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OZET

YUKSEK LISANS TEZI

MRSA izolatlarinin Direnc¢ Genleri Uzerine Siibstitiie Fenetilaminlerden

Sentezlenen Yeni f-Laktam Tiirevlerinin Etkisinin Incelenmesi
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Fen Bilimleri Enstittisi
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Danisman: Prof. Dr. Arzu GORMEZ
Es Danisman: Dog Dr. Biinyamin OZGERIS

Modern tibbin en 6nemli tedavi araglarindan biri olan antibiyotiklerin tiim diinyada
bilingsizce kullanimi ve bunun sonucunda bakteriyel izolatlarda olusan direng ciddi bir sorundur.
Bu nedenle uygun ve dogru antibiyotik tedavisi bir¢ok enfeksiyon hastaliginda klinik seyir ve
prognozu etkilemektedir. Enfeksiyonel hastaliklarin tedavisi igin segilecek antibiyotiklerin hedefe
uygun ve etkili olmasi yaninda minimum toksisiteye de sahip olmasi gerekmektedir. Bu
baglamda, B-laktam grubu antibiyotikler de genis etki spektrumlu ve minimum toksisiteye sahip
olmalari nedeniyle en ¢ok recete edilen ilaglardir. Tez ¢alismasinda yeni B-laktam tiirevleri %41-
%91 arasinda verimlerle sentezlenmis ve nozokomiyal enfeksiyonlarin baslica sebebi olan MRSA
izolatlarina kars1 antibakteriyal aktiviteleri arastirilmigtir. Bu hususta ilk olarak izolatlarda mecA
ve blaZ direng genlerinin varlig1 tespit edilmis ve bu izolatlara karsi yeni B-laktam tiirevlerinin
antibakteriyel aktiviteleri tespit edilerek, bilesiklerin MIC degerleri 7,8125-15,625 pg/ml olarak
belirlenmistir. Yapilan antibakteriyel testler sonucunda MSSA ve MRSA izolatlarina karsi en
etkili bilesikler olan (25) ve (27) tiirevleri segilerek in vitro ortamda direng olusturulmus ve
izolatlarin bu bilesiklere karsi diren¢ gelistirmedigi tespit edilmistir. Daha sonra MRSA
izolatlarina kars1 (25) ve (27) bilesiklerinin diren¢ mekanizmasindaki rolii molekiiler (QRT-PCR)
ve biyokimyasal (Nitrosefin) analizler ile aragtirtlmistir. Calisma sonucunda bilesiklerin kontrole
gore direng genlerinin ekspresyonunu azalttigi tespit edilmistir. Nitrosefin analizi ile MRSA
izolatlarindaki B-laktamaz enzimi tespit edilerek, (25) ve (27) bilesiklerinin pB-laktamaz enzimi
iizerindeki etkisi incelenmis ve bilesiklerin B-laktamaz enzimini inhibe ettigi gdzlenmistir. Ayrica
saglikli hiicre hatt1 (HDF) tizerindeki sitotoksik 6zellikleri arastirilan (25) ve (27) bilesiklerinin
doza bagiml1 olarak minimum toksisiteye sahip olduklar1 da belirlenmistir.
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ABSTRACT

MS. Thesis

Investigation of the Effect of Novel p-Lactam Derivatives Synthesized from

Substituted Phenethylamines on Resistance Genes of MRSA Isolates

Merve YILDIRIM
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Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor: Prof. Dr. Arzu GORMEZ
Co-Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Biinyamin OZGERIS

The unconscious use of antibiotics, which is one of the most important treatment tools of
modern medicine, and the resulting resistance in bacterial isolates is a serious problem. Therefore,
the appropriate and correct antibiotic treatment affects the clinical course and prognosis in many
infectious diseases. Antibiotics to be selected for the treatment of infectious diseases should be
targeted and effective, as well as have minimum toxicity. In this context, B-lactam group
antibiotics are the most prescribed drugs due to their broad spectrum of action and minimal
toxicity. In the thesis study, new p-lactam derivatives were synthesized with a yield of 41%-91%,
and their antibacterial activities were investigated against MRSA isolates, which are the main
cause of nosocomial infections. In this regard, firstly, the presence of mecA and blaZ resistance
genes in isolates was determined and the antibacterial activities of new B-lactam derivatives
against these isolates were determined, and the MIC values of the compounds were measured as
7,8125-15.625 pg/ml. As a result of the antibacterial tests, the compounds numbered (25) and
(27) effective against MSSA and MRSA isolates were selected and resistance was established in
vitro and the isolates could not develop resistance against these compounds. Then, the role of
compounds (25) and (27) against MRSA isolates in the mechanism of resistance were investigated
by molecular (QRT-PCR) and biochemical (Nitrocefin) analyses and their effects on resistance
genes. As a result of the study, it was observed that the compounds decreased the expression of
resistance genes compared to the control. The B-lactamase enzyme in MRSA isolates was
determined by nitrocefin analysis, the effects of compounds (25) and (27) on B-lactamase enzyme
were investigated, and it was observed that the compounds inhibited the B-lactamase enzyme. In
addition, it was observed that the synthesized compounds (25) and (27) had dose-dependent
minimum toxicity in two compounds whose cytotoxic properties were investigated on healthy
skin cell lines.

2022, 97 page

Keywords: Staphylococcus aureus, MRSA, B-Lactam derivatives, mecA, blaz



TESEKKUR

Yiiksek lisans ve lisans egitimim boyunca bana ufuk olan, tecriibesini, ilgisini,
hosgoriisiinii ve sabrini hi¢bir zaman esirgemeyen, daima iyi niyetli olmay1 6greten ve
bizi bu vizyonla yetistiren, birlikte ¢alismaktan gurur duydugum, kiymetli Danisman
Hocam Prof. Dr. Arzu GORMEZ’e,

Yiiksek lisans ve lisans egitimim boyunca her daim yanimda olup en biiyiik
destek¢im olan, “samimi niyetin, basarinin anahtari oldugunu” 6greten ve beni bu suurda
yetistiren, birlikte ¢aligmaktan onur duydugum hocam ayni zamanda her sikintimda
¢oziim iireten degerli Es Danisman Hocam Dog. Dr. Biinyamin OZGERIS’e, maddi ve
manevi her zaman yanimda olan, her tiirlii destegi saglayan kiymetli hocam Dr. Ogr.
Uyesi Fatma Betiil OZGERIS e,

Universite egitimim boyunca bilgi ve tecriibelerini esirgemeyen degerli hocam
Do¢. Dr. Emre ILHANa, ayni laboratuvarda calisma imkani buldugum, bilgilerinden
faydalandigim degerli hocam Dr. Ogr. Uyesi Yusuf AKBABAya, kiymetli hocam Dr.
Ogr. Uyesi Aysenur YAZICI’ya, maddi ve manevi destegini, ilgisini her daim
hissettigim, bilgisinden ve tecriibesinden yararlandigim degerli hocam Ars. Gor. Damla
RUZGAR’a, her daim maddi ve manevi destegi igin kiymetli hocam Ars. Gor. Mustafa
Ozkan BALTACI’ya ve her sorumun en iyi ¢dziimiinii bilgisinde buldugum sevgili
Neslisah BARLAK’a, yol gostericim sevgili Cigdem AKTAS’a ve birlikte caligmaktan
biiyiik zevk aldigim basta mikro laboratuvari olmak {izere tiim laboratuvar arkadaslarima,

Hayatimin her giinlinde yanimda olan, ilk arkadasim, biricik kiz kardesim Kiibra
YILDIRIM’a, hayatimda varligiyla biiyiik onur duydugum, can yoldasim Elif
AKSAKAL’a, birlikte vakit gecirmekten mutluluk duydugum birici§im Funda
DORU’ya, her daim, her kosulda yanimda olan canim ekip arkadaslarim Elif SAHIN’e,
Sedanur KOKSAL’a, Zeynep SELVITOPI’ye, Feyzanur CAN’a ve tez galismam
boyunca birlikte ¢alistigim stajyer arkadaglarima,

Finansal olarak tez calismami destekleyen ETU BAP Koordinasyon Birimi’ne,
teknik ve idari desteklerinden dolay: Yiiksek Teknoloji ve Arastirma Merkezi (YUTAM)
birimine ve egitim hayatim boyunca 6grenim gordiigiim tiim hocalarima,

Son olarak da diinyadaki en biiylik sansim, beni biiyiik fedakarliklarla ve
emeklerle bugiinlere getiren, maddi manevi destek¢im sevgili Babam Cevat
YILDIRIM’a, canim Annem Nebahat YILDIRIM’a ve ablalar1 olmaktan gurur
duydugum, canim kardeslerim Hilal, Nisa Nur ve Yunus Emre YILDIRIM’a sonsuz
tesekkiir ederim. IYI KI VARSINIZ...

Merve YILDIRIM
Ocak 2022



ICINDEKILER

OZET ...ttt bbbt bbbt a et e b i
ABSTRACT ettt ettt et e et re et e et Rt e be ettt nreenreenee e i
TESEKKUR ......oooiviiiieieeeeeeeeteee et s e enes sttt en st ens s s ene st aneees iii
ICINDEKILER ..........ocooviiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt ettt ettt iv
SIMGELER VE KISALTMALAR .........c..ccooosiiiiiiieieece e, Vi
SEKILLER DIZINT ..ot Xi
CIZELGELER DIZINI. ..., iX
Lo GIRIS .ottt 1
I AN ] o] Y/ ] ] SRS SSSRSSN 1
1.1.1 Antibiyotiklerin genel siniflandirtlmast ........ccccccveveiieiiiieiecsece e 2
1.2, BlAKEAIM <.t 5
1.2.1. B-laktamin etki MEKaNIZMAST ........ccviiviriiiiiiiiiieieie e 6
1.2.2. B-laktam tiirevi antibiyOtiKIETT ......ocveivireiiiiiieieie st 7
1.3. ANtiDIYOtIK DIFENCT ..ooviiiiiiicciece st 10
1.3.1. Antibiyotiklerin direng mekanizmalart ..............coocoriiiiiininiiieeese e 10
1.4. StaphylOCOCCUS AUIEUS (S. BUIBUS) .....oiviiieiiieieeiieieie ettt 15
1.4.1. S. aureus’un tarihgesi ve SIiflandirtlmast.........ccccovcveriiiiiiiin i 15
1.4.2.S. aureus’un OZEIIIKIErT ..o 16
1.4.2.1. S. aureus’un hiicre duvar YapISI .......ccocveveeirerieiieieseesie s 17
1.4.2.2. S. aureus’un virllans 0ZEIIKIETT .........ceeiiiiiiiiiiiieee e 18
1.4.2.3. S. aureus enfekSIYONIAr ...........ccciveiiiicie e 19
1.4.3. S. aureus’un antibiyotik dir€nCi........ccccovviiiiiiiiiciic e 20
1.4.3.1. S. aureus’ta MetiSilin dir€NCi..........cccviiiiiiiiiiic 20
1.4.3.2. S. aureus’un metisilin direng mekanizmalari.............cccoovviiiiiieiieinine e, 20
2. KAYNAK OZETLERI ......ocooiiiiiiiiiiiiee e 23
3. MATERYAL ve YONTEM.........oooniimiiiiiiiiniinsinsiesiesesissss s 29
.1 MAALEIYAL ... 29
3.1.1. Kullanilan 1Zolatlar ..........cceoiuiiiiriiiiie et 29
3.1.2. Kullanilan CIRAZIAT ........c.eoiiiiiiiiie et 29
3.1.3. Kullanilan kimyasallar, kitler ve ¢ozeltiler ..o 30



3.1.4. Kullanilan besiyerleri ve ¢OZEItler ..........covviiiiiiiiiiiiii e 31

R I 0] 117<) 1 ) PO TSRO 33
3.2. 1. SENEZ DIZAYNI...ceiiuiiiiiiii ittt 33
3.2.1.1. (E)-N-benziliden-2-(4-florofenetil) etanamin (19)’un sentezi ............ccccvevveenene 33
3.2.1.2. 2-okso-1-fenetil-4-fenilazetidin-3-il asetat (22) (B-laktamlarin Sentezi i¢in

(€ 15311 B 0] 1175311 ) PP P PP UUR PPN 34
3.2.2.Biyolojik Aktivite CaliSmalart .........cccceiiiviiiiiiiiiiie e 37
3.2.2.1. Genomik DNA izolasyonu ve PCR reaksiyon kosullart ...........ccccovvviiiiiiininnnnns 40
3.2.2.2. Plazmid DNA izolasyonu ve PCR reaksiyon kosullart.............cccoviiininninnnne 40
3.2.3. ANtIDAKIErTYEl TESHIEN.... .o 40
3.2.3.1. DiSK difUZYON TS ..eevvreiieiiiieiieiie et 41
3.2.3.2. MiKrodilliSyOn YONTEMI....cciuveivieiiiieiiesiieeiee sttt 42
3.2.4. DIreng MOdeIIEmMEST ...eeivvieuiieiiiiiitieeie ettt sttt ettt 42
3.2.4.1. Tek asamali direng MOdellemMEST .......couviverrieeriiiieiieieeie e e e see e sree e 43
3.2.4.2. Cok asamali direnr¢ modellemesi.........cccvveeiiiiiiieiiiiiieee e 43
3.2.5. Molekller ANAlIZIET .........ccueiiiiiiiiie e 44
3.2.5.1. Gen ekspresyon ¢aliSmMalart...........cccuevuiiieiieiiiiiiie e 44
3.2.6. BiyoKimyasal ANAIZ.............cocoiiiiiiiiiiecee e 47
3.2.6.1. NItrOSEFIN tESTH.....cviviieiiiiieii e 47
3.2.7. Toksisite CaliSMalart.........ccueiiiiiiiiieiiiie e 48
3.2.7.1. Hiicre kiiltliriintiin hazirlanmas...........cooeiieriiiiiieiicciee e 48
3.2.7.2. HUCIE SAYIMI V& EKIMI....evviiiiiriiiieiiieii st 48
3.2.7.3. Bilesiklerin hazirlanmasi ve uygulanmasi...........ccccooviiiiiiiiiiiicicceee 49
3.2.7.4. Hiicre canliliginin WST-8 testi ile analizi..........ccoccoeoiiiiniiiiiiicce, 49
3.2.8. IStatiStIKSEl ANALIZ........oveceeverericececte ettt 50
4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA........ccoooiiiiiie e 51
4.1, SeNteZ DIZAYNT ...eoeiviiiiiiiieiie st 51
4.2. Biyolojik Aktivite Calismalart .........cccooveviiiiiiiiiiii e 54
4.2.1. Direng genlerinin spesifik PCR ile amplifikasyonu ...........cccccoovoiiiiiiiiiniennnne 54
4.2.2. Antibakteriyel aktivite SONUGIAIT ..........ccoeiiiiiiiiiiieicrcee s 56
4.3. DiIireng MOAEIIEMES ...c.vveiuiieiieiiiieitie ettt b et 59
4.3.1. Tek asamali direng MOdell@mMESi .......ccuvveiiieiiiiiie e 59
4.3.2. Cok asamali direng ModellemEST .......cveivvieiiiiiiiiiiieiiie e 61
4.4. Gen Ekspresyon Calismalart .........cccocoooviiiiiiiiiic e 62



4.4.1. Total RNA IZOIASYONU......coiiiiiiiiiiie ittt 62

4.4.2. cDNA sentezi Ve Q-PCR ¢alISMaST......ccueierieerieiieiierieeiesieesiesie e sieeee s sieeneeas 63
4.5. BiyoKimyasal ANAlIZ..........ccccoveiiiiiic it 66
4.6. Bilesiklerin Hiicre Canlilign Uzerine Etkilerinin WST-8 Testi ile Analizi.............. 67
5. SONUC ve ONERILER............c.cccociviiiiieeiereeseesies e sere s nes s 69
KAYNAKLAR oot e et e e e e e e e e et e e e e e enrees 71
ERLER ... ettt bbbt bbb e 88

= S RSP TSTUTPPPRPRPRPRPN 88

7SO 95

Vi



SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

Simgeler Aciklama

°C Santigrat Derece

ul Mikrolitre

uM Mikromolar

A Angstrom

CFU Koloni olusturan birim
CO2 Karbondioksit

d Dublet

dd Dubletin dubleti

ddd Dubletin dubletinin dubleti
dk Dakika

ekv Es deger

Hz Hertz

kDa Kilo dalton

L Litre

M Molar

m Multiplet

mg Miligram

ml Mililitre

mM Milimolar

mmol Milimol

N Normalite

nm Nanometre

oD Optik dansite

ppm Milyonda bir 6l¢ii birimi
B Beta

rpm Dakikadaki donme Sayis1
S Singlet

t Triplet
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1. GIRIS

1. GIRIS

Enfeksiyon hastaliklari, gegmisten giiniimiize toplum sagligini etkileyen en 6nemli
faktorlerden biridir. Tiiberkiiloz, veba, ¢igek, kolera vb. gibi pek ¢ok mikrobiyal hastalik,
diinyada bliyiik salginlara ve can kayiplarina neden olarak insanlik tarihi boyunca
varligini stirdiirmiistiir. Bu nedenle ytizyillardir enfeksiyon hastaliklarina kars1 biiyiik
miicadele verilmis ve tedavi yontemleri aranmistir. Bu siirecte enfeksiyon hastaliklarina
kars1 etkili dogal ve sentetik birgok bilesik kesfedilmis ve tedavi amaciyla kullanilmistir.
Enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde kesfedilen yeni bilesikler ile "antibiyotik altin
¢agl" baslamistir (Gould 2016).

1.1.  Antibiyotik

Antibiyotik terimi, Yunanca anti (karsi1) ve bios (yasam) kelimelerinden tiiretilen
"yasama kars1" anlamina gelmektedir ve ilk kez 1889 yilinda Fransiz Bilim insani Paul
Vuillemin tarafindan Pseudomonas aeruginosa’dan izole edilen "piyosiyanin" isimli
toksin maddesi igin kullanilmustir (Tiirkoglu 2008, Ozyiirek vd 2022). Antibiyotik,
organizmalarin iliremesini durduran, gelismesine engel olan dogal ve sentetik bilesikler
olarak tanimlanmaktadir. Antibiyotikler, mikroorganizmalarin neden oldugu hastaliklarin
tedavisinde kullanilmak iizere modern tipta en ¢ok regete edilen ilaglar arasinda yer

almaktadir (Bentley et al. 2003, Guimaraes et al. 2010).

Antibiyotiklerin enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde kullanilmasi 2000 yil
oncesine dayanmaktadir. Eski Misirlilar ve eski Yunanlilar, enfeksiyon hastaliklarinin
tedavisi i¢in 6zel kaliplar ve bitki 6zleri kullanmiglardir (Berdy 2013, Mohr 2016). 19.
yiizyillda ise, Louis Pasteur ve Jules Francois Joubert gibi mikrobiyologlar bazi
bakterilerin antibiyotik 6zellikleri oldugunu gézlemlemislerdir. 1928 yilinda Alexander
Fleming, dogal ve giiclii antibiyotik tireten Penicilium notatum fungusunu kesfetmistir.
P. notatum’dan izole edilen antibiyotik bilesigi Staphylococcus enfeksiyonlarinin
tedavisinde kullanilmistir (Rodriguez-Saiz et al. 2005, Asif 2017).
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1.1.1. Antibiyotiklerin genel simiflandirilmasi

Antibiyotikler, mikroorganizmalar iizerindeki etki derecelerine, etki
mekanizmalarina, kimyasal yapilarina ve farmakokinetik ozelliklerine gore cesitli

sekillerde siniflandirilmaktadir (Etebu et al. 2020).

Etki gosterdigi mikroorganizmalara gore: Antibiyotikler, etki gosterdigi enfeksiyon
hastaliklarinin kaynagi olan organizmaya gore smiflandirilmaktadir. Bakteri, fungus,
virlis ve protozoan kaynakli bir enfeksiyonun tedavisi i¢in antibakteriyel, antifungal,

antiviral ve anti protozoan gibi antibiyotikler kullanilmaktadir (Asif 2017).

Etki spektrumuna gore: Antibiyotikler, etki spektrumlarina goére dar ve genis
spektrumlu antibiyotikler olarak 2 sekilde siniflandirilmaktadir (Grada et al. 2021). Genis
spektrumlu antibiyotikler Gram (+) ve Gram (-) bakterilere etki etmektedir. Penisilin,
tetrasiklin ve siilfonamidler genis spektrumlu antibiyotiklere 6rnek olarak verilebilir

(Koyasseril-Yehiya et al. 2020).

Hedef hiicreye etkilerine gore: Antibiyotikler hedef hiicre etkilerine gore statik ve sidal
etki olmak tizere 2 sekilde smiflandirilmaktadir (Steigbigel et al. 2019). Statik etki,
enfeksiyon kaynagi organizmanin gelismesini veya liremesini Onleyerek enfeksiyonun
ilerlemesini durdurmaktadir. Tetrasiklin, makrolid, siilfonamid, amfenikol, linkozamid,
metronidazol ve mikonazol gibi antibiyotikler statik etkiye sahiptir. Sidal etki ise,
enfeksiyon kaynagi organizmanin islevsel mekanizmalarini bozarak organizmay1
oldirmektedir (Cui et al. 2018). Polipeptid, florokinolon, vankomisin, rifampisin, p-
laktam, (penisilin, sefalosporin, monobaktam, karbapenem), p-laktamaz inhibitorleri
(sulbaktam, tazobaktam) ve teikoplanin gibi antibiyotikler sidal etkiye sahiptir (Kohanski
et al. 2010).

Kimyasal yapilarina gore: Kimyasal yapisi benzer olan bilesiklerin genel olarak
aktivitelerinin de benzer oldugu bilinmektedir. Bu nedenle antibiyotikler iskelet
yapilarma gore P-laktam, fenikol, siilfonamid, tetrasiklin, aminoglikozid, makrolid,
linkozamid, polipeptid, kinolon, nitrofuran, imidazol ve rifampisin seklinde
siiflandirilmaktadir (Kiigiikbay vd 2017).



1. GIRIS

Kullanim alanlarina gore: Antibiyotikler, saglik alan1 disinda tarim (bitkilerde hastalik
kontrolli, hayvan ciftliklerinde yem katkisi, biiyiime gelistirici ve enfeksiyonlarin
tedavisi), gida (besinlerin korunmasi), su triinleri (sucul canlilarin sagliglr ve gelisimi)
alanlari ile bilimsel ¢alismalarda da yogun bir sekilde kullanilmakta ve buna dayali olarak
smiflandirilmaktadir (Rizzo et al. 2013, Olesen et al. 2018).

