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OZET

Yara Enfeksiyonu Etkeni Coklu Direncli Bakterilere Karsi Fotodinamik
Ajanlarin Antibakteriyel Etkinligi

Yaralarda kritik kolonizasyon veya enfeksiyon yaygin goriilen bir problemdir.
Enfeksiyon doku iyilesmesi geciktirmenin yani sira derin dokulara ilerleyip,
osteomiyelit, bakteriyemi, sepsis gibi ciddi komplikasyonlarin gelismesine de neden
olmaktadir. Bu arastirmada yara enfeksiyonu etkeni ¢oklu ila¢ direncli bakterilere
kars1 fotodinamik ajanlarin antibakteriyel etkinliginin aragtirilmasi amag¢lanmistir.
Arastirmada coklu ila¢ direngli (CID) metisiline direngli Staphylococcus aureus
(Methicillin Resistant Staphylococcus aureus-MRSA), Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae klinik izolatlari
kullanild1. Arastirmada fotosensitizan olarak literatiirde yer almayan sentezini
gergeklestirildigimiz Pm, Pe, Pen Ve PpL olarak isimlendirdigimiz yeni katyonik
porfirin tirevleri (KPT); 151k kaynagi olarak bilgisayar kontrolli 655-nm dalga
boyunda 41,5 mW’lik ¢ikis giiciine sahip diyot lazer kullanildi. Arastirmada, CiD
klinik izolatlar1 tizerinde farkli KPT konsantrasyonlart (3,125-650 uM) ve farkli
enerji dozlar1 (25-150 J/cm?) kombinasyonlar1 ile gerceklestirilen antimikrobiyal
fotodinamik tedavi (antimicrobial photodynamic therapy-aPDT) deneylerinde her bir
CID klinik izolatinda >99,9999 degerlere varan sagkalim azalmasi saptandi.
Calismada enerji dozu yiikseltildik¢e fotoianktivasyon etkinliginin arttii, en iyi
etkinin 150 J/cm? enerji dozunda goriildiigii belirlendi. CID klinik izolatlarina kars:
en iyi antimikrobiyal etki Pp_’nin kullanildigi aPDT’lerde goriiliirken, antimikrobiyal
etkinliginin en diisiik oldugu fotosensitizan tiirlinin Pwm oldugu saptandi.
Arastirmamizda minimal inhibisyon konsantrasyonu (MIK) degerlerinin altindaki
konsantrasyonlarda KPT tiirevleri ile gerceklestirilen aPDT’lerin CID yara
enfeksiyon etkenlerine kars1 giliclii bir antimikrobiyal etkinlik gosterme
potansiyelinde oldugu sonucuna ulasildi. KPT tiiriine gére CID izolatlarmin
duyarhiliklarindaki farkliliklarin  arastirilmasi i¢in ileri analizlerin yapilmasi,
maksimal diizeyde antimikrobiyal etki gdsteren aPDT parametrelerinin canli hiicre

uzerindeki toksisitesinin in vivo kosullarda arastirilmasi 6nerilmektedir.

Anahtar kelimeler: Yara enfeksiyonlari; coklu ilag

direnci; antimikrobiyal fotodinamik tedavi; katyonik porfirin turevleri



ABSTRACT

The antibacterial activity of photodynamic agents against multidrug resistant

bacteria causing wound infection

Critical colonization or infection of wound are a widespread problem. In
addition to delaying tissue healing, infection also progresses to deep tissues leading
to the development of serious complications such as osteomyelitis, bacteremia, and
sepsis. In this study, it was aimed to investigate the antibacterial activity of
photodynamic agents against multidrug-resistant (MDR) bacteria which affect
wound infection. MDR clinical isolates of methicillin-resistant S.aureus (MRSA),
P.aeruginosa, E. coli, A.baumannii and K.pneumoniae were used in the study. In the
research, novel cationic porphyrin derivatives (CPD) named Pwm, Pg, Pen and PpL as
photosensitizer which are synthesized by us and not included in the literature; a diode
laser with a computer controlled 655-nm wavelength output power of 41.5 mW as
the light source were used. In the study, aPDT experiments with combinations of the
different concentrations CPD (3,125-650 uM) and different energy doses (25-150
Jlcm?) a survival reduction of up to >99.9999 values in each MDR clinical isolate
was detected. In the study has been determined that the efficacy of photoinactivation
parallel to the increase in energy dose increased and the best effect is seen at the
energy dose of 150 J/cm?. The best antimicrobial effect against MDR clinical isolates
was seen in the aPDTs using PpL, while the lowest antimicrobial activity of the
photosensitizer derivative was found to be Pm. In our study, aPDT performed with
CPD derivatives at concentrations below the minimum inhibitory concentration
(MIC) values have the potential to show a strong antimicrobial activity against MDR
wound infection agents. It is recommended in this study, further investigation is
needed to investigate the differences in the susceptibility of MDR isolates according
to type of CPD, and in vivo conditions of the toxicity on living cells of the aPDT

parameters showing maximal antimicrobial effect.

Keywords: Wound infections; multidrug resistant; antimicrobial photodynamic

therapy; cationic porphyrin derivatives
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KISALTMA ve SEMBOLLER DIiZiNi

102:Tekil Oksijen

aPDT: Antimicrobial Photodynamic
Therapy (Antimikrobiyal Fotodinamik
Tedavi)

cfu: Colony Forming Unit (Koloni
Olusturan Birim)

CLSI:  Clinical &
Standards Institute

CID: Coklu ila¢ Direncli
DMF: Dimetilformamid
DNA: Deoksi Ribo Nikleik Asit
DSO: Diinya Sagh Orgiitii

EGF: Epidermal growth factor

ESBL: Extended-Spectrum Beta-
Lactamase (Genislemis Spektrumlu
Beta-Laktamaz)

FGF: Fibroblast growth factors

H20:2: Hidrojen Peroksit

IGF-1: Insulin-like growth factor 1
IL-6: Interleukin 6

ITK: ince Tabaka Kromatografisi

J: Joule

K: Kontrol

L: Lazer

LED: Light Emitting Diode (Isik
Yayan Diyot)

MHB: Mueller Hinton Broth

Laboratory

MIK: Minimal Inhibisyon
Konsantrasyon u
ml: Mililitre

MMP:  Matrix  Metalloproteinas
(Matris Metalloproteinaz)

MRSA: Methicillin Resistant
Staphylococcus aureus (Metisiline
Direncli Staphylococcus aureus)

MSSA: Methicillin
Sensitive Staphylococcus aureus
(Metisiline Duyarli  Staphylococcus
aureus)
N:Azot

nm: Nanometre

Oz2: Molekdler Oksijen

O2~: Superoksit

OH: Hidroksil

PBS:  Phosphate-Buffered  Saline
(Fosfat Tampon Salin)

PDGF: Platelet-derived growth factor
PDI:  Fotodinamik  Inaktivasyon
(Photodynamic Inactivation)
PDT: Photodynamic
(Fotodinamik Tedavi)
PPIX: Protoporphyrin IX
PS: Fotosensitizan (Photosensitizer)
ROS: Reactive Oxygen Species

Therapy

(Reaktif Oksijen Turleri)

TGF-a: Transforming growth
factor alpha

TGF-p: Transforming growth

factor beta

TNF-a: Tumor Necrosis Factor-alpha
(TNF-alpha)

TSA: Triptik Soy Agar

TSB: Triptik Soy Broth

KPT: Katyonik Porfirin Ttrevleri

ng: Mikrogram

pM: Mikromolar

pmol: Mikromol
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BOLUM I
1. GIRIS
1.1. Problemin Tanimi

Cerrahi alan enfeksiyonlari, yanik yaralar, diyabetik ayak, vendz bacak ve
basing tlserleri gibi kronik yaralar olmak tizere yaralarda kritik kolonizasyon veya
enfeksiyon yaygin goriilen bir problem olup, yarada gelisen yiizeysel enfeksiyon
doku iyilesmesini geciktirmesinin yani1 sira derin dokulara ilerleyip morbidite ve
mortalite artis1 ile yakin iliskili osteomiyelit, bakteriyemi, sepsis gibi ciddi
komplikasyonlarin gelismesine de neden olmaktadir (1-3). Enfekte yaralardaki
bakteri profillerinin incelendigi ¢alismalarda, gilicli bir biyofilm tabakasi
olusturabilen ¢oklu ilag direngli (CID) Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis, Esherishia coli, Pseudomonas aeruginosa, Koagilaz negatif stafilokoklar,
Acinetobacter baumannii, Proteus mirabilis, Klebsiella spp. yani sira
peptostreptokoklar, Bacteriodes fragilis, Clostridium spp. gibi anaerobik bakterilerin
izole edildigi bildirilmektedir (2,4-12).

Multidisipliner bir yaklasimi gerektiren enfekte yaralarin tedavisinde lokal yara
bakiminin saglanarak yaradaki mikrobiyal kolonizasyonun azaltilmas: kilit noktadir
(8,13,14). Giinlimiizde ilgili rehberler ve uzmanlar tarafindan mikrobiyal yiikiin
azaltilmasi veya enfeksiyonun giderilmesi amaciyla giimiis siilfadiazin, nitrofurazon,
giimiis salimmli yara Ortiileri gibi antimikrobiyaller o6nerilmekle birlikte, bu
antimikrobiyallerin yara iyilesmesindeki etkinligi smirli kalmaktadir (8,15,16).
Mikroorganizmaya karst non-selektif 0Ozellikteki bu antimikrobiyallerin canli
hiicresini hedef alip lokal ve sistemik yan etkiler gelistirebilecegi; iki haftadan daha
uzun silire kullanilmalar1 halinde yara yatagindaki epitelizasyon ve graniilasyon
dokusuna zarar verebilecegi; glimiis bilesikleri gibi bazi topikal antimikrobiyallerin
siirlt doku penetrasyonu gosterip, derin dokulardaki enfeksiyonun giderilmesinde
etkinliklerinin smirli kalabilecegi bildirilmektedir (15,17,18). Enfekte yaralarin
yiizeyinde gelisen biyofilm tabakasi immin sistemi hicrelerinin ve drettikleri
antimikrobiyal maddelerin bolgeye penetrasyonunu engellemekle birlikte, eksternal
uygulanan bu antimikrobiyallerin diflizyonunu da engellemesi yara tedavisinde sorun
yaratan diger bir durumdur. Ek olarak, giiniimiizde enfekte yara tedavisinde sorun

yasanmasinin diger bir nedeni de yaradan izole edilen S.aureus, E. coli,



P.aeruginosa, A. baumannii, P. mirabilis, Klebsiella spp. P.aeruginosa gibi
bakterilerdeki coklu ilac direncidir (19). Nitekim, Diinya Sagl Orgiitii (DSO) 27
subat 2017’de yayinladig1 bildirgede, gosterdikleri ¢oklu ilag direnci nedeniyle insan
sagligim tehdit eden, yeni antimikrobiyallere veya antibiyotiklere ihtiya¢ duyulan
bakteri listesinde, enfekte yaralardan siklikla izole edilen karbapenem direngli A.
baumannii, P.aeruginosa, karbapenem direngli ve genislemis spektrumlu beta-
laktamaz (Extended-Spectrum Beta-Lactamase-ESBL) Ureten Enterobacteriaceae

ailesi gibi bakterileri oncelikli sirada ve kritik seviyede ele alinmustir (20).

Enfekte yaralarin tedavisinde yasanan bu problem ve bakteriyal direng
noktasinda global orgiitler tarafindan alarm diizeyindeki bu ¢agrilar, arastirmacilar
non-toksik o6zelikte, direng gelistirme potansiyeli tasimayan, giiglii antimikrobiyal
etkinlik gosterebilen alternatif tedavi segenekleri iizerinde yogunlagsmalarina zemin
hazirlamigtir. Giiniimiizde yara iyilestirilmesinde trombosit kokenli biiyiime
faktorleri gibi biytme faktorleri, elektriksel stimilasyon, lazer, infrarent, ultraviyole
gibi fototerapi, darbeli elektromanyetik alan gibi elektromanyetik alanlar, dogrudan
temasla elektriksel stimiulasyon, yiiksek frekansli ultrason, negatif basingla yara
tedavisi, hiperbarik oksijen tedavisi, biyolojik yara ortiileri gibi yardimei tedaviler
onerilmekle birlikte, mevcut kanitlar bu tedavi yaklagimlarmin rutin kullanimda
Onerilebilmesi igin yeterli olmadigi bildirilmektedir (8). Son yillarda, alternatif
yaklagimlardan biri olan antimikrobiyal fotodinamik tedavi (antimicrobial
photodynamic therapy-aPDT) CID suslarinin neden oldugu lokalize enfeksiyonlarin
tedavisindeki potansiyeli yogun bir sekilde aragtirilmaktadir (20-37).

1.2.Arastirmanin Amaci

Bu aragtirmada yara enfeksiyonu etkeni ¢oklu ila¢ direngli bakterilere karsi
fotodinamik ajanlarin  antibakteriyal etkinliginin arastirilmasi amaglanmustir.

Arastirma hedefleri;

= CID klinik izolatlar1 iizerinde toksik etki veya biostimiilant etki yaratmayan 1s1k
enerji dozu araliginin saptanmasi,
= CID klinik izolatlar1 iizerinde toksik etki veya biostimilant etki yaratmayan

fotosensitizan konsantrasyonu araliginin saptanmasi (Her bir fotosensitizan i¢in),



= CID Kklinik izolatlarinda maksimal diizeyde etki edebilecek antimikrobiyal
fotodinamik tedavi parametrelerinin belirlenmesi,

= Elde edilen antimikrobiyal fotodinamik tedavi parametreleri ile yapilacak deney
tekrarlarindan ayni1 veya anlamli diizeyde farklilik gostermeyen sonuglara

ulasilmasidir.

1.3. Arastirmanin Onemi

Saglik bakim kurumlarinda yaygin goriilen enfekte yaralarin zamaninda etkin
tedavisi ve bakimi enfeksiyon kaynakli mortalite ve morbidite oranlarinin azaltilmasi
ve maliyetin distiriilmesi, isylikiiniin azaltilmasi agisindan son derece Snemlidir
(1,2,36). Ancak, guniimuzde enfekte yaralarin tedavisi ve bakiminda non-toksik, yara
iyilesmesindeki etkinligi kanitlanmis antiseptik veya antimikrobiyal {iriiniin
bulunmamasi enfekte yaralarin bakimi ve tedavisinde aPDT uygulamasi gibi

alternatif yaklagimlarin ortaya ¢ikmasina zemin hazirlamistir (20-37).

aPDT gram pozitif ve gram negatif bakteri, maya ve mantar gibi patojen
mikroorganizmalarin yok edilmesinde umut vaat eden yeni bir stratejidir. Ilag
diren¢li suslarin ortaya ¢ikmasina katkida bulunmaksizin bakterileri oldiirebilen
aPDT’nin geleneksel antibiyotik tedavisine gore avantajlar saglayabilecegi
diistiniilmektedir  (38). aPDT toksik olmayan boya veya fotosensitizan
(Photosensitizer-PS) ve fotosensitizan1 uyaran diisiikk yogunlukta zararsiz goriilebilir
151k kombinasyonu kullanilarak, mikrobiyal hiicreleri 6ldiirme prensibine dayanan bir
tedavi metodudur (39-41). aPDT, Tip | ve Tip Il olmak fizere iki farkli yoldan
gerceklesen kimyasal ve fiziksel tepkimler sonucunda olusan reaktif tiirler ile bakteri
DNA’s1t ve sitoplazma membraninda hasar olusturarak, bakteri membranindaki
transport sistemlerini ve enzimlerini inaktive ederek antimikrobiyal etkinligini
gosterir (39,41-46). Bakteri icine absorbsiyonun maksimal diizeyde gergeklestigi bir
fotosensitizanin ve bu fotosensitizan1 aktive eden uygun dalga boyundaki 11k
kombinasyonu ile uygulanacak aPDT, bakterilerin olusturdugu biyofilm tabakasinin
yapisim bozup, yiizeyde kolonize olan CID suslar1 da dahil birgok bakteriye kars
antimikrobiyal etki gosterme potansiyeline sahiptir (47—49). Bugiin, CID bakterilere
kars1 maksimal diizeyde antimikrobiyal etki gdsterebilen fotosensitizanin kesfedilme

cabalar1 halen devam etmekle birlikte, CID klinik izolatlar1 iizerinde gerceklestirilen



in vitro ve in vivo aPDT deneylerinde porfirin tirevlerinin bu etkiyi yakalayabilme
potansiyelinde oldugu bildirilmektedir (22,47,49-59).

Porfirinler dort pirol halkasinin metilen (-HC=) koprlleri ile bir birine
baglanmasiyla olusan makrohalkali aromatik molekiillerdir (60). Hemoglabin ve
miyoglobinin yapisinda bulunan demir-PPIX veya “hem (Fe**PPIX )/hemin (Fe®*
PPIX)” bilesigi oksijenazlarin, peroksitlerin ve katalazlarin ko-faktori rollinun
yanisira oksijen baglanmasi, nitrik oksit sentetazlar ve sitokromlarda elektronlarin
transferi gibi Onemli biyolojik siireglere katilmaktadir (60-63). Demir-PPIX
bilesiklerin kullanilmasi bazi gram negatif ve pozitif bakteriler igin 6nemli bir
virillans 06zellik olup, bu bakterilerde hem alim mekanizmalari mevcuttur.
Arastirmalarda, dogal yada porfirin-seliiloz-nanokristaller veya antibiyotik gibi
konjugatlarm kullamldig: porfirin analoglarmin Fe?*PPXI-alim mekanizmalarimi ile

bakteri igerisine rahatlikla niifus ettigi bildirilmektedir (64-67).

Diger fotosensitizanlarda oldugu gibi gram pozitif bakteriler Uzerinde oldukga
giiclii antimikrobiyal etkinlik gosterebilen notral yapidaki porfirinlerin gram negatif
bakterilere karsi etkinligi hiicre duvari yapisi itibariyle sinirhidir (68,69). Notral
yapidaki porfirinlere polimiksin B nonapeptid, CaCl,, EDTA gibi gram negatif
bakterilerin dis membraninda hasar olusturacak ajanlarin kombine edilmesi ile gram
negatif bakterilerde antimikrobiyal etkinlik elde edilebilecegi bildirilmektedir.
Katyonik 6zellik kazandirilmis porfirinlerin, ilave bir permiabilizasyon ajan
bulunmadan gram pozitif ve gram negatif bakterilerin hiicre duvarinda hasar
olusturarak, hiicre igine niifuz edebildigi vurgulanmaktadir (68-72). Katyonik
yapidaki porifirinlerin antimikrobiyal etkinligini tip II reaksiyon mekanizmasi ile
gosterdikleri belirtilmektedir. Isikla uyarilmig katyonik ozellikteki porfirinler
enerjilerini molekiiler oksijene aktarmasi sonucunda olusan tekil oksijen (*O2) hiicre
duvarinda ve hiicre membraninda bulunan fosfolipitler, peptidler ve steroller gibi
yapilarla reaksiyona girerek hilicre 6liimiine neden oldugu, yanisira tetra-p-tosilat
tuzu (TMP) [5,10,15,20-tetrakis (1-metil-piridino) -21H, 23H-porfin] gibi katyonik
porifirinlerin, iplik¢ik kirilmast ile sonuglanan DNA baz ciftleri arasina

enterkalasyon yaparak, DNA hasarina yol agtig1 bildirilmektedir (48,57,68,69,73).

Katyonik porfirin tlrevlerinin epitel ve fibroblast hucreleri Gzerindeki
toksisitenin incelendigi aPDT deneylerinde, TMPyP’nin NIH 3T3 (Fare embriyonik

fibroblast hiicresi hatti) ile birlikte 24 saatlik inkibasyonunda hiicre toksisitenin,
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konsantrasyon miktartyla iligkili oldugu; disiik konsantrasyonlarda (0.5-1pmol/L)
hlcrelerde sitotoksik etki yaratan H>O2’in daha az oranda tretiminin gerceklestigi,
yiiksek konsantrasyonda (100 pmol/L) fibroblast hiicrelerinin %85 nin 6liimiine
neden olan H.O: iiretimi gerceklestigi tespit edilmistir  (74). P. aeruginosa
suslarinda %99.999’luk azalma saglayan porfirin klorit (TriP [4])’in  [5-fenil-
10,15,20-tris (N-metil-4-piridil)] insan cilt fibroblastlarinda %78.9’luk azalmaya
neden olabildigi bildirilmistir (75). Insan cilt fibroblast hiicreleri {izerinde TMPyP ve
TPPS [5,10,15,20-tetrakis-(4-sulfonatofenil) -21H, 23H-porfin] *nin fotoaktivasyonu
sonucunda olusan tekil oksijen ('O2)’nin mikrosaniyelik omrii oldugu, bu Omriin
tiretildigi hiicrede difiize olmasina ancak yettigi bildirilmekte olup ve fotoaktivasyon

sonucunda olusan 'O2’nin yalnizca lokalize etki gosterebilecegi vurgulanmaktadir

(76).

Canli hiicre dokusuna zarar vermeksizin maksimal diizeyde genis spektrumlu
antimikrobiyal etkinlik gdsterebilen ve enfekte yaralarin iyilesme siirecindeki
enflamasyon, prolifrerasyon, matiirasyon fazlarmma olumlu katkilar saglayabilen
aPDT iyilesmeyen enfekte yaralarin bakimi ve tedavisinde iyi bir segenek gibi
gorinmektedir.  Bu arastirmada, sentezini gerceklestirdigimiz, literatiirde yer
almayan yeni katyonik porfirin tiirevleri ile gergeklestirilen aPDT uygulamasinin,
enfekte yaralarin iyilesmesine katkida bulunmasi, hasta konforunu yiikseltmesi, hasta
yatis siirelerini kisaltmasi, tedavi ve bakim maliyetini diisiirmesi gibi avantajlar

saglayabilecegi ongoriilmektedir.

1.4. Arastirmanin Simirhhiklar:

Arastirmada, yeni Katyonik Porfirin Tarevleri (KPT) ile gergeklestirilen
aPDT’nin antimikrobiyal etkinligine kars1 klinik izolatlarin duyarliligindaki
farkliliklarin nedenlerinin arastirilmasi biitge kisitlili§i nedeniyle yapilamamistir. Ek
olarak, aragtirmanin bir diger sinirlilig1 giiglii antimikrobiyal etkinlik gosteren aPDT
parametrelerinin  canli hiicre Tlizerindeki toksisitenin arastirilmasinin  biitge

yetersizliginden dolay1 yapilamamasidir.



