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OZET

Farkl Antimikrobiyal Ajanlarin Enterococcus Faecalis Uzerine Inhibitér Etkilerinin

In Siliko Modelleme Yontemleri ile incelenmesi

Cocuk hastalarin siit dislerinde meydana gelen pulpal enfeksiyonlar, siit dislerinin
erken yasta kaybina neden olmaktadir. Siit disi pulpal enfeksiyonlarinin tedavisinde basta
Enterococcus Faecalis olmak iizere patojen bakterilerin elimine edilmesi gerekmektedir. Siit
dislerinin erken yasta kaybin1 6nlemek igin lezyon sterilizasyonu ve doku tamiri tedavisi
antibiyotik pat kombinasyonlar1 ile wuygulanmaktadir. Kullanilan antibiyotik pat
kombinasyonlart metronidazol, siprofloksasin, minosiklin ve amoksisilin trihidrat gibi
antibiyotiklerden olusmaktadir. Antibiyotikli patlarin dislerde renklenme, alerjik reaksiyon
ve direng gelisimi gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir. Bu dezavantajlardan dolay1 giivenilir,
gelismis etkinlige sahip ve yan etkileri azaltilmis dogal kaynakli antimikrobiyal ilaglarin
tasarimina ihtiya¢ duyulmaktadir. Bundan dolay1 bu ¢alismada, Enterococcus Faecalis
enzimlerine (dihidrofolat rediiktaz, B-ketoagil-a¢il tastyici protein sentaz III, agmatin
deiminaz, alanin rasemaz ve enterokokal yiizey proteini) karsi inhibitor etkili flavonoid ve
kalkon tiirevli bilesiklerin inhibisyon mekanizmalarinin ve yapisal 6zelliklerinin molekiiler
diizeyde belirlenmesi i¢in molekiiler modelleme yonteminden faydalanilmistir. Bu sayede
bu calismanin ilerde yapilacak olan deneysel caligmalara rehber olmasi amaglanmistir.
Calismanin 1. sathasinda; hedef enzimlerin 3 boyutlu yapisi ve inhibitdr bilesiklerin
baglanma bolgeleri belirlenmistir ve flavonoid ve kalkon tiirevli ligand bilesiklerin 3 boyutlu
yapilar1 hazirlanmustir. Ikinci safhada; kontrol grubu bilesikleri (metronidazol, amoksisilin
trihidrat, doksisiklin, klorheksidin ve siprofloksasin) ile flavonoid ve kalkon tiirevli
bilesikler, hedef enzimler ile molekiiler kenetlenme yontemi kullanilarak serbest baglanma
enerjileri hesaplanmistir. Uciincii safhada; kontrol grubu bilesiklerinin farmakokinetik
ozellikleri degerlendirilmistir. Son safhada ise, enzim-ligand yapilarinin baglanmasinda rol
oynayan aminoasitler molekiiler seviyede analiz edilmistir. Caligma sonucunda dihidrofolat
rediiktaz enzimi i¢in 9 numarali ligand bilesigi (C1sH1:NO4) -8.45 kcal/mol baglanma
enerjisi ile en iyi baglanma afinitesi gosteren bilesik olarak belirlenmistir. Ayrica
dihidrofolat rediiktaz enziminin baglanma bolgesinde bulunan ve inhibisyon
mekanizmasinda olduk¢a 6nemli rol oynayan olan Vall102 amino asidi ile hidrojen bagi
olusturmustur. B-ketoacil-acil tasiyici protein sentaz Il enzimi 2 numarali ligand bilesigi

(C15H11BrO2) molekiiler kenetlenmesi sonucu -8.41 kcal/mol baglanma enerjisi en iyi
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baglanma afinitesi gosteren bilesik olarak bulunmustur. 2 numarali bilesik B-ketoagil-agil
tastyict protein sentaz Ill enziminin baglanma bdlgesinde bulunan ve inhibisyon
mekanizmasinda olduk¢a 6nemli rol oynayan olan Asn280 amino asidi ile hidrojen bagi
olusturmustur. Flavonoid ve kalkon tiirevli bilesikler ile yapilan kenetlenme caligmalari
sonucunda ise 20 numarali ligand bilesigi (C16H13BrOs) -8.82 kcal/mol baglanma enerjisi ile
hedef enzim agmatin deiminaza karst en iyi baglanma afinitesi gosteren bilesik olarak
belirlenmistir. Flavonoid ve kalkon tiirevli bilesikler ile yapilan kenetlenme g¢alismalari
sonucunda ligand segilen 20 bilesik de hem kontrol grubu bilesiklerinden hem de referans
bilesikten daha etkin baglanma gostermis, bu bilesikler i¢erisinden 9 numarali ligand bilesigi
-8.94 kcal/mol baglanma enerjisi ile hedef enzim alanin rasemaza karsi en iyi baglanma
afinitesi gosteren bilesik olarak bulunmustur. Baglanma bdlgesinde bulunan ve inhibisyon
mekanizmasinda olduk¢a onemli rol oynayan Argl39, His169, Ser207 amino asitlerine
baglanma gostermektedir. Molekiiler kenetlenme analizi sonucunda enterokokal yiizey
proteini enzimi ile flavonoid ve kalkon tiirevli bilesikler arasindan da -9.81 kcal/mol
baglanma enerjisi ile en yiiksek baglanma enerjisine sahip 20 numarali ligand bilesigi olarak
saptanmistir. Bu ¢alisma sonucunda, siit disi pulpal enfeksiyonlarinin énlenmesine yonelik
Enterococcus Faecalis enzimlerine etki eden ve spesifik baglanma gosteren dogal kaynakli
kimyasal bilesiklerin in siliko yontemi ile kisa siirede test edilerek gelistirilmesine katkida
bulunulmustur.

Anahtar Kelimeler: Enterococcus Faecalis, /n siliko, Lezyon sterilizasyonu ve doku

tamiri, Molekiiler kenetlenme, Siit disi pulpal enfeksiyonu
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ABSTRACT

Investigation of the Inhibitory Effects of Different Antimicrobial Agents on

Enterococcus Faecalis Using In Silico Modelling Methods

Pulpal infections in the deciduous teeth of paediatric patients lead to the loss of deciduous
teeth at an early age. In the treatment of pulpal infections in deciduous teeth, it is necessary
to eliminate pathogenic bacteria, especially Enterococcus Faecalis. In order to prevent the
premature loss of deciduous teeth, lesion sterilization and tissue repair treatment have been
applied with antibiotic paste combinations. The antibiotic paste combinations used consist
of antibiotics such as metronidazole, ciprofloxacin, minocycline and amoxicillin trihydrate.
The antibiotic pastes have disadvantages such as causing discoloration of the teeth,
resistance and the development of allergic reactions. Because of these disadvantages, there
is a need for the design of reliable, highly effective, and side-effect reduced antimicrobial
drugs derived from natural sources. Therefore, in this study, molecular modelling methods
were utilized to determine the inhibition mechanisms and structural properties of flavonoid
and chalcone derived compounds with inhibitory effects against Enterococcus Faecalis
enzymes (dihydrofolate reductase, B3-ketoacyl-acyl carrier protein synthase Il1l, agmatine
deiminase, alanine racemase, and enterococcal surface protein) at the molecular level. In
this way, this study is intended to guide future experimental studies. In the first phase of the
study, the three dimensional structures of the target enzymes and the binding sites of the
inhibitor compounds were determined; three dimensional structures of flavonoid and
chalcone derived ligand compounds were prepared. In the second phase, free binding
energies of control group compounds (metronidazole, amoxicillin trihydrate, doxycycline,
chlorhexidine and ciprofloxacin) along with flavonoid and chalcone derived compounds
were calculated using molecular docking method with target enzymes. In the third phase,
the pharmacokinetic properties of the control group compounds were evaluated. In the final
stage, the amino acids involved in the binding of enzyme-ligand structures were analysed
at the molecular level. As a result of the study, compound number 9 (C1sH11NOs) has been
identified as the compound showing the highest binding affinity with the dihydrofolate
reductase enzyme, with a binding energy of -8.45 kcal/mol. Additionally, compound
number 9 has been formed a hydrogen bond with VVal102 amino acid, which is located in
the binding region of the dihydrofolate reductase enzyme and plays a significant role in the

inhibition mechanism. The molecular docking of B-ketoacyl-acyl carrier protein synthase
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I11 enzyme with ligand compound number 2 (C1sH1:BrO2) has been resulted in a binding
energy of -8.41 kcal/mol, exhibiting the best binding affinity. Compound number 2 has been
formed a hydrogen bond with Asn280 amino acid, a residue located in the binding site of
B-ketoacyl-acyl carrier protein synthase Il enzyme, playing a crucial role in its inhibition
mechanism. As a result of docking studies with flavonoid and chalcone derived compounds,
compound number 20 (C16H13BrO3) has been determined as the compound with the best
binding affinity against the target enzyme agmatine deaminase with a binding energy of -
8.82 kcal/mol. For alanine racemase enzyme all selected ligand compounds have been found
to be more effective than both control group compounds and the reference compound,
among these ligand compound number 9, with a binding energy of -8.94 kcal/mol, has been
identified as the compound exhibiting the best binding affinity against the target enzyme
alanine racemase. Ligand compound number 9 has been bound to the amino acids Arg139,
His169, and Ser207 located in the binding site, playing a significant role in the inhibition
mechanism. Based on the results of molecular docking analysis, the ligand compound
number 20 has been identified as having the highest binding affinity with a binding energy
of -9.81 kcal/mol among the flavonoid and chalcone-derived compounds, when interacting
with the enterococcal surface protein enzyme. As a result of this study, we have contributed
to the development of inhibitors of natural chemical compounds that act on Enterococcus
Faecalis enzymes and show specific binding by testing them in silico method in a short
time for the prevention of primary tooth pulpal infections.

Keywords: Enterococcus Faecalis, In silico, Deciduous tooth pulpal infection, Lesion

sterilization and tissue repair, Molecular docking
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1. GIRIS ve AMAC

Cocuk hastalarin siit dislerinin, fizyolojik diisme zamani gelene kadar saglikli ve
fonksiyonunu siirdiirebilir bir sekilde, dis arkinda dogru pozisyonunun saglanmasi oldukga
onemlidir. Erken yasta dislerin kaybedilmesine bagli olusabilecek problemlerin Oniine
gecilebilmesi i¢in ¢iiriik, travma gibi nedenlerden dolayr canlilifin1 kaybetmis veya pulpa
dokusu geri doniisiimsiiz hasar gormiis siit dislerine kok kanal tedavilerinin uygulanmasi
gerekmektedir (1). Siit dislerinde rutin olarak uygulanan kanal tedavileri geri doniisiimsiiz

inflamasyon veya enfekte pulpa dokusunun tedavisinde etkilidir (2).

Son zamanlarda yapilan ¢alismalar, “Lezyon Sterilizasyonu ve Doku Tamiri” (Lesion
Sterilisation and Tissue Repair, LSTR) konseptli kanal tedavisi alternatifi, farkl
kombinasyonlu antibiyotikli patlarin kok kanallarinda bulunan bakterilerin eliminasyonunu
sagladig bildirilmistir. Bu sayede amaglanan konagin immiin sistemi ve doku onarimi
olusumu ile digin kayb1 dnlenebilmektedir (3). Pulpal ve periapikal dokulardaki patojenik
mikroorganizmalarin tiimiiyle ortadan kaldirilmasi i¢in ¢esitli antibiyotiklerden olusan pat
kombinasyonlar1 kullanilmaktadir. Siit disi kok kanal tedavisinin; disin diigmesine 12 ay
veya daha az zaman kaldig1 durumlarda, kok kanal sisteminin karmasik morfolojisi,
fizyolojik kok rezorpsiyonu varligi, kooperasyon eksikliginden dolayr kemomekanik
enstriimantasyonun yeterli yapilamamasi nedenleri ile olanakli olmadigi durumlarda pulpa
odas steril ¢elik rond frez ile temizlenir ardindan antibiyotik pat kanal girisinden 1-2 mm
derinlige ve pulpa odasinin tabanina uygulanir, sonrasinda ise dise daimi restorasyon yapilir
(4-6). Lezyon sterilizasyonu ve doku tamiri ile kanal tedavisi gibi endodontik tedaviler
uygulanarak periradikiiler dokularin korunmasi veya iyilestirilmesinin saglanmasi ile erken
yasta silit dislerinin kaybedilmesi nedeniyle olusabilecek problemlerin  Oniine

gecilebilmektedir (7).

Enterococcus Faecalis (E. Faecalis) gram pozitif anaerobik kok, zorlu cevre
kosullarina kars1 dayanikli, basarisiz kok kanal tedavisi gormiis dislerin kanallarinda ve
periradikiiler enfeksiyonlarda en sik izole edilen bakteriyel tiirdiir. Enterococcus Faecalis'in
dentin tilibiillerine niifuz etmesi nedeniyle, irrigasyon sollisyonlar1 ve endodontik
enstriimantasyonla tamamen uzaklastirilmasi sinirlanmaktadir. Ayrica kok kanallarinda
biyofilm olusturma yetenegi sayesinde ise antimikrobiyal ajanlara karsi direng gelisimi

meydana gelmektedir (8—10). Bu nedenle, E. Faecalis’in kok kanallarindan eliminasyonunu



saglamak icin Ozel tedavi seceneklerine ihtiya¢ vardir ancak mevcut antibiyotik pat
kombinasyonlarinin bir¢ogunun 1srarct enfeksiyon ana patojeni olan E. Faecalis’in
enzimlerine yonelik etkinlikleri incelenmemistir. Ayrica, bu bilesiklerin antimikrobiyal

aktiviteleri bilinse bile, viriilans1 6nleme tlizerindeki etkileri hala belirsizdir.

Teknolojinin hizla gelisimi ile bilgisayar destekli incelemelerin 6nemi giinden giine
artmaktadir. Analizi uzun siire¢ alan ve maliyet gerektiren eski yontemlerin aksine dijital
ortamda yeni ila¢ tasarimlari ile molekiillerin yapilariin, etki ve etkilesimlerinin
incelenmesi yeni ve etkili ilag tasarimlarin gelistirilmesine yonelik siirece olumlu yonde
katki saglayabilmektedir. Bilgisayar destekli ila¢ tasarimi ile biyomolekiiler etkilesimlerin
molekiiler seviyede analizinin ve yeni kimyasal molekiillerin tasariminin (tiirevlendirme
veya yeniden tasarim) bilgisayar ortaminda yapilmasini olanakli hale getirmektedir.
Bilgisayar destekli tasarimlar sayesinde deneysel asamalarda in vitro ya da in vivo olarak

yapilacak testler ile sonuca ulasmada daha hizla ilerlemeye imkan saglanmaktadir (11, 12).

Yapilan bu ¢alismada, E. Faecalis’in farkli enzimlerinin (dihidrofolat rediiktaz, B3 -
ketoagil-acil tasiyici protein sentaz III, agmatin deiminaz, alanin rasemaz, enterokokal ylizey
proteini) inhibisyon etkilerinin daha iyi anlagilmasi ve temel yapisal 6zelliklerinin ortaya
cikarilmast i¢in ¢esitli antimikrobiyal ajanlar bilgisayar destekli molekiiler modelleme
yontemleri ile incelenmistir. Bu sayede patojen bakterilerin neden oldugu hastaliklarin

tedavisine yonelik 6nemli katkilarin saglanmasi hedeflenmektedir.



2. GENEL BILGILER
2.1 Siit Dentisyonun Onemi

Cocuklarda siit dislerinin ¢igneme, fonasyon, estetik ve kalici dislerin yerlerinin
muhafaza edilmesi gibi 6nemli gorevleri bulunmaktadir (13). Dis ciiriikleri, travmatik dissel
yaralanmalar, periodontal hastaliklar ve benzeri gibi bir¢ok nedenden dolayi, ¢ocuklarda
erken siit disi kayiplarina siklikla rastlanmaktadir. Siit dislerinin erken kayiplari; dislerin
rotasyonu, karsit dislerin ekstriizyonu, ektopik eriipsiyon, yer kaybi, kalic1 dislerin gomiilii
kalmasi, dissel ¢aprasikliklarin olugmasi, ark uzunlugunun azalmasi, zararh aligkanliklarin
gelismesi, konusma problemleri, kraniofasiyal biiyiime bozukluklarinin olusmasi gibi
problemlere neden olabilmektedir (14). Bazi cocuklar ise estetik kaygilardan dolay1
psikolojik problemler sonucunda sosyal ve akademik olarak olumsuz etkiler gorebilmektedir
(15, 16). Patolojik siire¢ coziilebilirse siit dislerinin ¢ene arkindaki yerlerinin idamesi ile
yerine gelecek kalici dis igin en iyi yer tutucu oldugu ifade edilmektedir (17). Bundan dolay1
pulpal hastaliklarin neden oldugu, siit dislerinin erken kayiplarinin 6nlenmesi i¢in uygulanan

endodontik tedavi islemleri ile bu problemlerin agilmasi hedeflenmektedir (13).
2.2 Siit Dislerinde Pulpa Hastaliklar

Pulpa ve periradikiiler dokularin bir¢ok nedenden dolay1 irritasyonu, dislerde
enfeksiyon gelismesine neden olabilmektedir. Pulpa ve periapikal hastaliklarin
siniflandirilmalarini gelistirebilmek i¢in yillardan beri girisimde bulunulmaktadir (18). 2016
yilinda Amerikan Endodontistler Birligi (American Association of Endodontics, AAE) pulpa

ve periapikal hastaliklarin terminolojilerini ve klinik siniflandirmalarini gelistirmistir (19).
2.2.1 Saghkh Pulpa

Pulpanin semptomsuz oldugu ve pulpa testlerine pozitif yanit verebildigi bir klinik
tanidir. Saglikli pulpasi olan disler, genellikle kendiliginden olusan semptom sergilemezler.
Pulpa testlerinden alinan yanit, hastada herhangi bir rahatsizliga neden olmamakta veya
saniyeler igerisinde gegen gegici bir agr1 ile sonuglanmaktadir. Saglikli pulpasi olan dislerde
radyografik olarak, degisen oranlarda pulpa kalsifikasyonlar1 olabilir ancak rezorpsiyon,
clirlik veya pulpa ekspozu gibi pulpa iltihabi ile iligkili bulgular goriilmez. Bu disler i¢in,
endodontik tedavi endike degildir (19, 20).



