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OZET

MORFOLIN VE PIPERAZIN GRUPLARI iCEREN SUDA COZUNUR
CINKO FTALOSIYANINLERIN DNA ETKILESIMLERI VE
ANTIMIKROBIYAL FOTODINAMIK TERAPIi UYGULAMALARI

Nursen KARAKODAK

Yiiksek Lisans Tezi
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal
Damisman: Do¢. Dr. Efkan BAGDA
2020, 62+xvii sayfa

Enfeksiyon hastaliklari, insan 6liimlerinin nedenlerinden biri olarak hala ilk siralarda
yer almaktadir. Tedavide kullanilan antibiyotik ve antibiyotik tlirevlerine karsi son
yillarda hizla gelisen direng bu hastaliklarla miicadeleyi zorlastirmaktadir. Bu

nedenle antimikrobiyal stratejiler gelistirmek zorunlu hale gelmistir.

Antimikrobiyal fotodinamik tedavi bakteriler, viriisler, mantarlar ve prion gibi
patojenlerin neden oldugu genis spektrumlu enfeksiyonlarin tedavisinde uygulanan
nonivazif bir yaklagimdir. Uygulama, mikroorganizmada hiicre i¢i organelleri ve
biyomolekiilleri hasar yoluyla etkileyerek sitotoksik etki meydana getirmektedir. Bu
yontemde fotoduyarlastirci bir bilesigin uygun dalga boyundaki bir 1s1kla uyarilmasi
sonucu oksidatif hasar olusturularak (reaktif oksijen tiirleri (ROT) ve/veya tekil
oksijen ile) mikroorganizma hiicrelerinin 6ldiiriilmesi hedeflenmektedir. Bu yaklasim
direng gelisimine yol agcmaz ve kisa siireli tedavi sunar. Son yillarda antibiyotik
diren¢ sorununa farkli bir ¢dziim olarak gosterilen antimikrobiyal fotodinamik
tedaviye olan ilgi artmis ve enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilabilecek yeni

fotoduyarlastirici ilag arayislart hiz kazanmastir.

Bu kapsamda, yapilan bu tez ¢alismasi ile morfolin ve piperazin gruplar i¢eren suda
¢ozlinlir ¢inko ftalosiyanin bilesiklerinin DNA etkilesimleri ile antimikrobiyal

fotodinamik terapi etkinlikleri aragtirilmigtir.
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Calismanin ilk asamasinda Fs bilesiklerinin ct-DNA ve plazmid DNA ile
etkilesimleri Uv-Gor., floresans spektroskopi ve jel elektroforez yontemleri ile
calisilmistir. Her iki bilesiginde ct-DNA ile oluklara baglanma seklinde etkilestigi
belirlenmistir. Uv-Gor. Spektofotometrik titrasyon sonucunda sonucunda ct-DNA,
Kb baglanma sabiti Fs 1 i¢in 6,3x104 M-1, Fs 2 igin ise 6,87x104 M-1 olarak
belirlendi. Calisilan Fs bilesiklerinin plazmid DNA ile olan etkilesimlerinin ihmal

edilebilir sevide oldugu goriilmiistiir.

Calismanin ikinci asamasinda ise; Fs bilesiklerinin AFDT etkinlikleri Pseudomonas
aeruginosa (ATCC-27853), Staphylococcus aureus (ATCC-29213) ve Candida
albicans (ATCC-10231) organizmalar1 ve diyot lazer 1sik kaynagi (635 nm)
kullanilarak arastirilmistir. 1,1 mM’da sitotoksik oldugu belirlenen Fs 1 bilesiginin
250 J/em2’de 1 mM derisimde sitotoksik etki gostermedigi gézlenmistir. Bu sonug,
Fs 1 bilesiginin tek basina sitotoksik oldugu ve genis spektrumlu antimikrobiyal ajan
olarak kullanilabilme potansiyelinin yiiksek oldugunu isaret etmektedir. Fs 2
bilesiginin ise 250 J/cm?2 151k sidddetinde; S. aureus igin 62,5 uM, P. aeruginosa 600
uM ve C. albicans 500 uM derisimlerinde sitotoksik oldugu. Bu durum, Fs 2
bilesiginin genis spektrumlu AFDT ajan1 olarak kullanilabilme potansiyelini

gosterdi.

Anahtar Kelimeler: DNA Etkilesimi, Ftalosiyanin, Antimikrobiyal Fotodinamik
Terapi
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ABSTRACT

DNA INTERACTIONS AND ANTIMICROBIAL PHOTODYNAMIC
THERAPY APPLICATIONS OF WATER SOLUBLE ZINC
PHTHALOCYANINES CONTAINING MORPHOLINE AND PIPERAZINE
GROUPS

Nursen KARAKODAK
Master of Science Thesis
Department of Molecular Biology and Genetics
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Efkan BAGDA
2020, 62+xvii pages

Infectious diseases are still in the first place as one of the causes of human deaths.
Rapidly developing resistance against antibiotics and antibiotic derivatives used in
treatment makes it difficult to fight these diseases. Therefore, it has become

imperative to develop antimicrobial strategies.

Antimicrobial photodynamic therapy is a nonivasive approach for the treatment of
broad-spectrum infections caused by pathogens such as bacteria, viruses, fungi and
prion. Application creates cytotoxic effect in microorganism by affecting
intracellular organelles and biomolecules through damage. In this method, it is aimed
to kill microorganism cells by generating oxidative damage (with reactive oxygen
species (ROT) and / or singular oxygen) as a result of the excitation of a
photosensitizing compound with a light of appropriate wavelength. This approach
does not cause development of resistance and provides short-term treatment. The
interest in antimicrobial photodynamic therapy, which is shown as a different
solution, has increased and searches for new photo-stabilizing drugs that can be used

in the treatment of infections have accelerated.

In this context, with this thesis, the DNA interactions of water soluble zinc
phthalocyanine (Pc) compounds containing morpholine and piperazine groups and

antimicrobial photodynamic therapy activities were investigated.

In the first stage of the study, interactions of Pc compounds with ct-DNA and
plasmid DNA were studied by Uv-Vis., Fluorescence spectroscopy and gel

electrophoresis methods. It was determined that both compounds interact with ct-

iX



with groove binding mechanism. Kb binding constants were determined from UV-
Vis. spectrophotometric titration as 6.3x10* M* for Pc 1 and 6.87x10* M for Pc 2
with ct-DNA . The interactions of the studied Pc compounds with plasmid DNA

were negligible.

In the second stage of the study; AFDT activities of Pc compounds were investigated
using Pseudomonas aeruginosa (ATCC-27853), Staphylococcus aureus (ATCC-
29213) and Candida albicans (ATCC-10231) organisms and with using diode laser
light source (635 nm). It was observed that the Pc 1 compound, which was
determined to be cytotoxic at 1.1 mM, had no cytotoxic effect at a concentration of 1
mM at 250 J/cm?. This result indicated that the Pc 1 compound was cytotoxic alone
and had a high potential for use as a broad spectrum antimicrobial agent. The Pc 2
compound was cytotoxic at a concentration of 62.5 uM for S. aureus, 600 uM for P.
aeruginosa and 500 uM for C. albicans at 250 J/cm?. This indicated the usage

potential of Pc 2 as a broad spectrum AFDT agent.

Key Words: DNA Interaction, Phthalocyanine, Antimicrobial Photodynamic
Therapy
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1. GIRIS

Bakteri, mantar, helmint, protozoa, viriis, prion gibi patojenlerin sebep oldugu
hastaliklar hizla yayilmalarini saglayan bulasici 6zellikleri, sahip olduklar1 ¢oklu
direng gelistirme potansiyelleri ve yiliksek mortalite kapasiteleri ile insan, toplum ve
cevre sagligi icin ciddi bir risk olusturmaktadir. Yillik 14 milyon 6liim ile bulasici
hastaliklar diinya {izerindeki insan &liimlerinin % 25’inden sorumludur. Ozellikle
geri kalmis tilkelerde daha yiiksek mortalite degerlerine sahiptirler. Ciddi bir halk
saglig1 sorunu olarak varligini koruyan bulasici hastaliklarin 6nemli bir kismi bakteri
ve mantar kaynaklidir. Bakterisit, fungusit tip ilaclarin insan sagligi, tarim ve
hayvancilikta hatali, kontrolsiiz ve asir1 kullanimui ile ilag ve ila¢ metabolitlerinin
denetimsiz dogaya salinimi sonucunda hizla artan bir ilag direngliligi s6z konusudur.
Genellikle, bu siirece ¢oklu ilag direngliligi de eslik etmektedir (Cohen, 2000).

Son birkag y1l da farkli hiikkiimet ve bolgesel saglik otoriterilerinden gelen rapor ve
aciklamalar, antimikrobiyal ilag direncinin halk sagligi lizerinde olusturdugu tehtidin
ciddiyetine vurgu yapmaktadir. Her yil tim diinyada antibiyotik direncine bagli,
mikroplarin sebep oldugu biitiin 6liimlerin % 45’ine karsilik gelen, fazladan 700.000
6lim meydana geldigi hesaplanmaktadir (Nyamu vd., 2018). Yapilan matematiksel
bir modellemeye gore ise antimikrobiyal ilag direncine bagli olarak 2050 yilinda,
yillik 10 milyon 6lim ve 10 trilyon Amerikan dolarit maddi kayip yasanacagi tahmin
edilmektedir (URL 1). Bu hesaba gore, ila¢ direngliliginin halk sagligi ile kiiresel
kalkinma ve refah i¢in zamanla artan 6nemli bir tehdit olacagi beklenmektedir. Bu
bulgular nedeniyle; Diinya Saglik Orgiitii (DSO), ABD Hastalik Kontrol ve Onleme
Merkezi, Avrupa Komisyonu, G7 Zirvesi ve sanayilesmis {ilkelerin ulusal
hiikiimetleri gibi bir¢ok siyasi ve sivil otorite antimikrobiyal tedaviler igin yeni
caligmalarin tesvik edilerek, desteklenmeleri gerektigini kabul etmislerdir (Albu,
2015; Wainwright, 2017).

[lk antibiyotik, Alexander Fleming tarafindan 1928 yilin da Penicillium notatum adl
kiifte kesfedilen penisilindir. Prokaryotik hiicre yapilarina 6zgii antibiyotikler ile
tedavi, mikroplarin diren¢ gostermedigi durumlarda olduk¢a kolaydir ve 6zellikle II.
Diinya Savasi’nda ¢ok sayida hayat kurtarmistir. Antibiyotiklerin segici, yan
etkisinin smirli ve kullaniminin kolay olmasindan dolay1 kesfinin ardindan kullanimi

hizla artmustir (Ligon, 2004). Ornegin, Saghik Bakanligi’nca yapilan bir ¢alismaya



gore, 2000 - 2010 yillart arasinda antibiyotik tiiketiminin eski yillara nazaran % 36
arttig1 goriilmiistiir (URL 2).

Mikroorganzimalarin ¢esitli antimikrobiyal ajanlara karsi hizli bir sekilde direng
olusturdugu ve enfeksiyon hastaliklarina bagli mortalitede artisa neden oldugu
bilinmektedir (Berendonk, 2015; Wainwright, 2017). Antibiyotiklerin asir1 ve
bilingsiz kullanilmasina bagli gelisen ilag direngliligi yan etkilerde ve tedavi
maliyetlerinde artis1 da beraberinde getirmektedir. Bakteriyel, fungal enfeksiyonlar
antibiyotik tedavisine karsi son derece direnglidirler ve yok edilmeleri i¢in 6nemli
cabalar gerektirmektedirler (Teichert, 2002; Gardlo, 2003; George, 2018). Bununla
birlikte piyasada bulunan antibiyotikler, enfeksiyon hastaliklar1 ile miicadelede
tedavi hizina yetismekte yetersiz kalmaktadir. Basarisiz olan antimikrobiyal ilaglar,
yeni tedavi yontemleri i¢in yogun istek uyandirirlar. Bu sebeple, yeni antibiyotik
ajanlarin gelistirilmesine yonelik ¢alismalar artarak devam etmektedir. Ancak, yeni
antimikrobiyal ajanlar genellikle oOnceki antibiyotiklerin tiirevleri seklinde
olduklarindan, mikroorganizmalar tarafindan direnclilik kisa surede
olusturulmaktadir. Mevcut durum, enfeksiyon tedavisinde yeni stratejilerin
gelistirilmesini tesvik eder (Hamblin, 2004; Ling, 2015). Direng gelisimini énleme
ve direngli mikroorganizmalari 6ldiirmede izlenen 6nemli bir taktik; ¢oklu molekiiler
hedeflerle etkilesime girebilen ve bakteri, mantar, protozoa, viriis gibi farkli
patojenlere (genis spekturumlu) karsi etkili mekanizmalar veya terapotik ajanlara
odaklanmaktir. Bu nedenle, antibiyotige dayali mevcut geleneksel tedavilerin yani
sira  bakteriyofajlar, antimikrobiyal peptitler terapotik ajanlar ve direnglilik
gelisimine firsat vermeyen antimikrobiyal fotodinamik terapi (AFDT) gibi alternatif
tedavi yontemlerinin gelistirilmesi yogunlukla ¢alisilmaktadir (Ragas, 2001).