Immiinomodiilator etkilerine gore: Antibiyotikler bagisiklik sistemi tepkilerine gore 4

smifa ayrilmaktadir (Labro 2012, Zapater et al. 2015).

I. Konak organizmamin immiin sistemi ile sinerjik etki saglayan antibiyotikler,
mikroorganizmalarin immiin hiicreleri tarafindan kolaylikla taninip fagositoz yoluyla
parcalanmaktadir. Ornegin kinolonlar immiin sistemi ile sinerjik etkisi olan

antibiyotiklere 6rnek olarak verilebilir (Dalhoff et al. 2003, Pang et al. 2018).

Ii. Konak organizmanmin immiin sistemine belirgin bir etkisi olmayan antibiyotikler;
konagin immiin sistemini uyarmayan antibiyotiklerdir. B-laktam tiirevleri ve vankomisin,
konak hiicrenin immiin sistemine belirgin bir etkisi olmayan antibiyotiklere 6rnek olarak

verilebilir (Kong et al. 2010, Rodilla et al. 2010).

lii. Konak organizmanmin immiin sistemini deprese eden antibiyotikler; konak
organizmada hiicresel ve humoral bagigiklifi uyaran ve olumsuz olarak etkileyen
antibiyotiklerdir. Tetrasiklin ve kloramfenikol antibiyotikleri immiin sistemini deprese
eden antibiyotiklere 6rnek olarak verilebilir (Soory 2008, Golub et al. 2011, Benford et
al. 2014).

Iv. Konak organizmanin immiin fonksiyonlarmmi siddetlendiren antibiyotikler; konak
organizmaya karsi toksik etki gosteren antibiyotiklerdir. Sefodizim antibiyotigi bu grupta
bulunan antibiyotiklere 6rnek olarak verilebilir (Hamilton-Miller 2001, Meyer et al.
2006).

Etki mekanizmalarina gore: Antibiyotikler hedef organizmanin etki gosterdigi hiicresel

yapilarina gore siniflandirilmaktadir (Ali et al. 2018). Bunlar;

I. Hiicre duvar sentezini inhibe eden antibiyotikler: Hiicre duvar1 bulunan bakteri
ve fungus gibi bir¢ok organizmada hiicre duvarinin hasar gérmesi veya uzaklastirilmasi

durumunda hiicre biitiinliigli bozularak lizis olmaktadir (Dickerhof et al. 2011). Bu
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nedenle hiicre duvarina sahip organizmalarin sebep oldugu enfeksiyonlari tedavi etmede
hiicre duvarinin sentezini hedef alan antibiyotik gruplari tercih edilmekte ve buna gore
antibiyotikler siniflandirilmaktadir. B-laktam, Glikopeptid, sikloserin ve basitrasinler
hiicre duvari sentezini inhibe eden antibiyotiklere 6rnek olarak verilebilir (Vranakis et al.

2011).

ii. Protein sentezini inhibe eden antibiyotikler: Protein sentezini inhibe eden
antibiyotikler, ribozomun alt birimlerine baglanarak etki gostermektedir (Bhattacharjee
2016). Aminoglikozit, tetrasiklin, makrolid, linkozamin ve kloramfenikoller protein

sentezini inhibe eden antibiyotiklere 6rnek olarak verilebilir (Nguyen et al. 2019).

lii. Hiicre membran gecirgenligini inhibe eden antibiyotikler: Hiicre yap1 ve
biitiinltiglinlin korunmasinda énemli role sahip olan hiicre membraninin segici gecirgen
yapisinin bozulmasi durumunda hiicreye madde giris ¢ikisi kontrol edilememekte ve
hiicre lizis olmaktadir. Bu baglamda, hiicre gecirgenliginin artirilmasi ve ozmotik
basincin bozulmasinda hiicre membraninda yer alan fosfolipidleri hedef alan
antibiyotikler kullanilmaktadir. Polimiksin, nistatin, Amfotrisin B ve azol tiirevleri hiicre
membran gegirgenligini inhibe eden antibiyotiklere 6rnek olarak verilebilir (Epand et al.

2016).

iv. Niikleik asit sentezini inhibe eden antibiyotikler: Niikleik asitler, hiicrelerde
kodlama islevlerinden sorumlu genetik elemanlardir. Niikleik asit sentezini inhibe eden
antibiyotiklerin varliginda 6rnegin DNA topoizomeraz enziminin inhibisyonu sonucunda
replikasyon, RNA topoizomeraz enziminin inhibisyonu sonucunda da mRNA sentezi
gerceklesememekte ve genetik bilgi aktarimi olamayacagindan hiicreler hayati
fonksiyonlarmni yerine getirememektedirler Aktinomisin, rifampisin, kinolon ve
mitomisin gibi antibiyotikler niikleik asit sentezini inhibe eden antibiyotiklere Grnek

olarak verilebilir (Bhattacharjee 2016).

v. Metabolizmaya etki eden antibiyotikler  (Antimetabolitler):  Hiicre
metabolizmasinda etkili olan metabolitlerin aktif olabilmesi i¢in substrata ihtiyag
duyulmaktadir. Substratlar ile yapisal benzerlik gosteren antimetabolitler ise

metabolitlerin yapisini bozarak hiicresel faaliyetleri engellemektedir (Sanseverino et al.
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2018). Siilfonamid, PAS (para-aminosalisilik asit) izoniazid, etambutol, dihidrofolat ve
reduktaz inhibitorleri (trimetoprim, primetamin) antimetabolitleri, metabolizmaya etki

eden antibiyotiklere 6rnek olarak verilebilir (Gonzalez et al. 2019).

Hiicre membram

Polimiksin

Polimiksin B

Kolistin

Lipopeptid Ribozom
Daptomisin 308 alt birim

Hiicre Duvan

B-Iak.t.alr.n Aminoglikozit
PEASEIN Tetrasiklin
el osporin 50S alt birim
monobaktam Makrolid
k-arbapen.em Linkozamin
Gllkopept_ld_ Kloramfenikol
B W.ltnk ox.msm oksazolidinon
asitrasin
DNA sentezi Metabolik yolaklar
Florokinolon Folik asit sentezi
Siprofloksasin Sulfonamid
Levoflosaksin Sulfon
Moksifloksasin Trimetoprim
RNA sentezi Mikolik asit sentezi
Rifamisin izoniazid
rifampin

Sekil 1.1. Antibiyotiklerin etki mekanizmalari

1.2. p-laktam

B-laktam tiirevi antibiyotikler, 1928 yilinda Alexander Fleming tarafindan P.
notatum fungusundan izole edilen penisilin bilesiginin kesfi ile ortaya ¢ikmistir, B-laktam
halkasinda bir azot ve {i¢ karbon atomundan olusan 4 tiyeli doymus siklik amid ya da
diger bir ifade ile laktam halkasi bulunmaktadir (Sekil 1.2.) (Noel et al. 2010). Laktam
halkasindaki azot atomunun [} pozisyonunda olmasi halinde dortlii siklik amid yapisi

olugmakta ve bu yap1 B-laktam halkasi olarak adlandirilmaktadir (Cakir 2018).

Jul

(0]
1

Sekil 1.2. B-laktam halkas1 (1)
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1.2.1. B-laktamin etki mekanizmasi

Bakterilerde hiicre duvari, bakterinin biiyiiylip gelismesini saglayan ve
sitoplazmik zar1 koruyan sert bir yapidir. Hiicre duvar1 yapisinda peptidoglikan, teikoik
asit ve amino proteinler bulunmaktadir. Peptidoglikan yapisi (miirein ya da mukopeptit)
N-asetilglukozamin (NAG) ve N-asetilmuramikasit (NAM) olmak tizere iki farkli
karbohidrat tiirevlerinin birbirlerine B-1,4 glikozidik bagi ile baglanmasi sonucu
olusmaktadir. NAM, yapisinda tetrapeptid, L-alanin, D-glutamik asit, diaminopimelik
asit (DAP), L-lizin ve D-alanin gibi 6zgiill aminoasitler icermektedir. Peptidoglikan
yapmin olusmasi i¢in karsilikli NAM’lardaki amino asitler arasinda pentaglisin
kopriistiniin -~ kurulmast  gerekmektedir. Pentaglisin  kopriisii, peptit baglarinin
transpeptidaz enzimi diger bir ifadeyle PBP tarafindan bir aminoasitin ¢ikarilmas ile
olugsmaktadir. Bu asama transpeptidasyon olay1 olarak adlandirilmaktadir. p-laktam
tiirevi antibiyotikler ise bu transpeptidasyon asamasina etki etmektedir. 3-laktam halkas1
PBP’ler ile yapisal analog olmakta ve birbirlerine kovalent baglarla baglanmaktadir.
Boylelikle PBP’yi inhibe edip peptidoglikan yapisinin olusumunu engelleyerek bakteri
hiicresini lizise ugratmaktadir (Sekil 1.3.) (Van Bambeke et al. 2017, Lima et al. 2020).

Bloke olmus
aktif bolge

@ D-Alanin
.D~Glnnm-|
@ L Luzin
Pentaglisin
zincir
CaprazPepii D38 g qiin Aktif Bolge | MINAM
B NAG
Antibiyotige p-laktam
Direncli antibiyotik

Sekil 1.3. B-laktam tiirevi antibiyotiklerin etki mekanizmast
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1.2.2. B-laktam tiirevi antibiyotikler

Biyolojik olarak oldukga aktif molekiiller olan B-laktam grubu antibiyotikler
antibakteriyel, antifungal, (Jarrahpour et al. 2019) anti-inflamatuar, (Ritu et al. 2011) ve
antikanser (Bandyopadhyay et al. 2010) gibi bir¢ok biyolojik aktiviteye sahip olup 5

temel siniftan olusmaktadir. Bunlar;

Penisilin (2), tipta kullanilan en eski antibiyotik grubu olup, segici toksisiteye sahip ilk
mikrobiyal metabolittir. Penisilinin yapisinda bir tetrahedral karbona bagli tiyazolidin
halkas1 ve bir azot atomuna sahip laktam halkas1 bulunmaktadir (Sekil 1.4.). Ayrica
penisilin genis spektrumlu, bakterisidal etkili ve konak hiicrede minimum toksisiteye
sahip bir antibiyotiktir (Gaynes et al. 2017). Giiniimiizde penisilinin yarilanma omriiniin
kisa ve antijenik reaksiyonlara sebep olmasi yaninda organizmalar tarafindan penisiline
kars1 direng olusmasi nedeniyle klinikte ¢ok fazla tercih edilmemektedir (Shenoy et al.
2019).
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Sekil 1.4. Penisilinin (2) yapisi

Sefalosporin (3), Cephalosporium acremonium fungusundan izole edilen kimyasal
iskelet yapist penisiline benzerlik gosteren f-laktam grubu antibiyotiktir. Sefalosporin,
yapisinda B-laktam halkasina bagli kiikiirt iceren bir heterosiklik halkaya sahiptir (Sekil
1.5.). Sefalosporinler, etki mekanizmalarina gore birinci kusaktan besinci kusaga kadar 5
farkli gruba ayrilmaktadir (Chaudhry et al. 2019). Bu gruplar; yan zincirlerin
modifikasyonu ile ¢esitli farmakokinetik Ozellige ve farkli antibakteriyel etki
spektrumuna sahiptir. Birinci kusaktan dordiincii kugaga kadar olan tiim sefalosporinlerin
arasinda yapisal olarak farklilik olmasa da farmakokinetik olarak plazma proteinlerine

baglanmalar1 bakimindan farkliliklar gozlenmektedir (Mehta 2015).
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Sekil 1.5. Sefalosporinin (3) yapisi

Birinci nesil sefalosporinler; Solunum yollar, yumusak doku ve idrar yolu
enfeksiyonlarina sebep olan bazi Gram (+) ve Gram (-) organizmalara karsi etkili olan
dar spektrumlu antibiyotik grubudur. Penisilinin yapisina ¢ok benzerlik gostermekte ve
bu nedenle B-laktamaz enzimi ile pargcalanmaktadir. Sefazolin, sefaleksin ve sefadroksil

bu grup antibiyotiklere 6rnek olarak verilebilir (McNeill et al. 2021).

Ikinci nesil sefalosporinler; Bacteroides fragilis gibi Gram (-) patojen organizmalarin
tedavisinde kullanilan antibiyotik grubudur. Ikinci nesil sefalosporinler hiicreye giris
potansiyellerinin yiiksek ve etki spektrumlarinin genis olmasi nedeniyle f-laktamaz
enzimine dayaniklidirlar. Sefaklor, sefuroksim, sefotetan ve sefoksitin bu grup

antibiyotiklere 6rnek olarak verilebilir (Sipos et al. 2021).

Uciincii kusak sefalosporinler; Gram (-) basillere ve Gram (+) organizmalara kars1 gok
etkili olan genis spektrumlu sefalosporinlerdir. Birinci ve ikinci kusak sefalosporinlerle
karsilastirildiginda, tiglincii kusak sefalosporinler Gram (-) basillere kars1 daha yiiksek
aktivite ve daha genis spektruma sahiptirler. Sefotaksim, seftazidim, seftriakson ve

sefiksim bu grup antibiyotiklere drnek olarak verilebilir (Sunjaya et al. 2019).

Dérdiincii nesil sefalosporinler; Ugiincii nesil sefalosporinlerle kimyasal yapist ¢ok
benzerlik gostermektedir. Ozellikle Gram (-) organizmalarin dis zarlarmdan hiicre
igerisine hizli gegisleri, direngli organizmalarin B-laktamaz enzimine zayif ve PBP’lere
yiiksek afinitesi nedeniyle ¢ok giiclii aktiviteye sahiptirler. Sefpirome ve sefepim bu grup

antibiyotiklere 6rnek olarak verilebilir (Garau et al. 2008).
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Besinci kusak sefalosporinler; MRSA ve Pseudomonas auregonisa nin sebep oldugu
nozokomiyal enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmaktadir. Ancak bu gruptaki

antibiyotiklerin ¢ocuklarda kullanimina FDA tarafindan onay verilmemistir (Yildiz vd.
2014).

Karbapenem (4), Piyasada bulunan antibiyotik gruplari arasinda en genis spektruma
sahip B-laktam tiirevi antibiyotiktir (Papp-Wallace et al. 2011). Yapisinda B-laktam
halkasina bagli bes iiyeli halka bulunmaktadir (Sekil 1.6.). Karbapenemin klinikte
imipenem ve meropenem olmak {izere iki tlirevi bulunmaktadir. Meropenem Gram (-)
organizmalarin neden oldugu enfeksiyonlarin, imipenem ise Gram (+) organizmalarin

neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmaktadir (Bush 2010).

Sekil 1.6. Karbapenemin yapisi

Monobaktam (5), grubu antibiyotiklerin yapisinda tek B-laktam halkasi bulunmaktadir
(Sekil 1.7.). Gram (-) organizmalara kars1 ¢ok gii¢lii aktiviteye sahipken, Gram (+) ve
anaerobik organizmalara karsi diisiik aktivite gostermektedir (Sauberan et al. 2018).
Aztroenam Klinikte kullanilan tek monobaktam tiirevidir. Dar spektrumlu bir antibiyotik
olmasi sebebiyle ciddi enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde tercih edilmemekte ve diger

antibiyotikler ile kombine edilerek kullanilmaktadir (Frumin et al. 2009).
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Sekil 1.7. Monobaktamin (5) yapisi
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p-laktamaz inhibitorleri (6), Direngli organizmalar -laktam halkasini pargalayan [3-
laktamaz enzimi iretmektedirler (Bush et al. 2016). B-laktamaz inhibitorleri ise f-
laktamaz enzimini inhibe etmektedirler. Tazobaktam, klavunat ve sulbaktam bu grup
inhibitorlere 6rnek olarak verilebilir (Sekil 1.8.) (Bush 2010).
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Sekil 1.8. B-laktamaz inhibitorleri

1.3.  Antibiyotik direnci

Enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde dnemli kesiflerden biri olan antibiyotikler
modern tipta klinik amacgli kullanimina ek olarak giiniimiizde tarimsal ve gida sektorii
gibi alanlarda da yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir. Antibiyotiklerin endiistriyel
alanlarda kullanimi her ne kadar sektore avantaj saglasa da bu durum patojen
organizmalarin zamanla diren¢ mekanizmalar1 gelistirmesine ve antibiyotiklere karsi

diren¢ kazanmasina neden olmustur (Ventola 2015).

Antibiyotik direnci, mikrobiyal organizmalar tarafindan olusturulmakta ve
antimikrobiyal ajanin aktivitesinin azalmasi ya da tamamen etkisiz hale gelmesi olarak
tanimlanmaktadir (Abbasoglu vd 2011). Antibiyotiklere kars1 direng; dogal, kazanilmig
ve ¢evre kosullarina bagl olmak tizere i¢ farkli sekilde gergeklesebilmektedir. Dogal
diren¢ de genel olarak antimikrobiyal ajan konagm hiicresel yapilarina
baglanamamaktadir. Kazanilmig diren¢ de mikroorganizmalarin kromozom, plazmid ve
transpozon elementlerinde bulunan genlerin mutasyonu veya ozellikle bakterilerde
konjugasyon, transdiiksiyon ve transformasyon gibi gen aktarimlari ile direng genlerinin
kazanilmasi s6z konusu olmaktadir. Cevre sartlarina baglh olarak gelisen direng de ise
ortamdaki oksijen basinci, pH ve sicaklik degisikliklerinden dolay1r mikroorganizmalarda
direng olusabilmektedir (Ciftgi vd 2011).

10
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1.3.1. Antibiyotiklere diren¢ mekanizmalari

Mikroorganizmalar yap1 ve etki mekanizmasi farkli pek ¢ok antimikrobiyal ilaca kars1

direng gelistirebilmektedir (Reygaert et al. 2018).

Antimikrobiyal Ilaclarin Yapisal Ozelliklerine Gore Diren¢ Mekanizmalari;

e [-laktam tiirevi antibiyotiklere kars1 direng

e Aminoglikozit tiirevi antibiyotiklere kars1 direng

e Kloramfenikol tiirevi antibiyotiklere karsi direng

e Glikopeptid tiirevi antibiyotiklere kars1 direng

e  Tetrasiklin tiirevi antibiyotiklere kars1 direng

¢ Kinolon tiirevi antibiyotiklere kars1 direng

e Rifampisin tiirevi antibiyotiklere kars1 direng

e Siilfonamid ve trimetoprim antibiyotiklerine kars1 direng

e  Makrolid, linkozamid ve streptogramin B (MLSB) antibiyotiklere kars1 direng

olarak siiflandirilmaktadir.

B-laktam tiirevi antibiyotiklere kars1 diren¢: Direngli organizmalar p-laktam tiirevi
antibiyotiklere kars1 ti¢ farkli diren¢ mekanizmasi gelistirmektedir (Worthington et al.
2014)

i. p-laktamaz enzimi ile antibiyotigin inaktivasyonu: Direncli organizmalar -
laktam tiirevi antibiyotiklerin laktam halkasini parcalayan -laktamaz enzimini liretmekte
ve boéylece bu antibiyotiklere karsi direng gelistirmektedirler. B-laktamaz enzimi
molekiiler yap1 ve iglevlerine gore A, B, C, D seklinde simiflandirilmaktadir (D'Costa et
al. 2009).

ii. Penisilin baglanma proteinlerinde (PBP) olusan degisiklik: (-laktam tiirevi
antibiyotikler PBP’lere baglanmak suretiyle ilgili proteini inaktif ederek etki
gostermektedir (Sutaria Dhruvitkumar et al. 2018). Ayn1 zamanda s6z konusu genlerde

olusan mutasyon nedeniyle PBP’lerde konformasyonel degisiklikler olugmakta ve

11
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boylelikle B-laktam tiirevi antibiyotikler hedefe baglanamayip herhangi bir aktivite
gosterememektedir (Ciftei vd 2011).

iii. Aktif pompa sistemi: Direngli organizmalarin diizenleyici genlerinde olusan
mutasyonlar ile aktif pompa sistemlerinin fazla ¢alismasi ve antimikrobiyal ajanlarin
disar1 atilmas1 sonucu organizma diren¢ kazanmaktadir. Ozellikle Gram (-)
organizmalarin dig membraninda bulunan aktif pompa sistemi ile B-laktam tiirevi
antibiyotikler hiicre i¢ine alinmamakta ve boylelikle direng olusmaktadir (Pages et al.
2009).

Aminoglikozit tiirevi antibiyotiklere Kkars1 diren¢: Direncli organizmalar
aminoglikozit tiirevi antibiyotiklere kars1 direng mekanizmalarini; ribozomlarda olusan
mutasyon, hiicre membran zar geg¢irgenligini azaltma ve enzimatik inaktivasyon ile
gerceklestirmektedir. Ribozomun 30S alt biriminde olusan mutasyon sonucunda
streptomisine kars1 direng gelismekte, hiicre membraninda olusan mutasyonlar nedeniyle
zar gecirgenligi azalmakta ve pozitif yiiklii bilesik olan aminoglikozit antibiyotikleri
hiicre i¢ine alinamadigindan diren¢ olusmaktadir. Aminoglikozit antibiyotiklerine karsi
bir diger diren¢ mekanizmasi ise bilesigin yapisin1 bozan ve etkisiz hale getiren
enzimlerdir. Aminoglikozit antibiyotiklerin inaktivasyonundan sorumlu enzimler

asetilaz, fosforilaz ve adenilazdir (Garneau-Tsodikova et al. 2015).

Kloramfenikol tiirevi antibiyotiklere kars1 diren¢: Direngli organizmalarin genomik
ve plazmid DNA ’larinda bulunan genlerle kodlanan kloramfenikol asetiltransferaz (CAT)
enzimi bu antibiyotiklere karsi dirence neden olmaktadir. CAT enzimi kloramfenikol
tiirevi antibiyotiklerin yapisini degistirip ribozomun 50S alt birimine baglanmasini ve

protein sentezinin inhibe olmasini engellemektedir (Fernandez et al. 2012).

