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ABSTRACT
EFFECT OF SOUR POMEGRANATE SAUCE HELD FROM Punica
granatum spp. (HICAZ POMEGRANATE) ON Stenotrophomonas maltophilia
AND BIOLOGICAL ACTIVITY OF POMEGRANATE WASTE

CICEK, Aydin
M.Sc. in Graduate School of Natural & Applied Sciences
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. ibrahim Halil KILIC
September 2019
73 pages

In this study, antimicrobial effect of sour pomegranate sauce samples produced from
Hicaz pomegranate with two different formulations on Stenotrophomonas
maltophilia and biological activities of extracts obtained from pomegranate waste
(peel, membrane and seed) were investigated. For this purpose, two groups of sour
pomegranate sauce were produced with and without the addition of lemon juice by
traditional methods. The antimicrobial efficacy of lemon juice alone was also
evaluated. Samples were prepared in different amounts and concentrations from sour
pomegranate sauce and lemon juice samples and their effects on S. maltophilia were
evaluated according to disc diffusion method. Antioxidant activities and DNA
protective effects of extracts obtained from pomegranate wastes under different
conditions were also determined. The samples produced in this thesis were analyzed
in 3 replicates. The zone diameter measurements for determination of antimicrobial
activity ranged from 7.33 £ 0.58 mm to 22.83 + 0.76 mm. When these results are
considered, it is determined that all sour pomegranate sauce and lemon juice samples
have antimicrobial effect on S. maltophilia correlated with the dose administered. In
addition, the combination of lemon juice and sour pomegranate sauce significantly
increase the antimicrobial effect. According to the test results for the determination
of antioxidant activity, it was found that the samples with the highest antioxidant
activity were extracts from the membrane, but all extracts contained “very good”
level (> 2 mmol trolox equiv / L) antioxidants. As a result of the test performed to
determine the DNA protective activity, it was determined that the extracts used had a
DNA protective effect, albeit to a limited extent. According to these results, sour
pomegranate sauce as a natural antimicrobial agent has potential in food industry,
pharmacology and clinical microbiology. In addition, pomegranate wastes are also
valuable in terms of antioxidant and DNA protection.

Key Words: Punica granatum, Pomegranate sauce, Antimicrobial effect,
Stenotrophomonas maltophilia



OZET
Punica granatum spp. (HICAZ NARI)’den ELDE EDILEN NAR EKSISININ
Stenotrophomonas maltophilia UZERINE ETKIiSI VE NAR ATIKLARININ
BiYOLOJIK AKTIVITESI

CICEK, Aydin
Yiiksek Lisans Tezi
Damsman: Doc. Dr. ibrahim Halil KILIC
Eyliil 2019
73 sayfa

Bu c¢alismada, Hicaz narindan iki farkli formiilasyon ile iretilmis olan nar eksisi
orneklerinin, Stenotrophomonas maltophilia tizerine antimikrobiyal etkisi ve nar
atiklarindan (kabuk, zar ve ¢ekirdek) elde edilen ekstraktlarinin biyolojik aktiviteleri
aragtirtlmistir. Bu amagla geleneksel yontemlerle limon suyu ilaveli ve ilavesiz
olacak sekilde 2 grup nar eksisi iiretilmistir. Ayrica limon suyunun tek basina
antimikrobiyal etkinligi de degerlendirilmistir. Nar eksisi ve limon suyu
orneklerinden farkli inokuliim miktarlarinda ve konsantrasyonlarda numuneler
hazirlanmis ve S. maltophilia tizerine etkileri disk difiizyon metoduna gore
degerlendirilmistir. Nar atiklarindan farkli kosullarda elde edilen ekstraktlarin
antioksidan aktiviteleri ve DNA koruyucu etkileri de belirlenmistir. Bu tez
calismasinda Tretilen Ornekler 3 tekrarli olacak sekilde analize alinmustir.
Antimikrobiyal aktivitenin tespiti i¢in yapilan analizler sonucunda elde edilen zon
cap1 Olclimleri 7,33+0,58 mm ile 22,83+0,76 mm arasinda degismektedir. Bu
sonuglar dikkate alindiginda uygulanan doz ile dogru orantili olacak sekilde tiim nar
eksisi ve limon suyu 6rneklerinin S. maltophilia iizerine antimikrobiyal etkiye sahip
oldugu tespit edilmistir. [laveten, limon suyu ve nar eksisinin birlikte kullanimimin
antimikrobiyal etkiyi dikkate deger sekilde artirdigi goriilmistiir. Antioksidan
aktivite tayini i¢in yapilan test sonuglarina gore, en yiiksek antioksidan aktiviteye
sahip orneklerin zardan elde edilen ekstraktlar oldugu, ancak tiim ekstraktlarin “gok
1yi” seviyede (>2 mmol troloks equiv/L) antioksidan icerdigi goriilmiistiir. DNA
koruyucu aktivitenin belirlenmesi i¢in yapilan test sonucunda kullanilan ekstraktlarin
sinirl1 diizeyde de olsa DNA koruyucu etkisinin oldugu tespit edilmistir. Bu
sonuclara gore nar eksisinin dogal bir antimikrobiyal ajan olarak, gida, farmakoloji
ve klinik mikrobiyoloji agisindan kullanim potansiyelinin yiiksek oldugu; ilaveten
nar atiklarinin da antioksidan ve DNA koruyuculugu acisindan degerli oldugu
sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Punica granatum, Nar Eksisi, Antimikrobiyal Etki,
Stenotrophomonas maltophilia
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BOLUM |

GIRIS

Enfeksiyon etmenleri arasinda énemli bir yer barindiran bakterilere karsi kullanilan
antibiyotiklerin zamanla yenilerinin bulunmasi ihtiyact dogmustur. Antibiyotiklerin,
gerekli ya da gereksiz hallerde oOzellikle diizensiz kullanilmast bagli olarak,
giiniimiizde 6nemli sorunlardan biri olarak antibiyotik direnci karsimiza ¢ikmaktadir.
Bununla beraber, rutinde kullanilan antibiyotikler birgok enfeksiyonun tedavisinde
yeterli olmasina karsin, dogala yonelme egilimi nedeniyle, antimikrobiyal etki
gosteren farkli alternatiflerin bulunmasi ihtiyact dogmustur. Farkli antibiyotik

molekiillerini kesfetmekte, tibbi bitkilerin olduk¢a 6nemli bir yeri vardir [1,2].

Hastane enfeksiyonlarinda (nozokomiyal), MRSA (Metisilin Direngli S.aureus,)
Pseudomonas aeruginosa gibi Stenotrophomonas maltophilia enfeksiyonu da son
yillarda giderek Onem kazanmistir. Antibiyotiklere olan diren¢ gelisimi
gozlemlenmis ve rutinde kullanilan antibiyotikler haricinde, antimikrobiyal etki
gosteren farkl alternatiflerin bulunmasi ihtiyact dogmustur. Yapilan bu tez calismasi
dogal kaynaklarimizin hastaliklarla miicadelede kullanilabilir bir alternatif olarak
degerlendirilmesi agisindan onem tasimaktadir. ilaveten tez calismasinda, nar
eksisinin antimikrobiyal etkisinin arastirilmasinin yani sira, nar eksisi iretiminde
ortaya cikan atik kisimlarin (kabuk, zar ve ¢ekirdek) da antioksidan ve DNA
koruyucu etkisinin arastiritlmasi deneme planina dahil edilmis olup, ¢alismadan elde
edilen veriler atik degerlendirme ve c¢evre kirliliginin engellenmesi agisindan da

Onem tagimaktadir.

Bu tez caligmasinin amaci, bir ¢ok gram pozitif ve gram negatif bakteri {izerine
antimikrobiyal etkisi oldugu bilinen Hicaz narindan elde edilen nar eksisinin, son
yillarda  hastane enfeksiyonlarinda (nozokomiyal) Onemli rol oynayan
Stenotrophomonas maltophilia iizerine antimikrobiyal etkisinin arastirilmasi ile bu

soruna dogal ve alternatif bir antimikrobiyal onerebilmektir. Ek olarak narin farkli



kisimlarindan elde edilen ekstraktlarin antioksidan ve DNA koruyucu aktivitelerinin

belirlenmesi ile nar atiklarinin biyolojik aktivitesinin belirlenmesidir.



BOLUM I1

LITERATUR OZETi

2.1 Nar Meyvesinin (Punica granatum) Genel Ozellikleri

Nar (Punica granatum) Punicaceae ailesinden olup, genel olarak tropikal ve
subtropikal bolgelerde yetistirilmektedir [3]. Orjini giineydogu Asya’ya dayanmasi
ile beraber; Tiirkiye, Iran, Orta Dogu, Akdeniz, Amerika Birlesik Devletleri ve Arap
tilkelerinde de yetisen bir meyvedir [4,5]. Tirkiye’de nar iretimi basta Antalya
olmak {iizere, Mersin, Mugla ve Adana’da yapilmaktadir. Bununla beraber narin
gelisme sartlar1 ¢ok secici olmadigindan, son yillarda daha genis bir alanda

yetistirilmeye baglanmistir [6].

Narin kiiltiirel tarihi oldukca eskilere dayanmaktadir ve yetistiriciliginin 5000 yil
oncesine kadar uzandigi bilinmektedir [7,9]. Nar, boylar1 2-5 metre arasinda degisen
uzunluklarda, ¢ali formunda bir bitkidir. Meyveleri ¢ok sayida etli tane icermekle
beraber, koyu kirmizidan beyaza kadar degisen tonlarda farkli renklere sahip

olabilirler.

Nar meyvesi; kabuk, zar, tane ve c¢ekirdek gibi farkli boliimleri, ¢ok gesitli
antosiyaninler, hidroksisinamik asitler, hidroksibenzoik asitler, esansiyel yaglar,
mineraller ve kompleks polisakkaritler ile yiiksek molekiil agirliga sahip hidrolize

edilebilen tanenlerin (ellagitannin) deposu olarak bilinmektedir [10,11].

Nar meyvesinin yenilebilen kismi 6nemli miktarda asitler, sekerler, vitaminler,
polifenoller, polisakkaritler ve mineraller icermektedir. Nar meyvesi, taze olarak
tilketilebildigi gibi, meyve suyu, meyve suyu konsantresi, nar eksisi, nar eksili sos,
recel, sarap, surup ve likor icin de kullanilabilmektedir. Ayrica gesitli gidalar i¢in de
renk verici ve tatlandiric olarak degerlendirilmektedir. Bununla beraber icerdigi %9

sitrik asitten Otiirli, saf sitrik asit tretimi iginde kullanilabilmektedir [12,13].



Nar ¢ekirdegi, sulu tanesinin %15 - %25’ini olusturur ve 6nemli miktarda fitosterol,
tokoferoller, punisik asitler ile konjuge alfa-linolenik asit izomerleri de dahil olmak

tizere omega-5 yag asitleri igerir [14,15].

Nar kabugunun metanol ve su ekstraktlarinin igerdigi antosiyanin, punikalajin, gallik
asit, elajik asit ve diger polifenollerin antimikrobiyal etkinligi ve bu etkinligin bir ¢ok

hastaligin tedavisinde kullanilabilirligi arastirmalarla ortaya konmustur [16].

Nar kabugundan elde edilen bazi ekstraktlarin gida kaynakli patojenlere karsi
antimikrobiyal aktivitesi, hem in vitro (agar difiizyon) hem de in situ (gida) metotlari
kullanilarak degerlendirilmistir. % 80'lik metanolik ekstraktinin (WME) Listeria
monocytogenes, S. aureus, Escherichia coli ve Yersinia enterocolitica igin giiglii bir
inhibitoér oldugu gorilmistiir. Salmonella enteritidis’e karsi WME’nin minimum
inhibitér konsantrasyonu (MIK) en fazla 4 mg/ml iken 4°C'de depolanan gidada
(balik) Listeria monocytogenes’in > 1 logl0 diizeyinde azalmasini saglamistir.
Fitokimyasal analizler fenolikler ve flavonoidler dahil olmak iizere kabuklarda aktif
inhibitdrlerin varligini ortaya ¢ikarmis ve WME'nin etkinligi, yliksek fenolik igerigi

(262,5 mg/g) ile iliskilendirilmistir [17].

Nar kabugunun metanol ekstraktinin (%80), Staphylococcus aureus, hemorajik
Escherichia coli, Listeria monocytogenes ve Yersinia enterocolitica’ya kars1 6-12
mg/ml arasinda degisen minimum inhibitér konsantrasyonlu (MIK) etki gosterdigi

ispatlanmigtir [17,18].

Antimikrobiyal etki gosteren nar gibi bitkisel kaynakli gidalarin, bakteri hiicresine
karst inhibe edici etkisi, enzimlerin ko-faktorleri ve membranin gegirgenligini
degistiren ve solunum zincirini bozan proteinlerin siilthidril gurubu ile kompleks

olusumundan kaynaklanmaktadir [19,20].

Nar suyu, nar tanelerinin preslenmesi ile elde edilen koyu kirmizi renkli meyve
suyudur. Presleme Oncesinde narin biitlinliigliiniin bozulmamas1 ve kullanilan

presleme basinci, polifenolik bilesikler ve de tanen bakimindan 6nem arz etmektedir
[21].



