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OZET

DOGAL MADDE VE KOMBINASYONLARININ ENZIMATIK IN VITRO
ANTIMIKROBIYAL VE ANTIVIRAL ETKILERI

Ezgi AK SAKALLI

Farmakognozi Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Subat 2024
Danisman: Prof. Dr. Fatih DEMIRCI
Ikinci Danisman: Prof. Dr. Miiberra KOSAR

Bu tez kapsaminda ticari Origanum ve Eucalyptus ugucu yaglari ve ana
bilesenlerinin birbiriyle ve standart etken maddelerle farkli kombinasyonlariin in vitro
antimikrobiyal etkileri sinerjistik/antagonistik etkilesmeler agisindan degerlendirilmenin
yani sira, ugucu yaglarin ve ana bilesenlerinin potansiyel antiviral etkileri, enzimatik in
vitro testler ile degerlendirilmis, bulgular in silico yontemlerle desteklenmistir.

Deneysel olarak mikrodiliisyon ve dama tahtas1 yontemleri kullanilarak Origanum,
Eucalpytus, karvakrol, timol, ampisilin, siprofloksasin kombinasyonlarinin etkileri dort
bakteri iizerinde incelenmis secilen en aktif (FIKi<0.75) kombinasyonlarin in vitro
sitoksisiteleri hiicre kiiltlirlinde test edilmistir. Ayrica ugucu numunelerin in vitro
anjiyotensin doniistiiriicii enzim 2 (ACE2), transmembran serin proteaz 2 (TMPRSS2) ve
noraminidaz (NA) ticari kitleriyle etki mekanizmalari incelenmistir. Ugucu bilesenlerin
farmakokinetik 6zellikleri ve toksisiteleri in silico yontemlerle degerlendirilmistir.

Ana monoterpen bilesenler GK ve GK/KS ile Origanum onites, O. minutiflorum,
O. vulgare i¢in karvakrol (%62-81), Eucalyptus globulus i¢in 1,8-sineol (%31), E.
citriodora igin ise sitronellal (%80) olarak belirlenmistir. In vitro enzim inhibisyon
deneylerinde O. minutiflorum, O. vulgare ve E. globulus ugucu yaglar ile saf ana
bilesenler; ACE2, TMPRSS2 ve NA enzimlerini inhibe etmistir, sonuglar in silico
verilerle de desteklenmistir.

Genel sonu¢ olarak, Origanum ugucu yaglari ve karvakrolun antimikrobiyal
maddeler birlikte kullanildiginda etkiyi arttirdigini; yiiksek enzim inhibisyonu gosteren
Origanum ve Eucalyptus ugucu yaglarinin giivenli konsantrasyonlarda potansiyel
antiviral olarak degerlendirilebilecegi gosterilmistir.

Anahtar Sozciikler: Origanum, Eucalyptus, ACE2, TMPRSS2, Néraminidaz.



ABSTRACT

IN VITRO ENZYMATIC, ANTIMICROBIAL AND ANTIVIRAL EFFECTS OF
NATURAL PRODUCTS AND THEIR COMBINATIONS

Ezgi AK SAKALLI

Department of Pharmacognosy
Anadolu University, Institute of Graduate Education, February 2024
Supervisor: Prof. Dr. Fatih DEMIRCI
Co-Supervisor: Prof. Dr. Miiberra KOSAR

In this present study, in vitro antimicrobial effects, with special emphasis on
sinergistic/antagonistic interactions of commercial Origanum and Eucalyptus essential
oils, and their major constituents, alone or in their various combinations with standard
antmicrobials were evaluated. In addition, the potential antiviral effects were tested using
in vitro enzymatic assays and in silico molecular docking.

Antibacterial activity and synergistic interactions of Origanum, Eucalyptus,

carvacrol, thymol, ampicillin, ciprofloxacin combinations were assessed via
microdilution checkerboard method, where selected most active combinations (FICI
index <0.75) were further evaluated for cytotoxicity using in vitro tests.
For potential antiviral activity evaluation; angiotensin converting enzyme 2 (ACE2),
transmembrane serine protease 2 (TMPRSS2), and neuraminidase (NA) assay Kits were
used. Also, binding, pharmacokinetic and toxicity characteristics of volatile components
were assessed in silico.

The major monoterpene constituents were determined by GC and GC/MS as
carvacrol (62-81%) for Origanum sp., whereas as 1,8-cineol (31%) for E. globulus; and
citronellal for E. citriodora (80%), respectively.

In vitro enyzme test results demonstrated that O. minutiflorum, O. vulgare and E.
globulus essential oils, and their major constituents inhibited ACE2, TMPRSS2 and NA
enzymes, which were in correlation with in silico findings.

Overall results suggests that Origanum essential oils, and carvacrol may provide
better antibacterial effects when combined with antimicrobials, without toxicity. The
tested Origanum and Eucalyptus essential oils with relative high enzyme inhibitions may
be utilized for their antiviral potential.

Keywords: Origanum, Eucalyptus, ACE2, TMPRSS2, Neuraminidase.
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ETiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI
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gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakcada yer verdigimi; bu g¢alismanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programiyla tarandigin1 ve higbir
sekilde “intihal igermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢alismamla ilgili
yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim ahlaki

ve hukuki sonuglari kabul ettigimi bildiririm.
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1. GIRIS

Farmakognozide mikroorganizmalardan elde edilen antibiyotiklerin onderliginde
antibakteriyel ilaglar, enfeksiyonlarla miicadelede 6nemli asama kaydetse de antiviral
tedaviler halen istenilen diizeyde gelismemistir. Viriisiin canli hiicrede ¢ogalmasini
Onleyebilecek ilaglarin sinirli olmasi yani sira, viriisiin temas ile ¢cogalmasinin en yiiksek
bliylime oranina genellikle klinik semptomlar ortaya ¢ikmadan 6nce ulagsmasi, viriislerin
konak hiicrelerin yap1 taglarini kullanmasi ve bu nedenle ayirt ediciliklerinin az olmasi
yan etkiyi arttirirken, antiviral ilaclara direng¢ gelismesi de bir diger giincel halk saglig

sorundur.

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) ile koordineli yiiriitiilen bir ¢alismada, donemsel
epidemilere neden olan influenza viriislerinin her yil diinya ¢apinda yaklasik 3-5 milyon
vaka, buna bagli 290.000 ile 650.000 solunum yolu kaynakli mortaliteye neden oldugu
belirtilmistir (luliano vd., 2018). Genellikle semptomatik tedavinin yapildigi influenza
vakalarinda, hastanin durumuna gore oseltamivir gibi ndroaminidaz (NA) inhibitorleri
kullanilmaktadir. Son yillarda dolasimda olan influenza viriislerinin ¢cogunda amantan
antiviral etken maddelerine (6rn. amantadin ve rimantadin) diren¢ gelistirdigi
gosterilmistir (Cheung vd., 2006; Deyle vd., 2007; Hay vd., 2008). Bu nedenle, klinik
uygulamalarda ve tedavilerde genelde néraminidaz inhibitorleri siklikla tercih
edilmektedir. Ancak oseltamivir ve zanamivirin kullanima sunulmasimi takip eden
yillarda (1999-2004), klinik ¢alisma 6rneklerinde oseltamivir direnci saptanmistir (Ward
vd., 2005; Monto vd., 2006). Yapilan epidemiyolojik ¢caligmalarda daha sonraki yillarda
(2006-2007 ve 2007-2008 sezonu) oseltamivir direncinin daha da fazla oldugu ortaya
koyulmustur (Dharan vd., 2009; Hauge vd., 2009).

Koronaviriislerin neden oldugu Akut Solunum Yolu Yetersizligi Sendromu (SARS)
2003 yilinda Cin’de ortaya ¢ikmus ve dort iilkeye yayilmis, DSO tarafindan epidemi
olarak adlandirilmistir (WHO, 2004). SARS hastaligina kars1 spesifik bir as1 ya da ilag
bulunmamakta, semptomatik tedavi ve izolasyon ile hastalik siireci yonetilmektedir.

2012 yilinda Suudi Arabistan’da yine koronaviriislerle iligkili olan Ortadogu
Solunum Sendromu (MERS) ortaya ¢ikmis ve 27 iilkede goriilmiistiir. Oliim oran1 %35
olan MERS’in spesifik bir tedavisi ya da asis1 su an i¢in bulunmamaktadir (WHO, 2019).

Aralik 2019’da Cin’in Wuhan sehrinde ortaya c¢ikan ve kisa silirede tiim diinyaya
yayilan siddetli akut solunum sendromu ile iliskili koronaviriis tiirii nedeniyle, DSO

tarafindan pandemi ilan edilmistir (Lai vd., 2020; WHO, 2020a). Diinya Saglik Orgiitii’ne



30.08.2023 tarihi itibariyle 770.085.713 vaka ve 6.956.173 6liim rapor edilmistir (WHO,
2020b). S6z konusu viriis, 2019-nCoV olarak siniflandirilmis ve SARS-CoV-2 olarak
adlandirilmistir (CSG of ICTV, 2020).

SARS-CoV-2, koronaviriis ailesine ait bir viriistiir. TNF-a, IFN-y, IL-1 a, IL-1 B,
IL-2, IL-6, IL-15 ve IL-18 gibi proenflamatuvar sitokinlerin aracilik ettigi inflammatuar
yanitin, hastaligin patofizyolojisinde énemli rol oynadig diistiniilmektedir (Buzsko vd.,
2021; Wang ve Perlman, 2022). DSO tarafindan, korona viriis hastali§ina, korona (CO),
virlis (VI) hastaligi (D) kelimeleri kullanilarak COVID-19 ismi verilmistir. COVID-19,
ozellikle akcigerleri etkileyen orta ile siddetli enfeksiyonunun yani sira ¢oklu organ
yetmezligi ve hiicre 6liimiiyle de iliskilendirilen bir hastaliktir (Wang ve Perlman, 2022).
Hastaligin tedavisi igin DSO rehberleri ve onerileri dogrultusunda, farkli mekanizmalart
hedefleyen ilaglar kullanilmistir (BMJ, 2020). Koruyucu 6nlemler olarak gesitli asilar
gelistirilmis ve iilkelerin agilama programlari dahilinde uygulanmigtir (WHO, 2022).

Tiim diinyayi etkisi altin alan influenza, SARS, MERS ve yeni tip corona viriis gibi
viris kaynakli hastaliklarin, hizli bulasicilik yetenekleri ve viriislere karsi tedavinin
istenilen etkiden uzak olmasi nedeniyle; yan etkisi ve toksisitesi az, etkili ve spesifik
antiviral maddelerin gelistirilmesine olan ihtiyag SARS-CoV-2 pandemisinde de
goriilmiistiir. Viral kaynakli hastaliklarin ¢ogu zaman bakteriyel hastaliklarla birlikte
ilerlemesi de siireci zorlastiran bir diger unsurdur. Dogal kaynakli iiriinler, 6zellikle ugucu
yaglar, zengin sekonder metabolitleri sayesinde hem farkli bakteri ve viriislere es zamanl
aktivite gosterebilirler hem de birden fazla patogenez mekanizmasini etkileyebilirler. Bu
nedenle dogal trtinler, yeni ilag kesfi calismalarinda ciddi potansiyel tasimaktadirlar.

Antimikrobiyal madde arastirma taramalarinda in silico ve in vitro yontemler ve
etki degerlendirilmesinde sinerjizma calismalar1 son zamanlarda {izerinde durulan,
antimikrobiyal tedavilere katki sunabilecek nispeten yeni bir arastirma alandir. Ozellikle
in silico ¢aligmalar kisa siirede kapsamli taramalar yapmaya ve hedefe yonelik aday
molekiilleri hizlica degerlendirmeye olanak saglayan, zaman ve maliyet agisindan verimli
olmalar1 nedeniyle son zamanlarda giderek daha fazla dikkat ¢eken yontemlerdedir (Paul
vd., 2021; Shaker vd., 2021). In silico ¢alismalar sayesinde maddelerin hedef proteine
etki ve baglanma 6zellikleri tahmin edilebilecegi gibi maddelerin absorpsiyon, dagilim,
metabolizma ve eliminasyon gibi farmakokinetik ozellikleri ve toksisite profilleri de

tahmin edilebilmektedir (Daina vd., 2017). Ancak, bu calismalar gesitli yazilimlar



araciligiyla matematiksel anlamda tahmin ve olasilik sunduklari i¢in in vitro ¢aligmalarla
desteklendiginde ¢ok daha anlamli olmaktadir.

Bilindigi iizere tibbi bitkilerden gelistirilen iirlinler ve preparatlar binlerce y1l tedavi
amagl kullanilmistir. Bilindigi tizere Origanum ve Eucalyptus tiirleri ve bu bitkilerden
elde edilen ugucu yaglar gibi preparatlarla halk arasinda uzun yillardir ¢esitli mikrobiyal
ve viral enfeksiyonlarin tedavisinde bagari ile kullanilmaktadir. Ancak s6z konusu
bitkilere ait u¢ucu yaglarin ve ugucu yaglarin bilesenlerinin antiviral tedavide 6nemli rol
oynayan enzimler tizerine in vitro ve in silico etkileri, ayrica sentetik ilaglarla
antimikrobiyal kombinasyonlarina dair bilimsel veri yoktur.

Bu tez projesi kapsaminda, ticari Origanum (Origanum onites L., O. minutiflorum
O. Schwarz & P.H. Davis, O. vulgare L.) ve Eucalyptus (Eucalyptus globulus Labill ve
E. citriodora Hook) ugucu yaglar1 ve sirasiyla bu yaglarin ana bileseni olan karvakrol,
1,8-sineol ve karvakroliin yapisal izomeri timoliin antimikrobiyal ve antiviral etki
potansiyelleri ve kimyasal baglanma 6zellikleri in vitro ve in silico yontemler ile deneysel
olarak incelenmistir. Bu tirtinlerin farkli oranlardaki kombinasyonlarmin antimikrobiyal
aktiviteleri sinerjik/antagonist etkilesmeler agisindan standart etken maddeler ile birlikte
degerlendirilmistir. Ugucu yaglar ve hedef ucucu bilesenler ile bu iiriinlerin yer aldigi
ilag-bitkisel {irlin kombinasyonlarinin in vitro toksisiteleri etkin konsantrasyonlara gore
belirlenen bir konsantrasyon araliginda, giivenlilik i¢in hiicre kiiltiiriinde test edilmis,
ayrica ugucu yaglarin ana bilesenlerinin in silico toksisite 6zellikleri incelenmistir.

Antimikrobiyal aktivite, klinik olarak énemli ¢esitli Gram negatif ve Gram pozitif
bakterilerde, iiremenin baskilanmasi temelinde test edilmistir.

Potansiyel antiviral aktivite ise, in vitro enzimatik test yontemleri ve in silico
enzim-inhibitor kenetleme testleri kullanilarak standart maddeler ile karsilastirilarak
degerlendirilmistir.

Bu tez kapsaminda Origanum ve Eucalyptus ugucu yaglari, ana bilesenleri ve
kombinasyonlarmin in vitro antimikrobiyal ve antiviral potansiyellerinin arastirilmasi
amaglanmistir. Temel amag olarak da, giivenli ve etkili ilaglara ihtiya¢ duyulan, klinik
acidan oOnemli bakteriyel ve viral enfeksiyonlarda kullanilabilecek dogal kaynakli

ilaglarin faz ¢aligmalar1 kapsaminda arastirilmasidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Ugucu Yaglar

Ugucu yaglar, bitkisel materyallerden distilasyon ve soguk sikim yontemleriyle
elde edilen, monoterpenler gibi diisiik molekiil agirlikli bilesiklerden olusan, ugucu ve
0zel kokulu karisimlardir (Baser ve Demirci, 2007; 2011). Cogunlukla Akdeniz bolgesi
bitkilerinden elde edilen ugucu yaglar, bitkilerin ¢igek, yaprak, meyve, toprak istii
kisimlari, odun, kabuk, rizom ve kok gibi farkli organlarinda bulunabilirler. Apolar
yapida olduklar1 i¢in suda ¢oziinmeyip organik c¢oziiciilerde ve yaglarda ¢oziiniirler
(Baser ve Buchbauer, 2010).

Bitkilerin sekonder metabolitleri olarak iiretilen ugucu yaglar, genelde apolar
bilesikler olan terpenoitlerden (monoterpen, seskiterpen ve diterpenler) olusmaktadir.
Ayrica asitler, alkoller, aldehitler, ketonlar, asiklik esterler, laktonlar, daha seyrek olarak
azotlu ve kikirtlii bilesikler, kumarinler ve fenilpropanoitlerin homologlar1 da ugucu
yaglarin bilesiminde yer alabilmektedir (Baser ve Demirci, 2007; 2011; Tongnuanchan
ve Benjakul, 2014).

Ugucu yaglarin bilesimleri elde edildigi bitkinin cinsine, kullanilan kismina, hatta
tiretim sekli ile bitkinin elde edildigi mevsime ve yetistigi yoreye bagli olarak degiskenlik
gosterebilmektedir (Toncer vd., 2009; Zheljazkov vd., 2013; Ozdemir vd., 2017; Tohidi
vd., 2017).

Farmakopeler, tan1 ve tedavi amaciyla kullanilan etken ve yardimci madddelerin
tasimasi1 gereken standartlari iceren resmi kaynaklardir. Sentetik maddelerin yani sira,
tibbi bitkiler ve tibbi bitkilerden elde edilen ekstre, tentiir ve ugucu yag gibi iiriinler de
farmakopelerde yer almaktadir. Tibbi bitkiler ve bu bitkilerden elde edilen iiriinlerin
kalitesi, giivenilirligi ve etkinligi ancak belli standartlara sahip olmalar ile saglanabilir.
Bir ugucu yagin farmakope kalitesinde olmasi o iiriiniin ila¢ ve ilag yardimecir maddesi
olarak kullanilabilecek kaliteye sahip oldugu anlamina gelmektedir (Baser, 2012; Bouin
ve Wierer, 2014; Ergene vd., 2023).

Farmakolojinin temel prensibi olan konsantrasyona bagli yanit iligkisinin
devamliliginin saglanmasi i¢in de farmakope kalitesinde {iriin kullanimi onemlidir.
Farmakope kalitesindeki bitkisel materyaller igerik ve kalite yoniinden belirli standartlara
sahip olup ilag kalitesinde olduklar1 i¢in dozlama ve doza bagh yamt

degerlendirilmesinde avantaj saglamaktadir (Baser, 2012).



2.1.1. Ugucu yaglarin antimikrobiyal ve antiviral etkileri

Ugucu yaglarin antimikrobiyal etkileri uzun yillardir bilinmektedir (Janssen vd.,
1987; Rios ve Recio, 2005). Modern antibiyotiklerin kesfi ve kullanimiyla ikinci planda
kalan ugucu yaglarin antimikrobiyal kullanimlari, SARS-CoV-2 gibi yeni enfeksiyon
ajanlarmin ortaya c¢ikist ile yeni ilag molekiillerinin arayist ve ayni zamanda
antimikrobiyal direncin yayginlagsmast ile yeniden popiiler bir arastirma konusu olmustur.

Ugucu yaglar zengin kimyasal bilesimleri nedeniyle farkli bakteri ve viriislere karsi
es zamanli aktivite sergileyebilmektedirler. Ugucu yaglar basta monoterpen ve
seskiterpenler olmak tizere terpenoitlerden olusurlar. Ugucu yaglarin igerisinde bulunan
bilesenler farkli etki mekanizmalar1 ile genelde nispeten yiiksek antimikrobiyal etki
gosterirler. Karvakrol, sitraller, p-simen ve timoliin bakteri plazma membran
gecirgenliginin artmasina ve hiicresel membranlarin sismesine katkida bulundugu;
karvakrol ve timoliin ayrica Gram negatif bakterilerin dis zarmi bozarak
lipopolisakkaritlerin salinmasina yol actigi disiiniilmektedir (Helander vd., 1998).
Fenolik yapiya sahip diger bir bilesen olan 6jenol, proteinlerle reaksiyona girerek bakteri
hiicrelerindeki enzimlerin aktivitesini engelleyebilir. Ugucu yaglarin igerisinde bulunan
ve fenilpropanoit grubuna giren sinnamaldehit, bakteriyel hiicre zar1 ile etkilesime girerek
hiicre zarmin bozulmasina neden olmaktadir. Bu bilesiklerin 6jenol ile birlikte Gram
pozitif bakterilerin enerji metabolizmasini inhibe ettikleri de gosterilmistir. Ayrica bu
bilesenlerin neden oldugu hiicre zar1 hasar1 proton hareketinde zayifliga ve kiiciik
iyonlarmn hiicreden sizmasina neden olabilmektedir (Walsh vd., 2003). Sinnemaldehit ve
ojenoliin bildirilen bir diger etkisi de glukoz alim1 ve glikoliziz inhibisyonudur (Gill ve
Holley, 2004).

Ugucu yaglarin antiviral etkinlige sahip olduklarin1 gdsteren ¢ok sayida yayin
bulunmaktadir (Reichling vd., 2009; Boukhatem, 2020; Ma ve Yao. 2020; Baser vd.,
2023). Ugucu yaglarin viriislerde kapsid pargalanmasina neden olarak viriisleri etkisiz
hale getirdigi, baz1 viriislerde hemaglutinin inhibisyonu yaptigi, Herpes simplex tip 1
virlisii (HSV-1)’niin replikasyonu igin gerekli olan Tat/TAR-RNA kompleksini bozdugu
ve dogas1 geregi lipofilik olan ugucu yaglarin viral membranlara kolayca niifuz ederek
membranin bozulmasina neden oldugu gosterilmistir (Feriotto vd., 2018).

Ozellikle HSV-1 ve Herpes simplex tip 2 viriisii (HSV-2) iizerine etkileri siklikla
calistlmistir. Yapilan in vitro galismalarin birinde, ¢ay, okaliptiis ve kekik ugucu

yaglarinin ve bunlarin monoterpen igeriginin HSV-1'e karsi biiyiik olgiide antiviral



etkinlik gosterdigi saptanmistir. S6z konusu calismada monoterpenler virlise karst %80
etkinlik gosterirken ugucu yaglar HSV-1'i yaklasik %96 oraninda engellemistir (Koch
vd., 2008; Astani vd., 2010).

Ugucu yaglarin igerdikleri ugucu bilesenler sayesinde gosterdikleri karmasik ve
coklu etki mekanizmalarima direng gelistirmek, tek hedefli tedavilere karsi direng
gelistirmekten daha zor oldugu i¢in ugucu yaglarin bu 0&zelligi onlari sentetik
antimikrobiyallere kars1 iistiin kilan bir 6zellik olarak degerlendirilebilmektedir (Schelz
vd., 2010).

Ugucu yaglarin HSV iizerine in vitro etkileri olmasina ragmen influenza viriisleri
ve coronaviriisler lizerine etkileri ¢ok fazla g¢alisilmamistir. Ayrica ugucu yaglarin
antiviral etkileri ile ilgili yapilmis in silico enzim-inhibitor kenetlenme taramalarinin
¢ogunda degerlendirmeler sadece in silico arastirmalarin sonucu elde edilen verilere
dayanarak yapilmistir (Jusoh vd., 2018; Alabboud vd., 2020; Da Silva vd., 2020; Ma ve
Yao, 2020; Kesharwani vd., 2020;). In vitro ya da in vivo ¢alismalarla es zamanl

yiirlitiildiigl arastirmalar eksiktir.

2.1.2. Antimikrobiyal direncin 6nlenmesinde yaglarin kullanim

Antimikrobiyal ilag / etken madde direnci, bakterilerin bu maddeleri nétralize
etmek, atilimini saglamak, ilacin mikrobiyal hiicre {izerinde etkisini 6nlemek i¢in yapisal
bilesenlerin  degistirilmesi  gibi  ¢esitli  mekanizmalarla mikroorganizmalarin
antimikrobiyallerin etkisinden kagtigi bir olgudur (Richardson, 2017). Bu direncin
nedenleri arasinda antimikrobiyallerin klinigin yani sira tarim ve hayvancilikta agir1 ve
bilingsiz kullaninm1 yer almaktadir. 1940'larda modern antibiyotiklerin ortaya
¢ikmasindan bu yana bakteriler, mevcut olan hemen hemen tiim antibiyotiklere karsi
direng gelistirmistir. Antimikrobiyal diren¢ diinya genelinde, 6liimlerin baslica nedenini
olusturmakta ve DSO tarafindan kiiresel saghga yonelik ilk on tehdit arasinda yer
almaktadir (WHO, 2014).

Antimikrobiyal diren¢ hakkinda DSO tarafindan 2014 yilinda yayinlanan Kiiresel
Surveyans Raporu’na gore, idrar yolu enfeksiyonlarimi tedavi etmek i¢in yaygin olarak
kullanilan bir antibiyotik olan siprofloksasine kars1 direng orani, Kiiresel Antimikrobiyal
Direng ve Kullanim Surveyans: Sistemi’ne rapor veren iilkelerde Escherichia coli igin
%8,4 ile %92,9 ve Klebsiella pneumoniae igin %4,1 ile %79,4 arasinda degismektedir.

Ayni raporda, bazi lilkelerde, pndmoni, kan dolasim1 enfeksiyonlar1 ve yenidoganlarda



ve yogun bakim {initesindeki hastalardaki enfeksiyonlar gibi hastane kaynakli
enfeksiyonlarin 6nemli bir olan nedeni olan K. pneumoniae tedavisi i¢in kullanilan
karbapenem antibiyotiklerinin hastalarin yarisindan fazlasinda diren¢ nedeniyle ise
yaramadigi, E.coli’de idrar yolu enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan florokinolon
direncinin yaygin oldugu, cilt floramizin bir pargas: olabilen ve ayni zamanda hem
toplum kokenli hem de nozokomiyal enfeksiyonlarin yaygin bir nedeni kabul edilen,
metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA) enfeksiyonu olan Kisilerin
enfeksiyona bagli 6liim olasiliginin, ilaca duyarl bakterilerin neden oldugu enfeksiyonu
olan kisilere gore %64 daha fazla oldugu DSO tarafindan belirtilmistir (WHO, 2014).

Antimikrobiyal direncin Onlenmesinde antimikrobiyal ~maddelerin akilci
kullanimini, dogru enfeksiyon ajanina uygun tedavi ajan1 ve uygun tedavi yonteminin
secilmesi olduk¢a Onemlidir. Ayrica, antimikrobiyallerin uygun sentetik ya da dogal
maddelerle kombinasyonlari olusturularak kullanilan dozun azaltilmasi, ¢coklu hedefler
secilerek antimikrobiyal diren¢ gelisiminin Onlenmesi ve dolayli yoldan toksisitenin
azaltilmasi son zamanlarda oldukga tercih edilen bir arastirma konusudur.

Antibiyotik direncinin ana mekanizmalarinin anlasilmasi, bununla bas etmeye
yonelik yeni yontemlerin gelistirilmesi i¢in gereklidir. Antibiyotikler enzimatik
modifikasyon veya bozunma yoluyla etkisiz hale getirilmektedir. Mikroorganizmalar,
antibiyotigin etki ettigi hedef bolgedeki degisiklikler ile antibiyotigin bakteri hiicresine
baglanmasi kisitlayarak antibiyotik aktivitesini azaltilabilirler. Bir bagka direng
mekanizmasi, antibiyotigin  akig  (efliks) pompalarinin etkisiyle hiicreden
uzaklastirilmasini igermektedir. Bu nedenle, efliiks pompa inhibitérleri ilag direnci ile
miicadele etmede 6nemli yer tutmaktadir (Webber ve Piddock, 2003; Marquez, 2005;
Piddock, 2006; Almatar vd., 2021).

Antibiyotikler ve diger maddelerin kombinasyonunun etkinligi arttirict
potansiyellere sahip olabilecegi disiiniilmektedir (Kalan ve Wright, 2011).
Antimikrobiyal etki s6z konusu oldugunda etkinlikleri tarih 6ncesi ¢aglardan beri bilinen
ucucu yaglar, icerdikleri kimyasal maddelerin ¢esitliligi ve karmasik etki mekanizmalari
ile 6n plana ¢ikmaktadir (Jahnssen vd.,1987; Kalemba ve Kunicka, 2003; Bakkali vd.,
2008). Ozellikle lipofilik olmalar1 nedeniyle hiicre zar1 iizerinde etkili olabilen ugucu
yaglarin ve yaglarin ana bilesenlerinin antimikrobiyallerle kombine edildigi ¢calismalarla
ilgili kapsamli bir derlemeye “Fighting Multidrug Resistance with Herbal Extracts,

Essential Oils and Their Components™ isimli kitapta yer verilmistir (Kon ve Rai, 2013).



Ucucu yaglar ve yaglarin bilesenleri ile farkli antibiyotiklerin kombinasyonlartyla ilgili
yapilmis ¢ok sayida giincel ¢alisma mevcuttur (Aelenei vd., 2019; Rosato vd., 2020;
Coimbra vd., 2022; Iseppi vd., 2023; Besirik ve Goger, 2023; Romo-Castillo vd., 2023).

2.1.3. Ugucu yaglar ve izomerizm

Ayni molekiil formiiliine sahip ancak ii¢ boyutlu diizenlemesi bakimindan kimyasal
yapilar1 farkli organik molekiillere izomer denilmektedir. Molekiillerin {i¢ boyutlu
yapilarinin koku gibi organoleptik 6zellikler ve biyolojik aktivite tizerinde 6nemli oldugu
bilinmekte ve bu konuda uzun yillardir ¢alismalar yapilmaktadir (Easson ve Stedman,
1933). Ugucu yaglarin bilesiminde, bir birinin izomeri olan maddeler belirli oranlarda yer
alabilmektedir. Izomer molekiiller, yapisal izomerler ve stereoizomerler olarak iki ana
gruba ayrilmaktadir.