2.2.2 iltihaph Pulpa (Pulpitis)

Pulpa iltihab1 (pulpitis), klinik ve histolojik olarak tanimlanmaktadir. Klinik olarak
geri doniisiimlii veya donlistimsiiz (semptomatik ve asemptomatik), histolojik olarak akut,

kronik veya hiperplastik ifadeleri kullanilmaktadir. (20).

2.2.2.1 Geri Déniisiimlii Pulpa Iltihab

Subjektif ve objektif bulgulara dayanan, pulpa iltihaplanmasin1 gosteren klinik bir
tanidir (20). Bu sathada, pulpa bir uyaran tarafindan irrite olmakta, ancak uyaran ortadan
kalktig1 zaman hizli bir sekilde normale donebilmektedir. Periodontal ligament ve lamina
dura saglikli olup, dis genellikle perkiisyona cevap vermemektedir. Geri doniigiimlii pulpitise
sebep olan nedenler: dis ciirtikleri, dentinin agiga ¢ikmasi, dis tedavileri ve hatali yapilmis
olan restorasyonlar olarak gosterilebilir (21). Geri dontisimli pulpitis, pulpada hafif

derecede bir enflamasyonun oldugu iyilesme kapasitesi olan klinik bir durumdur (22).

2.2.2.2 Geri Doniisiimsiiz Pulpa Iltihabi

Pulpanin irritasyona sebep olan uyaran veya uyaranlar var olmaya devam ettigi
siirece, pulpanin enflamatuvar durumu, geri doniisiimsiiz pulpitis tablosunun olusmasina
zemin hazirlamaktadir. Geri doniisiimsiiz pulpitis histolojik olarak ciirtige yakin bolgede
siddetli enflamasyon varlig1 ve pulpada parsiyel nekroz ile kendini gostermektedir. Geriye
kalan pulpa dokusunda hafif enflamasyon vardir veya hi¢ yoktur bundan dolay1 pulpa vitalite
testlerine yanit vermektedir (23). Klinik olarak kendiliginden olusan agrilar ile baglayan,
uzun siireli ve zonklama tarzinda agrilar ile karakterizedir. Bu asamada, mevcut
enflamasyonu ortadan kaldirmak i¢in dise pulpal tedavi uygulanmasi gerekmektedir. Geri
doniistimsiiz pulpitis, semptomatik ve asemptomatik olarak iki alt kategoriye ayrilmaktadir

(20).
2.2.2.2.1 Semptomatik Geri Déniisiimsiiz Pulpa Iltihabi

[ltihapli pulpanin uyaran ortadan kalksa bile normale donmedigi, subjektif ve
objektif bulgulara dayanan klinik bir tanidir. Bu dislerde, aralikli veya kendiliginden olusan
agrilar gorilebilmektedir. Agrilar, ani sicaklik degisikliklerinde (6zellikle soguk
uyaranlardan) uyaran ortadan kalktiinda bile gegmeyen ve oldukg¢a siddetli olarak ortaya
cikmaktadir. Agrilar, keskin veya kiint ve lokalize veya yaygin olabilmektedir (20).
Radyografik olarak degerlendirildiginde, periradikiiler kemikteki patolojik degisiklikler ¢ok



az veya hi¢ yoktur. Semptomatik geri doniisiimsiiz pulpitisli disler tedavi edilmediginde,

pulpanin nekrotik hale gelmesine neden olabilmektedir (24).

2.2.2.2.2 Asemptomatik Geri Déniisiimsiiz Pulpa iltihab1

Semptomatik geri doniisiimsiiz pulpa iltihab1 gibi pulpanin iyilesmedigini gdsteren,
subjektif ve objektif bulgulara dayanan klinik bir tanidir. Klinik veya radyografik olarak
incelendiginde, pulpaya ¢ok yakin goriilen derin ¢iiriik varliginda bile, dislerde herhangi bir
semptom goriilmeyebilir. Bu asamada, dise gerekli tedavi uygulanmazsa, semptomatik veya

daha ileri bir tablo olan disin pulpa dokusunun nekrozu meydana gelebilmektedir (24).
2.2.2.3 Pulpa Nekrozu

Disin pulpasinin canliligini kaybettigini gosteren klinik tanidir. Nekroz parsiyel veya
total olarak pulpa dokusunda yayilma durumuna gore ikiye ayrilmaktadir. Pulpada kan akist
ve sinir iletimi yoktur bundan dolay1 pulpa vitalite testlerine negatif yanit vermektedir. Pulpa
total olarak nekrotik hale geldikten sonra, periradikiiler dokularda enfeksiyonun yayilmasi
sonucu etkileri goriilmeye baslayana kadar dis asemptomatiktir. Pulpa dokusu, soguk
uyaranlara yanit vermez ancak uzun siire sicak uyaranlara maruz kaldiginda yanit
olusabilmektedir. Bunun nedeni ise, kanal boslugunda genisleyen ve periapikal dokulara

uzanan s1v1 veya gazlarin varhigiyla iligkilendirilmektedir (20).
2.2.2.4 Gangrenli Pulpa

Gangrenli pulpa histopatolojik incelemelerde, bag dokusunun diizenini tamamen
kaybettigi ve ¢ok sayida mikroorganizmanin izlendigi durum olarak goriilmektedir.
Bakteriler tarafindan pulpa dokusu tamamen harap olmustur. Kok kanali igerisinde
mikroorganizmalar tarafindan proteinlerin, yaglarin ve karbonhidratlarin biitiinii ile
parcalanmas1 ve kullanilmasi sonucu tipik kotli bir koku ortaya ¢ikmaktadir. Periapikal
bolgeye yayilim olmadig1 takdirde radyografik olarak herhangi bir degisiklik
gorilmemektedir (25).

2.3 Siit Disi Kok Kanal Mikrobiyolojisi

Bakteriler kok kanalina ulasarak hastalik yapabilen mikroorganizmalarin biiyiik
cogunlugunu olusturmaktadir (26). Bakteriler pulpaya cesitli yollardan, ¢ogunlukla ciiriik
kavitesinden, periodontal ligament veya sulkustan, dentin tiibiillerinden, daha az siklikla da

mine ve dentindeki ¢atlaklardan ulasabilmektedir (27). Agiz florasinda 700°den fazla gesit



bakteri bulunmakta, bu bakteri tiirleri arasinda da kiiciik bir kism1 pulpal enfeksiyondan

sorumlu tutulmaktadir. Kok kanal enfeksiyonu polimikrobiyal 6zelliktedir. (28).

Calismalar, nekrotik pulpali siit dislerinin kok kanallarinda, kalic1 dislerin mikrobiyal
florasina benzer sekilde anaerobik mikroorganizmalarin baskin oldugunu gostermektedir.
Kok kanallarindaki enfeksiyon dinamik bir seyir izlemekte ve enfeksiyonun farkl
evrelerinde cesitli baskin tiirler goriilmektedir. Enfeksiyonun baslangic asamasinda
fakiiltatif bakteriler etkin rol oynamaktadir. Pulpanin nekroz olmasi durumunda, kok kanal
sisteminde oksijen kaynaklarinin azalmasina bagli olarak anaerobik bakteriler ortama hakim
olmaktadir. Enfekte pulpa dokusundan alinan o6rneklerde zorunlu anaeroblarin baskin
oldugu, fakiiltatif anaeroblarin daha az goriildiigii ve nadir olarak da aerobik bakterilerin

varlig1 belirtilmektedir (29).

Kok kanallarinda en ¢ok goriilen mikroorganizmalar laktobasiller, gram pozitif
fakiiltatif streptokoklar, gram pozitif fakiiltatif anaerobik rodlar, gram pozitif anaerobik
koklar, gram negatif anaerobik rodlar ve mantarlardir. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda,
basarisiz kok kanal tedavisi sonras1 yeniden kanal tedavisi uygulamasi gerektiren olgularda
ve inat¢1 kok kanal enfeksiyonlarinda E. Faecalis ve Candida Albicans (C. Albicans) izole

edilen bakteriler arasinda gosterilmektedir (30).
2.3.1 Enterococcus Faecalis (E. Faecalis)

En cok tartisilan bakterilerden olan E. Faecalis, insan oral kavite ve genitoiiriner
sistem florasinda dogal olarak bulunan, spor olusturmayan, fermentatif, fakiiltatif anaerob,
gram pozitif kok grubuna ait ve olusturdugu biyofilm yapisi nedeniyle 1srarci
enfeksiyonlarin ve periradikiiler lezyonlarin gelisiminde rol oynadigi bilinen bir
mikroorganizmadir. Pulpanin primer enfeksiyonunda 1. evreden sonra sayis1 hizla azalan E.
Faecalis, daha ¢ok sekonder enfeksiyonlarda sayisinin arttigi gosterilmektedir. Yapilan
calismalarda kok kanal tedavisi gormiis dislerde %90 oraninda izole edildigi bildirilmektedir
(31, 32). Bircok ¢alismada hem enstriimantasyon sonrasi hem de medikamasyon sonrasi
yiiksek oranda gram pozitif bakteri ortaya c¢iktigi goriilmektedir (33). Enfekte olmus kok
kanal tedavili dislerdeki saptanan mikroorganizmalarin dagilimi grafikte gosterilmektedir

(Sekil 2.1).



Enterococcus faecalis
Pseudoramibacter alactolyticus
Propionibacterium propionicum

Filifactor alocis

Dialister pneumosintes
Bacteroidetes clone X083
Streptococcus species
Tannerella forsythia
Dialister invisus
Campylobacter rectus
Porphyromonas gingivalis
Treponema denticola
Pyramidobacter piscolens
Fusobacterium nucleatum
Prevotella intermedia
Candida albicans
Campylobacter gracilis
Porphyromonas endodontalis
Actinomyces radicidentis
Olsenella uli

Parvimonas micra

Sekil 2.1. Enfekte olmus kok kanal tedavili dislerdeki saptanan mikroorganizmalarin
dagilimi1. (Cohen ’den 20)

Enterococcus Faecalis konak hiicrelerine adezyonu ile konak cevabini
degistirebilmekte, bu 6zelligi sayesinde diger bakteriler ile rekabet edebilmektedir. Viriilans
faktorleri arasinda; litik enzimler, sitolizin, agregasyon maddesi ve lipoteikoik asit
bulunmaktadir (33, 34). Enterococcus Faecalis serin proteaz, jelatinaz ve kollajen baglayici
proteinler ile kanallarda dentinine baglanabilmekte ve dentin tiibiillerine penetre olarak
orada varligini siirdiirebilmektedir (34, 35). Biyofilm olusumu sayesinde E. Faecalis, kok
kanallarindaki degisen kosullara adaptasyonu kolaylagmaktadir ve yiiksek doz
antimikrobiyal ajanlara direng gelistirebilmektedir (34, 36). Yeterli besin kaynaginin
olmadig1 ortamlara uyum saglayabilmektedir. Dentin tiibiillerine yerleserek kemik ve
periodontal ligament gibi dokularindan gelen serumu besin kaynadi olarak
kullanabilmektedir. Yiizde elli serum varliginda 4 ay kadar kok kanallarinda yasamim
stirdiirebilen bakteri; serum varligt %1 oldugunda dahi kok kanallarinda yasamini devam
ettirebilmektedir. Tibiiler sivilar1 metabolize etmesi ayni zamanda kolajene adezyon

saglamasina da yardimci olmaktadir. (34).

Dentin tiibiillerinde yagamini siirdiirebilen E. Faecalis'in, on giinden fazla siire ile

kalsiyum hidroksit (en sik kullanilan ara seans medikamani) uygulamalarina direng



gelistirdigi gorilmektedir (37, 38). Enterococcus Faecalis hiicre dis1 protonlar: hiicre igine
pompalayip sitoplazmanin asidik hale gelmesini saglamakta ve alkali pH’a sahip
ortamlardan etkilenmeden ¢ogalabilmektedir. Bundan dolay1 E. Faecalis’in yiiksek pH’a
sahip kalsiyum hidroksitli patlar ile ortamdan uzaklastirilmasinin etkisiz oldugu

bildirilmektedir (39-42).
2.3.2 Enterococcus Faecalis ve Siit Disi Iliskisi

Hem kalic1 dislerde hem de siit dislerinde kok kanal tedavilerinin basarisizlik ile
sonuclanmasinda E. Faecalis sorumlu goriilen en yaygin bakteridir (43). Cogulu ve ark. (44)
tarafindan 2007 yilinda nekrotik siit ve kalic1 dislerde yapilan ¢alismada; hem kiiltiir hem de
polimeraz zincir reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction, PCR) yontemi ile E. Faecalis’in
varlig1 kanitlanmigtir. Siit dislerinde E. Faecalis; kiiltiir yontemleri sonucunda 45 nekrotik
siit disinin 8'inde (%18) ve 38 nekrotik kalici disin 10'unda (%26), PCR tespiti ile sirasiyla
nekrotik siit ve kalici diglerinde 10 (%22) ve 12 (%32)'sinde tanimlanmaktadir. Cogulu ve
ark. (45) yaptiklari bir diger calismada da E. Faecalis 'in periapikal bolgede radyolusent alan

ve agri ile hem siit hem de kalic1 dislerde 6nemli dl¢tide iliskili oldugunu gostermistir.

Yakin zamanda yapilan in vivo ¢alismada, E. Faecalis'in rolii primer enfeksiyonu
olan siit dislerinde arastirilmistir. Bu calismaya dahil edilen 25 disten 10 tanesinin
enterokokal s1vi besiyerinde pozitif oldugu belirlenmistir. Bes pozitif vakada tiire 6zgii 16S

rRNA genine dayali PCR kullanilarak E. Faecalis tespit edilmistir (46).

Farkli antimikrobiyal ajanlarin E. Faecalis iizerindeki etkilerinin in vivo olarak
inceleyen farkli bir ¢calismada, direngli bir mikroorganizma olmasi nedeniyle E. Faecalis
varligt PCR kullanilarak erken c¢ocukluk c¢agi ciiriiklerine bagli nekrotik siit 6n disleri
acisindan degerlendirilmistir. Calismada toplam kok kanal enfeksiyonlarinin %55'inde E.

Faecalis tespit edilmistir (47).
2.4 Siit Dislerinde Pulpa Tedavileri

Indirekt kuafaj, direkt kuafaj, amputasyon, kok kanal tedavisi (pulpektomi) ve LSTR
siit dislerinde uygulanan pulpa tedavi prosediirlerini olusturmaktadir. Bu tedaviler ile
hedeflenen etkilenmis pulpaya miidahale edilerek; ¢iiriik, travma, enfeksiyon gibi nedenlerle

kaybedilmis olan dis yapis1 ve dental arktaki yeri korunmaktadir (48).

Siit disi kok kanal tedavisi ve LSTR geri doniisiimsiiz iltihapli veya nekrotik pulpa

dokusuna sahip olan dislerde uygulanan tedavilerdir (2). Kok kanal tedavisi, ¢iiriigiin
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temizlenmesi ardindan, kuron ve kok pulpasimnin uzaklastirilmasi, kok kanallarinin
kemomekanik olarak sekillendirilmesi ve temizlenmesi, kdk kanallarinin biyolojik
Ozelliklere sahip materyaller ile tamamen doldurulmasi islemidir (49). Siit dislerinde asir1
kok rezorpsiyonu, yetersiz kemik ve periodontal doku destegi nedeni ile yapilan kok kanal
tedavilerinin prognozu olumsuz etkilenebilmektedir (15, 50). Bunun yanmi sira ¢ocuk
hastalarda tedavi siiresinin uzunlugu nedeniyle olusabilecek kooperasyon zorluklarina, siit
disi kok kanallarinin kompleks morfolojik yapist; kivrimli kok kanallari, ¢oklu aksesuar
kanallarin varligi, dallanmalar ve enfeksiyonun yayilmasini kolaylastiran genis mediiller
kemik bosluklar1 nedeniyle kemomekanik temizlik ve sekillendirme basarisizliklarina, siit
disinde fizyolojik kok rezorpsiyonundan dolayr apikal kapanmanin olmamasi nedeniyle
hatali kok kanal boyu uzunlugu tayinine, irrigasyon sirasinda ve dolum asamasinda kok
kanal dolgu materyallerinin kalic1 dis germine zarar verme riskine ve kok kanal tedavisi ile

yetersiz hermetik sizdirmazlik olusumuna neden olabilmektedir (2).
2.4.1 Lezyon Sterilizasyonu ve Doku Tamiri

Siit dislerinin kok kanallarinin karmagik anatomisinden dolayi, patojen bakterilerin
sadece mekanik preparasyon ile uzaklastirilmas: olanakli degildir (51). Antibakteriyel
medikamanlarin kullanimi 6zellikle enfekte durumdaki kok dentininin derin tabakalarinin
sterilizasyonunda gerekli olmaktadir (51, 52). Bundan dolay: antibakteriyel medikamanlarin
lokal olarak uygulanmasi, kok kanal tedavisinde rezidiiel mikrooorganizmalarin elimine
edilmesini saglayarak tedavinin basarisini artirmaktadir (53). Kok-kanal sistemindeki
enfekte ortamin polimikrobiyal yapisindan dolay1, antimikrobiyal ilag kombinasyonlarinin

endodontik enfeksiyonlarin tedavisinde faydali oldugu diistiniilmektedir (54).

