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OZET

Bu tez galismasinda oktaklorosiklotetrafosfazen (N4P4Clg) ile N/O dondér atomlu bidentat
ligandin sodyum tuzunun (FeCH,NHCH;CH2CH2>ONa) 1:1 mol oranindaki tepkimeleri
sonucunda sentezlenen mono-ferrosenil-2-cis-4-dikloro-ansa- (2,4-ansa; 3) ve N-mono-
ferrosenil-propanoksi- (spiro; 4) siklotetrafosfazen bilesiklerinin; monoaminler [pirolidin
(3a, 4a), piperidin (3b, 4b), morfolin (3c, 4c), 1,4-dioksa-8-azaspiro[4.5]dekan (DASD),
(3d, 4d)] diaminler [4-florobenzil-N'-metilpropan-1,3-diamin (3e, 4e), N-4-florobenzil-N'-
metiletan-1,2-diamin (4f)] dialkoksitler [(2,2,3,3-tetrafloro-1,4-biitandioksit (3g, 4g) ve
2,2-dimetil-1,3-propandioksit (3h, 4h)] ile reaksiyonu sonucunda olusan toplam 16 adet
kismen ve tamamen siibstitiie siklotetrafosfazen bilesiginin biyolojik aktiviteleri
aragtirllmistir. Calismada kullanilan siklotetrafosfazen bilesiklerinin antimikrobiyal
aktivitesi agar kuyu diflizyon yontemi ile tespit edilmis, bilesiklerin en diisiik seviyede etki
eden konsantrasyonlart minimal inhibitdr konsantrasyon (MiK) ve minimal bakterisidal
konsantrasyon (MBK) yontemi ile belirlenmistir. Bilesiklerin plazmit DNA ile etkilesim
durumu agaroz jel elektroforez yontemi ile arastirllmis, DNA ile etkilesime giren
bilesiklerin hangi niikleotidlerden DNA’ya baglandiginin tespiti icin BamHI ve HindIII
restriksiyon endoniikleaz enzim kesimleri yapilmistir. Bilesiklerin sitotoksik o6zelliklerini
arastirmak i¢in 1.929 fare fibroblast hiicreleri ve MCF-7 meme kanseri hiicrelerindeki
sitotoksik aktivitesi WST-1 yontemiyle tespit edilmis, bilesiklerin hiicre proliferasyonuna
iligkin etkisi ayrica Ger¢ek Zamanli Hiicre Analizi ile arastirilmistir. Bunun yaninda
bilesiklerin c¢alisilan hiicre hatlar1 {izerindeki apoptotik ve nekrotik etkileri Hoescht 33342
ve propidyum iyodiir ikili boyamasi ile ortaya konulmustur. Yapilan biyolojik aktivite
caligmalar1 sonucunda 3d, 3h ve 4h olarak isimlendirilen bilesiklerin, referans olarak
kullanilan antibiyotiklere kiyasla daha yiliksek oranda antimikrobiyal aktivite gosterdigi
tespit edilmistir. Elde edilen bulgular bilesiklerin kimyasal ozellikleri ile birlikte
degerlendirilmis, bu bilesiklerin enfeksiyon hastaliklar1 ve kanser tedavi yontemlerinde
kullanim potansiyeli ortaya konulmustur.

Bilim Kodu . 20326
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aktivite, Apoptoz

Sayfa Adedi : 192
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ABSTRACT

In this thesis, the biological activities of mono-ferrocenyl-2-cis-4-dichloro-ansa- (2,4-ansa;
3) and N-mono-ferrocenyl-propanoxy- (spiro; 4) synthesized as a result of 1:1 molar
reactions of octachlorocyclotetaphosphazene (N4P4Clg) and sodium salt of N/O donor-type
bidentate  (FeCHoNHCH.CH>CH.ONa), and partly and fully  substituted
cyclotetaphosphazene derivatives formed by reaction of these compounds with
monoamines [pyrrolidine (3a, 4a), piperidine (3b, 4b), morpholine (3c,4c), 1,4-dioxa-8-
azaspiro [4.5] decane (DASD) (3d, 4d)], diamines [4-fluorobenzyl-N'-methylpropane-1,3-
diamine (3e, 4e) and N-4-fluorobenzyl-N'-metylethane-1,2-diamine (4f)], dialkoxides
[2,2,3,3-tetrafluoro-1,4-butanedioxide (3g, 4g) and 2,2-dimethyl-1,3-propanedioxide (3h,
4h)] were investigated. The antimicrobial activity of the cyclotetraphosphazene compounds
was determined by the agar well diffusion method and minimally effective concentrations
of compounds were determined by the minimal inhibitory concentration (MIC) and
minimal bactericidal concentration (MBK) methods. We also performed BamHI and
Hindlll restriction endonuclease enzyme digestion were also made to determine which
nucleotides of the DNA interact with the compounds. To investigate the cytotoxic
properties of the compounds, cytotoxic activities of L929 mouse fibroblast cells and MCF-
7 breast cancer cells were determined by the WST-1 method. The effect of the compounds
on cell proliferation was also investigated by Real Time Cell Analysis. Furthermore, the
apoptotic and necrotic effects of the compounds on the studied cell lines were
demonstrated by Hoescht 33342 and propidium iodide dual staining. As a result of the
biological activity studies, it was found that the compounds named 3d, 3h and 4h showed
higher antimicrobial activity compared to the reference antibiotics. We evaluated the
findings together with the chemical properties of the compounds and we demonstrated the
potential of cyclotetraphosphazene compounds for use in infectious diseases and cancer
treatment methods.
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Bu calismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, agiklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.
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® Miiseccel marka tescil

°C Santigrat derece
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atm Atmosfer

Da Dalton

Kob Koloni olusturan birim

mL Mililitre

rpm Devir sayisi

\% Volt

Kisaltmalar Aciklamalar

ATCC Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu
ATP Adenozin trifosfat

BODIPY Borondipirometen

CDC Hastalik Kontrol ve Korunma Merkezi
Cl Hiicre indeksi

CSA Kiral kaydirma ajani

CLSI Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii
CT-DNA Dolasimdaki timdr DNA’s1

Cytc Sitokrom ¢

DASD 1,4-dioksa-8-azaspiro[4.5]dekan
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LUMO En diisiik bos molekiiler orbitali

MEA Malt extract agar

MBK Minimal bakterisidal konsantrasyon
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1. GIRIS

Fosfazenler, her fosfora iki grubun baglandigi, fosfor ve azot atomlarinin sirali
diziliminden olusan bilesiklerdir (Allcock, Lampe, Mark 2003). Halkali yapidaki
siklofosfazenlerin trimer ya da tetramer halkasindaki ¢ok sayida Cl atomunun organik
niikleofillerle yer degistirme reaksiyonu veriyor olmasi sebebiyle gesitli 6zelliklere sahip
maddeler olusturulabilmektedir. Ozel yapidaki inorganik iskeletiyle birlestirilen
polifosfazenlerin siiper hidrofobiklikten suda ¢oziiniirliige, katyonik ile anyonik arasinda
degisen, cok farkli 6zelliklere sahip malzemelerin gelismesine yol agmasi uzun yillardir
akademik ilginin de odaginda yer almasini saglamistir (Rothemund ve Teasdale, 2016; De
Jaeger, 1998). Fosfazenlerin iyon gegirgen 6zelligi nedeniyle lityum temelli bataryalarda
ve yakit pillerinde (Klein, Welna, Weikel, Allcock ve Runt, 2007; Allcock ve Wood,
2006b), optik materyallerde (Dembek ve digerleri, 1990), nanofiltrasyon membranlarinda
(You ve digerleri, 2019), elektronik ve optoelektronik cihazlarda (Koran, Ozen, Biryan,
Demirelli ve Gorgiilli, 2016) ve alev geciktirici katki maddesi olarak (Yang ve digerleri,
2019) kullanilabilecegi ortaya konulmustur. Bunun disinda yapilan arastirmalar,
fosfazenlerin biyomedikal uygulamalarda da kullanim imkani oldugunu gostermektedir.
Ornegin kemik doku miihendisliginde (Nukavarapu ve digerleri, 2008), as1 tasimada
(Andrianov ve digerleri, 2011), tedavi amagli olarak cevresel sinirlerinin onariminda
(Nicoli-Aldini ve digerleri, 1997), kanser tedavisinde (Brandt, Kruszynski, Bartczak ve
Porwolik-Czomperlik, 2001), gen ve ilag tasimada (Teasdale ve Briiggemann, 2013)

kullanim potansiyeli oldugu ifade edilmistir.

Bakterilerden kaynakli enfeksiyonlar diinyadaki insan hastaliklar1 ve dliimlerinin baslica
nedenlerinden biri olmaya devam etmektedir. Gram pozitif bakterilerden Staphylococcus
ve Enterococcus suslariin sebep oldugu solunum yolu enfeksiyonu, farenjit, pndmoni,
siniizit, sepsis, idrar yolu enfeksiyonlar1 vb. enfeksiyonlar ile Gram negatif bakterilerden
Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae patojenlerinin sebep oldugu hastane
enfeksiyonlarmin tedavisinde kullanilan ve ticari olarak temin edilebilen ¢ok sayida
antimikrobiyal madde mevcuttur. Ancak antimikrobiyal ilaglara karsi direngli olan suslar
nedeniyle yeni antimikrobiyal ilaglara ihtiya¢ oldugu agiktir (J. Davies ve D. Davies, 2010;
Wang ve digerleri, 2018). Ozellikle ¢oklu ilag direncine sahip olan mikroorganizmalarin
sebep oldugu enfeksiyonlar1 tedavi etmekte zorluklar bulunmaktadir (Siegel, Rhinehart,

Jackson ve Chiarello, 2006). Bu nedenle antimikrobiyal direncin yayginlagmasi halk



sagligt i¢in Onemli ve acil ¢oziim bulunmasi gereken sorunlardan biri haline gelmistir

(Costelloe, Metcalfe, Lovering, Mant ve Hay, 2010).

Kanser, diinya genelinde ana &liim nedenlerinden biridir. Ozellikle niifusun biiyiimesi,
yaslanmasi nedeniyle kanser olusumu artmakta, sigara, asir1 kilo, fiziksel hareketsizlik,
kentlesme ve ekonomik gelisme gibi risk etkenleri de bu artis1 etkilemektedir (Torre ve
digerleri, 2015a). Yaygin goriilen kanser tiirlerinden olan meme kanseri de iilkemizde,
kadinlarda en ¢ok teshisi konulan kanserdir ve 6liim orani gittikce artmaktadir (Ozmen,
2013). Giiniimiizde baz1 kanser tedavileri mevcut olsa da, bu tedavilerin bazi hususlarda
sinirlt kalmasi ve istenmeyen yan etkilerinin olmasi, arastirmacilari daha giivenli, daha

etkili ve segici antikanser ajanlari gelistirmeye tesvik etmektedir (Hare ve digerleri, 2017).

Oktaklorosiklotetrafosfazenlerin - (n=4; N4P4Clg, tetramer) reaksiyonlari, tetramer
halkasindaki Cl atomlar1 sayisinin fazla olmasi ve Cl atomlarmin siibstitiientlerle girdigi
yer degistirme reaksiyonlartyla ¢ok sayida izomerinin olugmast  sebebiyle
hekzaklorosiklotrifosfazenlere (n=3; trimer) gore daha az calisilmistir (De Jaeger ve
Gleria, 1998). Bu sebeple bu c¢alismada farkli gruplarla siibstitiie, tetramerik fosfazen ile
N/O donér atomlu ferrosenil bidentat ligandin sodyum tuzunun 1:1 mol oranindaki
tepkimeleri sonucunda elde edilen mono-ferrosenil-2-cis-4-dikloro-ansa- ve N-mono-
ferrosenil-propanoksi-siklotetrafosfazen tiirevleri ile bu bilesiklerin pirolidin, piperidin,
morfolin, 1,4-dioksa-8-azaspiro[4.5]dekan (DASD), 4-florobenzil-N’-metilpropan-1,3-
diamin, N-4-florobenzil-N'-metiletan-1,2-diamin, 2,2,3,3-tetrafloro-1,4-biitandioksit ve
2,2-dimetil-1,3-propanedioksit gruplariyla tepkimesi sonucunda elde edilen bilesiklerin
antibakteriyel ve antifungal aktiviteleri, DNA etkilesimleri, sitotoksik aktiviteleri ve
apoptotik, nekrotik etkileri aragtirilmis, bu bilesiklerin biyomedikal alan basta olmak tizere

kullanilabilecegi alanlara iligkin 6nerilerin gelistirilmesi amaglanmistir.

Bilesiklerin antimikrobiyal aktivitelerinin arastirilmasi amaciyla agar kuyu difiizyon
yontemi, minimal inhibitdr konsantrasyon (MIK) ve minimal bakterisidal konsantrasyon
(MBK) degerlerinin arastirilmast amaciyla ise mikrodiliisyon yontemi kullanilmustir.
Bilesiklerin DNA ile etkilesim durumlar1 agaroz jel elektroforezi ile arastirilip UV 1sininda
bant durumlart goriintiilenerek degerlendirilmistir. DNA ile etkilesimde oldugu tespit
edilen bilesiklerin hangi niikleotidlerden DNA’ya baglandiginin tespiti i¢in ise BamHI ve

Hindlll restriksiyon endoniikleaz enzim kesimleri yapilmistir. Bilesiklerin sitotoksik



aktiviteleri MCF-7 meme kanseri hiicreleri ile 1L929 fare fibroblast hiicreleri kullanilarak
WST-1 yontemi ile calisilmig, 96 saatlik proliferasyon etkileri ise Gergek Zamanli Hiicre
Analizi ile ortaya konulmustur. Tiim bilesiklerin MCF-7 meme kanseri hiicreleri ile 1.929
fibroblast hiicreleri tizerindeki apoptotik ve nekrotik etkisi ise Hoescht 33342 ve
propidyum iyodiir (PI) ile ikili boyama yapilarak ortaya konulmus, apoptotik ve nekrotik
hiicreler floresan mikroskopta incelenerek fotograflanmistir. Bu ¢aligmadaki toplam 16
adet N/O donor atomlu oktaklorosiklotetrafosfazen bilesiginin biyolojik aktivitelerine
iliskin elde edilen bulgularin, enfeksiyon hastaliklar1 ve kanserin tedavisinde etken ya da
aract madde olarak kullanilma durumu degerlendirilmistir. Edinilen bilgiler 1s1ginda bu
bilesiklerin, antikanser ve antimikrobiyal ajan olarak ila¢ tasariminda ve malzeme

teknolojilerine yonelik arastirmalarda kullanilabilecegi yorumlanmaktadir.






2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

Cok c¢esitli 0zelliklere sahip olan polimerler giinlilk yasamin her alaninda 6nemli bir yere
sahip olan materyallerdir. Bu materyallerden inorganik polimerler 6zel kimyasal ve fiziksel
ozellikleri sebebiyle hem akademik hem de endiistriyel aragtirmacilarin uzun siiredir ilgi

odagindadir (Caminade, Hey-Hawkins ve Manners, 2016).

Diisiik inflamatuvar cevaba yanita sebep olan kollajen ve kitosan gibi dogal polimerler
biyolojik olarak uyumlu yapida ve gelismis hiicre adhezyonuna sahip olmasina ragmen
enzimler tarafindan parcalanabilir olmasi ve diisiik mekaniksel 6zelliklere sahip olmast
nedeniyle biyomedikal uygulamalarda sinirli diizeyde kullanilabilmektedir. Bu nedenle
biyouyumlu o&zellige sahip sentetik polimerlerin tiretimi ve kullanimi yillar iginde

yayginlasmistir (Khan ve digerleri, 2018).

Bu tezde ele alinan fosfazenler disinda endiistriyel agidan cazip 6zelliklere sahip pek ¢ok
inorganik polimer iizerinde calismalar yapilmaktadir. Bunlara 6rnek olarak elektrik iletim
ozelliginden dolay1 organik 151k yayan diyot (OLED) ve organik fotovoltaik hiicre (OPV)
teknolojilerinde kullanilan -konjuge fosfoller, bor kiimeleri i¢eren silan, siloksan ve hibrit
organik-inorganik n-konjuge polimerler, tekrarli monomerik birimlerden olusan ve kataliz,
malzeme, nanotip teknolojilerinde kullanilan dendrimerler, elektro aktive edilmis redoks-
aktif jeller, fiberler, filmler ve nanogdzenekli membranlarin {retiminde kullanilan
ferrosenler ve ilag tasima araci, ilag ve biyosit olarak kullanilabilen metallopolimerler

verilebilir (Caminade ve digerleri, 2016).

Polifosfazen molekiilleri, her fosfora iki grubun baglandig: fosfor ve azot atomlarinin sirali

diziliminden olusur (Allcock, Lampe, Mark 2003).

Inorganik polimer arastirmalarindaki gelismelerin énemli bir kismi fosfazen polimerleri
tizerinedir (Allcock, Lampe ve Mark, 2003). Halkali fosfazenler ve polifosfazenler en iyi

bilinen ve en ¢ok ¢alisilan fosfor-nitrojen tiirevlerindendir (Allcock, 1972a).

Polifosfazen iskeletine halojen, psddohalojen, amino, azido, alkoksi, ariloksi, alkilamino,
arilamino, alkil ve aril gibi ¢ok farkli yan gruplarin baglanabiliyor olmasi (Allcock, 1972a:

3-5), bu molekiillerin inorganik-organik polimerler arasinda birbirinden ¢ok farkli



ozelliklerde kullanim alanina sahip olmasina sebep olmustur. Diisiik sicaklik elastomerleri,
biyomalzemeler, polimerik ilaglar, hidrojeller, siv1 kristalin materyalleri, yanmaz fiberler

ya da elektrik yar1 iletkenleri buna 6rnektir (Allcock ve digerleri, 2003).

Cogu fosfazen bilesikleri organik sivilarda ¢6ziinebilen beyaz, kristal katilardir (Allcock,
1972a: 3-5). Ilk sentezlenen fosfazen bilesikleri 1834 yilinda Liebig ve Wohler ile Rose
tarafindan tdretilen klorofosfazenlerdi (NPCl2)n (Allcock, 1972a: 3-5). Sonraki yillarda
(1965 sonrasi) diiz zincirli polidiklorofosfazenin sentezlenmesiyle birlikte pek ¢ok bilim
adam1 sentezledikleri fosfazenlerin farkli alanlardaki kullanimini ve potansiyelini
arastirmaya basladi. Giiniimiizde fosfazen tiirevleri inorganik, organometalik ve organik
kimyanin sinirlar1 arasinda teknolojik dneme sahip bir yerde bulunmaktadir. Fosfazenlerin
yapisina iligkin olusturulan kuramsal yaklasimlar ve ilgi c¢ekici 0Ozelliklerinin
arastirllmasina yonelik calismalar yeni polimerik, seramik ve metalik malzemelerin

gelistirilmesine imkan olusturmaktadir (Gleria ve De Jaeger, 2004: 1-22).

2.1. Fosfazenlerin Tarihgesi

Fosfazen kimyasi, fosfazenlerin kokeninin kesfedildigi 1800°1ii yillara kadar uzanmaktadir.
Bu yillarda birkag arastirmaci fosforpentakloriir (PCls) ile NH4 veya NH4Cl’nin tepkimesi
sonucu olusan (NPCl2)s ve (NPCIl)s olarak formiile edilen heterosiklik bilesikleri
sentezlemistir (Allcock, Desorcie ve Riding, 1987). ilk defa 1834 yilinda Liebig ve
Wohler’in elde ettigi beyaz kati kristal (Wohler, Kopp, Erlenmeyer ve Volhard, 1874)
iizerine yapilan caligmalarda c¢ok diisiik verimde fosfazen bilesigi izole edilebilmistir

(Schenk ve Romer, 1924).

Polifosfazenlerin tiiretimine yonelik girisimi 1895 yilinda Stokes, halka onciilii olan
hekzaklorosiklotrifosfazen (NPCl2)s kullanarak baslatmis, ancak elde edilen polimer

¢ozlinmeyen ¢apraz bagli bir jel icerdigi i¢in basarisiz olmustur (Sabir, Xu ve Li, 2009).

1924 yilinda klorofosfazenin yiiksek verimde firetimi Schenk ve Romer tarafindan
yapilmistir  (Schenk ve Romer, 1924) ve kullandiklart yontem giiniimiizde de bu
fosfazenlerin sentezi i¢in kullanilan en uygun yontemdir (Sekil 2.1) (Altinbarin, 2018).



diklorbenzen
nNH,Cl + nPCls » (NPCly), + 4nHCI
120-150 °C

Sekil 2.1. Fosfazenin sentez reaksiyonu (Altinbarin, 2018)

Kesfinden 1940’lara kadar en oOnemli gelismelerden biri halojenofosfazenlerin
sentezlenmesi ve hidroliz reaksiyonlarinin arastirilmasidir. 1950 ile 1970 yillar1 arasinda
siklofosfazenlerin organik kimyasi lizerinde gelismeler olmustur. Bu gelismeler daha ¢ok
klorosiklofosfazenlerin, alkoksit, ariloksit ve birincil, ikincil amin gibi reaktiflerle girdigi
niikleofilik yer degistirme reaksiyonlarina dayanmaktadir. 1960’larin sonu itibariyle de
fosfazenlerin ayrintili yapist niikleer manyetik rezonans (NMR) spektrum ve X-iginlari
kirmimetresi ile aydinlatilmaya baslanmistir (Allcock ve digerleri, 1987). Allcock ve
Kugel (1965) polifosfazenlerin ilk basarili sentezini gergeklestirmis ve ilk {iretilen
polifosfazenlerin biyolojik olarak kararli olduklarini ortaya koymustur. Polifosfazenlerin
hidroliz siirelerinin kontrolii, igerdigi yan grup siibstitiie tiirlerinin kontrolii ile
miimkiindiir. Ayn1 sekilde polifosfazenlerin hidrolizi sonucu ayrigsan {iriinlerin dogal ve
toksik olmamasi (Sabir ve digerleri, 2009), bu bilesiklerin {izerine yapilan g¢alismalari
hizlandirmis ve 2000°1i yillarla birlikte fosfazenlerin yapilarini ayrintili olarak arastiran

cok sayida calisma ortaya konulmustur (Tekdemir, 2015).

2.2. Fosfazenlerin Yapisi

Fosfazenler ti¢ sinifa ayrilir: diiz zincirli, halkali (siklo) ve polifosfazenler. Halkali ve
polifosfazenler, monofosfazenlerden daha kararli yapida oldugu i¢in daha ¢ok calisilmistir
(Cil, Arslan, Aslan ve Oztiirk 2003). Fosfazenlerin bu ii¢ yapist Sekil 2.2°de verilmistir
(Tekdemir, 2015).

Fosfazenler P=N bagindan dolay1 inorganik goriiniim sergilerken, organik coziciilerle
coziilebilmesi de bu bilesiklere organik karakteri verir (Alidagi, 2016). Ayrica
siklofosfazenlerin kiralitesi, bir diger ifadeyle stereojenikligi iizerine yapilan ¢aligmalar P
atomunun C atomu gibi optik aktiflie sahip olabilecegini gostermektedir. X-Ismnlari
kristallografisi ve *!P-NMR spektrumuna CSA (kiral kaydirma ajani1) ya da CSR ilave

edilerek fosfazenlerin kiralitesi ortaya konulabilmektedir (Davies ve digerleri, 2000).
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Sekil 2.2. Fosfazenlerin siniflandirmasi (Tekdemir, 2015)

Halkali ve polifosfazenlerin yapilari incelenirken cesitli yontemler kullanilir. 3P-NMR
spektrumu fosfazene bagli gruplarin baglanma durumlari ile ilgili bilgi verirken, *H-NMR
spektrumu bagl gruplarm yapisal ve geometrik durumlar1 hakkinda, *C-NMR spektrumu
ile kimyasal kayma degeri ile fosforla etkilesim degeri hakkinda sonuglar elde edilir

(Ulkar, 2018).

Amino asit ester yan grubu iceren polifosfazenler hidrolize oldugunda fosfat, amonyak,
aminoasit ve alkol gibi viicut tarafindan atilabilen ya da metabolize olabilen zararsiz yan
iirlinler ortaya ¢ikar. Bu 6zellikleri onlar1 ilag tagima ve doku miihendisligi ¢alismalari igin
cazip hale getirmistir. (Conconi, Lora, Menti, Carampin ve Parnigotto, 2006; Allcock,
Fuller, Mack, Matsumura ve Smeltz, 1977).

Inorganik bir iskelet ve P atomuna bagl iki organik yan gruptan olusan ve termal halka
acilim polimerizasyonu ya da yasayan katyonik polimerizasyonu ile sentezlenen
poliorganofosfazenlerin (POPs) ayarlanabilir hidrofilik/hidrofobik &6zelligi ve uyaranlara
duyarli olmasi, biyouyumlu olan yapisina ekstra avantaj saglamaktadir. Ayn1 zamanda bu
bilesikler membran, film, fiber, jel, kagit ve hidrojel gibi farkli formlarda tiretime uygun
olacak sekilde sentetik esneklige sahiptir. Bu 0Ozelliklerinden dolay1r yapay kalp
kapakgiklari, bagisiklik destekleyiciler, antiinflamatuvar ve antibakteriyal ajanlar, timor



hiicrelerine in vivo gen tasima, as1 ve protein taginimi, enzim immobilizasyonu gibi pek
cok biyomedikal uygulamada kullanilabilmektedir. Farkli yan gruplarin polifosfazenlerin

ozelligine olan etkisine iliskin 6rnekler Cizelge 2.1°de gosterilmistir (Khan ve digerleri,
2018).

Cizelge 2.1. Fosfazenlerin yapisindaki bazi yan gruplarin bilesige sagladigi ozellikler
(Khan ve digerleri, 2018; Gavasane ve Pawar, 2014)

Kullanilan Yan Grup Polifosfazende Kazanilan Ozellik ‘

Glikozil, gliseril, OC2Hs Biyo-erozyon; polimer matrisinden kiitle
kayb1

Aminoasit ester Osteoindiiktivite ~ (kemik  olusumunun
uyarimi) ve osteokondiktivite (kemik
iletimi)

Hidroksiapatit [Caio(PO4)s(OH):] Ca birikimi ve biyouyumluluk

Sitronellol Antiinflamatuvar  aktivite ve c¢apraz
baglanma

OCeH4COOH, OCsH4SO3H Mikrokiire ve misel yapisini saglar

NHCH3, OCH3 Suda ¢oziiniirliik ve hidrojel

OCH2CF3, CH2Si(CHa)3 Yiizey hidrofobikligi

OCH>CH>0OCH>CH,0OCHjs Kati iyonik iletkenlik

OCsHs, OCsHsOCH3 Mekanik dayaniklilik

NHCsHs, NHCe¢Hs Iletkenlik

OCeHsNH: Diger molekiillere baglanma

OCH,CF3, OCsHs, OCsH4R Fiber ve film olusumu

OCH3, OCH2CH20CH3, OC2Hs Elastomer olusumu

Fosfazenlerin farkli yapilarda ve oOzelliklerde hazirlanabilme zenginligi, bu yapilarin

malzeme biliminde sayisiz alanlarda kullanabilmesine olanak saglamistir (Allcock, 2006a).

2.2.1. Halkah fosfazenler

Halkal1 (siklo) fosfazenler, fosfor-azot omurgasindan dolay1 yiiksek kararlilikta, halka

yapisinin yan gruplar1 ikame edebilme kabiliyeti sayesinde ¢ok yonlii inorganik halkali

bilesiklerdir (Gleria ve De Jaeger, 2004: 1-22).
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En iyi bilinen halkali fosfazenler {i¢ ya da dért —P=N birimine sahip olanlardir. Bes, alti,
yedi ve daha yiiksek sayida —P=N birimi igeren fosfazenler bilinmesine ragmen ¢ok yaygin

degildir (Karadag, 2018).

2.2.2. Siklotetrafosfazenler

Siklotetrafosfazenler sekiz iyeli bir halkaya sahiptir ve aromatik degildir.
Siklotrifosfazenlerin aksine diizlemsel degildir. Ancak P atomuna Cl disindaki gruplarin

baglanmasi fosfazenin yapisinmi diizlemsele daha fazla yaklastirir (Breza, 2000).

Siklotetrafosfazenler (NPX2)n olarak ifade edilir. n, 3 ve 7 arasinda degisirken, X halojen
ya da degisken organik gruptur. Siklofosfazenler aktif P-halojen baglarini igeren ve
organik ¢oziicilerde rahatlikla ¢oziilebilen bilesiklerdir. Hekzaklorosiklotrifosfazen
(N3sPsClg) ve oktaklorotetrafosfazen (NsP4Clg) trimerik ve tetramerik siklofosfazen
tiirevlerinin baslangic bilesigi olarak siklikla kullanilmaktadir (Binici ve digerleri, 2019).
Siklotetrafosfazenlerden oktaklorosiklotetrafosfazenler (N4P4Clg) siklotrifosfazenlerden
daha az arastirilmistir, ¢iinkii siklotetrafosfazenlerin reaksiyonlar1 daha karmasik ve
hizlidir. Bunun yanisira beklenen muhtemel izomer sayist daha fazladir (Okumus ve
digerleri, 2016; Dogan, Balci ve Besli, 2018). Bunun sebebi siklotetrafosfazenlerin
tetramer halkasinda ¢ok sayida Cl atomu bulunmasi ve bu Cl atomlarinin yer degistirme
reaksiyonlarina girerek cok sayida izomerin olusmasina sebep olmasidir. Reaksiyon
sonucunda izomerlerin ayrilmasindan kaynaklanan zorluklar sebebiyle
siklotetrafosfazenler, siklotrifosfazenlere oranla daha az ¢alisilmistir (De Jaeger, 1998).
Oktaklorosiklotetrafosfazenlerdeki halkanin P-N-P  bagi yiliksek derecede esnek
oldugundan halka daha kararli yapidadir ve bu esneklik degisik konformasyonlarin
olusmasina sebep olmaktadir. Ornegin sandalye (T) formu kayik (K) formu, ta¢ formu ve
semer formu. Bu konformasyonlar arasinda en kararli form sandalye (T) formudur
(Wagner ve Vos, 1968). Siklotetrafosfazenler bu konformasyonlari ve halka
biiyiikliigiinden dolayr daha hizli tepkimeye girer ancak bu tepkimeler sonucunda

birbirinden ayrilmasi zor olan ¢ok sayida izomeri olusur (Allcock, 1972b).

Oktaklorosiklotetrafosfazenlerdeki Cl atomlarmin amin ve alkoksit gibi monodentat
ligandlarla gergeklestirebildigi yer degistirme reaksiyonlari arastirilmig ve N4P4Clg’in ¢ift

islevli ve cok islevli reaktiflerle olan reaksiyonlar1 siirli diizeyde oldugu ortaya
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konulmustur  (Elmas ve digerleri, 2018; Okumus, 2016; Kumaraswamy,
Vijjulatha, Muthiah, Kumara Swamy ve Engelhardt, 1999). Bu reaksiyonlar sonucunda
geometrik ve optik izomerler elde edilmistir. Ancak bu geometrik ve optik izomerlerin
ayrilmasi, saflastirilmasi ve karakterizasyonunda bir takim zorluklar bulunmaktadir (Uslu
ve Yesilot, 2015). Siklofosfazenlerin mono-, di-, tri- ve tetra islevsel reaktifleri ile
reaksiyonlart sonucunda, agik zincir, ansa, diansa, bino, spiro, spiro-ansa-spiro (sas) ve

ansa-spiro-ansa (asa) gibi bolge izomerleri olusur (Ibisoglu ve digerleri, 2009).

Oktaklorosiklotetrafosfazenlerin aminlerle etkilesimiyle HX ¢ikar ve bu tepkimeler
aminoliz tepkimeleri olarak isimlendirilir. Oktaklorosiklotetrafosfazenlerin aminoliz

tepkimeleri ile ilgili siklotrifosfazenlere gore daha az bilgi mevcuttur (Allcock, 1972b).

2.3. Fosfazenlerin Hidrolizi

Fosfazenlerin kullanimindaki cazip noktalardan biri biyo-¢oziiniir 6zellikte olmasi, kolay
hidrolize ugramast ve zararsiz maddelere parcalanmasidir. Bu nedenle fosfazen
polimerlerinde bulunan organik ve inorganik yan gruplarin 6zelligi ve sayisi, ortaya
konulmasi1 beklenen polimerin islevselligi i¢in dnem tasimaktadir. Bu nedenle bir fosfazen
polimerinin sonradan hidrolize ugrama, par¢alanma 6zelliginin istenen seviyede olmasi

icin, polimer iiretilirken asagidaki hususlar goz oniinde bulundurulabilir:

1. Omurgaya baglanma tipi: Omurgaya baglanma tipi fosfazenin hidrolize duyarliligini
etkilemektedir. Bazi istisnalar disinda iskeletin P atomuna O atomuyla bagli olan
organik yan gruplara sahip olan polimerler, N atomuyla bagli olan polimerlere gore
hidrolize daha dayaniklidir.

2. Es ikame yan gruplarin eylemsizligi: Suya duyarli bir polifosfazenin hidrolitik ayrisma
hizi, hidrolitik anlamda kararsiz olan gruplarin ikame edilmesiyle kontrol edilebilir.

3. Hidrofililite: Ariloksi gibi hidrofobik yan gruplar bilesik omurgasinin suyla
reaksiyona girmesini engelleyerek hidrolizini engellerken, ¢oklu hidroksil bolgeleri ve
karboksilat islevine sahip gruplar hidrofilik 6zelliklerinden dolay1 bilesikleri hidrolize
kars1 hassaslastirir.

4. Sterik (vapisal) perdeleme: Hacimli yan gruplar polimeri hidrolize karsi korur. Bu

nedenle bu etmen polimerin hidrofobikliginin saglanmasiyla iligkilidir.
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5. Esterlerin iglevi: Hidroliz oranim etkileyen bir diger faktor farkli ester gruplarinin
amino asit ve karboksilat bolgelerin korunumu i¢in kullanilmasidir.

6. Hidrojen bagi ve diger ¢capraz baglanma sekilleri: Makromolekiil zincirleri arasindaki
H bag suyun kati maddeye girmesini geciktireceginden hidrolizi engelleyebilir

(Allcock ve Morozowich, 2012b).

Fosfazenlerin hidrolitik duyarliliginin ayarlanmasi amino asit ester gruplari disinda pek
¢ok yan grup rol oynar. Fosfazenlerin hidrolize duyarli hale gelmesini saglayan yan gruplar
Sekil 2.3’de verilmistir (Allcock ve Morozowich, 2012b).
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Sekil 2.3. Fosfazenleri hidrolitik ag¢idan duyarlastiran yan gruplar

Morozowich, 2012)

2.4. Fosfazenlerin Kullanim Alanlar

2.4.1. Fosfazenlerin biyomedikal kullanim alanlari

(Allcock ve

Biyo-¢oziiniir polimerler in vivo olarak sinirli zaman igerisinde kullanilabilir olduklarindan

biyomedikal materyal olarak ilgi ¢ekicidir. Polifosfazenler de fiziksel, kimyasal ve

biyolojik o6zellikleri (hidrolitik duyarliliklart vb.) P atomuna bagli yan gruplarin

degisimiyle birlikte ¢esitlilik gdsterebildiginden ve zararsiz yan {irlinlere ayrisabildiginden
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biyomedikal uygulamalarda kullanilmaya elverislidir (Atkins, Overton, Rourke, Weller ve
Armstrong, 2010: 393-394; Allcock, Lampe ve Mark, 2003: 244). Polifosfazenlerin biyo-
uyumlu yapida olmasi i¢in bu bilesiklerin toksik, karsinojenik, immunojenik, trombojenik

ve tahris edici 6zellikte olmamasi gerekmektedir (Williams, 2008).

Fosfazenler tipta ¢ok cesitli alanlarda kullanilmaktadir. Ornegin kalp kapakgciklari ve kan
damarlarinin yapt malzemesi olarak, cihazlarin yerlesiminde biyoinert malzeme olarak
kullanim olanagi bulunmaktadir (Atkins ve digerleri, 2010: 393-394).

Amino asit ester polifosfazenleri tip alaninda iizerinde ¢okca calisilan maddelerdendir ve
bu maddelerin biyolojik bozulma oranlarinin yan gruplarla diizenlenebilecegi gosterilmistir
(Singh ve digerleri, 2006). Kas-iskelet uygulamalar1 i¢in vaat eden biyomalzemelerden

alanin i¢eren polifosfazenler buna drnek olarak verilebilir (Deng ve digerleri, 2008).

Polifosfazenlerin kirik ya da hastalikli kemik dokuyu onarmasina iligkin yapilan in vitro
deneyler ve in vivo hayvan modeli ¢alismalar1 1970’li yillara dayanmaktadir (Allcock ve
digerleri, 1977; Laurencin ve digerleri, 1993). Fosfor-Azot (P-N) iskeletinde alkoksi
gruplarin1 igeren polifosfazenler in vivo kemik iiretiminde biyo-¢6ziiniir destek olarak
kullanilmaktadir. Lif formundaki bu polimerlerin alkoksi gruplari Ca?* iyonlarim baglar ve
lifler hastanin kemik {ireten hiicreleri olan osteoblastlarla birlikte sayica cogalir.
Osteoblastlar ¢ogaldikca ve lifler arasindaki boslugu kapattikga polimer pargalanir. Bu
polifosfazenler belirli bir oranda hidroliz olacak ve dayanilirliklarini muhafaza edecek
sekilde tasarlanmistir (Atkins ve digerleri, 2010: 393-394).

Giincel kemik tedavilerinde kullanilan otogreftleme (kendi dokusundan greftleme) ve
allogreftleme (yabanci dokudan greftleme) islemleri, istenen seklin verilememesi, verici
bolgedeki hastalik hali ve ters bagisiklik reaksiyonlara sebep olma riski nedeniyle ideal
bulunmamaktadir (Nichol, 2015). Bu nedenle daha 1iyi bir ¢o6ziim i¢in yapilan
arastirmalarla, hiicreleri besleyen ve zarar gérmiis bag ve tendonlarin yerini tutabilecek
biyo-¢6ziiniir polimer yapilar sentezlenmeye c¢alisilmistir (Place, Evans ve Stevens, 2009).
Kalsiyum fosfat temelli seramiklerden olan polifosfazen-hidroksiapatit (HAp) gibi
alternatif materyaller kemik mineraline ve biyoislevliligine yakin yapisindan dolay tercih
edilebilmektedir (Greish ve digerleri, 2005). Amino asit ester ve/veya poli(laktit)ler (PLLA

ve PDLLA) igeren polifosfazenlerden olusturulan polimerik yapi iskeletinin tamamen
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biyo¢oziinliir oldugu ve yeni dokularin biiylimesi igin gegici matriks olarak

kullanilabilecegi gosterilmistir (Conconi ve digerleri, 2006).

Polifosfazenlerin immiinolojik adjuvan 6zellikleri iizerine hayvanlar kullanilarak yapilan
caligmalarda, bu bilesiklerin cesitli bakteri ve viral asi antijenlerine karsi bagisiklik
cevabin kalitesini ve siiresini artiracak sekilde etki ettigi ortaya konulmustur (Eng ve
digerleri, 2010). Ornegin Poli[di(sodyumkarboksilatofenoksi)fosfazen] (PCPP) tuzu,
bogmaca toksini, pndmokokal ylizey proteini A, formalinin aktive edilmis PRS8 influenza
viriisli, HBsAg ve HIV-1 gibi ¢esitli antijenlerle kombine edilebilen, bir mukoza yardimci
maddesidir (Bose ve digerleri, 2019). PCPP’nin yaninda, yiiksek molekiiler agirlikta, suda
¢oziiniir yapidaki  poli[di(sodyumkarboksilatoetilfenoksi)fosfazen] (PCEP)’in  as1
uygulamalarinda, ¢esitli viral ve bakteriyel antijenlerle birlikte fare ve domuzlara
uygulandiginda uzun siireli bagisiklik cevabini arttirdig: belirtilmistir (Magiri, Lai, Huang,
Mutwiri ve Wilson, 2019). PCPP ve PCEP’in antijenlerin yoklugunda bile ¢6ziinebilir
bagisiklik reseptor proteinlerine karsi giiglii avidite gdsterdigi ortaya konulmustur. Suda
cozlinebilir PCEP ile PCPP’in genel yapist Sekil 2.4’te verilmistir (Magiri, Mutwiri ve
Wilson, 2018).

N
.I""- ] .’?’/’\_
’I\_ B ._-I'—:'“-:- =
W, i "
¥ R A - ™
W o o L
o I - };’l"l ",
T
™, I o
"-':f“
PCEP PCPP

Sekil 2.4. PCPP ve PCEP’in yapis1 (Magiri ve digerleri, 2018)

Iyonik yapidaki PCPP ve PCEP’in Hepatit C (HCV E2), grip (HIN1), Insan Immiin
Yetmezlik Virlisii (HIV) (gp120), Ebola Viriisii (EBOV GP) ve Respiratuar Sinsisyal
Viriisii sF alt birimi asis1 (RSV) antijenlerine kars1 giiclii etkilesim gosterdigi belirtilmistir
(Andrianov, 2018: 27-49).
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Polifosfazenlerin tipta tedavi amagli kullanimina dair bir diger 6rnek farelerin ¢evresel
sinirlerinin onariminda (Nicoli-Aldini ve digerleri, 1997), kobayin orta kulak kanallarinda

basing dengeleyici (D’Eredita, Marsh, Lora ve Kazahaya, 2002) olarak kullanimidir.

Brandt ve Jedlinski (1985)’nin siklotrifosfazen tiirevleri tizerinde yapmis oldugu in vivo
caligmalarla bu bilesiklerin antitimor etkisinin oldugu belirtilmistir. 2001 yilinda ise
Brandt ve arkadaglari, DNA ile etkilesime girebilen karbokatyonlara doniisebilen 1-
aziridinil grubunu iceren fosfazenlerin sitostatik Ozellikleri nedeniyle kanser tedavisinde

kullanilma potansiyeli oldugunu ortaya koymustur (Brandt ve digerleri, 2001).

Fosfazenlerin biyomedikal alaninda kullanilirken dikkat edilen 6nemli konulardan biri
biyogiivenirligidir. Poli[bis(etil 4-amino-butiro)fosfazen]nin 3T3 fibroblast ve HepG2
epitelyal hiicre hatlar1 kullanilarak yapilan eliisyon testi sonucunda, eliiatlarin iki hiicre
hattinda da hiicre canliligina etki etmedigi goriilmiistiir. Buradan bu bilesiklerin hiicrelere
kars1 toksik olmadigi ve glivenilir, ¢oziiniir biyomalzeme olarak kullanilabilecegi yorumu

yapilmistir (Glimiisderelioglu ve Giir, 2002).

Poli[bis(oktafloropentoksi)fosfazen] (OFP) bilesiklerinin kan ile temas eden tibbi
cihazlarda kullanilmak i¢in giivenilir oldugu, bilesiklerin antimikrobiyal ve antitrombotik
ozellikleri aragstirilarak ortaya konulmustur. OFP’den iiretilen filmlerle yapilan testler bu
bilesiklerin Stafilakok bakteriyel adhezyonunu ve biyofilm olusumunu inhibe ettigini,
trombosit adhezyonunu da azaltarak kan pihtilagsmasina diren¢ olusturdugunu gostermistir
(Xu ve digerleri, 2018). Ayn1 zamanda nano boyuttaki polifosfazenlerle yiizeyi kaplanmis
olan modifiye stentlerin daha iyi vaskiiler iyilesme Ozellikleri (neointimal hiperplazi ve

inflamasyonda azalma) gosterdigi ortaya konulmustur (Koppara ve digerleri, 2016).

2.4.2. Doku miihendisliginde kullanim

Doku miihendisligi viicuttaki eksik ya da zarar gérmiis doku ve organlarin tamiri ya da
yerine konulmasi i¢in alternatif yollar gelistiren kimya, biyoloji ve miithendislik gibi farkl

disiplinleri igeren bir alandir (Khan ve digerleri, 2018).

Yapilan c¢aligmalar, P-N (Fosfor-Azot) iskeletinin biyog¢oziiniirliiliigi ve muazzam

cesitlilikte olabilen yapisi ile polifosfazenlerin kemik ve iskelet doku dahil farkli doku
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tiplerinde kullaniminin miimkiin olabilecegini gostermistir. Fosfazenlerin - kemik
onarimindaki 6zgiin islevi, osteoblast biiyliimesini desteklemek ve kemik-polimer
matrisinin sekillenmesini saglamaktir. Bir osteojenik hiicre hatt1 olan MC3TS-E1 hiicreleri
kullanilarak yapilan deneysel c¢alismalarda hiicreler polimer matrise ekilerek hiicre
adhezyonu, biiylimesi ve polimer par¢alanmasi incelenmistir. Calisma sonunda imidazolil
ve etil glisinato siibstitiie polifosfazenlerin  MC3TS-E1 hiicrelerinin  biiylimesini
destekledigi goriilmiistiir. Ayn1 zamanda polifosfazenlerdeki imidazolil yan gruplarimin
artirilmasinin hiicre bliyiimesinde azalmaya ve polimer yapisinda bozulmaya sebep oldugu
goriiliirken, etil glisinato siibstitiie yan gruplarinin artirilmasinin ise hiicre biiylimesini ve
polimer bozulmasini artirdigi ortaya kondu. Bdylece polifosfazenlerin yan gruplarinin
icerigi ve sayisi degistirilerek hiicre biiyiimesininin ayarlanabilecegi gosterildi (Laurencin
ve digerleri, 1993). Son yillarda kemik iiretiminde polifosfazenlerin kullaniminda hangi
yan gruplarmin kullaniminin ideal olacagina iliskin pek ¢ok arastirma yapilmistir. Kemik
dokusunun yiizey islevselliginin fosfazen iskeletine baglanan polietilen glikol (PEG) ve
galaktoz yan gruplar ile zenginlestirildigi gosterilirken (Heyde ve digerleri, 2007),
fenilalanin etil ester basta olmak iizere 16sin ve valin temelli polifosfazen-
nanohidroksiapatit mikrokiireciklerinin kemik doku miihendisligi i¢in uygun oldugu ortaya

konulmustur (Nukavarapu ve digerleri, 2008).

Polifosfazenlerin = yan gruplarinin  dogasi, bilesiklerin  bozulma durumunu da
belirlemektedir. Yan grup olarak amino asit esterler, glukosil, glisil, laktat veya imidazolil
birimlerin eklenmesinin polifosfazenlerin biyolojik parcalanmasini sagladigi goriilmiistiir
(Gunatillake ve Adhikari, 2003). Deneysel olarak yapilan ¢aligmalarda fosfazen
membranlarin sentetik membranlara gére daha i1yi iyilesme sonuglar1 gosterdigi ortaya

konulmustur (Khalid, Ali ve Akram, 2018 ve Khan ve digerleri, 2018).

Kemik iiretiminde malzemeye verilen gozeneklilik yapisi, malzemenin biyouyumlulugu ve

mekanik 6zelligi kadar 6nemlidir (Karageorgiou ve Kaplan, 2005).

Chun, Lim, Hong ve Park and Song (2009)’un yaptig1 bir ¢alismada {iretilen
poliorganofosfazen  (POP)-Gly-Arg-Gly-Asp-Ser  (GRGDS)  konjugatinin  tavsan
mezensimal kok hiicrelerinin farklilasmasini saglayan fonksiyonlar1 gelistirdigi ortaya
konulmustur. Bu konjugat kullanilarak enjekte edilebilir, 1s1tya duyarli ve biyo-¢oziiniir

hidrojeller gelistirilmis ve POP-GRGDS’nin mezensimal kok hiicreleri indiiklemek i¢in
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hiicre dagitim materyali olarak kullanilma potansiyeli oldugu gosterilmigtir (Chun ve
digerleri, 2009). Enjekte edilebilir hidrojellerin mekaniksel 6zelliklerinden dolay1
biyomedikal uygulamalarindaki kullanimi siirli goriilse de, mekaniksel yapilarini
kuvvetlendirici ajanlarla bu sinirlamalar asilabilir. Ancak bu ajanlarin polimerin biyo-
¢cozlnlrliiglini olumsuz yonde etkilemesinin Oniline geg¢ilmesi i¢in yan gruplarin

oranlarmin degistirildigi caligmalar yapilmistir (Zhang, 2015).

Kemik dokusu disinda polifosfazenler, sinir dokusunun rejenerasyonunda (Langone ve
digerleri, 1995), damar endotel hiicrelerinin proliferasyonunda (Conconi ve digerleri,
2004), antitrombojenik ve hemo-uyumluluk gosteren biyo-protetik kalp kapakgiginin
tiretiminde (Gordy, Ung, Fritz ve Denk, 2011) kullanilabilecegi yapilan ¢aligmalarla ortaya

konulmustur.

Nanoteknolojideki gelismeler hedef dokulardaki dogal ekstraseliiler matriksin ¢ok iyi taklit
edilebilmesini imkan kilmistir. Ozellikle ekstraselliiler matriksin yiizey isaretleriyle uygun
bir sekilde birlesebilen fosfazen bilesiklerinin sentezlenmesinin, gelecekte daha karmasik

dokularin gelistirilmesini saglayacagi diisiiniilmektedir (Deng ve digerleri, 2010).
2.4.3. Tlac tasima sistemlerinde kullanim

Polifosfazenlerin tiptaki bir diger kullanim alani ila¢ tasima sistemleridir (Atkins ve
digerleri 2010: 393-394). Fosfazen bilesikleri antitiimor ajanlarin katt matriks ya da
mikrokiire kontrollii saliniminda kullanilabilmektedir (Goedemoed, 1990: 189-203).

Tibbi biyoloji ve medikal teknolojideki onemli konulardan bir digeri pH, sicaklik, iyon
giicii ve yiikiine cevap olarak sekil ve gecirgenligini degistirebilen ‘duyarli membran’larin
tretilmesidir (Allcock, 2006a). Kontrollii ilag tasima sistemlerinde, ilaglarin 6nceden
ayarlanmis oranlarda, belirlenen siire igerisinde ulastirilmasi, boylece geleneksel ilaglarin
eksikliklerinin giderilmesi amaglanmaktadir. Ancak diyabet ve kalp ritim bozukluklar1 gibi
bazi hastaliklarda ilag viicuttaki pH’a gore cevap vermektedir. Bu nedenle polimerik
omurgasinda daha az asidik ya da bazik gruplarin bulundugu polimerler iiretilmistir
(Balamuralidhara ve digerleri, 2011).



18

Baz1 genetik hastaliklarda, viral vektorlerin tedavi edici genin taginmasindaki verimliligi
kanitlanmis olsa da, viral olmayan se¢enekler de arastirilmaya devam etmektedir. En kolay
yontem plazmit DNA’nin dogrudan hedef hiicreye girisi olarak goriilse de bu yaklasim ¢ok
sayida plazmit DNA gerektirmesi ve sadece belli dokular igin kullanilabiliyor olmasiyla
siirlidir. Bu nedenle bazi viriislerin memeli hiicrelerine giris sekli 6rnek alinarak sentetik
virtisler insa edilmeye ¢alisilmistir. Bu ¢alismada genel asamalar niikleik asitin korunumu,
hiicreyle temasi, niikleik asitin sitozol ve c¢ekirdek igine transferi ve konak hiicredeki
genom ile birlesmesi olarak ele alinmis ve bu asamalarda kullanilabilecek histidin ya da
imidazol iceren polimer, peptid ve lipitlere yonelik aragtirmalar yapilmigtir. Gen
tedavisinde, niikleik asit tasiyic1 olarak tercih edilebilecek histidince zengin polimerlere
ornek olarak Poli(DMAEA/His(Boc)-OMe)fosfazen (PDHP) verilebilir (Midoux, Pichon,
Yaouanc ve Jaffres, 2009). Yang ve digerleri, (2008a) tarafindan sentezlenen imidazolce
zengin poli(imidazol/DMAEA)fosfazen (PIDP)’de oldugu gibi, PDHP’nin de yiiksek
transfeksiyon verimliligine sahip oldugu gosterilmistir. 293T insan hiicre hatlari ile yapilan
metiltiazol difenil tetrazolyum (MTT) c¢alismalarinda PDHP’nin diisiik sitotoksisite
gosterdigi, bu nedenle PDHP’nin gen tasima potansiyeli olan, katyonik bir polimer oldugu
belirtilmistir (Yang ve digerleri, 2008b). Biyog¢oziiniir yapida galaktoz grubu tasiyan
poli(2-(2-aminoetoksi)etoksi)fosfazen (Gal-PAEP) bilesiklerine iliskin yapilan ¢alismada,
bu bilesiklerin tiimorde segici gen ifadesi gosterdigi, Gal-PAEP/DNA kompleks
nanopartikiillerinin tedavi edici gen tasinimi i¢in ideal ara¢ olabilecegi belirtilmistir. Bu
nanopartikiillerin in vitro transfeksiyon verimliligi BEL-7402 insan hepatoma hiicre hatt:
ve Hela insan rahim agzi kanser hiicre hatlarinda arastirtlmis ve verimliligin Gal-
PAEP/DNA oranina bagli oldugu ortaya konulmustur. (Yang, Zhang, Chen, Gu ve Li,
2010).

