% |
&
R |||ll

% Mayis U““\Pa

T.C.
ONDOKUZ MAYIS UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
PEDODONTI ANABILIM DALI

HYPERICUM PERFORATUM L. ve SEKONDER
METABOLITLERININ PATOJENIK ORAL BAKTERILERE
KARSI ANTIMIKROBIYAL AKTIVITESININ

DEGERLENDIRILMESI

DOKTORA TEZi

Feride BALLI

Samsun
Eylul-2016






% |
&
R |||ll

% Mayis U““\Pa

T.C.
ONDOKUZ MAYIS UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
PEDODONTI ANABILIM DALI

HYPERICUM PERFORATUM L. ve SEKONDER
METABOLITLERININ PATOJENIK ORAL BAKTERILERE
KARSI ANTIMIKROBIYAL AKTIVITESININ

DEGERLENDIRILMESI

DOKTORA TEZi
Feride BALLI

Dog¢. Dr. Ayca Tuba ULUSOY YAMAK

Samsun
Eylul-2016



T.C.
ONDOKUZ MAYIS UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

Feride BALLI tarafindan Dog. Dr. Ayca Tuba ULUSOY YAMAK Danigmanliginda
hazirlanan ‘Hypericum perforatum L. ve sekonder metabolitlerin patojenik oral
bakterilere karsi antimikrobiyal aktivitesinin degerlendirilmesi’ baglikli bu c¢alisma
jirimiz tarafindan 05/09/2016 tarihinde yapilan smav ile Pedodonti Anabilim Dalinda
DOKTORA Tezi olarak kabul edilmistir.

Baskan : Dog. Dr. Tamer TUZUNER, Karadeniz Teknik Universitesi, Dis Hekimligi
Fakiiltesi, Pedodonti Anabilim Dal1

Uye : Dog. Dr Ayga Tuba ULUSOY YAMAK, Ondokuz Mayis Universitesi, Dis
Hekimligi Fakiiltesi, Pedodonti Anabilim Dali

Uye : Do¢. Dr. Emine SEN TUNC, Ondokuz Mayis Universitesi, Dis Hekimligi
Fakiiltesi, Pedodonti Anabilim Dal1

Uye : Dog. Dr. Mehmet Serhat ODABAS, Ondokuz Mayis Universitesi, Bafra Meslek
Yiiksekokulu, Bilgisayar Teknolojileri Boliimii

Uye : Dog. Dr. Murat UNAL, Cumhuriyet Universitesi, Dis Hekimligi Fakiiltesi,
Pedodonti Anabilim Dali

ONAY

Bu tez, Enstitli Yonetim Kurulunca belirlenen ve yukarida adlart yazili jiiri {yeleri
tarafindan uygun goriilmiistir.

Prof. Dr. Ahmet UZUN
Saghk Bilimleri Enstitiisii Miidiirii



TESEKKUR
Doktora egitimim siiresince her zaman ve her konuda yanimda olan, bilgi ve

deneyimleri ile bana yol gosteren, tezimin her asamasinda emegini ve yardimini
esirgemeyen c¢ok kiymetli hocam, tez danismanim, ablam Dog¢. Dr. Ayga Tuba
ULUSOY YAMAK ’a,

Egitimim boyunca bilgi, tecriibe ve klinik deneyimlerini esirgemeyen degerli
hocalarim, Prof. Dr. Alp Erdin KOYUTURK ’e, Prof. Dr. Aysun AVSAR’a, Dog. Dr.
Emine SEN TUNC’a, Dog. Dr. Sezin SEZGIN OZER’e, Dog. Dr. Erhan SARI’ya

Tezimin her asamasinda emegi olan, bilgi, beceri ve deneyimlerini hig
esirgemeden paylasan, yogun c¢alisma sartlar1 arasinda bana zaman ayiran, kendisini
tanimaktan onur duydugum Dog¢. Dr. Mehmet Serhat ODABAS’a,

Egitimim boyunca fikir ve tecriibeleri ile bana destek olan Dog¢. Dr. Sule
BAYRAK’a,

Calistigim siire boyunca ve sonrasinda da yanimda olan, benimle her animi
paylasan Dr. Dt. Tiirkan EGILMEZ OZDEMIR’e, Yrd. Dog. Dr. Nuray TULOGLU’na
ve degerli Pedodonti Anabilim Dal1 asistan arkadaslarima,

Tiim hayatim boyunca sonsuz sevgileri ve destekleriyle bugiine gelmemi
saglayan, her zaman yanimda olan canim aileme,

Hayatimin neredeyse her aninda yanimda olan, kosullar ne olursa olsun sabrint
destegini, anlayisini esirgemeyen, sevgisiyle bana destek olan canim esim Yrd. Dog. Dr.
Umut BALLI’ya, hayatima girdigi i¢in ¢ok sansli oldugum, bu siirecte kendisinden

caldigim zaman igin sorun ¢ikarmayan Nefes’ime,

Tesekkiirlerimi borg bilirim...

*Bu arastirma projesi Ondokuz Mayis Universitesi Bilimsel Arastirma

Projeleri Bagkanhiginca PYO.DIS.1904.12.008’numarasiyla desteklenmistir.



OZET

HYPERICUM PERFORATUM L. ve SEKONDER METABOLITLERININ
PATOJENIK ORAL BAKTERILERE KARSI ANTIMIKROBIYAL
AKTIVITESININ DEGERLENDIRILMESI
Amag¢: Bu c¢alismanin amaci, Hypericum perforatum L.’nin ve igindeki sekonder
metabolitlerin, dis ¢iirigli ve periodontal hastaliklardan sorumlu mikroorganizmalar
izerine antimikrobiyal etkisini arastirarak, bu bitkinin ve sekonder metabolitlerinin
insan gingival fibroblast hiicreleri tizerine sitotoksisitelerini in vitro olarak incelemektir.
Materyal ve Metot: Calismamizda Hypericum perforatum L. bitki ekstrati ve 6 ayri
sekonder metabolit (hyperforin, hypericin, hyperoside, quercetin, quercitrin, rutin)
kullanildi. Bu iirtinlerin patojenik oral mikroorganizmalara [S. mutans, S. mitis, S.
sanguinis, S. salivarius, S. sobrinus, L. acidophilus, P. gingivalis, A.
actinomycetemcomitans, C. albicans] karsi antimikrobiyal aktivitesi disk difiizyon
yontemi ile incelenirken, MIC ve MBC degerleri de belirlendi.  Tim test
materyallerinin oral dokular iizerine sitotoksisitesi, insan gingival fibroblast hiicreleri

kullanilarak MTT analizi ile degerlendirildi.

Bulgular: Hypericum perforatum L. ekstrati ve sekonder metabolitlerinin ¢alismamizda
test edilen tiim oral patojenlere etkisi istatistiki olarak klorheksidinden diisiik
bulunmugtur. Bununla birlikte, periodontal hastalikla iliskili gram-negatif
mikroorganizmalara ve C. albicans’a kars1 klorheksidine yakin degerde inhibisyon zonu
olusturdugu goriilen quercitrin’in, gingival fibroblast hiicreleri tizerine klorheksidin gibi
siddetli sitotoksisite gostermedigi tespit edilmistir.

Sonu¢: Bu galismada, bitki ekstratlarinin saf bilesikler olmamasi nedeniyle bu yonde
yapilacak c¢aligmalarin sadece bitkileri degil sekonder metabolitleri de incelemesi,
yiiksek antimikrobiyal etkinlige sahip, diisiik sitotoksik etkili yeni antimikrobiyal ve
antifungal bitki ekstratlar1 ve sekonder metabolitlerin bulunmasini miimkiin kilacagi
sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Dis ¢iirtigii; dogal antimikrobiyal ajanlar; hyperforin; hypericum

peroratum L.; hyperoside; quercitrin.

Feride BALLI, Doktora Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi-Samsun, Eyliil-2016



ABSTRACT

ASSESSMENT OF THE ANTIMiICROBIAL EFFECTIVENESS OF
HYPERICUM PERFORATUM L. and SECONDARY METABOLITES
AGAINST PATHOGENIC ORAL BACTERIA

Aim: The purpose of this study was to invastigate the antimicrobial effect of Hypericum
perforatum L. and secondery metabolites on microorganisms responsible for dental
caries and periodontal disease and to investigate their cytotoxic effect on human
gingival fibroblast cell in vitro.

Material and Method: Hypericum perforatum L. plant extract and 6 different
secondary metabolites (hyperforin, hypericin, hyperoside, quercetin, quercitrin, rutin)
were used. Disk diffusion assay was performed to analyze the antimicrobial activities of
these materials against the pathogenic oral microorganisms (S. mutans, S. mitis, S.
sanguinis, S. salivarius, S. sobrinus, L. acidophilus, P. gingivalis, A.
actinomycetemcomitans, C. albicans) and MIC and MBC values were also determined.
Cytotoxicity all test materials was investigated by MTT assay using human gingival
fibroblast cells.

Results: According to antimicrobial analysis, the inhibitory effect of all test materials
were found to be statistically lower than chlorhexidine. However, the quercitrin which
was seen to create an inhibition zone against periodontal disease-associated gram-
negative microorganisms and C. albicans, did not show severe cytotoxicity as
chlorhexidine on gingival fibroblast cells

Conclusion: In this study, plant extracts due to lack of pure compounds, 1t was
concluded that studies must examine not only plant, are also secondary metabolites. In
this way, there will enable to find new antimicrobial and antifungal plant extracts and
secondary metabolites, have high antimicrobial activity and low cytotoxic effective
Keywords: Dental caries; hyperforin; hypericum peroratum L.; hyperoside; quercitrin;

natural antimicrobial products.

Feride BALLI, Ph. D. Thesis
Ondokuz Mayis University — Samsun, September-2016
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SIMGELER VE KISALTMALAR
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MBC : Minimum bakterisid konsantrasyon
MIC : Minimum inhibitor konsantrasyon
MTT : 3-(4, 5-dimethylthiazolyl-2)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide

rRNA : Ribozomal RNA

rpm : Revolutions per minute
SDA : Sabouraud dextrose agar
SLS : Sodyum loril stilfat
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1. GIRIS

Dis ¢iiriigli ve diseti hastaliklari, insanlarin biiylik bir kismini cinsiyet, yas,
etnik koken gozetmeksizin etkileyen ve ozellikle gelismekte olan lilkelerde en sik
goriilen enfeksiyoz hastaliklardir (Burt, 1998; Misra ve ark., 2007). Bu hastaliklarinin
primer  etiyolojik  faktorii, mikrobiyal dental plak igerisinde  bulunan
mikroorganizmalardir (Wilson ve Ashley, 1990). Streptococcus mutans, Streptococcus
sobrinus, Lactobacillus acidophilus gibi gram-pozitif asidojenik ve asidofilik 6zellikteki
mikroorganizmalar, dis ¢iirigiiniin olusumundan sorumlu bulunmustur (de Soet ve ark.,
1990; Tanzer ve ark., 2001). Ozellikle S. mutans’lar 1980’li yillardan itibaren,
mikrobiyal floray1 olusturan mikroorganizmalar icerisinde dis c¢lirligline neden olan
baslica patojen olarak kabul edilmektedir (Hamada ve Slade, 1980; Loesche, 1986;
Haris ve ark., 2004). Lactobasiller ise dis ciiriigiinii baslatmaktan ziyade dentin
dokusunun yikimindan, baska bir degisle ¢iiriik lezyonunun ilerlemesinden sorumlu
bulunmustur (Fitzgerald ve ark., 1980; Brambilla ve ark., 2000; Cakir ve ark., 2010).
Candida albicans agiz florasindan izole edilebilen ve agiz mukozasina tutunabilen en
yaygin mantar tlirlidiir. Dentin dokusunda yiiksek oranda yerlesim gostermekte,
ozellikle ¢cocuklarda/adelosanlarda dis ¢iiriigiiniin patogenezinde aktif rol oynamaktadir
(Gabris ve ark., 1999; Moalic ve ark., 2001; Beighton ve ark.,2004; Klinke ve ark.,
2011). Porphyromonas gingivalis ve Aggregatibacter actinomycetemcomitans ise
periodontal hastaliklarinin patogenezinde Onemli rol oynayan viriilans1 yiiksek
mikroorganizmalardir (Newman ve ark., 2007).

Mikroorganizmalarin bulundugu mikrobiyal dental plagin uzaklastirilmasiyla
dis ¢lirigii ve diseti hastaliklarinin olusumunun engellendigi bildirilmistir (Mc Danold
ve ark., 2004; Norman ve ark., 2004; Roberson ve ark., 2011). Ancak ¢ocuklarin dis
firgalama ve dis ipi kullanimi gibi mekanik temizligi yeterince etkin yapamadiklari,
bununla birlikte uygun yapilan mekanik temizligin bile mikrobiyal dental plag:
uzaklastirmada yeterli olmadigi bildirilmektedir (Loveren ve ark., 2000). Bu konu ile
ilgili yapilan c¢alismalarda, mekanik plak kontroline ek olarak floriiriin ve
antimikrobiyal kemoterdpatiklerin kullaniminin, bu hastaliklara kars1 korunmada etkiyi
arttirdig1 belirtilmistir (Tedesco, 2000; Davies ve ark., 2003). Ancak gelismekte olan
iilkelerde  antimikrobiyal etkili maddelere kars1  direng  gdsteren  oral

mikroorganizmalarin artmis olmasi ve kullanilan antimikrobiyal etkili ajanlarin disleri
1



boyama, agiz kurulugu, tlseratif gingivitis, doku irritasyonu, oral kanserler gibi yan
etkilere sahip olmalar1 nedeniyle (Borrajo ve ark., 2002; Poggi ve ark., 2003; Lee ve
ark., 2004; Silverman ve Wider, 2006; Addy, 2008; Lemos-Junior ve Villoria, 2008),
bitkilerden elde edilen dogal antimikrobiyal bilesiklerin gelistirilmesine yonelik
calismalar hiz kazanmistir (Katsura ve ark., 2001; Botelho ve ark., 2007; Thaweboon ve
Thaweboon, 2009; Sereviratne ve ark., 2011).

Halk arasinda “sar1 kantaron” olarak da bilinen Hypericum perforatum L.
(St.John’s Wort), Tirkiye ve Avrupa’da yaygin olarak yetisen, antitimor, antiviral,
antidepresan, antibakteriyal, antiinflamatuar ve analjezik etkilere sahip oldugu bilinen,
yabani bir bitkidir (Davis, 1988; Colasanti ve ark., 2000; Reichling ve ark., 2001).
Rusya’da, degisik isimler altinda ticari antibiyotik preparatt bulunan Hypericum
perforatum L.’nin (Reichling ve ark, 2001; Saddie ve ark, 2010), antimikrobiyal
etkinligi ile ilgili yapilan calismalar hiz kazanmis ve gram-pozitif/gram-negatif
mikroorganizmalar {izerine etkinliginin oldugu pek ¢ok caligsma ile gosterilmistir (Avato
ve ark., 2004; Milosevic ve ark., 2007; Saddige ve ark., 2010).

Bu bilgiler 1s1iginda tez c¢alismamizda Hypericum perforatum L. Dbitki
ekstratinin ve igerisSinde bulunan 6 ayri1 sekonder metabolitin, ¢iiriik ve periodontal
hastaliga neden olan mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal etkinliginin
degerlendirilmesi ayn1 zamanda insan gingival fibroblast hiicreleri lizerine sitotoksik

etkilerinin incelenmesi amaglandi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Dental Plak

Dental plak; dil, dudak, yanak ve tiikiiriik ile mekanik olarak temizlenmeyen
dis yiizeylerine yerlesmis, beyaz-gri ya da beyaz-sar1 renkli organik yiginti olarak
tanimlanmaktadir. Dis ylizeyine sikica yapisan, protein ve polisakkaritlerden olugan, su
spreyi ile wuzaklastirilamayan bu kitleler icinde ¢ok sayida mikroorganizma
bulunmaktadir (Koray, 1981; Lindhe, 2008). Agirligi lgr olan Imm?® dental plakta,
500°den fazla farkli tiirde mikroorganizma bulundugu i¢in mikrobiyal dental plak
(MDP) olarak tanimlamanin daha dogru oldugu bildirilmistir (Quirynen, 2006).

MDP’nin dis iizerine birikimi; pelikil olusumu, kolonizasyon ve olgunlasma
fazlarinin sirasiyla gergeklestigi olduk¢a organize ve diizenli olaylar zinciridir
(Roberson ve Heyman, 2011). Pelikil; dislerin fir¢alanmasindan hemen sonra disler
lizerine yerlesen, tiikriikk proteinleri (lizozim, albumin, IgA ve IgG) igeren,
mikoorganizma bulundurmayan, hiicresiz, ince bir film tabakasi olarak tanimlanmistir
(Quirynen, 2006; Lindhe, 2008; Roberson ve Heyman, 2011). Pelikilin fonksiyonunun,
mineyi asit ataklarina karsi koruyarak demineralizasyonu engellemek ve
remineralizasyon i¢in matriks saglamak oldugu aciklanmistir. Ayrica prolinden zengin
proteinler, staterin ve musindz proteinler gibi tiikiiriik elemanlar1 vasitasiyla
mikroorganizmalarin dis ylizeyine tutunmasini kolaylastirarak kolonize olabilecekleri
bir ortam yarattig1 da bildirilmektedir (Hicks ve ark., 2003).

Mikroorganizmalarin pelikilin izerine gé¢ etmeleri ve dis ylizeyine tutunmalari
ile ikinci faz olan kolonizasyon safhasi baslamaktadir (Koray, 1981; Kidd, 2004). Ik
yigilimi yapan mikroorganizmalarin, dis yiizeyine tutunmay: saglayan fimbriya yiizey
yapisina sahip Streptococcus ve Actinomyces tiirleri oldugu ve MDP’nin iskeletini
olusturduklar1 bildirilmistir (Lang ve ark, 2003; Quirynen, 2006). Yirmi dort saatin
sonunda, olusan MDP’nin ¢ogunlukla gram-pozitif kok olan streptokok tiirlerini i¢erdigi
ve Streptococcus sanguinis’un bu organizmalarin en goze c¢arpan1i oldugu
bildirilmektedir. Ilerleyen siirecte ise, baslangigta az sayida goriilen gram-pozitif
comaklarin giderek arttifi ve ozellikle Actinomyces’lerin sayica baskin tiirler oldugu

aciklanmistir (Roberson ve Heyman, 2011).



Son agama olan olgunlagsma fazinda ise, gram-pozitif kok ve comaklarin
tizerindeki yiizey reseptorlerinin, pelikila dogrudan tutunma yetenegi zayif olan gram-
negatif bakterilerin tutunmasina yardimci oldugu bildirilmektedir (Lang ve ark, 2003;
Garcia-Godoy ve Hicks, 2008). Mikrokolonilerin gelismesi ve bakterilerin birbirine
tutunmasi sonucu MDP’nin kalinli§inin artti§1, zamanla yapisinin daha karmasik bir hal
aldigi, gram-pozitif aerob tiirlerin artmast ve oksijeni tiiketmesiyle gram-negatif
anaerob mikroorganizmalar (Veillonella, Fusobacterium, Porphyromonas, Prevotella)
icin uygun zemin hazirlandig1 agiklanmaktadir (Quirynen, 2006).

Lokal gevresel faktorlerin etkisi nedeniyle degisik lokalizasyonlarda yapisal
olarak farklit MDP tipleri gelismektedir (Lang ve ark, 2003; Garcia-Godoy ve Hicks,
2008). Ornegin dil sirtinda, Streptococcus salivarius bakterisinin, dislerde ise
Streptococcus sanguinis ve Streptococcus mitis bakterilerinin baskin oldugu bir plak
toplulugunun bulundugu bildirilmistir (Cakir ve ark., 2010; Roberson ve Heyman,
2011).

