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OZET

Bu calisma kapsaminda NN donérlii diamin bilesiginin oktaklorosiklotetrafosfazen
(N4P4Clg; tetramer) ile tepkimesinden olusan kismen siibstitiie bis-ferrosenil-2-trans-6-
dispiro- (2), bilesiginin asir1 miktarda sekonder aminler (pirolidin, morfolin, piperidin, 1,4-
dioksa-8-azaspiro[4.5]dekan [DASD]), diaminler (N-metiletilendiamin ve N-metil-1,3-
propandiamin) ve dioller (2,2,3,3-tetrafloro-1,4-biitandiol ve 2,2-dimetil-1,3-propandiol) ile
etkilestirilmesinden olusan tamamen ve kismen siibstitiie siklotetrafosfazen bilesiklerinin
cesitli patojen mikroorganizmalar tizerindeki antimikrobiyal aktivitesi, DLD-1 kolon kanser
ve 1929 fibroblast hiicre hatlar1 {izerine sitotoksik aktivitesi ve DNA iizerine etkisi
incelenmistir. Bilesiklerin antimikrobiyal aktivitesi agar kuyu diflizyon yontemi ile; yiiksek
antimikrobiyal aktivite gdsteren bilesiklerin minimal inhibitdr konsantrasyon (MIK),
minimal bakterisidal konsantrasyon (MBK) ve minimal fungisidal konsantrasyon (MFK)
degerleri mikrodiliisyon yontemi ile belirlenmistir. Calismada kullanilan bilesiklerin
genelinin mikroorganizmalar {izerinde antimikrobiyal etki gosterdigi, diamin siibstitiie
bilesiklerin etkinliginin ise diger bilesiklere oranla daha yiiksek oldugu ve bilesiklerin MIK
degerlerinin oldukg¢a diisiik konsantrasyonlardan biiyiik konsantrasyonlara degistigi (15,63-
2000 pM) gozlenmistir. Bilesiklerin sitotoksik aktiviteleri WST-1 yontemi ile belirlenmistir.
Kullanilan siklotetrafosfazen bilesiklerinin DLD-1 kolon kanser ve L929 fibroblast hiicre
hatlarina konsantrasyona (200-12,5 pg/ml) bagl olarak etki gosterdigi, diamin siibstitiie
bilesiklerin etkinliginin diger bilesiklerden daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Agaroz jel
elektroforez yontemi ile bilesiklerin DNA ile olan etkilesimleri incelenmis ve bu etkinin
bilesiklerin DNA’ya G/G ve A/A niikleotitlerinden baglanma ve DNA’da kiriklar olusturma
seklinde oldugu tespit edilmistir. Sonug olarak diamin siibstitiie bilesiklerin antimikrobiyal
ve sitotoksik etkilerinin diger bilesiklere oranla daha yiiksek oldugu; diamin ve pirolidin
stibstitiie bilesiklerin DNA ile olan etkilesimlerinin morfolin, DASD, piperidin ve dialkoksi
stibstitiie bilesiklerden daha yliksek oldugu belirlenmistir.

Bilim Kodu . 20326

Anahtar Kelimeler : Bis-ferrosenil-siibstitiie  siklotetrafosfazen, sitotoksisite, DNA
etkilesimi

Sayfa Adedi : 88

Danigman : Prof. Dr. Leyla ACIK
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ABSTRACT

In extent of this study, partly-substituted bis-ferrosenil-2-trans-6-dispiro- (2) is formed from
the reaction of NN donor diamine compound with octaclorocyclotetraphophazane (N4P4Cls;
tetramer) and interaction of this compound with the excess amount of secondary amines
(pyrolidine, morpholine, piperidine, 1,4-dioksa-8-azaspiro[4.5]dekan [DASD]), diamines
(N-methyletilendiamine and N-metil-1,3-propandiamine), diols (2,2,3,3-tetrafloro-1,4-
butandiol and 2,2-dimethyl-1,3-propandiol) caused generation of completely and partly
substitued cyclotetraphophazane compounds which antimicrobial activation on various
pathogen microorganisms, cytotoxic activities on DLD-1 colon cancer and L.929 fibroblast
cell lines and the interaction with plasmid DNA is examined. The antimicrobial activities of
the compounds was determined by agar well diffusion method; the minimum inhibitor
concentration (MIC), minimal bactericidal concentration (MBC) and minimal fungicidal
concentration (MFK) values of the compounds which have high antimicrobial activities were
determined by microdilution method. Most of the compounds used in the study showed
antimicrobial activity on microorganisms and the activities of the diamine substitued
compounds were higher than the other compounds and MIC values of the compounds was
found in considerably low concentrations (15,63-2000 uM). The cytotoxic activities of the
compounds were determined by the WST-1 method. It has been determined that the
cyclotetraphosphazene compounds have a concentration dependent effect on DLD-1 colon
cancer and 1929 fibroblast cell lines (200-12.5 pg/ml) and the activities of the diamine
substitued compounds are higher than the other compounds. Interactions of the compounds
with plasmid DNA were examined by using agarose gel electrophoresis method and the
compounds were found to have DNA cleavage and binding activity of the DNA from G/G
and A/A nucleotides. As a result, it has been found that the antimicrobial and cytotoxic
effects of the diamine substitued phosphazenes are higher than the other compounds;
interactions of the diamine and pyrrolidine substitued compounds with DNA were found to
be higher than the morpholine, DASD, piperidine and dialkoxy substituted compounds.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Xil

Bu c¢alismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler

°C
ml
ul
pM
ng
pm
mm
\%
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Kisaltmalar
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Northen Regional Research Laboratory
Riboniikleik asit



1. GIRIS

Fosfazenler yapilarinda, tekrarlayan fosfor ve azot (-P=N-) atomlar1 arasinda ¢ift bag
bulunduran, g¢esitli biyolojik aktiviteye sahip bilesiklerdir. Fosfazenler yapisal olarak
siniflandirildiklarinda  diiz, halkasal ve polimerik olmak tizere 3 farkli gruba
ayrilmaktadirlar. Bu siniflandirma igerisinde gergeklestirdikleri yer degistirme reaksiyonlari
sonucunda farkli yan gruplarla bag olusturup ¢esitli 6zellikler kazanabilen siklofosfazenler
oldukca dikkat ¢cekmektedir. Siklofosfazenler tekrarlayan [(N=PX>).] (X=I, Br, CI ve
organik gruplar) birimlerinden olusan heterosiklik halkalardir. Aragtirmacilarin ilgisini en
cok ceken gruplar klorosiklofosfazenler igerisinde yer alan hekzaklorosiklotrifosfazen
(N3P3Cle) ve oktaklorosiklotetrafosfazendir (N4P4Clg). Bunlardan
oktaklorosiklotetrafosfazen hakkindaki literatiir bilgisi oldukca kisitlidir [1]. Ayrica ferrosen
tiirevlerinin tetramerik fosfazen halkasina baglanmasi sonucu olusan elektroaktif ferrosenil-
fosfazenler ile ilgili az sayida ¢alisma mevcuttur [2]. Mevcut ¢alismalar ¢esitli fosfazen
tiirevlerinin antikanser, antimikrobiyal ve antitiiberkiiloz gibi biyolojik aktivitelere sahip
oldugunu ve gostermektedir [3]. Ancak bu calismada kullanilan bis-ferrosenil-siibstitiie
siklotetrafosfazen tiirevleri ile ilgili yapilan ilk biyolojik aktivite ¢alismasi olup literatiirde

konuyla ilgili baska bilgi bulunmamaktadir.

Enfeksiyon hastaliklar1 patojen mikroorganizmalar tarafindan olusturulan her yil diinya
capinda bircok insanin hayatin1 kaybetmesine sebep olan kiiresel bir saglik sorunudur.
Enfeksiyonel hastaliklar1 tedavi etme amaciyla antibiyotikler kullanilmaktadir fakat
mikroorganizmalarin kullanilan antibiyotiklere kars1 olusturduklar1 direng sebebiyle
kullanilan mevcut ilaglar etkisini yitirmekte ve hastalar tedaviye yanit vermemektedir [4].
Mikroorganizmalar birden fazla diren¢ mekanizmasina sahip olabilmektedir ve bu
mekanizmalar ilacin dogasina, mikroorganizmanin tiiriine, kromozomal mutasyon veya
plazmit iligkili olmasina ve konaktaki hedef bolgeye bagl olarak etki etmektedirler [5]. 2014
yilinda Diinya Saglik Orgiitiiniin (WHO) yayinladig1 kiiresel rapora gore yaygin enfeksiyon
hastaliklarinin kaynag1 olan patojen mikroorganizmalar ve bunlarin antibiyotiklere karsi
gelistirdigi diren¢ mekanizmalari ile ilgili bilgiler yer almaktadir. Bu mikroorganizmalardan
kaynaklanan enfeksiyon hastaliklarinin gelecekte biiyiik salginlara sebebiyet verebilecegi

belirtilmistir [4]. Bu sebeple enfeksiyonel hastaliklara neden olan ve antibiyotiklere karsi



direng gelistirmis olan mikroorganizmalara kars1 etkili olabilecek antimikrobiyal ajanlarin

gelistirilmesi gerekmektedir [6].

Enfeksiyon hastaliklar1 gibi yaygin goriilen bir diger saglik sorunu ise kanserdir. Bir veya
birka¢ hiicrede biiylime kontroliiniin kaybolmasi ile baslayan; invazif nitelik tasiyan ve
metastaz yapma ozelligi ile kendini gosteren kanser tiim diinyada en sik goriilen ve 6liim
orani en yiiksek olan hastaliktir. Kanser tedavisinde standart olarak kemoterapi, radyoterapi,
cerrahi yontemler ve bunun yam sira daha az siklikla gen tedavisi, asilar, hormonal ve
hedeflenmis tedavi gibi uygulamalar kullanilmaktadir [7]. Kemoterapi i¢in kullanilan ilaglar
timor hiicrelerine segici olarak zarar vermekte veya bu hiicrelerin proliferasyonunu
kisitlamaktadir ancak bu aktivitesini gosterirken saglikli hiicrelere de zarar verebilir ve
bunun sonucunda kemik iligi baskilanmasi, gastrointestinal sistem lezyonlari, sa¢ kayb,
bulant1 ve klinik direng gelismesi gibi yan etkiler ortaya ¢ikabilir [8]. Bu sebeple son yillarda
aragtirmacilar kanser hiicrelerine segici toksisite gosteren hedefe yonelik ilaglar tasarlamak
icin yogun caba sarf etmektedir. Cesitli kanser tiirleri vardir. Bunlardan en yaygin olanlar
akciger ve meme kanseridir. Tiim kanser tiirleri i¢inde en sik goriilen 3. kanser tipi olan
kolorektal kanser tiim diinyada 2005 yilinda 675 500 kisinin liimiine sebep olmusken 2015
yilinda 832 000 6liime sebep olarak %23,2 artis géstermistir [9]. Cesitli fosfazen tiirevlerinin
farkli kanser hiicreleri tizerindeki sitotoksik aktivitesi ortaya konmustur ancak bu ¢alismada
kullanilan fosfazen bilesiklerinin sitotoksik aktiviteleri ile ilgili yapilan bir ¢alisma

bulunmamaktadir [10, 11].

En 6nemli antikanser ila¢ siniflarindan biri olan DNA-interaktif ajanlarin alkilleme, ¢apraz
baglama, topoizomeraz inhibitérii ve DNA’ya baglanma, DNA’y1 kesme gibi 6zellikleri
bulunmaktadir [8]. Bu nedenle tasarlanan ve yeni gelismekte olan antikanser ve

antimikrobiyal ajanlarin bu molekiil {izerindeki etkileri 6nem arz etmektedir.

Bu c¢alisma kapsaminda ferrosenkarboksaldehit ile N-metil-1,3-propandiaminin
etkilestirilmesi sonucu elde edilen Schiff bazinin NaBHj4 ile indirgenmesi ile olusan NN
dondrlii  diamin bilesiginin  oktaklorosiklotetrafosfazen = (N4P4Clg; tetramer) ile
tepkimesinden olusan kismen siibstitiie bis-ferrosenil-2-trans-6-dispiro- (2), bilesiginin asir
miktarda sekonder aminler (pirolidin, morfolin, piperidin, 1,4-dioksa-8-azaspiro[4.5]dekan
[DASD]), diaminler (N-metiletilendiamin ve N-metil-1,3-propandiamin) ve dioller (2,2,3,3-

tetrafloro-1,4-biitandiol ve 2,2-dimetil-1,3-propandiol) ile etkilestirilmesinden olusan



tamamen ve kismen slibstitiie siklotetrafosfazen bilesiklerinin ¢esitli  patojen
mikroorganizmalar iizerindeki antimikrobiyal aktivitesi, DLD-1 kolon kanseri ve 1929
fibroblast hiicre hatlar1 {izerine sitotoksik aktivitesi ve plazmit DNA ile olan etkilesimi
incelenmistir. Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Boliimii laboratuvarlarinda
sentezlenmis olan fosfazen bilesiklerinin insan patojeni olan Bacillus cereus NRRLB-3711,
Bacillus subtilis ATCC 6633, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis
ATCC 29212, Enterococcus hirae ATCC 9790, Escherichia coli ATCC 35218, Proteus
vulgaris RSKK 96029, Klepsiella pneumaniae ATCC 13883, Staphylococcus typhimurium
ATCC 14028 bakterileri ve Candida albicans ATCC 10231, Candida krusei ATCC 6258,
Candida tropicalis NRRL Y-12968 mayalar {izerindeki antimikrobiyal aktivitesi kuyu
difiizyon yontemi ile incelenmis; antimikrobiyal aktivite gdsteren bilesiklerin minimum
inhibitdr konsantrasyon (MIK), minimum bakterisidal konsantrasyon (MBK) ve minimum
fungisidal konsantrasyon (MFK) degerleri ise mikrodiliisyon yontemi ile incelenmistir.
Bilesiklerin DLD-1 kolon kanser ve 1.929 fibroblast hiicre hatlarindaki sitotoksik aktivitesini
belirlemek amaciyla WST-1 yontemi, bilesiklerin plazmit DNA {izerine olan etkilerini
incelemek amaciyla da agaroz jel elektroforezi yontemi kullanilmistir. Bilesiklerin DNA’ya
baglanip baglanmadigini anlamak eger baglanma varsa hangi niikleotidden baglandigini
anlamak icin bilesikler ile muamele edilmis plazmit DNA’ya BamHI ve HindlIll restriksiyon
endoniikleazlar ile kesime tabi tutulmustur. Bu ¢alisma tetramer ile ferrosenilaminlerin,
ferrosenildiaminlerin ve ferrosenildiollerin reaksiyonu sonucu elde edilen yeni bisferrosenil
stibstitiie siklotetrafosfazen tiirevleri ile yapilan ilk biyolojik aktivite ¢aligmasi olup; ¢alisma
sonunda elde edilen verilerin toplumun saglik sorunlari arasinda kendilerine 6nemli bir yer
edinmis olan enfeksiyon hastaliklar1 ve kanser tedavisinde kullanilan ilaglarin
gelistirilmesinde ve yeni kimyasal {riinlerin sentezlenmesinde katki saglayacagi

diistiniilmektedir.






2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Fosfazenler ve Genel Ozellikleri

Siral1 (P=N)a(n=3-12) birimlerinden olusan fosfazenler organik karakter tasiyan, bilinen ilk
anorganik halkali bilesiklerdir. Fosfor ve azot elementleri arasindaki ¢ift bag anorganik
olduklarini gosterirken organik ¢oziiciilerde ¢oziinmeleri organik karaktere sahip olduklarini
gostermektedir [1, 12]. Fosfazenler -P=N- bagina sahip bilesikler arasinda en ¢ok ¢alisilan
grup olup ayrica inorganik makro molekiiller arasinda en kalabalik smifa sahiptir [12]. Tlk
fosfazen bilesigi olan hekzaklorosiklotrifosfazen (N3P3Cls) 1834 yilinda sentezlenmis olup
Gladstone, Halmer ve Wichelhous tarafindan fosfazen bilesiginin molekiil formiiliiniin
(NPCL); oldugu ispatlanmistir. (NPCL), yapisindaki bilesikler 1890’11 yillarda Stokes
tarafindan ¢alisilmis ve n=4, 5, 6 ve 7 olan bilesiklerin halkali yapida olduklar1 agiklanmistir
[13, 14]. 1950’leri takip eden yillarda fosfazenlerin farkli organik gruplarla verdikleri
tepkimelerden yararlanilarak farkli ozellikler tagiyan bircok organofosfazen bilesigi
sentezlenmistir [15]. Fosfazenler yapisal olarak diiz zincirli [(R)HN=PX3, XoP(Y)N=PX3
(R:alkil; X: halojen, alkil, aril, alkoksi, amino; Y: O,S )], halkali [(NPX>)n (F, CI, Br: n=3-
12)] ve polimerik [X2P(Y)-(N=PX>)n-N=PXj3 (R=alkil, X=halojen, alkil, aril, alkoksi,
amino; Y=0,S)] olmak iizere li¢ gruba ayrilmaktadir. Fosfazen bilesiklerinde isimlendirme
yapilirken halkali olanlar siklo olarak isimlendirilir. Tri, tetra, penta ve poli Onekleri
polimerizasyon derecesini nitelendirmek ic¢in kullanilir. Bilesiklerin geometrik izomerleri
geminal ve non-geminal ifadeleri ile belirtilir. Tki disli ligandlar olmas1 durumunda spiro-,
ansa-, bino- 6nekleri kullanilmaktadir [15]. Giiniimiize kadar olan siirede sentezlenmis olan
cok sayida diiz zincirli, halkali ve polimerik fosfazen tiirevleri bulundurduklar: aktif merkez
sayesinde farkli gruplarla siibstitiisyon tepkimeleri vererek kazandiklari farkli 6zellikler
sayesinde kendilerine olan ilgiyi artirmis ve gesitli alanlarda kullanilmalarint saglamistir.
Fosfazen bilesiklerinin kullanim alanlarindan bazilari; yeni fosfazen bilesikleri icin ¢ikis
maddeleri, karbon temelli bilesiklerde siibstitiie grup olmalari, boya ve katalizorlere destek
maddeleri, subra molekiiller i¢in kaynak [16, 17], biyolojik uyumlu materyaller, elastomerik
yapidaki polimerler, yanmaz fiberler, yar1 iletken maddeler [18], yapay niikleazlar ve ilag

tasarlamadir [19].



2.2. Enfeksiyon Hastaliklar1 ve Enfeksiyona Sebep Olan Mikroorganizmalar

Mikroorganizmalar, bir veya daha fazla hiicreye sahip mikroskobik canlilar1 ve hiicre
yapisinda olmayan virlisleri igeren, genis bir gruptur [20]. Konak canli ve
mikroorganizmalar iki sekilde bir araya gelmektedir. Bunlardan ilki, birliktelik sirasinda
konak canlinin zarar gordigii; digeri ise konak canlinin herhangi bir olumsuz etkiyle
karsilagsmadig1 ve genellikle fayda gordiigli durumdur. Birinci durumda konaga zarar veren
mikroorganizmalar patojen olarak adlandirirken patojen mikroorganizmalar canlida
enfeksiyona sebep olabilmektedir [21]. Patojen mikroorganizmalarin viicuda yerlesmesi ve
cogalmast ya da dogal florada bulunan mikroorganizmalarin asir1 miktarda ¢ogalmasi
sonucu cesitli etki ve toksinler meydana gelir. Dokularin bu etki ve toksinlere karsi
gosterdikleri tepki enfeksiyon olarak tanimlanmaktadir. Enfeksiyona sebep olan

mikroorganizmalar dort gruba ayrilmaktadirlar; viriis, bakteri, fungus ve parazitler [20].

Ikinci durumda konak canlida dogal olarak bulunan ve normal kosullarda insan saglig1 icin
faydali olan bu mikroorganizmalar ise mikrobiyom, flora veya mikrobiyota olarak

adlandirilmaktadir [21].

Mikroflora viicudun farkli bolgelerinde degisiklik gostermektedir. Deride Pseudomonas,
Acinetobacter, Malassezia, Micrococcus, Pityrosporum ve Propionibacterium; agizda
Fusobacterium, Veillonella, Geotrichum, Capnocytophaga ve FEikenella; solunum
sisteminde Neisseria ve Haemophilus; sindirim sisteminde Bacteroides, Bifidobacterium,
Ruminococcus, Methanobrevibacter ve Eubacterium; irogenital sistemde Ureaplazma,
Mycoplazma, Mycobacterium ve Torulopsis cinsleri yer almaktadir. Ayrica bunlarin disinda
viicutta birden fazla bdlgede yer alan cinslerde bulunmaktadir. Ornegin; Corynebacterium
cinsi bakteriler deri, agiz, solunum sistemi ve iirogenital sistem florasinda, Lactobacillus
cinsi bakteriler agiz, sindirim sistemi ve tirogenital sistem florasinda, Peptostreptococcus
cinsi bakteriler sindirim sistemi ve iirogenital sistem florasinda yer almaktadir. Bunlara ek
olarak Streptococcus, Staphylococcus, Escherichia, Candida, Klebsiella ve Proteus cinsi
mikroorganizmalarda viicutta birden fazla bodlgede bulunmaktadir. Viicudun ¢esitli

bolgelerinde yer alan mikroorganizma cinsleri Cizelge 2.1°de gosterilmektedir [20].



Cizelge 2.1. Saglikli bir insan florasinda bulunan mikroorganizmalar [20]

Anatomik Bolge Cins
Acinetobacter, Corynebacterium, Enterobacter, Klebsiella,
Deri Malassezia, Micrococcus, Pityrosporum, Propionibacterium,
Proteus, Pseudomonas, Staphylococcus, Streptococcus
Streptococcus, Lactobacillus, Fusobacterium, Veillonella,
Agiz Corynebacterium, Neisseria, Actinomyces, Geotrichum, Candida,
Capnocytophaga, Eikenella, Prevotella, spiroketler (pek ¢ok cinsi)
Streptococcus, Staphylococcus, Corynebacterium, Neisseria,
Solunum Sistemi
Haemophilus
Lactobacillus, Streptococcus, Bacteroides, Bifidobacterium,
Eubacterium, Peptococcus, Peptostreptococcus, Ruminococcus,
Sindirim Sistemi  Clostridium, Escherichia, Klebsiella, Proteus, Enterococcus,
Staphylococcus, Methanobrevibacter, Proteobacteria,
Actinobacteria, Fusobacteria
Escherichia, Klebsiella, Proteus, Neisseria, Lactobacillus,
Urogenital Corynebacterium, Staphylococcus, Candida, Prevotella,
Sistem Clostridium, Peptostreptococcus, Ureaplasma, Mycoplasma,

Mycobacterium, Streptococcus, Torulopsis

Fosfazen bilesiklerinin antimikrobiyal aktivitesinin arastirildigi bu tez ¢caligmasi kapsaminda

calisilan mikroorganizma gruplari olan bakteri ve funguslarla alakali bilgiler verilmektedir.