Yapisal izomerlerin molekiiler formiilleri aynidir ancak atomlarin baglanmalari
farklidir. Her ikisi de fenolik monoterpen olan, karvakrol (5-izopropil-2-metilfenol) ve
timol (2-izopropil-5-metilfenol) birbirinin yapisal izomeridir. Sekil 1.1’de gorildigii
tizere, her iki yapida da hidroksil grubu C-1 pozisyonunda yer almaktadir. Karvakrolde
metil grubu C-2 pozisyonuna bagli ve izopropil grubu C-5 pozisyonuna bagl iken,
timolde metil grubu C-5 pozisyonuna bagli ve izopropil grubu C-2 pozisyonuna baglidir.
Karvakrol sivi akiskan iken, timol kristal yapida olmasi ise baska bir karakteristik

ozelliktir.
OH

OH

Karvakrol Timol

Sekil 1.1. Karvakrol ve timol monoterpenlerinin yapisi

Thymus ugucu yaglari ana bilesen olarak genellikle timol igerirken, Tiirkiye’de
yetisen Thymus tiirlerinin ugucu yaglart genellikle ana bilesen olarak karvakrol
icermektedir (Baser, 2008).

Farkli bolgelerden toplanan aymi bitkinin, ugucu yaginda izomerlerin farkli
oranlarda bulunmasi da olasidir. Ornegin Baser vd.’nin yaptig1 bir calismada, Agri ili ve

Van’in farkli bolgelerinden toplanan Thymus migricus ucucu yaglart analiz edildiginde,



ucucu yaglarin farkli oranlarda karvakrol ve timol igerdikleri saptanmigtir (Bager vd.,
2002).

Izomerler farkl1 fizyolojik etkilere ve farkli toksisite dzelliklerine sahip olabilirler.
Timoliin karvakrolden daha toksik oldugu, test materyallerinin antianjiyogenik ve anti-
enflamatuar ozelliklerinin ve toksisitelerinin incelendigi in vivo bir ydntem olan
koryoallantoik membran testi ile gosterilmistir (Demirci vd., 2004).

Izomerler farkl1 dzelliklere sahip olmalarinin yani sira benzer fizyolojik etkilere de
sahip olabilirler. Ornegin, Karvakrol ve timoliin ratlardan izole edilmis aort iizerinde
benzer damar gevsetici etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Peixoto-Neves vd., 2010).

Ugucu yaglarin igeriginde yer alan bir¢ok dogal bilesik optik olarak aktiftir. Ayni
bilesigin farkli enantiyomerleri farkli organoleptik 6zelliklere ve fizyolojik etkilere sahip
olabileceginden siralite ugucu yaglar ve ugucu yag bilesenleri i¢in énemlidir (Baser ve
Demirci, 2007; Zavod ve Knittel, 2013). Ornegin I-mentol nanemsi ve serin bir kokuya
sahipken, d-menton nanemsi, ila¢ gibi, kafur benzeri bir kokuya sahiptir. Ayrica
enantiyomerler belirli bir ugucu yag i¢in karakteristik olabilir. I-karvon, (-)-(R), Mentha
spicata’da bulunurken, d-karvon, (+)-(S), Anethum graveolens ‘te bulunmaktadir (Baser
ve Kirimer, 2022).

Ugucu  yaglarin  safligim1  belirlerken  enantiyomerlerin ~ dagilimindan
yararlanilmaktadir. Ornegin dogal bergamot yag linalool ve linalil asetatin sadece (R)-
enantiyomerlerini icermektedir. Bergamot yagmin safligini kanitlamak i¢in ugucu
yagdaki enantiyomerlerin analizi gerekmektedir (Konig, 1997). Enantiyomerlerin
birbirinden ayrilmasinda, gaz kromatografisinde kullanilan giral kolonlar
kullanilmaktadir. Ayrica ¢ok boyutlu gaz kromatografisi/kiitle spektrometrisi sayesinde,
siral bilesikler 6nce normal faz kolonda belirlenerek sonrasinda kesilip siral kolona
yonlendirilerek enantiyomerlerine ayrilabilmektedir. Kiitle dedektorii ile ayrilan

bilesiklerin daha dogru taninmasi gergeklesmektedir (Konig ve Hochmuth, 2004).

2.2. Origanum L. Cinsi

Origanum L. cinsi Lamiaceae familyasinda yer almaktadir. Bitki ismi Yunanca
“oros” (dag) ve “ganos” (parlaklik) kelimelerinden olusmustur. Origanum tiirleri
tilkemizde “kekik” adiyla bilinmektedir. Genelde baharat, ¢esni ve bitki ¢ayir olarak

kullanilmaktadir ve halk arasinda yaygin kullanimlar vardir. Tiirkiye’de 22 tiir ve 32



takson ile temsil edilmekte olup 21 takson endemiktir (Davis vd., 1982; Davis, Mill ve
Tan, 1988; Guner vd., 2000).

Origanum tiirlerinin ticari degeri de tlkemiz i¢in oldukga fazladir. Tiirkiye,
Yunanistan ve Meksika’dan sonra en biiyiik Origanum ihracati yapan tilkedir. 2020
yilinda 66 milyon dolar degerinden fazla 20.000 tondan fazla kurutulmus kekik ve
yaklasik 9 milyon Dolar degerinde 100 tondan fazla kekik yagi ihra¢ etmistir. Ticari
acidan 6nemli Origanum tiirlerinin basinda O. onites, O. minutiflorum, O. vulgare, O.
majorana ve O. syriacum gelmektedir (Baser, 2022).

Origanum cinslerinin genel 6zelligi ugucu yaglarinda ana madde olarak karvakrol

icermeleridir.

2.2.1. Origanum onites L.

Izmir kekigi olarak da bilinen Origanum onites daha ¢ok Ege ve Bati Akdeniz
kiyilarinda genis yayilim gostermekte ve Tiirkiye’den ihrag edilen kekigin ana boliimiinii
olusturmaktadir.

Kuzey Ege’de Balikesir’den Dogu Akdeniz’de Antalya’ya kadar olan alandan
alian orneklerin ugucu yaglarinin analiz edildigi bir ¢calismada Antalya’dan alinan iki
ornek disinda bu tiirlerin yiiksek oranda (%66,5-80,4) karvakrol igerdigi; Antalya’dan
alinan iki 6rnegin ise yiiksek oranda (%91-92) linalool igerdigi goriilmiistiir (Baser vd.,
1993).

Avrupa Farmakopesine kayitli bir tibbi bitki olan Origanum onites, halk arasinda
soguk alginlig1 ve diyabette oral olarak; yaniklarda, bas ve karin agrisinda ise haricen

kullanilmaktadir (Ph. Eur, 2011; Giirdal ve Kiiltiir, 2013).

2.2.2. Origanum minutiflorum O. Schwarz & P.H. Davis

Toros daglarinin Antalya ve Isparta kiyilarinda yetisen O. minutiflorum endemik
bir tiirdlir. Ayrica Isparta Siitgiiler bolgesinde toplanmakta ve biiylik miktarda ihrag
edilmektedir.

Dort farkli bolgeden toplandiktan sonra ugucu yagi elde edilip analiz edildiginde
%75.4-83.6 araliginda karvakrol icerdigi goriilmiistiir (Baser vd.,1993).
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2.2.3. Origanum vulgare L.

Tiirkiye’de Giiveyotu, baskaldiran kekik, tarhana kekigi, Istanbul kekigi, Ova
kekigi gibi isimlerle anilan Origanum vulgare L, Akdeniz bolgesine ve Bat1 Avrasya'ya
0zgii, 30—50 cm boyunda, beyaz veya mor ¢igekli, lanseolat yapraklar1 olan ¢ok yillik
aromatik bir bitkidir (Sezik vd., 1993).

Tiirkiye’de 4 alt tiirli bulunmaktadir: O. vulgare subsp. hirtum, subsp. gracile,

subsp. vulgare, subsp. viride (Davis, 1982).

2.3. Origanum L. Ucucu Yaglarinin Biyolojik Aktiviteleri

Buhar distilasyonu yoluyla elde edilen kekik ucucu yaglar1 karvakrol agisindan
zengindir. Ticari olarak elde edilen Origanum tiirlerinin ugucu yaginin biiyiik kismi ihrag
edilmektedir (Baser, 2008).

Kekik baharat olarak yaygin kullanilan bir bitki olmasinin yan1 sira halk arasinda
da yerlesmis kullanimlara sahiptir. Kekik ¢ay1 Tiirkiye’de sevilen ve tercih edilen bir bitki
cayidir. Ugucu yag elde edilirken ortaya ¢ikan yan iiriin olan kekik suyu da oral olarak
mide-bagirsak rahatsizliklarinda ve kan kolesteroliinii diisiirmek amaciyla, haricen agrili
romatizmada agrili uzuvlarda agr1 kesici olarak kullanilmaktadir. Ayrica, antiseptik ve
analjezik olarak ciiriik dis lizerine uygulanmaktadir. A¢ik yaralara uygulandiginda yanma
hissi yaratmadig: ve iyilesmeyi hizlandirdig igin agiz iilserlerine ve iltihaplh dis etlerine
kullanilabilmektedir (Baser, 2002).

Origanum ugucu yagmin antimikrobiyal etkisi uzun yillardir bilinmekte ve halk
arasinda kullanimi da biiyiikk 6l¢iide bu etkiye dayanmaktadir. Tiirkiye’de yetisen
Origanum tiirlerinin ugucu yaglarinin ¢ogunun ana bileseni olan karvakroliin
antimikrobiyal etkisi hakkinda yapilan ¢ok sayida ¢caligma mevcuttur.

Karvakrol bakterilerin hiicre membranlarima etki ederek antimikrobiyal -etKi
gostermektedir. ATP sentezini indirgeyip hidrolizi arttirarak hiicrelerarast ATP
havuzunun azalmasma neden olur (Knobloch vd., 1986). Membran potansiyelinin
azalmasi membranin proton gegirgenligini arttirmaktadir. 1 Mm konsantrasyonda
karvakrol bakterilerin hiicre i¢i pH’sin1 ve hiicre potasyumunu kullanarak hiicre protein
miktarimni diisiirmektedir (Ultee, Kets ve Smid, 1999).

Ultee ve ekibinin (2002) karvakroliin bakteri sitoplazma zar ile ilgili hipotezlerine
gore; karvakrol, plazma membranindan geger ve protonunu sitoplazmaya birakarak

ayrisir. Daha sonra, bir potasyum iyonu tasiyarak, zardan ayrilmadan dig ortama geri
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doner. Hiicre disinda karvakrol, potasyumu protonla degistirir ve hiicreye ayni sekilde
tekrar girer. Bu bulgulara destek olarak, karvakrol ve timoliin eflitks pompasi inhibitorii
oldugu cesitli calismalarla gosterilmistir (Cirino vd., 2015).

Kekik yaglarinin etki mekanizmasinin da karvakrol ile benzer sekilde, yapisal
bilesenlerin sentezi ve hiicresel enerji sistemlerinin bozulmasi ile ilgili oldugu
gosterilmistir. Bakteri hiicrelerinden iyon, ATP ve amino asit sizintist bu olguyu
agiklamaktadir. Minimum inhibisyon konsantrasyon (MiK) degerlerinin ¢ok altindaki
miktarlarda bile potasyum ve fosfat iyonu konsantrasyonlarinin etkiledigi belirtilmektedir
(Lambert vd., 2001).

Kekik ugucu yagmin ana maddelerinden biri olan karvakroliin, olas: viral proteaz
ve ACE2 iizerine etkisi nedeniyle SARS-CoV2 i¢in potansiyel etken madde aday1 oldugu

bir derleme ¢alismasinda 6nerilmistir (Javed, Nagoor Meeran ve Ojha, 2021).

2.4. Eucalyptus L’ Her Cinsi

1788 yilinda kayitlara gegen E. obliqua L” Hérit den ismini alan Eucalyptus cinsi,
1000°den fazla tiire sahip tiire sahip, hizli biiyiiyen ve yaprak dokmeyen agaclardan
olugmaktadir. Anavatan1 Avustralya kitas1 olan bu cins Endonezya, Hindistan, Portekiz,
Brezilya, Sili ve Fransa’da gibi iilkelerde yayilis gostermektedir.

Hizla bilyliyen oOkaliptus agaclari, bol lifli keresteleri ile modern hasat
uygulamalarina uygun, ticari anlamda tercih edilen bir cinstir (Brooker, 2002). Mevcut
ticari 6kaliptus ormanlarini genellikle E. tereticornis, E. urophylla, E. pellita, E. nitens,
E. globulus, E. grandis, E. saligna, E. macarthurii, E. smithii, E. benthamii, E.
camaldulensis ve E. dunnii ve bunlarin melezleri olusturmaktadir (Stanturf vd., 2013).

Ormancilik faaliyetleri sonrasinda atik olarak degerlendirilen yapraklarindan ugucu
yag distilasyonu, giiniimiizde tibbi 6zellikleri agisindan da ticari olarak 6nemli yer

tutmaktadir.

2.4.1. Eucalyptus globulus Labill

Diinya genelinde en yaygin olarak yetistirilen, Avrupa Farmakopesi’ne kayitli olan
oOkaliptus tlirtidiir. Cogunlukla piiriizsiiz kabuklu, uzun ve dik bir orman agacidir.

Diinyadaki tibbi Eucalyptus ugucu yaginin elde edildigi ana bitki E. globulus’tur.
Cin, Ispanya, Portekiz, Hindistan, Arjantin, Brezilya ve Sili'de bu amagla

yetistirilmektedir. Ugucu yagin ana bileseni 1,8-sineoldiir (Brooker, 2002).
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2.4.2. Eucalyptus citriodora Hook

Limon kokulu okaliptus olarak da bilinen E. citriodora, basta Avustralya olmak
tizere diger iilkelerde de yetistirilen ve en yaygin kullanilan 6kaliptus tiirlerinden biridir.

Agac olduk¢a uzun, kabugu piirtizsiiz ve tek renktir. Biiylik, alternat, peltat ve tiiylii
olan juvenil yapraklari1 kan agaglar1 grubuna 6zgii 6zellikler tagirken, yetiskin yapraklari
dar lanseolattir ve kirildiginda kendine has limon kokusu tasir.

1995 yilinda daha 6nce Eucalyptus cinsine dahil olan diger birgok tiirle birlikte
Corymbia cinsinin bir tiyesi olarak yeniden adlandirilmis ve Corymbia citriodora (Hook.)
K.D.Hill & L.A.S. Johnson ismini almistir (Hill ve Johnson, 1995). Fakat, halen birgok
kaynakta ve literatiirde Eucalyptus tiirleri altinda, sinonim ismi Eucalyptus citriodora

olarak yer almaktadir

2.4.3. Eucalyptus L’ Her ugucu yagimn biyolojik aktiviteleri

1,8-Sineol bakimindan zengin 6kaliptus ugucu yagi, E. globulus Labill.’in ve diger
oOkaliptus tiirlerinin taze yapraklar1 ve dal uglarindan buhar distilasyonu yontemi ile elde
edilmektedir. Ana bileseni siklik eter yapili 1,8-sineol olan 6kaliptus ugucu yaginin diger
onemli bilesenleri a-pinen (%0.05-10), B-pinen (%0.05-1.5), sabinen (maksimum %0.3),
a-fellandren (%0.05-1.5), limonen (%0.05-15) ve kafur (maksimum %0.1) olarak Avrupa
Farmakopesi 2012°de belirtilmistir.

Okaliptus ugucu yag1 halk arasinda uzun yillardir kronik sinuzit, bronsit, kronik
obstriiktif akciger hastalifi ve bronsiyal astim gibi alt ve iist solunum yollar
hastaliklarinda kullanilmaktadir.

Soguk alginlig ile iliskili oksiiriikte rahatlama amaciyla yetiskinlerde oral yolla
giinde 2 ile 5 kez, 100-200 mg geleneksel bitkisel tibbi {iriin olarak kullanilabilecegi
Avrupa Ilag Kurumu (EMA) monograflarinda belirtilmistir (EMA., 2014a; EMA. 2014b).

Okaliptiis ugucu yagimin cesitli bakteriyel suslara ve mantarlara kars: antibakteriyel
ve antifungal etkisi oldugu bildirilmistir (EMA. 2014a; Elaissi vd., 2012). Ozellikle
solunum yollar1 rahatsizliklarinin ana etkenleri olan Streptococcus pyogenes, S.
pneumoniae, S. agalactiae, Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae, H.
parainfluenzae ve Stenotrophomonas maltophilia’a kars1 antibakteriyel etkisi
gosterilmistir (Cermelli vd., 2008). Okaliptus ugucu yaginin saf 1,8-sineole kiyasla daha
fazla antibakteriyel etkiye sahip oldugunu gosteren calismalar mevcuttur (Bosni¢,
Dzenita ve Jela, 2006).
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E. globulus ugucu yagi ve 1,8-sineolin MRSA’nin biyofilm olusturmasini ve
quorum sensing (QS) yani “cogunlugu algilama” potansiyellerini azalttig1 gézlenmistir.
Ugucu yagin 1,8-sineole kiyasla, diisiik konsantrasyonda bile daha giiclii anti-QS
aktivitesi gosterdigi goriilmiistiir. Okaliptus ugucu yaginin bu 6zelligi, MRSA biyofilm
olusumunun Ve hastane enfeksiyonlariin yayilmasimin énlenmesi agisindan kayda deger
oldugu bildirilmistir (Merghni vd., 2018).

Rinosiniizit, bronsit, KOAH (Kronik obstriiktif akciger hastaligi) ve astim dahil
olmak tizere akut ve kronik solunum rahatsizliklar1 olan hastalarda yiiriitiilen klinik
calismada 1,8-sineoliin etkinligi gosterilmistir (Juergens U.R vd., 2003; Juergens L.J. vd.,
2020). Ayrica 1,8-sineoliin influenza A ile enfekte edilmis fareler iizerine etkileri
incelendiginde, fareleri influenzaya karsi korudugu bulunmustur. 1,8-Sineoliin enfekte
olan farelerin nazal lavaj sivilarinda IL-4, IL-5, IL-10 ve MCP-1 diizeyini ve akciger
dokularinda IL-1B, IL-6, TNF-a ve IFN-y seviyesini etkili bir sekilde dusiirdiigi
gosterilmistir (Li vd., 2016).

242 KOAH hastasinin dahil oldugu ¢ift kor, cok merkezli bir randomize kontrolli
caligmada, normal tedavilerine ek olarak, 6 ay boyunca 6giinlerden 6nce giinde 2 x 3 adet
100 mg sineol kapsiilii kullanan hastalarda dispne, akciger fonksiyonlar1 ve yasam
kalitesinde plaseboya gore iyilesme gozlenmistir (Worth vd., 2009).

Yapilan yeni bir calismada, 1,8-sineolce zengin bir preparatin ve sineoliin buhar
faz1 halinde SARS-CoV2 ile dogrudan temas testinde viriisiin yok etme oraninin 5.
dakikada %79,9 ve 30. dakikada %93,2 oldugu bildirilmistir (Baser vd., 2023).

E. globulus ugucu yagindan daha farkli bir icerige sahip olan E. citriodora ugucu
yaginin ana maddesi ise ucucu yaga karakteristik kokusunu veren, asiklik monoterpen
yapisindaki sitronellal oldugu bilinmektedir. Parfiimeride 6nemli yer tutan E. citriodora
ucucu yagi ve sitronellal esas olarak Cin, Hindistan ve Brezilya’da {iretilmektedir
(Brooker, 2002).

E. citriodora ugucu yagi da E. globulus ugucu yagina benzer antioksidan,
antimikrobiyal, antibakteriyel, antifungal ve antikandidal aktiviteleri rapor edilmistir
(Ramezani vd., 2002; Lugman vd., 2008; Singh vd., 2012).

E. citriodora ugucu yag1 ve sitronellal, antimikrobiyal aktivitenin yan1 sira herbisit
ve insektisit olarak etkili oldugu kayithdir (Park ve Shin, 2005; Batish vd., 2008).
Insektisidal ~ ozelligi  nedeniyle  Ozellikle “dogal  sivrisinek  kovucularin”

formiilasyonlarinda yer almaktadir (Brooker, 2002).
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E. globulus ve E. citriodora ugucu yaglarinin analjezik ve anti-enflamatuvar
etkilerinin degerlendirildigi bir in vivo hayvan ¢alismasinda iki ugucu yagin da merkezi
ve periferik analjezik etkilerin yani sira notrofile bagli ve bagimsiz anti-enflamatuvar

aktivitelere sahip oldugunu gosterilmistir (Silva vd., 2003).

2.5. Kombinasyonlarin Tedavideki Onemi

Yunanca syn-ergo’dan gelen ‘sinerji’ ya da ‘sinerjizma’, iki ya da daha fazla
maddenin bir arada bireysel katkilarindan daha fazla bir etki meydana getirmek igin
birlikte hareket ettigi zaman kullanilmaktadir. Kombinasyon tasarlanip olusturulurken
aslinda ¢ogu zaman sinerji hedeflense de, kombinasyon sonrasinda goriilebilecek etkiler
asagidaki gibi siralanabilmektedir:

Sinerjik etki: Iki ya da daha fazla maddenin bir arada kullamldiginda elde edilen
etkinin, kombinasyonda yer alan maddelerin tek tek kullanildiklarinda gézlenen etkilerin
toplamindan fazla olmasi durumudur.

Antagonist etki: Kombine edilen maddelerin etkisinin, bu maddeler tek tek
uygulandiginda elde edilen etkiden daha az olmasi1 durumudur.

Aditif etki: Kombinasyondaki maddelerin toplam etkisinin, bu maddeler tek tek
kullanildiginda gozlenen etkilerinden fazla ancak iki katindan az olmasi durumudur.

Bagimsiz etki: Kombinasyondaki maddelerin etkisinin bu maddeler tek tek
kullanildiginda gozlenen etkilerin toplamina esit olmas1 durumudur.

Kombinasyonlarin farmakoterapide kullanimi yeni bir yaklasim degildir.
1950’lerde kombine tedaviler oldukga popiiler olmasina karsin bu tedavilerin genellikle
akilcr gelistirilmemis ve deneysel verilerle desteklenmemistir (Schweim ve Schweim,
2014).

Talidomid faciasindan sonra 1976 yilinda yaymlanan Alman Ilag Yasasi (AMG)
bazi kombinasyon tibbi {riinlerin ruhsatlarin1 “riskli ilaglar” olarak degerlendirmistir.
Ayrica kombine ilaglarin hazirlanmasindaki bir diger zorluk da “Avrupa Kombinasyon
Kilavuzunun” gerekliliklerini saglamak i¢in kombinasyonda yer alan maddelerin
biyoyararlanimlarinin senkronize edilmesidir (EMA, 2008; Schweim ve Schweim, 2014).

Tiiberkiiloz, AIDS\HIV, kanser, hipertansiyon, diyabet gibi bir¢cok sistemi ayni
anda hedef alan ve/veya farkli mekanizmalarla meydana gelen hastaliklar nedeniyle
kombinasyon tedavisine olan ihtiyag tekrar giindeme gelmistir. Bu tip tedavilerin klinikte

kullanilmasina en bilinen 6rneklerden biri Helicobacter pylori i¢in uygulanan antibiyotik
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kombinasyon tedavisidir. Tetrasiklin, metronidazol ve bizmut subsalisilattan olusan
Helidac, H. pylori’yi antibiyotiklerle elimine etmenin yani sira, {ilseri 6nlemek i¢in bir
asit blokerinin de beraberinde kullanilmasinin igeren bir tedavi protokoliidiir. Pylera®
(Bizmut substrat potasyum + metronidazol + tetrasiklin) da benzer bir yaklagimla ti¢lii
kombinasyon iceren giincel bir ilagtir. Ayrica klaritromisin, amoksisilin ve proton
pompast inhibitdrii igeren Prevpac® H. pylori tedavisinde klinikte regete edilen bir diger
kombinasyon ilagtir (Chey ve Wong, 2007; Malfertheiner vd., 2007).

Tiirkiye Ilag ve Tibbi Cihaz Kurumu (TITCK) tarafindan 2016 yilinda “Kronik
Hastaliklarda Kullanilan Sabit Doz Kombine Ila¢lara Iliskin Maliyet Degerlendirmesi ve
Biit¢e Etkisi Analizi” yayimlanmigtir. Bu analize gore bazi kronik hastaliklarda, ilaglarin
kombine edilerek uygulanmasinin; ‘sabit doz oranli kombine ilag¢’ ve ‘kombine tedavi’
olmak iizere iki farkli sekilde uygulandig1 belirtilmistir (TITCK, 2016)..

TITCK tarafindan 30.12.2014 tarihinde yayimlanan Detayl: Ila¢ Fiyat Listesi’ndeki
toplam 11.719 ilacin 2.187 (%]18,66) tanesini sabit doz kombine ilaglar olusturmaktadir.
Bu ilaglarin 1.253 tanesinin (%57,29) aktif regete edilebilir durumda oldugu, yani
Tiirkiye’de ruhsatli ve kullanimda olan ilaglar oldugu, piyasada bulundugu goriilmektedir
(TITCK, 2016).

Sabit doz kombine ilaglar ATC-1 gruplarina gore incelendiginde sirasiyla en fazla
B grubu (Kan ve Kan Yapan Organlar), C grubu (Kardiyovaskiiler Sistem), A grubu
(Sindirim Sistemi ve Metabolizma), J grubu (Sistemik Kullanilan Antiinfektifler) ve R
grubunda (Solunum Sistemi) bulunduklari gériilmiistiir. Hazirlanan raporda, sabit doz
kombine ilaglarin uygun durumlarda kullanilmasinin, hasta uyumunu artirma, ayrica
tedavi maliyetini diislirme anlaminda 6nemli bir etken olarak goriildiigii belirtilmistir

(TITCK, 2016).

2.6. Dogal Uriinlerin Kombinasyonlari

Her ne kadar bitkilerden izole edilen etken maddeler tedavide ¢cok dnemli bir yere
sahip olsada, giiniimiizde ila¢ piyasasindaki bitkisel {riinlerin ¢ogu ya bir bitkinin
ekstresini, ya da birden fazla ekstrenin karigimini igermektedir. Bu durum tibbi bitkilerin
geleneksel kullanimlariyla da ilgilidir. Tibbi bitkiler ve dogal {iriinler kullanilarak elde
edilen tedavi edici etki ¢ogu zaman tek bir maddenin degil, birden fazla maddenin

preparatta bulunmasi nedeniyle goriilmektedir. Bu nedenle, bitkilerden aktif maddelerin
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izolasyonu oldukca gelismis olsada, ekstrelerin ve dogal {irlinlerin karisimlarinin
kullanimi hala oldukga popiilerdir.

Modern konvansiyonel ilaglar genelde tek etken madde ve tek bir sistem (reseptor,
enzim vs) hedeflerken; kombinasyonlar igerdikleri bir¢ok etken madde ile ¢oklu
sistemleri hedeflemektedir. Bu baglamda diisiiniildiiglinde ugucu yaglar ve diger dogal
tirtinler igerdikleri zengin sekonder metabolitler nedeniyle doganin bize sundugu dogal
kombinasyonlar olarak degerlendirilebilmektedir. Bu ozellik ayn1 zamanda bitkisel
ilaglar1 konvensiyonel ilaglardan ayiran en 6nemli 6zelliklerindendir (Williamson, 2009).

Dogal iriinlerin birbirleri ile ya da sentetik ilaglarla kombine etmenin g¢esitli
avantajlart vardir. Bu avantajlar en temelde, ilacin tasinmasini kolaylastirarak
biyoyararlanimi arttirabilmelerinin yani sira, bir hiicrenin biyolojik aktivite durumunu,
transportu, gecirgenligi, efilks pompasini etkileyerek bakteriyel direnci, ¢oklu ilag direng
mekanizmasi etkileyerek kanser ya da otoimmiin hastaliklar1 tedavi etmek olarak
siralanabilmektedir (Williamson, 2009).

Kombinasyon olustururken her zaman asil amag tedaviyi miimkiin olan en diisiik
dozla yiiriitmek ve tedavinin advers etkilerini en aza indirmektir. Ozellikle antimikrobiyal
tedavide kombine tedaviler, monoterapilere gore direng gelisiminin 6niine gegilmesi ve
dozun azaltilarak toksisitenin diisiiriilmesi avantajlarinin yan sira, enfeksiyon etkeninin
tam olarak bilinemedigi durumlarda genis bir antimikrobiyal spekturum saglanmasi ve
viral enfeksiyonlara eslik eden bakteriyel enfeksiyonlar gibi bir ¢ok hastalik ajaninin bir
arada bulundugu durumlarda tek bir antimikrobiyal maddenin yetersiz kaldigi durumlarda
tedavinin basariya ulagsmasi alanlarinda oldukga tercih edilmektedir.

Birden fazla bitkinin ya da bitkisel {irliniin bir arada kullanilmasi1 yeni bir yaklagim
degildir. Bilinen en eski kombinasyonlardan biri, gegmisi ¢ok eskilere dayanan bir
ayurvedik karigim olan ‘trikatu’dur. Trikatu, Zingiber officinale, Piper nigrum ve P.
longum igermektedir. Karisimin ig¢inde bulunan Piper tiirlerinin ana alkaloidi olan
piperin, anti-enflamatuvar, antialerjik ve sindirim sistemi etkilerine sahiptir. Ayrica diger
maddelerin emilimini de arttirdig1 gosterilen ¢alismalar mevcuttur. Piperin, P-
glikoproteini modiile ederek hem bitkisel hem de sentetik ilaglarin hiicrelere akigini
etkiler (Najar vd., 2010). Benzer diisiince tarzi ile bitkisel iriinler ve dogal maddeler
etkinligi arttirmak amaciyla kombinlenebilmektedir. Ornegin antibiyotiklerin etkinligini

arttirmak i¢in, antibiyotiklerin bakteriyel membranlar boyunca difiizyonunu iyilestirecek
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ve/veya Gram negatif bakterilerde genel bir diren¢ mekanizmasi olan efliiks pompalarini
engelleyecek yontemler bulmanin gerekliligi daha 6nce belirtilmistir (Bolla vd., 2011).