1.5. Genel Bilgiler
1.5.1. Yara ve Yara Iyilesme Siireci

Akut cerrahi alan yaralari, kaza veya travma sonrasinda gelisen travmatik
yaralar, yanik yaralari, diyabetik ayak, venoz bacak ve basing tilserleri gibi kronik
yaralar olmak iizere genis ¢esitlik gosteren yara, doku biitiinliigiiniin bozulmas1 ya
da tahrip olmasi seklinde tanimlanabilir (3,77). Yara iyilesmesi, kan hiicreleri, epitel
ve bag dokusu hiicreleri, hiicre dis1 matris ve ¢esitli hiicre medyatérlerin yer aldigi
dinamik ve karmagik bir siirectir. Siire¢ genel olarak enflamasyon, graniilasyon
dokusunun olusumu ve maturasyon evrelerinden olusur (12). Ilk evrede trombositler
ve kan proteinleri, gecici ekstraseliiler matriks iglevi goren ve kanamayi durduran
fibrin tikacini olusturur. Bu durum, farkli kemoatraktanlarin aktivasyonu ile notrofil,
monosit, makrofaj gibi immiin sistem hiicrelerinin kan pihtisina dogru gdciinii
baslatir. Bu hiicreler yarada bulunan bakterileri, hiicre kalintilarini, dokuya yabaci
partikiilleri fagositoz yolu ile temizler. Ayrica yara bolgesine go¢ eden immiin sistem
hlcreleri, cevre doku hucrelerini etkileyerek ikinci evre olan graniilasyon dokusu
olusumunu baslatacak bazi biiylime faktorlerini salgilarlar. Yara bolgesine ¢ekilen
fibroblastlar daha fazla hticre proliferasyonunu, biyumesini, doku oksijenizasyonunu
ve beslenmesini saglayacak yeni damarlar olusmasin1i ve yeni bir ekstraseliiler
matriks iiretimini gergeklestirir. Bu siirecte epidermal hiicrelerin proliferasyonu ve
yara bolgesine gogili sonucunda reepitelizasyon olusur. Son faz olan maturasyon veya
yeniden sekillenme siirecinde dokuda kollajen olusumundan sorumlu fibroblastlarin

etkisi ile yarada kasilmalar meydana gelir (Sekil 1) (12,78).
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Sekil 1.Yara iyilesme siireci (IGF-1 Insulin-like growth factor 1; TGF-a: Transforming growth factor alpha TGF-B: Transforming growth factor beta; EGF: Epidermal
growth factor; PDGF:Platelet-derived growth factor)



15.2. Yara Enfeksiyonlari, Yara Enfeksiyonlarimn Patogenezi ve

Epidemiyolojisi

Yarada saglam derinin olusturdugu primer savunma bozulur, patojen ve
firsatg1 patojenler yara yiizeyine yerlesir. Yara ve bakteri arasindaki bu etkilesim
kontaminasyon, kolonizasyon, kritik kolonizasyon ve enfeksiyon olmak lzere dort
seviyede gergeklesir (Tablo 1). Konak yanitin gelismesine ve enflamatuvar
reaksiyonlarin baslamasini saglayacak dilizeyde bakteri kolonizasyonu (kritik
kolonizasyon olarak da adlandirilir;10° cfu/gr doku) veya yara bolgesinde gelisen

enfeksiyon doku iyilesme siirecini bozar ve doku toksisitesine neden olur (1,2).

Tablo 1. Yara bakteri iliskisi (14,79,80)
Kontaminasyon Bakterinin ¢cogalmadan yara bolgesinde bulunmasidir.

Kolonizasyon Bakterinin yara bolgesinde doku hasar1 olusturmaksizin ¢ogalmasidir.

Kritik Enfeksiyonun klasik klinik semptomlar1 olusmaksizin bakterinin yara iginde
kolonizasyon iireyerek yara iyilesmesini olumsuz yonden etkilemesidir.
Enfekte yara Bakterinin doku hasar1 ve kizariklik, 1s1 artisi, agri, sislik ve eksuda artig1 gibi

klinik enfeksiyon semptomlarinin olusturmasidir.

Ozellikle yanik yaralari, diyabetik ayak, vendz bacak ve basing iilserleri gibi kronik
yaralar olmak Uzere yaralarda kritik kolonizasyon veya enfeksiyon yaygin goriilen
bir problem olup (1,2), prevelans galismalarina gore kronik yara gelisen hastalarin
yaklagik dortte Ugunde kritik kolonizasyon ve/veya enfeksiyon meydana geldigi
bildirilmektedir (2,81). Yarada kritik kolonizasyon veya enfeksiyon gelismesi
durumunda yara iyilesme siirecinin agamalar1 olan enflamasyon, proliferasyon ve
maturasyon siireglerinin normal seyri sekteye ugrar. Yara bolgesinde enflamatuvar
sireci hakim olur ve proliferasyon siireci baslamaz (12,78). Bu durumda,
salgiladiklar1 serbest radikaller, sitolitik enzim ve enflamatuvar medyatorlerle,
patojen ve konak doku hiicrelerinde hasar olusumuna neden olan nétrofillerin yara
yatagina siirekli akis1 gergeklesir. Yara bolgesinde toplanan Iokositler, drettikleri
enflamatuvar medyatorlerle fibroblastlari, epitel hiicreleri etkilemekle birlikte,
enflamatuvar hiicreleri de etkileyerek yaranin enflamatuvar fazinin devam etmesine
katkida bulunur. Ek olarak, iyilesmeyen yaralarda agirlikli olarak notrofiller
tarafindan matris metalloproteinaz (matrix metalloproteinas-MMP) enziminin ylksek
miktarlarda tiretiminin gerceklesmesi s6z konusudur. MMP enzimi yara bolgesindeki

6li dokuyu temizlemekle birlikte, yiiksek oranda MMP salgisinin yara iyilesme
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stirecini bozulmasina katki sagladigi diistiniilmektedir. Yaradaki pro-enflamatuvar
maddeler ve inhibitorler arasindaki dengenin bozulmasi, takibinde ekstraseliiler
matriks  olusumunun  gerilemesi, hiicre  gOcliniin  azalmasi, fibroblast
proliferasyonunda ve kollajen sentezinde diisiis gergeklesir ve yara daha da
kroniklesir (82,83). Ek olarak, ozellikle kronik yaralarda olmak (zere yara
bolgesinde yetersiz doku perflizyonu, travma ya da 6dem yaranin iyilesme siirecini
daha da baskilar. Yetersiz perflizyon dokularda hipoksi gelismesi, takibinde hiicre
olimii ve doku nekrozu gelismesi ile sonuglanir. Yara bolgesindeki bu degisimler
mikroorganizmalarin yara bolgesinde daha fazla tiremelerine ve kolonize olmalarina
zemin hazirlar (1,2,83). Yara bolgesinde kolonize olan bakterilerin Urettikleri toksik
maddeler, konak bagisik yanitta rol alan nétrofil gibi enflamatuvar hicrelerin konak
dokuda daha fazla hasara yol acacak sitotoksik enzimleri, oksijen radikalleri ve
enflamatuvar medyatdrleri salgilamalarina neden olur. Olusan kisir dongii, yaranin
iyilesme siirecinin daha da bozulmasina ve yuzeyde bulunan enfeksiyonun derin
dokulara ilerleyip, mortaliteyle yakin iliskili osteomiyelit, bakteriyemi, sepsis gibi
ciddi komplikasyonlarin gelismesine, ayrica hasta bakimi harcamalarinda ciddi
oranlarda artiglara neden olur (12,83,84).

Enfekte yaralardaki bakteri profillerinin incelendigi g¢alismalarda, glcli bir
biyofilm tabakasi olusturabilen ve c¢oklu ilag direnci gdsterebilen S.aureus,
E.faecalis, E.coli, P. aeruginosa, koagilaz negatif stafilokoklar, A. baumannii,
P.mirabilis, Klebsiella spp. yani sira peptostreptokoklar, Bacteriodes fragilis,
Clostridium spp. gibi anaerobik bakterilerin izole edildigi bildirilmektedir (2,4-12).
Cerrahi alan enfeksiyonu siiphesi nedeniyle 129 siiriintii 6rneginin incelendigi bir
calismada en yaygin goriilen etkenin S.aureus (%50,32) olmakla birlite takibinde
P.aeruginosa (%16,30), E.coli (%14,32), K.pneumoniae (%11,76) ve diger gram
negatif basillerin (%5.80), S.pyogenes (%1,30)’in yer aldig1 saptanmitir (85). Vendz
bacak iilserleri, ayak iilserleri gibi kronik yarasi olan 213 hastadan alinan 217 siiriintii
orneklerinin inceledigi bir ¢alismada 28 bakteri tiirliniin izole edildigi, 6rneklerin
%27,1’inin polimikrobiyal oldugu bildirilmektedir. Bu ¢alismada en yaygin izole
edilen bakteri turlerinin S.aureus (%37), P.aeruginosa (%17), P. mirabilis (%10), E.
coli (%6) Corynebacterium spp. (5%)’ni yer almas1 ve izolatlarm CID olmasi
dikkat cekmektedir (9). Selulit, cerrahi alan, nekrotizan fasiit, abse, diyabetik ayak,

gibi Ulserleri de kapsayan cilt ve yumusak doku enfeksiyonlariin epidemiyolojisinin



incelendigi bir arastirmada, enfekte yaralarin %15,4’tiniin polimikrobiyal 6zellikte
oldugu, enfeksiyon etkenleri arasinda ilk sirayt MRSA, takibinde Streptococcus spp.,
Proteus spp. ve diger Enterobacteriaceae Uyleri, P.aeruginosa’nin yeraldigi
belirlenmistir. Akers ve arkadaslar1 (2014) iyilesmeyen inat¢1 enfekte yaralarin
%97’sinin biyofilm olusturan klinik izolatlarla yakindan iligkili oldugunu ve ¢ogu
izolatin ¢oKlu ilag direnci paterni gosterdigini tespit etmislerdir (86). Benzer sekilde
Gjedsbgl ve arkadaslar1 (2006) iyilesmeyen enfekte yaralardan ¢ogunlukla S.aureus
(%93.5), P.aeruginosa, (%71.7), koagulaz negatif sitafilakok (%45.7), Proteus spp.
(%41.3), anaerobik bakterilerin (%39.1) kaynaklik ettigini, enfekte yaralarin
¢ogunun polimikrobiyal oldugunu, enfekte yaralarin tiimiinde direncli bakteri
tirlerinin identifiye edildigini saptamislardir. Bakteriyal direncin yara iyilesmesini
onemli Olclide etkiledigi bu calismada saptanan 6nemli sonuglardan bir digeridir

(87).

1.5.3. Yara Enfeksiyonlarmin Tedavisinde Yasanan Sorunlar

Multidisipliner bir yaklagimi gerektiren enfekte yaralarin tedavisinde lokal yara
bakiminin saglanarak yaradaki mikrobiyal kolonizasyonun azaltilmas: kilit noktadir
(8,13,14). Guniimiizde ilgili rehberler ve uzmanlar tarafindan mikrobiyal yiikiin
azaltilmas1 veya enfeksiyonun giderilmesi amaciyla asetik asit, klorheksidin,
hidrojen peroksit, iyot, potasyum permenganat, poliheksametilen biguanid, triklosan
gibi antiseptikler; giimiis siilfadiazin, nitrofurazon gibi topikal antimikrobiyaller;
antimikrobiyal 0zelligi olan glimiis salinimli, balli ve aljinatli yara Ortiileri
onerilmektedir (8,15,16). Onerilen bu antimikrobiyaller enfekte yaralarin
tyilestirmede basarili sonuglar dogursa da yara iyilesmesindeki kanit diizeyleri heniiz
tanimlanmamistir (8,15,16). Bunula birlikte antimikrobiyallerin enfekte yaralarin
bakimi1 ve tedavisinde kullanimlarini sinirlandiran bir takim sorunlar mevcuttur.
Mikroorganizmaya kars1 selektif 6zellik gdstermeyen bu antimikrobiyallerin canli
hiicresini hedef alip lokal ve sistemik yan etkiler gelistirebilecegi; iki haftadan daha
uzun siire kullanilmalar1 halinde yara yatagindaki epitelizasyon ve granulasyon
dokusuna zarar verebilecegi; glimiis bilesikleri gibi bazi topikal antimikrobiyallerin
sinirli doku penetrasyonu gosterip, derin dokulardaki enfeksiyonun giderilmesinde
etkinliklerinin smirli kalabilecegi bildirilmektedir (15,17,18). Enfekte yaralarin

yiizeyinde gelisen biyofilm tabakasi adi verilen, yiizeyde kolonize olan bakterilerin
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cevresini saran ve bakterileri birbirine baglayan mukoid ekzopolimersakkarid matrix
tabakasi, immin sistemi hicrelerinin ve Urettikleri antimikrobiyal maddelerin
bolgeye penetrasyonunu engellemekle birlikte, eksternal uygulanan bu
antimikrobiyallerin difizyonunu da engellemesi yara tedavisinde sorun yaratan diger
bir durumdur. Ek olarak, gunimuizde enfekte vyaralarin tedavisinde sorun
yasanmasinin diger bir nedeni de yaradan izole edilen bakterilerin ¢oklu ilag direnci
gbstermesi ve hatta CID S.aureus, E.coli, P. aeruginosa, A. baumannii, P. mirabilis,
Klebsiella spp. P.aeruginosa gibi bakterilerde yasanan “mevcut tim antibiyotiklere
diren¢” yani “pan-ilag¢ direnci (pan-drug-resistant-PDR)’dir (19). Nitekim, Diinya
Sagh Orgiitii (DSO) 27 subat 2017°de yaymladig: bildirgede, gosterdigi ¢oklu ilag
direnci nedeniyle insan saglhigini tehdit eden, yeni antimikrobiyallere veya
antibiyotiklere ihtiya¢ duyulan bakteri listesinde, enfekte yaralardan siklikla izole
edilen karbapenem direncli A.baumannii, P.aeruginosa, karbapenem direncli ve
ESBL dreten Enterobacteriaceae ailesi gibi bakterileri oncelikli sirada ve kritik
seviyede ele alinmistir (20). Enfekte yaralarin tedavisinde yasanan bu problem ve
bakteriyal diren¢ noktasinda global orgiitler tarafindan alarm diizeyindeki bu
cagrilar, arastirmacilar1 toksik olmayan, direng gelistirme potansiyeli tasimayan,
gucli  antimikrobiyal

etkinlik  gosterebilen Tablo 2. Kanit diizeyleri (8)

alternatif tedavi Kanit Giicli A Bu Oneri, kronik yarasi bulunan bireylerde dogru
planlanmis  ve yapilmig, kilavuz  Onerileri
secenekleri tGizerinde istatistiksel olarak anlamli sonuglarla tutarli bir
bicimde desteklenen klinik vaka serilerinden elde
yogunlagmalarina edilen bilimsel kanitlarla dogrudan
desteklenmektedir. Acik ve belirgin sonuglu genis
zemin Olgekli randomize ¢alisma(lar).
hazirlamustr. Kanit giicii B Bu o6neri, kronik yarast bulunan bireylerde dogru
planlanmis  ve yapilmig, kilavuz  Onerileri
Glnumuzde vyara istatistiksel olarak anlamli sonuglarla tutarli bir
bicimde desteklenen klinik vaka serilerinden elde
tyilestirilmesinde edilen bilimsel kanitlarla dogrudan
. . desteklenmektedir.
trombosit kokenli
— .. L Kanit giicli C Bu oneri, dolaylt (6rn. saglikli goniilliilerde, farkli
biiyime faktorleri gibi kronik  yarasi  bulunan bireylerde, hayvan
TR - ; calismalarinda) kanitlar ve / veya uzman gortsleri
biiylime faktorleri tarafindan desteklenmektedir.
(kanit giicii=B),

elektriksel stimiilasyon (Kanit Giicii= C), lazer, infrarent, ultraviyole gibi fototerapi
(Kanit Giicli= C), darbeli elektromanyetik alan gibi elektromanyetik alanlar (Kanit
Giicii= C), dogrudan temasla elektriksel stimiilasyonu (Kanit Glicii= A; iyilestirmeye
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yardimc1 ancak, mikrobiyal yiikii azaltmaz), yliksek frekansl ultrason (Kanit Glicii=
C), negatif basingla yara tedavisi (Kanit Giicii= C), hidroterapi (Kanit Giicii= C),
hiperbarik oksijen tedavisi (yeterli kanit yok), biyolojik yara ortiileri (kanitlar
yetersiz) gibi yardimci tedaviler Onerilmekle birlikte, mevcut kanitlar bu tedavi
yaklasimlarinin rutin kullanimda 6nerilebilmesi i¢in yeterli olmadig: bildirilmektedir
(Tablo 2) (8). Son yillarda, alternatif yaklasimlardan biri olan antimikrobiyal
fotodinamik tedavi (antimicrobial photodynamic therapy-aPDT) CID suslarmin
neden oldugu lokalize enfeksiyonlarin tedavisindeki potansiyeli yogun bir sekilde

arastirtlmaktadir (20-37).

1.5.4. Antimikrobiyal Fotodinamik Tedavi

Fotodinamik tedavi (PDT)’nin ge¢misi 1901’yillara dayanmaktadir. aPDT,
doktora Ogrencisi Oscar Raab’in mikroskobik inceleme igin akridin turuncusu
(acridine orange) ile boyanan Paramecium spp. hiicrelerinde giin 1s1gina maruz kalan
tarafta Olim gergeklestigi, ancak karanlik alandaki hiicrelerin canliligin
koruduklarinin fark etmesi ile kesfedilmistir. 1970’li yillarda PDT’nin kanserde
kullanimi glindeme gelmis olup, 1995°de FDA (Food and Drug Administration)
tarafindan porfirin tiirevi boyalarin bazi kanser tiirlerinde kullanimi onaylanmustir.
PDT Ulkemiz de dahil bir ¢ok iilkede makiiler dejenerasyon (sar1 nokta) goz
hastaliklarinda yaygin olarak kullanim gormektedir. Giinlimiizde ise PDT’nin
iyilesmeyen lokalize enfekte yaralarin tedavisinde alternatif olma potansiyeli
tizerinde yogun cabalar harcanmaktadir (41). aPDT veya fotodinamik inaktivasyon
(Photodynamic inactivation-PDI), gram pozitif ve gram negatif bakteri, maya ve
mantar gibi patojen mikroorganizmalarin yok edilmesinde umut vaat eden yeni bir
stratejidir. Ila¢ direngli suslarin ortaya ¢ikmasimna katkida bulunmaksizin bakterileri
Oldiirebilen aPDT’nin geleneksel antibiyotik tedavisine goére avantajlar

saglayabilecegi diisiiniilmektedir (38).

aPDT toksik olmayan boya veya fotosensitizan (Photosensitizer-PS) ve
fotosensitizan1 uyaran diisiik yogunlukta zararsiz goriilebilir 151k kombinasyonu
kullanilarak, mikrobiyal hiicreleri 61diirme prensibine dayanan bir tedavi metodudur
(41,88,89). aPDT, bakteri DNA’s1 ve sitoplazma membraninda hasar olusturarak,
bakteri membranindaki transport sistemlerini ve enzimlerini inaktive ederek

antimikrobiyal etkinligini gosterir. aPDT nin mikrobisidal etki mekanizmasi iki tip
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reaksiyonla gerceklesir. Uygun dalga boyunda 1sik maruziyeti takibinde, 15181
absorbe eden PS tekil duruma uyarilir. Tekil duruma uyarlasmis PS daha diisiik
enerjili ve daha uzun 6émarld Gc¢lu enerji durumuna gecer. Uyarilmis tglii PS iki
farkli yoldan molekiiler oksijen ile reaksiyona girebilir. Tip I reaksiyonda, ii¢lii enerji
sathasindaki PS hicrelerdeki organik substrat ile reaksiyona girmesi ile gtcli reaktif
ozellikte serbest radikaller olusur. Serbest radikallerin, dokudaki endojen molekiiler
oksijen (Oz) ile tepkimeye girmesi sonucunda hiicre membraninin biitiinliigline zarar
veren, geri donisiimsiiz biyolojik hasar olusturan siiperoksit (O27), hidroksil
radikalleri (OH"), hidrojen peroksit (H202) gibi reaktif oksijen turleri (Reactive
Oxygen Species-ROS) meydana gelir. Tip II reaksiyonunda ise ti¢lii enerji safthasina
gecen PS, molekiler oksijenle tepkimeye girerek, enerjisini molekiler oksijene
transfer eder ve tekil oksijen aciga c¢ikar (*O2) (Sekil 2). Yiksek reaktif dzellikteki
tekil oksijen (*O2) birgok biyolojik substrat ile etkilesime girerek, hedef bolgede
oksidatif hasar olusumunu indiikler. Tekil oksijen (*O2) fotooksidasyon isleminin
primer sitotoksik ajanidir. Yaklasik 0.04 mikrosaniyelik Oomrii olan ve 0.02
mikrometrelik alanda etki edebilen tekil oksijen (*Oz2), bu 6zelligi itibariye aPDT nin,
uygulandigr alanin uzagindaki saglikli doku ve hiicrelerde toksik etki yaratma

ihtimalini ortadan kaldirir (41,39,90,44,43,46,42).

—
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Sekil 2. aPDT'nin etki mekanizmasi
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Bugiine kadar farkli 151tk kaynaklar1 ve PS kombinasyonlart kullanilarak
aPDT’nin  antimikrobiyal  etkinligi  ¢esitli ~ mikroorganizmalar  tizerinde
degerlendirilmistir. aPDT’de PS aktivasyonu saglayabilecek uygun dalga boyunda,
disiik kuvvette, zararsiz, dokudaki girginligi fazla olan 1518a ihtiya¢ vardir. Suana
kadar yapilan aPDT deneylerinde fotoinktivasyon amaciyla Nd:YAG, Er:YAG,
tulium, helyum-neon, indiyum-galyum-aliminyum-fosfit, galyum-aliminyum-
arsenit, arsenit diyot veya diyot gibi lazerler; 151k yayan diyot (Light Emitting
Diode-LED), halojen lambalar, xenon lambalar gibi lazer dis1 gorilebilir 1sik
kaynaklar1 kullanilmistir (35,68,70,91-100,50,54,101,51,102-104). aPDT kullanilan
15181in doku penetrasyonu, dalga boyuna gore degisim gostermektedir. ~650 nm
dalga boyuna sahip 151k kaynagi 3,0-3,5 mm doku giriginli saglarken, yakin kizil
Otesi 1518m  doku  girginligi ~6 mm’ye ulagsmaktadir (Sekil  4)
(96,97,50,101,51,102,104,45). Ayrica 1sinin dokulara gegisi, 151 dagilimi ve 1s181n
absorbiyonu olmak (zere iki mekanizma tarafindan belirlenir. Isin 600 nm’nin
altindaki daga boylarinda dagilir ve bu dagilim oksihemoglabin, melanin gibi
endojen kromoforlar tarafindan 151k absorbsiyonu gerceklesmesine neden olurken,
900 nm dalga boyundan daha biiyiik olmasi su absorbsiyonunu arttirmakta ve doku

penetrasyonu azalmaktadir (Sekil 3) (105).
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Sekil 3. Dalga boyuna gore kromofor absorbsiyonu
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Dalga boyu
(nm)

dalga boyu araligi frekans arahigi

~ 700-635 nm ~ 430480 THz

~480-510 THz

~ 590-560 nm ~510-540 THz

~610-670 THz

~ 670-750 THz

Sekil 4. Isik dalga boylar1 ve doku girginligi

\ \\\\ -
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aPDT’de bir diger 6nemli kompanent de PS’dir. Arastirmacilar canli hiicresine
toksik etki gostermeyen, sadece 1sikla aktive olabilen, belirli bir dalga boyunu
sogurma kapasitesi yliksek, lokal uygulamalarda etkisini kaybetmeyen, karanlik
toksisitesi diisiik olan, maksimal diizeyde antimikrobiyal etkinlik gdsterebilen PS
bulma ¢abasi i¢indedirler (90). aPDT deneylerinde toluidin mavisi, metilen mavisi,
nil mavisi, fitalosiyaninler, klorin tiirevleri, indosiyanin yesili, porfirin ve
tiirevlerinin de yer aldigi bir¢gok PS’nin etkinligi gram pozitif ve gram negatif
bakteriler tizerinde test edilmistir. Arastirmalarda gram negatif ve gram pozitif
bakterin aPDT’ye karst duyarliliklarinin farkliklar gosterdigi, bu farkliligin PS’nin
yiikk durumundan ve bakteri hiicre duvar1 yapisindan kaynaklandig: bildirilmektedir.
Calismalarda, gram pozitif bakterilerde etkili bir antimikrobiyal etki i¢cin aPDT’de
ndtral ya da anyonik 6zellikte PS’nin kullanilmasi gerektigi, dis membrani itibariyle
giiclli bir negatif yiike sahip olan gram negatif bakterilerde ayn1 etkiyi yaratmak icin
PS’ye katyonik ozellik kazandirilmasi gerektigi bildirilmektedir
(96,97,100,54,51,106,107,73,64,108,59,109-113). Bugiin, ozellikle CID gram
negatif ve gram pozitif bakterilere karsi antimikrobiyal etki gdsterebilen PS’nin
kesfedilme ¢abalar1 halen devam etmekle birlikte, in vitro ve in vivo kosullarda
gerceklestirilen aPDT deneylerinde katyonik 6zellik kazandirilan  porfirin
tirevlerinin  bu etkiyi yakalayabilme potansiyelinde oldugu bildirilmektedir
(22,106,111,114-116,58,117-121).

