ACU Saglik Bil Derg 2020; 11(4):646-651
https://doi.org/10.31067/0.2019.202

ARASTIRMA YAZISI / ORIGINAL ARTICLE

'Acibadem Mehmet Ali Aydinlar
Universitesi, Tibbi Mikrobiyoloji,
istanbul, Tiirkiye

Acibadem Mehmet Ali Aydinlar
Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitilsii
Medikal Biyoteknoloji Programi,
istanbul, Tiirkiye

Acibadem Mehmet Ali Aydinlar
Universitesi, Tibbi Mikrobiyoloji,
istanbul, Tiirkiye

‘Acibadem Mehmet Ali Aydinlar
Universitesi, Fizyoloji, istanbul,
Tiirkiye

Sinem Oktem-Okullu, Dr. Ogr. Uyesi
Nesteren Mansur, MSc

Erkan Mozioglu, Dr. Ogr. Uyesi
Meltem Kolgazi, Dr. Ogr. Uyesi

iletisim:

Dr. Ogr. Uyesi Sinem Oktem-Okullu
Acbadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi,
Tibbi Mikrobiyoloji, istanbul, Tiirkiye

Tel: +90 554 587 48 28

E-Posta: sinem.oktem@acibadem.edu.tr

Gonderilme Tarihi : 08 Nisan 2019
Revizyon Tarihi  : 01Temmuz 2019
Kabul Tarihi ¢ 23 Adustos 2019

646

Hidroksisinamik Asit Tiirevlerinin
Canhi-Disi Helicobacter Pylori Karsiti
Etkileri ile Ureaz Enzimini Engelleme
Etkinliklerinin Arastirilmasi

Sinem Oktem-Okullu'®, Nesteren Mansur’®, Erkan Mozioglu*®, Meltem Kolgazi*

OZET

Helicobacter pylori (H. pylori), insanlarda, gastrit, peptik iilser, gastrik kanser ve mukoza ilintili lenfoid doku lenfomasi gibi ciddi mide
hastaliklarina yol acan 6nemli bir hastalik etkenidir. H. pylori, iirettigi iireaz enzimleri sayesinde iireyi, karbondioksit ve amonyaga parca-
layarak mide ¢eperinin asidik kogullarini normal pH'ya getirip hayatta kalabildigi icin bu bakterilerle viicudun savasimi kolay degildir. H.
pylori enfeksiyonlari icin antibiyotikler mevcut olsa da antibiyotik direnci gelisimi nedeniyle bu tedaviler sonugsuz kalabilmekte ve yeni
antibiyotiklere gereksinim her gecen giin artmaktadr.

Hidroksisinamik asit tiirevleri basit fenolik asitler olup meyvelerde, meyve ¢ekirdeklerinde ve sebzelerde bulunmaktadir. Ferulik asit, kafe-
ik asit, p-kumarik asit, sinapik asit, sozii edilen bu fenolik asit grubuna ait olup antioksidan, anti-inflamatuvar, antimikrobiyal 6zelliklere
sahiptir ve bu nedenle bazi bakteri enfeksiyonlarinin tedavisinde, ilaclara secenek olarak kullanilmaktadir. Bu calismamizda, bu ii¢ fenolik
asidin H. pylori iizerindeki antimikrobiyal etkinligi ve iirez enzimini engelleme etkisi arastinildi.

Hidroksisinamik asit tiirevlerinin anti-H. pylori etkisi H. pylori G27 standart susu iizerinde test edildi. Minimum inhibisyon konsantrasyonu
ise MiK iinde kullanilan ayni konsantrasyonlarda canli ve dlii bakterilerin nispi oraninin hesaplanmasi ile belirlendi. MiK igin CLSI M07-A9,
MBCigin CLSI M26-A protokolleri kullanildi. Ureaz inhibisyon aktivitesi Helicheck, iireaz aktivitesine 6zgii indikatorlii besiyerinde dl¢iilmiigtiir.

