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OZET

3-(Trimetoksisilil) Propil Dimetil Oktadesil Amonyum Kloriir (Antimic)

Uriiniiniin Olas1 Antibakteriyel Etki Mekanizmasinin Arastirilmasi

DNA, tiim biyolojik ve fizyolojik fonksiyonlarimizdan sorumlu olan en onemli
genetik materyaldir. DNA’nin yeniden replike olabilmesi i¢in topoizomeraz adi verilen bir
grup enzime ihtiya¢ vardir. Bu enzimler DNA iplik¢iklerinin agilip tekrar birlestirilmesiyle
DNA topolojisini diizenleyen, DNA replikasyonu, transkripsiyonu, rekombinasyon ve
onarimi gibi islemlerin siirdiiriilmesini saglayan 6nemli enzimlerdir. Topoizomerazlarin
inhibisyonuyla, hiicre dongiisiiniin ligasyon asamas1 bloke olup, genomun biitiinligii zarar
gormekte ve hiicrede apoptozise yol acan tek ve ¢ift sarmalli kopmalar meydana
gelmektedir. Bu nedenle topoizomeraz enzimleri, yeni antibakteriyel ajanlarin kesfi ve

gelistirilmesi bakimindan olduk¢a 6nemli hedeflerdir.

Bu calismada, Antimic® adli iiriiniin etken maddesi olan 3-(trimetoksisilil) propil
dimetil oktadesil amonyum Kloriiriin (TPOAC) olasi antibakteriyel etki mekanizmasinin
aydinlatilabilmesi amaciyla bilesigin DNA niikleaz aktivitesi, DNA giraz, topoizomeraz |
ve 1V inhibisyon etkisi incelenmistir. DNA kesim ve topoizomeraz inhibisyon ¢aligsmalari
agaroz jel elektroforezi yontemi kullanilarak gerceklestirilmistir. DNA niikleaz ¢aligmalari
sonucunda bilesigin konsantrasyona ve zamana bagli olarak DNA kesim aktivitesi
gosterdigi  bulunmustur. Bunun yaninda bilesigin  konsantrasyona bagli olarak
topoizomeraz I, IV ve DNA giraz enzimleri iizerinde inhibitér etki gosterdigi
belirlenmistir. Ayrica bilesigin topikal kullanima uygun beseri ve/veya veteriner bir ilag
olarak gelistirilebilme potansiyelinin oldugu diigiiniilerek yapilan in vitro MTT
sitotoksisite ¢aligmalar1 sonucunda bilesigin konsantrasyona bagli olarak hiicre Sliimi

meydana getirdigi goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Antibakteriyel direng, Dezenfektan, DNA, DNA giraz, DNA

topoizomerazlar
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ABSTRACT

Investigation of Potential Antibacterial Mechanism of Action of 3-

(Trimethoxysilyl) Propyl Dimethyl Octadecyl Ammonium Chloride (Antimic)

DNA is the most important genetic material as it is responsible for all biological
and physiological functions. In order to DNA to be replicated again, a group of enzymes
called topoisomerase are needed. These enzymes regulate DNA topology by opening and
recombining DNA strands and are important for processes like DNA replication,
transcription, recombination and repair. By inhibition of topoisomerases, the ligation step
of the cell cycle is blocked, the integrity of the genome is impaired, and the single and
double stranded breaks occur which lead to apoptosis in the cell. For this reason,
topoisomerase enzymes are very important targets for the discovery and development of

new antibacterial agents.

In this study, DNA nuclease activity, DNA gyrase, topoisomerase | and IV
inhibition effect of the compound were investigated to elucidate the possible antibacterial
action mechanism of trimethoxysilyl propyl octadecyl ammonium chloride (TPOAC), the
active ingredient of the product called Antimic®. DNA cleavage and topoisomerase
inhibition studies were carried out using agarose gel electrophoresis method. As a result of
DNA nuclease studies, it was found that the compound showed DNA nuclease activity
depending on the concentration and time. In addition, it was determined that the compound
exerts inhibitory effect on topoisomerase I, IV and DNA gyrase enzymes in a
concentration dependent manner. In addition, as a result of in vitro MTT cytotoxicity
studies carried out considering that the compound has the potential to be developed as a
human and/or veterinary drug suitable for topical use, it was observed that the compound

caused cell death in a concentration dependent manner.

Keywords: Anti-bacterial resistance, Disinfectant, DNA, DNA gyrase, DNA

topoisomerases
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1. GIRIS ve AMAC

Antibiyotikler, modern tip ve ayakta tedavi hizmetlerinin temelini olusturan yap1
taslarindan biridir (1). Penisilinlerin ortaya ¢ikmasiyla baslayan antibiyotik dénemi, insan
sagliginda uzun yillar siirecek iyilestirici bir etki olusturmustur (2). Bir zamanlar ciddi ve
hatta bazen o6liimciil olabilen hastaliklarin ¢ogu antibiyotiklerin kesfiyle birlikte tedavi

edilebilir ve 6nlenebilir hale gelmistir (3).

Son zamanlarda giderek artan bilingsiz antibiyotik tiiketimi ile birlikte metisiline
direngli Staphylococcus aureus ve vankomisine direngli enterokoklar gibi gesitli direngli
bakteri suslar1 ortaya ¢ikmaya baslamistir (4). Antibakteriyel ilaglarin bilingsiz ve sik
kullanimlar1 sonucu gelisen bu bakteriyel direng, tedavi edilemeyen enfeksiyonlarin
oraninda bir ylikselise, hastaliklarin tedavi sliresinde uzamaya ve saglik hizmeti
giderlerinde bir artisa neden olmustur (2, 5). Tim bunlarin sonucunda enfeksiyonlar ve
direngli mikroorganizmalara karsi etkili yeni antibakteriyel bilesiklerin arayisina olan ilgi

artmastir.

Yeni antibakteriyel bilesiklerin kesfi ve optimizasyonu her ne kadar zor olsa da son
yillarda bu amagcla yapilmis olduk¢a basarili ¢aligmalar bulunmaktadir. Metisiline direncli
S. aureus (MRSA)’a etkili seftarolin ve seftobiprol, B-laktam/B-laktamaz inhibitorlerinin
yeni kombinasyonlar1 olan seftolozan/tazobaktam, seftazidim/avibaktam,
imipenem/relebaktam ve meropenem/RPX7009 gelistirilmekte olan bu bilesiklere birer

ornektir (6).

Piyasada mevcut olan antibakteriyel bilesikler etkilerini, bakteri hiicre duvar
sentezini bozarak ve litik enzimleri aktive ederek, sitoplazma membran permeabilitesini
veya ribozomlarda protein sentezini bozarak gostermektedir (7). Bu bilesiklerin ana
hedeflerinden bir digeri ise bakteriyel replikasyonda onemli bir role sahip olan DNA
topoizomeraz enzimleridir. DNA topoizomeraz enzimlerini inhibe eden bu bilesikler

etkilerini bakteri genetik materyalinin ¢ogalmasini 6nleyerek gostermektedir (8).

Giliniimiizde en 6nemli genetik materyal olarak kabul edilen DNA, hiicre iginde
stipersarmal bir yapida bulunmaktadir (9, 10). DNA’nin yeniden replike olabilmesi i¢in bu
yapinin acilmasi gerekmektedir (10). Bu noktada devreye topoizomeraz denilen bir grup
enzim girmektedir. Topoizomerazlar, 1970 yilinda James Wang tarafindan Escherichia coli

(E.coli)'de topoizomeraz I enziminin tanimlanmasiyla kesfedilmistir.



James Wang topoizomerazlart kesfettiginde bu enzimler i¢in “DNA diinyasinin
sihirbazlar’” demistir. Bundan birka¢ yil sonra E. coli bakterisinde DNA’ya negatif
siipersarmal bir yap1 kazandirabilen yeni bir topoizomeraz olan DNA giraz kesfedilmistir
(7). Bu enzimler DNA iplikgiklerinin agilip tekrar birlestirilmesiyle DNA topolojisini
diizenleyen, DNA replikasyonu, transkripsiyonu, rekombinasyon ve onarimi gibi
islemlerin  siirdlirilmesini  saglayan enzimlerdir (8, 11, 12). Topoizomerazlarin
inhibisyonuyla, hiicre dongiisiiniin ligasyon asamasi bloke olup, genomun biitiinliigli zarar
gormekte ve hiicrede apoptozise yol acan tek ve cift sarmalli kopmalar meydana
gelmektedir (13). Bu nedenle topoizomeraz enzimleri, yeni antibakteriyel ajanlarin kesfi ve
gelistirilmesi bakimidan olduk¢a ©nemli ilag hedefleridir (14). Bu enzimlerin
inhibisyonlar1 antibakteriyel etkinin incelenmesi bakimindan oldukg¢a 6nemlidir.

Dezenfektanlar, patojenleri yok ederek mikrobiyal yiikiin azalmasini ve saglik
standartlarinin  korunmasini  saglayan diriinlerdir (15). Ozellikle hastane gibi saglik
kuruluslarinda dezenfektan kullaniminin dogru bir sekilde uygulanmasi, enfeksiyon
salginlarinin ve antibiyotik recetelerinin en aza indirilmesinde olduk¢a 6nemli bir yere
sahiptir (16). Kuarterner amonyum bilesikleri (KAB), en yaygin kullanilan dezenfektanlar
arasinda yer almaktadir (17, 18). Bu tez ¢alismasinda NANOTEGO sirketinin ruhsatina
sahip oldugu Antimic® adli dezenfektanin etken maddesi olan alkoksisilan kuarterner
amonyum yapisindaki 3-(trimetoksisilil) propil dimetil oktadesil amonyum kloriir

(TPOAQC) bilesigi kullanilmistir (19).

Antimic®, uygulandig1 yiizeylerde cesitli patojenlerin iiremesini engelledigi ve
tiremis mikroorganizmalari 6ldiirdiigii kanitlanmig bir Grindir (20). Antibakteriyel etkisi
kanitlanmis olan bu iriiniin antibakteriyel etki mekanizmasina dair literatiirde daha once
yapilmis herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Giintimiizde yalnizca dezenfektan olarak
kullanilan bu maddenin antibakteriyel etki mekanizmasinin aydinlatilmasi ile birlikte
cesitli mikroorganizmalarin sebep oldugu enfeksiyon hastaliklarinin  tedavisinde
kullanilabilecek bir adjuvan olabilme potansiyeli 6l¢iilmiis olup giinlimiiziin en &nemli
saglik sorunlarindan biri olan bakteriyel direngle miicadelede yeni bir bilesigin literatiire
kazandirilmas: umut edilmektedir. Bu amacla TPOAC’1n, E. coli DNA niikleaz aktivitesi,
DNA giraz, topoizomeraz | ve IV inhibisyon etkisi incelenmistir. Bunun yaninda etken
maddenin topikal ya da sistemik kullanima uygun beseri ve/veya veteriner bir ilag olarak

gelistirilebilmesi potansiyelini 6l¢gmek amaciyla MTT sitotoksisite testi yapilmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Antibakteriyel Direng

Enfeksiyon hastaliklari, giinimiizdeki en 6nemli 6liim nedenlerinden biridir (21).
Her yi1l yaklasik 17 milyon kisi bakteriyel enfeksiyonlar yiiziinden hayatin1 kaybetmektedir
(22). Ozellikle Afrika gibi iilkelerde meydana gelen Oliimlerin neredeyse yarisinin
enfeksiyon kaynakli oldugu diistiniilmektedir. Bakteriyel enfeksiyonlarin yol agtig1 dliimler
sadece Afrika gibi fakir iilkeleri etkilememektedir. Enfeksiyon hastaliklari ABD gibi
gelismis lilkelerde de biiyiik bir sorun teskil etmektedir (23). ABD’de her yil yaklasik 2.8
milyon enfeksiyon vakasi goriilmektedir. Ortaya ¢ikan bu enfeksiyonlar sonucu 35 000'den

fazla kisi hayatin1 kaybetmektedir (24).

Antibakteriyeller, bakteriyel patojenlerin neden oldugu enfeksiyon hastaliklarini
onlemek ve tedavi etmek amaciyla kullanilan bilesiklerdir (25). Bu amagla kullanilan
bilesiklerin biiyiik bir ¢ogunlugunu antibiyotik denilen ilaglar meydana getirmektedir.
Antibiyotikler, mikroorganizmalarin biiylimesini durduran veya 6ldiiren biyolojik kaynakli
ya da sentetik olarak elde edilebilen bilesiklerdir (26). Antibiyotik terimi Yunanca “anti
(kars1)” ve “bios (yasam)” kelimelerinden meydana gelmistir (27). “Antibiosis” s6zciigi
ise, “Mikroorganizmalar arasindaki karsitlik” anlamina gelmektedir (28). 70 yildan daha
uzun bir siiredir patojenik mikroorganizmalar ile miicadelede kullanilan bu bilesikler

insanlik tarihi i¢in biiyiik bir 5neme sahiptir (4).
2.1.1. Antibakteriyellerin Tarihgesi

Insan toplumunun enfeksiyonlar ile olan miicadelesi eski c¢aglardan beri devam
etmektedir. Antik Misir, Yunanistan, Roma gibi diinyanin ¢esitli yerlerinde mikrobiyal
enfeksiyonlar1 tedavi etmek amaciyla sifali bitkiler, bal ve hayvan digkis1 gibi ¢esitli dogal
yontemlerin kullanildig1r bilinmektedir (29-31). Bunun disinda Cinlilerin kiiflii soya
fasiilyesini  kullanarak yaptiklar1 ilaglar1 enfeksiyon hastaliklarinin  tedavisinde
kullandiklarim1 gosteren bazi kayitlar mevcuttur. Benzer Orneklere cogu toplumun

gecmisinde rastlamak miimkiindiir (28).

Mikroorganizma kaynakli enfeksiyonlarin tedavisindeki ilk adim, 1877 yilinda
Pasteur ve Joubert adli iki bilim adamu tarafindan atilmistir. Pasteur ve Joubert, yaptiklari
deneyler sonucu sarbon basillerinin steril idrarda iirerken ortamda farkli bakteriler

bulunmasi halinde tireyemediklerini ve 6ldiiklerini kesfetmistir (28).

3



Bununla birlikte mikrobiyoloji diinyasinda enfeksiyonlarin mikroorganizmalarla
tedavi edilebilecegi diisiincesi gelismistir (28). Takip eden donemlerde Alman bakteriyolog
Paul Ehrlich tarafindan ilk antimikrobiyal ajan olan salvarsan maddesi sentezlenmistir (32).
Arsenik bazli bu madde uzun yillar sifilizin erken donem tedavisinde kullanilmistir (27,

31). Sekil 1’de salvarsanin kimyasal yapis1 gosterilmistir (33).

HO@AS—ASQOH

H,N NH;
Sekil 1. Salvarsanin kimyasal yapis1 (Lloyd’dan, 33)

Sentetik yolla iiretilmis ilk antibakteriyel olan prontosil, 1935 yilinda Gerhard
Domagk tarafindan sentezlenmistir. Bir azo boya olan bu madde, in vivo antibakteriyel
etkisini p-aminofenilsiilfonamide metabolize olduktan sonra gostermektedir (34). Domagk
bu bulusuyla 1938’de Nobel Tip Odiilii'ne layik gériilmiistiir (35). Sekil 2°de prontosilin
kimyasal yapist gosterilmistir (36).

HoN

NH,

Sekil 2. Prontosilin kimyasal yapis1 (Unsalan’dan, 36)

Prontosilin kesfiyle birlikte siilfanamidler de piyasaya ¢ikmaya baslamistir (34).
Modern anlamda kemoterapi ilk olarak bu bilesiklerin kullanima girmesiyle baslamistir

(27). Ayrica insanlarda sistematik olarak kullanilan ilk antibiyotikler bunlardir (35).



Antibiyotik ¢aginin en 6nemli donemi 1928’de Alexander Fleming’in penisilini
kesfetmesiyle baslamistir (37). Bir bakteriyolog olan Fleming, ¢iktig1 bir tatil sonrasi
laboratuvarina geri dondiiglinde banko tizerinde biraktig1 S. aureus kolonisini bir ¢esit kiif
ile kontamine olmus halde bulmustur. Dahasi kiife yakin yerlerde bakteri iiremesinin
durdugu, kiiften uzak yerlerde ise kolonilerin normal oldugunu gérmiistiir. Bunun {izerine
kiife neden olan mantar1 saf olarak izole edip ayr1 bir kiiltiir ortaminda yetistirmis ve
benzer etkinin goriiliip goriilmeyecegini test etmek amaciyla c¢esitli bakteriler (6zellikle
gram pozitif bakteriler) iizerinde deneyler yapmustir. Yaptigi deneyler sonucu bu mantarin
bakterileri 6ldiiriip cogalmalarini engelleyen bir madde salgiladigini farketmistir. Mantarin
Penicillium tiirii olmasindan ilham alarak bu maddeye “penisilin” adin1 vermistir (34, 38).
Penisilinin kesfedilmesiyle birlikte tip diinyasinda adeta yeni bir donem baglamistir.
Ozellikle II. Diinya Savas1 sirasinda yarali askerlerin penisilin ile basarili bir sekilde tedavi
edilmesi bu bilesigin linlinii giderek artirmistir (32). 1942°de ABD, cesitli girisimlerle
penisilin iiretimini artirmaya c¢alismistir. 1945'te ise halka penisilin saglanmaya
baglanmistir. Penisilinin kullanima girmesiyle birlikte Amerika’daki oliimlerin orani
onemli derecede azalmistir (37). Fakat kisa bir slire sonra etkinligine karsi direng

gelismeye baglayinca bilim adamlari yeni antibiyotik arayislarina girismistir (29, 30).

Yeni antibakteriyellere olan ihtiyag arttik¢a, zamanla siilfonamidler,
aminoglikozitler, sefalosporinler, tetrasiklinler, makrolidler ve kinolonlar gibi antibiyotik
gruplar1 ortaya c¢ikmaya baslamustir (37). Sekil 3’te antibakteriyellerin kesif evreleri
gosterilmektedir (39). 1940 ile 19601 yillar arasindaki bu donem antibiyotik kesiflerinin
pesi sira geldigi bir donem olmustur (24). Hatta birgok kaynakta bu donem i¢in antibiyotik
tarihinin “Altin ¢ag1” bile denilmektedir (31, 37). Bu siire zarfinda su an kullanmakta
oldugumuz antibakteriyellerin ¢ogu kesfedilmistir (37). Ancak bu hizli kesif doneminden
sonra antibakteriyel buluslar1 giderek azalmaya baslamistir (29, 30). Antibiyotik kesif ve
gelistirme calismalarinin iyice azaldigi 1990°li yillar, bazi arastirmacilar tarafindan

“antibiyotik sonras1 donem” olarak adlandirilmaktadir (27).

Yine de son zamanlarda yeni antibiyotik gelistirilmesi adina yapilan oldukca
basarili ¢alismalar bulunmaktadir. MRSA’ya etkili seftarolin ve seftobiprol, B-laktam/f-
laktamaz  inhibitorlerinin  yeni  kombinasyonlar1  olan  seftolozan/tazobaktam,
seftazidim/avibaktam, imipenem/relebaktam ve meropenem/RPX7009 gelistirilmekte olan

yeni antibiyotiklere birer 6rnektir (6).