2.2.1. Bakteriler

Prokaryotik hiicre yapisinda olan, tek hiicreli mikroskobik canli gruplarindan biri
bakterilerdir. Hiicre morfolojileri kok, spiral, spiroket, basil ve filamentéz gibi ¢ok ¢esitli

olabilmektedir (Resim 2.1) [20].
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Resim 2.1. Bakterilerin morfolojileri [20]

Prokaryotik hiicreler yapi olarak Okaryotlardan farklidir. Bu hiicrelerde zarla cevrili
organeller yoktur. DNA, sitoplazmada serbest halde bulunur ve bu sebepten DNA
replikasyonu, transkripsiyon, translasyon, temel metabolik olaylar ve solunum sitoplazmada
gerceklesmektedir. Genetik bilgi tek bir halkasal kromozomda depolanmaktadir. Bakteri
kromozomu yapisal olarak dkaryotik kromozomdan daha basit yapida, daima cift iplikli tek
bir DNA molekiiliinden olusmus ve genellikle halkasaldir. Bakteriyal kromozom bazen
niikleoid olarak adlandirilan bir yap1 i¢erisinde sikismis olarak bulunur ve biiyiikliik olarak
farkli tiirlerde cesitlilik gostermektedir. Bakterilerde genetik varyasyon plazmitler,
bakteriyofajlar ve transpozonlar aracilifiyla saglanmaktadir Bir sitoplazma zan
sitoplazmay1 cevreler ve zar yapisinda, salgi ve sinyal proteinleri ve permeazlar bulunur
[22]. Bakteri hiicrelerinde en dista mureinden olusan bir hiicre duvari bulunur. Bu hiicre

duvari bakteriler arasinda farklilik gostermektedir [22].

Hans Christian, Gram boyama teknigini kullanarak bakteri hiicrelerinin hiicre duvarinda
bulunan bu farkliliklardan yararlanmis ve Gram pozitif ve Gram negatif olarak bakterileri
ayirmistir [23].Hiicre duvar1 Gram pozitif bakterilerde tek tabakali ve kalinken Gram negatif
bakterilerde ¢ok tabakalidir. Her iki hiicre duvarinda da ortak olarak peptidoglikan (murein)

tabaka bulunmaktadir. Peptidoglikan N-asetilmuramikasit ve N-asetilglukozamin



bilesenlerinin B-1,4 glikozit bag ile bir araya gelmesinden olusan bir polisakkarit zinciridir.
Tetrapeptid kisim ise D-glutamikasit, diaminopimelikasit, L-alanin, D-alanin gibi
aminoasitler icermektedir (Sekil 2.1). Gram pozitif bakterilerin hiicre duvarinda teikoik asit
bulunmaktadir. Teikoik asit icerdigi fosfat gruplarindan dolay1 hiicre yilizeyinin negatif

yiiklii olmasina neden olmaktadir [20, 24].

N-asetilghikozamin (G) ~ N-asetilmuramik asit (M)

Lirozime duyarh bag
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Sekil 2.1. Peptidoglikan tabakanin sematik gosterimi [25]

Gram negatif bakterilerde hiicre duvar1 ¢ok tabakalidir. Peptidoglikan tabakanin disinda bir
dis zar bulunmaktadir ve iki zar arasinda Gram pozitif bakterilerde bulunmayan periplazmik
bosluk yer almaktadir. Periplazmik boslukta protein, sindirim enzimleri, su ve besin
maddeleri bulunmaktadir. Lipopolisakkarit (LPS) tabakas1 da denilen bu dis zar polisakkarit
icermektedir ve ¢ift katli lipitten olugsmaktadir. LPS dis zar yapisi olarak bakterinin dis



10

etmenlere karsi kendini savunmasinda da gorev almaktadir. Sekil 2.2°de Gram pozitif (a) ve
Gram negatif (b) hiicre duvarlarimin ¢izimleri ve Gram pozitif bir bakteri olan
Staphylococcus aureus ve Gram negatif bir bakteri olan Escherichia coli’ye ait gram boyama
fotografi yer almaktadir. Gram pozitif (c) ve Gram negatif (d) bakterilere ait transmisyon
elektron mikrograflari ve Gram pozitif (e¢) ve Gram negatif (f) bakterilere ait taramali

elektron mikrograflar gosterilmektedir [20, 24].

(d)

Sekil 2.2. Bakterilerde hiicre duvarlar1 [20]
2.2.2. Mayalar

Tek hiicreli 6karyotik canlilar olan mayalar, funguslar igerisinde yer alir. Hiicre zar1 ve hiicre
duvar1 bulunan elips seklinde morfolojiye sahip canlilardir. Igeriginde cesitli yapilar (lipid,
protein, polifosfat, inorganik iyonlar) bulunan maya hiicre duvarinin % 80-90’1 polisakkarit

yapidadir [26]. Hiicre duvar1 glukanlar, kitin ve mannoproteinlerden olusur ancak fungal
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tiirler arasinda hiicre duvari igerigi farkliliklar gostermektedir. Yapida temel olan glukandir.
Hiicre duvarinda i¢ kisimda hidrojen bagi ile birbirine tutunmus B-(1,3) glukan ve kitin
bulunur. Bu yapiya B-(1,6) glukan, mannan ve ¢esitli proteinler baglidir. Mikrofibriler
yapida sekillenen glukanlar dayanikli bir hiicre duvar1 yapis1 saglamaktadir. Bazi yapisal
proteinlerinde yerini alabilen mannoproteinler hiicre gegirgenliginde gorev almaktadir.
Mayalarda hiicre duvarinin % 2-4 kadarimi olusturmakta olan kitin ise N-asetilglukozamin

polimeridir (Sekil 2.3) [27, 28].

Sekil 2.3. Candida mayasinin hiicre duvar yapisi [28]

2.3. Antimikrobiyal Maddeler

Mikroorganizmalarin gelisimini Onleyen veya inhibe eden bilesikler olarak adlandirilan
antimikrobiyal maddeler ylizyillardir insanlar tarafindan enfeksiyon hastaliklarin
tedavisinde kullanilmaktadir. Mikroorganizmalardan elde edilen antimikrobiyal ajanlar i¢in
gecmiste “antibiyotik” terimi kullanilmis olsa da giiniimiizde bu terim hem
mikroorganizmalarin iiretmis oldugu hem de sentetik yollardan elde edilen antimikrobiyal
ajanlar icin kullanilmaktadir [29]. Antimikrobiyal ajanlar mikroorganizmalar iizerinde iki
sekilde etki gOsterebilmektedir. Bunlardan biri mikroorganizmalarin iiremesine etki eden

mikrobiyostatik etki digeri ise mikroorganizmalar1 o6ldiiren mikrobisit etkidir.
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Antimikrobiyal maddelerin kullaniminda konak ve etkene bagli faktorler onem arz
etmektedir. Bu faktorler arasinda en énemli olan ise kullanilan ilacin enfeksiyon etkenine
kars1 secici toksisite saglamasidir. Bu kriterlerin dikkate almmadigr durumlarda ise
mikroorganizmalar mevcut antimikrobiyal ajanlara kars1 direng olusturmakta bu da yeni ve
daha etkili ila¢g arayiglarinin ortaya c¢ikmasma sebep olmaktadir [4, 30]. Etkiledigi
mikroorganizmanin tiirine gdre antimikrobiyal ajanlar antiviral, antiprotozoal,
antibakteriyel ve antifungal ajanlar olarak ayrilmaktadir. Bu ¢alisma kapsaminda enfeksiyon
etkeni olarak ¢esitli bakteri ve mayalar kullanildig1 i¢in antibakteriyel ve antifungal ajanlarin

ozelliklerinden bahsedilmistir.

2.3.1. Antibakteriyel ilaclar

Enfeksiyon kaynakli hastaliklari tedavi etme amaciyla kimyasal maddelerin kullanilmasi
fikri Paul Ehrlich tarafindan 6ne siiriilmiistiir. 1928’de Alexander Flemming antibiyotik
olarak penisilini kullanima sunmutur. Flemming’in kesfinden sonra antibiyotik arayislari hiz
kazanmig ve 1962 ve 2000 yillar1 arasinda pek ¢ok yeni ilag sinifit kullanima sunulmustur
[31, 32]. Bu ila¢ smniflar1 B-laktamlar, kinolonlar, aminoglikozidler, makrolidler ve
poliketidlerdir. 1962 ve 2000 yillar1 arasinda gelistirilen bazi ila¢ siiflart Sekil 2.4’te
gosterilmektedir [32].

Kinolonlar
Siilfa flaclar folat Fenil propanoidler Makrolidler niikleik asit Streptograminler ribozomlarn
melcanizmasim ribozomlan ribozomlan replikasyomum hedeflemektedir
hedeflemektedir hedeflemektedir hedeflemeltedir hedeflemektedir (Sinersid gibi)
(trimetoprin gibi) (Kloramfenikol gibi) (eritromisin gibi) (siprofloksasin)

1952 1958 1962

1950

B-laktamlar Poliketidler Aminoglikozidler Glikcopeptidler Oksazolidinonlar
membran sentezini ribozomlar ribozomlary membran sentezini ribozomlan
hedeflemektedir hedeflemelktedir hedeflemelctedir hedeflemektedir hedeflemelctedir
(ampisilin gibi) (tetrasiklin gibi) (gentamisin gibi) (vankomisin gibi) (linezolid gibi)

Sekil 2.4. Klinik kullanimda olan antibiyotik siniflar1 ve hedefleri [34]
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Toplumdan ve ozellikle hastanelerden izole edilen Gram negatif ve Gram pozitif
bakterilerde antibakteriyel ilaglara karsi artan diren¢ hem diinyada hem de iilkemizde en
onemli saglik sorunlarindan bir tanesi haline gelmistir. Bu bakterilerin neden oldugu hastane
enfeksiyonlarindaki artis, hasta morbidite ve mortalitesini arttirmaktadir [33]. Gram negatif
ve Gram pozitif bakterilerdeki ¢coklu ila¢ direncindeki artisla birlikte bu bakterilerle olusan
enfeksiyonlara uygun tedavi secenekleri bulmak giderek zorlagmaktadir. Yine bu
bakterilerin gerek nozokomiyal salginlar olusturarak gerekse tedavi sirasinda kullanilan
antibiyotiklere direng gelistirerek klinisyenlere yasattiklar1 sikintilar ise yeni antibakteriyel
gelisimindeki gerekliligi giindeme getirmistir [34]. Tim bu sebeplerden dolayr yeni

antibiyotiklerin gelistirilmesine yonelik ¢aligmalar hiz kazanmistir.

Mevcut antibiyotikler etki gosterdikleri canli gruplart {izerinde farkli yapilarn
hedeflemektedir. Bunlar hiicre duvari, hiicre zar1, niikleik asitler, protein sentezi ve folat
sentezidir. Yukarida verilen hiicre yapilarina etki eden gesitli antibiyotikler Sekil 2.5°te

verilmistir [20].

DNA giraz DNA giidiimlii RNA polimeraz
Sikloserin

Nalidiksik asit _|

Rifampin
Streptovarisinler

. Kinolonlar 7 -
Vankomisin Aktinomisin

Basitrasin
Penisilinler
Sefalosporinler
Monobaktamlar
Karbapenemler

Siprofloksasin
Novobiosin _I

Protein sentezi
(5085 inhibitérleri)
[ Eritromisin (makrolidler)
Kloramfenikol
Klindamisin
Linkomisin

Eolik asit metabolizmas: |

Trimetoprim R
Siilfanomidler S

Protein sentezi
(30S inhibitorleri)

Tetrasiklinler
Spektinomisin
Streptomisin
Gentamisin
Kanamisin
Amikasin
Nitrofuranlar

Sitoplazmik zar yapisi ve
fonksiyonu

Polimiksinler
Daptomisin

\ A Platensimisin

Sitoplazmik Hiicre duvan
zar

PABA
Mupirosin
Puromisin

Sekil 2.5. Cesitli hiicre yapilarina etki eden antibiyotikler [20]

Hiicre duvari sentezini etkileyen antibiyotikler

Hiicrede bu yapiya etki eden antibiyotikler genellikle peptidoglikan tabakanin sentezinde

gorev alan enzim ve molekiilleri inhibe eder. Penisilininde icerisinde yer aldig1  (Beta)-
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laktam grubu antibiyotikler hiicre duvarini etkileyen antibiyotikler arasinda en biiyiik grubu
olusturur. Bu grupta yer alan antibiyotikler isimlerini i¢erdikleri halkasal bir amid olan [-
laktam’dan alir. B-laktam grubu antibiyotikler halkanin yapisina gore farkli alt gruplara
(penemler, karbapenemler, sefemler, okzasefemler, penamlar, klavamlar, monobaktamlar)
ayrilmaktadir. B-laktamlar murein sentezi sirasinda gorev alan transpeptidaz enzimini inhibe
ederek hiicre duvari sentezini engeller ve bakteri hiicresinin lizize ugramasina sebep olur

[20, 35].

Hiicre zar1 yapisina etki eden antibivotikler

Bu grupta yer alan antibiyotikler deterjan gibi davranir ve hiicre zarinin gecirgenligini
olumsuz yonde etkiler. Hiicre duvarinin daha kalin olmasi sayesinde Gram pozitif bakteriler
bu grup antibiyotiklerden Gram negatif bakteriler kadar etkilenmezler. Ayrica bakteri
hiicresinin hiicre zar1 fonksiyonlar1 ile memeli hiicresinin hiicre zar1 fonksiyonlar1 benzerlik
gosterdiginden dolayr bu grupta bulunan antibiyotiklerin kullanimi1 organizma agisindan

tehlike arz etmektedir [23, 36].

Niikleik asitler lizerine etki eden antibiyotikler

Niikleik asitlere etki eden antibiyotikler genellikle bakteriyostatik etki gostermektedirler.
DNA veya RNA’ya etki eden bu grup antibiyotiklerden Kinolonlar topoizomeraz enzimine,
Ansamisinler RNA polimeraz enzimine, Mitomisinler ise DNA replikasyonuna etki ederek

mikroorganizmayi etkilemektedir [23].

Protein sentezini inhibe eden antibivotikler

Bakteri ribozomuna etki eden bu antibiyotikler bakteri ribozomundaki 30S ve 50S alt
birimlerine baglanarak protein sentezinin 3 asamasini; baglama, uzama ve sonlanmay1 inhibe
eder. Bu gruptaki antibiyotikler genis spektrumludur ve etki gosterirken ribozom alt

birimlerine doniisiimlii ya da doniisiimsiiz olarak baglanabilmektedir [23, 35].

Antimetabolitler

Bakterilerdeki folik asit sentezine etki eden bu grup antibiyotikler arasinda en 6nemli olan1

sulfonamidlerdir. Sulfonamidler folik asit sentezinde Onemli bir rol alan
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p-aminobenzoikasit’in (PABA) yapisal olarak benzeri olan p-aminobenzensiifonamid’den
koken alir. Bu sekilde folik asit sentezinde PABA’nin yerine gecerek tetrahidrofolat

sentezini inhibe ederek etkisini gosterir [37].
2.3.2. Antifungal ilaclar

Insanlar ve funguslar dkaryot hiicreli canlilar oldugundan hiicre yapis1 agisindan pek ¢ok
benzerlik gosterir. Bu sebeple funguslarin tedavisi zor ve segici toksisite gosterebilecek
antifungal ajan gelistirilmesi giictiir. Bu sebeple antifungal ajanlarin hedefledikleri yapilarin
funguslara 6zgli metabolik yolaklar olmasi beklenmektedir. Antifungal alaglarin
hedefledikleri yapilar hiicre duvari bilesinleri, ergosterol sentezi, niikleik asit sentezi ve
mikrotiibiil olusumudur. Ornegin; poliyenler ve azoller ergosterol sentezini, niikleik asit
analoglart DNA sentezini, ekinokandinler hiicre duvar1 sentezini, polioksinler ise hiicre
duvart yapisinda bulunan kitin sentezine etki etmektedir. Allilamin ve tiyokarbamatlar
ergosterol sentezini inhibe etmektedir [38]. Baz1 antifungal ajanlar, hedefledikleri yapilar ve

etki mekanizmalar1 Cizelge 2.2°de verilmistir.
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Cizelge 2.2. Bazi antifungal ajanlar, hedefleri ve etki mekanizmalar1 [20, 38]

Antifungal ajanlar Hedef Etki mekanizmasi

Poliyenler (Nistatin, Mantar hiicre duvari ergosteroliine
amfoterisin B, AB Lipit baglanarak hiicre duvari gegirgenligini
kompleks (ABLC), AB Ergosterol sentezi  arttirir. Ozellikle hiicre i¢i K* kaybi
colloidal dispersion (ABCD), hiicrenin canlili§ini yitirmesine neden
Lipozomal AB olur.

Azoller (ketokonazol, Lanosterol 140 demetilaz inhibisyonu,
flukonazol, itrakonazol, Ergosterol sentezi 24 metilen dihidro lanosterol demetilaz
vorikonazol) inhibisyonu

Allilamin ve tiyokarbamatlar . ) ) S
) ) Ergosterol sentezi  Oksidoskualen siklaz inhibisyonu
(naltifin, terbinafin, tolnaftat)

o 5- florourasile doniiserek RNAnin,
Niikleik asit analoglar (5-

o DNA sentezi timine dontiserek ise DNA’nin yapisini
florositozin)
bozar.
Ekinokandinler Hiicre duvari o
. ) 1- 3 beta D-glukan sentetaz inhibitori

(Kaspofungin) sentezi
Polioksinler (Polioksin A, 4 4 - b

o Kitin sentezi Hiicre duvarinda kitin sentez inhibitorii
Polioksin B)

2.3.3. Antimikrobiyal Direng¢

Mikroorganizmalarin kendilerine karst kullanilan antimikrobiyal maddelere duyarl
olmamalar1 ya da Onceden duyarliyken daha sonra bu maddelerden etkilenmemeleri
durumuna antimikrobiyal diren¢ denilmektedir [39]. Antimikrobiyal direng, direnci
olusturan mikroorganizmanin tiiriine gore adlandirilmaktadir. Bu tez ¢alismasinda patojen
bakteri ve mayalar lizerinde calisildig1 icin antibakteriyel ve antifungal diren¢ konulari

irdelenecektir.

Antibakterivel direnc

Enfeksiyon hastaliklarinin  tedavisinde karsilasilan en biiyiik sikintt  patojen
mikroorganizmalarin mevcut antibiyotiklere karst gelistirmis olduklar1 direnctir.

Giliniimiizde enfeksiyon hastaliklarin  tedavisinde karsilasilan en biiyiik sikinti
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mikroorganizmalarin savunma mekanizmalar1 gere§ince antibiyotiklere kars1 gelistirdigi

direnctir. Antibakteriyel diren¢ dogal ve kazanilmig direng olmak iizere iki sekilde

olabilmektedir [39].

1. Dogal direng: Bir tiire ait tlim suslarin bazi antibakteriyel ilaglardan etkilenmemesi dogal
dire¢ ya da duyarsizlik olarak adlandirilmaktadir. Bu direng patojenin i¢inde mutasyon
ve seleksiyon yoluyla kendiliginden (endojen) olusabilmektedir. Bu direng yapisal ve
biyokimyasal 6zellikler ile bakterinin dogasina bagli olusur. Bu dirence sahip bakteriler
antibiyotiklerin baglanma bdlgesini icermeyebilir ya da antibiyotiklerin kimyasal
yapisindaki farkliliklar ile bunlara kars1 diisiik seviyede gegirgenlik gosterir [40].

2. Kazanilmis direng: Dogal sekilde antibiyotiklere duyarli olan bakterilerin sonradan
antibiyotiklerden etkilenmemesi kazanilmis diren¢ olarak adlandirilmaktadir.
Kazanilmis direng, horizontal gen transferi (HGT) yoluyla ¢evredeki organizmalardan
(antibiyotik {reticiler, kommensaller, insan dis1 patojenler, vs) gegerek (ekzojen)
olusabilmektedir [39, 41]. Kazanilmis direng biyokimyasal kaynakli ve genetik kaynakli
gelisebilmektedir. Biyokimyasal kaynakli diren¢ ise dort farkli sekilde
gerceklesmektedir. Bunlar; antibiyotik inaktivasyonu sonucu gelisen, hedef molekiiliin
degismesi sonucu gelisen, aktif pompa sistemleri ve hiicre duvari1 permeabilite sonucu

degisimi sonucu gelisen ve diger direng mekanizmalaridir [41].

Endojen kaynakli direng hedef afinitesini azaltan basit mutasyonlar (Rifamisin, streptomisin
gibi), hedefin yeniden modellenmesini veya afinitesini azaltan ¢gok basamakli mutasyonlar
(florokinolonlar, B-laktamlar, vankomisin gibi), genel efluks mekanizmalar1 (Pseudomonas
icin kullanilan pekcok antibiyotik sinifi), alimin azaltilmasi (porin veya permeaz kaybi)
(karbapenemler), aktivasyon kaybi (metronidazol) ve hedefin artis1 (fosfomisin) seklinde
gerceklesmektedir. Ekzojen kaynakli diren¢ mekanizmalar1 cinse 6zgli disa atim
(tetrasiklin), cinse 0Ozgii yikim (aminoglikozidler), hedef korumu/modifikasyon
(makrolidler), indirgenmis- afinite hedefi ile yer degistirme (trimetoprim) ve hedefin
ayrilmasi (fusidik asit) seklinde gerceklesmektedir. Kullanimda olan mevcut antibiyotiklere
kars1 bakterilerin gelistirdigi ekzojen ve endojen kaynakli direng mekanizmalar1 Cizelge

2.3’te gosterilmektedir [39].



