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OZET

YENi BIiR ANTIBIiYOTIK OLAN HEAA’min ENTEROCOCCUS-FAECALIS
V-583 BAKTERI BIYOFILMLERI UZERINE ETKIiSiNiN iINCELENMESI

Bu calismada, Chicago’da bulunan Illinois Universitesi, Kimya Boliimiinde Prof.
Hanley ve arastirma grubu tarafindan bulunan ve grup {iyelerinin adlarinin ilk
harflerinin verildigi HEAA maddesi iizerinde calisilmistir.

Bu tezde, temel olarak iki farkli calisma yapilmustir. Ilk olarak, HEAA maddesinin
antibakteriyel 6zelliginin olup olmadigi, Enterococcus faecalis biyofilm tabakalari
tizerinde ¢alisilmis ve bu etki Ampicillin antibiyotigi ile kiyaslanmuastir.

HEAA maddesi giiglii bir antibiyotik olan Ampicillin iizerinden sentezlenen bir
antibiyotiktir. Ampicillin maddesinin N-metilpiperazin asetamit tiirevidir.

HEAA ve Ampicillin antibiyotikleri ile, Enterococcus faecalis patojen bakteri biyofilm
tabakalar iizerinde calisilmistir. Enterococcus faecalis bakteri biyofilmleri canli veya
cansiz hiicrelerde hizli bir sekilde ¢ogalarak, insan sagligi igin tehdit olusturmaktadir.
Idrar yollar1 ve solunum yolu enfeksiyonlarinin énemli bir nedenidir. Ayrica genel cilt
yaralarina, kok kanal ve cesitli tibbi implantlarda iltithaplanmalara yol agmaktadir.

HEAA ve Ampicillin antibiyotiklerinin, antibakteriyel etkisi Enterococcus faecalis
biyofilmleri ile test edilmistir. Sonuglar, HEAA’nmin, bakteri o6ldiiriicii etkisinin
Ampicilline kiyasla daha fazla oldugunu kanitlamistir.

Ikinci olarak, 7.87 eV lazer desorpsiyon postiyonizasyon kiitle spektrometresi (LDPI-

MS) ve matriks yardimli lazer desorpsiyon/iyonlastirma kiitle spektrometresi (MALDI-
MS) analiz yontemleri kullanarak HEAA maddesi ve fragmanlar1 tanimlanmistir.

Vil



SUMMARY

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF A NEW ANTIBIOTIC HEAA ON
ENTEROCOCCUS-FAECALIS V-583 BACTERIAL BIOFILMS

In this study, a new antibiotic which has been found by Prof. Luke Hanley and his
research group was examined at University of Illinois at Chicago, Chemistry
Department.

Two basic experimental studies were studied in this thesis. Primarily, the antibacterial
effect of HEAA on Enterococcus-faecalis biofilms was examined. Then, the results of
both antibiotics of HEAA and Ampicillin were compared.

HEAA has been synthesized through Ampicillin which is a very effective antibiotic.
HEAA is the N-methylpiperazine acetamide of Ampicillin, so it is called MPA-
Ampicillin.

The antibacterial effect of HEAA and Ampicillin have been studied on Enterococcus
faecalis pathogen biofilms. Enterococcus faecalis biofilms can grow on live and dead
cells, and cause health problems on human beings. It can major cause of infections of
the urinary tract, respiratory tract. Also, general skin wounds, root canal and various
medical implant infections.

The antibacterial effect of HEAA and Ampicillin have been examined on Enterococcus
faecalis biofilms. By comparing the results HEAA is found much more effective on
Enterococcus faecalis biofilms than Ampicillin.

Secondly, HEAA and its fragments have been identified by 7.87 eV laser desorption

postionization mass spectrometry (LDPI-MS) and matrix-assisted laser desorption
ionization mass spectrometry (MALDI-MS).

viii



1. GIRIS

Bu tez calismasinin tiim deneysel kisimlari, Chicago’da bulunan Illinois iiniversitesi,
Analitik Kimya Boliimiinde c¢alismakta olan, Prof. Luke Hanley’nin arastirma
laboratuvarlarinda yapilmistir. Bu ¢alismadaki amag, Prof. Hanley ve arastirma grubu
tarafindan sentezlenen yeni bir maddenin (HEAA), antibakteriyel ozelliginin
belirlenmesi ve bu maddenin, iki farkli yiizey kiitle spektrometresi kullanilarak analiz

edilmesidir.

Bu yeni maddeye, Prof. Hanley ve arastirma g¢alisanlarinin isimlerinin bag harflerinden
olusan HEAA ad1 verilmistir. HEAA maddesi, Ampicillin ve Piperacillin antibiyotikleri
kullanilarak sentezlendigi i¢in, bu madde MPA-Ampicillin olarak da adlandirilmistir.
Ancak patent alma asamasinda maddenin bilesimini saklamak amaciyla MPA-

Ampicillin ad1 yerine HEAA ismi kullanilmastir.

Deneylerde, HEAA maddesinin antibakteriyel 6zelligini test etmek igin, Enterococcus-
faecalis kod ad1 ile V-583 bakterileri lizerinde c¢alisilmistir. E. faecalis bakterileri bircok
antibiyotik tiirtine kars1 direngli olup, insan saghigi i¢in biiyiik tehdit olusturan bir

bakteri turudiir.

Bakteriler biyofilm denilen tabakalar halinde yetistirildiklerinde, antibiyotiklere karsi
daha fazla direng kazanirlar. Bu nedenle, bu tez ¢alismasinda E. faecalis biyofilm

tabakalari ile ¢alisma tercih edildi.

Calismada HEAA maddesi, sentezinde kullanilan Ampicillin  maddesi ile
karsilastirilmistir. Deneysel sonuglara gére, HEAA maddesinin Ampicilline gore E.

faecalis biyofilm bakterileri lizerinde daha etkili oldugu saptanmistir.



HEAA maddesinin molekiiler yapisi;; MALDI-MS, MALDI-MS/MS ve LDPI-MS kiitle

spektrometresi yontemleri ile analiz edilmistir.

2. GENEL KISIMLAR

2.1. BAKTERILER

Bakteriler tek hiicreli mikroorganizmalar olup, tipik olarak birka¢ mikrometre
uzunlugundadirlar. Bakterilerin ¢esitli sekilleri vardir, kimi kiiresel, kimi spiral sekilli,
kimi gubuksu olabilir. Bakteriler yeryiiziindeki her ortamda mevcuttur. Toprakta, deniz
suyunda, yer kabugunda, deride, hayvanlarin bagirsaklarinda, asitli sicak su
kaynaklarinda, radyoaktif atiklarda biiyiiyebilen tipleri vardir. Bakterilerin arastirildigi
bilim bakteriyolojidir.

Insan viicudunda, 6zellikle deride ve sindirim yolu icinde bulunan bakteri sayisi, insan
hiicresi sayisinin on kati kadardir. Bunlarin biiyiik bir kismi yararli (probiyotik) olsalar
da, bazilar1 patojen bakterilerdir ve enfeksiydz hastaliklara neden olurlar; kolera, frengi,
sarbon, ciizzam ve veba bu cins hastaliklara dahildir. Bakteriyel enfeksiyonlarin
tedavisinde cogunlukla antibiyotikler kullanilir. Bakterilerin, kullanimi yaygin olan
antibiyotiklere kars1 direnci yaygilagsmaktadir. Bu durum, beraberinde yeni antibiyotik

tiirlerine olan ihtiyaci giindeme getirmektedir.

2.2. BIiYOFILMLER

Bakteriler yiizeylere baglanip biyofilm denen yogun kiimeler olustururlar. Bu filmler
birka¢ mikrometre kalinliktan yarim metre derinlige kadar degisebilir ve birden c¢ok
bakteri, protista ve arke tiirli igerebilir. Biyofilmlerde yasayan bakteriler, hiicre ve hiicre
dis1 bilesenler ile karmagik bir diizen olustururlar. Meydana gelen ikincil yapilar
arasinda mikro koloniler de sayilabilir, bunlarin i¢inde bulunan kanal sebekleri gidalarin

daha kolay difiizyonunu saglar (Donlan, 2002; Branda ve dig., 2005).



Dogal ortamlarda, Ornegin toprak ve bitkilerin yiizeyinde, bakterilerin ¢ogunlugu
biyofilm aracilifiyla ylizeye baglanir (Davey, ve O'toole, 2000). Biyofilmler tipta da
onemlidir, ¢ilinkii bu yapilar kronik bakteriyel enfeksiyonlarda ve viicut igine

yerlestirilmis tibbi cihazlarda bulunurlar.

Biyofilmler i¢inde kendini koruyan bakterilerin imhasi, tek basina ve izole durumda

olan bakterilerinkinden ¢ok daha zordur (Donlan ve Costerton, 2002).

2.2.1. Enterococcus-Faecalis VV-583 Biyofilm Bakteri Tabakasi

Bu ¢alismada HEAA olarak bilinen yeni bir antibiyotik ile Enterococcus-faecalis V-583
bakteri biyofilmleri iizerinde galisilmistir. Amag; HEAA y1 bilinen, genis bir kullanima
sahip Ampicillin antibiyotigi ile karsilastirmak ve hangi antibiyotigin, Enterococcus-

faecalis V-583 bakteri biyofilmleri tizerinde daha etkili oldugunu saptamaktir.

Enterococcus-faecalis V-583, bir¢cok dogal ortamda hizla gogalabilen ve yaklasik 3-4
saate kadar cansiz ortamda canli kalabilen ve cogunlukla hastane enfeksiyonlarina
neden olan bir bakteri tiiridiir. E. faecalis oksidatif ve su icermeyen ortamlara, asiri
sicaklik, pH gibi olumsuz kosullara kars1 dayaniklidir. Ayrica tuzluluk, safra asitleri,
deterjan ve antibiyotiklere kars1 yiiksek endojen direng gosterir (Aakra, 2005). Ozellikle
E. faecalis V583 giiglii bir antibiyotik olan vankomisine kars1 direncli olup, Amerika’da
ilk kez vankomisine kars1 diren¢ gdsteren bakteri tiirli olarak kayitlara ge¢mistir (Aakra,
2005).