Tablo 2.1 Dogal nar suyunun bilesimi [22]

Bilesim 6geleri Birim Minimum Maksimum Ortalama
Bagil yogunluk 1,054 1,079 1,068
(20/20°C)
Briks, ref. diizeltilmis - 13,20 18,70 16,30
Titrasyon asitligi g/L 2,0 55,20 8,58
pH 2,40 4,41 3,53
Kiil g/L 2,370 6,110 3,907
Formol sayis1 MI 0,1N 2 28 9
NaOH/100ml
Glukoz g/L 47,10 82,70 64,80
Fruktoz g/L 51,70 97,80 71,50
Glukoz/fruktoz - 0,82 0,99 0,92
1ndirgen seker g/L 110,40 194,20 153,20
Toplam ekstrakt g/L 140,80 206,60 177,40
Indirgen olmayan g/L 1,40 64,10 24,20
ekstrakt
Alkali sayis1 — 7 14 11
Sitrik asit g/L 0,09 32,80 5,39
L — Malik asit g/L 0,00 2,83 0,87
D — {zositrik asit mg/L 13,90 186 54,90
Klortir mg/L 190 776 500
Prolin mg/L 1,0 23 7,70
Siilfat mg/L 46,00 306 1334
Fosfat mg/L 39,80 529,10 270
Kalsiyum mg/L 1,50 94 20
Magnezyum mg/L 18,90 82,50 45
Sodyum mg/L 4,40 27,10 9
Potasyum mg/L 809 2251 1209




2.2 Nar Eksisinin Genel Ozellikleri

Tiirk Standartlar1 TS 12720°de belirtilen tarifi ile nar eksisi “nar meyvesinin iki veya
dort parcaya béliiniip preslenmesi, elde edilen nar suyunun durultulmasi ve teknigine
uygun olarak acikta veya vakum altinda koyulastiriimasi ile elde edilen ve gidalara
cesni vermek amacuyla tiretilen eksi bir gida maddesidir” [23]. Nar eksisi; yoresel
farkliliklar gostermesiyle beraber temeldeki iiretim sekli, nar meyvesinin bdliinmesi
ve preslenmesi veya nar meyvesinin tanelerinin preslenmesiyle nar suyunun elde
edilmesi ve elde edilen bu nar suyunun isitilarak igerisindeki sekerin karamelize
olmast ve de suyunun buharlastirilarak uzaklastirilmasi sonucu elde edilen bir
tirtindiir. Yine TS 12720°de nar eksisi duyusal 6zellikler hakkindaki tanimlama Tablo
1.2°de belirtildigi gibidir.

Tablo 2.2 Nar eksisinin duyusal 6zellikleri [23]

Ozellikler Simirlar

Renk Nar eksisi kendisine 6zgii agik kahverengiden koyu
kahverengine kadar degisebilen renkte olmalidir.
GOriiniis Nar eksisi tortusuz olmali, meyve parcaciklart icermemeli ve

teknigine uygun olarak durultulmus olmalidir.

Tat Nar eksisinin tadi, kendine 6zgii olmali, yanik ve yabanc tat
bulunmamalidir.

Koku Nar eksisine 6zgili kokuda olmali, yabancit koku
bulunmamalidir.

2.3. Nardan ve Nar Uriinlerinden Elde Edilen Ekstraktlar Uzerine Yapilmis

Cahsmalar

Nar kabugu, yenilebilir iirlinlerin depolama stabilitesini ve beslenme kalitesini artiran
cesitli fonksiyonel 6zelliklere sahiptir. Nar kabugu ekstraktlarinin antioksidan ve
antimikrobiyal Ozelliklerinin degerlendirilmesi ve bu ekstraktlarin karides etinin
mikrobiyal gelisimini engellemedeki ve lipit oksidasyonunu kontrol etmedeki
etkinligi saptanmistir. Sonuclar, nar kabugu ekstraktlarin 169 mg GAE/100 g fenolik

icerige sahip oldugunu gostermektedir. Caligmadan elde edilen verilere gore, nar



kabugu ekstraktlarinin kiyilmis karideslere uygulanmasinin, karides ve deniz kokenli
iriinlerin kimyasal ve mikrobiyolojik kalitesini korumak i¢in uygun bir strateji

oldugu sonucuna varilmistir [24].

Nar kabugu polisakkaritlerinin kimyasal karakteristigin, antioksidan kapasiteleri ve
hepatoproteksiyon etkisi, farelerdeki CCls kaynakli oksidatif hasara karsi
incelenmistir. Nar kabugu polisakkaritleri, asidik heteropolisakaritler olarak HPLC
yontemleriyle tanimlanmistir. In vitro testler, nar kabugu polisakkaritlerinin serbest
radikallere kars1 miikemmel indirgeme giicline ve temizleyici etkilere sahip oldugunu
gostermistir. CCls enjeksiyonundan 6nce farelere nar kabugu polisakkaritleri (50, 100
ve 200 mg/kg-bw) uygulanmis ve daha sonra CCljs ile indiiklenmis farelerde, artan
serum alanin aminotransferaz, aspartat aminotransferaz, alkalin fosfataz ve hepatik
malonaldehit seviyeleri gozlemlenmistir. Ek olarak, karacigerin histopatolojik
gozlemi bu biyokimyasal Ozellikleri kanitlamistir. Bu nedenle, nar kabugu
polisakkaritlerinin, farelerde CCls ile indiiklenen karaciger hasarina karsi giiglii

koruyucu etkiler sergiledigi sonucuna varilabilecegi savunulmustur [25].

Nar (Punica granatum L.) kabugu tozu, aktif ambalaj filmi gelistirmek igin balik
jelatin filmi olusturma ¢o6zeltisine dahil edilmistir. Filmlerin fiziksel, mekanik,
antioksidan ve antimikrobiyal 6zellikleri incelenmistir. Nar kabugu tozu i¢cermeyen
balik jelatin filmi kontrol filmi olarak kullanilmistir. Balik jelatin filmlerinin su
buhar1 gegirgenligi, nar kabugu tozu igerigi arttik¢a artmistir. Bununla birlikte, nar
kabugu tozu igerigi daha yiiksek olan filmler, daha yiiksek gerilme mukavemeti
sergilemistir. Nar kabugu tozu 6énemli dl¢giide (p <0.05), DPPH ve ABTS testlerinde
filmlerin antioksidan Ozelliklerini gelistirmistir. Filmin antimikrobiyal aktiviteleri,
nar kabugu tozu eklenmesinden sonra da onemli Glgiide artmustir. Staphylococcus
aureus, aktif filme en duyarl bakteri olarak goriiliirken, onu Listeria monocytogenes
ve Escherichia coli takip etmistir. Elde edilen sonuglar, nar kabugu tozu igeren balik
jelatininin antioksidan ve antimikrobiyal dzelliklere sahip aktif bir film olarak iyi bir
potansiyele sahip oldugunu ve bu nedenle kalitenin korunmasina ve gida iiriinlerinin

raf dmriiniin uzamasina yardimei olabilecegini géstermistir [26].

Nar kabugu ekstrakti ile kombine halde kitosan ve aljinat kaplamalarinin guava

kalitesi tlizerindeki etkisi incelenmistir. Kaplanan oOrneklerde, 10 °C'de 20 giin



boyunca kontrole kiyasla, solunum hizi, olgunlasma indeksi ve renk degerlerinde
kisitlt degisiklikler kaydedilmistir. Nar kabugu ekstrakti ile zenginlestirilmis kitosan
ile kaplanmis numunelerin, toplam meyve kalitesini korumada en etkili muamele
oldugu kanitlanmistir. Nar kabugu ekstrakti ile zenginlestirilmis kaplamalarin, 20
giinliik diisiik sicaklikta depolama sirasinda guavalarin kalitesini korumada etkili

oldugu ifade edilmistir [27].

Kilis pazarlarinda satilan nar, sumak ve olgunlasmamis iiziim konsantresi iirinlerinin
baz1 kalite parametrelerinin belirlenmesi {izerine yapilmig bir diger ¢alismada, en
yiksek pH (3,29-3,51) ve titrasyon asitligi (13,19-29,59 g/100 ml) degerleri
genellikle ev yapimi nar konsantresi ve ev yapimi sumak konsantresi orneklerinde
belirlenmistir. 5-hidroksimetilfurfural (HMF) ve esmerlesme indeksi i¢in en yliksek
degerler nar konsantresi numunesinde tespit edilmistir. Candida albicans' a karsi
denenen numunelerin higbirinin etkili olmadig1 ancak analize alinan bazi

numunelerin vankomisinden daha etkili oldugu bildirilmistir [28].

Narin posasinda ve kabugunda bulunan fenolik biyoaktif maddeler yiiksek
performansli sivi kromatografisi (HPLC) kullanilarak tanimlanmis ve dl¢iilmistiir. 3
Punikalajin, on-line HPLC-ABTS yontemiyle degerlendirilen en biiyiik antiradikal
aktiviteyi géstermis; bunu o punikalajin, gallik asit ve epikatesin izlemistir. Ayrica,
peroksil ve DPPH radikallerine kars1 slipiirme aktivitesinin yani sira indirgeme giicii
arastirilmistir. Nar kabugundan elde edilen ekstraktlar, nar posasindakinden daha
yiiksek fenolik icerige sahip olarak goriilmiis ve daha fazla antioksidan o6zellik
gostermislerdir, bu nedenle Alzheimer hastaliginin ilerlemesinde rol oynayan énemli
bir enzim olan asetilkolinesteraz potansiyel inhibitorii olarak secilmistir. Nar
kabugundaki fenolikler, fenolik konsantrasyona bagli olan asetilkolinesterazin
inhibisyonunu saglamistir. Bu nedenle, nar kabugunun, endiistri tarafindan
fonksiyonel bir gida maddesi olarak Onemli bir potansiyele sahip oldugu

diistintilmiistiir [29].

Bir bagka c¢alismada nar kabugu ekstraksiyonunun optimizasyonu ve elde edilen
ekstraktlarin toplam fenol igerigi ve profili, antioksidan aktivite ve antimikrobiyal
etkisinin degerlendirilmesi amaglanmistir. Solventler olarak su ve metanol

kullanilmis ve farkli kabuk:¢oziicli oranlar1 karsilastirilmistir. Metanol nar kabugu



ekstrakti ve su ekstraktlart DPPH antioksidan aktiviteleri, polifenol profilleri ve
icerigi HPLC/DAD ve HPLC/MS ile analiz edilmistir. Nar kabugunun metanol ve su
ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlari (sirasiyla 0,061 ile 0,304 ve 0,072 ile 0,361 g
kuru ekstrakt/ml), minimum inhibitér konsantrasyonunu (MIK) belitlemek igin
Penicillium digitatum, Pseudomonas putida ve Saccharomyces cerevisiae'ye karsi in
vitro olarak test edilmistir. Nar kabugundaki hidrolize olabilir tanenlerin ana
polifenolleri temsil ettigi ve temel bilesenin punikalajin oldugu tespit edilmistir.
Metanol ile ekstrakte edilen diliisyonlarin, su ile ekstrakte edilenlerle
karsilastirildiginda, metanol ekstraktlarinin hedeflenen mikroorganizmalara karsi
daha etkili oldugu ve P. putida ve S. cerevisiae popiilasyonlarini sirasiyla 3,15 ve
2,52 log kob/ml'ye kadar azaltabildigi ifade edilmistir [30].

Nar kabugu ve ¢ekirdegi ile yapilan bir ¢alismada nar kabugu ekstresi yiiksek
antioksidan aktivite gosterirken, nar ¢ekirdegi ekstresinin dnemli bir aktiviteye sahip
olmadig1 tespit edilmistir. Nar kabugu ekstresinin IC50 degeri (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl radikal siiptirme degeri) 4.9 pg/ml iken, butillenmis hidroksi toluen
degeri 21.2 pg/ml olarak bulunmus ve bu da daha giiclii bir antioksidan oldugunu
gostermistir. Nar kabugu ekstresinin ayn1 zamanda indirgen giicli ve demir selasyon
kapasitesi yiiksek olarak bulunmustur. Nar kabugu ekstresinin, % 0.01
konsantrasyonda Staphylococcus aureus ve Bacillus cereus'a karsi iyi antimikrobiyal
aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Pseudomonas, daha yiiksek bir konsantrasyonda
(% 0.1) inhibe edilebilirken, Escherichia coli ve Salmonella enterica subs.
Typhimurium'a karsi etkisiz kalmigtir. Ayrica nar kabugu ekstresinin popiiler tavuk
eti iirlinlerine eklenmesi, sogukta depolama sirasinda raf Omriinii 2-3 hafta artirmis

ve bu tavuk {iriinlerinde oksidatif yetmezligin kontroliinde de etkili olmustur [31].

Tiirkiye'nin Akdeniz bolgesinde yetisen 6 farkli nar (Punica granatum L.) ¢esidinden
elde edilen tane zarlari, antimikrobiyal Ozellikleri bakimindan, yedi bakteriye
(Bacillus  megaterium, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Corynebacterium xerosis, Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Micrococcus
luteus) ve ti¢ fungusa (Kluvyeromyces marxianus, Rhodotorula rubra, Candida
albicans) kars1 agar difiizyon ve MIK metotlar: ile test edilmistir: zar ekstraktlarimin,
tiim mikroorganizmalar iizerinde antimikrobiyal etkiye sahip oldugu ve 13 ile 26 mm

arasinda degisen inhibisyon zonlar1 sagladig: goriilmiistiir. Aktif ekstraktlar icin MIK



degerleri 30 ile >90 pg /ml arasinda degismistir. Elde edilen sonuglarin Punica

granatum c¢esitlerinin antimikrobiyal potansiyelini dogruladigi goriilmiistiir [32].

