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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

DIAMINOSPIRO SIKLOTETRAFOSFAZEN TUREVLERINININ DNA VE
ANTIMIKROBIYAL AKTIiVITELERININ INCELENMESI

Mustafa ATALAN

Tez Danismani: Yrd. Do¢. Dr. Sedat BOZARI
2016, 39 Sayfa

Bu calismada, yeni sentezlenmis 6 fosfazen bilesigin; insan patojeni olan bakteri ve mantarlar
tizerindeki antimikrobiyal aktiviteleri ve DNA etkilesimleri arastirildi. Bu amagla, 6 farkli
fosfazen bilesiginin antimikrobiyal aktivite ¢aligmalart igin Bacillus subtilis (ATCC 29213),
Bacillus cereus (NRLL B-3008), Staphylococcus aureus(ATCC 6538), Escherichia coli (ATCC
35218), Escherichia coli (ATCC 25922), Enterococcus facealis (ATCC 29212) ve Pseudomonas
aureginosa (ATCC 27853), Klebsiella pnemonia, Salmonella typhimurium olmak iizere 9 adet
patojen bakteri ve Candida albicans (ATCC 10231), Candida tropicalis (ATCC 13803) ve
Candida krusei (34135) mayalar1 kullanildi. Agar Kuyucuk Diflizyon Yontemi antimikrobiyal

aktivitenin belirlenmesi amaciyla kullanildi.

Maddelerden PA4 harig diger bilesiklerin en az 1 bakteri susuna kars1 aktivite gosterdigi
belirlendi. PA5 sadece P. aureginosa bakterisine kars1 aktivite gosterirken PA1, PA3 ve PA6
bilesikleri sirasiyla 6, 5 ve 4 test bakteri susuna kars1 mikrobiyal aktivite gosterdigi belirlendi.
Bilesiklerin hi¢ biri test edilen maya suslarina karsi herhangi bir antifungal aktivite
gostermemistir. Calisilan bilesikler arasinda en fazla sayida mikroorganizmaya karsi etki
goOsteren ve en genis inhibisyon zonu olusturan PA1’in en etkili antimikrobiyal aktiviteye sahip

bilesik oldugu tespit edildi.

Sentezlenen bilesikler ile pBR322 plazmid DNA arasindaki etkilesim agaroz jel
elektroforez yontemiyle incelendi. Tiim maddelerin konsantrasyona bagli olarak DNA’y1

parcalama ve kesme seklinde etkiler gosterdikleri belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Fosfazen, Antimikrobiyal Aktivite, DNA Etkilegimi



ABSTRACT

Master’s Thesis

INVESTIGATION OF ANTIMICROBIAL AND DNA ACTIVITIES OF
DIAMINOSPIRO CYCLOTETRAPHOSPAZEN DERIVATIVES INTERACTION

Mustafa ATALAN

Supervisor: Assistant Professor Sedat BOZARI
2016, Page 39

In this study, antimicrobial activities and DNA interaction on bacteria and fungus which
are human pathogen of newly synthesized 6 phophazene compounds have been searched. For
his purpose, were evaluated against nine patogen which are Bacillus subtilis (ATCC 29213),
Bacillus cereus (NRLL B-3008), Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Escherichia coli
(ATCC 35218), Escherichia coli (ATCC 25922), Enterococcus facealis (ATCC 29212) ve
Pseudomonas aureginosa (ATCC 27853), Klebsiella pnemonia, Salmonella typhimurium and
ferments, Candida albicans (ATCC 10231), Candida tropicalis (ATCC 13803) and Candida
krusei (34135) have been used for antimicrobial activities of PA1, PA2, PA3, PA4, PA5 and
PA6 compounds of phophazenes. Agar well diffusion technique has been used to determine the

antimicrobial activities of test compounds.

All of compounds, except PA4, shown activity against at least 1 bacterial strain. PAL,
PA3 and PA6 compounds were shown antimicrobial activity against 6, 5 and 4 bacterial strains,
respectively. No activity of compounds were observed against fungal strains, that is, all 3 test
fungi strains were resistant to these newly synthesised fosfazen compounds. Among the
synthesized compounds, PA1 was the highest inhibition zone and the most active agents against

to susceptible the reference strain Salmonella typhimurium.

The interaction between the newly synthesised compounds and pBR322 plazmid DNA
were observed on agarose gel electrophoresis. It was examined that all fosfazen componds
tested for this study, depending on the concentration of compounds, showed effects on DNA

destruction and cleavage.

Key Words: Phosphazene, Biological Activity, DNA Interactions
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1.GIRIS

Patojen bakterilerin antibiyotiklere kars1 direnci, hem toplumda hem de hastane
ortaminda gilinden giline gelisirken, sebep olduklari mortalite ve morbilite oranlari
artirmakta ve ekonomik yonden kayda deger bir yiik getirmektedir. Son otuz yilda,
birden fazla ilaca direngli mikroorganizmalarin hem hastanede hem de toplumda
artmast; bilimsel ¢alismalara yeni diizenlemeler getirerek verimli ve diisiikk rezistans
profiline sahip, yeni antimikrobiyal bilesiklerin gelistirilmesini zorunlu hale getirmistir.
Boylece mevcut antibiyotik simiflar1 g6z Oniinde bulundurularak molekiiler ve
antimikrobiyal caligmalardaki gelismeler 1s1ginda yeni maddelerin gelistirilmesi

zorunluluk haline gelmistir.

Amerika Enfeksiyon Hastaliklart Dernegi (Infectios Diseas Society of America,
IDSA), 2020’ye kadar 10 yeni sistemik antibakteriyel ilag gelistirme projesini
destekleme karar1 almistir (Pendleton vd., 2013). Bu dernegin ana hedeflerinden birisi
‘escape’ patojenleri olarak bilinen antibiyotik maddelere dayanikli (rezistans) olan
mikroorganizma gruplarina (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumanii, Pseudomonas aeruginosa ve
Enterobacteriaceae) karsi yeni antibiyotik maddeler gelistirmektir. ~ Mikrobiyal
dayanikliligim arttig1 giiniimiizde 6zellikle besinci nesil sefalosporinler, karbapenemler,
monobaktamlar, B-laktamaz inhibitorleri, aminoglikozitler, kinolonlar, oksazolidonlar,
glikopeptidler ¢esitli organizmalara karsi aktif olmalarindan dolay1r 6nemlidir. Bu
bilesiklerden bazilar1 resmi kurumlar tarafindan ¢oktan onaylanmis, bazilari ise hala
calisma asamasindadir. Buna ragmen yeni antibiyotiklere; bakteriyel enfeksiyonlarin
artmasindan dolay1 hala ihtiya¢ duyulmaktadir. . Bu yiizden antimikrobiyal direng, tiim
paydaslar tarafindan yapilan koordine eylemleri tesvik etmeyi, gozetim ve teknik

yardim destegini de igermelidir (Bassetti vd., 2013).

Gilintimiizde bakteriyal direngliligin artmasi antibiyotiklerin klinikte kullanimini
siirlamaktadir. Bu nedenle yeni bilesiklere acil ihtiya¢ duyulmaktadir. Cok sayida ilaca
duyarli MDR (multidrug resistance) olarak adlandirilan bakteriler mortaliteye neden

olmakta, hastalik siiresini artirmakta ve ekonomiyi olumsuz etkilemektedir.



Buna ragmen; 2000 yilindan beri sadece 3 yeni antibiyotik sinifi insanlarin
kullanimu i¢in piyasaya tanitilmis ve bunlardan sadece biri giiniimiizde kullanilmaktadir.
Bu sebepten dolay1 ortaya ¢ikan‘Kesif boslugu’ terimi 1962'den beri yeni antibakteriyal
maddelerin kesfedilmesinin yetersizligini tanimlamada kullanilan bir ifadedir. Sayisiz
kurulus, 6zellikle MDR gram negatif patojenler icin yetersiz sayida antibiyotik kesfinin
yapildigina dikkat cekmeye ¢alismislardir (Piddock, 2012). Ozetle, eski antibiyotiklerin
kullanilmast her ne kadar bakteriyal gen dayanikliligina neden olsa bile bu
antibiyotiklerin optimizasyonlarina dikkat edilerek yeni kesfedilecek antibakteriyal
maddelerle birlikte kullanimi 6nemlidir (Cassir vd., 2014). Sekil 1’de son otuz yilda

onaylanmis antibiyotik sayilar1 verilmektedir.
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Sekil 1.1. Son 30 yilda onaylanmus antibiyotik sayisi (Basetti vd., 2013)

Ulkemizde de yeni antibiyotik veya antimikrobiyal madde kesfetme calismalar
hizlanmakla birlikte, hatir1 sayilir ilerlemeler ger¢eklesmemis ve genelde mikrobiyal
aktivite ¢aligmalar1 sathasinda kalmistir. Aktif molekiil belirleme seviyesinde ¢aligsmalar
yok denecek kadar az sayidadir. Ote yandan laboratuvar ortaminda sentezlenmis
maddelerin molekiiler yapis1 bilineceginden aktivite gostermeleri durumunda klinik

uygulamalarinda kisa siirede denenebileceklerdir.

