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OZET

Helicobacter pylori (H. pylori) enfeksiyonu en 6nemli kronik bakteriyel enfeksiyon olarak kabul
edilmektedir. ilk defa 1994’de IARC (International Agency for Research on Cancer) tarafindan H.
pylori, 1.sinif karsinojen olarak agiklanmistir. Bu nedenle H. pylori tedavisi nem tagimaktadir. Son
yillarda tedavide kullanilan antibiyotiklere karsi bakterinin direng gelistirdigi rapor edilmistir. Bu
nedenle giinimiizde H. pylori tedavisinde kullanilan ilaglarin yetersiz oldugu diisiintilmektedir.
Tedavide karsilagilan bu problemler arastirmacilari tedaviyi destekleyici yeni antibakteriyel
ilaglarin gelistirilmesine yoneltmistir ve son yillarda H. pylori’ye kars1 bitkisel kaynakli ilaglarin
aragtirilmasina daha fazla 6nem verilmektedir. Bu nedenle tedavinin basari oraninin yiikselmesi ve
rekiirrensin azalmasi igin, toksik olmayan biyouyumlu bitkisel kaynaklarin aragtirilarak sistemik
antibiyotik tedavisine ek olarak kullanilmasi ve eradikasyonun saglanmasi son derece 6nemlidir.
Bitkilerden elde edilen yaglar uzun yillardan beri gesitli amaglara yonelik, ozellikle ticari ve
bilimsel alanlarda kullanilmaktadir. Bitkisel yaglar, eski ¢aglardan giiniimiize kadar tedavide
kullanilan ilaglar arasinda yer almaktadir. Kullanim amaglar1 g6z 6niinde bulundurularak bu
bitkisel yaglar ilizerinde yapilan farmakolojik arastirmalar sonucunda bazi biyolojik etkinlikleri
bilimsel olarak da agiklanmistir. Bu nedenle ¢alismamizda; genellikle mide ve gastrointestinal
sistem rahatsizliklarina iyi geldigi bilinen ve literatiirde H. pylori iizerinde yapilmis yeterli
calismasi bulunmayan cesitli bitkisel yaglar (Anemone sp., Anthemis nobilis, Citrus limonium,
Citrus sinensis, Cocos nucifera, Eucalyptus globulus, Juniperus communis, Lavandula angustifolia,
Linum usitatissimum, Ricinus communis, Rosmarinus officinalis, Vitis vinifera, Thymus vulgaris)
secilmis ve H. pylori'ye karsi antimikrobiyal etkileri ve HUVEC (Human Umbilical Vein
Endothelial Cells) hiicre dizisi tizerindeki sitotoksik etkilerinin arastirilmasi amaglanmigtir.
Antimikrobiyal  etkinlik  mikrodiliisyon  yontemi  ile,  sitotoksik  etkinlik ~ MTT
(Methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide) ve LDH (Laktat Dehidrogenaz) yontemleri ile
incelenmistir. Sonug olarak, Eucalyptus globulus, Juniperus communis, Rosmarinus officinalis,
Thymus vulgaris yaglarinin H. pylori’ye karsi etkili olduklar1 saptanmistir, Eucalyptus globulus
yagimin HUVEC hiicre dizisi lizerinde en diisiik sitotoksik etkiye sahip oldugu bulunmustur.
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Anahtar Kelimeler : Helicobacter pylori, Antibakteriyel Aktivite, Bitkisel yag, MTT,
LDH, Sitotoksisite
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ABSTRACT

Helicobacter pylori (H. pylori) infection is accepted as the most important chronic bacterial
infection. H. pylori is disclosed as 1st class carcinogen by IARC (International Agency for
Research on Cancer) for the first time at 1994. Hence, treatment of H. pylori is very important. In
the recent years, it is reported that the bacteria is developing resistance against the applied
antibiotics. So, it is considered that the present drugs in the treatment of H. pylori are insufficient.
These problems in the treatment directed the researchers to the development of new adjuvant anti
bacterial drugs and in the recent years there is increasing interest for the investigation of herbal
drugs, against H. pylori. Hence, in order to increase success rate, decrease recurrence and achieve
eradication, it is very important to investigate non-toxic biocompatible herbal resources to be used
in addition to antibiotic therapy. Herbal oils, obtained from plants are being used for various
purposed for a long time, particularly in commercial and scientific fields. Herbal oils are used as
drugs in the treatment since ancient times. As a result of pharmacological investigations on these
herbal oils, some biological activities have been scientifically explained, taking into account their
intended use. Therefore, in our study, we chose various herbal oils (Anemone sp., Anthemis nobilis,
Citrus limonium, Citrus sinensis, Cocos nucifera, Eucalyptus globulus, Juniperus communis,
Lavandula angustifolia, Linum usitatissimum, Ricinus communis, Rosmarinus officinalis, Vitis
vinifera, Thymus vulgaris) that are known to be effective against gastric and gastrointestinal tract
diseases which do not have adequate investigations over H. pylori in the literature and we aimed to
investigate their antimicrobial activity over H. pylori and cytotoxic activity over HUVEC (Human
Umbilical Vein Endothelial Cells) cell line. The antimicrobial activity is investigated by
microdilution assay and cytotoxic activity is investigated by MTT (Methylthiazolyldiphenyl-
tetrazolium bromide) and LDH (Lactate Dehydrogenase) assays. As a result, it was found that
Eucalyptus globulus, Juniperus communis, Rosmarinus officinalis, Thymus vulgaris oils were
effective against H. pylori, Eucalyptus globulus oil had the lowest cytotoxic effect on HUVEC cell
line.
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1. GIRIS

Helicobacter pylori (H. pylori) ile sindirim sisteminde bulunan diger helikobakterlerin ilk
canli organizmalar kadar eski olduklar1 ve biiylik memeliler ile ilk primatlarin sindirim
sistemlerinde temel flora bakterisi olarak yerlestikleri diigiiniilmektedir [1]. Laboratuvar
ortaminda ilk kez 1982 yilinda iiretilebilen H. pylori'nin, Campylobacter cinsine olan
benzerliklerinden dolayr bu cinse ait oldugu disiiniilmiis ve Campylobacter pyloridis
olarak tanimlanmustir [2]. Ancak daha sonra yapilan arastirmalarla pek¢ok fenotipik ve
genotipik Ozelliklerinin Campylobacter cinsinden farkli oldugu ortaya konulmus ve bu
nedenle bu yeni cinse Helicobacter ismi verilmistir [3]. Oldukga hareketli, gram negatif ve
spiral sekilli olan H. pylori'nin iilser ya da gastrit hastalig1 olan kisilerde mide mukozal
epitelinin tizerinde bulunan mukus tabakasinda kolonize oldugu saptanmistir [4]. Marshall
ve Warren yaptiklar1 ¢alismada, besiyeri yiizeyinde spiral sekilli mikroorganizmalarin
olusturdugu kolonileri kesfetmigler ve sonrasinda 11 hastadan daha aldiklari biyopsi
orneklerinde spiral mikroorganizmalar: iiretmeyi basaran arastirmacilar, gastrik mukozada
iltihap olusumuna ve 6zellikle de kronik aktif gastrit igin karakteristik olan mide ylizeyinde
por olusumuna bu bakterilerin neden olabilecegini vurgulayarak, bazi gastroduodenal
hastaliklarin  olusumunun bu bakteriler ile iliskili olabilecegi sonucunu ortaya
koymuslardir. Bu spiral sekilli mikroorganizma ile gastroduodenal hastaliklar arasindaki
iliskinin ispatlanmas1 20. yy. tibbina damgasin1 vuran 6nemli gelismelerden birisi olarak

kabul edilmektedir.

Gilinimiizde H. pylori enfeksiyonu en 6nemli kronik bakteriyel enfeksiyon ve kronik
gastritin en dnemli etkeni olarak kabul edilmektedir. Tedavi edilmedigi takdirde yasam
boyu midede varligini siirdiirebilen H. pylori’nin peptik ilser, gastrit, gastrik kanser ve
mukoza ile iliskili lenfoid doku (MALT) lenfomasi gibi hastaliklarla iliskili oldugu
bilinmektedir. Avrupa H. pylori ¢alisma grubunun 2005 yili III. Maastricht Konsensus
raporlarina gore gelismis iilkelerde gelismekte olan iilkelere oranla daha az goriildiigi,
gelismis iilkelerde bu oran % 20-% 30 iken gelismekte olan iilkelerde % 85-% 95 oldugu
ve diinya niifusunun % 50'sinden fazlasinin bu bakteri ile enfekte oldugu bildirilmistir. ik
defa 1994°de IARC (International Agency for Research on Cancer) tarafindan H. pylori,
l.sinif karsinojen olarak agiklanmistir. Bu nedenle H. pylori tedavisi olduk¢a 6nem
tagimaktadir. H. pylori’nin primer rezervuari insan mide mukozasidir. Fakat bu bolgeye

gecis yolu, gecis yolunu etkileyen faktorler ve gecis oranlari hala arastirilmaktadir.



Enfeksiyonun tedavisi hastalara 7-10 giin siire ile uygulanan “triple therapy” olarak bilinen
kombine antibiyotik tedavisidir. Klaritromisin ve amoksisilin (ya da metronidazol), proton
pompast inhibitorleri ile kombine olarak uygulanmaktadir ancak bu tedavi %100
eradikasyon saglamamaktadir. Bu tedavi protokolii Avrupa Helicobacter pylori Calisma
Grubu’nun 1997 yilindaki raporu ile belirlenmistir. Baglangicta bu kombinasyonun basarisi
cok yiiksek olmustur fakat son yillarda basar1 oranlari diismiis ve rekiirrensler artmistir.
Burada, antibiyotik direnci, hasta uyumu, bakteri virulans1 ve yogunlugu, cografi

ozellikler, genetik farkliliklar gibi pek ¢ok faktor oldugu diistiniilmektedir [5].

H. pylori ilk olarak Krajden ve Shames tarafindan 1989 yilinda oral floradan izole edilmis
[6] daha sonra Majmudar ve arkadaslart 1990 yilinda dental plakta [7], Dowsett ve
arkadagslar1 1999 yilinda dilin dorsumunda [8] ve Oshowo ve arkadaslar1 1998 yilinda
tikiiriikte [9] tespit etmisler ve oral kavitenin mide mukozas1 gibi rezervuar olabilecegini
diisiinmiislerdir. Giiniimiizde kullanilan sistemik antibiyotik tedavisi mide ilizerinde etkili
olsa da, antibiyotikler dental plak biyofilmine penetre olamadig1 i¢in eradikasyonda basari
saglanamamaktadir [10]. Bu durum gelismis bat1 {ilkelerinde, tedavideki basarmin kabul
edilemez oranlarda diistiigii yoniinde bildirilmistir. Bu nedenle giinlimiizde H. pylori
tedavisinde kullanilan ilaglarin yetersiz oldugu diisiiniilmektedir. Tedavide karsilasilan bu
problemler aragtirmacilari tedaviyi destekleyici yeni antibakteriyel ilaglarin gelistirilmesine
yoneltmistir. H. pylori’ye karsi yeni anti bakteriyel ilaglarin, 6zellikle bitkisel kaynakli
ilaglarin arastirilmasina daha fazla 6nem verilmektedir. Bu nedenle tedavinin basar1 oranin
yikselmesi ve rekiirrensinin azalmast i¢in, toksik olmayan biyouyumlu bitkisel
kaynaklarin arastirilarak sistemik antibiyotik tedavisine ek olarak kullanilmasi ve
eradikasyonun saglanmasi son derece onemlidir. Bitkilerden elde edilen ugucu yaglar uzun
yillardan beri cesitli amaclara yonelik, 0Ozellikle ticari ve bilimsel alanlarda
kullanilmaktadir. Genis kullanim alanina sahip olan bitkisel yaglar son yillarda pek ¢ok
bilim adammm ilgi konusu olmus ve yapilar1 incelenerek biyolojik aktiviteleri
arastirilmistir. Glinlimiizde tibbi bitkiler ve bu bitkilerin ugucu yaglariin arastiritlmas: hem
bilimsel hem de ekonomik agidan olduk¢a Onemlidir. Bitkisel yaglar, eski c¢aglardan
giinlimiize kadar tedavide kullanilan ilaglar arasinda yer almaktadir. Halk tibbinda
kullannm amaglar1 g6z Oniinde bulundurularak bu bitkisel yaglar iizerinde yapilan
farmakolojik arastirmalar sonucunda bazi biyolojik etkinlikleri bilimsel olarak da
aciklanmistir [11,12]. Bu nedenle ¢alismamizda; halk tibbinda genellikle mide ve

gastrointestinal sistem rahatsizliklarma iyi geldigi bilinen ve literatiirde H. pylori iizerinde



yapilmis yeterli ¢alismas1 bulunmayan gesitli bitkisel yaglar se¢ilmis ve H. pylori‘ye karsi
antimikrobiyal etkinlikleri ile HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cells) hiicre
dizisi tizerindeki sitotoksik etkilerinin arastirilmasi amaglanmstir. Bitkisel yaglarin H.
pylori'ye kars1 antimikrobiyal etkinlikleri mikrodiliisyon yontemi ile, HUVEC hiicre dizisi

izerindeki sitotoksik etkileri MTT ve LDH yontemleri ile incelenmistir.






2. GENEL BILGILER

2.1. H. pylori'nin Tarihgesi

Paleopatolojik ¢alismalar H. pylori'nin yiiz bin yili askin bir siiredir insanlar1 enfekte
ettigine dair bilgiler ortaya koymaktadir. Alp Daglari'nin Tisenjoch mevkiinde, 19 Eyliil
1991 tarihinde dagcilar tarafindan ii¢ bin ikiyliz sekiz metre yiikseklikte donmus halde bes
bin iigyiiz yillik bir mumya tesadiifen bulunmus ve yapilan DNA analiz g¢alismalari
neticesinde Maixner ve arkadaslart mumyanin midesinde H. pylori varligini saptamislardir
[13]. Allison ve arkadaglariin mumyalagsmis insan kalintilarinda antijenik materyalin
sagkalimini1 arastirdiklart bir calismada, Giiney Amerika’nin Andean bdlgesinde fekal
orneklerin yaklasik ti¢ bin yillik H. pylori antijenlerini barindirdigini saptamiglardir [14].
Latin Amerikali hastalardan izole edilen H. pylori suslarinin genotipik analizine dayanan
caligmalarda Avrupa genotiplerinin varligi gosterilmistir [15, 16]. Kersulyte ve arkadaslari,
Avrupa ve Giiney Amerika’daki baskin genotipler arasinda biiylik benzerlik oldugunu
saptamiglar ve H. pylori’nin yenidiinyaya yaklasik besyiiz yi1l 6nce Avrupali fatihler ve
somiirgeciler tarafindan getirilmis olabilecegini ©ne siirmiislerdir [17]. Ghose ve
arkadaglari, bugilinkii Amerikan yerlilerinin atalarinin Asya’dan en az onbir bin yil 6nce
Bering bogazini gegerken midelerinde H. pylori tasidigina dair bulgular saptamislartir.
[18]. Bu bulgular, Kolombiya’da yasayan ve Avrupalilarla ¢ok az ya da hi¢ temas1 olmayan
Amerikan vyerlilerininden H. pylori suslarini izole eden Yamaoka ve arkadaslarinin
bulgular1 ile uyumludur. [19]. Bir bagka arastirmada Falusg ve arkadaslar1 ile Linzet ve
arkadaslar farkli etnik kokenlerden kaynaklanan H. pylori izolatlarin1 ¢aligmislardir. Bu
aragtirmacilar H. pylori suslarmi farkli cografi dagilimda yedi toplum ve alt toplum
kiimesine atamislar ve bu modern toplumlarin gen havuzlarmi Afrika, Merkezi Asya ve
Dogu Asya’dan koken alan erken topluluklardan aldiklarini 6ne stirmiislerdir. Bu durumu
takip eden yayilimlar, Polinezya ve Amerika kitalarindaki tarih 6ncesi kolonizasyona bagl
oldugu gibi insanlarin go¢ akimlarina da bagl oldugunu disiindiirmektedir (Sekil 2.1)

[20].



Helicobacter pylori migrations

Sekil 2.1. H. pylori’nin varsayilan modern ve antik donem migrasyonu. Oklar insanlarin ve
H. pylori popiilasyonlarinin géglerini gostermektedir

H. pylori ile iligkili gastroduodenal hastaliklarin tanimlanmasi tip tarihinde ¢ok eski
zamanlara dayanmaktadir. Gastrik rahatsizliklarin bir bakteri ile olasi iliskisi ilk kez Alman
Bottcher ve Fransiz Letulla isimli bilim adamlar tarafindan ileri siiriilmiistiir. Bottcher ve
Letulla, mide biyopsi 6rneklerinde gordiikleri fakat tiretemedikleri bakteriler oldugunu tarif
etmislerdir [21]. 1889 yilinda Jaworski, otopsi sonucunda bireylerin mide sularinin
sedimentinde spiral sekilli bakteriler tanimlamis ve gastrik patoloji ile iliskili olduklarini
ileri stirerek bu bakterileri Vibrio regula olarak adlandirmistir [22]. 1906 yilinda Krienitz
W. benzer mikroorganizmalar1 mide kanserli hastalarin biyopsi orneklerinde gdstermistir
[21]. 1924 yilinda Luck, bazi memelilerin midelerinde iireaz enziminin bulundugunu tespit
etmiglerdir [23]. 1950 yilinda Fitzgerald ve Murphy, peptik iilser ile mide mukozasindaki
iireaz aktivitesinin iliskili olabilecegini ileri stirmiislerdir [24]. 1959 yilinda Liebre ve Le-
Fevre, tetrasiklin kullanim1 sonrasinda iireaz aktivitesinin kaybolmasina bagl olarak, iireaz
aktivitesinin bakteriyel kaynakli oldugunu iddia etmislerdir [25]. 1968 yilinda Delluva ve
arkadaglari, germ-free memelilerde lireaz aktivitesinin bakteriyel kaynakli oldugunu
ispatlamiglardir [26]. 1975 yilinda Ster ve Collin-Jones, mide iilserli hastalardan alinan
biyopsi materyallerinin % 80’inde saglikli midede bulunmayan, Gram negatif spiral sekilli
bakterilerin bulundugunu gostermislerdir [27]. Bu bakterileri ilk defa 1983 yilinda Robin
Warren ve Barry J. Marshall, 4 yillik ¢alisma sonunda kiiltiir ortaminda iiretebilmisler ve
caligmalarin1 Lancet dergisinde yayimnlanan makaleleri ile tip diinyasina duyurmuslardir
[28]. Marshall ve Warren, histolojik incelemeler sonucunda gordiikleri basillerin Gram
negatif kivrimli vibriolara benzemesinden dolay1 bakterinin izolasyonunda Oncelikle

Campylobacter tiirlerinin izolasyonu i¢in kullanilan yontemleri uygulamislardir. Ancak



ekilen biyopsi 6rneklerini Campylobacter tiirleri igin gegerli olan 48 saatlik inkiibasyona
birakmalar1 sonucunda yaptiklar1 ilk 30 kiiltiir denemesi basarisizlikla sonuglanmaistir.
Calismanin paskalya tatiline denk gelmesi nedeniyle, kiiltiirlerden birisi bes giinliik tatil
stiresi boyunca inkiibasyonda unutulmus ve sonucta besiyerinin yiizeyinde spiral sekilli
mikroorganizmalara ait gozle goriiniir koloniler olusmustur. Sonrasinda 11 hastadan alinan
biyopsi Orneklerinde de spiral mikroorganizmalar1 {iretmeyi basaran arastirmacilar bu
bakteriyi Campylobacter pyloridis olarak adlandirmiglardir. Devam eden ¢alismalarinda,
Barry J. Marshall kiiltiir ortaminda {rettikleri bakteri siispansiyonunu igerek Koch
postulatin1 gerceklestirmistir. Sonrasinda, gastrik agri ve yanma oldugu, histopatolojik ve
klinik bulgulara dayanarak akut ylizeyel gastrit ile uyumlu tablonun gelistigi ve akut
enflamatuvar cevabin basladigi tespit edilmistir. Marshall, 14 giin siiren antibiyotik tedavisi
ile kendi kendini tedavi ederek Koch postulatini tamamlamistir. Gastrik mukozadaki
inflamasyonun ve ozellikle kronik aktif gastrit icin karakteristik olan polimorfoniikleer
16kosit (PMNL) infiltrasyonunun birlikteligini vurgulayan arastirmalar ile spiral sekilli
Gram negatif bakterilerle gastroduodenal patoloji arasinda iligkili oldugu agik bir sekilde
ortaya koyulmustur. Bu 6nemli ¢alismalar1 sonucunda, Marshall ve Warren 2005 yilinda

Nobel Tip ddiiliinii kazanmiglardir [29].

Yapilan ¢aligmalar sonucunda, kiiltiirde iiretilen bakteri her ne kadar morfolojik 6zellikleri
ile Campylobacter cinsine benzemesinden dolayr Campylobacter pyloridis olarak
adlandirilsa da, 16S rRNA dizi analizi ¢aligmalari, biiylime 6zellikleri, yag asidi profilleri,
niikleik asit hibridizasyon profilleri ve enzimatik aktivitelerinin tespitine yonelik
caligmalar sonucunda bu bakterinin Campylobacter, Wolinella ve Flexispira cinslerinden
birine ait olmadigini ortaya konulmustur. Bakterinin spiral sekilli olmasi1 ve ¢ogunlukla
midenin pilor bdlgesinde kolonize olmasi nedeniyle yeni bir cinse ait oldugu saptanmis ve
Helicobacter pylori olarak adlandirilmistir [30] (Cizelge 2.1). Yapilan ¢alismalar
sonucunda, H. pylori’nin gastrik kolonizasyonu ile MALT (Mucosa Associated Lymphoid
Tumors) ve gastrik adenokarsinomalar arasindaki iligki gosterilmistir. Diinya Saglik
Orgiitiiniin bir kolu olan Uluslararas1 Kanser Arastirma Kurumu (International Agency for
Research on Cancer) tarafindan 1994 yilinda ilk defa bir bakteri Tip | karsinojen olarak
siniflandirilmistir. Ayni yil, Diinya Saglik Orgiitii konsensusunda peptik iilser hastaligmin

en 6nemli nedeninin H. pylori oldugu bildirilmistir [29, 30].



Cizelge 2.1. H. pylori 'nin siniflandirilmasi

Alem, (Domain / empire) Bacteria

Sube, (Division / phylum) Proteobacteria

Sinif, (Class) Epsilon proteobacteria
Takim, (Order) Campylobacterales
Aile, (Family) Helicobacteraceae
Cins, (Genus) Helicobacter

Tiir, (Species) Helicobacter pylori

2.2. H. pylori’nin Epidemiyolojisi

H. pylori, tiim bakteriyel enfeksiyonlar i¢inde en yiiksek prevalansa sahip olan ve kronik
gastritin en Onemli etkeni olarak kabul edilen bakteridir. Diinya niifusunun % 50’den
fazlasinin H. pylori ile enfekte oldugu diisiiniilmektedir. Enfekte insanlarin % 85-95’inde
bakteri herhangi bir klinik yakinma gozlenmeden, midenin antrum ve/veya korpus
bolgelerinde, mukus tabakasi icerisindeki glikozillenmis yapilara baglanarak kolonize
olmaktadir. Cogunlukla asemptomatik olsa da, H. pylori ile enfekte hastalarin hemen
tiimiinde mide fonksiyonlarinda degisiklikler gozlenmektedir. Hastalarinin % 15-20’sinde
peptik iilser, % 2-12’sinde komplike {ilser, % 1-3’iinde mide kanseri ve % 0,1’inde primer
mide lenfomasi goriilmektedir. Ayrica enfekte hastalarin % 20-30’unda yasami tehdit eden
komplikasyonlar gézlenmektedir. Yeterli veri olmasa da gastrik mukoza iliskili lenfoid
dokunun non-Hodgkin lenfomasi ile H. pylori enfeksiyonu arasinda da bir iliski oldugu
diistiniilmektedir [31-34].

H. pylori ile iligkili kronik iirtiker gibi sindirim sistemi dis1 ve dermatolojik vakalar da
bulunmaktadir. Bu durumun; sedef hastaligi, rosasea, Sjogren sendromu, mide
kaplamasimin gegirgenliginde artis ve allerjenler gibi durumlara maruziyet nedeniyle

olustugu diisiiniilmektedir [35].

H. pylori’nin mide mukozasindaki prevalansi ve insidansi, iilkeler arasinda, gelismislik
oranlarina ve yasa gore farkliliklar gdstermektedir. Amerika Birlesik Devletleri ve bazi1 bati
toplumlar1 gibi gelismis {lilkelerde enfeksiyon sikligi c¢ocuklarda % 0-5, 20 vyas
popiilasyonunda % 10-20 iken erigkinlerde % 30-50’ye ulasmaktadir. Cocukluk cagindaki
sosyo-ekonomik durum ile enfeksiyon prevalansi arasinda net bir iliski mevcuttur. Sosyo-
ekonomik durumlardaki diizelmeye baglh olarak H. pylori enfeksiyonunun prevalansinda
diisiis gozlenmekte ve bu durum gelismis bat1 toplumlarinda peptik iilser ve mide kanseri

oranlarinin azalmasina neden olmaktadir. Gelismis tilkelerde genellikle 40 yas alt1 bireyler



enfekte degildir ve H. pylori prevalansi belirgin oranda diistiktiir (% 5-20) [36]. Bunun
yaninda, az gelismis ve gelismekte olan {lilkelerde H. pylori enfeksiyonu daha sik
goriilmektedir. Bat1 Afrika’da yasayan ve heniiz 5 yasina gelmemis ¢ocuklarin % 80’inin
H. pylori ile enfekte olacagi ongoriilmektedir. Yetersiz sosyo-ekonomik kosullar, hijyenik
olmayan i¢gme sular1 ve sagliksiz kosullarda hazirlanmis gida maddeleri tiiketimi, ¢cocukluk
cagindaki kalabalik aile ortami, ebeveynlerin H. pylori tasimasi, ayn1 yatagin ve yemegin
paylasimi, yurt, yetimhane gibi kalabalik ortamlarda yasamak, enfekte mide igerigine
maruz kalinmas1 (endoskopist, hemsire vs.), gibi durumlar 5-10 yas arasi ¢ocuklarda % 60-
70 arasi, erigkinlerde ise % 85-90 aras1 olan enfeksiyon insidansindan sorumludur [37,38].
Avrupa H. pylori ¢caligma grubunun 2009 yili ¢alistayinda 2008-2009 yillar1 arasinda diinya
da yapilan epidemiyolojik calismalari degerlendiren raporda Avustralya’da yasayan
miilteci ¢ocuklar iginde Japon cocuklarda H. pylori prevelansinin % 4 iken, Afrikali
cocuklarda bu prevelansin % 82’ye ulastigi bildirilmistir. Avustralyali hastalarda,
Malezyali kan dondrlerinde, Cinli ve Japon 6grencilerde % 15 veya daha diisiik H. pylori
prevelansi bildirilmistir [39-43]. 2010 yil1 ¢alistay1 icin hazirlanan epidemiyoloji raporuna
gore Cek Cumhuriyeti’'nde asemptomatik ¢ocuklarda yapilan ¢aligmada prevelansin % 7
oldugu. Dogu Cape eyaletinde yasayan Giiney Afrika’lilarda bu oranin % 87 oldugu
bildirilmistir. Avrupa’da yapilan ¢alismalarda prevelans % 7 ile % 33 arasinda [44,45].
Gliney Amerika’da yapilan ¢aligsmalarda % 48 ile % 78 arasinda [46] ve Asya’da yapilan
calismalarda % 37,5 ile % 66 arasinda degismekte oldugu bildirilmistir [47,48]. Ulkemizde
de H. pylori enfeksiyonu ciddi bir saglik problemidir ve dispeptik hastalar arasinda yiiksek
bir prevalansa sahiptir. On y1l 6nce 14 yas alt1 ¢ocuklarda oran % 78 iken 2000 yilinda %
62 olarak bildirilmistir [38]. Bu konuda Ozden ve arkadaslarmm 1992 yilinda yapmis
olduklar1 bir caligmada H. pylori pozitif serolojiye sahip kisilerin yaglara gore dagilimi su
sekildedir: 7-12 yas grubunda % 79, 13-18 yas grubunda % 83, 19-24 yas grubunda % 75,
25-29 yas grubunda % 96, 30-34 yas grubunda % 91, 35-39 grubunda % 83, 40-65 yas
grubunda ise % 94, Abasiyanik ve arkadaslarinin 1-82 yas arasindaki 309 kiside yaptig1 bir
caligmada ise serum H. pylori IgG antikor seroprevalansinin yasla birlikte arttig
bildirilmistir. Bu ¢alismada 1-9 yas arasindaki olgularda antikor prevalansi % 42 iken 60-
69 yas arasindaki olgularda antikor prevalansi % 100 olarak bulunmustur [49,50].
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2.3. H. pylori'nin Bulasma Yollar

H. pylori’nin kesin bulas yolu heniiz aydinlatilamamistir. H. pylori’nin primer rezervuari
olan gastrik mukozaya bulagmasi, insandan insana bulasma yolu ve orani net olmamakla
beraber, bulas yolunun fekal-oral ve oral-oral yollar oldugu oOne siiriilmektedir. H.
pylori’nin feges, dental plak ve salyadan izolasyonu, bahsedilen bu yollarin varligini
desteklemektedir. Bulas yolunun tamami oral kavite ile iliskili olmakla beraber sadece
oral-oral ve fekal-oral degil aymi zamanda gastro-oral (kusma) yolla da olabildigi

gosterilmistir [51].

Bakterinin bulasi dikey ya da yatay olmak tizere iki farkli yolla gerceklesmektedir. Dikey
bulasta H. pylori enfeksiyonu ebeveynden ¢ocuga gecerken, bakteri ile gevresel ya da
sosyal iliskiler yoluyla insanlarin enfekte olmasi yatay bulas olarak adlandirilmaktadir
[52,53]. Oral-oral bulas, H. pylori igeren enfekte salya yoluyla insandan insana olmaktadir.
Oral-oral bulas yolunu destekleyen bulgular, bebeklerini beslemeden Once besinleri
cigneyen Afrikali annelerden bebeklerine bakteri bulasi ve H. felis ile enfekte gnotobiotic
tazt yavrularinin enfekte olmayan hayvanlar1 yalayarak onlara bakteri bulastirdiginin
gosterilmesi ile elde edilmistir [54,55]. Ayrica, Avustralya’da yasayan Cinli toplumun
chopstick’lerini paylasarak enfekte salyalari ile H. pylori’yi birbirlerine bulastirdiklart
gosterilmistir [56]. Bakterinin en 6nemli bulas yollarindan biri de fekal-oral yoldur. H.
pylori, Gambiya [57], Ingiltere [58] ve Amerika Birlesik Devletleri [59] gibi diinyanin
farkl1 yerlerinde yasayan c¢ocuklarin gayta Orneklerinden kiiltiire edilmistir. Ancak,
bakterinin kiiltiirli, gaytadaki zengin bakteriyel flora nedeniyle her zaman basarili
olamamistir ve bu durum digkinin H. pylori iizerine olan toksik etkilerini arttirmaktadir
[42,60-62]. Fekal-oral bulas dolayli olarak Giiney Amerika'da yapilan caligmalarin
sonuglart ile dogrulanmigtir. Bu ¢alismalarda H. pylori i¢eren su kaynaklar1 ve insan digkisi
ile kontamine olmus ¢ig sebzelerin tiikketilmesinin H. pylori enfeksiyonu i¢in énemli risk
faktorleri oldugu gosterilmistir [63-65]. Enterik hastaliklarda sineklerin vektor olarak rolii
uzun yillardir bilinmektedir. H. pylori karasineklerden izole edilmistir ve bu durum
karasineklerin bakterinin fekal-oral bulasindaki olasi roliinii disiindiirmektedir [66].
Nadiren de olsa, yeterince steril edilmemis endoskoplarin kullanimi gibi iatrojenik yollar
ile insandan insana bulas miimkiindiir. Her ne kadar calismalarla kanitlanamams olsa da
Optisme ya da cinsel iligki ile bulas olabilecegi one siiriilmiistiir. H. pylori enfeksiyonu

evcil hayvanlarda da gézlenmis ancak bu hayvanlarin sahiplerinde enfeksiyon sikliginda
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artig gosterilmemistir. Bu nedenle H. pylori enfeksiyonu zoonotik bir enfeksiyon olarak
kabul edilmemektedir [67].

Erken ¢ocukluk doneminde kusma oldukga sik rastlanilan bir durumdur. Bu durumda bulas
mide suyu yoluyla olmaktadir. Enfekte mide suyunun solunmasi H. pylori’nin bulasmasi
ile sonuglanir ve bakteri tipik ortami olan midenin disinda da hayatta kalabilmektedir.
Gastro-oral yol 6zellikle hijyenik olmayan ¢evrelerde dnemli bir bulag yoludur [53,59].
Nested PCR metoduyla H. pylori dil sirtinda ve periodontal ceplerde saptanmustir. Dil ile el
tirnag1 pozitifligi arasinda anlamh bir iliski varlig1 gosterilmistir. Bu bulgulara gore bazi
arastirmacilar H. pylori’nin ellerle tasmabildigini ve parmak-agiz temasmin H. pylori

bulasinin 6nemli bir yolu oldugunu 6ne stirmiislerdir [8].

2.4. H. pylori'nin Morfolojik ve Fizyolojik Ozellikleri

H. pylori spiral ya da virgiil seklinde, 0,6 x 3,5 mikron biiyiikliigiinde, bir ucunda 1 ile 6
adet aras1 degisen flajellalar1 ile ¢ok hareketli ve yavas iireyen bir gram negative basildir.
Konak ve doku tropizmi nedeniyle insan ve bazi primatlarin mide antrumu ve kardiyasinda
ve gastric hiicre metaplazisi varliginda mide korpusu ve oniki parmak bagirsaginda

kolonize olmaktadir [34,68].

H. pylori aerobic solunum yapar ancak atmosferdeki oksijen orani basilin sag kalmasi igin
cok fazladir. Bakteri daha az oksijen igeren ortamda iireyebilir ve bu nedenle
mikroaerofilik tireyebilen bakteriler olarak adlandirilirlar. H. pylori, bagirsak bakterileri
tarafindan tretilen molekiiler hidrojenin (H2) oksidasyonu yoluyla enerji iiretme yetenegi
olan hidrojenaz enzimini igerir. Bakteri ayni zamanda katalaz, oksidaz ve iireaz
enzimlerine de sahiptir. Bakterinin mide asidinden etkilenmeden gegisi iireaz aktivitesinin
bir sonucudur. Bakteri ilireyi hidrolize ederken amonyak ve karbondioksit olusturur.
Amonyak, su ile entegre olarak amonyumu olusturur, H* iyonlar igererek ortami alkalize
eder ve bakteriyi gastric asidin zararli etkilerinden korur. Bu reaksiyonda ayni zamanda
OH" iyonlar1 da olusmaktadir. H. pylori’nin spiral sekli ve flajellalar1 bakterinin mukus
tabakasini ge¢mesine yardim eder. Bakteri, mide yiizey epiteline adezinlerle yapisir,
mukusu proteaz ile pargalar, geri difiizyonu ve H" iyonlarinin zararli etkilerini
fosfolipidden zengin yiizey epitel tabakasina lipazla hasar vererek potansiyalize eder. OH"

iyonunun gastrik mukozaya toksik etkilerinin oldugu gosterilmistir. H. pylori’nin gastrik
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mukozaya yapistiktan sonra salgiladig1 toksik proteinlerden biri de gastrik epitelyal hiicre
biiyiimesini inhibe eden faktordiir [69-73]. Bakteri, mukus ile epitelyal hiicreler arasina
kolonize olur ve gastrik mukozaya invaze olmadan inflamasyona sebep olur. H. pylori,
platelet aktive edici faktor salgilar, yiizey proteinleri ile nétrofil ve monositlerin mukozaya
toplanmasini saglar, monositleri aktive eder ve inflamasyonu baglatir. H. pylori her ne
kadar invaziv bir bakteri olarak kabul edilmese de yakin zamanda epitel hiicrelerinin i¢inde
de kolonizasyonu gosterilmistir. Bu durumun hastaligin patogenezinde oynadigi rol agik
degildir ancak tedaviye direncin sebeplerinden biri oldugu diisiiniilmektedir [72]. H.

pylori'nin genel 6zellikleri Cizelge 2.2'de verilmistir [74].

Cizelge 2.2. H. pylori nin 6zellikleri

Ozellik Etki

Spiral Sekil Mukus i¢inde hareketi saglar.

Flajella Hareketin etkin olusunu saglar.

Lipopolisakkaritler; GM3 ganglizoid ve
Lewis B antijenlerine baglanmayi saglar

Gastrik mukus salgilayan hiicrelere segici koloni olugturur.

Ureaz Gastik ortamda yasam siirdiirme

Gastrik ortamda ve muhtemelen de fagositik vakuolllerde

Katalaz (H 2 O p’den korunarak) yasama

Fosfolipaz A ve B Mukusun epitel hiicre membraninin sindirimi, mukusun

1slakligimin artisi.

Proteaz Mukusun epitel hiicre membranin sindirimi, mukusun

eriyebilirliginin artig1

Vac A (Vakuol yapici sitotoksin)

Epitel hiicrelerin hasarlanmasi.

Diisiik molekiil agirlikli proteinler
(Porinler)

Nortofil ve mononiikleer hiicreleri kendine ¢ekerek reaktif
oksijen bilesikleri ve interlokinlerin salgilanmasi.

cagA (Sitotoksin iligkili gen A)

Sitotoksin olusumu ve muhtemelen peptik iilser olusumu

Is1 Sok Proteinleri (Hsp A ve B)

Otoimmiinitede rol oynar.

2.5. H. pylori'nin Kiiltiir, Ureme ve Boyanma Ozellikleri

Mikroaerofilik bir mikroorganizma olan H. pylori, % 10 CO2, % 5 Oz % 85 N2 ve nemli
atmosferik kosullara sahip ortamlarda iireyebilmektedir. Optimal tireme sicakligi 37°C'dir
ve notrofilik bir bakteridir. pH=6,8-7,6 arasinda iireyebilen H. pylori, ortam pH= 4,1’in
altina distiigiinde iireyememekte, ancak cevre sartlar1 ve ortamdaki metabolitlere bagl

olarak pH=2,5-9 araliginda canliligin1 koruyabilmektedir [29].

H. pylori iireyebilmek igin zengin besiyerlerine ihtiyag duymaktadir. Kan, hemin, misir
unu, yumurta saris1 gibi maddeler besiyerlerini zenginlestirmek i¢in kullanilmaktadir. BHI
agar, Brucella agar, Columbia agar ve Skirrow besiyerleri H. pylori'nin iireyebilmesi i¢in

uygun besiyerleri olarak secilebilmektedir. Bu besiyerlerine % 5 ile % 10 arasinda at ya da
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koyun kani hatta bazi caligmalara goére insan kani ilave edilmektedir. Diger
mikroorganizmalarin  {iremesini baskilamak amaciyla besiyerlerine Gram pozitif
kontaminantlar i¢in Teikoplanin veya Vankomisin, Gram negatifler i¢in Polimiksin B,
Trimetoprim, Nalidiksik asit, Kolistin veya Sefsulodin, funguslar i¢in ise Amfoterisin B ya
da Nistatin gibi antibiyotikler ilave edilmektedir. H. pylori segici besiyerlerinde bile
oldukc¢a yavas iireyen, adi besiyerlerinde ise liretilemeyen bir bakteridir. Zenginlestirilmis
besiyerlerinde 37°C’de 3-7 giin arasinda degisen inkiibasyon siiresi sonucunda 1-2 mm
biiyiikliigiinde yuvarlak, seffaf su damlas1 seklinde koloniler olusturmaktadir [29,30]. H.
pylori kiiltiirii yapilacagi zaman, biyopsi materyali olabildigince birden fazla bolgeden ve
ozellikle lezyon kenarlarindan alimmalidir. Hasta basinda ekim yapilmali, eger miimkiin
degil ise biyopsi drnegi igerisine % 3 gliserin ve antibiyotik ilaveli Brucella broth, Nutrient
broth, Beyin Kalp Infiizyon broth gibi siv1 besiyerlerinde, soguk ortamda tasinarak en gec
2 saat igerisinde uygun besiyerlerine ekilmelidir. Uygun kosullarda 3-7 giin boyunca kiiltiir
inkiibe edilmeli ve inkiibasyon siiresi sonucunda olusan kolonilerden hazirlanan
preparatlardan Gram boyama, iireaz, katalaz ve oksidaz testleri yapilarak bakterinin
identifikasyonu yapilmalidir. Dokudan ya da besiyerindeki kolonilerden hazirlanan
preparatlar Gram boyasi haricinde, karsit boya olarak karbol fuksinin kullanildigi Giemsa
boyasi ile de boyanabilmektedir. Bunun yaninda, Hematoksilen-Eozin, Warthin-Starry
giimiis boyasi, Modifiye Giemsa, Akridin oranj gibi histolojik boyalar da H. pylori
preparatlarin1 boyamak icin kullanilabilmektedir [75,76].

H. pylori, mukus ve dokudan hazirlanan preparatlarda, daha karakteristik olarak balik
striileri halinde daha uzun ve kivrimli gériiniimdeyken, besiyerinde iiretilmis kolonilerden
hazirlanan preparatlarda ise kivrimli goriiniim daha nadir olup, ¢ogunlukla ince ¢omaklar
seklinde goriilmektedir. Diski Orneklerinden hazirlanan preparatlarda ve antibiyotik
kullanim1 sonras1 ya da oksijene maruz kalmis gastrik doku orneklerinden hazirlanan
preparatlarda, H. pylori diizensiz gubuklar veya yuvarlak, kokoid sekillerde goriilmektedir.
In vitro kosullarda H. pylori kiltirli uzun siireli pasajlardan sonra canliligini
kaybedebilmektedir. Uretilen koloniler % 10 Fetal Bovine Serum (FBS), % 20 gliserol
iceren Beyin Kalp Infiizyon Broth’da - 80°C de aylarca saklanabilmektedir [76].
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2.6. H. pylori'nin Biyokimyasal Ozellikleri

H. pylori nin laboratuvar kosullarinda iiretilebilmesinin ardindan yapilan ilk c¢aligmalar
bakterinin taksonomisi ve biyolojik 6zelliklerine yonelik olarak yogunlagmistir. Kiiltiirde
iiretilen koloniler ile yapilan tani ¢alismalar1 ise bakterinin biyokimyasal Ozelliklerini

ortaya koymustur (Cizelge 2.3) [74].

H. pylori i¢in yasamsal éneme sahip POR ve OOR enzimleri, bakteri atmosferik oksijene
maruz kaldiginda inhibe olmaktadir. Bu nedenle H. pylori, zorunlu mikroaerofilik bir
bakteridir ve % 5-10 COz ve % 5-20 O bulunan ortamlarda tireyebilmektedir. Oksidatif
hasar1 onleyebilmek icin siliperoksit dismutaz, peroksidaz, sitokrom oksidaz ve katalaz
enzimlerini sentezlemektedir. Bunun yaninda, kolonizasyonda onemli oldugu bilinen
yiiksek miktarda tireaz enzimine sahiptir [23]. H. pylori, karbonhidratlar1 fermente ya da
okside edemez bu nedenle gerekli enerjiyi solunum ve aminoasitlerin metabolize edilmesi

yoluyla saglar [70].

Cizelge 2.3. H. pylori'nin biyokimyasal 6zellikleri

Biyokimyasal Ozellik Sonug

Katalaz +
Oksidaz +
Ureaz +
Alkalen Fosfataz +
Nitrat indirgeme -
Indol

Glutamil Transferaz +
Hippurat Hidrolizi -
Sefalotin Duyarl
Nalidiksik Asit Direngli

2.7. H. pylori’nin Molekiiler Ozellikleri

Ik kez 1997 yilinda Tomb ve arkadaslari tarafindan H. pylori'nin tam genom dizi analizi
aciklanmistir. Kodlanan genlerin 300’den fazlasi membran yapisi ile iligkilidir. Ayrica
kodlanan genler arasinda; glukoz metabolizmas: ile iliskili genler, 16S, 23S ve 5S
ribozomal RNA genleri, DNA replikasyonunda gorev alan gyrA, recA ve ftsH genleri gibi
homolog DNA rekombinasyonundan sorumlu genler, oksidaz, sitokrom oksidaz ve katalaz
gibi oksidasyon rediiksiyon genleri gibi hiicre canlilig1 icin 6nemli olanlar belirlenmistir.
Birgok gen bdlgesinin H. pylori'nin patogenezi ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir. Bunlar

arasinda vakuol yapici sitotoksin geni (vacA), sitotoksin iligkili gen A (cagA), dig membran
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proteinleri (OipA) ve lipopolisakkarit molekiillerini kodlayan genler, flagellin genleri (flaA
ve flaB), adhesin geni (hpaA), fonksiyonu tam olarak bilinmeyen ureC ve ureD genleri,
iireaz gen kiimesi yapisal alt birimlerini kodlayan ureA ve ureB genleri ile iireaz aktivitesi

icin gerekli olan ureE, ureF, ureG, ureH ve urel genleri bulunmaktadir [74,77].

H. pylori genomunda G+C orani yaklasik % 39’dur. G+C oraninin diisiik olmas1 genetik
plastisite ve sik goriilen rekombinasyonlara sebep olmaktadir. Ayrica H. pylori genomunda
bakterinin konaga ve mide kosullarina uyumunu kolaylastirmak amaciyla % 2-8 oraninda
sinonim ve non-sinonim mutasyonlar goriilmektedir. H. pylori kdkenlerinin % 40’mda
virulansla iligkilendirilebilecek herhangi bir gen igermeyen ve biiytiklikleri 1,5-23,3 kb

arasinda degisen plazmidler bulunmaktadir [29].