18

Cizelge 2.3. Ekzojen ve endojen kaynakli antibakteriyel direng mekanizmalar1 [39]

Cinse 6zgii efluks (disa atim) (Tetrasiklin, makrolidler)
Cinse 6zgili yikim/modifikasyon (B-laktamlar, aminoglikozidler,
kloramfenikol, streptogramin A, metronidazol, fosfomisin)

Hedef koruma/modifikasyon (Tetrasiklin, makrolidler, linkosamidler,

Ekzojen

oksazolidinonlar, streptograminB)

Indirgenmis-afinite hedefi ile yerdegistirme (B-Laktamlar, vankomisin,
trimetoprim, mupirosin, sulfonamidler)

Hedefin ayrilmasi (Florokinolonlar, fusidik asit)

Hedef afinitesini azaltan basit mutasyonlar (Rifamisin, streptomisin,
trimetoprim, fusidik asit)

Hedefin yeniden modellemesini veya afinitesini azaltan ¢ok basamakli
mutasyonlar (Florokinolonlar, oksazolidinonlar, daptomisin, vankomisin,
polimiksin, B-laktamlar)

Genel efluks mekanizmalar1 (Pseudomonas igin kullanilan birgok sinif,

Endojen

diger tiirler i¢in kullanilan bazi siniflar)

Alimin azaltilmasi (porin veya permeaz kaybi) (Karbapenemler,
fosfomisin)

Aktivasyon kayb1 (Metronidazol-H. pylori igin)

Hedefin artis1 (Fosfomisin)

Antifungal diren¢

Artan fungal enfeksiyonlar ve bu enfeksiyonlarin tedavisinin zor olmasi sebebiyle yaygin ve
uzun siireli antifungal ajan kullanimina bagl olarak zaman igerisinde funguslar bu ajanlara
kars1 direng gelistirmistir. Antifungal ajanlarla yapilan tedaviye funguslarin duyarsiz
kalmas1 durumu antifungal direng olarak adlandirilmaktadir. Funguslarin ilaglara kars1 sahip
olduklar1 direng ti¢ farkl1 sekildedir. Bunlardan birincisi; mikroorganizmanin antifungal ajan
ile karsilagmadan once sahip oldugu primer (yapisal) direng, ikincisi; mikroorganizmanin
antifungal ajanla karsilastiktan sonra gelistirdigi sekonder direng, ii¢linciisii ise fungal
izolatlar sayesinde gelisen klinik direngtir [42, 43]. Giliniimiizde siklikla kullanilan
antifungal ila¢ smiflar1 arasinda poliyenler, azoller, alilaminler, 5-flusitozin ve

ekinokandinler bulunmaktadir. Funguslarin genotiplerinde meydana gelen bazi mutasyonlar
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fenotiplerine yansimakta ve antifungal ilaclara karsi diren¢ kazanmasini saglamaktadir.
Ornegin; terbinafin gibi alilaminler ergosterol biyosentezini, amfoterisin B gibi poliyenler
plazma zarindaki ergosterolii etkilemektedirler. Boylece membran gecirgenligini bozarlar.
S-flusitozinler primidin metabolizmas1 ve DNA sentezini engelleyerek, ekinokandinler ise
B-1,3 glukan sentezini inhibe edip hiicre duvari yapisin1 bozarak etki gdstermektedir [44].
C. albicans’1n sekonder azol direnci i¢in {i¢ farkli mekanizma oldugu goriilmiistiir. Birinci
mekanizmada aktif disa atim yoluyla azol birikimi azalmaktadir. ikinci yolda baglanma
bolgesinin (14a-sterol-demetilaz, ERG 1 tarafindan kodlanir) de§ismesi veya asir1 ifadesi
goriilmektedir. Uciincii mekanizmada ise ergosterol yolagmdaki mutasyonlar (ERG3
tarafindan kodlanan hasarli A-5,6-desatiiraz) sonucunda fonksiyon kayb1 olusmaktadir. Bu
iic mekanizma azol varliginda daha az toksik sterol birikimine izin vermektedir [43]. Baz1
patojen funguslarin direng gelistirdigi antifungal ajanlar ve bu ajanlara kars1 gelistirdigi

diren¢ mekanizmalar1 Cizelge 2.4’te yer almaktadir [43].
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Cizelge 2.4. Baz1 patojen funguslar, antifungal ajanlar ve diren¢ mekanizmalar1 [43]

Antifungal . ‘ ‘ . ‘
‘ Patojen mikroorganizma Etki mekanizmasi
ajan

Candida albicans *lacin disa atiminin artmasi
*lacin hedef bdlgeye baglanmasinin
azalmasi
*Hedef bolgenin asir1 ifade edilmesi
* Alternatif sterollerin birikimi

Candida glabrata *]lacin disa atiminin artmasi

Flukanazol

* Alternatif sterollerin birikimi

*Hedef bolgenin asir1 ifade edilmesi

Candida tropicalis *{lacin disa atiminin artmasi
Candida krusei *{lacin hedef bélgeye baglanmasinin
azalmasi

*{lag gecirgenliginin azalmasi
o Candida albicans *[lag ile zarin birlesmesinin azalmasi
Amfoterisin B
*Oksidatif hasarin azalmasi
Flusitosin Candida albicans * Alimin azalmast

Terbinafin Candida albicans *{lacin disa atiminin artmasi

2.4. Baz1 Patojen Mikroorganizmalar ve Olusturduklari Enfeksiyonlar

2.4.1. Patojen bakteriler

Bacillus cereus

Bacillaceae familyasi igerisinde yer alan B. cereus toprak, su, siit ve siit tozunda yaygin
olarak bulunan aerop sporlu bir bakteridir. Boyu 3-5 um ve eni 1-1,2 pm olan oldukga biiyiik
bir basildir. Sporlar1 santral veya sub terminal ve oval sekillidir. Kapsiilsiiz, hareketli ve

Gram pozitiftir (Resim 2.2) [45].
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Resim 2.2. B. cereus’un mikroskobik goriintiisii [45]

Gidalarla yayilan hastaliklarla iligkili olarak iki tiir gida zehirlenmesi sendromundan
sorumludur. Bu sendromlara bakterinin igerdigi enterotoksin sebep olmaktadir. Enterotoksin
kompleksi bir, siirgiin yaptiran (diyareli tip) ve iki, kusturan (enterik tip) toksin olarak
isimlendirilen iki komponentten olusmaktadir. Ayn1 zamanda B. cereus yikict bir okiiler
patojendir. Bunlarin disinda B. cereus’a ait ciddi yaralanmalar sonucunda ya da cerrahi
miidahale sonrasi kontaminasyonla meydana gelen ciddi semptomlar1 olan vakalar oldugu
da bildirilmistir. Bu vakalarin birinde B. cereus’un igerdigi plazmidin, patojenitesi daha
yiiksek olan Bacillus anthracis’in igerdigi hastalik etkeni plazmidi arasinda % 99,6 oraninda
benzerlik oldugu saptanmistir [45, 46]. B. cereus genis spektrumlu beta laktamaz {liretmesi

sayesinde penisilin, ampisilin ve sefalosporine direnclidir [45].

Bacilus subtilis

Bacillaceae familyasi igerisinde bulunan B. subtilis baslica toprak, giibre, bitki, hayvan, su
ve slit olmak iizere dogada yaygin olarak bulunur. Boyu yaklasik olarak 1,5-3 um, eni ise
0,5-0,8 um’dir. Hareket ic¢in peritrih kirpikleri bulunur. Sporlar1 oval ve sub terminaldir.
Kapsiilsiiz, aerop, Gram pozitif bir bakteridir. Baz1 varyantlari kapsiillii ve hareketsiz formda

bulunabilirler (Resim 2.3) [47-49].
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Resim 2.3. B. subtilis’in mikroskobik goriintiisii

Normal sartlarda saprofit olmasina ragmen dogrudan doku veya goz igerisine girmesi sonucu
iridosiklit ve panoftalmi gibi gbz yangilarina sebep olabilir. Ekmegin yumusayarak
bozulmasma neden olur ve bazi gida kaynakli zehirlenmelerden sorumlu oldugundan
kuskulanilmaktadir. Bazi bakterilere karsi inhibitor etki gosteren subtilin maddesi B.
subtilis’ten elde edilmektedir. Fare peritonuna verildiginde 6liime yol actig1 bilinmektedir

[47-49].

Staphylococcus aureus

Staphylococcaceae familyasinin bir iiyesi olan S. aureus, dogada yaygin olarak bulunabilen
stafilokoklar en ¢ok kuslarin ve memelilerin muk6éz membranlar1 ve derilerinde bulunur.
Konakta bulunduklar1 bolgeyle simbiyotik bir iligki igerisindedirler [50]. Stafilokoklar
yaklagik olarak 1 pm capindadirlar. Morfolojik olarak kok seklindedirler (Resim 2.4).
Boliinme sonucu meydana gelen hiicreler birbirlerinden ayrilmazlar ve liziim salkimi
seklinde gorliniirler. Altin saris1 ve tebesir beyazi koloniler olustururlar. Bazik boyalarla
kolay boyanirlar ve Gram pozitiftirler. Aerob ve fakiiltatif anaerob bakterilerdir. Uremeleri

icin gerekli olan 1s1 aralig1 genistir (6,5 °C-45 °C) [50, 51].
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Resim 2.4. S. aureus’un mikroskobik goriintiisii [51]

Kutanoz bariyerin hasar gérmesi, medikal ekipmanlarla implantasyon sonucu dokuya
girmesi gibi pek cok sebeple patojen olabilirler. Piyojenik enfeksiyonlar, solunum yolu
enfeksiyonlari, gida zehirlenmeleri, toksik sok gibi saglik sorunlarina sebep olan S. aureus
bu hastaliklart a-toksin, B-toksin, toksin A ve digerleri araciligiyla saglamaktadir. Bu
toksinler viicutta sistemik sok hemoliz deri soyulmasi gibi sorunlara yol agmaktadir.
Stafilokoklarin pek ¢ok cevresel kosula kars1 direnci ¢ok yiiksektir. Antimikrobiyal ilaglara
kars1 ise baslangigta duyarli iken daha sonra hizla direng¢ gelistirmislerdir. Baz1 boyalarin
bakteriyostatik etkilerine karst duyarhidirlar. 1950’11 yillarda beta laktamazlarla gelisen
penisilin direnci ortaya ¢ikmis ve bu direnci makrolid, tetrasiklin, ve aminoglikozid

antibiyotik direngleri izlemistir [4, 20].

Enterococcus faecalis ve Enterococcus hirae

Enterococcaceae familyasinin bir {iyesi olan bu bakteriler laktik asit bakterileri arasindadir.
Konak bakimindan zengin olan bu tiirler hayvanlarin sindirim sisteminde ve insanlarin agiz
ve gastrointestinal bolgesinde bulunan firsat¢1 patojen bakterilerdir. Tekli, ikili veya kisa
zincirli sekillerde bulunan, Gram pozitif, kok formunda, katalaz negatif, spor olusturmayan
ve fakiiltatif anaerob bakteridir. Enferococlar endokardit, kolesistid, septisemi, menenjit,
idrar yolu enfeksiyonu, cerrahi yaralardan kaynakli enfeksiyonlar gibi bir¢cok enfeksiyona

sebep olmaktadir [52]. Enterokoklarin patojenitelerinde ¢ok sayida viriilans faktor rol
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oynamaktadir. Bu bakterilerin konagin bagisiklik sisteminden kagmasini saglayan hiicre
duvartyla alakali enterokokal ylizey proteini bu viriilans faktorlerden biridir, bir digeri ise
hemoglobin ve diger biyoaktif maddeleri parcalayan jelatinazdir [53]. Hastane
enfeksiyonlarinda 6nemli bir rol oynayan bu bakteriler onemli antibiyotik gruplarindan pek
coguna karsit diren¢ kazanmistir. Bu antibiyotikler p-laktamlar, aminoglikozidler,
glikopeptidler ve florokinolonlardir. Ayrica ciddi insan patojeni olan diger bakteriler igin

aktarilabilen diren¢ genlerinin kaynagi olarak dikkate alinmaktadir. [54].

Escherichia coli

Enterobacteriaceae familyasinda yer alan E. coli memelilerin ve kuslarin bagirsak
florasinda dogal olarak bulunan ve normal kosullarda canli i¢in faydali olan, firsat¢1 patojen
bakteridir [55]. Gram negatif, basil seklinde, peritrik kirpikli, boyu yaklasik olarak 1-2 um
ve ¢ap1 0,1-0,2 um olan bakterilerdir (Resim 2.5) [39, 56].

Resim 2.5. E. coli’nin mikroskobik goriintiisii [39]

Sahip olduklar1 antijenler cok c¢esitlidir ve antijenik yapilar1 karmasiktir. Bazi E. coli suslar
ayn1 veya yakin suslara kars1 bakterisidal proteinler (bakteriyosin) liretmektedir [57]. Diisiik
miktarlarda bile enfeksiyona sebep olan E. col/i hamile kadinlarda yeni dogan sepsisi, dogum
enfeksiyonu, iiriner sistem enfeksiyonu ve intra-amniyotik enfeksiyon gibi c¢esitli

enfeksiyonel hastaliklarin kaynagidir. Bahsedilen enfeksiyon hastaliklarinin tedavisini
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giiclestiren nokta E. coli’nin antibiyotiklere karsi sahip oldugu direnctir. E. coli oral
antibakteriyel ajan olarak en ¢ok kullanilan florokinolonlara ve hastanelerde enfeksiyona
kars1 intravendz tedavide en sik kullanilan 3. Nesil sefalosporinlere kars1 direng gelistirmistir

[58].

Proteus vulgaris

Enterobacteriaceae familyasinda yer alan P. vulgaris dahil oldugu familyanin genel
ozelliklerine sahip, hareketli, sporsuz ve kapsiilsiiz bir bakteridir. Toprak, su ve insanlarin
kolon florasinda yer almaktadir. P. vulgaris’in patojen suslar1 fare peritonuna verildiginde
48 saat icerisinde canlinin Olimiine neden olmaktadir. Bunun sebebi bakterinin toksik
lipopolisakkarit fraksiyonlaridir. Insanda siklikla iiriner enfeksiyonlar, bobrek tas1 olusumu,
tetanoz, yeni dogan sepsisi, osteomiyelit ve hastane enfeksiyonlarina sebep olmaktadir.
Proteus kaynakli enfeksiyonlarin tedavisinde tiir tayini ¢ok dnemlidir ¢iinkii indol pozitif

tiirlerin aminoglikozidlere direngli oldugu bildirilmistir [59].

Klebsiella pneumoniae

Enterobacteriaceae familyasinda yer alan K. pneumoniae insan ve hayvanlarda bagirsak ve
iist solunum yollarinda ayrica toprak ve suda bulunmaktadir. Gram negatif, hareketsiz,
comak formunda, bakteriyolojik boyalarla boyanabilen, boyu 1-2 pm ve ¢ap1 0,5-0,8 pm
olan, polisakkarit yapida kapsiile sahip patojen bakteri tiiriidiir (Resim 2.6) [60, 61].
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Resim 2.6. K. pneumoniae’nin elektron mikroskobu goriintiisii [61]
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K. pneumoniae’nin sebep oldugu en 6nemli enfeksiyon pnémonidir. Ayrica bu bakteri uygun
ortam ve kosullarda idrar yolu enfeksiyonu, karaciger apsesi, menenjit, karin ici
enfeksiyonlar, sepsis, osteomiyelit gibi pek ¢ok hastaliga sebep olmaktadir [62]. Bahsi gegen
enfeksiyon hastaliklarinin antibiyotiklerle tedavisi sonucunda bu bakterinin antibiyotiklere
kars1 direncinin yiiksek oldugu anlagilmistir. Ozellikle karbapenem direnci genlerinin
tamami bu bakteridedir ve diger pek cok bakterinin karbapenem direnci kazanmasini
saglayanin K. pneumoniae’deki bu direng genleri oldugu bilinmektedir. Bu bakterinin direng

gelistirdigi bir diger antibiyotik ¢esidi de B-laktamlardir [4].

Salmonella typhimurium

Enterobacteriaceae familyasiin bir iiyesi olan S. typhimurium kontamine su ve gidalarla
araciligtyla insanlar ve hayvanlar gibi ¢esitli konaklarin gastrointestinal sistemine yerleserek
enfeksiyona sebep olan gastroenterit bir tiirdir. S. typhimurium basil morfolojisinde,
sporsuz, fakiiltatif aerob ve Gram negatiftir [63]. S. typhimurium’un da i¢inde yer aldig1
Salmonella cinsi diinyanin bir¢cok bolgesinde gida zehirlenmelerindeki en Onemli
etkenlerden biridir. Ayrica tifo etkeni de yine Salmonella cinsi bakterilerdir. Salmonellozis
ad1 verilen enfeksiyona sebep olmaktadirlar. Bu sorunlarin haricinde S. typhimurium’un
asemptomatik kolonize olmasindan kaynakli menenjit, bebeklerde sepsis ve osteomiyelit
gibi Onemli hastaliklarda goriilebilmektedir. Ayrica S. #yphimurium sebep oldugu
hastaliklarin tedavisini zorlastiracak sekilde c¢oklu antibiyotik direncine sahip bir

mikroorganizmadir [64, 65].

2.4.2. Patojen mayalar

Funguslar tarafindan meydana getirilen ve diinya iizerinde en sik rastlanan enfeksiyon
kandidiyazisdir. Kandidiyazis Candida mayasi tarafindan meydana getirilir ve yaklasik 20
tiirtin enfeksiyona sebep oldugu bilinmektedir. Bu tiirler arasinda en 6nemlisi Candida
albicans olmasina karsin diger Candida tiirlerinin de kandidemiye sebep oldugu vakalar

kayitlara gegmistir [4, 66].



27

Candida albicans

C. albicans hayvanlarin ve insanlarin mukuslarinda yerlesen komensel bir tiirdiir ve firsatct
patojenite gosterir. Insanda vajinal enfeksiyon, oral kandidiyazis, pamukguk, kronik
mukokutan6z gibi enfeksiyonlara sebep olabilmektedir. C. albicans kendi morfolojisinde
degisiklik yapabilmekte ve maya formundan hif formuna gecis yapabilmektedir (Resim 2.7).
Ayrica hidrolitik enzimlere sahip olmast nedeni ile viriilans1 en yiiksek olan tiirdiir. Bu
enzimler patojene kendini epitele entegre etme, doku harabiyeti ile yayilim ve yerlestigi

bolgede devamlilik saglayabilme gibi 6zellikler kazandirmaktadir.
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Resim 2.7. Kandida enfeksiyonlu hastada kalp dokusunda C. albicans [20]

C. albicans cesitli sebeplerle yerlestigi konagin bagisiklik sisteminde bir zayiflik meydana
gelmesi durumunda enfeksiyona sebep olurken ayni zamanda hiicre duvarinda bulunan -
glukanin T-lenfesitlerde sitokin yapimimi baskilayarak viicut direncini olumsuz yonde
etkilemektedir. Bu durum enfeksiyonun konak tizerindeki etkilerini artirirken tedavi siirecini

de zorlastirmaktadir [20, 67-69].

Candida krusei

C. krusei’ye ilk defa 1991°de flukonazol profilaksi (antifungal ajan) kullanan nétropenik ve
kemik iligi nakledilen hastalarda varlig1 bildirilmistir. Hifli yapida ve uzun sekilde dizilen
blastokonidyumlar meydana getirirler. Viriilant oran1 C. albicans’a gore daha disiiktiir.
Notropenik kanser hastalarinda daha sik goriilmektedir. Ayrica flukonazole karsi dogal

dirence sahiptir [70].
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Candida tropicalis

Yalanci hif lizerinde teker teker ya da ufak kiimeler seklinde olusmus blastokonidyumlar;
ince duvarli yuvarlak ya da armut seklinde hiicreler gibi goriinmektedir. C. albicans’tan
sonra enfeksiyon meydana getirme orani en yiiksek olan tiirdiir. Kanser, kemik iligi nakli,
parenteral beslenme gibi durumlarda kandidemiye ve invaziv kandidiyazise sebep

olmaktadir [71].

2.5. Kanser

Kanser diinya genelinde iilke, bolge, yas, cinsiyet, sosyo-ekonomik sinif ayirt etmeksizin
fakat farkli oranlarda insanlar1 etkileyen, kardiyovaskiiler hastaliklar ve enfeksiyon
hastaliklariyla beraber en sik rastlanan ve en yiiksek 6liim oranlarina sahip kiiresel bir saglik
sorunudur. WHO (Diinya Saglik Orgiitii)’nun 2012 yilindaki raporuna gore 14 milyon yeni
kanser vakasi ayrica 8 milyon kanserle baglantili 6liim bildirilmistir. Hazirlanan raporlara
gore 2030 yilina kadar kanserin goriilme sikliginin normalin {izerinde artis gosterecegi ve
korkung boyutlara gelebilecegi anlasilmaktadir. Erkekler igerisinde 2012 yil1 igerisinde en
yaygin bes kanser tiirli akciger, prostat, kolorektal, mide ve karaciger kanseri iken kadinlarda
ise meme, kolorektal, akciger, serviks ve mide kanseridir. Tiim diinyada kanser tiirlerinin

cinsiyetlere gore ve dagilimi Sekil 2.6’da gosterilmistir [7, 72, 73].
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Erkekler
Kanser vakalarmm tim yaglarda tahmini sayisi: 7 427 148

Akciger: 1241 601
(%16.7)

Diger: 2 056 943
(%627.7)

Prostat-1 111 689

(%15.0)

Bobrek: 213 924

(%2.9) Non Hodgkin lenfoma:
217 643 (%02,9)

Ozofagus: 323008 Kolorektal: 746 298

(%64,3) (3510,0)
Mesane: 330 380 Mide: 631 293
(%64.4) (%68.,5)
Karaciger: 554 369
(%07.5)

Kadmlar

Kanser vakalarmin tiim yaglarda tahmini sayisi (Toplam: 6 653 001)

Meme: 1 676 633

Diger: 1524 710 (%25 2)

(%28,9)

Karacifer: 228 082

(%3.4) —
Tiroit: 229 923 N

(%63.5) - 3

Kolorektal: 614304
(%49.2)

Ovaryum: 238 719 -Akciger: 583 100
(9603.6) (%8.7)

Korpus uteri: 319 505 .

(%4.8) Serviks: 527 624
Mide: 320 301 (%7,9)
(%64.8)

Sekil 2.6. Kanser tiirlerinin cinsiyetlere gore 2012 yilinda tiim diinyadaki dagilimi [72]

2.5.1. Kanser hiicreleri

Saglikli bir hiicre ile kanser hiicresi sahip olduklar1 6zellikler bakimindan birbirlerinden

farklidirlar. Bunlar;

e Saglikl hiicrelerde ihtiyac halinde gerceklesen hiicre bdliinmesi, kanser hiicrelerinde
boliinmelerini saglayan 6zgiin sinyal mekanizmalar1 ve smirsiz telomeraz aktivitesi

sayesinde ihtiya¢ olmadan, sinirsiz sayida ve kontrolsiiz olarak gergeklesmektedir.
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e Kanser hiicreleri anjiyogenez adi verilen ve hiicrelerin besin ve oksijen saglama

amaciyla yeni kan damarlari olugturma yetenegine sahiptir.

e  Miyokondriyal oksidatif fofforilasyon saglikli hiicrelerin enerji ihtiyacini karsilarken,
kanser hiicreleri aerobik glikoliz araciliyla enerji elde ederler ve seker kullanimlar

saglikli hiicrelerden daha yiiksektir.

e Kanser hiicrelerinde saglikli hiicrelerin diger hiicrelerle temas ettiginde gerceklesen

biiylime inhibisyonu mekanizmasi devreye girmemektedir.
e Apoptoz mekanizmalar1 kanser hiicrelerinde engellenmistir.

e Kanser hiicreleri, metastaz ad1 verilen ve kanser hiicrelerinin kan dolasimina katilarak
diger doku ve organlarda kanser gelismesine sebep olan durumu gergeklestirmektedir

(Sekil 2.4) [74, 75].

2.5.2. Kanser hiicrelerinin olusumu

Kanser kalitim materyalinin zarar gérmesi sonucu hiicre dongiisiiniin isleyisinin bozulmasi
ile karakterize bir hastaliktir [76]. Karsinogenez, saglam bir viicut hiicresinin genetik ve
epigenetik degisiklikler sonrast kanser hiicresine doniisiim asamalarinin timini
tanimlamaktadir. Genetik hasarin bir sekilde baslatilmasi, timor siipresor genler ve
protoonkogenlerin aktif rol oynadigi, bir dizi genetik ve molekiiler degisiklik sonrasi,
irreversibl asamaya gecis ve nihayetinde organizmanin kanser hiicreleri ile karsi karsiya
kaldig1 etiyopatojenezinde bir¢ok faktoriin oldugu, halen tam olarak aydinlatilamamis aktif
bir siiregtir. Cevresel toksik maddeler, iyonize radyasyon, beslenme bozukluklari, immiin

sistem anomalileri gibi bir¢ok faktor karsinogenezi baslatabilmektedir [77].

Karsinogenez endojen kaynakli; baslica bozuk immiin fonksiyonlar, kalitsal bozukluklar ve
ekzojen kaynakli; baslica UV isinlar, onkogenik viriisler, oksidatif stres, kimyasal
karsinojenler olmak {izere iki sekilde gerceklesebilir [78]. Karsinogenez ile degisime
ugrayan hiicrelerde DNA’nin transkripsiyonu, replikasyonu, translokasyonu ya da
aktivasyonunda bazi degisiklikler meydana gelmektedir. Bu degisiklikler sirasinda
protoonkogenlerin ifadesi bozularak kansere sebep olurlar. Saglikli hiicrelerin kontrollii
hiicre boliinmesini saglayan ve karsinogenez sonucu hiicrenin kontrollii béliinme yetenegini

kaybetmesine sebep olan genlere ise tiimor baskilayici gen adi verilir. Aktivasyona gegen
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onkogenler ve inaktive olan tiimér baskilayict genler hiicrenin; kontrolsiiz boliinmesi,
invazyon, anjiyogenez ve metastaz yetenegi gibi koti huylu 6zellikler kazanmasina yol

acmaktadir [79, 80].

