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OZET

SINNAMALDEHIT VE TUREVLERININ
ANTIMIKROBIYAL VE SIiTOTOKSIK AKTiVITELERININ
KARSILASTIRILMASI

Son yillarda artan ¢oklu ilag direngli bakteriler, alternatif antimikrobiyal
ajanlara duyulan ihtiyact artirmistir. Antimikrobiyal aktivitesi bilinen pek c¢ok
molekiil belirlenmis olsa da sitotoksik 6zellikleri kullanim alanlarin1 sinirlamaktadir.
Sinnamaldehit, tar¢in kabugundan damitma yoluyla elde edilen ve ugucu yagin temel
bilesenlerinden biridir.Sinnamaldehit’in ¢esitli bakteriler iizerindeki etkisi bilinmekle
birlikte, tlirevlerinin biyolojik ve sitotoksik 6zellikleri hakkinda siirli bilgi
bulunmaktadir. Bu ¢alismada sinnamaldehit ve ticari tiirevlerinin antimikrobiyal,
antifungal, antiparaziter ve sitotoksik aktiviteleri degerlendirilmistir.

Bu calismada, standart ve klinik 6rneklerden izole edilen ¢oklu ila¢ direncli
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa ve Acinetobacter
baumannii suslar; Candida albicans suslart ile Trichomonas vaginalis ve
Leishmania tropica suslart kullanilmistir. Klinik kokenlerin tanimlamasit  ve
antibiyotik duyarliliklar1t BD Phoenix 100 (Becton, Dickinson and Company, USA)
cihaziyla yapilmistir. Sinnamaldehit ve tiirevlerinin antimikrobiyal aktiviteleri sivi
mikrodiliisyon yontemiyle belirlenmistir.

Calisma sonuglarinda, sinnamaldehit ve tiirevlerinin antibakteriyel, antifungal
ve antiparaziter aktiviteleri degerlendirilmis; 6zellikle T-4 ve T-8 tiirevleri genis
spektrumlu etki goOstermistir. 4. baumannii suslarinda T-8, AB-9 ve ATCC
suglarinda MIK = 40 pg/mL ile 6ne cikarken, T-4 genellikle 80-160 pg/mL
araliginda bulunmustur. Antifungal analizlerde Candida albicans suslarina kars1 T-4
ve T-8 diisik MIK degerleri sergilemistir. Antiparaziter degerlendirmede T-1,
Leishmania tropica i¢in 1Cso= 166,6; T-5 ise Trichomonas vaginalis igin 1Cso = 0,02
degeri ile giiglii aktivite gostermistir. Bulgular, yapisal modifikasyonlarin biyolojik

aktivite iizerinde belirleyici oldugunu ortaya koymaktadir.

Anahtar kelimeler: Antimikrobiyal aktivite, patojenik mikroorganizmalar, sinnamaldehit,

sitotoksisite

1A%



ABSTRACT

COMPARISON OF THE ANTIMICROBIAL AND CYTOTOXIC
ACTIVITIES OF CINNAMALDEHYDE AND ITS DERIVATIVES

In recent years, the rise of multidrug-resistant bacteria has increased the need
for alternative antimicrobial agents. Although many molecules with known
antimicrobial activity have been identified, their cytotoxic properties limit their
potential applications. Cinnamaldehyde is obtained from cinnamon bark by steam
distillation and is one of the main components of the essential oil. While the effects
of cinnamaldehyde on various bacteria are well documented, information regarding
the biological and cytotoxic properties of its derivatives remains limited. This study
evaluated the antimicrobial, antifungal, antiparasitic, and cytotoxic activities of
cinnamaldehyde and its commercially available derivatives.

In this study, multidrug-resistant strains of Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, and Acinetobacter baumannii isolated
from standard and clinical samples; Candida albicans strains; and Trichomonas
vaginalis and Leishmania tropica strains were used. Identification and antibiotic
susceptibility testing of clinical isolates were performed using the BD Phoenix 100
system (Becton, Dickinson and Company, USA). The antimicrobial activities of
cinnamaldehyde and its derivatives were determined by the broth microdilution
method.

The study demonstrated that cinnamaldehyde and its derivatives exhibit
antibacterial, antifungal, and antiparasitic activities, with T-4 and T-8 showing
broad-spectrum effects. T-8 displayed an MIC of 40 pg/mL against 4. baumannii
(AB-9 and ATCC), compared to 80—-160 pg/mL for T-4, while T-1 (ICso = 166.6)
against Leishmania tropica and T-5 (ICso = 0.02) against Trichomonas vaginalis
showed notable antiparasitic activity, highlighting the impact of structural

modifications on biological efficacy.

Keywords: Antimicrobial activity, cinnamaldehyde, cytotoxicity, pathogenic microorganisms
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1. GIRIS

Son yillarda tiim diinyada giderek artan antibiyotik direnci, halk sagligini
tehdit eden en 6nemli kiiresel sorunlardan biri haline gelmistir. Ozellikle ¢oklu ilag
direncli (CID) bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlar, mevcut tedavi segeneklerini
sinirlamakta ve hastane kaynakli enfeksiyonlarin kontroliini giiclestirmektedir.
Diinya Saghk Orgiitii (DSO), antimikrobiyal direncin 6niimiizdeki on yillarda
milyonlarca insanin yasamini tehdit edebilecek bir kriz diizeyine ulasabilecegini
bildirmektedir (Aslam ve ark., 2018; World Health Organization, 2023). Bu durum,
yeni antimikrobiyal ajanlarin kesfini ve mevcut dogal bilesiklerin terapotik
potansiyellerinin yeniden degerlendirilmesini zorunlu kilmaktadir.

Bitkisel kaynakli biyoaktif bilesikler, antimikrobiyal direncle miicadelede
umut vadeden alternatif ajanlar arasinda yer almaktadir. Ugucu yaglar ve bunlarin
ana bilesenleri, uzun yillardir gida koruma, tip ve kozmetik endiistrilerinde
antimikrobiyal 6zelliklerinden dolay1 kullanilmaktadir. Bu bilesikler arasinda dikkat
cekenlerden biri de sinnamaldehittir (CIN). CIN, tar¢in (Cinnamomum zeylanicum)
kabugundan su buhar1 damitma yontemiyle elde edilen ugucu yagin temel
bilesenlerinden biri olup (%65-90 oraninda), tar¢ina kendine Ozgii aroma ve
ozelliklerini kazandiran fenilpropanoid yapisinda bir bilesiktir (Nabavi ve ark., 2015;
Ranasinghe ve ark., 2013).

Sinnamaldehitin genis spektrumlu antimikrobiyal etkileri hem Gram pozitif
hem de Gram negatif bakteriler {izerinde bir¢ok calismada gosterilmistir (Gill ve
Holley, 2004; Lu ve ark., 2014). Bunun yaninda, mantarlara ve bazi parazit tiirlerine
kars1 da etkinlik bildirilmistir (Morais ve ark., 2020; Ozel ve ark., 2023; Ozel ve ark.,
2024). Antimikrobiyal aktivitesi; hiicre zar1 gecirgenligini bozma, protein
denatiirasyonu ve enzim inhibisyonu gibi farklit mekanizmalarla iliskilendirilmektedir
(Rao ve Gan, 2014). Ancak, CIN ve benzeri fenolik bilesiklerin sitotoksik etkileri
hakkindaki bilgiler halen siirlidir (Bae ve ark., 2018). Bu durum, s6z konusu
bilesiklerin terapotik amacgli kullaniminda 6nemli bir engel olusturmaktadir.

Sinnamaldehitin kimyasal yapisinda yapilacak kiiclik degisiklikler (6rnegin
fonksiyonel grup eklenmesi veya zincir modifikasyonlari), hem antimikrobiyal hem
de sitotoksik aktivite profillerini énemli Ol¢iide etkileyebilmektedir (Lu ve ark.,

2022). Bu nedenle son yillarda CIN tiirevleri iizerine yapilan arastirmalar artis
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gostermistir. Ancak literatiirde bu tiirevlerin biyolojik aktiviteleriyle ilgili veriler
cogunlukla antimikrobiyal etkiyle siirlidir; sitotoksik 6zellikleri hakkinda kapsamli
bilgiler bulunmamaktadir (Shreaz ve ark., 2016). Dolayisiyla, CIN ve tiirevlerinin
hem antimikrobiyal hem de sitotoksik etkilerinin karsilastirmali  olarak
degerlendirilmesi, bu bilesiklerin gelecekte potansiyel antimikrobiyal ajanlar olarak
kullanilabilirligini anlamak agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir.

Bu calismada, standart bakteri kokenleri ile klinik 6rneklerden izole edilen
coklu ilag direncli bakteri kokenleri, mantar ve parazit tiirleri {izerinde CIN ve ticari
olarak temin edilebilen tiirevlerinin antimikrobiyal ve sitotoksik aktiviteleri
karsilagtirmali olarak incelenmistir. Antibakteriyel etkilerin belirlenmesinde sivi
mikrodiliisyon yontemi kullanilarak minimum inhibitér konsantrasyon (MIK) ve
minimum bakterisidal konsantrasyon (MBK) degerleri, antiparaziter etkilerin
belirlenmesinde ise ICso degerleri ve minimum parasitisidal konsantrasyon (MPK)
degerleri belirlenmistir. Ayrica, sitotoksisite diizeylerinin degerlendirilmesiyle
bilesiklerin glivenli kullanim aralig1 hakkinda bilgi edinilmesi amag¢lanmistir.

Bu c¢alismanin sonucunda, CIN ve tiirevlerinin biyolojik aktiviteleri
arasindaki farklarin ortaya konulmasi, hem dogal bilesiklerin farmasotik
potansiyellerinin anlasilmasina katki saglayacak hem de yeni antimikrobiyal ilag

adaylarinin gelistirilmesi i¢in bilimsel temel olusturacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Antimikrobiyal Direnc ve Kiiresel Onemi

Antimikrobiyal diren¢ (AMR), giiniimiizde enfeksiyon hastaliklarinin
tedavisini zorlastiran, morbidite ve mortalite oranlarini1 artiran en 6nemli kiiresel
saglik sorunlarindan biri olarak kabul edilmektedir. Antibiyotiklerin yaygin ve
bilingsiz kullanimi sonucu mikroorganizmalar, bu ajanlarin etkilerine kars1 direng
gelistirmekte ve bu durum mevcut tedavi segeneklerini giderek sinirlamaktadir
(World Health Organization, 2015; Prestinaci ve ark., 2015). Direncli
mikroorganizmalarin yayilimi yalmizca hastane ortamlariyla smirli kalmamakta,

toplum kaynakl1 enfeksiyonlarda da ciddi bir tehdit olusturmaktadir.

2.1.1. Antimikrobiyal Direncin Tanim

Antimikrobiyal direng, mikroorganizmalarin antimikrobiyal ajanlarin
oldiirticii veya c¢ogalmay1 engelleyici etkilerine kars1 gelistirdikleri savunma
mekanizmalar1 sonucu bu ilaglara yanit vermemesi durumu olarak tanimlanmaktadir
(Murray, Rosenthal ve Pfaller, 2020). Direng, mikroorganizmalarin genetik
yapilarinda meydana gelen mutasyonlar veya diren¢ genlerinin yatay gen transferi
yoluyla kazanilmasi sonucu ortaya ¢ikabilmektedir. Antibiyotik etkisinden korunmak
icin mikroorganizmalar; hedef enzim degisimi, hiicre zar1 gegirgenliginin azalmasi,
etkin maddeyi hiicre disina atan effluks pompalarinin aktivasyonu ve ilacin
enzimatik olarak inaktive edilmesi gibi cesitli mekanizmalar gelistirebilmektedir
(Munita ve Arias, 2016).

Direng gelisimi dogal bir biyolojik siire¢ olmakla birlikte, uygunsuz
antibiyotik kullanimi bu siireci hizlandiran en 6nemli faktordiir. Gereksiz antibiyotik
receteleri, eksik dozda veya yetersiz siirede tedavi, hayvancilikta kontrolsiiz
antibiyotik kullanimi ve hastane enfeksiyonlarinin yayilimi direng gelisimini artiran

baslica nedenler arasinda yer almaktadir (Ventola, 2015).



2.1.2. Coklu fla¢ Direncli Mikroorganizmalar

Coklu ilag direngli (CID) mikroorganizmalar, en az ii¢ farkli antibiyotik
grubuna karsi direng gelistirmis mikroorganizmalardir ve giiniimiizde klinik
uygulamada en biiyiik tedavi sorunlarini olusturmaktadir (Magiorakos ve ark., 2012).
Ozellikle metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA), genislemis spektrumlu
beta-laktamaz (GSBL) iireten Enterobacterales, karbapenem direngli Acinetobacter
baumannii ve Pseudomonas aeruginosa, hastane kaynakli enfeksiyonlarda sik
karsilagilan ve mortalitesi yliksek patojenler arasinda yer almaktadir (Boucher ve
ark., 2009).

Bu mikroorganizmalar, yogun bakim initeleri basta olmak iizere saglik
kuruluglarinda hizla yayilabilmekte ve tedavi segeneklerinin sinirli olmasi nedeniyle
ciddi klinik tablolara yol agmaktadir. CID etkenlerle gelisen enfeksiyonlar, hastanede
yatig siliresini uzatmakta, komplikasyon riskini artirmakta ve tedavi maliyetlerini

onemli Olgiide yiikseltmektedir (Tacconelli ve ark., 2018).

2.1.3. Antimikrobiyal Direncin Halk Saghgina Etkileri

Diinya Saglik Orgiitii (DSO), antimikrobiyal direnci insan sagligini tehdit
eden ilk on kiiresel problem arasinda gostermektedir. Mevcut veriler, her yil diinya
genelinde yaklasik 700.000 kisinin antibiyotik direncine bagli enfeksiyonlar
nedeniyle yasamini kaybettigini ortaya koymaktadir. Gerekli onlemler alinmadigi
takdirde bu saymmn 2050 yilina kadar yillik 10 milyonun iizerine ¢ikacagi
ongoriilmektedir (O’ Neill, 2016).

Antimikrobiyal diren¢ yalnizca mortaliteyi artirmakla kalmamakta, ayni
zamanda saglik sistemleri iizerinde ciddi bir ekonomik yiik olugturmaktadir. Direngli
enfeksiyonlar nedeniyle hastanede yatis siiresinin uzamasi, ileri diizey tedavilere
ihtiya¢c duyulmas1 ve pahali antibiyotiklerin kullanilmas1 tedavi maliyetlerini ciddi
oranda artirmaktadir (Cosgrove, 2006). Bunun yani sira, cerrahi girisimler, organ
nakilleri, kemoterapi ve yogun bakim uygulamalar1 gibi modern tibbin vazgegilmez
alanlari, etkili antibiyotiklerin varligina bagimlhidir. Antibiyotik direncindeki artig, bu
uygulamalarin giivenligini dogrudan tehdit etmektedir (Laxminarayan ve ark., 2013).

Son yillarda antifungal ve antiparaziter ilaglara kars1 gelisen direng de halk

saglig1 agisindan 6nemli bir sorun haline gelmistir. Candida tiirlerinde azol direnci,
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Trichomonas vaginalis’te metronidazol direnci ve Leishmania tiirlerinde tedaviye
yanitin azalmasi, Ozellikle gelismekte olan iilkelerde tedavi basarisizliklarinin
artmasina neden olmaktadir (Perlin ve ark., 2017; Kirkcaldy ve ark., 2012; Ponte-
Sucre ve ark., 2017). Bu durum, yeni ve alternatif antimikrobiyal ajanlarin

gelistirilmesini zorunlu kilmaktadir.

2.2. Dogal Antimikrobiyal Bilesikler

Dogal antimikrobiyal bilesikler, bitkiler, mikroorganizmalar ve hayvansal
kaynaklardan elde edilen ve mikroorganizmalara karsi inhibitér veya oldirticti etki
gosteren maddeler olarak tanimlanmaktadir (Cowan, 1999). Antibiyotik direncinin
giderek artmasi ve sentetik antimikrobiyal ajanlarin yan etkilerinin daha belirgin hale
gelmesi, dogal kaynakli bilesiklere olan ilgiyi son yillarda 6nemli 6l¢iide artirmistir.
Dogal fiirtinlerin yapisal gesitlilikleri, coklu etki mekanizmalar1 ve genellikle daha
diisiik toksisite profilleri, bu bilesikleri yeni antimikrobiyal ajan gelistirilmesinde
onemli adaylar haline getirmistir (Newman ve Cragg, 2020).

Bitkiler, tarith boyunca enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde en yaygin
kullanilan dogal kaynaklardan biri olmustur. Geleneksel tipta kullanilan bir¢ok
bitkisel preparatin etkinliginin, i¢erdigi fenolik bilesikler, alkaloidler, terpenoidler ve
flavonoidler gibi sekonder metabolitlerden kaynaklandigi bilinmektedir (Bakkali ve
ark., 2008). Bu bilesikler mikroorganizmalar iizerinde hiicre duvar1 sentezinin
bozulmasi, hiicre zar1 gegirgenliginin artirilmasi, protein sentezinin inhibisyonu ve
niikleik asit sentezinin baskilanmasi gibi farkli mekanizmalar aracilifiyla etki
gostermektedir (Cushnie ve Lamb, 2005).

Dogal antimikrobiyal bilesikler arasinda en fazla dikkat ¢eken gruplardan biri
ucucu yaglardir. Ugucu yaglar; genellikle bitkilerin yaprak, ¢icek, kabuk, kok ve
meyvelerinden elde edilen, yogun aromatik Ozelliklere sahip lipofilik bilesik
karisimlaridir (Burt, 2004). Bu yaglar gii¢lii antibakteriyel, antifungal, antiparaziter
ve antioksidan Ozellikler gostermektedir. Ugucu yaglarin antimikrobiyal etkileri
cogunlukla hiicre zar1 bitlinligliniin  bozulmasi, membran proteinlerinin
denatiirasyonu ve hiicre i¢i enzim sistemlerinin inhibisyonu ile iliskilidir (Nazzaro ve
ark., 2013).

Fenolik bilesikler, dogal antimikrobiyaller icinde genis bir yer tutmaktadir.

Fenilpropanoidler bu grubun 6nemli tiyelerinden biri olup hem Gram pozitif hem de
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Gram negatif bakterilere karsi belirgin antimikrobiyal aktivite gostermektedir
(Daglia, 2012). Tarcin, kekik, karanfil gibi bitkilerden elde edilen fenolik yapidaki
bilesiklerin, gida koruyucu ve farmasétik ajan olarak kullanimi iizerine ¢ok sayida
calisma bulunmaktadir (Hyldgaard ve ark., 2012). Bu bilesikler ayn1 zamanda
biyofilm  olusumunu  baskilayarak  mikroorganizmalarin  virillansim1  da
azaltabilmektedir (Kavanaugh ve Ribbeck, 2012).

Dogal antimikrobiyal maddelerin bir diger Onemli avantaji, klasik
antibiyotiklere kiyasla genellikle ¢oklu hedeflere etki gostermeleridir. Bu durum,
mikroorganizmalarin  bu  bilesiklere karst1 direng  gelistirmesini  nispeten
zorlagtirmaktadir (Hemaiswarya ve ark., 2008). Ancak dogal bilesiklerin bazilari
yliksek konsantrasyonlarda sitotoksik etki gosterebilmekte ve klinik kullanimlar1 bu
nedenle sinirlanabilmektedir. Bu durum, dogal bilesiklerin etkinlik—toksisite
dengesinin ayrintili bicimde degerlendirilmesini zorunlu kilmaktadir (Silva ve
Fernandes Junior, 2010).