Disler iizerinde olusan MDP’nin biyofilm yapisinda oldugu ve dis ciiriiklerinin
ve periodontal hastaliklarin olusmasinda primer etiyolojik faktor olarak kabul edildigi

bildirilmektedir (Socransky ve ark, 1998; Suzuki ve ark, 2005).
2.2. Dental Plaga Bagh Gelisen Hastaliklar

2.2.1. Dis Ciiriigii

‘Curtk’ terimi, klinik olarak belirti vermeyen ve yiizeysel degisikliklerin
gbzlenmedigi durumdan, klinik olarak tespit edilebilen (minenin mikroskobik ve
makroskobik madde kaybina dentinin de katildigi) durumlarin biitiinii olarak
tanimlanmistir (Fejerskov, 1997; Kidd ve Fejerskov 2004; Pitt, 2004). Bu nedenle dis
clirligliniin, kavite olusumundan ziyade bir hastalik siireci oldugu bildirilmistir
(Featherstone, 2004; Kidd, 2011; Pitt, 2004).

Dis sert dokularinin lokalize ve ilerleyici yikimi ile karakterize hastaligi olan
dis ¢tiriigii, plak icerisindeki mikroorganizmalarin karbonhidratlar: fermente ederek asit
olusturmalart ile baglayan, ardindan dis sert dokularni olusturan inorganik kalsiyum
fosfat kristallerinin yikimi sonucu kavite gelisimi ile sonuglanan patolojik bir siirectir
(Loesche, 1986; Marcotte ve Lavoie, 1998; Abrams, 2010). Giiniimiizde enfeksiy6z bir
hastalik olarak kabul edilen dis c¢iiriigliniin (Bowen, 1972), epidemiyolojik acidan

4



bakildiginda ¢ocukluk ¢aginda gozlenen en yaygin kronik hastalik oldugu bildirilmis ve
asttimdan 5 kez, yiiksek atesten 7 kez daha yaygin goriildiigii rapor edilmistir (Krol
2003).

Dis Ciiriigii Etiyolojisi

Dis ciirigli olusum mekanizmasi ile ilgili olarak giiniimiize kadar pek c¢ok
hipotez 6ne siiriilmiistiir (Theilade, 1986; Loesche, 1992; Marsh; 1994; Balakrishnan ve
ark, 2000). 16. yiizyilda Antonie van Leeuwenhoek’un mikroskop altinda, plak
bakterilerini belirlemesiyle cliriik ve mikroorganizmalar arasindaki olasi baglanti
kurulmustur (Balakrishnan ve ark, 2000). Bunu takiben, pek ¢ok arastirmaci tarafindan
mikroorganizmalarin dis ¢lirigii ile olasi iligkisi incelenmis ve 18. yiizyilin sonlarina
dogru Willoughby Miller tarafindan, degisime ugrayarak giiniimiize kadar ulasan
kemoparazitik teori 6ne siirlilmiistiir. Oral kavitede bulunan tiim bakterilerin potansiyel
patojen kabul edildigi bu teori ‘non-spesifik plak hipotezi’ olarak bilinmektedir
(Loesche, 1986; 1992; Marsh; 1994).

Clark (1924) tarafindan dis ¢iiriigii etiyolojisinde streptekoklarin
belirlenmesiyle ve insan dis ¢iiriigii lezyonlarinda bulunan karakteristik 6zelliklere sahip
olan streptekoklara ‘Streptecoccus mutans’ ismi verilmesiyle 6nemli bir adim atilmis ve
spesifik mikroorganizmalar Tlizerinde c¢alismalara baslanmistir. Yapilan bir¢ok
arastirmanin ardindan Keyes (1960) tarafindan albino hamsterlar {izerine yapilan bir
calisma sonucunda, zararli karyojenik bakterilerin varligindan ilk kez s6z edilmis, ayni
zamanda dis c¢lriiglnlin bulagici bir hastalik oldugu bildirilmistir. ‘Spesifik plak
hipotezi’ olarak bilinen bu hipoteze gore; dis clirigline Streptecoccus mutans,
Streptococcus sanguinis gibi belirli bir ka¢ mikroorganizma tiirii sebep olmaktadir
(Loesche, 1977; 1992).

Ardindan spesifik ve non-spesifik plak hipotezlerinin bir araya getirilmesiyle
ortaya c¢ikan ve giinlimiizde de gecerli olan ekolojik plak hipotezi ortaya ¢ikmistir. Bu
hipoteze gore dis ciiriigli, oral kavitedeki mikrofloranin dengesindeki degisiklikler
sonucu olugmaktadir (Marsh, 1994; Fejerskov, 2004; Scheie ve Peterson, 2004).
Ekolojik plak hipotezi, mikroorganizmalarin saglikli bolgelerde de bulunabildigini
ancak klinik olarak ¢ok diisilk sayida olduklarmi ve hastalik olusabilmesi ig¢in
mikrofloranin dengesinin, lokal ¢evresel faktorlerden etkilenerek bozulmasi gerektigini

vurgulamaktadir (Fejerskov, 1997; Marsh, 1999; Featherstone, 2004).
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Multifaktoriyel  bir  hastalik  olan  dis  ¢iliriglinin =~ olusumunda,
mikroorganizmalarin yani sira uygun konak, diyetle alian karbonhidratlar ve zaman
gibi direkt katki saglayan faktorlerle birlikte, tiikiiriik, viicut savunma sistemi,
sosyoekonomik durum, egitim seviyesi, florid kullanimi, oral hijyen aligkanliklar1 gibi
kisisel ve gevresel faktorlerin de onemi agiklanmistir (Koray, 1981; Newburn, 1989;

Reich ve ark, 1999; Bowden, 2000; Haris ve Gorcia-Goday, 2004).

Dis Ciiriigii Olusumu

Ciirtik lezyonu, disin belirli bir yiizeyinde, olgun biyofilm altinda ve uzun bir
stirecte olusmaktadir (ten Cate, 2006). Dis ¢liriigiiniin olugabilmesi i¢in oral kavitedeki
dengenin, lokal cevresel faktorlerle degismesi gerektigi bildirilmistir. Bu degisiklik,
tekrar eden seker alimi ile birlikte asidofilik ve asidojenik mikroorganizmalarin plak
pH’si diisiirmeleri seklindedir. Diisilk pH durumunda mikroorganizmalarin biyofilm
icinde baskin hale geldikleri ve karbonhidratlar1 metabolize ederek laktik, formik, asetik
ve propionik asit gibi zayif asitleri trettikleri bildirilmistir. Bu asitler, pH’1 kiritik
degerin  (5,0-5,5) altina  diisiirerek minedeki  hidroksiapatit  kristallerinin
demineralizasyonuna neden olmaktadir (Hics ve ark., 2003; Garcia-Godoy ve Hics,
2008). Bu hastalik mekanizmasi tiim dis ¢iiriigi tiplerinde aynidir ve mineral kaybiyla
iligkilidir. Mine ylizeyinden kalsiyumfosfat ve karbonatin kaybi minede giiriik
kavitesinin olusumuna yol agmaktadir (Selwitz ve ark., 2007).

Bu demineralizasyon siirecinin erken sathada geri doniisebilir oldugu;
kalsiyum, fosfat ve floridin yakalanmasi ile remineralizasyonun gergeklesecegi
bildirilmistir. Remineralizasyon, tlikiiriikten demineralize dis ylizeyine mineral
diflizyonunu igeren disin dogal tamir mekanizmasidir (Marsh ve ark., 1999). Dis
yiizeyinde meydana gelen bu demineralizasyon ve remineralizasyon dongiisii giin
igerisinde birgok defa tekrarlanir. Eger plak dis yiizeyinde uzun siire kalirsa bakteri
aktivitesi sonucunda, plak altinda geri doniisiimsiiz ¢iiriik lezyonu olusumu

gerceklesmektedir (Featherstone, 2004).

Dis Ciirigii Mikrobiyolojisi
Oral kavitedeki mikroorganizmalarin karyojenik oOzellikleri; sert dokular
lizerinde yasama ve lireme yeteneklerine, siikroz tiiketimi ile ilgili olarak dental plaktaki

kolonizasyon diizeylerinin artmasina, diisiik pH’da yasayabilme 0&zelliklerine, dis
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yiizeyine adezyonu ve matriks liretimini kolaylastiran ekstraselliiler polisakkarit ve
intraselliiler polisakkarit {iretimlerine baglidir (Selwitz ve ark., 2007).

Insanlarda agiz ici, farkli tiirde bakterin olusturdugu kompleks bir ekosistem
olarak bildirilmektedir (Smiech-Slomkowska ve Jablonska-Zrobek, 2007). Agiz
ekosisteminde; dil sirt1, agiz mukozasi, diseti sivisi, disler lizerinde lokalize pit, fissiir
ve bazi diiz yiizeyler gibi farkli ekolojik ortamlar bulunmaktadir. Bu ekolojik ortamlarin
0zel c¢evre kosullarina sahip oldugu ve oldukca farkli mikroorganizma topluluklarini
barindirdiklar1 bildirilmistir (Roberson ve ark., 2011).

MDP igerisindeki mikrofloranin belirlenmesi amaciyla pek ¢ok calisma
yapilmasina ragmen, plakla iliskili hastaliklarin meydana geldigi alanda daha once
belirli bir mikrofloranin bulunmasi ve karyojenite (asit iiretimi, asit toleransi,
intraseliiler ve ekstraseliiler polisakkarit iiretimi) ile ilgili 6zelliklerin tek bir tiir ile
sinirlandirilamamasi, bu c¢alismalardan elde edilen verilerin karsilastirilamamasina
neden olmustur (de Soet ve ark., 2000).

Supragingival plakta bulunan bir¢ok bakterinin glikolitik yolla ¢esitli sekerleri
metabolize ederek asit {irettigi ve ortamin pH’simi diisiirdiikleri bilinmektedir. Seker
allmi fazla oldugu zaman mutans streptokoklar, non-mutans streptokoklar ve
Actinomyceslerin fazla sekeri intraseliiler polisakkarit olarak depolayabildikleri ve
seker yoklugunda enerji tliretmek icin kullandiklar1 agiklanmistir (van Houte ve
ark.,1970; Takahashi ve ark.,1991). Ortaya ¢ikan final pH degerleri dikkate alindiginda
mutans  streptokoklar, lactobasilluslar ve bifidobacterium’larin, non-mutans
streptokoklara  ve  actinomyces’lere oranla daha asidojenik ve asidiirik
mikroorganizmalar oldugu (Johnson ve ark.,1990; Haukioja ve ark.,2008), ancak non-
mutans streptokoklarin ve actinomyces’lerin de tiikiirlikte bulunan musin gibi
glikoproteinlerden seker ve amino-sekerlerin serbest kalmasini saglayan ekstraseliiler
glikozidlere sahip oldugu bildirilmistir (Beighton ve Whiley, 1990; Whiley ve
Beighton, 1998; Paddick ve ark.,2005).

Plak ile ortiilii beyaz nokta mine lezyonlarinda, mutans streptekok oraninin,
klinik olarak saglikl1 yilizeylere oranla daha fazla oldugu ancak yine de bu lezyonlardaki
major bakteri grubunun non-mutans streptekoklar oldugu bildirilmistir (Sansone ve

ark.,1993; van Houte ve ark.,1996). Bununla birlikte mutans streptekok ve laktobasil



yoklugunda da erken mikroflora iiyeleri tarafindan minenin ¢oziinebilecegi
bildirilmektedir (Takahashi ve Nyvad, 2011).

Dentine ilerlemis ciiriik lezyonundaki mutans streptekok orani, total floranin
yaklasik olarak %30’unu olusturmaktadir ve bu bilgi mutans streptekoklarin ¢iiriigiin
ilerleyen agamalari ile iliskisini desteklemektedir. Bununla birlikte dentin ¢iiriiklerinde
laktobasillus, prevotellae ve bifidobacterium gibi mikroorganizmalarin mutans
streptokoklara oranla daha baskin oldugu bildirilmistir (Munson ve ark.,2004; Chhour
ve ark.,2005; Aas ve ark.,2008; Mantzourani ve ark.,2009).

Biitiin bu bulgular sonucunda ¢iiriigiin ilerlemesi ile birlikte, dis yiizeyindeki
mikroflorada bulunan baskin mikroorganizma tiiriiniin degistigi goriilmektedir. En son
molekiiler tanimlayic1 yontemler sayesinde klinik olarak saglikli ve ¢iiriik yilizeylerdeki
mikrofloranin ¢ok daha farkli oldugu ve %50-%60’1 kultive edilemeyen yiizlerce baskin
tiir igcerdigi ortaya konulmustur (Aas ve ark., 2008). Yine de bu caligsmalar sonucunda
Lactobacillus, Bifidobacterium, Propionibacterium, non-mutans streptekok ve
Actinomyces gibi S. mutans disindaki bakteri tiirlerinin ¢liriik siirecinde 6nemli rol
oynadiklar1 bildirilmistir (Takahashi ve Nyvad, 2011).

2.2.2.Gingivitis

Periodonsiyum; diseti, periodontal ligament, kok ylizeyini kaplayan sement ve
alveol kemiginden olusan dokular biitiiniidiir. Bu dokularda meydana gelen hastaliklar
periodontal hastaliklar olarak isimlendirilmektedir (Lindhe ve ark., 2008). Belirti ve
semptomlarin diseti ile sinirli kaldigi, periodontal atagman kaybinin goriilmedigi veya
azalmis periodonsiyuma ragmen atagman seviyesinin stabil kaldigi marjinal diseti
iltihab1 ile karakterize diseti hastaligi ‘gingivitis’ olarak tanimlanmistir (Newman ve
ark., 2007).

Gingivitiste gozlenen baslangic klinik bulgular; kirmizi-6demli diseti ve
sondalamada kanamadir. Hastalik ilerlediginde baslangigta 6demli olan dokular fibrotik
hale gelebilir. Normalde bigak sirti konturunda olan gingival marjin, yuvarlak formda
olabilir, interdental papilla genisleyebilir ve disetinin hipertrofisine ve hiperplazisine
bagl olarak sondalama derinligi artabilir (Oh ve ark., 2002). Diinya Saglik Orgiitii
periodontal hastaliklari, tiim toplumlarda goriilen olduk¢a yaygin bir hastalik grubu
olarak tanimlamaktadir. Bu hastaliklarin sadece yetigkinlerle smirli olmadigi,

cocuklarda ve adolesanlarda da siklikla goriildiigii (Petersen, 2003), gingivitisin, 7 yas
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istii ¢ocuklarin %70’ten fazlasimi etkiledigi agiklanmistir (Stamm, 1986; Oh ve ark.,
2002).

Gingivitisin Etiyolojisi
Gingivitis i¢in primer etiyolojik ajan MDP olarak bildirilmistir. Bununla
birlikte lokal, sistemik, ¢evresel ve genetik bir ¢ok faktdriin bu hastalifa yol actig

bildirilmektedir (Newman ve ark., 2007).

Gingivitisin Olusumu

Gingivitisin olusmas1 i¢in, direk ve indirek yollarla dokularda patolojik
degisimi baslatacak plak bakterilerinin bulunmasi gerekmektedir. Histopatolojik
gbzlemler sonucunda gingivitisin li¢ asamada olustugu bildirilmistir (The American
Academy of Periodontology, 1999).

Baslangic lezyonu, nétrofillerin infiltrasyonu ile akut inflamatuar cevabin
olugsmas1 seklindedir. Bu agamada vaskiiler, epitelyal hiicre degisiklikleri ve kollojen
yikimi goriilmektedir. Bu ilk degisiklikler; bakteriyel bilesenler tarafindan nétrofillerin
kemotaktik ¢ekimi, bakteriyel iirlinlerin direk vasodilator etkisi, konak sisteminin (kinin
sistemi, arakinoid asit yolu) aktivasyonu nedeniyle meydana gelmektedir. ikinci asama
olan erken lezyonda, lenfoid hiicre infiltrasyonunu saglayan T lenfositler hakimken, son
asama olan yerlesmis lezyonda B lenfositler ve plazma hiicreleri hakimdir. Her ne kadar
gingivit lezyonunun baslamasi ve ilerlemesini agiklayan spesifik mekanizmalar
bulunmasa da kronik inflamatuar infiltrasyon ve kollojen yikimi erken ve yerlesmis
lezyonda karakteristikdir. Onemli olan nokta, dikkatli bir sekilde plagin uzaklastirilmasi
ile kalic1 doku yikimi olmadan kronik gingivitisin 1yilestirilebilmesidir (The American

Academy of Periodontology, 1999).

Gingivitisin Mikrobiyolojisi

Gingivitisin mikrobiyolojisi her ne kadar kesin olarak tanimlanamasa da
streptekok tiirleri, Actinomycem viscosus, Peptostreptecoccus micros gibi gram-pozitif
bakteriler ve Campylobacter gracilis, F. nucleatum, Prevotella intermedia, Veillonella

gibi gram-negatif bakteriler bu hastalik ile iligkili bulunmustur (Kremer ve ark., 2000).



2.2.3.Periodontitis

Periodontitis, ilerleyen periodontal ligament ve alveol kemigi yikimiyla birlikte
periodontal cep olusumu, diseti ¢cekilmesi veya her ikisinin birlikte goriildiigii dis destek
dokularinin kronik inflamatuar hastaligi olarak tanimlanmaktadir (Newman ve ark.,
2007). Cocuklar ve adelosanlarda periodontitis formlarindan herhangi biri (kronik
periodontitis, agresiv periodontitis, sistemik hastaliga bagli gelisen periodontitis)
gorllebilmekle birlikte agresiv periodontitise daha sik rastlanmaktadir (Oh ve ark.,
2002).

Periodontitisin Etiyolojisi

Periodontitis patogenezinde mikrobiyal dental biofilm (MDB) primer etyolojik
faktor olarak rol oynamaktadir. Bununla birlikte lokal, sistemik, ¢evresel ve genetik
birgok faktoriin de hastaligin etyolojisinde yer aldigi bilinmektedir (Newman ve ark.,
2007). Risk, bir bireyin belirli bir siire igerisinde spesifik bir hastaliga yakalanma
olasiligidir. Bu olasiligi arttiran g¢evresel, davranigsal ve biyolojik faktorler “risk
faktorleri” olarak bilinmektedir. Periodontitis i¢in bu faktorler; sigara kullanimi, diabet,

patojen bakteriler ve mikrobiyal dis eklentileridir (Newman ve ark., 2007).