Artan ilag direngliligine bagli dezavantajlari agmak igin alternatif bir yontem olarak
AFDT gelistirilmistir (Wainwright, 1998; Spagnul, 2015). Fotodinamik
antimikrobiyal etkiye iligskin ilk rapor 1900°de Oscar Raab tarafindan yayinlanmstir.
Raab, akridin ve eozin boyalar1 uygulanan Paramecium caudatum’un giines 1s18mna
maruz kaldiginda 61digiinii gézlemlemistir. Daha sonra, Von Tappeiner ve Jesionek,
bu yontemi tiimor hiicrelerine uygulayarak, sonuglarini 1905°de yayimlamislardir
(Raab, 1900; Jesionek ve Von Tappeiner, 1905). Dolayisi ile fotodinamik tedavinin
hem antimikrobiyal, hem de antikanser yaklagimlart bir asirdan fazla siiredir
bilinmektedir (Agostinis, 2011). Ancak, antibiyotiklerin kesfi ile antimikrobiyal

uygulamalar i¢in uzun siire arka planda kalmastir.
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Artan ilag direngliligi ile tekrar dikkatleri {izerine ¢eken AFDT uygulamalart hem
Gram pozitif (Gr (+)), hem de Gram negatif (Gr (-)) bakterilere kars: etkili olmasinin
yan1 sira, mantar, viral ve protozoal hedeflere karsida etkilidir (Wainwright, 2017;
Mahmoudi vd., 2018). Ayrica, oldiirme etkileri saatler veya giinler siirebilen
geleneksel antimikrobiyal ajanlardan c¢ok daha hizli sekilde etki ederler (Tegos,
2012; Banerjee, 2012). AFDT son yillarda bulasict hastaliklarin tedavisinde
uygulanan nonivazif bir yaklasim olup, antibiyotiklerin kullanimina alternatif
olabilecek yeni yaklasimlar sunmaktadir (Yin vd., 2015).

AFDT yonteminde, fotoduyarlastirici olarak isimlendirilen bir kimyasal ajan ve bu
kimyasal ajanin maksimum absorbsiyon gosterdigi uygun dalga boyunda 1sik
kullanilarak, oliimciil hiicre hasari olusturulur. Isik ile uyarilan fotoduyarlastirici
ajan, hiicrede reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) miktarin1 artirmaktadir. Artan ROT
miktari ile olusan oksidatif reaksiyonlar sonucu, mikroorganizmada geri doniisiimsiiz
Olumciil hasar olusmaktadir (Wainwright, 2017; Abdel, 2016). Yontem oldukca
etkilidir ve inaktivasyon i¢in mikroplarla dogrudan temas gerektirmez (Rosa, 2014).
Buna ek olarak, AFDT direng olusturmaz ve ilaca direngli kiiltiirler ve patojenlere de
uygulanir (Ryskova vd., 2010). Ayrica, singlet oksijen hava ve su iginde
yayilabildiginden AFDT uygulamalarinin kullanim alanini genisletmektedir (George,
2018).

AFDT’nin basarili bir sekilde uygulanmasi i¢in molekiiler oksijen, fotoduyarlastirici
kimyasal ve uygun 151k kaynag: gereklidir (George, 2018). ideal fotoduyarlastiricinin
yuksek fotokimyasal aktivite, giiclii 151k absorblama kapasitesi ve yiiksek
absorbsiyon katsayisina sahip olma gibi 6zellikleri bulunmalidir (Bissonnette ve Lui,
1997). Fotoduyarlastrict olarak kullanilabilen, gesitli dogal ve sentetik maddelerden
olusan c¢ok sayida bilesik bilinmektedir. Bunlardan yaygin olarak kullanilanlar
akridin boyalari, metilen mavisi, porfirin, klorin, ftalosiyaninler ve tiirevleridir
(Wardlaw vd., 2012; Gokge, 2013).

Dogal olarak olusan porfirinlerin sentetik anologlari olan ftalosiyaninler (Fs) 1928’de
tanimlanmis olup 0 andan itibaren, bir¢ok farkli alanda kullanilmaktadir. Fs’ler genel
olarak mavi ve yesil renklidir. Oldukga saglam ve iki boyutlu 18 n-elektron konjuge
sistemine sahip aromatik makrosiklik bilesiklerdir. Fs bilesikleri periferal ve
nonperiferal pozisyonlarina ¢esitli siibstitiientlerin baglanmasiyla elektiriksel
iletkenlik, fotoiletkenlik, 1s1k absorbsiyonu ve foto uyarici gibi cesitli 6zellikler

kazandirmak miimkiindiir (Jiang, 2010).



Fs bilesikleri elektriksel oOzellikleri ve termal kararliliklartyla niikleer kimya,
elektrokromik goriintiileme, kimyasal sensor ve fotodinamik terapi alanlarinda sikca
kullanilan bilesikler haline gelmistir (Demirbas vd., 2016). Ftalosiyaninlerin
antikanser, antibakteriyel etkileri ile DNA, RNA ve proteinlere baglanmalari tizerine
ciddi arastirmalar ve ¢alismalar yapilmaktadir (Hassani vd., 2013; Barut vd. 2017).
Genetik bilginin saklanmasi, islenmesi ve aktarilmasindan sorumlu olan molekiil
DNA’dir. DNA molekiilii hiicresel siireclerde énemli rol oynamaktadir. DNA’nin
primer, sekonder ve tersiyer yapilari ise oynadigi rol i¢in kritiktir. Bu 6zelliklerinden
dolay1, DNA dizi kompozisyonlari ile yapisal konformasyonlari bir¢ok hastaligin
teshis ve tedavisinde 6nemli molekiiler hedefler olarak gilinlimiizde calisilmaktadir
(Bagda vd., 2017; Evren vd., 2013).

Ligandlarin DNA molekiillerine baglanmasi, replikasyon ve gen ekspresyonu gibi
onemli hiicresel siirecleri etkiler. ilag molekiillerinin DNA'ya baglanmasi, bu nedenle
onemlidir (Aslantas ve Agirtas, 2018). Ftalosiyanin bilesiklerinin, farkli DNA
formlar1 ile etkilesimi tizerine birgok ¢alisma yapilmistir (Hassani vd., 2014; Evren
vd., 2013). Degisik fonksiyonel gruplar igeren ftalosiyanin bilesikleri, kovalent ve
kovalent olmayan mekanizmalar yoluyla DNA ile etkilesimde bulunmaktadir (Barut,
2016).

Son 20 yil igerisinde birgok Fs sentezlenmesine ragmen, uygulamaya yonelik
caligmalar sinirli sayidadir. Bu nedenle, Fs bilesiklerinin DNA ile etkilesimlerinin
tayini ve AFDT uygulamalar i¢in kullanilabilirliginin belirlenmesi gibi konular
bilimsel 6neme sahiptir. Bu motivasyonla, yapilan tez ¢alismasi ile piperazin ve
morfolin gruplarina sahip suda ¢oziiniir yeni ¢inko (Zn) Fs bilesiklerinin ct-DNA ve
plazmid DNA ile etkilesim tiplerinin ve AFDT’de kullanilmalar1 arastirilacaktir.

Bulgularin literatiirde var olan eksikligin giderilmesine katki sunmas1 amaglanmustir.
1.1. Ftalosiyaninler

Fs bilesigi ilk kez 1907 yilinda Braun ve Tcherniac tarafindan ftalimit ve asetik
asitten, siyanobenzamidin sentezi sirasinda koyu renkli bir yan {iriin olarak elde
edilmigtir. Fakat yapis1 karakterize edilememistir (Berthold, 2009). Fs bilesiklerinin
yapisinin tam olarak ortaya ¢ikmasi 1928 yilindan 1933 yilina kadar stirmiistiir.
Linstead ve arkadaslar1 yapmis olduklari c¢alismalar sonunda bazi metalli Fs
bilesiklerinin de sentezini gergeklestirmislerdir (Lapok, 2006). Fs bilesiginin

adlandirilmasin1 Reginal P. Linstead yapmustir. Ismi ise ftalik asit tiirevlerini



temsilen ‘phthal” ve Yunancada mavi anlamima gelen ‘cyanine’ kelimelerinin
birlesmesiyle ftalosiyanin ismini almistir (Thomas, 1990).

Fs bilesikleri, ¢cok saglam yapili renkli makrosiklik bilesikler olup, yiiksek
konjugasyonlu 18- & elektrona sahip 8 karbon, 8 azot (16 tiyeli) igeren bilesiklerdir
(Akkus, 2011). Merkezde iki hidrojen atomu oldugunda metalsiz Fs (H2Fs),
merkezde hidrojen atomunun yerine metal atomu gecince metalli Fs (MFs) adini alir
(Sekil 1).

@ (b)

Sekil 1.1 (a): metalsiz (H2Fs) ve (b): metalli (MFs) ftalosiyanin (Ozdemir ve
Ozgiiney, 2017)

Bugiine kadar yaklasik 70 farkli element Fs bilesiklerinde merkez atom olarak

kullanilmustir (Sekil 1.2) (Barut, 2016).

H
Li |Be B |C
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Sr Y |Zr |[Nb|Mo [ Tc |Ru |Rh |Pd |Ag |Cd |[In | Sn | Sb

Ba |La | Hf | Ta (W Re | Os | Ir Pt | Au|Hg | Tl | Pb | Bi

La|Ce|Pr | Nd|[Pm|Sm |Eu | Gd | Tb | Dy | Ho | Er | Tm | Yb | Lu
Ac | Th | Pa | U Am

Sekil 1.2 Fs bilesiklerinin sentezinde kullanilan elementlerin periyodik tabloda
gosterimi (Barut, 2016)



1.1.1.Ftalosiyaninlerin Simiflandirilmasi ve Adlandirilmasi

Fs bilesikleri siniflandirilmast metal atomu bulundurup bulundurmamasina, siibstitiie
grubun c¢esitliligine, siibstitlie grubun konumuna ve sayisina gore yapilmaktadir

(Cakar, 2015).

Ftalosiyaninler(Fs)
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- - o

e Metal atom igermesine R
~ ~ - - \l
e Metalli Fs
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Okta Siibstitiie Fs Tetra Siibstitiie Fs

Sekil 1.3 Fs bilesiklerinin siniflandiriimasi (Cakir, 2015)
1.1.2. Ftalosiyaninlerin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Fs bilesiklerinin en 6nemli fiziksel 6zelligi renkleri ve yiiksek kararliliklaridir. Fs
bilesiklerinin rengi Fs halkasina siibstitiie olan ligandlarin kimyasal 6zellikleri ve Fs
bilesiginin kristal yapisina bagli olarak maviden yesile kadar farklilik géstermektedir
(Barut, 2016). Renk tonunu ise kimyasal yapisinin yani sira partikiiliin sekli, boyutu
ve kristal yapis1 onemli derecede etkileyip degistirmektedir (Gokge, 2013).

Fs bilesikleri oldukga yiiksek kimyasal ve termal kararliliga sahip olup g¢ogunun
erime noktasi ¢ok yiiksektir. Havada, 400-500 °C’ye kadar 6nemli bir bozunmaya
ugramazlar. Vakumda ise metal komplekslerinin biiyiik bir kisminda 900 °C’den
once bozulma gozlenmez. Kuvvetli asitlere ve bazlara karsi dayaniklilik gosterirler
(Albay, 2006). Fs bilesikleri kolaylikla siilfolanirken, nitrik asitte bozulduklarindan
dolay1 nitrolanmazlar. Makrosiklik halkadaki 18-r elektron sistemi, mordtesi (UV)
spektrumda 400-700 nm arasinda siddetli absorbsiyona sebep olur. UV-Gor.
spektrumunda karakteristik; 650-700 nm civarinda dar, siddetli Q- bandi ve 350 nm
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civarinda ise Soret (B) bandi gozlemlenir. Metalsiz Fs bilesiklerinde ise Q bandi

ikiye (Qx ve Qy) bolinmiistiir (Sekil 1.4) (Yal¢inkaya, 2010).

o

Q-Band: E

Qv
‘\

Absorbans

Vibronik Bantlar

L] L] L] L
0 350 450 550 650 750
Dalga Boyu (nm)

Sekil 1.4 MPc (kirmizi) ve HoPc (mavi) UV/Gor. spektrumu (Namli, 2013)

Fs bilesiklerinin biiyiik bir kisminda makrosiklik halka diizlemsel yapidadir.
Diizlemsellikten sapma 0,3 A° olurken Fs molekiiliiniin kavitesinin ¢ap1 1,35 A° ve
kalinlig1 3,4 A®dur. Metalli Fs bilesiklerinin kararli olmalarinda Fs halkasinin kavite
cap1 ile kaviteye yerlesecek metal iyonunun c¢ap1 arasindaki uyum oldukca dnem
tasimaktadir. Metal iyonunun capi, Fs halkasinin ¢apindan kii¢iik veya biiyiik olmas1
durumunda metalli Fs kompleksi kararsiz olur. Béyle durumlarda ise metal iyonu
kaviteden kolaylikla ayrilir (Gokge, 2013).

1.1.3. Ftalosiyaninlerin Kullamim Alanlari

Fs bilesikleri dayanikli ve saglam bir yapiya sahip olduklarindan dolay1 pigment ve
boyar madde olarak kullanilirlar. Bunlarin yani sira yiiksek teknolojide tiptan
elektronik sanayine kadar genis bir kullanim alanina sahiptir. Fs bilesiklerinin genel
kullanim alanlar1 ise; boya ve pigment molekiilii, katalizor, fotoiletken materyal ve
gaz sensorii olarak kullanilir. Ayrica elektron transfer ve yiikseltme-indirgeme
yetenegi nedeniyle; elektrofotografide, optik veri kayit sistemlerinde, fotovoltaik
hiicrelerde, yakit hiicreleri ve eletrokromik goriintii araglarinda kullanilmaktadir
(Harputlu, 2014; Yalginkaya, 2010).Son zamanlarda ise biyosensor ve fotodinamik
kemoterapotik ajan olarakta kullanilmaktadir (Barut, 2016).