Yeni bir tedavi yaklagimi olan daha az invaziv ve daha az zaman gerektiren LSTR;
1990 yilinda, Niigata Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Kariyoloji Arastirma Biriminde
Hoshino ve arkadaglar1 tarafindan ag1z enfeksiyonlariin dezenfeksiyonu i¢in antibakteriyel
ilag karistmi (metronidazol 500 mg, siprofloksasin 200 mg, minosiklin 100 mg gibi
antibiyotiklerin 1:1:1 oranindaki kombinasyonu) olarak gelistirilmistir sonrasinda ise 2004
yilinda Takushige ve arkadaglar1 tarafindan metronidazol, siprofloksasin ve minosiklin
iceren 1:3:3 oranindaki ila¢ kombinasyonu ile tasiyicit olarak makrogol ve propilen glikol
kullanarak siit dislerinin endodontik tedavisi ile ilgili bir ¢alisma gerceklestirilmistir (50).
Bu caligsmalarin 1s181nda giintimiizde bu teknikle uygulanan tedavilerin basarisin1 artirmak

icin yeni ilag kombinasyonlar1 gelistirilmektedir (55, 56). Bu tedavi yaklagiminda amag



lezyonlar steril ederek, bireyin dogal doku yenilenmesini destekleyip; patojen bakterilerin

bireyin bagisiklik sistemi araciyla ortadan kaldirmasini saglamaktir (50).

Enstriimantasyonsuz veya minimum enstriimantasyon ile uygulanan LSTR; kok
kanal sisteminin ve periapikal lezyonlarin sterilize edilmesi i¢in antibiyotik karisiminin bir
propilen glikol tasiyicist ile pulpa odasina ve kanal agizlarindan 1-2 mm derinlige
yerlestirilmesini igeren endodontik bir tedavi prosediiriidiir. Tedavi konsepti temeli

"¢cikarmayin, dokunmayin ve birakmayin" seklinde 6zetlenmektedir (50) (Sekil 2.2).

Sekil 1.2. Lezyon sterilizasyonu ve doku tamiri tedavisi yapilmis olan disin sematik
¢izimi. (1) Rezin modifiye cam iyonomer siman. (2) Uglii antibiyotik pati. (3) Paslanmaz
celik kron. (Arangannal’dan 57)

Disin 12 ay veya daha kisa siire dental arkta kalmas1 gerektigi durumlarda, ilerlemis
kok rezorpsiyonu olan ve vital olmayan diglerde LSTR pulpektomiye tercih edilmektedir
(58). Tedavi sonras ilk yil, sonrasinda ise yillik klinik muayeneler ve rontgenlerle diizenli
olarak takip edilmelidir (59). Diger endikasyonlari ise internal rezorpsiyon, stratejik a¢idan
onemli dislerin dental arkta tutulmak istenmesi, mobilite varlig1 (evre [ ve [1), furkal
bolgede radyolusent alan, kooperasyon eksikligi olan hastalar, ebeveynlerin ¢cekime istekli
olmamasi durumlaridir (55, 60). Kontrendikasyonlar1 ise enfektif endokardit hikayesi olan

cocuklar, kullanilan ilaglara karsi alerjik reaksiyon gelistiren ¢ocuklar, agir1 harap olmus
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restorasyon imkani olmayan digler, asir1 internal ve eksternal rezorpsiyon varliginda, siit disi

diisme zamani yakin ise ve pulpa tabaninin perfore oldugu durumlardir (4).
2.4.1.1 Enterococcus Faecalis ve LSTR Iliskisi

Enterococcus Faecalis, kok kanallarinda ve radikiiler dokularda ana endodontik
patojen olarak kabul edilen direngli bir mikroorganizmadir. Bunun nedeni E. Faecalis’in bol
miktarda irrigasyon yapildiktan sonra bile kullanilan materyallere diren¢ gdsterip hayatta
kalabilmesidir (61). Enterococcus Faecalis ile yapilan ¢alismalarda siprofloksasin,
metronidazol ve minosiklin karistmi sadece irrigasyon ve tek c¢esit antibiyotik
uygulamalarina gore daha etkin bulunmustur (62). Enterococcus Faecalis ve Enterococcus
Faecium’a kars1 yapilan bir in vitro ¢alismada Alam ve ark. (61) siprofloksasin ve
minosiklinin minimum inhibitér dozlarmi1 (Minimum Inhibitory Concentration, MIC) 5 ve
20 pg olarak belirlemis ve tek basina metronidazoliin inhibitdr etkinliginin yeterli olmadigi
ancak antibiyotiklerin kombinasyonlar seklinde kullanilmasi durumunda bakteri suslarinin

biiyiimesini inhibe ettigini rapor etmislerdir.
2.5 Enterococcus Faecalis’in Enzimlerine Yonelik Inhibitorlerin Gelistirilmesi

Enterococcus Faecalis enfekte olmus kok kanallarindan uzaklastirilmasi en zor
bakteri tiirlerinden biri olarak tanimlanmaktadir ve kok kanallarinda yaygin olarak bulunan
bir mikroorganizmadir (47). Biyofilm olusturma o6zelligi ile degisen biliyiime kosullarina
hizla adapte olmasina, yliksek konsantrasyonlardaki antimikrobiyal ajanlarin varliginda bile
hayatta kalmasina ve antimikrobiyal ajanlara diren¢ gdstermesine neden olmaktadir (63).
Antimikrobiyal ajanlarin aktivitelerinin yetersiz olmasi nedeniyle, viriilans 6nleme amaciyla
inhibitorlerin  seciciliklerinin  ve inhibisyon etkilerinin arastirilmast ve enzimlerin
etkinliginde onemli role sahip amino asitlerin molekiiler seviyede aydinlatilarak maksada
yonelik secici inhibitdrlerin incelenmesi hedeflenmektedir (61). Bu nedenle E. Faecalis’in
neden oldugu enfeksiyonlarini ortadan kaldirmak i¢in inhibitorlerin alternatif yontemler ile

tasarimi gerekmektedir.

Teknolojinin gelismesi ile alternatif ila¢ tasarimi yoOntemlerinden birisi olan
bilgisayar destekli ilag tasarim1 (BDIT) makromolekiil (protein)-ligand (inhibitdr) arasindaki
etkilesimleri analiz etmek icin gelistirilmis matematiksel modelleme konseptidir. Bilgisayar
destekli ilag tasarimi, protein ve ligand etkilesimlerinin baglanma enerjisi ve ligandin
baglanma bolgesi bilgilerine gore potansiyel ilag molekiilleri gelistirmek icin
kullanilmaktadir (64, 65). Molekiiler kenetlenme (docking) hedefe yonelik segici ve etkili
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ilag gelistirmek icin BDIT’de kullanilan bir yontemdir. Ligand-protein kenetlenmesi ile
ligandin protein ile baglanma pozisyonlar1 tahmin edilmektedir. Bu yontem ile baglanan
protein ve ligand molekiillerinin etkilesimleri puanlanarak ligandlarin hedef protein

yapisindaki etkinliginin analiz edilmesi saglanmaktadir (66).

Pulpal enfeksiyonlardaki o6nemli roliinden dolayr E. Faecalis ile g¢esitli
antimikrobiyaller arasindaki inhibitor etkinin incelenmesi amaciyla molekiiler kenetlenme

yontemi kullanilarak ¢alismalar yapilmistir.

Yapilan bir ¢alismada (67), E. Faecalis diaminopimelat epimerazi (EfDapF) ilag
hedefi olarak secilip asetaminofen ve deksametazonun EfDapF ile baglanmalar1 molekiiler
kenetlenme kullanilarak incelenmistir. Asetaminofen ve deksametazonun baglanma enerjisi
strastyla -8,3 ve -5,3 kcal/mol olarak bulunmustur. Kenetlenme c¢aligmalari, asetaminofenin
Asn72 ve Asnl3 amino asitleri ile hidrojen bagi olusturdugunu ve deksametazonun baglanma
bolgesi cevresinde Asn205 ve Glu223 amino asitleri ile hidrojen bagi olusturarak etkilesime

girdigini ortaya ¢ikarmaktadir.

Khan ve ark. (68) tarafindan ise secilen ligandlar klorojenik asit, ellagik asit, gallik
asit, hippurik asit, kuersetin ve klavulanik asit; sefalosporin, sefalosporin C, penisilin,
siilfametoksazol ve trimetoprim ile E. Faecalis'in dihidrofolat rediiktaz (DHFR) ve
dihidrofolat sentetaz enzimlerine baglanmasi incelenmistir. Enterococcus Faecalis'in DHFR
enziminin penisilin, sefalosporin, ellagik asit ve kuersetinin diger ligandlara gére daha
yiiksek baglanma enerjisi gosterdigi saptanmistir. Enterococcus Faecalis'in penisilin ve
sefalosporine ise direngli oldugu unutulmamalidir (69). Bu calismada potansiyel
antibakteriyel aktivitelere sahip olduklar1 kanitlanan ellagik asit ve kuersetin gibi c¢esitli
inhibitorlerinin E. Faecalis enfeksiyonlarinin tedavisi amaciyla gelistirilebilecegi

gosterilmistir (68).

Metronidazoliin E. Faecalis homoserin kinaz (EfHSK) iizerine etkisinin incelendigi
2020 yilinda yapilan bir ¢alismada ise baglanma bolgeleri analiz edilmistir. Baglanma
enerjisi -4,6 kcal/mol olarak hesaplanan metronidazol, referans bilesigin baglanma enerjsine
yakin bulunmustur ve referans bilesik ile metronidazoliin Asni24, Gly83, Ser86 ve Ser87

amino asit rezidiilerinin ortak hidrojen baglarini paylastig1 gézlenmistir (70).
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2.6 Antibiyotik Pat Kombinasyonlar1 (Amoksisilin trihidrat, Siprofloksasin,
Doksisiklin, Metronidazol)

Antibiyotik pat, nekrotik siit dislerinin ve geng kalic1 dislerin rejeneratif tedavilerinde
dezenfektan olarak kullanilan, yaygin olarak metronidazol, siprofloksasin ve minosiklin
antibiyotikleri igeren ve kok kanallar1 i¢in kullanilan bir medikamandir (54). Nitroimidazol
grubuna ait bakterisit etkili metronidazol, DNA (Deoksiriboz niikleik asit) 'ya etki ederek
gram pozitif ve gram negatif anaeroblar1 yok etmektedir. Siprofloksasin, florokinolon
grubunda, DNA giraz enziminin inhibisyonu ile etki gosterir ve gram negatif bakterilerin
yok edilmesini saglayan bakterisit etkili antibiyotiktir. Minosiklin; tetrasiklin grubuna ait,
protein sentezini ve matriks metaloproteinaz enzimlerine inhibitor etki gosteren genis
spektrumlu bakteriyostatik bir ajandir. Gram pozitif ile birlikte gram negatif bakteriler ve
Spiroketler lizerinde etkilidir (71, 72). Zorunlu anaerobik mikroorganizmalar enfekte kok
kanallarindaki bakterilerin ¢ogunlugunu olusturdugundan, ilk tercih olarak antibiyotikler
arasindan metronidazol secilmektedir, ancak metronidazol yiiksek konsantrasyonlarda
kullanima ragmen biitiin mikroorganizmalar1 6ldiirememektedir, bundan dolayr kombine
ila¢ kullanimina ihtiya¢ oldugu saptanmaktadir. Bu nedenle metronidazole ek olarak ii¢lii

antibiyotik patina siprofloksasin ve minosiklin eklenmektedir (73)

Uglii antibiyotik patinda minosiklin mevcudiyeti; diste renklenme, antianjiyojenik
aktivite ve dentin yapisinda zayiflamaya neden olan selasyon gibi dezavantajlarla iliskili
bulunmaktadir (74). Sato ve ark. (75) tarafindan siprofloksasin ve metronidazole {igiincii
antibiyotik olarak amoksisilin, sefaklor, sefroksadin, fosfomisin veya rokitamisin
eklenmistir. Ruparel ve ark. (76) ise in vitro ¢alismalarinda ikili antibiyotik pat olarak
yalnizca siprofloksasin ve metronidazolden olusan bir kombinasyonu denemislerdir. Daha
sonra Pinky ve ark. (56) ve Nanda ve ark. (77), metronidazol yerine ii¢lii antibiyotik patta
ornidazolii kullanmiglardir. Diger kullanilan kombinasyon macunlart Gross man's
poliantibiyotik pati (penisilin, basitrasin ve streptomisin), Ledermix pat1 (triamsinolon ve
demeklosiklin), kalsiyum hidroksit, klorheksidin, neomisin, polimiksin ve nistatindir (78).
Amerikan pediatrik dis hekimligi akademisi, siit dislerinde vital olmayan pulpa tedavilerinin
kullanim1 rehberinde LSTR' de uygulanan antibiyotik karisimlarinin kanitlanmis basarisina

ragmen dezavantajlar1 nedeniyle tetrasiklin igermemesi gerektigini onermektedir (58).

13



2.7 Klorheksidin (Chlorhexidine, CHX)

Klorheksidin iki simetrik 4-klorofenil halkasindan olusan merkezi bir heksametilen

zinciri ile baglanan sentetik katyonik bisguanid bir ajandir (79) (Sekil 2.3).

i L
~-NH—C —NH—C—NH — (CH2)s—NH—C—NH—C—NH-

Sekil 2.2. Klorheksidin molekiiliiniin yapisal formiilii (Gomes'den 78)

Klorheksidin, gram negatif ve gram pozitif organizmalarin yani sira mantarlar,
fakdiltatif anaeroblar ve aeroblar, bakteriyel sporlar, lipofilik viriisler ve dermatofitler gibi
bir¢ok patojene karsi oldukga etkilidir (80). Bakterilerin hiicre zarindaki lipopolisakkaritler
ve fosfolipitlerle etkilesime girerek, hiicre igine girebilen lipofilik ve hidrofobik bir bilesiktir
(81). Bakteriostatik etkilidir, bu etkisi hiicre zarindaki enzimleri inhibe ederek ve membran
gecirgenligini artirarak ortaya ¢ikar. Bakterisit etkisini ise katyonik yapisindan kaynaklanan
anyonik maddelere baglanmasiyla gosterilir. Sitoplazmik organellerin ¢okelmesine yol
acarak, hiicrenin osmotik dengesini bozar ve hasar gérmesine neden olur (82). Antiviral
ajanlar iizerine yapilan arastirmalar sirasinda gelistirilen CHX, 1953 yilinda Ingiltere'de
antiseptik krem olarak piyasaya siiriilmiistiir ve 1957 yilindan bu yana deri, g6z ve bogaz

enfeksiyonlarinin tedavisinde ve dezenfeksiyon amaciyla kullanilmaktadir (83).