Kombinasyon olusturulurken sinerji elde etmek i¢in hedeflenen ana mekanizmalar
su sekilde siralanabilir,

e Bilesiklerin bakteri hiicresindeki farkli bolgeleri hedefledigi coklu hedef etkisi,

e  (ozinlrligiin veya biyoyararlanimin iyilestirilmesi gibi fizikokimyasal veya

farmakokinetik etkiler,

e Bakterilerin spesifik bir direng mekanizmasini hedeflemek (Hemaiswarya ve

Doble, 2008; Wagner ve Ulrich-Merzenich, 2009)

Dogal iiriinler ya da dogal bilesenler kullanilarak hedeflenen sinerji ispatlanmasi
zorunlu bir kavramdir. Bu nedenle aslinda pratikte bu kombinasyonlarin amaci her zman
icin sinerji elde etmek degildir. Stabiliteyi arttirmak, yan etkileri azaltmak, tedavi igin
gereken doza daha kolay ulagsmak da diger hedefler arasinda sayilabilmektedir (Heinrich
vd., 2012).

Dogal iirlinlerin ya da dogal etken maddelerin birbiri ile, ya da sentetik maddelerle
kombinasyonlar1 deneysel literatiirde de siklikla yer almistir. Geleneksel antimikrobiyal
maddelerin ¢esitli gida kaynakli patojenler iizerinde iyi terapétik etkileri olmasina
ragmen, ilaca direngli gida kaynakli patojenlerin gelisimiyle miicadele etmek icin etkili
antimikrobiyal maddelere olan ihtiyag, ucucu yaglarla antimikrobiyallerin kombine
edilmesine neden olmustur. Ucucu yaglar mikroorganizmalar iizerinde ¢ok hedefli
inhibitor etkileri oldugundan, bunlar1 ilaglarla birlestirmenin ilaglarin aktivitesini
artirabilecegi ve gida kaynakli patojenlerin ilaca direncinin ortaya ¢ikmasini
onleyebilecegi, mevcut antimikrobiyal maddelerin kombine kullanimlarinin umut verici
potansiyel yeni bir antibakteriyel tedavi oldugu belirtilmistir (Ju vd., 2020).

Ugucu yaglarin antibiyotiklerle kombinasyonlari konulu ¢ok sayida calisma
gerceklestirilmistir. Ilgili calismalar incelendiginde ve 6zetlendiginde ugucu yag ve ugucu
bilesenler sayesinde beta-laktamaz tireten bakteriler, MRSA ve penisiline direngli S.
aureus ve ¢oklu ilaca direngli S. typhimurium DT104 dahil olmak iizere, birgok direngli
sus, antibiyotiklere kars1 duyarli hale gelebildigi goriilmiistiir (Abulrob vd., 2004; Si vd.,
2008; Lorenzi vd., 2009; Kollanoor vd., 2010; Orhan vd., 2011; Kon ve Rai, 2012,
Langeveld, Veldhuizen ve Burt, 2014).

Ayrica antimikrobiyal 6zellige sahip olmayan dogal bilesenlerin, antimikrobiyal

ozellikteki maddelerle kombinasyonlar1 da ilging sonuglar verebilmektedir, p-simen'in
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karvakrol aktivitesi lizerindeki arttirici etkisi bu kombinasyonlara 6rnek olarak
verilebilmektedir (Ultee vd., 2002).

Ugucu yaglarin ve ugucu bilesenlerin kombinasyonlarda gosterdikleri etkiler hedef
patojene ve kullanilan ugucu yaga gore degismektedir. Ornegin timol ve karvakrol birlikte
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Saccharomyces
cerevisiae ve Aspergillus niger ftizerinde sinerjik inhibitor etkiye sahip oldugu
gosterilmistir (Guarda vd., 2011). Baska bir ¢alismada ise targin ve karanfil ugucu yaglari
kombinasyonu E. coli'nin iizerine antagonist etkiye sahipken L. monocytogenes, Bacillus
cereus ve Yersinia enterocolitica iizerinde sinerjik bir etki gostermistir (Moleyar ve
Narasimham 1992).

Ugucu yaglarim birbiri ile ve antibiyotiklerle kombinasyonlar: pazarda ve klinikte
de yer bulmaktadir. Eucalyptus ve Abies ugucu yaglarini igeren bir ticari kombinasyon
olan Coldmix®in in vitro antiviral potansiyeli yapilan calisma ile gdsterilmistir (Baser
vd., 2023).

Bitkisel iiriinler ve dogal maddelerle yapilan kombinasyonlarda etkinin yani sira
toksisitenin de dikkatlice degerlendirilmesi gerekmektedir. Sentetik ilaglarin etkilesim
profilleri bitkisel ilaglara gore daha iyi bilindigi igin etkilesime neden olabilecek sentetik
ilaglarin kullanan hastalar etkilesime neden olabilecek ilaglar1 ve gida maddelerini
kullanmamalar1 hakkinda uyarilmaktadir. Ancak bitkisel ilaglarin mekanizmalar1 ve
etkilesim profillleri {izerine yapilmig caligmalar sentetik ilaglar kadar fazla degildir. Bu
nedenle bitkisel iriinlerle yapilan kombinasyonlari iceren c¢alismalarda toksisite
profilinin ve etki mekanizmasmin arastirilmasi, literatiire katki saglayarak akilci

tedavilerin oniinii agabilecektir.
2.7. Tez Kapsamindaki Biyolojik Aktivitelerle flgili Genel Bilgiler

2.7.1. Antimikrobiyal aktivite

Mikrobiyal ajanlarin sebep oldugu hastaliklarla miicadele i¢in gelistirilen
antibiyotiklere ve antivirallere kars1 gelisen direng son yillarda kiiresel bir sorun haline
gelmeye baglamistir. S6z konusu direng ile miicadelede yeni antimikrobiyal maddelerin
arastirilmasmin yani sira ayni anda birgok farkli mekanizmay1 hedefleyen kombine
tedavilere yonelim de s6z konusu olmustur. Bitkilerin sahip oldugu sekonder

metabolitlerin gesitliligi, yeni antimikrobiyal maddelerin arastirilmasinda tibbi bitkileri
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ve tibbi bitkilerden elde edilen farmakope kalitesindeki materyalleri hedef noktasi haline
getirmistir.

Yapilan calismalar antibiyotikler ve uygun konsantrasyondaki ugucu yaglarin
kombinasyonunun, c¢oklu ilaca direngli mikroorganizmalarin neden oldugu
enfeksiyonlarin tedavisinde dnemli bir adim olabilecegini gostermektedir (Kon ve Rai,
2012).

Tez projesi ¢alismas1 kapsaminda in vitro antimikrobiyal aktivitelerin tespiti i¢in
mikrodiliisyon, kombinasyon caligmalarinda ise dama tahtasi yontemi kullanilmis ve

yontemler kisaca 6zetlenmistir.

2.7.1.1. Diliisyon testleri

Belirli bir bakteri izolatina kars1 bir antimikrobiyal maddenin in vitro aktivitesini
kantitatif olarak dlgmek igin kullanilan testlerdir. Diliisyon testleri ile MiK ve minimum
bakterisidal konsantrasyon (MBK) degerleri belirlenir.

Diliisyon testleri kullanilarak elde edilen MIK degerleri, enfeksiyona sebep olan
mikroorganizmay1 tedavi etmek i¢in enfeksiyon bolgesinde gerekli olan antimikrobiyal
madde konsantrasyonu hakkinda bilgi vermesine ragmen kesin degerler degildir. Gergek
MIK organizmanin biiyiimesini engelleyen en diisiik konsantrasyon ile bir sonraki en
diisiik konsantrasyon arasinda bir yerdedir. Yani iki kath seri diliisyon ile elde edilen
MIK, kendi degeri ile kendi degerinin yarisi arasinda bir degerdir. Bu nedenle deneyler
kontrollii kosullarda gergeklesse bile her zaman aym MIK degeri elde edilmeyebilir
(CLSI, 2012).

Test edilecek numune wuygun kosullarda ¢o6ziilir ve mikroplakalarda
konsantrasyonu yartya diisecek sekilde seyreltilerek eklenir. Belirli sayida
mikroorganizma igeren, standart besiyeri mikroplakalara eklenir. Mikoorganizma
tirlerine gore 35 + 2°C’de inkiibasyon siiresi sonunda kuyucuklarda iireme kontrolii
yapilarak bulanik olan kuyucuklar mikroorganizmanin iiredigi kuyucuklar kabul edilerek,
ayrica tetrazolium tuzlari ile renklendirme yapilarak, bulanikligin olmadig: en kiigiik

konsantrasyon MIK konsantrasyonu olarak belirlenir (CLSI, 2012).
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2.7.1.2. Kombinasyon calismalar:

Dama tahtas1 yontemi, iki farkli test materyalinin gesitli konsantrasyonlardaki
kombinasyonlarinin ayni anda test edilmesine olanak saglar (Horrevorts vd., 1987; Hsieh
vd., 1993).

Dama tahtas1 yontemi sonunda fraksiyonel inhibisyon konsantrasyon (FiK) hesaplanir.

FIK X= X’in kombinasyondaki MIK degeri / X’in tek basina MiK degeri

FIK Y = Y’nin kombinasyondaki MiK degeri / Y nin tek basina MiK degeri

Kombinasyonda yer alan her bir test materyalinin FIK degerlerinin toplanmasi ile
FiK indisi (FIKI) hesaplanir;

FIKI=FIK X + FIK Y

FiKI degerlerine gore kombinasyonlar 4 sekilde degerlendirilir:

I. FIKI < 0.5: Sinerjik etki, test materyallerinin kombinasyon halinde
kullanildiginda, tek baslarinda kullanildigindan elde edilen etkilerin
toplamindan daha fazla etki elde edilmesidir (6rn.: 1 + 1> 2).

I1. 0.5 < FIKI < 1: Aditif etki, test materyallerinin kombinasyon halinde
kullanildiginda elde edilen etkinin, tek baslarina kullanildiginda elde edilen
etkiler toplamina esit olmasidir ( 6rn.: 1 + 1 =2).

I1l. 1< FiKi < 4: Bagimsiz etki, test materyallerinin kombinasyon halinde
kullanildiginda elde edilen sonucun en etkili test materyalinin tek basina
kullanildiginda elde edilen sonugtan farksiz olmadigi durumlardir (6rn.: 1 +1 =
1)

IV. FIKI >4 : Antagonist etki, test materyallerinin kombinasyon halinde
kullanildiginda elde edilen etkinin, test materyallerinin tek basina yaptig etkiden
daha az olmas1 durumudur (6rn.: 1 +1=<1) (Berenbaum, 1978; Horrevorts vd.,
1987; Van Vuuren vd., 2009).

2.7.2. Enzim inhibisyon testleri

Antiviral tedavilerin ¢esitlendirilmesi, yeni ve etkili antiviral maddelerin bulunmasi
ve antiviral tedavilerin basarilarinin arttirilmasi tiim diinyada ilgi ¢eken bir arastirma
konusudur. Viriislerin canli hiicrede ¢ogalmasini dnleyebilecek ilaglarin sinirli olmasinin
yani sira, temasla ¢ogalmasinin en hizli ve yiiksek biiyiime oranina genellikle klinik
semptomlar ortaya ¢ikmadan Once ulagsmasi, ¢gogalirken konak hiicrelerin yap1 taglarini

kullanmas1 ve bu nedenle ayirt ediciliklerinin az olmasi antiviral tedavilerin yan etkilerini
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arttiran noktalardir. Ayrica antiviral ilaglara direng gelismesi de klinikte ¢ok karsilasilan
bir diger 6nemli sorundur. S6z konusu sorunlarin asilmasinda zengin kimyasal ¢esitlilige
sahip sekonder metabolitleri ile dogal kaynaklar 6nemli bir hammadde kaynagi

olusturmaktadir.

2.7.2.1. Antiviral enzim inhibisyon mekanizmalart

Viriislere karsi etkili ve giivenli antiviral ilaglarin gelistirilmesi, virtislerin hem
yasamsal faaliyetlerini siirdiirme hem de cogalma i¢in konak hiicre ile benzer
mekanizmalar1 kullanmasi nedeniyle oldukga zordur. Viriis yasam dongiisiinde gerekli
ancak konak hiicrenin fonksiyonlarinda gerekli olmayan fonksiyonlarin saptanarak, bu
fonksiyonlara yonelik in vivo, in vitro ve in silico etki saptama ¢aligsmalari
yiirtitiilmektedir.

Ornegin SARS-CoV2 viriisunun yasam déngiisii ele alindiginda; viral yapryi,
konak hiicre ile penetrasyonu, ¢ogalmay1 ve immunojeniteyi belirleyen viral genom tek
sarmalli RNA’dan olusmaktadir. Viris, viral yap1 i¢in zarf proteini ve niikleokapsit
proteini liretirken, viral replikasyon i¢in, Kemotripsin Benzeri Proteaz (CLPro) olan Ana
Proteaz (MPro), Papain Benzeri Proteaz (PLPro), Helikazlar ve RNA'ya yonelik RNA
Polimeraz (RdRp)’a ihtiya¢ duymaktadir. Ayrica Spike Proteini (S), konakg¢i hiicre
reseptOrii olan Anjiyotensin Doniistiiriicii Enzim 2 (ACE2) ile etkilesime girerek konakgi
hiicre penetrasyonu i¢in hayati oneme sahiptir (Chapman ve Andurkar, 2022).

SARS-CoV?2’ nin neden oldugu pandemi siiresince gesitli mekanizmalara ait birgok
ilag tedavi protokollerinde yer almis, etkinlikleri denenmistir. Polimeraz inhibitorleri
(remdesivir, favipiravir), proteaz inhibitorleri (lopinavir ve nirmatrelvir) niikleosit ve
niikleosit revers transkriptaz inhibitorleri (azvudin, molnupiravir), giris ve vakuolden
kurtulma (uncoating) inhibitorleri (amandatin) ve diger antimikrobiyal (azitromisin,
hidroksiklorokin ve klorokin) bu tip ilaglara 6rnek olarak gosterilebilmektedir (Yuan vd.,
2023).

Dogal kaynakli maddelerin SARS-CoV2’ye kars1 potansiyel etkileri arastirilirken
in silico yontemlere siklikla basvurulmus ve benzer mekanizmalar hedeflenmistir:

Mpro inhibitérleri: Hiperisin, rosmarinik asit ve rutin gibi bir ¢cok dogal maddenin

Mpro inhibe edici etkisi molekiiler kenetleme ile ¢alisilmis ve in vitro deneyler ile
potansiyel etkileri valide edilmistir (Das vd., 2021; Majumder ve Mandal, 2022;
Shahhamzehei vd., 2022; Shree vd., 2022).
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Spike protein inhibitdrleri: Kersetin ve kemferol gibi dogal kaynakli etken

maddelerin yani sira apiterapide siklikla kullanilan propolisin igeridigi maddelerin spike
proteine baglanma enerjileri ve stabiliteleri in silico tekniklerle calisilmis anlamli
baglanma enerjileri elde edilmistir (Harisna vd., 2021; Pandey vd., 2021).

Rdrp inhibitdrleri: Teaflavin, hesperidin ve mirsetin gibi polifenollerin RdRp’ye

baglanma enerjileri ¢alisilmis, molekiiler dinamik simiilasyonlar, sabit etkilesimler
oldugunu géstermistir (Ogunyemi vd., 2020; Singh vd., 2021).
ACE2 inhibitdrleri: Izotimol, katesin ve kurkumin gibi dogal bilesenlerin ACE2

baglanma enerjileri test edilmistir (Abdelli vd., 2021).

Donemsel epidemilere neden olabilen influenza viriisii i¢in de ndéraminidaz
inhibisyonu 6nemli bir yer tutmaktadir. Noraminidaz inhibitérleri, yalnizca influenza
A'ya kars1 aktivite gosteren M2 blokerlere kiyasla influenza A ve B'ye karsi genis
kapsamli aktivite gosterdikleri, ayrica aktif bolgedeki yiiksek diizeyde korunmus
kalintinin varligi nedeniyle antiviral tedavi oldukga tercih edilen bir hedeftir (Burmeister
vd., 1992; Kobasa vd., 1999; Gubareva, 2004). Piyasada bulunan ve klinikte kullanilan
influenza ilaglarinin mekanizmalari ndraminidaz inhibisyonuna dayanmaktadir.

Tez ¢alismasinda belirlenen ugucu yaglarin ve ugucu bilesenlerin antiviral etki
potansiyellerini 6ngérebilmek icin anjiyotensin dondstiiriici enzim 2 (ACE2),
transmembran proteaz serin 2 (TMPRSS2) ve néraminidaz (NA) enzim inhibisyonlart in

vitro ve in silico olarak test edilmistir.

2.7.2.2. Anjiyotensin déniistiiriicii enzim 2 (ACE2)

ACE2 damar daralttirict olan anjiyotensin 2 hormonunu anjiyotensin (1-7)’ye
hidrolizinin hizlandirarak kan basincinin diigmesini saglar. Bu nedenle kardiyovaskiiler
hastaliklarin tedavisinde ila¢ hedefi olarak kullanilmaktadir.

Ayni zamanda bazi koronaviriislerin hiicrelere girisinde hiicre reseptorii olarak rol
oynamaktadir. Korona viriislerin dis membran S proteinleri konak hiicredeki adhezyon
faktorleri, Ezrin, CD26, ACE2 ve siklofilin reseptorleri gibi spesifik hedeflere
baglanmay1 saglayan ana proteinlerdir (Li vd., 2003; Kuba vd., 2005).

HeLa hiicreleri kullanilarak yapilan bir caligmada, SARS-CoV2’nin ACE2
eksprese etmeyen hiicrelere girmedigi ancak ACE2 eksprese eden hiicrelere girebildigi
gosterilerek SARS-CoV2’nin de ACE2 reseptorlerini kullandigi gdsterilmistir. Ayrica
ayni ¢alismada SARS-CoV2’nin diger aminopeptidaz N ve dipeptidil peptidaz 4 gibi
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diger koronaviriis reseptorlerini kullanmadigi gosterilmistir (Zhou vd., 2020). Bu
anlamda ACE2 konak hiicrelerin iizerinde bulunan ve koronaviriislerin hiicreye girisinde
anahtar rol oynayan bir enzimdir ve ACE2 enzimini bloke etmek antiviral ilaglar i¢in bir
hedef noktas1 olarak diisiiniilebilir.

Dogal kaynakli maddelerin ACE2 inhibisyonlari {izerine ¢esitli ¢calismalar yapilmis
olup, emodin, luteolin, kamferol, kersetin, apigenin, linalool, kafur, mentol gibi dogal
maddelerin ACE2 inhibisyonu yaptiklari in vitro ve in vivo c¢alismalarla gosterilmistir
(Loizzo vd., 2007; Ho vd., 2007; Sui vd., 2010; Demirci vd., 2021; Biltekin vd., 2022).

2.7.2.3. Transmembran proteaz serin 2 (TMPRSS2)

Transmebran proteaz serin 2, serin proteaz aktivitesine sahip transmebran
proteinlerinden biridir. Insanda TMPRSS2 geni ile kodlanir. Akciger ve prostat epitel
hiicrelerinin hiicre membranlarinda bol miktarda bulunur, ayrica kalp, karaciger ve
gastrointestinal sistemde de yer alir.

TMPRSS2 genindeki mutasyonlar prostat kanseri ile sonuglanabilir. Bu nedenle
prostat kanseri tedavisinde bir hedef molekiildiir.

Ayrica TMPRSS2, koronaviriislerin ve influenza A viriislerinin neden oldugu viral
enfeksiyonlarin yayilmasinda 6nemli rol oynayan bir konak proteinidir (Matsuyama vd.,
2010).

SAR-CoV-2 pandemisinde antiviral ilaglarin gelistirilmesi ve asilar konusunda
calisilirken birgok hedef belirlenmistir. Bu hedeflerden baslicalar1 koronavirlis ana
proteazi (3CLpro/Mpro) (Jin vd., 2020), papain benzeri proteaz (Plpro) (Li ve De Clercq,
2020), RNA’ya bagimli RNA polimeraz (RdRp), anjiyotensin doniistiiriicii enzim 2
(ACE2) (Han ve Kral, 2020) ve viral spike glikoprotein S (S protein) (Robson, 2020)
olarak siralanabilir. TMPRSS2 de bu hedeflerden birisidir (Hoffmann vd., 2020; Li ve De
Clercq, 2020).

Koronaviriislerin konak hiicreye girisi, CoV spike proteinlerinin reseptor tanima ve
membran fiizyon fonksiyonlari araciligi ile gerceklesir. Son calismalar ACE2 ve
TMPRSS2’nin SAR-CoV-2’nin konak hiicrenin i¢ine girmesi i¢in tutunmasinda hayati
oneme sahip oldugunu gostermistir (Hoffmann vd., 2020; Zhou vd., 2020). Viris, spike
proteininin (S), reseptor baglayan S1 {initesini kullanarak ACE2’yi tanir ve konak

hiicrenin reseptorii olarak ona baglanir. TMPRSS2 ise, S proteinini S1/S2 ve S2
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bolgelerine parcalayarak viriis ile hiicre zarinin kaynagmasini ve viriisiin yayilmasini
kolaylastirir (Glowacka vd., 2011; Hoffmann vd., 2020).

Baska bir bagimsiz mekanizmada, TMPRSS2, insan hava yolu tripsin benzeri
proteaza ek olarak ACE2’yi bolerek koronaviriisiin konak hiicrelere yayilmasini
kolaylastirdig: belirtilmistir (Heurich vd., 2014).

TMPRSS2’nin, konagin gelisim basamaklarinda ya da normal fizyolojisinde
(homeostaz) icin 6nemli bir protein olmadig1 ve fareler lizerinde yapilan deneylerde
konagin etkilenmedigi goriildiigiinden SARS-CoV2 pandemisinde 6nemli bir ilag hedefi
haline gelmistir (Kim vd., 2006; Hoffmann vd., 2020).

TMPRSS2 inhibisyonunun 6nem kazanmasiyla birlikte, pankreatiti tedavi etmek
icin kullanilan genis spektrumlu bir serin proteaz inhibitorii olan kamostat mesilat,
COVID-19'un tedavisi i¢in klinik bir aday olarak yeniden degerlendirilmistir (Wong ve
Damania, 2021; Shapira vd., 2022). Kamostat mesilatin COVID-19 hastalarinin
tedavisinde kullaniminin incelendigi ¢ift kor randomize kontrollii klinik ¢alisma
mevcuttur (Gunst vd., 2021). Yiiksek TMPRSS2 inhibisyonuna ragmen kamostat
mesilattan istenilen verim alinamamis bu nedenle COVID-19 tedavisinde etkili bir ajan
olamamistir. Ancak TMPRSS?2 inhibisyon testlerinde kabul edilen standart olarak halen
kamostat mesilat kullanilmaktadir.

Ozetle, TMPRSS2, insan solunum ve gastrointestinal sistemin epitel hiicrelerinde
eksprese edilir. Membran fiizyonunu baslatan spike proteini pargalayabilen, ekstraseliiler
proteaz alanina sahiptir. TMPRSS2’nin fazla eksprese edilen hiicrelerinin viral girise
daha cok acik oldugunu ve tripsin benzeri serin-proteaz inhibitorii ilaglarin (6rn:
kamostat) viriislerin hiicreye girisini kisitladigini gosteren ¢alismalar da mevcuttur
(Kawase vd., 2012; Uno, 2020). TMPRSS2 nin proteaz aktivitesi viral giriste etkili olan
antivirallerin terapotik etkinligini degerlendirmek tizere 6nerilmistir (Bertram vd., 2012;

Strope vd., 2020).

2.7.2.4. Noraminidaz (NA)

Sialidaz olarak da bilinen néraminidaz (NA), polisakkarit zincirleri iizerindeki
terminal sialik asit kalintilarin1 hidrolize eden bir enzimdir. Agirlikli olarak bakteri ve
viriisler gibi mikroorganizmalarda eksprese edilir. Siyalik asit kalintilarinin néraminidaz
tarafindan boliinmesinin, influenza viriislerinin neden oldugu enfeksiyonlarda mukozal

astarlarin penetrasyonuna, hedef hiicrelerin istilasina, enfekte hiicrelerden progeni
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viriislerin eliisyonuna ve kendi kendine agregasyonun onlenmesinde rol oynadigi
distiniilmektedir.

Noraminidaz, influenza viriislerinin 3 yiizey proteininden biridir replikasyon
sonrasi olusan yeni viriislerin hiicre yiizeyinden salinmasini saglar. Noraminidaz
inhibitorleri konak hiicrede olusan yeni virus partikiillerinin sagilimini engelleyerek
antiviral etki gosterirler. Influenzanin tedavisinde ve korunmasinda M2 inhibitorleri
(adamantanlar) ve néraminidaz inhibitorleri (oseltamavir) kullanilmaktadir. Hidrojen
iyon akisini etkileyerek virtisun kilifindan ¢ikmasini engelleyen M2 inhibitérleri nispeten
ucuzdur. Ama sadece influenza A {iizerine etkilidir. Ayrica virlisler hizlica direng
gelistirebilir (Takeda vd., 2002). Giiniimiizde yaygin olan influenza A viriisii H3N2 ve
domuz gribi olarak adlandirilan HIN1 viriisleri, M2 inhibitorlerine karsi direng
gelistirmistir. Bu nedenle klinikte daha ¢ok ndranimidaz inhibitorleri 6zellikle de
oseltamivir tercih edilmektedir (Kim vd., 2006; Mckimm-Breschkin, 2013). Oseltamivir,
aktif formuna (oseltamivir karboksilat) karacigerde doniisen bir 6n ilagtir.

Influenza viriis néraminidazinin iyi bir ila¢ hedefi olmasinin ve diren¢ konusunda
daha giivenli olmasinin sebebi, bu yapmin aktif bolgesinin iyi korunmasi, viriis alt
tiplerinde N proteini farklilik gdsterse bile enzimin i¢ kisminda kalan aktif bolgesinin
degisiklik olmamasidir (Colman vd., 1983). Bu nedenle néraminidaz inhibisyonu

antiviral ila¢ gelistirmede 1yi bir hedef olarak diistiniilmektedir.

2.7.3. Toksisite testleri

Tan1 ve tedaviye yonelik yeni maddeler arastirilirken etkililik, giivenlilik ve kalite
basamaklar1 goz oniinde bulunduruldugundan etkinligin yani sira toksisite testleri de s6z
konusu arastirmalarda 6nemli yer tutmaktadir. Toksisite testleri in vitro, in silico ya da in
Vivo olarak yiiriitiilebilir. Tla¢ tasarrmi ve gelistirilmesinde potansiyel etkin maddenin

once toksik olmamasi ve hedefe yonelik segici (selektif) olmasi elzemdir (Williams,

2013; Zavod ve Knittel, 2013).

2.7.3.1. In vitro toksisite testleri

Sitotoksisite ¢esitli biyokimyasal olaylar sonucunda hiicre fonksiyonlarmin
aksamaya ugramasi ve sonug olarak hiicrelerin fonksiyonlarinda ve yapisinda hasarlar

olusmasi ve bu hasarlarin 6l¢iilmesi demektir.
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Sitotoksik testlerin temeli, sitotoksisiteye sebep olan molekiillerin in vitro ortamda
canli organizma ile akut maruziyeti sonucunda etkin dozun gesitli sag kalim/6lim
yilizdelerinin hesaplanmasi, ICso, IDsp gibi cesitli sitotoksik belirteclerin ortaya
koyulmasina dayanmaktadir. Genellikle hiicre kiiltiirii ortaminda yapilan bu testler
sonucunda canli kalan hiicreler ve Olen hiicreler oranlanarak toksisite verilerine
ulasilabilmektedir.

In vitro toksisite testleri, enzim aktivitesi, hiicre zar1 gegirgenligi, hiicre yapismasi,
ATP dretimi, ko-enzim firetimi ve niikleotid alim aktivitesi gibi ¢esitli hiicre
fonksiyonlarina dayanmaktadir.

1983’te  Mosmann tarafindan  gelistirilen  3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir (MTT) yontemi de bir sitotoksisite tarama yontemidir ve
yasayan hiicrelerin tespitinde hem hiicre kiiltiirinde hem doku kiiltiirlinde sikca
kullanilmaktadir. Kolorimetrik yontemler arasinda yer alan MTT yontemi, tetrazolyum
tuzunun metabolik olarak indirgenmesine dayanmaktadir.

Canli hiicrelerde mitokondriyal zarin i¢ ylizeyinde bulunan siiksinat dehidrogenaz
enzimi sayesinde sar1 renkli 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir tuzu
formazan kristallerine doniismektedir. Formazan kristalleri mavi renklidir ve suda
coziinmezler, dimetilsiilfoksit (DMSO) ya da izopropil alkol gibi organik ¢oziiciilerde
¢oOziiniirler. Olusan formazan kristallerinin ¢ozdiiriilmesi ile olusan renk spektrofotometre
ile kolorimetrik olarak 6l¢iiliir. Uygulama yapilmayan hiicrelerdeki canlilik %100 kabul
edilerek ilgili kiyaslamalar yapilir. MTT testi herhangi bir maddenin hiicresel canliliga
olan etkisinin mitokondriyal etkinlik araciligiyla ol¢iildigi, giivenilir, hizl,

tekrarlanabilirligi yiiksek bir yontemdir (Mosmann, 1983).

2.8. Yapay Zeka Uygulamalari ve In Silico Arastirmalarin Farmakognozideki Yeri

[laca giden yolda aday molekiillerin 6ncelikle etkililik, giivenlik ve kalite
basamaklarin1 tamamlamast beklenmektedir. Farmakognozi bilimi dogal kaynaklarin
etkilerini, bu kaynaklarin kullanimlarin1 ve bu kaynaklardan ila¢ etken maddesi izole
edilmesini ya da standardize ekstre ve ugucu yag elde edilmesini ele alan, tip diinyasina
yeni tedavi ajanlar1 kazandiran degerli bir bilimdir. Dogal kaynaklar sahip olduklar
zengin sekonder metabolitleri ile ila¢ aday1 olabilecek sayisiz kimyasal maddeyi iginde
barindirirlar. Ancak bu aday molekiillerin ilaca giden yoldaki ilk basamak olan etkililik

basamaginda test edilmesi olduk¢a zaman alan ve maliyetli bir istir. Glinlimiizde

27



kullanim1 giderek yayginlasan in silico teknikler sayesinde ilk kriter olan molekiillerin
etkililigi yani sira ikinci kriter olan giivenligi de zaman ve maliyet sorunlarina takilmadan
arastirilabilmektedir.

