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OZET

Aragtirmamizda; N-alkil-N'-2-piridilmetiletilendiaminler ile hekzaklorosiklotrifosfazen
reaksiyonlarindan elde edilen tetrakloro-2-piridilmetilspiro-N/N-etilendiamino-
siklotrifosfazenleri; pirolidin, morfolin ve 1,4-dioksa-8-azaspiro[4,5]dekan (DASD) ile
reaksiyona sokulmasi sonucu elde edilmis tam substitiic tetraaminosiklotrifosfazen
tirevlerinin biyolojik aktiviteleri degerlendirilmistir. Sentezlenen bilesiklerin ve iyonik
jelasyon yontemi ile elde edilen Kitosan/TPP nanopartikiillerine enkapsiile edilmis
bilesiklerin ¢esitli mikroorganizmalar tizerindeki antimikrobiyal aktivitesi, L929 fibroblast
ve A549 kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicre hatlarindaki sitotoksik aktivitesi ve
plazmit DNA ile olan etkilesimi incelenmistir. Bilesiklerin antimikrobiyal aktivitesi disk
difiizyon ve minimal inhibitér Kkonsantrasyon (MIK) yoéntemleri ile incelenmistir.
Bilesiklerin L929 fibroblast ve A549 kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicre
hatlarindaki sitotoksik aktivitesini belirleyebilmek i¢in MTT yontemi kullanilmustir.
Bilesiklerin DNA fizerine etkisi, pBR322 plazmit DNA ile bilesikler belirli siire etkilesime
birakilarak agaroz jel elektroforezi ile incelenmis; bilesiklerin DNA {izerinde hangi
niikleotitlere baglandigini tespit etmek i¢in ise bilesikler ile etkilestirilmis plazmit DNA
BamHI ve HindIll restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesilmistir. Iyonik jelasyon
yontemi ile elde edilen kitosan nanopartikiillerin; FT-IR analizi, boyut ve yiik dagiliminin
belirlenmesi, SEM goriintiilerinin alinmasi ve kararlilik c¢alismalar1 gergeklestirilmistir.
Nanopartikiiller i¢ine bilesiklerin enkapsiile edilmesi ile de etken madde verimliliginin
belirlenmesi ve etken madde saliminin belirlenmesi ¢alismalar1 gergeklestirilmistir.
Bilesiklerin C. albicans basta olmak iizere antimikrobiyal etkisinin ve potansiyelinin oldugu
ve enkapsiile edilmis bilesiklerde antimikrobiyal aktivitenin arttigi belirlenmistir.
Bilesiklerin yiiklii oldugu kitosan/TPP nanopartikiillerinde; 125uM ve daha diisiik
konsantrasyonlarda L929 fibroblast hiicrelerinde toksisitenin serbest fosfazene gore azaldigi
ve yiiksek konsantrasyonlarda toksisitede fark olmadigi belirlenmistir. Ayrica, fosfazen
yiiklii kitosan partikiillerinin, serbest fosfazene kiyasla A549 kanser hiicrelerine toksisiteyi
arttirdig1 goézlemlenmistir.
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ABSTRACT

In our research; tetrachloro-2-pyridylmethylspiro-N/N-ethylenediamino-
cyclotriphosphazenes obtained from the reaction of N-alkyl-N'-2-
pyridylmethylethylenediamines with hexachlorocyclotriphosphazenes; fully substituted
tetraaminocyclotriphosphazenes obtained by the reaction of pyrrolidine, morpholine and
DASD were synthesized. The biological activities of fully substitued
tetraaminocyclotriphosphazenes derivatives were evaluated. Antimicrobial activity of
synthesized compounds and compounds encapsulated into chitosan/TPP nanoparticles
obtained by ionic gelation method on various microorganisms, cytotoxic activity on L929
fibroblast and A549 non-small cell lung cancer cell lines and interaction with plasmid DNA
were investigated. The antimicrobial activity of the compounds was investigated by disk
diffusion and minimal inhibitory concentration (MIC) methods. The MTT method was used
to determine the cytotoxic activity of the compounds in L929 fibroblast and A549 non-small
cell lung cancer cell lines. The effects of the compounds on DNA were examined by agarose
gel electrophoresis by leaving the pBR322 plasmid DNA to interact with the compounds for
a certain period of time; In order to determine which nucleotides the compounds bind to on
the DNA, plasmid DNA interacted with the compounds was cut with BamHI and Hindll1l
restriction endonuclease enzymes. Chitosan nanoparticles obtained by ionic gelation
method; FT-IR analysis, determination of size and load distribution, taking SEM images and
stability studies were carried out. By encapsulating the compounds into nanoparticles, the
determination of the efficiency of the active substance and the determination of the release
of the active substance were carried out. It has been determined that the compounds have
antimicrobial effect and potential, especially in C. albicans, and that the antimicrobial
activity of the encapsulated compounds increases. In chitosan/TPP nanoparticles loaded with
compounds; It was determined that the toxicity of L929 fibroblast cells was reduced
compared to free phosphazene at 125uM and lower concentrations, and there was no
difference in toxicity at higher concentrations. In addition, phosphazene-loaded chitosan
particles were observed to increase toxicity to A549 cancer cells compared to free
phosphazene.
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1. GIRIS

Insanligin gelisimi ile son yillarda, insan yasamini uzatmak ve yasam Kalitesini iyilestirmek
icin, makro yapilardan mikro ve nano diizeye kadar birgok farkli yapida biyomateryalin
arastirma Ve gelistirme ¢alismalar1 hizlanarak nanoteknoloji alanmin genislemesini
saglamustir. Siirdiiriilebilir biyolojik bazli tirtinlerin, ticari uygulanabilirlik ve ¢evresel kabul
edilebilirlik ile geri doniistiiriilebilir ve biyobozunur olan yenilenebilir kaynaklardan elde
edilmesi ile nanoteknoloji 6nemli bir yenilikg¢i, bilimsel ve ekonomik biiyiime alani olarak
son yillarda siklikla karsimiza ¢ikmaktadir. Nanoteknolojinin saglik ve ilag sektorlerinde
uygulanmaya baslanmasi, viicutta hiicresel diizeyde etkilesim gergeklestirebilen yeni sistem
ve cihazlarin tasarimini biiyiik Olglide etkilemistir. Nanometrik o6lgekte malzemelerin
fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zelliklerinden yararlanmak i¢in yeni nanoterapotik sistemler
gelistirilmistir (Gopi, Thomas ve Pius, 2020; Shi, Kantoff, Wooster ve Farokhzad, 2016)

Kanserin, diinyada onde gelen oliim nedenlerinden biri olmasi sebebiyle tedavisi,
arastirmacilar ve doktorlar i¢in biiyiik bir endise kaynagi haline gelmistir. One ¢ikan
antikanser ilaglarin ciddi yan etkilerinin olmasi, arastirmacilari, 6zellikle kanser bolgesine
ilag iletimini saglamak i¢in dagitim araglarini kesfetmeye zorlamistir. Bu araglar arasindan
sentez nanopartikiillerin potansiyeli yiiksek bulunmustur. Tiimére 6zgii nano-yapili ilag
salim sistemlerinin, timor bolgelerinde birikim davranisi gostermelerinden dolayr kanser
tedavisinde oldukca ilgi c¢ekmektedir. Dogal veya sentetik polimerlerden hazirlanan
polimerik nanopartikiiller yiiksek kararliliklari, endiistriyel iiretim i¢in uygun olmalar1 ve
ileri yiizey yapilandirilabilme gibi ozelliklerinden dolayr bu amagla kullanilmaktadir.
Polimer o6zellikleri ve yiizey kimyasi degistirilerek bu nanopartikiiller hem kontrollii ilag
salimi, hem de timor hedeflemesi amaciyla kullanilabilmektedir (Kumar, Gajbhiye,
Paknikar ve Gajbhiye, 2019).

Benzer sekilde mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksiyonlar ve buna bagli 6liimlerin
fazlalig1 da arastirmacilart yeni antimikrobiyal ajanlar kesfetmeye zorlamaktadir (Fulaz,
Vitale, Quinn ve Casey, 2019). Aymi zamanda bakteriyel enfeksiyonlarin % 65'inden
fazlasinin, tibbi cihaz ve cihaz dis1 iligkili enfeksiyonlar dahil olmak tizere biyofilm
olusturan bakteriler tarafindan iretildigi tahmin edilmektedir (Robino ve Scavone, 2020).

Bu nedenle antimikrobiyal maddelere alternatif olarak ve/veya etkilerini artirmaya yonelik



calismalarda nanopartikiiller giderek daha biiyiikk 6nem kazanmaktadir (L. Wang, Hu ve
Shao, 2017).

Polimerler, ayn1 veya farkli yapisal birimler arasinda kovalent bagin koordinasyonu ile
olusan makromolekiillerdir ve ilag tasiyic1 sistemleri gelistirmeden genel uygulamalara
kadar cesitli alanlarda kullanilmaktadirlar. Polimerin mevcut uygulama alanlari; yapistirict,
kaplama, kopiik ve ambalaj malzemelerinden, elektronik cihazlara, endiistriyel elyaf ve
tekstillere, kompozitlere, biyomedikal ve optik cihazlara ve ila¢ tasima sistemlerinde yeni
yaklagimlara kadar uzanmaktadir (Dhote ve digerleri, 2018). igeriginde fosfor bulunduran
polimerler, dogal ve sentetik polimerler olarak, organik ve inorganik makromolekiiller
iceren ¢ok cesitli bir malzeme sinifi olusturur. Sentetik grubun ana temsilcileri arasinda
polifosfoesterler ve polifosfazenler bulunur. Bu polimerler, biyouyumluluklari ve degrade
olabilme o&zellikleriyle, biyomalzeme temel o6zelliklerini karsilar ve biyomedikal
uygulamalar igin potansiyel maddeler olarak karsimiza c¢ikar. Ayn1 zamanda fosfor
atomunun reaktivitesi sayesinde, malzemelerinislevsellikleri ve o6zelliklerinin manipiile
edilebildigi ¢cok yonli bir polimer platformunun gelistirilmesini miimkiin kilar (Koseva,
Mitova, Todorova ve Tsacheva, 2019). Dogal grupta ise dogada yaygin olarak bulunan
kitinin deasitilayonu ile elde edilen kitosan, 6zellikle biyouyumlu olmasi ve antimikrobiyal
karakteri ile biyomateryal olarak yiiksek potansiyelini gostermistir (Fan ve digerleri, 2018).

Yapilan bu caligmada, N-alkil-N'-2-piridilmetiletilendiaminler ile
hekzaklorosiklotrifosfazen reaksiyonlarindan elde edilen tetrakloro-2-piridilmetilspiro-
N/N-etilendiamino-siklotrifosfazenleri; pirolidin, morfolin ve 1,4-dioksa-8-azaspiro [4,5]
dekan (DASD) ile reaksiyona sokulmasi sonucu elde edilmis tam substitiie
tetraaminosiklotrifosfazen tiirevlerinin biyolojik aktiviteleri incelenmistir. Sentezlenen
bilesiklerin ve iyonik jelasyon yontemi ile elde edilen kitosan/TPP nanopartikiillerine
enkapsiile edilmis bilesiklerin ¢esitli mikroorganizmalar tizerindeki antimikrobiyal
aktivitesi, L929 fibroblast ve A549kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicre hatlarindaki

sitotoksik aktivitesi ve DNA iizerine etkisi incelenmistir.

Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Béliimii laboratuvarlarinda sentezlenmis olan
fosfazen bilesiklerinin Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC
25923), MRSA (Metisilin direngli Staphylococcus aureus) (ATCC 43300), VRE

(Vankomisin direngli Enterococcus faecalis) (ATCC 51299), Pseudomonas aeruginosa



(ATCC 27853), Streptococcus mutans (ATCC 25175) Bacillus cereus (ATCC 13061) ve
Candida albicans (ATCC 10231) mikroorganizmalari {izerindeki antimikrobiyal aktivitesi
disk difiizyon ve minimal inhibitor konsantrasyon (MIK) yontemleri ile incelenmistir.
Bilesiklerin L929 fibroblast ve A549 kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicre
hatlarindaki sitotoksik aktivitesini belirleyebilmek i¢in MTT yontemi kullanilmustir.
Bilesiklerin DNA {izerine etkisi, agaroz jel elektroforezi ile incelenmis; bilesiklerin DNA
tizerinde niikleotitlere baglanip baglanmadigi restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile
kesimin inhibisyonuna gére belirlenmistir. Iyonik jelasyon yéntemi ile elde edilen kitosan
nanopartikiillerin; FT-IR analizi, boyut ve yiik dagiliminin belirlenmesi, SEM goriintiilerinin
alimmasi ve kararlilik calismalar1 gerceklestirilmistir. Nanopartikiiller igine bilesiklerin
enkapsiile edilmesi ile de etken madde verimliliginin belirlenmesi ve etken madde saliminin

belirlenmesi galismalar1 gergeklestirilmistir.

Yapilan ¢alismanin verileri dogrultusunda 6nde gelen saglik sorunlarindan olan kanser ve
enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde nanoteknolojik ilag gelistirme ile 6zellikle tibbi cihaz
ve hastane ekipmanlari yiizeylerinde olusarak hastane enfeksiyonlarina sebep olan biyofilm
olusumunun giderilme ve oOnlenme c¢alismalarinin ilerlemesine katki saglayacagi

diistiniilmektedir.






2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Fosfazenler

Fosfor (P), yasam i¢in kilit neme sahip olan temel bir elementtir. Dogal P i¢eren polimerler,
yani DNA ve RNA gibi biyo-polifosfoesterler, genetik bilgiyi depolar ve iletirken,
pirofosfatlar organizmalarin enerji dongiistinde yer alir (Allcock, 2006; Koseva ve digerleri,
2019).

Fosfor igeren polimerler, dogalar1 (organik/inorganik), kokenleri (biyopolimerler/sentetik
polimerler) ve fosfor atomunun oksidasyon/koordinasyon durumuna (polifosfitler,
polifosfosfonatlar, polifosfatlar) gore farklilik gosteren g¢ok yonli bir malzeme grubu sunar
(Canadell, Hunt, Cook, Mantecon ve Cadiz, 2007).

Fosfor iceren polimerlerden fosfazenler, -P=N temel yapisindan olusan halkali yada diiz zincirli
biiyiik veya kii¢iik molekiil kiitleli inorganik bilesiklerdir. Alaninda ilgileri lizerine ¢eken
baglar arasinda bulunan fosfor-azot bagi bulunduran fosfazenler, inorganik
makromolekiillerin en biiyiik sinifin1 olusturmaktadir (Allcock, 2006). Organik ¢oziiciilerde
¢oziinebilmeleri sebebiyle organik karakter tasiyan siklofosfazenler, yapilarindaki P=N
zincirinden yani karbon bulundurmamalarindan dolayr anorganik karakter de
tasimaktadirlar. Fosfazen yapilari ii¢ temel gruba ayrilmaktadir. Bunlar diiz zincirli
((R)HN=PX3 veya X2P(Y)-N=PXz3 (R:alkil; X:halojen, alkil, aril, alkoksi, amino; Y=0,S),
halkal1 ((-N=PX2)n (n= 3- 12)) ve polimerik [(NPR2)n] fosfazenlerdir (Sekil 2.1). Halkali ve
diiz zincirli fosfazen tiirevleri iizerine yapilan, 1800°lii yillarin sonlarinda baslamis ve
1900°1i yillarmn ilk yarisinda ilerlemeye devam etmis olan c¢alismalar, Kristal yapilari ile
reaksiyon mekanizmalarinin anlagilmasi {izerine hizlanmistir. Halkali fosfazenlerden
N3PsCls (trimer) ile baslayan bu gelismeler 20. yiizyilin son yarisinda birgok polimer

sentezlenmesiyle oldukga ilerlemistir (Allcock, 2006).

Fosfazenler, fosfor atomuna baglanan siibstitiientlere gore gesitlendirilip 6zellestirilebilir
fiziksel ve kimyasal ozellikler sergilemektedir. Boylece, yanmaz fiberler, yari iletken
maddeler, membranlar, sarj edilebilir piller, biyomalzemeler, cam, seramik ve metal
yapistiricilari, sivi Kristaller, antikanser ve antimikrobiyal ajanlar gibi gesitli alanlarda genis
uygulama alani bulmuslardir. Gliniimiizde fosfazen bilesikleri tizerine yapilan ¢alismalar

giin gectikge hiz kazanarak devam etmektedir (Brandt, Kruszynski, Bartczak ve Porwolik-



Czomperlik, 2001; Elmas ve digerleri, 2017; Singh ve digerleri, 2006; Sun, Yu, Wang ve
Wu, 2014; Xu, Lu, Yu ve Wen, 2006; Yahaya ve digerleri, 2019).
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Sekil 2.1. Lineer (a) ve halkali (b) fosfazen (Dhote ve digerleri, 2018)
2.2. Polimerik Biyomalzemeler

Onceleri polimerlerin ¢cogu, tibbi olmayan endiistriyel uygulamalar igin plastik, elastomer
ve elyaf olarak gelistirilmistir. Fakat daha sonra biyomedikal alanda kullanilmak {izere
modern biyolojideki hizli biiytime ve disiplinler arasi is birligi ile polimerik biyomalzemeler;
biyouyumlu, biyoaktif ve biyomimetik malzemeler haline getirilmistir. Boylece
biyomalzemeler, artik insan sagligi ve yasam kalitesinin iyilestirilmesinde 6nemli bir yer

edinmislerdir (Modjarrad ve Ebnesajjad, 2014).

Biyomalzemelerin uygulamalar1 arasinda tani ve teshis teknolojileri (gen dizileri ve
biyosensorler gibi), tibbi malzemeler (kan torbalari ve cerrahi aletler), tedaviler (tibbi
cihazlar) ve yeni ortaya cikan rejeneratif tip (doku miihendisligi yapilmis deri ve kikirdak)
bulunmaktadir. Polimerlerin fiziksel, mekanik ve kimyasal 6zelliklerinin ¢ok gesitli olmasi,
polimerik biyomateryallerin kapsamli arastirma, gelistirme ve uygulamalarini beslemistir
(Madni, Kousar, Naeem ve Wahid, 2021).

2.2.1. Kitosan

Kitosan, kabuklu hayvanlardan, bazi bocek ve mantarlardan elde edilen (Cizelge 2.1),
seliilozdan sonra dogada en ¢ok bulunan ikinci bilesik olan kitinin deasetilasyonuyla elde
edilen bir polisakkarittir (Mackay ve Tait, 2011; Bakshi et al., 2020).



Kitinin deasetilasyonu sonucu elde edilen kitosan, farkli oranlarda ve sayida 2-amino-2-

deoksi-p-D-glukopiranoz ve 2-asetamido-2-deoksi-B-D-glukopiranoz molekiillerinin f-

(1,4) bagr ile baglanmasi sonucu olusan diiz zincirli bir kopolimerdir (Sekil 2.2). Bu iki

molekiiliin oranlar1 ve dizi igerisindeki sirasi ile sayisi kitosanin fiziko-kimyasal ve biyolojik

ozelliklerini belirler (Harish Prashanth ve Tharanathan, 2007).

Cizelge 2.1. Dogada kitin bulunma oranlar1 (Bakshi, Selvakumar, Kadirvelu ve Kumar,
2020)
Filum Siif Bulundugu olusumlar Fraksiyon
Arthropoda Crustacea_ (Karides, 1stakoz, Tirnak etleri, bolumler arasi zarlar | %20-85
yengeg, midye), Insecta
Polyplacophora, Bivalvia
Mollusca (Yumusakgalar), Gastropoda | Kabuk plakalari, manto killari, %0,1-
(Salyangoz, siimiiklii bocek), | kabuk, geneler, karin plakalar 36.8
Cephalopoda (Kalamar, ahtapot)
Annelida Polychaeta (K1l kurtlari) Chaetae, jaws, tubes %0.28-38
- Miselyum saplarmin ve
Fungi Ascomycota, Basidiomycota, sporlarimin  hiicre duvarlar1 ve | %0,1 —45
Zygomycota, Deuteromycota
yapisal zarlari
Algae Chlorophyceae (Yesil alg) Hiicre duvari bilesenleri
Protozoa Rhizopoda (Amoeba)
Cnidaria Hydrozoa, Anthozoa, Scyphozoa | Kist duvari, kabuk, perisark, %3,2—
(Denizanasi) konosteum, iskelet, podokist 30,3
Ciliophora | (ciliates)
OH OoH OH
4] O o0 /
0 O \ /()
(a) - o HO NHOOCHS3
; Nll('()('ll, .Nll(ﬁ)(l!S
OH oH OH
0 o o
14 0 ()/
/
(b) HO HO HO NHCOCH3
NH, NH,

Sekil 2.2. a) Kitin b) Kitosan (Bakshi ve digerleri, 2020)




Kitosan; biyouyumlu, biyoparcalanabilir, antimikrobiyal, hidrofilik, toksik olmama, ytiksek
biyoyararlanim, modifikasyon basitligi, su gecirgenligi, yiiksek kimyasal direng, filmler,
jeller, nanopartikiiller, mikropartikiiller ve boncuklar olusturma yetenegi ve ayrica metallere,

proteinlere ve boyalara afinite gibi bir¢ok 6zellige sahiptir (Nagpal, Singh ve Mishra, 2010).

Kitosan bazli bilesikler; ila¢ dagitimi ve salimi, gen dagitimi, hiicre kapsiillenmesi, protein
baglama, doku miihendisligi, implantlarin ve kontakt lenslerin hazirlanmasi, yara iyilesmesi,
biyo-goriintilleme, antimikrobiyal gida katki maddeleri, antibakteriyel gida paketleme

malzemeleri gibi alanlarda sayisiz uygulama g¢esitliligi sunmaktadir (Shariatinia, 2019).

Kitosan nanopartikiiller

Nanopartikiiller, doku hedefleme, molekiiler diizeyde hedef erisimi ve ilag salimini kontrol
etme konusundaki ¢ok yonliiliigii nedeniyle ilag dagitim sistemlerinde bilim diinyasinin
biiyiik ilgisini ¢ekmistir. Nanopartikiiller, ¢ap1 10-1000 nm arasinda degisen yapilardir ve
ilag molekiiliinii i¢ine alan/hapseden sentetik, dogal veya yari sentetik polimerlerden
olusurlar. Biyolojik olarak parcalanabilirligi, biyouyumlulugu, kolay formiilasyon teknikleri
ve diisiik toksisiteye sahip olmalari ile uygulamadaki ¢ok yonliiliigii ve dogada bulunma
sikligi nedeniyle kitosan, nanopartikiil ilag tiretimi igin polimerik tasiyicilar arasinda

digerlerine gore belirli avantajlar sunmaktadir (Nagpal ve digerleri, 2010).

Kitosan nanopartikiillerin sentezi i¢in; iyonik jelasyon, ters missel, emiilsiyon damlacik
birlesmesi, emiilsifikasyon ¢apraz baglama, sprey kurutma ve nanog¢oktiirme gibi yontemler
kullanilmaktadir (Naskar, Sharma ve Kuotsu, 2019).

Iyonik jelasyon

Kimyasallarin olas1 toksik ozellikleri ve diger istenmeyen etkilerinden kaginmak igin
kimyasal ¢apraz-baglayicilar yerine, kitosan ile elektrostatik etkilesimler sonucu tersinir
fiziksel baglanan ¢apraz baglayicilarin kullanildigi oldukga basit bir yontemdir. Capraz
baglayict olarak genellikle tripolifosfat (TPP) kullanilir. Bu yontemde oncelikle kitosan
asetik asit ¢ozeltisinde ¢oziiniir. Daha sonra tripolifosfat ¢ozeltisi, siirekli karistirma altinda
kitosan-asetik asit ¢ozeltisine eklenir. Bu eklenme ile kitosan nanopartikiiller kendiliginden

olusur. Olusan bu partikiiller kiiresel yapidadir ve zayif mekanik kuvvete sahiptirler.



Y ontem, Kitosanin amin grubu ile tripolifosfat gibi negatif yiiklii polianyon grubu arasindaki
elektrostatik etkilesime dayanmaktadir. Nanopartikiillerin boyutu ve yiizey yiikii, kitosan ve
stabilizator oran1 degistirilerek degistirilebilir. Yiiksek bir nanopartikiil verimi i¢in Kritik
isleme parametresi kitosan : TPP agirlik oran1 kontrol edilmelidir (Rampino, Borgogna,
Blasi, Bellich ve Cesaro, 2013).

Ters missel

Ters miseller termodinamik olarak kararli su, yag ve yiizey aktif maddelerin sivi karigimidir.
Homojen ve izotropiktirler. En 6nemli yonlerinden biri dinamik davranislaridir. Ters misel
damlaciklarinin sulu ¢ekirdegi pargaciklarin olusumunda nanoreaktdr gorevi gormektedir.
Ters misel yontemi kullanilarak 1-10 nm araliginda damlaciklar {iretilebilir ve bu
damlaciklar iyi dagilmis durumdadirlar. Bu yontemde yilizey aktif maddesi organik bir
¢oziiciide ¢oziinerek ters misel ortami hazirlanir. Siirekli karigtirilan ortama kitosan ¢ozeltisi
ve ¢apraz-baglayici eklenir. Olusan seffaf ¢ozeltiden ¢oziicii buharlastirilir ve geride yiizey
aktif maddesini ve nanopargaciklari igeren kat1 kiitle kalir. Saflastirma islemi ile yiizey aktif
maddesi de uzaklastirilir ve daha sonra nanoparcaciklar elde edilir (Nagpal ve digerleri,
2010).

Emiilsivon damlacik birlesmesi

Emiilsiyon ve ¢oktlirme yontemlerinin 6zeliklerinden yararlanarak uygulanan bir yontemdir,
ancak; kararli damlaciklarin gapraz-baglanmasi yerine, kitosan damlaciklar1 ile NaOH
damlaciklar1 birlestirilip ¢okme olay1 azaltilir. Yontemde, once parafin igerisinde Kitosan
¢ozeltisini i¢eren Dbir emiilsiyon hazirlanir, sonra da kitosan ¢ozeltisi igeren NaOH
¢ozeltisinin emiilsiyonu ayn1 sekilde hazirlanir. Yiiksek karistirma hizinda her iki emiilsiyon
birlestirilir; boylelikle, her iki taraftaki damlaciklar rastgele bir sekilde siddetle ¢arpisirlar.
Sonug olarak, ufak pargaciklar elde edilmis olur (Bakshi ve digerleri, 2020; Nagpal ve
digerleri, 2010).

Emilsifikasyon capraz baglanma

Yontem, kitosanin reaktif fonksiyonel amino gruplarinin ¢apraz-baglama ajaninin aldehit
gruplariyla ¢apraz-baglanmasi etkilesimine dayanir. Bu yontemde, Kitosan g¢ozeltisi yag

fazda emiilsiye edilerek w/o (water-in-oil) emiilsiyonu hazirlanir. Sulu damlaciklar uygun



10

bir yiizey aktif madde kullanilarak kararlilastirilirlar. Kararli emiilsiyon, pargaciklari
katilagtirmak i¢in glutaraldehit gibi bir ¢apraz-baglayici kullanilarak g¢apraz-baglanarak
kurutulur (Naskar ve digerleri, 2019).

Sprey kurutma

Yontem, damlaciklarin piiskiirtilerek sicak hava akiminda kurutulmasma dayanir. Bu
yontemde genellikle, ilag yiiklii kitosan parcaciklarmin sentezi gergeklestirilir. Once Kitosan
asetik asit ¢ozeltisinde ¢oziiniir. Hazirlanan ¢ozeltiye ilag eklenerek ¢oziiniir veya dagitilir.
Daha sonra ise uygun bir ¢apraz-baglayici eklenir. Bu ¢ozelti bir hava akiminda atomize
edilir. Atomizasyon kii¢iik damlaciklarin olusmasini ve ¢oziiciiniin uzaklasmasini saglar.
Coziiciinlin uzaklagmasi ile serbest hareket edebilen parcaciklar olusur (Nagpal ve digerleri,
2010).

Nanogoktiirme

Yontem Kitosanin fizikokimyasal ozeligine dayanmaktadir. Kitosan bazik ortamda
¢oziinmez, ancak bazik ¢ozelti ile temas ederse ¢oker ve toplanir. Pargaciklar, toplanmig
damlaciklar olusturmak i¢in bir nozzle kullanilarak sodium hidroksit, NaOH-metanol veya
etandiamin gibi bazik bir c¢ozeltiye Kitosan c¢ozeltisinin piskiirtiilmesi ile {iretilir.
Parcaciklarin ayrilip saflagtirilmasi, sicak ve soguk suyla yikama isleminden sonra
gergeklestirilen filtreleme ve santrifiijleme ile yapilir. Sikistirtlmig hava basincinin degisimi
ve sprey-nozzle ¢api pargacik boyutunu kontrol eder. Bu yontem kullanilarak genellikle

kitosan-DNA nanopargaciklari hazirlanmaktadir (Nagpal ve digerleri, 2010).
2.3. Enfeksiyon Hastaliklar: ve Etkenleri

Insan viicudunda, viicudu olusturan hiicrelerin 100 katindan fazla, yaklasik 10 mikrobiyal
hiicre bulunmaktadir. Bu mikroorganizmalar viicudun normal florasidir (mikroflora) ve
insan sagligi i¢in genellikle faydali mikroorganizmalardir (Cizelge 2.2) (Bender, Madigan,
Buckley, Sattley ve Stahl, 2019; Greenwood, Barer, Slack ve Irving, 2012). Bu faydali
mikroorganizmalar disinda, viicuda yerlesip ¢cogalarak zarara sebep olan mikroorganizmalar
patojen mikroorganizmalardir. Benzer sekilde viicut florasindaki mikroorganizmalar da

bulunduklar1 denge halindeki durumu kaybettiklerinde patojen olarak nitelendirilebilirler.
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Bu patojen mikroorganizmalarin yarattig1 etkiye ise enfeksiyon adi verilmektedir (T6rok,
Moran ve Cooke, 2017).

Gegmisten giliniimiize, diinya bir¢ok salginla miicadele etmistir. Gliniimiizde ise i¢inde
bulundugumuz Covid-19 salginiyla beraber, tarihte; veba, ebola, kolera, gigek, tiiberkiiloz,
sifiliz, sitma, grip ve AIDS gibi farkli ve pek ¢ok bulasici hastaligin pandemilere yol agtigi
goriilmiistiir (Parildar, 2020).

Milattan 6nce Atina’da tifiis olabilecegi tahmin edilen salgin 75 bin ila 100 bin kisinin
oliimiine sebep olarak ilk salgin kayitlarin1 olusturmustur. Ardindan yine milattan 6ncesine
dayanan kayitlara gore, Avrupa’da ¢igek hastaligi (Variola vera), kizamik benzeri salginlar

goriilmiis ve yaklasik 25 milyon kisinin 61diigii kayitlara gecilmistir.

Kara 6lim olarak adlandirilan ve 1346-1353 yillar1 arasinda Avrupa niifusunun %30 ila
%60’1m1 etkileyen Yersinia pestis bakterisinin sebep oldugu Bubonik vebasi, diinyada 75-
200 milyon insan1 enfekte ederek ¢ok biiyiik bir kitleyi etkisi altina almis ve yiiksek oranda

mortaliteye sebep olmustur.

Ispanyol gribi olarak adlandirilan ve Influenza A/HIN1 enfeksiyonu olan salgm 1918’de
ortaya ¢ikarak 2 yil boyunca devam etmis ve 17-100 milyon kisiyi etkileyerek tim diinyay1
etkisi altina almistir. Vibrio cholerae bakterisinin sebep oldugu kolera; 1800’li yillarin
basinda Japonya’da goriilmiis ardindan; Moskova’da, Berlin’de, Paris’te ve Londra’da,
Kanada’da ve 1912-1913 yillarinda iilkemizde Balkan Savaslari sirasinda kolera salginlari

yasanmus, iilkeden iilkeye dolagan salginlar binlerce insanin 6liimiine neden olmustur.