H. pylori'ye karsi test edilen tiim bilesikler icin MK 64 ug/mL ve MBK 128 ug/mLidi. Test edilen bilesiklerin H. pylori tarafindan salgilanan iireaz
enzimi iizerinde higbir inhibisyonu saptanmadi. Niikleotid salma deneyi sonuglarina gore, hidroksisinamik asit tiirevlerinin bakteri zarinda
hasara sebep olmasi ile zarda olusan deliklerden disan salinma egiliminde olmasi beklenen herhangi bir niiklotit miktan ol¢iilememistir.

Gergeklestirilen bu calisma, literatiir taramalarimiz dogrulutusunda, hidroksisinamik asit tiirevlerinin anti-H. pylori aktivitesini gosteren
ilk calismadir. Bu bilesiklerin anti-H. pylori iizerindeki etki mekanizmasini anlamak icin daha ileri analizlere ihtiyag vardir.

Anahtar sozciikler: H. pylori, Anti-H. pylori Etki, hidroksisinamik asit tiirevleri, iireaz iXInhibisyon, niiklotid salinim testleri

IN VITRO ANTI-HELICOBACTER PYLORI EFFECTS OF HYDROXYCINNAMIC ACID DERIVATIVES AND THEIR UREASE INHIBITION STUDIES
ON H. PYLORI UREASE ENZYME

ABSTRACT

Helicobacter pylori (H. pylori) is a human pathogen that can persist in the stomach of infected people for their life spans. It causes chronic
gastric inflammation leading to serious gastric diseases such as gastritis, peptic ulcers, gastric cancer and mucosa-associated lymphoid
tissue lymphoma. To colonize in the acidic environment of the stomach, H. pylori produces urease enzyme that catalyzes the hydrolysis
of urea to yield into ammonia and carbon dioxide. This enzyme neutralizes the acidic environment of the gastric lumen, and gives the
bacteria a short-term survival in this highly acidic environment. There are numerous antibiotic-based therapies for the treatment of H.
pyloriinfection. However, antibiotic resistance has a significant impact on the failure of these treatments.

Hydroxycinnamic acid derivatives are simple phenolic acids, found mainly in cereals, fruits, seeds of fruits and vegetables. Ferulic acid,
Caffeicacid, p-Coumaric acid, and Sinapic acid belong to this phenolic acid group. These derivatives act as antioxidant, anti-inflammatory,
antimicrobial agents and have been used for the treatment of some bacterial infections as alternatives to drugs.

The objective of this study was to investigate the anti-H. pylori and urease enzyme inhibitory effects of Ferulicacid, Caffeicacid, p-Coumaric
acid and Sinapic acid.

The effect of hydroxycinnamic acid derivatives was tested on H. pylori standard train G27. MIC was determined by serial tube dilution
method in which the final concentration ranged between 512 to 0.5 pg/ml and MBC was determined by calculating the relative proportion
of live and dead bacteria with the same concentration range used in MIC. For MIC, the CLSI M07-A9and for MBC CLSI M26-A protocols were
used. Urease inhibitory activity was detected by Helicheck, H. pylori-specific growth media shows urease activity by changing the color
of the media. Nucleotide release was measured by spectrophotometry. The MIC was 64 pg/ml and MBC was 128 pg/ml for all compounds
and they had no effect on urease enzyme. There was no detectable nucleotide release from the bacterial membrane because of the
hydroxycinnamic acid derivatives damage.