Makrolid, linkozamid ve streptogramin B (MLSB) antibiyotiklere karsi direnc:
MLSB grubu antibiyotikler ribozomun 23S alt birimine baglanip protein sentezini inhibe
eden farkli kimyasal iskelet yapilarina sahip antibiyotiklerdir. MLSB grubu
antibiyotikler, Gram (-) organizmalarin dis membranindan gegis yapamamakta, metilaz
enzimi tarafindan inaktive olmakta ve aktif pompalama sistemi ile hiicre digina

atildiklarindan bu antibiyotik grubuna karst diren¢ olusturmaktadirlar. Ayni etki
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mekanizmasma sahip olduklari igin birinde diren¢ olusmasiyla gruptaki diger

antibiyotiklere kars1 da direng gelismektedir (Uzun et al. 2014).

Glikopeptid tiirevi antibiyotiklere karsi diren¢: Gram (-) organizmalarin hiicre
duvarindan gecis yapamamasi nedeniyle olusan direng tiiriidiir. Vankomisine kars1 olusan

direng ornektir (Yushchuk et al. 2020).

Tetrasiklin tiirevi antibiyotiklere kars1 direnc¢: Tetrasiklin antibiyotiginin tarimda
yaygin olarak kullanilmasi nedeniyle en fazla direng goriilen antibiyotik tiiriidiir.
Genellikle ribozomlarda olusan mutasyonlar nedeniyle antibiyotik ribozomlara
baglanamamakta ve aktif pompalama sisteminin aktif olmasiyla tetrasiklin tiirevi

antibiyotikler hiicre i¢ine alinamamaktadir (Grossman 2016).

Kinolon tiirevi antibiyotiklere kars1i diren¢: Kinolon hiicre igerisine dis
membranindaki porinlerden ya da fosfolipitler araciligir ile giris yaparak DNA
replikasyonunu engellemektedir. Direngli organizmalarda ise hiicre membran
gecirgenliginin azalmasi ile kinolon tiirevi antibiyotikler hiicre igerisine alinamamakta ve

diren¢ olusmaktadir (Khawcharoenporn et al. 2012).

Rifampisin tiirevi antibiyotiklere kars1 diren¢: Direngli organizmalarin genomik
DNA’sinda olusabilecek mutasyon sonucunda RNA polimeraz enzimini kodlayan
gendeki mutasyon ve Gram (-) organizmalarin dis membranindan gegememesi nedeniyle
direng olusmaktadir (Goldstein 2014).

Siilfonamid ve trimetoprim antibiyotiklerine kars1 diren¢: Bakterilerin kromozom
veya plazmid DNA’larinda olusan mutasyon sonucunda diren¢ olusmaktadir.
Kromozomal kaynakli diren¢ mekanizmasinda; PABA (para-aminobenzoik asit) yiiksek
diizeyde sentezlenip folat metabolizmasinda siilfonamid tiirevleri inhibe edilerek direng
olusurken; plazmid kaynakli direng mekanizmasinda ise Siilfonamidlere diisiik afinite
gosteren DHPS (Dihidropteroat Sentetaz) enziminin sentezlenmesi ile olugmaktadir.
Plazmid DNA veya transpozon element kaynakli diren¢ mekanizmasi ise trimetoprime
direngli dihidrofolat reduktaz enziminin sentezlenmesi ile olugsmaktadir (Schmitz et al.

2010).
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Antimikrobiyal flaclarin Etkisine Gore Diren¢ Mekanizmalar

e Ilaghedefinde konformasyonel degisiklik,

e Alternatif farkli metabolik yolaklarin kullanilmasi,
e lacin enzimatik olarak inaktivasyonu,

e Hiicre membran gegirgenliginin azaltilmasi,

e Aktif pompalama sistemi ile ilacin hiicre disina atilmasindan olugmaktadir.

fla¢ hedefinde konformasyonel degisiklik: Antimikrobiyal ajanin hedefi olan yapida
olusabilecek mutasyon nedeniyle antimikrobiyal ajan hedef yapiya baglanamayip islevsiz
hale gelmektedir. Boylelikle organizmalar antimikrobiyal ajana kars1 direng gelistirmis
olmaktadir (Copeland et al. 2011). Ornegin; rifampisin antibiyotigi protein sentezinden
sorumlu RNA polimeraz enzimini inhibe etmektedir. RNA polimerazi kodlayan gendeki
mutasyon ile bu enzimde degisiklik meydana gelmesi durumunda rifampisin antibiyotigi
RNA polimeraz enzimine baglanamamakta ve boylelikle organizma rifampisine karsi
diren¢ olusturmaktadir. Bunun yaninda DNA topoizomeraz II (giraz) enzimini kodlayan
genin mutasyonu sonucunda da kinolon antibiyotiklerine karsi direng olusmaktadir

(Lambert et al. 2005, Pazarl1 2010).

Alternatif metabolik yolaklarin kullanilmasi: Bazi antibiyotikler hiicre i¢in gerekli
metabolitleri inhibe ederken organizmalarda antibiyotiklerin etki ettigi metabolitleri
farkli yolaklar ilizerinden sentezleyerek direng¢ gostermektedir (Cloete et al. 2016).
Ornegin; bakterilerde DNA ve protein sentezinden sorumlu enzimlerin c¢alismasi icin
folik asit iiretilmektedir. Trimetoprim/ sulfametoksazol gibi antimetabolit antibiyotikler
ise organizmanin folik asit {iretimini engellemektedir. Ancak direngli organizmalar

alternatif farkli yolaklar ile ortamda bulunan folik asiti kullanmaktadirlar (Isik 2008).

Ilacin enzimatik olarak inaktivasyonu: Direncli organizmalarin, antimikrobiyal ajani
parcalayarak ya da modifiye edici enzimler ireterek gelistirdikleri direng
mekanizmasidir. Ornegin; B-laktam grubu antibiyotikleri parcalayan p-laktamaz enzimi,
aminoglikozit grubu antibiyotikleri inaktive eden asetilaz, fosforilaz ve adenilaz
enzimleri, kloramfenikol gibi protein sentezini inhibe eden antibiyotikleri pargalayan

asetil transferaz enzimi ve eritromisin gibi makrolid grubu antibiyotikleri parcalayan
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esteraz enzimi ile organizmalar antibiyotiklere karsi direng gelistirebilmektedir (Oguz
2013, Santajit et al. 2016).).

Hiicre membran gecirgenliginin azaltilmasi: Antimikrobiyal ajanin etkili olabilmesi
i¢in bakteri hiicresinin hiicre zarindan gegis yapmasi gerekmektedir. Gram (-) bakterilerin
hiicre duvar1 bilesenlerinden biri dig zar olup, antimikrobiyal ajanlarin hiicre igine
girebilmesi i¢in bu dis zardaki porinlerden ge¢mesi gerekmektedir. Gram (-)
bakterilerdeki mutasyon sonucu dis membran porin yapisinda degisiklik meydana
gelmekte ve membran gegirgenligi azalarak direng olusmaktadir. Ornegin; kinolonlarm
sitoplazmadaki DNA topoizomeraz enzimini inhibe edebilmesi igin Gram (+)
bakterilerde hiicre duvari ve sitoplazmik membrani; Gram (-) bakterilerde ise dis
membran, hiicre duvart ve sitoplazmik membrani ge¢mesi gerekmektedir. Direncli
organizmalar da hiicre membran gecirgenligini azaltarak kinolonlarin hiicre icerisine

alimin1 engellemektedir (May et al. 2018).

Aktif pompalama sistemi ile ilacin hiicre disina atilmasi: Mikroorganizmalarda aktif
pompa sistemi; besin ve iyon aligverisinin saglanmasi, hiicresel metabolik atiklar ve
toksik maddelerin hiicre disina atilmasi, bakterilerin birbirleri ve cevreleriyle olan
iliskilerinin diizenlenmesini saglamaktadir. Aktif pompa sistemi antimikrobiyal ilaglara
ve ¢ok sayida kimyasal bilesige kars1 etki gostererek ¢oklu ilag direnci olusumuna neden

olmaktadir (Sun et al. 2014).

1.4. Staphyloccocus aureus (S. aureus)

S. aureus, insan ve hayvanlarin normal florasinda bulunan 6zellikle deri ve burun
mukozalarinda gelisen Gram (+) bir bakteridir. Deri ve mukozal yaralanmalar nedeniyle
inflamasyona sebep olmakta ve patojenite 6zellikleri ortaya ¢ikmaktadir (Turner et al.
2019).

1.4.1. S. aureus’un Tarihgesi ve Simiflandirmasi

S. aureus, nozokomiyal enfeksiyonlara sebep olan oliimciil etkiye sahip bir

mikroorganizmadir. S. aureus ilk kez 1878 yilinda Robert Koch tarafindan 11k
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mikroskobunda goriilmiis ve 1880 yilinda Louis Pasteur tarafindan sivi besiyerinde
gelistirilmistir. 1881 yilinda Alexander Ogston S. aureus’un hayvanlarda patojen
oldugunu kanitlamis ve mikroskobik morfolojilerini inceleyerek {iziim salkimina
benzedigini bildirmistir. Bu morfolojisinden dolay1 da Yunanca iiziim salkimi anlamina
gelen “staphyle” ve tane anlamina gelen “coccus” olarak adlandirilmistir. Daha sonra
bakteri kolonilerinin altin saris1 rengini almasindan dolay1 altin saris1 anlamina gelen
“aureus” ismi eklenmistir. 1884 yilinda Bergey tarafindan S. aureus, Micrococcaceae
ailesine ait Gram (+) bakteri olarak siiflandirilmis ve ayn1 yil Rosenbach tarafindan ilk
kez S. aureus’ un insanlarda patojen oldugu bildirilmistir (Andrade et al. 2020).
Gilinimiizde Staphylococcus cinsi, Staphylococcaceae familyasina ait olan tiiriin

Firmicutes subesi i¢cinde siiflandirildig: bilinmektedir.

1936 yilinda S. aureus enfeksiyonlarmin tedavisinde siilfonamidler ve 1940
yilinda ise penisilinler klinikte kullanilmaya baslanmistir. Ancak 1944 yilindan itibaren
S. aureus, penisilin antibiyotigine kars1 B-laktamaz enzimi lireterek direng gelistirmistir.
Bu diren¢ nedeniyle hastane kaynakli degil toplum kaynakli S. aureus enfeksiyonlarinda
da direncli izolatlar olugsmaya baslamistir. 1961 yilinda ise S. aureus enfeksiyonlarinin
tedavisi i¢in penisilin tiirevi olan metisilin klinikte yaygin olarak kullanilmaya baglanmis
ve kisa siirede metisiline direngli S. aureus (MRSA) izolatlart gelismisti. MRSA
izolatlar1 i¢in vankomisin antibiyotigi kullanilmaya baglandiktan sonra da bu antibiyotige
kars1 direng gelismistir. Bu nedenle Diinya Saglik Orgiitii MRSA izolatlarini kiiresel halk
saglig1 sorunu olarak ilan etmistir. Hastane ve toplum kaynaklit MRSA enfeksiyonlar

1970 yilindan itibaren sik¢a goriilmektedir (Kuehl et al. 2020).

1.4.2. S. aureus’un ozellikleri

S. aureus, tekli, ikili, dortli taneler ile kisa zincirler olusturarak {iziim salkimina
benzer morfoloji sergilemektedir (Sekil 1.9.) (Tong et al. 2015). S. aureus Gram, katalaz
ve oksidaz pozitif, spor olusturmayan, kapsiilii olmayan, hareketsiz ve fakiiltatif aerob
bakteridir. S. aureus 7.0-7.5 optimum pH ortaminda, 30-37°C sicaklikta ve %10-15 tuz
konsantrasyonunda gelismektedir (Sato et al. 2019).
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Sekil 1.9. S. aureus’un 151k mikroskobu goriintiisii (a) ile taramali elektron mikroskop
goriintiisi (b).

S. aureus karbohidrat fermantasyonu ile laktik asit olusturmakta ve mannitol
sekerini parcalayarak mannitol fermantasyonu yapmasi ile diger organizmalardan ayirt
edilmektedir. Ayrica optimum kiiltiir sartlarina sahip basit besi ortaminda geligirken,
kanli besi ortaminda daha iyi ¢ogalmaktadir. S. aureus organizmasinin koloni yapisi
diizgiin, yuvarlak ve petri ylizeyinde damla seklinde, 0.5-1.5 um capinda yar1 mat
goriiniimiine sahiptir (Sekil 1.10.) (Kaito et al.2007).

Sekil 1.10. S. aureus ’un petri goriintiisii

1.4.2.1 S. aureus hiicre duvar yapisi

S. aureus’da hiicre duvari; peptidoglikan tabaka, teikoik asit ve protein A
yapilarindan olugmaktadir (Sekil 1.11.). Peptidoglikan; yapisinda ¢apraz peptit baglar
bulunan heteropolimer bir bilesendir ve hiicre duvarinda kafes benzeri bir yapi
olusturmaktadir. Bu yap1 sayesinde hiicre duvart mekanik stabilite ve sertlik
kazanmaktadir. Sadece Gram (+) organizmalarin hiicre duvarinda bulunan ve polimer

lipofilik zincirlerden olusan teikoik asit, peptidoglikan ve hiicre membranina kovalent
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bag ile baglanmis fosfat grubuna sahiptir. Bu yapi hiicre ylizeyinin negatif yiike sahip
olmasini saglayarak otolitik enzimlerin aktivasyonunda rol almaktadir. Teikoik asit S.
aureus’un konak hiicreye yapismasini saglamaktadir. Hiicre duvarinda bulunan protein A
ise sadece S. aureus’ta bulunmakta ve konak hiicrenin immiinoglobiilinlerine baglanarak
hiicreyi fagositozdan korumaktadir. S. aureus protein A yapisi ile viriilans faktorleri daha

etkin olmaktadir (Dmitriev et al. 2004).
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Sekil 1.11. S. aureus’un hiicre duvar yapisi

1.4.2.2. S. aureus’un viriilans ozellikleri

Farkli ortamlardan izole edilen ve tanilanan S. aureus, firsatg1 bir patojen olup
insanlarda en yiiksek viriilans prevelansina sahip bir organizmadir. S. aureus’un viriilans
etkisi ortama salgiladigi hiicre dis1 (toksin ve enzimler) ve hiicresel maddeler
(peptidoglikan, kapsiiller ve protein A) ile olusmaktadir. S. aureus enfeksiyonunun
patogenezi; organizmanin konak hiicresine yapismasi, konagin anatomik bariyerlerinden
giris yapmasi, konagin fagositik hiicrelerinin inaktivasyonu, konagin humoral
savunmasinin  baskilanmasi ve toksinlerin  salgilanmasi  seklinde siralanan
mekanizmalarla ger¢eklesmektedir. S. aureus solunum ve temas yoluyla bulasmakta ayni
zamanda enfeksiyon etmeni burunda ve derideki gatlaklarda hizla kolonize olmaktadir. S.

aureus enfeksiyonu biyokimyasal mekanizmalar icermesi ve hizla kolonize olmasindan
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dolay1 kan yoluyla dolagim sistemine girmektedir. Bu nedenle de bakteriyel endokardite

ve yaygin metastatik yaralara sebep olmaktadir (Cheung et al. 2021).

1.4.2.3. S. aureus enfeksiyonlari

S. aureus, ciddi enfeksiyonlara sebep olan bakteriyel bir organizmadir. Ozellikle
MRSA izolatlari ¢oklu antibiyotik direncine sahip olmalari nedeniyle agir enfeksiyonlara
sebep olmaktadir. Toplum kaynakli S. aureus enfeksiyonu sepsislerin en biiyiik etkeni
olarak goriilmektedir. Hastane kaynakli enfeksiyonlarin basinda ise MRSA izolatlari
gelmektedir (Vysakh et al. 2013).

S. aureus’un sporsuz iiremesi ekstrem ortam sartlarina (kuruluk, ytiksek sicaklik
ve asir1 tuz) dayanikli olmasini saglarken enfeksiyonlarin bulagma riskini artirmakta ve
tedavi seceneklerini azaltmaktadir. S. aureus genellikle besin zehirlenmesi, haglanmig
deri sendromu, toksik sok sendromu, cilt ve yumusak doku enfeksiyonlar1 (Sekil 1.12.),
fronkiil, seliilit, impetigo gibi derin enfeksiyonlar, kemik, eklem, kalp kapagi, dalak,
akciger ve driner sistem enfeksiyonlarina neden olmaktadir. S. aureus, konak
organizmada bir veya daha fazla sisteme yayilarak bakteriyemiye yol agabilmektedir. S.
aureus 'un hastane kaynakli enfeksiyonlari; cerrahi yara enfeksiyonu, ventilator ile iligkili
pnomoni, intravendz katater nedenli bakteriyemi, serebrospinal sivi santlari, prosterik
eklemler ve vaskiiler greftler gibi protezlere bagli enfeksiyonlarda goriilmektedir.
Yaglilar, immiin yetmezligi olanlar, yogun bakim ve yanik iinitelerinde bulunanlar,
intravenoz kateteri olanlar ve cerrahi yaralara sahip hastalar MRSA enfeksiyonu

acisindan en yiiksek riske sahip olan gruplardir (Oliveria et al. 2018).

Sekil 1.12. MRSA’nin neden oldugu cilt ve yumusak doku enfeksiyonu
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1.4.3. S. aureus antibiyotik direnci

S. aureus’un genomu, 2800 kb uzunlugunda olup 2500’¢ yakin gen bulunduran
halkasal DNA’dan olusmaktadir. Antibiyotik direnci ve viriilans faktorlerine ait genler
kromozom disinda plazmid gibi ekstrakromozomal yapilarda da bulunmaktadir.
Ekstrakromozomal DNA’larda bulunan direng genleri diger Staphylococcus izolatlarina
ve Gram (+) bakterilere konjugasyon yoluyla aktarilmaktadir. S. aureus antibiyotik
direnci ilk olarak 1930 yillarinda siilfonamidlere kars1 baslamis ve diinya ¢apinda giderek

artan nozokomiyal enfeksiyonlarin arasinda yer almistir (Parastan et al. 2020).

1.4.3.1. S. aureus metisilin direnci

S. aureus’un B-laktamaz enzimini inhibe eden antistafilokokal penisilin tlirevi
olan metisiline karst olusan direngtir. S. aureus’un genomunda SCC (stafilokokal kaset
kromozomu) bulunmasi ile metisilin direnci ortaya g¢ikmistir. SCC, mec ve ccr
genlerinden olusan ve replikasyon g¢atalinin yakininda bulunan bir direng adasi olarak
tanimlanmaktadir. mec gen kompleksi metisilin direncinden sorumluyken, ccr gen
kompleksi ise SCC’nin bakteriyel genomuna integrasyonu ve eksizyonunu saglamaktadir

(Aguayo-Reyes et al. 2018).

1.4.3.2. S. aureus’un Metisilin Diren¢ Mekanizmalari

MRSA izolatlar1 B-laktamaz enzimine direngli olan metisilin antibiyotigine karsi

bir¢ok diren¢ mekanizmasi gelistirmistir. Bunlar;

PBP2a ile olusan direnc: MRSA’da B-laktam antibiyotigine kars1 diisiik afinite gdsteren
78 kDa agirligindaki penisilin baglanma proteini 2a (PBP2a)’nin iiretilmesi ile olusan
metisilin direncidir. Bu direng¢ MRSA’larda en fazla goriilen diren¢ mekanizmasidir.
PBP2a, ortamda B-laktam tlirevi antibiyotiklerin varliginda hiicre duvart bileseni
peptidoglikan sentezine devam ederek antibiyotigin bakteriyosidal etkisini inhibe
etmektedir. PBP2a, SCC {iizerinde bulunan mecA direng geni tarafindan kodlanmaktadir.
mecA geni bir operon sistemine sahip olup gen regiilasyonunda mecR1 ve mecl

diizenleyici iki geni bulunmaktadir. mecR1 geni membrana bagl sinyal tasiyict MecR1
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proteinini kodlarken, mecl geni ise transkripsiyonel diizenleyici Mecl proteinini
kodlamaktadir. Normalde MecR1 ve Mecl proteinleri, mecA genini baskilamakta ve
PBP2a iiretimini engellemektedirler. Ortamda metisilin antibiyotigi bulunmasi halinde
mecA geni lizerindeki baskilayici sistem ortadan kalkmakta ve PBP2a iiretilerek direng
olusmaktadir. MSSA izolatlarinda mecA geni bulunmayip PBP2a iiretilmezken, tiim
MRSA izolatlarinda mecA geni bulunmaktadir (Shalaby et al. 2020).

B-laktamaz ile olusan diren¢: MRSA izolatlarinda B-laktamaz enziminin asir1 tiretimi
ile metisiline kars1 direng olugmaktadir. B-laktamaz enzimi plazmid ve genomik DNA’da
bulunan blaZ geni ile kodlanmaktadir. blaZ genine sahip olan izolatlarda B-laktamaz asir1
miktarda tretilmekte ve metisilin antibiyotiginin par¢alanmasi ile metisilin direnci
olugmaktadir. B-laktamaz enziminin iiretimi mecA operon sistemine yiiksek oranda
benzerlik gosteren blaZ operon sistemi ile kontrol edilmektedir. blaZ operon sisteminde,
blaR1 ve blal diizenleyici genleri bulunmakta ve bu genler BlaR1 ve Blal proteinlerini
kodlamaktadirlar. (Sekil 1.13.) (Guignard et al. 2005).
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Sekil 1.13. mecA ve blaZ operon sistemi ve direng mekanizmasi (Gillard et al. 2018)

PBP ile olusan diren¢: MRSA izolatlarinda PBP’lerin B-laktam tiirevi antibiyotiklere
kars1 afinitesinin azalmastyla olusan diren¢ mekanizmasidir. S. aureus izolatlarinda mecA
geni bulunmayan PBP’lerde olusan nokta mutasyonu ya da PBP’nin asir1 ekspresyonu

sonucunda B-laktam tiirevi antibiyotiklere diisiik afinite gdstermektedir. Bu durum nadir
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goriilse de oksasiline kars1 olusan direng PBP2 ve PBP4’te nokta mutasyonun varligindan

ve PBP4’{in asir1 tiretilmesinden kaynaklanmaktadir (Zapun et al. 2008).

Fem faktorleri ile olusan direng: S. aureus izolatlar1 mecA geni tagimalarina ragmen
antibiyotige kars1 farkli bir mekanizma ile direng gostermektedirler. Bu direng
mekanizmasinin ise mecA geni ile kontrol edilen fem faktorlerinden kaynaklandig
bilinmektedir. Fem faktorleri (fem A ve fem X kontrol genleri) mecA genini inhibe ederek
diren¢ mekanizmasi gelistirmektedir. MRSA suslarinda oldugu gibi MSSA suslarinda da
fem faktorleri bulunmaktadir (Brahma et al. 2019).