Tiiberkiiloz ( Mycobacterium tuberculosis) ise 18. ve 19. yiizyilda Avrupa'da goriilen bir
salgin olarak baslamis ve giiniimiizde hala diinya capinda devam etmektedir. Her y1l yaklagik
10 milyon yeni tiiberkiiloz vakas1 bildirilmekte ve 1,5 milyon insan hayatin kaybetmektedir
(DSO).


https://en.wikipedia.org/wiki/Influenza
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Cizelge 2.2. Insan mikroflorasi (Bender ve digerleri, 2019)

Bulundugu bolge Cins Ad1
Agiz Streptococcus, Lactobacillus,
Fusobacterium, Veillonella,

Corynebacterium, Neisseria, Actinomyces,
Geotrichum, Candida, Capnocytophaga,
Eikenella, Prevotella, spiroketler (pek ¢ok

cinsi)

Solunum sistemi Streptococcus, Staphylococcus,
Corynebacterium, Neisseria, Haemophilus

Sindirim sistemi Lactobacillus, Streptococcus, Bacteroides,
Bifidobacterium, Eubacterium,
Peptococcus, Peptostreptococcus,
Ruminococcus, Clostridium, Escherichia,
Klebsiella, Proteus, Enterococcus,
Staphylococcus, Methanobrevibacter,
Proteobacteria, Actinobacteria,
Fusobacteria

Urogenital sistem Escherichia, Klebsiella, Proteus, Neisseria,
Lactobacillus, Corynebacterium,
Staphylococcus,  Candida, Prevotella,
Clostridium, Peptostreptococcus,

Ureaplasma, Mycoplasma, Mycobacterium,
Streptococcus, Torulopsis

Deri Acinetobacter, Corynebacterium,
Enterobacter,  Klebsiella,  Malassezia,
Micrococcus, Pityrosporum,

Propionibacterium, Proteus, Pseudomonas,
Staphylococcus, Streptococcus

2.3.1. Bakteriler ve bazi 6nemli bakteriyel enfeksiyonlar

Bakteriler, prokaryotik hiicre yapisina sahip boylar1 0,15um ile 700 um arasinda degisen tek
hiicreli canlilardir. Ribozomal RNA filogenisine gore siniflandirilmiglardir. Filogenik
smiflandirmaya gore 80 filum olarak ayrilmis olan bakterilerde 6nemli 4 biiyiik grup vardir.
Bunlar Proteobacteria, Actinobacteria, Firmicutes, ve Bacteroidetes gruplaridir (Sekil 2.3).
Bakteriler morfolojik olarak kok (kiiresel), gubuk, spiral, spiroket, tomurcuklanarak uzayan
veya filament6z yapida olabilirler (Sekil 2.4) (Madigan, Bender, Buchley, Sattley ve Stahl,
2021; Struthers, 2017).
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Sekil 2.3. Bakterilerin siniflandirilmas: (Bender ve digerleri, 2019)
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Sekil 2.4. Bakterilerin morfolojik yapilar1 (Madigan ve digerleri, 2021)

Bakteriler hiicre duvari yapilarina gére Gram pozitif ve Gram negatif olarak iki biiyiik grupta
incelenmektedirler. Hiicre duvarin1 olusturan ana yapi peptidoglikan tabakasidir.
Peptidoglikan; l-alanin, d-alanin, d-glutamik asit ve I-lizin veya diaminopimelik asit (DAP)
amino asitleri ile birlikte N-asetilglukozamin ve N-asetilmuramik asitin B-1,4 glikozit bag:
ile bir araya gelerek degisen tekrarlarin birlesmesinden olusur. Peptidoglikan tabakanin

yaninda Gram pozitif bakterilerin hiicre duvarinda teikoik asit de bulunmaktadir (Sekil 2.5).
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Gram negatif
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Sekil 2.5. Gram pozitif (a) ve gram negatif (b) bakteri hiicre duvar1 yapisi (Bender ve
digerleri, 2019)

Proteobacteria, bakteri gruplar1 arasinda en biiyiik ve metabolik olarak en ¢ok cesitlilik
gosteren filumdur. Gliniimiizde tanimlanmig bakteri tiirlerinin %30 undan fazlasi bu gruptan
gelmektedir ve tibbi, endiistriyel ve tarimsal alanda kullanilmakta olan bakterilerin
¢ogunlugunu olusturmaktadir. Bu filumu Gram negatif bakteriler olusturmaktadir (Sekil 2.6)
(Bender ve digerleri, 2019).

Gammaproteobacteria, Proteobacteria’nin en biiyiik ve en ¢esitli sinifidir. Filumdaki, 15
ordo arasinda karakterize edilen tiirlerin neredeyse yarisin1 ve 1500'den fazla karakterize
tirti igerir. Smuf igerisinde bulunan en biiyiik ordo Enteriobacteriales, enterik bakteriler
olarak adlandirilir ve Proteus, Yersinia, Salmonella, Escherichia, Serratia, Enterobacter ve
Klebsiella gibi klinik 6neme sahip olan cinsleri igerir. Aymi siif igerisinde yer alan
Pseudomonales, yine énemli tiirlerden Pseudomonas, Vibrio ve Aliivibrio cinslerini igerir
(Bender ve digerleri, 2019).
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Sekil 2.6. Proteobacterial6S rRNA gen agaci (Bender ve digerleri, 2019)

Escherichia coli (E.coli)

Enterobacteriaceae familyasinda yer alan Escherichia coli, Gram-negatif, kisa basil
formunda bakterilerdir. Escherichia coli, omurgalilarin bagirsak mikrobiyotasinin ortak bir
tiyesi oldugu gibi memeliler ve kuslar igin de firsat¢1 bir patojendir. E. coli, anaerobik
bakterilerden fazla olmasina ragmen, bagirsak mikrobiyotasinin baskin aerobik bakterisi
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Insanlarda, gram diski basma 107 ila 10° koloni olusturan
birim konsantrasyonla prevalansi1 %90'dan fazla olarak goriilmektedir (Bonten ve digerleri,
2021). Insan bagirsak florasinda zararsiz bir sekilde kolonize olabilen veya bakteriyemi ve
sepsis gibi hastaliklar da dahil olmak tizere bagirsak veya ekstraintestinal enfeksiyonlara
neden olabilen E. coli kommensal organizmalardan oldukga patojenik varyantlara kadar
cesitli suslar igerir. Kendilerine kompleks bir antijenik yapi1 kazandiran O (somatik), H

(flagellar) ve K (yiizey/kapsiil) antijenlerine sahiptir (Torok et al. 2017).
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E.coli, Staphylococcus aureus ve Streptococcus pneumoniae gibi bakteriyemiye neden
olmakta olan diger patojenleri geride birakarak oOzellikle yiiksek gelirli ilkelerde
bakteriyeminin en yaygin nedeni ve yenidoganlarda menenjitin 6nde gelen nedeni olarak

karsimiza ¢ikmaktadir (Bonten ve digerleri, 2021).

Insanlar icin biyolojik &neme sahip olan E. coli suslar1 genel olarak kommensal suslar,
bagirsak patojeni olan (yani enterik veya diyarejenik) suslar ve ekstraintestinal patojenik E.
coli suslar1 olarak incelenmektedir (Russo ve Johnson, 2003). Cogu insanda ve diger
memelilerde normal fakiiltatif bagirsak florasinin biiyiik boliimiinii olusturan kommensal E.
coli varyantlari, ¢ogunlukla konakgilarina kolonizasyon direnci gibi faydalar saglar. Bu
suslar genellikle bagirsak ve ektraintestinal suslardaki gibi hastaliga neden olan viriilans
faktorlerinden yoksundur. Bununla birlikte, kommensal E. coli, yabanci cisim (or. iiriner
kateter), konak¢1 uyusmazIig: (6r. idrar veya safra yolu tikanikligi gibi lokal anatomik veya
fonksiyonel anormallikler veya immiin yetmezlik) gibi stres faktorleri goriildiigiinde
ekstraintestinal enfeksiyonlara dahil olabilirler (Denamur, Clermont, Bonacorsi ve Gordon,
2021). E. coli'nin bagirsak patojenik suslari, enterit, enterokolit ve kolit dahil olmak tizere
gastrointestinal hastaliga neden olmatadir. Bu patojenlerin konakei tarafindan yalnizca
viicuda alinmasi, hastaligin ortaya ¢ikmasi igin genellikle yeterlidir (Gomes, Dobrindt,
Farfan ve Piazza, 2021). Ekstraintestinal patojenik E. coli (ExPEC), idrar yolu
enfeksiyonlari, menenjit ve septisemi dahil olmak {izere hem insanlarda hem de hayvanlarda
cesitli enfeksiyonlara neden olan patojenik E. coli'nin bir baska 6nemli grubudur.
Uropatojenik E. coli (UPEC) idrar yolunu kolonize edebilir ve iirosepsise yol agabilen sistit
ve piyelonefrite neden olabilir. Ayn1 zamanda neonatal menenjitle iligkili birincil Gram
negatif bakteriyel patojendir ve grup B streptokoklardan sonra hastaliga sebep olan ikinci
neden olarak goriilmektedir. Menenjitle iliskili E. coli (MNEC) ciddi nérolojik lezyonlara
neden olabilmekte ve enfekte yenidoganin o6liimiine yol agabilmektedir. Ektraintestinal
patojenik E. coli, bakim evlerinde ve hastanelerde kan dolasimi enfeksiyonlarinin ana
nedenlerinden birini olusturmaktadir. Yatan hastalarda pndmoni, nozokomiyal bakteriyemi
veya prostatit gelisebilir (Bélanger ve digerleri, 2011). Tiim patojenik mikroorganizmalarda
oldugu gibi E. coli’de de suslar antimikrobiyal diren¢li oldugunda bu enfeksiyonlarla
miicadele etmek ¢ok daha zor bir hale gelmektedir. Diinya Saglik Orgiitii’niin yayinladig
son antimikrobiyal direng raporunda enfeksiyonlarin tedavisinde siklikla kullanilan tiglincii-
nesil sefalosporinler ve florokinolanlara karsi E. coli’nin direng gelistirdigi rapor edilmistir.

Bu raporda Tiirkiye i¢in; E. coli’nin tgilincii nesil sefalosporinlere olan direnci % 43,3;



17

florokinolonlara olan direnci ise %46,3 olarak bildirilmistir (World Healt Organization,
2014). Diinya Saglik Orgiitii’niin 2017 yilinda yaymladig1 ve acilen yeni antimikrobiyal
ajanlarin gelistirilmesi gerekliligini bildirdigi listede; mikroorganizmalar1 3 kategoriye
ayrrmustir.  Karbepenem direngli ve genis spektrumlu beta laktamaz aktivitesi olan
Enterobacteriaceae familyasi tiyeleri listede 1. oncelikli ve kritik grup iginde yer almistir
(Cizelge 2.5).

Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa)

Pseudomonadaceae familyasi icerisinde yer alan P. aeruginosa; Gram negatif, aerobik ve
basil formunda bir bakteridir. Sari-yesil floresan bir pigment olan pyoverdine ve mavi-yesil
bir pigment olan piyosiyanin gibi suda ¢6ziiniir pigmentleri tiretir. Toprak ve su
ekosisteminde bulunan bu tiir ayrica bitki, hayvan ve insan enfeksiyonlari ile yakindan
iliskilidir. P. aeruginosa genellikle sirasiyla karbon ve nitrojen kaynagi olarak yalnizca
asetat ve amonyaga ihtiyag duyar. Ayrica P. aeruginosa anaerobik olarak biiyiiyebilir ve
fermantasyon gergeklestirmez, bunun yerine sekerlerin oksidasyonundan enerji elde eder
(Behzadi, Barath ve Gajdacs, 2021). Bu minimum beslenme gereksinimi, hastane
ameliyathanelerinin, hastane odalarinin, kliniklerin ve tibbi ekipmanlarin yani sira lavabolar,
duslar, hatta Kkirli su gibi ortamlarda biiyiimesine imkan verir ve bu nedenle de 6nemli bir
hastane enfeksiyonu kaynagi oldugu kanmitlanmigtir. Dogas1 ve yiiksek hayatta kalma
kabiliyeti nedeniyle, hastane ortaminlarindaki cansiz yiizeylerde 6 saat ile 6 ay gibi genis bir
zaman araliginda hayatta kalabilir. Bundan dolay1 siklikla monitorler, ventilator diigmeleri,
yatak korkuluklari, solunum cihazlari, diyaliz borular gibi saglik ekipman ve yiizeylerini
kontamine eder. Hastane kaynakli pnomoni, en yaygin ve tehlikeli hastane kaynakli
enfeksiyonlardan biridir ve enfeksiyon vakalarinin ¢ogu mekanik ventilasyon ile iligkilidir.
Yogun bakim iinitesinde en sik goriilen ikinci hastane enfeksiyonu ve mekanik ventilasyon
hastalarinda en yaygin olanidir. Ventilator iliskili pndmoni, 48 saat ve iizerindeki siirelerde
ventilator kullanilan hastalarin yaklasik %10-20'sinde goriiliir ve hastanede kalis siiresi,
mortalitede artislarla iligkilendirilmistir. Bu ventilator iligkili hastane enfeksiyonlarinda
diger mikroorganizmalara oranla en sik goriilen mikroorganizma P. aeruginosa olarak
bildirilmistir (Pachori, Gothalwal ve Gandhi, 2019). P. aeruginosa, biyofilm olusturmas ile
enfeksiyonlara neden oldugu bilinen en 6nemli bakterilerden biridir. P. aeruginosa karbon
kalp kapakgiklar1 ve pilleri, kontakt lensler, iiriner ve santral venoz kateterler gibi tibbi

cihazlarin i¢ ve dis yiizeylerinde biyofilm gelistirebilir. Bu ayrica endoftalmi, septisemi,
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malign dis kulak iltihabi, menenjit, endokarditgibi ciddi kronik enfeksiyonlara da neden
olabilir. P. aeruginosa'nin Kistik fibrozis, yanik yaralari, intravenoz ilag zorunlulugu ve
organ nakilleri olan hastalarda biiyiik bir enfeksiyon kaynagi oldugu bilinmektedir. P.
aeruginosa’nin dogal ve sonradan olusturmus oldugu antimikrobiyal direng ve biyofilm
olusturma ozellikleri nedeniyle hastane enfeksiyonlarinda giin gegtikge daha da biiyiik bir
sorun haline gelmektedir. Diinya saglik orgiitii'niin 2017 yilinda yayinladigi acil yeni
antimkrobiyal ajan gelistirilmesi  gereken mikroorganizmalar listesinde ise, P.
aeruginosa’nin kritik ve birinci 6ncelikli grupta yer aldigi gortiilmektedir (Cizelge 2.5). Bu
nedenle; fitokimyasallar, nanopartikiiller, metal selatorler, enzimler, antimikrobiyal
peptidler, antikorlarin ve bakteriyofaj kokteylleri gibi antimikrobiyal etkili ajan ve
yontemlerin gelistirilmesine ihtiya¢ halen devam etmektedir (Yadav, Kumari, Verma ve
Nimesh, 2021).

Gram pozitif bakterileri barindiran ve tanimlanmis bakteri cinslerinin yaklasik %50’sini
iceren filumlar Actinobacteria, Firmicutes ve Tenericutes’tir. Bu filumlar arasinda
Actinobacteria; Lactobacilllales ve Bacillales ordolarmi kapsamaktadir. Lactobacillales
ordosu; Streptococcus, Enterococcus ve Lactobacillus gibi 6nemli cinsleri barindirirken,
Bacillales ordosu; Listeria, Staphylococcus, Bacillus ve Sarcina gibi 6nemli cinsleri
icermektedir (Sekil 2.7) (Bender ve digerleri, 2019).

Streptococcus mutans (S. mutans)

Streptococcaceae familyasi i¢inde yer alan Streptococcus tiirleri, zincirler veya tetradlar
halinde bulunan karakteristik bir hiicre morfolojisine sahiptir, bu ¢ubuk seklindeki
laktobasillerden kolayca ayirt edilmelerini saglamaktadir. Laktik asit tireticileri olarak diger

streptokoklar ayran, silaj ve diger fermente iiriinlerin iiretiminde 6nemli roller oynarlar.

Streptokoklar, Streptococcus pyogenes bogaz agrisinin nedeni ile karakterize olan pyogenes
alt grubu ve dis ¢iiriigiiniin baslica nedeni olan Streptococcus mutans ile karakterize edilen
viridans alt grubu olmak tizere iki gruba ayrilmigtir. Streptolizin O veya S viriilans
faktorlerini tUreten tiirleri vardir. Streptokoklar ayrica spesifik karbonhidrat antijenlerinin
varhigma gére immiinolojik gruplara (A, B, C, F, G) ayrilir. Insanlarda bulunan bu B-
hemolitik streptokoklar genellikle A grubu antijeni icerirken enterokoklar D grubu antijeni

icerir (Bender ve digerleri, 2019).
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S. mutans dogal olarak insan agiz boslugunda ve spesifik olarak dis plaginda, disin sert
yiizeylerinde olusan ¢ok tiirlii bir biyofilm olusturucusudur. S. mutans'in ¢iiriiklere sebebiyet
verme (karyojenik) potansiyelinin; sert yiizeylerde kalic1 kolonizasyonuna ve sakarozdan
bliyilk miktarlarda hiicre dis1 glukan polimerleri sentezleme yetenegine, ¢esitli
karbonhidratlar1 organik asitlere doniistiiriip metabolize etme yetenegine (asidojenite) ve
ozellikle diisiik pH kosullar1 altinda gelisme yetenegine bagli oldugu gosterilmistir. Dis
clriigliniin gelisiminde tek basina rol almasa da, yapilan arastirmalar, S. mutans'in
eksopolisakkarit agisindan zengin ve diisik pH ortami olusturarak bulundugu ortami
degistirebilecegini ve boylece diger asidojenik ve asidik tiirler igin uygun bir yasama ortami
olusturabilecegini gostermistir. Dis ¢iiriikklerine ek olarak S. mutans, kalp kapakgiklarinin
iltihaplanmasi1 olan bakteriyel endokarditte de rol oynamaktadir ve serebral mikro
kanamalar, IgA nefopatisi ve ateroskleroz gibi diger agiz dis1 patolojilerle baglantili oldugu

bildirilmistir. (Lemos ve digerleri, 2019).

Enterococcus faecalis (E. faecalis)

Enterococcaceae familyasinda yer alan enterokoklar Gram-pozitif, kok, sporsuz ve
fakiiltatif anaerob mikroorganizmalardir. Enterokoklar, gastrointestinal sistemin flora
tiyeleridir. Enterokoklar, genis bir direng geni gesitliligine sahiptir ve direng genlerini
degistirebilme potansiyelindedirler. Enterokoklar, hastane enfeksiyonlarinin ve kan dolagimi
enfeksiyonlarinin t¢lincii yaygin nedenidir ve hastanede yatan hastalar arasindaki 6lim
oraninin  %25-50'sinden sorumlu oldugu tahmin edilmektedir. Ayrica, ¢oklu direng
mekanizmalari ile tiim antibiyotiklere kars1 direng gelistirme durumunun ortaya ¢ikmasina

neden olur (Jabbari, Shiadeh, Pormohammad, Hashemi ve Lak, 2019).

Enterococcus tiirleri arasinda, iki ana tiir (Enterococcus faecalis ve Enterococcus faecium)
insanlar i¢in 6zellikle patojeniktir: Enterococci enfeksiyonlarinin %85-90'ma E. faecalis,
%5-10'una ise E. faecium neden olmaktadir; bununla birlikte, E. faecium kan dolasimi
enfeksiyonlari, E. faecalis kan dolasimi enfeksiyonlarina gore daha yiiksek antibiyotik
direnci ve mortalite oranlarma sahiptir. Saglik kuruluslarinda ortaya c¢ikan Onemli
enfeksiyonlarin bir kismi ise vankomisine direncgli Enterokok (VRE) tiirleri nedeniyle kan

dolasimi enfeksiyonlaridir (Ayobami, Willrich, Reuss, Eckmanns ve Markwart, 2020).
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Actinobacteria
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Staphylococcus
Bacillus

Sekil 2.7. Actinobacteria 16S rRNA gen agaci (Bender ve digerleri, 2019)

Staphylococcus aureus (S. aureus)

Staphylococcaceae familyasi igerisinde yer alan ve Gram pozitif, kok formunda olan
Staphylococcus sp. yaygin olarak kommensal ve patojenlerdir. insanlar ve hayvanlarda ciddi
enfeksiyonlara neden olurlar. insanlarda iki ana tiir vardir; Staphylococcus epidermidis,
genellikle pigmentsiz, patojenik olmayan bir tiir olup organizmada cilt veya mukoza
zarlarinda bulunurken, Staphylococcus aureus ise sar1 pigmentli ve ¢iban, sivilce, pnémoni,
osteomiyelit, menenjit, artrit de dahil olmak tizere klinik enfeksiyonlara sebep olan

mikroorganizmalar arasinda st siralarda yer almaktadir (Bender ve digerleri, 2019).

S. aureus’ta, bakteri hiicrelerinin ¢evresinde koruyucu bir matris olusumuna katkida bulunan
ve enfeksiyon bolgelerinde fagositoz aktivitelerini inhibe ederek kan plazma bilesenlerinin

¢okmesine neden olan, iki protein olan koagiilaz ve topaklanma (clumping) faktorii viriilans
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faktorleri olarak bulunmaktadir. Bu viriilans faktorlerinin yaninda protein A yiizey proteini,
patojenin immiin sistem tarafindan fark edilmesini engelleyen bir yiizey proteini olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. S. aureus ayrica a-hemolizin (kan hiicrelerini lize eder), enterotoksin
B (gida zehirlenmesine neden olur) ve toksik sok sendromu toksini-1 gibi birgok giiglii
ekzotoksin tretir (Bender ve digerleri, 2019). S. aureus, neredeyse tiim konak dokularini
enfekte edebilen, ciddi morbidite ve mortaliteye neden olabilen bir bakteridir. Kullanilan
antibiyotiklere direngli patojenler arasinda hastane enfeksiyonunun en sik nedenlerinden biri
olan S. aureus, yaygin bir antimikrobiyal direng gostermektedir (Ford, Hurford ve Cassat,
2021). Popiilasyonun %60 gecici olarak, %30'u ise kalici olarak kolonizedir. Hem MSSA
(metisiline duyarli S. aureus) hem de MRSA (metisiline direngli S. aureus), hastane
enfeksiyonlariyla iligkili bir patojendir. Deri ve yumusak doku enfeksiyonlari, osteoartikiiler
enfeksiyonlar, tibbi cihaz iliskili enfeksiyonlar, pnomoni, endokardit ve bakteriyemiye
sebep olan 6nemli bir patojendir. MRSA, tim B-laktam antibiyotiklere (besinci kusak
sefalosporinler harig) direnglidir (Tahaei ve digerleri, 2021).

MRSA enfeksiyonunun kiiresel insidansi yiiksek seviyelerdedir. Sadece Amerika Birlesik
Devletleri'nde her yil yaklasik 80.000 vaka bildirilmekte ve diinyanin ¢esitli bolgelerinde
son yillarda, 6zellikle Hindistan'da MRSA goriilme sikliginda artiglar rapor edilmistir.
Prevalansi ve ¢oklu antimikrobiyal direnci goz 6niine alindiginda, MRSA kontrol edilmesi
zor bir patojen olmaya devam edebilir. Diinya saglik 6rgiiti’niin 2017 yilinda yaymladigi
acil yeni antimikrobiyal ajan gelistirilmesi gereken mikroorganizmalar listesinde ise,
MRSA’nin yiiksek 6nemde ve 2. 6ncelikli grupta yer aldigi goriilmektedir (Cizelge 2.5).
Diinya Saglik Orgiitii’'niin son yaymladig: kiiresel antimikrobiyal diren¢ raporunda ise
Tiirkiye’de tespit edilen S. aureus suslarinda, metisiline olan diren¢ %31,5 olarak

bildirilmistir.

Bacillus cereus (B. cereus)

Bacillaceae familyasinda yer alan ve spor olusturma o6zelligi gosteren onemli iki tiirden biri
olan olan B. cereus; Gram pozitif, aerobik veya fakiiltatif bir mikroorganizmadir. (Bender
ve digerleri, 2019). B. cereus, B. cereus sensu lato olarak bilinen ve Bacillus anthracis,
Bacillus thuringiensis, Bacillus mycoides, Bacillus pseudomycoides, Bacillus
weihenstephanensis, Bacillus sitotoksikus ve Bacillus toyonensis ile birlikte yeni

tanimlanmis birka¢ bakteriyi de igeren bir gruba aittir. B. cereus bakterileri, endospor
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olusturma kabiliyetleri ile zorlu ve normal sartlarda vejetatif formlarin yasayamayacagi
kosullarda varliklarini siirdiirerek hayatta kalabilme yetenegindeki mikroorganizmalardir.
Bakteri sporlarinda metabolik aktivite yoktur ve 1siya, soguga, kuruluga, gama isinlarina ve
ultraviyole radyasyona karsi direnglidir. Bu sporlar, ayrica insan epitel hiicrelerine
yapismayi da kolaylastirirlar. B. cereus biyofilmleri ise abiyotik/biyotik yiizey ve dokularda
olusurken ayn1 zamanda yiizen zarlar olarak da goriilmektedir. B. cereus, hemolizin BL
(Hbl), non-hemolitik enterotoksin (Nhe), sitotoksin K, enterotoksin T (BCET), enterotoksin
FM ve emetik toksin olmak iizere ¢esitli toksinler ile proteazlar ve fosfolipazlar dahil olmak
tizere bir¢ok viriilans faktorii tiretir (Dietrich, Jessberger, Ehling-Schulz, Martlbauer ve
Granum, 2021). B. cereus, gastrointestinal ve gastrointestinal olmayan hastaliklara sebebiyet
vermektedir. Cogunlukla gida zehirlenmesi vakalarindan sorumlu olan B. cereus, az pismis
veya kontamine gidalarin tiiketilmesi yoluyla bulasabilir. B. cereus biyofilmlerinin katater
ve hastane tekstilleri yiizeylerinde olusmasi nedeniyle hastane kaynakli bulagmanin
meydana geldigi de bildirilmistir (Enosi Tuipulotu, Mathur, Ngo ve Man, 2021).

2.3.2. Mayalar ve bazi 6nemli maya enfeksiyonlari

Mikroorganizmalar toplulugu icinde bakterilerle karsilagtirildiginda daha kompleks bir
yapida ve daha biiyiik olan, algler ve protistler ile birlikte Funguslar igerisinde yer alan
mayalar, yine tek hiicreli fakat 6karyotik mikroorganizmalardir (Madigan ve digerleri,
2021). Fungal hiicre duvart, hiicresel biitiinliigii ve canliligi korumak i¢in ¢ok 6nemli bir role
sahip temel bir yapidir. Hiicre duvari, hiicresel gegirgenligi kontrol ederek hiicreyi ozmotik
basing ve mekanik stresten korumak gibi farkli biyolojik islevlere sahiptir (Agustinho,
Miller, Li ve Doering, 2018). Hiicre duvari, polisakkarit, protein, lipid ve pigmentlerden
olusur. Ayrica, bazi duvar bilesenleri immiinojeniktir yani enfeksiyon sirasinda hiicresel ve
hiimoral tepkiyi uyarir. Hiicre duvari, glukanlar, kitin, kitosan ve glikosile edilmis
proteinlerden olusan bir hiicresel organeldir (Sekil 2.8) (Garcia-Rubio, de Oliveira, Rivera
ve Trevijano-Contador, 2020).
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Sekil 2.8. Candida albicans hiicre duvari ve zar1 (Garcia-Rubio ve digerleri, 2020)

Hiicre duvari

Membran

Ascomycetes olarak da adlandirilan Ascomycota, mantarlarin en biiyiik ve en gesitli grubudur
ve Candida, Saccharomyces gibi mayalardan, Aspergillus gibi filamentler halinde biiyiiyen
kiiflere kadar uzanir (Sekil 2.9) (Madigan ve digerleri, 2021).

Candida albicans (C. albicans)

Debaryomycetaceae familyasinda bulunan C. albicans, insanlarla kommensal olarak
yasayamaktadir (Madigan ve digerleri, 2021). Patojen olarak kabul edilmekle birlikte
insanlarin  %80°1 asemptomatik tasiyict olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Vila, Sultan,
Montelongo-Jauregui ve Jabra-Rizk, 2020). Patojen olarak, ciddi ve siklikla 6limciil
kandiyasis enfeksiyonlarina neden olabilmektedir. C. albicans doku ve implantlar gibi
yiizeylerde biyofilm olusturma yetenegi ile de karakterize edilmektedir (Lohse, Gulati,
Johnson ve Nobile, 2018). C. albicans, AIDS hastalari, kanser hastalari ve organ nakli
hastalar1 gibi o6zellikle bagisikligi baskilanmis bireylerde yiizeysel ve mukozal
enfeksiyonlardan ciddi yaygin ve kan dolasimi enfeksiyonlarina kadar cesitli hastaliklara
neden olmaktadir. Kandiyasis genellikle ergosterol biyosentezini engelleyen azol ilaglari ile
tedavi edilir. Flukonazol, genis bir antifungal spektrum ve disiik toksisite 6zelliklerinden
dolay1 C. albicans enfeksiyonlariin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bununla
birlikte flukonazol, biiytimeyi inhibe eden fakat 6ldiirmeyen bir etkiye sahiptir, bu nedenle
flukonazol direncinin gelismesine neden olabilen fungistatik bir ilagtir (Lu, Shrivastava,
Whiteway ve Jiang, 2021).
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Sekil 2.9. Fungi 16S rRNA gen agaci1 (Madigan ve digerleri, 2021)

2.4. Antimikrobiyal Maddeler

Antimikrobiyal ajanlar bakteriyel hastaliklarinin yanisira, viriis, mantar, protozoa ve
helmintler sebebiyle ortaya ¢ikan enfeksiyonlari tedavi etmek i¢in de kullanilir (Abushaheen
ve digerleri, 2020). Antibiyotikler, dogal olarak olusan mikrobiyal iriinlerdir;
Siilfonamidler, kinolonlar, nitrofuranlar ve imidazoller gibi sentetik bilesikler ise
kemoterapétik ajanlar olarak anilmaktadir. Bununla birlikte, bazi antibiyotikler sentetik
olarak tiretilebilirken digerleri dogal olarak olusan bilesiklerin (yar1 sentetik antibiyotikler)
kimyasal manipiilasyonunun iiriinleri oldugundan, ayrim tam olarak tanimlanmamistir
(Torok ve digerleri, 2017). Giinlimiizde antibiyotik terimi, sistemik enfeksiyonu tedavi

etmek i¢in kullanilan ajanlar1 (esas olarak antibakteriyel ajanlar) tanimlamak igin genel bir
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sekilde kullanilmaktadir. Topikal tedavi veya ¢evresel dekontaminasyon disinda
kullanilamayacak kadar toksik olan antimikrobiyal maddeler ise antiseptikler veya

dezenfektanlar olarak adlandirilmaktadir (Greenwood ve digerleri, 2012).

2.4.1. Antibakteriyel maddeler

Antibakteriyel maddeler, etki mekanizmalarina goére temel olarak 5 baslikta
incelenmektedir. Bu etki mekanizmalart Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerde benzer

prensiplere dayanmaktadir (Cizelge 2.3).

Hiicre zar1 sentezini etkileyen antibiyotikler

Polimiksin molekiilleri, hiicre dis zarindan ve hiicre duvarindan sitoplazmik zara yayilarak,
zarm biitiinliigiinii bozar ve dengesizlestirir. Bu durum sitoplazmanin hiicre digina sizmasina
neden olarak hiicre 6liimiiyle sonuglanir. Gram pozitif hiicre duvarindaki kalin peptidoglikan
tabaka bu molekiillerin gegisini zorlastirdigi i¢cin Gram negatif bakteriler iizerinde daha
etkilidir (Bender ve digerleri, 2019; Torok ve digerleri, 2017).

Hiicre duvarina etki eden antibiyotikler

Hiicre duvari sentezini etkileyen antibiyotikler, peptidoglikan sentezini veya capraz
baglanmay1 bloke ederek etki etmektedir. Biiyime asamasindaki bakterilere karsi daha

aktiftirler ve bakterisit etkileri vardir (T6rok ve digerleri, 2017).

Gram negatif bakterilerde p- laktam antimikrobiyaller, hiicreye dis zardaki porin
kanallarindan girerek, sitoplazmik membran yiizeyindeki penisilin baglayic1 proteinlere
(PBP) baglanir. Bu, zayiflamis veya kusurlu hiicre duvarlari sentezine sebep olur ve hiicre

lizisine yol agar (T6rok ve digerleri, 2017).

Gram pozitif bakterilerde, p-laktam antimikrobiyaller dogrudan hiicre duvarina girer ve
PBP'lere baglanir, bu da hiicre duvarlarinin zayiflamasina ve hiicre lizisine neden olur.
Glikopeptitler, peptidoglikan onciilerinin D-ALA-D-ALA terminal ucuna baglanarak hiicre
duvari sentezini inhibe eder, boylece transglikosidaz ve transpeptidazlarin etkisini inhibe
eder (Bender ve digerleri, 2019)
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Protein sentezine etki eden antibiyotikler

Protein sentezini inhibe eden antibiyotikler, rRNA’nin iki alt biriminden (30S ve 50S) olusan
bakteriyel ribozomlarin bu alt birimlerine baglanarak etki mekanizmasi olustururlar.
Tetrasiklinler; 30S ribozomal alt birimine baglanarak, transfer RNA'min (tRNA)
baglanmasini ve amino asitlerin protein zincirine eklenmesini bloke ederken, bakteriyostatik

etki olustururlar (Abushaheen ve digerleri, 2020).

Aminoglikozitler de 30S ribozomal alt birimine baglanir ve onun haberci RNA'ya (MRNA)
baglanmasini 6nler. Aminoglikozitler ayrica mRNA'nin yanlis okunmasina da neden olarak
yanlig amino asidin eklenmesine veya amino asitlerin birbiriyle baglanti kurma yeteneginde
etkiye neden olabilir. Bu iki mekanizma birlesik olarak bakterisit etki yaratir. Makrolidler
ve linkozamidler, 50S ribozomal alt birimine baglanir ve biiyliyen protein zincirinin
sonlanmasina neden olarak bakteriyostatik etkiyi saglarlar. Kloramfenikol, 50S ribozomal
alt birimine baglanir ve amino asitlerin biiyiiyen zincire baglanmasina miidahale eder. Ayni
zamanda bakteriyostatiktir. Linezolid (bir oksazolidinon), 50S alt biriminin 23S ribozomal
RNA'sina (rRNA) baglanir ve protein sentezi igin gerekli olan 70S baslatma kompleksinin
olusumunu engeller ve bakteriyostatik etkiyi olusturur (Bender ve digerleri, 2019; Torok ve
digerleri, 2017).

Niikleik asitleri etkileyen antibiyotikler

Florokinolonlar, DNA giraz enzimini bloke ederek DNA sentezine etki eder. Bu enzim
DNA'ya baglanir ve DNA sarmalinin gevsemesine neden olarak yapida kirilmalar saglar.
Florokinolonlar, DNA giraz-DNA kompleksine baglanir ve kirtk DNA ipliklerinin hiicreye

salinmasina sebep olarak hiicre 6liimiine neden olurlar (Abushaheen ve digerleri, 2020).

Antimetabolitler

Siilfonamidler, niikleik asitlerin sentezi i¢in dnemli olan folik asit sentezinde yer alan temel
bir metabolit olan Para-aminobenzoik asit (PABA) ile yapisal anologlardir ve dihidropteroat
sentetaz enzimi i¢in PABA ile rekabet eder. Trimetoprim ise, folik asit sentez yoluna etki
ederek dihidrofolat rediiktaz enzimini inhibe eder. Hem trimetoprim hem de siilfonamidler

bakteriyostatiktir. Birlikte kullanildiklarinda, folik asit sentez yolunun bloke olmasina neden
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olurlar ve sinerjik bir etki yaratirlar (Abushaheen ve digerleri, 2020; Bender ve digerleri,

2019).

