T.C.
DICLE UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

BAZI FITOTERAPIK BITKILERIN, FARKLI DOZLARDA
GAMA RADYASYONLARINA MARUZ BIRAKILAN
E.COLJ spp UZERINDEKI ETKILERI

YUKSEK LISANSTEZi

MEHMET CIHAN YAVAS

DANISMAN
PROF. DR. M. SALiH CELiK

BiYOFiziK ANABILIM DALI

DiYARBAKIR 2010



T.C.
DICLE UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

BAZI FITOTERAPIK BITKILERIN, FARKLI DOZLARDA
GAMA RADYASYONLARINA MARUZ BIRAKILAN
E.COL/ spp UZERINDEKI ETKILERI

YUKSEK LISANSTEZi

MEHMET CIHAN YAVAS

DANISMAN
PROF. DR. M. SALiH CELiK

BIYOFiziKk ANABILiM DALI

Bu tez, Dicle Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri komisyonu tarafindan
08-TF-08 Yiksek Lisans proje numaras ile desteklenmistir.

DiYARBAKIR 2010



T.C
DICLE OniversiTES]
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

“Bazi 'Féieteragik Bitkilerin, Farkli Dozlarda Gama Radyasyontarina Maruz
Birakilan E.coli spp Uzerindeki Etkileni” isimii Yiksek Lisans tezi 30/06/2010 farhinde
pp

tarafimizdan dederlendiriferek bagarifi bulunmustur.

Tez Danismant : Prof. Dr. M. Salih GELIK
Tezi Teslim Eden: M. Cihan YAVAS

Juri Uyesinin

Unvam  Ad:i Soyad: Universitesi-Fakiltesi
Baskan :  Prof. Dr. M. Salih CELIK \ / D.0). Tip Fakuitesi

Uve :  Prof. Dr.Kadri GULﬁi‘cﬁ‘:‘ D.U. Tip Fakilitesi

Uye © Prof. Dr. Abdurrahman KAYA—— == "D, Tip Fakultesi

Oye .  Prof. Dr. Feyzan AKSEN %0\770""‘ D.U. Tip Fakiitesi
Oye :  Prof. Dr. MZulkuf AKDAQ%%E& Tip Fakuitesi
Yukarndaki imzalar tasdik olunur.
0% jo}j2LodLo
Prof. Dr. Yusuf NERGIZ

Dicle Universitesi
Saghik Bilimleri EnstitGst Madird



TESEKKUR

Yiuksek lisans tez calismalarim siresince ilgi ve desteklerini eksik
etmeyen, sorularimi hicbir zaman yanitsiz birakmayan, deneyimleriyle yol
gOsteren, Onerileriyle beni pozitif bazda yodnlendiren ve maddi - manevi
yonden sicak ilgisini eksik etmeyen, bu ¢aligmanin sonlandiriimasinda emegi
gecen danismanim Sn Prof. Dr. M. Salih CELIK’e ¢ok tesekkir ederim.

Egitimimde, emek harcayarak fedakarlik yapan, hem annelik hem de
babalik gorevini Ustlenerek bu gtinlere gelmemde her tirli 6zveride bulunan
Sevgili Annem Zibeyde Yavas' a ve biricik Aileme sonsuz tesekkirlerimi
sunarim.

Biyofizik Anabilim dalinda master egitimim siresince cok degerli
bolum hocalarim, Prof.Dr. Abdurrahman Kaya' vya, Prof.Dr. Sileyman
Dasdag’ a, Prof.Dr. Feyzan Aksen’ e, Prof.Dr. M.Zulkif Akdag’ a ve Yrd.
Dog.Dr. Veysi Akpolat’ a sicak ilgilerinden dolayi tesekkir ederim.

Calismam siresince laboratuar imkanlarindan destek aldigim Yrd.
Doc.Dr. Aysel Bekleyen’ e, Bio. M. Nusret Dag’ a ve Uzm.Fiz. M. Hakan
Dogan’a katkilarindan dolayi tesekkur ederim.

Ayrica bu calismayr 08-TF-08 Yuksek Lisans proje numarasi ile
destekleyen Dicle Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyon

Uyelerine tesekkir ederim.

Mehmet Cihan YAVAS
Haziran 2010



) ICINDEKILER DiZiNi
1.0n Sayfalar

1.1. Kapak

1.2. i¢ Kapak

1.3.0NaY SAYfaSI....uiiti i [l
1.4.TeSekKUr Sayfasl..... ..o \Y
1.5. Igindekiler Dizini.............ooiiiiiii e \Y;
1.6. SeKiller DIizini.......ooouii e VIl
1.7. Tablolar DiziNi..........cviiii e X
1.8. Simgeler ve Kisaltmalar Dizini...............ccooiiiiiiiii i, Xl

2.0zet Sayfalari

OZBL. e Xl
SUMIMIATY .« ettt ettt e ettt ettt e e e XV
3.Tez Metni

3.1 GINS VB AMAG ...ttt e 1
3.2.Genel Bilgiler........oo 2
3.2.0. RAOYASYON. ...t e 2
3.2.1.1. Gama RadyasyOn..........ccoviiiiiiiiiie e 9
3.2.2. Kullanilan Mikroorganizmalar................ccccoooiiiiiinin.n. 13
3.2.2.1. Mikroorganizmalarin Genel Ozellikleri..................... 13
3.2.2.2. Escherichia coli’ nin Genel Ozellikleri..................... 15
3.2.3. Kanser BiyolOjiSi.......c.oouiuiiiiiiiiic e 16
3.2.4. Serbest Radikaller ve Genel Ozellikleri................cccc....... 16
3.2.5. Fitoterapik BitKiler.............ooooii 21
3.2.6. Antioksidan Maddelerin Ozellikleri ................................. 21
3.3. GereC Ve YONIEM . ...ttt 30
IR T B =T =T o PP 30
3.3.1.1. Kullanilan Maddeler...............ccooiiiiiiiii 30
3.3.1.2. Kullanilan Alet ve Malzemeler................cccooeoeinnn. 30
3.3.1.3. Kullanilan Bakteriler ve Besiyerleri........................ 31
3.3 2. Y O M. e 32

3.3.2.1. Bitkilerin Toplanmasi, Kurutulmasi ve Ekstrasiyon islemi 32
3.3.2.2. Bitki Ekstrelerinin Hazirlanmasl............................ 33



VI

3.3.2.3. Bakteri Deneme Ekimlerinin Yapilmasi ve Besiyerine

OzUt EKIENMESI.... ... 35

3.3.2.4. Standart Egrinin CizilmesSi............cccooiiiiiiii, 36

3.3.2.5. Gama Radyasyonun Bakteri Uremesi Uzerine Etkisi... 38

3.3.2.6. istatiksel Degerlendirme.................coooeieeeiieeeeinn... 39

B4 BUIQUIAT. ... 40

G I8 T = 11 = 1 1 = T 49
3.6.S0NUG VE ONETIler...... oo, 52
A, KAYNAKIAT c..cciiiiiiiiieee e 54
ST @40 =Yod 4o 11T 59

SEKILLER DiziNi



VIl

Sekil 3.2.1.a Elektromanyetik spektrum..................ccooiiiiiii i, 4
Sekil: 3.3.2.2.a Enkiibasyondan sonra bitki numunelerinin stizme iglemi 34

Sekil: 3.3.2.2.b Stizme isleminden sonra evaporatérde etanolu ugurma

ISIEMIL e 34
Sekil: 3.3.2.3.a E.coli spp bakterisinin dilisyon islemi...................... 36
Sekil: 3.3.2.4.a Standart egri icin seyretme iglemi.............................. 37

Sekil: 3.3.2.4.b 10° kez seyreltilmis E. coli spp killtiiriinden 0,5 cc alinarak
kati besiyerine ekilmig koloni gorintasd....................... 38

Sekil 3.3.2.5.a irradasyon isleminin yapildigi Co 60 Teleterapi cihazi.... 39

Sekil 3.4.a. iradiye edilmemis kontrol grubunun koloni géranimii...... 40

Sekil 3.4.b.  E.coli spp’ nin gama irradasyonu sonucu olusan koloni

goranimua (1 grup 100 CGY)..eovviniiiiiiiieieieeeee 40
Sekil 3.4.c.  E.coli spp’ nin gama irradasyonu sonucu olusan koloni
goranima (2 grup 200 CGY)..oovvvieiiiiiiieiei e 40
Sekil 3.4.d.  E.coli spp’nin gama irradasyonu sonucu olusan koloni
goranimu (3 grup 500 CGY)..eonveniiiiiieiceee e 40
Sekil 3.4.e.  E.coli spp’ nin gama irradasyonu sonucu olusan koloni
goranima (4 grup 1000 CGY)...ovviviiriiiiiiece e 41
Sekil 3.4.f. E.coli spp’ nin gama irradasyonu sonucu olusan koloni
goranimua (5 grup 3000 CGY)...ovviniieiiiiiieieeee e 41
Sekil 3.4.9.  E.coli spp’ nin gama irradasyonu sonucu olusan koloni
goranima (6 grup 6000 CGY).....oovviviieiiiiiiieeieeeees 41
Sekil 3.4.h.  Gama radyasyonun E.coli spp bakterisi Gizerine etkisi
sonucu olugan kolonilerin doza bagh grafigi................. 43
Sekil 3.4.i. E.coli spp kultirinin 560 nm dalga boyundaki Absorbans
degerleri (Standart EGri)...........ccoeviiiiiiiiiiiieen, 43

Sekil 3.4.k. E.coli spp kultirinin 560 nm dalga boyundaki
% Transmittans degerleri (Standart EQri)................... 43
Sekil 3.4.1.  iradiye ediimemis E. coli spp kontrol grubunun koloni
gorinimu (Besiyerinde Feslegen ekstresinin oldugu
durumda) ....... oo 46



Sekil 3.4.11.

Sekil 3.4.111.

Sekil 3.4.1V.

Sekil 3.4.V.

Sekil 3.4.VI.

Sekil 3.4.VII.

Sekil 3.4.VIII.

Sekil 3.4.1X.

Sekil 3.4.X.

Sekil 3.4.XI.

Sekil 3.4.XIl.

VIl

6000 cGy dozunda iradiye edilmis E.coli spp nin koloni
gorinimu (Besiyerinde Feslegen ekstresinin oldugu
durumda)........oooini 46
iradiye edilmemis E. coli spp kontrol grubunun koloni
gorinimu (Besiyerinde Kegi Boynuzu ekstresinin oldugu
dUurumda) ..o 46
6000 cGy dozunda iradiye edilmis E.coli spp nin koloni
gOrinimu (Besiyerinde Kegi Boynuzu ekstresinin oldugu
AUIUMAA). ... 46
iradiye edilmemis E. coli spp kontrol grubunun koloni

gorinimU (Besiyerinde Biberiye ekstresinin oldugu

6000 cGy dozunda iradiye edilmis E.coli spp nin koloni
gOrinimu (Besiyerinde Biberiye ekstresinin oldugu

AUIUMAA). ... a7
iradiye edilmemis E. coli spp kontrol grubunun koloni
gorinimu (Besiyerinde Zencefil ekstresinin oldugu

dUrUMAA) .. 47
6000 cGy dozunda iradiye edilmis E.coli spp nin koloni
gorinimu (Besiyerinde Zencefil ekstresinin oldugu

AUIUMAA). . e 47
iradiye edilmemis E. coli spp kontrol grubunun koloni
gorinimu (Besiyerinde Kimyon ekstresinin oldugu

AUruMAa).....co 48
6000 cGy dozunda iradiye edilmis E.coli spp nin koloni
gorunumu (Besiyerinde Kimyon ekstresinin oldugu

AUIUMAA). ... 48
iradiye edilmemis E. coli spp kontrol grubunun koloni
gorinimu (Besiyerinde Civan Pergemi ekstresinin oldugu
AUIUMAA). .o 48
6000 cGy dozunda iradiye edilmis E.coli spp nin koloni

gorinim (Besiyerinde Civan Percemi ekstresinin oldugu



AUIUMAA). ..

TABLOLAR DiziNi

Tablo 3.2.1.a Radyasyon Gesitleri............c.cooiiiiiiiiiiees
Tablo 3.2.1.b Radyasyon birimleri ve dénustmleri.........................

Tablo 3.2.4 a En sik karsilasilan serbest radikaller ve serbest radikal



Ureten tdrlerin bazi 6zellikleri..................coooiiini 19
Tablo 3.2.2.1.a Calismada kullanilan bitkilerin tur isimleri, familyalari ve
kullanilan Kisimlart............ooooi i 32
Tablo 3.3.2.4.a E.coli spp igin 560 nm deki Spektrofotometrik 6lgim
degerleri.. ... 37
Tablo 3.4.a. Gama radyasyonun E.coli spp Uzerine irradyasyonu sonrasi
enkibasyon sonucu elde edilen koloni sayilari ve p degerleri 42

Tablo 3.4.b Agar + fitoterapik bitkilerin irradyasyon dozlari.............. 45

SIMGELER VE KISALTMALAR DiZziNi

Y : Gama Isini
eV . Elektronvolt

Gy . Gray



Sv
OH

rem

DNA

rad

LET

Xl

: Sievert

: Hidroksil iyonu

: Roentgen - equivalent — man
: Joule

: Deoksiribonikleik asit

: Radyasyon birimi (radiation absorbed dose)
. Alfa tanecigi

: Beta tanecigi

: Lineer enerji transferi

: Hidrojen atomu

: Hidrojen peroksit

: KiloGray

: Mili Sievert

. Santi Gray

. Saf bir popilasyonun baslangic mikrobiyal ytkini bir logaritmik

basamak azaltan, diger bir deyisle %90 nini 6ldiren radyasyon dozudur.

pm
KCN
Cu

Fe

Mn

Mo
NADPH

0,
OH

HO,
ROO~
CCls’
RS
RO

: Mikrometre

: Potasyum siyanat

: Bakir

: Demir

: Mangan

: Molibden

: Nikotinamid adenin dinukleotit fosfat
: Hidrojen radikali

: SUperoksit

- Hidroksil radikali

: Singlet oksijen

: Perhidroksil radikali

: Peroksil radikali

: Triklorometil radikali

: Tiyil Radikali
. Alkoksil radikali



NO
NO;
SOD
ROT
SOR
Prx
Gpx
GSH
GGT
uv
cm
gr
ml
TU
WR
BK
SB

gosteren bitki ekstrelerinin roli ile ilgili calismalar strdurilmektedir.