Polifosfazenlerin ilag tasima sistemlerinde kullanilabilecegi formlar genel bagliklariyla
Sekil 2.5’de gosterilmistir. Polifosfazenler ilag tasima matrislerinde genellikle pellet ya da
film olarak kullanilmaktadir. Fosfazenlerin ¢esitli ¢oziiclilerde ¢6ziinebilmesi nedeniyle
cogunlukla ¢oziicii dokiim yontemi ile tabletleri ve filmleri tiretilmektedir. Bunun disinda
¢ozilicii buharlagtirma, mikro kapstilleme gibi emiilsiyon ¢dziicii buharlastirma ve spreyle

kurutma yontemleri de kullanilmaktadir (Khan ve digerleri, 2018).
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Dendrimerler Miseller
\ Polifosfazenlerin
ilag tastyiasi olarak
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Mikrosferler Hidrojeller

Nano-konjugatlar

Sekil 2.5. Polifosfazenlerin ilag tasima sistemlerinde kullanilabilen formlar1 (Khan ve
digerleri, 2018)

Enjekte edilebilen ve 1siya duyarli bir poliorganofosfazenin antikanser ilact olan 5-
Florourasilin tasinmasi i¢in uygun oldugu Lee, Chun, Heo ve Song (2009) tarafindan
gosterilmistir. Bu polifosfazenin diyagrami Sekil 2.6’da verilmistir ve sekildeki (A)
hidrofilik polietilen glikolu (AMPEG), (B) ise hidrofobik izolosin (IleOEt) alanlar
gostermektedir (Lee ve digerleri, 2009).

Farelerde yapilan bir arastirmada primaquine ve dihidroartemisinin dagitiminda
polifosfazenlerin nanotasiyict olarak ilaca direngli sitmanin alternatif tedavisinde

kullanabilecegi ortaya konulmustur (Kumar, Singh, Murthy ve Bhardwaj, 2015).
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Sekil 2.6. Hidrofobik L-izolosin etil ester alami ile hidrofilik o-amino-w-methoksi-

poli(etilen glikol) alan1 igeren hidrojelin sematik diyagrami (Lee ve digerleri,
2009)

Fosfazenlerin biyomedikal alanda kullanimi cazipligini korumasina ragmen, hala bazi
uygulamalar agisindan asilamayan zorluklar bulunmaktadir. Ornegin kombinasyon
tedavilerinde, ikili ila¢ uygulamalarinda ve ilag direncinin geri ¢evrilmesi gibi hususlarda

da ¢ok islevli polifosfazenlerin kullanim1 arzu edilmektedir (Khan ve digerleri, 2018).

2.4.4. Batarya ve yakat pili teknolojilerinde kullanimi

Polifosfazenlerin iyon gegirken 6zelligi lityum temelli bataryalarda enerji depolama ve
yakit pili ile stiperkapasitorlerde enerji iiretimi uygulamalarinda kullanilmaktadir (Klein,
Welna, Weikel, Allcock ve Runt, 2007; Allcock ve Wood, 2006b). Yiiksek verimde alev
geciktirici Ozellikteki pentaflorosiklotrifosfazenlerin (PFPN) sarj edilebilir lityum-iyon
(Lil) bataryalar i¢in giivenilir bir koruma maddesi olabilecegi L. Xia, Y. Xia ve Liu,
(2017) tarafindan ortaya konulmustur. Ayn1 zamanda sarj desarj sonuglari PFPN’nin katki
maddesi olarak ideal bir elektrokimyasal uyumluluk sergiledigini gostermistir. PFPN’lerin
arastirilan diger katki maddelerine gore en i1yi alev geciktirici Ozellikte oldugu yapilan
diger calismalarda da desteklenmistir (Xia ve digerleri, 2017). Anot olarak karbon
malzemelerinin kullanildigr Lil bataryalar uzun kullanim 6mrii, yiiksek enerji yogunlugu
ve voltaj sebebiyle oldukg¢a basarili goriilmekteydi. Ancak bu bataryalarin kisa devre ve

asirt sarj durumunda karsilasilan yangin ve patlama kazalari, karbonat temelli
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elektrolitlerin yaniciligindan kaynaklanabilecegini gosterdiginden, yiiksek performanslt ve
yanmayan yeni malzemeler lizerinde c¢aligmalara tesvik etmistir (Wang, Yasukawa ve

Kasuya, 2001).

Lityum temelli bataryalarin giinlimiiz ara¢ teknolojilerinde kullannmi da yayginlastikea,
bataryalarin giivenligine iliskin ¢alismalar hizlanmistir. Fosfazenlerin yangina dayanakli
olmasindan dolay1 tek basia elektrolit olarak kullanilmasi arzu edilirken, yiiksek LiPFe
coziinlrligi ve disiik viskozite 6zelliginden dolay1 genelde karbonatlarla birlikte katki
maddesi ya da birlikte ¢oziicii olarak kullanilmaktadir. Bu nedenle daha yiiksek termal ve
elektrokimyasal yeteneklere sahip fosfazenlerin iiretilmesi lizerine calismalar devam

etmektedir (Rollins ve digerleri, 2014).

Proton degisim membranl yakit pillerinde (PEMFC) kullanilacak polimer elektrolit
malzemelerin, mekanik ve elektrokimyasal acidan stabil olmasi, yakit hiicresinin iki
yarisini fiziksel olarak ayirarak yakit ile oksidanin karigmasini onleyen bariyer gorevi
gormesi, yiikksek iyonik iletkenlige sahip olmast ve yalitkan yapida bulunmasi
beklenmektedir. Polifosfazenlerin klasik hidrokarbon temelli polimerlere gore termal ve
kimyasal acidan daha stabil yapida olmasi gibi avantajlart proton degisim membrani
(PEM) olarak kullanilabilecegini gostermistir. Bu konuda yapilan ilk aragtirmalarda
stilfonik asit ile islevlestirilmis polifosfazenler kullanilmistir (Allcock ve Wood, 2006b).
Daha sonra yapilan ¢alismalarda inorganik-organik yapida, hibrit, yliksek proton iletkenligi
ve diisiik yakit gecisini saglayan yeni membranlarin iiretiminde siklik fosfazenlerin

kullanilabilecegi gosterilmistir (Fei ve digerleri, 2008; Fei ve Allcock, 2010).

Polifosfazen temelli iyon degisim membraninin dogrudan bir metanol sivi yakit pilinde
kullanimini arastiran Carter, Wycisk, Yoo ve Pintauro (2002), yiiksek verimli sonuglara
ulagsmistir. Bir metanol yakit pilinde anot ile katotu ayiran membranin yiliksek protonik
iletkenlik gostermesi ve diigiilk metanol gecisi yapmasi beklendiginden, poliakrilonitril ile
karistirtlmis ve ardindan ultra viyole (UV) c¢apraz baglanmis siilfonat poli[bis(3-
metilfenoksi)fosfazen] (SPOP)’un halihazirda kullanilan membranlardan biri olan Nafion
117°den yaklasik on kat daha diisiik diisiik metanol gecis gdstermesi dnemli bulunmustur

(Carter ve digerleri, 2002).
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2.4.5. Alevlendirmeyi geciktirici ve onleyici materyal olarak kullanim

Fosfazenlerin alevlenmeyi geciktirici 6zellikteki iki elementi (fosfor ve azot) icermesi, bu
bilesiklerin yanmay1 geciktiren ya da Onleyen materyal olarak kullanimina iliskin
arastirmalart tetiklemistir (Allen, 1991). 1986 yilinda yangina dayanakli materyal
iiretimine iligkin yapilan bir calismada, hekzaklorosiklotrifosfazenlerin trifloroetanol ve
cesitli fenollerin sodyum tuzlari ile reaksiyonu sonucu sentezlernen siklik fosfazen
stvilarmin, kritik hidrolik sivi uygulamalarindaki yanginin ilerleme tehlikesini onleme

potansiyeli oldugu ortaya konulmustur (Singler, Deome, Dunn ve Bieber, 1986).

Siklo ve polifosfazenlerin yangmma dayanakli uygulamalarda kullanimina iliskin
caligmalarda iki temel yaklagim ele alinmistir; birincisi destekleyici olarak kullanilmasi,
ikincisi ise Ozlinde aleve direngli materyal olarak bulunmalari. Siklofosfazenler alev
geciktirici katki maddesi olarak poliiiretanlarla, hidrolik sivilarla, laminatlardaki fenolik
reginelerle, seliiloz fiberlerle ve polistiren gibi pek ¢ok materyalle birlikte kullanilmistir.
Aleve direncli fosfazenlerin hazirlanmasinda iki sentez yontemi kullanilmaktadir; Allcock
tarafindan yaklasik 300 polimer iiretiminde kullanilan termal halka agilma

polimerizasyonu ve Delager tarafindan kullanilan yogunlasma polimerizasyonu (Allen,

1991).

Aktif amin gruplart igeren hekzaklosiklotrifosfazenlerden {iretilen polifosfazenlerin
(PBFA) epoksi reginesinde alev geciktirici katki madde olarak kullanilabilecegi ve duman

olusumunu baskiladigi gésterilmistir (Yang ve digerleri, 2019).

2.4.6. Diger kullanim alanlari

Polifosfazenlerin optik materyal olarak kullanimina iliskin pek ¢ok calisma yapilmistir.
Yillardir diiz zincirli fosfazenlerin, sivi kristalin, non linear-optik ve fotokromik icerikteki
yan gruplarla sentezi yapilmis ve bu maddelerin optik 6zellikleri aragtirilmistir (Dembek
ve digerleri, 1990; Allcock ve Kim, 1991; Olshavsky ve Allcock, 1995). Cho ve
Allcock’un 2007 yilinda yaptigi calismada siklotrifosfazenlerin optik anahtarlama
uygulamalarinda kullanima elverisli oldugu gosterilmistir (Cho ve Allcock, 2007; Allcock,
2006a).
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Eu*® ilaveli kalkon igeren siklofosfazenlerin daha yiiksek dielektrik sabitine ve iletkenlik
degerlerine sahip oldugu gosterilmis olup, c¢ok islevli elektronik ve optoelektronik

cihazlarda kullanim igin elverisli oldugu onerilmistir (Koran ve digerleri, 2016).

Multikromoforik materyallerin {iretiminde floresan bilesikleri bulunduran fosfazenler
kullanilabilmektedir. Alt1 ya da sekiz iiyeli halkaya sahip halkali fosfazenler, benzen
motifine yakin bir goriiniim sergileyebilir ve boylece supramolekiiler sistemlerin tasarimi
icin kullanilabilirler. Yapilan bir ¢alismada fosfazen halkasi kullanilarak hekzamerik ve
oktamerik subfitalosiyanin tiirevleri sentezlenmis ve karakterizasyonu yapilmistir. Sonug
olarak bu bilesiklerin, mavi-yesil bolge gibi uygun dalgaboyu ve yiiksek floresans kuantum
verim degeri nedeniyle, 1sik yayan elektroliiminesans cihazlari i¢in uygun olabilecegi
ortaya konulmustur (Cosut, Yesilot, Durmus ve Kilig, 2013). Atomik absorbsiyon
spektroskopisi (AAS), indiiktif eslesmis plazma kiitle spektrometresi (ICP-AES) gibi metal
katyonlarmin tespitinde kullanilan yontemler biiyiikk boyutlu 6rnek gerektirdiginden ve
masrafli oldugundan, metal katyonlarinin florasans yontemiyle tespitine yonelik ¢aligsmalar
son yillarda hiz kazanmustir. Yiiksek floresans kuantum verimi gosteren borondipirometen
(BODIPY) boyasi ile ikame edilen ve triazol halkasi ile baglanmig siklotrifosfazenlerin
farkli metal iyonlarma kars1 floresans kemosensdr davranislar incelenmis ve Fe?" iyonu
icin ideal seviyede hassas ve secici Ozellikte oldugu ortaya konulmustur (Cetindere,
Tiimay, Kilig, Durmus ve Yesilot, 2016). Ayn1 zamanda BODIPY reaktif son grubunun
tekli oksijen tlireterek Gram pozitif bakterilerden S. aureus’u oldiirebildigi, bu nedenle
BODIPY igeren siklotrifosfazenlerin antimikrobiyal yiizey gelistirmede kullanilabilecegi
belirtilmistir (Senkuytu, Oztiirk, Aydinoglu, Taniverdi E¢ik ve Okutan, 2019).

Hekzaklorosiklotrifosfazen ile dallanmis polietileneminin polimerizasyonuyla olusan
fosfazen bilesikleri kullanilarak poliamin temelli siklofosfazen nanofiltrasyon membranlari
tiretilebilmektedir. Nanomembran teknolojisinin igilebilir su temini, diisiik enerji tiiketimi,
boya cikarma ve farmasdtik bilesiklerin izolasyonu gibi ¢esitli alanlarda kullanimi

yayginlagmaktadir (You ve digerleri, 2019).

Polifosfazen temelli nanopargaciklar goriintileme dogrulugu ve renal klerensi vb.
konularda avantajlara sahip oldugundan, bilgisayarli tomografi (CT), manyetik rezonans

goriintiileme (MRI), fotoakustik tomografi (PA) ve floresans gibi goriintiileme
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tekniklerinde kontrast maddesi olarak kullanilmasinin uygun oldugu belirtilmistir
(Hajfathalian, Bouché ve Cormode, 2018).

Floroalkoksi ve fenoksi pendant gruplarini igeren siklotrifosfazen ve siklotetrafosfazenler,
yiiksek termal stabiliteye sahip olmalar1 ve yangin dayanikli olmalar1 sebebiyle
1960’lardan bu yanda hidrolitik sivi ve yaglayici olarak kullanilmaktadir (Keller ve Saba,
1996).

Klasik olarak kaucuk, silikon kauguk ve poliizobiitilenden olusan elastomerler
biyomedikal ve miihendislikte biiyiikk rol oynayan yumusak malzemelerdir. Ancak
elastomerlerin zorlayict kosullarda kullanimint miimkiin kilmak i¢in bazi ek ozelliklere
ihtiyag vardir. Ornegin yiiksek enerjili radyasyona dayamkli polimerlerin iiretilmesi,
lipitlerin emilimine veya proteinlerin birikmesine kars1 direng gosteren kardiyovaskiiler
cihazlarin gelistirilmesi gibi amaglarla poli(organo)fosfazenleri igeren elastomerler
kullanilmigtir. Fosfazen kullanilan elastomerler genel olarak halojen iceren fosfazen
elastomerler (floroalkoksi tiirevleri ve kloroalkoksi tiirevleri), halojensiz fosfazen

elastomerler ve blok ile graft kopolimerler olarak gruplandirilabilir (Allcock, 2012a).

2.5. Fosfazenlerin Biyolojik Aktiviteleri

Halkal1 fosfazenlerin antimikrobiyal, antitiimor ve sitotoksik aktiviteleri lizerine ¢ok sayida
caligma yapilmis olmasina ragmen siklotrifosfazen tuzlarinin biyolojik aktiviteleri ¢ok
fazla arastirllmamistir. Fosfazenyum tuzlariin apolar ve polar organik ¢oziiciilerde iyi

¢oziiniiyor olmas1 farmakolojik ¢alismalar agisindan 6nemlidir (Karadag, 2018).

2.5.1. Fosfazenlerin antimikrobiyal 6zellikleri

Yeni antimikrobiyal ajanlarin gelistirilmesine yonelik ihtiyag ile birlikte mevcut
antibiyotiklerin ila¢ tasima o6zeliklerinin gelistirilmesine yonelik caligmalar da 6nem arz
etmektedir. Fosfazenlerin biyo-uyumlu, biyo-¢oziiniir ve toksik olmayan atiklara
parcalanmas1 Ozelliginden yararlanilarak antibiyotik tasima sistemlerinde kullanilmasina
yonelik arastirmalar yapilmistir. Ornegin idrar yolu enfeksiyonlarinda kullanilan bir

antibiyotik olan  trimetoprim  (TPM) mikrosferinde ¢apraz baglayic1  olarak
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hekzaklorosiklotrifosfazen gruplarinin kullaniminin uygun oldugu 6nerilmistir (H. Ozay ve
0. Ozay, 2014).

Antibiyotik igeren ve biyolojik olarak ¢oziinebilir olan polifosfazenlere iliskin pek c¢ok
calisma yapilmistir. Tian ve digerleri (2013)’nin yapmis oldugu bir ¢alismada
ciprofloxacin ya da norfloxacin ihtiva eden ve c¢esitli aminoasit etil ester (fenilalanin,
alanin, glisin) ile siibstitiie polifosfazenlerin hidroliz duyarliligi, pH davranisi ve
antibiyotik salinim profili incelenmistir. Bulundurdugu yan gruplardan dolay1
¢ozlinebilirligi artirilmis ve antibiyotik salinim orani ayarlanabilmis olan polifosfazenlerin
E. coli’ye karsi 37 °C’de 6 haftalik in vitro hidroliz testi yapilmigtir. Hidroliz testi
sonucunda antibiyotigin salindig1 siire boyunca antibakteriyel 6zelligini sagladigi ve alanin
etil ester ya da glisin etil ester ikame eden polifosfazenlerin daha hizli bozunma ve
antibiyotik salinim faaliyeti gosterdigi ifade edilmistir. Bu polimerlerin antibakteriyel
biyomalzeme {lretiminde, ameliyat sonras1 enfeksiyonlarin Onlenmesi amaciyla
malzemelerin kaplamasinda ya da karisiminda kullannoma uygun oldugu ortaya
konulmustur. Ayrica daha hizli antibiyotik salma yetenegi gosteren polifosfazenleri igeren
nano ya da mikrokiireciklerin kullaniminin yara Ortiisii i¢in uygun olacagi Onerilmistir

(Tian ve digerleri, 2013).

Fosfazenlerin antitiiberkiiloz etkisine yonelik yapilan caligmalarda, ferrosenil igeren
siklotrifosfazenlerin ~ ve  bis-diamino ile  bis-dialkoksi  bisferrosenil-2-trans-6-
dispirosiklotetrafosfazenlerin  Mycobacterium tuberculosis H37Rv bakterisine karsi
biyolojik aktivite gosterdigi tespit edilmistir (Asmafiliz ve digerleri, 2009; Elmas ve
digerleri, 2017).

P. aeroginosa, E. coli ve S. aureus bakterilerine kars1 antimikrobiyal aktivite gosterdigi

belirtilen bazi siklofosfazenlerin yapisi Sekil 2.7°de verilmistir (Yildirnm ve digerleri,

2018).
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Sekil 2.7. P. aeroginosa, E. coli ve S. aureus bakterilerine karsi antimikrobiyal aktivite
gosteren halkali fosfazenlerin yapisi (Yildirim ve digerleri, 2018)

2.5.2. Fosfazenlerin antioksidan 6zellikleri

Hiicredeki metabolizma faaliyetleri sonucunda olusan reaktif oksijen tiirlerinin (serbest
radikaller) membran lipitleri, niikleik asitler ve protein gibi hiicre yapilarina verecegi
hasar1 Onlemekte gorev alan mekanizmalara antioksioksidanlar denir. Antioksidanlar,
oksidatif strese sebep olan maddeleri ortamdan uzaklastirarak, hasara sebebiyet veren
mekanizmalarin baslamasini engelleyerek ve olusan hasari onararak etki eder (Ozcan,

Erdal, Cakirca ve Yonden, 2015).

Literatiirde organik maddeler i¢in antioksidan olarak kullanilabilecek bazi fosfazenler
(hekzakis(2,5-di-tert-alkilhidroksifenoksi)siklotrifosfazatrien ve oktakis(3,5-di-tertalkil-4-
hidroksifenoksi)siklotetrafosfazatetraen) tanimlanmistir. Bu fosfazenler amino grubu ile
engellenmis fenolik gruplarla stibstitiie edilmistir ve kararsiz organik maddelerin oksijenle
temasindan olusabilecek polimerizasyon iriinlerinin Onlenmesini ve oksidasyondan
korunumu i¢in kullanilabilmektedir. Bu fosfazen bilesikleri ayni zamanda igten yanmali

motorlarda kullanilan hidrokarbon yakitlarin stabilize edilmesi i¢in de uygundur (Goins ve
Li, 1992).

Antioksidan 6zelligi bulunan fosfazenlere bir diger 6rnek olarak organometalik veya

inorganik metal tuzlarini iceren fosfazenler verilebilir. Yiiksek sicakliklara dayanikli ve
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oksidatif olarak stabil siklofosfazenlerin iiretilmesine yonelik ¢alismalarda bu bilesikleri
iceren malzemelerin jet ugagi, tirbin ve dizel motorlarda kullanimini saglamak

amaglanmistir (Nader ve Inbasekaran, 1993).

Ferulik asit igeren polifosfazenlerin bulundugu malzemeye serbest radikallerden korunma
ozelligi kazandirdig1 ve bu malzemelerin 6zellikle yiiksek mukavemet igeren sert doku
yapilari i¢in kullanilabilecegi belirtilmistir (Morozowich, Nichol, Mondschein ve Allcock,
2012a). Polifosfazen iskeletine bagli farkli amino esterler ile birlikte ikame edilmis ferulik
asit igeren polimerlerin antioksidan etkileri aragtirilarak, bu bilesiklerin yapay viicut
stvisina (SBF) maruz kaldiginda apatit (kemik dokuda bulunan kalsiyum fosfat minerali)
minerallesmesi yetenekleri arastirilmistir. Bu ¢aligmada minerallesme siirecinin polimerin
hidrofobik/hidrofilik 6zelligine bagli oldugu ve bu oOzelligin de farkli yan gruplarla
saglanabilecegi ortaya konulmustur (Morozowich, Nichol ve Allcock, 2012b).

Oktaklorosiklotetrafosfazenlerden bir dizi reaksiyon sonucu olugan substitiie ferrosenil
siklotetrafosfazen bilesikleriyle yapilan antioksidan aktivite tayininde, bilesiklerin DPPH
serbest radikalini siipiiriicii etkisi incelenmis ve herhangi bir antioksidan aktivite ortaya

konulamamistir (Aydin, 2018).

2.5.3. Fosfazenlerin antikanser 6zellikleri

Diinya genelinde kemoterapik kanser tedavisinin yaklasik %50’sinde platin temelli ilaglar
kullanilmaktadir (Galanski, Jakupec ve Keppler, 2005). Ancak platin temelli ilaglarin tiim
kanser tiplerinde esit etkiye sahip olmamasi ve kanser hiicre popiilasyonlarinin somatik
evrim siireciyle zaman iginde tedaviye direng kazanabiliyor olmasi nedeniyle (Chabner ve
Roberts 2005; Johnstone, Park ve Lippard, 2014) yeni antikanser ajanlarinin gelistirilmesi
onem kazanmaktadir. Ayn1 zamanda, birlikte, ¢esitli kombinasyonlarda kullanilabilen bu
ilaglarin son derece toksik olmasi sebebiyle de daha secici, kansere 6zel molekiiler hedefli

ajanlarin gelistirilmesi amaglanmaktadir (Hurley, 2002).

Platin temelli ilaglarin tedavi siirecinde bir takim yan etkileri de beraberinde getirdigi
bilinmektedir (Wong ve Giandomenico, 1999). Ciinkii antikanser ilaglarinin ¢ogunun 1
000 Da’dan kiiciik molekiillii ilaglar olmast bu ilaglarin sadece tiimor hiicrelerine degil

normal doku ve hiicrelere de saldirarak nefrotoksisite, norotoksisite ve kardiyotoksisite
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gibi etkilere sebep oldugu bilinmektedir. Bu toksik etkiler sebebiyle kemoterapide doz
ayarlamaya gidilmesi gerekir ki bu durum tedavinin etkililigini azaltmaktadir. Kiigiik
molekiillii kemoterapik ajanlarin bu siirliligini ortadan kaldirmak igin polimerik ilag
tasima sistemleri (Drug Delivery Systems; DDS) gelistirilmektedir. Kontrollii ve hedefli
ilag salim sistemleri olarak ikiye ayrilabilecek olan polimerik ila¢ tasima sistemleri, suda
¢ozilinebilirligi ve plazmada uzun omirliligi saglayarak ilaglara tiimor segiciligi 6zelligi
kazandirir. Bu sistemlerin (DDS) tiimor segicilik 6zelligi hiicrelerdeki belirli bir antijene
ya da reseptore duyarli olmasi durumunda aktif tiimor hedefleme olarak adlandirilirken,
pasif tiimor hedefleyen polimerik DDS’lerde ilag tasiyict molekiil ya da nanopargacigin
bliylikliigii onem tasir. Son yillarda, aktif ve pasif tiimor hedefleme i¢in birgok geleneksel
organik polimerin ila¢ tasiyicist olarak kullanimina iliskin ¢aligmalarda bulunulmustur.
Ancak bu organik polimerlerin biyo-uyumluluk ve biyo-¢6ziiniirlik 6zelliklerinin
yeterince uygun olmamasi, istenen hedefe dogru zamanda kontrolli saliminin
saglanmasinda kisitlart oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle polifosfazenlerin geleneksel
organik polimerlerde bulunmayan fizikokimyasal ¢esitlilige ve tiimor hedefleme 6zelligine
sahip olmasi, yeni polimerik ila¢ tasima sistemlerinde kullanilabilecek elastomer ve
membranlarin gelistirilmesine katki saglamaktadir. Ornegin paklitaksel gibi hidrofobik
antikanser ilaglar i¢in polifosfazen miselleri ve mikrosferleri ideal bir ilag tasiyici
sistemidir. (Sohn ve Jun, 2009: 249-255). Genel olarak miseller viicutta daha uzun siire
kalarak terapatik etmenin bdlgede toplanabilmesini ve ¢oziiniirliigii diisiik olan ilaglarin

¢Oziinlirligiiniin artmasini saglar (Sezgin, Yiiksel ve Baykara, 2003).

Antitiimor ilaglarin ¢ogu hiicre i¢indeki aktivitesini DNA’y1 hedef alarak, replikasyon ve
mitozu erteleyerek ya da apoptozu uyararak gerceklestirir. Bundan dolayr bu ilaglarin
DNA ile etkilesime ge¢cme 6zelligi dnem arz etmektedir (Palmer ve digerleri, 2012: 304-
306, 314, 329-331). Kanserin kotii huylu hiicre boliinmesi ve tekrarli DNA replikasyonu
ile olustugu bilindiginden, antikanser ilaglarinin gelistirilmesinde ele alinan 6nemli
konulardan biri DNA ile etkilesime gegen molekiillerin kullanimidir. Bu nedenle
siklotrifosfazenlerin DNA ile etkilesim gosterdigini ve antikanser ajan olarak kullaniminin

uygun oldugunu gosteren ¢aligmalar yapilmistir (Yenilmez Ciftgi ve digerleri, 2016).

Baek, Cho, Lee ve Shon (2000)’nin yapmis oldugu bir arastirmada bazi suda ¢oziinen

siklotrifosfazenlerin 16kosit 11210 ve bazi insan kanser hiicre hatlarinda yapilan
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caligmalarinda, aminofosfazenlerin cisplatin ve karboplatinden daha yiiksek antitimor

aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir.

Hekzaklorosiklotrifosfazen ile antikanser oOzellikteki kuersetin (QCT: 3,3°,4°,5’-7-
pentahidroksiflavone)’in  polimerizasyonu ile olusan inorganik-organik hibrit yapidaki
polifosfazen nanokiireler, model olarak kullanilan akriflavin ile yapilan deneyler
sonucunda kontrollii ilag saliminda kullanilabilecegi ortaya konulmustur. Fosfor atomuna
bagli olan CI atomlar1 (P-Cl bagi reaktivitesi) bu bilesiklere, uygun sartlar altinda amin,
alkol ve fenol gibi organik gruplarla yer degistirme reaksiyonu yapma oOzelligi
kazandirdigindan, ortaya ¢ikan organik yan gruba sahip olan inorganik-organik hibrit yapi,
genis ylizey alanina sahiptir. Bu alanin genis olmasi da ilag, boya, metal vb. maddelerin
emilim kapasitesinin artmasini saglamaktadir. Ozellikle ilacin istenilen bolgeye salinimi ve
tedavi edici konsantrasyonun ayarlanmasi miimkiin kilinarak ilacin olasi yan etkilerinin de
oniline gegilebilmekte, biyouyumlu ve biyog¢oziiniir 6zellikte olmalar1 sebebiyle de toksik
olmayan fosfat ve amonyuma pargalanabilmektedir. (Oriim ve Demircioglu, 2018; Tibbitt,

Dahlman ve Langer, 2016).

Organometalik bilesiklerin polifosfazenlerle birlestirilmesiyle ortaya g¢ikan metalloilag
komplekslerinin antitiimor etkilerine yonelik yapilan c¢alismalarda, organ deformasyonu
gibi istenmeyen etkilerin tistesinden gelinebildigi ve bu komplekslerin ilag tagimnimi igin

gelecek vaat ettigi gosterilmistir (Hackl ve digerleri, 2017).

2.6. Enfeksiyon Hastaliklar: ve Etmenleri

Enfeksiyon hastaliklarinin 6zellikle tarimin insan hayatina girmesiyle birlikte son 11 000
yil i¢inde ortaya ¢ikmis olabilecegi diistiniilmektedir (Wolfe, Dunavan ve Diamond, 2007).
Yiizyillardir bu hastaliklarin bir kismi ortadan kaldirilabilirken sitma gibi bazi bulasici
enfeksiyonlar giiniimiizde hala milyonlarca insanin hayatini etkilemektedir (Becker, 1989:
1).

Biiyiik salgin hastaliklarinin tarihgesine baktigimizda, en etkili enfeksiyon salginlarindan
biri olan ve “Kara Oliim” olarak anilan biiyiik vebanin 1300’li yillarda basladig
bilinmektedir. Yakin tarihe baktigimizda ise 1918 yilinda bas gdsteren Ispanyol gribi

salgininin en az 25 milyon insanin 6liimiine sebep oldugu bilinmektedir (Lederberg, 2000).
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Enfeksiyon hastaliklar1 ve mikroorganizmalarin tanimlanmasina yonelik ilk ¢alismalarda,
Anton van Leeuwenhoek 1683 yilinda bakterileri, dis plagin1 mikroskopta incelerken
kesfetmis ve gordiigii organizmalar1 “minik hayvanciklar” olarak adlandirmistir. Yaklasik
200 y1l sonra, 1868 yilinda ise Louis Pasteur, bulasici hastaliklara “mikrop” adinm1 verdigi
canlilarin sebep oldugunu ifade etmistir. Bu yillarda Joseph Lister’in yaralari temizlemekte
kullandig1 karbolik asit de ilk kullanilan antiseptik uygulamalardan sayilmaktadir
(Lederberg, 2000).

Edward Jenner 1796 yilinda as1 teknigini, ilk defa ¢igek hastaligia karsi gelistirmistir.
Diinya Saghk Orgiiti (WHO)’nun 1900’li yillarda cicek asisini kullanarak baslattig
program ile de 1979 yilinda ¢igek hastaligi diinyadan silinmistir. Giiniimiizde de
enfeksiyon hastaliklariyla miicadelede, 6rnegin kizamik, kizamikgik, grip gibi hastaliklarin
yayilmasini engellemek icin asi1 politikalar1 uygulanmaktadir (Lederberg, 2000; Becker,
1989: 1).

Glnimiizdeki ilk defa goriilmeye baslayan enfeksiyon hastaliklar  gesitli
mikroorganizmalar ve viriislerden kaynaklanabilmektedir. Yakin ge¢miste adin1 duymaya
bagladigimiz bazi enfeksiyonlara sebep olan virlislere 6rnek olarak Marburg viriis,
noroviriis, Nipah viriis, Napa viriis, Powassan (POW) viriis, kus gribi viriisii ve Bat1 Nil
viriisii verilebilir (Turkington ve Ashby, 2017: xiv). Bu enfeksiyonlarin yeni ortaya
cikmasinda farkli sebepler bulunmaktadir. Ornegin kus gribinde, avian influenza viriisiiniin
konakgis1 hayvan oldugu bilindigi halde insanda da enfeksiyon olusturdugu goriilmiistiir.
Bir diger 6rnekte de Bat1 Nil viriisiiniin normalde bulundugu cografyanin disinda goriilerek

ensefalite sebep olmasidir (Erdemir, Uysal, Akman ve Cirlak, 2011).

Yeni ortaya cikan enfeksiyon hastaliklarinin 1940°li yillardan bu yana (a) hastalik
etmenlerine, (b) iletim tipine, (c) ilag direngliligine ve (d) iletim moduna gore dagilimi
Sekil 2.8’de verilmistir. Yeni enfeksiyon hastaliklarina iligkin vakalarda yer alan
patojenlerin ¢ogunun bakteriler oldugu goriilmektedir ve bu enfeksiyon vakalarinin sayisi
1980’lerde en vyiiksek seviyeye ulasmistir. Sekil 2.8’e gbére yeni ortaya c¢ikan
enfeksiyonlarin etmeninin %60,3’liniin zoonotik patojenler (insan disi, hayvan kaynakli)
oldugu bildirilmektedir. 2000°1i yillarda yeni ortaya ¢ikan enfeksiyon hastaliklarmin ise
%28,8’inin vektdr kaynakli oldugu goriilmektedir. Ozellikle 1990’11 yillardan sonra

meydana gelen iklim anormalliklerinin, g¢evresel kosullara duyarli olan vektorler igin
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enfeksiyon hastaliklarini tetiklemis olabilecegi diistiniilmektedir. Bunun disinda antibiyotik
direngli mikroorganizmalardan kaynakli enfeksiyonlarda da yillar iginde artis oldugu

goriilmektedir (Jones ve digerleri, 2008).
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Sekil 2.8. Enfeksiyon hastaliklarinin 1940 - 2000 yillari arasindaki vaka sayilar1 (Jones ve
digerleri, 2008)

Ulkemizde de son donemde goriilen enfeksiyon hastaliklari salgmlaria baktigimizda 2002
yili itibariyle Kirim-Kongo kanamali atesinin 10 000’in {izerinde, 2009 yilindan sonra
domuz gribinin 200 000’in {izerinde, norovirlisiin ise 2016 yili itibariyle 75 000’in

tizerinde kisiyi etkiledigi kaydedilmistir (Ergoniil, 2016).
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2.6.1. Bakteriler

Bakteriler tek hiicreli, diinya yilizeyinde hemen hemen tiim ortamlarda yasayabilen
mikroskobik canlilardir. Morfolojik olarak, zarli bir ¢ekirdek yapisi ve hiicre i¢i organel
bulundurmamasi ile prokaryotik yasam formuna sahiptir. Bakterilerin metabolik
kapasiteleri de son derece ¢esitlidir, her tiirlii organik bilesigi ve bazi inorganik bilesikleri
besin maddesi olarak kullanabilmektedir (Rogers, 2011: 3-9).

Bakterilerin morfolojik ve metabolik 6zelliklerine iliskin bilgilerin ¢ogu enfeksiyon etmeni
olan patojen bakteriler {izerinde yapilan ¢alismalardan elde edilmistir. Bakteriler 6karyotik
canlilara gore daha basit olmalarina ragmen biiyiikliikleri, sekilleri ve yasam ortamiyla
cesitlilik gostermektedir. Sekil agisindan bakteriler genel olarak ii¢ formda bulunur; kok,
cubuk ve kavisli (spiral, vibrio). Biiyiikliikklerine bakildiginda ise en kiigiik bakterinin 0,1 —
0,25 um gap olgtisiiyle Mycoplasma pneumonia oldugu bilinmektedir. Bir kok bakterisinin
(Ornegin S. aureus) ortalama capi yaklasik 1 um’dir, cubuk formdaki bir bakterinin

(Ornegin E. coli) ise ortalama uzunlugu 2 um, ¢ap1 0,5 um’dir (Rogers, 2011: 3-9).

Bakteriler i¢in en kullanigh boyama reaksiyonu olan Gram boyama, 1884 yilinda Hans
Christian Gram tarafindan gelistirilmistir. Bu yontemde kullanilan iki boya ile birlikte
bakteriler, hiicre yilizeyi yapilarindaki farkliliktan dolayi farkli renklerde goriiniim sergiler.
Bu iki farkli morfolojiden dolayr bakteriler Gram pozitif ve Gram negatif olarak
siniflandirilir (Rogers, 2011: 3-9). Gram pozitif bakterilerin hiicre duvari, lipit yapidaki
hiicre zarim ¢evreleyen kalin bir peptitoglikan tabakasi icerirken, Gram negatif bakteriler,
iki hiicre zar1 arasina sikistirilmis ¢ok daha ince bir peptidoglikan tabakasina sahiptir.
Gram negatif bakterilerde dis hiicre zar1, endotoksin olarak da bilinen lipopolisakkaritler
(LPS)’nin yan1 sira porinler gibi proteinler igermektedir. Ayrica her iki bakteri tiiriinde de
ortak olarak, i¢ zarlarinda gesitli proteinler bulunabilir ve flagellaya sahip olabilir. Gram
pozitif ve negatif bakterilerin genel hiicre yapisi Sekil 2.9’da gosterilmistir (Ahmed,
Rushworth, Hirst ve Millner, 2014).
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Sekil 2.9. Gram pozitif ve Gram negatif bakteri yapis1 (Ahmed ve digerleri, 2014)

Insanlar deride, agizda ve bagirsaklarda bulunan ¢ok sayida bakteri ile yakin iliski iginde
yasamaktadir. Bu canlilarin bir kismmin insan saglhigi iizerinde olumlu etkileri
bulunmaktadir. Bagirsak florasinda yasayip, patojenitesi olmayan ya da diisiik patojeniteye
sahip olan, besin takviyesi olarak alinip bagirsak florasinin dengesinin saglanmasina
yardimci olan “probiyotik bakteriler” yararli mikroorganizmalara 6rnek olarak verilebilir
(Alvarez-Olmos ve Oberhelman, 2001). Ayrica topraktaki azot dongiisiiniin
saglanmasinda, olii bitki ve hayvanlarin yikiminda, siit tirtinleri gibi ¢esitli gida tirtinlerinin
ve deri liretimi gibi ¢esitli sanayi iirtinlerinin eldesinde kullanilmaktadir (Turkington ve
Ashby, 2017: 27). Ancak bakteriler tarih boyunca insan sagligini etkileyen enfeksiyonlarin
biiyiik bir kismindan da sorumlu olmustur. Bu enfeksiyonlar firsatg1 patojen ya da patojen
bakterilerden kaynaklanmaktadir (Aminov, 2017) ve bu tez ¢alismasinda da kullanilan bazi

patojen bakteriler ve mayalarla ilgili asagida bilgi verilmistir.
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Bacillus cereus

Gram pozitif, ¢ubuk formunda, farkli sicakliklarda ve farkli pH’da biiyiiyebilen ve spor
olusturabilen bir bakteridir (El-Arabi ve Griffiths, 2013). Genellikle 3-8 mm ¢apinda,
biiyiik, gri koloniler olustururlar (Marrollo, 2016: 6). B. anthracis, B. mycoides, B.
pseudomycoides ve B. thuringiensis tiirlerine benzerlik gosteren bu bakteri, dogal olarak
toprakta bulundugundan sebze, siit ve et lirlinlerinden siklikla izole edilebilir. Aerobik ya
da anaerobik ortamda, genellikle 10-50 °C arasinda tirerken, bazi suslar1 buzdolabinda da
iireyebilir ki bu durum yiyeceklerin raf émrii ve korunmasi konusunda endise olusturur.

Insanda, kusma tipinde veya ishal tipinde gida zehirlenmesine sebep olabilir.

B. cereus’un gida kaynakli salginlarindan sorumlu ii¢ tip enterotoksin tanimlanmistir. Bu
enterotoksinlerden ikisi ii¢ bilesenli bir proteinken, digeri tek bilesenli CytK olarak
isimlendirilen bir proteindir (Granum, 2005: 409, 415). Bunun disinda katalaz, hemoliz

enzim aktiviteleri gosterir ve lizozime kars1 direnglidir (Pontieri, 2016: 17).

B. cereus’un koloni ¢eperinden (a) ve koloni merkezinden taramali elektron mikroskobu

ile gekilen goriintiileri Resim 2.1°de verilmistir (Afrikian, St Julian ve Bulla, 1973).

Resim 2.1. B. cereus elektron mikroskobu goriintiileri (Afrikian ve digerleri, 1973)

Cogu B. cereus susu P-laktamaz iiretmesi sebebiyle penisilin ve sefalosporinlere karsi
direng gosterir. Bunun disinda karbapenem, makrolid ve tetrasiklinlere karsi duyarsiz
oldugu bilinmektedir. B. cereus enfeksiyonlarinin tedavisinde en c¢ok tercih edilen
antibiyotik vankomisindir. B. cereus kaynakli yara enfeksiyonlarinda da siprofloksasinin
kullaniminin uygun oldugu belirtilmistir (Marrollo, 2016: 6-8).
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Bacillus subtilis

Gram pozitif ve ¢ubuk formunda olan bu bakteri tiirii zorunlu aerobik ya da fakiiltatif
anaerobiktir. B. subtilis, kolayca topraktan izole edilebilen, dzellikleri en iyi tanimlanmis
bakterilerdendir. Endiistride, proteaz basta olmak lizere pek ¢ok enzimin iiretimi igin
kullanilmaktadir. Zorlu ¢evre kosullarina dayanikli endospor formu mevcuttur ve bu
sporiilasyon evresindeki metabolik degisiklikler sayesinde proteaz ve a-amilaz gibi ticari
acidan Onemli proteinleri sentezler. Rekombinant DNA teknolojisi basta olmak {izere
molekiiler biyoloji ve fizyoloji ¢alismalarinda model organizma olarak kullanim1 uygundur
ve E. coli’den sonra tiim niikleotid dizisi tanimlanan ikinci canli organizmadir. (Harwood,
1989; Pant, 2015; Granum, 2017: v). B. subtilis’in renklendirilmis taramali elektron

mikroskobu goriintiisii Resim 2.2°de gosterilmigtir.

Resim 2.2. B. subtilis elektron mikroskobu gériintiileri (URL-1, 2019)

B. subtilis suslarinin insanlarda kontakt lensler ile gbz enfeksiyonu olusturdugu ve bazi

gida zehirlenmesi vakalarina sebep oldugu bilinmektedir (De Boer Sietske, 1991).

B. subtilis ve diger spor olusturan Bacillus tiirleri probiyotik ve profilaktik olarak
kullanilabilmektedir. Ayrica B. subtilis suslar1 as1 antijenleri ve bazi insan proteinlerinin
tretimi icin elveriglidir. B. subtilis tarafindan iretilebilen proteinler Cizelge 2.2’de

verilmistir. B. subtilis subtilin antibiyotiginin iiretiminde, bliylime hormonu, interferon,
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proinsiilin, doku plazminojen aktivitorii iretiminde, ¢esitli mikroorganizmalara karsi
gelistirilen as1 antijenlerinde, 6rnegin pndmolisin, P1, ompP2 {iretiminde kullanilmaktadir.
Bunun disinda ¢esitli vitaminlerin (Ornegin biyotin, tiamin, folik asit) ve yararli
kimyasallarin iiretiminde de kullanilabilecegi gosterilmis, ancak bunlar ticarilesmemistir

(Zeigler ve Perkins, 2008: 319-321).

Cizelge 2.2. B. subtilis tarafindan iiretilebilen protein 6rnekleri (Zeigler ve Perkins, 2008:
321)

Sinif Protein

As1 antijenleri Pnomolisin (Streptococcus pneumoniae igin)

P1 (Neisseria meningitides igin)

OmpP2 (Haemophilus influenzae igin)

PT alt tiniteleri (Bordetella pertussis igin)
Insan proteinleri ettt

Biiytime hormonu

Interferon

Doku plazminojen aktivatorii
Antibiyotik Subtilin

Enterococcus faecalis

Gram pozitif, oval sekilde ve fakiiltatif anaerobik olan bu bakteri tek, ¢iftler halinde veya
kisa, uzun zincirler olusturacak sekilde bulunabilir. Insan bagirsagi, agiz boslugu ve vajina
kanalinin dogal florasinda bulunmaktadir. E. faecalis insan enterokok enfeksiyonlarinin
%80-90’1indan sorumludur. Enterokoklar insanda ¢esitli enfeksiyonlara sebep olur ancak
yaygin olarak karsilagilan enfeksiyonlara Ornek olarak idrar yollari, kan dolasimu,
endokardiyum, safra yollari, yanik yaralari ve kok kanal sistemi verilebilir. Onemli
viriilans faktorleri arasinda, jelatinaz, serin proteinaz enzimleri, enterokokal yiizey proteini
(Esp) ile feromona duyarli plazmitler tarafindan kodlanan sitolizin/hemolizin toksini
bulunmaktadir. Sitolizin toksini pro-inflamatuvar 6zelliktedir ve diger Gram pozitif
bakterilere kars1 da bakteriosin etki gostermektedir (Love, 2001; Fischetti ve Ryan, 2008:
303-304; Arias ve Murray, 2015: 2329-2320).

E. faecalis suslarimin %50-65’1 bir ¢esit hiicredisi metalloendopeptidaz olan coccolizin
enzimini {retir ve bu enzim bir vazoaktif peptid olan endotelinin inaktivasyonunda rol
oynar. Bir diger viriilans faktorii ise lipoteikoik asittir ve tiimor nekroz faktorii (TNF) ile
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interferonun tiretimini azaltarak bagisiklik yanitinin diizenlenmesine etki eder (Winn ve

digerleri, 2006: 701).

E. faecalis kaynakli enfeksiyonlarin tedavisi igin kombinasyon antibiyotik tedavisi ve
genellikle ampisilin ile birlikte seftriakson tercih edilmektedir. Ancak seftriaksonun
vankomisine direngli enterokoklarin kolonilesmesini tesvik etmesi sebebiyle bu tedavi
yontemi de cok giivenilir goriinmemektedir ve yeni tedavi stratejilerinin gelistirmesi
gerekmektedir. E. faecalis suslarinin vankomisin direngliliginin alt1 farkli fenotipi
bulunmaktadir; VanA, VanB, VanC, VanD, VanE ve VanG. Antibiyotik direngli E.
faecalis suslari siit ve et triinlerinde bulunabilmektedir (Beganovic ve digerleri, 2018;
Taban, Dogan Halkman ve Halkman, 2014: 655). E. faecalis suslarmin %28’
kloramfenikole, %99°u ise ciprofloksasine karsi direng gosterir (Fischetti ve Ryan, 2008:
303-304).

E. faecalis’in 3 000X biiyiitiilmiis, renklendirilmis taramali elektron mikroskobu goériintiisii

Resim 2.3’te gosterilmistir.

Resim 2.3. E. faecalis taramali elektron mikroskobu goriintiisti (URL-2, 2019).

Enterococcus hirae

Gram pozitif ve oval yapidadir, kutup olusturarak boliiniir ve cogalir (Koch, 1995: 20).

Bu enterokok tiiriiniin ¢esitli hayvanlarda (6zellikle fare ve kuslar) enfeksiyona sebep

oldugu bilinmekle birlikte, insanlarda da enfeksiyona sebep olduguna iligkin nadir de olsa
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vakalar bulunmaktadir. Olusturdugu enfeksiyonlarda hiicre duvari yapisinda bulunan
peptidoglikan ile lipoteioik asit enflamatuar yanit olugsmasini uyarmaktadir. Ayn1 zamanda
kapsiil yapisi, sitolizin enzimi ve siiperoksit olusturmasi da enflamatuar olusumunu
tetikler. Tavuklarda biiyiime depresyonu olarak bilinen bir hastalifa sebep olur. Ayrica
kedi, kopek, at, sigir ve domuz yavrularinda ishale sebep oldugu bilinmektedir ve E. hirae
suslarinin sebep oldugu ishalle ilgili tedavi segenekleri heniiz tanimlanmamistir. insanda
sebep oldugu enfeksiyonlara bakildiginda ise, dogal kapak¢ik endokarditine ve son donem
bobrek yetmezligi hastalarinda diyalize bagli septisemiye sebep olabildigi gosterilmistir. E.
hirae ATCC 8043 susunun karmasik bir beslenme gereksinimi bulunmaktadir ve gida
endiistrisinde vitamin, amino asitler i¢in biyoassay organizmasi olarak kullanilmaktadir
(Gilad ve digerleri, 1998; Poyart ve digerleri, 2002; Stewart, 2013: 200-201; Winn ve
digerleri, 2006: 702).

E. hirae bakterilerinin 10 000X biiyiitmedeki renklendirilmis taramali elekton mikroskobu

goriintiisii Resim 2.4’te verilmistir (URL-3, 2019).

Resim 2.4. E. hirae bakterilerinin elektron mikroskobu goriintiisii (URL-3, 2019)

Staphylococcus aureus

Stafilokoklar igerisinde klinik agidan biiylik 6neme sahip, Gram pozitif ve oval formda bir
tiirdlir. Mannitolii anaerobik olarak fermente eder, katalaz ve koagiilaz pozitiftir, sar1

pigmentli koloniler olusturur (Yousef ve Carlstrom, 2003: 121). Dolasim sistemi
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enfeksiyonlarindan cilt enfeksiyonlarina, farkli sistemler iizerinde ciddi ya da hafif

enfeksiyonlara sebep olabilmektedir (Monson, 2011: 316-329).

S. aureus bakterisinin sebep oldugu bakteriyemi (septisemi), yiiksek 6liim oranina sahip
yaygm bir hastaliktir (Jenkins, Price, Sabel, Mehler ve Burman, 2008). Insanda
nazofarenks basta olmak {lizere deri, vajina ve bagirsak sistemi florasinda bulunur. Ayrica
onemli bir gida kaynakli enfeksiyon etmenidir. Bu bakteriler hiicre duvari yapisindaki
peptidoglikana kovalent olarak baglanan teikoik asit tretirler. Yiiksek sarjli bu hiicre
duvari yapisi, bakterilerin cansiz yiizeylerde ve burunda kolonilesmesine yardimci olur.
Viriilans etmenleri ve genleri arasinda koagiilaz enzim aktivitesi (coa), topaklanma
faktorleri (CIfA ve clfB), ekstraseliiler matriks baglanma proteinleri, fibronektin baglanma
protein A (fnbA), a-hemolizin (hla), lipaz (lip), protein A (spa), von Willebrand faktor-
baglayici1 protein (VWbp) ve fenol ¢6ziicii molekiiller (psms genleri) bulunur. Bunlarin
disinda konakgi hiicrelerin zarina dogrudan zarar verebilen toksinler (6rnegin Toksik sok
sendromu toksini) ve siiperantijenler {liretebilmektedir. Bodylece fagositik aktiviteyi
baskilayarak konak¢inin bagisiklik sistemine karsi koyabilmekte ve kolonilesebilmektedir
(Becker, 2018: 14-24; Hu, Wang, Fang, Okamura ve Ono, 2018: 39).