‘In silico’ terimi bilgisayar sistemlerinde kullanilan silikona atifta bulunarak
bilgisayar ortaminda tahmini olarak gergeklestirilen deneyleri anlatmak ig¢in
kullanilmaktadir. ‘Silikonda’ yani ‘bilgisayarda’ veya °‘bilgisayar simiilasyonunda’
anlamma gelmektedir. ilag molekiillerinin dizayni, aday molekiillerin degerlendirilmesi,
molekiiler modelleme, toksisite taramasi1 gibi bliylik zaman ve maliyet gerektiren 6n

eleme testleri biiyiik 6lciide in silico ortamda gergeklestirilmektedir (Shaker vd., 2021).

2.8.1. In silico aktivite calismalar

In silico aktivite calismalar1 genellikle in silico kenetleme c¢alismalar1 ile
yapilmaktadir. In silico kenetleme c¢alismalari, molekiiler modelleme, molekiillerin
davraniglarin1 modelleyerek onlar1 taklit/simiile etmek i¢in kullanilan tiim hesaplama
yontemleri ve teorik teknikleri kapsamaktadir (Mukesh ve Rakesh, 2011).

Molekiiler modelleme, molekiilleri olusturmak ve kimyasal 0Ozelliklerini ve
davraniglarini tahmin etmek i¢in bu molekiiller tizerinde ¢esitli hesaplamalar yapmak i¢in
bilgisayarlarin kullanimini tanimlamak i¢in kullanilan genel terimdir.

Molekiiler kenetleme/yerlestirme ise genellikle bir protein (reseptdr) ve ligandin
kovalent olmayan baglanmasini, etkilesimlerini, bag enerjilerini verimli bir sekilde
tahmin etmeye calisan bir hesaplama yontemidir. Molekiiler kenetlemede asil amag
kiiclik molekiillerin daha biiylik molekiillere, yani proteinlere baglanma seklinin, baglh
konformasyonlarin ve baglanma afinitesini tahmin etmektir. Bu tahmin sayesinde ilag
aday molekiilleri hizlica taranabilmektedir (Trott ve Olson, 2010).

Molekiiler kenetlemenin temeli ligand ve reseptdr eslesmesinin hesaplamali olarak
simiile edilmesidir. Tiim sistemin serbest enerjisinin en aza indirilmesini hedef alan
molekiiler yerlestirme bunu hem proteinin hem de ligandin optimize edilmis bir
konformasyonda birbiri ile goreceli oryantasyonu saglayarak yapmaktadir (Mukesh ve
Rakesh, 2011). Kenetleme isleminin yapilabilmesi i¢in proteinin ve ligandin molekiiler
yapisinin belirlenmis olmas1 gerekmektedir.

Molekiiler kenetleme islemi bircok {iicretli ve iicretsiz yazilimla yapilabilmektedir.

Programlar matematiksel hesaplamalara ve tahminlere dayali oldugu i¢in hesaplamalarda
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yonteme dayali kiigiik farkliliklar olsa da sonuclarin degerlendirilmesi adina genel
yorumlar ¢ogu zaman tutarlidir.

Molekiiler kenetlemede kullanilacak proteinlerin yapilarina internet iizerinden
cesitli siteler araciligiyla ulasilabilmektedir. Protein data bank (https://www.rcsb.org/)
internet sitesi de bu sitelerden biridir ve licretsiz sekilde proteinlerin yapilarini ve
proteinlerle ilgili bilgileri arastirmacilara sunmaktadir. Aragtirilan ligandlarin yapilarinin
da belirli formatta olmasi gerekmektedir. Ligandlara iliskin bilgilere kolaylikla
ulasilabilen ticretsiz internet sitesi pubchem veri tabanindan

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) tez projesi arastirmasi sirasinda yararlanilmistir.

2.8.2. In silico farmakokinetik ozelliklerin tespiti ve toksisite testleri

Klinik arastirmalarla denenen ilaglarin ¢ogu etkinlik azlig1 ve yan etkiler nedeniyle
piyasaya siiriilmemektedir (Kola ve Landis, 2004). ilag gelistirmede siirecinde, etkinlik,
giivenlik ve farmakokinetigin en ist diizeye ¢ikarmak igin ilag benzeri 6zelliklerin
incelenmesi ve optimize edilmesi olduk¢a Onemlidir. Birgok erken asama ila¢ kesif
programi, ilgilenilen hedefe baglanan molekiilleri tanimlamaya odaklanir. Elbette
molekiillerin potensi (etkileri) bu erken asamalarda 6nemli bir faktér olsa da sonugta
farmakokinetik ve toksisite 0zellikleri, terapdtik olarak etkinligini ve basarisini arttirip
artirmayacagimi belirler. Sonu¢ olarak bir molekiiliin farmakokinetik o6zellikleri ve
giivenligi, onun ilag olma yolundaki yolculugunun belirleyici dlgiitlerinden biridir.

Farmakokinetik, toksisite ve potens arasindaki etkilesim etkili ilaglar i¢in ¢ok
onemlidir. Yeni bir ilacin terapotik hedefe optimal baglanma 6zellikleri ¢ok Onemli
olmakla birlikte, fizyolojik etkiyi gilivenli bir sekilde olusturmak igin hedef bolgeye
yeterli konsantrasyonlarda ulasabilmesinin klinige uygulanmasi i¢in esastir.
Absorpsiyon, dagilim, metabolizma, eliminasyon ve toksisite (ADMET) 6zelliklerinin
Oneminin anlasilmasi, erken agsamadaki ila¢ gelistirmede bunlarin dikkate alinmasina yol
acmis ve zayif ADMET o6zellikleri nedeniyle klinik deneylerde basarisiz olan bilesiklerin
sayisinda 6nemli bir azalma saglamistir (Eddershaw vd., 2000; Merlot, 2010).

Bilesiklerin kimyasal yapilarindan farmakokinetik ve toksisite 6zelliklerini tahmin
etmeye yonelik pek cok in silico yaklagim gelistirilmistir. Veriye dayali yaklasimlar olan
kantitatif yapi-aktivite iliskisi (QSAR) (Obrezanova vd., 2007), benzerlik arastirmalari
(Frohlich vd., 2006) ve 3 boyutlu QSAR (Lill, 2007) 1n yani sira ligand-protein kenetleme
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(Moroy vd., 2012) ve farmakofor modelleme (Guner ve Bowen, 2013) gibi yapi tabanli
metotlar s6z konusu in silico yontemlere 6rnek olarak gosterilebilmektedir.

Ilag aday1 molekiillerin fizikokimyasal dzellikler degerlendirilirken yaygi olarak
kullanilan yaklasimlardan birisi Lipinski’nin 5 kurali veya yiiksek verimli taramalarda
yanlig pozitif sonuglar veren bilesiklerin elendigi PAIN (Pan-assay interference
compounds) filtreleridir (Lipinski vd., 2001; Baell ve Holloway, 2010).

Lipinski’nin 5 kurali ¢oziiniirliikk ve gegirgenlikle ilgili hesaplamalara dayanan bir
tahmin sunmaktadir. S6z konusu kriterlere gore, ila¢ aday1 olan molekiil eger;

¢ 5 hidrojen bagindan fazla vericiyse,

e 10 dan fazla hidrojen bagi alicisiysa,

e Molekil agirlig1 500 den biiyiikse,

e LogP (ClogP) 5 den biiyiikse (ya da MlogP 4.15’den biiytikse),
e Molar kirilma degerleri 4-130 arasinda degilse

diisiik absorpsiyon ve gegirgenlige sahip oldugunu tahmin etmektedir.

Lipinski kurallarinda yer alan belli bagh kriterlere gére molekiillerin ilag olma
kapasiteleri hakkinda tahmin yiiriitiilmesi aday molekiillerin elenmesi anlaminda 6nemli
olsa da kimi zaman bu kurallarin disinda olan ancak klinik agidan 6nemli olan ilaclar da
kesfedilmektedir. Dolayis1 ile aday molakiilleri sadece bu kurallarla degerlendirmek
yetersiz kalabilmektedir. Ming-Qiang ve Barrie, Amerikan Gida ve Ila¢ Kurumu (FDA)
onayli oral ilaglarin sadece %51 inin Lipinski’nin 5 kuralina uygun oldugunu, parenteral
ilag gelistirme ve dogal kaynakli ilaglar ve yarisentetikler s6z konusu oldugunda
Lipinski’nin 5 kuralinin kapsayiciliginin azaldigini belirterek bu konuya dikkat
cekmislerdir (Zhang, ve Wilkinson, 2007).

Bu nedenle sadece Lipinski kurallar1 degil, aday molekiillerin erken asamada
ADMET profillerinin ¢ikartilmasi, ilag gelistirme siirecinin bir basamagi olarak engetre
edilmesi yeni bir bilesigin potansiyel basarisi degerlendirilirken daha akilci olacagi
Onerilmistir (Pires vd., 2015).

Kiiciik molekiillerin farmakokinetik 06zelliklerinin saptanmasi i¢in kullanilan
hayvan modelleri her zaman insan ile ayn1 sonuglar1 vermeyebilir ve dogru bir 6l¢ekleme
olarak kabul edilemeyebilir. Bu noktada farmakokinetik ozelliklerin saptanmasi igin
harcanacak olan zaman, emek ve kaynak tasarrufu da diisiiniilerek hesaplamali verilere
dayanan farmakokinetik oOzellikleri tahmin eden yazilim tabanli sistemlerin ilag

gelistirmede kullanilmasinin 6nemlidir (Cumming vd., 2013).
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Toksisite testleri yeni ila¢ kesfetme siireclerinde zaman alic1 ve maliyetli testleri
icinde barindirir. Toksisite, yeni molekiillerin yani sira hali hazirda ruhsat almis ilaglarin
da basarisizligina neden olabilen bir faktordiir (Waring vd., 2015).

Ilag gelistirme calismalarinda, etkinlik ve toksisite agisindan kriterleri saglayan
bircok madde farmakokinetik 6zellikleri ve zayif biyoyararlanimlari nedeniyle elenmek
zorunda kalmaktadir (Kubinyi, 2003). ADMET bir bilesigin farmakokinetik profilini
icermekte ve farmakodinamik aktivitelerinin belirlenmesinde Onemli bir rol
oynamaktadir. Ila¢ gelistirmede zayif farmakokinetik dzellikler dnemli bir engel teskil
etmektedir.

Bu nedenle molekiillerin farmakokinetik &zelliklerinin ve toksisite profillerinin in
silico degerlendirilmesine olan egilim giderek artmaktadir. Bu testler sayesinde
molekiillerin farmakokinetik Ozellikleri ve toksisite profilleri tahmin edilerek aday
molekiiller arasinda 6n elemelerin yapilmasi kolaylagmaktadir. Dogal kaynaklardan elde
edilen molekiillerin farmakokinetik 6zellikleri degerlendirilerek bu bilesiklere benzer
yeni bilesikler sentezlenerek aktiviteleri degerlendirilebilir ya da bilesiklerin diger
tiirevlerine yogunlasilabilir.

Grafik tabanli in silico yontemlerle (6rn: PkKCSM) ile molekiillerin 6zellikleri
arastirilirken Oncelikle atomlari ve baglar1 sezgisel olarak tahmin edilmektedir. Bu
tahminde matematiksel hesaplamalardan yararlanilmaktadir. Ornedin toksisite
arastirmasinda, bir molekiilin  toksifor grubunun aranmasinin  mutajenite
tahmininlerindeki 6nemi daha 6nce gosterilmistir (Kazius vd., 2005). Ayrica molekiillerin
kimyasal yapilar1 goz oniine alinarak yapilan alt grafik madenciligi, grafik ¢ekirdekleri
ve biitiin bunlardan ortaya ¢ikan bilgilerle bir oriintii olusturulmaktadir. Ayrica deneysel
verilerden elde edilen ADMET bilgileri makine 6grenmesi ile sisteme islenerek daha
sonra kullanim i¢in hazir bulundurulmaktadir.

PkCSM araciligi ile yapilan ADMET analizlerinde ilk olarak molekiiliin toksifor
parmak izi, atomik farmakofor frekans sayimi ve lipofilite (log P), molekiiler agirlik,
yiizey alani, donebilen baglarin sayist dahil olmak {izere genel molekiiler 6zellikler
hakkinda veriler elde edilmektedir (Pires vd., 2015). Toksifor gruplar ve Ames toksisitesi
Kazius ve digerlerinin 2005 yilinda yayinladigi calisma eksen alinarak yorumlanmaktadir

(Kazius vd., 2005).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Kullanilan Materyaller ve Kimyasal Maddeler

Bu boliimde deneysel ¢alismalarda test materyali olarak kullanilan ugucu yaglar ve
ugucu bilesenler, standart antimikrobiyal maddeler, kimyasallar ve besiyerleri ticari

kaynaklardan belirtilen saflik ve kalitelerde temin edilmistir.

3.1.1. Ugucu yaglar ve ucucu yag bilesenleri

Origanum onites L., O. minutiflorum O. Schwarz & P.H. Davis, O. vulgare L.,
Eucalyptus citriodora Hook., Eucalyptus globulus Labill.,, ugucu yaglart Doallin Ltd.,

Istanbul firmasindan temin edilmistir.
Saf madde olarak kullanilan karvakrol (%99), 1,8-sineol (%99), timol (>99.0) Sigma-

Aldrich firmasindan temin edilmistir.

3.1.2. Standart antibakteriyel ila¢ etken maddeleri

Kombinasyon caligmalarinda ve standart antimikrobiyal kontrol maddeleri olarak
kullanilan Standart Farmakope kalitesindeki siprofloksasin ve ampisilin Sigma-Aldrich

firmasindan temin edilmistir.

3.1.3. Kimyasal maddeler ve ¢oziiciiler

Deneysel calismalarda kullanilan diger kimyasal maddeler Tablo 3.1°de

listelenmistir.

Tablo 3.1. Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler ve ¢oziiciiler

Kimyasal Madde Markasi

Anjiyotensin 2 doniistiiriicii enzim (ACE2) inhibisyon tarama kiti Biovision K-310
Columbia Il Agar Neogen

Dimetilsiilfoksit Honeywell

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) — low glucose Sigma-Aldrich

Etanol Sigma-Aldrich

Fetal Bovine Serum (FBS) Sigma-Aldrich
L-Glutamine 200mM Thermo Fisher Scientific
MTT [3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-2,5- difeniltetrazolyum bromiir] Serva

Mueller Hinton Broth Liofilchem

Noraminidaz aktivite kiti Sigma MAK 121-1KT
PBS (Fosfat tamponlu tuz) Gibco™
Penisilin-Streptomisin 10,000U/mL Thermo Fisher Scientific
TMPRSS2 Florojenik aktivite Kiti BPS Bioscience 78083
Tween 80 Merck
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3.2. Cihazlar

Deneysel ¢alismalarda kullanilan cihazlar Tablo 3.2°de listelenmistir.

Tablo 3.2. Calismalarda kullanilan cihazlar

Adi Markasi

Analitik terazi Mettler Toledo
Bakteriyolojik inkiibator n-Biotek

CO2 inkiibatorii Escoglobal

Coklu santrifiij BOECO Germany
Gaz-Kromatografisi Agilent 6890 N GC
Gaz-Kromatografisi / Kiitle Spektroskopisi Agilent 5975 GC-MSD
Hiicre kiiltiirii kabini- Sinif 2 Biyolojik giivenlik kabini Escoglobal

Mikroplate okuyucu ThermoFisher Scientific
Mikroskop ESCOGLOBAL
Otoklav Selecta AUTESTER ST DRY PV |1 150
Otomatik tekli ve ¢oklu pipetler ThermoFisher Scientific
pH-Metre Ohaus

Ultra derin dondurucu -80 °C Telstar Igloo

3.3. Yontemler

Bu kisimda ticari kaynaklardan temin edilen ugucu yaglarin fitokimyasal
analizleri, ugucu yag ve ugucu bilesenlerin antimikrobiyal aktiviteleri, antibiyotiklerle
ve ugucu bilesenlerle kombinasyonlar1, in vitro ve in silico enzim inhibisyon
aktiviteleri ile in vitro ve in silico toksisite ¢caligmalarinin teknik detaylar1 hakkinda

bilgiler verilmistir.

3.3.1. Kromatografik-Spektroskopik yontemler

3.3.1.1. Gaz kromatografisi (GK) ve gaz kromatografisi/kiitle spektrometrisi
(GK/KS) ile analizleri

Ucgucu yaglarin analizleri es zamanli olarak gaz kromatografisi (GK) ve gaz
kromatografisi-kiitle spektrometresi (GK/KS) ile gerceklestirilmistir. GK sisteminde
kolonda ayrilan bilesikler alev iyonlagma dedektorii ile tespit edilerek bilesiklerin
bagil yiizdeleri (%) belirlenmistir. GK/KS sistemine ait kolonda ayrilan bilesiklerin
kiitle spektrometrisi kisminda tek tek kiitle spektrumlar: alinmistir.

Degerlendirme islemleri "Baser Ugucu Yag Bilesenleri Kiitiiphanesi", Wiley
GC/MS, Adams ve MassFinder 4.1 kiitiiphane tarama yazilimlar1 kullanilarak, ayrica
tutunma indeksleri karsilastirilarak yapilmistir (McLafferty ve Stauffer, 1989;
Koenig, Joulain ve Hochmuth, 2004)
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GK Analiz Kosullar

Sistem: Agilent 6890N

Kolon: HP-Innowax (60 m x 0.25 mm @, 0.25 pm film kalinlig1)

Taswyict gaz: Helyum (0.8 mL.dk™?)

Enjeksiyon: 250 °C’de yapilmistir.

Kolon: 60 °C'de 10 dk, 4 °C/dk artisla 220 °C'ye, 220 °C'de 10 dk,
1 °C/dk artigla 240 °C olacak sekilde ayarlanmistir.

Dedektor: 300 °C, FID

GK/KS Analiz Kosullar:

Sistem: Agilent 5975 GC/MSD

Kolon: HP-Innowax (60 m x 0.25 mm @, 0.25 pm film kalinligr)

Taswyict gaz: Helyum (0.8 mL. dkt)

Enjeksiyon: 250 °C’de yapilmustir.

Kolon: 60 °C'de 10 dk, 4 °C/dk artisla 220 °C'ye, 220 °C'de 10 dk,
1 °C/dk artigla 240 °C olacak sekilde ayarlanmistir.

Split orani: 50:1

Elektron enerjisi: 70 eV

Kiitle araligi: 35-450 m/z

3.3.2. In vitro yontemler

3.3.2.1. Antimikrobiyal aktivite calismasi

Deneylerde steril laboratuvar malzemeleri ve besiyerleri kullanilmistir. Yeni
hazirlanan besiyerleri ve kontamine olan malzemeler 121 °C’de 1.5 atm basing altinda
20 dakika otoklavda steril edilmistir.

CLSI’1n belirledigi standartlara uygun olarak antimikrobiyal maddelerin ve test
materyallerinin MIK degerleri her bir mikrobiyal susa karsi belirlenmistir (CLSI,
2012).

Antimikrobiyal aktivite deneylerinde Gram pozitif Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC 29212 ve Gram negatif Escherichia coli
ATCC 25922 ve Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 hedef patojenler olarak
se¢ilmistir. Mikroorganizmalar 2-8 °C’de saklanmis, stok kiiltiirleri -85 °C’de

muhafaza edilmistir.
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Antimikrobiyal etkinlik g¢aligmalarinda bakteri suslarin1 aktive etmek igin
Columbia II Agar besiyeri kullanilmistir. Hazir olarak temin edilen 43.1 g toz
Columbia Il Agar 1000 mL distile suda ¢oziindiiriilerek hazirlanmis, pH 6lgiimiinden
sonra otoklavda 121 °C’de 15 dakika sterilize edilmistir. Ardindan 45 °C’ye sogutulup
Petri kaplarina dagitilmistir.

Antimikrobiyal aktivite ve kombinasyon testlerinde ise Mueller Hinton Broth
(MHB) besiyeri kullanilmistir. Hazir olarak temin edilen toz halindeki 21 g MHB
1000 mL distile suda ¢oziindiiriilerek hazirlanmis, pH 6l¢iimii yapilarak 121 °C’de 15
dakika otoklavda sterilize edilmistir ve kullanilincaya kadar +4 °C’de saklanmistir.

Deneysel calisma kapsaminda siprofloksasin ve ampisilin standart ilag etken
maddeleri kullanilmistir.

Toz halde temin edilen ila¢ etken hammaddelerinin ampisilin 128 mg/L ve
siprofloksasin 16 mg/L olacak sekilde steril distile suda ¢oziilerek stok ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Hazirlanan stok ¢ozeltiler steril mikro tiiplere dagitilarak -80 °C’de
muhafaza edilmistir.

Ticari olarak temin edilen wugucu yaglar dimetil siilfoksitte (son
konsantrasyondaki DMSO oran1 %3’ii gegmeyecek sekilde) ¢oziilerek Tablo 3.3 te
belirtilen konsantrasyon araliginda MiK degerleri test edilmistir.

Farmakope kalitesinde temin edilen karvakrol ve timol DMSO’de ¢6ziilmiis,
1/16 oraninda seyrelterek plaga eklenmistir.

1,8-sineol hazirlanirken DMSO’ya ek olarak %10 oraninda Tween 80
kullanilmis yine 1/16 oraninda seyreltilerek plaga eklenerek plaktaki en yiiksek
Tween 80 konsantrasyonunun %1’in altinda kalmas1 saglanmustir.

Ugucu yaglart ve bilesenleri ¢ézmek icin kullanilan ¢oziici (DMSO) ve
yardimc1 madde (Tween 80)’nin mikroorganizma canliligina etkisi test edilerek MIK
degeri altinda kalan oranlar tercih edilmistir.

Hazirlanan ugucu bilesenler Tablo 3.3 te belirtilen konsantrasyon araliginda test

edilmistir.
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Tablo 3.3. Mikrodiliisyon testi igin hazirlanan konsantrasyonlar

Materyal Kod [Mikrodiliisyon test konsantrasyonlari (mg/mL)

Origanum onites |00 |128 |64 |32 |16 |8 4 2 1 0.5 [0.25 |0.125 10.06
O. minutiflorum |OM 128 64 |32 |16 |8 4 2 1 0.5 025 |0.125 |0.06
O. vulgare OV 128 64 |32 |16 |8 4 2 1 0.5 [0.25 |0.125 10.06
Eucalyptus EG (128 (64 (32 |16 8 4 2 1 0.5 (025 |0.125 |0.06
globulus

E. citriodora EC (128 |64 |32 |16 |8 4 2 1 0.5 10.25 [0.125 |0.06
Karvakrol K 64 32 16 |8 4 2 1 0.5 0.25 [0.125 |0.06  |0.03
Timol T 64 32 16 8 |4 2 1 0.5 0.25 [0.125 |0.06  |0.03
1,8-sineol O [256 [128164 32 |16 |8 4 2 1 0.5 0.25 |0.125
Siprofloksasin  |SPF |8 4 2 2 05 [0.25 |0.125 |0.06 |0.03 |0.015 |0.007 |0.0003
Ampisilin AMP|16 8 4 2 1 05 [0.25 |0.125 |0.06 [0.03 ]0.015 |0.0075

*siprofloksasin ve ampisilin pg/mL iken diger test materyallerinin konsantrasyonu mg/mL’dir.

Deneyler 96 kuyucuklu “U” tipi steril mikroplateler yapilmistir. Her antimikrobiyal
numune i¢in plagin 1’den 12’ye kadar olan bir satir kullanilmis ve her plakta sterilite
kontrolii icin sadece besiyeri iceren kuyucuk, iireme kontrolii icin besiyeri ve
mikroorganizma iceren kuyucuk ayrilmistir. Kullanilan bu kuyucuklarin hepsine MHB
besiyerinden 100 puL eklenmistir. Her antimikrobiyal i¢in kullanilan 12 kuyucugun ilkine
test edilecek antimikrobiyalin baslangi¢ konsantrasyonunu iceren ¢ozeltisinden 200 pL
eklenmistir. Test edilecek en yiiksek madde konsantrasyonunun eklendigi ilk kuyucuktan
100 pL alinip maddenin ¢ift kat seri diliisyonlar1 yapilmistir.

Bakteri siispansiyonunun hazirlanmasi: Mikroorganizma suslart muhafaza
edildigi -80°C’den testin 48 saat oncesinde ¢ikarilip oda 1sisina geldikten sonra Columbia
Il Agar besiyerine pasajlanmistir. Pasaj 35 + 2 °C’de 24 saat inkiibe edilip iireyen saf
kolonilerden tekrar Columbia Il Agar besiyerine ekim yapilmis ve 24 saat daha 35 + 2
°C’de inkiibe edilmistir.

Test edilecek bakteri kolonilerinden McFarland No: 0.5 (1x10® CFU/mL)
tirbidometrik olarak esit olacak sekilde bakteri siispansiyonu hazirlanmigtir. Bu
siispansiyon, kuyucuklardaki son bakteri inokuliim konsantrasyonu 5 x 10° CFU/mL
olacak sekilde MHB ile seyreltilerek tireme kontrol kuyucugu da dahil olmak {izere her
bir kuyucuga 10 pL eklenmistir.

Daha sonra plaklarm iizeri steril kapaklar ile kapatilmis ve 35 °C’de 18 saatlik
inkiibasyonun ardindan MIK degerleri gorsel olarak degerlendirilmis ve iireme
gorilmeyen en diisiik antimikrobiyal konsantrasyonu o maddenin ¢alisilan

mikroorganizma i¢in MIK degeri olarak belirlenmistir (CLSI, 2012).
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Daha sonra iireme kontrol reaktifi olarak hazirlanan MTT (5 mg\mL) her kuyucuga
10 pL olacak sekilde pipetlenmis ve plagin istii kapatilarak 1 saat daha 35 + 2 °C’de
etiivde inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonrasi plaklar tekrar degerlendirilmis,
indikator olarak lireme olan kuyucuklar mor, lireme olmayan kuyucuklar sar1 renkte
gbzlenmistir. Sar1 renkte gozlenen en diisiik antimikrobiyal konsantrasyonu test edilen
mikroorganizma icin o antimikrobiyal numunenin MIK degeri olarak kaydedilmistir.

Deneyler ii¢ tekrarli olarak yapilmis, sonuglar ortalama olarak verilmistir.

3.3.2.2. Kombinasyon ¢alismalari: Dama tahtasi yontemi

Antimikrobiyal kombinasyon ¢alismalarinda kullanilan dama tahtas1 yontemi hem
uygulama kolayligt hem de degerlendirme yontemlerinin basitligi sayesinde
kombinasyon denemelerinde en ¢ok tercih edilen yontemlerden birisidir. Calismamizda
tasarlanan ikili kombinasyonlarin degerlendirilmesinde bu yontem tercih edilmistir
(Horrevorts vd., 1987; Hsieh vd., 1993; Van Vuuren vd., 2009).

Test sonuglar1 her bir kombinasyon i¢in FIK indeksi hesaplanarak belirlenir.
Yontemin avantajlarinin yani sira antimikrobiyal etkilesimlerin zaman igerisindeki
farmakodinamik etkilesimlerini ortaya koymadig1 i¢cin dezavantaji da mevcuttur.

Antimikrobiyal etkinlik testlerinde Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii
(CLSI) in vitro mikrodiliisyon yontemi kullanilmigtir (CLSI, 2012).

Kombinasyonlarin etkilesimleri dama tahtasi yontemiyle sinerjik etkinlikleri
acisindan incelenmistir (Humphries, 2016).

-80 °C’de saklanan siprofloksasin ve ampisilinin stok soliisyonlar1 oda 1sisina
getirildikten sonra steril tiiplerde MHB kullanilarak ¢ift kat seri diliisyonlar1 yapilmastir.

Kombinasyonda kullanilacak her iki maddenin de diliisyonlar1 steril tiiplere
hazirlandiktan sonra, 96 kuyucuklu, U tabanli steril mikroplaka alinarak, plagin Al
kuyucugu iireme kontrolii (UK), H12 kuyucugu ise sterilite kontrolii (SK) olarak
isaretlenmistir ve bu kuyucuklara antimikrobiyal konulmamustir. Sterilite kontrol ve
tireme kontrol kuyucuklarina 100 uL. MHB pipetlenmistir.

Kombinasyondaki maddelerden birincisi igin 7 yatay sira (B satirindan baslanarak)
1’den 12’e kadar kullanilmistir. En diisiik konsantrasyon B1 kuyucuguna gelecek sekilde
her yatay satirda yer alan kuyucuklara ayni1 konsantrasyonda madde igerecek sekilde

kullanilarak 50 pL pipetleme yapilmistir. Her alt satira gecildiginde ise iki kati artan
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konsantrasyon icerecek sekilde ornek eklenmeye devam edilmistir. A sirast bos
birakilmistir.

Diger madde i¢in ise 12 dikey sira kullanilmis ve birinci siitun bos birakilarak, en
diisiik konsantrasyonu plagin 2 no’lu dikey siitunundan baslayarak 50’er puL olacak
sekilde pipetlenmistir. Bir sonraki konsantrasyon 3 no’lu dikey siituna eklenmis, her yan
stituna gegildiginde ¢ift kat artan konsantrasyon ile maddeler siitunlara pipetlenmistir.
Daha sonra tiim kuyucuklarin final hacmi 100 pL olacak sekilde 1. siituna ve A sirasina
eksik hacim kadar MHB ilave edilmistir.