Mevcut c¢alisma kapsaminda yukarida bahsedilen durum gozetilerek yeni
sentezlenmis 6 farkli diaminosporia siklotetrafosfazen bilesigin antimikrobiyal
aktiviteleri ve pBR322 plazmid DNA iizerine muhtemel etkileri arastirilmistir. Bu
amagla, yeni sentezlenen fosfazen bilesiklerinin insan patojeni olan bakteri ve mayalar
tizerindeki etkileri aragtirilmisi, sozkonusu maddelerin ileride antimikrobiyal ajan olarak

degerlendirilip degerlendirilemeyecekleri tartisilmistir. Calismada kullanilan 6 fosfazen



bilesigi (PA1, PA2, PA3, PA4, PAS ve PA6) Ankara Universitesi, Fen Fakiiltesi, Kimya
Boliimii laboratuvarlarinda sentezlenmistir. Antimikrobiyal aktivite caligmalar1 igin
insan patojeni mikroorganizmalar olan Bacillus subtilis (ATCC 29213), Bacillus cereus
(NRLL B-3008), Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Escherichia coli (ATCC
35218), Escherichia coli (ATCC 25922), Enterococcus facealis (ATCC 29212),
Pseudomonas aureginosa (ATCC 27853), Klebsiella pnemonia, Salmonella
typhimurium olmak {izere 9 adet patojen bakteri ile Candida albicans (ATCC 10231),
Candida tropicalis (ATCC 13803) ve Candida krusei (34135) mayalar1 kullanilmistir.
Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi amaciyla Agar Kuyucuk Diflizyon Yontemi
kullanilmustir. Sentezlenen fosfazen bilesikleri (PA1, PA2, PA3, PA4, PAS ve PA6) ile
pBR322 plazmid DNA arasindaki etkilesim agaroz jel elektroforez yontemi ile

incelenmistir.
1.1.Genel Bilgiler

Yeryliziinde artan niifus; beraberinde birgok hastalik ve bu hastaliklara bagl
olarak salginlara neden olmaktadir. Bu hastaliklarin biiylik bir kisminin ilagla tedivisi
mimkiinken bazilarina ise palyatif ¢oziimler gelistirilmistir. Kanser gibi bazi
hastaliklarin tedavisi i¢in ise hala kayda deger ¢oziimler bulunamamistir. Kullanilan
ilaglarin ise yan etkileri mevcuttur. Glniimiizde klinik kullanimdaki ¢ogu anti
kanserojen 1ilag, tedavi edici Ozelliklerinin yam1 sira tiimdr seciciliklerinin
yetersizliklerinden dolay1 hastaya karsi agir toksisite gostermektedir. Bir ilacin timor
seciciligini gelistirmek icin akilct bir yaklasim; ilag molekiili ile tiimor hiicrelerinde
fazladan iiretilen iyonik folik asit reseptorlerine yliksek yakinlik gdsteren iyonik folik
asit gibi hedeflenen tasiyici ile birlestirmektir. Diger bir yaklasimda; polimerler ya da
gelismis gegirgenlik ve durdurma etkisi gosteren ilag tastyicilar gibi liposomlar ya da
termosensitif sol-gel 6zellikleri kullanmaktir (de Visscher vd., 2006; Gabriel, 2007).
Polimerlerin ya da liposomlarin kullanildigi hedeflenen ila¢ ulasimi durumlarinin
cogunda; ilag, tasiyict molekiille kimyasal olarak birlesmez fakat ilag ya da tasiyicinin
fizikokimyasal 6zelliklerinin degismesinden kaginmak i¢in fiziksel olarak kapsiilleme
ya da tastyici yiizeyinde homojen olarak doldurulur. Fakat antikanserojen bir ilag, viicut
sicakliginin altinda termosensitif Ozelliklerini kaybetmeden, Alt Kritik Coziilme
Sicakligi (LCST)'inda termosensitif bir polimerle birlestirilebilirse, tlimor bolgesine,

secici lokal bir noktaya, minimum yan etkiyle direkt olarak uygulanabilir. Bu ¢alismaya



gore, kendinden LCST 1siya duyarlilik gosteren bir antikanserojen ilag

bulunmamaktadir (Songa vd., 2003).
1.2. Fosfazenler

Fosfat-azot bagina sahip fosfazenler bilinen inorganik makromolekiillerin bir
smifin1 teskil etmektedirler (Chaplin vd., 2005). Fosfazenler, organik ¢oziictilerde
¢Oziindiikleri i¢in organik, fakat yapilarinda P=N grubu bulundurduklarindan dolay1
anorganik ozellige sahiptirler (Kando, 2009) ve genellikle kristal yapidadirlar. Fosfazen
bilesikleri 3 farkli yapida bulunmaktadir. Bunlar diiz zincirli (dogrusal), halkali
(siklofosfazen) veya polimerik (polifosfazen) yapidir. Diiz zincirli fosfazenler
(R)HN=PX3 veya X2P(Y)N=PX3 (R: alkil; X: F, ClI, alkil, aril, alkoksi, amino; Y: O,
S); halkali fosfazenler [(NPX2)n (X: F, Cl, Br; n: 3-12)]; polimerik fosfazenler ise
[X2P(Y)-(N=PX2)n-N=PX3 (R=alkil, X=halojen, alkil, aril, alkoksi, amino; Y=0,S)]
genel formiillerine sahiptirler (Greenwood ve Earnshaw, 1997). Tekrarlanma sayisina
bagl olarak, kiigilk molekillii bilesiklerden polimerlere kadar pek c¢ok bilesigi
icermektedirler (Jager vd., 1998). Halkal1 fosfazenler uygun sartlarda 1sitildiginda halka

acilir ve diiz zincirli yapiya doniistiiriiliir ve boylece polimerik fosfazenler elde edilir.

Fosfazenler; dogrusal  monofosfazen, polifosfazen,  siklodifosfazen,
siklotrifosfazen, siklotetrafosfazen halkali fosfazenler, halkadaki (N P X2)n sayisina
gore, trimer (n=3), tetramer (n=4) ve pentamer (n=5) olarak adlandirilirlar. Bir halkali
fosfazen bilesik olan trimerin, (NPCly)3 mono ve bifonksiyonel amin ve alkollerle
niikleofilik yer degistirme reaksiyonlari ilgili ¢ok sayida ¢alisma mevcut iken halka

yapisi farkli olan tetramerin siibstitlisyon reaksiyonlari ile ilgili literatiir az sayidadir.

Fosfazenler, farkli gruplarla niikleofilik yer degistirme reaksiyonu yaparak farkli
fosfazen bilesikleri olusturmakta ve olusan bilesikler farkli 6zellikler tasimaktadir
(Sethuraman vd., 2010). Farkli 6zellik gosteren fosfazen tiirevleri isiya ve yangina
dayaniklilik (Allcock, 1996), elastomerik, antikanser ve antitiimér karakter (Yildirim
vd., 2012), dogrusal olmayan optik karakter (Minto vd., 1995), elektrolit karakter
(Marin vd., 2010), antimikrobiyal karakter (Allcock vd., 1992), DNA ile etkilesim (Zhu
vd., 2011), siv1 kristal karakter (Moriya vd., 2001), iireaz aktivitesi (Amtul vd., 2002),
biyobozunur karakter (Zhang vd., 2009) gibi karakterlerinden dolay1 farkli amaglarla
kullanilmaktadirlar. Bu 6zelliklerinden dolay1 fosfazen bilesikleri endiistriyel ve tibbi

alanlarda 6neme sahiptirler. Ozellikle polifosfazenler malzeme biliminde hizla artan
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kullanima sahiptir ve yeni polimerlerin olusmasini ve yeni materyallerin gelistirilmesini

saglamaktadirlar.

Bu giin endiistride, 1s1ya ve yangina dayanikli karakterlerinden dolay1 tutugsmay1
Onleyici ve geciktirici maddeler tretiminde (Liu vd., 2009), isiya direng, hidrolitik
kararlilik, elastomerik uyumluluk ve iyonik sivi karakterlerinden dolay:r hidrolik sivi
uygulamalarinda, hidrolik ve yaglayici sistemlerde kullanilan 1siya direngli sivilar
iiretilmektedir (Omotowa vd., 2004). Iyonik ozellikteki bu sivilar cok kullanish
materyal 6zellikleri olan bilesiklerin bir ¢esididir. Ayrica fosfazenler dogrusal olmayan
optik ve yiiksek kirilma indisine sahip olma 6zelliklerinden dolay1 transparan film ve
cam yapiminda; ayrica elektrolik sarj edilebilir lityum pilleri yapiminda
kullanilmaktadir. Tipta ise fosfazenler daha g¢ok polifosfazen nanofiberler, proton
iletken membranlar, ve doku miihendisliginde iskelet doku, yapay implantlar1 kaplama
malzemesi gibi biyomedikal uygulamalarda kullanilmaktadir. Benzer sekilde ilag
endiistrisinde, kontrollii salim ve ilag tasiyici sistemlerde, viral olmayan gen tasiyici
sistemlerde, ila¢ formiilasyonunda, sulu ¢ozeltilerde protein dengeleyici ve ilag adjuvani

olarak kullanilmaktadir (Klein vd., 2007; Garlapati vd., 2009; He vd, 2010).

Molekiiler biyoloji ve genetik miihendisligi, biyoteknoloji ve ilag¢ tasarimi igin
yapay niikleazlarin sentezlenmesi onemlidir (Fang vd., 2007). In vitro sentezlenmis
kimyasal niikleazlar, DNA’y1 oksidatif, foto-uyarilmis ve hidrolitik islemlerle
kesebilirler (Ray, vd., 2009). Biiyiikliik olarak in vivo enzimatik niikleazlardan daha
kiicik olmalar1 nedeniyle daha {istiin avantajlara sahiptir. Yapay niikleazlarin
sentezlenmesinde ozellikle siklofosfazenler etkin DNA kesimi igin kompleksler
olusturduklarindan dolay1 6nemlidir (Zhu vd., 2011).

1.2.1. Fosfozen kimyasinin gelisimi

Ik olarak 1834 yilinda Rose ve Liebig’in ayr1 ayr1 yaptiklari caligsmalarla
fosfazenlerle ilgili ¢alismalar yaptigi Shaw vd.(1962) tarafindan belirtilmistir. Daha
sonra 1846 yilinda Gerhardt ve Laurent, verilen formiiliin hatali oldugunu
belirtmislerdir ve ampirik formiiliin NPCI; oldugunu belirlemislerdir. 1864 yilinda ise
Gladstone, Holmes ve Wichelhnus molekiil formiiliinii N3P3Clg olarak rapor etmislerdir.
Cok sayida bilim adami aromatik amino tiirevleri karakterize edilmis ve bir
bromofosfazen sentezlemislerdir. Stokes, 1897°de hekzaklorotrifosfazen’in halkali
yapisini Onermis ve c¢aligmasi fosfazen kimyasinin temellerini olusturmustur. Daha
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sonra Schenk ve Romer 1924 yilinda klorofosfazen sentezini modifiye ederek inert bir

¢Oziicii kullanimma 1iliskin yontemler giinlimiizde yaygin olarak kullanilmaktadir

(Shaw, 1962).