1.2. Deoksiriboniikleik Asit (DNA) Yapi ve Ozellikleri

DNA molekiiliiniin yapist ilk defa Watson ve Crick adli aragtirmacilar tarafindan
1953 yilinda tanimlanmistir. DNA, tiim organizmalar ve bazi viriislerin canlilik
islevleri ve biyolojik gelisimleri ve kalitimlar1 i¢in gerekli olan genetik talimatlar
tasiyan bir niikleik asittir. DNA molekiiliiniin iskeletini seker- fosfat birimleri
olusturur ve bu molekiiller fosfodiester bagi ile birbirine baglidir. DNA molekiiliinde
bazlar genetik bilginin saklanmasindan ve depolanmasindan sorumlu iken, seker ve
fosfat gruplarinin ise yapisal 6zellikleri vardir (Keha ve Kiifrevioglu, 2012).

Her bir DNA zincirinde seker molekiiliiniin 3" karbonuna bagli bir fosfat grubu diger
seker biriminin 5’ karbonu ile esterlesmis durumdadir. Bu sekilde yeni seker
birimlerinin 3’ ucuna baglanmasi ile DNA zinciri 5’ ucundan 3’ ucuna dogru ilerler.
Boylece fosfat - deoksiriboz iskeleti 5’ —3' seklinde bir ilerleme gosterir ve DNA
dizilerinin okunmasi bu sira dogrultusunda olur (Sekil 1.5) (Giiner, 2007).

3'ucu
Txmln OH

Adenin

Fosfoester

bagi
( <i\\“’b

Fosfat
deoksiriboz
omurga

Sekil 1.5 DNA molekiiliiniin yapis1 (Giircan, 2014)

James Watson ve Francis Crick tarafindan 6nerilen DNA’nin {i¢ boyutlu formuna B-
DNA denir ve bir eksen boyunca saga donen birbirine antiparalel, ¢ift zincir
sarmaldan olugmaktadir. Zincirlerden birinin 3’-OH ucu digerinin 5’-P ucu ile ayni
tarafta bulunmaktadir. DNA’nin omurgasini olusturan deoksiriboz, hidrofilik 6zellige

sahip ve negatif yiiklii fosfat grubu, ¢ift sarmalin disa bakan yiiziinde ve kendilerini
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saran su molekiillerine doniiktiir. Hidrofobik &zellikte olan piirin ve pirimidin bazlar
ise ¢ift sarmalin i¢ yiiziinde ve ana eksene dik olarak yerlesmislerdir. Heliksteki bu
yerlesim Sekil 1.6’da goriildiigli gibi sarmallar arasinda biiyiik ve kiigiik oluk

olusmasina neden olur (Hantz vd., 2001).
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Sekil 1.6 () DNA’nin sarmal yapisi, (b) DNA sarmalinda olusan kii¢iik ve biiyiik

Oluklar (Igsel, 2013)
Cift sarmalin ¢ap1 2,0 nm olup, birbirini takip eden bazlar 36° doniis gostererek
dizilmektedir. Ona yakin bazin arka arkaya gelmesi ¢ift sarmalin bir tam donis
yapmasina neden olmaktadir. DNA eksen boyunca c¢ift zincir sarmali meydana
getirmektedir. DNA yapisinda bulunan bazlar birbirine hidrojen baglari ile baglidir.
Adenin (A) ve timin (T) arasinda iki, guanin (G) ve sitozin (C) arasinda ii¢ hidrojen
bagi bulunmaktadir (Sekil 1.5-6).
DNA’nin molekiil agirligi, igerdigi baz cifti sayisina ya da igerdigi GC ve AT baz
ciftlerinin yiizdesine gore hesaplanir. DNA’y1 olusturan bir ¢ift niikleotidin ortalama
molekiil agirligi 660 Dalton’dur (Igsel, 2013).
DNA’nin maksimum absorbans verdigi dalgaboyu 260 nm’dir. UV 151811, bazlarin
konjuge aromatik yapilarima bagl olarak sogurmaktadir. DNA’nin absorbsiyon
ozellikleri ise miktar tayininde ve safliginin belirlenmesinde kullanilir (Giircan,

2014).



1.2.1. Plazmid DNA

Plazmidler, bakteri hiicreleri igerisinde dogal olarak bulunan, gesitli genetik bilgi
tasiyan, bakteri kromozomunun disinda, bagimsiz olarak replikasyona ugrama
yetenegi olan dairesel ¢ift zincirli DNA molekiilleridir (Klug ve Cummings, 2000;
Levinson ve Jawetz, 2008).

Plazmid DNA olmadan da bakteriler normal yasamlarini siirdiirebirler. Sebebi ise
plazmid DNA bakterilere sonradan transfer olmuslardir ve 6zel kosullar altinda da
bakteriden ayrilirlar. Plazmidler genellikle kromozom diginda olmalarina ragmen,
bakteri kromozomu ile biitiinlesebilirler. Bunlar bakterinin genomunda olmayan bazi
Ozel karakterleri bakteriye kazandirarak avantaj saglarlar. Bakterilerin, plazmidler
tarafindan kodlandig1 bilinen fenotipik oOzellikleri, antibiyotiklere, agir metal
iyonlarina ve ultraviyole 1sinlarina gosterdikleri direng ile ¢esitli enzim ve toksinleri
olusturma sayilabilir (Wing vd., 1980).

Plazmid DNA bes farkli konformasyonda bulunur. Bunlar; (i) ¢entikli, agik halkasal
DNA, (ii) dogrusal DNA, (iii) gevsek halkasal DNA, (iv) siiper sarmal DNA ve (V)
denatiire tek zincirli halkasal DNA’dir. Centikli (nicked) acik dairesel DNA’nin bir
zinciri kesiktir. Dogrusal DNA’nin iki ucu agik, bir ucu da diger ucuna takil
olmayan durumda bulunur. Gevsek halkasal DNA’da iki zincirde saglamdir, ancak
topoizomeraz tarafindan siipersarmal yapilar1 gevsetilmistir (Klug ve Cummings,
2000; Funnel ve Philips, 2004). Plazmid DNA en ¢ok siipersarmal formda bulunur
(Sekil 1.7).

P
Nicked / Halkasal 'i,i wﬁf
Dogrusal (Linear) %#Eﬂ“#%ﬁ

Siipersarmal (Supercoil) m

Tek Zincirli Halkasal O

Sekil 1.7 Plazmid DNA’nin formlari ve agaroz jel pozisyonlar1
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1.3. DNA ile Kiig¢iik Molekiillerin Etkilesimi

DNA’nin molekiiler yapisinin kesfinin ardindan, organizmalarin fiziksel ve
biyokimyasal o6zelliklerini iiretebilen proteinlerin, DNA dizisi ile belirlendigi
anlasilmistir. Buna gore gen ekspresyonu denilen bu siirecte, genetik bilgi DNA’dan
RNA ve proteine dogru aktarilir. DNA’dan RNA sentezini ifade eden transkripsiyon,
hiicrelerin proliferasyonuna, farklilagsmasina ve homeostaziyi korumasina izin veren
gen ifadesinin 6nemli bir belirleyicisidir. Bu siiregler, genlerin ekspresyonu igin
onemli bir molekiiler “agma / kapama” anahtar1 (switch on/off) gorevi goriir (Paul ve
Bhattacharya, 2012).

Niikleik asitler, metal iyonlari, kiigiik organik molekiiller, proteinler gibi birgok
kimyasal ile etkilesime girer. DNA molekiilii ile etkilesebilen kimyasallar, hiicre
proliferasyonunun iki temel mekanizmasini olusturan replikasyon ve/veya
transkripsiyona engel olabilme yeteneklerinden dolayr Onemli terapotik ajan
adaylaridirlar. Bu nedenle tedavi amagli kullanilan ila¢ molekiillerinin DNA ile
etkilesiminin hizli ve giivenilir yontemlerle belirlenmesi, ilag gelistirme caligmalar
i¢in biiyiik 6nem tagimaktadir (Brana vd., 2001).

DNA’nn ¢ift sarmal yapisinin ilk kez 1953 yilinda Watson ve Crick tarafindan
aciklanmasindan kisa bir siire sonra Lerman, DNA ile kii¢iik molekiiller arasindaki
etkilesime ait ilk c¢alismayr yapmistir (Lerman, 1961). Calisma sonucunda,
diizlemsel, aromatik akridin molekiiliiniin DNA’nin baz ¢iftleri arasina yerlestigi
(interkalasyon) gosterilmistir. ilerleyen yillarda yapilan ¢alismalarda Rosenberg vd.
tarafindan cisplatinin DNA’ya kovalent olarak baglandigi ve timdriin
uzaklastirilmasinda son derece etkili bir ilag oldugu gosterilmistir (Rosenberg vd.,
1967). Genomik ve plazmid DNA ile farkli ligandlarin etkilesimleri ve bunlarin
antimikrobiyal etkinliklerine ait bazi ¢aligmalarda mevcuttur (Kawasaki vd., 2008;
Yan vd., 2013; Bolhuis ve Aldrich-Wright, 2014; Hassani vd., 2013).

Ligandlar DNA ile kovalent ya da kovalent olmayan etkilesimlerle baglanma
gerceklestirirler. Kiiciik molekiillerin DNA’ya baglanmasi, kiigiik molekiillerin
yapisal ozelliklerine, bazlarin dizilimine ve DNA molekiillerinin konformasyonuna

baghidir (Strekowski ve Wilson, 2007).
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1.3.1. DNA ile Kovalent Baglanma

Cesitli ilag molekiillerinin sitotoksik etki gosterebilmesi icin DNA ile kovalent
etkilesim gostermesi gerekir. Klinikte rutin olarak regete edilen platin kompleksleri
(cisplatin, oksaliplatin), azot mustardlar (melfalan), nitroz tireler (lomustin) ve ¢apraz
baglanma ajanlar1 (mitomisin C) ile halihazirda klinik denemeleri devam eden yeni
bilesiklerin antitiimor etkileri bu yontemle gerceklesir (David-Cordonnier vd., 2005).
Basaril1 antikanser ilaglardan biri olarak bilinen cisplatin {cisdiamindikloroplatin(II),
cis-[PtCI2(NH3)2]}, DNA’daki iki komsu guanin bazinin azot atomlar1 [N(7)] ile
kovalent baglar olusturur (Brabec ve Kasparkova, 2005). Cisplatinin DNA’ya
kovalent olarak baglanmasi geri dontsiimsiizdiir. Cisplatin DNA ile etkilesime
girdikten sonra DNA’nin replikasyonunu durdurur ve transkripsiyonu engeller.
Cisplatinin, kanser tedavisindeki 6nemli basarisina ragmen, bazi tiimorlerde direng
gelisiminin goriilmesi ve bircok yan etkileri nedeniyle yalnizca belli kanser

tiirlerinde etkilidir (Lippert, 1999).

Sekil 1.8 Cisplatinin DNA’ya kovalent baglanmasi (Igsel, 2013)
1.3.2. DNA ile Kovalent Olmayan Baglanma

DNA ile kovalent olmayan etkilesimler 3 farkli sekilde gergeklesir. Bunlar (i)
elektrostatik etkilesim, (ii) oluga baglanma ve (iii) interkalasyon baglanma olarak iig
smifta incelenmektedir. Bu baglanma ¢esitleri molekiillerin geometrisine,
biiytikliigiine ve stereokimyasal 6zelliklerine baglhidir (Palchaudhuri ve Helgenruther,
2007).
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Sekil 1.9 DNA ile kovalent olmayan etkilegimler

» Elektrostatik Etkilesimler

DNA, alkali sartlarda negatif yiiklii fosfat gruplarindan olusan polianyonik bir zincir
olarak diistiniilebilir. Bu durum, DNA ile elektrostatik etkilesimin genel olarak gift
sarmalin dis yiizeyi boyunca meydana gelmesini saglar. DNA ile ¢ozeltideki metal
iyonlar1 arasinda olusan elektrostatik etkilesim DNA konformasyonunda kararlilik
saglar. Bu sekilde DNA’ya baglanan yiikler, baglanma serbest enerjisine katkida
bulunan ve uygun bir entropiye neden olan organik katyonlar, diger elektrostatik
etkilesimler tarafindan negatif fosfat omurga yiikiinliin noétrallesmesi ile salinir

(Blackburn vd., 2006).

Sekil 1.10 Elektrostatik etkilesim (de Almeida vd., 2017)
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» Oluklara Baglanma

Bu eslestirilmis ipliklerin omurgasi, i¢ginde heterosiklik bazlarin kenarlarinin agiga
ciktig1 sarmal oluklar1 tanimlar. DNA c¢ift sarmalinin biyolojik olarak alakali B-
formu, s1g genis ana oluk ve derin dar kiiglik oluk ile karakterizedir. Belirli bir DNA
dizisindeki molekiiler yiizeylerin kimyasal 6zelligi her iki olukta da farklidir. Bu,
dubleks DNA'min kiiciik molekiiller ve proteinler tarafindan molekiiler olarak
taninmasinin temelini olusturur. Cift sarmal DNA’nin yapisinda kiigiik ve biiylik
oluk olarak adlandirilan iki ayr1 oluk bulunmaktadir. Kii¢iik molekiillerin ¢cogunlugu
kiiglik oluklar1 segerken, proteinler ve oligoniikleotidler gibi biiyiik yapilar biiyiik
oluklara baglanir. Oluklar arasinda kimyasal ozelliklerin farkli olmasiin sebebi,
elektrostatik potansiyel degisimi, hidrojen bag karakteri, sterik etkiler ve hidrasyon
yetenegi gibi etkenlerdir (Bischoff ve Hoffman, 2002).