(1940-1950)
Gramisidin (Peptit)
Penisilin (B-laktam)

Neomisin (Aminoglikozit)
Streptomisin (Aminoglikozit) - -
Salvarsan Sefalosporin (B-laktam) Rifamisin Linezolid
(Arsenik) (Ansamisin) (Oksazolidinon)

1908 1932 1940 1950 1960 1362 2000 2003

Prontosil Nalidiksik asit Daptomisin

(1950-1960)
Kloramfenikol (Fenilpropanoid)
Klortetrasiklin (Tetrasiklin)
Polimiksin (Lipopeptit)
Eritromisin (Makrolid)
Vankomisin (Glikopeptit)
Virjiniyamisin (Streptogramin)

(Siilfonamid) (Kinolon) (Lipopeptit)

Sekil 3. Antibakteriyel ilaglarin kesif evreleri (Wright’dan, 39)

2.1.2. Antibakteriyellerin Faydalar:

19. yilizyilda diinyadaki 6liimlerin en basinda bulasici hastaliklar gelmekteydi (40).
2005 yilinda yapilan bir arastirmaya gore, 1930 yilinda basta zatiirre ve verem olmak iizere
yaklagik 300 000 Amerikali bulasici hastaliklar yiiziinden hayatin1 kaybetmistir (41).
Penisilinin kesfedilmesiyle birlikte bulasici hastaliklarin tedavisi kolaylasmaya baslamistir
(30). Antibakteriyeller kullanima girmeden once S. aureus’a bagli bakteriyemilerin orani
oldukca yiiksekti. Yara enfeksiyonlarinin c¢ogu ampiitasyon ile tedavi ediliyordu.
Antibakteriyellerin tedaviye girmesiyle birlikte cerrahi tedavi prosediirleri degismistir.

Boylece enfeksiyonlu hastalarin tedavileri kolaylasmistir (42).

Antibakteriyeller tip ve cerrahi alaninda biiylik gelismelerin yasanmasini
saglamistir. Kemoterapi alan hastalarda, diyabet, son déonem bdbrek yetmezligi, romatoid
artrit gibi kronik hastaliklar1 olan hastalar ve organ nakli, eklem replasmanlar1 veya kalp
ameliyati gibi karmasik operasyonlar geg¢irmis olan hastalarda meydana gelebilecek
enfeksiyonlar antibiyotikler sayesinde basariyla 6nlenmis ve tedavi edilmistir (30). 2018
yilinda yapilan bir ¢alismaya gore 1920’li yillarda ABD’de ortalama yasam siiresinin 56.4
yil olmasi beklenirken artik 80 y1l oldugu goriilmiistiir (29).



Hayvancilikta bulasict enfeksiyon hastaliklariin yol ac¢tigi morbidite ve mortalite
oraninin azaltilmasinda etkili olmuslardir (29, 43). Ayrica sanitasyon hizmetlerinin az
oldugu tilkelerde gida kaynakli enfeksiyonlarin onlenmesini saglamislardir (30, 41). Tim
bu faydalarina ragmen yaygin ve bilingsiz kullanimlar1 sonucunda etkinliklerine karsi

zamanla direng gelismistir (4).
2.1.3. Antibakteriyel Direng¢ Gelisimi ve Bakteriyel Diren¢ Mekanizmalari

Bakterilerin antibakteriyellere karst gostermis olduklar1 direng, penisilinin
kullanima girmesinden kisa bir siire sonra ortaya ¢ikmistir. Penisiline kars1 direng gelisince
bilim adamlar1 yeni B-laktam grubu antibiyotikler gelistirmistir. Metisilin bu amagla
gelistirilen bir antibiyotiktir. Ilerleyen zamanlarda metisiline direncli bakteri suslari
gorlilmeye baglaninca MRSA'y1 tedavi etmek amaciyla vankomisin adi verilen yeni bir
antibiyotik gelistirilmistir. Ne yazik ki zamanla bu bilesige de direng gelistigi goriilmiistiir
(29, 30). Siilfonamidlerin piyasaya siiriilmesinden sonraki 2 yil i¢inde siilfonamid direnci
rapor edilmistir (44). Aminoglikozitler 1944'te tanitilmigtir. 1950'lerde ise aminoglikozit
direncli S. aureus suslar1 ortaya c¢ikmustir (45). Yine 1950’li yillarda tetrasiklin,
streptomisin ve kloramfenikol direnci bulunmustur. 2000’lerde linezolid ve daptomisin
piyasaya siriilmiistiir. Bundan sonraki 5 yil i¢inde bu antibiyotiklere de direng gelistigi
bildirilmigtir (42, 46). Sonug¢ olarak 1960'lardan 1980'li yillarin baslarina kadar, ilag
endiistrisi direng problemiyle bas edebilmek adina bir¢ok yeni antibakteriyel gelistirmistir
(30). Ancak mikroorganizmalar, kendilerini 6ldiirmek amaciyla gelistirilen bu bilesiklere

kars1 eninde sonunda direng kazanmay1 basarabilmislerdir (47).

Mikroorganizmalarin, ilaglarin oldiirticii etkilerine kars1 koyabilme yetenegine
direng denilmektedir. Eger bu durum antibiyotiklere karsi gelisirse antibiyotik direnci
olarak adlandirilmaktadir (48). Dogal (i¢sel), kazanilmis (genotipik) ve cevre sartlarina
bagli diren¢ olmak iizere {i¢ farkli diren¢ bulunmaktadir (49, 50). Dogal direng, bir tiiriin
yapisal ya da biyokimyasal 06zelliklerinden dolayr sahip oldugu direng olarak
tanimlanmaktadir (51). Gram pozitif bakterilerin, etkisini hiicre duvarinin disindaki zara
niifuz ederek gosteren bir antibiyotige karsi direngli olmalar1 buna 6rnek gosterilebilir.
Burada antibakteriyel etkili bilesigin etki gosterecegi hedef molekiiliin var olmamasi dogal
direngten sorumludur (52). Eger bir bakteri tiirii bir antimikrobiyale karsi dogal dirence

sahipse ise o tiiriin biitiin kdkenleri ayn1 dirence sahip olmaktadir (47, 48).



Kazanilmig direng, normalde antibiyotiklerden etkilenen bir bakteri tiiriiniin,
kromozom, plazmid gibi genetik materyalindeki mutasyonlarla ya da farkli bakterilerden
konjugasyon, transformasyon veya transdiiksiyon gibi yollarla diren¢ geni kazanmalari
sonucu ortaya ¢ikan direng olarak tanimlanmaktadir (48, 51). Ilk temasta belirli bir bakteri
tiriinde etkili oldugu bilinen antimikrobiyal bir bilesik, tekrarlanan araliklarla o
mikroorganizmaya karst kullanilirsa bu bakteride kazanilmig direng gelisebilmektedir (48).

Antibakteriyel direngteki asil mekanizmanin bu oldugu diistiniilmektedir (47).

Bunlarin disinda bir antimikrobiyale kars1 diren¢ kazanmis bir mikroorganizma,
eger bu bilesige yap1 veya etki mekanizmasi yoniinden benzer baska bilesiklere de direng
gosterirse bu durum c¢apraz direng (cross-resistance) olarak adlandirilmaktadir. Ayni
mikroorganizma eger yapi1 olarak ve etki mekanizmasi bakimindan farkli birden fazla
antimikrobiyale karsi direngli hale gelirse bu duruma ¢ok ilaca direnglilik (multiple-drug
resistance) denilmektedir (52).

Bakterilerin antibiyotiklere karsi1 gostermis olduklari direng mekanizmalar1 genel

olarak sunlardir:
1. Antibiyotigin enzimatik bozunma yoluyla etkisiz hale getirilmesi,
2. Antibiyotik hedef molekiiliiniin modifikasyonu,
3. Hiicre zar1 gegirgenliginin degistirilmesi,

4. Hiicre i¢1 antibiyotik konsantrasyonunu inhibe edici seviyenin altinda tutmak i¢in

disa atim (efflux) pompalarinin ekspresyonu (53).

Sekil 4’te bakteriyel diren¢ mekanizmalar1 gosterilmektedir (29).
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Sekil 4. Bakteriyel diren¢ mekanizmalar1 (Aslam’dan, 29)

Antibiyotigin enzimatik bozunma yoluyla etkisiz hale getirilmesine S. aureus drnek
olarak gosterilebilir. S. aureus, klinikte direncli oldugu en iyi bilinen bakterilerden biridir.
Penisilin piyasaya ilk ¢iktig1 zamanlarda bu bakteri tiirii iizerinde etkili olmustur. Zamanla
penisilini etkisiz hale getiren penisilinaz1 {ireten suslarin ortaya c¢ikmasiyla birlikte

penisilin direnci meydana gelmistir (32).

Bir diger diren¢ mekanizmasi olan hedef molekiiliin modifikasyonuna 6rnek olarak
florokinolonlar verilebilir. Bu mekanizma ile patojenler, antibiyotik hedef molekiilii olan
gyrA ve parC bolgelerinde meydana gelen ¢esitli mutasyonlarla antibiyotiklerin toksik

etkilerinden kurtulmayi basarabilmektedir (39).

Bir bagka Ornek ise penisilin baglayan proteinlerde (PBP) meydana gelen
degisiklikler sonucu ortaya ¢ikan direngtir. Normalde penisilin molekiili PBP’lere geri
dontisiimstiz bir sekilde baglanip bakterilerde peptidoglikan sentezini 6nlemektedir. Fakat
PBP’lerde meydana gelen degisiklik sonucu antibiyotik hedef molekiile baglanamamakta
ve direng gelismektedir (48).



Hiicre zan gegirgenliginin degistirilmesi sonucu direng kazanimina Pseudomonas
aeruginosa suslart 6rnek olarak gosterilebilir. Hiicre zarindaki OprD adi verilen spesifik
bir gozenegin mutasyonuyla birlikte zarin gecirgenligi azalmakta ve bakteri

karbapenemlere direngli hale gelmektedir (54).

Aktif disa atim pompalarinin ekspresyonuna verilebilecek en bilindik 6rnek
tetrasiklin direncidir. Bu direng, enerji kaynagi olarak proton degisimini kullanan disa akis
pompalarinin tetrasiklinleri hiicre disina atmasiyla meydana gelmektedir (55). Boylelikle

tetrasiklinlerin etkili oldugu hiicre i¢i konsantrasyona erisimi engellenmektedir (55, 56).

Bakterilerin gostermis oldugu bir diger diren¢ mekanizmasi ise biyofilm
olusumudur (51). Biyofilm, genellikle kat1 bir yiizeye tutunmus birbirine yakin bakteri
hiicrelerinin  olusturdugu topluluklara denilmektedir. Biyofilmlerin ana yapisini
ekzopolisakkarit denilen polimerimsi bir yapt meydana getirmektedir. Bu yapi1 biyofilmlere
antibiyotiklerin ve antimikrobiyal ajanlarin penetrasyonunu kisitlayan bir bariyer
saglamaktadir (57). Siirekli tekrarlayan enfeksiyonlarin kaynaginin biyofilmler oldugu
diistiniilmektedir. Biyofilmler ayn1 zamanda implantlar, stentler ve kateterler gibi cesitli

tibbi aletler i¢in de biiyiik bir sorun teskil etmektedir (58).

Diren¢ mekanizmalari, bakterilerin ytliksek ila¢ konsantrasyonlarinda dahi hayatta
kalmalara izin vermektedir. Dolayisiyla antibiyotikle tedavideki basarisizliginin ana
nedeni bu mekanizmalardir (59). Antibiyotik direnci hem klinikte hem de toplumda hizla
yayilmaktadir. Konunun acilen ele alinmamasi durumunda, 2050 yilina kadar yilda

yaklasik 10 milyon insanin liimiine yol agabilecegi diigiiniilmektedir (60).
2.1.4. Antibakteriyel Direncin Nedenleri ve Sonuclari

Antibakteriyel direncin birden fazla nedeni bulunmaktadir. Hatali antibiyotik
kullanimi, toplumun antibiyotik kullanimindaki farkindalik eksikligi, antibiyotiklerin
hayvanciliktaki yanlis kullanimlar1 ve kolay erisilebilir olmalar1 bunlar arasinda yer
almaktadir (29). Antibiyotiklerin asir1 kullanimlar1 direng nedenlerinin en basinda
gelmektedir (61). Yapilan epidemiyolojik ¢alismalar, antibiyotik tiiketimi ile direngli
bakteri suglarinin ortaya ¢ikisi arasinda dogrudan bir iliski oldugunu gostermistir (30).
1945 yilinda Alexander Fleming antibiyotiklerin asirt kullanimlarinin direngli bakteri

suslarinin olusumuna yol agabilecegi konusunda uyarilarda bulunmustur (62).
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Tiim bu uyarilara ragmen antibakteriyeller hala en yaygin kullanilan ilaglar arasinda
yer almaktadir (63). Asir1 kullanimlarinin yani sira yeterli olmayan tedavi siiresi ve diisiik
dozda kullanimlar1 da bakteriyel direncin ortaya ¢ikmasina katki saglamaktadir (64).
Yanlis recete edilen antibiyotikler direng gelisimine yol agan bir diger etkendir. Yapilan
calismalar, antibiyotikle tedavi vakalarinin %30 ile %50’sinde tedavi siiresi ve antibiyotik
seciminin yanlis oldugunu gostermistir (29). Yanlis recete edilen antibiyotikler hastalar
beklenmedik komplikasyonlarla karsi karsiya birakmaktadir. Ayrica terapotik dozun
altinda kullanilan antibiyotik tedavileri gen ekspresyonu, horizontal gen transferi (HGT) ve
mutajenezis gibi genetik degisikliklerle antibiyotik direncinin gelisimine katk1

saglamaktadir (30).

Dirence katki saglayan bir diger faktor ise yatan hasta servislerindeki uzun siireli
coklu antibiyotik tedavilerinin kullanimlaridir. immiin sistemi baskilanmis hastalardan
diger hastalara gecen yiiksek direngli bakteriler, tedavi edilmesi zor nozokomiyal

enfeksiyonlarin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (64).

Antibakteriyeller hem insan hem de hayvan sagligi i¢in biiyiik bir neme sahiptir.
Antibiyotikler hayvancilikta bulasict hastaliklarin tedavisi ve gida kaynakli hastaliklarin
Onlenmesi amaciyla kullanilmaktadir (43). Fakat son zamanlarda tedaviden ¢ok profilaktik
amaglarla ve biiylimeyi destekleyici olarak kullanildiklar1 gézlenmektedir (65). ABD’de
satilan antibiyotiklerin %80'inin bu amagla kullanildig bilinmektedir (30, 44).

Gelismekte olan iilkelerde artan satin alma giiciiyle birlikte iireticiler, biiyiimekte
olan popiilasyonun hayvansal gida ihtiyacin1 karsilamak ve kisa siirede kazang¢ saglamak
icin iiretim esnasinda antibiyotikleri kullanmaya baglamistir. Ayni anda birden fazla
hayvana antibiyotik uygulayabilmek icin genellikle oral uygulama kullanilmaktadir. Bunun
sonucunda belirli bir kism1 absorbe olmayan antibiyotikler digki ile ¢evreye yayilmaktadir.
Bu tiir hatal1 yetistiricilik uygulamalari, zamanla antibiyotiklere direngli bakterilerin ortaya
cikmasina, ekonomik kayiplara ve en dnemlisi antibiyotiklerin insan ve hayvan sagligi

tizerindeki tedavi edici etkilerinin azalmasina neden olmaktadir (43, 66).

Avrupa Birligi (AB), 1999 yilinda antimikrobiyallerin biiylime tesviki amaciyla
kullanimlarini kisitlamig, 2006 yilinda ise tamamen yasaklamistir (43). 2012 yilinda ABD
tarafindan veterinerlik hizmetlerinde regetesiz antibiyotik kullanimina kisitlama

getirilmistir (64).
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Tarimda kullanilan azotlu giibreler, bakterisit olarak uygulanan bakir gibi metaller,
kismen metabolize olmus ilaglar ve metabolitlerini igceren belediye atik sulart ve ilag

endiistrisi atiklar1 da antibakteriyel direng gelisimine katki saglamaktadir (63, 64).

Antibiyotik direnci hem saglik hem de ekonomik agidan ¢ok ciddi sorunlara yol
acmaktadir (42). Gelisen direng sonucu meydana gelen basarisiz tedaviler hastanede yatis
stiresinin uzamasina ve tedavi masraflarinin artisina neden olmaktadir (5). Ayrica hayati
Oneme sahip 6liimciil enfeksiyonlara neden olan direngli patojenlerin ortaya ¢ikmasina yol
agmaktadir (67). ABD Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi (CDC), insan saghig icin
tehlike arz eden bakterileri ESKAPE adi altinda tanimlamistir. S6z konusu bakteriler
arasinda Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa ve Enterobacter tiirleri bulunmaktadir.
Bunlarin diginda Clostridium difficile, Neisseria gonorrhoeae ve Mycobacterium

tuberculosis de direncli patojenler arasinda yer almaktadir (68).

Cok ilaca direngli patojenlerin yol agtigi enfeksiyonlar giiniimiizde saglik
hizmetleri i¢in biiyiik bir sorun teskil etmektedir. Ozellikle metisiline direncli S. aureus
patojeninin neden oldugu enfeksiyonlar diger ¢ok ilaca direngli bakterilere kiyasla daha
biiyiik kayiplara yol agmaktadir (69). MRSA’nin AB iilkelerinde yilda 150 000’den fazla
hastay1 etkiledigi bilinmektedir (70). Bunun disinda hastanelerde ve uzun siireli bakim
tesislerinde biiyiik bir sorun haline gelen C. difficile, ABD'de her yil yaklagik 336 000
kiside hastaliga neden olmakta ve 14 000 kisinin hayatin1 kaybetmesine yol agmaktadir
(22). 2018 yilinda yayinlanan bir baska calismaya gore sadece 2016 yilinda M.
tuberculosis’e bagli 1.7 milyon kisinin hayatin1 kaybettigi bildirilmistir (14). Gerekli
onlemlerin alinmamas1 halinde 2050 yilina kadar direngli bakteriler yiiziinden hayatini

kaybedeceklerin sayisinin yilda 10 milyonu bulabilecegi dngoriilmektedir (71).
2.1.5. Diren¢ Gelisimini Azaltmak icin Almabilecek Onlemler

Diren¢ olusumunu 6nlemek i¢in ¢esitli eylem ve politikalara ihtiyag vardir (37).
Direng gelisiminin Oniine gecilmesindeki en 6nemli ve etkili yol antibiyotiklerin yanlis ve
asir1 kullaniminin 6nlenmesidir (44, 52). Bir diger onemli nokta recete yazan saglik
personellerinin diren¢ konusundaki egitimidir. Toplumun kitle iletisim araglar1 ile
farkindaliginin arttirilmasi direng gelisimini azaltmak adina aliabilecek Onlemlerden bir

digeridir (52, 63).
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Antibiyotik se¢imi ve tedavi siiresinde yapilacak birtakim diizenlemeler direncle
miicadelede onem arz etmektedir. Bu hususta, tedavi i¢in antibiyotik se¢iminde patojen
bakterilerin duyarli oldugu ve normal bagirsak florasina miimkiin oldugunca az zarar veren
dar spektrumlu ilaglar secilmelidir. Tedavi siiresi belirlenirken hastanin durumu ve
enfeksiyonun boyutu dikkate alimmmalidir. Tedavi miimkiin oldugunca yiiksek dozda
baglatilip siiresi kisa tutulmalidir (72). Alinmasi gereken ilk onlemlerden bir digeri ise
hayvanlarda  biiyiimeyi  desteklemek  amaciyla  antibakteriyel  kullaniminin
kisitlandirilmasidir (52, 63). Hayvan yemlerine antibiyotik katilmasini 6nlemek igin
ciftcilerin ilagsiz yemlere erisimi iyilestirilmelidir (63). Bu amagla iilkemizde de bir takim
diizenlemeler yapilmistir. 2006 yilinda Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi,

antibiyotiklerin hayvanciliktaki kullanimina sinirlandirma getirmistir (73).

Direng gelisimini 6nlemenin bir diger yolu enfeksiyonlarin goriilme sikligini
azaltmaktir. Enfeksiyonlarin Onlenmesiyle birlikte daha az kisiye antibiyotik recete
edilecektir. Bu sayede antibiyotik kullanimi dolayli olarak azalacaktir (64). Enfeksiyonlar
ayrica sanitasyon ve hijyen kosullarinin iyilestirilmesi, asilama gibi ¢esitli yontemlerle de
azaltilabilir (72, 74). Antibiyotik direnci ile savasmak i¢in yeni ilaclara ve hedeflere ihtiyag
vardir (14). Bu durum potansiyel bir ¢oziim olarak goriilse de aslinda maliyetli ve zorlu bir

slireci kapsamaktadir (44).
2.2. Dezenfeksiyon ve Dezenfektanlar
2.2.1. Dezenfeksiyon Tarihi ve Onemi

Insanhk tarihi ¢ok eski caglardan beri ¢iiriime, kokusma gibi durumlarla bas
edebilmek igin ¢esitli dezenfeksiyon yontemlerinden faydalanmistir (75). Patojenik
mikroorganizmalarin yol agtig1 hastaliklari onlemek amaciyla fiziksel, kimyasal ve

biyolojik baz1 dezenfeksiyon yontemlerinin kullanildig: kayitlara gecmistir (76).

