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OZET

Yapilan ¢aligmada sentezlenen 2-piridil-siklotrifosfazen bilesikleri ve tuzlarmin patojen
mikroorganizmalar iizerinde antimikrobiyal aktivitesi, saglikli L929 fibroblast ve MDA-
MB-231 meme kanseri hiicre hattinda sitotoksik aktivitesi ve plazmit DNA ile etkilesimi
arastirildi. Bilesiklerin antimikrobiyal etkilerini incelemek i¢in ¢esitli insan patojeni bakteri
ve maya suslart agar kuyu difiizyonu yontemi ile incelendi. Antimikrobiyal aktivite
gosteren bilesiklerin minimal inhibitér konsantrasyon (MIK), minimal bakterisidal
konsantrasyon (MBK), minimal fungisidal konsantrasyon (MFK) degerleri mikrodiliisyon
methodu ile belirlendi. Bu ¢alismada sentezlenen bilesiklerin plazmit DNA ile etkilesimleri
agaroz jel elektroforez yontemi ile tespit edildi. Bilesiklerin DNA ile etkilesimlerinde
DNA’ya baglanip baglanmadigt ve DNA’ya baglaniyor ise hangi niikleotitlerden
baglandigi BamHI ve Hindlll restriksiyon enzimleri ile kesilerek belirlendi. Sitotoksik
aktivitesi igin sagliklt L929 fibroblast ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicreleri iizerine
maddelerin etkisi WST-1 yontemi ile arastirildi. Antimikrobiyal aktivitesi en yiiksek olan
bilesikler GT16 (zon ¢ap1 30 mm) ve GT11 (zon ¢apt 30,67 mm) olarak tespit edildi.
Bilesiklerin MIK deger araliginin 62,5-2000 pM arasinda degistigi gdzlendi. Bilesiklerin
minimal bakterisidal konsantrasyon (MBK)/ minimal fungisidal konsantrasyon (MFK)
degeri 125 ile 2000uM arasinda bulundu. Bilesiklerin MDA-MB-231 meme kanseri ve
L1929 fibroblast hiicrelere konsantrasyona bagli olarak sitotoksik aktivite gosterdigi
bulundu ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinda sitototoksik aktivitesi en yiiksek
olan bilesik GT8 olarak belirlendi. Bilesiklerin plazmit DNA ile olan etkilesimlerinde bazi
bilesiklerin DNA’ya baglandigi, bazi bilesiklerin de DNA iizerine kesim etkisi oldugu
tespit edildi.
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ABSTRACT

In this study, 2-pyridyl-cyclotriphosphazene compounds and their salts on pathogenic
microorganisms, cytotoxic activity in healthy L929 fibroblast and MDA-MB-231 breast
cancer cell line with plasmid DNA interactions. Antimicrobial activities of the compounds
were examined by agar well diffusion method by using various human pathogenic bacteria
and yeast strains. Minimum inhibitory concentration (MIC), minimum bactericidal
concentration (MBC), minimum fungicidal concentration (MFC) values of compounds
showing antimicrobial activity were investigated by microdilution method. In this study,
the interactions of the compounds with plasmid DNA were investigated by agarose gel
electrophoresis method. In the interactions of the compounds with the DNA, the enzymatic
cutting assay was performed with BamHI and Hindlll to see if it was bound to the DNA
and if so, which nucleotides were bound. For cytotoxic activity healthy L929 fibroblast and
MDA-MB-231 breast cancer cells, were investigated by the WST-1 method. The
compounds with the highest antimicrobial activity were GT16 (zone diameter 30 mm) and
GT11 (zone diameter 30,67 mm). The minimal inhibitory concentration (MIC) values of
the compounds range between 62,5-2000 uM. MBC/MFC values were also changed from
125 to 2000 uM. The highest cytotoxic effective was found to be in the MDA-MB-231
breast cancer cell line with GT8. It has been found that compounds interact with DNA in
their interaction with plasmid DNA.
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Bu ¢aligmada kullanilmis olan simgeler ve kisaltmalar, agiklamalariyla asagida verilmistir.

Simgeler Agciklamalar

% Yiizde isareti

nL Mikrolitre

pm Mikrometre

g Gram

mg Miligram

mL Mililitre

mm Milimetre

\ Volt

ng Mikrogram

Kisaltmalar Aciklamalar

AIDS Edinsel bagisiklik yetmezligi sendromu
ATCC Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu
DMEM Dulbecco Modifikasyonlu Eagle Besiyeri
DNA Deoksiriboniikleik asit

EDTA Etilendiamin tetraasetik asit

FCS Fetal Sigir Serumu

GC Guanin-Sitozin

LPS Lipopolisakkarit tabaka

MBK Minimum Bakterisidal Konsantrasyon
MFK Minimum Fungisidal Konsantrasyon
MIK Minimum Inhibitér Konsantrasyon
NRRL Northen Regional Research Laboratory
RNA Riboniikleik asit



1. GIRIS

Yapilan arastirmalar sonucunda fosfazen bilesiklerinin gesitli biyolojik aktivitelere sahip
oldugu kanitlamistir. Fosfazen bilesikleri yapilarinda fosfor ve azot atomu arasinda ¢ift bag
bulunduran bilesiklerdir. Fosfazen bilesikleri organik ¢doziiciilerde c¢oziindiikleri igin
organik karakter ve yapilarinda P=N grubu bulundurduklarindan anorganik karakter
tasirlar. Fosfazenler diiz ve halkali yapida bulunabilirler. Bu bilesiklerden siklofosfazenler
inorganik halka sistemlerinin 6nemli bir ailesidir ve bu bilesikler fosfor ve azot atomu
bulundururlar [1, 2]. Bilesiklerin en onemli 6zelligi yapilarindaki Cl (klor) atomlar ile
gerceklestirdikleri yer degistirme reaksiyonlaridir. Bu reaksiyon ile fosfazen bilesikleri
kendisine baglanan yan gruplara gore farkli 6zellikler kazanabilirler. Yapilan bilimsel
calismalarda ¢esitli fosfazen tiirevlerinin antimikrobiyal, antikanser ve antitiiberkiiloz gibi

cesitli biyolojik aktiviteleri oldugu belirlenmistir [3].

Onemli halk sagligi sorunlarindan biri mikroorganizmalarin sebep oldugu enfeksiyon
hastaliklaridir. Enfeksiyon hastaliklarinin bilim ve tiptaki gelismelere ragmen goriilme
siklig1 artmaya devam etmektedir. Enfeksiyon hastaliklarimin tedavisi i¢in yeni
antibiyotikler gelistirilmistir. Ancak mikroorganizmalar mevcut antibiyotiklere karsi
kolayca diren¢ kazanmaktadir [4]. Bu direncin kazanilmasimin sebebi 06zellikle insan
sagliginda kullanilan antibiyotiklerin bilingsizce kullanimidir. Antibiyotik miktar1 ile
diren¢ mekanizmasi arasinda yakin bir iliski vardir [3, 5]. Sadece bir mikroorganizma bile
cok sayida farkli diren¢ mekanizmasina sahip olabilir. Bu mekanizmalar antibiyotigin
dogasina, konaktaki hedef boélgeye, bakteri tiirline ve plazmit ya da kromozomal
mutasyonla iligkili olup olmadigina bagl olarak etki gosterirler [6]. Mikroorganizmalarin
kazanmis oldugu bu direng sebebiyle antibiyotiklerin ¢ogu etkisiz kalmaktadir. Bu nedenle
enfeksiyonlar ile miicadele edebilmek i¢in mikroorganizmalar iizerinde etkili olacak etkili

antimikrobiyal ajanlar gelistirilmelidir [4].

Enfeksiyon hastaliklardan baska onemli halk sagligi sorunlarindan biri de kanserdir.
Kanser tedavisinde etkili yontemlerden biri de antikanser ilaglarin kullanimidir. Cesitli
yapidaki bilesikler antikanser ajan olarak aragtirmacilar tarafindan siirekli olarak
arastirilmaktadir [4]. Antikanser ilaglarin ¢cogu sitotoksik etki gosterip kanserli hiicrelerin

gelisimini engelleyerek Oliimiine neden olur. Etkili bir tedavi viicuttaki tiim kanserli



hiicrelerin 6ldiiriilmesi ile olur. Bu sekilde bir tedavi ne yazik ki halen piyasada bulunan

ilaclar ile saglanamamaktadir [7].

Bu tez c¢alismasi kapsaminda Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Boliimii
laboratuvarlarinda sentezlenmis olan 2-piridil-siklotrifosfazen bilesikleri ve tuzlarmin
antimikrobiyal aktivitesini tespit etmek i¢in Bacillus cereus NRRL B-3711, Bacillus
subtilis ATCC 6633, Enterococcus faecalis ATCC 2912, Enterococcus hirae ATCC 9790,
Klebsiella pneumonia ATCC 13883, Proteus vulgaris RSKK 96029, Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Salmonella typimurium ATCC 14028 bakterileri ve Candida albicans
ATCC 10231, Candida krusei ATCC 6258, Candida tropicalis NRRL Y-12968 mayalari
iizerinde antimikrobiyal aktivitesi kuyu diflizyon yontemi ile incelenmistir. Agar kuyu
difiizyonu yonteminde her {i¢ kuyuda da antimikrobiyal aktivite gdsteren bilesiklerin
minimal inhibitor konsantrasyon (MIK), minimal bakterisidal konsantrasyon (MBK) ve
minimal fungisidal konsantrasyon degeri (MFK) degerleri mikrodiliisyon yontemi ile
incelenmistir. Bu bilesiklerin MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatt1 ve saglikli 1.929
fibroblast hiicre hatlarinda olan sitotoksik aktivitesini arastirmak icin WST-1 yontemi
kullanilmigtir. Bilesiklerin plazmit DNA {izerindeki etkilerini arastirmak icin agaroz jel
elektroforez yontemi kullanilmistir ve bilesiklerin plazmit DNA’ya hangi niikleotitlerden
baglandigimi belirlemek i¢in BamHI ve Hindlll restriksiyon enzimleriyle endoniikleaz
kesimi yapilmistir. Yapilan bu ¢alisma 2-piridil-siklotrifosfazen ve tuzlari ile yapilan ilk
biyolojik aktivite caligsmasidir. Bu c¢alisma sonucunda elde edilecek verilerin cesitli
enfeksiyon hastaliklar1 ve kanser tedavisinde kullanilabilecek antimikrobiyal ve antikanser

ilag tasarlama ¢alismalarina katki saglayacagi diistiniilmektedir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Fosfazen Bilesikleri

Hekzaklorosiklotrifosfazen (NsP3Cls) sentezlenen ilk fosfazen bilesigidir. Bu bilesik
amonyumkloriir ve fosforpentakloriir arasindaki reaksiyon sonucu olusturulmustur. Bu
bilesik ilk kez Liebig ve Wohler adl1 arastirmacilar tarafindan elde edilmistir [9]. 1897°de
Stokes adli arastirmaci yapmis oldugu ¢alismalar sonucunda (NPCl2)n yapisina sahip bu
bilesikleri polimerlesme derecelerine (n=4, 5, 6 ve 7) gore ayirarak bunlarin halkali yapida
oldugunu kesfetmistir. 1924 yilinda Schenk ve Romer adli arastirmacilar tarafindan
(NPCI2)3 ve (NPCI2)s” iin elde edildigi sentez yontemi gelistirilmistir [10]. 1965 yilinda
Allcock ve Kugel adli arastirmacilar ise ilk defa diiz zincirli poli (diklorofosfazen)

bilesigini sentezlemislerdir [11].

Fosfazenler [(N=PR2)n], (P=N)n yapisindan olusan, her bir fosfor atomunda organik,
anorganik veya organometalik iki yan grup (R) igeren, diiz zincirli, halkali ya da polimerik
yapida bilesiklerdir. Fosfazenler diiz zincirli (dogrusal), halkali (siklofosfazen) ve
polimerik (polifosfazen) olmak iizere ii¢ farkli yapida bulunurlar. Bu bilesiklerden genel
formiilleri (PNCI2)n olan halkali fosfazen bilesikleri bilimsel olarak ayrica énemlidir [12].
Fosfazenler hem organik hem de inorganik karakterde bilesiklerdir. Bu bilesikler organik
coziiciilerde ¢oziinmelerinden dolayr organik karakterde, P=N baglarina sahip oldugu i¢in
ise inorganik karakterdedir. Bu bilesikler farkli gruplarla siibstitlisyon (yer degistirme)
reaksiyonu verirler. Bu reaksiyon sonucu fosfazen bilesigi baglanan yan gruplara gore
onemli oOzellikler kazanir [13, 14]. Sekil 2.1°de halkali fosfazen bilesiklerinin yapisi

verilmistir.
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Sekil 2.1. (A) Siklotrifosfazen ve (B) siklotetrafosfazen bilesiklerin genel yapisi [20]

Bu bilesikler niikleofilik reaksiyonlar sonucu kazandigi 6zelliklerle metal, cam, seramik
yapistiricisi, esnek film, aleve dayanikli kumas, gaz sensor ozelligi tasiyan malzeme
yapiminda, biyoaktif ve biyoinaktif madde olmak fiizere ¢esitli kullanim alanlarina
sahiptirler [15]. Fosfazenler bu kullanim alanlarinin yaninda endiistriyel ve tibbi alanlarda
da kullanilirlar. Fosfazen tiirevlerinin yaglayicilar [16], yanici tekstil lifleri ve elastomerler
[17,18], teknolojik ve tibbi 6nemi [17,19] olan bir¢ok alandaki kullanimi bu bilesiklere
olan ilgiyi arttirmistir. Ayrica bu bilesiklerin iireaz aktivitesi, biyobozunur karakter gibi

cesitli 6zelliklere sahip olmasi bakimindan 6nemlidir.

2.2. Enfeksiyon Hastaliklar ve Enfeksiyon Etkeni Mikroorganizmalar

Insan sagligini olumsuz ydnde etkileyen hastalik yapici mikroorganizmalara patojen
mikroorganizmalar adi verilir [21]. Bu mikroorganizmalar insanlarda hastalik
olusturabilmektedirler (Cizelge 2.1). Patojen mikroorganizmalar insan, hayvan ve
bitkilerde 6liim veya hasar olusturmak icin eski ¢aglardan beri kullanilmistir. Glinlimiizde
ise biyolojik savas kapsaminda degerlendirilmektedirler [22]. Bu mikroorganizmalarin
hastalik olusturmak i¢in insan viicudunda hastalik yapmasina enfeksiyon denir. Bu
mikroorganizmalar insanlara genel olarak bir kontaminasyon dongiisii ile bulasir. Bu
kontaminasyon dongiisii solunum yolu, acik enfekte yaralar, atik sular gibi gesitli yollardan
gerceklesebilir (Sekil 2.2) [21].



Enfeksiyon etkem
(mikroorganizmalar)
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(insan, hayvan, bitki, toprak su vs.)

Bulagma yolu
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Girigl‘folu
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Duyarli organizma
(Insan)

Sekil 2.2. Kontaminasyon dongiisii ve tasinim yollari [21]

Cizelge 2.1. Insanlarda bazi mikroorganizmalarin neden oldugu hastaliklar [21]

LEERIENLS Mikroorganizma

(b Clostridium tetani

Difteri Corynebacterium diptheriae
Zatiire Streptococcus pneumoniae
Sarbon Bacillus anthracis
Tiiberkiiloz Mycobacterium tuberculosis
Menenjit Neisseria menenjitis

Tifo Salmonella typimurium
Kolera Vibrio kolera

Bel soguklugu Neisseria gonorrhoeae




2.2.1. Bakteriler

Bakteriler prokaryotik yapida olan mikroskobik canlilardir. Bakteriler genel olarak koklar,
diizgiin ¢omaklar, spiral sekilli ¢omaklar gibi gesitli morfolojilerde bulunabilirler (Sekil
2.3) [23].
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Sekil 2.3. Bakterilerin g¢esitli morfolojileri [23]

Prokaryotik yapiya sahip olan bakterilerde zarla c¢evrili organeller bulnmaz. DNA
molekiilii sitoplazmada yer alir. Bunun yaninda sitoplazma igerisinde sayilar1 ¢okca olan
ekstra kromozomal DNA parcaciklari denilen plazmitler bulunur. Sitoplazma, bir
sitoplazma zar1 ile ¢evrilidir ve bu zarda permeazlar, salgisal ve sinyal proteinleri bulunur.
Sitoplazma zarinin diginda ise koruyucu igleve sahip olan ve mureinden olusan hiicre
duvart bulunur. Cogu bakteride koruyucu isleve sahip kapsiil yapisi da bulunur. Gram

pozitif ve Gram negatif bakterilerde hiicre duvari yapist farklilik gosterir [24]. Gram




pozitif bakterilerde hiicre duvarinda yer alan murein (peptidoglikan) tabaka ¢ok sayida
karbonhidrat ve aminoasitlerden olusur. Murein, N-asetilglukozamin ve N-asetilmuramik
asit bilesenlerinin bir araya gelmesiyle olusan polisakkarit zincirinden meydana gelir. Bu
iki bilesen arasindaki bag B-1,4 glikozitik bagidir. Bunlara bagli ayrica D-alanin, L-alanin

gibi aminoasitler yer alir. Sekil 2.4’te murein (peptidoglikan) tabakanin yapis1 verilmistir.

N-asetilglukozamin (G)  N-asetilmuramik asit (M)
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Sekil 2.4. Peptidoglikan tabakanin yapisi [23]

Teikoik asitler sadece Gram pozitif hiicre duvar1 yapisinda olan asidik molekiillerdir. Bu
molekiiller icerdikleri fosfat gruplarindan dolayr hiicreye negatif 6zellik kazandirirlar.
Gram negatif bakterilerde ise sitoplazmik zar ve dis zar olmak tizere iki farkli zar bulunur.
Bu zarlar arasinda peptidoglikan tabaka ve ayrica Gram pozitif bakterilerde olmayan
periplazmik bosluk bulunur. Bu boslukta su, besin maddeleri, sindirim enzimleri ve

proteinler bulunur. Peptidoglikan tabaka Gram pozitif bakterilere gore daha ince yapidadir.



Dis zar peptidoglikan tabakanin tizerindedir ve ¢ift katli zar yapisindadir. Bu zarm ig
kisminda lipitler ve proteinler dis kisminda ise lipopolisakkaritler (LPS) yer alir. LPS
bakterilerin savunmasinda, biyofilm olusturmasinda ve bakteri i¢cin zararli maddelerin
hiicreye gecisini engeller. Sekil 2.5°te Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerin hiicre

duvari yapisi verilmistir [25].

Gram negatif Gram pozitif

Dis membran

Lipoprotet
em\ Sitoplazma

Septum

Mezozom

— LPS
Fosfolipit
F g : : ; — D15 membran
Protet
Oo—\— B y a:elglnproteinler
g Lipoprotein

Peptidoglikan —

...... Fosfolipit
I¢ membran _}

A Protein 5 “\ .............

& a4 3 >

Sitoplazma

Sekil 2.5. Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerin hiicre duvari yapisi [23]

2.2.2. Mayalar

Mayalar funguslar iginde yer alan hiicre duvari, hiicre zar1 olan ve elips seklinde yapiya
sahip olan tek hiicreli Okaryotik canlilardir. Mayalarin hiicre yapisi hiicre duvari,
periplazmik bolge, plazma membrani, sitoplazma, organeller ve c¢ekirdekten olusur.
Mayalarin hiicre duvarlar1 yar1 sert bir kilif 6zelliginde ve genel olarak polisakkarit
yapidadir [26]. Hiicre duvart glukanlar, mannoproteinler ve kitinden olusur. Yapida ana

bilegen glukanlardir. Bu glukanlardan B-1,3 glukan veya -1,6 glukan ya da her ikisi birden



bulunabilir. Glukanlar hiicre duvarmnin dayanikli olmasini saglar ve mikrofibriller yapida
sekillenmistir. Hiicre duvar1 -1,3 glukan ve kitin tabakast halindedir ve bu tabakanin dig
yiizeyinde mannoproteinler yer alir. Mannoproteinler hiicre gecirgenliginde énemlidir ve
bazen yapisal proteinler gibi davranarak da gorev yapabilirler. Kitin N-asetilglukozamin
polimeridir ve mayalarda hiicre duvarmin %2-4 kadarini olusturur. Bazi yalanci hif
gelisimi gosteren mayalarda (Candida albicans gibi) kitin kalindir ancak bazi mayalarda
ise kitin yoktur [27]. Mayalarda hiicre duvar1 ve sitoplazma arasindaki bolgeye periplazmik
bolge denir. Bu bolgede invertaz gibi hiicre faaliyeti icin gerekli cesitli enzimler yer alir.
Plazma membrani ¢ift tabakali bir lipit 6zelligi gostermekterdir ve lipit iceresinde daginik
olarak proteinler bulunur. Lipitler fosfolipit ve steroldiir. Hiicre zarinda yer alan
proteinlerin bir kismi1 glikoproteindir. Enzim gérevi yapan bir takim proteinler hiicre duvari
olusumunda glukan ve kitin iiretir. Plazma membram1 ve ¢ekirdek arasindaki bosluga
sitosol denir ve sitoplazma kisminda bulunur. Glikoliz ve fermentasyon i¢in gerekli olan
enzimleri igerir. Sitoplazmada bulunan organeller ribozom, endoplazmik retikulum, vakiiol

(hiicre metabolitleri, aminoasitler, hidrolaz, proteazlari bulundurur) ve mitokondridir [26].

2.3. Antimikrobiyal Maddeler

Cok az konstrasyonda mikroorganizmalarin gelisimini engelleyici veya durdurucu etki
gosteren dogal veya sentetik maddelere ‘antimikrobiyal maddeler’ denir. Antimikrobiyal
maddeler mikroorganizmalar iizerinde ¢esitli  etkiler gosterir. Bu  etkiler
mikroorganizmanin ¢ogalmasini engelleyen ‘bakteriostatik’ veya ‘fungustatik’ olabilirler
ya da mikroorganizmalarin 6lmesini saglayan ‘bakterisit’ veya ‘fungusit’ gibi maddeler de
olabilirler [28, 29]. Antimikrobiyal maddeler 19. ylizyilin sonuna dogru tedavi amach
kullanilmaya baglanmistir. Antimikrobiyal maddeler hangi mikroorganizma tiirliniin
gelisimini inhibe ediyor veya engelliyorsa buna gore antibakteriyel, antifungal,

antiprotozoal ve antiviral ajanlar olarak adlandirilirlar [31].

2.3.1. Antibakteriyel ilaglar

Antibakteriyel ilaglar genel olarak antibiyotik olarak adlandirilir. Antibiyotikler tiim
diinyada en ¢ok kullanilan ilag grubudur. Antibiyotiklerin gereksiz ve uygun olmayan
bicimde kullanim1 antibakteriyel direncin artmasina neden olur. Bu durum da tedavinin

basarisiz olmasi ile sonuglanir [45, 46]. Son yillarda mikroorganizmalarin antibiyotiklere
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kars1 direnci giderek artmistir [47]. Baz1 kimyasal maddelerin enfeksiyon hastaliklarinin
tedavisinde kullanilmasini ilk kez Paul Ehrlich ortaya atmistir. 1928 yilinda Alexander
Flemming penisilini bularak antibiyotik ¢agin1 agmustir. Penicillium notatum tiirii mantarin
cevresinde Staphylococcus cinsi bakterilerin tireyememesi dikkat g¢ekmistir. Yapilan
caligmalar soncunda penisilin G gelistirilerek klinik kullanima sunulmus ve sonraki
yillarda gelistirilen yeni B laktam (betalaktam) tiirii antibiyotiklerin tiimii ortak molekiil
olan B laktam halkasina bagli aminoasitler iizerine yapilan ¢esitli modifikasyonlar
sonucunda sekillenmistir. 1941°de penisilin insanlarda kullanilmaya baslanmistir [30, 40].
Mikroorganizmalar tarafindan olusturulan mikroorganizmalarin ve baska canlilarin
gelisimini durduran veya 6ldiiren dogal ya da dogal olmayan maddelere antibiyotik denir
[32]. Antibiyotiklerin ¢esitli etki mekanizmalari bulunmaktadir. Bu etki mekanizmalari

asagida verilmistir (Sekil 2.6).