S. aureus, giiniimiizde pek ¢ok antimikrobiyal ajana karsi direng gostermesi sebebiyle de
dikkat ¢ekmektedir. S. aureus izolatlarinin ¢ogunlugu giiniimiizde B-laktamaz enzim
aktivitesiyle penisiline kars1 direng gostermektedir. S. aureus suslarinin -laktamlara karsi
direngliligini saglayan iki mekanizma bulunmaktadir; birincisi blaZ geni tarafindan
kodlanan B-laktamaz enzim aktivitesidir ve isoksazolil-penisilin digindaki penisilinlere
direngliligi saglar, ikincisi ise mecA ve mecC gen aktiviteleri ile tiretilen alternatif
penisilin-baglanma proteini ile hedef bdlge degisiminin saglanmasidir ve tim penisilin
tirlerine karst direngliligi saglar. S. aureus bunun yaninda tetrasiklinler, makrolidler,
aminoglikozitler, metisilin gibi pek ¢ok ajana kars1 da direng gosterebilmektedir (Febler,
Li, Kadlec, Wang ve Schwarz, 2018: 57-58; Monson, 2011: 316-329).

1 pum Olgekteki renklendirilmis taramali elektron mikroskobu goriintiisiinde, sari-turuncu
renkli kok bigimindeki hiicreler S. aureus bakterilerini, mor boyali alanlar ise

ekzopolisakkariti gostermektedir (Resim 2.5) (URL-4, 2019).
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Resim 2.5. S. aureus’un taramali elektron mikroskobu goriintiisii (URL-4, 2019)

Escherichia coli

Cubuk seklinde, Gram negatif bir bakteridir, spor olusturmaz ve genellikle bir kapsiil ya da
mikrokapsiil bulundurur. Fermentasyon ve solunum metabolizmasina sahip fakiiltatif
anaerobik bakterilerdir. Optimum 37 °C’de ve ¢ok ¢esitli kiiltiir besiyerlerinde ya da
sentetik besiyerlerinde biiyliyebilir, kati besiyerlerindeki kolonileri pigmentsizdir. Bazi
suslar1 polisakkarit slime iretir. Hiicre duvarinda yer alan LPS somatik antijenleri, H
kirpik antijenleri, F fimbria antijenleri ve kapsiil olusturan suslarda bulunan K antijenleri

ile serotiplendirilmesi yapilabilir (Bedir, 2016; Sussman, 1997: 1-10).

Patojenik olan E. coli suslar1 ¢ok sayidaki viriilans faktorii (toksinler, sideroforlar, adhezin
yapilar1 vb.) ile bagirsak ve ekstraintestinal sistem rahatsizliklarina sebep olmaktadir.
(Johnson, 2002: 57). E. coli insan bagirsak florasinda dogal olarak bulunur ve énemli bir
pihtilagsma faktorii olan K> vitamininin sentezinde rol alir (Reygaert, 2017: 82). Ancak,
tropatojenik E. coli suslari bagirsakta herhangi bir tehdit olusturmazken idrar yolu
enfeksiyonlarma sebep olmaktadir. Ornegin hemolitik iiremik sendromun korkulan
ajanidir. K antijeni olusturan tiirlerden E. coli O157:H7 susu, trettigi shigatoksinler ile
hemorajik kolite sebep olabilmektedir. Vero sitotoksin iireten E. coli tiirleri de benzer
sekilde ishal ve hemorajik kolit olusturmaktadir. Enteroagregatif olan E. coli tiirleri ise
fimbrialar1 ile bagirsaklarda mikrovilluslara tutunarak ve isiya dayanakli enterotoksinleri

sayesinde mukus artisina ve biyofilm olusumuna sebep olur. Bu sekilde nihayetinde kansiz
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ishal meydana getirebilir. Bunun disinda E. coli tiirlerinin yaygmn bir sekilde agik
yaralardan septisemiye yol actigi, nadir de olsa kalbin i¢ astarinda kolonileserek endokardit
olusumuna ve yeni doganlarda menenjite neden oldugu bilinmektedir (Sahl, Morris ve
Rasko, 2013: 21-35; Johnson ve Russo, 2002; Sussman, 1997: 15, 24; Reygaert, 2017: 81-
86).

Pekcok E. coli susu B-laktamaz aktivitesi sebebiyle penisilin ve sefalosporinlere karsi
direng gosterir ve antibiyotiklere direngli olan E. coli suslarinin da giderek yayginlastigi
bilinmektedir (Bedir, 2016). Ozellikle klinik arastirmacilar karbapenem direncli E. coli
suslarinin  yayginlasmasindan endiselenmektedir. E. coli suslarinda bulunan direng
genlerine Ornekler, Cizelge 2.3°de verilmistir. E. coli bakterilerinin  kromozomal
DNA’larinda bulunan ampC, amrA, ompF vb. genlerin yaninda, plazmitlerinde bulunan
bla, aac, ant, aph, tetA, tetB genleri de farkli mekanizmalarda antimikrobiyallere karsi

diren¢ olusturmasina sebep olur (Reygaert, 2017: 87).

Cizelge 2.3. E. coli suslarinda bulunan diren¢ genleri ve mekanizmalar1 (Reygaert, 2017:
87)

Antimikrobiyal ajan  Direng mekanizmasi

ampC, B-laktamlar, B-laktamaz enzim aktivitesi,
plazmitteki bla genleri penisilinler, Aktif pompalama

sefalosporinler,

karbapenemler,

monobaktamlar
Plazmitteki aac, ant, aph Aminoglikozitler, Aminoglikozit modifiye enzimler,
amrA, gentamisin, Hedefin degisimi (16S rRNA)
mdtEF (tolC) tobramisin Aktif pompalama
ompF, Tetrasiklinler Sinirl alim,
plazmitteki tetA, tetB Aktif pompalama
ompF, Kloramfenikol Sinirl alim,
acrAB (tolC) Aktif pompalama
ompF Florokinolonlar, Sinirh alim,
gyrA siprofloksasin, Hedefin degisimi (DNA giraz)
parC norfloksasin Hedefin degisimi (topoizomeraz IV)
acrAB (tolC) Aktif pompalama
TMP-dhfr Metabolik yolak Hedef enzim modifikasyonu
SXT-dhps inhibitorleri,

Trimetoprim-

Sulfametoksazol
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E. coli'nin DNA dizisinin tamami aydmlatilmis ve 1997 yilinda yaynlanmistir
(Lukjancenko, 2010). E. coli bakterisinin (mavi renkli, ¢ubuk formlu) renklendirilmis

taramal1 elektron mikroskobu goriintiisii Resim 2.6’da verilmistir (Kalab, Yang ve Chabot,

2008).

Resim 2.6. E. coli’nin taramali elektron mikroskobu goriintiisti (Kalab ve digerleri, 2008)

Klebsiella pneumoniae

Gram negatif, gubuk sekilli, insan bagirsak ve solunum kanallarinin florasinda bulunan,
enterobakterlerdendir. Firsat¢1 patojen oldugundan, bagisiklik sistemi baskilanmis kisilerde
veya hastane ortamindaki hastalarda septisemiye ve pndmoniye sebep olabilir (Acton,
2013: 37). Laktozu fermente edebilmektedir ve optimum 37 °C’de biiyiiyebilmektedir.
Kanli agarda biiyiik, beyaz-gri renkli, 1slak mukoid koloniler olustururken, MacConkey
agarda pembe, siimiiksii koloniler seklinde biiyiir. Oksidaz negatiftir (Hostetler, 2013: 595)

K. pneumoniae uzun siire toplum kokenli pnémoninin olasi bir nedeni olarak kabul
edilmesine ragmen giliniimiizde Avrupa, Kuzey Amerika ve Avustralya’da toplum kokenli
pndmoninin nadir rastlanan etkenlerindendir (Yu ve digerleri, 2007). Ancak bakim goren
hastalarda en sik karsilagilan pndmoni sebeplerindendir. Bunun yaninda siklikla idrar yolu
enfeksiyonlart ile karaciger apsesine yol agmaktadir. K. pneumoniae penisilin 6zellikli -
laktamaz aktivitesi nedeniyle dogal olarak ampisiline kars1 direnglidir (Finkelstein, 2012:
37). Ayrica genis spektrumlu antibiyotiklere ve karpenemlere karsi diren¢ mekanizmalari

gelistiren bir bakteridir (Gasink, Edelstein, Lautenbach, Synnestvedt ve Fishman, 2009).
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K. pneumoniae suslarinin viriilans faktorlerinin basinda, mukoid koloni olusumunu
saglayan polisakkarit kapsiilii (Ornegin K1 ve K2) gelmektedir. Kapsiil yapis1 bakteriyi
bagisiklik sistemi mekanizmalarindan (fagositoz, liziz vb.) korur. Bunun disinda konak
hiicreye yapigsmasini saglayan tip 1 pili gibi ¢esitli fimbrial tipler iiretebilmektedir. Diger
enterobakterlere benzer sekilde hiicre duvari yapisi, endotoksinleri, ekzotoksinleri de

viriilans faktorleri arasinda yer almaktadir (Donnenberg, 2015: 251; Moxley, 2013: 74).

K. pneumoniae bakterisinin 35 mm’de 1 970X biylitmeyle ¢ekilen taramali elektron

mikroskobu goriintiisii Resim 2.7’de verilmistir.

Resim 2.7. K. pneumoniae elektron mikroskobu goriintiisii (URL-5, 2019)

Proteus vulgaris

Enterobacteriaceae familyas1 ile iliskili, Gram negatif, gubuk sekilli bir bakteridir
(Donnenberg, 2015: 2516). Kapsiilii bulunmaz, laktozu fermente etmezken maltozu ve
siikrozu fermente edebilmektedir (Parija, 2009: 274-276). Indol pozitiftir. Sicakliga karst
duyarhdir, 1 saat 55 °C nemli 1sida ve genel dezenfektanlarla dldiiriilebilir. Cok sayida
izolatin oldugu bir kiiltirde tanimlamasi, O antijenleri ve H antijenleri kullanilarak
yapilabilir (Kushwaha, Babu ve Juneja, 2014: 238-242). P. vulgaris’in renklendirilmis
taramal1 elektron mikroskobu goriintiisii 17 000X biiyiitme ile Resim 2.8’de gosterilmistir

(URL-6, 2019).
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Resim 2.8. P. vulgaris elektron mikroskobu goriintiisii (URL-6, 2019)

P. vulgaris, dogal olarak toprak ve kirli sularda yayilim gosterir ve insan bagirsak
florasinda bulunur. Onemli bir firsatg1 patojendir, dzellikle hastane ortaminda, yash
hatalarda, psikiyatrik ve fel¢li hastalarda, yogun bakimda tedavi goren kisilerde, genel
olarak bagisiklik sistemi baskilanmis olan kisilerde enfeksiyon olusturur. Fimbria, filagella
bulundurmasi1 ve iireaz, IgA proteaz, amino asit deaminaz, hemolizin, endotoksin
aktivitelerine sahip olmasi 6nemli viriilans faktorlerindendir ve bu faktorler araciligiyla
ozellikle idrar yolu enfeksiyonlarina sebep olabilmektedir. Ancak bunlar disinda solunum
yolu, deri, goz, kulak, burun, bogaz ve kontamine etler yoluyla bagirsak enfeksiyonlarina
yol agtig1 bilinmektedir. Ayn1 zamanda y18in halinde koloni olusturmasi da, sebep oldugu

enfeksiyonlarda rol oynamaktadir (Rozalski, Sidorczyk, ve Kotelko, 1997).

P. vulgaris, yara enfeksiyonlar1 gibi hastane kaynakli enfeksiyonlara da sebep olmaktadir.
Genel olarak enfeksiyonlarinin ilk asamasi bakterinin fimbriasiyla konakg¢i hiicrelere
tutunmastyla baslar. Uroepitelyal hiicrelere tutunmayla birlikte interlokin-6 ve interlokin-8
salinim1 uyarilir, epitelyal hiicrelerin apoptoza gitmesine neden olur (Parija, 2009: 274-
276).

Pseudomonas aeruginosa

Hastane enfeksiyonlarinin 6nemli etmenlerinden olan Gram negatif, ¢cubuk sekilli, firsatci
patojen bir bakteridir. Aerobik mikroorganizmalardir, glikozu fermente etmezler.

Hareketlidir ve beslenme gereksinimleri agisindan ¢ok yonliidiir. Optimum olarak 37 °C’de
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biiyiimelerine ragmen, farkli sicakliklarda da (Ornegin 42 °C’de) biiyiiyebildigi tespit
edilmigtir. Cok farkli ¢evre kosullarinda, toprak ve suda, hayvan, bitki ve insan
konakc¢ilarinda biiyliyebilmektedir. En giincel antibiyotiklere bile direng gostermesi
sebebiyle klinik agisindan 6nemli bir patojendir (Hancock ve Speert, 2000; Arai, 2011;
Pham ve digerleri, 2015; Gandhi, Baum, Hare ve Caughey, 2004: 35-36). P. aeruginosa
farkli besiyerlerinde biyiiyebilmektedir. Kanli agarda biyiidiigiinde karakteristik bir
gorliniim sergiler; ¢evresel yayilan, metalik parlaklikta, biiyiik gri koloniler olusturur ve -
hemoliziz aktivitesi gosterir. MacConkey besiyerinde ise yesil pigmentli ya da metal

parlakliginda koloniler olusturur. Oksidaz pozitiftir (Winn ve digerleri, 2006: 319-320).

P. aeruginosa, saglikli konakta nadiren akciger enfeksiyonlarma sebep olsa da kistik
fibrozis gibi bagisiklik sistemi zayiflamis olan hastalarda 6nemli bir pndémoni etkenidir.
Solunum enfeksiyonlar1 disinda idrar yolu, deri ve yumusak doku, kulak, g6z, kemik ve
eklem enfeksiyonlarina, menenjite ve beyin apsesine sebep oldugu ortaya konulmustur
(Gandhi ve digerleri, 2004: 35-36). Bilinen viriilans faktorleri Cizelge 2.4’de verilmistir.
Virtilans  faktorleri arasinda, epitelyal reseptorlere baglanmayr saglayan adhezin
molekiilleri (pili, noraminidaz, aljinat), ekzoenzimler (proteaz, fosfolipaz C, elastaz,
hemolizin ve DNaz), bagisiklik yanitina etki eden 16kosidin, oksidatif strese sebep olan
piyosiyanin ve konakta kolonize olup yayilmasini saglayan ekzotoksin A bulunur. Ayrica
ekstraselliiler polisakkarit iireterek biyofilm olusturur (Tang ve digerleri, 1996; Molinari,
Guzman, Pesce ve Schito, 1993; Winn ve digerleri, 2006: 319-320).

Cizelge 2.4. P. aeruginosa bakterisinin viriilans faktorleri (Winn ve digerleri, 2006: 319-

320)

Viriilans faktor Biyolojik etkisi

Pili Konakgidaki epitel hiicre yiizeyinde bulunan GM-1
gangliyosit reseptorlerine tutunmay1 saglar.

Noraminidaz Pilinin tutunumunu kolaylastirmak igin GM-1
gangliyosit reseptorlerindeki siyalik asit kalintilarim
temizler.

Aljinat Konakeinin akciger epitel hiicrelerine yapismasini ve

biyofilm  olusturmasini  saglayan  polisakkarit
kapstildiir. Ayrica antibiyotiklere ve bagisiklik
sistemine kars1 korunmayi saglar.

Lipopolisakkarit Endotoksin iireterek sepsise sebep olur.
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Cizelge 2.4. (devam) P. aeruginosa bakterisinin viriilans faktorleri (Winn ve digerleri,
2006: 319-320)

Viriilans faktor Biyolojik etkisi

Ekzotoksin A Doku yikimi1 ve protein sentezinin inhibe edilmesinde
rol oynar, makrofaj aktivitesini bozar.

Enterotoksin Gastrointestinal aktiviteyi bozarak ishale sebep olur.

Ekzoenzim S Protein sentezini inhibe eder.

Fosfolipaz C Sitoplazmik zar1 pargalar.

Elastaz Immiinoglobiilinleri pargalar, nétrofil aktivitesini
bozar.

Lokosidin Notrofil ve lenfosit aktivitesini bozar.

Piyosiyanin Solunum sistemi aktivitesini bozar, dokularda
oksidatif strese sebep olur ve diger bakterileri
baskailar.

P. aeruginosa enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan antibiyotik siniflarina 6rnek olarak
aminoglikozitler (Ornegin gentamisin), florokinolonlar, antipsddomonal penisilinler
(Ornegin tikarsilin), iiciincii ve dérdiincii nesil sefalosporinler (Ornegin seftazidim) ve

aztreonam (monobaktam) verilebilir.

P. aeruginosa bakterisinin 10 cm genisligindeki alanda 4 950X biiyiitmeyle alinan taramali
elektron mikroskobu goriintiisii Resim 2.9°da verilmistir (URL-7, 2019).

Resim 2.9. P. aeruginosa bakterisinin elektron mikroskobu goriintiisii (URL-7, 2019)
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Salmonella typhimurium

Bu serotipin tam ismi Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium olarak
tamimlanmistir (Alakomi ve Saarela, 2009). Gram negatif, ¢ubuk sekilli, fakiiltatif
anaerobik olan Salmonella tiirleri, kontamine gidalarla bulasmasi durumunda ciddi karin

agrisi, ishal ve atesle seyreden bagirsak enfeksiyonlarina neden olur (Malorny ve digerleri,
2009).

Salmonella typhimurium olumsuz kosullar altinda cesitli stres proteinleri iiretir. Ornegin
oldukga diisiik pH ortaminda (pH 4-5) asit tolerans yanitt (ATR) olusturur (Moxley, 2013:
75-78). Bagirsakta kolonilesmesini saglayacak tip 1 fimbria gibi yiizey yapilari
iretmektedir (Curtiss ve digerleri, 2012: 192). Bunun i¢in en az 13 fimbrial operon
kodladig1 kesfedilmistir; agf, fim, pef, Ipf, bcf, saf, stb, stc, std, sth, sti ve stj. Bu genlerden
pef viriilans plazmiti (pSLT) fiizerinde yer alir. Bu fimbrialar sayesinde bagirsaktaki
mukozal epitelyal hiicrelere tutunabilir. Fimbrial adhezinler bagil hidrofobik yapidadir ve
bu ozellikleri nedeniyle fagositik hiicrelerin zarlariyla da iliski kurabilir. Adhezinler,
mikroorganizmalar mukozal yiizeyde bulundugunda viriilans etki gosterirler. Bunlarin
disinda  diger viriilans faktdrleri arasinda enterotoksinler, sideroforlar (Ornegin
glikozillenmis enterobaktin tiirevi olan salmochelin) bulunmaktadir (Moxley, 2013: 75-
78).

Zoonotik olan suglarinin ampisilin, kloramfenikol, streptomisin ve tetrasikline kars1 direng
gosterdigi bilinmektedir (Melbak ve digerleri, 1999). S. typhimurium suslarindaki belirli
faj tipleri (Ornegin DT104), ¢oklu antimikrobiyal diren¢ olusumunu saglayan genomik
adalar bulundurmaktadir (Prescott, 2013: 42).

S. typhimurium’un 200 nm 6lgekte ¢ekilmis elektron mikroskobu goriintiisii Resim 2.10’da

verilmistir (Brinkmann, 2005).
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Resim 2.10. S. typhimurium’un elektron mikroskobu goriintiisii (Brinkmann, 2005)

2.6.2. Mayalar

Mayalar, bakterilere benzer sekilde iiretilebilen, degistilebilen ve tiim genom dizi analizi
yapilmis olan okaryotik canlilardir. Ozellikle dkaryotik proteinlere ydnelik c¢aligmalarda
bakterilere kiyasla daha kullanighh olmasiyla klonlama ¢alismalarinda tercih
edilebilmektedir. Tarihsel siire¢ i¢inde ise ekmek yapimindan, as1 ve ilag iiretimine kadar

pek cok alanda kullanilmaktadir (Klug, Cummings ve Spencer, 2006/2011).

Maya enfeksiyonlari, gelismis ya da gelismekte olan iilkelerde 6nemli bir halk saglig
sorunudur. C. albicans’in sebep oldugu yaygin kandidiyazis hastaligi ile birlikte non
albicans tirlerden C. krusei ve C. glabrata tiirlerinin hayat tehdit edici diizeyde
enfeksiyonlara sebep oldugu bilinmektedir. Ozellikle antifungal ajanlardan azol direngli

olan mayalarin 6nemli birer tehdit oldugu degerlendirilmektedir (Prasad, 2017: 1, 2).

Candida

Candida farkli ¢evre kosullarinda yasayabilen, birbirine benzesmeyen yaklasik 150 tiirii
bulunan ve genellikle tek hiicreli maya olarak biiyliyen bir fungi cinsidir. Baz: tiirleri hif,
psodohif gibi farkli formlarda da biiyiiyebilmektedir. Ozellikle baskilanmis bagigiklik

sistemi olan kisiler i¢in 6nemli bir insan patojenidir (Moran, Coleman ve Sullivan, 2011).
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Yuvarlak ile oval form arasinda bulunan Candida tiirlerinin biiyiikliikleri 2-10 um arasinda
degismektedir ve tomurcuklanarak iireyebilmektedir. Candida tiirleri genel kiiltiir
ortamlarinda, 25-35 °C arasinda biiylimektedir. Besiyerine seker ve yag ilave edilmesi
durumunda biiyiimeleri artirilabilir. Onlarca Candida tiiriinden sadece birkaginin insanda
enfeksiyon olusturdugu bilinmektedir. Pekgok Candida tiiriiniin 37 ©°C’de dahi
bliyliyemiyor olmast onlarin insan patojeni olmasinda engel olusturmaktadir (Bendel,

2016: 1060-1061).

Resim 2.11°de bir C. albicans hiicresinin hiicre duvari (cw), hiicre duvarina yakin duran
plazmalemmasi (pl, hiicre zari), ¢ekirdegi (nu), mitokondrisi (m), bir vakuol (vac) ve
yogun bir cisim (b) transmisyon elektron mikroskobu ile 34 500x biiylitmeyle
gosterilmistir (De Nollin ve Borgers, 1975).

Resim 2.11. C. albicans hiicresinin transmisyon elektron mikroskobu goriintiisii (De Nollin
ve Borgers, 1975)

Candida albicans ve Candida tropicalis tiirleri bagirsak florasindan izole edilen maya
tirlerindendir (Giuliano, Barza, Jacobus ve Gorbach, 1987). Mayalar bagirsak florasinda
yasayan mikroorganizmalarin yaklasik %0,1’ini olusturmaktadir (Alkan, 2012). Insanda en
yogun bulundugu yerler ise deri ve vajina florasidir. Candidalar hiicre duvarinda kitin,
mannoprotein, glukan, lipit ve protein bulunduran mayalardir. Ayrica endotelyal ve

epitelyal hiicrelere tutunmalarini saglayan cesitli yiizey molekiilleri bulundururlar. Ornegin
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C. tropicalis suslarinda bir fibronektin reseptorii epitelyal tutunmayr saglamaktadir.
Urettikleri slime faktdr konak¢min savunma elemanlarmna karst koymasim saglayarak
kolonilesmelerine yardimci olur. Bunun disinda Candida albicans’in iirettigi fosfolipaz
enzimi, hiicre zarinda bulunan fosfolipitlerin yikiminda, proteinaz enzimi ise konakgidaki
koruyucu proteinlerin yikimini saglayarak enfeksiyon olusturabilir. Bunun disinda
biyofilm olusturmasi, blastaspor ve germ tiip olusumu, maya ve hif formunda degisim
yapabiliyor olmasi (dimorfizm) ve hif formunun insan viicudunda makrofajlar etkisiz hale
getirmesi de Candida’nin virulansimi saglayan etmenlerdendir (Ay, 2004; Bendel, 2016:
1060-1061; Berdan, 2016).

Candida kaynakli insan enfeksiyonlarinda siklikla C. albicans hastalik etmeni olarak
tanimlanirken, ozellikle bagisikligi baskilanmig kisilerde C. tropicalis de biiyiik oranda
enfeksiyondan sorumlu tutulmaktadir. Bunun yaninda C. parapsilosis hastane enfeksiyonu
etmeni olarak, C. krusei ise sistemik enfeksiyonlara sebep olmasiyla dikkat ¢ekmektedir.
Candida tiirleri ile olusan enfeksiyonlara ornek olarak, kandidemi, yaygin kandidiyazis,
pulmoner kandidiyazis, gastrointestinal kandidiyazis, oral kandidiyazis (dogal flora
kokenli) ve menenjit, beyin apsesi gibi sinir sistemi enfeksiyonlar1 verilebilir. Kandiyazisin
teshisi kan ve diger 6rneklerden alinan kiiltiirlerle ya da antijen, antikor, -D glukan tanima
testi, polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile miimkiindiir. Candida enfeksiyonlarinin
tedavisinde kullanilan antifungal ilaglar polienler (6rnegin Amfoterisin B deoksikolat),
flustitosin, azoller (6rnegin imidazol, triazol) ve ekinokandinler (6rnegin kaspofungin,
mikfungin) olarak gruplandirilabilir (Ay, 2004; Berdan, 2016; Uppuluri, Khan ve Edwards,
2017: 15).

C. albicans’in antifungal ilaglarin etkililigini azaltacak mekanizmalart bulundugu
bilinmektedir. Patojen fungilerden kaynakli enfeksiyonlarin tedavisi gii¢c oldugundan
Candida’larin patojen biyolojisinin aydinlatilmasi, yeni nesil ilag ve asilarin kesfedilmesi
icin 6nemlidir. C. albicans genetik olarak degistirmeye yatkin olmasi sebebiyle, patojen
fungileri ¢alismak icin ideal bir model organizmadir (Srivastav, Nair ve Natarajan, 2017:

370; Prasad, 2017: 1, 2).

2.7. Antimikrobiyal Maddeler

Antimikrobiyal ilaglar ya da antibiyotikler genel olarak mikroorganizmalara kars1 biyolojik

aktivite gdsteren ajanlar olarak tanimlanir (Molinari, 2014).
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2.7.1. Antimikrobiyal maddelerin tarihcesi

Antimikrobiyal ajanlarin modern dénemi, Paul Ehrlich ve Sahachiro Hata’nin 1909 yilinda
birlikte kesfettigi “arsfenamin” ya da ilk isimlendirildigi adiyla “606. bilesik” ile
baslamistir. Bu ilag 1910'da Salvarsan ticari ismi altinda sifiliz ve uyku hastaliklarinin
tedavisinde kullanilmaya baslanmig ve etki mekanizmasi tam olarak bilinmese de
1940’lara kadar yaygin olarak antimikrobiyal ilag olarak kullanilmistir. Ehrlich’in bu
basarisinin ardindan 1900’11 yillarin basinda ¢ok sayida bilesik, antimikrobiyal potansiyeli
icin arastirilmistir. Penisilin ilk kez 1896'da bir Fransiz tip 6grencisi Ernest Duchesne
tarafindan kesfedilmesine ragmen, Staphylococcus aureus'a karsi antimikrobiyal aktivite
gosterdigini gozlemleyen Alexander Fleming tarafindan penisilin olarak adlandirilmigtir

(Radecka, Martin ve Hill, 2015: 1).

Aragtirmacilar enfeksiyon tedavisinin tarihgesini 3 bdliime ayirarak ele almaktadir:
penilisin 6ncesi donem, penisilin donemi ve penisilin sonrast déonem (Bryskier, 2005: 1).
Penisilinden sonra 1945 yilinda sefalosporinler ilk olarak italya’da kanalizasyon suyundaki
Cephalosporium acremonium’dan izole edilmistir ve ilk kesfinde sadece Gram negatif
bakterilere kars1 etki gosterdigi ifade edilmistir. Bu kiiltiir 6rnekleriyle yillar iginde yapilan
caligmalar sonucunda hem Gram pozitif hem de Gram negatif bakterilere karsi etkili olan

antibiyotik ilaclar tiretilebilmistir (Radecka ve digerleri, 2015: 2).

Dogal iiriinler ve tiirevleri ilaglarin en 6nemli kaynaklari olmasina ragmen, 1990’larda ilag
endiistrisi, 6zellikli kiigiik molekiilleri iiretmek i¢in kombinatoryal kimyaya yonelmistir
(Giltrap, 2018: 5). Modern tiptaki enfeksiyon hastaliklariyla miicadelede, yeni gelistirilen
antimikrobiyal ajanlar ise bakteriyolojik olmaktan ziyade kimyasaldir. Tedavi edici
ozellikte oldugu saptanan antimikrobiyal maddeler siv1 kiiltiirlerden ekstraksiyon yoluyla
ya da sentez ve yari sentetik yontemiyle elde edilmektedir. Bu nedenle artik kimyasal
yapist ile farmakolojik ve toksikolojik 6zellikleri bilinmeyen ilaglar gelistirmek miimkiin

degildir (Bryskier, 2005: 1).

Antibakteriyel ilaglar 60 yildan uzun bir siiredir enfeksiyonlarin tedavisi i¢in elzem olarak
goriilmiis ve gerekliligi, uygunlugu tartisilmaksizin toplumda ve hastane ortaminda sikla
kullanilmistir (Diinya Saghk Orgiiti (WHO), 2014). Ancak penisilinin kullaniimaya
baslandig1 1940’11 yillardan sonra penisilin direngli stafilokok suslarinin bulundugu tespit
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edilmistir. Bunu izleyen yillarda da metisiline direngli S. aureus suslarindan kaynakli
hastane enfeksiyonlar1 bas gostermistir. Bunun iizerine 1960’l1 yillarda sefalosporinler
kullanilmaya baslanmis ve yaklasik 10 yil sonra B-laktamlara karsi direng gosteren Gram
negatif basillerin 6nemli birer hastane enfeksiyonu etmeni haline geldigi bildirilmistir.
Bakterilerin antibiyotik direng¢ mekanizmalari {lizerine yapilan c¢alismalarla, bakterilerin
diren¢ Ozelligi gostermelerini saglayan genleri aktarabildigi tespit edilmis ve 1990’h
yillarla birlikte karbapenemler de kullanilimaya baslanmistir (Sekil 2.10) (Kavruk, 2007).
Onemli antibiyotik gruplarina kars1 olusan bu direngliligin artmasindan dolay1 giiniimiizde

yeni antibiyotiklere acil ihtiya¢ duyuldugu ifade edilmektedir (Molinari, 2014).

3
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Sekil 2.10. Hastane enfeksiyonu etmenleri ve tedavisinde kullanilan antibiyotikler
(Kavruk, 2007)

2.7.2. Antimikrobiyal ilaglarin etki mekanizmasi

Antimikrobiyal ilaglarin etki ve diren¢ mekanizmalar1 lizerine yapilan caligmalar hala
devam etmekle birlikte, etki mekanizmalari en iyi bilinen ilaglara 6rnek olarak B-laktamlar,
florokinolonlar, mupirosin ve fosfomisin verilebilir (Bryskier, 2005: 105). Etki

mekanizmalarina gore antimikrobiyal ilaglar bes sinif altinda toplanmaktadir (Sekil 2.11).
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Sekil 2.11. Antimikrobiyal ilag etki mekanizmalar1 (Kirmusaoglu, Gareayaghi ve
Kocazeybek, 2019)

THF

1. Hiicre duvart sentezine etki edenler: Penisilin, sefalosparinler, monobaktamlar ve
karbapenemlerin bulundugu B-laktamlar, siklosein, ristosetin, basitrasin ve vankomisin
bu ilaglara ornek verilebilir. Bu ilaglar bakteri hiicre duvarinin yapisinda bulunan
peptidoglikanlarin sentezinde rol oynayan penisilin baglanma proteini (PBP) gibi
onciil molekiilleri hedef alir. B-laktam grubu antibiyotikler giiniimiizde kullanilan
antibiyotiklerin biiylik cogunlugunu olusturmaktadir. B-laktamlar etkisini PBP’ye
baglanarak gosterirken, B-laktamaz inhibitorleri B-laktamaz enzimine baglanarak B-
laktam’in enzimatik inaktivasyonuna engel olur. Hiicre duvarina etki eden bir diger

antibiyotik grubu glikopeptitler, peptidoglikan tabakalar1 arasindaki capraz baglamay1
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inhibe eder. Antifungal ilaglardan polioksinler, funguslarin hiicre duvarindaki kitin
sentezini, ekinokadinler ise yine hiicre duvart yapisinda bulunan glukanin sentezini
inhibe ederek etki gosterir.

Sitoplazma zarimin gecirgenligini bozanlar: Deterjan gorevi yaparak, bakteri hiicre
zarinin gecirgenligini bozan bu antimikrobiyal ilaglara 6rnek olarak polimiksinler,
gramisidin, nistatin, kandisein, amfoterisin B, ketokonazol, diger antifungal
imidazoller ve trizoller wverilebilir. Bu antibiyotikler peptidoglikan tabakanin
kalinligindan dolayr Gram pozitif bakterilerde ¢ok etkili olamazken, Gram negatif
bakterilere kars1 daha etkili olurlar. Bakteriyel hiicre zarini inhibe eden polimiksinler
ve piruvil transferazi inaktive eden fosfomisinler antibakteriyel ilaglardandir.
Funguslarda da polienler hiicre zar1 biitiinliigiiniin bozulmasina sebep olur.

Genetik materyale etki edenler: Bu ilaglar RNA sentezine ve bakteriyal DNA giraz
enzimini inhibe ederek DNA sentezine etki eder. DNA girazin o alt birimine
baglanarak enzim aktivitesini inhibe eden florokinolonlar, RNA polimeraza etki
gostererek protein sentezini inhibe eden rifampin, doxorubisin ve bleomycin bu
ilaglara ornek verilebilir. Bir niikleotit analogu olan 5-florositozin de niikleik asit
sentezine miidahele eden antifungal ilaglardandir.

Ribozomlarda protein sentezine etki edenler: Ribozomun 30S ve 50S alt birimlerini
hedef alarak protein sentezini inhibe ederler. 30S ribozomal alt birimi hedef alan
antibiyotiklerden aminoglikozitler, ribozomun 30S biriminden peptit zincirinin erken
salinmasina neden olurken, tetrasiklinler polipeptit zincirinin uzamasimni engeller,
glisinsiklinler i1se 30S birimine baglanarak protein sentezinin baslamasina mani olur.
50S ribozomal alt birimi hedef alan antibiyotiklerden ise; oksazolidonlar 50S
ribozomal alt birimde protein sentezinin baglamasini baskilar, klindamisin ve
makrolidler polipeptit uzamasimi engeller, kloramfenikol peptidil transferaz
aktivitesini inhibe ederek zincirin uzamamasina sebep olur.

Folik asit metabolizmasint  inhibe edenler: Bu etki mekanizmasina sahip
antibiyotiklerden trimetoprim ve siilfa ilaglarinin kombine kullanimiyla, folik asit
metabolizmasinda rol oynayan dihidrofolat rediiktaz ve dihidropteroat sentetaz
enzimleri inhibe edilmektedir (Kapoor, Saigal ve Elongovan, 2017; Burnett ve Richi,
2019: 132-133; Madigan, Martinko, Stahl ve Clark, 2012: 84-756; Topal, Uslu Senel,
Arslan Topal ve Obek, 2015).
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Antimikrobiyal maddeler ayn1 zamanda bakterilerin ¢ogalmasini 6ldiirmeden engelleyenler
“bakteriostatik” ve bakterileri dldiirenler “bakterisidal” olmak iizere iki sinifa ayrilabilir.
Bir ilag ayarlandig1 doza gére hem bakteriostatik hem de bakterisidal olabilir. Minimal
inhibitdr konsantrasyon (MIK), bir antimikrobiyalin bakteri biiyiimesini inhibe ettiginin
gozlemlendigi en diisiik konsantrasyondur ve in vitro olarak tespit edilebilir. Minimal
bakterisidal konsantrasyon (MBK) da aymi sekilde sivi diliisyon gibi in vitro testler ile
tespit edilebilir ve antimikrobiyalin bakterilerin %99.9’unu 6ldiirdiigli saptanan en diisiik
konsantrasyondur. Eger bir antimikrobiyal ilacin MBK degerinin MIK degerine orami 4 ile
6 arasindaysa bakterisidal olarak tanimlanabilir. Eger bu oran 6’nin istiindeyse bakterisidal
ile toksik olmayan dozun ayarlanmasi zor olacagindan giivenilir degerlendirilmemektedir.
Bir antimikrobiyalin maksimum ila¢ verimliligi icin bakterisidal degerinin en yiiksek
oldugu konsantrasyonun MIK degerine oranmmin 4-8 kati olmasi Onerilmektedir.
Bakterisidal ve bakteriostatik ilaglara iligskin 6rnekler Cizelge 2.5’de verilmistir. Penisilin,
sefalosporin, aminoglikozit, florokinolon smifi ilaglar bakterisidal etki gosterirken,
tetrasiklin, makrolid, linkosamid sinifi ilaglar bakteriostatik olarak etki ederler (Dunning,
2002: 116-117).

Cizelge 2.5. Bakterisidal ve bakteriostatik ilaglar (Dunning, 2002: 117)

Antimikrobiyal ajanlar flag

Bakterisidal ilaglar Penisilinler, sefalosporinler,
aminoglikozitler, florokinolonlar,
metronidazol, trimetoprim/siilfonamid,
rifampin, vankomisin.

Bakteriostatik ilaglar Tetrasiklinler, kloramfenikol,
makrolidler (eritromisin, tilosin),
linkosamidler (linkomisin, klindamisin).

2.7.3. Antimikrobiyal direnc

Antimikrobiyal direng¢, bir antimikrobiyal ajanin oOldiirlicii veya inhibe edici etkisini
zayiflatmasiyla meydana gelir. Mikroorganizmalarin olumsuz ¢evre sartlarina uyum
saglama yetenegi sonucunda antimikrobiyal direncin gelistigi bilinmekle birlikte,
antibiyotiklerin gereksiz ve yogun kullanimi sonucunda da c¢oklu dirence sahip
mikroorganizmalar ortaya c¢ikmustir (Yiice, 2001). Coklu ilag direncine sahip olan
mikroorganizmalar (multi drug resistance organism, MDRO) bir veya daha fazla

antimikrobiyal madde smifina direngli olan mikroorganizmalar olarak tanimlanir.
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Metisiline direngli S. aureus, vankomisine direngli enterokoklar ve bazi Gram negatif
basiller basta olmak {izere ¢oklu dirence sahip organizmalar 6nemli enfeksiyon etkilerine
sahiptir ve Ozellikle bir saglik merkezinde MDRO’larin ortaya ¢ikmasindan tiim saglik
hizmeti diizenlemeleri etkilenir. Cogu durumda, MDRO enfeksiyonlarinin klinik belirtileri,
ilaca duyarli patojenlerin neden oldugu enfeksiyonlara benzer. Bununla birlikte, MDRO
enfeksiyonlarina sahip hastalar1 tedavi etme secgenekleri son derece smirlidir (Siegel ve
digerleri, 2006). Ornegin MDRO sinifina giren Gram negatif basil bakterilerden, genis
spektrumlu B-laktamaz iireten K. pneumonia salgminin, bir yenidogan yogun bakim
linitesinde 6liim oranin1 ve hastanede yatis siiresini ciddi anlamda etkiledigi belgelenmistir
(Stone ve digerleri, 2003). K. pneumonia disinda Gram negatif basilli bakterilerden E. coli,
P. aeruginosa ve Acinetobacter baumannii (Kallen ve Srinivasan, 2010), Gram pozitif
bakterilerden ise E. faecium, S. aureus coklu ilag direncine sahip bakterilere Grnek

gosterilebilir (Alexopoulou ve digerleri, 2013).

Antimikrobiyal ilaglara karsi mikroogranizmalarin olusturdugu direngler ii¢ sekilde

gerceklesebilir:

a. Dogal direng: Mikroorganizmanin, antimikrobiyal ilaca kars1 genetik 6zelliklerinden
kaynakli olarak direng gostermesidir.

b. Kazanmilmis direng: Direngli bir mikroorganizmadan konjugasyon ve tranformasyon
vb. yolla ya da kendiliginden, direnci olmayan mikroorganizmadaki kromozomal,
transpozon ve plazmit DNA’sinda meydana gelen degisikliklerle olusur.

C. Capraz direng: Mikroorganizmanin bir antimikrobiyal ajana birden fazla direng
mekanizmas1 bulundurmasi ve benzer mekanizmaya sahip olan diger ilaglara da

direngli olmasidir (Kayis, 2019; Yiice, 2001).

Antibiyotik iireten mikroorganizmalarda, antibiyotik madde ¢ogunlukla biiylimenin son
evrelerinde, uyku ya da spor olusumundan once iiretilmektedir. Bakterinin kendisinin de
tirettigi antibiyotige karsi dogal direng geni bulunmaktadir. Bir mikrobiyal toplulukta
mikroorganizmalar yabanci DNA’ya siirekli maruz kaldigindan, bakteriler genomlarini
ekzojen DNA, faj ya da plazmitlerin insersiyonundan korumak igin gesitli mekanizmalar
gelistirmistir. Plazmitler, kendiliginden replike olma yetenegine sahip olarak, genetik
degisim ve direnglilik geninin yayilimi1 konusunda énemli rol oynar. Antibiyotik direncinin

molekiiler yayillim mekanizmalar: ii¢ antibiyotik diren¢ geni igeren bir dondr hiicre ele
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alinarak Sekil 2.12°de aciklanmistir. Bu donor bakteride penisilin baglama proteinini
kodlayan PBP’ geni bakteriyal kromozomda, -laktamaz geni (bla) kiigiik non-konjugatif
plazmit iizerinde ve tetrasiklin direng belirleyici Tet M, konjugatif biiyiik bir plazmit
tizerindeki transpozonda bulundugu varsayilmistir. Sekil 2.12-A’da kromozom tizerindeki
homolog genler rekombinasyon enzimleri ile transfer edilir ve transformasyon ile genetik
degisiklik gerceklesir. Sekil 2.12-B’de genellikle kii¢iikk plazmitlerden bakteriyofaj
doniisiimiiyle, transdiiksiyon yoluyla direnclilik geni aktarilir. Sekil 2.12-C’de dondr hiicre
ile alict hiicre arasinda fiziksel bir temas olusmasiyla, konjugasyon ile gen aktarimi
yapilabilir. Sekil 2.12-D’de ise kendi rekombinasyon enzimlerine sahip olan transpozonlar,
homolog olmayan DNA dizilerine transpoze olarak antibiyotik diren¢ geninin yayilimini
saglayabilir (Opal ve Pop-Vicas, 2015: 235-236).

Donér
Tet Non-konjugatif plazmit
Kromozom
Transpozon
Konjugatif plazmi

Aliaa Siirec

\ PBP'
A G ipap' Transformasyon

F?gg
bla. - Transdiiksiyon

TtM

Konjugasyon

C
Tet \‘\ bla
TetM
D Konjugatif
transpozisyon

Sekil 2.12. Antibiyotik direnglilik geninin yayilimi ve rekombinasyonuna iliskin 6rnekler
(Opal ve Pop-Vicas, 2015: 236)
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Antimikrobiyal ilaglara kars1 gosterilen diren¢ mekanizmalar1 genel olarak asagidaki

basliklarda toplanabilir:

1. ilacin enzimatik yollarla islevsiz hale getirilmesi: Bakterilerde olusan direncliligin
genel yaygin sebebi enzimatik inhibisyondur. Gram negatif bakteri enfeksiyonlarini
tedavi etmekteki sorunlardan biri olan B-laktamaz aktivitesi buna 6rnek verilebilir.

2. TIlacin baglandig: bdlgede meydana gelen degisiklikler: Cogu antibiyotik bakterideki
protein sentezi siirecine etki ettiginden, ribozom bilesenlerinin yapisinda meydana
gelen degisiklikler ilacin aktivitesini engeller.

3. Hiicre zan gegirgenliginde azalma: Bakteri hiicre duvarinda bulunan peptidoglikanin
yapisinda bulunan PBP’de ve Gram negatif bakterilerin hiicre duvarinin disindaki
hiicre zarinin lipopolisakkarit yapisinda meydana gelen degisiklikler hiicre zari
gecirgenligini etkileyerek ilacin hiicre igine gegisine engel olur.

4. Tlacin aktif pompalama ile disar1 atilmasi: Proton bagimli olan bu sistemde antibiyotik
ilacin hiicre i¢inden disar1 atilmasini saglayan bes protein ailesi gorev alir. Bu
proteinler biiyiik kolaylastiricilar (MF), kii¢iik ¢oklu ilag direng (SMR), direng
nodiilasyonu hiicre boliinmesi (RND), ATP-baglama kaseti (ABC) ve c¢oklu-ilag
toksik bilesik ¢ikarici proteinlerdir.

5. Bakteri tarafindan alternatif bir metabolik yolun gelistirilmesi (de Sousa Oliveira, de
Lima, Cobacho, Dias ve Franco, 2016: 24-29; Kayis, 2019; Yiice, 2001).

Onemli antibiyotiklerin (tetrasiklin, aminoglikozit, sefalosporin vb.) kesfinin yapildigi
“Altin Cag” olarak adlandirilan 1960’lardan sonra, mikrobiyal direnglilikte artig
gozlemlenmis ve etkisini kaybeden bu antibiyotiklerin yerine yeni antimikrobiyal ajanlarin
kesfine yonelik ¢alismalara hiz verilmistir. Bu amagla antimikrobiyal aktivite potansiyeli
bulunan cesitli ekstratlarin ve bilesiklerin in vitro incelemesi yapilmaktadir (Balouiri ve

digerleri, 2016).

Hastalik Kontrol ve Korunma Merkezi (CDC)’nin 2013 yilinda yayimladigi raporda
antibiyotiklere direngli olan Clostridium difficile ve Neisseria gonorrhea enfeksiyonlarinin
en acil saglik sorunlardan biri oldugu belirtilmis ve akademik diinyanin dikkati
antimikrobiyal direnglilik mevzusuna ¢ekilmistir (Perry, Westman ve Wright, 2014).
CDC’nin 2013°deki raporuna gore her yil Gram pozitif bakterilerden Streptococcus
pneumoniae nin direngli suslariyla enfekte olan hasta sayist yaklasik 1 200 000 kisi
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(toplam vakalarin %88.9°u) iken dliimle sonuglanan vaka sayist 7 000 civarindadir. Ayni
raporda Gram negatif bakterilerden genis spektrumlu [B-laktamaz iireten Enterobakter
tiirlerinin hemen hemen tiim penisilin ve sefalosporinlere direngli oldugu belirtilmistir. Bu
tirler arasinda bulunan antibiyotik direngli K. pneumonia ve E. coli suslarindan kaynakli
enfeksiyonlarin 6liim sayisi toplamda tahmini 1 700 olarak ifade edilmistir (Centers for

Disease Control and Prevention [CDC], 2013: 7, 15, 20, 21, 51, 52).

2.7.4. Yeni antimikrobiyal ajanlarin Kkesfi

Antimikrobiyal direncin 6nlemi i¢in yapilan akademik ve klinik ¢aligmalar devam ederken
(Brown ve Wright, 2016), yeni antimikrobiyal ilaglarin gelistirilmesi de son yillarda 6nem
kazanmaya baslamistir (Fields, Lee ve McConnell, 2017; Thabit, Crandon ve Nicolau,
2014). Mevcut animikrobiyal ilaglarin kimyasal —modifikasyonunun yaninda,
kombinatoryal kimyanin da kullanimiyla yeni ilaglarin sentezi miimkiin olabilmistir. Yeni
ilaglarin ya da modifiye edilen ilaglarin klinik 6ncesinde antimikrobiyal aktivitelerinin
taranmasi, toksisite testlerinin yapilmasi ve temel antimikrobiyal spektrumun tanimlanmasi
gerekmektedir. Klinik dncesindeki ¢aligmalar sonucunda Faz I’de ilacin farmakokinetik ve
farmakodinamik caligmalari, ilag etkilesimi ¢alismalari, direng prevelansi ve duyarliligina
iliskin mikrobiyolojik testler yapilmaktadir. Faz II’de en fazla 1 000 kisilik hasta grubunda
rastgele se¢imli, kor ve i¢ gegerliligi hedefleyen klinik caligmalar yapilirken, ilacin
etkilesimleri ve organ yetmezligi etkileri arastirilir. Faz Illa’da daha genis hasta gruplarina
yapilan testlerin ve deneysel kullanim sonucu elde edilen duyarlilik sonuglarinin klinik
bulgularla iligkisi ortaya konur. Faz IIIb’de ise ilacin kullanim endikasyonlar1 genisletilir
ve diger lisansh iirlinlerle karsilagtirmasi yapilarak onceki fazlarda yapilan test sonuglarina
gore simiflandirilir. Son olarak Faz IV’de ise lisansi alinan ilacin nadir etkilesim ve
toksisitesine iligkin klinik testler yapilir. Yeni antibiyotik gelistirilmesine yonelik yapilan
caligmalardaki fazlar Cizelge 2.6°da verilmistir (Bax, Gabbay, Phillips ve the Witley Park
Study Group, 2000).
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Cizelge 2.6. Yeni antimikrobiyal ilaclarin gelistirilmesi siirecindeki fazlar (Bax ve
digerleri, 2000)

Tanim

Faz

Kesif ve klinik oncesi

Yeni antibiyotiklere olan ihtiya¢ belirgin olsa da son asamalardaki klinik ¢aligmalarin

Yeni ilaglarin sentezi ve eskilerinin kimyasal
modifikasyonu

Kombinatoryal kimyanin kullaniminin artmasi
Biyolojik materyalin antimikrobiyal aktivite ig¢in
taramasinin yapilmasi ve molekiiler yontemler

llag kimyasi, yapi-aktivite iliskileri ve toksisite
testlerini igeren hayvan farmakoloji ¢aligmalari

Temel antimikrobiyal spektrumun tanimlanmasi
Saglikl1 goniilliilerde insan farmakolojisi ¢alismalari
Farmakokinetik ve farmakodinamik ¢alismalari

Ilag etkilesimi calismalari

Mikrobiyoloji  ¢alismalar1 (direng prevelansit ve
mekanizmalari, duyarlilik test yoOntemleri, kalite
kontrol suslarmin MIK performansmna gore zon
biiyiikliigi ile karsilastirilmasi, gecici sinir degerlerin
belirlenmesi)

Insan farmakolojisi calismalar1 (Yaygin, istenmeyen
etkileri igeren)

Ik, kiigiik (1 000 hastaya kadar) prospektif, rastgele
secimli, karsilagtirmali, kor, i¢ gegerliligi hedefleyen
caligmalar

Etkilesimler, organ yetmezIligi etkileri

Daha genig kitlelerle (10 000 hastaya kadar) dis
gecerligi genisletmek i¢in kullanilan 6zel gruplar dahil
yapilan testler

Deneysel kullanimlar

Organizmalarin ve duyarlilik sonuglarinin hastalardan
toplanmas1 ve klinik sonuglarla iliskisinin ortaya
konularak klinik, kesin kirilim noktasinin ortaya
konulmas1

Test sonuglarinin analizi [protokol basma (per
protokol) tedavi amacina yonelik (intent to treat), alt
kiime analizler vb.]

Ozel hasta tipleri dahil kullamim endikasyonlarinin
genisletilmesi,

Diger lisansh ilaglarla karsilagtirmalarin yapilmasi. Faz
I ve II’deki testlerin I ve III’deki raporlarma
dayanilarak iiriiniin siniflandirilmasi

Lisans sonrasi, nadir etkilesim ya da toksisitenin
tanimlandig1 hasta gruplariyla yapilan klinik testler
Direng siirveyansi

yuriitiildiigi ve onaylandig1 az sayida yeni antibiyotik bulunmaktadir. Bunun bir sebebi
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ilag sirketlerinin bu konuya yatirim egilimlerinin eksik olmasindan kaynaklanmaktadir.
Ancak son yillarda kurulan Avrupa Birligi Yenilik¢i Ilaclar Girisimi gibi olusumlarla yeni
nesil antimikrobiyal ilag kesfinde hizlanmalar olmasi beklenmektedir (Hughes ve Karlen,
2014). Bunun disinda klinik Oncesi ¢alismalarda bu ajanlarin istenilen diizeyde
antibakteriyal etki gostermemesi, olusan antibakteriyal etkinin yanlis yorumlanmasi ve
yiikksek seviyede direnglilik gosterilmesi gibi hususlar klinik Oncesi ¢alismalarda

arastirmacilarin sonraki asamalara ilerlemesini engelleyebilmektedir (Silver, 2014).