Cizelge 2.3. Antibiyotiklerin siniflandirilmasi (Begum, Begum, Rahman ve Khan, 2021)

Sinif

Etki Alam

Ornek

Beta-laktamlar

Hicre duvari sentezi

Penisilin, Sefalosporin, Monobaktam ve
Karbapenemler

Makrolidler

Protein sentezine etki

Eritromisin, Azitromisin, Klaritromisin

Tetrasiklinler

Protein sentezine etki

l.nesil:  Tetrasiklin, Klortetrasiklin,
Oksitetrasiklin ve Demeklosiklin
2.nesil: Doksisiklin, Lymesiklin,

Meklosiklin, Metasiklin, Minosiklin ve
Rolitetrasiklin
3. nesil: Tigesiklin

Kinolonlar

DNA replikasyonu ve
transkripsiyon

Sinoksasin, Norfloksasin, Ofloksasin,
Siprofloksasin, Temafloksasin,
Sparfloksasin, Nalidiksik Asit, Enoksasin

Aminoglikozidler

Protein sentezine etki

Streptomisin,  Gentamisin, Neomisin,
Tobramisin ve Amikasin

2.4.2. Antifungal maddeler

Antifungal maddeler, funguslarin neden oldugu hastaliklarin tedavisinde gectigimiz yiizyil

boyunca biiytik ilerlemeler kaydetmistir (Sekil 2.10). Gliniimiizde kullanimda olan bir dizi

antifungal ajan mevcuttur. Antifungal maddelerin siniflari, etkileri ve ornekleri Cizelge

2.4°de gosterilmektedir (Grayson ve digerleri, 2017).
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VT-1161,VT-1129,and VT-1158

1995-1997

Lipid
amfoterisin B

isavukonazol
(a)
Posakonazol
Vorikonazol 1958 Amfoterisin B
955 Nistatin

1992 Itrakonazol

Flukonazol
CD101 and SCY-078

Ketokonazol

2006 Anidulafungin

Late 1960s Klotrimazol, mikonazol, ekonazol

2005 Mikafungin
1959 Klormidazol

2002 Kaspofungin
1944 Benznidazol

Sekil 2.10. Antifungal tedavide ilerlemeler (Ghannoum ve Perfect, 2019)

Cizelge 2.4. Antifungal madde simiflart (Grayson ve digerleri, 2017)

Sinif Etki Alani Ornek
. . Amfoterisin B, Nistasin,
Polienler Hiicre zar1 .
Natamisin
Klortrimazol, Ketokonazol,
Flukanozol, Mikonazol,
Azoller Ergosterol sentezi Itrakonazol, Posakonazol

Ravukonazol, Vorikonazol,
Isavukonazol, Albakonazol
Kaspofungin, Mikafungin,

Ekinokandinler Hiicre duvari X .
Anidulafungin
Topikal antifungaller Enzim_inhibisyonu, Ergosterol Tplnaf_tat, . Amororlfin,
sentezi Siklopiroks, Rilopiroks
Alilamin ve Benzilamin Terbinafin

Ergosterol sentezi Butenafin, Naftifin

Niikleik asit ve protein sentezi, | Flusitozin, Griseofulvin,
hiicre zar1 ve duvari Haloprogin

Turevleri

Diger Antifungaller

2.4.3. Antimikrobiyal diren¢

Insanlarin tarih boyunca mikroorganizmalarla, ézellikle de bakterilerle uzun siireli bir savas
icinde olduklar1 ve mikroorganizmalarin diinyanin dort bir yaninda 6nemli morbidite ve
mortaliteye neden oldugu bilinmektedir. 1940'larin baslarinda penisilin, bakteriler i¢in etkili

bir antimikrobiyal ajandi ve birgok bulasici hastaliga kars1 6nemli 6l¢iide kullanilmaktaydi.
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Fakat asir1 ve yanlisg penisilin kullanimi ileberaber bakteriler gesitli direng mekanizmalari
gelistirmeye baglamis ve etkinlik git gide azalma gostermistir (Abushaheen ve digerleri,
2020).

Antimikrobiyal direng, mikroorganizmalarin bir maddeye kars1 direngli olmalar1 veya basta
duyarli olduklar1 antimikrobiyal maddeye direnci olarak tanimlanir (Puglia ve Gualerzi,
2017). Antimikrobiyal ilaglarin yanlis uygulanmasi ve antimikrobiyal direncin kiiresel
yayilimu ile artan bu durum, 6ncelikle bagisiklik sistemi diisiik olan hastalar1 etkilemektedir.
Antimikrobiyal direng, diinyada tim ilkelerin saglk sektorlerine yiiksek maliyetler
getirmekte ve bir¢cok arastirmaci antimikrobiyal direnci azaltmanin yollarini1 aramaktadir
(Jindal, Pandya ve Khan, 2015).

Diinyada insanlarin antibiyotik direncinden daha fazla haberdar edilmesi ve toplumdaki
(hastanelerde oldugu gibi) hijyen standartlarinin énemli 6l¢iide artirilmasi gerekmektedir.
Ayrica, direncin temellerini ele alan arastirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir ve bu da
antibiyotikle iligkili mikroorganizmalarda diren¢ mekanizmasinin anlagilmasini igerir
(Puglia ve Gualerzi, 2017).

Antimikrobiyal ilaglara direng farkli sekillerde olabilir. Bazi antimikrobiyal ilaglar
bakterinin genetik 6zelligi sebebiyle bakteri tizerinde bir etki yaratmaz; bu nedenle bu
ozellik bakterinin “dogal direnci” olarak tanimlanir. Bakterilerdeki genetik o6zelliklerin
mutasyona ugramasi sonucu olusur (transpozon veya plazmid DNA). Direngli bakteriden
konjugasyon, transformasyon ya da transdiiksiyon ile meydana gelen direng ise kazanilmis
direngtir. Oksijen basincindaki  degisiklikler, dokulardaki pH degisiklikleri ve
antimikrobiyal ajanin enfeksiyon bdlgesine ulasamamasi gibi nedenlerle ortaya ¢ikan direng
ise in vitro ortamda sonu¢ vermis fakat in vivo ortamda sonug¢ alinamayan “cevre ve

kosullara bagli” direngtir (Kayis, 2019).

Bakterilerde bir¢ok direng mekanizmasi vardir. Bunlardan en sik gozlenenler; enzimatik
modifikasyon/inhibisyon, penisilin baglayici protein (PBP) modifikasyonlari, porin
mutasyonlari, efflux pompalari ve hedef degisikliklerdir (Sekil 2.11) (Begum ve digerleri,
2021; Puglia ve Gualerzi, 2017).
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Enzimlerin modifikasyonu/antibiyotiklerin inaktivasyonu hem Gram pozitif hem de Gram
negatif bakterilerde goriiliir. Enzimatik modifikasyonda, bakteriyel enzimler antibiyotikleri
asetilasyon, adenilasyon veya fosforilasyon ile kimyasal olarak degistirerek, antimikrobiyal
ajanlar1 etkisiz hale getirir ve hedef bolgeye baglanmasini engeller. Makrolidlerde
fosforilasyon, aminoglikozitlerde ise aminoglikozid modifiye edici enzimler ile asetilasyon,
adenilasyon veya fosforilasyon meydana gelir. Beta laktam grubu antibiyotiklere karsi ise
beta laktamaz enzimi ile beta laktam halkalar1 etkisiz hale gelir (Abushaheen et al. 2020;
Begum et al. 2021; Christaki, Marcou, and Tofarides 2020).

Bir dis zar proteini olan porinlerde, porin genlerinin asagi regiilasyonu yani azaltilmasi,
yapisal modifikasyonu ve fonksiyonel olarak islevsiz hale getirilmesi/silinmesi gibi
fonksiyonel mdoifikasyonlar ile antimikrobiyal ajanin hiicreye girisi engellenir veya

yavaglatilir (Abushaheen ve digerleri, 2020; Christaki ve digerleri, 2020).

Efflux pompalar1 yani aktif akis pompalari ilacin hiicre i¢inde birikmesine engel olmak
amagcli, ilact siirekli hiicre digina atan sistemlerdir. Aktif pompa sistemleri azalid ve
streptograminler, kinolonlar, 14 iiyeli makrolidler, kloramfenikol ve B-laktamlara direncte

etkilidir ve genellikle kromozom ve plazmid kontroliindedir (Begum et al. 2021).

-
-

Efflux pompasi H' Hiicre duvari Periplasm H'

Porin

PBP é&? ' Hiicre duvari

ST IT LR T g

Hucre zan

Sekil 2.11. Antimikrobiyal diren¢ mekanizmalar1 (Puglia ve Gualerzi, 2017)

Hedef yapisindaki degisiklikler, B-laktam, kinolon, glikopeptid, makrolid, tetrasiklin ve
rifampisine direng gelismesinde onemlidir. Hedef bolgelerdeki degisiklikler: DNA girazdaki
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topoizomeraz Il ve topoizomeraz IV; kinolon direncini belirleyen bdlgenin mutasyonlari
olarak gosterilebilir ve florokinolon direncine neden olur. Benzer sekilde kromozomlarda;
penisilin baglayan proteinlerde meydana gelen mutasyon sonucu antimikrobiyal ajan

hedefine baglanamaz (Abushaheen ve digerleri, 2020).

Cizelge 2.5. Yeni antibiyotiklerir]. arastirilmas1 ve gelistirilmesi icin DSO  &ncelikli
patojenler listesi (DSO, 2017)

Acinetobacter baumannii, karbepenem-direngli
Kritik Pseudomonas aeruginosa, karbepenem -direngli
Enterobacteriaceae, karbepenem -direngli, GSBL-iireten

Enterococcus faecium, vancomisin- direngli
Staphylococcus aureus, metisilin- direngli, vancomisin-orta
duyarli and direncli

= Helicobacter pylori, klaritromisin - direngli
S Campylobacter spp., florokinolon- direngli
o Salmonellae, florokinolon - direngli
< Yiiksek Neisseria gonorrhoeae, sefalosporin- direncli, florokinolon -
8 direncli
=
O

Streptococcus pneumoniae, penicilin - duyarli
Haemophilus influenzae, ampicillin- direngli
Orta Shigella spp., fluoroquinolone- direngli

2.4.4. Antifungal direng

Viral ve bakteriyel enfeksiyonlarla karsilastirildiginda daha az bir kitleyi etkiliyor olsa da
fungal enfeksiyonlar 6zellikle bagisikligi baskilanmis hastalarda siklikla yiiksek morbidite
ve mortalite oranlar ile iliskilendirilmistir. Ote yandan, mukozal ve sistemik enfeksiyonlar
siklikla firsat¢1 olarak degerlendirilir; bagisiklik azalmasi ve diismesi sirasinda ortaya ¢ikma
egilimindedir ve genellikle yasami tehdit eden enfeksiyonlara yol agar. Bu firsatgi
organizmalardan en sik karsilasilanlar; Candida albicans, Aspergillus fumigatus ve
Cryptococcus neoformans'tir. Bu patojenler; AIDS, diyabet, Kistik fibrozis ve kanserli
hastalar gibi bagisikligi baskilanmis bireyleri hedef almaktadir. Ayrica fungal

enfeksiyonlarin insidansinin bagisikligi baskilanmis bireyler, organ nakilleri, otoimmiin
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bozukluklar ve karsinom sayisindaki artigla beraber artmakta oldugu gosterilmistir. Bu
enfeksiyonlarda, mortalite ve morbiditenin yiiksek diizeyde seyretmesinin nedeni yanlis tani,
ilag direnci ortaya ve etkili antifungal tedavinin gerceklestirilememesi olarak gosterilebilir

(Srinivasan, Lopez-ribot ve Ramasubramanian, 2014).

Antifungal direng olusmasinda birgok farkli yol vardir. Bu yollar hiicre i¢inde antifungal
ajan birikimini azaltma yani arttirilmig akis etkisi, hedef enzimde modifikasyon, metabolik
degisiklikler olarak 6zetlenmektedir. Cizelge 2.6’de ilag gruplar1 ve bu ilag¢ gruplarina karsi
gelistirilen diren¢ mekanizmalarina 6rnekler verilmistir (Costa-de-oliveira ve Rodrigues,
2020; Srinivasan ve digerleri, 2014).

Cizelge 2.6. Antifungal direng mekanizmalarina 6rnekler (Srinivasan ve digerleri, 2014)

Siif Ornek Diren¢ mekanizmasi
.. Ilacin hedefi olan ergesterol konsantrasyonunun
: Amfoterisin B . A
Polienler azaltilmasi ve kompoziyonunda degisiklik.
Natamisin POL gen ailesinde degisiklik
Flukanozol Ilag t_asl}flcllarl ile ilacin disar1 atilmasi; ABC
gen ailesi.
itrakonazol Ilag hed(_efl_ baglapmasm etkileyen Ergllp'ye
Azoller amino asit ikamesi.
Ketokonazol Ilacin etkisini azaltan Ergl1p'nin asir1 ifadesi.
Posakonazol Erg3 alellerindeki mutasyon ile toksik sterol
konsantrasyonundaki degisiklik.
Ekinokandinler Kaspofungin Fksl ve Fks2 baglama birimlerinde mutasyon.
Primidin anologlar1 | 5-Flusitozin Sitozin permeaz ve deaminazda mutasyon.

2.5. Biyofilm

Biyofilmler, biyofilmi olusturan ayni1 veya farkli mikroorganizmalar tarafindan salgilanan
hiicre digi polimerik maddelerden (EPS) olusan matriste, homojen veya heterojen
mikroorganizma popiilasyonlarini igeren, tek veya ¢ok katmanl yapilardir (Gupta ve ark.,
2016). Biyofilm olusumu biyotik ve abiyotik olmak {izere genis ¢apta bir¢ok ylizeyde
gortilebilmektedir. Biyofilmin, temel olarak mikroorganizmalar ile EPS’den olustugu ve bu
yapinin organik karbonun %50-90’1n1 barindiran bir matristen olustugu kabul edilmistir.
Glikopeptit, lipitler ve lipopolisakaritler gibi polimerler bir yap: iskelesi olusturur ve
biyofilmi bir arada tutar yani EPS ana yapis1 polisakkaritlerden olusur. Bunun disinda
proteinler, lipidler ve niikleik asitler gibi diger biyomolekiiller de EPS'de bulunur ( Cortés

ve ark., 2011). EPS’nin viskoelastik yapida bir hidrojel formunda olmas1 biyofilmin mekanik
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strese dayanikli olmasini saglar. Boylece biyofilm ortami bakterileri dis saldirilara, yirtict
saldirilara ve antibiyotikler gibi kimyasal islemlere kars1 korur. Mikroorganizmalar, EPS
matrisinde bulunan besin ve suyu kullanmaktadir. Matrikste bulunan su, EPS'deki hidrofilik
polisakkaritlerle hidrojen bag: yaparak da verimli bir sekilde tutulur. Mikroorganizmalar,
biyofilm igerigini modifiye ederek farkli ¢evresel kosullara uyum saglayabilirler
(Kostakioti, Hadjifrangiskou ve Hultgren, 2013).

Mikrobiyal biyofilmlerin kanalizasyonun saflastiriimasinda, petrol ile kirlenmis sularin
aritilmasinda ve nitrifikasyon siirecinderol oynadigi, bazi toprak ¢esitlerinde verimliligi ve
bitki biliyiimesini artirdigibildirilmistir. Polimerler tizerindeki biyofilmin, polimerin
bozunmasint verimli bir sekilde arttirdigi bildirilmistir. Bu yararli etkilerin yani sira
biyofilmlerin ciddi zararli etkileri vardir. Biyofilmler, ¢esitli enfeksiyonlarda ve tibbi
cihazlarin yiizeyinde bulunabilir (Vasudevan, 2014). Biyofilm, bakteriler arasinda gen
transferini kolaylastirarak viriilent suslarin sayisinda artisa neden olabilir. Ayrica, biyofilm
tabakasi igindeki mikroorganizmalar, gen ifadesi ile yiizey antijenindeki hizli degisiklikler
sayesinde bagisiklik sisteminden kagabilir. Bununla birlikte inflamatuar sitokinler EPS
yapisni ¢ok etkilemeyeceginden, biyofilmi bozmak yerine ¢evre dokularda hasara yol
acabilir. Benzer sekilde antimikrobiyal maddelerin EPS igerisine gegisi zor olacagi igin

biyofilm yapisindaki mikroorganizmalar etkilenmeden kalabilir (Hall ve Mah, 2017).

2.5.1. Biyofilm olusumu ve cesitleri

Biyofilm olusumu temel olarak 5 asamada ele alinmaktadir. Geri dontisiimlii tutunma, geri
doniligiimsiiz tutunma, planktonik hiicrelerin EPS iireterek ylizeye baglanmasi, koloni
olusturma ile biyofilm yapisinin olgunlagmasi ve olgun biyofilmdeki hiicrelerin gogi
basamaklarindan olusmaktadir (Sekil 2.12) (Esperanza Cortés ve digerleri, 2011; Gupta ve
digerleri, 2016; A. Temel ve Erag, 2018).

Geri doniistimli tutunma

Biyofilm olusumunun ilk asamasidir. Bu asamada tek tek yani planktonik olan
mikroorganizmalar ile yiizey arasinda zayif bir etkilesim olusmaktadir. Bu zayif etkilesimler

genellikle elektrostatik giigler, hidrofobik etkilesimler ve Van der Walls baglar1 gibi
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etkilesimleridir. Mikroorganizma ile yiizey arasindaki bag kopabilir (Esperanza Cortés ve
digerleri, 2011; Gupta ve digerleri, 2016; A. Temel ve Erag, 2018).

Geri donusiimsiiz tutunma

Mikroorganizmalar biyofilm olusumunun ikinci asamasimi; planktonik formdayken
tutunacaklar1 yiizeyin besin ve su agisindan yeterli olmasi durumunda, giiglii (dipol-dipol
ctkilesimleri, kovalent baglar ve hidrojen baglari) baglarla yilizeye tutunmalari ile
gergeklestirirler (Esperanza Cortés ve digerleri, 2011; Gupta ve digerleri, 2016; A. Temel
ve Erag, 2018).

Planktonik hiicrelerin EPS iireterek viizeye baglanmasi

Mikroorganizmalarin birbirleriyle iletisim kurarak EPS tabakasini olusturmaya baslamalari
asamasidir. Bu asamada biyofilm tabakasi erken olgunlasmada ve ince bir tabaka halindedir

(Esperanza Cortés ve digerleri, 2011; Gupta ve digerleri, 2016; A. Temel ve Erag, 2018).

Koloni olusturma ile biyofilm vapisinin olgunlasmasi

EPS tabakasimin artmasi ile mikrokolonilerin olusmasi asamasidir. Bu asamada biyofilm
yapisindaki besin ve atik kanallar1 organizasyonu gergeklesir. Olgunlagma ile biyofilm
tabakas1 da kalinlasmistir. Tabakanin alt kisimlarinda kalan mikrokoloniler ile st
kisimdakiler arasinda metabolik farkliliklar goriilebilir (Esperanza Cortés ve digerleri, 2011;
Gupta ve digerleri, 2016; A. Temel ve Erag, 2018).

Olgun biyofilmdeki hiicrelerin gocii

Oksijen, su ve besin yetersizligi gibi zorlayict kosullar sebebiyle mikrokoloniler veya
planktonik formlar halinde yer degistirme ya da biyofilm tabakadan kopmalarin
gerceklestigi asamadir (Esperanza Cortés ve digerleri, 2011; Gupta ve digerleri, 2016; A.
Temel ve Erag, 2018).
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Sekil 2.12. Biyofilm olusum asamalari

2.5.2. Biyofilm baglantih enfeksiyon hastaliklar:

Enfeksiyon hastaliklarinda biyofilmler, mikroorganizmalarin patojenitesini artirabilir, EPS
tabakas1 nedeniyle yok edilmekten koruyabilir ve tedavinin basarisiz olmasina neden
olabilir. Biyofilmler hiicreleri UV radyasyonu, pH stresi, kimyasal maruziyet, fagositoz,
dehidrasyon, mekanik stres ve antibiyotikler gibi saldirilara kars1 korur (Gupta ve digerleri,
2016).

Gilinimiizde tibbi cihaz (Yapay kalp kapakgiklari, koroner stentler, kataterler, implantlar,
ortopedi ve dis protezleri) ve biyomateryal kullanimi yayginlagmistir. Biyofilmler bu tedavi
araglar lizerinde veya tedavi goren konakg1 hiicre ve mukozal bolgelerde olusarak; kronik
yara enfeksiyonlari, Kistik fibrozis, endokardit gibi pek ¢ok farkli hastalikta rol

oynamaktadir.

2.6. Tiirkiye’de ve Diinyada Enfeksiyon Hastaliklar:

Antimikrobiyal direncin artmasi hem bolgesel hem ulusal hem de uluslararasi diizeyde
endise yaraticitiim diinyay1 etkileyen bir problemdir. Antimikrobiyal direncin tamamen

ortadan kaldirilmas:t gibi bir sonu¢ yaratmak miimkiin degilken, akilct ve bilingli
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antimikrobiyal kullanimiyla antimikrobiyal diren¢ gelisimi kontrol altina alinabilir.
Antimikrobiyal maddelerin kullanimina yonelik, ulusal ve uluslararast politikalar,
diizenlemeler ve iyilestirmeler, siirdiiriilebilir siirveyans sistemlerinin yani veri toplanmasi,
analiz edilmesi, degerlendirilmesi ve raporlandirilmasinin, antimikrobiyal direng ile
miicadelede temel unsur oldugu ortadadir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO), iiye iilkelerde
belirlenmig mikroorganizmalar ve bu mikroorganizmalarin antimikrobiyallere kars1 direng
sikliginin izlendigi ulusal antimikrobiyal diren¢ siirveyans sistemlerinin kurulmasini

Onermektedir.

2.7. DNA’min Genel Yapisi

Deoksiriboniikleik asit (DNA), hiicrede genetik bilginin kopyalanmasini, taginmasini ve
gelecek nesillere aktarilmasini saglayan en o6nemli yapidir (Bayrakci ve Yilmaz,
2019).Canlilarda, kalitsal bilgiyi tasimasiyla beraber bu bilginin replikasyon ve
transkripsiyon yoluyla protein ve enzim gibi hayati énem tasiyan molekiillerin sentez
meaknizmalarinda kullanilmasinda gérevli olmasi sebebiyle de DNA yagamin devami iginen

onemli molekiildiir (Alotaibi ve Momen, 2020; Yilmaz, 2021).

Pirimidin baz Piirin baz! o o 5 ucu
Deoksiriboz \ \p{o :
O Hy &
3’ ucu OH €
& e o. 0.5/
B
H,C57O a0l
\, 0 0
0 N
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Sekil 2.13. DNA super sarmali yapist ve hidrojen baglart (Sadav, Hillis, Heller ve
Berenbaum, 2014)
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DNA,; sitozin (C), adenin (A), timin (T) ve son olarak guanin (G) olmak tizere dort azotlu
bazdan olusan bir kod seklinde saklanir. Adenin ve guanin cift halkasal yapi igerip piirin;
timin ve sitozin tek halka igerip pirimidin pirimidin olarak adlandirilir (Sekil 2.14) (Alotaibi
ve Momen, 2020).

| 8| H H
NN
— Nikleotid
N
1 4 o= N/L
| Pl
C O=P—0—CH,
| Nikleotid baz
\ G O (Adenin)
T7 Fosfat grubu
: OH H
Seker
(Deoksiriboz)
(a) (b)

Sekil 2.14. Poliniikleotid (a) ve niikleotid (b)

DNA’nin kimyasal yapisina bakildigi zaman niikleotit monomerlerinin bir araya gelmesiyle
olusmus lineer bir polimer oldugu goriilmektedir. Fosfat grubu, seker (5 karbonlu
deoksiriboz sekeri) ve bir adet organik baz birlikte niikleotid olarak adlandirilir. Niikleotidler
iki uzun zincir halinde diizenlenirler ve bdylece ¢ift sarmal olarak bilinen bir spiral
olustururlar (Sekil 2.13).

DNA replikasyonu

DNA replikasyonu, orijinal DNA molekiiliinden iki adet ¢ift sarmal DNA f{iretilmesi
islemidir; her DNA sarmali, niikleotit dizisinde tiretilmis oldugu orijinal DNA ¢ift sarmaliyla
ayni olur. Replikasyonda; her yeni DNA molekiiliinde bir iplik orijinal DNA’dan gelir, diger
iplik ise yeni sentelenmis iplik olarak ¢ift sarmalin yapisinda bulunur. Bu model, yari
korunumlu bir modeldir (Sekil 2.15).
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DNA replikasyonu DNA helikaz enziminin ¢ift sarmali ayirmasi ile baslar. Daha sonra DNA
polimeraz enzimi ile orijinal DNA zincirinin 3" ucuna niikleotidlerin eklenmesi ile bir iplikte;
okazaki fragmanlarinin eklenmesi ile pargali olarak diger iplikten DNA replikasyonu devam
eder. Okazaki fragmanlar1 primaz enziminin katalizlenmesi ile olusur. Okazaki fragmanlari

ile olusan kesintili zinciri ise DNA ligaz enzimi baglayarak kesintisiz zincir haline getirir.

PN

Orijinal iplik ’\' ,\
}/\- ,\‘ DNA polimeraz
Yeni Sentezlenen iplik ’\- ’\. /
’z& Atasal DNA
\ .
RNA primer \ DNA helikaz
Yeni okazaki fragmani / DNA primaz
V\. .
Onceki okazaki fraian)\s\l Kesintili zincir kahbi
\ . Tek zincire
.\I\' baélaflan
/ proteinler

DNA polimeraz

Sekil 2.15. DNA replikasyonu (Alberts ve digerleri, 2019)

DNA polimeraz, 107 niikleotid ¢iftinde bir hata yapar. Bu ¢ok diisiik bir hata oranidir fakat
yine de hatalarin ortadan kaldirilmamasi: mutasyon birikimine sebep olur. Mutasyonlarin
birikmemesi DNA polimeraz enziminin kontrolleri ile engellenir. DNA polimeraz ispat
okumasi ve polimerizasyon ile hatalar1 sentez sirasinda es zamanl olarak diizeltir DNA
topoizomeraz replikasyonda rol oynayan bir diger enzimdir. Bu enzim DNA helikazin agmis
oldugu ve agilmaya devam edecek olan ¢ift zincir tarafindaki siki yapiin gevsemesine
yardimet olur. Ayrica DNA kelepgesi denilen yapi ile de DNA polimerazin iplik {izerinden

ayrilmasi ve tekrar sarmal yapiya doniistiirilmesi saglanir (Weinberg, 2014).

DNA onariminda, depiirinasyon ve deaminasyon siklikla DNA hatalarini1 ortadan kaldirmak
icin aktive edilen mekanizmalardandir. Replikasyon sirasinda yanlis baz eslemesi ile
niikleotidlere yer degisikligi ya da delesyon gibi sonuglar oratay ¢ikmaktadir. Fakat

niikkleazlar, DNA polimerazlar ve ligazlar bu hasarlar1 eszamanli olarak ortadan
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kaldirabilirler. Bu onarimlar kanser olusumunu 6nlemede Kilit rol oynamaktadir. Ozellikle
ailesel kanserlerde bu hasarlarin engellenememesi, siradan bir hiicresel mutasyona oranla
cok daha yiiksek oranda karsinogeneze neden olacak sonuglar dogurabilir. Bazen hiicrenin
DNA replikasyonu ve onarim siiregleri basarisiz olur ve bir mutasyona yol agar. DNA
dizisindeki bu kalic1 degisikligin derin sonuglari olabilir. Yalnizca tek bir niikleotid ciftini
etkileyen bir mutasyon, degisiklik DNA dizisinde hayati bir konumda meydana gelirse,
organizmanin uygunlugunu ciddi sekilde tehlikeye atabilir. Her proteinin yapis1 ve aktivitesi,
amino asit dizisine bagl oldugundan, dizilimi degistirilmis bir protein, zayif islev gérebilir

veya hi¢ caligmayabilir (Alberts ve digerleri, 2019).

Transkripsiyon ve translasyon

Transkripsiyon DNA molekiiliindeki bilginin RNA niikleotid dizisi haline ¢evrilmesi yani
DNA’dan RNA sentezlenmesi islemidir. Hiicre i¢i gen ekspresyonunun ilk basamagidir.
Transkripsiyon sonucunda, ikili sarmal DNA’nin bir dizisinin karsiligi olan mRNA
sentezlenir. Transkripsiyon, DNA ¢ift sarmalinin kisa bir bolgesinin agilmasi ile baglar.
DNA ipliklerinden biri RNA sentezi igin kalip iplik olarak kullanilir. DNA
replikasyonundaki gibi sentezin temeli tamamlayici1 baz eslesmelerine dayanir. Transkript
her defasinda bir niikleotid boyu kadar uzatilarak elongasyon (uzama) devam eder (Sekil
2.16) (Alberts ve digerleri, 2019).



40

| gen . DNA
3!‘
[ | N ] || --- || | N ]
3/ :ll:l.lll ::l:::ll:S.
/ Transkripsiyon
Nukleotidler

RNA

5’ 3'

Translasyon

PROTEIN

H N == ==~ - COOH
N/

amino asitler

Sekil 2.16. Transkripsiyon ve translasyon (Alberts ve digerleri, 2019)

RNA sentezi, RNA polimeraz enzimi tarafindan katalizlenir. RNA polimeraz, genin
baslangicinda yer alan promotdér bolgesine baglaninca 0 genin transkripsiyonu baglar. RNA
transkripsiyonunun basladigi ilk baza baslama noktasi adi verilir. RNA polimeraz
sonlandirma dizisine (terminator) gelinceye kadar senteze devam eder. Promotdrden
terminatore kadar olan kalip DNA dizisi transkripsiyon birimi olarak adlandirilir. Bir
transkripsiyon birimi birden fazla gen igerebilir. Baslama noktasindan onceki diziler
upstream, sonraki diziler downstream olarak adlandirilir (Reece, Taylor, Simon ve Dickey,
2021).
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Sekil 2.17. Prokaryotik transkripsiyon basamaklar1 (Alberts ve digerleri, 2019)

Prokaryotlarda birbirine komsu birkag gen ayni promotoru paylasabilir; 6karyotlarda ise her
genin kendi promotoru vardir ve promotor genellikle kodlayic1 bolgeden 6nce yer ahr.
Prokaryotik RNA polimerazdan farkl: olarak 6karyotik RNA polimeraz promotor dizisini
kendi basina tanimaz. Okaryotik genler intronlar denilen ve kodlayict olmadig: diisiiniilen
baz dizileri de icerir. Intronlar arasinda ise ekzonlar yani ifade edilen bslgeler yer alir. Pre-
MRNA olarak adlandirilan birincil RNA transkripti hem intronlan hem de ekzonlan icerdigi
halde, olgun mMRNA translasyona ugramak tizere ¢ekirdekten ¢ikmadan 6nce intronlar
¢ikarilarak ve kalan ekzonlar ug uca baglanir. Transkribe edilen pre-mRNA'nm 5' ucuna bir
G sapkasi eklenir. G sapkas1 kimyasal olarak degisiklige ugratilmis bir guanozin trifosfat
(GTP) molekiilidir. Bu sapka mRNA'nm translasyona ugramak iizere ribozoma
baglanmasimi miimkiin kilar ve mRNA'y1 riboniikleazlarin pargalamasima karsi korur.
Transkripsiyon sonunda pre-mRNA'nin 3' ucuna bir poli A kuyrugu eklenir. Okaryotlarda,

pre-mRNA'nin 3' ucunda, son kodondan sonra genellikle bir poliadenilasyon dizisi
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(AAUAAA) bulunur. Bu dizi pre-mRNA'y1 kesecek enzim igin bir sinyal gorevi yapar. Bu
kesimden hemen sonra bir baska enzim pre-mRNA'nin 3' ucuna 100 ila 300 tane adenin
nilkleotid (poli A kuyrugu) ekler. Bu kuyruk mRNA'nin hem g¢ekirdekten ¢ikmasina
yardimci olur hem de kararliligi agisindan 6nemlidir (Sekil 2.17) (Alberts ve digerleri,
2019).

Translayon, mRNA’nm tRNA ile proteine terciime edilmesidir. Ozgiil bir aminoaside bir
aminoacil-tRNA sentetaz baglanarak tRNA antikodonu sayesinde mRNA {izerindeki
tamamlayic1 kodon ile hizalanir. Ribozom (rRNA ve protein) bu eslesmeyi kolaylastirir.
Ribozomlar translasyonun baslama, uzama ve sonlanma asamalarinda koordinator olarak

yer alir (Reece ve digerleri, 2021).

Baslama asamasinda; kiiglik ribozomal altbirim mRNA iizerindeki tanima bdlgesine
baglanir, metiyonin ile yiikli tRNA, AUG kodonuna baglanarak baslama kompleksini
tamamlar ve son olarak biiyiik ribozomal altbirim baglama kompleksine katilir (Sadav ve
digerleri, 2014).

Uzama asamasinda; yeni gelen tRNA’nin antikodonu A bolgesindeki kodona baglanur,
biiyiik alt birim {tizerindeki peptidil transferaz aktivitesi ile peptid baglar1 olusumunu
katalizler ve boylece P bolgesindeki amino asit yani metiyoninin yeni proteinin N-terminali
haline gelir. Ilk tRNA metiyoninden ayrildiktan sonra E bélgesine hareket eder ve
ribozomdan ayrilarak bir baska metiyonin ile yiiklenmek tizere tekrar sitozole doner. Bu
sirada iki amino aist i¢eren peptid tasimakta olan tRNA, ribozomun mRNA {izerinde 5' - 3'
yoniine bir kodon kadar hareket etmesiyle P bolgesine kaydirilir. Bu basamaklar

tekrarlandik¢a uzama asamasi devam eder (Sadav ve digerleri, 2014).

Sonlanma asamasinda ise UAA, UAG ya da UGA sonlanma kodonlarindan birine
gelinmesiyle sentezi tamamlanmigs olan polipeptidin ribozomdan ayrilmas: ile tamamlanir
(Sadav ve digerleri, 2014).