Eski Iran déneminde su ile bulasabilen hastaliklarin &nlenmesi igin igme sulari
bakir kaplarda saklanmigstir. Hipokrat yara temizliginde dezenfektan olarak sarap ve
sirkeden faydalanmistir (77). Orta Cag’da Avrupa'daki veba salgimi sirasinda bulas
binalarin ve nesnelerin dezenfekte edilmesi i¢in kiikiirt bilesiklerinden yararlanilmistir.
1429'da italya'da sifilizle miicadelede civa bilesikleri kullanilmistir (76). Biiyiik iskender
doneminde, Aristoteles igme suyunun kaynatilmasi gerektigi konusunda tavsiyelerde

bulunmustur. Hipokrat, sokaklarda aromatik odun atesleri yakarak vebayir Atina'dan
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stirmeye ¢aligmistir (78). Tiim bu 6rneklerin yaninda ger¢ek anlamda dezenfeksiyon islemi
ilk olarak 1904 yilinda uygulanmistir. Sodyum hipoklorit ile klorlama yapilarak tifo salgini
onlenince dezenfeksiyon uygulamalari hizla yayginlasmaya baslamistir (79).

Giiniimlizde dezenfektanlar saglik kuruluslari, gida sektorii, kozmetik gibi oldukca
genis bir yelpazede kullanilmaktadir (80). Ozellikle hastane ortamindaki enfeksiyonlarla
miicadelede siklikla bu kimyasallardan faydalanilmaktadir. Hastanede kalis siiresince veya
taburcu olduktan belirli bir siire sonra meydana gelen enfeksiyonlar hastane enfeksiyonu
olarak tanimlanmaktadir (81). 19. yiizyil itibariyle biiyiik bir saglik problemi haline gelen
hastane enfeksiyonlari, ABD’de her yil yaklagik 90 000 kisinin hayatin1 kaybetmesine
neden olmaktadir. Buna ek olarak hastanede kalis siiresinin uzamasina ve ilave masraflarin

dogmasina yol agmaktadir (82).

Ozellikle hastane gibi saglik tesislerinde hem hastalarin hem de ¢alisan personelin
hastane enfeksiyonlarindan korunabilmesi igin tiim hastanelerde uygulanabilir bir
dezenfeksiyon ve sterilizasyon politikasi olusturulmalidir (83, 84). Mikroorganizmalari
etkisiz hale getiren, genellikle genis spektrumlu kimyasal maddelere biyosit denmektedir
(85). Aslinda biyosit genel bir terimdir. Antiseptik ve dezenfektanlar da biyosidal iiriinler
arasinda yer almaktadir (86). Kimyasal maddeler kullanilarak patojen mikroorganizmalarin
yok edilmesi islemi, kimyasalin uygulandigi yere gore farkli sekillerde
isimlendirilmektedir. Eger cansiz bir yiizey veya madde {izerindeki patojen
mikroorganizmalar yok edilirse bu islem dezenfeksiyon olarak adlandirilmaktadir. Canli
doku tizerindeki veya igindeki -Ozellikle deri ve mukoza gibi dokulardaki- patojen

mikroorganizmalar dldiiriiliirse bu isleme antisepsi denmektedir (81).

Dezenfeksiyonda  kullanilan ~ kimyasal = maddeler  dezenfektan  olarak
adlandirilmaktadir (87). Antisepsi isleminde kullanilan biyositlere ise antiseptik
denmektedir (85). Dezenfektanlar genellikle bakterilerin vejetatif formlarini 61diirmektedir.
Daha dayanikli olan spor formlar dezenfeksiyon islemi sonrasinda canli kalabilmektedir.
Dezenfeksiyonda amag¢ mikroorganizmalarin tamamini yok etmek degildir. Asil amag
mikroorganizma sayisini en aza indirebilmektir (88). Sterilizasyon, bakteri sporlart dahil
tiim mikroorganizmalarin yok edilmesi iglemidir. Dezenfeksiyon islemine oranla daha

spesifik ve mutlak bir islemdir (89).
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2.2.2. Dezenfeksiyon Yontemleri

Sterilizasyonun aksine mutlak bir islem olmayan dezenfeksiyon islemi, gesitli
diizeylerde uygulanabilmektedir (89). Spaulding, dezenfeksiyon ve sterilizasyon
yontemlerinin belirlenebilmesi amaciyla hasta bakiminda kullanilan arag ve geregleri
enfeksiyon risk derecelerine gore siniflandirmistir. Bu siniflandirmaya gore hasta bakim
tirtinleri ve ekipmanlar kritik, yari-kritik ve kritik olmayan malzemeler olmak iizere iice

ayrilmistir (90, 91).

Kritik malzemeler, damar yolu ve viicut bosluklar1 gibi yiiksek enfeksiyon riski
tasiyan steril bolgelerde kullanilan tibbi malzemelerdir. Cerrahi aletler, damar ici
kateterler, direnler, iiriner sonda gibi malzemeler bu gruba 6rnektir. Bu malzemelerin
biiyiik bir ¢cogunlugu piyasaya tek kullanimlik olarak siiriilmektedir (92). Bu kategorideki
iriinler, steril olarak satin alinmali veya miimkiinse buhar sterilizasyonu ile sterilize
edilmelidir. Malzeme eger 1siya duyarliysa ve diger yontemler ile sterilize edilemiyorsa,
etilen oksit, hidrojen peroksit buhari ve ozon veya sivi kimyasal sterilantlar ile
sterilizasyon islemi uygulanmalidir (90). Bu malzemlerin dezenfeksiyonu i¢in yiiksek

diizey dezenfeksiyon uygulanmaktadir (89).

Yari-kritik malzemeler, mukozalar ve biitiinliigli bozulmus ciltle temas eden ancak
viicuda penetre olmayan alet ve malzemelerdir (82, 89). Bu malzemelerde az sayida bakteri
sporu kalsa dahi hasta agisindan ciddi bir risk olugsmamaktadir (82). Solunum tedavisi ve
anestezi cihazlari, baz1 endoskoplar, laringoskop bigaklar1 ve kollari, 6zofagus manometri
problari, endokaviter problar, nazofaringoskoplar, prostat biyopsi problari, sistoskoplar ve
diyafram baglant1 halkalar1 yari-kritik malzemelere o6rnektir (90). Yar1 kritik malzemelerin

dezenfeksiyonu i¢in orta diizey dezenfeksiyon uygulanmaktadir (89).

Kritik olmayan malzemeler, saglam cilt ile temas eden ancak mukoza zarlariyla
temas etmeyen malzemelerdir. Bozulmamis cilt ¢ogu mikroorganizmaya kars1 etkili bir
bariyer gorevi goriir; bu nedenle, saglam cilt ile temas eden maddelerin sterilitesi kritik
degildir. Kritik olmayan 6gelere 6rnek olarak yatak oOrtiileri, kan basinci mansetleri, koltuk
degnekleri, portatif ekipmanlar (6rn. tekerlekli sandalyeler, inflizyon) ve zeminler
verilebilir. (90). Kritik olmayan malzemelerin dezenfeksiyonu igin diisiik seviye
dezenfeksiyon uygulanmaktadir. Burada amacg bakterilerin vejetatif sekillerinin ve lipid

kapl viriislerin 6ldiiriilmesidir (89).
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2.2.3. Dezenfektanlarin Siiflandirilmasi

Dezenfektanlar etki dereceleri, etki mekanizmalari ve kimyasal yapilarina gore
cesitli sekillerde siiflandirilmaktadir (93). Etki seviyelerine gore dezenfektanlar yiiksek,

orta ve diisiik seviyeli dezenfektanlar olmak {izere tice ayrilmaktadir (94).

Yiiksek seviyeli dezenfektanlar, bakteri endosporlari disindaki
mikroorganizmalarin biiylik bir ¢ogunlugunu yok edebilen dezenfektanlardir. Etkileri
genellikle 12 ile 20 dakikadan daha uzun siirelerde baslamaktadir. Gluteraldehit ve
hidrojen peroksit gibi maddeler bu gruba ornektir (81, 82).

Orta seviyeli dezenfektanlar, tiiberkiiloz etkeni olan M. tuberculosis, bazi zarfsiz
virisler ve diger mikroorganizmalara kars1 etkili olan fakat bakteri endosporlar1 lizerinde
etkinlikleri bulunmayan etil alkol, izopropil alkol, glikoprotamin ve fenol bilesikleri gibi
dezenfektanlardir. Bu grup dezenfektanlar mantarlara karsi da etkinlik gostermektedir (88).
Etkileri genellikle 10 dakikadan daha kisa siire iginde baslamaktadir (81, 82). Bu grup
dezenfektanlar daha ¢ok laboratuvar gibi ortamlarda yilizey dekontaminasyonunu saglamak

amaciyla kullanilmaktadir (79).

Diisiik seviyeli dezenfektanlar M. tuberculosis ve bakteri endosporlarina karsi
etkileri olmayan fakat uygun bir doz aralig1 secildiginde bakterilerin birgogunun vejetatif
formlarin1 ve bazi viriis ve mantarlar1 yok etmeye yarayan dezenfektanlardir. Bu gruptaki
dezenfektanlar etkilerini genellikle 10 dakika iginde gosterebilmektedir. Kuarterner

amonyum bilesikleri (KAB), bu gruba verilebilecek en 6nemli 6rneklerdendir (82, 88).

Dezenfektanlar, etki dereceleri disinda kimyasal yapilarina gbére de
siiflandirilabilmektedir. Buna gore dezenfektanlar genel olarak fenoller, alkoller,
alkilleyici maddeler, asitler, alkaliler, agir metaller, halojenler ve oksitleyici maddeler
olmak iizere ¢esitli gruplardan olugmaktadir (77). Tablo 1’de kimyasal yapilarina gore

dezenfektanlar gosterilmektedir (94).
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Tablo 1. Kimyasal yapilarina gore dezenfektanlar (Eryilmaz ve Akin'dan, 94)

Kimyasal Yap1 Ornek

Asitler Asetik asit, sitrik asit, benzoik asit, sorbik
asit

Alkaliler Sodyum hidroksit, amonyum hidroksit,

sodyum karbonat

Alkoller Etanol, izopropanol

Aldehidler Gluteraldehit, formaldehit
Biguanidler Klorheksidin

Halojenler ve halojen igerikliler Iyot, klor, kloroform

Peroksitler ve peroksijen komponentleri Hidrojen peroksit, perasetik asit,
Fenoller Krezoller, ksilenoller, ortofenilfenol
Kuarterner amonyum bilesikleri Benzalkonyum Klorit (zefiran),

benzotonyum klorit, setilpridinyum Klorit
Agir metaller Civa, glimiis, arsenik, ¢inko, bakir

Diger dezenfektanlar Akridin boyalar1, akriflavin, aminakrin

2.2.4. Dezenfektanlarin Etki Mekanizmalari

Dezenfektanlar, antibiyotiklerden farkli olarak birden fazla bdlgeye
hedeflemektedir. Bakterileri yok etmek icin kullanilan dezenfektanlar ¢ok sayida hiicre
bilesenini etkilemektedir. Bunun yaninda belirli bir bakteri tiirliyle miicadele etmek i¢in
antibiyotikler se¢ilirken, dezenfektanlarin etki spektrumlari ¢ok daha genistir. Bu bilesikler

bakteriler disinda sporlari, viriisleri ve funguslart da etkilemektedir (95).

Dezenfektanlar, antibiyotiklerde oldugu gibi c¢esitli mekanizmalar sayesinde
mikroorganizma iiremesini durdurabilme veya bu mikroorganizmalar1 tamamen ortadan
kaldirabilme yetenegine sahiptir. Cesitli mikroorganizmalara karsi etki tarzlar
aydinlatilmis olmakla birlikte bakteriler tizerindeki etkinlikleri daha iyi belirlenmistir. Bir

dezenfektan madde, tek bir mekanizma ile etki gosterebilmesinin yaninda birden fazla
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mekanizma ile de etki edebilmektedir (87). Dezenfektanlarin fonksiyonlar1 arasinda genel
olarak hiicre zarlarinin tahrip edilmesi, dnemli biyokimyasal fonksiyonlarin ve hiicre i¢ine
besin alimmin engellenmesi yer almaktadir (96). Sekil 5’te dezenfektanlarin etki

mekanizmalar1 gosterilmektedir (97).
Etki mekanizmalari genel olarak bese ayrilmaktadir. Bunlar:

Hiicre zarina etki,

Hiicresel proteinlere etki,

Mikroorganizma enzimlerinin islevlerini bozarak etki,
Niikleik asitlere etki,

Bakteri sporlarina etkidir (79, 93).

o B~ W D P

Bakteriler, hiicre biitlinliiklerini koruyarak hayatta kalmalarini saglayan bir zar ile
cevrilidir. Bu zar fosfolipid ve lipopolisakkaritler gibi bazik bilesiklerden meydana
gelmektedir. Mg?* ve Ca®* gibi katyonlar ile zarmn stabilizasyonu saglanmaktadir.
Dolayisiyla, iyonize edici dezenfektan molekiilleri hiicre zarimi etkileyerek zarin yari
gecirgenligini degistirip, spesifik tagima sistemleri ve enerji metabolizmasini inaktif hale
getirerek bakterilere zarar vermektedir (98). Bu grup dezenfektanlara kloroform, alkoller,
toluen gibi organik ¢oziiciiler; krezol, lizol, hekzaklorofen gibi fenol tiirevi bilesikler ve

sodyum dodesil benzen siilfonat gibi yiizey aktif deterjanlar 6rnek gosterilebilir (93).

Hiicrelerin biiyiik bir kism1 proteinlerden olugsmaktadir. Bunun yaninda enzimlerin
¢ogu protein yapisindadir (87). Mikroorganizmalarda bulunan proteinlerin, islevlerini
dogru bir sekilde yerine getirebilmeleri i¢in uygun molekiiler yapida bulunmalarn
gerekmektedir (77). Baz1 dezenfektanlar, proteinlerin molekiiler yapisinda degisiklikler
meydana getirerek halkalasma ve helezonik yapilasmaya yol agabilmektedir. Bunun
sonucunda bakterisidal etki gozlenmektedir (79). Asitler (hidroklorik asit, siilfirik asit,
fosforik asit, nitrik asit, asetik asit, propiyonik asit ve biitirik asit), alkaliler (sodyum
hidroksit ve potasyum hidroksit, kalsiyum dioksit), alkoller, halojenler ve boyalar bu

grupta yer alan dezenfektanlara drnektir (77, 88).
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Hz0:
Aldehitler Yuksek konsantrasyonlarda:
Etilen oksit Fenoller
Hz0: Klorheksidin
Hucre duvan
/ Sitoplazmik
/ membran
DNA alkilasyonu / Sitoplazma

Elektron tagima

sistemi Tagima

— 0

Klorheksidin Heksaklorofen EDTA Fenoller
lyot Gluteraldehit Zayif lipofilik asitler
Fenoller

Sekil 5. Dezenfektanlarin etki mekanizmalari (Boothe’den, 97)

Baz1 dezenfektanlar mikroorganizmalarda bulunan enzimlerin katalitik bolgelerine
ya da substratlar ile birlesen fonksiyonel gruplarma (-SH gruplarina) baglanarak etki
gostermektedir (88). Bunun sonucunda enzimin islevi bozulmakta ve goérevini yerine
getirememektedir. Bu gruba 6rnek olarak mertiolat, glimiis nitrat gibi agir metaller; klor,

klorit, iyot gibi halojenler; hidrojen peroksit gibi oksidanlar gosterilebilir (79).

Bunlarin disinda niikleik asitlere etki eden dezenfektanlar da bulunmaktadir (81).
Bu bilesikler hiicrelerde bulunan niikleik asitlerle birlesip aktivitelerini bozarak etki
gostermektedir (79). Bu sekilde etki gosteren dezenfektanlarin biiyiilk bir ¢ogunlugunu
mikrobiyolojide boyama yontemleri i¢in kullanilan boyalar olusturmaktadir (99). Kristal

viyole, malasit yesili, metilen mavisi ve akridin boyalar bu gruba 6rnektir (79).

Bakteriyel sporlar, dezenfektanlara vejetatif formlara oranla ¢ok daha dayaniklidir
(98). Kuarterner amonyum bilesikleri ve fenoller gibi dezenfektanlar spor olusumunun
farkli evrelerini etkileyerek dezenfektan aktivite gostermektedir (88). Kuarterner amonyum
bilesikleri
etkilemektedir (81). Gluteraldehid formaldehid, hipoklorit, iyot, hidrojen peroksit ve etilen

germinasyon asamasinda etkili iken fenoller spor olusum asamasini

oksit gibi dezenfektanlar ise olgun spor olusumu evresinde etkili olmaktadir (93).
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2.3. Kuarterner Amonyum Bilesikleri

Kuarterner amonyum bilesikleri (KAB) en yaygin kullanilan dezenfektanlar
arasinda yer almaktadir (17, 18). 1930'larin baslarinda bu bilesiklerin antimikrobiyal
aktiviteleri oldugu tespit edilmistir (100). 1930 ile 1940'h yillarda ise benzalkonyum
klorlirin antimikrobiyal ajan olarak dezenfektan pazarinda onay almasi ile yaygin bir
sekilde kullanilmaya baslanmiglardir (101). KAB’ler renksiz, kokusuz ve nonkorozif
olmalari; nispeten diislik toksisiteleri, genis antimikrobiyal spektrumlari, ucuculuk ve
kimyasal stabiliteleri nedeniyle su ve yiizeylerin yani sira tekstil, saglik tesisleri ve gida
endiistrisi gibi gesitli alanlarda yaygin olarak kullanilmaktadir (102, 103). Bunlarin disinda
cilt, tirnak, dudak ve sa¢ {izerindeki etkileri nedeniyle yapay gozyasi, burun
dekonjestanlari, yiiz temizleyicileri, glines koruma kremleri ve losyonlari, bebek
losyonlari, nemlendiriciler, sa¢ kremleri ve makyaj temizleme {irlinleri gibi {iriinlerde
koruyucu olarak gorev yapmaktadir (104). En ¢ok kullanilan KAB’ler benzalkonyum
kloriir, dodesil dimetil amonyum kloriir, alkil benzil dimetil amonyum kloriir, dodesil

benzil dimetil amonyum bromiir ve dodesil dimetil amonyum dimetil amonyum bromiirdiir

(103).

KAB’lerin genel kimyasal yapilart N"R1R2R3R4X" seklindedir. Buradaki R gruplari,
bir hidrojen atomunu, diiz bir alkil grubunu veya diger fonksiyonel gruplarla ikame edilmis
doymus, doymamis, dalli, diiz, siklik veya asiklik alkil gruplarini; X ise bir anyonu temsil
etmektedir (103, 104). Sekil 6°da kuarterner amonyum bilesiklerinin genel yapisi
gosterilmektedir (17). Yapilarinda bulunan dort organik grup, azot atomunda kalict bir
pozitif yiikiin olusmasina neden olmaktadir. Pozitif yiiklii azot atomuna, kloriir veya
bromiir gibi negatif bir iyonun baglanmasiyla kuarterner amonyum tuzlari meydana

gelmektedir (17, 18).

R R?