Son yillarda dogal antimikrobiyal bilesiklerin, mevcut antibiyotiklerle
kombine kullanimlar1 da yogun bigimde arastirilmaktadir. Kombinasyon tedavileri
sayesinde daha diislik dozlarda daha yiiksek antimikrobiyal etkinlik saglanabilmekte,
ayrica direng gelisimi yavaslatilabilmektedir (Yap ve ark., 2014). Ozellikle ugucu
yag bilesenleri ile antibiyotiklerin sinerjik etkileri, CID mikroorganizmalara karsi
umut verici sonuglar ortaya koymaktadir (Langeveld, Veldhuizen ve Burt, 2014).

Sonug olarak, dogal antimikrobiyal bilesikler; artan antimikrobiyal direng
sorununa karsi alternatif ve tamamlayici tedavi segenekleri sunan, farmasotik agidan
biliyiik potansiyele sahip ajanlardir. Ancak bu bilesiklerin klinik kullanima
girebilmesi i¢in etkinlik, toksisite, farmakokinetik ve in vivo giivenlik ¢alismalarinin

ayrintili olarak degerlendirilmesi gerekmektedir (Ekor, 2014).

2.3. Tar¢in (Cinnamomum zeylanicum)

Tar¢in, Lauraceae (Defnegiller) familyasina ait Cinnamomum cinsine dahil
aromatik bir bitki olup, tarih boyunca hem gida hem de tibbi amagclarla yaygin olarak
kullanilmistir (Ranasinghe ve ark., 2013). Ozellikle Cinnamomum zeylanicum
(Gergek/Seylan tarcini), sahip oldugu yogun aromatik bilesenler ve biyolojik

aktiviteleri nedeniyle farmasétik agidan biiyilkk Onem tasimaktadir. Tar¢inin



antimikrobiyal, antioksidan, antiinflamatuvar, antidiyabetik ve antikanserojen etkileri

bircok calismada gosterilmistir (Ranjbar ve ark., 2007; Jayaprakasha ve Rao, 2011).

2.3.1. Geleneksel ve Modern Kullanim Alanlari

Tarc¢in, geleneksel tipta binlerce yildir sindirim sistemi rahatsizliklari, soguk
alginhigi, diyabet, enfeksiyonlar ve inflamatuvar hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir (Gruenwald, Brendler ve Jaenicke, 2007). Cin ve Ayurveda tibbinda
tar¢in; istah acici, gaz giderici, antiseptik ve dolasimi artiric1 6zellikleri nedeniyle
yaygin olarak recete edilmistir (Kapoor, 2001).

Modern tipta ise tarcin; antimikrobiyal, antioksidan, antidiyabetik ve
antienflamatuvar 06zellikleri nedeniyle farmakolojik arastirmalarin odaginda yer
almaktadir. Ozellikle gida endiistrisinde dogal koruyucu olarak kullanimi artmus;
kozmetik ve parfiimeri endiistrisinde ise aromatik 6zellikleri nedeniyle tercih edilen
temel hammaddelerden biri olmustur (Friedman, 2007). Tar¢in ugucu yaginin agiz
hijyeni iirlinlerinde ve topikal antiseptik preparatlarda da kullanimi giderek

yayginlagmaktadir (Prabuseenivasan ve ark., 2006).

2.3.2. Tarcin Ucucu Yagimin Kimyasal Bilesimi

Tarcin ugucu yagi, genellikle bitkinin kabuk kismindan su buhar distilasyonu
yontemi ile elde edilmektedir. Yagin kimyasal bilesimi, yetistigi cografyaya, iklim
kosullarina ve hasat zamanina bagli olarak degiskenlik gostermektedir (Singh ve
ark., 2007). Ancak genel olarak tar¢in ugucu yaginin ana bileseni CIN olup, yagin
%65-90’11 olusturmaktadir (Unlu ve ark., 2010).

Sinnamaldehitin yani sira tar¢in ugucu yaginda djenol, linalool, B-karyofillen,
kumarin ve sinnamik asit gibi bircok ugucu ve fenolik bilesik bulunmaktadir
(Nogueira ve ark., 2014). Bu bilesiklerin her biri tar¢inin biyolojik aktivitelerine
katki saglamakta olup, Ozellikle CIN antimikrobiyal etkinlikten biiyiik olgiide
sorumlu ana bilesik olarak kabul edilmektedir (Vasconcelos ve ark., 2018).

Tar¢in ugucu yagindaki bilesenlerin yiiksek lipofilik 6zellige sahip olmasi,
mikroorganizma hiicre zarina kolaylikla penetre olabilmelerini saglamakta ve bu

durum antimikrobiyal etkinli§in artmasina neden olmaktadir (Hyldgaard ve ark.,



2012). Bu nedenle tarcin ve bilesenleri, giiniimiizde dogal antimikrobiyal ajan

gelistirilmesine yonelik ¢aligmalarda 6zel bir yere sahiptir.

2.4. Sinnamaldehit (Cinnamaldehyde)

CIN, tarcin ucucu yaginin ana aktif bileseni olup, targina karakteristik koku
ve tadin1 veren temel fenilpropanoid bilesiktir. Tar¢in kabugundan elde edilen ugucu
yagin yaklasik %65-90’1m1 CIN olusturmaktadir (Jayaprakasha ve Rao, 2011). Dogal
iirlinler arasinda giiglii biyolojik aktiviteye sahip olan CIN; antibakteriyel, antifungal,
antiparaziter, antiinflamatuvar, antioksidan ve antikanser ozellikleri nedeniyle son
yillarda yogun arastirmalara konu olmaktadir (Vasconcelos ve ark., 2018; Unlu ve

ark., 2010).

2.4.1. Kimyasal Yapisi

Sinnamaldehit, fenilpropanoid sinifina ait aromatik bir aldehit olup kimyasal
formiilii CoHsO, molekiil agirligi ise 132.16 g/mol’diir. [UPAC ad1 (E)-3-fenilprop-2-
enal olan bilesik, yapisinda bir fenil halkasi, konjuge cift bag ve terminal aldehit
grubu igermektedir (PubChem, t.y.). Dogal olarak bulunan izomeri trans-
sinnamaldehit (E-izomer) olup biyolojik olarak en aktif formdur (Lin ve ark., 2017).

Konjuge ¢ift bag sistemi, sinnamaldehitin kimyasal kararliligini artirmakta ve
biyolojik hedeflerle etkilesimini kolaylastirmaktadir. Aldehit grubunun varligi ise
mikroorganizma proteinleri ve enzimleri ile kovalent etkilesim kurabilmesine olanak
saglamaktadir (Friedman, 2014). Bu yapisal oOzellikler, sinnamaldehitin genis
spektrumlu antimikrobiyal etkinliginin temelini olusturmaktadir. Sinnamaldehitin

kimyasal ve molekiiler yapis1 Sekil 2.1.”de gosterilmistir.

Sekil 2.1. Sinnamaldehitin kimyasal ve molekiiler yapisi.
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2.4.2. Fizikokimyasal Ozellikleri

CIN, agik sar1 renkli, yogun aromatik kokuya sahip, lipofilik karakterde bir
stvidir. Suda ¢ok az ¢Oziiniirken, etanol, aseton, kloroform ve dimetil siilfoksit
(DMSO) gibi organik ¢oziiciilerde iyi derecede ¢oziinmektedir (Burt, 2004). Erime
noktas1 =7 °C, kaynama noktasi ise yaklasik 246 °C’dir (Merck Index, 2005).

Lipofilik yapist sayesinde CIN, mikroorganizma hiicre zarimi kolaylikla
gecebilmekte ve hiicre i¢i hedeflere ulasabilmektedir. Bu 6zellik, 6zellikle Gram
negatif bakterilerin dis membran bariyerini asabilmesi ag¢isindan biiylik Onem
tasimaktadir (Hyldgaard ve ark., 2012). Ayrica gevresel faktorlere (1s1k, sicaklik,
oksijen) kars1 belirli diizeyde stabil olmakla birlikte, uzun siireli maruziyetlerde

oksidatif degradasyona ugrayabilmektedir (Singh ve ark., 2007).

2.4.3. Biyolojik Etki Mekanizmalari

Sinnamaldehitin antimikrobiyal etkileri ¢oklu mekanizmalar {izerinden
ger¢eklesmektedir. En onemli etki mekanizmalarindan biri, mikroorganizma hiicre
zarmin yapisinin bozulmasidir. Lipofilik 6zelligi sayesinde hiicre zarindaki fosfolipit
tabakaya penetre olarak membran biitliinliiglinli bozmakta, iyon dengesini altiist
etmekte ve hiicre igeriginin sizmasina yol agmaktadir (Gill ve Holley, 2004).

Bunun yani sira CIN, mikroorganizmalarda enerji metabolizmasinin anahtar
enzimlerini inhibe edebilmekte, ATP {iretimini azaltarak hiicresel fonksiyonlari
baskilamaktadir (Helander ve ark., 1998). Aldehit grubu sayesinde proteinlerin
serbest amino gruplan ile reaksiyona girmekte ve enzimlerin fonksiyonel yapisini
bozabilmektedir (Chang ve ark., 2001). Ayrica DNA replikasyonu ve protein sentezi
iizerinde de inhibitor etkiye sahip oldugu bildirilmistir (Domadia ve ark., 2007).

CIN aynt zamanda bakteri hiicrelerinde quorum sensing sistemini
baskilayarak viriilans faktorlerinin iiretimini azaltmakta ve biyofilm olusumunu
inhibe etmektedir (Brackman ve ark., 2008). Bu 6zelligi, sinnamaldehiti yalnizca
bakterisidal bir ajan degil, ayn1 zamanda bakterilerin patojenitesini azaltan bir anti-

viriilans ajani haline getirmektedir.



2.5. Sinnamaldehitin Antimikrobiyal Etkileri

Sinnamaldehit, tar¢in ugucu yaginin ana bileseni olup hem Gram pozitif hem
de Gram negatif bakteriler basta olmak lizere mantarlar ve parazitlere karst genis
spektrumlu antimikrobiyal aktivite gostermektedir (Unlu ve ark., 2010). Son yillarda
yapilan ¢ok sayida in vitro ve in vivo c¢alisma, sinnamaldehitin hiicre zari
biitiinliiglinli bozma, enzim sistemlerini inhibe etme ve virlilans faktorlerini
baskilama gibi ¢oklu etki mekanizmalar1 sayesinde gii¢lii bir antimikrobiyal ajan

oldugunu ortaya koymustur (Vasconcelos ve ark., 2018).

2.5.1. Gram Pozitif Bakterilere Kars1 Etkisi

Sinnamaldehitin  Gram pozitif bakterilere karsi belirgin  diizeyde
antimikrobiyal aktivite gosterdigi bircok ¢alismada rapor edilmistir. Ozellikle
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis ve Streptococcus tirleri ilizerinde
giiclii inhibitér etkiye sahip oldugu bildirilmektedir (Friedman, 2007). Metisiline
direngli Staphylococcus aureus (MRSA) suslar1 iizerinde dahi sinnamaldehitin diisiik
MIK degerlerinde etkili oldugu gosterilmistir (Chang ve ark., 2001).

Gram pozitif bakterilerin kalin peptidoglikan tabakasi, bazi antibiyotiklere
karst koruyucu bir bariyer olusturmasina ragmen, sinnamaldehitin lipofilik yapisi
sayesinde bu bariyeri asarak hiicre zarina penetre oldugu bildirilmektedir (Hyldgaard
ve ark., 2012). Hiicre zarinda iyon dengesinin bozulmasi, potasyum sizintisi ve
sitoplazmik igerik kaybi, bakteriyel hiicrenin hizla 6liimiine yol agmaktadir (Gill ve
Holley, 2004). Ayrica sinnamaldehitin S. aureus’ta biyofilm olusumunu baskiladigi
ve adezyon yetenegini azalttig1 da bildirilmistir (Brackman ve ark., 2008).

2.5.2. Gram Negatif Bakterilere Kars1 Etkisi

Gram negatif bakteriler, dis membran yapilar1 nedeniyle ¢ogu antimikrobiyal
ajana kars1 daha direngli olmalarina ragmen, sinnamaldehit bu mikroorganizmalara
kars1 da onemli diizeyde etki gostermektedir (Helander ve ark., 1998). Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae ve Acinetobacter baumannii

gibi klinik agidan yiiksek dneme sahip patojenlerde sinnamaldehitin {iremeyi inhibe
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ettigi cok sayida calismada gosterilmistir (Nazzaro ve ark., 2013; Vasconcelos ve
ark., 2019).

Sinnamaldehitin Gram negatif bakterilerde dig membranin lipopolisakkarit
(LPS) yapisin1 bozarak gecirgenligi artirdigi ve hiicre i¢i hedeflere ulagmasini
kolaylastirdigr  bildirilmektedir (Di Pasqua ve ark., 2007). Ayrica enerji
metabolizmasinda gorev alan enzimleri inhibe ederek ATP iiretimini azalttig1 ve bu
yolla bakteriyel ¢cogalmay1 baskiladig ifade edilmektedir (Domadia ve ark., 2007).
CID A. baumannii ve P. aeruginosa suslarinda da sinnamaldehitin etkili oldugu ve

antibiyotiklerle sinerjik etki gosterebildigi rapor edilmistir (Yap ve ark., 2014).

2.5.3. Antifungal Etkileri

Sinnamaldehitin antifungal etkileri 6zellikle Candida tiirleri lizerinde yogun
olarak arastirllmistir. Candida albicans, Candida glabrata ve Candida tropicalis gibi
patojen mayalar lizerinde sinnamaldehitin giiglii fungistatik ve fungisidal aktivite
gosterdigi bildirilmistir (Prabuseenivasan ve ark., 2006). Etki mekanizmasinin
baslica, fungal hiicre zarinda yer alan ergosterol sentezinin baskilanmasi ve membran
biitlinliigliniin bozulmasiyla iligkili oldugu ifade edilmektedir (Ahmad ve ark., 2013).

Ayrica sinnamaldehitin Candida albicans’ta filamentasyon ve biyofilm
olusumunu baskiladigi, bdylece mantarin viriilansin1 azalttigi  gosterilmistir
(Kavanaugh ve Ribbeck, 2012). Bu 6zellik, sinnamaldehitin yalnizca hiicre 6liimiine
yol acan bir ajan degil, ayn1 zamanda patojenitenin baskilanmasinda da etkili bir

bilesik oldugunu ortaya koymaktadir.

2.5.4. Antiparaziter Etkileri

Sinnamaldehitin antiparaziter etkinligi lizerine yapilan ¢aligmalar son yillarda
artis gostermistir. Ozellikle Leishmania tiirleri ve Trichomonas vaginalis iizerinde
inhibitdr etkiye sahip oldugu bildirilmektedir (Braga ve ark., 2007). Leishmania
promastigotlar1 iizerinde yapilan in vitro ¢aligmalarda sinnamaldehitin doza bagl
olarak parazit canliligin1 azalttig1 ve hiicre dongiisiinii bozdugu gosterilmistir (Ponte-
Sucre ve ark., 2017).

Bunun yani1 swra Trichomonas vaginalis’te sinnamaldehitin trofozoit

hareketliligini azalttig1, hiicre membran biitiinliigiinii bozdugu ve metronidazol ile
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karsilastirilabilir antiparaziter etki gosterebildigi ifade edilmistir (Kirkcaldy ve ark.,
2012; Ozel ve ark., 2024). Bu bulgular, sinnamaldehitin yalmzca antibakteriyel ve
antifungal degil, ayn1 zamanda Onemli bir antiparaziter potansiyele de sahip

oldugunu ortaya koymaktadir.

2.6. Sinnamaldehitin Sitotoksik ve Hiicresel Etkileri

Sinnamaldehit, giiclii antimikrobiyal etkilerinin yani sira hiicresel sistemler
iizerindeki sitotoksik etkileri nedeniyle de yogun olarak arastirilan dogal bir
fenilpropanoid bilesiktir. Antimikrobiyal aktivite ile sitotoksisite arasindaki denge,
bu bilesigin terapdtik kullanim potansiyelinin belirlenmesinde kritik bir rol
oynamaktadir (Friedman, 2014). Ozellikle hiicre kiiltiiri modellerinde yapilan
caligmalar, sinnamaldehitin konsantrasyona ve maruziyet siiresine bagli olarak

degisken diizeylerde sitotoksik etki gosterebildigini ortaya koymustur (Choi, 2011).

2.6.1. Hiicre Kiiltiirii Modellerinde Sitotoksisite

Sinnamaldehitin sitotoksik etkileri cogunlukla fibroblastlar, epitel hiicreleri,
hepatositler ve ¢esitli kanser hiicre hatlar1 tizerinde in vitro olarak degerlendirilmistir.
L929 fare fibroblast hiicre hatti, sitotoksisite ¢alismalarinda yaygin olarak kullanilan,
giivenilir bir referans hiicre hatt1 olarak kabul edilmektedir (ISO, 2009). Bu hiicre
hattt lizerinde yapilan calismalarda sinnamaldehitin diisilk konsantrasyonlarda
minimal toksik etki gosterdigi, ancak artan dozlarda hiicre canliliginda anlamli
azalmaya neden oldugu rapor edilmistir (Doyle ve Stephens, 2019).

Benzer sekilde insan epitel hiicreleri ve hepatosit hiicre hatlar1 iizerinde
yapilan caligmalarda da sinnamaldehitin doza bagl sitotoksik etki olusturdugu, hiicre
morfolojisinde bozulma, membran biitiinliiglinde kayip ve hiicre o6liimiinde artis
meydana getirdigi bildirilmistir (Lin ve ark., 2017). Bu etkilerin, bilesigin hiicre
zarin1 dogrudan etkilemesi ve hiicre i¢i oksidatif stresi artirmasi ile iligkili oldugu

diistiniilmektedir.
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2.6.2. ICs¢ ve Hiicre Canhhig1 Kavrami

Sitotoksisite ¢alismalarinda en sik kullanilan parametrelerden biri ICso
(Inhibitér Konsantrasyon %50) degeridir. 1Cso, test edilen bir maddenin hiicre
canliligint %50 oraninda inhibe ettigi konsantrasyonu ifade etmektedir (Freshney,
2010). Bu deger, bir bilesigin sitotoksik potansiyelinin kantitatif olarak
belirlenmesinde  ve  farkli maddeler arasindaki  toksisite  diizeylerinin
karsilastirilmasinda yaygin olarak kullanilmaktadar.

Hiicre canliligimin degerlendirilmesinde en cok tercih edilen yontemlerden
birt MTT yontemi olup, mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesine
dayanmaktadir. Canli hiicreler MTT’yi formazan kristallerine indirgerken, oli
hiicrelerde bu reaksiyon gergeklesmemektedir (Mosmann, 1983). CIN ile yapilan
bir¢cok ¢alismada MTT yontemi kullanilarak 1Cso degerleri hesaplanmis ve doza baglh

hiicre 6liimii net olarak ortaya konmustur (Prakash ve ark., 2016).

2.7. Sinnamaldehit Tiirevleri

CIN, sahip oldugu reaktif aldehit grubu ve konjuge c¢ift bag sistemi sayesinde
kimyasal olarak modifikasyona oldukg¢a elverisli bir bilesiktir. Bu 6zellik,
sinnamaldehitin biyolojik etkinliginin artirilmasi, sitotoksisitesinin azaltilmasi ve
farmakolojik  oOzelliklerinin  1yilestirilmesi amaciyla c¢ok sayida tiirevinin
sentezlenmesine olanak saglamistir (Doyle ve Stephens, 2019). Son yillarda yapilan
caligmalar, CIN tiirevlerinin antimikrobiyal, antifungal, antiparaziter ve antikanser
aktivitelerinin ana bilesige kiyasla daha giicli veya daha secici olabilecegini
gostermektedir (Vasconcelos ve ark.,, 2018). Bu calismada antimikrobiyal ve
sitotoksik aktivite ¢calismalarinda kullanilmak tizere secilen CIN tilirevleri sunlardir;
a-Amylcinnamaldehyde, hydrocinnamaldehyde, a-methyl-frans-cinnamaldehyde, 4-
chlorocinnamaldehyde, 2-methoxycinnamaldehyde, 4-(dimethylamino)-
cinnamaldehyde, 4-hydroxy-3-methoxy-cinnamaldehyde, 4-nitrocinnamaldehyde,
trans-cinnamaldehyde. Tiirevlere ait kimyasal yapr gorselleri Sekil 2.2.°de

gosterilmistir.
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Sekil 2.2. Sinnamaldehit tlirevlerinin kimyasal yap1 gosterimi.