Periodontitis Olusumu

Periodontitisin karakteristik 6zelligi doku yikimidir. Mikroorganizmalar ve
uriinleri  tarafindan  konak dokuda yikim, 1iki yolla gerceklesmektedir.
Mikroorganizmalar ve iriinlerinin dokuya gegisi ile bakteriyel enzim ve metabolik
artiklarinin  dokuda nekroza ve hiicre Oliimiine neden oldugu yol, direkt;
mikroorganizma ve mikrobiyal enzimlerin kemotaktik ajan olarak nétrofiller gibi konak
inflamatuar hiicrelerini uyararak katabolik mekanizma aktivasyonuna neden oldugu yol,
indirekt yol olarak tanimlanmaktadir (The American Academy of Periodontology,
1999). MDB igerisinde bulunan periodontopatojen bakterilerin  endotoksin
[lipopolisakkarit, (LPS)], lokotoksin, proteaz, kollajenaz, kondroitin siilfataz, asit
fosfataz, fosfolipaz A, hidrojen siilfit, amonyak, yag asitleri gibi viriilans faktorleri
konak ile etkilesime girerek periodontal dokularda yikimi ve inflamatuar cevabi baglatir
(Socransky ve Haffajee, 1992). Bu etkilesimle periodontal dokularda histopatolojik
degisiklikler meydana gelmektedir. Periodontal vaskiilaritede meydana gelen

degisikliklerle damarlarda vazodilatasyon ve permeabilite artis1 ortaya ¢ikar. Hastaligin
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ilerlemesi ile notrofiller diseti olugu igerisinde artarken; makrofaj, lenfosit ve plazma
hiicreleri dokuda sayica artmaya baslamaktadir. Bakteri kaynakli olan LPS, makrofajlar
aktive  ederek  IL-1B, TNF-o  (tim6ér nekrozu  faktori-alfa), MMP
(matriksmetalloproteinaz) ve PGE, (prostaglandin E,) iiretimini indiiklemektedir. Erken
donemde mikrobiyal saldir1 engellenemez ise IL-1f ve TNF- a ile aktive olan
fibroblastlardan da MMP ve PGE; sentezi indiiklenerek saldir1 kontrol altina alinmaya
calisilmaktadir (Page ve ark., 1997). MMP ve PGE; sentezi ile bag dokusu ve alveol
kemiginde katobolik metabolizma olusur, boylece periodontal doku yikiminin énemli
bir kismini olusturan konak savunmasinin hem koruyucu hem de yikict 6zelligi ortaya

¢ikmis olur (Birkedal-Hansen, 1993).

Periodontitisin Mikrobiyolojisi

Mikrobiyal dental plakta fermente edilmis organik asitler, siilfiir bilesikleri,
doku parcalayan enzimler, peptidoglikanlar ve lipopolisakkaritler gibi bir¢ok bioaktif
komponentler bulunmaktadir. Bu komponentlerin supragingival plaktan digeti epitelinin
yiizeyine diflize olduklari, periodontal dokulardan gelen inflamatuar siviy1r ve diseti
olugu sivisint arttirdiklar1 bildirilmistir. Bu durum plaktaki ekosistemi degistirerek,
doku hasarin1 hizlandiran proteazi iireten proteolitik bakterilerin sayisinin artmasina yol
acmaktadir. Bu bilgiler proteaz iireten P. gingivalis, B. fosythus ve T. denticola gibi
bakterilerin kronik periodontitisin baglamasindaki rollerini desteklemektedir (Newman
ve ark., 2007). Tannerella forsythia, Prevotella intermedia, Campylobacter rectus,
Eikenella corrodens, F nucleatum, Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Peptostreptococcus micros, ve Treponema tiirleri kronik periodontitis ile iligkili
bulunan diger mikroorganizmalardir (Dzink ve ark., 1989).

Lokalize agresiv periodontitisin etiyolojisinde rol alan en 6nemli organizma A.
actinomycetemcomitans olarak bildirilmis ve hastalikli alanlarin %90’1inda baskin olarak
izole edildigi agiklanmistir (Zambon, 1994). Bununla birlikte P. gingivalis, E corrodens
ve Campylobacter rectus hastalik ile iligkili bulunan diger mikroorganizmalardir
(Tatakis ve Kumar, 2005). Generalize agresiv periodontitiste ise hastalik teminolojisi
zamanla degistigi i¢in mikrobiyal etiyoloji tam olarak tanimlanamamaktadir ancak

kronik periodontitisten ¢ok farkli olmadigi bildirilmektedir (Lee ve ark., 2003).
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2.3. Ciiriik ve Periodontal Hastalik Proflaksisi

MDP, dis cliriigii ve periodontal hastaliklarin etiyolojisinde ve ilerlemesinde
belirleyici bir role sahip oldugu i¢in, bu hastaliklardan korunmada birinci adimin
MDP’nin uzaklastirilmasi ve mikroorganizmalarin eliminasyonu oldugu bildirilmistir.
MDP kontroliiniin énemli bir parcasi olan ve hasta tarafindan uygulanabilen giinliik
mekanik temizligin, dis ¢iirtigiinden ve periodontal hastaliklardan korunmada en etkili
yontemlerden biri oldugu agiklanmistir (Ernst ve ark., 2005). Ancak pit, fissiir ve
aproksimal alanlardaki mikroorganizmalarin dis fircalama ve dis ipi kullanimi gibi
mekanik yontemlerle tamamen elimine edilemedigi bildirilmektedir (Balakrishnan ve
ark., 2000). Bu nedenle arastirmacilar, hastanin giinliik agiz bakim rutinine mekanik
plak kontroliinii destekleyici olarak floriiriin veya antimikrobiyal kemoterdpatiklerin
eklenmesinin, dis ¢lirigli ve periodontal hastaliklara kars1 korunmada etkiyi arttirdigini

bildirmislerdir (Tedesco, 2000; Davies ve ark., 2003).

2.3.1.Flor:

Flor, insan viicudu i¢in yagamsal degeri olan yedi eser elementten biridir. Oda
sicakliginda soluk, sari-yesil renkte bir gazdir. Bilinen en reaktif elementlerden olup,
bircok organik ve inorganik madde ile reaksiyona girer. Dogada serbest halde
bulunmaz. Genel olarak kriyolit (NazAlFg), fluorosilikat (Na,SiFg), fluoroapatit
(Cayo(PO4)sF2) veya kalsiyumflorid (CaF;) gibi formlarda bulunmaktadir (Whitford,
1994)

1930’1u yillarda ¢iiriik 6nleyici etkisinin anlagilmasinin ardindan 1945 yilinda
sularin florlanmas1 gergeklestirilmis ayni yillarda flor iceren dis macunu denemelerine
de baslandig1 bildirilmistir (Rugg-Gunn ve Banoczy, 2013). 1970’li yillarda Diinya
Saglik Orgiitii tarafindan flor uygulamas, ciiriige karsi korumada uluslararasi bir halk
saglhigi yontemi olarak kabul edilmistir (Roseve ark., 1996; Rose ve Turner, 1998).

Floriin ¢esitli mekanizmalarla ¢iiriigli onledigi bildirilmektedir:

J Minenin mineral yapisina katilarak hidroksiapatiti daha az ¢dzliniir olan
floroapatite dontistiirdiigii ve asitler karsisinda mine ¢ozliniirliiglinii azalttig1,

. Dental plagi dogrudan etkileyerek asit nedeniyle demineralize olan
alanlarda dis minesinin tamirini sagladigi, remineralizasyonu destekledigi,

. Karyojenik bakterilerin metabolik aktivitelerini inhibe ederek ¢iirlik

Onleyici etki sagladigi agiklanmigtir. Basta enolaz enzimi olmak fosfataz, asetil
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kolinesteraz, peroksidaz gibi glikoliz ve seker taginmasinda yer alan bir¢ok enzimi
inhibe ederek bakterilerin asit liretimini engelledigi bildirilmistir (Balakrishnan ve ark.,
2000).

Dis ciirtigiinli 6nlemek amaciyla dis macunlarina en sik ilave edilen terapotik
ajanin floriir oldugu bilinmektedir. Dig macunlar1 yoluyla topikal florlama dis firgalama
gerektirdiginden, islem bir dereceye kadar plak kontrolii ile sonuc¢lanmaktadir. Plak
tamamen kaldirilmamis olsa bile plak igindeki patojenik bakterilerin gelismesi kontrol
altina alinarak periodontal hastalik riskinin de azalacagi bildirilmektedir (Ozalp, 2007).

Uluslararas1 Standardizasyon Organizasyonu (ISO), 1995 yilinda dis macunlari
icin maksimum flor iyonu konsantrasyonunu 1500 ppm olarak belirlemistir (Zimmer,
2001). Dis macunlarinda sodyum floriir, sodyum monoflorofosfat ve kalay floriir olmak
tizere li¢ tip floriire izin verilmistir. Bunlar icerisinde sadece sodyum floriiriin direkt
olarak serbest florlir sagladig1 ancak kalsiyum kokenli abrazivler yerine silika i¢eren
abraziv sistem kullanilmasi gerektigi de bildirilmistir (Winston ve Bhaskar, 1998).
Gargaralarda floriir bileseni olarak sodyum floriir, kalay floriir, amin floriir ve
amonyum floriir bilesikleri tercih edilebilmektedir. Piyasada rutin satilan preparatlar
diisiik potansiyelli notr pH’l1, %0.05°lik NaF’li olanlardir. Yiiksek potansiyelli olanlar
ise daha ¢ok okullarda uygulamaya yonelik olarak kullanilmaktadir (Ripa, 1991).

Florun primer koruyucu etkisinin mineyle olan topikal temasi sayesinde
gerceklestigi ve bu sayede antibakteriyel etki gosterdigi bildirilmistir. Bu nedenle
ozellikle cocuklarda uygulanan farkli floriir rejimlerinin odaklanmasi gereken asil
noktanin, maksimum topikal temasin saglanmasi, bunun i¢inde tercihen diisiik doz,
fazla siklikla olan yaklagimin tercih edilmesi gerektigi bildirilmektedir (Ercan ve ark.,
2010).

Florun insan saghgi iizerine olasi riskleri florozis, akut veya kronik flor
zehirlenmesi olarak bildirilmistir.

Florozisin, mine olusumu déneminde optimal dozun {iistiinde flor alim1 sonucu
gelisen, ince beyaz ¢izgilerle baslayarak tebesirimsi-opak mineye kadar degisen klinik
tablo ile karakterize mine displazisi oldugu belirtilmistir. Giinliikk 2 mg ve {izerinde flor
tilketiminin, hafif dereceli florozis gelisimine neden oldugu ve genellikle bu durumun
igme sularinda 1-1.5 ppm (mg/L)’den fazla flor bulunan bdlgelerde gorildiigi

aciklanmistir. Renklenmenin, opak noktalardan, vakanin agirligmma gore saridan
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kahverengi seritlere kadar degisebildigi vurgulanmistir (Bohaty ve ark., 1989; Avci ve
ark., 2009).

Cocuklarda florun toksik dozunun 0.1-0.3 mg/kg, minimum letal dozun 5
mg/kg, letal dozun 15 mg/kg oldugu bildirilmistir. Akut flor zehirlenmesi sonucu mide
bulantisi, kusma, ishal, karin ve bas agrisi, bayginlik, uyku hali goriildigi bunlarin
ardindan konviilsiyon, ekstremitelerde kasilma, aritmi, hipotansiyon ve biling kaybi
olabilecegi belirtilmistir (Whitford, 1990; Akiniwa, 1997).

Kronik flor zehirlenmesi sonucu ise enzim inhibisyonu, hipokalsemi,
kardiyovaskiiler kollaps ile birlikte iskelet sistemi lezyonlari, kemik agrisi, kemik
kiriklan, ciltte kizariklik, agiz ve dudaklarda yaralar goriilebilecegi agiklanmistir (Avci

ve ark., 2009).

2.3.2.Klasik Antibiyotikler:

Dis ¢liriigi ve periodontal hastaliklardan korunmak amaciyla klasik
antibiyotiklerin kullanimi iizerine pek cok arastirma yapilmustir. Ik olarak McClure ve
Hewitt, yiyecek ve iceceklerine eklenen penisilinin ratlarda dis ¢iirtigli ve L. acidophilus
insidansini azalttigin1 bulmuslar (Balakrishnan ve ark., 2000). Ardindan hayvanlar ve
insanlar tizerinde yapilan antibiyotiklerin test edildigi pek ¢ok calisma, McClure ve
Hewitt’in ¢alismasini destekler sonuglar vermislerdir (Fitzgerald, 1972; Jordan ve De
Paola, 1974; Loesche ve ark., 1977; Maltz ve Zickert, 1982). Ancak klasik
antibiyotikler, dis ¢liriigii ve periodontal hastaliklar1 dnlemesine ragmen spesifik yan
etkilerinden dolay1 (normal florada dengesizlik olusturmasi, hedef mikroorganizmalarin
direng gelistirmesi, firsat¢c1 enfeksiyonlara egilimin arttirilmasi) giliniimiizde tercih

edilmemektedir (Balakrishnan ve ark., 2000).

2.3.3.Enzimler

Iki gruba ayrilmaktadirlar:

Birinci gruptakiler gercek antimikrobiyal ajandan cok plak uzaklastiric
ajanlardir. Dekstranaz, mutanaz ve proteazlar dental plak kontroliinde hem ¢iirtigii hem
de gingivitisi Onleyebilen ajanlar olarak diisiiniilmiistiir fakat bu ajanlarin o6zellikle
mukozal erozyon gibi lokal yan etkilere sahip oldugu bildirilmistir (Addy ve Martin,
2003).
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Konak savunma mekanizmasini artirmak icin kullanilan ikinci grup enzimler
glukozoksidaz ve amiloglukosidazdir. Amag¢ tiikiiriik laktoperoksidaz sistemi
araciligiyla endojen ve ekzojen tiosiyanati oral bakteriler 6zellikle de streptokoklar
lizerinde inhibitor etki olusturan hipotiyosiyanite c¢evirmektir. Enzim igeren dis
macunlar tiretilmistir, fakat gingivitis i¢in faydalar1 hala siiphelidir ve yararlariyla ilgili

uzun donem g¢aligmalar1 bulunmamaktadir (Addy ve Martin, 2003).

2.3.4.Metal Iyonlar:

Metal tuzlarmin plak inhibisyonu ve antimikrobiyal etkinlikleri yillardir
incelenmektedir ve g¢alismalarin ¢ogu bakir, kalay ve ¢inko iizerine yogunlagmistir
(Eley, 1999). Bu iyonlarin, bakterilerin glikolitik aktivitelerini indirgeyerek bakteriyel
gelisimi engelledigi bildirilmistir (Philip ve ark., 2012). Tek baslarina kullanildiklarinda
yiiksek konsantrasyonlarda etkili olduklar1 ancak bu konsantrasyonlarda tat, toksisite ve
digleri boyama gibi problemlerin ortaya ¢iktigi belirtilmistir (Addy ve Martin, 2003).
Diger antiseptiklerle kombine kullanildiklarinda ise bu iirtinlerin etkilerini arttirdiklari
bildirilmigtir. Ornegin ¢inkonun hekzetidin, triklosan ve sanguinarin ile birlikte

kullaniminin plak tizerinde ilave inhibitor etki sagladigi bildirilmektedir (Eley, 1999).

2.3.5.Kuarterner Amonyum Bilesikleri:

Benzilkoniyum klorid ve Setilpridinyum klorid (CPC), kuarterner amonyum
bilesiklerinden en ¢ok arastirilanlardir. Bu katyonik antiseptik ve ylizey aktif ajanlarin
gram-pozitif mikroorganizmalara kars1 etkili oldugu bildirilmistir (Philip ve ark., 2012).
Ozellikle CPC’nin klorheksidine esdegerde antimikrobiyal etki gdsterdigi ve bu etkiyi
pozitif yiiklii molekiillerin, bakteri hiicre membraninda bulunan negatif yiiklii fosfat ile
reaksiyona girerek olusturdugu, boylece bakteri hiicre duvarinda bozulma sagladigi
bildirilmektedir (Balakrishnan ve ark., 2000; Philip ve ark., 2012). Ancak her ne kadar
cok 1iyi bir baslangic oral retansiyonu ve klorheksidine esdegerde antimikrobiyal
aktivitesi olsa da plak inhibiyonunda ve gingivitisin engellenmesinde daha az etkili
oldugu agiklanmistir. Bunun sebebi olarak da oral mukozaya tutunur tutunmaz
aktivitesini kaybetmesi ya da hizli yiizeysel salinim1 nedeniyle etkisinin sadece 3-5 saat
olmasi verilmektedir (Eley, 1999). CPC’nin etkinliginin giinde dort kez kullanim sikligt

ile artabilecegi fakat bu kullanim seklinin dis renklenmesi, dis tas1 olusumunda artis,
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yanma hissi ve deskuamasyon gibi yan etkilere sebep olacagi bildirilmistir (Addy ve
Martin, 2003; ).

2.3.6.Fenoller ve Esansiyel yaglar

Fenoller ve esansiyel yaglarin uzun yillardir dis macunu, gargara ve pastillerde
kullanildig1 bildirilmektedir. Klorheksidin kadar etkili olmamasina ragmen antiplak
aktivitesi ¢ok sayida calisma ile desteklenmistir (Eley, 1999; Addy ve Martin, 2003).
Triklosan (2,4,4° trichlor-2’-hydroxydiphenyl ether) hem gram-pozitif hem de gram-
negatif mikroorganizmalara karsi genis spektrumlu antimikrobiyal aktiviteye sahip,
Iyonik olmayan bir fenoldiir. Ayn1 zamanda micobakteri ve candida tiirlerine kars1 da
spesifik bir etkiye sahip oldugu agiklanmistir. Sitoplazmik membranda gorev alarak
hiicre icerisinde sizinttya neden oldugu bdylece bakteriyoliz ve hiicre O6limii
gerceklestirdigi bildirilmektedir (Philip ve ark., 2012). 1990’larin basinda dis
macunlarinin i¢ine eklenmeye baslanan triklosanin, agizda birka¢ saatten fazla
kalmadig bildirilmistir. Ancak ¢inko sitrat veya kopolimer ile kombine kullanildiginda
yavag salimim saglandigi ve boylece klinik etkinin arttigi bildirilmektedir (Robertshaw
ve Leppard, 2007). Bazi g¢alismalarda triklosanli dis macunlariin plak miktarinin
azaltilmasindan daha ¢ok gingivitise yarar sagladigi goriilmiis ve bu durum, ajanin
prostoglandin ve lokotrienleri inhibe ederek inflamasyonu azaltmasma baglanmistir
(Addy ve Martin, 2003; Philip ve ark., 2012).

Listerin, esansiyel yag/fenolik bir iiriin olup, FDA (Amerikan Ila¢ ve Gida
Dairesi) Dental Plak Komitesi tarafindan gilivenli ve etkili bulunmus, antiplak ve
antigingivitis o6zelliklere sahip agiz gargarasi olarak tavsiye edilmistir. Spesifik
formiilasyonu; %0.092 ekaliptol, %0.042 mentol, %0.06 metil salisilat, %0.064 timol ve
%21.6-%26.9 alkol olarak bildirilmistir (Fine, 1988). Plak inhibisyonu agisindan
triklosandan daha etkili bulunurken, bakteri hiicre duvarini yikarak veya hiicresel
enzimatik aktiviteyi inhibe ederek gosterdigi antibakteriyel etki klorheksidinden daha
diisiik bulunmustur (Kato ve ar., 1990; Moran ve ark., 1997). Bildirilen yan etkileri kotii

tad1 ve alkol iceriginden dolay1 olusan yanma hissidir (Balakrishnan ve ark., 2000).

2.3.7.Deterjanlar
Sodyum loril siilfat (SLS), dis macunu ve gargara gibi {iriinlerde giinlimiizde en

yaygin kullanilan, protein molekiillerine yiiksek afinitesi olan hidrofobik organik kisma
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sahip, anyonik bir deterjandir (Adams ve Addy, 1994). Kararli yapidadir, dis
macununun dis tizerinde kolay kullanimimi saglayan diisiik yiizey gerilimine sahiptir,
tadinin maskelenmesi kolaydir ve diger maddelerle uyumludur (Harris ve Garcia-
Godoy, 2004). Kopiiriicii ajan olarak fonksiyon goren bu deterjanin protein denatiire
etme yetenegi ve Ozellikle mutans streptekoklar {izerinde antimikrobiyal aktivitesi
bildirilmigtir (Joiner ve ark., 2008). Yiiksek dozlarda mukozal deskuamasyona ve
iilserasyonlara sebep olabilecegi bildirilen SLS’nin ticari olarak izin verilen dis macunu

dozunun %1-3 oldugu bildirilmistir (Kuttan ve ark., 2001; Quirynen ve ark., 2001).