Kiigiik oluklara baglanan molekiiller olugun seklini alarak van der Waals
etkilesimlerin olusumuna yardimci olur ve baglanmay1 kolaylastirir. Ayrica, bu
molekiiller genellikle adenin ve timin bazlarinin atomlar1 ile hidrojen baglari
olusturabilmektedir. Kiiclik oluklara baglanan molekiillerin biiyiik ¢cogunlugu, A-T
orani fazla olan dizilere baglanir. Bunun sebebi A-T bolgelerinin G-C bdolgelerinden
daha dar olmasi, bu bolgede daha az sterik engel ve daha ¢ok elektrostatik
potansiyelin olmasidir (Blackburn vd., 2006). Kiiciik oluklara baglanan molekiillerin
en yaygin olanlari distamycin A dogal bilesigi ve sentetik diarilamidinler (DAPI ve
pentamidin) olarak bilinmektedir (Sekil 1.11). Distamycin bir kii¢iik oluk baglayici
olarak islev goren bir poliamid - antibiyotiktir. Transkripsiyonu inhibe eder ve
topoizomeraz II'nin aktivitesini arttirir. Distamycin tiirevleri, tiimorlerle savasmak
icin alkilleyici antineoplastik ajanlar olarak kullanilir. Oluga baglanma etkilesimi
gosteren molekiiller genellikle uzun ve hilal seklinde yapilara sahip olup, kiigiik ve

biiyiik oluklardaki bazlarla etkilesime girerler (Sekil 1.12) (Barut, 2016).

A" |

N 3
o \ H NH
St OO
.HH HZN H NH

2
H-H H H HCl
e y NH

Sekil 1.11 Kiiciik oluklara girebilen molekiiller a) Distamycin A ve b) DAPI
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DNA bazlar ile oluga baglanan molekiiller arasinda hidrojen baglar1 ya da van der
Waals etkilesimleri gozlemlendiginde DNA’nin yapisinda biiylik bir degisiklik
meydana gelmez. Oluga baglanma, anahtar kilit modeline benzer bir yapiya

benzetilerek tanimlanabilir (Dorin, 2010).

a b
Sekil 1.12. a) kiiglik oluga baglanma b) biiyiik oluga baglanma (de Almeida vd.,
2017)

> Interkalasyon Etkilesimler

Lerman tarafindan 1961 yilinda yapilan ¢alismada akridin grubu boyanin DNA ile
etkilesimi iizerine birtakim bulgular rapor edilmistir. Interkalasyon olarak
adlandirilan bu modelde aromatik molekiillerin DNA’ya eksenine dik bir sekilde
girerek kovalent olmayan bir etkilesim gdsterdigini agiklamistir. Interkalasyon
etkilesimde, baglanan molekiilin DNA bazlarinin arasindaki bosluga uymasi igin

seker fosfat omurgasinda degisikler meydana gelir (Martinez ve Garcia, 2005).

Sekil 1.13 Interkalatér etkilesim (URL 3)
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Interkalasyon yapan molekiiller DNA’da yapisal bozukluklara sebep olmaktadur.
Interkalatér molekiil, baglandig iki baz ¢ifti arasindaki mesafeyi arttirir ve DNA'nin
toplam uzunlugunun artmasina neden olur. Ek olarak, ¢ift sarmalin biikiilmesini
etkiler. Interkalatorlere ornek olarak etidyum bromiir (EtBr), proflavin ve

daunomycin gibi bir¢ok madde sayilabilir (Barut, 2016).

/
RN
HN N NH,

Sekil 1.14 a) Etidyum Bromiir, b) Proflavin, c) Daunomycin

Etidyum bromiir (EtBr) aromatik, diizlemsel katyonik bir molekiil ve floresan bir
boyadir. Ayrica bu molekiil morétesi 11ga maruz birakildigi zaman turuncu bir renk
1s1mas1 yapmaktadir. Zayif floresans etkiye sahip olan EtBr molekiilii DNA ile giiclii
bir interkalasyon yapar ve DNA yapisinda EtBr’iin floresans siddetini 20 kat artirir.
Ayrica bu oOzelligi jel elektroforez tekniginde DNA  goriintiilemesinde
kullanilmaktadir (Barut, 2016).

1.4. Antimikrobiyal Fotodinamik Terapi (AFDT)

Isigin tedavi edici 6zelligi eski Misir, Roma ve Yunan medeniyetlerinde yiizyillar
oncesinden bilinmektedir. Fototerapi olarak adlandirilan bu yontem farkli
hastaliklarin tedavisinde giiniimiizde de kullanilmaktadir. Dogrudan 15181n sagaltict
etkisinin goriilmedigi ve 1sikla birlikte 1518a duyarl bir kimyasal ajanin kullanildig:
fototerapi yontemi ise fotokemoterapi olarak adlandirilmaktadir. Prensip olarak,
kendiliginden sitotoksik olmayan, 1s1ga maruz birakildiginda sitotoksik etki gosteren
1518a duyarli bir kimyasal ajan ile bu kimyasal ajanin absorbsiyon bandiyla uyumlu
dalgaboyuna sahip 1518in kullanildigi fotokemoterapi yontemine ise “fotodinamik
kemoterapi” denir (Abdel-Kader, 2016).

Fototerapinin modern ¢agda kullanimi1 1903 yilinda Danimarkali doktor Niels Finsen
tarafindan ¢igek hastaligimnin tedavisinde rapor edilmistir. Niels Finsen bu yontemi
deri tiiberkiilozu (Lupus vulgaris) hastaliginin tedavisinde basarili bir sekilde

uygulamis ve bu g¢alismasiyla Nobel o6diilii kazanmistir. AFDT olgusu ise, Oscar
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Raab’m akridin boyasi uygulanmig Paramecium orneklerine 151k uygulandiginda
oldiiriicti etkisinin oldugunu tesadiifen gozlemlemesiyle bilinir olmustur. Daha sonra
1905 yilinda Von Tappenier vd., 1sikla aktive olabilen bir kimyasal ajan kullanarak
hastalikli hiicreleri yok etmeyi basarmislardir ve bu yontemi “fotodinamik tedavi”
olarak adlandirmislardir (Abdel-Kader, 2016). FDT ilerleyen yillarda kanser,
enfeksiyon tedavileri ve dermatoloji calismalarinin ilgi odagi olmustur. Ancak,
antibiyotiklerin kesfiyle antimikrobiyal uygulamalar i¢in cazibesini kaybetmistir.
Antibiyotiklere karst mikroorganizmalarin direng gelistirmesi AFDT yoOntemini
yeniden giindeme tagimistir. Son 20 yilda enfeksiyon hastaliklariyla miicadele de
alternatif bir yaklagim olarak AFDT ile ilgili ¢alismalarin sayisinda artis olmustur

(Wainwright vd., 2017; Maisch vd., 2004).
1.4.1. AFDT Etki Mekanizmasi

Fotodimamik terapi 20. yiizyilin basinda tesadiifi olarak kesfedilmesinden bu yana
hiicrelerin, mikroorganizmalarin ve molekiillerin 151k yoluyla inaktive edilmesi
amaciyla birgok alanda kullanilmaktadir (Nyamu vd., 2018).

AFDT yontemi, fotoduyarlastiricinin 11k ile aktivasyonu sonucu olusan reaktif
oksijen radikallerinin, hiicre yap1 ve fonksiyonlarina geri doniisiimsiiz olarak hasar
vermesidir. AFDT temel olarak ii¢ bilesenden olugsmaktadir. (i) Isik, (ii) Toksik
olmayan fotoduyarlastirict madde ve (iii) Molekiiler oksijendir. AFDT,
fotoduyarlastirici maddenin hiicreye alinmasi, belli bir dalga boyundaki 1sik ile
aktivite  edilmesi  prensibine  dayanmaktadir.  Isigin  uygulanmasi  ile
fotoduyarlastiricinin aktive olmasi, hiicreler ve mikroorganizmalar iizerinde yiiksek
toksik etkileri olan tekil oksijen veya diger bazi reaktif ajanlari ortaya ¢ikarir
(Maisch vd., 2004; Konopka vd., 2007).

Fotoduyarlastiricinin en ¢ok emilim gosterdigi belirli dalgaboyunda en etkili
reaksiyon olusur. Belli bir dalga boyunda ve dozda verilen 151k, fotoduyarlastirici
tarafindan absorblanmaktadir. Isik absorbsiyonu ile uyarilarak temel halden
uyarilmig hale gegen fotoduyarlastirci molekiiliin temel hale gegisinde fosforesans
etki gosteren elektronlarin akisi sonucunda iki tip reaksiyon meydana gelmektedir
(Sekil 1.15). Tip 1 reaksiyonda, 151k tarafindan yiiksek triplet enerji durumuna
uyarilan fotoduyarlastirici, ortamda bulunan bir substrat ile reaksiyona girerek
serbest radikallerin olugmasina neden olur. Tip 2 reaksiyonda ise 1sik ile uyarilmis

fotoduyuarlastirici, enerjisini molekiiler oksijene transfer ederek yiiksek derecede
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reaktif olan tekil oksijen olusturur. Olusan bu tekil oksijen, aldig1 enerjiyi transfer
eder ya da karbon-karbon ¢ift bagli substratlarla tepkimeye girerek kovalent baglanr.
Olusan bu serbest radikaller ve diger reaktif oksijen tiirleri (ROT) geri doniisiimsiiz
olarak hiicresel hasara ve protein inaktivasyonuna sebep olarak hiicre 6liimiine neden

olurlar (O’riordan vd., 2005; Wainwright vd., 2017).

Parazt

Fungus

Gr(-)
bakter:

Gr(+)
bakter:

Sekil 1.15 Antimikrobiyal fotodinamik tedavinin sematik gosterimi (Hu vd., 2018)

1.4.2. Antimikrobiyal Fotodinamik Tedavinin Kullamim Alanlar

FDT, deri hastaliklari, dis tedavisi ve kanser hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir (Wardlaw, 2012; Oniszczuk vd., 2016). AFDT genel olarak lokal
cilt enfeksiyonlariin tedavisinde kullanilmaktadir. Ancak, endoskopi ve fiberoptik
aletlerin gelisimine bagl olarak farkli viicut bolgelerine ait enfeksiyonlarda da tedavi
amacli kullanilabilmektedir (Wainwright vd., 2017).

Fotoduyarlastirict kimyasallarin Gr (+) ve Gr (-) bakteriler, mantarlar, viriisler ve
protozonlar gibi genis spektrumlu AFDT etkinligini gosteren cesitli calismalar
bulunmaktadir (Carpenter vd., 2015; Tegos, 2012). Bu nedenle yiiksek AFDT
etkinligine sahip yeni fotoduyarlastiricilarin sentezi ve terapdtik kapasitelerinin
arastirtlmasi kritiktir (Scalise ve Durantini, 2005; Baltazar vd., 2015).

AFDT ile hastalarin tedavisinde, mikroorganizmaya afinitesi olan fotoduyarlastiric
ajan, uygun 1sik kaynagi ve dogru protokolle c¢alismak olduk¢a Onemlidir.
Fotoantimikrobiyallerin aktivasyonu oldukga basit olup, lazer veya LED kullanilarak
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aktif hale getirilebilir (Wainwright vd., 2017). Fotoaktivasyonda kullanilan 11k
kaynagi secilirken fotoduyarlastiricinin 6zellikleri ve dokuya zarar verip vermedigi
gibi faktorlere dikkat edilmesi gerekmektedir. AFDT uygulamalarinda enfeksiyon
kaynagin1 yok edilirken, konak dokuya en az yan etki olusmali ya da hig
olusmamalidir (Baltazar vd., 2015).

1.4.3. Antimikrobiyal Fotodinamik Terapinin Mikroorganizmalara Etkisi

Son yillarda ki AFDT arastirmalari, fotoduyarlastirict molekiillerin, kimyasal
yapilarinin yanisira iyonik yiiklerinin etkinligine dikkat ¢ekmektedir. Bu sebepten
dolay1, mikroorganizmalarin hiicre dist yapilarindaki farkliliklar fotoduyarlastirici
seciminde kritik noktalardir (Gabor vd., 1997).

Mikroorganizmalarin ~ hiicre  duvar/zar  yapisindaki  farkliliklardan  dolayz,
fotoduyarlastircilarin iyonik yiikleri ile etkilesmeleride farklilik gosterir (Gobar vd.,
1997; Wardlaw vd., 2012) (Sekil 1.19). Katyonik fotoduyarlastirict maddeler Gr (+)
bakterilere etkili bir sekilde baglanip, goriiniir 1gikla inhibe ederken, Gr (-)’lerin ayni
dozda ve 1sikta  inhibasyona  ugramadiklar1 = gozlenmistir. ~ Katyonik
fotoduyarlastiricilarin Gr (+) bakterileri inhibe etmeleri, hiicre duvar yapisinda
bulunan anyonik teikoik asit yapidan kaynaklanmaktadir. Gr (-) bakterilerin,
peptidoglikan yapisini digtan orten lipid tabakasinin lizerinde diisiik bir gegirgenlige
sebep olan yogun bir anyonik lipopolisakkarit tabaka bulunmaktadir. Bu yapi
olusturdugu sterik etki ile ligand molekiillerin hiicre duvarmi gegmesini
engellemektedir (O’Riordan vd., 2005; Sperandio vd., 2013; Ruiz-Gozalez vd.,
2015). Buna karsin, katyonik Zn Fs’nin bilesiklerinin Gr (-) bakterilerin membran

yapisini bozmadan etkili oldugu gézlenmistir (Scalise ve Durantini, 2005).