Birgok olumsuz kosullara ve giiglii antibiyotik tiirlerine kars1 direngli olan E. faecalis
V583, basta Amerika olmak iizere pek ¢ok iilkede insan sagligi igin tehdit olarak
goriilmektedir. Pek ¢ok arastirma kliniginde ve laboratuvarlarinda V-583 iizerine
deneyler ve arastirmalar yapilmakta, bu bakteri iizerinde etkili olabilecek yeni

antibiyotik tiirleri aranmaktadir.

2.3. ANTIiBIYOTIiKLER

Bir mikroorganizmay1 6ldiirmek veya ¢ogalmasini durdurmak igin iiretilen her tiirlii

maddeye antibiyotik denir.



Antibiyotikler, bakteriler lizerindeki etki mekanizmalarima gore smiflara ayrilirlar.
Genellikle etkili olduklar1 bakterilerin metabolik islemlerine miidahale ederek ¢alisirlar.
Bu metabolik islemler; protein sentezi, hiicre ¢eperi sentezi, niikleik asit sentezi veya

hiicre zar1 fonksiyonlaridir.

Penisilin, ampicillin, vankomisin, florokinolon ve sefalosporin gibi antibiyotikler en ¢ok
kullanilan antibiyotiklerdendir. Bu antibiyotiklerin hepsi bakterilerin hiicre ¢eperlerini
zayiflatirlar. Bakterilerin hiicre ¢eperleri uzun peptidoglikan zincirlerinden olusur.
Antibiyotikler bu molekiilleri bir arada tutan peptit baglantilarinin sentezini Onlerler.

Boylece hiicre ¢eperleri zayiflar ve bakteri hiicresi patlar.

Streptomisin, eritromisin, tetrasiklin ve kloramfenikol gibi antibiyotikler ise ya protein
sentezini Onlerler ya da anormal proteinlerin sentezlenmesine yol agarlar. Antibiyotikler

bunlar1 bakterilerin ribozomlarina baglanarak yaparlar.

Rifampisin ve antrasiklin gibi antibiyotikler ise niikleik asit sentezine miidahale ederler.
Antrasiklinler bunu DNA replikasyonunu oOnleyerek yaparken, rifampisin bakteriyel

transkripsiyonu onler.

Baz1 antibiyotikler ise patojenleri hiicre zarlarina miidahale ederek yok ederler. Hiicre
zarina yapilan miidahaleler, hiicre zarinin yapisini1 degistirerek onun birgok 6zelligini de
kaybetmesine yol agar. Bu hiicre sitoplazmasinin hiicre digina akmasi gibi hiicrenin

yikimiyla sonuglanacak olaylara yol acabilir.

Antibiyotiklerin ¢ok sik araliklarla kullanilmasi bakterilerin, antibiyotiklere kars1 direng

kazanmasina yol agmaktadir.

2.3.1. Ampicillin

Ampicillin, 1961 yilindan bu yana bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde yaygin olarak
kullanilan bir beta-laktam antibiyotiktir. Ampicillin, penisilinler olarak adlandirilan

antibiyotik sinifina aittir ve bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilirlar.



Bu sinifin diger iiyeleri amoksisilin (Amoxil), piperasilin (Pipracil), tikarsilin (Ticar)
olarak sayilabilir. Bu antibiyotikler, bakteri metabolizmasi {izerinde benzer bir
mekanizma gosterirler. Bakteri hiicre duvar1 sentezini durdurarak, bakterilerin
cogalmasini Onlerler. Bakteri hiicre duvari bakteri hiicrelerinin bir arada kalmasini
saglamakla birlikte ayn1 zamanda bakterileri ¢evre sartlarina karsida korumaktadir. Bir
bakteri hiicre duvari olmadan hayatta kalamaz. Penisilinler 6zellikle bakterinin hiicre

duvari sentezi ve ¢ogalmasi sirasinda oldukga etkilidirler.

Ampisilin H. influenzae, N. gonore, E.coli, Salmonella, Shigella, streptokok ve
stafilokok tiirevleri dahil birgok bakterilere kars1 etkilidir. Ampisilin 1963, yilinda FDA
(Food and Drug Administration) tarafindan antibiyotik maddesi olarak kabul edilmistir.
Sekil 2.1, Ampicillin antibiyotiginin molekiiler yapisin1 gostermektedir. Ampicillin,
Enterococcus-faecalis V-583 biyofilm bakteri tabakalari iizerinde etkilidir.

Sekil 2.1 : Ampicillin'nin molekiiler yapisi

2.3.2. HEAA (MPA-Ampicillin)

Prof. Luke Hanley doktora arastirma grubu tarafindan bulunan ve grup iiyelerinin
isimlerinin bas harflerinin verildigi, yeni bir antibiyotik olan HEAA, Ampicillin
antibiyotigi lizerinden sentezlenmistirr. HEAA maddesi giiclii bir antibiyotik olan
Ampicillin iizerinden sentezlenen bir antibiyotiktir. Ampicillin maddesinin N-
metilpiperazin asetamit tlirevidir. Sekil 2.2, sentezlenen HEAA maddesinin molekiiler

yapisini gostermektedir.


http://en.wikipedia.org/wiki/File:Ampicillin_Structural_Formulae_V.1.svg
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Sekil 2.2 : HEAA 'nin molekiiler yapisi

3. KULLANILAN CiHAZLAR

3.1. YUZEY KUTLE SPEKTROMETRESI

Belirli bir diizenek kullanilarak, pozitif yiiklii pargaciklarin olusturulmasi, bu
parcaciklarin m/z (kiitle/yiik) oranlarina gére dedektdrde ayrilmasi ve bu bilgiye dayali
olarak maddelerin analiz edilmesi yontemine kiitle spektrometresi denir (Oner, 2001).
Iyonlarin m/z (kiitle/yiik) oranma gore gizilen grafigine kiitle spektrumu denir. Genel
olarak, pozitif yiikli iyonlar analiz edilir (Yaman, 2010). Pozitif veya negatif yiiklii
iyonlarin olusmasi, enstriimantal kosullara gore degismektedir. Bu pozitif pargaciklar;
bir molekiil iyonu, metal iyonu veya molekiiliin parcalanmasi ile olusan pargaciklar
olabilir (Oner, 2001). Kiitle spektrometresinde analiz temel olarak bu yiikli
parcaciklarin m/z oranlarma gore dedektérde olusturdugu sinyalin yorumlanmasi
esasina dayanmaktadir. Bir kiitle spektrometresi bugiine kadar diinyada kullanilan en

kiigiik tart1 olarak tarif edilir (Blaze ve dig., 2012).

Kiitle spektrometreleri manyetik veya elektriksel bir alanda hareket eden yiiklii
tanecikleri kiitle/ylik (m/z) oranlarma goére diger yiiklii taneciklerden ayirt ederek

analizleme esasia gore ¢alisan cihazlardir (Oner, 2001).



Yiizeyde yer alan molekiiler tiirlerin kiitle spektrometresi ile kimyasal analizi yliksek
teknoloji gerektirir. Yiizey kiitle spektrometrelerinden yaygmn olan iki tiir Lazer
desorpsiyon postiyonizasyon kiitle spektrometresi (LDPI-MS) ve Matriks yardimli lazer
desorpsiyon iyonlastirma kiitle spektrometresi (MALDI-MS)’tir. Yiizeyde yer alan
molekiillerin desorpsiyonu i¢in lazer kullanilir. Lazerle desorplanan tiirlerin %99’u
noétral yapilardir. Bunlarin iyonlastirilabilmesi i¢in ikinci bir lazer kaynagi kullanilir.
Boylece ylizeyden kopan tiirlerin tayini miimkiin olur. Bu iki yontemde deneylerimizde

kullanildigindan 6tiirii daha detayli anlatilacaktir.

3.1.1. Kiitle Spektrometresi Kullanim Alanlar

Kiitle spektrometresi, 6zellikle analitik kimya alaninda genis bir kullanim alanina
sahiptir. Kiitle spektrometreleri;
e Fragman piklerinin yorumlanmasi ile maddelerin elementel bilesimlerinin
belirlenmesinde,
e Molekiiler piklerin yorumlanmasi ile organik ve inorganik molekiillerin
yapisinin belirlenmesinde,
e Karisimlarin kalitatif ve kantitatif analizlerinde,
e Kati yiizeylerin analiz edilmesinde,
e Atomlarin izotopik oranlarinin ve dogada yiizde (%) bulunma miktarlarinin
hesaplanmasinda,
e Bir elementte kag¢ izotop bulundugunun, her izotopun tam olarak kiitlesinin ve

bagil miktarinin saptanmasi i¢in kullanilirlar (Yaman, 2010).

Bir kiitle spektrometresinin ana pargalari (Sekil 3.1) de verilmistir (Yaman, 2010).
1. Numunenin yiiklendigi bolme,

2. Iyonlastirict kaynak/kaynaklar,

3. m/z (kiitle/yiik) analizorii/analizorlert,

4. Dedektor,

5. Bilgisayar seklindedir (Yaman, 2010).
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Sekil 3.1 : Kiitle spektrometresi ana kisimlar1

Kiitle spektrometresinde, 0rnegin iyonlastirilmasi ve kiitle analizériinde m/z oranina
gore ayrilarak dedektore ulagsmasi vakum altinda gergeklestirilir. Basing yaklasik olarak
107 torr olarak ayarlanir. Bu sayede, pozitif yiiklii pargaciklar birbirlerine ¢arpmadan

dedektore ulasirlar.

Parcaciklarin carpigmasi, ortalama serbest yollarinin ve hizlarinin degismesine yol
acabilecegi i¢in vakum sistemi ile 6nlenmekte ve bu durumda analizin duyarliligini

arttirmaktadir.

3.1.2. Kiitle Spektrometresindeki Iyonlastirma Yontemleri

Omek oOncelikle, gaz fazina gecer ve daha sonra ¢esitli iyonlastirma yontemleri

kullanilarak iyonlagtirilir.