2.3.8.Amin Alkoller

Bu gruptaki Dbilesikler, antimikrobiyal etkiden ¢ok antiplak ozellik
gostermektedirler (Simonsson ve ark., 1991; Collaert ve ark., 1992). Oktopenol,
antiplak ajan olarak etkili oldugu gosterilen ilk maddedir; fakat toksikolojik nedenlerle
vazgecilmistir. Delmopinoliin, gargaralarda %0,1 ve %0,2'lik konsantrasyonlarda plak
inhibitdr ve antigingivitis ajan olarak etkili oldugu gosterilmistir (Collaert ve ark.,
1992). Bu etkisini, plak olusumunun erken sathasinda rol alan mikroorganizmalarin
matriksinin olusumunu inhibe ederek gosterdigi bildirilmistir (Simonsson ve ark.,
1991). Boylece bakteriyel adezyonu engelledigi, plagin dis iizerine baglanmasini
durdurdugu ve mekanik yontemlerle plagin kolaylikla uzaklastirilmasini sagladigi
aciklanmistir (Eley, 1999). Dil ve disleri boyamasi, rahatsiz edici tadi, mukozada agr1,
yanma hissi ve lilserasyon gibi yan etkileri nedeniyle giiniimiizde kullanildig: ticari bir

iriin bulunmamaktadir (Philip ve ark, 2012).

2.3.9.Bisbiguanidler

Klorheksidin, aleksidin ve oktenidin gibi pek c¢ok bisbiguanidin antiplak
aktivitesi bildirilmekle birlikte grubun en ¢ok bilinen, en fazla arastirilan ve kullanilan
ajanm1 klorheksidindir (Addy, 1986). Klorheksidin diglukonat (1:6-Di 4'-chlorophenyl-
diguanidohexane), katyonik bis-biguanid olup genis spektrumlu sentetik bir
antimikrobiyal ajandir (Adams ve Addy, 1994; Eley, 1999). Antiplak etkisi ilk olarak
1970 yilinda Loée ve Schiott tarafindan bildirilmistir (Adams ve Addy, 1994). 1989
yilinda Amerika’da 9%0,12’lik solusyonu piyasaya siiriilmiistiir ve giiniimiizde

kullanilmaya devam etmektedir (Autio-Gold, 2008).
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Klorheksidinin  gram-pozitif/gram-negatif mikroorganizmalara, mayalara,
mantarlara kars1 antimikrobiyal etkisi ve antiplak aktivitesi pek ¢ok calisma ile
kanitlanmistir (Almas ve ark., 2005; Celik ve ark., 2008; Malhotra ve ark., 2011;
Todkar ve ark., 2012). Pozitif yiiklii klorheksidin molekiiliiniin mine pellikili, agiz
mukozast ve hidroksiapatit gibi cesitli ylizeylere baglanabildigi boylece pit, fissiir,
aproksimal alanlar dahil olmak iizere bircok ylizeyde antiplak aktivitesi gosterdigi
bildirilmistir (Balakrishnan ve ark., 2000). Ayn1 zamanda negatif yukli bakteri
ylizeylerine baglanarak ve hiicre membran1 gegirgenligini arttirarak sitoplazmik
makromolekiillerin koagulasyonuna yol actig1 ve boylece antimikrobiyal etki gosterdigi
bildirilmektedir (Eley, 1999). Diisiik konsantrasyonlarda bakteriostatik etkiye sahipken
yiiksek konsantrasyonlarda bakteriosidal etki gosterdigi agiklanmistir (Philip ve ark,
2012).

Klorheksidinin gastrointestinal sistem tarafindan emilimi az oldugu igin ¢ok
diisiik toksisiteye sahip oldugu bildirilmistir. En fazla goriilen yan etkileri, koti tat,
dislerde ve dilde ¢ikartilmasi zor olan kahverengi renklenmeler, subgingival distasi
olusumunda artis, mukozal erozyon ve parotiste sislik olarak belirtilmistir. Bu
nedenlerden dolay1 klorheksidinin uzun siire kullanimindan kaginilmasi, 2 hafta gibi

kisa zaman periodlarinda kullanilmasi tavsiye edilmistir (Addy, 1986; Eley, 1999).

2.3.10.Dogal Uriinler

Oral hastaliklardan korunmak ve onlar1 tedavi etmek amaciyla dogal iiriinlerin
kullanim1 yiizyillar 6ncesine uzanmaktadir. Bilinen en eski kayitin, igerisinde dis
macunu ve gargara regetelerinin de bulundugu belirtilen ve MO. 1500l yillarda
yazildigi diisiiniilen Ebers Papiriis oldugu bildirilmektedir (Jeon ve ark., 2011).

Son yillarda ozellikle gelismekte olan {ilkelerde antimikrobiyal etkili
maddelere karst diren¢ gosteren oral mikroorganizmalarin artmig olmasi ve ticari
irlinlerin ¢esitli yan etkilere (kotii tat, boyanma, agiz kurulugu, tilseratif gingivitis, doku
irritasyonu, oral kanserler, hipoglisemi) sahip olmalari, dogal iiriinlere olan egilimi
yeniden arttirmistir (Lee ve ark., 2004). Bitkilerden elde edilecek ilaglarin giiniimiizde
yaygin olarak kullanilan sentetik ajanlara iyi bir alternatif olusturabilecegi
diisiiniilmekte ve bu konuda pek ¢ok caligma yapilmaktadir (Palombo, 2011). Yapilan
caligmalar ve arastirmalar sonucunda bitki ekstraksiyonlar1 ve sekonder metabolitler

iceren cesitli iirlinler piyasaya siirlilmiistiir. Bu {irtinlerden biri Amerika ve Kanada’da
18



yetisen Sanguinaria Canadensis adli bitkinin kok kismindan elde edilen bir alkoloit
ekstresi olan Sanguinarin (Viadent)’dir (Adams ve Addy, 1994; Eley, 1999). Cinko
tuzlar1 ile kombine edilerek dis macunu ve gargaralarda kullanilan Sanguinarin’in
antiplak ve antimikrobiyal etkiye sahip oldugu bildirilmektedir (Balakrishnan ve ark.,
2000). Bir diger iriin sodyum bikarbonat, sodyum florid ve cesitli bitki ekstratlari
iceren Parodontax (GlaxoSmithKline, Middlesex, United Kingdom)’tir. Paradontax’in,
icerisinde bulunan papatya ekstrati ile antiinflamatuar, ekinezya ekstrat1 ile immiin
cevabi stimiile etme, adacay1 ekstrati ile kanamay1 azaltma, nane ekstrati ile antiseptik
ve antimikrobiyal etkilere sahip oldugu bildirilmektedir (Pistorius ve ark., 2003).
Biyopolisakkarit kitinden (Chitin) elde edilen, polikatyonik karbonhidrat yapisinda olan
ve dis macunu formiilasyonu bulunan bir diger dogal iriin Chitosan’dir.
Antimikrobiyal etkisi oldugu gozlenen Chitosan’in toksik etkisinin bulunmadigi
bildirilmistir (Verkaik ve ark., 2011).

Sistematik¢ilerin bildirdigine gore, bugilin diinyada tanimi yapilmis yaklasik
bes yiiz bin adet bitki bulunmakta ve bu bitkilerin sadece %]1°1 tibbi amach
arastirilmaktadir (Palombo, 2011).

Tibbi bitkiler igerisinde 6zellikle Hypericum tiirleri, farkli biyolojik 6zelliklere
sahip sekonder metabolit icermeleri nedeniyle, bilimsel olarak dikkatleri {izerine
cekmektedir. Diinyanin iliman bdlgelerinde dogal yayilis gosteren 400 kadar Hypericum
tiirli bildirilmistir. Ulkemiz Hypericum tiirleri i¢in énemli bir merkezdir ve mevcut 89
tiirlin 43’ endemiktir. Bu tiirler igerisinde en yaygin ve popiiler olani ise Hypericum

perforatum L.’dir (Davis, 1988).

2.4. Hypericum Perforatum L.

Hypericum perforatum L. iilkemizde, sar1 kantaron, binbirdelik otu, kan otu,
kili¢ otu, koyun kiran, mayasil otu ve yara otu gibi yoresel adlar ile anilmakta olup,
Hypericacea (Guttiferae, Clusiaceae) familyasina ait otsu bir bitkidir (Baytop, 1999).
Tiirkiye’de biitiin bolgelerde bulunan, deniz seviyesinden 2500 metreye kadar olan
alanlarda yabani olarak yetisen ¢ok yillik bir bitkidir. Temmuz ayindan Eyliil ayina
kadar ciceklenen bitki 30-80 cm boyundadir. Yapraklar 10-35 mm uzunlukta, elips
bigiminde ve hemen hemen sapsizdir (Sekil 1). Yapraklar 1s18a kars1 tutuldugunda yag
guddeleri, cok miktarda parlak noktaciklar halinde kolaylikla goriiliir ve bu 6zelliginden

dolay1 binbirdelik otu denmistir (Baytop, 1999). Cigekler bes parcali, altin saris1 renkli,
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kenarlar1 siyah benekli tliyler ile ¢evrilidir. Tam olarak agmis bir ¢icek parmakla
ezildiginde, ortaya c¢ikan kirmizi renk, bitkinin Onemli bilesenlerinden biri olan
hiperisinin rengidir ve bu renk nedeniyle kan otu adi verilmistir (Yesilada ve ark.,
1995).

Hypericum, ‘huper’ ve ‘eikon’ sozciiklerinin birlesiminden olusan ve
‘dogaiistii’ anlamina gelen Yunanca bir kelimedir. Eski ¢aglarda 6zel kokusu nedeniyle
kotli ruhlart kovduguna inanildigi i¢in, bitkiye bu ismin verildigi disiiniilmektedir.
Hristiyan inancinda kutsal bir yeri olan bu bitkinin, ¢igeklenme donemi yaklasik olarak
Saint John giiniline (24 Haziran) denk geldigi icin Avrupa’da ‘Saint John’un bitkisi’ (St.
John’s Wort) olarak bilinmektedir (Lee, 1999; Linde, 2009).

Sekil 1. Hypericum perforatum L.’nin genel gériintiisii (Beerhues’den, 2006)

Hypericum perforatum L., ilkemizde kanser, seker hastaligi, kronik
romatizma, mide ilseri, mide-bagirsak hastaliklari, karaciger-safra rahatsizliklari,
sarilik, bronsit, diyare, dizanteri, bogaz enfeksiyonlari, soguk alginliklari, kurt
diisiiriicii, antiseptik gibi ¢esitli amaglarla etnomedikal olarak kullanilmaktadir (Baytop
1999). Bunlarin yani sira anti-viral o6zellige sahip oldugu ve bu nedenle AIDS
tedavisinde kullanilabilecegi bildirilen Hypericum perforatum L. ile ilgili farkl
alanlarda yapilmis pek ¢ok tibbi ¢alisma bulunmaktadir (Sosa ve ark., 2007; Uysal ve
ark., 2007; Celik ve ark., 2010). Antiinflamatuar (Kumar ve ark., 2001), antifungal
(Rancic ve ark., 2005; Milosevic ve ark., 2007) ve yara iyilestirici (Rao ve ark., 1991)
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etkileri kanitlanmis olan Hypericum perforatum L., tim diinyada antidepresan olarak

taninmis ve Almanya’da antidepresan ilag¢ olarak ruhsat almistir (Kasper ve Schulz,

2000).

2.4.1. Hypericum perforatum L. Bitkisinin AKktif Bilesenleri

Hypericum perforatum L. farmakolojik aktiviteye katkida bulunan birkag grup
komponent icermektedir. Bunlar, ¢icek ve dallarinda bulunan naphthodianthronlar, yine
cigek ve dallarinda bulunan phloroglucinoller, yaprak-¢icek sap1 ve dallarinda bulunan
flavonoidler, biflavonlar, phenylpropanlar gibi gruplardir. Bu major gruplar disinda
kuru Hypericum perforatum L. bitkisinin kondanse tanenler, xanthonlar, fenolik asitler
ve esansiyel yaglar da icerdigi bildirilmistir (Nahrstedt and Butterweck, 1997).

Naphthodianthronlar (hyperisin, pseudohiperisin, protohiperisin,
protopseudohiperisin); Kirmizi renkleri ve fototoksik ozellikleri sebebiyle Hypericum
perforatum L.nin karakteristik bilesikleridir. Bu grubun major komponenti
hyperisin’dir. Hyperisin, bitkinin kokii, yapraklari ve taze oviillerinde 1s18a tutulunca
goriilen kiiclik koyu bezlerde lokalize graniiller olarak bulunur (Nahrstedt and
Butterweck, 1997).

Diisiik dozlarda depresyona karsi kullanilan hyperisin, fotosensibilizasyon
meydana getiren bir maddedir. Bu bitkiyi yiyen beyaz tiiylii hayvanlarda, giines 15181
tesiri ile, deri ve mukozada yaralar ve genel metabolizma bozukluklar: ile beliren bir
hastalik (hypericismus) meydana gelmektedir. Hiperisin’in protein kinaz C inhibisyonu
ile tiimor hiicreleri ve viruslar tizerine giiglii bir fotodinamik etkiye sahip oldugu tespit
edilmistir (Agostinis ve ark., 2002).

Phloroglucinoller (hyperforin, adhyperforin); Bu grupta bulunan metabolitler
hyperforin ve ekstra metil grubu iceren adhyperforin’dir. Hyperforin Hypericum
perforatum L.’in lipofilik bilesigidir. In vitro olarak pek ¢ok ndrotransmiter sistemi
inhibe ettigi gosterilmistir. Seratonin, dopamin ve noradrenalinin gii¢lii bir inhibitori
olmasi, antidepresan aktivitede rol aldigini gostermektedir (Chatterjee et al., 1998).
Ayn1 zamanda okside bilesikler ile siilfir-hidrojen gruplart arasindaki reaksiyonda
gorev alan enzimleri ve okside bilesikler ile proteinler arasindaki reaksiyonda gorev
alan enzimleri toksisitesi ile inhibe ederek antimikrobiyal etkiye sahip oldugu

bildirilmistir (Avato ve ark., 2004).
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Flavonoidler  (kaemphferol, luteolin, rutin, hyperoside, quercitrin,
isoquercitrin, quercetin, asbirtin); Aromatik bir halkaya sahip hidroksifenolik
bilesiklerdir. Spazmolitik aktiviteye sahip olan bu bilesiklerin monoamin oksidaz A
enzimini inhibe ettikleri ve antidepresan aktivite gosterdikleri bildirilmistir (Saddige ve
ark., 2010). Bitki tarafindan mikrobiyal enfeksiyonlara cevap olarak sentezlenen bu
bilesiklerin ¢esitli mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal etkilerini, bakteri hiicre
duvart ve ekstraseliiler proteinler ile kompleks olusturarak gergeklestirdikleri

bildirilmektedir (Tsuchiya ve ark., 1996; Cowan, 1999).

2.4.2. Hypericum perforatum L. Bitkisinin Antimikrobiyal Aktivitesi

Deri yaralari, yaniklar, nevralji ve depresyon tedavisinde yaygin olarak
kullanilan Hypericum perforatum L.’nin genis spektrumlu antimikrobiyal aktiviteye
sahip oldugu bildirilmistir (Saddige ve ark., 2010). Flavonoidler, hyperisin 6zellikle de
hyperforin sayesinde gosterdigi bu etki nedeniyle, Rusya’da aseton ekstratinin
bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde kullanildigi bilinmektedir. Novoimanine ve
Imanine olarak isimlendirilen bu preparatlarin 6zellikle Staphylococcus aureus’a karsi
etkili oldugu gosterilmistir (Reichling ve ark., 2001; Saddige ve ark., 2010).
Hypericum perforatum L.’nin antimikrobiyal aktivitesi ile ilgili giiniimiize kadar pek
cok calisma yapilmistir (Schempp ve ark., 1999; Meral ve Karabay, 2002; Avato ve
ark., 2004; Milosevic ve ark., 2007; Mortensen ve ark., 2012; Rezusta ve ark., 2012).
Bu calismalar sonucunda Hypericum perforatum L.’nin gram-negatif ve gram-pozitif
pek ¢ok mikroorganizmaya karsi antibakteriyel ve Candida albicans’a kars1 antifungal
aktivitesi oldugu bildirilmistir. Antimikrobiyal etkisi sayesinde yara 1iyilestirici
Ozelliginin bulundugu (Asgarpanah, 2012) ve enfekte deri yaralarinda topikal
antimikrobiyal ajan olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmistir (Avato ve ark., 2004).

Antimikrobiyal ajanlarda karsilagilan en biiyiik problemin,
mikroorganizmalarin bu ajanlara kars1 direng gelistirmesidir. Hiibner (2003),
Staphylococcus aureus’un Hypericum perforatum L. igerisinde bulunan hyperforin’e
direng gelistirip gelistirmedigini inceledigi ¢alismasinda 0.025 pg/ml’den 4 pg/ml’ye
degisen konsantrasyonlarda hyperforin sivi seleksiyonunu kullanmis ve Staphylococcus

aureus’un direng gelistirmedigini gézlemlemistir.
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2.4.3. Hypericum perforatum L. ve Dis Hekimligi

Son yillarda dis hekimligi alaninda da Hypericum perforatum L. ile ilgili
caligmalar yapilmaya baslanmis olup, az sayida literatiir bulunmaktadir;

Sardella ve ark. (2008), yanan agiz sendromu bulunan bireylerde Hypericum
perforatum L. ekstratinin etkinligini degerlendirmislerdir. Yanan agiz sendromu nedeni
bilinmeyen kronik yanma hissi ve dental-medikal nedenlerden bagimsiz gelisen agri
hissi ile karakterize bir sendromdur. 43 hasta lizerinde yapilan ¢alismada test
grubundaki bireylere Hypericum perforatum L. ekstratin1 igeren 300 mg’lik kapsiil
(hypericin-% 0.31, hyperforin-% 3.0) 12 haftalik siire boyunca kullandirilmigtir. Siire
sonunda plasebo kullandirilan kontrol grubu ile karsilastirildiginda agiz igerisinde
semptomlarin goriildiigii bolge sayisinda azalma gozlendigi ancak aradaki farkin
istatistiksel olarak anlamli olmadig bildirilmistir.

Paterniti ve ark. (2010), deneysel olarak diseti hastaligi olusturulmus ratlar
tizerinde Hypericum perforatum L. ekstratinin etkilerini degerlendirmisler ve
Hypericum tedavisinin, ligatiir baglanmasi sonucunda meydana gelen gingivomukozal
doku yaralanmasmin ve alveolar kemik kaybinin derecesini azalttigini bildirmislerdir.
Ayrica gingivomukozal dokuya go¢ eden polimorfoniikleer hiicrelerin ve
proinflamatuar ~ sitokinlerden IL-1B’nin sayisim1  azaltarak antiinflamatuar ~etki
gosterdigini agiklamislardir. Bu bulgular dogrultusunda enflamatuar bir hatalik olan
periodontal  hastaligin  tedavisinde  Hypericum  perforatum L. ekstratinin
uygulanabilecegi sonucuna varilmstir.