Dis hekimliginde plak olusumu, gingivitisin dnlenmesi, kok kanal irrigasyonu ve
medikamasyonunda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Klorheksidin, likit, jel ve kontrollii
salinim saglayan uygulamalar gibi ¢esitli formlarda bulunmaktadir (84). Agi1z i¢i gargara
olarak genellikle %0,1 ila %0,2 arasindaki konsantrasyonlardaki soliisyonlar tercih
edilirken, endodontik tedavilerde kok kanal irrigasyonu i¢in daha yogun konsantrasyonlar
(%2) kullanilmaktadir (85). Asit baz degeri 5,5 ile 7 arasinda bir aralikta bulunmaktadir (86).
Yapilan calismada, in vitro deneysel modelleri kullanarak CHX'in E. Faecalis'e karsi
antimikrobiyal etkinligini dogrulamaktadir (87). Klorheksidin, kok kanallarinda bulunan
patojenlerin o6ldiiriilmesinde etkili olmasma karsin, kok kanal sistemindeki biyofilmlere
etkili olamayabilmektedir. Bu direncin CHX'in biyofilme derinlemesine niifuz
edememesinden kaynaklanabilecegi rapor edilmektedir (88). Ayrica CHX organik veya

inorganik doku ¢ozme 6zelligine sahip degildir, canli veya nekrotik doku artiklarina etki
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edemez. Ayrica smear tabakasinin eliminasyonunda da etkili degildir. Kok kanalinda
bulunan dentin talaslarinin, iltihabi eksudanin ve o6lii mikroorganizmalarim CHX'in
antimikrobiyal etkinligini azalttig1 bildirilmistir (82). Bunlarla birlikte CHX uzun stireli (2
haftadan fazla) ve yiiksek konsantrasyonda (%0,2'den fazla) kullanim1 sonucu dil, disler, oral
mukoza ve restorasyonlarda kahverengi lekelenmelere ve tat duyusunda kayiplara neden
olabilmektedir (89). CHX'in potansiyel yan etkilerinden kaginmak i¢in daha az sitotoksik,

biyouyumlu ve kimyasal olmayan dogal iirlinlerin kesfine yonelik bir egilim goriilmektedir.
2.8 Kalkonlar

Kalkonlar flavonoid ailesine ait olan hem dogal olarak bulunabilen hem de
laboratuvar kosullarinda sentezlenebilen bilesiklerdir. Kalkonlar 1,3-diaril-2-propen-1-on
yapili birlesiklerdir. Antikanser aktiviteleri dnemli olmakla birlikte, serbest radikal
olusumunu engelleme, metallerle selasyon olusturma ve lipid peroksidasyonunu inhibe etme
benzeri ¢esitli biyolojik ozellikleri bildirilmektedir (90). Son zamanlarda literatiirde,
kalkonlarin ilag olarak kullanimi1 {izerine fazla sayida calismanin yer aldig
gozlemlenmektedir. Bu bilesikler, cesitli biyolojik aktivitelere sahip olmalari ve bircok
sentez reaksiyonunun baslangic bilesigi olarak kullanilabilme 6zelliklerinden dolayi ilag

adaylar1 olarak degerlendirilmektedir (91-93).
2.9 Flavonoidler

Flavonoidler ge¢cmisten glinlimiize, polifenol ailesinin en biiyiik grubunu
olusturmaktadir ve yaklasik 6000 flavonoid bilesigi tanimlanmaktadir (94). Flavonoidler
biiyiik oranda bitkilerin yapraklarinda, ¢i¢eklerinde ve tohumlarinda bulunmalarinin yaninda
sebze ve meyvelerin yapilarinda da bulunmaktadirlar (95). Bu bilesikler; flavonlar,
flavanonlar, izoflavonlar, flavanoller ve antosiyaninler olarak bes alt sinifa ayrilmaktadir.
Kimyasal yapilari, iki fenolik benzen halkasi ve bu halkalarin baglandig ii¢ karbonlu
heterosiklik piren zinciri icermektedir (94). Kimyasal yapilarinda var olan farkli yan
gruplar1 sayesinde antikanser, antiallerjik, antikarsinojenik, antiinflamatuar ve antioksidan
biyolojik aktivitelere sahiplerdir. Yeni ilaclarin gelistirilmesinde bu 6zellikleri sayesinde

Oonemleri vurgulanmaktadir (96).
2.10 Dihidrofolat Rediiktaz (DHFR)
Dihidrofolat rediiktaz enzimi, hiicre ¢ogalmasi ve hiicre biliyiimesi i¢in hayati 6neme

sahiptir. Dihidrofolat rediiktaz, dihidrofolik asidi niikleik asitlerin yapi tasi olan folat
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sentezinde kullanilmak iizere tetrahidrofolik asite indirgeyerek DNA sentezinde 6nemli rol
oynamaktadir (97). Dihidrofolat rediiktaz1 hedef alan inhibitérler DNA sentezini inhibe
edebilir, bu da DHFR'min bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisi i¢in umut verici bir hedef
oldugunu gostermektedir (98). Bakterilerin DHFR enzim inhibisyonu i¢in in siliko

yontemlerle cesitli ¢aligmalar gergeklestirilmektedir (97-99).

Dihidrofolat rediiktaz enzim yapist a-helislerden ve ¢ok telli B-tabakadan meydana
gelmektedir. Bu protein yapisi iki alt kisimdan olusmaktadir: substrat ve kofaktér baglanma
alan1. Aktif bolge, substrat baglanma alaninda bulunmaktadir (98). Dihidrofolat rediiktaz, iyi
korunmus bir genel yapiya ve asidik bir amino asit ve korunmus bir arjinin ile ¢evrelenmis
genis bir hidrofobik cepten olusan aktif bolgeye sahiptir (100). Dihidrofolat rediiktaz
inhibitorleri, aktif cebin rezidiileri ile hidrojen baglari, pi-pi etkilesimleri, hidrofobik
etkilesimler ve van der waals kuvvetleri ile siki bir sekilde baglanmaktadir. Dihidrofolat
rediiktaz ti¢li kompleksi; DHFR, nikotinamid adenin dintikleotit fosfat ve dihidrofolat veya
inhibitorlerden olusur. Kiigiik molekiil inhibitorlerinin tasarimi, DHFR folik asit substratini
simiile etmeye bdylece substratin DHFR katalitik indirgenmesini 6nlemeye ve DHFR

biyoaktivitesini baskilamaya odaklanmistir (98).

2.11 B-Ketoacgil-Acil Tasiyic1 Protein Sentaz III (B-Ketoacyl-Acyl Carrier Protein
Synthase I1I, KAS[)

Bakteriyel yag asidi biyosentezi yolu hiicre biiylimesi i¢in biiyiik bir 6neme sahiptir
ve inhibitor etkili ila¢ tasariminda hedef olarak gosterilebilmektedir. B-ketobutiril-agil
tasiyic1 protein olusturmak i¢in malonil-asil tasiyici proteinin asetil-CoA’nin KAST]
tarafindan katalize edilmesi, diiz zincirli doymus yag asidi biyosentezinin baglangic

asamasidir (101).

B-ketoacil-agil tasiyict protein sentaz III enziminin yapisi amino (N)-terminal ve
karboksi (C)-terminal bolgelere ayrilmaktadir. Fakat, ayni proteinin bu iki bolgesi arasinda
neredeyse hi¢ amino asit dizisi benzerligi bulunmamaktadir. Amino (N) ve karboksi (C)
terminal bolgeleri arasindaki yapisal farklilik, 6zellikle ilk (N-terminal bdlgenin L1'i ve C-
terminal bolgenin L9'u) ve son (N-terminal bdlgenin L7'si ve C-terminal bolgenin L15')
dongiilerde belirgindir. Bu bolgeler ayn1 zamanda enzimin fonksiyonel alanlarini olusturur.
Baglanma bdlgesinin seklini ve muhtemelen enzimin substrat spesifikligini belirlemede
Phe312 rezidiisiiniin 6nemli bir rol oynadig1 disiiniilmektedir. Enterococcus Faecalis’in

KAS[ enzimindeki Phe226 ve Val231 pozisyonlarindaki rezidiilerin, Phe312 esdegerinin
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rotamer konformasyonunu belirleyen ve bundan dolayr baglanma cebinin boyutunu

etkilediginden enzimin baglanma bdlgesinde 6nemli rol aldig1 belirlenmistir (102).
2.12 Agmatin Deiminaz

Enterococcus Faecalis, karbonhidratlarin fermantasyonu yani sira arjinin ve onun
dekarboksillenmis tiirevi olan agmatini biiylime i¢in enerji kaynagi olarak
kullanabilmektedir (103). Arjinin deiminaz (ADI) ve agmatin deiminaz sirasiyla arjinin ve
agmatini metabolize etmektedir (104). Agmatin deiminaz ve ¢esitli enzimler tarafindan

katalize edilerek lic adimda agmatinden adenozin trifosfat yapilmaktadir (105).

Agmatin deiminaz kristallerinin asimetrik birimi, ayni yapiya sahip iki tetramer
halinde diizenlenmis sekiz alt birim icerir (106). Bu yapidan dolayr agmatin deiminaz
monomeri, bes bicakli yelpazeye benzemektedir. Bu yapi, her bir tekrarlayan 6genin iic
iplikli karisik bir - yapragi ve BBa3 diizenindeki bir heliks icerdigi bes katli bir yar1 simetrik
diizenlemeye dayanmaktadir. Agmatin deiminaz ADI'ya yakindan benzemesi ile; substrat
afinitesini, seciciligini ve Cys357 aracili kovalent katalizini agiklamaktadir. Agmatin
molekiiliiniin dort karbonlu kismi ayn1 zamanda substrat baglama boslugunu duvarinda
Trp93 ve Trpl19'un indolik halkalar1 igerir. 7/4r215'in metil grubu tarafindan gevrelenmistir.
Agmatin molekiiliiniin diger ucunda, guanidinyum grubunun etrafindaki degismez rezidiiler

Asp96, His218 ve Asp220 bagl substrati gevreler ve katalitik roller oynar (104).
2.13 Alanin Rasemaz

Alanin rasemaz, enantiyomerler arasindaki rasemizasyonu katalize eden enzimdir.
Bu enzim, ko-faktor olarak piridoksal-5'-fosfat (PLP) kullanarak L-alanin'den D-alanin'e
dontigimii  gerceklestirir. D-alanin, hem gram pozitif hem de gram negatif
mikroorganizmalarin hiicre duvarinda peptidoglikan sentezi i¢in 6nemli bir onciildiir (107).
Peptidoglikan, bakteriyel hiicre duvarmin temel birlesenidir ve hiicre duvarinin
dayanikliligim1 saglamaktadir. Bu tabaka, bakterinin i¢ basin¢ dengesini sabitlerken dig
cevreden gelen zararli maddelerin hiicre i¢ine girmesini 6nlemektedir. Dolayisiyla, D-alanin
sentezi ve peptidoglikan tabakasinin olusumu, bakterilerin canliliklarii siirdiirmesi
acisindan hayati 6neme sahiptir. Bu nedenle alanin rasemaz, yeni antibakteriyel ilaglarin

tasarimi i¢in 6nemli bir hedef olusturmaktadir (108).

Alanin rasemazin monomer yapisinda, N-terminal alan1 dokuz a-sarmaldan ve sekiz

B-iplik¢ikten olusan bir TIM varil mevcuttur. Monomerin ilk beta zinciri, proteinin N-
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terminalinin en ucunda bulunur ve TIM varilinin olusumuna katkida bulunmaz. C-terminal
alan1 ¢ogunlukla B-ipliklerinden olusur. Piridoksal-5'-fosfat (PLP) ve asetat, TIM varilinin
yakininda bulunur. Dimer arayiizii, birinci monomerin N-terminal alanindaki a-sarmallar ile
B-ipliklerini birlestiren ¢esitli dongiilerde bulunan rezidiilerden olusur. Her bir monomer,
TIM varilinin merkezine dogru konumlanmis olan aktif bolgede bir PLP ve asetat
molekiiliine baglanir (108). Alanin rasemaz yapisinda, iki rezidiiel amino asit katalitik asit
ve baz olarak islev gormektedir, Lys40 rezidiisii L-alaninin a-hidrojenine alarak bir
karbanionik ara irlin olusturmaktadir ve 7yr267' kars1 taraftan bir proton vererek

enantiyomerik {irtinii olusturmaktadir (109).
2.14 Enterokokal Yiizey Proteini (Enterococcal Surface Protein, Esp)

Biyofilmler, canl1 veya cansiz bir substrata baglanarak; karbonhidrat, DNA ve
protein ve benzerlerinden olusabilen bir matris i¢inde bulunan bakteri toplulugudur (110,
111). Biyofilmler enfektif endokardit, enfeksiyoz bobrek taslar: ve kistik fibrozis gibi birgok
kronik bakteriyel kaynakli tablonun patogenezinde onemli bir rol oynarlar (112).
Enterococcus Faecalis’in viriilans faktorlerinden biri olarak tanimlanan Esp, bakterinin
yiizey kolonizasyonu saglayarak biyofilm olusumunda rol oynayan bir hiicre duvari
proteinidir (113). Enterokokal yiizey proteini 1873 amino asitten olusan bir proteindir ve N-
terminal bolgesi (amino asitler 50 ila 743) bulunmaktadir. Bu proteinin merkezi ¢ekirdek
bolgesi (amino asitler 744 ila 1665), benzer DNA dizisi tekrarlar tarafindan kodlanan iki
farkli tandem tekrar biriminden olugsmaktadir. Enterokokal ylizey proteininin N-terminal
bolgesi sayesinde konakgi ile etkilesimde bulunabilecegi ve merkezi tekrar bolgesi sayesinde
ise proteini ylizeyden geri ¢ekebilecegi bundan dolay1 proteinin bagisiklik sisteminden

korunabilecegi ile iligkilendirilmistir (114).

Bu tez caligmasmin sonuglari ile pulpal enfeksiyonlara neden olan bakterilerin
tedavisi amaciyla E. Faecalis enzimlerine karsi inhibitér olarak belirlenen CHX,
metronidazol, amoksisilin trihidrat, doksisiklin, siprofloksasin ve 20 adet dogal ligand
bilesiklerinin molekiiler modelleme yontemi kullanilarak inhibisyon mekanizmalarinin
molekiiler seviyede anlasilmasina katkida bulunulmasi hedeflenmistir. Bu sayede mevcut
inhibitdr oOzellikli ilaglardan daha secici ve daha az yan etkiye sahip inhibitorlerin
gelistirilmesine katki saglanmasi ve ileride yapilacak in vitro ya da in vivo deneysel
arastirmalarin daha az maliyet ve zaman harcanarak daha etkili sekilde tasarlanabilmesi

amaglanmaistir.
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Molekiiler Modelleme

Molekiiler modelleme, deneysel arastirmalara katki saglamak amaciyla molekiiler
yapilarin kimyasal ve fiziksel 6zellikleri arasindaki temel etkilesimleri anlamaya yonelik bir
tekniktir. Molekiiler modelleme teknikleri, ¢esitli yontemler ve uygulamalar igermektedir
(115). Bu teknikler igerisinde en dnemlilerinden birisi de bilgisayar destekli ila¢ tasarimidir.
Ilag tasarimi ve kesfi, ¢esitli disiplinlerin ortak galismasini gerektiren karmasik ve pahali bir
siirectir. Ilaglarm etkisi, efektdr ve makromolekiil arasindaki etkilesim sonucu meydana
gelmektedir. Bilgisayar destekli ilag tasarimi makromolekiiliin yapisini, topolojisini ve
ligand baglanma bolgeleri ile birlikte bunlarin anahtar rezidiilerini ve ligand baglanma
etkilesimlerini incelemede bizlere yol gdstermektedir (116, 117). Giiniimiizde, BDIT ¢esitli
akilc1 yontemler ile gelistirilmektedir. Bilgisayar destekli ilag tasariminda sanal tarama
yaklagimlari, kullanilan verinin tiirline gore hedef proteinin {i¢ boyutlu (3B) yapist mevcut
ise yap1 temelli (hedef yap1 tabanli) ve ligandin yapi1 verileri mevcut ise de ligand temelli
ilag tasarim1 yontemleri olarak siniflandirilabilir. Bunlarin yaninda hem hedef proteinin hem
de ligand molekiilerinin yap1 verilerinin varliginda ise siklikla bagvurulan de novo tasarim

yontemi kullanilmaktadir (118).
3.1.1 Molekiiler Kenetlenme (Docking)

Molekiiler kenetlenme, baglanma yonelimini ve afinitesini tahmin etmek icin iki
molekiil arasinda (bir ligand ve bir hedef protein) stabil bir kompleks olugturmak amaciyla
kullanilan in siliko tekniktir. Molekiiler kenetlenmede, bir ligand-reseptdr kompleksi i¢in
olas1 konfiglirasyonlar1 6ngoriiliir ve bunlar hesaplanan serbest baglanma enerjisi (AG)
tarafindan degerlendirilerek siralandirilir. Serbest baglanma enerjisi, bir ligandin reseptore
baglanma afinitesini tahmin etmek i¢in kullanilan bir 6l¢limdiir (119). Bu serbest baglanma
enerjisi iki enerjinin; reseptor-ligand intermolekiiler enerji ile ligand ve proteinin bagsiz
durumdaki intramolekiiler enerjileri konformasyonel entropinin (AS) toplami seklinde
hesaplanmaktadir (11). Molekiiler kenetlenme atomik seviyede ligand-reseptor
etkilesimlerini incelemek; belirli amino asitlerin, kofaktdrlerin, metal selatlarinin, hidrojen
ve halojen baglarinin, solvasyon etkilerinin ve benzeri faktorlerin dnemini anlamak i¢in rutin
olarak faydalanilan bir yaklagim haline gelmektedir (120). Molekiiler kenetlenme yontemi

i¢in gelistirilmis bircok yazilim programlari mevcuttur. Bunlar arasindan en sik kullanilan
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DOCK (121), FlexX (122), GOLD (123), Glide (124), AutoDock (125), ICM-Pro (126) ve
MOE(127) yazilim programlaridir.