Porfirinler dort pirol halkasinin metilen (—HC=) kopruleri ile bir birine
baglanmasiyla olusan makrohalkali aromatik molekiillerdir (60). Dogadan izole
edilebilen ve laboratuvarda sentezlenebilen formlari mevcuttur (122,67). Dogal
porfirinler agirlikli olarak 2- ve 4- pozisyonlarinda vinil gruplar, 6- ve 7-
pozisyonlarinda propiyonil gruplar1 ve dort pozisyonlarinda metil gruplart bulunan
protoporfirin IX (PPIX)’dan tiiremis olup, hayvanlarin viicut sivilar1 ve diskilari,
yumurta kabuklari, kuslarin tiiyleri gibi dogal ortamlardan siklikla 1zole
edilebilmektedir (67). Porfirin halka sistemindeki pirol halkalarinin N (azot)
atomlarina magnezyum (klorofil), nikel (faktér F430), kobalt (vitamin B12), bakir
(turasin), demir (hem ve sirohem), manganez (Mn-PPIX) ve ¢inko (Zn-PP1X) igeren
metal iyonlarimin baglanmasiyla metaloporfirinler olusur. Demir-PPIX ve
magnezyum-PPIX bilesikleri dogadaki en yaygin ve en 6nemli enzim kofaktdrleri

arasinda yer alan metalloporfirinlerdir. Hemoglabin ve miyoglobinin yapisinda
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bulunan demir-PPIX veya “hem (Fe?* PPIX)/hemin (Fe*PPIX)” bilesigi
oksijenazlarin, peroksitlerin ve katalazlarin ko-faktorii rolliinlin yanisira oksijen
baglanmasi, nitrik oksit sentetazlar ve sitokromlarda elektronlarin transferi gibi
onemli biyolojik siireglere katilmaktadir (60,122,67,63,61,123). Demir-PPI1X
bilesiklerin kullanilmasi bazi gram negatif ve pozitif bakteriler igin dnemli virtlans
Ozelliktir. Corynebacterium diphtheriae, S.aureus, Streptococcus pneumoniae ve
Mycobacteriae spp. gibi gram pozitif bakteriler; Serratia marcescens, Neisseriae,
Hemophilus spp., Helicobacter pylori, Vibrio spp., Porphyromonas gingivalis,
Plesiomonas shigelloides, Bacteroides fragilis, Yersinia spp., Legionella
pneumophila, Shigella dysenteriae, E.coli, Rhizobium spp., K.pneumoniae,
P.mirabilis, Pseudomonas spp. ve Aeromonas spp.’de dahil gram negatif bakteriler
Fe?*PPIX (hem)-alim mekanizmalar1 ile konak viicut sivilart ve dokularindaki
serbest Fe**PPIX’u ve Fe?* PPIX’nin bagli oldugu hemoglobin, miyoglobin,
sitokrom proteinlerini, katalaz ve peroksidaz enzimlerini demir elde etmek igin
kullanirlar. Gram negatif bakterilerde hem reseptorii kompleksi, TonB ve ExbBD
proteinleri; gram pozitif bakterilerde sitoplazmik zar icerisinde bulunan hem-spesifik
baglanma ve tasima proteinleri ile bakteri icerisine alman Fe?'PPIX, Fe?'PPIX
oksijenaz benzeri enzimler olan HmuO ve HemO tarafindan parcalanarak biliverdin
(okside biltribin) demir ve karbon monoksite ayristirilir (67,124,125,62,126).
Bakteri igerisine alinan Fe?’PPXI'un oksitlenmesi sonucunda olusan Fe**PPXI
(hemin) bakteride toksik etki yaratir. Fe>*PPXI antimikrobiyal etkinligini Fe?*PPXI
(hem)-peroksidaz benzeri aktivite ile (H202 varliginda) ve monooksigenaz benzeri
aktivite ile (oksijen ve indirgeme maddesinin varligmni gerektirir)  gosterdigi

bildirilmektedir (127-129).

Aragtirmalarda, dogal yada porfirin-seliiloz-nanokristaller veya antibiyotik gibi
konjugatlarin kullanildig1 porfirin analoglarinin Fe?*PPXI-alim mekanizmalarini ile
bakteri igerisine rahatlikla niifus ettigi (64,67,65,66); elektronlart aktarma,
peroksidaz ve oksidaz reaksiyonlarimi katalizleme, fotonlar1 absorbe etme, ROS
tiretimi gibi bir takim biyokimyasal siire¢lere bagli olarak antimikrobiyal etkinlik
gerceklestigi tespit edilmistir. Porfirin veya porfirin analoglarinin ROS iiretimi ile
cesitli hiicre i¢i bilesenlerinde hasar olusturma; lipid peroksidasyonu ile hiicre
membraninda hasar olusturma; interlokasyon veya oksidatif kirilma ile DNA’da
hasar olusturma kabiliyetinde oldugu bildirilmektedir (122,67,65,130,131). Diger
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PS’lerde oldugu gibi gram pozitif bakteriler tizerinde olduk¢a gii¢lii antimikrobiyal
etkinlik gosterebilen notral yapidaki porfirinlerin gram negatif bakterilere karsi
etkinligi hiicre duvari yapisi itibariyle smirlidir (68,69). Notral yapidaki porfirinlere
polimiksin B nonapeptid, CaCl,, EDTA gibi gram negatif bakterilerin dis
membraninda hasar olusturacak ajanlarin kombine edilmesi ile gram negatif
bakterilerde antimikrobiyal etkinlik elde edilebilecegi bildirilmektedir. Katyonik
0zellik kazandirilmig porfirinlerin, ilave bir permiabilizasyon ajan bulunmadan gram
pozitif ve gram negatif bakterilerin hiicre duvarinda hasar olusturarak, hiicre icine
nifuz edebildigi vurgulanmaktadir (68,70,69,71,72). Katyonik yapidaki porifirinlerin
antimikrobiyal etkinligini tip II reaksiyon mekanizmas1 ile gosterdikleri
belirtilmektedir. Isikla uyarilmis katyonik oOzellikteki porfirinler enerjilerini
molekiiler oksijene aktarmasi sonucunda olusan tekil oksijen (*O2) hiicre duvarinda
ve hiicre membraninda bulunan fosfolipitler, peptidler ve steroller gibi yapilarla
reaksiyona girerek huicre 6liimiine neden oldugu, yani sira tetra-p-tosilat tuzu (TMP)
[5,10,15,20-tetrakis (1-metil-piridino) -21H, 23H-porfin] gibi katyonik porifirinlerin,
iplik¢ik kirilmasi ile sonuglanan deoksi ribo nikleik asit (DNA) baz ciftleri arasina
enterkalasyon yaparak, DNA hasarina yol agtig1 bildirilmektedir (68,73,69,57,48).

Porfirin ve tirevlerinin kullanildigt aPDT deneylerinde PPIX gibi notrol
porfirinler, TMPyP [5,10,15,20-Tetrakis (1-metil-4-piridinio) porfirin tetra (p-
tollensulfonat)], katyonik galaktoporfirinler, mesotetrakatyonik porfirin (TsMPyP),
katyonik antimikrobiyal peptid (KAP), magainin, buforin poly-S-lysine
konjugatlarinin eklenip katyoniklestirilen porfirin tiirevleri fotosensitizan amagh
kullanilmigtir. Porfirin ve tiirevlerinin 151k absorbsiyonunun maksimal duzeyde
gergeklestigi 400 nm dalga boyunu kapsayan genis dalga boyu araligindaki (380-800
nm) 151k kaynaginin ¢ogunlukla tercih edildigi bu arastirmalarda katyoniklestirilmis
porifirin tiirevlerinin kullanildigi aPDT’lerin diger fotosensitizanlara veya ndtrol
porfirinlere gore giiglii biyofilm olusturma yetenegindeki direncli gram negatif ve
gram pozitif bakteriler dahil ¢ogu bakteriye karsi giiclii bir antimikrobiyal etkinlik
gosterebilecegi tespit edilmistir (115,56,132,133). Katyonik porfirin tirevlerinin
epitel ve fibroblast hiicreleri iizerindeki toksisitenin incelendigi aPDT deneylerinde,
TMPyP’nin NIH 3T3 (Fare embriyonik fibroblast hiicresi hatt1) ile birlikte 24 saatlik
inkiibasyonunda hiicre toksisitenin, konsantrasyon miktartyla iliskili oldugu, diisiik

konsantrasyonlarda (0.5-1umol/L) hicrelerde sitotoksik etki yaratan H.O2’nin daha

18



az oranda tiretiminin gerceklestigi, yiiksek konsantrasyonda (100 umol/L) fibroblast
hiicrelerinin  %85’nin  o6liimii ile sonuglanan H2O2 {iiretimi gerceklestigi tespit
edilmistir (74). Insan cilt fibroblast hiicreleri iizerinde TMPyP ve TPPS [5,10,15,20-
tetrakis-(4-sulfonatofenil) -21H, 23H-porfin] ’nin fotoaktivasyonu sonucunda olusan
tekil oksijen (*O2)’nin mikrosaniyelik 6mrii oldugu, bu 6mriin iretildigi hiicrede
difiize olmasina ancak yettigi bildirilmekte olup ve fotoaktivasyon sonucunda olusan

tekil oksijenin (*O2) yalnizca lokalize etki gosterebilecegi vurgulanmaktadir (76).

aPDT genis spektrumlu antimikrobiyal etkinlik gostermesi, gozardi edilecek
diizeyde doku toksisitesine neden olmasi, ¢oklu tedavilerde bile fotorezistans
gelisiminin olmamasi, kolay ulasilabilirligi, maliyetinin diisiik olmasi itibariyle
iyilesmeyen CID bakteri kaynaklik lokalize enfeksiyonlarin tedavisinde iyi bir
secenek gibi goriinmektedir (41,104,134,53,135). Ayrica, in vivo ¢alismalarda aPDT
geleneksel antibiyotiklerin aksine fibroblastlarda ve epitel hiicrelerinde proliferasyon
saglayarak iyilesme siirecini hizlandirdigi bildirilmektedir (53,136-139). Non-
invaziv bir metot olan aPDT wuygulamasinin, lokalize yara enfeksiyonlarinin
iyilesmesine katkida bulunmasi, hasta konforunu yiikseltmesi, hasta yatis siirelerini
kisaltmasi, tedavi ve bakim maliyetini diisiirmesi, uygulama siiresi kisa ve kolay
uygulanabilir 6zelliginden otiirii saglik personeli is yiikiinii azaltmasi gibi avantajlar

saglayabilecegi ongoriilmektedir.
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BOLUM II
2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Deneyde Kullamlan Bakteri Suslari

Arastirmada antibiyotik direng¢ profilli yoniinden farklilik gosteren c¢oklu ilag
direngli (CID) metisiline direncli Staphylococcus aureus (MRSA), Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae
klinik izolatlar1 kullanildi. Klinik izolatlarin izolasyonu ve antimikrobiyal
duyarliklarinin degerlendirilmesi Izmir Katip Celebi Universitesi Atatiirk Egitim ve
Arastirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda gerceklestirildi.
Arastirma kapsamina alinan bakteri suslarinin antibiyotik duyarlilik sonuglar1 Tablo
3’de gosterildigi gibidir.

Bakteri suspansiyonlarinin hazirlanmasinda, -80 °C’de muhafaza edilen stok
kiiltiirlerden alinan bakteri suslari triptik soy agar (TSA) besiyerine ekimi yapilarak
37 °C’de bir gecelik (16-18 saat) inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda tek
koloni aliip triptik soy broth (TSB) siv1 besiyerine ekimi yapilarak, 37 °C’de 16-18
saat boyunca inkube edildi. Bakteri hiicreleri santrifiijlendikten (4°C’de 10 dakika
3000 rpm) sonra olusan pelet fosfat tampon salin (Phosphate-buffered saline-
PBS)’de siispanse edilerek, yaklasik 10° cfu/ml (600 nm: 0,6-0,8 optik yogunluk)
(22,36) olacak sekilde bakteri slispansiyonu hazirlandi.
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| Tablo 3. Coklu ilag direngli klinik izolatlarin antibiyotik duyarliliklar

| Klinik izolatlar
‘ l\jlsli?IS)IAz Escr(i%li[i:chia ‘ P:‘Z?Egli:": gs:s Acinetobac(t;eilp baumannii prﬂé{ﬁ:"r:zze
Gruplar [ Antibiyotikler |1 [2 [3 [1 [z (L [2 [& [4 [1 [2 [3 [4 [5 [6 [7 [& [§ [0 [0 [&2 [© [ [1 |2
| Penisilin | Ampicilin [RIR[R[R R [ [ [ [ [ T T T [T T T T T [ [ [ [ [ [
Sefalosporinler | Sefoksitin 'R [R [R | | 1t 1T 1T T 0 " T [ T T I
| Sefuroksim 0 [ R IR T T T T [ @ @ @ " " " T [ [ T T T [ [rR [R
| Seftazidim [ [ R [R [RIR[R[R[ [ [ [ [ [ [ [ [ [ [T [ [T [ [rR [R
| Seftriakson 0 [ R IR T T T T [ @ @ @ " " " T [ [ T T T [ [rR [R
| Sefepim [ [ R [R [RIR[R[R[ [ [ [ [ [ [ [ [ [ [T [ [ [ [rR [R
Karbapenemler | imipenem v /R [RIR[RIRIR|R[R[R[RIR|R[R[R[R [R [R [R [R [R [R
| Meropenem IR IR [RIRIRIRIR[IRIRIR[R[R[R[R[R[R [R [R [R [R [R [R
| Ertapenem IR IR T T T 7 7 0 000 T T T T T T T TR TR
| Monobaktam | Aztreonam [T [ Ir TR [rRIR[RIR[ [ [ [ T T T T T T T T T T TR [R
-Laktamaz Amoksisilin R R R R
l1311hibit6rleri Klavulanat rrrrrrrrrrrrr
Piperacillin/Tazo R R
L rrrrrrrr
Glikopeptidler | Vankomisin (s [s [s | | 1t 1T 1T T 0 " T [ T T I
| Teicoplanin 's [s [s | [ T T Tt T T T T T "7 17 T T |
Aminoglikozidler | Amikasin | | | [ R [s [s[s[s[s|RIRIRIR[IR[S|R|IR[R[S [R [R [1IT [R I [R
| Netilmisin IR IR [ [RIs[s[RIR[RIRIR[S[R[R[R[R [R [R [s [R | I
| Tetrasiklinler | Tetrasiklin 'R [s [s | [ T T T T 1 " " T T T "7 17 [ T [
| Linkozamidler | Klindamisin ‘s [R [s | [ N N N Y Y Y O O [
Sulfonamidler  ve 3 S R S R R S R|R | R | R|R|R|R|S R R R S R S R
[ S [owe [ FE 0L LD E
[ Kinolonlar [Ciprofioksasin ~ [R [R [R [R |[R [Ss R [s [s[RIR[IRIR|IRIRIR[IR[R[IR [R R [R |[R [R [R
[ Polimiksinler ["Colistin | | | [s [s [s[s[s[s s [s[s[s[s|[s|s|[s[s[s |[s [s |s [s s [s

L Coklu ilag direngli

2 Metisiline direngli Staphylococcus aureus

3 Stilfametoksazol-Trimetoprim

S (Sensitive-Duyarly); I (Intermediate resistant- Orta diizeyde duyarli); R (Resistant-Direngli)




2.2. Deneyde Kullanilan Fotosensitizanlar

Bu aragtirmada fotosensitizan olarak, literatiirde yer almayan yeni katyonik
porfirin threvleri (KPT) sentezlendi. Pm, Pg, Pen, PpL olmak iizere dort yeni KPT nin
sentezi literatirdeki yonteme gore Ege Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik
Kimya Anabilim Dali’da gergeklestirildi (140). KPT’nin sentezi su sekilde
gerceklestirildi: 5,10,15,20-tetrakis (4-piridil) porfirin (162 mmol), ¢esitli alkil
halojenurler ile (2-bromoetanol, benzil klorir, 2-feniletil bromar, 3-fenilpropil
bromiir, 64,3 mmol) susuz dimetilformamid (DMF) (20 mL) igerisinde 40 °C de
manyetik karistiricida 1sitilir. ince tabaka kromatografisi (ITK) (etil asetat/metanol,
5:2) ile takip edilerek porfirin tamamen bitene kadar reaksiyona devam edilir ve
reaksiyon tamamlandiktan sonra karisim sogutulur, olusan c¢okelti 6nce soguk DMF
ile sonra dietileter ile yikanarak siiziiliir ve kurutulur. Sentezi gerceklestirilen KPT

acik kimyasal formiili Sekil 5’de gosterilmistir.

R
PM CH;
PE -CH,CH;
—-CH,CH-CH;
PPN
PPL -CH,CH,CH-OH

Sekil 5. Porfirin tiirevlerinin acik kimyasal formiilii
Calismada kullanilacak yeni KPT’nin 30 ml’lik PBS igerisinde ¢6ziinmesi saglandi.

Hazirlanan KPT c¢ozeltileri 151k gecirmeyen aliiminyum folyo ile sarilarak +4 °C

sicaklikta muhafaza edildi. Her bir aPDT deneyi oncesinde bu ¢ozeltilerden belirli
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konsantrasyonlarda (uM/ml) taze stok sollisyonlar hazirlandi. PBS ile hazirlanan stok
soluisyonlar deney surecinde karanlik alanda muhafaza edildi.

Aragtirmada yeni KPT tiirevlerinin 151tk PS  ansorbsiyonlarinin
degerlendirilmesi  izmir Katip Celebi Universitesi Merkezi  Arastirma
Laboratuvarlari-Spektroskopi Laboratuvarinda degerlendirilmis olup, absorbsiyon
araligr Sekil 6’da gosterilmistir. Yeni KPT, 250-800 nm arasinda degisim gosteren
genis bir dalga boyunu absorbe yeteneklerine sahip olup, maksimal 151k absorbsiyonu

her birinde 42243 nm’dir.

23



PerkinElmer UV WinlLab Data Processor and Viewer Version 1.1.00

424 fgqranm

42 ‘1 nm, 0,934

-
o0

=
o

950 300 400 500 500 700 800

PE
PM

PPL
PPN

Sekil 6. Yeni Katyonik Porfirin Turevleri’nde 1s1k absorbsiyonu
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Aragtirmada, Ege Universites Farmasotik Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Laboratuvari’nda mikrodilusyon metodu kullanilarak yeni KPT’nin her bir bakteri
tirinden tek bir CID klinik izolati iizerinde ve S. aureus ATCC 29213, P.
aeruginosa ATCC 27853, E. coli ATCC 25922 standart suslar1 tizerindeki minimal
inhibisyon konsantrasyonlar1 (MiK) CLSI (Clinical & Laboratory Standards
Institute) kurallarina gore degerlendirildi. TSB igerikli bakteri suspansiyonundan 1
ml alinip santrifujlendikten (4 °C’de 10 dakika 3000 rpm) sonra olusan pelet PBS’de
siispanse edildi. Final konsantrasyonu yaklasik 5x10° cfu/ml (600 nm: 0,5) olacak
sekilde bakteri siispansiyonu hazirlandi. 50 pl mueller hinton broth (MHB) besiyeri,
96 kuyucuklu plaklarin her bir kuyucuguna transfer edildi. 50 pl PS/antibiyotik
plaklarin baslangi¢ kuyucuklarina koyularak seri diliisyonu yapildi [Siprofloksasinin,
(64 npg/ml stok soliisyon) 16 pg/ml baslangig konsantrasyonundan, final
konsantrasyonu 0,016 pg/ml olacak sekilde iki katlik seri diliisyonu yapildi.
Fotosensitizanlar baslangic konsantrasyonu 5.000 pg/ml (20.000 pg/ml stok
soliisyon)’den final konsantrasyonlari 2,441 ug/ml olacak sekilde iki katlik seri
diliisyonlar1 yapildi]. Plaklarin her bir kuyucuguna 50 pl bakteri siispansiyonu
eklenip, plaklar 37 C °C’de 16-18 saatlik inkiibasyona birakildi. inkiibasyon
sonrasinda, bakterilerin biiylimesini engelleyen en diisiikk bilesik konsantrasyonlari
hesaplanarak KPT’lerin MIK degerleri tespit edildi. Deneyler iclii kopyalar halinde
uc kere tekrar edildi.

2.3. Deneyde Kullanilan Lazer Cihazi ve Optik Diizenek

Calismada 151k kaynagi olarak yeni KPT’de 1s1k absorbsiyonunun
gerceklesebilecegi (Sekil 6) bilgisayar kontrollii 655-nm diyot lazer kullanildi (PSU
I1I.LED; Changchen New Industries optoelectronics Tech Ltd.). Optik dlzenekte
fiber optik, tabla tizerinde plakaya dik olarak yerlestirilmistir. Optik plaka ile fiber
ucu arasindaki mesafe 8,7 cm’dir. Isik bu mesafeden uygulandiginda optik plaka
tzerinde 3,14 cm?lik bir alani ve 96 kuyucuklu plaka tizerinde ise B3, C2-C3-C4,
D3 numarali kuyucuklarin aydinlatilmasini saglamaktadir. Optik fiberlerden ¢ikan
1518m ¢ikis giicii 41.5 milliwatt (mW)’tir. Istenilen antibakteriyal etkiyi elde etmek
icin 41.5 mW’lik ¢ikis giicii belirli siirelerle bakteriler iizerinde uygulanarak

optimum lazer enerji dozu belirlendi (Sekil 7).
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Sekil 7. Lazer diizenegi (PSU III. LED; Changchen New Industries optoelectronics
Tech Ltd.)

Enerji dozu hesaplanmasinda asagidaki formiil kullanildi.

J (Joule) Gug W (Watt)
Isinlama sresi e — x sire XS
cm? Alan cm?

2.4. Fotoinaktivasyon

Fotoinaktivasyon deneyleri izmir Katip Celebi Universitesi Merkezi Arastirma
Laboratuvarlar1 Biyomedikal Optik ve Lazer Uygulamalari Laboratuvari’da
gergeklestirildi. Fotoinaktivasyon deneylerinde dncelikle her bir tirden en direncli
Klinik izolat secilip, bu izolat tzerinde glgli fotoianktivasyon etkisi yaratan aPDT
parametrelerinden [...joule/cm? + ...uM/ml)] olusan kombinasyonlar belirlendi.
Kombinasyonlarin olusturulmasinda oncelikle diisiik bir enerji dozu ve disiik bir
fotosensitizan konsantrasyonundan baslandi. Sonrasinda enerji dozu sabit tutulup
fotosensitizan konsantrasyonu kademeli olarak arttirildi. Gucli bir fotoianktivasyon
etkisinin goriildiigli andan itibaren enerji dozu kademli bir sekilde arttirilip,
fotosensitizan konsantrasyonu kademeli bir sekilde diisiiriildii. Deneylerde enerji
dozu maksimum seviye olan 150 joule/cm?®ye kadar gikartildi. fotosensitizan

konsantrasyonu ise fotoianktivasyon etkisinin kayboldugu seviyelere kadar
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diistiriildii. Kullanilan klinik izolat iizerinde gii¢lii fotoianktivasyon etkisini yaratan
kombinasyolardan herhangi biri secildi ve secilen bu kombinasyonun tiiriin diger
Klinik izolatlar1 Uzerinde de benzer ya da ayni fotoianktivasyon etkinligini saglayip
saglamadig test edildi.