Fosfazen bilesikleri ile ilgili 1950°1i yillardan itibaren c¢alismalar hiz kazanmig
ve glinimiize kadar ¢ok sayida fosfazen bilesigi sentezlenmistir (Sethuraman vd.
,2010). Yapilan bu ¢alismalar hem yeni fosfazen bilesiklerin sentezlenmesi hem
yapilarinin incelenmesi hem de sentezlenen bilesiklerin ¢esitli 6zelliklerin arastirilmasi

ve ¢ok farkli alanlarda kullanilmasina yoneliktir.

Son yiizyilda fosfazen kimyasi ve fosfazenlerin uygulama alanlar iizerine pek ¢ok
calisma yapildigi, 6zellikle son 50 yilda bu calismalarin hiz kazandig1 goriilmektedir.
Bununla birlikte, fosfazenlerin biyolojik aktiviteleri {izerine ¢ok fazla calisma
yapilmamistir. Yeni sentezlenen fosfazen bilesiklerinin kimyasal 06zelliklerinin
incelenmesinin yaninda antibakteriyal ve antifungal aktivitelerinin ve DNA {izerine

etkilerinin arastirildig: ¢alismalar 2000’1i yillardan itibaren artmaya baslamistir.

Allcock vd. (1992), suda ¢oziilebilen bazi fosfazen yiiksek polimerlerinin 6
farkli bakteri susu lizerinde antibakteriyel aktivitelerini arastirmiglar ve hidrojel gibi
bazi makro polimerlerin bakteri biiylimesini engelledigini belirtmislerdir. Yine bazi
bilesiklerin bakteri suslar1 lizerinde antibakteriyal etkiye sahip oldugunu,
konsantrasyonu azaltildiginda bakteri suslari {izerindeki aktivitenin de azaldigini
gozlemislerdir. Ayrica bu bilesiklerin yapay implantlar icin kaplayici olarak

kullanilabilecegini belirtmislerdir (Allcock vd., 1992).

Konar vd. (2000), baz1 monofosfazenlerin tiim konsantrasyonlarinin bakteri ve
maya suslar1 lizerinde antimikrobiyal etkiye sahip oldugunu goézlemlemislerdir.
Mikrobiyal besi ortamlarinda klor atomlarinin antiseptik oldugunu, monofosfazen
sentezi (SM) bilesiginin yapi iskeletindeki klorin atomlarinin antimikrobiyal aktiviteye
neden olmus olabilecegini belirtmislerdir. Bununla birlikte baz1 fosfazen bilesiklerinin
diisiik konsantrasyonlarinda etkili olmadigin1 ve bununda molekiiler yapisindaki benzen

halkasindan kaynaklanmis olabilecegini belirtmislerdir.

Oztiirk vd. (2000), elde ettikleri sonuglara gdre monofosfazen molekiillerinin
belirli konsantrasyonlarda bakteri ve maya hiicreleri {izerinde antimikrobiyal etkiye

sahip oldugunu belirtmislerdir. Ayrica bu etkinin klorin atomlarinin mikrobiyal biiyiime



tizerinde antiseptik etkiye sahip oldugundan bilesigin yapisindaki klorin atomlari

nedeniyle olabilecegini belirtmiglerdir.

Yine Yilmaz ve c¢alisma grubu (2002) fosfazen bilesiklerden trifenil
monofosfazen-II bilesiginin test ettikleri tim bakteri ve maya hiicreleri iizerinde
antimikrobiyal etkiye sahip oldugunu, ancak tri(o-tolil)monofosfazen-III bilesiginin
sadece bazi bakteri hiicreleri iizerinde antimikrobiyal etkiye sahip oldugunu rapor
etmislerdir. Elde edilen veriler, ayni mikroorganizmalar iizerinde tri(o-tolil)
monofosfazen-III'iin trifenil monofosfazen-1I"ye gore daha diisiik antimikrobiyal etkiye
sahip oldugunu rapor etmislerdir neden olarak da trifenil monofosfazen-1I’nin iskelet
yapisindaki fenol halkasinin, tri(o-tolil) monofosfazen-III bilesiginde ise yapisindaki
toliien halkasindan kaynaklandigini belirtmislerdir (Yilmaz vd., 2002). Yine Yilmaz
(2004)’de yaptig1 calismada ise bazi halkali fosfazenlerin sentezini, polimerizasyonu ve
karakterizasyonunu yapmis ve bu yeni amino fosfazen bilesikleri ve polimerlerinin
bakteriler ile maya kiiltiirlerine kars1 antimikrobiyal aktivitelerinin polimer bilesiklerin

monomer bilesiklere gore daha aktif oldugunu bildirmislerdir (Y1ilmaz, 2004).

Yildiz ve galisma grubu (2007)’de yaptiklar1 bir ¢alismada bazi yeni amino
fosfazen bilesikleri ve polimerlerini sentezledikten sonra bakteriler ile maya kiiltiirlerine
kars1 antimikrobiyal aktivitelerini incelemislerdir. Sonuglari polimer bilesiklerinin
monomer bilesiklerine gore daha giiclii antimikrobiyal aktivite ortaya koydugunu
belirlemislerdir. Gram-pozitif bakterilere kars1 olan aktivitenin gram-negatif bakterilere
kiyasla yiiksek aktiviteye sahip oldugunu goézlemlemislerdir. Sebep olarak da gram
pozitif bakterilerin membran yapisindan kaynaklandigin1 belirtmislerdir. Hatta
sentezledikleri baz1 bilesiklerin referans antibiyotiklerden daha fazla etkili oldugundan
enfektdz hastaliklara karsi potansiyel ilaglar olarak daha ileri farmakolojik uygulamalar
icin kullanabilinecegini belirtmislerdir. Yine, polimer IV bilesiginin mayalara karsi
ticari antifungal ajanlardan daha etkili oldugu belirtmislerdir. Bu sebepten, bu
bilesiklerden giiclii antikandidal ajanlar gelistirilebilinecegini belirtmislerdir (Yildiz vd.,
2007).

Durmaz ve g¢alisma grubu (2007), bazi fosfazen bilesiklerinin antimikrobiyal
etkilerini 14 farkli mikroorganizma susu iizerinde yaptiklar1 calismada, bilesiklerden
bazilarmin vankomisin ve metisilin gibi antibiyotiklerle esdeger etkiye sahip

olduklarini, Yildiz ve galisma grubu (2008), sentezledikleri baz1 yeni fenoksi-, fenoksi-
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amino- ve anilinofosfazen bilesiklerinin bakteri ve mayalara karsi antimikrobiyal
aktivite c¢alismalarinda test edilen tiim fosfazen bilesiklerinin 14 farkl
mikroorganizmaya kars1 aktivite gosterdiklerini ve bazilarinin standart antibiyotiklerde
daha etkili oldugunu rapor etmislerdir ve gelecekte ticari amacl kullanilabilinecegini

belirtmislerdir.

Asmafiliz ve c¢alisma grubu (2009), sentezledikleri yeni mono- ve
bisferrosenilfosfazen tiirevlerinin antimikrobiyal aktiviteleri ve DNA etkilesimleri i¢in
yaptiklar1 arastirmada tiim bilesiklerin B. cereus ve C. albicans’a karsi ¢ok giiglii
antimikrobiyal aktivite gosterdigini rapor etmislerdir. Yine ferrosenildiamin bilesiginin
antitiiberkiiloz aktivitesi incelenmis ve yapilan duyarlilik testinde bilesiklerin diliisyon
serilerine duyarli oldugu goézlenmistir. Bilesiklerin DNA etkilesimlerinin incelenmesi
neticesinde tiim bilesiklerin pBR322 plazmit DNA’sinin hareketliligini degistirmede

etkili oldugu, baz1 bilesiklerin etkisinin digerlerinden farkli oldugu tespit edilmistir.

Yavuz (2010) NA7, NAS, NA9, NA12, E1, E2 ve E3 adli fosfazen bilesiklerinin
biyolojik aktivitelerini bir grup insan patojeni bakterisi olan Escherichia coli (ATCC
25922), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27853), Enterococcus fecalis (ATCC 292112), Proteus vulgaris (ATCC 8427),
Escherichia coli (ATCC 35218), Bacillus cereus (NRRL B-3711), Bacillus subtilis
(ATCC 6633), Candida albicans ve Candida tropicalis mayalarina kars1 incelemistir.
Ayrica bilesiklerin Mycobacterium tuberculosis ATCC H37 Rv referans susu ve ¢oklu
antibiyotik direnci gosteren 6 farkli klinik M. tuberculosis susu tizerinde etkilerini
calismis ve bu maddelerin DNA iizerine etkilerini arastirmis ve bazi bilesiklerin

antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu ve DNA iizerinde de etkili oldugunu belirtmistir.

ilter ve calisma grubu (2010) tarafindan sentezlenen yeni spirosiklik
monoferrosenil siklotrifosfazenleri bakterilere karsi antibakteriyal aktivite yoniinden,
maya suslarina kars1 antifungal aktiviteleri yoniinden, M. tuberculosis H37Rv referans
susu ve ¢oklu antibiyotik direnci gosteren 6 farkli klinik M. tuberculosis susuna karsi
antitiiberkiiloz aktiviteleri yoniinden incelemislerdir. Buna ek olarak bilesiklerin DNA
ile olan etkilesimlerini gozlemlemislerdir. Elde ettikleri verilere gore bazi maddelerin
patojen bakterilere karsi aktif oldugu, tiiberkiiloz referans susuna ve klinik suslara karsi
etkin oldugunu rapor etmislerdir. Bilesiklerin plazmit DNA’sinin hareketini ve

yogunlugunu etkiledigini belirtmislerdir. Benzer sekilde tiim bilesiklerin BamHI
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enziminin  DNA’nin  kesimini  engellerken  Hindlll  enziminin  aktivitesini
engellemedigini gozlemlemislerdir (ilter vd., 2010). Benzer bir c¢alisma Isiklan ve
caligma grubu (2010) tarafindan yapilmistir. Calismalarinda sentezledikleri yeni N/O
spirosiklik fosfazen tiirevlerinin giicli antimikrobiyal aktiviteye sahip olduklarini
belirtmislerdir. Spirosiklikfosfazenlerin, mono- ve
bisferroseniltetrapirrolidinofosfazen’lere kiyasla daha etkili antimikrobiyal aktivite
gostermistir. Yine sentezledikleri bilesiklerin plazmit DNA’nin hareketinde -etkili
oldugu ve vyapilan restriksiyon analizinde tiim bilesiklerce BamHI ve HindIII

enzimlerinin kesimini engellendigini gozlemlemislerdir.