/ N+\ .....
R’ R*

e P ..o . S

Sekil 6. Kuarterner amonyum bilesiklerinin genel yapis1 (Mulder’den, 17)
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Kuarterner amonyum tuzlar1 hidrofilik ve hidrofobik 6zelliklere sahip iki kisim
icermektedir (105). Alkil zinciri bilesiklerin hidrofobik kismint olustururken alkil
gruplarina sahip azot ise hidrofilik kismi1 meydana getirmektedir (103). Bu yap1, KAB’ler
gibi katyonik yiizey aktif bilesiklerinin mikroorganizmalarin hiicresel membrani ile
etkilesimini miimkiin kilmaktadir (105). Alifatik zincirde 12-14 karbon atomuna sahip
bilesikler en yiiksek yiizey aktif aktivite gostermektedir (103). Dezenfektan olarak
kullanilan KAB’ler genellikle 12-18 karbon atomu igerenlerdir (106).

KAB’ler, azot atomlarinin sayisi, karbon zincirinin dallanmas1 ve aromatik gruplari
igerebilen R gruplarinin dogasina gore ¢esitli sekillerde siniflandirilabilmektedir (18).
KAB’ler alkilasyon sentezi sirasinda kullanilan amine bagli olarak her biri ¢ok sayida
bilesik ve alt gruptan olusan piridinyum bilesikleri, dogrusal alkilamonyumlar ve imidazol

bilesikleri olmak tizere iice ayrilmaktadir. Sekil 7’de bu bilesiklerin temel yapilari

gosterilmektedir (17).
R
R2 /! R
- N |+
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Ry N | Y
R
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Sekil 7. KAB’lerin kimyasal yapilar1 (Mulder’den, 17)

Bu smiflandirmanin disinda dogal ortamlarda tespit edilen ii¢ ana yapisal sif
bulunmaktadir. Bunlar, alkil zincirinde 8 ile 18 arasinda degisen sayida karbon atomuna
sahip ¢ift n-alkil zincirleri olan dialkildimetilamonyum kloriir bilesikleri (DADMACS),
karbon atomu sayist 12 ile 22 arasinda degisen tek bir n-alkil zincirine sahip olan
alkiltrimetilamonyum (ATMACS) bilesikleri ve alkil zinciri uzunlugu 12 ile 18 arasinda
degisen karbon atomuna sahip benzilalkildimetilamonyum (BACs) bilesikleridir (107).
KAB'ler katyonik deterjanlar olarak da bilinen yiizey aktif maddelerdir. Bu 6zellikleriyle
yiizey gerilimini azaltarak miseller olusturup sivi iginde dagilmaya izin vermektedir (18).
KAB’ler gibi bir¢ok yiizey aktif bilesik bakterisittir ve bu eylemleri i¢in bazi agiklamalar
mevcuttur (100).
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KAB’lerin bakterisit etkisi, enerji iireten enzimlerin etkisizlestirilmesi, esansiyel
hiicre proteinlerinin denatiirasyonu ve hiicre zarmin bozulmasi ile iliskilendirilmektedir
(108). Bu molekiillerin pozitif yiiklii kuarterner azot kismi, bakteriyel hiicre zarlari
tizerindeki negatif yiiklii fosfolipidlerin kafalariyla etkilesime girmelerini saglamaktadir.
Daha sonra, molekiiliin hidrofobik kismi membrana interkalasyon yapmakta ve membran
yayilma kuvvetlerini ve iyon gradyanlarin1 bozarak hiicre dliimiine yol agmaktadir (104,
109). KAB’lerin antibakteriyel aktivitesi temel olarak hiicre zarlar1 ile bir etkilesimi,
membran biitiinliigiiniin bozulmasini ve hiicresel igerigin sizmasini seklindedir (104). Sekil

8’de KAB’lerin antibakteriyel etki mekanizmasi gosterilmektedir (110).

A i)

, > ~ %
2 \
\
- Hiicre zarinin bozulmasi ve incelmesi \'.

- Sitozolik igerigin sizmasi \ -
- Hiicresel materyallerin cokmesi /’
Temel gradyanin yok olmasi / E % E

A G

Sekil 8. KAB’lerin antibakteriyel etki mekanizmalar1 (Jennings’den, 110)

KAB'ler bakteri hiicre zarin1 hedeflediginden dolayi, gram-pozitif bakterilere
(ozellikle stafilokoklara) karsi 6nemli Glglide aktivite sergilemektedir (102, 110). Gram-
pozitif bakteriler tek bir fosfolipid hiicresel zarina ve peptidoglikandan olusan daha kalin

bir hiicre duvarma sahipken, gram-negatif bakteriler iki hiicresel zar ve oldukga ince bir
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peptidoglikan tabakasi ile c¢evrilidir (110). Bu ikinci membranin varligindan dolayi,
KAB!'ler ve diger membran hedefli antiseptikler, gram-negatif tiirlere kars1 daha az aktivite
sergileme egilimindedir (102, 110). KAB’ler ayn1 zamanda gii¢lii antifungal ajanlardir
(110). Hidrofobik aktiviteleri, lipit i¢eren viriislere kars1 etkili olmalarmi saglamaktadir.

Uriin formiilasyonuna bagli olarak lipit icermeyen viriislere ve sporlara karsi da etkilidirler
(18).

KAB’ler ¢esitli mikroorganizmalar iizerinde giiclii bakterisidal etkilere sahip
olmasina ragmen insan hiicreleri lizerinde bazi sitotoksik etkilere yol acabilmektedir. Bu
etkiler, 6zellikle saglik ¢alisanlarinin siklikla antiseptik kullanimlarina bagl olarak gelisen
ellerde tahris ve kontakt dermatit seklinde ortaya ¢ikmaktadir (111). Bunlarin disinda
KAB’ler astim, alerjik reaksiyon ve gozde irritasyon gibi yan etkilere de neden
olabilmektedir (102).

Evsel ve endiistriyel triinlerde kullanilan 6nemli miktardaki KAB nedeniyle bu
bilesikler tesadiifen veya bilingli bir sekilde ¢evreye salinmaktadir. Bu durum yiizey sulari,
atik sulari, kanalizasyon camurlari, toprak ve nehir agzi tortular1 gibi alanlarda KAB
birikimine yol a¢cmaktadir. KAB’lerin bu gibi alanlardaki varligi, c¢evrede yasayan
organizmalar icin potansiyel risk olusturmaktadir. Bu olas1 olumsuz etkileri arastirmak icin
biiylik bir caba gosterilmesi gerekmektedir (112). KAB’lerin yaygin kullanimlarinin bir
diger sonucu bu bilesiklere kars1 zamanla mikroorganizmalar arasinda direng gelismesidir
(105). Cogu KAB formiilasyonu, uygulamadan sonra su ile durulama gerektirmedigi igin
bakteriler ve KAB’ler arasindaki temas uzayabilmektedir. Hizla nétralize etmeyen diisiik
kimyasal reaktiviteye sahip bir KAB’ye uzun siire maruz kalmak, mikrobiyal topluluklari
alt inhibitér konsantrasyonlara maruz birakabilmektedir. Bu da ¢esitli antimikrobiyal
ajanlarin daha yiiksek minimum inhibitér konsantrasyonlarma (MIK) duyarli klonlarin

hayatta kalmasina neden olmaktadir (104).

KAB’lere direngli bakterilerin ortaya cikmasiyla birlikte konak¢mnin direng
mekanizmasindan kagabilecek yeterli antimikrobiyal aktiviteye sahip yeni bilesiklerin
tasarlanmasi acil bir ihtiya¢ haline gelmistir (112). Bu tez ¢alismasinda, bu amagla
gelistirilen Antimic® adli dezenfektanin (19) etken maddesi olan 3-(trimetoksisilil) propil
dimetil oktadesil amonyum kloriir (TPOAC) bilesigi kullanilmistir. Sekil 9’da bu bilesigin
kimyasal yapist gosterilmistir (113).
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Sekil 9. TPOAC’1n kimyasal yapisi (Censi’den, 113)

TPOAC, alkoksisilan kuarterner amonyum yapisina sahip bir bilesiktir (19).
Alkoksisilanlar, silisyumun oksijen kopriisii ile organik bir gruba baglanmasi sonucu
meydana gelen silikon bilesikleridir (114). Alkoksisilanlar yapilarinda en az bir adet
alkoksi grubu tasimaktadir (115). Genel formiilleri (R10)s3-Si-R2 seklinde olup R:
genellikle metil veya etil, R ise fonksiyonel bir gruptan meydana gelmektedir (116).
Fonksiyonel alkoksisilanlar, organik-silika hibrit malzemeleri, HPLC malzemeleri gibi
bircok 6nemli malzeme ve cihazin imalatinda ve ayrica yiizey modifikasyonu, dolgu
macunu, yapistirict ve kaplama gibi endiistriyel proseslerde imit vaat eden bilesiklerdir
(117).

Antibakteriyel etkisi kanitlanmig olan bu Dbilesigin antibakteriyel etki
mekanizmasina dair literatiirde daha 6nce yapilmis herhangi bir ¢caligmaya rastlanmamustir.
Bu amagla bilesigin DNA niikleaz aktivitesi ve topoizomeraz inhibisyon etkisi

incelenmistir.
2.4. DNA ve Yapisi

Deoksiriboniikleik asit (DNA), ilk olarak 1869 yilinda Isvigreli kimyager Friedrich
Miescher’in insan alyuvar hiicrelerinin ¢ekirdeklerinde "niiklein" adin1 verdigi kimyasal
molekiilii kesfetmesiyle tanimlanmistir. ilerleyen dénemlerde molekiiliin asidik 6zellige

sahip oldugu tespit edilince adi niikleik asit olarak degistirilmistir.

Miescher’in niikleik asit kesfinin ardindan Rus biyokimyaci Phoebus Levene,
molekiiliin kimyasal yapisin1 arastirmaya devam etmis ve DNA'min bilesenlerini
tanimlayan ilk arastirmaci olmustur. One siirdiigii poliniikleotit modeli ile niikleik asitlerin
bir dizi niikleotitten olustugunu ve her bir niikleotidin sirasiyla azotlu organik baz, bir

seker molekiilii ve bir fosfat grubundan olustugunu belirtmistir (118, 119).
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Avusturyali biyokimyaci Erwin Chargaff yaptigi c¢alismalar sonucunda bazlarin
nispi oranlarinin tiirler arasinda degistigi ancak tek bir tiiriin liyelerinde korunduguna dair
bir gozlem elde etmistir. Herhangi bir tiirde, adenin (A) miktarinin her zaman timin (T)
miktarina ve sitozin (C) miktarinin ise her zaman guanin (G) miktarina esit oldugunu tespit
etmigtir. Ayrica herhangi bir tiir igin A/T oraninin sabit ve C/G oranina esit oldugunu

bulmustur (118, 119).

Chargaff'in daha sonra Ingiliz arastirmac1 Rosalind Franklin ve Maurice Wilkins'in
X-1s11 kristalografisi ¢aligmalari ile birlestirilen gdzlemleri, Watson ve Crick'in ii¢ boyutlu
cift sarmal DNA modelini tiiretmesine biiyiik katki saglamistir (118). Tim bunlarin
sonucunda 1953 yilinda James Watson ve Francis Crick, Maurice Wilkins ile birlikte DNA
¢ift sarmalmin yapisim kesfederek 1962'de Fizyoloji ve Tip alaninda Nobel Odiilii'ne layik
goriilmistiir (119).

DNA, canli hiicrelerdeki en onemli molekiillerden biridir (120). Sahip oldugu
benzersiz yapi, genetik bilgiyi depolama ve nesilden nesile aktarma islevinden sorumludur
(121). DNA'n en 6nemli 6zelligi, birbiri etrafinda biikiilmiis ¢ift sarmal seklindeki iki
poliniikleotit zincirinden olugmasidir. Bu iki zincir birbirine zit yonlerde uzanmaktadir.
Zincirlerden biri 5' — 3' yoniinde ilerlerken, diger zincir 3' — 5' yoniinde ilerlemektedir.
Iki zincir, baz ciftleri arasindaki hidrojen baglar1 yoluyla eslesmektedir. Sarmal, sag el
yapisindadir (121, 122). Cap1 2 nm'dir. Ayn1 zincir tizerindeki bitisik bazlar arasinda 0.34
nm (0.34 x 10° m) uzunlugunda mesafe bulunmaktadir. Sarmal, her bir déniiste 10 baz

ciftine sahiptir. Sekil 10°da DNA molekiiliiniin ¢ift sarmal yapist gosterilmektedir (121).
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Sekil 10. DNA molekiiliiniin ¢ift sarmal yapis1 (Ateto’dan, 122)

Niikleotitler, tiim niikleik asit molekiillerinin yap1 taglaridir. DNA’nin da yap1 tasi
olan bu yapisal birimler {i¢ temel bilesenden meydana gelmektedir. Bunlar azotlu organik
bazlar, pentoz sekeri (5 karbonlu seker) ve fosfat grubudur. Yalnizca seker ve bazdan
olusan yapi niikleosit olarak adlandirilmaktadir. iki tiir azotlu baz grubu bulunmaktadir.
[lki dokuz iiyeli ve ¢ift halkali piirinler digeri ise alt1 iiyeli tek halkali pirimidinlerdir.
Adenin (A) ve guanin (G) piirinleri olusturmaktadir. Sitozin (C), timin (T) ve urasil (U) ise
pirimidinleri meydana getirmektedir. Hem DNA hem de RNA A, C ve G bazlarini
igerirken, T bazin1 yalnizca DNA, U bazini ise yalnizca RNA igermektedir. A, G, C, T ve
U’nun kimyasal yapilar1 Sekil 11°de gosterilmektedir (122, 123).

Niikleotitler, poliniikleotit  zincirinde  birbirlerine  fosfodiester  bagiyla
baglanmaktadir. Ardisik iki niikleotit sekerinden birinin 3’-hidroksil grubunun sonraki
niikleotit sekerinin 5’-hidroksil grubuna fosfat grubu araciligi ile yapmis oldugu bu bag
fosfodiester bagi olarak adlandirilmaktadir (122, 123). Bazlar, N-glikozidik bag ile
deoksiriboza baglanmaktadir. Bu baglanma sirastyla pirimidin ve piirin bazlarinin 1 ve 9
numarali azot atomu tizerindeki H ile deoksiribozun 1 numarali karbon atomunda bulunan
hidroksil grubunun birleserek bir molekiil su agiga ¢ikarmasiyla meydana gelmektedir
(121-123).
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Bir A-T baz ¢ifti arasinda iki hidrojen bagi bulunurken G-C baz gifti arasinda iig
hidrojen bagi bulunmaktadir (Sekil 10). Tamamlayici bazlar arasindaki hidrojen baglar ¢ift
sarmalli DNA’nin temel bir o6zelligidir. Bu baglar zayif olmasina ragmen sarmalin

termodinamik stabilitesine katki saglamaktadir (122, 124).
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Sekil 11. Piirin ve pirimidin bazlarinin kimyasal yapilar1 (Klug’dan, 123)

Pentoz sekerleri bulunduklart niikleik aside gore isimlendirilmektedir. Riboniikleik
asitler (RNA) riboz icerirken, deoksiriboniikleik asitler (DNA) deoksiriboz igermektedir.
Riboz ile karsilastirildiginda, deoksiriboz, C-2" konumunda bir hidroksil grubu yerine bir
hidrojen atomuna sahiptir. Sekil 12’de pentoz sekerlerinin halka yapilar1 gosterilmektedir
(123).
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Sekil 12. Pentoz sekerlerinin kimyasal yapilar1 (Klug’dan, 123)
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DNA molekiilii, ¢ift sarmal yapisindan dolay1 seker-fosfat omurgasinda yer alan,
boyut olarak birbirinden farkli iki oluga sahiptir (122, 125). Kiigiik oluk, antiparalel DNA
zincirlerinin birbirine en yakin olduklar1 yerdeki boslugu temsil ederken biiyiik oluk,
birbirinden en uzak olduklar1 alani1 tanimlamaktadir (121). Sekil 13’te DNA’daki kiigiik ve
biiyiik oluklar gosterilmektedir (120).

biyik oluk

fosfat
A

C-1 kacuk oluk C-1

v

deoksiriboz

biyiik oluk

o kiigik oluk G

Sekil 13. DNA’daki kiigiik ve biiyiik oluklar (Minchin’den, 120)

DNA, degisik izolasyon kosullarina bagli olarak farkli formlar alabilmektedir
(123). Ug farkli DNA sarmali formu bulunmaktadir: A-DNA, B-DNA, Z-DNA. Sekil 14’te
DNA’nin A-, B- ve Z- formlar1 gosterilmektedir (126).

Genel sekli ve yapisi bakimindan asina oldugumuz B-DNA formu, ¢ift sarmalin
Watson-Crick formudur. Ayni zamanda ii¢c DNA sarmal ailesinden en yaygin olani Ve yapi
bakimindan en degisken olanidir (124). Yiiksek nemde gozlenen B formu, her turda 10 baz
cifti, genis bir ana oluk ve dar bir kiigiik oluga sahiptir (122). Su aktivitesi diistiik¢ce B-
DNA A-formuna doniismektedir (9).
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Diisiik nem kosullarinda gozlenen A formu, her bir tam turda 11 baz cifti
icermektedir. Bilyiik olugu daha dar ve B formundan ¢ok daha derindir. Kiigiik olugu daha
genis ve sigdir. Hiicredeki DNA'nin biiyiik ¢ogunlugu B formuna sahip olsa da DNA,
belirli DNA-protein komplekslerinde A formunu benimsemektedir. A-DNA ayni1 zamanda
B-DNA'dan daha katidir, ¢linkii bazlar merkezden daha farkli bir sekilde istiflenmistir. Bu
durum bazlar1 daha az esnek hale getirmektedir (122, 124).

Ustten gérinim

B-DNA A-DNA Z-DNA

Sekil 14. DNA’nin A-, B- ve Z- formlar1 (Berg’den, 126)

Z-DNA, A ve B konformasyonlarindan daha dardir ve doniis basina 12 baz cifti
icermektedir. A- ve B-DNA formlar1 sag-el doniislii sarmallar iken, Z-DNA formu sol-el
doniise sahiptir. A-DNA, diisiik hidrasyon ortamlarinda tercih edilirken, Z-DNA yiiksek
tuz konsantrasyonlarinda tercih edilmektedir (124). Bunlarin disinda farkli laboratuvar
kosullarinda kesfedilen DNA formlar1 da bulunmaktadir: C-DNA, D-DNA, E-DNA, P-
DNA (123). DNA'nin ¢ogu, Z-DNA olusturabilen birkag¢ kii¢iik bolge ile A- ve B-DNA

konformasyonlarinin bir karisimi halinde bulunmaktadir (124).
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DNA dinamik bir molekiildiir (127). Cift sarmal yapisindaki DNA, ii¢ boyutlu
uzayda kendi ekseni etrafinda biikiildiigiinde siiper sarmal denilen forma doniismektedir
(128). Siiper sarmal yapisi, DNA replikasyonu, transkripsiyonu ve rekombinasyonu gibi
temel bir¢ok metabolik yolda 6nemli rol oynamaktadir (129). Replikasyon asamasi
DNA’da bir takim topolojik problemlere yol agmaktadir (130). Topoizomerazlar, bu

problemlerin ¢6ziimii i¢in gerekli olan enzimlerden biridir (131).
2.4.1. DNA Niikleaz Aktivitesi

Son yillarda DNA kesim ajanlarinin izolasyonu, DNA'y1 spesifik olarak taniyabilen
ve kesebilen model bilesiklerin tasarimi ve sentezine yonelik aragtirmalarda ¢arpict bir artig
meydana gelmistir. Molekiiler biyoloji, biyoteknoloji ve tip gibi bir¢ok uygulama alanina
sahip olan DNA restriksiyon ajanlarinin cesitli hastaliklara karsit etkili olabilecek
kemoterapoétik bilesiklerin gelistirilmesine katkida bulunabilecegi diisiiniilmektedir (132,

133).