19



Amino asit yan

DAt g
kopri
Karbonhideat omurgas
porinler Polizakkanit —
: lipopolizaldarit
e gt LipidA -
bakterivel hiicre
. digzar <
. hicrduvan
peptidogll

lipoprotein

Sekil 1.19 Gr (+) ve Gr (-) bakteri duvari yapist (Pommerville., 2010)

Candida gibi mantarlarin hiicre duvari, ligandlara karsi, Gram (+) ve Gram (-)
bakteriler arasinda bir gegirgenlik gosterir (Sperandio vd., 2013). Bu nedenle,
fotodinamik terapi bakteriler iizerinde oldugu kadar mantarlar {izerinde de etkili

goriilmektedir (Wainwright vd., 2017).
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Sekil 1.20 Fungus hiicre duvar yapisi1 (Gow ve Hube, 2012)

Ftalosiyaninle, diger 1s1ga duyarlilastiricilara kiyasla yapisina bir¢ok elementin dahil
edilmesine izin veren olaganiistii fiziksel ve kimyasal 6zelliklere sahiptir. Kimyasal
esnekligi periferik pozisyonda farkli siibstitiientlerin baglanmasini miimkiin kilar ve
birgok kullanima sahip olmasini saglar (Nyamu, 2018; Ertem vd., 2008). Bu
ozellikleri ftalosiyaninlerin, mikroplarin fotodinamik inaktivasyonunda etkinlik
gostermesini miimkiin kilar. Fs bilesikleri farli tiirevler tasarlamak i¢in genis bir
yelpaze sunar. Fs bilesiklerinin antimikrobiyal ozellikleri temel olarak Tip 1l
kimyasal reaksiyonu sonucu {retilen sitotoksik tekli oksijenden kaynaklanir.
Antimikrobiyal olarak kullanilacak iyi bir ftalosiyaninin, tekli oksijen iiretmek i¢in

yiiksek kuantum verime sahip olmasi istenir (Nyamu vd., 2018).
1.5. Cahismada Kullanilan Mikroorganizmalar
1.5.1. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa, 1850°de Sedllat tarafindan tanimlanmistir. Ancak bu
organizma, Gessard tarafindan 1822’de saf kiiltiir halinde izole edilmistir. Daha
sonraki yillarda ise bakteri oldugu tanimlanmistir (Aydin, 2001).

P. aeruginosa, uzunluk olarak degisiklik gostermesine ragmen, 1,5-3 um
genisliginde, bazen ikili bazende kisa zincirler halinde goriilen sporsuz, kapsiilsiiz ve
cubuk (basil) seklinde aerob bakteridir. Gr (-) olup kolay boyanirlar (Davis vd.,
1968). Siv1 besiyerinde yiizeyde zar seklinde yogun bir yap1 olustururlar. Homojen
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bir lireme gosterirler ve zarin hemen altinda mavi yesil pigment ayirt edilir. Kati
besiyerinde ise {i¢ tip koloni olustururlar (llgaz, 1999).

P. aeruginosa, 1siya direngsiz bir bakteridir. Cevre sicakliginda sulara karistiginda
aylarca canli kalabilirler. Hastane ortaminda organik kalintilarin bulunmasina bagh
olarak uzun siire canli kalabilmektedir (Sen ve Halkman, 2006).

Yapmis oldugu hastaliklara kisaca deginecek olursak, idrar yolu, goz, dis kulak, orta
kulak, yanik ve yara enfeksiyonlarina neden olmaktadir. Yeni dogan g¢ocuklarda
oliimle sonuglanan epidemik ishale neden oldugu bildirilmistir (Sen ve Halkman,
2006).

Sekil 1.21 Pseudomonas aeruginosa gortintiisii (Dosunmu vd., 2015)

1.5.2. Staphylococcus aureus

Stafilokoklar ilk kez 1878’ de Robert Koch tarafindan tanimlanmistir. Yaklagik 1 pm
capinda ve tekli, ikili, dortlii hiicreler halinde bulunabilirler, ii¢ veya dort hiicreden
olusan zincirler yapabilirler ve diizensiz iizim salkimi benzeri kiimeler
olusturabilirler. Staphylococcus aureus’a ait koloniler genis, diiz ve yar1 seffaf
goriiniimliidiir. Renkleri krem-sar1, portakal rengi pigmentasyon gosterirler. Kolay
boyanirlar ve Gr (+)’lerdir. Sporsuz ve kapsiilstizdiirler (Waldvogel, 2000).

S. aureus, hem oksijenli hem de oksijensiz ortamda tireyebilirler. Oldukga dayanikli
bakterilerdir (Bilgehan, 2000). Stafilokoklar bircok gida {izerinde yasayabilir ve
gidalarin dezenfeksiyonu iyi yapilmadiginda gida zehirlenmesine sebep olurlar.
Bunun sonucunda da kusma, bulanti, ishal ve karin agris1 gibi belirtilerle ortaya ¢ikar
(Murray, 2005). Ciddi lokal ve sistemik komplikasyonlara yol agabilen patojenler
olan S. aureus selliilit, apse ve cerrahi sonrasi enfeksiyonlar gibi en yaygin bakteriyel

enfeksiyonlarm etkenidir. S. aureus, kiigiik cilt enfeksiyonlarindan pndmoni,
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menenjit, osteomiyelit, endokardit, toksik sok sendromu, bakteriyemi ve sepsis gibi
hayati tehdit eden hastaliklara kadar bir dizi hastaliga neden olabilmektedir. Son 60
yilda, bu bakterilerin ve diger mikroplarin neden oldugu bulasici hastaliklarla
miicadelede antibiyotikler krittk Oneme sahiptir. Gilinlimiizde hastanelerde
enfeksiyona neden olan bakterilerin yaklasik % 70'1 tedavi i¢in en yaygin kullanilan
ilagclardan en az birine karsi direnglidir. S. aureus tehdidi sadece dagilimi ve
patojenitesinden degil, ayn1 zamanda antimikrobiyal ajanlarin iistesinden gelme

yeteneginden de kaynaklanmaktadir (Chen vd., 2016).

Sekil 1.22 Staphylococcus aureus SEM goriintiisii (Kong vd., 2018)
1.5.3. Candida albicans

1920’1i yillarin basinda Roth Berkhout agizda olusan pamukguklarin etkeni olan
mikroorganizmanin Candida oldugunu belirtmistir. 1940’11 yillardan itibaren
antibiyotiklerin kullanimimnin artmasiyla Candida enfeksiyonlarinin sikliginin arttigi
goriilmiis ve konuyla ilgili galismalara agirlik verilmistir (Filler vd., 2002).

Okaryot, klorofilsiz mikrorganzimalar olan mantarlar genellikle yuvarlak ya da oval
sekillidirler. Hiicre duvarlar serttir, kitin ve seliiloz icerir. Genellikle tek ya da ¢ok
hiicreli olup, birden fazla ¢ekirdek bulunur. Tomurcuklanarak irerler. Candida
tiirleri ince duvarli, oval, kapsiilsiizdiir. Fakiltatif anaerob mayalardir (Koneman vd.,
1997).

Candida albicans insanda agiz, bogaz, gastrointestinal sistem gibi mukoza normal
florasin da bulunmakla birlikte patojen olarak tiim viicut bdlgelerinden izole
edilmektedir. C. albicans dogada memelilerin disinda bitkilerde, toprak ve suda da
bulunabilirler (Yiicel, 1999).
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Sekil 1.23 Candida albicans mikroskop goriintiisii (Lopez-Ribot, 2005)
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2. MATERYAL VE METOD

Calismada kullanilan suda ¢6ziiniir, morfolin ve piperazin gruplari igeren ¢inko
ftalosiyanin bilesikleri Gebze Teknik Universitesi Temel Bilimler Fakiiltesi Kimya
Boliimii Ogretim Uyesi Prof. Dr. Mahmut DURMUS tarafindan sentezlenerek
saflastirma ve karakterizasyonu yapildi. Tez kapsaminda, ¢inko ftalosiyanin
bilesiklerinin farkli DNA molekiilleri ile olan etkilesimleri belirlenerek,

antimikrobiyal fotodinamik kemoterapi uygulamalar1 gerceklestirildi.

280,

Fs1.2(3),9(10),16(17),23(24)-Tetrakis{4-[4-(N-metil)metilpiperazin-1-yl]}
ftalosiyaninato ¢inko(II) siilfat (MA:1338,958 g/mol)

Fs 2. 2(3),9(10),16(17),23(24)-Tetrakis[3-(4-N-metilmorfolinilmetil)benzen]
ftalosiyaninato ¢inko(II) siilfat (MA:1334 g/mol)

Sekil 2.1 Calismada kullanilan Fs bilesikleri
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2.1. Calismada Kullanmilan Cozeltiler ve Besiyerleri

DNA baglanma c¢aligmalarinda tiim ¢ozeltiler 150 mM KCl1 igeren Tris-HCI

tamponunda hazirlandi. Cozelti pH’lar1 Sartarius Basic marka pH metre (cam

elektrod) ile kontrol edildi. pH metre kalibrasyonu haftalik olarak yapildi.

Cizelge 2.1 Caligmada kullanilan kimyasallar

Kimyasal Ad1 Marka

Agar Acumedia
BaClz.2H.0 Merck
ct-DNA Sigma Aldrich
EDTA Applichem Panreac
EtBr Biomatik
Glasiyel asetik asit Merck

Glukoz Merck

H2SO4 Merck

HCI Sigma Aldrich
KCI Merck

MHA (Mueller Hinton Agar) Biolab

MHB (Mueller Hinton Broth) Himedia

NaCl Merck

NaOH Merck

Pepton Conda
Potasyum asetat Merck

SDS Merck

Tris base Merck
Tripton Merck

Yeast Exract Merck
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A. DNA Baglanma Calismalari
0] Tris-HCI tamponu

Kimyasal Derisim (mM) Miktar (q)
Tris base 10 1,2114
EDTA 1 0,2923
KCI 150 11,19

Her bir kimyasal i¢in hesaplanan miktarlar tartilarak bir miktar dH2O igerisinde
¢ozdiiriildi. HCl ile pH 7,4’¢ ayarlandi. Son hacim 1 L’ye dH20 ile tamamlandi. HCI
ile pH 7,4’e ayarlandi. Hazirlanan tampon +4 °Cde saklandi.

(i)  ct-DNA ve Plazmid DNA Cozeltileri

v’ ct-DNA

Ticari olarak satin alinan ct-DNA firma tarafindan 6nerilen degerler dikkate alinarak
dH20 igerisinde 70 mM olacak sekilde hazirlandi. DNA’nin derisimi 260 nm dalga
boyunda okunan absorbans degerlerinden kontrol edildi (Shimadzu UV-1800).

v" Plazmid DNA

Plazmid DNA izolasyonu GF-1 Plasmid DNA Extraction kiti (Vivantis, Malezya) ve
alkali lizis protokolii uygulanarak iki farkli sekilde ger¢eklestirildi (Sambrook vd.,
1989). Elde edilen DNA molekiillerinin kalite ve kantitesi spektroskopik ve jel
elektroforezi yontemleri ile goriintiilendi.

Alkali Lizis Plazmid DNA izolasyonu (Sambrook vd., 1989)

v Kullanilan tampon ve g¢ozeltiler

» Listeria Broth (LB)

Kimyasal Miktar (9)
Tripton 10

Yeast Extract 5

NaCl 10

Belirtilen miktarlarda tartilan kimyasallar bir miktar dH-O igerisinde ¢ozdiiriildi. pH
7’ye ayarlanarak son hacim 1 L’ye tamamlandi. 121 °C’de 15 dk otoklavlanarak +4
°C’de sakland.
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» AlKkali lizis ¢ozeltisi 1

Kimyasal Derisim (mM) Miktar (9)
Glukoz 10 0,9

Tris base 25 (pH 8,0) 0,3
EDTA 10 (pH 8,0) 0,29

Her bir kimyasal i¢in hesaplanan miktarlar tartilarak bir miktar dH2O igerisinde
¢ozdirildi. Son hacim100 mL’ye dH2O ile tamamlandi., 121 °C’de 15 dk
otoklavlandi ve +4 °C’de saklandi.

» AlKkali lizis ¢ozeltisi 2

Kimyasal Derisim Miktar (9)
NaOH 0,2 N 2
SDS % 0,1 2

Belirtilen miktarlarda tartilan kimyasallar bir miktar dH2O igerisinde ¢6zdiiriildii.

Son hacim 100 mL olacak sekilde taze olarak hazirlandi. Oda sicakliginda saklandi.

» AlKkali lizis cozeltisi 3

Kimyasal Derisim (M) Miktar (mL)
Potasyum asetat 5 60,0
Glasiyel asetikasit - 11,5
dH20 - 28,5

Soliisyon 100 mL olacak sekilde hazirlandi ve -20 °C’de sakland.
Plazmid DNA izolasyon Protokolii

1. Plazmid DNA izolasyonu i¢in kanamisin i¢ceren LB besiyeri ortaminda 24 saat,
37 °C'de inkiibasyona birakilan E. coli (DH5a) bakterisi kullanildi.

2. Inkiibasyon sonrasinda, sivi besiyerinden 1,5 mL temiz mikrosantrifiij tiiplere
alindi. Bakteriler, bir sanrifiij yardimu ile, 200 g’de ¢oktiiriildii (Hettich). Pellete
dikkat edilerek ve tist faz uzaklastirildi.

3. Bakteriyel pelleti tizerine, 100 pL soguk Alkali lizis c¢ozeltisi 1 eklendi ve

vorteksleme ile tekrar siispanse edildi.
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10.
11.

11.

12.
13.

Her bir bakteri stispansiyonuna 200 pL taze hazirlanmis Alkali lisiz ¢ozeltisi 2
ilave edildi. Tiipler sikica kapatildi ve bes-alt1 kez alt iist edilerek karistirildi.
Tiipler buz tizerine alindu.

150 puL soguk Alkali lizis ¢ozeltisi 3 eklendi. Tiip sikica kapatildi ve bes-alt1 kez
alt iist edilerek karigtirildi. Tiip buz i¢inde 5 dakika bekletildi.

Bakteriyel lizat 5 dakika boyunca 200 g’de santrifiijlendi. Siipernatat yeni temiz
bir tlipe aktarildi.

Uzerine esit hacimde fenol : kloroform (v:v, 25:24) eklendi. Organik ve sulu
fazlar1 vorteksleyerek karigtirildi ve sonra emiilsiyon 2 dakika boyunca
santrifiijlendi. Sulu ist faz yeni bir tiipe aktarildi.