Oysa Okumus ve c¢alisma grubu (2011), sentezledikleri mono ve bis
spirosiklofosfazenlerden sadece ikisinin bakteri ve mayalara karsi antimikrobiyal
aktivite gosterdigini ve bilesiklerin pBR322 plazmid DNA’simin hareketi iizerine etkili
oldugunu belirtmislerdir. Benzer sekilde Asmafiliz ve g¢alisma grubu (2012)
sentezledikleri yeni N/O spirosiklotrifosfazenlerin bakteri ve mayalara kars1 herhangi
bir gilicli antimikrobiyal aktivite gozlemleyememislerdir. Bunun nedeni olarak da
maddelerin hiicreye ge¢cmemesi veya sonrasinda hiicreden atilmasi veya hiicre
tarafindan maddeyi inaktif eden bir enzim iiretiminin olabilecegini ileri siirmislerdir.
Diger yandan, bilesiklerin pBR322 plazmid DNA’sin1 uygulanan konsantrasyona bagli

olarak DNA hareketliligini az da olsa etki ettiklerini gostermislerdir.

Cil ve ¢aligma grubu (2012) ise spirosiklofosfazen’in farkli aminlerle reaksiyonu
sonucu elde ettikleri Schiff baz ve dioksifenil gruplari tagiyan yeni fosfazen tiirevlerinin
farkli  bakterilere karsi degisen antibakteriyal aktiviteye sahip olduklarim
belirlemislerdir. Bilesiklerden OH, CI ve CN gruplar igerenlerin digerlerine kiyasla daha
etkili oldugu sonucuna varmiglardir. Ayrica hem OH hem de CI grubunu igeren
bilesigin daha yiiksek antibakteriyal aktiviteye sahip oldugunu belirtmislerdir (Cil vd.,
2012). Yildinm ve g¢alisma grubu (2012) ise siklotrifosfazen tiirevlerinin
antikanserojenik etkilerini, yeni dispirobino ve dispiroansa spermin tiirevlerinin
antimikrobiyal etkilerini incelemislerdir. Calisma sonucunda bilesiklerin kayda deger

antibakteriyal ve antifungal aktiviteye sahip olmadiklarini belirlemislerdir.

Avci (2013), dort disli ligandlarin trimer ile etkilestirilmesinden olusan fosfazen
bilesiklerinin antimikrobiyal aktivitesi ve DNA ile etkilesimleri aragtirmasinda 11 farkl

fosfazen bilesiginden (IF1-IF11) IF5, IF6, IF7 ve IF8 bilesiklerinin antimikrobiyal

9



aktiviteye sahip oldugu gozlemlemistir. Calisilan bilesikler arasinda en fazla sayida
mikroorganizmaya kars1 etki gdsteren ve en genis inhibisyon zonu olusturan IF6’nin en
etkili antimikrobiyal aktiviteye sahip bilesik oldugunu tespit etmistir. Bilesiklerin
pBR322 plazmid DNA’ya etkileri maddelerin konsantrasyonuna ve inkiibasyon siiresine
bagli olarak DNA’y1 parcalama ve kesme seklinde etkiler gosterdiklerini belirtmistir.

Ayrica bu maddelerin varliginda hem BamHI hem de Hindlll kesimi gézlenmistir.

Brandt ve calisma grubu (2001), ta¢ tasiyan siklotirifosfazenlere azidiril
gruplarmin ekleyerek elde ettikleri fosfazen tiirevlerinin AIDS iligkili lenf kanserinde
timor biliylimesini inhibe ettigini belirtmislerdir ve ayrica DNA iizerinde etkili
oldugunu gozlemlemislerdir. Aziridinilsiklofosfazen ilaglarin terapotik oOzelliklerini

gelistirmek icin daha ileri olasiliklar aramislardir.

Yapilan diger bir ¢alismada ¢ok disli siklotrifosfazen ligandlar ile yapilan
calismada sentezlenen bes disli ¢ok ¢ekirdekli siklotrifosfazen ligandlarin Cu
kompleksleri varliginda plazmid DNA iizerindeki kesimin etkili oldugu ve test edilen
bilesiklerin fizyolojik kosullar altinda plazmid DNA'nin kesimi i¢in giiclii bir katalizor
olarak fonksiyon yapacaklari belirtilmistir (Wang vd., 2009). Yine Wang ve g¢alisma
grubu (2009)’da siklotrifosfazen ligandlarin DNA kesimi {izerine yaptiklar ¢aligmada,
cok cekirdekli siklotrifosfazen ligantlar1 sentezlemisler ve yapay niikleaz enzim modeli
olarak kullanildiginda 6zellikle metal kompleksleri varliginda pUC19 plazmid
DNA’sinin ligandlarca etkili bigimde kesildigini rapor etmislerdir (Wang vd., 2009).

Yang ve c¢alisma grubu (2010), bazi polifosfazenlerin DNA {izerinde
transfeksiyon aktivitesi ¢alismalarinda tek birincil (1°) amino gruplar1 olan veya ¢ok
sayida birincil (1°) amino grubu tasiyan polimerlerin, ¢ogunlukla veya tamamen ikincil
(2°) veya fgiinciil (3°) amino gruplart olanlardan daha etkili bigimde DNA’ya
baglandiklarini rapor etmislerdir. Zhu ve ¢alisma grubu (2011) ¢alismasinda iki yeni
siklotetrafosfazen tiirevini sentezlemisler ve pUC19 plazmid DNA’sin1 Cu®* kompleksi
ile kesimi etkiledigini belirtmislerdir. Cu** kompleksinin tek basia DNA kesiminde
etkili olmadigini ileri siirmiislerdir. Ayrica DNA Kkesiminin bilesik/Cu?* kompleksinin
konsantrasyonuna bagli olarak arttigin1 veya azaldigimi belirtmislerdir. Kendi trimer
analoglarinda, esnek sekiz elemanli bir halka ihtiva eden siklotetrafosfazenlerin, kati
diizlemsel alt1 elemanli halka bulunduranlardan daha etkili DNA kestigini

belirtmiglerdir.
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2. MATERYAL ve METOD

2.1. Materyal

2.1.1. Fosfazenler

Arastirma materyali olarak kullanilan orijinal fosfazen bilesikleri Prof. Dr.
Zeynel KILIC ve Dr. Nuran Asmafiliz tarafindan Ankara Universitesi, Fen Fakiiltesi,
Kimya Boliimii laboratuvarlarinda sentezlenmistir. PA1, PA2, PA3, PA4, PAS ve PA6
olarak adlandirdigimiz 6 farkli fosfozen bilesigi ve ¢oziicli olarak dimetil siilfoksit

(DMSO) kullanilmistir. Calismada kullanilan bilesiklerin agik yapilar1 Sekil 2.1°de

verilmistir.
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Sekil 2.1. (devamidir)

\
PAS N -
o /
CN/ P=N— FI’.._H___ ND

F
F
T
G2 ( &
PAG N - N
y /
CN/P=N—P.M___N Oj
o I
CH3 N N CH
s
N
P— N= P~
NwW—"
N \
{/OS ) CH,
F

Sekil 2.1. Calismamizda kullanilan yeni sentezlenmis PA1 PA2 PA3 PA4 PAS PAG6 bilesiklerinin agik
formiilleri

13



2.1.2. Calismada kullanilan mikroorganizmalar

Calismada kullanilan mikroorganizmalar Gazi Universitesi Molekiiler Biyoloji
Laboratuvari’ndan temin edilmistir. Arastirmada Bacillus subtilis (ATCC 29213),
Bacillus cereus (NRLL B-3008), Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Escherichia
coli (ATCC 35218), Escherichia coli (ATCC 25922), Enterococcus facealis (ATCC
29212), Pseudomonas aureginosa (ATCC 27853), Klebsiella pnemonia, Salmonella
typhimurium olmak {izere 9 adet patojen bakteri ve Candida albicans (ATCC 10231),
Candida tropicalis (ATCC 13803) ile Candida krusei (34135) olmak iizere 3 maya susu
kullanilmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 2.1. Biyolojik aktivite i¢in kullanilan mikroorganizmalar

Mikroorganizmalar Sus No Ortam | Sicakhk
1 | Bacillus cereus NRRL-B-3711 | MHA * | 37 °C Patojen
2 | Bacillus subtilis ATCC 6633 MHA | 37°C Patojen
3 | Eschericia coli ATCC 25922 | MHA | 37°C Patojen
4 | Eschericia coli ATCC 35218 | MHA |37°C Patojen

5 | Enterococcus feacalis ATCC 292112 | MHA | 37°C Patojen

6 | Pseudomonas aeruginosa | ATCC 27853 | MHA | 37°C Patojen

7 | Klebsiella pnemonia ATCC 13883 | MHA |37°C Patojen

8 | Salmonella typhimurium | ATCC 14028 | MHA |37°C Patojen

9 | Staphylococcus aureus ATCC 25923 | MHA | 37°C Patojen

10 | Candida albicans ATCC 10231 | SDA** | 30 °C Patojen
11 | Candida tropicalis ATCC 13803 | SDA 30°C Patojen
12 | Candida krusei ATCC 6258 | SDA 30 °C Patojen

*MHA=Mueller Hinton Agar
**SDA= Sabouraud Dekstroz Agar
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2.1.3. Kullanilan kimyasal maddeler ve ¢oziiciiler

Calismamizda Nutrient agar, Nutrient broth, Saboroud dekstroz agar, Sodyum
kloriir (NaCl), Dimetil siilfoksit (DMSO), Distile su, Agaroz, Tris Asetat EDTA (TAE),
Brom fenol blue ve Etidyum bromiir kullanildi.