As a result, to the best of our knowledge, it is the first report that shows anti-H. pylori activity of the hydroxycinnamic acid derivatives.
Further analyses are needed to understand the action mechanism of these compounds on anti-H. pylori property.
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da basariyla yerlesebilen en 6nemli insan hastalik

etkenlerinden biridir ve genellikle erken cocuk-
luk evresinde 6pisme, tikirik, mikrop ile bulas gida ve
sularin tiiketimi, ebeveynler ile ayni catal-kasik kullanimi,
gastroskopi sirasinda aletlerin yeterince steril edilmemesi
gibi yollari ile kazaniimaktadir; tedavi edilmezse kisilerin
yasamlari boyunca varligini siirdiirebilmektedir (1). Bugin,
diinya niifusunun yaridan fazlasina bulastigi tahmin edil-
mekle birlikte belirti gostermezken bulastigi kislerin %20
'sinde, peptic Ulser, kronik gastrit, mukoza ilintili lenfoid
doku lenfomasi (MALT) gibi ciddi mide-bagirsak hastalik-
larinin temel risk etkeni olarak tanimlanmaktadir (2). Ayni
zamanda, idiopatik trombositopenik purpura, demir eksik-
ligi kansizligi ve B12 vitamini eksikligi gibi sindirim hasta-
liklari ile de ilintilidir (1). Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tara-
findan, H. pylori 1. sinif karsinojen olarak tanimlanmaktadir.
Gelismekte olan Ulkelerde, H. pylori enfeksiyonlarinin yay-
ginhgi gelismis llkelerden fazladir ve bu oran Tiirk yetiskin
nifusu icin %70-80'dir. Turkiye'de, cocuklarin serolojik yay-
ginliginin %43,9-53,9 oldugu bildirilmektedir (3).

H elicobacter pylori (H. pylori) is asidik mide ortamin-

H. pylori enfeksiyonunun giderilmesi icin, proton pompasi
engelleyicisiyle birlikte en az iki antibiyotigin birlikte veril-
mesi gerekmekte ve bu tedavinin basari orani %80’lerde
kalmaktadir (4). Ayrica, ilaglarin yan etkileri, zayif uyum ve
antibiyotiklere direng gelisminin gézlenmesi ek sorunlar
getirmektedir. Tedavi icin tedavisinde yeni antibiyotiklere
gereksinim duyulan bakterilerin yer aldigi DSO'niin son
yayimladigi listede, klaritromisin direncli H. pylori yiiksek
oncelikli grup icerisine dahil edildigi g6z tinliine alindigin-
da H. pylori dahil tim bu direncli bakterilerin ilaca direng
gelisim sorunlarinin Gstesinden gelebilmek icin, dogal
Urtinler basta olmak lzere yeni molekiillerin kesfedilmesi
yonundeki cabalar biyik onem tasimaktadir (5).

Mide mukozasinda H. pylori'nin yerlesmesi, bakterinin hare-
keti, Ureaz enzim Uretimi ve tutunmadaki basarisi ile ilgilidir
(6). Ureaz enzimin yardimiyla, H. pylori yiiksek asidik mide
ortaminda, kisa streli bir yasamda kalma sansi yakalar.
Bunun yani sira, hareket yetenegi, mide mukozasinin daha
yonsiz pH'indaki alanlara dogru bakterinin hizh bir sekilde
ilerleyebilmesine olanak verir. Ureazin bulunmamasi halin-
de H. pylori, 4,0-8,0 arahigindaki pH’larda yasayabilir.

Ancak, Ureaz enzimi sayesinde, Ure, karbondioksit (CO2) ve
amonyada (NH3) parcalanarak midenin asitligini azaltarak
bu bakterilerin, 2,5 gibi ¢cok diisiik pH’'larda bile yasayabil-
mesini olanakli hale getirirler. Amonyak H+iyonlarinin alicisi
olarak is gérmesinin yani sira monokloramin gibi yerlestigi

konak hicreler tzerinde zehir etkisi gdsteren amonyak ti-
revlerinin olusmasina 6nciilik eder. TUm bu sebeplerden
Oturd Ureaz enzimi, H. pylori icin tedavisinde kullanilacak
yeni ilaclarin 6nemli bir hedefi olarak diisiiniilmekte ve bu
enzimi engelleyici yeni molekdllerin kesfedilmesi bu aras-
tirmalarin en 6nemli stratejisini olusturmaktadir (7). Bu
sebeple, H. pylori enfeksiyonlarinin iyilestirilmesinde, dirim-
bilimsel olarak etkin dogal kdkenli Grtinlerin treaz engelle-
yicisi olma potansiyelleri arastiriimaktadir (8).