2.7.1. Kimyasal Modifikasyon ve Tiirev Kavrami

Kimyasal modifikasyon, bir bilesigin temel iskeleti korunarak fonksiyonel
gruplarinda yapilan degisiklikler yoluyla yeni ozellikler kazandirilmasi islemidir.
CIN tiirevleri genellikle aldehit grubunun farkli fonksiyonel gruplarla yer
degistirilmesi, fenil halkasi {izerine elektron verici veya ¢ekici gruplarin eklenmesi
ve konjuge ¢ift bag sisteminin modifikasyonu ile elde edilmektedir (Satish ve ark.,
2012).

Bu yapisal degisiklikler, bilesigin lipofilisitesini, stabilitesini, hedef enzimlere
baglanma kapasitesini ve hiicre zarindan gegis yetenegini dogrudan etkilemektedir
(Di Pasqua ve ark., 2007). Ozellikle halojen, metoksi ve hidroksi gruplarmm CIN
iskeletine eklenmesiyle elde edilen tiirevlerin biyolojik etkinliginde belirgin artiglar

kaydedilmistir (Nogueira ve ark., 2014).
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2.7.2. Tiirevlerin Biyolojik Aktiviteye Etkisi

CIN tiirevleri iizerinde yapilan ¢ok sayida c¢aligmada, bazi tiirevlerin ana
bilesige kiyasla daha giiglii antimikrobiyal aktivite gosterdigi bildirilmistir (Cheng ve
ark., 2008). Ozellikle Gram pozitif bakteriler iizerinde bazi tiirevlerin daha diisiik
minimum inhibitér konsantrasyon (MIK) degerlerine sahip oldugu rapor edilmistir.
Benzer sekilde Gram negatif bakteriler ve mantarlar iizerinde de secici etkinlik
gosteren tiirevler tanimlanmistir (Ahmad ve ark., 2013).

Antifungal agidan degerlendirildiginde, bazi sinnamaldehit tiirevlerinin
Candida albicans ve Aspergillus tlrlerine kars1 ylksek fungisidal aktiviteye sahip
oldugu gosterilmistir (Prabuseenivasan ve ark., 2006). Ayrica antiparaziter etki
yoniinden yapilan c¢alismalarda, bazi tiirevlerin Leishmania tiirlerine karsi
sinnamaldehitten daha giiglii etki sergiledigi ve parazit canliligini belirgin sekilde
azalttig1 bildirilmistir (Braga ve ark., 2007).

Biyolojik etkinligin artmasinda, tiirevlerin daha yiiksek hiicre zan
gecirgenligi, hedef proteinlerle daha giiclii etkilesim kurabilmesi ve hiicre i¢i enzim
sistemlerini daha etkin inhibe edebilmesi onemli rol oynamaktadir (Gill ve Holley,

2004).

2.7.3. Yapi-Aktivite fliskisi (SAR)

Yapi—aktivite iligkisi (SAR), bir bilesigin kimyasal yapisindaki degisikliklerin
biyolojik aktivite {izerindeki etkisini inceleyen bilimsel yaklasimdir. Sinnamaldehit
ve tlirevlerine yonelik SAR caligmalarinda, fenil halkasi {izerindeki substitiientlerin
tiri ve konumu ile antimikrobiyal etkinlik arasinda giiclii bir iliski oldugu
gosterilmistir (Hemaiswarya ve ark., 2008).

Elektron ¢ekici gruplarin fenil halkasina eklenmesiyle elde edilen tiirevlerin,
elektron verici gruplara sahip olanlara kiyasla ¢cogu zaman daha giiclii antibakteriyel
aktivite gosterdigi bildirilmektedir (Friedman, 2014). Ayrica aldehit grubunun
korunmasiin antimikrobiyal etkinlik agisindan kritik oldugu, bu grubun kimyasal
olarak maskelenmesinin ise aktivitede azalmaya yol a¢tig1 rapor edilmistir (Domadia
ve ark., 2007). SAR c¢alismalarimin bir diger oOnemli ¢iktisi, belirli yapisal

modifikasyonlarin sitotoksisiteyi azaltirken antimikrobiyal etkinligi koruyabildiginin
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ortaya konulmasidir. Bu durum, CIN tiirevlerinin terapdtik ajan gelistirme siirecinde

daha giivenli adaylar olarak 6n plana ¢ikmasini saglamaktadir (Cos ve ark., 2006).

2.8. Calismada Kullamilan Mikroorganizmalar

Bu calismada, sinnamaldehit ve tiirevlerinin antibakteriyel, antifungal ve
antiparaziter etkinliklerinin degerlendirilmesi amaciyla klinik ve referans
mikroorganizma suslart kullanilmistir. Kullanilan mikroorganizmalar hem toplum
hem de hastane kaynakli enfeksiyonlarda sik karsilagilan, ayrica ¢oklu ilag direnci
gelistirme potansiyeli yiiksek patojenler arasindan se¢ilmistir (Murray ve ark., 2020).
Bu yaklasim, test edilen bilesiklerin klintk ac¢idan uygulanabilirliginin

degerlendirilmesi agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir.

2.8.1. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus, Gram pozitif, koagiilaz pozitif, kiime seklinde dizilen
kok yapisinda bir bakteridir. Deri, yumusak doku, solunum yolu ve kemik—eklem
enfeksiyonlarinin en 6nemli etkenleri arasinda yer almaktadir (Tong ve ark., 2015).
Ozellikle metisiline direngli S. aureus (MRSA) suslari, hastane enfeksiyonlarinin
baslica nedenlerinden biridir ve tedavi seceneklerini ciddi sekilde sinirlamaktadir
(Chambers ve DeLeo, 2009). Bu c¢alismada kullanilan S. aureus ATCC 29213 ve
MRSA ATCC 43300 suslari, antimikrobiyal ajanlarin etkinligini degerlendirmede
yaygin olarak kullanilan referans suslardir (CLSI, 2023).

2.8.2. Escherichia coli

Escherichia coli, Gram negatif, fakiiltatif anaerob, cubuk seklinde bir
bakteridir ve insan gastrointestinal florasinin normal bir iiyesidir. Bununla birlikte
idrar yolu enfeksiyonlari, sepsis, neonatal menenjit ve gastroenteritlerin en sik
etkenlerinden biridir (Kaper ve ark., 2004). Genislemis spektrumlu beta-laktamaz
(GSBL) iireten E. coli suslarmin yayginlagmasi, antibiyotik direncine bagl tedavi
basarisizliklarini artirmaktadir (Pitout ve Laupland, 2008). Calismada kullanilan E.
coli ATCC 25922, antibakteriyel duyarlilik testlerinde kalite kontrol susu olarak
tercih edilmektedir (CLSI, 2023).
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2.8.3. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa, Gram negatif, non-fermentatif, aerob bir bakteridir
ve Ozellikle yogun bakim iinitelerinde ciddi enfeksiyonlara neden olmaktadir. Yanik
enfeksiyonlari, pndmoni, tiiriner sistem enfeksiyonlart ve sepsis ile yakindan
iligkilidir (Gellatly ve Hancock, 2013). Dogal ve kazanilmig antibiyotik direnci
mekanizmalar1 nedeniyle tedavisi gli¢ patojenler arasinda yer almaktadir (Lister ve
ark., 2009). P. aeruginosa ATCC 27853 susu, antibakteriyel etkinlik ¢alismalarinda

referans olarak yaygin bicimde kullanilmaktadir.

2.8.4. Acinetobacter baumannii

Acinetobacter baumannii, Gram negatif, aerob, non-fermentatif bir bakteridir
ve son yillarda hastane enfeksiyonlarinin en Onemli etkenlerinden biri haline
gelmistir. Ozellikle ventilator iliskili pndmoni, bakteriyemi ve yara enfeksiyonlarina
neden olmaktadir (Lister ve ark., 2009). Karbapenem direncli A. baumannii
suslariin hizla yayilmasi, bu patojeni kiiresel Olcekte ciddi bir tehdit haline
getirmistir (Peleg, Seifert ve Paterson, 2008). Calismada kullanilan A. baumannii
ATCC 19606 susu, CID modellerin degerlendirilmesinde yaygim olarak kullanilan

bir referans sustur.

2.8.5. Candida albicans

Candida albicans, insan mukozalarinda ve deri florasinda dogal olarak
bulunabilen, ancak bagisiklik sistemi baskilandiginda ciddi enfeksiyonlara yol
acabilen firsatg1 bir maya mantaridir (Calderone ve Clancy, 2012). Oral kandidiyazis,
vajinal kandidiyazis ve invaziv kandidiyazisin en sik etkenidir. Son yillarda azol
grubu antifungallere kars1 gelisen direng, C. albicans enfeksiyonlarinin tedavisini
zorlastirmaktadir (Perlin ve ark., 2017). Bu c¢alismada C. albicans ATCC 90028

referans susu ve klinik izolatlar kullanilmustir.
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2.8.6. Trichomonas vaginalis

Trichomonas vaginalis, kamgili, tek hiicreli, anaerob bir protozoondur ve
diinyada en yaygin goriilen cinsel yolla bulagan paraziter enfeksiyonlardan biri olan
trichomoniyazisin etkenidir (World Health Organization, 2018) (Sekil 2.3).
Enfeksiyon; kadinlarda vajinit, servisit ve infertilite riskinde artisla iliskilidir.
Metronidazol direncinin giderek artmasi, alternatif antiparaziter ajanlara olan
gereksinimi artirmaktadir (Kirkcaldy ve ark., 2012). Bu nedenle 7. vaginalis, yeni
antiprotozoal ajanlarin test edilmesinde 6nemli bir model organizma olarak kabul

edilmektedir.

.O'

Sekil 2.3. T.vaginalis trofozoitlerinin mikroskobik goriiniimii.

2.8.7. Leishmania tropica

Leishmania tropica, Kinetoplastida takimina ait, hiicre i¢i yerlesim gosteren
bir protozoon olup zoonotik kutandz leishmaniasis etkenleri arasinda yer almaktadir
(Alvar ve ark., 2012). Tiirkiye dahil olmak iizere bir¢ok iilkede halk saglig1 agisindan
onemli bir parazittir. Antimon bilesiklerine karsi gelisen direng ve tedaviye bagl
toksisite, yeni antileishmanial ajan arastirmalarini zorunlu kilmaktadir (Ponte-Sucre
ve ark., 2017). Bu nedenle L. tropica, dogal ve sentetik yeni bilesiklerin antiparaziter

etkinliginin degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilan deneysel bir modeldir
(Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. L.tropica promastigotlarinin mikroskobik goriiniimii.

2.9. Antimikrobiyal ilaglar

Bu calismada, sinnamaldehit ve tlirevlerinin antimikrobiyal etkinliginin
karsilagtirmali olarak degerlendirilmesi amaciyla klinik kullanimi yaygin olan
antibakteriyel ve antiparaziter ilaglar referans ajanlar olarak kullanilmistir. Secilen
antibiyotikler, farkli etki mekanizmalarina sahip olmalar1 ve hem Gram pozitif hem
de Gram negatif bakterilere karsi yaygin olarak kullanilmalari nedeniyle tercih
edilmistir (Katzung, 2021). Calismada kullanilan antibakteriyel ve antiparaziter
ilaclarin kimyasal yapilar1 Sekil 2.5.’de gosterilmistir.
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Sekil 2.5. Calismada kullanilan antimikrobiyal ilaglarin kimyasal yapilari.

2.9.1. Antibakteriyel ilaglar

Gentamisin

Gentamisin, aminoglikozid grubu antibiyotikler arasinda yer almakta olup
bakteriyel protein sentezini inhibe ederek etki gdstermektedir. Etki mekanizmasi,
ribozomun 30S alt birimine baglanarak mRNA’nin yanlis okunmasia ve protein
sentezinin bozulmasina dayanmaktadir (Wright, 2012). Gentamisin, o0zellikle
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa ve Acinetobacter
baumannii gibi birgok Gram pozitif ve Gram negatif bakteriye karsi etkilidir
(Chambers, 2017).
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Klinikte sepsis, Uriner sistem enfeksiyonlari, pndmoni ve yumusak doku
enfeksiyonlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak nefrotoksisite ve
ototoksisite gibi ciddi yan etkileri nedeniyle kullaniminda dikkatli olunmasi
gerekmektedir (Lopez-Novoa ve ark., 2011). Bu ¢alismada gentamisin, antibakteriyel

etkinligin karsilastirilmasi amaciyla referans antibiyotik olarak kullanilmigtir.

Siprofloksasin

Siprofloksasin, florokinolon grubu genis spektrumlu bir antibiyotik olup
bakteriyel DNA giraz ve topoizomeraz IV enzimlerini inhibe ederek DNA
replikasyonunu engellemektedir (Drlica ve Zhao, 1997). Ozellikle Gram negatif
bakterilere kars1 giiclii etkinlige sahip olmakla birlikte, Staphylococcus aureus gibi
Gram pozitif bakterilere kars1 da etkilidir (Hooper, 2001).

Klinik kullanim alanlar1 arasinda tiriner sistem enfeksiyonlari, gastrointestinal
sistem enfeksiyonlari, solunum yolu enfeksiyonlar1 ve yumusak doku enfeksiyonlar1
yer almaktadir. Direng gelisiminin giderek artmasi nedeniyle siprofloksasinin
etkinligi baz1 bolgelerde smirlanmaya baslamistir (Piddock, 2012). Bu calismada
siprofloksasin, genis spektrumlu bir referans antibakteriyel ajan olarak

degerlendirilmistir.

Amikasin

Amikasin, aminoglikozid grubuna ait yar1 sentetik bir antibiyotik olup
ozellikle CID Gram negatif bakterilere karst etkili bir ajan olarak kabul edilmektedir
(Ramirez ve Tolmasky, 2010). Etki mekanizmasi, gentamisine benzer sekilde
ribozomal protein sentezinin inhibisyonuna dayanmaktadir.

Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii ve Enterobacterales
tiirlerine kars1 yiiksek etkinlige sahiptir (Bonomo ve ark., 2018). Ozellikle
karbapenem direngli mikroorganizmalarda alternatif tedavi secenegi olarak
kullanilmaktadir. Ancakat gentamisin gibi, nefrotoksisite ve ototoksisite riski
bulunmaktadir (Mingeot-Leclercq ve ark., 1999). Bu calismada amikasin, direngli

Gram negatif bakteriler i¢in referans antibakteriyel olarak kullanilmistir.
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2.9.2. Antifungal Ilaclar (Candida Tiirleri)

Candida tirleri, Ozellikle Candida albicans ve non-albicans tiirler,
mukokutandz ve invaziv enfeksiyonlara neden olabilen firsat¢t mantarlardir (Cornely
ve ark., 2024). Bu enfeksiyonlarin tedavisinde baslica antifungal ila¢ gruplar1 azoller,
ekinokandinler, polienler ve antimetabolitlerdir (de Oliveira Santos, 2018).

Azoller (6zellikle flukonazol), ergosterol sentezini inhibe ederek etki gdsterir
ve ylizeyel ile sistemik kandidiyazis tedavisinde yaygin olarak kullanilir. Ancak bazi
non-albicans Candida tiirlerinde direng gelisimi bildirilmistir (Cornely et al., 2024).
Ekinokandinler, hiicre duvari sentezini hedef alir ve invaziv kandidiyazis tedavisinde
birinci  basamak olarak  Onerilmektedir (de Oliveira  Santos, 2018).
Amphotericin B gibi polienler, gii¢lii fungisidal etkiye sahip olmakla birlikte

toksisite riskleri nedeniyle sinirl kullanima sahiptir (StatPearls, 2025).

2.9.3. Antitrikomonial ilaclar

Metronidazol, nitroimidazol grubu antiparaziter ve antibakteriyel bir ilag olup
ozellikle anaerob bakteriler ve protozoonlara karsi etkilidir. Hiicre igine girdikten
sonra nitro grubunun indirgenmesi ile aktif metabolitler olusmakta ve bu aktif
formlar mikroorganizmanin DNA yapisini1 bozarak hiicre 6liimiine neden olmaktadir
(Edwards, 1993).

Trichomonas vaginalis, Entamoeba histolytica ve Giardia lamblia gibi
protozoonlara karsi birinci basamak tedavi ilact olarak kullanilmaktadir (Secor,
2012). Bununla birlikte metronidazol direncinin 6zellikle 7. vaginalis’te giderek
artmasi, yeni antiparaziter ajanlara olan ihtiyaci artirmaktadir (Kirkcaldy ve ark.,
2012). Bu nedenle metronidazol, ¢alismada antiparaziter etkinligin karsilagtirilmasi

amaciyla referans ilag olarak secilmistir.

2.9.4. Antileishmanial flaclar

Leishmania tiirleri, kutandz, mukokutandéz ve visseral leishmaniasis gibi
farkli klinik tablolara yol agan zorunlu hiicre i¢i protozoonlardir (Burza ve ark.,
2018). Tedavide kullanilan ilaglar, hastaligin klinik formuna, etken tiire ve cografi

bolgeye gore degisiklik gostermektedir.
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Uzun yillar boyunca pentavalan antimon bilesikleri (sodyum stiboglukonat ve
meglumin antimonat) leishmaniasis tedavisinin temelini olusturmustur. Bu ilaglar
parazitin enerji metabolizmasin1 bozarak etki gosterir; ancak toksisite ve artan direng
nedeniyle kullanimlar1 sinirlanmaktadir (Sundar & Chakravarty, 2018).

Amphotericin B, oOzellikle liposomal formu, visseral leishmaniasis
tedavisinde yiiksek etkinlik ve daha diisiik toksisite profili nedeniyle yaygin olarak
tercih edilmektedir (Burza ve ark., 2018). Miltefosine, oral yoldan kullanilabilen ilk
antileishmanial ila¢ olup hiicre membrani sentezini hedef alir; ancak teratojenik

etkileri ve direng riski dikkatle degerlendirilmelidir (Dorlo ve ark., 2012).

2.10. Sinnamaldehit ve Tiirevlerinin Referans ilaclarla Karsilastirilmasi

Sinnamaldehit ve tiirevlerinin antimikrobiyal etkinlikleri, literatiirde yaygin
olarak kullanilan referans antibakteriyel ve antiparaziter ilaglarla karsilastirilarak
degerlendirilmektedir. Bu karsilastirmalar, dogal bilesiklerin klinik uygulamalarda
potansiyel alternatif veya destekleyici ajan olarak kullanilabilirliginin ortaya
konulmasi acgisindan biiyiik 6nem tasimaktadir (Cowan, 1999). Ayrica bu tiir
karsilagtirmalar, yapi—aktivite iliskilerinin ve secicilik profillerinin daha net

anlasilmasini saglamaktadir.

2.10.1. Antibakteriyel Etkinlik A¢isindan Karsilastirma

Literatiirde yapilan c¢ok sayida ¢alismada sinnamaldehitin antibakteriyel
etkinligi, gentamisin, siprofloksasin, ampisilin ve amikasin gibi yaygin kullanilan
antibiyotiklerle karsilastirllmustir.  Staphylococcus —aureus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa ve Acinetobacter baumannii gibi klinik 6neme sahip
patojenlerde sinnamaldehitin minimum inhibitdr konsantrasyon (MIK) degerlerinin
bazi antibiyotiklerle ayn1 mertebede veya yakin diizeylerde oldugu bildirilmistir
(Unlu ve ark., 2010; Vasconcelos ve ark., 2018).