Protoonkogenler ve Onkogenler

Hiicre ici sinyallerin iletim mekanizmasinda gorev alan pek ¢ok proteinin sentezinden
sorumlu genlere protoonkogenler adi verilir. Protoonkogenlerin ¢esitli sebeplerle
mutasyona ugramasi sonucu biiylime faktorlerinin normalden daha fazla miktarlarda
iiretilmesi, transkripsiyon faktorlerinin yiiksek miktarlarda sentezlenmesi, hiicrenin kontrole
tabi olmadan boliinmesi gibi olaylara sebep olmaktadir. Bu durum protoonkogenlerin
onkogenlere doniismesidir ve onkogenez olarak tanimlanmaktadir [81, 82]. Onkogenlerin
canliya ait hiicrelerdeki genlerin nokta mutasyonlari, gen amplifikasyonlari, DNA yeniden
diizenlemeleri ve delesyonlar gibi genetik degisimler sonucu mutasyon geg¢irmis formu
oldugu bilinmektedir. Onkogenler ayrica retroviral onkogenlerin viriis araciligiyla canli

DNA ’sina aktarilmasiyla da olusmaktadr. Iyi bilinen bazi1 protoonkogenler sunlardr;

Ras geni mutasyonu; uyari iletim sistemlerinde gorev alan Ras geni protoonkogenlerden
biridir. Protoonkogen ailesinden hiicre yiizeyinde etkili olan en énemli reseptdr GF’dir ve

GF ile indiiklenen mitoz boliinme sirasinda Ras geni 6nemlidir.

myc geni; Ras geninden sonra en yaygin goriilen bir diger gen de myc genidir. myc geni
ifadesi saglikli bir hiicrede hiicre dongiisiiniin baslarinda en diisiik seviyededir. Ancak
onkogeneze ugramis myc geni siirekli ve yliksek miktarda ifade edilmekte, hiicrenin siirekli

olarak ¢ogalmasina sebep olmaktadir [83, 84].

Tiimor baskilayict genler; kanser olusumuna sebep olan bir diger gen ailesidir. Bu genler
fonksiyonlarmi kaybederek onkogeneze sebep olmaktadir. Tiimor baskilayici genlerin
kansere sebep olabilmesi icin defektif genin iki kromozom g¢ifti ilizerinde de bulunmasi
gerekmektedir. Saglikli hiicrelerde heterozigot olan bu genlere resesif kanser genleri
denilmektedir. ik kaydedilen tiimér baskilayict gen RB (retinoblasoma)’dir. pRB, p53 ya
da p21 proteinlerini kodlayan genlerde meydana gelen mutasyon sonucu hiicre biiyiimesinin
baskilanmasi engellenir ve tlimor olusur. DNA hasar gordiigiinde ¢ekirdekte ilk olarak p53

etkilidir. P21 gen ifadesinin artmasiyla pRB fosforilasyonu gerceklesmez ve hiicre G1
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fazinda bekletilir. Bu durum DNA’da meydana gelmis olan hasarin onariminda 6nemli bir
rol oynamaktadir. Hasarlarin onarilamamasi durumunda hiicre apoptoza gider. Ancak
p53°de olusan mutasyonlar DNA’da onarim yapilmasina engel teskil eder ve apotozdan da

kacan hiicre yoluna kanser hiicresi olarak devam eder [85-87].

Hiicrede DNA hasar gordiiglinde hiicre planli olarak bu hasar1 tamir etme yoluna gider ve
tamir sonrast hiicre saglikli bir sekilde islevini yerine getirmeye devam ederse bu tiir
hasarlara geri doniistimlii hasar adi verilir. Ancak tamir gergeklesmez ve hiicre
fonksiyonlarini yerine getiremez hale gelirse bu tiir hasarlara geri doniisiimsiiz degisim ad1
verilir. Geri doniisiimsiiz hasarlar sonrasi hiicre 6limi gergeklesir ve bu iki sekilde olur;
apoptoz ve nekroz. Bcl-2 proteinleri, kaspazlar ve Apaf-1 proteininin isleyis
mekanizmasinda gorev aldig1 apoptoz programlanmais hiicre 6liimii olarak tanimlanmaktadir.
Hiicrenin enzimatik olarak yikimi ve makromolekiillerin yapisinin bozulmasi sonucu
hiicrenin 6liimii ile meydana gelen morfolojik degisimlere ise nekroz ad1 verilir ve hiicrenin
kendi enzimleri araciligr ile meydana geliyor ise otoliz, ¢evresel etkenlerden kaynaklanan
hidrolitik enzimler aracilig1 ile meydana geliyor ise heteroliz olarak adlandirilmaktadir.
Apoptoz dolayli yollardan ¢evre dokularda nekroza sebep olabilirken nekroz da apoptozun

baslatilmasina sebep olabilmektedir [87, 89].

2.5.3. Kanser tiirleri ve kolorektal kanser

Karsinogenez ile meydana gelmis olan kanser hiicreleri, hiicre tipine gore dorde ayrilir.
Bunlar; 16kosit ve lenfositlerden olusan 16semi ve lenfoma, kas, kikirdak ve kemik gibi
embriyonik mezodermden meydana gelen sarkoma ve bezler, deri, meme ve ilirogenital
dokulardan meydana gelen karsinomalardir [76]. Kanser hiicrelerine doniisen saglikli
hiicreler bulunduklar1 dokuda kanser hiicrelerinin 6zellikleri geregince ¢ogalarak 6zefagus,
mide, kolorektal, karaciger, safra kesesi, pankreas, larinks, akciger, deri (malign melanom),
meme, uterus serviksi, uterus korpusu, over, prostat, bobrek, mesane, beyin, tiroit, hodgkin
lenfoma, multiple myelom, l6semiler, lenfoid ldsemiler, myeloid losemiler ve diger

kanserlere sebep olmaktadir [89].

Bu tez ¢aligmasi kapsaminda fosfazen bilesiklerinin sitotoksik aktivitesi diinyada en ¢ok

goriilen kanser tiirlerinden biri olan kolerektal kanser hiicre hatlari iizerinde incelenmistir.
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Kolorektal kanser, yaygin ve 6liimciil bir hastaliktir; diinya ¢apinda, en sik tani konulan
kanserlerden dordiinciisii ve kanserle iligkili 6liimlerin en 6nemli ikinci sebebidir. National
Comprehensive Cancer Network (NCCN) 2015 verilerine gore, 98.830 yeni kolon kanseri
vakasi ve yaklasik 40.000 yeni rektal kanser vakasi belirlenmis olup, kolon ve rektum kanser
mortalitesi yaklasik 50.310 6liim olarak tahmin edilmektedir [90]. 2015 yil1 Saglik Bakanlig1
verilerine gore, Tiirkiye’de kolorektal kanser goriilme sikligi agisindan tiim kanserler
icerisinde % 13.1 ile kadinlarda ve % 20.7 ile erkeklerde tiglincii Sirada yer almaktadir [91].
Kolon, kelime olarak latince kdkenlidir ve kalin bagirsaklara verilen genel bir addir. Kalin
bagirsakta kolon ilk 1,5-2 metrelik kismi, rektum son 15-20 cm’lik kism1 kapsamaktadir
[92]. Kolon, kalin bagirsakta elektrolitler ve suyun emilimi, digskinin rektuma iletilmesi
olaylarimi ve intestinal salgilar, besin kalintilari, sindirim sivilar1 ve dokiilen intestinal
hiicrelerin bakteriler araciligiyla metabolize edilmesini ger¢eklestirmektedir [93]. Kalin
bagirsagin epitel tabakasi kript ad1 verilen girintiler igerir ve tek tabakali silindirik epitel
hiicrelerinden olugmaktadir. Bazal membrana yakin bolgelerde kolonositleri olusturacak 4
ila 6 adet kok hiicre yer almaktadir. Kok hiicreler kolonositleri olusturur ve hizli ayni
zamanda stirekli bir proliferasyonun sonucu olarak kolon girintisinde yer alan hiicreler kisa
stirelerde yenilenmektedir. Bu iistiin proliferasyon yetenegi kolonu yenilenme orani en

yiiksek organ yapmaktadir (Resim 2.8) [93, 94].
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Sekil 2.7. Asagidan yukariya olgunlagma siireci igerisindeki kolon epitel hiicreleri [94]
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Kolonik kok hiicreler EphB2"€" veya LGRS5™ olarak adlandirilir. Kolorektal kanser degisime
ugramamis kok hiicre toplulugunun kontrolsiiz olarak ¢ogalmasi ile olugsmaktadir (Sekil 2.7)

[95].

Anormal Hiicre
Normal Mukus Bélinmesi Erlkcen Adenoma

Sekil 2.8. Kolorektal kanserin olusum evreleri [96]

Kolorektal kanser polip adi verilen yapilar {izerinde gelismektedir. Kolorektal kanserin
olusmasi alkol, kirmiz1 et ya da islenmis et iirlinleri, obezite, hayvansal yaglar, hareketsizlige

bagli abdominal yaglanma gibi durumlardan etkilenmektedir.

Genetik, ¢evresel ve beslenme gibi etkenlerin varliginda KKH (Kanser Kok Hiicresi)’ye
doniisen IKH (Intestinal K6k Hiicre) sinirsiz proliferasyon ve metastaz yetenegi kazanmakta
ve baska dokulara da yerlesebilmektedir. Kolon ve rektum kanserinin iilkemizde bolgelere

gore dagilimi Sekil 2.8°de verilmektedir [97, 98].

Kolon: 31

Sekil 2.9. Kolon ve rektum kanserinin bolgeler gore dagilimi [98]
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Cevresel faktorlerin yani sira bagisiklik sistemi, sitokinler, konak ve mikrobiyom arasindaki
iligki ve infilamasyon da kolonda kanser olusumunu tetikleyen faktdrler arasinda yer

almaktadir [93].

Kolorektal kanserin tedavisinde kemoterapi ve bunun yani sira karisimlar halinde
birbirleriyle uyumlu olarak islev gosteren sitotoksik ajanlar ve radyasyon kullanilmaktadir.
5-Fluorourasil, Oxaliplatin ve Irinotekan, kolorektal kanserin adjuvan ve palyatif
tedavisinde standart olarak kullanilan kemoterapi ajanlaridir [99]. Fakat tedavide kullanilan
bu yontemler kanserin ge¢ evrelerindeki hastalarda orta derecede basar1 gosterdiginden
dolay1 kolorektal kanserin tedavisinde yeni yontemler ve daha etkili sitotoksik ajanlar

gerekmektedir [100].

2.5.4. Kanser tedavisinde kullanilan ilaclar

Kanser tedavisi radyoterapi, kemoterapi ve cerrahi uygulamalardan biri ya da birkaci
aracilifiyla gerceklestirilmektedir. Bu yoOntemler arasinda kemoterapi en yaygin
kullanilanidir ve kemoterapi, saglikli hiicrelere zarar verme amaci giitmeden kanser
hiicrelerinin ¢ogalmasini durdurmak ya da onlar1 6ldiirmek i¢in antikanser ajanlarin
kullanilmasidir. Antikanser ajanlar diger birgok hastaligin tedavisinde kullanilan ilaglarin
aksine secici toksisite gostermez ve ¢esitli yan etkilere (bulanti, sa¢ dokiilmesi, kusma,
bagisiklik sisteminin zayiflamasi gibi) sebep olmaktadir. Her kemoterapotik ajanin hiicre
icinde etki etigi yap1 ve etki mekanizmasi degisiklik gostermektedir. Antikanser ajanlar etki
etme sekillerine gore alkileyici ajanlar, antimetabolitler, antitimor antibiyotikler,
nitrosurealar, antitbiilin ajanlar, hormonlar, monoklonal antikorlar ve molekiiler hedefli

ajanlar olarak ayrilmaktadir [101-103].

Antineoplastik (sitotoksik) ajanlar

Hardal gazinin 2. Diinya savasi esnasinda sitotoksik etkilerinin kesfinden sonra kanser
tedavilerinin ana bileseni olan kemdterapotik ajanlar, halen kanser tedavisinin ana bileseni
konumundadir [104]. Bir¢cok kemoterapotik etkilerini hiicre siklusu ve DNA iizerindeki
degisiklikler araciligiyla gerceklestirmektedir. Kemoterapi spesifik olmayip béliinen saglikli
tim hiicreler ilizerine toksik etkileri vardir. Kanser tedavisinde bir¢ok yenilik olmasina

ragmen halen tedavi asamalarinda aktif kullanimlari siiren kemoterapétiklerin etkinliginin
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artirllmasi ve toksisitesinin azaltilmasina yonelik arayislar siirmektedir. Molekiiler olaylar
sonucunda ¢esitli makromolekiillerin sentezlenememesi ile hiicrenin yap1 ve
fonksiyonlarinda hasar olusmasina sitotoksisite denir [105]. Kanser ilaglarmin ¢ogu,
etkilerini kanser hiicresinin proliferasyon ve boliinme fazlarini etkileyerek gosterirler. Bazi
kemoterapi ajanlari, baz1 spesifik kanser hiicrelerine etkiliyken diger kanser hiicrelerinde
etkileri sinirli olabilir. Bu nedenle farkli sitotoksik maddelerin, farkl: hiicrelerdeki etkilerinin
tam olarak aydinlatilmasi olduk¢a Onemlidir. Her sitotoksik maddenin etki alani ve

mekanizmasi farklilik géstermektedir [103].

Antimetabolitler;, DNA, RNA ve diger hiicre bilesenlerinin sentez zincirinde farkli
basamaklarda subsrat ya da koenzim olarak rol alan farkli metabolitlerin analoglar1 olan
molekiillerdir. Bu sayede subsrati kullanan enzimler {izerinde kendilerine 6zgli baglanma
noktalarina kars1 yarismali olarak baglanip inhibisyona sebep olurlar. Bazilar1 da subsratla
katalitik noktaya karsi yarisa girmeden sadece diizenleyici dogal metabolit ile enzimin
allosterik bolgesine kars1 yarigmali olarak baglanirlar. Digerleri ise direk aktif noktalara
kovalent olarak baglanip ve metabolit sentezini geri doniisiimsiiz olarak inhibe etmektedirler

[106].

Antitiibilin ajanlar; bu etki mekanizmasinda ilaglar tiibliline baglanarak mikrotiibiillerin
polimerizasyonlarint durdudurular. Sonra hiicre boliinmesinin metafaz fazinda ortaya ¢ikan
1§ olusumunu durdururlar. Buna ek olarak 16kosit fagositozu, kemotaksisi ve noronlardaki

aksonal iletim gibi diger hiicresel aktivitelere de etki ederler [107].

Hormonlar; Hormon iireten dokulardan (meme, uterus, prostat bezi) kaynakli tiimorler
hormon bagimli olabilmektedir. Bunlar hormon antagonistleri ile Onlenebilirler. Hedef
dokuda inhibitor etkiye sahip hormonlar bu dokularin tedavisinde kullanilabilir. Bu
hormonlar tek baslarina nadir olarak etki ederler ancak tiimdriin biliylimesini geciktirici

etkileri bulunmaktadir [107].

Monoklonal antikorlar; kiiltiirlerde hibridoma hiicreleri tarafindan iiretilirler ve kanser
hiicresi olarak tanimlanan hedef hiicrelerle reaksiyona giren molekiil tiplerinden biri olarak
bilinmektedirler. Baz1 olgularda antikor hedefiyle baglanip bagisiklik sistemini aktive eder

ve hiicrenin lizis ya da T hiicreleri tarafindan dldiiriilmesini saglamaktadir. Bunlarin diginda
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olan bagka monoklonal atikorlar kanser hiicrelerindeki inaktif biiytime faktoriine baglanarak

apoptozu baglatirlar. Geleneksel ilaglar ile kombine olarak kullanilirlar [107].

Antitiimor antibiyotikler; bu grupta cesitli mikroorganizmalardan elde edilen antibiyotik
niteliginde sitotoksik ilaglar bulunmaktadir. Hiicre siklusuna uygun olmayan ilaglar olarak
kabul edilmektedirler ve DNA, RNA ve protein sentezine etki ederler. Farkli malign

tiimorlerin tedavisinde kullanilmaktadirlar [107].

Klinikte kullanilan bazi kemoterapotikler ve etki mekanizmalar1 ¢izelge 2.5°de

gosterilmektedir [107, 108].
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Cizelge 2.5. Klinikte kullanilan baz1 kemoterapdétikler, etki mekanizmalar1 ve smiflar1 [107,

108]

Siif Etki Mekanizmast Kemoterapotik Ajan

Alkilleyici Ajanlar Hiicre siklusuna 6zgii degildir, Busulfan
DNA ’nin ¢ift sarmalini pargalar, Chlorambucil
RNA, protein ve DNA sentezini Cyclophosphamide
baskilar Cisplatin

Carboplatin

Antimetabolitler Hiicre dongiisiinde S fazina Cytarabine
etkilidir, DNA sarmalini kirarak Capesitabine
veya prematiir zinciri sonlandirarak ~ Gemcitabine
DNA sentezi i¢in gerekli enzimlerin  Floxuridine
iretimini baskilar

Antitlimor Antibiyotikler Hiicre dongiisiine 6zgii degildir, Bleomycin
niikleik asit sentezi ve islevini Dactinomycin
degistirerek RNA ve DNA sentezini Plicamycin
baskilar

Nitrosurealar Hiicre dongiistine 6zgii degildir, Streptozocin
DNA replikasyonu ve onarimini Carmustine
engeller Lomustine

Antitiibiilin Ajanlar Hiicre dongiistinde M fazina etki Vinblastine
eder, RNA ve protein sentezini Topotecan
baskilar Docetaxel

Hormonlar Tiimdre dogrudan etki eder ya da Androjen
tiimori beslemekte olan viicut Ostrojen
hormonlarini baskilar Kortikosteroidler

Monoklonal antikorlar Bireyin immiin mekanizmasini
aktive eder, kanser hiicresinde
inaktif bliyiime faktoriine
baglanarak apoptozu baslatir

Siniflandirilamayanlar Hiicre dongiisiinde S fazina etki Amsacrine
eder hydroxyurea

2.6. DNA Molekiilii ve Yapisi

DNA hiicre icinde canliya ait kalitsal bilgiyi tasiyan, hiicrenin canliligini korumasi i¢in
gerekli metabolik faaliyetleri yerine getirirken kullanacagi enzim ve proteinlerin
sentezlenmesinde gorev alan yonetici molekiildiir [109]. James Watson ile Francis Crick’in
aydinlattigt DNA, yap1 olarak niikleotitlerin bir araya gelmesinden olusan dogrusal yapida

bir polimerdir. Niikleotitler; 5 karbonlu deoksiriboz sekeri, fosfat ve organik bazdan
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olusmaktadir. Bu organik bazlar ¢ift halkali yapida olan, piirin olarak adlandirilan adenin
(A) ve guanin (G), tek halkali yapida olan, pirimidin olarak adlandirilan sitozin (S) ve timin

(T) dir (Sekil 2.9) [110, 111].
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Sekil 2.10. Niikleotitlerde bulunan azotlu bazlarin yapisi [110]

Niikleik asitler zincir olustururken niikleotitler arasinda bag kurulur. Bu baga fosfodiester
bag1 denilmektedir. Olusan zincir yapisi belli bir yone dogru yonelir ve bu yon daima 5" ugta
bulunan son sekerin 5 de bulunan karbona bagli hidroksil grubu ya da fosfat bulunurken 3°
ucta bulunan sekerin 3" de bulunan karbona bagli hidroksil grubu yer almaktadir (Sekil 2.10)
[111, 112].
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Sekil 2.11. Niikleik asit zincirinin yapis1 [113]

1953 yilinda James Watson ile Francis Crick DNA’nin ¢ift iplikli, stiper sarmal yapida
oldugunu yayinlamis ve DNA ¢ift sarmalinda karsilikli gelen niikleotitlerin bazlar1 arasinda

hidrojen bagi oldugunu belirtmislerdir (Sekil 2.11) [111, 112].
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Sekil 2.12. Watson-Crick; ¢ift sarmalli DNA yapis1 [112]

Niikleotitler arasindaki bu hidrojen bagi guaninle sitozin arasinda 3, adeninle timin arasinda

2 bag olacak sekilde olusmaktadir [111, 112].

2.6.1. DNA-ilag etkilesimlerinin mekanizmasi

Antikanser ilaglar tasarlanirken DNA’ya etki edebilen maddeler iizerine yogunlasilmasi
izlenebilecek yollar arasindadir. DNA’y1 hedef alan antikanser ilaglar DNA’nin
replikasyonu ve transkripsiyonu gibi hiicre i¢in hayati olaylara etki ederek hiicre
fonksiyonunu diizenler ve tedavi i¢in daha iyi bir yontem sunar. Pek ¢ok molekiil hiicre
icinde antikanser Ozellik gostermekte ve DNA ile etkilesime gec¢ip timor gelisimini
onlemektedir. DNA ile etkilesime gecerek hiicre i¢i fonksiyonlara ve timor gelisimine etki
eden molekiillerin etkilesim mekanizmalarinin aydinlatilmas: ve bu bilgiler goz oniinde
bulundurularak yeni antikanser ilaglar tasarlanmasi kanser tedavisi agisindan 6nemli bir

faktordiir [114-116].
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Kovalent etkilesimler araciligiyla baglanma

DNA ile etkilesimin doniisiimsiiz olarak gerceklestigi kovalent etkilesimler hiicrede
DNA’nin replikasyonu, transkripsiyonu, RNA ve protein sentezi gibi olaylarin tiimiinii
inhibisyona ugratarak hiicreyi oliime yonlendirmektedir [117, 118]. DNA’ya kovalent
baglanan en iyi antikanser ajan cis-platindir. Cis-platinin DNA’ya baglanmas1 Sekil 2.12°de
gosterilmektedir [118]. DNA’da bulunan bazlarin azotlar1 ile cis-platin yapisinda bulunan
klor gruplart DNA’nin iplikleri arasinda ya da iplik i¢inde ¢apraz baglar yapar ve bu baglar
DNA’da biikiilmelere sebep olur [119].
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Sekil 2.13. Cis-platin-DNA etkilesimi [118]

Alkillevici ajanlar

Birgok biyolojik molekiile alkil grubu baglayan alkilleyici ajanlar reaktif kimyasallardandir.
Alkilleyici ajanlar oksidatif stres sonucu olusan iirlinler gibi i¢ ya da su, yakitlar, hava, tiitiin
iirlinleri ve gidalar gibi dis kaynakli olabilmektedir. Normal sartlarda alkilleyici ajanlara
maruz kalmak viicutta sitotoksik, karsinojenik ve teratojenik etkilere sebep olmakta ve
saglikli hiicrelere zarar vermektedir. Ancak bazi alkilleyici ajanlarin kanser hiicrelerine zarar
vermelerinden dolay1 bu ajanlar kanser tedavisinde kemoterapdtik olarak kullanilmaktadir.

Kemoterapotik olarak kullanilan en 6nemli alkilleyiciler etilaminler, platin kompleksleri ve
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azot hardallaridir. Belirtilen alkilleyici ajanlar DNA’ya metil ya da alkil grubu baglayarak
DNA’da yanlis baz eslesmeleri saglayarak okuma cergevesinin kaymasina sebep olmaktadir

[107, 120].