Bir bagka calismada Hicaz nar1 ¢ekirdeginin kuru madde, yag, kiil ve mineral madde
(fosfor, potasyum, kalsiyum, magnezyum, sodyum, demir, bakir, ¢inko, mangan)
tayini yapilmig, nar cekirdegi yagmnin ise kirilma indisi ve yag asidi profili
incelenmistir. Yapilan inceleme sonucunda kuru madde 9%50,93+0,56, yag
21,25+0,93 ¢/100 g, protein 37,10+0,82 ¢g/100 g, kiil 2,44+0,08 g/100 g, fenolik
madde 7,20+0,08 mg/g olarak bulunmustur. Nar ¢ekirdegindeki mineral dagilimi ise;
fosfor 3306+66,85 mg/kg, kalsiyum 2207+£75,05 mg/kg, magnezyum 949+36,64
mg/kg, potasyum 949+37,25 mg/kg, sodyum 240+13,79 mg/kg, demir 67,12+3,25
mg/kg, ¢inko 48,01+£2,11 mg/kg, bakir 35,04+2,60 mg/kg, mangan 22,94+0,64
mg/kg seklindedir. Nar ¢ekirdegi yaginin yag asidi bilesiminin ise palmitik (%4.62),
stearik (%2,77), oleik (%6,83), linoleik (%5,81), arasidik (%1,14) ve punikik asit
(%78,83) olmak fiizere toplam alt1 yag asidinden meydana geldigi tespit edilmistir
[33].

2.4. Biyoaktif Bilesenler ve Etkileri ile DNA’da Olusabilecek Hasarlar

2.4.1. Antibiyotikler

Antibiyotik, bir mikroorganizma tarafindan diger bir mikroorganizmay1 6ldiirmek ya
da tremesini durdurmak i¢in iretilen veya yapay yolla sentezlenen maddelere
denilmektedir [34]. Antibiyotik, Yunanca “anti (kars1)” ve ‘“bios (yasam)”
sozciiklerinden tiiretilmistir. Diger bir sozliik tanimi da “bitkilerde, dzellikle kiif
mantarlarinda bulunan ya da yapay olarak iiretilen, bakteri ve diger
mikroorganizmalarin gelisimini durduran ya da onlart yok eden maddelerin ortak
adidir” seklindedir [35-37]. Antibiyotik iiretimi, onu iireten mikroorganizma igin,

rekabet ettigi flora iizerine segici bir avantaj saglar.

2.4.1.1. Antibiyotiklerin Siniflandirilmasi
Antibiyotikler, etki gii¢lerine, etki mekanizmalarina ve farmakokinetik ve kimyasal

yapilarina gore siniflandirilmaktadir.
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2.4.1.2. Etki Giiclerine Gore Antibiyotikler
Antibiyotikler etki giiglerine gore, bakteriyostatikler (hiicre gelisimini ve liremesini
engelleyen) ve bakterisidler (bakteri hiicresini direkt yok edenler) olarak 2 gruba
ayrilmaktadirlar. [38].
+« Bakteriyostatikler; Tetrasiklinler, Makrolitler, Stilfonamidler, Amfenikoller,
Linkozamidler, Metronidazol, Mikonazol
+ Bakterisidler;
» Beta-Laktamlar
e Penisilinler
o Sefalosporinler
e Monobaktamlar
e Karbapenemler
e Beta-laktamaz inhibitorleri
= Sulbaktam
» Tazobaktam
= Klavulanik Asid
Polipeptidler
Florokinolonlar
Vankomisin

Rifamisin

YV V V VY V

Teikoplanin

2.3.1.3. Etki Mekanizmalarina Gore Antibiyotikler

Antibiyotikler etki mekanizmalarina gore; hiicre duvari sentezini bozanlar, litik
enzimleri aktive edenler, sitoplazma gecirgenligini bozanlar, ribozomdaki protein
sentezini bozanlar ve bakteriyel antimetabolitler olmak tizere 5 gruba ayrilmaktadir
[38].

2.3.1.4. Farmakokinetik ve Kimyasal Yapilarina Gore Antibiyotikler

Farmakokinetik ve kimyasal yapilarina gore antibiyotikler; beta laktamlar, fenikoller,
siilfonamidler, tetrasiklinler, —aminoglikozidler, —makrolidler, linkozamidler,
polipeptidler, kinolonlar, nitrofuranlar, imidazoller ve rifamisinler olarak

ayrilmaktadir [38].
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2.4.1.5. Antibiyotiklere Diren¢ Gelisimi

Gram Negatif ve Gram Pozitif bakteriler hastane enfeksiyonlarinda da Onemli
mikroorganizmalar olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Antibiyotiklerin kesfinden sonra,
kullaniminin yayginlagsmasi ile beraber mikroorganizmalarda direng gelistirmeye
baslamistir. Gecmiste antibiyotiklerle enfeksiyonlarin  tedavisi  kolaylikla
yapilabiliyorken, gliniimiizde bakteri direnci o kadar hizli gelisme gostermektedir ki,
ilag endiistrisi bu hiza yetisemez olmustur [39,40]. Bu durum, yeni antibiyotik
molekiilii arayigina hiz kazandirmasiyla beraber, bu arayista dogal kaynak kullanimi
da 6nem kazanmistir. Dogal kaynaklar kullanilarak kesfedilen yeni antimikrobiyal

ajanlar, bitki 6ziitlerinin degerlendirilmesine dayanmaktadir [2].

2.4.2. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, bir veya daha fazla eslesmemis elektron bulunduran, varligini kisa
siire gosteren, kararsiz yapili, diisiik molekiil agirhigina sahip, ¢ok etkili molekiil
seklinde aciklanmaktadir. Birgok durumda serbest radikal olusumu pato-
mekanizmanin bir bélimiidiir ve bir¢ok ksenobiyotigin toksisitesi serbest
radikkallerin ortaya ¢ikmasi ile ilgilidir. Kadmiyum ve kursun gibi cevreye zarar
veren molekiillere maruz kalinmasi oksidatif strese neden olabilmektedir. Bu durum
maalesef biyolojik sistemlerde bulunmasi istenmeyen mekanizmalarin altinda yatan

diger bir mekanizmadir [41,42].

Oksidatif etki ise, kisaca viicudun antioksidan savunmasi ile hiicrelerin lipid
tabakasinin peroksidasyonuna sebep olan serbest radikal {iretimi arasindaki
dengesizlik olarak tanimlanabilir. Serbest radikaller; nitrik oksit, lipid peroksid,
stiperoksit ve hidroksil radikalleri gibi farkli kimyasal yapilara sahiptirler [43].
Biyolojik sistemlerdeki onemli serbest radikaller arasinda ilk siralarda oksijenden
olugsan serbest radikaller yer almaktadir. Oksijen, siiperoksit grubuna (Oz) bazi
demir-kiikiirt igeren yiikseltgenme-indirgenme enzimleri ve flavoproteinlerin
etkisiyle indirgenir. Oldukga etkin olan ve hiicre hasarina yol agabilen siiperoksit
grubu, bakir igeren siiperoksit dismutaz (SOD) ile hidrojen peroksit (H202) ve
oksijene dontstiiriiliir. Siiperoksit grubundan daha zayif etkisi olan H20,
dokulardaki peroksidaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz (GPx) gibi enzimler

sayesinde su ve oksijene ayristirilir. Dietilditiyokarbamat gibi SOD’mn etkinligini
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engelleyerek stiperoksit gruplarinin zararsiz hale getirilmesini sinirlandirirken, lipid
peroksidasyonuna hiz kazandirirlar. Bununla beraber katalazin etkinligini engelleyen
maddelerde (aminotriazol gibi herbisidler) etkin oksijen gruplarina veya bu gruplari

meydana getiren maddelere duyarlilig: arttirir [44,45].

2.4.2.1 Serbest Radikal Olusumuna Neden Olan Bashca Mekanizmalar

Serbest radikallerin olusumuna neden olan baslica mekanizmalar su sekildedir [46] .

e Otooksidasyon: Atmosferdeki oksijenin katalizlendigi bir etkilesim olarak
aciklanabilir. Hidroperoksitin zincir reaksiyonu sayesinde, peroksit radikali
olusturmasi, hidroperoksitin bir metal iyonu varliginda indirgenmesi, alkoksi
ya da hidroksi radikali meydana getirmesi ve otooksidasyon ile serbest
radikal olusum mekanizmalarindan birisidir.

e Gecis metal iyon etkisi: Demir (Fe) ve bakir (Cu) benzeri geg¢is metali
iyonlar1 biyolojik sistemde serbest radikalleri meydana getiren Onemli
oksidatif katalist maddelerdir.

e Fotooksidasyon: Fotooksidasyon da oksidasyonlarda baslangi¢ rolii {istlenen
peroksitlerin olusumu i¢in gereklidir ve bu vyolla serbest radikaller
olusturmaktadirlar.

e Enzimatik Oksidasyonlar: Biyolojik sistemlerde reaktif oksijen tiirlerini
olusturan baglica mekanizmalardan biri olan enzimatik oksidasyonlarda,
ksantin oksidaz, nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) oksidaz,
notrofil miyeloperoksidaz, halojenlenmis hidrokarbonlar benzeri enzimatik

reaksiyonlar serbest radikal olusturabilmektedirler.

2.4.2.2. Serbest Radikallerin Biyolojik Etkileri

Canli ortamlarda olusan radikallerin difiizyon yarigaplari, aktif olma konusunda
etkilidir. Diflizyon yarigap1 diistiikce, aktiflik artmaktadir. Diisiik aktiviteye sahip
radikallerin, difiizyon hizlar1 yiiksek olmasma ragmen, oldukca fazla hiicresel
tahribatlara sebep olabilmektedirler. Hiicresel serbest radikallerin etkiledigi

molekiiller Tablo 2.3’te verilmistir.
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Tablo 2.3 Serbest radikaller ve etkiledigi molekiiller [47].

Etkilenen Bilesigin Ad1 Etkinin Sonugclari
Protein denatiirasyonu
Doymamis amino asitler ve Capraz baglanma
kiikiirt igerigi olan amino asitler Enzim inhibisyonu

Organ ve hiicre gegirgenliginde degismeler

Mutasyon
Niikleik Asit Bazlari . y C ..

Hiicre gelisiminde degismeler
Karbohidratlar Hiicre yiizey alicilarinda degismeler
Doymamis Yaglar Kolesterol ve yag asitleri oksidasyonu

Nikotinamid ve flavin i¢eren kofaktorlerin
Kofaktorler aktifliginde azalma

Askorbik asit ve porfirin oksidasyon

Alfa-tokoferol ve beta-karoten gibi

Antioksidanlar N e
tioksicanlg antioksidanlarin aktifliginin azalmasi

Proteinler Denatiirasyon
Peptid zincirinde kirilmalar
Baz modifikasyonu
DNA et 4
Zincirde kirilmalar
Hyaluronik asit Synovial stvinin vizkozitesinde degisim

2.4.3. Antioksidanlar

Antioksidanlar, serbest radikaller nedeniyle olusan oksidatif stresin ortadan
kaldirilmasi igin oldukga etkili bir faktordiir. Antioksidanlar, serbest radikalleri
stiptirerek hiicresel bozulmalar1 engelleyebilen maddeler olarak isimlendirilmektedir.
Antioksidanlar insan viicudunda dogal olarak sentezlenebildigi gibi, disaridan ek
olarak alinabilmektedir. Endojen ve eksojen kaynakli antioksidanlar olarak bahsi
gecen bu antioksidanlar, serbest radikkalleri engelleyici olarak gdérev yapmaktadir.
Bu nedenle, immiin sistemin etkisini arttirmak suretiyle hastalik riskinide azaltmig

olmaktadirlar [48]. Ayrica antioksidanlar, serbest radikallerle hizla etkilesime girerek
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otooksidasyon/peroksidasyonun ilerlemesini  durduran  maddeler  olarak
isimlendirilirler [49]. Endojen ve eksojen antioksidanlarin siniflardirmasi Tablo

2.4’te verildigi gibidir.

Tablo 2.4 Endojen ve eksojen antioksidanlar [50,51]

ENDOJEN ANTIOKSIDANLAR

Enzimatik Antioksidanlar Nonenzimatik Antioksidanlar
Stiperoksit dismutaz (SOD) Glutatyon Koenzim Q10
Katalaz (CAT) Melatonin Selenyum
Glutatyon peroksidaz (GPx) Urik asit a-lipoik aist
Glutatyon rediiktaz (GR) Bilirubin Transferrin

Albiimin Seruloplazmin

EKSOJEN ANTIOKSIDANLAR

Ila¢ Olarak Kullanilan EKsojen

Vitamin Eksojen Antioksidanlar Antioksidanlar

a-Tokoferol (Vitamin E) Ksantin oksidaz inhibitdrleri
B-karoten (Vitamin A) NADPH Oksidaz inhibitorleri
Askorbik Asit (Vitamin C) Rekombinant siiperoksit dismutaz
Folik Asit (Vitamin B9) Trolox-C (Vitamin E analogu)

2.4.3.1. Endojen Antioksidanlar

Siiperoksit Dismutaz: Reaktif oksijen tiirevlerine karsi ilk savunma siiperoksit
dismutaz ile olmaktadir. Siiperoksit dismutaz, siiperoksit radikalini (O2.-), H202 ve
O ‘e doniistiirebilmektedir. H202’te sonra CAT veya GPx yardimi ile ortamdan
uzaklastirilmaktadir [52].