Hidroksisinamik asit tlirevleri, meyvelerde, sebzelerde,
tahillarda ve meyve cekirdeklerinde degisen miktarlarda
bulunan polifenolik bilesenlerinin 6nemli bir grubunu
temsil etmektedir (Tablo 1). Hidroksisinamik asit tirev-
lerinden olan kafeik asit bircok meyvede baskin olarak
bulunmaktadir; erik, elma, kayisi, yabanmersini ve doma-
teste bulunana toplam hidroksisinamik asit tiirevlerinin
%75'ini olusturmaktadir. Bunu ile birlikte p-kumarik asit,
turuncgillerin ve ananasin baskin hidroksisinamik asitidir.
Hidroksisinamik asitler, bagl formda genis 6lciide bulu-
nurlar ve nadiren serbest formda bulunurlar. Meyve ve
sebzelerin islenmesi (donma, sterilizasyon ve fermentas-
yon) bu tir Urlinlerdeki serbest hidroksisinamik asitlerin
olusumuna katkida bulunur. Klorojenik asit elma, kayisi,
cilek, seftali, armut, erik, avokado ve havug gibi bircok

Tablo 1. Bazi meyve ve bitkilerin fenolik bilesik igerigi

Fenolik icerik

Tiir (mg /100 g) Kaynaklar
Yaban Mersini 525 9)
(Vaccinium myrtillus)
Bogiirtlen 361, (10, 11)
(Rubus fruticosus) 417-555
Siyah Frenk Uziimii 318,15, (12,13)
(Ribes nigrum) 498-1342
Mavi Yemis 181,1-473, (9, 14)
(Vaccinium corymbosum) 261-585
Cilek 317,2-443 4, (15, 16)
(Fragaria ananassa) 102
Ahududu 113,73-177,6, (17-20)
(Rubus ideaus) 192-359,

517,

330
Turna Yemisi 120-176,5, (21, 22)
(Vaccinium macrocarpon) 315
Kekik 1175,72 (23)
(Origanum vulgare subsp. hirtum)
Nane 1000,89 (23)
(Mentha spicata)
Adagayi 1144,93 (23)
(Salvia tomentosa)
Kantaron 515,8 (23)

(Hypericum perforatum)
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gidada bulunur. Klorojenik asit, 6zellikle elmalar ve ar-
mutlarda enzimatik esmerlesme icin anahtar substrattir.
Armut kabugunun kizarmasi sirasinda icerigi %20 azalir.

Kafeik asit, ferulik asit, p-kumarik asit, sinapik asit ve rosma-
rinik asit, antioksidan, anti-inflamatuvar ve antimikrobiyal
etkileri oldugu bilinen bu 6nemli fenolik asit grubunun tye-
lerindendir (Sekil 1). Bu bilesenlerin, dogal yasamlarinda,
bitkilerin kokularinin, lezzetlerinin ve renklerinin olusumla-
rindan sorumlu olduklari ve onlari, mor-6tesi isinlara karsi
virlslere, bakterilere, boceklere ve hatta digger bitkilere kar-
sl korumada rol aldiklari bilinmekle birlikte yangi, sismanlik
ile yag metabolizmasi, viicut agirhgi ile obezite, diyabet ile
insulin direnci gibi bazi metabolik belirgeler (semptomlar)
Uzerinde olumlu etkileri oldugu gosterilmistir (24).
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Sekil 1. Hidroksisinamik asitler ve turevleri (25).