3.1.2.1. Elektron Iyonizasyonu (Elektron bombardimani ile)

Bu iyonlagtirma yonteminde, isitilmis bir flamandan yayilan elektronlar elektrik
alanindan gegirilerek 50-80 eV’luk bir enerjiye ulasir (Yaman, 2010). Numune, yiiksek
enerjili elektronlar ile bombardiman edilerek, pozitif yiikli iyonlar elde edilir.

Reaksiyon mekanizmasi, asagida gosterilmektedir.



M+e — M + 2¢

Elektron iyonizasyonunda, yiiksek enerjili elektronlar kullanilmasi, molekiiler iyonun
fragman iyonlarma ayrilmasma yol agmaktadir. Iyonlasma ve parcalanma birlikte
gerceklesmektedir. Bu nedenle, elektron iyonizasyonu giiclii iyonlastirict yontem olarak

da adlandirilmaktadir.

Baz1 durumlarda molekiiler iyonun kiitle spektrumunda gozlenememesi gibi olumsuz
sonuglara yol agabilmektedir. Bununla birlikte, elektron iyonizasyonu ile analiz
tekrarlandiginda ayni1 sonuglar alinabilmektedir. Elektron iyonizasyonu, 6zellikle gaz

kromatografisi kiitle spektrometresi ile kullanilmaktadir (Ers6z, 2010).

3.1.2.2. Kimyasal Iyonizasyon

Elektron bombardimanina gore iyonlagsma daha diisiik enerjide gergeklesir. Bu yontem,
hassas yumusak iyonlastirma olarak adlandirilmaktadir.

Fragman iyonlarinin olusturulmas: i¢in 6zel bir sistem eklenmelidir. Genel olarak,
fragmanlastirma He gibi biiylik molekiil kiitleli bir inert gazin molekiiler iyona
carptirilmas1 ile elde edilir. Iyonlar, iyon kaynaginda mevcut olan bir reaktif gaz
iyonlar1 ile bir analit arasinda ¢arpisma sayesinde iiretilmektedir. Iyon kaynagi bazi
yaygin reaktif gazlar igerir: metan, amonyak ve izobiitan. Iyon kaynag icinde, reaktif
gaz analitten daha yiiksek oranda bulunmaktadir. Iyon kaynag ile 6ncelikle reaktif gaz
iyonize olur. Diger reaktif gaz molekiilleri ile ¢ikan carpismalar bir iyonizasyon
plazmasina yol agar. Pozitif ve negatif analit iyonlari, bu plazma ile reaksiyona girerek
olusur. Bahsi gegen reaksiyonlar, asagida ayrintili bigcimde gosterilmektedir.

Birincil reaksiyon iyonunun olusumu,

CHy+e — CH +2e

Ikincil reaksiyon iyonlarinmn olusumu,

CH,+CH} — CHZ + CH,

CH,+ CH} — CoHY + Hy
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Analit iyonlarmmn olugumu,

M+ CHS — CHy, + [M + H|*
AH + CHf — CHy + A*

M + CoH7 — [M + CyHz]*
A+ CHf — CH, + A"

3.1.3. Kiitle/Yiik (m/z) Analizorleri

Iyonlastirma bolgesinden ¢ikan iyonlar, kiitle analizériine gelerek burada m/z oranlarina
gore ayrilirlar. Pozitif yiiklii iyonlar, eksi yiiklii bir levhaya dogru ¢ekilerek bu levha
tizerinde bulunan dar bir araliktan hizla gegirilirler (Erséz, 2010). Bunu takiben, iyon
demeti magnetik bir alan iginden gegcirilir. Yiikli tanecikler, magnetik alan iginde
dairesel bir yoriinge izlerler. Tanecigin yiikii arttikca dogrusal yoriingesinden sapma da
artar. Bu nedenle, magnetik bir alanda art1 yiiklii bir iyonun izledigi dairesel yoriingenin
yarigapt 0 iyonun m/z degerine baglidir (Ersdz, 2010). Farkli m/z degerine sahip
iyonlarin bu son araliktan gecmesi ise magnetik alan siddeti veya iyonlar1 hizlandirmak
icin kullanilan voltaj ayarlanarak saglanir. Boylece aygittaki farkli iyon tiirlerinden her
biri bu araliktan ayr1 ayr1 gegirilirler. Dedektor, her farkli iyon demetinin siddetini dlger;

bu iyon siddeti 6rnekte bulunan izotoplarin bagil miktarina baghdir (Ersoz, 2010).

3.1.3.1. Kiitle/yiik analizor ¢egsitleri

Manyetik alanda ayirma: Manyetik alana giren ilk hiza sahip yiiklii bir cismin {izerine
bir kuvvet etki eder. Bu kuvvet sayesinde farkli kiitleye sahip molekiiller farkli
miktarlarda saparlar (Ersoz, 2010).

Kuadrupol (Dort Kutuplu) Aywrici: Yikli molekiiller bir karenin koselerine denk
gelecek sekilde dizilmis 4 silindirik ¢gubugun tam ortasindan ugarlar. Bu cubuklara
uygulanan, DC yiiksek voltaji ve bir radyo frekansi (AC) voltaji sayesinde iyonlar
hizlandirilarak spiral bir yoriinge kazanir. Hizlandirilan iyonlar, m/z oranlarina gore
ayrilarak dedektore ulasir (Ersoz, 2010).

Ugus tiipii ile aywrma: Yikli molekiiller yiiksek bir elektrik alan ile hizlandirilarak, tim
kiitlelerin ayn1 ilk enerjiye sahip olmasi saglanir. Hizlandirilan iyonlar, ugus tiipi

denilen yaklagik 1-1,5 metrelik bir tiip boyunca yol alirlar (Erséz, 2010).
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Hepsi ayni1 ilk enerjiye sahip olmasina ragmen, hafif olan molekiiller daha hizli, agir
olanlar daha yavas yol alacaktir. Boylece, dedektdre ulasma zamanlarina gore kiitleler

tespit edilir (Ersoéz, 2010).

3.1.4. Dedektor

Kiitle analizorlerinde ayrilan iyonlar, dedektorlerde sayilarak sinyale yani dataya
dontistiiriilirler. Sayma islemi faraday kabi, elektron cogalticilar, sintilasyon tipi
dedektor ve mikrokanal plak dedektoérler kullanilarak yapilabilir (Ers6z, 2010). Faraday
kabi, diger kisimlara gore negatif tutularak, kaba ulasan pozitif iyonlarin elektrik
akimina cevrilmesi saglanir. Elektron ¢ogalticilar, dedektor ikincil yiizeyinden yayilan
ikincil elektronlarin gogaltilmasi esasina dayanir. Sintilasyon tiiri dedektorlerde, iyonlar
fosforesans maddeye carptirilarak, etrafa sagilir. Sacilan 1sinlar, fotogogaltict ile
algilanir. Mikrokanal plak dedektoérler, 10 pm’lik kanal serilerden yapilmis plaklardan
olusur. Iyonlar kanallardan gegirilerek, platforma yansitilir ve bu sekilde elektrik

akimina ¢evrilirler (Erséz, 2010).

Kiitle spektrometresi, biiyiik biyomolekiiler kompleksleri, bireysel biyomolekiillerin,
kiigiik organik molekiillerin, tek atomlarin ve bunlarin izotoplarinin analiz edilmesinde

kullanilabilen biiyiik bir teknolojik aragtir.

Kiitle spektrometresi, yirminci ylizyillda bulunmasindan giiniimiize kadar; duyarlilik,
¢oziiniirliik ve kiitle aralign bakimindan olaganiistii gelismelere ugranmistir. Ornegin, su
anda kimya, fizik, biyoloji, farmakoloji, tip, biyokimya ve biyoagro tabanli endiistri
basta olmak tizere tiim bilimsel disiplinlerde kiitle spektrometreSinin uygulamalari

bulunmaktadir (Akhmetov, ve dig., 2010).

Gortintiileme kiitle spektrometresinin amaci, makro boyuttaki biyolojik yapilar
kimyasal iyon sinyallerinin korelasyonunu saglayarak ve i¢inde bulunduklari ortamdaki
dagilimlart hakkinda bilgiyi koruyarak, biyolojik Ornekler icerisinde bilinen ve

bilinmeyen tiirleri analiz etmektir (Blaze ve dig., 2011).
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3.2. LAZER DESORPSIYON POSTIiYONiIiZASYON KUTLE
SPEKTROMETRESI

Lazer desorpsiyon postiyonizasyon kiitle spektrometresi;  Chicago  Illinois
Universitesi'nde Prof. Hanley'nin arastirma laboratuvarinda bulunan ve Dr. Jerry
assistanliginda, Hanley grup doktora 6grencileri tarafindan dizayn edilmis ve kurulmus
bir kiitle spektrometresidir. LDPI-MS iki farkli enerjili iyonlastirici lazer ile
calisabilmektedir. 7.87 eV enerjili F, lazeri ve 10.5 ¢V enerjili YAG lazeri iyonlastiric
lazerler olarak kullanilmaktadir. LDPI-MS’in diger kiitle spektrometrelerinden farkli
kilan 6zelligi, desorpsiyonun ve iyonizasyonun farkli lazerlerle gerceklestirilmesidir.
Nd-YLF desorpsiyon lazeri her iki mod i¢in kullanilabilmektedir. Cihaz, 3 mekanik ve
3 adet turbo pompalari ile vakum altinda tutulmaktadir. Sekil 3.2° de goriildiigi iizere
ornek bolmesinde, desorpsiyon lazeri 6rnek tabaginin (MALDI ¢elik tabag) lizerine dik

bir a¢1 ile yukaridan gelmektedir. Iyonizasyon lazeri ise desorbe olan molekiilleri

iyonlagtirmaktadir.
(LDPI-MS)
Ucus zamam MS ile
ivonlarin tayini
10,5 eV vada 7,87 eVile .. '

@
..a UV desorpsivon lazeri (337,349
%0

postivonizasyon
- @ vyada 355 nm)

@ Fotonla ivonlasabilen tiirler
@ fvonlasamayan tiirler

Sekil 3.2 : LDPI-MS 6rnegin iyonlastiriimas: mekanizmasi

Olusan iyonlar, iyon optikler yardim ile ugus tiipiine dogru yonlendirilmektedir. Ugus
tiiplinde iyonlarin ayn1 zamanda dedektore ulagsabilmesi i¢in reflektron kullanilmaktadir.