: Azot monoksit

. Azot dioksit

: SUperoksit dizmutazlar

. Reaktif oksijen turl

: Suiperoksit reduktazlar

: Peroksiredoksinler

: Glutatyon peroksidazlar

. Glutatyon

: Gama-Glutamil Transferaz
- Ultraviyole 1sinlar
: Santimetre

: Gram

. Mililitre

: Toprak Ustl

: Radyasyon agirlik faktori
: Bakteri kdlttrQ

. Saf buyyon

OZET

X1l

Son vyillarda, serbest radikallerin temizlenmesinde antioksidan etki
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Serbest radikaller, hiicre metabolizmasi sirasinda, dis kaynakli bazi kimyasal
maddelerin ve radyasyonlarin etkileri sonrasinda olugur. Serbest radikallerin,
hicrenin yapisinda ve DNA’sinda 6énemli derecede harabiyete yol actigi
bilinmektedir.  Ozellikle iyonize radyasyonlarin serbest radikallerin

olusumunda buyuk etken oldugu arastirmalarla gosterilmistir.

Bu calismada, agar ve agar + bitki ekstrelerinin (83 pl) bulundugu
ortamlardaki E.coli spp artan dozlarda (100, 200, 500, 1000, 3000 ve 6000
cGy) gama radyasyonlariyla iradiye edildiler. irradyasyona tabi tutulan bu iki
ortamdaki E.coli spp karsilastirilarak bitkilerin etanolik ekstrelerinin
antioksidan etkileri ve gama radyasyonun E.coli spp Uzerindeki etkisi
arastirildi. Calismada halk arasinda tiketilen 6 adet (Kegiboynuzu, Feslegen,
Zencefil, Biberiye, Civan percemi ve Kimyon) bitkinin fitoterapotik etkisi
arastinldi.

Bu calismada, gama radyasyonun doz artisina bagli olarak E.coli spp’
nin koloni sayisinda azalma gozlemlendi. Calismada kullandigimiz, Biberiye
(Rosmarinus officinalis L)., Civan Pergemi (Achillea millefolium L.), Feslegen
(Ocimum basilicum L.), Kec¢i Boynuzu (Ceratonia siliqua L.), Zencefil
(Zingiber officinale) ve Kimyon (Cuminum cyminum L.)’ un etilalkol
ekstrelerinin oldugu agarl besiyerinde bulunan E.coli spp’ nin koloni sayilari
tam olarak sayilmamakla beraber, petrinin ylizeyine dagildigi ve kimelestigi,

kullandigimiz bitki ekstratlarinin antioksidan etkileri goézlendi.

Anahtar kelimeler: Bitki ekstresi, gama radyasyon, antioksidan, E.coli spp

SUMMARY
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The effects of some fitoterapic plants on E.coli spp which are exposed

to different doses of gamma radiation

In recent years, studies on the role of plant extracts which present
antioxidant effect on removing of free radicals, have been being performed.
During the cell metabolism, free radicals occur after the effect of some
chemicals and radiation. Free radicals is known to damage to the structure
and DNA of cells. It has been shown in the investigations that ionized
radiations are agents that cause free radicals to occur.

In this study, E. coli spp in the areas of agar and agar + plant extracts
(83 ul) was irradiationed by increasing gamma radiation (100, 200, 500,
1000, 3000 and 6000 cGy). E. coli’s in these two areas, exposed to radiation
was compared. By this way, the effects of antioxidant etanolic extracts of
plants and the effect of gamma radiation on E.coli spp were investigated. In
this study, six plants (carob (Ceratonia siliqua L.), basil (Ocimum basilicum
L.), ginger (Zingiber officinale), rosemary (Rosmarinus officinalis L), tuft of
mercury (Achillea millefolium L.) and cumin (Cuminum cyminum L.) )
consumed by people and their fitoterapic effects was investigated. In this
study, because of the increasing gamma radiation dose, a decrease in the
number of colony of E. coli spp was demonstrated. Fitoterapic plants’ ethyl
alcohol ingredients couldn’t be evaluated, but it was demonstrated that it
dispersed on the surface of petri and it was clustered and it was observed

that plant extracts’ antioxidant effect.

Keywords : plant extract , gamma radiation , antioxidant , E.coli spp



3.1. GIRI§ VE AMAC

Canlilar yasamlar boyunca dogal ve yapay radyasyonlara maruz
kalarak yasamlarini idame etmigler ve etmeye devam edeceklerdir.

Radyasyon ¢esitleri Tablo:1’de verilmistir.

lyonizan radyasyonlar; ¢agdas tibbi uygulamalarda (6zellikle non-
invaziv uygulama alanlari nedeniyle) rutin olarak teshis, tedavi ve arastirma
amaci ile kullaniimaktadir. Kuskusuz bu uygulamada, uygulayan ve
uygulanan sahislar icin; doz, siure, siddet ve kaynagin risk faktorlerini

olusturdugu g6z ardi edilmemelidir.

X ve vy isinlarina maruz kalan canlilarda, doza bagh olarak ortaya

cikabilecek mutasyonlarin neden olacagi kanser, hiicre 6limu gibi olaylarin
gorulebilmesi icin saatler, gunler, aylar ve hatta yillar gerekebilir. Bu
radyasyonlarin organizma ile etkilesmesi sonucu serbest radikallerin olustugu
bilinmektedir. Canlida olusan bu serbest radikallerin zararli etkilerini
onarmada antioksidan maddelerin etkili oldugu bilinmektedir. Ayrica
antioksidanlarin kanseri dnlemenin yani sira genel saghga pozitif bir ivme

sagladigi da dusuntlmektedir.

Bu calismada, uretimi ve kolayca uygulamaya tabi tutulabilir,
tekrarlanabilir olmasi nedeniyle E. coli spp kullanildi. E.coli spp, agar ve
agar + bitki ekstrelerinin bulundugu ortamlar (100, 200, 500, 1000, 3000 ve
6000 cGy) artan dozlarda gama radyasyonlariyla iradiye edildi. Farkli
dozlarda gama radyasyonunu uyguladigimiz (fitoterapik bitkilerin varlhiginda
ve yoklugunda) E.coli spp gruplarini kargilastirarak bitkilerin antioksidan

etkilerini gézlemeyi amag edindik.



3.2. GENEL BILGILER

3.2.1. RADYASYON

Atom, cekirdeginde proton ve ndétronlarin oldugu ve etrafinda belirli
enerji dizeylerine yerlesmis elektronlardan olusur. Dogada ister canli ister
cansiz olsun butun varlklarin yapilarinin temelinde atomik yapi vardir.
Atomlar bir araya gelerek molekul’'li, molekiller bir araya gelerek
makromolekdl’ G, makromolekdller bir araya gelerek hiicre organeli’ ni, hiicre
organelleri bir araya gelerek hicreyi (temel canh birimi), hicreler bir araya
gelerek dokuyu, dokular bir araya gelerek organi, organlar bir araya gelerek
sistemi, sistemler bir araya gelerek canl organizmay! olusturmaktadir.
Radyasyonlar, canli veya cansiz madde icine nifuz ederek atomlarini
iyonlastirmasi ya da iyonlastirmamasina ve ortamdaki yayllma sekline goére
de, siniflandirilabilir. Radyasyonlar madde ile etkilesimlerine gére iyonizan ve

Non-iyonizan radyasyonlar diye iki gruba ayrilir [1].

iyonlastirici radyasyonlarin bir canlida biyolojik etkiye yol acabilmeleri
icin radyasyon enerjisinin canlyr olusturan hicre ve dokular tarafindan
absorbe edilmesi ve bu enerjinin dokularda dagilmasi gerekir. iyonlagsma
olay! bir atom ya da molekulden bir elektron kopmasi olayidir veya kararl bir
atomdan elektron koparildiginda ya da atoma elektron ilave edildiginde nétral
durumun bozularak atomun pozitif (+) veya negatif (-) yiklenmesi olarak
ifade edilir. Diger yandan herhangi bir kaynaktan ¢ikan ancak iyonizasyona
neden olmayan radyasyona non-iyonizan radyasyon adi verilir (Ornegin;

Radyo dalgalari, mikrodalgalar) [2] [3] [4].

Radyasyon, enerjinin yayilmasidir (5). Noktasal bir enerji kaynagindan
cevreye her turlu katleli, yukli, enerjetik tanecik veya dalgasal enerji

yayilmasi olayidir [6].



Tablo:3.2.1. Radyasyon cesitleri [1]

lyonizan Radyasyonlar Non-iyonizan Radyasyonlar
Parcacik Tipi Dalga Tipi Dalga Tipi Mekanik orijinli
o Alfa parcgaciklari |¢ Gama iginlart  [eUV e Hyposes
e Beta pacaciklari je X 1gInlar (dislk frekansh) e Ses
e NOtron  parca-e UV isinlar o GOrunur 1sik e Ultrases
ciklan (yuksek frekansli) | Mikrodalgalar e Hyperses
eRadar ve TV
dalgalari
e Radyo dalgalari

Elektromanyetik radyasyon, atomlardan cesitli sekillerde ortaya cikan
enerji turleri ve bunlarin yayillma sekillerine verilen addir. X ve Gama
Isinlarinin ve gorulebilir 1s13in da bulundugu radyasyonlar, dalga boylar ve
frekanslarina gore elektromanyetik spektrumu olustururlar. Sekil: (3.2.1.a) Bu
spektrumun bir ucunda dalga boylari en blyuk, enerjileri ve frekanslari ise en
kicuk olan radyo dalgalari bulunur. Diger ucunda ise; dalga boylari ¢ok
kicuk, fakat enerji ve frekanslari biyik olan X ve Gama isinlari bulunur.
Isigin pargacik teorisine gore elektromanyetik 1gimanin da en kuguk birimi
fotondur. Fotonlarin kitlesiz oldugu ve boslukta i1sik hizinda enerji paketleri
seklinde yayildigi kabul edilir. Elektromanyetik dalgalarin ortak ozellikleri
sunlardir;

e Boslukta diiz bir dogrultuda yayilirlar.

e Hizlar i1sik hizina (yaklasik 300.000 km/sn) esittir.

e Gectikleri ortama; frekanslariyla dogru orantili, dalga boylariyla ters
orantili olmak tzere enerji aktarirlar.

e Enerjileri; maddeyi gecerken, yutulma ve saciima nedeniyle azalir,

boslukta ise uzakhgin karesiyle ters orantil olarak yayilir.



WK 10.000K 10000000 K
-272°C -173°C 9721°C -~10.000.000 °C

Sekil 3.2.1.a : Elektromanyetik spektrum [7]

Elektromanyetik dalgalar, sintisoidal yayilim yaparlar. Elektromanyetik
dalgalarin elektriksel ve manyetik alanlari birbirine dik ve es zamanli olarak

salinim yaparlar [7].

Elektromanyetik radyasyon uzaydan foton denilen enerji paketleri
halinde yayilmaktadir. Bittn fotonlar 1sik hiziyla hareket etmektedir. Fotonun
enerjisi frekansi ile dogru orantih ve elektron volt (eV) olarak ifade
edilmektedir. lyonizan radyasyonlar hiicrelere niifus edebilme ozelligi,
atomlar arasinda enerjinin rastgele olarak birikimini sagladigi icin biyolojik
harabiyete neden olan degisikliklere yol acabilmektedir. Bu etkiler arasinda
serbest radikaller ve hidrojen peroksit gibi toksik materyaller olusumu
sayllabilmektedir. Radyasyonun absorbe olan dozu, radyasyon etkisi altinda
kalan materyalin birim kitlesi basina diigen enerjidir. Absorbe olan doz birimi
kilogram basina bir Joule’ (J) didr. Bunun igin Gy (gray) terimi
kullanilmaktadir. Gunimuzde en sik kullanilan esdeger doz birimi sieverttir
(Sv). Eski birim olan rem de kullaniimaktadir. Bir Sv 100 rem dir. (Tablo
3.2.1.b) iyonizan radyasyonun 6ldirdiigii hiicrede en énemli hedef yapi DNA

dir. DNA, DNA uzerindeki iyonlastirici etkiye bagli olarak (Dogrudan etki)



veya OH radikallerince meydana getiriimektedir. Serbest radikaller ve
hidrojen peroksit bu agidan guzel bir 6rnek olusturmaktadir. Sarmal
harabiyeti, en énemli etkileri olusturmaktadir. Iyonlastirici radyasyonun en
belirgin gecikmis somatik etkisini karsinogenesiz olusturmaktadir. Bu etki
altinda kalan bireyde kanser gelismesi durumunu etkileyen bircok etmen
bulunmaktadir. Bunlar;

e Radyasyonunun dozu ve yayilimi

e Radyasyonun kalitesi

e Etkilendigi sirada konakginin yasi

e Dokunun etkilenebilirlik derecesi

e Cinsiyeti

o Genetik ozellikler

e Sigaraigcme

e Diyetsel aliskanliklar

¢ Birlikte kimyasal etkilenim olup olmamasi [8].

Yerylzundeki butiin canhlar yasamlari boyunca sirekli olarak dogal ya
da yapay radyasyon kaynaklarindan (yasadiklari cevreye) yayimlanan
iyonlastirici radyasyonlarin etkisi altinda kalmiglardir. Bu radyasyonlar x -
Isinlari, gama isinlari, kozmik isinlar ile alfa, beta, proton v.s. partikulleri gibi
radyasyon tiplerini kapsarlar. iyonlastirici olan bu radyasyonlar bir saniyeden
daha kisa bir sirede fizikokimyasal degisikliklere neden olabilirler. Bu
degisiklikler sonucu ortaya cikabilecek mutasyonlarin neden olacagi kanser,
hicre 6lumu gibi olaylarin gorulebilmesi icin saatler, glnler, aylar ve hatta
yillar gerekebilir. Bu olaylarin baslangici ile ortaya cikisi arasindaki sire
icerisinde meydana gelebilecek degisiklikleri incelemek radyasyonun biyolojik
etkilerini anlamak agisindan 6énem arz etmektedir [9].