Folat sentezi

Trimetoprim
Hiicre duvan sentezi Siilfonamidler DNA giraz
Betalaktamlar Kinolonlar
Penisilinler - = —
Sefalosporinler
Karbapenemler
Monobaktamlar
Vankomisin
Basitrasin

RNA polimeraz
Rifampin

508 altbirim

Makrolidler
Klindamisin
Linkomisin
Kloramfenikol
Streptograminler
Hiicre zan 30S altbirim
Polimiksinler Tetrasiklin
Gentamisin
Kanamisin
Aminoglikosidler

Sekil 2.6. Antibiyotiklerin etki mekanizmasi (THF: tetrahidrofolat; DHF: dihidrofolat ) [33]
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Hiicre duvari sentezini inhibe edenler

Hiicre duvart sentezini inhibe eden maddelerin tiimii peptidoglikan sentezinin farkl
basamaklarini etkiler. Hiicre duvar1 sentezini engelleyen antibiyotiklerin biiyiik bir kismini
B (beta) laktam grubu antibyotikler olusturur. Bu antibiyotikler bakterisidal etki gosterir.
Peptidoglikan yap1 capraz bagli zincirlerle giiglenmistir. Bu c¢apraz baglar N-asetil
muramik asitin yapisinda olan D-alanin molekiillerinin transpepditasyonu sonucu
birlesmeleri ile olusur. Murein yapisi ise hiicre duvarinin ana maddesidir. Bu gruptaki
antibiyotikler murein sentezinde peptidoglikan yan zincirlerini ¢apraz baglayan
transpeptidaz enzimlerine baglanarak inhibe eder ve hiicre duvari sentezi engellerler.

Bunun sonucunda bakteri lizise ugrayarak oliir [34].

Sitoplazma gecirgenligini bozanlar

Bu gruptaki antibiyotikler deterjan 6zelligine sahiptir. Bu grup antibiyotikler sitoplazma
gegirgenligini artirarak hiicrenin Onemli bilesiklerinin disariya ¢ikmasina yol agar.
Bakterisit etki gosterirler. Memeli hiicresi ile bakteri hiicresi sitoplazma zar fonksiyonlari
benzerdir. Bu yiizden bu ilaglarin segici toksik etkileri azdir. Bu yiizden organizma igin

oldukga toksiktirler. Bu gruba polimiksinler, nistantin 6rnek verilebilir [35].

Protein sentezini engelleyenler

Bu gruptaki antibiyotikler bakteri ribozomlar: iizerinde etki gosterirler. Bakteriler 70 S
memeliler ise 80 S ribozomal alt birime sahiptir. Bu 6zellik bu grup antibiyotiklere segici
toksik ozellik katar. Bakteriyel ribozomlarda protein sentezi baglama (insisasyon), uzama
(elongasyon), sonlanma (terminasyon) olmak {iizere ii¢ asamadan olusur. Bu asamalarda
cesitli proteinler iiretilip ribozomlara gegici olarak baglanirlar. Baglama kismini inhibe
edenler 30 S olan kisima baglanir. Uzamayi inhibe edenler ise 30 S veya 50 S ‘den birine
baglanir. Bu tip antibiyotikler genis spektruma sahiptirler [34,35]. Bu gruba 6rnek olarak
aminoglikozidlerden streptomisin ribozomun 30 S alt birimine geri doniisiimsiiz
baglanarak protein sentezini inhibe eder. Sonra mRNA’nin tasidigi genetik kodun yanlig
okunmasina neden olur. Ancak diger aminoglikozidler ise ribozomun 50 S alt birimine

baglanarak etki gosterirler [36].
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Niikleik asit sentezini engelleyenler

Bu gruba dahil olanlar DNA sentezini veya mRNA sentezini bozarak etki gosterirler.
Aktinomisinler veya rifamisinler DNA’ya bagimli RNA polimeraz enzimini inhibe ederek
mRNA sentezini onler. Kinolonlar (nalidiksik asit, fluorokilononlar) DNA giraz enzimini
inhibe ederek bakterinin 6liimiine neden olurlar. Mitomisinler DNA zincirini alkilleyerek

DNA molekiillerinin birbirinden ayrilmasini 6nleyerek DNA replikasyonunu durdurur.

Antimetabolik etki gosterenler

Bu grubun en bilineni siilfonamidlerdir. Bunlar yapi olarak PABA (p-aminobenzen
sulfonamid)’ya benzerler. PABA folik asit sentezi i¢in gereklidir. Siilfonamidler
PABA’nin yerine gecerek niikleik asit sentezini engellerler. Bu sekilde bakterilerin iireme

ve gelisimleri durur. Bakteriyostatik olarak etkilidirler [37,38].
2.3.2. Antifungal ilaclar

Mantarlar da insan hiicreleri gibi dkaryotiktir. Bu yiizden fungal hiicreler i¢in segici toksik
etkili ajan bulunmas: giictiir. Bu sebeple fungal enfeksiyonlarin tedavisi daha zordur. Insan
hiicrelerine zarar vermeden maya hiicrelerini inhibe eden antifungal ilaglar gelistirilmistir.
Antifungal ilaglar genel olarak etkilerini hiicre duvari, ergosterol, niikleik asit sentezi ve

mikrotiibiil olusumunu engelleyerek gosterirler (Cizelge 2.2) [39].

Cizelge 2.2. Antifungal ajanlar ve etki mekanizmalar1 [39]

Antifungal ajanlar Etki mekanizmasi

Poliyenler (Nistatin, amfoterisin B, AB Lipit Mantar hiicre duvari ergosteroliine baglanarak hiicre

kompleks (ABLC), Lipozomal AB) duvari gegirgenligini arttirir. Ozellikle hiicre i¢i K*
: (potasyum) kaybi hiicrenin canliligini yitirmesine neden

olur.
Azoller (ketokonazol, flukonazol, vorikonazol) | Lanosterol 14a demetilaz inhibisyonu.

Allilamin ve tiyokarbamatlar (naltifin,
terbinafin, tolnaftat)

Morfolin, amorolfin Sterol 14 rediiktaz ve 7- 8 izomeraz inhibisyonu.

5- florourasile doniiserek RNA’nin, timine dontiserek ise
DNA’nin yapisini bozar.

Ekinokandinler 1- 3 beta D-glukan sentetaz inhibitorii.
Polioksinler (Polioksin A, Polioksin B) Hiicre duvarinda kitin sentez inhibitori.

Oksidoskualen siklaz inhibisyonu.

Pirimidin (Flusitozin)
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2.3.3. Antimikrobiyal Diren¢

Mikroorganizmalarin gostermis oldugu antimikrobiyal diren¢ insanlarda ciddi saglik
problemlerine yol agmaktadir. Bu direng antibakteriyel direng ve antifungal direng olmak

iizere ikiye ayrilir.

Antibakterivel direnc

Antimikrobiyal maddeler duyarli bakterilerin 6lmesini baskilar veya Olmesini saglar.
Boylece direnc gelistirebilen mikroorganizmalar popiilasyona hakim olurlar. Direngli
bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisi zorlagirken hastalik siireci ve hastanin
bulastirict oldugu dénem uzar. Boylece direngli bakteriler daha ¢ok yayilir. Bakterilerde iki

tip direng mekanizmasi bulunur;

1-Dogal Diren¢: Bir tiirlin biitlin suslarinin bazi antibiyotiklerden etkilenmemesine
‘intrinsik direng’, ‘dogal direng’ ya da ‘duyarsizlik’ denir. [48]. Dogal direng ana hiicreden
yavru hiicreye dikey gen transferi ile geger. Tek bir bakteri tiirii birka¢ direng
mekanizmasina sahip olabilir. Bu mekanizmalar ¢esitli bakteri tiirleri arasinda birkag tip
etki gosterirler. Bu etkiler sunlardir:

e Antibiyotigin dogasina,

e Konaktaki hedef bolgeye,

e Bakteri tiiriine,

e Plazmit ya da kromozomal mutasyonla iliskili olup olmadigina bagli olarak etki

gosterirler [6].

Bu direng yapisal ve biyokimyasal Ozellikler ile bakterinin dogasina bagli olusur. Bu
dirence sahip bakteriler antibiyotiklerin baglanma bolgesini igermeyebilir ya da
antibiyotiklerin kimyasal yapisindaki farkliliklar ile bunlara kars1 diisiik seviyede
gecirgenlik gosterir. Ornegin penisilin antibiyotiginin hedefi hiicre duvaridir. Hiicre duvari
olmayan bakterilerde etki gosteremez. Bunun yaninda antibiyotiklerin etki edecegi bakteri
hiicresine girememesi sonucunda direng gelisir ve etkileri smirli olur. Ornegin; makrolidler
sitoplazmik hedefe ulasmak ve hiicre duvarindan ge¢mek icin ¢ok biiyiiktiirler ve Gram

negatif bakteriler makrolidlerin aktivitesine kars1 dogal olarak direnglidirler.
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2-Kazanilmig Direng: Dogal sekilde antibiyotiklere duyarli olan bakterilerin ¢esitli yollar
ile antibiyotiklerden etkilenmeyecek hale gelmelerine kazanilmis direng denir. Kazanilmis
direng ana hiicreden yavru hiicreye aktarilabidigi gibi farkli tiirdeki bakteriler arasinda da
aktarilabilir [49]. Biyokimyasal ve genetik kaynakli kazanilmis direng olmak tizere ikiye
ayrilir. Biyokimyasal kaynakli direngte kendi ic¢inde antibiyotik inaktivasyonu sonucu
gelisen direng, hedef molekiiliin degigsmesi sonucu gelisen direng, aktif pompa sistemleri
ve hiicre duvar1 permeabilite sonucu degisimi sonucu gelisen direng ve diger mekanizmalar

ile gelisen direng olmak tizere 4’¢ ayrilir.

Antibiyotik inaktivasyonu sonucu gelisen direncgte, antibiyotik inaktivasyonu; hidrolitik
enzimler, grup transferi ve redoks mekanizmasi ile gergeklesir. f laktam antibiyotikler ve
kloramfenikol enzimatik olarak antibiyotigin yikimi ya da inaktivasyonu ile direng
kazanilan en 6nemli antibiyotik gruplaridir. f laktamazlar bir¢ok bakteri tarafindan {iretilir.
Omegin, Gram negatif bakteriler tarafindan iiretilen betalaktamazlar hiicre duvari
porlarindan gegen antibiyotigi inaktive ederek sitoplazma zarinda yer alan penisilin

baglayici proteinlere baglanmalarini engellerler [41].

Hedef molekiiliin degismesi sonucu olusan direng tipine enterokoklarda vankomisin ve
ampisiline kars1 direng gelisimi 6rnek olarak verilebilir. Vankomisin benzeri glikopeptitler
basta enterokoklar olmak iizere Gram pozitif bakterilerde hiicre duvari gelisimini inhibe
ederler. Bu etki peptidoglikan tabakadaki asil-D-alanil-D-alanin’in C (karbon) ucuna
baglanarak olur. Direng ise bu hedef bolgede D-ala-D-ala’nin D-alanil-D-laktat ya da D-
alanil-D-serin’e doniigiimii ile olur. Bu sekilde vankomisinin baglanmasi engellenir.
Boylece vankomisinin bu bdlgeye afinitesi 100 kat daha azalir. Gram pozitif koklarda
glikopeptid direnci dagilimi bakteriyel seviyede replikonlar veya transpozon gibi genlerde

olusur. Vankomisin gibi glikopeptitlere direng dogal veya kazanilmis olabilir [42].

Aktif pompa sistemleri ve hiicre duvari permeabilite degisimi sonucu gelisen direng genel
olarak tetrasiklinler, makrolidler gibi bir¢ok antibiyotigi etkilemektedir. Bakterilerdeki
pompa sistemleri subsratlar1 olan antibiyotiklerden herhangi birisinin kullanimi ile
uyarilarak tiim subsratlara karsi direng gelisimine neden olabilir. Aktif pompa sistemi
tiretimini diizenleyen elementlerdeki mutasyonlar antibiyotik direnci artigina neden olur.
Ornegin; Pseudomonas aeruginosa bakterisinde MexAB-OprM efluks pompas: ilag

varhigim pozitif yonde diizenler. MexR’de olusan mutasyonlar MexAB-OprM ‘nin asir1
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tretimine neden olarak [ laktam gibi antibiyotiklere direnci arttirir [43]. Diger
mekanizmalar sonucu gelisen tip direngte bazi bakteriler antibiyotiklere karsi enzimlerini
ya da metabolizmalarindaki kimyasal reaksiyon dizilerini degistirerek spesifik
antibiyotiklere direngli hale gelebilirler. Bu tiir etki birok trimetoperim ve siifonamid

direngli bakterilerde goriiliir [44].

Genetik kaynakli olan direng tipinde ise kromozom veya kromozom disi maddelere bagl
olabilir. Kromozomal diren¢ bakterilerde spontan mutasyonlar sonucu olusur. Spontan
mutasyonlar ¢esitli fiziksel ve kimyasal etkenler ile olusabilir. Bunun sonucunda bakteri
hiicresinde birtakim yapisal degisimlere neden olur. Bunun sonucunda hiicrenin ilaca karsi
olan gecirgenligi azalabilir veya hiicrede ilacin hedefinde degisimler olusabilir.
Ekstrakromozomal diren¢ plazmit, integron ve transpozon adi verilen genetik elemanlara

baghdir.

Plazmitler, bakterilerde kromozomdan bagimsiz olarak replike olan ekstrakromozomal
DNA pargalaridir. Direng faktdrleri bir veya birka¢ antimikrobiyal ilaca karsi direng
genlerini tasiyan plazmitlerdir. Plazmit genleri antibiyotikleri inhibe eden enzimlerin
tretiminden sorumludur [50, 51]. Transpozonlar bakteri genomunun farkli yerlerine
yerlesebilen plazmitten plazmite, plazmitten bakteriyofaja veya DNA‘ya aktarilabilen,
kendi kendine replike olamayan DNA dizileridir. Plazmitler bir bakteriden diger bakteriye
transdiiksiyon, transformasyon, konjugasyon, transpozisyon gibi mekanizmalar ile
aktarilirlar [50, 52, 53]. Konjugasyon iki bakteri hiicresi arasinda temas sonucu genetik
eleman aktarimidir. Transformasyon, ortamda serbest olarak bulunan DNA’nin bakteri
hiicresine entegrasyonu ile dire¢ genlerinin aktarimidir. Transdiiksiyon ise direng
genlerinin bakteriyofaj araciligi ile transferidir [50, 54]. Kromozom veya plazmit
iizerindeki antibiyotik diren¢ genlerinin birbirleri ile baglantili oldugu ve baslangic
bolgesinin yakininda ozel integrasyon birimleri bulundugu gozlemlenmistir. Bunlara
integron ad1 verilmektedir. Integronlar rekombinasyonun ¢ok sik goriildiigii sicak noktalar

olustururlar [50].

Antifungal diren¢

Fungal enfeksiyonlarin artmasina bagli olarak antifungal ajanlarin yaygmn olarak

kullanilmas1 bu ajanlara direngli tiirlerin ortaya ¢ikmasina neden olur. Giiniimiizde siklikla
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kullanilan antifungal ilag siniflart poliyenler, azoller, alilaminler, 5-flusitozin,
ekinokandinler bulunur. Terbinafin gibi alilaminler ergosterol biyosentezini hedef alirlar.
Amfoterisin B gibi poliyenler plazma zarindaki ergosterole baglanir ve porlar olusturur.
Boylece membran gecirgenligini bozarlar. 5-Flusitozin primidin metabolizmasi ve DNA
sentezini engellerler. Ekinokandinler ise 3-1,3 glukan sentezini inhibe ederek hiicre duvari
yapisini bozarlar [55]. Candida cinsine dahil maya mantarlari; ilaglarin hiicre iginde
birikimini azaltarak (1), antifungal hedef proteinlerin yapisini ve yogunlugunu degistirerek
(2), hiicre i¢indeki sterol bilesimini degistirerek (3) antifungal ilaglara direng gelistirirler
[56]. 5-Flusitozine karsi diren¢ olusumu ya hiicre igine ilacin aliniminin azaltilmasi ya da
5-flusitozinin  5-fluorourasile ya da 5-fluorourasilin  5-fluoroiiridin  monofosfata
donlismesini saglayan enzimlerle olur [57]. Azol direngli ilaglarda ise ¢esitli Candida
tiirlerinin bu ilaglara kars1 direng kazandig1 anlagilmistir. En sik rastlanilan mekanizmalar
MDR veya CDR genleri ile kodlanan atilim pompalarmin asir1 islenmesi ve hedef enzimi
(ERG11) kodlayan gende bir nokta mutasyonu olusumudur [57, 58]. Candida tiirleri iginde
azoller veya ekinokandinlere karsi primer diren¢ en ¢ok Candida glabrata mayasinda

gortliir [59].
2.4. insanlarda Patojen Mikroorganizmalarin Olusturdugu Enfeksiyonlar

Mikroorganizmalarin olusturdugu enfeksiyon hastaliklar giin gectikge artmaktadir. Son 15-
20 yil i¢inde Gram pozitif bakterilere ait enfeksiyonlar baskin hale gelmistir [60, 61].
Gram pozitif bakterilere ait enfeksiyonlarin goriilme sikligi 1970’lerin ortalarinda %20
iken 1990’larin ortalarinda %50’ye yiikselmistir. Bu epidemiyolojiden bazi faktorler
sorumludur. Bu faktorlerden en Onemlisi ¢esitli kateterlerin kullanimina bagli olan
enfeksiyon artislaridir (santral, venoz, arteriyel, periferik). Ayrica Gram negatif patojenlere
kars1 baskin antimikrobiyal ajanlarin kullanilmasi bu patojenlerin insidansini azaltir [62].

Insanlarda hastalik etkeni olan bazi mikroorganizmalarin &zellikleri asagida verilmistir.
2.4.1. Patojen bakteriler

Salmonella typhimurium

Salmonella cinsine ait bakteriler Enterobacteriaceae familyasinda yer alan, Gram negatif,

cubuk seklinde, sporsuz, fakiiltatif acorob bakterilerdir. Salmonella {iyelerinin ¢ogu
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flagella icerir ve hareketlidirler. Laktozu fermente edemezler. Optimum sicakliklar1 37 °C
(santigrat derece)’dir. Optimum pH 6,5-7,5 arasidir. Bu cinsteki bakteri tiirleri diisiikk pH,
disik su, yiiksek yag icerigine sahip gidalarda sicakliga direnglidirler. Esas olarak
insanlarin ve hayvanlarin bagirsaklarinda bulunurlar. Salmonellalar genel olarak
insanlarda gastroenterit ve tifoya neden olurlar. Salmonella typhimurium insan, sigir,

kanatlilar, koyun, domuz, atlarda hastalik etkenidir [64, 65].

Staphylococcus aureus

Staphylococcus cinsine dahil bakteriler Micrococcaceae familyasina ait, Gram pozitif, 0,5-
1,5 uM c¢apinda, kok seklinde, sporsuz, hareketsiz, katalaz pozitif, fakiiltatif anaeorob
bakterilerdir. Bu mikroorganizmalar 30-40 °C ve pH 7-7,5 araliginda optimum gelisim
gosterir [66]. Resim 2.1’de Staphylococcus aureus bakterisinin elektron mikroskobu
gorlintiisii verilmistir. Stafilokoklar insan ve hayvanlarda hastalik etkenidir. Deride iltihaplt
yaralar, lohusa hummasi, menenjit, septisemi, gida zehirlenmelerine de neden olur.
Stafilokoklar sagim yerlerinde hijyenik kosullara uyulmayarak calisilinca siit ve siit
tirtinlerinden gegebilir. Cok fazla iirettikleri enterotoksin sayesinde gida zehirlenmeleri ile
beraber diyareye neden olur. Hayvan bakicilar1 ile bu mikroorganizmalar direkt olarak

insanlara gegebilir. Staphylococcus aureus 6zellikle siit¢iiliik agisindan 6nemlidir. [67].

Resim 2.1. Staphylococcus aureus bakterisinin elektron mikroskobu goriintiisii [68]
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Bacillus cereus ve Bacillus subtilis

Bacillus cinsine dahil bakteriler Bacillaceae familyasina ait, Gram pozitif, santral veya
subterminal yapida elips seklinde sporlara sahip, peritrik flagellali, hareketli, acorobik
bakterilerdir. Optimum gelisim sicakligi 28-35 °C arasindadir. Optimum pH’s1 7,0’dur.
Bacillus cereus toprak ve bitki ortiisii izerinde yaygin bir halde bulunur [69]. Resim 2.2°de
Bacillus cereus bakterisinin elektron mikroskobu goriintiisii verilmistir. Bacillus tiirleri
spor olusturur. Spor olusumunu tetikleyen en 6nemli faktor besin yetersizligidir. Ortamda
besin olarak karbon, azot veya bazi durumlarda fosfor kaynagi yokken Bacillus tiirlerinin
biiyliyen hiicreleri spor olusturmaya baslar. Spor olusumu ayni1 zamanda asir1 yiiksek ya da
diistik sicakliklar ile mineral madde, tuz ve seker gibi hipertonik ortam sartlarinda bile
olusabilmektedir. Sporlar dormant (hareketsiz) halde bulunup 1s1, radyasyon, kurutma, pH,
toksik kimyasallar gibi ekstrem sartlara dayaniklillk gdsterir. Bacillus tiirleri
antimikrobiyal maddelerin yaninda salgiladiklar1 vitamin ve enzimler ile yararli etki
saglayabilmektedir. Arastirmacilar yapmis olduklar1 ¢alismalarda Bacillus subtilis (natto)
susunun irettigi katalaz ve subtilisin araciligi ile Lactobacillus tiirlerinin gelisimini ya da
canliligini arttirdigini tespit etmislerdir [70]. Bacillus subtilis toprak, bitki, siit ve sularda

bulunur. Besin zehirlenmesi, géz yanginlari, septisemi gibi hastaliklara neden olur [72].

Resim 2.2. Bacillus cereus bakterisinin elektron mikroskobu goriintiisii [68]

Enterococcus faecalis ve Enterococcus hirae

Enterokoklar laktik asit bakterileri olan bakteri grubundadir. Tekli, ikili veya kisa zincirli
hallerde olan, fakiiltatif anaeorob, katalaz negatif, Gram pozitif, kok seklinde olan

bakterilerdir. Yiksek 1siya dayanikli, birtakim antiseptiklere karst direngli olmalari
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nedeniyle hastane enfeksiyonlarinda biiyiikk 6nem tasimaktadirlar [73, 74]. Enterekoklar
genel olarak bir patojeniteye sahip degillerdir. Ancak kronik hastaliga sahip yasl kisilerde
ya da immiin sistemi baskilayan hasta kisilerde hastalifa neden olurlar. En ¢ok iiriner
sistem enfeksiyonlarina ve bundan bagka endokardit, endometrit, peritonit, menenjite de
neden olurlar [75, 76]. Enterokoklar genis konakg¢i araligina sahiptirler ve hayvanlarin
sindirim sisteminde yer alan dogal flora bakterileridir. Ozellikle hayvanlarda sagim
hijyenine dikkat edilmedigi durumlarda memelileri kolayca infekte ederek tek baslarina ya
da genellikle streptokoklar ile mastisitite neden olurlar. Enterokoklarin patojenitelerine ¢ok
sayida virulans faktorleri etki etmektedir. Bu virulans faktorlerinden enterokokal yiizey
proteini bakterinin konak immiin sisteminden kagmasini kolaylastiran hiicre duvart ile ilgili

proteindir. Jelatinaz ise hemoglobin ve diger biyoaktif maddeleri pargalayan proteazdir
[77].

Klebsiella pneumoniae

Enterobacteriaceae familyasi igerisinde yer alan Klebsiella cinsine dahil olan bakteriler
toprak ve su, insan ve hayvanlarin bagirsaklari ile iist solunum yollarinda bulunur. Gram
negatif, kapsiillii, sporsuz, aecorop ve fakiiltatif anaeorop ¢omakciklardir. Optimum iireme
sicakliklart 37 °C ve optimum pH’lar1 7°dir. Bu bakteriler insanlarda pndmoni, idrar yolu
enfeksiyonlari, menenjit, sepsis, karaciger apsesi gibi enfeksiyonlara neden olurlar [78].
Idrar yolu enfeksiyonlarina neden olan etkenler arasinda Enterobacteriaceae iiyelerinin
payt %70’in tzerindedir. Hastane dis1 kaynakli enfeksiyonlara genel olarak Escherichia
coli ve Klebsiella pneumoniae tiirleri neden olurken, hastane kaynakli enfeksiyonlara
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, stafilokoklar ve diger enterik
bakteriler, Pseudomonas aeruginosa ve enterokoklar sebep olur. Klebsiella pneumoniae
iiriner sistem ve nazokomiyal enfeksiyonlara yaygin olarak neden olan bakteriler arasinda
Escherichia coli’den sonra ikinci sirada yer almaktadir. Piyelit, piyelonefrit ve sistit
selinde olusan enfeksiyonlarin antibiyotiklerle yapilan tedavilerde yiiksek oranda direncli
olduklar1 goriilmiistiir. Bu bakteri tiiriinlin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde
cogunlukla sefalosporin ve aminoglikozid grubu antibiyotikler tercih edilmektedir. Bu
bakterinin genellikle birgok antibiyotige diren¢ kazanmasinin yani sira ampisilin ve
karbenisiline dogal olarak direngli oldugu bildirilmistir [79]. Resim 2.3’te Klebsiella

pneumoniae’nin elektron mikroskobu goriintiisii verilmistir [68].
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Resim 2.3. Klebsiella pneumoniae bakterisinin elektron mikroskobu goriintiisii [68]

Proteus vulgaris

Enterobacteriaceae familyasina ait proteus cinsleri hareketli, Gram negatif, sporsuz,
kapstilsiiz bakterilerdir. Toprak, su ve insan kolon florasinda bulunurlar. Bakteriyolojik
boyalar ile iyi boyanir ve genel iiretim besiyerlerinde iyi iirerler. Genellikle iiriner
enfeksiyonlarda, bobrek tasi olusumunda etkileri vardir. Hastahane enfeksiyonlarinda

hastanin kendisinin ya da baska hastalarin diski florasindan bulasabilirler [76].