Ozellikle MRSA ve karbapenem direngli A. baumannii suslarinda
sinnamaldehitin, klasik antibiyotiklere kiyasla etkili olabildigi ve antibiyotiklerle
birlikte kullanildiginda sinerjik etki gosterdigi rapor edilmistir (Chang ve ark., 2001).
Gentamisin ve siprofloksasin ile yapilan kombinasyon caligmalarinda, fraksiyonel

inhibitér konsantrasyon indeksi (FICI) degerlerinin <0.5 oldugu ve bu durumun
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belirgin sinerjiyi gosterdigi bildirilmistir (Langeveld, Veldhuizen ve Burt, 2014). Bu
bulgular, sinnamaldehitin antibiyotik direncinin yogun oldugu klinik tablolar i¢in
destekleyici bir ajan olabilecegini ortaya koymaktadir.

Sinnamaldehit tiirevleri ile yapilan c¢aligmalarda ise bazi tiirevlerin ana
bilesige kiyasla daha diisiik MIK degerlerine sahip oldugu, dolayisiyla referans
antibiyotiklere daha yakin veya bazi durumlarda daha giiglii antibakteriyel etki
gosterebildigi belirtilmistir (Cheng ve ark., 2008).

2.10.2. Antifungal Etkinlik Acisindan Karsilastirma

Sinnamaldehitin antifungal etkinligi en sik flukonazol, itrakonazol ve
amfoterisin B gibi antifungal ajanlarla karsilagtinnlmaktadir. Candida albicans ve
diger Candida tiirleri iizerinde yapilan caligmalarda sinnamaldehitin flukonazole
benzer diizeyde fungistatik ve bazi konsantrasyonlarda fungisidal etki gosterebildigi
rapor edilmistir (Prabuseenivasan ve ark., 2006).

Ozellikle flukonazol direncli Candida suslarinda sinnamaldehitin etkili
olmaya devam ettigi, ayrica flukonazol ile kullanildiginda biyofilm yapisinin daha
etkin bicimde baskilandigr bildirilmistir (Kavanaugh ve Ribbeck, 2012).
Sinnamaldehit tiirevlerinin ise bazi caligmalarda ergosterol sentezini daha giiglii
baskiladigr ve flukonazolden daha diisiik konsantrasyonlarda etkili olabildigi
gosterilmistir (Ahmad ve ark., 2013). Bu durum, antifungal diren¢ ile miicadelede

sinnamaldehit tiirevlerinin 6nemli bir alternatif aday olabilecegini diisiindiirmektedir.

2.10.3. Antiparaziter Etkinlik Acisindan Karsilastirma

Sinnamaldehit ve tiirevlerinin  antiparaziter etkinlikleri  genellikle
metronidazol (Trichomonas vaginalis) ve pentavalan antimon bilesikleri (Leishmania
tirleri) ile karsilastirilmaktadir. 7. vaginalis iizerinde yapilan in vitro ¢alismalarda
sinnamaldehitin, metronidazole yakin diizeyde antiparaziter etki gosterebildigi, bazi
tiirevlerinin ise daha diisiik I1Cso degerlerine sahip oldugu bildirilmistir (Braga ve
ark., 2007).

Leishmania tropica ve L. major promastigotlar1 lizerinde yapilan ¢aligmalarda
ise sinnamaldehitin parazit canliligini anlamli diizeyde azalttig1, baz: tiirevlerinin ise

referans antimon bilesiklerine benzer diizeyde etki gosterebildigi rapor edilmistir
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(Ponte-Sucre ve ark., 2017). Ayrica antimon bilesiklerine kiyasla CIN tiirevlerinin
baz1 ¢aligmalarinda daha diisiik sitotoksisite profiline sahip oldugu belirtilmistir

(Alvar ve ark., 2012).

2.10.4. Sitotoksisite Acisindan Karsilastirma

Dogal bilesiklerin  referans ilaglarla  karsilagtirllmasinda  yalnizca
antimikrobiyal etkinlik degil, aym1 zamanda sitotoksik etkiler de biiyiikk Onem
tasimaktadir. CIN, belirli konsantrasyonlarin iizerinde hiicre kiiltiirii modellerinde
toksik etki gosterebilmekle birlikte, terapotik pencere i¢inde kullanildiginda referans
antibiyotiklere kiyasla daha diisiik sitotoksisiteye sahip olabilmektedir (Choi, 2011).

CIN tiirevleri ile yapilan ¢alismalarda ise yapi—aktivite iligkisinin sitotoksisite
iizerinde belirgin etkisi oldugu, bazi tiirevlerin antibakteriyel etkinligini korurken
hiicre canlilig1 iizerindeki olumsuz etkilerinin anlamli 6l¢iide azaldig bildirilmistir

(Doyle ve Stephens, 2019).

2.11. Sinnamaldehit ve Tiirevlerinin Tibbi Onemi

Sinnamaldehit ve tiirevleri, sahip olduklar1 genis spektrumlu antimikrobiyal,
antifungal, antiparaziter ve antiinflamatuvar etkiler nedeniyle giiniimiizde tibbi
acidan yiiksek potansiyele sahip dogal bilesikler arasinda yer almaktadir. Artan
antibiyotik direnci, klasik tedavi segeneklerinin etkinligini azaltirken, yeni ve
alternatif antimikrobiyal ajanlara olan ihtiyaci da zorunlu kilmaktadir (Prestinaci ve
ark., 2015). Bu baglamda sinnamaldehit ve tiirevleri hem tek basina hem de mevcut

ilaglarla kombine kullanima uygun aday molekiiller olarak degerlendirilmektedir.

2.11.1. Antimikrobiyal Tedavilerde Potansiyel Kullanimi

Literatiirde yer alan ¢ok sayida calisma, sinnamaldehitin Gram pozitif ve
Gram negatif bakterilere kars1 gli¢lii inhibitor etki gdsterdigini ortaya koymustur.
Ozellikle metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA), karbapenem direngli
Acinetobacter baumannii ve CID Pseudomonas aeruginosa gibi patojenler {izerinde
bildirilen etkiler, bu bilesigin klinik agidan 6nemini artirmaktadir (Vasconcelos ve

ark., 2018; Chang ve ark., 2001).
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Sinnamaldehitin antifungal etkinligi de tibbi kullanim acgisindan dikkat
cekicidir. Candida albicans ve flukonazol direngli Candida tirleri tlzerinde
gosterdigi giiglii etki, Ozellikle invaziv mantar enfeksiyonlarinin tedavisinde
alternatif veya destekleyici bir ajan olabilecegini diistindiirmektedir (Ahmad ve ark.,
2013). Ayrica Trichomonas vaginalis ve Leishmania tiirleri iizerinde bildirilen
antiparaziter etkiler, sinnamaldehitin yalnizca bakteriyel degil, ayn1 zamanda
protozoal enfeksiyonlar agisindan da potansiyel bir tedavi ajani olabilecegini

gostermektedir (Braga ve ark., 2007; Ponte-Sucre ve ark., 2017).

2.11.2. Kombinasyon Tedavilerindeki Yeri

CIN ve tiirevlerinin en 6nemli avantajlarindan biri, klasik antibiyotiklerle
birlikte  kullanildiklarinda  sinerjik  etki  olusturabilmeleridir. ~ Gentamisin,
siprofloksasin, ampisilin ve flukonazol gibi ajanlarla birlikte kullanildiginda, daha
diisiik dozlarda daha yiiksek antimikrobiyal etkinlik saglanabildigi bir¢ok ¢aligmada
gosterilmistir (Hemaiswarya ve ark., 2008; Langeveld ve ark., 2014).

Kombinasyon tedavileri sayesinde yalnizca etkinligin artmasi degil, aym
zamanda antibiyotik dozlarinin azaltilmasiyla toksik yan etkilerin diisiirtilmesi ve
direng gelisiminin yavaslatilmasi da miimkiin olabilmektedir (Yap ve ark., 2014).
Ozellikle biyofilm olusturan mikroorganizmalarda sinnamaldehitin antibiyotiklerle
birlikte kullanimi, biyofilmin daha etkin sekilde ortadan kaldirilmasina katki

saglamaktadir (Kavanaugh ve Ribbeck, 2012).

2.11.3. Klinik Uygulamalara Yonelik Giincel Yaklasimlar

Sinnamaldehitin dogrudan sistemik kullanimini smirlayan en o6nemli
faktorlerden biri, yiiksek konsantrasyonlarda sitotoksik etki gosterebilmesidir. Bu
nedenle giincel arastirmalar, CIN ve tiirevlerinin giivenligini artirmaya yonelik yeni
uygulama stratejileri lizerinde yogunlasmaktadir (Choi, 2011).

Nanoenkapsiilasyon, liposomal tasiyict sistemler ve kontrollii salim formlari
gibi modern ilag tagima teknolojileri, sinnamaldehitin hedef dokuya kontrollii sekilde
ulastirilmasini saglayarak sistemik toksisiteyi azaltmay1 hedeflemektedir (Nazzaro ve

ark., 2012; Ozel ve ark., 2025). Ayrica topikal formlar, agiz hijyeni iiriinleri ve gida
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koruyucular1 gibi lokal uygulama alanlarinda sinnamaldehit halihazirda yaygin
sekilde kullanilmaktadir (Friedman, 2007).

CIN tiirevleri Tlizerinde yiiriitiilen yapi—aktivite c¢alismalar1 sonucu,
antibakteriyel etkinligi yiiksek, ancak sitotoksik etkileri belirgin sekilde azaltilmig
yeni molekiiller gelistirilmistir. Bu tiirevlerin in vivo etkinlik ve giivenlilik
caligmalarinin tamamlanmasi, gelecekte klinik kullanima gecis acisindan kritik bir

basamak olarak degerlendirilmektedir (Doyle ve Stephens, 2019; Cos ve ark., 20006).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Mikroorganizmalar ve Suslari

Bu c¢aligmada, standart bakteri kokenleri ile klinik drneklerden soyutlanan
CID bakteri kokenleri, klinik ve referans mantar ve referans parazit suslari kullanilda.
Calismada Gram pozitif bakterilerden; Staphylococcus aureus ATCC 29213,
Staphylococcus aureus ATCC 43300 (MRSA), Gram negatif bakterilerden;
Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Acinetobacter baumannii ATCC 19606 kokenleri segildi. Mantarlardan; klinik
Candida albicans izolatlar1 ve referans Candida albicans ATCC 90028 susu se¢ildi.
Parazitlerden; referans Trichomonas vaginalis ATCC 50143 ve Leishmania tropica
MHOM/AZ/1974/SAF-K27 referans suslar1 segildi. Ayn1 zamanda Balikesir
Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji
Laboratuvarlari’na 2024-2025 yillar1 arasinda ¢esitli kliniklerden gonderilen ve rutin
tan1 siireclerinden (kiiltiir, Gram boyama, antibiyogram, biyokimyasal testler)
gecirilen klinik bakteri suglar1 kullanildi. Klinik kokenlerin tanimlamasit ve
antibiyotik duyarliliklar1t BD Phoenix 100 (Becton, Dickinson and Company, USA)
cihaziyla belirlendi. Bu kapsamda, ¢alismada 8 adet Staphylococcus aureus, 9 adet
Escherichia coli, 9 adet Pseudomonas aeruginosa, 9 adet Acinetobacter baumannii,
9 adet Candida albicans izolat1 Balikesir Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma

Hastanesi T1ibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarlar1 bakteri koleksiyonundan temin edildi.

Etik Kurul Onayt

Bu calisma icin etik kurul onay1, Balikesir Universitesi Tip Fakiiltesi Saghk
Aragtirmalar1 Etik Kurulu tarafindan 06/01/2026 tarih ve 2026/1-5 karar numarasi ile

alimustir.

3.2. Sinnamaldehit ve Tiirevlerinin Stok Cozeltilerinin Hazirlanmasi

trans-sinnamaldehit  (trans-cinnamaldehyde) sinnamaldehidin dogal ve

biyolojik olarak aktif izomeridir. frans-sinnamaldehit, kimyasal formiilii CoHzO olan,
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fenilpropanoid sinifina ait bir organik bilesiktir. Yapisal olarak, bir benzaldehit
tirevidir.

[UPAC adi: (E)-3-phenylprop-2-enal

Molekiil formiilii: CseHsCH=CHCHO

Molekiil agirligi: 132.16 g/mol

Buradaki “trans” (ya da E) ifadesi, ¢ift bagdaki iki grubun (fenil ve aldehit
gruplarinin) karsilikli konumda oldugunu belirtir. Bu yap1 izomerisi, bilesige daha
kararli ve etkin bir konformasyon kazandirir (Doyle ve Stephens, 2019; Usai, 2023).
Bu caligsmada kullanilan sinnamaldehit tiirevlerinin, uygun ¢oziicii ile hazirlanan stok

cozeltileri Tablo 3.1°de belirtildigi sekilde hazirlandi.

Tablo 3.1. Sinnamaldehit tiirevlerinin stok ¢ozeltilerinin hazirlanmasi.

Tiirev No. Tiirev Coziicii Konsantrasyon
T-1 a-Amyl cinnamaldehyde DMSO 128000 pg/mL
T-2 hydrocinnamaldehyde DMSO 128000 pg/mL
T-3 o-methyl-trans-cinnamaldehyde DMSO 128000 pg/mL
T-4 4-chlorocinnamaldehyde DMSO 128000 pg/mL
T-5 2-methoxycinnamaldehyde DMSO 128000 pg/mL
T-6 4-(dimethylamino)-cinnamaldehyde DMSO 85300 pg/mL

T-7 4-hydroxy-3-methoxy-cinnamaldehyde DMSO 128000 pg/mL
T-8 4-nitrocinnamaldehyde DMSO 128000 pg/mL
T-9 trans-cinnamaldehyde DMSO 128000 pg/mL

3.3. Antibiyotik Stok Soliisyonlarinin Hazirlanmasi

Calismada  referans olarak  kullamilan  antibiyotikler  (gentamisin,
siprofloksasin, amikasin) iiretici firma onerileri ve Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2018) standartlarina uygun sekilde hazirlanmigtir.

Her bir antibiyotik ajan i¢in 2560 pg/mL olacak sekilde stok g¢ozeltiler
hazirlanmistir. Gentamisin ve amikasin distile suda ¢oziiliirken, ¢ozilintirliigii diisiik
olan siprofloksasin %0,1 NaOH ¢ozeltisinde, ¢oziindiiriilmiistiir. Hazirlanan stok
cozeltiler steril sartlarda hazirlanarak 1 mL’lik steril ependorf tiiplerine bollinmiistiir.

Tiiplere alinan stok cozeltiler, kullanilincaya kadar —20 °C’de saklanmaistir.

Deney Oncesinde, stok ¢ozeltiler oda sicakliginda ¢ozdiiriilmiis ve s1vi mikrodiliisyon
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testlerinde kullanilmadan 6nce 1/10 oraninda seyreltme yapilarak 256 pg/mL calisma
konsantrasyonlarina getirilmistir.

Denemeler sirasinda, belirlenen konsantrasyon araliginda MIiK degerinin
tespit edilememesi durumunda, stok ¢ozeltilerden yeniden seyreltme yapilarak daha
diisiik konsantrasyonlarda testler tekrarlanmistir. Boylece, test edilen her bir bilesik

icin etkin konsantrasyon araliginin dogru bigimde belirlenmesi saglanmistir.

34. MHA ve MHB (Mueller Hinton Agar/Broth) Besiyerinin

Hazirlanmasi

Mueller Hinton Agar (MHA) ve Mueller Hinton Broth (MHB), bakterilerin
antimikrobiyal duyarlilik testlerinde (6zellikle disk difiizyon ve minimum inhibitor
konsantrasyon [MIK] tayini) yaygin olarak kullanilan, besin igerigi
standartlastirilmis besiyerleridir. MHA kati, MHB ise sivi formda olup; diisiik
inhibitér madde icerigi ve 1yi difiizyon 6zellikleri sayesinde antimikrobiyal ajanlarin
etkinliginin giivenilir sekilde degerlendirilmesine olanak saglar. Bu ¢alismada MIK
degerlerinin belirlenmesinde MHB besiyeri; MBK degerlerinin belirlenmesinde
MHA besiyeri kullanilarak c¢alisildi. Besiyeri, mikroorganizmalarin saglikl
biiyiimesini desteklerken, test sonuglarini etkileyebilecek faktorleri (iyon igerigi, pH,
besin dengesizligi vb.) minimumda tutacak sekilde formiile edilmistir (Jorgensen ve
Turner, 2015). Ticari olarak temin edilen Mueller Hinton Broth (MHB), kullanim
talimat1 baz alinarak 1 litre distile suya 21 gram tartilarak tamamen ¢oziindiirtildii,
121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak c¢ozelti sterilizasyonu saglandi, pH degeri ve
goriiniim kontrolleri gergeklestirildi ve besiyeri kullanilacagi zamana kadar +4°C’de
muhafaza edildi. Mueller-Hinton Agar (MHA) tozu, 38 g/L olacak sekilde distile su
icerisinde ¢Oziindiiriildii, karisim kaynama noktasina getirilerek besiyerinin tamamen
coziinmesi saglandi. Hazirlanan besiyeri 121 °C’de 15 dakika siireyle otoklavlanarak
steril edildi. Sterilizasyon isleminin ardindan besiyeri yaklasik 50 °C’ye kadar
sogutuldu ve aseptik kosullarda uygun petri kaplarma dokiilerek katilagmaya
birakildi. Hazirlanan MHA plaklari, kullanilincaya kadar +2—+8 °C (tercihen +4 °C)

arasinda, 1s1iktan korunarak muhafaza edildi.
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3.5. Sabouraud Dekstroz Agar (SDA) ve Sabouraud Dekstroz Broth

(SDB) Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Candida tiirlerinin izolasyonu ve ¢ogaltilmast amaciyla Sabouraud dekstroz
agar (SDA) ve Sabouraud dekstroz broth (SDB) kullanildi. SDA, kat1 besiyeri olarak
koloni morfolojisi, saf kiiltiir elde etmek ve minimum fungisidal konsantrasyon
(MFK) icin; SDB ise gerekli MiK degerlerini belirlemek igin s1vi mikrodiliisyon
yonteminde kullanildi

Ticari olarak temin edilen SDA kati1 besiyeri, kullanim talimatina uygun
olarak 1 litre distile suya 65 gram tartilarak 1sitilarak ¢oziindiiriildi, 121 °C’de 15
dakika otoklavlanarak sterilizasyonu saglandi, nihai pH degeri 5.6 + 0.2 saglandi,
12,5 mL olacak sekilde petri kutularina dokiildii.

Ticari olarak temin edilen SDB siv1 besiyeri, kullanim talimati baz alinarak 1
litre distile su i¢in 30 gram tartilarak tamamen ¢oziindiiriildii, 121 °C’de 15 dakika
otoklavlanarak sterilize edildi, nihai pH degeri 5.6 + 0.2 saglandi, s1v1 besiyeri deney

tiiplerine belirli miktarda aktarilarak, kullanilacagi zamana dek +4°C’de saklandi.

3.6. Trypticase—Yeast Extract—Maltose (TYM) Besiyerinin Hazirlanmasi

Bu calismada TYM besiyeri, ticari olarak temin edilen bilesenler kullanilarak
standart protokollere ve literatiirde tanimlanan yontemlere uygun sekilde hazirlandi.
Hazirlama siirecinde besiyerinin pH degeri (pH: 6.0) optimal aralikta tutuldu,
otoklavlanarak sterilizasyon islemi gerceklestirildi. 45°C’ye kadar sogutuldu ve igine
%10 inaktive at serumu, 100 U/mL penisilin ve 10 pg/mL gentamisin ilave edildi. 15

mL’lik vidali kapakl1 cam tiiplere boliinerek 4°C’de sakland1 (Ozel Y ve ark., 2024).