2.8. H. pylori'nin Hiicre Duvar Yapis1 ve Antijenik Ozellikleri

H. pylori tipik Gram negatif bakteri hiicre duvar yapisina sahiptir. Buna gore hiicre duvari,
ince bir peptidoglikan tabaka ve hiicreye antijenik 6zellik kazandiran lipopolisakkarit
(LPS) yapidan olusan yar1 gegirgen bir dis membran ve i¢ membrandan olusmaktadir.
Campylobacter cinsi hiicre duvar yapisinda goriilen metillenmis menakuinonlar H.
pylori’de bulunmamaktadir. Ayrica hiicre duvar1 Campylobacter cinsinden farkli olarak
ayirict 0zellikteki protein ve yag asitlerini icermektedir. Hiicre duvarinin yapisinda, yiiksek
oranda tetradekanoik asit ve 19 karbonsiklopropen ile daha diisiik oranlarda hekzadekanoik
asit, oktadekanoik asit ve linoleic asit gibi yag asitleri yer almaktadir. Ayrica hiicre
duvarinda, fosfatidil etanolamin, lizofosfatidiletanolamin, fosfatidil kolin gibi fosfolipitler
ile fosfatidik asit ve fosfatidilserin gibi asidik fosfolipitler de yer almaktadir [30,78]. H.
pylori‘de LPS yapisi diger Gram negatif bakterilerde oldugundan bazi farkliliklar gosterir.
H. pylori LPS’inde, diger Gram negatif bakterilerde polisakkarit yapida 6 olan zincir
sayisinin  4'e diismesi, buna karsilik zincirdeki karbon sayisinda artis olmasi,
polisakkaritlerin antijenik 0Ozelligini zayiflatmaktadir. Ayrica, H. pylori LPS yan
zincirindeki Lewis x ve Lewis y karbonhidrat antijenleri, insan eritrosit ve gastrik mukoza
hiicrelerinin yiizeyinde yer alan Lewis a, Lewis b ve O grubu insan eritrositlerindeki H1
antijenleri ile homoloji gostermektedir. H. pylori'nin bu 6zelliklere sahip olmasi, bakterinin
immiin sistemden kagisina, kronik kolonizasyonuna, gastrik ortama kolay adaptasyonuna
ve kronik enfeksiyonlara bagli otoimmun patolojilere neden olmaktadir. H. pylori

kolonizasyonu sirasinda Lewis antijenlerinde meydana gelen mutasyonlar oldukc¢a
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onemlidir. Konagin immun yanitindan kagabilmek i¢in enfeksiyon esnasinda H. pylori

kendi antijenik yapisin1 konagin Lewis antijenine uyumlu hale getirmektedir [79].

H. pylori hiicre duvar yapisinda, mukozal immiin yanit1 uyararak gastroduodenal patolojide
onemli olan, bunun yaninda gastrik mokozaya adezyonu ve gastrik ortama uyumu saglayan
cok sayida protein yer almaktadir. Bu proteinler, hiicre duvarinin dis membranina
yerlesmis halde bulunmaktadir. H. pylori suslarinda karakterize edilmis 5 porin proteini
Hop A, B, C, D ve E olarak isimlendirilmistir. BabA (HopS), Hop protein ailesinin dnemli
bir liyesi olup insan eritrosit ve gastrik mukoza hiicrelerinin yiizeyinde yer alan Lewis b’ye

baglanmada bir adezin olarak gorev yapan dnemli bir viriilans faktoriidiir [29].

Biiyiik molekiil agirligina sahip separon proteinler olarak da bilinen 1s1 sok proteinleri
(Hsp-Heat Shock Protein) H. pylori yiizeyinde eksprese edilmektedir. Insanlardaki pekgok
hiicre Hsp’leri ile benzer olan bu proteinler konak immiin sistemi tarafindan
algilanamamaktadir. Ancak, kronik enfeksiyonlar sirasinda konagin immiin sistemi
tarafindan algilanabilmektedirler ve bu durum patolojik otoimmun cevabin ortaya
cikmasina neden olmaktadir. Sonu¢ olarak, gastrik karsinomalara kadar ilerleyen geri

doniisiimii olmayan doku hasar1 gozlenir [80,81].

2.9. H. pylori‘de Hareket

H. pylori, spiral veya virgiil seklinde olmasi, diizgiin hiicre yiizeyine sahip olmasi ve
sayilar1 1-6 arasinda degisen polar flajellalara sahip olmasi nedeniyle mide igerisinde
yasayabilmekte ve hastalik olusturabilmek i¢cin mukus igerisinde hizli bir sekilde hareket
edebilmektedir. Ortamin vizkozitesi bircok flajellali bakterinin hizin1 etkilemektedir.
Viskozitenin 2-3 centipois’e artmast durumunda hizin siiratle diistiigii goriilmektedir. Bazi
hizl1 hareket eden bakteriler hareketliliklerini 20 centripois’e kadar siirdiirebilirken, H.
pylori 200 centipois de hareketliligini koruyabilmektedir ve bu yogunlukta pH>4 iken hizi
60-70 um/saniye dolaylarindadir. H. pylori flajellasi, sitoplazmik membrandaki F1iF, FliM
ve FliS protein polimerlerinden olusan bazal cisimcikten c¢ikar, dis membrana gomiili
halde bulunan diski ve FlaE protein polimerinden olusan hiicre duvarina bagh dirsegi
gecerek hiicre digina salinir. Flajella; 56 kDa biiyiikliigiine sahip bir major flagellin, FlaA
ve 57 kDa biiyiikliigiine sahip bir minor flagellin, FlaB, protein iplik¢iklerinden olusmus,
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uclar1 topa¢ goriinlimiinde olan sarmal yapida bir olusumdur ve uzunlugu yaklasik olarak

30 um, kalinlig1 ise 2,5 nm dir [82,83].

2.10. H. pylori'nin Patogenezi

H. pylori patogenezi ve hastaligin sonuglari, bakteriyel viriilans faktorleri, konaksal ve
cevresel faktorlerin kompleks bir etkilesimi ile iliskilidir. H. pylori konagin midesine
girdikten sonra bakterinin basarili kolonizasyonu, persistan enfeksiyonu ve hastalik

patogenezi i¢in 4 kritik basamak bulunmaktadir:

1) Asidik midede sag kalim
2) Flajella araciligiyla epitel hiicrelerine hareket
3) Adezin/reseptor etkilesimi ile konak hiicrelere tutunma

4) Toksin salinimi ile doku hasar1 olusturma.

Konagin midesine girdikten sonra H. pylori, enfeksiyonun baslangicinda midenin asidik
durumunu nétralize edebilmek igin iireaz aktivitesini kullanmaktadir. Daha sonra H.
pylori’nin konak mide epitel hiicrelerine dogru ilerleyebilmesi igin flajella aracili motilite
gerekmektedir. Bu asamay1 bakteriyel adezinler ile konak hiicre reseptorleri arasindaki
ozgiil etkilesimler takip etmektedir ve sonugta basarili kolonizasyon ve persistan
enfeksiyon ger¢eklesmektedir. Son olarak H. pylori salgiladigi cytotoxin associated gene A
(CagA) ve vacuolating cytotoxin A (VacA) gibi c¢ok sayida efektor protein/toksin
salgilayarak konak doku hasari olusturmaktadir (Sekil 2.2). Buna ilaveten, H. pylori ile
konak arasinda temel arayiiz olan gastrik epitel tabakasi, dogal bagisiklig1 baslatarak ve
notrofilleri aktive ederek gastrit ve lilser gibi klinik hastaliklarin olugsmasina yol agan

kemokinleri salgilamaktadir [84].
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Virilans Faktirleri Enfeksiyon ve Patogenez

1. Konak dokuya giris ve sagkalim

pH 1-3 mmp Ureaz l
2. Motilite ve Kemaotaksis
Mukus ,’ﬁ‘b—. Flajella l
i
Y . 3. Adezin-reseptir etkilegimi
=5 mmmlp Adezinler Kolonizasyon
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4. Toksinlerin salinim
Konak doku hasan
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Hiicreler
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Sekil 2.2. H. pylori enfeksiyonu ve patogenezinin sematik diyagrami

2.11. H. pylori Enfeksiyonunda Dogal iImmiin Yamt

Dogumsal immiin sistem invaziv patojenlere karsi defans hattinin ilk sirasindadir. Bu
sistem proinflamatuar yolaklar1 aktive eden ¢ok sayida reseptorden olugsmaktadir. Yiizey ve
endozomal reseptorler, lipopolisakkaridler, bakteri hiicre zar igerikleri, niikleik asitler ve
flagellin gibi farkli patojen pargalarini taniyan Toll-like reseptorler (TLR’ler) icermektedir
[85]. Yiizey ve endozomal reseptorlere ilaveten, sitoplazmada patojenik partikiillerin
varligin1 arastiran c¢ok sayida hiicre i¢i reseptér mevcuttur. Bunlar, peptidoglikanlari
tantyan ve hasarli konak hiicrelerinden salinan pargalar: tespit eden Nod-like reseptorleri
(NLR’ler) igermektedir. Diger sitozolik reseptorler niikleik asitleri tespit eden RIG-I
benzeri (RLR) ve AIM2-benzeri (ALR) reseptorlerdir. Patojenik elementlerin TLR’ler ve
NLR’ler ile taninmasi NF-kB ve MAPK yolaklarmin aktivasyonuyla sonuglanarak
inflamatuar sitokinlerin sentezi ve sekresyonunu indiikler. NLR ve AIM2 reseptdrlerinin
angajmani inflazomlarin bir araya gelmesini ve ASC/Caspaz-1 aktivasyonunu tetikleyerek
aktif 1L-1 B ve IL-18 sekresyonuna yol agar [86-89]. Inflamatuar yanit konak igin her
zaman faydali degildir. H. pylori enfeksiyonu s6z konusu oldugunda, ortaya g¢ikan
inflamasyon ciddi gastrik immiinopatolojiye ve kansere yol agabilir [90]. H. pylori giigli
bir immiin yanit1 baslatir. TLR2, H. pylori enfeksiyonu ve sonucunda gelisen
inflamasyonun taninmasinda temel dogumsal reseptordii. TLR2 ‘nin saglam H. pylori
bakterisi i¢in dominant reseptor oldugu gosterilmistir. TLR2 ayni zamanda H. pylori Hsp60
tarafindan aktive edilmektedir. TLR4 (LPS reseptorii) ve TLRS (flagellin reseptorii)’de H.
pylori ’ye dogumsal immiin yanitta rol oynamaktadir [89,91,92]. Ayrica, H. pylori ’nin

cagA sekresyon sistemi, peptidoglikanlar1 konak hiicresine ileterek Nodl gibi hiicre igi
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reseptorleri aktive eder [89]. Bu dogumsal reseptorlerin aktivasyonu NF-kB, kaspaz ve
interferon yolaklarin aktivasyonuna yol acar ve IL-1 $ , TNF a , IL-6, IL-8, MCP-1 ve
IFN B gibi proinflamatuar sitokinlerin iiretimi ile sonuglanir [88,89]. Bu sitokinler,
notrofiller ve lenfositler gibi akut inflamatuar mediatorleri etkileyerek adaptif immiin
yanitin aktivasyonuna yol acar. H. pylori ile kronik enfeksiyon konak tarafindan siirekli bir

immiin yanita yol acarak mide kanseri olusumuna katkida bulunur [86].

H. pylori tarafindan baslatilan immiin yanitin anlasilmasi, gastrit gelisimi ve H. pylori ile
iliskili hastalik durumlarinin anlasilmasinda ipuglar1 verebilir. Enfeksiyona yanit olarak
olusan proinflamatuar sitokinler, erken dogumsal immiin yanitin analiz edilmesinde
miikkemmel bir yoldur. MCP-1, IL-6 ve IL-8 gibi inflamatuar sitokinlerin olusumunu

Olcecek ¢ok sayida ticari kit mevcuttur.

Proinflamatuar sitokinlerin {iretimine ilaveten, H. pylori enfeksiyonu ayni zamanda IFN 3
ekspresyonuna da yol agar [89]. Insan hiicrelerinde IFN B iiretiminin Sl¢iimii oldukca
zordur. Ticari olarak mevcut bulunan IFN B ELISA kitleri ¢ok pahalidir ve uygulamasi
zaman almaktadir. Insan embriyonik bobrek (HEK) hiicrelerinde Luciferaz raportor
sistemleri, IFN B ekspresyonunun ucuz yoldan kantifikasyonu ve bahsi gegen proteinlerin
ektopik ekspresyonunun uygunlugu icin alternatif bir metod olusturmaktadir. Raportor
metodu, H. pylori tarafindan aktive edilen NF-kB, JNK ve AP-1 gibi diger yolaklarin
aktivasyonunu Olcecek sekilde modifiye edilebilmektedir. HEK hiicreleri, H. pylori
enfeksiyonu tarafindan kuvvetle uyarilan bir sitokin olan IL-8’in iireticileridir [91]. Farkli
genotiplerdeki farelerden izole edilen MEF hiicreleri ayn1 zamanda H. pylori ‘nin in vitro
enfeksiyonlarmi c¢alismak ig¢in de kullanilabilir [93]. TLR’ler ve Nodl aktivasyonu ile
tetiklenen erken inflamasyon, adaptif immiin yaniti calistirarak H. pylori ’ye karsi

antikorlarin olusumu ile sonuglanir.

2.12. H. pylori ile iliskili Kllinik Tablolar

H. pylori, ciddi gastroduodenal hastaliklara neden olmaktadir. Enfeksiyon siklikla
asemptomatik seyrederken, enfekte hastalarin % 15-20'sinde peptik iilser, % 2-12'sinde
komplike iilser, % 1-3'linde mide kanseri ve % 0,1'inde ise primer gastrik lenfoma
goriilmektedir. Farkli gastroduodenal hastaliklarin goriilmesinde bir¢ok faktor birlikte rol

almaktadir. H. pylori'ye ait antijenik Ozellige sahip, enzim ve yapisal elemanlarin
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olusturdugu kronik inflamasyon midedeki doku hasarindan sorumludur. Enfeksiyon
sirasinda mide pH=4-4,5’a kadar yiikselirken, midede metabolitlerin artigina neden
olmaktadir. Bu metabolitlerden nitrat ve nitritler, gidalar ve ilaglarla aliman amidler ve
aminler ile birleserek mukozal hiicrelerde hasara ve neoplastik transformasyona neden olan
karsinojen nitrozo aminler ve nitrik oksid radikalleri (NOS) gibi N-nitrozo bilesiklerini
meydana getirmektedir. Ayrica, H. pylori ile enfekte hastalarda, karsinogenezin
tetiklenmesine neden olan mukozal askorbik asit oranmin distigi ve lipid
peroksidasyonunun arttigt gozlenmistir [78,94,95]. H. pylori enfeksiyonu sonrasinda
kronik gastrit gelismektedir. Tiim hasta bireylerde cogunlukla asemptomatik gastrik
inflamasyon goriilmektedir. Ancak, gastrik kolonizasyonuna bagli olarak asemptomatik
tastyiciliktan non-iilser dispepsiye, peptik iilserden MALT lenfoma ve gastrik karsinomaya,
kronik gastritten aktif akut atrofik gastrite kadar degisen gastroduodenal patolojiler
goriilebilmektedir [5,73].

2.12.1. Akut gastrit

Akut donem genellikle asemptomatiktir ve bu donemde konakta yerlesen bakteri yillarca

midede kalir ve kolonizasyona kars1 immiin yanit olusur [29].

2.12.2. Kronik gastrit

H. pylori ile enfekte bireylerin neredeyse tamaminda en sik gozlenen klinik tablo kronik
gastrittir. H. pylori konak viicuduna girdikten sonra midede mukus tabakasini gegerek,
midenin liminal yiizeyinde yerlesir ve bu sekilde inflamatuar yanit baslar. H. pylori 'ye
konagin yaniti T ve B lenfositlerden olusur, mide epiteli ve 1. propriada bakteriyi fagosite
eden polimorfoniikleer infiltrasyon gozlenir. Mukozal etkilesim sonucunda, proinflamatuar
sitokinler (IL-8) salinir. Mide epitel hiicreleri, class II molekiilleri eksprese ederek daha
fazla sitokin salinmasina ve inflamasyona neden olur. H. pylori gastritli hastalarda
ozellikle TNF-o, IL-6, IL-8, IL-10 gibi sitokinler yiiksek seviyelerde gozlenmektedir.
Konagin nétrofilleri tarafindan salinan 16kotrien B gastrik epitel i¢in oldukca sitotoksiktir
ve inflamatuar degisimlere neden olmaktadir. H. pylori korpusa yerlestigi takdirde goriilen
stirekli iltihap, parietal hiicrelerin inhibisyonuna ve gastrik asit sekresyonunun azalmasina

neden olur.
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H. pylori siklikla asit oraninin daha diisiik oldugu antrum bolgesine yerlesmektedir.
Bakterinin, antrum ve korpus bolgelerindeki epitel hiicrelere tutunmasi nétrofillerin lamina
propriaya yogun sekilde go¢ etmesine neden olur ve bunun sonucunda akut notrofilik
gastrit gelisir. Akut gastrit, konagin immiin yanitina bagl olarak birkag¢ hafta ile birkag ay
stirebilmektedir veya immiin yanitin yetersiz oldugu durumlarda aktif kronik gastrite
doniisebilmektedir. H. pylori enfeksiyonu tedavi edildigi takdirde, dokudan nétrofil
infiltrasyonu siiratle geriler, kronik inflamatuar hiicrelerde yavas bir rezoliisyon goriliir ve

gastrin sekresyonu normale doner [96].

2.12.3. Gastrik iilser

Peptik duodenal ve gastrik iilserlerde asit ve pepsin, mide ve duodenumda koruyucu
mekanizmalar1 gegerek mukozada derin hasarlar olustururlar. Duodenum ve gastrik iilserler
arasinda benzer yonler oldugu gibi farkliliklar da mevcuttur. Gastrik iilserler duodenum
iilserlerine oranla daha az siklikta goriilmektedir. Duodenum iilserleri daha geng yaslarda
goriiliir ve gastrik {ilserin aksine semptomatiktir. Duodenal iilser goriilen hastalarda, gastrik
tilserli hastalara oranla H. pylori kolonizasyonu daha yiiksek oranlarda goriilmektedir.
Nonsteroid antiinflamatuvar ilag (NSAII) ya da aspirin kullanim1 gastrik iilser olusumunun
en dnemli nedeni olarak bilinmektedir. ilag kullanimi disinda en sik karsilasilan etken ise

H. pylori olarak rapor edilmistir [97].

Patolojik olarak duodenum f{ilserlerinde hiperasidite 6n planda iken gastrik ilserlerde
koruyucu mukozal mekanizmalarin yetersizligi 6n plandadir. Asit salinimi duodenum
iilserlerine oranla oldukg¢a azalmistir. Gastrik iilserlerin duodenum iilserlerine oranla
malign orijinli olma riski daha yiiksektir, duodenum {ilserlerinde malign natiirde iilser nadir
olarak goriilmektedir. Yapilan arastirmalardan elde edilen verilere gore, gastrik ve
duodenal iilserlerin benzerliklerinin bildirilmis olmasina ragmen ayni oldugu
kanitlanamamistir. Sonug olarak, gastrik ve duodenum {ilserlerinin etiyoloji, epidemiyoloji
ve patogenezindeki farkliliklar nedeniyle tedavi ve takipte farkli yaklagimlar gerekli

gorilmiistiir [98].
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2.12.4. Peptik iilser

Peptik iilser, onceleri asit ile iligkilendirilen (no asit-no {ilser) bir hastalik iken, artik
giniimiizde enfeksiyon ile iliskili (no H. pylori -no iilser) bir hastalik olarak kabul
edilmektedir. 1994 yilinda Amerikan Ulusal Saglik Enstiitiisii, H. pylori *nin peptik {ilser
hastaliginin en Onemli etkeni oldugunu ve enfekte hastalarda bu mikroorganizmanin
eradikasyonunun yapilmasiin gerekliligi O6nemle vurgulamistir [99]. Yapilan 24
calismanin degerlendirildigi metaanaliz sonuglarina gore, duodenum f{ilserli vakalarin %
94’{inde ve gastrik tlserli vakalarin % 84’tinde H. pylori gastriti saptanmistir. Bu durum,
H. pylori'nin peptik ilser ile iligkisini destekleyen bir veri olarak gosterilebilir. Bunun
yaninda, bakterinin eradikasyonundan sonra peptik iilserin gerilemesi ve rekiirrensinin
oldukc¢a azalmasi bu iligskiyi destekleyen en kuvvetli kanit olarak gosterilmektedir. Yapilan
bir metaanalizde 686 duodenum f{ilserli hastanin sonuglari degerlendirilmis, birinci yil
rekiirrens oranlar1 H. pylori (+) olanlarda % 69-72, H. pylori (-) olanlarda % 4-9 olarak
saptanmustir. 204 gastrik tlserli hastada ise bu oranlarin % 49-69 ile % 1-10 arasinda

oldugu belirlenmistir [100-102].

Bakterinin kesfedilmesinden c¢ok uzun yillar 6nce, {iilserli hastalarda gastritin varlig
gosterilmistir. Ulser tipleri ile gastrit siddeti ve yerlesimi arasindaki iliskiler
arastirildiginda, duodenum iilserinde gastrit siklikla antrumda, hafif veya orta siddette
saptanmigtir. Bunun yaninda gastrik tlserli ve H. pylori gastritli vakalarla kiyaslandiginda
korpustaki gastrit, ¢ok daha hafif gériilmektedir. Duodenum iilserli hastalarda, duodenit ve
gastrik metaplazi (intestinal epitelin gastrik tipte ylizey mukus hiicreleri ile yer
degistirmesi) yaygin olarak goriilmektedir. Ulser ¢evresinden alinan biyopsi drneklerinin
degerlendirildigi calismalarda biyopsi sayisinin artmasi ile artan oranlarda gastrik
metaplazi ve beraberinde H. pylori varhigi saptanmistir [103-106]. Bu bilgiler
dogrultusunda H. pylori’nin duodenum iilseri patogenezindeki roli su sekilde
aciklanmaktadir. Antrumda goriilen belirgin H. pylori gastriti postprandial gastrin ve buna
bagl olarak asid sekresyonunu arttirmaktadir. Bu durum duodenum asidifikasyonuna sebep
olmakta ve burada gastrik metaplazi alanlar1 olugmaktadir. H. pylorinin bu boélgelerdeki
kolonizasyonu duodenit gelisimine neden olmaktadir. H. pylori enfeksiyonu, koruyucu
etkisi olan duodenal bikarbonat salgisim1 azaltmaktadir. Bir taraftan mukozanin

inflamasyonu ile direncinin azalmasi, diger taraftan asit sekresyonunun artmasi ve
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duodenal bikarbonat salgisinin azalmast sonucunda iilser olusumu goriillmektedir

[100,106].

2.12.5. Gastrik karsinoma

Gastrik karsinogenezis kompleks, ¢ok basamakli ve etyolojisinde pek ¢ok faktoriin rol
aldigr multifaktoriyel bir hastaliktir. H. pylori, hastaligin etkenleri arasinda dikkat ¢ekici
bir 6neme sahiptir (Sekil 2.3) [99]. Gastrik patolojiler ile H. pylori arasindaki iligski ortaya
koyulduktan sonra H. pylori'nin gastrik kanserler ile iliskisi olup olmadigi arastirilmaya
baslanmistir. Elde edilen verilere gore, gastrik kanserli hastalarda H. pylori
enfeksiyonunun varhigini ya da gegirildigini 6zgiil ve duyarl olarak gdsteren H. pylori 19G
antikorlarinin kontrollere oranla anlamli derecede artmis oldugu saptanmigtir [107-109].
Retrospektif ve prospektif calismalar sonucunda H. pylori ile gastrik karsinogenez
arasindaki iligki ortaya konmus bunun sonucunda 1994 yilinda WHO (World Health
Organisation) calisma grubu olan “International Agency for research on Cancer”
tarafindan, gastrik kanser hastalig1 i¢in H. pylori, birinci derecede risk faktorii olarak rapor

edilmistir [110].

Gastrik karsinoma ile H. pylori iliskisi, intestinal tip gastrik karsinoma ile kurulmustur.
Intestinal tip gastrik karsinomada, intestinal metaplazi ve atrofik gastrit gibi prekanserdz
lezyonlar mevcuttur. Correa’nin hipotezine gore, H. pylori enfeksiyonunda sirayla kronik
gastrit, atrofik gastrit, intestinal metaplazi, displazi goriilmekte ve sonugta gastrik
karsinoma gelismektedir [111]. Gastrik karsinoma prevalansi, H. pylori prevalansi ile
dogru orantili olarak yiiksek degildir. H. pylori pozitif kisilerde gastrik kanser goriilme
orani Japonya da % 0,4, Almanya da % 0,1, ABD'de ise c¢ok diisiik seviyelerdedir [110].
Ayrica, H. pylori duodenum iilserlerinde de 6nemli bir etken oldugu halde, duodenum
iilserlerinde gastrik karsinoma insidans1 da diisiik seviyelerde goriilmektedir [112]. Bu
veriler, H. pylori'nin gastrik karsinogenezde tek basina degil, etkili olan birgok faktorden
bir tanesi oldugu diislincesini giindeme getirmistir. Buna gore; beslenme, genetik yatkinlik,
immiinolojik durum, H. pylori'nin farkli suslari, bakterinin konaga yerlesme zamani gibi
faktorler H. pylori'nin farkli cografi bolgelerdeki kisilerde farkli etkiler yarattigi goriisiinii
diistindiirmektedir. Malignite, genetik farkliliklarin birikimi ve karsinojenik gidiste farkl

fenotipik mutasyonlarin birikimi sonucunda meydana gelmektedir.
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H. pylori’nin tanimlanan en Onemli etkilerinden birisi de gastrik epiteliyal hiicre
dongiisiinii degistirmesidir. Bu durumun da gastrik karsinoma riskini arttirdigi kabul

edilmektedir [113]. H. pylori’nin hiicre dongiisiine etkisi birkag¢ sekilde agiklanmaktadir;

1. H. pylori'nin sebep oldugu kronik inflamasyon sonucunda ortamda biriken serbest
oksijen radikallerinin yarattiZi DNA hasar1 ve sonucta gerceklesen hiicre 6limii.

2. H. pylori’nin hiicrelerle direkt temas halinde olmasi sonucunda gergeklesen hiicre
olimii.

3. H. pylori’nin toksinlerinin neden oldugu doku hasar1 sonucunda gergeklesen hiicre

olimii.

Uzerinde siklikla durulan diger bir durum ise H. pylorinin sebep oldugu kronik
inflamasyon sonucu ortamda biriken serbest oksijen radikallerinin DNA hasarina neden
olarak, karsinogenez olusumunu tetiklemesidir. Serbest oksijen radikallerinin
karsinogenezi tetikledigi yapilan klinik ve deneysel caligmalarla ortaya konmustur
[113,114]. Gastrik mukozada H. pylori’nin serbest oksijen radikallerinin sentezini
indiikledigi ve enfeksiyonunun siddeti ile serbest oksijen radikallerinin diizeyi arasinda
pozitif korelasyon bulundugu rapor edilmistir [115]. Serbest oksijen radikallerinin birikimi
sonucunda olugan DNA hasarinin gostergesi olan 9-hidroksideguanosin seviyesi, H. pylori

(+) bireylerde, H. pylori (-) bireylere kiyasla belirgin oranda yiiksek bulunmustur [116].

Sonu¢ olarak gastrik karsinogenez olusumunda, H. pylori'nin neden oldugu gastrik
epitelyal hiperproliferasyon ve olusturdugu inflamasyon sonucunda ortamda biriken
serbest oksijen radikallerinin birlikteligi en 6nemli faktor olarak gosterilmektedir [117-
120].
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Sekil 2.3. Gastrik karsinogenez ve H. pylori arasindaki iligki

2.12.6. Gastrik lenfoma

H. pylori enfeksiyonu ile iliskili oldugu diistiniilen diger bir tiimoéral olusum, gastrik
lenfoma ya da mukoza ile iliskili lenfoid doku tiimérii, MALT lenfomasidir. H. pylori
enfeksiyonunun gastrik lenfoma i¢in ciddi risk faktorii oldugu yapilan ¢aligmalarda rapor
edilmistir [121]. Normal mide dokusunda, anatomik olarak lenf dokusu bulunmamaktadir,
ancak H. pylori enfeksiyonu sonucu olusan gastritte, mukozal yiizeyde MALT ad1 verilen
lenfoid folikiiller goriilmektedir. Gastrik karsinomaya kiyasla gastrik lenfomanin H. pylori
ile iligkisi ¢ok daha belirgin diizeydedir. Gastrik lenfoma hiicreleri genellikle yiizeylerinde
otoantijenlere tanimli Ig bulunan B hiicreleridir. Yapilan retrospektif calismalarda gastrik
lenfomali hastalarin % 72-98'inde H. pylori (+), yaklasik % 70’ inde de CagA (+) olarak
saptanmistir. Olgularin % 70-80’inde ise H. pylori eradikasyonundan sonra gerileme
oldugu gozlenmistir. Ayrica, erken donem gastrik lenfoma hastalarinin histolojisinde, H.
pylori eradikasyonundan sonra diizelme meydana gelmesi H. pylori enfeksiyonu ile gastrik

lenfoma iliskisinde kuvvetli bir kanit olarak gosterilmektedir. Bunun yaninda, patogenezde



26

H. pylori’nin antijenik yapisinin lenfoit yaniti indiiklemesi ve sonrasinda neoplastik

transformasyonun gelismesinin rol aldig1 diistiniilmektedir [97,121].

2.12.7. Gastro-ozofageal reflii hastahg (GORH)

Gastrodzofageal reflii hastaligi (GORH), antireflii bariyerinin yetersiz kalmas1 sonucunda
fazla miktardaki mide igeriginin O6zofagusa geri kagmasidir. Gastrodzofageal refli,
herhangi bir semptom veya mukozal hasar goriilmeyen fizyolojik bir olaydir. Yapilan
calismalarda; H. pylori'nin eradikasyonundan sonra, duodenum iilserli hastalarda GORH
sikhiginin arttig1, Barrett metaplazisi gelisen GOR hastalarinda H. pylori enfeksiyonu
sikliginin  azaldigi, Ozellikle bati toplumlarinda H. pylori enfeksiyonu sikligindaki
azalmayla birlikte GORH insidansinin artt1g1 bildirilmistir [122]. Bu verilere dayanarak, H.
pylori enfeksiyonunun GOR hastaligima karsi koruyucu bir rolii olabilecegi ileri
siriilmiistir. H. pylori enfeksiyonu, mide asidinin baskilanmasina ve enfeksiyonun
siddetlenerek antrumdan korpusa dogru yayilmasina ve bunun sonucunda da atrofik gastrit
olusumuna neden olabileceginden dolayi, tedavi planlanan GOR hastalarinda tedavi
oncesinde H. pylori'nin eradike edilmesi uygun bir yaklasim olarak goriilmektedir. GORH

ile H. pylori enfeksiyonu arasindaki olasi iliskiler su sekilde siralanabilir.
1- GORH olusumuna kars1 H. pylori enfeksiyonunun koruyucu etkileri:

— Midede asit sekresyonunun azalmasi; H. pylori'nin korpusda olusturdugu kronik gastrit
sonucu gelisebilen atrofik gastrit, midedeki M3 reseptorlerinde sayica azalma, IL-1
sekresyonunun artmasi gibi nedenlerden dolay1 midede asit sekresyonu
azalabilmektedir.

— Mide asidinin nétralizasyonu; H. pylori iireaz aktivitesi sonucunda olusan amonyak,

asidi notralize ederek mide pH'sin yiikseltmektedir.
2- H. pylori enfeksiyonunun GORH olusumunu kolaylastirici etkileri:

- Alt o6zofagus sfinkteri (AOS) istirahat basincinda ve TLESR (Transient lower
esophageal sphincter relaxation) sikliginda artis; Kardiadaki H. pylori enfeksiyonu
nedeniyle agi§a c¢ikan sitokinler ve prostoglandinlerin etkisiyle AOS basimci

azalabilecegi ve TLESR sikliginda artis olabilecegi ileri stirtilmiistiir.



27

- Hipergastrinemi ve asit sekresyonunun artmasi; Antrumda H. pylori enfeksiyonu
sirasinda, gastrin salgilayan G hiicrelerinin indiiklenmesi ve somatostatin salgilayan D
hiicrelerinin say1 ve fonksiyonlarinin azalmasi mide asit sekresyonunun artmasina sebep
olabilmektedir.

- Ozefagus mukozasinda meydana gelen hasar sonucunda ve mukozanm aside duyarl
hale gelmesi; kardia ve distal 6zofagusta kolonize olabilen H. pylori'nin olusturdugu
amonyak, sitotoksinler ve fosfolipazin 6zofagus mukozasini aside duyarli hale

getirebilecegi ileri stirtilmiistiir [123-125].
2.12.8. Fonksiyonel dispepsi

Dispepsi, iist gastrointestinal sisteme ait oldugu disiiniilen agri, bulanti, kusma,
huzursuzluk, erken doyma, gegirme, siskinlik gibi semptomlarin episodik veya persistan
olarak goriilmesi seklinde tanimlanmaktadir [126]. Endoskopik inceleme sonuglarina
dayanarak yapilan ¢alismalarda, fonksiyonel dispepsi prevalanst % 12-15 olarak
saptanmistir. Hastalifin etiyopatogenezi halen kesin olarak bilinmemektedir. Ancak,
hastalifin  gelisiminin farkli etiyolojik faktorlere bagli olabilecegi diisiiniilerek
arastirmacilar, fonksiyonel dispepsiyi sendrom olarak ele almaktadirlar [127]. H. pylori‘nin
eradikasyonundan sonra fonksiyonel dispepsi semptomlarinin belirgin oranda gerilediginin
gozlenmesi, H. pylori enfeksiyonunun fonksiyonel dispepsi ile iliskisinin en kuvvetli kaniti
olarak kabul edilmektedir (Sekil 2.4) [126]. Ingiltere’de gergeklestirilen bir ¢alismada H.
pylori tedavisi goren hastalarin % 21’inde, proton pompa inhibitorii (PPI) alanlarin ise %
7’sinde bir yil sonra fonksiyonel dispepsi semptomlarinin goériilmedigi saptanmigtir. Bati
tilkelerinde yetiskin popiilasyonda H. pylori goriilme sikligt % 20-30 iken dispepsi
goriilme sikligr % 27-34°diir. Yapilan ¢alismalar sonucunda elde edilen verilere gore
fonksiyonel dispepside H. pylori goriilme sikligi yiiksek oranlarda saptanmustir. Dispepsi
goriilme sikligr ilkemizde yaklasik % 30 olarak rapor edilmistir. H. pylori enfeksiyonunda
noropeptidlerin ya da TNF, IL-8, IL-1 gibi sitokinlerin artisinin neden oldugu
fizyopatolojik degisikliklerin fonksiyonel dispepsi semptomlarinin olugsmasinda tetikleyici

rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir [49].
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Sekil 2.4. H. pylori ile fonksiyondel dispepsi arasindaki iliski

2.13. H. pylori Tanisinda Kullanilan Yontemler

H. pylori enfeksiyonunun tanisinda uygulanmak tizere (direkt) invaziv ve (indirekt) invaziv
olmayan bircok yontem gelistirilmistir (Cizelge 2.4). invaziv testler, endoskopi ile alan
biyopsi materyalinde bakterinin arastirilmasi esasina dayanir. Bu testler; kiiltiir, hizl1 lireaz
testi (CLO test), histopatolojik inceleme ve molekiiler arastirma yontemi olan PCR'dan
olusmaktadir. Invaziv olmayan testler; iire-nefes testi, serolojik testler ve yeni gelistirilmis

olan H. pylori Stool Antigen Test (HpSA)' dir [76].

Cizelge 2.4. H. pylori tanisinda kullanilan testler

Duyarlilik | Ozgiilliik Ornek Yorum
Metot (%) %)
Hizl1 serolojik Serum Var ya da yok seklinde 10 dk. da
86-95 SONu¢ Vverir.
Laboratuvarda yapilan 88-95 Serum Antikor titrasyonu gosterir.
serolojik testler (ELISA) Mide s1visi
Diski
Ure nefes testi 90-95 90-95 Nefes Ci3'te radyosyon yok. Pahalidir.
Cu4 daha ucuzdur.
Biyopside iireaz testi 89-98 93-98 Mide 20 dk. da sonug alimnir, biyopsi
(CLO test) gereklidir.
Histoloji (Giemsa,
Hematoksilen eozin, 93-98 95-98 Mide Basit ve oldukga kesindir,
immiinohistokimyasal Mukozast | tekrarlanabilir.
analiz)
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Cizelge 2.4. (devam) H. pylori tanisinda kullanilan testler

Duyarlilik | Ozgiillik Ornek Yorum
Metot (%) %)
Kiltir (Biyopsi) Mide Uzun siirer, pahalidir.
77-95 100 Mukozasi
Kltiir (Digk1) Disk1 Antibiyotik duyarlilik testleri i¢in
aragtirma amaglidir.
Diski1, mide
PCR 85-96 86-95 biyopsi Aragtirma amaghdir.
ornegi, mide
suyu, dis
taglar
Digkida H. pylori antijenini
HpSA 90-94 98-99 Digk1 saptayan ELISA testidir.

2.13.1. H. pylori tamisinda kullanilan 6rnekler

H. pylori tanisinda; mide biyopsi materyali, digki ornekleri, kan ve serum ornekleri
kullanilmaktadir. Orneklerin dogru sekilde alnmasi tasima kosullarma uygun halde
laboratuvara getirilmesi ve saklanmasi olduk¢a 6nemlidir. Kiiltiir, histopatoloji, PCR ve
iireaz testi i¢in mide biyopsi materyali kullanilmaktadir. Biyopsi materyali alinmadan 5-7
giin Oncesinde hastalarin antibiyotik tedavisi kesilmelidir. H. pylori antijenlerinin
saptanabilmesi ve H. pylori DNA'sinin arastirilmasi amaciyla hastalardan digki 6rnekleri
alinmalidir. Serolojik yontemler ile H. pylori tamisinda kan ve serum Ornekleri

kullanilmaktadir. Serumda bakteriye 6zgiil IgA ve IgG seviyeleri saptanmaktadir [75].
2.13.2. invaziv yontemler
Kiiltiir

Gastrik biyopsi materyali alindiktan sonra in vitro ortamda ¢esitli yontemler uygulanarak
H. pylori ¢ogaltilabilmektedir. H. pylori kuruluga ve ¢evre sicakligina duyarli olan ve oda
sicakliginda canliligini kaybedebilen bir bakteridir. Bu nedenle alinan 6rneklerin uygun
tasima kosullarinda siiratle laboratuvara iletilmesi ve kisa siirede ekimlerinin yapilmasi
gerekmektedir. Igerigi zenginlestirilmis BHI broth, stuart tasima besiyeri, gliserol igeren
brucella broth veya cysteine-albimi broth, 0&rneklerin laboratuvara iletilmesinde

kullanilabilen uygun tagima ortamlaridir.

Kiiltiir i¢cin genellikle % 5-10 at kan1 veya koyun kani ilave edilen brucella agar, columbia

agar, brain heart infusion agar veya trypicase soy agar kullanilmaktadir [128]. H. pylori %
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5-10 CO: igeren ortamda tireyebilen kapnofilik bir mikroorganizmadir. Yiiksek CO2
konsantrasyonu gereksinimi muhtemelen ¢ok sayida faktorle iliskilidir. Ornegin, CO>
fiksasyonu yoluyla piruvat olusumu, karbon asimilasyonu i¢in bir yol olusturabilmekte ve
H. pylori karbonik anhidrazi CO; ile HCOs“iin birbirine doniistimiinii katalizledigi igin
CO:2‘in pH homeostazisinde rol oynayabilmektedir [129]. H. pylori, bir oksijen duyarli
mikroaerofildir ve bu nedenle H. pylori’yi mide biopsi 6rneklerinden ilk basta kiiltiire
etmek i¢in mikroaerobik ortam kullanilmaktadir. H. pylori’nin oksijen duyarliligi,
esansiyel bakteriyel enzimlerin oksijen-bagimli inaktivasyonuna atfedilir [130,131].
Yiiksek hiicre yogunlugunda, laboratuarda adapte edilmis H. pylori suslari mikroaerobik (<
% 5 oksijen)’den tiimiiyle aerobik’e kadar (% 21 oksijen) farkli atmosferik oksiyon
gerilimlerinde ireyebilir. H. pylori’nin hemolizin olusumu, metronidazol direnci,
ferredoksin oksidorediiktaz aktivitesi ve epitel hiicrelerinde degisiklikleri indiikleme
yetenegi gibi ¢ok sayida karakteristiginin, bakterinin mikroaerobik ya da aerobik ortamda

cogaltilmasi durumunda farkliliklar gosterdigi rapor edilmistir [132-134].

H. pylori ’nin siv1 kiiltiirde ¢ogaltilmasi gerektiginde, siklikla fotal bovin serumla (% 5-10)
zenginlestirilmis Brucella broth kullanilir. Genel olarak, H. pylori kiiltiirii i¢in tanimlanan
ortam farkli tuzlar, bir plirin, vitaminler, aminoasitler ve eser metaller igerir. Bakteriyel
cogalmay1 arttirmak i¢in tanimlanan ortam bovin serum albiiminle zenginlestirilebilir. H.
pylori ’nin kiiltiire edilmesi i¢in tanimlanan ortamin kullanilmasi, organizmanin beslenme
gereksinimleri, fizyolojisi ve metabolizmasinin anlasilmasinda 6nemli rolii olmustur.
Neredeyse tim H. pylori suslar1 ¢ogalma igin arjinin, histidin, 16sin, metionin, fenilalanin
ve valine ihtiyac duyarlar. Ilging olarak H. pylori ¢ogalmasi icin esansiyel olan
aminoasitler, insanlar i¢in esansiyel olan aminoasitler ile benzerlik gostermektedir. Suslarin
alanin, serin, sistein, prolin ve izolosin gereksinimleri farklilik gostermektedir. H. pylori
cogalmasi i¢in gerekli diger faktorler piruvat, tiamin ve hipoksantin yaninda demir, ¢inko
ve magnezyum gibi farkli metalleri igerir [135-137]. Bu beslenme gereksinimi, H. pylori

genomunda karsilik gelen biyosentetik genlerin eksikligi ile korelasyon gostermektedir.

H. pylori in vitro kiltiirii yapilirken uygun besiyerinde, 37°C ve % 5-10 CO: igeren
ortamda 5-7 giin siire ile inkiibe edilmelidir. Inkiibasyon sonucunda kanl agarda kiigiik,
seffaf, su damlasi1 veya yuvarlak sekilli koloniler olusturmaktadir. H. pylori'nin gastrik
biyopsi materyalinden direkt hazirlanan ve kiiltiirden hazirlanan Gram boyama goriintiileri

arasinda farkliliklar gézlenebilmektedir. Kiiltirden izole edilen H. pylori suslar1 ile yapilan
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Gram boyamada bakteri tipik goriinlimlerinin yanisira diiz basiller seklinde de
goriilebilirken, doku biyopsi Orneklerinden yapilan boyamalarda tipik goriintimleri olan

helikal ve daha kivrimli sekilde goriilmektedirler [138].

Histopatolojik inceleme

Histopatolojik incelemeler, gastrik mukozada H. pylori'nin neden oldugu lezyonun
siiflandirilmasi ve tanimlanmasinda 6nemlidir ve altin standart olarak kabul edilmektedir.
Histopataolojik inceleme ile > %90 ozgillik ve duyarliikla H. pylori
tanimlanabilmektedir. Inceleme icin antrum ve korpus bélgelerinden ayr1 ayri biyopsi
materyali almmasi gerekmektedir. Gastroduodenal patolojinin diizeyi ile premalign
degisiklikler histopatolojik inceleme sonucunda tespit edilmektedir. Kronik gastrit veya
peptik llser siipheli hastalardan alinan biyopsi materyalinin histopatolojik incelemesi
sonucunda da H. pylori tespit edilebilmektedir. Antrum ve korpustan alinan biyopsi
materyalleri, histopatolojik inceleme dncesinde sirasiyla formalinde fiksasyon, HE boyama
ve Ozel boyama islemlerine tabi tutulmaktadir. HE boyamasi sonucunda mikroskobik
olarak bakildiginda, H. pylori, yiizey epiteline tutunmus, mukus tabakasinda ve ¢gogunlukla
kriptler igerisinde gozlenmektedir. Giemsa ve modifiye steiner glimiis boyama teknikleri
kullanilarak yapilan boyamalar sonucunda yiizey epiteline tutunan H. pylori mikroskobik
olarak goriilebilmektedir [30].