2.1.4. Kullanilan aletler ve cihazlar

Calismamizda; otoklav, etiiv, spektrofotometre, hassas terazi, mikrodalga firin,
manyetik karistirici, yatay elektroforez, giic kaynagi, derin dondurucu, 1sitmali
karistirici, vortex, mikrosantrifiij, pipetler, pipet uglari, petri kaplari, siringa filtreleri,
siringalar, ependorf tiipler, balon joje, beher, cam sise, 6ze, drigalsky 6ze, steril cerrahi

eldiven ve buzdolabi (+4) kullanildi.

2.2. Metotlar
2.2.1. Maddelerin antimikrobiyal etkilerinin belirlenmesi

Calismada bakterilerinin gelismesi i¢in Nutrient agar ve Nutrient broth
kullanildi. Nutrient agardan 28 gr alinip 1000 ml saf su i¢inde karistirilarak ¢oziilmesi
saglandi. Besiyerleri hazirlandiktan sonra 121°C’de, 1.5 Atm basingta, 15 dakika steril
edildi. Steril petri kaplarina yaklasik 25ml olacak sekilde dokiildii, katilastiktan sonra
kullanilincaya kadar buzdolabinda muhafaza edildi. Nutrient broth 8 gr alinip 1000 ml
saf su i¢inde karistirarak ¢oziilmesi saglandi ve kapakli tiiplere 5 ml konularak steril
edildikten sonra kullanilincaya kadar buzdolabinda muhafaza edildi.

2.2.1.1. Agar kuyucuk difiizyon yontemi

Calismada kullanilan bakteriler ve mayalar stok kiiltlirlerin aktiflestirilmesiyle
elde edilmistir. Aktiflestirmede bakteriler icin Nutrient agar, mayalar i¢in Saboroud
dekstroz agar kullanilarak hazirlanan besiyerlerine ekilerek etiivde bakteriler 37°C’de
24 saat, mayalar 30°C’de 48 saat inkiibe edildi. % 0,9’luk NaCl (serum fizyolojik)
cOzeltisi hazirlanarak, besiyerlerinde tek koloni diisen mikroorganizmalar 06ze
yardimiyla ¢ozeltiye alinmistir. Mikroorganizma siispansiyonu 0,5’lik McFarland

standardina gore ayarlanmustir.

Agar kuyucuk yonteminde 0,5 McFarland standardina gore ayarlanan
mikroorganizma siispansiyonlarindan 100ul alinarak besiyerine drigalski 0Ozesiyle

petrilere yayilmistir. 6 mm capindaki delge¢ ile besiyerlerinin belirli noktalarinda
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kuyucuklar agilmistir. A¢ilan kuyucuklara farkli? konsantrasyondaki fosfazen bilesikleri
konulmustur. Bakteriler 37°C°de 24 saat, mayalar 30°C’de 48 saat inkiibe edildikten
sonra olusan zonlarin c¢aplar1t mm olarak oOl¢ililmiistiir. Bakterilerin pozitif kontrol
biiyiimeleri i¢in kloramfenikol ve ampisilin kullanilirken mantar tiirleri igin ketokanozol
antibiyotik diskleri kullanildi.

2.2.1.2. Minimum inhibisyon konsantrasyonu (MiK) ve minimum bakterisidal

konsantrasyon (MBK) yontemi

Fosfazen bilesiklerinin herbiri i¢in 2500 pM konsantrasyonundan baglayarak
DMSO ile 9 adet seyreltme yapilmistir. Kati besiyerinden % 0,9 NaCl’ye oze
yardimiyla ekilen bakteriler 0,5 Mc Farland standardina gore ayarlandi. 96 kuyucuk
igeren petrilerin her bir kuyucuguna 95 pl nutrient broth konuldu. Seyreltilen
bilesiklerden 100 pl ilave edildi. Uzerine bakteri igeren siispansiyondan 5 ul eklenerek
spektrofotometre cihazinda absorbansi Olgiildii. Negatif kontrol olarak DMSO
kullanildi. 24 saatlik inkiibasyondan sonra tekrar spektrofotometre cihazinda absorbansi
olgiildii. Inkiibasyon oncesi ve sonrasi ¢ikan degerler karsilastirildi (C.A.L.S. Institute,
2012). Ayni islem mayalar i¢in de yapildi. Ancak bakterilerle yapilan islemden farkli
olarak Sabouroud Dextrose Broth besiyeri kullanildi ve 48 saat inkiibasyona birakildi.
Yine inkiibasyon Oncesi ve sonrasi ¢ikan degerler karsilastirildi. Béylece minimum
inhibisyon konsantrasyon ve minimum bakterisidal konsantrasyon degerleri tespit edildi
(C.A.L.S. Institute, 2008). MIK degeri bilyiimenin olmadig1 en diisiik konsantrasyon
olarak tanimlanirken; MBK degeri ise tiim bakterilerin tamamen o6ldiigii en diisiik
konsantrasyon olarak tanimlanmaistir.

2.2.2. Maddelelerin DNA etkilesiminin belirlenmesi

DMSO ¢oziiciisiinde ¢oziilerek 2500 uM olarak hazirlanan bilesikler pBR322
plazmid DNA iizerinde etkisi arastirildi. 4 farkli (2500, 1250, 625 ve 312 uM)
konsantrasyondaki bilesikler pBR322 plazmid DNA ile 37 C’de inkiibasyona birakildi.
24 saat sonunda agaroz jel elektroforezi kosturuldu ve olusan bantlar incelendi. Kontrol
olarak bilesik ile etkilesime sokulmamis pBR322 plazmid DNA’s1 jeldeki birinci

kuyucuga konuldu.
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Agaroz jel elektroforezi icin kullanilan ¢ozeltiler:

e Tris-Asetik Asit-EDTA (TAE) tamponu (x50) (pH: 8,0): 242 g Tris, 57,1 ml
glasial asetik asit, 0,5 M 100 ml EDTA (pH 8,0) distile su igerisinde ¢oziilerek

hacim 1000 mI’ye tamamlanmistir.
e Agaroz:%0,8 ve %2’lik (w/v) agaroz TAE tamponunda ¢oziilerek hazirlanmistir.

¢ Yiikleme tamponu:40 g. siikroz, 0,025 g. bromofenol mavisi, 0,25 g. ksilensiyanol

100 ml distile su icerisinde ¢oziilerek hazirlanmistir.

e Etidyum bromiir: 10 mg/ml derisimde hazirlanmis ve koyu renkli siselerde

muhafaza edilmistir.
Agaroz jel elektroforezi

% 1 (w/v) agaroz, TAE tamponu i¢inde kaynatilarak c¢oziildiikten sonra jel
tabagina dokiildii. Polimerizasyon i¢in oda sicaklifinda yaklasik 45 dakika beklendi.
Jelin polimerizasyonundan sonra jel tabagi elektroforez tankina yerlestirildi. Bilesik-
DNA soliisyonu ile yiikleme tamponu karistirilarak jelde olusan kuyucuklara yiiklendi
ve TAE tamponu iginde 40-90 V uygulanarak 3-4 saat siire ile dogru akimda
kosturuldu. 0,5 pg/ml Etidium bromiir soliisyonu ile jel birka¢ dakika bekletilerek
boyama yapildi. Daha sonra jellerin goriintiilenmesi BioDoc Analyze (Biometra BioDoc
Analyze, Goettingen, Germany) goriintiileme cihazinda yapildi ve bilgisayar ortaminda

fotograflar ¢ekildi.
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3. ARASTIRMA BULGULARI