Tezin Amaci

Giintimiizde enfeksiyonel hastaliklarin tedavisi 6zellikle de bakteriyel izolatlarin
pek cok antibiyotige karsi diren¢ kazanmis olmasi nedeniyle oldukga sikintilidir. Bu
nedenle yeni ve etkili bilesiklerin tespit edilmesi veya etkili oldugu tespit edilen
bilesiklerin modifiye edilerek yeni ilaglarin piyasaya siiriilmesi olduk¢a 6nemlidir. Diinya
Saghk Orgiiti raporlarinda en acil ilag gelistirilmesi gereken hastalik olarak
antibiyotiklere direncli patojenlerin neden oldugu enfeksiyon hastaliklar1 gelmektedir. Bu
nedenle halk sagliginda sorun olusturan patojen organizmalarla etkili ve zamaninda
miicadele edebilmek i¢in yeni bilesiklerin taranarak, iclerinde Oncii olabilecek
molekiillerin se¢ilmesi gerektigi vurgulanmaktadir. Bu amagla, genis spektrumlu,
biyolojik olarak aktif, minimum toksisiteye sahip yeni B-laktam tiirevi bilesiklerin
sentezlenmesi ve sentezlenen bilesiklerin Ozellikle ciddi enfeksiyonlara sebep olan,
antibiyotiklere karsi olduk¢a diren¢ kazanmis patojenler tlizerinde incelenerek, direng

mekanizmasi tizerindeki rollerinin aydinlatilmasi biiyiik 6nem arz etmektedir.

Yukarida vurgulanan sebeplerden dolayr bu tez kapsaminda; siibstitiie
fenetilaminlerden yeni B-laktam tiirevlerinin sentezleri amaglanmis ve sentezlenen
bilesiklerin ozellikle antibiyotiklere karsi oldukca direngli ve ciddi enfeksiyonlara sebep
olduklar1 bilinen S. aureus ve MRSA izolatlar1 iizerinde antibakteriyel aktiviteleri
incelenmistir. Daha sonra sentezlenen bilesiklerin direng mekanizmasindaki rolleri,

sitotoksisiteleri ve ileride kullanim agisindan giivenilirlikleri arastirilmistir.
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Tez calismasinda sentezlenen bilesikler ile ilgili literatiirde herhangi bir ¢alisma
bulunmamakla birlikte B-laktam tiirevi antibiyotiklerin MRSA izolatlarina kars1 etkileri

ile ilgili glinlimiize kadar yapilan ¢alismalarin kisa bir 6zeti asagida sunulmustur.

Fasola et al. (1995) tarafindan yapilan in vitro ve in vivo diren¢ mekanizmasi
caligmalarinda; MRSA izolatlarinda antibiyotik direncinin, B-laktamaz iiretimi, PBP2a
proteinin varligi ve PBP proteinin modifikasyonu ile iliskili oldugu ortaya konulmustur.
Calismanin sonucunda, B-laktam grubu antibiyotiklerin kombinasyonlari ile B-laktamaz
enzim Uretiminin azaldigi, PBP2a proteinin inhibe edilebildigi ve PBP4 proteini ile -

laktam tiirevi antibiyotiklere kars1 afinitenin arttig1 bildirilmistir.

Arnould et al. (1996) tarafindan yapilan ¢alismada, ilag etken maddesi olarak yeni
karbapenem tiirevleri sentezlenmis ve sentezlenen bilesiklerin MRSA izolatlarina kars1
antibakteriyel aktiviteleri belirlenmistir. Sentezlenen bilesiklerin MRSA izolatlarinda
PBP2a’ya karst giliglii bir afinitisinin oldugu ve diisik MIC degerleri ile giiglii

antibakteriyel aktivite sergiledigi rapor edilmistir.

Yamase et al. (1996) tarafindan yapilan ¢aligmada, polioksometalatlarin -laktam
tirevi antibiyotikler ile kombinasyonunun MRSA izolatlarinda in vitro etkileri
arastiritlmis ve calisma sonucunda yapilan kombinasyonun PBP2a proteinini inhibe

ederek MRSA’daki antibiyotik direncini engelledigi bildirilmistir.

Ishiguro et al. (1997) tarafindan yapilan ¢alismada, 5,6-Cis-Penem tiirevleri
sentezlenerek sentezlenen bilesiklerin, MRSA izolatlar1 {izerindeki antibakteriyel
aktiviteleri degerlendirilmistir. Calismanin sonucunda sentezlenen bilesiklerin, MRSA

izolatlar1 ile B-laktamaz enzimi {ireten pek ¢ok izolat da etkili oldugu tespit edilmistir.

Wilkening et al. (1999) tarafindan yapilan ¢alismada, lipofilik, asiklik ve siklik
stilfonamid metil gruplarina sahip stibstitiie B-metil karbapenem tiirevleri sentezlenmis ve
antibiyotige direngli Gram (+) bakterilere karsi antibakteriyel aktivite agisindan

degerlendirilmistir. Calismanin sonucunda; 1,8-naftosultamil tiirevi bilesiklerin MRSA
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izolatlarina kars1 etkili oldugu ve PBP2a’y1 inhibe ederek anti-MRSA ajani olarak

kullanilabilecegi bildirilmistir.

Ratcliffe et al. (1999) tarafindan yapilan ¢alismada, yeni 1-B-metil-2-
(naftosultamil) metil-karbapenem tiirevleri sentezlenmis ve direngli Gram (+) bakterilere
kars1 antibakteriyel aktiviteleri arastirilmistir. Calismanin sonucunda sentezlenen
bilesiklerin gii¢lii antibakteriyel aktivitelerinin oldugu ve farede gecici toksisiteye sebep

oldugu rapor edilmistir.

Higashi et al. (1999) tarafindan yapilan calismada, MRSA izolatlarina kars1 sekiz
B-laktam tiirevi antibiyotigin etkileri incelenmistir. Calisma sonucunda, diistik ve yiiksek
MIC degerine sahip antibiyotiklerin PBP baglanma afinitelerinin farkli oldugu, PBP4
ifadesinde ve baglanma afinitesinde bir degisiklige sebep olmadigi ve yiiksek MIC
degerine sahip antibiyotigin PBP2a’ya kars1 da afinite gosterdigi tespit edilmistir.

Kinopristin/dalfopristin (Q/D), MRSA gibi direngli Gram (+) bakterilere karsi
oldukega etkili streptogramin tiirevi antibiyotiktir. Vouillamoz et al. (2000) tarafindan
yapilan ¢alismada, B-laktam tiirevi antibiyotikler ile Q/D kombinasyonunun etkileri in
vitro’da ¢oklu ilag direngli MRSA’ya karsi, in vivo’da ise endokardite sahip si¢anlar
tizerinde test edilmistir. Calisma sonucunda yapilan kombinasyonun hem in vitro hemde

in vivo ¢alismalarda etkili oldugu ve terapotik 6zelligi oldugu bildirilmistir.

Fung Tomc et al. (2002) tarafindan yapilan ¢alismada yeni sefolasporin tiirevi
BMS-247243 bilesiginin vankomisin ve metisilin direngli S. aureus izolatlarinda (VRSA,
MRSA) in vitro ve in vivo ¢alismalarda etkinligi arastirilmistir. Calisma sonucunda,
BMS-247243 bilesiginin MRSA ve VRSA izolatlarina karsi ticari olarak kullanilan ¢ogu
antibiyotikten daha etkili oldugu tespit edilmistir. Yapilan in vivo caligmalarda ise,
bilesigin endokardit olan tavsanlardaki MRSA enfeksiyonlarinda etkili oldugu ve

terapotik olarak kullanilabilecegi onerilmistir.

Fujimura et al. (2003) tarafindan yapilan ¢alismada, yeni sefalosporin tiirevi olan
S-3578 bilesiginin Gram (-) ve Gram (+) klinik izolatlara karsi in vitro ve in vivo

antibakteriyel aktivitesi arastirilmistir. Caligmanin sonuglarina gére S-3578 bilesiginin
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genis spektrumda yaygin olarak kullanilan ticari antibiyotiklere gore daha etkili oldugu

ve farelerdeki farmakokinetik profilin diger antibiyotiklerle benzer oldugu goriilmiistiir.

Coates et al. (2003) tarafindan yapilan ¢alismada, sentezlenen N-Metil tiyo f-
laktam tiirevlerinin MRSA izolatlar1 i¢in yeni bir antibakteriyel ajan olabilecegi
ongorilmiistir. Bu calismanin sonucunda yeni sentezlenen N-Metil tiyo [-laktam
tiirevlerinin antibakteriyel aktivitesinin oldugu ve bu aktivitenin bilesikteki karbon
atomunun doymamis olmasindan kaynaklandigi ve bu durumun antibakteriyel aktiviteler

i¢cin gerekli oldugu belirtilmistir.

Kurazono et al. (2004) tarafindan yapilan ¢alismada, ME1036 Karbapenemin 2
pozisyonunun karbon atomuna bagl 7-asillenmis bir imidazo [5,1-b] tiyazol-2-il
degisken grubuna sahip yeni karbapenem tiirevi sentezlenmis ve Gram (+) ve Gram (-)
patojen organizmalara karsi antibakteriyel etkinligi incelenmistir. Calisma sonucunda
karbapenem tiirevi bilesigin genis spektrumlu yiiksek diizeyde antibakteriyel etkisinin

oldugu bildirilmis ve giiclii bir antibiyotik olacagi ongorilmiistiir.

Turos et al. (2005) tarafindan yapilan g¢alismada, N-Tiyol B-laktam grubu
bilesiklerin MRSA izolatlar1 {izerine antibakteriyel aktiviteleri arastirilmis ve sentezlenen
bilesiklerde N- siibstitiie grubunun antimikrobiyal aktivite i¢in gerekli oldugu, B-laktam
halkasindaki karbon atomuna bagli stibstitiientlerin polarite, sterik etkisi ile lipofilik
karakterin olustugu ve bunun sonucunda da hiicre zarina spesifik baglanamayan
bilesiklerin sitoplazmada etki gostererek antimikrobiyal aktivite sergiledigi tespit

edilmistir.

Obiang-Obounou et al. (2011) tarafindan yapilan ¢alismada sanguinarin (SN)
tiirevi bilesikler ile farkli antibiyotiklerin (ampisilin [AC], oksasilin [OX], norfloksasin
[NRY], siprofloksasin [CP] ve vankomisinin [VC]) kombinasyonlarinin MRSA izolatlarina
kars1 antibakteriyel potansiyeli ve sinerjik etkileri aragtirilmistir. Calisma sonucunda SN
bilesiginin tiim kombinasyonlarda sinerjik ve kismi sinerjik etki gosterdigi, antogonistik
etki gostermedigi ve en iyi antibakteriyel aktivitenin CP-SN ve VC-SN oldugu

bildirilmistir. SN bilesiginin segilen antibiyotiklerin aktivitesini artirdig1 ve yapilacak in
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vivo deneylerle MRSA enfeksiyonuna karsi alternatif bir tedavi segenegi olacagi

Onerilmistir.

Mikolasch et al. (2012) tarafindan yapilan ¢alismada yeni bir yontem ile yedi yeni
B-laktam tiirevi bilesik sentezlenmis ve MRSA ile vankomisine direngli enterekoklara
kars1 in vitro ve in vivo ortamda test edilmistir. Calisma sonucunda bilesiklerin giiglii
antibakteriyel aktivite sergiledigi ve fareleri Oldiiriicii enfeksiyonlara kars1 korudugu
bildirilmistir. Ayn1 zamanda sentezlenen orto pozisyonundaki [B-laktam tiirevlerinin

yapilarindan dolayi aktivitelerinin daha iyi oldugu degerlendirilmistir.

Diarra et al. (2013) tarafindan yapilan ¢alismada kizilcik meyveleri ile B-laktam
tiirevi antibiyotiklerin kombinasyonlar1 yapilarak MRSA enfeksiyonlarina karsi etkileri
arastirilmistir. Calisma sonucunda yapilan kombinasyonun MRSA izolatlarinda 6zellikle
hiicre duvari biyosentezinde etkili oldugu ve potansiyel terapotik 6zellige sahip oldugu

Ongorilmiistiir.

Guignard et al. (2013) tarafindan yapilan ¢alismada, farkli etki mekanizmasina
sahip antibiyotik kombinasyonlarinin MRSA ve MSSA izolatlarna karsi etkileri
arastirllmistir. Arastirmada, B-laktam tiirevi antibiyotik olan sefepimle protein sentez
inhibitorii olan Q/D’nin sinerjik etkisinin diger kombinasyonlara gore oldukca etkili
oldugu gozlemlenmis ve gen ifadesindeki etkileri arastirilmigtir. Yapilan g¢alisma
sonucunda direngten sorumlu fem geninin mutasyonu ile PBP2a’nin dogrudan ve dolayl

olarak etkilendigi bildirilmistir.

Gonzales et al. (2015) tarafindan yapilan calismada, ¢oklu ila¢ direngli
patojenlerden biri olarak kabul edilen MRSA izolatlarina kars1 li¢ farkli B-laktam grubu
antibiyotigin kombinasyonlar1 in vitro ve in vivo ortamda test edilmistir. Caligma
sonucunda uygulanan antibiyotik kombinasyonlarinin bla ve mec gen kompleksleri ile
PBP2a proteinin yapisin1 bozarak bakterisidal etki gosterdigi ve bu nedenle p-laktam

grubu antibiyotiklerin MRSA enfeksiyonlarinda etkili oldugu rapor edilmistir.

Hu et al. (2015) tarafindan yapilan ¢alismada, yeni triazol tiirevi olan trizolil

glikolipid sentezlenmis ve B-laktam tiirevi antibiyotikler ile MRSA izolatlarina kars1
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sinerjik etkisi arastirilmistir. Calismanin sonucunda triazol tiirevi ve P-laktam tiirevi
antibiyotiklerin sinerjik etkisi oldugu ve MRSA izolatlarina kars1 antibakteriyel aktivite
gosterdigi rapor edilmistir. Ayrica triazol halkasinin MRSA i¢in kullanilan antibiyotik

ilaglarinin duyarliligini artirmada ¢ok énemli oldugu bildirilmistir.

Chan et al. (2016) tarafindan yapilan ¢alismada, MRSA izolatlarin da antibiyotik
direncinin olusumu ile ilgili mekanizmalar arastirilmigtir. Calismanin sonucunda mecA
geni ile kodlanan PBP2a’ya ilaveten PBP4 proteinininde MRSA izolatlarindaki
antibiyotik direncinde etkili oldugu tespit edilmistir.

Giacomini et al. (2017) tarafindan yapilan ¢alismada MRSA izolatlarina karst aril,
benzil ve fenetil karbamat gruplarindan yeni B-laktam tiirevi bilesikler sentezlenmis ve
bilesiklerin anti-MRSA aktivitesi degerlendirilmistir. Caligma sonucunda aril karbamatin
alkil yan zincirinden olusan bilesiklerin diisiik MIC degeri ile antibakteriyel
aktivitelerinin yliksek oldugu bildirilmistir. Ayn1 zamanda antibakteriyel aktivitede

karbamatta bulunan azota bagli gruplarin da etkili oldugu ongoriilmiistiir.

Cherian et al. (2018) tarafindan yapilan calismada dogal antibiyotiklerde en sik
bulunan tetramik asit ile PB-laktam tiirevi antibiyotiklerin (ampisilin—tetramik asit,
sefalosporin—tetramik asit ve sefamisin—tetramik asit) analoglari sentezlenmis ve MRSA
tizerine etkileri degerlendirmistir. Calisma sonucunda sentezlenen analoglar arasinda 7-
aminosefalosporanik asit ve 7-amino-3-vinil sefalosporanik asit’in MRSA izolatlarina
kars1 giiglii aktivite gosterdigi ve sefalosporin grubu antibiyotiklerden 16 kat daha etkili
oldugu bildirilmistir.

MRSA izolatlarinin 6nemli morbidite/mortalite gosterdigi, tedavide vankomisin
ve daptomisin gibi birinci basamak antimikrobiyallerle monoterapik yaklasimlarda
antibiyotik duyarliliginin azalmasi nedeniyle basarisiz oldugu bilinmektedir. Molina et
al. (2020) tarafindan yapilan ¢alismada, B-laktam grubu antibiyotiklerin, MRSA’nin

ozellikle kan/dolagim enfeksiyonlarinda terapdtik 6zellikte oldugu goriilmiistiir.

Kwiatkowski et al. (2020) tarafindan yapilan ¢alismada esansiyel ugucu yaglar ile

B-laktam tiirevi antibiyotiklerin kombinasyonunun sinerjik etkileri ve MRSA izolatlarina
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kars1 antibakteriyel aktiviteleri aragtirilmistir. Calismanin sonucunda 10 esansiyel ugucu
yagdan 8 tanesinin antibakteriyel aktivite gosterdigi, B-laktam tiirevi antibiyotik ile en iyi
sinerjik etkiyi metisilin-linalil asetat (Met-LinAc) kombinasyonunun gosterdigi ve Met-
LinAc kombinasyonun MRSA enfeksiyonu i¢in alternatif tedavi olarak kullanilabilecegi

tespit edilmistir.

Sakoulas et al. (2021) tarafindan yapilan ¢alismada, MRSA enfeksiyonlari i¢in
imipenem/silastatin ve fosfomisinin kombinasyonlarinin etkileri arastirilmis ve bu
kombinasyonlarin terapotik 6zelliginin belirlenmesiyle klinik olarak kullanima

alinabilecegi bildirilmistir.

Zhang et al. (2021) tarafindan yapilan calismada, perioperatif enfeksiyonlara
neden olan MRSA izolatlarina karsi nonsteroid antiiflamatuar ilag olan diklofenak ile f3-
laktam tiirevi antibiyotik kombinasyonlarinin in vivo etkileri arastirilmistir. Caligmanin
sonucunda diklofenak ve oksasilin kombinasyonunun MRSA enfeksiyonunu 6nemli
Olgiide azalttigt ve bu baglamda, diklofenak ve oksasilin kombinatoryal terapinin,

perioperatif enfeksiyonlarin 6nlenmesi i¢in umut verici olabilecegi 6ngoriilmiistiir.

Literatiir arastirmalarindan da gozlendigi iizere piyasada mevcut pek cok
antibiyotik tiirevine karsi izolatlarda diren¢ olustugu ve bu nedenle tedavi de farkl
yaklasimlarin 6zellikle de ticari ila¢ kombinasyonlar1 ile yeni etkili antimikrobiyal
bilesiklerin ¢aligilmasi gerektigi arastiricilar tarafindan vurgulanmistir. Bu baglamda tez
calismasinda; diren¢ mekanizmasi olduk¢a gelismis olan MRSA izolatlarina kars1 yeni
ve etkili bilesiklerin sentezlenerek biyolojik aktivitelerinin ortaya konulmasi

hedeflenmistir.
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3.1. MATERYAL

3.1.1. Kullanilan izolatlar

Calismada kullanilan MRSA ATCC 43300 ve MSSA ATCC 25923 izolatlari
Erzurum Teknik Universitesi Molekiiler Mikrobiyoloji ~ Laboratuvar1  Kiiltiir
Koleksiyonundan, MRSA klinik izolatlar ise Atatiirk Universitesi Arastirma Hastanesi
Mikrobiyoloji Laboratuvari ve Yeditepe Universitesi Hastanesi Mikrobiyoloji

Laboratuvarindan temin edilmistir.

3.1.2. Kullanilan cihazlar

Tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan cihazlar Cizelge 3.1.”de verilmistir.

Cizelge 3.1. Tez ¢alismasinda kullanilan cihazlar

Cihaz Ad1 Model
+4°C Sogutucu J.P. Selecta
-20°C Sogutucu J.P. Selecta

-80°C Derin dondurucu

CO: inkiibator

Calkalamal1 Inkiibator

Ceker Ocak

Elektroforez Sistemi
Elektroforez Sistemi
Evaporator

FT-IR

Hassas Terazi
Homojenizator

Floresan invert Mikroskop
Jel Gortintiileme Sistemi
Magnetik Isitici

Class II Biyogiivenlik Kabini
Class II Biyogiivenlik Kabini
Mini Santrifiij

Thermo Sciencific FDE

ESCO Cell Culture
Zhicheng-ZHWY-2102C

TuralLab

BioRad Mini ReadySub-Cell™ ve Mini
BioRad Mini ReadySub-Cell™ ve Mini
Scilogex RE-100 Pro

LabSolutions IR Pollutant Analysis Macro
Shimadzu ATX 224

Qiagen TissueLyser LT

Leica DFC 450C

BioRad ChemiDoc™ MP

Daihan, shr

ESCO NordicSafe™

ESCO Airstream

WiseSpin CF10

29



3. MATERYAL ve YONTEM

Nanodrop

NMR

Otoklav

PCR Cihaz1
Rotor-Gene Q,
Sogutmal1 Santrifiij
Spektrofotometre
Statik Inkiibator

Su Banyosu

Ultra Saf Su Cihazi
Ultrasonik su banyosu
UV Goriintiileyici
Vorteks

Biotek EPOCH

Oxford Pulsar Instrumans

JSR, JSAC-60

SensoQuest Thermocycler
Qiagen

Hettich Zentrifugen Universal 320R
Thermo Scientific Multiskan Go
Memmert IN110

Daihan

Millipore, Q-3W

Caligkan Ultrasonic Cleaner
Analytikjena

WisdWisemix VM-10

3.1.3. Kullanilan kimyasallar, kitler ve cozeltiler

Tez galismas1 kapsaminda kullanilan kimyasal maddeler ve kitler Cizelge 3.2.’de

verilmistir.