2.4.2. Patojen mayalar

Patojen mayalardan en ¢ok bilineni Candida cinsine dahil olan mayalardir. Candida tiirleri
4-6 um (mikrometre) ¢apinda, tek hiicreli, tomurcuklanarak ¢ogalan hiflere sahip dkaryotik
hiicre yapisinda olan mikroorganizmalardir. Dogada, gastrointestinal sistemde, deride
normal flora elemani olarak bulunurlar. Kandidalar 200°den fazla tiire sahiptirler. Bu
tirlerden Candida albicans, Candida krusei, Candida parapsilosis, Candida tropicalis,
Candida lusitaniene gibi tiirlerin patojen oldugu bilinmektedir [80]. Asagida bazi patojen

Candida tiirleri ve 6zellikleri verilmistir.

Candida albicans

Insanda hastalik yapan kandida tiirlerinin iginde en ¢ok hastalifa neden olan Candida
albicans’tir (%50-%70) [81]. Pamukguk, yayilmis kandidaz ve kronik mukokutanoz gibi
enfeksiyonlara neden olur [82]. Ayrica bu maya tiirii hamilelerde anneden fetusa da
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gecebilir [81]. Candia albicans maya-hif doniisiimii gostermesi, hidrolitik enzimler
yapmasi nedeni ile viriilans1 en yiiksek tiirdiir. Candida albicans epitel yiizeyine yapismay1
saglayan adhezyon molekiilii tasidigi ve aspartil proteinaz ve hif olusumu ile epitele
tutunur. Patojen Candida tiirlerinin salgilamis oldugu hiicre disi proteinazlar, doku
harabiyeti ile kandidalarinin yayilimimi saglar ve mukozada devamli kalmasini saglayarak
maya hiicresini konagin savunma sistemine karsi korur. Candida albicans ig¢in 6nemli
viriilans faktorlerinden biri de fosfolipaz enzimidir. Bu enzim konak hiicreyi lizise ugratir
ya da hiicrenin yiizey 0Ozelliklerini degistirir. Bu sekilde mantarin adezyon ve
penetrasyonuna yardimeci oldugu disiiniilmektedir. Bununla beraber hiicre duvarinda
polisakkarit yapida olan  glukanin T lenfositlerde sitokin yapimini baskiladigi ve konak
savunmasini zayiflattigi bildirilmektedir [83, 84].

Candida tropicalis

Virulans1 Candida albicans’a benzer. Daha ¢ok yetigkin bireylerde goriilmektedir.
Notropenik hastalarda diger kandida tlirlerine nazaran yiiksek miktarda dissemine
infeksiyona neden olur [123]. Bunun yaninda 16semi, diyabet ve lenfomali bireylerde

septisemiye neden olur [85].

Candida krusei

Virulans1 Candida albicans’a gore daha diistiktiir. Bu candida tiirtine bagli enfeksiyonlar
genellikle hematolojik malignite, kemik iligi transplantasyonu, flukonazol profilaksisi olan

hasta bireylerde daha ¢ok goriiliir. Yetiskinlerde daha ¢ok rastlanilir [86].

2.5. Kanser ve Etkenleri

Kanser kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra diinyada ikinci 6liim nedenidir. Glinlimiizde
milyonlarca kanser hastaligi, erken tan1 ve tedaviden dolayr insan Omriinii uzatmaktadir.
Kanser yeni bir hastalik degildir. Kanser kelimesi Doktor Hippocrates tarafindan karsinom
tiimorlerini tanimlamak i¢in Yunanca bir kelime olarak kullanilan ‘karkinos’ kelimesinden
gelmistir. Insan kemik kanserine iliskin en eski kanitlardan bazilar1 Misirda bulunan
mumyalarda ve eski el yazmalarinda yaklasik 1600’1 yillara aittir [87]. 1800°1i yillarda

modern mikroskobun kesfi sonrasinda, hiicre patolojisinin de kurucusu olarak bilinen
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Rudolf Virchow, kanserin patolojik incelenmesinin temellerini atmigtir. Hem Morgagni
hem de Virchow bilimsel onkolojiye olan katkilar1 ile kanser patolojisinin daha iyi
anlasilmasi, daha dogru tan1 konulmasi ve kanser cerrahisinin gelismesinde 6nemli adimlar
atilmasina yardimci olmustur [88]. 1915 yilinda ise Katsusaburo Yamagiwa ve Koichi
Ichikawa tavsan derisine komiir katrani siirerek ilk defa laboratuvar ortaminda deney
hayvanlarinda kanser olusturmus, boylelikle kanserin etiyolojisinin ¢6ziilebilmesi adina

onemli bir adim atmiglardir [88, 89].

Hiicre, kalittm materyaline zarar verebilecek kanserojen maddelere maruz kaldiginda
hiicrenin bir takim koétii huylu transformasyonlar sonucu genetik degisiklige ugramasina
karsinogenez denir. Karsinogenezin nedeni endojen ve ekzojen kaynakli olabilir. Endojen
kaynakli nedenlerin en 6nemlileri kalitsal bozukluklar ve bozuk immiin fonksiyonlardir.
Ekzojen nedenlerin en dnemlileri ise iyonize ve ultraviyole 1sinlar, kimyasal karsinojenler
ve onkojenik viriisler olarak siniflandirilabilir [90]. Tiim diinyada kanser sikligi hizli bir
artis gostermektedir. Artmis kanser sikliginin nedenleri tiimiiyle yaslanma yasinin artmasi,
tarama tekniklerinin gelismesi ve yasam bigimiyle iliskilendirilemez. Kanser gelisiminde
yasam bicimiyle iligkili faktorlere ek olarak cevresel faktorlerde beklenenden fazla rol
oynayabilir ve kanser sikliginin artmasina katkida bulunabilir. Cevresel faktorler bireyin

etrafinda yer alan fiziksel, biyolojik, kimyasal ajanlar olarak tanimlanmaktadir (Cizelge
2.3).

Cizelge 2.3. Viicut hiicrelerinde kanser gelisimi [92]

Hasar Etkeni Turt Hasar Etkeni Kanser Turu

Fiziksel Mor 6tesi 1sinlar Deri kanseri, Melanoma
Radyasyon Tiroid kanseri, 16semi
Benzopren Akciger kanseri

Kimyasal Aflatoksin Karaciger kanseri
Oksidatif stres Yaslilik kanserleri

Biyolojik Hepatit B viriisii Karaciger kanseri

Karsinojenler hiicre DNA’sin1 etkileyerek kansere yol agan kimyasal, fiziksel ve biyolojik
etmenlerdir. Cevresel karsinojenler mikroorganizmalar (virisler), radyasyon, kimyasallar

olarak incelenebilir. Insan papilloma viriisleri (servikal kanser ve deri kanserleri), Epstein-
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Bar viriisii (nazofaringeal karsinoma, Burkit’s lenfoma), kapoksi sarkoma ile iligkili herpes
viriisler, Hepatit B ve Hepatit C viriisii (karaciger kanserleri) insanda kanserle iliskili
baslica viriislerdendir. Virtislere ek olarak Helicobacter pylori gibi bazi mikroflora
bakterileri (gastrik neoplazma), baz1 parazitler Schistoma haemobotium (mesane
kanserleri) baz1 onkojenik toksinlerde (aflatoksinle iliskili kiifler) kanser olusumunda risk
faktorleridir. Radyasyona maruz kalimmas: sonucunda DNA’da birtakim hasarlar
olusabilir. Ornegin X ve UV gibi 1sinlar hiicrede su molekiillerini iyonlastirarak hidroksil
radikallerini olusturur. Bu radikaller DNA ile etkileserek DNA’da hasar veya kiriklara
neden olur. DNA kiriklarinin tamir edilmesi kolay degildir. Bu kiriklar DNA’da nokta
mutasyonlari, kromzom translokasyonlarina neden olarak kansere yol agar. Kimyasal
kanserjenlere ise etidyum bromiir Ornek verilebilir. Bu molekiil c¢ift iplikli DNA
molekiiliindeki bazlar arasina girerek molekiiliin seklini bozar ve transkripsiyon gibi

olaylari etkileyerek mutasyona sebep olur [91].

Ulkemizde 2014 yil1 itibariyle gen¢ niifusun %16,8’i, yetiskin niifusun ise %27,1°i halen
(14,8 milyon kisi) tiitiin tirtinii kullanmaktadir [94]. Sigara kullanim1 (6zellikle larenks,
akciger ve mesane kanserlerinin olusumunda), obezite, enfeksiyon ajanlar1 (bakteriler,
viriisler ve parazitler gibi), mesleki maruziyet (asbestos, agir metaller, arsenik, benzen vb.),
UV ve radyasyona maruz kalma gibi faktorler kanserle iliskili risk faktorleri olarak
gosterilmektedir (Sekil 2.7) [93] .
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Kanser insidansina etki (%)

Sekil 2.7. Kanser risk faktorleri [93]

2.5.1. Kanser hiicreleri ve timor

Kanser hiicreleri

Kanser hiicrelerinin saglikli hiicrelerden birtakim farkliliklart bulunur. Bu farkliliklar

sunlardir:

e Kanser hiicreleri apoptozdan kacarlar ve hiicre oliimiine ugramayarak kontrolsiiz
cogalirlar. Bu kontrolsiiz ¢ogalan hiicreler invazyon yaparlar ve organizmanin
organlarini hasara ugratirlar.

e Normal hiicreler smirh sayida boliiniirken kanser hiicreleri telomeraz aktivitesine sahip
olduklarindan sinirsiz sayida boliintirler.

e Kanser hiicreleri besin ve oksijen almak i¢in yeni kan damarlar1 olusturabilirler
(anjiyogenez).

e Kanser hiicreleri normal hiicrelerden farkli olarak beslenebilmek i¢in aerobik

glikolizden gelen enerjiyi kullanirlar.
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e Kanser hiicreleri belli organlara metastaz yapabilirler [94, 95]. Ornegin; mide kanseri
karacigere, meme kanseri kemik ve akcigere, kemik tiimorleri akcigere metastaz

yaparlar [96].

Tumor

Normal dokularin gelismesini asan normal dokulara uyum gostermeyen ve kendisini
olusturan uyaranin yok olmasi durumunda bile biiyiimeye devam eden anormal doku
kitlesine tiimor ad1 verilir [97]. Tiimor ilerlemesinin gen amplifikasyonu gibi diger genetik
degisikliklerin yaninda gen ifadesinin degisimi ile sonuglanan epigenetik degisikliklerden
kaynaklanan onkogenin spesifik mutasyonlarina veya timor baskilayict genlerin kaybina
yol acan genetik istikrarsizliktan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Karsinojenler, ¢evresel
etkiler sonucu hipoksi ve besin eksikligi gibi yerel faktorler timor gelisimine neden
olabilir [98]. Timdrler benign ve malign timor olmak iizere ikiye ayrilir. Bir timor
mikroskobik ve makroskobik olarak ¢evre dokuya yayilmiyor ve bulundugu yerde lokalize
oluyorsa buna benign (iyt huylu) timor denir. Eger tiimor c¢evre dokulara invazyon
yapabilir, zarara ugratabilir ve uzak bolgelere kan ve lenf yollariyla yayilarak (metastaz)
oliime neden oluyorsa buna malign (kotli huylu) tiimor adi verilir [99]. Cogalan timor
hiicrelerinin olusturdugu doku belli bir boyuta ulastig1 zaman kanser hiicrelerinin bir kismi
bu dokudan ayrilir (ayrilma) ve doku iginde ilerlemeye (invazyon) baglar. Daha sonra
hiicre bir damar ile karsilagtifinda bu damarin duvarini eriterek damarin i¢ine girer ve daha
sonra damar icindeki kanla viicutta dolasir. Bu sirada tiimor hiicreleri belli organlarda
damar yiizeyine tutunurlar. Bu hiicre tutundugu sirada damar duvarin eritip hedef dokuya
yerleserek ¢ogalmaya devam eder [100, 101]. Kanserin isimlendirilmesi hangi organ ve

dokudan koken aldigina gore gergeklesir [102].

En sik goriilen kanser tiirleri ise deri, akciger, meme, sindirim ve lireme sistemlerinden
kaynaklanan kanserlerdir [103]. Kanserin karsinomlar, sarkomlar, 16semiler ve lenfomalar
olmak {izere dort tipi vardir. Insan kanserlerinin yaklasik % 90’1 i¢ organlar, bezler ve
viicut bosluklariin deri veya epitel dokuda ortaya ¢ikan karsinomlardir. Karsinomlarin en
cok goriildiigii dokular meme, akciger, prostat ve cilttir. Sarkomlar karsinomlara goére daha
az yaygindir ve kikirdak, kemik, kas veya yag gibi bag dokusunda hiicrelerin doniistimii

kapsar. Lenfomalar ise lenfatik sistem kanserleridir [102].
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2.5.2. Kanser olusum siireci

DNA’da olusan mutasyonlar bir¢ok bazi etkileyerek genomdan bir DNA parcasi koparir
veya bu par¢a genomda herhangi bir yere entegre olabilir. Boylece bu sekilde yeni olusan
genler anormal protein sentezine yol agar. Mutasyonlar sonucu olusan bir gen 6nemli bir
proteinin az ya da ¢ok sentezlenmesine, islevini kaybetmis bir proteinin iiretilmesine veya
bu proteinin hi¢ sentezlenmemesine neden olabilir [104]. Ornegin K-ras genlerinde olusan
bir mutasyon, hiicre zarinin hemen i¢inde bulunan kii¢iik bir proteinin hiicre biiylimesinin
sinyalini artiran bir protein halini almasina neden olur. K-ras geni mutasyonlar1 akciger
gibi kanser tiplerinde yaygindir [105]. DNA molekiiliiniin bazlari, sekerleri ile reaksiyona
giren ve kromozomlarin yapisinda bulunan proteinler ile capraz baglar yapan karsinojenler
DNA’da delesyonlar, zincir kiriklari, inversiyon gibi yapisal degisimler denilen
mutasyonlara neden olur. Bu mutasyonlar sonucu DNA’nin replikasyonu, transkripsiyonu,
translokasyonu veya aktivasyonunda bir takim degisimler olur. Bu degisimler sonucu
ekspresyonlarinin bozularak kanser olusumunu saglayan genlere onkogen denir. Bu genler
mutasyon veya bagka etkiler ile islev kazanarak otozomal dominant etki gosterirler.
Normal hiicrelerin kontrollii bir sekilde ¢ogalmasini saglayan bir hasar gordiigiinde veya
ortadan kalktiginda hiicrenin kontrolsiiz gogalmasini saglayan otozomal ¢ekinik genlere de
tiimér supressér gen denir. Onkogenlerin aktivasyonu ve timér siipresér gen
inaktivasyonlari, hiicrenin kontrolsiiz ¢ogalmasi, kontakt inhibisyonun kaybolmasi,
invazyon ve metastaz yetenegi kazanmasi gibi malign 6zellikler kazanmasina yol agar.
Kanser olusumu genel olarak hiicrenin en hassas donemi olan hiicre dongiisli esnasinda

gergeklesir [106, 107].

Hiicre dongusi

Hiicre dongiisli asamalarinda hiicre dis1 biiylime sinyalleri, hiicrenin boyutu ve DNA

biitiinliigli 6nemli rol oynar ve g¢esitli kontrol noktalari ile desteklenir [108]. Hiicre

dongiisi (Sekil 2.8) 4 evrede gerceklesir:

e S Evresi (Sentez): DNA replikasyonu, kromozom c¢iftlenmesi, RNA ve protein sentezi
gergeklesir.

e GI1 Evresi: Ik boliinmede olusan es hiicrelerin tekrar hiicre béliinmesine girmeden S
evresine hazirlandig1 evredir. DNA replikasyonu ger¢geklesmez ancak RNA ve protein

sentezi devam eder.
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e G2 Evresi: DNA replikasyonu olmaz, RNA ve protein sentezi devam eder.

e M Evresi (Mitoz): Mitoz ve sitokinez gergeklesir.

Sekil 2.8. Hiicre dongiisiiniin evreleri [109]

Mitozdan sonra G1 evresine gegen hiicreler ya bdlinmeye devam etmekte ya da
boliinmeleri durmaktadir. G1 ve S evresi arasindaki GO evresi son farklilagmasini
tamamlayan hiicrelerin dinlenme evresidir. GO evresindeki hiicre tekrar boliinecegi zaman
hiicre dongiisiiniin G1 evresinden girer. Hiicre dongiisiiniin kontrol altinda oldugu noktalar
G1, G2 evreleri ve M evresinin son agamalarinda bulunur. Hiicre dongiistinii kontrol
noktalarinda gergeklesen degisimler kansere neden olabilir. Hiicre dongiisiinde gorevli
siklinler ve siklin bagimli kinazlar tiimor baskilayict genler lizerinde hiicre ¢ogalmasina
bazen de hiicrelerin oliimiine neden olabilir [110]. Hiicre dongiisii ¢oklu protein
kompleksleri tarafindan katalizlenen protein fosforilasyonuyla kontrol edilir. Bir CDC
(hiicre bolinme dongiisii) kinaz, bir siklinle galisinca buna CDK protein (siklin bagimli
kinaz proteini) ad1 verilir. CDK’lar siklinlerle birlesir ve aktifleserek aktif SIKLIN-CDK
komplekslerini olustururlar. Bu kompleks hedef proteinleri fosforile ederek hiicre

dongiisiiniin devamliligini saglar [111].

Hiicre dongisiiniin kontrol noktalari

Herhangi bir kusur olusmasi halinde hiicre dongiisiinii durduran noktalardir. Bu kontrol

noktalar1 (1) Replike olmamis DNA kontrol noktasi, (2) ig toplulugu kontrol noktasi, (3)
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kromozom ayrimi kontrol noktasi, (4) DNA hasar1 kontrol noktast ( (4a) G1 kontrol
noktasi (Siklin D-CDKA4/6) , (4b) S fazina giris kontrol noktas1 (Siklin E/A-CDK2), (4c) S
faz1 kontrol noktasi (Siklin A-CDK2), (4d) mitoz giris kontrol noktasi (Siklin A/B-
CDK1))’dir. Sekil 2.9’da hiicre dongiisii ve kontrol noktalar1 gosterilmistir.

Kromozem aynm
is tophihugu kontrol kontrol noktast (3)
noktast (2) APC-cdhl
ikt goék;}sﬂsmmﬁlﬂam & Cde 14 = Sicl
P\ mler
ATMR Al
! !
APC-Cdc20 N
DNA hasar kontrol P Poﬁul?ﬂdﬁtlasyon Telofaz P ATMR
b & | i b DNAbssarkonrol
plep Aniafaz piler noktass (4a)
| v ' SlEnD-CDK 46 ¢—
Sikin AB-CDKI —  Mfazna giis
T G2
ol s ' Sfamagiis & SkinE/A CDK2
|
T Slind- CDK2 P Cde2sa  DNA hasar kotrol
noktast (4b
Rephke olmamss  Chkl T T ) )
DNA kontrol . plee T p3 Chk12
noktast (1) T DNA hasar kontrol 1 Cded5A 1
noktast (4¢)
p3- T ADR
ATR 1
ATMR

Sekil 2.9. Hiicre dongiisii ve kontrol noktalart [112]

Replike olmamis DNA kontrol noktasinda (1) siklin A-CDK1 ve siklin B-CDK1
aktivasyonunu saglayan Cdc25C proteinini fosforilleyerek inaktif yapan ATR-Chkl
protein kinaz kaskad: sayesinde egelleme olur ve mitoza giris inhibe edilir. Ig toplulugu
icindeki kontrol noktasi (2) Mad2 ve diger proteinler sekiirinin polilibikitasyonu ig¢in
gerekli APC spesifik faktoriin aktivasyonu inhibe eder ve anafaza giris engellenir.
Kromozom ayrimi kontrol noktasinda (3) serbest kalan Cdc 14 fosfataz, APC spesifik
faktoriin (Cdhl) aktivasyonunu engelleyerek dongiiyli durdurur. APC spesifik faktor
(Cdhl) hem B tipi siklinlerin poliubikitasyonu igin hem de Sicl’in indiiksiyonu i¢in

gereklidir. DNA hasar1 kontrol noktasinda (4) ATM veya ATR protein kinazlar aktive
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edilir. Aktif kinazlar iki yolag: tetikler. Bunlar: Chk-Cdc25A yolagi (4b ve 4c) S fazi
girisinde ya da gecisinde engellenir ve P53-P21CIP yolagi G1, S ve G2’nin (4a-4b)

durdurulmasinda 6ncii r6li oynar [112].

Protoonkogenler ve Onkogenler

Protoonkogenler hiicrelerin sinyal iletim mekanizmasinda rol alan birgok proteinin
sentezinden sorumlu olan genlerdir. Hiicre biiylimesinde islev goéren proteinler
protoonkogen ve onkogenler tarafindan sentezlenmektedir. Hiicrenin sinyal iletim
yollarindaki proteinleri kodlayan protoonkogenler mutasyon ugrarsa biitylime faktorlerinin
cok fazla iiretimi, transkripsiyon faktorlerinin asiri sentezlenmesi, hiicrenin kontrolsiiz
boliinmesi gibi sonuglara neden olur. Protoonkogenlerin onkogenlere doniigsmesi
sonucunda hiicre biiyiimesinin kontrol mekanizmasi bozulur ve kanser hiicreleri kontrolsiiz
cogalir ve biiylimeye baglar. Biiylime ve farklilasmanin biyokimyasal yollarinda yer alan
enzimlerin aktivitesini bozan mutasyonlar onkogenezin aktivasyonuna neden olabilir [113,
114, 115].

Normal kosullarda transformasyon olusturmayan protoonkogenler; delesyonlar, gen
amplifikasyonlari, nokta mutasyonlar, DNA yeniden diizenlemeleri ve translokasyonlar
gibi genetik degisimlerle aktifleserek mutasyon olusturabilirler. Baslarda onkogenler,
tiimor olusturan viriisler olarak tanimlanmiglardi. Sonradan bu genlerin konak¢r memelide
bulunan hiicresel genlerin mutasyona ugramis formu oldugu gosterilmistir. Bu hiicresel
genler ilk kez retroviruslarin genomunda tanimlanmistir. Bu retroviruslarin genomlarinda
transformasyona neden olan 6zel bir dizilim belirlenmistir (v-onc). Bu dizilim transforme
olmayan retrovirus genomlarinda yoktur. Onkogenler viral enfeksiyonlara bagl olarak da
olusabilirler. Retroviral onkogenlerin viriisle enfekte konakg¢i hiicre DNA’sina viriis ile
aktarildig: belirtilmistir. Viriisiin kendi genomuna kopyaladigi protoonkogen enfeksiyonun
herhangi bir evresinde gen kesilmesi veya mutasyon ile hasarli olabilmektedir. Tekrar eden
enfeksiyon esnasinda kendi proteinini sentezleyen bu viral onkogenden olusan anormal

protein normal hiicre biiytimesini etkileyerek tiimor olusumuna neden olur [114, 116, 117].



30

Ras geni mutasyonu

Ras geni uyar iletim sistemlerinde bilinen en iyi protoonkogenlerden biridir. Ras geni
mutasyonu kanserlerde %10 ile %20 arasinda goriilmektedir. Hiicre yiizeyinde etkili
protoonkogen reseptor ailesinden en dnemlisi GF (biiylime faktorii) reseptorleridir. GF ile
indiiklenen mitogenez olayarinda Ras onemli bir rol oynar. Ras blokaji GF’lerin
proliferatif cevabini 6nler. Hiicrede Ras GF ile aktive olunca GDP’den GTP’ye doniiserek
aktiflesir ve raf’1 aktiflestirir. Raf MAP kinaz yolunu uyararak mitogenezi baglatir. Ras’in
diizenli olarak islemesi GDP ile GTP arasindaki birtakim enzimatik olaylara baglhdir.