2.7.1. DNA- ilag etkilesim mekanizmalari

DNA’nin kimyasal bazli molekiillerle etkilesime girmesi ve bu etkilesimlerin belirlenmesi,

kanser ve enfeksiyon hastaliklar1 basta olmak tizere birgok DNA temelli hastalikta yeni
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ilaglarin gelistirilmesi a¢isindan énemlidir. Bu nedenle transkripsiyon ve replikasyona etki
ederek hiicre fonksiyonunu diizenlemek i¢in DNA’y1 hedef olarak segmek mantikli ve hizli
sonug alabilme potansiyeli tasimaktadir (Yilmaz, 2021). DNA’ya baglanma 6zelligi olan
birgok molekiil replikasyon asamalarinda, kanserli hiicre gelisimini inhibe ederek
gostermektedir. Ayrica bu molekiiller transkripsiyon sirasinda proteinlerin ve enzimlerin
biyolojik sentezinde etki edebilmektedirler. Bazi kiigiik molekiillerin DNA ile baglanma
mekanizmas1 tizerine yapilan c¢alismalar, gectigimiz yillarda hiz kazanarak Onem
kazanmistir DNA'nin  yapisal Ozelliklerini, genlerde meydana gelen mutasyonlari,
hastaliklarin kdkenlerini, ve ilaglarinin etki mekanizmalarini anlamak ve boylece hastaliklar
ile miicadelede ilerlemek igin yeni ilaglar gelistirilmesi oncelikli alanlar arasina girmistir

(DeVita, Lawrence ve Rosenberg, 2019).

Kanser tedavisinde kullanilan bir¢ok ilag DNA molekiilleri ile etkilesime girerek DNA-ilag
komplekslerini olusturur. Ilag molekiilleri, DNA ile kovalent veya kovalent olmayan
etkilesimler yoluyla etkilesime gecebilir. DNA molekiiliinde bu etkilesimler; iki baz ¢ifti
arasinda (tam interkalasyon), ana olukta, kiigiik olukta, dis tarafta sarmal yapida ve

elektrostatik baglama olarak gergeklesebilir (Yilmaz, 2021).

Kovalent baglanma

Kovalent baglanma geri doniisimsiiz bir yoldur ve DNA isleyis siirecinin tiimiini
etkileyerek hiicreyi oliime gotiirmektedir. Kovalent baglayicilarin en biiyiik avantaji ise
yliksek baglanma kuvvetidir. Sisplatin antikanser ilag olarak kullanilan en iyi bilinen ve en
sik kullanilan kovalent baglayicidir. Bununla birlikte, sisplatin ile kemoterapi tedavisinde
sisplatin sadece kanser hiicrelerine degil, ayn1 zamanda saglikli hiicrelere de etki ederek
oldiirdiigi i¢in 6zel olarak kanser hiicrelerini hedefleyen yeni sisplatin analoglarini
tasarlamak onemlidir. Ayrica, cogu kanser hiicresi sisplatine karsi duyarsizdir veya direng
gelistirir. Bu nedenle, daha genis bir sitotoksisite araligina sahip sisplatin analoglarinin
gelistirilmesine de ihtiya¢ duyulmaktadir. Kovalent baglanma mekanizmasina sahip olan
ilaclara 6rnek olarak; hardal gazi, karboplatin ve siklofosfamid verilebilir (Sekil 2.18)
(Alotaibi ve Momen, 2020).
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Sekil 2.18. Kovalent baglanma mekanizmasina sahip olan bazi ilaglarin molekiiler
formiilleri (Alotaibi ve Momen, 2020)

Kovalent olmayan baglanma

Kovalent olmayan DNA etkilesim ajanlar1 (DNA interkalatorleri ve oluk baglayicilar)
genellikle kovalent DNA eklentileri ve diger DNA hasarlar1 tireten ajanlardan daha az
sitotoksik olarak kabul edilir. Kovalent olmayan baglanma tipi tersine gevrilebilir kovalent
baglanarak etki eden ilaglara gore daha az toksik etki gosterirler. Bunula beraber, kovalent
olmayan DNA etkilesim ajanlari, DNA’da konformasyonel ve yapisal degisiklere yol
acabilir, protein-DNA etkilesimini  Kkesintiye ugratabilir, —mitokondriyal DNA
fonksiyonlarinda degisikliklere ve DNA zincir kirilmalarina yol agabilir. Kovalent
baglanmayan mekanizmaya sahip ilaglara etidyum bromiir ve kinakrin 6rnek olarak
verilebilir (Sekil 2.19) (Alotaibi ve Momen, 2020).

Cl N
O J O
F O/
NH

/\N

J

Etidyum bromiir Kinakrin

Sekil 2.19. Kovalent olmayan baglanma mekanizmasina sahip olan bazi ilaglarin molekiiler
formiilleri (Alotaibi ve Momen, 2020)
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Interkalasyon

Birgok antikanser ilaci, diizlemsel aromatik veya heteroaromatik halkali igeren bilesiklerin,
DNA sarmalinin eksenine dik olarak bitisik baz ¢iftleri arasina yerlesmesi yoluyla DNA ile
etkilesime girer. Bir¢ok tipik interkalasyon ajani, elektromanyetik spektrumun UV-gériiniir
bolgesinde 15181 emen ii¢ veya dort kaynagmis halka icerdiginden, genellikle kromoforlar
olarak bilinirler. Kromoforun yani sira, interkalatér molekiiliindeki diger siibstitiientler
baglanma mekanizmasini, ligand-DNA kompleksinin geometrisini ve varsa dizi segiciligini
biiyiik dlgtide etkileyebilir (Sekil 2.20) (Karimi Goftar, Kor ve Kor, 2014).
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Sekil 2.20. Interkalatér ajanin DNA’y1 deforme etme mekanizmas: (Karimi Goftar ve
digerleri, 2014)

Interkalatorler klinik kullanimda; antimikrobiyal, antiparazitik ve antikanser ajanlar olarak
kullanilmaktadirlar. Antimikrobiyal ajanlara 6rnek olarak proflavin verilebilir. Proflavine
dezenfektan ve antibakteriyel ajan olarak kullanilmistir ve halen topikal antiseptik olarak
kullanilmaktadir. Bu ajanin, viral RNA'ya interkalasyon yetenegi nedeniyle HIV tedavisinde
de umut verici bir aday oldugu bildirilmistir (DeJong, Chang, Gilson ve Marino, 2003).
Trapaflavin, etakridin ve akriflavin de antibakteriyel ajan olarak kullanilmigtir. Berberis
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bitkisinden elde edilen analkaloid olan Berberin maddesi ise antifungal, antibakteriyel ve
antiviral o6zelliklere sahiptir. Mepakrin (veya kinakrin), sitma tedavisinde kullanilan bir
akridin tiirevi olarak antiparazitik interkalatorlere ornek olarak verilebilir. Mepakrin,
proflavin ve etidyum bromiir gibi akridin tiirevleri de tripanozomiyaz tedavisinde
kullanilmaktadir (Sekil 2.21) (Mukherjee ve Sasikala, 2013).
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Sekil 2.21. Bisinterkalator ile DNA’nin sematik olarak etkilesimi (Karimi Goftar ve
digerleri, 2014)

Interkalatorlerin, antikanser dzellikleri genel olarak 3 mekanizma ile incelenir. Bunlardan
ilki olan DNA’ya bagimli enzimlerin inhibisyonunda enzimin DNA ile etkilesime
girememesi i¢in baglanma bdlgelerini bloke eder ve enzim inhibe olur. Boylece DNA
replikasyonu ve transkripsiyonu engellenmis olur. Antrasiklin antibiyotikleri ve amsakrin
topoizomeraz |l inhibitorii ve eliptisin ve analoglar1 topoizomeraz I, DNA polimeraz ve
RNA metilaz1 inhibe eder (DeVita ve digerleri, 2019). Proflavine ve aktinomisin D DNA
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polimeraz inhibitori iken, etidyum bromiir, aktinomisin D ve proflavin polimeraz
inhibitdrleri olarak interkalasyon etkisi gosterirler (Mukherjee ve Sasikala, 2013). ikinci bir
mekanizmaya sebep olan interkalatorler, ¢cergeve kaymasi mutasyonlarina sebep olmaktadir.
DNA’daki bir bazin veya daha fazla bazin silinmesi veya eklenmesi ile ger¢eve kaymasi
mutasyonlar1 ortaya ¢ikmaktadir. Bu mutasyon ise mMRNA sentezi sirasinda hatali kodon
okunmasina ve mutasyona ugramis bir proteinin sentezlenmesine sebep olmaktadir.
Etidyum bromiir, proflavin ve akridinin gergeve kaymasi mutasyonlarina neden oldugu
bilinmektedir (Sekil 2.22) (DeVita ve digerleri, 2019). Uciincii bir mekanizma olarak
incelenmekte olan DNA’ya hasar vererek interkalatér olan Doksorubisin ve analoglari ise
DNA interkalasyonu ile birlikte DNA'nin tek iplikli kirllmasina neden olur ve ayrica DNA

replikasyonunu ve transkripsiyonunu inhibe eder (Mukherjee ve Sasikala, 2013).
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Sekil 2.22. Proflavin ve etidyum interkalatorlerinin Kimyasal yapis1 (Mukherjee ve Sasikala,
2013)

Oluk baglanma

Oluk baglanmada, interkalasyonun aksine, DNA’da biiyiik konformasyonal degisiklikler
olmamaktadir. Biiyiik ve kiigiik oluga, ligandlar, baz ciftlerindeki fonksiyonel gruplar ile
hidrojen bag: yaparak baglanirlar. Kii¢iikk molekiiller genellikle DNA’daki kii¢iik oluga van
der Walls etkilesimi ve hidrojen baglar ile baglanmaktadir. Oluk baglayict molekiillerin
genellikle adenin-timin (AT) bakimindan zengin dizilere 6zgii olmasina ragmen bazilari
guanin-sitozin (GC) bakimindan zengin dizileri de tercih edebilmektedir (Alotaibi ve
Momen, 2020).
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Sekil 2.23. Kovalent olmayan DNA etkilesim ajanlarinin DNA’ya baglanma bdlgeleri
(Karimi Goftar ve digerleri, 2014)

2.8. Kanser

Kanser, kontrol edilemeyen bir sekilde boliinen, normal viicut dokusuna yerlesme ve tahrip
etme kabiliyetinde olan anormal hiicrelerin gelisimi ile karakterize ¢ok sayida hastalig: ifade
etmektedir (Fior ve Zilhao, 2019) . Kanserin, 6ziinde genetik bir hastalik oldugu ve somatik
hiicrelerin genomunda molekiiler degisikliklerin birikmesinin, kanser ilerlemesinin temeli
oldugu konusunda genis bir fikir birligi vardir (DeVita ve digerleri, 2019). Kanserin tek bir
mutasyonla ortaya ¢ikmadigi, bir émiir boyu devam eden DNA’da hasara sebep olan
mutajenlere maruz kalma sonucu uzun bir siire¢ sonunda birgok genin mutasyona ugramasi

ile olustugu da bilinmektedir (Fouad ve Aanei, 2017).

2.8.1. Kanser biyolojisi

Kanser tim organlarda farkli oranlarda ve siklikta gelisebilir. Kanserin isleyisini
anlayabilmek icin neoplazi, benign ve malignant (malignancy) terimlerini agiklamak
gerekmektedir. Neoplazi, kontrolsiiz hiicre proliferasyonu ile karakterize olan hastalik
siirecidir ve bir tiimériin (neoplazma) olusmasina neden olur. “Iyi huylu (benign)” olarak

adlandirilan tiimor ¢esitleri, dokular arasinda gegis yapmaz ve ¢evre dokulari istila etmezler.
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Bununla beraber viicutta baz1 islevleri engelleyebilecekleri igin yine de uzaklastiriimalari
gerekir. Kanser (malignancy veya malignant tiimor) ise g¢evre dokular istila eden ve
genellikle daha uzak dokular1 da etkileyen neoplazmiyi ifade eder. Buna gore genellenmis 3
kanser gurubu vardir. Bunlardan ilki olan karsinomalar, akciger ve meme gibi epitel dokudan
koken alan kanserlerdir. Kemik iliginde, lenfatik sistemde ve periferik kanda ortaya ¢ikan
timorler (I6semi ve lenfoma gibi) hematopoetik veya lenfoid kanserleri ifade ederken,
sarkomalar; kas, bag doku ve sinir dokularinda ortaya ¢ikan tiimorler olarak guruplandirilir

(Rosenberg ve Rosenberg, 2013).

Hiicre dongisi

Okaryotik hiicrelerde, yeni DNA'min replikasyonu veya sentezi, hiicreyi boliinmeye
hazirlamaya yarayan hiicre dongiisiiyle yakindan baglantilidir. Hiicre dongiisii, hiicre
boliinmesinin sadece uygun oldugunda gergeklesmesini saglamak igin titizlikle diizenlenen
bir dizi asamadir. Hiicre dongiisii bir daire olarak gosterilebilir. Dairenin M fazi, bir
hiicrenin, mitoz olarak da bilinen kisa bir hiicre boliinmesi periyodu gegirdigini ve ardindan
interfaz olarak adlandirilan uzun bir | (interfaz) fazini gegirdigini gosterir. Interfaz,
hiicrelerin besin aldiklar1 ve biyiidiikleri, DNA'larin1 kopyaladiklar1 ve boliinmeye
hazirlandiklar1 3 asamaya ayrilir. Biiyime faz1 1 (G1) olarak adlandirilan birinci faz
boyunca, proteinler sentezlenir ve hiicresel bilesenler toplanir. G1'in sonuna dogru, hiicreler
GO adi verilen aktif olmayan, sakin bir faza girmeye mi yoksa DNA replikasyonunun S
fazinda senteze mi devam edecegine karar verir. S fazina dogru ilerleyen hiicreler,
DNA'larin1 ¢ogaltmak igin ayrilmak iizere hazirlanmalidir. S evresine girdikten sonra, DNA
dogrulanir ve bir sonraki evre igin evreyi ayarlayarak G2, kopyalanan DNA'nin dogru ve
tam olarak kopyalandigindan emin olmak icin kontrol edilir ve hiicre hiicre boliinmesi i¢in
gerekli proteinleri olusturur. Her sey kontrol edildiginde, hiicre, hiicrenin bdoliindigii

mitozun M fazina girer ve ardindan dongii tekrar baslar (Sekil 2.24).

Hiicre dongiisiiniin kontroli

Hiicre proliferasyonu, okaryotik organizmalarin biiyiimesi, gelisimi ve yenilenmesi igin
temel mekanizma olup aym1 zamandada kanser olusumuna sebebiyet veren bir
mekanizmadir. Hiicre boliinmesi, proteinler, metabolizma ve sinyaller ile hiicre ¢ogalmasini

miimkiin kilmay1 amaglayan kontrol mekanizmalar1 igeren karmasik bir etkilesimli ag
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tarafindan diizenlenir. Hiicrenin kontrol noktasi adi verilen ve yalnizca her seyin yolunda
oldugunu belirledikten sonra bir asamadan digerine ilerlemesini saglayan g¢esitli
mekanizmalar vardir. DNA replikasyonu ancak DNA hasar incelemesini gegerse
gerceklesir. Hasar tespit edilirse, bir dizi olay hiicre déngiisiinii durdurur. ilk olarak, bir
proteinin (p53) seviyeleri ve aktivitesi artar, bu da p21 olarak adlandirilan bir proteinin
uretimini arttirir, bu da hasar, hiicresel onarim sistemleri tarafindan ele alinana kadar S-faz
replikasyonuna ilerlemesini 6nler. DNA hasari diizeltilemeyecek kadar genisse, p53 kotii bir
sekilde zarar gérmiis DNA'l1 bir hiicrenin ¢ogalmasini 6nlemek i¢in hiicre 6liminii tetikler.
Bununla birlikte, islevsel p53'e sahip olmayan hiicreler, tehlikeye atilmis DNA'larin
cogaltmaya ve cogalmaya devam edebilir (Ahern, 2019).

Gl -
Hiicre biiyiimesi ve DNA
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Sekil 2.24. Hiicre dongiisii asamalar1 (Rosenberg ve Rosenberg, 2013).
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Hiicre dongiisiinde, birgok molekiiliin koordinasyonunda; Siklin bagimli kinazlar (CDK) -
siklin kompleksleri, metabolik enzimler ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) ana rolleri
iistlenmislerdir. Ustelik kanser olusumu da hepsiyle iliskilendirilmistir (Diaz-moralli,

Tarrado-castellarnau, Mirandave Cascante, 2013).

Serbest radikaller, ortaklanmamis elektron igermelerinden dolayr oldukga reaktiftirler.
Oksijenden olusan reaktif oksijen tiirleri, kisaca ROS’lar, en 6nemli serbest radikallerdir.
ROS olusumunu ve bununla beraber olusan hasar1 engellemek igin antioksidan koruma
sistemi yani antioksidanlar devreye girer. Hiicresel oksidan sistemi ile antioksidan koruma
sistemi, viicuttaki dengeyi saglar. Fakat hiicresel oksidan sisteminin asir1 yiiklenmesi
durumunda bu denge bozulur ve hiicre oksidatif strese girer. Oksidatif stres sonucunda ise
ROS, hiicre hasar1 olusturur. ROS nedeniyle ortaya ¢ikan DNA hasar1; hidroksil radikalinin
DNA zincirini kirmasi, baz modifikasyonu ve deoksiriboz fragmentasyonu ile oksidatif stres
nedeniyle olusan endoniikleaz inaktivasyonu ile DNA fragmentasyonlarmin meydana
gelmesidir. Ayrica ROS ve bu olusuma yol acan Karsinojenler, biliylime destegi ve
inhibisyonu ile apoptotik sinyal yollarina etki ederek, timor olusumunu ve gelisimini
etkileyebilir (Yokus ve Cakir, 2012).

Hiicre dongiisii diizenlemesinde yer alan CDK'lerin aktivitesi siki bir sekilde kontrol edilir;
mitojenik sinyaller tarafindan uyarilir ve DNA hasarina yanit olarak hiicre dongiisii kontrol

noktalarmin aktivasyonu ile inhibe edilebilir (Otto ve Sicinski, 2017).

Siklin proteinleri; siklin A, B, C, D ve CDK proteinleri; CDK 1, 2, 3, 4, 5, 6 bulunmaktadir.
G-1 evresinin orta ve son donemlerinde Siklin D-CDK 4 ile Siklin D-CDK 6, geg
donemlerinde Siklin E-CDK 2 ile S evresinde Siklin A-CDK 2 islev gérmektedir. Biiyiimeyi
uyaran sinyal, hiicrede siklin D ailesinin diizeyini artirmakta ve uygun CDK’ler aktive
olmaktadir. Bu nedenle siklin D saliniminda olusan bir mutasyon, hiicreyi S fazina sokmakta
ve tiimdr olusumu yani neoplastik transformasyon gelismektedir. Birgok tiimor baskilayici
ve onkogenin proteinleri, sentez 6ncesi G1 fazinin hiicre tipine bagl olarak CDK4/CDK6
ile siklin D1-D3 kompleksleri baslangi¢c basamaklarindan sorumludur ve DNA sentezinin
(siklinE-CDK?2) S fazina G1’in gegisinden sorumlu, siklin bagimli kKinazlarin aktivitesini
artirir. Bazi proto onkogen ve tiimor baskilayicilar, A-CDK2 (DNA replikasyonu) ve B-
CDK1 komplekslerinin aktivitesini artirir (Sekil 2.25) (Fior ve Zilhao, 2019).
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Sitoplazmadaki, sinyal ileti molekiillerini (Ras ve Jak) ve transkripsiyon faktorlerini (Fos,
Jun, NF-AT, NF«pB, Myc) fosforilleyen kinazlar1 (ERK ve proteinkinaz C) mitogenlerin
reseptorlerine  baglanmasiyla aktiflesen proteinkinazlar, uyarmaktadir. Boylelikle
transkripsiyon faktorleri, fosforillenerek aktiflesmekte ve ¢ekirdekte bulunan iliskili genleri
uyarmaktadir. Transkripsiyonel diizenlemeyi saglayan E2F, pRb (retinoblastoma proteini,
timor baskilayici gen iiriinii ve hiicre dongiisiinii diizenleyicidir) ile inhibe edilmektedir. G-
1 evresinden S evresine ge¢mek i¢in E2F gereklidir. Proteinkinazlarin etkisiyle (Siklin D-
CDK 4, Siklin D-CDK 6 kompleksleri ile) E2F bagli Rb fosforilasyonu sonucu, E2F serbest
hale gecerek, G-1°den S fazina geg¢is tamamlanir ve bdylece hiicre DNA sentez fazina
girmektedir. E2F transkripsiyon faktoriiniin aktiflesmesi ile replikasyonda gerekli proteinler,
deoksiriboniikleotid ile siklinler, proteinkinazlar, CDK diizenlyici proteinlerinden bazilart

sentezlenmektedir (Fior ve Zilhao, 2019).

Hiicre boliinmeden 6nce, DNA hasarinin durduruldugu veya diizeltildigi asamalar yer
almaktadir. Sentezlenen DNA’da replikasyonda hata oldugunda veya DNA’nin hasarl
oldugu durumlarda dongii M evresine girmeden, G-2 evresinde durdurulmaktadir. G1’de
belirlenen DNA hasari, orta derecede ise tiimor baskilayict gen yani p53 tarafindan p21
proteininin sentezlenmesi saglanmaktadir. Siklin CDK kompleksi inhibe edilerek dongii G1
veya G2 evresinde durdurulmakta/askiya alinmaktadir. Eger DNA hasar1 ¢ok biiyiik ise, p53
hiicrenin apopitoze girmesine sebep olmaktadir (Fior ve Zilhao, 2019).

Sinyal iletim yolaklari; hiicrelerin ¢ogalma, farklilagsmasi ve islevini diizenleyen
mekanizmalardir (Cizelge 2.7). Genetik veya epigenetik degisikliklerle aktive veya inaktive
olan kanser ile iliskili bir yolak, kanserin gelisimine neden olan hiicresel diizenlenmenin
ortaya ¢ikmasina sebep olur. Ras, STAT, PI3K, MAPK, TGF-B, Notch, APC, Hedgehog,
apoptozis, kromatin modifikasyonu, transkripsiyonel modifikasyon ve DNA hasari kontrolii
sinyal yolaklarinda meydana gelen degisiklikler kanserli hiicrenin ortaya ¢ikmasina neden
olmaktadir. Kanser Genom Atlasi projesinde calisilan 33 kanser tipinde hiicre dongiisi
yolagi, Hippo, Myc, Notch, Nrf2, PI3K/Akt, RTK-Ras, TGF-Bf, p53 ve B-katenin-Wnt
yolaklarmin 6ne ¢iktig1 bildirilmistir. Kanserli dokularin %89 unda bu yolaklarda en az bir
stirticti (driver) degisikliginin, %30 unda ise bu yolaklarda birden fazla degisikligin ortaya
ciktig1 belirlenmistir. En sik degisiklige ugrayan yolagin RTK-Ras yolagi oldugu ve bu
yolakta en sik degisiklige ugrayan genlerin sirasiyla KRAS, BRAF ve EGFR oldugu
bildirilmistir. p53, hiicre siklusu, Ras ve PI3K yolaklarinda tek degisikligin yeterli oldugu
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sonucuna varilmig, bununla birlikte Hippo, RTK ve Wnt yolaklarinda ise ayni anda birden
cok degisikligin ortaya c¢iktigini ve bunun sinerjistik bir aktivasyona neden oldugunu

bildirmisleridir (Sanchez-Vega ve digerleri, 2018).
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Sekil 2.25. Hiicre siklusu, siklinler ve CDK’lar ile iliskisi (Yokus ve Cakir, 2012)

Protein kinazlar, membran yerlesimli olanlar ve sitoplazmik tirozin kinazlar olarak iki ana
gruba ayrilir ve sinyal iletimi sirasinda protein fosforilasyonunu (aktivasyonunu) saglarlar.
Membranda yerlesim gosteren proteinlere reseptor tirozin kinazlar denilmektedir. Reseptor
tirozin kinaz siiperailesinde 58 transmembran protein bulunmaktadir. Bu proteinlerden
bazilar1: biiylime faktorleri (EGF, FGF, NGF, PDGF, VEGF) reseptorleri, insiilin reseptori
ve efrin reseptorleridir (EphA, EphB). Reseptor tirozin kinazlar, sitoplazmik kisimlarinda
aktivasyondan sorumlu bir bolge (tirozin kinaz bolgesi) igerirler. Reseptor tirozin kinaz
aktivasyonu, reseptoriin fosforillenmesiyle baslar, bu fosforlanan bolgelere gesitli SH2 (Src-
homology-2) bolgeleri igeren adaptor proteinler baglanirlar ve uyarinin hiicre igine iletimini
saglarlar. Reseptor tirozin kinazin aktivasyonunun sonlandirilmasinda fosfataz grubu
proteinler tersinir 6zellik gosterir ve reseptor tirozin kinaz aracili sinyal iletimi kontrol
altinda tutulur. Karsinogenezde ise, siirekli ve kontrolsiiz reseptor tirozin kinaz aktivitesi

goriilmektedir. Sitoplazmik protein kinazlar (Src, Abl, fokal adezyon kinazi (FAK), Janus
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Family Kinases (JAK) proteinleri), sitoplazmada inaktif halde bulunur ve hiicrenin biiyiime
faktorleri veya sitokinler ile uyarilmasindan sonra aktif hale gegerek sitoplazma veya
niikleustaki hedeflerine yonlenirler. Bu sitoplazmik tirozin kinazlarin siirekli aktivasyonu;
timor biylimesi, transformasyon, onkojenik sinyal iletimi gibi olaylar1 hizlandirarak

karsinogeneze neden olmaktadir (Fior ve Zilhao, 2019).

Cizelge 2.7. Karsinogenezde rol oynayan 6énemli sinyal yolaklari, hiicresel mekanizmalar

ve sorumlu genler (Sanchez-Vega ve digerleri, 2018)

Sinyal yolaginin bulundugu hiicresel

Sinyal Yolag
mekanizmalar
Hiicre proliferasyonu,

blylimesi, sag

kalimi, metabolik degisiklikleri,
RTK/RAS

migrasyonu ve polaritesi

Hicre proliferasyonu, buyiimesi, sag

kalimi, metabolik degisiklikleri,

migrasyonu ve polaritesi

Hiicre sag kalimi
STAT

Hiicre proliferasyonu, apoptozis,

TGFB-B kok/progenitér hiicre fenotipi

kazamlmasi, diferansiyasyon

NOTCH Hiicreler arasi iletisim, hicre buylmesi

NOTCHXx, ve apoptozis

1AGX,

Hicre proliferasyonu ve
Hedgehog

diferansiyasyonu

Hiicre sag kalimi, hiicre diferansiyasyonu

Mitotik hiicre dongiisiniin

progresyonunun diizenlenmesi
Hiicre

proliferasyonu ve

diferansiyasyonu

Hiicre buyamesi, proliferasyonu ve
apoptozis
Oksidatif stres yaniti

Hiicre sag kalimi, proliferasyonu, DNA

tamiri, yaslanmasi ve apoptozis

Hiicre proliferasyonu, doku homeostazisi

Baglica genler

Reseptor tirozin kinazlar,
RAS, KIT, MET, bNF1, RET,
MAP2K1, BRAF, , EGFR, ALK

PIK3CA, EGFR, PTEN, MTOR,
RET, KIT, ALK, MET

JAK1/2/3, MPL, CRLF2,
S0OCS1
TGFBR1/2, GATA1/2,

ACVR2A/B, FOXL2,

EP300, GATA1/2, CREBBP

PTCH1, SPOP, SMO

APC, SOX9, HNF1A, AXIN1,
FAM123B, NF2,CTNNB1

CDK’ler, CDKN2A/B,
CCND’ler
LATS1/2, YAP1, WWTR1

MYC, MGA, MAX

NFE2L2, CUL3, KEAP1

TPS3, ATM, MDM2/4,
CDKN2A
RNF43, APC, CTNNB1,

FZD'ler
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Protoonkogenler

Protoonkogenler, biiylime, ¢ogalma, farklilasma ve apoptoz igin alinan sinyal iletilerinde,
biiyiime faktorleri ve reseptorleri, transkripsiyon faktorleri gibi birgok proteinin sentezinden
sorumlu olan genlerdir. Bu sinyal yollarindaki proteinleri kodlayan protoonkogenlerin
(cyclin D, CDK4, SIS, HST-1, INT-2, RET, RAS, ERB-B1 ve B2, FMS, ABL, MYC, N-
MYC vb.) mutasyona ugramalari ile biiyiime faktorlerinin asir1 tiretimi, hiicre zar1 ve
transkripsiyon faktorlerinin sentezinin artmasi, hiicre boliinmesi kontroliiniin olmamasi gibi
sonuclar ortaya c¢ikmakta ve bu genlere onkogen denmektedir. Bu protoonkogenlerin,
onkogen haline doniismesi ile hiicre biiyiimesindeki kontrol mekanizmasi bozulmakta,
hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmalarina ve biiylimelerine yol agmakta ve kanser hiicrerinin

ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (Alberts ve digerleri, 2019; Yokus ve Cakir, 2012).

Tumor baskilayici genler

Timor baskilayict genlerde olusan mutasyonlar sonucu kanser olusumu goézlenebilir fakat
bu genlerdeki mutasyonlar genellikle c¢ekinik allelde meydana gelmektedir ve bu
karsinogenez igin yeterli degildir. Karsinogenezin ger¢eklesmesi i¢in iki allelde de mutasyon
gerceklesmesi gerekmektedir. Fakat bu durumda dahi karsinogenezin gergeklesmeme
ihtimali vardir ¢iinkii gen susturulabilir (L. H. Wang, Wu, Rajasekaran ve Shin, 2019).
Timor stipresor genlerdeki kalict mutasyonlar ve hasarlar, islev kaybi, kanser olusumu ve
kanserin ilerlemesi ile sonuglanir. pBR, p16 gibi timor stipresor genler hiicre dongiisiiniin
kontroliinde hiicre igi proteinleri kodlayan genlerdendir. Transforme edici biiyiime faktorti,
TGF-p ve APC, adenomattz polipozis koli gibi hiicre prolifersyon, inhibisyonuna neden
olan, sinyal iiretimini tetikleyen genler; BRCA (meme kanseri), p16,14 hiicre dongiisiiniin
durmasini tetikleyen genler; apoptoz indiikleyen ve DNA onarimini saglayan p53 gbi genler

timor baskilayici genlere drnektir.

2.8.2. Akciger kanseri

IARC 2018 verilerine gore akciger kanseri, diinyada ve Tiirkiye'de de diger kanser tiirleri
arasinda en yiiksek insidans ve mortalite oranina sahiptir (100 binde 30,13 insidans). Akciger
kanserinde sag kalim oraninin diisiik olmasinda; akciger kanserinin gelisim mekanizmasinin

bilinmemesi ve erken metastazi, tiimoriin viicuttaki biiytikliigii ve yerlesim yeri nedeniyle
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cerrahi tedavide basar1 saglanamamasi ile radyoterapi ve kemoterapi gibi geleneksel
tedavilere direng gostermesi biiyilk rol oynayan faktorlerdir. Kemoterapi etkili
secencklerden biridir ve akciger kanseri tedavisinde uzun yillardir birinci basamak tedavi
olarak kullanilmaktadir. Ancak kanser hiicrelerinin kullanilan ilaglara direngli hale
gelmesini takiben kemoterapétik ilaglarin yiikksek dozda uygulanmasi sonucu ortaya ¢ikan
ciddi yan etkiler nedeniyle klinikte kullanimi smirhidir (Kara, Tuncer, Tiirk ve Denkbas,
2015).

Akciger kanseri; adenokarsinomlu kiiciik ve kii¢iik hiicreli olmayan, skuamoz ve biiyiik
hiicre tipi olmak tizere 2 sinifa ayrilmistir. Kiigiik hiicreli dis1 akciger kanser, tim akciger
kanseri olgularinin %80- 85 kadarindan sorumludur ve baslica i tipi vardir; Skuaméz
hiicreli (epidermoid) kanser (Tiim akciger kanserlerinin yaklasik % 20-30’unu olusturur),

adenokanser ve biiyiik hiicreli kanser tipleridir (Ozet, Ozdemir ve Yazici, 2020).

Kanser Genom Atlasinda, 230 akciger adenokarsinomunun molekiiler profilini ¢ikarmak
icin haberci dizileri RNA, mikroRNA ve DNA'nin yani sira kopya numaralari, metilasyon
ve proteomik testleri kullanilmistir. RIT1, EGFR, NF1, MET, ERBB2, RBM10 ve mitojenle
aktive olan protein kinaz (MAPK) yolundaki diger genlerde, megabaz basina 9'u asan
mutasyon sikliklari ile istatistiksel olarak 6nemli mutasyonlar rapor edilmistir (Cizelge 2.8)
(Sanchez-Vega ve digerleri, 2018).

EGFR mutasyonu

EGFR hiicrede; proliferasyon, apoptoz gibi mekanizmalar1 diizenleyen, sinyal iletim
yollarm1 kontrol eden bir hiicre yiizey reseptoriidiir. Kromozom 7p12-13°e lokalize olup
tirozin kinazlarin ErbB gen ailesinin bir tiyesidir. EGFR mutasyonu; bu gen iizerinde aktive
edici bir mutasyon olup, gefitinib ve erlotinib gibi tirozin kinaz inhibitorlerinin hedef
alanidir. EGFR mutasyonu akciger adenokarsinomlarinin Yyaklasik %20’sinde tespit
edilmektedir. Mutasyonlar genellikle EGFR geni iizerinde 18-21. ekzonlar1 arasinda
saptanmaktadir. En sik izlenen mutasyonlar 19. ve 21. ekzon {izerinde yer almaktadir. Daha
nadir goriilen mutasyonlar ise 20. kromozom fizerindeki 768. pozisyon ve oncesindeki
insersiyonlardir. EGFR tirozin kinaz inhibitorleriyle tedavi olan hastalarin biiyiik bir
kisminda tedavide ilaca karsi gelisen direng nedeniyle hastalikta tekrar atak donemi gorliir.