Cizelge 3.2. Tez ¢alismasinda kullanilan kimyasal maddeler ve kitler

Kit ve Kimyasallar

Marka

3-metoksi Fenetilamin
4-Flor Fenetilamin
4-Metil Fenetilamin
4-metoksi Fenetilamin
50X TAE

Agaroz

Asetoksi asetilkloriir
Benzaldehit

cDNA sentez Kiti
CVDK -8

DMEM

DMSO

EDTA

Etanol

Etilasetat

FBS

Fenetilamin

Alfa Aesar
J&K Sciencific
Acros Organics
J&K Sciencific
Ecotech
BIOMAX
Acros Organics
Sigma Aldrich
BIO-RAD
Ecotech
Biowest
EMPLURA® MERCK
Sigma Aldrich
ISOLAB
TEKKIM
Gibco

Acros Organics
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Fenol:Kloroform:izoamialkol
Hidroklorik asit
Izopropanol
Kloroform

Kloroform D1
L-Glutamin

Metilen kloriir
Molekiiler sieve 4(A°)
n-Hekzan

Nitrosefin

PBS

PenStrep

Plazmit Izolasyon Kiti
Sodyum Hidroksit
Sodyum Siilfat

SYBR Green Kiti
TRIzol

Trietilamin

Tripan Blue

Tripsin

Tris

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
MERCK
Sigma Aldrich
Sigma aldrich
WISENT INC
Sigma aldrich
Sigma aldrich
TEKKIM
Cayman
Gibco

Gibco
GeneJET Plasmid Minirep Kit
MERCK
MERCK
Bio-RAD
Invitrogen
Sigma Aldrich
Gibco

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich

3.1.4. Kullanilan besiyerleri ve ¢ozeltiler

Luria Bertani Agar (LBA): (Bileseni-g/L; Tripton: 10,0, Maya Ekstrakt: 5,0, Sodyum
klorit: 10,0, Agar: 15,0) LBA besiyerinden 40 g tartilarak 1 L dH20 igerisinde

¢ozdiiriilmiis ve otoklav cihazinda 121°C’de 15 dK steril edilmistir. Hazirlanan karisim

50°C’ye kadar sogutulup petrilere dokiilerek hazirlanmastir.

Luria Bertani Broth (LB): (Bileseni-g/L; Tripton: 10,0, Maya Ekstrakt: 5,0, Sodyum
Klorit: 10,0) LB besiyerinden 25 g alinip 1 L dH20 igerisinde ¢ozdiiriilerek otoklav
cihazinda 121°C’de 15 dk steril edilmistir.

Mueller Hinton Agar (MHA): (Bileseni-g/L; Kazein:17,5 g, Et Ekstrakt: 2,0 g, Nisasta:
1,5, Agar :15 g) MHA besiyerinden 36 g tartilip 1L dH20 igerisine ilave edilerek otoklav
cihazinda 121°C’de 15 dk steril edilmistir. Hazirlanan karisim 50°C’ye kadar sogutularak

petrilere dokiilmiistiir.
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Mueller Hinton Broth (MHB): (Bileseni-g/L; Kazein:17,5 g, Et Ekstrakt: 2,0 g, Nisasta:
1,5) MHB besiyerinden 26,5 g alinip 1 L dH20 igerisinde ¢ozdiiriilerek otoklav cihazinda
121°C’de 15 dk steril edilmistir.

Plate Count Agar (PCA): (Bileseni (g/L); Tripton: 5,0, Maya Ekstrakt: 2,5, Glukoz:1,0,
Agar: 12,0) PCA besiyeri 20,5 g tartilip 1L dH20 igerisine ilave edilerek otoklav
cihazinda 121°C’de 15 dk steril edilmistir. Hazirlanan karisim 50°C’ye kadar sogutularak

petrilere dokiilmiistiir.

Plate Count Broth (PCB): (Bileseni (g/L); Tripton: 10,0, Maya Ekstrakt: 5,0, Dekstroz:
2,0) PCB besiyerinden 17 g alinip 1 L dH20 igerisinde ¢ozdiiriilerek otoklav cihazinda
121°C’de 15 dk steril edilmistir.

DNA izolasyonunda kullanilan cozeltiler

Tris-HCI Tamponu (1 M, pH 8,0): 12,14 g Tris (MA: 121,14 g/mol) tartilip 100 ml
dH20 igerisinde ¢ozdiiriilmiistiir. Tampon pH’s1 8,0 olana kadar 1 N HCI ilave edilerek

hazirlanmastir.

EDTA Tamponu (0.5 M pH 8,0): 18,6 g EDTA (MA: 372,2 g/mol) tartilip 100 ml dH>O
igerisinde ¢ozdiirilmistiir. Tampon pH’s1 8,0 olana kadar 5 M NaOH ilave edilerek

hazirlanmustir.

TE Tamponu: 1 ml Tris-HCI (1 M, pH 8,0) tamponu ile 200 ul EDTA (0,5 M pH 8,0)

soliisyonuna dH20 ilave edilerek son hacim 100 ml olacak sekilde hazirlanmistir.

%70’lik Etanol: 35 ml etil alkol {izerine 15 ml dH20 eklenerek hazirlanmistir.

% 75’lik Etanol: 37,5 ml etil alkol iizerine 12,5 ml dH20 eklenerek hazirlanmistir.

1X TAE tamponu: 20 ml 50X TAE tampon iizerine 980 ml dH>O eklenerek

hazirlanmistir.
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Biyokimyasal analizlerde kullanilan ¢ozeltiler

Nitrosefin stok seliisyonu: Ticari olarak satin alinan Nitrosefin’den 5 mg alinarak 500
ul DMSO igerisinde ¢ozdiiriilmiis ve hazirlanan stok soliisyonu -20°C’de 1siktan

korunacak sekilde muhafaza edilmistir.

Nitrosefin ¢calisma Soliisyonu: Stok soliisyonundan 1 ml alinip iizerine 4,5 ml PBS

eklenerek hazirlanmistir (Ghavami et al. 2015).

3.2. YONTEM

3.2.1. Sentez Dizaym

Ticari olarak satin alinan benzaldehit (9), fenetilamin (10), 3-metoksi fenetilamin
(11), 4-metoksi fenetilamin (12), 4-flor fenetilamin (13), 4-metil fenetilamin (14) ve 3,4-
dimetoksi fenetilamin (15) bilesiklerinden iminler sentezlenmistir. Iminlerden 16, 17, 18,
20 ve 21 bilesikleri literatiirde bilinirken (Sidhu et al. 2010), 19 bilesigi literatiirde
bilinmemektedir. Bu tez kapsaminda hedef iiriin B-laktamlar1 sentezlemek igin ara tiriin
olan bu iminler asagidaki prodesediire gore sentezlenmistir. Bilinen iminlerin tiim

spektral verileri literatiir ile uyum igerisindedir.

3.2.1.1. (E)-N-benziliden-2-(4-florfenetil) etanamin (19)’un (imin) sentezi

100 ml’lik bir beher icerisine benzaldehit (9) (0,5 g, 1 ekv) ve 4-flor fenetilamin
(13) (1,06 g, 1 ekv) alinarak iizerine etiiv’de kurutulmus molekiiler sieve (4A°) (1,0 g)
eklenmistir. Hazirlanan karisim 5-10 dakika boyunca cam cubuk ile karistirilmis ve
tizerine metilen kloriir (20 ml) ilave edilerek filtre kagidi ile siiziilmiistiir. Metilen kloriir
evaporatorde uzaklastirilmigtir. Daha sonra hekzan-metilen kloriir ile kristallendirilerek
imin (19) %64 (0,68 g) verimle sar1 renkli viskoz madde olarak elde edilmistir (EK 1.1.)
(EK1.2.) (Geng et al. 2016).

IR (v, em™): 2837, 1645, 1508, 1219, 823, 752.
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IH NMR (400 MHz, CDCls) & 8.15 (s, 1H, CH=N), 7.82 — 7.64 (m, 2H, ArH),7.48 —
7.35 (m, 3H, ArH), 7.24 — 7.12 (m, 2H, ArH), 7.06 — 6.88 (m, 2H, ArH), 3.96 — 3.73 (m,
2H, CHy), 3.11 — 2.92 (m,2H, CH>). 3C NMR (100 MHz, CDCls3) 6 162.9 (CH=N),
160.5 (C-F), 136.4 (C), 135.8 (C), 130.9 (2CH), 130.7 (CH), 128.9 (2CH), 128.3 (2CH),
115.4 (2CH), 63.4 (CH>), 36.9 (CH>).

3.2.1.2. 2-okso-1-fenetil-4-fenilazetidin-3-il asetat (22) (p-laktamlarin Sentezi icin

Genel Yiontem)

100 ml'lik dibi yuvarlak bir balona 3(E)-N-benziliden-2-fenetiletanamin (15) (0,5 g,
0,53 1 ekv) almarak metilen kloriir (20 ml) icerisinde ¢dziilmiistiir. Uzerine 3 ekv.
trietilamin (0,72 ml) eklenmistir. Daha sonra bir kapta asetoksi asetil kloriir (1,27 g 2 ekv)
alinarak metilen kloriir (20 ml) icerisinde ¢6zdiiriilmiis ve damlatma hunisi yardimiyla
reaksiyona eklenmistir. Kurulan reaksiyon TLC ile takip edilerek hedef iiriin olusumu
gozlenene kadar oda sicakliginda karistirilmistir. Siire sonunda karigim 6nce saf su (3x10
ml) ile ekstrakte edilmis ve organik fazlar birlestirilerek sodyum siilfat iizerinden
kurutulmustur. Coziicli evaporatorde ugurularak uzaklastirilmis ve kalint1 %5 etilasetat
ve hekzan ¢oziicii sistemi ile TLC yapilmistir. Reaksiyon sonucunda olusan safsizliklar
kolon kromotografisinde %50 etilasetat ve hekzan karigimi ile giderilerek 2-okso-1-
fenetil-4-fenilazetidin-3-il asetat (22), %91 verimle (0,670 g,) beyaz renkli kristal olarak
sentezlenmistir (EK 1.3.) (EK 1.4.) (Geng et al. 2016).

2-0kso-1-fenetil-4-fenilazetidin-3-il asetat (22): Beyaz renkli kristal madde. Verim
(0,670 g, %91); Erime noktasi: 53-55°C; IR (v, em™): 1747, 1359, 1222, 929, 744, 698.

IH NMR (400 MHz, CDCI3) § 7.36 — 7.20 (m, 6H, ArH), 7.18 — 7.10 (m, 4H, ArH),
5.68 (d, J = 4.5 Hz, 1H, CH-0), 4.63 (d, J = 10.3 Hz, 1H, CH-N), 3.85 (ddd, J = 14.2, 7.8,
6.6 Hz, 1H, CHy), 3.21 — 3.13 (M, 1H, CHy), 2.94 — 2.79 (m, 2H, CH>), 1.63 (s, 3H, CHs).
13C NMR (101 MHz, CDCls) § 169.3 (O-CO), 165.1 (CO-N), 138.2 (C), 132.9 (C), 129.0
(2CH), 128.9 (2CH), 128.7 (CH), 128.55 (2CH), 128.51 (2CH), 127.0 (CH), 77.3 (CH-
0), 62.2 (CH-N), 42.0 (CH2), 34.0 (CHz), 20.1 (CHs).
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1-(3-metoksifenetil)-2-okso-4-fenilazetidin-3-il asetat (23):

Yukarida 3.2.1.2.'de B-laktamlarin sentezi igin verilen genel yonteme gore 1-(3-
metoksifenetil)-2-okso-4-fenilazetidin-3-il asetat (23) %76 verimle (0,54 g) beyaz renkli
kat1 tirtin olarak elde edilmistir (EK 1.5.) (EK 1.6.).

Erime noktasi: 64-66°C; IR (v, cm™): 1741, 1435, 12226, 1039, 700, 597.

IH NMR (400 MHz, CDCls) & 7.33 (m, 3H, ArH), 7.17 (m, 3H, ArH), 6.78 (dd, J = 8.0,
2.2 Hz, 1H, ArH), 6.73 (d, J = 7.5 Hz, 1H, ArH), 6.66 (s, 1H, ArH), 5.69 (d, J = 4.5 Hz,
1H, O-CH), 4.66 (d, J = 4.5 Hz, 1H, N-CH), 3.84 (m, 1H, CH>), 3.76 (s, 3H, OCHs), 3.22
~3.12 (M, 1H, CH,), 2.91 — 2.77 (m, 2H, CHy), 1.64 (s, 3H, CHs). 3C NMR (100 MHz,
CDCls) & 169.4 (O-CO), 165.2 (N-CO), 160.1 (C), 147.3 (C), 139.7 (C), 132.9 (CH),
130.0 (CH), 129.0 (2CH), 128.5 (2CH), 121.0 (CH), 114.3 (CH), 112.5 (CH), 77.4 (O-
CH), 62.3 (N-CH), 55.4 (OCHs), 41.8 (CH2), 34.0 (CH2), 20.1 (CHs).

1-(4-metoksifenetil)-2-okso-4-fenilazetidin-3-il asetat (24):

Yukarida 3.2.1.2.'de B-laktamlarin sentezi igin verilen genel yonteme gore 1-(4-
metoksifenetil)-2-okso-4-fenilazetidin-3-il asetat (24) %76 verimle (0,54 g) beyaz renkli
kati tirlin olarak elde edilmistir (EK 1.7.) (EK 1.8.).

Erime noktasi: 126-128°C; IR (v, cm'l): 1741, 1510, 1228, 1033, 808, 702.

IH NMR (400 MHz, CDCl3) § 7.35 — 7.31 (m, 3H, ArH), 7.18 — 7.14 (m, 2H, ArH), 7.07
~7.03 (M, 2H, ArH), 6.84 — 6.80 (m, 2H, ArH), 5.68 (d, J = 4.5 Hz, 1H, O-CH), 4.66 (d,
J = 4.5 Hz, 1H, N-CH), 3.86 — 3.81 (m, 1H, CH), 3.79 (s, 3H, OCHz), 3.17 — 3.08 (m,
1H, CHy), 2.88 — 2.73 (m, 2H, CHy), 1.63 (s, 3H, CHs).3C NMR (100 MHz, CDCls) §
169.4 (0-CO), 165.1 (N-CO), 158.6 (C), 132.9 (C), 130.1 (C), 129.7 (2CH) 129.0 (CH),
128.54 (2CH), 128.5 (2CH), 114.3 (2CH), 77.3 (O-CH), 62.2 (N-CH), 55.5 (OCHs), 42.2
(CH2), 33.1 (CH2), 20.1 (CH3)
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1-(4-florofenetil)-2-okso-4-fenilazetidin-3-il asetat (25):

Yukarida 3.2.1.2.'de B-laktamlarin sentezi igin verilen genel yonteme gore 1-(4-
florofenetil)-2-okso-4-fenilazetidin-3-il asetat (25) %60 verimle (0,43 g) beyaz renkli kati
tirtin olarak elde edilmistir (EK 1.9.) (EK 1.10).

Erime noktasi: 86-89°C; IR (v, em™): 1747, 1508, 1219, 1039, 929, 700.

IH NMR (400 MHz, CDCl3) § 7.38 — 7.29 (m, 3H, ArH),7.18 — 7.13 (m, 2H, ArH), 7.12
~7.07 (m, 2H, ArH), 7.01 — 6.94 (m, 2H, ArH), 5.69 (d, J = 4.5 Hz, 1H, CH-0), 4.68 (d,
J= 4.5 Hz, 1H, CH-N), 3.86 — 3.71 (m, 1H, CHy), 3.24 — 3.09 (m, 1H, CHy), 2.91 - 2.77
(m, 2H, CH,), 1.63 (s, 3H, CHs). 3C NMR (100 MHz, CDCl3) & 169.3 (CO), 165.2
(CO), 160.8 (C-F), 133.8 (C), 132.8 (C), 130.1 (2CH), 129.1 (CH), 128.6 (2CH), 128.5
(2CH), 115.9 (2CH), 77.4 (C-O), 62.3 (C-N), 42.1 (CH2), 33.2 (CH2), 20.0 (CHs).

1-(4-metilfenetil)-2-okso-4-fenilazetidin-3-il asetat (26):

Yukarida 3.2.1.2.'de B-laktamlarin sentezi igin verilen genel yonteme gore 1-(4-
metilfenetil)-2-okso-4-fenilazetidin-3-il asetat (26) %62 verimle (0,45 g) beyaz renkli
kati tirlin olarak elde edilmistir (EK 1.11.) ( EK 1.12).

Erime noktasi: 128-130°C; IR (v, em™): 1739, 1409, 1226, 1039, 798, 702.

IH NMR (400 MHz, CDCl3) § 7.35 — 7.31 (m, 3H, ArH), 7.17 — 7.14 (m, 2H, ArH), 7.09
(d, J = 7.8 Hz, 2H, ArH), 7.02 (d, J = 8.0 Hz, 2H, ArH), 5.68 (d, J = 4.5 Hz, 1H, O-CH),
4.66 (d, J = 4.5 Hz, 1H, N-CH), 3.87 — 3.79 (m, 1H, CH>), 3.19 — 3.10 (m, 1H, CHy), 2.87
—2.75 (m, 2H, CHy), 2.32 (s, 3H, CHs), 1.63 (s, 3H, CH3).3C NMR (100 MHz, CDCls)
§169.4 (0-C0O), 165.1 (N-CO), 136.6 (C), 135.0 (C), 132.9 (C), 129.6 (2CH), 129.0 (CH),
128.6 (2CH), 128.53 (2CH), 128.50 (2CH), 77.3 (O-CH), 62.2 (N-CH), 42.1 (CH,) 33.5
(CH2), 21.3 (CHs), 20.1 (CHs).
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1-(3,4-dimetoksifenetil)-2-okso-4-fenetilazetidin-3-il asetat (27):

Erime noktasi: 129-131°C; IR (v, em™): 1745, 1228, 1157, 1026, 800, 700.

Yukarida 3.2.1.2.'de P-laktamlarin sentezi igin verilen genel yonteme gore 1-(3,4-
dimetoksifenetil)-2-okso-4-fenetilazetidin-3-il asetat (27) %80 verimle (0,55 g) beyaz
renkli kat1 iiriin olarak elde edilmistir (EK 1.13.) (EK 1.14).

'H NMR (400 MHz, CDClI3) § 7.35—-7.30 (m, 3H, ArH), 7.17 — 7.11 (m, 2H, ArH), 6.79
(d, J = 8.2 Hz, 1H, ArH), 6.68 (dd, J = 8.1, 2.0 Hz, 1H, ArH), 6.62 (d, J = 1.9 Hz, 1H,
ArH), 5.68 (d, J = 4.5 Hz, 1H, CH-0), 4.64 (d, J = 4.5 Hz, 1H, CH-N), 3.87 (s, 3H, OCHs),
3.85— 3.81 (M, 1H, CHs),3.79 (s, 3H, OCHs), 3.23 — 3.11 (m, 1H, CH,), 2.86 — 2.77 (m,
2H, CHz), 1.63 (s, 3H, CHs). 13C NMR (100 MHz, CDCl3) & 169.3 (CO), 165.2 (CO),
149.3 (C), 148.1 (C), 132.9 (C), 130.6 (C), 129.0 (CH), 128.53 (2CH), 128.50 (2CH),
120.7 (CH), 111.64 (CH), 111.56 (CH), 77.4 (C-0), 62.3 (C-N), 56.1 (OCHs), 56.0
(OCHs3), 42.0 (CHy), 33.6 (CH>), 20.0 (CHsa).

3.2.2. Biyolojik Aktivite Calismalari

Biyolojik aktivite testlerinde MRSA izolatlarinin direng genlerinin belirlenmesi

amaciyla ilk olarak genomik DNA izolasyonlar1 gergeklestirilmistir.

3.2.2.1. Genomik DNA izolasyonu ve PCR reaksiyon kosullari

Calismada, S. aureus ve MRSA izolatlarinin genomik DNA izolasyonu manuel
olarak asagidaki sekilde gerceklestirilmistir.
1. MRSA izolatlar1 5 ml LB besi ortaminda 24 saat inkiibe edilmistir.
2. Inkiibasyon sonucunda s1v1 kiiltiirler 9000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir.

3. Siipernatant atilarak pellet tizerine 1 ml lysis buffer eklenmis ve pipetaj yapilarak

pellet ¢ozdiirtilmiistiir.
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4. Steril 2 ml’lik eppendorf tiiplerine alinan pellet iizerine molekiiler boncuk
eklenerek homojenizator cihazina yerlestirilmis (50 vurus/dk) ve 30 dk homojenize

edilmistir.

5. Eppendorf tiipler igerisinden molekiiler boncuklar ¢ikarilarak 12000 rpm’de spin

santrifiijde 10 dk santrifiij edilmis ve stipernatant yeni bir tiipe alinmistir.
6. Stipernatant tizerine 2 pul RNaz eklenerek 37°C’de 15 dk inkiibe edilmistir.

7. Inkiibasyon sonunda 1 V Fenol: Kloroform: izoamilalkol (25:24:1) eklenerek
12000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir.

8. Ust faz yeni tiipe alinarak 1:1 esit hacimde %100 EtOH eklenmis ve -20°C’de en
az 30-60 dk inkiibasyona birakilmistir.

9. -20°C’den alinan DNA &rnekleri 12000 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek

slipernatant atilmis ve tizerine 1ml %70’lik EtOH eklenerek yikanmustir.

10.  Yikama islemi 3 kez tekrarlanarak eppendorflarin kapagi agilmis ve pellet

kurutulmustur.

11.  Kuruyan pellet iizerine 50 pul 1X TE Buffer eklenerek pipetaj yapilmis ve izole
edilen DNA’lar -20°C’de stoklanmistir (Gormez 2011).

DNA konsantrasyonlarinin 6l¢iilmesi: DNA konsantrasyonunun belirlenmesi amaciyla
2 ul TE buffer igerisindeki DNA’nin 260 nm’de absorbansi 6lgiilmiis ve saflik analizi
icin, 280 nm’de absorbansi alinarak, A260/A280 degeri belirlenmistir (Riizgar 2019).

Genomik DNA’nin agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmesi: 100 ml 1X TAE tamponu
icerisine eklenen agaroz (1,2 g), 2-3 dk mikrodalga firinda 1sitilarak ¢6zdirilmistiir.
Sicakligr diisiince ¢ozelti igerisine Konsantrasyonu 0,5 pg/ml olan etidyum bromiirden 4
ul eklenerek hazirlanan jel karisimi elektroforez kiivetine dokiilmistiir. Elektroforez
tankina yerlestirilen jel {izerine taraklar takilarak 30 dk boyunca jelin donmasi
beklenmistir. Jel donduktan sonra 1X TAE tamponu ilave edilmis ve taraklar ¢ikarilarak
ilk kuyucuga 50 bp DNA marker (GeneDirex DNA Ladder RTU 50 bp, 50, 100, 150,
200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 600, 800, 900, 1000, 1200, 1500 bp), diger kuyucuklara
da 5 pl DNA 6rnegi, 2,0 ul 6X yiikleme tamponu ile karistirilarak yiiklenmistir. 90 voltta
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50 dk vyiiriitiilen jelde olusan DNA bantlar1 UV 1s1k altinda goriintiilenmistir (Gormez
2011).