3.2 Absorpsiyon, Dagilim, Metabolizma, Eliminasyon ve Toksisite Analizi (ADMET)

Bir bilesigin aktif ve segici olmasi, o bilesigin ilag gelisimi agisindan 6nemli bir aday
olmasi igin yeterli olamamaktadir. Ilag gelisimi icin potansiyel bir¢ok bilesigin, zayif
farmakokinetik ve toksikolojik 6zelliklerinden dolay: yeterli olmadiklart gosterilmektedir.
Emilim, dagilim, metabolizma, eliminasyon ve toksisite (ADMET) analizi degerlendiren
calismalarin ilag kesif siirecinde erken donemde baslatilmasi 6nemli bir unsur olarak kabul
edilmektedir. Bu analizin, ¢caligmalarin erken agamasinda yapilmasi, uygun farmakokinetik
ve toksikolojik ozelliklere sahip Oncii bilesikleri tanimlamak i¢in 6nemli goriilmektedir
(128, 129). Bilesiklerin insan viicudundaki etkilesimlerini ve farmakokinetik 6zelliklerini
belirleyen molekiil agirliklari, dagilim katsayilar1 (LogP), polar yiizey alanlari,
dondiiriilebilen bag sayisi, hidrojen bagi alict ve verici sayist énemli 6zellikler olarak
bilinmektedir (130). Lipinski ve ark. (131) 1997 yilinda, bilesiklerin ilag olarak
kullanilabilmeleri i¢in oral biyoyararlanimi ve emilimi gibi farmokinetik 6zellikleri tahmin
etmek icin kurallar gelistirmislerdir. Bu kurallar; molekiiler agirlik < 500 g/mol, hidrojen
bagi alic1 sayist < 10, hidrojen bagi verici sayist < 5, lipofilite katsayis1 (Log P) <5 olacak
sekilde belirlenmislerdir. Bir molekiil Lipinski’nin kurallarina gore, dort kuraldan ikisini
veya daha fazlasini karsilayamazsa, ilag olarak uygun degerlendirilmemektedir. Fakat bu
kurallar daha basit ve kii¢iik molekiillerden tiiretilmis olduklari i¢in, karmasik dogal {iriinler
icin her zaman gegerli olamayabilmektedir (132). Absorpsiyon, dagilim, metabolizma,
eliminasyon ve toksisite analizi igin bir dizi program bulunmaktadir. Bu tez ¢alismasinda
ADMET analizi i¢in SwissADME (133) programi kullanildi.

3.3 Molekiiler Kenetlenme Calismalari

Bu tez ¢alismasinda; yapi temelli ilag tasarimi yontemi temel alinarak E. Faecalis’in
DHFR, KAST], agmantin deiminaz, alanin rasemaz ve Esp enzimlerine etki eden ilag
potansiyeline sahip antimikrobiyal ajanlarin inhibisyon mekanizmasi ve inhibit6r etkinlikleri
pulpal enfeksiyonlarin neden oldugu klinik tabloyu tedavi etmek amaciyla incelendi.

Calismanin ilk sathasinda, hedef enzimlerin amino asit sekans bilgisi temel alinarak
3B yapis1 ve inhibitorlerin baglanma afinitesi gosterebilecegi bolgeler belirlendi. Ardindan
E. Faecalis tiirline ait enzimlere yonelik Tatar Yilmaz ve ark. (134) tarafindan yapilan

calismada incelenilen kalkon ve flavonoid tiirevli bilesikler ile birlikte kontrol grubu olarak
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metronidazol, amoksisilin trihidrat, doksisiklin, CHX ve siprofloksasin secildi. ikinci
safhada, uygun olarak incelenen bilesikler ile hedef enzimlerin yapilar1 arasindaki etkilesim
mekanizmasiin molekiiler seviyede incelenmesi icin molekiiler kenetlenme yontemi
kullanilarak baglanma serbest enerjisi hesaplandi. Ugiincii sathada kontrol grubu
bilesiklerine ADMET analizi yapildi. Tez ¢alismasinin son sathasinda, hedef protein-ligand
etkilesim mekanizmasinda gorev alan amino asitler molekiiler seviyede irdelenerek bu
etkilesimde rol oynayan uzak baglar analiz edildi. Bu tez ¢alismasinin asamalar1 Sekil 3.1’de

sematize edilerek gosterildi.

Protein ve ligand Baglanma Bélgesi Molekdler ADMET Analizi
Secimi ve Belinenmesi Kenetlenme
Hazirlanmasi

Kontrol grubu
birlegiklarin ADMET
analizi

*Yap
eld:

Sekil 3.1. Molekiiler modelleme yontemi semasi (Stanzione'den 135)

3.3.1 Molekiiler Kenetlenme Calismalar1 Asamalari
1. Safha: E. Faecalis Enzimlerinin ve Ligandlarimin Yap1 Hazirhklar:

Oncelikle E. Faecalis’in DHFR, KAS[], agmantin deiminaz, alanin rasemaz ve Esp
enzimleri hedef yapilar olarak belirlendi. Enterococcus Faecalis’in DHFR enzimi 164,
KAS[ enzimi 321, agmatin deiminaz enzimi 365, alanin rasemaz enzimi 371 ve Esp enzimi

1873 amino asit uzunlugundadir (136).

Enterococcus Faecalis DHFR enziminin baglanma bdlgesini belirlemek igin referans
aldigimiz calismada, baglanma bolgesinde Asp27 ve Cys52 rezidiileri bulundugu
belirtilmistir. Ayn1 ¢alismada E. Faecalis DHFR ve referans ligand bilesigi arasindaki
baglanma etkilesimlerinde Pro56, Arg58 ve Lys32 amino asitleri ile hidrojen bag:
olusturulmustur (137). Yapilan baska bir ¢alismada, Basillus Anthracis ve Streptococcus

Aureus'ta trimetoprim direngli fenotipine aracilik ettigi gosterilen pozisyonlar, E. Faecalis
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DHFR enzimindeki duyarli rezidiiler 7/e96 ve Vall02 olarak belirlenmistir (138). Bu bilgiler
dogrultusunda DHFR enzimi katalitik aktivitesinden sorumlu amino asitleri i¢eren 1-164
amino asit araligindaki PDB (Protein Data Bank) (139) kodu 4M7U olan 3B yapisi segildi
(Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Enzim DHFR i¢in secilen 3B kristal yap1 (4M7U) (Bourne’den 136)

Enterococcus Faecalis’in B-ketoagil-agil tastyici protein sentaz III enzimi ile ilgili
aktif bolge belirlemek i¢in Gajiwala ve ark. (102) yaptig1 calisma referans alindi. Aktif bolge
cebi tabanindaki Gly313 amino asidi kalsiyum atomu ile van der waals bag1 olusturmus ve
ligand bilesigi fenil halkasinin baglanma bolgesi seklini belirlemede gorev alan Phe312 ile
bag olusturmustur. Yine ayni ¢aligmada; ligand bilesiginin karbonil oksijen atomu Phe224
ile hidrojen bag1 olusturulmustur. Ligand bilesiginin karboksilat1 aktif bolgedeki His250 ve
Asn280 aminoasitleri ile hidrojen bag1 yaptig1 goriilmiistiir. Bu calismada KASIII enziminin
katalitik aktivitesinden sorumlu amino asitleri iceren 1-321 amino asit araligindaki PDB

kodu 3IL5 olan 3B yapist secildi (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Enzim KASI[ i¢in secilen kristal yap1 (3IL5) (Gajiwala’dan 102)

Enterococcus Faecalis’e ait agmatin deiminaz enzimi; Llacer ve ark. (104) yaptigi
calismada C-terminal ucuna yakin Cys357 rezidiisii onemli katalitik rol oynamis bununla
birlikte ligand bilesigi li¢ glisin (Gly351-Gly352-Gly353) amino asit dizisi ile van der waals
baglar1 olusturdugu goriilmiistiir. Ayrica agmatin deiminaz enziminin imzasi olarak kabul
edilen (G/A) GGNIHCITQQ(E/Q) P korunmus amino asit dizisinin ve 4sp96, His218 ve
Asp220 rezidiilerin enzimin katalitik aktivitesindeki onemi vurgulanmistir. Bu 6nemli
bilgilerin dogrultusunda agmatin deiminaz enziminin katalitik aktivitesinden sorumlu amino
asitleri igeren 1-365 amino asit araligindaki PDB kodu 2JER olan 3B yapist segildi (Sekil
3.4).
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Sekil 3.4. Enzim agmatin deiminaz i¢in secilen kristal yap1 (2JER) (Llacer’den 104)

Enterococcus Faecalis’in alanin rasemaz enziminin aktif baglanma bdlgesi
korunmus rezidiiler Lys40 ve Tyr267; dimer arayiiziinde bulunan Arg139, His169 ve Tyr267'
rezidiilerini igerdigi goriilmistiir. Ayni ¢aligmada ligand bilesigi bu enzimin 7yr44, Argl39,
Ser207, Arg222 ve Tyr356 amino asitleriyle etkilesime girmistir. Bu 6nemli aktif bolge
rezidiileri, 1-229 amino asit rezidiileri arasinda bir TIM varil yapist olusturulmustur (108).
Bu bilgiler dogrultusunda alanin rasemaz enzimi katalitik aktivitesinden sorumlu amino
asitleri igeren 1-371 amino asit araligindaki PDB kodu 3EGE olan 3B yapisi segildi (Sekil
3.5).

Sekil 3.5. Enzim alanin rasemaz i¢in segilen kristal yap1 (3E6E) (Priyadarshi’den 108)
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Enterococcus Faecalis enterokokal yiizey proteini igin 48-452 amino asit
araligindaki PDB kodu 60RI olan 3B yapisi elde edildi (Sekil 3.6). 3 boyutlu yapr bilgisine
protein veri bankasindan (http://www.rcsb.org/) ulasildi (139).

Sekil 3.6. Enzim Esp i¢in segilen kristal yap1. (6ORI) (Berman’dan 138)

Ozetle bu calismada hedef alman enzimlerin yukarida verilen literatiir bilgileri
dogrultusunda, DHFR enzimi i¢in 4M7U, KAS[] enzimi i¢in 3IL5, agmatin deiminaz enzimi
icin 2JER, alanin rasemaz enzimi i¢in 3E6E ve Esp enzimi i¢in 60RI 3B kristal yapilar
secildi. Bu 3B kristal yapilarindaki su ve iyon molekiileri Discovery Studio 2021 Client
(140) programi ile uzaklastirilip, PBD2PQR (141) programu ile fizyolojik pH kosullarinda
protonlanma yapilarak molekiiler kenetlenme analizi i¢in hazir hale getirildi.

Kontrol grubu ligand bilesikleri hazirliginda ise lezyon sterilizasyonu ve doku tamiri
prosediiriinde kullanilan metronidazol, amoksisilin trihidrat, doksisiklin ve siprofloksasin
yaygin kullanimi (50) ve lstiin antibakteriyel 6zelliginden dolayt CHX (142) PubChem
(143) veri tabanindan elde edildi. Ayrica Tatar Yilmaz ve ark. (132) tarafindan daha 6nce
Streptococcus Mutans Sortase A enzimine yonelik ¢alisilmig flavonoid ve kalkon tiirevli 20
adet potansiyel ligand bilesigi, bu ¢alismada belirlenen hedef enzimlere yonelik inhibitor
etkilerinin incelenmesi amaciyla secildi. Secilen bu bilesiklere BIOVIA Discovery Studio
2021 Client (140) ile hidrojen atomu eklendi sonrasinda .pdb dosya formatinda kaydedilerek
molekiiler kenetlenme islemi i¢in hazir hale getirildi. Segilen bilesiklerin iki boyutlu (2B)
sematik c¢izimleri tabloda gosterilmektedir (Tablo 3.1).
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Tablo 3.1. Segilen ligand bilesiklerin 2B sematik ¢izimi (139)

Bilesik Bilesik Bilesik Bilesik

2B yapist 2B yapisi 2B yapisi 2B yapis1
no no no no

1 f I W n Ho YH o Hr]v
l Br, ol : A 6 40 W 4 B 11 g H | H \ 16 \ H. r . \

i i i W ; . | ! H

H ! [ 4 I ] I I
2 7 H K H 12 Eodoy 1w 17 a
3 8 13 T la
4 9 | 14 S99 H

b A : "

5 " S T/ RS S N N T- ! 20

2. Safha: Molekiiler Kenetlenme (Docking) Analizi

Hedef protein DHFR enziminin kristal yapisindaki nikotinamid adenin dinukleotid
fosfat (Nadp) bilesigi ve baglanma bdlgesi i¢in dnemli olan amino asitler: Asp27, Cys52,
11e96, Vall02, Pro56, Arg58 ve Lys32 substrat baglanma bolgesi i¢in referans olacak sekilde
AGFR1.2 (144) programi ile X, Yy, z kartezyen koordinatlarinin merkezi 12.770, -20.558,
12.964 ve grid kutusu boyutlar1 78, 42, 50 olarak; KAS[] enziminin kristal yapisindaki 2-
({[4-bromo-3-(dietilsiilfamoil)fenil]karbonil } amino) benzoik asit (B82) bilesigi ve Gly313,
Phe312, Phe224, His250 ve Asn280 amino asitleri substrat baglanma bolgesi igin referans
olacak sekilde x, y, z kartezyen koordinatlarinin merkezi -185.928, 150.740, 32.339 ve grid
kutusu boyutlar1 35, 54, 46 olarak; agmatin deiminaz enzimi i¢in Cys357, Gly351, Asp96,
His280 ve Asp220 amino asitleri substrat baglanma bdolgesi i¢in referans olacak sekilde X, y,
z kartezyen koordinatlarinin merkezi 27.674, 0.568, 65.827 ve grid kutusu boyutlar1 82, 70,
70 olarak; alanin rasemaz enziminin kristal yapisindaki D-[3-hidroksi-2-metil-5-
fosfonoksimetil-piridin-4-ilmetil]-N,O-sikloserilamid (DCS) bilesigi ve Lys40, Tyr267,
Argl139, His169, Tyrd4, Ser207, Arg222 ve Tyr356 amino asitleri substrat baglanma bolgesi
i¢in referans olacak sekilde X, Y, z kartezyen koordinatlarinin merkezi 20.770, -21.394, -
23.386 ve grid kutusu boyutlar1 44, 36, 46 olarak ve Esp enzimi igin grid kutusu boyutlar
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126, 126, 126 olarak ve bu noktalar arasi bosluk (grid space) 0.375 A olacak sekilde
belirlendi.

Hazirlanan hedef enzim ve ligand bilesikleri arasindaki baglanma mekanizmasinin
belirlenmesi i¢in AutoDock1.5.7 (125) programi ile molekiiler kenetlenme yontemi
uygulandi. Molekiiler kenetlenme yontemi 100 ¢alisma adiminda Lamanckian Genetik
algoritma ile gergeklestirildi. Caligmalar sonucunda tiim olas1 konformasyon durumlart igin
serbest baglanma enerjisi ve baglanma afinitesi hesaplanarak ortaya ¢ikan sonuglar

degerlendirildi.
3. Safha: ADMET Analizi

Kontrol grubu bilesikleri (metronidazol, amoksisilin trihidrat, doksisiklin, CHX ve
siprofloksasin) (.smiles) formatinda veri dosyalari olusturuldu. Bu dosyalar, SwissADME
(133) programina yiiklenerek, bilesiklerin fizikokimyasal o6zelliklerine Lipinski (131)
kurallarina gore filtreleme uygulandi. Ayrica ligand bilesiklerinin molekiiler agirliklari,
dondiiriilebilen bag sayisi, hidrojen bagi alic1 ve verici sayisi, lipofilite katsayist (LogP),

kutuplasmis ylizey alan1 ve molar refraktivite gibi 6zellikleri analiz edildi.
4. Safha: Enzim-Ligand Yapisinin Baglanma Analizi

Kenetlenme yontemi sonucunda tiim enzim-ligand yapilarinin en diisiik enerjideki
konformasyonlarinin 3B yapilarinin baglanma bolgelerindeki etkilesimleri Discovery Studio
2021 Client (140) programu ile degerlendirildi. Analizlerde enzim ile ligand baglanmasinda
onemli rol oynayan amino asitler ve yapmis olduklari uzak kimyasal bag tiirleri (hidrojen,

van der waals, pi-alkil, alkil) incelendi.
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4. BULGULAR
4.1 Ligand Olarak Secilen Bilesiklerin ADMET Analizi Sonuglari

Ligand olarak belirlenen 20 adet flavonoid ve kalkon tiirevli bilesigin Tatar Yilmaz
ve ark. tarafindan yapilan calismada ADMET analizi daha 6nceden gergeklestirilmistir.
Calismanin sonucunda, flavonoid ve kalkon tiirevli 20 bilesik de ¢oziiniirliik, kan-beyin
bariyeri, CYP2D6 baglanmasi, hepatotoksisite ve emilim seviyesi agisindan CHX bilesigi

ile karsilastirildiginda farmakokinetik acgidan iistiin 6zellikler gostermislerdir (134).