Oda sicakliginda 2 hacim soguk saf etanol ilave edilerek DNA ¢oktiiriildi.
Soliisyon vortekslenerek karistirildi ve oda sicakliginda 2 dakika bekletildi.

5 dakika 200 g’de santrifiij edildi. Siipernatant dikkatlice uzaklastirildi.

Pellet 1 mL % 70’lik etanol ile yikandi. DNA'nin geri kazanimi i¢in 2 dakika
200 g’de santrifiij edildi. Siipernatant uzaklagtirildi.

Tipiin agz1 acik sekilde oda sicakligin da bekletilerek kalan alkoliin
uzaklastirilmasi saglandi.

Pellet 50 ul 1xTE’de (pH 8,0) ¢ozdiiriilerek ve -20 °C’de saklandi.

Izole edilen plazmid DNA’nin konsantrasyonu nanodrop (Thermo) cihaziyla

belirlendi ve ¢aligmalar i¢in 70 mM’a seyreltirldi.

(iii) Ftalosiyanin Cozeltileri

Fs ¢ozeltilerinin stok derisim 1,5x10* M olacak sekilde, 150 mM KCl igeren 50 mL

Tris-HCI tamponunda ¢6zdiiriildii.

(iv) Etidyum Bromiir Cozeltisi (10 mg/mL)

EtBr (Biomatik) ticari olarak satin alinan 10 mg/mL derisimdekullanildi. Cozelti +4

°C de, 151k almayacak sekilde saklandi.

v)

10XTBE (Tris- Borik asit- EDTA) ¢ozeltisi

Kimyasal Derisim (M) Miktar (9)
Trisbase 0,89 107,815
Borik Asit 0,89 55,029
EDTA 0,01 3,7224
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Hesaplanan miktarlar tartilarak bir miktar dH20 igerisinde ¢ozdiiriildii. pH 8,2’ye
ayarlanarak son hacim 1 L’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti 121 °C’de 20 dk
otoklavlanarak +4 °C’de saklandi.

B. Antimikrobiyal Aktivite ve Antimikrobiyal Fotodinamik Terapi

Calismalan

(i) Nutrient Broth Besiyeri (NB)

Kimyasal Miktar (9)
Pepton 5

Yeast Extract 3

Belirtilen miktarlarda tartilan kimyasallar bir miktar dH20O igerisinde ¢6zdiirildii. pH
7’ye ayarlanarak son hacim 1 L’ye tamamlandi. 121 °C’de 15 dk otoklavlanarak +4
°C’de saklandi.

(if) Nutrient Agar Besiyeri (NA)

Kimyasal Miktar (q)
Pepton 5

Yeast Extract 3

Agar 12

Kimyasallar belirtilen miktarlar da tartilarak bir miktar dH2O igerisinde ¢6zdiirtildii.
pH 7’ye ayarlanarak son hacim 1 L’ye tamamlandi. 121 °C’de 15 dk otoklavlanarak
petrilere yaklasik 25 mL olacak sekilde dokiildii. Hazirlanan besi yerleri +4 °C’de
saklandi. Kullanmadan 6nce 37 °C’de 1 gece inkiibe edildi.

(iii) Mueller Hinton Broth (MHB)

Kimyasal Miktar (9)
MHB 34

Hesaplanan miktarlar tartilarak bir miktar dH>O igerisinde ¢ozdiriildi. pH 7’ye
ayarlanarak son hacim 1 L’ye tamamladi. 121 °C’de 15 dk otoklavlanarak +4 °C’de

saklandi.

(iv) Mueller Hinton Agar (MHA)
Kimyasal Miktar (g)
MHA 34
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Hesaplanan miktarlar tartilarak bir miktar dH2O igerisinde ¢ozdiiriildii. pH 7’ye
ayarlanarak son hacim 1 L’ye tamamlandi. 121 °C’de 15 dk otoklavlanarak petrilere
yaklasik 25 mL olacak sekilde dokiildii. Hazirlanan besiyerleri +4 ‘C’de saklandi.
Kullanmadan 6nce 37 °C’de 1 gece inkiibe edildi.

(v) Ftalosiyanin Cozeltileri

Stok derisim Fs 1 icin 2 mM, Fs 2 icin isel mM olacak sekilde dH20 igerisinde
¢Ozdiiriilerek hazirlandi.

(vi) 0,5 McFarland standardi

McFarland cihazinin kalibre edilmesi ve bakteri koloni sayimlarinda kullanilan
(cfu/mL) degerlerinin tahmininde kullanildi. 0,5 McFarland standartina gore yapilan
Olgtimlerin dogrulugunu test etmek i¢in Biosan marka McFarland cihazi ile kontrolii
yapildi.

% 1’lik Siilfiirik Asit Cozeltisi

Kimyasal Miktar (mL)
H2S04 1

90 mL dH2O igerisine 1 mL H2SO4 eklendi. Son hacim dH20 ile 100 mL’ye distile
su ile tamamlandi. Hazirlanan ¢6zeltinin agz1 kapatilarak oda sicakliginda saklandi.

%01,175’lik Baryum Kloriir Cozeltisi

Kimyasal Miktar (mq)
BaCl».2H,0 1,175

BaCl,.2H20 tartilarak 50 mL dH2O igerisinde ¢6ziildii. Son hacim dH2O ile 100
mL’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢ozeltinin agzi kapatilarak oda sicakliginda saklandi.

0,5 McFarland standardinin hazirlanmasi

Hazirlanan siilfiirik asit ¢ozeltisinden 99,5 mL alinarak {tizerine BaCl,.2H>0
¢ozeltisinden 0,5 mL eklendi. lIyice kanstirilan  ¢dzeltinin - Uv-Gor.
spektrofotometrede 625 nm’de absorbansi 0,08-0,1 arasinda ayarlandi. Hazirlanan
cozeltiden 10 mL alinarak deney tiipline kondu. Agzi hava almayacak sekilde
parafilm ile kapatilarak oda sicakliginda saklandi. Cozelti her kullanimdan 6nce

vortekslendi.
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2.2. Ftalosiyanin Bilesiklerinin DNA Baglanma Ozelliklerinin Arastirilmasi

DNA -ligand komplekslerinin etkilesim tiplerini incelemek icin c¢esitli teknikler
kullanilmaktadir. Bunlardan bazilar1 UV-Gor, floresans ve circular dikromizm
spektroskopi teknikleridir. Cok sayidaki teknikler arasindan ozellikle, UV-Gor. ve
floresans spektroskopi yontemleri, kii¢iik molekiillerin DNA ile etkilesimlerinin
spektroskopik pik cevaplarindaki yogunluk ve pozisyon degisiklikleriyle deneysel
olarak takip edilebilmesinden dolayi tercih edilmektedir.

Antikanser, antimikrobiyal ilag molekiillerinin DNA ile etkilesimi tedaviler i¢in ¢ogu
durumda kritik adimdir. Bu yiizden oncelikle ligandlarin ct-DNA ve plazmid
DNA’ya baglanmasi 6ncelikli olarak UV-Gor. ve floresans absorbsiyonu kullanilarak

calisilir.
2.2.1. Uv-Gor. Spektrofotometre Deneyleri

DNA-Fs etkilesimi UV-Gor spektrofotometrede titrasyon yontemi kullanilarak
calisildi. Okumalar 3 mL hacimde, 1 cm 151k yollu kuvartz kiivetlerde Shimadzu UV-
1800 model spektrofotometre (Japonya) cihazinda yapildi. Calisma, sabit Fs ¢ozeltisi
lizerine, artan miktarlarda ct-DNA’dan (ve plazmid DNA) eklenmesiyle
gerceklestirildi. Tim ¢ozeltiler Tris-HCI (pH 7,4) tamponu ile seyreltilerek ¢alisildi.
Cozeltilerin spektrumlart 190-800 nm dalgaboylar1 arasinda tampon ¢ozeltiye karsi
izlendi. Eklenen DNA molekiillerinin, ftalosiyanin bilesigine ait Q- bandi iizerine
olan etkisi arastirildi. Okumalar pikler sabitleninceye kadar devam ettirildi.
Uygulamalar {i¢ tekrar olacak sekilde ¢alisildi. Spektrofotometrik absorbans degerleri

Benisi-Hildebrant denklemi ile islenerek baglanma sabitleri (Kgn) hesaplandi.
1 _ 1 + 1
A (AA)o  (AA)K[DNA]

Sekil 2.2 Benesi Hildebrand denklemi
2.2.2. Floresans Yerdegistirme Deneyleri

Ligandlarin DNA ile etkilesimini daha ileri diizeyde ortaya koymak amaciyla iyi
bilinen bir interkalatér ajan olan EtBr kullanilarak gergeklestirildi. Okuma DNA-
EtBr kompleksi {iizerine Fs bilesikleri eklenerek yarigmali baglanma denemesi
seklinde gerceklestirildi. Floresans ¢alisma araligir 526-600 nm olarak ayarlandi. 526
nm’de maksimum absorbsiyona sahip olan serbest EtBr’iin DNA ile etkilesmesi

sonucu absorbanstaki diismeyle beraber, absorbansi daha yiiksek dalgaboyuna
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kaymaktadir. Bu durum, EtBr’nin DNA baz yiginlar1 arasina interkalasyonunun bir
gostergesidir.

Floresans yerdegistirme calismalar1 Agilent Carry Eclipse Spektroflorometre (USA)
cihazinda yapildi. Deneyler i¢in sabit DNA - EtBr derisimlerine artan miktarda Fs
cozeltisi eklendi. Oda sicakliginda 10 dk inkiibasyon ardindan floresans emisyon
spektrumlar1 tarandi. EtBr denemeleri i¢in uyarma dalga boyu 526 nm olarak
ayarland1. Olgiimlere emisyon degeri sabit kalana ya da sifirlanana kadar devam
edildi. Floresans emisyon siddeti verileri, Stern-Volmer denklemi ile islenerek Stern-
Volmer grafikleri ¢izildi. Stern-Volmer grafiginin dogrusal oldugu derisim araligi

icin Ksv sabitleri hesaplandi. Caligmalar ti¢ tekrar olacak sekilde gergeklestirildi.

Fo
F = 1 + st[FS]

Sekil 2.3 Stern-Volmer denklemi

2.2.3. Jel Elektroforezi Yontemi

Jel elektroforezi ¢alismalar1 i¢in Ornekler, DNA derisimi sabit tutularak, {izerine
farkl: derisimlerde Fs ¢ozeltileri eklenerek hazirlandi. Hazirlanan 6rnekler % 0,8’lik
agaroz jelde 2 V/cm akimda yiiriitildi. Yirtitmeler 1XTBE (Tris-borik asit-EDTA)
tamponu igerisinde gergeklestirildi. DNA'nin goriintiilenebilmesi i¢in agaroz jel

hazirlanirken ortama EtBr (10 mg/mL) ilave edildi. UV 1sik altinda incelendi.
2.2.4. CD (Circular Dichroism) Spektrofotometre Deneyleri

Fs bilesiklerinin DNA etkilesimlerinin DNA konformasyonunda olusturduklar
degisimlerin aydinlatilmasi i¢in Circular Dichroism (CD) spektroskopi yontemi
kullanilir. Fakat Uv-Gor. spektrofotometre deneyleri sonucunda ftalosiyanin ve DNA

etkilesimleri diisiik seviyede gozlemlendiginden dolay1 CD caligmalar1 yapilamadi.

2.3 Antimikrobiyal Fotodinamik Terapi (AFDT) Deneyleri

» Mikroorganizmalarin Uyandirilmasi

-80 °C’de saklanan stok kiiltirden halka 6ze ile kazima yapilarak 5 mL NB’a ekim
yapildi. 37 °C de 24 saat calkalamali inkiibatérde inkiibasyona birakildi. NB’da
uyandirilan kiiltiirler kat1 besiyerine halka 6ze ile ¢izgi ekimi yapildi. 37 °C de 24
saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasinda iireme gdzlenen kati besiyerinden
halka 6ze ile tek koloni alinarak sivi besiyerine ekim yapildi. 37 °C de 24 saat

calkalamal1 inkiibatore birakildiktan sonra uyandirilmis kiiltiir +4 °C ye kaldirildz.
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» AFDT Deney Asamalari

Aktif olarak biiyiiyen sivi besiyerinde Ki kiiltiiriin tiirbiditesi, 0,5 Mc Farland
standardina esdeger olacak sekilde steril sivi besi yeri ile ayarlandi. Her bir deney
ortaminda yaklasik 5 x 10° CFU / mL olacak sekilde seyreltmeler yapild.
AFDT c¢alismalari, diiz tabanli 96 kuyucuklu plaka i¢inde gerceklestirildi (Wiegand
vd., 2008; Balouiri vd., 2016). Calisma gruplar1 asagidaki sekilde diizenlendi:

a) Kontrol grubu: Fs ve 1s1k olmadan.

b) Isik grubu: Fs olmadan, 1s1k sitotoksite testi.

c) Fs grubu: Isik, Fs sitotoksite testi.

d) AFDT grubu: Fs ve 151k sitotoksite testi.