Bu direncin biiyiik kism1 diger EGFR mutasyonlarina ikincil olarak tedavi siirecinde gelisen
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bir mutasyon olan T790M’den kaynaklanir ve gelistigi noktadan itibaren tedaviye direngten
sorumludur. Dinlenme halindeki bir hiicrede, EGFR bloke haldedir. Ancak EGFR geninde
(7. kromozom iizerinde) ozellikle de ekzon 19 (delesyonlar) veya ekzon 21’de (nokta
mutasyonu) meydana geldiginde EGFR siirekli dimerize halde kalir, hiicreye siirekli olarak

proliferasyon ve apopitozdan kacabilme sinyalleri verilir (Ozet ve digerleri, 2020).

ALK rearranjmani

ALK genini igeren bir dizi kromozomal degisikliklerdir. Akciger adenokarsinomlarinin
yaklasik %5’inde goriiliir ve en sik kromozomal bir insersiyon olan EML4-ALK fiizyon
rearranjmani seklinde saptanir. Anaplastik lenfoma kiraz (ALK) ilk olarak 2007 yilinda,
kromozom 2p iizerindeki bir tirozin kinaz domainindeki, bir kirilma ve inversiyonun,
sonrasinda ayni kromozom iizerinde bulunan EML-4 ile birleserek EML4-ALK fiizyon
geninin yaratilmasiyla sonuglandigi bildirilmistir. ALK translokasyonu, ALK tirozin kinazin
stirekli aktivitesine yol acan onkojenik fiizyonlara neden olur ve bu da hiicrede
proliferasyon, migrasyon yetenegini arttirarak hayatta kalabilmesini saglar (Ozet ve
digerleri, 2020).

ROS1 rearranjman

Ayn1 ALK gibi ROS1 genini igeren bir dizi kromozomal degisikliklerdir. ROS1 insiilin
reseptor ailesinden bir tirozin kinaz reseptoriidiir ve 6. kromozom iizerinde yer alir. Akciger
adenokarsinomlarmin yaklagik %21-2’sinde goriilir ve yine aym ALK gibi ROS1
rearranjmani saptanan hastalar bir tirozin kinaz inhibitorii olan krizotinibe yanit verir. ROS-
1 translokasyonuda bu genin tirozin kinaz domaininde, meydana gelen kirilma sonrasi en sik
CD74 olmakla birlikte 7°den fazla partnerle fiizyon olusturan bir gen degisikligiyle meydana
gelir (Ozet ve digerleri, 2020).

BRAF

BRAF mutasyonu kiigiik hiicre dis1 akciger kanserlerinin %2-4 oraninda goriilmektedir. Rat
sarkom (RAS) gen ailesinden biri olan BRAF, kiigiik hiicre dis1 akciger kanserlerinde en sik
V600E nokta mutasyonu seklinde goriliir. Akciger adenokarsinomlarinin ise yaklasik
%5’inde saptanmaktadir (Ozet ve digerleri, 2020).
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RET rearranjmani

ALK ve ROS1 gibi RET genini igeren, bir dizi kromozomal degisikliklerdir. Akciger

adenokarsinomlarmin yaklasik %1-2’sinde goriilmektedir (Ozet ve digerleri, 2020).

KRAS mutasyonu

Kirsten sigan sarkomaviral onkogen (KRAS) mutasyonu akciger adenokarsinomlarinda
izlenen en sik (%20-30) onkojenik degisikliklerden biridir. KRAS mutasyonuna sahip
tiimorler cogu zaman EGFR ve ALK gibi diger onkojenik degisiklikleri icermezler. Ancak
son yillarda tim bu onkojenik degisiklikleri bir arada gosteren hastalarin varligi ortaya

¢ikmaya baslamustir (Ozet ve digerleri, 2020).

ERBB2 (HER?2) mutasyonu ve amplifikasyonu

Insan epidermal biiyiime faktorii reseptorii 2 (ERBB2) bir tirozin kinaz reseptoriidiir. 17.
kromozom iizerinde bulunmaktadir. Akciger adenokarsinomlarinda ERBB2 amplifikasyonu
yaklasik %10-20 oraninda bulunurken, ERBB2 mutasyonlar1 yaklasik %2-4 oraninda
saptanmaktadir. ERBB2 asir1 ekspresyonu veya gen amplifikasyonu saptanan tiimérlerde
EGFR ve KRAS mutasyonlari gibi diger “driver” onkojenik degisiklikler de izlenebilir. Bu
durum ERBB2 degisikliklerinin “driver” onkojenik degisikliklerden ¢ok, kanser
progresyonu ve kazamilmus ilag direngleri ile iliskili olabilecegini diisiindiirmektedir (Ozet
ve digerleri, 2020).

Akciger kanseri, hedefe yonelik tedaviler agisindan son yillarda basar1 kazanilmis olan bir
solid timordiir. Her gegen giin yeni bir hedefe yonelik tedavi ajaninin ortaya atildigi bu
donemde dogru hastaya dogru tedavinin uygulanabilmesi i¢in molekiiler testler daha da
onem kazanmaktadir. Molekiiler testler sadece tedavi siirecinin belirlenmesinde degil, ayn1
zamanda tedavi diren¢ mekanizmalarinin anlasilmasinda ve ¢6ziimiinde, hastaliklarin
prognozunun tahmininde ve daha da onemlisi kanserin patogenezinin anlasilmasinda rol
almaktadir. Dolasan tiimor hiicreleri ve dolasan DNA {izerinden de yapilmaya baslanan
molekiiler testler molekiiler patolojinin ¢ok yakinda daha neler yapabileceginin habercisi
gibidir. (Oz, 2017; Bozkurtlar ve Kaya, 2018)
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Cizelge 2.8. Kii¢iik hiicre dis1 akciger kanserlerinde (adenokarsinom) goriilen bazi
molekiiler/genetik degisiklikler (Oz, 2017)

Gen Gendeki aktive edici patoloji/varyantlar
EGER Egzon 19 delesyonlari, Egzon 21 L858R, Egzon 20
T790M
KRAS | G12X, G13X, G61X
Mutasyonlar BRAE | V600E

HER-2 | Ekzon 20’de p.A775 G776 insersiyon
MET | Ekzon 14 ve gevresinde skip mutasyon

ALK | EML4-ALK, TGF-ALK, KIF5B-ALK

Gen fiizyonlarr ROS-1 CD74-R0OS-1, EZR-ROS-1, SLC34A2-R0OS-1,

SDC4-R0OS-1
RET | KIF5B-RET, CCDC6-RET
MET
Gen say1 HER-2 :
et et FGFR Gen amplifikasyonlari
EGFR

2.8.3. Kanser tedavisinde kullanilan ilaglar

Cerrahi ve radyoterapi, loko-bolgesel tedavinin iki seklidir. Gegmiste, cerrahi uygulama
kanser tedavisi igin tek yontem olarak kullanilmaktaydi. Antikanser ilaglarin ve iyonize
radyasyonun ilerlemesiyle tedavi siireci geliserekgiiniimiizde tedavinin hem primer hem de
metastatik tiimorler igin ¢esitli terapdtik segeneklerin birlikte kullanilmasi durumunu igerir
hale gelmistir (Fior and Zilhao 2019; Wang 2010)

Sistemik tedavide; kemoterapi, hormon tedavisi, biyolojik/molekiiler hedefli tedavi ve
immiinoterapi kullanilmaktadir. Kemoterapi, DNA sentezine ve hiicre boliinmesine etki
eden genis bir sitotoksik ila¢ grubunu igerir. Klasik sitotoksik ajanlar; alkilleyici ajanlar,
platin analoglari, antimetabolitler, sitotoksik antibiyotikler/antrasiklinler, topoizomeraz
inhibitorleri ve anti-mikrotiibiillerden olusur (M. K. Temel, 2015). Bu ajanlar, timor
progresyonu ve transformasyonu siirecini karakterize edenmolekiiler hedefli ajanlardan
farkli olarak, DNA sentezi ve mitoz gibi fizyolojik siirece katilan ve saglikli hiicreleri de
etkileyebilen timidilat sentaz veya tiibiilin gibi spesifik hedeflere yoneliktir. Hormonal
tedavi, kanser hiicrelerindeki hormon reseptorlerine dolayisiyla biiyiime sinyaline etki eden

ilaglart igerir. Bu ajanlar daha ¢ok meme ve prostat kanserinde yani hiicrelerin aktif olarak
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hiicre boliinmesine ugramadigi tiimorlerde kullanilir. Biyolojik/Molekiiler hedefli tedavide,
tanimlanmis molekiiler hedeflere yonelik spesifik bir tedavi stratejisi uygulanmaktadir. Bu
ajanlar, belirli kanser tiirlerini benzersiz ve tekrarlayan bir sekilde karakterize eden spesifik
molekiiler anormalliklerin hedeflenmesi ile kanserli olmayan normal hiicrelere zararl etkiyi
en aza indirirerek, spesifik kanser hiicrelerini secici olarak hedeflemektedir (Fior and Zilhao
2019; Wang 2010).

Alkilleyici ajanlar

Alkilleyici ajanlar, hiicresel niikleofilik bolgelere kovalent baglanan ve bu sekilde
reaksiyona giren bir antikanser ajanlar grubudur. Alkilleyici ajanlar hiicre dongiisiiniin tiim
fazlarinda hiicrelerle reaksiyona girse de, etkinlikleri ve toksisitesi hizla ¢ogalan dokularla
etkilesimden kaynaklanir. AlKilleyici ajanlar, kemik iliginde ve bagirsak mukozasinda
toksisiteye neden olur, diger organ sistemleri de doza ve siireye bagli olarak etkilenir. Bu
ilag grubu spesifik olmayan ilag sinifi igcinde yer alir ve kanser kemoterapisinde 6nemli bir
rol oynamaktadir. Alkil Sulfonatlar, Aziridinler ve Triazinler alkilleyici ajanlar grubu
siniflarindandir (DeVita ve digerleri, 2019).

Platin analoglan

Platin ilaglari, cis diamindikloroplatinum (I) (sisplatin) ve analoglarini barindiran gok
onemli bir antitimér bilesikleri sinifini temsil eder. Sisplatin ile tedavide, yiiksek toksisite
ve etki gozlemlenmektedir. Sisplatine ek olarak, giiniimiizde tedavide kullanim i¢in iki platin
kompleksi daha onay almstir: cis diaminsiklobutandikarboksilato platin (11) (karboplatin)ve
1,2-diaminosiklohekzanoksalato platin (11) (oksaliplatin) (Amerika Birlesik Devletleri)
(Sekil 2.26). Benzeri goriillmemis aktivitelere sahip diger birkag¢ analog, klinik gelisimin
cesitli asamalarindadir ve nedaplatin (Japonya) ve lobaplatin (Cin) yerel olarak kayitlidir
(DeVita ve digerleri, 2019).
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Sekil 2.26. Platin analoglar1 (Smerkova, Ryvolova, Hynek ve Adam, 2012)

Antimetabolitler

Antimetabolit ilaglarin ¢ogu niikleik asit sentezi sirasinda, sentez basamaklarinda rol
oynayan enzimleri inhibe ederek ya da metabolit gibi davranarak, DNA ve RNA ile
etkilesime girerek hiicre bolinmesine miidahale eder ve kanserli hiicre proliferasyonunu
engeller. Piirin analoglar1 (Merkaptopiirin), pirimidin analoglart (5- Fluourasil) ve

antifolatlar grubu ilaglar1 icerir (M. K. Temel, 2015).

Sitotoksik antibiyotikler / antrasiklinler

Bu sitotoksik antibiyotikler, ilk olarak ikinci Diinya Savas: yillarinda mikroorganizmalardan
yeni antibiyotik maddeler elde etmek i¢in yapilan ¢alismalar sirasinda ortaya ¢ikmuistir.
Streptomyces peucetius tiiriinden elde edilen; Daunorubisin, doksorubisin ve semisentetik
Streptomyces peucetius tiirevleri epirubisin, idarubisin antrasiklin antibiyotikler;
Streptomyces verticillus tiirlerinden elde edilen Bleomisin A2 ve B2 glikopeptit
antibiyotikler; Streptomyces parvulus tiirlerinden elde edilen; Daktinomisin Polipeptit
antibiyotikler ve Streptomyces caespitosus tiirlerinden elde edilen Mitomisin Mitosanlar
olarak adlandirilmaktadir (M. K. Temel, 2015)

Topoizomeraz inhibitorleri

Topoizomeraz inhibitorleri, transkripsiyon sirasinda siipersarmal DNA’nin agilmasi
goreviyle bulunan topoizomeraz enzimlerini inhibe ederek DNA’nin transkripsiyonunu
engeller. DNA’nin ¢ift ipliginde meydana gelen ve inhibe olmus enzim nedeniyle tamir

edilemeyecek olan kirik sonucunda hiicre apoptoza gider ve kanserli hiicre proliferasyonu
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engellenir. Irinotekan ve Topotekan topoizomeraz | enzimini; Teniposid ve Etoposid gibi
ilaglar ise topoizomeraz Il enzimini inhibe etmektedir (Baykara, 2016).

Antitiibiilin ajanlar

Okaryotik hiicrede hiicre iskeletinin olusmas1 ve hareketin saglanmasi icin gerekli olan
ipliksi hiicre i¢i protein yapilarina mikrotiibiil denmektedir. Bu yapilara baglanarak
mikrotiibiil olusumunu ve boylece hiicrenin mitoz faziminin devamini engelleyen ajanlara
antitlibiilin ajanlar denmektedir. Mikrotiibiil yapilarinin olusamamasi sonucu yeni olusan
kromozomlarin zit kutuplara c¢ekilmesi durdurulmus ve hiicre bolinmesi de
gerceklesememis olacaktir. Dosetaksel, Vinblastin ve Paklitaksel mikrotiibiil olusumunu

engellemek {izere tasarlanmig antitiibiilin ajanlardir (Baykara, 2016).

Hormon aktivitesini inhibe eden antikanser ilaclar

Hormonlar viicutta dogal olarak iiretilen, dolasima katilip endokrin sinyaller yoluyla doku
ve organlarin davranisini kontrol edenproteinlerdir. Kanser tedavisinde kullanilan hormonal
terapotikler; Steroitler, antidstrojenler, antiandrojenler ve aromataz inhibitorleri olarak 4
grupta incelenmektedir(M. K. Temel, 2015).

Steroid hormon reseptorleri, sitoplazmik veya niiklear proteinlerdir ve steroid molekiilii igin
baglanma bolgesi barindirmaktadirlar. Bu steroid molekiillerine yanit veren elementler DNA
dizilerine baglanir. Bu baglanma promotor tarafindan kontrol edilen geni aktif hale getirir
veya baskilar. Antikanser ilaglarin bazilar1 bu steroid hormonlarin biyosentezini inhibe
ederek, hormon reseptorlerine baglanip onlar1 inaktif hale getirerek veya steroid
hormonunun sentezinde goérev alan enzimleri inhibe ederek etkisini gostermektedir(Baykara,
2016; Weinberg, 2014).

Antidstrojenler ve antiandrojenler hormon reseptor antagonistleri olarak islev saglarlar.
Meme ve prostat kanserlerinin tedavisinde kullanilmasiyla beraber lenfoid dokular
tizerindeki fonksiyonu sebebiyle de kortikoidler miyeloma ve lenfoma tedavisinde
kullanilmaktadir (Baykara, 2016; Weinberg, 2014).

Aromataz inhibitorleri, hormon sentez inhibitorleri olarak gorev yaparlar. Menopoz

sirasinda androjen hormonlarini 6strojene ¢evirmekten sorumlu olan enzimlerdir. Aromataz
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inhibitorleri bu dontisiimii baskilayarak Gstrojen seviyesini diisiirmeyi ve hiicre biiyiimesini

engellemeyi saglar (Baykara, 2016; Weinberg, 2014).

2.8.4. Tiirkiye ve Diinya’da kanser

Hemen hemen tiim tlkeler i¢in kanser insidansi ve mortalite verilerinin belirlenmesi, kanser
kontroliiniin temelini olusturur. Bu veriler -6zellikle spesifik tiimor tipleriyle ilgili olanlar-
hastalik yiikiinii belirler ve ayrica bir¢ok durumda nedensel iliskiler, sosyoekonomik
farkliliklarin etkisi ve kanser kontrol seceneklerine uygulanabilecek oOncelikleri de
gosterirler. Diinya Saglik Orgiitii (WHO), IARC (International Agency for Research on
Cancer) tarafindan her 4-5 yilda bir yayinlanan Diinya Kanser Raporlari, kanserin diinya
capinda hangi boyutlara geldigini gostererek ve alinmasi gereken 6nlemler ile uygulamalar
belirlemede onciiliik etmektedir (World Cancer Report, 2014).

ASR (World) per 100 000

. >253.9
183.8-253.9
138.3-183.8

106.5-138.3 [l Not applicable
<106.5 No data

Sekil 2.27. Diinya Saglik Orgiitii (WHO), IARC 2018 diinya kanser goriilme siklig1 verileri
haritast; tiim kanser tiirleri, her iki cinsiyet ve tiim yaslar i¢in

IARC 2018 yil1 verilerine gore; diinyada yeni kanser vakasi teshisi konulan kisi sayis1 18
078 957 olup yine 2018°de kanser sebebiyle goriilen 6liim vakalar1 9 555 027 kisidir (Sekil
2.27-29). Diinya Saglik Orgiitii'niin arastirmalarina gore ise, kanser gelismis iilkelerde ikinci
onde gelen 6liim nedenidir ve gelismekte olan tilkelerde yetiskinler i¢in 6nde gelen {i¢ 6liim
nedeni arasindadir. Diinyadaki yetigskin insanlarin giderek artan orani gbéz Oniinde
bulunduruldugunda, 2020 yilinda kadar yaklasik 16 milyon yeni kanser vakasi ortaya
cikacaktir.
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\. Prostat; 7,1

Serviks uteri; 3,2 Mide; 5,7
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Sekil 2.28. IARC 2018 y1l1 verilerine gore diinyadaki yeni kanser vakalari yiizdeleri, toplam
18 078 957 kisi; her iki cinsiyet ve tiim yaslar igin

Diger
36%
Kolorektum
9%
Prostat/
4% Karaciger
Pankreas Ozofagus Meme 8%
5% 5% 7%

Sekil 2.29. IARC 2018 yil1 verilerine gore diinyadaki kanser sebebiyle 6lim yiizdeleri,
toplam 9 555 027; her iki cinsiyet ve tiim yaslar i¢in



Cizelge 2.9. IARC Tiirkiye kanser istatistikleri (2018)
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Erkek Kadin Her iki cinsiyet
Niifus 40 371 479 41 545 387 81 916 866
Yeni kanser vakasi 118 882 91 655 210537
75 yastan once kanser
gelistirme riski (%) 2l i 228
Kanser sebebiyle 6lim 74 542 42 168 116 710
75 yastan 6nce kanser 18.6 8.3 13.1

sebebiyle 6lme riski (%)

IARC 2018 yil1 verilerine gore Tiirkiye’de yaklasik 82 milyon niifusta 210537 yeni kanser

vakasi goriilmiis olup kanser sebebiyle olen vaka sayis1 116710 olarak bildirilmistir. 75

yastan once kanser sebebiyle 6lme riski %13.1 olarak bildirilirken, kanser gelistirme riski

ise %22.8 olarak belirlenmistir (Cizelge 2.9).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Cahismada kullanilan bilesikler

Calismada kullanilan; N-alkil-N'-2-piridilmetiletilendiaminler ile
hekzaklorosiklotrifosfazen reaksiyonlarindan elde edilen tetrakloro-2-piridilmetilspiro-
N/N-etilendiamino-siklotrifosfazenleri; pirolidin, morfolin ve 1,4-dioksa-8-
azaspiro[4,5]dekan (DASD) ile reaksiyona sokulmasi sonucu elde edilmis tam substitiie
tetraaminosiklotrifosfazen bilesikleri Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya
Boliimii’nden Prof. Dr. Zeynel KILIC ve Dog. Dr. Aytug OKUMUS tarafindan sentezlenmis
olup bilesiklerin molekiil yapilart Sekil 3.1°de gosterilmistir.

B1: 2-(N-metil-N'(2-piridinil)-1,2- etandiamin)-4,4,6,6- spirotetra- 1,4-dioksa-8-
azaspiro [4,5] dekan-siklotrifosfaza-215,4A5,6A5- 1,3,5-trien

O—CHT N LI—CHZCHg
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B2: 2-(N-et11—N‘(Z-piridinil)-1,2- etandiamin) -4,4,6,6- spiro tetrapirolidino-
siklotrifosfaza-2A5,4A5,6A5- 1,3,5-trien

Sekil 3.1. Calismada kullanilan bilesikler
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B3:  2-(N-etil-N'(2-piridinil)-1,2-  etandiamin)-  4,4,6,6-  spirotetramorfolino-
siklotrifosfaza-2A5,4A5,6A5- 1,3,5-trien
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B5:  2-(N-metil-N'"(2-piridinil)-1,2-etandiamin)-4,4,6,6-tetrapirolidino-siklotrifosfaza-
2A5,4A5,6\5- 1,3,5-trien
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B6:  2-(N-metil-N'(2-piridinil)-1,2-  etandiamin)-  4,4,6,6-  spirotetramorfolino-
siklotrifosfaza-2A5,4A5,6\5- 1,3,5-trien

Sekil 3.1. (devam) Calismada kullanilan bilesikler
3.1.2. Kullanilan mikroorganizmalar ve gelisme ortamlari

Calismamizda kullanilan mikroorganizmalar, gelisme ortam, siire ve sicakliklar1 Cizelge
3.1.’de gosterilmistir. Mikroorganizmalarin tamami ATCC’den (American Type Culture
Collection) Kirikkale Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Arastirmalar Uygulama ve

Arastirma Merkezi tarafindan temin edilmistir.
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Cizelge 3.1. Calismada Kullanilan mikroorganizmalar; gelisme ortam, siire ve sicakliklar

Mikroorganizma Adi Inkﬁbas}ion Inkﬁ.l.)asyon Gelistigi Besi Ortami
Sicaklig1 Stiresi

Escherichia coli o .
(ATCC 25922) 37 °C 24 saat Tryptic Soy Agar/Broth
Staphylococcus aureus o .
(ATCC 25923) 37 °C 24 saat Tryptic Soy Agar/Broth
MRSA (Metisilin
direngli Staphylococcus 37°C 24 saat Tryptic Soy Agar/Broth
aureus) (ATCC 43300)
VRE (Vankomisin
direncli Enterococcus o Brain- Heart Infusion
faecalis) 37°C 24 saat Agar/Broth (4pg/mL)
(ATCC 51299)
Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 37°C 24 saat Tryptic Soy Agar/Broth
27853)
Bacillus cereus .
(ATCC 13061) 30 °C 24-48 saat Tryptic Soy Agar/Broth
Streptococcus  mutans o Brain- Heart Infusion
(ATCC 25175) 37°C 24-48 saat Agar/Broth
Candida albicans R Sabouraud
(ATCC 10231) 24-26°C 24-48 saat Dekstroz Agar/Broth

3.1.3. Kullanilan hiicre hatlar1 ve gelisme ortamlari

Calismamizda kullanilan hiicre hatlari, L929 (Mus musculus, fibroblast) ve A549 (Kiigiik
hiicreli olmayan akciger kanseri) olup Kirikkale Universitesi Bilimsel ve Teknolojik

Arastirmalar Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden temin edilmistir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. Calismada Kullanilan hiicre hatlari; gelisme ortam, siire ve sicakliklari

Inkiibasyon Inkiibasyon
Hiicre Hatt1 Ad1 Sicaklig ve Jasy Gelistigi Besi Ortamu
Stiresi
Ortami
1929 37 °C DMEM besiyeri (%10 FBS ve
(Mus musculus, %5 CO 24508t | ' ot nstreptomisin)
fibroblast) 09 2 oL P P
A549 . L
(Kiigtik hiicreli olmayan 87°C 24 saat DMEM. t_)gswerl (/°1.O.FBS Ve
. . %5 CO» %1 penisilin/streptomisin)
akciger kanseri)
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3.1.4. Kullanilan besi ortamlar: ve malzemeler

Triptic Soy Agar(Merck), Triptic Soy Broth (Merck), Sabouraud dekstroz Agar (Merck),
Sabouraud Dekstroz Broth (Merck), Brain-Heart Infusion Agar (Merck), Brain-Heart
Infusion Agar (Merck), Nutrient Broth (oxoid#2), Mueller Hinton Broth (Merck),Mueller
Hinton Broth (Merck), NaCl (Merck), Metilen mavisi (Merck), glikoz (Merck),L-glutamin
icermeyen fetal calfserum (FCS)’lu Dulbecco’s Modification of Eagle's Medium (DMEM)
(Biologicallndustries), trypsin-EDTA (Biological Industries), Fetal Bovine Serum (FBS,
Biological Industries), Tris (Merck), Asetik asit (Merck), izopropanol (Sigma), DMSO
(Sigma), Trypan blue( NanoEnTek), Eve hiicre sayim kaseti ( NanoEnTek), MTT (3-(4,5-
dimetilltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyumbromiir) tuzu (VWR Life Science), EDTA
(etilendiamintetraasetik asit) (Merck), agaroz (Applichem), etidyum bromiir (Sigma),9-
Aminoacridine (Sigma), 4-Nitro-o-phenylenediamine (Sigma), Sodium azide (Sigma),
Mitomycin C (Sigma), 2-Aminoanthracene (Sigma).

3.1.5. Kullanilan alet ve cihazlar

Mikroplaka okuyucu (Biotek PowerWave XS2), hiicre saymm cihazi (Invitrogen), sogutmali
santrifiij (Hettich), inkiibator (Binder), karbondioksitli inkiibatér (Binder CB150), FT-
IR(Bruler Vertex), Zeta sizer (Malware), otoklav (Jeotech), yatay jel elektroforez sistemi
(Biorad), jel goriintiilleme cihaz1 (Biometra), pH metre (Mettler Toledo), hassas terazi
(Mettler Toledo),flow kabini (Esco), vorteks, kit saklama dolab1 (+4°C) (Ugur),
spektrofotometre (Biotek), derin dondurucu (-20°C ve -80 °C), mikrodalga firin (Beko),
mikropipetler (Eppendorf), liyofilizator (Christ, Alpha 1-2 LO plus), manyetik karistirici
(Corning), Taramal1 elektron mikroskobu (Quanta FEG 450),

3.1.6. Kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanmasi

%1 Asetik asit ¢ozeltisi: 1mL asetik asit alinarak tizeri 100mL’ye tamamlanarak

hazirlanmustir.

Kitosan Cozeltisi: %1 asetik asit icerisinde 1-5mg/mL araliginda kitosan 24 saat oda

sicakliginda 750 rpm’de karistirilarak hazirlanmstir.


http://www.sciencegateway.org/protocols/cellbio/products/products.htm#OxoidNutrientBroth#2
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Tripolifosfat (TPP) Cozeltisi: 1-5mg/mL araliginda TPP oda sicakliginda 750 rpm’de

karigtirilarak hazirlanmistir.

Besiyerleri: Calismamizda kullanilan tiim besiyerleri iretici firmanin Onerileri

dogrultusunda hazirlanmistir.

Serum fizyolojik: 9g NaCl 1000mL distile su igerisinde ¢ozdiiriilerek hazirlanmig ve 15
dakika 121 °C’de 1,5 atm basingta otoklav ile steril edilmistir.

TAE (Tris asetik asit EDTA) tamponu (50X): 242 g Tris base, 57,1 ml glasiyal asetik asit,
100 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) bir miktar distile su ile ¢6ziildiikten sonra hacim distile su ile

1000mL’ye tamamlanmistir.

Agaroz jel: 1g agaroz 100mL 1X TAE igerisine alinarak ve mikrodalga firinda birkag¢ defa
karigtirilarak agarozun tamamen erimesi saglanmistir. Jel sogumasi igin bir siire
bekletildikten (45°C) sonra etidium bromiireklenerek jel tankina dokiilerek polimerlesmesi

beklenmistir.

Jel yiikleme tamponu: % 40 sukroz, % 0,025 bromfenol mavisi, % 0,25 ksilen siyanol ile

hazirlanmstir.

Etidyum bromiir: 10 mg/ml derisimde hazirlanmistir. Koyu renkli siselerde muhafaza

edilmistir.

Hiicre hatlarmin gelistirilmesi igin besiyeri: %89 Dulbecco’s Modified Eagles Medium/F-
12, %10 Fetal bovin serum, %1 penisilin/streptomisin ¢ozeltisi steril ortamda karistirilarak

hazirlanmustir.

3.2. Yontem

3.2.1. Nanopartikiil sentezlenmesi

Nanopartikiil eldesi calismalarinda Calvo, Remunan-Lopez, Vila-Jatove Alonso(1997)
oncelikli olmak {iizere; Qi, Xu, Jiang, Hu, ve Zou (2004); Wu, Yang, Wang, Hu, ve Fu
(2005); Rampino, Borgogna, Blasi, Bellich, ve Cesaro (2013); Naskar, Sharma, ve Kuotsu
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(2019) gibi gesitli aragtirmacilarin yontemlerinin denemeleri yapilmig ve en verimli olacagi

ongoriilen sonucun elde edildigi yontem segilmistir.

Sentez c¢alismalar1 oda sicakliginda ve 750 rpm manyetik karistirici ortaminda
gerceklestirilmistir. Kitosan ve tripolifosfat (TPP) ¢ozeltilerinin 1-5 mg/mL araliginda 3 (5
mg/mL):1 (2,5 mg/mL) oraninda karistirilmasi ile iyonik jellesme reaksiyonu sonucu elde

edilen veriler degerlendirilerek bilesiklerin yiiklenmesi i¢in nanopartikiiller se¢ilmistir.
3.2.2. Sentezlenen nanoparcacigin FT-IR analizi

Nanopartikiilsentezlendikten sonra FT-IR (Fourier Transform Infrared Spektrofotometre)
analizleri Bruler Vertex 70 V ile yapilmistir. Analizler 400-4000 cm™ dalgaboyu araliginda
ve 4 cm ¢oziiniirliikte ATR teknigi ile gerceklestirilmistir. Bos ve yiiklii nanopartikiillerin

FT-IR analizleri ile yiiklemenin gerceklesip gergeklesmedigi degerlendirilmistir.
3.2.3. Sentezlenen nanopargacigin boyut ve yiik dagiliminin belirlenmesi

Elde edilen nanopartikiiliin boyut ve yiik dagiliminin belirlenmesi i¢in Zeta Sizer (Malware)
cihaz1 kullamilmustir. Olgiim icin sentez sonrasi ¢oktiiriiliip yikama adimlarindan gegirilen
nanopartikiiller, steril distile su igerisinde seyreltilerek, clear disposable zeta cell igine
aktarilmistir. Refraktif index (RI) degeri 1.523’¢ ayarlanarak 25°C’de yiik Ol¢timleri
gergeklestirilmistir. Ayni sartlarda disposable sizing cuvette ile de boyut olglimleri

gerceklestirilmistir.
3.2.4. SEM

Sentezlenen naopargaciklarin yiizey oOzellikleri taramali elektron mikroskobu (SEM —

Quanta FEG 450) ile incelendi. 10-30 kv ile yiiksek vakum altinda incelenmistir.
3.2.5. Etken madde verimliliginin belirlenmesi

Cesitli konsantrasyonlarda yiikleme yapilmis olannanopartikiiller 11000 rpm’de 30 dk
4°C’de santrifiijlendikten sonra, baglanmayan madde miktar1 siipernatantdan alinan 2pL’nin
UV- vis spektrofotometre ile 262nm dalga boyunda olgiilmesi ile belirlenmistir. Etken

madde yiikleme verimliligi asagidaki esitlik (3.1) ile hesaplanmistir.
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%YV = Toplam etken madde miktari- serbest etken madde miktari 100 (3.1)
° - Toplam etken madde miktari X '

3.2.6. Etken madde saliminmin belirlenmesi

Etken madde salim c¢alismalar1 i¢in yar1 gegirgen bir diyaliz membran kullanilmustir.
Membran igerisine belirli konsantrasyonlarda etken madde yiiklii olan nanopartikiiller ve
fosfat tamponu konarak (toplam 5mL) yine igerisinde 5 mL fosfat tamponu bulunan bir
beher igerisine yerlestirilmistir. Daha sonra belirli zamanlarda igerisine nanopartikiil
eklenmemis olan kistmdan 2 mL o6rnek alinarak yerine 2 mL fosfat tamponu ¢ozeltisi
eklenmistir. Alinan 2 mL’lik 6rnekler UV-vis spektrofotometrede okutularak salim grafigi

olusturulmustur.

3.2.7. Nanopartikiil kararhlik ¢alismalari

Optimizasyonu yapildiktan sonra sentezlenerek 4 ve 25°C’de muhafaza edilen
nanopartikiillerin kararlilik ¢aligmalari; ¢cokelme gozlemlemeleri ve boyut ve yiik degisimi

Ol¢iimleri 1. ve 15. giinde yapilmistir.

3.2.8. Antimikrobiyal aktivite

Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi amaciyla 6nce Kirby-Bauer disk difiizyon testi daha

sonra ise ¢ikan sonuglar 1s1g3inda mikrodiliisyon testi uygulamasi yapilmistir.