Kovalent olmavan etkilesimler araciligiyla baglanma

DNA ile etkilesimin geri doniisiimlii olarak gergeklestigi kovalent olmayan etkilesimlerin
hiicrede  DNA’nin yapisini, DNA-protein iligkilerini, torsiyon potansiyelini ayrica
mitokondriyal DNA’nin aktivitesini etkiledigi bilinmekle birlikte bu degisimleri hangi
molekiiler ve biyokimyasal yollar ilizerinden yaptigi tam olarak bilinmemektedir [119].
Kovalent olmayan etkilesimler {i¢ gruba ayrilmaktadir. Bunlar; elektrostatik etkilesimler,

oluk baglanma ve interkalasyondur.

Interkalasyon (Araya girme)

Interkalasyon, DNA nin uzamasi ve torsiyonunda azalmaya sebep olan; baz ciftleri arasina
cesitli molekiillerin girmesi olarak tanimlanmaktadir [121]. DNA’nin ¢ift iplikli sarmal
yapisinin stirekliligini bozan interkalasyon; DNA’daki baz dizilimiyle iliskili olmadan
gerceklesmektedir [119]. Bu tip etkilesimler niikleotit zincirinde kiriklara, DNA ve DNA’ya
bagli RNA sentezini inhibe eder. Ayrica topoizomeraz aktivitesini de inhibe eden
interkalatorler bu sayede DNA replikasyonunu engelleyerek hiicreleri 6ldiirmektedir [122].
Interkalatér maddeler yapilari ve interkalasyon yeteneklerinden dolayr DNA ile etkilesimleri
sonras1 UV ve floresans gibi ¢esitli yontemlerle goriintiilenebilmesinden dolay1 interkalator
temelli antikanser ajan tasarlamada dnemli bir rol oynamaktadir. Bu tiirde interkalatorlere

ornek olarak Etidyum bromdiir, Akridin ve Fenantridin verilebilir [123].

DNA oluklarina baglanma

DNA molekiiliiniin sarmal yapisinda bulunan oluklara yerlesebilecek kadar kiiciik yapida
molekiillerin hidrojen bagi ve van der Walls etkilesimi ile bu oluklara baglanmasi oluk
baglanma olarak ifade edilmektedir. Bu baglanma seklini kullanan molekiillerin ¢ogu adenin
ve timin lizerinden DNA 1ile etkilesime gegmektedir. Oluk baglanma konformasyonel agidan
DNA’da ¢ok biiyiik farkliliklar meydana getirmemektedir ancak baz1 molekiil yapis1 kiigiik

olan oluk baglayicilar transkripsiyon faktorlerinin inhibisyonunu saglayarak etki etmektedir.
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Klinikte antibiyotik ve antikanser olarak kullanilan bazi oluk baglayict ajanlar Netropsin,

Distamycin ve Duocarmycin’dir [124, 125].

Elektrostatik etkilesimler araciligiyla baglanma

Molekiillerin kendi elektrostatik yapilar1 sayesinde DNA’ya baglanmasi ile gerceklesen
elektrostatik etkilesimler DNA’nin negatif yiiklii fosfat-seker omurgasina disaridan pozitif
yiiklii molekiillerin baglanmasi olarak bilinmektedir. Bu baglanmalar niikleotit spesifik
baglanmalar degildir ve buna ornek olarak pozitif yiikli Rutenyum (II) metal
komplekslerinin DNA ile etkilesimi verilebilir [124].
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal
3.1.1. Fosfazenler

Arastirma materyali olarak kullanilan orijinal fosfazen bilesikleri Ankara Universitesi, Fen
Fakiiltesi, Kimya Laboratuvarlarinda Prof. Dr. Zeynel KILIC, Ars. Gor. Dr. Aytug
OKUMUS SAHIN ve Ars. Goér. Gamze EGEMEN ELMAS tarafindan sentezlenmistir.
Calismada kullanilan 2, 2a, 2b, 2c, 2d, 2e, 2g, 21, 2j, 2k, 21 olarak adlandirdigimiz 11 farkl
fosfazen bilesiginin molekiiler yapisi Sekil 3.1°de verilmistir. Bilesikler dimethyl sulfoxide

(DMSO) igerisinde ¢oziilmiis ve 0,45 um por ¢apli enjektor ucu filtreden gegirilerek steril

edilmistir.
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Sekil 3.1. Calismada kullanilan bilesikler
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3.1.2. Kullanilan mikroorganizmalar ve gelisme ortamlar:

Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji Laboratuvar kiiltiir koleksiyonu i¢inden
temin edilen Gram negatif E. coli, P. vulgaris, K. pneumaniae, S. typhimurium ve Gram
pozitif B. cereus, B. subtilis, S. aureus, E. faecalis, E. hirae bakterileri ve C. albicans, C.
krusei, C. tropicalis mayalar bilesiklerin antimikrobiyal aktivitelerini belirlemek amaciyla
kullanilmigtir. Calismada kullanilan mikroorganizmalar ve gelisme kosullar1 Cizelge 3.1°de
verilmistir. Mikroorganizmalar ¢alismaya alinmadan once stoklardan alinarak bakteriler
mueller hinton agar, mayalar malt extrack agar besiyerinde uygun inkiibasyon kosullarinda

aktiflestirilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan mikroorganizmalar ve inkiibasyon kosullari

Mikroorganizma Sus No Inkiibasyon Inkiibasyon Yetisme

Sicakligt Siiresi Ortami1
B. cereus (G+) NRRLB-3711 37°C 24 saat MHA
B. subtilis (G+) ATCC 6633 37°C 24 saat MHA
S. aureus (G+) ATCC 25923 37°C 24 saat MHA
E. faecalis (G+) ATCC 29212 37°C 24 saat MHA
E. hirae (G+) ATCC 9790 37°C 24 saat MHA
E. coli (G-) ATCC 35218 37°C 24 saat MHA
P. vulgaris (G-) RSKK 96029 37°C 24 saat MHA
K. pneumaniae (G-) ATCC 13883 37°C 24 saat MHA
S. typhimurium (G-) ATCC 14028 37°C 24 saat MHA
C. albicans ATCC 10231 30°C 48 saat MEA
C. krusei ATCC 6258 30°C 48 saat MEA
C. tropicalis NRRL Y-12968 | 30 °C 48 saat MEA

MHA: Mueller Hinton Agar, MEA: Malt Extract Agar

3.1.3. Kullanilan hiicre hatlan

DLD-1 kolon kanser hiicre hatlar1 Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi; 1.929 fibroblast

hiicre hatlar1 ise SAP Enstitiisii hiicre kiiltiiri bankasindan temin edilmistir.
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3.1.4. Kullamlan kimyasal maddeler

Mueller hinton agar (Merck), Mueller hinton broth (Merck), Malt extract agar (Merck),
Sabouraud dekstroz broth (Merck) NaCl (Merck), Dimethyl sulfoxide (DMSO) (Sigma), L-
glutamin igermeyen fetal calf serum (FCS)’lu Dulbecco’s Modification of Eagle’s Medium
(DMEM), trypsin-EDTA (Biological Industries) ve gelisme besiyeri (Biological Industries),
2-(4-lodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfo-phenly)-2H tetrazoliummo- nosodium
salt (WST-1) (Roche), Tris (Merck), asetik asit (Merck), etilendiamintetraasetik asit (EDTA)
(Merck), agaroz (Applichem), etidyum bromiir (Sigma), etanol (Merck), siikroz (Sigma),
bromfenol mavisi (Merck), ksilen siyanol (Merck), Tris-EDTA (TE).

3.1.5. Kullanilan sarf malzemeler, aletler ve cihazlar

Petri kaplar1 (90x15 mm) (LP Italiana), mikropipet uglar1 (LP Italiana), mikrosantrifiij
tiipleri (LP Italiana), siringa ucu filtre (0,45 um) (Sartoirus), hiicre kiiltiir kaplar1 (Corning),
erlen, beher, meziir gibi ¢esitli cam malzemeler, lateks ve nitril eldiven, drigalski spatiilii,
halka uglu 6ze, pamuk, 10 cc siringa, 96 kuyucuklu mikroplaka, ¢esitli hacimlerde
mikropipetler, otoklav (Tomy SX-500), etiiv (37 °C) ve etiiv (40 °C), kit saklama dolab1 (+4
°C) (Sanyo), derin dondurucu (-30 ve -80 °C) (Sanyo), jel goriintiileme cihazi (Biometra),
giic kaynagi, pH metre (Mettler Toledo), hassas terazi, steril kabin, sogutmali santrifij
(Sigma), yatay elektroforez sistemi, vorteks, mikroplaka okuyucu (BIOTEK GENS Elisa
Reader PowerWave XS2), karbondioksitli etiiv (Binder CB150), mikrodalga firin (Vestel).

3.1.6. Calismada kullanilan cozeltilerin hazirlanmasi

Serum fizyolojik: %0,9 oraninda NaCl distile su icerisinde ¢dziilerek hazirlanmis ve otoklav

kullanilarak 121 °C’de 1,5 atm basingta 15 dakika steril edilmistir.

Bakteri ve mayala icin kullanilan besiyerleri: Uretici firmanm &nerdigi miktarda distile su
icerisinde ¢oziilmiis ve steril edilmis besiyerleri 60 °C’ ye kadar sogutulduktan sonra kati
besiyerleri aseptik kosullarda seril petri kaplarina 18-22 ml dokiilmiistiir, s1v1 besiyerleri ise
10 mI’lik cam tiipler icerisine alinmistir. Kat1 besiyerleri katilastiktan, sivi besiyerleri de
soguduktan sonra sterilite kontrolii amaciyla 1 gece etlivde bekletildikten sonra ¢alismada

kullanilacagi zamana kadar +4 °C’lik dolapta muhafaza edilmistir.
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Sterilizasyon islemi: Sterilizasyon, otoklav kullanilarak 121 °C’de 1,5 atm basingta 15

dakika yapilmaktadir.

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

tamamlanmistir.

0,5M EDTA (pH 8.0): 186,12 g EDTA bir miktar distile suda ¢oziildiikten sonra 800 ml’ye
tamamlanmistir. pH 8 olana kadar NaOH tableti eklenerek karistirilmistir. pH ayarlandiktan

sonra son hacim distile su ile 1 litreye tamamlanmistir.

1 M Tris-HCI: 12,11 g Tris tartilip bir miktar distile suda ¢oziildiikten sonra konsantre HCI
ile pH 8’e ayarlanmistir. pH ayarlandiktan sonra son hacim distile su ile 100 ml’ye

tamamlanmustir.

TE: 1 ml 1 M Tris-HCI (pH 8.0) ve 0,2 ml 0,5 M EDTA (pH 8.0) karistirilarak son hacim

distile su ile 100 ml’ye tamamlanmustir.

TAE tamponu: 50X TAE tamponundan 20 ml alinip distile su ile 1 litreye tamamlanmustir.

Agaroz jel: % 1 (w/v) agaroz 1X TAE tamponu igerisine alinarak mikrodalga firin i¢erisinde
kaynatilarak ¢oziilmiis daha sonra belli bir siire sogutulup jel tabagina dokiilmiis ve

polimerlesmesi beklenmistir.

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

hazirlanmstir.

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

edilmistir.

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

hazirlanmstir.



49

3.2. Metot

3.2.1. Bilesiklerin antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesi

Mikroorganizmalarin konsantrasyonunun McFarland standartina gore ayarlanmasi

Bakteriler, i¢inde Muller Hinton Agar bulunan petrilere, stok kiiltiirlerden alinarak tek
koloni ekimi yapilmis ve 37°C’de 24 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan
sonra gelisen aktif bakteri kiiltiiriinden alinarak steril serum fizyolojik bulunan tiiplere
aktarilmis, yogunlugu McFarland No: 0,5 (1x108 colony forming unit (cfu)/ml)) olacak

sekilde ayarlanmistir.

Mayalar, Malt Extract agar bulunan petrilere ekilmis ve 30°C’de 48 saat siireyle
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyondan sonra gelisen aktif maya kiiltiiriinden alinarak
steril serum fizyolojik bulunan tiiplere aktarilmis, yogunlugu McFarland No: 0,5 (1x107

cfu/ml) olacak sekilde ayarlanmistir.

Kuvu diflizyon yontemi

Bilesiklerin ¢esitli patojen mikroorganizmalara kars1 antimikrobiyal aktivitesini belirlemek
icin kuyu difiizyon yontemi kullanilmistir. Bunun icin besiyerlerine McFarland No: 0,5
(1x107 cfu/ml) bulanikliga ayarlanmis olan mikroorganizma ¢ozeltisinden 100 pl alinip
besiyeri (bakteriler i¢cin Muller Hinton agar, mayalar i¢in Malt Extract agar) yiizeyine
birakilarak drigalski spatiilii ile yayma islemi yapilmistir. Bakteri ya da maya ekimi yapilmis
besiyerlerine steril kosullar altinda delge¢ yardimi ile 6 mm ¢apinda kuyular agilmistir. Her
kuyuya daha onceden hazirlanmis ve filtreden gecirilerek steril edilmis 4000 puM
konsantrasyondaki bilesiklerden 50 pl eklenmistir. Bu sekilde hazirlanan bakteri ekimi
yapilmis petriler 37°C’lik etiivde 24 saat, maya ekimi yapilmis petriler ise 30°C’lik etiivde
48 saat inkiibasyona birakilmistir. Pozitif kontrol olarak bakteriler i¢in ampisilin ve
kloramfenikol, mayalar i¢in ketokanozol bilesiklerimizle ayn1 konsantrasyonda
mikroorganizmalara uygulanmis ve aym1 kosullarda inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon

stiresi sonunda olusan inhibisyon zonlar1 milimetrik olarak 6l¢iilmiis ve kaydedilmistir.
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Mikrodiliisyon yontemi

Fosfazen bilesiklerinin minimum inhibitér konsantrasyon (MIK), minimum bakterisidal
konsantrasyon (MBK) ve minimum fungisidal konsantrasyon (MFK) degerleri
mikrodiliisyon yontemi ile belirlenmistir. S1v1 besiyeri(bakteriler i¢in Mueller Hinton broth,
mayalar i¢in Sabouraud Dekstroz broth) 96 kuyulu mikroplakaya her kuyucuga 100 pl
olacak sekilde dagitilmistir. Konsantrasyonu 4000 uM olan bilesikten 100 pl almip ilk
kuyucuga eklenmis, ilk kuyudan ayni miktar alinip sonraki kuyucuga gegilmistir. Diger
kuyucuklar 4 oraninda diliie olacak sekilde bilesiklerin 2000-15.63 uM arasinda degisen
farkl1 konsantrayonlar1 elde edilmistir. McFarland No: 0,5 (1x108 colony forming unit
(cfu)/ml)) olarak ayarlanmis olan mikroorganizmalar serum fizyolojik igerisinde 1\10
oraninda seyreltilmistir ve her bir kuyuya 5 pl eklenmistir. Negatif kontrol olarak besiyeri,
pozitif kontrol olarak besiyeri ile mikroorganizma kullanilmistir. Bakteri olan mikroplakalar
24 saat 37 °C’de, maya olan plakalar 48 saat 30 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Bilesiklerin
MIK, MBK ve MFK degerlerinin belirlenmesi i¢in inkiibasyon sonrasi mikroplakalar
icerisindeki her bir kuyudan 10 pl 6rnek alinip bakteriler icin Mueller Hinton agar, mayalar
icin Malt Extract agar besiyerine ekim yapilmis ve uygun inkiibasyon siireleri sonrasi
mikroorganizmalarin ~ farkli  konsantrasyonlardaki  tiremeleri  kontrol  edilmistir.
Mikroorganizma iiremesinin olmadigi en diisiik konsantrasyon bakteriler icin minimum
bakterisidal konsantrasyon (MBK), mayalar i¢in minimum fungisidal konsantrasyon (MFK)
degeri olarak degerlendirilmistir. Inkiibasyon sonunda mikroorganizmalarin iiremesinin
yavasladigi ilk konsantrasyon minimum inhibitdr konsantrasyon (MIK) degeri olarak

degerlendirilmistir.

3.2.2. Sitotoksik aktivite

Hiicre kiiltiirlerinin hazirlanmasi

Saglikli L929 fibroblast ve DLD-1 kolon kanseri hiicreleri i¢erisinde DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle's medium), RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute) besiyerleri ile %
10 L-glutamin, %10 FCS (fetal calf serum), ve %1 antibiyotik bulunan besiyeri igerisinde,
%35 CO2’lik CO2 etiiviinde 37 °C’de 48 saat inkiibasyona birakilmigtir. Hiicrelerin ortamdan
toplanabilmesi i¢in besiyeri flasktan uzaklastirilmis ve hiicreler tripsin-EDTA ile muamele

edilmigtir. Daha sonra hiicreler 15 mL’lik ependorf tiiplerine alinip 2.500 rpm’de 2 dk
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santrifij edilmistir. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra hiicreler ¢alismada kullanilmaya
uygun hale gelmistir. L929 fibroblast ve DLD-1 kanser hiicreleri ¢calisilmak {izere 48 kuyulu
microplaka i¢ine alinmistir. Daha sonra siklotetrafosfazen bilesikleri %10 DMSO igeren
besiyeri igerisinde ¢oziiliip konsantrasyonlar1 12.5-200 g/mL arasinda olacak sekilde saglikli
hiicreler ve kanser hiicrelerine uygulanmistir. Negatif kontrol olarak %10 DMSO iceren
besiyeri, pozitif kontrol olarak doksorubisin kullanilmistir. Besiyeri de eklenen microplaka

37 °C’de CO; igeren inkiibatorde 24 saat inkiibasyona birakilmistir.

WST-1 yontemi ile hiicre canliliginin belirlenmesi

Bilesikler ile muamele edilen hiicre hatlarinin 24 saat inkiibasyonun ardindan hiicre canlilig1
iiretici firmanin (Roche) sdylemis oldugu kullanim talimatlart dogrultusunda uygulanan
WST-1 (suda ¢oziiniir tetrazolyum tuzu) yontemi kullanilarak tespit edilmistir. Bu yontemin
temeli, canlt hiicrelerde bulunan mitokondriyal dehidrojenaz enziminin tetrazolyum tuzunu
formazana doniistliirmesi ve bu doniisiim sonucunda olusan renk degisiminin belirlenmesine
dayanmaktadir. Bilesikler ve doksorubisin ile muamele edilmis hiicrelerin bulundugu
kuyucuklarin her birine 10 pl WST-1 ¢ozeltisi eklenmis ve 37 °C’de %5 CO» igceren
inkiibatorde 4 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonrasinda absorbans degetleri
420-480 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucu kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Negatif kontrol

grubu ile kiyaslama yapilarak hiicre canlilig1 % cinsinden belirlenmistir.
3.2.3. Madde-DNA etkilesimi

2,2a,2b, 2c, 2d, 2e, 2g, 21, 2j, 2k, 21 siklotetrafosfazen bilesiklerinin plazmid DNA iizerinde
etkisi agaroz jel elektroforez yontemi ile arastirlmistir. Bilesiklerin stok ¢ozeltileri
dimetilsiilfoksit (DMSO) igerisinde hazirlanmis ve 1 saat igerisinde kullanilmistir. 2000,
1000, 500 ve 250 uM konsantrasyonlardaki bilesikler plazmid DNA ile 37°C’de
inkiibasyona birakilmistir. 24 saat inkiibasyon sonunda ilagc-DNA karisimi agaroz jele
yiikklenmis ve olusan bantlar incelenmistir. Kontrol olarak bilesik ile etkilesime konulmamis

plazmid DNA’s1 jeldeki birinci kuyuya yiliklenmistir.
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Agaroz jel elektrofezi

% 1 (w/v) agaroz, TAE tamponu i¢inde kaynatilarak ¢oziildiikten sonra jel tabagina
dokiilmiistiir. Jel polimerlestikten sonra inkiibasyon sonrasi ilag-DNA karigimai ile ylikleme
tamponu karistirilarak jelde olusturulan kuyulara yiiklenmis ve TAE tamponu i¢inde 60 V
uygulanarak 3 saat siire ile dogru akimda yiiriitiilmiistiir. Elektroforez sonunda jel etidyum
bromiir ile boyanmaistir. Daha sonra jellerin goriintiilenmesi BioDoc Analyze (Biometra) jel
gorilintiileme cihazinda ultraviyole 151k altinda yapilmis ve goriintiiler bilgisayar ortaminda

JPEG formatinda kaydedilmistir.

BamHI ve Hindlll enzimleri ile Restriksiyvon Endoniikleaz reaksivonu

BamHI enzimi DNA iizerindeki 5'-G/GATCC-3' bolgesini tanirken Hindlll enzimi 5'-
A/AGCTT-3' bolgesini tanimaktadir. Bilesiklerin, DNA iizerindeki bu bdlgelere baglanma
durumunu anlamak i¢in DNA ile bilesikler 24 saat inkiibe edilmis daha sonra da BamHI ve
HindIll enzimleri ile muamele edilip 2 saat 37 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Enzimle
muamele edilmis ilag--DNA karisimi1 TAE tamponu i¢ginde 70 V'de 1 saat boyunca % 1
agaroz jel icerisinde yliriitiiliis ve elektroforez islemi sonrasinda jel etidyum bromiir ile
boyanmus, jellerin goriintiilenmesi BioDoc Analyze (Biometra) jel goriintiilleme cihazinda
ultraviyole 151k altinda yapilmis ve goriintiiler bilgisayar ortaminda JPEG formatinda

kaydedilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Fosfazen Bilesiklerinin Antimikrobiyal Aktiviteleri

2, 2a, 2b, 2c, 2d, 2e, 2g, 2i, 2j, 2k, 21 bilesikleri DMSO ¢oziiciisiinde ¢oziilerek 4000 uM
stok c¢ozeltileri hazirlanmistir. Bu bilesikler ve pozitif kontrol olarak kullanilan
antibakteriyel (ampisilin, kloramfenikol) ve antifungal (ketokanozol) ilaglar1 i¢in kuyu
difiizyon yontemi kullanilmis ve 3 tekrarli olarak antimikrobiyal aktiviteleri incelenmistir.
Calisma sonunda bakterilere ve mayalara karsi olusan inhibisyon zon ¢aplart mm cinsinden
Ol¢iilmiis Cizelge 4.1°de verilmistir. Calisma sonunda elde edilen verilere gore 2 bilesigi E.
coli ATCC 35218 ve S. typhimurium ATCC 14028 bakterilerine kars1 sirasiyla 13,0+0,0 ve
15,340,5 mm’lik zon ¢ap1 olusturmustur. 2a bilesigi E. coli ATCC 35218 bakterisi ve C.
krusei ATCC 6258 mayasina karst sirasiyla 12,3+0,9 ve 14,0+1,0 mm’lik zon ¢ap1
olusturmustur. 2b bilesigi K. pneumoniae ATCC 13883 bakterisine ve C. tropicalis NRRL
Y-12968 mayasina karsi sirastyla 12,7+1,3 ve 12,3+0,5 mm’lik zon ¢ap1 olusturmustur. 2¢
bilesigi K. pneumoniae ATCC 13883 bakterisi ve C. krusei ATCC 6258 mayasina kars1
strastyla 13,3+0,5 ve 15,7£0,5 mm’lik zon c¢ap1 olusturmustur. 2d bilesi8i S. typhimurium
ATCC 14028 bakterisine kars1 18,0+0,8 mm’lik zon ¢ap1 olusturmustur. 2e bilesigi B. cereus
NRRL B-3711, B. subtilis ATCC 6633, S. aureus ATCC 25923, E. faecalis ATCC 29212,
P. vulgaris RSKK 96029, K. pneumoniae ATCC 13883, S. typhimurium ATCC 14028, E.
hirae ATCC 9790 bakterilerine ve C. albicans ATCC 10231, C. krusei ATCC 6258
mayalarina kars1 sirasiyla 21,3+1,3, 22,0+1,4, 22,3+0,5, 14,3+0,5, 12,3+0,5, 15,7+1,3,
15,7+0,5, 13,34£0,5, 12,0+0,0, 14,5+0,5 mm’lik zon ¢ap1 olusturmustur. 2g bilesigi E. coli
ATCC 35218, P. vulgaris RSKK 96029 bakterilerine ve C. albicans ATCC 10231, C. krusei
ATCC 6258 mayalarina kars1 sirastyla 13,7+0,5, 14,3+1,3, 15,0+0,0, 14,3+0,5 mm’lik zon
cap1 olusturmustur. 2i bilesigi E. coli ATCC 35218, B. cereus NRRL B-3711, B. subtilis
ATCC 6633, S. aureus ATCC 25923, P. vulgaris RSKK 96029, K. pneumoniae ATCC
13883 bakterilerine ve C. krusei ATCC 6258, C. tropicalis NRRL Y-12968 mayalarina kars1
strastyla 21,0+0,8, 14,3+0,5, 18,0+0,8, 15,0+0,0, 13.7+0,5, 12,7+1,7, 14,3+£0,9, 13,3+0,5
mm’lik zon c¢ap1 olusturmustur. 2j bilesigi E. coli ATCC 35218, B. subtilis ATCC 6633, P.
vulgaris RSKK 96029, S. typhimurium ATCC 14028 bakterilerine ve C. krusei ATCC 6258
mayasina karsi sirastyla 14,0+0,0, 12,7+0,5, 15,3£1,3, 16,0+0,8, 14,0+0,8 mm’lik zon ¢ap1
olusturmustur. 2k bilesigi E. coli ATCC 35218, B. cereus NRRL B-3711, S. typhimurium
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ATCC 14028 bakterilerine ve C. krusei ATCC 6258 mayasina karst sirastyla 13,7+0,5,
12,7+0,5, 14,3+1,3, 13,74£0,5 mm’lik zon ¢ap1 olusturmustur. 21 bilesigi E. coli ATCC
35218, B. cereus NRRL B-3711, B. subtilis ATCC 6633, S. aureus ATCC 25923, E. faecalis
ATCC 29212, P. vulgaris RSKK 96029, K. pneumoniae ATCC 13883, S. typhimurium
ATCC 14028 bakterileri ve C. albicans ATCC 10231, C. krusei ATCC 6258, C. tropicalis
NRRL Y-12968 mayalarina karst sirastyla 12,3+0,5, 15,7+0,5, 16,7+0,5, 15,3%0,5,
12,3+0,5, 12,0+0,8, 14,7+0,5, 14,0+0,0, 16,0+0,0, 14,3+£0,5, 13,5+0,5 mm’lik zon ¢ap1

olusturmustur.