Hizli tireaz testi

Ureaz testi, mikroorganizmalarin iireyi pargalayabilme yeteneklerinin test edilmesi
amactyla kullanilmaktadir. Ureaz hidrolizasyon testi ile bakteriler cins ve tiir diizeyinde
tanimlanabilmektedir. Pek ¢ok mikroorganizma sahip olduklar iireaz enzim aktivitesi ile
iireyi kullanma yetenegine sahiptir. Ure, karbonik asidin bir diamid’idir. Biitiin amidler
kolayca hidrolize olabilmektedir. Ureaz enzim aktivitesi igin optimal pH 7,0'dir. Urenin
hidrolizasyonu, iireaz enziminin katalizorliigiinde gergeklesen bir reaksiyondur. Reaksiyon

sonucunda 2 molekiil amonyak ve karbondioksit meydana gelmektedir (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. H. pylori iireaz aktivitesi

Reaksiyon sonucunda olugan amonyak pH’y1 yiikselterek alkali bir ortam yaratmaktadir.
Alkali irlinler, pH indikatorii fenol kirmizismnin varliginda ortam renginin saridan
pembemsi-kirmiziya doniismesi ile saptanmaktadir. Bu durum, dokuda bakterinin varligini
gostermektedir. Biyopsi materyallerinde {ireaz aktivitesinin aragtirilmasit amaciyla
firmalarca gelistirilmis, CLO test, PyloriTek gibi hazir ticari kitler bulunmaktadir. Hizli
tireaz testi ile > % 90 duyarlilik ve 6zgiillikkte H. pylori tanimlanabilmektedir [75]

Tedavide kullanilan antibiyotikler, bizmut iceren bilesikler ve proton pompa inhibitorleri,
H. pylori miktarin1 azaltabileceginden uygulanan test yanlis negatif sonuglara neden
olabilmektedir. Hizli {ireaz testinde, H. pylori'nin yogun olmadig1 enfeksiyonlar
atlanabileceginden negatif bir test sonucu H. pylori enfeksiyonunun olmadigimi ya da
eradikasyonunu gostermek icin yeterli olmamaktadir. CLO test gibi ticari Kkitler
kullanilarak yapilan tireaz testleri daha ekonomik olmasi, yiiksek duyarlilik ve ozgiilliige
sahip olmasi, 3-24 saat gibi bir siirede sonug¢ vermesi nedeniyle biyopsi materyalinde H.

pylori'nin tanimlanmasi i¢in oldukg¢a yaygin bi¢imde kullanilmaktadir [139].

Molekiiler tan1 yontemleri

Gastrik biyopsi materyalinde H. pylori’nin spesifik olarak saptanabilmesinde bakteriye ait
16S rRNA, 23S rRNA, random kromozom dizileri, 24 kDa tiire 6zgii protein kodlayan
genler, lireaz A (ureA), iireaz C (ureC), glmM ve vacA gibi farkli hedef genlerine yonelik
PCR yontemi kullanilmaktadir. PCR ile > % 85 0Ozgiillik ve duyarlilikla H. pylori
tanimlanabilmektedir. Cok kiigiik biyopsi materyallerinde, ¢ok az sayida bakterinin dahi
saptanmasina olanak saglayan bir yontemdir. Yapilacak olan teknik islemler ve tasima igin

ozel kosullar gerektirmemektedir. Ancak PCR metodu, rutin uygulamalarda tani yontemi
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olarak pek fazla tercih edilmemektedir. Uygulamadaki teknik zorluklar, inhibitorlerin
varligi, daha Once tedavi olmus hastalarin gastrik mukozasindan DNA segmentlerinin
saptanmasi, elektroforetik jel tizerindeki bantlarin yorumlanmasinda yapilan hatalar nedeni
ile yanlis negatif sonuglarin alinmasi, ekonomik olmamas1 yontemin dezavantajlar1 olarak

goriilmektedir [30,97].

Molekiiler yontemler; antibiyotik direncine neden olabilecek mutasyonlarin saptanmasinda
ve epidemiyolojik arastirma c¢alismalarinda H. pylori suslar1 arasindaki genetik
farkliliklarin saptanmasi ve patogenezinin arastirilmasinda kullanilmast uygun olan
yontemlerdir. Antibiyotik ile tedavi sonrasinda H. pylori sayis1 kiiltir veya diger tani
yontemleri ile saptanamayacak kadar az olabileceginden, PCR'in tedavi takibinde tercih

edilebilecek bir yontem oldugu bildirilmektedir [140].
2.13.3. Invaziv olmayan yontemler

Ure-nefes testi (UNT)

Endoskopi yapilmasina gerek duyulmadan, H. pylori enfeksiyonunun direkt taranmasina
olanak saglayan tire-nefes testi, tedavi edilmemis hastalarda aktif enfeksiyonun baslangi¢
tanisinda ve tedaviden 4-12 hafta sonra tedavi etkinliginin takibinde kullanilabilen % 90-
95 duyarlilik ve 6zgiilliige sahip bir testtir. FDA tarafindan onaylanan iire-nefes testinde iki
tip karbon izotopu (radyoaktif *C, non-radyoaktif 3C) kullanilmaktadir. Isaretli karbon
atomu igeren iire soliisyonunun hastaya igirilmesi sonrasinda, H. pylori’nin lireaz aktivitesi
sonucu olusan izotop isaretli CO2 akcigerlerden nefes ile atilmakta ve isaretli karbon bu
nefes Orneginde tespit edilmektedir. Uredeki karbonu isaretlemede stabil izotop °C
kullanilmaktadir. *C izotopu, radyoaktivite icermemesi ve *C ile benzer performans
gbstermesi nedeniyle artan bir oranda daha ¢ok talep edilmektedir. Ozellikle ¢cocuklarda ve
hamilelerde giivenle kullanilabilmesi, ¢cocuk ve yetiskinlerde epidemiyolojik ¢aligmalara
uygun olmas1 ve takip amaciyla testin birden ¢ok kez uygulanmasi gereken durumlarda

dahi kullanilabilir olmasi testin en biiyiik avantajlari arasinda gosterilmektedir [30,75]

Tanmida kullanilan diger yontemlerde H. pylori yalnizca 6rnegin alindigi bolgede
taranabilmekte, buna karsilik ire-nefes testi ile H. pylori'nin saptanmasinda genel bir

degerlendirme saglanmaktadir. Ancak test icin bakteri sayisinin yiiksek miktarlarda
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bulunmasi gerekmektedir. Bakteri sayisinda azalmaya neden olabilecek herhangi bir ilag
yanlis negatif sonuclara neden olabilmektedir. Bu nedenle test yapilmadan; bir ay dnce
antibiyotikler kesilmeli, bir hafta once mide asit inhibitorleri kesilmeli (siikralfat,
omeprazol, esomeprazol, lansoprazol), bir hafta 6nce histamin H2 reseptor antagonistleri

(simetidin, ranitidin, famotidin) ve antiasitler (talcid, rennie gibi) kesilmelidir [141].

Serolojik yOntemler

H. pylori'nin kolonize oldugu bireylerde giiglii lokal ve sistemik humoral yanit
olusmaktadir. Midede salgisal IgA, serumda ise IgG ve IgA seviyeleri yiikselir. Diger tani
yontemlerinden farkli olarak serolojik testler antibiyotik ile tedaviden etkilenmezler. Bu
nedenle oncelikli kullanilabilecek yontemler olarak goriilmektedir. Etkin bir tedaviden
sonra antikor titresi olduk¢a yavas diigmektedir. Bu durumda testin pozitif olmasi halen
aktif enfeksiyon bulundugu anlamima gelmemektedir. Bu nedenle, H. pylori eradikasyon
tedavisinin etkinligini aragtirmada ve reenfeksiyon oranlarinin 6Slglimiinde kullanigh
yontemler degildir ancak epidemiyolojik c¢alismalarda toplum taramalart igin tercih

edilmektedir [142].

H. pylori enfeksiyonuna cevap olarak olusan antikorlar, ELISA, indirekt immunofloresan,
hemagliitinasyon, kompleman fiksasyon, lateks aglutinasyon veya western blotting
testleriyle arastirilmaktadir. Saklanmig serum oOrnekleri ile ¢aligmaya imkan saglayan bu

testler ekonomik ve kolay uygulanmaktadir.

Serumda IgG’nin tespit edilmesinde gliniimiizde yaygin olarak kullanilan serolojik yontem
ELISA'dir. ELISA ile yaklasik % 95 6zgiilliik ve duyarlilikla sonug¢ alinmaktadir. Serolojik
testlerin ekonomik olmalarma ragmen, dier noninvaziv yontemlerden olan UNT ve
gaitada antijen aranmasina dayali testlere kiyasla daha azdir. IgG sonuglarindaki olasi

yalanci negatiflik durumlarinda serum IgA degerlerine bakilmaktadir [75].

Diskida antijen taranmasi (HpSA)

Ure-nefes testinin uygulanmasinin gii¢c oldugu durumlarda (pediatrik hastalar), antikor
sonuglariin giivenilir olmadigir durumlarda (HIV-1 ile infekte bireyler), FDA onayl, H.

pylori’nin direkt fekal antijen taranmasi testi yapilmaktadir. Direk fekal antijen testi maddi
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acidan da oldukg¢a ekonomiktir. Yontem, poliklonal antikor emdirilmis kuyucuklarda, taze
digki 6rneklerindeki H. pylori antijenlerinin taranmasi esasina dayanmaktadir [143]. Calvet
ve arkadaglarinin yapmis oldugu c¢alismada, kart test kullanarak fekal H. pylori antijeni
taramasi yapilmis ve elde ettikleri sonuclar testin duyarliliginin % 89-91, 6zgiilliigiiniin ise

% 86-93 araliginda oldugu gosterilmistir [ 144].

Diskida genetik materyal taranmasi

H. pylori genetik materyalinin saptanmasina olanak saglayan materyallerden biri de
digkidir. H. pylori DNA’sinin digskida taranmasi esasina dayanan ¢alismalarda basar1 orani
% 25-100 arasinda degisen oranlarda rapor edilmistir. Bu degisikligin, gastrointestinal
sistemde bulunan inhibitdrlerin varligima bagl oldugu diisiiniilmektedir. Insan diskisinda,
DNA elde edilmesini inhibe eden kompleks polisakkaritler gibi inhibitdrler bulunmaktadir
[145,146]. Disk1 haricinde gastrik olmayan materyallerden H. pylori DNA'sinin saptanmasi
miimkiindiir. Bonamiko ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢alismada, PCR ile dental
plak ve ozellikle tiikiiriik kullanilarak bakteri DNA’sinin saptanmasinin son derece spesifik

oldugu fakat duyarliliginin iyi olmadigi rapor edilmistir [ 143].

Tukirik ve idrar testleri

Diger yontemlerle kiyaslandiginda daha diisiik duyarlilik ve 6zgiilliige sahip olan bu testler
idrar ve tiikiirikte anti-H. pylori IgG antikorlarinin saptanmasi amaciyla ticari kitler

kullanilarak uygulanmaktadir [147].

2.14. H. pylori 'de Tedavi ve Direng

H. pylori’nin kesfinden giiniimiize kadar 30 yili askin bir siire gegmis olmasina ragmen
enfeksiyonun tedavisi i¢in ideal bir ilag mevcut degildir. H. pylori eradikasyonunda en az
% 85’in lizerinde basar1 saglanmasi amaclanmaktadir. Sadece bir antibiyotik kullanimi
sonucunda elde edilen eradikasyon oranlarmin ¢ok diisiik olmasi nedeniyle yeni tedavi
arayislari giindeme gelmistir. Baglangi¢ olarak, PPI (2x1) + amoksisilin (1 g 2x1) ya da PPI
(2x1) + klaritromisin (500 mg 2x1) ikili tedavi yontemi Onerilmis olsa da eradikasyon
orant %85’in altinda bulundugu icin bu ikili tedavi protokolii yerine iglii tedavi

onerilmistir. Bu amagla, proton pompa inhibitorii + klaritromisin + amoksisilin (ya da
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Metronidazol) ii¢lii tedavisinin 7 -10- 14 giinliik tedavileri yaygin olarak kullanim alant
bulmustur. Ancak tedavi protokollerinde ilaglarin farkli dozlarda kullanilmasi, kullanim
stirelerinin farkli olmasi, tedavi sonrasinda kontrollerin farkli zamanlarda yapilmasi,
kullanilan testlerin farkli olmasi nedeniyle tedavide elde edilen basar1 sonucglar1 da
farkliliklar gostermistir. Bazi ¢alisma sonuglart H. pylori eradikasyonunda bu tedavi

protokolleri ile % 90’lara varan oranlarda basar1 saglandigini ortaya koymustur [127].

Cinde “National Helicobacter pylori Research Group” tarafindan yapilan bir ¢alismadan
elde edilen sonuglara gore, amoksisilin’e diren¢ % 2,7, klaritromisin’e direng % 27,6,
metronidazol’e direng ise % 75,6 olarak rapor edilmistir (Cizelge 2.5) [127]. Son 10 yilda
H. pylori’nin klaritromisin ve metronidazol'e karsi direng kazanmasi, ti¢lii tedavi basari
oraninin % 80’lerin altina (% 50-79) diismesine sebep olmustur. 2005 yilinda yapilan
Maastricht III konferansinda, klaritromisin direncinin % 15-20’nin, metronidazol
direncinin ise % 40’ altinda oldugu toplumlarda bu kombinasyonun ilk segenek olarak
tercih edilmesi onerilmektedir. Bunun yaninda direncin yiiksek oldugu toplumlarda, bizmut
+ PPI + iki antibiyotik, bizmut temini olas1 degil ise PPI + ii¢ antibiyotikten olusan dortli

tedaviler onerilmektedir [148].

Cizelge 2.5. H. pylori‘nin antimikrobiyal direng siklig1

Ulke Yil Klartiromisin % Metronidazol % Amoksisilin % Fluorokinolonlar %
ABD 2004 129 25,1 09

Kuzey Avrupa 2012 77 2856 - I

Orta Avrupa 012 187 438 - 186

Bati Avrupa 012 215 27 - 13,1

Kore 2012 108 303 22 157

Cin 2011 849 614 - 137
Tirkiye 2003 18 60 - -

Cin 2007 276 756 27

H. pylori’nin klaritromisin, metronidazol, siprofloksasin gibi antibiyotiklere karsi direng
kazanirken amoksisilin’e nadiren diren¢ kazandigi (% 0-1) ve bu oranin zamanla
degismedigi rapor edilmistir. Bu nedenle, amoksisilin H. pylori eradikasyonunda halen
temel ajan olarak kullanilmaktadir. Uclii tedavinin basarisizigi durumunda dortlii tedavi,
dortlii tedavideki basarisizlik durumunda ise levofloksasin ya da rifabutin tedavisi
onerilmekte; bunun yaninda, bizmutlu dortlii tedavide basarisizlik durumunda ardisik
tedavi, ardisik tedavinin basarisizligt durumunda ise yine levofloksasin veya rifabutin

tedavisi Onerilmektedir. Ancak yeterli veri bulunmamasi ve levofloksasine direng
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gelisiminden kaginilmast icin bu tedavi yontemi ilk tercih olarak kullanilmamalidir.
Tedavide gelinen bu nokta caresizligi ifade etmektedir. Cizelge 2.6'da H. pylori

eradikasyonu i¢in Onerilen tedaviler gosterilmistir [127].

Cizelge 2.6. H. pylori eradikasyonu i¢in 6nerilen tedaviler

Tedavi llag Dez/Gin Siire
Uk Tedavi PRI 2¢1 14 gin
Amoksisiin | g 21
Klaritromisin 500 mg 2«1
Bizmutiu Dértil Tedavi PRI 2¢1
Kolloidal Bzmut Subsitrat 200 mg bx1 14 gin

Metronidarol 500 mg 3«
Tetraskilin 500 mg 34

Bmutsuz Dortid Tedaw PP 21
Amoksisiin 1 g 2¢1 10-14 gin
Metronidarol 500 mg 3«
Tetraskiin 500 mg 3x
Arcegik Tedavi PP1 21 + Amoksisiin 1 g 2¢1/5 gin
Sonra PA 2x1+ Karitromisin 500 mg 2x1+ Tinidazol 500 mg 2¢1/5g0n 10 gin
Levoficksasin Udl Tedad PP 241 4 Amokesisiin 1 g 241 + Levofioksasin 1 g 2x1 10 gin
Rifabutink Ugll Tedav PP 241+ Amobkssin 1 g2« + 10 gin

Rifabutin 150 mg 21

Son zamanlarda, H. pylori’nin biyoloji ve fizyolojisinin daha iyi anlasilmasi, yapilan
caligmalarin gézden gecirilmesi sonucunda ikili tedavinin kurtarici rolii yeniden giindeme
gelmigstir. Yiiksek doz PPI kullanilarak uygulanan ikili tedavi ile biiyiik bagarilar elde
edilmistir. T. Furuta ve arkadaslar1, ti¢lii tedavi (PPI + Amoksisilin + Klaritromisin) ile H.
pylori eradikasyonunda basar1 saglanamayan olgularda Rabeprazol 10 mg 4xI1+
Amoksisilin 500 mg 4x1/2 haftalik ikili tedavi uygulayarak eradikasyonu saglamigslardir
[127]. Son zamanlarda yeniden giindeme gelen yliksek doz PPI+Amoksisilin ikili

tedavisinin H. pylori eradikasyonu i¢in yeni bir umut olup olmadigi1 zamanla anlagilacaktir.

2.14.1. Re-enfeksiyon

H. pylori enfeksiyonunun tekrar etmesi sik karsilasilan bir durum degildir. Ayni tiir H.
pylori’nin yeniden kolonizasyonu, niiks, yeni bir tiir H. pylori'nin kolonizasyonu ise re-
enfeksiyon olarak adlandirilmaktadir. Diisiik sosyoekonomik seviyedeki toplumlarda H.
pylori prevalansinin yiikksek olmasi, re-enfeksiyon igin risk faktorleri arasinda

gosterilmektedir. Re-enfeksiyon orani gelismis tilkelerde yillik kisi bast % 3,4, gelismekte
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olan iilkelerde ise % 8,7 olarak rapor edilmistir. Ancak Cin, Giiney Afrika, Polonya ve
tilkemizin de iginde bulundugu bazi iilkelerde H. pylori prevalansi yiiksek olmasina
ragmen, re-enfeksiyon oranlar diisiik olarak rapor edilmistir. Yapilan caligsmalar re-
enfeksiyonda aile i¢i bulasin 6nemli bir kaynak olmadigini ortaya koymustur. Bu nedenle,

asemptomatik aile bireylerinin tedavi edilmesi 6nerilmemektedir [148].

H. pylori giiniimiizde ¢ok sik karsilasilan ve basta direng problemi olmak tizere tedavisi
gittikge giiclesen patojen bir mikroorganizmadir. Tedavide % 100 basar1 saglanabilmesi
amaciyla, yeni tedavi modaliteleri ile ilgili diinyanin farkli boélgelerinden, genis c¢apl

caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir [149].

2.14.2. Fitoterapi (bitkisel tedavi)

Hastaliklarin  tedavi edilmesi amaciyla bitkilerden faydalanilmasi ve etkilerinin
arastirilmasi bilimi fitoterapi olarak adlandirilmaktadir. Yeryiiziinde bulunan bitki tiirii
sayisinin  250.000-500.000 arasinda oldugu kabul edilmektedir. Diinya Saglik Orgiitii
kayitlarina gore diinya niifusunun biiyiik bir bolimii (% 70-80) tedavi ya da korunmak
amaciyla geleneksel tiptan yararlanmaktadir. Bu amacla yararlanilan tibbi bitki tiiriiniin
70.000 civarinda oldugu tahmin edilmektedir. Diinya Saglik Orgiitii tarafindan 21.000 bitki
tiirlinlin ila¢ hazirlamak i¢in uygun oldugu kabul edilmistir [149].

1980’11 yillarin ikinci yarisindan itibaren saglanan teknolojik gelismeler, 6zellikle bitkisel
ilag arastirmalarina farkli bir boyut getirmistir. Gelistirilen fitokimyasal ayristirma ve
analiz teknikleri ile bitkilerin bilesimleri c¢6ziimlenmeye baslanmis, biyolojik
yontemlerdeki (mikrobiyolojik, biyokimyasal, in vitro, in vivo) gelismeler ile bitki 6ziitleri
ve bilesenlerinin etkinligi arastirilabilmistir. Uzun yillar boyunca dogrudan bitki kisimlari
kullanilarak yapilan tedavi modelleri gliniimiizde ¢agdas bilim uygulamalar 1s181nda tekrar
ele alinmis ve “Cagdas Fitoterapi” kavramui hayata gecirilmistir. Avrupa Birligi {iyesi
tilkelerde kabul goren ve uygulanan bu yeni kavram kisaca “Hastaliklardan korunmak veya
tedaviyi desteklemek amaci ile tibbi bitkilerden ve onlarin etkin maddelerini tasiyan
kisimlarindan (droglardan) veya bir islem yoluyla elde edilmis dogal iirlinlerden hareketle
standardize edilmis farmasotik formlar (tablet, kapsiil, tentiir vb.) kullanmak” olarak
tanimlanir. Dolayisiyla giiniimiiziin fitoterapi uygulamalar1 aslinda c¢agdas anlamda

bitkiden bitkisel ilaca (fitofarmasoétik) gegisi saglayan uygulamalardir.



39

Yapilan ¢aligmalar, bitkisel iirlinlerin diinya da ne kadar yaygin olarak kullanildiginm
gostermektedir. ABD’de tamamlayict tip uzmani olan hekimlere tedavi destegi almak
amactyla yillik 600 milyondan fazla basvuru oldugu ve 18 yas tistii toplumun % 60’1nin
yilda en az bir kez bitkisel tedavi tiriinii kullandig1 bildirilmistir. Almanya’da doktorlarin
hastalarina tedavilerin % 66’sinda bitkisel iiriinler verdikleri ve Japonya’da bu oranin %
70’leri buldugu rapor edilmistir. Bu bitkisel tedaviler bizzat doktorlar tarafindan
hastalarina &nerilmektedir. Ulkemizde ise diinya ile kiyaslandiginda tedavide bitkisel
irlinlerden faydalanma orani olduk¢a diisiik oldugu gibi, kontrolsiiz reklam ve satis
nedeniyle toplumsal boyutta ne kadar bitkisel {iriin kullanildigini tespit etmek miimkiin

degildir [150,151].

H. pylori've karsi kullanilan dogal ekstreler ve ucucu yaglar

Dogal iiriinler tarafindan sunulan ¢ok sayida aktivite, biyoaktif bilesiklerin varligiyla
iligkilidir. Bu aktivitelerin ¢ogunlugundan flavonoidler sorumludur. Cok sayida ¢alisma
flavonoidlerin H. pylori‘ye kars1 antibakteriyel aktivitesinin hangi mekanizmalarla iliskili
oldugunu arastirmistir. Pek ¢ok calisma, flavonoid ve kalkon smiflarinin bilesiklerinin
iireaz enzimini inhibe ettigini gdstermistir. Bu durum, bir dereceye kadar kobaylarda
quercetin flavonoidinin H. pylori ’ye karsi in vivo aktivitesini ve bu patojenin tedavisinde
kullanilan ¢ok sayida ilacta bulunan bir kalkon tiirevi olan sofalkon’un etkisini
aciklamaktadir. Ayn1 zamanda VacA notralizasyonu ve toll-like reseptor 4 (TLR4) sinyali
ile interferans gibi baska mekanizmalar da flavonoidlerin aktivitesini agiklamaktadir. Ayn1
zamanda bazi flavonoidlerin H. pylori ’ye karsi direk etki gosteriyor olmasi ya da
geleneksel tedavide kullanilan antibiyotikler ile sinerjistik etki gosteriyor olmasi da

miimkiindiir [152,153].

Cok sayida dogal iriinin H. pylori’ye kargt antimikrobiyal aktivite gosterdigi
bilinmektedir ve ylizyillar boyunca ¢ok cesitli bitkiler ve alternatif kaynaklardan tiiretilen
maddeler gastrointestinal bozukluklarin tedavisinde kullanilmistir [154]. Diinya
literatiiriinde bildirilen bulgular H. pylori ye karsi kullanilan bitki ekstreleri ile 6nemli
sonuclar ortaya koymus (Cizelge 2.7) [152] ve enfeksiyonlara karsi kullanilan terapotik

ajanlara 6nemli katkida bulunmuglardir.
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Cizelge 2.7. Baz bitkilerin anti H. pylori aktiviteleri

Bilimsel Ad Aile Bitki Kismu Materyal Analiz Tipi
Feijoa sellowiana Myrtaceae Fruit Acetone Extract In vitro
(Berg.) Burret.
Strychnos pseudoquina Loganiaceae Leaves Methanol extract/ In vitro and
A. St. Hil. alkaloid enriched in vivo

fraction
Bixa orellana L. Bixaceae Seed Ethanol Extract In vitro
Chamomilla recutita L. Asteraceae Inflorescence Ethanol Extract In vitro
lex paraguariensis Agquifoliaceae Green leave Ethanol Extract In vitro
A. St.-Hil
lex paraguariensis Aquifoliaceae Roasted Leave Ethanol Extract In vitro
A. St.-Hil
Malva sylvestris L. Malvaceae Inflorescence and Ethanol Extract In vitro
leaves
Plantago major L. Plantaginaceae Above-ground parts | Ethanol Extract In vitro
Rheum rhaponticum L. Polygonaceae Root Ethanol Extract In vitro
Punica granatum L. Punicaceae Peel Methanol Extract In vitro
Juglans regia L. Juglandaceae Fruit ridge Methanol Extract In vitro
Davilla elliptica St. Hil. Dilleniaceae Leaves Methanol Extract In vitro
Davilla nitida Dilleniaceae Leaves Methanol Extract In vitro
(Vahl.) Kubitzki
Byrsonima fagifolia Malpighiaceae Leaves Methanol Extract In vitro
Niedenzu (I1K.)
Qualea parviflora Mart. \Vochysiaeceae Bark Methanol Extract In vitro and
in vivo
Hancornia speciosa Apocynaceae Bark Hydroalcoholic In vitro and
Gomez extract in vivo
Byrsonima intermedia Malpighiaceae Leaves Methanol Extract In vitro and
A. Juss. in vivo
Larrea divaricata Cav. Zygophyllaceae  Leaves and tender Aqueous extract In vitro
branche

Hericium erinaceus Hericiaceae Mushrooms Ethanol Extract In vitro
Allium sativum L. Liliaceae Bulb Aqueous extract In vitro
Pistacia lentiscus Anacardiaceae Mastic gum Extract/acid ve In vitro and
(L.) var. chia (Duham) neutral fractions in vivo

Brezilya farmakopesine gore ekstre; hayvansal ya da bitkisel maddelerden elde edilen sivi,
kat1 ya da orta kivamda preparatlardir. Bir ekstre, kullanilan maddenin ihtiyacina gore
etanol, su ya da baska bir ¢oziicii kullanilarak siizme, 1slatma ya da baska uygun ve
onaylanmis metodlarla hazirlanabilir. Bu islemden sonra arzu edilmeyen maddeler elimine

edilebilir [152].
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Basile ve arkadaslari, Feijoa sellowiana (Berg.) Burret. (Myrtaceae) meyvelerinin aseton
ekstrelerinin in vitro olarak ciddi anti H. pylori aktivitesi oldugunu gostermislerdir. Bu
aktivitenin, icerigindeki flavon bilesiginin tek basina 6lgiildiiglinde metronidazol (0,5
ug/mL) kontrol grubuna kiyasla bakteriye karst daha fazla aktivite gostermesi ile

aciklanabilecegini rapor etmislerdir [155].

Bonamin ve arkadaslari, bir metanol ekstresi (ME) ve Strychnos pseudoquina A. St. Hil.
(Loganiaceae)’nin alkaloid ile zenginlestirilmis bir fraksiyonunun (EAE) aracilik ettigi
iyilesme stireci ve anti H. pylori aktivitesini degerlendirmislerdir [156]. EAE’nin 75
mg/mL MIK degerinin, in vitro olarak etkili anti H. pylori aktivitesi gosterdigi
saptanmistir. EAE’nin ayn1 zamanda bakteriyel ajanlara karsi 6nemli bir koruyucu faktor

olan siiperoksit dismutaz salinim isleminde de ¢ok etkili oldugunu rapor etmislerdir.

Cogo ve arkadaglari, gastrointestinal hastaliklarda kullanilan geleneksel tibbi bitkilerin
farmakolojik etkileri olup olmadigini arastirmiglardir [154]. Bu baglamda, tamami
gastrointestinal hastaliklarda kullanilan Bixa orellana L. (Bixaceae), Chamomilla recutita
L. (Asteraceae), llex paraguariensis A. St.-Hil. (Aquifoliaceae), Malva sylvestris L.
(Malvaceae), Plantago major L. (Plantaginaceae) ve Rheum rhaponticum L.
(Polygonaceae)’dan elde edilen ekstreler, H. pylori'ye karsi antibakteriyel etkileri
acisindan standart (ATCC) ve klinik suslara karst degerlendirilmislerdir. Sonuglar B.
orellana L., C. recutita L. I. paraguariensis A. St.-Hil ve M. sylvestris L.’den elde edilen

ekstrelerin, H. pylori ’nin in vitro ¢ogalmasini inhibe ettigini gostermistir.

Ayrica, gastrointestinal hastaliklarda kullanilan 23 tibbi bitkinin metanol ekstrelerini in
vitro olarak H. pylori‘ye karsi antibakteriyel aktivite agisindan degerlendirmislerdir [157].
Bitkiler Iran toplumunun geleneksel tibbi uygulamalari baz alinarak secilmislerdir. Bunlar
icerisinde sadece Punica granatum L. (Punicaceae) ve Juglans regia L. (Juglandaceae) H.
pylori suslarina kars1 agar difiizyon teknigine gore sirayla 39 ve 16 mm inhibisyon zonlari

ile yiiksek aktivite gdstermistir.

Davilla elliptica St. Hil. (Dilleniaceae) ve Davilla nitida (Vahl.) Kubitzki. (Dilleniaceae)
yapraklarindan elde edilen metanol ekstrelerinin anti iilserojenik, immiinolojik ve anti H.
pylori aktivitelerini de Kushima ve arkadaslart calismiglardir [158]. Her iki ekstrenin
gastrik mukozay1 korudugu, D. nitida (MIK 125 pg/mL)nin, D. elliptica (MIK 250
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png/mL)’ya kiyasla daha iyi aktivite gosterdigini rapor etmislerdir. Gosterilen aktivite
muhtemelen D. Nitida da terpenler, flavonoidler, taninler ve diger bilesiklerin daha yiiksek

miktarlarda bulunmasi ile a¢iklanmaktadir.

Moraes ve arkadaslar1 ise galismalarinda, in vitro ve in vivo yaklasimlarla, Brezilya savana
bolgesinde yetisen, “mangabeira” olarak da bilinen orta biiyiikliikte bir aga¢ olan
Hancornia speciosa Gomez (Apocynaceae) kabugundan elde edilen hidroalkolik
ekstrelerin anti H. pylori potansiyelini gostermislerdir [159]. Yazarlar, ekstrenin bakteri
iremesini in vitro ortamda 125 pg/mL MIK degerinde inhibe edebildigini
gozlemlemisglerdir. Deneysel in vivo modelinde de, ekstrenin mide koruyucu ve antiiilser

etkilerinin oldugunu gostermislerdir.

Larrea divaricata Cav. (Zygophyllaceae)’dan edilen sulu ekstrelerin, geleneksel ilaglara
yiiksek derecede direngli olan suslara kars1 anti H. pylori etkisinin oldugu literatiirde
belirlenmistir [160]. Calismada tiimii klaritromisine karsi ve dordii metronidazole karsi
direncli bir standart sus (ATCC) ve 6 klinik kdkenli sus kullanilmis ve bitki ekstresi tiim

suslara kars1 aktivite gostermistir.

Yemeklerde kullanilan ve standart (ATCC) ve mide llserli hastalarin mide biopsilerinden
elde edilen klinik kaynaklari igeren H. pylori suslarina karsi profilaktik amaglarla
kullanilan Cin mantarlarindan elde edilen 14 etanol ekstresinin aktivitesi Shang ve
arkadaglar1 tarafindan degerlendirilmistir [161]. Tiim ekstreler ¢alismada kullanilan tiim
suslara kars1 etki gostermistir. Ayrica, bu amagla yapilan 6zgiil testlerde H. pylori ’ye karsi

antikorlarin varlig1 da gosterilmistir.

Ayrica, Cizelge 2.8’de [152] terapdtik potansiyeli olan yeni bilesiklerin arastirilmasinda
ucucu yaglarin kullanimi gibi, patojenik ve firsatci mikroorganizmalar tarafindan
olusturulan hastaliklarin tedavisinde ugucu yaglarin kullanimini arastiran 6nemli ¢aligmalar

verilmistir.
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Cizelge 2.8. Bazi ugucu yaglarin anti H. pylori aktiviteleri

Bilimsel Ad Aile Analiz Tipi
Allium sativum L. Liliaceae In vitro
Nepeta camphorata L. Lamiaceae In vitro
Nepeta argolica ssp. dirphya Lamiaceae In vitro
Cymbopogon citratus (DC) Stapf. Poaceae In vitro and in vivo
Cupressus sempervirens L. Cupressaceae In vitro
Juniperus communis L. Cupressaceae In vitro
Melaleuca alternifolia, Chee Myrtaceae In vitro
Aloysia citrodora Palau Verbenaceae In vitro
Ocimum basilicum L. Lamiaceae In vitro
Mentha piperita L. Lamiaceae In vitro
Origanum marjorana L. Lamiaceae In vitro
Eucalyptus globulus Labil Myrtaceae In vitro
Ravensara aromatica Sonnerat Lauraceae In vitro
Citrus limonum Risso Rutaceae In vitro
Rosmarinus officinalis L. Lamiaceae In vitro
Lavandula latifolia Medik. Lamiaceae In vitro
Myrtus communis L Myrtaceae In vitro
Citrus lemon Rutaceae In vitro

Ugucu yaglar ve kokular farkli bitki organlarinda bulunan aromatik bilesiklerdir. Bunlar
ayni zamanda, oda 1sisinda hava ile temas ettiklerinde yiliksek oranda buharlagmalarindan
dolay1 ugucu ya da eterik yaglar olarak adlandirilirlar. Bu 6zellik bitkilere tozlastiricilarin
ilgisinin ¢ekilmesi ve bdceklerle otobur hayvanlarin uzak tutulmasi i¢in ciddi bir koku
yaymaktadir [162]. Bu bilesikler tip alaninda, patojenik ve firsatci mikroorganizmalara
kars1 ilag aktivitesi bakimindan son derece Onemli antifungal ve antibakteriyel etki

gostermeleri nedeniyle kullanim alan1 bulmaktadir.

Gegmis yillarda bu enfeksiyon tiplerinin tedavisinde ortaya c¢ikan sorunlarin
giderilmesinde yeni ila¢ opsiyonlariin gelistirilme gereksinimi sonucu, esansiyel yaglarin
H. pylori'ye karsi antibakteriyel profilini aydinlatmak amaciyla ¢aligmalar gelistirilmistir.
Bu sorunlarin baginda klinik uygulamada en sik kullanilan terapétik ajan olan klaritromisin
gibi standart tedavi ilaglarina kars1 giderek artan direncli suslarin ortaya ¢ikmasi ve % 100

giivenle uygulanacak ideal bir ila¢ rejiminin olmamasi gelmektedir.
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Ucucu sarimsak yaginmn anti H. pylori potansiyeli ile ilgili bilgi dagarcigin1 genisletmek
icin, Otha ve arkadaslar1 [163], ham petrolden izole edilen bilesikleri test etmisler ve
Kalputzakis ve arkadaslar1 [164], Lamiaceae ailesine ait, Nepeta genus’undan Nepeta
camphorata L. ve Nepeta argolica ssp. dirphya’nin eriskin ve ¢ocuklardan alinan
biopsilerden ekstrakte edilen klinik H. pylori suslar1 iizerine antibakteriyel etkisi oldugunu
gostermislerdir. Bu iki tiiriin esansiyel yaglarindan elde edilen profilin uygun oldugu ve
MIK degerlerinin N. camphorata ve N. argolica ssp. dirphya igin sirayla 128 ve 64 pg/mL

oldugu rapor edilmistir.

Sicilya limonunun (Citrus lemon Burm. Rutaceae) esansiyel yagi gastrointestinal
hastaliklar i¢in timit verici bir iiriin olarak goriilmektedir [165]. H. pylori‘ye karsi
antimikrobiyal potansiyeli Rozza ve arkadaslar1 tarafindan arastirilmis [166] ve MIK
degeri 125 pg/mL olarak saptanmistir. Arastirmacilar ayrica yagin igerisindeki bilesikleri
tanimlamak icin fitokimyasal bir analiz de yapmislardir. Analiz sonucu yaklasik 17 bilesik
saptanmis ve bunlarin 13 tanesi gaz kromatografisi ile ayirt edilmistir. Caligsmada,
esansiyel yagm temel bileseni olarak toplam iriinin % 70,75’ine esdeger olan
monoterpene limonene‘i karakterize edilmistir. Ayrica % 13,19 oraninda da B—pinene
varligin1 gostermislerdir. Bu iki temel bilesigin antimikrobiyal profilleri ¢aligildiginda
limonen ve P—pinene i¢in sirastyla 75 pg/mL ve 500 pg/mL MIK degerleri elde edilmistir.
Bu bulgular sonug olarak limonene’in anti H. pylori aktiviteden sorumlu temel bilesik

oldugunu gostermistir.

Bizim ¢aligmamizda, bitkisel tipta bilinen ¢ok sayida faydali etkilerinin yani sira mide
rahatsizliklar1 ve diger gastrointestinal sistem kaynakli semptomlar iyilestirici etkileri ile
bilinen ve literatiirde H. pylori tizerinde yeterli ¢alismasi bulunmayan bitkisel yaglarin
(Anemone sp., Anthemis nobilis, Citrus limonium, Citrus sinensis, Cocos nucifera,
Eucalyptus globulus, Juniperus communis, Lavandula angustifolia, Linum usitatissimum,
Ricinus communis, Rosmarinus officinalis, Vitis vinifera, Thymus wvulgaris) etkileri
arastirilmistir. Bu bitkisel yaglarin literatiirde yer alan ve g¢esitli bakteriler iizerinde

yapilmis bazi ¢aligmalar1 asagida 6zetlenmistir.

Anthemis nobilis’in anti-inflamatuar, bakteriyostatik ve antimikrobiyal 6zellikleri oldugu
bilinmektedir. Kazemian ve arkadaslar1 [167], A. nobilis’in aym zamanda yara

enfeksiyonlarindan izole edilen P. aeruginosa suslarinin biofilm olusturmasini efektif
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olarak inhibe ettigini ve bu yolla alternatif bir antimikrobiyal ajan olma potansiyeli
oldugunu gostermislerdir. Liu Y ve arkadaslari [168], Citrus limonium yagi’nin primer oral
karyogenik bakteri Streptococcus mutans’in ¢ogalmasi ve aderansi tizerine olan etkisini
arastirmiglardir. Arastirmacilar Citrus limonium yagmin S. mutans’in cam ve salya kapl
emaye yiizeylerde ¢ogalma ve aderansini etkin sekilde inhibe ettigi sonucuna varmislardir.
Bir in vitro calismada, Shetty ve arkadaslari [169], Citrus sinensis’in soyulmus
kabuklarmin ekstresinin, Streptococcus mutans ve Lactobacillus acidophilus gibi dis
clriigii patojenlerine karsi etkili oldugunu ve terapotik potansiyeli olan bilesikler igerdigini
gostermiglerdir. Saf hindistan cevizi yagi (Cocos nucifera) ve onun orta-zincirli yag
asitlerinin antimikrobiyal etkileri, Shilling ve arkadaslari [170], tarafindan Clostridium
difficile tizerinde gosterilmistir. Khonkarn ve arkadaslar1 [171], Cocos nucifera’nin hekzan
coziiclisii olan HCP’nin normal hiicre hatlarina (PBMCs) higbir antiproliferatif etki
gostermezken, KB tiimdr hiicre dizisi iizerine potansiyel antiproliferatif etki gosterdigini
rapor etmiglerdir. Bir bagska ¢alismada, Mota ve arkadaslar1 [172], Eucalyptus globulus
esansiyel yaginin, Staphylococcus aureus tizerine klorheksidin’den daha fazla
antimikrobiyal etki gosterdigini ve Escherichia coli ile Proteus vulgaris gibi gram-negatif
bakteriler ve Candida albicans fizerinde klorheksidine benzer antimikrobiyal etkisi
oldugunu belirlemislerdir. Cabral ve arkadaslar1 [173], Juniperus communis subsp. alpina
ignelerinden tiiretilen esansiyel yaglarin 6zellikle Mikrosporum canis and Trichophyton
rubrum gibi dermatofit suslar1 lizerine yiiksek diizeyle antifungal aktivite gosterdigini
rapor etmislerdir. Behmatesh ve arkadaglari ise [174], Lavandula angustifolia‘nin
antibakteriyal ve antifungal etkilerinin yani sira Hodgkin lenfoma hiicreleri {izerinde
antiproliferatif etkileri oldugunu tespit etmislerdir. Abdelillah ve arkadaslarinin yaptigi bir
diger ¢alismada [175], Linum usitatissimum L. tohumu yaglarindan izole edilen yag asidi
metil esterleri (FAME’ler)'nin temel fraksiyonun antifungal aktivitesi arastirilmis ve
FAME’lerin o6zellikle Aspergillus flavus iizerine etkili oldugu bulunmustur. Zarai ve
arkadaglar1 [176], Ricinus communis yapraklarindan elde edilen esansiyel yagin
antimikrobiyal aktivitesini arastirmislar ve yagin 6zellikle Bacillus subtilis, Staphylococcus
aureus ve Enterobacter cloacae iizerine kuvvetli antimikrobiyal etki gosterdigini
gozlemlemislerdir. Aynmi zamanda yagin HeLa hiicre dizileri lizerine kuvvetli sitotoksik
etkisi oldugunu da rapor etmislerdir. Bir baska c¢alismada Hussain Al ve arkadaslari
da[177], Rosmarinus officinalis esansiyel yaginin ozellikle Staphylococcus aureus gibi
gram pozitif bakteriler iizerine antiproliferatif, antioksidan ve antibakteriyel aktivitesi

oldugu sonucuna varmiglardir. Arastirmacilar ayrica, Rosmarinus officinalis’in insan meme
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kanseri (MCF-7) ve fibroblast hiicre hatlar1 (NIH-3T3) tizerine antiproliferatif etkileri
yaninda antioksidan etkisi de oldugunu gostermislerdir. Uziim c¢ekirdeginden (Vitis
vinifera) elde edilen proantosiyanidinlerin anti-inflamatuar etkilerini Li WG ve arkadaslar
arastirmislardir [178].  Arastirmacilar  i{iziim ¢ekirdeginden elde edilen
proantosiyanidinlerin, siganlar ve farelerde olusturulan deneysel inflamasyon iizerine
oksijensiz radikal agiga c¢ikmasi, anti-lipid peroksidasyonu ve inflamatuar sitokin
olusumunun inhibisyonu yoluyla anti-inflamatuar etkiler gosterdigini rapor etmislerdir.
Thymus vulgaris’in antimikrobiyal aktivitesi Boruga ve arkadaslar1 [179], tarafindan
degerlendirilmis ve aragtirmacilar esansiyel yagin Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae, Staphylococcus aureus ve Enterococcus faecalis gibi ¢ok sayida bakteri
iizerine kuvvetli antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu gdstermislerdir. Diger bir
calismada, Abaza ve arkadaslar1 [180], Thymus vulgaris’den saflastirilan bir dogal
flavanon olan naringenin’in insan meme ve kolorektal kanseri lizerine ¢ogalmayi inhibe
edici ve kemosensitizan etkilerini rapor etmisler ve naringenin’in bazi insan kanserlerinde

iimit verici bir kimyasal koruyucu ve/veya kemoterapi adayr oldugu sonucuna varmislardir.

2.15. Calismada Yaglar1 Kullanilan Bitkiler

2.15.1. Anemone sp. (anemon)

Anemone sp., Ingiltere ve Iskogya basta olmak iizere; Japonya, Brezilya gibi ortalama
sicaklik degerlerine ve yagisa sahip pek ¢ok tlilkede sanayi amagli yetistirilen bir bitkidir.
Ulkemizde ise dzellikle izmir, Aydin ve Antalya bolgelerinde dogal olarak yetismektedir
[181].

Ranunculaceae familyasina ait olup (Cizelge 2.9), renkli ¢igeklere sahip olan otsu
bitkilerdir. Cigekleri birgok eksene gore simetrik dizilime sahiptir. Cigeklerde c¢anak
yapraklar 4-5 adet veya daha fazla sayida ve tag¢ yapraklar gibi renklidir. Ancak ¢igegin tag
yapraklart yoktur (Resim 2.1). Bitkinin kokii olduk¢a kuvvetli ve kazik veya rizom
tipindedir. Genellikle kuzey yarim kiirede, 1liman ve serin iklime sahip bolgelerde, daginik
alanlarda gozlenen yaklasitk 60 kadar tiirii bulunmaktadir. Ulkemizde dogal olarak

Anemone blanda yetigsmektedir.
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Cizelge 2.9. Anemone sp. bilimsel siniflandirilmasi

Bilimsel Siniflandirma

Alem Plantae

Simif Magnoliopsida
Takim Ranunculales
Familya Ranunculaceae
Cins Anemone sp.

Anemone, Yunanca ruh, canlilik anlamlarinda kullanilir ayn1 zamanda tazelik ve genclik
anlamina da gelmektedir. Mavi anemon ¢igegi, govdeli yapraga sahiptir ve ¢iceklerinin
ortasinda c¢icek Ozii yer almaktadir. Ugucu yagi, yapraklarinda ve c¢icek Oziinde
bulunmaktadir. Mavi anemon ¢ig¢eginde ugucu Ozelligi olan 103 farkli aktif madde
mevcuttur. Bu nedenle, kendi familyasindaki tiim ¢igekli bitkiler gibi aromatik bir kokuya
sahiptir. Ucucu yagmin bilinen en belirgin 06zelligi ciltteki elastikiyet kaybinin

onlenmesinde 6nemli rol almasidir [181].

Resim 2.1. Anemone sp.