Kirby-Bauer disk difiizyon testi

Kirby- Bauer disk difiizyon testi CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute)
rehberliginde gergeklestirilmistir. Bakteriler i¢cin CLSI M100 (CLSI, 2015) standardi,
Candida albicans suslar1 i¢in CLSI M44-A standard: rehber olarak kullanilmistir. Rehbere
gore tim mikroorganizmalarin 24 saatlik taze kiiltlirlerinin konsantrasyonlari, 0.5
MacFarland bulaniklik standardina gore ayarlanmis ve ekiivyon ¢ubugu ile; bakteriler igin
Mueller Hinton Agara (Merck), C. albicans i¢in 0,5ug/mL metilen mavisi (Merck) ve %2
glikoz (Merck) ile zenginlestirilmis Mueller Hinton Agara ekimleri yapilmistir. Uygulama
icin, tiim maddeler 2000uM konsantrasyonuna ayarlanmistir. %10 ve %100 DMSO (Sigma)
ile ¢ozdiiriilmiis maddelerden, toplamda 6 konsantrasyon (1000uM, 500uM, 250uM,
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125uM, 62.5uM ve 31,.25uM) 20 ser mikrolitre bos disklere emdirilmis ve kurumalari
saglanmigtir. Maddelerin bulundugu diskler ekimi yapilmis olan Mueller Hinton Agara
yerlestirilmis ve petriler Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC
25923), MRSA (Metisilin direngli Staphylococcus aureus) (ATCC 43300), VRE
(Vankomisin direngli Enterococcus faecalis) (ATCC 51299), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853), Streptococcus mutans (ATCC 25175) i¢in 37°C’de 18-24 saat; Bacillus
cereus(ATCC 13061) i¢in 30°C’de 18-24 saat ve Candida albicans (ATCC 10231) i¢in 24-
26°C’de 24-48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi olusan zon caplar

oOlgtilerek kaydedilmistir.

Mikrodiliisyon yontemi

Mikrodiliisyon yontemi ile antimikrobiyal aktivite deneylerinde; bakteriler igin CLSI M100
standardi, Candida albicans susu i¢in CLSI M44-A standart1 rehber olarak kullanilmistir.
Rehbere gore tiim mikroorganizmalarin 24 saatlik taze kiiltiirlerinin konsantrasyonlari, 0.5
MacFarland bulaniklik standardina gére ayarlanmis ve 1:10 oraninda sulandirilmigtir. Elde
edilen inokiilimden 5 pL alinarak tiim kuyucuklara eklenerek istenilen konsantrasyonda
ekim gerceklestirilmistir. %10’luk DMSO ile ¢6zdiiriilmiis maddelerden, toplamda 6
konsantrasyon (1000 uM, 500 uM, 250 puM, 125 puM, 62.5 uM ve 31,25 uM) ve
nanopartikiillere yiiklenmig maddelerin toplam 6 konsantrasyonu (1000 uM, 500 uM, 250
uM, 125 uM, 62.5 uM ve 31,.25 uM) kuyucuklara uygulanmustir. Sterilite kontrolii i¢in
sadece besiyeri bulunan kuyular ve bakteri bitylimesi degerlendirmesi i¢in sadece inokiilim
ekili kuyucuklar ayrilmistir. Tiim uygulamalar yapildiktan sonra hazirlanan mikroplakalar
kilitli poset igerisine konularak, nemli ortamda 37°C’de inkiibasyona birakilmistir.
Minimum inhibisyon konsantrasyonu (MiK), minumum bakterisidal konsantrasyon (MBK)
ve minumum fungal konsantrasyon (MFK) degerlerinin belirlenmesi igin; inkiibasyon
sonrasinda mikroplakalardaki her kuyucuktan 10 ul alinarak bakteriler igin triptik soy agar
ve maya icin sabouraud dekstroz agar besiyerine ekim yapilmis ve 37°C’de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi gozle degerlendirme gerceklestirilmis ve

600nm’de spektrofotometrik okumalar1 yapilarak % etki degerlendirilmesi yapilmistir.
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3.2.9. Anti-biyofilm aktivite

Biyofilm olusumunun 6nlenmesinin gozlenmesi ¢alismalari i¢in; mikroorganizmalarin 24
saatlik taze kiiltiirlerinin konsantrasyonlar1 0.5 MacFarland bulaniklik standardina goére
ayarlanmustir. 96 kuyucuklu mikroplakalarm her bir kuyucuguna (ilk kuyucuk harig) ilk
olarak 100 pL besiyeri (tryptic soy broth) ilave edilmistir. Ik kuyucuga 100 pL bilesik
¢ozeltisi (1000 uM) ve yiiklii nanopartikiiller konularak seyreltme yapilmistir. Daha sonra,
0,5 MacFarland bulanikliligina ayarlanmis olan mikroorganizmalar serum fizyolojik ile 1/10

oraninda seyreltilip 5 ul alinarak kuyucuklara ilave edilmis ve inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon sonras1 kuyulardaki besiyeri uzaklastirilarak 200 uL steril distile su ile 3 defa
yikanmigtir. Olustugu ongoériilen biyofilmlerin sabitlenmesi igin tiim kuyucuklara 200 pL
%99’luk metanol eklenmis 15dk sonra kuyucuklardaki metanol uzaklastirilarak
mikroplakalar oda sicakliginda kurumasi icin bekletilmistir. Sabitlenen biyofilmlerin
boyanmasi i¢in tiim kuyucuklara i¢in 200 pL %?2’lik kristal viyole eklenmis ve oda
sicakliginda 5dk bekletilmistir. Sonrasinda fazla boyanin uzaklastirilmas: i¢in akan su
altinda yikanarak kurumasi beklenmistir. Kuruyan mikroplakalarin her kuyucuguna 160 uL
%33’liikk glasial asetik asit eklenerek 570nm’de spektrofotometrik olarak olgiimleri

yapilmistir. Degerlendirmeler asagidaki cizelgeye gore yapilmistir.

Cizelge 3.3. Biyofilm derecelendirme kriterleri

OD Degeri Adezyon Biyofilm Derecesi
OD<ODc¢ yapisma olmayan 0

ODc<OD< 2 x ODc zay1f yapisma I

2 X ODc<OD <4 x ODc¢ orta derecede yapisma I

4 x ODc <OD giiclii yapigsma "

OD: Optik yogunluk (Optical density)
ODc: Kontrol Kuyucugunun optik yogunlugu

3.2.10. Sitotoksisite

Bilesiklerin sitotoksik aktivitelerini belirlemek i¢in TS EN ISO 10993-5 (Viicut dis1
sitotoksisite deneyleri) standardi rehber olarak kullanilmigtir. Standart nétral kirmizisi alimi
(NKA) sitotoksisite deneyi, koloni olusumu sitotoksisite deneyi, MTT sitotoksisite deneyi

ve XTT sitotoksisite deneylerinden birinin yapilmasimi sitotoksik aktivite belirlemede
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kullanilabilecek deneyler arasinda gostermektedir. Caligmamizda bu deneyler arasindan

MTT sitotoksisite deneyi uygulamasi yapilmstir.

Deney, suda ¢ozinen sart renkli  MTT  (3-(4,5-dimetilltiyazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyumbromiir) tuzunun, canl hiicrelerde metabolik olarak mavi-mor renkte,
suda ¢oziinmeyen formazana indirgenmesi esasina dayanir. Canlilik, formazanin alkolde

¢ozildikten sonra spektrofotometrik olarak 6l¢iilmesi ile tayin edilir.

Sitotoksik aktivite belirlenmesi igin; stok halinde donmus olarak bulunan hiicreler 37°C’de
¢ozdiiriilmiistiir. Coziilmiis olan hiicreler 15 mL’lik vidal tiipe alinarak, hiicrelerin {izerine
dondurma soliisyonunun inaktif hale gelmesi i¢cin 2 mL DMEM besiyeri eklenmis ve 2000
rpm’de 2 dakika santrifiijlenmistir. Santrifiij islemi sonrasi dibe ¢dkmiis olan hiicreler
DMEM ile homojen hale getirilmis, canlanmalar1 ve ¢ogalmalari igin kiiltiir kaplarina
ekimleri yapilarak 37°C’de %5 CO2’li ortamda inkiibasyona birakilmistir. Uremis olan
hiicreler kiiltiir kaplarindan tripsin/EDTA eklenerek kaldirilarak bir vidali tiip igerisine
alinmis ve 200 g’de 3 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi canli hiicre sayimi i¢in
tizerlerine 1 mL DMEM eklenerek homojen hale getirilmistir. Homojen hale getirilen
hiicreler canli hiicre sayimi i¢in; 10pL tripan mavisi 10 pL hiicre siispansiyonu ile
karistirilarak hiicre sayim kasetine aktarilmis ve hiicre sayim cihazinda okumasi

gergeklestirilmistir.

Hiicre yogunlugu DMEM ile 1 x 10° / kuyu olacak sekilde ayarlanarak, énceden her
kuyusuna 100 pL besiyeri eklenmis 96 kuyucuklu mikrotitre kiiltiir plakasina 100 puL/kuyu
olarakekimleri gergeklestirilmistir. Hiicreler % 5 CO; ‘li ortamda 37 °C’de 24 saat inkiibe
edilerek c¢ogalma fazmna dogru gelismeye birakilmistir. 24 saatlik inkiibasyon sonrasi
hiicreler tizerinden besi yeri uzaklastirilarak ilk kuyucuklara 1000uM yogunlugunda
bilesiklerden eklenmis ve toplamda 6 konsantrasyon olmak iizere diliisyonlar1 yapilmistir
(1000- 31,25uM). Negatif (sadece hiicre) ve pozitif kontrol (%20 DMSO) kuyucuklari ile
sisplatin ve kor (besi yeri) kuyucuklar1 da 3’er tekrarli olacak sekilde ayarlanmistir. % 5
CO:li ortamda 37 °C’de 24 saat inkiibe edilerek sitotoksik etkinin belirlenmesi

hedeflenmistir.

24 saatlik inkiibasyon sonunda 96 kuyucuklu mikroplakaicinden besi yeri dikkatli bir sekilde
cekilerek her kuyucuga 10ul. MTT ¢ozeltisi eklenmis ve 37 °C’de 1-4 saat inkiibasyona
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birakilmistir. Inkiibasyon sonrast MTT ¢ozeltisi kuyucuklardan gekilerek her kuyucuga 100
nL izopropanol eklenerek ¢alkalanmis ve 570 nm’de mikroplaka okuyucuda absorbans
okumasi yapilmistir. Kor degere kiyasla canliliktaki azalma % olarak asagidaki denkleme

(3.2) gore hesaplanmustir.

. _ Madde OD
/OCClTlllllk = m x100 (32)

OD: Optik yogunluk (Optical Density)

3.2.11. DNA etkilesimi

B1, B2, B3, B5 ve B6 bilesiklerinin DNA etkilesimleri agaroz jel elektroforez yontemi ile
gortintiilenmistir. Bilesiklerin 1000 uM’dan baslayacak sekilde stok ¢ozeltileri %10 DMSO
icerisinde hazirlanmis ve 1 saat igerisinde kullanilmak tlizere 6 konsantrasyon olarak
seyreltilmistir. Son hacimdeki ¢oziicii oraninin %0,1°i gegmemesi saglanmistir. Bilesiklerin
tim konsantrasyonlari plazmit DNA ile 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda bilesik-DNA karisimlar1 agaroz jele yiiklenerek, elektroforez islemi
TAE tamponu igerisinde; 70 V akimda 3 saat siire ile gergeklestirilmistir. Elektroforez islemi
sonrasinda jel, etidyum bromiir ile boyanarak BioDoc Analyze jel goriintiileme cihazi ile

gorlintiillenmis ve kayit altina alinmistir.

BamHI ve Hindlll enzimleri ile restriksiyon endoniikleaz reaksiyonu

BamHI enzimi DNA’nin 5-G/GATCC-3" bolgesini, Hindlll enzimi ise 5'- A/IAGCTT-3’
bolgesini tanimaktadir. Bilesiklerin DNA fiizerindeki bu bdolgelere baglanma durumunu
belirlemek tizere, bilesik-DNA karisimlar1 24 saat inkiibe edilmistir. Sonrasinda BamHlI
veya Hindlll enzimleri ile karistirilarak kesim ig¢in 2 saat 37 °C’de inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda kesilmis oldugu ongoriilen bilesik-DNA karigimlar1 agaroz jele
yiiklenerek, TAE tamponu igerisinde 70 V akimda 3 saat siire ile elektroforez islemi
gerceklestirilmistir. Elektroforez islemi sonrasinda jel, etidyum bromiir ile boyanarak

BioDoc Analyze jel goriintiileme cihazi ile goriintiilenmis ve kayit altina alinmstir.
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4. BULGULAR

4.1. Uretilen Nanoparcacigin FT-IR Analizi

Kitosan/TPP nanopargacigin IR spektrumunda, kitosanda bulunan N-H baglarinin
karakteristik pikleri 1647 cm™’de ve 1071 cm™’de bulunan C-O-C baglarmin kitosana ait

glukozaminin amino ve sakkarit gruplarini gostermektedir.

Enkapsiilasyonu yapilmig bilesiklerin (CSNP-B1-B6) IR spektrumlarinda, bilesiklerde
bulunan P=N baglarinin karakteristik pikleri 1149-1153 cm™’de gozlenmektedir.
Bilesiklerdeki piridin halkasindaki C=N aromatik baglarinin karakteristik pikleri de 1570-
1440 cm™’de gozlenmistir. Alinan IR spektrumlar: Sekil 4.1-4.6°da ve gdzlenen spesifik
pikler ¢izelge 4.1°de verilmistir.
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Sekil 4.1. Sentezlenen nanopartikiiliin FT-IR spektroskopisi



80

o
o —
-
S |
w0
g 3 &3
3] - N
= 2
8 8 %
c
8
€
(%2}
c
©
}—
o |
~
\
|
2 s
s —
o _| —
©
T T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumber cm-1
Sekil 4.2. Enkapsiilasyonu yapilmis B1 maddesinin IR spektrumu
8 e,
=1 7‘w\,‘lWM»M\"’”W%l ' /WMMJM N ‘f\ (‘f’\\
‘\\ o2 \ I\ | \ i
o \ / \/\
\ o~ \ /1 Lo
| /) / J ™
To) L‘ - | M\ [ 8\ \‘ o‘\ N
& \ \ || H‘"\ | l\w“ /‘\
\ | “ “ @t_} “ ‘\ H “‘ ‘f\‘
p VB8 N L
\ / I i I S
\ R Y N [t -
. \ A | T
z 3 W IR E:
s S - Y o
o B |l =
g , § " I I N
= (2] [ | |
£ < “\ | “ \q% g
28 & © | | | ‘g
© 9 | ||
= Q ! 8 |
| S U
™ i
© I
n \
o _| — |
[¢0)
N
<
o
-
Yo}
~
T T T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wavenumber cm-1

Sekil 4.3. Enkapsiilasyonu yapilmis B2 bilesiginin IR spektrumu
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Sekil 4.4. Enkapsiilasyonu yapilmis B3 bilesiginin IR spektrumu
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Sekil 4.5. Enkapsiilasyonu yapilmis B5 bilesiginin IR spektrumu
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Sekil 4.6. Enkapsiilasyonu yapilmis B6 bilesiginin IR spektrumu
Cizelge 4.1. Enkapsiile bilesiklerin IR spektrumu verileri (cm™)
Enkapsiile bilesikler vP=N vC=N (aromatik)
CSNP-B1 1254;1151 1563;1405
CSNP-B2 1253;1152 1563;1406
CSNP-B3 1260;1152 1546;1462
CSNP-B5 1220;1150 1563;1405
CSNP-B6 1221; 1150 ; 1462

4.2. Sentezlenen Nanopartikiiliin Boyut ve Yiik Dagiliminin Belirlenmesi

Elde edilen nanopargacigin boyut ve yiik dagiliminin belirlenmesi i¢in Zeta Sizer (Malware)

cihazi kullanilmstir.




Zeta Potential (mV): 416
Zeta Deviation (mV): 596
Conductivity (mS/cm): 0,741

Zeta Potential Distribution

Result quality :
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Sekil 4.7. Zeta Sizer (Malware) cihazindan alinan grafik ve veriler

4.3. SEM
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200

Width (mV)
5,96
0,00
0,00

CSNP'lerin sekli ve yiizey ozellikleri, Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) kullanilarak

arastirtldi. CSNP'lerin morfolojisi Resim 4.1°de gosterilmektedir. Nanopartikiillerin boyut

Olgtimleri de SEM ile yapilarak Malvern cihazindan alinan sonuglar ile karsilastirildi ve

uyumlu oldugu goriildi. SEM goriintiilerine gore partikiil boyutunun 32.85 ile 59.72 nm

arasinda degistigi gozlemlendi.
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Resim 4.1. Sentezlenen nanopartikiillerin SEM goriintiileri

4.4. Etken Madde Yiikleme Verimliliginin Belirlenmesi

Kitosan nanopartikiillereyiikleme verimliliginin hesaplanmasi amaciyla oncelikle etken
maddelere ait kalibrasyon grafigi ¢ikarilmistir. Bu amagla oncelikle Uv/Vis
spektrofotometrede etken maddelerin en yiiksek absorbans degerleri 0-800 nm araliginda

tarama yapilarak belirlenmigtir.

Tarama sonucunda 262nm’de en yiiksek absorbans degerini gosteren etken maddelerin 1000
uM- 31,25 uM araligindaki konsantrasyonlarda absorbans degerleri saptanarak kalibrasyon
grafigi elde edilmistir. Elde edilen kalibrasyon grafikleri sekil 4.8-12’de verilmistir. Etken
madde yiikleme verimliligi yontemde belirtilmis olan formiil ile hesaplanarak, % etken

madde yiikleme verimleri Cizelge 4.2°de verilmistir.
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Sekil 4.8. B1 bilesigine ait kalibrasyon grafigi
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Sekil 4.9. B2 bilesigine ait kalibrasyon grafigi
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Sekil 4.10. B3bilesigine ait kalibrasyon grafigi
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Sekil 4.11. B5 bilesigine ait kalibrasyon grafigi
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Sekil 4.12. B6 bilesigine ait kalibrasyon grafigi

Tiim maddelerin 1000uM konsantrasyonlarinda verim %79,2 ve lizerinde belirlenirken,
yliklemesi yapilan en diisiik konsantrasyon olan 31,25 uM ile yiikleme verisi elde

edilememistir.

62,5 uM konsantrasyonda en diisiik yiikleme verimi, %7,3 ile B3 maddesinde elde

edilmigken, en yliksek verim B6 maddesinde %50,4 olarak belirlenmistir.

125 uM konsantrasyonunda %44,7 ile en diisiik verim B2 maddesinde belirlenmisken, en

yiiksek verim %70,6 ile B6 maddesinde elde edilmistir.

250 uM konsantrasyonunda %71,9 ile en diisiik verim B3 maddesinde belirlenmisken, en

yiiksek verim %87,7 ile BS maddesinde elde edilmistir.

500 uM konsantrasyonunda %81,6 ile en diisiik verim B6 maddesinde belirlenmisken, en

yiiksek verim %83,8 ile BS maddesinde elde edilmistir.

1000 uM konsantrasyonunda %79,2 ile en diisiik verim B6 maddesinde belirlenmisken, en

yiiksek verim %86,1 ile B5 maddesinde elde edilmistir.
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Cizelge 4.2. Sentezlenen nanopartikiillere bilesik enkapsiilasyonu verimi

Bilesik Konsantrasyon (uM) Verim (%)
1000 83,4+ 1,2
500 83,3+ 4,5
250 79,1+ 1,6
Bl
125 65,4+ 2,9
62,5 40,9+ 1,9
31,25 0
1000 84,3+ 4,8
500 82,7+ 1,1
250 73,2+ 2,7
B2
125 44,7+ 3,1
62,5 20,0+ 2,2
31,25 0
1000 84,7+ 1,2
500 82,3+ 0,8
250 71,9+ 8,2
B3
125 55,2+5,6
62,5 7,3+ 7,3
31,25 0
1000 86,1+ 3,2
500 83,8+2,8
250 87,7+ 1,3
B5
125 64,8+ 2,1
62,5 19,1+ 0,9
31,25 0
1000 79,2+ 4,6
500 81,6+ 5,1
250 74,7+ 3,5
B6
125 70,6+ 2,0
62,5 50,4+ 3,1
31,25 0

4.5. Etken Madde Saliminin Belirlenmesi

Etken madde salim calismalar1 igin yar1 gecirgen bir diyaliz membran ile UV-vis

spektrofotometre kullanilarak ol¢iimler yapilmis ve salim grafigi olusturulmustur (Sekil
4.13).
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Sekil 4.13. CSNP-B1, CSNP-B2, CSNP-B3, CSNP-B5 ve CSNP-B6 bilesiklerinin salim
grafigi

Bilesiklerin tiimii benzer salim fazlari sergilemislerdir. Salim ilk 15 dakikada hizli, ardindan
24 saate kadar yaklasik olarak esit yavas salma seklinde gozlemlenmistir. 24 saatlik bir siire
icinde, bilesiklerin nanopartikiillerden yavas ve kontrollii salimi, bilesiklerin biyolojik

etkinliginin artmasi agisindan da biiyiik 6nem tagimaktadir.

4.6. Antimikrobiyal Aktivite

Disk difiizyon yontemi

Gergeklestirilen deneyler ile; %10’luk DMSO’da ¢ozdiiriilen B1 maddesinin Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, VRE( Vankomisin direngli Enterecoccus faecalis), Bacillus
cereus ve Candida albicans suslar1 {izerinde antimikrobiyal etkisi olmadigi, zon

gozlenmemesi sonucunda belirlenmistir (Cizelge 4.3).
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Cizelge 4.3. B1 maddesinin (%10 DMSO); S. aureus, MRSA ve S. mutans suslari
tizerindeki antimikrobiyal etkisini gosterir zon gap1 6l¢timleri (mm)

B1l-1 B1-2 B1-3 B1-4 B1-5 B1-6
Staphylococcus aureus 6-7 6-7 6-7 6-7 6-7 6-7
MRSA 8 8 8 7 7 7
Streptococcus mutans 7 7 7 - - -

Gergeklestirilen deneyler ile; %10’luk DMSO’da ¢ozdiiriilen B2 maddesinin Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, VRE (Vankomisin direngli Enterecoccus faecalis), Bacillus
cereus, Streptococcus mutans ve Candida albicans suslari iizerinde antimikrobiyal etkisi

olmadigi, zon gozlenmemesi sonucunda belirlenmistir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. B2 maddesinin (%10 DMSO); S. aureus ve MRSA suslar tizerindeki
antimikrobiyal etkisini gosterir zon ¢ap1 6lgtimleri (mm)

B2-1

B2-2

B2-3

B2-4

B2-5

B2-6

Staphylococcus aureus

6-7

6-7

6-7

6-7

6-7

6-7

9

9

8

MRSA 9

Gergeklestirilen deneyler ile; %10’luk DMSO’da ¢ozdiiriilen B3 maddesinin Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, VRE (Vankomisin direngli Enterecoccus faecalis), Bacillus
cereus, Streptococcus mutans ve Candida albicans suslari iizerinde antimikrobiyal etkisi

olmadig1, zon gézlenmemesi sonucunda belirlenmistir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. B3 maddesinin (%10 DMSO); S. aureus ve MRSA suslar tiizerindeki
antimikrobiyal etkisini gosterir zon gap1 6l¢iimleri (mm)

B3-1

B3-2

B3-3

B3-4

B3-5

B3-6

Staphylococcus aureus

6-7

6-7

6-7

6-7

6-7

6-7

MRSA

9

9

9

8

8

8

Gergeklestirilen deneyler ile; %10’luk DMSO’da ¢ozdiiriilen B5 maddesinin Escherichia

coli, Pseudomonas aeruginosa, VRE (Vankomisin direngli Enterecoccus faecalis), Bacillus
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cereus, Streptococcus mutans ve Candida albicans suslar tizerinde antimikrobiyal etkisi

olmadigi, zon gézlenmemesi sonucunda belirlenmistir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. B5 maddesinin (%10 DMSO); S. aureus ve MRSA suslar {izerindeki
antimikrobiyal etkisini gosterir zon ¢ap1 6l¢timleri (mm)

B5-1 B5-2 B5-3 B5-4 B5-5 B5-6
Staphylococcus aureus 7-8 7-8 7-8 7-8 7-8 7-8
MRSA 8 8 8 8 8 8

Gergeklestirilen deneyler ile; %10’luk DMSO’da ¢ozdiiriilen B6 maddesinin Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, VRE (Vankomisin direngli Enterecoccus faecalis), Bacillus
cereus ve Candida albicans suslar1 {izerinde antimikrobiyal etkisi olmadigi, zon

gozlenmemesi sonucunda belirlenmistir (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7. B6 maddesinin (%10 DMSO); S. aureus ve MRSA suslar1 tizerindeki
antimikrobiyal etkisini gosterir zon ¢ap1 6lgtimleri (mm)

B6-1 B6-2 B6-3 B6-4 B6-5 | B6-6
Staphylococcus aureus 7-8 7-8 7-8 7-8 7-8 7-8
MRSA 8 8 8 8 8 8

Bl, B2, B3, B5 ve B6 maddelerinin yiiklemelerinin yapilmis oldugu kitosan
nanopartikiillerin Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
MRSA (Metisilin direngli Staphylococcus aureus) (ATCC 43300), VRE (Vankomisin
direngli Enterococcus faecalis) (ATCC 51299), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853),
Streptococcus mutans (ATCC 25175), Bacillus cereus (ATCC 13061) ve Candida albicans
(ATCC 10231) iizerindeki

antimikrobiyal etkisi disk diflizyon yontemi ile

belirlenememistir.

Mikrodiliisyon yontemi

B1, B2, B3, B5 ve B6 bilesiklerin s1vi mikrodiliisyon yontemi ile arastirilan antimikrobiyal

etkinlikleri belirlenmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda goz ile sonu¢ degerlendirilmesi
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yapilamamis olup spektrofotometrik olg¢iimler ile bilesiklerin % inhibisyon etkisi

degerlendirilmistir.

Bilesiklerin 1000 uM konsantrasyonlarinin Staphylococcus aureus (ATCC 25923) bakterisi
tizerinde antimikrobiyal etkinligi oldugu ve konsantrasyonun azalmasiyla antimikrobiyal
etkinligin azaldigi belirlenmistir. Gergeklestirilen deneyler ile; %10’luk DMSO’da
¢ozdiiriilen bilesiklerin ¢esitli konsantrasyonlarinin (1000 - 31,25uM), S. aureus (ATCC
25923) susu tizerindeki etkileri grafikte gosterilmistir (Sekil 4.14).

Staphylococcus aureus

100,00
90,00
80,00
70,00
g 60,00
i 50,00
= 40,00
30,00
20,00
10,00 I
0,00 ] -5 WmB_ & _____ N _____ & _____
1000uM 500uM 250uM 125uM 62,5uM 31,25uM
Konsantrasyon

mBl mB2 mB3 mB5 mB6 mAntibiyotik

Sekil 4.14. B1, B2, B3, B5 ve B6 bilesiklerinin S. aureus (ATCC 25923) susu {izerindeki
%inhibisyon etkisi

Bilesiklerin 1000 pM konsantrasyonlarinin MRSA (ATCC 43300) bakterisi iizerinde
antimikrobiyal etkinligi oldugu ve konsantrasyonun azalmasiyla antimikrobiyal etkinligin
azaldig1 belirlenmistir. Gergeklestirilen deneyler ile; %10’luk DMSO’da ¢ozdiiriilen
bilesiklerin ¢esitli konsantrasyonlarinin (1000 - 31,25uM), MRSA (ATCC 43300) susu
tizerindeki etkileri grafikte gosterilmistir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. B1, B2, B3, B5 ve B6 bilesiklerinin MRSA (ATCC 43300) susu iizerindeki
%inhibisyon etkisi

Bilesiklerin 1000 pM konsantrasyonlarinin VRE (ATCC 51299) bakterisi tizerinde
antimikrobiyal etkinligi oldugu ve konsantrasyonun azalmasiyla antimikrobiyal etkinligin
azaldigr belirlenmistir. Gergeklestirilen deneyler ile; %10’luk DMSO’da ¢ozdiiriilen
bilesiklerin ¢esitli konsantrasyonlarinin (1000 - 31,25uM), VRE (ATCC 51299) susu
tizerindeki etkileri grafikte gosterilmistir (Sekil 4.16).

VRE
120,00
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’ Konsantrasyon

mBl mB2 mB3 mB5 mB6 = Antibiyotik

Sekil 4.16. B1, B2, B3, B5 ve B6 bilesiklerinin VRE (ATCC 51299) susu tizerindeki
%inhibisyon etkisi
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Bilesiklerin 1000 uM konsantrasyonlarinin Streptococcus mutans (ATCC 25175) bakterisi
tizerinde antimikrobiyal etkinligi oldugu ve konsantrasyonun azalmasiyla antimikrobiyal
etkinligin azaldig1 belirlenmistir. Gergeklestirilen deneyler ile; %10’luk DMSO’da
¢ozdiiriilen bilesiklerin ¢esitli konsantrasyonlarimin (1000 - 31,25uM), Streptococcus
mutans (ATCC 25175) susu tizerindeki etkileri grafikte gosterilmistir (Sekil 4.17).

Streptococcus mutans

100,00
90,00
80,00
70,00
i~ 60,00
w 50,00
40,00
30,00
20,00
10,00 I
0,00 | -5 _HE.B N _____ N ____ 8N _____
1000puM 500uM 250uM 125uM 62,5uM 31,25uM
Konsantrasyon

mBl mB2 mB3 mB5 mB6 mAntibiyotik

Sekil 4.17.  B1, B2, B3, B5 ve B6 bilesiklerinin Streptococcus mutans (ATCC 25175)
susu tizerindeki %inhibisyon etkisi

Bilesiklerin 1000 uM konsantrasyonlarinin Candida albicans (ATCC 10231) bakterisi
tizerinde antimikrobiyal etkinligi oldugu ve konsantrasyonun azalmasiyla antimikrobiyal
etkinligin azaldig1 belirlenmistir. Gergeklestirilen deneyler ile; %10’luk DMSO’da
¢ozdiiriilen bilesiklerin ¢esitli konsantrasyonlarinin (1000 - 31,25uM), Candida albicans
(ATCC 10231) susu tizerindeki etkileri grafikte gosterilmistir (Sekil 4.18).
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Candida albicans
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g
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Konsantrasyon

EBl mB2 mB3 mB5 mB6 mAntifungal

Sekil 4.18. B1, B2, B3, B5 ve B6 bilesiklerinin Candida albicans (ATCC 10231) susu
tizerindeki % inhibisyon etkisi

Tiim bilesiklerin 1000 uM konsantrasyonlarinin; S. aureus (ATCC 25923), MRSA (ATCC
43300), VRE (ATCC 51299), Streptococcus mutans (ATCC 25175) ve Candida albicans
(ATCC 10231) mikroorganizmalari {izerinde antimikrobiyal etkinligi oldugu belirlenmis ve
bilesiklerin 1000 puM konsantrasyonlarmin Kitosan/TPP nanopartikiillerine enkapsiile

edilmesi ile antimikrobiyal etkinlikleri degerlendirilmistir.

Elde edilen verilere gore tiim bilesiklerin 1000 uM konsantrasyonlarinin C. albicans mayasi
tizerinde %63,46 ile %81,36 oraninda inhibisyon etkisi oldugu belirlenmistir. Bununla
beraber tiim bilesiklerin 1000 uM konsantrasyonlarinin S. mutans bakterisi tizerinde en az
%55,26 (B6) inhibisyon etkisi oldugu ve en diisiik etkinin ise S. aureus bakterisi tizerinde

B5 maddesinin gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4.19).
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100
90
80
70
<
T 60
=3
50
40
30
20
10
0
B1 B2 B3 B5 B6
m Staphylococcus aureus 39,52 43,57 44 38,53 39,52
= MRSA 52,77 49,79 50,21 45,53 52,34
mVRE 61,21 57,44 60,53 54,35 58,12
= Streptococcus mutans 57,06 72,43 73,08 69,18 55,26
= Candida albicans 81,36 81,29 76,04 77,46 63,46

Sekil 4.19. 1000 uM konsantrasyonunda B1, B2, B3, B5 ve B6 bilesiklerinin antimikrobiyal
etkinlikleri

Bilesiklerin 1000 puM konsantrasyonlarinin Kitosan/TPP nanpartikiillerine enkapsiile
edilmesi ile elde edilen verilere gore ise tim maddelerde antimikrobiyal etkinligin arttigs; S.
aureus bakterisi tizerinde en diisiik etkinligin %76,72; S. mutans bakterisi iizerindeki en
diisiik etkinligin %89,92 ve C. albicans mayasi iizerindeki etkinliginin en diisiik 67,4 oldugu
belirlenmistir (Cizelge 4.20).



120,00
100,00
80,00
_ 60,00
X
i
> 40,00
20,00
0,00
CSNP- CSNP- CSNP- CSNP- CSNP- NP
B1 B2 B3 B5 B6
m Staphylococcus aureus 87,48 85,01 88,46 78,17 85,86 76,72
= MRSA 64,13 66,24 60,83 58,14 56,67 54,08
= VRE 44,44 44,23 11,07 44,69 24,71 41,05
m Streptococcus mutans 92,33 92,04 94,04 89,92 90,98 91,36
m Candida albicans 89,41 85,68 89,79 92,18 90,74 67,54

Sekil 4.20. Bilesiklerin 1000uM konsantrasyonunda enkapsiile edilmis CSNP-B1-B6

bilesiklerinin antimikrobiyal etkinlikleri.

4.7. Anti-Biyofilm Aktivite

%10’luk  DMSO’da

¢Ozdiiriilen bilesiklerin  ve

enkapsiile

edilmis

97

bilesiklerin

Staphylococcus aureus (ATCC 25923) susunun biyofilm olusturmasi iizerindeki etkileri
tabloda gosterilmistir (Cizelge 4.8). Elde edilen verilere gore; tiim bilesiklerin S. aureus
bakterisinin biyofilm olusturmas: iizerinde etkisi oldugu bununla beraber kitosan/TPP
nanopartikiillerine enkapsiile edilmis bilesiklerin tamaminda biyofilm olusumunun

engellendigi belirlenmistir.
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Cizelge 4.8. Bilesiklerin ve enkapsiile bilesiklerin Staphylococcus aureus (ATCC 25923)
susunun biyofilm olusturmasi tizerindeki etkileri

S. aureus S. aureus Kontrol

Bl

B2

B3

BS

B6
CSNPB1
CSNP-B2
CSNP-B3
CSNP-B5
CSNP-B6

O O O O O — — — —

%10’luk DMSO’da ¢6zdiiriilen bilesiklerin Ve enkapsiile edilmis bilesiklerin MRSA (ATCC
43300) susunun biyofilm olusturmasi tizerindeki etkileri tabloda gésterilmistir (Cizelge 4.9).
Elde edilen verilere gore; tiim bilesiklerin MRSA bakterisinin biyofilm olusturmasi tizerinde
etkisi oldugu ayrica Kkitosan/TPP nanopartikiillerine enkapsiile edilmis bilesiklerin

tamaminda biyofilm olusumunun engellendigi belirlenmistir.