[112, 114, 118, 119] (Sekil 2.10).
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Sekil 2.10. Ras geni etki mekanizmasi [120]

Normal ras proteininde GTPaz aktivitesi ile GTP hidrolizi olursa protein etkisiz haline
doner. Aktif ras proteinin GTPaz aktivitesi ise bu enzimi aktivite eden proteinlerle (GAP)
artar. GAP’1n fonksiyonu ras aktivitesinin kontrol edilemeyen hareketini 6nlemektir. Eger

ras mutasyonu olursa GAP’1n 6nleyici etkisi ortadan kalkar ve GTP asir1 olur ve mitojenik

sinyaller artar (Sekil 2.10) [112, 114, 118, 119, 121].

Insan tiimorlerinde en yaygin bulunan genlerden biri de myc genidir. Bu gen sinyal

ulastiginda hiicreyi hizla boliinmeye gotiiriir. Normalde myc diizeyi hiicre dongiisii
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baglamadan once bazal diizeye yaklasir. Buna karsin, onkogenik myc geni ise siirekli olarak

tiretilince hiicrede siirekli bir proliferasyona neden olur [112, 114, 117].

Bir baska kanser olusumuna katki saglayan genler tiimér baskilayici genlerdir. Bu genler
biliylime inhibitér yolunun degisik bilesenlerini kodlar. Hiicre boliinmesini baskilayan
mutasyon tiimore neden olur. TZimér baskilayict genler onkogeneze fonksiyon kayiplari ile
katk1 saglar. Tiimor baskilayict genlere bagli kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi genetik acidan
resesiftir ve etkili olmasi i¢in her iki kromozom c¢iftininde defektif geni icermesi gereklidir.
Kromozom ¢iftlerinden biri saglamsa hastalik ortaya ¢ikmaz ancak bu bireyin her
hiicresinde genin bir hasarli kopyasi bulunur. pRB, p®® veya P21 proteinini kodlayan
genlerin her iki kopyasinda olusan mutasyonun hiicre biiyiimesinin baskilanmasinin
engellemesi sonucu timor olugmaktadir. Tiimor baskilayici genler ilk kez kalitsal
kanserlerde tanimlanmistir. Ik bulunan kanser baskilayici gen, retinoblastoma (rb) genidir.
Rb lokusunda heterozigot olan hiicre normaldir ve normal Rb genindeki heterozigotlugun
kayb1 kanser gelisimine yol acar. Rb geni normal kopyalarmin her ikisinin kaybi ile
neoplastik degisimle ortaya ¢ktigindan, bu ve diger kanser genleri resesif kanser genleri
olarak adlandirilir [114, 116, 122]. Rb geni gibi bir mutant p53 alelinin kalitimla gegmesi
bireyi malign timor gelisimine duyarli hale getirir. DNA hasarinda ilk olarak ¢ekirdekte
etkili olan p53 etkili olmaktadir. P21 gen transkripsiyonun artmasiyla pRb (Rb proteini)
fosforilasyonu olusmaz ve hiicre G1 fazinda bekletilir. Boylece DNA hasarinin onarimi
icin zaman kazamlir. Eger hasar onarilamazsa hiicreler apoptoza gider. P°3 kayb1 ya da
mutasyonu olarak hiicelerde DNA onarimi ger¢eklesmez ve hasarli hiicreler ¢ogalarak
timor dokusu olusturur. Bir¢ok tiimor baskilayict genler farkli dokularda cesitli
mekanizmalarla gorev alir. Bu mekanizmalar hiicrenin proliferasyona veya farklilasmaya
yonelisi arasindaki se¢imi belirler. Bu mekanizmalar ise, DNA replikasyonun baglangici,

belli genlerin ekspresyonun belirlenmesi, hiicrelerin haberlesmesi gibi islemlerdir [123].

Cesitli cevresel i¢ ve dis etkenler hiicrede degisim yapip hiicrenin hasarina neden olarak
hiicrenin fonksiyonlarini bozar. Bu degisimlerin bir kismi sartlar diizelince geriye doner.
Bunlara ‘geri doniistimlii degisim’ denir. Bir kismi ise eski haline donemez, buna ise ‘geri
doniistimsiiz degisim’ denir. Hiicre o6liimii apoptoz ve nekroz olmak flizere iki tipte
gergeklesir. Apoptozda hiicre Oliimii cevreye rahatsizlik vermeksizin geligir. Bazen

apoptoz dolayli olarak ¢evre dokuda nekrozu baslatabilir ya da tam tersi nekroz apoptoz
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gelismesine yol agabilir [124]. Apoptoz siirecinde belli bash ii¢c anahtar bilesen vardir.
Bunlar;

1- Bcl-2 ailesi proteinleri,

2- Kaspazlar ve

3- Apaf-1 proteinidir.

Bu bilesenlerin biyokimyasal aktivasyonu, apoptozda gozlenen mitokondriyal hasar,
cekirdek zar1 kirilmasi, DNA fragmentasyonu, kromatin yogunlagsmasi ve apoptotik
cisimlerin gekillenmesi gibi morfolojik degisikliklerden sorumludur [125]. Canh
organizma i¢inde (doku ve organ) 151tk mikroskopi ile saptanan, hiicre 6limii sonucu ortaya
¢ikan morfolojik degisikliklere “nekroz” denir. Nekrozdaki morfolojik goriiniim, aslinda
ayn1 anda olusan iki olayin sonucu olabilir: Hiicrenin enzimatik yikimi (organellerin
parcalanmasi) ve makromolekiillerin denatiirasyonu (proteinlerde yap1 degisiklikleri). Bir
hiicrenin enzimatik sindirimi, kendi lizozomal enzimlerinden kaynaklaniyorsa “otoliz”
olarak tanimlanir. Hiicre kendi kendini sindirir. Otoliz sonucu nekroz olusur. Cevreye
gelen bakteri ve l06kosit lizozomlarindan tiireyen hidrolitik (katalitik) enzimlerle olan
sindirime de “heteroliz” denir. Bu sekilde de hiicre distan gelen enzimatik etki ile nekrotik
olur. Hiicre 6limiiniin temel isaretleri ¢ekirdekte bulunur. Nekrotik hiicrelerde ¢ekirdek
tamamen kaybolur, sitoplazmik degisimler goriiliir. Sonugta, nekrotik hiicrede cekirdek
timiiyle kaybolur. Bu arada sitoplazmik degisiklikler de goriiliir. Sitoplazmada
homojenizasyon ve belirgin eozinofili artisi vardir. Artik bu safthada nekrotik hiicre;
cekirdegi olmayan asidofilik bir atiga donmistiir [126]. Cizelge 2.4’de apoptoz ve nekroz

arasindaki farkliliklar verilmistir.

Cizelge 2.4. Apotoz ve nekroz arasindaki farklar [127].

Ozellik Nekroz Apoptoz ‘
Hiicre Boyutu Genisleme (Sisme) Kiigiilme (Biiziilme)
Niikleus . . .
Piknoz, karyoreksis, karyolizis Fragmentasyon

.. e e Korunmus, yapisal
Hiicre Zar1 Biitiinliigii bozuk bozukluk
Hiicresel Igerik Enzimatik sindirim Korunmusg
Inflamasyon Sik Yok

Fizyolojik, patolojik

Fizyolojik veya patolojik Patolojik olabilir
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2.5.3. Meme kanseri

Meme kanseri diinyada kadinlar arasinda en ¢ok goriilen kanser tiiriidiir ve tiim kanserlerin
yaklasik olarak %30’unu olusturmaktadir. Tiirkiyede ise meme kanseri kadinlarda goriilen
en yaygin kanser tiirii olarak ifade edilmektedir [128]. Meme kanserinin 30 yasindan once
gdriilme ihtimali az olup bu yastan sonra goriilmesi artar. Ozellikle menopoz déneminden
sonra goriilmesi artar. Meme kanseri goriilme sikligr iilkeler arasinda farklilik
gostermektedir. Ornegin Hawai, Kaliforniya ve Kanada’da yilda yiiz binde 80-90 oraninda
goriiliirken ayn1 deger Japonyada sadece yiiz binde 12-15 arasindadir. Eriskin bir kadinda
meme bezi genellikle 6n gogilis duvarinin ylizeysel pektoral fasyasinin yilizeysel ve derin
tabakalar1 arasinda bulunur. Memenin ¢ap1 yaklasik olarak 10-12 cm (santimetre) ve
santral bolgede maksimum kalinligi 5-7 cm’dir. Laktasyonda olmayan bir memenin
agirlign 150-200 gr (gram), laktasyonda ise 400-500 gr’dir [129]. Memenin hemen orta
kisminda meme basi areola bulunur. Bu kisim daha fazla pigment igerdiginden koyu
renklidir. Bu renk koyulugu Gstrojen seviyesinin yiikselmesiyle artar [130]. Sekil 2.11°de

meme organinin kisimlari verilmistir.

Cooper ligamam
2. Kosta
Pektoralis major
Pektoral fasya
Interkostal kas Laktifer siniis

Interkostal sinir ve

damarlar Siit kanah
Akeiger Glandiiler lobiiller
6. kosta

Sekil 2.11. Memenin makroskobik goriintiisii [131]
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Meme gelisimi ve fonksiyonu bir¢ok farkli hormonun etkisi ile olur. Bu hormonlarin en
Oonemli olanlar1 Ostrojen, progesteron, prolaktin, oksitosin, tiroid, kortisol ve biiyiime
hormonudur. Bu hormonlar meme iizerinde strojen duktus gelisimini baslatir, prolaktin

ve progesteron lobiil ve asiniis gelisimini kontrol eder ve prolaktin siit salgisini olusturur

[132].

Meme kanserinde etkili olan risk faktorleri sunlardir:

e Demografik 6zellikler (cinsiyet, yas, irk vb.)

e Reprodiiktif oykii (dogum yapma ve sayisi, ilk tam dénem hamilelik yasi, menapoz
yast, laktasyon, infertilite, diisiikk yapma)

o Ailesel/genetik faktorler (aile dykiisii, bilinen ya da siiphe duyulan BRCA1/2, p53 veya
meme kanseri ile alakali gen mutasyonlari)

e (evresel faktorler (hormon tedavisi, alkol kullanimi, sosyoekonomik diizey vb.)

e Diger faktorler (Kisisel meme kanseri dykiisii, meme biyopsi sayisi, atipik hiperplazi

sayist vb.)

Meme kanseri 3 yolla yayilim gosterir:

1) Lokal yayilim: Bu sekilde direkt meme igine, meme cildine ve pektoral kaslara bazi
durumlarda ise toraks duvarina yayilir.

2) Lenfatik yayilim: Cogu tiimor genellikle duktuslardan ¢ikar ve fasya boyunca yayilim
gostererek meme yag dokusuna ulasir. Lenfatik kanallar yoluyla periferal lenfatiklere
yayilir. Aksiller, internal mammarian, supraklavikuler lenf nodlart olmak iizere ii¢ lenf
alanina yayilim gosterir. Erken evre digindaki hastalarda, ozellikle tist dig kadranda
yerlesen tiimorlerde asama I, agsama I ve agsama III olmak {izere tanimlanan {i¢ diizeyde
sirasiyla azalan oranda metastaz goriiliir [133]. Aksillaya yayilim operabl meme
kanserinde en 6nemli prognostik faktorlerden biridir. Ust dis kadran tiimorleri aksiller
nodlar1 daha ¢ok invaze ederler. Tiimor ne kadar biiyiik ise aksiller tutulum insidansi o
kadar ytiksektir. Aksiller tutulum seviyesi ne kadar yiiksekse, prognoz o dl¢iide kotiidiir
[134].

3) Hematojen yayilim: Iskelet sistemi, akciger, karaciger, beyin, yumurtaliklar, bbrekiistii
ve hipofiz bezine yayilim yapar. Meme kanserinin iskelet sistemine metastazi sonucu
kemikte osteolitik, osteoblastik veya her iki tiirden degisime neden olabilir. Bazen de
yayllim memeden ayrilan lenfatikler ve cilt lenfatikleri ile gogiis duvarma ordan ise

plevra ve akcigerlere yayilir. Primer lenf nodu biiyiikliigii, tutulan aksiller lenf nodu
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sayis1 ve diger biyolojik ozellikler géz Oniine alinarak mikroskobik uzak metastaz riski

biiyiik oranda hesaplanabilir [128].

Meme kanseri olusumunda rol alan genler

Meme kanseri olusumunda birgok gen grubu 6nemli rol oynamaktadir. Bu genler genel

olarak onkogenler ve tiimdr baskilayici genlerdir. Bu genler asagida agiklanmustir:

Epidermal biiyiime faktor reseptorii (EGFR): EGF (Epidermal biiyiime faktorii) ve EGFR
(Epidermal biiyiime faktor reseptorii)’nin meme ve ¢esitli kanser tiplerinde énemli bir role
sahip oldugu ¢alismalarla gosterilmistir. Meme kanserlerinin %16-36’sinda EGFR 'nin asir1

ifade edilmesi s6z konusudur.

CerbB-2 (HER-2neu): HER-2neu (insan biiyiime faktor reseptdrii) bir protoonkogendir.
Kromozomunn 17q21 bdlgesinde lokalizedir. Sinyal iletiminde gorevli 185 kilodaltonluk
bir transmembran proteinini kodlar. HER2-neu proteini normal hiicre proliferasyonunda
onemli bir rol iistlenir. Bu proteinin agir1 ifade edilmesi meme kanserinde kotii prognoz ile

iligkilendirilmistir.

Ras (Rat sarkoma viriisii onkogeni): Bir protoonkogen iiriinii olup plazma membranindan
cekirdege sinyal iletiminde gorev alir. Bu gendeki mutasyonlar malign transformasyona
onciiliik eder [135].

C-Myc (Myelomatosis viriis onkogeni): Bir protoonkogen olup kromozom 8q24.1°de
bulunur. Hiicre proliferasyonu ve apoptozda goérevli olan genlerin transkripsiyonunu

diizenler. Bu gen meme tiimorlerinin %15-25inde asir1 ifade edilmektedir.

P53 (protein53, TP53, Tiimor protein 53): P° geni 17. Kromozomun p13-1 bandinda
bulunur. Molekiiler agirligit 13 kilodaltonluk bir proteini kodlamaktadir. UV 151k,
karsinojenler gibi etkenlerin DNA’da olusturdugu hasar1 ortadan kaldirmak i¢in aktiflesir.
Hasar diizeltilemezse hiicreler apoptoza yonlendirilir. Meme kanserlerinde bu gendeki
bozukluklar olmas1 veya bu genin her iki koldaki kayb1 kotli prognozla iliskilendirilmistir
[135, 136].
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ATM (Mutant ataksi-telanjiektazi): Resesif kalitilir ve kromozom 11°de bulunur. Meme

kanserlerinin %2-7 oranlik kismindan bu gen sorumludur [135].

BRCA | ve BRCA Il genleri: Bu genler kalitsal meme kanserlerinde sikca
gozlenmektedirler. Bu genlerden BRCA | geni 17g21 kromozomu iizerinde yer alir ve 24
eksona sahiptir. BRCA 11 geni ise 13912.3 kromozomunda yer alir ve 27 eksondan olusur
[138, 139] (Sekil 2.12). Bu genler genomik stabilitenin saglanmasinda, DNA hasarinda
hiicresel cevapta, transkripsiyonel diizenlemede ve hiicresel proliferasyonda gorevlidirler

[137, 140].

== BRCAI

Kromozom 17 Kromozom 13

Sekil 2.12. BRCA | ve BRCA Il genlerinin kromozomdaki yerlesimi [141]

BRCA | geninin {iriinii olan BRCA | proteini hiicre ¢ekirdeginde bulunur ve hiicre
dongiisiine bagli olarak fosforile olarak bulunur. Cekirdekte ekspresyon ve fosforilasyonu
hiicre dongiisiiniin ge¢ G1 ve S fazlarinda artmaktadir. Mitoz esnasinda ise en yiiksek
seviyeye ulasir. BRCA | proteini N terminalde ¢inko baglayan yaklasik 100 aminoasitlik
0zel bir RING bolgesi ve C terminalde ise yaklasik 90 aminoasitlik BRTC (meme kanseri
karboksil terminali) tekrar bolgeleri igermektedir. BRCA I’in tiimor baskilayict 6zelliginde
bu iki bolge 6nemlidir [137, 139] (sekil 2.13).
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RING BOLGESI BRTC BOLGELERI

H ﬂ 1863 amincas

Sekil 2.13. BRCA I proteini [137]

Ring bolgesi, BRCA I proteinin N terminal bolgesine bitisik ¢inko parmak dizisi vardir. Bu
dizi sistein ve histidin rezidiieleri icerir ve RING domaini olarak bilinmektedir. Bu
bolgenin DNA ile etkilesimde 6nemli ¢alismalar oldugu gosterilmis ve heterokromatini
korunmasi, spermatogenez ile ilgili gérevleri oldugu bildirilmistir [88,46]. BRTC bolgeleri
fosforilasyondan bagimsiz protein etkilesimleri, DNA baglanma ve polimeraz baglanma
bolgeleri vardir. Bu genin BRTC bolgesindeki kanser olusturan mutasyonlar
transkripsiyonel aktivasyonun kaybedilmesiyle RNA polimeraz 1l enziminin baglama
yeteneginin kaybedilmesine yol acar [146]. BRCA gen mutasyonlarinin ¢ogu tam
sentezlenmeyen protein sentezine neden olur. BRCA I’in C ucunun eksik sentezlenmesine
neden olan mutasyonlarin meme kanseri olusumuna neden oldugu belirtilmistir. BRCA 11
geninin amino ya da C uglarinda yer alan mutasyonlar meme kanseri gelisimine neden
olmaktadir. BRCA 1l az oranda genellikle cilt melanomlari, safra kesesi ve bilierduktus
tiimorleri ve fallop tiip karsinomlar: i¢in risk tagir. BRCA |l mutasyonlarinin erkek meme

kanseri riskini arttirdig1 gozlenmistir [138].

2.5.4. Kanser insidansi

Diinyada 6liim nedenlerinin %13°1 kanser kaynaklidir. Yas ilerledik¢e kanser olma riski
artmaktadir. Kanser diinyadaki o6liimlerin 6nemli bir nedeni olmaya devam etmektedir
[139,140]. Birgok kanser i¢in insidans hizlar1 gelecekte 6nemli dlglide artacaktir. 2020°de
gelismekte olan tilkelerin ¢ogunda 15 milyondan fazla kanser vakasi olacaktir [141].
Kanser diinyadaki tiim topluluklar1 etkilemektedir ancak toplumlar arasinda kanser
prevalansinda ve tipinde farklar vardir. Toplam kanser yiikii varlikli toplumlarda en yiiksek
seviyede kalirken, az gelismis tilkeler bu boslugu ¢ok hizli kapatmaktadir. Gelismekte olan
tilkeler gelismis ekonomilere benzer yasam tarzlarini yakalamay1 basardiklarinda 6zellikle
g6giis, kolon, prostat kanseri gibi kanser oranlarmin ¢ok daha yiiksek olmasina neden

olacaktir [142].
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Saglik Bakanligi Kanserle Savas Dairesi Bagkanligi, ililkemizde ortaya ¢ikan kanser
olgularinin erken saptanmasi ve kanser oliimlerini azaltmak i¢in Kanser Erken Teshis
Tarama ve Egitim Merkezlerini (KETEM) kurmustur. Bu amag¢ dogrultusunda bu
merkezlerde meme, serviks, prostat ve kolorektal kanserlerin taramalar1 yapilmaktadir.
Kanser taramalarinda 2013 yilinda KETEM’lerde her ii¢ kansere karsi toplamda 500 bin
kanser taramasi ile 800 bin kadin ve erkege de kolorektal kanser taramas1 yapilmistir [143].
Yeni yayimlanan Diinya Kanser istatistiklerine gore 6liim nedenleri arasinda kanser ilk
sirada yer almaktadir. Diinyada toplam 14,1 yeni kanser vakasi gelismis ve 8,2 milyon
kansere bagli Oliim olmustur. Kanser seyirleri benzer devam ederse 2030 yilina
gelindiginde yillik 22 milyon yeni vaka ortaya c¢ikmasi beklenmektedir. 2014 Yili
erkelerde (Sekil 2.14) ve kadinlarda (Sekil 2.15) en sik goriilen kanser tiirlerinin yasa bagl
degisimi asagida gosterilmistir [144].

Trakea, Brons, Akcifer e 528
Prostat I
Kolorektal I
Mesane .,
Mide s u (Etiek
Non-Hodghin Lenfoma [N -,
Babrek s
Larinks Bl 6o
Tiroid . --
Beyin, sinir sistemi m
0.0 200 40.0 6020

Sekil 2.14. Erkeklerde en sik goriilen 10 kanserin yasa gore standartize edilmis hizlari
tipleri (Diinya standart niifusu, 100 000 kiside) [145]
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Sekil 2.15. Kadinlarda en sik goriilen 10 kanserin yasa gore standartize edilmis hizlari
tipleri (Diinya standart niifusu, 100 000) [145]

2.5.5. Kanser tedavisinde kullanilan ilaclar

Kanser kemoterapisinin amaci kanserli hastalarin normal hiicrelerine zarar vermeden
kanserli hiicrenin ¢ogalmasini durdurmak veya bu hiicreleri yok etmektir. Antineoplastik
ilaglarin kanser hiicresine karsi olan se¢iciligi, antibiyotiklerin bakteri hiicresine karsi
seciciliklerinden daha azdir. Ciinkii malign hiicre ile normal insan hiicresi arasinda kalitatif
acidan fazla fark yoktur. Fark daha ¢ok kantitatif yondedir. Antineoplastik ilaglar viicutta
patolojik bicimde c¢ogalmakta olan kanser hiicrelerini yok ettikleri gibi hizli ¢ogalan
normal hiicreleri de yok eder. Iste bu yiizden bir¢ok kanser ilacinin normal hiicre ve kan
dokusu iizerinde yan etkisi vardir [146]. Cizelge 2.5’te bazi kemoterapdtik ajan ve etki

mekanizmalar1 verilmistir.
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Cizelge 2.5. Kanser tedavisinde kullanilan kemoterapotik ajanlar ve etki mekanizmalari

[147]

Busulfan
Alkilleyici Ajanlar Chlorambucil
Hiicre siklusuna 6zgii degillerdir. Cyclophosphamide
DNA’nin ¢ift sarmalini parcalarlar. Cisplatin
RNA, protein ve DNA sentezini baskilar. Carboplatin
Antimetabolitler Cytarabine
Hiicrenin S fazina etkilidirler. Capecitabine
DNA sarmalini kirarak veya prematiir zinciri Gemcitabine
solandirarak DNA sentezi i¢in gerekli o
enzimlerin {iretimini baskilar. Floxuridine
Antitiimor Antibiyotikler Bleomycin
Hiicre siklusuna 6zgii degillerdir. Dactinomycin
Niikleik asit sentezi ve islevini degistirerek Plicamycin

RNA ve DNA sentezini baskilar.

Nitrosurealar

Streptozocin

Hiicre siklusuna 6zgii degillerdir. Carmustine
DNA replikasyonu ve onarimini engellerler. Lomustine
Antitiibiilin ajanlar Vinblastine
Hiicrenin M fazina etkilidirler. Topotecan
RNA ve protein sentezini baskilar. Docetaxel
Hormonlar Androjen
Tiumori dogrudan etkilerler ya da timdrii Ostrojen

besleyen viicut hormonlarini baskilar.

Siiflandirilamayanlar

Hiicrenin S fazma etkilidir.

Antineoplastik (sitotoksik) ajanlar

Kortikosteroidler

Amsacrine
Hydroxyurea

Molekiiler olaylar sonucunda ¢esitli makromolekiillerin sentezlenememesi ile hiicrenin
yapt ve fonksiyonlarinda hasar olusmasina sitotoksisite denir [148, 149, 150]. Kanser
ilaglariin ¢ogu, etkilerini kanser hiicresinin proliferasyon ve boliinme fazlarini etkileyerek
gosterirler. Baz1 kemoterapi ajanlari, bazi spesifik kanser hiicrelerine etkiliyken diger
kanser hiicrelerinde etkileri sinirli olabilir. Bu nedenle farkli sitotoksik maddelerin, farkli

hiicrelerdeki etkilerinin tam olarak aydinlatilmasi olduk¢a oOnemlidir. Her sitotoksik
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maddenin etki alan1 ve mekanizmasi da farklidir [151]. Antikanser ilaglar genel olarak etki
mekanizmalarina gore alkilleyici ajanlar, antitiibiilin ajanlar, antimetabolitler, molekiiler

hedefli ajanlar, hormonlar, monoklonal antikorlar olarak ayrilirlar.