Antimikrobiyal ajanlarin c¢esitli 06zellikleri ve mikrobiyal duyarhiliklar1 g6z Oniinde
bulunduruldugunda ideal bir antimikrobiyal ajanin su oOzelliklere sahip olmasi

beklenmektedir:

1. Viicut sivisinda ¢oziiniirliik: Dolasima katilarak enfeksiyon mikroorganizmalarina
ulagmasi, topikal uygulananlarin ise yarali doku sivilarinda ¢oziiniir olmas1 gerekir.

2. Secici ve sabit toksisite: Mikroorganizmalar i¢in toksik olan konsantrasyon ile konak
icin toksik olan konsantrasyon arasinda biiyiik bir fark bulunmalidir. Ayrica yiyecek
alimi1 ve diger metabolik hastaliklar varliginda degisken toksisite gostermemelidir.

3. Kararlhiigi: Viicut sivilarinda belirli bir konsantrasyonunda korunmasi, yavas
bozunmasinin saglanmasi gerekir.

4. Alerjik olmamasi: Konakta alerjik reaksiyona sebep olmamasi gerekmektedir.

5. Direng gosterilmemesi: Eger varsa ajana direncli az sayida mikroorganizma olmast
tercih edilir.

6. Uzun raf 6mrii: Ozel kosullar gerektirmeden korunma siiresinin uzun olmasi gerekir.

7. Uygun maliyet: Hastalara ulasimi i¢in diisiik maliyetli olmalidir (Black, 2012: 377,
378).

2.7.5. Antimikrobiyal aktivite tespit yontemleri

Antimikrobiyal aktivitenin ve duyarliligin belirlenmesi hastaliklarin epidemiyolojisi,
tedavisi ve yeni ilaglarin kesfi i¢in 6nemlidir. (Balouiri, Sadiki ve lbnsouda, 2016). Bu
testlerin amaci, Onemli patojenlerdeki olas1 ilag direncini tespit etmek ve belirli
enfeksiyonlar icin en ¢ok tercih edilen ilaglara kars1 antimikrobiyal duyarliligi saglamaktir

(Jorgensen ve Ferraro, 2009).
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Mikroorganizmalarin antibiyotik duyarliligi arastirillirken kullanilabilecek ydntemler

asagida verilmistir:

a. Difiizyon Yontemleri

Vi.

Agar disk difiizyon yontemi: Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii (CLSI)
tarafindan onaylanan standartlar i¢in bakteri ve mayalarda kullanilan, 1940’larda
gelistirilen  testtir. Antibiyotik diskleri, ekim yapilmig agar Yiizeyine
yerlestirildiginde, antibiyotik molekiilleri diskten agar igerisine dagilir. Bu sirada
test organizmasi boliinmeye baslar ve biiylime kritik kiitleye dogru ilerler.
Biiyiimenin durdugu bolge kenari, organizmayr engelleyebilen antibiyotik
konsantrasyonunun ezici bir hiicre kiitlesine ulastig1 kritik zamanda olusur.

Agar kuyu difiizyon yontemi: Mikrobiyal ekstratlarin ve bitkilerin antimikrobiyal
aktivite tayininde siklikla kullanilan, disk-difiizyon yontemine benzer sekilde,
agarda 6-8 mm. ¢apinda bir delik (kuyu) veya hazne agilarak yapilan testtir. Bitki
ekstratlart i¢in siklikla kullanilmaktadir. Filtre kagidindan yapilan diskler ya da
dogrudan besiyerinde agilan deliklere konsantrasyonu bilinen test bilesigi
uygulanarak inkiibasyon siiresi sonunda inhibisyon zonu 6l¢limii yapilir.
Antimikrobiyal gradient yontemi (Etest): Hem agar disk diflizyonu hem de agar
diliisyon ydnteminin bir arada kullanildigi yenilik¢i bir yontemdir. Iki ilag
arasindaki antimikrobiyal etkilesimin (kombine etkinin) arastirilmasinda
kullanilabilir.

Agar plug difiizyon yontemi: Disk diflizyon yontemine benzer olan bu ydntem
genellikle mikroorganizmalar arasindaki karsilikli etkiyi arastirmak i¢in kullanilir.
Capraz ¢izgi yontemi: Mikroorganizmalarin karsilikli etkilerinin seri bir sekilde
taranmasi i¢in kullanilmaktadir.

Zehirli gida yontemi: Cogunlukla kiiflere kars1 antifungal etkiyi analiz etmek i¢in

kullanilan bir testtir.

b. Diliisyon Yontemleri

St diliisyon yontemi: MIK, MBK, MFK degerinin tespiti igin kullanilan en
uygun yontemlerden olup, es hacimdeki antibiyotik/antimikrobiyal ajan igeren
kaplara mikroorganizmanin inokiile edilmesini icermektedir. Bu yontemde
bulaniklik bakteriyal yogunlugu gosterdiginden, inhibisyon derecesi besiyerinin
bulanikliginin spektrofotometrik 6l¢iimii ile elde edilir (Balouri ve digerleri, 2016;
Rios, 1988; Wanger, 2007: 55, 56, 58; Aqil ve digerleri, 2010:472).
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ii. Agar diliisyon yéntemi: Bu test ile bir antimikrobiyal ajanin/antibiyotigin MIK
degeri tespit edilebilir. Calismada her plak, farkli konsantrasyonda ilag igerecek
sekilde diliisyon yapilarak agar besiyerine karistirilir.

. Ince Tabaka Kromatografisi (TLC) — Biyootografi
I. Direkt biyootografi: Antifungal maddelerin tespiti i¢in kullanilan en kolay

yontemdir ve Aspergillus gibi spor iireten fungiler i¢in de tutarli sonuglar
vermektedir.

ii. Agar difizyon (Agar temas) yodntemi: Cok az kullanilan bu yontemde
antimikrobiyal ajan kromatogramdan, daha 6nce mikroorganizma ile asilanmis bir
agar plakaya difiizyon yoluyla transfer edilir.

iii. Agar overlay (immersiyon biyootografi): Onceki iki yontemin karisimi olan bu
test tiim mikroorganizmalara uygulanabilir.

d. Zaman-éldiirme testi: Zamana bagl ya da konsantrasyona bagli antimikrobiyal etkinin
saptanmasini saglayan testtir. Antimikrobiyal ajanin bakterisidal ya da fungisidal
etkisinin tespiti i¢in kullanilmaktadir. Konsantrasyona bagli 6ldiirme 6zelligi olan
antimikrobiyal ajan/antibiyotiklerde konsantrasyon arttikca bakterisidal etki artarken,
zamana bagl 6ldiirme 6zelligi bulunan antimikrobiyal ajanlarin konsantrasyonu MiK
degeri lizerindeyken artmaz ve MIK degerinden az oldugu durumda
mikroorganizmalar yeniden iremeye baslayabilir (Hmed, Sofy, Sharafl ve El-
Dougdoug, 2017).

e. ATP biyoliiminesans yontemi: Bakteri ve mayalarin adenozin trifosfat (ATP) iiretme
kapasitelerine dayanan ve incelenen Ornekteki mikroorganizma sayisinin
belirlenmesinde ve analizinde kullanilan bir testtir.

f.  Akis sitoflorometrik yontem: Akis sitometrisinin ugucu yaglarin antibakteriyal
etkisinin tespitinde propidium iyodiir (PI) ile kombine edilerek kullanilabilecegi
yapilan caligmalarla gosterilmistir (Balouri ve digerleri, 2016; Giir, 2016; Koksal,
2010; Turantas, 1996).

2.8. Kanser ve Etkenleri

Kanser, her yil diinyada 8,2 milyon insanin 6ldiigli ve tiim oliimlerin yaklasik %13'line

tekabiil ettigi onemli bir halk sagligi sorunudur (Koc ve digerleri, 2018).
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Kanser genellikle hiicrelerin boliinilip biiylimesini kontrol eden mekanizmalarda meydana
gelen kayiplar, hatalar sonucu olusur. Hiicresel diizenlemedeki aksakliklar genetik
bozukluklar ile timor olusturan kimyasal, viriis gibi dis etmenlerin etkisiyle
olusabilmektedir. Kanserlesmeye sebep olan degisiklikler ¢cok basamaklidir ve genel olarak

asagidaki bagsliklarda siralanabilir:

a. Biiylime sinyalleri agisindan kendi kendine yetme
b. Biiylimeyi durdurucu sinyallere kars1 duyarsizlik
c. Apoptoza girmeme

d. Smirsiz replikasyon potansiyeli

e. Dokulara yayilma ve metastaz

f.  Siirekli anjiyogenez (damar olusumu)

Kanserin genetik temeline bakildiginda, {i¢ gen grubunun kanser olusmasinda rolii oldugu
goriilmektedir. Bunlar proto-onkogenler, tiimdr baskilayici genler ve koruyucu genlerdir.
Proto-onkogenler, hiicrenin bilyliimesini ve cogalmasindaki sinyal iletim yolaklarinda
gorev alan molekiilleri kodlar ve bu genlerde meydana gelen mutasyonlar, hiicre
cogalmasinin kontrol digina ¢ikmasina neden olur. Tiimor baskilayict genler apoptoz basta
olmak Tzere, hiicre dongiisii ve g¢ogalmasiyla iligkili sinyal yolaklarinda gorev alan
proteinleri ifade ederken, koruyucu genler ise DNA replikasyonunda meydana gelebilecek
hasarlarin tamirinde gorev alacak enzimlerin {iretimini saglar. Proto-onkogenlerde
meydana gelen nokta mutasyonu ve kromozomal translokasyonlar genetik olarak baskin
kalitilirken, tiimor baskilayict genler ile koruyucu genler iizerindeki mutasyonlar
(delesyon, nokta mutasyonu ve metilleme) cekiniktir (Cizelge 2.7) (Lodish ve digerleri,
2008/2011).

Cizelge 2.7. Kanserin olusmasina sebep olan gen siniflar1 (Lodish ve digerleri, 2008/2011)

Proto- Hiicre ¢ogalmasini saglayan e Nokta Genetik agidan
onkogenler anti-apoptotik proteinleri, mutasyon baskin olan
sinyal iletim yolaklarinda e Kromozomal  mutasyonlar
gorev alan molekiilleri ve translokasyon hiicrenin kontrolsiiz
transkripsiyon faktorlerin cogalmasina neden
iretimi olur.
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Cizelge 2.7. (devam) Kanserin olusmasina sebep olan gen simiflari (Lodish ve digerleri,

2008/2011)

Genin islevi Mutasyon Mutasyonun etkisi |
Tlimor Apoptozda gorev alan e Delesyon Mutasyonlar genetik
baskilayict proteinleri, hiicre dongiisii e Nokta acidan cekiniktir ve
genler kontrol noktas1 proteinleri ve mutasyon bulundugu gende

hiicre cogalmasini engelleyen o Metilasyon islev kaybina sebep

diger sinyal yolaklar1 olarak kontrolsiiz

molekiillerin ifadesi hiicre ¢ogalmasina

izin verir.
Koruyucu  DNA hasarmnin tamirinde e Delesyon Cekinik olan bu
genler gorev alan enzimlerin liretimi o Nokta mutasyonlar,
mutasyon mutasyonlarin
e Metilasyon birikimine izin verir.

Genetik etmenlerinin yaninda, kanserlerin ¢ogunun cevre sartlartyla ilgisi olduguna
inanilmaktadir. Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’de yapilan bir aragtirmada, kanser ile
mesleki calisma kosullar1 arasindaki iliski ortaya konulmus ve her yil yaklasik 24.000
kisinin (tim kanser oOliimlerinin %4°{i) mesleki calisma kosullardan kaynakli kanser
sebebiyle hayatin1 kaybettigi  belirtilmistir  (Schulte, 2011). Belirli organlarda
kanserlesmeye sebep oldugu kanitlanan kimyasallara 6rnek olarak sunlar verilebilir;
asbestin gastroenterik sistem, girtlak ve akciger, vinil kloriirin beyin ve karaciger,
benzenin hematopoetik doku, arsenigin ve hardal gazimin akciger kanserine sebep olmasi
(Warshawsky ve Landolph, 2006: 4-5).

Genetik ve c¢evresel sartlar yaninda epigenetik mekanizmalar da gen ifadesini etkilemesi
yoniiyle kanserin gelisiminde rol oynamaktadir. Ornegin genin promotdr bdlgesindeki
CpG adalarinin asirt metilasyonu ile histon modifikasyonlar1 (Asetilasyon, metilasyon,
fosforilasyon, ubukitinasyon), cevresel etmenlerin de etkisiyle tlimoér olusumu ve
karsinogenezle sonuc¢lanabilmektedir. Bunun yaninda epigenetik etmenler kanser tanisinda
kullanigh olabilmektedir. Kanser erken teshisinde CpG adalarinin metillenme durumu
biyo-isaret¢i olarak kullamlabilir (Izmirli, 2013).

2.8.1. Kanser Tedavisi

Kanser tedavisinde ana amag, hastanin saglikli hiicrelerine zarar vermeden timor

hiicrelerinin biiyiimesini ve ¢ogalmasini baskilamak ve nihai olarak tiimor hiicrelerini
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oldiirmektir (Erkurt, Kuku, Kaya ve Aydogdu, 2009). Kanser tedavisinde genel olarak

asagidaki yontemler kullanilmaktadir:

a. Cerrahi miidahele ile kanserli doku viicuttan ¢ikarilir.

b. Kemoterapi ile hizla ¢ogalan kanser hiicrelerinin biiylimesi ve yayilmasini engellemek
icin antikanser ilaclar kullanilir.

c. Isin tedavisinde tiimor hiicrelerini dldiirmek ya da kiicliltmek icin yiiksek dozda
radyasyon kullanilir.

d. Immiinoterapi, hastanin kanserle miicadele eden bagisiklik sistemine yardimer olur.

e. Hormon tedavisi, 6zellikle prostat kanseri ve meme kanseri gibi timor gelisimi igin
hormonlar1 kullanan kanser tiirlerinde kullanilir.

f. Lazer tedavisinde yiiksek yogunlu lazer 15181 ile tiimor hiicrelerinin ya da heniiz
kanserlesmemis hiicrelerin baskilanmasi ve 6ldiiriilmesi saglanir.

g. Hedefli tedavi yonteminde tiimoér hiicrelerinin ¢gogalmasini ve yayilmasini etkileyecek
bilesenler hedef alinir.

h. Kok hiicre nakli (Onercan, 2019).

Modern kanser kemoterapisinin kokeni kimyasal silah olarak kullanilan azot hardallarina
dayanmaktadir. Antikanser ilaglarin yari-sentetik ya da tamamen sentetik olarak
gelistirilmesine yonelik calismalar uzun yillardir devam etmektedir. Bunun yaninda
bitkiler, mikroorganizmalar ve son yillarda da deniz canlilar1 sitotoksik antikanser
ilaglarinin ana kaynagi durumundadir. Kesiflerinin ilk yillarinda pek ¢ok antikanser ilaci
timor hiicrelerinin bolinme mekanizmalarini baskilayarak 6ldiirmeyi hedeflemektedir.
Ancak bu yaklasimla sentezlenen ilaglar secici degildir ve genellikle tiimor hiicreleri ile
birlikte saglikli hiicrelere de zarar vermektedir. Ancak son yillarda antikanser ilaglarin
toksisite sorununu asmak i¢in hedefli ilaglar gelistirmeye baslanmistir (Avendano ve

Menendez, 2015: 6, 8, 13).

Antikanser ilaglarin genel siniflandirmasi ve etki mekanizmalar1 su sekilde yapilabilir:

a. Antimetabolitler: Bu ilaglar niikleik asit biyosentezine miidahele eder. Ornegin;
tiridilik asit sentez inhibitorleri, riboniikleotid rediiktaz inhibitorleri, timidilik asit
biyosentez inhibitorleri, dihidrofolat rediiktaz inhibitorleri, DNA sentezi son

asamalarinin inhibitorleri ve antimetabolit enzimler.
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b. DNA etkilesimli antikanser ilaglar: Ayrintili bilgi igin (Bkz: 2.9. DNA-Ila¢ Etkilesimi
basligi)

i. DNA alkilleyici ajanlar: Ornegin dacarbazine ve temozolomide bu sinifa
girmektedir.

Il. Capraz baglanan ajanlar: Aziridinler, epoksitler, metansiilfanatlar ve platinyum
kompleksleri bu ilaglara 6rnek verilebilir.

iii. DNA’min kiiciik oluguna baglanan ila¢lar: Netropsin, distamisin, mitomisin ve
irofulven DNA’nin kiigiik olugu ile etkilesen antikanser ilaglardandir.

iv. [Interkalator ajanlar: Tek ya da cift fonksiyonlu interkalatdr antikanser ajanlar
mevcuttur. Ornegin ellipticine ve analoglari, aktinomisin, doxorubisin vb.

V. Topoizomeraz I ve II inhibitérleri: Ornegin camptothecin, acridine tiirevleri,
topotecan ve etoposide bu sinifa girmektedir.

C. Hormon mekanizmasini diizenleyen antikanser ilaglar: Antidstrojenler, androjen
iligkili antitiimor ajanlar, aromataz inhibitorleri, steroid siilfataz inhibitorleri bunlara
ornek verilebilir.

d. Radikal tiirlerle etki eden antikanser ila¢lar: Radikal ve diger reaktif oksijen tiirleri ile
hiicre zar1 fosfolipit peroksidasyonu, DNA zincir kirigt ve DNA bazlarinin
oksidasyonuna sebep olan ilaglara Ornek olarak; anthrasiklinler, mitoksantron,
aktinomisin D, bleomycin, enedin antibiyotikleri ve tirapazamin verilebilir.

e. Epigenetik ajanlar: Susturulmus genlerin yeniden aktivasyonunu saglayacak olan
DNA metiltransferaz inhibitorleri, histon ve diger protein deasetilazlarin inhibitorleri
(6rnegin hidroksamik asit, siklik tetrapeptit) ile histon metilasyon diizenleyicileri
epigenetik mekanizmalar: diizenleyerek tedavi etmeyi amaclar.

f.  Tiibiilin ve mikrotiibiilleri hedef alan ilaglar: Mikrotiibiil polimerizasyonunu inhibe
edenler, vinka alkoloidleri, taksanlar ve mitotik kinesin inhibitorleri bu tiir ilaglara
ornek verilebilir.

g. Kinaz inhibitorleri: Tuimor hiicresinin biiylimesininde ve ¢ogalmasinda rol oynayan
sinyal mekanizmalarinin engellenmesini hedefleyen bu ilaclara 6rnek olarak tirozin
kinaz inhibitorleri, serin-treonin kinaz, Ras/Raf/MEK sinyal yolu inhibitorleri

verilebilir (Thurston, 2006: 29-114; Avendano ve Menendez, 2015: 23-391).

Kanser tedavisinde kullanilan sitotoksik ilaglarin, basta antimetabolitler, alkilleyici ilaglar
ve antrasiklinlerin yan etkilerinden biri bobrek hiicrelerine zarar vermesi, nefrotoksisiteye

sebep olmasidir. Bu neftotoksisite hastalarda serum elektrolit diizensizliginden bdbrek
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yetmezligine kadar farkli boyutlarda komplikasyonlara sebep olabilmektedir (Erkurt ve
digerleri, 2009). Antikanser ilaglarin cesitli dokularda sebep oldugu toksisitenin yaninda
geleneksel ve hedefli antikanser ilaglara karsi olusan direng, kanser tedavisinde basarisiz
olmanin ana sebeplerinden biridir. Antikanser ilaglarin absorpsiyonu, dagilimi,
metabolizmasi ve eliminasyonu gibi farmakokinetik (FK) etmenleri, ilacin timor
hiicrelerine ulasan miktari1 smirlamaktadir. Ilacin  tiimér  hiicresindeki  etkisi  de
farmakodinamik (FD) olarak adlandirilir ve ilacin hiicre i¢indeki aktivasyonu genel olarak
FD etmenlerle iliskilidir. Antikanser ilacin hiicre igine zayif ya da asir1 akisi, ilacin
aktivasyon eksikligi, ilacin hedefindeki ifade seviyesinde meydana gelen degisiklikler,
ilacin etkisine kars1 olusturulan adaptif yanit ve islevsiz apoptoz nedeniyle ilacin beklenen
etkisi goriilemeyebilmektedir (Sekil 2.13) (Holohan, Van Schaeybroeck, Longley ve
Johnston, 2013).

FK

Kanser hicresi

llacin hiicre igine akigi F= [lag inaktivasyonu
agim \ b [ilag hedefindeki degisikikler |
l Hmeselzarar

=
ilacin hicre digina akisi — | Adaptif yanit
l |I5Iev5|z apoptoz

Hiicre alimii

Sekil 2.13. Antikanser ila¢ direncinin genel mekanizmasi (Holohan ve digerleri, 2013)

Ik nesil antikanser ilaglar kesfedildiginde molekiiler hedefleri bilinmezken, modern ve
yeni ilaglarin gelistirilmesinde ise dncelikle hastaligin molekiiler mekanizmasi anlagilmaya
calisiimakta ve buna uygun molekiiler hedefi igeren ilaglar tasarlanmaktadir. Insan genom

dizisinin tamamlanmas1 ve hastaliklarin molekiiler temelinin aydinlatilmasiyla, tedavide

hedef alinabilecek ¢ok sayida hiicresel bilesen belirlenebilmektedir (Link, 2019: 88).
2.8.2. Kanser Tiirleri

Kanser tek bir hastalik olmayip, hastaliklar biitiinii olarak tanimlanabilir. Genele

bakildiginda 100’den fazla kanser tipi bulunmaktadir ve ¢cogu kanser organ ya da hiicre
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tipine gore isimlendirilmektedir. Genel olarak kategorilendirilmek istenirse kanserler,
karsinom, sarkom, 16semi, lenfoma ve myeloma, merkezi sinir sistemi kanserleri olarak

gruplandirilabilir (Nee, 2013: 1).

En sik goriilen kanser tiirlerine iilke bazli bakildiginda, ozellikle erkeklerde biiyiik
farkliliklarin bulundugu goriilmektedir. Erkeklerde en sik goriilen kanser tiiri Amerika
kitasinda, Avustralya ve Bati Avrupa’da prostat kanseri iken, Iran, Afganistan’da mide
kanseri, Hindistan ve Pakistan’de dudak ve agiz boslugu kanseridir. Erkeklerde Asya
genelinde ve lilkemizde en sik goriilen kanser tiirii ise akcigerdir (Sekil 2.14) (Torre,
Siegel, Ward ve Jemal, 2015b).

Erkekler

- Kolorektal \:I Kaposi sarkomu -E;ila; a8z - Akciger - Prostat Bilgi vok
Ozofagus Lijsemi Karaciger Non-Hodgkin lenfoma Mide
] | | 1] |:|

Sekil 2.14. Erkeklerde en sik goriilen kanser tiirleri (Torre ve digerleri, 2015b).

Ekonomik olarak gelismis iilkelerdeki tiim kanserler i¢in insidans oranlar1 hem erkek hem
de kadinlarda, ekonomik olarak gelismekte olan iilkelere gore yaklasik iki kat daha
yiiksektir. Jemal ve digerleri (2011) nin yaptig1 bir caligmada, diinya genelinde yeni tanisi
konulacak kanser vakalari ve en ¢ok oliim vakasinin beklendigi kanser tiirlerine gore
tahminleri cinsiyet bazli siralanmistir. Bu c¢alismaya gore kadinlarda meme kanserinin,
erkeklerde ise akciger ve brons kanserlerinin hem yeni tanida, hem de 6liim sayisinda
birinci sirada olacagi tahmin edilmektedir. Kadinlardaki kansere bagli 6liimlerde meme
kanserini akciger ve brons kanseri ile kolon ve rektum kanserleri takip ederken, erkeklerde

ikinci ve tliglincti sirada karaciger ve mide kanserine yer verilmistir (Cizelge 2.8).
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Cizelge 2.8. Diinya genelinde, yeni kanser tanisinda ve 6liim vakalarinda kanser tiirleri
(Jemal ve digerleri, 2011)

Tahmini Yeni Vakalar

Tahmini Oliim Vakalari

Sira  Kadin ~Erkek Kadin ~Erkek

1 Meme Akciger ve brong Meme Akciger ve
brons

2 Kolon ve rektum Prostat Akciger ve brong Karaciger

3 Rahim agz1 Kolon ve rektum Kolon ve rektum  Mide

4 Akciger ve brong Mide Rahim agzi Kolon ve
rektum

5 Mide Karaciger Mide Ozofagus

6 Rahim Ozofagus Karaciger Prostat

7 Karaciger Idrar torbasi Yumurtalik Losemi

8 Yumurtalik Non-Hodgkin lenfoma Ozofagus Pankreas

9 Tiroid Losemi Pankreas Idrar torbasi

10 | Non-Hodgkin Ag1z boslugu Losemi Non-Hodgkin

lenfoma lenfoma

Meme kanseri

Meme kanseri, her giin farkli kesimlerden binlerce kadina teshisi konulan bir kanser
tirtidiir (Youlden ve digerleri, 2012). 185 iilkede, 36 kanser tiiriine yonelik yapilan
istatistiki bir calismada, 2018 yilinda 2 000 000’un iizerinde kisiye meme kanseri teshisi
konuldugu ve yaklastk 600 000 kisinin meme kanseri sebebiyle hayatin1 kaybettigi
belirtilmistir. Bu verilerle meme kanseri, hem tan1 hem de 6liim orani agisindan akciger
kanserinin ardindan en yiiksek 2. kanser tiirii konumundadir (Bray ve digerleri, 2018).
Yasa gore standartlastirilmis 2008 yili meme kanseri insidansi ve 6liim oranlari bolgesel
olarak Sekil 2.15’te verilmistir. Meme kanseri igin insidansin en yiiksek oldugu bolge Bati
Avrupa goriiniirken, 6liim oraninin en yiiksek oldugu bolge ise Giiney Afrika olmustur

(Jemal ve digerleri, 2011; Ferlay ve digerleri, 2010).

Son yillarda metastatik meme kanserinin tan1 ve tedavisinde biiyiik ilerlemeler katedilmis
olmasina ragmen, mevcut tedavi yoOntemlerine karsi direngli kanser hiicrelerinin
bulunmasi, bu kanserin kadinlar arasindaki en yiiksek Oliim oranma sahip kanser tiirii
olarak kalmasina sebep olmustur (Al-Hajj, Wicha, Benito-Hernandez, Morrison ve Clarke,
2003). Ulkemizde de meme kanseri kadimlarda en sik goriilen kanser tiiriidiir ve yillar
icinde teshis ve Oliim oranit artmaktadir. Ayrica meme kanseri konusunda yeterli
farkindaligin saglanamamasi ve tani tarama programlarinin ¢ok basarili uygulanamamasi

sebebiyle erken evredeki tan1 oraninin diisiik oldugu goriilmektedir (Ozmen, 2013).
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Meme bezi gelisimi ve farklilagmasinda rol oynayan etmenler (hormonlar vb.) meme
kanseri riskini etkiler (Warshawsky ve Landolph, 2006: 353) ve kanser, normal meme
hiicrelerinin hiperplazi, premalign degisim ve in situ karsinom agamalarini igeren bir siire¢
sonunda ortaya c¢ikar. Meme kanserinin olusumu ve ilerleyisine iliskin yapilan
caligmalarda, onkogenlerde meydana gelen mutasyonlarin timér yayilimi ve metastazla
iligkisi bulunurken, ailesel meme kanserinde tiimor baskilayici genlerde meydana gelen
cekinik degisimlerin primer lezyon olusumuna sebep oldugu goriilmistiir. Meme
kanserinin ¢ok asamal1 karsinogenezine iligkin model Sekil 2.16’da verilmistir (Beckmann,

Niederacher, Schniirch, Gusterson ve Bender, 1997).

insidans Oliim orani

Bati Avrupa
Avustralya/Yeni Zelanda
Kuzey Avrupa

Kuzey Amerika
Giiney Avrupa
Mikronezya/Polinezya
Orta ve Dogu Avrupa
Giiney Amerika
Karayipler

Giiney Afrika

Kuzey Afrika

Bati Asya

Bati Afrika
Giiney-Dogu Asya
Orta Amerika

Dogu Asya
Giiney-Orta Asya
Melanezya

Orta Afrika

Dogu Afrika

I I 1 1 1 1 1 1
120 100 80 60 40 20 O 20 40 60 80 100 12¢

100 000 kisi icin yasa gore standartlastinlmis oranlar

Sekil 2.15. Yasa gore standartlastirilmis 2008 y1lt meme kanseri insidansi ve 6liim oranlari
(Jemal ve digerleri, 2011)

Meme kanseri vakalarinin %5-10’u kalitsal sebeple (ailesel) meydana gelmektedir. Ailesel
meme kanserinde, esey hiicrelerde, hiicrenin kontrollii biiylimesinde rol oynayan bazi
koruyucu genlerde mutasyon meydana geldigi goriilmektedir. Ailesel meme kanserinde bu
yatkinlik genleri BRCAL ve BRCAZ2 olarak tespit edilmistir ve esey hiicrelerde bu genlerde

mutasyon bulunduran bireylerde, meme kanseri tani riskinin %50-80 oldugu belirtilmistir
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(Oztiirk, 2006). Bunun disinda diger yiiksek risk faktdrleri yogun meme dokusu, erken
menars, ge¢ menopoz, hamileligin olmamasi ve ilk hamileligin ge¢ olmasi, hormon

degisim terapisi, menopoz sonrast obezite ve alkol kullanimi olarak belirtilmistir

(Henderson, 2015: 4).

Meme kanserindeki mevcut kemoterapi stratejilerinin 10 yillik hayatta kalma sansini 50
yasin altindaki kadinlar i¢in %11, 50 yasin ustiindekiler igin ise sadece %3 artirdigi
gorilmiistiir. Bu haliyle meme kanseri i¢in kemoterapide kullanilan ilaglarin yeterince

basarili olmadig1 degerlendirilmektedir (Farquhar, Marjoribanks, Lethaby ve Azhar, 2016).

Normal Epitel

Hormonlar
Ostrojen, progesteron,
prolaktin

Yatkinlik genleri
BRCA1 (17g21),
BRCA2 (13g12-13)
p53 (17p13.1)

AT (11g22-23)

Hicre Proliferasyonu

Bayame Faktorleri
EGF, TGFa, IGF-1/ 2,
gp35, amphiregulin,
heregulin

Genetik dedisiklikler
Onkogenler

8g24 (c-myc),

11g13 (int2, CCND1,
BCL1, EMS1)

17q12 (erbB2)

Tomar baskilayici genler
1p (TFS1), 1q (PET),
3p (VHL), 6q (ER), In situ Karsinom
11p (H-RAS1), 11q (PgR),

13q (RB1), 16g (WT2), (DKIS/LKIS)

Metastaz I
22q (EWS)

17p (HIC), 17q (NM23),
i T

Invazyon
- UP&, katepsin O, B, =

kollajenaz I-1v,
metalloproteinaz

Atipik Hacre

i Ostrojen Reseptdri
Proliferasyonu

Heterajenlik, mutasyon
Transkripsiyon dedisimi,
hipermetilasyon, LOH
6g25.1, Ex5 delesyon

Froliferasyon faktérleri

erbB1-4, myc,
Hiicre adezyon int-2, ras, mos, raf -
Rucre adezyon
molekilleri I Metastar
[ i NME1, CD44
M-CAM, integrinler, E- el
kaderin Anjiyog

' FGF, APF, CD 31

Y

Invazif karsinom M
(IDK/ILK) etastaz

Sekil 2.16. Meme kanserinin ¢ok asamali karsinogenezine iliskin sema (Beckmann,
Niederacher, Schniirch, Gusterson ve Bender, 1997)
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2.9. DNA-Ila¢ Etkilesimi

Patojenik enfeksiyonlardan genetik bozukluklara, niikleik asitler ilaglarin hedefi olmustur.
DNA ile etkilesen ilaglarda, niikleik asitteki kilit bolgeleri hedefleyen kiigiik molekiiller
araciligiyla hiicresel siireglere etki edilir ve tedavi saglanir. Bu nedenle 6zgiin niikleik asit
dizilerine baglanan ilaclarin gelistirilmesi hem akademik hem de farmakolojik ¢alismalarin

odaginda olmustur (Wanunu ve Tor, 2012: ix).
2.9.1. DNA-ilac etkilesim mekanizmalari

Kiiciik molekiiller DNA’ya kovalent ya da kovalent olmayan yollarla baglanabilir (Waring,
1981). DNA-ilag etkilesiminin c¢alisildig1 ilk yillardan bu yana bu molekiillerin bir
kisminin kovalent bag ile DNA’ya baglandigi (6rnegin platinyum antitimor ajanlar)
bilinirken, bir kismmin da bag yapmadan etkilesime girdigi diisiiniilmekteydi (Neidle,
1979). DNA’ya kovalent baglanmayan ilaglar, kovalent baglananlara gore daha az
sitotoksiktir.

DNA ile etkilesime giren maddeler genel olarak asagidaki gibi siniflandirilabilir:

1. Alkilleyici ajanlar: DNA’ya kovalent olarak baglanirlar. Dacarbazine, temozolomide
gibi antikanser ilaglar alkilleyici ajanlara 6rnek olarak verilebilir. Bu ajanlar DNA’ya
guanin ile reaksiyona girerek etkilesime girer. Ayn1 zamanda DNA’ya metil vb. alkil
grubu ekleyerek yanlis kodlamaya sebep olmaktadir. Alkilleyici ilaglar ii¢
mekanizmada DNA ile etkilesime gegmektedir. Birinci mekanizmada alkilleyici ajan
bir alkil grubunu DNA bazlarina baglayarak DNA’nin tamir enzimleri tarafindan
pargalanmasina sebep olur. Ikinci mekanizmada alkilleyici ajanlar iki DNA dizisinin
capraz baglanmasina sebep olur, boylece DNA’nin transkripsiyonu ve replikasyonu
onlenmis olur. Ugiincii mekanizmada ise alkilleyici ajanlar, mutasyona sebep olan
niikleotidlerde yanlis eslesme vb. hatalara sebep olarak hiicreyi apoptoza
stiriikleyebilir.

2. Capraz baglanan ajanlar: Sisplatin, karboplatin gibi platinyum kompleksleri bu sinifa
girer. Bu ajanlar da DNA’ya kovalent etkilesimle, iplik i¢i (intrastrand) ya da iplikler
arasi (interstand) ¢capraz baglanir.

3. Interkalator ajanlar: Bu ajanlar kovalent olmayan bir sekilde DNA ile etkilesir.

Interkalatér ajanlar Watson-Crick hidrojen baglarini  kirmaz, heliks yapisinda
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konformasyon degisikligine sebep olur. DNA’ya baglanmayi da yiik transferi, hidrojen
baglar1 ve elektrostatik kuvvetlerle gergeklestirir. Interkalasyon mekanizmasiyla etki
eden ilaglara 6rnek olarak antrasiklinler (doxorubicin, epirubicin ve daunorubicin)
verilebilir. Interkalatdr ilaclarin molekiiler etki mekanizmasmin iki ihtimalle
gerceklesmis olabilecegi Onerilmektedir; birincisi ilacin DNA’nin disinda, diizensiz bir
degisim olmasini bekleyerek araya girmesi, ikincisi ise ilacin boslugun olusmasini
uyarmasi ve araya sokulmasi. Bu ajanlar aym1 zamanda topoizomeraz [ ve
topoizomeraz I enzim aktivitesini inhibe ederek hiicre dliimiine sebep olmaktadir.

4. DNA zincir kiricilar: Baz1 maddeler interkalator olarak DNA baz ciftlerinin arasinda
girdikten sonra olusturduklar1 radikaller ile zincirin kirilmasina sebep olabilir. Bu
mekanizmadaki ilaglara 6rnek olarak bleomycin ve enediyen antibiyotikleri verilebilir.

5. DNA oluklarina baglananlar: DNA’nin bliylikk ve kiiciik oluklarina baglanan
maddeler/ilaglar genellikle niikleotid bazlarindaki fonksiyonel gruplarla H bagi
yaparak etkilesime girer. Kiiciik oluga baglanan ilaglar genellikle dar kavisli sekle
sahiptir ve kii¢lik olugun kavisine izohelikal oldugu i¢in van der Waals etkilesimiyle
oluga baglanabilir. Oluga baglanan molekiiller genellikle adenin-timince zengin
dizilere baglanir. Bunun, adenin-timince zengin boélgelerin guanin-sitozince zengin
oluk bolgelerine gore daha dar olmasinin sterik agidan avantaji olmasindan ve daha iyi
van der Waals etkilesimine girecek sekilde adenin-timin bdlgelerinin elektronegatif
cep olusturma egilimi bulunmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Duocarmycin,
netropsin bu tiir ilaclara 6rnek verilebilir. Biiyiik oluga baglanan ve akridin tiirevlerini
iceren oligoniikleotidlerin baglanma durumu, {c¢li sarmal yap1 olusturmasi,
absorpsiyon, floresans spektroskopisi ve ayakizi deneyleri ile gosterilebilmektedir.

6. Dustan baglanma: Bu baglanma elektrostatik olarak gerceklesir. Bu etkilesim
genellikle ligandin, ligand molekiilleri arasindaki sarj-sarj itici giiclinii azaltmak igin
anyonik DNA omurgasi fiizerinde daha yiiksek dereceli kiimeler olusturmasi
durumunda ortaya ¢ikar. Mg?" gibi katyonlar ve metal kompleksleri DNA ile bu
sekilde etkilesmektedir (Nussbaumer, Bonnabry, Veuthey ve Fleury-Souverain, 2011;
Ceken Toptanci, G. Kizil ve M. Kizil, 2016; Sirajuddin, Ali ve Badshah, 2013; Li ve
Crothers, 1969; Wilhelm ve digerleri, 2012; Sun ve digerleri, 1989; Kelly, Tossi,
McConnell ve OhUigin, 1985).

DNA sadece kodlanmis DNA dizilerden olugmamistir, aynt zamanda DNA’ya baglayan
proteinleri de tasiyan bir iskeledir. Bu nedenle DNA etkilesimine giren ilaglarin, DNA
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paketlemesi, replikasyon, rekombinasyon, transkripsiyon ve onarim gibi normal hiicresel

gelisimin saglanmasinda gorev alan bu proteinler ile ilgili siire¢lere miidahele etmesi

beklenir. Bazi DNA etkilesimli ilaglarin etki mekanizmalar1 ve tedavisinde kullanildig

kanser tiirleri Cizelge 2.9°da verilmistir (Hurley, 2002).

Cizelge 2.9. DNA etkili bazi ilaglarin ayrintili etki mekanizmalar1 ve tedavisinde
kullanildig: kanser tiirlerine 6rnekler (Hurley, 2002)

flag
Siklofosfamid

Mitomycin C

Melphalan
Sisplatin

Doxorubicin

Etoposid
Mitoksantron
SN-38

Et-743

Actinomycin D

Etki mekanizmasi
DNAya iplikler arast
(interstrand) ¢apraz baglanir.

DNAya iplik i¢i (intrastrand)
capraz baglanir.

Topoizomeraz 1I-DNA ayrilma
kompleksini diizenler.

Topoizomeraz I-DNA
kompleksini diizenler.
Ksenobiyotiklerin hiicreden
atilmasini saglayan, dolayisiyla
ilaglarin hiicre igi
konsantrasyonunu ayarlayan P-
glikoprotein (p-gp)’i
sentezleyen MDR-1 geninin
(Basar, 2006) tersine
¢evrilmesini saglar.

DNA yonlendirmeli RNA
sentezini inhibe eder.

Klinik kullanimina 6rnek
Noroblastoma, retinoblastoma,
non-Hodgkin lenfoma, meme
ve kiiciik hiicreli akciger
kanseri

Mide ve gastrointestinal sistem
kanserleri

Multipl miyelom

Testis, yumurtalik, bas ve
boyun kanserleri
Rabdomyosarkom,
endometriyal kanser, meme
kanseri, yetiskin akut 16semi,
mide ve rahim agi1z1 kanseri
Testis, kii¢lik hiicreli akciger
kanseri

Loésemi, meme, yumurtalik,
prostat kanseri

Kolon kanseri

Sarkomalar

Yumusak doku sarkomalar,
Ewing’s sarkoma, Wilms
Tumoru

Ozellikle kanser ila¢ ¢alismalarinda DNA’nimn hedef alindig1 ¢alismalarm tarihcesi Sekil

2.17°de gosterilmistir. 1910’1lardan giiniimiize DNA ile etkilesime giren ajanlarin kesfi ile
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ilgili zaman c¢izelgesinde, DNA iizerinde olusabilecek modifikasyonlara sebep olan
molekiiller (¢apraz baglayicilar, interkalatorler, cift iplik kiricilar, kod okuyucular) ile
DNA sarmaliyla iligkili topoizomeraz II gibi proteinler ve G-dortlii gibi ikincil DNA
yapilar gosterilmistir (Hurley, 2002).

| Alkilleyici ajanlar |

| Antibiyotikler |

1940 1985

<+———» Kesifte ana periyot. | .
ikincil DNA yapilar

—_—

Devam eden kesif,
daha duguk oncelikli

@cmnannca

1997
DNA Etkilesim
molekili

DNA-DNA capraz Protein-DNA t— Guanin tetrat
baglayic interkalatér Ciftiplik king Kod okuma kompleksi

" " N " n K ‘.

| iy JA i) iy —~ i :

\ \ X \ X 3 A \

Y ’ ' .

35 a® ﬂ

% III I II II I I ikincil DNA yapisi

il % %@Q 10{]
OB | | W - H R EACIGIOR

Sekil 2.17. DNA ile etkilesime giren molekiiller ve DNA ile molekiiler etkilesimleri
(Hurley, 2002)

Antikanser ilaglardan biri olan doxorubisin bir antibiyotiktir ve 1960’lardan bu yana kanser
tedavisinde kullanilmaktadir (Hurley, 2002). Kii¢iik bir molekiil olan actinomycin D’nin
1964 yilinda DNA etkilesiminde dizi secici olabilecegi gosterildiginden bu yana (Reich ve
Goldberg, 1964), once DNA’nin kiigiik olugunu taniyan polipirol antibiyotikler
(distamycin A ve netropsin) (Nelson, 2007), ardindan biiyiik olugu taniyan ve Hoogsteen
veya tersine Hoogsteen hidrojen baglar1 ile ti¢lii DNA sarmallar1 olusturabilen
oligoniikleotidler kesfedildi (Thuong ve Hélene, 1993). DNA’nin kiicik oluguyla
etkilesime giren molekiillere ornek Sekil 2.18-a’da (Hurley, 2002), biiyiik oluguyla
etkilesen molekiiller ise Sekil 2.18-b’de gosterilmistir. Sekil 2.18-a’ya gore poliamit
polipeptit kuyrugu (RPR) kiiclik oluk ile etkileserek transkripsiyon faktoriiniin (GCN4)
DNA'’ya baglanmasini sterik olarak onler, bu nedenle GCN4 biiyiik oluktan baglanir. RPR
ile GCN4 arasindaki sterik catigmanin ayni anda baglanmay: onledigi ok ile gosterilmistir

(Hurley, 2002). Sekil 2.18-b’de bir interkalasyon ajani olan 9-amino-6-kloro-2-
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metoksiakridinin DNA’nin biiyiik olugu ile etkilesimi ve olusan iiglii sarmal yapinin

molekiiler modellemesi gosterilmistir (Thuong ve Héléne, 1993).

Sekil 2.18. a) GCN4’iin DNA’ya biiyiik oluktan baglanmasi (Hurley, 2002). b) 9-amino-6-
kloro-2-metoksiakridinin DNA’nin biiylik olugu ile etkilesimi ve olusan t¢lii
sarmal yapinin molekiiler modellemesi (Thuong ve Héléne, 1993)

Bilesiklerin DNA ile etkilesiminde hidrojen bagi, hidrofobik etkilesimler ve enerji
durumlarinin goriilmesi i¢in ¢esitli molekiiler analizler yapilmaktadir. Tiimer ve digerleri
(2018)’in yapmis oldugu bir calismada dispiroferrosenilfosfazen bilesiginin molekiiler
yerlestirilmis pozlar1 ve bilesigin A-DNA (a) ve B-DNA (b) ile baglanma etkilesimleri
gosterilmistir (Sekil 2.19). Sekil 2.19°da bilesiklerin ikili sarmalin ana olugu icine
baglandig goriilmektedir (Timer ve digerleri, 2018).
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pHAN

Sekil 2.19. Dispiroferrosenilfosfazen bilesiginin molekiiler yerlestirilmis pozlar1 ve
bilesigin A-DNA (a) ve B-DNA (b) ile baglanma etkilesimleri (Tiimer ve
digerleri, 2018)

2.9.2. DNA-ila¢ etkilesiminin tespitinde kullanilan yontemler

Son yillarda ilag potansiyeli bulunan dogal veya sentetik kiiclik molekiillerin DNA ile
etkilesimine iliskin ¢ok sayida calisma yapilmakta, boylece ila¢ etkisinin molekiiler
mekanizmalarint aydinlatmak ve 6zglin DNA hedefli ilag tasarlamak hedeflenmektedir (Li,
Ma, C. Yang, Guo ve X. Yang, 2005). Antikanser ilaglarin DNA baglanmasina iligkin
yapilan in vitro ¢alismalarla bilesiklerin DNA ile nasil etkilesime girdigi aydinlatilmaya
baslanmistir. In vitro calismalarla DNA etkilesiminin DNA interkalasyon, DNA oluk
baglanma ya da topoizomerazlarin inhibisyonu yoluyla olma durumu ortaya
konulabilirken, hiicre temelli c¢alismalarla da bilesigin dogrudan hiicredeki DNA
iizerindeki etkisi gosterilebilmektedir (Palchaudhuri ve Hergenrother, 2007).
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DNA’nin arasina giren maddeler (interkalatér ajanlar) DNA bazlar1 arasina girerek
DNA’nin uzunlugunu artirir ve sarmal biikiimiin azalmasina neden olur. Bu maddeler
antikanser, anti-sitma, antibiyotik, antifungal, antineoplastik ilaglarda kullanilmasina
ragmen hepsi genotoksik etki gostermez. Genellikle bazik, katyonik ve elektrofilik grup
bulunduranlar genotoksisiteye sahiptir. DNA oluguna baglanan maddeler ise DNA
konformasyonunda biiyiik degisikliklere sebep olmaz ve genellikle kii¢iik oluga molekiiller
arasi etkilesimle baglanan, hilal sekilli molekiillerdir. DNA-ilag etkilesimine giren ilaglar
genellikle interkalatdr ajanlar ve oluga baglanan bilesikler olarak smiflandirilsa da
antrasiklinler hem interkalatif birimlere hem de oluga baglanan yan zincire sahiptir

(Palchaudhuri ve Hergenrother, 2007).

Bir maddenin DNA’ya olan etkisini ortaya koymak ve ne tiir bir etkilesme oldugunu
(interkalasyon, elektrostatik baglanma, ¢apraz baglanma) arastirmak i¢in kullanilan bazi

yontemler asagida kisaca agiklanmistir:

1. UV-goriiniir bélge (visible) absorpsiyon spektroskopisi: Kiiglik molekiillerin DNA ile
etkilesimini ortaya koymak i¢in yaygin kullanilan yontemlerden biridir. DNA-madde
kompleksinin absorbansta meydana getirdigi degisiklikler (hipokromik ve hiperkromik
etki) yorumlanarak baglanmanin ¢esidi hakkinda fikir edinilebilir (Arjmand, Parveen,
Afzal, Toupet ve Ben Hadda, 2012).

2. Floresans emisyon spektroskopisi: Cogunlukla kiiciik ligand molekiillerin DNA’ya
baglanma durumu arastirilirken kullanilir. Yiiksek duyarlilikta ve secicilikte, genis
dogrusal konsantrasyon araliginda c¢alisma imkani tanir (Sirajuddin, Ali ve Badshah,
2013).

3. Déniisiimlii voltametri: Ozellikle metal bilesiklerinin DNA’ya interkalasyonu
arastirtlirken UV-goriiniir bolge spektroskopi ile birlikte kullanilir (Sirajuddin ve
digerleri, 2013).

4. Viskozimetri: Arastirilan DNA-madde (ilag) kompleksinde interkalasyon olma
durumunda DNA’nin boyunun degismesine dayanarak ol¢iim yapilan bir yontemdir
(Caymaz, 2019).

5. DNA erime noktast degisimi: DNA igine molekiiliin interkalasyon yapma durumunda
heliks sarmalinin stabilitesi degistiginden erime sicakliginda da degisiklik meydana
gelir. Bu degisim UV absorbsiyonu kullanilarak tespit edilebilir (Kumar, Turner ve
Asuncion, 1993).
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6.

Agaroz Jel Elektroforezi: Radyoizotop kullanimi ya da ultrasantifiijleme gibi teknikler
gerektirmeyen bu yontemde oOzellikle plazmit DNA’larin kiitlesindeki degisimler
jeldeki DNA gogiiniin tahmin edilmesiyle ortaya konulabilir (Meyers, Sanchez, Elwell
ve Falkow, 1976). Plazmit DNA’nin ila¢ ya da madde gibi dis bir etki tarafindan
kesilmesi durumunda siipersarmal yapisinda degisiklik meydana gelir ve bu
konformasyon degisiklikleri elektroforezdeki go¢ hizin1 etkileyeceginden jelde
gozlemlenebilir. Bir plazmit DNA’nin farkli konformasyonlarinin agaroz jel
elektroforezinde goriintiilenme durumu Sekil 2.20°de gosterilmistir. Plazmit DNA’nin
normal siipersarmal formu elektroforezde en uzaga go¢ edendir ve Form | olarak
gosterilir. DNA’nin tek zincirindeki kirilma Form II ile gosterilen “Centikli, agik
halkasal form”un olusmasini, iki zincirin kirilmasi ise Form III ile gosterilen dogrusal
formun olusmasina neden olur (Caymaz, 2019). Jel elektroforezi ayni zamanda
topoizomeraz caligmalar1 i¢in de kullanilabilmektedir. Bu caligmalarda insan tipi
topoizomeraz I (Topo I) ile muamele edilen slipersarmal plazmitin bilesik varligindaki
goriinimii arastirilir, jeldeki siipersarmal ya da dogrusal goriinim Topo I’in bilesik
tarafindan inhibe edilme durumuyla ilgili bilgi verir. Bu inhibisyon katalitik yolla
(nonkovalent) ya da zehirlenme yoluyla olabilir. Eger bilesigin konsantrasyonuna
bagl olarak DNA’nin ¢entikli formu (Form II) artiyorsa bilesigin bir topoizomeraz 1

zehiri oldugu yorumlanabilir (Palchaudhuri ve Hergenrother, 2007).

Plazmid DNA

Centikli
Form II I halkasal
Form Il

Form |

Dogrusal

Super halkasal

Sekil 2.20. Plazmit DNA’nin farkli konformasyonlarinin agaroz jel goriintiisii (Caymaz,

7.

2019)

Elektrokimyasal DNA biyosensdrleri: Bu yontemle, 6zellikle DNA-ilag etkilesimine
yonelik ¢alismalarda, DNA’nin bir bazinda meydana gelen degisiklikler tespit edilerek
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DNA-ilag etkilesim yapist hakkinda bilgi edinilir (Turan, 2009). Orek olarak,
Yenilmez Cift¢i ve digerleri (2017) tarafindan yapilan paraben siibstitiie
siklotrifosfazenlerin DNA zararma iligkin elektrokimyasal biyosensor calismasinin
semast Sekil 2.21°de verilmistir. Paraben siibstitiie siklotrifosfazenlerin DNA
etkilesimini, altin nanopartikiiller ve otomatik elektrokimyasal biyosensor (MiSens®)
kullanilarak c¢alisilmasina iligkin genel sema (a) ve biyosensor test sonucunda elde
edilen amperometrik ham veri sonuglar1 (b) gosterilmistir (Sekil 2.21). Literatiirdeki
potansiyostat cihazlar1 kullanilarak manuel olarak yapilan biyosensor testlerinin
aksine, mikroakiskanlarin kullanildig1i otomatik biyosensorlerin birka¢ bilesigin /
ilacin kisa siirede hizli ve kolay bir sekilde analiz edilmesini saglamasi nedeniyle daha

kullanish oldugu one stiriilmektedir.

a
Hedef ve tam Bilesik
DNA prop kanigimn |
L . L
‘15 dk. inkiibasyon ve biyocipe enjekte
/ Avidin ve HRP ile modifiye Avicin \
Au nanopartikiil HRP
Biyotin ile modifiye + C MBox
tani probu \ * e ™8, ¥
Yakalama Hedef Biy«ii’n

probu Kontrol probu

R 9
(i dhl
/7 \

DNA hasan yok:
Yiiksek sinyal
b
0
-5 - v Kimyasal eklenmisg
10 (1.6 mgmL")
g 40 (1.6mg
-15 v Kontrol
(Kimyasal yok)
-20 :
0 50 100 150 200 250

Zaman (s)

Sekil 2.21. (a) Otomatik elektrokimyasal biyosensor (MiSens®) ¢alismasina iligkin genel
sema ve (b) amperometrik ham veri sonuglar1 (Yenilmez Ciftci, 2017).