Hidroksisinamik asit tlirevleri, mide ve bagdirsak sistemin-
de kolaylikla emildikleri ve Gram (+) ve Gram (-) bakteri-
ler Gzerinde karsit etkinlikleri oldugu gosterilmistir (26).
Bununla birlikte, bu bilesenlerin, H. pylori izerindeki karsit
etkinlikleri heniiz gosterilmemistir. Bu calismamizda, feru-
lik asit, kafeik asit, p-kumarik asit ve sinapik asit gibi dort
farkli hidroksisinamik asit ttirevinin H. pylori'ye karsit et-
kinligi ve Ureaz enzim etkinliginin engellenme potansiyeli
arastirildi; bizim bilgimize gore, bu arastirma, bilim yazi-
nindaki (literattiriindeki) ilk calismadir.

Gereg ve yontemler

Hidroksisinamik asit tiirevleri

Hidroksisinamik asit tirevleri olan ferulik asit (trans-
4-hydroxy-3-methoxycinnamic  acid), kafeik  asit
(3,4-dihydroxycinnamic acid), p-kumarik asit (trans-4-
hydroxycinnamic acid) ve sinapik asit (trans-4-Hydroxy-
3,5-dimethoxy-cinnamic acid) Sigma-Aldrich (Almanya)
sirketinden satin alindi.

H. pylori kiiltiirii

Bu calismada kullanilan H. pylori standart soyu G27 Zirih
Universitesi, Molekiiler Kanser Arastirma Enstitiisi’'nden
Prof. Dr. Anne Mueller'in hediyesidir. H. pylori G27 BD
Helicobacter Columbia Agar'da (Becton Dickinson,
Germany), mikroaerofilik kosullarda, 37°C'de, 24 saat bek-
letilerek buyutdald.

En diistik énleyici derisim (Minimum inhibitér
konsantrasyonu = MiK)

Bakteriler, Helicobacter Columbia Agar'da, 37°C'de, mikro-
aerofilik kosullarda, 24 saat boyunca buyitildu ve daha
sonra 10 %FBS (GIBCO) ve 1x Vancomisin (Vancotek, Kogak
ilac, Tuirkiye) iceren Brucella Broth (Oxoid) besiyerine ak-
tarildi; burada da ayni kosullarda 24 saat bekletildi. Daha
sonra, bakteriler 0,5 McFarland olacak sekilde (1,5x108
cfu/mL) seyreltildi. Seyreltilmis bakteriler, hidroksisinamik
asit tlrevleri dimetil stlfoksit (DMSO) icerisinde ¢ozuldi
ve 10 %FBS (GIBCO) ve 1x Vancomisin (Vancotek, Kogak
ilag, Turrkiye) iceren Brucella Broth (Oxoid) besiyerinde iki
kathk ardisik seyreltimleri yapildi; 0,5 McFarland olarak ha-
zirlanmis bakteriler, hidroksisinamik asit tiirevlerini iceren
taplere ekildi; boylece, kimyasallarin son derisimleri, 512
to 0,5 pg/mL oldu. DMSO ise (-) denetim olarak kullanildi.

Tupler 37 °C'de, 24 saat, mikroaerofilik kosullarda bekletil-
di ve bulaniklik izlendi. En dusiik engelleyici derisim, hig
hidroksisinamik asit icermeyen ve bakteri iceren (+) dene-
tim tUpunde bulaniklik gorulduglinde belirlendi; hi¢ bak-
teri icermeyen tlpler, bulanikhk olusturmamasi beklenen
ikinci bir (-) denetim olarak gozlemlendi.

Bakterileri éldtiriicii en dlistik derisim (Minimum bakterisidal
konsantrasyon=MBK)

En duslik engelleyici derisim calismasindan sonra, bakteri
blylumesi gorilmeyen tiiplerin her birinden 70 pl alinip
Helicobacter Columbia Agar‘a ekildi ve petriler, mikroa-
erofilik kosullarda, 37°C'de gece boyu bekletildi; kimya-
sallardan, bakterileri timiyle 6ldiiren en disik derisim
belirlendi.