Bir kombinasyon i¢in 96’lik bir plagin tamaminin kullanildig1 dama tahtasi yontemi
uygulama detaylart Sekil 3.1°de gosterilmistir. Sekilde gosterilen konsantrasyonlar
temsili olarak alinmis olup, her kuyucuga denk gelen konsantrasyonlar Madde 1 i¢in

kirmizi, Madde 2 igin ise siyah renk ile gésterilmistir.
Madde 1
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Sekil 3.1. Dama tahtasi yontemi uygulama detaylar

Kombinasyon denemelerinde ek olarak, konsantrasyon araligi daha az olan
taramalar esnasinda 96 kuyucuklu steril mikroplakalar ortasindan dikey olarak ikiye
boliinerek kullanilmistir. Boylelikle bir plakta iki farkli kombinasyon deneme imkani

olusarak sarf malzemeden ve zamandan tasarruf saglamistir.
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Bu sistemde, kombinasyonda kullanilacak maddelerin diliisyonlar: steril tiiplere
hazirlandiktan sonra, 96 kuyucuklu, U tabanli steril mikroplaka alinarak birinci
kombinasyondaki birinci madde i¢in 7 yatay sira kullanilmis, en yiiksek konsantrasyon H
sirasinda olacak sekilde 7. kuyucuga kadar madde eklenmis, bir iist satira iki kat1 diliie
edilen madde ilave edilerek ¢ift kat artan diliisyonlar sira ile satirlara 50 pL olacak sekilde
pipetlenmis A satir1 bos birakilmustir.

Diger madde icgin ise 5 dikey siitun kullanilmis ve ayni sekilde en yiiksek
konsantrasyon plagin 6 no’lu dikey siitunundan baslayarak 50’er pL olacak sekilde
pipetlenmis, her yan siituna gecildiginde iki kat1 seyreltilmis madde ilave edilmistir.1
no’lu siitun bos birakilmistir.

Test edilecek ikinci kombinasyon plagin ikinci yarisina da benzer islem
uygulanmistir. Daha sonrasinda tiim kuyucuklarin ¢alisma hacmi 100 uL olacak sekilde
eksik olan kuyucuklara MHB ilave edilmistir.

Al kuyusu iireme kontrol (UK) kuyusu, A7 kuyusu sterilite kontrol (SK) kuyusu
olarak kullanilmistir. Kontrol kuyularina antimikrobiyal test materyali eklenmemis, 100
uL MHB pipetlenmistir. iki kombinasyonun test edilmesinde ortak bir plagin kullanildig
yontem Sekil 3.2°de verilmistir. Sekilde yer alan konsantrasyonlar temsili olarak se¢ilmis
olup Madde 1’in konsantrasyonlari her iki kombinasyonda da kirmizi renkle
gosterilirken, birinci kombinasyonun ikinci maddesinin konsantrasyonlari siyah renk ile
ikinci kombinasyonun ikinci maddesinin konsantrasyonlari ise mavi renkle gosterilmistir.

Madde 1 (Kombinasyon 1) Madde 1 (Kombinasyon 2)
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Sekil 3.2. Iki kombinasyon igin tek plagin kullanildigi dama tahtast yontemi
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Kombinasyon plaklart hazirlandiktan sonra kuyucuklardaki son bakteri inokuliim
konsantrasyonu 5 x 10° CFU/mL olacak sekilde MHB ile seyreltilerek hazirlanan
inokulumdan iireme kontrol kuyucugu da dahil olmak tizere her kuyucuga 10 uL olacak
sekilde pipetlenmistir. Ardindan plaklarin iistleri kapatilarak 35 + 2 °C etiivde 18 saatlik
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda iireme olan kuyucuklar gozle
degerlendirilmistir. Daha sonra reaktif olarak hazirlanan MTT soliisyonu (5 mg\mL) 10
uL olacak sekilde tiim kuyucuklara (besiyeri kontrol ve tireme kontrol kuyucugu da dahil)
pipetlenmis ve plaklar 1 saat daha 35 £2 °C’de inkiibe edilmistir.

Test materyallerinin kombinasyonlarinin  etkilerinin ~ degerlendirilmesinde
fraksiyonel inhibisyon konsantrasyoni indisi (FIKI) kullanilmistir. Ureme gériilmeyen
kuyucuktaki en diisiik test materyali konsantrasyonunun o test materyalinin tek basina
aym bakteriye karsi saptanan MIK degerine boliinmesiyle FIK degeri hesaplanmistir
(Van Vuuren vd., 2009; Stefanovic vd., 2011).

FiK X= X’in kombinasyondaki MIK degeri / X’in tek basina MiK degeri
FIK Y = Y nin kombinasyondaki MiK degeri / Y nin tek bagma MIK degeri

Kombinasyonda yer alan her bir test materyalinin FIK degerlerinin toplanmasi ile FIK

indisi (FIKI) hesaplanmistr;

FIKi=FIK X + FIK Y

FIKI < 0.5= Sinerjik etki,

0.5 <FIKI < 1= Aditif etki,

1< FIKI < 4= Bagimsiz etki,

FIKI >4= Antagonist etki,

seklinde kabul edilmistir.

MIK degerleri belirlenen ugucu yaglar ve ugucu bilesenlerle yapilan
kombinasyonlarda, Origanum tiirleri, karvakrol ve timol icin MiK degeri belirlenirken
kullanilan konsantrasyonlardan daha diisiik konsantrasyonlar tercih edilirken, Eucalyptus
tiirleri icin MIK degeri test edilirken kullanilan ayn1 konsantrasyonlar tercih edilmistir.
Kullandigimiz yontemde, 1,8-sineolun MIK degeri >256 mg/mL bulunmustur. Soz
konusu MIK’in iizerine ¢dziiniirliik sorunu nedeniyle ¢ikilamadig1 igin kombinasyonlar
olusturulurken 1,8-sineol ¢alisma dist birakilmistir.  Kombinasyon deneylerinde

kullanilan konsantrasyonlar Tablo 3.4’te yer almaktadir.
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Tablo 3.4. Ugucu yaglarin kombinasyon deneylerindeki konsantrasyonlar

Ucucu yaglar Kod |[Kombinasyon deneylerindeki test konsantrasyonlari (mg/mL)

Origanum onites |00 |2 1 05 0.25 |0.125 |0.06 |0.03

O. minutiflorum [OM |2 1 05 0.25 |0.125 |0.06 |0.03

O. vulgare oV |2 1 05 0.25 |0.125 |0.06 |0.03

Eucalyptus EG (128 |64 [32 16 8 4 2 1 (0.5 0.25 (0.125 0.06
globulus

E. citriodora EC [128 |64 [32 16 8 4 2 1 /0.5 10.25 |0.125 0.06
Karvakrol K |05 [0.25|0.125 [0.06 [0.03

Timol T 0.5 [0.25|0.125 |0.06 |0.03

3.3.2.3. In vitro enzim inhibisyon testleri

Numunelerin enzim inhibisyon testleri in vitro ortamda, 96’lik plaklarda,
inhibisyon tarama kitleri kullanilarak gerceklestirilmistir.
Tiim enzim inhibisyon testlerinde ugucu yaglar 20 pg/mL, ugucu bilesenler ise 5

png/mL konsantrasyonda ¢aligilmistir.

3.3.2.3.1. Anjiyotensin 2 déniistiiriicii enzim (ACE-2) inhibisyonu testleri

Numunelerin  ACE-2 inhibisyon aktiviteleri ACE2 inhibisyon tarama Kiti
kullanilarak yapilmistir.

In vitro ACE2 enzim inhibisyonu testi yapilirken, ugucu yaglar DMSO (<%1, v/v)
da ¢oziilmiistiir. Test maddeleri ilgili kuyucuklara eklenmistir. Ardindan hazirlanan
enzim soliisyonu (0.5 ng/uL ACE2) kor hari¢ tiim kuyucuklara eklenmistir. Deney
sliresinin ardindan multiplate okuyucunun (Spectra Max i3) te floresans modunda
Ex/Em= 320/420 nm dalga boyunda okunmustur. Enzim inhibisyonu kitin igeriginde yer
alan standartla karsilastirilarak hesaplanmistir. Deney sirasinda izlenen protokol asagida
yer almaktadir.

Protokol:

1. ACE2 enzim c¢alisma solisyonu hazirlanmasi: 198 pl. ACE2 seyreltme
tamponu ACE2 enzim vialinin i¢ine eklenmis, her kuyucuk i¢in 50 pL ACE2
enzim calisma soliisyonu asagida belirtildigi sekilde hazirlanarak karistirilip
kuyucuklara ilave edilmistir.

e Enzim kontrol, test materyali, inhibisyon kontrol ve ¢dziicii kontrol
kuyucuklari i¢in 48 nL. ACE2 deney tamponu + 2 pL seyreltilmis ACE2
enzim soliisyonu

e Arka plan kontrol kuyusu i¢in 50 L. ACE2 deney tamponu
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Test materyali, inhibisyon kontrol ve enzim kontrollerinin hazirlanmasi: Test
materyalleri final konsantrasyonunun 100 kat fazlasi olacak sekilde tercih
edilen ¢oziictide ¢ozdiirtilmis, deney tamponu ile 10 kat seyreltilmistir.

10 uL test materyali ya da tampon ¢ozeltisi, enzim kontrol ve arka plan kontrol
kuyucuklarina eklenmistir. Inhibitér kontrol vialine 50 pL test tamponu
eklenerek inhibisyon kontrol hazirlanmis ve ACE2 enzimi igeren kuyucuk ya
da kuyucuklara eklenerek oda sicakliginda 15 dk inkiibe edilmistir.

ACE2 substrat karisimi: Her kuyucuk ig¢in 40 pL substrat karisimi (38 uL
ACE2 deney tamponu + 2 uLL ACE2 substrati) hazirlanmis, arka plan kontrol,
enzim kontrol/solvent kontrol, inhibisyon kontrol, test materyali kuyucuklarina
eklenerek iyice karistirilmastir.

Floresans (ex/em: 320/420 nm)’de oda sicakliginda 1 saat kinetik Olgiim

yapilmustir.

Tiim deneyler li¢ kez tekrarlanmis ve % inhibisyon (%I) degerleri ortalamalar

alinarak hesaplanmaistir.

3.3.2.3.2. Transmebran proteaz serin 2 (TMPRSS2) enzim inhibisyon testleri

Numunelerin  TMPRSS2 inhibisyon 6zelliklerinin tayini proteaz tarafindan

boliindiigiinde floresans yayan spesifik bir florojenik substrattan yararlanan TMPRSS2

florojenik deney Kiti kullanilarak gergeklestirilmistir. Deney prosediiri TMPRSS2

florojenik test Kiti iceriginde yer alan asagidaki protokole uygun olarak yapilmistir.
Protokol:

1.

TMPRSS2 buz igerisinde ¢ozdiriilmiis, tek kullanim i¢in gerekli olan
miktarlara boliinmiis, daha sonra kullanilmak iizere ayrilan kisimlar -80’de
saklanmustir.

TMPRSS2, 1x TMPRSS2 test tamponu kullanilarak 5 ng/uL (150
ng/reaksiyon)’ye seyreltilmistir. Kullanilmayan seyreltilmis enzimler atilmistir.
500 ug kamostat 20 uL distile su ile 6nce 50 mM’a seyreltilmistir.

1X TMPRSS2 Tahlil Tamponu kullanilarak seri dilusyon ile 1000 Kkat
seyreltilmistir (50 uM).

Testteki son kamostat konsantrasyonu 10 uM olacak sekilde inhibisyon kontrol

kuyucuklarina 10 pL kamostat eklenmistir.
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6. Test edilecek inhibisyon maddelerin uygun konsantrasyonlari, uygun
coziiciilerde ¢oziinerek hazirlanmig, her kuyucuga 10 pL olacak sekilde
eklenmistir.

7. Kor hari¢ diger kuyucuklara 30 uL seyreltik TMPRSS2 (5 ng/uL) eklenmis,
kore ise 30 pL test tamponu eklenmistir.

8. 30 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

9. TMPRSS2 fluorojenik substrat oda sicakliginda subsratin direkt 15182
maruziyeti engellenerek ¢oziilmiistiir.

10. TMPRSS2 fluorojenik substrat, TMPRSS2 test tamponu kullanilarak 10 kat
seyreltilmistir (50 puM).

11. Tim kuyucuklara 10 uL seyreltik TMPRSS2 fluorojenik substrat (50 uM)
eklenerek test reaksiyonu baslatilmistir. Test sirasinda mikroplate
kuyucuklarinda yer alan igeriklerin 6zeti Tablo 3.5’te yer almaktadir.

Tablo 3.5. In vitro TMPRSS2 enzim inhibisyonu karisimi
Icerik Kor Pozitif Test inhibitorii | Kamostat
Kontrol (Standart)
1x TMPRSS2 Test tamponu 30 uL - - -
Test inhibitorii - 10 uL -
Kamostat - - - 10 uL
Seyreltme soliisyonu 10 uL 10 uL - -
TMPRSS2 enzim (5ng/uL) - 30 uL 30 uL 30 uL
TMPRSS2 substrat1 (50 pM) 10 uL 10 uL 10 uL 10 uL
Toplam | 50 uL 50 uL 50 uL 50 uL

12. Aliminyum folyo ile kaplanarak 1siktan korunan plate oda sicakliginda 10 dk
inkiibasyona tabi tutulmustur.

13. Floresans Aex = 383 (+10) nm ve Aem = 455 (x10) nm dalga boylarinda plate
okunmustur. Koriin degeri tim kuyucuklardan c¢ikarilarak hesaplamalar
yapilmistir.

3.3.2.3.3. Noraminidaz (NA) enzim inhibisyon testleri

Numunelerin in vitro ndraminidaz enzim inhibisyon testleri ndraminidaz aktivite

Kiti kullanilarak gerceklestirilmistir. Deney 96’lik formatta gergeklestirilmis, sonuglar

mikroplate okuyucu ile okunmus, kitin igeriginde yer alan standart inhibitor ile

karsilastirilarak hesaplanmistir. Deney sirasinda izlenen protokol asagida yer almaktadir.
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Protokol:

1.

Standartlarin hazirlanmasi: 10 mM standarttan 20 puL ve 480 uL su
kullanilarak 400 uM standart ¢alisma soliisyonu hazirlanmistir. Hazirlanan
standart ¢alisma soliisyonundan 0, 15, 30 ve 50 uL tiiplere konulmus ve her
tiiplin hacmi 50 pL olacak sekilde su eklenerek 0 (kor), 120, 240 ve 400 uM
standartlar elde edilmistir. Plakadaki ilgili kuyucuklara 20 uL bu
standartlardan eklenmistir.

Test materyallerinin hazirlanmasi: Her 6rnekten 20 puL alinarak plakadaki
ikiser kuyucuga biri Ornek aktivitesi, digeri ornek korii olacak sekilde
eklenmistir.

Deney reaksiyonu: Asagida verilen Tablo 3.6’ya gore ana reaksiyon karigimi
hazirlanmistir. Her test materyali, kor ve standart reaksiyon kuyucu igin 80 pL

ana reaksiyon karigimi gereklidir.

Tablo 3.6. In vitro néraminidaz enzim inhibisyonu reaksiyon karisimi

Reaktif Test materyali ve standartlar Ornek kontrolii
Test tamponu 30 uLL 85 uL

Substrat 55 ul --

Kofaktor 1uL 1uL

Enzim 1ulL 1uL

Boya reaktifi 0.5 uL 0.5 uL

4.

6.

80 uL uygun reaksiyon karisimindan kuyucuklara eklenmis, karistirilmis,
37°C’de inkiibe edilmistir. inkiibasyon siiresince 151ks1z ortam kullanilmustir.
Test materyalinin ve standartlarin Slgiimleri kolorimetrik olarak 570 nm’de

yapilmis, % inhibisyonlar hesaplanmistir.

3.3.2.4. In vitro toksisite testleri

Test

materyallerinin ve antimikrobiyal etkiye sahip kombinasyonlarin

etkinliklerindeki selektivite makrofaj hiicrelerinde MTT yontemi ile belirlenmistir
(Mosman, 1983; Sylvester, 2011).

Makrofaj hiicresi olarak murine makrofaj hiicre hatti olan RAW264.7, besiyeri

olarak ise DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium — low glucose), %10 fetal bovine

serum, %1 penisilin-streptomisin ve %1 I-glutamin kullanilmigtir.
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In vitro sitotoksisite testlerinde kullanilan tiim malzemeler 121 °C’de 1.5 atm
basing altinda 20 dakika otoklav ortaminda steril edilmistir.

Test konsantrasyonlar1 segilirken test materyallerinin antibakteriyel etki
taramasinda elde edilen tek baslarma MIK ve FIKI degerleri en diisiik olan ilk 7
kombinasyonun konsantrasyon degerleri se¢ilmistir.

Deneylerde kullanilan makrofaj hiicreleri (ATCC- TIB 71) -80 °C’de soguk zincir
ile temin edilmistir. Donmus hiicreler vialden almmarak 15 mL’lik steril flakona
aktarilmistir. Uzerine 4 mL besiyeri eklenerek 500 rpm’da 3 dk santifiij edilmistir.
Santrifiij sonrasinda tstteki besiyeri dikkatlice uzaklastirilmistir. Falkonda kalan
hiicrelerin tizerine 2 mL besiyeri eklenerek pipetaj yapilmistir. Ardindan hiicreler 7 mL
besiyeri igeren hiicre kiiltiiriine uygun Petri kabina aktarilmis, inkiibatore kaldirilmistir
(%5 CO2, %95 nem ve 37 °C).

Raw264.7 hiicrelerinin ¢cogaltilmasi ve deneye hazirlanmasi i¢in 2 giinde bir rutin
pasajlama yapilmistir. Inkiibatorden alinan hiicre kiiltiirii Petri kabi 6lii hiicrelerin
besiyeri ¢ozeltisine ge¢mesi i¢in hafif¢e calkalanmis sonrasinda pipetle fazla besiyeri
uzaklastirilmis, hiicre kaziyici ile hiicreler kaldirilmustir. Uzerine yeni besiyeri eklenerek
hiicreler siispande edilmis ve yeni Petri kaplarina alinarak inkiibatore birakilmistir.

Inkiibatdrden alinan hiicre kiiltiirii Petri kabs, 6lii hiicrelerin besiyerine ge¢mesi i¢in
hafifce calkalanmis, sonrasinda pipetle fazla besiyeri ortamdan uzaklastirilmistir. Hiicre
kaziyic1 ile kaldirilan hiicreler steril flaska aktarilarak thoma laminda hiicre sayimi
yapilmugtir.

Hiicre siispansiyonu her kuyucukta 3 x 10* hiicre olacak sekilde 96’k plakalara
ekilmis, 24 saat inkiibatorde inkiibasyona tabi tutulmustur. 24 saatin sonunda hiicrelerin
tizerindeki besiyeri uzaklastirilmistir.

Steril vialler icerisine hazirlanan stok test soliisyonlar1 besiyeri ile seyreltilmis ve
12 tekrarli olacak sekilde plakalara uygulanmis, 24 saat inkiibasyona birakilmistir.

Toz halindeki MTT’ den uygun miktarda tartilip PBS (1x) icerisinde ¢ozilinerek 5
mg/mL konsantrasyonda stok MTT soliisyonu hazirlanmistir. Stok soliisyonu 0.2 pL‘lik
steril filtreden siiziilerek sterilize edilmis, steril viallere aktarilip -20 °C’de saklanmustir.

MTT final konsantrasyonu 0.5 mg/mL olacak sekilde stok soliisyondan uygun
miktarda MTT alinip {izeri besiyeri ile tamamlanarak her kuyucuga 200 pL MTT

soliisyonu eklenmis, 4 saat inkiibasyona birakilmistir. 4 saatlik inkiibasyon sonunda hiicre
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kiiltirlerinin tist kism1 uzaklagtirtlarak her kuyucuga 100 nL. DMSO koyularak formazon
kristallerinin ¢dziinmesi saglanmistir.

Plakalarin optik dansisite degerleri 570 ve 690 nm’de okunmustur. Arka planda yer
alan kirliliklerin deney sonucunu etkilememesi i¢in 570 nm’de elde edilen
absorbanslardan 690 nm’de elde edilen absorbanslar ¢ikartilarak test maddelerinin her bir
konsantrasyonu i¢in % canlilik degerleri hesaplanmis ve maddelerin MiK degerlerine
gore sitotoksik etkileri yorumlanmaistir.

Absorbans o6rnek x 100
% canlilik =

Absorbans kontrol

3.3.3. istatistiksel analiz

Enzim inhibisyonu ve in vitro toksisite ¢aligmalarinin istatistiksel analizlerinde
GraphPad Prism 7.02 programi kullanilmistir. Farkli gruplar, tek yonlii varyans analizi
ve Dunnett ¢oklu karsilastirma testi uygulanarak karsilastirilmis ve P degerinin 0.05’ten

kiigiik oldugu durumlar istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

3.3.4. In silico yontemler

3.3.4.1. Enzim inhibisyon testleri

Bu c¢alismada karvakrol, timol, 1,8-sineol, (R)-(+)-sitronellal, (S)-(-)-sitronellal
ucucu bilesenlerinin bilgisayar ortaminda ACE-2, TMPRSS2 ve noéraminidaz
enzimleriyle kenetlenmesi degerlendirilmistir. Ligandlarin proteinlerin baglanma
bolgelerindeki etkilesimleri aydinlatmak icin Schrodinger Maestro v13.3 arayiiziindeki
arayiizlindeki bir dizi gelismis ara¢ tarafindan kolaylastirilan kapsamli bir molekiiler

yerlestirme yontemi kullanilmistir (Schodinger, 2023).

3.3.4.1.1. Ligand ve protein hazirlanmast

Ligandlarin yani karvakrol (PubChem CID: 10364), timol (PubChem CID: 6989),
1,8-sineol (PubChem CID: 2758), (R)-(+)-sitronellal (PubChem CID: 75427) ve (S)-(-)-
sitronellal (PubChem CID: 443157), enerji minimizasyonu agisindan optimum 3D
yapilar1 LigPrep araciliiyla saglanmistir.

Proteinler, ACE2 (PDB ID: 1R4L), TMPRSS2 (PDB ID: 7MEQ) ve NA (PDB ID:
3TI5), ilgili ko-kristal ligandlari (ORE-1001, 4-Guanidinobenzoik asit ve Zanamivir) ile
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birlikte, Protein Hazirlama Is Akis1 (Protein Preparation Workflow) araci kullanilarak
hazirlanmistir.
Reseptor Grid Generation araci, proteinler i¢indeki ko-kristal ligandlara gore

baglanma bolgelerini tanimlamak i¢in kullanilmistir.

3.3.4.1.2. Ligand ve protein kenetlenmesi

Molekiiler kenetleme GlideSP kullanilarak yapilmistir. Maestro’s Glide’in bir
bileseni olan Glide SP aracindan yararlanilarak ligandlar hedef proteinlerin aktif
bolgelerine kenetlenmistir.

Ligand tabanli ve yap1 tabanli skorlama fonksiyonlarini entegre eden Glide SP,
ligand baglama konformasyonlarinin ve etkilesimlerinin tahminini saglamistir (Repasky

vd., 2012).

3.3.4.1.3. Etkilesimlerin gorsellestirilmesi ve analizi

Protein-ligand etkilesimleri, ligand oryantasyonlar1 ve etkilesimleri hakkinda
sezgisel bilgiler sunan ChimeraX v1.4 ile olusturulan sekiller aracilig1 ile gorsel olarak
tasvir edilmistir. Ayrica ligand etkilesimlerinin karmasik ayrintilarini ortaya cikaran
protein-ligand etkilesimi profil olusturucu (PLIP) araci ile daha titiz bir sekilde
etkilesimler incelenmistir (Adasme vd., 2021).

3.3.4.2. Farmakokinetik ve toksisite calismalart

Ucretsiz olarak kullanilan ve internet tabanli yazilimlar olan SwissADME ve
pkCSM yardimiyla in silico yaklagimlar kullanilarak potansiyel antimikrobiyal ilaglar
olan ugucu bilesenlerin farmakokinetik profilleri ve toksisitesi tahmin edilmistir. ilgili
tahminler yapilirken PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) web sunucusu ile
ucucu bilesenlerin SMILES formatlarina erisilmistir.

SwissADME: SwissADME bir maddenin oral bir ila¢ olabilmesi olasiliginin
fizikokimyasal 6zellikleri g6z oniine alinarak degerlendirildigi, Lipinski kurallarinin da
entegre edildigi licretsiz bir internet aracidir. Kullanim kolaylig1 nedeniyle yaygin olarak

kullanilmaktadir.
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SwissADME (http://www.swissadme.ch/) kullanilarak bilesiklerin fizikokimyasal

ozellikleri, farmakokinetigi, ila¢ olma potansiyeli ve farmasotik kimya benzerligi
degerlendirilmistir.

pkCSM: Farmakokinetik ve toksisite ozelliklerini tahmin etmek i¢in ise pkCSM
web sunucusu kullanilmistir. pkCSM ilag gelistirmede kimyasallarin farmakokinetik
(ADME) ve toksisite (T) profillerini tahmin ederek ilag adaylarin1 taramaya yarayan bir
sistemdir.

pkCSM web sunucusuna http://biosig.unimelb.edu.au/pkcsm/prediction internet

adresi lizerinden {icretsiz erisim saglanabilmektedir. ADME profilleri ve toksisitesi
aragtirilan bilesiklerin yapilar1 Pubchem araciligi ile SMILES formatina cevrililerek bu
kodlar web sitesi lizerinden sisteme yiiklenerek tahmini ADME/T o6zelliklerine
erisilmistir. Tez kapsaminda arastirilan bilesimlerin yapilart ve SMILES kodlar1 Tablo

3.7°de listelenmistir.

Tablo 3.7. In silico analizler i¢in bilesik listesi

Bilesik | Bilesik Kimyasal Yap1 SMILES kodu PubChem

no ismi numarasi

1 | Karvakrol CC1=CC=C(C=C1)C(C)C)O 10364
HO
OH
(@)
7\/\/\)\

2 | Timol \q/ CC1=CC(=C(C=C1)C(C)C)O 6989

CC1(C2CCC(01)(CC2)C)C 2758

3 1,8-sineol

4 (R)-(+)-
Sitronellal o)

5 (S)-()- m/k/\)\ C[C@@H](CCC=C(C)C)CC=0 443157
Sitronellal | 57 =

C[C@H](CCC=C(C)C)CC=0 75427
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4. BULGULAR VE YORUM

4.1. Kromatografik- Spektroskopik Bulgular

4.1.1. Gaz Kromatografisi (GK) ve Gaz Kromatografisi/Kiitle Spektrometresi
(GK/KS) Analizi

Ticari kaynaklardan temin edilen Origanum (Origanum minutiflorum O. Schwarz

& P.H. Davis, Origanum onites L., Origanum vulgare L.) ve Eucalyptus (Eucalyptus

globulus Labill ve Eucalyptus citriodora Hook.) u¢ucu yaglariin fitokimyasal analizleri

GK ve GK/KS sistemi ile gergeklestirilmis, ugucu bilesiklere ait sonuglar Tablo 4.1 ve

4.2’de karsilastirmali olarak listelenmistir.

Tablo 4.1. Origanum ug¢ucu yaglarina ait u¢ucu bilesenler

RRI Bilesik O. vulgare O. onites O. minutiflorum
1032 a-pinen 1.1 0.4 0.3
1035 a-tuyon 0.6 0.2 0.3
1076 kamfen 0.6 0.2 0.2
1118 B-pinen 0.2 0.1 0.1
1159 y-3-karen 0.1 0.1 0.1
1174 mirsen 1.8 0.9 0.7
1176 a-felandren 0.4 0.1 0.2
1188 a-terpinen 1.5 0.7 0.6
1203 limonen 0.5 0.1 0.1
1213 1,8-sineol 0.9 0.1 0.1
1218 B3-felandren - 0.2 0.1
1255 y-terpinen 4.7 1.8 1.9
1280 p-simen 115 4 3.1
1290 terpinolen 0.2 - 0.1
1452 1-octen-3-ol 0.6 0.1 0.1
1474 ( E)-sabinen hidrat 0.2 0.2 0.2
1532 kafur 1 - -
1553 linalool 2 4.4 7.7
1556 (Z)-sabinen hidrat 0.1 0.1 0.2
1565 linalil asetat 0.1 0.1 0.1
1571 ( E )-p-ment-2-en-1-ol - e 0.1
1591 bornil asetat 0.1 - -
1611 terpinen-4-ol 1.4 0.8 0.8
1612 B-karyofilen 4.5 0.8 1
1628 aromadendren - 0.1 0.2
1687 a-humulen 0.4 - 0.1
1706 a-terpineol 0.2 0.4 0.5
1719 borneol 1.3 0.7 0.9
1741 B3-bisabolen 0.4 14 1.6
1751 karvon - - 0.1
1773 y-kadinen - - e
1784 ( E )-a-bisabolen 0.2 - 0.1
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Tablo 4.1. (Devam) Origanum ugucu yaglarina ait ugucu bilesenler

RRI Bilesik O. vulgare O. onites O. minutiflorum
1864 p-simen-8-ol - - e

1890 karvasiril asetat 0.1 - 0.1

2008 karyofilen oksit 0.8 0.1 0.2

2030 metil6jenol - 0.1 0.1

2144 spatulenol e - -

2157 (Z)-p-Ment-4-en-1.2-diol - e e

2198 timol 0.4 0.8 0.9

2239 karvakrol 61.8 80.9 77.3

RRI: Relatif tutunma zamani indisi n-alkan serisine gore hesaplanmistir; %: relatif ylizde FID verilerine

gore hesaplanmistir; e: Eser miktar (< %0.1)

Yapilan analiz sonucunda Origanum ugucu yaglarinin ana bileseni karvakrol

(%61.8-80.9) olarak belirlenmistir. Elde edilen sonuglar, literatiirde daha 6nce yapilmis

olan Origanum ugucu yaglarinin analizleri ile uyumludur (Baser vd., 1993; Kokkini,

1997).
Tablo 4.2. Eucalyptus u¢ucu yaglarina ait ugucu bilesenler

RRI Bilesik E. globulus E. citriodora
1032 a-pinen 114 -
1076 kamfen 0.1 -
1118 B-pinen 114 -
1174 mirsen - 0.4
1176 a-felandren 4.8 -
1203 limonen 5 -
1213 1,8-sineol 30.9 0.4
1255 y-terpinen 4.5 0.7
1280 p-simen 10 -
1290 terpinolen 0.4 -
1485 sitronellal - 79.9
1497 a-kopanen 0.1 -
1544 a-gurjunen 0.1 -
1553 linalool e -
1586 pinokarvon e -
1592 fenkil alkol 0.3 0.1
1611 terpinen-4-ol 1.8 -
1612 B-karyofilen 0.7 0.3
1628 aromadendren 1.4 0.4
1661 alloaromadendren 0.3 -
1664 ( E )-pinokarveol 0.4 -
1682 y—terpineol e 0.2
1687 a-humulen 0.2 0.2
1700 limonen-4-ol 0.3 -
1706 a-terpineol 3.1 -
1709 a-terpinil asetat 0.8 -
1755 bisiklogermakren 0.2 0.2
1773 y-kadinen 0.3 0.3
1804 mirtenol e -
2250 a-6desmol 0.9 -
2257 B-6desmol 13 0.3

RRI: Relatif tutunma zamani indisi n-alkan serisine gore hesaplanmistir; %: relatif yiizde FID verilerine

gore hesaplanmustir; e: Eser miktar (< %0,1)
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Eucalyptus ugucu yaglarinin ana bileseni E. globulus i¢in 1,8-sineol (%30.9) ve E.
citriodora igin sitronellal (%79.9) olarak belirlenmistir. Ticari olarat temin edilen ugucu
yaglarin, kalitelerinin devamliliginin saglanmasi ag¢isindan fitokimyasal analizleri

gerceklesmistir.