Radyoaktif 1sinlarin neden olduklari buytk tehlikenin hicre igindeki
DNA’ larin bozulmasiyla baslar. Ozellikle profaz doneminde boliinmeye
hazirlanan kromozom yapilarinin degismesi, pargcalanmasi, tasidigi sirlarin

kaybolmasi, bagka bir yerde ve sekilde yeniden birlesmesi, yeni genetik



yapili hicreler haline donismesine neden olmaktadir. Isinlanan hicrelerin
cekirdeklerinde ortaya c¢ikacak bu degisiklikler hiicre bélinmesi ile gittikge
yayginlasirken, muhtemelen 20-30 yila kadar uzanan bir zaman dilimi icinde
her an bir tumir olarak kendini gosterebilir. Radyasyonun kanserojen etkisi
buradan gelmektedir. Ayrica radyasyonun en ¢ok cocuklar Gzerinde etki ettigi
bilinmektedir. Clnkl ¢ocuklarin yetiskinlere gore daha fazla hiicre tretmesi,
anne ve babadan gelen hatali genlerin gelmesiyle risk oranlari artmaktadir.
Hayvanlar Gizerinde yapilan deneyler, uzun émdarli hiicrelerin kisa émdrlilere
oranla daha iyi onarldigini gostermistir. Ornegin vicudumuzun en kolay
hasara ugrayan hicreleri, kanda bulunan akyuvarlardir. Hafif bir 1sin dozunda
bile kromozomlari tahrip olabilen bu kan hicreleri, kisa 6murli olduklarindan,
radyasyondan korunmak igin gerekli onarim sistemleri gelismemistir. Bu
nedenle, i1sinlarin neden oldugu kanserlerin buyik bolimi kan sistemlerinde
gorulir [10]. ingiltere’de Leicester Universitesinden Dubrova Y. ve ekibinin
yaptigi calismada radyasyonun gizli seyreden yeni bir etkisini ortaya
cikardilar. Arastirmalara gore mutasyonlar en ¢ok, mini uydu denen ve
kromozomlar Uzerindeki kisa, tekrarlanan DNA parcalari Uzerinde
gerceklestigi ifade edilmektedir. Fakat bu bdlgedeki etkilerin saglik Uzerindeki
etkisi henlz bilinmemektedir [11].

lyonlastirici  radyasyonun en o6nemli  6zelliklerinden  biri, canli
hicrelerinde kalitsal bilgiyi iceren DNA molekilinde degisiklikler yaparak
kusaktan kusaga aktarilabilen mutasyonlar olusturmasidir. Duguk dizeyde
radyasyona maruz kalan bir insanda mutasyon olugsmasi olasihdi ¢cok az
olabilir, fakat milyonlarca insanin her biri bdyle bir doza maruz birakilirsa
mutlaka bazi mutasyonlar meydana gelecektir. Sayet az sayida insan, disuk
dozda radyasyon aliyor iseler bunun bireysel riski oldukgca kuguktir. Ama
milyonlarca insan distk dozlu radyasyona maruz kaliyor iseler, toplumsal
risk s6z konusu olmaktadir [12]. Radyasyonlarin, disik dozlarda da
bakterilerin Gremeleri Gzerinde etkili oldugu, ancak bu etkinin daha ¢ok treme
Uzerinde bir kararsizliga, bilinen treme egrisinin degisim bigcimine uymayan

azalip ¢ogalabilen bir duruma sebep oldugu gozlenmistir. Doz artigsina bagl



olarak E. Coli Valin susunun E. Coli K12 susuna gore daha c¢ok ve ¢abuk

etkilendigi ve yaklasik 140 rad’ dan sonraki dozlarda Gremenin durdugu, kati

ortamlarda kolonilerin olugsmadigi saptanmistir [13].

Tablo (3.2.1.b) : Radyasyon Birimleri ve Dontgumleri [14].

BIRIMI
TERIM | ESKI YENI DONUSUM
@ Curie (Ci) ; 3.7x10™ Becquerel (Bq); 1 1Ci=3.7x10"°Bq
é parcalanma / 1 saniye parcalanma/l saniye 1 Ci=37GBq
<
Roéntgen (R) ; normal hava | Coulomb/kilogram 1C/kg=3876
sartlarinda (00 C ve 760 mm | (C/kg); normal hava R1R=2.58x10
. Hg basinci) havanin 1kg’inda | sartlarinda havanin 1 * Clkg
g S 2.58x10™ Coulomb’luk kg’inda 1 Coulomb’luk
c—; ] elektrik yuki degerinde elektrik yuku degerinde
& (+) ve (-) iyonlar olusturan X | (+) ve (-) iyonlar
veya gama radyasyonu | olusturan X veya gama
miktaridir. radyasyonu miktaridir.
Radiation absorbed Dose | Gray (Gy) ; isinlanan 1Gy=100rad
o (Rad); 1sinlanan maddenin maddenin 1 kg’inda 1 1lrad=0.01 Gy
E N 1 kg'inda 102 Joule’ lik enerji | Joule’lik enerji
é 8 sogurulmasi meydana | sogurulmasi meydana
3 getiren radyasyon miktaridir. | getiren radyasyon
miktaridir.
Rontgen Equivalent Man | Sievert (Sv) ; 1 Gy'lik 1Sv=100 rem
(Rem); 1 Rontgenlik X veya X ve gama isini ile 1rem=0.01Sv
- gama isini ile ayni ayni biyolojik etkiyi
g i;'} biyolojik  etkiyi  olusturan | meydana getiren
i herhangi bir radyasyon herhangi bir
miktandir. rem= (rad)x (WR)* | radyasyon miktaridir.
Sv= (Gy)x (WR)*

*WR,

“Radyasyon agirhk faktord” olarak adlandirilir.

Farkli

radyasyonlarin biyolojik

etkilerindeki farkhhklari hesaba katmak ve ayni zamanda radyasyondan korunma hesaplarini

basitlestirmek i¢in kullanilan bir faktordir.



Radyasyon zarari, memeli hiicrelerinde U¢ kategoriye ayrnlir. Bunlar;
Letal Zarar, hicrenin 6lumd ile sonuclanip, geri dondsimsuzdir. Subletal
Zarar, radyasyon devam etmedigi strece saatler sonra tamir edilebilinir
bununla beraber letal zarara da yol acabilir. Potansiyel Letal Zarar ise, etki
cevre kosullarina bagl degisir ve radyasyon zarari zamanla tamir edilebilinir
[15]. Radyasyonun biyolojik etkileri nonsitokastik etki ve sitokastik etki olarak
bilinmektedir. Nonsitokastik etki, dozun artisi ile ¢cok daha siddetlenen
etkilerdir. Alinan radyasyon dozu ile iligkilidir. Katarakt, kandaki degisiklikler,
sperm uretiminde azalma vb 6rnek verilebilinir. Sitokastik etki ise, dusik doz
iyonizan radyasyon ile olugur. Dozun artisi ile etkinin artisi dogru orantili

degildir. Kanser olusumu ve genetik etkiler drnek verilebilinir [16].

Yuksek enerjili bu 1sinlar bagka bir atoma c¢arptiklarinda o atomun dig
yorungesinde bulunan elektronu koparabiliyorsa, diger bir deyisle bu atomu
iyon haline getirebiliyorsa bunlara iyonlastirici radyasyon (iyonizan
radyasyon) ya da iyonlastirici 1sin adi verilir. Diger yandan herhangi bir
kaynaktan c¢ikan (6rnegin; gunes) ancak iyonizasyona neden olmayan
radyasyona ise iyonlastirmayan radyasyon (non-iyonizan radyasyon) adi
verilir. Genel olarak pratikte radyasyon ya da isin dendiginde iyonizan
radyasyon kastedilir.

e Alfa parcacigi (alfa 1igini): 2 proton ve 2 ndtrondan olusan bir helyum
atomu cekirdegi olup yuksek enerji tagirlar. Kursundan daha agir olan
radyoaktif atomlarin kararsiz cekirdekleri daha kararli duruma gelmek igin
alfa parcacigi yayarlar. Yuksek enerji tagiyan alfa parcaciklar yakindaki bir
yapiya carptiklarinda ciddi hasara yol acarlar. Ancak bu parcaciklar agir
oldugundan fazla ilerleyemezler. Ornegin insana carptiklarinda deriyi
gecemezler. Ancak alfa parcacigini yayan madde gaz turindeyse akcigerlere

girip harabiyete, hatta akciger kanserine yol acabilirler.



e Beta parcaciklari (beta iginlari): Dogada bulunan maddelerin ya da
parcaciklarin bir karsiti vardir ve bunlara karsit madde (anti madde) adi
verilir. Bir madde ile anti madde carpistiginda kutleleri enerji seklindeki iki

tane 1sina (foton) déner.

Beta 1sinlan radyoaktif c¢ekirdekten firlayan ¢ok kuaguk kutleli
pargaciklar olup eksi yuklu beta 1sini elektron (negatron), arti yukli beta isini
pozitron adini alir. Pozitron, elektronun karsit maddesidir ve karsit elektron
ismini de alir. Bir ¢ekirdekte bulunan bir nétron protona ya da bir proton
notrona donebilmektedir. Kararli bir ¢ekirdekte bu dénusim olmaz, ancak
ortamda serbest bulunan bir nétron ya da kararsiz ¢ekirdekte bulunan fazla
sayidaki notronlardan biri eksi beta 1sini (elektron) yayarsa notron, protona
doner. Buna karsin, kararsiz bir ¢ekirdek bir tane arti beta 1sini (pozitron)
yayarsa cekirdekteki bir proton notron haline doéner. Bunun igin temelde
cekirdekteki proton sayisinin ¢ok fazla olmasi gerekir. Pozitron, daha ziyade

yapay izotoplarin bozunmasi sirasinda ortaya cikar.

Beta 1sin1 yayan bir cekirdek daha kararli bir hale gelir. Diger bir
deyigle cekirdegin baglanma enerjisi duser ve bu fark firlatilan parcacik
tarafindan tasinir. Beta isininin enerjisi alfa 1sinindan daha az olmasina

karsin dokuda daha fazla yol alabilir [2].

3.2.1.1. Gama Radyasyon

Atom cekirdeginin enerji seviyelerindeki farklihklardan meydana gelir.
Cekirdek, bir a ve B tanecigi c¢ikarttiktan sonra kararl bir durumda olmaz.
Gama 1sinlarinin kaynagi atomun c¢ekirdegindedir. Fazla kalan cekirdek
enerjisi, gama 1sin1 denen elektromanyetik dalga halinde yayinlanir. Gama
Isinlari; yuksuzdir, elektrik ve manyetik alanda sapma godstermez, difiizyon
yetenegdi en fazladir, havada birkac¢ ytiz metre yol alabilir ve radyoaktif kalinti
birakmazlar [5].
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Tanecik yapil iyonlastirici 1sima bir ortam icinde ilerlerken ortamin

birim uzunlugu basina biraktigi enerji Lineer Enerji Transferi (LET) olarak
adlandirilir [6]. X ve vy isinlari gibi notr radyasyonlar genellikle dustk bir LET

degerine sahiptirler ve bu nedenle yollari boyunca birim mesafede az sayida
iyonlagmaya yol acarlar. Fakat dokular icinde gidebildikleri mesafe uzundur.
Radyasyonlarin biyolojik hasar yapma kapasiteleri LET degerleri ile dogru
orantihdir [17].

iyonlastirici 1simanin biyolojik sistemlerde hiicre sitoplazmasindan
daha cok hiicre cekirdeklerine etkili oldugu anlagilmigtir. lyonlastirici
Isimanin  etkisinde kalan makro molekullerde kopmalar ve yeniden
baglanmalar olabilmektedir ve bu degdismeler genetik bozukluklar meydana
getirmektedir. Cabuk bdélinen hicrelerin daha ¢ok etkilendikleri saptanmigtir.
lyonlastirict 1simalar hiicrelerin  bitinlugiini  bozabilir, hiicreyi inaktive
edebilir [6].

Gama radyasyonu, oksidatif hasar olusturma potansiyelinden dolayi
kuvvetli kanserojen olarak tanimlanmaktadir. Gama radyasyonu okside
bazlari, DNA - protein ¢apraz baglari, tek-cift bag kiriklarinin icerdigi DNA
icinde degdisik hasarlara neden olur. DNA’ da olugsan lezyonlar hicresel
olarak tamir edilir ancak tamir edilemeyenler ise mutageneze, karsinogeneze,
hiicre 6limine ve kromozom sapmalarina neden olur. DNA tamiri kanser
dahil radyasyonun etkisinden normal bireyleri korunmada 6nemli rol oynar.
Arastirmacilar insan kani Uzerine yaptiklari ¢alismada farkli dozlarda gama
radyasyonu ile cahismiglar ve doz artisina bagh DNA hasarinin da arttigi,
yuksek dozlarda DNA’nin kendini tamir kapasitenin azaldigi sonucuna
varmislardir [18].

Radyasyonun, direkt ve indirekt olmak Gzere iki tur etkisi vardir.
a. Direkt etkide hizla hareket eden vyikli parcaciklar biyolojik
materyale veya molekile ¢arptiklarinda enerjilerini bunlara aktarirlar. Bu da
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etkilenen materyalin biyolojik fonksiyonlarini degistirmekte veya yok
etmektedir.

b. indirekt etki ise suyun hidrolozi ile ortaya ¢ikan primer ve sekonder
radikaller (H, OH, O;H, H,0,) reaktif, rediktan, oksidan ve karbon-karbon
baglarini acabilen ajanlar olarak etki etmektedir. Mikroorganizmalarin
radyasyonla inaktivasyonunda her iki etki sekli rol oynamakla birlikte, indirekt

etkinin pay! daha buyuktiar [19].

Gama radyasyonu, Isiya duyarli aletler, kateterler, enjektorler,
suturlerin v.b sterilizasyonu amaciyla 30 yilh agkin sidredir kullaniimaktadir.
Bu radyasyonun kullaniimasinda ki temel amag, yuksek girginlige ve
izotermal Ozelliklere sahip olmasindan kaynaklanmaktadir.

Farmasoatikler igin gerekli doz, baslangictaki mikroorganizma miktari
ve tirlerinin radyasyona duyarhiligina bagh olarak degismektedir. ilag
sterilizasyonu igin genel olarak kabul dilen doz 25 kilogray (kGy) dir. Bunun
yaninda kozmetik 0rlinlere, sterilizasyon / dekontaminasyon calismalari
amaciyla uygulanan radyasyonla ilgili literatlr taramasinda dozun genellikle

5-15 kGy arasinda oldugu rapor edilmigtir [20].

Gama 1sinlari radyoterapide, kanser tedavisinde kullaniimaktadir.
Foton 1sinlarinin kullanildigi konvansiyonel terapi, glial timurlerde giinde
180-200 cGy’ lik fraksiyonlarda total 55-60 Gy’ i 5—6 haftada tamamlayacak
bir tedavi turi seklinde uygulanmaktadir. Beyin metastazlari icin dnerilen total
beyin radyasyon dozu ise 2 haftada 10 fraksiyonluk total 30 Gy’ dir. Daha
onceleri rad olarak kullanilan radyasyon birimi son senelerde cGy olarak
degistirilmistir. (100 cGy= 1 Gy) [21].

Tibbi 1sinlamalara baktigimizda bunlarin; tanisal radyolojide, ntkleer
tip ve radyoterapide kullamldigi  gorilmektedir. Nukleer tipta,
radyofarmasotikler hastaya sindirim, solunum veya enjeksiyon vyolu ile

verilmektedir. Hastadan yayilan gama iginlarinin gama kamera denilen 6zel
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bir detektor ile algilanarak gortntiye cevrilmesi ile doku ve organlarla ilgili
gerekli bilgiye ulasilir. Etkin dozlar beyinde 6,99 mSv, kemikte 4,3 mSy, triod
ve akciger 12 mSv ve karaciger ve bobrek'te 1,5 mSv duzeyinde
kullaniimaktadir. Radyoterapide ise, kanser vakalarinin %50° sinde kanserli
hicreleri yok etmek veya ilerlemeyi yavaslatmak Uzere tedavi edilecek
bdlgeye yiiksek doz uygulanir. Uygulanacak yer ve tedaviye gore tedavi dozu

degismekle birlikte, ortalama tedavi dozu, 20 Gy — 60 Gy arasindadir [22].

lyonize radyasyon, hiicresel DNA’ da degisik zararlara neden olur, bu
biyolojik etkinin de kritik bir hedefi oldugu disunulmektedir. Radyasyon, ya
dogrudan DNA Uzerine enerji birikmesi seklinde ya da dolayli yoldan
dagilarak su radikalleri ile reaksiyona girebilirler. iyonize radyasyonun
biyolojik etkisi; kiimelenmig hicrelerin DNA’larindaki hasarin, iki ya da daha
fazla lezyonlarin ve cift bag kirnklarin olugsmasina neden oldugu

dusutnulmektedir [23].