Insanlarda SOD’un ii¢ farkli cesidi bulunmaktadir. Bakir (Cu) ve c¢inko (Zn)
bulunduran siiperoksit dismutazlar(Cu/Zn SOD) sitozolde ve manganez (Mn)
bulunduran  siiperoksit  dismutazlar (Mn SOD) mitokondride bulunurken
ekstraselliiler siiperoksit dismutazlar (EC SOD) hiicre disinda bulunan sivilarda

varlik gostermektedir [51,52].
Katalaz (CAT): 4 alt iiniteden meydana gelen katalazin, her bir alt birimi, bir hem

grubu ve bir NADPH molekiili bulundurmaktadir [52,53]. Katalaz, genellikle

peroksizom benzeri hiicre i¢i organellerde, daha az olarak mitokondri ve
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endoplazmik retikulumda bulunmaktadir. CAT, hidrojen peroksitin su ve oksijene

katalizlenmesini saglar [54].

Glutatyon Peroksidaz (GPx): Glutatyon peroksidaz, hiicre sitoplazmasindaki
hidrojen peroksidin neden oldugu oksidadif bozulmaya karsi hiicreleri korumakla
gorevlidir. Hidrojen peroksitten OH olusumunu engeller. Glutatyon peroksidaz 4 alt

birimden olusur ve her bir alt birim selenyum i¢ermektedir [51].

Glutatyon Rediiktaz (GR): Bir flavoprotein enzimi olan glutatyon rediiktaz, flavin
adenin diniikleotid (FAD) i¢ermektedir. Glutatyon rediiktaz, NADPH nin bir elek-
tronunu okside glutatyonun disiilfid baglarina aktararak yeniden glutatyon (GSH)’a
doniistiriilir. Bu nedenle NADPH serbest radikal hasarinin durdurulmasi igin gerekli
olmakla birlikte en 6nemli kaynag1 heksoz monofosfat (veya pentoz fosfat) yoludur
[51,55].

Glutatyon: Biitiin Okaryotik hiicrelerde firetilebildigi i¢in yiiksek miktarda
bulunmaktadirlar. Glutatyon, antioksidan gibi faaliyet gosterir ve bununla beraber
hiicrenin redoks durumunun devam ettirilmesinde, detoksifikasyon sisteminin
calismasinda, eikosanoidlerin sentezlenmesinde, hiicre sinyal mekanizmasinin
diizenlenmesinde, gen ekspresyonunda ve apoptozisde de antioksidan olarak gorev
almaktadir [56].

Melatonin: Melatonin (N-asetil-5-metoksi-triptamin), epifiz bezinden endojen
olarak sentezlenmekte ve dolagima katilmaktadir. Bunun yani sira, farkli yerlerde de
tiretimi gerceklestirilebilmektedir. Isik olmayan bir zaman diliminde ya da bir
ortamda triptofandan {iretilebilmektedir [57]. Melatonin serbest radikallerin zarar
veren etkilerini azaltmakta, tim hiicre i¢indeki makromolekiilleri oksidatif zarara
kars1 korumaktadir. Melatonin, lipid ve proteinlerle beraber, ¢ekirdek ve mitokondri
deoksiriboniikleik asit (DNA)’ini korumaktadir. Melatonin direkt serbest radikal
stiptiriiclisii ve dolayli bir antioksidan olarak, her yerde faaliyet gostermesi ile genis
capta bir koruyucu o6zellik gostermektedir. Ayrica melatonin, elektron tasima sistemi
(ETS) aktivitesini arttirarak, serbest radikallerin iiretilmesini ve elektron kacaklarini

azaltir [58].
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Urik Asit: Atik bir iiriin olarak da kabul edilen iirik asit, yiiksek miktarlarda
bulundugunda, kristalize olacagindan bobrek taslarina ve provoke gut artritisine
sebep olabilmektedir. Kanin toplam antioksidan kapasitesinin yaklasik yarisindan
sorumlu oldugu distiniilen {drik asit, hidroksil, siiperoksit, singlet oksijen,
peroksinitrit anyonu ve peroksinitrit asidin etkinligini ortadan kaldirirken, gegis
metallerini selatlamaktadir. Urik asit, lipid peroksidasyonunu durdurur ve bdylece de
koruyucu olarak gorev yapmaktadir. Bunlarin yanisira gii¢lic bir serbest radikal
stipiirlicii olan iirik asit ayrica demir ve bakir gibi metal iyonlarinin selatorlar1 olarak

da faaliyet gostermektedir [59,60].

Bilirubin: Temelde 6mrii sona ermis eritrositlerin pargalanmasi sonucunda, i¢lerinde
bulunan hem proteinlerinin yikilmasi ile meydana gelen bilirubin, dolagim esnasinda
karacigere aktarilmakta; biyotrasformasyona ugratildiktan sonra safrayla veya idrarla
disar1 atilmaktadir. Bununla beraber bilirubin etkili bir antioksidandir ve peroksit

radikallerini etkileyerek zincir kirici bir etki gostermektedir [61,62].

Albumin: 585 aminoasit igeren albiimin 66 kilodalton (kDa) molekiil agirligina
sahiptir. Bu protein insan plazmasinda 30-50 mg/ml diizeyinde bulunur ve yiiksek
derecede c¢oziinebilmektedir. Viicut icerisindeki farkli boliimler arasinda sivi
dagiliminda ve ozmotik basincin diizenlenmesinde énemli bir gérev alan albiimin, bir
¢ok farmakolojik ve fizyolojik 6neme sahip bir proteindir. Giiglii bir oksidan bilesik
olan hipokloroz asit (HOCI), notrofil ve monosit gibi fagositlerin myeloperoksidaz
enzimini ortama salmasiyla katalizlenmis olur. Albumin ise olusan bu HOCI
oksidanlarini siipiirebilmekte ve bu sayede HOCI’nin 6ncelikli biyolojik hedefi olan

a-antiproteazin degistirilmesini engellemis olmaktadir [63].

Koenzim Q10: Koenzim Q10 diger isimleriyle CoQ10, ubikinon, vitamin Q10,
ubidekakinon, ubidekarenon; viicutta dogal yoldan senteslenen vitamine benzer
benzokinon bilesigidir. Aerobik solunum, aerobik metabolizma veya hiicre solunumu
siireclerinde enerji iiretiminde olduk¢a Onemlidir. Biitiin hayvan ve insan
bedenlerinde sentezlenebildikleri icin, ubikinon bilesiklerinin bir parcast olan
koenzim Q10 vitamin olarak kabul edilmemektedir. Insan hiicrelerinde triozinden
tiretilen koenzim Q10, lipitlerdeki ¢oziiniirliigii yliksek olan neredeyse tiim hiicre

membranlarinda bulunmasimin yaninda, lipoproteinlerde de bulunmaktadir. Ayrica,
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mitokondrinin i¢ zarinda yer alan, en az {i¢ mitokondri enzimi (Kompleks I, II, III)
icin bir kofaktér olmakla beraber oksidatif fosforilasyonda ©6nemli bir rol

oynamaktadir [64].

a-Lipoik Asit: a-Lipoik asit (1,2-ditiolan-3-pentanoik asit) ve bu asitin indirgenmis
formu olan dihidrolipoik asit olduk¢a gii¢lii antioksidanlardan biridir. a-Lipoik asit,
hidroksil, hipoklor6éz asit, peroksinitrit anyonu ve singlet oksijeni siipliriirken,

dihidrolipoik asit ayrica siiperoksit ve peroksit radikallerini de siipiirmektedir [65].

Selenyum: Selenyum, antioksidan ve immun sistemi diizenleyici fonksiyona sahip
temel bir element olmakla beraber, aminoasit sentezlenmesinde kullanilmakta,
selenosistein olarak isimlendirilmektedir ve selenoprotein fonksiyonu i¢in oldukga
onemlidir. Insan bedeninde en az 25 selenoprotein bulunmaktadir. Bu
selenoproteinler, antioksidan enzimler (glutatyon peroksidaz vb), antioksidan
proteinler (selenoprotein P ve W) ve diger metabolik enzimlerin fonksiyonuna gore
siiflandirilmaktadir. Selenyum, GPx aktivitesini artirarak reaktif oksijen tiirlerinin

olusumunu baskilamaktadir [66].

Seruloplazmin ve Transferrin: Beyin dahil olmak iizere birgok dokuda iiretilen
onemli antioksidan bir proteindir. Seruloplazmin kandaki bakirin %95’ini tagiyan bir
02 serum glikoproteinidir. Transferrin ise hiicrelere Fe*® tasinmasindan sorumlu olan
tastyic1 bir proteindir. Seruloplazmin, ferroksidaz ve SOD gibi faaliyet gosterir ve
eritrosit zarlarindaki ¢oklu doymamis yag asitlerini, aktif oksijen tiirlerinin
yaratacagl hasarlardan korur. Transferrin ise, H202’nin OH’e doniisiimiini
katalizleyerek oksidatif strese sebep olan ferr6z iyon konsantrasyonunu azaltarak bir

antioksidan gibi hareket eder [67].

2.4.3.2. Eksojen Antioksidanlar

Vitamin E: Yagda ¢oziinen bir vitamin olup olduk¢a yiiksek bir antioksidan
potansiyeline sahiptir. Bu vitaminin 8 stereoizomeri bulunmakta olup asimetrik bir
bilesiktir. Bunlar, o, B, y, 0 tokoferol ve a, B, y, o tokotrienol olarak
siniflandirilmaktadir. insanlarda en biyoaktif formu a-tokoferoldiir. Vitamin E’nin
hiicre membraninda gosterdigi antioksidan etkiyi, hiicrenin igerisinde genel olarak

GPx iizerine alir [68]. GPX ile a-tokoferol birbirini tamamlayict bir antioksidan etki
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gosterirler. a-Tokoferol peroksitlerin meydana gelmesine engel olurken, GPx ise hali
hazirda olusmus olan peroksitleri ortadan kaldirmaktadir [69]. Bunlarin yanisira
Vitamin E, gogiis, kolon ve prostat kanserleri, bazi kardiyovaskiiler hastaliklar,
katarakt, iskemi, artrit ve norolojik bozukluklara kars1 da koruma ozelligine sahiptir
[70].

Vitamin C: Askorbik asit olarak da isimlendirilen vitamin C, suda
¢oziinebilmektedir. Karnitin, kollajen ve norotransmitter biyosentezi i¢in gereklidir
[71]. Vitamin C, ozon, hidroperoksil, siiperoksit, singlet oksijen, nitrojendioksit,
peroksinitrit ve hipokloréz asit benzeri reaktif oksijen tiirlerini ve reaktif nitrojen
tiirevlerini kolayca siipiiriir ve bu nedenle oksidatif strese karsi etkin bir koruma
saglamaktadir. Vitamin C, lipitlerde ¢oziinmiis olan radikallerin temizlenmesi ile
tiretilen a-tokoferoksil radikallerinden, a-tokoferolii yeniden sentezleyerek bir ko-
antioksidan olarak fonksiyon gosterebilmektedir [72]. Vitamin C, antioksidan

+39 .

ozellikleri ile beraber, Fe'®ii, lipid peroksidasyonunu arttiran Fe*?’

e c¢evirerek

oksidan bir davranig da gosterebilmektedir [68].

p-Karoten: Karatinoidlerin yagda ¢dzilinen iiyesi olan -karoten, aktif A vitaminine
dontigebilmeleri nedeniyle provitamin olarak da bilinmektedir. B-karoten, retinada,
karanlik ortamda goriis icin elzem olan retinole doniisiir. B-karoten oldukca giiclii bir

antioksidandir ve en iyi singlet oksijen temizleyicisidir [70].

Folik Asit: Folik asit, vitamin B iiyesi olup suda ¢6ziinebilmektedir. DNA ve
eritrosit Uiretimi i¢in gerekli olan folik asit, hem kadin hem de erkek bireylerde
fertilite i¢in oldukga biiyiik bir 6neme sahiptirler. Folik asit erkeklerde sperm fiiretimi
icin gereklidir [73]. Ayrica folik asit reaktif oksijen tiirlerini temizleyen oldukca
giiclii bir antioksidandir [74]. Folik asit tek basina veya diger vitamin B tiirleri ile
birlikte plazma homosistein diizeyinin diisiiriilmesinde gorev almaktadir. Bununla

beraber vitamin C ve vitamin E gibi antioksidan vitaminler, homosistein aracili

oksidatif vasikiiler hasarlarin engellenmesinde rol alabilmektedir [75].
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2.4.4 DNA Mekanizmasi

2.4.4.1. DNA Hasarlan

Genel olarak DNA, tiim canli organizmalarin ve baz1 virilislerin canlilik faaliyetlerini
ve biyolojik gelisimlerini yoneten, ¢ift sarmal zincir yapisinda, organik azotlu baz
dizisidir. Ancak DNA, endojen ve eksojen faktorlerin etkisi ile genetik materyalin
molekiiler biitiinligiinde degisiklikler meydana getirebilmektedir. Bu duruma “DNA
hasar1” denilmektedir [76]. Reaktif oksijen tiirleri ile olusan hasara da ‘“oksidatif
DNA hasar1 denilmektedir. Hem hiicre ¢ekirdeginde hemde mitokondride bulunan
DNA, reaktif oksijen tiirlerinin saldirilarina hedef olabilmekte ve bunun sonucu
olarak farkli DNA doniisiimleri olabilmektedir [77]. Mitokondriyel DNA, nukleus
DNA’sina oranla, reaktif oksijen tiirlerinin sebep oldugu hasarlara kars1 3 kat daha
hassas bir yap1 gostermektedir [78,79]. DNA’nin {i¢ ana bileseninde (bazlar, seker ve
fosfat grubu) de hasarlar meydana gelebilmektedir. Bununla beraber bazlar, seker ve
fosfat grubuna gore bazi kimyasallar i¢in daha 1yi bir hedef olabilmektedir. Oksidatif
stres sonucunda ortaya ¢ikan birgok baz bozunmasi tespit edilmistir [80]. DNA’da
meydana gelen modifikasyonlarin 6nemli bir kismi, serbest radikallerin es reaktif

olarak bilineni OH tarafindan meydana gelmektedir [81].