Son yillarda kiiglik molekiillerin molekiiler etkilesimlerini ve biyolojik aktivitelerini
aragtirmak icin yeni tarama teknolojileri gelistirilmektedir. Ornegin kiiciik mikroarraylerin

kullanildig1 sistemler ile sadece DNA ile ligand arasindaki etkilesim degil, coklu
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etkilesimleri arastirmak miimkiin kilinmistir. Bunun yaninda DNA madde etkilesimini
incelemek i¢in matriks yardimli lazer desorpsiyon iyonizasyon-ucus zamani kiitle
spektrometresi (MALDI-TOF MS), taniml1 bir diziye baglanma anifitesini belirlemek i¢in
ise floresans interkalator yer degistirme assay (FID) yontemleri de kullanilmaktadir

(Nelson, Ferguson ve Denny, 2007).

Yeni kesfedilen bir bilesigin hiicresel DNA’y1 hedef aldigindan siipheleniliyorsa yukarida
bahsedilen in vitro deneyler ile hizlica DNA etkilesimi ortaya konulabilir. Ornegin
bilesigin UV-goriiniir bolge absorpsiyonu, DNA varliginda kirmizi bir kayma gosterirse
daha kesin bir yontem i¢in DNA termal denatiirasyon caligmalari uygulanabilir. Bir
bilesigin DNA ile etkilestigi ortaya konulduktan sonra ise bu etkilesimin nasil olduguna
yorum getirmek gerekir. Bunun i¢in de DNA’nin uzunlugunda meydana gelen degisikligi

ortaya koyabilen viskozite 6l¢iimleri yapilabilir (Palchaudhuri ve Hergenrother, 2007).

Bir bilesigin DNA’ya baglandigi ortaya konulduktan sonra hangi 6zel DNA dizisine
baglandig1, elektrik dogrusal dikroizm veya DNaz ayakizi ¢aligmasiyla ortaya konulabilir
(Palchaudhuri ve Hergenrother, 2007).

DNA oluguna baglanan yeni bilesiklerin ilaclarmin gelistirilmesine iliskin yapilan
calismalarda bir takim molekiiler dzelliklere dikkat edilir. Ornegin DNA sarmalinin kiiciik
olugunu tamamlayict hilal yapisi, elektrostatik etkilesimi ve ¢oziiniirliigii artirmak igin
pozitif yiikli uglar, dizi tanima icin H bag1 dondr/reseptorleri ve termodinamik
optimizasyonun saglanmasi i¢in esnek bir yapiya ihtiya¢ duyulur. Oluga baglanan ilaglarda
AT oluguna baglanmak daha dar genislikte, daha az sayida H bagi ile baglanma
gerektirdiginden daha siki bir baglanma imkan1 sunar ve GC ya da karisik baz giftlerine

sahip oluklara gore daha ¢ok tercih edilebilir (Wilson ve digerleri, 2005).

2.10. Hiicre proliferasyonunun tespiti

Tiimdrlerin gelisim mekanizmalarinin aydinlatilmasi i¢in hiicre proliferasyon hizinin tespit
edilmesi dnemlidir ve bu amagcla sitotoksik aktivite calismalar1 yapilmaktadir. Toksik etkisi
arastirilmak istenen maddenin, uygun hiicre kiiltiirii kullanilarak, hiicre biiyiime orani ve
hiicrelere verilen zarar durumunun tespitine yonelik yapilan testler “sitotoksisite testleri”

olarak adlandirilir (Aslantiirk, 2010). Hiicre proliferasyon hizinin tespitini saglayan testler
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genel olarak, DNA sentezinin (timidin analoglarinin DNA’ya katiliminin izlenmesi), hiicre
proliferasyon isaretcilerinin (prolifere hiicre ¢ekirdek antijeni ic¢in antikorlarin
kullanilmas1), metabolik aktivitenin (MTT gibi tetrazolyum tuzlarinin hiicre iginde
parcalanmasi) ve ATP varliginin Olgiimiine dayanmaktadir (Terzioglu, Keskin ve

Yanikkaya Demirel, 2013).

Memeli hiicrelerdeki sitotoksik aktivite ¢alismalari igin kolorimetrik testlerle ¢esitli hiicre
sayimi yontemleri kullanilmaktadir (Mosmann, 1983). Sitotoksisite c¢aligmalarinda
kullanilan bazi toksisite gostergeleri bircok hiicre i¢i mekanizma igin ortak olan bir toksik
bitim noktasinin tespitini saglar. Ornegin hiicre kiiltiiriindeki degisiklikler kaplama verimi
analizi ile, hiicre morfolojisindeki degisiklikler faz kontrast mikroskobu ile, hiicre
proliferasyonundaki degisiklikler hiicre sayimi ile, metabolik aktivitedeki degisiklikler
enzim aktivitesinin Ol¢limii ile, hiicrenin enerji durumu mitokondri iizerinden
degerlendirilerek metiltiazol difenil tetrazolyum (MTT) testi ile tespit edilebilir.
Sitotoksisitenin  degerlendirilmesinde kullanilan baz1 gostergeler Cizelge 2.10°da

verilmistir (Barile, 2008: 175 — 202).

Cizelge 2.10. Kiiltiir hiicrelerinde toksisitenin degerlendirilmesinde kullanilan temel
sitotoksik kriterler (Barile, 2008: 175 — 202)

Kiiltiir hucrelerinde akut toksisitenin belirlenmesinde

kullanilan yontemler

1 Hiicre kiiltiirii 6zellikleri ~ Kaplama verimi, fenotipik goriinim kaybi, PDL
(popiilasyon doubling level)

2  Morfoloji Faz kontrast mikroskobu analizi

3  Proliferasyon Hiicre sayimi, mitoz frekansi, DNA sentezi

4 | Metabolizma Glikoliziz, protein ve lipit sentezi, enzim aktivitesi

5 Sitoplazmik membran Markerlarin (isaretgiler) hiicre igine sizmasi, boyalarin
tutunmasi

6 Mitokondri Mitokondriyal biitiinliik, hiicre canlihg (Ornegin
metiltiazol difenil tetrazolyum (MTT)).

7  Lizozom Boyalarin ige almmasi (Ornegin Nétr Kirmizi Alim
(NRU) testi).

8  Kromozomal Karyotipik analiz (Ornegin kardes kromatid degisimi)

degerlendirme

Sitotoksik aktivite i¢in kolorimetrik testlerin kullanilmasinin avantaji herhangi bir
radyoizotop kullanilmasina gerek olmamasi ve hizli, kesin sonuclara ulasilabilmesidir.

Boyama yontemleri ile canli hiicre oranlar1 saptanabilir ancak islem siiresini kisaltmak ve
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yikama adimlarindan kag¢inmak icin ¢ok hiicreli tarama spektrofotometrileri (ELISA

okuyucular) kullanilmaktadir (Mosmann, 1983).

Tetrazolyum tuzu, ¢esitli dehidrogenaz enzimlerinin aktivitesini 6lgme yetenegine sahip
oldugu icin (Slater, Sawyer ve Strduli, 1963), memeli hiicrelerinin canliligmin ve
proliferasyonunun kantitatif kolorimetrik testler ile tespitinde kullanilmaktadir. Aktif
tetrazolyum tuzlarinin ancak canli hiicrelerdeki aktif mitokondriler tarafindan yikilmasina
dayanan MTT (3,(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir) testi 1983
yilinda gelistirilmistir. Bu testte MTT’ nin canli hiicrelerdeki dehidrogenaz enzimi ile
formazana doniistiigli ve normalde sar1 renkte olan MTT nin formazanin koyu mavi-mor
rengine doniistigl gorilmistiir. Bu renk degisiminin optik yogunlugu 6l¢iilerek hiicrelerin
canliligr ile ilgili bilgi edinilebilmektedir. MTT sadece yasayan hiicreler tarafindan
parcalanirken Oli hiicreler ve eritrositler tarafindan parcalanamamaktadir (Mosmann,

1983).

MTT testine benzer sekilde farkli tetrazolyum tuzlar iceren XTT (2,3-bis-(2-metoksi-4-
nitro-5-siilfofenil)-2H-tetrazolyum-5-karboksianilid), WST-1, WST-8 (2-(4-iyodofenil)-3-
(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2H-tetrazolyum) ve MTS 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-
karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolyum) gibi baska kolorimetrik yontemler
gelistirilmistir (Tokur ve Aksoy, 2017). MTT, XTT ve MTS bilesiklerinin yapis1 (Sekil
2.22) (Barltop, Owen, A. H. Cory ve J. G. Cory, 1991: 611-614) ile WST-1’nin
indirgenme mekanizmasi (Sekil 2.23) (K. M. Kim, S. B. Lee, S. H. Lee, Y. K. Lee ve K.
N. Kim, 2005) ilgili sekillerde gdsterilmistir.

CH, o0 ‘o CH,y
s’g_ 2 ST\ CH
o XX o
’E.N)\\N @—NHCQ—(":.':J SO,” T_t‘J\N
N:I\.l N=N S0,” L
O D[ OCH,COOH O -
CH,0 SO,

NO,

MTT XTT MTS

Sekil 2.22. MTT, XTT, MTS bilesiklerinin yapis1 (Barltop ve digerleri, 1991: 611-614)
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Sekil 2.23. WST-1 tetrazolyum tuzunun parcalanarak formazana doniismesi (Kim ve
digerleri, 2005)

Tetrazolyum tuzlarmmin hiicre icindeki indirgenme mekanizmasi Sekil 2.24°te
gosterilmisgtir. MTT tuzu hiicre igindeki ¢esitli indirgeyiciler tarafindan indirgenirken,
WST-1, transplazma zar1 elektron tasima sistemi 1-metoksiPMS ile indirgenir. WST-1"nin
hiicresel indirgeyicisi mitokondriyal sitrik asit dongiisiinde ortaya cikan nikotinamid

adenin diniikleotit (NADH) dir (Berridge, Herst ve Tan, 2005).

H,0, W WST-1°%
I SOD
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Sekil 2.24. MTT ve WST-1"nin hiicre igindeki indirgeme mekanizmasini gosteren sema
(Berridge ve digerleri, 2005)
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Tetrazolyum tuzlarimin kullanilmasi disinda, sitotoksik aktiviteyi tayin etmekte kullanilan

diger kantitatif yontemlere 6rnek asagida verilmistir:

a. ATP kantitatif hiicre canliligi testi: Hiicredeki ATP miktariin Slgiimiine dayali
olarak hiicre sayisinin belirlenmesini saglayan bir homojen luminesans (1s1ldamali)
yontemidir.

b. Resazurin indirgenme testi: Canli hiicrelerin, bir redoks boyasi olan resazurini
resofurine indirgemesi ve bunun florometrik olarak 6l¢iilmesine dayanir.

C. LDH salimim testi: Hiicre zar1 biitlinliigiiniin tespitine dayali bu testte, lizise ugrayan
hiicrelerden salinan laktat dehidrogenaz (LDH), laktati ve NAD® substrat olarak
kullanip NADH’1n iiretilmesinde rol oynar. LDH salinimi enzimatik deneyle ve
floresan sinyali kullanilarak tespit edilir.

d. Kaspaz-3/7 testleri: Kaspaz-3 ve Kaspaz-7 aktivitesi, apoptozis isaretgisi olarak
degerlendirilip, florometrik ya da liiminesans (1s1ldamali) yontemlerle 6l¢iilebilir (Riss

ve Moravec, 2004; Giiles ve Eren, 2008).

Sitotoksisite ¢aligmalart i¢in kullanilan bir diger yontem, hiicre proliferasyonunu da tayin
etmeyi saglayan Gergek Zamanli Hiicre Analizi’dir. Bu analiz E-plaklarin iizerindeki
hiicrelerin varli@inin, elektrot-cozelti arayliziindeki lokal iyonik ortami etkilemesi ve
empedansin artmasma yol agmasma dayanmaktadir. Olgiilen elektriksel empedanstaki
degisiklikten tiiretilen bir parametre olan hiicre indeksi (CI) gercek zamanli bir grafikte
gosterilerek yorumlanir (Sekil 2.25). Hiicrelerin yoklugunda, elektrik akimi kiiltiir ortami
icinde serbestge akip elektrotlar arasindaki devreyi tamamlarken, hiicreler kuyucuklara
eklendiginde elektrotlara yapisir ve ¢ogaldik¢a akim akigini engeller (Sekil 2.26). Boylece
hiicre sayisi, hiicre boyutu, morfolojisi ve hiicre-substrat baglanma kalitesine iliskin son

derece hassas bilgiler elde edilebilir (Keogh, 2010; Ramis ve digerleri, 2013).
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Sekil 2.25. Gergek Zamanli Hiicre Analizinde hiicre indeksi-zaman grafigi egiminde
empedans asamalar1 ve hiicresel davranisi (URL-8, 2019)

Tek kuyucuk
(yandan goriiniim)

—— p— = ————
[ — — — e -

e e — — e

electron flow

engellenen elektron akimm

Kkiiltiir ‘ hli;ilcrelerix_l
ortam ‘ ﬂ)
|
l |
negatif El_ E pozitif
terminal I terminal

kuyucugun alt

Sekil 2.26. Ger¢ek Zamanli Hiicre Analizindeki hiicre inhibisyonunun 6l¢iim mekanizmasi
(URL-8, 2019)

2.11. Apoptoz ve Nekroz

Bir hiicrenin 6liimi, hiicre zar1 biitlinliiglinlin geri doniisiimsiiz olarak par¢alanmasi olarak
tanimlanabilir. Memelilerde morfolojik 06zelliklerine gore tii¢ tip hiicre Olim tipi
tanimlanmistir; apoptoz, otofaji ve nekroz (Golstein ve Kroemer, 2007). Bu tez
caligmasinda {istlinde durulmus olmasi sebebiyle apoptoz ve nekroz mekanizmalari

hakkinda bilgi verilecektir.
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2.11.1. Apoptoz

Apoptoz ya da bir diger ismiyle programlanmis hiicre 6liimii, embriyonik gelisimde ve
yetiskin bireylerin doku rejenerasyonunda Onemli rol oynayan bir mekanizmadir.
Apoptozun gesitli fizyolojik islevlerdeki roliiniin ¢ok kritik oldugu bilinmektedir. Ornegin
sitotoksik T hiicreleri ve dogal oldiriicii hiicreler, hiicre i¢i patojenlere ve kanser
hiicrelerine dogal ve adaptif bagisiklik yanitiyla tepki vermek igin hedef hiicrelerin
apoptoza girmesini uyarir. Boylece hiicresel stres ya da yaralanmadan kaynakli genetik
hatalarin olusmasini engeller ve genomik biitiinliigiin korunmasina hizmet eder, bu acgidan

onemli bir timdr gézetimi mekanizmasi olusturur (Ravi ve Bedi, 2003: 1).

Apoptoz homeostazla ve kanser, edinilmis immiin yetmezlik sendromu ve ndrodejeneratif
hastaliklar dahil olmak iizere birgok hastalikla iliskilendirilmektedir (Steller, 1995).
Apoptoz, aktif ve dogal olarak programlanmistir, fizyolojik ya da patolojik ¢esitli cevresel
uyaricilar tarafindan baglatilabilmekte veya inhibe edilebilmektedir (Kerr, Wyllie ve
Currie, 1972). Apoptoz siireci belirgin morfolojik 6zellikler ve enerjiye bagl biyokimyasal
reaktorlerle karakterize edilir (Elmore, 2007). Apoptozun ilk agsamasinda hiicreler kiictliir
ve hiicre cekirdegi yogunlasir. Ardindan hiicre, hiicre zariyla cevrili pargalar halinde
parcalanir. Bir hiicredeki apoptoz belirtecleri, kaspaz protein ailesinin aktivasyonu, poli
ADP-Riboz polimeraz bolinmesi ve DNA fragmantasyonudur (Lakhani ve digerleri,
2006). Hiicrelerin programli 6liimiiniin yaninda hayatta kalmasi i¢in de ¢esitli uyaranlara
ithtiyac1 bulunur ve bu uyaranlara genel olarak “trofik faktorler”, bir diger adiyla “hayatta

kalma sinyalleri” ad1 verilmektedir (Lodish ve digerleri, 2008/2011).

Apoptozu baglatan ii¢ yolaktan s6z edilmektedir, bunlar: hiicre yiizeyindeki olim
reseptorleri tarafindan yonlendirilen “dissal yolak”, mitokondrinin aracilik ettigi “igsel
yolak” ve granzim/perforin yolagidir. Tim yolaklarda hiicresel bilesenleri pargalayan
kaspazlar rol oynamaktadir (Yildirim, Kogak ve Cing Yildirim, 2012). Bu yolaklarda rol
oynayan proteinlerin bir kismi1 Cizelge 2.11°de verilmistir. Oliim reseptdrii yolaginda
timor nekroz faktorii (TNF) reseptor gen siiper ailesi onemli rol oynar. TNF reseptor
ailesinin tiyeleri sitozince-zengin hiicre dig1 6liim domaini adi1 verilen yaklasik 80 amino
asitlik bir sitoplazmik domaine sahiptir ve domainler 6liim sinyalinin hiicre disindan hiicre
icine aktarilmasindan sorumludur. Mitokondriyal yolakta gorev alan Bcl2 protein ailesi

tiyeleri ise mitokondriyal zarin gegirgenligini diizenleyerek sitokrom C (Cyt €)’nin
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salmimini kontrol eder. Yaklasik 25 tiyeye sahip olan Bcl2 protein ailesi pro-apoptotik ya
da anti-apoptotik olarak rol oynayabilir. Puma ve Noxa proteinleri p53 aracili apoptozda,
pro-apoptik olarak gorev alir. Myc onkoproteini p53 bagimli ve bagimsiz apoptozda
aracidir (Elmore, 2007).

Cizelge 2.11. Apoptozda rol alan proteinlerden bazilar1 (Elmore, 2007)

Apoptoz yolag Prote % a Prote
TNF-a Tiimo6r nekroz faktorii alfa
TNFR1 Tiimo6r nekroz faktorii reseptorii 1
FasL Yag asidi sentetaz ligandi
FasR Yag asidi sentetaz reseptOrii
Apo3L Apo3 ligandi
Apo2L Apo?2 ligandi
A s i DR3 Oliim reseptorii 3
dis vola = DR4 Qlﬁm reseptorii 4
DR5 Oliim reseptorii 5
FADD Fas ile iliskili 6liim domaini
TRADD TNF  reseptorii-iligkili  oliim
domaini
RIP Reseptor aktive edici protein
DED Oliim etkileyici domaini
FLIP FLICE inhibe edici protein
Smac/DIABLO Ikinci mitokondri tiirevli kaspaz
aktivator/diisik  pl’ya  sahip
dogrudan TAP baglama protein
HtrA2/0Omi Yiiksek sicaklik ihtiyag proteini
IAP Apoptoz inhibitor proteinleri
Apaf-1 Apoptotik proteaz aktive edici
faktor
AlF Apoptoz indiikleyici faktor
Bcl-2 B-hiicresi lenfoma proteini 2
KON . BAX BCL2 iligkili X proteini
. CAD Kaspazla aktiflesen DNAaz
BAK BCL2 antagonisti 6ldiiriicii 1
BID BH3 etkilesim domain o6lim
reseptoru
BAD BCL2 hiicre 6limii antagonisti
BIM BCL2 etkilesimli protein
BIK BCL2 etkilesimli 6ldiiriicti
Puma BCL2 baglayic1 komponent 3
Noxa Forbol-12-miristat-13-asetat-
indiikleyici protein 1
Myc Onkogen Myc
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Oliim reseptérii yolagi

Oliim ligandlarinin hiicre zarindaki 6liim reseptdrlerine baglanmasi 6liim indiikleyici
sinyal kompleksi (DISC)’in olusumunu saglar. DISC sinyal kompleksinde prokaspaz-8
veya prokaspaz-10, FADD tarafindan tutulur ve otokatalitik boliinme ile aktive edilir. Bir
oliim ligand1 olan CD95L nin 6rnek alindigi 6liim reseptorii yolagina iliskin sema Sekil
2.27°de verilmistir. Fas iliskili yolda kaspaz-8 tarafindan BID’in kirilarak mitokondriyal
zararin olusmasi, 6liim reseptorii yolagi ile mitokondriyal yolak arasindaki karsilikli bir

konusma olarak degerlendirilmistir (Igney ve Krammer, 2002).

Oliim reseptorii yolaginda apoptoz, anti-apoptotik proteinler tarafindan birka¢ asamada
inhibe edilebilmektedir. Sekil 2.27°de apoptozu inhibe eden mekanizmalara iliskin
ornekler verilmistir. Ornegin, dliim ligandi CD95L'nin, ¢dziinebilir CD95 (sCD95) veya
decoy reseptorii 3 (DcR3) gibi ¢oziinebilir reseptorler ile CD95'e baglanmasi dnlenebilir.
FLIP'ler DISC kompleksine baglanip kaspaz-8'in aktivasyonunu Onleyebilir; bdylece
[AP'lerin inhibitorleri, kaspazlari inhibe eder (Igney ve Krammer, 2002).

=11 !J

DISC \( sCD95,
%x > { (DcR3)

&

Prokaspaz-8

(Prokaspaz-10) FLIP;
Kaspaz-8
(Kaspaz-10) \
/\\ i Kaspaz 3, -6, -7 Yo
@ (Cellat klaspazlar) C Q

Oliim substratlari

’ Apoptoz \

Sekil 2.27. Oliim reseptorleri yolaginda apoptoz (Igney ve Krammer, 2002)
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Mitokondriyal yolak

Kemoterapi, 1sin tedavisi vb. uyaranlar hiicrede mitokondriyal (igsel) yolagi baslatarak
apoptoza neden olabilir. Proapoptotik protein ailesi BCL2 (Ornegin BAX, BID, BAD,
BIM) bu yolakta 6nemli sinyal aracilaridir ve bu aracilarin mitokondriyi aktiflestirmesiyle,
Cyt ¢ sitozole salinir ve apoptozom olusturmak tizere apoptotik proteaz aktive edici faktore
(Apaf-1) baglanir. Apoptozom ile birlikte kaspaz-9 aktive edilir ve diger uygulayici
kaspazlarin aktivitesiyle birlikte apoptoz gergeklesir (Sekil 2.28) (Igney ve Krammer,
2002).

Mitokondriyal yolaktaki apoptozun inhibe edilmesinde; anti-apoptotik BCL-2, BCL-X.
proteinleri ve Smac/DIABLO tarafindan diizenlenen apoptoz inhibitor proteinleri (IAP’ler)
gorev alir. Bir diger yol ise sitokin ve biiylime faktorleri gibi hayatta kalma sinyalleriyle
fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K) yolunun aktiflestirilmesidir. PI3K, proapoptotik BCL2
familyasi tiyesi olan BAD'yi fosforile eden ve etkisiz hale getiren AKT'yi aktiflestirir. Bu
yol Sekil 2.28’de gosterilmistir (Igney ve Krammer, 2002).

Hayatta kalma sinyali
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66 46 ¢ 4 oo
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Sekil 2.28. Mitokondriyal yolakta apoptoz (Igney ve Krammer, 2002)
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Perforin/granzim yolagi

Sitotoksik lenfositlerin virlisle enfekte olmus hiicreler ile kanser hiicrelerini taniyip
apoptoz ile yok etmesi 6liim resept6rii yoluyla olabildigi gibi, perforin ve granzim adindaki
iki proteinin aktivasyonu ile de gerceklesebilmektedir. Kanser tedavisinde sitotoksik
lenfositlerin aktivitesinden yararlanarak immiin temelli tedavi yontemleri gelistirilmeye
baslanmistir. Bu nedenle sitotoksik T hiicreleri ve rekombinant antikorlar gibi antitimor
sitotoksisitesini destekleyen yeni kanser tedavileri, perforin/granzim etki yolundan
yararlanmaktadir (ElImore, 2007; Voskoboinik, Whisstock ve Trapani, 2015; Lodish ve
digerleri, 2008/2011).

Perforin/granzim yolaginda, hiicre zan yiizeyinde 10-20 nm’lik por olusumunu saglayan
perforin araciligiyla agilan porlardan (Sekil 2.29-B), tiimor hiicreleri ve viriisle enfekte
olmus hiicrelere sitotoksik etki gosterecek olan sitoplazmik graniiller salgilanir. Sekil
2.29’da bu yolak alternatif yollar1 ile birlikte su sekilde agiklanmigtir; sitotoksik T
hiicrelerindeki graniillerde perforin ve granzim depolanmistir ve T hiicresine antijen
baglanmasiyla birlikte bu graniiller sinaptik yariga bosaltilir (A-a). Aktif granzimler bazik
proteinlerdir ve graniiller icinde negatif yiiklii kondroitin siilfat proteoglikanlarla birlikte
depolanir. Bu nedenle graniiller pH'in n6tr oldugu sinaptik yariga birakildiginda granzimler
kondroitin stilfat proteoglikandan ayrisir. Granzim B yiizeyindeki korunmus katyonik
domainler hedef hiicredeki negatif ytiklii zara baglanip, endositik vezikiillerle hiicre igine
girebilir. Yeterli sayidaki perforin ise hiicre disindaki Ca?" ile karsilasinca hedef hiicre
zarmin lipitinde porlarin olusumunu saglar (A-c). Ancak perforinden kaynakli bir bozukluk
olmasi1 durumunda granzimler hiicre igine endozomal kagak¢iligi olarak da bilinen
endosomoliziz ile girebilir (A-b). Bu graniillerde bulunan serin proteazlardan granzim B,
proteinleri aspartat kalintilarina pargalayarak prokaspaz-10’u aktiflestirir. Kaspazlarin
aktiflesmesiyle programli hiicre oliimii gergeklesebildigi gibi (B), baska bir yolda ise
granzim B’nin BID’in yarilmasini sagladigi ve mitokondriden Cyt ¢’nin salimmi ile
mitokondriyal yolun kullanilabildigi ortaya konulmustur (A-d). Bunun diginda graniillerde
bulunan diger granzimlerin kaspazdan bagimsiz diger hiicre 6liim yollarin1 uyarabildigi
goriilmiistiir (A-e). (Voskoboinik, Smyth ve Trapani, 2006; Elmore, 2007; Lodish ve
digerleri, 2008/2011).



93

A

Sitotoksik
lenfosit

Kondroitin sulfat proteoglikan

5 & o Ca? Ca Sinaptik
Ca** Granzimin direkt| g3 ¢ a’ yarik
tasinmasi
Swvi faz eo
Hedef hiicre l endositoz ST R e

granzimler

|

| BID yanlmasnl Kaspaz

o B bagimsiz
e . @ It 1 hiicre dlimi
Diger
(¢} :
granrmler \ Mltokondrl
Kaspaz K. Cyt O
aspaz c,
bagimsiz l;ktivasyonu T OMIve SMAC °
hticre 6lumi ()
s L J L ) ( } ll ] ( ) [ ) { ] {
Cekirdek
|(;ekirdek fragmantasyonu ve apoptoz ]
B Ca**-bagimli Transmembran
zar baglanmasi por olugumu
Perforin e ©
Granmmler
oAb ot Car Cal ' f
CO000000C
Fosfolipid zar J \
O ©

Sekil 2.29. Perforin/granzim yolaginda hiicre 6liimii (Voskoboinik ve digerleri, 2006)

Kaspazlar

Proteolitik aktivitiye sahip olan kaspazlar proteinleri aspartik asit kalintilarina
parcalamakta ve aktiflestiginde geri doniislimsliz bir sekilde hiicre Gliimiiniin
gerceklesmesini saglamaktadir. Kaspazlarin biiyiikligii 17-21 kDa arasinda degisen bir
biliylik alt birimle, 10-13 kDa arasinda degisen kii¢iik bir al tbirimden olusmaktadir.
Kaspazlar genel olarak baslaticilar (kaspaz-2, -8, -9, -10), uygulayicilar (kaspaz-3, -6, -7)
ve inflamatuvar kaspazlar (kaspaz-1, -4, -5) olmak tiizere 3 baslikta gruplandirilmaktadir.

Diger tanimlanan kaspazlardan, kaspaz-11 septik sokta sitokin olgunlagmasi ve apoptozu
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uyarir, kaspaz-12 endoplazmik-6zgii apoptozu uyarir ve kaspaz-14 yetiskin dokularda
bulunmazken embriyonik dokularda yiiksek miktarda ifade edilmektedir (Elmore, 2007,
Rastogi, Richa ve Sinha, 2009).

Kaspazlar baslangigta inaktif zimojenik Onciiler olarak iiretilirken, cesitli hiicre Oliimii
uyaricilarina (apoptotik sinyal kaskadinin basinda bulunan dimerlestirici adaptor proteinler
vb.) cevap olarak aktiflesir. Kaspazlar ayni zamanda translasyon sonrasi fosforilasyon ve
ubikitasyon gibi modifikasyonlarla da aktiflesme durumu ayarlanabilir (Parrish, Freel ve
Kornbluth, 2013).

Uygulayici kaspazlardan kaspaz-3 ve kaspaz-7 apoptozda aynmi zamanda gorev alirken
farkli rolleri bulunmaktadir. Kaspaz-3 DNA pargalanmasin1 ve morfolojik degisiklikleri
kontrol ederken, kaspaz-7 daha ¢ok hiicre yasaminin kaybinda rol oynar. Ancak her iki

kaspazin da birlikte caligmasi apoptoz i¢in 6nemlidir (Lakhani ve digerleri, 2006).
2.11.2. Nekroz

Apoptoz veya otofajinin diizenlenmesinde rol oynayan proteinlerin inhibe edilmesi, hiicre
olimii tipinin nekroz olarak degismesine sebep olabilmektedir. Genel olarak nekroz,
genetik olarak kontrol edilmeyen ve rastgele meydana gelen bir 6liim sekli olarak

tanimlanmaktadir (Golstein ve Kroemer, 2007).

Nekrozun muhtemel molekiiler mekanizmasi Sekil 2.30°da aciklanmistir. Nekroz, cesitli
reseptorler, sitokinler, ilaglar ve DNA hasart ile uyarilabilmektedir. Nekrozu tetikleyen
reseptorler arasinda TNF reseptorleri, FAS ve TRAIL reseptorleri, purinojenik reseptorler
ve eksitoreseptorler (Ornegin NMDA) bulunur. Reseptériin aracili oldugu nekrozda Ca?*
ikinci haberci olarak rol alir. Bu nedenle bu yolakta Ca®" akisinin engellenmesi
eksitotoksinlerin neden oldugu nekrozu onleyebilir. Bir diger yolda, biiyilk DNA
kirilmalari, PARP aktivasyonunu uyararak ATP tiiketimine sebep olur ve enerji eksikligi
nedeniyle nekroza yol acabilir. Radyasyon ya da antikanser ilaglar1 ile dogrudan olusan
DNA hasarlar1 ile oksidatif stres (6rnegin iskemi vb) yoluyla dolayli yoldan olusan DNA
hasarlar1 da nekrozu tetikleyebilir. Reseptorlerin uyarilmasi, oksidatif stres ve DNA
hasariin hem apoptoz hem de nekroz mekanizmalarint uyarmasi, bu iki 6liim seklinde de

JNK ve p38'in bulundugu stres kinazlarinin yer almasi dikkat ¢ekmektedir. Ancak bu
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aktivasyonlarin hangi durumlarda apoptoza ya da nekroza yol acabildigi heniiz agik
degildir. Ancak kinazlarin aktivasyonu ile tetiklenen mitokondriyal hasarin derecesinin

hiicre kaderini belirliyor olabilecegi diisiiniilmektedir (Proskuryakov, Konoplyannikov ve
Gabai, 2003).

Excitotoksin Sitokinler Oksidatif stres, anti-neoplastik

Iskemi + ilaclar

ilaglar

i FAS, TNF, difer reseptérler DNA zarari
r'd
NMDA reseptdrleri RIP
ps3
9

stres Kinazlar JNK, p38

r
l PARP aktivasyonu

Bcl-2 ailesi proteinleri l

Y ATP'nin tilkenmesi
2+ ———» -
Ca o — y

ROS, pro-nekrotik faktdrler

'

Proteazlar

l

Plazma zan gecirgenligi

l

Mekroz

Sekil 2.30. Nekrozun molekiiler mekanizmasi (Proskuryakov ve digerleri, 2003)

Nekroz, uzun siire boyunca programli hiicre 6liimii olan apoptoza alternatif olarak kabul
edilmistir. Nekrozun ekstrem kosullarda meydana geldigi bilinmektedir. Ancak son
caligmalar nekrozun normal kosullarda ve programlanmis olarak da meydana gelebildigini
gostermektedir. Ayni ¢evresel kosullar, 6rnegin Sitokinler, 1s1, radyasyon vb. uyaranlar bir
hiicre populasyonunda hem apoptoza hem de nekroza sebep olabilmektedir. Bu nedenle
kinaz kaskadlari, 6lim reseptorleri ve mitokondrideki sinyal yolaklari her iki 6lim

mekanizmasinda da rol aldigindan, bu yolaklarda yapilacak degisikliklerle apoptoz ile
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nekroz arasinda gegisi saglamak miimkiin olabilmektedir. Ornegin apoptozun baslatildig1
hiicrelerin, enerji seviyeleri hizla tehlikeye girdiginde nekroz tarafindan &lmeye
zorlandigina dair kanitlar bulunmaktadir. Bu nedenle hiicre igindeki ATP seviyesi
degistirilerek, apoptotik uyaranlarin nekroza sebep olmasi saglanabilmektedir. Bagisiklik
yaniti, embriyogenez ya da normal doku rejenerasyonunda hiicrelerin nekroza ugradigina
dair ornekler tespit edildiginden, nekrozun programlanmis hiicre 6liimiiniin 6zgiin bir fazi
oldugu disiiniilmiistiir. Bundan yola ¢ikarak nekroz ve apoptoz arasindaki ince dengenin
bozulmasinin bazi hastaliklarin gelisiminde dnemli bir unsur olabilecegi diisiiniilmektedir.
Nekrotik hiicre dliimiiyle ilgili patogenezi bulunan hastaliklara drnekler Cizelge 2.12°de
verilmistir (Proskuryakov ve digerleri, 2003; Nicotera ve Melino, 2004).

Cizelge 2.12. Nekrotik hiicre oliimiiyle iligkili hastaliklar (Proskuryakov ve digerleri,

2003)

Hastalik Hiicreler/uyaricilar

Enfeksiyon Lenfostiler/HIV viriisii
Karaciger hiicreleri/Mycobacterium avium
Notrofiller/Shigella flexneri
Makrofajlar/Salmonella typhi

Alzheimer hastalig1 Noronlar

Creutzfeldt-Jakob hastaligt  Noronlar

Epilepsi Noronlar

Inflamatuvar hastaliklar Adacik hiicreleri/diyabet
Notrofiller,
Endoteryal hiicreler/inflamatuvar sitokinler
Karaciger hiicreleri

Iskemi Cesitli hiicreler

Apoptoz ile nekrozun mekanizmalarindaki bu benzerliklerin yaninda, meydana getirdigi
sonuglarda farkliliklar goriilmektedir. Ornegin nekrozda hiicre zari zarar gordiigiinden,
sitozolik bilesenler hiicre dis1 bosluga dokiiliip inflamatuvar yanita sebep olabilirken,
apoptoz sirasinda sitozolik iiriinler, zarlarla giivenli bir sekilde izole edilir ve makrofajlar
tarafindan yok edilir. Nekrotik bir hiicrenin hiicre zar1 gegirgenliginin artmasi gibi kendine
ozgii morfolojik ozellikleri bulunmaktadir (Proskuryakov, Konoplyannikov ve Gabai,
2003). Genel olarak nekrozun morfolojik 6zellikleri ve sonuglart agisindan apoptozdan

farklar1 Cizelge 2.13’de verilmistir (Coskun ve Ozgiir, 2011).



Cizelge 2.13. Nekroz ve apoptozun karsilastiriimasi (Coskun ve Ozgiir, 2011)

Ozellik

Morfolojik ve
biyokimyasal 6zellikleri

Hiicre 6lumu sonucu

Nekroz

Hiicre zar biitiinligii
bozulur.

Hiicre siser.

Biiytik vakuoller meydana
gelir.

Hiicre i¢i organeller
parcalanir.

Iyon dengesi bozulur.
Fosfatidil serin
translokasyonu goriilmez.
Enerji (ATP) gerekli
degildir.

DNA rastgele parcalanir.

Hiicre zar1 bozulmaz.
Hiicre biiziiliir.
Kromatin yogunlagmasi
gerceklesir.

Organeller par¢alanmaz.
Fosfatidil serin
translokasyonu meydana
gelir.

Enerji (ATP) gereklidir.
DNA kiriklart merdiven
seklindedir.

Hiicreler toplu halde oliir.
Hiicre pargalanir ve
lizozomal enzimler hiicre
disina salinir.
Inflamatuvara sebep olur.

Hiicreler teker teker ya da
birkag tanesi bir arada
oliir.

Makrofajlar tarafindan
fagosite edilirler.
Inflamatuvara sebep
olmaz.

2.11.3. Apoptotik ve nekrotik hiicre 6liimiiniin tespiti

Hiicre canliligr ve proliferasyonunu 6lgmeye dayanan testler disinda, hiicre Oliimiiniin
gerceklestigi mekanizmalarin da aydinlatilmasi 6nem tagimaktadir. Canli hiicreler ile
apoptotik, nekrotik hiicrelerin belirlenmesinde kullanilan yontemlere asagidaki testler

Ornek olarak verilebilir:

a. Hemotoksilen-eozin (HE) boyama: Bu boyama ile kromatin boyandigindan,
cekirdeklerin morfolojisine gore degerlendirme yapilabilir.

b. Giemsa boyama: HE boyamaya benzer sekilde g¢ekirdek morfolojisine bakilarak
apoptotik hiicreler belirlenebilir.

c. Floresan mikroskopi: DNA’ya baglanabilen floresan boyalarin kromatini goriiniir
kilmasiyla apoptotik hiicreler belirlenebilir. Hiicre kiiltlirli ¢alismalarinda tiim
hiicreleri boyanan Hoechst 33342 boyasi ile sadece 6lii hiicreleri boyayan propidiyum
iyodiir (PI) beraber kullanilir.
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d. Diger mikroskobik yontemler: Elektron mikroskopi ile hiicre zar1 ve gekirdek zari
biitiinligiiniin incelenmesi, faz kontrast mikroskobi ile ise apoptotik hiicrelerde gelisen
cepciklerin ve sekonder nekroz durumlarmin olus asamalarinin izlenmesi miimkiin
olabilmektedir.

e. Annexin V yontemi: Normal hiicre zarinin i¢ yiizeyinde olan fosfatidilserinin apoptotik
hiicrelerde zarin dis yiiziine transloke olmasi esasina dayanarak kullanilir. Annexin V
proteini, apoptotik hiicre zar1 dis yiizeyinde bulunan fosfatidilserine baglanabilir ve
floresan bir madde ile isaretlendiginde hiicreler akim sitometri ile 6l¢iilebilir.

f. TUNEL (TdT-dUTP nick-end-etiketleme) yontemi: Terminal deoksiniikleotidil
transferaz (TdT) kullanilarak, apoptotik fragmentasyon sonrasinda olusan DNA
kiriklarinin in situ olarak isaretlenmesi saglanir. Ardindan enzimatik veya floresan
yontemlerle goriintiilenerek apoptotik hiicreler digerlerinden ayirt edilebilir.

g. Ma30 antijen tamima yontemi: Kaspazlarin sitokeratin 18’1 kirmasi ile ortaya agiga
cikan antijenik bdlgenin immiinohistokimyasal olarak boyanmasi ile apoptotik
hiicreler tayin edilir.

h. Tripan mavisi boyama: Tripan mavisinin canli hiicrelere toksik olmamasindan
yararlanilarak, hiicre kiiltiirtindeki nekrotik hiicrelerin sayimi 151k mikroskobunda
yapilabilir.

i. SDS-PAGE ve Western blotlama: Apoptozla iligkili proteinlerin (Ornegin bcl-2),
kaspaz gibi enzimlerle kirilma durumunun tespiti igin kullanilabilir (Giiles ve Eren,
2008; Ark, 2017: 109-121; Fricker ve Tolkovsky, 2011: 307-312).

Agiklanan bu yontemlerin cesitli avantajlar1 ve dezavantajlar1 bulunmaktadir. Hiicre
zarmin gegirgenlik islevini kaybetmesine dayali olan yontemler (6rnegin PI boyama)
uygulamada pratik ve masrafsiz olmasma ragmen, apoptotik hiicrelerin tanimlamada
basarisiz olabilmektedir. Apoptotik hiicreleri teshis etmek karmasiktir ve bu yontemler tek
basina kullanildiginda apoptotik  hiicrelerin  belirlenmesinde  kesin  bir  sonug
vermemektedir. Biyotin ya da digoxigenin ile konjuge niikleotidler kullanilarak DNA
zincir kiriklarmin tespitine dayali bir teknigin ise apoptotik hiicre 6liimii tespitinde daha
ozgiin sonuglar verdigi ifade edilmektedir. Cilinkii apoptotik hiicrelerde ¢ok sayida DNA
zincir kirig bulunmaktadir ve bu durum onlarin nekrotik hiicrelerden ayirt edilmesini

kolaylastirir (Darzynkiewicz, Li ve Gong, 2009: 459).



99

3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu tez calismasinda kullanilan kimyasal bilesikler, sarf malzemeler ve cihazlara iliskin

bilgiler bu baslikta verilmistir.

3.1.1. Fosfazen bilesikleri

Bu ¢alismada oktaklorosiklotetrafosfazen (N4P4Clg) ile N/O don6r atomlu bidentat ligandin
sodyum tuzunun (FeCH2NHCH2CH>CH>ONa) 1:1 mol oranindaki tepkimeleri sonucunda
sentezlenen mono-ferrosenil-2-cis-4-dikloro-ansa- (2,4-ansa; 3) ve N-mono-ferrosenil-
propanoksi- (spiro; 4) siklotetrafosfazen bilesiklerinin degisik gruplarla; pirolidin (3a, 4a),
piperidin (3b, 4b), morfolin (3c, 4c), 1,4-dioksa-8-azaspiro[4.5]dekan (DASD) (3d, 4d), 4-
florobenzil-N’-metilpropan-1,3-diamin (3e, 4e), N-4-florobenzil-N'-metiletan-1,2-diamin
(41), 2,2,3,3-tetrafloro-1,4-biitandioksit (3g, 4g), 2,2-dimetil-1,3-propanedioksit (3h, 4h)
tepkimesi sonucunda olusan kismen ve tamamen siibstitiie fosfazen bilesiklerinin
antimikrobiyal aktivitesi, DNA etkilesimi, sitotoksik aktivitesi ve apoptik, nekrotik etkisi
arastirllmistir. Bu bilesikler Prof. Dr. Zeynel KILIC, Dog¢. Dr. Gamze ELMAS, Dog. Dr.
Aytug OKUMUS ve Dr. Arzu BINICI tarafindan ilk defa sentezlenmis olup, Ankara
Universitesi Kimya Béliimii’'nde kiitle spektrofotometrisi, element analizi, X-1511
kirmimetre vb. tekniklerle bilesiklerin kimyasal, molekiiler ve kristal yapilar

incelenmistir.

Biyolojik aktiviteleri bu tez kapsaminda arastirilan 16 bilesik kisaca 3a, 3b, 3c, 3d, 3e, 3g,
3h, 4, 4a, 4b, 4c, 4d, 4e, 41, 49, 4h olarak isimlendirilmis olup agik isimleri Cizelge 3.1°de,

kimyasal yapilari ile sentez agamalari ise Sekil 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Fosfazen bilesiklerinin isimleri

Bilesigin ~ Siibstitiient Bilesigin ismi

kisa ad1
1 3a Pirolidin Tetrapirolidino2,4-ansa- 2-cis-4-
diklorosiklotetrafosfazen
3b Piperidin Tetrapiperidino2,4-ansa- 2-cis-4-
diklorosiklotetrafosfazen
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Cizelge 3.1. (devam) Fosfazen bilesiklerinin isimleri

Bilesigin

Stibstitiient

Bilesigin ismi
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Morfolin

1,4-dioksa-8-
azaspiro[4.5]dekan (DASD)

4-florobenzil-N’-
metilpropan-1,3-diamino-

Sodyum 2,2,3,3-tetrafloro-
1,4-butanedioksit

2,2-dimetil-1,3-
propanedioksit

Pirolidin
Piperidin
Morfolin

1,4-dioksa-8-
azaspiro[4.5]dekan (DASD)

N-4-florobenzil-N’-
metilpropan-1,3-diamino

N-4-florobenzil-N'-
metiletan-1,2-diamino

Sodyum 2,2,3,3-tetrafloro-
1,4-butanedioksit ile tam
siibstitiie

Sodyum 2,2-dimetil-1,3-
propanedioksit ile tam
siibstitiie

Tetramorfolino2,4-ansa- 2-cis-4-
diklorosiklotetrafosfazen
Tetral,4-dioksa-8-azaspiro[4.5]dekano
2,4-ansa- 2-cis-4-
diklorosiklotetrafosfazen
N-4-florobenzil-N’-metilpropan-1,3-
diamino-2,4-ansa- 2-cis-4-
diklorosiklotetrafosfazen
2,4-Ansa-2-cis-4-dikloro-bis(2,2,3,3-
tetrafloro-1,4-
biitandioksi)siklotetrafosfazen
2,4-Ansa-2-cis-4-dikloro-bis(2,2-
dimetil-1,3-
propandioksi)siklotetrafosfazen
N-Mono-ferrosenil-propanoksi-N/O
spiro-hekzaklorosiklotetrafosfazen
N-Mono-ferrosenil-propanoksi-N/O
spiro-hekzapirolidinosiklotetrafosfazen
N-Mono-ferrosenil-propanoksi-N/O
spiro-hekzapiperidinosiklotetrafosfazen
N-Mono-ferrosenil-propanoksi-N/O
spiro-hekzamorfolinosiklotetrafosfazen
N-Mono-ferrosenil-propanoksi-N/O
spiro-hekzal,4-dioksa-8-
azaspiro[4.5]dekanosiklotetrafosfazen
N-Mono-ferrosenil-propanoksi-N/O
spiro-N-4-florobenzil-N’-metilpropan-
1,3-diamino-tetraklorosiklotetrafosfazen
N-Mono-ferrosenil-propanoksi-N/O
spiro-N-4-florobenzil-N'metiletan-1,2-
diamino-tetrakorosiklotetrafosfazen
N-Mono-ferrosenil-propanoksi-N/O
spiro-tris(2,2,3,3-tetrafloro-1,4-
biitandioksi)siklotetrafosfazen
N-Mono-ferrosenil-propanoksi-N/O
spiro-tris(2,2-dimetil-1,3-
propandioksi)siklotetrafosfazen
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Sekil 3.1. Bu arastirmada kullanilan siklotetrafosfazen tiirevlerinin sentez asamalar1 ve

kimyasal yapilari
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3.1.2. Antimikrobiyal aktivite deneylerinde kullamlan mikroorganizmalar ve
kimyasal malzemeler

Bu c¢alismada ele alinan mono-ferrosenil-2-cis-4-dikloro-ansa- (2,4-ansa; 3) ve N-mono-
ferrosenil-propanoksi- (spiro; 4) siklotetrafosfazen bilesiklerinin degisik gruplarla;
pirolidin (3a, 4a), piperidin (3b, 4b), morfolin (3c, 4c), 1,4-dioksa-8-azaspiro[4.5]dekan
(DASD) (3d, 4d), 4-florobenzil-N'-metilpropan-1,3-diamin (3e, 4e), N-4-florobenzil-N'-
metiletan-1,2-diamin (4f), 2,2,3,3-tetrafloro-1,4-biitandioksit (3¢, 4g), 2,2-dimetil-1,3-
propanedioksit (3h, 4h) tepkimesi sonucunda olusan 16 siklotetrafosfazen bilesiginin
antimikrobiyal aktivitelerinin tespitine yonelik calismalar Gazi Universitesi Biyoloji

Boliimii Molekiiler Biyoloji Laboratuvari’nda yiiriitiilmiistiir.

Siklotetrafosfazen bilesiklerinin antibakteriyal aktivitelerinin arastirilmasi i¢in 11 farkli
bakteri, antifungal etkilerinin arastirilmasi i¢in ise 3 maya susu kullanilmistir. Calismada
kullanilan bakterilerin isimleri ve kiiltiir bilgileri su sekildedir; Bacillus cereus NRRL-B-
3711, Bacillus subtilis ATCC 6633, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Enterococcus
hirae ATCC 9790, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922,
Escherichia coli ATCC 35218, Klebsiella pneumaniae ATCC 13883, Proteus vulgaris
RSKK 96029, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Salmonella typhimurium ATCC
14028. Bilesiklerin antifungal aktivitelerini test etmek i¢in kullanilan mayalar ise su
sekildedir; Candida albicans ATCC 10231, Candida krusei ATCC 6258, Candida
tropicalis ATCC 13803. Arastirmada kullanilan tiim bakteri ve maya tiirlerinin ayrintilari
Cizelge 3.2°de verilmistir. Biitiin bakteriler stoktan alinarak aktiflestirme islemi igin
Mueller-Hinton Agar (MHA)’da 37 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Mayalarin
aktiflestirilmesi i¢in stoklardan Malt Extract Agar (MEA)’e yapilan ekimler 30 °C’de 48

saat inkiibe edilmistir.
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Cizelge 3.2. Antimikrobiyal aktivite deneylerinde kullanilan mikroorganizmalar

Mikroorganizma Ozelligi |

Bacillus cereus NRRL-B-3711

Gram pozitif bakteri

Bacillus subtilis ATCC 6633

Gram pozitif bakteri

Enterococcus faecalis ATCC 29212

Gram pozitif bakteri

Enterococcus hirae ATCC 9790

Gram pozitif bakteri

Staphylococcus aureus ATCC 25923

Gram pozitif bakteri

Escherichia coli ATCC 25922

Gram negatif bakteri

Escherichia coli ATCC 35218

Gram negatif bakteri

Klebsiella pneumaniae ATCC 13883

Gram negatif bakteri

O Nooh~WNEF

Proteus vulgaris RSKK 96029

Gram negatif bakteri

10 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Gram negatif bakteri

11  Salmonella typhimurium ATCC 14028

Gram negatif bakteri

12 Candida albicans ATCC 10231 Maya
13 Candida krusei ATCC 6258 Maya
14  Candida tropicalis ATCC 13803 Maya

Antimikrobiyal aktivitenin tayin edilmesi ¢alismalarinda kullanilan kimyasal ve sarf

malzemelerin listesi Cizelge 3.3’te verilmistir. Agar kuyu difiizyon ve mikrodiliisyon

antimikrobiyal aktivite ¢alismalarinda besiyeri olarak Mueller - Hinton agar (MHA), Malt
extract agar (MEA), Mueller - Hinton broth (MHB) ve Sabouraud dekstroz broth

kullanilmigtir. Serum fizyolojik i¢in NaCl, bilesiklerin ¢o6ziilmesi i¢in 1,4-dioksan

kullanilmistir. Tiim ¢alismalarda ¢esitli dlglilerde meziir, erlenmayer, cam tiip, beher, 90x15

mm’lik petri kaplari, drigalski spatula, halka uglu 6ze, bunzen peki, eldiven, siringa ucu filtre,

10 cc siringa ve 96 kuyucuklu mikroplakalar kullanilmistir.