Calismalar bagimsiz {i¢ deney her bir deney ii¢ tekrar olacak sekilde gerceklestirildi.

a) Kontrol Grubu:

Her bir ¢aligma grubu igin kontrol gruplari, pozitif kontrol (+) ve negatif kontrol (-)
olmak iizere iki sekilde diizenlendi. Her bir kuyucuga 0,5 Mc Farland standardina
gore hazirlanan bakteri siispansiyonlarindan 100 pL bakteri siispansiyonu ile (+)
kontrol olusturuldu. (-) kontrol olarak 100 uL NB besiyeri kullanildi. Hazirlanan
deney ortamlar1 30 dk 37 °C’de inkiibasyona birakildi. Deney sonrasi her bir
ornekten 20 pL alinarak kati besiyerine nokta ekimi yapildi. 37 °C’de 24 saat
inkiibasyona birakildi ve lireme durumlar: takip edildi.

b) Isik Grubu:

Isik grubu deneyleri icin, her bir kuyucukta 5 x 10° bakteri veya mantar olacak
sekilde seyreltilmis bakteri slispansiyonlarindan 100’er pL her bir kuyucuga
dagitildi. 30 dk 37 °C de inkiibasyona birakildi. Farkli doz ve siirelerde 635 nm
dalgaboyunda lazer 1131 uygulandi. Orneklerden 20 pL alinarak kati besiyerine
nokta ekimi yapildi. 37 °C de 24 saat inkiibasyona birakildi ve iiremeleri takip edildi.
¢) Fs grubu (Karanhk Sitotoksitesi):

5 X 10° adet organizma iceren her bir kuyucuktaki bakteri siispansiyonlar: iizerine
hazirlanan farkli derisimlerde ki Fs ¢ozeltilerinden 50°ser puL eklendi. Karanlik
ortamda calkalamali etiivde 37 °C’de 24 saat inkiibe edildi. Orneklerden 20 pL
alinarak kati besiyerine nokta ekimi yapildi. 37 °C de 24 saat inkiibasyona birakildi

ve liremeleri takip edildi.
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d) AFDT Grubu:

Fs grubu deneylerinin tamami karanlik laboratuvar ortaminda gerceklestirildi.
Calismalar diiz tabanli 96 kuyucuklu plaka igerisinde hazirlandi. Calisilacak her bir
bakteri ve mantar 6rnegi igin 3’er tekrar olacak sekilde ¢alisildi. 0,5 Mc Farland
standardina gore hazirlanan bakteri siispansiyonlarindan 50’ser puL bakteri-mantar
siispansiyonu herbir kuyucukta 5 x 10° adet organizma olacak sekilde 96 kuyucuklu
plakaya dagitildi. 37 °C’de 30 dk inkiibe edildi. Siispansiyonlara, 151k uygulamalari
grubun sonucunda elde edilen optimum gii¢ ve siirede lazer 1$181 uygulandi.
Sonuglar, MiK degerlerinin beklirlenmesi igin gdzle i¢in kontrol edildi. Bulanik olan
en yiiksek derisim bulundugu kuyucuktaki 6rnek ile lstliindeki derisimlere sahip
orneklerden 20 pL alinarak kati besiyerine nokta ekimi yapildi. 37 °C de 24 saat
inkiibasyona birakildi ve {remeleri takip edilerek MBK degerleri arastirildi
(Wiegand vd., 2008).
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3.BULGULAR
3.1. DNA Baglanma Calismalari
3.1.1. Uv-Gor. Spektrofotometre Deneyleri

Ortamda ct-DNA veya palzmid DNA, varliginda ve yoklugunda yapilan deneylerde
ftalosiyanin bilesiginin gozlenen absorbsiyon spektrumu bilesiklerin DNA’ya
baglanma modu hakkinda bilgi vermektedir. Fs bilesikleri DNA’ya kovalent ya da
kovalent olmayan etkilesimlerle baglanabilirler. Genellikle interkalatif ajanlar,
kromofor gruplarin arasinda zm-m etkilesim yaptigindan dolay1 biiyiik dalga boyuna
dogru kayma gosterirken, oluga baglanma oldugunda dalga boyunda kiigiik
degisimler meydana gelmektedir (Giircan, 2014).

Tez kapsaminda ¢alisilan Fs bilesiklerinin ct- DNA ve plazmid DNA’ya baglanmasi
Uv-Gor. absorbsiyonlari dlgiilerek belirlendi. Sabit derisimde Fs ¢ozeltileri {izerine
belli hacimlerde ct-DNA veya plazmid DNA ¢ozeltisi ilave edilerek ve absorbsiyon
spektrumunda ki degisiklikler kaydedildi.

Fs 1 ve Fs 2 bilesiklerinin ct-DNA ile Uv-Gor. titrasyonuna ait grafikler Sekil 3.1°de
goriilmektedir. Ortama ct-DNA eklenmesi, Fs 1 bilesiginin spektrumunda 6nemli
degisiklige yol agmistir. Q bandinda hipokromik etkiyle birlikte 634 nm’den 645
nm’ye 11 nm’lik bir batokromik kayma gozlenmistir. Titrasyonda elde edilen
verilerle Ky sabiti hesaplandi. Ky baglanma sabiti Fs 1 igin 6,3x10* M olarak
bulundu (Cizelge 3.1). Fs 2 titrasyonu i¢in ct-DNA'sinin kademeli olarak artmast ile
birlikte batokromik kaymayla (3 nm) birlikte bir hipokromik etki gézlemlenmistir.
Ky baglanma sabiti Fs 2 igin 6,9x10* M olarak belirlendi (Cizelge 3.1). Yapida
hipokromik degisim goriilmesi, dalga boyundaki kaymalarin kii¢iikk olmasi ve Ky
degerinin 10® M’ dan kiigiik olmas1 Fs bilesiklerinin ct-DNA ile etkilesiminin oluga

baglama seklinde oldugunu desteklemektedir.

Cizelge 3.1 Fs bilesiklerin baglanma sabitleri

Bilesik Cctona pM (T1k-Son) Kb, M1 Plazmid DNA
Fs1 2,34-32,67 6,3x10* Belirlenemedi
Fs 2 1,17-35 6,9x10* Belirlenemedi
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a) ct-DNA/Fs 1
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b) ct-DNA/Fs 2

0 uL ct-DNA

35 uL ct-DNA //

y/

400 500 600 700 800
Dalga Boyu (nm)

Sekil 3.1 ct-DNA ile (a) Fs 1 ve (b) Fs 2 bilesiklerinin Uv-Go6r. spektrum titrasyonlari

Fs 1 ve Fs 2’nin plazmid DNA ile olan absorbsiyon spektrumu Sekil 3.2’de
gosterilmektedir. Sekilde de goruldigi gibi plazmid DNA ortama eklendiginde
calisgilan Fs 1 ve Fs 2 bilesikleri i¢cin Q bandinda ihmal edilebilir seviyede
hiperkromik etki gozlenmesine karsin, 260 nm’de dikkat ¢ekici hiperkromik bir artig
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gbzlendi. Meydana gelen hiperkromik artisin ortama eklenen plazmid DNA kaynakli
olmasi, DNA ile Fs bilesikleri arasinda ihmal edilebilir bir etkilesim olduguna isaret

eder.

0,8

a) plazmid DNA/ Fs 1
0,7 -

o
(o]
1

o
o1
1

Absorbans

L plazmid D

200 300 400 500 600 700 800
Dalga Boyu (nm)

b) plazmid DNA/ Fs2

Absorbans
o
(6]

04 -
0.3 - 5,8 uL plazmid DNA
02 - '
01 -
0 : : : : : .
200 300 400 500 600 700 800

Dalga Boyu (nm)

Sekil 3.2 Plazmid DNA ile (a) Fs 1 ve (b) Fs 2 bilesiklerinin Uv-Gor. spektrum
titrasyonlari
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3.1.2 Floresans Yer Degistirme Deneyleri

Kiigiik molekiillerin DNA etkilesimlerinin ¢alisildigi bir diger teknik floresans
spektrofotometresi kullanilarak yapilan yer degistirme ¢alismalaridir. EtBr diizlemsel
bir molekiil olup DNA ile interkalasyon yaparak etkilesir (igsel, 2013). Tek basina
zay1f floresans ozellige sahip EtBr molekiilleri DNA ile etkilesimlerinde kuvvetli
emisyon siddetine sahip olurlar. DNA ile etkilesime giren bagka bir molekiil ortama
eklendiginde, DNA-EtBr kompleksindeki EtBr ile yer degistirmesinden dolay1
emisyon siddetini disiiriir. Meydana gelen azalma ise EtBr yerine ortama eklenen
molekiiliin DNA sarmalina baglandigin1 gostermektedir (Baguley ve LeBret, 1984).
Tez kapsaminda EtBr yer degistirme deneyi, Fs 1 ve Fs 2 bilesikleri ile ct-DNA's1 ile
baglanmanin teyit edilmesi i¢in yapildi. Sabit tutulan DNA ve EtBr derisimlerine
kars1 ortama artan miktarda Fs bilesigi eklenerek her ekleme sonunda floresans
emisyon degisimi izlendi. Ksy soniimleme sabiti, Stern - Volmer denkleminden elde
edildi. Fs 1 i¢in K degeri 6,0x10* ve Fs 2 i¢in ise 4,1 x 10*dur.

Cizelge 3.2. Fs bilesiklerinin Ky, sabitleri

Bilesikler Crs, uM Ksv, M1 Kg, M1t
Fs1 0-236 6.0x10* 6.0x10%2
Fs 2 0-449 4.1x 10* 4.1x10%2
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Sekil 3.3 ct-DNA - EtBr ile (a):Fs 1 (b); Fs 2 yer degistirme grafigi
3.1.3. Jel Elektroforez Yontemi

DNA- kii¢iik molekiil etkilegsimlerinin aydinlatilmasinda jel-elektroforez yontemi
siklikla kullanilir. Tez kapsaminda plazmid DNA ve ct-DNA'nin Fs 1 ve Fs 2 ile
etkilesimi % 0,8 'lik agaroz jelde yiiriitiilerek ¢alisildi (Sekil 3.4).

Sabit miktarda plazmid ve ct-DNA ¢ozeltilerine artan miktarda Fs 1 ve Fs 2
eklenerek yiiriitiildii. ct-DNA’nin jel elektroforez sonuglarina bakildiginda Fs 1 ve Fs
2 miktar arttik¢a bant profilinde ki parklaklikta azalma oldugu gozlendi (Sekil 3.4).
Bu durum ct-DNA ile Fs bilesiklerinin etkilestigini gostermektedir. Plazmid DNA ile
jel elektroforez calismasina bakildiginda Fs 1 ve Fs 2 miktar arttikga Uv-Gor.
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spektroskopi verileriyle uyumlu olarak bant profilinde o6nemli bir degisiklik
gozlenmedi (Sekil 3.5). Bu da etkilesimin ihmal edilebilir seviyede ya da hig

olmadigini gosterir.

Sekil 3.4 Fs 1 ve Fs 2 bilesiklerinin ct-DNA ile jel elektroforez goriintiisii

Aciklama: Sekil 3.4°te gosterilen jellerin numaralarina gére siralamasi su sekildedir.
(a) M: DNA Lader (1 kb, BioLabs), 1-5: ct-DNA + Fs 1 (b) M: DNA Lader, 1:
sadece ct-DNA, 2-6: ct DNA + Fs 2. ct-DNA derisimi kuyucuklarda 20 ng/uL,
ftalosiyanin bilesigi 1,5x10° M hazirland1 ve kuyucuklara artan miktarda eklendi.

Sekil 3.5 Fs 1 ve Fs 2 bilesiklerinin plazmid DNA ile jel elektroforez goriintiisii

Aciklama: Sekil 3.5’de gosterilen jellerin numaralarina gore siralamast su sekildedir (a) M:
DNA Lader, 1-5: plazmid DNA + Fs 1 (b); M: DNA Lader, 1: sadece plazmid DNA, 2-6:
plazmid DNA + Fs 2 plazmid DNA derisimi kuyucuklarda 200 ng/uL, ftalosiyanin bilesigi
1,5x10*M hazirland1 ve kuyucuklara artan miktarda eklendi.

3.2. Antimikrobiyal Fotodinamik Terapi (AFDT) Deneyleri

Minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK), organizmanin biiyiimesini engelleyen
en diisiik antimikrobiyal madde konsantrasyonudur. Deney ortamlar1 gézle kontrol
edildiginde bulanikligin (biiyiimenin) olmadig1 en diisiik konsantrasyon MIK degeri

olarak kabul edilir. Bulanikligin belirgin olmadigi durumlarda ise nokta ekim
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yapilarak sonuglar kontrol edilir (Hecht vd., 2007). Minimum bakterisidal
(fungisidal) konsantrasyon (MBK) ise, organizmanin en az % 99’unun 6ldiigii en
diistik antimikrobiyal madde konsantrasyonudur (Krishnan vd., 2015).

Tez kapsamindaki ftalosiyanin bilesiklerinin antimikrobiyal aktivite deneyleri P.
aeruginosa (ATCC-27853), S. aureus (ATCC-29213) ve C. albicans (ATCC-10231)
mikroorganizmalari kullanilarak gerceklestirildi. Mikroorganizmalar uygun besiyeri
ortaminda ve uygun kosullarda c¢ogaltildiktan sonra Mc Farland standardina (0,5)
gore her bir deney ortaminda yaklasik 5 x 10° organizma olacak sekilde ayarlanarak
calisildi. Kenar mithendislik (Ankara) tarafindan iiretilen 635 nm dalga boyundaki
lazer cihazi kullanilarak deneyler gerceklestirildi.

AFDT calismalar1 oncesinde, 1s1ik sitotoksitesinin belirlenmesi i¢in orneklere 332
Jlem? lazer 15131 uygulamasi yapildi. Uygulama sonucunda kullanilan 1s1k siddetinin

ornekler tizerinde her hangi bir sitotoksik etkisinin olmadigi gézlendi (Sekil 3.6).