DNA'daki fosfodiester baglari, fizyolojik kosullar altinda boliinmeye karsi dikkate
deger bir stabiliteye sahiptir. Bu istikrar, canliligin siirdiiriilmesi i¢in temel gerekliliklerden
biri olarak kabul edilmektedir (134). Bununla birlikte, DNA kesimi tiim canli sistemler i¢in
hayati bir siirectir. Ornegin, topoizomeraz enzimleri, DNA'nin bir veya iki ipligini keserek
replikasyon, transkripsiyon ve diger hiicresel islemlerde DNA'nin topolojik problemlerini
cozebilmektedir. Bir baska 6rnek, hiicreyi yabanct DNA'nin boliinmesiyle veya etkilenen
hiicrenin apoptozu sirasinda hiicresel DNA'y1 parcalayarak virilis enfeksiyonuna karsi
koruyan restiriksiyon enzimleridir (veya endoniikleazlari). Bircok antikanser ilacinin (6rn.
bleomisin) aktivitesi, DNA kesim aktivitesi ile hasta hiicrelerde apoptozu tetikleyerek

hiicre 6liimiine yol agmaktadir (135).

DNA kesim, genel olarak oksidatif kesim, hidrolitik kesim ve fotokimyasal kesim
olmak iizere tice ayrilmaktadir (134, 135). Oksidatif kesim deoksiribozun hidrojeninin
ayrilmasi veya niikleobazlarin oksidasyonu ile gerceklesmektedir (135, 136). Bu islem
sirasinda olusan reaktif oksijen tiirleri, ROS (Singlet molekiiler oksijen, 'O, hidroksil
radikali, HO', siiperoksit radikali O2~) deoksiribozun ve niikleobazlarin zarar gérmesine
neden olabilmektedir (134, 135). Oksidatif kesime genellikle katki maddeleri ve 1sikla
indiiklenen DNA kesim ajanlarinin varlig1 aracilik etmektedir. Yani boliinmeyi baglatmak

icin 151k veya H20> gibi harici bir ajan gerekmektedir (135).
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Uygun ¢evre kosullarinda (25°C) nétr pH’a sahip sudaki tipik bir DNA fosfodiester
baginin yari Omriiniin on milyar ile yiiz milyar yil arasinda degisebilecegi tahmin
edilmektedir. Hidrolitik kesim, DNA fragmanlar1 olusturmak i¢in bu fosfodiester
baglarinin su varliginda boliinmesiyle DNA’nin parcalanmasi olarak tanimlanmaktadir. Bu
yontemin genel mekanizmasi, Lewis asidi gibi davranan Mg?*, Zn?*, Mn?*, Ca?* ve Fe?*

gibi katalitik metal iyonlarinin varligi ile gergeklesen hidroliz reaksiyonudur (135, 136).

Bu Lewis asitleri, fosfat grubunu niikleofilik saldirtya ugratarak, suyu veya
hidroksiti niikleofil olarak aktive edebilmekte veya uzaklasan alkoliin ayrilma yetenegini
artirabilmektedir (135). Hidrolitik kesimde, oksidatif kesimin aksine deoksiriboz veya
niikleobazlar zarar gormemektedir. Dolayisiyla tepkime {iirlinleri enzimatik olarak tekrar
baglanabilmektedir (134, 136). Sekil 15’te oksidatif ve hidrolitik DNA kesimin

mekanizmalar1 gdsterilmektedir (137).

DNA'nin hidrolitik kesimi
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DNA'nin oksidatif kesimi

Sekil 15. Oksidatif ve hidrolitik DNA kesimin mekanizmalar1 (Wang’dan, 137)
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Niikleik asitlerin fotokimyasal kesimi, niikleaz aktivitesini tetiklemek i¢in 15181n
kullanilmastyla gerceklestirilmektedir. Goriiniir veya UV'ye yakin 1sikla aktive edilen
niikleazlar, transkripsiyon gibi islemlerin incelenmesi ve niikleik asit yapisinin

arastirilmasi i¢in kullanilabilmektedir (135).

Fotoniikleaz terimi, elektronik olarak uyarilmis bir durumda iken dogrudan bir
niikleik asit ile reaksiyona giren ve niikleik asit zincirinin aniden kesilmesine neden olan
bilesikler olarak tanimlanmaktadir (138). DNA’nin fotokesimi, fotokimyasal olarak
iretilen radikaller tarafindan seker halkasindan hidrojen atomunun uzaklastirilmasi, bazdan
(genellikle guanin) fotokesim ajanlarina dogrudan elektron transferi, uyarilmis
fotoniikleazdan enerji transferi ile singlet oksijen {iretimi ve baz fragmanlarinin olusumu

gibi ¢esitli mekanizmalarla ortaya ¢ikabilmektedir (135).

Gecis metal komplekleri gibi sentetik niikleazlarin niikleaz aktivitesini belirlemek
icin genellikle agaroz jel elektroforezi yontemi kullanilmaktadir (136). Bu yontemin
prensibi, molekiillerin agaroz jel iginde kiitlelerinin, yiiklerinin ve sekillerinin bir
fonksiyonu olarak go¢ etmeleridir (139). Dairesel plazmit DNA elektroforeze tabi
tutuldugunda bozulmamis siiper sarmal DNA (form I) diger formlara nazaran
elektroforezde daha hizli go¢ etmektedir. Bir DNA ipliginde kesilme meydana gelirse, asir
sargili DNA gevseyerek daha yavas hareket eden bir kirik form (form II) olusturmaktadir.
Her 1ki iplik¢ik de kesilirse, form I ve form II arasinda go¢ eden lineer bir form (form III)
meydana gelmektedir. Sekil 16°da form I, form II ve form II’iin yapilar1 gosterilmektedir

(140, 141).

Siper sarmal form Lineer Form Kirik form
(Form 1) (Form II1) (Form II)

Sekil 16. Plazmid DNA formlar1 (Schleef’den, 141)
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Form I, form II ve form III ile karsilastirildiginda elektroforezde en hizli go¢ eden
formdur. Komplekslerin DNA kesim aktivitesi, silipersarmal formun, kirik ve lineer

formlara doniisiimii 6l¢iilerek belirlenmektedir (140).
2.5. Topoizomerazlar

Lineer yapidaki DNA, i¢inde bulundugu hiicreden daha uzundur. DNA’nin hiicre
cekirdegine sigabilmesi i¢in sikica paketlenmesi gerekmektedir. Bu islem ayni zamanda
transkripsiyon, replikasyon ve rekombinasyon gibi yasamsal siireglerin devam edebilmesi
icin DNA molekiilii iizerinde bulunan bilgilere erisime izin vermelidir. Genlerden bilgi
tiiretilebilmesi icin DNA iplikgiklerinin anlik olarak birbirinden ayrilmasi1 gerekmektedir
(142). DNA zincirleri birbirinden ayrildik¢a sarmalin burulma stresi artmaktadir (143).
Topoizomerazlar, hiicre proliferasyonu, transkripsiyon, rekombinasyon ve mitoz sirasinda

olusan burulma stresini azaltarak DNA topolojisini diizenleyen enzimlerdir (144).

[lk DNA topoizomeraz, 1971 yilinda James Wang tarafindan E. coli’de
kesfedilmistir. Basta ® proteini olarak adlandirilan enzim giiniimiizde E. coli tip |
topoizomeraz enzimi olarak bilinmektedir (145). Topoizomeraz I enziminin kesfinin

ardindan 1976 yilinda DNA giraz, 1990 yilinda topoizomeraz IV enzimleri kesfedilmistir
(146, 147).

Topoizomerazlar, tip | ve tip 1l olmak iizere iki sinifa ayrilmaktadir. Tip | enzimler,
katalitik iglevlerini yerine getirmek i¢in bir DNA zincirini hedef alirken tip 1l enzimler her
iki DNA zincirini hedef almaktadir (148). Bilinen tim DNA topoizomerazlar ortak bir
ozelligi paylasmaktadir. Bu ozellikleri iki ardisik transesterifikasyon reaksiyonunda
DNA'nin fosfodiester omurgasini boliip yeniden birlestirebilme yetenekleridir. Gegici
DNA boliinmesi sirasinda, enzimdeki tirozin hidroksil grubu ile kirilma bolgesinde yer
alan 3' veya 5' fosfat grubu arasinda gecici bir fosfodiester bagi olusmaktadir. Bag enerjisi
enzim-DNA kompleksinde korundugundan enzimin yeniden birlestirme aktivitesi igin
enerjiye ihtiyag yoktur (146, 149, 150). Topoizomerazlarin genel siniflandirmasi Sekil
17°de gosterilmistir (151).
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Sekil 17. Topoizomerazlarin siniflandirmasi (Khan’dan, 151)

2.5.1. Tip | Topoizomerazlar

Tip | topoizomerazlar, herhangi bir enerji (ATP) gereksinimi olmaksizin hem
negatif hem de pozitif siiper sarmal DNA’y1 gevsetebilme yetenegine sahip monomerik
enzimlerdir (150). Bu enzimler DNA sarmalinin bir ipligini kirip yeniden birlestirerek veya
kirtk DNA ipliginin saglam iplik etrafinda donmesine izin vererek etki etmektedir (143).
Tip | topoizomerazlar, dkaryotik ve prokaryotik tip I topoizomerazlar olmak iizere ikiye
ayrilmaktadir (13, 151).

Okaryotik tip I topoizomerazlar yapilari ve mekanizmalarma gore iki simifa
ayrilmaktadir: tip IA ve tip IB (151). Bunlarin disinda, son zamanlarda Methanopyrus
kandlerinde topoizomeraz V (Topo-V) olarak adlandirilan tip IC sinifi bir enzim ortaya
ctkmustir (150). Okaryotik tip IA topoizomeraz enzimi dért bolgeden olusmaktadir.
Domain I, topoizomeraz ve primazdan (TOPRIM) olusurken, domain Il ve 1V katalitik
tirozin rezidisii icermektedir. Bunlarin disinda bir de domain IlIl ve IV’i, birbirine
baglayan esnek bir domanin II koprisii bulunmaktadir. Sekil 18’de Okaryotik tip TA
topoizomeraz enzimi gosterilmektedir (151). Okaryotik tip IA topoizomeraz enziminin
calisma mekanizmasi su sekildedir: 1. Ik olarak tek sarmalli DNA molekiilii, domain 111 ve
I’e baglanmaktadir. 2. DNA omurgasi, gegici 5'-fosfotirozin ara {iriiniiniin olusumuna yol
acan Kkatalitik tirozin rezidiisiiniin etkisiyle kirilmaktadir. 3. Daha sonra, domain Il bir
eksen veya doniim noktast gibi kullanilarak ayrilmakta ve ikinci bir DNA dubleksi veya

ipligi buradan gegirilmektedir (13, 150).
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Domain II
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1I/TV hinge
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Domain Il T <8

Domain I

Sekil 18. Okaryotik tip 1A topoizomeraz enzimi (Khan’dan, 151)

Tip IB topoizomeraz enzimleri 6karyotlar, viriisler ve bakterilerde tanimlanmasina
ragmen Okaryotik tip 1B topoizomeraz enzimi boyut olarak digerlerinden daha biiyiiktiir.
Okaryotik tip IB topoizomerazlarin molekiiler agirligi genellikle 90 kDa'nin {izerindedir.
Biitiin tip IB topoizomerazlar, yapilar1 ve fonksiyonlari bakimindan birtakim ortak
ozelliklere sahiptir. Hepsi, aktif bolgesini Tyr, Arg, Arg, Lys ve His / Asn’nin olusturdugu
5°1i rezidii igermektedir (152). Ayrica tip IB topoizomerazlar hem negatif hem de pozitif
stipersarmal DNA molekiilleri tizerinde etki edebilmektedir (153).

Tip 1 topoizomerazlarin genel kataliz mekanizmasi, enzimin Katalitik tirozin
kalintisinin DNA fosfodiester bagina niikleofilik saldirisindan kaynaklanmaktadir. Bununla
birlikte, tip IA ve IB alt tipleri arasinda bazi farkliliklar bulunmaktadir. Tip IA
topoizomerazlar kirtkk DNA'nin 5' fosfat ucuna baglanirken, tip IB topoizomerazlar 3'-
fosfat ucuna baglanmaktadir (150). Tip IB enzimleri, bir DNA zincirinin digerinin
etrafinda dondiigii "kontrollii rotasyon" olarak adlandirilan bir mekanizma ile DNA'y1

gevsetmektedir (152, 153).

Prokaryotik topoizomeraz | enzimi, E. coli'de kapsamli bir sekilde karakterize
edilmistir. E. coli disinda Micrococcus luteus, Diplococcus pneumoniae ve
Fervidobacterium islandicum gibi birka¢ bakteride de topoizomeraz I ¢alisilmistir (154).
Prokaryotik tip I topoizomerazlar, negatif siiper sargili DNA'nin gevsemesini enerjiden
bagimsiz bir sekilde katalize etmektedir. Bunun yaninda prokaryotik tip I topoizomerazlar

aktivite i¢in Mg?" gerektirirken, okaryotik enzimlerin buna ihtiyaci yoktur (155).
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E. coli daha oOnceleri ® proteini olarak bilinen bir topoizomeraz olan DNA
topoizomeraz I'e sahiptir (156). Topoizomeraz | enzimi, 97 kDa agirhiginda bir
monomerdir (13). TopA geni tarafindan kodlanan E. coli topoizomeraz | enzimi,
transkripsiyonla indiiklenen negatif siiper sarginin giderilmesinde énemli bir role sahiptir
(157). E. coli DNA topoizomeraz I'in 67 kDa N-terminal fragmaninin yapisi, proteinin dort
domain tarafindan olusturulan bir toroidal sekle sahip oldugunu gostermektedir (Sekil 19)
(158, 159).

| Domain IV

C-ternunus

Domain I

Sekil 19. E. coli DNA topoizomeraz I'in 67 kDa N-terminal fragmaninin yapisi
(Feinberg’den, 159)

Proteinin merkezinde, DNA'y1 kolayca barindirabilen yaklasik 25 A ¢apinda biiyiik
bir delik bulunmaktadir. Aktif bolge, iki alan arasindaki arayilizde yer almaktadir. Enzimin,
kirtk DNA zincirinde bir kapt agmak i¢in biiyiik bir konformasyonel degisiklikle sinerji
icinde bir DNA zincirini kirdig1 6ne siiriilmektedir. A¢iklik, diger ipligin proteindeki
merkezi delige gecisine izin vermektedir. Gegisten sonra protein tekrar kapanmakta ve
kopuk ipin yeniden baglanmasina izin vermektedir. Yakalanan ipligi serbest birakmak i¢in
proteinin agilmasi, reaksiyonu tamamlamaktadir. Reaksiyon i¢cin ATP gibi harici bir enerji

kaynag1 gerekmemektedir (158).

E. coli DNA topoizomeraz I ile yakindan iliskili olan bir diger DNA topoizomeraz,
E. coli DNA topoizomeraz Il enzimidir (160). Topoizomeraz Ill topB geni tarafindan
kodlanan ve tek tip alt birimden olusan bir enzimdir (13). E. coli DNA topoizomeraz llI,

negatif siiper sargili DNA'y1 gevsetmenin yani sira katenasyon (iki tek dairesel DNA
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ipliginin replikasyondan sonra birbirine baglanmasi) ve dekatenasyon (iki bagli, kapali,
dairesel kromozomun ayrilmasi) Yyapabilen bir topoizomerazdir. Topoizomeraz I,
topoizomeraz I'den ¢ok daha iyi bir katenasyon ve dekatenasyon enzimidir (158). Yapisal
olarak, iki protein arasindaki temel fark C-terminalinde bulunmaktadir. Topo |, DNA
baglanmasinda rol oynayan ve aktivite icin gerekli olan biiyiikk bir ¢inko-serit alanina

sahipken, topo III ¢ok daha kiigiik bir C-terminal alanina sahiptir (161).
2.5.2. Tip 1l Topoizomerazlar

Tip Il topoizomerazlar, E. coli hiicre ekstratlarinda ATP'ye bagimli bir DNA siiper
sarmal aktivitesinin bulgusu ile kesfedilmistir (162). Bu enzimler, DNA replikasyonu,
kromozom ayrilmasi ve rekombinasyon gibi islemlerde 6nemli roller tistlenmektedir (163).
Ayrica porzitif ve negatif siiper sarmal DNA'nin katenasyonu/dekatenasyonu ve

gevsemesinde yine bu enzimler rol oynamaktadir (150).

Tip I topoizomerazlarin aksine, tip II enzimler dimerik bir yapiya sahiptir (150).
Amino asit dizilerinin kapsamli analizi, hepsinin evrimsel ve yapisal olarak iligkili
oldugunu gostermektedir (162). Tip II topoizomerazlar DNA'da ¢ift sarmalli kirilmalar
meydana getirerek baglanti sayisini iki adimda degistirmektedir (Sekil 20) (150).

kiriimasi

IA/IB

TOPO Il

Cift zincir
kinimasi

Sekil 20. Tip I/tip 11 topoizomerazlar ve kataliz mekanizmalar1 (Bansal’dan, 150)

37



Tip Il topoizomerazlar, iki katalitik tirozin rezidiisii icermektedir. Yapisal
ozelliklerine dayanarak, tip II topoizomerazlar tip IIA ve tip IIB enzimlerine ayrilmaktadir.
Tip A enzimleri, N-gate, DNA-gate ve C-gate olarak adlandirilan ii¢ protein/protein
arayiizline sahip simetrik bir yapidan meydana gelmektedir (Sekil 21) (164).

Tip lIA Tip IIB
Topo Il Topo IV DNA Giraz Topo VI
N-gate | N-gate
DNA- » DNA-
gate gate
C-gate

Sekil 21. Tip II topoizomerazlarin yapisi. A: Girazin GyrA alt birimi, B: Girazin GyrB alt
birimi, C: topo IV'iin ParC alt birimi, CTD: GyrA (giraz) ve ParC'nin (topo 1V)
C-terminal alanlari, E: ParE alt birimi (Klostermeier’den, 164)

Topoizomeraz Il enzimleri, enerji kofaktdrii olarak Mg?" gibi metal iyonlar1 ve
ATP gerektirmektedir (8, 150). Tip Il topoizomerazlarla kataliz, bir¢ok asamada
gergeklesmektedir (150). Ik olarak, cift iplikli bir DNA segmenti olan G segmenti, DNA
gecidine baglanmakta ve her iki DNA ipligi de bolinmektedir. ATP'nin baglanmasiyla
tetiklenen N-kapisinin kapanmasi, daha sonra ikinci bir ¢ift sarmalli DNA olan T-
segmentini yakalamaktadir. DNA-gegcit agikligi, T-segmentinin G-segmentindeki bosluktan
gecisini saglayarak enzimin st boslugundan alt bosluguna yer degistirmesine yol
acmaktadir. G-segmenti yeniden baglanmakta ve T-segmenti enzimi C-kapisindan terk
etmektedir (164). Sekil 22°de tip II topoizomerazlarin etki mekanizmasi gosterilmektedir
(165).

Gegirilen segment (T segmenti) ve gegici ¢ift iplik¢ik kopmast ayni dairesel DNA
molekiilii tizerinde oldugunda, DNA'nin baglanma sayisinda bir degisiklik meydana
gelmektedir. ki segment farkli DNA molekiilii iizerinde oldugunda, katenasyon veya
dekatenasyon meydana gelmektedir (166). Bir tip 11B topoizomeraz olan topoizomeraz VI,
C-kapisindan yoksundur ve ATP'ye bagli DNA gevsemesini sadece iki gec¢idi igeren bir
mekanizma ile katalize etmektedir (164).
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T-segment

G-segment

: : -
N-gate ATPaz Mg
DNA- gate TOPRIM 6
aktif sitesi
C-gate

Sekil 22. Tip II topoizomerazlarin etki mekanizmasi (Murphy’den, 165)

Tip IIA topoizomerazlar, DNA giraz, bakteriyel topoizomeraz IV ve Okaryotik
topoizomeraz II’yi igermektedir. Tip IIB topoizomeraz smifi ise sadece arkeler ve birkag
yiiksek bitkide bulunan biyokimyasal ve yapisal agidan farkli olan topoizomeraz VI’yi
igcermektedir. Memeli tip II topoizomerazlar, Ilo. ve IIf olmak iizere iki izoform olarak
siiflandirilmaktadir (150). Topoizomeraz Ila, agirlikli olarak ¢ogalan hiicrelerde ifade
edilmektedir. Cogalmayan hiicrelerde saptanabilir ifadeden yoksundur. Topoizomeraz Ilb

ekspresyonu, hiicre déngiisii boyunca tiim memeli hiicrelerinde gézlenebilmektedir (167).