Reflektron ile iyonlar, ugus tiipiinde bir tur attiktan sonra dedektore ulasirlar.
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Bu sekilde hafif kiitleli iyonlar ile agir kiitleli iyonlarin, farkli yollar1 kullanarak ayni

zamanda dedektore ulagsmasi saglanir. Sekil 3.3, LDPI-MS’in temel kisimlarini

gostermektedir.

Sekil 3.3: Lazer Desorpsiyon Postiyonizasyonu Kiitle Spektrometresi (LDPI-MS) ana
kisimlari.(a) iyonizasyon bolge optikleri. (b) reflektron, (c) reflektron dedektorii, (d) ¢evirme
bolgesi, (e) numune yiikleme bolmesi, (f) 349 nm Nd: YLF desorpsiyon lazeri, ve (g) 157 nm
fluorine VUV postionizasyon lazeri (Akhmetov, ve dig., 2010).
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3.3. MATRIKS YARDIMLI LAZER DESORPSIYON IYONLASTIRMA KUTLE
SPEKTROMETRESI

Matriks yardimli lazer desorpsiyon/iyonlastirma kiitle spektrometresi (MALDI-MS),
1988 yilinda Karas ve Hillenkamp’in ¢alisma grubu tarafindan gelistirilen, hizli bir
kiitle spektrometresidir. MALDI yontemi, 6zellikle biiyiik molekiil kiitleli molekiillerin
tayininde kullanilmaktadir. MALDI’de 6rnek, matriks kullanilarak hazirlanir. Matriks,
ornegin iyonlastirilmasin1 saglar. Iyonlasma mekanizmasi, kimyasal iyonizasyona
benzemektedir. Once matriks molekiilii, kullanilan lazer ile iyonlasir ve iyonlasan
matriks molekiilleri, 6rnek ile reaksiyona girerek, Ornegin iyonlastiritlmasini saglar.
Matriks olarak a-siyano-4-hidroksisinnamik asit (CHCA) kullanilmaktadir. MALDI
teknigi, kiiciik molekiil agirlikli molekiillerin analizinde tercih edilmez. Cilinkii matriks

maddesi bu aralikta piklerin olusmasina yol agmaktadir.

Matriks yardimli lazer desorpsiyon/iyonlastirma kiitle spektrometresi (MALDI-MS),
lazer desorpsiyon/iyonizasyon kiitle spektrometresi’nin (LDI-MS) gelistirilmesi ile
bulunan bir analiz yontemidir. Dogrudan biyomolekiillerin analizinde genis bir algilama
saglayan giiclii bir yontemdir. Sekil 3.4, MALDI’de iyonlasma mekanizmasini

gostermektedir.

Lazer

Analit 3
\ © Matriks

Time of flight-
MS

Sekil 3.4. MALDI’de iyonlasma mekanizmasi
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MALDI, enerji soguran matriks molekiilleri ile birlikte vuruslu bir lazer 1s1m1 kullanimi
ile biliylik molekiil agirlikli iyonlar iiretebilen bir iyonizasyon yontemidir (Blaze ve
dig., 2011). Matriks destekli lazer desorpsiyon iyonizasyon Kkiitle spektrometresi
(MALDI-MS), protein tanimlama yoluyla bakteriyel suslarin belirlenmesi igin
kullanilabilmektedir (Blaze ve dig., 2011).

Goriintiilemeli  kiitle  spektrometresinde matriks yardimhi  lazer desorpsiyon
/iyonizasyonun (MALDI) bir avantaji, farkli analit siniflarinin analizi i¢in numune
hazirlama protokollerinin mevcudiyetidir. Diger avantaji ise, yiikksek hassasiyet, genis
kiitle aralig1 ve ii¢ boyutlu ¢oziiniirligi ile ticari araglarin varligidir. Bu avantajlari;
peptitler, proteinler, uyusturucu maddeler ve saglam doku icindeki metabolitlerin
goriintliilenmesinde kiitle spektrometresi olarak MALDI’nin yaygin olarak kullanimina

yol agmaktadir (Edirisinghe, 2003).

Bununla birlikte, MALDI’nin gériintiilemeli kiitle spektrometresinde kullanimi ile
iliskili gesitli eksiklikleri de vardir. Ornek hazirlanmas: genellikle doku yikama-matris
uygulamast dahil olmak {izere birgok adim gerektirir. MALDI’de adsorbe olan
molekiillerin, iyonu ile birlikte bulundugu nétrallerinin, nétral atomlarina orani yaklagik

107 ile 107 arasinda degismektedir.

MALDI’de hedef analitler i¢in olan sinyaller bastirilarak, maddedeki spesifik
Iyonizasyon verimleri goriintiilenebilmektedir. Tuzlar, doku spesifik iyon bastirma ve
cesitli analitler arasindaki etkilesimler ortam tlizerinde bir iyonizasyon verimliligine yol
acmaktadir. Yer spesifik iyon verimliligi goriintiilemeli kiitle spektrometresi i¢in ciddi
bir sorundur. Ciinkii belirli bir konumda sinyali olmadig1 i¢in analitin ger¢ekten
yokluguna mi yoksa iyon bastirmaya mi bagimli olup olmadigim1 saptamak zordur,
gercek analit dagilimlart kendisini temsil etmeyen goriintiilerin olusmasina yol acar. Bu
gerekceler ile MALDI’de alinan sonuglar, MALDI'nin goriintiilemeli kiitle
spektrometresi olarak kullanilmasi konusunda tartigmalara yol agmaktadir (Blaze ve

dig., 2011).
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Yumusak bir iyonizasyon teknigi olan vakum ultraviyole tek foton iyonizasyonu (VUV
SPI), MALDI’nin yukarida bahsedilen sinirlamalarinin ¢ogunu ortadan kaldiran bir
potansiyele sahiptir. VUV SPI’'nun biyolojik Ornekler i¢in, goriintiili kiitle
spektrometresi olarak kullanimi son zamanlarda arastirilmaktadir (Edirisinghe, 2003).
Deneysel olarak, lazer ile desorplanmis nétrallerin post iyonizasyonu igin VUV SPI
kullanilmasi, vuruglu bir VUV 151k kaynag ilave edildigi icin MALDI’ye paraleldir.
Postiyonizasyon VUV SPl vyerine, rezonans multifoton iyonizasyon yoluyla
gerceklestirilmis olmasma ragmen, bu metod lazer desorpsiyon post iyonizasyonu
(LDPI) ya da ikili lazer kiitle spektrometresi (MS veya L2 L2MS) olarak adlandirilir
(Blaze ve dig., 2012).

Desorpsiyon ve iyonizasyon adimlarinin ayrilmasi gibi farkli analit siniflart icin VUV
SPI, kesit benzerligi, ¢oklu foton siireglerle kiyaslandiginda miktar belirlemeyi arttirir
(Akhmetov, ve dig., 2010). Vuruslu lazer desorpsiyon radyasyonu, gaz fazi iginde
iiretilen kondense atomlari, molekiilleri ve polimer yiizey tiirlerini belirlemek {izere
kullanilir. Fragmanlarina ayrilmayan molekiiller i¢in lazer desorpsiyon yontemleri
gelistirmek gilictiir. Ancak molekiillerin ¢ogu yiizeyden notrallar halinde desorbe

olmaktadir (Akhmetov, ve dig., 2010).

Dogrudan lazer desorpsiyonu pozitif iyonlar olusturur ve bu mekanizma ¢ogu zaman
onemli fragmanlarin olusmasimna neden olur (Blaze ve dig., 2011). Yiizey kiitle
spektrometresi i¢in lazer desorpsiyonunun avantajlari, oldukga etkin lazer yogunlugu ile
1 mikron veya daha diisiik bircok kiiciik kirmimla simirli noktaya odakli yiiksek
coziinlirlik ve mekansal biitlinlik icermesidir. Piiskiirtmeli lazer desorpsiyonu
(sputtering lazer desorpsiyonu) ile karsilastirildiginda, daha yiiksek verim ve yararli
desorplanmis tiirlerin dar bir kinetik enerji dagilimi oldugu goriiliir (Blaze ve dig.,

2011).

Dogrudan  desorpsiyon  kullanmanin ~ bir  dezavantaji  lazer  atislarinin
tekrarlanabilirligindeki kisitlamadir. Bu desorplanmis tiirlin verimi yiizeyin 1sinmast ile
dogrusal degildir ve dalgalanmalar desorpsiyon olaymnin meydana gelmesinden

kaynaklanmaktadir.
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Lazer desorpsiyonunu etkileyen diger bir parametre, yiizey maddesinin dogasidir.
Ayrica lazer giic ve matris etkilerindeki dalgalanmalar ve ayn1 zamanda iyon verimliligi
de etkilemektedir. Desorplanmis tiirlerin desorpsiyon ve iyonizasyonunu arttiran bu
etkiler, adsorplanmis enerji ve salinan tiirlerin iyonizasyon potansiyelinin de bir
sonucudur. Buhar basinglari, sicaklik ile katlanarak degistigi i¢in, deneysel sonuglari

karsilastirmak zordur (Blaze ve dig., 2011).

Eger LDPI-MS ile MALDI y6ntemini kiyaslarsak, LDPI-MS'de matris kullanilmasina
gerek yoktur. LDPI-MS'de, sadece iyonlasma enerjisi 7.87 eV'un altinda olan
bilesiklerin kiitle spektrometresi analizi yapilabilmektedir. Bilesiklerin ¢ogunun
iyonlasma enerjisi 7.87 eV'un altinda oldugu i¢in bu bir dezavantaj olarak
goriilmemektedir. Benzoik asit gibi iyonlasma enerjisi 7.87 eV'un lstiinde olan

molekiiller i¢cin 10.5 eV enerjili YAG lazeri kullanilmaktadir.