Deneyler, ortam 1s18inin fotoinaktivasyon sonucunu etkilememesi i¢in karanlik
alanda gerceklestirildi. aPDT deneyleri genel hatlar1 ile su sekilde gergeklestirildi:
Her bir aPDT deneyinde ¢alisma gruplar1 yalnizca lazerin uygulandigi “lazer [L]
grubu”, yalnizca fotosensitizanin uygulandigi “fotosensitizan [PS] grubu” her
ikisinin birlikte uygulandig:r “antimikrobiyal fotodinamik tedavi [aPDT] grubu” ve
PBS disinda herhangi bir uygulamanin yapilmadig: “kontrol grubu [K]” olmak iizere
dort gruba ayristirildi. [PS], [aPDT], [L] ve [K] grubu olarak belirlenen 96
kuyucuklu plaklarinin her birinin belirli kuyucuklarina bakteri siispansiyonundan 50
ul transfer edildi. [PS] ve [aPDT] grubu plaklariin bakteri bulunan kuyucuklarina
spesifik konsantrasyonlarda 50 ul’lik stok silispansiyonlardan fotosensitizan eklendi.
[L] ve [K] grubu plaklarinin bakteri bulunan kuyucuklarina ise 50 pl PBS eklendi.
Her dort grup 15 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. [L] ve [aPDT] grubu
plakalar1 lazer 1s181ina maruz birakildi. Isik uygulamasi sonrasinda tiim gruplardaki
bakteri siispansiyonlari, seri diliisyon metodu ile PBS’de seyreltildi. Seyreltilerden
100 pl allikot alimp TSA iizerine ekilip ve 37 ‘C’de karanlik alanda bir gecelik
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda cfu/ml’de bakteri sagkalimi
hesaplandi. Her bir deney 3’lii kopyalar halinde {i¢ kere tekrarlandi (50,111,137,141).
cfu/ml’deki bakteriyal sagkalim asagidaki formiile gore hesaplandi.

Cxnixng
N= ———
Vv

N = 1 ml'deki mikroorganizma sayis1 (Cfu/ml)
C = Petri kutusundaki koloni sayis1

V = Petri kutusuna aktarilan miktar (ml)

n;= Baslangi¢ diliisyon katsayis1

n,= Sayimi yapilan petrinin dilisyon katsayisi

Deneylerde tum gruplardaki sagkalimdaki azalma asagida gosterildigi gibi 10
tabaninda logaritmik (logio) olarak hesaplandi.
Sagkalim (cfu/ml)=Kontol grubundaki bakteri sayisi-Uygulama gruplarindaki bakteri sayist

= [aPDT] grubu=[K]n-[aPDT]n

= [PSI=[K] -[PS]n

= [LI=[KIn L]
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BOLUM III

3. BULGULAR
3.1. Katyonik Porfirin Turevlerinin Antimikrobiyal Etkinlikleri

Arastirmada, yeni KPT’nin CID klinik izolatlar1 ve standart suslar iizerindeki
MIK sonuglar1 Tablo 4’de gdsterilmistir. KPT nin tek basina CID klinik izolatlar1 ve
standart suglarina kars1 antimikrobiyal etkinliginin siprofloksasin ile kiyaslandiginda
cok diisiik oldugu gériildii. KPT nin CID E.coli iizerindeki MIK degerlerinin 625-
5000 pg/ml  (850,40-5847,61 uM/ml) arasinda degisim gosterdigi, Pg’nin
antimikrobiyal etkinliginin diger KPT’lere gore daha yiiksek oldugu saptandi. Yeni
KPT’lerin diger klinik izolatlar iizerindeki MIK degerleri sirastyla CID MRSA-1°de
2500 pg/ml (2923,81-3682,75 uM/ml), CID P.aeruginosa-1’de 1250->5000 upg/ml
(1580,16->7365,51 uM/ml), CID K.pneumoniae-1’de 2500->5000 pg/ml (2923,81-
7365,51 uM/ml), CID A. baumannii-1’de 1250-5000 pg/ml (1461,90-6803,18
UM/ml) arasinda degisim gosterdi. Ek olarak standart suslarm MIK degerlerinin CID
klinik izolatlarmin MiK degerlerine kiyasla belirgin él¢iide diisiik oldugu géruldii.
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Tablo 4. KPT nin standart suslar ve klinik izolatlar tizerindeki antimikrobiyal etkinlikleri

Standart Suslar ve Klinik Izolatlar

E. coli Ccipt S.aureus CciD
ATTC 25922 E.coli-1 ATTC 29213 MRSA3-1
KPT? 0,004-0,0155 0,12-0,5°
Pwm pg/ mi 312,5 1250 2500 2500
UM/ ml 460,34 1841,38 3682,75 3682,75
Pe pg/ mi 312,5 625 625 2500
UM/ ml 425,20 850,40 850,40 3401,60
Pen ug/ml | 7813 1250 2500 2500
UM/ ml 98,77 1580,16 3160,32 3160,32
PrL ug/ml | 1250 5000 2500 2500
UM/ ml 1461,90 5847,61 2923,81 2923,81
cip? pg/ mi 0,016 > 2 0,125 >16

1 Coklu ilag direngli

2 Katyonik porfirin tiirevleri

3 Metisiline direngli S.aureus

4 Siprofloksasin

5 Standart bakteriler igin siproflokasinin kabul edilebilir kalite kontrol MiK sinir degerleri
**Siprofloksasin 16 pg/ ml baglangig

** Katyonik porfirin turevleri 5.000 pg/ ml baslangig

P. aeruginosa
ATTC 27853
0,25-1,0°

1250
1841,38
1250
1700,80
1250
1580,16
2500
2923,81
0,25

CiD
P.aeruginosa-1

>5000
>7365,51
5000
6803,18
1250
1580,16
5000
5847,61
>16

CiD
K.pneumoniae-1

5000
7365,51
5000
6803,18
>5000
6320,64
2500
2923,81
>16

CciD
A. baumannii-1

2500
3682,75
5000
6803,18
2500
3160,32
1250
1461,90
>16
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3.2. Fotoinaktivasyonun Klinik izolatlar Uzerindeki Antimikrobiyal Etkinligi

3.2.1. Fotoinaktivasyonun Coklu TIla¢ Direncli MRSA Klinik Izolatlar
Uzerindeki Antimikrobiyal Etkinligi

Pm’nin kullanildign aPDT deneylerinde 25-150 J/cm? araliginda degisen enetji
dozlar1 ve 25-500 pM/ml araliginda degisen fotosensitizan konsantrasyonlari
kombine edildi. Sekil 8’de goriildiigii gibi toplamda 12 kombinasyonun kullanildigi
aPDT deneylerinde MRSA-1 iizerinde giiglii bir antimikrobiyal etkinligin goraldigii
noktadan itibaren enerji dozu yiikseltilip, fotosensitizan konsantrasyonu diisiirtildii.
Deneylerde [500 pM+ 25 J/cm?] kombinasyonunun kullamldig: 7. aPDT deneyinde
gucli bir fotoinaktivasyon etkisi goriilmeye basladi. [50 pM+ 150 J/cm?]
kombinasyonunun kullanildigi 12. deneyde ise fotoianktivasyon etkinlik belirgin
oOl¢iide azald1 (Sekil 8).

==P)M konsantrasyonu (uM/ml)  ==Enerjidozu (J/an2

600 150 150 150 160
500 500 "
400 400 400 19

300

200

\Z
/é
Lo w
S &
(zwd /() nzop isug

200
5 2 \ 40

N s0 20

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

100

PS konsantrasyonu (uM/ml)

0

Sekil 8. Pm’nin kullanildigi deneylerde aPDT parametreleri (MRSA-1)

[500 uM/mI> + 25 J/cm?] kombinasyonlar ile gerceklestirilen aPDT deneylerinde
bakteriyal sagkalimindaki azalma 400 pM/ml’de 5 logi, 25-400 pM/ml Pwm
konsantrasyonu araliginda ise 2-4 logio araliginda degisim gosterdi. Deneylerde [500
UM/mI+25 J/cm?] aPDT kombinasyonunda 6 logio, [400 pM/mI+50 J/cm?] ve [300
UM/mI+100 J/cm?] kombinasyonlarmin her birinde 5 logio’luk CID MRSA-1
sagkaliminda azalmalar saptandi. Enerji dozunun 150 J/cm?ye cikarildigi aPDT

deneylerinde bakteriyal sagkalimindaki azalmalar sirasiyla 200 uM/ml’de >6 loguo,
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100 uM/ml’de 4 logio’dur. Ayni enerji dozunda fotosensitizan konsantrasyonu 50
uM/ml degerine indirildigi aPDT deneylerinde CID MRSA-1 klinik izolat1 {izerinde
onemli 6lclide antimikrobiyal etkinlik gorilmedi (Sekil 9). CID MRSA-1 izolatinda
antimikrobiyal etkinlik gosteren aPDT parametrelerinin herhangi birinde [L] ve [PS]

gruplarinda bakteriyal sagkaliminda anlaml diistisler goriilmedi.

Sagkalim azalmas1 (log10)

Enerji dozu (J/cm2)

PS konsantrasyonu (uM,/ml) 40
W Sagkalimda azalma (logl0) [RPDT] 6 5 5 6 4
B Saskalmda azalma (log10) [PS] 0 0 0 0 0
W Sagkalmda azalma (log10) [K] 0 0 0 0 0
Sagkalimda azalma (logl0) [L] 0 0 0 0 0

Sekil 9. Py'nin kullanildigi aPDT'lerin CID MRSA-1 (zerindeki antimikrobiyal
etkinligi

Fotosensitizan amaglh Pg’nin kullamldigi aPDT deneylerinde 25-150 J/cm?
araliginda degisen enerji dozlari ve 6,25-100 pM/ml araliginda degisen Pe
konsantrasyonlar1  kombine  edildi. Deneylerde [100 pM+25  J/cm?]
kombinasyonunun kullanildig1 3. deneyde giiclii bir fotoinaktivasyon etki goriilmeye
basladi. 150 J/cm?’de fotosensitizan konsantrasyonu 6,25 uM’le diisiiriildiigiinde
MRSA-1 izerindeki antimikrobiyal etkinlik 6nemli 6lgiide azald1 (Sekil 10).
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=PE konsantrasronu (uM/ml)  ==Enery dozu (] /em?)
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Sekil 10. Pe’nin kullanildig1 deneylerde aPDT parametreleri (MRSA-1)

aPDT deneylerinde [S0pM/mI> + 25 J/cm?] Pe kombinasyonlarinda antimikrobiyal
etkinligin disik oldugu goriildi. 50 pM/ml’de 3 logio’luk sagkalim azalmasi
gorulirken 75 uM/ml’de 4 logio’luk azalma gerceklesti. [100 puM/ml+25 J/cm?], [50
UM/mI+50 J/em?], [25uM/mI+100 J/em?], [12,5 pM/mI+150 J/cm?] ve [6,25
UM/mI+150 J/cm?] aPDT kombinasyonlarinda CID MRSA-1 klinik izolati
sagkalimindaki diistisler sirasiyla 5 logio, >7 log10, 5 10g10, 6 10910 Ve 4 logio’dur.
Antimikrobiyal etkinlik gosteren aPDT parametrelerinin herhangi birinde [L] ve [PS]
gruplarindaki bakteriyal sagkaliminda anlamli disiisler goriilmedi (Sekil 11).
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Enesji dozu (J/cm?2)
PS konsantrasyormu (UM /ml) 100 30 25 125 6,25
B Sagkalimda azalma (logl0) [2PDT] 5 7 5 6 4
B Sagkalimda azalma (log10) [PS] 0 0 0 0 0
m Sagkalimda azalma (logl0) [K] 0 0 0 0 0
Sagkalimda azalma (logl0) [L] 0 0 0 0 0

Sekil 11. Pe'nin kullanildigi aPDT'lerin CID MRSA-1 (izerindeki antimikrobiyal
etkinligi
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Ppn ile gerceklestirilen aPDT deneylerinde Sekil 12°de goriildiigi gibi 25-150
Jiem? arahiginda degisen enerji dozlar1 ve 6,25-100 puM/ml arahginda degisen
fotosensitizan konsantrasyonlart kombine edilip, giiclii antimikrobiyal etkinlik
goriildiigii kombinasyon olan [100 pM+25 J/cm?]’de itibaren enerji dozu yiikseltilip,
Ppn konsantrasyonu diisiiriildii. 2 logio’luk azalmanin gorildigi [6,25 uM+150
Jlcm?] kombinasyonunun kullanildi§1 7.deneyden sonra parametre belirlenmesi

sonlandirildi.
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Sekil 12. Ppn’nin kullanildigi deneylerde aPDT parametreleri (MRSA-1)

25 Jlcm? enerji dozu ve 75 uM/ml Pen kombinasyonunda CiD MRSA-1’de 3
logio’luk bir azalma goriiliirken, aynmi enerji dozunda Ppn konsantrasyonunun 75
UM/mI’nin altina distirildiigii aPDT deneylerinde bakteriyal sagkaliminda onemli
Olglide disiisler gorulmedi. Ppn’nin kullanildigit aPDT deneylerinin sonuglari
antimikrobiyal etkinlik agisindan Pg’de elde edilen sonuglara benzerlik gostermis
olup [100 pM/mI+25 J/cm?], [50 pM/mI+50 J/cm?] ve [25uM/mi+100 J/cm?]
kombinasyonlarmin her birinde 5 logio’luk diisiisler gerceklesti. 150 J/cm? enerji
dozunun kullanildigi aPDT deneylerinde 12,5 uM/ml Ppn konsantrasyonunda 6
logio’un iizerinde azalma saptanirken, Ppn konsantrasyonu 6,25 pM/ml’ye
diistiriildiigiinde sagkalimdaki azalma 2 logio ile smirli kaldi. Deneylerde
antimikrobiyal etkinlik gosteren parametrelerin herhangi birinde [L] ve [P]

gruplarinda bakteriyal sagkaliminda anlamli diisiiler goriilmedi (Sekil 13).
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Sagkalim azalmasi (logld)

PPN
Enerji dozu (J/em?2) 25 50 100 150 150
PS konsantrasyonu (LM /ml) 100 30 25 125 6,25
B 5Sagkaimda azalma (logl0) [aPDT) > 3 3 G 2
B Sagkalimda azalma (logl0) [PS] a 0 ] 0 0
m Sagkalimda azalma (loglQ) [K] 0 0 0 0 0
Sagkalimda azalma (oglQ) [L] 0 0 0 0 0

Sekil 13. Ppn'nin kullanildigi aPDT'lerin CID MRSA-1 lzerindeki antimikrobiyal
etkinligi

aPDT deneylerinde Sekil 14’de goriildiigii gibi 25-150 J/cm? araliginda degisen
enerji dozlar1 ve 6,25-100 pM/ml araliginda degisen PpL konsantrasyonlar: kombine
edildi. Guglu bir antimikrobiyal etkinlik 3 deneyde kullanilan kombinasyonda yani
[100 pM+25 J/cm?]’de baslads; [6,25 uM+150 J/cm?] kombinasyonunun kullanildig:
7.deneyde antmikrobiyal etkinlik belirgin olciide diisiis gosterdi.
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Sekil 14. Pp. 'nin kullanildig1 deneylerde aPDT parametreleri (MRSA-1)
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Deneylerde [100 uM/ml+25 J/cm?], [50 pM/mI+50 J/cm?], [25uM/mi+100 J/cm?],
[125 puM/mI+150 J/cm?] ve [6,25 pM/mI+150 J/cm?] kombinasyonlart ile
gerceklestirilen aPDT’lerde CID MRSA-1 sagkalimindaki azalmalar sirasiyla 5 logio,
7 logio, 5 logio, >6 logio ve 4 logio’dur. Antimikrobiyal etkinlik gosteren aPDT
parametrelerin herhangi birinde [L] veya [PS] gruplarinda bakteriyal sagkaliminda

anlamli azalmalar gortilmedi (Sekil 15).
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Enerji dom (J/cm32) 25 50 100 150 150
PS konsantrasyonu (uM/ml) 100 30 25 125 6,25
W Sagkalmda azalma (loglQ) [aPDT) 5 7 3 G
W Sagkalimda azalma (logl0) [PS] 0 0 0 0 0
B Sagkalmada azalma (logl0) [K] 0 0 0 0 0
Sagkalmda azalma (logl0) [L] 0 0 0 0 0

Sekil 15. Ppi'nin kullamldigi aPDT'lerin CID MRSA-1 Uzerindeki antimikrobiyal
etkinligi

CID MRSA-1 iizerinde 6nemli 6lciide antimikrobiyal etkinlik gosteren aPDT
parametreleri ve bu parametrelerin diger CID MRSA klinik izolatlar1 iizerindeki
antimikrobiyal etkinligi Tablo 5’de gosterilmistir. Pm ile gergeklestirilen aPDT
deneylerinde MRSA-1 izolatinda 6 10g10’luk azalma saglayan [500 uM/mi+25 J/cm?]
kombinasyonu MRSA-2’de 4 logio’luk, MRSA-3’de 5 logio’luk azalma sagladi.
Pe’nin kullanildigi deneylerde MRSA-1 sagkaliminda 5 logio’luk azalma saglayan
[100 uM/ml+25 J/cm?] kombinasyonu MRSA-3 izolatinda 5 logio, MRSA-2’de ise 5
logio’un Uzerinde azalma sagladi. MRSA-1’de 5 logio’luk azalmalar saglayan [100
UM/ml Ppn+25 J/cm?] ve [100 uM/ml Ppi+25 J/cm?]  kombinasyonlarmin herbiri

diger iki MRSA klinik izolatinda 5 logio’un tlizerinde azalmalar sagladi.
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Tablo 5. aPDT’nin CID!* MRSA klinik izolatlarina kars1 antimikrobiyal etkinligi

aPDT! parametreleri

[aPDT]?

Pwm

[500 UM/mI+25 J/em?] 1x10?
Pe

[L0OpM/mI+25 J/em?] 2x104
Pen

[100 uM/mI+25 J/cm?] 1x10*
PeL

[100 uM/mI+25 J/cm?] 1x10%

L Coklu ilag diregli;

2Antimikrobiyal fotodinamik tedavi;
3Antimikrobiyal fotodinamik tedavi grubu;
4 Fotosensitizan grubu

5 Kontrol grubu

CiD MRSA-1
[PS]* [LP°
2x10° | 5x10°
1x10° | 5x10°
1x10° | 5x10°
2x10° | 5x10°

(K]

3x10°

5x10°

4x10°

4x10°

Canl hiicre sayis1 (cfu/ml)

CiD MRSA-2

[aPDT] | [PS]

5x10° 3x10°

9
(s 3x10
e 9
Oy 3x10
. 9
Oy 3x10

[L]
5x10°

5x10°
5x10°

5x10°

[K]
5x10°

5x10°
5x10°

5x10°

Ureme goriilmedi (10 "''lik diliisyonda iireme goriilmeyip, bakteriyal sagkalimindaki azalma >5 logio izerindedir)

[aPDT]
4x10*

4x104
oy

Uy

CiD MRSA-3
[PS] [L]
6x10° 5x10°
6x10° 5x10°
6x10° 5x10°
4x10° 5x10°

(K]
4x10°

4x10°
4x10°

4x10°
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3.2.2. Fotoinaktivasyonun Coklu Ila¢ Direncli Escherichia coli Klinik izolatlar
Uzerindeki Antimikrobiyal Etkinligi

Fotosensitizan olarak Pm’nin kullanildig: deneylerde 25-150 J/cm? araliginda
degisen enerji dozlar1 ve 100-600 pM/ml araliginda degisen Pm konsantrasyonlari
kombine edilerek aPDT parametrelerinin CID E.coli-1 klinik izolat1 iizerindeki
antimikrobiyal etkinlik incelendi. Giglu bir fotoinaktivasyon etkinlik 24. deneyde
kullanilan parametrelerde yani [600 pM/mI+100 J/cm?] kombinasyonunda
goriillmeye basladi. 150 J/cm? enerji dozunun ve 100 pM/ml fotosensitizan
konsantrasyonunun kombine edildigi 30. deneyde fotoianktivasyon etkinlik belirgin

Olciide azaldi (Sekil 16).
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Sekil 16. Py ’nin kullanildigi deneylerde aPDT parametreleri (E.coli-1)

Arastirmada [<75 J/cm?+<600 pM/ml] kombinasyonlari ile gerceklestirilen aPDT
deneylerinde CID E.coli-1 sagkaliminda énemli 6lgiide bir diisiis goriilmedi. [600
UM/mI+100 J/cm?], [500 pM/mI+125 J/cm?], [400 uM/mi+150 J/cm?], [300+150
Jiem?] ve [200 uM/mI+150 J/cm?] kombinasyonlar1 CID E.coli-1 sagkaliminda
sirastyla 4 10g10, 5 l0g10, >6 l0g10, >6 l0g10 Ve >6 logio’luk azalmalar sagladi. 150
Jlcm? enerji dozunda, Pm konsantrasyonu 100 pM/ml seviyelerine indirildiginde
aPDT’nin antimikrobiyal etkinligi belirgin 6l¢iide diistii. Antimikrobiyal etkinlik
gosteren aPDT parametrelerinin herhangi birinde [L] ve [PS] gruplarindaki
bakteriyal sagkaliminda anlaml diisiisler goriilmedi (Sekil 17).
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Sagkalim azalmas: (logl0)

Enerji dozu (] /cms) 100 123 150 150 130 150
PS kensauwn syoum (b /ml) €00 500 400 300 200 100
WSz glahla 2zzlma (logl0) [2FDT) 4 5 [ 3 [ 0
52 b 2zalma (legl0) [F3] 0 0 0 0 0 0
= 52 fahmda 2zalmaz (legl0) [K] 0 0 0 0 0 0
Sagkabmda 1zalma (logl 0 [[] 0 0 0 0 0 0

Sekil 17. Pynin kullanildigi aPDT'lerin CID E.coli-1 (izerindeki antimikrobiyal
etkinligi

Pe’nin kullamldig1 aPDT deneylerinde Sekil 18°de goriildiigii gibi 25-150 J/cm?
araliginda degisen enerji dozlar1 ve 50-400 pM/ml araliginda degisen Pe
konsantrasyonlar1 kombine edildi. [400 pM/mI+75 J/cm?] kombinasyonunun
kullanildigr 15.deneyde giiglii fotoianktivasyon etkinlik baslayip, [50 uM/mi+150

J/lcm?] kombinasyonunun kullanildigi 20. deneyde fotoianktivasyon etkinlik belirgin

Olclide azalmustir.
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450 150 150 150 160
7 400
E 12 140
2 30 120 g
T 300 ) 3
g . D 100 :

250
80 §‘
£ 200 el 200
8 60 e
g 150 E
& 100 00 10 8
& 50 50 20

0 0
| 18 19 0

Sekil 18. Pe’nin kullanildig1 deneylerde aPDT parametreleri (E.coli-1)