2.15.2. Anthemis nobilis (roma papatyasi)

Anthemis nobilis, Asteraceae ailesine ait olup (Cizelge 2.10), Avrupa ve bat1 Asya'da dogal
olarak yetisen yillik otsu bir bitkidir (Resim 2.2). Britanya, Avustralya ve Amerika’da da
yetistirilmektedir.

Cizelge 2.10. Anthemis nobilis bilimsel siniflandirilmasi

Bilimsel Siniflandirma

Alem Plantae

Simf Magnoliopsida
Takim Asterales
Familya Asteraceae
Cins Chamaemelum
Tiir C. nobile

Papatya bitkisinin ¢ok sayida ¢esidi bulunsa da, en popiiler iki tanesi, her ikisi de

Compositae ailesine mensub olan Roma papatyasi (Anthemis nobilis) ve Alman


https://en.wikipedia.org/wiki/Chamaemelum
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papatyasidir (Matricaria recutita). Roma papatyasinin antiemetik, antispazmodik ve

sedatif 6zellikleri olduguna inanilmaktadir [182].

Papatya, diinya da en yaygin kullanilan ve en iyi dokiimante edilmis tibbi bitkilerden bir
tanesidir. Papatyanin tibbi bir bitki olarak kullanimi antik Yunan ve Roma donemine
dayanmaktadir. Chamomile (papatya) ismi, elmaya benzeyen kokusu nedeniyle yer elmasi
anlamina gelen iki Yunanca kelimeden gelmektedir. Antik Misirlilar, bu bitkiyi glines
tanrisindan gelen bir kutsal hediye olarak kabul etmisler ve bitkiyi ates ve giines ¢arpmast
bulgularini iyilestirmek icin kullanmislardir. Altinct yilizyilda, papatya, uykusuzluk, sirt
agrisi, nevralji, romatizma, cilt hastaliklari, hazimsizlik, gaz problemleri, bas agris1 ve gut
tedavisinde kullanilmistir. Papatya, ¢ok sayida durumun tedavisinde dahili ve harici olarak
kullanilmaktadir. Yaralar, iilserler, egzema, gut, cilt irritasyonu, nevralji, siyatik,
romatizmal agri, hemoroid, mastit ve bacak ilserleri gibi durumlarda harici olarak
uygulanmaktadir. Ayrica, pisikler, meme ucu yaralari, sugicegi, zehirli sarmagik ve
konjonktivit tedavisinde ve sa¢ kremi olarak da haricen kullanimi mevcuttur. Avrupali
onkologlar, Kamillosan® adinda papatyali bir agiz gargarasin1 kemoterapiye bagli agiz
agrilariin tedavisinde kullanmaktadirlar. Alman E komisyonu, papatyanin cilt, miikoz
membranlar ve ano-genital alan inflamasyonlari, oral kavite ve disetini iceren bakteriyel
cilt hastaliklar1 ve solunum sistemi enfeksiyonlarinin tedavisinde haricen kullanimini

onaylamistir [182,183].

Papatya bitkisinden elde edilen ugucu yagin temel bilesenleri terpenoidler, a-bisabolol,
azulenler ve asetilen tiirevleridir. Papatya iizerinde yapilan ¢aligmalar genellikle bitkiden
izole edilen bilesenlerin biyolojik aktivitelerinin degerlendirilmesi ve tanimlanmasi tizerine
odaklanmistir. Yapilan calismalarda papatyadan izole edilen apigenin ve luteolin gibi
flavonoidlerin antispazmotik, anti kanserojenik, anti inflamatuar ve hafif sakinlestirici etki
gosterebilecekleri rapor edilmistir [184]. Zheng ve arkadaslari, papatyadan izole ettikleri
apigeninin insan servikal karsinoma (HeLa) hiicrelerinin gelisimini inhibe ettigini ve bu

hiicrelerde apopitozise yol ac¢tigini rapor etmislerdir [185].
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Resim 2.2. Anthemis nobilis

2.15.3. Citrus limonium (limon)

Limon bitkisi aga¢ kavunu olarak bilinen Citrus medica bitkisi ile eksi portakal olarak
bilinen Citrus aurantium bitkilerinin ¢aprazlanmasi sonucu elde edilen dogal hibrit bir
tiirdiir. Limon bitkisinin ilk yetistirilmeye baslandig1 yerlerin Giiney Hindistan, Myanmar
ve Cin oldugu diisiiniilmektedir. M.S 1. yiizyllda Roma Imparatorlugu déneminde Giiney
Italya'ya getirilen limon meyvelerinin ardindan M.S 7.yiizyilda Irak ve Ortadogu'da limon
tarim1 yapilmaya baslanmistir. Onbir ve 16.yiizyillar1 arasindaki dénemlerde Avrupa'ya
kadar getirilen limon, hemen hemen biitiin Akdeniz havzasinda yetistirilir hale gelmistir.
Kristof Kolomb'un 1493 yilinda Amerika'y1r kesfetmesinin ardindan pek c¢ok narenciye
tiiriinlin yanisira limon da bu kitaya getirilmis ve basta Kaliforniya ve Florida eyaletleri

olmak iizere Amerika kitasinin ¢gogunda yetistirilmeye baslanmistir [186].

Limon Rutaceae familyasina ait olup (Cizelge 2.11), 1liman iklime sahip biitiin ilkelerde
kiiltiir sekilleri yetistirilen, ugucu yag ihtiva eden, 12 ay boyunca yesil kalabilen ve yaprak

dokmeyen agacin meyvesidir (Resim 2.3).

Cizelge 2.11. Citrus limonium bilimsel siniflandirilmasi

Bilimsel Siniflandirma

Alem Plantae

S f Magnoliopsida
Takim Sapindales
Familya Rutaceae

Cins Citrus

Tiir C.limonium

Limon bitkisi 6zellikle, icerdigi alkaloidlerin antikanser aktiviteleri ve farkli bolgelerinden
(yapraklar, kok ve cigek gibi) elde edilen ham ekstrelerinin klinik olarak énemli bakteriyel
suslara karsi antibakteriyel potansiyeli oldugunun rapor edilmis olmasi nedeniyle
yetistirilmektedir [187]. Limon flavonoidlerinin antibakteriyel, antifungal, antidiyabetik,

antikanser ve antiviral olmak iizere c¢ok genis spektrumlu biyolojik aktivitesi
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bulunmaktadir [188,189]. Flavonoidler, direk antioksidan ve serbest radikal toplayici
olarak fonksiyon gorebilir ve enzim aktivitelerini diizenleyici ve hiicre ¢ogalmasini inhibe
edici kapasiteye sahiptirler [190]. Bitkilerde, bakteriler, funguslar ve viriisler gibi invaziv
patojenlere karsi defansif bir rol oynadiklar1 goriilmektedir [191]. Flavonoidler bitkilerde
genellikle glikozile formda bulunmaktadir ve biyoyararlanimlarini belirlemede seker
icerikleri dnemli bir faktordiir. Merkezi sinir sistemi hastaliklarin1 en aza indirmek igin
kabuklar1, ¢icekleri ve aci portakal yapraklarinin (Citrus aurantium L.) kullanimi
popiilerdir [192]. Limon meyvesinin kabugu, flavonoid glikozidler, kumarinler ve ugucu
yaglar agisindan zengin bir kaynaktir. Pek ¢ok polimetoksile flavon’un, diger bitkilerde
nadir olarak bulunan c¢ok sayida Onemli biyoaktivitesi vardir. Buna ilaveten limon
meyvesinin lifleri de, en dnemlisi C vitamini (askorbik asit) olmak iizere polifenoller igerir

ve iskorbit hastaliginin sebebi olan C vitamini eksikligini tedavi eder [193].

Resim 2.3. Citrus limonium

2.15.4. Citrus sinensis (portakal)

Citrus sinensis, Rutaceae familyasina ait olup (Cizelge 2.12), Nijerya ve ¢ok sayida
tropikal ve subtropikal bolgede yaygin olarak yetistirilen bir bitkidir [194]. Tath portakal
(Citrus sinensis) ya da yaygin ismiyle portakal (Resim 2.4), bu ailenin bir iyesidir ve
ozellikle C vitamini olmak {izere temel bir vitamin kaynagidir, yeterli miktarda folasin,

kalsiyum, potasyum, thiamin, niasin ve magnezyum i¢cermektedir.

Cizelge 2.12. Citrus sinensis bilimsel siniflandirilmasi

Bilimsel Smiflandirma
Alem Plantae
Simf Magnoliopsida
Takim Sapindales
Familya Rutaceae
Cins Citrus
Tiir C.sinensis
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Giiney Cin’den koken alan ve uzun yillar1 orada yetistirilen bitki, bugiin tiim diinya da
tropikal, yar1 tropikal ve bazi 1liman iklimli yerlerde ticari olarak yetistirilmektedir ve tim

diinya da en yaygin olarak dikilen bitki agac1 durumundadir [195].

Citrus meyveleri énemli fitokimyasal besleyicilerin temel kaynagidir ve uzun zamandir
saglikli besleyici ve antioksidan o6zellikleri nedeniyle deger gormektedir. Bilimsel olarak
portakalin vitamin ve minerallerden zengin oldugu ve saglik agisindan ¢ok sayida faydasi
oldugu kanitlanmistir. Ayrica, gilinlimiizde citrus meyvelerinde bulunan fitokimyasal
antioksidanlar, ¢oziiniir ve ¢oziilmez diyetsel lifler gibi diger biolojik olarak aktif, besin
olmayan bilesiklerin, kanser, artrit gibi ¢ok sayida kronik hastaliklar, obesite ve koroner

kalp hastaliklar1 gibi durumlarin riskini azalttig1 bilinmektedir [196].

Citrus flavonoidleri, inflamasyonda gorev alan endotel hiicreleri ve 6zellesmis hiicrelerin
aktivasyonundan sorumlu olan biyolojik mediatorlerin olusumunu kontrol eden regiilator
enzimlerin (protein kinaz C, fosfodiesteraz, fosfolipaz, lipoksijenaz ve siklooksijenaz)

varlig1 vasitasiyla anti-inflamatuar aktivite gosteren bilesikler igerirler [197].

Citrus flavonoidleri, segici sitotoksisite, antiproliferatif etkiler ve apoptoz yoluyla kanser
olusumunu engellemektedir [198]. Flavonoidler antimutajeniktir ve boylelikle ultraviyole
15181 absorbe etme yetenekleri ile DNA’y1 hasardan korurlar [199]. DNA’ya yakin bolgede
olustuklarinda mutasyona yol acan serbest radikalleri ndtralize ederler. Bu durum, c-ray ile

radyasyona maruz birakilan fare viicutlarinda gosterilmistir [200].

L

Resim 2.4. Citrus cinensis

2.15.5. Cocos nucifera (hindistan cevizi)

Cocos nucifera, Arecaceae familyasina ait olup (Cizelge 2.13), agaglari piiriizsiiz, siitunsu,
acik gri-kahverengi govdeli, gogiis yiiksekliginde ortalama capt 30-40 cm olan ve

tepesinde terminal bir yaprak taci bulunan agaclardir (Resim 2.5). Uzun seleksiyonlari 24-
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30 metreye ulagabilirken; cilice seleksiyonlar1 da mevcuttur. Gévde, tabaninda ince ve
hafifce siskindir, genelde diktir ancak egimli ya da kavisli olabilir. Yetistigi tropik ve
subtropik bolgelerin kiy1 kesimlerinde, sicak ve nemli iklime, alivyonlu ya da verimli
topraga ihtiya¢ duyan, 6zellikle deniz kenarinda biiyiiyen ancak iklim kosullar1 ve toprak
elverisli ise olduk¢a i¢ kesimlerde de biiyiliyebilen bir bitkidir. Kayalik, kirmiz1 killi ve
durgun topraklar bitkinin yetigsmesi i¢in uygun degildir. Esas olarak kirpilmis temel gida
maddesi, aga¢ ve el isleri kaynagi ve cok sayida diger kullanim alanlariin yani sira tropik
ve subtropik bolgelerde diinyanin en faydali bitkisi ve tibbi bir bitki olarak goriilmektedir.
Tropik bolgelerde ¢ok yaygin olarak bulunur ve bolgenin yerlilerinin hayatlari ile i¢ igedir.
Esquenazi ve arkadaslart [201], caligmalarinda Kuzeydogu Brezilya’nin geleneksel
tibbinda, hindistancevizi kabuklarinin diyare ve artrit tedavisinde kullanildigini

belirtmislerdir.

Cizelge 2.13. Cocos nucifera bilimsel siniflandirilmasi

Bilimsel Siniflandirma
Alem Plantae
S f Angiosperms
Takim Arecales
Familya Arecaceae
Cins Cocos
Tiir C.nucifera

Giinlimiizde hindistancevizi agact meyvesinden elde edilen hindistancevizi yagi, esas
olarak gelismis iilkelere yiyecek disi kullanim amaciyla gonderilmektedir ancak {iretici
iilkelerde geleneksel kullanimlar i¢in olan 6dnemini korumaktadir. Hindistancevizi yaginin
antimikrobiyal, antiviral ve antiprotozoal aktivitelere sahip oldugu kanitlanmistir. Her ne
kadar C. nucifera kabugunun antibakteriyel potansiyel daha 6nce rapor edilmisse de bu
caligmalar yeterince ayrintili degildir ve ¢ok az sayida bakteri susunu icermektedir
[201,202]. Ornegin, Esquenazi ve arkadaslari, patojenik olmasina ragmen diyareik bir
patojen olmadigi bilinen yalmizca bir bakteri tiiriinii (Staphylococcus aureus)
caligmalarinda kullanmiglardir. Benzer sekilde Srinivas ve arkadaslar1 [202], yalmizca 5
bakteri tiirli ile aragtirma yapmuslardir. C. nucifera kabugunun antibakteriyel potansiyelini,
referans, c¢evresel ve klinik suslar1t iceren daha genis bakteri tiirleri iizerinde

degerlendirecek daha detayli arastirmalar gerekmektedir.
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Resim 2.5. Cocos nucifera

2.15.6. Eucalyptus globulus (okaliptiis)

Eucalyptus globulus, Myrtaceae familyasina ait olan bir bitkidir (Cizelge 2.14).
Avustralya'nin bitki florasinda tiirleri yaygin olarak goriillmektedir. Cogu Avustralya'ya
0zgii olan, 600'den fazla tiirti bulunmaktadir. Bazi tiirlerine de Endonezya ve Yeni Gine'de
rastlanmaktadir. Kitanin hemen hemen tiim bolgelerinde bulunan okaliptiis, Avustralya'nin
her tirlii iklim kosullarina adapte olmus durumdadir. Boyu 100 metreye kadar
ulasabilen okaliptiis, diinya daki en uzun agaglar arasinda yer almaktadir (Resim 2.6).
Diger agac tiirlerinden farkli olarak, uzun ve iri govdesi sayesinde yetiskin bir okaliptiis
agact biinyesinde 200 ile 1000 litre arasinda su bulundurabilmektedir. Bu o6zelligi ile

okaliptiis bataklik alanlara dikilerek bu bolgelerin kurutulmasini saglamaktadir [203].

Cizelge 2.14. Eucalyptus globulus bilimsel siniflandirilmasi

Bilimsel Smiflandirma
Alem Plantae
Sif Angiosperms
Takim Myrtales
Familya Myrtaceae
Cins Eucalyptus
Tiir E. globulus

Okaliptiis esansinin, Vibrio cholerae, Aspergillus flavus ve Staphylococcus aureus gibi bazi
bakteriler ilizerine antimikrobiyal aktivitesi —mevcuttur.  Okaliptiisiin  yliksek
konsantrasyonda 2 ya da 3 temel bileseni mevcuttur. Temel bilesenleri, terpenler ve
terpenoidler ile aromatik ve alifatik bilesenlerdir. Monoterpenler, esansiyel yaglarin %
90’11 olusturan, en c¢ok temsil edilen molekiillerdir ve ¢ok farkli yapilarda
bulunmaktadirlar [188]. Okaliptiis yapraklari, yara iyilesmesinde, fungal enfeksiyonlarda,
cibanlarda ve gastrointestinal bozukluklarda kullanilmaktadir [204]. Geleneksel olarak
Eucalyptus spp. esansiyel yagi, solunum yolu hastaliklari ile faranjit, bronsit ve siniizit gibi
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmaktadir. Yakin zamanda dogal tibba olan bilimsel ilgi

giderek artmaktadir. Caligmalar, okaliptiis yaginda bulunan myrtaceous’un antibakteriyel
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ve antiviral aktivitesini gOstermistir [205]. Okaliptiisiin antimikrobiyal aktivite gdsteren
cok sayida bileseni mevcuttur. Bitki ekstrelerinin antibakteriyel etkilerini arastiran ¢ok
sayida calisma olmasma ragmen okaliptiis ekstresinin antibakteriyel etkisini arastiran

calismalar oldukca kisithidir.

Resim 2.6. Eucalyptus globulus
2.15.7. Juniperus communis (ardig)

Juniperus communis, Cupressaceae familyasina ait olup (Cizelge 2.15), yaprak dokmeyen
bir ¢ali ya da kiiciik igne yaprakli bir aga¢ olarak goriiliir ve kuzey yarimkiirede serin
iklimlerde yaygin olarak bulunmaktadir (Resim 2.7). Toprak {izerinde bulunan boélgeleri,
ozellikle yapraklar1 ve ardic meyveleri, karakteristik aromatik ve ac1 lezzeti olan esansiyel
yag agisindan zengindir. Diliretik etkisi ve gastrointestinal 6zellikleri nedeniyle, adi ardig
bitkisi yiizyillardir tibbi bir bitki olarak kullanilmaktadir. Ardi¢ yagi, farmasotik, besin ve
kozmetik endiistrilerinde ve ayni zamanda parfiim yapiminda kullanilmaktadir. Bazi

icecekler (cin gibi) fermente ardic meyvelerinin distilasyonu yoluyla iiretilmektedir.

Cizelge 2.15. Juniperus communis bilimsel siniflandirilmasi

Bilimsel Siniflandirma
Alem Plantae
S f Pinopsida
Takim Pinales
Familya Cupressaceae
Cins Juniperus
Tiir J. communis

Ardi¢ meyveleri ve yapraklarinin esansiyel yag bilesimini rapor eden ¢ok sayida galisma
mevcuttur. Bitkinin kdkenine goére yag bileseni onemli Olclide degisiklik gosterse de
esansiyel yaglar1 siklikla a-pinene, sabinene and myrcene ve daha sonra trans (E)-

caryophyllene, muurolene, germacrene D ve B ile humulene igerir [206-211].
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Ardic meyvelerinin esansiyel yaglarinin in vitro antimikrobiyal (antibakteriyel ve
antifungal) aktivitesi ¢alisilmis ve sonuglar kuvvetli ya da orta diizeyde antimikrobiyal
aktiviteye sahip oldugunu gostermistir [207]. Yapraklardan elde edilen esansiyel yaglarin
antimikrobiyal degerlendirilmesinde test edilen ¢ok sayida mikrobiyal susa karsi ya ¢ok az

aktivitesi oldugu ya da hi¢ aktivitesinin olmadig1 gosterilmistir [208].

Resim 2.7. Juniperus communis

2.15.8. Lavandula angustifolia (lavanta)

Lavandula angustifolia, Akdeniz boélgesinde yaygin olarak bulunan, Lamiaceae ailesine
mensup bir ¢alidir (Cizelge 2.16). Yetistigi temel iilkeler, Bulgaristan, Fransa, Fas’in bazi
kiigiik bolgeleri, eski Yugoslav cumhuriyetleri, Macaristan, Italya, Rusya, Ispanya,

Romanya, Ukranya ve Tirkiye’dir [212].

Cizelge 2.16. Lavandula angustifolia bilimsel siniflandiriimasi

Bilimsel Smiflandirma
Alem Plantae
Simf Magnoliopsida
Takim Lamiales
Familya Lamiaceae
Cins Lavandula
Tiir L. angustifolia

Tibbi lavanta, ger¢ek lavanta ya da yaygin lavanta (Lavan dula angustifolia, L. officinalis,
L. vera) olarak da bilinen lavanta, yaprak dékmeyen uzun Omiirlii bir bitkidir. Lavanta
bitkisi 40-60 cm uzunluguna kadar erisir ve kompakt, diizenli kiimeler olusturur. Kokiin

asag1 kisimlar1 odunsu iken, iist kisimlar1 yesildir (Resim 2.8).

Lavanta, esansiyel yaglar, antosiyaninler, fitosteroller, sekerler, mineraller, kumarik asit,
glikolik asit, valerik asit, ursolik asit, herniarin, kumarin ve taninler i¢erir. Lavantadan elde
edilen en degerli madde, kaliksin ylizeyinde, ince tiliylerin aralarindaki oluklarda yerlesik

yag bezlerinde bulunan esansiyel yagdir. Lavantanin esansiyel yagi, aromaterapi ve
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masajda siklikla kullanilir. Temel klinik faydalar1 merkezi sinir sistemi {izerinedir.
Hayvanlar ve insanlarda yapilan c¢ok sayida c¢aligma, sedatif, anksiyolitik ve mod
diizenleyici 6zellikleri oldugunu desteklemistir. Lavanta yaginin in vitro olarak bakteriler,

funguslar ve bazi bocekler lizerine antimikrobiyal aktivitesi mevcuttur [213].

Parfiim endiistrisindeki popiiler kullaniminin yaninda, lavantanin tibbi kullaniminin da
uzun bir tarihgesi vardir. Lavantanin farkl ¢esitleri tiim diinya da yetistirilmektedir. En az
5 farkl1 tiirii tibbi olarak kullanilmaktadir ve her bir tiiriin farkli tibbi 6zellikleri mevcuttur.
Giliniimlizde lavantanin aromaterapide kullanimina karsi yeniden canlanan bir ilgi
mevcuttur. Geleneksel Cin tibbinda, lavanta, infertilite, enfeksiyon, anksiyete ve ates gibi
cok sayida durumun tedavisinde kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda uzun zamandir Arap
tibbinda karin agris1 ve bobrek problemlerinin tedavisinde de kullanilmaktadir. Farkli
lavanta tiirlerinin, i¢erigindeki 6zgiil kimyasal bilesenlere bagli olarak farkli antibakteriyel
etkileri mevcuttur [214]. L. angustifolia esansiyel yagmin metisiline direngli
Staphylococcus aureus ve vancomisine direngli Enterococcus aecium’a Karsi
bakteriyostatik ve bakterisidal aktivitesi mevcuttur [215]. Bagka bir calismada, L.
angustifolia esansiyel yagi B. Megaterium un ¢ogalmasini kontrol kiiltiirlere gore % 50
oraninda inhibe ederken, ayn1 zamanda P. Aeruginosa ¢ogalmasini % 75 inhibe etmis ve S.
aureus ve M. Lysodeikticus ¢ogalmasini ise geciktirmistir. Bir ¢alismada L. angustifolia
yagi, filament6z funguslarin sporulasyonunu geciktirmis ve T. mentagrophytes ¢ogalmasini
timiiyle inhibe etmistir [216]. Benzer sekilde, L. angustifolia esansiyel yagi ii¢ farkli
yiizeyel insan fungal patojeninin ikisine karsi fungistatik aktivite ve bir tanesine karsi
fungisidal aktivite gostermis ve bu aktivitesine ¢ok farkli bilesikler (p-cymene, limonene,

linalool, linalyl acetate, alpha-pinene, beta-pinene, 1,8-cineole ve camphor) katkida

bulunmustur [217].

A : 1 ‘-‘
Resim 2.8. Lavandula angustifolia
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2.15.9. Linum usitatissimum (keten tohumu)

Linum usitatissimum, Linaceae familyasina ait olup (Cizelge 2.17), haziran agustos aylari
arasinda ipek gibi, mavimsi veya sar1 renkli ¢igekler agan bir bitkidir (Resim 2.9). Tohumu
ve lifi i¢in yetistirilen bitkinin dogal ve kiiltiir formlari bulunmaktadir. Linum cinsi diinya
tizerinde 200 den fazla tiire sahiptir. Bu tiirler genellikle Akdeniz iilkeleri, Balkanlar ve
Tirkiye'de yetismektedir. Bu tiirler iginde Linum usitatissimum bilinen en eski tiir olup,
lifleri ve tohumundan elde dilen yag nedeniyle Ulkemizde ve diinya da bir¢ok iilkede
bitkinin kiiltiirii yapilmaktadir. Hem yiyecek hem de endiistri bakimindanm 6nemli olan bu

yagin bilesiminde yliksek oranda linoleik asit bulunmaktadir [218,219].

Cizelge 2.17. Linum usitatissimum bilimsel siniflandirilmasi

Bilimsel Siniflandirma

Alem Plantae

S f Magnoliopsida
Takim Malpighiales
Familya Linaceae

Cins Linum

Tiir L. usitatissimum

Keten tohumu (L. usitatissimum) a-linolenik asit ve lif agisindan zengin olmasinin yaninda,
baslica bilesen olarak lignanlar, 6zellikle de sekoizolarisirezinol diglukozit tagimaktadir.
Keten tohumunda bulunan lignanlar, memeli lignanlar1 olarak bilinen ve antikarsinojenik
aktiviteye sahip enterodiol ve enterolakton bilesiklerinin Onciilleridir. Yiyecek olarak
alinan keten tohumu i¢indeki lignanlar insanlarda barsak florasi tarafindan enterodiol ve
enterolaktona donustiiriilmektedir. Keten tohumu diger besleyici 6zelliklerinin yaninda
zengin lignan igeriginden dolay1 antikarsinojen etkiye sahiptir [220,221]. Linum
usitatissimum'un kloroform ve hekzan ile hazirlanan ekstrelerinin S. pneumonia'ya karsi
cok kuvvetli antimikrobiyal aktivite gosterdigi bulunmustur. Keten yaginin insanlarda
kolesterolu azalttigi, gogiis ve kalinbagirsak kanserini 6nledigi ve alerjilerin 6nlenmesinde
de etkili oldugu belirtilmektedir [222]. Ketenin icerdigi mineraller, 6zellikle potasyum
viicutta kanm akisin1 diizenlemektedir [223]. Keten yagmin sitma parazitine kars1 E
vitamini eksikligini giderdigi anlasilmistir [224]. Diger taraftan linolenik asitin anti-
inflamatuar 6zelligi (ates Onleyici ve iltithap Onleyici) ve allerjik olmamasi sebebiyle de

cerrahi pansuman olarak kullanilabilecegi bildirilmistir.



Resim 2.9. Linum usitatissimum

2.15.10. Ricinus communis (hintyagr)

Ricinus communis, Euphorbiacea familyasinda yer alan (Cizelge 2.18), yiiksek, tliysiiz ve
mat yesil, tim yil yasayan, bazen agacsi, hatta kiiciik bir aga¢ gibi, 2-4 metre
yiiksekliginde, tiim Hindistan’da bulunan, ¢ogunlukla yaban ya da bos alanlarda biiyiiyen
ama ayni1 zamanda yagli tohumlarindan yetistirilebilen bir bitkidir (Resim 2.10). Hintyag1
otlari, dere ve irmak yataklari, alt topraklar ya da topragin iyi drene oldugu ve etkili
biliylime i¢in yeterli besleyici maddeler ve nem igerdigi herhangi bir sicak ortamda yaygin

olarak bulunurlar.

Cizelge 2.18. Ricinus communis bilimsel siniflandirilmasi

Bilimsel Siniflandirma
Alem Plantae
S f Magnoliopsida
Takim Euphorbiales
Familya Euphorbiaceae
Cins Ricinus
Tiir Ricinus communis

Her ne kadar tropik Dogu Afrika’nin Etiyopya bdlgesinde dogal olarak bulunsa da, Hint
yag1 bitkisi tim diinya da tropik ve iliman iklimlerde yaygin olarak yetistirilmistir ve
Amerika Birlesik Devletlerinin glineydogusunda giderek daha fazla bulunan bir ot haline
gelmigstir. Bitkinin kokleri, saplar1 ve yapraklart ¢ok sayida amino asit igerir. Cigekleri
apigenin, chlorogenin, rutin, coumarin ve hyperoside icerir. Hint yag1 ¢ok sayida yag
asitinden olusur. Temel olarak risinoleik asit ve az miktarda dihydroxystearik, linoleik,
oleik, ve stearik asitleri igerir. Hint yagi, romatoid artrit, paralizi, epilepsi, rahim
distansiyonu tedavisinde kullanilir ve yatigtirici, antidot, bakterisid, katartik, siyanogenetik,
kusturucu, yumusatici, insektisit, laktogog, larvisid, laksatif, zehir, purgatif, tonik ve

solucan ilac1 6zelliklerine sahip oldugu kabul edilir [225].
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Ricinus communis saplarinin antikanser, antidiyabetik ve antiprotozoal aktivitesi mevcuttur
[226]. Hint tibbinda bitkinin yapragi, kokii ve tohum yagi, inflamasyon ve karaciger
bozukluklarmin tedavisinde, hipoglisemik ve laksatif olarak kullanilmaktadir. Immiin
yetmezlikli oral kanser vakalarinin ikincil enfeksiyonlar1 bakteriyel ve fungal tiirler
sebebiyledir. Ricinus communis’in oral kanser tedavisi goren hastalarda enfeksiyondan
korunma amaciyla immiinsiipresan ilaglar ile beraber kullanimi 6nemli sonuglar ortaya

koymustur [227].

Bitkinin anti-tiiberkiiloz aktivitesini degerlendirmek igin proporsiyon metodu, NRA ve
BacT/ALERT 3D sistemi kullanilmistir. M. tuberculosis H37RV, Ricinus communis
Linn.’in 150 pg/ml etanol ekstresine duyarli bulunmustur. Ricinus communis’in etanolik

ektresinin dnemli anti-tiiberkiiloz aktivitesi oldugu gdsterilmistir [228].

Resim 2.10. Ricinus communis bitkisi ve tohumu

2.15.11. Rosmarinus officinalis (biberiye)

Rosmarinus officinalis, Lamiaceae familyasina ait olup (Cizelge 2.19), 50-100 cm
boylarinda, ¢ali goriinlimiinde, kis aylarinda yapraklarint dokmeyen, cigekleri soluk mavi
renkli, ¢ok yillik bir bitkidir (Resim 2.11). Fransa'nin giiney bolgesinden baslayarak,
iilkemizi de i¢ine alan ve Afrika'nin kuzeyinde Tunus ve Cezayir kiyilarinda dogal olarak
yayilim gostermektedir. Tiirkiye’de genellikle maki florasi iginde dogal olarak

yetismektedir.
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Cizelge 2.19. Rosmarinus officinalis bilimsel siniflandirilmasi

Bilimsel Siniflandirma

Alem Plantae

Simif Magnoliopsida
Takim Lamiales
Familya Lamiaceae
Cins Rosmarinus
Tiir R. officinalis

Biberiye tiim diinya da baharat ve tibbi bir bitki olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir.
Halk arasinda, sindirim sistemi uyarici, safra arttirici, idrar soktiiriicii olarak ve yaralari
tedavi etmek amaciyla kullanilmaktadir. Biberiye, tiim dogal antioksidanlar igerisinde en
yiiksek antioksidan aktiviteye sahip baharatlardan biri olarak kabul gormektedir [229].
Biberiye esansiyel yagi ayni1 zamanda antibakteriyel, antifungal [230-232] ve antikanser
ajan olarak kullanilmaktadir [233]. Ouattara ve arkadaslar1 [234], besinlerde bozulma
yaratan bazi organizmalara karsi sec¢ilmis esansiyel yaglarin antibakteriyel aktivitelerini
aragtirmiglar ve tar¢in, karanfil ve biberiyenin en aktif esansiyel yaglara sahip oldugu
sonucuna varmislardir. Benzer sonuglar, havu¢ suyunda yetistirilen Bacillus cereus
suslarina kars1 biberiye esansiyel yaglarinin antibakteriyel aktivitesini arastiran Valero ve

Salmeron [235] tarafindan da elde edilmistir.

Biberiyeden, flavonlar, diterpenler, steroidler ve triterpenler gibi ¢ok sayida bilesik izole
edilmistir. Bunlarin igerisinden biberiye ekstrelerinin antioksidan aktivitesi temel olarak iki
fenolik diterpene atfedilmistir: karnosik asit ve karnosol [236]. Antimikrobiyal aktiviteden
sorumlu temel bilesikler olarak ise a-pinene, bornyl acetate, camphor ve 1,8-cineole

tanimlanmugtir [237].

Morena ve arkadaglar1 [238], biberiye bitkilerinin zengin fenolik bilesik kaynagi oldugunu
ve hem gram pozitif hem de gram negatif bakterilere kars1 yiiksek seviyede antimikrobiyal
aktivite gosterdigini rapor etmislerdir. Santoyo ve arkadaslari ise [239], S. aureus’un

biberiye ekstrelerine en duyarli bakteri oldugunu gostermislerdir.
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Resim 2.11. Rosmarinus officinalis

2.15.12. Vitis vinifera (adi asma iiziimii)

Vitis vinifera, Akdeniz bolgesi, merkez Avrupa, Giineydogu Asya, Fas’dan Portekiz’e,
Almanya’nin kuzeyinden giineyine ve Iran’m dogusundan batisina kadar dogal olarak
yetisen bir vitis tiriidiir. Vitis vinifera Vitaceae familyasina ait olup (Cizelge 2.20), sarmal
tirmanan dendritleri ve genis yapraklar1 olan yaprak dokiicli odunsu bir tirmanict bitkidir.
Yaz aylarinda kiiclik, solgun, yesil ciceklerini, yesilden mor-siyaha degisen renklerde

meyve demetleri takip eder (Resim 2.12) [240].

Uziim, antik ¢aglardan beri biyolojik aktiviteleri nedeniyle “kocakar1” ilaci olarak
kullanilmaktadir. Bitkinin yapraklari, astrenjan ve hemostatik 6zellikleri nedeniyle diyare,
kanama, varikoz toplardamarlar, hemoroid, inflamatuar bozukluklar, agri, hepatit ve
serbest radikal iliskili hastaliklarin tedavisinde, ayn1 zamanda da Anadolu’da ylizyillardir
yara iyilesmesinde ve fronkiillerin drenajinda kullanilmaktadir. Yapraklarinin suyu da goz
banyosunda antiseptik olarak onerilmektedir. Buna ilaveten, son yillarda iiziim bitkisinin

yapraklari, antioksidan besin takviyelerinin formiilasyonunda da kullanilmaktadir [241].

Cizelge 2.20. Vitis vinifera bilimsel siniflandirilmasi

Bilimsel Siniflandirma
Alem Plantae
S f Angiosperms
Takim Vitales
Familya Vitaceae
Cins Vitis
Tiir V. vinifera

Bitki tizerinde yapilan ¢ok sayida in vivo ve in vitro ¢alisma, V. vinifera yapraklariin
hepatoprotektif, spazmolitik, hipoglisemik ve vazorelaksan etkiler gibi fakli biyolojik
aktiviteler gosterdigini ortaya koymustur [242,243]. Eski kimyasal arastirmalar, V. vinifera
yapraklarinda organik asitler (malik, oksalik, fumarik, askorbik, sitrik ve tartarik asit),

fenolik asitler, taninler, antosiyaninler, lipid, enzimler, karotenoidler, terpenler ve indirgen
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ya da indirgen olmayan sekerlerin varligini gostermistir [244]. Bitkinin terapotik
ozelliklerinin ¢ogu fenolik bilesiklere atfedilebilir. Fenolik bilesikler, antimikrobiyal ve
antioksidan aktiviteler gibi farmakolojik etkileri nedeniyle fazlasiyla ilgi toplamistir. Sarap,
iizlim ve iliziimden elde edilen yan firiinlerin antimikrobiyal aktiviteleri genis sekilde
arastirllmistir [245,246]. V. vinifera nin iiziim ¢ekirdegi ekstresinin gram pozitif bakterilere
kars1 gram negatif bakterilere oldugundan daha kuvvetli antibakteriyel aktivitesinin oldugu
goOsterilmistir [247]. Siyah sofra {iziimiiniin suyu, derisi ve tohum ekstrelerinin, Listeria
monocytogenes ¢cogalmasini kuvvetle inhibe ettigi bulunmustur [248]. Alkolsiiz kirmiz1 ve
beyaz sarap ekstrelerinin Candida albicans’a karsi, toplam fenolik igerigine bagli olarak

orta derecede antifungal aktivitesi oldugu gosterilmistir [249].

2.15.13. Thymus vulgaris (kekik)

Thymus vulgaris, nane familyas1 Lamiaceae’dan ¢igekli bir bitkidir (Cizelge 2.21). Uzun
omiirlli, ince bir ¢alidir ve yari-yaprak dokmeyen, yatay ve yukart dogru nadiren 40 cm

yiikseklige ulasan toprak ortiisiine sahiptir (Resim 2.13). Kokleri yaslandikc¢a odunlasir.

Cizelge 2.21. Thymus vulgaris bilimsel siniflandirilmasi

Bilimsel Smiflandirma
Alem Plantae
S f Magnoliopsida
Takim Lamiales
Familya Lamiaceae
Cins Thymus
Tiir T. vulgaris

Kekik antiseptik, antimikrobial, astrenjan (biiziicii), antihelmintik, tibbi ilag, dezenfektan
ve tonik olarak degerlendirilmistir. Kekik, kancali kurtlar, askarisler, gram pozitif ve gram
negatif bakteriler, funguslar ve mayalar yaninda Candida albicans gibi ¢esitli intestinal
enfeksiyonlar ve enfestasyonlarda inanilmayacak oOl¢lide faydalidir. Aktif igerigi olan

thymol, enterobakteriler ve kok bakterilere karsi aktiftir. Kekik ayrica karaciger
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fonksiyonunu iyilestirebilir ve istah agic1 olarak gorev yapabilir. Kikirdak tiip, brons ve
iiriner enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmaktadir. Gargara olarak kullanildiginda, larenjit
ve inflamasyonun tedavisinde faydalidir. Thymol enterobakteriler ve kok bakterilere karsi
aktiftir. Thymus vulgaris yagi monoterpenlerin bir bilesimidir. Bu yagin en onemli
bilesenleri, antioksidatif, antimikrobial, tibbi ilag, Oksiiriikk kesici, antispazmodik ve
antibakteriyel etkileri bulunan dogal terpenoid thymol ve onun fenol kimyasal bileseni
carvacrol‘diir [188,250,251]. Ivanovic ve arkadaslar1 [252], kekigin ekstresi ve esansiyel
yagmin, E. coli ve Salmonella suslarina kars1 6nemli derecede aktivitesi oldugunu rapor
etmiglerdir. Kekigin esansiyel yaginin antifungal ilaglara duyarli ve diren¢li mayalara kars1

aktivitesi oldugu da bildirilmistir [253].

Resim 2.13. Thymus vulgaris

2.16. Bitkisel Yaglarin Sitotoksik Etkilerinin incelendigi Hiicre Dizisi

Bircok siirekli hiicre dizisi kiiltiire edildiginde hiicreye/dokuya 6zgii fonksiyonlarim
kaybetmesinden dolay1 in vivo yanitlara benzer yanitlar alinamamaktadir. Normal hiicre
soylarindan farkli olarak kanser hiicre soylari bu fonksiyonlarini koruyabilmektedir ve
toksisite analizlerinin in vitro modellemelerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bizim
calismamizda insan umblikal ven endotel hiicre dizisi; HUVEC (Human Umbilical Vein
Endothelial Cells) kullanilmistir [254-256].

Organizmanin pekg¢ok bolgesinde bulunan kan damarlarindan endotel hiicresi elde
edilebilmektedir. Aort endotel hiicresi, beyin mikrovaskiiler damarlarindan elde edilmis
endotel hiicresi, glomeriiler endotel hiicresi, dermal mikrovaskiiler endotel hiicresi, insan
gobek kordonu veni endotel hiicresi ve miyometriyum mikrovaskiiler endotel hiicresi
bunlara 6rnek olarak verilebilir. HUVEC, in vivo endotel tabakasi i¢in iyi bir modeldir.
Endotel hiicrelerinin temel 6zelliklerini tagir ve ayni zamanda dogumdan hemen sonra
atilan bir dokudan elde edildigi icin temin edilmesi kolay ve ekonomiktir. Biiyiik,

dallanmalar yapmayan, yiizeyi genis bir damar olmasi nedeniyle iizerinde kolaylikla
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calisilmasina imkan saglamaktadir. Saglikli endotel hiicreleri, 6-8 giin igerisinde ekildikleri
kiiltiir kabinin tiim yilizeyini kaplayacak kadar hizli tiremektedirler. Hiicreler ekildikten
sonra inkilibasyon asamasinda prolifere olurken, 151k mikroskobunda morfolojileri
incelendiginde heniiz birlesik yapida olmayan ancak yiizeye yapisan endotel hiicrelerinin
ince, uzun sitoplazmik uzantilara sahip olduklar1 goriilmektedir. Tiim yiizeyi kapladiklarida
ise uzantilarinin azaldigi, ¢ogunlukla poligonal bir sekil aldiklar1 ve hem bulunduklari
yiizeye hem de birbirlerine baglandiklar1 goriilmektedir. Yuvarlak ya da oval, merkezi
yerlesimli tek bir niikleus ve i¢inde bir veya birden fazla niikleolus gdzlenmektedir.
Niikleusun sinirlar1 diizglindiir ancak hiicre sinirlar1 niikleustaki kadar belirgin degildir ve
bazi1 bolgelerde gozlenemeyebilir. Sitoplazmada vakuoller goriilebilir ancak endotel
hiicresinin saglikli oldugunun gostergesi olarak bu vakuoller sinirlt sayida olmalidir [255-
257]. Hiicrelerin beslenmesi ve fonksiyonlarina devam etmesini saglamak i¢in kiiltiir
besiyerleri olarak endotel hiicresi icin DMEM, RPMI-1640 gibi besiyerleri
kullanilmaktadir. Endotel hiicre kiiltlirtinde siklikla kullanilan serum FBS’dir. Hemen tiim
kiiltiirlerde oldugu gibi HUVEC’te de antibiyotik olarak penisilin-streptomisin, tampon
cozelti olarak sodyum bikarbonat kullanilmaktadir. Bu kiiltiir kosullar1 uygulandiginda,
HUVEC kiiltiiriinde endotel hiicreleri 6-8 giinde birlesip ylizeyi kaplamakta ve % 94’iin
tizerinde bir canlilik oraniyla saglikli bir endotel hiicre kiiltiirii elde edilebilmektedir [258-

260].



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Cahismada kullamilan cihazlar

- Spektrofotometre (BioTek Epoch Mikroplate Spectrophotometer)
- Santrifiij (Hitachi Himac CT6EL)

- Hiicre kiiltiirti kabini (ESCO Labculture Class II Type A2)
- Inkiibatér (New Brunswick Galaxy 170S)

- Su banyosu (Memmert WNB7)

- Mikroskop (JuLi FL)

- Laminar Hava Akisli Kabin (Chemocell LRCX-UV)

- Inkiibatér (Niive CO2 inkiibatér EC 160)

- Karnstiricr Inkiibator

- Isik mikroskobu (Leica DM 500)

- Hassas terazi (Shimadzu AW 320)

- UV-spektrofotometre

- Vortex

- Manyetik karistirici

- Isiticili Karistirict

- Saf su cihaz1

- Dondurucular (+4, -20, -80)

- Otoklav (Niive OT 4060)

- Otomatik mikropipet (10, 100 ve 1000 pl)

- 1,10, 100 ve 1000 pl ‘lik Tek Kullanimlik Pipet Uglar1
- Serolojik Pipet Tabancasi

- Hiicre kiiltiir flasklar1 (25 cm?)

- Kriyotiipler

- 0,22 pm filtre
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3.1.2. Cahismada kullanilan kit ve kimyasallar

- Brucella Broth (ALBIMI), (Biolife, Italya)

- Urea Agar Base, (Biolife, Italya)

- Bacto™ Agar, ABD

- DMEM (Merck Millipore, Almanya)

- DMEM/F12 (Sigma Aldrich, Almanya)

- Phenol red icermeyen DMEM (Merck Millipore, Almanya)

- MTT-Based In Vitro Toxicology Assay Kit (Sigma Aldrich, Almanya)
- FBS (Pan Biotech, Almanya) - Penisilin-Streptomisin (Sigma Aldrich, Almanya)
- DMSO (Santa Cruz Biotechnology, ABD)

- Tyripsin-EDTA (Thermo Fisher Scientific, ABD)

- DPBS (Capricorn Scientific, Almanya)

- Amoxicillin (Amoxina 250 mg 80 ml siispansiyon, Mustafa Nevzat, Tiirkiye)

3.1.3. Calismada kullamilan H. pylori susu

Calismamizda kullanilan H. pylori klinik izolati Yildiz Teknik Universitesi Kimya
Metalurji Fakiiltesi Biyomiihendislik Boliimii Doku ve Hiicre Kiiltiirii Laboratuvarindan
temin edilmistir. Calisma yapilincaya kadar bakteri s1v1 azot tankinda kriyotiipler icerisinde

muhafaza edilmistir.