3.7. NNN (Novy—MacNeal-Nicolle) Besiyerinin Hazirlanmasi

Agar (1,4 g) ve sodyum klortir (0,6 g), 90 mL distile su igerisinde ¢ozdiiriildii
ve hazirlanan karisim otoklavda 121 °C’de 15 dakika siireyle steril edildi.
Sterilizasyon isleminin ardindan besiyeri 50-55 °C’ye kadar sogutuldu ve bu
asamada 10 mL defibrine tavsan kani ile 0,2 mL penisilin/streptomisin soliisyonu

aseptik kosullarda ilave edildi.
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Hazirlanan besiyerinden her bir steril vidali kapakli tiipe 4 mL olacak sekilde
dagitim yapild1 ve tiipler yaklasik 10° egimde birakilarak besiyerinin katilagmasi
saglandi. Katilagma islemi tamamlanan besiyerleri, kullanilincaya kadar +4 °C’de

muhafaza edildi.

3.8. RPMI-1640 Stok Si1vi Besiyerinin Hazirlanmasi

Ticari olarak temin edilen RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute
1640 Medium) besiyeri, %10 fetal calf serum (FCS), %1 penisilin/streptomisin ve
%1 gentamisin ilavesiyle zenginlestirildi ve stok sivi besiyeri olarak hazirlandi.

Hazirlanan besiyeri, kullanilincaya kadar +4 °C’de muhafaza edildi.

3.9. Klinik Orneklerden Elde Edilen Izolatlar ve ATCC Suslarinin

Canlandirilmasi

Klinik 6rneklerden izole edilen bakteriyel izolatlar, -80°C’den ¢1karildiktan
sonra uygun besiyerlerinde canlandirildi. Suslarin yeniden aktif hale getirilmesi
amaciyla, ornekler Eozin Metilen Blue (EMB) agar, % 5 koyun kanli agar ve
cikolatams1 agar besiyerlerine ekim yapilarak 24 saat boyunca 37 °C’de inkiibe
edildi.

Fungal suslarin canlandirilmasinda ise, Sabouraud Dextrose Agar (SDA)
besiyeri kullanildi. Bu ortam, yiiksek glukoz igerigi ve diisiik pH’s1 sayesinde
mayalar ve kiif mantarlarinin segici olarak iliremesine imkan saglamaktadir. Fungal
ekimler 30 °C’de 48-72 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda,
karakteristik koloni morfolojisine sahip koloniler segilerek saf kiiltiirler elde edildi.
Elde edilen bu saf kiiltiirler, sonraki asamalarda gerceklestirilecek antimikrobiyal
duyarlilik testleri i¢in ¢alisma kiiltiirii olarak kullanildi1 (Kumar ve Shukla, 2019).

Leishmania tropica susunun canlandirilmasinda, sivi azottan ¢ikarilan sus,
37°C’ye ayarlanmis su banyosunda ¢ozdiiriildii ve iiremeleri icin NNN besiyerine
ekildi. NNN besiyerleri 26°C’de inkiibasyona kaldirildi. Ureme goriilen
besiyerlerinden, antitleishmanial etkinlik caligmalarinda kullanilmak iizere, RPMI-
1640 siv1 besiyerine pasaj yapildi. Promastigot inokiile edilmis RPMI-1640 sivi
besiyeri bulunan flasklara (hiicre kiiltiirii kaplarina) 2-3 giinde bir taze besiyeri

eklenerek, yeterli miktarda promastigot elde edildi (Goto ve Lindoso, 2012). ilag
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duyarlilik testlerinde kullanilmak iizere yogunlugu 107 promastigot/mL olacak
sekilde parazit stispansiyonu hazirlandi.

Trichomonas vaginalis susunun canlandirilmasinda, sivi azottan ¢ikarilan sus,
37°C’ye ayarlanmis su banyosunda ¢ozdiiriildii ve tiremeleri i¢cin TYM besiyerine
ekildi. TYM besiyerleri 37°C’de inkiibasyona kaldirildi. Suslar bir hafta boyunca iki
ginde bir direkt mikroskopi ile incelendi ve iireyen trofozitler pasajlanarak
canliliklart korundu. Ureme gériilen besiyerlerinden, antitrikomonial etkinlik ve
kombinasyon ¢alismalarinda kullanilmak iizere, hiicre kiiltiir flaskinda bulunan TYM
besiyerine pasaj yapildi ve trofozoitlerin sayist artirildi. Iginde TYM besiyeri
bulunan flasklara (hiicre kiiltiirii kaplarina) 2-3 giinde bir taze besiyeri eklenerek,
yeterli miktarda trofozoit elde edildi. Ilag duyarlilik testlerinde kullanilmak {izere
yogunlugu 10* trofozit/mL olacak sekilde parazit siispansiyonu hazirland

(Meingassner ve Thurner, 1979).

3.10. Sinnamaldehit Tiirevlerinin = Antimikrobiyal Aktivitesinin

Belirlenmesi

Antibakteriyel aktivite tayini i¢in sivi mikrodiliisyon yontemi ile minimum
inhibitdr konsantrasyonu (MiK) ve minimum bakterisidal konsantrasyonu (MBK)
belirlendi. Antifungal aktivite tayini i¢in sivi mikrodiliisyon yontemi ile minimum
inhibitdr konsantrasyonu (MIK) ve minimum fungisidal konsantrasyonu (MFK)
belirlendi.

Sinnamaldehit ve tiirevlerinin (S-T) in vitro antileishmanial aktiviteleri,
referans antiparaziter ilaglarla karsilastirmali olarak sivi mikrodiliisyon yontemi
kullanilarak belirlendi. Sinnamaldehit ve tiirevlerinin (S-T), Trichomonas vaginalis
trofozoitlerine kars1 in vitro antitrikomonial aktiviteleri, sivi mikrodiliisyon yontemi

ile belirlendi.

3.10.1. Antibakteriyel Etkinligin Belirlenmesi

Sinnamaldehit ve tiirevlerinin Minimum Inhibitér Konsantrasyon (MIK) ve
Minimum Bakterisidal Konsantrasyon (MBK) degerleri, sivi mikrodiliisyon yontemi
kullanilarak 96 kuyucuklu, U tabanli steril mikroplakalar iizerinde belirlenmistir.

Tiim  deneyler, Mueller-Hinton  Broth (MHB)  besiyeri  kullanilarak
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gerceklestirilmistir. Her bir mikroplaka kuyucuguna 50 pL MHB pipetlendi.
Sinnamaldehit ve tiirevlerinin seri sulandirimlari 320-2 pg/mL araliginda olacak
sekilde hazirlandi. Besiyerinde iiretilmis her bir bakteri susundan 0.5 McFarland
standardina  (yaklastk 1x10® kob/mL) esdeger yogunlukta siispansiyonlar
hazirlanarak, 1/100 oraninda seyreltildi (yaklasik 1x10° kob/mL) (Sekil 3.1).

Mikroplakadaki her bir kuyucuga, son konsantrasyonu 5x10° kob/mL olacak
sekilde bakteri siispansiyonundan 50 pL eklendi. Mikroplaka iizerinde asagidaki
kontroller olusturuldu:

Mikroplakalar kapatilarak 37 °C’de 18-24 saat siireyle inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda, bakteri iiremesinin gozle goriilmedigi en diisiik konsantrasyon,
ilgili sinnamaldehit tiirevi icin MIK degeri olarak kabul edildi. Tiim deneyler iic
tekrarli (triplikat) olarak yiriitildi ve elde edilen degerlerin ortalamalari

degerlendirmeye alindi.

Sekil 3.1. Bakterilere uygulanan MIK ¢alismasina ait plate goriintiisii.

MBK tayini igin, MIK degerlerinin belirlenmesinin ardindan {ireme
gozlenmeyen kuyucuklardan her birinden 10 pL 6rnek alinarak uygun besiyerlerine
pipetlendi. Besiyerleri 37 °C’de 18-24 saat inkiibe edildi. Besiyerinde bakteriler
%99,9’unun 61diigl en diisiik konsantrasyon, ilgili sinnamaldehit tiirevi icin MBK

degeri olarak belirlendi (Eloff, 2019). Sekil 3.2’de MBK tayini gosterilmistir.
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Sekil 3.2. MBK calismasina ait petri goriintiisti.

3.10.2. Antifungal Etkinligin Belirlenmesi

Sinnamaldehit ve tiirevlerinin Minimum Inhibitér Konsantrasyon (MIK) ve
Minimum Fungisidal Konsantrasyon (MFK) degerleri, sivi mikrodiliisyon yontemi
kullanilarak 96 kuyucuklu, U tabanli steril mikroplakalar iizerinde belirlendi. Tiim
deneyler, fungal duyarlilik testleri SDB (Sabouraud Dekstroz Broth) kullanilarak
gergeklestirildi. Her bir mikroplaka kuyucuguna 50 pL besiyeri pipetlendi.

Sinnamaldehit ve tiirevlerinin seri sulandirimlar 320-2 pg/mL araliginda
olacak sekilde hazirlandi. Besiyerinde iiretilmis her bir mantar susundan, yaklagik
1x10°¢ hiicre/mL yogunlugunda siispansiyonlar hazirlanarak, deneylerde kullanilmak
iizere uygun oranda seyreltildi. Mikroplakadaki her bir kuyucuga, son
konsantrasyonu  yaklastk  0.5-2.5x10° hiicre/mL  olacak sekilde mantar
stispansiyonundan 50 pL eklendi.

Mikroplaka iizerinde uygun pozitif kontrol, negatif kontrol ve c¢oziici
kontrolii olusturuldu. Mikroplakalar kapatilarak 35-37 °C’de 24-48 saat siireyle
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda, gozle gériiliir mantar iiremesinin olmadig: en
diisiik konsantrasyon, ilgili sinnamaldehit tiirevi i¢in MiK degeri olarak kabul edildi.
Tiim deneyler ii¢ tekrarli (triplikat) olarak yiiriitiildii ve elde edilen degerlerin
ortalamalar1 degerlendirmeye alindu.

MFK tayini igin, MIK degerlerinin belirlenmesinin ardindan iireme
gbzlenmeyen kuyucuklardan 10 pL 6rnek alinarak SDA (Sabouraud Dekstroz Agar)
besiyerine ekim yapildi. Ekim yapilan besiyerleri 35-37 °C’de 2448 saat inkiibe
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edildi. Inkiibasyon sonunda, mantar hiicrelerinin %99,9’unun 6ldiigii en diisiik

konsantrasyon, ilgili sinnamaldehit tiirevi icin MFK degeri olarak belirlendi.

3.10.3. Antiparaziter Etkinligin Belirlenmesi

Sinnamaldehit ve tiirevlerinin (S-T) in vitro antileishmanial aktiviteleri,
stv1 mikrodiliisyon yontemi kullanilarak belirlendi. flag duyarlilik testleri, steril,
diiz tabanli 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir plaklarinda gergeklestirildi. Plaktaki 12
siranin biri pozitif kontrol (referans ilagli), biri negatif kontrol (sadece besiyeri)
olarak ayrildi, kalan kuyucuklar ise sinnamaldehit tiirevleri i¢in ikili siralar
halinde kullanildi. Her kuyucuga 100 pL RPMI-1640 sivi besiyerinden (%10
FBS + %1 penisilin/streptomisin + %1 gentamisin) eklendi (Sekil 3.3).

Etken maddelerin test araligin1 olusturmak iizere, ilk kuyucuklara 100 pL
S-T c¢ozeltisi pipetlendi ve seri iki kat dillisyonlar yapildi. Diliisyonlar
tamamlandiktan sonra, 107 promastigot/mL yogunlugundaki Leishmania tropica
siispansiyonundan (negatif kontrol hari¢) tiim kuyucuklara 100 pL eklendi.
Plaklarin kapaklar1 kapatildi, kenarlar1 parafilm ile sarild1 ve 26 °C’de 48 saat
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda kuyucuklar invert mikroskopta
incelendi. Parazit hareketinin veya cogalmasinin goézlenmedigi hicbir canlh
promastigotun goriilmedigi en diisiik konsantrasyon MPK (Minimum
Parazitisidal Konsantrasyon) olarak belirlendi. Tiirevlerin ICso degerleri ise MTT
yontemi ile elde edilen absorbans degerlerinin Graphpad 8.4.2 programi ile analiz
edilmesiyle hesaplandi.

Sinnamaldehit ve tlirevlerinin  (S-T), Trichomonas  vaginalis
trofozoitlerine kars1 in vitro antitrikomonial aktiviteleri, sivi mikrodiliisyon
yontemi ile belirlendi. Testlerde kullanilan besiyeri, TYM (Trypticase—Yeast
Extract-Maltose) medium olup, %10 At serumu, %1 penisilin/streptomisin ve
%1 gentamisin ile desteklendi. Steril, diiz tabanli 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir
plaklarinin 12 sirasindan biri pozitif kontrol, biri negatif kontrol (sadece besiyeri)
olarak ayrildi, diger kuyucuklar ise test bilesikleri i¢in ikili siralar halinde
kullanildi.

Her kuyucuga 100 pL. TYM besiyeri eklendi, ardindan ilk kuyucuklara
100 pL S-T c¢ozeltisi ilave edilerek seri diliisyonlar yapildi. Diliisyonlar

tamamlandiktan sonra, 10* trofozoit/mL yogunlugundaki 7. vaginalis
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siispansiyonundan negatif kontrol hari¢ tiim kuyucuklara 100 pL eklendi.
Mikroplaklarin kapaklar1 kapatildi, kenarlar1 parafilm ile sarildi ve 37 °C’de,
mikroaerofilik kosullarda 48 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda
invert mikroskop ve sayma kamarasi kullanilarak trofozoitlerin canliligi ve
hareketliligi degerlendirildi. Parazit hareketliligi ve canli trofozoit gézlenmeyen
en diisik konsantrasyon MPK (Minimum Parazitisidal Konsantrasyon) olarak

kaydedilmistir.

Sekil 3.3. Antiparaziter aktivite calismasina ait plate goriintiisii.

3.11. Sinnamaldehit ve Tiirevlerinin Sitotoksik Aktivitesinin Belirlenmesi

Sitotoksik aktivitenin degerlendirilmesinde 1929 fare fibroblast hiicre hatti
kullanildi. Stv1 azot kosullarinda saklanan fibroblastlar 6nce RPMI-1640 ortami ile
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yikandiktan sonra, %10 FBS (fetal sigir serumu) iceren RPMI-1640 besiyerine
eklendi ve 37°C’de %5 CO» atmosferinde 48 saat boyunca inkiibasyona birakildi
(Sekil 3.4). Hiicre sayimi ve canlilik orani, tripan mavisi boyama yontemiyle thoma
lam1 kullanilarak belirlendi. Her bir kuyucukta 10*/mL yogunlukta hiicre icerecek
sekilde hiicre siispansiyonu hazirlandi ve 100 pL’lik hacimde, 96 kuyucuklu
mikroplakalara dagitildi. Hiicreler 37°C’de %5 CO» atmosferinde 24 saat hiicreler
inkiibe edildi. Sinnamaldehit tiirevleri uygun konsantrasyonlarda hazirlandi ve seri
diliisyonlar1 farkli bir mikroplakada yapildi. Hazirlanan diliisyonlar hiicrelerin
bulundugu mikroplakalara aktarildi ve mikroplakalar 37°C’de %5 CO: kosullarinda
48 saat inkiibe edildi.

Hiicre canliligi, MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum
bromid] yontemi ile 6l¢iildii (Mosmann, 1983) ve absorbans degerleri Thermo marka
Varioskan model (USA) spektrofotometre ile 570 nm’de okunarak elde edildi.
Sitotoksik aktiviteye iliskin ICso degerleri GraphPad Prism 8.4.2 yazilimi
kullanilarak hesaplandi. Sitotoksik aktivite deneyleri, farkli giinlerde olmak iizere {i¢
kez tekrarlandi. Sitotoksik aktivite calismasina ait plate goriintiisii Sekil 3.5.°de

verilmistir.

Sekil 3.4. 1.929 fibroblast hiicreleri.
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Sekil 3.5. Sitotoksik aktivite ¢aligmasina ait plate goriintiisii.

3.12. istatistiksel Analiz

Calismada elde edilen deneysel veriler GraphPad Prism 8.4.2 yazilimi
kullanilarak analiz edildi. Tim deneyler en az ii¢ bagimsiz tekrarla (n > 3)
gerceklestirildi. Veriler grafiksel olarak degerlendirildi ve MiIK/MBK degerlerinin
yorumlanmasinda tanimlayict istatistikler kullanildi. Calismanin amacina uygun
olarak gruplar arasinda istatistiksel bir karsilastirma yapilmamis olup sonuglarin
degerlendirilmesi literatiir verileri ile karsilastirmali olarak gerceklestirildi.

Istatistiksel anlamlilik diizeyi p < 0,05 olarak kabul edildi.

39



4. BULGULAR

4.1. Klinik Orneklerden Soyutlanan Bakteri Kokenlerinin Ozellikleri

Bu calismada kullanilan 35 bakteri izolatinin tanimlanmasi ve siir degere
dayali antibiyotik duyarlilik testleri BD Phoenix 100 (Becton, Dickinson and
Company, USA) cihazinda yapilmistir. Kullanilan bakteri izolatlar1 ve antibiyotiklere
ait duyarlilik dagilimi Tablo 4.1-4.4 arasinda sunulmustur. Bununla birlikte tiim
bakteri izolatlarmin MIK degerleri sivi mikrodiliisyon yontemiyle belirlenmistir.
Kullanilan bakteri izolatlarinin amikasin, gentamisin ve siprofloksasine karsi yapilan
manuel sivi mikrodiliisyon MIK degerleri Tablo 4.5-4.8 arasinda verilmistir.
Calismada kullanilan 8 adet Staphylococcus aureus, 9 adet Escherichia coli, 9 adet
Pseudomonas aeruginosa, 9 adet Acinetobacter baumannii suslarmin elde edildigi
ornek tiirlerinin grafik dagilimi Sekil 4.1.’de, 6rneklerin laboratuvara gonderildigi

birimlere gore dagilimi Sekil 4.2.”de verilmistir.

Konjuktiva Balgam
3% 6% Yara

Trakeal
Aspirat Apse
31% 6%
idrar
14%
Kan
17%

Sekil 4.1. Bakteri izolatlarinin 6rnek tiirlerine gore dagilima.
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poliklinik

yogun bakim

klinik servis

dogumhane

Sekil 4.2. Orneklerin birimlere gore dagilima.

Tablo 4.1. S. aureus suslarinin antibiyotiklere kars1 duyarlilik dagilima.

Antibiyotik Say1 (n)
Amikasin 8
Gentamisin 8
Siprofloksasin 8

R: Direngli, I: Orta Duyarli, S: Duyarli

Tablo 4.2. E. coli suslarinin antibiyotiklere kars1 duyarlilik dagilima.

Antibiyotik Say1 (n)
Amikasin 9
Gentamisin 9
Siprofloksasin 9

R: Direngli, I: Orta Duyarli, S: Duyarh
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Tablo 4.3. P. aeruginosa suslarinin antibiyotiklere kars1 duyarlilik dagilimi.

Antibiyotik Say1 (n) R I S
Amikasin 9 1 0 8
Gentamisin 9 - - -
Siprofloksasin 9 2 7 0

R: Direngli, I: Orta Duyarli, S: Duyarl

Pseudomonas aeruginosa, ¢ok giiclii dogal diren¢ mekanizmalarina sahip bir
Gram-negatif bakteridir. Bu nedenle aminoglikozid grubu bir antibiyotik olan
gentamisine kars1 duyarlilig siklikla diisiik veya yoktur.

Tablo 4.4. A. baumannii suslarinin antibiyotiklere kars1 duyarlilik dagilim.

Antibiyotik Say1 (n) R I S
Amikasin 9 9 0 0
Gentamisin 9 9 0 0
Siprofloksasin 9 9 0 0

R: Direngli, I: Orta Duyarli, S: Duyarh

Tablo 4.5. S. aureus suslarinin antibiyotiklere kars1 MIK degerleri (ng/mL).