Deneylerde, [<400 pM/mI+<75 J/cm?] kombinasyonlarmin CID E.coli-1 iizerindeki
antimikrobiyal etkinliginin diisiik oldugu gériildii. [400 pM/ml+75 J/cm?], [300
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UM/mI+100 J/cm?], [200 pM/mI+125 J/cm?], [200 pM/mI+150 J/cm?], [100
UM/mI+150 J/cm?] ve [50 pM/mi+150 J/cm?] aPDT kombinasyonlarinda CID
E.coli-1 sagkalimindaki azalmalar sirasiyla 4 10gi0, >6 l0g10, 5 10910, >6 10910, 5 10910
ve 3 logio’dur. Deneylerde antimikrobiyal etkinlik gosteren fotosensitizan ve enerji
dozu kombinasyonlarmin herhangi birinde [L] veya [PS] gruplarinda bakteriyal

sagkaliminda anlamli azalmalar goriilmedi (Sekil 19).
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Enerji dozu J /em2) 7 100 125 150 150 130
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W 5agkalimda azaloa (logll) [aFDT] 4 6 5 6 5 3
W 53 gkakaonda azalma (logl0) [PS] 0 0 o o o 0
W Sagkakmda azalma (logl0) [K] 0 0 0 0 0 0
Sagkakmda azalma (logll) [L] 0 0 0 0 0 0

Sekil 19. Pe’nin kullamldigi aPDT'lerin CID E.coli-1 Uzerindeki antimikrobiyal
etkinligi

Pen’nin fotosensitizan olarak kullanildigi aPDT deneylerinde 25-150 J/cm?
araliginda degisen enerji dozlari, 50-500 pM/ml araliginda degisen Pen
konsantrasyonlar1 kombine edildi. CID E.coli-1 klinik izolat1 iizerinde giiclii
fotoinaktivasyon etki 400 uM/ml fotosensitizan konsantrasyonu ve 75 J/lcm? enerji
dozunun kombine edildigi 17.deneyde gerceklesti. [50 uM/mI+150 J/cm?]
kombinasyonunun kullanildig1 23.deneyde aPDT’nin fotoinaktivasyon etkinligi

belirgin 6l¢iide azaldi (Sekil 20).
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Sekil 20. Ppn’nin kullanildigi deneylerde aPDT parametreleri (E.coli-1)

25-50 J/cm?+ <500 uM/ml Pen’nin kombine edildigi aPDT deneylerinde sagkalimda
onemli diisiisler goriilmedi. Benzer sekilde 75 J/cm? enerji dozu ile gerceklestirilen
aPDT deneylerinde 300 pM/ml ve altindaki Pen konsantrasyonlarinda E.coli-1
sagkaliminda 6nemli dl¢iide azalma goriilmedi, ancak ayni enerji dozunda 300 pM/ml
Ppn konsantrasyonu 3 logio, 400 ve 500 pM/ml Ppn konsantrasyonlarinin her biri 5
logi0’luk azalmalar sagladi. [400 uM/mI+100 J/cm?], [300 uM/ml+125 J/cm?] ve [200
HUM/mI+150 J/cm?] kombinasyonlarinm her biri 6 l0gio’un iizerinde azalmalar sagladi.
100 pM/ml Pen konsantrasyonu ve 150 J/em? enerji dozunun galisildigi deneylerde
bakteriyal sagkalimindaki azalma 5 log’dur. Ayni enerji dozunda 50 uM/ml Ppn 3
logio’luk bir azalma sagladi. E.coli-1’de fotoinaktivasyon etkinligi olan aPDT
parametrelerinin herhangi birinde [L] veya [PS] gruplarinda bakteriyal sagkaliminda

anlamli azalmalar goriilmedi (Sekil 21).
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Sekil 21. Ppn’nin kullanildigs aPDT'lerin CID E.coli-1 (zerindeki antimikrobiyal
etkinligi

PpL ’nin fotosensitizan amagh kullanildig1 deneylerde Sekil 22°de goriildiigi gibi
25-150 J/cm? araliginda degisen enerji dozlar1 ve 25-400 pM/ml araliginda degisen
PpL konsantrasyonlart kombine edildi. Gigli bir antimikrobiyal etkinlik 12. deneyde
kullanilan [300 uM/mlI+50 J/cm?] aPDT kombinasyonunda basladi. [25 pM/ml+150

Jlem?] kombinasyonunun kullanildig1 18.deneyde fotoinaktivasyon etkilik belirgin

Olgiide azald.
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Sekil 22. Pp.'nin kullanildig1 deneylerde aPDT parametreleri (E.coli-1)

25 J/cm?+<400 UM PpL kombinasyonlarinin parametre olarak kullanildig1 deneylerde
aPDT’nin antimikrobiyal etkinligi diisiik veya yoktu. 100, 200 ve 300 pM/mi
konsantrasyonlarmin 50 J/cm? enerji dozunda calisildign aPDT’lerde bakteriyal
sagkaliminda 3-5 logio arasinda degisen azalmalar gergeklesti. [400 puM/mi+50
Jlem?] kombinasyonu CID E.coli 1°de 6 logio’un iizerinde bir azalma sagladi. [300
UM/mI+75 J/cm?] ve [200 pM/mI+100 J/cm?] kombinasyonlarinin her birinde
bakteriyal sagkaliminda 5 logio’luk diisiisler goriiliirken, [100 pM/ml+125 J/cm?]
kombinasyonundaki diisiis 6 logio’dur. 150 J/cm? enerji dozu ile gerceklestirilen
aPDT deneylerinde bakteriyal sagkalimindaki diistis 50 pM/ml’de 4 logi, 25
uM/ml’de 2 logio’dur. Fotoinaktivasyonun goriildiigii parametrelerde [L] veya [PS]
gruplarinda bakteriyal sagkaliminda anlaml diistisler goriilmedi (Sekil 23).

41



—
=

Sagkalim azalmasi (logll)

—

Ener dou ] /em2) 30 T3 100
P45 bonaamtresrom: (oAl m) 400 A0 00
mSagtabmds azlma (logl0) [2FD'T] [ 3 &
m Safkabmds azadma (logld) [F3] ] 0 0 0
B Sagfalmda ardma (logld) [F ] 0 0 0
Saghabmds azdlma (Jogld) [L] ] ] ] ]

i
L]
B
L]

I ]
=

Sekil 23. Pp.’nin kullamldigi aPDT'lerin CID E.coli-1 Uzerindeki antimikrobiyal
etkinligi

CID E.coli-1 tzerinde giicli fotoinaktivasyon gosteren aPDT parametrelerinin
CID E.coli-2 iizerindeki antimikrobiyal etkisi su sekildedir: 200 uM/ml Pm ve 150
Jlcm? enerji dozu kombinasyonu CID E.coli-1 sagkaliminda >6 logio’luk azalma
saglarken, E.coli-2’de 3 logio’luk bir azalma sagladi. E.coli-1 sagkaliminda 6
logio’un azalma [100 pM/ml Pp+125 J/cm?] kombinasyonu; 6 logio’un iizerinde
azalmalar saglayan [200 pM/ml Pe+150 J/cm?], [200 uM/ml Pen+ 150 J/cm?]
kombinasyonlar1 CID E.coli-2 klinik izolatinda da ayn1 etkiyi gosterdi (Tablo 6).
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Tablo 6. aPDT’nin CID! E.coli klinik izolatlarina kars1 antimikrobiyal etkinligi

Canl hiicre sayisi (cfu/ml)

cip cip
E.coli-1 E.coli-2
[aPDTP | [PS]* | [LP K] [aPDT] | [PS] [L] K]
[PZN(I)O UM/MI+150 Jem?] 1x10% 7x10° | 3x10° | 4x10° 4x10 7x10° | 3x10° 4x10°
FZEOOuM mi+150 o] OYS | 4x10° | 7x10° | 7x10° | UY | 4x10° | 3x10° | 3x10°
szgo M/mI+150 J/em?] oy 4x10° | 7x10° | 4x10° )% 4x10° | 3x10° | 4x10°
PeL 3x10° 3x10° | 3x10° | 4x10° | 6x10° | 3x10° | 7x10° |  4x10°

[100 uM/mI+125 J/cm?]

L Coklu ilag direci;

2Antimikrobiyal fotodinamik tedavi;

3Antimikrobiyal fotodinamik tedavi grubu;

4 Fotosensitizan grubu

5 Kontrol grubu

6 Ureme goriilmedi (10 “'lik diliisyonda iireme goriilmeyip, bakteriyal sagkalimindaki azalma >6 log iizerindedir)

3.2.3. Fotoinaktivasyonun Coklu fla¢ Direncli Pseudomonas aeruginosa Klinik
izolatlar1 Uzerindeki Antimikrobiyal Etkinligi

25-150 J/cm? enerji dozu ve 600 uM/ml > Pwm konsantrasyonu
kombinasyonlarmin kullanildig: (Sekil 24) deneylerde 25-50 J/cm? ve <600 puM/ml
Pm kombinasyonlarinda aPDT’nin CID P.aeruginosa-1 klinik izolatina kars
fotoinaktivasyon etkinligi diisiik seviyelerdeydi. Gicli fotoinaktivasyon etkinlik
21.deneyde kullanilan [600 uM/mI+100 J/cm?] kombinasyonunda goriildi. [400
UM/mI+150 J/cm?] kombinasyonunun kullamldig1 23. deneyde ise fotoinaktivasyon

etkinlik azalmaya basladi.
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Sekil 24. Pyv’nin kullanildig1 deneylerde aPDT parametreleri (P.aeruginosa-1)
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100 J/cm? enerji dozlarmin kullanildigi aPDT deneylerinde 500 pM/ml ve altindaki
konsantrasyon degerlerinde antimikrobiyal etkinlik diisiik iken, ayni enerji dozunda
600 uM/ml’de >5 logio’luk bir disiis gorildi. Enerji dozu 150 J/cm?
yikseltildiginde 500 pM/ml’de 5 logi, 400 pM/ml’de 4 logio’luk disiisler
gerceklesti. Etkili fotoinaktivasyonun goriildiigi parametrelerin herhangi birinde [L]

veya [PS] gruplarinda sagkalim azalmasi gorilmedi (Sekil 25).
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Sekil 25. Pm’nin  kullanildigi  aPDT'lerin  CID  P.aeruginosa-1 izerindeki
antimikrobiyal etkinligi

Fotosensitizan olarak Pe’nin kullanildign aPDT deneylerinde 25-150 J/cm?
araliginda degisen enerji dozlari ile 25-400 uM/ml araliginda degisen fotosensitizan
konsantrasyonlari kombine edildi. 12. aPDT deneyinde kullanilan kombinasyonda
giiclii antimikrobiyal etkinlik goriilmeye basladi. aPDT’nin fotoianktivasyon
etkinliginin  belirgin  dl¢lide azaldigt kombinasyon 15.deneyde kullanilan
parametrelerdir (100uM/ml+150 J/cm?) etkinligi (Sekil 26).

L
Ch L =]
-—PE, konsantrasyonu (/o) =—Enerji dozu (J /cm2)
450 160
— 150
z 400 140
= -
i 350 120 E-]
E 300 100 =:
2. 250 g‘ =]
8 200 200 L =
= 2 =
8 s 60 ?:
£ 0 oo 40 B
W
- 50 20
o o
2 & 7 2 13 14 15
F O &

Sekil 26. Pe’nin kullanildig1 deneylerde aPDT parametreleri (P.aeruginosa-1)
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25 J/cm? enerji dozunda 400 pM/ml, 50 J/cm? enerji dozunda 200 pM/ml ve
300 pM/ml Pe kombinasyonlarinda antimikrobiyal etkinlik disiik olup, bakteriyal
sagkalimmdaki azalma 3 logio ve altindadir. 50 J/cm? enerji dozunda Pe
konsantrasyonu 400 uM/ml seviyesine yiikseltildiginde sagkalimdaki azalma da 4
logio’a yilkseldi. [300 uM/ml+100 J/cm?], [200 pM/mI+150 J/cm?] ve [100
UM/mI+150 J/cm?] kombinasyonlarinda CiD P.aeruginosa-1 sagkalimindaki azalma
sirastyla 5 logio, >6 logio ve 3 logio’dur. Fotoinaktivasyon saglayan aPDT
parametrelerinin herhangi birinde [L] veya [PS] gruplarinda bakteriyal sagkaliminda

anlamli azalmalar goriilmedi (Sekil 27).
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B Sagkalimda azmlma (logll) [K] o 0 0 o

Zagkalimda azlma (logll) [L] ] 0 0 o

Sekil 27. Pg’nin  kullanildigit  aPDT'lerin  CID P.aeruginosa-1 uzerindeki

antimikrobiyal etkinligi

Sekil 28°de Pen kullanildigi aPDT deneylerinde CID P.aeruginosa-1 izolati
lizerinde guicli fotoianktivasyon etki [300 uM/ml+100 J/cm?] kombinasyonunda
yani 12.deneyde goriilmeye basladi. 150 J/cm? enerji dozunda fotosensitizan
konsantrasyonu 100 pM/ml’e diisiirildiiginde fotoianaktivasyon etkinliginin de

diistiigii gorildii.
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Sekil 28. Ppn’nin kullanildigi deneylerde aPDT parametreleri (P.aeruginosa-1)

Deneylerde [400 pM/ml+25 J/cm? ] ve [200 uM/mI+50 J/cm?], [300 puM/mI+50
Jiem?], [400 pM/mI+50 J/cm?] kombinasyonlarmimn her birinin antimikrobiyal
etkinligi disiik oldugu ve bakteriyal sagkalimindaki azalmanm 3 logio ve altinda
oldugu tespit edildi. CID P.aeruginosa-1 giiclii bir antimikrobiyal etki [300
UM/mI+100 J/cm?] kombinasyonunda gergeklesmis olup, bu deneyde 5 logio
diizeyinde sagkalim azalmasi gorildi. 150 J/cm? enerji dozunun kullanildigs aPDT
deneylerinde 200 pM/ml ve 100 puM/ml Ppn konsantrasyonlarinin her birinde 4
logio’luk  azalmalar  saptandi.  Antimikrobiyal etkinlik  gosteren aPDT
parametrelerinin herhangi birinde [L] veya [PS] gruplarinda sagkalimda anlamli

azalmalar gorulmedi (Sekil 29).
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Sekil 29. Pen’nin  kullamldign  aPDT'lerin  CID P.aeruginosa-1 (izerindeki

antimikrobiyal etkinligi
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Pe_’nin fotosensitizan amagh kullanildigi aPDT deneylerinde 25-150 J/cm?
araliginda degisen enerji dozlar1 ve 25-300 uM/ml araliginda degisen fotosensitizan
konsantrasyonlar: kombine edildi. [200 uM/mI+100 J/cm?] kombinasyonunda giiclii
bir antimikrobiyal etkinlik gorilmeye basladi. [50 uM/mI+150 J/cm?]
kombinasyonunun kullanildigr 11. deneyde ise fotoianktivasyon etkinlikte azalma
basgdsterdi (Sekil 30).
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Sekil 30. Pp_’nin kullanildigi deneylerde aPDT parametreleri (P.aeruginosa-1)

25 Jlcm? enerji dozunda 300 pM/ml > konsantrasyon degerlerinde PpL
kombinasyonlar1 ile gergeklestirilen aPDT CID P.aeruginosa-1’e karst smirl
antimikrobiyal etkinlik gosterdi. Deneylerde [100 pM/mlI+50J/cm?] ve [200
UM/mI+50J/cm? ] kombinasyonlarinda aPDT CID P.aeruginosa-1 klinik izolatinda
sirastyla 3 ve 4 logio’luk diisiisler sagladi. [100 puM/ml+100 J/cm?]
kombinasyonunda bakteriyal sagkalimindaki azalma 5 logio iken, [50 pM/ml+150
Jiem?]’de azalma 4 logio’dur. Fotoinaktivasyon gerceklesen aPDT parametrelerinin
herhangi birinde [L] veya [PS] gruplarinda bakteriyal sagkaliminda anlaml

azalmalar gorulmedi (Sekil 31).

47



Sagkalim azalmas: (logll)

Enerji dozu (J/em2)
P3 konsantrasyounu (WO ml) 200 100 30
W Sagkalimda azlona (loglld) [fPDT]
M Sagkalimda azalan (logll) [FS]
m Sagkalimda azalom (logll) [K]
Sagkalimnda azalma (legll) [L]

(=T T~ Y
=R =R =

Sekil 31. Pp.’nin  kullanildign  aPDT'lerin  CID  P.aeruginosa-1 tizerindeki

antimikrobiyal etkinligi

CID P.aeruginosa-1 klinik izolatina karsi etkili fotoinaktivasyon gdsteren
aPDT parametreleri ve bu parametrelerin diger CID P.aeruginosa izolatlarma kars
antimikrobiyal etkinligi Tablo 7’de gosterildigi gibidir. CID P.aeruginosa-1
sagkaliminda  >5 logio’luk azalma saglayan [600 puM/ml Pw+100 J/cm?]
kombinasyonu, CID P.aeruginosa-2 sagkalimida 6 logio, CID P.aeruginosa-3
sagkaliminda 4 logio, CID P.aeruginosa-4 sakaliminda ise >5 logio’luk diisiisler
sagladi. CID P.aeruginosa-1 sagkaliminda 5 logio’luk diisiis saglayan [300 uM/ml
Pe+100 J/cm?] kombinasyonu CID P.aeruginosa-2 ve P.aeruginosa-4’iin herbirinin
sagkaliminda >7 logio’luk bir diisiis saglarken, CID P.aeruginosa-3’deki sagkalim
azalmas1 5 logio’dur. CID P.aeruginosa-1 tizerinde 5 logio’luk azalma saglayan [300
UM/mI Ppn+100 J/ecm?] kombinasyonu P.aeruginosa-4 disindaki klinik izolatlarda
ayni etkiyi gosterirken, P.aeruginosa-4’iin sagkaliminda 6 logio’luk bir disiis
sagladi. CID P.aeruginosa-1 sagkaliminda 5 logio’luk azalma saglayan [100 uM/ml
PpL+100 J/cm?] kombinasyonu, CID P.aeruginosa-4’de aym etkiyi gosterirken, diger

klinik izolatlarda 4 logio’luk bir azalma sagladi.
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Tablo 7. aPDT’nin CID! P.aeruginosa klinik izolatlarmna kars1 antimikrobiyal etkinligi

aPDT?! parametreleri

Pwm
[600 uM/mI+100 J/cm?]

Pe
[300uM/mI+100 J/cm?]

Pen
[300 uM/mI+100 J/cm?]

PrL
[100 uM/mI+100 J/cm?]

L Coklu ilag direci;

[aPDT]?
oys
2x104
2x10*

8x10*

2Antimikrobiyal fotodinamik tedavi;

SAntimikrobiyal fotodinamik tedavi grubu;

4 Fotosensitizan grubu
5 Kontrol grubu

Cip

P.aeruginosa-1

[PS]*
5x10°
6x10°
7x10°

4x10°

[LP°

3x10°
6x10°
6x10°

6x10°

[K]

1x10°
4x10°
4x10°

4x10°

[aPDT]

1x10°
'

6x10*
2x10°

Ccip

Canl hiicre sayis1 (cfu/ml)

P.aeruginosa -2

[PS]
3x10°

2x10°
8x10°

5x10°

[L]
2x10°

2x10°
2x10°

5x10°

(K]
3x10°

2x10°
2x10°

2x10°

6L:)reme gorilmedi (10 "lik diliisyonda iireme goriilmeyip, bakteriyal sagkalimindaki azalma >5 logo Uzerindedir)
"Ureme gorilmedi (10 'lik diliisyonda iireme goriilmeyip, bakteriyal sagkalimindaki azalma >7 logzo tizerindedir

[aPDT]

2x10°
4x104
3x10*

2x10°

Cip

P.aeruginosa -3

[PS]
5x10°

3x10°
4x10°

4x10°

[L]
4x10°

4x10°
5x10°

4x10°

[K]

2x10°
8x10°
8x10°

8x10°

[aPDT]
Uye
uy?

3x108

5x10*

CiD

P.aeruginosa -4

[PS]
9x10°

2x10°
2x10°

2x10°

[L]
1x10°

1x10°
1x10°

1x10°

(K]
5x10°

1x10°
1x10°

2x10°
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3.2.4. Fotoinaktivasyonun Coklu fla¢ Direncli Klebsiella pneumoniae Klinik

izolatlar1 Uzerindeki Antimikrobiyal Etkinligi

Pm’nin fotosensitizan olarak kullanildigi aPDT deneylerinde 50 J/cm?, 100
Jlem?, 125 J/cm? ve 150 J/cm? enerji dozlarinmn herbirinde Sekil 32°de goriildiigii gibi
Pwm konsantrasyonlar1 kademeli bir sekilde arttirilarak aPDT’ nin CID K.pneumoniae-
1 izerindeki antimikrobiyal etkinligi incelendi. Giclu bir antimikrobiyal etkinlik 22.

deneyde kullanilan [650 pM/ml+150J/cm?] kombinasyonunda gerceklesti.
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Sekil 32. Pv’nin kullanildigi deneylerde aPDT parametreleri (K. pneumoniae-1)

50 J/cm? haricindeki enerji dozlarinda CID K.pneumoniae-1’e karsi antimikrobiyal
etkinin goriilmeye basladigi Pm konsantrasyonu 650 pM/ml’dir. 650 uM/ml Pwm
konsantrasyonunda, herbir enerji dozunda bakteriyal sagkalimindaki azalma 100
Jiem?de 3 logio, 125 J/cm?’de 3 logio, 150 J/cm?’de 5 logio’dur. Fotoinaktivasyon
etkisinin goriildiigti aPDT parametrelerinin herhangi birinde [L] veya [PS]

gruplarinda sagkalim azalmasi gorilmedi (Sekil 33).
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Sekil 33. Pwm’nin kullanildigit aPDT'lerin CiD K. pneumoniae-1 (izerindeki

antimikrobiyal etkinligi

Pe ile yapilan aPDT deneylerinde Sekil 34’de gériildiigii gibi 50-150 J/cm?
araliginda degisen enerji dozlar1 ve 25- 200 pM/ml araliginda degisen fotosensitizan
konsantrasyonlari1  kombine edilerek aPDT’nin  fotoinaktivasyon etkinligi
degerlendirildi. Giiglii bir fotoinaktivasyon etkinlik 100 J/cm? enerji dozu ve 200
MM/ml fotosensitizan konsantrasyonu paremetrelerinin kombine edildigi 8. deneyde
gerceklesti.  Fotoianktivasyon  etkinligi  azaldigt  kombinasyon ise [50

UM/mIl+150J/cm?]’dur.
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Sekil 34. Pe’nin kullanildigi deneylerde aPDT parametreleri (K. pneumoniae-1)
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50 J/cm? enerji dozunda <200 pM/ml Pg konsantrasyonlari ile gerceklestirilen aPDT
parametreleri CID K.pneumoniae-1’e kars1 antimikrobiyal etkinlik gostermedi. 100
Jlem? enerji dozunda 200 puM/ml ve 100 pM/ml Pe konsantrasyonlarmin her birinde
bakteriyal sagkalimindaki azalma 6 logio ve 5 logio’dur. Deneylerde [100
UM/mI+125 J/cm?] ve [50uM/mI+150 J/cm?] kombinasyonlar1 CID K.pneumoniae-
1 sagkaliminda sirasiyla 5 logio ve 4 logio’luk azalmalar sagladi. Antimikrobiyal
etkinlik gosteren aPDT parametrelerinin herhangi birinde [L] veya [PS] gruplarinda

bakteriyal sagkaliminda anlamli azalmalar goriilmedi (Sekil 35).