3.1.4. Calismada kullanilan hiicre dizisi

Calismamizda kullanilan insan umblikal ven endotel; HUVEC (Human Umbilical Vein
Endothelial Cells) hiicre dizisi Yeditepe Universitesi Hastanesi doku Tipleme
Laboratuvarindan temin edilmistir. Calisma yapilincaya kadar hiicreler sivi azot tankinda

kriyotiipler igerisinde muhafaza edilmistir.
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3.1.5. Calismada kullanilan bitkisel yaglar

Calismada kullanilan ugucu ve sabit yaglar Aksuvital Dogal Uriinler A.S.'den temin

edilmistir (Cizelge 3.1). Yaglarin mensei ve iiretici bilgileri Cizelge 3.2'de verilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan ugucu ve sabit yaglar

Ucucu Yaglar Sabit Yaglar
Anemone sp Ricinus communis

Anthemis nobilis

Cocos nucifera

Citrus limonium

Linum usitatissimum

Citrus sinensis

Vitis vinifera

Eucalyptus globulus

Juniperus communis

Lavandula angustifolia

Rosmarinus officinalis

Thymus vulgaris

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan ugucu ve sabit yaglarin mensei ve iireticileri

Uriin Ad1 Bitkilerin Yetistigi Ulke Yaglarmn Uretim Yeri

Anemone sp. Hindistan Cin
Anthemis nobilis Fransa Fransa
Citrus limonum Fransa Fransa
Citrus sinensis Italya Fransa
Cocos nucifera Filipinler Tiirkiye
Eucalyptus globulus Avustralya Cin
Juniperus communis Cin Cin
Lavandula angustifolia Fransa Fransa
Linum usitatissimum Tiirkiye Tiirkiye
Ricinus communis Malavi Hindistan
Rosmarinus officinalis Hindistan Cin
Vitis vinifera Tiirkiye Tiirkiye
Thymus vulgaris Tiirkiye Tiirkiye

Aksuvital Dogal Uriinler A.S., ugucu yaglar bitkilerin tiiriine goére hidrodistilasyon metodu
ile yapraklardan ya da ¢igeklerinden, sabit yaglari ise, bitkilerin yaglh cekirdeklerinin
soguk baski makinesinde sikilmas ile elde etmistir. Bitkisel yaglarin kimyasal bilesenleri
ise yine Aksuvital Dogal Uriinler A.S. tarafindan gaz kromatografi-kiitle spektrometri
(GC/MS) analizleri sonucunda belirlenmistir. Bitkisel yaglarin GC/MS analizleri

sonucunda belirlenen kimyasal bilesenleri Cizelge 3.3- 3.15'de verilmistir.
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Cizelge 3.3. Anemone sp. kimyasal bilesenleri

Bilesen %
2-propanol 30,88
1-propanol 18,01
1-propanol 17,82
1-propanol 6,01
BIS (1-Metil-2-Hidroksietil) Eter 5,92
Benzil Asetat 5,78
Octanal 4,83
Fenetil alkol 3,48
Alfa-terpinol 1,67
Linalol 1,62
Geraniol 0,97
7-asetil-6-etil-1,1,4,4-tetrametiltetralin 0,58
Lili aldehid 0,56
7-okten-2-ol 0,39
Hekzametil-piranoindan 0,35
Alil heptanoat 0,32
1,3-dihidro-3,3-dimetil-5-metoksi-2H-indol-2-one 0,31
Naftalin 0,20
Gama-oktalakton 0,16
Benzenmatanol 0,16
Cizelge 3.4. Anthemis nobilis kimyasal bilesenleri
Bilesen %
Metil 1-Metil-d3-2-propenil eter 25,74
BIS (1-metil-2-hidroksietil) eter 16,20
BIS (1-metil-2-hidroksietil) eter 15,89
Oktanal 8,53
2-butanol 6,03
Benzil Asetat 5,70
1-propanol 5,15
Metil antranilat 3,87
Alfa-terpinol 3,06
Benzil benzoat 2,27
Linalol 1,81
Naftalin 1,77
Mirsen 1,19
Terpinolen 0,98
Fenetil alkol 0,78
Beta- terpinol 0,36
Benzen 0,27
Alfa-terpinen 0,20
Fenol 0,18




Cizelge 3.5. Citrus limonium kimyasal bilesenleri
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Bilesen %
Limonen 41,71
BIS (1-metil-2-hidroksietil) eter 16,20
BIS (1-metil-2-hidroksietil) eter 15,89
Oktanal 8,53
2-butanol 6,03
Benzil Asetat 5,70
1-propanol 5,15
Metil antranilat 3,87
Alfa-terpinol 3,06
Benzil benzoat 2,27
Linalol 1,81
Naftalin 1,77
Mirsen 1,19
Terpinolen 0,98
Fenetil alkol 0,78
Beta- terpinol 0,36
Benzen 0,27
Alfa-terpinen 0,20
Fenol 0,18

Cizelge 3.6. Citrus sinensis kimyasal bilesenleri
Bilesen %

LImonen 85,05

Mirsen 5,51

Alfa-pinen 1,53

Linalol 1,34

Sabinen 1,10

Sabinen 0,88

n-dekanal 0,85

Delta-3-karen 0,36

Alfa-terpinol 0,21

Sitral 0,21

Omega-pentadekalakton 0,17

Laurik aldehit 0,17

Sitronellal 0,17

Limonen oksit 0,16

Valensen 0,15

Germakren 0,15

Karvon 0,14

Z-sitral 0,13

Nonanal 0,13

2-propanol 0,13

1-dekanol 0,12

Alfa amorfen 0,11

P-menta-trans-2,8-dien-1-ol 0,11

6-okten-1-ol 0,11

Alfa kopaen 0,11

Gama terpinen 0,10

Beta sinensal 0,10

p-menta-E-2,8(9)-dien-1-ol 0,10

Trans-(+)-karveol 0,09

Delta-kadinen 0,09

Metilbenzoat 0,08

Beta-karyofilen 0,08

Sis-karveol 0,08

13-oktadekanal 0,07

Limonen glikol 0,07

Beta pinen 0,06
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Cizelge 3.7. Cocos nucifera kimyasal bilesenleri

Bilesen %
C 18:2 (omega 6) 33,34
C 18:1 (omega 9) 27,38
C12:0 10,88
C 16:0 8,14
C14:0 6,12
C18:0 5,04
C8:.0 2,20
C10:0 2,01
C 18:1 (omega 9) 1,95
C 22:0 131
C 18:1 (omega 9) 1,95
C 20:0 0,31
C 20:1 (omega 9) 0,20
C6:0 0,19
C16:1 0,17
Cizelge 3.8. Eucalyptus globulus kimyasal bilesenleri
Bilesen %
Okaliptol 30,13
BIS (1-Metil-2-hidroksietil) Eter 16,35
1-propanol 16,06
2-propanol 12,73
2-propanol 11,93
2-butanol 4,78
2-propanol 2,92
Gama terpinen 2,10
p-simen 1,57
Alfa pinen 0,43
Alfa fellandren 0,41
Mirsen 0,24
Beta pinen 0,11
3,7-dimetil-1,3,6-oktatrien; osimen 0,09
Alfa terpinen 0,08
Alfa terpinol 0,08




Cizelge 3.9. Juniperus communis kimyasal bilesenleri
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Bilesen %
[zobornil asetat 39,25
2-propanol 16,32
Dipropilen glikol 9,38
2-butanol 9,11
Okaliptol 8,11
Limonen 4,14
1-propanol 3,11
2-butanol 2,58
Alfa terpinol 2,28
Alfa terpinen 1,99
Benzil asetat 0,75
Gama terpinen 0,57
p-simen 0,55
Terpinolen 0,29
Bisiklo [2.2.1] heptan-2-ol 0,28
Bisiklo [2.2.1] heptan-2-ol 0,22
E-beta-terpinol 0,18
Alfa pinen 0,16
Beta terpinol 0,13
Mirsen 0,13
Metan 0,12
Alfa fellandren 0,11
1H-pirol-2-karboksaldehit 0,10
Kamfen 0,08
1-buten 0,03
Hekzanal 0,02
1-Dodekanamin 0,00

Cizelge 3.10. Lavandula angustifolia kimyasal bilesenleri
Bilesen %

Metan 37,96
2-propanol 29,14
Linalil asetat 10,66
Linalol 6,77
2-butanol 6,69
Dipropilen glikol 5,35
Limonen 1,26
Okaliptol 0,46
Bisiklo [2.2.1] heptan-2-one 0,44
Kamfen 0,37
Alfa terpinol 0,27
Terpinolen 0,18
Endo borneol 0,16
Tripropilen glikol 2 0,09
Gama terpinen 0,07
Alfa terpinen 0,07
p-simen 0,06
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Cizelge 3.11. Linum usitatissimum kimyasal bilesenleri

Bilesen %
C 14:0 0,06
C 16:0 11,02
C 18:2 (omega 6) 35,39
C 18:1 (omega 9) 28,59
C18:3 (omega 3) 18,03
C 18:0 4,12
C18:1 (omega 9) 1,29
C 20:0 0,44
C 20:1 (omega 9) 0,36
C 18:2 (omega 6) 0,33
C16:1 0,15
C17:0 0,10
C 20:3 (omega 3) 0,08
C16:1 0,05

Cizelge 3.12. Ricinus communis kimyasal bilesenleri

Bilesen %
C 16:0 2,86
C 18:0 2,00
Risinoleik asit 85,73
C 18:1 (omega 9) 8,07
C 18:3 (omega 3) 0,78
C 20:1 (omega 9) 0,46
C 20:0 0,11

Cizelge 3.13. Rosmarinus officinalis kimyasal bilesenleri

Bilesen %
Metil 1-metil-d3-2-propenil eter 19,79
1-propanol 11,66
Alfa pinen 11,59
Kamfor 11,57
Dipropilen glikol 11,51
Okaliptol 9,98
Limonen 5,02
BIS (1-metil-2-hidroksietil) eter 3,46
1-propanol 3,31
Kamfen 3,14
Beta pinen 1,96
Alfa tripenol 1,20
p-simen 1,04
Izobornol (1somer 2) 0,96
Terpinolen 0,76
Beta karyofilen 0,56
Gama terpinen 0,51
Mirsen 0,40
Alfa terpinen 0,34
Izobornol (izomer 1) 0,33
9,12-oktadekadienoik asit 0,32
Delta-3-karen 0,30




Cizelge 3.14. Vitis vinifera kimyasal bilesenleri

73

Bilesen %
C 16:0 10,66
C 18:0 4,81
C 18:2 (omega 6) 41,41
C 18:1 (omega 9) 31,42
C 18:1 (omega 9) 6,24
C 20:3 (omega 3) 5,46
Cizelge 3.15. Thymus vulgaris kimyasal bilesenleri
Bilesen %
Karvakrol 25,79
2-propanol 12,85
Karvakrol 9,51
2-butanol 7,50
BIS (1-metil-2-hidroksietil) eter 7,27
Timol 6,39
p-simen 5,69
Linalol 471
Nerolidol 3,10
Benzen 3,03
Izobornol (izomer 2) 2,43
1-propanol 2,18
1-propanol 2,01
4-karvomentenol 1,49
Gama terpinen 0,99
Alfa terpinol 0,93
Beta karyofilen 0,93
Alfa terpinen 0,63
Sabinen 0,52
Karyofilen oksit 0,48
Mirsen 0,42
Karvon 0,34
Benzaldehit 0,34
Alfa pinen 0,29
Benzen 0,29

3.1.6. Antimikrobiyal ¢calismada kullanilan ¢6zelti ve besiyerlerinin hazirlanmasi

Kat1 (agar base) besiverinin hazirlanmasi

28,1 gr Brucella Broth ve 15 gr Bacto agar tartilip, iizerine 1000 ml distile su eklendi ve

121°C’de 15 dakika otoklavlandi. Otoklavdan ¢ikarilan besiyeri sisesi yanagi yakmayacak

kadar sogudugunda igerisine % 10 oraninda FBS ve hazirlanan antibiyotikler eklendi. FBS

ve antibiyotik ilavelerinden sonra besiyeri petri kaplarina yaklasik yarim cm olacak sekilde

ilave edildi [261].
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Kati besiyeri i¢cin antibiyotik stoklarinin hazirlanmasi

1. Antibiyotik stogu: 100 mg Trimethoprim 20 ml DMSO i¢inde ¢oziildii, 0,22 pm’lik
membran filtreden gegirilerek stoklandi.

2. Antibiyotik stogu: 100 mg Vancomycin Hydrochloride, 50 mg Cefsulodin Sodium Salt,
3,3 mg Polymyxin B Sulfate 50 ml distile suda ¢oziildi, 0,22 pm’lik membran filtreden
gegirilerek stoklandi.

3. Antibiyotik: 1 gr B-Cyclodextrin 5 mL DMSO i¢inde ¢6ziildii. 0,22 pm’lik membran

filtreden gecirilerek stoklanmadan hemen besiyerine ilave edildi.

Hazirlanan bu antibiyotik stoklarindan besiyerine antibiyotikler asagida belirtilen

miktarlarda eklendi.

1. Antibiyotik stogundan 1000 mI’lik besiyeri i¢in 500 pl,
2. Antibiyotik stogundan 1000 ml’lik besiyeri i¢in 2,5 ml eklendi.

S1vi besiyerinin hazirlanmasi

28,1 gr Brucella Broth tartilip tizerine 1000 ml distile su eklendi ve 121°C’de 15 dakika
otoklavlandi. Otoklavdan ¢ikarilan besiyeri sisesi yanagi yakmayacak kadar sogudugunda

18 ml besiyerine 2 ml FBS ve 20 pl vancomycin hydrochloride eklendi [261].

St besiyeri i¢in antibiyotik stogu hazirlanmasi

100 mg vancomycin hydrochloride 10 mL distile suda ¢oziliip ve 0,22 pm’lik membran

filtreden gecirilerek —20 °C’de stoklandi.

Bitkisel yaglarin ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

10 pul DMSO 90 ul distile su ile karistirilarak % 10'luk sulandirilmis DMSO hazirlandi. Bu
karisimdan 10 pl ¢ekilerek 90 pl bitkisel yag tlizerine eklendi ve bitkisel yaglar toplamda
%1'lik DMSO igerisinde hazirlandi. Karisim 0,22 pm’lik membran filtreden gecirilerek

steril edildi.
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H. pylori iireaz testi besiyerinin hazirlanmasi

1 litrelik iceriginde; 1 g pepton, 1 g glikoz, 5 g sodyum klorid, 2 g potasyum dihidrojen
fosfat, 0,012 g fenol kirmizis1 ve 12 g agar bulunan besiyerinden 21 g tartilarak 950 ml
distile su icerisinde ¢oziildii. 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edildi. Uzerine
aseptik kosullarda 0,22 pm’lik membran filtreden gegirilerek steril edilen % 40°lik 50 ml
tire ilave edildi [262].

3.1.7. Sitotoksisite calismasinda kullanilan c¢ozelti ve besiyerlerinin hazirlanmasi

MTT soliisyonunun hazirlanmasi

Bir tip MTT [M-5655], 3 ml fenol kirmizisi ve serum igermeyen DMEM besiyeri ile
karigtirildi. MTT nin 1518a hassasiyeti nedeni ile islemler karanlikta yapildi.

Bitkisel yaglarin stok ¢cozeltilerinin hazirlanmasi

Calismada, kullanilan yaglarin konsantrasyonlart 1, 5, 50, 100, 250 ve 500 pl/ml olarak
belirlendi. Hazirlanan stok soliisyon DMEM besiyerine eklenerek belirlenen
konsantrasyonlarda yag-DMSO karisimi iceren besiyeri hazirlandi. Stok soliisyonlar,

10000 pl yag ile 10 pl DMSO karistirilarak hazirlandi.

DMEM besiverinin hazirlanmasi

Hiicrelerin tripsinizasyonundan sonra hiicreler iizerine ilave edilen besiyeridir. % 15 FBS,

% 1 Penisilin-Streptomisin DMEM besiyeri igerisine ilave edilerek hazirlandi.

Bitkisel yag dilusyonlarinin hazirlandig1 fenol kirmizisi icermeyen DMEM besiyerinin

hazirlanmasi

Spektrofotometrik 6l¢iimlerde kullanilmak {izere hazirlanan besiyeridir. % 15 FBS, % 1
Penisilin-Streptomisin, % 1 L-Glutamin fenol kirmizisi igermeyen DMEM besiyerine ilave

edilerek hazirlandi.
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DMEM F12 kiltir besiyerinin hazirlanmasi

HUVEC hiicre dizisi kiiltiiriinde kullanilan besiyeridir. % 15 FBS, % 1 L-glutamin ve % 1

Penisilin-Streptomisin DMEM F12 besiyeri igerisine ilave edilerek hazirlandi.

3.2. Yontem

3.2.1. Antimikrobiyal deneyler

Helicobacter pylori kiiltiri

Siv1 azot tankindan ¢ikarilan bakteri steril pipet ucu ile kriyotiipten kazinarak, petrideki
kat1 besiyerinin merkezine kiiciik bir miktar birakildi, kendi kendine eriyerek kurumasi
beklendi ve petri ters gevrilerek 37°C’lik CO2’li etiivde gece boyunca inkiibe edildi. 24
saatlik inkiibasyon sonucunda petriler morfolojik olarak farkli koloni olusumu bakimindan
degerlendirildi. Steril 6ze ile alinan hiicreler mikroskopta 40X biiyiitme ile bakilarak
hareket ve kontaminasyon bakimindan degerlendirildi. Petride tiremis olan hiicreler steril
ekiivyon ile alindi ve i¢inde besiyeri bulunan ependorfta ekiivyon karistirldi ve yeni bir
petriye ayn1 ekiivyon ile tiim yiizeye esit sekilde yayma ekim yapilarak hiicreler pasajlandi
ve gece boyu inkiibe edildi. 24 saatlik inkiibasyon sonunda petride lireyen bakteriler yine
steril ekiivyon ile alinarak i¢cinde FBS ve antibiyotik bulunan siv1 besiyerine aktarildi ve
gece boyu karistirici inkiibatorde (37°C, 100 rpm) birakildi. Inkiibasyon sonucunda
antimikrobiyal aktivite testleri i¢in kullanilacak bakteri sayisin1 belirlemek amaciyla
spektrofotometre cihazinda hiicre sayimi yapildi, ayni zamanda Gram boyama, iireaz ve

katalaz testleri ile bakterinin tanimlanmasi yapildi [128].

Gram boyama

Lamin bir ucuna yaklagik 10 pl besiyeri damlatildi. Petrideki hiicrelerden 6ze yardimi ile
cok az bir miktar alind1 ve lamdaki besiyeri lizerine birakildi. Lam kuruduktan sonra 3 kez
alevden gecirilerek tespit edildi. Sonrasinda sirasiyla, kristal viyolet ile 1 dakika
boyandiktan sonra yikandi, logol ile 1 dakika boyandiktan sonra yikandi, sonrasinda alkol
ile yikanarak renksizlestirme yapildi ve son olarak sulu fuksin ile 1 dakika boyanarak
yikandi ve kurumaya birakildi. Kuruduktan sonra preparat iizerine immersiyon yagi

damlatilarak 100X objektifte bakildi ve fotograflar kaydedildi [263].
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H. pylori'nin lireaz ve katalaz testleri ile 0zelliklerinin belirlenmesi

Taze kiiltiirden alinan bakteriler, 1,5 ml'lik ependorf tiiplerde hazirlanan iire besiyeri
iizerine ekildi ve 37°C’de inkiibasyona birakildi. Besiyeri renginin saridan pembeye
dénmesi ortamda H. pylori varliginin géstergesi olarak pozitif kabul edildi. Katalaz testi
icin, taze kiiltiirden alinan koloni lam iizerine koyularak iizerine % 3’liikk hidrojen peroksit
damlatildi. Gozlenen kabarcik olusumu H. pylori varliginin gostergesi olarak pozitif kabul
edildi.

H. pylori hiicre sayimi

Hiicrelerin zamanla biiyiime egrisinin olusturulabilmesi i¢in 48 saat boyunca belirli
zamanlarda hiicre sayimi yapildi. Kati besiyerinden sivi besiyerine pasajlanan
bakterilerden 2. saatin sonunda 20 pL alinarak iizerine 980 pL besiyeri koyuldu ve UV-VIS
spektroskopisinde 600 nm dalga boyunda 6l¢iim yapildi.

Bitkisel yaglarin H. pylori've karsi antimikrobiyal etkinlikleri

Antimikrobiyal ajan duyarlilik testlerinde kullanilan yontemlerden biri diliisyon testleridir.
Diliisyon testleri ile antimikrobiyal ajanin bir mikroorganizmanin {iremesini inhibe etmek
icin gerekli olan MIK degerini belirlemek miimkiindiir. Calismamizda bitkisel yaglarin
MIK degerlerine 96 kuyulu U tabanli mikroplaklar kullanilarak mikrodiliisyon yéntem ile
bakildi. Inhibisyon konsantrasyonlar1 belirlendikten sonra bakterisidal konsantrasyon da

MBK testi ile belirlendi [264-266].

MIK ve MBK testleri

96 kuyulu plagin test edilecek konsantrasyonlar i¢in her bir kuyucuguna 100 ul % 10 FBS
iceren Brucella broth besiyeri eklendi. 90 ul yag ve 10 pl sulandirilmis DMSO steril
eppendorf tiipte vortexlenerek karistirildi ve 100 pl Brucella broth besiyeri igeren ilk
kuyucuga eklendi. Bitkisel yaglarm, ilk kuyucukta % 45 oranindan baslayarak toplam 8
farkli konsantrasyon (1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128, 1/256) olacak sekilde iki kat
seri diliisyonlar1 hazirlandi. Daha sonra her bir kuyucuga 106/100 pl CFU bakteri
stispansiyonu eklendi. Pozitif kontrol olarak Amoxicillin negatif kontrol olarak %1'lik

DMSO kullanildi. Ayn1 zamanda bir kuyucukta herhangi bir bitkisel yag ilavesi olmadan
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H. pylori iiremesi, diger bir kuyucukta besiyeri iizerine DMSO yag karisimi da kontrol
grubu olarak degerlendirildi. 25 pg Amoxicillin pozitif kontrol kuyucuguna, 10 pl %1'ik
DMSO ise negatif kontrol kuyucuguna eklenerek test edildi. Plak 37°C’ de 24 saatlik
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda iiremenin olmadig: ilk kuyucuktaki % yag
konsantrasyonu MIK degeri olarak tamimlandi. MBK igin, kuyucuklardan 10 ul gekilerek,
her bir konsantrasyon igin bolmelere ayrilan Brucella agar igeren petrilere ekim yapildi ve
37°C’ de 24 saatlik inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda iiremenin olmadig ilk

kuyucuktaki % yag konsantrasyonu MBK degeri olarak tanimlandi.

3.2.2. Sitotoksisite deneyleri

H. pyloriye kars1 antimikrobiyal etkilerini arastirdigimiz bitkisel yaglarin saglikli hiicreler
iizerinde toksik etkili olup olmadiklarini aragtirmak amaciyla HUVEC hiicre dizisi

iizerinde sitotoksisite deneyleri yapilmistir.

Azot tankindan alinan hiicrelerin kiiltiiriiniin yvapilmasi ve tripsinizasyonu

Bitkisel yaglarin sitotoksik etkilerinin analizinde HUVEC (ATCC® CRL-1730™) hiicre
dizisi kullanildi. % 10 FBS, % 1 Penisilin-Streptomisin ve % 5 DMSO igeren DMEM
besiyerinde saklanan hiicreler -80°C’den alindiktan sonra 37°C sicaklikta su banyosunda
coziilmeleri saglandi. Coziilen hiicreler bulunduklar1 kryotiipten alinarak 15 ml hacimli
polipropilen steril konik kapakli tiiplere aktarildi. Coziilmiis hiicrelerin {izerine flaskin
kenarindan yavas yavas eklenerek 37°C’ye 1sitilmis, % 10 FBS ve % 1 Penisilin-
Streptomisin igeren DMEM besiyeri toplamda 10 ml olacak sekilde eklendi. Eklenen her 1
ml’de tlip yavasga sallanarak taze besiyeri ile hiicrelerin karigmasi saglandi. Hiicreler 300
g’de 5 dakika boyunca santrifiijlendikten sonra siipernatant uzaklastirildi. Pellet % 15 FBS
ve % 1 Penisilin-Streptomisin igeren DMEM/F12 besiyeri ile siispanse edildi. Siispanse
edilen hiicreler 6 ml besiyeri ile birlikte 25 cm? kapasiteli flasklara transfer edildi. 37°C’de
% 5 CO: igeren inkiibatorde hiicreler kiiltiire edildi. Her iki giinde bir besiyeri degistirildi.
HUVEC hiicre dizisi kiiltiriinde % 15 FBS, % 1 L-glutamin ve % 1 Penisilin-Streptomisin
iceren DMEM/F12 besiyeri kullanildi. Hiicrelerin ~ flaskin taban yiizeyini kaplamasi
yaklagik %70 civarma ulastifinda besiyeri uzaklastirilarak flasklar DPBS ile yikanmus,
hemen ardindan flasklara 1 ml % 0,05 Tripsin-EDTA eklendi. Hiicreler tripsin ile 37 °C’de

5 dakika inkiibe edilerek flasktan ayrilmalar1 saglandi. Tripsin ile inkiibasyonu takiben %
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10 FBS igeren DMEM besiyeri hiicrelerin iizerine eklenerek tripsinin inhibisyonu saglandi.
Hiicreler 300 g’de 5 dakika santrifiijlendi, siipernatant uzaklastirildi ve pellet, hiicrelerin
kiiltiirlerinde kullanilan besiyerleriyle siispanse edilerek 75 cm? kapasiteli flasklara transfer
edildi. Hiicreler konflue olduklarinda tripsin ile kiltiir flasklarindan kaldirilarak 96
kuyucuklu test plaklarina aktarildi. Kuyucuklara aktarilmadan énce THOMA lami ile
hiicreler sayildi, her kuyucuga 5 x 10%/150 pl hiicre gelecek sekilde ekim yapildi [267].

HUVEC hiicrelerinin sayimi

Hiicre sayimi THOMA lami adi verilen 6zel sayim lamlarinda yapildi. 1 ml kiiltiir
medyumunda sulandirilan hiicre siispansiyonundan 10 pl alinarak ependorf tiipe koyuldu
ve lizerine 90 ul Tripan Blue boyasi koyularak karistirildi. Bu karistm Thoma lamina
koyuldu. Thoma laminda 5 bdlmedeki hiicreler sayilarak aritmetik ortalamasi alindi ve 1

ml'deki hiicre sayis1 verilen formiile gére hesaplandi.

Iml'deki Hiicre Sayis1 = Ortalama hiicre sayis1 X Seyreltme faktorii X 10%

MTT testi

Tetrozolium tuzlarmin dort azot atomuna sahip, pozitif yiiklii kuarternar tetrazol halkasi
vardir. Bu merkez yapisi, li¢ aromatik grup (genellikle fenil grubu) ile ¢evrilidir.
Mitokondriyal enzim aktivitesini takiben tetrozolium yapilari, tetrazol halkasinin agilmasi

ile renkli formazan bilesiklerini meydana getirirler (Sekil 3.1) [268].
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(Formazan)

Sekil 3.1. Formazan kristallerinin olusum reaksiyonu
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MTT, suda ¢oziinebilen sar1 renkli bir tetrazolium tuzudur. Pozitif yiiklii bir bilesik olup
hiicre igine rahatlikla girebilmektedir. MTT testi, hiicre canlilig1 tayininde standart olarak
kullanilan en yaygin yontemlerden biridir. Testin prensibi, MTT nin metabolik olarak aktif
olan canli hiicrelerde bulunan mitokondriyal dehidrojenaz enzimleri (6zellikle stiksinat
dehidrojenaz enzimi) tarafindan suda c¢oziinmeyen, mor renkli formazan bilesiklerine
doniistiiriilmesi esasina dayanmaktadir [269]. Olusan mor renkli suda ¢Oziinmeyen
kristaller organik ¢oziiciiler ile ¢oziiliir ve olusan renk 570 nm dalga boyunda optikal
yogunlugun Olgiilmesiyle kantite edilir. Elde edilen deger biitiinliigii bozulmamis canli
hiicre miktariyla orantilidir. Sitotoksik bilesenler hiicre metabolizmasina zarar vererek
formazan bilesiklerine indirgenen MTT’nin miktarin1 azaltmaktadir buna bagli olarak
formazan olusumu azalmakta, renk agilmakta ve oOlciilen optik yogunluk da azalmaktadir
[270]. Yapilan ¢alismada Sigma MTT-Based In Vitro Toxicology Assay Kit (Katalog No:
TOX1-1KT, Sigma Aldrich, Almanya) kullanildu.

Bitkisel vaglarin HUVEC hiicre dizisi iizerindeki canlilik oranlarmmin MTT testi ile

incelenmesi

HUVEC hiicre dizisi kiiltiire edildikten sonra thoma laminda sayimlar1 yapilarak her bir
kuyucuga 150 pl'de 5 x 10° hiicre olacak sekilde ekim yapildi. Bitkisel yaglarin 6 farkli
konsantrasyonu (1, 5, 50, 100, 250, 500 ul/ml), kontrol grubu ve blank olmak tizere her bir
yag i¢in toplam 8 kuyucuk kullanildi. Kontrol olarak bir kuyucuga 150 pl besiyeri ve
hiicre, blank olarak bir kuyucuga hiicresiz olarak 150 ul besiyeri konuldu. Daha sonra plak
37 °C’ de % 5 CO2’li inkiibatorde 48 saat inkiibasyona birakildi. Kiiltiiriin yiizey kaplamasi
mikroskopta bakilarak gozlendi. Inkiibasyon sonucunda kuyucuklardaki besiyerleri
tamamen uzaklastirilmis ve farkli konsantrasyonlarda besiyeri ile diliie edilerek hazirlanan
sitotoksik etkisi incelenecek olan bitkisel yaglar 150 pl olacak sekilde kuyucuklara eklendi.
Plaklar 24 ve 48 saatlik inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda kuyucuklardaki farkl:
konsantrasyonda bitkisel yaglar1 igeren besiyeri uzaklastirilarak hazirlanan MTT stok
soliisyonundan 50 pl kontrol grubu ve blank de dahil olmak {iizere tiim kuyucuklara
eklenerek 37 °C’ de 2 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonunda olusan formazan
kristallerinin ¢oziilebilmesi igin 50 ul MTT Solubilization Solution [M-8910] kuyucuklara
eklendi ¢oziinme saglandiginda spektrofotometrik 6l¢iim, BioTek Epoch spektrofotometre

ile 570 nm’de yapildi. Canlilik orani asagidaki formiile gore hesaplandi [271,272].
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OD Test Omegi — OD Blank
% Canlhihk = X 100
0D Kontrol — OD Blank

LDH testi

Laktat dehidrogenaz, laktattan piruvat olusumunu saglayan sitoplazmik bir enzimdir. LDH
yontemi; biitiinliigli bozulan hiicrelerden kiiltiir besiyerine yayillan LDH enzimi varliginda,
laktattan piruvat olusumu ile es zamanl olarak NAD" rediiksiyonu sonucu NADH/H*
olusumuna dayanir. (Sekil 3.2). Hiicre ici LDH enziminin besiyerine sizmasi, hiicre

oliimiiniin belirtici olarak kullanilmaktadir [273].

Laktat NAD" Turuncu renk
Uucre zen yikilan hucredsn g Delidrojenz Elehiron
LDH salimm Piruyal NADH WST-1

Sekil 3.2. LDH enzimi varliginda, laktattan piruvat olusumu ile es zamanl olarak NAD*
rediiksiyonu sonucu NADH/H" olusumu

Calismamizda Cell Bio Labs CytoSelect LDH Cytotoxicity Assay Kit (Katalog No:
CBA241) kullanmilmistir. Kitin igerigindeki test bileseninde bulunan WSTI, negatif yiikli
bir tetrozolium tuzu olup NAD rediiksiyonu ile formazan bilesigini olusturur. Olusan
bilesik spektrofotometrik 6l¢tim ile analiz edilir. Gorece toksisite, asagidaki formiil ile

hesaplanir.

OD Test Omefii — OD Negatif Kontrol
% Sitotoksisite = 1- X 100
OD pozitif Kontrol — OD Negatif Kontrol

Bitkisel yaglarin sitotoksik etkilerinin LDH testi ile incelenmesi

LDH ol¢iimii Cell Bio Labs CytoSelect LDH Cytotoxicity Assay Kitine gore yapildi.
Bitkisel yag uygulamasi yapilmis olan (hiicre ve bitkisel yagl besiyeri igeren 150 pl) 96
kuyulu plaktan, bagka bir plaga 90 pl hiicre besiyeri (LDH analizi i¢in sadece besiyeri
gerekmektedir) aktarildi. Ayn1 zamanda plaga Triton x100 ile oldiiriilmiis hiicrelerden
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olusan pozitif kontrol grubu ve canli hiicrelerden olusan negatif kontrol grubu da ekildi.
Sonrasinda hazirlanan LDH ¢alisma soltisyonundan 20 pl kuyucuklara eklendi, horizontal
karistiricida 100 rpm'de 5 dakika karistirilarak optik dansiteleri mikroplate okuyucuda 340
nm dalga boyunda belirlendi [274,275].

3.2.3. Istatistiksel degerlendirmeler

Doz ve ylizde sitotoksisite degerleri icin istatistiksel analiz " SPSS software for Windows
version 17,0 (Statistical Package for the Social Sciences Inc, Chicago, IL, USA)" programi1
kullanilarak yapilmustir. Siirekli degiskenler "Ortalama + Standart Sapma" olarak
belirtilmistir. 24. ve 48. saat degerleri kendi gruplari i¢inde Friedman testi kullanilarak (p<
0,05 anlamli kabul edilmistir), 24. ve 48. saat degerlerinin birbirleri ile karsilagtirmasi ise
Mann Whitney-U testi kullanilarak ( p < 0,05 anlamli kabul edilmistir) degerlendirilmistir.
Gruplarin ¢oklu karsilastirmasinda Kruskal-Wallis testi, gruplarin ikili olarak kendi

aralarinda karsilastirilmasinda Mann Whitney-U testi kullanilmistir.



4. BULGULAR

4.1. Antimikrobiyal Deney Sonuclar:

4.1.1. H. pylori kiiltiirii

Brucella agarda kiiltiire edilen H. pylori Resim 4.1'de gosterilmistir.

Resim 4.1. H. pylori'nin Brucella agardaki goriintiisii

Brucella brothda kiiltiire edilen H. pylori Resim 4.2'de gosterilmistir.

Resim 4.2. H. pylori'nin Brucella broth besiyerindeki goriintiisii
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Flask igerisinde sivi besiyerinde kiiltire edilen H. pylori gece boyunca karistirici

inkiibatorde birakilarak inkiibe edilmistir (Resim 4.3).

Resim 4.3. Karistiric1 inkiibatérde H. pylori inkiibasyonu

4.1.2. H. pylori’nin kiiltiir 6rneklerinden gram boyama, iireaz ve katalaz ile

incelenmesi

Kat1 besiyerinde ¢ogalan H. pylori, gram boyama, iircaz ve katalaz testleri ile incelendi.
Kiiltiirden izole edilen H. pylori ile yapilan gram boyamada bakteri tipik goriiniimlerinin

yanisira diiz basiller seklinde de goriildii (Resim 4.2).
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Resim 4.4. Kiiltiirden izole edilen H. pylori'nin Gram boyama goriintiisii

Ureaz testinde ortam renginin saridan pembemsi-kirmiziya doniismesi ile H. pylori’nin

varligi saptandi (Resim 4.3).
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Hizh Ureaz Test

Resim 4.5. H. pylori'nin hizli iireaz testi ile tanimlanmasi

Katalaz testinde, iizerine % 3’liikk hidrojen peroksit damlatilan kolonilerde kabarcik

olusumunun gozlenmesi ile H. pylori’nin varligi saptandi (Resim 4.4).

Resim 4.6. H. pylori'nin lamel tizerinde katalaz testi ile tanimlanmasi

4.1.3. H. pylori biiyiime egrisi

H. pylori’nin bilyiime egrisi 600 nm dalga boyuna ayarlanmig spektrofotometre cihazi ile
hiicre sayimi yapilarak belirlendi. Yapilan sayim sonucunda H. pylori’nin 37. saatte
maksimum miktara ulastigi gozlendi. Buna gore deneyler 37. saatten Once bakteri
logaritmik artis fazindayken yapildi. Bakterinin durumu mikroskobik olarak da kontrol
edildi (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. H. pylori biiyiime egrisi

4.1.4. Bitkisel yaglarin antibakteriyel etkinlik sonuclar:

Bitkisel ~ yaglarin  minimum inhibisyon  konsantrasyonlarinin  degerlendirildigi

mikrodiliisyon yontemi Resim 4.7°de gosterilmistir.
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Resim 4.7. Bitkisel yaginin H. pylori'ye kargt minimum inhibisyon konsantrasyonunun
mikro diliisyon yontemiyle degerlendirilmesi

H. pylori’ye kars1 antimikrobiyal etkili olan Eucalyptus globulus, Juniperus communis,
Rosmarinus officinalis ve Thymus vulgaris yaglarmin minimum bakterisidal

konsantrasyonlarinin degerlendirilmesi Resim 4.8-4.11’de verilmistir.



Resim 4.11.

Thymus vulgaris, MBK: 1/64 konsantrasyonda (1,40 % v/v)
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H. pylori'ye karsi antibakteriyal etkinlikleri arastirilan bitkisel yaglarin MIK ve MBK
degerleri Cizelge 4.1'de verilmistir. Etkinligi saptanan dért bitkisel yagin MIK ve MBK
degerleri ayrica Sekil 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Bitkisel yaglarm H. pylori’ye karst MIK ve MBK degerleri (% v/v)

Bitkisel Yaglarin Test

Bitkisel Yaglar Edilen MiK MBK
Konsantrasyonlarl (% V/V) (% V/V)
(% viv)

Anemone sp. - -

Anthemis nobilis - -

Citrus limonum - -

Citrus sinensis - -

Cocos nucifera - -

Eucalyptus globulus 45-0,35 2,81 5,62

Juniperus communis 0,35 0,70

Lavandula angustifolia - -

Linum usitatissimum - -

Ricinus communis - -

Rosmarinus officinalis 2,81 5,62

S. Vitis vinifera - -

Thymus vulgaris 0,70 1,40

2,81 .
B MIK (% v/v)

MBK (% v/v)
1,4
1 - 40,7_ [
035
0

(%o v/v)
N

Bitkisel Yag Konsantrasyonlari

Eucalyptus  Juniperus Rosmannus Thymus
globulus  communis officinalis vulgaris

Bitkisel Yaglar

Sekil 4.2. H.pylori’ye kars1 antimikrobiyal etki gosteren yaglarin MiK ve MBK degerleri
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4.2. Sitotoksisite Deney Sonuglari

HUVEC hiicre dizisi kiiltiirii Resim 4.6.'de gosterilmistir.

Resim 4.12. HUVEC hiicrelerinin 24 saatlik kiiltiirlerinin goriintiisii (30X)

4.2.1. Sitotoksisite deneyleri sonucunda 6l¢iilen absorbans ve istatistiksel degerler

Bitkisel yaglarin HUVEC hiicre dizisi lizerindeki LDH ve MTT yontemleri uygulanarak
elde edilen absorbans degerleri ile bu degerlerden hesaplanan % sitotoksisite ve % canlilik

degerlerinin istatistiksel analizleri Cizelge 4.2 -4.53” de verilmistir.

Cizelge 4.2. Anemone sp.’nin HUVEC hiicre dizisi iizerinde LDH yontemi ile Olciilen
sitotoksik etkinliginin absorbans degerleri

Bitki Anemone sp.
H:ucre- HUVEC-LDH Poziif | Negatif
Yontem
Kontrol | Kontrol
Konsantrasyon | 1 pul/ml | 5 pl/ml | 50 pl/ml | 100 pl/ml | 250 pl/ml | 500 pl/ml
24. saat 0,487 0,519 0,546 0,547 0,589 2,817 2,998 0,356
48. saat 1,671 1,856 1,105 1,292 1,327 2,005 3,186 1,12

Cizelge 4.3. Anemone sp.'’nin HUVEC hiicre dizisi tlizerinde LDH yontemi ile
sitotoksik etkinliginin istatistiksel degerleri

Olciilen

K 1 pl/ml 5 ul/ml 50 pl/ml 100 pl/ml 250 ul/ml 500 pl/ml p*
(n:3) (n:3) (n:3) (n:3) (n:3) (n:3)
24.saat | 0,05+0,01 | 0,06+0,01 | 0,07+0,01 | 0,07+0,01 | 0,09+0,01 0,93+ 0,01 0,026
48. saat | 0,26+0,01 | 0,35+0,01 | 0,36+0,01 | 0,08+0,01 | 0,09+0,01 0,42 + 0,01 0,010
p** < 0,001 < 0,001 < 0,001 > 0,05 > 0,05 < 0,001

K: Konsantrasyonlar
* Friedman test
** Mann-Whitney U test
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Cizelge 4.2°de verilen absorbans degerlerinden elde edilen istatistiksel degerlerin verildigi
Cizelge 4.3 incelendiginde; 24. ve 48. saatlerde konsantrasyon arttik¢a toksisitenin arttig1
saptanmustir. 24. ve 48. saatler karsilastirildiginda ise 100, 250 pl/ml konsantrasyonlarda
anlaml bir fark saptanmamistir. 500 pl/ml konsantrasyonu hari¢ diger konsantrasyonlarda
48. saatte Anemone sp.'nin HUVEC hiicre dizisi lizerindeki toksik etkisi daha yiiksek

olarak saptanmustir.

Cizelge 4.4. Anemone sp.’nin HUVEC hiicre dizisi tizerinde MTT yontemi ile 6lgiilen
canlilik oraninin absorbans degerleri

Bitki Anemone sp.
Hiicre- HUVEC-MTT
Yontem Kontrol Blank
Konsantrasyon | 1 pl/ml | 5 pl/ml | 50 pl/ml | 100 pl/ml | 250 pl/ml | 500 pl/ml
24. saat 0,634 | 0,606 0,607 0,610 0,607 0,104 0,652 0,102
48. saat 0,618 0,537 0,387 0,386 0,263 0,205 0,684 0,097

Cizelge 4.5. Anemone sp.'’nin HUVEC hiicre dizisi lizerinde MTT yontemi ile Olgiilen
canlilik oraninin istatistiksel degerleri

K 1 pl/ml 5 pl/ml 50 ul/ml 100 pl/ml 250 pl/ml 500 pl/ml p*
(n:3) (n:3) (n:3) (n:3) (n:3) (n:3)
24.saat | 0,97 +0,02 | 0,91 + 0,92+0,01 | 0,92+0,01 0,92+0,02 | 0,01 0,01 0,030
0,01
48.saat | 0,89 +0,01 | 0,75+ 0,50+0,01 | 0,50+0,01 0,28 £0,01 0,18 +0,01 0,012
0,02
p** < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001

K: Konsantrasyonlar
* Friedman test
** Mann-Whitney U test

Cizelge 4.4°de verilen absorbans degerlerinden elde edilen istatistiksel degerlerin verildigi
Cizelge 4.5 incelendiginde; 24. saatte canlilik oraninda ilk konsantrasyondan sonra azalma
saptanirken, 500 pl/ml konsantrasyonuna kadar artan konsantrasyonlarda canlilik oraninda
azalma saptanmamigtir. 48. saatte ise, konsantrasyon arttikca canlilik oraninda azalma
saptanmis ancak 50, 100 pl/ml konsantrasyonlarinda canlilik oraninda azalma
saptanmamustir. 24. ve 48. saatler karsilastirildiginda ise, 500 pl/ml konsantrasyonu harig

diger tiim konsantrasyonlarda 48. saatte canlilik oraninin daha diisiik oldugu saptanmustir.
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Cizelge 4.6. Anthemis nobilis'in HUVEC hiicre dizisi iizerinde LDH yontemi ile 6lgiilen
sitotoksik etkinliginin absorbans degerleri

Bitki Anthemis nobilis
Hiicre- HUVEC-LDH Pozitif | Negatif
Yontem Kontrol | Kontrol
Konsantrasyon 1 ul/ml | 5pl/ml | 50 pl/ml | 100 pl/ml| 250 pl/ml| 500 pl/ml
24. saat 0,671 0,543 0,576 1,430 1,721 2,738 2,998 0,356
48. saat 2,708 2,911 2,975 2,984 2,925 3,001 3,186 1,12

Cizelge 4.7. Anthemis nobilis'in HUVEC hiicre dizisi tizerinde LDH yontemi ile 6l¢iilen
sitotoksik etkinliginin istatistiksel degerleri

K 1 pl/ml 5 ul/ml 50 pl/ml 100 pl/ml 250 pl/ml 500 pl/ml p*
(n:3) (n:3) (n:3) (n:3) (n:3) (n:3)
24.saat | 0,11+0,01 | 0,07+£0,01 | 0,08+0,01 | 0,40+£0,01 |0,51+0,01 |0,90+0,01 | 0,010
48.saat | 0,76 £ 0,01 | 0,86+0,01 | 0,90+0,01 | 0,90+0,01 |0,87+0,01 |091+£0,01 | 0,015
p** <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 > 0,05

K: Konsantrasyonlar
* Friedman test
** Mann-Whitney U test

Cizelge 4.6°da verilen absorbans degerlerinden elde edilen istatistiksel degerlerin verildigi

Cizelge 4.7 incelendiginde; 24. ve 48. saatlerde konsantrasyon arttikca tokssitenin arttigi

saptanmistir. 24. ve 48. saatler karsilastirildiginda ise 500 pl/ml konsantrasyonunda anlamli

bir fark saptanmamustir. Anthemis nobilis'in HUVEC hiicre dizisi tizerindeki toksik

etkisinin 48. saatte daha yiiksek oldugu saptanmistir.