MALDTI’de, desorbe edilen tiirlerin yaklasik % 90'1 ndotral molekiillerdir. LDPI-MS,
notrallar tizerinde analiz imkani sunar, ¢iinkii LDPI-MS’in iyonizasyon lazeri, bu
ndtrallart iyonlastirabilir. Clinkii LDPI-MS, MALDI'ye kiyasla daha hassas bir analiz

yontemidir.

4. MALZEME VE YONTEM

4.1. HEAA nin SENTEZI

Prof. Luke Hanley doktora arastirma grubu tarafindan bulunan ve grup iiyelerinin
isimlerinin bas harflerinin verildigi, yeni bir antibiyotik olan HEAA, Ampicillin
antibiyotigi iizerinden sentezlenmistir. Bu sentez iki asamada gerceklestirilmistir. Tlk
asamada bir piperazin bilesigi olan N-metil piperazin (NMP) sentezlenir ve ince bir toz
haline gelecek sekilde ezilir. Toz haline getirilen N-metil piperazin, yuvarlak dipli bir
cam erlenmeyer igerisine konulur ve diklorometan (DCM) iginde siispanse edilir.
Damla damla oksalil kloride (4M in DCM) ilave edilir. Bir taraftan da karigtirilarak oda

sicakliginda 30 dakika boyunca tepkimeye birakilir.
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Coziicii vakumlu kurutma yontemi ile uzaklastirilir. Elde edilen katt DCM iginde
¢Oziiliir. Biitiin kat1 sisenin duvarlarindan bitene kadar c¢ozelti sonike edilir. N-
hidroksisiiksinimid (NHS) 1.3 esdeger bilesigi olarak, 1,3.,4,6,7,8-heksahidro-2H-
pirimido[1,2-a]pirimidin polimer bilesigi ile birlikte ¢ozeltiye ilave edilir. Meydana
gelen ¢ozelti, oda sicakliginda 15 dakika boyunca reaksiyona birakilir ve vakumla
kurutulur. Neticedeki kati, 1,3,4,6,7,8-heksahidro-2H-pirimido[1,2-a]pirimidin bagl
polimer bilesiginden ayrilmak i¢in siiziiliir, susuz asetonitril i¢inde ¢oziiliir ve liyofilize

edilir.

Ortaya ¢ikan iriin, ampicilline baglamak i¢in kullanilan etikettir. Ampicillin su
igerisinde ¢oziiliir, ¢ozelti pH'1 trietilamin (TEA) ilave edilmesi ile bazik olacak sekilde
ayarlanir. Hazirlanan etiket, susuz asetonitril i¢inde ¢oziiliir ve pH'1 trietilamin (TEA)
bilesiginin ilave edilmesi ile bazik hale gelen Ampicillin ¢ozeltisi, hazirlanan etiket
¢ozeltisine ilave edilir. Cozelti 45-50 °C de en az iki saat boyunca tepkimeye birakilir.

Olusan iiriin liyofilize edilir ve HPLC kullanilarak saflastirilir.

4.2. MATRIKS YARDIMLI KUTLE SPEKTROMETRESI (MALDI-MS) ile
HEAA MADDESININ ANALIZi

Sentezlenen HEAA bilesigi , kiitle spektrometresi (MS) ve kiitle spektrometresi/kiitle
spektrometresi (MS/MS) modu altinda bir MALDI-MS (4700 TOF/TOF, AB Sciex,
Foster City, CA, USA) kullanilarak analiz edildi.

MALDI-MS cihazinda 355 nm Nd: YAG lazeri kullanilmistir. Nd: YAG lazeri, yaklasik
olarak 150 mikron bir lazer leke biiyiikligi ile 200 arbitrary birimi (Donlan ve
Costerton, 2002) ve 13 lazer giicii ile caligmaktadir. Lazer giicii 2.800 arbitrary
birimine ayarlanir, maksimum lazer giicii 121-7000 arbitrary birimi arasinda
degismektedir. Kiitle spektrometresi/kiitle spektrometresi (MS/MS) modunda, yaklasik
14 pJ enerjili helyum ¢arpisma gazi ile kullanilmustir.
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Tiim veriler, ticari yazilim (4000 Serisi Explorer V3, AB Sciex) kullanilarak toplandi.
Cihazin kalibrasyonu standart kalibrasyon karisimi kullanilarak gergeklestirildi (mass
standards kit for calibration, 4333604, AB SCIEX). Bu standart kalibrasyon karisiminin
kiitle/yiik (m/z) oranlari: 905.05, 1297.51, 1571.61, 2094.46, 2466.72 and 3660.19"dur.
Kiitle spektrometresi (MS), goriintii alim1 150 pm ve spot basina 255 lazer ¢ekim bir
raster boyutu ile acik kaynak yazilim (4700 Goriintiilleme V3, http://maldi-msi.org)
kullanilarak yapildi. Elde edilen MS goriintiileri daha agik kaynak kodlu BioMAP
yazilimi kullanarak islendi (BioMap V3803, http://maldi-msi.org) (Akhmetov, ve dig.,
2010).

4.3. LDPI-MS ile HEAA MADDESININ ANALIiZi

Chicago'daki Illinois Universitesinde Prof.Hanley'nin arastirma laboratuvarinda
bulunan 7.87 eV enerjili lazer LDPI-MS, 157 nm foto iyonizasyon i¢in lazer vuruslu

kiitle spektrometresi araci olarak kullanilmistir (Blaze ve dig., 2012).

LDPI-MS cihazinda 349 nm Nd: YLF desorpsiyon lazeri kullanilmistir. Nd: YLF
desorpsiyon lazeri, yaklagik olarak 100 mikron bir lazer spot biiyiikligi ile 30-65
mW/cm? arasinda degisen tipik desorpsiyon lazer pik gii¢ yogunlugu ile ¢aligmaktadir.
Ornek, lazere gore 100 pm/s rastered edildi, her &rnek nokta icin yaklasik 20

desorpsiyon lazer vurusu yapilmastir.

Desorplanan nétral molekiiller, 400 pJ enerjili/vurus iyonizasyon bolgesi ve yaklasik 8
mm leke boyutu ile 100 Hz'lik bir 157 nm (7.87 eV) molekiiler flor lazeri kullanilarak
iyonize edildi. Iyonlastirilan nétrallar yaklasik 90° doniis ile ekstraksiyon edilir. Prof.
Hanley ve grubu tarafindan tasarlanan iki asamali reflektron ugus zamanl kiitle

spektrometresi insa edilmistir.

Cihaz ayrica numune manipiilasyonlu ve yiiksek ¢oziiniirliiklii, gercek zamanli olarak
ornekleri goriintiilemek i¢in bir dijital tek lens refleks kamerasi ile bilgisayara ilave bir
monitdr vasitasiyla, yiikksek vakuma uyumlu g¢eviri asamasi ile donatilmistir. Veri
toplama ve 6rnegin ortam hareketleri bilgisayar ile 6zellestirilmis yazilim kullanilarak

kontrol edilir.
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4.4, LDPI-MS ve MALDI iCIN NUMUNELERIN HAZIRLANISI

1 mg HEAA, 1 mL ACN (asetonitril) ¢ozeltisi kullanilarak hazirlandi ve ¢ozeltinin
1uL’si autopipet yardimi ile paslanmaz ¢elik MALDI tabagi {izerine damlatildi. Oda
sicakliginda birka¢ dakika kurumaya birakildi. Bu yontem, c¢ozeltinin 1puL'sinin
damlatildigi, aym1 yerde birka¢ kez (3-4 kez) tekrarlandi. 20 mg/ml a-Siyano-4-
hidroksisinnamik asit (CHCA) matriks ¢ozeltisi (7:3 v:v) asetonitril: trifloroasetik asit
(0.1% v:v) kullanilarak hazirlanmistir ve bu ¢ozeltinin 1uL si MALDI tabag iizerindeki
ornek iizerine damlatilir ve kurumaya birakilir. Islem gerekirse tekrarlanir. MALDI

tabagi tamamen kurudugunda MALDI-MS analizi i¢in hazirdir.

LDPI-MS analizi i¢in CHCA matris ¢ozeltisi kullanilmaz. Daha 6ncede agiklandigi gibi
paslanmaz celik MALDI tabag: iizerine birka¢ kez aymi bolgeye drnek damlatilir ve
kurumaya birakilir. LDPI-MS, paslanmaz ¢elik MALDI tabagi tizerinde C ve D
bolgelerinde daha iyi analiz imkani sagladigi i¢in 6rnek bu aralikta olacak sekilde

enjekte edilmelidir.

4.5. BAKTERIYEL LiKiD KULTURUN HAZIRLANMASI

Enterococcus-faecalis VV-583 bakterisinin -80°C muhafaza edilen kristal stoklarindan bir
tane alinir. Bu bakteri kristali avug iginde tutularak oda sicakliginda eritilir ve sivi hale
getirilir. 15 mL'lik test tlipine, 5 mL TSB alinir ve iizerine V-583 enjekte edilir ve
pipetle karistirilir. Tiipiin agz1 bakterinin hava alabilmesi i¢in tamamen kapatiimaz,
kapak hafif aralikli olarak kapatilip, bantlarla yanlardan tutturulur. 24 saat inkiibatérde
37 °C ve 300 rpm de ¢alkalanmaya birakilir.