Sagkalim azalmas: (logl0)

Enerji dozu (J/cm?2)
PS konsantrasyonu (uM,/ml) 200 100
M Sagkalimda azalma (log10) [aPDT] 6 5
B Sagkalimda azalma (log10) [P 0 0
m Sagkalimda azalma (log10) [K] 0 0
Sagkalimda azalma (log10) [L] 0 0

. w
o

00

3 4
0 0
0 0
0 0

Sekil 35. Pg’nin kullanildigi aPDT'lerin CID K. pneumoniae-1 izerindeki

antimikrobiyal etkinligi

Pen’nin fotosensitizan olarak kullanildigi deneylerde 50-150 J/cm? araliginda
degisen enerji dozlar1 ve 50-500 pM/ml araliginda degisen Ppn konsantrasyonlari
kombine edildi. Giiglii fotoinaktivasyon etkinlik [100 uM/mI+100 J/cm?]
kombinasyonunun kullanildigi 7.deneyde gerceklesti. [SO pM/mI+150 J/cm?]
kombinasyonunun kullanildig1 11.deneyde antimikrobiyal etkinlik belirgin olgiide

diisiis gosterdi (Sekil 36).

52



=P l-\'mn.mn.u.\'rmu r,,,:.\i,’:'nh =Enerni doa |'_| Jem?)
G0 160

150
/ 140
120

o 100
0

00

400

300

200

(g f [} mzop Hssugy

LU

PS5 konsantrasyona (=M /mi)

100

Sekil 36. Ppn’nin kullanildigi deneylerde aPDT parametreleri (K. pneumoniae-1)

Deneylerde, 50 J/cm? enerji dozu ve <500 pM/ml Pen kombinasyonlar: ile
gercekletirilen aPDT’lerin fotoinaktivasyon etkinligi yoktu. Sekil 37’de bazi
kombinasyonlarm fotoinaktivasyon sonucu verilmekle birlikte, 100 J/cm? enerji
dozunda 200 pM/ml, 300 pM/ml, 400 pM/ml ve 500 pM/ml Pen
konsantrasyonlarinin ¢alisildig1 deneylerde CID K.pneumoniae-1 klinik izolatinda >6
logio’luk azalmalar gorildi. [100uM/mI+125 Jiem?] ve [200puM/ml+125 J/cm?]
parametrelerinde sirasiyla 4 logio Ve 5logio’luk disiisler goriilirken, [SOuM/mI+150
Jiem?] kombinasyonundaki diisiis 3 logio diizeyde smrl kaldi. Antimikrobiyal
etkinligi olan aPDT parametrelerinin herhangi birinde [L] veya [PS] gruplarinda

sagkalim azalmasi goriilmedi.

Sagkalim azalmas: (logl0)
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= Sagkalimda azalma (log10) [K]
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Sekil 37. Ppn’nin kullanildign aPDT'lerin CID K. pneumoniae-1 izerindeki
antimikrobiyal etkinligi
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PpL ile gergeklestirilen aPDT deneylerinde Sekil 38’de goriildigii gibi 50-150
Jlem? araliginda degisen enerji dozlar1 ve 25-200 pM/ml araliginda degisim gosteren
PrL konsantrasyonlart kombine edilerek aPDT’nin fotoinaktivasyon etkinligi
degerlendirildi. Giiclii fotoiankativasyon etkinlik [100 uM/mI+50 J/cm?]
kombinasyonun kullanildign  3.deneyde basladi. [200 uM/mI+50 J/cm?]
kombinasyonun kullanildigi 4.deneyden de ayni sonug¢ goriildii. 150 J/cm? enerji
dozu 25 pM/ml fotosensitizan konsantrasyonunun kombine edildigi 8. deneyde

fotoianktivasyon etkinlik belirgin dlglide azaldi.
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Sekil 38. Pp_’nin kullanildigi deneylerde aPDT parametreleri (K. pneumoniae-1)

Sekil 39’da baz1 kombinasyonlarin fotoinaktivasyon etkinligi gosterilmekle birlikte,
[100uM/mI+50 J/cm?]  ve [200puM/mI+50 J/cm?] kombinasyonlarmin herbirinde
sagkalim azalmas1 5 logio’dur. [100uM/mI+100 J/cm?], [100puM/mIi+125)/cm?] ve
[50 uM/mI+125 J/cm?] kombinasyonlarm kullanildigi aPDT deneylerinde sagkalim
azalmasi sirastyla 5 logio, >6 logio ve 5 logio’dur.  [25uM/mI+150 J/cm?]
kominasyonu CID K.pneumoniae-1 klinik izolatinda 3 logio’luk bir azalma sagladi.
Fotoinaktivasyon gerceklesen aPDT parametrelerinin herhangi birinde [L] veya [PS]

gruplarinda bakteriyal sagkaliminda anlamli azalmalar goriilmedi.
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Sagkalim azalmasi (logl0)

PPL
Enerii dozu (J/em2) 100 125 150
PS konsantrasyonu (WA/ml) 100 50 25

W Sagkalimda azalma (log10) [aPDT] 5

B Sagfkalimda azalma (log10) [PS] 0

B Sagkalimda azalma (log10) [K] 0
Sagkalimda azalma (log10) [L] 0
Sekil 39. Pp.’nin kullamldigi aPDT'lerin CID K. pneumoniae-1 (izerindeki

antimikrobiyal etkinligi

CID K.pneumoniae-1 klinik izolatna kars: giiclii antimikrobiyal etki gosteren
aPDT parametreleri ve bu parametrelerin diger CID K.pneumoniae-2 klinik izolatina

kars1 antimikrobiyal etkinligi Tablo 8’de gosterildigi gibidir.

Tablo 8. aPDT nin CID* K. pneumoniae-1 Klinik izolatlarma kars1 antimikrobiyal etkinligi

Canl hiicre sayisi (cfu/ml)

Cip Cip

K. pneumoniae-1 K. pneumoniae-2
[aPDTP® | [PS]* | [LP K] [aPDT] | [PS] [L] K]
Pm 4 9 9 9 V6 9 9 9
[650 uM/mI+150 J/cm?] 2x10 4x10 3x10 3x10 Uy 7x10 3x10 4x10
Pe 4 9 9 9 5 9 9 9
[200uM/mI+125 Jcm?] 2x10 4x10 3x10 7x10 2x10 4x10 3x10 3x10
Pen 4 9 9 9 3 9 9 9
[200 uM/mI+1253/cm?] 2x10 3x10 3x10 4x10 6x10 4x10 3x10 4x10
PpL

3 9 9 9 3 9 9 9
[100 uM/mI+125 J/em?] 8x10 7x10 3x10 4x10 2x10 3x10 7x10 4x10

L Coklu ilag direci;

2Antimikrobiyal fotodinamik tedavi;

3Antimikrobiyal fotodinamik tedavi grubu;

4 Fotosensitizan grubu

5Kontrol grubu

6 Ureme gorilmedi (10 “"lik diliisyonda tireme goriillmeyip, bakteriyal sagkalimindaki azalma >6 log iizerindedir)

CID K.pneumoniae-1 sagkaliminda 5 logio’luk azalma saglayan [650 uM/ml

Pm+150 J/cm?] kombinasyonu, CID K.pneumoniae-2 sagkaliminda >6 logio azalma
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sagladi. [200 uM/ml Pe+125 J/cm?] kombinasyonu K.pneumoniae-1’de 5 logio’luk,
K.pneumoniae-2’de 4 logio’luk diisiis sagladi. [200 uM/ml Pen+125 J/cm?]
kombinasyonu K.pneumoniae-1 sagkaliminda 5 logio’luk diisiis saglarken,
K.pneumoniae-2’deki diisiis 6 logio’dur. [100 pM/ml Pp+125 J/cm?] aPDT
kombinasyonuda her iki izolatta ayn1 etki goriilmiis olup, bakteriyal sagkalimindaki
azalma 6 logio’dur (Tablo 7).

3.2.5. Fotoinaktivasyonun Coklu ila¢ Direncli Acinetobacter baumannii Klinik
izolatlar1 Uzerindeki Antimikrobiyal Etkinligi

Sekil 40°da gorildigi gibi 25-400 pM/ml araliginda degisen Pwm
konsantrasyonlar1 ve 50-150 J/cm? arahginda degisen enerji dozlari ile kombine
edilerek aPDT’nin fotoinaktivasyon etkisi degerlendirildi. Gicli fotoianktivasyon
etkinlik 5 deneydeki kombinasyonla basladi. [S0 pM/mI+150 J/cm?]
kombinasyonunun kullanildigi 9. deneyde fotoianktivasyonun etkinligi onemli

Olgiide diistii.

==PM konsantrasyonu (LM /ml) =Enerji dozu (J/cm?2)

430
400
350
300
250
200
150
100

50

160
140
120
100
80
60
40
20

PS konsantrasyonu (nM /ml)
(g /[) nzop Hssug

Sekil 40. Pv’nin kullanildigr deneylerde aPDT parametreleri (A.baumannii-1)

aPDT deneylerinde [400 pM/mI+25 J/cm?] ve [300 pM/mI+50 J/cm?]
parametrelerinin herbiri CID A.baumannii-1 klinik izolatinda 4 logio’luk azalma
sagladi. [200 uM/ml+100 J/cm?], [100 pM/mI+100 J/cm?], [100 uM/ml+150 J/cm?]
ve [50 uM/ml+150 J/cm?] kombinasyonlari ile gerceklestirilen aPDT deneyleri CID
A.baumannii-1 sagkaliminda >6 logio, 5 logio, >6 logio ve 3 logio’luk disiisler
sagladi. Fotoinaktivasyon gosteren aPDT parametrelerinin herhangi birinde [L] veya

[PS] gruplarinda sagkalim azalmasi goralmedi (Sekil 41).
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Sagkalum azalmau (loglQ}

Enesi dozu (J/am2) 100 100 150

PS konsantrasyonu (uM/ml) 200 100 100
m Sagkahmda azalma (log10) [aPDT] 6 5 6
m Sagkahmda azalma (log10) [PS] 0 0 0
® Sagkahmda azalma (log10) [K] 0 0 0
] Sagkahmda azalma r‘loglO ) L] 0 0 0

—
i
(=]

OoOm%

Sekil 41. Pwnin kullanildigi  aPDT'lerin  CID A.baumannii-1  Uzerindeki
antimikrobiyal etkinligi

Fotosensitizan olarak Pg’nin kullanildigt aPDT deneylerinde sekil 42’de
goriildiigii gibi 25-150 J/cm? araliginda degisen enerji dozlar ile 3,125-100 pM/ml
araliginda degisen konsantrasyonlar kombine edildi. Gugli antimikrobiyal etkinlik

3.deneyde kullanilan [100 pM/ml+25 J/cm?] kombinasyonunda gdriilmeye basladi.

=PE. . konsantmasyonu (pA/ml)  —Eneni dozu (J/em2)

120 160
3 150 .\
= 100 140
= 120 m
- 2
E L o0 100 =§‘
y
g 0 5 80 8
B =

60

2 0 ¢ %‘"
| : o &

0
£ 805 3 135 X

0 0
1 2 3 4 5 6 T 8

Sekil 42. Pe’nin kullanildigi deneylerde aPDT parametreleri (A.baumannii-1)

Deneylerde enerji dozunun yikseltilmesi ve fotosensitizan konsantrasyonunun

diigiiriilmesi  prensibi dogrultusunda belirlenen aPDT parametrelerinin  CiD
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A.baumannii-1 klinik izolatina kars1 fotoinaktivasyon etkinligi Sekil 43’de
gosterildigi gibidir. 25 J/cm? enerji dozunun kullanildigi deneylerde bakteriyal
sagkalimindaki azalmanin 6nemli 6l¢iide oldugu konsantrasyon 50 puM/ml olup,
azalma 4 logio’dur. Aymi enerji dozunda 100 uM/ml Pe konsantrasyonunda 6
logio’un {izerinde bir azalma meydana geldi. [50 uM/ml+50 J/em?] ve [25
UM/mI+100 J/cm?] kombinasyonlarinin her birinde sagkalim azalmasi sirasiyla >6
logio ve 5 logio’dur. [12,50 uM/mI+150 J/cm?], [6,25 pM/mI+150 J/cm?] ve [3,125
UM/mI+150 J/cm?] kombinasyonlarinin herbiri CID A.baumannii-1’de 6 logio’luk
bir azalmalar sagladi. Fotoinaktivasyonun goriildiigii aPDT parametrelerinin

herhangi birinde [L] veya [PS] gruplarinda sagkalim azalmasi gortilmedi.

=
g
2
H
2
1
FE
Enesji dozo (J /emZ) 25 50 100 150 150 150
PS konsantrasvonn (u/ mi) 100 50 25 125 6,25 3,125
m Safkahmda azalma (JloglQ) [aPDIT] 6 i 5 6 G G
B Saglkahmda azakma (logl0) [PS] ] o [} o o o
B Sagleahmda azakma (logl0) [K] ] (1] o} o 0 o
Saglkahmda azakma (log10) [L] ] o 1] o 1] o

Sekil 43. Pgnin  kullanildigi  aPDT'lerin  CID  A.baumannii-1  zerindeki
antimikrobiyal etkinligi

Pen’nin kullanildigit aPDT deneylerinde fotosensitizan konsantrasyonu 100
UM/ml’den 3,125 pM/ml’ye kadar diisiiriilerek, enerji dozu 25 J/cm®’den 150
Jlem*e kademeli olarak yiikseltilerek aPDT’nin klinik izolat {izerindeki
antimikrobiyal etkinligi degerlendi. Deneylerde, [100uM/ml +25 J/cm?]
kombinasyonunun kullanildig: 3.deneyde giiglii antimikrobiyal etkinlik basladi (Sekil
44).
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=1 . PPN konsantzasyonu (phl/ml)  —Eneri dozu (J/em2)
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Sekil 44. Ppn’nin kullanildigi deneylerde aPDT parametreleri (A.baumannii-1)

Deneylerde etkili  fotoinaktivasyonun basladigi  noktadan itibaren  Pen
konsantrasyonunun diisiiriilmesi ve bunun tersine enerji dozunun arttirilmasi ile
olusan kombinasyonlarin antimikrobiyal etkinligi Sekil 45°de gosterildigi gibidir.
Deneylerde, [100 pM/mI+25 J/cm?], [50 uM/ml +50 J/cm?], [25 pM/mI+100 J/cm?],
[12,50 pM/mI+150 J/cm?], [6,25 uM/mI+150 J/cm?] ve [3,125 uM/mI+150 J/cm?]
kombinasyonlar: CID A.baumannii-1 sagkaliminda sirasiyla 6 logi, >6 logio, 6
logio, >6 logio, >6 logio Ve 5 logio’luk diisiisler sagladi. Antimikrobiyal etkinligin
goriildigic aPDT parametrelerinin herhangi birinde [L] veya [PS] gruplarinda

bakteriyal sagkaliminda anlamli azalmalar goriilmedi.

&
2
E
iy
(7]
PPN
Enesji dozn (] /em?2) 25 50 100 130 150 130
PS konsantrasvonu (u/mi) 100 50 25 12,5 6,25 3,125
Sagkahmda azalma (logld) [aFDT] 6 6 6 6 6 5
® Saskahmda azalma (logl0) [PS] 0 o 0 0 0 0
® Sagkahmda azalma (legl0) [K] o ] o 0 (1] o
= Saglkahmda azabma (logl0) [L] o] o) o] o) o] o

Sekil 45. Ppn’nin  kullamldigi  aPDT'lerin - CID  A.baumannii-1  (izerindeki
antimikrobiyal etkinligi
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Fotosensitizan olarak Pp_’nin kullanildigi deneylerde 25-150 J/cm? enerji
dozlar1 ve 6,25-100 puM/ml fotosensitizan konsantrasyonlari kombine edilerek
antimikrobiyal  etkinlik  arastirildi.  Deneylerde,  [100uM/mI+25  J/cm?]
kombinasyonunun kullanildig1 3.deneyde giiclii antimikrobiyal etkinlik basladi, [6,25
UM/mI+150 J/cm?] kombinasyonunun kullanildigt 7. deneyde fotoianktivasyon
etkinlik belirgin diizeyde azald1 (Sekil 46).

=PPL konsantrasyonu (uM/ml) =Eneni dozu f‘]/cm_’}

120 160
= o 150
= y
_‘; 100 140
‘é 120 g’
= 80 2
5 00 100 X
¥ o 5 80 g
& =
3 60 -
E 40 ] 3
$ 0 8

)
£ 2 : -'-':-._.____‘_‘_a‘;?a 20

0 0
1 2 3 4 5 6 7

Sekil 46. Pp_’nin kullanildigi deneylerde aPDT parametreleri (A.baumannii-1)

Deneylerde [100 pM/mI+25 J/cm?], [50 uM/mI+50 J/cm?], [25 puM/ml+100 J/cm?],
[12,5 uM/mI+150 J/cm?] ve [6,25 puM/mI+150 J/cm?] aPDT parametreleri CiD
A.baumannii-1 sagkaliminda sirasiyla >7 logio, >6 l0gio, 5 logio ve 4 logio’luk
azalmalar sagladi. 150 J/cm? enerji dozunda fotosensitizan konsatrasyonu 3,125
uM/ml degerine disiiriildiiglinde aPDT nin antimikrobiyal etkinligi de azalmis olup,
sagkalimdaki azalma 3 logio ile siirli kaldi. Fotoinaktivasyon saglayan aPDT
parametrelerinin herhangi birinde [L] veya [PS] gruplarinda sagkalim azalmasi

gorilmedi (Sekil 47).
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Sagkalim azalman (logld)

Eneqi dozn (J/cmZ) 25 S0 1o 150 150

PS konsantrasyvonn (A ml) 100 S0 25 125 6,125
m Saglkahmda azalma (logl0) [APDT] 7 G 5 4 3
B Saglkahmada azalma (loglQ) [PS] [} (o] o 1] o
= Sagkabmda azalma (logl0) [K] 0 0 0 0 o

Safkahmda azalma (loglQ) [L] o o o 1] o

Sekil 47. Pp’nin  kullanildigi  aPDT'lerin  CID  A.baumannii-1  Uzerindeki
antimikrobiyal etkinligi

CID A.baumannii-1 klinik izolatma kars1 gii¢lii antimikrobiyal etkinlik gdsteren
aPDT kombinasyonlar: ve bu kombinasyonlarin diger CID A.baumannii klinik
izolatlar1 iizerindeki antimikrobiyal etkinligi Tablo 7°de goriildiigii gibidir. Pm’nin
kullanildig1 deneylerde CID A.baumannii-1 sagkaliminda 5 logio’luk diisiis saglayan
[100 puM/mI+100 J/cm?] kombinasyonu A.baumannii-12 izolatinda 3 logo;
A.baumannii-3, A.baumannii-4, A.baumannii-11, A.baumannii-13 ve A.baumannii-14
Klinik izolatlarinin her birinde 5 logio; A.baumannii-2, A.baumannii-7, A.baumannii-
8, A.baumannii-9 ve A.baumannii-10 klinik izolatlarinda 6 logio; A.baumannii-5 ve
A.baumannii-6 izolatlarinda >7logi0’luk azalma sagladi. Pe’nin fotosensitizan olarak
kullamldigr deneylerde CID A.baumannii-1 sagkaliminda >6 logio’luk diisiis
saglayan [S0 pM/ml+50 J/cm?] kombinasyonu A.baumannii-8, A.baumannii-10,
A.baumannii-11 ve A.baumannii-14 klinik izolatlarinda 5 logio; A.baumannii-2,
A.baumannii-3, A.baumannii-5, A.baumannii-7, A.baumannii-9, A.baumannii-12 ve
A.baumannii-13 klinik izolatlarinda 6 logi; A.baumannii-4 ve A.baumannii-6
izolatlarmda >7 logio’luk diisiisler sagladi. Ppen’nin kullanildigs deneylerde CID
A.baumannii-1 sagkaliminda >6 logio’luk diisiis saglayan [SO pM/ml+50 J/cm?]
kombinasyonu A.baumannii-2, A.baumannii-8, A.baumannii-11, A.baumannii-13 ve

A.baumannii-14  izolatlarinda 5 logio’luk;  A.baumannii-4, A.baumannii-6,
61



A.baumannii-9, A.baumannii-10 ve A.baumannii-12 Kklinik izolatlarinda 6 logio;
A.baumannii-3, A.baumannii-5 ve A.baumannii-7 izolatlarinda >7 logio azalma
sagladi. Pp_’nin kullamldig1 aPDT deneylerinde CiD A.baumannii-1 sagkaliminda >6
logio’un iizerinde azalma saglayan [SO0 uM/mI+50 J/cm?] kombinasyonu
A.baumannii-2, A.baumannii-5, A.baumannii-8, A.baumannii-10, A.baumannii-11 ve
A.baumannii-14 klinik izolatlarinda 5 logio’luk; A.baumannii-3, A.baumannii-4,
A.baumannii-9, A.baumannii-12 ve A.baumannii-13 klinik izolatlarda 6 loguo;

A.baumannii-6 ve A.baumannii-7 izolatlarinda ise >7 logio’luk azalma sagladi.
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Tablo 8. aPDT’nin CID* A. baumannii klinik izolatlarina kars1 antimikrobiyal etkinligi

Cip
aPDT?! parametreleri

[aPDT]? [PS]*

Pm ) .
[100 uM/mI+100 J/cm?] 4x10 5x10
Pe . :
[50uM/mI+50 J/cm?] Uy 6x10
Ppn e .
[50 uM/mI+50 J/cm?] Uy 7x10
e oy 4x10°

[50 uM/mI+50 J/cm?]

L Coklu ilag direci;

2Antimikrobiyal fotodinamik tedavi;
SAntimikrobiyal fotodinamik tedavi grubu;
4 Fotosensitizan grubu

5 Kontrol grubu

6 Qreme gorilmedi (10 "lik diltsyonda tireme gorilmeyip, bakteriyal sagkalimindaki azalma >7 logio Uzerindedir)
" Ureme gorlilmedi (10 -"lik diltisyonda tireme goriilmeyip, bakteriyal sagkalimindaki azalma >6 logio Uzerindedir)

A.baumannii-1

[LP
3x10°

6x10°
6x10°

6x10°

K]
6x10°

3x10°
3x10°

3x10°

[aPDT]

3x10°8
2x108
2x10*

3x10*

CiD
A.baumannii -2

[PS]

3x10°
2x10°
8x10°

5x10°

Canl hiicre sayis1 (cfu/ml)

[L]
2x10°

1x10°
2x10°

5x10°

K]
1x10°

1x10°
1x10°

1x10°

[aPDT]

9x10*
2x108
Uye

9x10°

Cip

A.baumannii -3

[PS]

5x10°
3x10°
4x10°

4x10°

[L]
4x10°

4x10°
5x10°

4x10°

K]
3x10°

3x10°
3x10°

3x10°

[aPDT]
9x10*

Uye
1x103

5x10*

CiD

A.baumannii -4

[PS]
9x10°

2x10°
2x10°

2x10°

[L]
1x10°

1x10°
1x10°

1x10°

[K]

2x10°
2x10°
2x10°

2x10°
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Tablo 7’nin devami. aPDT’nin CID* A. baumannii klinik izolatlarma kars1 antimikrobiyal etkinligi

Canl hiicre sayis1 (cfu/ml)

aPDT?! parametreleri A.bau(fnlgnnii-s A.baucn?gnnii-e

[aPDTP® [PS]* | [L]® K] [aPDT] [PS] [L] K] [aPDT]
I[DlMOO HM/mI+100 J/cm?] uys 5x10° 3x10° 2x10° % 3x10° 2x10° 2x10° 2x103
FSEOHM /ml+50 J/cm?] 1x10° 6x10° | 6x10° | 2x10° Uys 2x10° | 2x10° | 2x10° 5x103
Fgg LUM/mI+50 Jcm?] 2x102 7x10° | 6x10° | 2x10° 8x103 8x10° | 2x10° | 2x10° uys
PpL

2x103 2x10° 2x103 5x10° | 5x10° | 2x10° Uys

[50 uM/mI+50 J/cm?]