Cizelge 4.8. Anthemis nobilis’in HUVEC hiicre dizisi lizerinde MTT yontemi ile 6lgiilen
canlilik oraninin absorbans degerleri

Bitki Anthemis nobilis
Hiicre- HUVEC-MTT
Yontem Kontrol | Blank
Konsantrasyon 1 ul/ml | 5ul/ml | 50 pl/ml | 100 pl/ml | 250 ul/ml | 500 pl/ml
24, saat 0,632 0,625 0,591 0,562 0,475 0,208 0,652 0,102
48. saat 0,226 0,205 0,201 0,202 0,203 0,202 0,684 0,097

Cizelge 4.9. Anthemis nobilis’in HUVEC hiicre dizisi tizerinde MTT yo6ntemi ile 6lgiilen
canlilik oraninin istatistiksel degerleri

K 1 pl/ml 5 pl/ml 50 ul/ml 100 pl/ml 250 pl/ml 500 pl/ml p*
(n:3) (n:3) (n:3) (n:3) (n:3) (n:3)
24.saat | 0,96 +0,07 | 0,95+0,14 | 0,89+0,03 | 0,83+0,04 | 0,68+0,05 | 0,20+0,15 | 0,041
48. saat | 0,22+0,02 | 0,18+0,01 | 0,17+0,01 | 0,18+0,01 | 0,18+0,01 | 0,17+0,03 | 0,340
p** <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 > 0,05

K: Konsantrasyonlar
* Friedman test
** Mann-Whitney U test
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Cizelge 4.8°de verilen absorbans degerlerinden elde edilen istatistiksel degerlerin verildigi
Cizelge 4.9 incelendiginde; 24. saatte konsantrasyon arttik¢a canlilik oraninda azalma
saptanmistir. 48. saatte konsantrasyonlar arasinda anlamli bir fark saptanmamistir. 24. ve
48. saatler karsilastirildiginda ise 500 pl/ml konsantrasyonunda anlamli bir fark
saptanmamigtir. Diger tiim konsantrasyonlarda Anthemis nobilis'in HUVEC hiicre dizisi
izerindeki toksik etkisinin 48. saatte daha yiiksek olmasina bagl olarak 48. saatte canlilik

orani daha diisiik olarak saptanmistir.

Cizelge 4.10. Citrus limonum’un HUVEC hiicre dizisi tizerinde LDH yontemi ile 6lgiilen
sitotoksik etkinliginin absorbans degerleri

Bitki Citrus limonum
Hiicre- HUVEC-LDH
Yontem Pozitif | Negatif
Konsantrasyon ul/lml u1/5m1 50 ulml | 100 ul/ml | 250 p/ml | 500 wymi | KOOl | Kontrol
24 saat | 0,621 | 0020 | 0077 | 0,990 1,062 2677 | 2,098 | 0,356
48 saat | 2,671 | 2,790 | 2,827 | 2,886 2,982 2998 | 3186 | 112

Cizelge 4.11. Citrus limonum'un HUVEC hiicre dizisi iizerinde LDH yo6ntemi ile 6l¢iilen
sitotoksik etkinliginin istatistiksel degerleri

K 1 pl/ml 5 pl/ml 50 ul/ml 100 pl/ml 250 pl/ml 500 pl/ml p*
(n:3) (n:3) (n:3) (n:3) (n:3) (n:3)

24.saat | 0,10+0,01 | 0,21 +£0,01 | 0,23 +0,02 | 0,24 +0,02 0,27 £0,02 0,87 +£0,01 0,010

48, saat | 0,75+0,01 | 0,80+0,01 | 0,81 0,01 | 0,84 +0,01 0,90+ 0,01 0,93 +0,03 0,012

p** <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

K: Konsantrasyonlar
* Friedman test
** Mann-Whitney U test

Cizelge 4.10’da verilen absorbans degerlerinden elde edilen istatistiksel degerlerin
verildigi Cizelge 4.1lincelendiginde; 24. ve 48. saatlerde konsantrasyon arttik¢a
toksisitenin arttigi gozlenmistir.  24. ve 48. saatler karsilastirildiginda ise Citrus

limonum'un HUVEC hiicre dizisi tizerindeki toksik etkisinin 48. saatte daha yiliksek oldugu

saptanmigtir.

Cizelge 4.12. Citrus limonum’un HUVEC hiicre dizisi tizerinde MTT yontemi ile 6l¢iilen
canlilik oraninin absorbans degerleri

Bitki Citrus limonum
Hiicre- HUVEC-MTT
Yontem Kontrol | Blank
Konsantrasyon | 1 pl/ml | 5 pul/ml | 50 pl/ml | 100 pl/ml | 250 ul/ml | 500 pl/ml
24, saat 0,791 0,735 0,741 0,736 0,725 0,249 0,652 0,102
48. saat 0,262 0,238 0,227 0,197 0,193 0,189 0,684 0,097
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Cizelge 4.13. Citrus limonum'un HUVEC hiicre dizisi tizerinde MTT yontemi ile 6l¢iilen
canlilik oraninin istatistiksel degerleri

K 1 pl/ml 5 ul/ml 50 pl/ml 100 pl/ml 250 pl/ml 500 pl/ml p*
(n:3) (n:3) (n:3) (n:3) (n:3) (n:3)

24.saat | 1.25+0,01 | 1.15+£0,02 | 1.16+0,03 | 1.15+£0,02 | 1.13+0,03 | 0,26+0,01 0,041

48.saat | 0,28+0,01 | 0,24+0,01 | 0,22+0,03 | 0,17+0,01 | 0,16+0,01 | 0,15+0,01 0,014

p** < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001

K: Konsantrasyonlar

* Friedman test

** Mann-Whitney U test

Cizelge 4.12°de verilen absorbans degerlerinden elde edilen istatistiksel degerlerin
verildigi Cizelge 4.13 incelendiginde; 24. ve 48. saatlerde konsantrasyon arttikca canlilik
oraninda azalma saptanmistir. 24. ve 48. saatler karsilastirildiginda ise Citrus limonum'un
HUVEC hiicre dizisi lizerindeki toksik etkisinin 48. saatte daha yliksek olmasina baglh

olarak 48. saatte canliligin daha yiiksek oranlarda azaldig1 saptanmustir.

Cizelge 4.14. Citrus sinensis’in HUVEC hiicre dizisi lizerinde LDH yontemi ile 6lgiilen
sitotoksik etkinliginin absorbans degerleri

Bitki Citrus sinensis
Hcre- HUVEC-LDH Pozitif | Negatif
Yontem Kontrol | Kontrol
Konsantrasyon | 1 pl/ml | 5 pl/ml | 50 pl/ml | 100 pl/ml | 250 pl/ml | 500 pl/ml
24, saat 0,681 0,657 0,663 0,683 1,124 2,891 2,998 0,356
48. saat 1,960 2,042 2,719 2,735 2,802 2,841 3,186 1,12

Cizelge 4.15. Citrus sinensis'in HUVEC hiicre dizisi iizerinde LDH yo6ntemi ile 6l¢iilen
sitotoksik etkinliginin istatistiksel degerleri

K 1 pl/ml 5 pl/ml 50 pl/ml 100 pl/ml 250 pl/ml 500 pl/ml p*
(n:3) (n:3) (n:3) (n:3) (n:3) (n:3)

24.saat | 0,12+0,01 | 0,114+0,01 | 0,11+0,01 | 0,12+0,01 | 0,29+0,01 | 0,96+ 0,01 0,030

48.saat | 0,40+0,01 | 0,44+0,01 | 0,77+0,01 | 0,78+0,01 | 0,81+0,01 |0,83+0,03 | 0,012

p** < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001

K: Konsantrasyonlar
* Friedman test
** Mann-Whitney U test

Cizelge 4.14°de verilen absorbans degerlerinden elde edilen istatistiksel degerlerin
verildigi Cizelge 4.15 incelendiginde; 24. saatte 1, 100 pl/ml ve 5, 50 upl/ml
konsantrasyonlarinda toksik etkinin degismedigi gozlenirken, 250 ve 500 upl/ml
konsantrasyonlarinda toksisitenin arttig1 saptanmistir. 24. ve 48. saatler karsilastirildiginda
500 pl/ml hari¢ diger tiim konsantrasyonlarda 48. saatte toksisitenin daha yiiksek oldugu

saptanmigtir.
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Cizelge 4.16. Citrus sinensis’in HUVEC hiicre dizisi tizerinde MTT yontemi ile 6l¢iilen

canlilik oraninin absorbans degerleri

Bitki Citrus sinensis
Hiicre- HUVEC-MTT
Yontem Kontrol | Blank
Konsantrasyon | 1 pl/ml | 5 pl/ml | 50 ul/ml | 100 pl/ml | 250 ul/ml | 500 pl/ml
24. saat 0,695 0,683 0,651 0,651 0,648 0,257 0,652 0,102
48. saat 0,401 0,352 0,336 0,326 0,310 0,236 0,684 0,097

Cizelge 4.17. Citrus sinensis'in HUVEC hiicre dizisi lizerinde MTT yontemi ile 6lgiilen

canlilik oraninin istatistiksel degerleri

K 1 pl/ml 5 pul/ml 50 pl/ml 100 pl/ml 250 pl/ml 500 pl/ml p*
(n:3) (n:3) (n:3) (n:3) (n:3) (n:3)
24.saat | 1.07+0,06 | 1.05+0,02 | 1.00£0,01 | 1.00+0,11 1.00 £ 0,02 0,28 £0,01 0,033
48, saat | 0,51 +0,02 | 0,43+0,01 | 0,40+0,01 | 0,39=+0,01 0,36 +0,02 0,23 +0,02 0,012
p** < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001

K: Konsantrasyonlar
* Friedman test
** Mann-Whitney U test

Cizelge 4.16’da verilen absorbans degerlerinden elde edilen istatistiksel degerlerin

verildigi Cizelge 4.17 incelendiginde; 24. saatte 50, 100, 250 pl/ml konsantrasyonlarinda

canlilik oraninin degismedigi gozlenirken, diger konsantrasyonlarda canlilik oraninda

azalma saptanmistir. 48. saat konsantrasyon arttik¢a canlilik oraninda azalma gozlenmistir.

24. ve 48. saatler karsilagtirildiginda ise tiim konsantrasyonlarda 48. saatte canlilik orani

daha diisiik olarak saptanmistir.

Cizelge 4.18. Cocos nucifera’nin HUVEC hiicre dizisi tizerinde LDH yontemi ile 6l¢iilen
sitotoksik etkinliginin absorbans degerleri

Bitki Cocos nucifera
Hucre- HUVEC-LDH Pozitif | Negatif
Yontem Kontrol | Kontrol
Konsantrasyon | 1 pl/ml | 5 ul/ml | 50 pl/ml | 100 pl/ml | 250 pl/ml | 500 pl/ml
24, saat 0,656 0,654 0,614 0,897 1,646 2,550 2,998 0,356
48. saat 1,764 1,877 2,110 2,356 2,508 2,616 3,186 1,12

Cizelge 4.19. Cocos nuciferanin HUVEC hiicre dizisi {izerinde LDH y6ntemi ile 6l¢iilen
sitotoksik etkinliginin istatistiksel degerleri

K 1 pl/ml 5 ul/ml 50 pl/ml 100 pl/ml 250 pl/ml 500 pl/ml p*
(n:3) (n:3) (n:3) (n:3) (n:3) (n:3)
24.saat | 0,11£0,01 | 0,11 0,01 | 0,10£0,01 | 0,20£0,01 | 0,48+0,01 | 0,83+0,01 0,012
48.saat | 0,31 +0,01 | 0,36+0,01 | 0,47+0,01 | 0,59+0,02 | 0,67+0,01 |0,72+0,01 | 0,010
p** < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001

K: Konsantrasyonlar
* Friedman test
** Mann-Whitney U test
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Cizelge 4.18’de verilen absorbans degerlerinden elde edilen istatistiksel degerlerin
verildigi Cizelge 4.19 incelendiginde; 24. saatte 1, 5 pl/ml konsantrasyonlarinda toksik
etkinin degismedigi gozlenirken, artan konsantrasyonlarda toksisitenin arttig1 saptanmistir.
48. saatte, konsantrasyon arttik¢a toksisitenin arttigi saptanmistir. 24. ve 48. saatler
karsilastirildiginda ise 500 pl/ml konsantrasyonu hari¢ diger tiim konsantrasyonlarda 48.
saatte Cocos nucifera'nin HUVEC hiicre dizisi tizerindeki toksik etkisi daha yiiksek olarak

saptanmigtir.

Cizelge 4.20. Cocos nucifera’nin HUVEC hiicre dizisi tizerinde MTT yontemi ile 6lgiilen
canlilik oraninin absorbans degerleri

Bitki Cocos nucifera
Hiicre- HUVEC-MTT
Yontem Kontrol | Blank
Konsantrasyon | 1 pul/ml | 5 ul/ml | 50 pl/ml | 100 ul/ml | 250 pl/ml | 500 pl/ml
24, saat 0,645 0,641 0,607 0,553 0,556 0,525 0,652 0,102
48. saat 0,538 0,521 0,396 0,350 0,205 0,176 0,684 0,097

Cizelge 4.21. Cocos nucifera'nin HUVEC hiicre dizisi tizerinde MTT yontemi ile dlgiilen
canlilik oraninin istatistiksel degerleri

K 1 pl/ml 5 ul/ml 50 pl/ml 100 pl/ml 250 pl/ml 500 pul/ml p*
(n:3) (n:3) (n:3) (n:3) (n:3) (n:3)
24.saat | 0,99+0,02 | 0,98+0,02 | 0,91+0,01 | 0,82+0,01 | 0,82+0,01 0,77+0,01 | 0,014
48.saat | 0,75+0,01 | 0,72+0,01 | 0,50+0,01 | 0,43+0,01 | 0,18+0,02 0,13+0,02 | 0,010
p** < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001

K: Konsantrasyonlar

* Friedman test

** Mann-Whitney U test

Cizelge 4.20°de verilen absorbans degerlerinden elde edilen istatistiksel degerlerin
verildigi Cizelge 4.21 incelendiginde; 24. ve 48. saatlerde konsantrasyon arttikca canlilik
oraninda azalma saptanmistir. 24. ve 48. saatler karsilastirildiginda ise Cocos nucifera'nin
HUVEC hiicre dizisi lizerindeki toksik etkisinin 48. saatte daha fazla olmasina bagli olarak

canlilik oran1 48. saatte daha diisiik olarak saptanmistir.

Cizelge 4.22. Eucalyptus globulus’un HUVEC hiicre dizisi tizerinde LDH yontemi ile
Olciilen sitotoksik etkinliginin absorbans degerleri

Bitki Eucalyptus globules
Hucre- HUVEC-LDH Pozitif | Negatif
Yontem Kontrol | Kontrol
Konsantrasyon | 1 pl/ml | 5 ul/ml] 50 pl/ml 100 ul/ml | 250 pl/ml| 500 pl/ml
24. saat 0,623 | 0,642 0,726 0,638 0,681 0,680 2,998 0,356
48. saat 1,639 | 1,672 1,862 2,541 2,031 2,471 3,186 1,12
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Cizelge 4.23. Eucalyptus globulus’un HUVEC hiicre dizisi tizerinde LDH yontemi ile
sitotoksik etkinliginin istatistiksel degerleri

K 1 pl/ml 5 ul/ml 50 pl/ml 100 pl/ml 250 pl/ml 500 pl/ml p*
(n:3) (n:3) (n:3) (n:3) (n:3) (n:3)

24.saat | 0,11+0,01 | 0,11+0,01 | 0,14+0,01 | 0,10£0,01 | 0,12+0,01 0,12+ 0,01 0,024

48.saat | 0,25+0,01 | 0,26+0,01 | 0,35+0,01 | 0,68+0,17 | 0,44+0,01 0,65 + 0,01 0,019

p** < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001

K: Konsantrasyonlar

* Friedman test

** Mann-Whitney U test

Cizelge 4.22°de verilen absorbans degerlerinden elde edilen istatistiksel degerlerin
verildigi Cizelge 4.23 incelendiginde; 24. saatte 1, 5 upl/ml ile 250, 500 pl/ml
konsantrasyonlarinda toksik etkinin degismedigi gozlenirken, 48. saatte 250, 500 pl/ml
konsantrasyonlarinda toksik etkinin azaldigi saptanmistir. 24. ve 48. saatler

karsilastirildiginda ise Eucalyptus globulus’'un HUVEC hiicre dizisi tizerindeki toksik
etkisinin 48. saatte daha yiiksek oldugu saptanmustir.

Cizelge 4.24. Eucalyptus globulus’un HUVEC hiicre dizisi lizerinde MTT yontemi ile
olgiilen canlilik oraninin absorbans degerleri

Bitki Eucalyptus globules
Hiicre- HUVEC-MTT
Yontem Kontrol | Blank
Konsantrasyon | 1 pl/ml | 5 pul/ml | 50 pl/ml | 100 pl/ml | 250 ul/ml | 500 pl/ml
24. saat 0,595 0,583 0,621 0,634 0,644 0,645 0,652 0,102
48. saat 0,670 0,596 0,573 0,411 0,357 0,172 0,684 | 0,097

Cizelge 4.25. Eucalyptus globulus’un HUVEC hiicre dizisi lizerinde MTT yontemi ile
oOlgiilen canlilik oraninin istatistiksel degerleri

K 1 pl/ml 5 pl/ml 50 ul/ml 100 pl/ml 250 pl/ml 500 pl/ml p*
(n:3) (n:3) (n:3) (n:3) (n:3) (n:3)

24.saat | 0,90+0,01 | 0,87+0,02 | 0,94+0,02 | 0,96+0,02 | 0,98 +0,01 0,98 + 0,02 0,021

48.saat | 0,97+0,01 | 0,85+0,01 | 0,81 +0,06 | 0,53+0,01 | 0,44+0,01 0,12+0,01 0,012

p** <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

K: Konsantrasyonlar

* Friedman test

** Mann-Whitney U test

Cizelge 4.24°de verilen absorbans degerlerinden elde edilen istatistiksel degerlerin
verildigi Cizelge 4.25 incelendiginde; 24. saatte konsantrasyon arttik¢a canlilik oraninda
artis saptanirken 48. saatte konsantrasyon arttik¢ca canlilik oraninda azalma saptanmustir.
24. ve 48. saatler karsilastirildiginda ise Eucalyptus globulus’'un HUVEC hiicre dizisi
iizerindeki toksik etkisinin 48. saatte daha yiiksek olmasina bagli olarak 48. saatte canlilik

orani daha diisiik olarak saptanmistir.
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Cizelge 4.26. Juniperus communis’in HUVEC hiicre dizisi lizerinde LDH yo6ntemi ile
olgiilen sitotoksik etkinliginin absorbans degerleri

Bitki Juniperus communis
Hiicre- HUVEC-LDH Pozitif | Negatif
Yontem Kontrol | Kontrol
Konsantrasyon | 1 pl/ml | 5 ul/ml | 50 pl/ml | 100 pl/ml | 250 pl/ml | 500 pl/ml
24. saat 0,478 | 0,506 0,535 0,643 0,703 1,803 2,998 0,356
48. saat 0,328 | 0,525 0,613 0,927 0,985 1,826 3,186 1,12

Cizelge 4.27. Juniperus communis’in HUVEC hiicre dizisi lizerinde LDH yontemi ile

Olciilen sitotoksik etkinliginin istatistiksel degerleri

K 1 pul/ml 5 ul/ml 50 pl/ml 100 pl/ml 250 pl/ml 500 pl/ml p*
(n:3) (n:3) (n:3) (n:3) (n:3) (n:3)
24.saat | 0,15+0,01 | 0,16+0,01 | 0,17+0,01 | 0,21+0,01 | 0,23 +0,01 0,60+ 0,01 0,012
48.saat | 0,10+0,01 | 0,16 £0,01 | 0,19+0,01 | 0,29+0,01 | 0,30+0,01 0,57 +0,01 0,010
p** 0,05 0,5 0,05 0,05 0,05 0,12

K: Konsantrasyonlar

* Friedman test

** Mann-Whitney U test

Cizelge 4.26’da verilen absorbans degerlerinden elde edilen istatistiksel degerlerin
verildigi Cizelge 4.27 incelendiginde; 24. ve 48. saatlerde konsantrasyon arttikca
toksisitenin arttigi saptanmistir. 24. ve 48. saatler kiyaslandiginda ise, 5, 500 pl/ml
bir fark 50, 100, 250 ul/ml

konsantrasyonlarinda 48. saatte Juniperus communis’in HUVEC hiicre dizisi tizerindeki

konsantrasyonlarinda anlamli saptanmamustir.

toksik etkisi daha yiiksek olarak saptanmistir.

Cizelge 4.28. Juniperus communis’in HUVEC hiicre dizisi iizerinde MTT yontemi ile
olgiilen canlilik oraninin absorbans degerleri

Bitki Juniperus communis
Hiicre-Yontem HUVEC-MTT Kontrol | Blank
Konsantrasyon | 1 pl/ml | 5 pl/ml | 50 pl/ml | 100 pl/ml | 250 pl/ml | 500 pl/ml
24. saat 0,771 | 0,704 0,600 0,492 0,237 0,177 0,652 0,102
48. saat 0,542 | 0,454 0,538 0,191 0,116 0,132 0,684 0,097

Cizelge 4.29. Juniperus communis’in HUVEC hiicre dizisi tizerinde MTT yontemi ile
Olciilen canlilik oraninin istatistiksel degerleri

K 1 pl/ml 5 ul/ml 50 pl/ml 100 pl/ml 250 pl/ml 500 pl/ml p*
(n:3) (n:3) (n:3) (n:3) (n:3) (n:3)
24.saat | 1.21+£0,06 | 1.10£0,03 | 0,90+0,24 | 0,70+ 0,15 | 0,25+ 0,04 0,14+0,02 | 0,012
48.saat | 0,75+£0,01 | 0,60+0,01 | 0,75+0,01 | 0,15£0,02 | 0,03+0,01 0,06+0,01 | 0,010
p** <0,001 <0,001 > 0,05 <0,001 <0,001 <0,001

K: Konsantrasyonlar

* Friedman

test

** Mann-Whitney U test
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Cizelge 4.28’de verilen absorbans degerlerinden elde edilen istatistiksel degerlerin
verildigi Cizelge 4.29 incelendiginde; 24. ve 48. saatlerde konsantrasyon arttikca canlilik
oraninin azaldig1 saptanmistir. 24. ve 48. saatler kiyaslandiginda ise, 50 ul/ml
konsantrasyonunda anlamli bir fark saptanmamistir. Diger tiim konsantrasyonlarda 24.

saate kiyasla 48. saatte canlilik oran1 daha diisiik olarak saptanmistir.

Cizelge 4.30. Lavandula angustifolia’nin HUVEC hiicre dizisi tizerinde LDH yontemi ile
oOl¢iilen sitotoksik etkinliginin absorbans degerleri

Bitki Lavandula angustifolia
Hiicre- HUVEC-LDH
Yontem Pozitif | Negatif
Konsantrasyon |\ ml | 5 ul/ml | 50 pl/mi | 100 wl/ml | 250 pl/ml :{221 Kontrol | Kontrol
24 saat 0,568 | 0,568 | 0588 | 0,620 0,627 | 1,754 | 2,998 | 0356
48. saat 1774 | 1,770 | 1969 | 2,046 2404 | 2,907 | 3186 | 1,12

Cizelge 4.31. Lavandula angustifolia’nin HUVEC hiicre dizisi tizerinde LDH ydntemi ile
Olciilen sitotoksik etkinliginin istatistiksel degerleri

K 1 pl/ml 5 pl/ml 50 ul/ml 100 pl/ml 250 pl/ml 500 pl/ml p*
(n:3) (n:3) (n:3) (n:3) (n:3) (n:3)

24. saat | 0,08 £0,01 0,08+0,01 | 0,09+0,01 | 0,10+0,01 | 0,10=+0,01 0,53 +£0,01 0,013

48. saat | 0,31 +0,01 0,31+0,01 | 0,40+0,01 | 0,44+0,01 | 0,62 +0,01 0,86 +0,01 0,012

p** <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

K: Konsantrasyonlar

* Friedman test

** Mann-Whitney U test

Cizelge 4.30’de verilen absorbans degerlerinden elde edilen istatistiksel degerlerin
verildigi Cizelge 4.31 incelendiginde; 24. saatte 1, 5 pl/ml ile 100, 250 pl/ml
konsantrasyonlarinda, 48. saatte 1, 5 pl/ml konsantrasyonlarinda toksik etkinin
degismedigi gozlenirken, diger konsantrasyonlarda toksik etkinin arttig1 saptanmistir. 24.
ve 48. saatler kiyaslandiginda ise, Lavandula angustifolia nin HUVEC hiicre dizisi

iizerindeki toksik etkisinin 48. saatte daha yiiksek oldugu saptanmuistir.

Cizelge 4.32. Lavandula angustifolia’nin HUVEC hiicre dizisi lizerinde MTT yontemi ile
olgiilen canlilik oraninin absorbans degerleri

Bitki Lavandula angustifolia
Hiicre- HUVEC-MTT
Yontem Kontrol | Blank
Konsantrasyon | 1 pl/ml | 5 pul/ml | 50 pl/ml | 100 pl/ml | 250 ul/ml | 500 pl/ml
24. saat 0,607 0,604 0,609 0,613 0,615 0,118 0,652 | 0,102
48. saat 0,634 | 0,515 0,463 0,291 0,228 0,183 0,684 | 0,097
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Cizelge 4.33. Lavandula angustifolia’nin HUVEC hiicre dizisi tizerinde MTT yontemi ile
oOl¢iilen canlilik oraninin istatistiksel degerleri

K 1 pl/ml 5 ul/ml 50 pl/ml 100 pl/ml 250 pl/ml 500 pl/ml p*
(n:3) (n:3) (n:3) (n:3) (n:3) (n:3)
24.saat | 0,92+0,03 |0,91+0,02 | 0,92+0,02 | 0,93+0,02 | 0,93+0,01 0,03+0,03 | 0,168
48.saat | 0,91+ 0,01 0,71+0,02 | 0,62+0,01 | 0,33+0,01 | 0,22+ 0,01 0,15+0,01 | 0,010
p** > 0,05 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

K: Konsantrasyonlar

* Friedman test

** Mann-Whitney U test

Cizelge 4.32°de verilen absorbans degerlerinden elde edilen istatistiksel degerlerin
verildigi Cizelge 4.33 incelendiginde; 24. saatte konsantrasyonlara bagl olarak canlilik
oraninda anlamli bir fark saptanmamustir. 48. saatte konsantrasyon arttikga canlilik
oraninda anlamli bir azalma saptanmistir. 24. ve 48. saatler kiyaslandiginda ise 1 pl/ml
konsantrasyonunda anlamli bir fark saptanmamustir. Diger tiim konsantrasyonlarda
Lavandula angustifolia nin HUVEC hiicre dizisi tizerindeki toksik etkisinin 48. saatte daha

yiiksek olmasina bagli olarak 48. saatte canlilik oran1 daha diisiik olarak saptanmistir.

Cizelge 4.34. Linum usitatissimum’un HUVEC hiicre dizisi lizerinde LDH yo6ntemi ile
Olciilen sitotoksik etkinliginin absorbans degerleri

Bitki Linum usitatissimum
Hicre- HUVEC-LDH Pozitif | Negatif
Yontem Kontrol | Kontrol
Konsantrasyon | 1 pl/ml | 5 pl/ml | 50 pl/ml | 100 pl/ml | 250 pl/ml | 500 pl/ml
24. saat 0,469 0,477 0,478 0,504 0,519 0,682 2,998 0,356
48. saat 1,619 1,786 1,859 1,986 1,985 2,004 3,186 1,12

Cizelge 4.35. Linum usitatissimum’un HUVEC hiicre dizisi tizerinde LDH yontemi ile
Olciilen sitotoksik etkinliginin istatistiksel degerleri

K 1 pl/ml 5 ul/ml 50 pl/ml 100 pl/ml 250 pl/ml 500 pl/ml p*
(n:3) (n:3) (n:3) (n:3) (n:3) (n:3)
24.saat | 0,04+0,01 0,04 +0,01 | 0,05+0,01 | 0,06+0,01 | 0,06+0,01 0,12+0,01 | 0,019
48.saat | 0,32+ 0,01 0,32+0,02 | 0,35+0,01 | 0,41 £0,01 | 0,41 +0,01 0,42+0,01 | 0,015
p** < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001

K: Konsantrasyonlar

* Friedman test

** Mann-Whitney U test

Cizelge 4.34°’de verilen absorbans degerlerinden elde edilen istatistiksel degerlerin
verildigi Cizelge 4.35 incelendiginde; 24. ve 48. saatlerde 1, 5 pl/ml ile 100, 250 pl/ml
konmsantrasyonlarinda toksik etkinin degismedigi gozlenirken, konsantrasyon arttik¢a

toksik etkinin arttig1 saptanmistir. 24. ve 48. saatler kiyaslandiginda ise, 48. saatte Linum
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usitatissimum’'un HUVEC hiicre dizisi tizerindeki toksik etkisinin daha yiiksek oldugu

saptanmistir.

Cizelge 4.36. Linum usitatissimum’un HUVEC hiicre dizisi tizerinde MTT yontemi ile
Olciilen canlilik oraninin absorbans degerleri

Bitki Linum usitatissimum
Hiicre- HUVEC-MTT
Yontem Kontrol | Blank
Konsantrasyon | 1 pl/ml | 5 pl/ml | 50 pl/ml | 100 ul/ml | 250 pl/ml | 500 pl/ml
24, saat 0,536 0,509 0,529 0,536 0,559 0,665 0,652 0,102
48. saat 0,515 0,516 0,451 0,334 0,335 0,153 0,684 0,097

Cizelge 4.37. Linum usitatissimum’un HUVEC hiicre dizisi tizerinde MTT yontemi ile
Ol¢iilen canlilik oraninin istatistiksel degerleri

K 1 pl/ml 5 pl/ml 50 ul/ml 100 pl/ml 250 pl/ml 500 pl/ml p*
(n:3) (n:3) (n:3) (n:3) (n:3) (n:3)

24.saat | 0,79+0,08 | 0,74+0,03 | 0,77+0,03 | 0,79+0,01 | 0,83 +0,03 1.02 £ 0,04 0,052

48.saat | 0,71 +0,01 | 0,71 £0,01 | 0,60+0,03 | 0,40+0,03 | 0,40+0,01 0,09 £ 0,01 0,014

p** > 0,05 > 0,05 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

K: Konsantrasyonlar

* Friedman test

** Mann-Whitney U test

Cizelge 4.36’da verilen absorbans degerlerinden elde edilen istatistiksel degerlerin
verildigi Cizelge 4.37 incelendiginde; 24. saatte konsantrasyonlara bagl olarak canlilik
oraninda anlamli bir fark saptanmamustir. 48. saatte konsantrasyon arttikga canlilik
oraninda azalma saptanmistir. 24. ve 48. saatler kiyaslandiginda ise, 1, 5 pl/ml
konsantrasyonlarinda anlaml bir fark saptanmamustir. Diger tiim konsantrasyonlarda, 48.
saatte Linum usitatissimum’un HUVEC hiicre dizisi iizerindeki toksik etkisinin daha

yiiksek olmasina bagli olarak canlilik orani 48. saatte daha diisiik olarak saptanmustir.

Cizelge 4.38. Ricinus communis’in HUVEC hiicre dizisi iizerinde LDH y6ntemi ile 6l¢iilen
sitotoksik etkinliginin absorbans degerleri

Bitki Ricinus communis
Hcre- HUVEC-LDH Pozitif | Negatif
Yontem Kontrol | Kontrol
Konsantrasyon | 1 ul/ml | 5 pl/ml | 50 pl/ml | 100 pl/ml | 250 pl/ml | 500 pl/ml
24, saat 0,473 0,474 0,554 0,628 0,864 1,142 2,998 0,356
48. saat 1,245 1,239 1,252 1,260 1,293 1,569 3,186 1,12
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Cizelge 4.39. Ricinus communis’in HUVEC hiicre dizisi iizerinde LDH y6ntemi ile 6l¢iilen
sitotoksik etkinliginin istatistiksel degerleri

K 1 pl/ml 5 ul/ml 50 pl/ml 100 pl/ml 250 pl/ml 500 pl/ml p*
(n:3) (n:3) (n:3) (n:3) (n:3) (n:3)

24.saat | 0,04+0,01 | 0,04+0,01 | 0,07£0,01 | 0,10£0,01 | 0,20+0,01 0,30+0,02 | 0,012

48.saat | 0,05+0,01 | 0,05+0,01 | 0,06+0,01 | 0,06+0,01 | 0,08+0,01 0,21 +0,01 0,023

p** < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001

K: Konsantrasyonlar

* Friedman test

** Mann-Whitney U test

Cizelge 4.38’de verilen absorbans degerlerinden elde edilen istatistiksel degerlerin
verildigi Cizelge 4.39 incelendiginde; 24. saatte 1, 5 pul/ml konsantrasyonlarinda, 48. saatte
1, 5 pl/ml ile 50, 100 pl/ml konsantrasyonlarinda toksik etkinin degismedigi saptanmustir.
Diger konsantrasyonlarda toksisitenin arttigi saptanmistir. 24. ve 48. saatler
kiyaslandiginda ise, 1, 5 pul/ml konsantrasyonlar1 hari¢ diger tim konsantrasyonlarda 24.

saatte toksik etki daha yiiksek olarak saptanmustir.

Cizelge 4.40. Ricinus communis’in HUVEC hiicre dizisi tizerinde MTT yo6ntemi ile 6lgiilen
canlilik oraninin absorbans degerleri

Bitki Ricinus communis
Hiicre-Yontem HUVEC-MTT Kontrol | Blank
Konsantrasyon | 1 pl/ml | 5 ul/ml | 50 ul/ml | 100 wl/ml | 250 pul/ml | 500 ul/ml
24, saat 0,669 0,652 0,669 0,686 0,700 0,702 0,652 0,102
48. saat 0,691 0,620 0,606 0,508 0,356 0,294 0,684 0,097

Cizelge 4.41. Ricinus communis’in HUVEC hiicre dizisi tizerinde MTT y6ntemi ile 6l¢iilen
canlilik oraninin istatistiksel degerleri

K 1 pl/ml 5 pl/ml 50 ul/ml 100 pl/ml 250 pl/ml 500 pl/ml p*
(n:3) (n:3) (n:3) (n:3) (n:3) (n:3)

24.saat | 1.03+0,03 | 1.00+0,05 | 1.03+0,03 | 1.06+0,02 | 1.09+0,01 1.09+ 0,02 0,035

48.saat | 1.01+0,01 | 0,90+0,01 | 0,87+0,01 | 0,70+0,01 | 0,44 +0,02 0,34+ 0,01 0,010

p** > 0,05 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

K: Konsantrasyonlar
* Friedman test
** Mann-Whitney U test

Cizelge 4.40°da verilen absorbans degerlerinden elde edilen istatistiksel degerlerin
verildigi Cizelge 4.41 incelendiginde; 24. saatte konsantrasyon arttik¢a canlilik oraninda
artis saptanirken 48. saatte konsantrasyon arttik¢a canlilik oraninda azalma saptanmustir.
24. ve 48. saatler kiyaslandiginda ise, 1 pl/ml konsantrasyonunda anlamli bir fark
saptanmamustir. Diger tiim konsantrasyonlarda canlilik orani 48. saatte daha diisiik olarak

saptanmuistir.
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Cizelge 4.42. Rosmarinus officinalis’in HUVEC hiicre dizisi tizerinde LDH yontemi ile
olgtilen sitotoksik etkinliginin absorbans degerleri

Bitki Rosmarinus officinalis
Hiicre- HUVEC-LDH Pozitif Negatif
Yontem Kontro Kontrol
Konsantrasyon | 1 ul/ml | 5 pl/ml | 50 pl/ml | 100 ul/ml | 250 pl/ml | 500 pl/ml |
24, saat 0,544 0,650 0,676 0,710 1,466 1,912 2,998 0,356
48. saat 0,459 0,806 1,205 1,604 2,059 2,344 3,186 1,12

Cizelge 4.43. Rosmarinus officinalis’in HUVEC hiicre dizisi tizerinde LDH yontemi ile
ol¢iilen sitotoksik etkinliginin istatistiksel degerleri

K 1 ul/ml 5 pl/ml 50 pl/ml 100 pl/ml 250 ul/ml 500 ul/ml p*
(n:3) (n:3) (n:3) (n:3) (n:3) (n:3)

24.saat | 0,18+0,01 | 0,21 +0,01 | 0,22+0,01 | 0,23+0,20 | 0,48 +0,01 0,63 +0,01 0,026

48.saat | 0,14+0,01 | 0,25+0,01 | 0,37+0,01 | 0,50+0,01 | 0,64 +0,02 0,73 +£0,02 0,010

p** 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05

K: Konsantrasyonlar

* Friedman test

** Mann-Whitney U test

Cizelge 4.42°de verilen absorbans degerlerinden elde edilen istatistiksel degerlerin
verildigi Cizelge 4.43 incelendiginde; 24. ve 48. saatlerde konsantrasyon arttik¢a
toksisitenin arttig1 saptanmistir. 24. ve 48. saatler kiyaslandiginda ise, 1 pl/ml
konsantrasyonu hari¢ diger tiim konsantrasyonlarda Rosmarinus officinalis’in HUVEC

hiicre dizisi iizerindeki toksik etkisinin 48. saatte daha yiliksek oldugu saptanmustir.

Cizelge 4.44. Rosmarinus officinalis’in HUVEC hiicre dizisi lizerinde MTT yontemi ile
oOl¢iilen canlilik oraninin absorbans degerleri

Bitki Rosmarinus officinalis
Hiicre- HUVEC-MTT
Yontem Kontrol | Blank
Konsantrasyon | 1 pl/ml | 5 pl/ml | 50 pl/ml | 100 pl/ml | 250 ul/ml | 500 pl/ml
24. saat 0,835 0,750 0,733 0,738 0,736 0,168 0,652 0,102
48. saat 0,601 0,527 0,406 0,397 0,123 0,139 0,684 0,097

Cizelge 4.45. Rosmarinus officinalis’in HUVEC hiicre dizisi lizerinde MTT yontemi ile
oOl¢iilen canlilik oraninin istatistiksel degerleri

K 1 pl/ml 5 ul/ml 50 pl/ml 100 pl/ml 250 pl/ml 500 pl/ml p*
(n:3) (n:3) (n:3) (n:3) (n:3) (n:3)

24.saat | 1.33+0,08 | 1.18 £ 0,06 | 1.15+0,06 | 1.15+0,07 | 1.15+0,02 | 0,12+0,01 | 0,079

48. saat | 0,86+ 0,02 | 0,73+0,01 | 0,53+0,01 | 0,51 0,01 | 0,04+0,02 | 0,07+0,01 | 0,010

p** <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

K: Konsantrasyonlar
* Friedman test
** Mann-Whitney U test

Cizelge 4.44°de verilen absorbans degerlerinden elde edilen istatistiksel degerlerin

verildigi Cizelge 4.45 incelendiginde; 24. saatte konsantrasyonlara bagli olarak canlilik
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oraninda anlamli bir fark saptanmamistir. 48. saatte konsantrasyon arttikca canlilik
oraninda azalma saptanmigtir. 24. ve 48. saatler kiyaslandiginda ise, Rosmarinus
officinalis’in HUVEC hiicre dizisi tizerindeki toksik etkisinin 48. saatte daha yiiksek

olmasina bagli olarak canlilik orani 48. saatte daha diisiik olarak saptanmaistir.

Cizelge 4.46. Vitis vinifera’nin HUVEC hiicre dizisi tlizerinde LDH yontemi ile 6lgiilen
sitotoksik etkinliginin absorbans degerleri

Bitki Vitis vinifera
Hcre- HUVEC-LDH Pozitif | Negatif
Yontem Kontrol | Kontrol
Konsantrasyon | 1 pl/ml | 5 ul/ml | 50 pl/ml | 100 pl/ml | 250 pl/ml | 500 pl/ml
24. saat 0,435 | 0,435 0,449 0,457 0,546 0,726 2,998 0,356
48. saat 1,740 | 1,908 1,933 1,936 1,936 2,003 3,186 1,12

Cizelge 4.47. Vitis vinifera’nin HUVEC hiicre dizisi lizerinde LDH yontemi ile 6lgiilen
sitotoksik etkinliginin istatistiksel degerleri

K 1 pl/ml 5 pl/ml 50 ul/ml 100 pl/ml 250 pl/ml 500 pl/ml p*
(n:3) (n:3) (n:3) (n:3) (n:3) (n:3)

24.saat | 0,30+0,01 | 0,03+0,01 | 0,03+0,01 | 0,04+0,01 | 0,07+0,01 0,14 +0,01 0,026

48.saat | 0,30+ 0,01 | 0,38+0,01 | 0,39+0,01 | 0,39+0,01 | 0,39+0,02 0,42 +0,01 0,038

p** <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

K: Konsantrasyonlar

* Friedman test

** Mann-Whitney U test

Cizelge 4.46’de verilen absorbans degerlerinden elde edilen istatistiksel degerlerin
verildigi Cizelge 4.47 incelendiginde; 24. saatte 1 pl/ml konsantrasyonu harig, 48. saatte
ise tlim konsantrasyonlarda, konsantrasyon arttikca toksik etkinin arttig1 saptanmistir. 24.
ve 48. saatler kiyaslandiginda ise, 1 upl/ml konsantrasyonu hari¢ diger tiim
konsantrasyopnlarda Vitis vinifera’nin HUVEC hiicre dizisi tizerindeki toksik etkisinin 48.

saatte daha yliksek oldugu saptanmustir.

Cizelge 4.48. Vitis vinifera’nin HUVEC hiicre dizisi tizerinde MTT yontemi ile 6lgiilen
canlilik oraninin absorbans degerleri

Bitki Vitis vinifera
Hiicre- HUVEC-MTT
Yontem Kontrol | Blank
Konsantrasyon | 1 pl/ml | 5 pul/ml | 50 pl/ml | 100 pl/ml | 250 ul/ml | 500 pl/ml
24. saat 0,576 0,608 0,579 0,583 0,589 0,636 0,652 0,102
48. saat 0,615 0,539 0,463 0,369 0,274 0,281 0,684 0,097
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Cizelge 4.49. Vitis vinifera’nin HUVEC hiicre dizisi iizerindeki MTT yontemi ile 6l¢iilen
canlilik oraminin istatistiksel degerleri

K 1 pl/ml 5 ul/ml 50 pl/ml 100 pl/ml 250 pl/ml 500 pl/ml p*
(n:3) (n:3) (n:3) (n:3) (n:3) (n:3)

24.saat | 0,86+0,04 | 0,92+0,02 | 0,86+0,01 | 0,87+0,02 | 0,88 +0,01 0,97 £ 0,01 0,033

48. saat | 0,88+0,03 | 0,75+0,01 | 0,62+0,05 | 0,46+0,01 | 0,30+0,01 0,31+0,02 | 0,012

p** >0,05 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001

K: Konsantrasyonlar

* Friedman test

** Mann-Whitney U test

Cizelge 4.48’de verilen absorbans degerlerinden elde edilen istatistiksel degerlerin
verildigi Cizelge 4.49 incelendiginde; 24. saatte konsantrasyon arttik¢a canlilik oraninda
artis saptanirken, 48. saatte konsantrasyon arttik¢a canlilik oraninda azalma saptanmistir.
24. ve 48. saatler kiyaslandiginda ise, 1 pl/ml konsantrasyonunda anlamli bir fark
saptanmamigtir. Diger tiim konsantrasyonlarda, Vitis vinifera’nin HUVEC hiicre dizisi
izerindeki toksik etkisinin 48. saatte daha yiiksek olmasina bagli olarak canlilik orani 48.

saatte daha disiik olarak saptanmistir.

Cizelge 4.50. Thymus vulgaris’in HUVEC hiicre dizisi {izerinde LDH yontemi ile 6l¢iilen
sitotoksik etkinliginin absorbans degerleri

Bitki Thymus vulgaris
Hicre- HUVEC-LDH Pozitif | Negatif
Yontem Kontrol | Kontrol
Konsantrasyon | 1 pl/ml | 5 pl/ml | 50 pl/ml | 100 pl/ml | 250 pl/ml | 500 pl/ml
24, saat 1,799 1,730 1,962 1,951 1,966 2,244 2,998 0,356
48. saat 0,142 1,380 1,175 2,110 2,221 2,628 3,186 1,12

Cizelge 4.51. Thymus vulgaris’in HUVEC hiicre dizisi iizerinde LDH yo6ntemi ile dlgiilen
sitotoksik etkinliginin istatistiksel degerleri

K 1 pl/ml 5 pl/ml 50 ul/ml 100 pl/ml 250 pl/ml 500 pl/ml p*
(n:3) (n:3) (n:3) (n:3) (n:3) (n:3)

24.saat | 0,60+0,01 | 0,57+0,01 | 0,65+0,01 | 0,65+0,01 | 0,65+0,01 0,74+ 0,01 | 0,017

48. saat | 0,04 +0,01 | 0,43+£0,10 | 0,36+ 0,01 | 0,66+0,01 | 0,46+ 0,40 0,82+ 0,02 0,055

p** 0,05 0,05 0,05 0,27 0,50 0,05

K: Konsantrasyonlar
* Friedman test
** Mann-Whitney U test

Cizelge 4.50°’de verilen absorbans degerlerinden elde edilen istatistiksel degerlerin
verildigi Cizelge 4.51 incelendiginde; 24. saatte 50, 100, 250 pl/ml konsantrasyonlarinda
toksik etkinin degismedigi gozlenirken, 48. saatte konsantrasyonlara bagli olarak toksisite
oraninda anlamli bir fark saptanmamustir. 24. ve 48. saatler kiyaslandiginda ise, 100 ve 250

pl/ml konsantrasyonlarinda anlamli bir fark saptanmamustir. 500 pg/ml konsantrasyonu



105

hari¢ diger konsantrasyonlarda ise Thymus vulgaris’in HUVEC hiicre dizisi lizerindeki

toksik etkisinin 24. saatte daha yiiksek oldugu saptanmustir.