4.6. MEMBRAN KULLANILARAK BAKTERI BiYOFIiLM TABAKALARININ
HAZIRLANMASI

4 adet GE polikarbonat (black,0.22 micron,25 mm 100/pk) membran filmleri, bir plastik
petri kabi igerisine yerlestirilerek UV lambasi ile 15 dakika steril edilir. Steril cimbizlar
kullanilarak membran ters gevrilir ve arka kismida 15 dakika UV lambasi ile sterile

edilir.
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Bir adet steril TSA agar tabagi buzdolabindan alinir ve o6nceden sterilize edilen
membranlar, agar tabakasi lizerine yerlestirilir. Her membran film tabakasinin ortasina
40 pL bakteri kiltiriinden enjekte edilir. TSA agar tabagmin tiizeri kapagi ile
kapatilarak inkiibatorde 37°C biiylimeye birakilir. 24 saat sonra, membranlar dikkatlice
yeni bir TSA agar tabagina yerlestirilmelidir. Tabaklar parafilm tabakasi ile
kaplanmamalidir, boylece biiyiime oksijen ile hizlandirilmis olur. Her 24 saatte bir TSA
agar tabagi degistirilmelidir, boylece bakteri i¢in her 24 saatte bir besin tazelenmis olur.
4 giin boyunca bu islem tekrarlanir ve bakteri biyofilm tabakasi biiylimeye birakilir. 4

giiniin sonunda biyofilm tabakalar1 ¢alismak i¢in hazirdir.

Bu ¢alisma igin, 2 ayr1 petri kabinda toplamda 8 membranda V-583 bakteri biyofilmleri
yetistirilmistir. Sekil 4.1, membran iizerinde yetistirilen, E. faecalis V-583 biyofilm

tabakalarin1 gostermektedir.

Sekil 4.1 : Enterococcus-faecalis V-583 Biyofilm Tabakas1

4.7. BAKTERiI BiYOFILMLERINDE CFU SAYIMI VE BAKTERILERIN
SUSPANSE EDILMESI

30 mL 'lik cam tiip igerisine, cam boncuklar ilave edilir. 1.5 mL PBS ¢6zeltisi bu tiibe
ilave edilir. 4 adet V-583 biyofilm membrani bu ¢6zelti igerisine atilir, tiipiin agz1 iyice
kapatilarak, yarim saat vorteks edilir. Bu sayede tiim bakteri hiicreleri membrandan

¢oOzelti igerisine alinmis olur. Bu isleme yeniden siispanse etme (resuspension) denir.
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6 adet sirali seyreltme tiiplerine 900 uL PBS ¢o6zeltisi konulur. Siispansiyon islemi
tamamlanan bakteri kiiltiiriinden 100 pL alinarak, ilk tiipe konulur ve pipetle karigtirilir.
Daha sonra bu tiipten 100 pL alinip, ikinci tiipe konulur. Yeni bir pipetle karistirlir.
Ucgiincii tiip i¢in, ikinci tiipten 100 pL almir ve yeni bir pipetle karistirilir. Bu seri
seyreltme islemi 7.tiipe kadar yapilir. Son olarak 6.tiipten 100 pL alinir ve atilir.
Seyreltme iglemi tamamlandiktan sonra, steril bir TSA agar tabagi alinir. Tabak ters
cevrilerek, cetvelle 4 esit pargaya boliintir. Bu bolmeler 103, 104 10°, 10° olacak sekilde
isimlendirildikten sonra, sirasiyla 3, 4, 5, 6 numarali seyreltme tiiplerinden 100 pL
aliarak, toplamda 10 damla ve her bir damla 10 pL olacak sekilde ayarl pipetle
enjekte edilir. Agar tabagin agzi1 dikkatlice kapatilip, damlalar birbirine karigsmayacak
sekilde inkiibatore taginir. Tabak parafilm tabakasi ile ¢evrilmemelidir. Bu sekilde
bakterilerin oksijeni kesilmemis olur. Inkiibatorde 37°C de 24 saat bekletildikten sonra,
sonuglar okunur. Her bir damlada yetisen bakteri sayisi sayilir. 10® bdlmesindeki 10
noktadaki bakteri hiicreleri sayilarak, 10 "a boliiniip, ortalama olarak 1 mL"deki bakteri
say1s1 CFU bulunur. CFU (cell forming unit) bir bakteri ¢ozeltisindeki, koloni halinde
cogalan, bakteri sayisini ifade etmek i¢in kullanilan bir terimdir. Bu deger, plating
calismas1 sonucunda 40x10® CFU/mL olarak bulunmustur. 10°, 10* ve 10° bolmelerinde
bakteri konsantrasyonu yiiksek oldugu icin hiicreler sayilamayacak, kadar ¢oktur ve
40x10® CFU/mL “den biiyiik olarak kabul edilir. Tablo 4.1: bakteri agar tabaklarinda, 24

saat sonraki bakteri degerlerini gostermektedir.

Tablo 4.1: 24 saat sonraki bakteri hiicresi sayim sonuglari

10° >40x10° CFU/mL
10* >40x10° CFU/mL
10° >40x10° CFU/mL
10° 40x10° CFU/mL

1 mL V-583 bakteri ¢ozeltisinde 40x10® CFU bakteri hiicresi bulunmaktadir. 1.5 mL
icin bu rakam 60x10® CFU dur. Calisma icin ideal olarak 5x10°> CFU bakteri hiicresi

gerekli ve yeterlidir.

4 adet V-583 biyofilm membrani, 30 mL “lik cam tiipte, cam boncuklar ve 10 mL PBS
cozeltisi ile yarim saat vorteks edilerek siispansiyon islemi yapildi. Bu bakteri
¢ozeltisinden, 1 mL ayr1 bir tiipe alindi ve tizerine 9 mL PBS ¢ozeltisi ilave edilerek

seyreltildi.
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Bu tiipten de, 1 mL bakteri ¢6zeltisi ikinci bir tiipe alindi ve iizerine 9 mL PBS ¢ozeltisi
ilave edilerek tekrar seyreltildi. Bu ikinci tiipteki son bakteri konsantrasyonu 6x10°

CFU/mL olup, bizim ¢alismamiz i¢in yeterlidir.

4.8. HEAA ve AMPICILLIN COZELTILERININ HAZIRLANMASI

6x10° CFU/ mL V-583 bakteri ¢ozeltisi hazirlandiktan sonra, 5 mg HEAA ve 5 mg
Ampicillin 10 pL DMSO, 40 pL steril destile su ve 50 uL PBS ¢ozeltisinde ¢oziildii.
Seri olarak seyreltme islemi yapilarak 7 farkli konsantrasyonda HEAA ve Ampicillin

¢ozeltisi hazirlandi.

Tablo 4.2: HEAA antibiyotiginin, 7 farkli tiip igin seyreltilmesini gostermektedir.
1.tlipte en yiiksek konsantrasyonda HEAA maddesi bulunmaktadir. Bu konsantrasyon

azalarak, 7. Tipte en diisiik seviyededir.

Tablo 4.2 : HEAA antibiyotiginin seri olarak seyreltilmesi

Tip Ik Ardisik tiipe transfer edilen Transfer sonrasi Tiiplerdeki son
No Konsantrasyon miktar eklenen ¢Ozelti Konsantrasyon
1 5.000000 mg 1.tiipten 50 puL, 2 numarali tipe | 40 uL PBS,10 pL. | 12.500000
HEAA/100uL alind1 bakteri soliisyonu | mg/mL
eklendi
2 2.500000 mg 2.tiipten 50 pul, 3 numarali tipe | 40 pL PBS,10 uL. | 6.250000 mg/mL
HEAA/100pL alindi bakteri soliisyonu
eklendi
3 1.250000 mg 3.tiipten 10 pL, 4 numaral tipe | 10 uL bakteri 10.125000
HEAA/100uL alindi soliisyonu eklendi | mg/mL
4 0.125000 mg 4.tiipten 10 uL, 5 numarali tiipe | 10 puL bakteri 1.125000 mg/mL
HEAA/100pL alindi soliisyonu eklendi
5 0.012500 mg S.tipten 10 puL, 6 numarali tiipe | 10 pL bakteri 0.112500 mg/mL
HEAA/100pL alindi soliisyonu eklendi
6 0.001250 mg 6.tipten 10 puL, 7 numarali tiipe | 10 puL bakteri 0.011250 mg/mL
HEAA/100uL alindi soliisyonu eklendi
7 0.000125 mg 7.tipten 10 puL alinarak atilir 10 uL bakteri 0.001125 mg/mL
HEAA/100pL soliisyonu eklendi

Kontrol tiipii, 50 uL %10 DMSO,40 uL PBS and 10 pL bakteri soliisyonu igermektedir.

Kontrol tiipii, HEAA antibiyotigini icermemektedir.

Tablo 4.3°de HEAA maddesi yerine Ampicillin antibiyotiginin kullanilmasi ile

hazirlanan deney tiiplerine ait bilgiler veridi
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Seyreltme islemi HEAA’ya benzer olarak ayni sekilde yapilmistir. 1.tiipte en yiiksek
konsantrasyonda Ampicillin maddesi bulunmaktadir. Bu konsantrasyon azalarak, 7.

tiipte en diislik seviyededir.

Tablo 4.3 : Ampicillin antibiyotiginin seri olarak seyreltilmesi

Tip ik Konsantrasyon Ardisik tiipe transfer edilen | Transfer sonrast Tiiplerdeki son
No miktar eklenen ¢ozelti Konsantrasyon
1 5.000000 mg 1.tiipten 50 pL, 2 numarali 40 uL PBS,10 uL | 12.500000
Ampicillin/100pL tiipe alind1 bakteri soliisyonu | mg/mL
eklendi
2 2.500000 mg 2.tiipten 50 pL, 3 numarali 40 uL PBS,10 uL | 6.250000 mg/mL
Ampicillin//100pL tiipe alind1 bakteri soliisyonu
eklendi
3 1.250000 mg 3.tiipten 10 pL, 4 numaral 10 pL bakteri 10.125000
Ampicillin//100pL tiipe alindi soliisyonu eklendi | mg/mL
4 0.125000 mg 4.tiipten 10 uL, 5 numaralt 10 puL bakteri 1.125000 mg/mL
Ampicillin//100pL tiipe alindi soliisyonu eklendi
5 0.012500 mg S.tiipten 10 pL, 6 numarali 10 puL bakteri 0.112500 mg/mL
Ampicillin//100uL tiipe alindi soliisyonu eklendi
6 0.001250 mg 6.tiipten 10 pL, 7 numarali 10 pL bakteri 0.011250 mg/mL
Ampicillin//100pL tiipe alindi soliisyonu eklendi
7 0.000125 mg 7.tipten 10 puL alinarak 10 pL bakteri 0.001125 mg/mL
Ampicillin//100uL atulir soliisyonu eklendi

Tiim tiipler inkiibatorde 18 saat boyunca calkalanmaya birakildi. (37 © C and 300 rpm).