2 bilesiginin E. coli ATCC 35218 bakterisine karst olan etkinligi ampisilin ve
kloramfenikolden yiiksek ¢ikmistir. 2a bilesiginin E. coli ATCC 35218 bakterisine karsi olan
etkinligi ampsilin ve kloramfenikolden yiiksek ¢ikmistir. 2b bilesiginin K. pneumoniae
ATCC 13883 bakterisine karst olan etkinligi ampisilinden yiiksek ¢ikmistir. 2¢ bilesiginin
K. pneumoniae ATCC 13883 bakterisine kars1 olan etkinligi ampisilinden ytiksek ¢ikmustir.
2d bilesiginin bu etkinligi ampisilinin etkinligiyle yaklasik olarak aynidir. 2e bilesiginin B.
cereus NRRL B-3711, B. subtilis ATCC 6633, P. vulgaris RSKK 96029, E. hirae ATCC
9790 bakterilerine kars1 olan etkinligi ampisilin ve kloramfenikolden yiiksek ¢cikmistir. S.
aureus ATCC 25923 bakterisine karsi olan etkinligi kloramfenikolden, K. pneumoniae
ATCC 13883 bakterisine kars1 olan etkinligi ise ampisilinden yiiksek ¢ikmistir. Ayrica C.
albicans ATCC 10231 mayasina karst olan etkinligi ketokanozolden yiiksek ¢ikmistir. 2g
bilesiginin E. coli ATCC 35218 ve P. vulgaris RSKK 96029 bakterilerine kars1 olan etkinligi
ampisilin ve kloramfenikolden, C. albicans ATCC 10231 mayasina karsi olan etkinligi ise
ketokanozolden yiiksek ¢ikmistir. 21 bilesiginin E. coli ATCC 35218, B. cereus NRRL B-
3711, P. wvulgaris RSKK 96029 bakterilerine kars1 olan etkinligi ampisilin ve
kloramfenikolden, B. subtilis ATCC 6633 ve K. pneumoniae ATCC 13883 bakterilerine
kars1 olan etkinligi ise ampisilinden yiiksek ¢ikmistir. 2j bilesiginin E. coli ATCC 35218 ve
P. vulgaris RSKK 96029 bakterilerine kars1 olan etkinligi ampisilin ve kloramfenikolden
yiiksek ¢cikmuistir. 2k bilesiginin E. coli ATCC 35218, B. cereus NRRL B-3711 bakterilerine
kars1 olan etkinligi ampisilin ve kloramfenikolden ytiksek ¢ikmustir. 21 bilesiginin E. coli
ATCC 35218, B. cereus NRRL B-3711, P. vulgaris RSKK 96029 bakterilerine kars1 olan
etkinligi ampisilin ve kloramfenikolden, B. subtilis ATCC 6633 ve K. pneumoniae ATCC
13883 bakterilerine kars1 olan etkinligi ise ampisilinden yiiksek ¢ikmistir. C. albicans ATCC
10231 mayasina karsi1 olan etkinligi ise ketokanozolden yiiksek ¢ikmaistir.
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4.1.1. Fosfazen bilesiklerinin MiK, MBK ve MFK degerleri

2,2c,2d, 2e, 2i, 2j, 21 bilesikleri ve pozitif kontrol olarak kullanilan antibakteriyel (ampisilin,
kloramfenikol) ve antifungal (ketokanozol) ilaglar1 i¢in mikrodiliisyon teknigi ile Minimum
Inhibisyon Konsantrasyonu (MIiK), Minimum Bakterisidal Konsantrasyon (MBK),
Minimum Fungisidal Konsantrasyon (MFK) degerleri belirlenmistir. Calisma sonucunda
gozlemlenen MIK degerleri Cizelge 4.2’de, MBK ve MFK degerleri Cizelge 4.3’te
belirtilmistir. Bilesiklerin MIK degerlerinin <15,63-2000 uM arasinda degistigi tespit
edilmistir. 2 bilesiginin S. typhimurium ATCC 14028 bakterisine kars1 gosterdigi MIK
degerinin 250 pM oldugu belirlenmistir. 2¢ bilesiginin C. krusei ATCC 6258 mayasina kars1
gosterdigi MIK degerinin 125 pM oldugu belirlenmistir. 2d bilesiginin S. typhimurium
ATCC 14028 bakterisine kars1 gosterdigi MIK degerinin 500 uM oldugu belirlenmistir. 2e
bilesiginin MIK degerinin B. cereus NRRL B-3711 ve B. subtilis ATCC 6633 bakterilerine
karst 2000 uM oldugu S. aureus ATCC 25923, K. pneumoniae ATCC 13883 ve S.
typhimurium ATCC 14028 bakterilerine karst 250 uM oldugu belirlenmistir. 2i bilesiginin
MIK degerinin B. subtilis ATCC 6633 bakterisine kars1 2000 uM, S. aureus ATCC 25923
bakterisine kars1 250 uM oldugu belirlenmistir. 2j bilesiginin MIK degerinin P. vulgaris
RSKK 96029 ve S. typhimurium ATCC 14028 bakterilerine karsi 250 uM oldugu
belirlenmistir. 21 bilesiginin MIK degerinin B. cereus NRRL B-3711 bakterisine kars1 1000
uM, B. subtilis ATCC 6633 bakterisine karsi 2000 uM, S. aureus ATCC 25923 bakterisine
kars1 125 uM ve C. albicans ATCC 10231 mayasina kars1 <15,63 pM oldugu belirlenmistir.

2e bilesiginin K. pneumoniae ATCC 13883 bakterisine kars1 gosterdigi etki ampisilin ve
kloramfenikolden daha diisiik konsantrasyonda ¢ikmuistir. 21 bilesiginin S. aureus ATCC
25923 bakterisine kars1 gosterdigi etki kloramfenikolden, C. albicans ATCC 10231

mayasina kars1 gosterdigi etki ketokanozolden daha diisiik konsantrasyonda ¢ikmustir.

Bilesiklerin MBK ve MFC degerlerinin 15,63->2000 uM arasinda degistigi tespit edilmistir.
2 bilesiginin S. typhimurium ATCC 14028 bakterisine kars1 gosterdigi MBK degerinin 500
uM oldugu belirlenmistir. 2¢ bilesiginin C. krusei ATCC 6258 mayasina karsi gosterdigi
MFK degerinin 250 pM oldugu belirlenmistir. 2d bilesiginin S. typhimurium ATCC 14028
bakterisine kars1 gosterdigi MBK degerinin 1000 uM oldugu belirlenmistir. 2e bilesiginin
MBK degerinin B. cereus NRRL B-3711 ve B. subtilis ATCC 6633 bakterilerine kars1 >2000
uM oldugu S. aureus ATCC 25923, K. pneumoniae ATCC 13883 ve S. typhimurium ATCC
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14028 bakterilerine karst 500 pM oldugu belirlenmistir. 2i bilesiginin MBK degerinin B.
subtilis ATCC 6633 bakterisine karst >2000 uM, S. aureus ATCC 25923 bakterisine karsi
500 uM oldugu belirlenmistir. 2j bilesiginin MBK degerinin P. vulgaris RSKK 96029 ve S.
typhimurium ATCC 14028 bakterilerine karsi 500 uM oldugu belirlenmistir. 21 bilesiginin
MBK degerinin B. cereus NRRL B-3711 bakterisine kars1 2000 uM, B. subtilis ATCC 6633
bakterisine karst >2000 uM, S. aureus ATCC 25923 bakterisine kars1 125 uM ve MFK
degerinin C. albicans ATCC 10231 mayasina kars1 15,63 uM oldugu belirlenmistir.

2e bilesiginin K. pneumoniae ATCC 13883 bakterisine kars1 gosterdigi etki ampisilin ve
kloramfenikolden daha diisiik konsantrasyonda ¢ikmistir. 21 bilesiginin S. aureus ATCC
25923 bakterisine karsi gosterdigi etki kloramfenikolden, C. albicans ATCC 10231

mayasina kars1 gosterdigi etki ketokanozolden daha diisiik konsantrasyonda ¢ikmaistir.

Cizelge 4.2. 2, 2¢, 2d, 2e, 2i, 2j, 21 bilesiklerinin test suglarina karst minimum inhibisyon
konsantrasyonu (MIK degerleri pM olarak ifade edilmektedir)

Mikroorganizmalar
Bilesikler — - o 3w § —
5.8 8 22 5%/ 58 28 %

[Pozitifkontrol | o, T2 B o @ T /8 A FF 5§ S L &
S AT ol s ) 8 o § — 8 — | J — g ©
S g S 0 o ¥ T 50 S0 | fU
SE ERESE EEIAE SR SE RE
M Z|lg < uv < A XX </ un < U<« O <

2 250

2c 125

2d 500

2e 2000 2000 250 250 250

2i 2000 250

2j 250 250

21 1000 2000 125 <15,63

Amp 156 <19,5 | <19,5 | - 1250 <19,5 | NS NS

C 156 78 156 - 625 156 NS NS

Keto NS NS NS NS NS NS 312,5 <19,5

Amp: Ampisilin, C: Kloramfenikol, Keto: Ketokonazol, NS: (Calistlmamis)
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Cizelge 4.3. 2, 2c¢, 2d, 2e, 21, 2], 21 bilesiklerinin test suslarina karsi minimum bakterisidal
ve minimum fungisidal konsantrasyonu (MBK ve MFK degerleri pM olarak
ifade edilmektedir)

Bilesikler /Pozitif

kontrol

2

2c
2d
2e

2i

2j

21
Amp
C

Keto

Amp: Ampisilin, C: Kloramfenikol, Keto: Ketokonazol, NS: (Calisilmamis)

B. cereus
NRRL B-3711

>2000

2000
156
156
NS

B. subtilis
ATCC 6633

>2000
>2000

>2000
<19,5
78

NS

S. aureus
ATCC 25923

500
500

125
<19,5
156
NS

Mikroorganizmalar
)
N8 o
N S X©
=) S @
~ \O S on
8 (o)) S i
D 80
S M| 8 ©
. A R !
N X<
500
500
- 1250
- 625
NS NS

S. typhimurium
ATCC 14028

()]
S
o

1000
500

500

<19,5

156
NS

C. albicans
ATCC 10231

15,63
NS
NS
312,5

C. krusei
ATCC 6258

250

NS
NS
<19,5

Calisma sonuclar1 degerlendirildiginde bilesiklerin mikroorganizmalar1 inhibe ettigi ve

tamamen 6ldiirdiigii konsantrasyonlar arasinda ¢ok biiyiik farkliliklar goriilmemektedir.

4.2. Fosfazen Bilesiklerinin Sitotoksik Aktiviteleri

2, 2b, 2e, 21, 2j, 21 bilesiklerinin ve pozitif kontrol olarak doksorubisinin 200-12,5 pg/ml

arasinda degisen konsantrasyonlar1 L929 fibroblast ve DLD-1 kolon kanser hiicre hatlar1

lizerinde gostermis oldugu sitotoksik aktivite WST-1 yontemi ile incelenmistir. Bilesiklerin

L929 fibroblast hiicrelerine kars1 gdsterdigi sitotoksik etkileri Sekil 4.1°de; DLD-1 kolon

kanser hiicrelerine kars1 gosterdigi sitotoksik etkileri Sekil 4.2°de gosterilmektedir.

2 bilesiginin 200-12,5 pg/ml araliginda degisen 5 farkli konsantrasyonu karsisinda L929
fibroblast hiicrelerinin % canliliklar1 sirasiyla 17,23; 44,70; 49,47; 52,96 ve 48,28 olarak
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hesaplanmigstir. 2b bilesiginin 200-12,5 pg/ml aralifinda degisen 5 farkli konsantrasyonu
karsisinda 1.929 fibroblast hiicrelerinin % canliliklar sirasiyla 26,60; 23,19; 59,32; 44,55;
70,18 olarak hesaplanmistir. 2e bilesiginin 200-12,5 pg/ml araliginda degisen 5 farkli
konsantrasyonu karsisinda 1929 fibroblast hiicrelerinin % canliliklar1 sirasiyla 10,96; 9,21;
11,04; 24,50; 45,54 olarak hesaplanmustir. 2i bilesiginin 200-12,5 pg/ml araliginda degisen
5 farkli konsantrasyonu karsisinda 1929 fibroblast hiicrelerinin % canliliklar1 sirasiyla
11,35; 14,53; 11,75; 9,48; 13,48 ve DLD-1 kolon kanser hiicrelerinin % canliliklar1 ise
sirastyla 14,20; 15,71; 16,72; 11,68; 16,05°dir. 2j bilesiginin 200-12,5 ug/ml araliginda
degisen 5 farkli konsantrasyonu karsisinda 1.929 fibroblast hiicrelerinin % canliliklari
sirastyla 13,98; 18,10; 20,72; 23,52; 31,03 olarak hesaplanmustir. 21 bilesiginin 200-12,5
pg/ml araliginda degisen 5 farkli konsantrasyonu karsisinda L.929 fibroblast hiicrelerinin %
canliliklar sirastyla 9,85; 11,91; 17,07; 20,65; 20,96 olarak hesaplanmustir.

2 bilesiginin 200-12,5 pg/ml araliginda degisen 5 farkli konsantrasyonu karsisinda DLD-1
kolon kanser hiicrelerinin % canliliklar1 sirastyla 36,80; 107,38; 99,23; 89,15; 95,45 olarak
hesaplanmistir. 2b bilesiginin 200-12,5 pg/ml araliginda degisen 5 farkli konsantrasyonu
karsisinda DLD-1 kolon kanser hiicrelerinin % canliliklar1 sirasiyla 39,83; 63,27; 92,68;
89,65; 93,69 olarak hesaplanmustir. 2e bilesiginin 200-12,5 pg/ml araliginda degisen 5 farkl
konsantrasyonu karsisinda DLD-1 kolon kanser hiicrelerinin % canliliklar1 ise sirasiyla
10,42; 10,34; 23,77; 50,08; 78,82 olarak hesaplanmistir. 2j bilesiginin 200-12,5 pg/ml
araliginda degisen 5 farkli konsantrasyonu karsisinda DLD-1 kolon kanser hiicrelerinin %
canliliklar1 ise sirasiyla 19,75; 50,41; 68,40; 72,43; 77,64 olarak hesaplanmistir. 21
bilesiginin 200-12,5 pg/ml aralifinda degisen 5 farkli konsantrasyonu karsisinda DLD-1
kolon kanser hiicrelerinin % canliliklar1 ise sirasiyla 11,18; 15,21; 21,85; 52,10; 78,14 olarak

hesaplanmustir.

Elde edilen verilere gore 2i disindaki bilesiklerin konsantrasyonlar1 arttikga gosterdikleri
sitotoksik etki artmistir. 21 bilesiginin sitotoksik etkisi konsantrasyonuyla ters orantili olarak
gergeklesmistir. 2, 2b, 2e, 2j ve 21 bilesiklerinin 1.929 fibroblast hiicrelerine kars1 sitotoksik
etkisinin DLD-1 kolon kanser hiicrelerine karst olan etkisinden yiiksek oldugu
belirlenmistir. 2, 2b, 2e, 2j ve 21 bilesiklerinin L929 fibroblast ve DLD-1 kolon kanseri
hiicrelerine karsi olan etkinliginin antikanser ajan olan doksorubisinden diisiik oldugu

belirlenmistir. 2i bilesiginin 1929 fibroblast hiicrelerine karsi olan sitotoksik etkisinin
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doksorubisinden daha diisiik, DLD-1 kolon kanseri hiicrelerine karsi olan sitotoksik etkisinin

doksorubisinden yiiksek oldugu belirlenmistir.

Hiicre canlhiliklar: (%)

200 pg/ml 100 pg/ml 50 pg/ml 25 ng/ml 12,5 pg/ml
H2 17,23 44,7 49,47 52,96 48,28
E2b 26,6 23,19 59,32 44,55 70,18
H2e 10,96 9,21 11,04 24,5 45,54
H2i 11,35 14,53 11,75 9,48 13,48
H2j 13,98 18,1 20,72 23,52 31,03
H21 9,85 11,91 17,07 20,65 20,96
H Doksorubisin 4,65 6,87 18,43 23,89 33,24

Sekil 4.1. 2, 2b, 2e, 21, 2j, 21 bilesiklerine maruz birakilan 1.929 fibroblast hiicrelerinin %

canliliklar
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200 pg/ml 100 pg/ml 50 pg/ml 25 pg/ml 12,5 pg/ml
H2 36,8 107,38 99,23 89,15 95,45
H2b 39,83 63,27 92,68 89,65 93,69
H2e 10,42 10,34 23,77 50,08 78,82
H2i 14,2 15,71 16,72 11,68 16,05
H2j 19,75 50,41 68,4 72,43 77,64
=21 11,18 15,21 21,85 52,1 78,14
H Doksorubisin 1,02 2,04 17,63 26,73 32,18

Sekil 4.2. 2, 2b, 2e, 21, 2j, 21 bilesiklerine maruz birakilan DLD-1 kolon kanser hiicrelerinin

% canliliklar1
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4.3. Fosfazen Bilesiklerinin DNA ile Etkilesimi

Calismada kullanilan 2, 2a, 2b, 2¢, 2d, 2e, 2g, 21, 2j, 2k, 21 bilesiklerinin 2000 uM ile 250
uM arasinda degisen konsantrasyonlarinin plazmit DNA ile etkilesimleri agaroz jel

elektroforezi ile arastirilmstir.

Bisferrosenil-2-trans-6-spiro-siklotetrafosfazen (2) bilesiginin DNA ile etilesiminde yiiksek
konsantrasyonlarda Form I DNA ortadan kalkmistir. Ayrica diisiik konsantrasyonlarda Form
I DNA’nin hareketliligini yavaslatici yonde etki ettigi belirlenmistir. 2 bilesiginin agik
halkasal yapida olan Form II DNA nin yogunlugunu artirdig1 belirlenmistir. Ayrica DNA’da
kiriklar oldugunu gosteren dogrusal yapida olan Form III gézlenmistir. Pirolidin siibstitiienti
tastyan 2a bilesiginin DNA ile etkilesiminde yiiksek konsantrasyonlarda Form I ve Form II
DNA ortadan kalkmistir. Ayrica diisiik konsantrasyonlarda Form I DNA’nin hareketliligini
yavagslatic1 yonde etki ettigi ve yogunlugunu artirdig1 belirlenmistir. Piperidin siibstitiienti
tagtyan 2b bilesiginin DNA ile etkilesiminde Form I ve Form II DNA’nin hareketliligini
yavaglattigi ve Form II DNA’nin yogunlugunu artirdigi belirlenmistir. Morfolin siibstitlienti
tastyan 2c bilesiginin DNA ile etkilesiminde Form I ve Form II DNA’nin hareketliligini
yavaglattigt ve Form I DNA’nin yogunlugunu artirdigi belirlenmistir. DASD siibstitiienti
tasiyan 2d bilesiginin DNA ile etkilesiminde Form I ve Form II DNA’nin hareketliligini
yavaglattigl, Form I ve Form II DNA’nin yogunlugunu artirdig1 belirlenmistir. Diamin
stibstitiienti tagiyan 2e bilesiginin DNA ile etkilesimine bakildiginda Form I ve Form I DNA
smear olarak gozlenmistir. Dialkoksi siibstitiienti tasiyan 2g bilesiginin DNA ile
etilesiminde yiiksek konsantrasyonlarda Form I DNA ortadan kalkmistir. Ayrica diisiik
konsantrasyonlarda Form I DNA’nin hareketliligini yavaslatict yonde etki ettigi
belirlenmistir. 2g bilesiginin agik halkasal yapida olan Form II ve siiper sarmal yapida olan
Form I DNA’nin yogunlugunu artirdigr belirlenmistir. Ayrica DNA’da kiriklar oldugunu
gosteren dogrusal yapida olan Form III gdzlenmistir. Diamin siibstitiienti tasiyan 2i
bilesiginin DNA ile etkilesiminde tiim konsantrasyonlarda Form I DNA ortadan kalkmaistir.
Ayrica yiiksek konsantrasyonlarda Form II DNA’da gozlenmemistir. DNA’da kiriklar
oldugunu gosteren Form III DNA goézlenmistir. Diamin siibstitiienti tagiyan 2j bilesiginin
DNA ile etkilesiminde yiiksek konsantrasyonlarda DNA smear olarak gézlenmistir ve diisiik
konsantrasyonlarda Form I DNA ortadan kalkmistir. Ayrica yiiksek konsantrasyonlarda
Form II DNA’da gézlenmemistir. Diisiik konsantrasyonlarda Form II DNA’nin yogunlugu
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artmistir, ayrica Form III DNA gozlenmistir. Dialkoksi siibstitiienti tasiyan 2k bilesiginin
DNA ile etkilesimine bakildiginda Form I ve Form II DNA’nin yogunlugunun arttig
gbzlenmistir. Dialkoksi siibstitiienti tastyan 21 bilesiginin DNA ile etkilesiminde en yiiksek
konsantrasyonda DNA smear olarak gozlenmistir ve yine yliksek konsantrasyonda Form I

DNA’ya rastlanmamis ve Form III DNA gozlenmistir.