Ureaz engelleme deneyi

Ferulik asit, kafeik asit, p-kumarik asit ve sinapik asidin H.
pylori'nin Urettigi Ureaz enzimleri Uzerindeki dogrudan
engelleyici etkisi olup olmadigi Helicheck (SALUBRIS,
Turkiye) kullanilarak arastirldi. Ureaz enzimi varhginda,
Helichek'te var olan pH ayiraci sayesinde renk saridan
mora donmektedir; bu parcalanma Griini olan amon-
yagin olusmasi ile ilgilidir (27). Bu temel ilke kullanilarak
H. pylori, 10 %FBS (GIBCO) ve 1x vankomisin (Vancotek,
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Kocak ilag, Tiirkiye) iceren Brucella Broth (Oxoid) icerisin-
de 37, °C'de, 24 saat buyltildi ve tiipler santrifijlenerek
st sivi uzaklastinldi. Bakteriler, ¢ kez PBS tamponu (pH
7,4) ile yikanarak Ust sivida olabilecek tiim enzimler uzak-
lastirildi. Bakteriler, PBS icerisinde, hidroksisinamik asit
tlrevlerinin son derisimi 512ug/ml olacak sekilde, oda si-
cakliginda, 20 dakika bekletildi ve bakteri asiltisi (slispan-
siyonu) Ureaz enzim etkinliginin denenmesi icin Helicheck
olarak adlandinlan H. pylori'ye 6zgi, Ureaz aktivitesinin
ortamda gerceklestiginde renk degisikligi gosteren besi-
yerine aktarildi. Nikleotid salinim deneyleri spektrofoto-
metrik dlclimler yapilarak gerceklestirildi.

Hidroksisinamik asitler ile hicbir isleme ugramayan bak-
teriler de ayni sekilde (-) denetim olarak kullanild. Ureaz
enzim etkinliginin varligi veya yoklugu, renk degisiminin
var veya yok olmasi seklinde olarak belirlendi.

Niikleotid salinim deneyi

Hidroksisinamik asit tlrevlerinin, bakteri zarlarinin gegir-
genligi Uzerindeki etkilerinin anlasilmasi icin niikleotid
salinim deneyi yapildi. Bu deneyin esasi, denenen kim-
yasallarin, bakteri zarinda bir hasara yol acip agmadiginin
hiicrelerden salinan niikleotidlerin spektroforometrik ola-
rak olctlmesi ile ilgilidir (28). Bu amacla, H. pylori, 10 %FBS
ve 1x vankomisin iceren Brucella Broth (Oxoid) icerisinde
37°C'de, 24 saat buyutuldu ve tipler santrifijlenerek Ust
sivi uzaklastirildi. Bakteriler, ti¢ kez PBS tamponu (pH 7,4)
ile yikanarak uist sividaki tim nukleotidler uzaklastirildi ve
son olarak, PBS icerisinde, hidroksisinamik asit tlirevlerinin
son derigimi 512ug/ml olacak sekilde, oda sicakliginda, 20
dakika bekletildikten sonra 5000xg'de (i¢ dakika santrifj-
lendi. Ust sivinin 260 nm’de sogurum (A260) degeri 6lciil-
di. Kimyasallarla hicbir isleme ugramayan bakteriler ve
DMSO, (-) denetim olarak kullanildi. Verilerin ¢6ziimleme-
si, GraphPad Prism 6 yazilimi kullanilarak yapildi.

Sonuglar

Bircok bitki, sebze ve meyvelerde bulunan ve antioksidan
ozellikleri nedeni ile cesitli hastaliklara ve yaslanmaya kar-
si korudugu bilinen hidroksisinamik asit tlrevleri viicudu
serbest radikallerin zararl etkilerinden korumanin yanin-
da antimikrobiyal etkileri nedeni ile saflastirilarak elde
edilen 6zitleri de bircok enfeksiyon etkenine karsi kulla-
nilmaktadir. Diinyada insanlarin ortalama %50’sinin mide-
sinde kolonize oldugu tahmin edilen H. pylori'nin tedavisi
icin, diger mikroorganizmalara karsi olan etkisi bir sece-
nek olarak ortaya cikan hidroksisinamik asit tlirevlerinden
bazilarinin H. pylori izerindeki etkisi ve etki mekanizmalar
bu calisma ile anlasilmaya caligiimistir.