Liithi ve ark. (2009), karyojenik bakterilerden Streptococcus mutans ve
Streptococcus sobrinus’a karst hypericin’in  fotodinamik antibakteriyel etkisini
aragtirmiglardir.  0,625pug/ml’den  10ug/ml’e  kadar degisen konsantrasyonlarda
hypericin’in test edildigi c¢aligmada 2,5ug/ml hypericin’in Streptococcus sobrinus’a
etkili oldugu gosterilirken, Streptococcus mutans’a hypericin’in yalniz basina etki
etmedigi ancak 0,625ug/ml foslipos ve hypericin karisiminin etki ettigi gosterilmistir.

Stintar ve ark. (2015), Hypericum perforatum L.’nin farkli ekstraksiyonlarinin
(etanol,n-heksan, kloroform, etil asetat, n-butanol ve su ekstraklar1) Streptococcus
mutans, S. sobrinus, Lactobacillus plantarum ve Enterococcus faecalis {izerine
antimikrobiyal aktivitelerini degerlendirmisler. Su ekstratinin S. mutans (MIC:32ug/ml)
ve E. faecalis’e (MIC:16pg/ml) kiyasla S. sobrinus ve L. plantarum (MIC:8ug/ml)’a
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kars1 daha giiglii antibakteriyal aktivite gosterdigini bulmuslardir. Diger ekstratlar S.
sobrinus’a daha yiiksek konsantrasyonda (MIC:16ug/ml) etki gostermistir.

2.5. Arastirmanin Amaci

Yaptigimiz tez ¢alismamizin amaci, Hypericum perforatum L. bitki ekstratinin
ve igerigindeki antimikrobiyal etkisi oldugu bildirilen sekonder metabolitlerin
(hyperisin, hyperoside, hyperforin, quercetin, quercitrin, rutin) oral florada bulunan
cliriik ve periodontal hastalik olusumundan sorumlu mikroorganizmalara [S. mutans
(ATCC 35668), S. mitis (ATCC 903), S. sanguinis (ATCC 10556), S. salivarius (ATCC
13419), S. sobrinus (ATCC 33478), L. acidophilus (ATCC 9224), Porphyromonas
gingivalis (ATCC 33277), Aggregatibacter Actinomycetemcomitans (ATCC 43718)
kars1 antimikrobiyal ve Candida albicans (ATCC 14053)’a kars1 antifungal aktivitesini
degerlendirmektir. Bununla birlikte Hypericum perforatum L. ekstratinin ve igerisindeki
sekonder metabolitlerin insan gingival fibroblast hiicrelerine toksik etkisinin

degerlendirilmesi amaglandi.
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3. MATERYAL VE METOT

Bu arastirma Hypericum perforatum L. (Sart kantaron) bitkisinin
antimikrobiyal analizi ve sitotoksisite analizi olmak tizere iki boliimden olusmaktadir.

Hypericum perforatum L. ekstrati ve igerisinde bulunan alti ayr1 sekonder
metabolitin  patojen oral mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal etkisinin
degerlendirilmesinin amaglandig1 antimikrobiyal duyarlilik testleri, Karadeniz Teknik
Universitesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuari’nda gergeklestirildi.

Bitki ekstratinin ve sekonder metabolitlerin insan gingival fibroblastlar {izerine
toksik etkisinin degerlendirilmesinin amaglandig: sitotoksisite analizi AntiMikrop Test

Laboratuar1 (Trabzon Teknoloji Gelistirme Bolgesi, Trabzon)’nda gerceklestirildi.

3.1. Mikroorganizmalar ve Kiiltivasyonu

Calismamizda toplam 6 adet gram-pozitif bakteri, 2 adet gram-negatif bakteri
ve 1 adet mantar tiirii kullanilmigtir.

Caligsmada kullanilan gram pozitif bakteriler;

e Streptococcus mutans (ATCC 25175)

e Streptococcus mitis (ATCC 903)

e Streptococcus sanguinis (ATCC 10556)

e Streptococcus salivarius (ATCC 13419)

e Streptococcus sobrinus (ATCC 33478)

e Lactobacillus acidophilus (ATCC 9224)
Caligmada kullanilan gram negatif bakteriler;
e Porphyromonas gingivalis (ATCC 33277)
e Aggregatibacter actinomycetemcomitans (ATCC 43718)
Calismada kullanilan mantar tiirti;

e Candida albicans (ATCC 10231)

Calismada kullandigimiz mantar tirii ve bakteriler Karadeniz Teknik
Universitesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuari kiiltiir koleksiyonundan
elde edilmistir. Stok bakteri suslarinin aktivasyonu i¢in, koyun kanli agar (HBA) (BD
BBL, USA) ve Sabouraud Dextrose Agar (SDA) (Oxoid, England) besiyerlerinde
ekimler yapilmuistir. Gram pozitif bakteriyal suslar 35 °C ‘de 24 saat siire ile inkiibe

edilirken, gram negatif bakteriyal suslar %5 COj, %10 H; ve %85 N, gaz karigimi
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iceren poset icerisinde (BD, USA), anaerobik ortamda 37 °C’de 48-72 saat siire ile
inkiibe edilmistir. Mantarlarin kiiltivasyonu, SDA igerisinde 37 °C’de 24 saat boyunca
gerceklestirilmistir.  Diger mikroorganizmalardan farkli olarak p. gingivalis’in
kiiltivasyonunda 5 pug/ml hemin ve 1 pg/ml vitamin K igeren Trypticase soy broth
(TSB) kullanilmigtir. Saf iireme fazindaki mikroorganizma kiiltiirleri, steril fosfat
tamponlu salin soliisyonu (Oxoid, England) icerisine alinarak 0.5 McFarland (1x10°

hiicre/ml) bulanikliginda siispansiyon hazirlanmistir.

3.2. Hypericum perforatum L. Bitkisinin Sekonder Bilesenleri

Hypericum perforatum L. etanol ekstrat1 ve i¢erisinde bulunan 6 ayri sekonder
bilesik Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich Co. LLC., Steinheim, Germany)’ten satin
alinmistir (Tablo 1).

Tablo 1: Calismamizda kullanilan Hypericum perforatum L. ekstrati ve igerisinde bulunan sekonder
bilesikler

Test materyalleri Materyallerin baslangi¢
konsantrasyonlari
(mg/ml)
Hypericum perforatum L. exstrat: SIGMA-1607506 50
Hypericin SIGMA-56690 25
Hyperforin SIGMA-H1792 1
Hyperoside SIGMA- 00180585 5
Quercetin SIGMA-Q4951 50
Quercitrin SIGMA-Q3001 50
Rutin SIGMA-84082 50
Klorheksidin FGM Dental Products %2 wiv

Satin alinan bu materyallerden Hypericum perforatum L. ekstrati1 ve hyperforin
ireticilerin tavsiyelerine gore calisma zamanina kadar -20 9C’ de saklanirken diger
materyaller iireticilerin tavsiyelerine uygun olarak +4 °C’de saklandi. Kati halde
bulunan Hypericum perforatum L., hypericin ve hyperforin ireticilerin tavsiyelerine
gore Dimetil siilfoksit (DMSO) ile ¢ozdiiriilerek kullanildi.
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3.3. Antimikrobiyal Duyarhhlk Testi

3.3.1. MIC ve MBC Testi

Tim test materyallerinin ve kontrol olarak kullanilan klorheksidinin,
bakterilerin tiremelerini engelleyecek en diisiik konsantrasyon olan minimum inhibitor
konsantrasyon (MIC) ve bakterileri 61diirmek igin gerekli olan en diisiik konsantrasyon
olan minimum bakterisid konsantrasyon (MBC) degerleri, Klinik ve Laboratuvar
Standartlar1 Enstitiisii (CLSI), M100-S17 (2007) yonergesine uygun olarak belirlendi.

Test materyallerinin MIC degerlerini belirlemek amaciyla; oncelikle kat1 besi
yerinde iiretilen bakterilerden 0.5 McFarland bulanikliginda, 1x10° konsantrasyonda
bakteri siispansiyonlart hazirlandi. Hazirlanan bakteri siispansiyonlari, Katyon ilaveli
Miiller Hinton Broth! (%5 Koyun kanli®) besi yeri ile 1/10 oraninda diliie edildi.
Candida albicans i¢in MOPS (3-[N-morpholino]propane-sulfonic acid, 3-
morpholinopropanesulfonic acid) (Amresco, USA) ile tamponlanmig RPMI 1640
(Roswell Park Memorial Institute Media) (Sigma-Aldrich, Germany) besi yeri
kullanild1 ve ayni oranda (1/10) diliie edildi.

Hazirlanan mikroorganizma+besiyeri iceren bu siispansiyonlardan 100 pl, 96
kuyucuklu U tabanli pleytlerin her kuyucuguna yerlestirildi. Ardindan ilk kuyucuklara
100pl test edilecek maddeler (Hypericum perforatum L. ekstrat1 (50mg/ml), Hypericin
(2.5mg/ml), Hyperforin (Img/ml), Hyperoside (5mg/ml), Quercetin (50mg/ml),
Quercitrin - (50mg/ml), Rutin (50mg/ml), Klorheksidin (%2v/w) eklendi. Test
materyallerinin DMSO ile diliie edilerek hazirlanan %50, %25, %12,5, %6,25, %3,1,
%1,56, 9%0,78 konsantrasyonlari sirasi ile bir alt kuyucuga eklendi (Test materyallerinin
1/2,1/4,1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128, konsantrasyonlari test edilmis oldu) (Tablo 2).

Daha sonra tiim kuyucuklara 10 pl mikroorganizma siispansiyonu (1/10
oraninda diliie edilmis) ilave edildi (Sekil 5). 96 kuyucuklu pleyt’in son iki sirasindaki
mikroorganizma-besiyeri siispansiyonlart kontrol olarak kullanildi ve herhangi bir etken
madde ilave edilmedi. Ardindan 96 kuyucuklu pleyt, 37°C’lik etiivde 18-24 saat inkiibe

! Katyon ilaveli Miiller Hinton Broth (%5 Koyun kanli) Hazirlanmasi: 100 ml’lik besi yeri

hazirlamak igin; 2.2 gr Muller Hilton Broth (BD BBL,USA) 95 ml distile suya ilave edilip otoklavlandi
(1210C 15 dk). Otoklavlanarak sterilize edilen besi yerine Sml steril koyun kani** ilave edildi.

Besiyerine koyulacak koyun kaninin hazirlanmasi: 1/1 oraninda Kan/Steril su 50 ml’lik falkona
konulup karistirildi. Falkon, -20°C’de bir gece bekletildi. Ertesi giin kan ¢6zdiiriildii ve tekrar -20°C’de
bekletildi. Dondur-¢6z olayi kan, lizis oluncaya kadar devam ettirildi. Lizis olan kan 12000 g’de 20 dk
santrifiij edildi ve siipernatant kistm alinip alikotlanarak -20°C’de saklandi.
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edildi. Inkiibasyon sonrasi mikroorganizma iiremesinin inhibe edildigi en diisiik

konsantrasyon, test edilen maddelerin MIC degerleri olarak kaydedildi.

Sekil 5. 96 kuyucuklu plate’in inhibisyon 6ncesi goriintiisi

Test materyallerinin MBC degerlerini belirlemek amaciyla; test materyallerinin
96 kuyucuklu pleytte belirlenen MIC degerleri hangi kuyucuga denk geliyorsa, o
kuyucuga kadar olan kuyucuklardan 10’ar pl alinip HBA ve SDA besi yerleri tizerine
pasajlar yapildi ve 37°C’lik etiivde 18-24 saat siire ile inkiibe edildi. Koloni
olusumunun tespit edilmedigi en diisitk madde konsantrasyonu, test materyalinin MBC

degeri olarak belirlendi.
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Tablo 2: 96 kuyucuklu pleyte eklenen diliie edilmis madde konsantrasyonlart

Madde konsantrasyonlari(mg/ml)

1 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256
Hypericum 50 25 125 6.25 3.125 15625 0.7812 0.3906 0.195
perforatum L.
Hypericin 25 1.25 0.625 0.312 0.156  0.078  0.039 0.019 0.009
Hyperforin 1 0.5 0.25 0.125 0.0625 0.0312 0.0156 0.0078 0.0039
Hyperoside 5 25 125 0.625 0.3125 0.1562 0.0781 0.0390 0.0195

Quercetin 50 25 12.5 6.25 3.125 15625 0.7812 0.3906 0.195
Quercitrin 50 25 12.5 6.25 3.125 15625 0.7812 0.3906 0.1953
Rutin 50 25 12.5 6.25 3.125 15625 0.7812 0.3906 0.1953

Klorheksidin %2 %1 0.5 0.25 0.125 0.0625 0.0312 0.0156 0.0078

3.3.2. Disk Difiizyon Analizi

Patojen oral mikroorganizmalarin Hypericum perforatum L. ekstrati ve
icerisinde bulunan sekonder metabolitlere karsi antimikrobiyal duyarliliklarini test
etmek amaciyla disk difiizyon yontemi kullanildi.

Disk difiizyon analizi i¢in HBA ve SDA besi yerleri sterilize edilerek (121°C,
15 dk Otoklav) 45-50°C’ye kadar sogutuldu. Ardindan 9.0 cm capindaki steril petri
kutularina 20’er ml dagitildi ve besiyerlerinin petri kutular1 icerisinde dagilmalar
saglandi. Besiyerleri katilagtiktan sonra inkiibator icerisinde bir gece kontaminasyon
testine tabi tutuldu (37°C).

McFarland 0.5 standardina gére 1x10° konsantrasyonda ayarlanmis her bir
mikroorganizma siispansiyonunun ekimi, HBA (bakteriyal suslar i¢cin) ve SDA (maya
susu i¢in) besiyerleri iizerine cam baget ile homojen bir sekilde yayilarak yapildi. Bir
bakteri i¢in 3 plak kullanildu.

6 mm c¢apindaki steril diskler (Oxoid, England), bos bir steril petriye konuldu
ve test materyallerinden 20°ser pl {(Hypericum perforatum L. ekstrati (50mg/ml),
Hypericin  (2.5mg/ml), Hyperforin (1mg/ml), Hyperoside (5mg/ml), Quercetin
(50mg/ml), Quercitrin (50mg/ml), Rutin (50mg/ml), Klorheksidin (%2v/w)} emdirildi
(Sekil 6). Test materyali emdirilmis steril diskler kuruduktan sonra, deneylerde

kullanildi.
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Sekil 6. Test materyallerinin disk difiizyon analizi i¢in hazirlanisi

Madde emdirilmis diskler, mikroorganizmalarin ekiminin yapildig1 besi yeri
iceren petrilerin ylizeyine dikkatli bir sekilde birbirine temas etmeyecek sekilde
yerlestirildi. Diskler yerlestirildikten sonra 10-15 dk bekletildi ve ardindan 37°C’lik
etiivde 24 saat inkiibe edildi. Aggregatibacter actinomycetemcomitans’in ekiminin
yapildigr plak CO3’li etiivde 48 saat, Porphyromonas gingivalis ise anaerobik ortamda
72 saat inkiibe edildiler. Siire sonunda petrilerde olusan iireme inhibisyon zonlari
milimetrik cetvel kullanilarak o6lgiildi. Klorheksidin (%2 w/v) emdirilmis diskler

kontrol olarak kullanildi.

3.4. Sitotoksisite Analizi

Bitki ekstratinin ve sekonder metabolitlerin insan gingival fibroblastlar {izerine
toksik etkilerinin degerlendirilmesinin amaclandig1 sitotoksisite analizi icin MTT
(Metiltiazol difenil tetrazolyum) testi, AntiMikrop Test Laboratuar1 (Trabzon Teknoloji
Gelistirme Bolgesi, Trabzon)’nda 1SO 10993- 5 (2009) no’lu protokole uygun olarak
yiiriitiildi. Calismamizda tiim test materyallerinin sitotoksisite analizi i¢in kullanilan
Insan Gingival Fibroblast (HGF) hiicre Kkiiltiirii Antimikrop Test Laboratuvari

koleksiyonundan saglandi.
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3.4.1. Hiicre Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

Gingival fibroblast hiicreleri saklama ortamlar1 olan -196 °C’den ¢ikarilarak 37
°C’su banyosunda ¢ozdiiriildii ve 1500 rpm’de 5 dakika siire ile santrifiij edildi.
Santrifiijiin ardindan iistteki siipernatant kisim atilarak hiicreler %10 fetal dana serumu
(FDS), 100 IU/ml penisilin, 100 pg/ml streptomisin ve 5 pug/ml fungizone igeren
EMEM (Eagle's minimal essential medium) (BioWhittaker, Lonza) besi ortami ile
siispanse edilerek T25 hiicre kiiltiirii kabina alind.

Hiicrelerin kiiltiir kabinin yiizeyini kaplamalar1 ve iiremeleri (monolayer hiicre
tabakasi), doku kiiltiirii mikroskobunda (TCM 400, Labomed) kontrol edildi. Hiicreler
kiiltiir kabinin ylizeyini tamamen kapladiginda kiiltiir kabindaki besi ortami
uzaklastirildi ve hiicre tabakasi Ca*?, Mg* icermeyen fosfat tamponlu salin soliisyonu
(PBS, pH=7) ile yikandi. Ardindan % 0,25 tripsin+ EDTA soliisyonu ile yikanarak 37
°C’de 5 dakika inkiibasyona (Heal Force, HF90) birakildi. Siire sonunda mikroskobik
olarak incelenen hiicrelerin kiiltiir kab1 yiizeyinden ayrildiklar1 goriildii. Yiizeyden
ayrilan hiicrelere %10 FDS igeren EMEM ilave edilerek siispanse edildi ve 15ml’lik
tiplere aktarildi. 1500 rpm’de 5 dakika siire ile santrifiij (Elektro-mag M4812M,
Turkey) edildikten sonra siipernatant kisim atild1 (Sekil 7).

Sekil 7. Santiftiij sonrasi hiicrelerin ¢okmiis hali

Ardindan hiicreler %10 FDS ve antibiyotik/antimikotik iceren EMEM besi
ortami ile homojenize edildi ve hiicre siispansiyonu 2 adet T25 em®lik kiiltiir kabina

boliinerek hiicre pasajlama iglemi tamamlandi. Bu sekilde 4 seri pasaj yapildi (Sekil 8).
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Sekil 8. Pasajlama islemi sonrast hiicrelerin T25 em®lik kiiltiir kabina almisi

3.4.2. MTT Testinin Uygulanmasi

4. pasajin ardindan 96 kuyucuklu kiiltiir kaplari i¢in istenen yogunluktaki hiicre
sayis1 hesapland ve mililitresinde 1,3x10° hiicre/ml olacak sekilde hiicre siispansiyonu
hazirlandi. Bu hiicre siispansiyonu 96 kuyucuklu kiiltiir kabina her kuyucukta 100 pl
olacak sekilde paylastirildi (Sekil 9).

Sekil 9. 96 kuyucuklu kiiltiir kabina hiicre slispansiyonlarinin eklenmesi

Her bir test materyalinden 100 ul, [(Hypericum perforatum L. ekstrati
(50mg/ml), Hypericin (2.5mg/ml), Hyperforin (1mg/ml), Hyperoside (5mg/ml),
Quercetin (50mg/ml), Quercitrin (50mg/ml), Rutin (50mg/ml), Klorheksidin (%2v/w)]

32



96 kuyucuklu kiiltiir kabinin ilk kuyucuklarina ilave edildi. Ardindan test materyalleri
DMSO ile siispanse edilerek her seferinde %50 oraninda azalan konsantrasyonda bir alt
kuyucuga eklendi, boylece materyallerin 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128,
konsantrasyonlari test edilmis oldu (Tablo 2). Bu sekilde hazirlanan 96 kuyucuklu
kiiltiir kab1 37 °C’de %5 CO, igeren etiivde 48 saat siire ile inkiibe edildi.