Serbest radikallerin varliginda ve olusabilme tehlikesi durumunda
Melatonin’in serbest radikalleri temizlemede guclu bir tutucu oldugunu
belirtiimigtir. EI-Missiry ve arkadaglari, rat' lar Uzerine sezyum - 137
kaynagindan 2 Gy ile 5 Gy arasinda degisen dozlar uygulayarak yaptiklari
calismalariyla, gama isini tarafindan neden olan doku yaralanmalari ve
oksidatif strese kargi Melatoninin radyoprotektif etkisini arastirmiglar. Sonug
olarak, Melatoninin oksidatif stresi Onleyerek gama radyasyona karsi
radyoprotektif etkiye sahip oldugu gostermisler. Bu etki Glutatyon’un (GSH)
stimule yoluyla serum Gama - Glutamil Transferaz (GGT) aktivitenin
dizenlenmesi ve hipolipidemik etki ile olabilir. Bdylece melatonin takviyesi
endustride ve tipta radyasyon teknolojinin guvenli uygulanmasinda yararli
olabilir [24].
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3.2.2. KULLANILAN MIKROORGANIZMALAR

3.2.2.1.Mikroorganizmalarin Genel Ozellikleri

Mikroorganizmalarin canliliklarini devam ettirebilmeleri, cevrelerinde
ya da i¢inde bulunduklari ortamda bulabildikleri besinlerden faydalanmalari
ile mumkin olur. Kendine uygun Ureme sartlart saglanmis olan
mikroorganizma toplulugundaki her hicre 6nce beslenmeye ve belli bir
gelismeye eristikten sonra ¢cogalmaya baslar. Bakteri hiicreleri ortadan ikiye
boluinmek suretiyle ¢cogalir, bu olay sonucunda her defasinda bir bakteri
hiicresinden genotip ve fenotip bakimindan birbirinin tamamen ayni olan iki

yavru hticre olusur [25].

Mikroorganizmalar, saprofit olarak is goérdukleri icin ekosistemlerin
besin gcemberinde ¢ok dnemlidirler. Mikroorganizmalar, hiicresel yapili olanlar
(bakteriler, mantarlar, protistler) ve hucresel yapili olmayanlar (virusler,

viroidler, prionlar) olarak ikiye ayrilirlar [26].

Bakteriler sivi ve kati besi yerlerinde Uretilir. Logaritmik bir cogalma
gosteren E. coli gibi bakteriler sivi besiyerini 2—-3 saatte bulandirir. Bazi
bakteriler metabolizma uriini olarak fazla miktarda alkalen madde, bazilari
asit madde tegkil eder. Bu maddeler kendilerinin dlimine sebep olur. Bakteri
uremesindeki miktar; spektrofotometrik bulaniklik, santrifijde ¢dken hacim,

azot tayini ile yapilir. Canl koloni sayisi koloniler sayilarak arastirilir [27].

Optimal durumlarda, bakteri tremesi genellikle en az dort belirgin

doneme ayrilir;

e Oyalanma Do6nemi: Bu donem, yeni enzimlerin sentezlenmesi
ve uygun hicre igi ortami olusturmak ve fizyolojik uyum

saglamak icin gerekli olaylari icerir.
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e Logaritmik DOnem: Hucre bélinmesinin maksimal oldugu ve
hicre kutlesinin artmasi ile karakterizedir. Logaritmik donemin
suresi her bakteri tiriinde farkli olup 20 dakika ile birka¢ saat
arasinda degisebilir.

e Durma Donemi: Gerekli besinler azalmaya baglar, hicre
uremesi, bolinmesi ve hiicre 6lumu arasinda bir denge olusur.

e Olme Donemi: Bu doénemde, bakteri lizisi ve hicre yikimi

nedeni ile hiicre sayisinda bir azalma goralur [28].

Mikroorganizmalarin  radyasyona karsi hassasiyetleri  farkhlik
gostermektedir. Dio degeri, radyasyona karsi direncin bir o6lctisi olarak,
gerek radyasyonla sterilizasyon ve gerekse de cesitli amaglarda mikrobiyal
yukin azaltilmasini ve patojenlerin eliminasyonunu amaclayan radyasyon
uygulama islemlerinde yaygin olarak kullaniimaktadir. Tanim olarak Djg
degeri, saf bir populasyonun baslangi¢ mikrobiyal yukinu bir logaritmik
basamak azaltan, diger bir deyisle %90 nini 6lduren radyasyon dozudur.

Mikroorganizmalarin 1sinlamaya karsi duyarlilik derecelerini etkileyen

faktorlerden baslicalari;

e Mikroorganizmalarin DNA buyudklaga (hacmi)

e Mikroorganizmalarin degisik formlari (vejatatif, sporlu-sporsuz)

e DNA tamir mekanizmasinin etkinligi

¢ Isinlama oncesi, sirasi ve sonrasi ¢gevresel sartlar

e Radyasyon hassasiyetini artirici veya azaltici kimyasal ajanlarin
varhgi

e Radyasyonun niteligi [19].
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3.2.2.2. Escherichia Coli’nin Genel Ozellikleri

Bir enterobacteriaceae ailesinin tyesi olan E. coli Theodor Escherich
(1857- 1911) tarafindan ishalli sit ¢ocuklarinin digkisindan elde edilmistir.

insan ve hayvan bagirsaklarinda bulunan bu bakteriye koli basili de denir.

Bu bakteri ortalama 2-4 pum boyunda ve 0,4-0,7 pm eninde duiz uclar
yuvarlak comakgik seklinde bir bakteridir. Hareketli kokenlerde kirpikler, bazi
kokenlerde kapsil ve mikro kapsulimsu varliklar bulunur, ayrica tiyciklerde

bulunabilir. DNA’ sinda Guanin + Sitonin miktari % 50 - 51 mol kadardir.

E. coli adi besi yerinde havali ve havasiz, en iyi olarak 37 °C de iirer,
bununla beraber 15 — 46 °C’ ler arasinda cogalabilir. Katalazli fakat
oksidazsiz KCN’ |i besi yerlerinde Uremez. Buyon’ da 6nce yaygin bir
bulaniklik, sonra dipte ¢okuntli yapar, bazen ustte de ince bir zar gelistirir
[29].

Bakteri hicreleri kromozomlarinin eslenmesi takiben ikiye bolinerek
cogalirlar. DNA sentezi halkasal kromozom Uzerinde tek bir noktadan
baslayarak her iki yonde devam eder. Bakteriler gerek dogada gerekse
laboratuar ortaminda olsun, uygun kosullarda hizla gogalirlar. Ornegin, ideal
kosullarda E. coli, 20 dakikada bir bolindr. Tek bir hiicre ile baglanan bir

laboratuar kiltiiri, 12 saatte 10 ile 10° bakteriye ulasabilir [30]

Son 20 yil surecinde E. coli ve evrimsel olarak buna yakin olan
organizmalarla ¢aligmak gittikce yayginlagsmistir. Kiicik olmasi, herhangi bir
canl icin patojenitesinin bulunmamasi ve laboratuar kosullarinda kolaylikla
uretiimesi sayesinde E. coli, insan haric en genis sekilde incelenmis bir

organizma olmustur [31].
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3.2.3. KANSER BiYOLOJisi

Kanser, bazi etkilerle degisime ugramis hucrelerin, gerek yerel ve
gerek uzak noktalarda kontrolsiiz olarak c¢ogalip blyumelerinin sonucu
olusan habis hastaliklar grubudur. Normalde hicreler belli bir kontrol altinda,
ihtiyaca gore bolunerek cogalirlar. Hicreler bir taraftan programli 6lim ya da
“apoptoz” denen olay ile yok olurken, diger taraftan da buyume faktorlerinin
etkisiyle cogalir. Biyume faktorleri normalde DNA’ daki cesitli genlerin
etkisiyle olusan proteinlerdir. Bu genler mutasyona ugrayarak hticrelerin agiri

blylimesine sebep olurlarsa, o zaman kanser olusur ve bu genlere de

onkogen” denir [32].

Aragtirmacilar  kdltirde Greyen hicreleri  inceleyerek kanser
hicrelerinin viicudun kontrol mekanizmalarina normal cevap vermedigini
bulmuslardir [30]. Kanserin esas nedeni hicre bolinmesi esnasinda DNA
replikasyonunun hatali olmasi sonucu hucrenin farklilagsmasidir. X isinlari,
gama isinlari, radyoaktif maddelerden yayilan partikil radyasyonlari,
ultraviyole 1sinlari gibi iyonize edici radyasyonlar ve bazi kimyasal maddeler

(kanserojenler) gibi etmenler kansere zemin hazirlamaktadirlar [33].

3.2.4. SERBEST RADIKALLER VE GENEL OZELLIKLERI

Atomlarin ¢ogu temel durumda kararli haldedir. Serbest radikal
herhangi bir atomun (oksijen, nitrojen vb) en dig kabugunun iginde en az
cifttesmemis bir elektrona sahip olmasi olarak ifade edilir. Serbest bir radikal,
partikiller arasindaki bir kovalent bagin kirildigr zamanda kolaylikla olusabilir
ve kalan bir elektron diger atomlarla yeni bir sekil alabilir. Serbest radikaller
bag yapmamis elektronlarin varligindan dolayi reaktiftirler [34].
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Serbest radikaller t¢ yolla meydana gelir.

1. Kovalent bagli normal bir molekdlln her bir parcasinda ortak
elektronlardan birisinin kalarak homolitik bélinmesi,
X:Y > X +Y'
2. Normal bir molekilden tek bir elektronun kaybi veya bir molekilin
heterolitik bélinmesi,
X— X +e
3. Normal bir molekdile tek bir elektronun eklenmesi.

A+e—>A "

Biyolojik sistemlerde serbest radikaller en fazla elektron transferi
sonucu meydana gelirler. Serbest radikaller pozitif yukll, negatif yukli veya
elektriksel olarak notral olabilirler. Organik veya inorganik molekdiller seklinde
olabilirler. Cu, Fe, Mn ve Mo gecis metallerinin de ortaklanmamis elektronlari
oldugu halde, serbest radikal olarak kabul edilmezler. Fakat bu iyonlar
reaksiyonlari katalizlediklerinden dolayi, serbest radikal olusumunda 6nemli

rol oynarlar [35].

Serbest radikallerin kaynaklari iki sekilde olmaktadir. Bunlar;
a) Biyolojik kaynaklar
e Aktive olmus fagositler
e Antineoplastik ajanlar: nitrofurantoin, bleomisin, doxorubicine
¢ Radyasyon
e Aligskanlik yapan maddeler: alkol ve uyusturucu maddeler
e Cevresel ajanlar (hava kirliligi yapan fotokimyasal maddeler,
hiperoksi, pestisitler, sigara dumani, solventler, anestezikler,
aromatik hidrokarbonlar)
e Stres
b) intraselliler kaynaklar

e Kicuk molekillerin otooksidasyonu
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e Enzimler ve proteinler: ksantin oksidaz, triptofan dioksijenaz,
hemoglobin

e Mitokondrial elektron transportu

e Endoplazmik retikulum ve ntikleer membran elektron transport
sistemleri (sitokrom P- 450, sitokrom bs)

e Peroksizomlar: oksidazlar, flavoproteinler

e Plazma membrani: lipoksijenaz, prostoglandin  sentetaz,
fagositlerde  NADPH oksidaz, lipit peroksidasyonu

e Oksidatif stres yapici durumlar: iskemi, travma, intoksikasyon
kaynaklari serbest radikallerin olusumunda rol almaktadirlar
[36].

Reaktif oksijen turleri tarafindan neden olan zararin artmasi, bircok
hastaligi olusturdugu artan kanitlarla da ileri strtlmektedir [37]. Serbest
radikaller ve diger serbest oksijen radikalleri, yararli metabolik stregler igin,
insan vicudu iginde surekli olusmaktadirlar. Onlara karsi antioksidan
savunma sistemleri geligtirilmistir fakat bu savunma sistemleri tamamiyla
yeterli degildir, boylece serbest oksijen radikallerini temizleyecek sistemler
gereklidir. Hafif oksidatif gerilimlerde siklikla antioksidan savunma enzimleri
yeterlidir fakat asiri gerilimli durumlarda hucrelerin icindeki DNA, protein ve

lipitler oksidatif zarara sebep olabilir [38].

Oksidanlar insan metabolizmasinin normal bir parcasi olmasina
ragmen, asiri miktarda dretildigi zaman, oksidanlar doku yaralanmalarina
sebep olabilirler [39]. Serbest radikallerin biyolojik sistemlerdeki zararl etkileri
cesitlidir. Oksidatif ataga meyilli olan nikleik asitler, aminoasitler, proteinler,
karbonhidratlar ve lipitler gibi butin hiicre elemanlarinda hasara yol acabilir.
Proteinlerin tiyol gruplarinin oksidasyonu;

1) Enzim fonksiyonunda kayipla,

2) Membranda iyon ve metabolit transportunda bozulma ve

3) Kontraktil fonksiyonlarinda bozulma ile sonuglanir.



19

Membran fosfolipitlerinin peroksidasyonu membran akiskanhdinda
degisime yol acabilir. Permeabilite 6zellikleri degisebilir. Ornegin; Anormal
Ca™ girisine yol acarak hiicre fonksiyonlarinin disregiilasyonuna ve
oksidasyonla fosforilasyonun ayrilmasina yol agabilir. Oksijen radikalleri
poliansitare yag asitlerine etkiyerek, lipit peroksidasyonuna yol acar.
Membran kolestrol ve yag asitlerinin doymamis baglari serbest radikallerle

kolayca reaksiyona girerek peroksidasyona ugrayabilir [40].

Tablo 3.2.4 a En sik karsilagilan serbest radikaller ve serbest radikal
Ureten tirlerin bazi 6zellikleri [41].

Radikal Simgesi Ozelligi

Hidrojen radikali H Bilinen en basit radikal

Superoksit radikali O~  Oksijen metabolizmasinin ilk ara Grin
Hikroksil radikali OH’ En toksik (reaktif) oksijen metaboliti radikali

Hidrojen peroksit H,O, Reaktivitesi ¢cok dusik, molekiler hasar
yetenegi zayif

Singlet oksijen '0, Yarilanma omru kisa, gucli oksidatif form

Perhidroksil radikali HO,  Lipitlerde hizli ¢6zlnerek lipit peroksidasyonunu
artirmaktadir.