L Coklu ilag direci;

2Antimikrobiyal fotodinamik tedavi;

SAntimikrobiyal fotodinamik tedavi grubu;

4 Fotosensitizan grubu

5 Kontrol grubu

6 Ureme gorilmedi (10 “"lik diliisyonda {ireme goriilmeyip, bakteriyal sagkalimidaki azalma >7 logao lizerindedir)
"Ureme gériilmedi (10 ""lik diliisyonda tireme goriilmeyip, bakteriyal sagkalimindaki azalma >6 loguo iizerindedir)

4x10° | 6x10°

Cip

A.baumannii-7

[PS]
5x10°

3x10°
4x10°

4x10°

[L]
4x10°

4x10°
5x10°

4x10°

[K]

2x10°
2x10°
2x10°

2x10°

[aPDT]

1x103
5x10*
5x10*

6x104

CiD

A.baumannii-8

[PS]
9x10°

2x10°
2x10°

2x10°

[L]
1x10°

1x10°
1x10°

1x10°

(K]
3x10°

2x10°
7x10°

7x10°
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Tablo 7’nin devami. aPDT’nin CID* A. baumannii klinik izolatlarma kars1 antimikrobiyal etkinligi

aPDT?! parametreleri

[aPDTJ?
Pwm 4x10°
[100 uM/mI+100 J/cm?]
PE 3
[50uM/mI+50 Jicm?] &
PPN 3
[50 LM/mI+50 J/cm?] S
PeL 2103

[50 uM/mI+50 J/cm?]

L Coklu ilag direci;

2Antimikrobiyal fotodinamik tedavi;
SAntimikrobiyal fotodinamik tedavi grubu;
4 Fotosensitizan grubu

5 Kontrol grubu

¢ Ureme gorilmedi (10 ""lik diliisyonda tireme goriilmeyip, bakteriyal sagkalimindaki azalma >7 logao tizerindedir)
" Ureme gorlilmedi (10 -"lik diltisyonda tireme gorilmeyip, bakteriyal sagkalimindaki azalma >6 logio izerindedir)

Cip
A.baumannii-9
[PS]* | [LP
5x10° 3x10°
6x10° 6x10°
7x10° 6x10°
4x10° 6x10°

K]
2x10°

2x10°
2x10°

2x10°

[aPDT]

1x103
3x10*
1x103

2x10*

Ccip

Canl hiicre sayis1 (cfu/ml)

A.baumannii-10

[PS]
3x10°

2x10°
8x10°

5x10°

[L]
2x10°

2x10°
2x10°

5x10°

K]
1x10°

2x10°
2x10°

2x10°

[aPDT]

2x10*
2x10*
4x104

3x10*

Cip

A.baumannii-11

[PS]
5x10°

3x10°
4x10°

4x10°

[L]
4x10°

2x10°
5x10°

4x10°

[K]

2x10°
2x10°
2x10°

2x10°

[aPDT]

2x108
8x10°
8x10°

6x103

CiD

A.baumannii-12

[PS]
9x10°

2x10°
2x10°

2x10°

[L]
1x10°

1x10°
1x10°

1x10°

[K]

2x10°
2x10°
2x10°

2x10°
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Tablo 7°nin devami. aPDT’nin CID* A. baumannii klinik izolatlarma kars1 antimikrobiyal etkinligi

Canl hiicre sayis1 (cfu/ml)

Cip Cip
A.baumannii-13 A.baumannii-14
[aPDTP | [PS]* | [LP [K] [aPDT] | [PS] [L] [K]
I[Dl%o UM/mI+100 Jicm?] 2x104 5x10° | 3x10° | 2x10° 6x104 3x10° | 2x10° 8x10°
I[DSEOpM /mi+50 J/em?] 4x103 6x10° | 6x10° | 2x10° 2x104 2x10° | 2x10° 6x10°
E’g LM/mI+50 /e 2x104 7x10° | 6x10° | 2x10° | 2x10* | 8x10° | 2x10° |  6x10°
PeL

3 9 9 9 4 9 9 9
[50 uM/mI+50 J/cm?] 3x10 4x10 6x10 2x10 5x10 5x10 5x10 6x10

L Coklu ilag direci;

2Antimikrobiyal fotodinamik tedavi;

3Antimikrobiyal fotodinamik tedavi grubu;

4 Fotosensitizan grubu

5 Kontrol grubu

6 Ureme gérilmedi (10 “"lik dilisyonda tireme gorilmeyip, bakteriyal sagkalimindaki azalma >7 log {izerindedir)
"Ureme gérilmedi (10 “"lik dilisyonda tireme goriillmeyip, bakteriyal sagkalimindaki azalma >6 log tizerindedir)

3.2.6. Aym Enerji Dozunda Farklh Fotosensitizan Konsantrasyonlar1 Ile
Gergeklestirilen Fotoinaktivasyonun Klinik izolatlar Uzerindeki

Antimikrobiyal Etkinligi

3.2.6.1. 50 J/cm? Enerji Dozunun Kullanildig1 Fotoinaktivasyon

50 J/cm? enerji dozunun kullamldigi deneylerde CID klinik izolatlarinda > 3
logio azalma saglayan her bir KPT’nin konsantrasyonu Sekil 48’de gosterildigi
gibidir. 400 puM/ml Pm MRSA-1 sagkaliminda 5 logio, 200 pM/ml Py A.baumannii-
1’de 4 logio’luk azalmalar saglarken, 600 veya 650 pM/ml Pm  E.coli-1,
P.aeruginosa-1, K.pneumoniae-1 izolatlarina karsi etkisiz kaldi. Pe’nin kullanildig:
deneylerde 50 puM/ml MRSA-1 sagkaliminda 7 logio, 200 piM/ml P.aeruginosa-1’de
3 logio ve 25 pM/ml A.baumannii-1°de 5 logio’luk disiisler saglarken, 500 pM/ml Pe
K.pneumoniae-1 ve E.coli-1 izolatlarina kars1 etkisiz kaldi. Ppn’nin kullanildigi
deneylerde 50 pM/ml MRSA-1 sagkaliminda 5 logio, 500 pM/ml E.coli-1’de 4
logio, 100 pM/ml P.aeruginosa-1’de 3 logio ve 12,50 uM/ml A.baumannii-1’de 5
logio’luk azalmalar saglarken, 500 puM/ml Ppn K.pneumoniae-1’e karsi etkisiz kaldu.
Pe. 50 uM/mlI’de MRSA-1 sagkaliminda 6 logio, 100 puM/ml’de E.coli-1 ve
P.aeruginosa-1 izolatlarinin her birinde 3 logio, 100 pM/ml’de K.pneumoniae-1’de 5

logio ve 25 uM/ml’de A.baumannii-1’de 4 logio’luk diisiisler sagladi.
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3.2.6.2. 100 J/cm? Enerji Dozunun Kullanildig1 Fotoinaktivasyon

100 J/cm? enerji dozunda CID klinik izolatlarinda >4 logio azalma saglayan her
bir KPT’ nin konsantrasyonu Sekil 49°da gosterildigi gibidir. 300 uM/ml Pm MRSA-
1 sagkaliminda 5 logio, 600 uM/ml Py E.coli-1 ve P.aeruginosa-1 sagkaliminda
sirasiyla 4 logio ve >5 logio, 650 pM/ml Pm K.pneumoniae-1°de 3 logio, 100 pM/ml
Pm A.baumannii-1°de 5 logio’luk azalmalar sagladi. 25 pM/ml Pe konsantrasyonu
MRSA-1 sagkaliminda 5 logi, 300 pM/ml Pe E.coli-1 ve P.aeruginosa-1
sagkaliminda sirasiyla >6 logio ve 5 10gi0, 100 uM/ml Pe K.pneumoniae-1’de 5 logio
ve 12,50 pM/ml Pe A.baumannii-1’de 4 logio’luk diisiisler sagladi. 25 pM/ml Ppn
MRSA-1 sagkaliminda 5 logio, 400 uM/ml Ppn E.coli-1’de >6 logio, 300 uM/ml Ppen
P.aeruginosa-1’de 5 l0gi0, 100 pM/ml Pen K.pneumoniae-1°de 4 logio’luk ve 12,50
MM/ml Ppn A.baumannii-1’de 5 logio’luk azalmalar gergeklestirdi. 25 pM/ml PpL
MRSA-1 sagkaliminda 5 logio, 200 uM/ml Ppr E.coli-1’de 5 logio, 100 pM/ml PpL
P.aeruginosa-1’de 5 logio, 50 pM/ml PpL K.pneumoniae-1’de 4 logio ve 12,5 puM/mi

PpL A.baumannii-1’de 5 logio’luk diisiisler sagladi.
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3.2.6.3. 150 J/cm? Enerji Dozunun Kullanildig1 Fotoinaktivasyon

150 J/cm? enerji dozunda CID klinik izolatlarinda >3 logio azalma saglayan
her bir KPT konsantrasyonu Sekil 50°de gosterildi. 100 pM/ml Pm konsantrasyonu
MRSA-1 sagkaliminda 4 logio, 200 uM/ml Pm E.coli-1’de >6 logio, 400 uM/ml Pwm
P.aeruginosa-1’de 4 logio, 650 uM/ml Pm K.pneumoniae-1’de 5 logio, 50 pM/ml Pm
A.baumannii-1’de 4 logio’luk azalmalar sagladi. 6,25 pM/ml Pe konsantrasyonu
MRSA-1 sagkaliminda 4 logw, 50 pM/ml Pe E.coli-1 ve 100 pM/ml Pe
P.aeruginosa-1’in her birinde 3 logi, 50 pM/ml Pe K.pneumoniae-1’de 4 logio ve
3,125 pM/ml Pe A.baumannii-1’de 6 logio’luk azalmalar sagladi. 12,50 pM/ml Pen
MRSA-1 sagkaliminda >6 logio, 50 uM/ml Ppn E.coli-1’de 3 logio, 100 uM/ml Pen
P.aeruginosa-1’de 4 logio, 50 pM/ml Ppn K.pneumoniae-1’de 3 logio ve 3,125
MM/ml Ppn A.baumannii-1’de 5 logio’luk azalmalar sagladi. 6,25 pM/ml Pp. MRSA-
1 sagkaliminda 4 logio, 50 pM/ml PpL E.coli-1 ve P.aeruginosa-1’in her birinde 4
log10, 25 pM/ml PpL K.pneumoniae-1’de 3 logio ve 6,25 pM/ml PpL A.baumannii-
1’de 3 logio’luk diisiisler gerceklestirdi.
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BOLUM IV
4. TARTISMA

aPDT’de kullanilacak fotosensitizanin canli hiicresine toksik etki gdstermeyen,
sadece 1sikla aktive olabilen, belirli bir dalga boyunu sogurma kapasitesi yiiksek,
lokal uygulamalarda etkisini kaybetmeyen, karanlik toksisitesi diisiik olan ve genis
spektrumda maksimal dizeyde antimikrobiyal etkinlik gosterebilmesi kilit 6neme
sahiptir (90). Arastirmalarda gram negatif ve gram pozitif bakterin aPDT’ye kars1
duyarhiliklarimin farkliklar gosterdigi, bu farkliligin PS’nin yiilk durumundan ve
bakteri hiicre duvari yapisindan kaynaklandig: bildirilmektedir. Caligmalarda, gram
pozitif bakterilerde notral, anyonik veya katyonik 6zellikte PS etkili olurken, dis
membrani itibariyle gii¢lii bir negatif yiike sahip olan gram negatif bakterilerde ise
PS’ye katyonik ozellik kazandirilmasi gerektigi bildirilmektedir
(96,97,100,54,51,106,107,73,64,108-113,142). Arastirmalarda, katyonik 6zellik
kazandirilmis porfirin analoglarmin Fe?*PPXI-alim mekanizmalarimi ile bakteri
icerisine rahathikla niifus ettigi bildirilmektedir (64,67,65,66). Calismamizda
aPDT’nin gram negatif ve gram pozitif bakterilerde etkili fotoinaktivasyon gosterme
yeteneginde olan ve literatlrde yer almayan yeni KPT’nin sentezi gerceklestirildi.
Sentezlenen yeni KPT nin MIK degerleri baz alindiginda, gerek E.coli, S.aureus ve
P.aeruginosa standart suslar1 gerekse de CID E.coli, S.aureus, P.aeruginosa,
K.pneumoniae ve A.baumannii klinik izolatlar1 {izerindeki tek baglarina olan
antimikrobiyal etkinlikleri gozard: edilecek diizeydedir. Bu bulgu, fotosensitizanin

tek bagina toksik etki gostermemesi 6zelligiyle de uyumlu bir sonugtur.

Calisgmamizda 151k kaynagi olarak, KPT’yi duyarlastirabilen bilgisayar
kontrolli 655-nm dalga boyundaki diyot lazer kullanildi. Porfirin tiirevleri ile yapilan
bir ¢cok ¢alismada 151k kaynagi olarak porfirin absorbsiyonunun maksimal diizeyde
gerceklestigi 400 nm dalga boyunu kapsayan dalga boyu araligina sahip 1sik
kaynaklart kullanilmistir (115,56,132,133). Benzer sekilde sentezledigimiz yeni
KPT’lerin maksimal absorbsiyonu 422+3 nm dalga boyunda gerceklesti.
Calismamizda 655-nm dalga boyundaki diyot lazerin tercih edilmesinin nedeni, 400
nm dalga boyundaki 1s18in oksihemoglobin tarafindan absorbsiyonunun maksimal
dizeyde gerceklesmesi sonucu hemoglabinin yapisinda bulunan endojen porfirin
turevi olan hem (PPXI+Fe?) molekiiliiniin duyarlasmas1 noktasinda tehlike

yaratabilecegi, ek olarak kullandigimiz kirmizi 151¢m mavi 1s18a gore doku
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penetrasyonunun fazla olusudur (132). Wang ve arkadaslarinin ¢alismasinda (2017)
elde edilen sonug, endojen porfirinlerin mavi 1sikta rahatlikla aktive olabilecegini
gosteren iyi bir 6rnektir. CID A.baumannii ile enfekte fare modelinde aPDT’ nin
etkinigine bakilmistir. Bu calismada eksternal PS’ye ihtiyag duyulmaksizin
bakterilerdeki endojen PPIX’nin mavi 1sikla (A =415 nm) maksimal diizeyde aktive
olabildigini ve olusan ROS ile CID A.baumannii kars: giiclii bir fotoinaktivasyon
sagladigr tespit edilmistir. Ancak bu arastirmada canli hiicresindeki endojen
porfirinin aktivasyonu ve aktivasyonu sonucu canli hiicresi izerindeki toksisitesinin

ne oldugu ile ilgili bilgi verilmemistir (143).

Calismamizda, yeni KPT’nin kullanildizi aPDT’nin 5 farkli CID klinik
izolatlar1 iizerindeki etkinligi degerlendirildi. aPDT’nin CID MRSA klinik izolatlart
lizerindeki fotoinaktivasyon etkinliginin incelenmesi amaciyla 25-150 J/cm?
araliginda degisen enerji dozlar1 ve Pm’de 25-500 uM/ml, Pg, Ppn Ve PpL’nin her
birinde 6,25-100 pM/ml araliginda degisen konsantrasyonlarda fotosensitizan
kombinasyonlar1 kullanildi. Deneylerde kullanilan fotosensitizanin tiiriine goére
MRSA-1 sagkalimindaki azalma farklilik gdstermekle birlikte Py’ nin kullanildigi
aPDT’lerde 4-5 logio, Pe’de 4->710Q10, Ppn’de 2->6 logio ve Ppl’de 4->7 logio
araliginda degisim gosteren diislisler goruldu. Deneylerde diisiik fotosensitizan
konsantrasyonu ile gucli bir antibakteriyal etkinlik elde edilebilmesi hedeflenerek
fotoinaktivasyon aktivitesinin basladigi parametreden itibaren enerji dozu yiikseltilip,
fotosensitizan konsantrasyonu diisiiriildii. Bu ¢er¢evede her bir fotosensitizan tiiriinde
MRSA-1 klinik izolatina kars1 antimikrobiyal etkinin maksimum seviyelerde oldugu
kombinasyonlar [200 uM/ml Py+150 J/cm?], [12,50 uM/ml Pe +150 J/cm?], [12,50
UM/mI Ppn+150 J/cm?], [12,50 uM/ml Pp+150 J/cm?] olup, bu kombinasyonlarda
%99,9999 ve lzerinde sagkalim azalmasi gerceklesti. MRSA-1 Uzerinde gugli
antimikrobiyal etkinlik gosteren parametrelerin diger iki MRSA klinik izolatlarina
kars1 antimikrobiyal etkinligi Ppe, Ppn Ve PpL’nin kullanildigi aPDT’lerde ayn1 veya
daha fazla iken, Ppm’de %0,01 oraninda azaldigi goriildii. Grinholc ve arkadaslari
(2014) fotosensitizan amacli notrol yapidaki PPIX ve 151k kaynag: olarak 620-780
nm dalga boyundaki 1sik kaynagini kullandiklari aPDT’nin MRSA ve metisiline
duyarli S.aureus (MSSA) klinik izolatlar1 tizerindeki antimikrobiyal etkinligini
incelemislerdir. Calismada, 25 uM PPXI+50 J/cm? kombinasyonlari MRSA
sagkaliminda 0,01-4,51 logi araliginda degisen azalmalar saglarken, MSSA’de
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azalmanin 0,01-4,82 logio arasinda degisim gosterdigi, MRSA izolatlarinin MSSA
izolatlarina kiyasla fotoinaktivasyona daha az duyarli oldugu sonucuna ulagilmistir
(144). Banfi ve arkadaslar1 (2006) Grinholc ve arkadaslarinin (2014) tersine notral
porfirin tlrevlerinin katyonik porfirin tiirevlerine gore S.aureus suslari lizerinde daha
az etkinlik gosterdigini tespit etmislerdir (70). Benzer sekilde 25 uM PPIX+50 J/cm?
kombinasyonu ile yapilan aPDT deneylerinde MSSA sagkaliminda 2-4.51 logio
araliginda disiis goralirken, MRSA sagkaliminda azalmanin 0-0.99 logio ile sinirh
kaldig1 saptanmustir (145). Tomé ve arkadaslar1 (2004) nétrol yapidaki porfirinlerin
S.aureus’un direngsiz formuna etkili oldugunu, ancak MRSA iizerinde etkinliginin
azaldigi, katyonik yapidaki porfirinlerlerle uygulanan aPDT’nin MRSA’da giiglii
bir antimikrobiyal etkinlik yarattigini tespit etmislerdir (146). aPDT’de etkili bir
fotoinaktivasyon i¢in PS’nin bakteri tarafindan maksimal diizeyde absorbsiyonu
kritk  O6nem  tasidigi  g¢alismalarla  belirlenmistir.  Porfirin—mannose-hPG
(hyperbranched polyglycerol) konjugatlarinin PS olarak kullanildig1 bir aragtirmada,
652 nm dalga boyunda 151k kaynagi ile 100 J/cm? enerji dozu ve 100 uM PS
kombinasyonunun fotoinaktivasyon etkinligi incelenmistir. Bu arastirmada mannoz
birimi fazla olan PS kombinasyonlar1 ile gergeklestirilen aPDT’lerin S.aureus
suslarinda eradikasyon sagladigi tespit edilmistir (147). Benzer sekilde katyonik
porfirin-polymyxin B konjugati’nin kullanildigi bir arastirmada PS’nin bakteri
hicresi igerisine aliniminin nétral porfirinlere oranla daha fazla oldugu, dolayist ile
aPDT’nin etkinliginin daha da arttig1 vurgulanmistir (148). Masiera ve arkadaslari
(2017)’'nin galismasinda porifirin izomeri olan Porphycene tlrevleri PS kaynagi
olarak  kullanilmis olup, 2,7,12,17-tetrakis(p-methoxyethyl)’nin  kullanildigi
aPDT’lerin S.aureus lizerinde 6nemli dl¢iide fotoinaktivasyon gosterdigi, 2,7,12,17-
tetra-t-butylpor-phycene tlrevinin ise bakteri absorbsiyonunun yetersizliginden
kaynakl1 fotoinaktivasyonun yetersiz oldugu sonucuna ulagilmistir (149). Almeida ve
arkadaslar1 (2014) 40 W/cm? giiciinde 151k kaynag ve 0,5 UM konsantrasyonunda
mesokatyonik porfirin olan Tetra-Py+-Me’ni kullandiklar1 aPDT deneylerinde
aPDT’nin CID MRSA ’ya kars1 antimikrobiyal etkinligin 151k maruziyet siiresine gore
degisim gosterdigi, 30 dakikada 4 logio, 60 dakikada 5 logio’luk sagkalimda azalma
gerceklesmistir (106). Calismamizda benzer sekilde 151k maruziyet siiresi arttirilan
aPDT’lerde diisiik PS konsantrasyonlarinda bile guclu bir antimikrobiyal etkinlik
elde edildi. Bununla birlikte, katyonik yapidaki porfirinlerin kullanildigr aPDT’lerin
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S.aureus tizerindeki etkinligin bakteriyal diren¢ varligina gore degisim gosterdigi
bildirilmesine ragmen (145,150) calismamizda Pm disindaki fotosensitizanlarla
geceklestirilen aPDT parametreleri farkli direng¢ paternine sahip MRSA suslari
Uzerinde benzer antimikrobiyal etkinlik gosterdi. aPDT’ye kars1 bakteriyal direncin,
direng genlerinin varligi ile iligkili oldugu teorisi olsa da (SCCmec, spa ave main
clonal complexes), bu teori heniiz agikliga kavusturulamamigtir (145). Bartolomeu ve
arkadaslar1 (2016) Tetra-Py+-Me’yi PS olarak kullandiklar1 arastirmada aPDT nin
tekrarli uygulamalarinda bile fotorezistan suslarin gelismedigi, direngli veya
viriilanst yiiksek olan MRSA suslarinda fotoinaktivasyonun etkin bir sekilde
gerceklestigi, aPDT nin bakteri viriilansinin azalmasinda katki sagladigi sonucuna

ulasmuslardir (151).