4.2. In Vitro Yontemler

4.2.1. Antimikrobiyal etkinlik bulgular:

4.2.1.1. Minimum inhibisyon konsantrasyon sonuclari

Ticari ugucu yaglarin ve ugucu bilesenlerin antimikrobiyal aktiviteleri CLSI (2012)
standartlarina uygun olarak yapilmigtir. Aktivite, Gram pozitif Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC 29212 ve Gram negatif Escherichia coli
ATCC 25922 ve Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 suslarina karsi denenmistir.
Siprofloksasin ve ampisilin pozitif kontrol olarak kullanilmigtir. Test materyallerinin ve
standart antimikrobiyal maddelerin minimum inhibisyon konsantrasyonlar1 (MiK) Tablo

4.3’te verilmistir.

Tablo 4.3. Test materyalleri MIK degerleri

Test materyali E. coli K.pneumoniae | S.aureus E.faecalis
Origanum onites 0.25-0.5 0.25-0.5 0.25-0.5 0.25-0.5
O. minutiflorum 0.25-0.5 0.5 0.25-0.5 0.5

O. vulgare 0.5 0.5 0.25-0.5 0.5
Eucalyptus globulus | 32 32-64 >128 >128

E. citriodora 64 64-128 16 64

Saf maddeler

Karvakrol 0.25 0.25 0.25 0.25
Timol 0.5 0.5 0.5 0.5
1,8-sineol >256 >256 >256 >256
Siprofloksasin 0.015-0.03 0.06- 0.125 0.125-0.25 0.25-1
Ampisilin 4-8 --- 0.25-0.5 1-2

*Ugucu yag ve bilesenlerin konsantrasyonlar1 mg/mL verilirken, siprofloksasin ve ampisilinin
konsantrasyonlar1 mg/L verilmistir.

Antimikrobiyal aktivite sonuglar1 degerlendirildiginde ti¢ Origanum ugucu yagi da
denenen tiim suslara kars1 yiiksek antimikrobiyal akvite gostermistir. O. vulgare ve O.
minutiflorum ugucu yaglarinin antimikrobiyal etkisi benzer bulunmustur (MIK= 0.5
mg/mL). Origanum ugucu yaglar1 arasinda karvakrol orani (%80.9) en yiiksek olan O.

onites kullanilan tiim suslara karsi en yiiksek antimikrobiyal aktiviteyi gostermistir
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(MIK= 0.25-0.5 mg/mL). Karvakrol (MIK= 0.25 mg/mL) denenen tiim suslara kars:
timolden (MIK= 0.5 mg/mL) daha yiiksek antimikrobiyal aktivite gdstermistir.

Literatiir bilgileri incelendiginde ucucu yaglarin igerdigi karvakrol orani ile
antimikrobiyal etkinlik arasindaki dogru oranti kekik ugucu yaglar1 ve karvakroliin etki
mekanizmasinin benzer olmasiyla agiklanabilmektedir (Lambert 2001). Karvakroliin
yapisal izomeri timoliin antimikrobiyal aktivitesi test edilen tiim suslarda karvakrole gore
daha azdir. S. aureus iizerine yapilan bir ¢alismada benzer sekilde timoliin antimikrobiyal
etkisinin karvakrole gére daha az oldugu goriilmiistiir (Nostro vd., 2004).

Deneysel verilerimize gore Eucalyptus ugucu yaglarinin antimikrobiyal aktivitesi
Origanum ugucu yaglarina gore zayif bulunmustur. E. globulus ugucu yaginin ana
maddesi olan 1,8-sineolun antimikrobiyal etkisinin kullanilan yontem ile oldukga fazla
az bulunmasi1 (MIK= >256 mg/mL), E. globulus’un antimikrobiyal etkisinin E.

citriodora’ya ve Origanum ugucu yaglarina gore daha az olmasini destekler niteliktedir.

4.2.1.2. Kombinasyon ¢alismalar:

Yapilan tiim kombinasyon ¢aligmalarinda literatiirde yaygin olarak kullanilan dama
tahtas1 yontemi uygulanmigtir (Van Vuuren vd., 2009).

Ugucu yaglar siprofloksasin ve ampisilin standart antimikrobiyal maddeleriyle ve
daha once yapilmis olan antimikrobiyal aktivite ¢alismalariyla degerlendirilerek yiiksek
aktivite gésteren ucucu bilesenlerle kombine edilmistir.

Gram pozitif S. aureus ATCC 25923, E. faecalis ATCC 29212 ve Gram negatif E.
coli ATCC 25922 ve K. pneumoniae ATCC 700603 suslari hedef patojenler olarak
kullanilmis, orantisal etkiyi belirlemek {izere kombinasyonlarin fraksiyonel inhibisyon
konsantrasyonu (FIK) hesaplanmustir.

Tiim Origanum ugucu yaglarinin siprofloksasin ve ampisilin ile kombinasyonlari
yapilmistir. Ayrica Origanum ugucu yaglarinin, bu yaglarin ana maddesi olan karvakrol
ve karvakroliin yapisal izomeri olan timol ile kombinasyonlari olusturulmustur.

Origanum ugucu yaglarimin kombinasyon sonuglari karsilastirmali olarak Tablo

4.4, Tablo 4.5 ve Tablo 4.6’da verilmistir.
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Tablo 4.4. Origanum onites kombinasyonlart

Origanum onites ve Siprofloksasin kombinasyonu

Bakteri Ugucu yag Siprofloksasin

T K FiK T K FiK FiKi SONUC
E. coli 0.5 0.5 1 0.03 0.03 1 2 Bagimsiz
K. pneumoniae 0.5 0.5 1 0.06 0.06 1 2 Bagimsiz
S. aureus 0.25 0.25 1 0.25 0.25 1 2 Bagimsiz
E. faecalis 0.5 0.5 1 1 1 1 2 Bagimsiz

Origanum onites ve Ampisilin kombinasyonu

Bakteri Ucucu yag Ampisilin

T K FiK T K FiK FiKi SONUC
E. coli 0.5 0.5 1 4 4 1 2 Bagimsiz
S. aureus 0.25 0.25 1 0.25 0.25 1 2 Bagimsiz
E. faecalis 0.5 0.25 0.5 1 0.5 0.5 1 Aditif

Origanum onites ve Karvakrol kombinasyonlari

Bakteri Ucucu yag Karvakrol

T K FiK T K FiK FiKi SONUC
E. coli 0.25 0.002 0.008 0.25 0.125 0.5 0.51 Aditif
K. pneumoniae 0.25 0.125 0.5 0.25 0.6 0.24 0.74 Aditif
S. aureus 0.25 0.125 0.5 0.25 0.06 0.25 0.75 Aditif

0.06 0.25 0.125 0.5 0.75
E. faecalis 0.25 0.06 0.25 0.25 0.06 0.25 0.56 Aditif
Origanum onites ve Timol kombinasyonlari

Bakteri Ucucu yag Timol

T K FiK T K FiK FiKi SONUC
E. coli 1 0.06 0.06 1 0.5 0.5 0.56 Aditif
K. pneumoniae 0.5 0.125 0.25 0.5 0.25 0.5 0.75 Aditif
S. aureus 0.5 0.125 0.25 0.5 0.25 0.5 0.75 Aditif
E. faecalis 0.5 0.25 0.5 0.5 0.25 0.5 1 Aditif

T: numunelerin tek basina MIK degeri, K: numunelerin kombinasyondaki MIK degeri. Ugucu yag ve bilesenlerin
konsantrasyonlari mg/mL olarak verilirken siprofloksasin ve ampisilinin konsantrasyonlar1 mg/L verilmistir.

Tablo 4.5. Origanum vulgare kombinasyonlari

Origanum vulgare ve Siprofloksasin kombinasyonu

Bakteri Ucucu yag Siprofloksasin

T K FiK T K FiK FiKi SONUC
E. coli 0.5 0.25 0.5 0.03 0.004 [0.133]| 0.633 Aditif
K. pneumoniae 0.5 0.5 1 0.06 0.06 1 2 Bagimsiz
S. aureus 0.5 0.5 1 0.125 | 0.125 1 2 Bagimsiz
E. faecalis 0.5 0.5 1 1 1 1 2 Bagimsiz

Origanum vulgare ve Ampisilin kombinasyonu

Bakteri Ucucu yag Ampisilin

T K FiK T K FiK | FiKi SONUC
E. coli 0.5 0.25 0.5 4 2 0.5 1 Aditif
S. aureus 0.5 0.25 0.5 0.25 0.125 0.5 1 Aditif
E. faecalis 0.5 0.5 1 1 1 1 2 Bagimsiz

Origanum vulgare ve Karvakrol kombinasyonlar:

Bakteri Ucucu yag Karvakrol

T K FiK T K FiK FiKi SONUC

. 0.25 0.5 0.006 | 0.24 0.74 -
E. coli 05 1 9195 | 025 | %% | 0125 | 05 | o075 Aditif
K. pneumoniae 0.5 0.25 0.5 0.25 0.015 | 0.06 0.56 Aditif
S. aureus 0.5 0.25 0.5 0.25 0.125 | 05 1 Aditif
. 0.25 0.5 0.062 | 0.25 0.75 -

E. faecalis 0.5 0.125 0.95 0.25 0.125 05 0.75 Aditif
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Tablo 4.5. (Devam) Origanum vulgare kombinasyonlart

Origanum vulgare ve Timol kombinasyonlari
Bakteri Ucucu yag Timol
T K FiK T K FiK FiKi SONUC
E. coli 0.5 0.06 0.12 0.25 0.125 | 05 0.62 Aditif
K. pneumoniae 0.25 0.125 0.5 0.5 0.25 0.5 1 Aditif
S. aureus 0.25 0.125 0.5 0.5 0.25 0.5 1 Aditif
E. faecalis 0.5 0.25 0.5 0.5 0.25 0.5 1 Aditif

T: numunelerin tek basina MIK degeri, K: numunelerin kombinasyondaki MIK degeri. Ugucu yag ve bilesenlerin
konsantrasyonlar1 mg/mL olarak verilirken siprofloksasin ve ampisilinin konsantrasyonlart mg/L verilmistir.

Tablo 4.6. Origanum minutiflorum kombinasyonlari

Origanum minutiflorum ve Siprofloksasin kombinasyonu
Bakteri Ucucu yag Siprofloksasin

T K FiK T K FiK FiKi SONUC
E. coli 0.5 0.25 0.5 0.03 | 0.015| 0.5 1 Aditif
K. pneumoniae 0.5 0.5 1 0.06 0.06 1 2 Bagimsiz
S. aureus 0.5 0.5 1 0.125 | 0.125 1 2 Bagimsiz
E. faecalis 0.5 0.25 0.5 1 0.06 | 0.06 0.56 Aditif

Origanum minutiflorum ve Ampisilin kombinasyonu

Bakteri Ucucu yag Ampisilin

T K FiK T K FiK FiKi SONUC
E. coli 0.5 0.5 1 4 4 1 2 Bagimsiz
S. aureus 0.5 0.5 1 0.25 0.25 1 2 Bagimsiz
E. faecalis 0.5 0.25 0.5 1 0.5 0.5 1 Aditif

Origanum minutiflorum ve Karvakrol kombinasyonlari
Bakteri Ucucu yag Karvakrol

T K FiK T K FiK FiKi SONUC
E. coli 0.25 0.03 0.12 025 | 0125 | 0.5 0.62 Aditif
K. pneumoniae 0.25 0.6 0.24 025 | 0125 | 0.5 0.74 Aditif
S. aureus 0.5 0.25 0.5 025 | 0125 | 0.5 1 Aditif
E. faecalis 0.5 0.25 0.5 025 | 0125 | 0.5 1 Aditif

Origanum minutiflorum ve Timol kombinasyonlari

Bakteri Ucucu yag Timol

T K FiK T K FiK FiKi SONUC
E. coli 0.25 0.03 0.12 025 | 0125 | 0.5 0.62 Aditif
K. pneumoniae 0.25 0.6 0.24 0.5 0.25 0.5 0.74 Aditif
S. aureus 0.25 0.03 0.12 025 | 0125 | 0.5 0.62 Aditif
E. faecalis 0.5 0.06 0.12 0.5 0.25 0.5 0.62 Aditif

T: numunelerin tek basina MIK degeri, K: numunelerin kombinasyondaki MIK degeri. Ugucu yag ve bilesenlerin
konsantrasyonlari mg/mL olarak verilirken siprofloksasin ve ampisilinin konsantrasyonlar1 mg/L verilmistir.

Test edilen suslara karsi Origanum ugucu yagi ile olusturulan siprofloksasin
kombinasyonlar1 degerlendirildiginde; Tablo 4.5 ve 4.6’da goriildigi iizere O.
minutiflorum ugucu yagi, siprofloksasinin E. faecalis tlizerindeki antimikrobiyal etkisini
ve O. vulgare ucucu yagi, siprofloksasinin E. coli tizerindeki antimikrobiyal etkisini
onemli Olglide arttirmigtir. Origanum ugucu yaglariin ampisilin ile birlikte etkisine
bakildiginda ise, olusturulan 12 kombinasyonun 4’iinde aditif antimikrobiyal etki

Ol¢tilmistiir, antagonizma ya da sinerjik etki goriilmemistir.
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Literatiirde daha once O. vulgare ugucu yagi, karvakrol ve timoliin standart
antimikrobiyal ~maddeler olan eritromisin, tetrasiklin ve norfloksasin ile
kombinasyonlarinin S. aureus lizerine etkisi incelenmis ve O. vulgare ugucu yaginin
tetrasiklin MIK degerinin dort kata kadar diistiigii gdsterilmistir (Cirino vd., 2015).

Sonu¢ olarak bilgimiz dahilinde daha Once siprofloksasin ve ampisilin ile
Origanum ugucu yaglar1 ve karvakrol kombinasyonunun test edilen suslar {izerine
aktivitesi ¢alisilmamistir bu nedenle elde edilen sonuglar 6zgilindiir.

Ayrica Origanum ugucu yaglarinin, yaglarin ana bileseni olan karvakrol ve
karvakroliin yapisal izomeri timol ile kombinasyonu incelendiginde, ti¢ Origanum ugucu
yagmin da karvakrol ve timol kombinasyonlar1 aditif antibakteriyal etki gOstermistir
(Tablo 4.4, Tablo 4.5, Tablo 4.6).

Ugucu yaglarin etkileri igerdikleri sekonder metabolitler ile dogrudan iligkilidir.
Karvakrol ve timolde bulunan hidroksil grubunun ve delokalize elektron sisteminin
varligiin bu maddelerin aktivitesinde 6nemli rol oynadig: bildirilmistir (Veldhuizen vd.,
2006). Buldugumuz sonug, karvakrol ve timoliin benzer kimyasal yapiya sahip oldugu
icin benzer antimikrobiyal etkinlige sahip olmalari ve ugucu yaglarimizda bulunan
karvakrol ve timol orani arttikca etkinligin artmasini destekler nitelikte oldugu

gorilmiistir.

Tablo 4.7. Eucalyptus globulus kombinasyonlar

Eucalyptus globulus ve Siprofloksasin kombinasyonu

Bakteri Ucucu yag Siprofloksasin
T K FiK T K FiK FiKi SONUC
E.coli 32 16 0.5 0.015 | 0.007 | 05 1 Aditif
5
K. pneumoniae 32 16 0.5 0.03 0015 | 0.5 1 Aditif
S. aureus >128 >128 H 0.125 | 0.125 1 >1 H
E. faecalis >128 >128 H 0.5 0.5 1 >1 H

Eucalyptus globulus ve Ampisilin kombinasyonu

Bakteri Ucucu yag Ampisilin
T K FiK T K FiK FiKi SONUC
E.coli 32 32 1 8 8 1 2 H
S. aureus >128 64 <0.5 0.5 0.25 0.5 <1 H
E. faecalis >128 >128 1 2 2 1 2 Bagimsiz

T: numunelerin tek bagina MIK degeri, K: numunelerin kombinasyondaki MIK degeri, H: Hesaplanamadi. Ugucu yag
ve bilesenlerin konsantrasyonlart mg/mL olarak verilirken siprofloksasin ve ampisilinin konsantrasyonlar1 mg/L
verilmistir.

55



Tablo 4.8. Eucalyptus citriodora kombinasyonlari

Eucalyptus citriodora ve Siprofloksasin kombinasyonu

Bakteri Ucucu yag Siprofloksasin

T K FiK T K FiK FiKi SONUC
E.coli 64 64 1 0.015 | 0.015 1 2 Bagimsiz
K. pneumoniae 128 128 1 0.06 0.06 1 2 Bagimsiz
S. aureus 16 16 1 0.25 0.25 1 2 Bagimsiz
E. faecalis 64 64 1 1 1 1 2 Bagimsiz

Eucalyptus citriodora ve Ampisilin kombinasyonu

Bakteri Ucgucu yag Ampisilin

T K FiK T K FiK FiKi SONUC
E.coli 64 64 1 8 8 1 2 Bagimsiz
S. aureus 16 16 1 0.5 0.5 1 2 Bagimsiz
E. faecalis 64 32 0.5 2 1 0.5 1 Aditif

T: numunelerin tek basina MIK degeri, K: numunelerin kombinasyondaki MIK degeri. Ugucu yag ve bilesenlerin
konsantrasyonlari mg/mL olarak verilirken siprofloksasin ve ampisilinin konsantrasyonlar1 mg/L verilmistir.

Eucalyptus ugucu yaglarinin da siprofloksasin ve ampisilin ile kombinasyonlarinin
antimikrobiyal etkileri test edilmistir. Eucalyptus u¢ucu yaglar1 kullanilarak olusturulan
kombinasyonlar ve kombinasyon sonuglar1 Tablo 4.7 ve Tablo 4.8’de verilmektedir.

Eucalyptus ugucu yaglarinin, ana bilesenlerinden biri olan 1,8-sineol’iin ¢alismada
kullanilan antimikrobiyal test yontemi ile MiK degerini saptamak miimkiin olmamigtir
(>256 mg/mL). Bu nedenle kombinasyonlar olusturulurken 1,8-sineol test numuneleri
arasinda dahil edilmemistir.

Eucalyptus ugucu yaglarmin ve 1,8-sineoliin test edilen suslara karsi yiiksek
antimikrobiyal etki gostermeme sebebinin, s6z konusu ugucu yaglarin polar sivi
besiyerinde yeterince ¢oziinmedigi ve inkiibatdrde bekleme siiresinde sivi fazdan buhar
fazina ge¢mesinden dolayr etki yerinde yeterli konsantrasyona ulagamadan etkinlik
gosterememesi oldugu diisiiniilmektedir. Bu veriler sonrasinda, diger ¢aligmalarda 96’11k
plaklarin iizerinin 6zel, steril, igeriden disar1 buhar ¢ikisini engelleyen steril gegirgen film
kaplamalar kullanilmasiyla bu sorunun 6niine gegilebilmistir.

E. globulus ugucu yagmin siprofloksasinle kombinasyonunda Gram negatif
bakterilerde aditif etki gdzlenirken, Gram pozitif bakterilerde FIKI degeri 1°den biiyiik
olarak hesaplanmistir. E. globulus ugucu yaginin ampisilin ile kombinasyonunda S.
aureus’da aditif etki gozlenirken diger bakterilerde bagimsiz etki gézlenmistir.

E. citriodora ugucu yagmin antibiyotiklerle olusturulan kombinasyonlari
incelendiginde, sadece ampisilinle olan kombinasyonunda E. faecalis tizerine aditif etki
gosterirken (FIKI= 1) diger tiim siprofloksasin ve ampisilin kombinasyonlarinda

bagimsiz etki gdzlenmistir.
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Ugucu yaglarin birbiri ile ve antibiyotiklerle kombinasyonlarindan verimli sonuglar
alinsada, ugucu yaglar yerine ugucu bilesenlerle kombinasyonlar olusturmanin daha
pratik olduguna dair goériisler mevcuttur. Bu goriisler, ugucu yaglarin igerinin mevsime,
toplanan yoreye, hasat ve ugucu yag elde yontemine gore degisiklik gdstermesi ve
mekanizma arastirmalarinin daha kolay ve aydinlatict olmasi adina ugucu bilesenlerin
kullaniminin daha dogru olabilecegine dayanmaktadir (Langeveld vd. 2014). Ancak
ucucu yaglarda standart kalitenin devamliligi saglandiginda bu kaygilarin 6niine
gecilebilmektedir.

Ancak deneysel caligsmalarda bir sonraki asama olan etkiden sorumlu bilesigin
saptanmast ve etki mekanizmasi aydinlatma anlaminda ugucu yaglarin yani sira,
bilesimde bulunan ucgucu bilesenlerle de calismak gerekmektedir. Bu baglamda ucucu
yaglarin yani sira karvakroliin de standart antimikrobiyal maddeler (siprofloksasin ile
ampisilin) ve kendi izomeri timol ile kombinasyonlarinin antimikrobiyal etkileri test

edilmistir. Olusturulan kombinasyonlarin sonuglar1 Tablo 4.9°da verilmistir.

Tablo 4.9. Saf madde kombinasyonlar

Karvakrol ve Siprofloksasin kombinasyonu

Bakteri Karvakrol Siprofloksasin

T K FiK T K FiK | FiKi | SONUC
E.coli 0.25 0.125 0.5 0.015 0.015 1 1.5 Bagimsiz
K. pneumoniae 0.25 0.125 0.5 0.03 0.015 0.5 1 Aditif
S. aureus 0.25 0.125 0.5 0.125 0.06 0.5 1 Aditif
E. faecalis 0.25 0.06 0.24 0.5 0.25 0.5 0.74 Aditif

Karvakrol ve Ampisilin kombinasyonu

Bakteri Karvakrol Ampisilin

T K FiK T K FiK | FiKi | SONUC
E. coli 0.25 0.25 1 2 2 1 2 Bagimsiz
S. aureus 0.25 0.125 0.5 0.03 0.0075 0.25 0.75 Aditif
E. faecalis 0.25 0.125 0.5 0.25 0.06 0.24 0.74 Aditif

Karvakrol ve Timol kombinasyonu

Bakteri Karvakrol Timol

T K FiK T K FiK | FiKi | SONUC
E. coli 0.25 0.125 0.5 0.5 0.03 0.06 0.56 Aditif
K. pneumoniae 0.25 0.125 0.5 0.5 0.06 0.12 0.62 Aditif
S. aureus 0.25 0.06 0.24 0.5 0.125 0.25 0.51 Aditif
E. faecalis 0.25 0.06 0.24 0.5 0.25 0.5 0.74 Aditif

T: numunelerin tek basina MiK degeri, K: numunelerin kombinasyondaki MIK degeri. Ugucu yag ve bilesenlerin
konsantrasyonlari mg/mL olarak verilirken siprofloksasin ve ampisilinin konsantrasyonlar1 mg/L verilmistir.

Karvakroliin siprofloksasin ve ampisilin ile kombinasyonunda E. coli hari¢ diger

suglarin tamaminda aditif etki gosterdigi, ampisilinin etkisini 4 kata kadar arttirdig:
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dl¢iilmiistiir. En diisiik FIK1 degerlerine (0.51-0.74) karvakrol ve timol kombinasyonunda
erigilmistir (Tablo 4.9).

Literatiirde karvakrol, timol kombinasyonu Gram negatif ve Gram pozitif
bakterilere kars1 daha dnce de calisildigi ve aditif etkili (FIKi=0.75) oldugu bulundugu
goriilmiistiir (Gavaric, vd., 2015).

Karvakrol ve timol kombinasyonunun E. coli, S. aureus, L. monocytogenes,
Saccharomyces cerevisiae ve Aspergillus niger tizerindeki antimikrobiyal etkilerinin
degerlendirildigi bir ¢alismada, s6z konusu kombinasyonun sinerjik inhibisyon etkisine
sahip oldugu gosterilmistir (Guarda vd., 2011). Ayrica karvakrol ve timoliin efliiks
pompast inhibitorii oldugu ve bu sebeple ilag direncini modiile edebileceklerini gosteren
calismalar da mevcuttur (Cirino vd., 2015).

Antimikrobiyal aktivite ¢alismalar1 sonucunda elde ettigimiz sonuglar, farkl
mikroorganizma suslar1 kullanilmasina ragmen, literatiirle uyumludur. Deneysel bulgular
ve literatiirde yer alan caligsmalar birlestirildiginde karvakrol ve timoliin birlikte

kullaniminin antimikrobiyal etkiyi anlamli diizeyde arttirdig1 sdylenebilir.

4.2.2. In vitro enzim inhibisyon sonuglari

Antibakteriyel etkinlik sonuglari dogrultusunda gergeklestirilen in vitro enzim
inhibisyon ¢aligsmasinda uygun konsantrasyonlarda hazirlanan ugucu yaglarin ve ugucu
bilesenlerin, antiviral mekanizmalarda etkin rol oynayan enzimler olan ACE2, TMPRSS2
ve ndraminidazi inhibe etme oranlar1 6l¢iilmistiir. Ticari enzim kitleri deneysel kisimdaki
detayli protokollerine uygun olarak gerceklestirilmistir. Sinirli sayida deney kitinden
dolayr ugucu yaglar 20 saf bilesenler ise 5 pg/mL konsantrasyonlarda tekrarli olarak

denenmistir.

4.2.2.1. ACE?2 enzim inhibisyon sonuclart

ACE2 enzim inhibisyon deneylerinde test edilecek olan ugucu yaglar ve ugucu
bilesenler uygun konsantrasyonlarda ayarlanmistir. Deney kitinde yer alan prosediire gore
in vitro enzim inhibisyon deneyleri yapilmustir.

Origanum ugucu yaglariin ve ugucu bilesenlerinin (karvakrol ve timol) sonuglari

Tablo 4.10°da yer almaktadir.
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Tablo 4.10. Origanum tiirleri ACE?2 inhibisyon sonug¢lari

Test materyali Konsantrasyon (ug/mL) % inhibisyon + SS
Origanum onites 20 42.79 + 0.55
O. minutiflorum 20 79.07 £ 0.15
0. vulgare 20 74.31+0.22
Karvakrol 5 90.70 £ 0.15
Timol 5 65.96 + 0.55

SS: Standart sapma

Eucalyptus ugucu yaglarinin ve 1,8-sineoliin ACE2 inhibisyon sonuglar1 Tablo

4.11°de yer almaktadir.

Tablo 4.11. Eucalyptus tiirleri ACE2 inhibisyon sonuglar

Test materyali Konsantrasyon (ug/mL) % Inhibisyon + SS
Eucalyptus globulus 20 94.91 +0.37
E. citriodora 20 83.37 +0.13
1,8-sineol 5 89.21+0.32

SS: Standart sapma

Gergeklestirilen deneyin prensibi ACE2’nin sentetik metoksikumarin (MCA) bazli
bir peptidi (substrat) pargalayarak serbest floroforlarin salinmasini saglamasina,
ACE2’ye 6zgii bir inhibitdr varliginda ise enzimin peptidaz aktivitesinin azalmasi ve
dolayisi ile floresan yogunlugunda bir azalma olusmasina dayanmaktadir. Olusan MCA
floresans mikroplate okuyucu ile 6l¢iilmiis, buna bagli olarak da inhibisyon aktivite ile

ilgili hesaplamalar yapilmustir.

MCA-ACE2 substrat1 ACE2
—

MCA-ACE2 substrat1 ACE2

Boliinmiis ACE2 substrati + MCA (Ex/em= 320/420 nm)
MCA floresaninda azalma +ACE2 inhibitori

ACE2 enzim inhibisyon sonuglar1 degerlendirildiginde, Origanum ugucu yaglari
arasinda en yiiksek enzim inhibisyonunu O. minutiflorum (%79.1) gergeklestirmistir.
Ugucu bilesen olarak test edilen karvakroliin (%90.7) timole (%65.96) gére ACE2 enzim
inhibisyon kapasitesi Tablo 4.10’de goriildiigii izere nispeten fazla oldugu belirlenmistir.

Tablo 4.11°de karsilastirmali olarak gosterildigi gibi E. globulus ugucu yaginin
%94.3 inhibisyon degeri ve ucucu bilesen olarak test edilen 1,8-sineol’iin %89.2°lik
ACE2 enzim inhibisyon kapasitesi oldukca yiiksek degerlerde belirlenmistir. E.
citriodora’nin enzim inhibisyonu da %83.4’lik oranla nispeten yiiksek bulunmustur.

In vitro hiicre kiiltiirii ortaminda gergeklesen bir ¢alismada E. globulus ugucu
yagimin 50 ug/mL konsantrasyonda, %70 ACE2 inhibisyon aktivitesi gosterdigi
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Olgiilmiistiir (Kumar vd., 2020). Yaptigimiz calisma ile literatiirde yer alan galisma
arasindaki etkinlik farkinin yontem farkindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Bu
nedenle hiicre ortam1 disinda yapilan enzim inhibisyon deneyleri 6ncelikle in vitro hiicre
kiiltiirlerinde daha sonra in vivo yontemlerle test edilerek zenginlestirilmelidir.