Peroksil radikali ROO™ Perhidroksile oranla daha zayif etkili, lipitlere
lokalize olma yetenegi

Triklorometil radikali CCl;>  CCl, metabolizma triind, karacigerde Uretilen

bir radikal

Tiyil radikali RS Sarfurlt ve giftlenmemis elektron igeren turlerin
genel adi

Alkoksil radikali RO Organik peroksitlerin yikimi ile Uretilen oksijen
metaboliti

Azot monoksit NO L — argininden in vivo uretilir.

Azot dioksit NO, NO’in oksijen ile reaksiyonundan uretilir.

Biyolojik serbest radikaller olduk¢a dayaniksiz ve ayni zamanda reaktif
molekuller olup, elektronlari hucredeki diger molekillerle etkilesime girerek
oksidatif stres (hasar) meydana getirirler. (Tablo 3.2.4 a) Serbest radikaller
normal hiicresel metabolizma sirasinda olusabilecegi gibi, cesitli dis etkenler
araciligi ile de meydana gelebilir. Oksidatif stres, organizmadaki pro-oksidan
ve anti-oksidan dengenin bozulmasi olarak tanimlanmaktadir. Radikaller,
lipidler, proteinler ve nukleik asitler gibi temel hiuicresel bilesenlerde hasara

yol acabilme 06zelligine sahiptir. Olusan bu hasarin kanser, ateroskleroz,
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amiloidoz, yasa bagh bagisiklik yetersizligi, senil demans ve hipertansiyon
gibi cesitli hastaliklar ile iliskili oldugu ve biyolojik yaslanma sirecinde rol

oynadigi bilinmektedir [42].

Serbest radikaller, eksojen ajanlar tarafindan ve hicrenin
metabolizmasi tarafindan hicrede olusurlar. Bu tirler DNA dahil hicre
icindeki biyomolekdiller ile tepkimeye girebilirler. DNA hasarin sonucunda,
yagslanma, karsinogenez, mutageneze sebep olur [43]. Memelilerde ortalama
yasam siresi ve yaslanma sirecinde serbest radikallerin rolint arastiran
arastirmacilar; serbest oksijen radikalleri yashhgin énemli nedensel ajanlari
olarak kabul etmektedirler. Serbest radikallerin, yaslanma strecine etkili
olduklar varsayildiginda en azindan teorik olarak oksidatif reaksiyonlari
durduran veya yavaslatan diyet uygulamalariyla yasam siresinin uzatiimasi
mumkidnddr.  Gunumuze kadar yapilan calismalarin  bircogunda diyet
ilavelerinin ortalama yagsam suresini arttirdidi, ayrica antioksidanlarla tedavi
edilen hayvanlarin daha az kilo, lipofuskin ve timdr olugsumuna, genetik
olarak da duyarh irklarda otoimmun hastaliklarda azalmaya meyilli olduklari
saptanmistir. Buna ragmen diyetsel antioksidanlar ¢cogu hayvani dogal
yasamlarinin son safhasina kadar tagiyabilir ama daha ileri gbtiremez, yani
maksimum yasam siresini uzatamaz. Arastirmacilar, serbest radikallerin
yaslihigin bir sebebi oldugunun ispatlanmasinin trkaticu bir durum oldugunu
belirterek, organizmada reaktif oksijen turlerinin dizeyleri surekli degistigi icin
dogru bir sekilde dlcilmeleri oldukga zor oldugunu belirtiler. Ayrica serbest
radikallerin olayin gerceklestigi yerde kendilerine ait bir takim izler
birakmalarina ragmen vicut hicrelerinde ve dokularinda meydana gelen
oksidatif hasarin yaslanmaya sebep olduklari konusunda kesin bir delil
bulunmamaktadir. Bu nedenle serbest radikal reaksiyonlarinin yasglanma
surecinin bir sebebi mi yoksa sonucu mu oldugu heniiz tam olarak

aydinlatilmamistir [44].
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3.2.5. FITOTERAPIK BITKILER

“Fitoterapi” terimi ilk kez, 1870 — 1953 yillari arasinda yasamis
Fransiz hekimi Henri Leclerc tarafindan kullanildigi iddia edilmistir. Fitoterapi,
yunanca phytos (=bitki) ve therapy (=tedavi) kelimelerinin birlesiminden
olusan bir sdzcuktir ve bitkilerin zengin kimyasal iceriginden hastaliklardan
korunmak veya tedavi amaciyla kullanilmasi anlamina gelir. insan tarihi
kadar eski olan ve ginuimize kadar gelen sifal bitki ve yaglarinin saghk ve
kisisel bakim igin kullaniima yontemleri, gunimuzde teknolojinin getirdigi
olanaklarla, bilimle birlestirilerek cesitli klinik calisma ve deneylerle bitkilerin
etkinlikleri kesinlestiriimis, yan etkileri belirlenmis, kalite ve guvenirlik
acisindan kesin bilgiler sunulmustur [45].

Tedavi amaciyla kullanilan bitkilerin miktari, antik cagdan beri devamli
bir artis gostermektedir. Mezopotamya Uygarligi doéneminde kullanilan
bitkisel drog miktari 250 civarinda iken XIX. asrin baslarinda bilinen tibbi bitki
miktar1 13,000 sayisina erigsmistir. Hakkari’ nin hemen giineyinde yer alan
Sanidar Magarasr’nda ortaya c¢ikartilan neanderthal mezarlar iginde bulunan
bitki 6rnekleri bu varsayimin saglam kanitlaridir [46]. Tibbi bitkiler gelismekte
olan ulkelerde vyuzyillardir hastaliklarin tedavisinde kullaniimaktadir. Bu
ulkelerdeki gerek ekonomik sartlarin zorlugu, gerekse tibbi tedavilerin

yetersizliginin insanlari bu yéne yonlendirdigi dusunulmektedir [47].

3.2.6. ANTIOKSIDAN MADDELERIN OZELLIKLERI

Temel olarak oksijen kaynakli olan reaktif radikallerin hiicrede asiri
miktarda olugsmalari “oksidatif stres” olarak tanimlaniyor. Bu olay, hicre
bilesenleri (karbonhidratlar, proteinler, yaglar) tzerinde tahrip edici etkiye
sahiptir. Ayni zamanda “hidroksil radikali” basta olmak Uzere bircok serbest
radikal, genetik materyalimiz olan DNA’ daki nukleik asit bazlarinin

degisimine ve DNA zincirinde kirilmalara neden olarak kanser olusumu,
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hicresel yaslanma ve hicre o6lumine kadar giden suregleri baslatip,

ilerletebiliyor.

1954’ lerden beri serbest radikallerin yaslanma ve kanser, kalp
hastaligi gibi pek c¢ok hastaliga neden oldugu bilinmektedir. Serbest
radikallerle yapilan ¢alismalar, bu molekullerin yalnizca birka¢ doku ya da
sistemi degil, tum organizmay etkiledigini gostermektedir. Bu ¢ok genis etki
alani icine, merkezi sinir sistemi (beyin ve omurilik), periferik sinir sistemi
(tim organizmay! bir ag gibi saran ve merkezi sinir sistemiyle baglantili
sinirler), eklemler, bobrekler, karaciger, g6z gibi bircok doku, organ ve

sistemler girmektedir.

Oksidatif stres sireci, temelde, normal biyolojik reaksiyonlarda dahi
surekli olusum icinde olan serbest radikallerle bu molekillerin etkilerini
ortadan kaldirmaya calisan antioksidan savunma sistemi arasindaki
dengenin bozulmasiyla olusan bir durumdur. Antioksidanlar, serbest
radikallerin etkilerini noétralize ederek onlarin neden olduklari dejeneratif
hastaliklar ve erken yaslanma sureclerini baglatan zincirleme reaksiyonlari
engelleyen molekdllerdir. Serbest radikaller kararsiz ve reaktif molekuller
olmalarina yol acan elektron acigini kapatabilmek icin bagka atomlarin
elektronlarini paylagsmak Uzere onlara saldirirlar. Antioksidanlarsa, serbest
radikaller icin kolay bir elektron hedefi olustururlar. Eger serbest radikaller
almak istedikleri elektronu antioksidanlardan saglarlarsa baska bir yapiya
zarar vermezler. Antioksidanlar, endojen (organizma tarafindan sentezlenen)
ya da ekzojen (disaridan besinlerle alinan) yapilar olup, oksidan molekadillerin
hiicreye zarar vermesini engellerler.

Hucresel antioksidan sistemler baglica iki ana gruba ayrilabilirler:

1) Enzimatik olanlar:

Superoksit dismutazlar (SOD) : Superoksit dismutazlar (SOD) kesfedilen
ilk gercek ROT (Reaktif Oksijen Turt) — metabolize edici enzimlerdir. SOD
tarafindan katalizlenen reaksiyonda, iki molekul stuiperoksit, hidrojen peroksit
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ve molekdler oksijeni olusturur ve bu nedenle hiicresel hidrojen peroksitin bir
kaynagidir. (Reaksiyon 1)
20, +2H" — H;0; + O,
Reaksiyon 1.

Superoksit reduktazlar (SOR): Superoksit rediktaz, stperoksitin
dogrudan rediksiyonunu katalizleyen bir stiperoksit sipurict enzim tipidir.
Superoksit rediktaz enzimleri, demir icerirler ve simdiye kadar sadece
anaerobik sulfat indirgeyici bakterilerde bulunmustur. (Reaksiyon 2)

O, +e +2H" — H,0,
Reaksiyon 2.

Katalazlar: Cogu organizmada bulunan katalazlar baslica hem-igceren
enzimlerdir. Katalaz, Cu veya Fe iyonlarinin katalizorluga ile, H,Os'den
Fenton reaksiyonu ile hidroksil radikalinin olugsumu riskini disirmektedir ve
bu sekilde bir antioksidan gorevi bulunmaktadir.

Peroksiredoksinler (Prx): (Tiyoredoksin peroksidazlar), hidrojen peroksit
ve degisik alkil hidroperoksitler gibi peroksitleri dogrudan indirgeyebilen
enzimlerdir.

Glutatyon peroksidazlar (GPx): Memelilerde hepsi selenosistein iceren en
az dort degisik GPx (GPx1-4) vardir.

Glutatyon (GSH) tum canli  aerobik  hicrelerde  milimolar
konsantrasyonlarda yaygin olarak bulunan, intraselliler tiyol icerikli
antioksidanlardir.

2) Enzimatik olmayanlar:

Dusuk molekuler agirhiklh antioksidan bilesikler: askorbik asit (Vitamin C)
ve o- tokoferol (Vitamin E), degisik selenyum bilesikleri, lipoik asit ve
ubikinonlar gibi ¢cok sayida digtuk molekuler agirlikh bilesikler biyolojik 6neme

sahip antioksidan olarak digunulmektedir [48].

Serbest radikallerle antioksidanlar dengede oldugu sirece aslinda
sorun da yok denebilir. Ancak sigara, alkol, pestisitler (tarim ilaglari), gida
katki maddeleri, petrokimya UurUnleri, otomobil egzozlarindan cikan agir

metaller, ¢ok cesitli endustriyel kimyasallar, x — isinlari, UV 1sinlari, hatta
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stres ve egzersiz gibi serbest radikal olusumuna neden olan pek ¢ok etken
bulunmaktadir. Bu yuzden serbest radikallerle antioksidan molekiller
arasindaki dengenin korunmasi ve surdurtlmesi ¢cok 6nemlidir [49]. Serbest
Radikaller ve reaktif karakterli maddeler ile bu maddeleri treten tim faktorler
“oksidan” veya “prooksidan” olarak tanimlanir. Bir canlidaki oksidan
maddelerden kaynaklanan oksidasyon diizeyi ise “oksidan statl” adi altinda
degerlendiriimektedir. Reaktif madde miktarindaki artiglarin htcresel
homeostazisi olumsuz etkilemesi, ancak tum vicut sivilari ve hicre
membranlarinda bulunan “antioksidan” maddelerce onlenebilir. Vicuttaki
fizyolojik aktivitenin dogal Griini olan serbest radikalleri, organizma dogustan
kazandidi ¢ok hassas bir donanimla “oksidan-antioksidan denge” olarak
tanimlanabilecek bir cizgide tutmaya calisir. Oksidanlar ve antioksidanlar
arasindaki bu dengenin 06zellikle oksidanlar lehine bozulmasi, membran
lipitleri, proteinler ve DNA gibi hicrenin 6nemli yasamsal yapilarinda
batinlugun bozulmasina ve canlida patolojik olaylarin gelismesine yol acar.
Oksidan — antioksidan dengenin korunmasindaki antioksidan giicu 6zellikle
vitaminlerin olusturdugu gérilmektedir. Antioksidan 6zelligi bulunan A, C, E,
K ve Q vitaminleri, radikalleri etki alanlarindan temizleme, radikal Ureten
kimyasal reaksiyonlari durdurma, reaksiyon hizini baskilama, molekuler
hasari onarma, hiicresel enzim kinaz kayiplarini 6nleme, endojen antioksidan
kapasiteyi artirma gibi mekanizmalardan en az biri ile ¢alisarak oksidan —

antioksidan dengeyi korurlar [50].

Antioksidan savunma sistemi, reaktif oksijen radikallerini daha az
toksik Urtinlere donudstiren enzim sistemleri (katalaz, superoksit dismutaz,
glutatyon peroksidaz gibi) ya da radikalleri yakalayip noétralize eden
antioksidan maddeler (melatonin, lipoik asit, vitamin A, E ve C gibi) olarak
ayrilabiliyor. Antioksidanlar, oksitleyici molekdllere kargi etkilerini cesitli
mekanizmalarla gosteriyorlar: Bu mekanizmalar, serbest oksijen radikallerini
etkileyerek onlari tutma ya da daha zayif yeni bir molekile ¢evirme seklinde
“toplayici” ya da “supuruci” bir etki; serbest radikallerle etkilesip onlara bir
hidrojen katarak aktivitelerini azaltan ya da etkisiz hale getiren “bastirici®,
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“giderici” bir etki; serbest radikalleri kendilerine baglayarak zincirleme olarak
devam eden reaksiyonlari belli yerlerinde kirarak “zincir kirici” bir etki ya da

(3] (3]

“onarict”, “tamir edici” bir etki seklinde gergeklesebilmektedir [49].

lyonize radyasyona maruz kalan organizma mikronukleus olusumunu
iceren degisik genetik zararlarla sonuclanir. Vitaminler gibi antioksidan
besinler bu gibi zararlara karsi koruyucu oldugu bilinmektedir. Konopacka ve
arkadaslarinin yaptiklari calisma gosteriyor ki, oral yolla verilen beta karoten,
vitamin C ve vitamin E’ nin gama 1sinina maruz birakilarak in vivo ortamdaki
genetik hasara karsi koruyucu bir etkinin ¢ikabilecegini 6ne surmektedirler.
Bu etkinin irradyasyondan 6nce ve sonra verilen maddenin miktarina ve
uygulanan doza bagh oldugunu ifade etmektedirler [51]. Yine benzer bir
calismada, 2 Gy gama radyasyona maruz birakilan insan lenfositlerinde
olusan hasarin irradyasyondan 6nce ve sonra ortama beta karoten, vitamin C
ve vitamin E birakilmigtir. Bu vitaminler farkli miktarlarda kullanilarak
aralarindaki iligki incelenmistir. Bu vitaminlerin radyoprotektif etkileri bu
maddelerin konsantrasyonlarina bagh oldugu gorilmektedir [52]. C vitamini
suda c¢oOzlunebilen bir toplayicidir, kendisi dihidroaskorbata donuserek,
serbest radikalleri indirger. Ozellikle E vitamini ve C vitamini zincir kirici
antioksidanlar olarak sayilabilirler. Vitamin E serbest radikali rezonans
sabitligi gosterir ve nispeten az reaktiftir. ikinci bir peroksi radikali ile
reaksiyona girebilir ve nonradikal Grtinler olusur. E vitamini lipit faz icerisinde
etkilidir.  Ozellikle membran fosfolipitlerini serbest radikal ataklarindan
korumada 6nemlidir. E vitamininin membranin birgok degisik yerinde 6zellikle
de serbest radikal olugsturan membrana bagl enzimlere yakin yerlerde

lokalize olduguna inanilmaktadir [40].