Diren¢ genlerinin PCR ile amplifikasyonu: Calismada kullanilan klinkk MRSA
izolatlarinda mecA ve blaZ direng genlerinin varligini belirlemek ve amplifiye etmek
amaciyla 30 ul’lik PCR reaksiyonu hazirlanmistir. Calismada kontrol olarak ftsZ geni
kullanilmistir. PCR galismalarinda kullanilan primerler Cizelge 3.3.’de, PCR reaksiyon

karigimi ise Cizelge 3.4.’de verilmistir.

Cizelge 3.3. PCR reaksiyonunda kullanilan primerler

Gen Forward Primer Reverse Primer Referanslar

ftsZ AGCTGCAGAGGAAT TCCGCCACCCATAC (Chung etal. 2013)

CTCGTGAACA CAGAAGTA
mecA  GTTAGATTGGGATCA GCCTAATCTCATAT (Liu et al. 2015)
TAGCGTCATT GTGTTCCTGTAT

blaz CGTCTAAAAGAACT GCTTAATTTTCCAT (Liu et al. 2015)
AGGAG TTGCGATAAG

Cizelge 3.4. PCR reaksiyon karigimi

REAKTIF MIKTAR (pl)
10X PCR tamponu 3

dNTP mix(dATP, dGTP, dCTP, dTTP, 10 mM) 0,6
Forward primer 3
Reverse primer 3
DMSO 1,2
MgCl> 1,8

Taq DNA polimeraz (5 unit/pl) 0,3

Ultra Pure dH20 12,1
Template DNA 5
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Hedeflenen gen bolgeleri PCR cihazi yardimiyla Cizelge 3.5.’de verilen reaksiyon

kosullarina gore in vitro ortamda ¢ogaltilmistir (Gormez 2011).

Cizelge 3.5. PCR reaksiyon kosullari

Asamalar Sicaklik (°C) Siire (dk) Dongii sayisi
On Denatiirasyon 94 2 1
Denatiirasyon 94 1

Baglanma 50 1 36
Uzama 72 2

Son Uzama 72 5 1

PCR iiriinlerinin elektroforezi: PCR reaksiyonu sonucunda amplifiye edilen gen
bolgeleri jele yiiklenerek elektroforez de (90 volt 50 dk) yiirtitiilmiis ve UV 151k altinda

goriintiilenmistir.

3.2.2.2. Plazmid DNA izolasyonu ve PCR reaksiyon kosullari

Plazmid iizerinde kodlanan direng genlerini tespit etmek amaciyla plazmid DNA
izolasyonu yapilmistir. Bu amagla sentezlenen bilesigin uygulandig: S. aureus ve MRSA
izolatlarindan plazmid DNA izolasyonlar1 asagida verilen protokole uygun olarak
(GeneJET Plasmid Minirep Kit Protokolii) gergeklestirilmistir.

1. MRSA izolatlar1 5 ml LB besi ortaminda 24 saat inkiibe edilmistir.

2. Inkiibasyon sonucunda siv1 kiiltiirler 8000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilmistir.

3. Stipernatant atilarak pellet iizerine 250 ul Resuspension Solution eklenmis ve

pipetaj yapilarak pellet ¢ozdiiriilmustiir.
4. Karisim tizerine 250 pl Lysis Solution eklenerek 4-6 kez alt iist edilmistir.

5. Daha sonra 350 ul Neutralization Solution eklenerek 4-6 kez alt iist edilmis ve

maksimum hizda 5 dakika santrifiij yapilmigtir.
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6. Siipernatant atilarak pellet GeneJET Spin kolonuna yiiklenmis ve maksimum hizda
1 dakika santrifiij edilerek alt kism1 atilmustir.

7. Kolon tizerine 500 pl Wash Solution eklenerek 30-60 saniye santrifiij edilmistir.

8. Kolon yeni bir tiip igerisine alinarak 50 pl Elution Buffer ile ¢ozdiiriilmiis ve 2 dk

oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

9. Inkiibasyon sonunda maksimum hizda 2 dK santrifiij edilmis ve izole edilen plazmid

DNA’lar -20°C’de stoklanmistir (Aktas 2021).

Plazmid DNA Kkonsantrasyonlarmin olciilmesi: Plazmid DNA konsantrasyonlarinin
tespiti i¢in 2 pl elution buffer igerisindeki plazmid DNA’nin 260 nm’de absorbansi
Olciilmiis ve saflik analizi i¢in, 280 nm’de absorbansi alinarak A260/A280 degeri

belirlenmistir.

Plazmid DNA’nin agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmesi: izole edilen plazmid
DNA’lar1 jele yiiklenerek elektroforez de (90 volt 50 dk) yiiriitiilmiis ve UV 151k altinda

goriintiilenmistir.

Direnc genlerinin PCR ile amplifikasyonu: Izolatlarin plazmid DNA’larinda mecA ve
blaZz direng genlerinin varligini belirlemek ve amplifiye etmek amaciyla 30 ul’lik PCR
reaksiyonu hazirlanmigtir. PCR amplifikasyonlari Cizelge 3.4. ve Cizelge 3.5.’de verilen

kosullara uygun olarak gerceklestirilmistir.

3.2.3. Antibakteriyel Testler

3.2.3.1. Disk difiizyon testi

Antibakteriyel testler igerisinde en fazla tercih edilen yontemlerden biri olan Disk
diflizyon testinde, bakteri inokulumu 0.5 McFarland’a gore hazirlanarak petrilere yayma
ekim yapilmistir. 10 pg/ml olacak sekilde sentezlenen bilesikler (5 ng etken madde +250
ul DMSO+4750 ul dH20) disklere emdirilerek petrilere yerlestirilmis ve 37°C’de 24 saat
inkiibasyon sonucunda olusan zon c¢aplari Olgiilerek izolatlarin antibakteriyel

duyarliliklar tespit edilmistir. Pozitif kontrol olarak ampisilin, negatif kontrol olarak da
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DMSO kullanilmis olup tiim testler {i¢ tekerriir olacak sekilde gerceklestirilmistir (Sekil
3.1.) (Ozgeris et al. 2021).

b ® Test Bilesigi )
- Zon Capi Ol¢iimii

\ g / Py, 4 - -
‘\ 'c” C\d k\'\‘ / ; ° o \ \ '. \\

() — (&))—8 9074
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“‘\ y / \ y A \
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Sekil 3.1. Disk difiizyon testi

3.2.3.2. Mikrodiliisyon yontemi

Antibakteriyel maddelerin in vitro etkinliginin belirlenmesinde MIC degerlerinden
faydalanilmaktadir. MIC degeri; mikroorganizmalarin gelisimini engelleyen en diisiik
antimikrobiyal madde konsantrasyonu olarak degerlendirilmektedir. Bu amacla
uygulanilan yontemde; 96 kuyucuklu platelerin her bir kuyucuguna 100 pl MHB
eklenerek iizerine 100 pl sentezlenen bilesik ilave edilmistir. ilk kuyucuktan baslanarak
seri diliisyon yontemiyle bilesigin konsantrasyonu ayarlanmis ve her bir kuyucuga 100 pl
0,5 McFarland’a gore ayarlanmis bakteriyel kiiltiir inokulumu ilave edilmistir. 24 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda kuyucuklarda olusan bulaniklik spektrofometrede (600 nm

dalga boyunda) degerlendirilerek MIC degerleri belirlenmistir (Ozgeris 2021).

3.2.4. Diren¢ Modellemesi

Diren¢ modellemeleri, antimikrobiyal bir maddeye maruz birakilan izolatlarda
gelisebilecek olast  diren¢ durumunun belirlenmesi amaciyla kullanilmaktadir.
Bakterilerde in vitro ortamda antibiyotik diren¢ gelistirme yontemleri tek veya gok
asamali olmak {tizere iki sekilde yiiriitiilmektedir. Tek asamali direng yonteminde,
antimikrobiyal maddeye maruz kalan izolatlar da tek uygulamada diren¢ olusturma

durumu, ¢ok asamali direng yontemlerinde ise, izolatlarin Seri pasajlara alinarak (alt
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kiiltiirler) antimikrobiyal maddeye maruz birakilmasi sonucunda zamanla direng

olusturma durumu gozlenmektedir.

3.2.4.1. Tek asamal diren¢ modellemesi

Antimikrobiyal ajanin inhibe edici konsantrasyonlarina maruz birakilan izolatlarin
direng olusturma durumunu belirleyen bir yontemdir. Bu amagla, sentezlenen (25) ve (27)
bilesikleri (0.5, 1, 2 ve 4 X MIC konsantrasyonlarinda) iceren PCA besi ortamina, 100 ul
yiiksek yogunluklu bakteriyel kiiltiir inokulumlar1 (~10°-10'° CFU/mI) swab ile yayma
ekim yapilmustir. Inkiibasyon siiresi (96 saat) sonunda koloni olusturan izolatlar direngli

olarak degerlendirilmistir (Ruzin et al. 2010) (Sekil 3.2.).

M

i by
I.-‘ Etken Madda Jﬂ

+PCA ;
o Agarl1 besiyerine 0.5, 1, 2, 4 x MIC \ i -
konsantrasyonunda etken madde . r::_ e S
i

eklenerek petri kaplarina dékiiliir. /

o Etken madde igeren besiyerine o Bakteriyel geligime gtire tek
bakteriyel inokuliim agamali direng belirlenir.

o Gok youn Bakteri sivi kiiltiirit

Sekil 3.2. Tek asamali direng ¢alismasi
3.2.4.2. Cok asamah diren¢ modellemesi

Cok asamal1 direng modellemesinde standart bir yontem olan seri pasajlama teknigi
kullanilmistir. Antimikrobiyal ajana maruz birakilan izolatlarin siirekli alt kiiltiire
alinarak diren¢ olusturma durumlarinin ¢alisildig1 bu yontemde; ilk olarak, (25) ve (27)
bilesiklerinin 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8, 16 ve 32 x MIC konsantrasyonlarini igeren PCA besi
ortamina 0,5 McFarland’a gore ayarlanan bakteriyel kiiltiir inokulumlari ilave edilmistir.
Besi ortaminda gelisen koloniler alinarak izolatlarin yeniden MIC degerleri belirlenmis

ve MIC degerlerinde degisiklik olan izolatlara gore diren¢ olusumu degerlendirilmistir.
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Besi ortamlarinda kolonilerin gézlenmedigi pasajda test sonlandirilmistir (Haste et al.

2011) (Sekil 3.3.).
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+ Agarli Besiyeri Agarl Besiyeri

Inokulum

Sekil 3.3. Cok asamali direng ¢alismast
3.2.5. Molekiiler Analizler
3.2.5.1. Gen ekspresyon ¢alismalari

Sentezlenen (25) ve (27) bilesiklerinin, izolatlarin direng genleri tizerine olas1 etkilerini
tespit etmek amaciyla gen ekspresyon calismalar1 gerceklestirilmistir. Bu amacla

oncelikle RNA izolasyonu yapilmigstir.

RNA izolasyonu: Sentezlenen (25) ve (27) bilesikler ile muamele edilen MRSA

izolatlarindan RNA izolasyonu, TRIzol metodu ile asagida verilen islem sirasina gore

gergeklestirilmistir.

1. MRSA izolatlar1 5 ml LB besi ortaminda 24 saat inkiibe edilmistir.

2. Inkiibasyon sonunda siv1 kiiltiirler 9000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir.

3. Siipernatant atilarak pellet tizerine 400 pl TRIzol eklenip iizerine molekiiler

boncuk atilarak homojenizator cihazina yerlestirilmis (50 vurus/dk) ve 15 dk homojenize
edilmistir.
4. Homojenizatérden alinan hiicre lizatlar1 13000 rpm’de +4°C’de 10 dk santrifiij

edilmistir.
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5. Yeni tiiplere alinan siipernatantlarin {izerine 200 pl kloroform eklenerek 3 dk
vortekslenmis ve 13000 rpm +4°C’de 10 dK santrifiij edilmistir.

6. Santrifiij sonunda yeni tiiplere alinan siipernatantlarin tizerine 500 ul izopropanol
eklenerek oda sicakliginda 10 dk inkiibasyona birakilmis ve 13000 rpm +4°C’de 5 dk
santrifiij edilmistir.

7. Stipernatantlar atilarak pellet tizerine %75’lik EtOH eklenmis ve 13000 rpm
+4°C’de 5 dk santrifiigasyon sonrasinda yeniden siipernatant atilarak pellet, 25-30 dk
kurutulmustur.

8. 50 ul niikleaz igermeyen su ile ¢ozdiiriilen RNAlar ileri ¢alismalar i¢in -20°C’de

saklanmistir.

Izole edilen RNA &rnekleri nanodrop cihaz ile dlgiilerek RNA konsantrasyonlari
tespit edilmistir. CDNA sentezi i¢in, RNA konsantrasyonlarinin esitlenmesi amaciyla,
nanodropta Ol¢iilen en diisiik RNA degeri standart olarak alinmistir (Atshan et al. 2012).

cDNA sentezi ve RT-PCR reaksiyonu: izole edilen RNA 6rneklerinden (600 ng) cDNA
sentezi “iScript™ cDNA Synthesis Kit (BIO-RAD)” ticari kiti kullanilarak {ireticinin
onerdigi protokole gore gergeklestirilmistir. cDNA sentezi i¢in olusturulan RT-PCR
reaksiyon karisimi Cizelge 3.6.’da, reaksiyon kosullar1 ise Cizelge 3.7.’de verilmistir.

Cizelge 3.6. RT-PCR reaksiyon karigim1

REAKTIF MIKTAR (pl)
5X iScript reaksiyon mix 4
iScript Reverse Transkriptaz 1
Niikleaz icermeyen dH,0 5
RNA 06rnegi 10
Total Reaksiyon Hacmi 20
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Cizelge 3.7. RT-PCR reaksiyon kosullari

Asamalar Sicaklik (°C) Siire (dk) Dongii sayisi
Priming 25 5 1
Reverse Transcriptaz 46 20 1
RT inaktivasyonu 95 1 1
Optsiyonel adim 4 0 1

Reaksiyonlar sonucunda olusturulan cDNA 6rnekleri kullanilincaya kadar -20°C’de

muhafaza edilmistir.

Real Time-PCR (Q-PCR)

Sentezlenen bilesiklerin MRSA ve klinik izolatlardaki direng genleri tizerine etkisini
molekiiler olarak analiz etmek amaciyla tercih edilen gRT-PCR reaksiyonlari
olusturulurken “SsoAdvanced™ Universal SYBR® Green Supermix (BIO-RAD)” Kiti
kullanilmistir. Bu amagla; PCR tiiplerine alinan ¢cDNA 6rnekleri gPCR master mixi ile
karistirilarak tiretici firmanin belirledigi kosullarda amplifiye edilmistir. Her bir numune
3 tekrarli olacak sekilde calisiimistir. Q-PCR reaksiyon karisimi Cizelge 3.8.°de,

reaksiyon kosullar1 ise Cizelge 3.9.’de verilmistir.

Cizelge 3.8. Q-PCR reaksiyon karigimi

REAKTIF MIKTAR (pl)
SYBR Green Supermix 5
Reverse Primer 0,4
Forwad Primer 0,4
Niikleaz igermeyen Su 2,2
cDNA 06rnegi 2

Total Reaksiyon Hacmi 10
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Cizelge 3.9. Q-PCR reaksiyon kosullari

Asamalar Sicaklik (°C) Siire (dk) Dongii sayisi
On Denatiirasyon 95 30 sn 1
Denatiirasyon 95 5sn

Baglanma 57 30sn 40
Uzama 72 30 sn

Q-PCR sirasinda olusan CT degerleri housekeeping gen (ftsZ) ile Livak -Schmittgen
metoduna gore normalize edilerek hedef genlerin mRNA diizeylerindeki degisiklikleri

belirlenmistir (Narrandes et al. 2018).

3.2.6. Biyokimyasal Analiz

Calismada kullanilan izolatlarda B-laktamaz enziminin varligini belirlemek ve
sentezlenen bilesiklerin B-laktamaz enzimini inhibe edip etmedigini ortaya koymak

amactyla iyodometrik bir yontem olan nitrosefin testi yapilmustir.

3.2.6.1. Nitrosefin testi

Nitrosefin, p-laktam halkasina sahip bir bilesiktir. Nitrosefin’in sahip oldugu B-
laktam halkasinin, B-laktamaz enzimi tarafindan par¢alanmasi halinde bilesik sar1 renkten
kirmiz1 renge donligmektedir (Sekil 3.4.). Bu amagcla uygulanan yontemde, ilk olarak
izolatlar {izerine nitrosefin ¢aligma soliisyonundan 3-5 damla damlatilmis ve 30-60 dk
igerisinde renk degisimi gozlenmistir. Renk degisimi olusturan izolatlar, B-laktamaz
pozitif olarak degerlendirilmistir. Sentezlenen bilesiklerin p-laktamaz enzimini inhibe
edip etmedigini belirlemek amaciyla da, (25) ve (27) bilesiklerine maruz birakilarak sivi
kiiltiirde gelisen MRSA izolatlar1 ayn1 yontemle test edilip sonuglar1 degerlendirilmistir.

Bu amagla pozitif kontrol olarak ampisilin kullanilmistir (Ghavami et al. 2015).

47



3. MATERYAL ve YONTEM
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Sekil 3.4. Nitrosefin analizi (Lam et al. 2013).

3.2.7. Toksisite Calismalar1

3.2.7.1. Hiicre kiiltiiriiniin hazirlanmasi

HDF hiicreleri %10 FBS, %1 penisilin/streptomisin, %1 L-Glutamin eklenerek
hazirlanan Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) besiyeri igerisinde 37°C’de pH
dengesinin korunmasi i¢in %5 CO> igeren inkiibatorde kiiltiire edilerek ¢ogaltilmistir.
Hiicre yogunluguna ve deneysel amaca bagli olarak birka¢ gilin araliklarla hiicreler
pasajlanmis ve flasktaki kirli besiyeri uzaklastirilarak Phosphate Buffered Saline (PBS)
ile yikanmustir. Trypsin/EDTA eklenerek 5 dk boyunca 37°C’de %5 CO: igeren
inkiibatorde inkiibe edilmistir. Hiicreler flask tabanindan tamamen ayrilinca, tripsini
inhibe etmek icin DMEM besiyeri eklenerek 15 ml’lik falkon tiipler icerisinde 1200
rpm’de 5 dk boyunca santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda siipernatant atilarak

DMEM besiyeri ile yeni flaska ekimleri yapilmustir.

3.2.7.2. Hiicre sayim ve ekimi

Hiicreler T75 flasklarda %70-80 yogunluga ulastiginda Tripsin ile kaldirilarak 5 ml
taze DMEM besiyeri igerisinde ¢oziiliip homojen bir karisim elde edilmistir. Hiicre
sayimi i¢in 10 pl Trypan Blue ile 10 pl hiicre soliisyonu karistirilmis ve hazirlanan

karistmdan 10 pl alinip thoma lami ile lamel arasindaki bosluga yiiklenerek invert
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mikroskopta hiicre sayimi yapilmistir. 1 ml besiyerinde bulunan canli hiicre sayis1 (3.1)

numarali formiile gére hesaplanmaistir.

Ortalama Hiicre Sayis1 x Seyreltme Faktori x 10.000 (3.1)

Hiicre sayimi yapildiktan sonra her bir kuyucukta 100 ul besiyeri ve 20.000 hiicre
olacak sekilde 96 kuyucuklu platelere hiicre ekimleri yapilmistir. Hiicre ekimi yapildiktan
sonra hiicrelerin plate yapismasi 37°C’de %5 COz2 igeren inkiibatdrde plateler 24 saat
inkiibe edilmistir (Barlak 2018).

3.2.7.3. Bilesiklerin hazirlanmasi ve uygulanmasi

Sentezlenen (25) ve (27) numarali bilesiklerden 10,5 mg tartilarak 400 pl
DMSO’da vorteks yardimiyla ¢ozdiiriilmiis ve 1,5 ml mikrosantrifiyj tiiplerine 20 pl
hacimlerde alikotlanarak -80°C’de muhafaza edilmistir. Plate yapisan hiicrelerin iizerine
belirlenen doz konsantrasyonlarinda (100, 50, 25, 12,5, 6,25 3,12, 1,56 0,78, 0,39 pg/ml)
(25) ve (27) numarali bilesikler eklenmis ve 24 saat inkiibasyona birakilmigtir. Tiim
deneyler 3 tekrarli ¢alisilmis ve madde uygulanmamis kuyucuklardaki hiicreler kontrol

grubu olarak kullanilmustir.