Suslar Etken Maddeler

AMK CIP GEN
SA-1 4 1 0,5
SA-2 2 4 1280
SA-3 8 0,5 0,5
SA-4 4 32 1
SA-5 4 16 1
SA-6 8 32 0,5
SA-7 8 0,25 1
SA-8 8 0,12 1280
SA-ATCC (43300) 8 0,5 0,5
SA-ATCC (29213) 2 0,5 1

SA: S. aureus; ATCC: American Type Culture Collection, AMK: Amikasin; CIP: Siprofloksasin; GEN: Gentamisin,
MIK: Minimum Inhibitér Konsantrasyon

42



Tablo 4.6. E. coli suslarinin antibiyotiklere karst MIK degerleri (ug/mL).

Suslar Etken Maddeler

AMK CIP GEN
EC-1 2 64 1280
EC-2 1 1 5
EC-3 1 64 A
EC-4 2 160 2
BCS 4 320 2
EC-6 > 4 5
EC-7 > g .
EC-8 1 4 A
EC-9 4 16 5
EC-ATCC (25922) 7 0,01 !

EC: E. coli; ATCC: American Type Culture Collection, AMK: Amikasin; CIP: Siprofloksasin; GEN: Gentamisin,
MiK: Minimum Inhibitr Konsantrasyon

Tablo 4.7. P. aeruginosa suslarinin antibiyotiklere karst MiK degerleri (ug/mL).

Suslar Etken Maddeler

AMK CIP GEN
PA-1 16 64 1280
PA-2 0,25 64 64
PA-3 0,12 0,25 1280
PA-4 0,25 0,25 4
PA-5 0,12 0,12 16
PA-6 0,03 0,06 2
PA-7 0,06 0,12 4
PA-8 0,06 0,12 4
PA-9 0,06 0,25 8
PA-ATCC (27853) 8 0,5 4

PA: P. aeruginosa;, ATCC: American Type Culture Collection, AMK: Amikasin; CIP: Siprofloksasin; GEN: Gentamisin,
MIK: Minimum Inhibitér Konsantrasyon
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Tablo 4.8. A. baumannii suslarinin antibiyotiklere kars1t MiK degerleri (ug/mL).

Suslar Etken Maddeler

AMK CIP GEN
AB-1 >256 320 >1280
AB-2 >256 320 >1280
AB-3 >256 640 >1280
AB-4 >256 640 >1280
AB-5 >256 640 >1280
AB-6 >256 320 >1280
AB-7 >256 320 >1280
AB-8 >256 640 >1280
AB-9 >256 320 >1280
AB-ATCC (19606) 8 0,5 1,25

AB: 4. baumannii; ATCC: American Type Culture Collection, AMK: Amikasin; CIP: Siprofloksasin; GEN: Gentamisin,
MIK: Minimum Inhibitér Konsantrasyon

4.2. Sinnamaldehit ve Tiirevlerinin Staphylococcus aureus’a Karsi

Antibakteriyel Aktivite Sonuclari

Tablo 3.1.’de gosterildigi sekilde sinnamaldehit tiirevlerinin her biri i¢in ana
stok c¢ozeltiler hazirlanmis ve deneylerde kullanilmak iizere bu stoklardan 1/100
oraninda seyreltme yapilarak c¢alisma c¢ozeltileri elde edilmistir. Hazirlanan
sinnamaldehit tiirevi ¢ozeltilerinin Staphylococcus aureus’a karst antimikrobiyal
etkinliginin belirlenmesinde sivi mikrodiliisyon yontemi kullanilmistir. Bu amagla,
katyon ayarli Mueller-Hinton buyyonu igerisinde, her bir bilesik icin seri iki kath
diliisyonlar hazirlanmig; McFarland 0.5°e ayarlanmis S. aureus bakteri siispansiyonu
her kuyucuga ilave edilmistir. Her sus i¢in tekrarlanmistir. Plaklar uygun inkiibasyon
kosullarinda 35-37 °C’de, 18-24 saat inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon siiresi sonunda, her bir sinnamaldehit tiirevi icin MIK (Minimum
Inhibitér Konsantrasyon) degeri; gozle goriiliir iiremenin tamamen inhibe edildigi en
diisiik bilesik konsantrasyonu olarak belirlenmistir. MIK degerleri belirlendikten
sonra, bu kuyucuklardan ve bir iist konsantrasyondan uygun besiyerine yiizey ekimi

yapilarak plaklar tekrar inkiibe edilmis ve MBK (Minimum Bakterisidal
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Konsantrasyon) tayini gerceklestirilmistir. Uremenin gozlenmedigi en diisiik

konsantrasyon MBK degeri olarak kabul edilmistir. Boylece, hazirlanan
sinnamaldehit tiirevlerinin S. aureus’a karst hem bakteriyostatik (MIK) hem de
bakterisidal (MBK) etkileri kantitatif olarak ortaya konmustur. Tablo 4.9.’da S-T’nin

S. aureus suslarma kars1t MIK ve MBK degerleri verilmistir.

Tablo 4.9. Sinnamaldehit tiirevlerinin S. aureus suslarina karst MiK ve MBK

degerleri (ng/mL).
Sinnamaldehit Tiirevleri

Sus No
T-1 T-2 T-3 T-4 T-5 T-6 T-7 T-8 T-9
MIK 80 80 160 80 80 106 160 80 160
Sal MBK >320 >320 >320 320 >320 >213 >320 >320 >320
MIK 160 80 80 160 160 106 160 160 160
SA2 MBK >320 >320 >320 >320 >320 >213 >320 >320 >320
MIK 320 320 320 160 320 213 320 80 160
SA-3 MBK >320 >320 >320 320 >320 >213 >320 >320 >320
MIK 320 320 320 80 320 213 320 40 160
Sa MBK >320 >320 >320 >320 >320 >213 >320 >320 >320
MIK 320 320 320 80 160 213 320 40 160
SA3 MBK >320 >320 >320 >320 >320 >213 >320 >320 >320
MiK 320 320 320 80 320 213 320 40 160
SA6 MBK >320 >320 >320 320 >320 >213 >320 >320 >320
MiK 320 320 320 80 160 213 320 80 160
Sa7 MBK >320 >320 >320 320 >320 >213 >320 >320 >320
MiK 320 320 320 160 320 213 320 80 320
SA8 MBK >320 >320 >320 >320 >320 >213 >320 >320 >320
SA-ATCC MIK 320 320 320 80 320 213 320 20 160
(43300) MBK >320 >320 >320 320 >320 >213 >320 >320 >320
SA-ATCC MIK 320 320 320 80 160 213 320 80 160
(29213) MBK >320 >320 >320 320 >320 >213 >320 >320 >320

T: Tiirev, SA: S. aureus, MIK: Minimum Inhibitér Konsantrasyon, MBK: Minimum Bakterisidal Konsantrasyon,

ATCC: American Type Culture Collection
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4.3. Sinnamaldehit ve Tiirevlerinin Escherichia coli’ye Karsi

Antibakteriyel Aktivite Sonugclar:

Tablo 3.1.’de gosterildigi sekilde sinnamaldehit tiirevlerinin her biri i¢in ana
stok c¢ozeltiler hazirlanmis ve deneylerde kullanilmak iizere bu stoklardan 1/100
oraninda seyreltme yapilarak c¢alisma c¢ozeltileri elde edilmistir. Hazirlanan
sinnamaldehit tiirevi c¢ozeltilerinin Escherichia coli’ye karst antimikrobiyal
etkinliginin belirlenmesinde sivi mikrodiliisyon yontemi kullanilmistir. Bu amagla,
katyon ayarli Mueller-Hinton buyyonu igerisinde her bir bilesik i¢in seri iki kath
diliisyonlar hazirlanmig; McFarland 0.5’e ayarlanmis E. coli bakteri siispansiyonu
her kuyucuga ilave edilmistir. Plaklar uygun inkiibasyon kosullarinda 35-37 °C’de
ve 18-24 saat inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon siiresi sonunda, her bir sinnamaldehit tiirevi icin MiK (Minimum
Inhibitér Konsantrasyon) degeri; gdzle goriiliir iiremenin tamamen inhibe edildigi en
diisiik bilesik konsantrasyonu olarak belirlenmistir. MIK degerlerinin belirlenmesinin
ardindan, bu kuyucuklardan (ve bir iist konsantrasyondan) uygun kati besiyerine
ylizey ekimi yapilarak plaklar yeniden inkiibe edilmis ve MBK (Minimum
Bakterisidal Konsantrasyon) tayini gerceklestirilmistir. Uremenin gdzlenmedigi en
diisiik konsantrasyon MBK degeri olarak kabul edilmistir.

Bu yontem sayesinde sentezlenen sinnamaldehit tiirevlerinin E. coli’ye karsi
hem bakteriyostatik (MIK) hem de bakterisidal (MBK) etkileri kantitatif olarak
ortaya konmustur. Tablo 4.10.’da S-T’nin E. coli suslarma kars1 MiK ve MBK

degerleri verilmistir.
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Tablo 4.10. Sinnamaldehit tiirevlerinin E. coli suslarina kars1 MIiK ve MBK degerleri

(ng/mL).
Sinnamaldehit Tiirevleri
Sus No
T-1 T-2 T-3 T4 T-5 T-6 T-7 T-8 T-9
MiK 320 160 160 320 160 106 160 160 160
red MBK >320 >320 >320 320 >320 >213 >320 320 160
MiK 160 160 160 160 160 106 160 160 160
re2 MBK >320 >320 >320 320 >320 >213 >320 320 >320
MiK 320 320 320 160 160 213 320 160 160
re3 MBK >320 >320 >320 320 >320 >213 >320 >320 >320
MiK 160 160 160 160 160 213 320 160 160
e MBK >320 >320 >320 320 >320 >213 >320 320 >320
MIK 320 320 320 160 160 106 160 160 160
s MBK >320 >320 >320 320 >320 >213 >320 >320 >320
MIK 160 160 160 160 160 106 160 160 160
res MBK >320 >320 >320 320 >320 >213 >320 >320 >320
MIK 320 320 320 160 160 213 320 160 160
re7 MBK >320 >320 >320 320 >320 >213 >320 >320 >320
MIK 320 320 320 160 160 213 320 160 320
res MBK >320 >320 >320 320 >320 >213 >320 >320 >320
£C.9 MIK 320 320 320 160 160 213 160 160 320

MBK >320 >320 >320 320 >320 >213 >320 >320 >320
EC-ATCC MIK 320 160 160 160 160 106 160 160 160
(25922) MBK >320 >320 >320 320 >320 >213 >320 >320 >320

T: Tiirev, EC: E. coli, MIK: Minimum Inhibitér Konsantrasyon, MBK: Minimum Bakterisidal Konsantrasyon,
ATCC: American Type Culture Collection
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4.4. Sinnamaldehit ve Tiirevlerinin Pseudomonas aeruginosa’ya Karsi

Antibakteriyel Aktivite Sonug¢lar:

Tablo 3.1°de gosterildigi sekilde sentezlenen sinnamaldehit tiirevlerinin ana
stok ¢ozeltileri hazirlanmig ve deneysel uygulamalarda kullanilmak {izere bu
stoklardan 1/100 oraninda seyreltme yapilarak calisma cozeltileri elde edilmistir.
Sinnamaldehit tlirevlerinin Pseudomonas aeruginosa’ya karst antimikrobiyal
etkinligi sivi mikrodiliisyon yontemi ile belirlenmistir. Bu amacla, katyon ayarh
Mueller-Hinton buyyonu igerisinde, her bir bilesik i¢in seri iki katli diliisyonlar
hazirlanmis; McFarland 0.5’e¢ ayarlanmis P. aeruginosa bakteri siispansiyonu her
kuyucuga 1ilave edilmistir. Plaklar 35-37 °C’de, 18-24 saat inkiibasyona
birakilmistir.

Inkiibasyon siiresi sonunda, gdzle goriiliir iiremenin tamamen durdugu en
diisiik konsantrasyon MIK (Minimum Inhibitér Konsantrasyon) degeri olarak
belirlenmistir. Ardindan, MIK degerinin bulundugu kuyucuklardan (ve bir dist
diliisyondan) uygun kat1 besiyerine yilizey ekimi yapilarak MBK (Minimum
Bakterisidal Konsantrasyon) tayini gerceklestirilmistir. Herhangi bir {iremenin
goriilmedigi en diisiik konsantrasyon MBK degeri olarak kabul edilmistir.

Boylece sinnamaldehit tiirevlerinin P. aeruginosa’ya karsi bakteriyostatik ve
bakterisidal etkileri nicel olarak ortaya konmustur. Tablo 4.11.°de S-T’nin P.

aeruginosa suslarina karst MiK ve MBK degerleri verilmistir.
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Tablo 4.11. Sinnamaldehit tiirevlerinin P. aeruginosa suslarma karsi MIK ve MBK

degerleri (ug/mL).
Sinnamaldehit Tiirevleri

Sus No
1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9
MiK 160 160 160 160 160 106 160 160 160
pal MBK 320 320 320 320 320 213 320 320 320
MiK 160 160 160 160 160 106 160 160 160
ra2 MBK 320 >320 >320 320 320 >213 >320 320 320
MiK 160 160 160 160 160 106 160 160 160
PA3 MBK  >320 >320 >320 320 >320 >213 >320 320 320
MiK 160 160 160 160 160 106 160 160 160
P MBK  >320 >320 >320 320 >320 >213 >320 320 320
MIK 160 160 160 160 160 106 160 160 160
PAS MBK  >320 >320 >320 320 >320 >213 >320 320 320
MIK 160 160 160 160 160 160 160 160 160
pA-6 MBK  >320 >320 >320 320 >320 >213 >320 320 320
MiK 160 160 160 160 160 106 160 160 160
PAT MBK  >320 >320 >320 320 >320 >213 >320 320 320
MiK 160 160 160 160 160 106 160 160 160
ra-S MBK  >320 >320 >320 320 >320 >213 >320 320 320
MiK 160 160 160 160 160 106 160 160 160
FA MBK  >320 >320 >320 320 >320 >213 >320 320 320
PA-ATCC MiK 160 160 160 80 160 106 160 80 320
(27853) MBK  >320 >320 >320 320 >320 >213 >320 320 >320

T: Tiirev, PA: P. aeruginosa, MiK: Minimum inhibitér Konsantrasyon, MBK: Minimum Bakterisidal Konsantrasyon,

ATCC: American Type Culture Collection
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4.5. Sinnamaldehit ve Tiirevlerinin Acinetobacter baumannii’ye Karsi

Antibakteriyel Aktivite Sonug¢lar:

Tablo 3.1°de gosterildigi sekilde sinnamaldehit tiirevlerinin ana stok
cozeltileri hazirlanmis ve deneysel caligmalar i¢in bu stoklardan 1/100 oraninda
seyreltme ile ¢alisma c¢ozeltileri hazirlanmistir.  Sinnamaldehit tiirevlerinin
Acinetobacter baumannii’ye karsi antimikrobiyal etkinligi sivi mikrodiliisyon
yontemi kullanilarak degerlendirilmistir. Katyon ayarlt Mueller-Hinton buyyonu
igerisinde seri iki kath dillisyonlar hazirlanmis ve her McFarland 0.5’e ayarlanmis A.
baumannii bakteri siispansiyonu eklenmistir. Plaklar, standart kosullarda 35-37 °C,
1824 saat inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonrasinda gozle goriiliir iremenin olmadigi en diisiik
konsantrasyon MIK degeri olarak kaydedilmistir. MIiK belirlendikten sonra, ilgili
kuyucuklardan (ve bir iist konsantrasyondan) uygun kati besiyerine ylizey ekimi
yapilarak yeniden inkiibasyon yapilmis ve MBK (Minimum Bakterisidal
Konsantrasyon) degerleri tespit edilmistir. Uremenin gdzlenmedigi en diisiik
konsantrasyon MBK olarak degerlendirilmis.

Boylece sinnamaldehit tiirevlerinin A. baumannii’ye kars1 bakteriyostatik ve
bakterisidal aktiviteleri kantitatif olarak belirlenmistir. Tablo 4.12.’de S-T’nin A.

baumannii suslarina kars1 MiK ve MBK degerleri verilmistir.
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Tablo 4.12. Sinnamaldehit tiirevlerinin A. baumannii suslarma kars1 MiK ve MBK

degerleri (pg/mL).
Sinnamaldehit Tiirevleri
Sus No
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9
MIK 160 160 160 160 160 106 160 160 160
AB- MBK >320  >320 >320 >320 >320 >213 >320 >320 320
MIK 160 160 160 160 160 106 160 160 160
AB-2 MBK >320  >320 >320 >320 >320 >213 >320 >320 320
MiK 80 80 160 160 80 106 80 80 80
AB-3 MBK >320  >320 >320 320 >320 >213 >320 >320 320
MiK 80 80 160 80 80 106 80 80 80
AB-4 MBK >320  >320 >320 320 >320 >213 >320 >320 320
MiK 80 80 80 80 160 106 160 80 80
AB-3 MBK >320  >320 >320 >320 >320 >213  >320 >320 320
MiK 80 80 160 80 80 53 80 80 80
AB-6 MBK >320  >320 >320 >320 >320 213 >320 >320 320
MiK 80 80 80 160 160 106 160 80 80
AB-7 MBK >320  >320 >320 320 >320 >213  >320 >320 320
MIK 80 80 80 80 80 106 80 80 80
AB-8 MBK >320  >320 >320 320 >320 >213  >320 >320 320
MiK 160 80 80 80 80 53 80 40 80
AB-9 MBK >320  >320 >320 >320 >320 213 >320 320 320
AB-ATCC  MIK 80 160 160 80 160 106 160 40 320
(19606) MBK >320  >320 >320 >320 >320 >213 >320 320 320

T: Tiirev, AB: A. baumannii, MiK: Minimum Inhibitor Konsantrasyon, MBK: Minimum Bakterisidal Konsantrasyon,

ATCC: American Type Culture Collection
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4.6. Sinnamaldehit ve Tiirevlerinin Candida albicans’a Kars1 Antifungal

Aktivite Sonuclari

Tablo 3.1°de gosterildigi sekilde sinnamaldehit tiirevlerinin ana stok
cozeltileri hazirlanmig ve deneysel ¢alismalarda kullanilmak {izere bu stoklardan
1/100 oraninda seyreltme yapilarak ¢alisma ¢ozeltileri elde edilmistir. Sinnamaldehit
tirevlerinin Candida albicans lizerine antifungal etkinliginin belirlenmesi amaciyla
stvit mikrodiliisyon yontemi uygulanmistir.

Bu kapsamda, katyon ayarli RPMI-1640 besiyeri icerisinde her bir bilesik
icin seri iki katl diliisyonlar hazirlanmis ve uygun hiicre yogunluguna (6rnegin
~0.5-2.5%10* CFU/mL, McFarland 0.5’e uyumlu) ayarlanmis C. albicans inokulumu
her kuyucuga ilave edilmistir. Plaklar 35-37 °C’de, 24-48 saat inkiibasyona
birakilmistir.