2.4.4.2. Oksidatif DNA Hasar1 Nedeniyle Olusan Biyolojik Sonuclar

Maruz kalinan bazi kosullar nedeniyle veya yaslanma siireci ile beraber hiicreleri
oksidatif hasardan korumak ig¢in c¢alisan hiicresel antioksidan defans sistemleri
yetersiz kalabilmekte, reaktif oksijen tiirlerinin biyomolekiiller iizerinde yarattig
hasarlar giderek artmaktadir. Olusan bu hasarlarin engellenmemesi veya onarilmasi
imkansiz hale gelmesi durumunda, metabolik aksamalar, mutasyon ve kanser
olusumlar1 meydana gelebilmektedir [80,82,83]. Oksidatif DNA hasarinin azaltilmasi
ya da engellenmesinin anti-kanser etki yaptigi ama buna karsin oksidatif DNA
hasarmin artmasinin kanser gelisimini tetikledigi bilinmektedir [84]. Dolayis1 ile
DNA hasarmin, kanser gelisimi ve reaktif oksijen tiirleri ile iliskili rahatsizliklar i¢in
iyi bir Olgli olabilecegi diisiincesi ortaya cikmaktadir [84,85]. Yapilan bir¢cok
deneysel calismada da, oksidatif DNA hasarmnin genel olarak onkogenler ile timor
baskilayict genlerde meydana gelmesinin, mutasyona yatkinlig:r arttirdigi, yani

mutajenik ve karsinojenik ozellikleri oldugu ortaya ¢ikmistir [82,86-89]. Bununla
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beraber, yaslanmayla ve dejeneratif hastaliklarla da iligkili oldugu bulunmustur
[80,83,90,91].

2.4.4.3. DNA Koruyucu Aktivite

Stratosfer tabakasinda meydana gelen hasar nedeniyle diinyaya ulasan ultraviyole
(UV) 1smlarinin, ciltte yaslanma ve Ozellikle cilt kanseri gibi hastaliklara neden
oldugu bilinmektedir [92]. Insan cildinde reaktif oksijen tiirlerini baskilayan
enzimatik ya da enzimatik olmayan antioksidan savunma mekanizmalari
bulunmaktadir ve bu mekanizmalar, goriiniir 1sinlar ile UV 1smlarinin zarar verici
etkilerinin azaltilmas1 konusunda katki saglamaktadirlar [93]. Bununla beraber, UV
1sinlarina maruz kalinmasi durumunda, hiicresel antioksidanlar azalmakta ve reaktif
oksijen tiirlerinin neden oldugu UV kaynakli oksidatif DNA hasarlan
olusabilmektedir [94].

Yapilan bazi calismalar sayesinde, antioksidanlarin kanser biiylimesine negatif yonde
etki gosterdigi ve reaktif oksijen tiirleri nedeniyle olusabilecek DNA hasarina

yatkinligin, bazi fitokimyasallar ile kontrol edilebilecegi ortaya ¢ikarilmigtir [95].

2.5. Stenotrophomonas maltophilia’nin Genel Ozellikleri

Stenotrophomonas maltophilia; aerobik, gram negatif basil ve non-fermenter bir
bakteridir. Hastane enfeksiyonlarinda, zellikle de yogun bakim iinitelerinde (YBU)

yatan hastalarda enfeksiyonlara sebep olan firsat¢i bir patojendir [96].

Ilk olarak 1943°te J. L. Edwards tarafindan plevral sividan izole edilen S.maltophilia,
o donem “Bacterium bookeri” olarak isimlendirilmistir. Sirayla Pseudomonas
maltophilia ve son olarak S. maltophilia ismini almistir [97]. S. maltophilia Aiicresi,
diiz veya hafif kivrik sekilde olup 0,5 — 1,5 pm uzunlugunda, tek veya ciftler halinde
goriilebilen, polar flagellar1 sayesinde hareketli bir bakteridir [97-98]. 5° C - 40° C
arasinda lreyebilmesine karsin optimum iireme sicakligt 35° C’dir. Bu

mikroorganizma maltozu metabolize edebilirken, glukozu fermente edemez.
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Sekil 2.1. S. maltophilia, SMDP92 susu ve flagellalarinin elektron mikrografi [99].

S. maltophilia, bir (Sekil 2.1.A) ya bir kag (Sekil 2.1.B,C) flagellaya sahip olabilir.
Ayrica, O somatik antijenleri ve H flagella antijenleri tespit edilmistir. Cogunlukla
O3 antijeni ve O31 antijeni goriilmistir [97]. Bu bakterinin genetigi ¢ok iyi
bilinmemekle beraber, ¢evresel ve klinik numunelerden elde edilen S. maltophilia
suslart DNA hibridizasyon, DNA fingerprinting ve 16s rDNA sekanslama
metodlartyla A, B ve C olarak belirlenmis genetik bazda ii¢ gruba ayrilmustir. izole
edilen suslarin biiyilk ¢ogunlugu, grup A’da (%44) ve grup B’de (%34) yer
almaktadir. Grup A’da yer alan suslarin enfeksiyona sebep olan ortak karakteristik
ozelliklere sahip oldugu diisiiniilmektedir. Ozellikle gyrB gibi spesifik genomik
gruplara sahip olan suslarin, Kkistik fibrozis hastalarinda, solunum yolunda

kolonizasyona sebep oldugu belirlenmistir [98,100].

2.5.1. S. maltophilia’min Antibiyotiklere Direnci

S. maltophilia’nin direng¢ mekanizmasi iizerine yapilmis olan g¢alismalar dikkate
alindiginda bu mikroorganizmanin trimetoprim ve siilfametoksazol (ko-trimoksazol)
[98], beta laktam [101], aminoglikozid [97] ve kinolon grubundaki [97,98]
antibiyotiklere kars1 direnci oldugu tespit edilmistir. Bunlar arasinda 6zellikle genis
spektrumlu olmast sebebi ile kullanim sikliginin fazla olmasindan dolay beta laktam

grubu antibiyotiklere olan diren¢ olduk¢a 6nemlidir.

2.5.1.1. Beta Laktam Grubu Antibiyotiklere Olan Direng
Bu mikroorganizma beta laktam grubu antibiyotiklerin bir ¢oguna direnglidir. Bu

diren¢ gelisiminden L1 ve L2 beta-laktamaz enzimleri sorumlu tutulmaktadir [97].
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Neredeyse tiim beta-laktam grubu antibiyotiklere karsi dirence neden olan L1-
metallo-beta-laktamaz enzimi; homotetramer yapisinda olup, 18 kDa agirliginda,
aktiflesebilmesi i¢in ¢inkoya ihtiya¢ duymaktadir. Penisilinler, sefalosporinler ve de
karbapenemleri hidrolize edebilirken, monobaktamlara kars1 etkili degildir. L2 serin-
beta-laktamaz ise sefalosporinaz grubuna ait olup aztreonami (bir monobaktam)
hidrolize edebilmektedir. Bununla beraber beta-laktamaz inhibitorlerinden klavulanik
asit; L1 beta-laktamazi inhibe edemezken, L2 beta- laktamaz kismi olarak inhibe
edebilmektedir [101].

2.5.1.2. Benzer Diren¢ Mekanizmalari

S. maltophilia’nin hiicre membraninda yer alan lipopolisakkaritlerin dizilimi, fosfat
icerigi ve polisakkaritlerin sayisi, maruz kaldigir sicakliga bagli olarak degisim
gosterebilmektedir. Buna bagli olarak da farkli sicakliklarda gosterilen direncin de
farkli yanitlar olusturdugu tespit edilmistir. 37°C’de karakterize edilen aminoglikozid
ve polimiksin B direncinin sicakligin 30°C’ye diisiiriilmesi ile artis gosterdigi [102],
hatta ¢esitli suslarin metal direng fonksiyonu gelistirerek glimiis kapli katateri dahi

tolere edebildigi bildirilmistir [103,104].

2.5.2. Stenotrophomonas maltophilia’min Neden Oldugu Hastahklar

S. maltophilia dogada yaygin olarak bulunan ve bu sebeple de toprak, su ve
kanalizasyon basta olmak iizere bunlarla temas halinde olan bitkisel ve/veya
hayvansal kaynaklardan izole edilmis bir mikroorganizmadir. Yapilan ¢esitli
caligmalarda farkli gida kaynaklarinda (gig siit, donmus balik, igme sular1 vb.), insan
ve hayvanlarin fekal materyallerinde ve kanalizasyon atiklarinda, sehir sebeke
suyunda, plastik siselerde, dezenfektanlarda hatta saglik personelinin iist solunum
yollarinda, gastrointestinal sisteminde, vajende ve ellerinde tespit edildigi

bildirilmigtir [105-111].

Bu bakterinin hastalik iligkisinin incelendigi ¢ok sayida ¢alismada, enfeksiyona dair
gercek kanitlar incelenmistir. Ancak bu mkroorganizmanin izole edildigi flora
dikkate alindiginda oldukc¢a karigik bir floraya dahil olmasi sebebiyle ilgili
enfeksiyonlar i¢in etken mi yoksa kontaminant mi1 olduguna dair ikilemleri ortaya

cikarmistir.  Onceki  kayitlar  ve literatiir  verileri  incelendiginde bu
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mikroorganizmanin kisitli patojeniteye sahip oldugu ve immiin sistemi zayiflamig
risk grubu hastalar disinda enfeksiyon etmeni olarak ¢ok rastlanmadigi rapor
edilmistir. Nozokimyasal enfeksiyon etmeni olarak tanimlanmis olan S. maltophilia
pnomani ile iligkilendirilen bir klinik tablo sergilemektedir. Devaminda septisemi ile
birlikte dolasim sistemi, idrar yolu ve yara enfeksiyonlar1 goriilebilmektedir. Yine
aynt mikroorganizma ile iligkili olarak endokardit, menenjit, siniizit, kolanjit,
mastoidit, bursit, peritonit, epididimit, artrit, osteokondrit gibi vakalar nadir de olsa
bildirilmistir [97].

2.5.3. Stenotrophomonas maltophilia Uzerine Yapilmis Calismalar

Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Farabi Hastanesi'nde yapilan bir
calismada, Stenotrophomonas maltophilia’nin, giderek 6nemi artan bir nozokomiyal
patojen oldugu belirtilmistir. Bu ¢alismaya goére, Ocak 2000-Nisan 2004 tarihleri

arasinda, hastaneye yatan 153 hastadan izole edilen 190 tane S. maltophilia susu
prospektif olarak degerlendirilmistir. Buradaki hastalarin % 67,9'unun hastane
enfeksiyonu ile klinik olarak uyumlu oldugu ve % 32'si kolonizasyon olarak kabul
edildigi belirtilmistir. Enfeksiyon oranmin bir yasinda ve 50 yasin lizerinde artis
egiliminde oldugu goriilmiistiir. Nozokomiyal enfeksiyon ve / veya S. maltophilia ile
kolonize olarak enfekte olan hastalarin, hastaneye yatistan 19,7+15,2 (1-89) giin
sonra bu mikroorganizma hastalarda tespit edildigi bildirilmistir. Klinik bulgular
bakteriyemi (%36,5), pnomoni (%28,8), iiriner sistem enfeksiyonu (%12,5), cerrahi
alan enfeksiyonu (%11,5) ve peritonit (% 6,7) oldugu belirtilmistir. Bakteriyemi
ataklarin, santral venoz kateter ile % 37,3 (19/51), ventilatorle iligkili pnomoni ile
%11,7 (6/51), tiriner sistem enfeksiyonu ile %7,8 (4/51) peritonit ile %3,9 (2/51) ve
cerrahi alan enfeksiyonu olgularinin % 1,9'unda (1/51) iligkili oldugu belirtilmistir.
On dokuz hastada (%37,3) belirgin bir birincil enfeksiyon kaynaginin bulunamadigi
belirtilmistir [112]. Aymi g¢alismada, yiiksek APACHE II skoru, hastanede kalis
siiresi ve daha once genisletilmis spektrumlu antibiyotik tedavisi hastalarin ¢cogunda
gozlemlenmistir. Antibiyotik duyarlilik testi ile izolatlara karst en etkili
antibiyotiklerin; trimetoprim-siilfametoksazol (%94), tikarsilin / klavulanat (%79) ve
siprofloksasin (%53,5) oldugunu gosterdigi belirtilmistir. S. maltophilia enfeksiyonlu
hastalarda kaba 6liim oraninin %25 olarak bulundugu sdylenmistir. Ek olarak, uygun

antibiyotik tedavisinin mortaliteye karsi koruyucu rolii oldugu gézlemlenmistir. S.
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maltophilia kaynakli enfeksiyonlar1 onlemek i¢in derhal etkili enfeksiyon kontrol
programlarinin ve rasyonel antibiyotik kullanim politikalarinin olusturulmasi

gerektigi sonucuna varilmistir [112].

Bir baska ¢aligmada, nozokomiyal S. maltophilia enfeksiyonu olan 84 olgu dahil
edilmistir. S. maltophilia, nozokomiyal izolatlarin %1,6'sinda tanimlanmigtir. S.
maltophilia enfeksiyonlarinin ¢ogunlukla yogun bakim iinitelerinde ve hematoloji
boliimiinde gorildiigli belirtilmis ve insidanst 1000 basvuru basina 0.6 oldugu
sOylenmistir. Bu calismada, S. maltophilia'ya kars1 en aktif antimikrobiyal ajanlarin
trimetoprim-siilfametoksazol, siprofloksasin ve sefoperazon siilbaktam oldugu

sOylenmistir [113].