P1234 P1234 P1234 P1234

Formil -
Formm |
Form| - wHhese o

2 2a 2b 2¢
P1234 P1234 P1234 P1234

Form i =2

Formlill

Forml | -
2d 2e 2g

P1234 P1234 P1234

2

Form Il
Form Il - .
Form| - -
2j 2k 21

Resim 4.1. Calismada kullanilan bilesiklerin plazmit DNA iizerindeki etkisi. (P):Bilesikle
muamele edilmemis plazmit DNA; (1):2000 puM; (2):1000 puM; (3):500 uM;
(4):250 uM; Form I:Kapali halkasal plazmit DNA; Form II: Ac¢ik halkasal
plazmit DNA; Form IIl:Dogrusal plazmit DNA

Bilesiklerin DNA’daki niikleotitlere baglanma durumlarin1 belirlemek i¢in en yiiksek
konsansantrasyon ile muamele edilmis plazmit DNA’nin BamHI ve Hindlll restriksiyon
endoniikleazlar ile enzim kesimleri yapilmistir (Resim 4.2). BamHI enzimi DNA iizerindeki
5'-G/GATCC-3" bdolgesini tanirken; Hindlll enzimi 5 -A/AGCTT-3" bdlgesini
tanimaktadir. 2 bilesigi ile etkilesime girmis DNA’nin enzim kesimine bakildiginda bilesigin
DNA’ya A/A ve G/G niikleotitlerinden baglanmadigi enzim kesiminin gercgeklestigi
belirlenmistir. 2a, 2b, 2c, 2d, 2e, 2g, 2i ve 21 bilesikleri ile etkilesime girmis DNA nin enzim
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kesimine bakildiginda her iki enziminde DNA’y1 kesmedigi ve maddelerin DNA’ya A/A ve
G/G niikleotitlerinden baglandigi belirlenmistir.

PPH2 2a 2k 2b 2c 2d P/IB 2 2a 2k 2b 2c¢ 2d

4

Form i

¥

Form Il

Form|

-

PPHZ2 2i 21 2 29 PIB 2 2i 21 2 29

Form i

Form Il
Form |

Resim 4.2. Calismada kullanilan bilesikler ile muamele edilmis plazmit DNA’nin BamHI ve
Hindlll restriksiyon endoniikleazlar1 ile kesimi. (P): Bilesikle muamele
edilmemis plazmit DNA; (P/H): HindlIll ile kesilmis plazmit DNA; (P/B): BamHI
ile kesilmis plazmit DNA
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5. TARTISMA

Giiniimiizde enfeksiyon hastaliklar1 ilkemizde ve diinyada halk saglig1 a¢isindan biiyiik bir
tehdit unsurudur. Yeni gelistirilen kuvvetli etkiye sahip antimikrobiyal ajanlar olmasina
ragmen mikroorganizmalarinda ayni hizda geligsmesi ve klinik kullanimda olan antiikrobiyal
ajanlara kars1 direng olusturmasi enfeksiyon hastaliklarin tedavisini zorlastirmaktadir. Bu
durum bilim insanlarim1 mikroorganizmalarin diren¢ mekanizmalarina ragmen etkili
olabilecek konak canli i¢cin daha az toksik olan antimikrobiyal ajanlar gelistirmeye
yonlendirmistir. Bu siirecte fosfazenler iizerine yapilan pek c¢ok c¢alisma gostermistirki
fosfazen bilesikleri ve ¢esitli tiirevleri mikroorganizmalar {izerine antimikrobiyal etkiye
sahiptir. Bu bilgiler 1s181inda bu tez calismasinda kullanilan kismen siibstitiie bis-ferrosenil-
2-trans-6-dispiro-siklotetrafosfazen ve bu bilesigin pirolidin, morfolin, piperidin, 1,4-
dioksa-8-azaspiro[4.5]dekan (DASD), diamin ve diol siibstitiientleri tagiyan tiirevlerinin 9
patojen bakteri ve 3 patojen maya iizerine antimikrobiyal aktivitesi incelenmistir. 2e
(diamin) bilesiginin B. subtilis e etkisinin kloramfenikolden yiiksek oldugu belirlenmistir.
2e (diamin), 2g (dialkoksi) ve 21 (dialkoksi) bilesiklerinin C. albicans mayas1 tizerine kontrol
olarak kullanilan ketokonazolden daha yiiksek etki gosterdigi belirlenmistir. Diger bilesikler
pozitif kontrollerle karsilastirildiginda mikroorganizmalar iizerinde daha diisiik
antimikrobiyal etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Tiim mikroorganizmalar goz Oniine
alindiginda diamin siibstitlienti tagiyan 2e, 21, 2j bilesiklerinin ve CH3 (metil) grubu baglh
dialkoksi siibstitiienti tasiyan 21 bilesiginin; pirolidin (2a), piperidin (2b), morfolin (2c¢),
DASD (2d) ve F (flor) bagh dialkoksi (2g, 2k) siibstitiienti tasiyan bilesiklerden ve ¢ikis
bilesigi olan bisferrosenil-2-trans-6-dispiro-siklotetrafosfazen bilesiginden daha aktif
oldugu belirlenmistir. Bilesiklerin bakteriler icerisinde Gram negatif bakteriler iizerinde
Gram pozitif bakterilere oranla daha yiiksek antimikrobiyal etki gosterdigi belirlenmistir.
Ayrica bilesikler bakteriler ilizerine, mayalar ilizerine oldugundan daha yiiksek etki
gostermistir. Calismada antimikrobiyal aktiviteye sahip olan bilesiklerin bu etkiyi oldukga
diistik konsantrasyonlarda (<15,63-2000 uM) gosterdigi belirlenmistir. Literatiirde
tetramerik fosfazenlerle ilgili ¢alisma sayist olduk¢a azdir. Bu calismada kullanilan
bilesiklerin 6zellikle B. subtilis ve C. albicans’in sebep oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde
kullanilmak iizere gelistirilen antimikrobiyal ajanlardan olma potansiyeline sahip oldugu
anlagilmistir. Bu calismadan elde edilen sonuglar literatiirdeki bilgiyi desteklemektedir ve

bu bilesiklerle yapilan ilk antimikrobiyal aktivite calismasi olma 6zelligindedir.
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Tiim diinyay1 etkisi altina alan ve halk saglig1 sorunlarinin baginda gelen bir diger hastalik
ise kanserdir. Kanser tedavisi masrafli ayn1 zamanda zor olan bir hastaliktir. Tedavi i¢in pek
cok yontem olmakla birlikte bunlar arasinda en yaygin kullanilan1 kemoterapidir. Ancak
kemoterapi kanseri tedavi etmekle birlikte tedavinin yaninda getirdigi pek cok saglik
sorununa sebep olmaktadir. Bunun sebebi klinik kullanimda olan antikanser ajanlarin segici
toksisiteye sahip olmamalar1 ya da kullanim sonrasi viicuttan atilmasinin zor olmasidir.
Biitiin bu sebepler arastirmacilari bu tiir olumsuz 6zelliklere daha az ya da hi¢ sahip olmayan
antikanser ajanlar gelistirmeye yoneltmektedir. Arastirmalar sonucunda fosfazen
bilesiklerinin sitotoksik aktiviteye sahip olduklar1 belirlenmistir ancak tetrafosfazenler ile
ilgili calismalar yetersizdir. Bu ¢alisma bis-ferrosenil-2-trans-6-dispiro-siklotetrafosfazen ve
tirevleri ile yapilan ilk sitotoksik aktivite ¢alismasidir. Sitotoksik aktivite caligmasinin
sonucunda bilesiklerin aktivitesinin konsantrasyona bagl olarak degisiklik gosterdigi ve
bilesikler arasinda sadece diamin siibstitiienti tasiyan 2i bilesiginin DLD-1 kolon kanser
hiicreleri tlizerine kontrol olarak kullanilan antikanser ajan doksorubisinden daha yiiksek
aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Kullanilan diger bilesiklerin 1929 fibroblast
hiicrelerine ve DLD-1 kolon kanser hiicrelerine kars1 etkinliginin birbirlerine yakin degerler
oldugu belirlenmistir. Bu degerler L929 fibroblast hiicrelerinde doksorubisinden yiiksek,
DLD-1 kolon kanser hiicrelerinde ise doksorubisinden disiiktiir. Sonuclar dikkate

alindiginda 21 bilesiginin antikanser ajan olma potansiyelinin yliksek oldugu goriilmiistiir.

Antikanser ajanlarin bircogu DNA’ya etki ederek kanseri tedavi etmektedir. Bu sebeple
antikanser ajanlar gelistirilirken ilaglarin DNA ile olan etkilesimleri oldukca dikkat
cekmektedir. Bu tez caligmasinda kullanilan bilesiklerin plamit DNA ile olan etkilesimlerine
bakildiginda tiim bilesiklerin DNAya etki ettigi gdzlenmistir. Ozellikle diamin siibstitiienti
tastyan bilesiklerin  yiiksek konsantrasyonlarda DNA’nin  formlarin1  pargaladigi
gozlenmistir. Tiim fosfazen bilesiklerinin plazmit DNA’nin hareketliligini azaltic1 yonde
etki ettigi belirlenmistir. Ayrica diamin ve dialkoksi siibstitiienti tagiyan bilesiklerin DNA’da
kirilmalara sebep oldugu belirlenmistir. Bilesikler ile etkilesime girmis olan DNA’nin enzim
kesimine bakildiginda 2 bilesiginin DNA’ya G/G ve A/A bolgelerinden baglanmadigi, diger
bilesiklerin ise bu bolgelerden DNA’ya baglandig: belirlenmistir. Tetramerik fosfazenlerle
ilgili bu konudaki bilgiler literatiirde kisitlidir. Bu veriler ¢aligmada kullanilan bilesikler ile
ilgili ilk bilgilerdir ve bilesiklerin DNA ile etkilesimlerine bakildiginda bu bilesiklerin

sitotoksik aktivitesinin bu etkilesimlerinden kaynakli olabilecegini diistindiirmektedir.
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Biyolojik aktiviteyle ilgili ¢aligmalara bakildiginda fosfazen temelli bilesiklerin
antimikrobiyal ve antikanser ajan olma potansiyellerinin yiliksek oldugu diisiiniilmektedir.
Fosfazenlerin sahip oldugu biyolojik aktivite fosfazenin temel yapisina bagli olan yan
gruplara gore farkliliklar gostermektedir. Bu ¢alismada kullanilan ferrosenil
siklotetrafosfazen bilesikleri de degisik oranlarda antimikrobiyal aktivite ve sitotoksik etki
gostermis ve DNA ile etkilesime girmistir. Calismalardan elde edilen veriler g6z Oniine
alindiginda bilesiklerin sahip oldugu biyolojik aktiviteye yapilarinda bulunan ferrosen birimi
ile birlikte diamin, dialkoksi, pirolidin, piperidin, morfolin ve DASD gruplarinin sebep

oldugu diistiniilmektedir.

Calismada kullanilan tiim bilesiklerde yer alan ve giiclii elektrokimyasal 6zelligi olan
ferrosen demir II iyonunun iki siklopentadienil halka arasinda yer aldig1 bir bilesiktir.
Oldukca kararh bir yapida olan bu bilesik 1951 yilinda kesfedilmistir ve organometalik
kimya i¢in baglangi¢ olarak kullanilmistir. Cesitli tiirevlerinin hazirlanabilmesini saglayan
stvi ve aerobik ortamdaki kararliligi ve olumlu elektrokimyasal ozellikleri sayesinde

ferrosen ve tiirevleri biyolojik uygulamalar i¢in oldukca popiiler bir molekiildiir [126].

Calismada kullanilan bilesikler yap1 olarak biiyliik olmalarindan ve diizlemsel yapida
olmadigindan dolay1 hiicre i¢indeki yapilara etki etmek i¢in hiicre duvarini gegmesi miimkiin
goriinmemektedir. Ayn1 sebepten dolay: bilesiklerin DNA’ da bulunan niikleotitler arasina
girip interkalasyon araciligiyla DNA ile etkilesime girmesi miimkiin goriinmemektedir.
Fakat fosfor atomlarindan birine bagli olarak bulunan ferrosen birimi pozitif yiikli ve
diizlemsel yapida oldugu i¢in negatif yiikli DNA molekiiliiniin arasina girerek etkilesime
girmis olabilecegi ve ferrosen birimi ile birlikte DNA arasina giren bilesiklere bagli yan
gruplarin DNA’ya etki gostermis olabilecegi diisiiniilmektedir. Bilesiklerin bu sekilde
DNA’nin yapisin1 bozup replikasyonu engelleyerek kullanilan hiicre hatlar1 iizerine

sitotoksik etki gdstermis olabilecegi diistiniilmektedir.

Berberoglu ve digerleri (2016) spiro-ansa-spiro ve spiro-bino-spiro tetramerik fosfazen
tirevlerinin sitotoksik aktiviteleri, antimikrobiyal ve ile DNA ile etkilesimlerini
arastirmislardir. Bilesiklerden 13 ve 16 nin L929 fibroblast ve MDA-MB-231 meme kanser
hiicre hatlar1 tizerindeki sitotoksik etkisinin yiiksek oldugunu ve IC50 degerlerinin

antikanser ajan olarak kullanilan sis-platinden daha diisiik oldugunu belirlemislerdir. Bu
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bilesiklerin etkinliginin sisplatin kadar yiiksek oldugunu belirtmislerdir. Ayrica bu tez
kapsaminda calisilan fosfazen bilesiklerinin bazilarinn DLD-1 kolon kanser hiicre hatlar
iizerinde yine sisplatin kadar etkili oldugu belirtilmistir. Bilesiklerin on bakteri ve {ic maya
susu lizerindeki antimikrobiyal aktivitesine bakmiglar ve bilesik 16 disindaki bilesiklerin
oldukca diisiik antimikrobiyal aktivite gosterdigini; bilesik 16’nin bu tez caligmasinda
kullanilan fosfazen bilesiklerinin antimikrobiyal aktivitesine benzer sekilde mayalar
iizerinde etkinlik gosterdigini bulmuslardir. Bilesiklerin DNA ile etkilesimlerine
bakildiginda bilesik 12, 13, 14 ve 18’in bu ¢alismada kullanilan bilesiklerle benzer sekilde
DNA’nin hareketine ve DNA yogunluguna etki ettigini tespit etmislerdir [127].

Asmafiliz  ve  digerleri  (2013) sentezledikleri  tetramorfolin  mono-  ve
bisferrosenilmetilspirosiklotrifosfazen (8a—12a) bilesiklerinin cesitli patojen
mikroorganizmalara kars1 antimikrobiyal aktivitesini ve plazmit DNA ile etkilesimlerini
incelemislerdir. 8a, 9a, 11a ve 12a bilesiklerinin B. cereus (NRLL B-3008) (G+), S. aureus
(ATCC 25923) (G+), B. subtilis (ATCC 29213) (G+), E. faecalis (ATCC 292112) (G+), P.
aeruginosa (ATCC 27853) (G-), E. coli (ATCC 25922) (G-), P. vulgaris (ATCC 8427)
(G—) ve E. coli (ATCC 35218) (G—) bakterileri ile C. tropicalis (ATCC 13803) ve C.
albicans (ATCC 10231) mayalar1 tizerindeki antimikrobiyal etkilerini arastirmis ve
kloramfenikol, ampisilin (antibakteriyal) ve ketokanozol (antifungal) gibi antibiyotiklerle
karsilastirildiginda herhangi bir antimikrobiyal aktivitelerinin olmadigini saptamiglardir. Bu
sonuclar 1s18inda bu tezde kullanilan fosfazen bilesiklerin yukarida bahsedilen
mikroorganizmalara karst antimikrobiyal aktivitesinin daha yiiksek oldugunu
gostermektedir. 8a, 9a, 11a ve 12a bilesiklerinin DNA ile 24 saat inkiibasyonu sonrasinda
agaroz jel elektroforezinde yiirlitiilmiis ve daha sonra etidyum bromiirle muamele edilip
goriintiileme yapilmistir. Elde edilen goriintiiler incelendiginde 11a ve 12a bilesiklerinin
DNA’nin hareketliligine etki ettigi belirlenmistir. Ayrica restriksiyon endoniikleazlar ile
enzim kesimleri yapildiginda enzimlerin DNA’y1 kesmedigi belirlenmistir. Bu sonuglari
degerlendirdiklerinde tetramorfolin bilesiklerin DNA’nin konformasyonunda degisimlere
sebep oldugu sonucuna varmislardir. Bu bilesiklerin DNA’yla girdigi bu etkilesim ve enzim
kesiminde DNA’nin kesilmemis olmasi bu tez c¢alismasinda kullanilan fosfazen

bilesiklerinin DNA etkilesimleriyle benzerlik gostermektedir. [128].

Akbas ve digerleri (2016) fosfazenyum tuzlarinin antimikrobiyal etkilerini, sitotoksik

aktivitelerini ve DNA ile etkilesimlerini arastirmiglardir. Bilesiklerin DLD-1 kolon kanseri
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hiicre hatt1 iizerine etkileri incelenmis ve 125 uM konsantrasyonda 11a, 13a, 14a ve 15a
bilesiklerinin hiicre canliligin1 %40’a kadar diisiirdiigiinii tespit etmislerdir. En yliksek
konsantrasyon olan 1259 uM’da ise tiim bilesiklerin yiiksek sitotoksik aktiviteye sahip
oldugunu gormiislerdir. Bu calismada benzer etki 2i bilesiginde goriilmiistiir. Bilesiklerin
antimikrobiyal aktivitelerine bakildiginda tiim bilesiklerin Gram pozitif bir bakteri olan B.
subtilis’e kars1 etkili oldugunu; E. coli ATCC 35218, E. faecalis ve S. typimurium
bakterilerine karsi herhangi bir etkilerinin olmadigini belirlemislerdir. Tetrapiperidino
fosfazenyum tuzlar1 olan 13a, 14a ve 15a bilesiklerinin bu tez ¢alismasinda kullanilan
bilesiklerin de tizerinde etkili oldugu C. albicans, C. krusei ve C. tropicalis mayalarina karsi
aktivite gosterdikleri tespit edilmis ve bu tuzlarin fosfazen ligandlarinin da ayn1 mayalar
iizerinde etkili oldugu sdylenmistir. Bu ¢alismanin aksine bu tez ¢alismasinda bilesiklerin
Gram negatif bakteriler iizerine olan etkisi daha fazladir ayrica mayalar iizerinde pozitif
kontrole oranla énemli bir etki gdzlenmemistir [129]. Bilesiklerin MiK, MBK ve MFK
degerlerinin bakteriler i¢in 312,5 ile 1250 uM; mayalar icin ise <19,5 ile 156 uM arasinda
oldugunu belirlemislerdir. Bu tez ¢alismasinda ise MiK, MBK ve MFK degerleri <15,63 ile
2000 uM arasinda degismektedir ve bu degerler bu calismada elde edilmis olan degerlerden
daha iyi sonuglar elde edildigini gostermektedir. Bilesiklerin pBR322 plazmit DNA ile
etkilesimlerine bakildiginda 13a, 14a ve 15a bilesiklerinin plazmit DNA’nin hareket ve
yogunlugunda diisiise sebep oldugu; bilesik 14a ve 15a’nin aynm1 zamanda DNA’y1
parcaladigini tespit etmislerdir. DNA’daki bu etki bu tez calismasindakine benzerdir.
Plazmit/bilesik karisimlar1 BamHI ve Hindlll restriksiyon enzimleri ile muamele edildiginde
enzimlerin DNA’y1 kesebildigi goriilmiis ve bu tez calismasinda kullanilan bilesiklerin
cogunun DNAya bu niikleotitlerden baglandig1 ve kesimin ger¢eklesmedigi gibi farkliliklar
goriilmektedir [130].

Elmas ve digerleri (2014) 2-trans-6-dikloro asa (ansa-spiro-ansa) (1b, 2b, 1c ve 2c) ve 2-
trans-6-dikloro mono-ferrosenil-spiro-ansa siklotetrafosfazen (3a, 3b, 4a, 4b, 5a ve 5c¢)
bilesiklerini sentezlemisler ve bu bilesiklerin antimikrobiyal aktiviteleri, sitotoksik etkileri
ve DNA ile etkilesimlerini arastirmislardir. Bilesiklerin MCF-7 meme kanser hiicre
hattindaki sitotoksik aktivitesini incelediklerinde bilesik 1b ve 2b’nin 1 mg/ml
konsantrasyonda hiicre canliligin1 %40 diisiirmiistiir ve ayni konsantrasyondaki sisplatin
hiicre canliligim1 %35 diisiirmiistiir ancak diger bilesiklerin belirgin bir sitotoksik etki

gostermedigini belirlemislerdir. Calismada elde edilen bilesiklerin ve ayrica baslangi¢
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bilesigi (N4P4Clg), piperidin, DASD (1,4-dioksa-8-azaspiro[4,5] dekan), aminopodand 1 ve
2’nin antimikrobiyal aktivitelerini arastirmislar; 2b, 2¢c ve 5a bilesiklerinin B. subtilis’e kars1
etkili oldugunu; 3b, 4b ve 5b bilesiklerinin B. cereus’a karsi zayif antimikrobiyal aktivite
gosterdigini; Sa bilesiginin E. coli ATCC 35218 bakterisine kars1 yine zayif antimikrobiyal
aktivite gosterdigini belirlemislerdir. Bu tez ¢alismasindaki veriler degerlendirildiginde B.
subtilis’e kars1 olan etkinin benzer oldugu ancak E. coli ATCC 35218’e kars1 olan etkinligin
daha yiiksek oldugu gozlenmistir. Ayrica bilesiklerin bu tez ¢alismasindaki maddelere
benzer olarak antifungal etkilerinin diisiik oldugunu tespit etmislerdir. 5000- 312 uM
arasinda degisen konsantrasyonlardaki bilesikler ile 24 saat inkiibe edilmis plazmit DNA’nin
agaroz jel elektroforezi sonucu elde edilen goriintiiler incelendiginde 3a-5a ve 3b-5b
bilesiklerinin DNA’y1 kesme yeteneginin oldugunu goérmiisler ve bu etkiye bilesiklerdeki
redoks aktif ferrosen biriminin sebep olabilecegini sdylemislerdir [ 131]. Ferrosen birimi bu
tez ¢alismasinda kullanilan bilesiklerin yapisinda da bulunmaktadir ve DNA’daki bu etkinin

benzerliginin bu birimden kaynaklandig: diistiniilmektedir.