Antimetabolitler

Antimetabolitler DNA, RNA ve diger hiicre bilesenlerinin sentez zincirinde farklh
basamaklarinda subsrat ya da koenzim olarak rol alan farkli metabolitlerin analoglaridir.
Bu yiizden subsrati kullanan enzimler iizerinde kendilerine 6zgii baglanma noktalarina
kars1 onlarla yarisarak baglanmalarini inhibe ederler. Bazilar1 da subsratla katalitik noktaya
kars1 yarisa girmeden sadece diizenleyici dogal metabolit ile enzimin allosterik bolgesine
kars1 yarisirlar. Digerleri ise herhangi bir yarisma olmadan direk aktif noktalara kovalent
olarak baglanir metabolit sentezi ile ilgili geri donisiimsiiz olarak inhibe ederler.
Antimetabolitler doneme ozgiidiirler ve ¢ogalma fraksiyonu yiiksek tipteki tiimorlerde

etkilidirler [152].

Antitiimor antibiyotikler

Bu grupta ¢esitli mikroorganizmalardan elde edilen antibiyotik niteliginde antineoplastik
ilaclar bulunur. Hiicre siklusuna uygun olmayan ilaglar olarak kabul edilmektedirler ve
DNA, RNA ve protein sentezini etkilerler. Farkli malign tiimorlerin tedavisinde
kullanilirlar [153].

Antitiibiilin ajanlar

Bu ajanlara en iyi ornek olarak Vinca alkaloidi 6rnek olarak gosterilebilir. Bu alkaloidler
Catharanthus roseus’lardan iretilirler. Bu grubun ana iiyeleri vinblastin, vinkristin ve
vindesindir. Bu etki mekanizmasinda ilaglar tiibiiline baglanarak mikrotiibiillerin
polimerizasyonlarini durdudurular. Sonra hiicre boliinmesinin metafaz fazinda ortaya ¢ikan
ig olusumunu durdururlar. Buna ek olarak 16kosit fagositozu, kemotaksisi ve noronlardaki
aksonal iletim gibi diger hiicresel aktivitelere de etki ederler [153]. Sekil 2.16°da vinka

alkaloidinin tiibiilin dimerine baglanmasi ile mikrotiibiil depolimerizasyonu verilmistir.
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Sekil 2.16. Vinka alkaloidi ile mikrotiibiil depolimerizasyonu [154]
Hormonlar

Hormon iireten dokulardan (meme, uterus, prostat bezi) kaynakli tiimdrler hormon bagiml
olabilirler. Bunlar hormon antagonistleri ile dnlenebilirler. Hedef dokuda inhibitor etkiye
sahip hormonlar bu dokularin tedavisinde kullanilabilir. Bu hormonlar tek baslarina nadir
olarak etki ederler ancak tiimoriin biiylimesini geciktirici etkileri vardir [153]. Uzun siireli
kullanilan hormonlar karsinojenik dzellikte olabilirler. Ozellikle menapoz sonras1 donemde
yaygin olarak Ostrojen kullaniminin endometrial kanserle iligkili oldugu bilinmektedir

[155].

Monoklonal antikorlar

Kiiltiirlerde hibridoma hiicreleri tarafindan tiretilirler ve kanser hiicresi olarak tanimlanan
hedef hiicrelerle reaksiyona giren molekiil tiplerinden biridir. Bazi olgularda antikor
hedefiyle baglanarak konagin immiin mekanizmasini aktive eder ve lizis ya da T hiicreleri
tarafindan Oldiiriiliir. Bunlarin disinda olan baska monoklonal atikorlar kanser
hiicrelerindeki inaktif biliyime faktoriine baglanarak apoptozu baslatirlar. Geleneksel

ilaglar ile kombine olarak kullanilirlar [153].
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2.6. DNA

2.6.1. DNA molekiiliiniin yapisi

DNA hiicrede beslenme, solunum, iireme gibi temel biyolojik faliyetleri yoneten yonetici
molekiildiir. Gelismis canlilarda ¢ekirdekte bulunurken ilkel canlilarda ise sitoplazmada
bulunur. DNA molekiiliinde kalitsal 6zelliklerimizi belirleyen genler yer almaktadir ve bir
DNA molekiilii ¢ok sayida niikleotitten olusur. Niikleotitler genleri, genler DNA’y1 ve
DNA ise kromozomlar olusturur [156].

DNA’nin yapis1 1953 yilinda James Watson ve Francis Crick tarafindan agiklanmistir. Bu
molekiiliin yapisinda bes karbonlu bir seker (deoksiriboz) (Sekil 2.17), fosfat grubu ve
azotca zengin baz olan piirin (A:Adenin, G:Guanin) ve primidin (T:Timin, C:Sitozin)

bazlarindan olusur (Sekil 2.18).

5' Karbon

'
5

HOCH, OH

4' C o k

3' Karbon O H H

Sekil 2.17. Deoksiriboz sekeri yapisi [157]
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Sekil 2.18. DNA’da bulunan piirin ve primidin bazlarinin yapisi [157]

DNA molekiilleri 5° ucundan 3’ ucuna dogru seker-fosfat omurgasindan olusan iki zincirin
birbiri ekseni etrafinda antiparalel olarak sarilmasiyla olusan c¢ift sarmal yapil
molekiillerdir. Bir DNA zincirinde adenin bazi kars1 zincirdeki timinle, guanin bazi ise
kars1 zincirdeki sitozin molekiilii ile hidrojen bagi yapar. Adenin ve timin arasinda iki tane
hidrojen bagi olusurken guanin ve sitozin bazi arasinda {i¢ tane hidrojen bagi olusur (Sekil
2.19).

Guanin Sitozin Adenin Timin

Sekil 2.19. DNA molekiiliinde baz ciftleri arasindaki hidrojen baglar1 [158]
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DNA molekiiliiniin farkli formlar1 vardir. Ancak en sik rastlanan formu B DNA’dir.
Burada molekiiliin hidrofilik kisminda seker ve fosfat molekiilleri bulunurken, hidrofobik
kisminda ise azotlu bazlar heliks eksenine dik olarak yerlesmis bir halde bulunur. Bu
yerlesim molekiilde biiyiik (major) ve kii¢iik (min6r) oluklar1 ortaya ¢ikarir [158]. (Sekil
2.20)

) 1 ” .
Hidrojen bag:

Sekil 2.20. Watson-Crick DNA modeli [157]

Bir DNA zinciri olusurken ilk 6nce sekerin 1’ karbonuna baz kovalent olarak baglanir ve
niikleositi olusturur. Sonra bu sekerin 5° karbonuna fosfat grubu kovalent olarak
baglaninca niikleosit niikleotit admi alir. Niikleotitler kondensasyon reaksiyonlar1 ile
polimerleserek bir zincir olusturur. Bir niikleotiddeki sekerin 3’ karbonunda bulunan
hidroksil grubu diger niikleotitin fosfat grubu ile birleserek ester bagi olusturur. Yan yana
bu iki niikleotidi baglayan bu baga fosfodiester bagi denir (Sekil 2.21) [156].
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Sekil 2.21. Niikleik asit zinciri [157]
2.6.2. DNA ile interaksiyona giren ilaclarin etki mekanizmasi

Ilaglarin DNA ile etkilesimi, ila¢ kesfi ve farmasotik gelistirme siireclerinde biyolojik
caligmalarin en 6nemli yonii arasindadir. DNA baglarimin taninmasi farkli etkilesimli
kuvvetlerin karmasik bir iliskisini igerir [159, 160]. Ortaya ¢ikan ilag-DNA etkilesim
kompleksi bir takim kovalent olmayan (van der walls etkilesimleri, hidrofobik kuvvetler ve
hidrojen baglar1 gibi) ve kovalent etkilesimlerle (cis-platin) dengelenir. Ilag¢ gibi kiiciik
molekiiller DNA ile etkilesime girebilir veya DNA ile baglanabilir ve bu etkilesimler, etki

mekanizmalari ile siiflandirilabilir. [161].

Kovalent etkilesimler ile baglanma

Bu tip baglanmada molekiiller DNA’ya geri doniislimsiiz olarak baglanirlar ve DNA’nin
replikasyon, transkripsiyon, DNA, RNA, protein sentezi gibi isleyis siireglerinin timiinii
bozarak hiicreyi Olime gotirtirler [162, 163]. Cis-platin (cis-diaminokloroplatinum,
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CCDP) bilinen en iyi kovalent baglayici antikanser ilaglardandir. Cis-platin hiicrede DNA
molekiiliine baglanirken DNA {izerinde niikleofilik alanlar ile reaksiyona giren pozitif
yiiklii platin kompleksleri olusumuna neden olur. Olusan bu kompleksler DNA’da iplik i¢i
veya iplikler arasi ¢apraz bag yaparlar ve DNA molekiiliine kovalent olarak baglanirlar.
Olusan bu ¢apraz baglarin biiylik bir kismi1 zincir i¢inde ve iki guanin molekiilii arasinda
olmaktadir (Sekil 2.22). Ileri diizeydeki formlar1 sonucu olusan zincirler arasi capraz

baglar1 ise DNA’da biikiilmelere neden olur [164, 165].
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Sekil 2.22. DNA-cisplatin iliskisi [166]

Alkilleyici ajanlar

Bu ajanlarin en 6nemli farmakolojik etkisi, DNA sentezini ve hiicre bdliinmesini bozarak

hiicre ¢ekirdegini, DNA ve RNA sentezini etkilemesidir. Bu ilaglarin hizli béliinen

dokularda DNA biitiinliigii ve fonksiyonlarina etki etme ve hiicre O6liimiinii uyarma

kapasiteleri bu ajanlarin tedavi edici ve toksik Ozelliklerinin temelini olusturur [167].

Alkilleyici ajanlar iic mekanizma ile etki gosterirler:

1. DNA bazlarma alkil gruplar1 baglayarak DNA’y1 parcalarlar.

2. DNA cift sarmali ve atomlar1 arasindaki baglar1 pargalayarak DNA’nin baglanma
bolgelerine sahip alkilleyici ajan iki bazin yeniden birbirine baglanmasina yol agar.
Kimyasal bilesiklerin ¢ogu alkilleyici ajan olarak davranarak antitiimor 6zellik
gosterirler.

3. Yanlis eslesen niikleotitler mutasyona yol agar.
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Bu ajanlar DNA’ya kovalent olarak alkil grubu baglar ve DNA’da yapisi bozulan
hiicrelerin apoptoza gitmesini saglayarak etki gosterirler. Tiim alkilleyici ajanlar kemik
iligi fonksiyonlarin1 baskilayarak gastrointestinal rahatsizliklara neden olurlar. Uzun siireli
kullannrmda gametogenezin baskilanmasiyla 6zellikle erkeklerde kisirlik, non-lenfositik

16semi riski artar [168].

Kanser tedavisinde en 6nemli alkilleyici ajanlar azot hardallari, etilaminler, metanosiilfonik
asit esterleri ve platin kompleksleridir. Azot hardallar1 bisfonksiyonel alkilleyici ajanlardir.
Yani iki tane elektrofilik kisimlar1 vardir. DNA bazlarin1 zincir i¢i veya zincirler arasi
baglayabilirler. Azot hardallar1 komsu iki guanin bazin1 N-7 pozisyonundan alkilleyerek iki

zinciri birbirine baglayabilirler (Sekil 2.23) [153].

I W, HN NTOTNTOTNH,
N “"-P_D (8] bﬁl —O—p -
Cl/”‘\v "-\/\\‘CI AR |-’\ Vi \O
\ / 0O
Q ]
| |
0—P=0 0=P—0
0 0
A B

Sekil 2.23. Azot hardali ve baglanma yapisi. (A) Azot hardali (R=CHs), (B) Azot
hardallarinin neden oldugu ¢apraz baglanma [168]

Kovalent olmavan etkilesimler ile baglanma

Bu tip baglanmalar DNA ile geri doniisiimlii olarak baglanirlar. DNA’nin konformasyonu
ve torsiyon potansiyelini degistirirler, protein-DNA etkilesimi engellerler. Boylece DNA
sarmallarin1 kirarak gen yapisinda deformasyona yol acarlar [169]. Kovalent olmayan
baglanmalar biiyiik ve kii¢iik oluga baglanma, interkalasyon ve elektrostatik etkilesimler

olmak iizere tice ayrilir:

DNA oluklarina baglananlar
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DNA sarmalinin biiyiikk ve kiigiik oluklari ile etkilesen molekiiller genellikle bu oluklari
tamamlayacak hilal seklindedirler ve buraya van der Walls bagi ile baglanirlar. Adeninin
N3 ve Timinin ise oksijen atomlar1 ile hidrojen bagi olustururlar. Ornek olarak bazi
sentetik leksitropin ve imidazol-pirol poliamit tiirevleri verilebilir. Genellikle kiigiik
molekiiller DNA’nin kii¢iik oluguna baglanirlar. Duocarmycin, Netropsin ve Distamycin

DNA oluguna baglanan antikanser antibiyotiklerdir [170].

Elektrostatik etkilesimler

Bu tip baglanma seklinde elektrostatik yap1 6n plandadir. Niikleik asitin negatif yiiklii olan
seker-fosfat omurgasina molekiiliin elektrostatik bir sekilde baglanmasidir. Ornek olarak
Rutenyum (IT) ‘nin DNA’ya baglanmasi verilebilir. Bu baglanma spesifik bir baglanma
degildir [170] .

Araya girme (interkalasyon)

Bir molekiill veya grubun iki molekiill veya grup arasina tersinir halde girmesine
interkalasyon adi verilir. Bu etkilesim tipi DNA’da zincir kiriklar1 olusturur ve DNA
sentezini ve DNA’ya bagimli RNA sentezini engeller. Eger molekiiliin sekli ve kimyasal
yapist uygunsa DNA’nin baz ciftleri arasina girer (Sekil 2.24) ve DNA’ya tersinir
baglandigindan ligand denir.

Etidyum bromiir

k4

Sekil 2.24. Etidyum Bromiiriin B-DNA’ya interkalasyonu [170]



50

Interkalasyon yapan ligandlar genellikle cok halkali, aromatik ve diizlemseldirler. Bu
sebeple niikleik asitlerin boyanmasinda kullanirlar. Etidyum bromiir, proflavin, akridin,

fenantridin 6rnek verilebilir (Sekil 2.25) [170].

Etidyum bromiir Aleridin
N
X
y/
HEN N NH ) — N
Proflavin Fenantridin

Sekil 2.25. Polisiklik aromatik halkalardan olusan bazit DNA interkalatorleri [171]

Interkalatorlerle biyolojik molekiillerin etkilesimi sonucunda olusan fiziksel degisiklikler
UV, floresans gibi yontemlerle goriintiilenmesi bu molekiillerin yap1 ve fonksiyonlarinin
belirlenmesinde 6nemli olmustur. Ozellikle DNA’ya interkalasyon ile baglanan floresans
interkalatorler DNA’y1 goriintillemekte ve interkalator temelli ilag tasarlamada
onemlidirler. Kovalent olmayan interaksiyonlar ile DNA’ya baglanan floresans

interkalatorler timor hiicrelerinin etrafinda toplanirlar ve onlarin gogalmalarini engellerler
[171].
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan bilesikler

Arastirma materyali olarak kullanilan trimerik fosfazen bilesikleri Ankara Universitesi
Kimya Bdliimiinde Prof. Dr. Zeynel KILIC ve Aras. Gor. Dr. Gamze EGEMEN ELMAS
tarafindan sentezlenmistir. GT1, GT2, GT3, GT4, GTS5, GT6, GT7, GT8, GT9, GT10,
GT11, GT12, GT13, GT14, GT15, GT16 kodlu 16 farkli fosfazen bilesigi sentezlenmistir.
Bu bilesikler ¢aligmaya baslanmadan 6nce 4000 uM konsantrasyon olacak sekilde Dimetil
Formamit (DMF) igerisinde ¢oziilmiis ve 0,2 um (mikrometre) por c¢apli enjektér ucu
filtreden gegirilerek steril edilmistir. Calismada kullanilan bilesiklerin agik kimyasal yapisi

asagida verilmistir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Bilesiklerin agik yapisi
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Sekil 3.1. (devam) Bilesiklerin agik yapisi
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3.1.2. Kullanilan mikroorganizmalar

Yapilan calismada kullanilan patojen bakterilerden Bacillus cereus NRRL-B 3711,
Bacillus subtilis ATCC 6633, Enterococcus faecalis ATCC 2912, Enterococcus hirae
ATCC 9790, Salmonella typhimurium ATCC 14028 Gram pozitif bakterilerdir. Klebsiella
pneumoniae ATCC 13883, Proteus vulgaris RSSK 96029, Staphylococcus aureus ATCC
25923 Gram negatif bakterilerdir. Patojen mayalar olarak Candida albicans ATCC 10231,
Candida krusei ATCC 6258 ve Candida tropicalis NRRL Y-12968 kullanild1 (Cizelge

3.1).

Cizelge 3.1. Biyolojik aktivite caligmasinda kullanilan mikroorganizmalar

Mikroorganizma Besiyeri Sicaklik Durumu
Bacillus cereus . .
Nutrient agar 37°C Patojen
NRRL-B-3711 (G+)
Bacillus subtilis . .
Nutrient agar 37°C Patojen
ATCC 6633 (G+)
Enterococcus faecalis - o .
ATCC 29212 (G+) Nutrient agar 37°C Patojen
Enterococcus hirae ATCC
9790 (G+) Nutrient agar 37°C Patojen
Klebsiella pneumonia . o .
ATCC 13883 (G-) Nutrient agar 37°C Patojen
Proteus vulgaris RSSK
96090 (G-) Nutrient agar 37°C Patojen
SIEBMIDEORES RS Nutrient agar 37°C Patojen
ATCC 25923 (G+) g J
Salmonella typhimurium
ATCC 14028 (G-) Nutrient agar 37°C Patojen
Proteus vulgaris . .
Nutrient agar 37 °C Patojen
RSSK 9690 (G-)
Candida albicans ATCC Sabouraud 30°C Patoien
10231 dekstroz agar J
Candida krusei
SRR 30°C Patojen
ATCC 6258 dekstroz agar
Candida tropicalis NRRL Sabauraud 30°C Patojen

Y-12968

dekstroz agar
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3.1.3. Kullanilan hiicre hatlar:

MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlar1 Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi; 1929

fibroblast hiicre hatlar1 ise SAP Enstitiisii hiicre kiiltiirii bankasindan temin edilmistir.

3.1.4. Biyolojik aktivite calismalari icin kullanilan ¢ozeltiler

Bilesiklerin stok ¢6zeltisi hazirlanirken sentezlenen GT1,GT2, GT3,GT4, GT5, GT6, GT7,
GT8, GT9, GT10, GT11, GT12,GT13, GT14, GT15, GT16 bilesikleri 11 mililitre DMF

(dimetil formamit) iginde ¢oziilerek 4000 uM (mikromolar) stok ¢6zeltileri hazirlandi.

Antimikrobival aktivite icin kullanilan kimvyasal maddeler ve coziiciiler

Muller Hilton Agar (Merck),

Malt Extract Agar (Merck),

NaCl (Sodyum kloriir) (Merck),
Distile su,

DMF (Dimetil formamit) kullanilir.

DNA- madde etkilesimi icin kullanilan kimvyasal maddeler ve ¢oziiciiler

Tris (Merck)

Etilendiamintetraasetikasit (EDTA) (Merck)
TE tamponu

Agaroz (Applichem)

TAE (Tris asetat tamponu)

Etidyum bromiir (Sigma)

Etanol (Merck)

Stikroz (sigma)

Bromfenol mavi (Merck)

Ksilen siyanol (Merck)

Sitotoksik aktivite icin kullanilan kimyasal maddeler ve coziiciiler

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s medium)
%10 L-glutamin
Fetal calf serum (FCS)
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e 91 antibiyotik iceren besiyeri
e Tripsin-EDTA
e DMSO (Dimetil siilfoksit)

3.1.5. Kullanilan malzemeler, aletler, cihazlar

Petri kaplar1 (90x15mm) (LP Italiana), mikropipet uglar1 (LP Italiana), mikrosantrifiij
tiipleri (LP Italiana), siringa ucu filtre (0,45 pm) (sartoirus), hiicre kiiltiir kaplar1 (corning),
erlen, beher, meziir, drigalski spatiilii, halka uglu 6ze, pamuk, 10 cc siringa, 96 kuyucuklu
mikroplaka, farkli hacimlerde mikropipetler, otoklav, etiiv, kit saklama dolab1 (+4 °C)
(Sanyo), derin dondurucu (-30 ve -80 °C) (sanyo), jel goriintiileme cihazi (Biometra), gii¢
kaynagi, steril kabin, santrifiij, yatay elektroforez sistemi, vorteks, lateks eldiven,

mikrodalga firin (vestel).

3.1.6. Kullanilan ¢ézeltilerin hazirlanmasi

Serum fizyolojik: %0,09 Oraninda NaCl distile su i¢inde ¢oziilerek hazirlandi ve 121 °C ve
1,5 atm basingta 15 dakika otoklavda steril edildi.

Besiyerleri: Uretici firmanin 6nermis oldugu miktarda besiyerleri distile su iginde
coziilerek 121 °C’de ve 1,5 atm basingta 15 dakika otoklavlanarak steril edildi. Otoklavdan
cikan kat1 besiyerleri 45 °C’ye kadar sogutulduktan sonra aseptik kosullarda 15-20 mL
hacmindeki steril petri kaplarina dokiildi. Besiyeri katilagtiktan sonra 1 gece etiivde

bekletilerek sterilizasyon kontrolii yapildiktan sonra ¢caligmada kullanildi.

TAE (Tris asetik asit EDTA) tamponu (50X): 242 g Tris base, 57,1 ml glasiyal asetik asit,
100 ml 0,5 M EDTA (pH 0,8) bir miktar distile suda ¢6ziilerek son hacim 1 litreye

tamamlandi.

TAE tamponu (1X): 50 X TAE tamponundan 20 mL alinip distile su ile 1 litreye

tamamlandi.

Agaroz jel: %1 oraninda agaroz 1 X TAE igine alinir ve mikrodalga firinda agaroz eriyene
kadar kaynatildi. Sonra bir siire jelin sogumas1 beklenerek jel tabagma dokiiliir ve jelin

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

hazirlandi.

Etidyum bromiir: 10 mg/mL derisimde hazirlanmis ve koyu renkli siselere konuldu.

3.2. Yontem

3.2.1. Bilesiklerin antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesi

Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi igin agar kuyucuk difiizyon ydntemi; MIK
(minimal inhibitor konsantrasyon), MBK (minimal bakterisidal konsantrasyon) ve MFK
(minimal fungusidal konsantrasyon) degerlerinin belirlenmesi i¢in mikrodiliisyon yontemi
kullanildi.

Kuvu diflizyon yontemi

Bilesiklerin ¢esitli patojen mikroorganizmalar gdsterdigi antimikrobiyal aktivitelerini
belirlemek i¢in kuyu difiizyonu yontemi kullanildi. Bu yontemde mikroorganizmalar
kendileri i¢in uygun besi ortaminda aktiflesitirilerek steril serum fizyolojik iginde
MacFarland 0,5 bulaniklilik standartina ayarlandi. Iginde 20 mL besiyeri olan (bakteriler
icin nutrient agar, mayalar i¢in sabouraud dektroz agar) petrilere 100 pl (mikrolitre)
mikroorganizma eklenerek yayma ekim yapildi. Steril delgegle besiyerinde 6 mm ¢apinda
kuyular acildi. Daha sonra bu kuyulara 4000 uM konsantrasyondaki bilesiklerden 50 pl
eklendi. Petriler, bakteriler i¢in 37 °C ‘de 24 saat ve mayalar i¢in 25°C’de 48 saat etiivde
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda kuyular etrafinda olusan zon caplar1 dl¢iilerek

sonuglar mm cinsinden kaydedildi.

Mikrodiliisyon yontemi

Kuyu difiizyon yonteminde her {i¢c kuyuda da antimikrobiyal aktivite gosteren bilesiklerin
minimum inhibitér konsantrasyon (MIK), minimum fungisidal konsantrasyon (MFK),
minimum bakterisidal konsantrasyon (MBK) degerleri mikrodiliisyon yontemi ile
belirlendi. Bu ydntemde mikroorganizmalar 96 kuyulu mikroplaklara bakteriler i¢in
nutrient broth ve mayalar icin sabouraud dekstroz broth kullanilarak 2000-15,6 pM
araliginda 8 farkli konsantrasyonda seyreltildi. MacFarland 0,5 bulaniklilik standartina
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ayarlanan mikroorganizmalar serum fizyolojikle 1/10 oraninda seyreltilerek kuyucuklara
aktarildi ve mikroplaklar inkiibasyona birakild. Inkiibasyon sonunda mikroorganizmalarin
gelisiminin durdugu konsantrasyon MIK degeri, mikroorganizmalarin tamamen canliligin
durdugu konsantrasyon ise bakteriler i¢cin MBK ve mayalar i¢cin MFK degeri olarak
kaydedildi.