18 saat sonra 900 uLL PBS ile seri seyreltme islemi yapildi. Seyreltme isleminden sonra,
her tiipten 100 puL ¢ozelti alinip, agar tabaklara 10 nokta halinde damlatildi. Hazirlanan
agar tabaklari, inkiibatére konularak 37 ° C’de 24 saat bekletildikten sonra, petri

tabagindaki bakteri hiicreleri sayildi.

MBC (minimum bakteri konsantrasyonu) ¢alismalart HEAA ve Ampicillin ile iki defa

tekrarlanmis ve ayni sonuglar alinmstir.
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5. BULGULAR

5.1. ILK DENEME SONRASI HEAA ve AMPICILLIN iCiN BAKTERI SAYIMI
SONUCLARI

Agar tabaklarinda 10%, 10%, 10° ve 10° olarak ayrilan kisimlarda bakteriler sayilarak, 10
boliiniir ve ortalama olarak 1 mL deki bakteri sayist CFU bulunur. Tablo 5.1: HEAA ve
Ampicillin i¢in, 7 farkli konsantrasyondaki bakteri sayisinmi CFU biriminde
gostermektedir. HEAA maddesinin 10.125 mg/mL ve daha yiiksek konsantrasyonlarda
tiiplerdeki tiim bakterilerin 6ldiigii gozlenmistir. Ampicillin maddesinin, en yiiksek
konsantrasyonlu tiiplerinde bile bakterileri Oldiiremedigi gozlenmistir. Sonugclar,
HEAA’nin Ampicillin’e kiyasla V-583 bakterileri iizerinde daha etkili oldugunu

gbstermistir. Pozitif kontrol tiipiinde 37x10° CFU/ mL bakteri bulunmustur.

Tablo 5.1 : Ik deneme sonrasinda elde edilen bakteri sayim sonuglari

Konsantrasyon HEAA 1. Deneme Ampicillin 1. Deneme
mg/mL V-583 CFU/mL V-583 CFU/mL
12.500000 mg/mL Tiim bakteriler 61dii | 4.0x10°

6.250000 mg/mL Tiim bakteriler 61dii | 5.4x10°

10.125000 mg/mL Tiim bakteriler 61di | 9.7x10°

1.125000 mg/mL 29.5x10° 8.8x10°

0.112500 mg/mL 15.5x10° 16x10°

0.011250 mg/mL 38.4x10° 5.5x10°

0.001125 mg/mL 13.6x10° 12x10°

Alinan sonuglar, origin lab (2008 versiyon) kullanilarak grafik haline getirilmistir. Sekil
5.1: HEAA, Ampicillin ve pozitif kontrol icin bakteri sayisin1 gdstermektedir. HEAA
maddesi 12.5, 10.25 ve 6.25 mg/mL konsantrasyonlarinda tiim bakteriler {izerinde
antibakteriyel etki gostermektedir. Ampicillin, 12.5 mg/mL’den daha yiiksek

konsantrasyonlarda tiim bakterileri 6ldiirebilmektedir.
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Sekil 5.1: HEAA ve Ampicillin ilk deneme sonrasi sonuglarin karsilastirilmasi

5.2. IKINCI DENEME SONRASI HEAA ve AMPICILLIN iCiN BAKTERI
SAYIMI SONUCLARI

Sonuglarin kesinlestirilebilmesi i¢in ayn1 deney tekrarlanmistir. ikincil deney sonuglar,
birincil deneyle uyusmaktadir. Tablo 5.2: ikinci deneme sonrasi elde edilen sonuglar
gostermektedir. HEAA maddesi, Ampicilline gore daha etkili bir sekilde bakterileri
oldiirmektedir. Birincil deney sonuglarina paralel olarak, HEAA maddesinin 10.125
mg/mL ve daha yiliksek konsantrasyonlarda tiiplerdeki tiim bakterileri oldiirdiigii
gozlenmistir. Ampicillin maddesinin en yiliksek konsantrasyonlu tiiplerinde bile
bakterileri 6ldiiremedigi gozlenmistir. Sonuglar, HEAA’ ’nin Ampicillin’e kiyasla V-583

bakterileri iizerinde daha etkili oldugunu birkez daha gostermektedir.



Tablo 5.2 : Ikinci deneme sonrasinda elde edilen bakteri sayim sonuglari
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Konsantrasyon HEAA 2. Deneme | Ampicillin 2. Deneme
mg/mL V-583 CFU/mL V-583 CFU/mL
12.500000 mg/mL Tiim bakteriler 6lii | 6.0x10°

6.250000 mg/mL Tiim bakteriler 6lii | 9.7x10°

10.125000 mg/mL Tiim bakteriler 6lii | 15.8x10°

1.125000 mg/mL 3.5x10° 18.1x10°

0.112500 mg/mL 7.3x10° 7.9x10°

0.011250 mg/mL 15.8x10° 16.1x10°

0.001125 mg/mL 21.5x10° 45.5x10°

Pozitif kontrol tiipiinde 38.3x10°> CFU/ mL bakteri bulunmustur.

Ikincil deney sonuglari, origin lab ile grafik haline getirilmis ve birincil deney sonrasi
grafigi ile paralel sonuglar alinmistir. Sekil 5.2 : HEAA, Ampicillin ve pozitif kontrol
icin bakteri sayisin1 gostermektedir. HEAA maddesi 12.5, 10.25 ve 6.25 mg/mL
konsantrasyonlarinda tiim bakterler {izerinde antibakteriyel etki gostermektedir.
Ampicillin, 12.5 mg/mL’den daha yiiksek konsantrasyonlarda tiim bakterileri

oldiirebilmektedir.
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Sekil 5.2 : HEAA ve Ampicillin ikinci deneme sonrasi sonuglarin karsilastiriimasi

5.3. ILK VE IKiNCi DENEY SONUCLARININ KARSILASTIRILMASI

Genel olarak, mikrobakteriyel c¢alismalarda ayni deney calismasinin tekrarlanmasina
ragmen benzer sonuglarin alinmasi zordur. Ciinkii, burada esas olan bakterinin

antibiyotik karsisindaki davranigidir ve bunu 6nceden tahmin etmek oldukga giigtiir.

Bu calismada, ilk deney sonrasinda, alinan sonuglarin kesin olmasi i¢in ayni ¢alisma
ikinci kez tekrarlandi ve birbirine paralel sonuglar alindi. Tablo 5.3: ilk ve ikinci deney
sonuglarini bir arada gostermektedir. Sonuglar, HEAA maddesinin, bilinen Ampicillin
antibiyotigine kiyasla daha etkili oldugunu gostermektedir. Bu deney sonuglarindan
yola ¢ikarak, Prof. Hanley tarafindan HEAA antibiyotigi i¢in patent basvurusunda

bulunulmustur.
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Antibiyotik HEAA 1. Deneme HEAA 2. Deneme | Ampicillinl.Deneme | Ampicillin 2.Deneme

Konsantrasyonu V-583 CFU/mL V-583 CFU/mL V-583 CFU/mL V-583 CFU/mL

(mg/mL)

12.500000 mg/mL | Tiim bakteriler 6lit | Tim bakteriler 6lii 4.0x10° 6.0x10°
6.250000 mg/mL | Tiim bakteriler 6lii | Tiim bakteriler 5lii 5.4x10° 9.7x10°
10.125000 mg/mL | Tiim bakteriler 6lit | Tim bakteriler 6lii 9.7x10° 15.8x10°
1.125000 mg/mL 29.5x10° 3.5x10° 8.8x10° 18.1x10°
0.112500 mg/mL 15.5x10° 7.3x10° 16x10° 7.9x10°
0.011250 mg/mL 38.4x10° 15.8x10° 5.5x10° 16.1x10°
0.001125 mg/mL 13.6x10° 21.5x10° 12x10° 45.5x10°

Sekil 5.3: Birincil ve ikincil deney sonrasi alinan sonuglarin ortalamasi alinarak, origin

labda hazirlanan grafigi gostermektedir.

Sonuglar,

antibakteriyel etkisini gostermektedir.

benzer sekilde HEAA antibiyotiginin, V-583 bakterileri

uzerindeki
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Sekil 5.3 : ilk ve ikinci deney sonrasi ortalama sonuglarin karsilastiriimasi

5.4. HEAA’NIN MALDI ve LDPI-MS ile ANALIZ SONUCLARI

Yapilan ¢aligmalar sonucunda, HEAA maddesinin antibakteriyel olmasi, maddenin
giiniimiizde antibiyotik olarak kullanilabilmesi imkanini sunmustur. Bunun i¢in, dnce
HEAA’nin yapisinin aydinlatilmasi gerekiyordu. Bu nedenle, HEAA maddesi LDPI-
MS ve MALDI analiz yontemleri ile analiz edilmis ve maddenin molekiiler yapisi,

formiilii belirlenmistir.

Sekil 5.4: HEAA maddesinin MALDI-MS’de alinan spektrumunu gostermektedir.
HEAA maddesinin molekiiler agirligi 489.2 olarak bulunmustur. MALDI-MS kiitle
spektrumunda, 489.2’de HEAA maddesi gozlenmistir.
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Sekil 5.4: HEAA maddesinin MALDI-MS spektrumu

1
800

Bir maddenin elementel kompozisyonunun belirlenmesi i¢in fragman piklerin

incelenmesi

gerekir.