Kumar vd.’nin (2020) yaptigi ayni ¢alismada E. globulus ugucu yaginin %70 ACE2
inhibisyon aktivitesi gosterdigi konsantrasyonda (50 pg/mL) epitel hiicreler {izerine
sitotoksik etkisi olmadig1 da gosterilmistir (Kumar vd., 2020).

Yakin zamanda 1,8-sineol ve a-pinenin kombinasyon halinde bulundugu ticari bir
preparatin ACE2 inhibisyon yetenegi ve ayni zamanda in vitro antiviral aktivitesi
Ol¢iilmiistiir. Yapilan galismada 1,8-sineol ve a-pinen kombinasyonunun hem viriis ile
dogrudan temasta antiviral etkinlik gosterdigi hem de ACE2 inhibisyonu yaptigi
gosterilmistir (Baser vd., 2023).

Ticari ugucu yaglar ve standart ticari ACE2 enzim inhibisyon Kiti ile
gerceklestirilen in vitro ¢alismalar bilgimiz dahilinde ilk defa yapilmustir.

Tez projesi kapsaminda Origanum ve Eucalyptus ugucu yaglari ve ana
bilesenlerinin ACE2 inhibisyon sonuglari, baglanma modellerinin in silico sonuglariyla
da desteklendigi iki ayr1 makale olarak yayimlanmistir (Ak-Sakalli vd., 2022; Demirci
vd., 2023).

4.2.2.2. TMPRSS2 enzim inhibisyon sonuclar:

Uygun konsantrasyonda hazirlanan ucucu yaglarin ve ugucu bilesenlerin enzim
inhibisyon testleri kit prosediiriine sadik kaliarak yapilmistir.

Testin mekanizmasi bir ucunda florofor diger ucunda alic1 ile etiketlenmis peptidin
proteaz varli§inda ayrilmasi ve alicidan ayrilan peptitteki floresan miktarinin artmasina

dayanmaktadir, Sekil 4.1°de mekanizma gosterilmistir (http-2).

>

+ proteaz 8
—_— -' —_—
, radres florofor
50
sﬁ“auﬂ"e florofor

aha
ahicr

Sekil 4.1. TMPRSS2 enzim inhibisyonu testi prensibi (http-2)
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Pozitif kontrol olarak kitin igerisinde yer alan, TMPRSS2 inhibe edici etkinligi
bilinen kamostat kullanilmistir. Ugucu yag ve ugucu bilesenlerin TMPRSS2 enzim
inhibisyon sonuglar1 Tablo 4.13 ve 4.14’te yer almaktadir.

Origanum tiirleri arasinda en yiiksek inhibisyon O. vulgare (%80.4) ugucu yaginda
gozlenmistir. E. globulus, TMPRSS2 aktivitesini %74.8 inhibe ederken E. citriodora
daha az (%60.6) inhibisyon aktivitesi gostermistir.

Saf bilesenlerin in vitro TMPRSS2 enzim inhibisyonlar1 degerlendirildiginde
karvakroliin (%92.6) TMPRSS2 inhibisyonu timol (%70.6) ve 1,8-sineol (89.1)’a gore
nispeten daha yiiksek bulunmustur (bkz. Tablo 4.12 ve Tablo 4.13).

Tablo 4.12. Origanum tiirleri TMPRSS2 enzim inhibisyon sonug¢lar

Test materyali Konsantrasyon (ug/mL) % Inhibisyon + SS
Origanum onites 20 53.91+0.98
O. minutiflorum 20 72.05 +£0.97
O. vulgare 20 80.39 +£1.05
Karvakrol 5 92.57 £ 0.99
Timol 5 70.61 +£1.16
Pozitif kontrol 10 uM (3.984 ug/mL) 96.02 +0.81

SS: Standart sapma

Tablo 4.13. Eucalyptus tiirleri TMPRSS2 enzim inhibisyon sonuclart

Test materyali Konsantrasyon (ng/mL) % Inhibisyon + SS
Eucalyptus globulus 20 74.82 +2.05
E. citriodora 20 60.55 +£1.45
1,8-sineol 5 89.10+1.03
Pozitif kontrol 10 pM (3.984 pg/mL) 96.02 +0.81

SS: Standart sapma

4.2.2.3 Noraminidaz enzim inhibisyon sonuglart

Origanum ve Eucalyptus ugucu yaglar ile ilgili ugucu bilesenler uygun
konsantrasyonda hazirlandiktan sonra ndraminidaz enzim inhibisyonu aktivite kitinde yer
alan prosediire uygun enzim inhibisyonlar test edilmistir.

Ugucu vyaglarin ve ucucu bilesenlerin néraminidaz inhibisyon aktivitesi
incelendiginde Origanum ugucu yaglar1 igerisinde en yiiksek inhibisyonu O.
minutiflorum’un (%74.2) yaptig1 gozlenmistir (bkz. Tablo 4.14).

E. globulus’un ise %67.6 inhibisyon sagladigi olgiilmiistiir. E. citriodora ugucu
yaginin inhibisyon potansiyeli olan %60.6 diger test numunelerine oranla nispeten diisiik
oldugu tespit edilmistr. Ugucu bilesenler arasinda en yiiksek inhibisyonu %89.9 ile
karvakrol gdstermistir. Inhibisyon sonuglar1 Tablo 4.14 ve Tablo 4.15te verilmistir.
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Tablo 4.14. Origanum tiirleri noraminidaz enzim inhibisyon sonuglar

Test materyali Konsantrasyon (ug/mL) % inhibisyon + SS
Origanum onites 20 45.49 £2.38
O. minutiflorum 20 76.30 + 1.03
O. vulgare 20 74.22 + 0.98
Karvakrol 5 89.87 +£0.89
Timol 5 68.17 +£1.98
Pozitif kontrol 97.08 + 0.90

SS: Standart sapma

Tablo 4.15. Eucalyptus tiirleri néraminidaz enzim inhibisyon sonuglar

Test materyali Konsantrasyon (ug/mL) % Inhibisyon + SS
Eucalyptus globulus 20 67.59 +£0.97
E. citriodora 20 43.64 +1.05
1,8-sineol 5 82.26 +£0.86
Pozitif kontrol 97.08 + 0.90

SS: Standart sapma

Ancak test edilen tiim enzimlerde karvakroliin tek basina enzim inhibisyon 6zelligi
son derece fazla olmasina ragmen, karvakrol orani en yiiksek ugucu yag (O. onites) en
diisiik enzim inhibisyonu gostermistir. TMPRSS2 inhibisyonundan ise ti¢ Origanum
ucucu yaginin da icerdikleri karvakrol oranlari ile enzim inhibisyon yetenekleri ters
orantil olarak bulunmustur. S6z konusu etkilerin karvakroliin yiiksek affinite ile enzimin
aktif bolgesine baglanip, ugucu yag icerisinde yer alan diger mindr bilesenlerin
baglanmasina engel olmasi sonucunda goézlendigi diislinlilmektedir. Ayrica ugucu
yaglarda karvakrolden daha etkin ancak miktar1 daha az bir madde bulunuyor olabilecegi,
karvakrol enzimin aktif bolgesine baglandig: i¢in bu madde potansiyelini gosteremiyor
olabilecegi, ya da ugucu yaglarda enzim inhibisyonu agisindan karvakrol ile kompetitif
antagonist baska potansiyel bilesenler olabilecegi diigiiniilmektedir.

Eucalyptus ucucu yaglarinda ise, her ii¢ enzimde de E. globulus’un enzim inhibe
edici aktivitesi E. citriodora’ya gore fazla oldugu 6l¢iilmiistiir. E. globulus ugucu yaginin
ana bileseni olan 1,8-sineol de ayni1 sekilde oldukga aktif bulunmustur.

Bilgimiz dahilinde Eucalyptus ve Origanum ugucu yaglar ile karvakrol, timol ve
1,8-sineoliin deneysel in vitro ACE2, TMPRSS2 ve noéraminidaz inhibisyon aktivitesi bu
proje kapsaminda ilk defa ¢alisilmistir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda E. globulus ugucu
yaginin HIN1, HSVlve adenoviriislere karsi hiicre kiiltiirii deneylerinde antiviral
etkinligi gosterilmistir (Cermelli vd., 2008) (Brochot vd., 2017). Rinosiniizit viriislerine

kars1 etkinligi bilinen 1,8-sineol’iin, antiviral mekanizmalarla iliskili enzimleri inhibe
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etme yetenegi, literatiirde yer alan ¢alismalar ile uyumlu ve bildigimiz kadariyla alaninda

ilk olmasi agisindan 6zgiindiir (Miiller vd., 2016; Demirci vd., 2022).

4.2.3. In vitro toksisite bulgular:

Etkinlik selektivitesini belirlemek amaciyla test materyallerinin ve segilen
kombinasyonlarin in vitro toksisite testleri, hiicre kiiltiirlinde makrofaj hiicreleri
(Raw264.7) lizerinde MTT yoOntemi ile yapilmustir.

Test materyallerinin antimikrobiyal aktivite deneyleri sonucunda bulunan MIK
degerlerinin toksisiteleri ve FIKI degeri diisik olan kombinasyonlardan segilen 7
kombinasyonun toksisitesi test edilmistir. Test edilen kombinasyonlarin igerikleri ve

FiK1 degerleri Tablo 4.16’da yer almaktadur.

Tablo 4.16. Kombinasyon kodlar: ve FIKI degerleri

Kombinasyon kodu Kombinasyon (konsantrasyon mg/mL*) FiKI degeri
K1 O. onites (0.06) / Karvakrol (0.06) 0.56
K2 O. onites (0.06) / Timol (0.5) 0.56
K3 O. vulgare (0.06) / Timol (0.125) 0.62
K4 O. minutiflorum (0.03) / Timol (0.125) 0.62
K5 O. minutiflorum (0.03) / Karvakrol (0.125) 0.62
K6 Karvakrol (0.06) / Timol (0.25) 0.51
K7 Karvakrol (0.125) / Ampisilin (0.06) 0.75

*Ugucu yag ve bilesenlerin konsantrasyonlari mg/mL olarak verilirken standart antimikrobiyal maddelerin
konsantrasyonlari mg/L verilmistir.

Ampisilin ve siprofloksasin hari¢ diger test materyallerinin tekil MIK degerleri
neredeyse tiim hiicreleri 6ldiirmiisken, kombinasyonlarla erisilen MIK degerleri test
edildiginde daha yiiksek hiicre canliligina erisilmistir. Hiicre canlilik oranlar1 kontrol
maddeleri ile birlikte Sekil 4.2°de yer almaktadir.

Kombinasyon 1 (O. onites 0.06 mg/mL + Karvakrol 0.06), kombinasyon 5 (O.
minutiflorum 0.03 mg/mL + Karvakrol 0.125 mg/mL) ve kombinasyon 7 (Karvakrol
0.125 mg/mL + Ampisilin 0.06 mg/L) kombinasyonlarin tamaminda tekil MIK
degerlerinin iizerinde hiicre canlilig1 saptanmistir.

Sekil 4.2°de, karsilastirildiginda en yiiksek hiicre canliligi kombinasyon 1°de, yani

O. onites 0.06 mg/mL + Karvakrol 0.06 mg/mL kombinasyonunun oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.2. Hiicre canlilik oranlari

Hiicre kiiltlirtinde gergeklesen toksisite ¢alismasinda elde edilen veriler 1s18inda
kombinasyon ¢alismalarmin toksisiteyi nispeten azaltma anlaminda faydali oldugu

gOriilmiistiir.
4.3.3. In silico yontemler

4.3.3.1. In silico enzim-inhibitor kenetleme testleri

Molekiiler yerlestirme/kenetleme bir molekiiliin digerine kararli bir kompleks
olusturmak i¢in baglanma yoOnelimini tahmin eden bir yontemdir. Tercih edilen
oryantasyon bilgisi, skorlama fonksiyonlar1 kullanilarak iki molekiil arasindaki iliskinin
veya baglanma afinitesinin kuvvetini tahmin etmek i¢in kullanilabilmektedir.

Bilgisayar destekli kenetleme ¢alismalarinda enzimlerin ve ligandlarin {i¢ boyutlu
yapilarinin olas1 kenetlenmeleri, pozisyonlar1 ve bag enerjileri hesaplanarak genis 6lgekli
hedef molekiil taramasi yapilabilir. Ayni zamanda in silico ¢aligmalar sayesinde in vitro
ya da in vivo ¢alismalarda goriilen etkinin mekanizmasini aydinlatmak, etkiden sorumlu
olabilecek potansiyel madde konusunda da yorum yapabilmek miimkiin olmaktadir.

Bilgisayar ortaminda kenetlenmelerde birden fazla olasi sonug verilir, bu sonuglar
arasindan en uygun sonucu se¢mek ligandin enzimin hangi bdlgesine ne sekilde (hangi

aminoasitlerle hangi baglar1 yaparak) baglandigi bilgisine baglidir. Programlardan alinan
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sonuglari incelerken bu yorumu yapabilmek enzim yapisina hakim olmanin yani sira
derin bir biyokimya ve kimya bilgisine sahip olmay1 gerektirir.

Tez galismasinda in vitro enzim aktivitesi bilinen ugucu yaglarin ana bilesenleri
karvakrol, 1,8-sineol ve timolin ACE2, TMPRSS2 ve NA proteinlerinin baglanma
bolgeleri i¢indeki etkilesimlerine ve baglanma tercihlerine 151k tutmak amaciyla, hedef
enzimlerle kenetlenerek, ugucu yaglarin gosterdigi enzim inhibisyon etkisi ile ugucu
bilesen arasindaki etkinin iliskisi in silico protein-ligand kenetlemesi ve etkilesim profili
incelenmistir. Bu islemler yapilirken kullanilan LigPrep, Protein Hazirlama Is Akist
(Protein Preparation Workflow), Reseptdr Izgara Uretimi (Receptor Grid Generation),
Ligand Docking SP, ChimeraX ve protein-ligand etkilesimi profil olugturucunun (PLIP)
bir arada kullanim1 yalnizca ligand konformasyonlarinin ve etkilesimlerinin tahminini
kolaylastirmakla kalmamis, ayn1 zamanda potansiyel ligand hedefinin daha derin bir
sekilde anlagilmasini saglamistir.

In silico deneylerde ayrica, yeniden kenetleme yoluyla ACE2, TMPRSS2 ve NA
baglanma bdlgeleri icin yiiriitiilen molekiiler kenetleme simiilasyonlarinin dogrulugunu
ve tahmin kabiliyetini dogrulamak amaciyla bilinen baglanma afiniteleri ve yonelimleri
olan ko-kristal ligandlar, Glide SP kullanilarak yeniden yerlestirme i¢in referans ligandlar
olarak kullanilmistir. Kenetleme skorlarmmin ve protein-ligand etkilesimlerinin
degerlendirilmesi ile kullanilan metodolojinin giivenilirligine iliskin bilgi edinilmistir.

Kenetleme protokoliiniin dogrulugunu ve giivenilirligini konfirme etmek {izere ko-
kristal haldeki referans alinmistir. Proteinlerle etkilesim halinde olan bu ligandlar
yerlerinden ¢ikartilip proteinlerin ayn1 bolgesine yeniden kenetleme islemi yapilmis ve
iki durum arasindaki baglanma pozlar1 degerlendirilmistir. Evrensel kabul goren bir ilke
olarak ko-kristal ligandin dogal baglanma pozu ile yeniden kenetlenen ligandin 6ngdriilen
baglanma pozu arasindaki kok-ortalama-kare sapma (RMSD) degerinin < 2 A olmasi
beklenmektedir. Ilgili protein-ligand kompleksleri ve pozlar arasondaki farkliliklar
sirastyla, ACE2 (PDB ID: 1R4L, ko-kristal ligand: ORE-1001, RMSD: 0.91 A),
TMPRSS2 (PDB ID: 7MEQ, ko-kristal ligand: 4-Guanidinobenzoik asit, RMSD: 1.07 A)
ve NA (PDB ID: 3TI5, ko-kristal ligand: Zanamivir, RMSD: 1.05 A) olarak bulunmustur.
llaglarda ve diger biyoaktif molekiillerde, izomerlerin aktivitelerinin farkli olmas yani
stereoselektif aktivite goriilmesi olasiligi genelde yaygin bir durumdur. Bu nedenle in
silico baglanma enerjileri hesaplanirken (R)-(+)-Sitronellal ile (S)-(-)-Sitronellal’in

baglanma enerjileri ayr1 ayr1 hesaplanmis, ancak sonuglar birbirine yakin bulunmustur.
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Incelenen ucucu bilesiklerin hedef enzimlere bilgisayar ortaminda kenetlenmesi
Sekil 4.3’te topluca gosterilmektedir. Bu gosterim ayni zamanda protein-ligand
muhtemel kenetlenmesini de gorsel olarak dogrulamaktadir.

ACE2’nin baglanma bolgesi Sekil 4.3-A-C’de verilmistir. Etkilesimi olusturan
atomlar arasindaki uzaklik parantez icerisinde belirtilmektedir. Karvakrol, Leul44 (3.44
A) ve Glul45 (3.44 A) ile hidrofobik etkilesimlerde bulunmanin yan1 sira Tyr127 (1.80
A) ile hidrojen bagi kurmustur. Timol, Phe504 (3.98 A), Tyr510 (3.56 A) ve Tyr515 (3.67
A) ile hidrofobik etkilesim gosterirken, Glu375 (1.72 A) ile hidrojen bagiyla baglanmustr.
1,8-Sineol, Thr347 (4.00 A), Phe504 (3.98 A) ve Tyr510 (3.76 A) ile hidrofobik
etkilesimler gostermistir. Ayrica Tyr515 (2.05 A) ile hidrojen bag kurmustur. 1,8-
Sineoliin eter oksijeni, His-374, His-378’in imidazole imido nitrojeni ve Glu-402’nin
karboksilat oksijeni ile koordine edilen ve katalitik aktif bolgedeki esansiyel iyon ko-
faktorii olan Zn*? iyonu ile tetrahedral geometriyi tamamliyor gibi goriinmektedir.

Kenetleme skorlar1 ve protein-ligand etkilesimleri Tablo 4.17°de 6zetlenmistir.

Tablo 4.17. Ugucu bilesenlerin hedef proteinlerle baglanma enerjileri (kcal/mol)

ACE2 TMPRSS2 NA
Bilesik PubChem ID SP GScore Glide SP Gscore Glide SP GScore Glide emodel
(kcal/mol) emodel  (kcal/mol) emodel  kcal/mol
Karvakrol 10364 -4.737 -29.217 -4.404  -32.038 -2.751 -28.261
Timol 6989 -1.979 -33.795 -4.987  -27.772 -2.648 -20.926
1,8-Sineol 2758 -2.732 -16.124 -3.538  -22.218 -1.924 -24.193
(R)-(+)-Sitronellal 75427 -3.473 -25.441 -3.188  -25.524 -1.560 -21.856
(S)-(-)-Sitronellal 443157 -3.089 -25.274 -2.933  -23.264 -1.581 -19.333
ORE-1001 448281 -12.506  -91.411
4-Guanidinobenzoik 159772 -3.673  -32.901
asit
Zanamivir 60855 -9.760 -51.521

ACE2: Anjiyotensin Doniistiiriicii Enzim-2, TMPRSS2: Transmembran Serin Proteaz 2, NA: Néraminidaz

TMPRSS2’nin baglanma alani1 Sekil 4.3-D-F’de gosterilmistir. Karvakrol, Trp461
(4.00 A) ile hidrofobik etkilesimlerde bulunurken, Gly464 (1.86 A) ile hidrojen bag
olusturmustur.

Timol, Ser441 (1.89 A) ve Ser460 (1.88 A) ile hidrojen bag1 kurmus ve Trp461
(3.96 A) ile hidrofobik etkilesimlerde bulunmustur. 1,8-Sineol, Thr459 (4.00 A) ve
Trp461 (3.88 A) ile hidrofobik etkilesimlerde bulunurken ek olarak Gly462 (2.38 A) ile

hidrojen bag1 meydana getirmistir.
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Noraminidaz baglanma alan1 Sekil 4.3-G-1"da gosterilmektedir. Karvakrol, Asp151
(4.00 A) ile hidrofobik etkilesimler kurarken Trp178 (2.07 A) ile hidrojen bagi meydana
getirmistir. Timol, Glu119 (3.57 A), Leul34 (3.49 A) ve Argl52 (3.91 A) ile hidrofobik
etkilesimlerde bulunurken, Glu277 (1.48 A) ve Tyr406 (2.20 A) ile hidrojen bagi
olusturmaktadir. 1,8-Sineol Glu119 (3.63 A), Asp151 (3.74 A), Argl52 (3.76 A), Trp178
(3.55 A) ve Arg224 (3.93 A) ile hidrofobik etkilesimlerde bulunmaktadir.
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Sekil 4.3. Karvakrol (yesil), timol (mor) ve 1,8-sineoliin (sari) baglanma pozlar, (A-B-C) ACE2 (PDB
ID: 1RA4L), (D-E-F) TMPRSS2 (PDB ID: 7TMEQ), (G-H-I) Noraminidaz (PDB ID: 3TI5).

Bu tez kapsaminda yapilan in vitro deneylerden elde edilen, test materyallerinin
inhibisyon potansiyelleri ile in silico deneylerden elde edilen kenetleme skorlar1 tutarli ve
birbiri ile uyumlu sonuglar vermistir.

Ek olarak, in silico deneyler yardimi ile inhibitorlerin 6zellikle baglanmayi tercih
ettigi enzim alt bolgeleri tahmini olarak belirlenmistir. Ornegin; karvakroliin ii¢ enzimin
aktif bolgelerinin iiclinde de kararli etkilesimler kurma potansiyeline sahip olabilecegi
bulunmustur. Etkilesimler incelendiginde ise, karvakroliin yaptigit ACE2'de Leul44 ve
Glul45, TMPRSS2'de Trp461 ve NA'da Asp151 gibi 6nemli aminoasitlerle gozlemlenen

hidrofobik etkilesimler, ligand baglanmasinda hidrofobik temaslarin G6nemini
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vurgulamaktadir. Ek olarak, karvakrolin ACE2'de Tyr127, TMPRSS2'de Gly464 ve
NA'da Trpl78 ile yaptig1 spesifik hidrojen baglarinin olusumu, ligand tanimada polar
etkilesimlerin de rolii olduguna isaret etmektedir.

Karvakroliin yapisal izomeri olan timol, in silico testlerde kenetleme skorlar1 ile
uyumlu sayida ve karakterde etkilesimler kurabilecegini gostermistir. Ozellikle, ACE2
ile kenetlenmesinde Glu375, TMPRSS2'de Ser441 ve Ser460 ve NA'da Glu277 ve
Tyrd06 ile olusturulan hidrojen baglari, bu tir etkilesimlerin 6nemini Yeniden
dogrulamistir. Ayrica, ACE2'de Phe504, Tyr510 ve Tyr515, TMPRSS2'de Trp461 ve
NA'da Glull9, Leul34 ve Argl52 gibi kritik aminoasitlerle 6nemli hidrofobik
etkilesimlerin  varligi, yerlestirme sonuglarinin  giivenilirligini  bir kez daha
desteklemektedir.

1,8-Sineol de diger iki ugucu bilesen gibi kenetlenme skoru tahminlerine uygun
etkilesimler sergilemistir. ACE2'de Thr347, Phe504 ve Tyr510, TMPRSS2'de Thr459 ve
Trp461 ile ve NA'da Glull9, Aspl51, Argl52, Trpl78 ve Arg224 gibi rezidiiler ile
yaptig1 hidrofobik etkilesimler, bu etkilesimlerin baglanma stabilitesine dnemli 6lciide
katkida bulundugu fikrini gli¢lendirmistir.

Cinkoya bagimli metaloenzimleri hedefleyen FDA onayl ilaglarin, digerlerinin
aksine karboksilat, tiyol veya hidroksamat gibi ¢inko baglayici bir grup araciligryla Zn*2
iyon kofaktorii ile koordine edildigi kabul edildigi icin 6zellikle Zn*? iyonu ile yapilan
etkilesimler énem kazanmaktadir (Hou vd., 2021). Zn*? koordinasyonu ile ACE2
inhibisyonu iligskisi daha 6nce yaymlanmig olan MLN-4760 isimli gii¢lii inhibitoriin
baglanma modeli ile 6rneklendirilmistir (Towler vd., 2004). Hem karvakrol hem de 1,8-
sineolin ACE2 ile baglanma o6zellikleri, bag enerjileri ve Zn*? iyonu ile yaptigi
etkilesimler, in vitro kosullarda gézlenen yiiksek inhibisyon ile tutarlidir.

Son zamanda yapilan in silico c¢alismalarda ugucu yaglarin igerdikleri ugucu
bilesenler sayesinde SARS-CoV-2’ye karsi etkili olabilecegi gosterilmistir (Pillaiyar vd.,
2022). Mekanizma 6zelinde incelendiginde ise dogal kaynaklt maddelerin SARS-CoV-
2’nin konak hiicrelere gegisi lizerine etkilerini inceleyen in silico ¢aligmalar mevcuttur
(Elfiky, 2021). Karvakrol ve 1,8-sineoliin SARS—CoV—2 enzimleri olan ana proteaz
(SARS—CoV—-2  Mpro), endoriboniikleaz ~ (SARS—CoV—-2  Nspl5/NendoU),
ADP-rtiboz—1"—fosfotaz (SARS—CoV—-2 ADRP), RNA-bagimli RNA polimeraz
(SARS—CoV—2 RdRp), spike proteinin baglanma bolgesi (SARS—CoV-2 rS), ve insan

anjiyotensin doniistliriici enzim (hACE2) ile in silico kenetlenmeleri daha oOnce
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incelenmistir (Da Silva vd., 2020). Karvakrol ve timoliin Misirli hastalardan izole edilen
SARS-CoV-2 zincirleri iizerine in vitro etkileri ve SARS—CoV-2 RdRp, SARS—CoV-2
rS ve ana proteazi (MP™) ile baglanma potansiyelleri degerlendirilmis ve enzimlerin aktif
bolgelerine baglanma potansiyelleri oldugu sonucuna varilmistir (Seadawy vd., 2020).
Daha 6nce yapilmis olan in silico bir ¢alismada karvakroliin TMPRSS2 ile yogun bir
sekilde etkilesime girebilecegi ongoriilmiistiir (Istifli vd., 2020). Bu baglamda tez
kapsaminda yapilan in vitro enzim aktivitesi sonuglari ile elde edilen in silico kenetleme

sonuglar1 ve literatiirde yer alan sonuglar uyumlu ve tutarlidir.

4.3.3.2. In silico farmakokinetik ve toksisite sonuglari

SwissADME web sunucusunda molekiillerin SMILES formatindaki iki boyutlu temsilleri
ile yapilan in silico ¢alismada; fizikokimyasal yap1 ve lipofillik, boyut, polarite,
¢Oziiniirliik, doygunluk ve esneklik 6zelliklerini igeren biyoyararlanim radar1 sonuglari
bulunmustur. Bulunan sonuglar Tablo 4.18’de yer almaktadir.

Biyoyararlanim radar1 sonucglarinda altigen olarak gosterilen bilesik grafiginin
koseleri, ilag aday molekiillerin biyoyararlanimlarini etkileyen karakteristik bir 6zelligini
gostermektedir:

e Lipofilite (LIPO): -0,7<XLOGP3<+5.0

e  Molekiil agirligi (SIZE): 150 g/mol <MW<500 g/mol

e Polarite (POLAR): 20 A<TPSA<130 A

e  (Coziniirliik (INSOLU): logS 6’dan biiylik olmamali

e Doygunluk (INSATU): sp3 hibritlesmesinde olan karbon fraksiyonlar
0.25’ten az olmamal1

e Esneklik (FLEX): molekiiliin en fazla 9 donebilen bag icermesi

Pembe ile gosterilen alan ise tiim ozellikler igin ideal alani isaret etmektedir.
SwissADME programindan alinan tahmini verilerine gore, test edilen ugucu bilesenlerin
higbirinin ideal oral biyoyararlanima sahip olmadig1 goriilmiistiir.

Ayni sekilde hesap verilerine gore ideal oral biyoyararlanima en yakin olan

bilesenler ise (R)-(+)-sitronellal ve (S)-(-)-sitronellal olarak hesaplanmistir.
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Tablo 4.18. Ugucu bilesenlerin kimyasal yapisi ve biyoyararlanim radart

Bilesik SMILES Kodu Kimyasal Yapisi Biyoyararlanim Radart
ismi

Karvakrol | CC1=C(C=C(C=C1)C(C)C)O

LIPO

FLEX SIZE

INSATU POLAR

INSOLU

Timol CC1=CC(=C(C=C1)C(C)C)O

LIPO

FLEX SIZE

INSATU POLAR

INSOLU

)

INSATU POLAR

INSOLU

(R)-(+)- C[C@H](CCC=C(C)C)CC=0
Sitronellal

LIPO

FLEX SIZE

INSATU POLAR

INSOLU

(S)-(-)- C[C@@H](CCC=C(C)C)CC=0
Sitronellal

LIPO

H;@W/
WC@
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Biyoyararlanim radar1 sonuglarina ek olarak SwissADME web sunucusu kullanilarak

elde edilen diger veriler Tablo 4.19°da 6zetlenmistir.