Cizelge 4.52. Thymus vulgaris’in HUVEC hiicre dizisi iizerinde MTT yo6ntemi ile 6lgiilen
canlilik oraninin absorbans degerleri

Bitki Thymus vulgaris
Hiicre- HUVEC-MTT
Yontem Kontrol | Blank
Konsantrasyon | 1 pl/ml | 5 pl/ml | 50 pl/ml | 100 ul/ml | 250 pl/ml | 500 pl/ml
24. saat 0,164 | 0,109 0,071 0,075 0,087 0,103 0,652 | 0,102
48. saat 0,447 0,271 0,116 0,147 0,145 0,134 0,684 | 0,097

Cizelge 4.53. Thymus vulgaris’in HUVEC hiicre dizisi iizerinde MTT yontemi ile 6l¢iilen
canlilik oraninin istatistiksel degerleri

K 1 pl/ml 5 pl/ml 50 pl/ml 100 pl/ml 250 pl/ml 500 pl/ml p*
(n:3) (n:3) (n:3) (n:3) (n:3) (n:3)
24.saat | 0,26+0,13 | 0,13+0,10 | 0,35+0,06 | 0,38+0,03 | 0,41 +0,02 | 0,46 +0,07 < 0,001
48.saat | 0,11 +0,08 | 0,13+0,08 | 0,13+0,08 0,26+0,20 | 0,41+0,20 | 0,46+0,11 | <0,001
p** 0,005 0,005 < 0,001 0,23 0,35 0,89

K: Konsantrasyonlar

* Friedman test

** Mann-Whitney U test

Cizelge 4.52°de verilen absorbans degerlerinden elde edilen istatistiksel degerlerin
verildigi Cizelge 4.53 incelendiginde; 24. ve 48. saatlerde konsantrasyon arttikca canlilik
oraninda artis saptanmistir. 24. ve 48. saatler kiyaslandiginda ise, 100, 250 ve 500 pl/ml
konsantrasyonlarinda anlamli bir fark saptanmamustir. 5 pl/ml konsantrasyonunda canlilik
orani ayni degerlerde saptanmistir. 1, 50 ul/ml konsantrasyonlarinda ise 48. saatte canlilik

oraninin daha diisiik oldugu saptanmustir.

Caligmamizda H. pylori’ye kars1 antibakteriyel etkinlik gosterdigi tespit edilen Eucalyptus
globulus, Juniperus communis, Rosmarinus officinalis, Thymus vulgaris yaglarinin
HUVEC hiicre dizisi tizerindeki MTT ve LDH yontemeri ile o6lgiilen sitotoksik

etkinliklerinin karsilastirilmasinin istatistiksel degerleri ¢izelge 4.54 -4.66’de verilmistir.

Cizelge 4.54. Eucalyptus globulus, Juniperus communis, Rosmarinus officinalis, Thymus
vulgaris yaglarinin HUVEC hiicre dizisi tizerinde MTT yontemi ile 6lgiilen
canlilik oranlarinin istatistiksel karsilastirilmasi

p* 1 pl/ml 5 pl/ml 50 pl/ml 100 pl/ml 250 pl/ml 500 pl/ml
24, saat 0,019 0,019 0,055 0,016 0,016 0,019
48. saat 0,016 0,016 0,019 0,029 0,099 0,041

* Kruskal-Wallis
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Cizelge 4.54 incelendiginde; Eucalyptus globulus, Juniperus communis, Rosmarinus
officinalis, Thymus vulgaris karsilastirildiginda 24. saatte 50 pg/ml konsantrasyonu ile 48.
saatte 250 pl/ml konsantrasyonunda 4 grup arasinda anlamli bir fark saptanmamuistir.

Gruplarin birbirleriyle karsilastirilmasi ¢izelge 4.60-4.65°de verilmistir.

Cizelge 4.55. Rosmarinus officinalis ve Thymus vulgaris’in HUVEC hiicre dizisi lizerinde
MTT yontemi ile 6l¢iilen canlilik oranlarinin istatistiksel karsilastiriimasi

p* 1 pl/ml 5 ul/ml 50 pl/ml 100 pl/ml 250 pl/ml 500 pl/ml
24. saat 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
48. saat 0,05 0,05 0,05 0,05 0,827 0,376

* Mann Whitney U

Cizelge 4.55 incelendiginde; Rosmarinus officinalis ve Thymus vulgaris

karsilastirildiginda, 48. saatte 250 ve 500 pl/ml konsantrasyonu hari¢ diger tiim
konsantrasyonlarda 2 grup arasinda anlamli bir fark saptanmistir. 24. ve 48. saatlerde
Rosmarinus officinalis ve Thymus vulgaris ile muamele edilen HUVEC hiicre dizisi
tizerinde MTT yontemi ile degerlendirilen canlilik orant Rosmarinus officinalis ‘de daha
yiikksek saptanmisti. Bu durum, Thymus vulgaris’in Rosmarinus officinalis'e kiyasla

HUVEC hiicre dizisi iizerinde daha toksik etkili oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.56. Rosmarinus officinalis ve Juniperus communis'in HUVEC hiicre dizisi
iizerinde MTT yontemi ile Olclilen canlilik oranlariin istatistiksel

karsilagtirilmasi
p* 1 pl/ml 5 pul/ml 50 pl/ml 100 pl/ml 250 pl/ml 500 pl/ml
24. saat 0,127 0,127 0,513 0,05 0,05 0,127
48. saat 0,05 0,05 0,05 0,05 0,513 0,05
* Mann Whitney U
Cizelge 4.56 incelendiginde; Rosmarinus officinalis ve Juniperus communis

karsilagtirildiginda, 24. saatte 100 ve 250 ul/ml konsantrasyonlarinda, 48. saatte ise 250
ul/ml hari¢ diger tiim konsantrasyonlarda 2 grup arasinda anlaml bir fark saptanmistir. 24.
ve 48. saatlerde Rosmarinus officinalis ve Juniperus communis ile muamele edilen
HUVEC hiicre dizisi tizerinde MTT yontemi ile degerlendirilen canlilik oran1 Rosmarinus
officinalis'de daha yiiksek saptanmistir. Bu durum, Juniperus communis’in Rosmarinus
officinalis'e kiyasla HUVEC hiicre dizisi {izerinde daha toksik etkili oldugunu

gostermektedir.
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Cizelge 4.57. Rosmarinus officinalis ve Eucalyptus globulus’un HUVEC hiicre dizisi
iizerinde MTT yontemi ile Olclilen canlilik oranlarinin istatistiksel

karsilastirilmasi
p* 1 pl/ml 5 ul/ml 50 pl/ml 100 pl/ml 250 pl/ml 500 pl/ml
24, saat 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
48. saat 0,05 0,05 0,05 0,127 0,05 0,05
* Mann Whitney U
Cizelge 4.57 incelendiginde; Rosmarinus officinalis ve Eucalyptus globulus

karsilagtirildiginda 48. saatte 100 pl/ml konsantrasyonu hari¢ diger tiim konsantrasyonlarda
2 grup arasinda anlamli bir fark saptanmistir. ~ Rosmarinus officinalis ve Eucalyptus
globulus ile muamele edilen HUVEC hiicre dizisi iizerinde MTT yontemi ile
degerlendirilen canlilik oranit 24. saatte 500 pl/ml konsantrasyonu hari¢ diger tiim
konsantrasyonlarda Rosmarinus officinalis’de daha yiiksek, 48. saatte ise tim
konsantrasyonlarda canlilik orani1 Eucalyptus globulus’ta daha yiiksek saptanmistir. Bu
durum, 24. saatte Rosmarinus officinalis sadece 500 ul/ml konsantrasyonunda Eucalyptus
globulus’a kiyasla daha toksik, 48. saatte ise tiim konsantrasyonlarda Rosmarinus
officinalis Eucalyptus globulus’a kiyasla HUVEC hiicre dizisi lizerinde daha toksik etkili
oldugunu ve zamana bagl olarak Eucalyptus globulus'un toksik etkisinin azaldigini

gostermektedir.

Cizelge 4.58. Thymus vulgaris ve Juniperus communis’in HUVEC hiicre dizisi tizerinde
MTT yontemi ile 6l¢iilen canlilik oranlarinin istatistiksel karsilastirilmast

p* 1 pl/ml 5 pul/ml 50 pl/ml 100 pl/ml 250 pl/ml 500 pl/ml
24. saat 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
48. saat 0,05 0,05 0,05 0,513 0,513 0,513

* Mann Whitney U

Cizelge 4.58 incelendiginde; Thymus vulgaris ve Juniperus communis karsilastirildiginda
48. saatte 100, 250 ve 500 pl/ml konsantrasyonlarinda 2 grup arasinda anlamli bir fark
saptanmamustir. 24. saatte 250 ve 500 pl/ml konsantrasyonlarda, 48. saatte ise 1, 5 ve 50
ul/ml konsantrasyonlarinda canlilik oran1 Juniperus communis ile muamele edilen HUVEC
hiicre dizisi lizerinde Thymus vulgaris’e oranla daha yiiksek saptanmistir. Bu durumda
belirtilen konsantrasyonlarda Thymus vulgaris HUVEC hiicre dizisi iizerinde daha toksik

oldugu goriilmektedir.
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Cizelge 4.59. Thymus vulgaris ve Eucalyptus globulus’un HUVEC hiicre dizisi {lizerinde
MTT yontemi ile Ol¢iilen canlilik oranlarinin istatistiksel karsilastirilmast

p* 1 pl/ml 5 ul/ml 50 pl/ml 100 pl/ml 250 pl/ml 500 pl/ml
24. saat 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
48. saat 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05

* Mann Whitney U

Cizelge 4.59 incelendiginde; Thymus vulgaris ve Eucalyptus globulus karsilastirildiginda
tim konsantrasyonlarda 2 grup arasinda anlamli bir fark saptanmustir. 24. saatte tiim
konsantrasyonlarda canlilik oran1 Eucalyptus globulus ile muamele edilen HUVEC hiicre
dizisi lizerinde daha yiiksek iken, 48. saatte 500 pl/ml konsantrasyonu hari¢ diger tiim
konsantrasyonlarda canlilik oran1 Eucalyptus globulus ile muamele edilen HUVEC hiicre
dizisi tizerinde daha yiiksek saptanmistir. Bu durum, HUVEC hiicre dizisi tizerinde Thymus
vulgaris’in 48. saat 500 ul/ml konsantrasyonu hari¢ tiim konsantrasyonlarda Eucalyptus

globulus "a kiyasla daha toksik etkili oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.60. Juniperus communis ve Eucalyptus globulus’un HUVEC hiicre dizisi
tizerinde MTT yontemi ile Olglilen canlilik oranlarinin istatistiksel

karsilastirilmast
p* 1 pl/ml 5 pl/ml 50 pl/ml 100 pl/ml 250 pl/ml 500 pl/ml
24. saat 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
48. saat 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05

* Mann Whitney U

Cizelge 4.60 incelendiginde; Juniperus communis ve Eucalyptus globulus
karsilastirildiginda tiim konsantrasyonlarda 2 grup arasinda anlamli bir fark saptanmustir.
24. saatte 1 ve 5 pl/ml konsantrasyonlarinda canlilik orani Eucalyptus globulus ile
muamele edilen HUVEC hiicre dizisi iizerinde daha diisiik saptanirken, 48. saatte tiim
konsantrasyonlarda canlilik oran1 Eucalyptus globulus ile muamele edilen HUVEC hiicre
dizisi lizerinde daha yiiksek saptanmisti. Bu durumda, 24. Saat 1 ve 5 pl/ml
konsantrasyonlari hari¢ diger tim 24. ve 48. saat konsantrasyonlarinda Juniperus
communis, Eucalyptus globulus’a kiyasla HUVEC hiicre dizisi iizerinde daha toksik etki

gostermektedir.
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Cizelge 4.61. Eucalyptus globulus, Juniperus communis, Rosmarinus officinalis, Thymus
vulgaris yaglarinin HUVEC hiicre dizisi iizerinde LDH yontemi ile dl¢iilen
sitotoksik etkinliklerinin istatistiksel karsilastirilmasi

p* T pW/ml 5 pl/ml 50 pl/ml 100 nl/ml 250 nl/ml 500 pl/ml
24, saat 0,016 0,022 0,016 0,086 0,022 0,016
48. saat 0,016 0,024 0,022 0,024 0,248 0,016

* Kruskal-Wallis

Cizelge 4.61 incelendiginde; Eucalyptus globulus, Juniperus communis, Rosmarinus
officinalis, Thymus vulgaris karsilastirildiginda 24. saat 100 pl/ml konsantrasyonu ile 48.
saat 250 pl/ml konsantrasyonu hari¢ diger tiim konsantrasyonlarda 24. ve 48. saatlerde 4
grup arasinda anlamli bir fark saptanmistir. Gruplarin birbirleriyle karsilagtirilmasi ¢izelge

4.67-4.71°de verilmistir.

Cizelge 4.62. Rosmarinus officinalis ve Thymus vulgaris’in HUVEC hiicre dizisi lizerinde

LDH yontemi ile Olgiilen sitotoksik etkinliklerinin  istatistiksel
karsilastirilmasi
p* 1 pl/ml 5 pl/ml 50 pl/ml 100 pl/ml 250 pl/ml 500 pl/ml
24, saat 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
48. saat 0,05 0,05 0,275 0,05 0,513 0,05

* Mann Whitney U

Cizelge 4.62 incelendiginde; Rosmarinus officinalis ve Thymus vulgaris karsilastirildiginda
48. saatte 50 ve 250 pl/ml konsantrasyonlarinda 2 grup arasinda anlamli bir fark
saptanmamustir. 24. ve 48. saatlerde Rosmarinus officinalis'e kiyasla Thymus vulgaris ile
muamele edilen HUVEC hiicre dizisi tizerinde toksisite oran1 anlamli olarak daha yiiksek
bulunmustur. Bu durum, Thymus vulgaris’in HUVEC hiicre dizisi {izerinde daha toksik

etkili oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.63. Rosmarinus officinalis ve Juniperus communis’in HUVEC hiicre dizisi
iizerinde LDH yontemi ile dlgiilen sitotoksik etkinliklerinin istatistiksel

karsilagtirilmasi
p* 1 pl/ml 5 pul/ml 50 pl/ml 100 pl/ml 250 pl/ml 500 pl/ml
24. saat 0,05 0,05 0,05 0,513 0,05 0,05
48. saat 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
* Mann Whitney U
Cizelge 4.63 incelendiginde; Rosmarinus officinalis ve Juniperus communis

karsilastirildiginda 24. saat 100 pl/ml konsantrasyonunda 2 grup arasinda anlamli bir fark

saptanmamustir. 24. ve 48. saatlerde tiim konsantrasyonlarda Rosmarinus officinalis ile
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muamele edilen HUVEC hiicre dizisi iizerinde toksisite orani anlamli olarak daha yiiksek
bulunmustur. Bu durum, Rosmarinus officinalis 'in Juniperus communis'e kiyasla HUVEC

hiicre dizisi iizerinde daha toksik etkili oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.64. Rosmarinus officinalis ve Eucalyptus globulus’un HUVEC hiicre dizisi
iizerinde LDH yontemi ile dlgiilen sitotoksik etkinliklerinin istatistiksel

karsilastirilmast
p* 1 pl/ml 5 pl/ml 50 ul/ml 100 pl/ml 250 pl/ml 500 pl/ml
24, saat 0,05 0,376 0,05 0,513 0,05 0,05
48. saat 0,05 0,05 0,05 0,05 0,275 0,05
* Mann Whitney U
Cizelge 4.64 incelendiginde; Rosmarinus officinalis ve Eucalyptus globulus

karsilastirildiginda 24. saat 5 ve 100 pl/ml konsantrasyonlari ile 48. saat 250 pl/ml
konsantrasyonlarinda 2 grup arasinda anlamli bir fark saptanmamistir. 24. saate tim
konsantrasyonlarda, 48. saate ise 50 ve 500 pl/ml konsantrasyonlarinda HUVEC hiicre dizisi
lizerinde Rosmarinus officinalis’in Eucalyptus globulus’a kiyasla daha toksik etkili oldugu

saptanmigtir.

Cizelge 4.65. Thymus vulgaris ve Juniperus communis’in HUVEC hiicre dizisi {izerinde

LDH yontemi ile Olgiilen sitotoksik etkinliklerinin  istatistiksel
karsilastirilmasi
p* 1 pl/ml 5 pul/ml 50 pl/ml 100 pl/ml 250 pl/ml 500 pl/ml
24, saat 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
48. saat 0,05 0,05 0,05 0,05 0,513 0,05

* Mann Whitney U

Cizelge 4.65 incelendiginde; Thymus vulgaris ve Juniperus communis karsilagtirildiginda
48. saatte 250 pl/ml konsantrasyonunda 2 grup arasinda anlamli bir fark saptanmamustir.
24. saatte tiim konsantrasyonlarda, 48. saatte ise 1 pl/ml konsantrasyonu hari¢ diger tim
konsantrasyonlarda HUVEC hiicre dizisi iizerinde Thymus vulgaris’in Juniperus

communis’e kiyasla daha toksik etkili oldugu saptanmistir.

Cizelge 4.66. Juniperus communis ve Eucalyptus globulus’un HUVEC hiicre dizisi
tizerinde LDH yontemi ile olgiilen sitotoksik etkinliklerinin istatistiksel

karsilastirilmasi
p* 1 pl/ml 5 ul/ml 50 pl/ml 100 pl/ml 250 pl/ml 500 pl/ml
24, saat 0,05 0,05 0,05 0,827 0,275 0,05
48. saat 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05

* Mann Whitney U
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Cizelge 4.66 incelendiginde; Juniperus communis ve Eucalyptus globulus
karsilastirildiginda 24. saatte 100 ve 250 pl/ml konsantrasyonlarinda 2 grup arasinda
anlamli bir fark saptanmamustir. 24. saate tiim konsantrasyonlarda Juniperus communis ile
muamele edilen HUVEC hiicre dizisi iizerinde toksisite orani anlamli olarak daha yiiksek
bulunurken, 48. saate tiim konsantrasyonlarda Eucalyptus globulus ile muamele edilen
HUVEC hiicre dizisi iizerinde toksisite orani anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur. Bu
durumda, Juniperus communis'in HUVEC hiicre dizisi tizerindeki toksik etkisi Eucalyptus

globulus ’a kiyasla ilk 24 saatten sonra azalmaktadir.

H. pylori’ye karsi antimikrobiyal etkileri bulunan bitkisel yaglarin HUVEC hiicre dizisi
tizerindeki MTT ve LDH yontemleri ile dlgiilen canlilik orani ve sitotoksiste etkilerinin

absorbans ve istatistik degerleri birlikte Cizelge 4.67-4.70’de verilmistir.

Cizelge 4.67. H. pylori 'ye kars1 antimikrobiyal etkinlik gosteren bitkisel yaglarm HUVEC
hiicre dizisi izerinde MTT yo6ntemi ile dlgiilen canlilik oranlarinin absorbans

degerleri
HUCRE HUVEC
YONTEM MTT (24 saat) MTT (48 saat)
S = =] =
© 8 ° E © 8 S 2
1 0,595 0,771 0,835 0,164 0,67 0,542 0,601 0,447
5 0,583 0,704 0,75 0,109 0,596 0,454 0,527 0,271
50 0,621 0,6 0,733 0,071 0,573 0,538 0,406 0,116
100 0,634 0,492 0,738 0,075 0,411 0,191 0,397 0,147
250 0,644 0,237 0,736 0,087 0,357 0,116 0,123 0,145
500 0,645 0,177 0,168 0,103 0,172 0,132 0,139 0,134
Kontrol Kontrol Blank Kontrol Blank
0,652 0,102 0,684 0,097

Cizelge 4.67. incelendiginde kontrol grubunda canli hiicreler blankte ise hiicre
bulunmamaktadir. Kontrol grubuna goére degerlendirildiginde; Thymus vulgaris’in 24. ve
48. saatlerde HUVEC hiicre dizisi lizerinde canlilik oranini diger yaglara oranla oldukca
azalttig1 gozlenmektedir. Bunun yaninda diger yaglarin hiicre dizisi iizerindeki canlilik
oranlart 48. saate kiyasla 24. saatte daha yiiksek olarak saptanmistir. Eucalyptus
globulus’un hiicre dizisi tizerindeki canlilik oranlar1 diger yaglarla kiyaslandiginda en

yiiksek degerlerde saptanmaistir.
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Cizelge 4.68. H. pylori’ye kars1 antimikrobiyal etkinlik gosteren yaglarin HUVEC hiicre
dizisi tizerinde MTT yontemi ile Slglilen canlilik oranlarinin istatistiksel

degerleri
HUCRE/ HUVEC/ MTT
YONTEM
SAAT 24 48 24 48 24 48 24 48
BITKI " " » »
= = c = = = 2 2
E E 2 2 £ = @ @
g gl el g P 2 g w g g
Doz (ul/ml) o o} 8 8 e} o = =
w ui ) - o [ad - =
0,90+ < 121+ | 075+ < 133+ 086+ | < 026+ |0,11+ .
poy |00 |27F000 fog0rx loos  |001 |o001 [008 |002 o001+ [013 |oos | %0%
087 < 110+ | 060+ < 118 [073% |< 013+ [0,13% .
sz 002 |*P% looors |003  |oo1 |ooor* |06 |oo1 |ooor* |00 |oos | %%
094+ < 090+ [075+ L5 [053+ [ < 035+ |03 |<
soma [002 |8 E0% ooor fo2a o1 |7%% Joos |001 |o001* loos |008 |0001*
0,96+ < 070+ [0,15+]< L5 051+ [< 038+ | 026+
g (002 |993#00T o001x [015  |002 |0001* |007 [001 |0001* [008 |020 |O%
100 (n:3)
0,98+ < 025+ [003+]< List (0042 |< 041+ [041+
g o001 |04 =00T Ho001x 1004|001 |0001* |002 [002 |0001* [002 |020 |O%
250 (n:3)
0,98 = < 014+ |006%]< 012+ [007+ < 046 |046+
s 002 | P20 fogorr ooz [o01 [ooor [o01 |o01 |ooors 007 |o11 | 0%
1 * * * * * < <
P 0,021* |0,012 0,012* | 0,01 0079 1001 0,001* | 0,001*

PL: Friedman

P2 Mann- Whitney U

*: Istatistiksel olarak anlamli

Cizelge 4.68. incelendiginde; Rosmarinus officinalis’in farkli konsantrasyonlarinin 24.
saatte  HUVEC hiicre dizisinin canliblk oraninda anlamli bir fark olusturmadigi
saptanmistir. 48. Saatte ise konsantrasyon arttik¢a canlilik oraninda anlamli bir azalma
saptanmustir. Eucalyptus globulus’un 24. saatte konsantrasyonlar1 arttik¢a HUVEC hiicre
dizisi canlilik oraninda artis saptanirken 48. saatte konsantrasyonlari arttik¢a canlilik
oraninda azalma saptanmugtir. Juniperus communis’in 24. ve 48. saatlerde
konsantrasyonlar arttikga HUVEC hiicre dizisi canlilik oranini azalttigi saptanmistir. 24.
ve 48. saatler kiyaslandiginda ise, 50 pl/ml konsantrasyonunda HUVEC hiicre dizisinin

canlilik oraninda anlamli bir fark olusturmadig1 saptanmaistir.
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Cizelge 4.69. H. pylori’ye kars1 antimikrobiyal etkinlik gosteren yaglarin HUVEC hiicre
dizisi tizerinde LDH yontemi ile Slgiilen sitotoksik etkinliginin absorbans

degerleri
HUCRE HUVEC
. LDH (24 saat)
YONTEM LDH (48 saat)
BIKL 2 ) 2 | £ g | £ | £ | ¢
3 E | 5| S 5| E 5 5
Doz ° £ = E ° £ 2 5
(Wl/ml) © 8 ° ; © 3 ©
. - o = w - o =
0,623 0,478 | 0,544 | 1,799 1,639 | 0,328 0,459 | 0,142
0,642 0,506 | 0,65 | 1,73 1,672 | 0,525 0,806 | 1,38
50 0,726 0,535 |0,676| 1,962 1862 | 0613 1,205 | 1,175
100 0,638 0,643 | 0,71 | 1,951 2,541 | 0927 1,604 | 2,11
250 0,681 0,703 | 1,466 | 1,966 2,031 | 0,985 2,059 | 2,221
500 0,68 1,803 | 1,912 | 2,244 2471 | 1,826 2,344 | 2,628
Kontrol o . . .
Pozitif K. Negatif K. Pozitif K. Negatif K.
2,998 0,356 3,186 1,12

Cizelge 4.69. incelendiginde; pozitif kontrol grubunda olii hiicreler, negatif kontrol
grubunda ise canli hiicreler bulunmaktadir. Kontrol gruplariyla kiyaslandiginda Thymus
vulgaris’in 24. ve 48. saatlerde artan konsantrasyonlara bagli olarak HUVEC hiicre dizisi
tizerindeki toksik etkisinin oldukga arttigi gozlenmistir. Bunun yaninda Eucalyptus
globulus, Juniperus communis, Rosmarinus officinalis yaglarinin da 48. saatte HUVEC

hiicre dizisi iizerindeki toksik etkilerinin 24. Saatteki etkilerine oranla arttigi gézlenmistir.
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Cizelge 4.70. H. pylori’ye kars1 antimikrobiyal etkinlik gosteren yaglarin HUVEC hiicre
dizisi lizerinde LDH yontemi ile 6lgiilen sitotoksik etkinliginin istatistiksel

degerleri
HUCRE/
YONTEM HUVEC/ LDH
SAAT 24 48 24 48 24 48 24 48
I I
g g 2 2 . 2 2 ;S ;S 2 o) o p2
Doz (ulmi) o g " g CE P 5 ~g P E El
0,11+ 0,25+ < 0,15+ | 0,10+ «| 0,18+ | 0,14+ 0,60 + 0,04 +
1 (n:3) 0,01 0,01 0,001* 0,01 0,01 0,05 0,01 0,01 0,05% 0,01 0,01 0,05*
0,11+ 0,26 + < 0,16+ | 0,16+ 05 021+ | 0,25+ 0.05* 0,57 + 0,43+ 0.05*
5 (n:3) 0,01 0,01 0,001* 0,01 0,01 ' 0,01 0,01 ' 0,01 0,10 '
0,14 + 0,35+ < 0,17+ | 0,19+ 0.05* 0,22+ | 0,37+ 0.05* 0,65 + 0,36 + 0.05*
50 (n:3) 0,01 0,01 0,001* 0,01 0,01 ' 0,01 0,01 ' 0,01 0,01 '
0,00+ | 0,68+ < 021+ [029% [goce | 023+ [ 050+ | oo [ 0,65+ | 066+ | oo
100 (n:3) 0,01 0,17 0,001* 0,01 0,01 ' 0,20 0,01 ' 0,01 0,01 '
0,12 + 0,44 + < 0,23+ | 0,30+ 0.05* 0,48+ | 0,64+ 0.05* 0,65 + 0,46 + 05
250 (n:3) 0,01 0,01 0,001* 0,01 0,01 ' 0,01 0,02 ' 0,01 0,40 '
0,12 + 0,65 + < 0,60+ | 0,57+ 012 0,63+ | 0,73+ 0.05* 0,74 + 0,82+ 005*
500 (n:3) 0,01 0,01 0,001* 0,01 0,01 ' 0,01 0,02 ' 0,01 0,02 '
p! 0,024* | 0,019* 0,012* | 0,01* 0,026* | 0,01* 0,017 0,055

Cizelge 4.70. incelendiginde; Eucalyptus globulus’un 24. saatte 1, 5 ul/ml ile 250, 500
pl/ml konsantrasyonlarinda toksik etkinin degismedigi gozlenirken, 48. saatte 250, 500
ul/ml konsantrasyonlarinda HUVEC hiicre dizisi Uzerindeki toksik etkinin azaldigi
saptanmugtir. 24. ve 48. saatler karsilastirildiginda ise Eucalyptus globulus’'un HUVEC
hiicre dizisi tizerindeki toksik etkisinin 48. saatte daha yiliksek degerlerde oldugu
saptanmustir.  Juniperus communis’in 24. ve 48. saatlerde konsantrasyonu arttik¢a
toksisitenin arttig1 saptanmustir. 24. ve 48. saatler kiyaslandiginda ise, 5, 500 upl/ml
konsantrasyonlarinda HUVEC hiicre dizisinin canlilik oraninda anlamli bir fark
olusturmadigi saptanmamistir. 50, 100, 250 pl/ml konsantrasyonlarinda 48. saatte
Juniperus communis’in HUVEC hiicre dizisi iizerindeki toksik etkisi daha yiiksek olarak
saptanmigtir. Rosmarinus officinalis’in 24. ve 48. saatlerde konsantrasyonu arttik¢a
toksisitenin arttig1 saptanmistir. 24. ve 48. saatler kiyaslandiginda ise, 1 pl/ml
konsantrasyonu hari¢ diger tiim konsantrasyonlarda Rosmarinus officinalis’in HUVEC

hiicre dizisi iizerindeki toksik etkisinin 48. saatte daha yiiksek oldugu saptanmistir.

Calismamizda H. pylori’ye kars1 antibakteriyel etkinlik gosterdigi tespit edilen Eucalyptus
globulus, Juniperus communis, Rosmarinus officinalis, Thymus vulgaris yaglarinin
HUVEC hiicre dizisi tizerindeki MTT ve LDH yontemeri ile degerlendirilen etkinliklerinin

karsilastirilmasinin grafikleri sekil 4.2-4.5°de verilmistir.
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LIB[URIQ) II[UE)) o,

AL

Lpd/ml Sul/ml SO pd/ml 100 pd/ml 250 pd/ml 500 pd/ml

Bitkisel Yag Konsantrasyonlan

Sekil 4.3. Eucalyptus globulus, Juniperus communis, Rosmarinus officinalis, Thymus
vulgaris yaglariin HUVEC hiicre dizisi iizerinde MTT yontemi ile 6lgiilen 24.
saatteki % canlilik oranlarinin karsilastirilmasi

Sekil 4.2°de; bitkisel yaglarin HUVEC hiicre dizisi lizerinde MTT yontemi ile
degerlendirilen 24. saatteki canlilik oranlar1 gosterilmistir. Bu durumda, 1, 5, 50, 100, 250
ul/ml konsantrasyonda Rosmarinus officinalis, 500 pl/ml konsantrasyonda Eucalyptus
globulus ile muamele edilen HUVEC hiicre dizisi iizerinde 24. saatteki canlilik oranlar1 en

yiiksek degerlerde saptanmistir.

1,2 7

& Rosmarinus officinalis
& Thymus vulgaris

Juniperus communis

04 < ¥ o @ Eucalyptus globulus
N “ _l_l L
0 -

1 ul/ml Sul/ml  SOul/ml 100 ul/ml 250 ul/ml SO0 ul/ml

LRURI) YIIUE)) o/,

Bitkisel Yag Konsantrasyonlan

Sekil 4.4. Eucalyptus globulus, Juniperus communis, Rosmarinus officinalis, Thymus
vulgaris yaglarinin HUVEC hiicre dizisi tizerindeki MTT yontemi ile olgiilen
48. saatteki % canlilik oranlarinin karsilagtirilmasi

Sekil 4.3’de, bitkisel yaglarin HUVEC hiicre dizisi iizerinde MTT yontemi ile
degerlendirilen 48. saatteki canlilik oranlar1 gosterilmistir. Bu durumda, 1, 5, 50, 100, 250
ul/ml konsantrasyonlarinda Eucalyptus globulus, 500 pl/ml konsantrasyonunda Thymus

vulgaris ile muamele edilen HUVEC hiicre dizisi lizerinde 48. saatteki canlilik oranlar1 en

yiiksek degerlerde saptanmistir.
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Sekil 4.5. Eucalyptus globulus, Juniperus communis, Rosmarinus officinalis, Thymus
vulgaris yaglarimin HUVEC hiicre dizisi tizerinde LDH yontemi ile 6lgiilen 24.
saatteki % sitotoksisite oranlarinin karsilagtirilmasi

Sekil 4.4’de, bitkisel yaglarin HUVEC hiicre dizisi ilizerinde LDH yontemi ile
degerlendirilen 24. saatteki sitotoksisite oranlari gosterilmistir. Bu durumda, tiim
konsantrasyonlarda Thymus vulgaris HUVEC hiicre dizisi lizerinde 24. saatteki en yiiksek

sitotoksisiteye sahip bitkisel yag olarak saptanmustir.

09 1
08
0,7 +

06

o ¥ Rosmarinus officinalis
’ & Thymus vulgaris

04 -

| Bl i Juniperus communis
03 1 3 i ¥ Eucalyptus globulus
0,2 i ¢
- pHAH
0 4 ! .

1ul/ml  Sul/ml  SOul/ml 100 ul/ml 250 pl/ml 500 ul/ml

ULy SHRINSOIONG oy,

Sekil 4.6. Eucalyptus globulus, Juniperus communis, Rosmarinus officinalis, Thymus
vulgaris yaglarmin HUVEC hiicre dizisi lzerindeki LDH yontemi ile
degerlendirilen 48. saatteki % sitotoksisite oranlarinin karsilagtirilmasi

Sekil 4.5’de, bitkisel yaglarin HUVEC hiicre dizisi iizerinde LDH yontemi ile
degerlendirilen 48. saatteki toksisite oranlari gosterilmistir. Bu durumda; 1, 100 pl/ml
konsantrasyonlarinda Eucalyptus globulus, 5, 500 ul/ml konsantrasyonlarinda Thymus
vulgaris, 50, 250 pl/ml konsantrasyonlarinda ise Rosmarinus officinalis HUVEC hiicre

dizisi iizerinde 48. saatteki en yiiksek toksisiteye sahip bitkisel yaglar olarak saptanmistir.
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5. TARTISMA

Son yillarda tedavide kullanilan antibiyotiklere kars1 bakterinin giderek artan oranda direng
gelistirdigi rapor edilmistir. Bakterinin oral kavitedeki kolonizasyonu da eradikasyon
oranint diislirmektedir. Eradikasyon sonrasinda gozlenen gastrik reinfeksiyonlar da
tedavide engel teskil etmektedir. Bu durum gelismis bati iilkelerinde, tedavideki basarinin
kabul edilemez oranlarda diistiigii yoniinde bildirilmistir. Ulkemizde yapilan bazi
calismalarda H. pylori tedavisindeki basar1 oranlarmin olduk¢a diisiikk oldugu rapor
edilmistir. Buna gore bir ¢alismada, bir haftalik {i¢lii tedavi ile eradikasyon orani % 46,
diger bir ¢alismada ise iki hafta uygulanan tg¢li tedavi ile bu oran % 56 olarak rapor
edilmistir. Reenfeksiyon riski ise % 2,5 ile % 40 arasinda degisen oranlarda rapor
edilmistir [276]. Direng ile bas edebilmek i¢in tedavide antibiyotiklerin dozu arttirilarak
uygulanmis ancak her antibiyotigin yiiksek dozlarda etkili olmadigi ve bunun yani sira
yiiksek dozlarda ilag¢ kullaniminin da hastalar acisindan istenmeyen yan etkilere yol agtigi
gozlenmistir. Tedavide karsilasilan bu problemler arastirmacilari tedaviyi destekleyici yeni
antibakteriyel ilaglarin gelistirilmesine yoneltmistir. H. pylori’ye karsi yeni anti bakteriyel
ilaglarin, 6zellikle bitkisel kaynakli ilaglarin arastirilmasina son yillarda giderek daha fazla
onem verilmektedir. Bu nedenle tedavinin bagar1 oranin yiikselmesi ve rekiirrensinin
azalmasi i¢in, toksik olmayan biyouyumlu bitkisel kaynaklarin arastirilarak sistemik
antibiyotik tedavisine ek olarak kullanilmasi ve eradikasyonun saglanmasi son derece
onemlidir. Bitkisel yaglar, eski caglardan giinlimiize kadar tedavide kullanilan ilaglar
arasinda yer almaktadir. Kullanim amaglar1 g6z 6niinde bulundurularak bu bitkisel yaglar
iizerinde yapilan farmakolojik aragtirmalar sonucunda bazi biyolojik etkinlikleri bilimsel
olarak da agiklanmistir. Genis kullanim alanina sahip olan bitkisel yaglar son yillarda pek
cok bilim adaminin ilgi konusu olmus ve yapilari incelenerek biyolojik ve antimikrobiyal
aktiviteleri arastirllmistir [11]. Bu nedenle c¢alismamizda; genellikle mide ve
gastrointestinal sistem rahatsizliklarina iyi geldigi bilinen ve literatiirde H. pylori tizerinde
yapilmis yeterli caligmas1 bulunmayan gesitli bitkisel yaglar segilmis ve H. pylori‘ye karsi
antimikrobiyal etkinlikleri mikrodiliisyon teknigi ile ve HUVEC hiicre dizisi {izerindeki
sitotoksik etkileri ise MTT ve LDH yontemleri ile incelenmistir. Calismamizda test
ettigimiz 13 bitkisel yagin H.pylori’ye karst antimikrobiyal aktivitelerinin arastirilmasi
sonucu, bitkisel yaglardan 4 tanesinin anlamli anti H.pylori aktivitesi oldugu belirlenmistir.
Bitkisel yaglar 45-0,35 (% v/v) arasindaki konsantrasyonlarda test edildiginde Eucalyptus
globulus’un MiK degeri 2,81, MBK degeri 5,62, Juniperus communis’in MIK degeri 0,35,
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MBK degeri 0,70, Rosmarinus officinalis’in MIK degeri 2,81, MBK degeri 5,62, Thymus
vulgaris’in MiK degeri 0,70, MBK degeri 1,40 olarak bulunmustur. Calismamizda test
ettigimiz diger bitkisel yaglarin test edilen H. pylori susu {lizerine anlamli antibakteriyel
etkisi goézlenmemistir (Cizelge 4.1). Calismamizda kullandigimiz bitkisel yaglarin H.
pylori iizerine olan etkisini degerlendiren daha Onceki caligmalar literatiirde kapsamli
olarak arastirilmistir. Literatiir arastirmamiz sonucunda bugiine kadar Anemone sp., Linum
usitatissimum ve Ricinus communis‘in H.pylori tizerine etkisini arastiran bir arastirmaya
rastlanmamistir. Bunun yaninda, ¢calismamizda test ettigimiz diger on bitkisel yag ile ilgili

literatiir bilgileri agsagida tartigilmistir.

Konstantinopoulou ve arkadaslar1 [277], Anthemis altissima’nin aerial kisimlarinin
lipofilik ekstresinden 7 adet sesquiterpen lakton, 10 adet bilinen flavonoid ve bir fenolik
asit izole etmislerdir. Sesquiterpen laktonlardan ikisinin (sivasinolide ve tatridin-A) H.
pylori ’ye kars1 aktivite gdsterdigini (MIK degerleri her iki molekiil icin 12,5 pg/mL)
bulmuslar ve bu ¢alismalar1 sesquiterpen laktonlarin potansiyel anti H. pylori aktivitesini

gosteren ilk caligma olarak rapor edilmistir.

Weseler ve arkadaslar1 [278], dogal bilesiklerin anti H. pylori aktivitesini test etmek igin
gerekli standardize metodlarin bulunmamasi gerekgesiyle, gastrointestinal hastaliklarin
tedavisinde yaygin olarak kullanilan 15 esansiyel yaga karsi yavas iireyen bakterilerin
duyarhiligini arastiran bir broth mikrodiliisyon yontemi gelistirmislerdir. Caligilan 15 yagin
timiiniin H. pylori susu {izerine etkisi gosterilmisse de, H. pylori ¢ogalmasini en yiiksek
diizeyde inhibe eden papatya yagi (chamomile), portakal ¢icegi yagi ve zencefil yagi
beklenmedik derecede diisiik konsantrasyonlarda (MIK degerleri 0,0038-0,0075 % v/v ve
sirayla 38-70 pg/mL) anti H. pylori etkisi gdstermistir. MBK degerlerinin ise MIK
degerlerinden 1-2 dilisyon basamagi daha yiiksek degerlerde bulundugu rapor
edilmistir. Stamatis ve arkadaslar1 [279], 70 Yunan bitkisinin % 70’lik metanol
ekstrelerinin ve halk arasinda peptik iilser gibi rahatsizliklarin tedavisinde geleneksel
olarak kullanilan, ticari olarak satilan bazi bitkilerin anti H. pylori etkinliklerini
arastirmuglardir.  Bu  bitkilerden Anthemis melanolepis (MIK: 0,625), Cerastium
candidissimum (MIK: 0,625), Chamomilla recutita (MIK: 0,625), Conyza albida (MIK:
0,625), Dittruchra viscosa (MIK: 1,25), Origanum vulgare (MIK: 0,625) ve Stachys
alopecuros‘un (MIK: 0,625) 1 standart H. pylori susu ve 15 klinik H. pylori izolat: {izerine

etkili oldugunu gostermislerdir.
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Anthemis tiiriine ait bitkiler ile yapilan bu ¢alismalardan farkli olarak bizim ¢alismamizda
Anthemis nobilis cinsi bitkinin ugucu yagi kullanilmistir ancak diger ¢alismalar Anthemis
tirtintin farkli cinsleri ve bitkiden elde edilen izole bilesikler ile ¢alisiimistir. Yapilan
calismalarin sonuglarinda olusan farkliliklarin, bu ¢alismalarda bitkinin farkli cinsleri ve
izole bilesiklerinin kullanilmis olmasindan kaynaklandigini = diisiinmekteyiz. Bizim
caligmamizda Anthemis nobilis ugucu yaginin H. pylori {izerine antimikrobiyal etkisi

gbdzlenmemistir.

Rozza ve arkadaslar1 [280], Citrus lemon (Rutaceae) esansiyel yagi ve bunun temel
bilesikleri olan 2 terpenin (limonen ve [-pinene) gastroprotektif mekanizmalarini
arastirmislar ve esansiyel yag ve bilesiklerinin in vitro olarak H. pylori ’ye karsi MIK
degerlerini belirlemiglerdir. Antibakteriyel etkiyi broth mikrodiliisyon yontemi ile
degerlendirmislerdir. Citrus lemon ve limonene’in MIK degerleri sirayla 125 ve 75 pg/mL
iken B-pinene’in MIK degeri ¢ok yiiksek bulunmustur (500 pg/mL). Literatiirde 250 pg/mL
ve altindaki MIK degerlerinin dogal iiriinler icin dikkat cekici bir sonu¢ oldugu
belirtilmistir. Bu nedenle Citrus lemon ve limonene’in tatmin edici bir anti H. pylori
aktivitesi oldugu saptanmistir ve H. pylori *nin gastrik iilser gelisiminde 6nemli bir faktor
oldugu goz oniinde tutuldugunda Citrus lemon ve limonene’in antiiilser tedavisinde
antibakteriyel tedaviyi kuvvetlendirecek bir yardimci olarak uygulanabilecegi sonucuna

varmiglardir.

Giizeldag ve arkadaslar1 [265], Citrus unshiu, Citrus sinensis, Citrus limon, Laurus nobilis
ve Citrus paradisi‘nin heksan ve aseton ekstrelerinin antimikrobiyal potansiyellerini H.
pylori klinik susu lizerinde arastirmislardir. Ekstrelerin antimikrobiyal aktiviteleri agar well
difiizyon ve MIK metotlar1 ile degerlendirilmistir. Agar well difiizyon metodunda tiim
ekstreler H. pylori *ye kars1 potent etki gostermistir. Aseton ekstresi varliginda maksimum
inhibisyon zonu ¢ap1 50 mg/mL konsantrasyonda C. cinensis i¢in 27 + 0,2 mm ve C.
unshiu i¢in 26 + 0,3 mm olarak belirlenmistir. C. limon 100 mg/mL konsantrasyonda 30
mm ¢ap ve 200 mg/ml konsantrasyonda C. paradisi 29 + 0,3 mm ve L. nobilis 24 + 0,3
mm inhibisyon ¢ap1 gostermistir. Heksan ekstrelerinde 50 mg/mL ‘de C. cinensis’in
inhibisyon zonu ¢ap1 27 = 0,2 mm ve C. unshiu’nun ise 25 mm olarak bulunmustur. L.
nobilis ve C. paradisi’nin 200 mg/mL’de inhibisyon zonu ¢aplari sirayla 26 + 0,1 mm ve
24 + 0,5 mm olarak bulunmustur. C. limon’un heksan ekstresinin higbir konsantrasyonda

etkisi gozlenmemistir. C. cinensis’in hem aseton hem de heksan ekstrelerinin 1:512
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diliisyonda H. pylori ¢ogalmasimi inhibe ettigi gosterilmistir. C. unshiu aseton ekstresi
1:1024 diliisyonda, heksan ekstresi ise 1:512 diliisyonda MIK degeri gdstermistir. C.
paradisi’nin aseton ekstresi 1:1024 diliisyonda, heksan ekstresi 1:4096 diliisyonda MIK
degeri gostermistir. C. limon’un heksan ekstresi 1:1024, aseton ekstresi 1:2048
diliisyonlarinda H. pylori iizerine etkili iken, L. nobilis heksan ekstresinin 1:2048, aseton
ekstresinin 1:4096 diliisyonda etkili oldugu bulunmustur. MiK degerlerine gore test edilen
bitkilerin tiimiiniin firsat¢1 ajanlar olarak H. pylori ye karsi aseton ve heksan ekstreleri ile
in vitro etki gosterdigi rapor edilmistir. Test edilen bitkilerde H. pylori ’ye karsi inhibisyon
zonlart 24-30 mm olarak hesaplanmig ve inhibisyon zonlarina bakildiginda aseton
ekstrelerinin hafif derecede daha yiiksek aktivite gosterdigi rapor edilmistir. C. cinensis’in
heksan/aseton ekstrelerinin  1:512 diliisyonla MIK degerlendirmesi, bu ekstrelerin

diliisyonlarinin H. pylori ’ye kars1 inhibitor ajan olarak rol oynayabilecegini gostermistir.