3.2.2. Bilesiklerin DNA ile etkilesiminin belirlenmesi

4000 puM konsantrasyonda hazirlanan bilesiklerin plazmit DNA ile etkilesimi
arastirilmistir. Bunun i¢in dncelikle 4 konsantrasyon olacak sekilde 4000, 2000, 1000, 500
mikromolar konsantrasyonundaki her bir bilesik plazmit DNA ile etkilesime sokularak 37
°C ‘de 24 saat inkiibasyona birakildi. Bilesikler ile etkilesmemis plazmit DNA jelde ilk
kuyucuga konulmustur. inkiibasyon siiresi sonunda jelde olusan bantlar incelendi. Bunun

icin agaroz jel elektroforez yontemi kullanildi.

Agaroz jel elektroforez yOntemi

Inkiibasyona birakilan bilesiklerin her biri mikropipet ile bromofenolblue boyasi ile
muamele edilerek 10 mikrolitre olacak sekilde %1°lik agaroz jeldeki kuyucuklara yiiklenir.
Daha sonra tankin kapagi kapatilarak 70 voltta 120-180 dakika yiiriimeye birakilir. Daha
sonra jel tanktan ¢ikarilarak etidyumbromiir ile 2-3 dakika boyanir. En son olarak UV 1sik
altinda BioDoc Analyze (Biometra) DNA goriintiileme cihazinda goriintiilenir ve JPEG

formatinda kaydedilir.

Restriksiyon enzimleri ile kesim yontemi

Bu yontemde BamHI ve Hindlll enzimleri ile restriksiyon analizi gergeklestirildi. Bu
enzimlerden BamHI DNA’nin 5’-G/GATCC-3’ bolgesine baglanirken; Hindlll enzimi ise
5’-A/JAGCTT-3" bolgesine baglanir. Bilesiklerin DNA’ya hangi niikleotitlerden
baglandigimni belirlemek i¢in bilesik ve plazmit DNA karisimi 24 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra BamHI ve HindIIl enzimleri ile kesim igin 2 saat 37 °C’de etiive
inkiibasyona konuldu. Daha sonra kesilmis DNA’lar %1’lik agaroz jele yiiklenerek
elektroforez islemi TAE i¢inde 70 V (volt) akimda 3 saat gergeklestirildi. Elektroforez

sonucunda jel 2-3 dakika etidyumbromiir ile muamele edilereck UV (ultraviyole) 1s1k
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altinda BioDoc Analyze (Biometra) DNA goriintiilenme cihazinda goriintiilendi ve JPEG
formatinda kaydedildi.

3.2.3. Bilesiklerin sitotoksik aktivitesinin belirlenmesi

Sitotoksik aktivitenin belirlenmesi i¢cin WST testi kullanildi.

Fibroblast ve MDA-MB-231 hiicreleri icin hiicre kiiltiirlerinin hazirlanmasi

Normal 1929 fibroblast hiicreleri ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicreleri, DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s medium) besiyeri ile L-glutamin, %10 FCS (fetal calf
serum) ve %1 antibiyotik igeren flasklara konularak %5’lik CO2 igeren karbondioksit
inkiibatoriinde 24 saat inkiibasyona birakildi. Hiicrelerin toplanabilmesi i¢in hiicre kiiltiirii
ortamdan ¢ikarilir. Daha sonra hiicreler tripsin-EDTA ile muamele edildi. Sonra hiicreler
15 mL’lik ependorf tiiplerine konularak 2.500 rpm’de 2 dakika santrifiij edilir. Santrifiij

edildikten sonra tiipten slipernatant kismi uzaklastirilarak hiicreler calismada kullanildi.

Sitotoksik aktivitenin belirlenmesi icin WST testi yontemi

L929 fibroblast (kuyucuk basma 5 x 103 hiicre) ve MDA-MB-231 hiicreleri (kuyucuk
bagina 5 x 103 hiicre) L-glutamin ve %1 antibiyotik igeren DMEM besiyeri ile siispanse
edilerek 96 kuyucuklu mikroplaklara konuldu. Sonrasinda bilesiklerin 200 ve 125 pg/mL
arasinda degisen konsantrasyonlar1 saglikli ve kanserli hiicrelere uygulandi. Bu sekilde
mikroplaklara %5 CO2 igeren karbondioksit etiiviinde 24 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyondan sonra her bir kuyucuga WST-1 (suda ¢dziiniir tetrazolyum tuzu) reaktifi (5
ul) ilave edildi. Bu sekilde 4 saat inkiibe edildikten sonra microplate Elisa Microplate
Reader'da (BioTek, ABD) 440 nm (nanometre) dalga boyunda okundu. Her bir grubun
hiicre yasayabilirligi ylizdesi, kontrol hiicresi yasayabilirliginin tanimina gore %100 olarak

hesaplandi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Bilesiklerin Antimikrobiyal Aktiviteleri

4000 uM konsantrasyonda sentezlenen bilesiklerin Bacillus cereus NRRL B-3711 (G+),
Bacillus subtilis ATCC 6633 (G+), Enterococcus faecalis ATCC 2912 (G+), Enterococcus
hirae ATCC 9790 (G+), Staphylococcus aureus ATCC 25923 (G+) (Cizelge4.1) ve
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 (G-), Proteus vulgaris RSSK 96029 (G-), Salmonella
typhimurium ATCC 14028 (G-) bakterilerine (Cizelge4.2.) ve Candida albicans ATCC
10231, Candida krusei ATCC 6258, Candida tropicalis NRRL Y-12968 mayalarina karsi

antimikrobiyal aktivite sonucu (Cizelge4.3) asagidaki ¢izelgelerde verilmistir.

Cizelge 4.1. Bilesiklerin Gram pozitif bakteriler iizerindeki antimikrobiyal aktivite zon
caplar1 (mm)

O 2+ o
RN g2 £<9 23 5 d T
ST o 239 =0 =
Egx §0 F58 30 3E
Amp 27 £0 9+1 44 +1 23 +1 -

C 20 +0 22 £1 24 +1 21 +1 -
GT-1 - - - 10,5 0,5 10 1
GT-2 - - - - -
GT-3 1340 - - - 14,67 £0,94
GT-4 - - - - 13 +0,81
GT-5 11 £0 - 13 +0 12,5 +0.5 13,67 1,24
GT-6 12 +0 - - - 15 +0
GT-7 - - - 12,5+0,5 14 +1,41
GT-8 - - - 10 0 152,16
GT-9 - - - 10,33 1,41 11 0,94
GT-10 - - 10,67+0,47 20 +0 14 £1,24
GT-11 - - 15,33 £0,47 30,33 +0,47 30,67 1,69
GT-12 - - - 17 £0,81 17,33 £0,47
GT-13 - - - 19 £1,63 17 £2,16
GT-14 - - 16,5 +0,5 20,33 +0,94 15 +0,81
GT-15 - - 11,5+0,5 18,67 1,24 13 =0
GT-16 - - 11 +0 30 +0 19,33 +1,88

Amp: Ampisilin, C: Kloramfenikol
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Biitiin bilesikler, sadece Enterococcus hirae ATCC 9790 (G+) bakterisine Kkarsi
antimikrobiyal aktivite gostermemistir. GT1 maddesi Bacillus cereus NRRL B-3711
(G+)’e kars1 10 =1mm, Bacillus subtilis ATCC 6633 (G+)’¢ kars1 10,5 +0,5mm ¢apinda
bir zon olusumuna neden olurken Enterococcus faecalis ATCC 29212 (G+) ve
Enterococcus hirae ATCC 9790 (G+) ve Staphylococcus aureus ATCC 25923 G (+)
bakterilerine kars1 herhangi bir zon olusumuna neden olmamistir. GT2 maddesi bu gram
pozitif bakterilerden higbirine karsi zon olusturmamustir. GT3 maddesi Bacillus cereus
NRRL B-3711 (G+)’e kars1 14,67 +£0,94 mm, Enterococcus faecalis ATCC 2912 (G+)’e
kars1 13 £ 0 mm ¢apinda bir zon olusturuken Staphylococcus aureus ATCC 25923 G (+),
Bacillus subtilis ATCC 6633 (G+) ve Enterococcus hirae ATCC 2912 (G+) bakterilerinde
zon olusumuna neden olmamustir. GT4 maddesi sadece Bacillus cereus NRRL B-3711
(G+) bakterisine karsit 13 +0,81 mm ¢apinda bir zon olusumuna sebep olup diger
bakterilere karsi bir zon olusumuna neden olmamuistir. GT5 maddesi Bacillus cereus NRRL
B-3711 (G+) bakterisine kars1 13,67 £1,24 mm, Bacillus subtilis ATCC 6633 (G+)’e kars1
12,5 +0,5 mm ve Enterococcus faecalis ATCC 2912 (G+)’e kars1 11 +0, Staphylococcus
aureus ATCC 25923 G (+)” a karsi1 13 £ 0 mm ¢apinda bir zon olusumuna neden
olmustur. Enterococcus hirae ATCC 2912 (G+) bakterisinde bir zon olusumuna neden
olmamigtir. GT6 maddesi Bacillus cereus NRRL B-3711 (G+)’e karsi 150 mm,
Enterococcus faecalis ATCC 2912 (G+)’e karst 12 £0 mm ¢apinda bir zon olusumuna
neden olurken Bacillus subtilis ATCC 6633 (G+), Staphylococcus aureus ATCC 25923 G
(+) ve Enterococcus hirae ATCC 2912 (G+) bakterilerine karst bir zon olusumu
gostermemistir. GT7 maddesi Bacillus cereus NRRL B-3711 (G+)’e karst 14+1,41 mm,
Bacillus subtilis ATCC 6633 (G+)’e karst 12,5 £0,5 mm ¢apinda bir zon olusturmustur.
GT8 maddesi Bacillus cereus NRRL B-3711 (G+)’e kars1 15 +2,16 mm, Bacillus subtilis
ATCC 6633 (G+)’e kars1 10 0 mm ¢apinda bir zon olusturmustur. GT9 maddesi Bacillus
cereus NRRL B-3711 (G+)’e kars1 110,94 mm, Bacillus subtilis ATCC 6633 (G+)’e kars1
10,33 +1,41 mm ¢apinda zon olusumu gergeklestirmistir. GT10 maddesi Staphylococcus
aureus ATCC 25923 G (+)’a kars1 10,67 +£0,47 mm, Bacillus cereus ATCC 6633 (G+)’e
karst 14+1,24 mm, Bacillus subtilis ATCC 6633 (G+)’e karst 20 +0 mm ¢apinda zon
olusumu neden olmustur. GT11 maddesi Bacillus cereus NRRL B-3711 (G+)’e kars1 30,67
+1,69 mm, Bacillus subtilis ATCC 6633 (G+)’e kars1 30,33 +0,47 mm, Staphylococcus
aureus ATCC 25923 G (+)’a kars1 15,33 +0,47 mm c¢apinda zon olusturmustur. GT12
maddesi Bacillus cereus NRRL B-3711 (G+)’e kars1 17,33 +£0,47 mm, Bacillus subtilis
ATCC 6633 (G+)’e kars1 17 0,81 mm ¢apinda zon olusturmustur. GT13 maddesi Bacillus
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cereus NRRL B-3711 (G+)’e kars1 17 £2,16 mm, Bacillus subtilis ATCC 663 (G+)’e kars1
19 £1,63 mm c¢apinda zon olusturmustur. GT14 maddesi Staphylococcus aureus ATCC
25923 G (+)‘a kars1 16,5 +£0,5 mm, Bacillus cereus NRRL B-3711 (G+)’e kars1 15 0,81
mm, Bacillus subtilis ATCC 6633 (G+)’¢ kars1 20,33 +0,94 mm ¢apinda zon olusumuna
neden olmustur. GT15 maddesi Staphylococcus aureus ATCC 25923 G (+) ‘a kars1 11,5
+0,5 mm, Bacillus cereus NRRL B-3711 (G+)’e kars1 13 +0 mm, Bacillus subtilis ATCC
6633 (G+)’e karsi 18,67 +1,24 mm ¢apinda zon olusturmustur. GT16 maddesi
Staphylococcus aureus ATCC 25923 G (+)‘a kars1 11 +£0 mm, Bacillus cereus NRRL B-
3711 (G+)’e karst 19,33 +1,88mm, Bacillus subtilis ATCC 6633 (G+)’e kars1 30 =0 mm

capinda zon olusumuna neden olmustur (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.2. Bilesiklerin Gram negatif bakteriler iizerindeki antimikrobiyal aktivite zon
caplar1 (mm)

Proteus vulgaris RSSK Salmonella typhimurium pneuﬁlgr?isallzlfTCC
96029 G (-) ATCC 14028 G (-) 13883 G (-)

Amp - 19 +1 =

C 32 +1 38 1 31+1
GT-1 11,33+0,47 14 £1 12 £0
GT-2 15+2,16 - -
GT-3 16,5 £1,5 14 £0 17 £0
GT-4 18,33 +1,24 14 £0 16,5+0,5
GT-5 19 +£0 14,67 £1,24 =
GT-6 - 15 +0 22,67 +4,49
GT-7 15,33 £0,47 14 £ 1 16 £0
GT-8 14 +1 - -
GT-9 150 = 17 £0
GT-10 - 14 +0 10,33+0,94
GT-11 20,33 £0,47 = 19 +£0
GT-12 15+0 - -
GT-13 21,67 £0,94 15 +0 20 +£0
GT-14 16,67 £2,35 16+0,81 23 £0,81
GT-15 15,5 0,5 17 £0 19 +£0
GT-16 16 0 17,33 £1,24 16 £1,41

Amp: Ampisilin, C: Kloramfenikol
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GT1, GT2, GT3, GT4, GT6, GT7, GT8, GT9, GT12, GT13 maddeleri Staphylococcus
aureus ATCC 25923 (G+)’ a kars1 antimikrobiyal aktivite gostermemistir (Cizelge 4.1).
GT2, GT5, GT8, GT12 maddeleri Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 (G-)’e karsi
antimikrobiyal aktivite gOstermemistir. GT2, GT8, GT9, GT1l, GT12 maddeleri
Salmonella typhimurium ATCC 14028 (G-)’e kars1 antimikrobiyal aktivite gostermemistir.
GT6 ve GT10 maddeleri Proteus vulgaris RSKK 96029 (G-)’a karsit antimikrobiyal

aktivite gostermemistir.

GT1 maddesi Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 (G-) bakterisine kars1 12 =0 mm,
Proteus vulgaris RSSK 96029 (G-) 11,33 +£0,47 mm, Salmonella typhimurium ATCC
14028 (G-)’e karst 14 +1 mm ¢apinda zon olusumuna neden olmustur. GT2 maddesi
Proteus vulgaris RSSK 96029 (G-)’a kars1 15 +2,16 mm ¢apinda zon olusumuna neden

olmustur.

GT3 maddesi Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 (G-)’e karsi 17 +0 mm, Proteus
vulgaris RSSK 96029 (G-)’a karst 16,5 1,5 mm, Salmonella typhimurium ATCC 14028
(G-)’e kars1 14 +0 mm ¢apinda zon olusumuna neden olmustur. GT4 maddesi Klebsiella
pneumoniae ATCC 13883 (G-)’e karst 16,5 £0,5 mm, Proteus vulgaris RSSK 96029 (G-
)’a kars1 18,33 £1,24 mm, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 (G-)’e kars1 14 £0 mm
capinda zon olusumuna neden olmustur. GTS maddesi Proteus vulgaris RSSK 96029 (G-
)’a kars1 19 +0, Salmonella typhimurium ATCC 14028 (G-)’e kars1 14,67 +1,24 mm zon

olusumuna neden olmustur.

GT6 maddesi Klebsiella pneumoniae ATCC 13883’e kars1 22,67 +4,49 mm, Salmonella
typimurium ATCC 14028 (G-)’e kars1 15 £0 mm ¢apinda zon olusumuna neden olmustur.
GT7 maddesi Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 (G-)’e karst 16+0 mm, Proteus
vulgaris RSSK 96029 (G-)’a kars1 15,33 +0,47 mm, Salmonella typhimurium ATCC 14028

(G-)’e kars1 14 =1 mm ¢apinda zon olusturmustur.

GT8 maddesi sadece Proteus vulgaris RSSK 96029 (G-)’ta 14 +1 mm capinda zon
olusturmustur. GT9 maddesi Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 (G-)’e kars1 17 £0 mm,
Proteus vulgaris RSSK 96029 (G-)’a karsit 15 +0 mm ¢apinda zon olusumuna neden
olmustur. GT10 maddesi Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 (G-)’e karst 10,33 +0,94
mm, Salmonella typhimurium ATCC 14028 (G-)’e kars1 14 £0 mm ¢apinda zon olusumuna
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neden olmustur. GT11 maddesi Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 (G-)’e kars1 19 +0
mm, Proteus vulgaris RSSK 96029 (G-)’a karsi 20,33 +0,47 mm g¢apinda zon
olusturmustur. GT12 maddesi sadece Proteus vulgaris RSSK 96029 (G-)’a kars1 15 =0 mm
capinda zon olusturmustur. GT13 maddesi Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 (G-) ’e
kars1 20 =0 mm, Proteus vulgaris RSSK 96029 (G-)’a kars1 21,67 £0,94 mm, Salmonella
typhimurium ATCC 14028 (G-)’e kars1 15 =0 mm ¢apinda zon olusumuna neden olmustur.

GT14 maddesi Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 (G-)’e karst 23 +0,81 mm, Proteus
vulgaris RSSK 96029 (G-)’a karst 16,67 £2,35 mm ve Salmonella typhimurium ATCC
14028 (G-)’e karst 16 £0,81 mm ¢apinda zon olusumuna neden olmustur. GT15 maddesi
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 (G-)’e karst 19 +0 mm, Proteus vulgaris RSSK
96029 (G-)’a kars1 15,5 0,5 mm ve Salmonella typhimurium ATCC 14028 (G-)’e kars1 17

+0 mm ¢apinda zon olusumuna neden olmustur.

GT16 maddesi Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 (G-)’e karst 16 +1,41 mm, Proteus
vulgaris RSSK 96029 (G-)’a kars1 16 £0 mm ve Salmonella typhimurium ATCC 14028
(G-)’e kars1 17,33 +1,24 mm ¢apinda zon olusturmustur (Cizelge 4.2).

GT11, GT13, GT14, GT15, GT16 maddeleri higbir mayada zon olusumuna neden
olmamistir. GT7 maddesi Candida albicans ATCC 10231°e kars1 11 £0 mm ve Candida
krusei ATCC 6258’ karst 12 £0 mm ¢apinda zon olusturmustur.

GT3 maddesi Candida krusei ATCC 6258’¢ karsi 14,5 +0,5 mm c¢apinda zon
olusturmustur. GT5 maddesi Candida krusei ATCC 6258’¢ karst 16 =0 mm ¢apinda zon
olusturmustur. GT6 maddesi Candida krusei ATCC 6258’e kars1 11 +0 mm, Candida
tropicalis NRRL Y-12968’¢ kars1 11 =0 mm ¢apinda zon olusturmustur.

GT8 maddesi Candida krusei ATCC 6258’¢ kars1 12 £0,81 mm ¢apinda zon olusumuna
neden olmustur. GT9 maddesi Candida krusei ATCC 6258’e kars1 10,67 £0,5 mm ¢apinda
zon olusumuna neden olmustur. GT10 Candida tropicalis NRRL Y-12968’e karst 11
+0,94 mm ¢apinda zon olusturmustur. GT12 maddesi Candida krusei ATCC 6258’e kars1
14 £0 mm ve Candida tropicalis NRRL Y-12968’e¢ karsi 15 +0 mm c¢apmnda zon

olusumuna neden olmustur (Cizelge 4.3).
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Cizelge 4.3. Bilesiklerin mayalar iizerindeki antimikrobiyal aktivite zon ¢aplar1 (mm)

Candida albicans Candida topicalis NRRL-Y- Candida krusei ATCC
ATCC 10231 12968 6258

Keto 11 £1 34 £2 18 £1
GT-1 - - -
GT-2 - - -
GT-3 - - 14,5 +0,5
GT-4 - - -
GT-5 - - 16 £0
GT-6 - 11 +0 11 +0
GT-7 11+0 - 12 +0
GT-8 - - 12 +£0,81
GT-9 - - 10,67 £0,5
GT-10 - 11+0,94 -
GT-11 - - -
GT-12 - 15+0 14 £0
GT-13 - - -
GT-14 - - -
GT-15 - - -
GT-16 - - -

Keto: Ketokonazol

Antimikrobiyal aktivitede kullanilan kuyu diflizyon yonteminde her ii¢ kuyudada
antimikrobiyal aktivite gdsteren bilesiklerin minimal inhibitér konsantrasyon analizi (MIK)
yapilmistir. Bu bilesiklerden Salmonella typhimurium ATCC 14028 (G-), Proteus vulgaris
RSSK 96029 (G-), Staphylococcus aureus ATCC 25923 (G+), Bacillus subtilis ATCC
6623 (G+), Bacillus cereus NRRL B-3711 (G+), Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 (G-)
bakterilerinin ve Candida tropicalis NRRL Y-12968 mayasmin MIK degerleri asagida
verilmistir. Bilesiklerin MIK (minimal inhibitér konsantrasyon) araligi 2000-62,5 pM
arasinda degismektedir (Cizelge 4.4). Bilesiklerin MBK (minimal bakterisidal
konsantrasyon) degeri 2000-125 uM arasinda degismektedir. MFK (Minimal fungisidal
konsantrasyon) degeri ise Candida tropicalis NRRL Y-12968 mayasinda 125 uM’ dir
(Cizelge 4.5).



67

Cizelge 4.4. Bilesiklerin mikroorganizmalar i{izerindeki minimal inhibitér konsantrasyon

(MIK) degerleri (uM)

IS (%) @
ST | ec ET | T | ET | 2g
EQ go 52 | E8 22 | 59| £%8
=35 S 2 g S 20T S 2% N
g3 2 S s& | 280 | 23 | =9 | BZ
< | | &F = <] °

Amp <19,5 uM 1250 pM <19,5 uM | <19,5 uM 156 uyM | 1250 pM

C 156 uM 1250 uM 156 uM 78 uM 156 uM | 625 uM

Keto 78 uM

GT-2 125 uM

GT-4 125 uM

GT-6 2000 uM | 250 uM

GDT 250 uM

GT-8 2000 uM

GT-9 2000 pM | 2000 pM

GT-10 250 uM | 2000 uM | 2000 uM 62,5uM

GT-11 125 uM 250 uM | 2000 uM | 2000 uM

GT-12 2000 pM | 2000 pM

GT-13 125 uM 2000 uM | 2000 uM

GT-14 250 pM 125 uM 2000 uM | 2000 uM | 500 uM

GT-15 2000 uM

GT-16 250 pM 125 uM 2000 uM | 2000 uM | 250 uM

Amp: Ampisilin, C: Kloramfenikol, Keto: Ketokonazol

GT2 maddesinin Proteus vulgaris RSSK 96029 (G-) iizerindeki minimal inhibitor
konsantrasyon (MIK) degeri 125 uM, GT4 maddesinin Proteus vulgaris RSSK 96029 (G-)
iizerindeki MIK degeri 125 uM, GT7 maddesinin maddesinin Proteus vulgaris RSSK
96029 (G-) iizerindeki MIK degeri 250 uM’dir. GT11, GT13, GT14, GT16 maddelerinin
Proteus vulgaris RSSK 96029 (G-) iizerindeki degerleri 125 uM’dir. GT14 ve GT16
maddelerinin Salmonella typhimurium ATCC 14028 (G-) bakterisi iizerindeki MIK
degerleri 250 uM’dir. GT10 ve GT11 ‘in Staphylococcus aureus ATCC 25923 (G+)
bakterisi iizerindeki MIK degeri 250 uM’dir.GT9, GT10, GT11, GT12, GT13, GT14,
GT15 ve GT16 maddelerinin Bacillus subtilis ATCC 25922 (G+) bakterisi iizerindeki MiK
degerleri 2000 puM’dir. GT2, GT6, GT7, GT8, GT9, GT10, GT1l, GT12, GT14
maddelerinin Bacillus cereus NRRL B-3711 (G+) bakterilerindeki MIK degeri 2000
uM’dir. GT6, GT16 maddelerinin Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 (G-) bakterisi
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iizerindeki MIK degeri 250 uM ve GT14’te ise 500 uM’dir. GT10 maddesinin Candida
tropicalis NRRL T-12968 mayast iizerindeki MIK degeri 62,5 uM’dir (Cizelge 4.4).