Fenolikler, serbest radikalleri temizleme yetenegine sahip olduklari ile
bilinirler. Bunlar antioksidan aktivite icerdiklerinden dolayi biyolojik olarak ¢ok
degisik etkiye sahiptirler ve hem yenilebilir hem de yenilemez bitkilerde
yaygin olarak bulunur. Fenoliklerin antioksidan aktivitesi onlarin redox
Ozelliklerinden dolayi temel teskil ettigini bununda hidrojen vericileri ve singlet
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oksijeni bastirmasi, ajanlari azaltmasi olarak is yaptig1 kabul edilir. Fenolikler,
tanenler ve lignin, stilbenes, fenolik asitler, flavonoidler gibi 6zellikler
kabuklarda, odunsu koklerde, cicekli dokularda ve yapraklarin icinde yaygin
olarak bulunur. Arastirmacilar Polygonum cuspidatum ekstratinin  DNA
kiriklarina neden olan hidroksil radikaline kargi DNA’ y1 korudugu ve agik bir

sekilde antioksidan etki gosterdigini buldular [53].

Calismamizda kullanilan bitkiler ile ilgili bilgiler agagida verilmigtir.

Biberiye yapragi (Rosmarinus officinalis L.) labiatae turintun kurutulmus
yapraklaridir. Bu tir 50 — 100 cm vyukseklikte, cali gorunusinde, kigin
yapraklarini dokmeyen, cicekleri soluk mavi renkli, ¢ok yillik bir bitkidir.
Bahcelerde sis bitkisi olarak yetistirilir. Gliney Anadolu’da (Tarsus, Adana,
iskenderun) yabani olarak yetistirilir. Bilesiminde; Tanen (% 8), aci madde ve
ucucu yag (%1 — 2) tagimaktadir [46].

Bazi baharat ve bitkiler antioksidan iceriklerinden dolayi geleneksel
olarak besin olarak tuketiliyorlar. Aragtirmacilar, Rosmarinus officinalis L.
ekstratlarinin ~ yiksek bir antioksidan etki gosterdigini ve bunun
tanimlanmamis aktif bilesikler, karnosol ve muhtemelen karsonik asitin
yiksek konsantrasyonlardaki varligindan kaynaklandigini  acikladilar.
Arastirmacilar, bu calismada antioksidan etkinin hem fenol bilesiklerin
icerigine hem de ekstraksiyon yontemi ve ¢oziciye bagh oldugunu ifade
ettiler [54]. Biberiyenin kendine 6zgin tad ve kokusu cok dusuk duzeylerde
bile hissedilebilmektedir. Kullanim dizeyini sinirlayan bu énemli sorun, son
yillarda geligtirilen bazi yontemlerle gideriimistir. Ozellikle ABD ve
Japonya’da renksiz, tatsiz, kokusuz ve ayni zamanda gicli antioksidan

etkiye sahip biberiye preparatlari Gretilmistir [55].

Civan Percemi (Achillea millefolium L.) compositae turinin kurutulmus

cicekli ve yaprakh dallaridir. Bu tir 10 — 100 cm yukseklikte, yunlt gibi tayld,
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parcall yaprakl, beyaz cicekli, cok yillik, otsu bir bitkidir. Bilhassa Kuzey ve
Dogu Anadolu’da yetismektedir. Bilesimi; Mavimtirak renkli bir ugucu yag
tasir. Ucucu yagin bilesimi ve miktar bitkinin varyetesine ve elde edilis
zaman ve yoresine gore ¢ok degismektedir. Herba kisminda genellikle % 0,2
— 0,4 arasinda ucucu yag bulunmaktadir. Bu ucucu yagda azulen, limonen,

borneol, pinenler ve seskiterpenler gibi ugucu yaglar tespit edilmistir [46].

Achillea turinden var olan 85 turden yaklasik 40 Turkiye'de
bulunmaktadir. Compositae familyasinin yaninda Asteraceae familyasinin
literatir calismalari daha c¢ok bulunmaktadir. Arastirmacilar yaptiklari
calismada, Achillea millefolium subsp. millefolium (Asteraceae) tirunin
metanol ekstralarinin antimikrobiyal ve antioksidan etkilerini arastirmiglardir.
Calisma sonucunda in vitro ortamda civanpercemi igindeki yaglarin guclu bir
antioksidan etkiye sahip oldugu fakat bunun yaninda antimikrobiyal etkinin de
dusuk oldugunu gozlediler [56]. Achillea millefolium’un karacigeri korudugu,
antimikrobiyal, antioksidan, antitumdr ve antienflamatuar etkiye sahip
oldugunu 6nceki calismalar gostermislerdir. Bunlara ek olarak Cavalcanti ve
ekibi kendi laboratuarlarinda daha énce kemirgenlerde asiri gastrik modeller
icinde sulu ekstratlarin koruyucu etkisini ve anti-gastrik salgi potansiyeline
sahip oldugunu rapor ettiler [57].

Feslegen (Ocimum basilicum L.) labiatae tdarinin yaprakli ve cicekli
dallaridir. Bu tur 10 — 40 cm yukseklikte, beyaz ve pembe cicekli, bir yilhk ve
otsu bir bitkidir. Vatani Hindistan olmakla beraber, bugin bitin Akdeniz
bolgesi Ulkelerinde ve Turkiye’de (Guney Anadolu) yetistiriimektedir. Bilesimi;
Ucucu yag (% 0,2 — 0,4) tasimaktadir. Ugucu yag iginde estragol, dgenol,

sineol vs. bulunur [46].

Feslegen, bahcelerde sus bitkisi olarak kullanildidi gibi mutfakta da
kullaniimaktadir [58]. Feslegenin icerigindeki ucucu yaglarin antienflamatuvar
aktivitesinin olup olmadigini arastiran Ozbek ve ekibi, feslegendeki ugucu
yagin sicanlarda lambda-carrageenan’ la olusturulmus akut sag pence
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enflamasyonu modelinde antienflamatuvar etkinlige sahip oldugu gdsterdiler.
Feslegen ucucu yagini olusturan kimyasal bilesiklerin antienflamatuvar
aktiviteyi hangi mekanizma veya mekanizmalarla olusturdugu, bundan sonra

yapilacak mekanizma ¢aligmalariyla ortaya ¢ikabilecegini ileri surduler [59].

Kegi Boynuzu (Ceratonia siliqua L.) leguminosae turiiniin kurutulmus olgun
meyvalaridir. Bu tir 10 metre kadar yukselebilen ve kisin yaprak dokmeyen
bir agactir. Yapraklar 3 — 5 ¢ift olup, gicekler kiiguk ve yesil renkli, meyva
esmer renkli ve sarkiktir. Akdeniz Ulkeleri ve Kuzey Afrika’'ya yayilmigtir.
Turkiye’de Akdeniz boélgesinde yabani olarak yetistigi gibi asilama yoluyla
kaltart de yapilmaktadir. Bilesimi; Karbonhidratlar (% 60 — 70), sekerler
(sakaroz % 30, glikoz %18), seluloz, azotlu bilesikler, tanen ve sabit yag
tasimaktadir [46].

Keciboynuzun sperm sayisini artirmasinin yaninda akciger kanserini
onlemede % 90 etkili oldugu ifade edilmektedir [60].

Zencefil (Zingiber officinale) zingiberaceae turinin kurutulmus rizomlaridir.
Bu tir 100 cm kadar yukseklikte, kamis gortunusiunde, cok yillik, otsu bir
bitkidir. Yapraklari mizrak bigiminde, sivri uglu, tar¢in kokuludur. Ciceklerin
bircogu bir arada olup ve sari renklidir. Vatani Giney Asya olmakla beraber
bircok tropikal tUlkede (Hindistan, Guiney Asya adalari, Bati Afrika vs.) ekilir.
istanbul’da camekanlarda sus bitkisi olarak yetistirilir. Bilesimi; Nisasta ve

ucucu yag (% 1 — 3) tasimaktadir [46].

Serbest radikaller metabolizma tarafindan olusarak, DNA ve RNA'’ da,
lipitlerde, proteinlerde ve temel hicresel olusumlarla reaksiyona girer ve
karaciger lezyonlara neden olur. Ratlarda hepato-toksisiteye neden olan
asetaminofen’in tek dozuna karsi zencefilin sulu etanol ekstratlari
degerlendirildi. Arastirmacilar zencefil'in sulu ekstratlarini asetaminofen’ e
karsi hepatokoruyucu etki yaptigini calisma sonucunda ortaya ¢ikardilar [61].
Zencefilin kullanimi tarih boyunca 2500 yillik bir gegcmige sahiptir. Dinyanin
farkh yerlerinde sindirim, mide, ishal, bulanti tedavisi icin geleneksel olarak



29

kullanilmaktadir. Zencefilin igcinde bulunan keskin bilesikler antienflamatuar
etki ve antioksidan potansiyeline sahip oldugu, bu bilesiklerin deneysel

karsinogenezis icinde kanser dnleyici aktivite gosterdigi rapor ettiler [62].

Kimyon (Cuminum cyminum L.) umbelliferae turinin, tam olgunlagsmadan
once toplanip kurutulmus meyvasidir. Bu tir 50 cm kadar yukseklikte, beyaz
veya pembe cicekli, pargali yaprakli, bir yillik ve otsu bir bitkidir. Vatani Misir
olmakla beraber Akdeniz Ulkeleri ve Turkiye’nin Orta Anadolu bdélgelerinde
(Eskisehir, Sivrihisar, Polatll ve Konya) yetistirilir. Bilesimi; Sabit yagd, ugucu
yag (% 1,5 — 4), rezin vs. tagimaktadir. Ugucu yag iginde bilhassa kuminal (%
50) bulunmaktadir [46]. Gama radyasyonu ile yapilan ¢alismada kimyonun
irradyasyonunda toplam fenolik bilesiklerin korundugu ve hafif bir artis yaptigi
bulundu. Ayrica irradyasyon sonucunda kimyondaki antioksidanlarin anlaml

bir seklide korunmustur [63].



3. 3. GEREC VE YONTEM

3.3.1. Gereg

3.3.1. 1. Kullanilan Maddeler

Etanol ( % 70 ) (Merc) (Almanya)
5 gr Keg¢i Boynuzu

5 gr Feslegen

5 gr Zencefil

5 gr Biberiye

5 gr Kimyon

5 gr Civanpergemi

Distile su
3.3.1.2. Kullanilan Alet ve Malzemeler

Spektrofotometre (DR 5000 UV VIS)
Calkalayici ( Kodak Amerlite, Shaker Incubator )
Hassas Terazi ( Vibra Shinko Denshi )
Evaporator ( Heidolph laborata 4000)

Filtre Kagidi ( Whatman No:3)

Aluminyom Folyo

Erlen mayer (50 ml)

Falkon Tupd (50 ml)

Buzdolabi (Profilo)

Sterilizasyon Firini (Pastor Firini, Heraeus)
Otoklav (Sulzer HA-300MII)

Co 60 Teletarapi Cihazi (GE- Alcyon Il)
Etlv ( Jouan, Type:EB170)

30
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3.3.1.3. Kullanilan Bakteriler ve Besiyerleri
Calismamizda Dicle Universitesi Tip  Fakiltesi Mikrobiyoloji

Laboratuar'indan temin edilen E.coli spp suslari kullanildi. Hem sivi hem de
kati besiyerinde calisma yapildi.

Sivi besiyerleri : (Mueller Hinton Broth)

Beef infusion solids........................ 4 g/L
Starch...........oooiiiiii2 15 gL
Casein hydrolsate.......................... 17,5 g/L
Distile su..............ceeieiiiiiienen... 1000 mL

Yukaridaki maddeler, belirtilen oranlarda cam balon icerisinde
birakildiktan sonra iyice karistinldi ve su banyosunda 1 saat kaynamasi
saglandi. Karigimin pH si (7,1 — 7,2) uygunlugu kontrol edildi. Calisma igin
hazirlanan silindirik cam ttpler Pastor firninda 170 °C de sterilize edildikten
sonra hazirlanan sivi besi yerleri, cam tlplere cam pipet araciligi ile 5’er cc

aktarildi ve otoklavda sterilize edilerek buzdolabinda muhafaza edildi.

Kati besiyerleri : (Blood Agar Base) (Micro Media)

Pepton......cooviii 10,0 gr
Beefextract ..............coooiilll 9.9 gr
Sodiumchlorite.............coovvil 500r
Agar.......ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiien 120 0r
Distile su.............cooeieiiiiiiiiiiinenn2 1000 mL
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Yukaridaki maddeler belirtlen oranlarda cam balon icerisinde
karistirilarak su banyosunda 1 saat kaynamaya birakildi. Karigimin pH si (7,1
— 7,2) uygunlugu kontrol edildi. Daha sonra otoklavda 121 °C de 15 dakika
sterilize edildi. Oda sicakhdinda sogumaya birakilarak 37-39 °C ye kadar
soguyunca steril tek kullanimlik petri kaplara 20 mL dokuldi. Calismadan
once 37 °C de petri kaplarinda dreme olup olmadigina bakildi ve treme

olmayanlar kullanildi.

3.3.2. YOntem

Arastirmada takip edilen yol,

a) Arastirma igin gerekli sartlarin olusturulmasi

b) Bitkilerin toplanmasi, kurutulmasi ve ekstraksiyon islemi

c) Bitki 6zutlerinin hazirlanmasi

d) Bakteri deneme ekimlerinin yapilmasi ve besiyerine bitki 6zutlerinin
eklenmesi

e) Standart egrinin cgizilmesi

f) Gama radyasyonun bakteri Gremesi lizerine etkisi

g) istatiksel degerlendirme

Arastirma baslamadan 6nce ¢alisma icin gerekli tim ihtiyaclar temin

edildi ve laboratuarda gerekli sartlar olusturuldu.