Bakteriyel tip Il topoizomerazlar, DNA giraz ve topoizomeraz IV seklinde
kategorize edilmektedir (150). Bu iki enzim, DNA’nin topolojik durumunu modiile etmek
icin DNA {izerinde gegici bir ¢ift sarmal kirilmasi olusturup saglam ¢ift sarmalin buradan
gecisini kolaylagtiran enzimlerdir (1, 168). DNA giraz, DNA replikasyonunun baslamasi,
yeni olugan DNA'nin uzamasi ve replikasyon sirasinda DNA'nin negatif siiper sarilmasi
icin gerekliyken; topoizomeraz IV replikasyonun sonunda DNA dekatenasyonunda rol
oynamaktadir. Bu enzimlerden birinin veya her ikisinin inhibisyonu, DNA sentezinin

bozulmasina ve dolayisiyla hiicre dliimiine yol agmaktadir (169).

E. coli tip II topoizomerazlarinin her ikisi de hiicrenin hayatta kalmasi igin
gereklidir. Topoizomeraz IV, en son kesfedilen E. coli topoizomeraz enzimidir ve yapi

olarak DNA giraza benzemektedir (13, 151).
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DNA giraz ve topoizomeraz IV, sirastyla GyrA2GyrB: ve ParCyParE; seklindeki
heterotetramerik yapilara sahiptir. GyrA ve ParC alt birimleri, DNA boliinmesini baslatan
bir fosfotirosil bagi araciligiyla DNA'ya kovalent olarak baglanan Kkatalitik tirozin
igcermektedir (170). DNA girazin 97 kDa molekiiler agirliga sahip A alt birimi, 59 kDa N-
terminal alan1 (NTD) ve 38 kDa C-terminal alanindan (CTD) olusmaktadir. A alt birimleri
DNA baglanmasinda yer alan fonksiyonel birimleri icermektedir. GyrA'nin C-terminal
alani, substrat tanima, hiicresel hedefleme ve diger proteinlerle etkilesimler i¢in 6nemlidir.
B alt birimleri, 90 kDa'dir. ATPaz alan1 ve TOPRIM alan1 olmak tizere iki alandan
olusmaktadir. Bu alt birim, ATP baglanmasindan, hidrolizinden ve DNA baglanmasini
desteklemekten sorumludur (Sekil 23) (171). Topoizomeraz IV enziminin aktif bolge
tirozini, C alt birimlerinde bulunmaktadir. E-alt birimi, enzimin ATPaz etkinliginden
sorumludur (151).

Sekil 23. E. coli DNA giraz enziminin yapisi (Sutormin’den, 171)

2.6. Topoizomerazlarin inhibisyonu

Hem oOkaryotlarda hem de prokaryotlarda bulunan topoizomeraz enzimleri,
replikasyon, transkripsiyon, rekombinasyon, genom stabilitesinin korunmasi, kromozom
yogunlasmast ve ayrilmasi gibi islemler i¢in zorunlu olan enzimlerdir (172, 173).
Hiicrelerin hayatta kalabilmesi ic¢in biliylik 6neme sahip olan bu enzimler ayn1 zamanda
DNA zincir kiriklarina neden olan kisa 6miirlii katalitik ara iiriinlerin birikmesine de yol

acabilmektedir (174). Canli organizmalardaki bu ikili rolleri topoizomerazlari bir¢ok
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antikanser ve antibakteriyel bilesigin hedefi haline getirmistir (174, 175). DNA
topoizomeraz enzimlerinin inhibisyonu ¢esitli molekiiler mekanizmalarla meydana
gelmektedir (176). Normalde, topoizomerazlar zincir kirilma bolgesindeki DNA
omurgasinda aktif bolge tirozini ile fosfat grubu arasinda bir fosfotirozin bagi olusturarak
katalitik bir ara {iriin olan kovalent topoizomeraz-DNA kompleksini olusturmaktadir (7).
Topoizomeraz zehirleri olarak bilinen bilesikler, enzim aktivitesi sirasinda kisa siireli
olarak meydana gelen bu kovalent DNA-enzim kompleksine (cleavage complex)
baglanarak bu kompleksi kararli kilmaktadir. Boylece DNA’da gecici olarak meydana
gelen tek veya ¢ift sarmalli kiriklarin tekrar birlesmesine mani olmaktadir (174, 177-179).
Bunun yaninda hiicre i¢inde tek ya da cift sarmalli kiriklara sahip DNA fragmanlarinin
birikip hiicre 6liimiiniin (apoptozis) meydana gelmesine yol agmaktadir (172, 177, 178).
Topoizomeraz zehirleri, klinik olarak basarili antibakteriyel ilaglar1 (6rn. kinolonlar) ve

antikanser ilaglar1 (6rn. etoposit) icermektedir (7).

Ikinci bilesik grubu Kkatalitik inhibitorlerdir. Bu  bilesikler etkilerini
topoizomerazlarin katalitik islevine miidahale ederek gostermektedir. Enzim-DNA
etkilesimini DNA’ya veya enzime baglanip engelleyerek enzimin aktif bolgesini bloke
etmektedir (7, 172). Bunun sonucunda kovalent ara iiriin olusumu engellenmektedir (7).
Ayrica enzimin katalitik dongiisiindeki basamaklardan herhangi birini durdurup DNA’da
meydana gelen siiper kivrilmalarin ve digiimlerin ¢oziilmesini Onleyerek mitotik ve
mayotik hatalara neden olmaktadir (180). Topoizomeraz-DNA etkilesiminin inhibisyonu,
niikleik asit metabolizmasinda kusurlara neden olup organizma i¢in Oliimciil sonuglar
dogurabilmektedir (174). Bir diger katalitik enzim inhibisyonu ATP hidrolizinin kii¢iik

molekiiller tarafindan rekabetci inhibisyonu ile meydana gelmektedir.

Bu mekanizma ile DNA T-segmentinin G-gegidi boyunca C-terminal alanina
ilerlemesi engellenerek DNA transkripsiyonunun ve replikasyonun durmasi sonucu hiicre
olimii gerceklesmektedir (176). Topoizomeraz zehirleri, katalitik inhibitorlerin aksine
topoizomerazlarin normal katalitik aktivitesini engellememektedir (181). Ayrica
topoizomeraz zehirleri i¢in sitotoksisite, hedef enzimin hiicresel seviyesi ile dogru orantili
iken Kkatalitik inhibitorlerde enzim miktar1 ile ters orantihdir. Bu nedenle,
topoizomerazlarin artan seviyeleri, hiicreleri topoizomeraz zehirlerine asir1 duyarli hale

getirirken katalitik inhibitorlere direncli hale getirmektedir (174).
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DNA giraz ve topoizomeraz IV insanlarda bulunmadigindan dolayr onemli
antibakteriyel ila¢ hedefleridir (182, 183). Bakteriyel topoizomerazlar halihazirda genis
capta arastirilmis olsalar da antibakteriyel ilag kesfi i¢in hala degerli molekiiler hedeflerdir
(170). Ozellikle bakteriyel topoizomeraz IA, ilgi ¢ekici ve yeterince arastirilmamis bir ilag
hedefidir. Dolayisiyla son donemlerde antibakteriyel tedavi igin segici ve gliclii
topoizomeraz I inhibitdrlerinin gelistirilmesine yonelik artan yogun bir ilgi bulunmaktadir
(11). Florokinolonlar, prokaryotik tip II topoizomerazlarin giiglii inhibitorleridir ve yaygin

olarak kullanilan genis spektrumlu antibiyotiklerdir (184).

Kemoterapotik ilaclar genellikle hizli boliinen hiicreleri hedef alacak sekilde
tasarlanmaktadir, ¢linkii siirekli proliferasyon kanserin ortak bir ozelligidir. Hizli DNA
replikasyonu, yiiksek oranda proliferatif hiicreler i¢in gerekli bir prosestir. Bu nedenle
DNA replikasyonunun bloke edilmesi, ¢ok sayida mutasyon ve kromozom diizenlemeleri
yaratarak hiicre dliimiinii tetikleyecektir (185). Insan topoizomeraz I ve topoizomeraz II
enzimlerinin her ikisi bu amacla incelenen antikanser ila¢ hedefleridir (186). Okaryotik
DNA topoizomeraz [ inhibitorleri arasinda kamptotesin, irinotekan ve topotekan
bulunurken topoizomeraz II inhibitorleri arasinda doksorubisin, epirubisin ve etoposit gibi

bilesikler bulunmaktadir (184, 187).
2.7. MTT Sitotoksisite Testi

Sitotoksisite, bir veya daha fazla hiicre bileseninin yapisal veya islevsel 6zellikleri
tizerindeki olumsuz etkilerin ifadesidir. Bir¢ok kimyasalin toksik etkilerini tiim dokularda
ortak olan hiicresel yapilara veya islevlere miidahale ederek ve dokuya 6zgii hiicre yapilar
veya islevlerini etkileyerek gosterdigi one siiriillmektedir (188). Dogal kaynakli veya
sentezlenmis yeni bir ilag molekiili bulundugu zaman, bunun konakg¢i hiicreye karsi
giivenilirligi veya kanser hiicresindeki sitotoksik etkisinin incelenmesi gerekmektedir
(189). Bu amaglarla hiicre kiiltiiriinde gergeklestirilen 6lglim metotlarina in  vitro
sitotoksisite testleri denilmektedir (190). Yeni iriin veya bilesenlerin tahris edici
potansiyelini degerlendirilirken genellikle insan testlerinden 6nce hayvanlar iizerinde in
vivo testler gerceklestirilmektedir. Bununla birlikte bu yontemlere dair etik ve finansal
itirazlarin yani sira, laboratuvar i¢i ve laboratuvarlar aras1 degiskenlik ve cildin morfolojik
acidan hayvan ve insan arasindaki temel farkliliklar1 gibi bazi bilimsel dezavantajlar

bulunmaktadir.
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Bu nedenle c¢ok sayida bilesigin toksisitesini tahmin edebilmek icin basit ve
tekrarlanabilir in vitro testlere ihtiyag vardir (191). In vitro sitotoksisite yontemleri umut
verici goriinse de kullanimlarinda bazi siirlamalarin oldugu unutulmamalidir. Ornegin in
vitro deri kiiltiirii sistemleri tipik olarak sadece bir veya iki ana deri hiicresi tipinden
olugsmaktadir. In vitro deri yapilarinda pek ¢ok onemli hiicre tipi (6rn. ter bezleri, rete
sirtlart) bulunmamaktadir (191). Ayrica deneyin sonunda ka¢ tane canli hiicre kaldigim
veya kag hiicrenin 6ldiigiinii bilmek 6nemlidir (192). In vitro sitotoksisite testleri genel
olarak boya diglama testleri (tripan mavisi, eozin, kongo kirmizisi, eritrosin B testleri),
florometrik testler (alamar blue testi), luminometrik testler (ATP testi), enzimatik testler ve
kolorimetrik testler (MTT testi, MTS testi, XTT testi, WST-1 testi, WST-8 testi, LDH testi,
SRB testi, NRU testi ve kristal mor testi) seklinde siniflandirilmaktadir (190, 192).
Kolorimetrik testlerin prensibi, hiicrelerin metabolik aktivitesini degerlendirmek i¢in bir
biyokimyasal markoriin Olgiilmesidir. Kolorimetrik testlerde kullanilan reaktifler,
hiicrelerin canlilifina yanit olarak bir renk gelistirerek, spektrofotometre ile hiicre

canliliginin kolorimetrik 6l¢timiine izin vermektedir (192).

MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2-5-difeniltetrazolyum bromiir) testi,
sitotoksisiteyi veya hiicre canliligini degerlendirmek i¢in kullanilan en yaygin kolorimetrik
testlerden biridir (192). 1983 yilinda Mosmann tarafindan gelistirilen MTT testi daha sonra
bircok bilim adami tarafindan degistirilmistir (193). MTT, ¢oziiniir sar1 renkteki pozitif
yuklii bir tetrazolyum tuzudur (190, 194). MTT testinin arkasindaki biyokimyasal
mekanizma, sart renkteki MTT bilesiginin, NAD(P)H'ye bagli mitokondriyal siiksinik
dehidrojenaz (oksidorediiktaz) enziminin aktivitesiyle ¢6ziinmeyen formazana ((E, Z) -5-
(4,5-dimetiltiyazol-2-il)- 1,3-difenilformazan) donistiiriilmesidir (189, 194) (Sekil 24).
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Sekil 24. MTT nin formazana doniisiimii (Bahuguna’dan, 189)

Saglikli ve hizli biiyliyen hiicreler bu doniisiimii kolayca gergeklestirebilirken 6l
veya inaktif hiicreler bunu yapamamaktadir (189). Olusan formazan, 540/720 nm'de
absorpsiyona baglh olarak karakteristik mor bir renk vermektedir (189, 195). Mor rengin
yogunlugu hiicre sayisi ile dogru orantilidir. Dolayisiyla hiicre canliligini gostermektedir.
Mor renk yogunlugundaki azalma, azalan hiicre sayisim ve verilen maddenin
sitotoksisitesini gostermektedir (189). Formazan suda ¢6ziinmedigi i¢in hiicrelerde mor
igne seklinde kristaller olusturmaktadir. Absorbansin Ol¢lilmesinden 6nce, kristalleri
¢oziindiirmek i¢in dimetil siilfoksit (DMSO) veya izopropanol gibi organik bir ¢oziicii
gerekmektedir (192).

MTT testi klinikte genellikle yeni ilaglarin veya ilag kombinasyonlarinin potansiyel
antitimor aktivitesini belirlemek i¢in kullanilmaktadir. Bunun disinda, ilag direnci ve
antibakteriyel bilesiklerin ¢esitli hiicre hatlarindaki etkisini incelemek i¢in uygun bir aragtir
(195, 196).
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Gerecler
3.1.1. Kullanilan Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Calismada kullanilan cihazlar

Cihazin Ad1 Marka / Model
Buzdolabi (+4 °C) Arcelik

CO: inkiibatorii Niive EC160

Derin dondurucu (-20 °C) Arcelik

Derin dondurucu (-80 °C) Thermo Scientific 88400V

Elektroforez gii¢ kaynagi
Faz kontrast mikroskop
Hassas analitik terazi

Isitict

Jel goriintiileme sistemi
Laminar akis kabini
Magnetik karistirict

Mikroplaka okuyucu
Otomatik pipetler

pH metre

Santrifiij

Su banyolu ¢alkalayici
Vorteks

Yatay DNA elektroforezi

BioRad Power PacTM Basic
Leica DM1
Ohaus PA 2140

Wisd Hotplate MSH-20A

Bio Rad Universal Hood imager gel
Mikrotest Class 11 A2

Dragon MS-H-Pro

Thermo Scientific Multiskan Go
Socorex

Ohaus Starter 300

Niive MF800OR

Memmert WNB 7-45

Visemix WM-10 Wisd

Biorad Wide Mini-Sub Cell GT System
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3.1.2. Kullanilan Kimyasal Madde ve Malzemeler

Calismada kullanilan kimyasal madde ve malzemeler Tablo 3’de verilmistir.

Tablo 3. Calismada kullanilan kimyasal madde ve malzemeler

Kimyasal Adi Marka, Kodu
Trisma Baz Sigma, 93362
Sodyum kloriir (NaCl) Sigma, S7653
Etidyum bromiir (EB) Sigma, E7637
Agaroz Sigma, A9539
Asetik Asit Sigma, A6283
Etilendiamin tetraasetik asit disodyum (EDTA-Nay) Sigma, E5134
B-merkaptoetanol (ME) Sigma, M3148
Bromofenol mavisi Sigma, B0126
Ksilen siyanol Sigma, X4126
Metanol Isolab, 947.043

Sodyum dodesil siilfat (SDS)
Gliserol

pBR322 plazmid DNA

E. coli Topoizomeraz | Enzimi
E. coli DNA Giraz Enzimi

E. coli Topoizomeraz IV Enzimi
Potasyum kloriir (KCI)
Magnezyum kloriir (MgCly)
Ditiyoeritol (DTT)

Spermidin

Si1g1r serum albiimin (BSA)
Adenozin trifosfat (ATP)
Dimetil siilfoksit (DMSO)
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
Fetal Bovine Serum (FBS)
Tripsin/EDTA

Streptomisin/Penisilin

3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-difeniltetrazolyum bromiir (MTT)

Sigma, L3771

Sigma, G5516

Thermo Scientific, SD0041
New England BioLabs, M0301S
TopoGEN, TG2000G-1
TopoGEN, TG2000EC-1
Sigma, P9333

Sigma, M8266

Sigma, 43815

Sigma, S0266

Sigma, A2153

Sigma, A2383

Sigma, 472301

Sigma, D6421

ATCC 30-2020

Multicell, 3R5-542-EL
Multicell, 420-201-EL
Serva, 2039502




3.1.3. Kullanilan Cozeltiler

1 000 ppm TPOAC bilesiginin hazirlanmasi: 1 000 000 ppm TPOAC stok ¢ozeltisinden
saf su kullanilarak, 1 000 ppm TPOAC ¢ozeltisi hazirlanmastir.

50 mM Tris-HCI (pH 7) tamponu: 605.70 mg Trisma baz tartilmistir. Saf su ile ¢oziiliip
hacmi 75 mL’ye tamamlandiktan sonra seyreltik HCI ile pH 7°ye ayarlanip, saf su ile hacmi

100 mL’ye tamamlanmuistir.

Yiiriitme Tamponu (10X TAE) (pH 8): 24.20 g Trisma baz, 5.60 mL asetik asit, 10 mL
0.5 M EDTA son hacim 500 mL olacak sekilde saf su igerisinde ¢oziilip 4 °C’de

saklanmistir.

%0.8’lik Agaroz Jel: 800 mg agaroz tartilip, 100 mL TAE (1X) ¢ozeltisi ilave edildikten
sonra, 1sitict yardimiyla kaynatilarak c¢oziinmesi saglanmistir. Daha sonra sogutulan
cozeltiye 7 uL EB (5 mg/mL) ilave edilerek agaroz jel tankina dokiiliip sogumasi

beklenmistir.

Agaroz Jel Yiikleme Boyasi: 1 g SDS (%10), 20 mg bromofenol mavisi (%0.2), 20 mg
ksilen siyanol (%0.2) ve 3 mL gliserol (%30) icerecek sekilde saf su ile hacmi 10 mL’ye

tamamlanmuistir.

0.01 M Fosfat Tampon Cozeltisi (PBS) (10X): 10 adet PBS tableti balon jojenin igerisine
konuldu, saf su ile hacmi 900 mL’ye tamamlandiktan sonra pH 7.4’e ayarlanip saf su ile

hacmi 1000 mL’ye tamamlanmistir. Otoklavlanan ¢ozelti, +4 °C’de saklanmastir.

PBS (1X): 10 mL fosfat tampon ¢ozeltisi (10X) alinip, saf su ile hacmi 100 mL’ye

tamamlanmuistir.

Tripsin-EDTA c¢ozeltisi: 200 mg tripsin ve 40 mg EDTA tartilip, PBS ile hacmi 100
mL’ye tamamlanmistir. Daha sonra 0.22 um c¢apindaki steril filtreden gegirilerek sterilize
edilmistir.

Antibiyotik ¢ozeltisi: 1 mL streptomisin (10 mg/mL)/penisilin (10 000 U) alinip saf su ile
hacmi 10 mL’ye tamamlanmistir. Daha sonra 0.22 um c¢apindaki steril filtreden gecirilerek

sterilize edilmistir.