Bilesiklerin Salmonella typhimurium ATCC 14028 (G-), Proteus vulgaris RSSK 96029
(G-), Staphylococcus aureus ATCC 25923 (G+), Bacillus subtilis ATCC 6633 (G+)
bakterilerine kars1 (Cizelge 4.6) ve Bacillus cereus NRRL B-3711 (G+), Klebsiella
pneumoniae ATCC (G-) 13883 bakterileri ve Candida tropicalis NRRL Y-3711 mayasina

kars1

olan minimal

bakterisidal

konsantrasyon/minimal

(MBK/MFK) degerleri asagida verilmistir (Cizelge 4.5).

fungisidal

konsantrasyon

Cizelge 4.5. Bilesiklerin mikroorganizmalar iizerindeki MBK/MFK degerleri (uM)

O ol gi} ok mi/ =t = ®
2 | 3¢ | g | go | 9| Eeo | E%
— 172) —_
R ER 3 & 2 8 o 22 g
s S » © S ) 8 Q@ 28 >
= < =R o N 2 =m © T
s 8 % 38 23 24 28 S
gE aQ SE @ E o X 20 8=
n n X

Amp <19,5 uM 2500 uM <19,5 uM | <19,5 uM 2500 uM 1250 uM

C 1250 uM 2500 uM 2500 uM 78 uM 1250 uM 2500 uM

Keto 1250 uM

GT-2 250 uM

GT-4 250 uM

GT-6 2000 uM 500 uM

GT-7 500 uM

GT-8 2000 uM

GT-9 2000 uM 2000 uM

GT-10 500uM 2000 uM 2000 uM 125 uM

GT-11 250 uM 500 uM 2000 uM 2000 puM

GT-12 2000 uM 2000 uM

GT-13 250 uM 2000 uM 2000 uM

GT-14 500uM 250uM 2000 uM 2000 uM 500 uM

GT-15 2000 uM

GT-16 500 uM 250 uM 2000 uM 2000 uM 500 uM

Amp: Ampisilin, C: Kloramfenikol, Keto: Ketokonazol
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4.3. Bilesiklerin DNA Uzerindeki Etkisi

DMF (Dimetilformamit) i¢inde ¢oziilen 4000 uM konsantrasyonda hazirlanan bilesiklerin
azalan konsantrasyona gore 4000, 2000, 1000, 500 uM olmak iizere 4 farkli
konsantrasyonda plazmit DNA ile etkilesimleri agaroz jel elektroforez yontemi ile
incelenmistir (Resim 4.1 ve Resim 4.2). 24 Saatlik inkiibasyon sonucunda bilesiklerden

GT1 ve GT2’de her ii¢ formda DNA olusumu gézlemlenmistir.

GT1’de azalan konsantrasyona gére Form I DNA’nin hareketliligi azalmistir. GT3 ve
GT4’te Form I ve Form II DNA’larin hareketliligi azalmistir. GT4’te azalan
konsantrasyona gore Form I DNA hareketliligi azalmigtir. GT5’te azalan konsantrasyonuna
bagli olarak Form I ve FormIl DNA hareketliliginin azaldig1 goriilmiistiir. GT6 ve GT7
bilesiklerinin azalan konsantrasyonlarina bagli olarak Form I ve Form II DNA hareketliligi

azalmastir.

GT8 bilesiginde en diisik iki konsantrasyon olan 3 ve 4. (1000 ve 500 uM)
konsantrasyonlarda her ii¢ tipteki Form DNA’lar goriilmiistir. Bilesiklerden GT9, GT10,
GT11, GT12, GT13, GT14, GT15, GT16 bilesikleri plazmit DNA’nin hareketliligini ¢cok

fazla etkilememistir (Resim 4.1).
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Resim 4.1. Plazmit DNA ile etkilesmis bilesiklerinin 24 saat inkiibasyon sonunda agaroz
jeldeki goriintiisii. (P): bilesikler ile etkilesmemis plazmit DNA. (1-4): 4000,
2000, 1000, 500 pM. Form I: Kapali halkasal plazmit DNA; Form II: A¢ik
halkasal plazmit DNA; Form III: Dogrusal plazmit DNA

Bilesiklerin DNA’ya baglanip baglanmadigin1 belirlemek amaciyla en yiliksek
konsantrasyona BamHI ve HindIIl enzimleri ile restriksiyon analizi gergeklestirilmistir.
BamHI enzimi DNA’ya 5’-G/GATCC-3’ niikleotit dizisinden baglanir. Hindlll enzimi
DNA’ya 5°’A/AGCTT-3’ niikleotit dizisinden baglanir. Bilesiklerin Hindlll enzimi ile
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muamele edilmesi sonucunda sadece GT8 bilesigi kesilmemistir. Yani GT8 bilesigi
DNA’ya 5°’A/AGCTT-3’ niikleotit dizisinden baglandigini gosterir (Resim 4.2).

Form II

Form III

Form I

Resim 4.2. Bilesiklerle muamele edilmemis plazmit DNA’nin ve bilesiklerin BamHI ve
Hindlll enzimleri ile kesimi. (A) GT1, GT2, GT3, GT4, GT5, GT6, GT7,
GT8. (B) GT9, GT10, GT11, GT12, GT13, GT14, GT15, GT16. (B) Bam
kontrol, (H) Hind kontrol. Form I: Kapali halkasal plazmit DNA; Form II:
Acik halkasal plazmit DNA; Form III: Dogrusal plazmit DNA

4.4.Bilesiklerin Sitotoksik Aktivitesi

Konsantrasyonlar1 200-12,5 pg/mLarasinda degisen bilesiklerin 1929 fibroblast ve MDA-
MB-231 meme kanseri hiicre hatlar1 tizerindeki GT6, GT7 ve GT8 kodlu bilesiklerin
sitotoksik aktivitesi WST-1 yontemi ile arastirildi. Bilesiklerin 1929 fibroblast hiicrelerine
kars1 sitotoksik aktiviteleri Sekil 4.1°de; MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerine karsi
sitotoksik aktiviteleri ise Sekil 4.2°de gosterilmistir. GT7 bilesiginin 1929 saglikli
fibroblast hiicre hatt1 iizerine diisiik konsantrasyonda (12,5ug/mL) en yliksek sitotoksik
etki gosterdigi belirlenmistir. Bu konsantrasyonda GTS bilesigi en az derecede sitotoksik
etki gosterirken GT6 bilesigi orta derecede sitotoksik etki gdstermistir. MDA-MB-231
meme kanseri hiicre hattinda en yiiksek sitotoksik etkiyi GT8 bilesigi gdstermistir. Bu
hiicre hattina orta derecede sitotoksik etki gosteren GT6 bilesigi, en az toksik etki yapan

GT8 ve en cok sitototoksik etki gosteren bilesik ise GT7 oldugu bulunmustur (12,5
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pg/mL). Her {i¢ bilesigin de segici toksisiteye sahip oldugu goriilmektedir. Yani
bilesiklerin saglikli 1.929 fibroblast hiicre hattindaki hiicrelerin yiizde (%) canlilik oranlart
yiiksek iken, MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattindaki hiicrelerin yiizde (%) canlilik

oranlar1 daha diistiktiir.

200 100 50 25 12,5

Konsantrasyon (pg/mL)

200
180
160

[any
N
o

12
10

Hiicre canlilig1 (%)
N D O @
O O O O O o

o

uGT6 mGT7 =GT8

Sekil 4.1. Bilesiklerin 12,5-200 ng/mL konsantrasyonlarina 24 saat maruz birakilan L929
fibroblast hiicrelerinin % canliliklar1

200 100 50 25 12,5

Konsantrasyon (pg/mL)
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Sekil 4.2. Bilesiklerin 12,5-200 pg/mL konsantrasyonlarina 24 saat maruz birakilan MDA-
MB-231 meme kanseri hiicrelerinin % canliliklart
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5. SONUC VE ONERILER

Sentetik kimya son zamanlarda ila¢ kesfinde cok popiiler olmustur. Dogal {iriinler, onlarin
yar1 sentetik analoglar1 ve diger kiigiik molekiiller izole edilmekte ya da sentezlenmekte ve
bu maddelerin hastaliklara mesela kanser, diabet, mikrobiyal hastaliklar ve kalp
hastaliklarina etkisi ¢alisilmaktadir [172]. Ancak ilaglara tolerans ila¢ adaylar
sentezlendikten sonraki en 6nemli problemlerden biridir. Dogal iiriinler ilag sentezlemede
olduk¢a fazla kullanilmaktadir. Yapilan c¢alismalarda fosfazenler onemli biyolojik
aktiviteleri tespit edilmistir. Bu aktiviteler arasinda tiiberkiilloza iyi geldigi ve bazi

biyomateryallerin yapiminda da basarili bir sekilde kullanildig1 belirtilmistir [173].

Molekiiler biyoloji ve ilag gelistirmede niikleik asit kesme aktivitesi potansiyel uygulama
alanlar1 nedeniyle ila¢ tasarlayicilara olduk¢a cezbedici hale gelmistir [174]. DNA’nin
fosfodiester baglari olduk¢a kararlidir. DNA hidrolizinin yar1 omrii katalize olmamis
sartlarda 200 milyon yil olarak tahmin edilmektedir [175]. Fozfozenlerle ilgili yapilan
calismalarda DNA kesim aktivitisine rastlanmistir. Fakat ila¢ olarak kullanimi iizerine
sinirli calisma vardir. Fozfozenlerin ilag olarak kullanimini yayginlastirmak amaciyla uzun
yillardir Kilig¢ ve arkadaslart maddeler sentezlemekte ve biyolojik aktivite ¢aligmalari
yiiritmektedir [176]. Bu amagla yapilan ¢alismada sentezlenen 2-piridil-siklotrifosfazen
bilesikleri ve tuzlarmin antimikrobiyal, sitotoksik aktivitesi ve DNA ile etkilesimleri
arastirllmistir. Antimikrobiyal aktivitesi en yliksek olan bilesikler GT11 (NN dondrlii
tamamen piperidin siibstitiie trimerik fosfazen) ve GT16 (NN donoérlii tamamen piperidin
slibstitiie gentisik asit tuzu) olarak bulunmustur. Sitotoksik aktvite de ise GT8 (NN dondrlii
tamamen morfolin siibstitiie trimerik fosfazen) etkili bulunmusken DNA {izerine ise GT1
(NO donérlii kismen siibstitlie trimerik fosfazen), GT2 (NN dondrlii kismen siibstitiie
trimerik fosfazen), GT6 (NN dondrlii tamamen DASD siibstitiie trimerik fosfazen), GT7
(NO donorlii tamamen morfolin siibstitiie trimerik fosfazen) ve GT8 (NN dondrli
tamamen morfolin siibstitiie trimerik fosfazen) en etkili maddeler olarak tespit edilmistir.
Maddelerin  DNA kesim aktivitesi oldugu DNA’nin konformasyonunu degistirdigi

gozlenmistir.
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Bu bilesiklerle ilgili arastirmacilar geg¢mis yillarda biyolojik aktivite caligmalar

yapilmistir. Bu yapilan ¢alismalar agagida verilmistir.

Akbas ve digerleri (2016) fosfazenyum tuzlarinin biyolojik aktivitelerini aragtirmiglardir.
DLD-1 kolon kanseri hiicre hattinda farkli konsantrasyonda bilesiklerle sitotoksik
aktivitesini arastirmiglardir. 125 uM konsantrasyonda 11a, 13a, 14a, 15a bilesiklerinin
hiicre canliligin1 % 40’a kadar diisiirdligiinii bulmuslardir. En yiiksek konsantrasyon olan
1259 uM’da ise tiim bilesiklerin yiiksek sitotoksik etkisinin oldugunu gérmiislerdir. Bu tez
calismasinda ise MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinda en yiiksek sitotoksik etkiye
sahip bilesigin 12,5 ng/ml konsantrasyonda GT8 bilesigi oldugu goriilmiistiir. Daha sonra
aragtirmacilar bilesiklerin antimikrobiyal aktivitelerine bakmislar ve tiim bilesiklerin Gram
pozitif bakteri olan Bacillus subtilis (G+)’e kars1 etkili oldugunu; E.coli ATCC 35218 (G-),
E. faecalis (G+) ve S. typhimurium (G-) bakterilerine karsi herhangi bir etkisinin
olmadigin1 bulmuslardir. Bu tez ¢aligmasinda ise bilesiklerden G2, GT3, GT4, GT6 hari¢
diger bilesiklerin Bacillus subtilis (G+)’e kars1 etkili oldugu, bilesiklerden GT3, GTS,
GT6’nin Enterococcus faecalis (G+)’e karst etkili oldugu ve bilesiklerden GT2, GT8,
GT11, GTI12 bilesikleri hari¢ diger bilesiklerin Salmonella typhimurium (G-)’a karsi
antimikrobiyal etkisi oldugu goriilmiistiir. Arastirmacilar tetrapiperidino fosfazenyum
tuzlar1 olan 13a, 14a, 15a bilesiklerinin C. albicans, C. kruzei, C. tropicalis mayalarina
kars1 antimikrobiyal aktivite gdsterdiginin tespit etmislerdir. Ayrica bilesiklerin MIK,
MBK ve MFK deger araliginin bakteriler (MBK) icin 312,5 ile 1250 uM ve mayalar
(MFK) i¢in ise <19,5 ile 156 uM arasinda oldugunu bildirmislerdir. Bu tez ¢alismasinda
ise MIK deger araligmin bakteriler (MBK) igin 250 uM ile 2000 uM arasinda degistigi
goriilirken, mayalar (MFK) i¢in sadece C. tropicalis mayasinda 125 puM oldugu
gortilmistir [177].

Yildiz ve arkadaglar1 (2007), sentezledikleri yeni amino fosfazen bilesikleri ve
polimerlerinin  bakteri ve maya kiltlirlerine kars1 antimikrobiyal o6zelliklerini
incelemiglerdir. Polimer bilesiklerinin monomerlere goére daha yiiksek antimikrobiyal
aktivite gosterdiklerini bulmuslardir. Ayrica antimikrobiyal aktivitenin Gram pozitif
bakterilerde  Gram negatif bakterilere gore daha yiiksek oldugunu bulmuslardir. Bu tez
caligmasinda ise genel olarak Gram negatif antibakteriyel aktivitenin Gram pozitif
antibakteriyel aktiviteden daha yiiksek oldugu gorilmiistir. Bu agidan bu ¢alisma ile

farklihik gostermektedir. Bu farkliligmmin ise bakterilerin membran yapilarinin farkli
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olmasindan kaynaklandigint bulmuslardir. Bunun yaninda bakterilere karst bazi
bilesiklerin referans antibiyotiklerden daha etkili bulmuslardir. Bu nedenle bu bilesiklerin
iltihap hastaliklar1 i¢in farmokolojik testlerde potansiyel ilag olarak segilebilecegini

belirtmislerdir [178].

Isiklan ve arkadaslar1 (2010), yeni sentezledikleri N/O spirosiklik fosfazen tiirevlerinin
biyolojik aktivitelerini arastirmislardir. Bu arastirma sonucunda bilesiklerin gii¢lii
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu gézlemlemislerdir. Pirolidin substituente sahip
spirosiklikfosfazenlerin, mono- ve bisferroseniltetrapirrolidinfosfazenlere gére daha giiglii
antimikrobiyal etki gosterdigini belirtmislerdir. Bilesiklerin plazmit DNA ile etkilesimi
sonucunda DNA hareketliliginde etkili oldugu ve yapilan restriksiyon enzimleri ile kesimi
sonucu BamHI ve HindIII enzim kesimini engelledigi tespit edilmistir. Bu tez ¢alismasinda
ise bilesiklerin plazmit DNA’nin hareketini etkilemesi ve bilesiklerin Hindlll enzimi ile
muamele edilmesi sonucu GT8 bilesiginin kesilmemis olmasi agisindan benzerlik

gostermektedir [179].

Asmafiliz ve arkadaslar1 (2012), yeni sentezledikleri N/O spirosiklotrifosfazenlerin
biyolojik aktivitelerini ve DNA etkilesimlerini arastirmiglardir. Bu bilesikleri baz1 bakteri
maya suslarina karsi antimikrobiyal aktivitesini arastirmiglardir. Ancak giiclii bir etki
gozlemlememislerdir. Bunun nedeninin bilesiklerin hiicreye girememesi ya da girdikten
sonra hiicreden atilmasi veya hiicrenin bilesigin etkisini inaktive eden bir enzim salgiliyor
olmasi gibi nedenleri tartismislardir. Bilesiklerin plasmit DNA ile etkilesimi sonucunda her
bir bilesigin konsantrasyona bagli olarak DNA hareketliligini degistirmede az da olsa bir
etki gosterdigi sonucuna varmiglardir [180]. Bu tez ¢alismasinda galisilan bilesiklerde
siklotrifosfazen kokenlidir ve yapilan antimikrobiyal aktivite ¢alismasinda ¢ok yiiksek bir
antimikrobiyal aktivite gbzlenememistir. Bu baglamda Asmafiliz ve arkadaslarinin yapmis

oldugu bu ¢alisma bu acidan benzerlik gostermektedir.

Yildinnm ve arkadaslar1 (2012), antikanser ajanlar olarak siklotrifosfazen tiirevlerini
inceledikleri arastirmalarinda, sentezlemis olduklar1 siklotrifosfazen bilesiklerinin yeni
dispirobino ve dispiroansa spermin tiirevlerinin antimikrobiyal etkilerini arastirmislardir.
Bu bilesikleri Gram pozitif (S.aureus), Gram negatif (E.coli, P.aeruginosa) bakterilerine
kars1 antibakteriyal etkilerini ve C.albicans’a karsi antifungal etkisini arastirmislardir.

Sonu¢ olarak Onemli oOlciide bir antimikrobiyal etki gdzlemleyememislerdir. Bu tez
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caligmasinda kullanilan bilesiklerin de ¢ok yiiksek bir antimikrobiyal aktiviteye sahip
olmadigi goriilmistir [181].

Timer ve digerleri (2015) NN (1-3) veya NO (4 ve 5) spirosiklik monoferrosenil
siklotrifosfazenlerin 4-hidroksi-3-metoksibenzaldehit (potasyum vanillinat) ile kademeli CI
yer degistirme reaksiyonlart sonucunda mono (1a-5a), geminal (gem-1b-5b), non-geminal
(cis-5b ve trans-1b-4b), tri (1c,3c-5¢) ve tetra-vanillinato-substitiie fosfazenleri (1d-5d)
elde etmisler ve bunlarin antimikrobiyal ve sitotoksik aktiviteleri, DNA ile etkilesimlerini
incelemislerdir.  Bilesiklerden 2d, 5d, cis-5b, 5-50 pg/mL arasinda degisen
konsantrasyonlarna HeLa kanser hiicre hatti ile 24 saat muamele edilmis ve 2d bilesiginin
antikanser etkisi olmadig1 gortilmistiir. 5000 uM konsantrasyonda sentezlenen 2a, 3a, 4a,
gem-1b, cis-5b, 3c, 4c ve 1d-5d bilesiklerinin S. aureus (G+), P. aeruginosa (G-), E. coli
(G-), B. subtilis (G+), C. albicans mikroorganizmalarina karsi antimikrobiyal aktivitesini
aragtirmiglar. Bunun sonucunda 3a, gem-1b, 3c, 4c, 3d ve 4d bilesiklerinin orta derece
etkisinin oldugunu ve MiK degerlerinin 4,88 ie 625 uM aras1 degistigini ve P. aeruginosa
(G-), E. faecalis (G-), C. albicans’in bilesiklere duyarlilik gostermedigini tespit
etmislerdir. Bilesiklerden 2a, 3a, 4a, gem-1b, cis-5b, 3c, 4c ve 1d-5d bilesikleri plazmit
DNA ile etkilesime birakilarak plazmit DNA’da olusan degisimleri arastirmislardir.
Bilesiklerden 3a, 3c, 2d ve 4d bilesiklerinin DNA’nin hareketini az miktarda etkiledigini
ve 4a, 4c’nin yiiksek konsantrasyonunun DNA’y1 kestigini bildirmislerdir. Bu ¢alismada
BamHI ve HindIII restriksiyon enzimleri ile yapilan analizinde HindIII enziminin DNA’y1
kesmedigini ve bu enzimin baglanma bdlgesi olan Adenin/Adenin bdlgesinden
baglandigimi belirtmislerdir. Bu tez ¢alismasinda ise bilesiklerden GT8’in yiiksek
konsantrasyonunun HindIII enzimi ile olan kesiminde kesim ger¢eklesmemistir ancak
diger bilesiklerin hem BamHI hem de Hindlll enzimi ile kesimi ger¢eklesmistir. Yani bu
bilesik plazmit DNA’ya Adenin/Adenin niikleotit dizisinden baglanmaktadir. Bu acgidan
yapilan bu ¢aligmayla paralellik gostermistir [182].

Okumug ve digerleri (2015), mono (4-nitrobenzil) alkidaminlerin
hekzaklorosiklotrifosfazen, N3P3Cls ile reaksiyonlart sonucunda kismen substitiie mono (4-
nitrobenzil) spiro-fosfazen tiirevleri (4-6) sentezlemislerdir. Kismen siibstitiie spiro-
fosfazen bilesiklerinin pirolidin, piperidin, 1,4-dioksa-8azaspiro [4,5] dekan (DASD) ve
morfolinin asiris1 ile reaksiyonundan kismen ve tamamen amin siibstitie mono (4-

nitrobenzil) siklotrifosfazen tiirevleri elde etmislerdir (4a-6d). Tamamen amin siibstitiie
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fosfazen bilesiklerinin antibakteriyel aktiviteleri ve DNA ile etklesimleri incelemislerdir.
Tetraklorofosfazenlerin (4-6) plazmit DNA iizerinde oldukga etkili oldugunu ve enzim
kesim deneylerinde ise amin siibstitlie fosfazen bilesiklerinin Guanin/Guanin ve
Adenin/Adenin niikleotitlerinin oldugu bolgeden DNA’ya baglandig1 belirlenmistir. Bu tez
caligmasinda ise sadece bilesiklerin plazmit DNA ile restriksiyon analizi sonucunda GTS8
bilesigi hari¢ diger bilesiklerin DNA’ya baglanmadigi goriilmiistiir. Bu yonden yapilan
calisma ile farklilik gostermektedir. Bu bilesiklerin sitotoksik aktiviteleri ve apoptotik
etkileri goglis kanseri (MDA-MB-231), hela rahim agz1 kanseri ve L1929 fibroblast
hiicrelerine karsi incelenmis ve bu bilesiklerin hela rahim agzi, gégiis kanseri ve 1929
fibroblast hiicrelerine karsi sitotoksik aktivite gosterdigi gorilmiistir. Bu tez
caligmasindaki siklotrifosfazen bilesikleri ile yapilan ¢alismada 1929 fibroblast ve MDA-
MB-231 meme kanseri hiicre hattinda sitotoksik aktivitesine bakilmis ve sitotoksik aktivite

gosterdigi belirlenmistir. Bu agidan yapilan ¢alisma ile benzerlik gostermektedir [183].

Elmas ve digerleri (2016), 4-florobenzilspiro (N/O) siklotrifosfazen bilesikleri ve bunlarin
tuzlarini sentezlemislerdir. Bu bilesiklerin antimikrobiyal aktivitesi ve DNA ile etkilesimini
arastirmiglardir. Bilesiklerden 3¢ ve 4c’nin E. faecalis (G+) e kars1 diger bilesiklerden daha
yiiksek antimikrobiyal aktivite gdsterdigini tespit etmislerdir. Serbest bazlar ve tuzlardan
ise tuzlarin serbest bazlara gore C.albicans mayasi ve K.pneumoniae (G-) bakterisine karsi
etkisinin daha yiiksek oldugunu bulmuslardir. Bulduklar1 sonuca gore tuz formunun
antimikrobiyal aktiviteyi arttirdigin1 sdylemiserdir. Serbest bazlar ve bunlarin tuzlarinin
plazmit DNA ile etkilesimlerinin agaroz jel elektroforezi ile incelemislerdir. Buna gore
bilesiklerden 3d hari¢ diger bilesiklerin benzer aktiviteye sahip oldugunu; maddenin
konsantrasyonu azaldikga Form I DNA’nmin hareketinin az miktarda arttigini
belirlemislerdir. BamHI ve Hindlll enzimleri ile yapilan endoniikleaz kesiminde 3a, 3b, 3c,
4b ve 4c, 4b bilesiklerinin ise HindlIll enziminin tanima bdlgesi olan Adenin/Adenin
niikleotitlerine baglandigin1 bulmuslardir. Bu tez ¢alismasinda ise E. faecalis (G+)’e karsi
GT4 bilesiginin diger bilesiklere gore daha yiiksek antibakteriyel aktivite gosterdigi
goriilmiistiir. Bilesiklerin plazmit DNA ile etkilesimine bakildginda ise maddelerin
konsantrasyonu azaldik¢ca genel olarak Form I DNA’nin hareketliliginin azaldig
gorilmiistiir. Bu yonden bu calisma ile farklilik gostermektedir. Bilesiklerin BamHI ve
Hindlll restriksiyon enzimleri ile kesiminde ise sadece GTS8 bilesigi HindlIll enzimi ile

kesimi sonucu kesilmemistir. Yani bu bilesik DNA’ya Hindlll enziminin baglandig1 bolge
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olan Adenin/Adenin niikleotit dizisinden baglandig1 goriilmiistiir. Bu yonden ise bu c¢alisma

ile benzerlik gostermistir [184].