3.1. Bilesiklerin Antimikrobiyal Aktiviteleri

PA1, PA2, PA3, PA4, PAS ve PA6 bilesikleri DMSO c¢oziiciisiinde ¢oziilerek
2500 uM stok cozeltileri hazirlanmigtir. Bu bilesikler i¢in Agar Kuyucuk Diflizyon
Yontemi 3 tekrarli olarak kullanilmis ve antimikrobiyal aktiviteleri incelenmistir. Elde
edilen bulgular Cizelge 3.1 ve Cizelge 3.2°de verilmistir. PA3 ve PA6 bilesiklerinin
petri kutularinda 37°C ve 24 saat inkiibasyondan sonra olusan inhibisyon zon
goriintiileri Sekil 3.1°de goriilmektedir. PA1 alti, PA2 dort, PA3 bes, PA5 bir ve PAG ii¢
farkli bakteri susuna 9 ila 11 mm arasinda degisen zonlar olustururken PA4 bilesigi
higbir test bakterisine etki gdstermemistir. Ote yandan bilesiklerin hicbirinin antifungal
aktivite gostermedigi belirlenmistir. Negatif kontrol olarak DMSO kullanilmis ve
herhangi bir etki gézlenmemistir. Antibakteriyal aktivite gosteren bilesiklerden PA1, B.
cereus, B. subtilis, E. coli (ATCC 35218), P. aeruginosa, Klebsiella pnemonia ile 10
mm ¢apinda inhibisyon zonu olustururken Salmonella typhimurium ile 11 mm
inhibisyon zonu olusumuna neden olmustur. PAS bilesigi ise sadece P. aeruginosa ile
10 mm c¢apinda inhibisyon zonu olusturmustur. PA6 bilesigi ise B. cereus, P.
aeruginosa ve E. coli (ATCC 35218) test bakterilerine kars1 10 mm ¢apinda inhibisyon
zonlar1 olusturmustur. Bilesiklerin antibakteriyal inhibisyon zonlar1 ortalama 10 mm
capinda gozlenmistir. Sadece PA2 bilesigi B. cereus ve B. subtilis bakteri tiirlerine karsi
9 mm c¢apinda inhibisyon zonlar1 olusturmustur. PA3 bilesigi ise P. aeruginosa ile 11
mm ¢apinda inhibisyon zon olusturarak ortalama zondan fazla olmustur. Pozitif kontrol
amacl kullanilan ampisilin ve kloramfenikol antibiyotikleri test bakterilerine kars
yiiksek seviyede inhibisyon zonlari olusturmuslardir. En yiiksek inhibisyon zonu
Ampisilin antibiyotigi 60 mm inhibisyon zonu ile Pseudomonas aeruginosa’ya karsi
gosterirken en diisiik inhibisyon zonu ise kloramfenikol antibiyotigi 8 mm ¢apinda E.
coli (ATCC 35218) bakterisi etrafinda gozlenmistir. Bunun yaninda antifungal
aktiviteyi 6l¢mek icin kullanilan Ketokanazol antibiyotigi test edilen tiim maya tiirlerine
kars1 etki gostermis ve en yiiksek inhibisyon zonu ise Candida tropicalis tiirii 34 mm
capt ile etrafinda gdzlenmistir. Inhibisyon caplar incelendiginde antimikrobiyal aktivite
gosteren tiim bilesiklerin (PA1, PA2, PA3, PAS ve PAG) P. aeruginosa bakterisine karsi

etkili oldugu gozlenmistir. Caligilan bilesikler arasinda en fazla sayida
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mikroorganizmaya karsi etki gosteren PA1 bilesiginin en fazla antibakteriyal aktiviteye

sahip bilesik oldugu anlagilmstir (Cizelge 3.1., Cizelge 3.2. ve Sekil 3.1.).

Cizelge 3.1. Bilesiklerin test bakterilerine kars1 gostermis olduklari antibakteriyal aktivite inhibisyon zon

¢aplart (mm) (2500 uM)
I =
N =)
= = 8 5 3
S 2 2 S 20 S ©
O o > = [N o [%2] % ~
© o o a © N o O 3 g o @ IS
= N @ > = @ g E 8 O S 8 S
I < o 7 < o o Q =} s = = T
2 L ™ o s SN 94« 8§82 E O = § ¢ 5
= S 0 3 =] S 0O 9 o® S E 2 £ § E
= @ = = @ £ 3 £ 8 T « @ o =
z £ 0 T = £ 0O 5 2 & 8 3 o 2 E <
= S E & a E @5 T 8 g 38 2 2 § g
] w < o o w < o &« W& o o X & n 2

Kloramphenicol(PK) 8+0

210 25+0 24+1 20+£0 34+0 31+1 38«1

PA1 10£0 10+1 100 - - - 10+1 100 111
PA3 10£1 101 9+0 - - 101 111 - -

PA5 - - - - - - 10£0 - -

*PK: Pozitif Kontrol
**NK: Negatif Kontrol
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Cizelge 3.2. Bilesiklerin test maya tiirlerine karsi gostermis olduklari antifungal aktivite inhibisyon zon
caplar1 (mm)

C. albicans C. tropicalis C. krusei



Escherichia coli ATCC 35218 Escherichia coli ATCC 25922

Escherichia coli ATCC 35218 Bacillus cereus

Bacillus cereus Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Sekil 3.1. PA3 ve PA6 bilesiklerinin farkli patojen bakterilere 37°C ve 24 saat inkiibasyondan sonra
gostermis olduklari antibakteriyal aktivite sonuglart
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3.2. Bilesiklerin Mikroorganizmalar Uzerindeki MIK Degerlerinin Belirlenmesi

Agar Kuyucuk Difiizyon Yontemi kullanilarak antimikrobiyal aktiviteleri
gozlenen bilesiklerin MIK degerleri igin ayni yontem uygulanmistir. 2500 uM
konsantrasyona sahip bilesik kullanilarak inhibisyon zonu olusmasina neden olan
bilesikler icin 1250 uM konsantrasyonundan baslayarak 9,76 uM konsantrasyona kadar
DMSO ile 8 adet seyreltme yapilmuistir. Bulunan minimum inhibisyon konsantrasyonlari
(MIK) Cizelge 4.3°de gosterilmistir. Ayni sekilde minimum bakterisidal konsantrasyon
degerleri (MBK) bilesikler igin test yapilmis ve hesaplanmistir (Cizelge 3.4). Cizelge
3.3 ve 3.4’de goruldigli gibi PA1 bilesiginin Escherichia coli ATCC 25922,
Staphylococcus aureusATCC 25923 ve Enterococcus faecalis bakterileri harig tiim test
bakterilerine kars1 MIK degerleri belirlenmistir. PA2 bilesiginin ise 9 test bakterisinden
5’1 (Escherichia coli ATCC35218, Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus
aureusATCC 25923, Salmonella typhimurium, Klebsiella pneumoniae) hari¢ diger test
bakterileri icin MIK degerleri belirlenmistir. PA3 bilesiginin 4 test bakterisi
(Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC25923, Klebsiella
pneumoniae ve Salmonella typhimurium) harig diger test bakterileri icin MIK degerleri
belirlenmistir. PA4 herhangi bir aktivite gostermezken PA5 sadece Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 kars1 aktivite gostermis ve MIK degeri 156 uM olarak
belirlenmistir. PA6 bilesiginin Escherichia coli ve Bacillus cereus bakterilerine karsi
3125 uM MIK degeri verirken Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 bakterisine
kars1 ise 156 uM MIK degeri belirlenmistir. Diger yandan Bilesiklerin MIK degerleri
genelde ya 625 uM ya da 312,5 uM olarak gozlenmistir. PA5 ve PA6 bilesikleri
Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 bakterisine karst MIK degerleri 156 pM olarak

belirlenmistir.

Bilesiklerin Minimal Bakterisidal Konsantrasyon (MBK) degerleri yine MiK
degerleri ile paralelik arz etmistir. En yliksek MBK degeri >1250 puM olarak
belirlenirken en disik MBK degeri 156 uM (PA6 bilesigi Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 bakterisi i¢in gdzlenmistir) olarak belirlenmistir. Sentezlenen bilesikler
icin dl¢lilen MBK degerleri cogunluklal250 uM olarak belirlenirken PA1 bilesigi bir
(Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853) ve PAG6 bilesigi ise iki (Escherichia coli
ATCC 35218 ve B. cereus) test bakterisine karst MBK degerleri 625 puM olarak
belirlenmistir (Cizelge 3.4). MBK degerleri dikkate alindiginda PA1 bilesigi en fazla
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sayida test bakterisine karst hem bakterisidal hem de inhibisyon gosterdigi
belirlenmistir. Test mikroorganizmalarinin gdstermis olduklar1 mikrobiyal aktivite, MIK

ve MBK degerleri Cizelge 3.5’te kiyaslamali olarak verilmistir.

Cizelge 3.3. Bilesiklerin Minimal Inhibitér Konsantrasyon (MiK) Degerleri (M)

s 2 8
5 3 s
= " 0 = o S £
8 S = 9 > = >
s 2 B g =8 88 3 g & o E
. £ 9 o 7] £ o o [ 8 2 4 fo = £
= L » »n L S o g e 5 g S
= 5 O 2 = T O 20 e T 5> @ s E
g ER=E E se L 2 2 2 B E g
& g4 < o o i < & < o £ & < & =
PA1 625uM 625 uM 3125 - - - 312,5 625 uM 625 uM
uM uM
PA2 - 625uM  625uM - - 3125  625uM - -
uM
PA3 625uM 3125  625uM - - 625uM 3125 - -
uM M
PA4 - - - - - - - - -
PA5 - - - - - - 156 uM - -
PAG 3125 3125 - - - - 156 uM - -
uM uM

23



Cizelge 3.4. Bilesiklerin Minimal Bakterisidal Konsantrasyon (MBK) Degerleri (uM)
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Cizelge 3.5. Bilesiklerin test bakterilerine karsi gostermis olduklari Mikrobiyal aktivite, Minimal
Inhibisyon Konsantrasyonu (MIK) ve Minimal Bakterisidal Konsantrasyon (MBK)

degerleri
Escherichi li | Staphylococcus E; CoCCus P Klehsisll Sal;
Escherichia  coli | Basillus cereus Bacillus subtilis i ”_ a oot | Swphylococcus TCocels wiela
3 | arcessus ATCC 23822 arasATCC fansealis ginasa ATCC i ophi
) 23503 27853
ﬁ
MA (M O [MB[M M |MB |M |M (M8 [M |M|M |[M|M|[M|M[M|[M|M|M|M |[M|M[M|M|M|M
+ |E |E |4 |E |E A |E K A |E |E |A|E |E [A|E |E |A|E [E |&a|K |E |4 |KE [KE
BAL [ 10 [625 | 125 |10 625 | =125 |10 [31n |10 |- |- |- - - - |- - 10312, | 625 [10 | €25 | 125 | 11 | €25 | 125
0 0 s s 0 0
PA2 |- |- - 9 |65 |=125|9 |62 =125 |- |- |- - - 100|312, (125 |10 |63 [125 |- |- |- - -
i) i) 5 i) 0
PA3 (10 |625 | 125 |10 |32, | =125 )9 |63 |s125 (- |- |- I 10|65 [125 |11 |31, |32 |- |- |- N I
0 i 0 0 0 i 5
A4 |- |- - - - - |- - -] - - - |- - - - - - - [
PAT |- |- B N - - . - - - - - |- - 101 |31, |- |- |- - -
PAS |10 [312, | €25 [10 [312 | =625 |- |- - - - - I - |- - 1156|156 |- |- |- N I