Bu nedenle,

HEAA maddesi

MALDI-MS/MS modu ile

fragmanlarina pargalanmistir. Sekil 5.5: MALDI-MS/MS ile 489.2°de HEAA molekiiler
pikini gostermektedir. 333.1, 141.1, 158.1 ve 113.1 m/z oranlarinda HEAA fragmanlari

gozlenmektedir.
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1 \ MALDI-MS-MS spectra of HEAA (m/z 489.2)
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Sekil 5.5 : HEAA maddesinin MALDI-MS-MS spektrumu ve fragman spektrumlar

HEAA maddesi, LDPI-MS ile benzer sekilde analiz edilmistir. Sonug¢larin MALDI-MS
ile kiyaslanabilmesi i¢in Oncelikle CHCA matriks kullanilarak HEAA Ornegi
hazirlanmis ve LDPI-MS spektrumu alinmistir. Sekil 5.6: 7.87 CHCA matriks maddesi
ile birlikte hazirlanan HEAA maddesinin LDPI-MS kiitle spektrumunu gostermektedir.
LDPI-MS ile molekiiler pik gozlenememistir. 71.1, 86.9, 113.2, 140.1, 273.1 m/z

degerlerinde fragman pikleri gézlenmistir.
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7.87 eV LDPI-MS of HEAA with CHCA added as matrix
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Sekil 5.6: 7.87 CHCA matriks maddesi ile birlikte hazirlanan HEAA maddesinin LDPI-MS
kiitle spektrumu

Sonuglarin  kesin olabilmesi

icin ayni

kullanilmadan gerceklestirilmistir.

Sekil 5.7: 7.87 eV LDPI-MS ile HEAA maddesinin kiitle spektrumunu gostermektedir.

analiz LDPI-MS’de matriks

maddesi

Onceden LDPI-MS’de matriks ile yapilan calismaya paralel olarak aym m/z

degerlerinde fragman pikleri bulunmustur. Bu da HEAA’nin LDPI-MS ile yapilan

analizini kesinlestirmektedir.
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Sekil 5.7: 7.87 eV LDPI-MS ile HEAA maddesinin kiitle spektrumu

Yapilan ¢alismalar sonucunda, HEAA maddesinin antibakteriyel etkisinin oldugu
ispatlanmigtir.  HEAA maddesi, Ampicillin ile piperacillin antibiyotiklerinin

derivatizasyonu (tiirevlendirilmesi) sonucunda sentezlenen yeni bir maddedir.

Bu madde, once HEAA olarak isimlendirilmistir, patent alimi1 sonrast HEAA maddesi
MPA-Ampicillin olarak adlandirilmigtir. MPA-Ampicillin, Ampicillin antibiyotigine
kiyasla, E.faecalis biofilm tabakalarinda daha etkili bir antibakteriyel etki

gostermektedir.

MPA-Ampicillin maddesi; LDPI-MS, MALDI-MS ve MALDI-MS/MS yontemleri ile
analiz edilerek molekiiler yapisi aydinlatilmistir. Tiim sonuglar, patent alimi igin

kullanilmistir.
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6. TARTISMA VE SONUC

Bu yiiksek lisans tezinde, Prof. Hanley ve aragtirma grubu tarafindan sentezlenen yeni
bir antibiyotik olan HEAA’nin antibakteriyel O6zelligi yiizey kiitle spektrometresi

kullanilarak analiz edilmistir.

Yiizey kiitle spektrometrelerinden, Lazer desorpsiyon post iyonizasyon kiitle
spektrometresi (LDPI-MS) ve Matriks yardimli lazer desorpsiyon/iyonlastirma kiitle
spektrometresi (MALDI-MS) en yaygin kullanilan yontemlerdir. Temelde birbirlerine
benzeyen yontemler olmasina karsin LDPI-MS, iki farkli enerjide iyonlastirict lazer ile
caligilabilmektedir. Burada, 7.87 eV enerjili F, lazeri ve 10.5 eV enerjili YAG lazeri
iyonlastirict  lazerler  olarak  kullanilmaktadir.  LDPI-MS’1  diger  kiitle
spektrometrelerinden farkli kilan 6zelligi, desorpsiyonun ve iyonizasyonun farkli

lazerlerle gergeklestirilmesidir.

Bu calismada, her iki yiizey kiitle spektrometresi kullanilarak, E.faecalis biyofilm
tabakalar tizerine HEAA maddesi ve onun sentezinde kullanilan Ampicillin maddesinin
etkisi  karsilagtirilmigtir. Deneysel sonuglara gére, HEAA maddesinin Ampicillin’e
gore, E.faecalis biyofilm bakterileri lizerinde daha etkili oldugu saptanmistir. Bulunan
bu sonug, iki sebepten Otiirii onemlidir. Birincisi, yeni bulunan bir antibiyotigin
(HEAA), Ampicillin gibi etkin bir antibiyotige kiyasla, daha gii¢lii etkiye sahip

oldugunun yiizey kiitle spektrometresi kullanilarak ispatlanmasidir.

Bakteriler yiizeylere baglanip biyofilm denen yogun kiimeler olustururlar. Bu filmler
birka¢g mikrometre kalinliktan yarim metre derinlige kadar degisebilir ve birden ¢ok
bakteri protista ve arke tiirii icerebilir. Biyofilmlerde yasayan bakteriler, hiicre ve hiicre
dis1 bilesenler ile karmasik bir diizen olustururlar. Antibiyotiklere karsi da yiiksek

direng gosterirler.



36

Ampicillin, penisilinler olarak adlandirilan antibiyotik sinifina ait olup, bakteriyel
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan genis spektrumlu ve kuvvetli bir antibiyotiktir.
Ampicillin H. influenzae, N. gonore, E.coli, Salmonella, Shigella, streptokok ve
stafilokok tiirevleri dahil bir¢ok bakterilere karst etkili olup ayn1 zamanda,
Enterococcus-faecalis V-583 biyofilm bakteri tabakalar1 tizerinde de etkilidir.

HEAA maddesi 12.5, 10.25 ve 6.25 mg/mL konsantrasyonlarinda tiim bakteriler
lizerinde antibakteriyel etki gostermektedir. Ampicillin, 12.5 mg/mL’den daha yiiksek
konsantrasyonlarda tiim bakterileri dldiirebilmektedir. Sonuglarin kesinlestirilebilmesi
icin ayn1 deney tekrarlanmistir. Ikincil deney sonuglari, birincil deneyle uyusmaktadir.
HEAA maddesi, Ampicillin’e gore daha etkili bir sekilde bakterileri 6ldiirmektedir.
Birincil deney sonuglarina paralel olarak, HEAA maddesinin 10.125 mg/mL ve daha
yiiksek konsantrasyonlarda tliplerdeki tiim bakterileri 6ldiirdiigii gézlenmistir. Bunun
yaninda, Ampicillin maddesinin en yiiksek konsantrasyonlu tiiplerinde bile bakterileri

oldiiremedigi gézlenmistir.

Deney sonuglariin énemli oldugu ikinci durum ise, HEAA maddesinin molekiiler
yapisinin; MALDI-MS, MALDI-MS/MS ve LDPI-MS kiitle spektrometreleri ile analiz
edilmis olmasidir. Daha Once belittigimiz gibi, bu madde, 6nce HEAA olarak
isimlendirilmistir, patent alimi sonrast HEAA maddesi MPA-Ampicillin olarak
adlandirilmigtir. MPA-Ampicillin, Ampicillin antibiyotigine kiyasla, E.faecalis biyofilm
tabakalarinda daha etkili bir antibakteriyel etki gostermektedir. Yiizey kiitle
spektrometreleri, yiizeyden molekiillerin desorpsiyonu ve sonrasinda da, iyonizasyonu
asamalarmi icerir. Iste bunlar gerceklestirilirken, molekiiliin icerisinde bulundugu
karmasik yapidan 6tiirli (organizma), analizin oldukca hassas gerceklestirilmesi gerekir.
LDPI-MS yonteminde, yiizeyden desorplanan molekiiller % 90 oraninda notral
yapilardir ve bunlar1 iyonlagtirmak i¢in, ikinci bir lazer kullanilir. Bu durum MALDI-
MS’ten farklidir. MALDI-MS’te ise LDPI-MS’te olmayan matriks kullanilir. Yani
hedef iyon, matriks denilen bir ¢dzelti tarafindan adeta zirh seklinde sarilir. Bu zirthin
gorevi enerji fazlasini sogurmaktir. Bu calismada her iki yontem de uygulandi ve
HEAA maddesi hem LDPI-MS hem de MALDI analiz yontemleri ile analiz edilerek,

maddenin molekiiler formiili belirlendi.
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HEAA maddesinin  MALDI-MS’de alinan spektrumundan, HEAA maddesinin
molekiiler agirligr 489.2 olarak bulunmustur yani, MALDI-MS kiitle spektrumunda,
489.2’de HEAA maddesi gézlenmistir. Bir maddenin elementel kompozisyonunun
belirlenmesi i¢in fragman piklerinin incelenmesi gerekir. Bu nedenle, HEAA maddesi
MALDI-MS/MS modu ile fragmanlarina pargalanmistir. 333.1, 141.1, 158.1 ve 113.1

m/z oranlarinda HEAA fragmanlar1 gozlenmektedir.

HEAA maddesi, LDPI-MS ile benzer sekilde analiz edilmistir. Sonug¢larin MALDI-MS
ile kiyaslanabilmesi i¢in Oncelikle CHCA matriks kullanilarak HEAA Ornegi
hazirlanmis ve LDPI-MS spektrumu almmistir. LDPI-MS ile molekiiler pik
gozlenememistir. Ancak, 71.1, 86.9, 113.2, 140.1, 273.1 m/z degerlerinde fragman
pikleri gézlenmistir. Sonuglarin kesin olabilmesi i¢in ayn1 analiz LDPI-MS’de matriks
maddesi kullanilmadan gergeklestirilmistir. 7.87 eV LDPI-MS ile HEAA maddesinin
kiitle spektrumuna gore, onceden LDPI-MS’de matriks ile yapilan ¢aligmaya paralel
olarak ayn1 m/z degerlerinde fragman pikleri bulunmustur. Bu da HEAA nin LDPI-MS

ile yapilan analizini kesinlestirmektedir.
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