bitkilerinin verdigi 16 pg/mL

olan MIC degerlerinin bu deneydeki en iyi sonuglar oldugu goriilmektedir.

Thymus sipyleus tirinin govde ve yaprak; Globularia oriantalis tiiriiniin govde,
yaprak, tohum ve biitiin kisimlarinin karigimi; Globularia trichosantha tiiriiniin gévde

ve yaprak kisimlarinin antioksidan aktiviteleri 8 ayr1 metodda incelenmistir. Thymus
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sipyleus, Globularia oriantalis ve Globularia trichosantha tirleri, metal- gelatlama
yontemi olan FERROZIN hari¢ biitin metodlarda antioksidan  aktivite
gostermektedirler. Bitkilerin kisimlart kargilagtirildigt zaman en iyi antioksidan
aktiviteye Globularia trichosantha govde, Globularia oriantalis gdvde ve Thymus
sipyleus govde kisimlarinin sahip oldugu tablo 6.1 de goriilmektedir. Yani

bitkilerimizin gévde kisimlar1 diger kisimlarindan daha aktiftir.

TSg bitkisinin TSy bitkisinden daha fazla antioksidan aktiviteye sahip oldugu
(FERROZIN yo6ntemi harig) biitiin ydntemlerde gortilmektedir.

Globularia oriantalis bitkisinin govde, yaprak, tohum ve biitiin kisimlar1 kiyaslandigi
zaman govde kisminin aktif oldugu; yaprak kisminin ise daha az aktif oldugu
anlagilmaktadir. Cogu yontemde GOg’ nin antioksidan aktivitesi yiiksek iken; HPS
yonteminde GOk (% 54,8), ABTS yonteminde GOy (0,60 mmol/g) yiiksek antioksidan
aktiviteye sahip olmaktadir.

GTg bitkisi GTy bitkisi ile kiyaslandig1 zaman ¢ogu yontemde gévde kismmn daha
aktif oldugu tablo 6.2° de goriilmekiedir. Ancak HPS yonteminde GTy bitkisi GTg
bitkisine gore daha aktiftir.

Literatiir taramalarimiza gdre Globularia oriantalis ve Globularia trichosantha
tiirlerinin  antimikrobiyal ve antioksidan 6zellikleri ilk kez bu g¢alismayla

aydinlatilmigtir.

Bu deneyler sonucunda ise Thymus sipyleus, Globularia oriantalis ve Globularia
trichosantha bitkilerinin antimikrobiyal ve antioksidan kapasiteye sahip olmalari

nedeniyle hastaliklarin tedavisinde destekleyici dogal {iriin olarak kullanilabilir.
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