Tablo 4.19. SwissADME web sunucusu kullanilarak elde edilen veriler

Karvakrol Timol 1,8- Sineol Sitronellal
Molekiil agirlig: 150.22 g/mol | 150.22 g/mol | 154.25 g/mol | 154.25 g/mol
Donebilen baglar 1 1 0 5
Fizikokimyasal | Hidrojen bagi alict 1
. 1 1 1
ozellikler say.
Hidrojen bagi verici 1 1 0 0
say.
iLOGP 2.24 2.32 2.58 2.49
Lipofillik XLOGP3 3.49 3.3 2.74 3.83
WLOGP 2.82 2.82 2.74 2.96
MLOGP 2.76 2.76 2.45 2.59
Suda ESOL Log S -3.31 -3.19 -2.52 -2.88
¢coziiniirlik ESOL sinifi ¢Ozlniir ¢Ozlniir ¢Ozlniir ¢Ozlniir
Gl emilim yiiksek yiiksek yiiksek yiiksek
Kan-beyin bariyeri evet
. oy evet evet evet
gecirgenligi
Pgp substrat hayir hayir hayir hayir
... | CYP1A2 inhibitdr evet evet hayir hayir
Farmakokinetik CYP2C19 inhibitor hayir hayir hayir hayir
CYP2C9 inhibitor hayir hayir hayir hayir
CYP2D6 inhibitdr hayir hayir hayir hayir
CYP3A4 inhibitdr hayir hayir hayir hayir
log Kp (cm/s) -4.74 cm/s -4.87 cm/s -5.3 cm/s -4.52 cm/s
Lipinski ihlal 0 0 0 0
Ghose ihlal ! ! ! !
MW<160 MW<160 MW<160 MW<160
Veber ihlal 0 0 0 0
ilac benzerligi | Egan ihlal 0 0 0 0
2 2 2 2
Muegge ihlal *MW<200 | *MW<200 | *MW<200 *MW<200
*heteroatom | *heteroatom | *heteroatom | *Heteroatom<2
<2 <2 <2

SwissADME internet sunucusu kullanilarak yapilan in silico degerlendirmede,
sitronellalin stereoizomerleri i¢in tek bir sonu¢ alinmistir. Degerlendirme yapilirken
kullanilan SwissADME parametreleri ve sonuglarin yorumu asagida listelenmistir:

Fizikokimyasal ozellikler: Molekiillerin kapali formiilii, molekiiler agirliklart
(MW), aromatik agir atom sayisi ile agir atom sayisi, fraksiyon Csp3, donebilir bag sayist,
hidrojen bagi alic1 ve verici sayisi, molekiiler kirilma (MR) ve topolojik polar yiizey alani
(TPSA) gibi basit molekiiler ve fizyokimyasal 6zellikleri bu boliimde yer almaktadir.

Lipofillik: Tlag olma adina aday molekiilleri elerken kullanilan oldukga dnemli bir
ozellik olan lipofillik i¢in klasik tanimlayic1 n-oktanol ve su arasindaki boliinme katsayisi

olan logpo/w’dir. Bu tahminin dogrulugunu arttirmak i¢in birden fazla parametre
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kullanilmaktadir. SwissADME yazilim1 iLOGP, XLOGP3, WLOGP, MLOGP ve
SILICOS-IT olmak iizere bes tahmine dayali modele erisim saglamaktadir. Ortalama log
Po/w ise tiim modellerin aritmetik ortalamasidir (Daina vd., 2017).

Suda ¢oziiniirliik: Molekiillerin suda ¢6ziiniirliikkleri formulasyon olusturma ve
kullanim kolaylig1 acisindan 6nemli bir parametredir. Suda ¢ozilintirligl tahmin etmek
icin birden fazla model kullanilmaktadir. SwissADME suda ¢oziiniirliigli tahmin etmek
icin ESOL, Ali ve SILICOS-IT olmak iizere toplamda ii¢ model kullanmaktadir. Her {i¢
model de tahmin edilen degerler mol/l ve mg/mL olarak sudaki molar ¢oziiniirliigiin
ondalik logaritmasidir (log S). Log S degerlerinin araligina gore (¢oziinmez < -10 < zay1f
< -6 < orta derecede <-4 <¢oziniir < -2 < ¢ok < 0 < ¢ok iyi) ¢ozinirlik simnifi tahmin
edilmektedir (Daina vd., 2017).

Absorpsiyonu etkileyen parametrelerden fizikokimyasal 6zellikler, molekiiler
agirhigy, lipofillik ve su ¢oziiniirliigiiniin dért madde i¢in de yakin oldugu 6ngoriilmiistiir.

Farmakokinetik: Gastrointestinal absorpsiyon, kan-beyin bariyeri (BBB)
gecirgenligi, P-glikoprotein substrat ve Sitokrom P450 enzimleri ile -etkilesimi
farmakokinetik 6zelliklerde gosterilmektedir.

Dort maddenin de gastrointestinal absorpsiyonu yiiksek olarak tahmin edilmistir.
Molekiillerin diisiik molekiil agirliklar: ve lipofilik 6zellikleri g6z oniine alindiginda elde
edilen sonug tutarlidir.

LogKp deri gegirgenligini gostermektedir, Kp, molekiil biiyiikligii ve lipofillik ile
dogrudan iliskilidir. LogKp degeri ne kadar negatifse deri gegirgenligi o kadar az
olmaktadir. Deri gegirgenligi en az olan molekiil 1,8-sineol olarak tahmin edilmistir.

Farmakokinetik 6zellikleri tanimlarken kullanilan bir diger parametre olan
Sitokrom P450 enzimleri, metabolik biyotransformasyon yoluyla ilag eliminasyonunda
oldukca 6nemli rol oynamaktadir. Terapotik amagla kullanilan maddelerin % 50-90’1nin
ilag-ilag etkilesimlerinin baglica nedeni olan CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6,
CYP3A4 Sitokrom enzimlerinin substrati oldugu tahmin edilmektedir. SwissADME
programinda maddelerin izoenzim tiirline gore inhibitdr olup olmadigi tahmin
edilmektedir (Daina vd., 2017).

Sitokrom P450 (CYP) enzimleri dogrudan metabolizma {izerine etkili olan
enzimlerdir. CYP enzimlerinin metabolizmasi ilag-ilag, ilag-besin etkilesimlerinde
onemli yer tutmaktadir (Omura and Sato, 1962; 1964a; 1964b). Karvakrol ve timoliin
CYP1A2 inhibitorii oldugu, 1,8-sineol ve sitronellalin CYP1A2 inhibitorii olmadigi, buna
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ek olarak tiim ugucu bilesenlerin CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6 ve CYP3A4
enzimlerinin inhibitorii olmadig1 dngdrilmiistiir.

Dagilimi etkileyen kan-beyin bariyeri gecirgenliginin ise her dort madde i¢in de
gegcirgen oldugu ve doért maddenin de P-glikoprotein (P-gp) substarti olmadigi sonucuna
varilmgtir.

flac benzerligi: Bir maddenin biyoyararlanim agisindan oral ilag olma sans1 bu
baslik altinda degerlendirilmektedir. Degerlendirme yapilirken bilesiklerin yapisal veya
fizikokimyasal Ozellikleri niteliksel olarak analiz edilerek farmakokinetik profili ile
uyumsuz Ozelliklere sahip olan molekiiller elenmektedir. Molekiiliin  oral
biyoyararlanimini 5 farkli (Lipinski, Ghose, Veber, Egan ve Muegge) yonteme dayanarak
degerlendirmektedir.

Bir molekiiliin siganda en az %10 oral biyoyararlanimi olup olmadigini veya
Olciilebilir CaCO2 gegirgenligine sahip olup olmadigini gosteren Abbot skoru da
degerlendirmede kullanilmaktadir (Daina vd., 2017).

SwissADME yazilimindan elde edilen sonuglara gore 4 maddenin de ilag benzerligi
acisindan higbir Lipinski kuralini ihlal etmedikleri ve diger modellere de uyumlu
olduklart dolayisi ile ila¢ molekiilii olarak degerlendirilebilecekleri Ongoriilmiistiir.
Degerlendirmede kullanilan modeller, degerlendirme parametreleri ve limit degerler

Tablo 4.20°de listelenmistir.

Tablo 4.20. SwissADME yaziliminda kullanilan modeller

Model Degerlendirme parametreleri Degerler
Lipinski Molekiiler agirlik <500
Lipofillik <5
Hidrojen bag alic1 <10
Hidrojen bag verici <5
Ghose Molekiiler agirlik (MW) 160 <MW <480
Lipofillik -0,4 <WLOGP <5,6
Molar kirilabilirlik (MR) 40<MR <130
Toplam atom sayis1 20 < atom <70
Veber Donebilir bag sayist <10
TPSA <140
Muegge Molekiiler agirlik 200 <MW <600
Lipofillik -2<WLOGP <5
TPSA <150
Halkasal yap1 sayis1 <7
Karbon atom sayist >4
Heteroatom sayis1 >1
Déonebilir bag sayisi <15
Hidrojen bag alici <10
Hidrojen bag verici <5
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Tablo 4.20. (Devam) SwissADME yaziliminda kullanilan modeller

Egan Lipofillik <5,88
TPSA <1316

SwissADME yazilimi ayrica beyin veya bagirsak ilag gecirgenligini incelemek i¢in
gelistirilmis BOILED-Egg grafik modeline sahiptir. Bu grafik modelinde sar1 bolge kan-
beyin bariyeri (BBB) gecirgenligini, beyaz bolge insan bagirsak emilimini (HIA), gri
bolge ise diisiik absorpsiyon ve smirli beyin gegirgenligi kategorisine giren molekiilleri
temsil etmektedir. Ayrica ayni diizlemde ile merkezi sinir sisteminden veya
gastrointestinal liimene aktif akis P-gp substratlar1 olan molekiiller i¢in mavi noktalar ve
P-gp substrat olmayan molekiiller i¢in kirmizi noktalarla gosterilmektedir (Daina ve
Zoete, 2016).

BOILED-Egg modeli kullanilarak elde edilen sonuclar Sekil 4.4’te yer almaktadir.

Okaliptol Sitronellal
Karvakrol

O

Sekil 4.4. BOILED-Egg modeli gosterimi. (sart bolge kan-beyin bariyeri (BBB) gecirgenligini, beyaz bolge
insan bagirsak emilimini (HIA), gri bolge ise diisiik absorpsiyon ve sinirlt beyin gegirgenligini,

kirmizi noktalar P glikoproteinninin substrati olmadigini temsil etmektedir.)

BOILED-Egg modelinde sadece 1,8-sineol, sitronellal ve karvakrol i¢in sonug
alimmistir. Modele gore her ti¢c maddenin de kan-beyin-bariyerinden gegebilen dolayisi
ile merkezi sinir sisteminde etki gdsterebilen, bagirsak emilimi olan ve P-gp substrati
olmayan molekiiller olduklari tahmin edilmistir.

P-gp, molekiillerin biyolojik membranlardan aktif gecis yeteneklerini tahmin etmek
icin kullanilan 6nemli bir parametredir. Bir maddenin P-gp substrati olup olmadigi bilgisi,
gastrointestinal duvardan liimene ya da beyine gegis gibi biyolojik membranlardan aktif

akist degerlendirmek i¢in anahtar gorevi gormektedir (Daina vd., 2017). Elde edilen in
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silico sonuglar tahmin niteliginde olup daha detayli in vitro ve in vivo calismalarla
desteklenmelidir.

PkCSM sunucusunda bilesiklerin atomlar1 ve yaptiklari baglar goz 6niine alinarak
lic boyutlu grafik yapilar1 sezgisel olarak tahmin edilmekte ve yorumlar buna dayali
olarak yapilmaktadir. PKCSM web sunucusu kullanilarak elde edilen toksisite

degerlendirme sonuglar1 Tablo 4.21de verilmistir.

Tablo 4.21. PkCSM kullanilarak tanimlanan molekiillerin in silico toksisite degerlendirme sonuglart

Birim Karvakrol | 1.8-Sineol Sitronellal

Ames toksisitesi Kategori (Evet/Hayr) Hayir Hayir Hayir
Maksimum tolere edilebilen doz log mg/kg/day 1.007 0.553 0.59
(insan)

hERG I inhibisyonu Kategori (Evet/Hayir) Hayir Hayir Hayir
hERG Il inhibisyonu Kategori (Evet/Hayir) Hayir Hayir Hayir
Oral Rat Akut Toksisite (LDsp) mol/kg 2.074 201 1.634
Oral Rat Kronik Toksisite (LOAEL) | log mg/kg_bw/day 2.212 2.029 2.128
Hepatotoksisite Kategori (Evet/Hayir) Evet Hayir Hayir
Deri hassasiyeti Kategori (Evet/Hayr) Evet Evet Evet
T. pyriformis toksisitesi log ug/L 0.387 0.171 0.804
Minnow toksisitesi log mM 1.213 1.735 0.825

PKCSM sistemine girilen molekiilden iki temel bilgi alinmaktadir; molekiillerin
mesafe tabanli graf imzalan ile bilesigin molekiiler 6zellikler, toksifor ve farmakofor
gruplar gibi genel 6zellikleri. Molekiillerin farmakokinetik ve toksisite profilleri tahmin
edilirken absorpsiyon i¢in yedi belirleyici parametre, dagilim icin dort belirleyici
parametre, metabolizma i¢in yedi belirleyici parametre, eliminasyon i¢in iki belirleyici
parametre ve toksisite i¢in 10 belirleyici parametre kullanilmaktadir (Pires vd., 2015).

pkCSM’den alinan sonuglar iki gruba ayrilmaktadir, birinci grup farmakokinetik
veya toksisite 6zelliginin sayisal niceligini tahmin etmeyi amaglayan regresyon modelleri
icerirken, ikinci grup tahminler ise sonuglari evet/hayir diye iki kategoride degerlendiren
tahminlerdir.

PkCSM sunucusundan elde edilen sonuglara dayanarak, maddelerin mutajenik ve
hepatotoksik olmadiklari ve LDso degerlerinde gore yutulmasi halinde kismen zehirli
olduklar1 ve bu nedenle giivenli olarak degerlendirilebilecekleri tahmin edilmektedir.
Ancak toksisite tahmin sonuglar1 yapay zeka kullanilarak elde edildigi igin in vitro ve in

vivo testler ile desteklenmelidir.
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5. SONUC, TARTISMA VE ONERILER

Bu tez ¢alismasi kapsaminda ticari olarak temin edilen Origanum sp. ve Eucalyptus
sp. ucucu yaglari ile karvakrol, timol ve 1,8-sineol ugucu bilesenlerinin antimikrobiyal
aktivitelerinde farkli oranlardaki kombinasyonlart sinerjik/antagonistik etkilesmeler
acisindan siprofloksasin ve ampisilin ile birlikte degerlendirilmistir. Ayrica ugucu yaglar
ve maddeler viral enzim inhibisyonlari ile iliskili hedef enzimlere kimyasal baglanma
ozellikleri in vitro ve in silico yontemler ile test edilmistir. S6z konusu ugucu yaglar ve
ucucu yaglarin kombinasyonlari, etkin konsantrasyonlara gore belirlenen bir
konsantrasyon araliginda giivenlilik ig¢in in vitro toksisiteleri hiicre kiiltliriinde test
edilmistir. Ugucu yaglarin ana bilesenleri ADME ve toksisite dzellikleri agisindan in
silico degerlendirilmistir.

Calismamizda kullanilan Eucalyptus sp. ve Origanum sp. ugucu yaglari, genis
antibakteriyel etkinliklerinin halk arasinda bu amagla kullanilmasi nedeniyle
siirduriilebilirlik a¢isindan tercih edilerek se¢ilmistir.

Test numunelerini model olarak 6nce Gram pozitif ve Gram negatif bakteriler
lizerine antimikrobiyal etkinlikleri agisindan denenmistir. MiK degerleri belirlenen ugucu
yaglar, ana bilesenleri ile kombine edilerek potansiyelleri incelenip, ayrica ugucu yaglarin
ve ugucu bilegenlerin sentetik antimikrobiyal ~maddelerle kombinasyonlar
degerlendirilmistir.

Hem Origanum hem Eucalyptus ugucu yaglarinin gesitli enfeksiyon durumlarinda
kullanimi ve antiviral etkileri bilinse de s6z konusu ugucu yaglarin birbiriyle ve sentetik
maddelerle kombinasyonlarinin antimikrobiyal etkileri ve sinerjik/antagonist etkileri
bakimindan degerlendirilmesi yapilmamistir. Yapilan tez ¢aligmas ile literatiirdeki bu
bilgi eksikliginin giderilmesi amaglanmistir.

Ayrica ugucu yaglarin ve yaglarin ana bilesenlerinin antiviral etkileri {izerine
yapilan ¢alismalar genellikle in silico ¢alismalar seklindedir. Karvakrol, timol ve 1,8-
sineoliin viral hayat dongilisinde Onemli enzimler olan, ACE2, Noraminidaz ve
TMPRSS2 ile in vitro inhibisyonlarina paralel olarak in vitro enzim inhibisyonlarinda
goriilen etkilerden sorumlu bilesikleri ve etki mekanizmalarini aydinlatma adina in silico
molekiiler kenetleme yapilmasi ve ugucu bilesenlerin in silico farmakokinetik ve toksisite
degerlendirmelerinin yapilmasi acisindan da 6zgilindiir. Ugucu bilesenler yeni inhibitor

madde olarak literatiirde ve uygulamalarda degerlendirilebilir.

76



Tez calismamizda kullandigimiz in silico veriler oldukea giinceldir. Ornegin hedef
enzimlerimizden biri olan ACE2’nin kullandigimiz formunun 3 boyutlu yapisi 2004
yilinda yayinlanmisken, néraminidazin kullandigimiz formu olan zanamivir ile kompleks
halindeki yapis1 (PDB ID: 3TI5) ve baglanma bolgesinin 6zellikleri 2011 yilinda,
TMPRSS2’nin nafamostat ile kompleks haldeki yapist (PDB ID: 7TMEQ) ve baglanma
bolgesinin 6zellikleri 2022 yilinda yayinlanan ¢alismalarla aydinlatilmistir (Towler vd.,
2004; Vavricka vd., 2011; Fraser vd., 2022).

Daha oOnce belirtilen hususlarin yan1 sira in silico veriler deneysel veriler ile
desteklendiginde tekrarlanabilirlik agisindan 6nemli veriler saglamaktadir. Calismamizda
in vitro deneyler ve in silico deneyler paralel yiirtitilmiistiir.

Elimizdeki sonuglara dayanarak Origanum ve Eucalyptus ugucu yaglarinin in vivo
deneylerle de desteklenerek, viriislere ve ozellikle de HIN1 ve koronaviriislere karsi
potansiyel bir antiviral iiriin olarak degerlendirilebilecegi soylenebilmektedir. Deneyler
ticari olarak temin edilen ugucu yaglarla yapilmis olup, Farmakope kalitesinde ugucu
yaglar olmasalar dahi etkinlik goriilmiistiir. Ayrica Origanum ugucu yaglarmin ve
karvakroliin siprofloksasin ve ampisilin ile birlikte kullanildiginda, antimikrobiyal
maddelerin etkisini arttirdigi, dolayist ile direng gelisimini engelleme potansiyellerinin
oldugu ve ayrica so6z konusu kombinasyonlarin kombinasyon halinde toksisiteyi
arttirmadigi bulunmustur.

Tez kapsaminda yapilan galigmalarin yani sira genis spekturumlu birgok bakteriyel
enfeksiyona kars1 etkili olan ugucu yaglarin yaygin kullanimlarina bakildiginda genelde
inhalasyon yoluyla kullanildiklar1 goériilmektedir. Ozellikle dénemsel solunum yolu
epidemilerinde, kisa siire igerisinde solunum yolu mukozasinda yiiksek konsantrasyona
erisip etki gostermeleri ve yine viicuttan solunum yolu ile uzaklastirilmalar1 beklendigi
icin ciddi bir sistemik ilag¢ etkilesimine girmeksizin kullanilabilecegi 6n goriilmektedir.
Bu sebeple Origanum ve Eucalyptus ugucu yaglari ile karvaktol ve timol, kullanilan
antibiyotik ve diger medikal tedavileri etkilemeden donemsel epidemilerde hem
antibakteriyel etkileri hem de antiviral potansiyelleri nedeniyle tercih edilerek
kullanilabileceklerdir.

Bulgular dogrultusunda gelecekte yapilmasi 6nerilen ¢alismalar, s6z konusu ugucu
yaglarin fraksiyonlanarak karvakrolce zengin ve diger alt fraksiyonlarmnin da sistematik

olarak incelenmesidir. Mevcut tez ¢alismasi kapsaminda gergeklestirilen etkin ve toksik
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olmayan antimikrobiyal kombinasyonun daha kapsamli in vivo g¢alismalarla da test
edilmesidir.

Genel olarak giintimiizde ugucu yaglarla klinik ¢alisma eksikligi, klinik olarak
uygulanabilir farmasotik formlarim bulunmamasi ve orta diizeyde klinik etkililik
nedeniyle ciddi sistemik enfeksiyonlarin tedavisinde antibiyotiklerin yerini tutamasa da
lokal enfeksiyonlarin tedavisi i¢in kullamimlart daha sistematik ve bilimsel olarak
calistimalidir. Bu alanda hem in vitro hem de in vivo ¢alismalarin yayginlagsmasi
gerekmektedir.

Dogal iirtinler/preparatlar ve bu dogal iriinlerden izole edilen bilesikler cesitli
hastaliklarin tedavisinde kilit rol oynasa da bitkisel {riinlerin etki mekanizmalar1 tam
olarak aydinlatilamadigi i¢in, dogal iiriinlerde siklikla gozlenen, bitkilerden izole edilen
etken maddelerin hedef farmakolojik etki anlaminda bitkisel {iriinden daha az etkili
oldugu durumlarda bu durumun sebebinin sinerjiyle giiclendirilmis biyoyararlanim mu,
kiimulatif etki mi, aditivite mi yoksa farmakokinamik bagska 0Ozelliklerden mi
kaynaklandig1 tam anlamiyla aydinlatilamamaktadir (Williamson, 2001). S6z konusu
soru isaretlerini gidermek i¢in izole edilen bilesenlerin ayri1 ayr1 mekanizmalarinin
aydinlatilmas1 ve kombinasyon halinde mekanizmalarinin aydinlatilmast dnerilmistir
(Wagner, 1999). Bu nedenle ileride planlanacak ¢alismalarda in silico tekniklerin de
yardimiyla mekanizmalarin aydinlatilmasi tizerinde planli ve detayli incelenmesine
ithtiyag vardir.

Tekrarlayan ciddi kronik enfeksiyonlar da dahil olmak tizere bulasici hastaliklarin
gelismesine karsit miicadele etmek i¢in bagisiklik sisteminin etkin islevselligine ihtiyag
duyulmaktadir. Arastirmalar, inflamatuvar bagirsak hastaliklar1 ve kardiyovaskiiler
hastaliklar gibi bircok modern yaygin hastaligin inflamatuvar siireglerle baglantili
oldugunu gostermistir. Bu nedenle bagisiklik sisteminin tepkisini artiracak ve modiile
edecek yeni maddelere ihtiya¢ duyulmaktadir. Ugucu yaglarin patojenler iizerine etkileri
tizerine calisilan ve gelecek vadeden bir konu olmakla birlikte, ugucu yaglarin ayni
zamanda, antikorlar, sitokinler ve dendritik hiicreler gibi bilesenlerinin kullanim1 yoluyla
bagisiklik sistemini uyarabilecegi ve ugucu yag bilesenlerinin anti-enflamatuvar ve
antimikrobiyal ilaglarla birlikte kullanimda olumlu etkilesimler gosterebilecegi
belirtilmistir (Orhan vd., 2016; Grazul vd., 2023). Bu nedenle, klinik anlamda tibbi
kullanim i¢in ugucu yaglar ve bunlarin aktif bilesenleri arasindaki olasi sinerjilerin in vivo

ortamda arastirilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Tezin biitiinlinde, dogal kaynaklardan elde edilen Origanum ve Eucalyptus ugucu
yag ve bilesenlerinin ¢esitli kombinasyonlarinin antimikrobiyal etkilere sahip oldugu, s6z
konusu ugucu yag ve bilesenlerin ayn1 zamanda antiviral etkinlik potansiyellerinin oldugu
sistematik olarak gosterilmistir. Elde edilen yeni sonuglar bilim diinyasinda giderek daha
fazla uygulama alani bulan in silico tekniklerle desteklenmistir. Bu sayede ugucu yaglar
ve ugucu bilesenlerin saglik alaninda olduk¢a 6dnemli bir konu olan yeni antimikrobiyal
ve antiviral maddeleri’/kombinasyonlarini tedavi sistemine kazandirma, antibakteriyel
direnci engelleme anlaminda 6nemi bir kez daha vurgulanmistir. Saf ve karisim olarak
ucucu bilesenler yeni enzim inhibitér maddeleri olarak literatiirde ve uygulamalarda
degerlendirilme potansiyeline sahiptir. Tez kapsaminda elde edilen bulgular alaninda ilk

olma 6zelligi tasidigindan daha ileri ¢alismalar igin veri saglamaktadir.
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Abstract

Fucshpho cssential olls are well-known and used especiully in upper respiratory tmact pathologies or diseases as herbal drug
preparations. In the present study, the & side angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2) and Epoxygenase (LOX) enzyme inhib-
itory p wls of ¢ il Facalyptse globulusTabill and Encalypins cariedira Hook. il cils were evaluated for their poten-
tial snticoronavirus disaase 2019 (COVID-19), and snti-inflammatory effects. In addition, the major components, 1,8-dneoke
and cironcllal, were evaluated for their ability to bind at the active site of gther human ACE2 or human 5-LOX using an i»
aliy setting, Before actvity evadlwtion, FEaalpins phbuur and F airieds ial ol were amalysed by GC/FID and GC/
MS, where 1 8-cineoke (30%), and citrondkl (B0%) were identified as the major companents, respectively The in miro ACE2 inhi-
hition was caleulated as 94.9% for E ghbxky, and that of E dirodira essential oil as 83.4%. In réro LOX inhibition experiments for
essential oils in the same order showed inhibitions of 71.3 and 91 4%, respectively, at 20 ug/ml. test concentrations in microplate-
hased fluorometric assays In addition, protein=-ligand docking, and interaction profiling was used to gam structuml and mech-
anistic insights into the & sfav ACE2 and LOX inhibrory poauwds of the major Escalypss id oil constituents, 1,8
dneok as well as drronellal, The resulting data supported the in ritre findings; however, further in o studies are neadad to
confirm the activity.
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Introduction

Eacdpte 1. spedes, family Myrtacese, a5 well as their prepur-
gons, are well known and have been wsed as aromatic and
medicinal plints for centuries. Esahpeas essential oils are
usad due to their snumicrobial and sntoxidant activities, espe-
aally m pharmaceuticals and cosmetic products, as wdl as for
flavormngs and food preparations
Esxcalypens ghbsulss Labill. s the main source of commercial
Encalpter essential o, which is used as an antiseptic and to
treat cough, cold, sore throat, and other reated conditions.
Both the leaf oil and extract have been reported for ther anti-
l-cmhl activity on respiratory system pathogenic baceria and
viruses." Cineolerich essential olls are mhakd 10 treat pharyn-
s, bronchitis, and sinusitis. A number of i s and in rie
1 8-aneole studies dem ted anti-infl tory, sntmicro-
biaf* and antiviral™* properties. Alsa, a double-blind placebo-
controlied trial using the monotearpene 1.8-ancal demonstrased
mucolytic, bronchodilstion, and anti-inflammatory sctivities ™
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ABSTRACT

Origanum spp, are used both for culinary pumposes and for
their biological activities. In this study, commercial Ongonum
mgjarang, Origanum minutflorum, Origanum wigare, and Ol
ganum onites essential olls and their prominent constituent
carvacrol were evaluated for their in vitro and in siico anglo-
tensinconverting enzyme 2 and lipaxygenase enzyme inhib-
itory potentials. The essential ofls were analysed by gas chro-
matngraphy-flame lonisation detection and gas chromatogra-
phy-mass spectrometry, where carvacrol was identified as the
major component (62-81%), confieming the quaiity. In vtro
erzyme Inhibition assays were conducted both with the es«
sential olls (20 pg/mL) and with carvacrol (5 pg/mL). The com«
parative values of angiotensin-converting enzyme 2 percent
inhibition for O. mgjorane, @ minutiflorum, O. vulgare, and
0. onites essential ails were determined as 855, 79.1, 743,
and42.8%, respectively. As a result of the enzyme assays, car-
vacrol showed 90.7% in vitro angiotensin-converting enzyme
2 inhibitory activity. The in vitro lipoxygenase inhibition of
the essential olls (in the same order) was 894, 78.9, 81.1,
and 73.5%, respectively, where carvacrol showed 748% inhi-
bition. I addition, protein-ligand docking and interaction
profiling was used to gain structural and mechanistic insights
Into the angiotensin-converting enzyme 2 and Epaxygenase
Inhibitary potentials of major Origanum essential oil constitu-
ents. The in siico findings agreed with the significant enzyme
inhibition actiity observed in witro. Further in vivo studies are
suggested to confirm the safety and efficacy of the olls.
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The members of the germs Eucalyptus L. belonging to the Myttaceae are well- known and
have been utilized for millennia as aromatic and medicinal plants. Due to their antibacterial
and antoxidant properties, eucalyptus essential ocils are frequently used in flavorings,
culinary preparations, as well as in medicinal and cosmetic applications. In the present study,
in vitro enzyme inhibition assays were conducted for neuraminidase (WA), ransmembrane
serine protease 2 (TMPRSS2) and angiotensin- converting enzyme 2 (ACE2) to explore the
antiviral potential of two different essential cils from Eucalyptus species. European-
Pharmacopoeia-quality essential oils from E. globulus and E. cifriodora were employved in the
enzyme assays. The inhibitory activitiesof essential oils at 20 ug/mlL against ACE2, TMPRSS2
and NA were measured using commercial kits. E. globulus essential oil inhibited ACE2,
TMPRSS2 and NA by 94.3%,74.52% and 67.59%, respectively. E. citriodora essential oil inhibited
ACE2, TMPRSS2 and WA by 83.4%, 60.535% and 43.64%, respectively. Although both essential
oils fromthe Eucalyptus species demonstrated good enzyme inhibitory activity, our in vitro results
indicated that E. globulus essential oil possesses greater antiviral activity potential than E.
citriodora. Purthermore, protein-ligand docking and interaction profiling studies were
utilized to gain structural and mechanistic insights into the in silico ACE2, TMPRSS2 and NA
inhibitory potentials of the major constituents of Eucalyptus essential oil, 1,5-cinecle and
citronellal. The results corroborated the in vitro findings. In conclusion, based on the results
obtained in this study, both eucalyptus essential oils exhibit antiviral potential, making them
viable candidates against cold, flu, and coronavirus. Further in vive studies are required to
confirm their activity.

Keywords: Eucalyptus; essential oil; antiviral; in vitro enzyme assay; moleculardocking,.
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