Inkiibasyon sonunda gozle goriiliir iiremenin tamamen inhibe edildigi en
diisiik  konsantrasyon MIK (Minimum Inhibitér ~Konsantrasyon) olarak
kaydedilmistir. MIK degerlerinin belirlenmesini takiben, MIK tayini yapilan
kuyucuklardan (ve bir st konsantrasyondan) uygun besiyerine yiizey ekimi
yapilarak tekrar inkiibasyon ger¢eklestirilmis; liremenin goézlenmedigi en diisiik
konsantrasyon MFK (Minimum Fungisidal Konsantrasyon) olarak
degerlendirilmistir. Bu yontem ile sinnamaldehit tiirevlerinin C. albicans’a karsi
fungistatik (MIK) ve fungisidal (MFK) etkileri kantitatif olarak ortaya konmustur.
Tablo 4.13.de S-T’nin C. albicans suslarma karst MIK ve MFK degerleri

verilmistir.
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Tablo 4.13. Sinnamaldehit tiirevlerinin C. albicans suslarina karst MiK ve MFK

degerleri (pg/mL).
Sinnamaldehit Tiirevleri

Sus No
T-1 T-2 T-3 T-4 T-5 T-6 T-7 T8 T-9
MiK 160 160 160 40 80 106 160 40 80
cad MFK >320 >320 >320 320 320 >213  >320 320 >320
MIK 160 160 160 20 80 106 160 20 40
A2 MFK >320  >320 >320 160 320 >213 >320 160 320
MiK 160 160 160 20 80 106 160 20 80
A3 MFK >320  >320 >320 320 >320 >213 >320 320 320
MiK 160 160 160 40 80 106 160 20 80
ca4 MFK >320 >320 >320 320 >320 >213 >320 320 >320
MIK 160 160 160 40 80 106 160 40 80
A MFK >320 >320 >320 320 >320 >213 >320 320 >320
MIK 160 160 160 20 80 106 160 20 80
ca-6 MFK >320  >320 >320 320 320 >213  >320 320 >320
MIK 160 160 80 20 80 106 160 20 80
A7 MFK >320  >320 >320 320 >320 >213 >320 320 320
MIK 80 160 80 20 80 106 160 20 80
cAs MFK >320  >320 >320 320 >320 >213 >320 320 >320
MIK 80 160 160 80 40 106 160 10 40
A9 MFK >320 >320 >320 >320 320 >213 >320 160 320
CA-ATCC MIK 160 160 160 40 80 106 80 80 80
(90028) MFK >320  >320 >320 320 >320 >213 >320 320 >320

T: Tiirev, CA: C. albicans, MiK: Minimum Inhibit6r Konsantrasyon, MFK: Minimum Fungisidal Konsantrasyon,

ATCC: American Type Culture Collection
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4.7. Sinnamaldehit ve Tiirevlerinin Leishmania tropica Uzerine

Antileishmanial Aktivite Sonuclar

Sinnamaldehit ve tiirevlerinin (S-T) antileishmanial etkileri, referans
antiparaziter ilaglarla karsilastirmali olarak sivi mikrodiliisyon yontemi ile
degerlendirilmistir. Deneyler steril, diiz tabanli 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir
plaklarinda gergeklestirilmistir. Plaktaki 12 siradan biri pozitif kontrol (referans ilag),
biri negatif kontrol (yalnizca besiyeri) olarak ayrilmis; geri kalan kuyucuklar ise S-T
bilesikleri icin ikili siralar halinde kullanilmustir.

Her kuyucuga 100 pL. RPMI-1640 sivi besiyeri (%10 FBS + %l
penisilin/streptomisin + %1 gentamisin) eklenmistir. Test araligim1 olusturmak
amaciyla, ilk kuyucuklara 100 uL S-T stok cozeltisi pipetlenmis ve seri iki kat
diliisyonlar uygulanmistir. Diliisyon isleminin ardindan, 107 promastigot/mL
yogunlugundaki Leishmania tropica siispansiyonundan (negatif kontrol hari¢) tiim
kuyucuklara 100 pL olacak sekilde ekleme yapilmstir.

Plaklar kapatilarak kenarlar1 parafilm ile sarilmis ve 26 °C’de 48 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda kuyucuklar invert mikroskop altinda incelenmistir.
Higbir canli promastigotun saptanmadigi en diisiik konsantrasyon ise MPK olarak
kaydedilmistir.

S-T kullanilirken Tablo 3.1°de gosterildigi konsantrasyonlar ile kullanilmustir.
Etken maddelerin MPK (minimum parazitisidal konsantrasyon) degerleri invert
mikroskopta yapilan inceleme ile belirlenmistir. ICso degerleri, MTT [3-(4.5-
dimetiltiazol-2-yl)-2.5-difeniltetrazolyum bromid] yontemi ile in vitro olarak
degerlendirilmistir. MPK degerinin belirlenmesinden sonra, mikroplaklardaki her bir
kuyucuktan 100 pL alinarak yeni mikroplaklara aktarildi ve aym1 hacimde MTT
reaktifi pipetlenerek dort saat ayni kosullarda ve karanlik ortamda inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda her bir kuyucuga formazan kristallerinin ¢dziinmesi i¢in ayni
hacimde DMSO pipetlendi ve 30 dakika sonra Thermo marka Varioskan model
(USA) spektrofotometre ile 570 nm’de olgiilerek absorbans degerleri elde edildi.
Antileishmanial aktiviteyi gosteren ICso degerleri, Graphpad Prism 8.4.2 programu ile
belirlendi. Sinnamaldehit tiirevlerinin L. fropica susuna kars1 ICso ve MPK degerleri

Tablo 4.14.’de, grafikleri Sekil 4.3.”de verilmistir.
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Tablo 4.14. Sinnamaldehit tlirevlerinin L. tropica susuna karst ICso ve MPK

degerleri (ug/mL).
Etken Maddeler 24.saat 48.saat 72.saat
ICso MPK ICso MPK ICso MPK
T-1 166,6 400 165,7 400 153 400
T-2 319,6 1600 167,8 800 129,8 800
T-3 376,6 1600 145,1 400 97,24 400
T-4 367,7 1600 208,1 800 172 800
T-5 420 3200 268,9 800 152,6 800
T-6 613,3 1066 345,7 1066 70,36 1066
T-7 456,6 1600 449,6 1600 436,3 1600
T-8 454,8 800 421,2 800 413,6 800
T-9 386,7 1000 322,2 1000 317,5 1000
DMSO ICo 1/4 dil. ICo0 1/4 dil. ICo  1/4 dil.

T: Tiirev, MPK: Minimum parazitisit konsantrasyonu, ICs: % 50 inhibitér konsantrasyonu, ICs: % 90 inhibitor

konsantrasyonu, DMSO: Dimetil Siilfoksit.
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1. Kuyucuk 3200 pg/mL
2. Kuyucuk 1600 pg/mL
3. Kuyucuk 800 pg/mL
4. Kuyucuk 400 pg/mL
5. Kuyucuk 200 pg/mL
6. Kuyucuk 100 pg/mL
7. Kuyucuk 50 pg/mL

8. Kuyucuk 25 pg/mL

Sekil 4.4. Tiirevlerin L.tropica tizerindeki farkli konsantrasyon etkisinin invert

mikroskop altindaki goriintiisii.
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4.8. Sinnamaldehit ve Tiirevlerinin Trichomonas vaginalis Uzerine

Antitrikomonial Aktivite Sonuclar

Sinnamaldehit ve tiirevlerinin (S-T), Trichomonas vaginalis trofozoitlerine
kars1 in vitro antitrikomonas etkileri sivi mikrodiliisyon yontemi ile arastirilmistir.
Deneylerde kullanilan besiyeri TYM (Trypticase—Yeast Extract-Maltose) medium
olup, %10 At serumu, %I penisilin/streptomisin ve %Il gentamisin ile
zenginlestirilmistir.

Steril, diiz tabanli 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir plaklarinda, 12 siranin biri
pozitif kontrol (besiyeri+parazit), biri negatif kontrol (yalnizca besiyeri) olarak
ayrilmis, kalan kuyucuklar ise S-T tiirevleri i¢in ikili siralar halinde diizenlenmistir.
Her kuyucuga 100 uL TYM besiyeri eklendikten sonra, ilk kuyucuklara 100 pL stok
S-T ¢ozeltisi aktarilmis ve seri diliisyon uygulanmaistir.

Diliisyon tamamlandiktan sonra, 10* trofozoit/mL yogunlugundaki 7.
vaginalis slispansiyonundan (negatif kontrol hari¢) tiim kuyucuklara 100 pL
eklenmistir. Mikroplaklar kapatilarak kenarlar1 parafilm ile sarilmis ve 37 °C’de,
mikroaerofilik kosullarda 48 saat inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon siiresi sonunda kuyucuklardaki trofozoitler, invert mikroskop ve
sayma kamarast kullanilarak degerlendirilmistir. Hareketliligin ve canli trofozoit
goriilmeyen en diisiik konsantrasyon MPK olarak kaydedilmistir. ICso degerlerinin
saptanmasi i¢in ise oncelikle her bir etken madde i¢in kuyucuklardaki trofozoitlerin
% canlilik degerleri tripan mavisi kulllanrak thoma laminda sayilmistir. Bunun i¢in
etken maddelere ait tiim kuyucuklarindan 50 puL alinip aynm1 hacimdeki tripan mavisi
boyasi ile karistirildi ve 10 pL kadar alinip thoma lamina aktarilarak 151k mikroskobu
altinda canli ve Oli trofozitler sayilmistir. Her bir etken maddenin yaklasik
%50’sinin canli oldugu kuyucuk konsantrasyonu ICso degeri olarak belirlenmistir.

S-T kullanilirken Tablo 3.1°de gosterildigi konsantrasyonlar ile kullanilmistir.
Thoma laminda sayilarak elde edilen % canlilik oranlar1 Graphpad Prism 8.4.2
programi ile hesaplanarak S-T’lerin 7. vaginalise kars1 ICso degerleri belirlendi.

MPK ve ICso degerleri Tablo 4.15.”de, grafikleri Sekil 4.5.’de verilmistir.
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Tablo 4.15. Sinnamaldehit tiirevlerinin 7. vaginalis susuna karsi ICso ve MPK

degerleri (ng/mL).
24.saat 48.saat

Etken Maddeler

ICso MPK ICso MPK
T-1 137,1 500 59 250
T-2 59,06 250 8,32 125
T-3 63,72 250 22,97 125
T-4 3,28 7,81 1,49 3,91
T-5 0,02 0,98 0,01 0,98
T-6 20,58 83,3 3,05 41,65
T-7 15,89 62,5 8,54 31,25
T-8 3,45 15,63 2,33 7,81
T-9 3,90 15,63 1,80 7,81
Metronidazol 0,64 4,88 0,22 0,61

T: Tiirev, MPK: Minimum parazitisit konsantrasyonu, ICso: % 50 inhibitér konsantrasyonu.
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Sekil 4.5. Sinnamaldehit tiirevlerinin 7. vaginalis’e kars1 ICso degerleri.
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4.9. Sinnamaldehit ve Tiirevlerinin Sitotoksik Aktivite Sonuclari

Sinnamaldehit tlirevlerinin fibroblastlara karsi, sitotoksik aktiviteleri 24., 48.,
ve 72. saatlerde belirlendi. Etken maddelerin sitotoksik aktivite degerleri Tablo
4.16’de gosterilmistir. Sinnamaldehit tiirevlerinin 1929 fibroblastlara karsi 1Cso
degerlerinin grafikleri Sekil 4.6’da gosterilmistir.

Tablo 4.16. Sinnamaldehit tiirevlerinin sitotoksik aktivite degerleri.

Etken Maddeler 24.saat (ICso) 48.saat (ICso) 72.saat (ICso)
T-1 145,5 130,4 134,2
T-2 104,9 105,7 101,1
T-3 109,6 113,9 120,4
T-4 87,19 98,15 93,84
T-5 62,08 49,89 43,48
T-6 73,25 72,53 74,01
T-7 84,37 98,83 98,76
T-8 15,77 15,05 15,08
T-9 36,27 36,62 36,52
DMSO ICo0 1/4 dil. ICo0 1/4 dil. ICo0 1/4 dil.

T: Tiirev, ICso: %50 inhibitdr konsantrasyonu, ICe: %90 inhibitdr konsantrasyonu, DMSO: Dimetil Siilfoksit.
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Sekil 4.6. Sinnamaldehit tiirevlerinin L929 fibroblastlara kars1 ICso degerleri
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4.10. Sinnamaldehit ve Tiirevlerinin Selektif Indeks Degerleri

Selektif indeks (SI) degerleri, test edilen bilesiklerin konak hiicrelere kiyasla
parazitlere karst seciciligini ortaya koymak amaciyla hesaplandi. Bu kapsamda SI,
fibroblast hiicre hatt1 (L929) iizerinde belirlenen ICso degerinin Leishmania tropica
promastigotlart ve Trichomonas vaginalis trofozoitleri lizerinde elde edilen ICso
degerlerine oranlanmasiyla hesaplandi (SI = Fibroblast ICso / Parazit ICso). Elde
edilen SI degerlerinin 1.00’den yiiksek olmasi, ilgili maddenin her iki parazite karsi
fibroblast hiicrelerine kiyasla daha yiiksek secicilik gosterdigini ve konak hiicreler

acisindan daha giivenli bir etki profiline sahip oldugunu ortaya koymaktadir.

Tablo 4.17. Sinnamaldehit tiirevlerinin L. tropica i¢in selektif indeks (SI) degerleri

(ng/mL)

Etken 24.saat (ICs0) 48.saat (ICso) 72.saat (ICso)

Maddeler L.tropica L929 SI L.tropica L929 SI L.tropica L929 SI
T-1 166,6 145,5 <1 165,7 130,4 <1 153 1342 <1
T-2 319,6 104,9 <1 167,8 105,7 <1 129,8 101,1 <1
T-3 376,6 109,6 <1 145,1 113,9 <1 97,24 120,4 >1
T-4 367,7 87,19 <1 208,1 98,15 <1 172 93,84 <1
T-5 420 62,08 <1 268,9 49,89 <1 152,6 43,48 <1
T-6 613,3 73,25 <1 345,7 72,53 <1 70,36 74,01  >1
T-7 456,6 84,37 <l 449,6 98,83 <1 436,3 98,76 <1
T-8 4548 15,77 <1 421,2 15,05 <1 413,6 15,08 <1
T-9 386,7 36,27 <1 322,2 36,62 <1 317,5 36,52 <1

T: Tiirev, SI: Selektif indeks, ICso: % 50 inhibitér konsantrasyonu, L929: Fibroblast hiicre hatti
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Tablo 4.18. Sinnamaldehit tiirevlerinin 7.vaginalis i¢in selektif indeks (SI)

degerleri (ug/mL)
24.saat (ICso) 48.saat (ICso)

Etken Maddeler

T.vaginalis L929 SI T.vaginalis L929 SI
T-1 137,1 145,5 >1 59 130,4 >1
T-2 59,06 104,9 >1 8,32 105,7 >1
T-3 63,72 109,6 >1 22,97 113,9 >1
T-4 3,28 87,19 >1 1,49 98,15 >1
T-5 0,02 62,08 >1 0,01 49,89 >1
T-6 20,58 73,25 >1 3,05 72,53 >1
T-7 15,89 84,37 >1 8,54 98,83 >1
T-8 3,45 15,77 >1 2,33 15,05 >1
T-9 3,9 36,27 >1 1,8 36,62 >1

T: Tiirev, SI: Selektif indeks, ICso: % 50 inhibitér konsantrasyonu, L929: Fibroblast hiicre hatti

Leishmania tropica igin selektif indeks (SI) degerleri incelendiginde, 24. ve
48. saatlerde test edilen tiim sinnnamaldehit tiirevlerinin SI degerlerinin 1.00’in
altinda kaldig1 goriildii. Buna karsilik 72. saatte yalnizca T-3 ve T-6 tiirevlerinin SI
degerlerinin 1.00’in lizerine ¢iktig1 belirlendi. Bu bulgu, s6z konusu tiirevlerin L.
tropica lizerindeki segici etkilerinin zamana baglh olarak ortaya ¢iktigini ve daha
uzun inkiibasyon siiresinde konak hiicrelere kiyasla parazit {izerinde daha baskin bir
etki gosterdiklerini diisiindiirmektedir.

Trichomonas vaginalis i¢in hesaplanan SI degerleri degerlendirildiginde ise,
test edilen tiim tiirevlerin hem 24. hem de 48. saatlerde 1.00’in iizerinde SI degerleri
sergiledigi tespit edildi. Bu durum, sinnnamaldehit tiirevlerinin 7. vaginalis
trofozoitlerine karsi erken zaman noktalarinda dahi fibroblast hiicrelerine kiyasla
daha yiiksek segcicilik gosterdigini ve bu parazite karsi daha avantajli bir etki
profiline sahip oldugunu ortaya koymaktadir.
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5. TARTISMA

Bu ¢alismada sinnamaldehit ve ticari tiirevlerinin antibakteriyel, antifungal,
antiparaziter ve sitotoksik aktiviteleri degerlendirilmis; elde edilen bulgular, 6zellikle
T-4 ve T-8 tiirevlerinin farkli mikroorganizma gruplari iizerinde belirgin bigimde 6ne
ciktigini gostermistir. Ayn1 zamanda, T-4 ve T-8 tiirevlerine kiyasla, 6zellikle T-1
tiirevinin L.tropica ve T-5 tiirevinin T.vaginalis iizerinde ki etkisi belirgin olarak one
cikmustir.

Bu iki tiirevin (T-4 ve T-8) one ¢ikmasi iki ana eksende agiklanabilir: (1) fenil
halkasindaki para-siibstitiisyonun (Cl ve NO:) ao,B-doymamis aldehit cekirdegini
daha “reaktif” hale getirmesi (SAR) ve (i1) hiicre zari/biyofilm gibi bariyerleri asma
kapasitesinin artmasi. T-4 ve T-8’in ortak noktasi, ikisinin de sinnamaldehitin en
kritik farmakoforunu (konjuge c¢ift bag + aldehit; yani a,f-doymamis aldehit /
Michael acceptor karakteri) korumasi; fakat para-konumda elektron ¢ekici bir grup
tasimalaridir. Bu ayrint1 kiigik goriinsede, pratikte molekiiliin biyolojik hedeflerle
etkilesme bicimini belirgin sekilde degistirebilir. Sinnamaldehit ve benzeri
bilesiklerin antimikrobiyal etkisi ¢ogu zaman membran biitiinliiglinii bozma, hiicre
ici bilesen sizintisi, metabolik yolaklarin etkilenmesi gibi ¢oklu mekanizmalarla
aciklanir (Jimenez ve ark., 2024). Bu coklu etki i¢inde 6zellikle Michael acceptor
0zelligi, mikroorganizma proteinlerindeki niikleofilik gruplarla (6zellikle —SH igeren
sistein kalintilar1) etkilesimi miimkiin kildig1 i¢in “giiclendirici” bir kimyasal avantaj
saglayabilir, Michael acceptor dogal iirlinlerin biyolojik aktivitesinin bu tip
kovalent/yari-kovalent  etkilesimlerle iligkili  olabildigi giincel yayinlarda
vurgulanmaktadir (Liang ve ark., 2022). T-4’teki Cl ve T-8’deki NO», fenil
halkasindan konjuge sisteme elektron ¢eken bir etki uygulayarak, o,f-doymamis
aldehit kismin1 daha elektrofilik hale getirir; bu da hedef proteinlerdeki niikleofillere
“baglanma” olasiligin1 ve dolayisiyla biyolojik etkinligi artirabilir. Sinnamaldehit
analoglarinda elektron ¢ekici siibstitlisyonlarin aktiviteyi yiikseltebildigini raporlayan
caligmalar  bulunmaktadir; Ornegin  4-nitrocinnamaldehyde (T-8) ve 4-
chlorocinnamaldehyde’nin (T-4) antibakteriyel/antibiyofilm etkinlikte one c¢iktig
bildirilmektedir (Kim ve ark., 2022). Calisma sonuglarimiz, sinnamaldehit

iskeletinde gerceklestirilen kimyasal modifikasyonlarin biyolojik aktivite {izerinde
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belirleyici rol oynadigint ortaya koymakta; yapi—aktivite iligkisi (SAR) agisindan
onemli ¢ikarimlar sunmaktadir.

Bu calismada Gram pozitif (Staphylococcus aureus) ve Gram negatif
(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii) bakterilere
karsi gergeklestirilen sivi  mikrodiliisyon testleri, sinnamaldehit tlirevlerinin
antibakteriyel etkinliklerinin tiir ve sus bazinda degiskenlik gosterdigini ortaya
koymustur. Ozellikle klinik kokenli ve CID suslar iizerinde elde edilen veriler, bazi
tiirevlerin, sinnamaldehite kiyasla daha diisik MIK ve MBK degerlerine sahip
oldugunu gostermektedir.