Cizelge 4.9. Bilesiklerin ve enkapsiile bilesiklerin MRSA (ATCC 43300) susunun
biyofilm olusturmasi tizerindeki etkileri

MRSA MRSA Kontrol
Il
Il
Il
I
Il
Il
Il
Il
Il
Il

Bl

B2

B3

BS

B6
CSNPB1
CSNP-B2
CSNP-B3
CSNP-B5
CSNP-B6

O O O O O — =— =— =—

%10’luk DMSO’da ¢ozdiirtilen bilesiklerin ve enkapsiile edilmis bilesiklerin VRE (ATCC
51299) susunun biyofilm olusturmasi tlizerindeki etkileri tabloda gosterilmistir (Cizelge

4.10). Elde edilen verilere gore; tiim bilesiklerin VRE bakterisinin biyofilm olusturmasi
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tizerinde etkisi oldugu ayrica kitosan/TPP nanopartikiillerine enkapsiile edilmis bilesiklerin

tamaminda biyofilm olusumunun engellendigi belirlenmistir.

Cizelge 4.10. Bilesiklerin ve enkapsiile bilesiklerin VRE (ATCC 51299) susunun biyofilm
olusturmasi tizerindeki etkileri

VRE VRE Kontrol

Bl

B2

B3

B5

B6
CSNPB1
CSNP-B2
CSNP-B3
CSNP-B5

|
|
|
|
|
|
|
|
|
CSNP-B6 |

O O O O O — — = — =

%10’luk DMSO’da ¢ozdiiriilen bilesiklerin ve enkapsiile edilmis bilesiklerin ¢ozdiiriilen
maddelerin Streptococcus mutans (ATCC 25175) susunun biyofilm olusturmasi tizerindeki
etkileri tabloda gosterilmistir (Cizelge 4.11). Elde edilen verilere gore; tiim bilesiklerin
¢ozdiiriilenmaddelerin S. mutans (ATCC 25175) bakterisinin biyofilm olusturmasi tizerinde
cok etkili oldugu, B2 ve B5 bilesiklerinin biyofilm olusumunu tamamen engelledigi ayrica
kitosan/TPP nanopartikiillerine enkapsiile edilmis bilesiklerin tamaminda biyofilm

olusumunun engellendigi belirlenmistir.

Cizelge 4.11. Bilesiklerin ve enkapsiile bilesiklerin Streptococcus mutans (ATCC) susunun
biyofilm olusturmasi tizerindeki etkileri

S. mutans S. mutans Kontrol
1
11
1
11
1
11
1
11
1
I

Bl

B2

B3

B5

B6
CSNPB1
CSNP-B2
CSNP-B3
CSNP-B5
CSNP-B6

O O OO o — o — o
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%10’luk DMSO’da c¢ozdiiriilen bilesiklerin  ve enkapsiile edilmis bilesiklerin
¢ozdiiriilenmaddelerin Candida albicans (ATCC 10231) susunun biyofilm olusturmasi
tizerindeki etkileri tabloda gosterilmistir (Cizelge 4.12). Elde edilen verilere gore; tim
bilesiklerin ¢ozdiirilenmaddelerin Candida albicans (ATCC 10231) bakterisinin biyofilm
olusturmasi iizerinde ¢ok etkili oldugu, B2 ve B5 bilesiklerinin biyofilm olusumunu
tamamen engelledigi ayrica Kitosan/TPP nanopartikiillerine enkapsiile edilmis bilesiklerin

tamaminda biyofilm olusumunun engellendigi belirlenmistir.

Cizelge 4.12. Bilesiklerin ve enkapsiile bilesiklerin Candida albicans (ATCC 10231)
susunun biyofilm olusturmasi tizerindeki etkileri

C. albicans C. albicans Kontrol
B1 I i
B2 I i
B3 I i
B5 I i
B6 Il i
CSNP-B1 0 Il
CSNP-B2 0 11
CSNP-B3 0 i
0
0

CSNP-B5 11
CSNP-B6 Il

4.8. Sitotoksisite

L929 ve A549 hiicreleri, 96 kuyucuklu kiltiir kaplarina ekilerek 24 saat inkiibe edilmistir.
Daha sonra hiicreler bilesiklerin %10’ luk DMSQO’da ¢6zdiiriilmiis ve hiicreler bilesiklerin ve
enkapsiile bilesiklerin 6 farkli konsantrasyonuna maruz birakilmistir. 24 saatlik
inkiibasyondan sonra, MTT yontemi ile her konsantrasyon i¢in formazan olusumu tayin
edilerek kontrol kiiltiirlerinde elde edilen degerlerle karsilastirtlmistir. Coziicii kontroliiniin
etkisi degerlendirilerek, her konsantrasyon i¢in % canlilik degerleri hesaplanmistir.
Bilesiklerin L929 ve A549 hiicrelerine karsi etki degerlendirilmeleri Sekil 4.21 ve Sekil
4.22’de; enkapsiile bilesiklerin L929 ve A549 hiicrelerine karsi etki degerlendirilmeleri
Sekil 4.23 ve Sekil 4.24°de gosterilmektedir.
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90,00
80,00
70,00
60,00
x
= 50,00
8
Q 40,00
X
30,00
20,00
10,00
0,00
1000pM | 500pM | 250uM | 125uM | 62,5uM | 31,25uM | 15,62uM
=Bl 13,47 31,22 58,26 64,12 69,77 69,91 72,93
u B2 6,65 16,49 35,77 43,40 57,42 60,60 68,55
u B3 17,59 35,64 52,06 66,57 69,59 71,57 76,05
uB5 11,00 42,62 52,87 52,00 55,01 54,77 64,04
" B6 25,71 44,30 54,01 54,66 55,83 58,71 59,82
s CISPLATIN| 12,46 29,11 39,18 42,88 44,92 46,35 65,73

Sekil 4.21. B1, B2, B3, B5 ve B6 bilesiklerinin (1000 uM-31,25 uM) ve Sisplatinin (1000

uM-31,25 uM) L929 hiicreleri tizerine sitotoksik etkileri

Elde edilen verilere gore tiim maddelerin konsantrasyona bagli olarak her iki hiicre hattinda

da sitotoksik etki gosterdigi belirlenmistir. L929 hiicre hattinda en diisiik sitotoksik aktiviteyi
B6 bilesigi gostermistir. Bununla birlikte B1, B3 ve B6 bilesiklerinin 1000uM

konsantrasyonda, A549 hiicrelerine sisplatinin 1000uM konsantrasyonundan daha az

sitotoksik etkiye sahip oldugu gozlemlenmistir. B1, B3 ve B6 bilesiklerinin ise 1000 uM

konsantrasyonunda L929 hiicrelerine sisplatinden daha diisiik sistotoksik aktiviteye sahip

oldugu gozlenmistir.
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120,00

100,00

y 80,00

= 60,00

<

= 40,00

20,00

0,00
1000uM | 500uM | 250uM | 125uM | 62,5uM | 31,25uM | 15,62uM
=Bl 4559 | 5940 | 7937 | 80,70 | 8120 | 8478 | 8552
=B2 1847 | 6181 | 6539 | 6913 | 7097 | 8205 | 8777
= B3 4950 | 6814 | 7804 | 7862 | 8386 | 8977 | 9409
= B5 3727 | 5474 | 5757 | 57.00 | 6148 | 6364 | 6626
= B6 5204 | 5201 | 6057 | 6102 | 6577 | 7188 | 7313
“CISPLATIN| 4717 | 5740 | 5903 | 5990 | 7022 | 8195 | 9397

Sekil 4.22. B1, B2, B3, B5, B6 bilesiklerinin (1000uM-31,25uM) ve Sisplatinin (1000uM-
31,25uM) A549 hiicreleri tizerine sitotoksik etkileri

100,00
90,00
80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

%Canlilik

1000uM | 500pM | 250pM | 125uM | 62,5uM | 31.25uM | 15,62uM
= CSNP-B1 15,86 30,74 62,92 67,12 76,89 76,96 83,51

m CSNP-B2 7,76 18,74 35,62 46,75 56,48 68,86 76,81
u CSNP-B3 20,48 37,59 50,84 63,56 74,58 83,59 84,78
m CSNP-B5 12,95 30,17 52,02 55,04 62,31 64,13 75,98
= CSNP-B6 29,72 44,18 56,10 63,83 65,72 68,37 71,10
= CISPLATIN| 18,06 32,48 40,77 48,65 44,29 49,78 55,73

Sekil 4.23. Enkapsiile B1, B2, B3, B5 ve B6 bilesiklerinin (1000uM-31,25uM) ve
Sisplatinin (1000uM-31,25uM) L929 hiicreleri tizerine sitotoksik etkileri
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90,00
80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

% Canlilik

1000uM 500uM 250uM 125uM 62,5uM | 31,25uM | 15,62uM
m CSNP-B1 42,95 53,81 68,20 69,86 72,42 75,96 77,17
m CSNP-B2 18,99 52,37 56,07 57,12 61,42 73,70 78,37

u CSNP-B3 44,69 59,46 70,99 70,08 74,23 79,65 81,61
m CSNP-B5 32,33 46,04 52,37 52,83 56,74 63,30 66,24
= CSNP-B6 48,08 45,82 52,15 54,33 58,48 64,51 65,67
= CISPLATIN| 44,08 46,35 49,28 50,34 54,26 61,27 72,80

Sekil 4.24. Enkapsiile B1, B2, B3, B5 ve B6 bilesiklerinin (1000uM-31,25uM) ve
Sisplatinin (1000uM-31,25uM) A549 hiicreleri tizerine sitotoksik etkileri

Elde edilen verilere gore tiim enkapsiile bilesiklerin konsantrasyona bagli olarak her iki
hiicre hattinda da sitotoksik etki gosterdigi belirlenmistir. A549 hiicre hattinda en yiiksek
sitotoksik aktiviteyi enkapsiile B6 bilesigi gostermistir. Bununla birlikte enkapsiile B1, B2
ve B5 bilesiklerinin 1000uM konsantrasyonda, A549 hiicrelerine kars1 sisplatinin 2000uM
konsantrasyonundan daha etkili oldugu gozlemlenmistir. Enkapsiile B3 ve B6 bilesiklerinin
ise 1000 uM konsantrasyonunda L929 hiicrelerine sisplatinden daha diisiik sistotoksik

aktiviteye sahip oldugu gozlenmistir.

4.9. Bilesiklerin DNA Uzerine Etkisi

Calismada kullanilan B1, B2, B3, B5 ve B6 bilesiklerinin plazmit DNA ile etkilesimleri
agaroz jel elektroforezi ile aragtirnlmistir. Bilesiklerin 1000, 500, 250, 125 ve 62,5 uM
konsantrasyonlarinin pBR322 plasmid DNA ile etkilesiminden elde edilen sonuglarda
pBR322 plazmid DNA’nin 2 formu da goriilmistiir. Bilesiklerin konsantrasyonlari arttik¢a,
ozellikle Blve B3 i¢in hem form | hem de Il bantlarinin hareketlerinin ve yogunluklarinin
biraz azaldigi gbézlemlenmistir. B1 bilesigi i¢in ayn1 zamanda lineer form olan form IIl

gbzlemlenmistir. B5 bilesiginde, bilesigin konsantrasyonunun artmasiyla form | bandinin
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yogunlugunun azaldigi gozlemlenmistir (Resim 4.2). CSNP-B1, CSNP-B2 ve CSNP-B3
nanopartikiillerinde de form | hareketliliginde benzer sekilde azalma gozlenmistir. CSNP-
B2 ve CSNP-B3’de, form I’de kiigiik bantlar gézlenmis olup, bu da DNA kiriklarinin
olustugunu gostermektedir (Resim 4.3).

Form II

Form III

Form I

Form II

Form III

Form I

Form II

Form III

Form I

Resim 4.2. Bilesiklerin 1000, 500, 250, 125 ve 62,5 uM konsantrasyonlariin pBR322
plasmid DNA ile etkilesiminden elde edilen elektrofotogram
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CSNP-B1 CSNP-B2 CSNP-B3

Form II

Form III

Form I

CSNP-BS CSNP-B6

Form II

Form III

Form I

Resim 4.3. Enkapsiile bilesiklerin 1000, 500, 250, 125 ve 62,5 uM konsantrasyonlarinin
pBR322 plasmid DNA ile etkilesiminden elde edilen elektrofotogram

BamHl| ve Hindlll enzimleri ile restriksiyon endoniikleaz reaksiyonu

Bilesiklerin DNA’daki niikleotitlere baglanma durumlarini belirlemek i¢in; bilesiklerin (B1-
B6) ve kitosan nanopartikiile enkapsiile edilmis bilesiklerin (CSNP-B1-CSNP-B6) 1000 uM
konsantrasyon ile muamele edilmis plazmit DNA’nin BamHI ve Hindlll restriksiyon
endoniikleazlar ile enzim kesimleri yapilmistir. BamHI enzimi DNA iizerindeki 5'-
G/GATCC-3" bolgesini tanirken; Hindlll enzimi 5'-A/AGCTT-3" bolgesini tanimaktadir.
BamHI ile muamele edilmis bilesik-DNA karisimlarindan tiim drneklerin enzim ile kesildigi
goriilmekte ve ayni sekilde Hindlll enziminin tim 6rnekleri kestigi tespit edilmistir. Bu
durum higbir bilesigin ve enkapsiile bilesigin DNA’ya BamHI ve Hindll1 enzimlerinin kesim
bolgesindeki niikleotitlerden baglanmadigini gostermektedir. Bilesikler ve nanopartikiiller
ile etkilesime girmis DNA’nin enzim kesimine bakildiginda bilesigin DNA’ya A/A ve G/G
niikleotitlerinden baglanmadigi enzim Kkesiminin gerceklestigi belirlenmistir. Buna
dayanarak maddenin DNA’ya olan etkisinin baglanma seklinde olmadigi belirlenmistir.

Etkilesimin elektrostatik etkilesimler ile olabilecegi diisiiniilmektedir (Resim 4.4).
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P PB123 4 5 PPH12 3 4 5

A

P PB1 2 3 4 5 PPH1 2 345

R -

Resim 4.4. Calismada kullanilan bilesikler ile muamele edilmis plazmit DNA’nin BamHI
ve Hindlll restriksiyon endoniikleazlar ile kesimi (A), Calismada kullanilan
enkapsiile bilesikler ile muamele edilmis plazmit DNA’nin BamHI ve Hindlll
restriksiyon endoniikleazlari ile kesimi (B). (P): Bilesikle muamele edilmemis
plazmit DNA; (P/B): BamHI ile kesilmis plazmit DNA; (P/H): Hindlll ile
kesilmis plazmit DNA
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5. TARTISMA

Diinya Saglik Orgiitii’niin 2019 verilerine gore, diinyadaki 6liim sebepleri arasinda ilk 10

hastalik arasinda enfeksiyon hastaliklar1 ve kanser tiirleri bulunmaktadir.

Tim diinyada 6zellikle az gelismis ve gelismekte olan iilkelerde, tedaviside kullanilan
antimikrobiyal ajanlara kars1 direng gelisimi gosteren patojen mikroorganizmalar sebebiyle
onemli bir saglik problemi haline gelmis olan enfeksiyon hastaliklar1 igin Yyeni
antimikrobiyal ajanlarin kesifleri ile ilgili yapilan ¢agrilar ve yogun caligmalar
stirdiiriilmektedir.  Bu  siliregte  arastirmacilar ~ fosfazen  tiirevlerinin  patojen
mikroorganizmalar tizerinde antimikrobiyal aktivite gosterdigini tespit etmis ve yeni

fosfazen tiirevleri sentezlenmesi ¢alismalarina hiz kazandirmiglardir.

Kanser tedavisinde kullanilmakta olan etkili yontemlerden biri olan kemoterapik ilaglarin
yiiksek toksisiteye sahip olmasi nedeniyle tedavi sirasinda saglikli hiicrelere de hasar verdigi
bilinmektedir. Bu nedenle yeni kemoterapétik ajanlarin arastirilma ve gelistirilme
calismalar1 devam etmektedir. Fosfazen tiirevlerinin birgok farkli kanser hatti tizerindeki

sitotoksik etkisini ortaya koymak igin de gesitli calismalar yapilmistir,

Nanoteknolojinin gegmis yillarda hiz kazanarak, hasatliklarin tedavisinde etkili ve hedefe
yonelik ajanlarin gelistirilmesi ¢alismalar1 ile enfeksiyon hastaliklar1 ve kanser tedavileri
alanlarinda umut vaadeden sonuglar elde edilmistir. Fosfazen tiirevlerinin mikoorganizmalar
ile kanser hiicreleri ilizerine olan etkilerinin, nanopartikiillerin sagladigi avantajlar ile
biraraya getirilmesi, bu hastaliklarin tedavi stireclerinde ortaya ¢ikan; ilaglara karsi direng
ve toksik etkilerin azaltilmas1 hatta ortadan kaldirilmasi potansiyelini ortaya koymaktadir.
Bununla beraber, hastane enfeksiyonlarinin bagslica sebepleri arasinda gosterilen tibbi cihaz
ve ekipmanlar iizerinde olusan biyofilm olusumunun engellenmesi de toksik etki
gostermeyen fakat mikroorganizma tutunmasini engelleyen nanopartikiil diizeyde yiizey
kaplamalar1 ile engellenebilmektedir. Gergeklestirilen bu tez c¢alismasinda; kitosan
nanopartikiillere enkapsiile edilmis fosfazen tiirevlerinin enfeksiyon hastaliklarinin ve
kanserin tedavisi ile biyofilm olusumunun engellenmesinde yeni bir ajan olarak potansiyele

sahip oldugu diisiiniilmektedir.
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Khoerunnisa ve digerleri (2021), iyonik jelasyon yontemi ile sentezledikleri kitosan/TPP
nanopartikiillerin Echerichia coli ve Staphylococcus aureus bakterileri tizerindeki
antimikrobiyal etkilerini incelemislerdir. Sentezledikleri kitosan/TPP nanopartikiillerin her
iki mikroorganizma igin de yiiksek antimikrobiyal etkinlik sergiledigini gozlemlemislerdir.
Bu etkinligin Kkitosan ve tiirevlerinin hiicrelerdeki lipopolisakkarit tabakanin anyonik
olmasindan kaynakli oldugunu ve bunun katyonik yapidaki kitosan nanopartikiillerin daha

iyi absorbe edilmesini tesvik ettigini bildirmislerdir (Khoerunnisa ve digerleri, 2021).

Hu ve digerleri (2021), ¢alismalarinda, A549 insan akciger kanseri hiicre hattinda aptamer
(Apt)-konjuge kitosan (CST) kapsiillenmis mikojenik (Talaromyces purpureogenus (Tp))
altin nanoparcaciklarinin (AuNP'ler) sitotoksisitesini arastirmislardir. TEM analizi ile Tp-
AuNP'ler ve Apt-CST-Tp-AuNP'ler sirasiyla 37.06£6.70 nm ve 62.05+15.22 nm
boyutlarinda bulundugu bildirilmistir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda sentezlenen kitosan/TPP
nanopartikiilleri de benzer bulgular elde edilmis ve SEM ile incelendiginde 32.85 ile 59.72
nm araliginda gozlemlenmistir. Apt-CST-Tp-AuNP'lerin 47.31+0.63 mV zeta potansiyeli
sergiledigini ve Tp-AuNP'lerin ise — 58.83 zeta potansiyeli sergiledigini gosterdi. Bu tez
calismasinda elde edilen kitosan/TPP nanopartikiillerin zeta potansiyellerinin de bu ¢alisma
bulgularina yaklasik olmakla beraber +41,6 mV oldugu gozlemlenmistir. Apt-CST-
TpAuNP'ler insan akciger kanseri hiicrelerinde (A549) yaklasik %60 sitotoksik etkiye sahip
oldugunu ve Apt-CST-Tp-AuNP'lerin A549 hiicrelerinde Tp-AuNP'ler ve CST-Tp-
AuNP'lerden daha yiiksek sitotoksik etkiye (~%8.60) sahip oldugunu bildirmislerdir. Bu tez
calismasinda kullanilan bilesikler ile bu bilesiklerin Kkitosan/TPP nanopartikiillerine
enkapsiile edilmeleriyle elde edilen sitotoksisite ¢alismasi bulgular1 arasinda da benzer
sekilde ¢ok biiyiik bir fark goézlemlenmemistir (Hu, Saravanakumar, Sathiyaseelan,

Rajamanickam ve Wang, 2021).

Marangon ve digerleri (2020), kitosan/TPP nanopartikiillerini iyonik jelasyon yontemi ile
sentezleyerek bir biyosiirfaktan olarak bilinen rampolidi enkapsiile etmiglerdir. Bu
sentezledikleri nanpartikiillerin Staphylococcus aureus DSM 1104, Staphylococcus aureus
DSM 2569 (ATCC 29213), Staphylococcus epidermidis DSM 20044 ve Klebsiella oxytoca
DSM 5175 mikroorganizmalari iizerinde antimikrobiyal ile antibiyofilm etkilerini ve
HUVEC insan endotel hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkilerini incelemislerdir. Sentezlenen
ve yiikleme yapilan nanopartikiillerin, kitosanin ve rampolidin ayr1 ayr1 gosteridigi

antimikrobiyal ve antibiyofilm etkiyi arttirdigin1 hatta biyofilm tabakasinin iist katmaninin
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ortadan kalktigini bildirmislerdir. Bu tez ¢alismasinda da sentez bilesiklerin tek baslarinina
gosterdigi antimikrobiyal ve antibiyofilm etkiyi, kitosan/TPP nanpartikiillere enkapsiile
edildiklerinde 6zellikle S. aureus bakterisi tizerinde ciddi sekilde arttirdigini gozlemledik.
HUVEC insan endotel hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkilerini arastirdiklarinda ise bu tez
calismasinda elde edilen sonuglar ile paralel olarak; enkapsiile edilmis rampolin ile tel basina
hiicrelere uygulanmig rampolin arasinda belirgin bir fark gozlemlemediklerini fakat diisiik
konsantrasyonlarda sitotoksisitede azalma meydana geldigini bildirmislerdir (Marangon ve
digerleri, 2020).

De Carvalho ve digerleri (2019), kitosan nanopartikiilleri, c¢apraz baglayict olarak
tripolifosfat (TPP) kullanilarak iyonik jelasyon ile sentezlemisler ve sentezledikleri
nanpartikiillerin Candida albicans tiiriine kars:t etkinligini ve biyofilm olusturma
ozelliklerindeki degisimi nistatin antifungal ajani ile karsilagtirarak degerlendirmislerdir.
Sentezledikleri nanopartikiillerin, serbest kitosan ve nistatin ile karsilastirdiklarinda zamanla
daha diisiik C. albicans canliligina neden oldugunu, bununla beraber nanopartikiillerin, C.
albicans’in yiizeye yapismasini ve biyofilm olusumunu azaltarak biyofilm olusumunu
yavaglattigini gézlemlemislerdir. Bu tez ¢alismasinda da C. Albicans iizerinde hali hazirda
etkili bulunmus olan B1-B6 maddelerinin, kitosan/TPP nanopartikiillerine enkapsiile
edilmesiyle biyofilm olusumunun engellendigi gézlemlenmistir (de Carvalho ve digerleri,
2019).

Sullivan ve digerleri (2018), diisiikk molekiil agirlikli ve orta molekiil agirlikli kitosan
kullanarak, iyonik jelasyon yontemi ile sentezledikleri kitosan/TPP nanopartikiillerin, farkli
ph kosullarinda Staphylococcus aureus (NCIMB 13062), Bacillus cereus (NCIMB 9373),
Escherichia coli (NCIMB 11943) ve Pseudomonas fluorescens (NCIMB 9046)
mikroorganizmalarina kars1 antimikrobiyal etkinliklerini degerlendirmislerdir. Caligmalari
sonucunda diisik molekiil agirli kitosan ile sentezlenen nanopartikiillerin daha yiiksek
antimikrobiyal etkinlik gosterdigini buna karsin orta molekiil agirlikli kitosan ile sentezlenen
nanopartikiillerin E. coli iizerinde daha yiiksek etkiye sahip oldugunu bildirmislerdir. Bu tez
caligmasinda sentezlenen kitosan/TPP nanopartikiillerde, hiicreye tutunma ve yapismasinin
daha etkili oldugu bilinen diisik molekiil agirhikli kitosan kullanilmistir (Sullivan ve
digerleri, 2018).


https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/staphylococcus-aureus
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Okumus ve digerleri (2021), yiirtittiikleri ¢alismada mono-ferrosenil-2-cis-4-dikloro-ansa-
(2,4-ansa; 3) ve mono-ferrosenil-spiro- (spiro; 4) hekzaklorosiklotetrafosfazenler olmak
tizere iKi tiir bilesik sentezlemisler ve bu bilesiklerin; 11 bakteri ve 3 maya susuna karsi
antimikrobiyal aktivitelerini, L929 fibroblast ve MCF-7 meme kanseri hiicrelerine karsi
sitotoksik aktivitelerini ve DNA ile etkilesimlerini incelemislerdir. Antimikrobiyal aktivite
caligmalarinda bilesik 3e Candida albicans ve Candida tropicalis hari¢ tim
mikroorganizmalar kars1 etkili bulunurken, bilesik 4 ve 4d test edilen tim
mikroorganizmlara karsi antimikrobiyal etkinlik gostermistir. Bilesik 3d ise ¢alisilan
mikroorganizmalar {izerinde higbir antimikrobiyal aktivite gostermemistir. Sitotoksisite
caligmalarinin bulgularina goére ise L929 fibroblast hiicreleri tizerinde siklotetrafosfazenlerin
(4 ve 4b hari¢) 200 png/ml konsantrasyonuna kadar toksik etki gostermemkle birlikte
proliferatif etki gosterdigi ve higbir konsantrasyonda sitotoksik etki gostermedigi
bildirilmistir. MCF7 hiicrelerinde de sitotoksik etki gézlemlememislerdir. Buradan yola
cikarak sitotoksik etkinin 200 pug/ml'den yiiksek konsantrasyonlarda ortaya g¢ikacagi ve
maruz kalma siiresinin uzatilmasi gerektigi sonucuna varmislardir. DNA ile etkilesim
calismalarinda pBR322 plazmid DNA ile karsilastirildiginda, 3e bilesiginde Form | bandinin
en yiiksek konsantrasyonda gozlenmedigi ancak daha diisiik konsantrasyonlarda hem Form
| hem de Form Il bandinin gézlendigini bildirmislerdir. Benzer sekilde, plazmit DNA, azalan
3a konsantrasyonu ile etkilesime girdiginde, Form | bandi kaybolurken, en yiiksek
konsantrasyonlarda agik dairesel Form Il ¢ok hafif gézlenmistir. 3d bilesiginin en yiiksek
konsantrasyonunda bantlar saptanamamis olup 4, 4a ve 4d bilesiklerinde, fosfazenlerin
DNA’da kiriklara yol a¢tig1 bildirilmistir. BamHI ve Hindlll restriiksiyon endoniikleazlarla
kesim caligmalarinda ise bu tez ¢calismasindaki bulgularin aksine 4a bilesiginin DNA’ya A/A
v G/G bolgelerinden baglandigini ve kesim islemini engelledigini bildirmislerdir (Okumus
ve digerleri, 2021).

Kuzey ve digerleri (2020), ¢alismalarinda 4-bromobenzyldiaminlerden, pirolidin, DASD ve
piperidinin asirt ise tamamen siibstitiie monospirofosfazen tiirevleri sentezlemislerdir.
Sentezledikleri bu bilesiklerin Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853), Escherichia coli (ATCC 25922), Escherichia coli (ATCC
35218), Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhimirium, Bacillus subtilis (ATCC 6633),
Bacillus cereus (NRRL-B-3711), Proteus vulgaris (NRRL B-123), Enterococcus faecalis
(ATCC 292112), Candida albicans (ATCC 10231), Candida tropicalis (ATCC 13803) ve
Candida krusei mikroorganizmalarina karsi antimikrobiyal etkinliklerini ve DNA ile
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etkilesimlerini incelemislerdir. Calismasi yapilan tiim mikroorganizmalara kars: bir
antimikrobiyal etkinlik goriilmiisken, 5b ve 6b harig tiim siklotrifosfazenlerin, E. coli ATCC
25922'ye kars1 Kloramfenikolden daha etkili oldugunu ve 6a, 7b, 6¢ ve 7¢ bilesiklerinin, E.
coli ATCC 35218'e karsi hemen hemen Ampisilin kadar etkili oldugu bildirilmistir.
Tetrakloro (57), pirolidin (6a) ve DASD siibstitiie (7b) fosfazenlerin, C. Kruseias’a karsi
neredeyse Ketoconazole kadar etkili oldugunu, bununla birlikte, DASD siibstitiie
fosfazenlerin, C. albicans'a karsi Ketoconazole'den da daha etkili oldugunu
gozlemlemisleridir. Bu tez ¢alismasinda da piolidin ve DASD siibstitiie bilesiklerin C.

albicans tizerinde antimikrobiyal etkinligi oldugu bulunmustur. (Kuzey ve digerleri, 2020).

Iscan ve digerleri (2020), hekzaklorosiklotrifosfazen (N3PsClg, trimer) N/O donér atomlu
benzilaminlerle monospiro- ve dispiro-trimerik fosfazen tiirevleri ve kismen siibstitiie
tetrakloro fosfazenlerin sekonder aminlerle reaksiyonlarindan elde edilen tamamen siibstitiie
fosfazen bilesiklerini sentezlemislerdir. Sentezlemis olduklar1 bilesiklerin; Enterococcus
hirae, Enterococcus faecalis, Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus
veEscherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhimurium, Proteus vulgaris
vePseudomonas aeruginosa mikroorganizmalarina kars1 antimikrobiyal etkinlikleri ile DNA
etkilesimlerini incelemislerdir. Bilesiklerin S. aureus, S. Typhimurium ve P. aeruginosa
tizerinde etkili oldugunu, bununla birlikte E. faecalis ve E. coli suslarinin oldukga direngli
olduklarint gozlemlemislerdir. Pirolidin (6), piperidin (9 ve 10) ve DASD ile siibstitiie
edilmis benzil-kollu monospirofosfazenlerin Gram pozitif bakterilerine karsi aktiviteye
sahip oldugunu, buna karsin kloro (3 ve 4) ve morfolino (7 ve 8) bilesiklerinin aktivite
gostermedigini belirtmislerdir. Bu tez c¢aligmasinda da pirolidin ve DASD ile siibstitiie
edilmis bilesiklerin gram pozitif bakteriler iizerinde yiiksek bir antimikrobiyal aktiviteye
sahip oldugu ve prolidin ve morfolin ile siibstitiie bilesiklerin Gram negatif bakteriler
tizerinde etkili olmadig1 belirlenmistir. Ayrica tetrakloro monospiro (3) ve dikloro dispiro
(15) bilesiklerinin Gram negatif bakterilerden; S. typhimurium, P. vulgaris, E. coli ATCC
25922 ve K. pneumoniae’ye karst antimikrobiyal etkinlik gosterdiklerini gozlemlemislerdir.
DNA ile etkilesim ¢alismalarinda azalan konsantrasyonla beraber Form | ve 1l bilesik 3, 4
ve 15 haricinde gozlemlenmis; 6zellikle bilesik 3 ve 4’tin DNA’y1 parcaladigi bildirilmistir.
Bilesik 15°de ise konsantrasyon azaldik¢a Form | ve II’nin bant yogunlugunun arttigini

bildirmislerdir (Iscan ve digerleri, 2020).
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Oztiirk ve digerleri (2019), sentezlemis olduklart NN-izopropil képriilii bisiklotrifosfazen
bilesiklerinin; Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis, Enterococcus hirae, Klebsiella pneumaniae, Salmonella typhimurium, Proteus
vulgaris, Escherichia coli ATCC 35218, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas
aeruginosa, Candida albicans, Candida krusei, Candida tropicalis mikroorganizmalarina
karst antimikrobiyal aktivitelerini, L929 fibroblast hiicreleri ile A549 akciger kanseri
hiicrelerine karsi sitotoksik etkinliklerini ve pBR322 plazmit DNA ile etkilesimlerini
incelemislerdir. 2a ve 2h bilesiklerinin; P. aeruginosa, P. vulgaris, S. typhimurium, K.
pneumoniae, B. subtilis ve B. cereus suslarina karsi genel olarak 6nemli aktiviteleri
oldugunu, ayrica C.krusei susuna karsi neredeyse Ketokanozol kadar aktif olduklarini
gozlemlemisglerdir. Bu tez ¢alismasinda da en yiiksek antimikrobiyal etkinligin bir Candida
tiirti olan Candida albicans’a karsi oldugu belirlenmistir. Buna karsin S. aureus, E. hirae, E.
faecalis, C.tropicalis ve C. albicansmikroorganizmalarinin bu bilesiklere karsi direngli
oldugunu belirtmislerdir. Bilesiklerden 2d ve 2h’nin artan konsantrasyonla beraber
sitotoksik aktivitelerinin de arttigin1 gézlemleyen arastirmacilar, bilesiklerin toksik etkisinin
Ab49 akciger kanseri hiicrelerine oldugu kadar L929 fibroblast hiicrelerine de oldugunu
belirtmislerdir. Yine, 2h bilesiginin 2d bilesiginden daha diisiikk toksik etkiye neden
oldugunu goézlemlemislerdir. Bu tez ¢alismasinda da benzer sekilde bilesiklerin artan
konsantrasyon ile beraber L929 fibroblast ve A549 akciger kanseri hiicrelerine sitotoksik
etki gosterdigi belirlenmistir. DNA etkilesim ¢aligmalarinda ise genel olarak Form | ve IT’nin
olustugunu godzlemlemislerdir. Ozellikle pirolidin siibstitiie olan 2h bilesiginde artan
konsantrasyonla Form | bandinin yogunlugunda artis oldugunu ve bu tez ¢alismasindaki B1
bilesiginde de gozlemlenmis olan zayif bir Form Il bandi belirlendigini bildirmislerdir.
BamHI ve Hindlll ile muamele edilmis bilesik-DNA karisimlarindan tiim 6rneklerde enzim
ile kesilmedigi tespit edilmistir Bunun ise bilesiklerin DNA’ya G/G ve A/A bolgelerinden
baglandigini gosterdigini bildirmislerdir (Oztiirk ve digerleri, 2019).