Cizelge 3.3. Antimikrobiyal aktivite deneylerinde kullanilan malzemeler

Malzeme

Mueller - Hinton agar (MHA)

Malt extract agar (MEA)

Mueller - Hinton broth (MHB)

Sabouraud dekstroz broth

Sodyum klorid (NaCl) (Serum fizyolojik i¢in)
1,4 dioksan (Bilesiklerin ¢6ziilmesi i¢in)

o Ul wWwN -

7 Cesitli cam malzemeler (meziir, erlenmayer, cam tiip, beher vb.)

8 | Petri kaplar1 (90x15 mm)
9  Drigalski spatiilii

10 | Halka uglu 6ze

11 Bunzen beki

12 | Lateks ve nitril eldiven

Markasi |
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Sigma-
Aldrich

LP Italiana
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Cizelge 3.3. (devam) Antimikrobiyal aktivite deneylerinde kullanilan malzemeler

Malzeme Markas1 |
13 Minisart siringa ucu filtre (0,45 pm) Sartoirus
14 10 mL siringa -
15 Mikroplaka (96 kuyucuklu) -

3.1.3. DNA ile etkilesim deneylerinde kullanilan malzemeler

Bilesiklerin DNA ile etkilesiminin aragtirllmasinda kullanilan kimyasal ve sarf
malzemelerin listesi Cizelge 3.4’te verilmistir. Agaroz jel elektroforez deneylerinde,
bilesiklerin ¢oziilmesi i¢in 1,4 dioksan, gerekli tampon ve ¢ozeltilerin hazirlanmasi igin
tris, etilendiamintetraasetik asit (EDTA), etidyum bromiir (EtBr), agaroz, siikroz,
bromfenol mavisi kulanilmistir. Bunun disinda bilesiklerin hazirlanmas1 agaroz jel
yiikleme islemleri i¢in mikropipet uglari, mikrosantrifiij tlipleri, minisart siringa ucu filter,
eldiven, cesitli biyiikliikklerde meziir, erlenmayer, cam tiip, beher ve restriksiyon
endoniikleaz kesim enzimleri (BamHI ve Hindlll) ile pBR322 plazmit DNA kullanilmustir.

Cizelge 3.4. DNA ile etkilesim deneylerinde kullanilan malzemeler

Malzeme/Cihaz \YEC

1  1,4dioksan Merck

2 | Tris Merck

3  Etilendiamintetraasetik asit (EDTA) Merck

4 Etidyum Bromiir (EtBr) Sigma

5  Agaroz Applichem

6  Siikroz Sigma-Aldrich

7  Bromfenol mavisi Merck

8  Mikropipet uclari LP Italiana

9  Mikrosantrifiij tiipleri LP Italiana

10  Minisart siringa ucu filtre (0,45 um) Sartoirus

11  Cesitli cam malzemeler (meziir, erlenmayer, cam -
tiip, beher vb.)

12  Lateks ve nitril eldiven -

13 Restriksiyon endoniikleaz  kesim  enzimleri Sigma-Aldrich
(BamHI1 ve HindlIl1I)

14 pBR322 plazmit DNA Sigma-Aldrich

3.1.4. Sitotoksik aktivite deneylerinde kullanilan hiicre hatlann ve kimyasal
malzemeler

L929 fare fibroblast hiicreleri Sap Enstitiisii’nden, MCF-7 meme kanseri hiicre hatlar ise

Giilhane Saglik Bilimleri Enstitiisti Hiicre Kiiltiirii Bankasi’ndan alinmistir. Sentezlenen
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bilesiklerin tamaminin sitotoksik aktivitelerini aragtirmak amaciyla MCF-7 meme kanseri
hiicre hatlarina ve kontrol olarak 1929 fare fibroblastlarina WST-1 testi uygulanmistir.
Ayrica bazi bilesiklere Gergek Zamanli Hiicre Analizi yapilmis ve tiim bilesikler i¢in ikili
boyama yapilarak apoptoz, nekroz durumlari arastirilmistir. Bu calismalar Kirikkale
Universitesi Hiicre Kiiltiirii Laboratuvari’nda yiiriitiilmiis olup, kullanilan kimyasal ve sarf
malzemelerin listesi Cizelge 3.5’te verilmistir. Sitotoksisite ¢aligmalarinda 2-(4-lodofenil)-
3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-distilfo-fenil)-2H tetrazolyum monosodyum tuzu (WST-1), tripsin-
EDTA, hiicre kiltiirii kaplari, 96 kuyucuklu mikroplakalar, hiicre kiiltiir gelisme
besiyerleri, Phosphate buffered saline (PBS) ve Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM) kullanilmistir. Proliferasyon etki ¢alismasinda E-plak ve Ger¢ek Zamanli Hiicre
Analiz Sistemi, apoptotik ve nekrotik etki ¢alismasinda ise Hoescht 33342 ve propidyum
iyodiir (PI) kullanilmistir.

Cizelge 3.5. Sitotoksisite ve apoptotik, nekrotik etki deneylerinde kullanilan malzeme

listesi

1 2-(4-lodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-distilfo- Roche

fenil)-2H tetrazolyum monosodyum tuzu (WST-1)
2 | Tripsin-EDTA Biological Industries
3 Hiicre kiiltiir kaplar1 Corning
4 | Mikroplaka (96 kuyucuklu) Corning
5  Hiicre kiiltiir gelisme besiyerleri Biological Industries
6 | Phosphate buffered saline (PBS) Sigma-Aldrich
7  E-plak Roche
8 | Gergek Zamanh Hiicre Analiz Sistemi Roche
9  Hoescht 33342 Serva
10 ' Propidyum iyodiir (PT) Serva
11 Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) Biological Industries

3.1.5. Kullanilan aletler ve cihazlar

Fosfazenlerin biyolojik aktiviteleri ¢alisilirken kullanilan alet, cihaz ve markalar1 Cizelge
3.6’da verilmistir. Tiim caligmalarda genel olarak, sterilizasyon i¢in otoklov, besiyerleri
icin farkli sicakliklara ayarlanmis olan etiivler, hiicre kiiltiirii i¢in karbondioksitli etiiv,
farkli sicakliklara ayarlanmis buzdolab1 ve dondurucular, jel goriintiilleme cihazi, floresan
mikroskobu, steril kabin, buz makinesi, hassas terazi, elektronik tarti, sogutmali santrifiij,

yatay elektroforez tanki ve gii¢ saglayicisi, vortex, mikroplaka okuyucu, mikrodalga firin,
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saf su cihazi, 1sitmali manyetik karistirici, pH metre, farkli hacimlerde mikropipetler,

agaroz jel kasetler ve taraklar1 kullanilmigtir.

Cizelge 3.6. Kullanilan alet, cihaz ve markalari

Alet ve cihazlar Marka |
1  Otoklav Tomy SX
2 | Etiivler Binder
3 Buzdolabi (+4 °C) Sanyo
4 | Derin dondurucu (-30 °C) Sanyo
5  Derin dondurucu (-80 °C) Sanyo
6 | Jel goriintiileme cihazi Biometra Biodoc Analyze
7 Karbondioksitli etiiv Binder CB150
8  Floresan mikroskobu Leica
9  Steril kabin Esco
10 ' Buz makinesi Hoshizaki
11 Hassas terazi Sartorius
12 | Elektronik tart1 Scaltec
13  Sogutmalr santrifiij Sigma
14 | Yatay elektroforez tanki ve gii¢ saglayici Biometra
15 Vorteks Fisons Whirlimixer
16  Mikroplaka (ELISA) okuyucu BIOTEK GEN5 Elisa
Reader PowerWave XS2
17 Mikrodalga firin Vestel
18 | Safsu cihazi Jencons
19 Isitmali manyetik karistirict Electro mag
20 | pH metre Mettler Toledo seven multi
21  Farkli hacimde mikropipetler Gilson pipetmann

22 | Agaroz jel kasetleri ve taraklar -

3.1.6. Kullanilan cozeltiler

Antimikrobival calisma icin kullanilan ¢ozeltiler

a. Besiyerleri: MHA besiyeri, iiretici firmanin 6nerdigi sekilde 34 gr tartilip 1 It distile
suda ¢oziilmiis, MEA besiyeri ise 48 gr tartilarak 1 It distile suda ¢6ziilmiis, ve her iki
besiyeri de otoklavda 121 °C’de 1,5 atm basingla 15 dk sterilize edilmistir. Kati
besiyerleri otoklavdan ¢ikarildiktan sonra 45 °C’ye kadar sogutularak steril kabinde ya
da diger aseptik kosullarda steril petri kaplarma 18-22 mL kadar dokiilmiistiir. Sivi
besiyerleri ise 10 mL’lik steril cam tiiplere alinmistir. Kati besiyerlerinin katilasmas,

stvi besiyerlerinin ise sogumasi beklenerek ardindan sterilite kontroliinii saglamak
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amaciyla bir gece etiivde bekletilmistir. Tiim besiyerleri +4 °C’lik buzdolabinda
muhafaza edilmistir.
b. Serum fizyolojik: %0,9 oraninda sodyum klorur (NaCl) distile su igerisinde ¢6ziilmiis

ve ardindan otoklavda 121 °C’de 1,5 atm basingla 15 dk sterilize edilmistir.

DNA etkilesimi calismalari icin kullanilan cozeltiler

a. 0,5M EDTA (pH 8.0): 186,12 gr EDTA 06nce bir miktar distile suda ¢oziiliip, son
hacmi 800 mL’ye tamamlanmistir. pH’1 8 olana kadar NaOH tableti eklenerek
karistirilmis ve pH ayarlandiktan sonra son hacmi 1 000 mL olacak sekilde distile su
eklenmistir.

b. 1M Tris-HCI: 12,11 gr Tris hassas terazide tartilip bir miktar distile suda ¢oziilmiis ve
konsantre HCl ile pH 8’e ayarlanmistir. Ardindan son hacim distile su eklenerek 100
mL’ye tamamlanmistir.

C. TE ¢ozeltisiz 1 mL 1 M Tris-HCI (pH: 8.0) ile 0,2 mL 0,5 M EDTA (pH: 8.0)
karistirilmis ve son hacim 100 mL olacak sekilde distile su eklenmistir.

d. Stok Tris-Asetik Asit-EDTA (TAE) tamponu (x50) (pH: 8,0): Once 242 gr Tris, 57,1
mL glasial asetik asit ile 0,5 M 100 mL EDTA (pH 8,0) distile su igerisinde ¢6ziilmiis
ve hacim 1 000 mL’ye tamamlanmustir.

e. TAE yiiriitme tamponu: TAE tamponu (x50) tampondan 20 mL alinip, distile su
eklenerek 1 000 mL’ye tamamlanarak hazirlanmistir.

f.  Agaroz: %0,8 ve %1’lik agaroz TAE tamponunda ¢oziilerek hazirlanmistir.

g. Yiikleme tamponu: 0,025 gr bromofenol mavisi, 40 g. siikroz, 0,25 gr ksilen siyanol
100 mL distile su igerisinde ¢oziilmiistiir.

h. Etidyum bromiir (EtBr): 10 mg/mL derisimde olacak sekilde hazirlanarak ve koyu

renkli bir siseye alinmustir.

3.2. Yontem

Siklotetrafosfazen bilesiklerinin biyolojik aktivitelerinin tespitinde kullanilan yontem ve

teknikler agiklanmustir.
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3.2.2. Antimikrobiyal aktivite calismalari

Adgar kuyu difiizyon yontemi

Sentezlenen  bilesiklerin  mikroorganizmalar {izerinde gosterdigi  antimikrobiyal
aktivitelerini belirlemek i¢in 11 patojen bakteri ve ii¢ maya susu (Bkz: Cizelge 3.1)
kullanilmistir. Calisma 6ncesinde mikroorganizmalar uygun besi ortaminda aktiflestirilmis,
konsantrasyonlarinin McFarland standardizasyonunun yapilmasi i¢in, ekim yapilan petri
kaplarindan 6ze yardimiyla alinan bakteri ve maya kiiltiirleri steril serum fizyolojik
tiiplerine aktarilmistir. Bakteriler i¢in serum fizyolojik tiiplerinin yogunlugu McFarland
No: 0,5 (1x108 koloni olusturan birim (kob)/mL), mayalar i¢in ise McFarland No: 0,5
(1x107 kob/mL) olacak sekilde ayarlanmustir.

McFarland standardizasyonu saglanmis mikroorganizma ¢ozeltilerinden mikropipetle 100
ul alinarak, bakteriler igin MHA, mayalar i¢in ise MEA besiyerine drigalski spatula ile
yaymmi gergeklestirilmistir. Bu besiyerlerine steril kosullar altinda 6 mm’lik delgegler ile
kuyucuklar acilmistir. Oncesinde filtreden gegirilerek ~sterilize edilen 1650 pM
konsantrasyondaki siklotetrafosfazen bilesiklerinden bu kuyulara 50 ul eklenmistir.
Ardindan inkiibasyon i¢in bakteri ekimi yapilan petriler 24 saatligine 37°C’lik sicakliga
ayarlanmig etiive, maya ekimi yapilan petriler ise 48 saatligine 30°C’lik etiive
kaldirilmistir. Bu calismanin degerlendirilmesi i¢in gerekli olan kontrol ¢alisma i¢in ise,
pozitif kontrol olarak ampisilin ve kloramfenikol (bakteriler i¢in) ve ketakonazol (mayalar
icin), negatif kontrol igin ise ¢oziicii olarak kullanilan 1,4 dioksan 50 pl kuyulara
uygulanmis ve ayni kosullarda inkiibasyona birakilmistir. Belirtilen inkiibasyon siirelerinin
sonunda petrilerde olusan inhibisyon zonlar1 cetvel yardimiyla milimetrik olarak 6l¢iiliip,
kaydedilmistir. Calismalar {i¢ tekrarli olacak sekilde yapilmistir. Antimikrobiyal etki
caligmalar1 Perez, Pauli ve Bazerque (1990)’nin gelistirdigi agar kuyu difiizyon yontemi
temel alinarak gergeklestirilmis ve Clinical and Laboratory Standards Institute (2019)

standartlarina gore degerlendirilmistir.

Mikrodiliisyon yontemi

Kuyu difiizyon yontemiyle yapilan c¢alisma sonucunda bir petrideki her {i¢ kuyuda da

antimikrobiyal aktivite gosteren bilesiklerin minimum inhibitér konsantrasyon (MiK),
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minimum bakterisidal konsantrasyon (MBK) ve minimum fungisidal konsantrasyon
(MFK) degerleri mikrodiliisyon yontemi ile belirlenmistir. Kuyu diflizyon ydntemi

sonucunda yiiksek antifungal etki gozlemlenmedigi icin MFK caligsmas1 yapilmamuistir.

Bakteriler i¢cin Mueller Hinton broth kullanilarak hazirlanan sivi besiyerlerinden 100 pl 96
kuyucuklu mikroplakalara eklenmistir. 1650 pM konsantrasyondaki bilesiklerinden 50 pl
ilk kuyucuga eklenip mikropipet ile karistirilarak, ayni miktarda geri alinip ikinci
kuyucaga aktarilmistir. Bu sekilde diger kuyucuklara konsantrasyonu 2 oraninda olacak
sekilde diliisyon gerceklestirilmis ve 1650-3,25 pM arasinda degisen farkl
konsanstrasyonlar elde edilmistir. Bakteri konsantrasyonu serum fizyolojik icerisinde
McFarland No: 0,5 (1x108 kob/mL) olarak ayarlanip I\10 oraninda seyreltilmis ve
mikroplaktaki her bir kuyuya 5 pl eklenmistir. Pozitif kontrol olarak sadece bakteri ile
besiyeri igeren kuyucuk kullanilirken, negatif kontrol olarak sadece besiyeri bulunan
kuyucuk kullanilmistir. Bakteri olan mikroplakalar 24 saatligine 37°C’lik etiive
kaldirilarak inkiibe edilmistir. Fosfazen bilesiklerin MIiK ve MBK degerlerinin
belirlenebilmesi i¢in inkiibasyon sonrasi etiivden g¢ikarilan mikroplakalardaki 412,5-3,25
puM araligindaki 8 farkli konsantrasyonu igeren her bir kuyudan 10 pl érnek alinip MHA
iceren petri kaplara ekim yapilmistir. Ardindan 37°C’lik etlivde 24 saat inkiibe edilen
mikroorganizmalarin iiremeleri kontrol edilmistir. MBK degeri, mikroorganizma
{iremesinin olmadig en diisiik konsantrasyon, MIK degeri ise mikroorganizma iiremesinin
yavasladigi ilk konsantrasyon olarak kaydedilmistir. Mikrodiliisyon testleri Zgoda ve
Porter (2001)’in yontemi degistirilerek, en az iki tekrar ¢aligilmigtir.

3.2.3. DNA ile etkilesim ¢alismalar:

Calismada kullanilan 16 adet siklotetrafosfazen bilesigi 1,4 dioksan igerisinde ¢oziilerek
1650 uM, 825 uM, 4125 uM, 206,25 uM, 103 puM, 51,5 uM konsanstrasyonlarinda
plazmit DNA ile 24 saat 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon siiresinin sonunda
bilesiklerin plazmit DNA {izerindeki etkisinin arastirilmasi igin agaroz jel elektroforezi
kullanilmigtir. Bu calismalar Giimiis ve arkadaslar1 (2009)’nin kullandig1 agaroz jel
elektroforezi ve restriksiyon endoniikleaz kesim reaksiyonu yontemi temel alinarak

gerceklestirilmistir.
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Agaroz jel elektroforezi

Fosfazen bilesikleri ile plazmit DNA’nin karigimi bekleme siiresinin sonunda %1°lik
agaroz jelde yiiriitiilmiis ve goriintiilenmistir. Bunun i¢in hassas terazide 1 gr agar tartilip
100 mL Ix TAE iginde ¢6zlilmiis ve mikrodalga firinda kaynatilarak homojen hale
getirilmistir. Ardindan agaroz jel biraz sogumaya birakilarak jel kasedine dokiilmiis ve
uygun taraklar takilarak ylikleme kuyucuklari olugturulmustur. Yaklagik 30 dk sonrasinda
jelin polimerizasyonun saglandigindan emin olunup tarak jel kasedinden ayrilmistir. Jel
kaseti agaroz jel elektroforez tankina yerlestirilerek, jelin tizerini gegecek kadar 1x TAE
tamponu eklenmistir. Ik kuyucuga kontrol icin bilesik ile muamele edilmemis plazmit
DNA (pBR322) yiiklenmis, diger kuyucuklara ise bilesik-DNA karisimi, yiikleme tamponu
(bromfenol blue) ile karistirilarak yiiklenmistir. Ornekler 70 V’luk bir voltaj uygulanarak
dogru akimda yiiriitilmiis ve 180 dk sonunda etidyum bromiir ile yaklasik 3 dk muamele
edilerek, bant durumu, goriintileme cihazinda UV 1sik altinda goriintiilenmistir. Jel

goriintiilerinin fotografi ¢ekilerek .jpeg formatinda bilgisayara kaydedilmistir.

Restriksiyon endoniikleaz (RE) reaksiyonu

Bilesik-plazmit DNA etkilesimi agaroz jel elektroforezinde goriintiilendikten sonra, DNA
etkilesimi oldugu goriilen bilesikler icin, DNA’nin hangi bolgelerine baglandigina yorum
getirilebilmesi icin BamHI ve HindIIl restriksiyon endoniikleaz (RE) enzim kesimleri

yapilmistir.

pBR322 plazmit DNA, BamHI enziminin baglanma dizisi olan 5'-G/GATCC-3' dizisine bir
bolgede sahip oldugundan, bu bolgeden kesilim gosterir. Boylece BamHI kesimiyle
birlikte dogrusal DNA (Form III) olusur. Hindlll enzimi ise 5-A/AGCTT-3" dizisini
taniyarak keser ve BamHI enzim kesiminde oldugu gibi dogrusal DNA olusur. Bu kesilim
durumunu arastirmak igin bilesikler ile plazmit DNA’nin 24 saat inkiibasyonu sonunda
bilesik-DNA karigimi ile BamHI ve Hindlll enzimleri ayr1 ayri muamele edilmistir. Bu
karisimlar 2 saat 37 °C’de etiivde inkiibasyona birakilmis ve %1 agaroz jelde, 70 V’ta 60
dk yiirttiilmiistiir. Ardindan yaklasik 3 dk etidyum bromiir ile muamele edilen karisimlar
goriintiileme cihazinda, UV 1s1k altinda goriintiilenmis ve bant durumlart incelenerek

fotograflanmistir.



111

3.2.4. Sitotoksik aktivite ve apoptotik, nekrotik etki ¢alismalar:

Calisilan siklotetrafosfazen bilesiklerinin bazilarmin sitotoksik aktive durumunu tayin
etmek amaciyla WST-1 testi uygulanmistir. Calismada 1.929 fare fibroblastlar1 (normal
hiicreler) ile MCF-7 (ATCC HTB-22) meme kanseri hiicre hatlar1 kullanilmistir. Sitotoksik
aktivite calismalarinin tamami Kirikkale Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Arastirmalar

Uygulama ve Aragtirma Merkezi laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.

Bilesiklerin ve hiicre kiiltiirlerinin hazirlanmasi

Calismada kullanilacak bilesikler 1,4 dioksanda ¢oziilmeden once UV 1sinda 30 dk

bekletilerek sterilizasyonu saglanmistir.

L929 fare fibroblast hiicreleri ile MCF-7 meme kanseri hiicre kiiltiirlerinin hazirlanmasi
icin, stoklanmig ve dondurulmus hiicre hatlar1 Oncelikle 37°C su banyosunda
¢ozdirilmistir. Ardindan hiicre organellerinin korunumu i¢in ortama eklenmis olan
DMSO gibi kryoprotektan ajanlarin uzaklastirilmasi amaciyla PBS (Ca?* ve Mg*
icermeyen fosfat tampon) ile iki kez yikanmustir. Hicreler, besiyeri iginde siispanse
edilmis ve %10 FBS, 100 U/mL streptomisin ve 100 pg/mL penisilin iceren RPMI 1640
ortaminda flasklara ekilerek 37°C’de %5 CO: varligindaki inkiibatorlerde inkiibasyona
alinmistir. Besiyerleri belirli araliklarla degistirilmis ve hiicrelerin ¢ogalma hizlar ile

morfolojik goriiniimleri 151k mikroskobu ile kontrol edilmistir.

Hiicrelerin 151k mikroskobunda, %80-90 oraninda bulundugu yiizeyi kapladigi
goriildiiglinde, pasajlama icin hiicre kiiltiirii ortamindan ¢ikarilip PBS ile yikanmis ve
tripsin-EDTA ile muamele edilmistir. Ardindan hiicreler 15 mL’lik ependorf tiiplerine
almarak 2 500 rpm’de 2 dk santrifiij edilerek ¢oktiiriilmiistiir. Santrifiij sonrasinda
sipernatant uzaklastirilarak hiicreler elde edilmis ve etiketlenen flasklara ekim yapilarak

37°C’de %5 CO: igeren etiive alinmustir.

WST-1 ile sitotoksik aktivitenin belirlenmesi

WST-1, sitotoksisite ¢aligmalarinda kullanilan enzimatik bir testtir ve mitokondriyal
dehidrojenaz enziminin tetrazolyum tuzunu formazana doniistiirmesi esasina dayalidir. Bu

doniislim sonrasinda meydana gelen renk degisiminin belirlenmesiyle bilesiklerin
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sitotoksik aktivitesine iligkin tespitlerde bulunulmustur. WST-1 testi, Rzayev, Tiirtk ve
Soylemez (2012)’in kullandig1 yontem uygulanarak gerceklestirilmistir.

Fosfazen bilesikleri ve pozitif kontrol olarak kullanilan antikanser ajan doxorubisinin farkl
konsantrasyonlar1 L929 fibroblast ile MCF-7 meme kanseri hiicre hatlar1 ile muamele
edilmistir. Oncelikle bu hiicre hatlarma ait 5 000 hiicre 96 kuyucuklu plaklara ekilmis ve
bilesikler ile pozitif kontrol olarak kullanilacak doxorubisinin 12,5-200 pug/mL arasinda
degisen konsantrasyonlar1 farkli kuyucuklara eklenmistir. Bu islem 3 tekrarli olarak
yapilmis ve negatif kontrol olarak besiyeri kullanilmistir. Ardindan bu kuyucuklarin her
birine tiretici firmanin (Roche) talimati dogrultusunda 5 ul WST-1 ¢ozeltisi eklenmis ve 37
°C’de %5 COgz iceren inkiibatorde 4 saat inkiibasyona alinmistir. WST-1 yontemi, WST-
1’1n ihtiva ettigi tetrazolyum bilesiginin, saglikli hiicrelerin mitokondrilerinde bulunan ve
proliferasyon sonucu artan dehidrojenaz enzimi tarafindan pargalanmasi esasina dayanir.
Bu parcalanma sonucunda meydana gelen renk degisimi spektrofotometrik olarak ol¢iiliir.
Yapilan ¢alismada bu renk degisimi ELISA Microplate Reader'da (BioTek) 440 nm dalga
boyunda olglilmiis ve fosfazen bilesiklerinin degerleri negatif kontrol grubu ile
kiyaslanarak yiizde cinsinden hiicre canliligi belirlenmistir. Canlilik yiizdesi hesaplanirken

asagidaki formiil kullanilmagtir:

Test bilesiginin absorbasyon degerlerinin ortalamasi

% Hij g1 = 100 x
% Hiicre canhilig: Negatif kontroliin absorbasyon degeri

Farkli konsantrasyonlardaki fosfazen bilesiklerinin L929 fibroblast ve  MCF-7 meme
kanseri hiicreleri lizerindeki hiicre inhibisyonu ile antiproliferatif etkisi, Ger¢cek Zamanh

Hiicre Analizi ile test edilmistir.

ikili boyama (Hoechst 33342, propidiyum iyodiir) ile apoptotik nekrotik etkinin

arastirilmasi

Ikili boyamada kullanilan boyalardan Hoechst 33342, hiicre zarindan gecerek DNA’ya
baglanabilen bir boyadir. Hoechst 33342 floresan boyast DNA’ya baglanarak floresan
mikroskobu altinda bakildiginda hiicre ¢ekirdeginin koyu mavi renkte goriinmesini saglar.
Propidium iyodiir (PI) ise hiicre zar1 hasarl hiicrelere girerek ge¢ apoptotik ve nekrotik 6lii
hiicreleri boyayan bir kimyasaldir (Belloc ve digerleri, 1994; Ciapetti ve digerleri, 2000).

Bilesiklerin hiicrelerde nasil bir 6lim sekline sebep oldugunu yorumlamak, hiicrelerdeki
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morfolojik degisiklikleri incelemek i¢in bu iki boyayr igeren ikili boyama yapilmistir.
Fosfazen bilesikleri ile yapilan WST-1 testi sonrasinda, ¢alisma yapilan plaktaki hiicrelerin
bulundugu kuyucuklara 50 ul kadar ikili boyama ¢6zeltisi eklenmis ve karanlikta 20 dk 37
°C’de inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda farkli kuyucuklardan 20 pl kadar 6rnek
temiz bir lam {izerine alinmis, bilesiklerin hiicrelerde apoptoz ya da nekroza sebep olma
durumunun degerlendirilmesi i¢in floresan mikroskop altinda incelenmistir. Mikroskop
altinda apoptotik ¢ekirdekli hiicreler Hoechst 33342 ile boyanarak mavi renkli ve lekeli bir
goriiniim sergilerken, nekroza ugrayan hiicreler ise membran biitinligi bozulmus 6li
hiicreleri boyama 6zelligindeki propidiyum iyodur (PI) ile boyanarak kirmizi bir ¢ekirdek
yapist goOstermistir. Bu gorlintiiler 200X’de fotograflanarak bilgisayar ortaminda
kaydedilmistir. Apoptotik ve nekrotik etkinin ikili boyama ile tespiti Mutlu ve digerleri

(2015)’in ¢alismasinda verilen yonteme gore yapilmistir.

Hiicre proliferasyon analizi

Siklotetrafosfazen bilesiklerinin L929 fare fibroblast ve MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin
canlilig1, sitotoksisitesi ve proliferasyonunu tizerindeki etkilerini arastirmak i¢in Gergek
Zamanl Hiicre Analizi yapilmig, bunun i¢in de XCELLigence Real-Time Cell Analysis
(RTCA) kullanilmustir. Uretici firmanin (Roche) talimatlar1 uygulanarak yapilan testte, E-
plaktaki kuyucuklarda bulunan hiicre kiiltiirlerinin empedans degisiklikleri 6l¢iilmektedir.
Inkiibatdriin altinda yer alan altin mikroelektrotlara bagli hiicre sayis1 arttik¢a elektrot
empedansi artar. Bunun yaninda, empedans sadece elektrotlara ekli olan hiicre sayisindan
degil, hiicre etkilesimi kuvvetinden ve hiicre morfolojisinden etkilenir. Boylece hiicre
canliligr ve hareket kabiliyeti tespit edilerek, hiicre proliferasyonuna iliskin veriler elde
edilmis olunur. Bu ¢alisma ile hiicre sayisi, canliligi, morfolojisi ve tutunma derecesi gibi
biyolojik kosullari temsil eden elektrot empedansi tespit edilmis ve Hiicre indeksi (CI)
degeri olarak kaydedilmistir. 100 pl DMEM 96 kuyucuklu E-plakin kuyucuklarina eklenip
xCELLigence igine yerlestirilmis ve 10 dk sicakligin dengelenmesi i¢in beklenmistir. 1 dk
sonrasinda, E-plak sistemden ¢ikarilmis ve plaktaki kuyucuklara L929 fare fibroblast ve
MCF-7 meme kanseri hiicreleri (5x103 hiicre/kuyucuk) ekilerek yeniden inkiibasyon igin
sisteme yerlestirilmistir ve 10 dakika boyunca kuyucuklar okunmustur. Sonrasinda 24 saat
boyunca E-plakta hiicre biiyimesi izlenmis ve hiicreler biiyiime fazina ulastiginda, besiyeri
E-plaktan uzaklastirilmistir. Bilesiklerin farkli konsantrasyonlarimi (200-12,5 pg/mL)

iceren ornekler son hacim 200 pl olacak sekilde kuyucuklara eklenmistir. Ardindan, E-
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plaka, hiicre indeksini ve hiicrelerin biiylime durumunu takip etmek amaciyla yaklasik 72
saat inkiibasyona alinmistir. Gergek zamanli hiicre analizi kapsaminda hiicre indeksi
RTCA Software Package 1.2 kullanilarak otomatik hesaplanmistir (Kich ve digerleri,
2016; Roche Diagnostics GmbH, 2008; Ramis ve digerleri, 2013).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Bu ¢alismada tetramerik fosfazen ile N/O dondér atomlu ferrosenil bidentat ligandin
sodyum tuzunun 1:1 mol oranindaki tepkimeleri sonucunda elde edilen mono-ferrosenil-2-
cis-4-dikloro-ansa-  (2,4-ansa; 3) ve N-mono-ferrosenil-propanoksi- (spiro; 4)
siklotetrafosfazen bilesiklerinin; pirolidin (3a, 4a), piperidin (3b, 4b), morfolin (3c, 4c),
1,4-dioksa-8-azaspiro[4.5]dekan (DASD) (3d, 4d), 4-florobenzil-N'-metilpropan-1,3-
diamin (3e, 4e), N-4-florobenzil-N'-metiletan-1,2-diamin (4f), 2,2,3,3-tetrafloro-1,4-
biitandioksit (3g, 4g), 2,2-dimetil-1,3-propanedioksit (3h, 4h) tepkimesi sonucunda olusan
kismen ve tamamen siibstitiie fosfazen bilesiklerinin antimikrobiyal aktivite, DNA

etkilesimi, sitotoksisite aktiviteleri ve apoptotik, nekrotik etkileri ¢calisilmistir.

Elde edilen bilesiklerden 3 bilesigi, ¢abuk bozundugundan ve diger bilesiklere

doniistiigiinden, biyolojik aktiviteleri ¢alisilamamustir.

4.1. Bilesiklerin Antimikrobiyal Aktivitesinin Belirlenmesi

Calismada kullanilan siklotetrafosfazenlerin antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesi
icin oncelikle agar kuyucuk diflizyon yontemi yapilmis, belirli zonlarda aktivite gosterdigi
tespit edilen bilesikler icin MIK (minimal inhibitdr konsantrasyon), MBK (minimal
bakterisidal konsantrasyon) ve MFK (minimal fungusidal konsantrasyon) degerleri

calisilmstir.

4.1.1. Antimikrobiyal aktivite

Sentezlenen bilesiklerin antimikrobiyal aktivitesi 1650 uM konsantrasyonda, 11 bakteri ve
lic maya tiirii kullanilarak agar kuyucuk difiizyon testi ile tespit edilmis, tiim deneyler {i¢
defa tekrarlanmistir. Pozitif kontrol i¢in ayn1 konsantrasyonlarda antibakteriyel ajan olarak
ampisilin ve kloramfenikol, antifungal ajan olarak ise ketanozol kullanilmistir. Bilesiklerin
coziiciisii olan 1,4 dioksan, ¢oziiciiniin antimikrobiyal etkiye neden olup olmadiginin tespit

edilmesi i¢in negatif kontrol olarak kullanilmistir.

Yapilan test sonucunda 3a, 3b, 3c, 3d, 3e, 3g, 3h, 4, 4a, 4b, 4c, 4d, 4e, 4f, 49 ve 4h
bilesiklerinin Gram pozitif bakterilere (E. faecalis ATCC 29212, B. subtilis ATCC 6633,
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B. cereus NRRL B-3711, S. aureus ATCC 25923, E. hirae ATCC 9790) karsi olusan
inhibisyon zon caplar1 Cizelge 4.1°de, Gram negatif bakterilere (E. coli ATCC 25922, E.
coli ATCC 35218, P. vulgaris RSKK 96029, P. aeruginosa ATCC 27853, S. typhimurium
ATCC 14028 K. pneumaniae ATCC 13883) karsi olusturdugu inhibisyon zon ¢aplar1 ise
Cizelge 4.2°de verilmistir. Calismada 1,4 dioksan negatif kontrol, ampisilin ve
kloramfenikol pozitif kontrol olarak belirtilmis, (-) ile belirtilen kuyucuklarda inhibisyon
zonu olusmamis, 3 tekrarli yapilan deneyin sonuglar1 “ortalama + standart hata” olarak

ifade edilmistir.

Cizelge 4.1. Bilesiklerin Gram pozitif bakterilere karsi antimikrobiyal aktiviteleri
(Inhibisyon zon ¢aplar1 mm cinsinden verilmistir)

E. faecalis B. subtilis B. cereus S. aureus E. hirae
ATCC 29212 ATCC 6633 NRRLB-3711 ATCC ATCC

25923 9790
11,5+0,5 12,7+0,5 - - -
11,00 - - = -
22,0+3,0 23,3+1,0 23,3%1,5 24,3+1,5  24,0+2,0

18,7+0,5 19,3+0,5 10,7+1,0 25,742,0  19,3%1,0
14,7+0,5 17,7+0,5 12,0+1,0 11,0+1,0  11,0+2,0
11,7+1,5 14,3+1,0 11,3+1,0 13,70,5  13,7+0,5

- 11,3+0,5 - 13,00 -

11,7+0,5 - - - -

10,3+0,5 21,0+1,0 - 12,0+£1,0  11,0£1,0
4h 23,7+1,0 24,3+1,0 19,3£1,0 23,7+1,5 20,00
1,4 dioksan - - - - -
Ampisilin 27,0+0 23,0+1,0 - 44,0+1,0 9,0£1,0

Kloramfenikol 20,00 21,0+0 - 24,0£1,0 22,0+1,0
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Cizelge 4.2. Bilesiklerin Gram negatif bakterilere karsi antimikrobiyal aktiviteleri
(Inhibisyon zon gaplar1 mm cinsinden verilmistir)

E. coli E. coli P. P. S. K.
ATCC ATCC vulgaris aeruginos typhimuriu  pneumania

25922 35218 RSKK a m ATCC e ATCC
96029 ATCC 14028 13883
27853

11,3£0,5  11,0+0 - - - -
- - 11,0+0 12,3+1,0 - -
- 11,00 - - - 11,00
24,7£1,0  20,0£2,0  26,0+1,0 17,00 26,0+0 22,0+0
- 11,3+0,5 13+£2,5 - - -

18,7+1,0  15,0¢1,0 17,0£1,0 17,00 19,3+0,5 20,3+0,5

14,0+0 13,0+0 13,0+0 13,00 13,0+0 12,7+0,5
- - - 11,7£0,5  11,7+0,5 -
10,3+1,5  12,3+0,5 15,0+0 13,0+0 10,0+0 12,3+0,5
11,3£0,5 - 11,0+0 11,3+0,5 - 11,00

10,0+£0,5 14,0+1,0  14,3+0,5 13,3+0,5 12,7+0,5 14,7+1,5
29,0+1,0  20,3+0,5 28,0£3,5 17,3+3,0 27,0+1,0 26,3+1,0
1,4 dioksan - - - - - -
Ampisilin 18,0+0 - - 60,0+0 19,0+1 -
Kloramfenikol 25,0+0 8,0+0 32,0+1 34,0+0 38,0+1 31,041

Agar kuyucuk difiizyon test ¢alismasi sonuglarina gore fosfazen bilesiklerinin 11 bakteri
susu tizerindeki etkileri su sekilde gozlemlenmistir; 3a bilesiginin E. coli ATCC 25922
bakterisine 11,3+0,5 mm, E. coli ATCC 35218 bakterisine 11,0+£0 mm ¢apinda inhibisyon
zonu olusturdugu, diger bakterilerin ¢ogalmasini ise inhibe etmedigi goriilmistir. 3b
bilesigi E. faecalis ATCC 29212, B. subtilis, P. vulgaris ve P. aeruginosa bakterilerine
sirastyla 11,5£0,5 mm, 12,7+0,5 mm, 11,0+0 mm ve 12,31 mm inhibisisyon zonu
olusturmus, diger yedi bakteri i¢in ise inhibe edici etki gostermemistir. 3¢ bilesigi sadece
E. coli ATCC 35218, E. faecalis ve K. pneumaniae bakterileri i¢in ayni 6l¢iide, 11,040
mm. c¢apinda inhibisyon zonu olusturmustur, diger bakteri suslar1 i¢in zon olumu
gozlemlenmemistir. 3d bilesigi bu calismada kullanilan tiim bakteriler i¢in inhibisyon zonu
olusturmus olup zon bilgileri su sekildedir: E. coli ATCC 25922 bakterisine 24,7+1,0 mm,
E. coli ATCC 35218 bakterisine 20,0+2,0 mm, E. faecalis bakterisine 22+3 mm, B. subtilis
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bakterisine 23,31 mm, B. cereus bakterisine 23,3£1,5 mm, P. vulgaris bakterisine
26,0+1,0 mm, S. aureus bakterisine 24,3+1,5 mm, P. aeruginosa bakterisine 17+0 mm, S.
typhimurium bakterisine 26,00 mm, E. hirae bakterisine 24,0+2,0 mm ve K. pneumaniae
bakterisine 22,00 mm zon olusmustur. 3¢ bilesigi E. coli ATCC 35218 bakterisine
11,3£0,5 mm’lik, P. wvulgaris bakterisine ise 13,0+2,5 mm’lik inhibisyon zonu
olusturmustur, diger bakterilere karsi inhibisyon zonu olusturmamustir. 3h bilesigi tiim
bakteri tiirleri i¢in inhibisyon zonu olusturmus olup, E. coli ATCC 25922 bakterisine
18,7+1,0 mm, E. coli ATCC 35218 bakterisine 15,0+1,0 mm, E. faecalis bakterisine
18,7+0,5 mm, B. subtilis bakterisine 19,3+0,5 mm, B. cereus bakterisine 10,7+1,0 mm, P.
vulgaris bakterisine 17,0£1,0 mm, S. aureus bakterisine 25,7+2,0 mm, P. aeruginosa
bakterisine 17,0+0 mm, S. typhimurium bakterisine 19,3+0,5 mm, E. hirae bakterisine
19,3+1,0 mm ve K. pneumaniae bakterisine 20,3+0,5 mm zon olusumu gézlemlenmistir. 4
bilesigi tiim bakteri tiirleri i¢in inhibisyon zonu olusturmustur, zon ¢aplari su sekildedir: E.
coli ATCC 25922 bakterisine 14,00 mm, E. coli ATCC 35218 bakterisine 130 mm, E.
faecalis bakterisine 14,7+0,5 mm, B. subtilis bakterisine 17,7+0,5 mm, B. cereus
bakterisine 12,0+1,0 mm, P. vulgaris bakterisine 13,0+0 mm, S. aureus bakterisine
11,0+1,0 mm, P. aeruginosa bakterisine 13,00 mm, S. typhimurium bakterisine 13,0+0
mm, E. hirae bakterisine 11,0+2,0 mm ve K. pneumaniae bakterisine 12,7+0,5 mm zon
olusmustur. 4a bilesigi Gram negatif bakterilerden P. aeruginosa ve S. typhimurium
bakterilerinin ikisi i¢in de 11,7+0,5 mm.’lik zon olusturmustur, diger bakterilerde
inhibisyon zon olusumu goriilmemistir. 4b bilesigi calisilan tiim bakteri tiirleri igin
inhibisyon zonu olusturmustur, zon ¢aplart su sekilde tespit edilmistir: E. coli ATCC
25922 bakterisine 10,3+1,5 mm, E. coli ATCC 35218 bakterisine 12,3+0,5 mm, E. faecalis
bakterisine 11,7+1,5 mm, B. subtilis bakterisine 14,3+1,0 mm, B. cereus bakterisine
11,3+1,0 mm, P. vulgaris bakterisine 15,00 mm, S. aureus bakterisine 13,7+0,5 mm, P.
aeruginosa bakterisine 13,0+0 mm, S. typhimurium bakterisine 10,00 mm, E. hirae
bakterisine 13,7+0,5 mm ve K. pneumaniae bakterisine 12,3+0,5 mm zon olusmustur. 4e
bilesigi E. coli ATCC 25922 ve B. subtilis bakterilerine 11,3+0,5 mm, P. vulgaris
bakterisine 11,0+40 mm, S. aureus bakterisine 13,020 mm, P. aeruginosa bakterisine
11,3£0,5 mm, K. pneumaniae bakterisine ise 11,0+0 mm’lik inhibisyon zonu
olusturmustur. 4f bilesigi sadece E. faecalis bakterisine 11,7+0,5 mm’lik inhibisyonu zonu
olusturmustur, diger bakteriler {izerinde zon olusumu gozlemlenmemistir. 4g bilesigi B.
cereus bakterisi hari¢ ¢alisilan diger 10 bakteri i¢in de inhibisyon zonu olusturmus olup,
inhibisyon zon ¢aplar1 su sekildedir; E. coli ATCC 25922 bakterisine 10+0,5 mm, E. coli
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ATCC 35218 bakterisine 14,0+1,0 mm, E. faecalis bakterisine 10,3+0,5 mm, B. subtilis
bakterisine 21,0=1,0 mm, P. vulgaris bakterisine 14,3+0,5 mm, S. aureus bakterisine
12,0£1,0 mm, P. aeruginosa bakterisine 13,3+0,5 mm, S. typhimurium bakterisine
12,7+0,5 mm, E. hirae bakterisine 11,0=1,0 mm ve K. pneumaniae bakterisine 14,7+1,5
mm. 4h bilesigi calisilan tim Gram pozitif ve Gram negatif bakteri tiirleri i¢in inhibisyon
zonu olusturmustur ve zon ¢aplart su sekilde tespit edilmistir; E. coli ATCC 25922
bakterisine 29,0+1,0 mm, E. coli ATCC 35218 bakterisine 20,3+0,5 mm, E. faecalis
bakterisine 23,7+1,0 mm, B. subtilis bakterisine 24,3+1,0 mm, B. cereus bakterisine
19,3+£1,0 mm, P. vulgaris bakterisine 28,0+3,5 mm, S. aureus bakterisine 23,7+1,5 mm, P.
aeruginosa bakterisine 17,3£3,0 mm, S. typhimurium bakterisine 27,0£1,0 mm, E. hirae
bakterisine 20,00 mm ve K. pneumaniae bakterisine 26,3+1,0 mm. 3g, 4c ve 4d
bilesiklerinin kullanilan mikroorganizmalarin higbiri i¢in inhibisyon zonu olusturmadigi

gorilmiistir.

3d ve 3h bilesiklerinin tiim bakteri tiirleri yiiksek antimikrobiyal aktivite gosterdigi tespit
edilmistir. 3h bilesiginin S. aureus bakterisine kars1 olusturdugu inhibisyon zonlar1 Resim
4.1.”de verilmistir. 3d bilesiginin ayrica E. coli ATCC 35218, B. subtilis, B. cereus (Resim
4.1) ve E. hirae bakterilerine karsi pozitif kontrolden daha yiiksek seviyede aktivite
gosterdigi goriilmistiir. Buna ek olarak bu calismada kullanilan tiim bakteri tiirleri
tizerinde, 4, 4b bilesiklerinin orta derecede, 4h bilesiginin ise yiiksek derecede
antimikrobiyal aktivitesi oldugu goézlemlenmistir. 4h maddesinin E. coli ATCC 25922
(Resim 4.1), E. coli ATCC 35218, B. subtilis ve B. cereus bakterilerine kars1 olusturdugu
zonlarin, pozitif kontrollerde kullanilan antibiyotiklere oranla daha fazla oldugu ortaya

konulmustur.

B. cereus disindaki tiim bakteriler 4g bilesigine duyarli olmasina ragmen, bu kimyasala en

duyarl bakteri tiirii 21,0+1,0 inhibisyon zon ¢ap1 ile B. subtilis’tir (Resim 4.1).
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Resim 4.1. Bilesiklerin antimikrobiyal aktivitesini gosteren fotograflar (3h bilesiginin S.
aureus tizerinde (A), 3d bilesiginin B. cereus iizerinde (B), 49 bilesiginin B.
subtilis tizerinde (C), 4h bilesiginin E. coli iizerindeki (D) inhibisyon zonlar
gosterilmistir)

Pirolidin siibstitiie bilesiklerden 3a bilesiginin Gram negatif bakterilerden E. coli ATCC
25922 ve E. coli ATCC 35218 bakterilerine, 4a bilesiginin ise P. aeruginosa ve S.

typhimurium bakterilerine kismi antimikrobiyal aktivite gosterdigi goriilmiistiir.

Bilesiklerin mayalar tizerindeki antimikrobiyal aktivitesi arastirilirken C. krusei, C.
albicans ve C. tropicalis mayalar1 kullanilmis ve bu mayalardan C. albicans ve C.
tropicalis’e kars1 higbir fosfazen bilesiginin inhibisyon zonu olusturmadigi gorilmiistiir
(Cizelge 4.3). Referans olarak alinan ketakenazol ile kiyaslandiginda, 3d ve 3h
bilesiklerinin sadece C. krusei tizerinde orta derecede (inhibisyon zonlar1 sirasiyla 13,7+1,0
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mm, 12,00 mm), 4e bilesiginin ise yine C. krusei tizerinde diisiik derecede 9,7+0,5 mm
antimikrobiyal aktivite gosterdigi gozlemlenmistir. Caligmada 1,4 dioksan negatif kontrol,
ketakonazol pozitif kontrol olarak kullanilmustir. (-) ile belirtilenlerde inhibisyon zonu
olusmamistir ve 3 tekrarli yapilan deneyin sonuglar1 ortalama + standart hata olarak ifade

edilmistir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Bilesiklerin mayalara karsi antimikrobiyal aktivitesi (inhibisyon zon ¢aplari
mm cinsinden verilmistir)

C. krusei C. albicans C. tropicalis
ATCC 6258 ATCC 10231 Y-12968
13,7£1,0 - -
12,0+0 - -
9,7+0,5 - -
49 - - -
4h - - -
1,4 dioksan - - -
Ketakonazol 18,0+1,0 11,0+1,0 34,0+2,0

Negatif kontrol olarak calisilan ve bilesiklerin ¢éziinmesinde kullanilan 1,4 dioksanin ise
ele alman bakteri ve mayalar lizerinde herhangi bir antimikrobiyal etkisi olmadigi,

bakteriler iizerinde inhibisyon zonu olusturmadig: goriilmiistiir (Resim 4.2).
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Resim 4.2. 1,4 dioksanin antimikrobiyal aktivitesi olmadigini gosteren fotograflar

4.1.2. Bilesiklerin MiK ve MBK degerleri

Tiim bakterilere kars1 zon olusumunun gozlendigi 3d, 3h, 4, 4b ve 4h bilesikleri ile B.
cereus NRRL B-3711 harig tiim bakteriler i¢in antimikrobiyal aktivite gosteren 49 bilesigi
icin, ortalama inhibisyon zon ¢aplar1 14 mm’den fazla olan bakteriler i¢in MiK ve MBK
degerleri tespit edilmistir (Cizelge 4.4). Ampisilin (amp) ve kloramfenikol (klo) bu
caligmada pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Calisilan fosfazen bilesiklerinin higbiri
mayalar tlizerinde yiiksek antimikrobiyal aktivite gostermedigi icin bilesiklerin MFK

degerleri lizerine ¢alisma yapilmamaistir.

Cizelge 4.4. Bilesiklerin bakterilere karst MIK ve MBK degerleri (Sirastyla MIK ve MBK
degerleri uM cinsinden verilmistir)

3d 3h 4 4b ‘ 4q 4h Amp Klo
=l (VA SO 2575 - | 103 - 13-13 | >125 125,
25922 25,75 103 >125
E. coli ATCC 25,75 - | 25,75 - 13-13 | >125 >125
35218 25,75 25,75
E. faecalis 25,75- 1 515- |515- 25,75- | 31,25 | 62,5,
ATCC 29212 25,75 51,5 51,5 25,75 >125
B. subtilis 13-13 | 51,5 - 103 - 103 - 25,75 - 515- |625 3,91
ATCC 6633 51,5 206 103 25,75 51,5
B. cereus 25,75 - | 825 - 825 - 31,25 | 125,
NM:EyANEN 25 75 | 825 825 >125
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Cizelge 4.4. (devam) Bilesiklerin bakterilere kars1 MIK ve MBK degerleri (Sirastyla MIK
ve MBK degerleri uM cinsinden verilmistir)

3h ‘ 4 ‘ 4b 49 ‘ 4h ‘ Amp  Klo
P. vulgaris 25,75 - 25,75- | 13-13 13-13 | >125 125
RSKK 96029 25,75 25,75
S. aureus 51,5- 13-13 | 62,5 125
ATCC 25923 51,5
P. aeruginosa 25,75 - 13-13 | >125 >125
ATCC 27853 25,75
S. 51,5 - 515- | 625 125
typhimurium 51,5 51,5
ATCC 14028
E. hirae 51,5 - 13-13 | 62,5 62,5,
51,5 >125
25,75 - 6,5 - 13-13 | 125 15,63
51,5 6,5

3d bilesiginin B. subtilis, P. vulgaris ve P. aeruginosa bakterilerine kars1 MiK ve MBK
degerinin 13 uM oldugu, E. coli ATCC 25922, E. coli ATCC 35218, E. faecalis, B. cereus,
S. aureus, S. typhimurium bakterileri i¢in MiK ve MBK degerlerinin 25,75 pM oldugu, E.
hirae bakterisi i¢in MIK ve MBK degetlerinin 51,5 uM oldugu, K. pneumaniae bakterisi
i¢in ise MIK degerinin 13 uM, MBK degerinin 25,75 uM oldugu tespit edilmistir. 3d
bilesiginin caligilan 11 bakteri tiirii i¢in de ampisilinden daha iyi MIK degeri gosterdigi, B.
subtilis bakterisi hari¢ diger 10 bakteri i¢in ise kloramfenikolden daha yiiksek degere sahip

oldugu goriilmiistiir.