Ciddi Stenotrophomonas maltophilia enfeksiyonlarinin tedavisinde Onerilen
kombinasyon, tikarsiloslavulanat ve ko-trimoksazoldiir (SXT). Bununla birlikte, ilk
ajan iilkemizde mevcut degildir ve ikinci bilesen bir antimikrobiyal dirence veya
intoleransa neden olabilir. Bu nedenle, bir ¢alismada S. maltophilia’nin
antimikrobiyal duyarlilik test sonuglarini ve potansiyel bir terapotik alternatif olarak
seftazidime ve moksifloksasinin in vitro aktivitesini degerlendirilmistir. 1 Ekim 2007
- 23 Kasimm 2017 tarihleri arasinda Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi
Enfeksiyon Hastaliklar1 ve Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvari klinik 6rneklerinden
izole edilen S. maltophilia suslar1 ¢alismaya dahil edilmis, suslarin disk difiizyon
antimikrobiyal duyarlilik testi sonuglar1 retrospektif olarak degerlendirilmistir.
Calisma siiresince, 649 S. maltophilia susunun, 649 farkli hastadan izole edildigi ve
suslarin %94, %93, %92, %81, %60, %55, %45, %41, %38’inin sirasiyla tigesiklin,
moksifloksasin, SXT, siprofloksasin, sefoperazonesiilbaktam, seftazidime,
netilmisin, gentamisin ve amikasine duyarli oldugunun tespit edildigi belirtilmistir

[114].
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BOLUM I11

MATERYAL VE METOT
3.1 Materyal

3.1.1 Nar Eksisi

Hicaz narlar1 Gaziantep / Oguzeli’'nde bulunan nar bahgelerinden temin edilmistir.
Narlarin dis kabuklar1 ayiklanarak taneleri elde edilmis ve sikilip nar suyu elde
edilmistir. Elde edilen nar suyu, kaynama sicakliginda 4 saat kaynatilarak (akiskan
kivam elde edilinceye kadar) hazirlanmis ve sogumaya birakilarak nar eksisi elde
edilmistir. Elde edilen nar ecksisi analize alinincaya kadar +4 °C’de dolapta

saklanmustir.

3.1.2 Limon Suyu

Taze sikilmig limon suyu ornekleri nar eksisi ornekleri ile kiyaslanmak {izere ve
geleneksel nar eksisi tiretiminde kullanilmak iizere laboratuvar kosullarinda temin

edilmis ve analize alinana kadar +4 °C’de dolapta saklanmuigtir.

3.1.3 Stenotrophomonas maltophilia

Nar eksisi Orneklerinin, antimikrobiyal aktivitelerinin degerlendirilmesi igin
Stenotrophomonas  maltophilia  bakterisi  kullanilmigtir. ~ Stenotrophomonas
maltophilia suslar1 Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Laboratuvari

Ogretim liyesi Prof. Dr. Yasemin ZER’den temin edilmistir.

3.2. Metot

Nar eksisinin antimikrobiyal etkisinin tespit edilebilmesi i¢in Disk Difiizyon yontemi
kullanilmigtir. Antimikrobiyal aktivite tayininin degerlendirilmesinde kullanilan disk
diftizyon testi i¢in European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST) kriterleri g0z oniine alimustir.
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Limon suyu ilave edilerek ve limon suyu ilave edilmeden hazirlanan 2 farkli nar
eksisinin Stenotrophomonas maltophilia bakteri susu iizerine antimikrobiyal etkisinin

degerlendirilmesi i¢in Boliim 3.2.1.°de anlatilan yontemler uygulanmistir.

Nar eksisi 0rneklerinin iiretimi sirasinda elde edilen nar kabugu, zar1 ve c¢ekirdekleri
de tez kapsaminda deneme plania dahil edilmistir. Bu materyallerden elde edilen
ekstraktlarin da antioksidan kapasite tayinleri ve DNA koruyucu etkileri

arastirilmistir.

3.2.1. Antimikrobiyal OzelliklerinTest Edilmesi

3.2.1.1 Kullanilan Ekipman, Cihaz, Besiyeri ve Soliisyonlar

Yapilan analizler kapsaminda Gaziantep Universitesi Biyoloji Boliimii Mikrobiyoloji
Laboratuvarlarinda yer alan plastik petri kaplari, steril plastik 6ze, platin uglu oze,
ekiivyon, mikropipet, blank disk, Mueller-Hinton Agar (MHA), serum fizyolojik
(SF), steril tiip, vorteks, McFarland cihazi, 1sis1 ayarlanabilir etiiv ve kullanilan

malzemelerin sterilligini saglayan otoklav kullanilmistir.

3.2.1.2. Nar eksisi disklerinin hazirlanmasi

Nar suyunun kaynatilmasi ile olusan yogun kivamdan sade nar eksisi iiretilmistir.
Daha sonra geleneksel nar eksisi olusturma yontemine gore icerisine limon eklenerek
ikinci bir nar eksisi hazirlanmistir. Elde edilen her iki farkli nar eksisinden, 3 farkl
konsantrasyon ve bir de stok olarak seyreltilmemis nar eksisi kullanilmigtir. Bu
siispansiyonlar 6 mm ¢apindaki steril blank (bos) disklere farkli inokulum
dozlarindaki etkileride gorebilmek adma 20ul ve 40 pl olmak {iizere iki farkh

hacimde emdirilmistir.

3.2.1.3. Kiiltiiriin hazirlanmasi

Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Laboratuvari dgretim iiyesi Prof.
Dr. Yasemin ZER’den tedarik edilen Stenotrophomonas maltophilia bakteri susu
MHA besiyerine ekilerek, 37 °C’deki etlivde inkiibe edilmistir. 24-48 saat inkiibe
edilerek hazirlanan petriler (Sekil 3.1) {izerinde olusan suslardan ekiivyon yardimi ile

alinarak, i¢inde SF bulunan tiiplerde siispansiyon haline getirilmistir.
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MHA

S.maltophilia

Sekil 3.1. MHA besiyerinde S. maltophilia susu

3.2.1.4. Disk Difiizyon Yontemi

Disk difiizyon testi, A.W. Bauer, W.M. Kirby ve ark. tarafindan 1966’dan bu yana,
mikrobiyoloji laboratuvarlarinca en ¢ok tercih edilen antibiyotik duyarlilik testi
olarak kullanilmaktadir. S. maltophilia’nin antibiyotik duyarlilik testi, Clinical
Laboratory Standards Institute (CLSI) onerileri dogrultusunca, Kirby-Bauer disk
difizyon yontemi ile yapilmistir [115]. MHA besiyerlerinde Stenotrophomonas
maltophilia bakteri susu 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilarak tiremesi saglanmig
ve taze kiiltiir elde edilmistir. Daha sonra iiretilen bu taze kiiltiirden 6ze yardimi ile
alinarak iclerinde SF bulunan tiiplere aktarilmis, vortekslenerek homojen bir
stispansiyon elde edilmistir. Elde edilen bu silispansiyondan Baryum Siilfat
Bulaniklik Standarti’nda 0,5’e karsilik gelen yogunlukta McFarland (McF) cihazi
yardimt ile bagka bir siispansiyon hazirlanmistir. 0,5 McFarland yogunlugundaki bu
stispansiyondan 100 pl alinarak, disk diflizyon i¢in kullanilacak MHA petrilerine
aktarilmis, ekiivyon c¢ubugu yardimi ile tim petri ylizeyini kapsayacak sekilde
yayilarak petriler hazirlanmistir [115].

Iki farkli formiil ile hazirlanan nar eksilerinin, hi¢ diliile edilmeyen stok
stispansiyonundan ve 3 farkli konsantrasyonundan, 20ul ve 40 pl olacak sekilde 6
mm c¢apindaki steril blank disklere emdirilmistir. Stenotrophomonas maltophilia
ekimi yapilmis petrilerin iizerine, steril bir pens yardimi ile toplam 4 disk
yerlestirilmis ve nar eksilerinin, stok, 10, 10 ve 10 oraninda seyreltilmesi ile elde

edilen diliisyonlari, belirlenen hacimlerde (20 pl yada 40 ul olarak) bu disklere
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inokiile edilmistir. Inkiibasyonda meydana gelebilecek zonlarin net bir sekilde
Olciilebilmesi icin disklerin arasinda 22 mm ve petri kabinin kenarindan da 14 mm
uzakta olacak sekilde Ozen gosterilerek, diskler petriye yerlestirilmistir. Yapilan
calismada disklerin yerlestirildigi petriler 35 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra petrilerde olusan zonlarin ¢aplar1 cetvel yardimu ile Slgiilerek,

degerlendirmek tizere kaydedilmistir.

3.2.2. Antioksidan Aktivitenin Belirlenmesi

3.2.2.1. Nar ekstraktlarinin hazirlanmasi

Nar eksisinin iiretimi sirasinda ortaya ¢ikan nar ¢ekirdegi posasi, kabuk ve zar da
analiz kapsaminda degerlendirmeye alinmis ve her bir materyal hem su hem de
metanol ile ekstrakte edilmistir.

Nar meyvesinin dis kabugu, i¢ zar1 ve sikma sonrasinda atik olarak ortaya c¢ikan
cekirdegi golgede kurulmustur. Soxhlet ile toz haline getirilen kabuk, zar ve
cekirdekten yine Soxhlet cihazinda ve metanol ile su ¢ozgenleri yardimiyla
ekstraktlar hazirlanmistir. Elde edilen ekstraktlar rotary evaporatdrde ¢ozgenlerinden

uzaklastirilmis ve analize alinana kadar 4°C depolanmistir [116].

3.2.2.2. Toplam Antioksidan Seviyesinin (TAS) Belirlenmesi (ABTS Yontemi)
Bu amagla toplam antioksidan (Total Antioxidant Status Assay — TAS) seviye
belirleme test kitleri (Rel Assay Diagnostics, TAS Assay Kit) kullanilmistir. Bu kitte
yer alan Reagent 1 (Buffer Solution — Acetate Buffer), Reagent 2 (Prochromogen
Solution - ABTS), Standart (Trolox — 1 mmol/L), QC Level 1 (Trolox- 0,5mmol/L),
QC Level 2 (Trolox — 2mmol/L), distile su, nar ekstraktlari (su ve metanolde
ekstrakte edilmis kabuk, zar ve g¢ekirdek), Thermo Scientific Multiskan Go
Spektrofotometre ve Elisa Plate kullanilmistir.

Uygulanan protokol dogrultusunda, Rel Assay Diagnostic tarafindan belirtilen

kullanim talimatlarina gore ¢alisilmis ve 660 nm’de spektrofotometrede Olgiim

sonuglart alinmistir.
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(AAbs H20) — (AAbs Ornek)
(AADbs H20) — (AAbs Std)

A Abs H,O = (H20’nun 2. absorbans degeri) — (H2O’nun 1. absorbans degeri)
A Abs Std = (Std’nin 2. absorbans degeri) — (Std’nin 1. absorbans degeri)

Sonug¢ =

A Abs Ornek = (Ornegin 2. absorbans degeri) — (6rnegin 1. absorbans degeri)

3.2.2.3. Toplam Oksidan Seviyesinin (TOS) Belirlenmesi

Bu amagla toplam oksidan (Total Oxidant Status Assay — TOS) seviye belirleme test
kitleri (Rel Assay Diagnostics, TOS Assay Kit) kullanilmistir. Bu kitte yer alan
Reagent 1 (Buffer Solution — H2SO4), Reagent 2 (Substrat Solution - HSO4, Ferrous
lon, O-dianisidine), Standart (H202 - 10pmol/L), QC Level 1 (H202 - 5umol/L), QC
Level 2 (H202 - 20umol/L), distile su, nar ekstraktlar1 (su ve metanolde ekstrakte
edilmis kabuk, zar ve ¢ekirdek), Thermo Scientific Multiskan Go Spektrofotometre,

ve Elisa Plate kullanilmistir.

Uygulanan protokol dogrultusunda, Rel Assay Diagnostic tarafindan belirtilen
kullanim talimatlarina gore g¢alisilmis ve 530 nm’de spektrofotometrede ol¢iim

sonuglari alinmistir.

(AAbs Ornek)
(AADbs Std)

A Abs Std = (Std’nin 2. absorbans degeri) — (Std’nin 1. absorbans degeri)

Sonug = x10*

A Abs Ornek = (Ornegin 2. absorbans degeri) — (6rnegin 1. absorbans degeri)

* Standartin konsantrasyon degeri

3.2.3. DNA Koruyucu Aktivitenin Belirlenmesi

Boliim 3.2.2.1°de anlatilan sekilde hazirlanan nar kabugu, nar zar1 ve nar ¢ekirdegi
ekstraktlarinin UV hasarina karst DNA koruyucu aktivitesinin belirlenebilmesi i¢in
E.coli’den izole edilmis olan pBR322 plazmid DNA materyali (Vivantis
Technologies) kullanilmistir. Plazmide ait DNA materyali her bir ekstrakt ile ayri
ayr1 muamele edilmis ve ortama H>0> eklenmistir. Bu ortam UV altinda 5 dakika
tutularak, ortamda bulunan DNA partikiiliiniin hasara ugratilmasi saglanmistir. Bu
asama sonrasinda hem metanol hem su ekstraktlari i¢in ayr1 ayri olmak {izere her

ekstraktan 50 mg alinarak 1000 pl distile su ile ¢oziilmiis ve %1.5’lik agaroz jelde
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DNA orneklerine yiiriitme yapilarak (60dk/100 volt) goriintileme cihazina
aktarilmigtir [117].