Bu baglamda T-4 (4-klorosinnamaldehit) ve T-8 (4-nitrosinnamaldehit)
tirevleri, farkli bakteri tiirlerinde tutarli bicimde daha diisiik inhibitor
konsantrasyonlarda etkili olmalar1 nedeniyle dikkat ¢ekmistir. Gram pozitif S. aureus
suslarinda bu iki tiirevin gorece daha giiclii etkinlik gdstermesi, sinnamaldehitin
fenilpropanoid yapisinda para-konumda yer alan elektron cekici siibstitiisyonlarin
antibakteriyel etkiyi artirabilecegini diisiindiirmektedir. Gram pozitif bakterilerin
kalin peptidoglikan tabakasina ragmen, lipofilik 6zellik kazanan bu tiirevlerin hiicre
zarma daha etkin sekilde penetre olabildigi diisiiniilmektedir.

Gram negatif Dbakteriler agisindan degerlendirildiginde, 6zellikle A.
baumannii ve P. aeruginosa gibi dis membran bariyeri gii¢lii patojenlerde T-8
tiirevinin baz1 suslarda daha diisiik MiK degerleri sergilemesi dikkat ¢ekicidir. Gram
negatif bakterilerin lipopolisakkarit (LPS) igeren dis membranlari, bir¢ok
antimikrobiyal ajanin hiicre i¢ine girisini siirlandirmaktadir. T-8 tiirevinin fenil
halkasinda bulunan nitro grubunun giiclii elektron cekici etkisi sayesinde konjuge
aldehit sisteminin elektrofilik karakterinin artmasi, bu bilesigin membran proteinleri
ve hiicre i¢i hedeflerle etkilesim potansiyelini yilikseltmis olabilir. Literatiirde de
para-nitro siibstitiisyonuna sahip sinnamaldehit tiirevlerinin, 6zellikle direngli Gram
negatif bakteriler lizerinde belirgin antibakteriyel aktivite gosterebildigi bildirilmistir
(Kim ve ark., 2022; Lu ve ark., 2022). A. baumannii’de T-8’in baz1 suslarda belirgin
sekilde MIK degerlerinin diisebildigini gdzlenmistir: Tablo 4.12°de AB-9°da T-8
MIK 40 pg/mL ve ATCC susunda da T-8 MIK 40 pug/mL degerleri saptanmustir; T-4
ise genellikle 80-160 pg/mL bandinda tespit edilmistir. Bu fark kimyasal agidan
soyle agiklanabilir: NO; grubu CI’a kiyasla daha giiclii elektron ¢ekicidir; dolayistyla
T-8’in elektrofilik karakteri daha baskin olup bazi Gram negatif hedeflerde

(membran proteinleri/enzimler, hiicre bdliinmesi proteinleri vb.) daha yiiksek etki
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yaratmaktadir. Ayrica sinnamaldehit analoglarinin belirli bakterilerde hiicre
boliinmesi hedefleri (6r. FtsZ ekseni) tlizerinden de etkili olabildigine dair kanitlar
bulunmaktadir (Chai ve ark., 2022); bu tip hedeflerde kii¢iik elektronik farklar MIK
degerleri diizeyinde “sigrama” olusturabilmektedir.

Candida  albicans  suglar1  lizerinde  gergeklestirilen  antifungal
degerlendirmelerde, T-4 ve T-8 tiirevlerinin diisik MIK degerleri ile 6ne ¢iktig
goriilmiistiir. C. albicans’in hiicre zarinda bulunan ergosterol ve hiicre duvari
yapisinin, fenilpropanoid bilesiklerin hedefleri arasinda yer aldigi bilinmektedir.
Sinnamaldehit ve tiirevlerinin antifungal etkilerinin; membran biitlinliigiiniin
bozulmasi, ergosterol sentezinin baskilanmasi ve hiicre i¢i enzim sistemlerinin
inhibisyonu ile iligkili oldugu bildirilmektedir (Morais ve ark., 2020).

Bu c¢alismada T-4 ve T-8in Candida suslarinda daha disiik
konsantrasyonlarda etkili olmasi, para-konumda yer alan klor ve nitro gruplarinin
molekiiliin lipofilisitesini ve reaktivitesini artirarak fungal hiicre zarina etkilesimini
giiclendirdigini diisiindiirmektedir. CA-1 izolatinda hem T-4 hem de T-8’in MIK
degerinin 40 pg/mL diizeyine kadar inebildigi tespit edilmistir. Bu noktada “para-
EWG” etkisinin Candida tiirlerine kars1 da ise yaradigi diisiiniilebilir; ¢linkii mantar
hiicre membrani/duvar1 hedefleri ile hiicresel redoks dengesi, elektrofilik bilesiklere
duyarlidir. Ozellikle T-8 tiirevinin nitro grubuna bagli olarak artan elektrofilik
karakteri, fungal hiicrede oksidatif stres mekanizmalarinin tetiklenmesine katki
saglamis olabilir. Ancak bu durumun, antifungal etkinlik ile potansiyel toksisite
riskini de artirabilecegi goz oniinde bulundurulmalidir.

Paraziter etkenler {izerinde elde edilen bulgular, T-1, T-4, T-5 ve T-8
tirevlerinin ¢aligmanin en dikkat c¢ekici sonuglarini verdigi alanlardan birini
olusturmaktadir. T-1’in L. fropica i¢in diger tiirevlere kiyasla daha diisiik ICso ve
MPK degerlerine sahip olmasi, bu bilesigin parazit iizerinde daha yiiksek potensi ve
daha diisiik dozlarda etkili oldugunu gostermektedir. Bu durum, T-1’in artmis
lipofilikligi sayesinde hiicre zarin1 daha etkin ge¢mesi ve hiicre i¢i hedeflerle daha
giiclii etkilesime girmesiyle iliskilendirilebilir. Sonug¢ olarak, diisik ICso ve MPK
degerleri T-1’in L. tropica’ya kars1 daha giiglii bir antileishmanial aday oldugunu
desteklemektedir.

Bu ¢alismamizda a-amyl cinnamaldehyde (T-1)’in L. fropica lizerine diger
sinnamaldehit tiirevlerine kiyasla daha yliksek antileishmanial aktivite gdstermesi,

bilesigin yapisal ve fiziko-kimyasal 6zellikleriyle aciklanabilir. T-1’de bulunan uzun
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alkil zinciri, molekiiliin lipofilikligini artirarak parazitin sterol agisindan zengin hiicre
zarindan gecisini kolaylastirmakta ve hiicre i¢i hedeflere daha etkin ulagsmasini
saglamaktadir. Ayrica, a,f-doymamis aldehit yapisi sayesinde T-1’in, Leishmania’ya
0zgl redoks dengesi ve tiol igeren enzim sistemleriyle kovalent etkilesime girerek
oksidatif stresin artmasina neden olabilecegi diisiiniilmektedir. Artan lipofiliklik ayni
zamanda mitokondriyal fonksiyonlarin bozulmasina ve reaktif oksijen tiirlerinin
birikimine yol acarak hiicre Sliimiinii hizlandirabilir. Bu yapisal avantajlar, T-1’in
daha kisa zincirli veya daha polar sinnamaldehit tiirevlerine kiyasla daha giiglii ve
kalic1 bir antileishmanial etki gdstermesini agiklamaktadir.

Leishmania tirlerinin hiicresel savunma mekanizmalarinda tiyol bazli redoks
sistemlerinin 6nemli rol oynadigi bilinmektedir. Nitro grubu tastyan bilesiklerin bu
sistemleri hedef alarak parazit canliligini baskilayabildigi literatiirde bildirilmektedir
(Silva ve ark., 2021). Bu baglamda T-8’in giiclii antiparaziter etkisi, kimyasal yapisi
ile uyumlu bir sonu¢ olarak degerlendirilmektedir. T-4 tiirevinin ise klor
stibstitiisyonu sayesinde yeterli lipofiliklik kazanarak parazit hiicre zarmi asabildigi
ve daha dengeli bir aktivite profili sundugu gorilmektedir. Benzer sekilde, a-amyl
cinnamaldehyde (T-1)’in uzun alkil zinciri ile artmis lipofiliklige sahip olmasi,
parazit hiicre zarin1 daha etkin gegmesine ve hiicre i¢i tiyol bazli redoks sistemleriyle
daha gii¢lii etkilesim kurmasina olanak tanimis olabilir.

Trichomonas vaginalis tizerinde elde edilen ICso ve MPK degerleri de benzer
sekilde T-4 ve T-8’in metronidazole yakin konsantrasyonlarda etkili olabildigini
gostermistir. Metronidazol direncinin giderek arttig1 g6z oniinde bulunduruldugunda,
bu bulgular sinnamaldehit tiirevlerinin alternatif veya destekleyici antiparaziter
ajanlar acisindan 6dnemini artirmaktadir. Buna ek olarak, 2-methoxycinnamaldehyde
(T-5)’in diisiik ICso ve MPK degerleri, bu bilesigin parazit lizerinde yiiksek potense
sahip oldugunu ve diisiik konsantrasyonlarda etkili oldugunu ortaya koymaktadir. Bu
etkinligin, T-5’in metoksi siibstitiisyonu sayesinde 7. vaginalis’in anaerobik
metabolizmasi ve redoks sistemiyle daha uyumlu etkilesimler kurabilmesiyle iliskili
oldugu diisiiniilmektedir. Dolayisiyla elde edilen diisiik ICso ve MPK degerleri, T-
5’in T. vaginalis’e kars1 parazite 6zgli giiclii bir antiprotozoal aday oldugunu
desteklemektedir.

Bu c¢aligmamizda 2-methoxycinnamaldehyde (T-5)’in 7. vaginalis {izerinde
belirgin antimikrobiyal aktivite gostermesi, parazitin metabolik 06zellikleri ve

bilesigin fonksiyonel grubu ile iliskilendirilebilir. T-5 yapisinda bulunan metoksi
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grubu, molekiiliin polaritesini artirarak 7. vaginalis’in sterolden fakir hiicre zar1 ve
anaerobik yapisina daha uygun bir hiicre i¢i dagilim saglamis olabilir. Ayrica 7.
vaginalis’in mitokondri yerine sahip oldugu hidrojenozomlar ve redoks
metabolizmasi, metoksi siibstitiie aromatik aldehitlere karsi daha duyarli olup, bu
bilesigin redoks dengesini bozarak hiicre 6liimiinii indiiklemesine olanak taniyabilir.
Bu durum, T-5’in L. tropica’ya kiyasla T. vaginalis lizerinde daha etkili olmasini ve
etkinligin parazite 6zgii metabolik farkliliklara bagl oldugunu gostermektedir.

Antimikrobiyal etkinligin klinik agidan anlamli olabilmesi igin, sitotoksisite
profili ile degerlendirilmesi gerekmektedir. Bu ¢alismada 1929 fibroblast hiicre hatt1
kullanilarak yapilan sitotoksisite analizleri, T-4 ve T-8 tiirevleri arasinda belirgin bir
ayrisma oldugunu ortaya koymustur. T-8 tiirevinin ICso degerlerinin diisiik olmasi,
bu bilesigin memeli hiicreleri ilizerinde daha belirgin sitotoksik etki olusturdugunu
gostermektedir. Nitro gruplarinin hiicresel redoks dengesini bozabilmesi ve reaktif
ara  Uriinler olusturabilmesi, bu bulgunun olast nedenleri arasinda
degerlendirilmektedir. Buna karsilik T-4 tlirevinin, antimikrobiyal ve antiparaziter
etkinligini biiylik Ol¢iide korurken daha yiiksek ICso degerleri sergilemesi, bu
bilesigin daha genis bir terapotik pencereye sahip olabilecegini diisiindiirmektedir.
Bu durum, yapi—aktivite iligkisi agisindan  degerlendirildiginde, klor
stibstitlisyonunun biyolojik etkinlik ile toksisite arasinda daha dengeli bir profil
sundugunu gostermektedir.

T-4’lin (4-chloro) 6ne ¢ikmasinda ikinci biiylik sebep fizikokimyasal denge
ozellikleridir. Cl, molekiiliin genel lipofilikligini artirma egilimindedir; bu da hem
bakteriyel membrana gomiilmeyi hem de (Gram negatiflerde) dis membran bariyerini
asmay1 kolaylastirabilir. Ayn1 zamanda NO; kadar asir1 bir elektronik “cekis”
yaratmadiglr i¢in, antimikrobiyal etkinlik artarken toksisite tarafinda daha
yonetilebilir bir profil yakalama sanst dogurmaktadir. Sitotoksisite verileri
incelendiginde: L1929 fibroblastlarda T-4’tin ICso degerleri ~87-98 pg/mL
bandindayken, T-8’in ICso degeri ~15 pg/mL civarinda (24/48/72 saat) saptanmustir.
Bu baglamda T-8 hiicre kiiltiirlinde daha toksik (ICso daha diisiik) goriinmektedir. Bu
acidan T-8 “ham gii¢” (yiiksek antimikrobiyal potansiyel) olarak, T-4 ise “daha
dengeli aday” (etkinlik + daha iyi giivenlilik aralig1) olarak konumlandirilabilir.
Literatiirde de 4-nitrocinnamaldehyde i¢in etkinligin ¢ok yiiksek olabildigi; ancak

toksik etkilerinin yiiksek olabilecegi ifade edilmektedir (Liefferinge ve ark., 2022).
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T-8’in neden bazi panellerde belirgin sekilde “daha etkili” goriinebildigini
kimyasal olarak inceledigimizde: NO> grubu yalnizca elektron ¢ekmekle kalmayip,
biyolojik sistemlerde redoks kimyasi/oksidatif stres tarafin1 da etkileyebilen bir
fonksiyonel grup olarak degerlendirilmektedir. Mikroorganizmalarda reaktif oksijen
tirleri (ROS) artis1, membran hasar1 ve enzim inaktivasyonu ile birlestiginde
oldirticiilik artabilir; fakat ayni mekanizma memeli hiicresinde de zarar potansiyeli
tagtyabilmektedir. Sonug olarak, T-4 ve T-8’in 6ne ¢ikmasi para-konumda elektron
cekici substitlisyonun konjuge aldehit sistemini giiclendirmesi (SAR) ve
membran/bariyer asma kapasitesinin artmasi ile aciklanabilir. Ancak, sitotoksisite
calismasinda T-8’in L929 fibroblastlara karst belirgin toksik oldugu dolayisiyla T-
4’1in ise daha dengeli bir aday profiline sahip oldugu diisiintilmektedir.

Bu calismamizda selektif indeks (SI) degerleri, sinnnamaldehit ve
tirevlerinin konak hiicrelere kiyasla parazitlere karsi seciciligini degerlendirmek
amaciyla incelenmistir. Leishmania tropica igin 24. ve 48. saatlerde tiim tiirevlerin SI
degerleri 1.00’in altinda kalirken, 72. saatte yalnizca T-3 ve T-6 tiirevlerinin SI
degerlerinin 1.00’in iizerine ¢iktigr goriilmistiir. Bu durum, L. tropica iizerindeki
secici etkinin zamana baglh olarak ortaya ¢iktigini diistindiirmektedir. Buna karsilik
Trichomonas vaginalis i¢in tiim tiirevlerin hem 24. hem de 48. saatlerde SI
degerlerinin 1.00’in iizerinde olmasi, bu parazitin sinnnamaldehit tiirevlerine karsi
daha erken ve belirgin bir segicilik gosterdigini ortaya koymaktadir. Elde edilen
bulgular, sinnnamaldehit tiirevlerinin antiprotozoal potansiyelinin parazite 0zgii
olarak degistigini ve 6zellikle 7. vaginalis agisindan daha avantajli bir etki profiline

sahip oldugunu gostermektedir.
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6.SONUC VE ONERILER

Bu calismada sinnamaldehit ve ticari tiirevlerinin antibakteriyel, antifungal,
antiparaziter ve sitotoksik aktiviteleri degerlendirilmis; elde edilen bulgular
sinnamaldehit iskeletinde yapilan kimyasal modifikasyonlarin biyolojik

aktivite iizerinde belirleyici rol oynadigini ortaya koymustur.

Ozellikle T-4 (4-klorosinnamaldehit) ve T-8 (4-nitrosinnamaldehit) tiirevleri,
farkli mikroorganizma gruplar iizerinde daha diisik MIK, MBK, ICso ve

MPK degerleri sergileyerek diger tiirevlere kiyasla 6ne ¢ikmugtir.

T-4 ve T-8in etkinliginin, para-konumda yer alan elektron c¢ekici
stibstitiisyonlarin (Cl ve NO) a,B-doymamis aldehit ¢ekirdeginin elektrofilik
karakterini artirmast ve bu sayede hedef biyomolekiillerle etkilesimi

giiclendirmesi ile iliskili oldugu degerlendirilmistir.

Antibakteriyel degerlendirmelerde, 6zellikle ¢oklu ilag direngli Gram negatif
bakterilerde T-8 tiirevinin bazi suslarda belirgin sekilde daha diisiik MIK
degerlerine ulasmasi, bu bilesigin dis membran bariyerini asma ve hiicresel

hedeflerle etkilesim potansiyelinin yiiksek oldugunu gostermektedir.

Candida albicans suslarinda T-4 ve T-8 tiirevlerinin diisiik MIK degerleri ile
etkili olmasi, para-konumlu elektron ¢ekici gruplarin antifungal aktiviteyi
artirabilecegini ve sinnamaldehit tiirevlerinin antifungal ajan gelistirilmesi

acisindan potansiyel tasidigini ortaya koymustur.

Antiparaziter degerlendirmelerde, T-1’in Leishmania tropica ve T-5’in
Trichomonas vaginalis lizerinde diisik MPK ve ICso degerleri sergilemesi,
sinnamaldehit tlirevlerinin yalnizca antibakteriyel degil ayn1 zamanda giiclii

antiparaziter ajan adaylar1 olabilecegini gostermistir.
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Ozellikle T-8 tiirevinin antiparaziter etkinliginin, nitro grubunun parazit
hiicresindeki tiyol bazli redoks sistemlerini hedef alabilmesi ile iligkili

olabilecegi degerlendirilmistir.

Sitotoksisite analizleri, T-8 tiirevinin yiiksek biyolojik etkinligine ragmen
L929 fibroblast hiicrelerinde daha diisiikk 1Cso degerleri sergiledigini ve bu
nedenle giivenlilik acisindan dikkatle degerlendirilmesi gerektigini ortaya

koymustur.

Buna karsilik T-4 tiirevinin antimikrobiyal ve antiparaziter etkinligini biiyiik
Olclide korurken daha yiiksek ICso degerleri gdstermesi, bu bilesigin daha

genis bir terapdtik pencereye sahip olabilecegini diislindiirmektedir.

Elde edilen veriler, “en yiiksek etkinlik” ile “en uygun terapotik aday”
kavramlarinin her zaman Ortiismedigini; etkinlik ile toksisite arasindaki

dengenin aday seciminde kritik oneme sahip oldugunu gostermektedir.

Gelecekte yapilacak calismalarda, T-4 ve T-8 tiirevleri i¢in ayrintili yapi—
aktivite iliskisi (SAR) analizlerinin genisletilmesi, segicilik indekslerinin
hesaplanmasi1 ve etki mekanizmalarinin molekiiler diizeyde aydinlatilmasi

Onerilmektedir.

Ayrica, 6zellikle T-4 tiirevinin in vivo etkinlik, farmakokinetik ve giivenlilik
calismalarinin yapilmasi; T-8 tiirevinin ise toksisiteyi azaltmaya yonelik yeni
kimyasal modifikasyonlar veya tasiyict sistemlerle degerlendirilmesi, bu

bilesiklerin klinik uygulamaya tasinabilmesi agisindan énemli gériilmektedir.
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