48 saat inkiibasyonun ardindan 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarindaki besi ortami
bosaltildi ve her bir kuyucuga c¢oklu pipet ile 0,1 ml EMEM (%0,5 FDS, %1
antibiyotik+ %1 fungizon) ilave edilerek yikama islemi yapildi. Ardindan her bir
kuyucuga tekrar ¢oklu pipet ile 0,1 ml EMEM (%0,5 FDS, %]1 antibiyotik+ %]l
fungizon) eklenerek 37 °C’de %5 CO, igeren etiivde 5-10 dakika siire ile inkiibe edildi
(Sekil 10).

Sekil 10. Hiicrelerin test materyalleri ile inkiibasyonu sonucu goriintiisii

Bu sirada -20°C’de saklanan MTT boyasi (Sigma, St. Louis, MO, USA) derin
dondurucudan cikartilip erimesi i¢in 37°C’de inkiibatore yerlestirildi. 96 kuyucuklu
kiiltiir kabmin her kuyucuguna 10 ul MTT ¢oklu pipet yardimi ile konuldu. 37 °C’de %5
COzigeren etiivde 2 saat inkiibasyonu sagland1 (Sekil 11).
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Sekil 11. MTT nin hiicre siispansiyonlar1 tizerine eklenmesi

Ardindan MTT boyasi bosaltilarak her kuyucuga 0,1 ul DMSO (Merck KGaA,
Darmstadt, Germany) eklendi ve 10-15 dakika 37 °C’de bekletildi bdylece formazan

krisrallerinin ¢Oziilmesi saglandi. Hiicrelerin optik yogunlugu mikroplate okuyucuda

(Tecan GmbH, Austria) 570/630 nm dalga boyunda o6l¢tildii (Sekil 12).

Sekil 12. Hiicrelerin optik yogunlugunun mikroplate okuyucuda 6lgiilmesi
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Hiicre proliferasyonu ¢alismasinda her bir test materyali i¢in 3 tekrar yapilarak
istatistiksel degerlendirmenin anlamli olmas1 amaglandi ve klorheksidin pozitif kontrol
ajan1 olarak kullanilirken, sadece hiicre igeren kuyucuklar negatif kontrol grubu olarak
belirlendi.

Her bir kuyucuktaki hiicre canliligt (%) asagidaki formiile gore hesaplandi:

Test materyalinin absorbanst
% Hiicre canlilifl = ---=-====s=sososomomoeem oo oo oo e eeee X 100

Kontrol materyalinin absorbansi

Test materyallerinin sitotoksisitesi, hiicre canliligi goz oniinde bulundurularak
ve kontrol grubu karsilastirilarak sitotoksik olmayan (hiicre canliligt >%90), hafif
derecede sitotoksik (hiicre canlilig1:%60-%90), orta derecede sitotoksik (hiicre
canlilig1:%30-%59), siddetli sitotoksik (hiicre canliligi <%30) seklinde derecelendirildi
(Dahl ve ark., 2006).

3.5. Istatistiksel Degerlendirme

Antimikrobiyal analiz incelemesi, tesadiif parsellemede faktoriyel deneme
tertibine gore, 3 tekerriirlii olarak diizenlendi. Ornek biiyiikliigii MINITAB yazilimi
Power and Sample Size yordaminda 2-Level Factorial Design komutu ile hesaplanmig
olup tahmin edilen testin giicii 1.00 olarak hesaplandi.

Istatistiksel analizler SPSS versiyon 20 yazilimi (SPSS 20.0 Software Package
Programme Inc., Chicago, Illinois, ABD) kullanilarak yapildi. Calismamizda veriler
ortalama + standart sapma olarak verildi. Calismamizin antimikrobiyal analiz
sonuglariin degerlendirilmesinde Tek Yonli Varyans Analizi (One-way ANOVA)
uygulanmis olup kontrol grubu olan klorkehsidin grubuyla farkliliklarin
karsilastirilmasinda Dunnet testi uygulandi. Sitotoksisite analiz sonuclarinin
degerlendirilmesinde Post-Hoc Bonferroni diizeltmeli Tek Yonli Varyans Analizi
(One-way ANOVA) kullanildi. Kontrol grubuyla farkliliklarin karsilastirilmasinda ise
Dunnet testi uygulandi. P degerinin 0,05 in altinda oldugu durumlar istatistiksel olarak

anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Antimikrobiyal Duyarhhk Testi Bulgular:

Disk diflizyon analizi sonucunda kullanilan test materyallerinin
mikroorganizmalara karsit olusturduklar1 inhibisyon zon degerleri, mm cinsinden
Olciildii ve Tablo 3.’de verildi. Kontrol grubu olarak kullanilan % 2 w/v klorheksidinin,
Hypericum perforatum L. ekstrati ve sekonder metabolitleri ile kiyaslandiginda test
edilen tiim mikroorganizmalara karsi tiim konsantrasyonlarda, istatistiki olarak daha
fazla inhibisyon alani olusturdugu goriildii (p<0,001).

Hypericum perforatum L. ekstrati, gram-pozitif mikroorganizmalara karsi
inhibisyon olusturmazken, gram-negatif mikroorganizmalardan sadece P. gingivalis’e
ve C. albicans’a karsi inhibisyon alani olusturdugu goriildii. Ancak olusan bu
inhibisyon alani klorheksidin ile karsilastirildiginda anlamli derecede diisiik bulundu
(p<0,001).

Hypericin ve Rutin’in, test edilen konsantrasyonlarda tiim mikroorganizmalar
ve C. albicans igin inhibitor etkisi olmadigi goriildii.

Hyperforin ve Hyperoside'in, P. gingivalis ve C. albicans disinda tiim test
edilen mikroorganizmalara ve mantara inhibitor etki gostermis oldugu, ancak bu
inhibitor etkisinin kontrol grubu olan klorheksidin ile karsilastirildiginda anlamli 6lgiide
diistik oldugu goriildii (p<0,001).

Quercetin ~ periodontal ~ hastaliklara neden  olan  gram  negatif
mikroorganizmalardan P. gingivalis’e, Quercitrin ise hem P. gingivalis hem A.
actinomycetemcomitans hem de C. albicans "a kars1 inhibitor etki gosterdi. Ancak bu her
iki metabolitin de olusturdugu inbitor etkinin istatistiki olarak kontrol grubu olan

klorheksidinden diisiik oldugu gériildii (p<0,001).
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Tablo 3. Test materyallerinin mikroorganizmalar {izerine olusturdugu inhibisyon zonu (mm) degerleri

Mikroorganizma Hypericum  Hypericin ~ Hyperforin  Hyperoside  Klorheksidin
Perforatum
L.

S. mutans 0,00+0,00b 0,00+0,00b 10,27+0,75b 8,21+0,55b  25,43+0,59a
S. mitis 0,00+0,00b 0,00+0,00b 10,30+0,34b 9,02+0,26b  26,07+0,38a
S.sanguinis 0,00+£0,00b 0,00+£0,00b  9,00+0,08b  9,05+0,24b  26,13+0,34a
S. salivarius 0,00+0,00b  0,00+0,00b  9,29+0,35b  9,34+0,23b  24,20+0,38a
S. sobrinus 0,00+0,00b 0,00+0,00b 10,20+0,36b 9,14+0,22b  25,13+0,38a
L.acidophilus 0,00+0,00b 0,00+0,00b 10,39+0,31b 9,27+0,42b  25,40+0,10a
P.gingivalis 15,13+0,2b  0,00+0,00b 0,00+0,00b 0,00+0,00b  25,8+0,55a
A.actinomycetemcomitans 0,00+0,00b  0,00+0,00b  9,99+0,53b  9,14+0,28b  25,43+0,41a
C. albicans 8,00+0,06b  0,00+0,00b  0,00+0,00b  0,00+0,00b  25,63+0,67a

P degeri <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Veriler ortalama +standart sapma olarak verildi
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Tablo 3 (devam). Test materyallerinin mikroorganizmalar iizerine olusturdugu inhibisyon zonu (mm)

degerleri

Mikroorganizma Quercetin Quercitrin Rutin Klorheksidin
S. mutans 0,00+0,00b 0,00+0,00b 0,00+0,00b 25,43+0,59a
S. mitis 0,00+0,00b 0,00+0,00b 0,00+0,00b 26,07+0,38a
S.sanguinis 0,00+0,00b 0,00+0,00b 0,00+0,00b 26,13+0,34a
S. salivarius 0,00+0,00b 0,00+0,00b 0,00+0,00b 24.20+0,38a
S. sobrinus 0,00+0,00b 0,00+0,00b 0,00+0,00b 25,134+0,38a
L.acidophilus 0,00+0,00b 0,00+0,00b 0,00+0,00b 25,40+0,10a
P.gingivalis 17,14+0,22b 23,1+0,34b 0,00+0,00b 25,8+0,55a
A.actinomycetemcomitans  0,00+0,00b 22,57+1,12b 0,00+0,00b 25,43+0,41a
C. albicans 0,00+0,00b 11,8+0,66b 0,00+0,00b 25,63+0,67a

P degeri <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Veriler ortalama +standart sapma olarak verildi
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Test materyallerinin MIC ve MBC degerleri Tablo 4’de verildi.

Tablo 4. Test materyallerinin minimum inhibit6r konsantrasyon (MIC) ve minimum bakterisid

konsantrasyon (MBC) degerleri (mg/ml)

Mikroorganizma

Hypericum

Perforatum L.

MIC-MBC

Hypericin Hyperforin

MIC-MBC MIC-MBC

Klorheksidin

MIC-MBC

S. mutans
S. mitis
S.sanguinis
S. salivarius
S. sobrinus
L.acidophilus
Aa
P. gingivalis

C. albicans

>50° ->50°
>50° - >50°
>50° - >50°
>50° - >50°
>50° - >50°
>50° - >50°
>50° - >50°
>50° - >50°

25° - >50°

0.0097°-1.25°  0.0078"-0.125"

>1.25"->1.25" 0.0312°- 0.0625°
>1.25°->1.25" 0.0312°-0.125°
>1.25"->1.25"  0.0078"- 0.0625"
>1.25"->1.25"  0.0312°-0.25"

>1.25"->1.25"  0.0078" - 0.125"
>1.25"->1.25" 0.0039" - 0.0625"
>1.25"->1.25" 0.0039" - 0.0425"

0.156° - 0.312° 0.0625° - 0.125"

6x10™" - >0,0002°
18x10°% - 38x107
0.0078 - 0.0625
>0.0002% - >0.0002°
>0.0002° - >0.0002°
0.0039° - 0.0039°
>0.0002° - >0.0002°
>0.0002%- >0.0002°

0.0039% - >0.0002"
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Tablo 4 (devam). Test materyallerinin minimum inhibit6r konsantrasyon (MIC) ve minimum bakterisid

konsantrasyon (MBC) degerleri (mg/ml)

Hyperoside Quercetin Quercitrin Rutin Klorheksidin
Mikroorganizma ).~ \isc MIC-MBC ~ MIC-MBC ~ MIC-MBC MIC-MBC

S.mutans  0.0781°-1.25° 0.0976"-50° 0.0976°-50°  3.125°-50°  6x107*->0,0002°
S. mitis >5Po>50 > 50P->50°  >50°->50° >50°->50° 18x10% - 38x107

S.sanguinis 25°->5"  >50°->50° >50°->50°  25°->50"  0.0078%-0.0625°
S. salivarius >5Po>50 > 50°->50°  >50°->50°  >50°->50°  >0.0002%->0.0002°
S. sobrinus >5Po>5P > 50°->50°  >50°->50°  >50°->50°  >0.0002%->0.0002°

L.acidophilus  0.3125°-1.25" >50°->50"° >50"->50" 12,5°->50°  0.0039%- 0.0039
Aa 1.25"->5"  >50°->50" 6,25"->50° >50"->50" >0.0002%->0.0002°
P. gingivalis 1.25"->5"  >50°->50" 6,25"->50° >50"->50" >0.0002%->0.0002
C.albicans  0.625"-1.25° 6.25°-6.25" 6.25°-12.5° 3.125°-6.25" 0.0039° - >0.0002
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Tiim test materyallerinin MIC ve MBC degerleri klorheksidin grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik bulundu (p<0,05).

Hypericum perforatum L.’nin P. gingivalis ve C. albicans’a MIC ve MBC
degerleri 1:1/1:2 ve 1:2/1:1 konsantrasyonlarda elde edildi.

Hyperforin’in S. mutans, S. mitis, S. sanguinis S. sobrinus, L. acidophilus ve
A. actinomycetemcomitans’a karsi duyarli oldugu, MIC ve MBC degerlerinin sirasi ile
1:128/1:8, 1:32/1:16, 1:32/1:8, 1:128/1:16, 1:32/1:4, 1:128/1:8 ve 1:256/1:16 oldugu
belirlendi.

Hyperoside’e karsi en duyarli mikroorganizma S. mutans olarak tespit edildi
(MIC/MBC=1:64/1:4  konsantrasyon). ~Ardindan sirast ile L. acidophilus
(MIC/MBC=1:16/1:4 konsantrasyon), A. actinomycetemcomitans (MIC/MBC=1:4/1:1
konsantrasyon), S. sanguinis’a (MIC/MBC=1:2/1:1 konsantrasyon) etkili oldugu
goriildi. S. mitis, S. sobrinus ve S. salivarius’un MIC ve MBC degerleri 1:1 olarak
tespit edildi.

Quercetin’in P. gingivalis’e MIC ve MBC degerleri 1:1/1:1 olarak
belirlenirken Quercitrin’in P. gingivalis, C. albicans ve A. Actinomycetemcomitans i¢in
MIC ve MBC degerleri sirasiyla 1:8/1:1, 1:8/1:1, 1:8/1:4 olarak belirlendi.

Klorheksidinin tiim mikroorganizmalar {izerine ¢ok diisiik konsantrasyonlarda
MIC ve MBC olusturdugu goriildii. En yiliksek konsantrasyonda olusturdugu MIC ve
MBC degerleri (1:256/ 1:32 konsantrasyon) S. sanguinis’a karsi olurken, diger tim
mikroorganizmalara ve C. albicans’a ¢ok diisiik konsantrasyonlarda MIC/MBC

olusturdugu gézlendi.

4.2. Sitotoksisite Analizi Bulgular
MTT analizi sonucunda mikroplate okuyucuda Olgiilen test materyallerinin

hiicre canlilig1 ylizdelerinin ortalamalar1 Sekil 10°da goriilmektedir.
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Sekil 10. Diliie edilen test materyallerinin gingival fibroblast hiicreleri lizerine sitotoksisitesi
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Kontrol grubu olarak kullanilan klorheksidinin, 1:1-1:32 konsantrasyonlari
arasinda gingival fibroblast hiicreleri iizerine siddetli derecede sitotoksik oldugu, 1:64
ve 1:128 konsantrasyonlarda ise hafif derecede sitotoksik oldugu goriildii.

Hypericum perforatum L.’nin 1:32 ve daha diisiik konsantrasyonlarda gingival
fibroblast hiicreleri {izerine sitotoksik olmadig1 goriildii. MIC degerinin elde edildigi 1:1
ve 1:2 Konsantrasyonlarda hafif derecede sitotoksik etkiye sahip oldugu ve bu
konsantrasyonlarda klorheksidin ile karsilastirildiginda sitotoksitesinin anlamli derecede
diisiik oldugu gortildii (p<0,001).

1:1 ve 1:2 konsantrasyonlarda siddetli sitotoksik etki gosteren hyperforin’in, bu
konsantrasyonlarda kontrol grubu olan klorheksidin ile aralarinda anlamli farklilik
olmadig1 tespit edildi (p>0,001). MIC olusturdugu konsantrasyonlarda (1:16-1:128)
gingival fibroblast hiicreleri tizerine sitotoksik etkisinin olmadigi ve Kklorheksidin ile
karsilastirildiginda sitotoksitesinin anlamli derecede diistik oldugu goriildii (p<0,001).

Hyperisin’in sitotoksik etkisinin doza bagli olarak azaldigi goriildi: 1:1
konsantrasyonda orta derecede sitotoksik, 1:2 ve 1:4 konsantrasyonlarda hafif derecede
sitotoksik oldugu, 1:8 ve daha diisiik konsantrasyonlarda ise gingival fibroblast
hiicreleri {izerine sitotoksik olmadigi tespit edildi. Klorheksidin ile karsilastirildiginda
tim konsantrasyonlarda her iki grup arasinda istatistiksel anlamli farklilik oldugu
goriildii (p<0,001).

Hyperoside’in 1:2 ve daha diisiik konsantrasyonlarda gingival fibroblast
hiicreleri tizerine sitotoksik olmadigi; 1:1 konsantrasyonda ise orta derecede sitotoksik
oldugu tespit edildi. Hyperoside’in test edilen tiim konsantrasyonda, klorheksidin ile
karsilastirildiginda sitotoksisitesinin anlamli derecede diisiik oldugu goriildii (p<0,001).

Calismamizda kullandigimiz quercetin, quercitrin ve rutin’in test edilen tim
diliisyonlarda gingival fibroblast hiicreleri {izerine sitotoksik olmadigi tespit edildi.
Klorheksidin ile karsilagtirlldiginda her 1{ic metabolitin test edilen tiim
konsantrasyonlarda anlamli derecede diisiik sitotoksisiteye sahip olduklar1 goriildii

(p<0,001).
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5. TARTISMA

Dis clirigli ve periodontal hastaliklarin en sik gozlenen enfeksiydz hastaliklar
oldugu bildirilmektedir (Misra ve ark., 2007). Gelismis iilkelerde bu hastaliklarin
goriilme sikliginda belirgin bir diisiis gozlenirken Tiirkiye gibi gelismekte olan ve
koruyucu dis hekimligi uygulamalarinin yeterince yayginlasmadig: iilkelerde, agiz ve
dis saglig1 problemleri ciddi ekonomik ve sosyal sorunlar olusturmaktadir. Bu nedenle
bu hastaliklar1 6nlemeye yonelik ¢calismalar hiz kazanmistir (Gokalp ve ark., 2007).