Kontrol grubu bilesiklerin (metronidazol, amoksisilin trihidrat, doksisiklin, CHX,
siprofloksasin) veri dosyalar1 (.smiles) formatinda olusturulduktan sonra ADMET analizleri
icin SwissADME (133) programi kullanilds. Inhibitérlerin molekiiler agirliklar absorpsiyon
ve kan beyin bariyerinden gecisi i¢in degerlendirildi. Ligand bilesiklerinin stabilitesi i¢in
donebilir bag sayilari analiz edildi ve inhibit6r 6zellikleri i¢in alict ve verici hidrojen baglari
sayilarina bakildi. Bunlarin yaninda membran gecisi icin lipofilite kabiliyetleri ve
kutuplasmis yiizey alanlari, molekiiler refraktiviteleri bakildi ve Lipinski (131) kurallarina

gore uyumlulugu degerlendirildi. (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Kontrol grubu bilesikleri ADMET analizi

Referans araligi 50-500 0-5 0-10 0-5 2-10 0-5 20-130 A2 40-130 Evet
g/mol
Ozellikler Molekiiler | Déndiiriilebilir H- H-bag1 | iLogP | mLogP | Kutuplasmis Molar Lipinski
agirlik bag sayisi bagi vericisi yiizey alani retraktiviti kurali
Bilesikler alicisi
Metronidazol 171.15 3 4 1 1.16 -0.78 83.87 43.25 Evet
Amoksisilin 365.40 5 6 4 1.46 0.23 158.26 94.59 Evet
trihidrat
Doksisiklin 444.43 2 9 6 1.64 -2.08 181.62 110.91 Evet
Klorheksidin 897.76 23 18 18 3.17 -2.96 454.48 220.50 Hayir
Siprofloksasin 331.34 3 5 2 2.24 1.28 74.57 95.25 Evet
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4.2. Molekiiler Kenetlenme Analizi ve Sonuclari

4.2.1. Dihidrofolat Rediiktaz Enziminin Molekiiler Kenetlenme Analizi ve Sonuclari

Enterococcus Faecalis’in DHFR enziminin inhibisyonunda referans olarak secilen

bilesikler (enzimin kristal yapisindaki referans ligand bilesigi ve kontrol grubu bilesikleri)

ve 20 adet ligand olarak belirlenen bilesikler ile molekiiler kenetlenme yapildi (Tablo 4.2).

Molekiiler kenetlenme sonucunda referans bilesik ile olusan yapida -8.61 kcal/mol,

metronidazol ile -4.51 kcal/mol, amoksisilin trihidrat ile -8.40 kcal/mol, doksisiklin ile -7.80

kcal/mol, CHX ile -9.78 kcal/mol ve siprofloksasin ile -7.37 kcal/mol baglanma enerjisi

hesapland1 (Tablo 4.3). Bu enzimin belirlenen diger ligandlar arasindan -9.78 kcal/mol

baglanma enerjisi ile en yliksek baglanma enerjisine sahip bilesik CHX olarak bulundu.

Tablo 4.2. Dihidrofolat rediiktaz enzimi ile 20 adet ligand bilesiklerinin molekiiler
kenetlenme sonucunda hesaplanan baglanma enerjileri

Bilesik no | Baglanma | Bilesik no | Baglanma | Bilesik no | Baglanma | Bilesik no | Baglanma | Bilesik no | Baglanma
enerjisi enerjisi enerjisi enerjisi enerjisi
(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)
1 -8.07 5 -8.11 9 -8.45 13 -6.13 17 -8.02
2 -8.00 6 -8.04 10 -7.52 14 -7.93 18 -7.75
3 -8.29 7 -7.30 11 -7.34 15 -8.08 19 -8.30
4 -8.09 8 -7.28 12 -8.29 16 -7.54 20 -8.04
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Tablo 4.3. Dihidrofolat rediiktaz enzimi ile kristal yapidaki referans bilesik, kontrol grubu
ve 9 numarali ligand bilesigin molekiiler kenetlenme sonucunda hesaplanan baglanma

enerjileri

Bilesik numarasi

Ligand Kimyasal

Baglanma enerjisi

Yapist (kcal/mol)
Referans bilesik
(Nadp) -8.61

C1 (Metronidazol) A -4.51

C2 (Amoksisilin C e E
trihidrat) TR 8.40
C3 (Doksisiklin) H Tt -7.80

H"l\ woToR Iy 0
C4 (Klorheksidin) -9.78
C5 (Siprofloksasin) EET -7.37

Qe

:] H H

9 " -8.45
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Bu etkin CHX bilesigi ile DHFR arasindaki molekiiler etkilesim analizlerine gore,
bu bilesigin DHFR enziminin baglanma bolgesindeki Gly18, Ala7 ile hidrojen bagi, Lys19,
Met50, Phe3l, Ilel4 ile pi-alkil bagi, Leu20 ile pi-donor bag1 ve Gly97 ile karbon hidrojen
bag1 yaptig1 bulundu (Sekil 4.1).
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LEU TZRZP
40 A%A
LEY PHE e
31 GLY
A 15 l
H
GLY
49 H
Gl N THR
i = TRP THR
126
LZ%J GQ%Y PHE GLY
103 \:ILE 99
LEU SER
28
ILE GLY Y
98

Interactions
van der Waals Pi-Donor Hydrogen Bond
Conventional Hydrogen Bond Pi-Alkyl
Carbon Hydrogen Bond

Sekil 3.1. Molekiiler kenetlenme sonucu en etkin CHX bilesigi ile DHFR enzimi
molekiiler kenetlenme etkilesiminin 2 boyutlu gésterimi

Flavonoid ve kalkon tiirevli bilesikler ile yapilan kenetlenme ¢aligmalari sonucunda
ise 9 numarali ligand bilesigi -8.45 kcal/mol baglanma enerjisi ile hedef enzim DHFR’ye
kars1 en 1y1 baglanma afinitesi gosteren bilesik olarak saptandi. Bu bilesik, enzimin Thr46,
Vall02, Vall01, Ser100, Gly18, Asp125 ile hidrojen bagi, Ala45, Vall01 ile pi-alkil bag1 ve
Gly43, Serl00 ile karbon hidrojen bagi etkilesimi sergiledi (Sekil 4.2). Ayrica DHFR
enziminin baglanma bolgesinde bulunan ve inhibisyon mekanizmasinda oldukca énemli rol

oynayan olan Vall02 ile hidrojen bag1 olusturdu ve referans bilesik ile benzer amino asitlere
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baglanma gosterdi. Bununla birlikte referans ligand ile ortak olarak Thr46, Vall02, Vall0l,
Ser100 ile hidrojen bag1 bulunmaktadir (137).

17
ASP LYs
175 i9
GLY
18 ;
By 1
ALA
5
a
GLY I
43 R
SER
GLY
THR 99 ghn @00
46 VAL 101
102
GLY
38

Interactions

van der Waals Carbon Hydrogen Bond
Conventional Hydrogen Bond Pi-Alkyl

Sekil 4.2. Molekiiler kenetlenme sonucu en etkin 9 numarali ligand bilesigi ile DHFR
enzimi molekiiler kenetlenme etkilesiminin 2 boyutlu gosterimi

4.2.2 B-Ketoacil-Agil Tasiyic1 Protein Sentaz III Enziminin Molekiiler Kenetlenme

Analizi ve Sonuc¢lar

Enterococcus Faecalis’in B-ketoagil-agil tasiyici protein sentaz III enziminin
inhibisyonunda referans olarak secilen bilesikler (enzimin kristal yapisindaki referans
bilesigi ve kontrol grubu bilesikleri) ve 20 adet ligand olarak belirlenen bilesikler ile
molekiiler kenetlenme yapildi (Tablo 4.4). Molekiiler kenetlenme sonucunda referans bilesik
ile olusan yapida -8.68 kcal/mol, metronidazol ile -3.99 kcal/mol, amoksisilin trihidrat ile -
6.88 kcal/mol, doksisiklin ile -6.25 kcal/mol, CHX ile -7.09 kcal/mol ve siprofloksasin ile -

6.81 kcal/mol baglanma enerjisi gézlendi (Tablo 4.5). Bu enzimin belirlenen diger ligandlar
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arasindan -8.68 kcal/mol baglanma enerjisi ile en yiiksek baglanma enerjisine sahip referans

bilesik (2-({[4-bromo-3-(dietilsiilfamoil) fenil] karbonil }amino) benzoik asit (B82))) olarak

bulundu.

Tablo 4.4. 3-ketoagil-agil tastyici protein sentaz 111 enzimi ile 20 adet ligand bilesiklerinin
molekiiler kenetlenme sonucunda hesaplanan baglanma enerjileri

Bilesik no | Baglanma | Bilesik no | Baglanma | Bilesik no | Baglanma | Bilesik no | Baglanma | Bilesik no | Baglanma
enerjisi enerjisi enerjisi enerjisi enerjisi
(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)
1 -8.23 5 -8.11 9 -7.31 13 -7.13 17 -8.09
2 -8.41 6 -1.57 10 -7.40 14 -7.26 18 -7.03
3 -7.83 7 -7.01 11 -7.30 15 -7.14 19 -7.45
4 -1.74 8 -7.32 12 -7.41 16 -7.31 20 -8.23
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Tablo 4.5. 3 -ketoagil-a¢il tasiyict protein sentaz III enzimi ile kristal yapidaki referans
bilesik, kontrol grubu ve 2 numarali ligand bilesiginin molekiiler kenetlenme sonucunda

hesaplanan baglanma enerjileri

Bilesik numarasi

Ligand Kimyasal Yapisi

Baglanma
enerjisi
(kcal/mol)

Referans bilesik
(B82)

-8.68

C1 (Metronidazol)

-3.99

C2 (Amoksisilin
trihidrat)

-6.88

C3 (Doksisiklin)

-6.25

C4 (Klorheksidin)

-7.09

C5 (Siprofloksasin)

-6.81

-8.41

Bu etkin referans bilesigi ile enzim arasindaki molekiiler etkilesim analizlerine gore,

bu bilesigin KASIII enziminin baglanma bdlgesindeki Arg42 ile hidrojen bagi, His250 ile
pi-siilfiir bagi, Ile256, Ile223, Leul94, Cysl17 ile alkil bagi, Arg42, Ala252, Met218,
Phe226, Phel6?2 ile pi-alkil bag1 ve Gly313 ile karbon hidrojen bagi yaptig1 bulundu (Sekil

4.3).
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Interactions

[ van der Waals ] Pi-sulfur
- Attractive Charge I:l Alkyl
- Conventional Hydrogen Bend I:l Pi-Alkyl
I:l Carbon Hydrogen Bond

Sekil 4.3. Molekiiler kenetlenme sonucu en etkin enzimin yapisindaki referans bilesigi ile
KASIII enzimi molekiiler kenetlenme etkilesiminin 2 boyutlu gosterimi
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Flavonoid ve kalkon tiirevli bilesikler ile yapilan kenetlenme ¢aligmalar1 sonucunda
7 ve 18 numaral1 bilesikler diginda diger tiim bilesikler kontrol grubu bilesiklerden daha
yiiksek baglanma enerjisine sahip oldugu belirlendi. Bu bilesikler arasindan en yiiksek
baglanma enerjisine sahip 2 numarali ligand bilesigi ile KASIII enziminin molekiiler
kenetlenmesi sonucu -8.41 kcal/mol baglanma enerjisi ile hedef enzim KASIII’e kars1 en iyi
baglanma afinitesi gosteren bilesik olarak saptandi. Bu bilesik, enzimin Gly314, Cysl117,
Asn280 ile hidrojen bagi, Alall6, Leul94, Ala252, Cys117 ile pi-alkil bagi ve Ile223 ile pi-
sigma bagi1 ve Ile256, Ile223 ile alkil bag1 yaptig1 bulundu (Sekil 4.4). Ayrica 2 numarali
bilesik KASIII enziminin baglanma bolgesinde bulunan ve inhibisyon mekanizmasinda
olduk¢a 6nemli rol oynayan olan Asn280 ile hidrojen bagi olusturdu ve referans bilesikte
goriilen Ile256, Ile223 ile alkil bagi, Leul94, Cys117, Ala252 amino asitleri pi-alkil bag ile
benzer sekilde baglandi (102).

SER
ALA
196 257
545
PHE
i 147 ey (LE 2%
LEU 216 223 AR
194 3 252
i - b
E)‘H H PHE
5 ey 224
GLY :
314 EE 5%
ASN
CYs 280
&L PHE
162
Interactions
[] van der waals [ Alkyl
[ conventional Hydrogen Bond [ Pi-Alkyl
I Fi-sigma

Sekil 4.4. Molekiiler kenetlenme sonucu en etkin 2 numarali ligand bilesigi ile KASIII
enzimi molekiiler kenetlenme etkilesiminin 2 boyutlu gosterimi
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4.2.3 Agmatin Deiminaz Enziminin Molekiiler Kenetlenme Analizi ve Sonuglari

Enterococcus Faecalis’in agmatin deiminaz enziminin inhibisyonunda referans

olarak secilen bilesikler (kontrol grubu bilesikleri) ve 20 adet ligand olarak belirlenen

bilesikler ile molekiiler kenetlenme yapildi (Tablo 4.6). Molekiiler kenetlenme sonucunda

metronidazol ile -3.81 kcal/mol, amoksisilin trihidrat ile -7.99 kcal/mol, doksisiklin ile -8.98

kcal/mol, CHX ile -13.53 kcal/mol ve siprofloksasin ile -6.88 kcal/mol baglanma enerjisi

gozlendi (Tablo 4.7). Bu enzimin belirlenen diger ligandlar arasindan -13.53 kcal/mol

baglanma enerjisi ile en yiiksek baglanma enerjisine sahip bilesik CHX olarak bulundu.

Tablo 4.6. Agmatin deiminaz enzimi ile 20 adet ligand bilesiklerinin molekiiler kenetlenme
sonucunda hesaplanan baglanma enerjileri

Bilesik no | Baglanma | Bilesik no | Baglanma | Bilesik no | Baglanma | Bilesik no | Baglanma | Bilesik no | Baglanma
enerjisi enerjisi enerjisi enerjisi enerjisi
(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)
1 -8.03 5 -7.98 9 -6.64 13 -7.65 17 -8.16
2 -8.05 6 -7.38 10 -7.57 14 -7.55 18 -8.02
3 -8.01 7 -7.28 11 -7.80 15 -7.80 19 -8.45
4 -8.19 8 -7.46 12 -7.67 16 -7.79 20 -8.82
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Tablo 4.7. Agmatin deiminaz enzimi ile kontrol grubu ve 20 numarali ligand bilesigin
molekiiler kenetlenme sonucunda hesaplanan baglanma enerjileri

Baglanma
Bilesik numarasi Ligand Kimyasal Yapist enerjisi
(kcal/mol)
e
C1 (metronidazol) N -3.81
- wge C\\ . ..n| |I
C2 (Amok5|5|lln R ‘ 7.9
trihidrat) SR
C3 (Doksisiklin) : e -8.98
H"l\ ] i T
C4 (Klorheksidin) = -13.53
C5 (Siprofloksasin) EETS -6.88
20 NS -8.82
H H d H

Bu etkin CHX bilesigi ile agmatin deiminaz arasindaki molekiiler etkilesim
analizlerine gore, bu bilesigin agmatin deiminaz enziminin baglanma bolgesindeki Asp298,
Pro293, Glu213, Asp124 amino asitleri ile hidrojen bagi, Cys300, Ile301, Leul22 ile alkil
bagi, Met292 ile pi-alkil bagi, Arg294 ile pi-katyon bagi, Glu214 ile pi-anyon bagi ve
Asp124 ile karbon hidrojen bagi yaptig1 bulundu (Sekil 4.5).
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van der Waals Pi-Anion
Conventional Hydrogen Bond Alkyl
Carbon Hydrogen Bond Pi-Alkyl
Fi-Cation

Sekil 4.5. Molekiiler kenetlenme sonucu en etkin CHX bilesigini ile agmatin deiminaz
enzimi molekiiler kenetlenme etkilesiminin 2 boyutlu gosterimi

Flavonoid ve kalkon tiirevli bilesikler ile yapilan kenetlenme ¢alismalar1 sonucunda
ise 20 numarali ligand bilesigi -8.82 kcal/mol baglanma enerjisi ile hedef enzim agmatin
deiminaza karsi en iyl baglanma afinitesi gdsteren bilesik olarak saptandi. Bu bilesik,
enzimin Glu213, Pro293, Asp298 ile hidrojen bagi, Asp211, Pro212, Val349, Arg294 ile
karbon hidrojen bagi, Pro242 ile halojen bagi, Glu214 ile pi-anyon bagi, Pro212, Pro242,
Cys300 ile alkil bag1 ve Pro212, Ile299 ile pi-alkil bag1 yaptig1 belirlendi (Sekil 4.6.). 20
numarali bilesik, CHX bilesigi ile ortak olarak Pro293, Asp298, GIlu213 ile hidrojen bagi ve
Cys300 ile alkil bag1 bulundu.
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Sekil 4.6. Molekiiler kenetlenme sonucu en etkin 20 numarali ligand bilesigi ile agmatin
deiminaz enzimi molekiiler kenetlenme etkilesiminin 2 boyutlu gosterimi