Mandalari ve arkadaglar1 [281], yaymladiklari derlemede, citrus meyvelerinin H. pylori
iizerine olan etkisi ile ilgili yapilan ¢alismalar1 degerlendirmislerdir. Bu derlemeye gore;
Filocamo ve arkadaslar1 2015 yilinda bergamut suyunun (Citrus bergamia) cagA (+) ve
cagA (-) H. pylori klinik izolatlar1 iizerine olan etkilerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda %
2,5 (v/v) bergamut suyunun klinik izolatlarin ¢gogalmasini % 50 oraninda inhibe ettigini, %
5’lik bergamut suyunun ise H. pylori canliigini % 90’a disiirmiis oldugunu

gostermislerdir.

Gastrit benzeri bozukluklarin tedavisinde siklikla kullanilan 30 Cin bitkisel ilacinin
standart ve 5 klinik H. pylori izolati iizerinde antibakteriyel etkisinin arastirildig: bir diger

calismada Citrus reticulata’nin MIK degeri 60 pg/mL‘ye yakin bulunmustur [282].

Citrus tiirine ait bitkiler ile yapilan bu ¢alismalarda bizim ¢alismamizdan farkli olarak;
bitkilerin ugucu yaglarmin temel bilesenleri, hekzan ve aseton gibi ekstreleri ve Citrus
tirtiniin farkli cinsleri ¢alisilmistir. Bizim c¢alismamizda Citrus tiirtiniin limonium ve
sinensis cinslerine ait ugucu yaglar ile galisilmistir. Ancak bu ugucu yaglarin H. pylori

iizerine herhangi bir antimikrobiyal etkisi gozlenmemistir.

Bakkir ve arkadaslari [283], bitki kaynakli bilesiklerin H. pylori ¢ogalmasina olan
etkilerini in vitro ortamda arastirmislardir. Hindistan cevizi (Cocos nucifera) ve susam yagi

% 25, % 50, % 75 ve % 100 konsantrasyonlarda hazirlanmis ve kronik gastritli ve pozitif
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hizli {ireaz testi olan hastalarin H. pylori izolatlar1 iizerinde ayr1 ayr1 ve beraber olarak test
edilmistir. Kontrol olarak Heksan % 40 (w/v) kullanilmistir. Sonuglar diliie edilmemis
kosullarda her iki yagin da H. pylori ¢cogalmasini inhibe ettigini, bu etkinin hindistan cevizi
yaginda susam yagina oranla daha fazla oldugunu gostermis ve sirasiyla 26 mm ve 9 mm
inhibisyon zonlar1 rapor edilmistir. Dillisyon sonrasi hindistan cevizi yag1 % 25, % 50 ve %
75 konsantrasyonlarda 16,20 ve 22 mm inhibisyon zonlari ile anti H. pylori aktivitesine
devam ederken, susam yagmin inhibe edici etkisi kaybolmustur. Iki yag karistirildiginda
ise % 75 ve % 100 konsantrasyonlarda sirasiyla 28 mm ve 24 mm inhibisyon zonlari
goriiliirken, kontrol heksan soliisyonunda aktivite izlenmemistir. Sonu¢ olarak Hindistan
cevizi yagl yiiksek konsantrasyonlarda ya da hindistan cevizi yaginin susam yagi ile
karigimi, in vitro ortamda H. pylori ¢ogalmasini inhibe etmesi agisindan susam yagina

oranla daha iistiin bulunmus ve peptik iilser tedavisindeki potansiyel rolii vurgulanmaistir.

Cocos nucifera bitkisi ile yapilan bu g¢alismada bizim g¢alismamizdan farkli olarak; H.
pylori’ ye karsi antimikrobiyal etki MIK degeri yerine inhibisyon zon ¢ap1 dlgiilerek
degerlendirilmistir. Bizim ¢alismamizda ise antimikrobiyal etki MiK ve MBK degerleri
olgiilerek ¢alisilmistir. Ancak bizim ¢alismamizda Cocos nucifera sabit yaginin H. pylori

izerine herhangi bir antimikrobiyal etkisi gdzlenmemistir.

Esmaili ve arkadaslar1 [284], Tyhmus vulgaris ve Eucalyptus globulus’un esansiyel
yaglarmin anti H. pylori aktivitelerini arastirmiglardir. Anti H. pylori aktivitesini agar
difizyon metodu ile degerlendirdikleri ¢alismalarinda T.vulgaris ve E.globulus i¢in anti H.
pylori aktiviteleri sirasiyla 10,8 ve 46,4 pg/mL olarak saptanmistir. Elde edilen sonuglar, T.
vulgaris’in E.globulus’a gore H. pylori ’ye karsit daha iyi bir inhibitor etkisi oldugunu

gostermistir.

Bizim galismamizda da Esmaili ve arkadaslarinin ¢alismasi ile uyumlu olarak T.vulgaris ve
E.globulus’un H. pylori‘ye karsi antimikrobiyal etki gosterdikleri ve ayni zamanda
Tvulgaris’in E.globulus’a oranla daha iyi bir inhibitor etkisi oldugu gézlenmistir (Cizelge
4.1).

Parreira ve arkadaglar1 [285], ¢cok sayida biyolojik bilesigin H. pylori *ye kars1 yeni ya da
destekleyici tedavi acisindan iimit verici adaylar oldugunu ve bunlarin i¢inden en

onemlilerinin triterpenik asitler (TA) oldugunu vurgulamislardir. Anti H. pylori ’ye karsi
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etkili dogal TA arayisi igerisinde Eucalyptus nitens ve Eucalyptus globulus’un dis kabuk
fraksiyonlarinin betulinic (BA), ursolic (UA), betulonic (BOA) ve oleanolic asit adli
TA’larin ve bunlarin asetile formlar1 olan 3-O-asetilbetulinic, 3-O-asetiloleanolic ve 3-O-
asetilursolik asit acisindan zengin bir kaynak oldugunu ortaya koymuslardir.
Calismalarinda bu Eucalyptus spp dis kabuk TA’lerinden zengin ekstreleri, cagA statiisiine
gore farkli derecelerde virulansa sahip H. pylori suslari iizerinde denemislerdir. Eucalyptus
spp. dis kabuk ekstrelerinin tanimlanmasi ve igerigindeki TA bilesimi ayristirildiginda
toplam TA igerigi acisindan E.nitens dis kabuk ekstresinin E.globulus ekstresininden 9 kat
daha zengin oldugunu ortaya koymuslardir. E. Nitens ve E. Globulus dis kabuk ekstreleri,
TA sentetik karisimlari ve saf TA’larin biyolojik aktiviteleri farkli cagA statiisiine sahip 4
H. pylori susuna kars1 degerlendirilmis ve MIK, MBK degerleri hesaplanmustir. E. nitens
dis kabuk ekstreleri genel olarak E. globulus ekstresinden daha iyi performans
gdstermistisr (MIK 64 pg/mL’ye kars1 256 pg/mL). E. nitens ekstresinin H. pylori 101UK
susuna karsi MIK degerinin 512 pg/mL olmast bu durumun tek istisnasi olarak
gosterilmistir. Saf TA’lardan UA en iyi anti H. pylori aktivitesini gdstermis (MIK: 512
ug/mL) ve ayn1 zamanda UA, H. pylori susundan bagimsiz olarak bakterisidal aktivite
gostermistir (MBK: 1024 pg/mL). Arastirmacilar izole saf bilesiklerin higbirinin tek
basina ya da kombine olarak biitiin Eucalyptus spp. dis kabuk ekstrelerinden daha aktif
olmadigimi gostermislerdir. En iyi sonuglar E. nitens dis kabuk ekstreleri ile elde edilmistir.

Inhibe edici etki 48 saatlik maruziyet sonrasi maximum seviyeye ulagmistr.

Bizim calismamizda da Parreira ve arkadaslarinin calismast ile uyumlu olarak E.
globulus’un H. pylori’ye karsi antimikrobiyal etkisi gozlenmistir (Cizelge 4.1). Ancak
Parreira ve arkadaglarinin ¢alismasindan farkli olarak bizim ¢alismamizda E.globulus’un
ucucu yag kullanilarak antimikrobiyal etki degerlendirilmistir. Parreira ve arkadaslar E.
globulus’un dis kabuk ekstreleri ve bunlardan izole edilen triterpanik asitlerinin, biyolojik
aktiviteleri farkli cagA statiisiine sahip 4 H. pylori susuna karsi antimikrobiyal etkisini

arastirmislardir.

Nakanishi ve arkadaglar1 [286], Juniperus communis var. depressa (cuppressaceae)‘nin
yaprakli dallarindan bir yeni monoterpen glukozid (1 numarali bilesik) ve 3 yeni dogal
megastigmane glikozid (2-4 numarali bilesikler) ile 6nceden bilinen bir megastigmane
glukozid (5 numarali bilesik) izole etmisler ve bu izole ettikleri bilesiklerin H. pylori ’ye

kars1 antibakteriyel aktivitelerini arastirmislardir. Ug ayr1 H. pylori susuna kars1 bilesiklerin
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aktiviteleri MIK degeri 6l¢iimii ile test edildiginde, yeni megastigman glukozidlerden biri
(no 3) pozitif kontrol olarak kullanilan dogal ve sentetik hinokitrol ile karsilastirilacak
ol¢iide kuvvetli inhibisyon (MIK: 50 pg/mL) gdstermistir. Yeni monoterpen glukozid (no
2)’de hafif diizeyde anti H. pylori aktivitesi gostermistir (MIK: 100 pg/mL). Bilinen
megastigman glukozid (no 5) ise aktivite gdstermemistir (MIK >200 pg/mL).
Arastirmacilar bilesik 1,2 ve 3 gibi alt terpenlerin glukozidlerinin ilk defa olarak potent ya

da hafif derecede anti H. pylori aktivitesi oldugunu rapor etmislerdir.

Bizim g¢alismamizda da Naganishi ve arkadaslari ¢alismasi ile uyumlu olarak Juniperus
communis’in H. pylori’ye Kkars1 antimikrobiyal etkisi gozlenmistir (Cizelge 4.1). Ancak
Naganishi ve arkadaslar1 c¢alismasindan farkli olarak bizim c¢alismamizda Juniperus
communis’in ugucu yagi kullanilarak antimikrobiyal etki arastirilmistir, Naganishi ve
arkadaslar1 Juniperus communis‘in yaprakli dallarindan izole ettikleri yeni bilesiklerin H.

pylori susuna kars1 antimikrobiyal etkisini aragtirmiglardir.

Mahady ve arkadaslar1 [287], dispepsi, kronik gastrit ve gastrik karsinom gibi
gastrointestinal yakinmalarda geleneksel tipta siklikla kullanilan 24 farkli bitkisel tiiriin
metanol ekstrelerinin etkinligini 15 farkli H. pylori susu tizerinde test etmislerdir. H.
pylori’ye karsi en etkili ekstreler Myristica fragrans (MIK: 12,5 pg/mL), Zinziber
officinale ve Rosmarinus officinalis (MIK: 25 pg/mL, her ikisi i¢in) olarak rapor edilmistir.
Juniperus communis ve Lavandula angustofolia’nin ekstrelerinin aktiviteleri de zayif

olarak saptanmistir (MIK: 100 pg/mL).

Mahady ve arkadaslarinin ¢alismasiyla uyumlu olarak bizim ¢alismamizda da Rosmarinus
officinalis ve Juniperus communis’in H. pylori’ye karsi antimikrobiyal etkisi gdzlenmistir.
Ancak bizim ¢alismamizda Lavandula angustofolia’nin etkisi gozlenmemistir. Mahadi ve
arkadaslarinin ¢alismasindan farkli olarak bizim g¢alismamizda Juniperus communis’in

Rosmarinus officinalis e oranla daha etkili oldugu bulunmustur (Cizelge 4.1).

Martini ve arkadasglari [288], Cag A+ H. pylori suslarinin daha fazla ciddi gastrik
inflamasyon, atrofik gastrit ve non-kardiya gastrik adenokarsinom ile iliskili oldugunu
vurgulamiglar ve ti¢ farkli iiziim ¢esidinin (sangiovese, colorino ve caburnet saubignon)
hidroalkolik ekstrelerinin ve sarapta bulunan baz1 bilesiklerin antioksidan ve

antimikrobiyal aktivitelerini H. pylori 10K (cag A+) ve H. pylori G21 (cagA -) suslari
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iizerinde test etmislerdir. G21 susuna karsi en yiiksek aktiviteyi colorino ekstresi
gostermistir (MBK: 1,35 pg/mL). Sangiovese ve cabarnet’in MBK degeri 4,0 pg/dL olarak
belirlenmistir. Cag A+ H. pylori 10K susu sadece colorino’ya kars1 48 saat sonra duyarli
bulunmustur (MBK: 3,57 ug/MI). Izole bilesiklerden H. pylori suslarina kars1 en yiiksek
antibakteriyel aktivite gosteren resveratrol olarak rapor edilmistir. 48 saatlik inkiibasyon
sonrast G21 icin MBC degeri 17 pg/mL, 10K susu i¢in ise 47,17 pg/mL bulunmustur.
Arastirmacilar cagA+ H. pylori susu olan 10K’nin {iziim ekstreleri ve bilesiklerine daha az
duyarli oldugunu belirtmisler ve bu fenomenin mide kanserli hastalarin cagA+

organizmalarla daha fazla enfekte olmasi ile iligkili olabilecegini 6ne siirmiislerdir.

Brown ve arkadaslar1 [289], farkli iizim ekstrelerinin H. pylori *ye karsi etkinliklerini ve
ekstrenin fenolik bilesikleri ile anti H. pylori aktivitesi arasindaki iligkiyi arastirmiglardir.
Kirmizi, beyaz ve siyah iiztim kabugu, misket tiziimii kabugu, misket liziimii ¢ekirdegi ve
misket iiziimii kabuk ve ¢ekirdegi (sinerji) ile saf bilesikler olan resveretrol, ellagic asit ve
myricetin‘in farkli H. pylori suslarinin gogalmas iizerine olan MIK degerlerini agar
diliisyon ydntemi ile test ettiklerinde, en etkili ekstrenin misket {iziimii kabugu (MIK: 256-
512 pg/mL), daha sonra misket iiziimii ¢ekirdegi (MIK: 256-1024 pg/mL) ve sinerji
ekstresi (MIK: 512-1024 pg/mL) oldugunu saptamuslardir. Saf bilesiklerden resveratrol ve
ellagic asit’de H. pylori ’yi inhibe ederken (MIK: 6,25-50 pg/mL), myricetin’in etkisinin
olmadigi rapor edilmistir. Yapilan tiim testlerde H. pylori’ye karsi en etkili misket tizimii
kabugu ekstresi olarak bulunmustur. Misket iiziimii ¢ekirdegi daha fazla fenolik bilesik
icerse de anti H. pylori aktivitesi kabuga gore daha diisiik seviyede oldugu rapor edilmistir.
Bu durum daha yiiksek fenolik seviyelerin mutlaka daha fazla anti H. pylori aktivitesi ile
iligkili olmayabilecegini gostermistir. Misket liziimii kabugunda en az bulunan fenolik
bilesik olan resveratroliin cagA (+) H. pylori suslari iizerine inhibe edici etkisi oldugu
gosterilmistir. Bu ¢alisma 6nceden diisiintildiigiiniin aksine anti H. pylori aktivitesinin
mutlaka daha yiiksek fenolik bilesik miktari ile korele olmadigini gostermistir. Vitis tiiriine
ait yapilan bu c¢alismalarda bizim ¢alismamizdan farkli olarak ii¢ farkli iiziim ¢esidinin
(sangiovese, colorino ve caburnet saubignon) hidroalkolik ekstreleri, farkli tiziim

ekstrelerinin fenolik bilesiklerinin H. pylori’ye karsi antimikrobiyal etkileri arastirilmistir.

Bizim ¢alismamizda kullanilan Vitis vinifera sabit yaginin H. pylori’ye karsi herhangi bir

antimikrobiyal etkisi gézlenmemistir.
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Eftekhar ve arkadaslari [290], Thymus caramanicus’un hidrodistilasyon yoluyla
hazirladiklar1 esansiyel yagini analiz ettiklerinde ana bilesikler olarak % 68,9 carvacrol, %
6 p-cymene, % 5,3 thymol, % 4,6 y-terpinene ve % 4,0 borneol icerdigini bulmuslardir.
Esansiyel yagin in vitro antibakteriyel aktivitesi H. pylori ’nin 10 klinik izolatinda disk
difizyon metodu ile degerlendirilmis ve MIK degerleri o6l¢iilmiistiir. Sonuglar disk
diftizyon metodu ile tim test bakterilerine karsi yiliksek inhibitor aktivite varlig
(inhibisyon zonlar1 50,0 — 65,0 mm) gdstermistir. Klinik izolatlarmn MIK degerleri 14,5 —
58,0 pg/mL araliginda dl¢iilmiistiir. Carvacrol’iin MIK degeri 20-80 ug/mL ve thymol’iin
MIK degeri 100-200 pg/mL araliginda bulunmustur. Esansiyel yagm anti H. pylori
aktivitesi saflagtirllmig ajanlarin ikisinden de daha fazla bulunmustur. Arastirmacilar
T.caramanicus’un anti-H. pylori ajanlar1 igin degerli bir kaynak olabilecegi kararina

varmislardir.

Bizim c¢alismamizda Eftekhar ve arkadaslarinin g¢alismasindan farkli olarak Thymus
tiirtintin vulgaris cinsinin H. pylori‘ye karsi antimikrobiyal etkisi arastirilmis ve iyi bir

inhibitor etkisi oldugu gozlenmistir (Cizelge 4.1).

Calismamizda H. pylori’ye karsi antimikrobiyal etkisini aragtirdigimiz toplam 13 bitkisel
yagdan Eucalyptus globulus (MIK: 2,81 % v/v, MBK: 5,62 % v/v), Juniperus communis
(MIK: 0,35 % v/v, MBK: 0,70 % v/v), Rosmarinus officinalis (MIK: 2,81 % v/v, MBK:
5,62 % v/v) ve Thymus vulgaris (MiK: 0,70 % v/v, MBK: 1,40 %v/v) bitkisel yaglarinin
etkili oldugunu gozlemledik (Cizelge 4.1). Tipta kullanim potansiyeli olacak olan bir ilacin
beklenen etkiyi gdstermesinin yani sira toksik etki gostermemesi de arzu edilen bir
ozelliktir. Bu baglamda bir sonraki basamak olarak H. pylori’ye karsi antimikrobiyal
etkisini buldugumuz yaglarin HUVEC hiicre dizisi tizerinde sitotoksik etkileri de
calismamizda arastirilmistir. Calismamizda; Eucalyptus globulus, Juniperus communis,
Rosmarinus officinalis, Thymus vulgaris yaglarinin HUVEC hiicre dizisi {izerinde MTT
yontemi ile Olglilen 24. saatteki % canlilik oranlar karsilastirildiginda Eucalyptus
globulus 'un tiim konsantrasyonlarda uygulanmasi sonucu HUVEC hiicre dizisinun canlilik
oraninin % 80°in lizerinde oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.25). Rosmarinus officinalis in
500 pl/mL‘ye kadar olan konsantrasyonlarda canlilik oran1 % 100’{in {izerinde iken 500
ul/mL konsantrasyonunda canlilik orant % 20’nin altina indigi goriilmiistiir (Cizelge 4.45).
Juniperus communis’in artan konsantrasyonlara yanit olarak canlilik oraninin belirgin

olarak diistiigii gozlenirken (Cizelge 4.29), Thymus vulgaris’in tiim konsantrasyonlarinda
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HUVEC hiicre dizisinun canliliginin belirgin oranda diisiik oldugu gozlenmistir (Cizelge
4.53). Bu durumda; 1, 5, 50, 100, 250 ul/ml konsantrasyonda Rosmarinus officinalis, 500
ul/ml konsantrasyonda Eucalyptus globulus ile muamele edilen HUVEC hiicre dizisi

iizerinde 24. saatteki canlilik oranlar1 en yiiksek degerlerde saptanmistur.

Yaglarin HUVEC hiicre dizisi lizerinde MTT yontemi ile Olciilen 48. saatteki % canlilik
oranlar1 karsilastirildiginda da Eucalyptus globulus’un 50 pul/mL konsantrasyonuna kadar
canlilik oraninin % 80’in {izerinde oldugu, daha yiiksek dozlarda ise canlilik oraninin
belirgin sekilde % 50‘nin altina indigi gozlenmistir (Cizelge 4.25). Rosmarinus
officinalisin artan konsantrasyonlarina yanit olarak canlilik oranmin belirgin olarak
diistiigi gozlenmistir (Cizelge 4.45). Juniperus communis’in 50 ul/mL konsantrasyonuna
kadar canlilik oran1 % 60-80’in arasinda iken daha yiiksek dozlarda ise canlilik oraninin
belirgin sekilde % 20‘nin altina indigi gozlenmistir (Cizelge 4.29). Thymus vulgaris’in tiim
konsantrasyonlarinda HUVEC hiicre dizisinun canliligi belirgin oranda diisiik olmakla
beraber, konsantrasyon artisi ile canlilik oranlarinin % 20 degerlerinden % 40 degerlerine
kadar artis gosterdigi kaydedilmistir (Cizelge 4.53). Bu durumda; 1, 5, 50, 100, 250 pl/ml
konsantrasyonlarinda Eucalyptus globulus, 500 pl/ml konsantrasyonunda Thymus vulgaris
ile muamele edilen HUVEC hiicre dizisi iizerinde 48. saatteki canlilik oranlar1 en yiiksek

degerlerde saptanmustir.

Eucalyptus globulus, Juniperus communis, Rosmarinus officinalis, Thymus vulgaris
yaglarmin HUVEC hiicre dizisi iizerinde LDH yontemi ile Olgiilen 24. saatteki %
sitotoksisite oranlar1 karsilastirildiginda ise Thymus vulgaris'in tiim konsantrasyonlarda en
yiiksek sitotoksisiteye sahip oldugu, doz artisi ile beraber sitotoksisite oranlarinin %
60’dan % 75’in lizerine ¢iktigi goézlenmistir (Cizelge 4.51). Juniperus communis ve
Rosmarinus officinalis’in sitotoksisitesi artan konsantrasyonla beraber artis gostermis
ancak Eucalyptus globulus un sitotoksisitesi tiim konsantrasyonlarda en diisiikk seviyede
gbzlenmis ve % 10-15 seviyesini asmamustir (Cizelge 4.23, Cizelge 4.27, Cizelge 4.43). Bu
durumda, tiim konsantrasyonlarda Thymus vulgaris HUVEC hiicre dizisi iizerinde 24.

saatteki en yliksek sitotoksisiteye sahip bitkisel yag olarak saptanmaistir.

Yaglarin HUVEC hiicre dizisi iizerinde LDH yontemi ile oOlglilen 48. saatteki %
sitotoksisite oranlar1 karsilagtirildiginda ise tiim yaglarin artan konsantrasyonlarda

sitotoksik etkilerinin belirgin seviyede arttigi gosterilmistir. Bu durumda; 1, 100 pl/ml
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konsantrasyonlarinda ~ Eucalyptus  globulus  (Cizelge 4.23), 5, 500 pl/ml
konsantrasyonlarinda Thymus vulgaris (Cizelge 4.51), 50, 250 pl/ml konsantrasyonlarinda
ise Rosmarinus officinalis (Cizelge 4.43) HUVEC hiicre dizisi lizerinde 48. saatteki en

yiiksek toksisiteye sahip bitkisel yaglar olarak saptanmustir.

Calismamizda elde ettigimiz sonuglart literatlir degerleri ile karsilastirmak amaciyla
Eucalyptus globulus, Juniperus communis, Rosmarinus officinalis, Thymus vulgaris
yaglarinin sitotoksisitelerini degerlendiren daha Onceki g¢alismalar literatiirde kapsamli
olarak arastinnlmistir. Bu dort bitkisel yagin sitotoksisiteleri ile ilgili literatiir bilgileri

asagida tartistlmistir.

Elaissi ve arkadaslar1 [291], 8 Eucalyptus tiiriiniin esansiyel yaglarinin kimyasal bilesimini
ve bunlarin antimikrobiyal aktiviteleri ile sitotoksik etkilerini arastirmislardir.
Calismalarinda sitotoksisite MTT kolorimetrik yontemi ile vero hiicre dizisi iizerinde
degerlendirilmistir. Vero hiicreleri, E.maidenii, E.sideroxylon ve E.cinerea esansiyel
yaglaria kars1 direngli olarak bulunmustur (CC50 degerleri sirayla 253,5, 247,3 ve 204,5
mg/mL). E.odorata, E.leucoxylon, E.lehmannii, E.astringens ve E.bicostata ise farkli bir
davranis gostermistir ve bunlarin sitotoksisitesi belirgin derecede yiiksek bulunmustur
(CC50 degerleri 6,2-16 mg/mL arasindadir) (CC50: % 50 sitotoksik konsantrasyon). En
diisiik sitotoksisite yiiksek miktarda 1,8-cineole ve orta diizeyde a-pinene ve limonene
iceren E.maidenii, E.sideroxylon ve E.cinerea gibi yaglarla gbzlenmistir. Yiiksek derecede
sitotoksik etki ise daha yiiksek miktarda monoterpen a-pinene ve orta diizeyde 1,8-cineole
iceren E.lehmannii, E.astringens yaglari ile gézlenmistir. Eski ¢aligmalarla kiyaslandiginda
bu calisilan esansiyel yaglarin sitotoksisiteleri ¢ok diisiik seviyede saptanmistir. Bu nedenle
bu yaglarin sitotoksik olmayan konsantrasyonlarda gilivenli oldugu seklinde

yorumlanmustir.

Doll-Boscardin - ve arkadaslar1  [292], Eucalyptus benthamii’nin gen¢ ve olgun
yapraklarinin esansiyel yaglarinin bazi iliskili terpenlerin (a-pinene, terpinen-4-ol ve y-
terpinene), Jurkat (T 16semi hiicreleri), J774A.1 (Fare makrofaj tiimorii) ve HeLa (serviks
kanseri) hiicre hatlar1 {izerine in vitro sitotoksik aktivitesini MTT ve LDH aktivitesi
yontemleri ile aragtirmiglardir. E.benthamii’nin gen¢ yapraklariin esansiyel yagina karsi
Jurkat hiicreleri (24. saatte 1C50: 108,33 pg/mL, 72. saatte IC50: 56,51 ng/mL), J77A.1
hiicrelerine kiyasla (24. saatte 1C50: 287,98 ng/mL, 72. saatte IC50: 166,87 ng/mL) daha
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duyarli bulunmustur. E.benthaii nin olgun yapraklari da bu iki hiicre dizisi lizerine benzer
etki gostermistir. HeLa hiicrelerine olan sitotoksisite gozoniinde tutuldugunda geng ve
olgun E.benthaii ugucu yaglarinin IC50 degerleri sirayla 24. saatte 84,23 ve 110,02 pg/mL
ve 72. saatte 120,57 ve 101,90 pg/mL olarak buluinmustur. Esansiyel yagin temel bileseni
olan a-pinene’in ise J774A.1 ve HeLa hiicreleri iizerine hig sitotoksisitesi gozlenmemisken
Jurkat hiicreleri iizerine ise ¢ok zayif bir sitotoksik etkisi gozlenmistir. Sonug olarak bu
bulgular, E.benthamii’nin izole edilen terpenler olan a-pinene ve y-terpinene’den daha

fazla sitotoksisite potansiyeli oldugunu gostermistir.

Eucalyptus tiiriine ait yapilan bu sitotoksisite ¢alismalarinda bizim ¢alismamizdan farkli
olarak Eucalyptus globulus disindaki Eucalpytus cinslerinin, bizim ¢alismamizdaki
HUVEC saglikli hiicre dizisi lizerine olan etkisi degil 6zellikle farkl tiirde kanserli hiicre

hatlari iizerine olan etkileri arastirilmistir.

Bizim ¢alismamizda E.globulus’un tiim konsantrasyonlarda HUVEC hiicre dizisi iizerine
uygulanmas: sonucu canlilik oraninin 24. saat sonunda % 80’in iizerinde oldugu
goriilmistlir. Maruziyet siiresi uzadiginda ise 48. saat sonunda 50 pl/mL iizerindeki

konsantrasyonlarda canlilik oraninin % 50’nin altina indigi gézlenmistir (Cizelge 4.25).

Cabral ve arkadaslar1 [173], Juniperus communis subsp. alpina (suter) celak ignelerinin
esansiyel yagman kimyasal bilesimi, antifungal aktivitesi ve sitotoksisitesini
arastirmiglardir. Sitotoksisite HaCaT keratinositleri lizerinde MTT yontemi ile test
edilmistir. ignelerden elde edilen esansiyel yag, insan keratinosit HaCaT hiicre viabilitesini
kontrole oranla %65,65 + 1,195 (1,25 pl/mL konsantrasyonda), 21,47 = 4,078 (0,64 ul/mL
konsantrasyonda) ve %1,59 + 1,206 (0,32 ul/mL konsantrasyonda) oraninda azaltmaistir.
Aragtirmacilar, J.communis subsp. alpina ignesi yaginmn 0,32-0,64 pl/mL
konsantrasyonunda HaCaT keratinositleri {izerine ciddi sitotoksisite gostermedigini ve bu
sonuglarin keratinositler lizerine ¢ok az olumsuz etki gosteren ancak yeterli antifungal

etkisi olan bir dozun bulunabilecegini isaret ettigini rapor etmislerdir.

Bizim ¢alismamizda da benzer sekilde J.communis’in giderek artan konsantrasyonlarina
yanit olarak calistigimiz saglikli hiicre dizisinun canlilik oraninin diistiigii gézlenmistir.
Yukaridaki ¢alismada arastirmacilar HaCaT keratinositleri {izerinde arastirmalarini

yiiriitmiisken bizim ¢alismamizda HUVEC hiicre dizisi iizerinde sitotoksisite ¢aligilmistir.
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Ferrazzano ve arkadaslar1 [293], italyan yara bakimi bitkilerinin temel oral patojenik
bakteriler lizerine olan antimikrobiyal ve biyolojik aktivitelerini arastirmiglardir. Ayni
zamanda bu bitkilerden kuvvetli antibakteriyel etki gosterenlerinin, XTT hiicre canlilig
yontemi ile keratinosit benzeri hiicreler (HaCaT) ve insan gingival fibroblastlar1 {izerine
potansiyel sitotoksik etkilerini degerlendirmislerdir. Calisma bitkilerimizden J.communis,
bizim calismamizdan farkli olarak her iki hiicre dizisi tlizerine belirgin derecede toksik
bulunmustur (p<0,001, hiicre canlilig1r % 20 ve altinda olarak rapor edilmistir). Kontrol
icin kullanilan triclosan’in hiicre canliliginda % 90°dan daha azalmaya yol actig
gosterilmistir. Arastirmacilar sitotoksisiteyi yine bizim c¢alismamizdan farkli olarak MTT

kolorimetrik metodu yerine XTT hiicre canliligi yontemi ile degerlendirmislerdir.

Kuo ve arkadaslar1 [294], Juniperus chinensis ekstresinin antianjiogenik ve anti
hepatoseliiler karsinom aktivitesini arastirmiglardir. J.chinensis’in aktif igerigi olan CBT-
143-S-F6F7’nin farkli HCC hiicre tiplerinin ¢ogalmasi iizerine olan etkilerini MTT
yontemi ve IC50 hesaplayarak degerlendirmislerdir. Hep 3B (IC50: 15.71 pg/mL)
disindaki hiicre tipleri lizerine ciddi diizeyde inhibe edici etkisi oldugunu rapor etmisler
(tiim hiicre tipleri i¢in IC50 <0,1 pg/mL) ve CBT-143-S-F6F7 nin potansiyel bir yeni HCC

ilac1 olarak yeni arastirmalarla degerlendirilmeyi hakettigini vurgulamislardir.

Moujir ve arkadaslar1 [295], Juniperus brefolia yapraklarinin sekonder metabolitlerinin
sitotoksik aktivitelerini kolorimetrik MTT yontemi ile in vitro olarak HeLa (insan serviks
kanseri), A-549 (insan akciger kanseri), MCF-7 (insan meme adenokarsinomu) ve Vero
(Afrika yesil maymunu) hiicreleri lizerinde test etmislerdir. Sekonder bilesiklerden 18-
hidroksidehidroabietane (dehidroabietinol) ile 48 saatlik maruziyet sonrsi tiim insan timor
hiicre hatlarina, ancak ozellikle HelLa iizerine (IC50 15,7 uM) selektif sitotoksik etki
saptanmistir. Dehidroabietinol’lin tiimdral olmayan memeli Vero hiicreleri lizerine ise daha

yiiksek IC50 degeri (28 uM) gosterdigi rapor edilmistir.

Son iki ¢aligmada arastirmacilar bizim ¢alismamizdan farkli olarak Juniperus cinslerinin
ozellikle farkli kanserli hiicre tipleri ilizerine olan etkilerini arastirmislardir. Yalnizca
Moujir ve arkadaglarinin {izerinde ¢alistigi Vero hiicreleri saglikli Afrika yesil maymunu
hiicreleri olup bu ¢alismada ise bizim ¢alismamizdan farkli olarak J.brefolia‘nin esansiyel

yaginin degil sekonder bilesiklerinin sitotoksik etkileri aragtirilmistir.
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Visanji ve arkadaslar1 [296], ortagag Avrupa’sinda kullanilan tibbi bilesiklerden elde edilen
bilesiklerin anti karsinojen aktivitelerini arastirmiglardir. Arastirmacilar Rosmarinus
officinalis’in aktif bilesiklerinden carnosol ve carnosik asit’in kolorektal Caco-2
hiicrelerinin katlanma zamanin1 6nemli 6l¢iide uzattigini ve 6zellikle G2/M hiicre siklusu

arrestini indiikleyerek bunlarin ¢ogalmasini inhibe ettigini rapor etmislerdir.

Cattaneo ve arkadaslart [297], Rosmarinus officinalis hidroalkolik ekstrelerinin insan
melanoma A375 hiicre dizisi canliligi iizerine olan etkinligini MTT ve Trypan mavisi
metodlari ile arastirmislardir. Sonuglar R.officinalis ekstresinin hiicre ¢ogalmasini zaman
ve doza bagimli olarak azalttigin1 gostermistir. Ekstrenin 1:120, 1:240 ve 1:480
diliisyonlar1 hiicresel metabolik aktiviteyi biiyiik 6l¢iide azaltmistir. Etki ilk 24 saatte dahi
belirgin iken, 48. ve 72. saatte daha da artmistir ancak 1,960 diliisyon ise siireden bagimsiz
olarak etkisiz olarak saptanmistir. IC50 degeri 72 saatlik inkiibasyon sonrasi 1:480 olarak
tahmin edilmistir. Hiicre ¢ogalmasi iizerine olan etkisi g6z oniinde tutuldugunda 72 saatlik
inkiibasyon sonrasi 1:120 ve 1:240 diliisyonlar hiicre ¢ogalmasini biiyiik 6l¢iide azaltmig
ancak 1:960 diliisyon etkisiz bulunmustur. Antiproliferatif aktiviteden en c¢ok hangi
bilesenlerin sorumlu oldugu arastirildiginda, apigenin, luteolin ve carnosol’iin en etkili

bilesenler oldugu sonucuna varilmistir.

Bizim galismamizda ise her iki arastirmadan farkli olarak R.officinalis’in kanserli hiicre
hatlar1 {izerine degil saghkli HUVEC hiicre dizisi tlizerine olan sitotoksik etkisi
arastirllmistir. Calismamizda 24. saat sonunda R.officinalis esansiyel yaginin ¢ok yiiksek
(500 pl/mL’ye kadar) dozlarda uygulanmasina ragmen canlilik oraninin % 100°iin iizerinde
oldugu, maruziyet siiresi 48 saate uzatildiginda ise artan dozlarla canlilik oranmin giderek

diistligii rapor edilmistir (Cizelge 4.45).

Ayesh ve arkadaslar1 [298], Thymus vulgaris L. ve Origanum syriacum L. bitkilerinin
etanol ekstrelerinin hiicresel viabilite lizerine olan etkileri ve sitotoksisitelerini, THP-1
16semi hiicre dizisi ve taze izole edilmis periferik kan mononiikleer hiicreleri (PBMC’ler)
iizerinde MTT ve LDH yontemleri ile arastirmiglardir. Her iki bitkinin ekstreleri de
konsantrasyon bagimli sekilde canli THP-1 ve PBMC sayisini ciddi oranda azaltmuistir.
T.vulgaris’in THP-1 ve PBMC’ler iizerine IC50 degerleri sirayla 0,157 ve 0,334 mg/mL
olarak bulunmustur. Selektivite indeksi ise 2,1 olarak hesaplanmistir. Diger yandan

O.syriacum ekstresi normal hiicreler tizerine 16semik hiicrelerden daha fazla etkili olarak
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bulunmustur (selektivite indeksi 0,2). Bu bulgular T.vulgaris’in kanser terapotik ajanlari
icerebilecegini ve saflastirildiginda diisilk konsantrasyonlarda bile l6semik hiicrelere

normal kan hiicrelerinden daha selektif oldugunu gostermistir.

T.vulgaris bizim ¢alismamizda tiim konsantrasyonlarda HUVEC hiicre dizisinun canliligini
belirgin oranda azaltmistir (Cizelge 4.53). Ayesh ve arkadaslarinin calismast ile
kiyaslandiginda bizim ¢aligmamizda kanserli hiicre dizisi {izerine olan etkisi aragtiritlmadigi
icin selektivite indeksinin hesaplanmasi miimkiin olmamistir. Yukarida bahsedilen
caligmada aragtirmacilar saglikli hiicre dizisi olarak PBMC’leri kullanmisken bizim

arastirmamizda HUVEC hiicre dizisi lizerine olan sitotoksisite aragtirilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda; genellikle mide ve gastrointestinal sistem rahatsizliklarma iyi geldigi
bilinen ve literatiirde H. pylori tizerinde yapilmis yeterli ¢alismasi bulunmayan 13 farkli
bitkisel yag secilmis ve H. pylori'ye karsi antimikrobiyal etkinlikleri ile HUVEC hiicre
dizisi tizerindeki sitotoksik etkilerinin arastirtlmast amaglanmistir. H.pylori’ye Kkarsi
antimikrobiyal etkisini arastirdigimiz 13 bitkisel yagdan Eucalyptus globulus (MIK: 2,81
%v/v, MBK: 5,62 %v/v), Juniperus communis (MIK: 0,35 %v/v, MBK: 0,70 %v/v),
Rosmarinus officinalis (MIK: 2,81 %v/v, MBK: 5,62 %v/v) ve Thymus vulgaris (MIK:
0,70 %v/v, MBK: 1,40 %v/v) 'in etkili oldugu gozlemlenmistir. Diger bitkisel yaglarin ise

H.pylori tizerine antimikrobiyal etkisi saptanmamistir (Cizelge 4.1).

Caligmamizda H. pylori’ye kars1 etkili buldugumuz yaglarin HUVEC hiicre dizisi tizerinde
sitotoksik etkileri de arastirilmistir. MTT yontemi ile 1, 5, 50, 100, 250 upl/ml
konsantrasyonlarda Rosmarinus officinalis, 500 ul/ml konsantrasyonda Eucalyptus
globulus ile muamele edilen HUVEC {izerinde 24. saatteki canlilik oranlari en yiiksek
degerlerde saptanmustir (Cizelge 4.25, Cizelge 4.45). Juniperus communis’in artan
konsantrasyonlara yanit olarak canlilik oraninin anlamli olarak diistiigli goézlenirken
(Cizelge 4.29), Thymus vulgaris’in tim konsantrasyonlarinda canlilik oraninin disiik
oldugu gozlenmistir (Cizelge 4.53). MTT yontemi ile Slgiilen 48. saatteki canlilik oranlar
karsilagtirildiginda da 1, 5, 50, 100, 250 ul/ml konsantrasyonlarinda Eucalyptus globulus
(Cizelge 4.25), 500 ul/ml konsantrasyonunda Thymus vulgaris ile muamele edilen HUVEC
tizerinde canlilik oranlari en yiiksek degerlerde saptanmigtir. Thymus vulgaris’in diger tim
konsantrasyonlarinda canlilik oranlari % 20 civarinda ve diger yaglara gore daha diisiik
olarak gozlenmistir (Cizelge 4.53). Rosmarinus officinalis’in artan konsantrasyonlarina
yanit olarak canlilik oranmin belirgin olarak distigii (Cizelge 4.45), Juniperus
communis’in ise 50 pl/mL fizerindeki konsantrasyonlarinda canlilik oranmin belirgin

sekilde % 20‘nin altina indigi gozlenmistir (Cizelge 4.29).

Yaglarin LDH yontemi ile Olgiilen 24. saatteki sitotoksisite oranlar1 karsilastirildiginda
Thymus vulgaris HUVEC iizerinde en yiiksek sitotoksisiteye sahip bitkisel yag olarak
saptanmuistir.  Juniperus communis (Cizelge 4.29) ve Rosmarinus officinalis’in
sitotoksisitesi artan konsantrasyonla beraber artig gostermis ancak Eucalyptus globulus 'un

sitotoksisitesi tiim konsantrasyonlarda en diisiik seviyede gozlenmis ve %10-15 seviyesini
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asmamistir. 48.saatteki sitotoksisite oranlari karsilagtirildiginda tiim yaglarin artan
konsantrasyonlarda sitotoksik etkilerinin belirgin oranda arttigi gosterilmistir. 1 ve 100
ul/ml konsantrasyonlarinda Eucalyptus globulus (Cizelge 4.25), 5, 500 ul/ml
konsantrasyonlarinda Thymus vulgaris (Cizelge 4.53), 50, 250 ul/ml konsantrasyonlarinda
ise Rosmarinus officinalis (Cizelge 4.45) HUVEC iizerinde 48. saatte en yiiksek toksisiteye

sahip bitkisel yaglar olarak saptanmustir.

Literatiirde bizim ¢alismamizdan farkli olarak Eucalyptus globulus disindaki Eucalpytus
cinsleri ile farkli Juniperus cinslerinin 6zellikle ¢esitli kanserli hiicre soylari iizerine olan
etkileri arastirtlmistir. J. communis'in saglikli hiicre dizisi lizerine sitotoksisitesini arastiran
caligma bulunamamistir. Yalnizca Moujir ve arkadaslarinin [287] iizerinde calistigi Vero
hiicreleri saglikli Afrika yesil maymunu hiicreleri olup bu caligmada ise J.brefolia‘nin
esansiyel yaginin degil sekonder bilesiklerinin sitotoksik etkileri arastirilmistir. Literatiirde
R.officinalis’in HUVEC hiicre dizisi iizerine olan sitotoksik etkisini arastiran ¢alisma
bulunamamistir. Ayesh ve arkadaslar1 T.vulgaris’in saglikli PBMC’ler ve THP-1 16semi
hiicre dizisi lizerine olan sitotoksisitesini ve yagin selektivite indeksini arastirmislarken
bizim calismamizda kanserli hiicre dizisi iizerine olan etkisi arastiritlmadigi icin selektivite

indeksinin hesaplanmasi miimkiin olmamustir.

Sonu¢ olarak ¢alismamizin bulgularinin literatiire katki saglayacagi kanaatindeyiz. Halk
tibbinda uzun yillardir gastrointestinal hastaliklarin tedavisinde kullanilan 13 farkh
esansiyel yagin 9’unun H.pylori iizerine anti-mikrobiyal etkisinin olmadiginin
gosterilmesi, eradikasyon oranlarinin yiikseltilmesi amaciyla bitkisel kaynakli yeni
antibakteriyel ajanlar arayisindaki arastirmacilar i¢in degerli bir kaynak olacaktir. Bununla
beraber Eucalyptus globulus, Juniperus communis, Rosmarinus officinalis ve Thymus
vulgaris‘in H. pylori’ye kars1 6nemli 6lgiide anti bakteriyel etkinliginin gosterilmis olmasi

da ileri aragtirmalar i¢in ¢ok degerli bulgular teskil etmistir.

Calismamizin 6nemli kisitliliklarindan bir tanesi ise, H. pylori {izerine etkinligi oldugu
gosterilen bu dort ugucu yagin kimyasal bilesenlerinin ayr1 ayri H. pylori {izerinde
denenmemis olmasidir. Bu kimyasal bilesenlerden hangisinin ya da hangilerinin birlikte
anti H. pylori etkinliginden sorumlu oldugunun gosterilmesi biiyliik 6nem arz etmektedir.

Ornegin ¢alismamizda en yiiksek sitotoksisite degerlerine sahip olan Thymus vulgaris’in
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ucucu yaginin bilesenlerinden bir tanesi yiiksek anti H. pylori aktivitesi yaninda saglikli

hiicreler iizerine ¢ok diisiik sitotoksisite degerleri gosteriyor olabilir.

Calismamizin bir diger kisitliligi ise ugucu yaglarin etkinliklerinin farkli H. pylori suslar
iizerinde test edilmemis olmasidir. Ornegin, H. pylori virulans faktorlerinden CagA ve
VagA pozitifligi bakterinin viriilansini belirgin dl¢iide arttirabilmektedir ve farkli H. pylori
suglart tizerinde bitkisel esansiyel yaglarin etkinlik ve sitotoksisiteleri degiskenlik
gosteriyor olabilir. Bu nedenle, ¢calismamizda sundugumuz bilgiler 1s18inda, anti H. pylori
aktivitesi gosterdigini tespit ettigimiz ugucu yaglarin aktif kimyasal bilesiklerinin, farkli
viriilansa sahip H. pylori suslar1 iizerinde etkinliklerini ve toksisitelerini belirlemeyi
amagclayan daha ileri in vitro ve in vivo arastirmalarin H. pylori eradikasyon oranlarini
arttiracak adjuvan bitkisel ilaglarin gelistirilmesine Onemli katkida bulunacagin

diisiinmekteyiz.
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