MA, Mikrobiyal Aktivite (mm); MIK, Minimal inhibisyon Konsantrasyonu (uM); MBK, Minimal
Bakterisidal Konsantrasyonu (uM)
*Bu siitunda yer alan degerler +1 seklindedir.
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3.3. Bilesiklerin DNA ile Etkilesimleri

DMSO ¢oziiciisiinde ¢oziilerek 2500 uM stok konsantrasyonda olarak hazirlanan
PA1, PA2, PA3, PA4, PAS ve PAG6 bilesiklerinin pBR322 plazmid DNA iizerine etkisi
agaroz jel elektroforez yontemi ile incelenmistir. Bilesiklerin dimetilsiilfoksit (DMSO)
icerisindeki c¢ozeltileri 2500, 1250, 625 ve 312 uM olacak sekilde 4 farkh
konsantrasyonda hazirlandiktan sonra plazmit DNA ile 37°C’de inkiibasyona birakilmis
ve %]1’lik agaroz jel elektroforezde yiiriitiilerek etkilesim belirlenmistir. Bahsi gecen
konsantrasyonlarda PA1, PA2, PA3, PA4, PAS ve PAG bilesiklerinin plazmid DNA’nin
jel kuyucuklarina hapsetmesi nedeniyle, bu bilesikler icin 2500 uM’dan baslayan 4

seyreltme kullanilarak elektroforetik caligma tekrarlanmustir.

Bilesiklerin plazmit DNA ile etkilesimlerini gdsteren elektrofotogramlar Sekil
4.2 ve 4.3’de verilmistir. PA1 bilesigi plazmid DNA ile 24 saat inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon sonunda yapilan elektroforezle bu maddelerle DNA arasinda

olusan etkilesim Sekil 4.2°de gosterilmektedir.

24 saatlik inkiibasyon sonucu PA1 bilesiginin plazmid DNA’y1 higbir
konsantrasyonda etkilemedigi belirlendi. Fakat PA2 tiim konsantrasyonlarda plazmid
DNA’nin Form I’1 tamamen parcalarken Form II’nin yogunlugunu azaltmistir ve Form
3 band olusturdu. PA2 bilesigi plazmid DNA Form I ve Form II bandlarinin hareketini
etkiledigi ve hareketliligin de arttig1 goriilmektedir. Yine PA1 bilesiginin farklh
konsantrasyonlart plazmid DNA hareketini ¢ok az etkiledigi Sekil 4.2.°de
goriilmektedir. Yukarida etkilemedigi yaziyorPAl ve PA2 bilesikleri izomer olmasina
ragmen hem mikrobiyal aktivite hem de DNA etkilesmesi iizerine farkli yonden etki

gosterdi.

PA3 ve PA4 bilesiklerinin plazmid DNA {izerine olan etkisi PA2 bilesiklerinin
etkisine benzer sonuclar vermistir (Sekil 4.4.). 24 saatlik inkiibasyon sonucu en yiiksek
konsantrasyonda PA3 plazmid DNA’y1 tamamen parcalarken, diger konsantrasyonlarin
plazmid DNA’nin hareketini yavaslattigi goriilmektedir. PA4 bilesigi ise en yiiksek
konsantrasyonda (2500 puM) plazmid DNA’y1 parcalarken diger konsantrasyonlari
(1250, 625 ve 312 uM) DNA’nin hareketini azalttig1 Sekil 4.4.’te goriilmektedir. PAS
ve PAG6 bilesikleri Sekil 4.5.°te gorildigi gibi plazmid DNA’siyla herhangi bir
etkilesime girmedigi gozlenmistir. Bununla birlikte PA5 bilesiginin en yiiksek iki
konsantrasyonunun (2500 ve 1250 uM) Form I yogunlugunu azaltigi gozlenirken PAG
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bilesiginin tiim konsantrasyonlarinin Form [ bandinin yogunlugunu azalttigi
gozlenmistir. Her iki maddenin herhangi bir konsantrasyonu plazmid DNA

hareketliligini etkilememistir.

Sekil 3.2. PAL (1-4) bilesiginin pBR322 plazmid DNA’s1 ile 37°C’de 24 saat inkiibasyondan sonra
etkisinin agaroz jel lizerindeki goriintiisi

Kontrol 2500 1250 625 312 UM
P 1 2 3 4

Form 2
Form 3

Form1

Sekil 3.3. PA2 (1-4) bilesiginin pBR322 plazmid DNA’s1 ile 37°C’de 24 saat inkiibasyondan sonra
etkisinin agaroz jel lizerindeki goriintiisii (P, kontrol)
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Kontrol 2500 1250 625 312 2500 1250 625 312 uM

P 1 2 3 4 1 2 3 4
Form 2 ' ' | o] h-:- " . Form 2
. \ Form 1
Form1l r

Sekil 3.4. PA3 (1-4) ve PA4 (1-4, ilk 4’ten sonraki siralama) bilegiklerinin pBR322 plazmid DNA’s1 ile
37°C’de 24 saat inkiibasyondan sonra etkisinin agaroz jel tizerindeki goriintiisii (P, kontrol)

PAS Bilesigi PAG6 Bilesigi
Kontrol 2500 1250 625 312 2500 1250 625 312 KM

P 1 2 3 - 5 6 7 S

Form 2 S i Form 2

Form1 s ™ S s e ™ T e W forml

Sekil 3.5. PA5 (1-4) ve PA6 (5-8) bilesiklerinin pBR322 plazmid DNA’s1 ile 37°C’de 24 saat
inkiibasyondan sonra etkisinin agaroz jel tizerindeki goriintiisii (P, kontrol)
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4. TARTISMA ve SONUC

Gilintimiizde ilaglara kars1 patojen mikroorganizmalarda dayanikliligin gelismesi
ve yeni antibiyotiklerin kesfedilmesindeki yetersizlik yeni aktif bilesiklerin
sentezlenmesini zorunlu kilmaktadir. Mevcut antimikrobiyal ilaglar i¢in sinirlh pazarda
kar hesabi1 yapilmadan yeni diizenlemelerin yapilmasi gerekir. Son 20 yilda ilag
firmalar1 yeni antibiyotikleri kesfetmekten ziyade kronik hastaliklari (hipertansiyon,
diyabet, dislipedemia-kandaki yag oran degisiklikleri-, psikiyatrik hastalik gibi) tedavi
etmek icin yiiksek kar oranlari olan ilaglar gelistirmiglerdir (Spellberg vd., 2004).
Muhtemelen benzer nedenlerle, az gelismis tilkelerde eski antibiyotiklerin piyasadan
cekilmesi ya da eksikligi ortaya c¢ikmustir (Pulcini vd., 2012). Giiniimiizde bazi
antibiyotikler (fusidic acid, intravenous fosfomycin, pivmecillinam, temocillin, pristi-
namycin gibi) etkili ve glivenilir olmasina ragmen, kullanimlart FDA (ABD Besin ve
[lag Miidiirliigii) tarafindan onaylanmamaktadir. Farmasikinetik ve farmasodinamik
acidan; antibiyotiklerin terapide kullanilirken optimizasyonu ve terapatik sonuglariin
belirlenmesi gerekir. Antibiyotiklerin diisiik konsantrasyonda kullanimlar1 hem patojen
hem de kommensal florada dayanikliligin gelismesini artirdigi bilinen gercektir
(Mouton vd., 2011; Mohamed vd., 2012). Yeni antimikrobiyal maddelerin tedavi amagl
kullaniminda ve antimikrobiyal direnglili§in engellenmesinde bazi noktalar kritik
oneme sahiptir. Bu kritik noktalarin ilki; klinik giivenirlik ve maliyetlerin kiyaslanmasi
ikincisi ise bu maddelerin enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde kullaniminin takip

edilmesi ve gozetlenmesi gerekir. Ugiincii olarak optimizasyon énemli faktordiir (Cassir

vd., 2014).

Ulkemizde de bakteriyal direnclilik diinyada oldugu gibi etkili bir sorundur.
Calismamizda yeni sentezlenen bazi fozfazen bilesikleri (PAL, PA2, PA3, PA4, PAS ve
PAG) insan patojeni bakteriler olan, Bacillus subtilis (ATCC29213), Bacillus cereus
(NRLLB-3008), Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Escherichia coli (ATCC35218),
Escherichia coli (ATCC25922), Enterococcus facealis (ATCC29212), Pseudomonas
aureginosa (ATCC27853), Klebsiella pnemonia, Salmonella typhimurium olmak tizere
9 adet patojen bakteri ve Candida albicans (ATCC10231), Candida tropicalis
(ATCC13803) ile Candida krusei (34135) mayalar1 {izerindeki biyolojik aktiviteleri

aragtirllmistir. Ayrica, bilesiklerin, plazmid DNA iizerine etkileri ve etkilesimleri
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incelenmistir. Elde edilen bulgulara gére PA4 disindaki maddelerin, patojen bakteriler
tizerine etkili oldugu goriilmiistiir. Antibiyotiklerin etki mekanizmalari; hiicre duvarinin
sentezini engelleyerek, zar gecirgenligini bozarak, protein sentesini inhibe derek ya da
niikleik asitlerin yapisini bozmak suretiyle gerceklesebilir. Bir bilesigin antimikrobiyal
aktivitesi ise bilesigin sterik, elektronik ve farmasokinetik faktérlerin kombinasyonuna
baglidir. Antibiyotik maddeler hiicredeki hidrojen alici/verici atomlarla iliskiye
girererek H bagi olugtumak suretiyle normal hiicre faaliyetini engelleyerek de etkisini
gosterebilirler. Calismamizda elde edilen bulgulara gore bilesiklerin ¢ogunlugunun
bakteri biiylimesini inhibe ettigi goriilirken mantar tirlerine etki gostermedigi
gbzlenmistir. Fosfazen tiirlerinin bakterilere karsi etkili olmasi bilesiklerin kimyasal
yapisindan kaynaklandigr Mutlu ve ¢aligma grubunca (2015) rapor edilmistir. Yaptiklari
calismada sentezledikleri spiro-bino-spiro ve 2,6-spiro-ansa-spiro fosfazen bilesiklerinin
7 bakteri ve 3 mantara karsi etkili oldugunu gozlemlemislerdir. Mevcut calismada
benzer bakteriyel aktivite goriiliirken sentezlenen bilesiklerin maya tiirlerine Karsi etkili
olmadig1 gozlenmistir. Bu bilesiklerin bakteri hiicre molekiillerinin aktif bolgeleri ile
yaptiklar1 H bagi nedeniyle etkili olduklar1 diisiiniilmektedir. Sentezlenen fosfazen
bilesikleri arasindaki farkli baglarin antimikrobiyal potansiyellerini etkiledigi
goriilmektedir. Mutlu ve ¢alisma grubu (2015) sentezledikleri fosfazen (spiro-bino-spiro
ve 2,6-spiro-ansa-spiro) tiirevlerinin akciger kanser hiicreleri iizerine sitotoksiksik
etkilesimlerini incelemis 100 pg/ml konsantrasyonlarinin Sitotoksik etkilerinin diisiik

oldugunu belirtmislerdir.