En dlisiik 6nleyici derisim

Denenen hidroksisinamik asit tlrevlerinin H. pylori'yi en-
gelleyici en dusiik derisimi 64 pg/mL olarak bulunmustur
(Tablo 2).

Bakterileri 6ld(iriicti en dlistik derisim

Denenen hidroksisinamik asit ttirevlerinin H. pylori'yi 6l-
diricl en dislik derisimi 128 pug/mL olarak bulunmustur
(Tablo 3).

Mevcut calisma ile hidroksisinamik asit tiirevleri, 5nem-
li bir H. pylori karsiti etkiye sahip oldugu gd&sterilmistir:
Engelleyici en dustk derisimi 64 pg/mL ve bakterileri
oldurlcu en dusuk derisimi 128 pg/mL. Bu sonuclar, H.
pylori'nin artmis ilag direncine karsi, bu dogal Grtinlerin bi-
rer secenek olabilecegine dair umut vericidir ve gelecekte,
canli-ici calismalari da kapsayacak sekilde yeni deneyler,
H. pylori enfeksiyonlarinin tedavisinde, bu dogal trlnlerin
yeniilaclar olarak kullanilabilir olup olamayacagini goster-
mesi bakimindan énemli olacaktir.

Tablo 2. En diisiik engelleyici derisim (MiK) sonuglar

En diigiik engelleyici derigim

Kimyasallar (ug/mL)
Sinapik asit 64
Kafeik asit 64
Ferulik asit 64
p-Kumaric asit 64

Tablo 3. Bakterileri dldiiriicti en diisiik derisim (MBK) sonuglari

Bakterileri éldiiriicii en diigiik

Kimyasallar derigim (ug / mL)

Sinapik asit 128

Kafeik asit 128

Ferulik asit 128

p-Kumaric asit 128
Ureaz engelleme deneyi

Kafeik asit, ferulik asit, p-kumarik asit ve sinapik asidin H.
pylori'nin Ureaz enziminin etkinligini engelleyip engelle-
medigi arastirildi ve bu amacla renk degsimine dayali bir
yontemi esas alan Helicheck kullanildi. Hidroksisinamik
asit tlrevleri ile bulusturulmamis bakteriler ile kiyaslan-
diginda, bu kimyasallara maruz birakilmis H. pylori ttpleri
arasinda, herhangi bir renk farkliligi g6zlenmemistir: Tim
tiplerde, saridan mora donlisiim esit miktarda gercekles-
mistir (Sekil 2). Bu sonuclara gore, denenen derisimlerdeki
hidroksisinamik asit tlirevlerinin, H. pylori bakterisinin (ire-
az enziminin etkinligi Gizerinde bir etkiye sahip degildir.
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Sekil 2. Ureaz etkinligini engelleme deneyi.

Niikleotid salinim deneyi

Hidroksisinamik asit tlrevlerinin bakteri zarinin gecirgen-
ligini degistirip degistirmedigini belirlemek icin niikleotid
salinim deneyi yapildi.

260 nm'deki sogurum dederleri karsilastinldigi da hid-
roksisinamik asit tlirevlerine bagh olarak zardan gecerek
hiicre disina salinan saptanabilir diizeyde nukleotid bulu-
namadi (Sekil 3).

Absorbance (Aze0)

Sekil 3. Nikleotid salinim deneyi

Sonug olarak, hidroksisinamik asit tiirevlerinden ferulik
asit, kafeik asit, p-kumarik asit ve sinapik asidin H. pylori
karsiti etkilere sahip oldugu gosterildi. Bu kimyasallarin,
bakterinin hicre zarinin gecirgenligini degistirdigine dair
nikleotid salinimi timeline dayanan deneyde, kimyasal-
lara maruz birakilmayan denetim grubuna kiyasla sapta-
nabilir bir fark gdzlenmemistir. Ayrica, uygulanan mevcut
yontem ile bakterinin enzimini etkiledigini gosteren bir
bulgu elde edilmemistir. Gelecekte yeni ek ¢alismalar, bu
kimyasallarin, H. pylori Gizerindeki karsit etkinligin islerge-
sini (mekanizmasini) anlamamiza yardim edebilecektir.