Mikrobiyal dental plak, icerdigi mikroorganizma cesitliligi agisindan dis
clirligli ve periodontal hastaliklarin baglamasinda ve ilerlemesinde primer etiyolojik ajan
olarak kabul edilir. Bu nedenle bu hastaliklardan korunmada birinci adimin mikrobiyal
dental plagin uzaklastirilmasi oldugu bildirilmektedir (Maes ve ark., 2006). Giinliikk
mekanik dis temizliginin, dis ¢liriigii ve periodontal hastaliklardan korunmada en etkili
yontemlerden biri oldugu agiklanmistir (Ernst ve ark., 2005). Mekanik plak kontrolii dig
firgasi, dis ipi, ara yiiz fir¢asi, kiirdan gibi ara yiiz temizleyicileri ile saglanmaktadir.
Ancak 06zellikle ¢cocuklarin dis fircalamay1 yeterince etkin yapamamalar1 (Loveren ve
ark., 2000; Hashim ve ark., 2012) ve tek basina mekanik temizligin MDP’nin
uzaklastirilmasinda yeterli olmamasi, antimikrobiyal etkili kemaproflaktik ajanlarin
kullanimin1 giindeme getirmistir (Tedesco, 2000; Baehni ve Takeuchi, 2003; Davies ve
ark., 2003). Genellikle gargara soliisyonlar1 ve dis macunlarn igerisinde kullanilan
enzimler, kuarterner amonyum bilesikleri, amin alkoller, fenoller, deterjanlar ve
bisbiquanidler gibi antimikrobiyal 6zellikteki maddelerin etkinlikleri pek ¢ok caligma
ile degerlendirilmistir (Adams ve Addy, 1994; Eley, 1999; Balakrishnan ve ark., 2000;
Addy, 2003; Almas ve ark., 2005; Robertshaw ve Leppard, 2007; Celik ve ark., 2008;
Joiner ve ark., 2008; Malhotra ve ark., 2011; Todkar ve ark.,, 2012). Ancak
antimikrobiyal etkili maddelere karsi direng gosteren oral mikroorganizmalarin artmis
olmas1 ve ticari Urlinlerin ¢esitli yan etkilere sahip olmalar1 (Borrajo ve ark., 2002;
Santos, 2003; Poggi ve ark., 2003; Addy, 2008; Autio-Gold, 2008; Davies ve ark,
2010), dogal iiriinlere olan egilimi arttirmistir (Lee ve ark., 2004; Palombo, 2011).
Bitkilerden elde edilecek dogal antimikrobiyallerin gliniimiizde yaygin olarak kullanilan
sentetik ajanlara 1yi bir alternatif olusturabilecegi diisiiniilmekte ve bu konuda pek ¢ok

calisma yapilmaktadir. Bilimsel literatiirler incelendiginde ulasilmasinin kolay ve
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maliyetinin ucuz olmasi nedeniyle genellikle ¢calismanin yapildig1 bolgeye ait bitkilerin
calismalara dahil edildigi goriilmektedir:

Sereviratne ve ark. (2011) yaptiklar1 calismada, Asya yoresine ait olan ve
Japon kayisis1 olarak da bilinen Prunus Mume ekstratinin patojen oral
mikroorganizmalara kars1 (S. mutans, S. sobrinus, S. mitis, S. sangius, L. acidophilus, P.
gingivalis, A. actinomycetemcomitans) antimikrobiyal etkisini degerlendirmisler.
Kontrol grubu olarak klorheksidin kullandiklar1 calismada Prunus mume’nin tim
patojen bakterilere karsi antimikrobiyal etkinliginin oldugunu (p<0,05), en duyarh
mikroorganizmanin ise P. gingivalis’e oldugunu belirlemisler. Ayn1 zamanda Human
Oral Keratinositleri iizerine sitotoksitesini degerlendirmisler ve oral dokular iizerine
zararli etkisinin olmadigini bildirmisler.

Katsura ve ark. (2001) Cin’de yetisen Paoralea Corylifolia bitkisinin tohumlari
ve yapraklarindan elde edilen, fenolik bir isoprenoid olan Bakuchiol’iin oral
mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal aktivitesini in vitro olarak degerlendirmisler
ve ekstratin 1-4 pg/ml’sinin test edilen S. mutans, S. sanguis, S. salivarius, S. sobrinus,
Enterecoccus faecalis, L. asidophillus, L. casei, L. plantorum, Actinomyces viscosus ve
P. gingivalis gibi oral patojenlere kars1 bakteriostatik etki gosterdigini; 5-20 pg/ml’sinin
15 dakika siirede test edilen tiim mikroorganizmalara kars1 bakterisidal etkili oldugunu
belirlemisler.

Thaweboon ve Thaweboon (2009), Asya ve Afrika’ya ait olan ve daha 6nce
farkli  mikroorganizmalar {izerinde antimikrobiyal 0zellik gdsteren Ocimum
Americanum L. bitki ekstratimin, S. mutans, L. casei ve C. albicans’a karsi
antimikrobiyal ve antifungal aktivitesini degerlendirmigler ve L. casei ile
karsilastirildiginda S. mutans ve C. albicans’a kars1 daha etkili oldugunu belirlemisler.

Botelho ve ark. (2007), Brezilya’da yetisen ve ‘Alecrim-pimenta’ olarak
bilinen Lippia sidoides ekstratinin ve igeriginde fazla miktarda bulundugu bildirilen
carvacrol ve tyhmol gibi phenolik bilesiklerin S. mutans, S. sanguis, S. salivarius, S.
mitis ve C. albicans gibi oral patojenlere karsi antimikrobiyal aktivitesini
degerlendirmisler. Carvacrol ve tyhmoliin minimum inhibitér konsantrasyon degerinin
2.5-5 mg/ml arasinda degistigini oysa ki bitki ekstratinin kendisinin minimum inhibitor
konsantrasyon degerinin 5-10 mg/ml oldugunu dolayisiyla bitkinin kendisinin

iceriginde bulunan carvacrol ve tyhmole gore daha az etkili oldugunu bildirmisler.
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Calismada kullandigimiz Hypericum perforatum L. tiim diinyada yaygin olarak
yetisen (Barnes ve ark., 2001; Bilia ve ark., 2001; Butterweck ve Schmidt, 2007) ve
tilkemizde de 43 endemik tiirii bulunan Hypericacea familyasina ait bir bitkidir (Davis,
1988). Bu bitkinin halk arasinda deri yaralari, yaniklar ve nevralji tedavisi ig¢in
kullanildig bildirilmistir (Beerhues, 2006). Bu etkilerin yaninda herpes simpleks viriis
tip 1 ve tip 2’ye kars1 antiviral aktivitesi (Tang ve ark., 1990; Jacobson ve ark., 2001),
antiinflamatuar (Tedeschi ve ark., 2003; Medina ve ark., 2006), antidepresan (Gaster ve
Holroyd, 2000; Southwell ve Bourke, 2001; Muller, 2003; Lawvere ve Mahoney, 2005;
Medina ve ark., 2006) ve antitiimoral etkinligi (Agostinis ve ark., 2002; Schempp ve
ark., 2002; Hostanska ve ark., 2003; Quiney ve ark., 2007) yapilan calismalar ile
gosterilmistir.

Calismada, bugiine kadar yapilmis pek ¢ok calisma ile antimikrobial aktivitesi
bildirilen (Schempp ve ark., 1999; Reichling ve ark., 2001; Mortensen ve ark., 2012;
Laakmann ve ark., 1998; Ebrey, 1999; Avato ve ark., 2004; Zanoli, 2004; Beerhues,
2006; Medina ve ark., 2006; Milosevic ve Solujic, 2006) hatta Rusya’da antimikrobial
etkili ticari preparat1 bulunan Hypericum perforatum L.’nin (Reichling ve ark., 2001;
Saddige ve ark.,, 2010) oral florada bulunan patojen mikroorganizmalara karsi
antimikrobiyal etkisini degerlendirmek amaclandi.

Hypericum perforatum L.’nin antimikrobiyal aktivitesinin, i¢erisinde bulunan
sekonder metabolitler sayesinde gerceklestigi bilinmektedir. Phloroglucinollerden
Hyperforin’in ~ (Schempp ve ark, 1999; Reichling ve ark., 2001),
naphthodianthronlardan Hypericin’in (Avato ve ark., 2004; Milosevic ve Solujic, 2006)
ve Rutin, Hyperoside, Quercitrin, Quercetin gibi flavonoidlerin (Cowan, 1999)
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu bildirilmektedir. Bu nedenle ¢alismada
Hypericum perforatum L. bitki ekstratinin yani sira bu sekonder metabolitlerin de
antimikrobiyal etkisi arastirildi.

Bir maddenin antimikrobiyal etkinligini belirlemede kullanilan yontemlerin
agar diflizyon testleri (disk diflizyon, E-test), stvi makro ve mikrodiliisyon testleri, agar
diliisyon testi, akim sitometrisi ve molekiiler yontemler oldugu bildirilmistir. Disk
difiizyon yontemi, hizli ireyen aerop ve fakiiltatif anaerop bakteriler i¢in Onerilen ucuz,
kolay uygulanabilen ve laboratuarlarda rutin olarak tercih edilen bir testtir. Bir petri

kutusunda 5-6 maddeye kars1 duyarliligin belirlenebilmesi ve en etkili olanmn
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saptanmasi disk diflizyon testi ile miimkiin olmaktadir. Sitv1 dillisyon testleri ise,
antimikrobiyal ajanin bir mikroorganizmanin tiremesini inhibe etmek (MIC) veya
mikroorganizmalar1 6ldiirmek (MBC) i¢in gerekli olan minimum konsantrasyonu
belirlemenin miimkiin olmas1 nedeniyle en sik tercih edilen ydntemlerden biridir
(Toroglu ve Cenet, 2006). Bu nedenle ¢alisgmamizda Hypericum perforatum L. ekstati
ve sekonder metabolitlerin antimikrobiyal analizinde disk difiizyon analizi ve gerekli
olan minimum konsantrasyonlar1 belirleyebilmek icin de sivi diliisyon testleri tercih
edildi.

Dental materyallerin antimikrobiyal etkinlik ¢alismalar1 incelendiginde, kontrol
grubu olarak farkli antibakteriyel ajanlarin kullanildigr goriilmiistir. Test edilen
mikroorganizma tiirline gére ampisillin (Yu ve ark., 2003), vankomisin (Botelho ve
ark., 2007), siprofloksasin (Eick ve ark., 2004; Abdollahzadeh ve ark., 2011) spiramisin
(lauk ve ark.,2003), gatiflokzaasin ve moksiflokzasin (Eick ve ark., 2004), tetrasiklin,
amoksisilin (Al-hebshi ve ark., 2005) ve gentamisin (Yu ve ark., 2003) gibi ¢esitli
antibiyotiklerin yani sira, oral floradaki mikroorganizmalar i¢in kontrol ajani olarak
klorheksidinin pek cok calismada tercih edildigi goriilmektedir. (Fathilah ve ark., 2009;
Rasooli ve ark., 2009; Sampaio ve ark., 2009; Thaweboon ve Thaweboon, 2009; Wong
ve ark., 2010; Sereviratne ve ark., 2011).

Klorheksidin, aerop ve anerop olmak iizere hem gram-pozitif hem de gram-
negatif mikroorganizmalara, mayalara ve mantarlara kars1 etkisi kanitlanmig (Almas ve
ark., 2005; Celik ve ark., 2008; Malhotra ve ark., 2011; Todkar ve ark., 2012) antiplak
aktiviteye sahip yaygin kullanilan antibakteriyel bir ajandir (Todkar ve ark, 2012).
Diisiik konsatrasyonlarda hiicre membran enzimlerini inhibe ederek ve hiicre zarinin
gecirgenligini arttirarak bakteriostatik etki gosterirken yiiksek konsantrasyonlarda
sitoplazmik makromolekiillerin koagulasyonuna yol agtig1 ve boylece bakterisidal etki
gosterdigi bildirilmistir (Malhotra ve ark., 2011). Bu nedenlerle ¢alismamizda bitki
ekstratinin ve igerisindeki sekonder metabolitlerin antimikrobiyal analizinde kontrol
ajam olarak klorheksidin kullanildi.

Hypericum perforatum L.’nin farkli yontemler kullanilarak antimikrobiyal
aktivitesinin degerlendirildigi pek ¢ok calisma bulunmaktadir.

Suntar ve ark., (2015), Hypericum perforatum L.’nin etanol ekstratinin ve n-

hexane, chloroform, ethyl-acetate, n-butanol ve su sub-ekstratlarinin oral florada
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bulunan S. mutans, S. sobrinus, L. plantorum, E. faecalis’e karsi antimikrobiyal
aktivitesini kolorimetrik mikrodiliisyon yontemi ile degerlendirmisler ve ampisilin ile
karsilastirmiglar. Su ekstratinin, 6zellikle S. sobrinus ve L. plantorum tizerinde giiglii
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu (MIC=8ug/ml) bulmuslar. Etonal ekstratinin
S. sobrinus’a 16 pg/ml’de, S. mutans’a 64 ug/ml’de MIC olusturdugunu bildirmislerdir.
Bizim calismamizda kullandigimiz Hypericum perforatum L.’nin etanol ekstrati, S.
sobrinus ve S. mutans’a antimikrobiyal etki gdstermezken, P. gingivalis ve C.
albicans’a inhibisyon zonu olusturdu ancak klorheksidin ile karsilastirildiginda
aralarinda istatistiksel anlamli fark oldugu goriildii (p<0,001). iki ¢alisma arasindaki
sonug farkliliginin uygulanan antimikrobiyal duyarlilik test farkliligindan kaynaklandigi
diistiniilmekle birlikte kullanilan Hypericum perforatum L. bitkisinin igerisindeki
bilesen farkliligindan kaynaklanabilecegi diistintilmektedir.

Milosevic ve ark. (2007), Hypericum perforatum L.’nin etanol ekstratinin
meyve ve sebzelerden izole edilebilen gram-negatif (Pseudomonas fluorescens, P.
phaseolicola, P. glycinea, Erwinia carotovora, Enterobacter cloacae, Klebsiella
pneumoniae, Agrobacterium tumefaciens, Azotobacter chroccocum) ve gram-pozitif (B.
mycoides, B. subtilis) bakterilere kars1 etkinligini degerlendirmisler. Test edilen tiim
mikroorganizmalara kars1 antimikrobiyal etki gosterdigini, kontrol grubu olarak
kullandiklar1 antibiyotigin (sinasilin) bu bakteriler ilizerine inhibisyon olusturmadigini,
Hypericum perforatum L.’nin olusturdugu inhibisyon zon degerlerinin 5-8mm arasinda
degistigini bildirmigler. Bu g¢alismadan farkli olarak Mazandarani ve ark. (2007),
Hypericum perforatum L.’nin etanol ekstratinin gram-pozitif (E. faecalis, S. aureus) ve
gram-negatif (Salmonella typhi, Shigella dysenteriae, Yersinia enterocolitica, E. coli, P.
aeruginosa) mikroorganizmalar izerine antimikrobiyal aktivitesini
degerlendirmislerdir. Kontrol grubu olarak gentamisin kullandiklar1 ¢aligmada gram-
pozitif bakterilerde sirasi ile 25-26 mm’lik inhibisyon zonlar1 olustugu bildirilmis ancak
gram-negatif bakterilere etki etmedigi aciklanmistir. Bu ¢alismalarin sonucundan farkl
olarak bizim ¢alismamizda Hypericum perforatum L.’nin etanol ekstratinin gram-pozitif
mikroorganizmalara (S. mutans, S. mitis, S. sanguinis S. sobrinus, S. salivarius, L.
acidophilus) etkili olmadigi gram negatif mikroorganizmalardan da sadece P.

ginigvalis’e (15,13 mm) ayrica C. albicans’a (8 mm) inhibitor etkisinin bulundugu
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ancak klorheksidinin istatistiki olarak daha fazla inhibitor etkisinin oldugu goriildii
(p<0,001).

Meral ve Karabay (2002), 1mg/ml Hypericum perforatum L,’nin metanol
ekstratinin caligmalarinda kullandiklar1 mikroorganizmalarin tamamina karsi [gram-
pozitif (S. aureus, S. epidermidis, E. faecalis), gram-negatif (P.s aeruginose, E. cloacae,
E. coli)] antimikrobiyal etkiye sahip oldugunu bildirmisler. Hypericum perforatum
L, nin olusturdugu inhibisyon zon degerlerinin kontrol grubu olarak kullandiklar
sulbaktam/ampisilin ve amoksisilin’den daha yiiksek bulundugunu agiklamislar.

Avato ve ark. (2004), Hypericum perforatum L.’nin 2 farkli toz orneginin
petrolum-eter, kloroform, etil-asetat ve metanol ile ayri ayri ekstrakte ederek
kullandiklar1 ¢aligmada bu ekstraksiyonlara ek olarak hyperforin, hyperforin tuzlari,
hyperisin ve flavonoidlerin (guercetin, isoguercitrin, rutin ve hyperfoside’in karigimi)
antimikrobiyal etkinligini degerlendirmisler. Tiim test materyallerinin gram-pozitif (B.
cereus, B. subtilis, S. aureus, E. faecalis) bakterilere karsi etkili oldugunu ancak gram-
negatif (P. aeruginosa, Acinebacter calcoacetius, A. baumanii) bakterilere
antimikrobiyal etki gostermedigini bildirmislerdir. Mikroorganizmalar iizerine en diisiik
MIC degeri (12,5 pg/ml) olusturanin etil-asetat ekstrat1 oldugunu, 2 ayr1 6rnekle elde
edilen metanol ekstratlarinin, farkli inhibitor etkilerinin bulundugunu bildirmisler ve bu
sonuglarin 2 ayr1 toz Hypericum perforatum L.’nin igerigindeki farkliliktan
kaynaklanabilecegini agiklamiglar. Yine bu ¢alismada hyperisin’in hyperforinden daha
diisiik konsantrasyonda mikroorganizmalar iizerine MIC olusturdugu, hyperforin’nin ise
yalnizca S. aureus’a karsi etkili oldugu agiklanmistir. Ayni sekilde Mortensen ve ark.
(2012), Hypericum perforatum L.’nin metanol ekstratinin ve hyperforin, hyperisin ve
pseudohyperisin’nin, patojonenik olmayan Mycobacterium tiirlerine (M. JLS, M. KMS,
M. MCS, M. Smegmatis, M. phlei) kars1 antimikrobiyal etkisini degerlendirmisler ve
pozitif kontrol ajani olarak gram-pozitif B. subtilis’i negatif kontrol ajani olarak da
gram-negatif olan E.coli’yi kullanmiglar. Hypericum perforatum L.’nin metanol
ekstratinin gram-negatif bakterilere etkili olmadigini, gram-pozitif mikroorganizmalar
tizerine olusturdugu inhibitdr etkinin de hyperforin, hyperisin ve pseudohyperisin’e gore
daha diistik konsantrasyonda elde edildigini bildirmisler. Bu iki ¢alisma sonucunda da
Hypericum perforatum L.’nin metanol ekstratinin gram-pozitif mikroorganizmalara

etkili oldugu, gram-negatif mikroorganizmalara inhibitor etkisinin bulunmadigi
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sonucuna varilmig ve total bitki ekstratinin ayri ayri test edilen sekonder metabolitlere
gore daha etkili oldugu ve bunun total ekstrat igesinde bulunan pek ¢ok metabolit’in
sinerjistik etkisinden kaynaklandigi aciklanmis. Bu calismalardan farkli olarak bizim
calismamizda  Hypericum  perforatum L. Dbitki  ekstratinin  gram-pozitif
mikroorganizmalarakarst ~ antimikrobiyal  etkisi ~ goériilmezken  gram-negatif
mikroorganizmalardan sadece P. gingivalis’e ayrica C.albicans’a inhibitdr etkisinin
oldugu, bu etkinin kontrol grubu olan klorheksidinle karsilastirildiginda istatistiksel
olarak diistik oldugu goriildii (p<0,001). Bununla birlikte sekonder metabolitlerden
quercitrin ve guercetin’in P. gingivalis’e kars1 Hypericum perforatum L.’den daha genis
inhibisyon zonu olusturdugu goriildii.

Celen ve ark. (2008), Hypericum perforatum L.’nin aseton ekstratinin P.
aeruginosa, E. coli, S. aureus, B. subtilis e kars1 antibakteriyel C. albicans, C. krusei’ye
kars1 antifungal aktivitesini degerlendirmisler ve gentamisin ile flukonazol’ii kontrol
olarak kullanmiglar. S. aureus en duyarli mikroorganizma olarak belirlenirken
Hypericum perforatum L .’nin aseton ekstratinin C. albicans’a inhibitor etkisinin
bulunmadigini bildirmislerdir. Bu c¢alismadan farkli olarak bizim c¢alismamizda
Hypericum perforatum L., C. albicans’a kars1 inhibisyon zonu (8mm) olusturdu. Ancak
klorheksidin ile karsilastirildiginda olusturdugu bu etkinin anlamli olmadig1 gorildii
(p<0,001).