Hiicre stoklama besiyeri: Besiyeri igerigi 400 pL FBS, 100 pL gliserin ve 5 pL

antibiyotik ¢ozeltisi olacak sekilde olusturulmustur.
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HaCaT hiicreleri icin besiyeri: Besiyeri igerigi 10 mL FBS, 1 mL antibiyotik ¢6zeltisi ve
89 mL DMEM ¢ozeltisi olacak sekilde olusturulmustur.

MTT c¢ozeltisi: 500 mg MTT tartilip, iizerine 100 mL fosfat tampon ¢ozeltisi (pH 7.4)

ilave edilmistir. Cozelti +4 °C’de karanlikta saklanmustir.

3.2. Yontem
3.2.1. DNA Niikleaz Calismasi

TPOAC bilesiginin DNA niikleaz aktivitesi siipersarmal pBR322 plazmid DNA
kullanilarak agaroz jel elektroforez yontemiyle belirlenmistir. pBR322 plazmid DNA’nin
molekiillerin niikleaz aktivitesinin belirlenmesinde olduk¢a yaygin kullanilan bir DNA tiirii
oldugu bilinmektedir. Stipersarmal plazmid DNA -elektroforeze maruz birakildiginda,
stipersarmal formun (Sc) en hizli gog ettigi bilinmektedir. Maddelerle veya 1sikla etkilesim
sonrast tek bir zincirde kirllma meydana geldiginde kirik form (Nc) olusmaktadir. Bu
formun goc¢ etmesi digerlerine nazaran daha uzun siirmektedir. Cift zincirde kirilma
meydana gelirse lineer form (Lc) olusmaktadir. Olusan form, siipersarmal ve kirik formun

arasinda olacak sekilde go¢ etmektedir (197).

Bu calisma kapsaminda TPOAC bilesiginin siipersarmal pBR322 plazmid DNA
niikleaz aktivitesi incelenmistir. Bu calismada agaroz jel kuyu igerikleri 10 pL olacak
sekilde olusturulmustur. Kuyu igerigine 1 uL 250 ng pBR322 plazmid DNA, 7 pL tampon
¢ozeltisi (50 mM Tris-HCI (pH 7)) ve 2 uL bilesiklerin artan konsantrasyonlar (6.25, 12.5,
25, 50 ve 100 ppm) ilave edilip, 37 °C’de 15, 30 ve 60 dakika inkiibe edilmistir. Bu siire
sonrasinda, olusturulan bu karigim jel yiikleme boyas1 yardimiyla agaroz jele yiiklenmistir.
Yiiritme tamponu TAE’nin ilavesinden sonra 100 V, 400 mA akim uygulanarak 90 dakika
jelde yiiritiilmiistiir. Bu calismada pozitif kontrol olarak SDS kullanilmistir. Sonuglar
BioRad Gel Doc XR System cihazi yardimiyla goriintiilenip, Image Lab Version 4.0.1

programu ile niikleaz yiizdeleri hesaplanmistir (197).
3.2.2. Topoizomeraz Enzim Inhibisyonlar

TPOAC bilesiginin DNA giraz, topoizomeraz I ve IV enzimlerinin inhibisyonuna
etkisi, siipersarmal pBR322 plazmid DNA kullanilarak agaroz jel elektroforez yontemiyle

Olciilmiistiir.
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3.2.2.1. E. coli Topoizomeraz I Inhibisyonu

TPOAC bilesiginin topoizomeraz I enzimi inhibisyon etkisi New England BioLabs
(M0301S) firmasindan temin edilen kit kullanilarak incelenmistir. Bu calismada kuyu
icerigi 10 uL olacak sekilde olusturulmustur. Kuyu icerigine tampon ¢dzelti (CutSmart®
Buffer), 1 Unite topoizomeraz I enzimi ve bilesigin artan konsantrasyonlar1 (12.5, 25, 50 ve
100 ppm) ilave edilip, 37 °C’de 15 dakika inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda pBR322
plazmid DNA ilave edilip, olusturulan bu karisim jel yiikleme boyasi yardimiyla agaroz
jele yiiklenmistir. Yiirlitme tamponu TAE’nin ilavesinden sonra 45 V, 400 mA akim
uygulanarak 180 dakika jelde yiiriitiilmiistiir. Bu calismada pozitif kontrol olarak SDS
kullanilmistir. Sonuglar BioRad Gel Doc XR system cihazi yardimiyla goriintiilenip, Image
Lab Version 4.0.1 programui ile niikleaz yiizdeleri hesaplanmigtir (198).

3.2.2.2. E. coli DNA Giraz inhibisyonu

TPOAC bilesiginin DNA giraz enzimi inhibisyon etkisi TopoGEN (TG2000G-1)
firmasindan temin edilen kit kullanilarak incelenmistir. Bu ¢alismada kuyu igerigi 10 uL
olacak sekilde olusturulmustur. Kuyu igerigine tampon ¢ozelti (Gyrase Assay Buffer), 1
Unite DNA giraz enzimi ve bilesigin artan konsantrasyonlar1 (12.5, 25, 50 ve 100 ppm)
ilave edilip, 37 °C’de 15 dakika inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda pBR322 plazmid DNA
ilave edilip, olusturulan bu karisim jel ylikleme boyas: yardimiyla agaroz jele yiiklenmistir.
Yiiriitme tamponu TAE’nin ilavesinden sonra 45 V, 400 mA akim uygulanarak 180 dakika
jelde yiiriitilmiistiir. Bu ¢alismada pozitif kontrol olarak SDS kullanilmistir. Sonuglar
BioRad Gel Doc XR System cihazi yardimiyla gériintiilenip, Image Lab Version 4.0.1

programu ile niikleaz yiizdeleri hesaplanmistir (199).

3.2.2.3. E. coli Topoizomeraz IV Inhibisyonu

TPOAC bilesiginin E. coli Topoizomeraz IV enzimi inhibisyon etkisi TopoGEN
(TG2000EC-1) firmasindan temin edilen kit kullanilarak incelenmistir. Bu ¢alismada kuyu
igerigi 10 pL olacak sekilde hazirlanmistir. Kuyu igerigine tampon ¢ozelti (Topoisomerase
IV Assay Buffer), 1 Unite Topoizomeraz IV enzimi ve bilesigin artan konsantrasyonlari
(12.5, 25, 50 ve 100 ppm) ilave edilip, 37 °C’de 15 dakika inkiibe edilmistir. Bu siire
sonunda pBR322 plazmid DNA ilave edilip, olusturulan bu karisim jel yilikleme boyasi
yardimiyla agaroz jele yiiklenmistir. Yiiriitme tamponu TAE’nin ilavesinden sonra 45 V,

400 mA akim uygulanarak 180 dakika jelde yiiriitiilmiistiir.
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Bu c¢alismada pozitif kontrol olarak SDS kullanilmistir. Sonuglar BioRad Gel Doc
XR System cihazi yardimiyla goriintiilenip, Image Lab Version 4.0.1 programi ile niikleaz

ytizdeleri hesaplanmigtir (200).

Resim 1. Agaroz jel elektroforezi

3.2.3. Hiicre Kiiltiirii Calismalari

Calisma kapsaminda kullanilan keratinosit (HaCaT) hiicre hatt1 Karadeniz Teknik
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’ndan temin edilmistir. Hiicreler -
196 °C’de s1vi azot tanki igerisinde saklanmigtir. Hiicre kiiltiiri ¢alismalar1 Karadeniz
Teknik  Universitesi ~ Eczacilik  Fakiiltesi  Hiicre  Kiiltiirii  Laboratuvari’nda

gerceklestirilmistir.
3.2.3.1. Hiicre Dizisinin A¢ilmasi, Pasajlanmasi, Sayilmasi ve Saklanmasi

-196 °C’de kriyovial igerisinde saklanan hiicrelerin 37 °C’lik su banyosunda hizlica
¢Oziinmeleri saglanmistir. 1 mL hiicre 15 mL’lik falkona alinip, besiyeri ilave edilerek
hacmi 10 mL’ye tamamlanmistir. Hiicre siispansiyonlar1 100 rcf’de 3 dakika santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonunda silipernatant uzaklastirilmistir. Elde edilen hiicre pelletine 1
mL taze besiyeri eklenerek yavasca pipetaj yapildi ve hiicre ¢okeleklerinin slispanse olmasi
saglanmistir. Hiicre slispansiyonu T-25 flasklarda 10 mL besiyer igerisine ekilerek 37°C’de
%5 CO2 ortaminda inkiibatdrde ¢ogaltilmistir. Inkiibasyon sonrasinda hiicreler faz kontrast
mikroskop ile kontrol edilerek flask yiizeyinin %70-80’lik kisminin kaplandigi tespit

edilince pasajlama yapilmustir.
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Hiicre pasajlama isleminde Oncelikle flasklardaki besiyeri ortamdan
uzaklastirilmigtir.  Tripsin aktivitesini ve hiicresel atiklar1 azaltan serum artiginin
uzaklastirilmasi i¢in flasklar PBS ile yikanmistir. Daha sonra flasklara tripsin-EDTA
¢ozeltisi ilave edilip, inkiibatorde 5 dakika bekletilmistir. Inkiibasyon sonrasinda flasklara
besiyere ilave edilip, hiicre siispansiyonu 100 rcf’de 3 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonunda siipernatant kisimlar1 1 mL kalacak sekilde uzaklastirilmistir. Bu hiicre
siispansiyonundan 10 pL alinip, steril ependorf igerisinde 10 pL tripan blue ile
kanistirilmistir. Karigim lam tizerine neubauer hematositometre lamina aktarilip mikroskop
yardimiyla canli hiicrelerin sayimi gergeklestirilmistir. Sayimi yapilan hiicreler flasklara

tekrar ekilip, inkiibe edilerek kiiltiire edilmistir.

Hiicre kiiltiirlinde meydana gelebilecek kontaminasyonlardan sakinmak amaciyla
hiicreler, belli araliklarla dondurularak saklanmistir. Sayimi yapilan yaklasik 108 hiicre/mL
olan hiicre pelleti iizerine 1 mL besiyeri ilave edilmistir. Hazirlanan hiicre stoklari
kriyovial igerisine ilave edilerek once -20 °C’de 1 saat, daha sonra -80 °C’de 24 saat

bekletildikten sonra s1vi azot tankina kaldirilmistir.
3.2.4. MTT Hiicre Canhhlik Testi

Bilesigin 20 000 ppm stok cozeltisi saf su kullanilarak hazirlanmistir. Daha sonra
alti farkli konsantrasyona (0.09-200 ppm) seyreltme gerceklestirilmistir. Maruziyet
besiyerleri ¢oziicli oran1 %0.01°1 gecmeyecek sekilde olusturulmustur. Calismada negatif
kontrol grubu icin sadece besiyeri igeren hiicreler, ¢oziicii kontrol grubu i¢in %0.01

oraninda ¢6ziicii ve pozitif kontrol grubu i¢in de SDS kullanilmastir.

Hiicre kiltlirii pasajinin  ardindan saymmi  gerceklestirilerek 96 kuyucuklu
mikroplaka igerisine her kuyucuk igin 1x10° hiicre/100 uL olacak sekilde ilave edilmistir.
Mikroplaka 24 saat 37 °C’de ve %5 CO: inkiibatorde bekletilerek hiicrelerin yiizeye
yapismalar1 saglanmistir. BOylece pasaj sirasinda tripsin enziminin hiicre membran
proteinleri ve biiylime faktdr reseptorleri {izerinde olusturdugu zararlar ortadan
kaldirilmistir. Bu siire sonrasinda 6nce kuyu igerikleri vakum yardimiyla ¢ekilerek atilip,
sonra bilesiklerin farkli konsantrasyonlar1 igeren maruziyet besiyerleri ilave edilmis ve 24
saat 37 °C’de inkiibe edilmistir. Bu stireler sonunda besiyerleri tekrar atilmigtir. 0.5 mg/mL

MTT olacak sekilde hazirlanan besiyerinden her kuyucuk basina 100 pL konulmustur.
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Plaka inkiibatore alinarak 2 saat beklenmistir. Bu siire sonrasinda hiicrelerin
yiizeyinde bulunan besiyeri atilip, 100 pL. DMSO ilave edilmistir. Plaka 10 dakika
calkalayicida bekletilip, MTT’nin indirgenmesi sonucu olusan mor renkli formazan
mikroplaka okuyucu spektrofotometre ile 570/690 nm’de Olgiilmiistiir. Deneyler her
konsantrasyon igin alt1 tekrar olacak sekilde gerceklestirilmistir (201).
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4. BULGULAR

4.1. DNA Niikleaz Etkinligi

TPOAC bilesiginin siipersarmal pBR322 plazmid DNA’nin fosfodiester baglarini
hidroliz yoluyla kesebilme etkinligini degerlendirmek i¢in hidrolitik niikleaz denemesi
yapilmustir. Bilesiklerin zamana ve konsantrasyona bagli hidrolitik niikleaz aktivitesinin

sonuglart Resim 2-4’te verilmistir.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Resim 2. TPOAC bilesiginin siipersarmal pBR322 plazmid DNA hidrolitik niikleaz
aktivitesi (15 dakika 37 °C). Bant 1: DNA kontrol (I puL DNA + 9 uL
Tampon); bant 2-6: DNA+ Etken madde (6.25 ppm - 12.5 ppm - 25 ppm - 50
ppm - 100 ppm) + Tampon; bant 7: DNA kontrol (1 uL DNA + 9 uL Tampon);
bant 8-12: DNA + SDS (6.25 ppm — 12.5 ppm — 25 ppm - 50 ppm - 100 ppm)
+ Tampon.

Resim 3. TPOAC bilesiginin siipersarmal pBR322 plazmid DNA hidrolitik niikleaz
aktivitesi (30 dakika 37 °C). Bant 1: DNA kontrol (1 uL DNA + 9 uL
Tampon); bant 2-6: DNA+ Etken madde (6.25 ppm - 12.5 ppm - 25 ppm - 50
ppm — 100 ppm) + Tampon; bant 7: DNA kontrol (1 nL DNA + 9 pL
Tampon); bant 8-12: DNA + SDS (6.25 ppm — 12.5 ppm — 25 ppm - 50 ppm -
100 ppm) + Tampon.

1 2 3 4 8§ 6 7 8 9 10 11 12

Resim 4. TPOAC bilesiginin siipersarmal pBR322 plazmid DNA hidrolitik niikleaz
aktivitesi (60 dakika 37°C). Bant 1: DNA kontrol (1 uL DNA + 9 pL. Tampon);
bant 2-6: DNA+ Etken madde (6.25 ppm - 12.5 ppm - 25 ppm - 50 ppm — 100
ppm) + Tampon; bant 7: DNA kontrol (1 pL DNA + 9 pLL Tampon); bant 8-
12: DNA + SDS (6.25 ppm - 12.5 ppm - 25 ppm - 50 ppm - 100 ppm) +
Tampon.
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Sekil 25. TPOAC bilesiginin siipersarmal plazmid DNA ile 15, 30 ve 60 dakikalik
inkiibasyonu sonrasinda siipersarmal DNA orani

DNA, elektrik alani etkisi altinda agaroz jelde hareket etmektedir, fakat DNA’nin
bu hareketi diger molekiillerin baglanmasi durumunda yavaslamaktadir. Boylece DNA
niikleaz aktivitesi, siipersarmal DNA’nin siipersarmal yapisinin bozulmasi ile
degerlendirilmektedir. Siipersarmal plazmid DNA elektroforezle yiiriitilirse en hizli
stipersarmal form go¢ etmektedir. Eger DNA zincirinde hasar meydana gelirse baska
formlar olusmaktadir. Resim 2’de de goriildiigii lizere, etken madde ilavesiyle DNA’nin
stipersarmal yapisinin bozuldugu tespit edilmistir (Bant 5-6). Bu ¢alismada kontrol olarak
kullanilan SDS ilavesinde ise SDS’in negatif yiiklii gruplar icermesinden dolay1
beklenildigi gibi DNA iizerinde herhangi bir hasar goriilmemektedir. TPOAC bilesigi
stipersarmal plazmid DNA ile 15 dakika inkiibe edildikten sonra; 6.25, 12.5 ve 25 ppm
TPOAC varliginda siipersarmal DNA oran1 yaklasik olarak %100 iken, 50 ppm’de
%357.60, 100 ppm’de ise %48.60 olarak belirlenmistir. 30 dakika inkiibe edildikten sonra;
6.25 ve 12.5 ppm TPOAC varliginda siipersarmal DNA’da iizerinde herhangi bir degisiklik
olmazken, 25, 50 ve 100 ppm’de %72.40, %50.40 ve %44.60 oranlarinda siipersarmal
DNA bulundugu tespit edilmistir. Ayn1 konsantrasyonlarda %27.60, %49.60 ve %55.40
oranlarinda siipersarmal DNA {izerinde hasar tespit edilmistir. 60 dakika inkiibe
edildiginde ise 100 ppm’de %36.70 oraninda siipersarmal DNA oldugu tespit edilirken,
%63.30 oraninda siipersarmal DNA’da hasar oldugu tespit edilmistir. Pozitif kontrol olarak
kullanilan SDS ise benzer konsantrasyonlarla yapilan g¢alismalarda siipersarmal DNA
yiizdesinde herhangi bir degisiklik gozlenmedi. Bu sonucglara gore, etken maddenin
konsantrasyona bagli olarak E. coli plazmid DNA’s1 iizerinde etki ettigi ve DNA hasari

yaratarak antibakteriyal etki gosterdigi diistiniilmektedir.
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4.2. Topoizomeraz Enzim Inhibisyonlar
4.2.1. E. coli Topoizomeraz I inhibisyonu

TPOAC bilesiginin E.coli topoizomeraz I enzimine kars1 etkileri pBR322 plazmid
DNA’nin relaksasyon yontemine gore belirlenmistir. Caligmanin sonuglart Resim 5°te
verilmistir. Bilindigi {izere silipersarmal DNA ve topoizomeraz enzimleri inkiibe
edildiginde silipersarmal DNA yiizdesi azalirken, kirik ve lineer formun yiizdesi
artmaktadir. Madde ilavesiyle siipersarmal DNA yiizdesinin artmasi, kullanilan bilesigin

topoizomeraz inhibisyonu gergeklestirdiginin isareti olarak kabul edilmektedir.

1 2 3 4 S 6 74 8 9 10

Resim 5. TPOAC bilesiginin E.coli topoizomeraz | inhibisyonu. Bant 1: DNA kontrol;
Bant 2: DNA + 1 U E.coli topoizomeraz | + Tampon; Bant 3-6: DNA + E.coli
Topoizomeraz | + Tampon + TPOAC (12.5 ppm, 25 ppm, 50 ppm, 100 ppm);
Bant 7-10: DNA + E.coli topoizomeraz | + Tampon + SDS (12.5 ppm, 25 ppm,
50 ppm, 100 ppm).

1 Unite E. coli topoizomeraz I enzimi ve pBR322 plazmid DNA’nin inkiibasyonu
sonucu siipersarmal DNA’nin bant yogunlugu %49.30’e azalirken, kirik ve lineer DNA’ nin
bant yogunlugunun %50.70 oldugu belirlenmistir (Resim 5, Bant 2). 12.5 ve 25 ppm etken
maddenin ilave sonrasinda siipersarmal formun bant yogunlugunda artis gozlenmistir. 50
ve 100 ppm konsantrasyonlarda siipersarmal formun bant yogunlugunun sirasiyla %65.50,
ve %91.40 olarak tespit edildigi belirlenmistir (Resim 5, Bant 5,6). Pozitif kontrol olarak
kullanilan SDS ise 50 ve 100 ppm konsantrasyonlarda %81.20 ve %86.10 oranlarinda
stipersarmal DNA tespit edilmistir (Resim5, Bant 9,10). Bu durum etken maddenin E. coli

topoizomeraz I inhibisyon etkisine sahip oldugunu gostermektedir.