4.2.4 Alanin Rasemaz Enziminin Molekiiler Kenetlenme Analizi ve Sonuc¢lari
Enterococcus Faecalis’in alanin rasemaz enziminin inhibisyonunda referans olarak
secilen bilesikler (enzimin kristal yapisindaki referans bilesigi ve kontrol grubu bilesikleri)
ve 20 adet ligand olarak belirlenen bilesikler ile molekiiler kenetlenme yapildi (Tablo 4.8).
Molekiiler kenetlenme sonucunda referans bilesik D-[3-hidroksi-2-metil-5-fosfonoksimetil-
piridin-4-ilmetil]-N,O-sikloserilamid (DCS) ile olusan yapida -7.00 kcal/mol, metronidazol
ile -5.58 kcal/mol, amoksisilin trihidrat ile -7.14 kcal/mol, doksisiklin ile -6.03 kcal/mol,
CHX ile -6.42 kcal/mol ve siprofloksasin ile -6.88 kcal/mol baglanma enerjisi gézlendi
(Tablo 4.9). Bu enzimin belirlenen diger ligandlar arasindan -7.14 kcal/mol baglanma

enerjisi ile en yliksek baglanma enerjisine sahip bilesik amoksisilin trihidrat olarak bulundu.
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Tablo 4.8. Alanin rasemaz enzimi ile 20 adet ligand bilesiklerinin molekiiler kenetlenme
sonucunda hesaplanan baglanma enerjileri

Bilesik no | Baglanma | Bilesik no | Baglanma | Bilesik no | Baglanma | Bilesik no | Baglanma | Bilesik no | Baglanma

enerjisi enerjisi enerjisi enerjisi enerjisi
(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)

1 -7.72 5 -7.49 9 -8.94 13 -8.22 17 -8.00

2 -7.56 6 -7.60 10 -7.34 14 -8.39 18 -7.64

3 -7.86 7 -7.62 11 -7.80 15 -7.97 19 -7.85

4 -7.44 8 -7.35 12 -8.22 16 -7.38 20 -8.22

Tablo 4.9. Alanin rasemaz enzimi kristal yapidaki referans bilesik, kontrol grubu ve 9
numarali ligand bilesiginin molekiiler kenetlenme sonucunda hesaplanan baglanma
enerjileri

Baglanma
Bilesik numarasi Ligand Kimyasal Yapisi enerjisi
(kcal/mol)
Referans bilesik = o
(DCS) ; 7.00
Mo
C1 (Metronidazol) R R -5.58
C2 (Amoksisilin R !
trihidrat) R
C3 (Doksisiklin) . T 6.03
) S S A S
Ca (Klorheksidin) " L -6.42
C5 (Siprofloksasin) R -6.88
Q. 0
:] H H H
e
9 " -8.94
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Bu etkin amoksisilin trihidrat bilesigi ile alanin rasemaz arasindaki molekiiler
etkilesim analizlerine gore, bu bilesigin alanin rasemaz enziminin baglanma bolgesindeki
Arg222, Val225, Ala208, Pro232, Met137, Phel70 ile hidrojen bag1, His169, Met137 ile pi-
siilfiir bag1, His169 ile pi pi bagi, Tyr356 ile pi-alkil bag1 ve Gly224, Ser207 ile karbon
hidrojen bag1 yaptig1 bulundu (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Molekiiler kenetlenme sonucu en etkin amoksisilin trihidrat ile alanin rasemaz
enzimi molekiiler kenetlenme etkilesiminin 2 boyutlu gosterimi
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Flavonoid ve kalkon tiirevli bilesikler ile yapilan kenetlenme ¢alismalar1 sonucunda
bu bilesikler hem kontrol grubu bilesiklerinden hem de referans bilesikten daha yiiksek
baglanma enerjileri sergilemislerdir. Bu bilesikler arasindan 9 numarali ligand bilesigi -8.94
kcal/mol baglanma enerjisi ile hedef enzim alanin rasemaza karsi en iyi baglanma afinitesi
gosteren bilesik olarak saptandi. Bu bilesik, enzimin Lys132, Arg222, Ser207 ile hidrojen
bagi, Argl39 ile pi-katyon bagi, His169 ile pi-pi bag1 ve Leu86, Val38 ile pi-alkil bagi
yaptig1 bulundu (Sekil 4.8). Alanin rasemaz enzimi ile ligand bilesikleri baglanmasi sonucu
etkilesimde rol oynayan amino asitler belirlendi. Bu bilesiklerin i¢erisinde, 9 numarali ligand
bilesigi alanin rasemaz enzimine amoksisilin trihidrat ile benzer olarak 4rg222 ile hidrojen
bag1 olusturdu ve baglanma bdlgesinde bulunan ve inhibisyon mekanizmasinda oldukga

onemli rol oynayan Argl139, His169, Ser207 amino asitlerine baglanma gdsterdi.
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van der Waals Pi-Cation
Conventional Hydrogen Bond Pi-Pi Stacked
Carbon Hydrogen Bond Pi-Alkyl

Sekil 4.8. Molekiiler kenetlenme sonucu en etkin 9 numarali ligand bilesigi ile alanin
rasemaz enzimi molekiiler kenetlenme etkilesiminin 2 boyutlu gdsterimi
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4.2.5. Enterokokal Yiizey Proteini Enziminin Molekiiler Kenetlenme Analizi ve

Sonuc¢larn

Enterococcus Faecalis’in enterokokal ylizey proteini enziminin inhibisyonunda

referans olarak segilen bilesikler (kontrol grubu bilesikleri) ve 20 adet ligand olarak

belirlenen bilesikler ile molekiiler kenetlenme yapildi (Tablo 4.10). Molekiiler kenetlenme

sonucunda metronidazol ile -5.08 kcal/mol, amoksisilin trihidrat ile -7.80 kcal/mol,
doksisiklin ile -8.82 kcal/mol, CHX ile -12.09 kcal/mol ve siprofloksasin ile -7.18 kcal/mol

baglanma enerjisi hesaplandi (Tablo 4.11). Bu enzimin belirlenen diger ligandlar arasindan

-12.09 kcal/mol baglanma enerjisi ile en yiiksek baglanma enerjisine sahip bilesik CHX

olarak bulundu.

Tablo 4.10. Enterokokal yiizey proteini enzimi ile 20 adet ligand bilesiklerinin molekiiler
kenetlenme sonucunda hesaplanan baglanma enerjileri

Bilesik no | Baglanma | Bilesik no | Baglanma | Bilesik no | Baglanma | Bilesik no | Baglanma | Bilesik no | Baglanma
enerjisi enerjisi enerjisi enerjisi enerjisi
(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)
1 -9.04 5 -8.03 9 -7.71 13 -8.43 17 -9.23
2 -8.74 6 -8.43 10 -8.61 14 -8.18 18 -8.29
3 -9.11 7 -7.62 11 -8.44 15 -8.66 19 -8.57
4 -8.74 8 -7.92 12 -8.80 16 -8.23 20 -9.81
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Tablo 4.11. Enterokokal yiizey proteini enzimi ile kontrol grubu ve 20 numarali ligand
bilesiginin molekiiler kenetlenme sonucunda hesaplanan baglanma enerjileri

) ) Baglanma
Bilegik numarasi Ligand Kimyasal Yap1 enerjisi
(kcal/mol)
e
C1 (metronidazol) R -5.08
C2 (Amoksisilin A !
trihidrat) SR 780
C3 (Doksisiklin) ' T -8.82
W oy 7 i H
C4 (Klorheksidin) =~ ", -12.09
C5 (Siprofloksasin) N -7.18
20 HO . H ) H.. H 9.81
H H d H

Bu etkin CHX bilesigi ile Esp arasindaki molekiiler etkilesim analizlerine gore, bu
bilesigin Esp enziminin baglanma bolgesindeki Phe244, Tyr236, Asp243, Asp242, GIn241,
Asn246, Thr89, Asp242 amino asitleri ile hidrojen bagi, Phe244 ile pi-pi bagi, Phe244,
Ala87, Lys86 ile pi-alkil bagi, Leu238, Lys86 ile alkil bag1 ve Lys247, Lys86, Asn246 ile
karbon hidrojen bag1 yaptig1 bulundu (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Molekiiler kenetlenme sonucu en etkin CHX bilesigi ile Esp enzimi molekiiler
kenetlenme etkilesiminin 2 boyutlu gdsterimi

Flavonoid ve kalkon tiirevli bilesikler ile yapilan kenetlenme calismalar1 sonucunda
ise 20 numaral1 ligand bilesigi -9.81 kcal/mol baglanma enerjisi ile hedef enzim Esp’ye kars1
en iyi baglanma afinitesi gosteren bilesik olarak saptandi. Bu bilesik, enzimin Leu238,
Val263, Thr442, Pro85 ile hidrojen bagi, Tyr214, Phe237, His260, Pro85, Leu238 ile pi-
alkil bagi ve Pro85, Leu238 ile alkil bagi, Ser262, Gly441, Pro85, Lys86 ile karbon hidrojen
bag1 ve Tyr214 ile pi-pi bag1 yaptig1 bulundu (Sekil 4.10). Ayrica bu bilesiklerin i¢erisinde
20 numaral ligand bilesigi CHX ile benzer olarak Leu238 ile alkil bag1 ve Lys86 ile karbon

hidrojen bag1 olusturdu.
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Sekil 4.10. Molekiiler kenetlenme sonucu en etkin 20 numarali ligand bilesigi ile Esp
enzimi molekiiler kenetlenme etkilesiminin 2 boyutlu gosterimi
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5. TARTISMA

Siit diglerinin fizyolojik diisme zamani gelene kadar agiz ortaminda olduklar: siire
boyunca saglikli bir sekilde idame edilmesi, ¢ocuk dis hekimliginin en 6nemli amaci olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Tedavi edilmeyen ¢iirtikler sebebiyle erken siit disi kayiplari; ektopik
stirme, dislerin siras1 ile slirememesi, yer kaybi, istenmeyen aliskanliklarin olusmasi,
cignemede giicliik, konusmada bozukluk ve estetik kaygi benzeri tiirlii problemler ile

cocuklarin yagam kalitesini olumsuz yonde etkilemektedir (145).

Siit dislerindeki derin ¢iirlik lezyonlari, tedavi edilmedigi takdirde dis pulpasinda
enfektif degisikliklere neden olmaktadir (146, 147). Rutin olarak ¢ocuk dis hekimleri
tarafindan pulpal tutulumu olan derin ¢iirikli siit dislerinde pulpa tedavileri
uygulanmaktadir (148). Siit dislerinde enfeksiyonun ilerledigi durumlarda goriilen
periradikiiler patoloji gelisimi sonucu pulpektomi gibi pulpal tedavileri gerceklestirmek gii¢
olabilmektedir (50). Bu giicliiklerin nedenleri arasinda; yaygin kok ve kemik rezorpsiyonu,
yetersiz periodontal doku varlhigi, furkasyon bolgesinde radyolusent alan ve g¢ocugun
kooperasyonundaki zorluk gibi faktoérler mevcuttur (20). Bundan dolay1 erken siit disi
kaybin1 onlemek amaciyla uygulanabilecek lezyon sterilizasyonu ve doku tamiri gibi

alternatif bir tedaviye ihtiya¢ duyuldugu diistiniilmektedir.

Siit disi pulpasinda meydana gelen enfeksiyonlar polimikrobiyal karakterde olup
aerobik ve anaerobik bakteriler kaynaklidir. Pulpal tedavilerin prognozu, kok kanal
sistemindeki patojen bakterilerin dezenfeksiyonu ile eliminasyonuna baghdir (9). Lezyon
sterilizasyonu ve doku tamiri tedavisinde amag patojen bakterilerin kok kanal sisteminden
uzaklastirilmasi, ¢esitli antimikrobiyal ajanlarin kombine kullanimi ile kok kanal sisteminin
sterilize edilmesi ve konagin dogal savunma sistemi sayesinde doku onariminin

gerceklestirilmesidir (149).

Basarisiz  kok kanal tedavilerinde rezidiiel mikroorganizmalar periapikal
komplikasyonlarin tekrarlamasina sebep olabilmektedir. Basarisiz kok kanal tedavilerinde
E. Faecalis en sik izole edilen rezidiiel bakteri olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Kok kanal
sistemindeki E. Faecalis gibi rezidiiel bakterilerin sebep oldugu komplikasyonlarin 6niine
gecebilmek icin ¢esitli antimikrobiyaller ile patojen bakterilerin tamamen yok edilmesi

gerekmektedir (150). Lezyon sterilizasyonu ve doku tamiri pulpal enfeksiyonun tedavisi i¢in
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antibiyotiklerin (metronidazol, siprofloksasin, minosiklin ve amoksisilin trihidrat)

kombinasyonunun kullanimini igeren bir tedavidir (151).

Kombine antibiyotik pat1 kullaniminin (siprofloksasin, metronidazol ve minosiklin)
E. Faecalis ve Enterococcus Faecium bakterilerine karsi antibakteriyel 6zellik gdsterdigi
belirtilmistir (152). Alam ve ark (61). ylriittiikleri in vitro calismada E. Faecalis ve
Enterococcus Faecium’a karsi siprofloksasin ve minosiklinin MIC degerleri sirasiyla 5 ve
20 pg oldugu bulunmustur ve sadece metronidazol kullaniminin yeterli olmadigi
kanitlanmistir. Polimikrobiyal floraya sahip kok kanal sistemi sterilizasyonu igin
antibiyotikler kombine kullanimlar1 ile mikroorganizmalarin biiyiimesini engellemektedir.
Sato ve ark (153). gerceklestirdigi in vitro ¢alismada ise siprofloksasin, metronidazol ve
minosiklin karigimina rifampisin ilavesi ile elde edilen karisimin siit dislerindeki patojen
bakterilere karsi antibakteriyel 6zelligi sorgulanmis ve antibiyotik kombinasyonlarinin
cliriik lezyonlarina ve pulpal lezyonlara etkili oldugu rapor edilmistir. Hoshino ve ark (72).
yaptig1 baska bir in vitro calismada ise 25 pg/ml olan siprofloksasin, minosiklin ve
metronidazol igeren antibiyotik kombinasyonunun enfekte dislerin kok kanal sistemindeki

bakterilerin sterilizasyonunda antimikrobiyal rol oynadigini belirlemistir.

Lezyon sterilizasyonu ve doku tamiri tedavisinin prognozunun arastirildigi calismada
siit molar dislerinde pulpal enfeksiyonu olan 7 yasin altindaki ¢ocuklarin kok kanallarina
enstriimantasyon yapilmamis ve koronal pulpa artiklar1 uzaklastirildiktan sonra antibiyotik
pat1 yerlestirmistir. Tedavi uygulanan dislerin 1 yillik takibinde; dislerin semptomsuz
olduklari, fistiil olmadigi, mobilitenin azaldig1 ve fizyolojik rezorpsiyonun kabul edilebilir
sinirlara dondiigii gozlemlemistir. Tedavi uygulanan dislerde, disin ¢evre dokularmin da
iyilesmesi ile olumlu sonuglar alindigi belirtilmistir (154). Jaya ve ark. (155) yaptigi
caligmada ise siprofloksasin, minosiklin, metronidazol kombinasyonu ile siprofloksasin,
minosiklin ve tinidazol kombinasyonu 30 enfekte dise uygulamis, klinik ve radyografik
olarak degerlendirmistir. Iki farkli antibiyotik kombinasyonunun karsilastirildigi ¢calismada
24 aylik takip sonucunda siprofloksasin, minosiklin ve tinidazol antibiyotik kombinasyonun
da siit dislerinin pulpal tedavilerinde etkili oldugu belirlenmistir. Grewal ve ark. (156) ise
pulpektomi ve LSTR ile tedavi edilen disleri karsilastirmis ve 36 aylik takip sonucunda
tedavisi tamamlanan dislerin fizyolojik kok rezorpsiyonlarimin LSTR ile tedavi edilen
olgulardan daha az fizyolojik rezorpsiyona neden oldugu gozlemlenmistir. Calisma

sonucunda disin agizda kisa siire tutulmasi planlaniyorsa LSTR’nin etkili bir tedavi
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alternatifi oldugunu ancak disin uzun siire agizda tutulmasi hedefleniyorsa tedavide

pulpektominin tercih edilmesi gerektigi vurgulanmistir.

Lezyon sterilizasyonu ve doku tamiri tedavisinin avantajlar1 ve basarili sonuglari
yaninda kullanilan kombine antibiyotik patina karsi alerji gelisimi, antibiyotik patinin
dislerde renklenmeye neden olmasi, patin radyolusent yapida olmasi nedeniyle radyografik
kontrol giicliigli ve inat¢1 enfeksiyonlarda bakterinin direngli hale gelme riski
olusabilmektedir (4, 5, 148, 157, 158). Bu risklerin yani sira ilaglarin absorpsiyonu, dagilim,
metabolizmasi, eliminasyonu ve toksisite 6zelliklerinin de ilag¢ olarak kullanilan molekiiller
icin kabul goren degerler arasinda olmas1 gerekmektedir (159, 160). Rutin olarak kullanilan
antimikrobiyal ajanlara alternatif, dogal kaynakli bilesiklerin ila¢ olarak tasarimi ve

kullanimi son yillarda oldukca 6nemli hale gelmistir (161).

Sebze ve meyvelerde bulunan flavonoidler ve flavonoid ailesine ait olan kalkonlar;
iskelet yapilar1 farkli molekiiler hedeflerle baglanmakta ve farkli fonksiyonel gruplarin
yaptya eklenmesiyle biyolojik acidan daha etkili ve genis bir ila¢ tasarim spektrumu
gostermektedir (162). Bu genis spektrum igerisinde yer alan antikanser, antiinflamatuar,
antioksidan ve antimikrobiyal 6zelliklerinden dolay1 flavonoid ve kalkon tiirevli ilag olarak

tasarlanan potansiyel bilesikler 6nemli olarak kabul edilmektedirler (163—167).