(d) Besifit K./ Ne

L ToNs
:/ F?aguginosa

i'\. Qo

S..aureus °

Sekil 3.6 Isik grubu deney sonuglart

Aciklama: Sekil 3.6’da gosterilen deney sonuglarinin ekim sirasi su sekildedir. (a)
P. aeruginosa, mavi ¢izginin st tarafi (b) S. aureus, mavi ¢izginin alt tarafi (c) C.
albicans ve (d) pozitif ve negatif kontrol grubu 151k grubu deney sonucu

Fs bilesiklerinin karanlik sitotoksitelerinin belirlenmesi deneylerinde, Fs 1 i¢in 1000
uM, Fs 2 i¢in ise 900 uM derisimlerinin her hangi bir sitotoksik etkiye sahip
olmadig1 gozlendi (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7 Fs 1 ve Fs 2 bilesiklerinin karanlik sitotoksite deney sonuglari

Aciklama: Sekil 3.7°de gosterilen karanlik sitotoksite deney sonuglarinin ekim sirasi
su sekildedir. (a) Fs 1 karanlik sitotoksite sonuglar1 sirasiyla P. aeruginosa, S. aureus
ve C. albicans karanlik grubu deney sonucu (b) Fs 2 karanlik sitotoksite sonuglari
sirasiyla P. aeruginosa, S. aureus ve C. albicans 1sik grubu deney sonucu () pozitif
ve negatif kontrol.

Biitiin AFDT ¢aligmalarinda toksik olmayan 151k giicii 250 J/cm? olarak kullanild. Fs
1 bilesiginin 1000 uM, 750 uM ve 500 pM dersimleri kullanilarak MIK ve MBK
degerleri arastirildi. Uygulama sonucunda Fs 1 ¢o6zeltisinin galisilan derisimlerde

higbir mikroorganizma iizerinde 6ldiiriicii etkisinin olmadig gozlemlendi (Sekil 3.8).

Sekil 3.8 Fs 1 bilesiginin AFDT deney sonuglar1

Aciklama: Sekil 3.8’de gosterilen Fs 1 bilesiginin mikroorganizmalar tizerindeki
AFDT etkinligi deney sonuglari (a) P. aeruginosa, Fs 1 derisimi 1000 uM ve 750
uM uygulama sonucu (b) S. aureus Fs 1 derisimi 1000 uM ve 750 uM uygulama
sonucu ve (c) C. albicans Fs 1 derisimi 1000 uM ve 750 uM uygulama sonucu.

Fs 2 bilesigine ait AFDT sitotoksite degerlerinin belirlenmesi deneylerinde P.
aeruginosa i¢in 800 puM, 700 uM, 600 uM ve 500 uM derisimleri uygulandi.
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Uygulama sonucunda P. aeruginosa igin Fs 2 bilesiginin 0,6 mM derisimi MiK ve
MBK degeri olarak belirlendi.

%700 uM 7500 M

Sekil 3.9 Fs 2 bilesiginin P. aeruginosa i¢in AFDT deney sonuglari

Aciklama: Sekil 3.9°de gosterilen Fs 2 bilesiginin mikroorganizmalar {izerindeki
AFDT etkinligi deney sonuglari (a) soldan saga sirasiyla FS 2 ¢ozeltisinin P.
aeruginosa, tizerine 800 uM ve 700 uM derisim uygulama sonucu (b) soldan saga
sirastyla Fs 2 ¢ozeltisinin P. aeruginosa, lizerinde uygulanan 600 pM ve 500 uM
derisimi sonucu.

Fs 2 bilesiginin S. aureus AFDT uygulamalar1 125 uM, 62,5 uM, 31,25 uM ve 15,62
uM derigsimlerinde gerceklestirildi. Uygulama sonucunda 62,5 uM Fs 2 bilesiginin

S. aureus, tizerinde sitotoksik oldugu belirlendi.

e N
_Saureus TN

Sekil 3.10 Fs 2 bilesiginin S. aureus i¢in AFDT deney sonuglari

Aciklama: Sekil 3.10°de gosterilen Fs 2 bilesiginin mikroorganizmalar {izerindeki
AFDT etkinligi deney sonuglar1 (@) soldan saga sirasiyla FS 2 ¢ozeltisini S. aureus,
tizerinde uygulanan 125 ve 62,5 uM derigimi sonucu (b) soldan saga sirasiyla Fs 2

¢ozeltisini S. aureus, tizerinde uygulanan 31,25 ve 15,62 uM derisimi sonucu
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C. albicans AFDT uygulamari i¢in, Fs 2 bilesigi 500 uM, 250 uM, 125 uM ve 62,5
uM derisimlerinde uygulandi. Uygulama sonucunda C. albicans i¢in Fs 2 bilesiginin
250 uM’1 MIK degeri olarak belirlenirken, 500 uM’1 MBK degeri olarak belirlendi.

Sekil 3.11 Fs 2 bilesiginin C. albicans i¢in AFDT deney sonuglari

Aciklama: Sekil 3.11°de gosterilen Fs 2 bilesiginin mikroorganizmalar {izerindeki
AFDT etkinligi deney sonuglari (a); soldan saga sirasiyla Fs 2 ¢ozeltisinin C.
albicans, tizerinde uygulanan 500 uM ve 250 uM derisimi sonucu (b); soldan saga
sirastyla Fs 2 ¢ozeltisinin C. albicans, tizerinde uygulanan 125 uM ve 62,5 uM

derisim sonucu
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4. TARTISMA VE SONUC

DNA molekiilleri kalitsal bilginin aktarilmast ve gen ekspresyonu siireglerinden
sorumlu oldugundan, hiicre canliliginin ve metabolizmasmin kontroliine dayali
calismalar i¢in Onemli hedefler olarak degerlendirilirler. Baz dizisi ve
konformasyonu agisindan farkli DNA molekiilleri bilinmektedir ve bu farkliliklara
0zgl ligandlarin dizayn1 molekiiler siireglerin kontroliinde anahtar rol oynamaktadir.
Ornegin; tek zincirli DNA molekiillerinin guanince zengin bolgelerinde agiga ¢ikan
G-guadrupleks  yapilarinin  stabilizasyonuna  yonelik  ligandlar  hiicrelerin

inaktivasyonunda kullanilirlar (Bidzinska vd., 2013).

Ayn1 motivasyonla prokaryotik bakterilere ait halkasal siiperkoil yapidaki plazmid
DNA’ya afinitesi olan ligandlarin kullanilmasi antimikrobiyal etki gosterecektir.
Antimikrobiyal ila¢ direngliliginin plazmidlerle ilgili oldugu go6zlemlenirse, bu
durum da direngli suslarin bu tarz ligandlarla etkisiz hale getirilebilecegi
diisiiniilebilir. Bu sebepten dolay1 fotoduyarlastirict 6zellige sahip Fs bilesiklerinin
farkli prokaryotik ve Okaryotik DNA tiirleri ile olan afinitesinin belirlenmesi
onemlidir. Fs bilesiklerinin 6zellikle siiperkoil plazmid DNA’ya afinitesinin yiiksek
olmasi bu bilesigin segici olarak hiicre iginde birikmesini saglar. Fs bilesiklerinin
hiicre i¢inde birikmesininde AFDT etkinligini artacag: agikardir.

Calisilan Fs bilesikleri ile ct-DNA etkilesimi spektrofotometrik olarak incelendi. Fs
bilesiklerinin Cct-DNA varliginda Uv-Gor. spektrumlarinda onemli degisimler
gerceklestigi gozlendi. Fs 1 - ct-DNA etkilesimi ile hipokromik etki ve 11 nm’lik
batokromik kayma; Fs 2 i¢in ise hipokromik etkiyle birlikte 3 nm’lik batokromik
kayma gozlendi. Spektral veriler Ky sabiti ile hesaplandi ve sirastyla 6,3x10* ve
6,9x10* M? olarak hesaplandi. Bilesiklerin hipokromik, batokromik kaymalar
gostermesi ile Ky degerinin 10°dan daha diisiik baglanma sabiti gdstermesi
bilesiklerin oluga baglanma yolu ile etkilesim gerceklestigini desteklemektedir.
Bilesiklerin DNA baglanma 6zelliklerine bakildiginda birbirine yakin oldugu
goriilmektedir. Benzer deneyler bilesiklerin plazmid DNA ile etkilesimi igin
gerceklestirilmistir. Spektral veriler ve jel elektroforez calismalart Fs 1 ve Fs 2
bilesiklerinin plazmit DNA’ya affinite gostermediklerini ya da etkilesimlerinin
calisilan yontemlerle belirlenemeyecek kadar ihmal edilebilir seviyede oldugunu

desteklemektedir. Her iki sonugta agaroz jel elektroforez verileri ile desteklenmistir.
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DNA tiirlerinin, Fs bilesikleri ile etkilesimlerini arastirildigi diger bir yontem olarak
floresans yer degistirme ¢alismalar1 gergeklestirildi. ct-DNA igin interkalator bir ajan
olan EtBr probu kullanilmistir. Floresans yerdegistirme verileri Stern-Volmer esitligi
ile de muamele edilerek soniimleme mekanizmasi hesaplanmistir. Fs 1 ve Fs 2
bilesiklerinin Ksy degerleri sirastyla 6,0(x0,2)x10* ve 4,1x10* olarak hesaplanmustir.
Sonlimlemenin, reaksiyon ortaminin kalabaliklagsmasina bagli olarak molekiillerin

birbirleri ile ¢arpismasi sonucu gergeklestigi ongoriilmektedir (Bagda vd., 2017).

Elde edilen bulgular sonucunda Fs bilesiklerinin, ct-DNA’nin oluklarina baglandigi
ancak plazmid DNA’ya afinitesinin olmadigi belirlenmistir. Siiperkoil yapilarin
yaptig1 ekstra kivrimlar, B DNA yapilarina nazaran oluk formlarinin farklilasmasi ve
ligand molekiillerinin oluk yapilarina yonlenmesini 6nleyen sterik engellerin agiga
cikmasiyla karakterize edilir. Caligmada, ct- DNA oluklarina baglandigi belirlenen
Fs 1 ve Fs 2 bilesiklerinin plazmid DNA ile etkilesimlerinin belirlenememesinin bu
etkenlerden kaynaklandigi diistiniilmektedir.

Farkli DNA molekiilleri ile olan etkilesimleri belirlenmis Fs bilesiklerinin 635 nm
dalga boyunda diyot lazer 151k kaynagi kullanilarak AFDT etkinlikleri P. aeruginosa,
S. aureus ve C. albicans mikroorganizmalar1 iizerinde incelenmistir. Her iki Fs
bilesiginin de sitotoksik olmadigi derisimler ile 151k kaynaginin fotositoksite
gostermedigi degerler belirlenerek AFDT uygulamalar gergeklestirildi. Fs 1
bilesiginin 1000 uM derisim ve 250 J/cm? lazer 1s18ma maruz birakilan deney
gruplarinda, mikroorganizmalar iizerinde herhangi bir 6ldiriict etkisi belirlenemedi.
Fs 2’nin (mikroorganizmalarin MBK degerleri; P. aeruginosa 600 puM, S. aureus
62,5 uM ve C. albicans 500 uM) ise Gr (+) bakterilerde diger mikroplara gore daha
diisiik derisimlerde oldiriicii  etkisi  belirlenmistir. FS bilesiklerinin, farkh
organizmalarda farkli derisimlerde etki gdstermesinin sebebi mikroorganizmalarin
hiicre duvar yapisinda ki farkliliklardan kaynaklanmaktadir. Katyonik Fs
bilesiklerinin Gr (+) bakterileri inhibe etmeleri, hiicre duvar yapisinda bulunan
teikoik ve kalin peptitoglikan yapidan kaynaklanmaktadir. Gr (-)’lerin, hiicre
duvarlarinin dis yiizeylerinin yogun lipopolisakkarit yapiyla kalpi olmasi ligant

molekiillerin hiicreye gegisini engellemektedir.

Fs 1 bilesiginin 1,1 mM’da sitotoksik oldugu ve 1 mM, 250 Jcm? 1sik

uygulamasinda fotositotoksik etkinin olusmadigi belirlenmistir. Bu sonug, Fs 1
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bilesiginin tek bagina sitotoksik oldugu ve genis spektrumlu antimikrobiyal ajan

olarak kullanilabilme potansiyelinin yiiksek oldugunu isaret etmektedir.

Fs bilesiklerinin kullanildigt AFDT uygulamalarina yonelik daha once yapilmis
calismalarda farkli mikroorganizmalarla farkli 151k siddeti (3-1620 J/cm?) ve Fs
derigimleri (0.01-50 uM) kullanilmistir (Chen vd, 2016; Giuliani vd., 2010; Sindelo
vd., 2019; Revuelta-Maza vd., 2019; Tungel vd., 2019; Reynoso vd., 2019; Liu vd.,
2018; Kussovski vd., 2018; Silva vd., 2018; Goa vd., 2018). Literatiirde, Gr (+)
bakteriler igin 0,03-75 uM Fs, 2- 270 J/cm? 151k (Dlugaszewska vd., 2017; Ribeiro
vd., 2015; Ke vd., 2014; Vecchio vd., 2013; Giuliani vd., 2010; Dimaano vd., 2015;
Zhao vd., 2014; Isci vd., 2016; Mantavera vd., 2007), Gr (-) bakteriler i¢in ise 1-100
uM Fs, 6- 1620 J/cm? 151k (Dlugaszewska vd., 2017; Kevd., 2014; Giuliani vd., 2010;
Briggs vd, 2018; Dimaano vd., 2015; Mantareva vd., 2016; Zhao vd., 2014,
Mantavera vd., 2007; Sindelo vd., 2019), C. albicans igin ise 0,01-20 uM Fs, 30-122
Jlem? (Dlugaszewska vd., 2017; Giuliani vd., 2010; Alves vd., 2018; Mantareva vd.,
2016; Di Palma vd., 2013; Mantavera vd., 2007) 1s1ik uygulamalarinda sitotoksik etki

gosterdigi belirlenmistir.

Tez kapsaminda , 250 J/cm? 151k sidddetinde S. aureus igin 62,5 uM P. aeruginosa
600 uM ve C. albicans 500 uM derisimlerinde AFDT etkisinin oldugu belirlenen Fs
2 bilesiginin, literatiir verileri ile kiyaslandiginda, AFDT ajan olarak kullanilma
potansiyeline sahip oldugu belirlenmistir.
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