3h bilesiginin MIK ve MBK degerlerinin E. coli ATCC 35218, P. vulgaris ve P.
aeruginosa bakterileri i¢in 25,75 uM (Resim 4.3), E. faecalis, B. subtilis, S. typhimurium,
S. aureus ve E. hirae bakterileri i¢in 51,5 uM, E. coli ATCC 25922 igin 103 uM, B. cereus
i¢in 825 uM oldugu, K. pneumaniae icin ise MIK degerinin 25,75 uM, MBK degerinin
51,5 uM oldugu (Resim 4.3) tespit edilmistir. 3h bilesiginin MiK ve MBK degerleri pozitif
kontrol sonuglari ile karsilastirildiginda, E. coli ATCC 35218, E. coli ATCC 25922, B.
subtilis, P. vulgaris, S. aureus, P. aeruginosa, S. typhimurium, E. hirae ve K. pneumaniae
bakterileri igin MIK degerlerinin ampisilinden daha yiiksek oldugu, E. coli ATCC 35218,
E. coli ATCC 25922, E. faecalis, P. vulgaris, S. aureus, P. aeruginosa, S. typhimurium, E.

hirae i¢in kloramfenikolden daha iyi oldugu ortaya konulmustur.
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4h bilesiginin MIK ve MBK degerlerinin E. coli ATCC 35218, E. coli ATCC 25922, P.
vulgaris, S. aureus, P. aeruginosa, E. hirae ve K. pneumaniae bakterileri i¢in 13 uM, E.
faecalis icin 25,75 uM, B. subtilis ve S. typhimurium bakterileri i¢in 51,5 uM, B. cereus
bakterisi i¢in ise 825 uM oldugu tespit edilmistir. 4h bilesiginin MIK degerleri ampisilinin
MIK degerleri ile karsilastirildiginda E. coli ATCC 35218, E. coli ATCC 25922, E.
faecalis, B. subtilis, P. vulgaris, S. aureus, P. aeruginosa, S. typhimurium, E. hirae ve K.
pneumaniae bakterileri i¢in daha yiiksek MIK degerine sahip oldugu, kloramfenikoliin
MIK degerleri ile karsilastirildiginda ise E. coli ATCC 35218, E. coli ATCC 25922, E.
faecalis, P. vulgaris, S. aureus, P. aeruginosa, S. typhimurium, E. hirae ve K. pneumaniae

bakterileri icin MIK degerinin 4h bilesiginde daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.

4 bilesiginin E. faecalis bakterisine kars1 gosterdigi MIK ve MBK degeri 51,5 pM iken, B.
subtilis bakterisi icin MIK degeri 103 uM, MBK degeri 206 uM’dir. 4 bilesiginin E.
faecalis icin antimikrobiyal aktivite gosterdigi MIK degeri, kloramfenikolden daha

yiiksektir.

4b bilesiginin MIK ve MBK degerleri B. subtilis ATCC 6633 bakterisi i¢in 103 pM, P.
vulgaris bakterisi igin 25,75 uM olarak bulunmustur. 4b bilesiginin P. vulgaris bakterisi

icin MIK ve MBK degerlerinin kloramfenikolden yiiksek oldugu goriilmiistiir.

4g bilesiginin MIK ve MBK degerlerinin B. subtilis bakterisinde 25,75 uM, P. vulgaris
bakterisinde 13 uM, K. pneumaniae bakterisinde ise 6,5 uM olarak tespit edilmistir. 4g
bilesiginin MIK degerinin B. subtilis bakterisi iizerinde ampisilinden, P. vulgaris bakterisi
tizerinde ampisilin ve kloramfenikolden, K. pneumaniae bakterisinde ise ampisilin ve

kloramfenikolden daha iyi seviyede oldugu gortilmiistiir.

2,2 dimetil grubu bulunduran 3h ve 4h bilesiklerinin en az etkili MIK ve MBK degerlerini
B. cereus bakterisi i¢cin 825 uM konsantrasyonda gosterdikleri goriilmiistiir. 3h bilesiginin
K. pneumaniae ve P. aeruginosa i¢cin MiK ve MBK calismas petri kabi fotograflar1 Resim

4.3’de gosterilmistir.
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Resim 4.3. Bilesiklerin MIK ve MBK degerlerini gosteren fotograflar (3h bilesiginin K.
pneumaniae iizerindeki MIK ve MBK degerleri sirastyla 25,75 uM ve 51,5 uM
(A), 3h bilesiginin P. aeruginosa iizerindeki MiK ve MBK degeri 25,75 uM
(B) gosterilmistir)

Kontrol c¢aligsmasi i¢in kullanilan steril kuyucuklardan yapilan ekim sonrasinda herhangi
bir bakteri iiremesi gozlemlenmemistir. Bilesiklerin 11 bakteri iizerindeki MIK ve MBK
degerleri genel olarak incelendiginde Gram pozitif ve Gram negatif bakteri gruplari

arasinda onemli bir farklilik goriilmemistir.
4.2. Bilesiklerin Plazmit DNA ile Etkilesimi

Mono-ferrosenil-2-cis-4-dikloro-ansa- (2,4-ansa; 3) ve N-mono-ferrosenil-propanoksi-
(spiro; 4) siklotetrafosfazen bilesiklerinin; pirolidin (3a, 4a), piperidin (3b, 4b), morfolin
(3c, 4c¢), 1,4-dioksa-8-azaspiro[4.5]dekan (DASD) (3d, 4d), 4-florobenzil-N'-metilpropan-
1,3-diamin (3e, 4e), N-4-florobenzil-N'-metiletan-1,2-diamin (4f), 2,2,3,3-tetrafloro-1,4-
biitandioksit (3g, 4g), 2,2-dimetil-1,3-propanedioksit (3h, 4h) tepkimesi sonucunda olusan
siklotetrafosfazen bilesiklerinin DNA ile etkilesimi c¢alismalar1 agaroz jel elektroforez
yontemi ile incelenmis, calisma sonucunda jeldeki bantlarin durumu goriintiilenerek

kaydedilmistir.

Sentezlenen siklotetrafosfazenlerden ansa halkasina sahip olan 3a, 3b, 3c, 3d, 3e, 3g ve 3h
bilesiklerinin plazmit DNA ile etkilesimi sonucunda goriintiilenen jel fotograflar1 Resim
4.4’te verilmigtir. Bilesik ile muamele edilmeyen plazmit DNA kontrol grubu olarak ilk

kuyucuga yerlestirilmis ve “P” olarak gdsterilmistir. 1-6 no’lu kuyucuklar sirasiyla: 1650
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uM, 825 uM, 412,5 uM, 206,25 uM, 103 uM ve 51,5 uM bilesik konsantrasyonlari-
plazmit DNA karisimi ile yiiklenmistir. Form I kapali siiperhalkasal plazmit DNA bandin,
Form II acik halkasal plazmit DNA bandini, Form III dogrusal plazmit DNA bandin1
gostermektedir (Resim 4.4).

2 3 4 5 6 2 3 4 5 6
Form Il
Form |l
Form |

2 3 4 5 6 2 3 4 5 6 P 12 3 4 5 6
Form Il
Form Il
Forml

3 4 5 6 3 4 5

Form Il
Form Il
Forml

Resim 4.4. Bilesiklerin plazmit DNA ile etkilesimini gosteren agaroz jel fotograflari (P:
bilesikle muamele edilmeyen plazmit DNA; 1-6 no’lu kuyucuklar sirasiyla:
1650 uM, 825 uM, 412,5 puM, 206,25 puM, 103 pM ve 51,5 puM
konsantrasyonlarindaki bilesik ile 24 saat inkiibasyona birakilmis plazmit
DNA; Form I: kapal1 siiperhalkasal plazmit DNA bandi, Form II: a¢ik halkasal
plazmit DNA bandi, Form III: dogrusal plazmit DNA bandi)

Agaroz jel elektroforez yontemiyle, bilesiklerin siipersarmal plazmit DNA yapisinda
degisiklik meydana getirme potansiyeli ortaya konulmustur. Normal sartlar altinda bilesik
ile etkilesime girmemis olan plazmit DNA jelde iki formda goriintiilenir; daha koyu renkli
gbzlenen kapali halkasal (siipersarmal) Form I ve daha zayif goriintiilenen acik halkasal

Form II.

Pirolidin siibstitiie 3a bilesiginin 1650 uM konsantrasyonunun jel goriintiisiinde Form I ve
Form II’'nin kayboldugu goriilmiistir. Bu durum bilesigin plazmit DNA’nin

gorlintiillenemeyen kiigiik pargalara ayrilmasina sebep olmasindan kaynaklandigr seklinde
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yorumlanmigtir. Daha diisiik konsantrasyonlarda ise dogrusal yapidaki DNA’nin goriildiigi
Form III’tin olustugu, Form I ve Form II'nin hareketliliginde de konsantrasyon azaldik¢a

diisiis oldugu gortilmiistiir.

Piperidin siibstitiie 3b bilesiginin plazmit DNA ile etkilesiminde, Form | ve Form Il
bantlarinin hareketliliginde ¢ok az bir artig gézlemlenirken, konsantrasyon azaldik¢a Form

| ve Form II’nin yogunlugu ve hareketliligi hafif artmistir.

Morfolin siibstitiie 3¢ bilesiginde Form I’in hareketliligi bilesik konsantrasyonu arttik¢a
azalmigtir. DASD siibstitiie 3d bilesigi ile 2,2-dimetil-1,3-propanedioksit siibstitiic 3h
bilesiginde konsantrasyon azaldik¢a Form I ve Form II bantlarinin yogunlugu artmistir. 3d,
3e, 3g ve 3h bilesiklerinde en yiiksek konsantrasyonda Form I jelde goriintiilenmezken,
Form Il az yogunlukta goriilmiistiir. 3d bilesiginin Form I bandinin hareketliliginde
konsantrasyon azaldik¢a az seviyede diislis goriilirken, 3e bilesiginin disik
konsantrasyonda Form II’nin yogunlugunda azalma goriilmdstiir. 3g bilesiginde ise Form
P’in yogunlugu konsantrasyon azaldik¢a artmistir. 3h bilesiginin Form | ve Form Il

hareketliliginde belirgin bir farklilik gériillmemistir.

Calisilan bilesiklerden spiro halkasina sahip 4a, 4b, 4c, 4d, 4e, 4f, 4g ve 4h bilesiklerinin
plazmit DNA etkilesimi jel fotograflar1 Resim 4.5’te verilmistir. Bilesikle muamele
edilmeyen plazmit DNA “P” ile gosterilmis olup, 1-6 no’lu kuyucuklar sirastyla: 1650 uM,
825 uM, 412,5 uM, 206,25 uM, 103 uM ve 51,5 uM bilesik konsantrasyonlari-plazmit
DNA karisimu ile yiiklenmistir. Form I kapal1 stiperhalkasal plazmit DNA bandini, Form II
acitk halkasal plazmit DNA bandii, Form III dogrusal plazmit DNA bandini
gostermektedir (Resim 4.5). Pirolidin siibstitiie 4a bilesiginin en yiiksek konsantrasyonda
plazmit DNA ile etkilesiminde Form I ve Form II jelde goriilmezken, Form I’in yogunlugu
ve hareketliliginde degisiklik gozlemlenmistir. Spiro halkasina sahip 4, 4b, 4e ve 4h
bilesiklerinin agaroz jel goriintiilerinde kiigiik DNA pargaciklari goriilmistiir. Bu durum bu
bilesiklerin plazmit DNA ile etkilesiminde DNA kiriklarina sebep oldugunu
gostermektedir. Aym1 zamanda bu bilesiklerin konsantrasyonu diistiriildiikge Form 1

bandinin yogunlugu artmaktadir.
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Resim 4.5. Bilesiklerin plazmit DNA ile etkilesimini gosteren agaroz jel fotograflari (P:
bilesikle muamele edilmeyen plazmit DNA; 1-6 no’lu kuyucuklar sirasiyla:
1650 pM, 825 uM, 412,5 pM, 206,25 puM, 103 puM ve 51,5 puM
konsantrasyonlarindaki bilesik ile 24 saat inkiibasyona birakilmis plazmit
DNA; Form I: kapali stiperhalkasal plazmit DNA bandi, Form II: acik halkasal
plazmit DNA bandi, Form III: dogrusal plazmit DNA bandi)

4c ve 4f bilesiklerininin jel gorintilerinde, en yiiksek konsantrasyonda Form I’in
yogunlugu azalmistir. 4d bilesiginde ise Form 1 ve Form II'nin hareketliligi ve

yogunlugunda dikkat c¢ekici bir fark olmamuistir.

4g bilesiginin plazmit DNA ile etkilesiminde Form I bandinin hareketliliginin
konsantrasyon diistiik¢e azaldig1 ve dogrusal DNA formu olan Form III bandinin olustugu
goriilmiistiir. Caligilan bilesikler arasinda en iyi DNA kirma aktivitesine sahip olan

bilesigin 49 oldugu tespit edilmistir.
4.2.1. Bilesiklerin DNA’ya hangi niikleotidlerden baglandiginin gosterilmesi

Sentezlenen bilesiklerin DNA’nin guanin-guanin (G/G) velveya adenin-adenin (A/A)
bolgelerine baglanma egilimi restriksiyon endoniikleaz enzimi kesimi ile arastirilmistir. 4,
4b, 4d, 4e, 4g ve 4h bilesiklerinin en yiiksek konsantrasyonu (1650 uM), 3a, 3c, 3d, 3e, 3b,
3h, 3g, 4a, 4c ve 4f bilesiklerinin ise en yiiksek iki konsantrasyonu (1650 pM ve 825 pM)
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igin plazmit DNA karisgimlarinin BamHI ve HindIll enzim kesimi yapilmistir. BamHI
enzimi plazmit DNA’y1 5'-G/GATCC-3' dizisinden, Hindlll enzimi ise 5-A/AGCTT-3'

dizisinden kesmektedir.

BamHI ve Hindlll enzim kesimleri sonucu bilesik-DNA karisimlarinin jel goriintiileri
sirastyla Resim 4.6 ve Resim 4.7’de verilmistir. Bilesik ve enzim ile muamele edilmeyen
plazmit DNA “P”, BamHI ile kesilen plazmit DNA “P/B”, Hindlll ile kesilen plazmit
DNA “P/H” olarak gosterilmistir.

P PIB 4 4c¢

4b 4e 4d 4h 3a 3a 3c 3c 3d 3d 3e 3e 3b 3b gh 3h

g7

Form Il : .. 3
Form Il : b

P P/B 3g 3g 4a 4a 4c 4c 4f 4f

£

s
Formll . — ..
Formlll s -— ‘-‘.“ -

Form | — - -

Resim 4.6. Bilesik-DNA karisiminin BamHI enzimi ile kesim sonucunda jel elektroforezi
fotograflar1 (P: Bilesik ve enzim ile muamele edilmemis plazmit DNA; P/B:
plazmit DNA-BamHI karisimi; 4, 4g, 4b, 4e, 4d ve 4h bilesiklerinin 1650 uM
konsantrasyonla muamele edilmis plazmit DNA karigimmin BamHI enzim
kesimi, 3a, 3¢, 3d, 3e, 3b, 3h, 3g, 4a, 4c ve 4f bilesiklerinin ise sirasiyla 1650
uM ve 825 uM konsantrasyonlari ile muamele edilmis plazmit DNA
karisimmin BamHI enzim kesimi)

4b ve 4e bilesiklerinin en yiiksek konsantrasyon olan 1650 pM konsantrasyonda plazmit
DNA ile etkilesimi, her iki enzim ile inkiibe edilip jelde yiiriitiildiiglinde Form I ve Form 11
bantlar gozlemlenmistir. Dogrusal DNA olan Form III’lin olusmamasi 4b ve 4e’nin enzim
kesimini engelledigi ve bu durumda bu bilesiklerin A/A ve G/G bdlgelerine baglanmis

olabilecegini gostermektedir.

Calisilan bilesikler arasinda 3a, 3c, 3d, 3e, 3b, 3h, 3g, 4a, 4c, 4d ve 4f bilesiklerinin
plazmit DNA ile karisimi sonucunda BamHI ve HindIII enzimleri tarafindan kesildigi ve

Form III’in olustugu goriilmektedir. Bu durumda bu bilesiklerin, BamHI ve Hindlll
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enzimlerinin plazmit DNA’ya baglanarak kesmesine engel olmadigi, bilesiklerin bu

bolgelerden DNA’ya baglanmadigi sonucu ¢ikarilmistir.

P PH 4 4g 4b 4e 4d 4h 3a 3a 3c 3c 3d 3d 3e 3e 3b 3b 3h 3h

Form Il
Form Il

Form |

P PH 3g 3g 4a 4a 4c 4c A4Af 4f

Form Il
Form lll
Form |

Resim 4.7. Bilesik-DNA karisimimin Hindlll enzimi ile kesim sonucunda jel elektroforezi
fotograflar1 (P: Bilesik ve enzim ile muamele edilmemis plazmit DNA; P/H:
plazmit DNA- Hindlll karisimi; 4, 4g, 4b, 4e, 4d ve 4h bilesiklerinin 1650 uM
konsantrasyonla muamele edilmis plazmit DNA karisimmin Hindlll enzim
kesimi, 3a, 3¢, 3d, 3e, 3b, 3h, 3g, 4a, 4c ve 4f bilesiklerinin ise sirasiyla 1650
uM ve 825 pM konsantrasyonlari ile muamele edilmis plazmit DNA
karisimmin Hindlll enzim kesimi)

4.3. Bilesiklerin Sitotoksik Aktivitesinin Belirlenmesi

Bilesiklerin sitotoksik aktivitelerinin tayini igini WST-1 hiicre canlilig1 testi, Hoechst
33342 ve PI ile ikili boyama, Gergek Zamanli Hiicre Analizi ile proliferasyon testi
yapilmustir.

4.3.1. WST-1 testi sonuglari

Mono-ferrosenil-2-cis-4-dikloro-ansa- (2,4-ansa; 3) ve N-mono-ferrosenil-propanoksi-
(spiro; 4) siklotetrafosfazen bilesiklerinin; pirolidin (3a, 4a), piperidin (3b, 4b), morfolin
(3c, 4c), 1,4-dioksa-8-azaspiro[4.5]dekan (DASD) (3d, 4d), 4-florobenzil-N’-metilpropan-
1,3-diamin (3e, 4e), N-4-florobenzil-N'-metiletan-1,2-diamin (4f), 2,2,3,3-tetrafloro-1,4-
biitandioksit (3g, 4g), 2,2-dimetil-1,3-propanedioksit (3h, 4h) siibstitiic tiirevlerinin
sitotoksik aktivitelerini belirlemek i¢in 1929 fibroblast hiicreleri (normal hiicre grubu) ile
MCF-7 meme kanseri hiicreleri kullanilarak WST-1 testi yapilmigtir. L929 fibroblast
hiicrelerinin absorbasyon degerleri ile MCF-7 meme kanseri hiicreleri absorbasyon

degerleri kullanilarak hiicre yasayabilirligi ytizdesi hesaplanmustir.
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MCF-7 meme kanseri hiicreleri i¢in 3d, 3g, 3h, 4, 4a, 4c, 4f, 4h bilesiklerinin 200-25
pg/mL arasinda degisen dort farkli konsantrasyonlarinin 24 saat sonrasi sonuglart Sekil
4.1°de, 3a, 3b, 3c, 3e, 4b, 4d, 4e ve 49 bilesiklerinin 200-25 pg/mL arasinda degisen dort

farkli konsantrasyonlarinin sonuglar1 Sekil 4.2°de verilmistir.

1929 fare fibroblast hiicreleri i¢in de 3d, 39, 3h, 4, 4a, 4c, 4f, 4h bilesiklerinin 200-25
pg/mL arasinda degisen dort farkli konsantrasyonlarinin 24 saat sonrasi sonuglart Sekil
4.3’te, 3a, 3b, 3c, 3e, 4b, 4d, 4e ve 4g bilesiklerinin 200-25 pg/mL arasinda degisen dort
farkli konsantrasyonlarinin sonuglar1 Sekil 4.4’te verilmistir. Tim deneyler ii¢ tekrarh

yapilmustir.
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Sekil 4.1. MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde 3a, 3b, 3c, 3e, 4b, 4d, 4¢ ve 4g bilesiklerinin
doza bagl sitotoksik aktivitesi (Timor hiicreleri bilesiklerin 200-25 pg/mL
konsantrasyonlari ile muamele edilmistir. Dox.: Doxorubisin pozitif kontrol, (-)
Kont: negatif kontrolii géstermektedir)
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Sekil 4.2. MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde 3d, 3g, 3h, 4, 4a, 4c, 4f ve 4h bilesiklerinin
doza bagl sitotoksik aktivitesi (Tiimor hiicreleri bilesiklerin 200-25 pg/mL
konsantrasyonlari ile muamele edilmistir. Dox.: Doxorubisin pozitif kontrol, (-)
Kont: negatif kontrolii gostermektedir)
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Sekil 4.3. L929 fare fibroblast hiicrelerinde 3a, 3b, 3c, 3e, 4b, 4d, 4e ve 4g bilesiklerinin
doza bagl sitotoksik aktivitesi (Fibroblast hiicreleri bilesiklerin 200-25 pg/mL
konsantrasyonlari ile muamele edilmistir. Dox.: Doxorubisin pozitif kontroli, (-)
Kont: negatif kontrolii géstermektedir)
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Sekil 4.4. L929 fare fibroblast hiicrelerinde 3d, 3g, 3h, 4, 4a, 4c, 4f ve 4h bilesiklerinin
doza bagli sitotoksik aktivitesi (Fibroblast hiicreleri bilesiklerin 200-12,5 pg/mL
konsantrasyonlari ile muamele edilmistir. Dox.: Doxorubisin pozitif kontrolii, (-)
Kont: negatif kontrolii gostermektedir)

WST-1 testi sonucunda elde edilen hiicre canlilik yiizdeleri ISO 10993-5'e gore

degerlendirilerek sitotoksik akvititeye iliskin yorum yapilmistir.

MCF-7 meme kanseri hiicre hatlarinda yapilan WST-1 test sonuglarina gore; 49 bilesigi ile
muamele edilen sirastyla 100 ng/mL ve 200 pg/mL konsantrasyonlart i¢in %47 ve %29
hiicre canlilig1 tespit edilirken, daha diisiik konsantrasyonlarda %70’nin iizerinde hiicre
canliligt gorilmistir. Bu nedenle 4g bilesiginin 100 pg/mL ve 200 pg/mL
konsantrasyonlarinin MCF-7 meme kanseri hiicreleri i¢in sitotoksik etki gosterdigi ortaya
konulmustur. 4b bilesiginde sadece 200 pg/mL konsanstrasyonunun %47 hiicre canliligi
ile sitotoksik etki gosterdigi, daha diisiik konsantrasyonlarda ise sitotoksik etkinin
bulunmadig: tespit edilmistir. 3a, 3b, 3c, 3d, 3e, 3g, 3h, 4, 4a, 4c, 4d, 4e, 4f, 4h
bilesiklerinin calisilan hi¢bir konsantrasyonda MCF-7 meme kanseri hiicreleri lizerinde
sitotoksik etki gostermedigi degerlendirilmistir. Bunun yaninda piperidin siibstitiie
bilesiklerden 3b’nin 100 pg/mL, 50 pg/mL ve 25 ug/mL, 4b’nin ise 50 ug/mL ve 25
ug/mL konsantrasyonlarinin MCF-7 hiicreleri {izerinde diisiik oranda proliferatif etki

gosterdigi gozlemlenmistir. 3d ve 3h bilesiklerinin 50-25 pg/mL  konsantrasyonlari
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arasinda, hiicrelerin proliferasyonunu yiiksek oranda artirict etki gosterdigi, 3g bilesiginin
50-25 pg/mL konsantrasyonlar1 arasinda proliferasyonu hafif artirdigi, 4a bilesiginin 100-
25 pg/mL konsantrasyonlari arasinda, 4h’nin ise 25 pg/mL konsantrasyonunda hiicre
proliferasyonunu arttirdigi ortaya konulmustur. 4c, 4e ve 4f bilesiklerinin ise ¢alisilan tim

konsantrasyonlarinin hiicreler tizerinde proliferatif etki gosterdigi gozlemlenmistir.

1929 fare fibroblast hiicrelerinde yapilan WST-1 testi sonuglarina gore; 3e bilesiginin 200
ug/mL  konsantrasyonunda %31, 100 ug/mL konsantrasyonunda %46, 50 ug/mL
konsantrasyonunda %49, 25 ug/mL konsantrasyonunda ise %52 oraninda hiicre canliligi
tespit edilmistir. Bu nedenle 3e bilesiginde tiim konsantrasyonlarin bu hiicreler igin
sitotoksik oldugu goriilmiistiir. 4b bilesigi ile muamele edilen hiicrelerde, bilesigin 200
pg/mL  konsantrasyonunda %29, 100 pg/mL konsantrasyonunda %39, 50 pg/mL
konsantrasyonunda %44, 25 ug/mL konsantrasyonunda ise %48 canlilik gozlemlenmistir.
4b bilesiginin ¢alisilan tim konsantrasyonlarinin 1929 hiicreleri i¢in sitotoksik oldugu
tespit edilmistir. 4e bilesiginin 200 pg/mL ve 100 pg/mL konsantrasyonlarinda %22, 50
pg/mL  konsantrasyonda %30, 25 upg/mL konsantrasyonda %32 hiicre canlilig
goriilmiistiir. 4e bilesiginin tiim konsantrasyonlarda L.929 iizerinde sitotoksik etkisi oldugu
tespit edilmistir. 4g bilesiginin hiicre canlilik yiizdeleri, 200 ng/mL konsantrasyonda %20,
100 pg/mL konsantrasyonda %21, 50 ug/mL konsantrasyonda %26, 25 pg/mL
konsantrasyonda %31 olarak tespit edilmistir. Bu sonuglara gore 4g bilesiginin ¢alisilan
tim konsantrasyonlarda 1929 hiicreleri iizerinde sitotoksik etkisi bulundugu ortaya
konulmus olup, 50 pg/mL konsantrasyonda gostermis oldugu %26°lik canlilik orani,
doxorubisinin 50 pg/mL konsantrasyonda gosterdigi %Z24’likk canlilik oranina yakin
bulunmustur. 4d bilesiginin 200 ng/mL konsantrasyonda hiicre canliligi %30, 100 pg/mL
ve 50 pg/mL konsantrasyonlarinda %53 olarak tespit edilmis olup bu konsantrasyonlarda
hiicre hatlar1 tizerinde sitotoksik etkisi oldugu, 25 pg/mL konsantrasyonunun ise sitotoksik
etkisinin olmadig1 goriilmistiir. 3b bilesiginin 200 pg/mL konsantrasyonunda %57, 100
pg/mL konsantrasyonunda %46 oraninda hiicre canlilig1 gostererek, bu konsantrasyonlar
icin sitotoksik aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir. 3b bilesiginin ¢alisilan daha diisiik
konsantrasyonlar i¢in sitotoksik aktivitesi gdzlemlenmemistir. 3¢ bilesiginin hiicre canlilik
degerinin 200 pg/mL konsantrasyonda %26, 100 pg/mL konsantrasyonda %43 oldugu
tespit edilmis olup, ¢alisilan daha diisiik konsantrasyonlarda sitotoksik etkinin goriilmedigi
belirlenmistir. 3a, 3d, 39, 3h, 4, 4a, 4c, 4f ve 4h bilesiklerinin ¢aligilan konsantrasyonlarin

hi¢birinde hiicre canlilig1 ylizdelerinin %70’ten diisiik olmadig1, bu nedenle bu bilesiklerin
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L929 fare fibroblast hiicreleri tizerinde sitotoksik aktiviteSinin bulunmadigi gorilmiistiir.
Ancak sitotoksisite gostermeyen 3d, 3g, 3h, 4h ve 4a bilesiklerinin 100-25 pg/mL
konsantrasyonlar1 arasinda tam tersine hiicre proliferasyonunu yiiksek derecede artirici etki
gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica 3d, 3g, 3h ve 4a bilesiklerinin prolifesyon etkisinin en
yiiksek 25 pg/mL konsantrasyonda gosterdigi ortaya konulmustur. Spiro-4 bilesiginin tiim
konsantrasyonlar1 L929 hiicrelerinin proliferasyonunu hafif derecede artirict etki gosterdigi
tespit edilmistir. 4¢ bilesiginin de tiim konsantrasyonlarinin proliferasyon etkisi gosterdigi,

ancak konsantrasyon azaldikca proliferasyon etkisinin de azaldig1 gozlemlenmistir.

4.3.2. Apoptotik ve nekrotik etki sonugclari

Bilesiklerin 1.929 fare fibroblast hiicreleri ile MCF-7 insan meme kanseri hiicreleri
iizerindeki morfolojik degisiklikler incelenerek, 3d, 3g, 3h, 4, 4a, 4c, 4f ve 4h bilesiklerinin
apoptotik ve nekrotik etkileri arastirilmistir. Apoptotik ve nekrotik hiicrelerin
gortintiilenebilmesi i¢in her iki hiicre grubunda da Hoechst 33342 ve PI ile ikili boyama
yapilmis ve floresan mikroskobu goriintiileri 100 um oranda fotograflanmistir (Resim 4.8,

Resim 4.9, Resim 4.10 ve Resim 4.11).

Boyama sonrasinda yapilan mikroskopik incelemelerde Hoeschst 33342 ile boyanma
durumu arastirtlmis, L929 fibroblast hiicreleri i¢in kontrol grupta morfolojik degisimin
olmadigi, apoptotik durumun bulunmadigi gozlemlenmistir. Resim 4.8’de A ile belirtilen
fotografta 1929 fibroblast hiicrelerinde kontrol grubunda morfolojik degisiklik
bulunmazken, B ile belirtilen mikroskopi goriintiisiinde 4h bilesiginin 100 pg/mL
konsantrasyonda 1929 fibroblast hiicreleri ile muamelesi sonrasindaki apoptotik hiicre
cekirdekleri goriilmektedir. Kontrol grubunda hiicre ¢ekirdekleri yesil goriiliirken, hiicreler
apoptotik olmayan hiicrelere gore daha parlak goriiniimdedir ve morfolojik bir farklilik
olmadig1 gozlemlenmistir. Bilesik ile muamele edilen hiicrelerde ise apoptik hiicreler ok
ile gosterilmistir ve bu hiicreler bi¢imsiz sinirlara sahip, cekirdekleri bozulmus bir

morfoloji sergilemektedir. (Bkz: Resim 4.8).
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Resim 4.8. L929 fibroblast hiicreleri ikili boyama mikroskopi goriintiisii (Bilesikle
muamele edilmemis kontrol grubu (A), 4h bilesiginin 100 pg/mL
konsantrasyonu ile muamele edilmis fibroblast hiicreleri (B) ile gosterilmistir)

Floresan bir molekiil olan propidium iyodur (PI) ile yapilan boyamada PI, 6lii hiicre
zarlarm1  gegerek c¢ekirdegi kirmizi renge boyarken, canli hiicrelerin zarlarini
gecememektedir. PI floresan boyasi ile boyanan L1929 fibroblast hiicreleri elektron
mikroskobu ile goriintiilenmistir. Mikroskobik goriintiilere gore kontrol grubunda nekroza
ugramis hiicre goriiniimii sergilenmezken, 200 pg/mL konsantrasyondaki 3h bilesigi
muamele edilen hiicrelerde ise ¢ekirdekleri kirmiziya boyanan, nekroza ugramis hiicreler
tespit edilmistir (Resim 4.9). Kontrol grubunda nekrotik hiicrelere rastlanmazken (Resim
4.9-A), 3h bilesigi ile muamele edildiginde nekrotik goriiniim sergileyen hiicreler ok ile

gosterilmistir (Resim 4.9-B). Goriintiiler 100 pm oranda, 200X biiyiitme ile alinmistir.

Resim 4.9. 1929 fibroblast hiicreleri ikili boyama mikroskopi goriintiisii (Bilesikle
muamele edilmemis kontrol grubu (A), 3h bilesiginin 200 pg/mL
konsantrasyonu ile muamele edilmis fibroblast hiicreleri (B) gosterilmistir)
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Ikili boyama sonrasinda MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin mikroskopik goriintiileri Resim
4.10’da verilmistir. Mikroskopi goriintiisinde MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda,
kontrol grubunda hiicrelerde morfolojik degisiklik gézlemlenmezken (Resim 4.10-A), 3¢
bilesiginin 200 pg/mL konsantrasyonunda MCF-7 hiicre hattinda, koyu mavi ile boyanan
apoptotik hiicre ¢ekirdekleri okla gosterilmistir (Resim 4.10-B). Goriintiiler 100 pm
oranda, 200X biiyiitme ile alinmistir.

Resim 4.10. MCF-7 meme kanseri hiicreleri ikili boyama mikroskopi goriintiisii (Bilesikle
muamele edilmemis kontrol grubu (A), 3g bilesiginin 200 pg/mL
konsantrasyonu ile muamele edilmis tiimor hiicreleri (B) gosterilmistir)

MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin ikili boyamasi sonucunda, bilesikle muamele edilmeyen
kontrol grubu (A) ve 4f bilesiginin 200 pg/mL konsantrasyonu ile muamele edilen
hiicrelerin (B) mikroskopi goriintlisii Resim 4.11°de verilmistir. MCF-7 meme kanseri
hiicre hattinda, kontrol grubunda yesil ile boyananlar nekrotik olmayan hiicrelerdir (Resim
4.11-A). 4f bilesiginin 200 pg/mL konsantrasyonunda nekroza ugrayan hiicre ¢ekirdekleri
ok ile gosterilmistir (Resim 4.11-B). Goriintiller 100 um oranda, 200X biiyiitme ile

alimmastir.



Resim 4.11. MCF-7 meme kanseri hiicreleri ikili boyama mikroskopi goriintiisii (Bilesikle
muamele edilmemis kontrol grubu (A), 4f bilesiginin 200 pg/mL
konsantrasyonu ile muamele edilmis tiimor hiicreleri (B) gosterilmistir)

Sitotoksik aktivitesi ¢alisilan 3d, 3g, 3h, 4, 4a, 4c, 4f ve 4h bilesiklerinin 200-12,5 pg/mL
arasindaki bes farkli konsantrasyonunun apoptotik hiicre indeksi L929 fare fibroblast
hiicreleri i¢in Cizelge 4.5’te, MCF-7 meme kanseri hiicre hatlar1 i¢in Cizelge 4.6’da

verilmistir. 3 tekrarli yapilan deneyin sonuglar1 ortalama + standart hata olarak ifade

edilmisgtir.

Cizelge 4.5. Bilesiklerin 1929 fibroblast hiicrelerinde doza bagli apoptotik hiicre indeksleri

L929 Fibroblast Hiicreleri
SIS 125ug/mL 25pg/mL 50 pg/mL 100 pg/mL 200 pg/mL

1,5+0,5 1,0+0,0 1,0£0,0 0,5+0,5 2,0£1,0
0,0+0,0 0,5+0,5 1,5+0,5 1,5+0,5 2,0+0,0
0,0+0,0 0,5+0,5 1,0£1,0 1,0+0,0 1,5+1,5
0,5+0,5 1,0+0,0 1,5+0,5 0,5+0,5 1,5+0,5
2,5+1,5 1,5£1,5 2,5+0,5 2,0+0,0 2,5+0,5
2,0£0,0 3,5+0,5 3,5£1,5 1,5€1,5 2,5+0,5
3,0+0,0 2,5+0,5 1,0£1,0 4,0+1,0 2,5+2,5
1,5+0,5 2,0+1,0 0,5+0,5 1,0+0,0 1,5+0,5
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. Bilesiklerin MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde doza bagli apoptotik hiicre
indeksleri

MCF-7 Meme Kanseri Hiicreleri

Bilesik 12,5 pg/mL 25 pg/mL 50 pg/mL 100 pg/mL 200 pg/mL

3,540,5 3,0+0,0 2,0£0,0 3,0£1,0 4,0£2,0
BE  20:20 6,0+0,0 3,5+0,5 5,0+0,0 6,5+1,5
BED o.0:00 2,5+0,5 4,542,5 20,00,0 15+0,0
B 20:10 2,0+0,0 4,0+1,0 4,00,0 4,5+0,5

B 15405 3,0+0,0 4,5+0,5 8,0+0,0 7,5+2,5
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Cizelge 4.6. (devam) Bilesiklerin MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde doza bagli apoptotik
hiicre indeksleri

MCF-7 Meme Kanseri Hiicreleri

SIEOIS 125 ug/mL 25 pug/mL 50 pg/mL 100 pg/mL 200 pg/mL
S 1,0£10 0,00,0 5,0+0,0 2,0+0,0 10,0+0,0
B 20220 1,0+0,0 4,0+0,0 6,0+0,0 5,0+0,0
B 25+05 0,50,5 4,0+1,0 2,5+0,5 6,0+1,0

Bilesiklerin apoptotik hiicre indeksi sonuglarmma gore; 3h bilesiginin apoptotik hiicre
indeksleri 1929 fibroblast hiicre hatti ile MCF-7 meme kanseri hiicre hatlar1 igin
karsilastirildiginda, bilesigin uygulandigi saglikli 1929 fibroblast hiicrelerinde apoptotik
etki goriilmezken, 3h bilesiginin 100 ve 200 pg/mL konsantrasyonlarnin MCF-7
hiicrelerine kars1 sirasiyla 20,00 ve 15,040 hiicre indeksiyle apoptotik etki gosterdigi
tespit edilmistir. 4c bilesiginin 200 pg/mL konsantrasyonunun MCF-7 meme kanseri
hiicreleri tizerinde, L.929 fibroblast hiicrelerine kiyasla daha fazla apoptotik etki gosterdigi
goriilmistlir. Diger bilesiklerin apoptotik hiicre indeksleri degerlendirildiginde genel
olarak konsantrasyon diistiik¢e apoptotik etkinin azaldigi goriilmistiir. 4a bilesiginin 50,
100 ve 200 pg/mL konsantrasyonlarinin MCF-7 meme kanseri hiicrelerindeki apoptotik
hiicre indekslerinin L1929 fibroblast hiicrelerine gore daha yiliksek oldugu tespit edilmistir.
3d, 3g ve 4 bilesiklerinin tim konsantrasyonlarinin apoptotik hiicre indekslerinin MCF-7
meme Kanseri hiicrelerinde, L.929 fibroblast hiicrelerine gore daha yiiksek oldugu ortaya

konulmustur.

Sitotoksik aktivitesi ¢alisilan 3d, 3g, 3h, 4, 4a, 4c, 4f ve 4h bilesiklerinin 200-12,5 pg/mL
arasindaki bes farkli konsantrasyonunun nekrotik hiicre indeksi 1929 fare fibroblast
hiicreleri i¢in Cizelge 4.7°de, MCF-7 meme kanseri hiicre hatlar1 icin Cizelge 4.8’de
verilmigtir. 3 tekrarli yapilan deneyin sonuglari ortalama + standart hata olarak ifade

edilmisgtir.

Cizelge 4.7. Bilesiklerin L929 fibroblast hiicrelerinde doza bagli nekrotik hiicre indeksleri

Bilesik L929 Fibroblast Hiicreleri
12,5ug/mL 25ug/mL 50 pg/mL 100 pg/mL 200 pg/mL

8,02,0 1,0£0,0  9,0+£20 13,0+10 150+0,0
8,5+0,5 4010  65+1,5 60+30  2,0+00

2,5+1,5 45425 20+1,0  60+1,0 185+25
4,0+3,0 3,5¢0,5  3,0+2,0 10,0+0,0 33,0170
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Cizelge 4.7. (devam) Bilesiklerin L929 fibroblast hiicrelerinde doza bagli nekrotik hiicre
indeksleri

Bilesik L.929 Fibroblast Hiicreleri

12,5 pg/mL 25 pg/mL 50 pg/mL 100 ug/mL 200 pg/mL

6,04,0 6,0:40  18,0+£40 115+15 11,5+35
2,0+0,0 2,540,5  8,5+05 195+55 >50,0+0,0
1,0+0,0 11,0440  145+05 12,0+0,0 >50,0+0,0
4,5+0,5 6,542,5 >50,0+0,0 9,0+40 45+15

Cizelge 4.8. Bilesiklerin MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde doza bagli nekrotik hiicre
indeksleri

MCF-7 Meme Kanseri Hiicreleri

SIS 125 ug/mL 25 pg/mL 50 pg/mL 100 pg/mL 200 pg/mL
BEE 50+20 65+05 60+10 3,0+£00  4,0+20
P 30+20  40+£20 60420 1,5+£05 >50,0+0,0
PE 25+05 2,0+00 80+00 200+00 30,0+10,0
P 40+10  100+00 25+05  1,0£00  >50+0,0
B 00+10 50+00 85+15  75+25 250+00
P 35+15  1,0£00 50400  60+£00 >50,0+0,0
P 20+00  1,0£00 11,010 160+0,0 150+0,0
P 90+1,0  40£20 30+10 140£20 10,0£0,0

Bilesiklerin nekrotik hiicre indeksi sonuglarina goére; 3d bilesiginin 100 ve 200 pg/mL
konsantrasyonlarinin  1L.929 fibroblast hiicrelerinde sirasiyla 13,01 ve 15,00 hiicre
indeksiyle, MCF-7 meme kanseri hiicrelerine gore daha yiiksek nekrotik hiicre indeksine
sahip oldugu goriilmiistiir. 3g bilesiginin 200 pg/mL konsantrasyonunun MCF-7 meme
kanseri hiicrelerindeki nekrotik hiicre indeksi >50,0+0 bulunmus olup, 1929 fibroblast
hiicrelerine gore kanser hiicrelerinde daha yiiksek nekrotik etki gosterdigi ortaya
konulmustur. 3h bilesiginin 50, 100 ve 200 pg/mL konsantrasyonlarinin nekrotik hiicre
indekslerinin 1929 fibroblast hiicrelerinde, MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin indeksine
gore daha yiiksek oldugu gozlemlenmistir. 4 bilesiginin 200 pug/mL konsantrasyonunun
MCF-7 meme kanseri hiicrelerindeki nekrotik hiicre indeksinin 1929 fibroblast
hiicrelerindeki nekrotik hiicre indeksine gore daha yiiksek oldugu goriilmistir. 4f
bilesiginin 200 pg/mL konsantrasyonunun nekrotik hiicre indeksinin 1929 fare fibroblast

hiicrelerinde, MCF-7 meme kanseri hiicrelerine gore yiiksek oldugu tespit edilmistir.
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4.3.3. Hiicre proliferasyon analizi sonuclari

3d, 3g, 3h, 4, 4a, 4c, 4f ve 4h bilesiklerinin 1929 fibroblast ve MCF-7 meme kanseri
hiicrelerindeki inhibisyon ve antiproliferatif etkileri, Ger¢cek Zamanli Hiicre Analizi ile
arastirilmistir. Fosfazen bilesiklerinin L1929 fibroblast hiicre kiiltliriindeki hiicre indeksi-
zaman grafiginin egim grafigi Sekil 4.5’de, MCF-7 meme kanseri hiicre kiiltliriindeki

hiicre indeksi-zaman grafiginin egim grafigi Sekil 4.6’da verilmistir.

om

0008

0.006

Egim (1/h1)

0.004 -

0,002+

00-

- 4h 3d 3h 39 4a 4c af Kontrol
Kuyucuk (0:00:00 - 96:00:00)

Sekil 4.5. Bilesiklerin L929 fibroblast hiicrelerinde Gergek Zamanli Hiicre Analizi sonucu
(Bilesiklerin 200 pg/mL konsantrasyonda “hiicre indeksi (CI)-zaman grafigi”’nin
egim grafigi verilmistir)
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Sekil 4.6. Bilesiklerin MCF-7 meme kanser hiicrelerinde Ger¢ek Zamanli Hiicre Analizi
sonucu (Bilesiklerin 200 pg/mL konsantrasyonda “hiicre indeksi (CI)-zaman
grafigi’nin egim grafigi verilmistir)

Calisma sonucunda spiro-4 bilesiginin 200 pg/mL Kkonsantrasyonu 96 saat tiimor
hiicreleriyle muamele edilince MCF-7 meme kanseri hiicre proliferasyonunun diistiigi,

L929 fibroblast hiicrelerinde de yine bilesiklerle muamele edilmemis kontrol grubuyla
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kiyaslandiginda proliferasyonun biraz diistiigli goriilmiistiir. Morfolin siibstitiie 4c
bilesiginin 200 pg/mL konsantrasyonunun 96 saat muamele edildigi L929 ve MCF-7 hiicre
kiiltiirlerinde proliferasyonun diistiigli gortilmiistiir. 3g bilesiginin uygulandigi MCF-7
meme kanseri hiicrelerinde proliferasyonun ayni kaldigi, ancak 1929 fibroblast
hiicrelerinde biraz diistigli, 4f bilesiginin ise MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde
proliferasyonu biraz azaltict etki gosterdigi ancak 1.929 hiicreleri iizerinde proliferasyon
yoniinden bir etkisi olmadig1 goriilmiistiir. Sonug olarak sekiz bilesigin her iki hiicre hatti
tizerindeki bulgular, bilesiklerle muamele edilmemis olan kontrol gruplari ile
karsilagtirildiginda,  gozlemlenebilir ~ bir  antiproliferatif  etkinin ~ bulunmadig:

degerlendirilmistir.



143

5. TARTISMA VE SONUC

Fosfazenler tamamen pargalanabilir bir iskelete sahip olmalari, bozunma iiriinlerinin toksik
olmamasi, molekiiler agirliginin kontrol edilebilir olusu ve yiiksek islevsellige sahip olmasi
nedeniyle pek c¢ok biyomedikal uygulamada kullanilmaya elverislidir (Teasdale ve
Briiggemann, 2013). Bu c¢alismada da yeni iiretilmis N/O dondr atomlu oktakloro
siklotetrafosfazenlerin, mono-ferrosenil-2-cis-4-dikloro-ansa- (2,4-ansa; 3) ve N-mono-
ferrosenil-propanoksi- (spiro; 4) siklotetrafosfazen bilesiklerinin; pirolidin (3a, 4a),
piperidin (3b, 4b), morfolin (3c, 4c), 1,4-dioksa-8-azaspiro[4.5]dekan (DASD) (3d, 4d), 4-
florobenzil-N’-metilpropan-1,3-diamin (3e, 4e), N-4-florobenzil-N'-metiletan-1,2-diamin
(41), 2,2,3,3-tetrafloro-1,4-biitandioksit (3g, 4g), 2,2-dimetil-1,3-propanedioksit (3h, 4h)
gruplariyla reaksiyonu sonucu elde edilmis 16 bilesigin biyolojik aktiviteleri ¢aligilmistir.
Bu amagla fosfazenlerin antimikrobiyal aktivite, DNA etkilesimleri, sitotoksik etkileri ile
apoptotik, nekrotik etkileri calisilarak, bu bilesiklerin ¢esitli biyomedikal ve diger

teknolojik uygulamalarda kullanigliligina iliskin veriler saglanmstir.

Bir fosfazen bilesiginin genel olarak antimikrobiyal aktivitesinin, bilesigin sterik,
elektronik ve farmakokinetik Ozelliklerine bagli oldugu diisiiniilmektedir (Mutlu ve
digerleri, 2015). Halkali fosfazenlerin Cl atomuyla yer degistirme reaksiyonlarina girmesi
bu bilesiklerin antimikrobiyal 06zelliklere sahip olabilecegine iliskin arastirmalar

dogurmustur (Basterzi ve digerleri, 2015).

Siklotrifosfazen igeren monokarbonil kurkumin analoglarinin B. subtilis ve B. cereus
bakterilerine kars1 antimikrobiyal etki gosterdigi ortaya konulmustur. Bu fosfazenlerin
yapist incelendiginde, iki aromatik veya Michael alici i¢inde iki domaine ve karbonil
gruplarin1 cevreleyen doymamis C=C baglarinda aromatik halkalara sahip olduklari
belirtilmistir. Bu siklotetrafosfazen halka yapisinin bilesiklere antimikrobiyal davranis

kazandirmis olabilecegi belirtilmistir (Giil Seker, Akbal, Atilla, Avsar ve Ibisoglu, 2018).

Schiff baz ve dioksibifenil grubu iceren siklotrifosfazenlerden OH ve CI grubu iceren
bilesiklerin Gram negatif bakterilerden P. aeruginosa ATCC 27853, K. pneumoniae CIP
53153 ve E. coli ATCC 25922 suslarina yiiksek antimikrobiyal aktivite gosterdigi
belirtilmistir. Bu bilesiklerin yaklasik letal dozlar1 LDso ciprofloxacin ve gatifloxacin

referans alinarak karsilastirilmis ve sonuglar giivenli aralikta bulunmustur. Bu bilesiklerin
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aynt zamanda norotoksisite ve antikonviilsan testleri c¢alisilmis ve bilesiklerin
antikonviilsan aktiviteden ziyade sedatif-hipnotik 6zelligi gosterdigi belirtilmistir (Cil ve

digerleri, 2012).

Sperminin igeren siklotrifosfazen bilesiklerinin P. aeruginosa ATCC 27853, E. coli ATCC
35218, S. aureus ATCC 25923 bakterilerine ve C. albicans ATCC 10231 mayasina kars1
stvi mikrodiliisyon yontemi ile yapilan animikrobiyal deneylerinde kayda deger
antimikrobiyal aktivite saptanamamistir (Yildirnm ve digerleri, 2012). Ancak pirolidin ile
ikame edilen spiro bino spiro (sbs) siklofosfazenlerin C. tropicalis ATCC 13803 mayasina
kars1 oldukcga aktif antimikrobiyal etki gdsterdigi belirtilmistir (Bilge Kogak ve digerleri,
2013).

Pirolidin tiirevleri dogal ve biyolojik olarak aktif olduklarindan farmasétik amaclarla
yaygin olarak kullanilmaktadir (Isiklan ve digerleri, 2010). Pirolidin bulunduran
(N/N)spirosiklotrifosfazenlerin standart antimikrobiyal ajanlardan daha yiiksek seviyede E.
coli ATCC 35218, B. cereus NRRL B-3711, E. hirae ATCC 9790 ve C. albicans ATCC
10231 mikroorganizmalarina antimikrobiyal etki gosterdigi ifade edilmistir. Ayni
calismada pirolidin igeren fosfazen bilesiginin ayni zamanda DLD-1 kolon kanseri
hiicrelerine yliksek sitotoksik aktivite gosterdigi tespit edilmistir (Asmafiliz ve digerleri,

2019).

Yildiz, Yilmaz ve Dolger (2007) tarafindan sentezlenen 2.4.4,6,6-pentakloro-2-(4-
florofenilamino)-1,3,5,2)° 4%, 6A°-triazatrifosfinin, 2,4,4,6,6-pentakloro-2-(4-
klorofenilamino)-1,3,5,21°,4)° 6A>-triazatrifosfinin ve poli[bis(4-florofenilamino)fosfazen]
bilesiklerinin antibakteriyel aktivite ¢alismalarinda, bilesiklerin M. smegmatis CCM 2067,
B. cereus ATCC 7064 ve E. coli ATCC 11230 bakterilerine kars1 ¢ok yiiksek aktivite
gosterdigi ve genel olarak bu bilesiklerin Gram pozitif bakterilere daha yiiksek

antimikrobiyal aktivite gosterdigi ortaya konulmustur.