Tartisma

H. pylori enfeksiyonlari, dliinya nifusunun yaklasik yarisini
etkilemektedir ve tedavisi, ila¢ direnci, ilaglarin yan etki-
leri ve pahaliigi nedeniyle zordur. GiinlimUzde, tedavide,
clarithromycin, amoxicillin, metronidazole, levofloxacin,
tetracycline ve rifabutini iceren yalnizca alti farkli antibi-
yotigin cesitli bileskeleri kullanilabilmektedir. Bu baglam-
da, hem farmokolojik tedavilerle kiyaslandiginda dusuk
maliyetli oluslar hem de duisiik toksisite ve daha az yan
etkilere sahip oluslari dikkate alindiginda, dogal triinlerin
kesfi, bu tedavilerde yeni secenekler olusturabilecektir.

Hidroksisinamik asitler, meyve, sebze ve yemeklik mantar
gibi bircok bitkilerde bulunan fenolik bilesiklerdendir ve
kafeik asit, ferulik asit, p-kumarik asit, sinapik asit, kloro-
jenik asit, rosmarinik asit gibi turleri mikemmel farmoso-
tik potensiyele sahiptir ve anti-inflamatuvar, antioksidan,
antimikrobiyal, antikoagulan, antitumor, antiviral etkinlik
gostermektedirler.

Bugline kadar, hidroksisinamik asit ttirevlerinin, bircok
bakteriye karsi etkinlikleri gosterilmis olsa da bildigimiz ka-
dariyla, H. pylori icin bdyle bir sonug¢ heniliz yayimlanmistir
(29). DUinyadaki en yaygin enfeksiyonlardan birinin kaynadi
olan H. pylori enfeksiyonunun enfeksiy6z bir hastalik olarak
ele alinip tedavi edilmesi olduk¢a 6nemlidir. Antibiyotik te-
davisinin yalniz basina kullanildigi zaman yeterli eradikas-
yon saglanamadigi yapilan kaynak calismalari ile de goste-
rilmistir. Antibiyotik tedavisinin yetersiz kaldigi durumlarda
alternatif tedavi yontemleri tercih edilmektedir. Bu neden-
ler dogrultusunda bircogu giinliik hayatta tiiketilen meyve
ve bitkilerin iceriginde yer alan hidroksisinamik asit tiirev-
lerinin, meyve ve bitkilerden 6zitlenerek saf halde yogun-
lastirimasi ile H. pylori ye karsi antimikrobiyal etkinliginin
gosterilmesi oldukca 6nem tasimaktadir. Etki mekanizma-
larinin aydinlatiimasi ve etkinliklerininde gelistirilmesi icin
yapilacak olan ek calismalar sayesinde hidroksisinamik asit
turevlerinin H. pylori enfeksiyonunun tedavisinde kullanila-
cak alternatif bir yontem haline gelecektir.

Sunulan bu calisma, hidrokissinamik asit tirevlerinden
kafeik asit, ferulik asit, p-kumarik asit ve sinapik asidin H.
pylori karsiti etkisi ile ilgili bilim yazinindaki ilk caismadir.

Tesekkiir

Bu calisma Acibadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesinin
Bilimsel Arastirma Proje Fonu (ABAPKO Proje numarasi:
2017/01/07) tarafindan desteklenmistir. Ziirih Universitesi,
Molekiiler Kanser Arastirma Enstitlisi'nden Prof. Dr. Anne
Mueller'e hediye ettigi H. pylori icin tesekkiir ederiz.
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