3.2.7.4. Hiicre canhiliginin WST-8 testi ile analizi

WST-8, sitotoksik etki ve metabolik aktivitenin belirlenmesi i¢in yapilan (2- (2-
metoksi-4-nitrofenil)-3(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2H-tetrazolyum, monosodyum
tuzu), canli hiicrelerden tetrazolyum tuzlarinin ayristirilmasina dayanan non-radyoaktif,
spektrofotometrik bir testtir. Bu yontem de tetrazolyum tuzlar hiicresel dehidrojenazlar
tarafindan formazan tuzlarina doniistiiriilmekte ve olusan turuncu renkli formazan, canl
hiicrelerin sayist ile dogru orantili oldugundan hiicre proliferasyonunun direkt bir
gostergesi olarak kullanilmaktadir (Tominaga et al. 1998). Bu amagla ¢alismada, saglikli
hiicre hatlarina uygulanacak bilesiklerin olasi toksisiteleri ile optimum kullanim dozlarini

belirlemek amaciyla WST-8 hiicre proliferasyon testi yapilmustir.
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Calismada sentezlenen (25) ve (27) bilesiklerin doza bagl sitotoksik etkilerini
aragtirmak amaciyla, “Cell Viability Detection Kit-8 (CVDK-8)” Kkiti kullanilarak
protokole uygun olarak c¢alismalar gergeklestirilmistir. Bu amagla bilesiklerin
uygulandig1 hiicreler 24 saat inkiibe edilmis ve her kuyucuga steril ve karanlik ortamda
kuyucuk hacminin %10’u kadar WST-8 soliisyonu eklenmistir. Hazirlanan Kiiltiirler
37°C’de %5 CO2 ortaminda 1-4 saat inkiibe edildikten sonra, olusan formazan
kristallerinin absorbans1 450 nm’de spektrofotometre cihazinda dl¢iilmiis ve uygulanan

her doz i¢in yiizde canlilik ve sitotoksisite degerleri hesaplanmistir (Kaci 2018)

3.2.8. istatistiksel Analiz

Tez kapsaminda elde edilen verilerin istatiksel analizleri, GraphPad Prism 9.3.0
(463) software programi ile gerceklestirilmistir. Sonuglar ortalama =+ standart hata olarak
verilmis ve istatistiksel anlamliliklar Unpaired t test kullanilarak p<0,05 degerleri anlaml
olarak kabul edilmistir (ns= p>0,05 6nemsiz, *= p<0,05 6nemli, **= p<0,01 ¢ok dnemli,

***= p<0,0005 yiiksek derecede onemli, ****= p<0,0001 yiiksek derecede cok dnemli).
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Sentez Dizaym

Biyolojik olarak olduk¢a aktif bilesikler olan B-laktam grubu antibiyotikler
antibakteriyel, antifungal, (Jarrahpour et al. 2019) anti-inflamatuar, (Ritu et al. 2011) ve
antikanser (Bandyopadhyay et al. 2010) gibi biyolojik aktivitelere sahip olup, biyorganik
kimya alaninda biiyiik bir ilgi gérmektedir. Bu nedenle B-laktam tilirevlerinin sentezi
izerine literatiirde birgok yontem bulunmaktadir. B-laktam tiirevlerinin sentez yontemi
ilk kez Staudinger tarafindan 1907 yilinda bildirilmistir (Staudinger, 1907). Sonraki
caligmalarda B-laktam halkasinin yan gruplarinin tiirevlendirilmesi ile yeni sentez
yontemleri kesfedilmis ve gesitli bilesikler sentezlenmistir. En sik rastlanan p-laktam
sentez yontemi ise aromatik aldehitlerin, cesitli tiirde aminler ile reaksiyonlarindan
iminlerin ve bu iminlerin keten ile reaksiyonundan da ilgili B-laktam tiirevlerinin
sentezlenmesi yontemidir (Walsh et al. 1996, Tripodi et al. 2012, Decuyper et al. 2018,
Payili et al. 2018)

Bu tez kapsaminda, yukarida verilen sentez yontemi ile benzaldehit ve siibstitiie
fenetilaminlerden imin ara triinleri (16-21), akabinde iminlerin asetoksiasetil kloriir ile
reaksiyonundan ilgili B-laktam tiirevleri (22-27) %48-%91 aras1 verimlerle tarafimizca
ilk kez sentezlenmistir. Hedef bilesikler i¢in sentez dizayni Sekil 4.1.'de, sentezi
gerceklestirilen trlinlerin yapilar1 ise Sekil 4.2. ve Sekil 4.3.’de verilmistir. Sentezi
gerceklestirilen bilesiklerin kazanilmis ve dogal direng genlerine sahip MRSA izolatlar
tizerine antibakteriyel aktiviteleri belirlenmistir. En iyi antibakteriyel aktivitelere sahip
olan B-laktam (25) ve (27) bilesiklerinin MRSA izolatlarina karsi tek asamali ve ¢ok
asamal1 diren¢ modellemeleri ¢alisilmis, bu bilesiklerin direng mekanizmasindaki roliinii
aragtirmak icin nitrosefin analiz yontemi ve direng genlerinin (mecA, blaZ) gen
ekspresyon seviyesindeki degisimlerini gostermek amaciyla Q-PCR c¢alismalar
yapilmistir. Ayn1 zamanda bu bilesiklerin saglikli hiicre hatti (HDF) {izerindeki doza
bagimli sitotoksik etkileri in vitro’da WST-8 testiyle arastirilmustir.
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o R,
©)J\H . j@/\/ . @AN R,
Ry
(10)R;: H,Ry: H (16) R;: H,Ry: H
(11) R;: OMe, Ry: H (17) Ry: OMe, Ry: H
0 (12) R;: H, Ry: OMe (18) R;: H, R,: OMe
(13)R;: H,Ry: F (19)R;: H,Ry: F
(14) Ry, H, R,: CH3 (20) R, H, Ry: CH3
(15) R;: OMe, R;:OMe (21) R;: OMe, R;:OMe

R, o o
NEt;
. /\/©/ + )J\ O/YCI 3 N

R,
(16) Ry: H,Ry: H 22)R;: H,Ry: H ’
(17) R;: OMe, R,: H (23) R;: OMe,R: H
(18) R;: H, R,: OMe (24) R;: H, R;: OMe
(19) R;: H,R;: F (25)Ri: H,R: F
(20) R;, H, R,: CH3 (26) Ry, H, R,: CH3
(21) R;: OMe, R,:OMe (27) Ri: OMe, R,:OMe

Sekil 4.1. Sentez dizayn

Sentezlenen Bilesikler
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Sekil 4.2. Sentezlenen imin bilesikleri
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Sekil 4.3. Sentezlenen B-laktam tiirevleri

Sentezlenen iminlerden sadece 19 numarali bilesik literatiirde bilinmemektedir ve
bu bilesigin 'H NMR verileri incelendiginde karakteristik CH=N sinyali 8.15 ppm de
singlet olarak goriilmektedir. Imin (19) bilesiginin *C NMR verileri incelendiginde
karakteristik CH=N sinyali yaklagik 162.9 ppm de gozlemlenmistir. Tiim bu spektral

veriler sentezlenen {irtinlerin yapilarin1 dogrulamaktadir.

Literatiirde p-laktam tiirevlerinin sentezleri, cis/trans {irin karisimi veya
izomerlerden sadece birinin (cis veya trans) eldesi seklinde sonuglanabilmektedir. B-
laktam halka sisteminin C3 ve C4 protonlari arasindaki etkilesme sabitlerinin (Jn3-a) Cis-
izomerler igin tipik deger olan 4.5 Hz’e karsilik geldigi literatiirden bilinmektedir (Jiao et
al. 2006, Decuyper et al. 2018). Sentezlenen hedef B-laktam (22-27) tiirevlerinin *H NMR
verileri incelendiginde karakteristik CH—N sinyali 4.5-4.9 ppm araliginda dublet olarak
gortiliirken, CH-O sinyali ise 5.7-5.9 ppm civarinda dublet olarak gdzlemlenmistir.
Avyrica literatiirdeki gibi B-laktam halkasinin C3 ve C4 protonlar1 arasindaki etkilesme
sabitleri 4.5 Hz olarak tespit edilmistir. Bu da sentezlenen hedef {irtinlerin cis izomerler
olarak elde edildigini gostermektedir. Bununla birlikte, B-laktam halkasina bagl asetat

grubundaki —CHzs sinyalleri 1.63 ppm de singlet olarak goriilmektedir.
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B-laktam tiirevlerinin *C NMR verileri incelendiginde, karakteristik O-CO
sinyalleri 169.3-169.4 ppm araliginda gézlemlenirken, N—CO sinyalleri ise 165.1-165.2
ppm araliginda goriilmektedir. Bu sinyallere ek olarak, -OCHjs igeren tiriinlerde metoksi
karbonlar1 55.0 ppm civarinda rezonans olurken, B-laktam halkasina bagli asetat
grubundaki —CHs karbonu 20.0 ppm civarinda rezonans olmaktadir. Ayrica fenetilamin
halkasinda —CHgs igeren iiriinde de metil sinyali 21.3 ppm’de goriilmektedir. Tiim bu

spektral veriler, sentezi gergeklestirilen tirtinlerin kimyasal yapilarini dogrulamaktadir.

4.2. Biyolojik Aktivite Calismalari

4.2.1. Direnc genlerinin spesifik PCR ile amplifikasyonu

MRSA izolatlarin da direng genleri genomik DNA ve plazmid DNA iizerinde
kodlanmaktadir. Bu nedenle ¢calismada direng genlerinin varliginin arastirilmasi amaciyla
hem genomik DNA hem de plazmid DNA izolasyonlari yapilmistir. Genomik DNA’lar
manuel, plazmid DNA’lar ise "GeneJET Plasmid Minirep Kiti" kullanilarak izole
edilmistir. izole edilen genomik ve plazmid DNA’larinin konsantrasyonlar1 Cizelge

4.1.”de verilmistir.

Cizelge 4.1. DNA konsantrasyon degerleri

DNA izolatlar DNA konsantrasyonlari (ng/pl)

MSSA 81,08

Genomik DNA MR_SA 88,92
Klinik Izolat 1 86,57

Klinik izolat 2 75,98

Klinik izolat 3 93,14

MSSA 102,59

MRSA 115,44

Plazmid DNA Klinik izolat 1 91,18
Klinik izolat 2 123,61

Klinik izolat 3 98,41
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Izole edilen genomik ve plazmid DNAlar spesifik PCR ile ¢ogaltildiginda tiim
izolatlarda genomik DNA’da direng genlerinin (mecA ve blaZ) mevcut oldugu, sadece
MSSA ATCC 25923 izolatinda bulunmadigi tespit edilmistir. Ayni1 zamanda s6z konusu
genlerin tim izolatlarda plazmid {izerinde yer aldigi sadece MRSA ATCC 43300
izolatinda blaZ geninin bulunmadigi belirlenmistir (Sekil 4.4. ve Sekil 4.5.). Tespit edilen
bulgular hastane kaynaklt MRSA izolatlarinda mecA ve blaZ direng genlerinin varligina

yonelik literatiirdeki verilerle uyumludur (Takayama et al. 2018, Diilger et al. 2020).

S 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Sekil 4.4. MRSA izolatlariin genomik DNA direng genlerinin elektroforez goriintiisi
(1: 50kb Marker, 2: MSSA ATCC 25923 ftsZ, 3: MRSA ATCC 43300 ftsZ, 4: Klinik izolat 1
ftsZ, 5: Klinik Izolat 2 ftsZ, 6: Klinik Izolat 3 ftsZ, 7: MSSA ATCC 25923 mecA, 8: MRSA
ATCC 43300 mecA, 9: Klinik izolat 1 mecA, 10: Klinik Izolat 2 mecA, 11: Klinik izolat 3
mecA, 12: MSSA ATCC 25923 blaz, 13: MRSA ATCC 43300 blaZ, 14: Klinik izolat 1 blaz,
15: Klinik Izolat 2 blaz, 16: Klinik izolat 3 blaZ)

Sekil 4.5. MRSA izolatlariin plazmid DNA’sindaki direng genlerinin
elektroforez goriintiisii
(1: 50kb Marker, 2: MSSA ATCC 25923 blaz, 3: MRSA ATCC 43300 blaz, 4:
Klinik izolat 1 blaZ, 5: Klinik izolat 2 blaz, 6: Klinik izolat 3 blaZ, 7: MSSA ATCC
25923 mecA, 8: MRSA ATCC mecA, 9: Klinik Izolat 1 mecA, 10: Klinik Izolat 2
mecA, 11: Klinik izolat 3 mecA, 12: MRSA ATCC 43300 ftsZ)
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Kromozom iizerinde yer alan mec gen kompleksi, B-laktam grubu antibiyotik olan
metisiline direnci saglayan 6nemli bir gen bolgesidir (Abadi et al. 2015). MRSA’da
direng genellikle stafilokokkal kaset kromozomu (Staphylococcal Casette Chromosome;
SCC) tizerinde veya konjugatif plazmidlerde bulunan mecA geni ile olusmaktadir (Ray et
al 2016, Mobasherizadeh et al. 2019). mecA geni tarafindan kodlanan PBP2a proteini,
ortamda f-laktam grubu antibiyotik bulunmasina ragmen peptidoglikan sentezinin devam
etmesini ve patojen organizmanin gelismesini saglamaktadir. Bu nedenle de giinlimiizde
metisilin direncinin tespitinde mecA geninin molekiiler yontemlerle saptanmasi altin

standart olarak kabul edilmektedir (Ibrahim et al. 2017).

MRSA’da B-laktamaz enziminin varlig1 ile de B-laktam antibiyotiklerine direng
olusabilmektedir. B-laktamaz enzim genleri genellikle patojen organizmalarda genomik
DNA veya plazmidler iizerinde yer almaktadir. MRSA’da B-laktamaz enzimi blaZ geni
tarafindan kodlanmakta ve bu gen ile izolatlar B-laktam grubu antibiyotiklerin siklik amid
halkasin1 pargalayarak bu gruptaki antibiyotikleri inaktive etmektedir (Bagcigil et al.
2012). Bu iki gen kompleksi operon sistemi bakimindan birbirlerine benzerlik
gosterirken, literatiirde mecA geninin dogal direnci, blaZ geninin ise kazanilmig direnci
temsil ettigi bilinmektedir (Kriegeskorte et al. 2012, Laica et al. 2021). Tez kapsaminda
hastane kaynakli MRSA izolatlar1 kullanilmis ve bu izolatlarda dogal/kazanilmis direng
mekanizmalart mecA ve blaZ direng genleri iizerinden c¢alisilmistir. Bu baglamda
calisgmada MRSA izolatlarinin direng profillerini belirlemek igin mecA ve blaZ genine
sahip MRSA ATCC 43300 izolat1 pozitif kontrol ile bu genlere sahip olmayan MSSA
ATCC 25923 izolat1 negatif kontrol olarak kullanilmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda
Klinik izolatlarda da blaZ ve mecA genlerinin genomik ve plazmid DNA’da bulundugu

bu nedenle dogal ve kazanilmis dirence sahip olduklari teyit edilmistir.

4.2.2. Antibakteriyel aktivite sonuclar:

Sentezlenen bilesiklerin MRSA izolatlarina karsi antibakteriyel aktivitesini
belirlemek amaciyla disk difiizyon ve mikrodiliisyon yontemleri gergeklestirilmis ve
aktivitesi olan bilesiklerin minimum inhibitér konsantrasyon (MIC) degerleri dlgiilerek
kaydedilmistir (Cizelge 4.2.). Calisma sonucunda, imin bilesiklerinin antibakteriyel

aktivitesinin olmadig1 ancak yeni B-laktam tiirevlerinin aktivitesinin oldukea iyi oldugu
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gozlemlenmistir. Antibakteriyel aktivitesi olan (25) ve (27) numarali bilesiklerin disk

difiizyon goriintiileri Sekil 4.6.”da sunulmustur.

Cizelge 4.2. Yeni B-laktam tiirevlerinin disk difiizyon analiz sonuglari

iBZilﬁil'}r/el Bilejikler™ Pozitif Kontrol**
(22) (23) (24) (25) (26) (27)

MRSA ATCC 43300 0,7%** 0,9%** 1,0 1,2 0,8 0,9 0,6

MSSA ATCC 29523 1,2 1,2 1,4 1,3 1,3 1,4 1,1

Klinik Izolat 1 1,0 1,0 0,9 1,6 1,2 1,6 0,6

Klinik Izolat 2 1,2 1,3 1,0 1,4 1,3 1,3 0,6

Klinik izolat 3 15 1,5 1,6 1,4 1,0 1,1 0,6

* zone ¢ap1 (cm) ** Pozitif kontrol: ampisilin ***Bakteriyostatik ve bakterisidal etki

Cizelge 4.3. Yeni -laktam tiirevlerinin MIC degerleri

Bakteriyel MIC*

izolatlar 22) 23 @4 (25 (@) (27) redtifKontrol
MRSAATCC43300 15625 15,625 7,8125 7,8125 7,8125 15625 500
MSSAATCC 25023 7,8125  7,8125 15625 78125 15625 15,625 125
Klinik izolat 1 15625 15625 15625 15625 7,8125 15625 500
Klinik izolat 2 15625 15625 15625 15625 7,8125 7,8125 500
KIinik izolat 3 78125 78125 15625 15625 3006 7,8125 500

* MIC konsantrasyon degeri ug/ml olarak hesaplanmustir.

Disk diflizyon testi sonuglarina gore, B-laktam tiirevi (25) ve (27) bilesiklerinin
MRSA izolatlar1 iizerinde bakteriyel gelisimi inhibe eden en yiiksek zon ¢apina sahip
bilesikler oldugu tespit edilmistir. Bu bilesiklerin yapilar1 ile aktiviteleri kiyaslandiginda
en giicli aktiviteye sahip her iki bilesigin de fenetilamin halkasinda —F (flor) ve meta ve
para pozisyonunda metoksi gruplari tasidig dikkat gekmektedir. Ote yandan, diger aktif
cikan bilesiklerinde fenetilamin halkasinda metoksi ve metil gruplar1 bulundurduklari
goriilmektedir. Literatiirde farkli bakteriyel izolatlara karsi imin tiirevlerinin
antibakteriyel etkilerinin arastirildigi calismalarda, imin bilesiklerinin Gram (-)
bakterilerde etkinliginin yiiksek oldugu, Gram (+) bakterilerde ise etkinliginin olmadigi
bu nedenle iminlerin aktivitesini artirmak i¢in aktif yan gruplar ya da metal
komplekslerinin eklenmesi gerektigi bildirilmistir (Shi et al. 2009). Yapilan tez

calismasinda ara iirlin olarak sentezlenen iminlerin Gram (+) bakteri grubunda olan S.
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aureus izolatlarina karsi antibakteriyel aktiviteleri g¢alisilmis ve izolatlar iizerinde
herhangi bir antibakteriyel aktivitesinin olmadigi ve sonuglarin literatiir ile uyumlu
oldugu tespit edilmistir. Bu nedenle ¢alismalar son iiriin olan B-laktam tiirevleri ile devam

ettirilmistir.

MSSAATCC 25923 MRSA ATCC 43300

Klinik izolat 1 Klinik izolat 2

Klinik izolat 3

Sekil 4.6. Disk difiizyon test sonuglari

B-laktam tiirevlerinin sentezi ve antibakteriyel aktivitelerinin arastirildigi
literatiirde pek cok ¢aligma bulunmaktadir. Yapilan ¢alismalarda sentezlenen bilesiklerde
genellikle fenetilamin halkasina bagli yan gruplarin (flor, metoksi ve metil) oldugu ve bu
yan gruplar ile antibakteriyel aktivitelerin degisebilecegi bildirilmistir (Schroeder et al.
2018). Bu veriler dogrultusunda antibakteriyel aktivite i¢in metoksi grubunun gerekli
oldugu ve bilesiklerin orto, meta, para pozisyonlarinda bulunan metoksi gruplari
sayesinde farkli organizmalarin gelisimini inhibe ettigi bildirilmistir (Gladkowski et al.
2019). Aym arastirict tarafindan yapilan ¢alismada MRSA izolatlarinda antibakteriyel

aktivitenin yiiksek oldugu da rapor edilmistir. Benzer sekilde bizim ¢alismamizda da
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etkili olan (23), (24) ve (27) bilesiklerin yapisinda metoksi grubu oldugu ve test edilen
izolatlara karsi aktivitelerinin oldukca yiliksek oldugu belirlenmistir. Yapilan bazi
caligmalarda fenil halkasinda metil gruplarinin elektronegatif etkisi sayesinde Gram (+)
ve Gram (-) bakterilere kars1 giiglii aktivite gosterdigi ve fenil halkasmna bagli flor
atomunun elektron c¢ekme kuvvetinden dolayr da antibakteriyel aktivitenin arttigt
bildirilmistir (Gopalakrishnan et al. 2009, Limban et al. 2020). Calismamizda (25) ve (26)
bilesiklerin yapisinda da metil ve flor gruplari bulundugu bu nedenle de aktivitesinin
yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ozgeris (2021) tarafindan yapilan calismada da
fenetilamin tiirevlerinin antibakteriyel aktivitelerinin, Gram (+) ve Gram (-) izolatlara
kars1 diistik MIC degerleri sergileyerek, etkili oldugu bildirilmistir. Benzer sekilde
caligmada sentezlenen fenetilamin bilesiklerinin de oldukga diisiik MIC degerleri ile anti

MRSA aktivitesi sergiledigi tespit edilmistir.

4.3. Diren¢c Modellemesi

Sentezlenen bilesiklere kars1 izolatlarin olasi bir direng olusturma ihtimali {izerine in
vitro ortamda direng gelistirme ¢alismalar1 yapilmistir. Bu amagla yapilan tek asamali
diren¢ ¢aligmalarinda, antimikrobiyal maddeye maruz kalan direngli izolatlarin tespiti,
¢ok asamali direng calismalarinda ise, bakterilerin bir¢ok pasajda (alt kiiltiirler)
antimikrobiyal maddeye maruz birakilmasi sonucunda zamanla direngli izolatlarin
olusumunun gézlenmesi amaclanmistir. Direng ¢aligmalarindan elde edilen sonugclar, bir
antimikrobiyal maddeye maruz kaldiktan sonra klinikte gelisebilecek veya ortaya
cikabilecek direncli tiirlerin tahmini i¢inde kullanilmaktadir. Literatiirde ticari olarak
kullanilan antibiyotiklerin direng profillerini belirlemek i¢in ¢alismalar bulunurken, yeni

sentezlenen bilesikler i¢in direng modellemesi ¢alismalar1 bulunmamaktadir.

4.3.1. Tek asamah diren¢ modellemesi

Tek asamali direng ¢alismasinda (25) ve (27) bilesiklerinin 0,5, 1, 2 ve 4 x MIC
konsantrasyonlarini i¢eren besi ortamina MRSA izolatlarinin inokiilasyonu ile 96 saatlik

inkiibasyon sonucunda diren¢ olusumu degerlendirilmistir.
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MRSA ATCC 43300 ve MSSA ATCC 25923 izolatlarinda tek asamali direncg

modellemesi

MRSA ATCC 43300 ve MSSA ATCC 25923 izolatlarina karsi antibakteriyel
ajanlarin (ampisilin, (25) ve (27) bilesikleri) MIC alt1 ve iistli degerlerde uygulanmasi
sonucunda 0,5 x MIC konsantrasyonunda tiim izolatlarda, MRSA izolatlarinda sadece
MIC degeri lizeri uygulamalarda gelisimin oldugu, MSSA da ise ampisiline hassas oldugu
icin gelisimin olmadigi tespit edilmistir. Sentezlenen ve etkili oldugu tespit edilen (25) ve
(27) bilesiklerine karsi da tiim konsantrasyonlarda bakteriyel gelisim goriilmezken,

DMSO igeren tiim negatif kontrol besi ortamlarinda ise gelisim gozlenmistir (Sekil 4.7.).