3. 2. 2. 1. Bitkilerin toplanmasi, kurutulmasi ve ekstraksiyon iglemi

Bu arastirmada toplam 6 bitki tart kullanildi. Segilen bitkilerin
antioksidan aktivite igerdikleri dusunidlmis ve Tuarkiye’de olmasina dikkat
edilmigtir. Toplanan bitkiler serin ve rutubetsiz bir ortamda kurutulmustur.
Arastirmada kullanilan bitkilerin ait olduklari familyalari ve kullanilan

kisimlarina iligkin bilgiler Tablo 3.2.2.1.a’ da verilmigtir.
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Tablo 3.2.2.1.a Calismada kullanilan bitkilerin tar isimleri, familyalari ve
kullanilan kisimlari

Tar ismi Familya Kullanilan kisim
Rosmarinus officinalis | Labiateae TU

L.

Achillea millefolium L. Compositae TU
Ocimum basilicum L. Labiateae TU
Ceratonia siliqua L. Leguminosae TU
Zingiber officinale Zingiberaceae TU
Cuminum cyminum L. Umbelliferae TU

3.3.2.2. Bitki ekstrelerinin hazirlanmasi

Bu calismada kullandigimiz bitki 6rneklerinin (Kegiboynuzu, Feslegen,
Zencefil, Biberiye, Kimyon ve Civan Percemi) cicek, yaprak ve diger kisimlari
toplanarak kurutuldu. Her bitki 6rnedinden hassas tartt (Vibra Shinko
Denshi) araciligr ile 5 ‘er gr tartildiktan sonra mekanik bir parcalayici (el
degirmeni, karistirici) ile bitki 6rnekleri toz haline getirildi.

LiteratUr taramalari sonucu bitki ekstrelerinin hazirlanmasinda en ¢ok
kullanilan c¢oztculer sunlardir; kloroform, aseton, etanol ve saf su’ dur.
Calismamizda 0gutilmus bitkiden 5 gr alinarak igerisinde 50 ml etanol
(%99,5’ lik etanolden; %70 etanol %30 saf su) bulunduran 150 ml’ lik silifli
erlenmayer’ lere aktarildi, oda sicakliginda 48 saat sureyle 25 °C de mekanik
calkalayicida (Kodak Amerlite, Shaker Incubator) enkibe edildi. Elde edilen
karigimlar filtrasyon ile Whatman No:3 kagidi kullanilarak bitki kalintilari
suzilerek suizme iglemi yapildi. (Sekil: 3.3.2.2.a)



Sekil: 3.3.2.2.a Enkiibasyondan sonra bitki numunelerinin stizme iglemi

. s

Sekil: 3.3.2.2.b Sizme isleminden sonra evaporatérde etanolu ugurma
islemi

Sizme igleminden sonra kalan ¢dziicu rotapavor balonuna aktarilarak
evaporatorde (Sekil:3.3.2.2.b) (Heidolph laborata 4000) 50 °C de 200 rpm de
ve dusuk basingta etanol uzaklastirildi. Numuneler deneylerde incelenme
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asamasina kadar plastik kapakl steril falkon tuplerine (50 ml) aktarilarak
+4°C de buzdolabinda muhafaza edildi. Tim bu islemler, kapali ortamda ve

normal kosullar altinda gerceklestirildi.

3.3.2.3. Bakteri deneme ekimlerinin yapilmasi ve besiyerine o06zut

eklenmesi

Calismamizda E.coli spp bakterisinden steril 6ze ile bir miktar E.coli
spp’ yi 5 cc lik cam tlUplere pasaj yoluyla aktarildi ve 37 °C de 18 saat Etlv
(Jouan) enkubasyona birakildi. Daha sonra mikropipet aracihigiyla 0.5 cc
bakteri kultirinden alinarak 5 cc’lik sivi buyyon tuplere steril sartlarda
aktarilarak 10° oraninda diliisyon elde edildi. (Sekil:3.3.2.3.a.) 10° oraninda
seyrelttigimiz 6. nolu tipten 0.5 cc kaltlr alinarak kati besiyerine mikropipet
araciligiyla ekimi yapildi. Ekim iglemi bitirildikten hemen sonra Co 60
teleterapi cihazi ile irradyasyona (Sekil:3.3.2.5.a) tabi tutulduktan sonra

enkibasyona birakildi.

Enkibasyon asamasinda petride olusacak su buharlarinin
yogunlastiktan sonra besiyerine damlamamasi icin petri kutularinin kapaklari
alta gelecek sekilde yerlestirildi. 18 saat‘ lik enkibasyon donemi sonrasinda
etivden cikardigimiz petrilerdeki koloniler sayildi. Sterilitesi saglanan bitki
Ozutleri, 20 mL sogutulmamis agar ortamina, 83 pl [64] olacak sekilde ayri

ayri eklendikten sonra yukaridaki igslem aynen tekrarlandi.
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0,5 cc 0,5 cc 0,5 cc 0,5cc 0,5cc

(

45 cc SB +
0.5 cc BK
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<4,5 cc SB </

< 45 cc SB <
< 45 cc SB <
< 45 cc SB <
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=
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=
o
N
=
<
=
=N
=
o
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‘\
0,5cc )

Katl agarl besiyeri + 0,5 cc kulttr
BK: Bakteri Kulttrt

SB: Saf Buyyon .
Sekil: 3.3.2.3 a. E.coli spp Bakterisinin Diltisyon Iglemi

3.3.2.4. Standart egrinin gizilmesi

Calismamizda standart egrinin ¢izilebilmesi igin, enkiibasyondan sonra
5 cc lik bakteri kaltirinden 0.5 cc alinarak 4,5 cc’ lik saf buyyona aktarildi ve
spektrofotometrede (DR 5000) A = 560 nm [31] [65] [41]. dalga boyu
araliginda Absorbans (Abs) ve %Transmittans (%T) degerleri alindiktan
sonra b tupu (4,5cc SB+0,5 cc BK)’'inden 0,5cc atildiktan sonra yine a tupu
(BK) Gnden 0,5cc BK alinip b tiptne ilave ederek Abs ve %T degerleri
(Tablo:3.4.b) elde edildi. Bu islemi a tipinde BK kalmayincaya kadar devam
ettik. Bunlara karsilik gelen koloni sayilarini da kati besiyerinde 10°
seyreltmeden ektigimiz sayilabilir miktardaki kolonileri sayarak (sekil 3.3.2.4
a,b) geriye donus yolu ile sivi besiyerindeki bakteri sayisini bulduk. Bunun

icin oranti yoluyla bakteri kultirtindeki 5 cc sindeki bakteri sayisi tespit ettik.




05cc

Sekil: 3.3.2.4 a Standart egri icin seyreltme iglemi

o)) < 5cc BK

o <4,5 cc SB

0.5cc
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Tablo (3.3.2.4.a) E.coli spp icin 560 nm deki Spektrofotometrik 6lgiim

degerleri

Bakteri  sayisi | % Transmittans Absorbans

(ce)
Baslangic 1 | 131x10’ 46,2 0,188
£ 2 [13,1x10’ 90,1 0,014
> 3 |24x10 84,6 0,022
S 4 [36x10 76,3 0,034
3 5 |47,3x107 71,0 0,044
E 6 | 54x10’ 69,1 0,051
S 7166 x107 64,0 0,066
S 8 |89,8x10 56,0 0,084
3 9 [99,8x10’ 54,2 0,092
E‘ 10 | 114 x10’ 50,3 0,103
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Sekil: 3.3.2.4 b 10° kez seyreltilmis E. coli spp kiiltiirinden 0,5 cc alinarak
kati besiyerine ekilmis koloni gorintisi (129 koloni tremis)

Enklbasyon sonrasi saydigimiz kolonileri, asagidaki baginti kullanilarak

geriye donus yolu ile 5 cc deki bakteri sayisi tespit edildi.

0,5 cc deki bakteri kiiltirii ~ 10° seyreltmede A sayida koloni olusturursa

5 cc de bakteri kiltird 1 seyreltmede B koloni yapar

B=5. 10°.A /0,5 .1= bakteri / cc yapar.

3.3.2.5. Gama radyasyonun bakteri tremesi tzerine etkisi

Gama enerjinin bakteri Uzerine etkisini arastirmak icin calismada
kullanacagimiz gama radyasyon dozunun standardini arastirdik. Calismada
gama radyasyonunu 100 cGy, 200 cGy, 500 cGy, 1000 cGy, 3000 cGy ve
6000 cGy dozlarda uyguladik ve calisma sonrasinda dozun artigina bagh

olarak keskin bir sekilde koloni sayisinin azaldigini gozlemledik. Kontrol
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grubu disindaki 6 (doz) grubunu Dicle Universitesi Tip Fakltesi Onkoloji
Hastanesinde bulunan Co 60 Teletarapi Cihazinin 195 cGy / dakika aktivite
ve 32X32 cm? lik alan iizerinde kaynak ile numunelerin yiizey mesafesi 80
cm Olgum sartlarinda gamma radyasyonunu uyguladik (Sekil:3.3.2.5.a).
Calismada;

E.coli spp, logaritmik fazda, (1-8 dakika) irradyasyona tabi tuttuk.
irradasyondan sonra 37 ‘C de 18 saat siire ile enkiibasyona birakildi.

inkubasyon surresi sonucunda koloni sayimi yapildi.

Sekil 3.3.2.5.a Irradasyon isleminin Yapildigi Co 60 Teleterapi Cihazi

3.3.2.6. istatiksel Degerlendirme

Galismamizda, sonuglarin degerlendiriimesinde SPSS 11.5 for
Windows paket programi kullandik.

Kontrol grubu ile 1, 2, 3, 4, 5. ve 6. gruplar Kruskal Wallis Anova testi
ile karsilagtinldi. Ayrica; gruplar tek tek kontrol grubu ile Mann-Whitney U

testi kullanilarak karsilastirildi.



3.4. BULGULAR

Calismada gama radyasyonunu 100 cGy, 200 cGy, 500 cGy, 1000
cGy, 3000 cGy ve 6000 cGy dozlarda uyguladik ve enkibasyondan sonra

olusan koloni sayilari (Tablo:3.4.a) ve gorintuleri (Sekil:3.4.a,b,c,d,e,f,g) elde
edildi.

Sekil (3.4.a) Iradiye edilmemis kontrol ~ Sekil (3.4.b) E.coli spp’ nin gama
grubunun koloni gérinumd irradasyonu sonucu olusan koloni
gOrinima (1 Grup 100 cGy)

Sekil (3.4.c) E.coli spp’ nin gama Sekil (3.4.d) E.coli spp’ nin gama
irradasyonu sonucu olusan koloni irradasyonu sonucu olusan koloni
gorinuma (2 Grup 200 cGy) gbrunima (3 Grup 500 cGy)
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Sekil (3.4.e) E.coli spp’ nin gama Sekil (3.4.f) E.coli spp’ nin gama
irradasyonu sonucu olusan koloni irradasyonu sonucu olusan koloni
gorinima (4 Grup 1000 cGy) gorinuma (5 Grup 3000 cGy)

Sekil (3.4.9) E.coli spp’ nin gama
irradasyonu sonucu olusan koloni

gorinuma (6 Grup 6000 cGy)
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Calismamizda, sonuglarin degerlendiriimesinde SPSS 11.5 for
Windows paket programi kullanildi.

-Kontrol grubu ile 1, 2, 3, 4, 5. ve 6. gruplar Kruskal Wallis Anova testi
ile karsilastirildi. Sonug¢ anlamh bulundu (p<0.01)

-Kontrol grubu ile 1.Grup Mann-Whitney U testi kullanilarak
karsilastinldi. Sonug anlamh bulunmadi (p>0,05).

-Kontrol grubu ile 2.Grup Mann-Whitney U testi kullanilarak
karsilastinldi. Sonug anlamh bulunmadi (p>0,05).

-Kontrol grubu ile 3.Grup Mann-Whitney U testi kullanilarak
karsilastinldi. Sonu¢ anlamli bulundu (p<0,05).

-Kontrol grubu ile 4.Grup Mann-Whitney U testi kullanilarak
karsilastinldi. Sonug anlamli bulundu (p<0,05).

-Kontrol grubu ile 5.Grup Mann-Whitney U testi kullanilarak
karsilastinldi. Sonu¢ anlamli bulundu (p<0,05).

-Kontrol grubu ile 6.Grup Mann-Whitney U testi kullanilarak
karsilastinldi. Sonug anlamli bulundu (p<0,05).

Elde ettigimiz standart egriler (Sekil:3.4.b, Sekil:3.4.c) araciligiyla sivi
kultarlerindeki bakteri sayisini spektrofotometrik olarak tesbit ettik. Kontrol
grubu ve radyasyon uygulanan guruplarin enkibasyonundan sonra
Tablo:3.4.a elde edildi.

Tablo: (3.4.a) Gama radyasyonun E. Coli spp Uzerine irradyasyonu sonrasi
enkibasyon sonucu elde edilen koloni sayilari

Gruplar | 1.Petri | 2.Petri | 3.Petri | Radyasyon P P
Koloni Koloni Koloni dozu
sayisl sayisl sayisl
Kontrol | 126 136 129 0
1.Grup | 127 131 129 100 cGy p=1,00"
2.Grup | 126 95 133 200 cGy P=0,376"
3. Grup | 117 115 119 500 cGy P=0,05*
4. Grup | 104 90 86 1000 cGy | P=0,05* | p=0,008**
5.Grup |74 73 80 3000 cGy | P=0,05*
6. Grup | 68 67 57 6000 cGy | P=0,05*
ns = p>0,05 6nemsiz, * = p<0,05 6nemli

** =p<0,01 ¢ok dnemli, ***= p<0,001 ileri derecede 6nemli
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Sekil (3.4.h) Gama Radyasyonun E.coli spp Bakterisi Uzerine Etkisi Sonucu
Olusan Koloninin Doza Bagh Grafigi

Tablo 3.3.2.4.a ‘ da ki degerlere karsilik gelen asagida (Sekil:3.4.i ve
Sekil:3.4.k) egrileri elde edildi.
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Sekil:(3.4.i) E.coli spp kultiriinin 560 nm dalga boyundaki Absorbans
degerleri (Standart Egri)
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Sekil:(3.4.k) E.coli spp kultiriiniin 560 nm dalga boyundaki % Transmittans
degerleri (Standart Egri)

irradyasyona tabi tutulan bakterilerin (izerinde fitoterapik etkileri
gozlemek igin, steril sartlarda hazirladigimiz agar ortamlarina (Tablo:3.4.b )
fitoterapik bitkileri usuline uygun ilave ettikten ve irradyasyondan sonra

enklUbasyona birakildi.

Enklibasyon sonrasinda asagidaki goruntuler (Sekil: 3.4. 1, 11, 1ll, 1V, V, VI,
VII, VI, IX, X, XI, XII') elde edildi.