4.2.2. E. coli DNA Giraz Inhibisyonu
TPOAC bilesiginin DNA giraz enzimine karsi etkileri pBR322 plazmid DNA
kullanilarak agaroz jel elektroforez yontemiyle belirlenmistir. Calismanin sonuglari Resim

6’da verilmistir.
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Resim 6. TPOAC bilesiginin E. coli DNA Giraz inhibisyonu. Bant 1: DNA kontrol; bant
2: DNA + 1 U E. coli DNA Giraz + Tampon; bant 3-6: DNA + E. coli DNA
Giraz + Tampon + TPOAC (12.5 ppm, 25 ppm, 50 ppm, 100 ppm) bant 7-10:
DNA + E coli DNA Giraz+ Tampon + SDS (12.5 ppm, 25 ppm, 50 ppm, 100
ppm).

1 Unite E. coli DNA Giraz enzimi ve pBR322 plazmid DNA’nin inkiibasyonu
sonucu siipersarmal DNA’nin bant yogunlugu azalirken, kirik ve lineer DNA’nin bant
yogunlugunun sirastyla %25.20 ve %74.80 oldugu belirlenmistir (Resim 6, Bant 2). 12.5
ve 25 ppm etken maddenin ilave sonrasinda lineer bant yogunlugunda azalma gdzlenirken,
siipersarmal DNA’da dikkate deger artis tespit edilememistir. Bu durum TPOAC
bilesiginin orta derecede E. coli DNA Giraz inhibisyonu gosterdigini ortaya koymaktadir.
Calismada pozitif kontrol olarak kullanilan 25, 50 ve 100 ppm SDS varliginda siipersarmal
DNA orani sirasiyla %24.70, %45.30 ve %46.80 olarak tespit edilmistir.

4.2.3. E. coli Topoizomeraz IV Inhibisyonu

Etken maddenin E.coli topoizomeraz IV enzimine karsi etkileri pPBR322 plazmid
DNA kullanilarak agaroz jel elektroforez yontemiyle incelenmistir. Caligmanin sonuglari

Resim 7’de verilmistir.

Resim 7. TPOAC bilesiginin E. coli topoizomeraz IV inhibisyonu. Bant 1: DNA kontrol;
bant 2: DNA + 1 U E. coli topoizomeraz IV+ Tampon; bant 3-6: DNA + E. coli
topoizomeraz IV + Tampon + TPOAC (12.5 ppm, 25 ppm, 50 ppm, 100 ppm)
bant 7-10: DNA + E. coli topoizomeraz IV+ Tampon + SDS (12.5 ppm, 25 ppm,
50 ppm, 100 ppm).

1 Unite E. coli topoizomeraz IV enzimi ve pBR322 plazmid DNA’nin inkiibasyonu
sonucu siipersarmal DNA’nin bant yogunlugu %64.00’e azalirken, kirik ve lineer DNA’nin
bant yogunlugunun sirasiyla %24.90 ve %11.00 oldugu belirlenmistir (Resim 7, Bant 2).
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Etken maddenin ilavesinden sonra tiim konsantrasyonlarda siipersarmal formun
bant yogunlugunun oldukga arttig1 tespit edilmistir. Siipersarmal formun bant yogunlugu
12.5 ppm’de %80.80, 25 ppm’de %83.00, 50 ppm’de %94.00 ve 100 ppm’de %95.60
olarak tespit edilirken, kirik ve lineer formlarin bant yogunlugu da azalmaktadir. Bu
calismada pozitif kontrol olarak SDS kullanilmistir. 12.5, 25, 50 ve 100 ppm SDS
varliginda siipersarmal DNA bant yogunlugunun arttig1 tespit edilmistir. Tim sonuglar
incelendiginde etken maddenin kullanilan konsantrasyonlarinda oldukga yiiksek E. coli

topoizomeraz IV inhibisyon etkisine sahip oldugu goriilmektedir.
4.3. MTT Hiicre Canhilik Testi

TPOAC bilesiginin HaCaT hiicre hattina kars1 sitotoksisite etkileri MTT yontemi
kullanilarak incelenmistir. Calismanin sonuglar1 Tablo 4-5 ve Sekil 26-27°de verilmistir.
Tablo 4’de de gorildigii gibi 0.09 ve 0.19 ppm konsantrasyonlarda hiicre canliliginda
dikkate deger azalma goriilmezken, 12.5 ppm’de hiicre canlilig1 %35.5 + 2.3 olarak tespit
edilmistir. 25, 50, 100 ve 200 ppm’de ise hiicre canlilig1 tamamen kaybolmustur. Sonuglar
TPOAC bilesiginin konsantrasyona bagli olarak hiicre oliimiine yol agtigini1 ortaya

koymustur.

Tablo 4. Etken maddenin HaCaT hiicre hattina kars1 sitotoksisite sonuglari

Konsantrasyon (ppm) Hiicre Canliligi (%)
0 100 £+ 3.60
0.09 100+ 1.0
0.19 96+ 1.0
0.39 87+£8.5
0.78 77+0.5
1.56 74 +£5.0
3.125 73 £4.8
6.25 62.5+4.6
12.5 355+23
25 5+£0.9
50 3+£04
100 3£04
200 3+04
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Tablo 5. SDS’nin HaCaT hiicre hattina kars1 sitotoksisite sonuglari

Konsantrasyon (ppm) Hiicre Canliligi (%)
0 100 +4.70
8 100+2.4
12.5 95+5.0
25 79+4.0
50 52+3.0
62.5 3+0.8
125 2+0.1
250 2+0.1
500 2+0.1
1000 2+0.1
100
20
< 60
f:ES
40
20
0
Konsantrasyon (ppm}

Sekil 26. Etken maddenin HaCaT hiicre hattina kars: sitotoksisite sonuglari

58



100
80
3
= 60
=]
E
]
40
20
0
S TR S @‘-Q"P,{;“bﬁég?
Konsantrasyon (ppm)

Sekil 27. SDS’nin HaCaT hiicre hattina karsi sitotoksisite sonuglari
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5. TARTISMA ve SONUC

Antibakteriyel diren¢ gilinlimiiziin en O6nemli halk sagligi sorunlarindan biridir.
Direncle miicadele etmek icin acilen yeni molekiillerin kesfine ve gelistirilmesine ihtiyag
vardir. Bakteriyel topoizomerazlar, antibakteriyel ila¢ kesfi icin degerli molekiiler
hedeflerdir. Topoizomerazlarin inhibisyonuyla, hiicre dongiisiiniin ligasyon asamasi bloke
olup, genomun biitiinliigii zarar gormekte ve hiicrede apoptozise yol agan tek ve g¢ift
sarmalli kopmalar meydana gelmektedir. Bu enzimlerin inhibisyonlar1 antibakteriyel

etkinin incelenmesi bakimindan olduk¢a 6nemlidir.

DNA, genetik bilgiyi depolama ve nesilden nesile aktarabilme yetenegine sahiptir.
DNA’nin bu rolii kararli olmasina baglidir. Genomik bilginin degismeden uzun siire
boyunca korunmasi hiicreler i¢in olduk¢a dnemlidir. DNA yapisindaki degismeler yavas
bile olsa fizyolojik agidan biiylik 6nem tagimaktadir (202). Son yillarda DNA kesim
ajanlarin izolasyonu, DNA'y1 spesifik olarak taniyabilen ve kesebilen model bilesiklerin
tasarimi ve sentezine yonelik arastirmalarda ¢arpici bir artis meydana gelmistir. DNA
kesim ajanlarinin c¢esitli hastaliklara karsi etkili olabilecek kemoterapdtik bilesiklerin

gelistirilmesine katkida bulunabilecegi diisliniilmektedir.

Dezenfektanlar, patojenleri yok ederek mikrobiyal yiikiin azalmasimi ve saglik
standartlarinin  korunmasinm1 saglayan Triinlerdir. En yaygm kullanilan dezenfektanlar
arasinda yer alan kuarterner amonyum bilesikleri, antimikrobiyal aktiviteye sahip katyonik
yiizey aktif maddelerdir (203). Antimikrobiyal mekanizmalar1 tam olarak aydinlatilmamis
olan bu bilesiklerin, genel etki mekanizmalarinin hiicre zarimm1 bozmalar1 oldugu

diistiniilmektedir (204).

Tim bu bilgiler 1518inda kuarterner amonyum kloriir yapisina sahip TPOAC
bilesiginin antibakteriyel etki mekanizmasini aydinlatabilmek icin DNA ile bir
etkilesiminin olup olmadig1 ve bakteriyel topoizomeraz enzimleri lizerinde inhibisyon etki
gosterip gostermedigi incelenmek istenmistir. Ayrica etken maddenin topikal olarak
kullanima uygun beseri ve/veya veteriner bir ilag olarak gelistirilebilme potansiyelinin
Olclilmesi adma insan keratinosit HaCaT hiicreleri iizerinde sitotoksisite calismalari

yapilmustir.
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TPOAC bilesiginin DNA kesim aktivitesini degerlendirmek icin siipersarmal
pBR322 plazmid DNA’da hidrolitik niikleaz denemesi yapilmigtir. Bilesiklerin zamana ve
konsantrasyona bagli hidrolitik niikleaz aktivitesinin sonuglart Resim 2-4’de verilmistir.
Bu sonuglara gore bilesik, siipersarmal plazmid DNA ile 15, 30 ve 60 dakika inkiibe
edildiginde, 6.25 ve 12.5 ppm TPOAC varliginda siipersarmal DNA orani1 degismezken,
25, 50 ve 100 ppm’de silipersarmal formun ylizdesinin azaldig1 tespit edilmistir. Pozitif
kontrol olarak kullanilan SDS ile benzer konsantrasyonlarla yapilan ¢alismalarda
siipersarmal DNA ylizdesinde herhangi bir degisiklik gdzlenmemistir. Bu sonuglar etken
maddenin konsantrasyona bagli olarak E. coli plazmid DNA’s1 {izerinde etki ettigini ve
plazmid DNA hasar1 yaratarak antibakteriyal etki gosterebilecegini diisiindiirmektedir.

Literatiirde TPOAC bilesiginin DNA kesim aktivitesine dair yapilmis herhangi bir
calismaya rastlanmamistir. Bunun yerine farklt molekiillerin kuarterner amonyum
bilesikleri ile hibridizasyonu sonucu elde edilen kompleksler ile yapilmis bazi ¢aligmalara
rastlanmistir. Elif Eda ve arkadaglarinin 2020 yilinda yaptiklar: buna benzer bir ¢alismada
kuarterner alkil amonyum tuzlar1 ve bunlarin Cu (II) komplekslerini i¢eren aroilhidrazon
ligandlarmin hidrolitik kesim aktiviteleri incelenmistir (205). Calisma sonucunda
ligandlarin konsantrasyona bagl olarak giiglii hidrolitik kesim aktivitesi gosterdigi rapor
edilmistir (206). Literatiirde DNA’da yer alan fosfodiester baglarini hidrolitik yolla kesen
enzimlerin ¢cogunun aktif bolgesinde metal iyonlarinin yer aldigini belirten ¢aligmalara
rastlanmistir (207, 208). Bu baglamda daha ileri diizeydeki ¢alismalar i¢in bilesigin metal
komplekslerinin  sentezlenerek DNA niikleaz aktivitesi ¢aligmalarinin  yapilmasi
onerilmektedir. Bunun yaninda cesitli ajanlar varligindaki oksidatif kesim c¢aligmalarinin
yapitlmasinin bilesigin etki mekanizmasini aydinlatmak adma faydali olabilecegi

diistiniilmektedir.

Topoizomeraz enzimlerini hedefleyen bilesikler, "topoizomeraz zehirleri" ve
"katalitik inhibitorler" olmak tlizere iki gruba ayrilmaktadir. Topoizomeraz zehirleri, DNA-
enzim kovalent ara maddesini stabilize edip, ara maddenin yar1 dmriinii uzatarak hiicreler
icin Oliimciil hale getirmektedir. Katalitik inhibitorler ise topoizomerazlarin katalitik
islevine miidahale ederek etki gostermektedir. Bu grup bilesikler enzim-DNA etkilesimini
engelleyerek enzimin aktif bolgesini bloke etmektedir. Bu nedenle, kovalent ara iirlin
olusumu meydana gelmemektedir. Topoizomeraz-DNA etkilesiminin inhibisyonu, niikleik

asit metabolizmalarinda dogrudan kusurlara neden olmaktadir (174).
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TPOAC bilesiginin E. coli topoizomeraz I enzimine kars1 etkileri pPBR322 plazmid
DNA’nin relaksasyon yontemine gore belirlenmistir. Calismanin sonuglari Resim 5’de
verilmistir. Siipersarmal DNA ve topoizomeraz enzimleri inkiibe edildiginde slipersarmal
DNA yogunlugu azalirken, kirik ve lineer formun yiizdesi artmaktadir. Inhibitdr ilavesiyle
stipersarmal DNA yiizdesinin artmasi, kullanilan bilesigin topoizomeraz inhibisyonu
gerceklestirdiginin isareti olarak kabul edilmektedir. E. coli topoizomeraz | enzimi ve
pBR322 plazmid DNA’nin inkiibasyonu sonucu siipersarmal DNA’nin bant yogunlugu
%49.30’a azalirken, kirik ve lineer DNA’nin bant yogunlugunun %>50.70 oldugu
belirlenmistir (Resim 5, Bant 2). 12.5 ve 25 ppm etken maddenin ilavesi sonrasinda
siipersarmal formun bant yogunlugunda artis goézlenmistir. 50 ve 100 ppm
konsantrasyonlarda siipersarmal formun bant yogunlugunun sirasiyla %65.50 ve %91.40
olarak tespit edilmistir (Resim 5, Bant 5-6). Bu durum etken maddenin topoizomeraz I
enzimini denatiire ederek konsantrasyona bagimli olarak E. coli topoizomeraz | inhibisyon

etkisine sahip oldugunu gostermektedir.

TPOAC bilesiginin DNA giraz enzimine kars1 etkileri pBR322 plazmid DNA
kullanilarak agaroz jel elektroforez yontemiyle belirlenmistir. Calismanin sonuglari Resim
6’da verilmistir. Bu ¢alismada E. coli DNA giraz enzimi ve pBR322 plazmid DNA’nin
inkiibasyonu sonucu siipersarmal DNA’nin bant yogunlugu azalirken, kirik ve lineer
DNA’nin bant yogunlugunun sirasiyla %25.20 ve %74.80 oldugu belirlenmistir (Resim 6,
Bant 2). 12.5 ve 25 ppm etken maddenin ilave sonrasinda lineer bant yogunlugunda azalma
gozlenirken, siipersarmal DNA’da dikkate deger artig tespit edilememistir. Bu durum
TPOAC bilesiginin orta derecede E. coli DNA giraz inhibisyonu gosterdigini ortaya
koymaktadir.

Etken maddenin E.coli topoizomeraz IV enzimine karsi etkileri pBR322 plazmid
DNA kullanilarak agaroz jel elektroforez yontemiyle incelenmistir. Calismanin sonuglari
Resim 7’de verilmistir. Bu ¢caligma kapsaminda E. coli topoizomeraz IV enzimi ve pBR322
plazmid DNA’nin inkiibasyonu sonucu siipersarmal DNA’nin bant yogunlugu %64.00’¢e
azalirken, kirik ve lineer DNA’nin bant yogunlugunun sirasiyla %24.90 ve %11.00 oldugu
belirlenmistir (Resim 7, Bant 2). Etken maddenin ilavesinden sonra tiim
konsantrasyonlarda siipersarmal formun bant yogunlugunun oldukg¢a arttif1 tespit
edilmistir. Tiim sonuclar incelendiginde etken maddenin kullanilan konsantrasyonlarinda

oldukg¢a yiiksek E. coli topoizomeraz IV inhibisyon etkisine sahip oldugunu
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gostermektedir. Bu bilgiler 1s1ginda, calismada kullanilan bilesigin topoizomeraz
inhibisyon etkisini, DNA-enzim kovalent ara maddesini stabilize ederek veya enzim-DNA
etkilesimini engelleyip enzimin aktif bolgesini bloke ederek gostermis olabilecegi tahmin
edilmektedir. Topoizomeraz inhibiyon etkisi belirlenmis olan bu bilesigin daha ileri
deneysel c¢alismalarla bu etkisini nasil  gosterdiginin  belirlenmesi  gerektigi

distiniilmektedir.

MTT testi, yaygin olarak kullanilan hiicre canlilig: sitotoksisite testlerinden birisidir
(209). Bunun yaninda immortalize insan Kkeratinosit hiicre hattindaki (HaCaT) toksikolojik
ve koruyucu testler, cilt uygulamasina yonelik bilesikler i¢cin mantikli bir yaklasimdir
(210). HaCaT hiicre hatt1, kullanim kolaylig1 ve normale yakin fenotipi nedeniyle biyolojik

ve tibbi aragtirmalarda yaygin olarak kullanilan bir keratinosit modeli olmustur (211).

Bu bilgilere dayarak bu calismada etken maddenin insan HaCaT keratinosit
hiicreleri iizerinde in vitro MTT sitotoksisite ¢alismasi yapilmistir. Bu ¢alisma sonucunda
hiicre ile 24 saat inkiibe edilen TPOAC bilesiginin 0.09 ppm ve 0.19 ppm’lik
konsantrasyonlarinda hiicre canliliginda dikkate deger bir azalma goriilmezken, 12.5
ppm’de hiicre canliliginin %35.5 + 2.3 oldugu tespit edilmistir. 25, 50, 100 ve 200 ppm’de
ise hiicre canliligr tamamen kaybolmustur. Ayrica TPOAC bilesiginin ¢alismada pozitif
kontrol olarak kullanilan SDS’den ¢ok daha yiiksek oranda toksik etkiye sahip oldugu
gorilmistiir. Bulgularimiza gére TPOAC bilesiginin konsantrasyona bagli olarak HaCaT
hiicre hattinin proliferasyonunu 6nemli Ol¢lide baskilayip hiicre Oliimiine yol agtig
diisiiniilmektedir. Bu veri 1s18inda etken maddenin diisiik inkiibasyon siireleri kullanilarak
detayl1 analizlerinin yapilmasi 6nerilmektedir.

Yapilan literatiir aragtirmalarinda, TPOAC bilesiginin HaCaT keratinosit hiicreleri
tizerindeki sitotoksik etkisi ile ilgili daha once higbir bilimsel ¢aligmanin yapilmadigi
saptanmistir. Bununla birlikte, EPA (Environmental Protection Agency) tarafindan 2007
yilinda yayimlanan “Trimetoksisilil Kuarterner Amonyum Kloriir Bilesikleri i¢in Yeniden
Kayit Uygunluk Karari”’nda bu bilesikler i¢in in vivo hayvan ¢aligsmalari sonucu ciltte ciddi
toksisite yaptiginin bildirilmesi bu agidan ¢aligmamizi destekler nitelikte goziikmektedir
(212). Bunun disinda ECHA (European Chemicals Agency)’nin resmi sitesinde yer alan
2017 tarihli bir calismada, doniistiirilmemis keratinosit hiicrelerinde MTT yoOntemi
kullanilarak gergeklestirilen in vitro deri iritasyon testinde ¢alisma sonucunda TPOAC

etken maddesinin insan cildi i¢in tahris edici olmadig1 (negatif kontrole oranla hiicre
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canliliginin %94.6 oldugu) sonucuna varilmistir (213). Yine ayni sitede yer alan 1992
tarihli baska bir calismada yapilan Insan Yineleyici Yama Testi (HRIPT) sonucu etken

maddenin ciltte hassasiyete yol agmadigi rapor edilmistir (214).

Sonu¢ olarak, etken maddenin katyonik yapisindan dolayr anyonik yapidaki
siipersarmal plazmid DNA ile etkileserek DNA’ya hasar verdigi diigiiniilmiistiir. Bunun
yaninda yapilan topoizomeraz inhibisyon caligsmalari sonucu bakteriyel topoizomeraz
enzimlerini inhibe ederek antibakteriyel etki gosterdigi goriilmiistiir. Sitotoksisite ¢alismasi
sonucunda ise hiicre ile 24 saat inkiibe edilen TPOAC bilesiginin konsantrasyona bagli

olarak hiicre 6liimiine yol a¢tig1 gozlenmistir.
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