Berberoglu ve digerleri (2016) spiro-ansa-spiro ve spiro-bino-spiro tetramerik fosfazen
tirevlerinin antimikrobiyal aktiviteleri, DNA etkilesimleri ve sitotoksik aktivitesini
arastirmislardir. Bilesik 13 ve bilesik 16’nin fibroblast ve MDA-MB-231 meme kanseri
hiicre hatt1 lizerinde yiiksek oranda sitotoksik etkisinin oldugunu ve ICso degerlerinin bir
kanser ilac1 olan sis-platinden daha diisiik oldugunu bulmuslardir. Bu iki bilesigin sis-platin
kadar etkili oldugunu sdylemislerdir. Bilesiklerin on bakteri veya ii¢ maya susu iizerinde
antimikrobiyal aktivitesini incelemislerdir. Bunun sonucunda bilesik 16 hari¢ diger
bilesiklerin antimikrobiyal aktivitesinin diisiik oldugunu bulmuslardir. Bu tez ¢calismasinda
ise bilesiklerden GT16 hari¢ diger bilesiklerin antimikrobiyal aktivitesinin diisiik oldugu
goriilmistiir. Bilesiklerin plazmit DNA ile etkilesimlerine bakmislar ve bilesiklerden 12,
13, 14, 18’in DNA’nin hareket ve yogunlugunu etkilediklerini belirtmislerdir [180-5].

Asmafiliz ve digerleri (2016) spiro-bino-spiro trimerik fosfazen bilesiklerinin biyolojik
aktivitesini arastirmiglardir.  Bilesiklerin antimikrobiyal aktivitesinde en yiiksek
antimikrobiyal aktiviteyi bilesik 9 B. cereus (G+), B. subtilis (G+), P. vulgaris (G-), E.
faecalis (G+) bakterileri ve C. tropicalis mayasi lizerinde gostermistir. Bu tez ¢alismasinda
ise bilesiklerden GT11 Bacillus cereus NRRL-B-3711 (G+) ve Bacillus subtilis ATCC
6633 (G+) tizerinde ve GT16 Bacillus subtilis ATCC 6633 (G+) iizerinde, GT3 bilesigi
Candida krusei ATCC 6258 fizerinde yiiksek antimikrobiyal aktivite gostermistir.
Bilesiklerin sitotoksik aktivitelerine 1L929 fibroblast hiicreleri ve MDA-MB-231 meme
kanseri hiicre hattinda bakmislardir. En yliksek sitotoksik aktiviteyi ise bilesik 9’un
gosterdigini bulmuslardir. Bu tez calismasindada sitotoksik aktivite aymi hiicre hatlari
iizerinde ¢alisilmistir ve en yiiksek aktiviteyi GT8 bilesigi gostermistir. Bilesiklerin plazmit
DNA ile etkilesimlerine bakmiglardir. Biitiin bilesiklerin plazmit DNA’nin hareket ve
yogunlugunda degisimlere neden oldugunu tespit etmislerdir. Bilesiklerin BamHI ve
HindllI restriksiyon enzimleri ile endoniikleaz kesimini arastirmislardir. Kesim sonucunda
5-15 bilesikleri ile muamele edilen plazmit DNA’nin kesildigini, 16-20 bilesikleri ile

muamele edilmis plazmit DNA’nin ise kesilmedigini bulmuslardir [186].

Koran ve digerleri (2013) hekzaklorosiklotrifosfazen (1) ile 4-hidroksi-3-

metoksibenzaldehitinreaksiyonu  sonucu  hekzakis  [(4-formil-2-metoksi)  fenoksi]
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siklotrifosfazen (2) bilesigini elde etmisler, piridin i¢indeki hidroksilamin hidroklorid ile
hekzakis[(4-formil-2-metoksi) fenoksi] siklotrifosfazenin (2) reaksiyonu sonucunda yeni
bir oksim-fosfazen olan hekzakis[(4-(hidroksiimino) 2-metoksi)] siklotrifosfazen (3)
bilesigini sentezlemislerdir. Bu ii¢ bilesigin farkli alkil ve agil halojenler ile reaksiyonu
sonucu bilesik 4 ve bilesik 13’1 elde etmislerdir. Bu bilesiklerin (4-13) iki Gram pozitif
bakteri (Staphylococcus aureus ve Enterococcus faecalis), iki Gram negatif bakteri
(Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae) ve fungal suslar (Aspergillus niger ve
Candida albicans) tizerindeki antimikrobiyal aktivitesini arastirmislardir. 3 numarali
bilesigin benzil klorid ile reaksiyonundan 4; asetil klorid ile reaksiyonundan 5; alil bromid
ile reaksiyonundan 6; benzoil klorid ile reaksiyonundan 7; propanoil ile reaksiyonundan 8;
4-metoksibenzoil klorid ile reaksiyonundan 9; 2-klorobenzoil reaksiyonundan 10;
kloroasetil klorid ile reaksiyonundan 11; metil iodid ile reaksiyonundan 12; tiofen 2-
karbonil ile reaksiyonundan 13 bilesigini sentezlemislerdir. Antimikrobiyal aktivitelerine
baktiklarinda bilesiklerden 7 ve 13’tin 27-30 mm’lik zon ¢apiyla E. coli (G-) ve E. faecalis
(G+) bakterilerine standart antibiyotik olan spirofloksasin kadar etkili oldugunu; 3, 6, 9, 12
bilesiklerinin 27-30 mm’lik degisen ¢apta zon olusumu ve 4, 5, 10, 11 bilesiklerinin 18-23
mm arasinda bir zon ¢api ile antimikrobiyal aktivite gosterdigini bulmuslardir. Ayrica bu
calismadaki bilesiklerin antifungal aktivitesinin antibakteriyel aktiviteye gore diisiik
oldugunu tespit etmislerdir. Yapilan bu tez calismasinda da atifungal aktivitenin
antibakteriyel aktiviteden diisiikk oldugu bulunmustur. Bu yonden bu c¢alisma ile benzerlik

gostermektedir [187].

Okumus ve digerleri (2011) N3P3Clg bilesiginin klorid ile yer degistirme reaksiyonu sonucu
spirosiklik mono (la ve 2a) ve bis(4-florobenzil) monospirosiklikfosfazenleri (3a-5a);1a-
5a’nin pirolidin, morfolin ve 1,4-dioksa-8-azaspiro[4,5]dekan (DASD) ile reaksiyonu
sonucu tam siibstitiie mono(4-florobenzil) (1b-2d) ve bis(4-florobenzil) (4b, 4d-5d)
monospirosiklofosfazenleri; kyanayan THF i¢indeki morfolin ve DASD ile reaksiyonu
sonucunda ise monoklorobis(4-florobenzil) monospirosiklofosfazenler 4e ve 4fyi
sentezlemiglerdir. Bu fosfazen bilesiklerin antimikrobiyal aktivitelerini ve DNA ile
etkilesimlerini arastirmislardir. Bu arastirma sonucunda 1b ve 4b bilesiklerinin Gram
pozitif bakteriler lizerinde antimikrobiyal aktivite gosterdigini ve 4b bilesiginin Candida
albicans ve Candida tropicalis lzerinde giiclii antifungal aktiviteye sahip oldugunu
bulmuslardir. Bu tez calismasinda ise GT2 bilesigi hari¢ diger bilesiklerin Gram pozitif

bakteriler ilizerinde antimikrobiyal aktivite gosterdigi goriilmiistiir. Bilesiklerin plazmit
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DNA ile etkilesimlerini arastirmislar ve bilesiklerin plazmit DNA’nin hareketi ve seklini
degistirdigini bulmuslardir. Bilesiklerden 4a, 5a, 2a, 3a, 4e, 4f'nin DNA’y1 diger
bilesiklere gore daha yiiksek oranda kestigini belirlemislerdir. Bu kesim analizi sonucunda
bilesiklerin DNA’ya A/A niikleotitlerinden baglandigini bulmuslardir. Bu tez ¢alismasinda
yapilan DNA etkilesimi ve restriksiyon analizi sonucunda ise bilesiklerin genel olarak
plazmit DNA’nin hareketliligi ve yogunlugu iizerinde etkili oldugu goriilmiis; restriksiyon
analizlerinde ise sadece GT8 hari¢ diger bilesikler DNA’ya Adenin/Adenin ve

Guanin/Guanin bolgesinden baglanmadigi goriilmiistiir [188].

Bilim ve tip alanindaki tiim gelismelere ragmen giinlimiizde enfeksiyon hastaliklar1 giderek
artmaktadir. Ozellikle bu hastaliklar tiim diinya ile birlikte gelismekte olan iilkelerde de
ciddi bir sorun olusturmaktadir. Enfeksiyon hastaliklarin tedavisi i¢in ¢ok sayida
antimikrobiyal ila¢ iiretilmektedir. Ancak her gecen giin patojen mikroorganizmalar bu
ilaglara kolayca diren¢ kazanabilmektedirler. Bu direncin Oniine gegebilmek igin
aragtirmacilar siirekli c¢alismalar yapmaktadirlar. Bu ¢alismalar esnasinda fosfazen
bilesiklerinin kesfiyle antimikrobiyal aktivite gibi biyolojik aktivite ¢aligmalar1 6nem
kazanmistir ve bu bilesiklerin ¢esitli mikroorganizmalar {izerinde antimikrobiyal aktiviteye
sahip oldugu calismalarla kanitlanmistir. Bu tez calismasinda sentezlenen fosfazen
bilesiklerinin mayalar iizerinde c¢ok fazla bir antimikrobiyal aktiviteye sahip olmamasi
ancak bazi bakteriler ilizerinde yiiksek antimikrobiyal aktivite gostermesi bilesiklerin

enfeksiyon hastaliklari i¢in ilag olarak kullanilabilecegini diisiindiirmektedir.

Bu tez caligmasinda 2-piridil-siklotrifosfazen ve tuzlarmin antimikrobiyal aktivitesini
arastirmak insan patojeni olarak Bacillus cereus NRRL B-3711 (G+), Bacillus subtilis
ATCC 6633 (G+), Enterococcus faecalis ATCC 25923 (G+), Enterococcus hirae ATCC
9790 (G+), Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 (G-), Proteus vulgaris RSSK 96029 (G-),
Staphylococcus aureus ATCC 25923 (G+), Salmonella typhimurium ATCC 14028 (G-)
bakterileri ve Candida albicans ATCC 10231, Candida krusei ATCC 6258 ve Candida
tropicalis NRRL Y-12968 mayalari1 kullanilmistir.

Antimikrobiyal aktivite sonuglarina goére patojen bakteriler arasinda en yliksek
antimikrobiyal aktiviteye sahip olan bilesiklerin GT11 (NN dondrlii tamamen piperidin
stibstitiie trimerik fosfazen) ve GT16 (NN dondrlii tamamen piperidin siibstitiie gentisik

asit tuzu) oldugu goriilmiistiir. Bu bilesikler bakterinin liremesini engelleyici etki yapmustir.
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En diislik antimikrobiyal aktiviteye sahip olan bilesik GT1 (NO dondrlii kismen stibstitiie
trimerik fosfazen) bilesigidir. Patojen mayalar arasinda en yiiksek antimikrobiyal aktiviteye
sahip olan bilesik GT5 (NO donoérlii tamamen DASD siibstitiie trimerik fosfazen)
bilesigidir. Bu ¢alismanin sonuglarina gore ayrica Gram pozitif bakterilerin Gram negatif
bakterilere gore daha yiiksek aktivite gosterdigi goriilmiistiir. Patojen mayalar arasinda en
diisiik antimikrobiyal aktiviteye sahip olan bilesik ise GT6 (NN donorlii tamamen DASD
trimerik fosfazen) bilesigidir. Bu sonucglara gore antibakteriyel aktivitenin antifungal

aktiviteye gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.

GT1 bilesigi Bacillus cereus NRRL B-3711 (G+), Bacillus subtilis ATCC 6633 (G+),
Klebsiella pneumonia ATCC 13883 (G-), Proteus vulgaris RSSK 96029 (G-), Salmonella
typhimurium ATCC 14028 (G-) mikroorganizmalarina karsi, GT2 bilesiginin sadece
Proteus vulgaris RSSK 96029 (G-) ’a kars1, GT3 bilesiginin Bacillus cereus NRRL B-3711
(G+), Enterococcus faecalis ATCC 29212 (G+), Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 (G-),
Proteus vulgaris RSSK 96029 (G-), Salmonella typhimurium ATCC 14028 (G-)’e karsi
antimikrobiyal etki gdsterdigi goriilmiistiir. GT4 bilesiginin Bacillus cereus NRRL B-3711
(G+), Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 (G-), Proteus vulgaris RSSK 96029 (G+),
Salmonella typhimurium ATCC 14028 (G-), Candida krusei ATCC 6258’e karsi, GTS5
bilesiginin Bacillus cereus NRRL B-3711 (G+), Bacillus subtilis ATCC 6633 (G+),
Enterococcus faecalis ATCC 29212 (G+), Staphylococcus aureus ATCC 25923 (G+),
Salmonella typhimurium ATCC 14028 (G-), Candida krusei ATCC 6258’e karsi, GT6
bileiginin Bacillus cereus NRRL B-3711 (G+), Enterococcus faecalis ATCC 2912 (G+),
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 (G-), Salmonella typhimurium ATCC 14028 (G-),
Candida krusei ATCC 6258’e kars1 antimikrobiyal etki gosterdigi gorilmistir. GT7
bilesiginin Bacillus cereus NRRL B-3711 (G+), Bacillus subtilis ATCC 6633 (G+),
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 (G-), Proteus vulgaris RSSK 96029 (G-), Salmonella
typhimurium ATCC 14028 (G-), Candida krusei ATCC 6258 ve Candida albicans ATCC
10231°e karsi, GT8 bilesiginin Bacillus cereus NRRL B-3711 (G+), Bacillus subtilis
ATCC 6633 (G+), Proteus vulgaris RSSK 96029 (G+), Candida krusei ATCC 6258’e
karsi, GT9 bilesiginin Bacillus cereus NRRL B-3711 (G+), Bacillus subtilis ATCC 6633
(G+), Klebsiella pneumonieae ATCC 13883 (G-), Proteus vulgaris RSKK 96029 (G-),
Candida krusei ATCC 6258’e kars1 antimikrobiyal aktivite gosterdigi gorilmiistiir. GT10
bilesiginin Bacillus cereus NRRL B-3711 (G+), Bacillus subtilis ATCC 6633 (G+),
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 (G-), Salmonella typhimurium ATCC 14028 (G-) ‘e
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Candida tropicalis NRRL Y-12968’e karsi, GT11 bilesiginin Bacillus cereus NRRL B-
3711 (G+), Bacillus subtilis ATCC 6633 (G+), Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 (G-),
Proteus vulgaris RSSK 96029 (G-), Staphylococcus aureus ATCC 25923 (G+)’e karsi
antimikrobiyal aktivitesi odugu goriilmistiir. GT12 bilesiginin Bacillus cereus NRRL B-
3711 (G+), Bacillus subtilis ATCC 6633 (G+), Proteus vulgaris RSSK 96029 (G-),
Candida krusei ATCC 6258, Candida tropicalis NRRL Y-12968’e kars1, GT13 bilesiginin
Bacillus cereus NRRL B-3711 (G+), Bacillus subtilis ATCC 6633 (G+), Klebsiella
pneumoniae ATCC 13883 (G-), Proteus vulgaris RSSK 96029 (G-) ve Salmonella
typhimurium ATCC 14028 (G-)’e karsi antimikrobiyal aktivitesi oldugu goriilmiistiir.
GT14, GT15 ve GT16 bilesiklerinin Bacillus cereus NRRL B-3711 (G+), Bacillus subtilis
ATCC 6633 (G+), Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 (G-), Salmonella typhimurium
ATCC 14028 (G-), Staphylococcus aureus ATCC 25923 (G+), Proteus vulgaris RSSK
96029 (G-)’e kars1 antimikrobiyal aktivitesi oldugu goriilmiistiir.

Antimikrobiyal aktivite c¢alismalarinda ayrica minimal inhibitor konsantrasyonuna
bakilmistir. Bu degerde ayrica bakteriler i¢in minimal bakterisidal (MBK) ve mayalar i¢in
minimal fungisidal (MFK) konsantrasyonlarda hesaplanmistir. Bu degerler arastirma
acisindan Onemlidir. Ciinkii minimal inhibitér konsantrasyon bakteri veya mayanin
iremesinin engellendigi konsantrasyondur. Bu degerlere gore antimikrobiyal aktivitesi
yiiksek olan bilesikler sonraki siiregte eger ilag olarak kullanilacaksa o ilag i¢in uygun doz
olarak kullanilabilir. Bilesiklerin MIK deger araliginin 62,5 uM ile 2000 pM arasinda

PR

degistigi gorlilmektedir. Bakteriler i¢in olan MBK deger araligi 250 uM ile 2000 pM

arasinda degistigi goriilmistiir. Mayalarda ise MFK degeri sadece Candida tropicalis
NRRL-Y-12968 mayasinda goriilmiistiir ve bu deger 125 puM’dur.

Hiicrede hedef molekiillerin etki ettigi molekiillerden en Onemlilerinden birisi DNA
molekiiliidiir. Hiicrede ortaya ¢ikan bir anormallik aslinda DNA’da ya replikasyonda ya da
transkripisyonda bir etkinin oldugunun gdstergesidir. Bunun i¢in bilesiklerin
antimikrobiyal aktivitesi arastirilirken DNA ile etkilesimi de incelenebilinir. Bu ¢aligmada
bilesiklerin 4 farkli konsantrasyonda (4000, 2000, 1000, 500 uM) plazmit DNA ile
etkilestirilerek 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Bu inkiibasyon sonunda plazmit DNA’da
olan etkilerine bakilmistir. Bilesiklerin DNA ile etkilesimi arastirilirken agaroz jel
elektroforez yontemi kullanilmistir. Bu yontemde temel prensip agoroz jele yiiklenen

DNA’lar kendi molekiil agirliklarina gore hareket ederler. DNA’larin bu sekilde hareketi
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esnasinda 3 tipte form olusur. Bunlardan ilki Form I olan siiper sargili olan DNA
formudur. Bu yapidaki form jelde hizli hareket ederek yavas hareket eden tek g¢entikli
stiper sarmal form denilen Form II DNA’y1 olusturur. DNA enzimle kesildigi zaman Form

| ve Form II DNA’lar1 arasinda gog¢ eden bir Form III DNA ortaya ¢ikar [189].

Bu tezde g¢alisilan 2-piridil-siklotrifosfazen ve tuzlarinin azalan konsantrasyona bagli bir
sekilde plazmit DNA’nin hareketliligi lizerine kesme, parcalama seklinde etki gosterdigi
gozlenlenmistir. Bilesiklerin DNA’ya baglanip baglanmadigini ve baglandi ise hangi
niikleotitlerinden baglandigin1 belirlemek amaciyla BamHI ve Hindlll enzimleriyle
restriksiyon analizi yapilmistir. Restriksiyon enzimlerinden BamHI DNA’nin 5’-
G/GATCC-3’ niikleotit bolgesine baglanirken Hindlll enzimi ise DNA’nin 5’-A/AGCTT-
3’ niikleotit bolgesine baglanir. BamHI enzimiyle yapilan kesim sonucunda bilesiklerin
hepsinin DNA’ya baglanmadigi goriilmistiir. Bu enzim kesiminde sadece Hindlll ile
yapilan kesimde GTS8 bilesigi kesilmemistir. Yani DNA’ya Adenin/Adenin niikleotit
dizisinden baglanmistir. Bu ¢alismada DNA’da etkili olan bazi bilesiklerden GT6, GT7,
GTS8 bilesiklerinin sitotoksik aktivitesi saglikli L929 fibroblast hiicre hattt ve MDA-MB-
231 meme kanseri hiicre hattinda arastirilmistir. Sitotoksik aktivite sonuglarina gore L929
saglikl1 fibroblast hiicre hattinda diislik konsantrasyonda (12,5ug/mL) en yiiksek sitotoksik
etkiyi GT7 bilesigi gostermistir. Cilinkii saglikli hiicrelerin yiizde canlilik oranini
azaltmistir. Bu konsantrasyonda orta derecede sitotoksik etki gosteren bilesik GT6’dir. En
az sitotoksik etki gosteren bilesik ise GT8’dir. Bu bilesik hiicre canlilik oranini arttirmistir.
En diisiik konsantrasyonda (12,5ug/mL) MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinda en
yiiksek sitotoksik etkiyi GTS bilesigi gostermistir. Kanser hiicresi canliligin1 6nemli 6l¢iide
azaltmistir. Bu hiicre hattina orta derecede sitotoksik etki gosteren GT6 bilesigidir. En az
sitotoksik etki yapan bilesik ise GT7 bilesigidir. Ciinkii bu konsantrasyonda kanser hiicre
canliligini1 6nemli dlgiide arttirmistir. Her ii¢ bilesik de secici toksisite gostermistir. Yani
genel olarak bilesikler sagliklt 1929 fibroblast hiicrelerinde hiicre canliligini 6nemli bir
Olgliide azaltmazken, MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinda kanserli hiicrenin
canlilik oranini 6nemli 6l¢lide diisiirmiistiir. Kanser tedavisinde de asil istedigimiz zaten
saglikli hiicreye ¢ok fazla zarar vermemekle birlikte kanser hiicresinin bdliinebirligini yani
yasam oranini azaltmasidir. Bu sekilde olmasi c¢alismanin amaci ile Ortiistiiglini

gostermektedir.
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Bu yiiksek lisans tez c¢aligmasi kapsaminda 2-piridil-siklotifosfazen ve tuzlarn ile
gerceklestirilen ilk biyolojik aktivite ¢aligmasidir. Bu ¢aligmada kullanilan siklotrifosfazen
bilesiklerinin farkli patojen ve mayalar iizerindeki antimikrobiyal aktivitesine bakilmis ve
besiyerinde olusturdugu inhibisyon zon caplar1 Olgiilmiis ve genel olarak bilesiklerin
gostermis oldugu antifungal etkinin antibakteriyel etkiden daha diisiik oldugu goriilmiistiir.
Antimikrobiyal aktiviteye sahip olan bilesiklerin MIK, MBK, MFK degerleri
mikrodiliisyon yontemi ile belirlenmistir. Bu yontemle bilesiklerin mikroorganizmalari
inhibe ettigi veya 0ldiirdiigli konsantrasyon belirlenmistir. Bunlarin yaninda bu bilesiklerin
baska mikroorganizmalar {izerinde de antimikrobiyal aktivitesinin arastirilmast
onerilmektedir. Bilesiklerin plazmit DNA ile etkilesimleri agaroz jel elektroforez yontemi
ile incelenmistir. Bunun sonucunda bilesiklerden bazilarinin plazmit DNA’nin hareketini
onemli Ol¢iide yavaslattigi, hizlandirdigl, parcaladigi seklinde etkileri gézlemlenmistir.
Bunun yaninda BamHI ve HindIIl enzimleri ile yapilan restriksiyon analizi sonucunda
sadece GT8 bilesiginin HindIIl enzimi ile kesimi hari¢ diger bilesiklerin DNA’y1 kestigi
belirlenmistir. Bu ¢alisma sonuglarmma gére GT16 (NN dondrlii tamamen piperidin
stibstitiie gentisik asit fosfazenyum tuzu) ve GTI1 (NN dondrlii tamamen piperidin
stibstitiie trimerik fosfazen)’in iyi bir antibakteriyel ajan olabilecegi ve GT8 (NN dondrlii
tamamen morfolin siibstitiie trimerik fosfazen) bilesiginin antikanser ajan olabilecegi
diisiiniilmektedir. Ancak bu maddelerin antimikrobiyal, sitotoksik aktiviteleri ve DNA ile
etkilesimlerinin yaninda antiproliferatif, antitiiberkiiloz, antioksidan gibi daha ¢ok ¢esitli

biyolojik aktivitelerine bakilarak calismalar yapilmasi1 gerekmektedir.
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