3.2.3.1. Kontrol ve Ekstraktlar

K1: Kontrol: Plazmit DNA (3ul) + dH20 (6ul)
K2: Kontrol: Plazmit DNA (3ul) + dH20 (6ul)+ UV (5dk) + H202 (1ul)
Blank: Bos birakilmis yiikleme kuyusu

NKS: Plazmit DNA(3ul)+Nar Kabuk Su ekstrakti Sul + UV(5dk)+ H202 (1pul)
NCS: Plazmit DNA3ul)+Nar Cekirdek Su ekstrakt1 5ul + UV(5dk)+ H202 (1ul)
NZS: Plazmit DNA(3 pl)+Nar Zar Su ekstrakt1 Sul + UV(5dk)+ H202 (1ul)

NKM: Plazmit DNA(3ul)+Nar Kabuk Metanol ekstrakt: 5l + UV(5dk)+ H202 (1pl)

NCM: Plazmit DNAQGul)+Nar Cekirdek Metanol ekstrakti Spl+UV (5dk)+H202 (1ul)
NZM: Plazmit DNA(3 ul) + Nar Zar Metanol ekstrakti 5ul + UV(5dk)+ H20z (1pl)
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BOLUM IV

BULGULAR

4.1. Antimikrobiyal Etkinlik Sonuc¢lari

4.1.1. Limon suyu ilavesiz nar eksisinin S. maltophilia’a iizerine antimikrobiyal
etkisinin belirlenmesinde elde edilen sonuclar

Iki farkli formiil ile hazirlanan nar eksilerinin, 3 farkli diliisyon ve formiillerden biri
olan geleneksel nar eksisine katilan limon suyunun disk diflizyon metoduna gore
Stenotrophomonas maltophilia iizerine antimikrobiyal etkileri EUCAST Kriterleri
g0z Oniine alinarak degerlendirilmistir. Olusan zonlar, ¢iplak gozle, gbzden yaklasik
30 cm uzak tutularak, liremenin tam olarak basladigi nokta, zon sinir1 olarak
belirlenmigtir. Petriler yansiyan 1s1k ile aydinlatilan koyu renkli bir zemin {izerine
birakilip, zon ¢aplar1 cetvel yardimi ile dl¢lilmiistiir. Nar eksisinin 3 farkli diliisyon
ile 20 pl inokulum dozu sonucu Tablo 4.1’de, 40 pl inokulum dozu ile 3 farkli

dilisyon sonucu Tablo 4.2°de gdsterilmistir.

Tablo 4.1 Limon suyu icermeyen nar eksisinin (20 pl inokulum) antimikrobiyal
etkisi

1. Calisma 2. Calisma 3. Calisma

Konsantrasyon  Zon Capi  Zon Gapt  ZonGapt  Ortalama!  Zon Cap
(mm) (mm) (MM)  Zon Capi (mm) Siir Degeri?

Nar Eksisi /

N 18,00 18.50 1800  18,17+0,29 s

If;{ Eksisi / 12,50 13,00 1350  13,00+0,50 R

11\15_2 Eksisi / 9,00 9,50 9,50 9,3340,29 R

Tgﬁ, Eksisi / 8,00 8,00 8,00 8,00+0,00 R

1 n=3+standart sapma
2:R<16mm, S>16 mm

32



Tablo 4.2 Limon suyu igermeyen nar eksisinin (40 pl inokulum) antimikrobiyal
etkisi

1. Calisma 2. Calisma 3. Calisma

Konsantrasyon Zon Capt  Zon Capt  Zon Cap1 Ortalamat Zon Cap1
(mm) (mm) (MM)  Zon Capi (mm) Siir Degeri?

Nar Eksisi /

StoK100 18,50 18,50 18,00 18,330,29 S

Ifg‘_{ Eksisi / 13,00 13,50 1400  13,5040,50 R

Ifgg Eksisi / 9,50 10,00 9,00 9,50+0,50 R

Il\g‘_ﬁ Eksisi / 8,50 8,00 8,50 8,33+0,29 R

1. n=3+standart sapma
2:R<16mm, S>16 mm

20 pl inokulum yapilarak disklere emdirilmis 3 ayr1 diliisyondaki nar eksisi ile
yapilan calismanin 6rnegi Sekil 4.1°de gosterilmistir.

NAR EKSisi
20 pl

Besiyeri

Sekil 4.1. S. maltophilia susu ekilmis MHA besiyerinde, 20 pl inokiile edilmis nar

eksisisinin etkisi
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4.1.2. Limon suyu ilaveli nar eksisinin S. maltophilia’a iizerine antimikrobiyal
etkisinin belirlenmesinde elde edilen sonuclar

Geleneksel nar eksisinin (limon suyu ilaveli) 3 farkli diliisyon ile 20 pl inokulum
dozu sonucu Tablo 4.3’te, 40 pl inokulum dozu ile 3 farkli diliisyon sonucu Tablo

4.4°te gosterilmistir.

Tablo 4.3 Limon suyu igeren nar eksisinin (20 pl inokulum) antimikrobiyal etkisi

1. Calisma 2. Calisma 3. Calisma

Konsantrasyon ~ Zon Capt  Zon Cap1  Zon Cap1 Ortalama® Zon Cap1
(mm) (mm) (mm)  Zon Capi (mm) Smir Degeri?
Geleneksel Nar 9,00 8.50 9,00 8,83+0,29 R

Eksisi/ 107

1 n=3+standart sapma
2:R<16 mm, S> 16 mm

Tablo 4.4 Limon suyu i¢eren nar eksisinin (40 pl inokulum) antimikrobiyal etkisi

1. 2. 3.
Konsantrasyon Zﬁ%?; Zﬁiilgzl; iﬂ%ﬁ; Ortalama’ Zon Cap1
(mm) (mm) (mm)  Zon Capi (mm) Sinir Degeri?
Geleneksel Nar 9.50 9,50 9,00 9,33+0,29 R

Eksisi / 107

1 n=3+standart sapma
2:R<16mm, S>16 mm
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40 pl inokulum yapilarak disklere emdirilmis geleneksel nar eksisi ile yapilan stok
calismasinin 6rnegi Sekil 4.2°de gosterilmistir.

GELENEKSEL
NAR EKSISI

y MHA

Besiyeri

Sekil 4.2. S. maltophilia susu ekilmis MHA besiyerinde, 40 pl inokiile edilmis saf

geleneksel nar eksisisinin etkisi

4.1.3. Limon suyunun S. maltophilia’a iizerine antimikrobiyal etkisi

Geleneksel nar eksisinin recgetesinde limon suyu bulunmasi nedeniyle, limon
suyunun MHA besiyerine ekilmis S. maltophilia {izerine etkisi de arastirilmistir.
Limon suyu, saf hali ve 3 farkl diliisyonu ile 20 pl inokulum dozu sonucu Tablo

4.5’te, 40 pl inokulum dozu ile 3 farkli diliisyon sonucu Tablo 4.6’da gosterilmistir.

Tablo 4.5 Limon suyunun (20 ul inokulum) antimikrobiyal etkisi

1. Calisma 2. Caligma 3. Calisma  ortglamat
Konsantrasyon ~ Zon Capt ~ Zon Capt ~ Zon Capt Zon Cap1 Zon Capi

(mm) (mm) (mm) (mm) Sinir Degeri2
'gti(r)nkol'z)c? WU/ 400 1900 1800  18,33:058 S
oSS 4300 1300 1350 13,174029 R
'{(i)r.?on swul" 900 8,50 9,00 8,830,29 R
'{(i)r.gon swul 700 8,00 7,00 7.33£0,58 R

1. n=3+standart sapma
2:R<16mm, S>16 mm
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Tablo 4.6 Limon suyunun (40 pl inokulum) antimikrobiyal etkisi

1. Calisma 2. Calisma 3. Calisma  Qrtalamal
Konsantrasyon Zon Capt  Zon Cap1  Zon Cap1 Zon Cap1 Zon Capi

(mm) (mm) (mm) (mm) Sinir Degeri?
;ti;nkolré? WUl 1800 1950 1800  18,50+0,87 S
kgfon SWult 4350 13,00 1350  13,33:0,29 R
kggon suyu/ 959 9,00 9,50 9,33£0,29 R
kggon suul 500 7,00 8,00 7.67+0,58 R

1 n=3+standart sapma
2:R<16mm, S>16 mm

40 pl inokulum yapilarak disklere emdirilmis limon suyu ile yapilan ¢aligmanin
ornegi Sekil 4.3’de gosterilmistir.

S ro"&  LIMON suyu
) 40 pl

Sekil 4.3. S. maltophilia susu ekilmis MHA besiyerinde, 40 pl inokiile edilmis limon

suyunun etkisi

Yapilan ¢aligmalar sonucunda en yiiksek antimikrobiyal etki 22,83+0,76 mm zon
cap1 ile seyreltilmeden kullanilan ve 40 pl inokiile edilen geleneksel nar eksisinde
gbézlemlenmistir. Ortalama (ORT.) almmarak ve Standart Sapmalar1 (STDS.)

belirtilerek olusturulan kiyaslama tablosu Tablo 4.7°de verilmistir.

36



Tablo 4.7 Calismada en yiiksek antimikrobiyal etkiyi gosteren 6rnekler

Ortalama? Ortalamat
Ornekler Zon Cap1 (mm) Zon Capt  Zon Cap1 (mm) Zon Cap1
Sinir Sinir
20 ul inokulum Degeri> 40 pl inokulum  Degeri?
Limon Suyu
Iceren Nar Eksisi 19,17+0,29 S 22,83+0,76 S
/ Stok10°
Limon Suyu
ic;ermeyen Nar 18,17+0,29 S 18,33+0,29 S
Eksisi / Stok10°
'S‘t'(r)"kolr(‘)(?”y” / 18,33+0,58 S 18,50+0,87 S

1 n=3xstandart sapma
2:R< 16 mm, S> 16 mm

Bu tabloya bakildiginda S. maltophilia i¢in limon suyu ilaveli nar eksisinin, limon

suyu igermeyen nar eksisine gore daha yiiksek antimikrobiyal aktiviteye sahip

oldugu, limon suyu igermeyen nar eksisi orneklerinin de, limon suyuna gore daha

yiiksek antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu gozlemlenmistir. 20 ul ve 40 ul olarak

iki farkli dozda uygulana inokulum miktarlarinin da uygulama dozu ile dogru orantilt

olacak sekilde, olusan zon ¢aplarini etkiledigi goriilmiistiir.

4.2. Antioksidan Aktivite Sonuclar:

4.2.1. Toplam Antioksidan Seviyesi (TAS)

Nar kabugu, zar1 ve ¢ekirdeginin, su ve metanol kullanilarak elde edilen

ekstraktlarinin, toplam antioksidan seviyeleri ABTS yontemi dogrultusunda, Bolim

3.2.2.2°de anlatilan sekilde belirlenmistir. Orneklere iliskin sonuglar Tablo 4.8 ve

Tablo 4.9’da verilmistir.
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Tablo 4.8 Metanol ile ekstrakte edilen nar 6rneklerinin TAS degerleri (mmol Trolox

Equiv/L)
Ornekler Nar Kabuk Nar Zar Nar Cekirdek
TAS Abs. 2 0,079 0,078 0,258
TAS Abs. 1 0,045 0,051 0,183
Toplam Ornek Abs. 0,034 0,027 0,075
TAS Degeri 4,191 4,217 4,037

Tablo 4.9 Su ile ekstrakte edilen nar 6rneklerinin TAS degerleri (mmol Trolox

Equiv/L)
Ornekler Nar Kabuk Nar Zar Nar Cekirdek
TAS Abs. 2 0,119 0,082 0,187
TAS Abs. 1 0,095 0,065 0,169
Toplam Ornek Abs. 0,024 0,017 0,018
TAS Degeri 4,228 4,255 4,251

Orneklere iliskin TAS degerleri Tablo 4.10°da verilen referans degerler
dogrultusunda degerlendirilmistir. Buna gore en yiiksek TAS degeri su ile ekstrakte
edilmis nar zar1 orneklerinde (4,255 mmol Trolox Equiv/L) goriiliirken, en diisiik
TAS degeri metanol ile ekstrakte edilen nar ¢ekirdegi orneklerinde (4,037 mmol

Trolox Equiv/L) gorilmistiir.

Tablo 4.10 TAS Referans Degerleri (mmol Trolox Equiv/L)

TAS REFERANS DEGERLERI (mmol Trolox Equiv/L)

>2,00 Cok lyi

1,45 2,00 Normal

1,20 1,45 Normal Kabul Edilebilir

1,00 1,20 Diusiik Antioksidan Seviyesi
<1,20 Cok Diislik Antioksidan Seviyesi

4.2.2. Toplam Oksidan Seviyesi (TOS)

Nar kabugu, zar1 ve c¢ekirdeginin, su ve metanol kullanilarak elde edilen
ekstraktlarinin, toplam oksidan seviyeleri ferréz iyon selator kompleksinin
oksidasyonu yontemi dogrultusunda, Boélim 3.2.2.3’te anlatilan  sekilde

belirlenmistir. Orneklere iliskin sonuglar Tablo 4.11 ve Tablo 4.12°de verilmistir.