Goriildiigi tizere Hypericum perforatum L.’nin antimikrobiyal etkinligini test
etmek icin pek ¢ok calisma yapilmistir. Ancak bu ¢alismalarda kullanilan ¢oziicliden
test edilen mikroorganizmalara kadar bir¢ok degisken bulunmaktadir. Bu nedenle de
calisma sonuglarinda tam bir karsilastirma yapilamamaktadir. Ayn1 zamanda Avato ve
ark., (2004)’nin ¢aligmasinda oldugu gibi ayni ¢oziicii kullanilsa bile ayni bitkinin farkli
orneklerinin, farkli sonuglar dogurabilecegi goriilmiistir. Bunun nedeni bitki
igerisindeki aktif komponent miktarinin, bitkinin yetistigi bolgeye, toplanma zamanina,
ilk ekstraksiyon islemi siiresince maruz kaldigi 1s18a bagli olarak degisebilmesidir
(Vattikuti ve Ciddi, 2005).

Hypericum Perforatum L. icerisindeki antimikrobiyal aktiviteye sahip sekonder
metabolitlerden birinin, hyperisin oldugu bildirilmistir (Silva ve ark., 2005; Milosevic
ve ark., 2007). Liithi ve ark. (2009), karyojenik bakterilerden S. mutans ve S. sobrinus’a

kars1 hypericin’in fotodinamik antibakteriyel etkisini arastirmiglar. Hypericin’in
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karyojenik mikroorganizmalara etkisinin incelendigi bu c¢alisma, bizim g¢aligmamiz
acisindan O6nem arz etmektedir. 0,625ug/ml’den 10pg/ml’e kadar degisen
konsantrasyonlarda hypericin’in test edildigi calismada, 2,5ug/ml hypericin’in S.
sobrinus’a etkili oldugu bildirilirken, S. mutans’a yalniz basina etki etmedigi,
0,625ug/ml  foslipos ve hypericin karigimimin etki ettigi gosterilmistir. Bizim
calismamizda disk diflizyon analizi sonucunda, 2,5-0,009 mg/ml arasindaki
konsantrasyonlar1 kullanilan hypericin’in test edilen higbir mikroorganizmaya
inhibisyon zonu olusturmadig1 gozlendi.

Hypericum perforatum L. icerisinde antimikrobiyal aktiviteye sahip bir diger
metabolit’in hyperforin oldugu bildirilmektedir. Rusya’da gelistirilen ve S. aureus
enfeksiyonlarma karsi Sulfanilamid’den daha etkili oldugu bildirilen Novoiamine ve
Imanine isimli antibakteriyel {iriinlerin iceriginde hyperforin bulundugu agiklanmistir
(Saddige ve ark., 2010). Schempp ve ark. (1999), Hypericum perforatum L ’den elde
edilen hyperforin’in gram-pozitif ve gram-negatif mikroorganizmalar {izerine (S.
aureus, S. pyogenes, S. agalactiae, Corynebacterium diphtheriae, E. faecalis, E. coli, P.
aeruginosa) antibakteriyel etkisini ve C. albicans iizerine antifungal etkisini
degerlendirmislerdir. Hyperforin’in farkli konsantrasyonlarmin (0.1, 1.0, 10, ve 100
ng/mL) kullanildigi ¢alismada en diisiik konsantrasyonun (0.1pg/ml) tiim gram-pozitif
mikroorganizmalar {izerine etkili oldugunu, gram-negatif mikroorganizmalara ve C.
albicans’a inhibitor etkisinin bulunmadigini bildirmislerdir. Bu ¢alisma sonuglarindan
farkl olarak bizim ¢alismamizda hyperforin’in P. gingivalis ve C. albicans diginda test
edilen tim gram-pozitif/gram-negatif mikroorganizmalara karsi inhibitor etkisi
gozlendi. Ancak olusan bu inhibitor etkinin klorheksidin ile karsilastirildiginda anlaml
olmadig goriildii (p<0,001).

Hypericum perforatum L. igerisindeki aktif komponentlerden biri de
flavonoidlerdir. Pek ¢ok bitkide bulunan ve bitkiler tarafindan mikrobiyal
enfeksiyonlara cevap olarak sentezlenen bu bilesiklerin antimikrobiyal etkileri, bakteri
hiicre duvar1 ve ekstraseliiler proteinler ile kompleks olusturmalarina baglanmistir
(Tsuchiya ve ark., 1996; Cowan, 1999). Cesitli bitkilerden elde edilen flavonoidlerden
rutin’in (Hidalgo Baez ve ark., 1998; van der Watt ve Pretorius, 2001; Fabjan ve ark.,
2003), hyperoside’in (van der Watt ve Pretorius, 2001), quercetin’in (Fabjan ve ark.,
2003; Conforti ve ark., 2005; Vaquero ve ark., 2007) ve quercitrin’in (Arima ve ark.,
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2002; Fabjan ve ark., 2003) antimikrobiyal aktivitesi gesitli yaymnlar ile gosterilmis,
gram-pozitif ve gram-negatif mikroorganizmalara kars1 etkili olduklar1 agiklanmuistir.

Calismamizda kullandigimiz hyperosid, disk diflizyon analizinde hyperforin’e
benzer sekilde P. gingivalis ve C. albicans disinda tiim gram-pozitif ve gram-negatif
mikroorganizmalara karsi inhibisyon olusturdu, quercetin ise yalnizca P. gingivalis’e
kars1 etkili bulundu. Ancak kontrol grubu olan klorheksidin ile karsilastirildiginda her
iki flavonoidin antimikrobiyal etkinligi anlamli bulunmadi. Ayrica calismamizda
kullandigimiz rutin’in test edilen mikroorganizmalardan higbirine inhibisyon
olusturmadig: goriildii.

Quercitrin’in ~ ise  gram-pozitif —mikroorganizmalara kars1  inhibisyon
olusturmazken, gram-negatif mikroorganizmalara ve C. albicans’a kars: etkili oldugu,
klorheksidin ile kiyaslandiginda bu antimikrobiyal etkinin istatistiki olarak diisiik
bulunmasina karsin, klorheksidine yakin derecede inhibisyon alan g¢api1 olusturdugu
gortldi.

Materyallerin biyolojik oOzelliklerinin test edilmesine, basit Onciil test
yontemleri ile baglanmasi, ardindan hayvan testleri ile devam edilmesi gerektigi
bildirilmistir. Bu testlerden istenilen sonuglar elde edildiginde (insanlarda) kullanim
testlerine gegilmesi gerektigi agiklanmustir (Schmalz, 2009). in vitro sitotoksisite
testlerinde (Onciil testler) kullanilan biyolojik sistemler; doku kiiltiirleri, organ
kiiltiirleri, hiicre kiiltiirleri ve hiicre organelleri olarak bildirilmistir (Schierholz ve ark,
1998). Giinlimiizde dental materyallerin akut toksisitelerinin saptanmasinda; bireysel
faktorlerden etkilenmedikleri, tekrarlanabilir oOzellikte olmalari, ara asamalarda
kontrollerinin kolay olmasi, materyaller arasinda parametrik karsilastirmalara olanak
tanimalar1 ve hayvan deneylerinde oldugu gibi canli varliklarin zarar gérmemesi gibi
nedenlerden dolayr en yaygin kullanilan biyolojik sistemlerin hiicre kiiltiirii oldugu
bildirilmistir (Browne, 1988; Jorge ve ark., 2003). Calismamizda bu avantajlari
nedeniyle Hypericum perforatum L. bitki ekstratinin ve sekonder metabolitlerin
sitotoksiteleri in vitro kosullarda hiicre kiiltiirii test yontemi ile degerlendirildi.

Hiicre kiltiirii ¢alismalarinda 2 farkli (primer ve devamli) hiicre tipinin
kullanildig1 bildirilmistir. Primer hiicre kiiltiirleri, dokulardan ayrilan hiicrelerin 24
saatten daha uzun siire kiiltiire edilmesiyle elde edilirler. Orijinal fizyolojik durumu

ifade etmeleri ve kromozomal anomalilerin goriillmemesi nedeniyle pek ¢ok ¢aligmada
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kullanilan primer hiicre kiiltiirlerinin, hassas hiicreler olduklari, {iiretimlerinin ve
kontrollerinin son derece gii¢c oldugu ve galisma sirasinda pek ¢ok soruna yol agtigi
bildirilmistir (Helgason ve Miller, 2005). Devamli hiicre kiiltiirleri hiicre
koleksiyonlarindan veya ticari olarak elde edilen, stabil bir fenotipe sahip, siiresiz
cogalabilen hiicrelerdir. Elde edilmeleri ve iiretilmeleri primer hiicre kiiltlirlerine gore
daha kolaydir. Dogru pasajlandiklarinda uzun siire yasatilmalart miimkiindiir. Genetik
ve metabolik olarak stabil olduklarindan test sonuglarinin standardizasyonunun kolay
gergeklestirildigi ve uzun donem fenotipik o6zelliklerinde kayip s6z konusu olmadigi
bildirilmistir (Craig, 1996). Bu avantajlar1 nedeniyle tez ¢alismamizda devamli hiicre
kiiltiirlerinin kullanimi tercih edildi.

Bag dokusunun major bileseni olan fibroblast hiicreleri proteoglikan,
glikozaminoglikan, glikoprotein gibi ekstraselliiler matriks bilesenlerini sentezleyebilme
ayn1 zamanda matriks metalloproteinaz iiretebilme 6zelligine sahip hiicrelerdir (Bartold
ve ark, 2000). Gingival fibroblastlar, ¢esitli inflamatuar sitokinleri ve biiylime
faktorlerini sentezlemekten ve ekstraselliiler matriksin yapimi ve yikimi arasindaki
dengenin saglanmasindan sorumludurlar. Bu dengenin bozulmasi durumunda
periodontal dokularda yikim gergeklestigi bildirilmistir (Takashiba 2003). Dis eti
dokularmmin biliylk bir kismin1 olusturan gingival fibroblast hiicrelerinin yara
iyilesmesinde kollojen sentezleyerek aktif rol oynadigi bilinmektedir. Kiiltilir sartlarina
cok kolay uyum saglayarak miikemmel biiyiime potansiyeline sahip olduklar1 ve hiicre
kiltlirii ¢alismalarinda ¢ok sik kullanildiklar1 agiklanmistir (Kent ve ark., 1999; Palmer
ve ark., 2005). Bu nedenlerle tez ¢calismamizin sitotoksisite analizi boliimiinde gingival
fibroblast hiicreleri kullanildi.

MTT analizinin, sitotoksisite testleri icerisinde tekrarlanabilir olmasi, hizli
sonu¢ elde edilmesi, materyallerin ¢ok diisiik diizeydeki toksisitelerinin bile
degerlendirilmesine imkan vermesi nedeniyle giivenilir bir test yontemi oldugu
(Schmalz, 1994; Sipahi ve ark., 2005), ayrica hiicre canlilifinin tespiti ve yasayan
hiicrelerdeki proliferasyonun belirlenmesinde yaygin olarak kullanildigr bildirilmigtir
(Vellonen ve ark., 2004) Cok sayida test materyali varlifinda uygulama kolaylig1
nedeniyle ISO tarafindan tavsiye edilen MTT analizinin, biiyiime dongiisiiniin herhangi
bir asamasindaki canli hiicre yogunlugu hakkinda fikir verebildigi bildirilmektedir

(Schmalz, 1994; Thumwanit ve ark., 1999). Bu avantajlar1 nedeniyle calismamizda canli
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hiicre yogunlugunun belirlenmesinde enzimatik test yontemlerinden MTT testi tercih
edildi.

Hypericum perforatum L.’nin sitotoksisitesi ile ilgili yapilan ¢alismalar
degerlendirildiginde fototoksisitesi tiizerine odaklanildigi goriilmektedir. Hypericin
fototoksisiteden sorumlu bilesen olarak bildirilmis ve asir1 miktarda bitki tiiketen
hayvanlarda giines 151¢1na maruz kalinmasi sonucu ciltte kizariklik ve édem olustugu
agiklanmistir (Vandenbogaerde ve ark., 1998; Traynor ve ark., 2005). Insan keratinosit
hiicre kiiltiirlinde yapilan bir c¢alismada hiperisin’in yani sira, bitkinin igerdigi
flavonoidlerden biri olan rutin’in de fototoksisiteye neden oldugu belirtilmistir
(Wilhelm ve ark., 2001). Hypericum perforatum L. ile ilgili bu tip yan etkiler bildirilse
de yapilan klinik ¢calismalar sonucunda, bitkinin fototoksik etkilerinin son derece seyrek
olarak ortaya ¢iktigi ve yiiksek dozlarda, asir1 kullanimi sonucu olustugu rapor
edilmistir (Schempp ve ark., 2003). Calismamizda Hypericum perforatum L. bitki
ekstrati’nin gingival fibroblastlar {izerine sitotoksisitesi incelendiginde doza bagli olarak
degisen bir grafik gosterdigi ve 1,56 mg/ml (1:32 konsantrasyon) ve daha diisiik
dozlardaki bitki ekstratinin gingival fibroblastlar tizerine sitotoksik olmadigi goriildii.

Rezusta ve ark. (2012), hypericin’in keratinositler ile dermal fibroblastlara
kars1 yan etkisini degerlendirdikleri ¢alismalarinda, keratinosit ve fibroblastlarin 1pg ve
daha diisiik hyperisin konsantrasyonlarinda zarar gérmediklerini bildirmiglerdir. Bizim
calismamizda degisen konsantrasyonlarda (1:1-1:256) test edilen hypericin’in, 1:8 ve
daha ve daha diisiik konsantrasyonlarda gingival fibroblast hiicreleri lizerine toksik
etkisi olmadig1 goriildii.

Schempp ve ark. (2000), periferal kan mononiikleer hiicreleri {iizerine
hyperforin’in biyouyumlulugu test ettikleri bir ¢alismada, hyperforin’in toksik etkisinin
bulunmadigini agiklamislardir. Bizim c¢alismamizda hyperforin’in gingival fibroblast
hiicreleri tizerine doza bagli olarak 1:1 ve 1:2 diliisyonda siddetli sitotoksit etkisi
bulunurken, 1:8 ve daha diisiik konsantrasyonda sitotoksik olmadig1 goriildii.

Diaz ve ark. (2008), ¢esitli flavonoidlerin ti¢ farkli insan hiicre hattina (HL-60,
U937 ve SK-MEL-1) kars sitotoksisitelerini inceledikleri ¢alismalarinda hyperoside’in
toksik etkisi olmadigini bildirmislerdir. Bu ¢alismanin sonuglarina benzer sekilde bizim
calismamizda da 2,5mg/ml (1:2 konsantrasyon) ve daha diisilk konsantrasyonlardaki

hyperoside’in gingival fibroblastlar iizerine toksik etkisi goriilmedi.
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Soares ve ark. (2006), quercetin ve rutin’in fare fibroblast hiicreleri {izerine
sitotoksisitelerini inceledikleri ¢alismalarinda quercetin’in doza bagh olarak toksik etki
gosterdigini, rutin’in ise non-toksik bir flavonoid oldugunu bildirmislerdir. Matsuo ve
ark. (2005), rutin’in ve quercetin’in de igerisinde bulundugu 9 ayr1 flavonoid’in
embriyonik akciger fibroblast hiicreleri ve gobek endotelial hiicreleri {izerine
sitotoksitelerini degerlendirdikleri ¢alismalarinda rutin’in toksik etkisinin olmadigini,
quercetin’in ise doza bagli toksik etkiye sahip oldugunu bildirmislerdir. Bizim
calismamizda quercetin’in ve rutin’in test edilen tiim konsantrasyonlarda, gingival
fibroblast hiicreleri iizerine toksik etkileri goriilmedi.

Calismamizda kullandigimiz quercitrin, uygulanan tiim konsantrasyonlarda
gingival fibroblast hiicreleri iizerine sitotoksik bulunmadi. Arastirabildigimiz 6l¢iide
quercitrin’nin sitotoksisitesinin degerlendirildigi bagka bir ¢alismaya rastlanmadi. Bu
nedenle ¢alismamizin literatiirdeki bir eksikligi tamamladigini diisinmekteyiz.

Sonug olarak; Hypericum perforatum L. ekstratt ve sekonder metabolitlerinin
calismamizda test edilen tiim oral patojenlere etkisi istatistiki olarak klorheksidinden
diisik bulunmustur. Bununla birlikte gingival fibroblast hiicreleri {izerine
sitotoksisiteleri gdz oniine alindiginda quercitrin’in periodontal hastalikla iliskili gram-
negatif mikroorganizmalara ve C. albicans’a karst klorheksidine yakin degerde
inhibisyon zonu olusturdugu ve gingival fibroblast hiicreleri iizerine klorheksidin gibi
siddetli sitotoksisite gdstermedigi tespit edilmistir. Bitki ekstratlarinin saf bilesikler
olmadig i¢in bu yonde yapilacak caligmalar ile igerdikleri sekonder metabolitlerin de
incelenmesiyle, yiiksek antimikrobiyal etkinlige sahip, diisiik sitotoksik etkili yeni
antimikrobiyal ve antifungal bitki ekstratlari ve sekonder metabolitler icin kapi

aralanacaktir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Tez calismamizin sinirlamalart dahilinde elde edilen sonuglar ve Oneriler

asagidaki sekilde 6zetlenebilir;

1.

Hypericum perforatum L. ekstrati’nin test edilen mikroorganizmalardan P.
gingivalis ve C. albicans’a antimikrobiyal etki olusturdugu ancak
klorheksidin ile karsilastirildiginda olusan bu etkinin istatistiki olarak
anlamsiz oldugu goriildii (p<0,001).

Hypericin ve rutin’in oral patojenler iizerinde inhibitor etkisi goriilmezken
quercetin’in yalnizca P. gingivalis’e inhibisyon olusturdugu tespit edildi.
Ancak quercitrin’in olusturdugu antimikrobiyal etkinin klorheksidin ile
karsilastirildiginda anlamli derecede diisiik oldugu goriildii (p<0,001).
Hyperforin ve hyperoside’in P. gingivalis ve C. albicans disinda tiim gram-
pozitif ve gram-negatif mikroorganizmalara inhibitor etkisi goriiliirken
klorheksidin ile karsilastirildiginda olusan bu etkinin istatistiki olarak
anlamli olmadig tespit edildi (p<0,001).

Quercitrin’in  gram-negatif mikroorganizmalara (P. gingivalis, A.
actinomycetemcomitans) ve C. albicans’a olusturdugu inhibisyon zon
degerlerinin, klorheksidin ile kiyaslandiginda istatistiki olarak dusiik
bulunmasina karsin, klorheksidinin olusturdugu inhibisyon zon degerlerine
¢ok yakin oldugu ayrica gingival fibroblast hiicreleri tizerine sitotoksik
etkisi  degerlendirildiginde klorheksidin  gibi siddetli sitotoksisite
gostermedigi, hatta calismamizda test edilen tiim konsantrasyonlarda (1:1-
1:256) sitotoksik etkisinin bulunmadig1 gorildii.

Caligmamizin  bulgularina gore, quercitrin’in  6zellikle periodontal
hastaliktan sorumlu gram-negatif mikroorganizmalara (P. gingivalis, A.
actinomycetemcomitans) ve C. albicans’a antimikrobiyal etkili oldugu ve
gingival fibroblast hiicreleri {izerine sitotoksik olmadig: tespit edildiginden,
periodontal hastalik tedavisinde alternatif antimikrobiyal ajan olarak
kullanilabilecegini ve bu bulgumuzu destekleyecek caligmalara gereksinim

oldugunu diisiinmekteyiz.
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