Koran, Ozkaya, Ozen, Cil ve Arslan (2013)’nin hekzakis[(4-(hidroksiimino)2-
metoksi)fenoksi]siklotrifosfazen benzoil klorid ve tiofen-2-karbonil klorid reaksiyonuyla
sentezlenen iki fosfazen bilesiginin E. faecalis ve E. coli bakterilerine karsi, referans olarak

kullanilan siproflaksasin kadar etkili oldugu ortaya konulmustur.
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Genel olarak antimikrobiyal aktivite caligmalarinda difiizyon ve diliisyon yontemleriyle
caligilan aym Srneklerde bir takim sonug farkliliklar1 oldugu ortaya konulmustur. Ornegin
fenol ve kekikten elde edilen bir ugucu yag kullanilarak E. coli bakterisine kars1 yapilan
caligmada disk difiizyon yontemi sonucunda fenoliin 42 mm, kekik ugucu yaginin ise 41
mm.’lik inhibisyon ¢ap1 elde edilerek birbirlerine yakin antimikrobiyal aktivite sergilendigi
ortaya konulmustur. Ancak ayni maddelerin E. coli bakterisini inhibe etme durumu
diliisyon yontemi ile arastirildiginda ugucu yagin (1/3000), fenole (1/1000) gbre daha
yiiksek aktivite gosterdigi ortaya konulmustur (Pellecuer, Allegrini ve Simeon de
Buochberg, 1976). Bu durumdan dolay1 suda iyi ¢éziinmeyen drneklerin disk difiizyon vb.
yontemlerinin antimikrobiyal aktivite sonuglarinin ¢ok gilivenilir olamayabilecegi
diisiiniilmiistiir. Bu sebeple ge¢mis calismalarda, difiizyon yontemi ile elde edilen
inhibisyon zonlarinin referans olarak antibiyotiklerinki ile karsilastirilmasi ya da c¢ok
iliskili goriinmese de inihibisyon zon caplarinin MIK degerleri ile karsilastirilmasi

onerilmistir (Rios ve digerleri, 1988).

Halkal1 fosfazen bilesiklerinde CI atomunun pozisyonunun sitotoksik aktiviteyi etkiledigi,
orto- pozisyonundaki bilesigin meta- pozisyonuna gore daha etkili antitiimor aktivite

sergiledigi gosterilmistir (Koran ve digerleri, 2017a).

Ferrosen birimleri iceren fosfazenlerin, bu birimlerin redoks aktif 6zelliginden dolay:
oksidatif DNA zararina sebep olabildigi, bu nedenle DNA etkilesimi gibi biyolojik
aktiviteler — gosterdigi ifade edilmistir  (Timer ve  digerleri, 2014).
Hekzaklorosiklotrifosfazenlerden elde edilen ferrosenilfosfazen tiirevlerinin 1929
fibroblast ve DLD-1 kolon kanseri hiicre hatlariyla yapilan sitotoksisite ¢alismalarinda, 4
ve 7 olarak isimlendirilen dispiro ferrosenilsiklotrifosfazen cis (mezo) ve trans (rasemik)
yapidaki izomerlerinin nekrotik etkisinin DLD-1 kolon kanseri hiicrelerine karsi, saglikli

L929 hiicrelerine gore daha ¢ok oldugu gosterilmistir (Ttimer ve digerleri, 2018).

Sekiz adet CI atomu bulunan bir heterosiklik  halkaya sahip olan
oktaklorosiklotetrafosfazenler (N4P4Clg)’in antikanser etkisinin oldugu Yenilmez Cift¢i ve
digerleri, (2016) tarafindan ortaya konulmustur. Yenilmez Cift¢i ve digerleri, (2016) nin
calismasinda yan grup olarak DNA’ya zarar verme potansiyeli oldugu onceki
arastirmalarda gosterilen (Park, Nah, Lee, Oh ve Gye, 2012; Darbre ve Harvey, 2014),
maliyeti diisilk, pH degisikliklerine karst dayanikli olan parabenler kullanilmistir.
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Biyosensor temelli tarama ve in vitro ¢aligmalar propil ve benzil ikameli bilesiklerin
yiiksek DNA hasarina sebep oldugunu gostermistir (Yenilmez Ciftci ve digerleri, 2016).
Ancak bunun yaninda bazi pirolidin ve morfolin igeren oktaklorosiklotetrafosfazenlerin
HeLa insan rahim agzi kanseri hiicre hatlarinda yapilan ¢alismalarda sitotoksik, apoptotik

ve nekrotik etki gostermedigi ifade edilmistir (Isiklan ve digerleri, 2016).

Pirolidin iceren dispiro bisiklotrifosfazenlerin plazmit DNA’nin konformasyonunda
degisiklige sebep oldugu goriilmiistiir. Bu etkilesim sonrasinda endoniikleaz enzimleriyle
kesim sonucunda da bilesigin DNA’ya G/G ve A/A niikleotidlerinden baglandig1 ortaya
konulmustur (Oztiirk ve digerleri, 2019). Aym sekilde 4-floro/4-nitrobenzil bulunduran
dispirosiklotrifosfazenlerin plazmit DNA’nin iki zincirini de kirdigini ve bu bilesiklerin de

G/G ve A/A niikleotidlerine baglandig1 gésterilmistir (Inci Tanrikulu ve digerleri, 2019).

Pirolidin ikame eden siklotrifosfazenlerden sentezlenen protik erimis tuzlarin (PIL)
dolasimdaki tiimér DNA’s1 (CT-DNA) ve bovin serum alblimin (BSA)’ya baglanmasina
iliskin yapilan antiproliferatif testler, bu bilesiklerin BSA’ya baglanirken van der Waals
etkilesimi ya da hidrojen bagiyla baglanma egilimi gosterdigi, CT-DNA’ya ise oluk
baglanma ile dogrudan baglandigin1i gdstermistir. Bu nedenle pirolidin ikame eden
siklofosfazenlerin diisiik sitotoksik, gii¢lii apoptotik ve etkili DNA topoizomeraz inhibe
edici Ozelliklere sahip, yeni ve daha gii¢lii antikanser ilaglarinin sentezinde

kullanilabilecegi onerilmistir (Akbas, Karadag, Aydin, Destegiil ve Kilig, 2017).

Biiyiik yan grup iceren bazi siklotetrafosfazenlerin de DNA ile etkilesimi agaroz jel
elektroforezinde arastirilmis ve 2,6-spiro-ansa-spiro-siklotetrafosfazen ve spiro-bino-spiro-
siklotetrafosfazen bilesiklerinin interkalasyon ile DNA baz ¢iftleri arasina girdigi
gorilmiistiir. Bu bilesiklerin diger tam siibstitiie siklotetrafosfazen bilesiklerine (4a ve 4b)
kiyasla, DNA’nin form I ve form II’sinin hareketinde diisiise sebep oldugu goriilmiistiir

(Mutlu ve digerleri, 2015).

Insan fizyolojisinde sempatik sinir sistemi caligmalarinda farmakolojik ara¢ olarak
kullanilan bir amino asit olan tiramini i¢ceren metal komplekslerin, DNA’ya kii¢iik oluktan,
genellikle AT rezidiilerini iceren baz ciftleriyle baglandig1 spektroskopik ve molekiiler
yerlestirme yontemleriyle gosterilmistir (Raman, Sobha ve Mitu, 2012). Bu nedenle

tiramin iceren fosfazenlerin DNA etkilesimi arastirilmis ve 6zellikle pirolidin ve piperidin
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bulunduran spiro-siklotrifosfazenlerin pBR322 plazmit DNA’nin konformasyonunda

degisiklige sebep oldugu belirtilmistir (Pektas ve digerleri, 2018).

Mono/bis-ferrosenil siibstitiie siklotetrafosfazenlerin Bakir (II) komplekslerinin DNA ile

etkilesiminde DNA ’nin oksidatif kirilimi aktivitesi gosterdigi belirtilmistir (Zhu, 2011).

Yiudirnrm  ve  digerlerinin  (2018)  bir  calismasinda  floreniliden  kdopriili
hekzaklorosiklotrifosfazen bilesiklerinin biyolojik aktiviteleri arastirilmig, bilesiklerin P.
aeroginosa ATCC 27853, E. coli ATCC 35218 ve S. aureus ATCC 25923 bakterilerine
kars1 antimikrobiyal aktivite gosterdigi ortaya konulmustur. Aymi ¢aligmada bilesiklerin
plazmit DNA etkilesimi agaroz jel elektroforez yontemiyle arastirilmis ve Form III’iin
olustugu belirlenen bilesiklere BamHI, Hindlll ve EcoRlI restriksiyon enzimleriyle kesim
yapilip, bilesiklerin DNA’ya G/G, A/A ve G/A bolgelerinden baglandigi tespit edilmistir.
Bu bilesiklerin bu yoniiyle gelecekte antimikrobiyal ve antikanser ajan olarak kullanilma

potansiyeli oldugu ifade edilmistir (Yildirim ve digerleri, 2018).

1-aziridinil grubunun siklofosfazenlere antitiimor aktivite ozelligi kazandirdigi ortaya
konulmustur (Brandt ve Jedlinski, 1985). Aziridinil gruplarimin bu aktivitesi
siklofosfazenlerin antitimor aktivitelerine iliskin 1976 yilinda yapilan ilk ¢aligmada ifade
edilmistir. L1210 fare lenfositik 16semi, P388 16semi hiicrelerinde yapilan ¢alismalarda CL
cifti ya da son derece bazik endosiklik N atomu igeren (N3P3Cie gibi) sekiz siklofosfazen
kullanilmigtir (Labarre, 1982). Aziridinil grubunun alkilasyon yoluyla DNA ile iletisime
girebilen karbokatyon formasyonu sonucu sitostatik aktivite gosterdigi varsayilmaktadir ve
bu sitostatik aktiviteyi DNA ile etkilesime giren baska gruplar ekleyerek degistirmek
miimkiindiir. Siwy ve digerlerinin yaptig1 bir ¢alismada aldehit ve imin grubu ikame eden
siklofosfazenlerin aziridinil kisimlara sahip olan siklofosfazenlere gore daha yiiksek
sitotoksik aktivite gostermesi dikkati ¢ekmektedir (Siwy ve digerleri, 2007). Benzer
sekilde aziridinil grubu iceren siklofosfazenlerin EAT insan kiiciik hiicreli karsinoma hiicre
hatlarinda yapilan sitotoksik ¢alisma sonucunda ortaya ¢ikan DNA hasar1 alkali eliisyonu
ve etidyum bromiir floresans yontemi ile tespit edilmistir. Calisma sonucunda farkli
aziridinil gruplarini iceren fosfazenlerin farkli DNA kirilim1 gosterdigi tespit edilmistir. Bu
fosfazenlerin toksik yan etkilerinin, tiimor hiicrelerindeki DNA hasarinin uyarilma
mekanizmasina benzer olabilecegi yorumlanmistir (Zijlstra, de Jong, van de Grampel, de

Vries ve Mulder, 1986). Aziridinil gruplarinin DNA ile alkilasyon yolu ile etkilesime
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girdigi ve sitotoksik aktivitesinin bu etkilesimden kaynaklandig1 yorumlanmaktadir. Ancak
bu etkisinin yaninda yiiksek seviyede birikmis kemik iligi toksisitesi gibi istenmeyen bir
takim yan etkilere sahip oldugu ortaya konulmustur (Siwy ve digerleri, 2006). Bu sebeple
0zel calisma kosullar1 gerektirdiginden, bu tez c¢alismasinda kullanilan fosfazenlerin

sentezinde aziridinil grubu kullanilmamustir.

Pirolidin ve aziridin diginda spermin ve spermidin yan gruplari iceren siklofosfazenlerin
antikarsinojenik Ozellikleri aragtirilmistir (Isiklan ve digerleri, 2016). Spermin, memeli
hiicrelerde DNA sentezinde diizenleyici olarak gorev alir ve hiicre proliferasyonunu inhibe
edebilir. Spermine bagli analoglarin DNA ile dogrudan etkilesime girebildigi ve gen
ifadesindeki protein faktorleriyle etkilesmesinden dolayr gen ifadesini etkileyebildigi
belirtilmistir. Bu bilgiler 1s18inda HT-29 insan kolon kanseri ve Hep2 epidermoid larenks
kanseri hiicre hatlarinda yapilan bir ¢alismada sperminin igeren siklotrifosfazen
bilesiklerinin sitotoksik ve apoptotik etki gdsterdigi belirtilmistir (Yildirim ve digerleri,
2012). P388 16semi hiicrelerinde yapilan ¢alismada da iki adet 1,3-diaminopropano grubu
ve bir spermino grubu iceren diaziridinosiklofosfazen bilesiklerinin antitiimor etki

gosterdigi ortaya konulmustur (Sassus, Graffeuil, Castera ve Labarre, 1985).

Kalkon fosfazen bilesiklerinin de sitotoksik aktivite gosterdigi kesfedilmistir. Kalkon
cesitli bitkilerde bulunan bir flavanoid grubudur ve metakalkon ve sofalkon gibi kalkon
tiirevleri tipta kullanilmaktadir (Koran ve digerleri, 2017b). Ornegin bir Cin bitkisi olan
Sophora subprostrata’dan izole edilen sofalkon 20 yili askindir anti-iilser ilaci olarak
kullanilmaktadir (Tanaka, Nakamura, Onda, Tazaki ve Hirano, 2009). Dioksibifenil
gruplari iceren kalkon-siklotrifosfazen bilesiklerinin PC-3 insan prostat kanseri ve LNCaP
insan androjen duyarli prostat kanseri hiicre hatlarina, fenil halkasinda Cl ve F igeren
kalkon-siklotrifosfazenlerin ise A2780 insan yumurtalik kanseri hiicre hattina yiiksek
antitiimor aktivite gdsterdigi ifade edilmistir (Gorgiilii, Koran, Ozen, Tekin ve Sandal,

2015; Koran ve digerleri, 2017a).

Platin (IV) cisplatin ve platin (IV) oksaliplatin tiirevlerinin Jeffamine siibstitiie
poli(organo)fosfazenlerle birlestirilmesiyle ortaya g¢ikan makromolekiiler pro-ilaglarin,
kiiclik molekiillii platin (Pt) komplekslerine gore hiicre i¢ine aliniminin daha fazla oldugu

ve daha yiiksek sitotoksisite goOsterdigi ortaya konulmustur. Bu polimer-ilag
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konjugatlarinin 10-100 nm biiyiikliigiinde olmas1 da diger antikanser ilaglara gore biiyiik

bir avantajdir (Henke ve digerleri, 2016).

Fosfazenlerin biyolojik aktivitelerinin tayininde, DNA etkilesiminin hem in vitro hem de
in vivo yontemlerle arastirilmasi, bilesiklerin DNA ile baglanma mekanizmasinin ve
etkisinin teshisinin tespiti i¢in dnemlidir. Boylece bu deneylerin ortaya koydugu bilgiler
1s181inda mevceut antikanser ilaglarin mekanizmalarinin aydinlatilmasi ve yeni nesil DNA

ile etkilesen antikanser ilaglarinin kesfedilmesi miimkiin olmaktadir (Palchaudhuri ve

Hergenrother, 2007).

Bu tez c¢alismasinda ele alinan bilesiklerin biyolojik aktiviteleri, literatliirdeki diger
fosfazen bilesiklerinin sonuglar ile karsilagtirilarak, yan gruplarin etkililigi tizerine yorum

yapilmaya calisilmistir.

Calisilan kismen siibstitlie monoferrosenil-siklotetrafosfazen bilesiklerinin antimikrobiyal
etkisinin ortaya konulmasi i¢in agar kuyu difiizyon ve MIK testleri yapilmistir. 16 adet
bilesigin agar kuyu diflizyon testi sonucunda, 3d ve 3h bilesiklerinin C. albicans, C.
tropicalis disindaki ¢alisilan tiim bakteri ve mayalar i¢in yiiksek aktivite gosterdigi tespit
edilmistir. 3d bilesiginin E. coli ATCC 35218, B. subtilis ATCC 663, B. cereus NRRL B-
37113, E. hirae ATCC 9790 bakterilerine kars1 pozitif kontrolden daha yiiksek seviyede
aktivite gosterdigi goriilmistiir. 4h bilesiginin ise sadece mayalarda antimikrobiyal aktivite
gostermedigi, tiim bakteri tiirlerinde etkili oldugu gozlemlenmistir. 3h ve 4h bilesiklerinin
2,2 dimetil grubu igermesi ve bu grubun da karbokatyon olusturma ihtimali bulunmasindan
dolay1, bakterilerin DNAs1 ile etkilesime girerek (H bagi olusturarak) bakteriler lizerinde
etkili olmus olabilecegi yorumlanmaktadir. 3d bilesiginin bulundurdugu DASD grubu ile

oksijen gruplar1 kolayca acilip karbokatyon olusturabilmektedir.

Calisilan materyallerden 3a ve 4a bilesiklerinin ihtiva ettigi pirolidin, 3¢ ve 4c’nin
yapisinda bulunan morfolin ile 3d ve 4d’nin yapisinda bulunan DASD grubuna gore, daha
kolay agilan bir halka yapisindadir ve morfolin ile DASD gruplarinin aksine alkilleyici

ajan potansiyeli tagiyarak DNA ile etkilesime girebildigi bilinmektedir.

Calismada kullanilan ve pirolidin siibstitiie bilesiklerden 3a, Gram negatif bakterilerden E.

coli ATCC 25922 ve E. coli ATCC 35218 bakterilerine, 4a bilesigi ise yine Gram negatif
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bakterilerden P. aeruginosa ATCC 27853 ve S. typhimurium ATCC 14028 bakterilerine
kars1 diisiik 6lciide antimikrobiyal aktivite gostermistir. Bu durumda pirolidin siibstitiie
N/O dondr atomlu oktokloro siklotetrafosfazenlerin bu ¢alismada kullanilan Gram pozitif
bakterilere ve Candida tiirlerine karsi antimikrobiyal aktivite gostermedigi sonucu
cikarilmigtir. Bunun yaninda pirolidin siibstitiie bilesiklerin plazmit DNA etkilesimi ile
sitotoksik aktivite calismalarinda, diger bilesiklere oranla belirgin bir etkililik durumu
gbézlemlenmemistir. Ancak Aydin (2015) ve Elmas ve digerleri (2018) tarafindan yapilan
calismada pirolidin ile siibstitiie siklotetrafosfazen bilesiklerinin Candida tiirii mayalar
tizerinde yiiksek antifungal etki gosterdigi ve DLD-1 kolon kanser hiicre hatti {izerinde
referans olarak kullanilan sisplatin kadar etkili olabildigi gosterilmistir. Aydin (2015)
tarafindan pirolidin siibstitiie siklotetrafosfazenlerin yliksek diizeyde antifungal 6zellik
gosterdigi, bunun da Candida tiirlerinin hiicre duvari yapisinda bulunan proteinlere etki
etmesinden kaynaklanabilecegi Onerilmistir (Aydin, 2018). Pirolidin siibstitiie dispiro
bisiklotrifosfazenler ile yapilan bir diger ¢aligmada da DNA etkilesimi sonrasi restriksiyon
enzimi kesimi ile fosfazen bilesiklerinin DNA’ya G/G ve A/A niikleotidlerinden
baglandigt ve DNA konformasyonunun degisimine sebep oldugu belirtilmistir. Alkil
zincirinde P-NH grubu bulunduran ve pirolidin iceren
izopropilaminopentaklorosiklotrifosfazen bilesiginin C. krusei ATCC 6258 mayasina karsi
referans olarak kullanilan ketakonazole yakin antifungal etki gosterdigi, ampisilin ve
kloramfenikol antibiyotiklerine direngli olan E. coli suslarina da antibakteriyel etki
gosterdigi, yapilan agar kuyu difiizyon ve MiK, MBK ¢alismalarinda ortaya konulmustur.
Ayrica S. aureus, E. hirae, E. faecalis, C. tropicalis ve C. albicans tiirlerinin bu bilesiklere
kars1 direngli oldugu belirtilmistir (Oztiirk ve digerleri, 2019). Ilter ve digerleri (2010), 1b,
2b ve 3b olarak isimlendirdikleri, pirolidin grubu igeren tetrapirolidinofosfazenlerin, basta
S. aureus ATCC 25923 ve B. subtilis ATCC 6633 olmak iizere ¢ogu test
mikroorganizmasina kars1 yiiksek antimikrobiyal aktivite gosterdigini ifade etmistir. Ayni
zamanda pUCI18 plazmit DNA etkilesimi sonrasinda yapilan agaroz jel elektroforezi
deneyi ile bu ii¢ bilesigin DNA’y1 kesme aktivitesi bulundugu ortaya konulmustur. Elmas
ve digerleri (2012)’nin siklotetrafosfazenlerin biyolojik aktivitesine iliskin yapilan
caligmada, tetrapirolidino tlirevi olan bilesiklerin Gram pozitif bakterilere karsi kismi
antimikrobiyal aktivite gosterdigi, morfolin igeren bilesiklerin ise Candida tiirlerine kars1

herhangi bir antifungal etki gostermedigi ortaya konulmustur.
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Pirolidin siibstitiic fosfazenlere iliskin yapilan baska bir biyolojik aktivite ¢aligmasinda ise,
N/O" spirosiklikfosfazenlerin mono- ve bis-ferroseniltetrapirolidinofosfazenlerden daha iyi
etki gosterdigi ifade edilmistir (Isiklan ve digerleri, 2010). Pirolidin igeren bilesiklerin
antimikrobiyal etkisinin DNA ile fosfazen arasindaki hidrojen bag1 ve/veya van der Waals
etkilesiminden kaynaklanabilecegi ve pirolidino, piperidino gibi P atomuna baglanan yan
gruplarin ve fosfazen halkasinin konformasyonunun bunu etkiliyor olabilecegi ileri
striilmiistiir (Asmafiliz ve digerleri, 2019). Asmafiliz ve digerlerinin (2016) bir
calismasinda oktapirolidino- grubu iceren bir trimerik fosfazenin B. cereus, B. subtilis, P.
vulgaris, E. faecalis bakterileri ile C. tropicalis mayasina kars1 yiiksek antimikrobiyal
aktivite gosterdigi, ayn1 zamanda L929 fibroblast ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre
hatlarina kars1 sitotoksik aktiviteye sahip oldugu ortaya konulmustur. Fosfazen tiirevleri ile
yapilan baska bir sitotoksisite ¢alismasinda, WST-1 testi sonucunda da kismen pirolidino
ile siibstitiie spiro-bino-spiro tetramerik fosfazen bilesigi ile tamamen siibstitiic tetra-
yapidaki fosfazen bilesiginin, 6,25 pg/mL’den daha diisiik konsantrasyonda MDA-MB-
231 meme kanseri hiicreleri ile 1929 fare fibroblast hiicrelerine sitotoksik aktivite
gosterdigi, bilesiklerin ICso degerlerinin referans olarak kullanilan sisplatinden daha diistik
oldugu ortaya konulmustur. Bu nedenle bu bilesiklerin gelecekte antikanser ilaci
arastirmalarinda kullanilabilecegi onerilmistir (Berberoglu ve digerleri, 2016). Bu tez
caligmasinda sitotoksik aktiviteleri ¢alisilan pirolidin siibstitiie bilesiklerden 3a ve 4a’nin
ikisinin de MCF-7 meme kanseri ve 1929 fare fibroblast hiicreleri {izerinde sitotoksik
etkisi olmadig1 goriilmiistiir. Bunun yaninda spiro halkasia sahip pirolidin siibstitiie 4a
bilesiginin 100-12,5 pg/mL arasindaki konsantrasyonlarmin her iki hiicre hattinda da
proliferasyona sebep oldugu, ozellikle 25 pg/mL konsantrasyonunun saglikli 1.929
fibroblast hiicrelerinin proliferasyonunu kontrol grubuna goére yaklasik 2 katina ¢gikarmis
olmasi dikkat ¢ekmektedir. 4a bilesigi ile muamele edilen MCF-7 meme kanseri ve L929
fare fibroblast hiicre hatlarinda yapilan Ger¢cek Zamanli Hiicre Analizi ile 96 saat
sonrasindaki hiicre indeksi sonuglar1 da bu bilesigin proliferasyonu artirici etkisi oldugunu
gostermistir. Fosfazenlerle yapilan benzer caligmalarda pirolidin siibsitiie trimerik ve
tetramerik fosfazenlerin Candida tiirleri iizerinde yiiksek antifungal etki gosterdigi ve
DLD-1 gibi baz1 kanser hiicre hatlarinda diisiik konsantrasyonlarda dahi 6nemli derecede
sitotoksik aktivite gosterdigi ortaya konulmus olmasina ragmen, bu calismada ele alinan
pirolidin siibstitiie bilesiklerinde antifungal aktivite ve sitotoksik etkiye iliskin olumlu

sonuglar alinamamistir. Bu nedenle fosfazenlerin biyolojik aktivitelerinin ihtiva ettigi yan
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gruplarin yaninda, molekiil geometrik yapisi gibi diger etmenlere de bagli oldugu

diistiniilmektedir.

Bilesiklerin  antimikrobiyal aktiviteleri 1ile plazmit DNA etkilesimi sonuglari
karsilastirildiginda, tam siibstitiie spiro- siklotetrafosfazen bilesiklerinden spiro-4 ve
piperidin siibstitiie 4b’nin diger bilesiklere gore daha iyi DNA kesme aktivitesi gosterdigi,
aynt zamanda bu bilesiklerin 11 farklt bakteri susuna karsi antimikrobiyal aktivitesi
bulundugu tespit edilmistir. Ayrica piperidin siibstitiie 4b bilesiginin yiiksek
konsantrasyonlarda plazmit DNA’nin A/A ve G/G bdlgelerine baglanarak restriksiyon
enzimi kesimini engelledigi ortaya konulmustur. Bu sonuglar 1s18inda piperidin siibstitiie
fosfazenlerin DNA ile etkilesim hususunda biyolojik aktiviteyi artirdigi yorumu
yapilabilir. Benzer sekilde Akbas ve digerleri (2013), calistiklari
aminosiklotrifosfazenlerin antimikrobiyal etkisinin P atomuna baglanan yan gruplarina
bagli oldugu yorumlanmuis, tetrapiperidino gruplarin varliginda bilesiklerin antimikrobiyal

etki gosterdigi belirtilmistir (Akbas ve digerleri, 2013).

Mutlu ve digerlerinin (2015) yapmis oldugu bir ¢alismada 2,6-sas-siklotetrafosfazen (3) ile
morfolin ve DASD ile siibstitiie tris- siklotetrafosfazen (4f) bilesiginin 1929 fibroblast
hiicre hattina ve A549 akciger kanseri hiicre hattina sitotoksik aktivite gosterdigi
belirtilmistir. Calismada 4f olarak isimlendirilen tris- siklotetrafosfazen bilesiginin 12,5
ug/mL konsanstrasyonda A549 akciger kanseri hiicre hattina kars1 giiglii sitotoksik etki
gosterdigi ifade edilmistir. Ayn1 zamanda bu bilesiklerin kanser hiicre hatlarinda apoptoz
ve nekrozu da uyarma yeteneginde olabilecegi gosterilmistir (Mutlu ve digerleri, 2015). Bu
tez calismasinda ele alinan ve morfolin siibstitiie 2,4-ansa siklofosfazen 3¢ bilesiginin 200-
100 pg/mL konsantrasyonlarinin L.929 meme kanseri hiicrelerinde sitotoksik etkisi oldugu
ancak referans olarak kullanilan doxorubisin ile kiyaslandiginda bu etkinin ¢ok giiglii
olmadig1 goriilmiistiir. Calisilan bir diger morfolin siibstitiie siklotetrafosfazen 4c
bilesiginin proliferasyona etkisi Ger¢cek Zamanl Hiicre Analizi ile arastirilmis ve 96 saat
sonunda 200 pg/mL konsantrasyonunun L929 fibroblast ve MCF-7 meme kanseri hiicreleri
lizerinde antiproliferatif etkisi oldugu goriilmiistir. Ancak 4c bilesiginin WST-1 testi
sonuglarina gore 24 saat sonrasinda 1.929 fibroblast ve MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde
proliferasyona sebep oldugu ortaya konulmustur. Bu iki proliferasyon testinin arasindaki
sonu¢ farkliligi, proliferasyon testlerinin uygulama siiresindeki degisikliklerden kaynakli

olabilmekle birlikte, bir maddenin DNA’ya etki seklinin uygulama siiresiyle degisebilecegi
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yorumunu getirmektedir. Bunun disinda 4c bilesiginin kullanilan mikroorganizmalarin
hi¢birine inhibisyon zonu olusturmadigi ve antimikrobiyal aktivite gostermedigi

gorilmiistiir.

Bu c¢alismada kullanilan 1,4-dioksa-8-azaspiro[4.5]dekan (DASD) siibstitiie iki fosfazen
bilesiginin WST-1 testi sonucglarina gore, 3d bilesigi MCF-7 meme kanseri hiicreleri ile
L929 fibroblast hiicrelerinde herhangi bir sitotoksisite gostermezken, proliferasyonu
artirict yonde etki yaptigr goriilmiistiir. Benzer sekilde Gergek Zamanli Hiicre Analizi
sonucunda 3d bilesiginin 200 pg/mL konsantrasyonunun 96 saat sonrasinda yapilan
Ol¢iimlerde meme kanseri ve saglikli hiicre hatlarinda proliferasyona sebep oldugu ortaya
konulmustur. Calisilan diger DASD grubu siibstitiie spiro halkasina sahip 4d bilesiginin ise
50-200 pg/mL konsantrasyonlar1 ile muamele edilen 1929 fare fibroblast hiicrelerinde
sitotoksik etkiye sebep olurken, MCF-7 meme kanseri hiicre hatlarinda sitotoksik aktivitesi
olmadigi tespit edilmistir. DASD siibstitiie bilesiklerin antimikrobiyal ¢alisma sonuglarina
bakildiginda ise, ansa halkasina sahip 3d bilesigi tiim bakteri tiirlerine antimikrobiyal
aktivite gosterirken, yine DASD grubu tasiyan, spiro halkasi iceren 4d’nin higbir
mikroorganizmaya karst etki gostermemesi dikkat c¢ekmistir. Bu sonuca dayanarak
morfolin grubu tasiyan siklotetrafosfazen bilesikleri i¢in ansa-spiro durumunun farkli
etkilesimlere sebep oldugu yorumlanmistir. Bu nedenle bilesiklerin igerdigi gruplarin
yaninda molekiill yapisinin da biyolojik aktivitesinde etkili oldugu goriilmistiir.
Bilesiklerin siibstitiie gruplarmin yaninda molekiiler yapisinin da énemli oldugu daha 6nce
benzer ¢aligmalarda ifade edilmistir. Basterzi ve digerleri (2015)’nin yapmis oldugu bir
caligmada da spiro-ansa-spiro (sas) siklotrifosfazen 7, 8 bilesikleri ile analogu olan
fosfazenin E. coli ATCC 35218 bakterisi ilizerinde gostermis oldugu antimikrobiyal
aktivite karsilastirildiginda, sas 7°nin 8 tiyeli halkasinin, 9 ve 7 iiyeli ansa halkasina gore

daha yiiksek antimikrobiyal aktivite gosterdigi ortaya konulmustur.

Pirolidin ikameli ferrosenil, N/O", 4-florobenzil tasiyan siklotrifosfazen bilesiklerinin agar
diftizyon yontemi ile yapilan in vitro ¢alismalarda S. aureus, E. coli, B. subtilis ve B.
cereus bakterilerine karsi antimikrobiyal aktivite gosterdigi ortaya konulmustur (Basterzi
ve digerleri, 2015). Inci Tanrikulu ve digerleri (2019)’nin 4-floro/4-nitrobenzil siibstitiie
dispirosiklotrifosfazenler ile yaptigi DNA etkilesimi caligmalarinda bilesiklerin etkili
diizeyde plazmit DNA ile etkilesime girdigi ve DNA’nin iki zincirinin de kirildigi

gosterilmistir. Okumus ve digerleri (2015)’nin 4-nitrobenzil spiro siklotrifosfazen ile 4-
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florobenzil spiro siklotrifosfazenlere iliskin yaptig1 bir ¢aligmada da nitro grubu
bulunduran fosfazenlerin, redoks aktif merkezi olmasindan dolayr DNA ile etkilesime
girebildigi  sunulmustur. Ayn1  zamanda  4-nitrobenzil grubu igeren  spiro
siklotrifosfazenlerin MIK degerlerinin, 4-florobenzil grubu iceren fosfazen bilesiklerine
gore daha diisik oldugu, daha diisikk konsantrasyonlarda antimikrobiyal aktivite
gosterebildigi belirtilmistir. Bununla birlikte 4-nitrobenzil igeren siklotrifosfazenlerin
MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatt1 ile L929 fare fibroblast hiicre hatt1 tizerindeki
sitotoksik aktivite c¢alismalarinda ikili boyama sonucunda fosfazen bilesiklerinin
konsantrasyona bagli olarak her iki hiicre hattinda da nekrotik etkisinin arttig1 belirtilmistir
(Okumus ve digerleri, 2015). Bu tez c¢alismasinda kullanilan, 2,2,3,3-tetrafloro-1,4-
biitandioksit siibstitiie olan 3g ve 4g fosfazen bilesiklerinin 4 adet F atomu bulundurmasi
ve F atomlarinin etrafinda bag yapmamis 6 elektronun bulunmasi sebebiyle dipol-dipol
etkilesimine girme ve DNA’nin P grubuna tutulma ihtimali yiliksektir. Bu etkilesimin 4g
bilesiginin B. subtilis ATCC 6633 iizerinde gosterdigi antimikrobiyal aktiviteden sorumlu
olabilecegi yorumlanmistir. 4g bilesigine benzer sekilde 3g bilesigi de 4 F atomu
icermektedir. Ancak 3g bilesigi ansa konumunda oldugundan esnekligi daha azdir, bu
nedenle 4g bilesiginin N/O spiro halkasimin bu bilesigin DNA ile daha kolay etkilesime
girmesine neden olmus olabilecegi yorumlanmistir. 4g bilesigi Bacillus cinsine ait B.
cereus susunun c¢ogalmasini inhibe etmezken, B. subtilis susunun g¢ogalmasini inhibe
etmesi ise, iki bakteri tiirli arasindaki baz1 fizyolojik farkliliklardan kaynaklanabilecegini
diisiindiirtmiistiir. Ornegin B. cereus’un B. substilis’ten farkli olarak, gida zehirlenmesine
de yol agan enterotoksin ve emetik toksin olusturuyor olmasi (Erem, Kiigiik¢etin ve Certel,
2013) ve iirettigi B-laktamaz ile penisilin, ampisilin veya sefalosporinlere karst duyarl
olmadig1 bilinmektedir (Tumbull, 1996). 3e, 4e ve 4f'nin de tasimis oldugu F atomu
etkisiyle DNA ile etkilesime girme potansiyeli yiiksektir. Ancak daha fazla F atomu
tasiyan 3g ve 4g bilesiklerinden 4g daha yliksek antimikrobiyal etki gosterirken, 3g’nin hig
bir bakteri ve maya iizerinde etki gdstermemis olmasi dikkat ¢ekmektedir. Bu nedenle bir
fosfazen bilesikte F atomu sayisinin fazla olmasmin ve spiro halkanin bulunmasinin,
antimikrobiyal aktiviteyi sagladigi, bilesiklerin mikroorganizma DNA’s1 ile etkilesime

girmesine neden oldugu yorumlanmustir.

Orta ya da yiiksek derecede antimikrobiyal aktivite gostermis olan tiim bilesiklerin bu
aktivitesinin, bakterinin genom DNA’sindan ziyade hiicre zariyla yapmis oldugu dipol-

dipol etkilesiminden, Van der Walls baglarindan kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.
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Bunun disinda, yiiksek antimikrobiyal aktivite gosteren 3d, 3h ve 4h bilesiklerinin Van der
Walls baglarinin yaninda karbokatyon olusumu ile de antimikrobiyal aktiviteyi sagladigi
ongoriilmektedir. 3d, 3h ve 4h bilesiklerinin bulundurdugu gruplardaki oksijen atomu
varliginin da antimikrobiyal aktivite ile iligskilendirilebilecegi yorumlanmaktadir. Bu
calismada ele alinan fosfazen bilesikleri genel olarak biiyiik yapili oldugu i¢in DNA ile
etkilesiminin oluga baglanma seklinde degil, karbokatyon ve hidrojen bagi olusumu ile
gergeklestigi diisiinlilmektedir. Bunun yaninda bazi aminosiklotetrafosfazenlerin hidrojen
bagiyla DNA ile etkilesime girdigi, DNA’ya karbokatyona doniiserek baglanabildigi
gosterilmistir.  Bu nedenle kanser hiicrelerinin proliferasyonunu baskilayabilecegi

diisiiniilmektedir (Elmas ve digerleri, 2017).

Karbokatyon olusumu ya da hidrojen bagiyla etkilesim yapilmasi disinda DNA’ya oluktan
baglanan fosfazen bilesiklerinin de bulundugu bilinmektedir. Antimikrobiyal aktivite
gosteren ve plazmit DNA nin siiperhalkasal yapisinda degisiklik meydana getirdigi bilinen
ve calismada 6, 7 ve 9 olarak isimlendirilen cis- ve trans- dispiroferrosenilfosfazen
bilesiklerinin molekiiler yerlestirme analizi sonucunda fosfazen bilesiginin DNA’ya ana
oluktan baglandig1 gosterilmistir (Tiimer ve digerleri, 2018). DNA ile etkilesime giren
maddelerde genellikle oluga baglanma durumu interkalasyona tercih edilir. Ciinkii oluga
baglanma daha az toksisiteye sahiptir. Ornegin antiparasitik ilaglar ele alindiginda, bu
ilaglarin oluktan baglanma mekanizmasi sebebiyle genellikle mutajenik etki gostermedigi
ifade edilmektedir (Wilson ve digerleri, 2005). Bilesigin DNA’ya baglanmasina,
bilesiklerin en yiiksek dolu molekiiler orbitali (HOMO) ve en diisiik bos molekiiler orbitali
(LUMO) enerji boslugunun kiigiik olmasimin etki ettigi ifade edilmektedir. Bu nedenle
kiicik HOMO/LUMO enerji boslugu, bilesik ve DNA'min molekiiller arasi1 yiik transferi ve
baglanma Ozellikleri iizerinde etkisi oldugu ve bunun da bilesigin biyolojik aktivitesini
belirleyebildigi yorumu yapilmistir (Timer ve digerleri, 2018). Bu tez calismasinda
kullanilan siklotetrafosfazenlerin HOMO ve LUMO seviyeleri 1 mM doniistimli
voltametri verileri ile tespit edilmis olup, HOMO ve LUMO enerji seviye farklilig1 fazla
olan bilesiklerin plazmit DNA etkilesiminin daha kuvvetli oldugu goriilmiistiir. Bu enerji
farkliliginin  fosfazen bilesiklerinin ferrosenil gruba sahip olmasindan kaynakladigi
yorumlanabilir ve mono-ferrosenil fosfazen tiirevlerinin bis-ferroseniltetrafosfazenlere
oranla daha yiiksek biyolojik aktivite gosterdigi sdylenebilir. Bunun yaninda tetraamino-
bis-ferrosenil-siklotetrafosfazenlerin DNA etkilesimi ve restriksiyon kesim c¢aligmalari
sonucu ile bilesiklerin AEp degerleri ve HOMO/LUMO enerji farkliligr ile iliski oldugu
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gosterilmistir. Bu seviye farkliligi yaninda, yapilan diger elektrokimyasal deneyler de
bilesiklerin elektrokimyasal acgidan kararli oldugunu gostermektedir (Binici ve digerleri,
2019; Elmas ve digerleri, 2017). Bu tez ¢alismasinda da bilesiklerle muamele edilen
plazmit DNA ile yapilan BamHI ve HindIII enzim kesimi ¢alismasinda, bilesigin plazmit
DNA’ya A/A ve G/G bolgelerinden baglanarak kesilmesine engel olan 4b ve 4e
bilesiklerinin, HOMO/LUMO enerji farkliliklarinin yaninda ikisinin de mono-ferrosenil-
spiro-siklotetrafosfazen olmasmin bu etkiye sebep olabilecegi diisiiniilmiistiir. Piperidin
stibstitiie siklotetrafosfazen bilesigi 4b, ayn1 zamanda bu ¢alismada kullanilan tiim bakteri

tiirleri iizerinde antimikrobiyal aktivite gdstermistir.

Bu ¢alismada kullanilan mono-ferrosenil-2-cis-4-dikloro-ansa- ve mono-ferrosenil-spiro-
siklotetrafosfazen bilesiklerinin MCF-7 meme kanseri hiicre hatt1 tizerinde yapilan WST-1
testi sonucunda, piperidin siibstitiie siklotetrafosfazen bilesigi 4b’nin 200 pg/mL
konsantrasyonunun  sitotoksik etki gosterdigi gorilmistir. 2,2,3,3-tetrafloro-1,4-
biitandioksit siibstitlie fosfazen bilesigi 4g’nin ise 200 ve 100 ng/mL konsantrasyonlarinin
MCF-7 hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisi oldugu, diger 14 bilesigin MCF-7 meme
kanseri hiicrelerinde toksik etkisi olmadigi goriilmiistiir. Bunun yaninda diisiik
konsantrasyonda (25 pg/mL) 3b, 3c, 4b ve 4e¢ bilesiklerinin MCF-7 hiicreleri iizerine
proliferatif etki gostermis olmas1 dikkat cekmektedir. 1.929 fibroblast hiicrelerine yapilan
WST-1 sonucunda da 4b, 4g, 3e ve 4e bilesiklerinin calisilan tiim konsantrasyonlarinin
saglikl1 hiicrelerde sitotoksik etki gosterdigi gortilmiistiir. Ancak 3d, 3g, 3h, 4, 4a, 4c ve 4h
bilesiklerinin tiim konsantrasyonlarda 1929 hiicreleri iizerinde sitotoksik etkiden ziyade
yiiksek proliferatif etki gosterdigi tespit edilmistir. Bilesiklerin antiproliferatif etkilerinin
arastirtlmasi i¢in Ger¢ek Zamanli Hiicre Analizi ile hiicre indeksi-zaman grafikleri ortaya
konulmus ve sadece 4 ve 4c bilesiklerinin ¢alisilan en yiiksek konsantrasyonda (200
pg/mL) 96 saat sonunda L929 fibroblast ve MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde

proliferasyonun kismi diisiisiine sebep oldugu goriilmiistiir.

Calisilan bilesiklerden 3, 3a, 3b, 3c, 3d, 4, 4a, 4b, 4c ve 4d’nin M. tuberculosis H37RV
susuna karsi antitiiberkiiloz aktivitesi 80 pg/mL, 40 pg/mL, 20 pg/mL, 10 pg/mL ve 5
pg/mL konsantrasyonlarda arastirilmigtir. 4b ve 4d herhangi bir antitiiberkiiloz aktivite
gostermezken, MIK degerlerine gore en iyi aktivite ansa halkasia sahip pirolidin siibstitiie
3b ve morfolin siibstitiie 3c bilesiklerinde gozlemlenmistir (Binici ve digerleri, 2019).

Fosfazen bilesiklerinin antitiiberkiiloz aktivitelerine iligkin yapilan baska bir calismada da
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pirolidin ve DASD ile siibstitiie monoferrosenil-spitosiklotetrafosfazenlerin antitiiberkiiloz
aktivite gosterdigi ortaya konulmustur (Okumus ve digerleri, 2016). Bilesiklerin
antitiiberkiiloz ve antimikrobiyal aktiviteleri karsilastirildiginda, tiim bakteri tiirlerine kars1
antimikrobiyal aktivite gosteren 3d, 4 ve 4b bilesiklerinin M. tuberculosis H37RV
bakterisine kars1 antitiiberkiiloz aktivite gostermedigi, bdylece cesitli Gram pozitif ve
Gram negatif bakterilere antimikrobiyal aktivite ozelligi gosteren bilesiklerin, diger
bakteriler iizerinde de inhibe edici etki gosteremeyecegi goriilmiis, antimikrobiyal ve

antitiiberkiiloz aktivitesi arasinda dogrudan bir iliski kurulamayacagi degerlendirilmistir.

Yeni antibiyotik ilaglarin kesfinde dogal {iriinler kadar kimyasal bilesenler de
kullanilmaktadir. Bir antimikrobiyal ajan olarak kimyasal bilesik (kombinatoryal) ve dogal
irlinlerin molekiil o6zellikleri Feher ve Schmidt (2003) tarafindan karsilastirilmis,
bilesiklerin kiral merkezler, donebilen baglar, doymamislik, atom tipi, aromatik halka
bulundurma ve karmagsik halka sistemlerine sahip olma, zincir yapilar1 géz Oniinde
bulunduruldugunda kombinatoryal bilesiklerin dogal {iriin ve tiirevlerinden ¢ok farklilik
gostermedigi belirtilmistir. Bunun disinda kombinatoryal bilesiklerin sentezinin daha
verimli oldugu bilindiginden, dogal {iriinlerin belirli 6zellikleri taklit edilerek daha cesitli
ve biyolojik yonden daha istenilen diizeyde kombinatoryal bilesiklerin elde edilebilecegi
bilinmektedir. Bu agidan bu calismada elde edilen verilerin, gelecekte sentezlenecek

fosfazen bilesiklerinin modellemesinde etkili olacagi diisiiniilmektedir.

Fosfazenlere yonelik yillardir yapilan arastirmalar sonunda polifosfazenlerin ve halkali
yapidaki siklotrifosfazenlerin biyolojik aktiviteleri ayrintili olarak arastirilmig, farkli
gruplarla siibstitiie fosfazen bilesiklerin antimikrobiyal, antitiimdr, antitiiberkiiloz ajan
olarak kullanilma potansiyellerine iliskin ¢ok sayida tespit yapilmistir. Ancak bu tez
caligmasinda ele alinan ve farkli yan gruplar iceren N/O dondr atomlu siklotetrafosfazen
bilesikleri ilk defa sentezlenerek biyolojik aktiviteleri ortaya konulmustur. Bu
bilesiklerden, antimikrobiyal etki, plazmit DNA etkilesimi ve sitotoksik aktivite gdsteren
bilesiklerin etki mekanizmalar1 arastirildiginda, pirolidin, morfolin ve DASD siibstitiie
bilesiklerin diizlemsel yapida olmamasi ve ¢ok biiyiikk boyutlu olmasi gbz Oniinde
bulundurularak, biyolojik etkilerini hiicre i¢ine girmeden, DNA oluk baglanmasi ya da
interkalasyon yapmasi pek olas1 goriilmemektedir. Bilesikler bu etkilesimi ¢ogunlukla,

iizerinde calisilan biyolojik yapiyla H bagi olusturarak gerceklestirmektedir.
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6. ONERILER

Bu tez ¢alismasi kapsaminda elde edilen sonuglara gore yapilabilecek ek caligsmalara ve

bilesiklerin kullanilabilecegi alanlara iliskin oneriler asagida sunulmustur:

1. Calisilan bilesiklerden mono-ferrosenil-2-cis-4-dikloro-ansa- ve N-mono-ferrosenil-
propanoksi-siklotetrafosfazen bilesiklerinin; pirolidin, piperidin, morfolin ve DASD
tepkimesiyle ortaya ¢ikan fosfazen bilesikleri (3a, 4a, 3b, 4b, 3c, 4c, 3d ve 4d) kismen
de olsa suda ¢oziinebilmektedir. Calisilan tiim bilesikler genelde polar ve apolar
coziiciilerde ¢oziinebilir. Ancak biyolojik aktivite gdsteren bilesiklerin ilag tasima
sistemi olusturma gibi biyomedikal uygulamalarda kullanilabilmesi igin suda
¢Oziiniirliigli 6nem arz etmektedir. Bu nedenle bu bilesikler gerektiginde tuz formuna
getirilerek suda ¢dziiniir yapiya kavusmasi saglanabilir. Ozellikle tibbi uygulamalarda
bilesiklerin suda ¢Oziinebilir olmast ve toksik olmayan bilesiklere ayrismasi
biyocoziiniir 6zellikleri agisindan 6nemlidir.

2. Antimikrobiyal aktivite ¢alisma sonucunda 11 adet farkli bakteri susuna Kkarsi
antibakteriyal etki gdsteren 3d, 3h ve 4h bilesiklerinin MIK ve MBK degerleri tespit
edilmis ve bu bilesiklerin diisiik konsantrasyonlarda dahi bakterileri inhibe edebildigi
ortaya konulmustur. Bu bilgiler 1s18inda bu bilesiklerin bakteriler {izerinde hangi
mekanizmalar ile (bakteri hiicre duvarinin pargalanmasi, genetik materyaline etki
etmesi vb.) etkili oldugu ileri molekiiler tekniklerle arastirilabilir ve yeni bir
antimikrobiyal ajan olarak degerlendirme potansiyeli aydinlatilabilir. Bilesiklerin
antimikrobiyal ajan potansiyeli, yapilacak in vivo ¢alismalarla ve diger klinik
oncesi/klinik ¢alismalar ile desteklenmelidir (Bkz: Cizelge 2.3. Yeni antimikrobiyal
ilaclarin gelistirilmesi siirecindeki fazlar).

3. Sitotoksik aktivite sonuglarina gore siklotetrafosfazen bilesiklerinin apoptotik/nekrotik
etkisini degerlendirmek i¢in yapilan ikili boyama test sonuglarini daha genis kapsamda
degerlendirebilmek adina ek g¢alismalar yapilabilir. Bilesikler ile muamele edilen
hiicrelerin 6liim mekanizmalarmin aydinlatilmasi, Dbilesiklerin antikanser ajan
potansiyelinin degerlendirilmesi i¢in gereklidir. Bu nedenle hiicrelerdeki apoptoz
uyarilmasin1 goésteren Poli (ADP riboz) polimeraz (PARP) ve kaspaz-9 proteinleri
izole edilerek Western Blotlama ¢alismasi yapilabilir.

4. DNA ile etkilesime girdigi belirlenen bilesiklerin, DNA’ya baglanma mekanizmalari,

interkalasyon ya da oluga baglanma durumlarinin aydinlatilabilmesi i¢in aragtirmalar
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yapilabilir. Bunun i¢in DNA uzunlugundaki degisiklikleri tespit edebilecek diger
yontemler (6rnegin Viskozite Ol¢iimleri) kullanilabilir. Ayrica molekiiler baglanma
analizi ile calisilan siklotetrafosfazenler bilesikleri arasinda DNA ile oluga baglanarak
etkilesme durumu olup olmadig1 aydinlatilabilir.

DNA ile etkilesime giren bilesiklerden 4b ve 4e’nin DNA’ya A/A ve G/G
bolgelerinden baglandigi BamHI ve Hindlll enzim kesimlerini engellemis olmasiyla
ortaya konulmustur. Ancak DNA kirma kapasitesi en yiiksek bulunan bilesik 4g’nin
bu enzimler tarafindan kesilmemis olmasi sebebiyle DNA’ya baglandigr bolgeye
iliskin bir veri elde edilememistir. Bu sebeple farkli kesim bdlgelerine sahip
restriksiyon enzimleri kullanilarak, bilesiklerin DNA ile etkilestigi niikleotidlerin
belirlenmesi saglanabilir.

Calismada kullanilan 16 adet siklotetrafosfazen bilesiginin sitotoksik aktivitesinin
tayini i¢in yapilan WST-1 testi sonucunda, bilesiklerin referans olarak kullanilan
antikanser ilag doxorubisine kiyasla etkili diizeyde sitotoksik aktivite gostermedigi,
Gergek Zamanli Hiicre Analizi ile de gozlemlenebilir derecede antiproliferatif etkiye
sahip olmadig1 ortaya konulmustur. Ayni yan gruplart igeren ve sitotoksik,
antiproliferatif etki ¢alismalarinda farkli kanser hiicre hatlarina etkili oldugu tespit
edilen bilesiklerle, bu ¢alismada yer alan bilesiklerin arasindaki kimyasal farkliliklar
ayrintili olarak arastirilip, biyolojik aktiviteyi tetikleyen mekanizmalar (DNA’ya
baglanma, hiicre biitlinliigline zarar verme vb.) aciklanabilir.

DNA etkilesimi ve restriksiyon kesimi i¢in yapilan deneylerin sonuglart ile bilesiklerin
AEp degerleri ve HOMO/LUMO enerji farkliligr karsilastirildiginda birbiriyle iliski
oldugu tespit edilmistir. HOMO/LUMO enerji seviyesi farklilii, bu ¢alismada ele
alinan siklotetrafosfazenlerin  elektrokimyasal deney sonuglart ile birlikte
degerlendirildiginde, bu bilesiklerin elektrokimyasal ac¢idan olduk¢a kararli oldugu
degerlendirilmektedir. Bu sebeple N/O dondr atomlu siklotetrafosfazen bilesiklerinin
elektronikte, elektron-transfer araglarinda kullanim i¢in elverisli olabilecegi

Onerilmektedir.
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