MRSA ATCC 43300 MSSA ATCC 25923

(25) DMSO @7 @7)DMSO  Ampisilin 25) (25) DMSO (e (27) DMSO  Ampisilin

2 ‘ a
O W W .

0.5x MIC 0.5 x MIC 0.5x MIC 0.5x MIC 0.5x MIC

@090 0

MIC MIC MIC MIC MIC

0000

2 xMIC 2xMIC 2 x MIC 2xMIC 2 x MIC

4x MIC 4x MIC 4xMIC 4xMIC 4x MIC

Sekil 4.7. MRSA ATCC 43300 ve MSSA ATCC 25923 izolatlar1 i¢in tek asamal1

direng ¢alismasi

Klinik izolatlar icin tek asamali diren¢ modellemesi

Klinik izolat 1 ve 3 i¢in uygulanan direng modellemesinde, izolatlarin ampisilin
iceren 4xMIC konsantrasyonu hari¢ tim uygulamalarda gelistigi, (25) ve (27)
bilesiklerini igeren 0,5xMIC konsantrasyonundaki besi ortami hari¢ diger uygulamalarda
ise gelismedigi tespit edilmistir. Klinik izolat 2 i¢in uygulanan direng modellemesinde
ise, izolatin ampisilin iceren 0,5, 1 X MIC konsantrasyonlar1 hari¢ tiim uygulamalarda
bakteriyel gelisimin olmadigi belirlenmistir. Klinik izolatlarin tamaminda DMSO igeren

negatif kontrol besi ortamlarinda gelisim gozlenmistir (Sekil 4.8.).
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Klinik izolat 1 Klinik izolat 2

(25) DMSO @7 (27)DMSO  Ampisilin (25) DMSO @7 (27)DMSO  Ampisilin

. \ g ) \fﬁiﬁ:“ C
. 7 . % 4 e A / 4

0,5 x MIC 0,5 x MIC 0, 0.5 x MIC 0.5 x MIC 0.5 x MIC 0.5 x MIC

® O P K N X N |

MiC MiC MiC MIC

X X o000 @

2 xMIC 2 x MIC
SXNEC 2xMIC

000900 &

4xMIC 4xMIC 4xMic 4xMIC

Klinik izolat 3

(25DMSO  (27) (27) DMSO

-4

0.5 x MIC

Sekil 4.8. Klinik izolatlarin tek asamal1 direng ¢alismasi

4.3.2. Cok Asamali Diren¢ Modellemesi

Cok asamal1 direng modellemesinde; sentezlenen (25) ve (27) bilesiklerinin 0,25,
0,5, 1, 2, 4, 8, 16 ve 32xMIC konsantrasyonlarin1 igeren besi ortamina MRSA izolatlar
inokiile edilerek MIC degerleri yeniden belirlenmistir. Uygulama sonucunda tespit edilen
MIC degerinin bir alt konsantrasyonu belirlenerek pasajlama islemi gelisimin
gozlenmedigi uygulamaya kadar devam ettirilmistir. Bakteriyel gelisimin gozlenmedigi
4 x MIC sonucunda test sonlandirilmistir (EK 2). Yeniden MIC degeri hesaplamalarinda
klinik izolat 2 igin (27) bilesiginin MIC degeri hari¢ diger tiim izolatlarda herhangi bir
farklilik tespit edilmemistir (Cizelge 4.4.).

61



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Cizelge 4.4. Cok asamali direng modellemesi MIC degerleri

MIC
Patojen izolatlar Pozitif Kontrol
(25) (27)
MRSA ATCC 43300 7.8125 15.625 500
MSSA ATCC 25923 7.8125 15.625 125
Klinik izolat 1 15.625 15.625 1000
Klinik izolat 2 7.8125 3.90625 500
Klinik izolat 3 15.625 7.8125 500

Direng¢ modellemesi ¢alismalariin sonuglarindan, in vitro ortamda izolatlarin
ampisiline kiyasla sentezlenen [-laktam tiirevlerine kars1 diren¢ olusturmadig
gbzlenmistir. Bu sonu¢ tez kapsaminda istenilen bir sonu¢ olup bilesiklerin direng
olusumuna sebep olmadigi goriilmektedir. Literatiirde bu calismalar genellikle ticari
olarak  kullanilan  antibiyotiklerin  direng¢ profillerini  belirlemek amaciyla
uygulanmaktadir. Yapilan caligmalarda, ticari olarak kullanilan seftarolinin MRSA
tizerinde olduk¢a giiclii antibakteriyel aktivite sergiledigi bildirilmis ve direng
modellemesi ¢aligmalarinda MRSA izolatlarininin bu antibiyotige karsi in vitro ortamda
hizli bir sekilde direng gelistirdigi rapor edilmistir (Lahiri et al. 2016, Man et al. 2018).
Yapilan literatiir ¢alismalarinin aksine yapilan ¢aligmada izolatlarin in vitro ortamda

direng gelistirmemesi basar1 kriteri olarak degerlendirilmektedir.

4.4. Gen Ekspresyon Calismalari

4.4.1. Total RNA izolasyonu

B-laktam tiirevi sentezlenen (25) ve (27) bilesikleri ile ampisilin antibiyotiginin 0,5
X MIC konsantrasyonlarinda gelistirilen MRSA izolatlarindan TRIzol metodu
uygulanarak RNA izolasyonu yapilmis ve izole edilen RNA’larin konsantrasyonlari

Cizelge 4.5.de verilmistir.
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Cizelge 4.5. izole edilen RNA konsantrasyonlari

RNA izolasyonu RNA Konsatrasyonu (ng/pl)
MRSA ATCC 43300 965,6
MRSA ATCC 43300 + Ampisilin 414.6
MRSA ATCC 43300 + (25) 145,6
MRSA ATCC 43300 + (27) 139,5
Klinik Izolat 1 689,6
Klinik Izolat 1+ Ampisilin 434,3
Klinik Izolat 1+ (25) 277,1
Klinik Izolat 1+ (27) 141,1
Klinik Izolat 2 590,6
Klinik Izolat 2+ Ampisilin 335,2
Klinik izolat 2+ (25) 222,6
Klinik Izolat 2+ (27) 250,0
Klinik izolat 3 5724
Klinik izolat 3+ Ampisilin 328,5
Klinik izolat 3+ (25) 165,3
Klinik izolat 3+ (27) 139,5

4.4.2. cDNA sentezi ve Q-PCR calismasi

Izole edilen RNA’larin saflik ve konsantrasyonlar1 belirlendikten sonra, Q-PCR
sonuglarinin dogrulugu i¢in RNA’lar esitlenmis ve cDNA sentezi gerceklestirilmistir.
Elde edilen cDNA’lar ftsZ, mecA ve blaZ genlerine ait spesifik primerler ile Q-PCR’da
amplifiye edilmis ve CT degerleri Livak-Schmittgen metoduna gore housekeeping gen
(ftsZ) ile normalize edilerek hedef genlerin mRNA diizeylerindeki degisiklikleri
belirlenmistir. Calismanin sonucunda MRSA izolatlarinin (25) ve (27) bilesikler ile
muamelesi sonucunda gen ekspresyon seviyesindeki degisim istatiksel olarak

hesaplanmustir.

MRSA ATCC 43300 izolatintn mRNA ekspresyon seviyelerindeki degisiklikler

Antibakteriyel ajanlarla (ampisilin, (25) ve (27) bilesikleri) muamele edilen
MRSA ATCC 43300 izolatinda mecA ve blazZ direng genlerinin mRNA ekspresyon
seviyelerindeki degisim, Sekil 4.9.da gosterilmistir. Sonuglara gore, ampisilinin mecA
ve blaZ gen ekspresyon seviyelerini 6nemli derecede artirdigi (p<0,0001), (25) ve (27)
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bilesiklerinin ise, her iki genin ekspresyon seviyelerinde istatistiksel olarak onemli

derecede azalmaya neden oldugu tespit edilmistir (p<0,01).

MRSA ATCC 43300 MRSA ATCC 43300
blaZ geni mecA geni
5 37 . 2 37
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Sekil 4.9. MRSA ATCC 43300 izolatinda mMRNA ekspresyon seviyelerine ait Q-PCR

sonuglari

Klinik Izolatlarin mRNA ekspresyon seviyelerindeki degisiklikler

Antibakteriyel ajanlarla (ampisilin, (25) ve (27) bilesikleri) muamele edilen klinik
izolatlar icin mecA ve blaZ direng genlerinin mMRNA ekspresyon seviyelerindeki
degisimler incelenmis ve sonuglar Sekil 4.10, 4.11. ve 4.12.de verilmistir. Ampisilin
uygulamasinin tiim klinik izolatlarda mecA ve blaZ gen ekspresyonlarinin seviyelerini
istatistiki olarak onemli derecede artirdigi tespit edilmistir (Klinik izolat 1: p<0,01, klinik
izolat 2: p<0,01, klinik izolat 3: p<0,0001). Klinik 1 izolat1 igin (25) ve (27) bilesiklerinin,
blaZ gen ekspresyonunu 6nemli derecede azalttig1 (p<0.0005), mecA gen ekspresyonunda
ise 6nemli bir degisiklik olusturmadig (p>0,05); Klinik 2 izolati igin bilesiklerin, mecA
gen ekspresyon seviyelerinde degisiklige neden olmadigi sadece (25) bilesiginin blaZ gen
ekspresyon seviyesinde istatistiki olarak onemli derecede azalmaya sebep oldugu
(p<0,01); Klinik 3 izolat1 i¢in de (25) ve (27) bilesiklerinin, her iki genin ekspresyon
seviyelerinde istatistiki olarak 6nemli derecede azalmaya neden oldugu (p<0,01) tespit

edilmistir.

64



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Klinik izolat 1 Klinik izolat 1
blaZ geni mecA geni
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Sekil 4.10. Klinik izolat 1’in mRNA ekspresyon seviyelerine ait Q-PCR sonuglari

Klinik izolat 2 Klinik izolat 2
blaZ geni mecA geni
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Sekil 4.11. Klinik izolat 2’nin mMRNA ekspresyon seviyelerine ait Q-PCR sonuglari
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Sekil 4.12. Klinik izolat 3’iin mRNA ekspresyon seviyelerine ait Q-PCR sonuglari
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MRSA izolatlarinda bulunan ve metisilin direncini kodlayan mecA ve blaZ genleri
Oonemlerinden dolay1 son yillarda ¢ogu arastirmanin odak noktasi haline gelmistir.
Ozellikle arastirmalarda yeni ila¢ etken maddeleri ve farkl ilag kombinasyon ¢alismalari
yapilarak antibiyotik direncinin kirilmasi hedeflenmis ve molekiiler analizlerle direng
genlerinin mRNA ekspresyon seviyesindeki degisimleri incelenmistir. Bu baglamda
MRSA izolatlar1 i¢in ticari olarak kullanilan antibiyotiklerin mecA ve blaZ genlerinin
ekspresyon seviyesini artirdigi ve izolatlarda direng gelistirdigi bildirilmistir (Magdy et
al. 2016). Farkli antibiyotik gruplar1 ya da farkli bilesikler ile ilag kombinasyon
uygulamalar1 sonucunda da ilgili genlerin ekspresyon seviyelerinde azalmalarin oldugu
rapor edilmistir (Gillard et al. 2018, Liu et al. 2018). Tez kapsaminda yapilan ¢alismada
MRSA izolatlarinin (25) ve (27) bilesikleri ile muamelesi sonucunda mecA ve blaZ direng
genlerinin  mRNA ekspresyon seviyesindeki degisimleri incelenmis ve c¢alisma
sonucunda bilesiklerin uygulandig: ilgili genlerin ekspresyon seviyesindeki degisimler
kontrole (antibakteriyel ajan kullanilmayan izolatlar) gore karsilastirilmistir. Bu
dogrultuda ampisilinin, tiim izolatlarda mecA ve blaZ gen ekspresyonlarini 6nemli 6l¢iide
artirdi@i, (25) ve (27) bilesiklerinin ise tiim izolatlarda ekspresyon seviyelerini énemli
Olclide azalttigi tespit edilmistir. Dolayisiyla yeni sentezlenen bilesiklerin literatiirde
yapilan ¢aligmalara benzer olarak antibiyotiklere alternatif veya onlarla kombin halinde

kullanilabilecegi belirlenmistir.

4.5. Biyokimyasal Analiz

Calismada nitrosefin analizi, p-laktam grubu antibiyotiklere karsi direngten
sorumlu olan B-laktamaz enziminin varligini tespit etmek ve bunun yaninda etkili
bilesiklerin uygulandig: izolatlarda -laktamaz enzim aktivitesine bagli olarak direng
durumunun belirlenmesi amaciyla yapilmistir. Yapilan analizler sonucunda;
antibakteriyel ajan uygulanmayan ve ampisilin uygulanan gruplarda p-laktamaz enzim
aktivitesinin goriildigi, (25) ve (27) bilesiklerin uygulandigi gruplarda ise enzim
aktivitesinin olmadigi tespit edilmistir. Boylelikle ilgili bilesiklerin p-laktamaz

enzimini inhibe ettigi sonucuna varilmigtir (Sekil 4.13.).

Nitrosefin analizi, B-laktamaz enziminin nitrosefin bilesigini pargalamasi

sonucunda olusacak renk degisimi ile B-laktamaz enzim aktivitesini belirlemede en sik
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kullanilan yontemlerden biridir. Bu nedenle, izolatlarda B-laktamaz enzim varliginm
belirlemesi yaninda ilaglara karsi olusabilecek diren¢ mekanizmasi hakkinda da bilgi
verdigi igin literatiirde siklikla ¢alisilmaktadir (Ozkan 2015, Gillard et al. 2018, Liu et
al. 2019). Hirao et al. (2012) tarafindan yapilan ¢alismada, ortamda indikator olmadan
sadece nitrosefin varliginda dahi kontrol gruplarinda kirmizi renk olusumunun
gozlendigi dolayisiyla blaZ genine sahip organizmalar tarafindan kisa siirede [-
laktamaz enzimi {iretilebildigi bildirilmistir. Bu baglamda yapilan tez ¢aligmasinda da
literatiirle uyumlu olarak antibakteriyel ajan uygulanmayan kontrol grubu ile ampisilin
uygulanan izolatlarda kirmizi renk olusumu goriilmiis, (25) ve (27) bilesiklerinin
uygulandig gruplarda ise renk degisiminin olmadig1 yani B-laktamaz enziminin inhibe

oldugu belirlenmistir.

Sekil 4.13. Nitrosefin analiz sonuglari

4.6. Bilesiklerin Hiicre Canhlig1 Uzerine Etkilerinin WST-8 Testi ile Analizi

Calismada B-laktam tiirevi iki bilesigin, HDF hiicre hatt1 tizerindeki etkilerini
gormek amaciyla WST-8 testi uygulanmustir. Bilesiklerin farkli konsantrasyonlari (0,39
uM; 0,78 uM; 1,56 uM; 3,12 uM; 6,25 uM; 12,5 uM; 25 uM; 50 uM ve 100 uM) ile 24
saat inkiibe edilen hiicrelerin yiizde canlilik oranlari kontrole gore ayr1 ayr1 hesaplanmistir
(Sekil 4.14.).  Yapilan hesaplamalar sonucunda; B-laktam tirevi (25) ve (27)
bilesiklerinin, HDF hiicre canliligini istatistiki olarak 6nemli 6l¢iide artirdigi gozlenmistir
((25); 100-50 uM: p<0,01, 25 uM: p<0,05, 12,5-6,25 uM: p<0,01, 3,9-0,78 uM: p<0,05,
0,39 uM: p>0,05. (27); 100-1,56 pM: p<0,01, 0,78-0,39 uM: p<0,05).
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Sekil 4.14. Bilesiklerin hiicre canlilig: tizerine etkilerinin WST-8 Testi ile Analizi

B-laktam tiirevi antibiyotiklerin hiicre hatlar1 tizerinde ki toksisitelerinin oldukga
diisiik oldugu literatiir verileri ile bilinmektedir (Herrera et al. 2017). Ancak, p-laktam
tirevi antibiyotiklerin sitotoksik etkilerinin olduguna dair de literatiirde ¢aligmalar
bulunmaktadir. (Aygiin 2019). Benzer tiirevdeki antibiyotiklerin; ndrotoksisite (Appa et
al. 2017), nefrotoksisite (Raghavan et al. 2015), hepatoksisite (Stine et al. 2013) ve
stopeniye (Vardakas et al. 2018) neden oldugu yapilan ¢alismalarda bildirilmistir. Bu
durumun 6zellikle ¢oklu ila¢ kullanimindan kaynaklandigi ve immiin sistemi baskilanmig
agir hastalarda ve organ yetmezligi olan kisilerde toksik etki olusturdugu, saglikli
bireylerde ise uygun dozda toksik etkisinin olmadigi ya da tolere edilebilir diizeyde
olduk¢a az oldugu belirtilmistir (Barreto et al. 2021). Yapilan tez calismasinda da
sentezlenen bilesiklerin HDF hiicrelerinde minumum toksisiteye sebepl oldugu tespit
edilmistir. Literatiirde fenetilamin halkasina bagli flor atomu, meta ve para pozisyonunda
metoksi grubu bulunan ilgili bilesikler ile fenil halkasina bagli flor atomunun bulundugu
baz1 benzer yapiya sahip bilesikler de minimumum toksisite gézlendigi rapor edilmistir
(Desai et al. 2018). Ozellikle meta-para pozisyonunda metoksi grubuna sahip bilesiklerin,
flor atomuna sahip bilesiklere gore daha diisiik toksisiteye sahip oldugu bildirilmis
(Ozgeris et al. 2021) olup yapilan tez galismasinda da doza bagl toksisitenin; (25)
bilesigin de (27) bilesigine gore daha diisiik oldugu belirlenmistir. Bu durumun
bilesiklerin yapisal farkliligindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir.
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Sonug olarak, tez calismasi kapsaminda benzaldehit ile siibstitiie fenetilamin temelli
[- laktam tiirevleri (22-27) basarili bir sekilde sentezlenmis ve literatiire kazandirilmistr.
Ayrica elde edilen etkili B-laktam tiirevlerinin MRSA izolatlar1 tizerinde antibakteriyel
aktivite ¢alismalar1 ile direng mekanizmasindaki rolleri incelenmis ve 6nemli direng
genlerinin ekspresyon seviyelerindeki etkileri arastirilmigtir. Bununla birlikte etkili

bilesiklerin HDF hiicre hatt1 tizerinde in vitro sitotoksik analizleri gergeklestirilmistir.

SONUC;

1. Hastane kaynakli MRSA izolatlarinin kromozomal ve plazmit DNA’larinda

antibiyotik direncinden sorumlu mecA ve blaZ genlerinin varligi tespit edilmistir.

2. Antibakteriyel aktivite calismalarinda; (25) ve (27) bilesiklerinin diisiik MIC

degerleri ile giiclii antibakteriyel aktivite sergiledikleri belirlenmistir.

3. Diren¢ modelleme c¢alismalarinda; (25) ve (27) bilesiklerine karsi MRSA

izolatlarinin in vitro ortamda direng¢ olusturmadig tespit edilmistir.

4. Gen ekspresyon ¢alismalarinda; (25) ve (27) bilesiklerinin MRSA izolatlarinda
antibiyotige direngten sorumlu mecA ve blaZ genlerinin ekspresyon seviyelerini dnemli

Olctlide azalttig1 belirlenmistir.

5. Biyokimyasal analizlerde; (25) ve (27) bilesiklerinin onemli p-laktamaz

inhibitorleri oldugu gozlenmistir.

6. Toksisite calismalarinda; (25) ve (27) bilesiklerinin HDF hiicre hattinda minimum

toksisite sergiledigi belirlenmistir.
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ONERILER;

Tiim bu sonuglar goz 6niine alindiginda; sentezi gerceklestirilen tiriinlerin yiiksek
antibakteriyel aktivite ve minumum toksisiteye sahip olmalari, in vitro ortamda direng
olusturmamalar1 ve direng genlerinin ekspresyon seviyelerini 6nemli 6l¢iide azaltmalari
nedeniyle nozokomiyal enfeksiyonlarin  tedavisinde olast ajanlar  olarak
degerlendirilebilecegi ve sdz konusu bilesiklerin yapilan in vitro testlere ilaveten yeni
farmakolojik ve klinik arastirmalar ile ila¢ sektoriine kazandirilmalar1 6n goriillmektedir.
Aym zamanda siibstitiie fenetilamin temelli yeni [-laktam tiirevlerinin ilk kez
sentezlenmis olmast ve bu nedenle caligmanin farkli siibstitiie gruplarina sahip farkli
potansiyel biyolojik aktif B-laktam tiirevlerinin sentezine onciiliik edecegi de timit

edilmektedir.
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EK 1.3. 2-okso-1-fenetil-4-fenilazetidin-3-il asetat (22) *H NMR spektrum
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EK 1.4. 2-okso-1-fenetil-4-fenilazetidin-3-il asetat (22) 3C NMR spektrum
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EK 1.5. 1-(3-metoksifenetil)-2-okso-4-fenilazetidin-3-il asetat (23) *H NMR spektrum
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EK 1.6. 1-(3-metoksifenetil)-2-okso-4-fenilazetidin-3-il asetat (23) **C NMR spektrum
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EK 1.7. 1-(4-metoksifenetil)-2-okso-4-fenilazetidin-3-il asetat (24) *H NMR spektrum
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EK 1.8. 1-(4-metoksifenetil)-2-okso-4-fenilazetidin-3-il asetat (24) **C NMR spektrum
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EK 1.9. 1-(4-florofenetil)-2-okso-4-fenilazetidin-3-il asetat (25) *H NMR spektrum
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EK 1.10. 1-(4-florofenetil)-2-okso-4-fenilazetidin-3-il asetat (25) *C NMR spektrum
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EK 1.11. 1-(4-metilfenetil)-2-okso-4-fenilazetidin-3-il asetat (26) *H NMR spektrum
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EK 1.12. 1-(4-metilfenetil)-2-okso-4-fenilazetidin-3-il asetat (26) **C NMR spektrum
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EK 1.13. 1-(3,4-dimetoksifenetil)-2-okso-4-fenetilazetidin-3-il asetat (27) *H NMR
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