38



Tablo 4.11 Metanol ile ekstrakte edilen nar 6rneklerinin TOS degerleri (mmol
Trolox Equiv/L)

Ornekler Nar Kabuk Nar Zar Nar Cekirdek
TOS Abs. 2 0,313 0,283 0,789
TOS Abs. 1 0,205 0,192 0,738
Toplam Ornek Abs. 0,108 0,091 0,051
TOS Degeri 10,709 9,023 5,057

Tablo 4.12 Su ile ekstrakte edilen nar 6rneklerinin TOS degerleri (mmol Trolox

Equiv/L)
Ornekler Nar Kabuk Nar Zar Nar Cekirdek
TOS Abs. 2 0,500 0,394 1,072
TOS Abs. 1 0,428 0,341 1,021
Toplam Ornek Abs. 0,072 0,053 0,051
TOS Degeri 4,049 4,120 4,127

Orneklere iliskin TAS degerleri Tablo 4.13’te verilen referans degerler
dogrultusunda degerlendirilmistir. Buna gore en yiiksek TOS degeri metanol ile
ekstrakte edilmis nar kabugu oOrneklerinde (10,709 mmol Trolox Equiv/L)
goriilirken, en diisik TOS degeri su ile ekstrakte edilen yine nar kabugu

orneklerinde (4,049 mmol Trolox Equiv/L) goriilmiistiir.

Tablo 4.13 TOS Referans Degerleri (mmol Trolox Equiv/L)

TOS REFERANS DEGERLERI (umol H20; Equiv/L)

< 5,00 Cok lyi
8,00 5,00 Normal
12,00 8,00 Yiiksek Oksidan Seviyesi
> 12,00 Cok Yiiksek Oksidan Seviyesi

4.3. DNA Koruyucu Aktivite Sonuclari

Su ve metanol ile olusturulan nar kabugu, zar1 ve g¢ekirdegi ekstraktlar1 ile DNA
koruyucu aktivitesinin belirlenmesi i¢in yapilan ¢alismada Escherichia coli’ den
izole edilen pBR322 plazmit DNA’s1 kullanilmistir. Yapilan ¢aligmada kullanilan
jelin yogunlugu, ilgili DNA’daki baz ¢ifti sayisina gore hazirlanmistir. Bu metod ile
DNA’da hasara neden olan UV i1sinlart ve H20. varliginda olusturdugumuz

ekstraktlarin  DNA hasarmi engelleyebilme potansiyelinin olup olmadiginin
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belirlenmesi amaclanmistir. Yapilan bu calisma ile elde edilen jel goriintii kaydi

Sekil 4.5’te verilmistir.

K1: Kontrol: Plazmit DNA (3ul) + dH,O (6ul), K2: Kontrol: Plazmit DNA (3ul) + dH,0 (6pl)+ UV (5dk) + H.O, (1pul), Blank:
Bos birakilmig yiikleme kuyusu, NKS: Plazmit DNA(3ul)+Nar Kabuk Su ekstrakti 5ul + UV(5dk)+ H,O; (1ul), NCS: Plazmit
DNAQGul)+Nar Cekirdek Su ekstrakti 5ul + UV(5dk)+ H;O, (1ul), NZS: Plazmit DNA(3 pl)+Nar Zar Su ekstrakti Sul +
UV(5dk)+ H,0, (1ul), NKM: Plazmit DNA(3ul)+Nar Kabuk Metanol ekstrakti Sul + UV(5dk)+ H,O, (1pl), NCM: Plazmit
DNAQ@ul)+Nar Cekirdek Metanol ekstrakti Sul+UV(5dk)+H,0, (1ul), NZM: Plazmit DNA(3 pl) + Nar Zar Metanol ekstrakti
Spl + UV(5dk)+ H,0; (1ul)

Sekil 4.5. Nar kabugu, ¢ekirdegi ve zarmin ekstraktlarinin jel goriintiisii
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BOLUM V
TARTISMA VE SONUC

Tez kapsaminda analize alinan ve Gaziantep / Oguzeli’'nde bulunan nar
bahgelerinden temin edilen narlarden elde edilen nar eksilerinin, hastane
enfeksiyonlarinda rol oynayan mikroorganizmalardan biri olan ve Gaziantep
Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Laboratuvari 6gretim iiyesi Prof. Dr.
Yasemin ZER’den temin edilen S. maltophilia’nin iizerine antimikrobiyal etkisi
EUCAST kriterlerine gore disk difiizyon yontemi ile incelenmistir. Ayrica nar
kabugu, zart ve c¢ekirdeginin su ve metanol ekstraktlar1 antioksidan ve oksidan
yoniinden degerlendirilmistir. Bununla beraber, narin kabuk, zar ve ¢ekirdeginin su
ve metanol ekstraktlari, plazmid DNA’s1 ile UV 1sinina ve H202’te maruz

birakilarak, gosterebilecegi DNA koruyucu aktivite incelenmistir.

Nar meyvesi; kabuk, zar, tane ve ¢ekirdek gibi farkli boliimleri ¢ok g¢esitli molekiiller
(antosiyaninler, hidroksisinamik asitler, hidroksibenzoik asitler, esansiyel yaglar,
mineraller ve kompleks polisakkaritler ile yiiksek molekiil agirhiga sahip hidrolize
edilebilen tanenler) igermektedir [10-11]. Nar bitkisinin meyve kabuklarindan elde
edilen ekstraktlarin disk diflizyon metoduna gore en yliksek inhibisyon zon ¢apinin
(18-30 mm) Staphylococcus aureus ve Staphylococcus epidermidis bakterilerinde
oldugu ve viridans streptokoklardan olan Streptococcus mitis bakterisine karsi nar
bitkisinin antibakteriyel etki gosterdigi goriilmiistiir [118]. Nar eksisinin noétiirlenerek
asitliginin giderilmesi, Escherichia coli O157:H7 ve Staphylococcus aureus
mikroorganizmalarinin = MIK  degerlerinin  belli  &lgiide gerilemesine neden
olmaktadir. Buna karsin, her iki mikroorganizma i¢in inhibisyonun olmadigi bir
durum ile karsilasilmamasi, antimikrobiyal etkinin, sadece nar iirlinlerindeki ytliksek
asitlikten ve diisiik pH’dan kaynaklanmadigini, bununla beraber, nar meyvesinden
ve/veya zarindan gelen antimikrobiyal ozellikteki molekiillerinde, antimikrobiyal
etkide rol oynadigimi gostermektedir [119]. Bir c¢alismada, nardan izole edilen
pelargonidin — 3 — galaktoz, siyanidin — 3 — glukoz, gallik asit, kuersetin ve

mirisetinin, Escherichia coli ve Staphylococcus aureus suslarinin da aralarinda
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oldugu 24 farkli sus iizerinde antimikrobiyal etki arastirilmis ve bu baglamda
yapilmis in-vitro c¢alismada yaklasik olarak 10® kob/ml seviyesinde inokulum
kullanilmistir. 37 °C’de 24 saat inkiibasyon sonucu elde edilen degerlerin, asetik asit
kullanimma oranla 3 kat daha diisiik oldugu bildirilmistir [120]. Yaklasik 10° kob/g
diizeyinde baslangigc mikrobiyal yiike sahip olan marul, taze sogan ve maydanoz
numunelerinin, nar {riinleri ile 10 dakika (dk) bekletildikten sonra, alinan sayim
sonuglar, marulun toplam yiikiiniin 10' kob/g diizeyinin altna indigini, diger

tiriinlerde ise 10° kob/g diizeyinin altina indigini gostermistir[119].

Ozellikle gelismekte olan iilkeler basta olmak iizere, diinyanin birgok iilkesinde, bazi
hastaliklarin tedavisinde geleneksel yontemler kullanilmaktadir. Diinya Saglik
Orgiitii verilerine gore bazi hastaliklarin tedavisinde geleneksel yontemlerin tercihi
%80 oraninda olmakla beraber, bu tedavilerde yaklasik 20.000 bitkinin oziitleri ve
igerikleri kullanilmaktadir [121]. Bununla beraber, gelismis iilkelerdeki regeteli
ilaclarin yaklasik %25 kadari, bitkisel kaynakli etken maddelerden (rezerpin, kinin,
aspirin, vimblastin vb.) olusturmaktadir [122]. Zengin bir floraya sahip olan
Tiirkiye’de bazi bitkiler halk arasinda tedavi amaciyla kullanilmaktadir [123]. Bazi
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan sentetik ilaglarin yan etkilerinin dikkat ¢ekici
boyutta olmasi ve son yillarda antibiyotiklere direngli mikroorganizmalarin ortaya
cikmasiyla, hem toplum hemde bilim insanlar1 bitkisel kokenli dogal ilaglar
arastirmaya yoneltmistir [124]. Yapilan bir baska calismada ise S. maltophilia
bakterisinin bir¢ok antibiyotige farkli mekanizmalarla direngli olmakla beraber,
sebep oldugu enfeksiyonlarin tedavisinin zor ve 6lim oraninin yiiksek oldugu

belirtilmistir [125].

Organizmalarin tamami, hiicrelerini, dig faktorlerin etkisi ile olusabilecek DNA
hasarlarina karst korumak amaciyla DNA onarim mekanizmalarina sahiptirler. DNA
onarimini, replikasyon hatalari, mutasyonlar gibi hiicreyi tehdit edecek tiim
islemlerde kullanmaktadirlar. Bu siire¢ esnasinda meydana gelebilecek bir anomali,
yaslanmaya ve hatta kansere sebep olabilmektedir [126]. Giinesten gelen ve DNA’da
hasara sebep olan UV i1sinlarinin, yaglanma ve kanser bakimindan dikkate deger

etkilerinin s6z konusu oldugu bilinmektedir [127].
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Bunlarla beraber, onkolojik agidan 6nemli olan oksidatif DNA hasarinin kontrolii
icin, tibbi ve aromatik bitkilerden elde edilen ekstraktlar iizerine ayrintili ¢alismalar

yapilarak yeni bilesikler elde edilmeye ¢alisilmaktadir [128].

Yapilan bir ¢alismada, ultraviyole (UV) 1sinina maruz kalma; giines yanigi, ddem,
hiperplazi, immiinsiipresyon, fotoyaslanma ve cilt kanseri de dahil olmak {iizere
cesitli akut ve kronik durumlar ile iligkilendirilmistir. Dogal olarak ortaya g¢ikan
fitokimyasallarin, UV ile ilgili bu tiir durumlarin 6nlenmesindeki rolii, artan ilgi
gordiigi belirtilmistir. Nar (Punica granatum L.)’in, bir¢ok in vivo ve in vitro
caligmada, anti-enflamatuar, antioksidan ve antikanserojen aktivite sergileyen zengin
bir polifenolik kaynagi oldugu sdylenmistir. SKU-1064 insan derisi fibroblast
hiicrelerinde, Punicalagins'e UVA ve UVB kaynakli hasarlara karsi standardize
edilmis bir nar meyve ekstraktinin potansiyel koruyucu etkilerini arastirilmistir. Bu
calismadan elde edilen sonuglar, nar ekstresinin UVA ve UVB kaynakli hiicre
hasarina kars1 koruyucu etkilerini ve nar polifenoliklerinin topikal uygulamalardaki

potansiyel olarak kullanilabilecegini gostermistir [129].

Baska bir ¢alismada, nar kabuklari toz haline getirilmis, etil asetat, aseton, metanol
(MeOH) ve su ile oda sicakliginda 1 saat siireyle ekstre edilmistir. Kurutulmus nar
kabuklarinin, etil asetat, aseton, MeOH ve su ekstraktlarinin antioksidan aktivitesi, 5,
10, 25 ve 50 ppm'de butillenmis hidroksianisol ile 1, 1 - difenil - 2- picrylhydrazyl
kullanilarak yiliksek performansli sivi kromatografi metodu ile karsilastirilmistir.
MeOH de elde edilen ekstraktin, digerlerinden daha giiglii antioksidan etkisi
gosterdigi belirtilmigtir [130].

Elde edilen sonuglar dikkate alindiginda, nar eksisinin ve limon suyu ilavesi ile
hazirlanan geleneksel nar eksisinin, diliie edilmeden kullanilmalarinin, hastane
enfeksiyonlarinda rol oynayan mikroorganizmalardan biri olan S. maltophilia tizerine
antimikrobiyal etkisinin daha yiiksek oldugunu gostermistir. Bu nedenle, dogal bir
antimikrobiyal ajan olarak, bu mikroorganizmaya karsi potansiyel kullanilabilecek
bir Uriin oldugunu diisiinmekteyiz. Bunlarla beraber, yapilan bu tez calismasi
sonucunda, narin ¢ekirdek, kabuk ve zarindan elde edilen ekstraktlarin antioksidan
aktivitesinin yiiksek oldugu ve serbest radikallerin siipiiriilmesinde sadece narin
suyunun degil, atik olarak degerlendirilebilecek olan ¢ekirdek, zar ve kabuktan da

faydalanabilecegi goriilmiistiir. Nar kabugu basta olmak iizere zar ve ¢ekirdegin, UV
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ve HxO2’nin yaratacagi oksidatif hasarlara karsi koruyucu etki potansiyeli oldugu
tespit edilmistir. Dolayist ile oldukg¢a zengin bir biyoaktif bilesime sahip olan nardaki
bu bilesiklerin  belirlenmesi ve denenen mikroorganizma {izerine etki
mekanizmalarinin tespit edilmesi ile alternatif yeni {riinlerin Tretilebilecegi
distiniilmektedir. Son olarak da bu tez ¢alismasindan elde edilen verilerin, bu alanda
calisan arastirmacilara veri olusturarak yeni ¢aligmalara da hem fikir hem de veri

saglayabilecek potansiyele sahip oldugu diisiiniilmektedir.
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