Tablo:3.4.b. Agar + Fitoterapik Bitkilerin irradasyon Dozlari

Agar + Biberiye
Gruplar Kontrol | 1.grup | 2.grup | 3.grup | 4.grup | 5.grup | 6.grup
grubu
Uygulanan | O 100 200 500 1000 | 3000 | 6000
Doz cGy cGy cGy cGy cGy cGy cGy
Agar +Civan Pergcemi
Gruplar Kontrol | 1.grup | 2.grup | 3.grup | 4.grup | 5.grup | 6.grup
grubu
Uygulanan | O 100 200 500 1000 | 3000 | 6000
Doz cGy cGy cGy cGy cGy cGy cGy
Agar + Feslegen
Gruplar Kontrol | 1.grup | 2.grup | 3.grup | 4.grup | 5.grup | 6.grup
grubu
Uygulanan | O 100 200 500 1000 | 3000 | 6000
Doz cGy cGy cGy cGy cGy cGy cGy
Agar + Keci Boynuzu
Gruplar Kontrol | 1.grup | 2.grup | 3.grup | 4.grup | 5.grup | 6.grup
grubu
Uygulanan | © 100 200 500 1000 | 3000 | 6000
Doz cGy cGy cGy cGy cGy cGy cGy
Agar + Zencefil
Gruplar Kontrol | 1.grup | 2.grup | 3.grup | 4.grup | 5.grup | 6.grup
grubu
Uygulanan | O 100 200 500 1000 | 3000 | 6000
Doz cGy cGy cGy cGy cGy cGy cGy
Agar + Kimyon
Gruplar Kontrol | 1.grup | 2.grup | 3.grup | 4.grup | 5.grup | 6.grup
grubu
Uygulanan | © 100 200 500 1000 | 3000 | 6000
Doz cGy cGy cGy cGy cGy cGy cGy
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Sekil (3.4.1) iradiye edilmemis Sekil (3.4.11) 6000 cGy dozunda
E.coli spp kontrol grubunun koloni iradiye edilmis E.coli spp nin koloni
goranimu (Besiyerinde Feslegen gorinimu (Besiyerinde Feslegen
ekstresinin oldugu durumda) ekstresinin oldugu durumda)

Sekil (3.4.11) iradiye edilmemis Sekil (3.4.1V) 6000 cGy dozunda

E.coli spp kontrol grubunun koloni iradiye edilmig E.coli spp nin koloni
goranimu (Besiyerinde Kegi gorinimu (Besiyerinde Keci

Boynuzu ekstresinin oldugu durumda) Boynuzu ekstresinin oldugu durumda
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Sekil (3.4.V) iradiye ediimemis Sekil (3.4.VI) 6000 cGy dozunda

E.coli spp kontrol grubunun koloni iradiye edilmis E.coli spp nin koloni
gorunumu (Besiyerinde Biberiye gorunumu (Besiyerinde Biberiye
ekstresinin oldugu durumda) ekstresinin oldugu durumda)

el e

Sekil (3.4.VIl) iradiye edilmemis Sekil (3.4.VIII) 6000 cGy dozunda

E.coli spp kontrol grubunun koloni iradiye edilmis E.coli spp nin koloni
goranimu (Besiyerinde Zencefil gorinimu (Besiyerinde Zencefil

ekstresinin oldugu durumda) ekstresinin oldugu durumda)



Sekil (3.4. IX) iradiye edilmemis Sekil (3.4. X) 6000 cGy dozunda
E.coli spp kontrol grubunun koloni iradiye edilmis E.coli spp nin koloni
gorunumu (Besiyerinde Kimyon gorunumu (Besiyerinde Kimyon
ekstresinin oldugu durumda) ekstresinin oldugu durumda)

Sekil (3.4. XI) iradiye edilmemis Sekil (3.4. XlI) 6000 cGy dozunda
E.coli spp kontrol grubunun koloni iradiye edilmis E.coli spp nin koloni
goranima (Besiyerinde Civan gOrinimu (Besiyerinde Civan
Percemi ekstresinin oldugu Percemi ekstresinin oldugu

durumda) durumda)
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3.5. TARTISMA

Son yillarda insan yasamini tehdit eden kanser ile ilgili ciddi galigmalar
yapiimaktadir. Kanser tedavisinde antioksidan maddelerin kullanildidi uzun
zamandan beri bilinmektedir. Bu calismamizda radyoterapide kullanilan
dozlarla iradiye edilen E. coli spp suslarinda meydana gelen serbest
radikaller Gzerine, bazi fitoterapik bitkiler;

-Rosmarinus officinalis L. (Biberiye),
-Achillea millefolium L. (Civan Percemi),
-Ocimum basilicum L. (Feslegen),
-Ceratonia siliqua L. (Ke¢i Boynuzu),
-Zingiber officinale (Zencefil) ve
-Cuminum cyminum L. (Kimyon) )’ in etkileri arastirildi.

iyonizan radyasyonun, hiicrelerin icinde reaktif oksijen tirlerinin (ROT)
olusturdugu ve bunun da biyolojik sisteme zarar verdigi bilinmektedir [66].
Serbest radikaller ekzojen ajanlar ve hiicresel metabolizma tarafindan hiicre
icinde olugmaktadir. Bu serbest radikaller, DNA dahil hicre igindeki
biyomolekiler ile reaksiyona girebilir ve sonucgta DNA hasarlarina,
yaslanmaya, karsinogenezise ve mutagenezise sebep olabilir ve bu da
oksidatif zarar olarak isimlendirilir [43]. In vivo ortamda DNA hasarlarina
neden olan serbest radikaller, kanserin baglatiimasi gibi istenmeyen dnemli
biyolojik olaylarin ortaya ¢ikmasi ile sonuglanabilir [67].

Son yillarda kanser vakalarinin tedavisinde ¢ok sayida bitki turlerinin
ekstreleri ve ucucu yaglari kullanilmaya baglandi. Bu bitkilerin biyoaktif
Ozelliginden dolayi ¢ok sayida besin ve ilag uygulamalari hiz kazandi. Bitkiler
(meyve, sebze, sifali otlar), terpenler, vitaminler, azot bilesikleri, fenolik
bilesikler ve diger endojen metabolitler gibi genis yelpazede degisik serbest
radikal supdrtct molekuller icerirler. Bu onlarn zengin antioksidan

Ozelliklerinden kaynaklanmaktadir [68].

Agar ve agar + fitoterapik bitki ortamindaki bakterilerin ayni dozlarda

ve ayni sartlarda irradyasyonlari sonucunda;
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agar ortamindaki bakterilerin etkilenmesi doz artisina bagh olarak artigi ve
artisin Demirtas O. ‘in [65] ve Yicel KP. Polat G. ve ark. [75] yaptiklari

calisma ile uyumlu oldugu gorulda.

Ayni sartlarda (miktar, pH, vs) hazirladigimiz, agar + fitoterapik bitki
ortamindaki bakterilerin ayni dozlarda irradyasyonlari sonucunda da doz
artisina bagh olarak;

a) Feslegen’ in bulundugu agar ortamindaki bakterilerin 6000 cGy ‘lik
dozla irradyasyonu ve bunlarin kontrol grubu ile kargilastiriimalari sonrasinda
ortamdaki Feslegen’in radyasyonun etkisini degistirdigi gozlendi. Ayni durum;
Biberiye, Zencefil, Ke¢i Boynuzu, Kimyon ve Civan Pergcemi ic¢in de tesbit
edildi.

b) Ayni seyreltme oraninda aldigimiz bakteri ve uyguladigimiz dozlar
sonrasinda, agar ortaminda olusan koloniler sayilabilir dizeyde tek tek petri
kabina dustugu halde agar + fitoterapik bitki durumunda, kolonilerin petrinin
ylzeyine dagildigi ve kumelestigi gozlendi. Wang ve arkadaslari
Biberiyedeki ugucu yagin 1,8-cineole, a-pinene, B-pinene bilesikleri ile in vitro
ortamda antioksidan aktiviteleri karsilastirildi. Calismada R. officinalis L.
ucucu yagin 1,8-cineole, a-pinene ve B-pinene bilesiklerinden daha c¢ok
antioksidan etki gosterdigini ve bu etkinin serbest radikalleri nétralize etme
yeteneginde iyi bir performans sergiledigini gosterdiler. Bu c¢alismanin
sonuclari hazirladigimiz agar + Biberiye ortaminin irradyasyonu sonuclari ile
uyumlu oldugu (69) goruldu. Turkiye'deki Achillea turleri tUzerinde yapilan
calismada insan eritrosit ve l6kositlerinde oksidatif hasara neden olan H,0O,
karsi geleneksel tipta infuzyon koruyucu etki calismalarinda gosterdiler.
Sonu¢ olarak infizyon olarak uyguladiklari tim Achillea tdrlerinin H,O;
gruplari ile karsilastirildiginda l6kosit ve eritrosit antioksidan enzim sistemleri
tzerinde etkili oldugunu buldular. Bu calismanin sonuglari hazirladigimiz
agar + Civan Perceminin ortaminin irradyasyonu sonugclari ile uyumlu oldugu
(70) gorulda. Feslegenin yaprak 0ozitlerinde, antioksidan aktivite ve
fotokimyasal iceriklerini arastiran Sekar ve arkadaslari, hazirladiklari etanolik
ekstratlari DPHH ile calistilar ve zengin fotokimyasal igerikli feslegenin iyi bir
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antioksidan aktiviteden sorumlu olabildigini ©Onerdiler. Bu ¢aligmanin
sonuclari hazirladigimiz agar + Feslegenin ortaminin irradyasyonu sonuglari
ile uyumlu oldugu [71] go6ruldid. Keg¢i boynuzunun kabugunda bulunan
polifenollerin antioksidan aktiviteye sahip oldugu gosterilmigtir [76]. Kegi
boynuzunda bulunan gallik asit insan sagligi tizerinde su etkileri yapmaktadir;
agri kesici, bakteriyi yok etme, kansere karsi, radikalleri yok etme, bagisiklik
guclendirici ve mikroplara kargi gibi 6zellikleri bulunur. Ayni zamanda nefes
darhgina karsi etkili oldugu gibi sperm sayisini artirici bir 6zellige de sahiptir.
Bu calismanin sonuglar hazirladigimiz agar + Kegi Boynuzunun ortaminin
irradyasyonu sonugclari ile uyumlu oldugu [72] gorildi. Zencefil'in yapisinda
polifenol bilesikler bulunan ve yiksek bir antioksidan aktiviteye sahip oldugu
calismalarla ortaya cikariimistir. Zencefil ekstratlarinin 85 °C de daha c¢ok ve
37 °C’ de daha dusuk olarak her iki sicakhkta da hidroksil radikallerini inhibe
ettigini goOsterdiler. Ayrica Stoilova ve arkadaslar Zencefil ekstratlarinin
Ozelliklerini  sentetik antioksidanlarla  karsilagtirdilar  ve  endustriyel
farmakolojide, gidalarda uygulanabilecegini ve potansiyel bir koruyucu
oldugunu belirlediler Bu ¢aligmanin sonuglari hazirladigimiz agar + Zencefilin
ortaminin irradyasyonu sonugclari ile uyumlu oldugu [73] goéruldi. Gachkar ve
arkadaslarinin sdrdurdukleri ¢calismalar sonucunda, kimyon yaglarinin hem
doymamis yag asidi oksidasyonunu engelledigini hem de serbest radikalleri
notralize etme yetenegini ve antimikrobiyal aktivite gostermesi bu konuda ki
calismalara destek anlaminda umut verici olabilecegini belirlemigler Bu
calismanin sonuglari hazirladigimiz agar + Kimyonun ortaminin irradyasyonu

sonuglari ile uyumlu oldugu [74] gorulda.

Calismada kullandigimiz fitoterapik bitkilerin bilim dinyasinda kanseri
Onlemede bir alternatif olabileceginin yani sira genel saghda olumlu katki

saglayacagi dusunulmektedir.
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3.6. SONUC VE ONERILER

Yaptigimiz bu calismada, boélgede bulunan farkli familyalara ait degisik
6 bitkiye (Rosmarinus officinalis L. (Biberiye), Achillea millefolium L. (Civan
Percemi), Ocimum basilicum L. (Feslegen), Ceratonia siliqua L. (Kegi
Boynuzu), Zingiber officinale (Zencefil) ve Cuminum cyminum L. (Kimyon) ait
etilalkol ekstrelerinin antioksidan etkileri arastirildi. Bu amagla, calisma
esnasinda serbest radikallerin olugsumunda rol oynayan gama radyasyonunu,
farkh dozlarda (100, 200, 500, 1000, 3000 ve 6000 cGy) ile E.coli spp

bakterisini iradiye ettik.

Calismada, literatir calismalari ve elde ettigimiz bulgular neticesinde;
a. Gama radyasyonun artan dozlarda koloni sayisini keskin bir sekilde
azalttig1 ve radyasyonun bakteri Uremesi Uzerine yiksek dozlarda zararli
oldugunu bir daha teyyid ettik.
b. Agar + bitki ektresi (her bir petride 83 pul) calismasinda uyguladigimiz ayni
dozlarda ki radyasyon uygulamasinda;
c. Biberiye bitkisinin radyasyonun zararli etkisini onardigi ve antioksidan etki
gOsterebilecegini,
d. Civan Pergemi’nin nispeten antioksidan etki gosterebilecegini,
e. Feslegen’in radyasyonun hasarini onardigini ve o©6nemli derecede
antioksidan etki gosterebilecegini,
f. Keci Boynuzu’'nun nispeten antioksidan etki gosterebilecegini,
g. Zencefil'in radyasyon hasarini onardigi ve 6nemli derece antioksidan etki
gosterebilecegini,
h. Kimyon bitkisi’ ninde énemli oranda antioksidan etki gosterebilecegini elde
ettigimiz bulgular gostermektedir. Kullandigimiz fitoterapik bitki icerikli
ekstrelerinin koloni sayilari tam olarak sayilmamakla beraber olusturdugu
koloni gorinuamlerine bakilarak antioksidan etki go6sterdigi literatar

calismalariyla da ¢alismamizi desteklemektedir.
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Bu calismada antioksidan etkilere hangi bilesenin neden oldugu
bilinmemekle beraber bazi literatir calismalari bilesenleri belirtmistir.
Yaptigimiz bu calismada, yalnizca etilalkol ekstreleri ile calisilmis ve bu
antioksidan etki sagladigi dusinulen ekstrelerin farkli diger c¢ozucilerle
denenmesi ve bu ekstrelerin icindeki antioksidan etkinin bitkinin hangi
bileseninden kaynaklandiginin saptanmasi gelecek calismalara 1s1k

tutacaktir.

Ayrica, boélgede yaygin ve kolaylikla bulunabilen bu bitkilerin antioksidan
etkileri sebebiyle, saghga daha faydali olacagi, ilag kimyasina Kkatki
saglayacagi, kanserli hiicreleri ve yaslanmaya karsi bir koruyucu olabilecegi
ve Ozelde ihracatta bolge halkina genelde ise Turkiye’'nin milli ekonomisine

katki saglayacaktir.
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