Tanrikulu ve digerleri (2019), Cl degistirme reaksiyonlari ile hekzaklorosiklotrifofazen,
spirosiklotrifosfazen tiirevlerini sentezlemislerdir. Sentezlemis olduklar1 fosfazen
tirevlerinin DNA etkilesim reaksiyonlarini aragtirmiglardir. 1b, 1c, 3b-5b ve 6 bilesiklerinin
plazmit DNA ile etkilesimlerinde; 3b, 4b ve 5b bilesiklerinin, form | ve form 1l DNA'nin
hareketliliklerinde ve yogunluklarinda bir azalmaya neden oldugunu gézlemlemislerdir. 1b,
1c ve 6 bilesiklerinin, plazmit DNA'nin ¢ift sarmal yapisinda kirilmaya neden oldugunu ve
etkilesime tabi tutulan tim bilesiklerin, spesifik G/G ve A/A niikleotitlerine bilesik
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baglanmalar1 gdsteren enzim kesimini inhibe ettigini gézlemlemislerdir (inci Tanrikulu ve
digerleri, 2019).

Elmas ve digerleri (2018), mono-(4-fluorobenzyl)-siklotetrafosfazen bilesiklerinin; Bacillus
cereus NRRL B-3711, Bacillus subtilis ATCC 6633, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Enterococcus faecalis ATCC 29212, Enterococcus hirae ATCC 10541, Klebsiella
pneumaniae ATCC 13883, Salmonella typhimurium ATCC 14028, Proteus vulgaris ATCC
8427, Candida albicans ATCC 10231, Candida krusei ATCC 6258 ve Candida tropicalis Y-
12968 mikroorganizmalarina karsi antimikrobiyal aktivitelerini ve pUC18 plazmit DNA
etkilesimlerini incelemislerdir. 3e bilesiginin, E. faecalis, P. vulgaris ve S. aureus disindaki
mikroorganizmalarin ¢oguna kars1 aktivite gosterdigini, Ozellikle deK. pneumonia,
C.tropicalis ve C. albicans'a kars1i daha fazla inhibe edici aktivite sergiledigini
gozlemlemislerdir. Bu bilesigin ayrica C. albicans i¢in Ketokonazolden daha etkili oldugunu
bildirmislerdir. DNA ile etkilesim ¢aligsmalarinda ise yiiksek konsantrasyonlarda Form |
bandmin saptanamadigini, bununla beraber daha diisiik konsantrasyonlarda gittik¢e artan

bant olusumu gozlemlediklerini bildirmislerdir (EImas ve digerleri, 2018).

Okumus ve digerleri (2016) sentezlemis olduklart mono(4-nitrobenzil)spirosiklotrifosfazen
bilesiklerinin Escherichia coli ATCC 35218, Bacillus subtilis ATCC 29213, Bacillus cereus
NRLL B-3008, Salmonella typhimurium, Candida albicans ATCC 10231 ve Candida
tropicalis ATCC 13803 mikroorganizmalarina karsi1 antimikrobiyal aktivitesini ayrica L929
fibroblast hiicrelerine, HeLa (ATCC CCL-2) servikal kanser hiicrelerine ve MDA-MB-231
meme kanseri hiicrelerine kars:1 sitotoksik aktivitesini ve DNA etkilesimlerini
incelemiglerdir. En yiiksek konsantrasyondaki bilesiklerin denenen mikroorganizmalara
kars1 zayif antimikrobiyal etkisinin oldugunu tespit etmislerdir. 5a ve 6a bilesikleri B.
subtilis; 6a ise B. cereus bakterisine kars1 bilesik 6 ise S. typhimurium ve E. coli ATCC
35218 bakterilerine kars1 etki gostermistir. Bilesik 5b ve 6b ise C. tropicalis fungusuna kars1
etkili olmustur. Bilesiklerin, tiim hiicre hatlarinda konsantrasyon arttik¢a daha yiiksek bir
sitotoksik aktivite gosterdigini bildirmislerdir. tiim hiicre hatlarinda sitotoksik etki gostermis
fakat Bilesik 4c’nin kanser hiicre hattinda, yiiksek konsantrasyonlarda bilesik 4a’ya gore
daha toksik oldugu fakat bilesik 4c’nin fibroblast hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisinin
bilesik 4a’ya gore daha diisiik oldugu belirlemislerdir. Bilesik 4b, 5b ve 6b’nin plazmit DNA
ile etkilesimlerinin benzer oldugu ve konsantrasyon azaldikga Form 1 DNA’nin

hareketliliginde azalma oldugu; bilesik 4a, 5a, 6a, 4c, 5¢ ve 6¢’nin DNA iizerinde ¢ok az bir
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etkiye sahip oldugu; tetraklorofosfazen bilesiklerinin ise DNA’y1 pargaladigi belirlenmistir.
Bilesikler ile muamele edilmis plazmit DNA’nin BamHI ve Hindlll restriksiyon
endoniikleaz enzimleri ile kesilmesi sonucu elde edilen bantlasmalara bakildiginda
bilesiklerin enzim kesimini engelledigi ve bu bilesiklerin G/G ve A/A niikleotitlerinden
DNA’ya baglandig1 bildirilmistir. Nitro grubu redoks, aktif merkez oldugundan dolay1 4-
nitro benzil onciisii fosfazen halkasina birlesmektedir ve redoks aktif merkez igeren
bilesiklerin DNA ile etkilesimi baslattigi ve bunun da bilesiklerin antimikrobiyal aktivitesini

arttirdig1 diistiniilmektedir (Okumus ve digerleri, 2016).

Basterzi ve digerleri (2015), sentezlemis olduklar1 spiro-ansa-spiro-cyclotriphosphazen
bilesiklerinin; Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Enterococcus
faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli ve Candida
albicansmikroorganizmalarina karst antimikrobiyal aktivitelerini, L929 fibroblast ve A549
akciger kanseri hiicrelerine karsi sitotoksisitelerini (WST-1) ve pBR322 plazmit DNA
etkilesimlerini incelemislerdir. Bilesiklerin, 7 numarali 6rnegin S. aureus, B. subtilis, E.
faecalis ve E. coli ATCC 25922 mikroorganizmalari iizerinde yiiksek antimikrobiyal
aktiviteye sahip olduklarini ve N3P3Cls, heterocyclic heterosiklik aminler ve dibenzo-diaza
podandlar1 (3 ve 4) ve fosfazen tiirevlerinin (6, 8, 10a, ve 10b) diger bir E. coli susu ATCC
35218 tizerinde de belirgin aktiviteye sahip oldugunu gozlemlemislerdir. Sitotoksisite
caligmalarinda yalmizca 9a bilesiginin 100 mg/mL konsantrasyonunda L929 fibroblast
hiicrelerine kars1 diigiik bir toskit etki gozlenmis olup bilesiklerin A549 akciger kanseri
hiicrelerine kargi konsantrasyonla orantili olarak artan toksik etki gosteridigini
gozlemlemislerdir. En yiiksek sitotoksik etkiyi %42 oraninda 9c bilesiginin 100 mg/mL
konsantrasyonunda sergiledigini bildirmislerdir. AEM ve DASD siibstitiie tiirevlerinin (10b
ve 10c) ayn1 konsantrasyonda sirastyla %32 ve %30 oranlarinda, kismen siibstitiie edilmis
fosfazen tiirevlerinin (7 ve 8 numaralar 6rnekler) ise yine bu konsantrasyonda da sirasiyla
%24 ve %28 oraninda toksik etki gosterdigi gozlenmistir. Sonu¢ olarak sentezlemis
olduklar1 spiro-ansa-spiro-cyclotriphosphazen bilesiklerinin A549 akciger kanseri hiicreleri
tizerinde L929 fibroblast hiicrelerine gore daha yiiksek sitotoksik aktiviteye sahip oldugunu
belirtmislerdir. Bilesiklerin pPBR322 plazmit DNA ile etkilesimleri incelendiginde, pirolidin,
AEM ve spiro-bino-spiro (sbs) 6’nin plazmit DNA {izerinde herhangi bir etkisinin
olmadigin1 ve DASD’mn form | DNA’nin hareketliligini artirdigini tespit etmislerdir.
N3P3Cle’nin plazmit DNA’nin zincirlerinde ¢entik olusturarak hizli hareket eden form I’i
daha yavas hareket eden form II’ye doniistiirdiigiinii; fosfazen tiirevleri 5, 7, 8, 9b ve 9¢’nin
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form | DNA’nin hareketini artirirken 9a’nin yavaslamaya yol agtigini belirlemislerdir
(Basterzi ve digerleri, 2015).

Elmas ve digerleri (2016) sentezledikleri 4-florobenzilspiro (N/O) siklotrifosfazen
bilesikleri ilebu bilesiklerin fosfazenyum tuzlarinin (protik iyonik sivilar-PILs) Escherichia
coli, Klebsiella  pneumoniae, Enterobacter faecalisve  Candida  albicans
mikroorganizmalarina karst antimikrobiyal aktivitesi ve DNA ile etkilesimlerini
incelemislerdir. Bilesik 3¢ ve 4c¢’nin E. faecalis’e kars1 diger bilesiklere gore daha yiiksek
antimikrobiyal aktiviteye sahip olugunu gézlemlemislerdir. Ayn1 zamanda tuzlarin serbest
bazlara gore C. albicans ve K. Pneumoniae mikroorganizmalarina karsi antimikrobiyal
etkinliginin daha yiiksek oldugunu ve tuz formunun antimikrobiyal aktiviteyi arttirdigini
bildirmislerdir. Bu sonugtan yola ¢ikarak, bu tez calismasinda kullanilanbilesiklerin tuz
formlarmin antimikrobiyal aktivite tizerinde daha yiiksek bir etki sergileyebilecegi
diistintilmektedir. Arastirmacilar plazmit DNA ile etkilesimlerini incelediklerinde;
konsantrasyon azaldik¢a Form | DNA’nin hareketinin bir miktar arttigin1 ve bilesik 3d
haricindeki diger tim bilesiklerin de benzer aktiviteye gosterdigini gézlemlemislerdir.
Plazmit DNA’nin BamHI ve Hindlll restriksiyon enzimleri ile kesilmesi ¢alismalarinda ise
bu tez calismasinda elde edilen verilerin aksine 3a, 3b, 3c, 4b ve 4c bilesiklerinin BamHlI
enziminin tanima bolgesi olan GG niikleotitlerine; 3b, 4a ve 4b bilesiklerinin ise Hindlll
enziminin tanima bolgesi olan AA niikleotitlerine baglandigini tespit etmislerdir (Elmas,
Okumus, Kilig, Gonder ve Agik, 2016).

Berberoglu ve digerleri (2016) spiro-ansa-spiro ve spiro-bino-spiro tetramerik fosfazen
tirevlerinin Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli ATCC 35218, Klebsiella pneumoniae,
Salmonella typhimirium, Bacillus subtilis ATCC 6633, Bacillus cereus NRRL-B-3711 ,
Proteus vulgaris (NRRL B-123), Enterococcus faecalis ATCC 292112, Candida albicans
ATCC 10231, Candida tropicalis ATCC 13803 ve Candida krusei mikroorganizmlarina
kars1 antimikrobiyal aktivitelerini, L929 fibroblast ve  MDA-MB-231 meme kanser
hiicrelerine sitotoksik aktivitelerinive DNA ile etkilesimlerini incelemislerdir. Bilesiklerden,
16 kodlu bilesik hari¢ diger bilesiklerin ¢ok diisiik antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu;
bilesik 16’nin bu tez calismasinda kullanilan bilesiklerin 6zellikle gram pozitif bakteriler ve
mayalar iizerinde antimikrobiyal etkisi oldugunu belirtmislerdir. Bilesik 13 ve 16’nin

fibroblast ve MDA-MB-231 meme kanser hiicre hatlari tizerinde sisplatin gibi yiiksek
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oranda sitotoksik etkisinin oldugunu ve IC50 degerlerinin sisplatinden daha diisiik oldugunu
belirtmislerdir. Bu tez ¢alismasinda ise enkapsiile B1, B2 ve B5 bilesiklerinin 1000uM
konsantrasyonda, A549 hiicrelerine kars1 sisplatinin 1000uM konsantrasyonundan daha
etkili oldugu ve enkapsiile B1, B2 ve B5 bilesiklerinin ise 1000 yM konsantrasyonunda
L929 hiicrelerine sisplatinden daha diisiik sistotoksik aktiviteye sahip oldugu gozlenmistir.
Bilesiklerin DNA ile etkilesimleri incelendiginde ise 12, 13, 14 ve 18 kodlu bilesklerin
DNA’nin hareket ve yogunlugunu etkiledigini gézlemlemislerdir (Berbero)u ve digerleri,
2016).

Elmas ve digerleri (2014), 2-trans-6-dikloro asa (ansa-spiro-ansa) (1b, 2b, 1c ve 2c) ve 2-
trans-6-dikloro monoferrosenil-spiro-asa siklotetrafosfazen (3a, 3b, 4a, 4b, 5a ve 5c)
bilesiklerini sentezlemisler ve bu bilesiklerin; Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 35218, E. coli ATCC
25922, Bacillus subtilis ATCC 6633, Bacillus cereus NRRL-B-3711, Enterococcus faecalis
ATCC 292112, Candida albicans ATCC 10231 ve Candida tropicalis ATCC 13803
mikroorganizmalarina karsi antimikrobiyal aktivitelerini, MCF-7 meme kanser hiicrelerine
kars1 sitotoksik aktivitesini ve DNA ile etkilesimlerini incelemislerdir. Calismada elde
edilen bilesiklerin ve ayrica baslangig bilesigi (N4P4sClg), piperidin, DASD (1,4-dioksa-8-
azaspiro[4,5] dekan), aminopodand 1 ve 2’nin; 2b, 2c ve 5a bilesiklerinin B. subtilis’e kars1
etkili oldugunu; 3b, 4b ve 5b bilesiklerinin B. cereus’a karsi zayif antimikrobiyal aktivite
gosterdigini; 5a bilesiginin E. coli ATCC 35218 bakterisine kars1 yine zayif antimikrobiyal
aktivite gosterdigini belirlemislerdir. Ayrica bilesiklerin, bu tez ¢calismasindaki maddelerin
aksine antifungal etkiye sahip olmadigimi tespit etmislerdir. Bilesiklerin MCF-7 meme
kanser hiicre hattindaki sitotoksik aktivitesini incelediklerinde ise bilesik 1b ve 2b’nin
yiikksek konsantrasyonda hiicre canliligini %40 disiiriirken ayni  konsantrasyondaki
sisplatinin %35 disiirdiigiinii belirtmislerdir. Bilesiklerin DNA ile etkilesimini belirlemek
lizere yrttiikleri ¢alismalardan elde edilen elektroforetogramlar incelendiginde ise 3a-5a ve
3b-5b bilesiklerinin DNA’y1 kesme yeteneginin oldugunu gormiisler ve bu etkiye
bilesiklerdeki redoks aktif ferrosen biriminin sebep olabilecegini sdylemislerdir (EImas ve
digerleri, 2014).

Timer ve digerleri (2013) spirosiklik mono (1 ve 2) ve bisferrosenil siklotrifosfazenler (3—
5) ile 4-hidroksi-3-metoksibenzaldehidin (potasyum vanillinat) potasyum tuzunun CI yer

degistirme reaksiyonlar1 sonucunda mono (la— 5a), geminal (gem-1b-5b), non-geminal
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(cislb, cis-5b ve trans-2b-5b), tri (1c-5c¢) ve tetra-substitiic fosfazen (1d-5d) bilesiklerini
elde etmisler ve bu bilesiklerin Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,
Bacillus subtilis, C. albicans ve C. tropicalis mikroorganizmalarina karsi1 antimikrobiyal
aktivitelerini, HeLa servikal kanser hiicrelerine karsi sitotoksik etkileri ve DNA ile
etkilesimlerini aragtirmiglardir. 5a,cis-1b ve 2c bilesiklerinin E. coli {izerinde, cis-1b
bilesiginin ayn1 zamanda B. cereus tizerinde antimikrobiyal etkinligi oldugunu gézlemleyen
arastirmacilar; pirolidinofosfazen N/O, 4-florobenzil- ve ferrosenil-spirosiklik gruplarimnin
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, C. Albicans ve
C. Tropicalis tlizerinde antimikrobiyal etkisi oldugunu bildirmislerdir. Bunun yaninda, tez
calismamizin sonuglariyla benzerlik gosteren sekilde; 1,4-dioksa-8-azaspiro[4,5]dec-ane
(DASD)-siibstitiie  ferrosenilfosfazenler, S. aureus, B. cereus ve B. subtilis’e karsi
antimikrobiyal etki gosterirken tetra-morfolino siibstitiie ferrosenilfosfazenler galismasi
yapilan mikroorganizmalara karsi etkinlik gostermemistir. Arastirmacilar Ferrosenil
siklotrifosfazen tiirevlerinin  antimikrobiyal etkinliklerinin, P atomuna baglanan
substitiientlere (pirolidin, 1,4-dioksa-8-azaspiro [4,5]dekan, morfolin ve vanillinato
gruplar1) bagl olarak degiskenlik gosterdigini soylemislerdir. HeLa kanser hiicre hatti
tizerindeki sitotoksik etki ¢alismalarinda 2d bilesiginin 5 ve 10 pg/ml konsantrasyonlarinda
ayn1 konsantrasyonda kullanilmis olan sisplatin ve paklitaksel kadar sitotoksik etkisinin
oldugunu hatta 48 saatte hiicre canliliginin azaldigin1 ve 72. Saatte canlilikta biraz daha
azalma oldugunu, bundan yola ¢ikarak pendant ferrosenil ve dort vanillin grubunun
siklotrifosfazenlerin HelLa hiicre hattina kars1 antiproliferatif etkisini artirdigin
bildirmiglerdir. DNA ile etkilesim c¢alismalarinda, bilesik 2d’nin en yiiksek ikKi
konsantrasyonunun siiper sarmal DNA’nin yogunlugunu artirdigini, madde konsantrasyonu
azaldik¢a form I’in hizinda artis olurken form II’nin hizinda azalma olustugunu ve DNA’da
kirtklar meydana geldigini gozlemlemiglerdir. Gem-1b ve cis-1b bilesiklerinin
konsantrasyonu azaldik¢a form | DNA’nin hiz ve yogunlugunda azalma oldugunu; 1d
bilesiginin konsantrasyonu arttikga form | DNA’nin hiz ve yogunlugunda artis oldugunu ve
bu tez ¢alismasindaki B1 maddesinin DNA etkilesim sonuglartyla benzer sekilde, ayni
zamanda DNA’nin kesilmesinden kaynaklanan form Il bandinin varligini tespit etmisler.
Enzim kesimi c¢alismalarinda, plazmit DNA BamHI ve Hindlll enzimleri ile kesilmek
istendiginde DNA’nin kesilmedigi goriilmiis ve tez c¢alismamizdaki bilesiklerin aksine
bilesiklerin bu enzimlerin DNA’y1 tamima bdlgesi olan G/G ve A/A niikleotitlerinden

DNA’ya baglandigini bildirmislerdir (Timer ve digerleri, 2013).
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Kogak ve digerleri (2013), tam heterosiklik amin (pirolidin, piperidin, morfolin ve 1,4-
dioksa-8-azaspiro[4,5]dekan -DASD) substitiie sas 5a-5d ve sbs 6a-6d siklotrifosfazen
bilesigi sentezlemisler ve bu bilesiklerin ¢esitli patojen mikroorganizmalar tizerindeki
antimikrobiyal aktiviteleri ve DNA ile etkilesimlerini incelemislerdir. Baslangi¢ bilesigi
(N3P3Clg), pirolidin, piperidin, morfolin, DASD ve dibenzo-diaza podandinin (2)
sentezlenen fosfazen tiirevleri (3, 4, 5a-5d ve 6a—6d) ile birlikte antimikrobiyal aktivitesine
bakildiginda N3P3Cle bilesiginin B. subtilis ATCC 6633, B. cereus NRRL-B-3711 ve E. coli
ATCC 25922 bakterilerine; piperidinin B. cereus NRRL-B-3711, morfolinin P. aeruginosa
ATCC 27853, ve DASD’n B. subtilis ATCC 6633 ve B. cereus NRRL-B-3711 bakterilerine
kars1 zayif antimikrobiyal aktivite gosterdigini belirlemislerdir. 6a bilesiginin ise Candida
tropicalis’e karsi oldukga yiiksek bir antifungal etkisinin oldugunu belirtmislerdir ve bu
etkinin bilesigin sbs yapisi ile pirolidinil yan gruplarindan meydana gelmis olabilecegini
soylemislerdir. 5000 - 625 uM arasindaki konsantrasyonlardaki baslangig bilesigi (N3P3Cls),
pirolidin, piperidin, morfolin, DASD ve dibenzo-diaza podandi (2) ve sentezlenen fosfazen
tiirevlerinin (3, 4, 5a-5d ve 6a—6d) pBR322 plazmit DNA ile etkilesimleri incelendiginde
bu tez ¢alismasiyla paralel olarak pirolidin, morfolin ve 2 bilesiginin plazmit DNA {izerinde
herhangi bir etkisinin olmadigini; piperidin ve DASD’in yalnizca form | DNA’nin
hareketliligi tizerinde kiigiik bir azalmaya sebep oldugunu; buna karsin baslangig bilesiginin
ciddi bir konformasyonal degisime neden oldugunu gozlemlemislerdir (Kogak ve digerleri,
2013).

Asmafiliz ve digerleri (2013); tetramorfolin mono- ve
bisferrosenilmetilspirosiklotrifosfazen (8a—12a) bilesiklerini sentezlemis ve bu bilesiklerin
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Bacillus cereus (NRLL B3008), Bacillus subtilis
(ATCC 29213), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) , Escherichia coli (ATCC 35218),
Escherichia coli (ATCC 25922), Proteus vulgaris (ATCC 8427), Enterobacter faecalis
(ATCC 292112), Candida albicans (ATCC 10231) ve Candida tropicalis (ATCC 13803)
mikroorganizmalar tizerindeki antimikrobiyal aktivitelerini ve DNA ile etkilesimlerini
incelemislerdir. 8a, 9a, 11a ve 12a bilesiklerinin antimikrobiyal etkinliklerini incelemis ve
kloramfenikol, ampisilin ve ketokanozol antimikrobiyal ajanlar1 ile karsilastirmiglardir.
Bilesiklerin arastirmada kullanilan mikroorganizmalar iizerinde antimikrobiyal etkisinin
olmadigini tespit etmislerdir. Bu sonuglarin aksine tez calismamizdaki morfolin ile siibstitiie
edilmis bilesiklerin antimikrobiyal etkisinin daha yiiksek oldugu gézlemlenmistir. 8a, 9a,
11a ve 12a bilesiklerinin plazmit DNA ile 24 saat boyunca etkilestirilmesi sonrasinda DNA
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bantlarini incelediklerinde 1la, 12a bilesiklerinin DNA’nin hareketini etkiledigini ve
DNA’y1 kestigini belirlemiglerdir. Enzim kesimi ¢alismlarinda ise Plazmit DNA BamHI ve
Hindlll restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesilmek istenildiginde bu tez ¢alismasinda
kullanilan bilesiklerin aksine enzimlerin DNA’y1 kesemedigini gérmiisler ve test edilen
tetramorfolin fosfazenlerin plazmit DNA’da konformasyonal degisime sebep oldugunu
soylemislerdir (Asmafiliz, Kilig, Oztiirk, ve digerleri, 2013).

Asmafiliz ve digerleri (2013); tetrakloro mono (1 ve 2) ve bisferrosenilspirosiklotri
fosfazenler (3-5) ile 1,4-dioksa- 8-azaspiro[4,5]dekanin (DASD) reaksiyonu sonucunda
mono- (la-5a), gem- (1b-5b), tri- (lc-4c) ve tetra-DASD-substitiic (1d-5d)
ferrosenilsiklotrifosfazen bilesiklerini sentezlemislerdir. Bu bilesiklerin Bacillus subtilis
ATCC 6633 ve Staphylococcus aureus ATCC 25923 bakterilerine kars1 antimikrobiyal
etkinliklerini, HelLa servikal kaner hiicrelerine karsi sitotoksik aktivitesini ve DNA ile
etkilesimini incelemislerdir. Bilesiklerin 3a-5a ve 3c bilesiklerinin B. subtilis ATCC 6633,
B. cereus NRRL-B-3 711 ve S. aureus ATCC 25923 mskroorganizmalarina kars1 zayif
antibakteriyal etki gosterdigini, 3a ve 4a bilesiklerinin B. cereus NRRL-B-3 711 bakterisine
orta derecede antimikrobiyal etki gosterdigini gézlemlemislerdir. Bu tez calismasinda
kullanilan bilesiklerden DASD siibstitiie olan B1, bu c¢alisma ile benzer sekilde etki
gostermemistir. 2b, 1d, 2d ve 4d bilesiklerinin HeLa servikal kanser hiicreleri tizerindeki
etkisini sisplatin ve paklitaksel antikanser ajanlar ile karsilastirarak degerlendirmisler ve 4d
kodlu bilesigin bu antikanser ajanlardan daha giiglii sitotoksik etki gosterdigini
bildirmislerdir. Arastirmacilarin sentezledikleri; 3a-5a, 2b, 4b, 3c, 4c ve 1d-5d bilesiklerinin
plazmit DNA ile etkilesimleri incelendiginde bu bilesiklerin DNA’da konformasyonal
degisimlere sebep oldugu ve restriksiyon analizlerine bakildiginda bu sentez bilesiklerin
DNA’ya A/A niikleotitlerinden baglandigini tespit etmislerdir (Asmafiliz, Kili¢, Hokelek,
ve digerleri, 2013)

Okumus ve digerleri (2011) NsPsCle bilesiginin klorid yer degistirme reaksiyonu yoluyla
spirosiklik mono (1a ve 2a) ve bis(4-florobenzil) monospirosiklofosfazenleri (3a—5a); la-
5a’nm pirolidin, morfolin ve 1,4-dioksa-8-azaspiro[4,5]dekan (DASD) ile reaksiyonu
sonucunda tam substitiie mono(4-florobenzil) (1b-2d) ve bis(4-florobenzil) (4b,4d-5d)
monospirosiklofosfazenleri; kaynayan THF icindeki morfolin ve DASD ile reaksiyonu
sonucunda ise monoklorobis(4-florobenzil) monospirosiklofosfazenler 4e ve 4f’yi
sentezlemiglerdir. Sentezledikleri bu bilesiklerin Escherichia coli (ATCC 35218), E. coli
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(ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Pseudomonas aerouginosa (ATCC
27853), Enterococcus faecalis (ATCC 292112), Proteus vulgaris (NRRL B-123), Bacillus
cereus (NRLLB-3008), Bacillus subtilis (ATCC 29213), Candida albicans (ATCC 10231)
ve Candida tropicalis (ATCC 13803) mikroorganizmalarina kars1 antimikrobiyal etkiligini
ve DNA ile etkilesimlerini incelemislerdir. 4b bilesiginin Candida tiirleri {izerinde tek etkili
bilesik oldugunu; 1b ve 4b bilesiklerinin ise Bacillus tiirleri ve S. aureus fizerinde
antimikrobiyal etkiye sahip oldugunu bildirmislerdir. Arastrimacilarin gézlemledikleri bu
sonuglar ile tez calismamizda elde ettigimiz sonuglar S. aureus ve C. albicans tizerindeki etki
ile parallelik gosterirlen, bu tez ¢alismasinda Bacillus tiirleri {izerinde antimikrobiyal etki
belirlenememistir. Sentez bilesiklerin plazmit DNA ile olan etkilesimlerinde; plazmit DNA
hareketi ve seklini degistirmede oldukg¢a etkili oldugunu; 4a, 5a, 2a, 3a, 4e ve 4f
bilesiklerinin DNA’y1 diger bilesiklere gore daha yiiksek oranda kestigini belirlemisler ve
restriksiyon enzimleri ile kesim galismalar1 sonucunda ise bilesiklerin bu calismadaki
bilesiklerin aksine DNA’ya A/A niikleotitlerinden baglandigini gozlemlemislerdir (Okumus
ve digerleri, 2011).
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6. SONUC VE ONERILER

Bu doktora tezi kapsaminda yapilan arastirmalardan elde edilen sonuglar ve Oneriler
asagidaki gibidir:

1. Bu calisma; N-alkil-N'-2-piridilmetiletilendiaminler ile hekzaklorosiklotrifosfazen
reaksiyonlarindan elde edilen tetrakloro-2-piridilmetilspiro-N/N-etilendiamino-
siklotrifosfazenleri; pirolidin, morfolin ve 1,4-dioksa-8-azaspiro[4,5]dekan (DASD) ile
reaksiyona sokulmasi sonucu elde edilmis tam substitiie tetraaminosiklotrifosfazen
bilesikleri ile yapilan ilk biyolojik aktivite ve nanopartikiil ¢alismasidir.

2. Bilesiklerin 1000 uM konsantrasyonlarinin antimikrobiyal etkinlik gosterdigi ve
kitosan/TPP nanpartikiillerine enkapsiile edilmesi ile elde edilen verilere gore ise tiim
maddelerde antimikrobiyal etkinligin arttigi belirlenmistir. S. aureus ve S. mutans
bakterisi {izerindeki en disiik etkinligin %75 ve C. albicans mayasi iizerindeki
etkinliginin en disiik %67,4 oldugu belirlenmistir. Bu sonuglar sentezlenmis ve kitosan
nanopartikiillere ~ enkapsiile edilmis pirolidin, morfolin  ve 1,4-dioksa-8-
azaspiro[4,5]dekan (DASD) ile siibstitiie tetraaminosiklotrifosfazen tiirevlerinin
potansiyel antimikrobiyal ajanlar olarak degerlendirilebilecegini diisiindiirmektedir.

3. Yapilan biyofilm olusumunun engellenmesi ¢alismalarinda, sentez fosfazenlerin S.
aureus, MRSA, S. mutans ve C. albicans biyofilm olusumunu azalttig1 bununla beraber
kitosan nanpartikiillere enkapsiile edilmeleriyle beraber biyofilm olusumunu tamamen
engelledigi gozlenmistir. Bu sonuglar tamamen siibstitiie tetraaminosiklotrifosfazen
tiirevlerinin kitosan ile beraber kullanilmas: ile yiizeylerde olusabilecek ve o6zellikle
hastane enfeksiyonlarina neden olabilecek biyofilm olusumunun engellenmesi
caligmalarinda ylizey kaplama malzemesi olarak kullanilabilirligini akillara
getirmektedir.

4. (Calismada elde edilen verilere gore, L929 hiicre hattinda en diisiik sitotoksik aktiviteyi
B6 bilesigi gostermistir. Bununla birlikte B1, B3 ve B6 bilesiklerinin 1000puM
konsantrasyonda, A549 hiicrelerine sisplatinin 1000uM konsantrasyonundan daha az
sitotoksik etkiye sahip oldugu gézlemlenmistir. B1, B3 ve B6 bilesiklerinin ise 1000
UM konsantrasyonunda L.929 hiicrelerine sisplatinden daha diistik sistotoksik aktiviteye
sahip oldugu gozlenmistir. A549 hiicre hattinda en yiiksek sitotoksik aktiviteyi
enkapsiile B6 bilesigi gostermistir. Bununla birlikte enkapsiile B1, B2 ve BS5
bilesiklerinin 1000uM konsantrasyonda, A549 hiicrelerine karsi sisplatinin 1000uM
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konsantrasyonundan daha etkili oldugu gozlemlenmistir. Enkapsiile B3 ve B6
bilesiklerinin ise 1000 uM konsantrasyonunda L929 hiicrelerine sisplatinden daha
diisiik sistotoksik aktiviteye sahip oldugu gozlenmistir. Bu veriler, enkapsiile
fosfazenlerin kanser tedavisinde kullanilmaya aday bir kemoterapotik ajan olabilecegini
diistindiirmektedir.

Calismada kullanilan B1, B2, B3, B5 ve B6 bilesiklerinin plazmit DNA ile etkilesimleri
agaroz jel elektroforezi ile arastirilmistir. Bilesiklerin 1000, 500, 250, 125 ve 62,5 uM
konsantrasyonlarinin pPBR322 plasmid DNA ile etkilesiminden elde edilen sonuglarda
pBR322 plazmid DNA’nin 2 formu da gorilmistiir. Bilesiklerin konsantrasyonlari
arttik¢a, 6zellikle Blve B3 i¢in hem form | hem de Il bantlarinin hareketlerinin ve
yogunluklarinin biraz azaldigi gézlemlenmistir. B1 bilesigi igin ayn1 zamanda lineer
form olan form Il gozlemlenmistir. B5 bilesiginde, bilesigin konsantrasyonunun
artmasiyla form | bandinin yogunlugunun azaldigi gézlemlenmistir. CSNP-B1, CSNP-
B2 ve CSNP-B3 nanopartikiillerinde de form | hareketliliginde benzer sekilde azalma
gozlenmistir. CSNP-B2 ve CSNP-B3’de, form I’de kiigiik bantlar gézlenmistir, bu da
DNA kiriklarinin  olustugunu  gostermektedir. Bilesiklerin baska enzim kesim
noktalarindan baglanabilecegi g6z oOniinde bulundurularak, farkli enzim kesimi

caligmalar1 yapilabilecegi diisiintilmiistiir.
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