Fosfazen bilesiklerinin antimikrobiyal aktiviteleri lizerine oldukca smirli sayida
calismalar yapilmigtir. Allcock ve ¢aligma grubu (1992), suda ¢6ziinen bazi fosfazen
bilesiklerinin bazi bakteriler iizerine antibakteriyel etkilerini yiiksek konsantrasyonda
gosterdiklerini rapor etmislerdir. Kocak ve ¢alisma grubu (2013) fosfazen tiirevlerinin 6
patojen bakteri susuna ve 2 maya susun karsi mikrobiyal aktivite gosterdigini rapor
etmistir. Brandt ve ¢alisma grubu (2001) calismasinda da bazi fosfazen bilesiklerinin
HIV viriisii tizerine etkili oldugu rapor etmislerdir. Durmaz ve ¢alisma grubu (2007),
baz1 fosfazenlerin test edilen tiim gram pozitif bakterilere kars1 kuvvetli inhibisyon
etkisi oldugunu belirlemislerdir. Ayrica calismada kullanilan patojen bir maya olan C.
albicans’in da bu bilesiklere hassas oldugu gosterilmistir. Bulgularimiz bilesiklerin bazi

bakterilere karsi etkili olmasindan dolay1r kismen Durmaz ve c¢alisma grubunin (2007)
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sonuglar1 ile paralelik arz etmektedir. Bazi monofosfazen bilesiklerinin bakteriler ve
bazi mantarlara karsi antimikrobiyal ve biyolojik etkileri arastirilmis ve etkinlikleri
gosterilmistir. Bilesigin antimikrobiyal etkinligi yapisindaki klor atomlarinin antiseptik
etkisi tlizerinden gergeklestirdigi ve diger bir bilesigin ise yapisindaki benzen halkasi

sayesinde gerceklestirdigini bildirmistir (Konar vd., 2010).

Asmafiliz ve ¢alisma grubu (2012) sentezledikleri 6 yeni spirosiklotrifosfazen
bilesigini, calismamizda kullandigimiz 8 mikroorganizmaya (2’si maya tiirii) kars1 etkili
olmadigint gozlemlemislerdir. Yine ayni grup farkli bir ¢aligmalarinda (2013) 12
fosfazen tiirevi bilesiginin antikanserojenik ve antimikrobiyal etkilerini incelemislerdir
ve bazi tiirevlerin bakterilere karsi aktif oldugunu bildirmislerdir. Bulgularimiz bazi
bakteri ve maya tiirlerine karsi bilesiklerin inaktif olmasi ac¢isindan benzerlik
gostermektedir. Bunun sebebi farkli nedenlerden dolay: olabilir. Ozellikle dkaryotik bir
canli olan maya tiirlerinin dis membranlarinin koruyucu etkisi olabilir. Ayrica biitiin
antimikrobiyal ajanlar bakteri ve maya hiicrelerine karsi toksisite agisindan segici
olabilirler. Yine bir hiicrenin antibiyotik veya antimikrobiyal bilesige karsi direngliligi,
ya bilesigin hiicreye girememesi ya da hiicreye girdikten sonra hiicre i¢i transferi
olmamasi bu duruma neden olabilir. Bilindigi iizere biitiin antimikrobiyal bilesikler
protein, DNA veya folik asit sentezini engelleyerek etkisini gosterirler. Bunlara ek
olarak hiicrede senztelenen bazi enzimler antimikrobiyal bilesikleri inaktif forma

doniistiirebilirler (Asmafiliz vd., 2012).

Sentezlenen bilesiklerin genotoksik etkilerinin belirlenebilmesi i¢in agaroz jel
elektroforezi kullandigimiz c¢alismamizda fosfazen bilesiklerinin plazmid DNA’daki
yapisal degisiklikleri 6l¢tildii. Plazmid DNA, agaroz jelde kosturuldugunda elektriksel
alanda pozitif yone dogru hareket eder. Bu tamamen plazmidlerin farkli formlarinin
jeldeki goc sirasi, agaroz konsantrasyonu, DNA’nin biiytlikliigiine uygulanan akim ve
tamponun iyonik kuvvetine baglidir. Plazmid DNA jelde yiiriitiildiigiinde; siiper sarmal
bi¢im (Form I), gevsek sarmal bi¢im (Form II) ve dogrusal bi¢im (Form III) olmak
tizere 3 farkli sekilde agaroz jel iizerinde gozlenir (Akerman ve Cole, 2002; Navarro
vd., 2003). Genelde herhangi bir muameleye tabii tutulmamis plazmid DNA’s1 Form 1
ve Form 2 olmak {izere 2 band seklinde jelde goriiniir. Herhangi bir enzim ile muamele

edilmis veya zarar gormiis olan plazmid DNA’s1 Form 3 bandi olarak jelde gozlemlenir.
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Bazi antibiyotikler DNA’nin yapisim1 degistirerek jeldeki hareketini bu sekilde etkiler
(Enjun vd., 2009; Huqg vd., 2009).

Calismada sentezledigimiz; PAL, PA2, PA3, PA4, PA5 ve PA6 fosfazen
bilesikleri plazmid DNA’sma olan etkisini incelemek i¢in kullanildi. Bilesiklerden
sadece PA2 tiim konsantrasyonlarda plazmid DNA’sin1 etkileyerek Form 3 bandi
olusturdu ve Form 1 band konsantrasyonunu diisiirdii (Sekil 4.3). PA5 (2500 ve 1250
png/ml konsantrasyonlar) ve PA6 (2500, 1250, 625 ve 312 pg/ml konsantrasyonlari)
plazmid DNA’nin Form I yogunlugunu azaltmislardir. Yani plazmid DNA’y1 kismi
olarak kesmislerdir ve dolayisi ile dogrusal form olusmustur. Diger bilesiklerin plazmid
DNA’sin1 etkilemedigi goriildi (Sekil 4.2, 4.4., ve 4.5). Benzer sonuglar Mutlu ve
calisma grubunin (2015) test ettigi 22 bilesigin yarisinda gozlenmistir. Asmafiliz ve
calisma grubu (2012) ise test ettikleri bilesiklerin g¢ogunlugununancak yiiksek
konsantrasyonda (5000 pg/ml) etkili oldugunu rapor edilmislerdir. Yine mevcut
calismamizda PA3 ve PA4 bilesikleri Form 1 DNA’nin hareketini engelleyerek normal
DNA’ya kiyasla daha az mesafe kat etmistir. Kogak ve ¢alisma grubu (2013) pBR322
plazmid DNA ile yaptiklar1 calismada DNA’y1 sas3 ve sbs4 bilesiklerinin kismi olarak

kestigini belirlemislerdir.

Bilesikler aktivitelerini pPBR322 plazmid DNA’sinin niikleotidlerine baglanarak
gosterirler. Niikletidlere baglanma sonucu hem DNA’nin yapisin1 (konformasyonunu)
degistirirler hem de DNA’ya zarar verirler. (Neto ve Lapis, 2009). DNA
antimikrobiyal/antibiyotikler i¢in duyarli hedef bir molekiildiir. Bu nedenle, bilesigin
DNA’ya baglanmasi ve sonugta hiicre fonksiyonunu baskilamasi gergeklesir. Bu yiizden
DNA’y1 hedefleyen bilesiklerin antimikrobiyal madde olarak gelistirme ihtimali
yiiksektir. Calismamizin bulgulari, 6zellikle PA2 bilesigi i¢in daha detayli bilimsel

caligsmalar yapilmasini gerektirmektedir.

Sonug¢ olarak, ¢alismamiz da PA6 fosfazen bilesigi en az 3 farkli patojen
bakteriye karst mikrobiyal aktivite gosterirken PA1, PA2, PA3 bilesikleri ise en fazla 4
bakteriye karsi aktivite gostermistir. Her ne kadar bilesikler test edilen 3 farkli mayaya
karst aktivite gostermese de kullandigimiz fosfazen bilesiklerinin daha fazla sayida
bakteriye karsi duyarlilik testlerinin yapilmasi bilesiklerin gelecegi agisindan 6nem
arzetmektedir. Sentezlenen bilesiklerin, patojen bakterilere karsi etkili olmasi nedeniyle

yeni antibiyotik ilag¢ tiretimi igin gelistirilip kullanilabilir.

32



Ozetle; test edilen bilesikler hem patojen bazi bakterikler iizerine aktivite
gostermis hemde bazilarmin pBR322 plazmid DNA’y1 kismi de olsa kesmis ve

hareketlerini etkilemislerdir.
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