Bilgisayar destekli ilag tasarimi ile ilag potansiyeli olan dogal bilesiklerin
biyoaktivitesiyle ilgili bilgi elde edilmesine, bu bilesiklerin sentezlemeden 6nce kimyasal ve
biyolojik yonden giivenilirliklerinin belirlenmesine ve hizli bir sekilde incelenmelerine
olanak saglanmaktadir (168). ilaglarin absorpsiyonu, dagilimi, metabolizmasi, eliminasyonu
ve toksisite 6zelliklerinin ilag olarak kullanilan molekiiller i¢in kabul géren degerler arasinda
olmas1 gerekmektedir. Absorpsiyon, dagilim, metabolizma, eliminasyon ve toksisite analizi
ile ilag molekiillerinin ADMET degerlerinin hesaplanmasi sayesinde daha az yan etki
gosteren farmakokinetik ozellikleri uygun potansiyel ilag molekiillerinin gelistirilmesi
saglanmaktadir (159). Salmanh ve ark. (169) yaptiklar1 calismada molekiiler modelleme
yontemi ile Streptococcus mutans Sortaz A enzimine karsi flavonoid ve kalkon tiirevli
bilesiklerin inhibitor etkilerini incelemistir. Calismada flavonoid ve kalkon tiirevli kimyasal
bilesiklerin emilim, dagilim, metabolizma, eliminasyon ve toksisite degerleri;
fizikokimyasal ve farmakokinetik oOzellikleri ilag olabilme potansiyelleri amaciyla
degerlendirilmistir. Bu tez calismasinda SwissADME (133) programinda ADMET analizleri
yapilan metronidazol, amoksisilin trihidrat, doksisiklin, CHX ve siprofloksasin
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farmakokinetik olarak uygun ozellikleri gostermedigi bulunmustur. Ligand olarak secilen
flavonoid ve kalkon tiirevli 20 bilesik icin Tatar Yilmaz ve ark. ADMET analizini
gerceklestirmistir. Farmakokinetik agidan degerlendirilen 20 bilesik de CHX bilesigine gore
¢Oziiniirliik, kan beyin bariyeri, CYP2D6 baglanmasi, hepatotoksisite ve emilim diizeyi

acisindan daha uygun degerler gostermistir. (134)

Yukarda bahsedilen 6zelliklerden dolay1 flavonoid ve kalkon tiirevli bilesikleri dig
hekimliginde ve ¢esitli saglik alanlarinda patojen bakteriler lizerindeki inhibitor etkilerini
belirlemek i¢in ¢aligmalar yapilmistir. Tempone ve ark. (170) yaptig1 calismada sentetik bir
kalkon tiirevi (r4MB) kullanilmis ve E. Faecalis ile birlikte ¢esitli bakteriler lizerindeki
antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi amaclanmistir. Kullanilan r4MB bilesigi, E.
Faecalis'in dokuz klinik susunun tamamina kars1 6,4 pg/ml MIC degeri ile etkilesim
gostermistir. Calismada kullanilan r4MB bilesigi uygun ADMET 6zellikleri sergiledigi
gosterilmistir. Yapilan baska bir caligmada ise 1,2,3-triazol igerip sentezlenen bir grup
kalkon bilesikleri, direngli bakterilerde antimikrobiyal ve adjuvan olarak 6zellik gosterme
acisindan incelenmistir. Incelenen bilesikler arasinda tek bir bilesik E. Faecalis'e karst
antibakteriyel etki gosterebilmis olsa da alt1 bilesigin Escherichia Coli ve E. Faecalis bakteri

suslarindaki direnci etkisiz hale getirdigi gosterilmistir (171).

Dis hekimligi alaninda yapilan bir baska c¢alismada ise kok kanal sistemini
dezenfekte etmek icin kalkon igerikli endodontik irrigant gelistirilmesi amaclanmustir.
Hazirlanan aminokalkon (AM-38) igerikli irrigant, E. Faecalis 7.8 pg/ml ve C. Albicans 15.6
pug/ml tzerinde MIC degerleri ile antimikrobiyal oOzellik gosterdigi kanitlanmigtir.
Aminokalkon (AM-38) igerikli irrigant ile 156 pg/ml konsantrasyonda biyofilm gelisimi ve
bakterinin canlilig1 belirgin olarak inhibe edilmistir. Calismanin sonucunda AM-38 igerikli
irrigant antibiyofilm 6zellik sergilemis ve patojen bakterilerin canliligini azaltmistir bu da
yeni endodontik irrigant arayisinda AM-38 igerikli irriganti potansiyel alternatif olarak

vurgulanmistir (172).

Yukarida ifade edilen bilgilerden hareketle tez ¢alismamizda, flavonoid ve kalkon
tiirevli dogal kaynakli bilesiklerden etkili E. Faecalis inhibitorleri gelistirmenin yani sira, E.
Faecalis enzimlerinin yapisal 6zelliklerini belirleyerek inhibisyon mekanizmasini daha iyi
kavramak ve ilag potansiyelli inhibitor bilesiklerin dislerdeki pulpal enfeksiyonlarinin tedavi

edici ozelliklerini gelistirmek i¢in molekiiler modelleme yontemi kullanilmistir.
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Bu dogrultuda E. Faecalis enzimlerini inhibe etmek icin antibakteriyel etkinligi
kanitlanmis olan CHX ve LSTR tedavisinde kullanilan metronidazol, amoksisilin trihidrat,
doksisiklin, siprofloksasin kontrol grubu olarak kabul edilmistir (50, 142). Yapilan
molekiiler kenetlenme analizi sonucunda DHFR i¢in en yiiksek baglanma enerjisine sahip
bilesik CHX olarak (-9.78 kcal/mol), flavonoid ve kalkon tiirevli bilesikler arasindan da -
8.45 kcal/mol baglanma enerjisi ile en yiiksek baglanma enerjisi 9 numarali ligand
bilesiginde tespit edilmistir. En etkin 9 numarali bilesik ile E. Faecalis DHFR enziminin
baglanma bolgesindeki Thr46, Vall02, Vall01l, Ser100 amino asitler ile hidrojen bag:
etkilesimleri Bourne ve ark. yaptigi calisma ile uyumlu bulunmustur (137). Ayrica Moon ve
ark.nin (173) ¢esitli ligandlar ile E. Faecalis DHFR enzimine yonelik yapmis olduklari in
siliko molekiiler kenetlenme analizlerinde de en etkin dogal bilesikler ellagik asit ve
kuarsetinin de bu ¢alismada belirtilen Vall01, Vall02, Ser100 amino asitleri ile hidrojen
bagi olusturdugu gosterilmistir. Boylece yapilan bu tez calismasi literatiirde yapilan

calismalarla uyumlu bulunmustur.

B-ketoagil-agil tastyici protein sentaz Il enzimi i¢in yapilan molekiiler kenetlenme
analiz sonuglarina gore enzimin kristal yapisindaki referans bilesigi -8.68 kcal/mol
baglanma enerjisi ile en yliksek baglanma afinitesi géstermistir. Flavonoid ve kalkon tiirevli
bilesikler arasindan da -8.41 kcal/mol baglanma enerjisi ile en yiiksek baglanma enerjisine
sahip 2 numarali ligand bilesigi olarak belirlenmistir. Bu tez ¢alismasinda 2 numarali bilesik
KASIII enziminin baglanma bdlgesinde bulunan ve inhibisyon mekanizmasinda oldukga
onemli rol oynayan olan Asn280 ile hidrojen bag1 olusturmus ve referans bilesikte goriilen
1le256, Ile223 ile alkil bag, Leul94, Cysll7, Ala252 amino asitlerinin pi-alkil bagi ile
benzer sekilde baglanmasi literatiirde bulunan baglanma bdlgesi bilgileri ile uyumlu

bulunmustur (102).

Molekiiler kenetlenme analizi sonucunda agmatin deiminaz enzimi i¢in en yiiksek
baglanma enerjisi CHX bilesiginde -13.53 kcal/mol hesaplanmistir. Flavonoid ve kalkon
tiirevli bilesikler arasindan da 20 numarali bilesigin baglanma enerjisi -8.82 kcal/mol olarak
hesaplanmistir. Enterococcus Faecalis agmatin deiminaz enzimi baglanma boélgesi igin
referans gosterilen Cys357, Gly351, Asp96, His280, Asp220 amino asitleri ile herhangi bir
ortak bag bulunamamustir (104).
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Molekiiler kenetlenme analizi sonucunda alanin rasemaz enzimi i¢in kontrol grubu
bilesiklerden daha yiiksek baglanma enerjisi ile flavonoid ve kalkon tiirevli bilesikler
arasindan 9 numarali ligand bilesigi baglanma enerjisi -8.94 kcal/mol olarak hesaplanmaistir.
Priyadarshi ve ark. yaptig1 E. Faecalis’in alanin rasemazin hem apoenziminin hem de DCS
bilesiginin bulundugu kristal yapilarinin rapor edildigi ¢alismada, DCS bilesiginin aktif
bolge rezidiileri Tyr44 ve Ser207 ile hidrojen bagi yapmakta oldugu belirlenmis ve aktif
bolgede substratin (piridoksal 5'-fosfat) His169 ve Ala208 hidrojen bagi olusturdugu
gbzlenmistir. Ayni1 zamanda enzim yapisindaki substratin Arg139 ve Arg222 amino asitleri
ile etkilesime girdigi gozlenmistir (108). Ligand bilesikleri arasindan 9 numarali ligand
bilesigi baglanma bolgesinde bulunan ve inhibisyon mekanizmasinda olduk¢a 6énemli rol
oynayan Argl39, His169, Ser207 amino asitleri ile baglanma gostermistir. Kumari ve ark.
(174) da galismalarinda E. Faecalis alanin rasemazi hiicre duvari sentezindeki roliinden
dolay1 hedef enzim olarak belirlenmistir. Dogal bilesiklerin inhibitér olarak se¢ildigi
calismada, tez ¢aligmamizin sonuglariyla ortak olarak Ser207 ve Arg222 ile hidrojen bagi
olugsmustur. Boylece yapilan bu tez calismasi literatiirde yapilan calismalarla uyumlu

bulunmustur.

Molekiiler kenetlenme analizi sonucunda Esp enzimi i¢in en yiiksek baglanma
enerjisine sahip bilesik CHX olup baglanma enerjisi -12.09 kcal/mol olarak hesaplanmuistir.
Flavonoid ve kalkon tiirevli bilesikler arasindan da -9.81 kcal/mol baglanma enerjisi ile en
yiiksek baglanma enerjisine sahip 20 numaral ligand bilesigi belirlenmistir. Windaryanti ve
ark. (175) yaptig1 ¢calismada dogal kaynakli P. Betel L. bilesiginin (24-propilkolesterol) E.
Faecalis Esp enzimine kars1 in vitro antibakteriyel ve in siliko antibiyofilm ajanlar1 olarak
potansiyelini incelemislerdir. 24-propilkolesterol bilesigi de tez ¢alismamizda 20 numarali
bilesik ile ortak olarak Thr442 ile hidrojen bagi olusturmustur. Kontrol grubu olarak
kullanilan kuarsetin bilesigi Tyr214, Leu238 ve His260 amino asitleri ile olusturan hidrojen
baglar1 da 20 numarali bilesigin yaptig1 baglarla ortak olarak bulunmustur. Boylece yapilan

bu tez ¢aligmast literatiirde yapilan ¢alisma ile uyumlu bulunmustur.

Bu tez ¢aligmasinda, siit diglerinin pulpal tedavilerinde kullanilan antimikrobiyallerin
kullanim1 sonucu gelisen yan etkiler ve dezavantajlardan dolay: alternatif yeni ve dogal
igerikli bilesiklerin molekiiler modelleme yontemleri ile daha hizli ve giivenilir bir sekilde
farmakokinetik ve farmakodinamik agidan incelenmistir. Bu ¢alisma ile siit disi pulpal

enfeksiyonlarinda énemli rol oynayan E. Faecalis hedef enzimleri ile referans ve kontrol
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grubu bilesiklere gore daha yiiksek baglanma afinitesi gosteren ve farmakokinetik acidan
uygun bulunan ila¢ potansiyeli olan yeni bilesikler deneysel ¢alismalara yonlendirilmistir.
Bu sayede, siit disi pulpal enfeksiyonlarin tedavisi i¢in giivenilir, etkinligi yiiksek ve yan
etkileri azaltilmis yeni antimikrobiyal ajanlarin gelistirilmesine katkida bulunabilecegi

distiniilmektedir.

54



6. SONUC ve ONERILER

Farkli antimikrobiyal ajanlarin E. Faecalis enzimi iizerine inhibitdr etkilerinin in

siliko modelleme yontemi ile incelendigi calismamizdaki sonuglar su sekildedir:

Siit dislerinde E. Faecalis’in yaygin olarak bulundugu pulpal enfeksiyonlarin
tedavisi i¢in kullanilan kombine antibiyotikli patlarin ve antimikrobiyal ajanlarin
(metronidazol, amoksisilin trihidrat, doksisiklin, CHX ve siprofloksasin) dislerde
renklenme, kullanilan ilaca karsi diren¢ ve alerjik reaksiyon gelisimi gibi
dezavantajlardan dolayr alternatif kullanilabilecek ilag potansiyeli olan dogal
kaynakli bilesiklerin; genisletilmis etki spektrumu, azaltilmis yan etki, hedef
enzimlere spesifik baglanma ve hedef enzimi inhibe etme gibi avantajlar1 sayesinde
ilerde antimikrobiyal ajanlarin tasarimi ve gelistirilmesinde 6nemli bilimsel fayda
saglayabilecegi ongoriilmektedir.

Enterococcus Faecalis enzimlerini inhibe eden yeni antimikrobiyal ajanlar
gelistirmek amaciyla molekiiler modelleme yontemi olan molekiiler kenetlenmeden
faydalanilarak enzimlerin temel yapist ve baglanma mekanizmalari molekiiler
diizeyde aydinlatilmaya ¢alisilmistir.

Flavonoid ve kalkon tiirevli ligand bilesiklerin ADMET analizleri sonucunda
donebilir bag sayilari, alict ve verici hidrojen bagi sayilari, molekiiler agirliklari,
lipofilite kabiliyetleri, kutuplagmis ylizey alanlari, molekiiler refraktiviteleri ve
Lipinski kurallarina uyumlulugu gibi 6nemli 6zellikleri kombine antibiyotikli patlar
ve antimikrobiyal ajanlardan (metronidazol, amoksisilin trihidrat, doksisiklin, CHX,
siprofloksasin) daha iistiin bulgulanmasi nedeni ile bu bilesiklerin ilag olarak
tasarimina ve gelistirilmesine katkida bulunulabilecegi diisiiniilmektedir.

Molekiiler kenetlenme sonuglarina gore, E. Faecalis enzim hedeflerine yonelik
taranan flavonoid ve kalkon tiirevli 20 ligand bilesigi igerisinden en etkin
degerlendirilen 2 numarali (Ci15H11BrO2), 9 numarali (C1sH11NOs) ve 20 numarali
(C16H13BrOs) ligand bilesikleri (DFHR enzimi i¢in 9, KASIII enzimi i¢in 2, agmatin
deiminaz enzimi i¢in 20, alanin rasemaz enzimi i¢in 9 ve Esp enzimi i¢in 20 numarali
ligand bilesigi) ilag potansiyelli gelistirilebilecek inhibitor bilesikler olarak aday
gosterilebilir. (Tablo 4.2, Tablo 4.4, Tablo 4.6, Tablo 4.8, Tablo 4.10)

Bu tez c¢alismasmin smirhiliklarindan birincisi, flavonoid ve kalkon tiirevli

bilesiklerin, spesifik bir bakterinin belirli enzimleri iizerindeki inhibisyonunun
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degerlendirmesi olarak tasarlanmistir bu nedenle bu spesifik etkilesimler biyofilmde
bulunan patojen mikroorganizmalarin eliminasyonunda tek basina yeterli
bulunamayabilir. Ikinci smirlilik ise inhibisyon mekanizmasi bilgisayar destekli ilag
tasarimi ile dijital ortamda gercgeklestirilip degerlendirilmistir bundan dolay1 bu
calismada gegen flavonoid ve kalkon tiirevli bilesiklerin in situ ve in vivo deneyler
ile desteklenmesi gerekmektedir.

fla¢ tasariminda ve gelistirilmesinde uzun siire¢ gerektiren in vitro ve in vivo
incelemelerin Onciisii olarak molekiiler modelleme yontemlerinden faydalanilmasi
hedef enzim icin spesifik ve etkili inhibitor bilesiklerin degerlendirilmesi; yeni
gelistirilen bilgisayar destekli yontemler ile ¢ok sayida inhibitor potansiyelli ligandin
hizli bir sekilde analiz edilmesi ile siirecin kisaltilmasi ve maliyetin azaltilmasi

kavramlar1 Onerilebilir.
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