Tilimer ve digerleri (2013) mono (la— 5a), geminal (gem-1b—5b), non-geminal (cis-1b, cis-
5b ve trans-2b—-5b), tri (lc—5c) ve tetra-substitiie fosfazen (1d-5d) bilesiklerini
sentezlemisler ve bu bilesiklerin antimikrobiyal aktivitelerini, sitotoksik etkilerini ve DNA
etkilesimlerini belirlemislerdir. 1d, 2d ve 4d bilesiklerinin HelLa kanser hiicre hatti
izerindeki sitotoksik etkisi bir antikanser ajan olan sisplatin ve paklitaksel ile
karsilastirildiginda 2d bilesiginin 1d ve 4d bilesiklerine gore daha aktif oldugunu; 2d
bilesiginin 6zellikle 5 ve 10 pg/ml konsantrasyonlarinda pozitif kontrol olarak kullanilan
sisplatin ve paklitaksel kadar inhibisyon etkisinin oldugunu gormiislerdir. 2d bilesiginin
potansiyel sitotoksik etkisini incelemek i¢in bu bilesikler muamele edilmis HelLa kanser
hiicrelerinin canliligin1 96 saat siire ile takip etmisler ve sonugta bilesigin ilk 48 saatte hiicre
canlilifin1 azalttigin1t ve 72 saat sonra tekrar bir hiicre azalmasina sebep oldugunu
belirlemislerdir. Sonu¢ olarak pendant ferrosenil ve dort vanillin  grubunun
siklotrifosfazenlerin HelLa hiicre hattina kars1 antiproliferatif etkisini artirdigini
sOylemislerdir. Bilesiklerin antimikrobiyal aktivitesine bakildiginda 5a, cis-1b, 2c ve 1d
bilesiklerinin patojen bakterilere kars1 aktif oldugunu ancak bu etkinin standart antibiyotikler
olan ampisilin ve kloramfenikol kadar yiiksek olmadigini tespit etmislerdir. Ferrosenil
siklotrifosfazen tiirevlerinin antimikrobiyal aktivitesinin P atomuna baglanan substitiientlere
(pirolidin, 1,4-dioksa-8-azaspiro[4,5]dekan, morfolin ve vanillinato gruplar1) bagl olarak

degiskenlik gosterdigini sOylemislerdir. Bu tez kapsaminda kullanilan bilesiklerin
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antimikrobiyal aktivitesinin de bu calismaya benzer sekilde P atomuna baglanan gruplara
gore degiskenlik gosterdigi belirlenmistir. Bilesiklerin 312-5000 uM arasinda degisen
konsantrasyonlar1 ile 24 saat muamele edilmis plazmit DNA {izerindeki degisiklikler
arastirildiginda bilesik 2d’nin en yiiksek iki konsantrasyonunun siiper sarmal DNA’nin
yogunlugunu Onemli derecede artirdigini; madde konsantrasyonu azaldik¢a form I’in
hizinda artis olurken form II'nin hizinda azalma meydana geldigini ve siiper sarmal plazmit
DNA’y1 kiiclik parcalara kestigini goézlemlemislerdir. gem-1b ve cis-1b bilesiklerinin
konsantrasyonu azaldikga form I DNA’nin hiz ve yogunlugunda azalma oldugunu; 1d
bilesiginin konsantrasyonu arttik¢ca form I DNA’nin hiz ve yogunlugunda artis oldugunu ve
ayn1 zamanda DNA’nin kesilmesinden kaynaklanan form III bandinin varligini tespit
etmisler; diger bilesiklerin de benzer aktiviteye sahip oldugunu goérmiislerdir. Bu tez
calismasinda ise benzer sekilde bilesiklerin DNA’y1 kiigiik kesmesinden kaynakli olusan
form III DNA gozlenmis ve DNAn1 hizin1 azaltan yonde etki ettigi belirlenmistir. Bilesikler
ile muamele edilmis plazmit DNA BamHI ve Hindlll enzimleri ile kesilmek istendiginde
DNA’nin kesilmedigi goriilmiis ve bu tez calismasindaki bilesiklerin pek cogunda oldugu
gibi DNA’ya bu enzimlerin kesim bdlgelerinden baglandigi belirlenmistir. Ferrosen
biriminin bulunmas1 bilesiklerin DNA’ya kars1 olan etkisinin bu tezdeki ile benzerlik

gostermesine sebep olabilecegini diistindliirmektedir [132].

Kocak ve digerleri (2013) kismen substitiie spiro-ansa-spiro fosfazen (3) ve spiro-bino-spiro
fosfazen (4) bilesiklerinin N3P3Cls¢ ve dibenzo-diaza-podandin (2) reaksiyonundan tam
heterosiklik amin (pirolidin, piperidin, morfolin ve 1,4-dioksa-8-azaspiro[4,5]dekan -
DASD) substitiie spiro-ansa-spiro 5a-5d ve spiro-bino-spiro 6a-6d siklotrifosfazen
bilesiklerini sentezlemisler ve bu bilesiklerin ¢esitli patojen mikroorganizmalar lizerindeki
antimikrobiyal aktiviteleri ve DNA etkilesimlerini incelemislerdir. Baslangic bilesigi
(N3P3Clg), pirolidin, piperidin, morfolin, DASD ve dibenzo-diaza podandinin (2)
sentezlenen fosfazen tiirevleri (3, 4, 5a—5d ve 6a—6d) ile birlikte antimikrobiyal aktivitesine
bakildiginda N3P3Clg bilesiginin B. subtilis ATCC 6633, B. cereus NRRL-B-3711 ve E. coli
ATCC 25922 bakterilerine; piperidinin B. cereus NRRL-B-3711, morfolinin P. aeruginosa
ATCC 27853 ve DASD’1n B. subtilis ATCC 6633 ve B. cereus NRRL-B-3711 bakterilerine
kars1 zayif antimikrobiyal aktivite gosterdigini belirlemislerdir. 3, 4, 5a-5d ve 6a—6d
fosfazen tiirevleri herhangi bir antimikrobiyal etki gostermezken heterosiklik aminler ve

baslangi¢ bilesiginin de antifungal etkiye sahip olmadigini; yalnizca 6a bilesiginin Candida
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tropicalis mayasina karst 15 mm’lik zon cap1 ile oldukg¢a iyi bir antifungal etkisinin
oldugunu tespit etmisler ve bu etkinin bilesigin spiro-bino-spiro yapist ve pirolidinil yan
gruplarindan meydana gelmis olabilecegini sdylemislerdir. 5000 ile 625 uM arasinda
degisen konsantrasyonlardaki baslangi¢ bilesigi (N3P3Cls), pirolidin, piperidin, morfolin,
DASD ve dibenzo-diaza podand1 (2) ve sentezlenen fosfazen tiirevlerinin (3, 4, 5a—5d ve
6a—6d) pBR322 plazmit DNA ile etkilesimleri incelendiginde pirolidin, morfolin ve 2
bilesiginin plazmit DNA iizerinde herhangi bir etkisinin olmadigini; piperidin ve DASD’1n
yalnizca form I DNA’nin hareketliligi tizerinde kiigiik bir azalmaya sebep oldugunu;
N3P3Cls baglangi¢ bilesiginin ise Onemli bir konformasyonal degisime yol actigim
gormiislerdir. Diger fosfazen tiirevlerinin DNA iizerinde ¢ok az bir etkisinin bulunmasina
ragmen kismen substitiie fosfazen tiirevleri spiro-ansa-spiro 3 ve spiro-bino-spiro 4’iin form
I DNA’nin hareketlilik ve yogunlugunu artirdigini tespit etmislerdir. Bu bilesiklerin
DNA’ya olan etkileri karsilastirildiginda bu tez ¢aligmasinda kullanilan bilesiklerin DNA
iizerine olan etkilerinin daha diisiik konsantrasyonlarda daha yiisek oldugu tespit edilmistir

[133].

Elmas ve digerleri (2012) oktaklorosiklotetrafosfazenler (N4P4Clg) ile N2O» verici-tip
aminopodandin (1a, 1b, 1g ve 1h) reaksiyonu sonucu spiro-ansa-spiro (2a, 2b, 2g ve 2h) ve
ansa-spiro-ansa (3a ve 3b) fosfazenler olarak isimlendirilen iki tip bilesik elde etmisler;
kismi substitiie spiro-ansa-spiro fosfazenlerin (2a ve 2b) tetrahidrofuran i¢indeki pirolidin
ve morfolin ile reaksiyonuyla tetrapirolidino (2c ve 2d) ve morfolino (2e ve 2f) tiirevlerini;
ansa-spiro-ansa fosfazenler (3a ve 3b) ile i¢indeki pirolidin ve morfolin ile reaksiyonuyla ise
gem-2-trans-6-dikloropirolidinofosfazenler (3¢ ve 3d) ve -morfolinofosfazenleri (3e ve 3f)
sentezlemisler ve bu bilesiklerin antimikrobiyal aktiviteleri ve DNA etkilesimlerini
incelemislerdir. Antimikrobiyal aktivite sonuglarinda tetrapirolidinosiklotetrafosfazen
tirevlerinin (2c ve 2d) Gram pozitif bakterilere karsi zayif antimikrobiyal aktivite
gosterdigini; rasemik gem-2-trans-6-dikloropirolidinosiklotetrafosfazen tiirevlerinin (3¢ ve
3d) yalmz Candida tropicalis’e karst orta derecede antifungal etki gosterdigini tespit
etmislerdir. Baglangi¢ bilesigi (N4P4Clg), pirolidin, morfolin, 1a, 1b, 1g ve 1h bilesiklerinin
de aym1 mikroorganizmalara olan etkisine bakildiginda morfolin ve N4P4Clsg’in P.
aeroginosa’ya; 1b ve N4P4Clg’in B. cereus’a; 1b’nin E. coli’ye; 1h’nin S. aureus’a; 1g’nin
B. subtilis’e kars1 etkili oldugu belirlenmistir. Bu tez ¢aligsmasinda kullanilan bilesiklerin de
mayalar lizerine zayif etki gosterdigi belirlenmistir. Baslangi¢ bilesigi (N4P4Cls), pirolidin,
morfolin, 1a, 1b, 1g, 1h ve siklotetrafosfazen tiirevleri 2a—2f ve 3a—3f ile pBR322 plazmit
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DNA’nin etkilesimi incelendiginde N4P4Cls haricinde 1a, 1b, 1g ve 1h bilesiklerinin plazmit
DNA iizerinde bir etkisinin olmadigini; 2e, 3c ve 3e bilesiklerinin ise DNA’y1 kesme
yeteneginin  oldugu Dbelirlenmistir. Bu tez c¢alismasinda kullanilan ferrosenil
siklotetrafosfazen bilesiklerinin DNA iizerine gdsterdikleri etki bu ¢alismada kullanilan
bilesiklerden daha yiiksektir. Restriksiyon analizi sonucuna gore 2b ve 2d haricindeki 2a-2f
ve 3a-3f bilesiklerinin DNA’ya GG bolgesinden baglandigini tespit etmislerdir [134].

Ilter ve digerleri (2010) hekzaklorosiklotrifosfazatrien (N3P3Cls) ile N-alkil-N-
ferrosenilmetiletilen diaminler ve sodyum [3-(N-ferrosenilmetilamino)-1-propanoksid] (3)
ile reaksiyonu sonucunda spirosiklik monoferrosenil tetraklorofosfazenleri (1a—3a); la-3a
bilesiklerinin pirolidin ile reaksiyonuyla tetrapirolidinofosfazenleri (1b—3b); la bilesiginin
morfolin ile reaksiyonuyla geminal-morfolino fosfazen (1¢); 2a ve 3a bilesiklerinin morfolin
ile reaksiyonuyla dietilaminotrimorfolino (2c) ve tam substitiie morfolino (3c¢) bilesiklerini
sentezlemigler ve bu bilesiklerin antimikrobiyal, antitiiberkiiloz aktivitesi ve DNA ile
etkilesimini incelemislerdir. Bilesiklerin antimikrobiyal aktivitesine bakildiginda tiim test
bakterileri icinde fosfazen bilesiklerine kars1 en duyarl olanlarin S. aureus, P. aeruginosa,
B. subtilis ve B. cereus oldugunu; 1b bilesiginin E. fecalis, S. aureus ve B. subtilis; 2b
bilesiginin S. aureus, C. albicans ve C. tropicalis; 3c bilesiginin E. coli ve P. aeruginosa
iizerinde etkili iken 3b bilesiginin test mikroorganizmalarinin ¢ogunda en yiiksek etki
gosteren bilesik oldugunu tespit etmislerdir. Bu tez calismasinda ise pirolidin siibstitiie 2a
bilesiginin antimikrobiyal aktivitesinin bu ¢alismadaki pirolidin siibstitiie 3b bilesigi kadar
yiiksek olmadigi belirlenmistir. 1b, 2b, 3b ve 3c bilesiklerinin pUC18 plazmit DNA ile olan
etkilesimini incelediklerinde bilesiklerin DNA’y1 kesme aktivitesinin oldugunu ve palzmit
DNA’nin hareketi lizerinde degisiklige sebep oldugunu; 3b bilesiginin ise form I ve Il DNA
iizerinde diger bilesiklere gore daha giiclii etki gosterdigini belirlemisler; restriksiyon
analizine bakildiginda fosfazen tiirevlerinin bu tez ¢alismasindaki bilesiklerin ¢ogu gibi

DNA’ya G/G ve A/A niikleotitlerinden baglandigini tespit etmislerdir [135].

Basterzi ve digerleri (2015) kismen substitiie spiro-ansa-spiro-siklotrifosfazenlerdeki (7 ve
8) Cl atomlarimin pirolidin, 4-(2-aminoetil)morfolin (AEM) ve 1,4-dioksa-8-
azaspiro[4,5]dekan (DASD) ile yer degistirme reaksiyonu sonucu heterosiklik amin
substitiie siklotrifosfazenleri (9a-c velOa-c) elde etmisler ve bu bilesiklerin biyolojik

aktivitelerini arastirmislardir. N3P3Cls, pirolidin, AEM, DASD, dibenzo-diaza podandlar (3
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ve 4) ve fosfazen tiirevlerinin (5000 uM) antimikrobiyal aktivitesini incelemisler ve ¢ikis
bilesigi N3P3Cle, heterosiklik aminler ve dibenzo-diaza podandlar (3 ve 4) ve fosfazen
tiirevlerinin (6, 8, 10a ve 10b) bu tez dahilinde ¢alisilan bilesikler gibi E. coli ATCC 35218
iizerinde antimikrobiyal aktivitesi oldugunu; MIK degerlerine bakildiginda fosfazen 7 nin
S. aureus, B. subtilis, E. faecalis ve E. coli 25922 bakterilerine karst oldukg¢a aktif oldugunu
ve MIK degerlerinin 78 ile >1250 pM arasinda degistigini tespit etmislerdir. Spiro-ansa-
spiro 7, 8 ve onun analogu olan fosfazenin E. coli 35218 iizerindeki antimikrobiyal aktivitesi
karsilastirildiginda spiro-ansa-spiro 7 ’nin 8 iiyeli halkasinin 9 ve 7 liyeli ansa halkasina gore
daha etkili oldugunu belirlemislerdir. Bu tez ¢aligmasinda kullanilan bilesiklerin Mik
degerleri bu calismadakilere oranla daha diisiik konsantrasyonlar oldugu belirlenmistir.
Heterosiklik amin substitiie spiro-ansa-spiro 9a-c, 10a-c ve analog fosfazenin durumuna
bakildiginda ise sirasiyla 9 {iyeli ansa halkasi, pirolidin ve AEM grubu iceren 10a ve 10b
bilesiklerinin E. coli 35218 {izerinde etkili oldugunu belirlemislerdir. Bilesiklerin plazmit
DNA ile etkilesimleri incelendiginde pirolidin, AEM ve spiro-bino-spiro 6’nin plazmit DNA
tizerinde herhangi bir etkisinin olmadigini ve DASD’in form I DNA’nin hareketliligini
artirdigini tespit etmislerdir. N3P3Clg’nin plazmit DNA’nin zincirlerinde ¢entik olusturarak
hizli hareket eden form I'i daha yavas hareket eden form II’ye doniistiirdiigiinii; fosfazen
tirevleri 5, 7, 8, 9b ve 9¢’nin form I DNAnin hareketini artirirken 9a’nin yavaslamaya yol
actigin1 belirlemislerdir. Calismada kullanilan bazi bilesiklerin bu tez ¢alismasinda
kullanilan bilesikler ile DNA’nin hareketliligine benzer etkiler gosterdigi belirlenmistir.
Siklotrifosfazenlerin L929 fibroblast hiicreleri ve A549 akciger kanser hiicreleri iizerindeki
toksik etkilerine bakildiginda saglikli hiicreler olan fibroblast hiicrelerinde yalnizca 9’nin en
yiiksek konsantrasyonda toksik etki gosterdigini, bu tez ¢alismasinda kullanilan bilesiklerin
aksine diger bilesiklerin fibroblast hiicreleri iizerinde herhangi bir etkisinin bulunmadigini
belirlemislerdir. A549 akciger kanser hiicrelerinin durumuna bakildiginda ise maddelerin
artan konsantrasyona gore toksik etkisinin arttigin1 ve en ytiksek toksik etkiyr 100 pg/ml
konsantrasyonda 9c maddesinin gosterdigini belirlemislerdir. Ayrica maddelerin A549
akciger kanser hiicrelerine kars1 toksik etkisinin L929 fibroblast hiicrelerinden daha yiiksek
oldugunu belirlemislerdir. Bu tez ¢alismasinda kullanilan bilesikler ise 2i bilesigi disinda
hem DLD-1 kolon kanser hiicrelerine hem de L.929 fibroblast hiicrelerine benzer sitotoksik

etki gosterdigi belirlenmistir [136].
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6. SONUC VE ONERILER

Bu yiiksek lisans tezi kapsaminda yapilan arastirmalardan elde edilen sonuglar ve oneriler

sOyledir.

1.

Bu ¢aligma ferrosenkarboksaldehit ile 2-trans-6-dispiro-siklotetrafosfazen bilesiklerinin
reaksiyonu sonucu meydana gelen kismen siibstitiie bis-ferrosenil-2-trans-6-dispiro-
siklotetrafosfazenlerin pirolidin, morfolin, piperidin, 1,4-dioksa-8-azaspiro[4.5]dekan
(DASD), diaminler ve dioller ile reaksiyona sokulmasi sonucu elde edilmis tam ve
kismen stibstitiie ferrosenil siklotetrafosfazen bilesikleri ile yapilan ilk biyolojik aktivite
calismasidir.

Yapilan calisma kapsaminda ferrosenil siklotetrafosfazen bilesiklerinin ¢esitli patojen
bakteriler ve mayalar iizerindeki antimikrobiyal aktivitesi incelenmis ve bilesiklerin
olusturdugu inhibisyon zon caplarina bakildiginda diamin ve dialkoksi siibstitiienti
tastyan bilesiklerin mikroorganizmalar iizerinde daha etkili oldugu, tiim bilesiklerin
bakteriler lizerine mayalara gore ve Gram negatif bakteriler lizerine Gram pozitiflere
gore daha yiiksek etki gosterdigi belirlenmistir. Yiiksek antimikrobiyal aktivite gdsteren
bilesiklerin MIK, MBK ve MFK degerleri belirlenmis ve mikroorganizmalar1 diisiik
konsantrasyonlarda inhibe ettigi veya oldiirdiigi (<15,63-2000 uM arasinda) tespit
edilmistir. Yapilan ¢aligmalardan elde edilen bulgular g6z oniine alindiginda kullanilan
bilesiklerin antimikrobiyal ajan olma potansiyeli ortaya ¢ikmistir ayrica daha ileri
aragtirmalar ile bilesiklerin mikroorganizmalara kars1 gosterdikleri antimikrobiyal
etkinin mekanizmasinin belirlenmesi 6nem tasimaktadir.

Bu tez kapsaminda calisilan ferrosenil siklotetrafosfazen tiirevlerinin L929 fibroblast ve
DLD-1 kolon kanser hiicre hatlar1 {izerindeki sitotoksik etkisi WST-1 yontemi ile
belirlenmis ve fosfazen bilesiklerinin etkisi bir antikanser ila¢ olan doksorubisin ile
karsilagtirilmistir. Fozfazen bilesiklerinden diamin ve dialkoksi siibstitiienti tasiyan 2e,
2i, 2j ve 2l bilesiklerinin sitotoksik etkisinin diger bilesiklerden yiiksek oldugu
belirlenmistir. 2i (diamin siibstitiie) bilesiginin L929 fibroblast hiicrelerine olan etkisi
doksorubisinden diistik oldugu belirlenmistir. Yine 2i bilesiginin DLD-1 kolon kanser
hiicrelerine olan etkisinin diisiik konsantrasyonlarda doksorubisinden yliksek oldugu
belirlenmistir. Calisma sonucu elde edilen veriler degerlendirildiginde diamin ve
dialkoksi siibstitlienti tasiyan bilesiklerin antikanser ajan olarak degerlendirilebilecegi

anlagilmstir.
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Kanserin tedavisinde kullanilan pek ¢ok bilesik incelenmis ve incelemeler sonucunda ideal

bir antikanser ajanin temel 6zellikleri belirlenmistir. Bunlar:

e Cis konumunda, DNA azotlar1 ile yer degistirebilecek bir ¢ift sert eksi yiiklii ligand
bulunmalidir (klor veya oksijen gibi).

e Hiicre zarindan gegebilmeli ve suda ¢6ziiniir olmalidir.

e Diger iki ligand tepkimede etkinligi olmayan primer ya da sekonder aminler olmalidir

[137].

Bu 6zelliklere bakildiginda bu bilesklerin su igerisinde ¢oziinebilen cis konumunda formlar1
ile yapilacak olan in vivo calismalar sonucu antikanser ajan olma potansiyeli yiiksek
bilesiklerin ortaya ¢ikacagi diistiniilmektedir.

4. Calismada kullanilan bilesiklerin DNA ile etkilesimi agaroz jel elektroforez yontemi ile
incelenmis ve bilesiklerin ¢ogunun kapali halkasal yapida olan DNA’y1 pargaladigi
ayrica DNA’nin kirilmasina sebep olarak dogrusal yapida olan form III bandinin
olugmasina sebep oldugu belirlenmistir. Ayni1 zamanda bilesiklerin DNA ile etkilesime
girerek DNA’nin hareketliligini azalttig1 belirlenmistir. Bu durumun bu bilesiklerin
DNA’ya kovalent olmayan elektrostatik ekilesimler araciligi ile baglanmis olabilecegini
diisiindiirmektedir. Bilesikle etkilesime girmis DNA’nin BamHI ve HindlIll enzimleri
ile enzim kesimleri yapilmis ve bazi bilesiklerin DNA’ya bu bdlgelerden baglandig:
tespit edilmistir. DNA’ya bu bélgelerden baglanmadig tespit edilen bilesiklerin farkl
restriksiyon enzimleri kullanilarak DNA {izerinde farkli bdlgelere baglanip
baglanmadiginin belirlenmesi dnerilmektedir.

5. Bu tez kapsaminda ¢alisilmis olan tiim biyolojik aktivite deneylerinin sonuglar1 goz
oniine alindiginda 6zellikle diamin ve dialkoksi siibstitiienti tasiyan bilesiklerin daha
yiiksek aktiviteye sahip oldugu anlagilmistir. Etkinligi ¢ok daha yiiksek bilesiklerin

sentezlenmesi durumunda bu bilgilerin dikkate alinmasi dnerilmektedir.

Caligmalar sonrast ¢ikan sonuglar degerlendirildiginde  bis-ferrosenil-2-trans-6-
dispirosiklotetrafosfazen tiirevlerinin simdiye kadar calisilmis olan diger fosfazen
bilesiklerinin biyolojik aktiviteleri dikkate alinarak gelistirilmeleri dahilinde iyi birer
antimikrobiyal ve antikanser ajan olabilecegi ve yeni calismalara katki saglayabilecegi

diistiniilmektedir.
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