CID E.coli klinik izolatlar: tizerindeki fotoinaktivasyon degerlendirilmesinde
25-150 J/cm? araliginda degisen enerji dozlar1 ve Pm’de 100-600 uM/ml, Pe’de 50-
400 pM/ml, Pen’de 50-500 puM/ml ve PpL’de 50-500 pM/ml araliginda degisen
konsantrasyonlarda PS kombine edildi. Deneylerde kullanilan fotosensitizanin tiiriine
ve konsantrasyon miktarina gore farklihk gostermekle birlikte CID E.coli
sagkalimindaki azalma 2->6 logio arasinda degisim goOsterdi. Minimal dizeyde
fotosensitizan ile giiclii bir antimikrobiyal etkinlik elde edilmesini hedefledigimiz
fotoinaktivasyon deneylerinde 5->6 logio araliginda sagkalim azalmasini saglayan
optimal kombinasyonlar [200 pM/ml Pm+150 J/cm?], [100 uM/ml Pg +150 J/cm?],
[100 pM/ml Ppn+150 J/cm?] ve [100 uM/ml PpL+125 J/cm?] seklindir. CID E.coli-1
tizerinde gii¢lii antimikrobiyal etkinlik gosteren parametrelerin diger klinik izolata
kars1 antimikrobiyal etkinligi Ppg, Ppn Ve PpL’nin kullanildigi aPDT’lerde ayni iken,
Ppm’de %0,1 oraninda azaldigi goriildii. Dosselli ve arkadaslar1 (2014)’nin katyonik
antimikrobiyal peptid (KAP), magainin ve buforin konjugatlarinin eklendigi porfirin
tirevleri ve 390—460 nm dalga boyundaki mavi 1s1k kaynagin1 kullandiklar1 aPDT
deneylerinde 5 uM+13.5 J/cm?’de kombinasyonunda E.coli sagkaliminda 7 logio’luk
bir azalma saptanmakla birlikte, ayni1 enerji dozunda 3-5 pM konsantrasyonlardaki
fotosensitizanin fibrobilast htcrelerinde guclu bir fotoinaktivasyon gosterdigi
sonucuna ulasilmistir. Tomé ve arkadaslart (2004) 1-5 uM  konsantrasyonuda
katyonik yapida porfirin ve poly-S-lysine konjuge porfirin ve 50 mW/cm? giigteki
151k kaynagi ile 30 dakikalik fotoinaktivasyonun, E.coli sagkaliminda 4-5 logio’luk

azalma sagladigini, fotoinaktivasyonun poly-S-lysine konjuge porfirinlerinde daha
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belirgin oldugunu, bu etkinin poly-S-lysine zinciri ile bakteri dis membrani
arasindaki kuvvetli etkilesim sonucu membran gegirgenligindeki artistan
kaynaklandigini bildirmislerdir (146). Banfi ve arkadaslarinin ¢alismasinda (2006)
fotosensitizan olarak 7,33 uM konsantrasyonunda katyonik porfirin tirevlerinin
kullanildigi  aPDT deneylerinde 74 mW/cm? enerji giiciinde 60 dakikalik 151k
maruziyetinin E.coli sagkaliminda 6-7 logio’luk azalma sagladigini belirlenmistir
(56). 5,0 uM katyonik yapida Tri-Py+-Me-PF ve 64.8 J/cm? kombinasyonlarmin
kullanildigt aPDT deneylerinde E.coli sagkaliminda 5 logio’luk azalma
gerceklesmistir (152). Maisch ve arkadaslar1 (2012) 100 pmol/L TMPyP +40 J/cm?
kombinasyonu ile gergeklestirilen aPDT’nin E.coli sagkaliminda 5 logio’luk azalma
sagladigini tespit etmislerdir (99). Liu ve arkadaslarinin (2012) lipopolisakkarit
notrojize peptit konjuge edilen protoporfirinin ampisilin direncli E.coli susu
uzerindeki fotoinaktivasyon etkinliginin incelendigi ¢alismada 05-1 uM
konsatrasyonlarda PPIX+peptid konjugatlart ve 30 Jicm? enerji dozu
kombinasyonlarinin PS konsantrasyonuna bagl olarak bakteriyal sagkaliminda >2,0
logio ve >3,0 logio’luk azalmalar sagladigi belirlenmistir (133). Bu g¢alismada
PPIX+peptid konjugatlarmin ampisilin direncli E.coli tizerindeki MIK degerleri 4-32
uM araliginda degisim gosterdigi dikkat cekmektedir (133). Benzer sekilde Zn bazli
porfirin konjugatlarinin [ZnTnHex-2(3)-PyP ve ZnTnOct-2(3)-PyP] kullanildig: bir
arastirmada diisiik enerji dozu (9,9 J/cm?) ve PS konsantrasyonu (1,0 puM)
kombinasyonunun  E.coli’de giigli bir fotoinaktivasyon sagladigi (sagkalim
azalmast:6 logio) tespit edilmistir (153). Calismamizda CID E.coli izolatlarinin
sagkaliminda >5 logio’luk azalma saglayan parametreler diger caligmalara kiyasla
daha yilksektir. Farkli katyonik metalloporfirin tiirevlerinin (Cu®*, Fe?*,Pd?*, Zn?*)
kullanildig: bir arastirmada Pd (T4) nin bakteri tarafindan absorbsiyonunun belirgin
Olgiide fazla oldugu, diisiik konsantrasyonlarda ve enerji dozunda (405 nm-2.5
Jlem?) E.coli’ye kars: giiglii bir antimikrobiyal etki elde edildigi belirlenmistir (154).
Calismamizda kullandigimiz fotosensitizanlarin - MIK ~degerlerine bakildiginda
maksimal dlzeyde fotoinaktivasyonun goriildigii (>5 logio) konsantrasyonun en
diisiik MIK degerine sahip olan Pe’nin MIK degerine kiyasla 8.504 kat daha azdur.
Bununla birlikte ¢alismamizda CID E.coli’de giiclii antimikrobiyal etkinin ancak
100 J/cm? iizerinde enerji dozlarinda gériilmesi kullandigimiz 151k kaynagmin 655

nm dalga boyunda olmasindan kaynaklandig1 varsayilmaktadir. Nitekim, Nitzan ve
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Ashkenazi (2001) bu varsayimi dogurulayan sonuglara ulagmislardir. Nitzan ve
Ashkenazi (2001) fotosensitizan olarak TMPyP’ni kullandiklart deneylerde 29,4
pumol/L  konsantrasyonun farkli dalga boylarimda CID E.coli Uzerindeki
fotoinaktivasyonu incelenmistir. Bu arastirmada etkili fotoinaktivasyon i¢in ayni
konsantrasyonda mavi 1sikta (400-450 nm) 2 J/cm?, yesil 1s1kta (480-550 nm) 15
Jiem?,  kirmizi 1sikta (600-700 nm) 24 J/cm? enerji dozlarina ihtiya¢ oldugu
saptanmistir (132). Calismamizda 1sinlama Oncesinde fotosensitizan ve bakteri
inkiibasyonu siiresi diger c¢alismalara kiyasla daha az olup, 15 dakika ile
siirlandirildi. Cogu ¢alismada inkiibasyon siiresi 20-30 dakika araliginda degisim
gostermistir (56,133). Bu farklilik inkiibasyon siiresinin fotoinaktivasyonu etkileyip
etkilemeyecegi sorusu ile karsi karsiya gelinmesine neden olmaktadir. Ancak, bazi
caligmalarda porfirin tiirevleri ile bakteri inkilbasyonu i¢in 5 dakikalik siiresinin
yeterli olacagt 5 dakikanin iizerinde olmasinin fotosensitizanin hiicresel baglanmay1
etkilemeyecegini bildirilmektedir (155,156). Banfi ve arkadaslar1 (2006a) 30, 60 ve
90 dakikalik inkiibasyonun, CID E.coli’nin fotoinaktiasyonu arasinda farklilik

olmadigini saptamiglardir (70).

CID  P.aeruginosa  Kklinik  izolatlar1  iizerindeki  fotoinaktivasyon
degerlendirilmesinde 25-150 J/cm? araliginda degisen enerji dozlar1 ve Py’de 50-600
UM/ml, Pe ve Ppn’de 25-400 pM/ml, Pp’de 25-300 pM/ml araliginda degisen
konsantrasyonlarda PS’ler kombine edildi. Deneylerde kullanilan fotosensitizanin
tiirline ve konsantrasyon miktarma gore farklilik gdstermekle birlikte gére CID
P.aeruginosa sagkalimindaki azalma 3->6 logio arasinda degisim gosterdi. Minimal
dizeyde fotosensitizan ile guclu bir fotoinaktivasyon etkinliginin yaratilmasini
hedefledigimiz aPDT deneylerinde [500 pM/ml Pm+150 J/cm?] 5 logio, [200 puM/ml
Pe +150 J/cm?] >6 logio, [300 uM/ml Pen+100 J/cm?] ve [100 pM/ml Ppi+100 J/cm?]
kombinasyonlariin her biri 5 logio sagkalim azalmasi sagladi. Banfi ve arkadaslari
(2006) 380-780 nm dalga boyunda 151k kaynagini kullandiklar1 aPDT deneylerinde 8
uM/ml konsantrasyonunda katyonik porfirin tiirevi ve 266 J/cm? enerji dozu
kombinasyonunun P. aeruginosa sagkaliminda 7 logio’luk bir diisiis sagladigim
tespit etmislerdir (56). 225 uM/ml Katyonik ozellikteki TMP ve 240 J/cm? (A=400
nm) enerji dozu kombinasyonunun uygulandigi aPDT’nin P. aeruginosa sagkalimda
4,1 logio azalma sagladigr ve P. aeruginosa’nin olusturdugu biyofilm tabakasinda

hasar olusturup, biyofilm i¢indeki bakterilere karsi giiglii bir antimikrobiyal etkinlik
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gosterdigi saptanmistir (57). Gomes ve arkadaslar1 (2012) 400-800 nm dalga boyu
araliginda 150 mW/ cm? giigteki 151k kaynagm kullandiklart aPDT deneyinde 5,0
umol/L konsantrasyonda sentezledikleri katyonik galaktoporfirinlerin UV’ye direngli
P.aeruginosa sagkaliminda 5,3-6,0 logio araliginda degisen diisiisler sagladigini
saptamiglardir (92). Sabbahi ve arkadaslar1 (2013) tarafindan 90 J/cm? enerji dozu
(A =400 nm) ve 20 uM/ml konsantrasyonunda meso tetrakatyonik porfirin (TsMPyP)
ile gergeklestirilen aPDT, P.aeruginosa sagkaliminda 3,5 logio’luk azalma
saglamistir (49). 380-700 nm dalga boyu 40 W/cm? giicteki 151k kaynag: ile 180
dakikalik 151k maruziyetinin uygulandigr aPDT deneyinde 5 pM/ml Tetra-Py+-Me
konsantrasyonunun CID P.aeruginosa sagkalimmda 6 logio’luk diisiis sagladig
tespit edilmistir (106). Fila ve arkadaslar1 (2016) 525 nm dalga boyunda 1sik
kaynag1 ile gerceklestirdikleri aPDT deneyinde [75 pM TMPyP+150 Jcm?]
kombinasyonunu yabanil tipte P. aeruginosa sagkaliminda in vitro kosullarda 6 log
azalma, in vivo kosullarda 3 log’luk bir azalma saglamistir (157). Calismamizda
kullandigimiz  etkili fotoinaktivasyon saglayan aPDT parametrelerinin diger
caligmalara kiyasla daha yiiksek oldugunu gormekteyiz. Bu durumun, aksini
ispatlayamadigimiz taktirde kullandigimiz 655 nm dalga boyundaki 1s1k kaynagindan
kaynaklanabilecegini diisiinmekteyiz. Ek olarak CID P.aeruginosa’ya kars1 giiclii
antimikrobiyal etkinlik saglayan parametrelerdeki yiiksekligin fotosensitizan bakteri
inklibayon suresi ile iliskili olmas1 s6zkonusu olabilir. Banfi ve arkadagslar1 (2006)
30, 60 ve 90 dakikalik inkiibasyon siirelerinin fotoinaktivasyona olan etkisini
inceledikleri ¢alismada E.coli ve S.aureus suslarinda inkiibasyon siiresi
fotoinaktivasyonu etkilemez iken, P.aeruginosa i¢in en etkili letal etkinin goriildigii
inkiibasyon siiresinin 60 dakika oldugunu belirlemislerdir (56). Calismamizda CID
P.aeruginosa’da gii¢lii antimikrobiyal etkinlik gosteren aPDT parametrelerinin diger
klinik izolatlarda kullanilan aPDT parametrelerine kiyasla daha yiiksek olusu bu
varsayimi dogrular gibi goriinmektedir. CID P.aeruginosa-1 (zerinde guclii
antimikrobiyal etkinlik gosteren parametrelerin diger klinik izolatlara kars
antimikrobiyal etkinligi benzer oldugu, fotoinaktivasyonun bakteriyal direng

durumuna gore 6nemli 6lclide degismedigi goriildii.

Calismamizda, 25-150 J/cm? araliginda degisen enerji dozlar1 ve Pm’de 200-650
uM/ml, Pg’de 50-200 pM/ml, Pen’de 200-400 pM/ml, Pp’de 25-200 pM/ml

araliginda degisen konsantrasyonlarda fotosensitizan kombinasyonlarinin CiD
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K.pneumoniae Klinik izolatlar1 Uzerindeki fotoinaktivasyon etkinligi degerlendirildi.
Minimal dlzeyde fotosensitizan ile gucli bir antimikrobiyal etkinlik elde edilmesini
hedefledigimiz fotoinaktivasyon deneylerinde optimal parametreler [650 puM/ml
Pm+150 J/cm?], [50 pM/ml Pe +150 J/cm?], [200 uM/ml Ppn+125 J/cm?] ve [50
UM/ml Pp +125 J/cm?]  seklinde belirlendi ve bu parametrelerdeki sagkalim
azalmalar1 sirasiyla 5 logio, 6 logio, 5 log ve 6 logio’dur. CID K.pneumoniae-1
tizerinde gucli antimikrobiyal etki saglayan aPDT parametreleri diger CID
K.pneumoniae izolatinda bezer etki gosterdi. Liu ve arkadaslarimin (2012)
aPDT’nin ampisilin direncli K.pneumoniae uzerindeki fotoinaktivasyon etkisini
inceledikleri galismada 30 J/cm?enerji dozunda 0,5 ve 1 uM PP1X+peptid konjugati
konsantrasyonlarinin sagkalimda sirastyla >2,0 logio ve >3,0 logio’luk azalmalar
sagladigin1 belirlemislerdir. Bu calismada PPIX+peptid konjugatlarinin ampisilin
direncli E.coli iizerindeki MIK degerlerinin 8-32 pM araliginda oldugu; 151k kaynagi
olarak PpIX+konjugatlarinin 151k absorbiyonunun pik yaptigi mavi 1sik kaynagini
kullanmalar1 dikkat cekmektedir (133). Calismamizda gii¢lii fotoinaktivasyon
etkinlik icin (>5 logio), diger ¢alismalara kiyasla daha yiiksek aPDT parametrelerinin
Kullanilmas1 zorunlugunda kalindi. Bu durumun sentezledigimiz KPT’nin MIK
degerlerinin Liu ve arkadaslarinin (2012) c¢alismasinda kullandiklari katyonik
porfirin turevlerinin (133) MIK  degerlerinin ¢ok {izerinde olmasindan,

kullandigimiz 151k kaynaginin dalga boyunda kaynaklanabilecegini disiinmekteyiz.

CID A.baumannii Klinik izolatlarinin iizerinde aPDT’nin fotoinaktivasyon
etkinliginin degerlendirilmesi igin 25-150 J/cm? araliginda degisen enerji dozlar1 ve
Pwm’de 50-400 pM/ml, Pg, Ppn’nin her birinde 3,125-100 pM/m, PpL’de 6,25-100
UM/mI araliginda degisen konsantrasyonlar kombine edildi. Deneylerde kullanilan
fotosensitizanin tiirline ve konsantrasyon miktarina gore farklilik gdstermekle birlikte
CID A.baumanii sagkalimindaki diisiis >6 logio degerlerine ulasti. Minimal diizeyde
fotosensitizan ile giiclii bir antimikrobiyal etkinlik elde edilmesini hedefledigimiz
aPDT deneylerinde 5->6 logio araliginda sagkalim azalmasii Saglayan optimal
kombinasyonlar [100 pM/ml Pu+150 J/cm?], [3,125 pM/ml Pe +150 J/cm?], [3,125
UM/ml Pen+150 Jiem?] ve  [12,50 pM/ml Pp+150 J/cm?] seklindir. CID
A.baumannii Uzerinde guclu antimikrobiyal etkinlik gosteren parametrelerin diger
Klinik izolatlara kars1 da benzer etkiler yaratti. Nitzan ve Ashkenazi (2001)’nin

calismasinda 29,4 pmol/L TMPyP konsantrasyonunda CiD A.baumannii suslaria
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eradikasyonu icin gerekli enerji dozlarinin mavi 1sikta (400-450 nm) 2 J/cm?, yesil
1sikta (480-550 nm) 15 Jcm?,  kirmuzi 1sikta (600700 nm) 24 J/cm? seklinde
oldugu, en iyi etkinin mavi 1sikta goriilebilecegi, ancak dalga boyu arttirildik¢a enerji
dozu artis1 ile de benzer fotoinaktivasyonun saglanabilecegi bildirilmistir (132). 40
W/cm? giiciinde 151k kaynagmin ve 0,5 UM konsantrasyonunda Tetra-Py+-Me’nin
kullanildig1 aPDT deneylerinde CID A.baumannii’ye kars1 antimikrobiyal etkinligin
151k maruziyet siiresine gore degisim gosterdigi 270. dakikada sagkalimdaki
azalmanin 6 logio oldugu saptamistir (106). Yuan ve arkadaslarmin in vivo
kosullarda gergeklestirdikleri deneyde aminoasit porfirin konjugati [5, 10, 15, 20-
trakis(4-((s)-2, 6-diaminohexanamido)-phenyl)]’n1 ve 650 nm dalga boyuna sahip
151k kaynag1 kullanilmis olup, calismada diisiik konsantrasyonlarda PS (3,9 uM) ve
enerji dozu (6 J/cm?) kombinasyonlarmin CID A.baumannii’de giiglii bir
antimikrobiyal etki gosterdigi belirlenmistir. Diger yandan bu ¢alismada canli hiicre
toksisistenin de belirgin sekilde arttigi saptanmistir. Bu arastimada daha diisiik
konsantrasyonlarda PS ile gerceklestirilen aPDT’nin  aksine doku iyilesmesini
hizlandirdigr ve FGF, IL-6, TNF-a sitokinlerinin ekspresyonunu arttirdigi tespit
edilmistir (158). Calismamizda Pm disindaki KPT’lerde diger izolatlara kiyasla ¢ok
diisiik konsantrasyonlarda (3,125 uM/ml) yiiksek antimikrobiyal etkinlik elde edildi.
Diger izolatlarda oldugu gibi diisiik konsantrasyonda gii¢lii antimikrobiyal etkinligi
ancak yiiksek dozda enerji kullanarak gerceklestirebildik. Bu durumun kullandigimiz
dalga boyundan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Nitekim Nitzan ve Ashkenazi
(2001) nin galismasi bu varsayrmi dogrular niteliktedir (132). Ilgingtir ki, antibiyotik
diren¢ yoniinden diger izolatlara kiyasla daha direngli olan CID A.baumannii
izolatlarinda gii¢lii fotoinaktivasyon saglayan parametreler diger izolatlara gore daha
diisiiktii. Bu sasirtict bulgunun agiklanmasi icin fotosensitizan absorbsiyonu, ROS ve
10, olusum miktarlarinin dlgiimii gibi daha ileri analizlerin yapilmasina ihtiyag

vardir.

Calismamizda sentezledigimiz KPT ile gerceklestirilen aPDT nin klinik izolatlar
tizerindeki etkinligi fotosensitizan tiirtine gore degisim gosterdi. Ayni1 enerji dozunun
kullanildigt aPDT deneylerinde gii¢lii bir antimikrobiyal etki i¢in diger
fotosensitizanlara kiyasla Pm konsantrasyon degerlerinin yiiksek olusu dikkat
cekmektedir. Calismamizda tiim klinik izolatlarda en diisiikk konsantrasyonlarda

guclu antimikrobiyal etkinlik gosteren KPT tiirii Pp.’dir. CID klinik izolatlarmin
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Pm’nin kullanildigr aPDT’lere kars1 duyarlilig: farklilik gdstermis olup duyarliklart
en fazlada aza dogru A.baumannii >MRSA > P.aeruginosa > E.coli> K.pneumoniae
seklindedir. CID klinik izolatlarmim Pe’ye karst duyarliliklar  A.baumannii
>MRSA>K.pneumoniae E.coli>P.aeruginosa; Ppn’ye karst  duyarliliklar
A.baumannii >MRSA >P.aeruginosa > E.coli> K.pneumoniae; PpL’ye Kkarst
duyarhiliklar1  A.baumannii > MRSA>K.pneumoniae > P.aeruginosa >E.coli
seklindedir. KPT’nin her bir CID klinik izolat1 tur(i Uzerindeki antimikrobiyal
etkinligi en fazlada en aza dogru MRSA’de Pp =Pe>Ppn>Pm; E.coli’de
PpL>Pe>Ppn>P; P.aeruginosa’da Pp >Ppn=Pe>Puw; K.pneumonaie’de
PpL>Pe>Ppn>Pwm seklinde siralanirken A.baumannii’de en iyi etki Ppn’de goriilmiis
olup siralama Ppn>Pe> PpL >Pwm seklindir. Genel cergevede CID klinik izolatlaria
kars1 fotoinaktivasyonda en etkili KPT turevi PpL iken, en az etkili olanin Py oldugu
sOylenebilir. MRSA-1 disinda antibiyotik duyarlilik yoniinde benzer nitelikler
tastyan CID klinik izolatlarinin yeni KPT’ne kars1 duyarliliklarindaki farkliliklarin
nedeninin anlasilmasi icin KPT’lerin bakteriler tarafindan absorbsiyon diizeylerinin
degerlendirilmesi, farkl inkiibasyon siirelerinde fotoinaktivasyonun
degerlendirilmesi, fotoinaktivasyon sonucunda olusan ROS ve 'O olusum

miktarlarinin 6l¢imii gibi daha ileri analizlerin yapilmasini gerektirmektedir.
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BOLUM YV
5. SONUC VE ONERILER

Arastirmamizda ¢oklu ilag direncli gram pozitif ve gram negatif bakterilere
kars1 genis spektrumlu antimikrobiyal etki gosterebilecek fotoinaktivasyon igin
literatiirde yer almayan yeni KPT lerin sentezi gergeklestirildi. Arastirmada yapilan
MIK degerlendirme testi ile yeni KPT nin tek basma antimikromiyal 6zelliklerinin
g0z ard1 edilecek diizeyde oldugu belirlendi. Farkli enerji yogunluklar1 ve farkli KPT
konsantrasyonlarmin kullanildig1 aPDT deneylerinde her bir CID klinik izolatlarinda
>09,9999 degerlere varan sagkalim azalmasi saptandi. Antimikrobiyal etkinlik
gosteren aPDT kombinasyonlarinin hi¢ birinde lazer veya fotosensitizan gruplarinda
bakteriyal sagkalimda azalmalar goriilmedi. Calismada enerji dozu yiikseltildikce
fotoianktivasyonun etkinliginin de arttig1, en iyi etkinin 150 J/cm? enerji dozunda
goriildiigii belirlendi. CID klinik izolatlara kars1 en iyi antimikrobiyal etki Pp. nin
kullanildigr aPDT’lerde goriiliirken, antimikrobiyal etkinliginin en diisiik oldugu PS
tirdndn Py oldugu saptandi. Yeni KPT’lerle gergeklestirilen aPDT’lerde bakteriyal
duyarhiliklar CID klinik izolat1 tiiriine gore degisim gostermis olup, CID
A.baumannii ve MRSA Kklinik izolatlarinin duyarliligi diger izolatlara gore daha
fazladir.  CID K.pneumoniae, P.aeruginosa, E.coli klinik izolatlarinin
fotoinaktivasyona olan duyarliliklar1 enerji dozlarina goére degisim gosterdi. 100
Jlcm? enerji dozunda fotoinaktivasyona karst en direngli olan CID E.coli iken, 150
Jicm?de CID P.aeruginosa’dur.

Arastirmamizda yeni KPT tiirevleri ile gerceklestirilen aPDT’lerin CID yara
enfeksiyon etkenlerine karsi guclu bir antimikrobiyal etkinlik gosterme potansiyeline
sahip oldugu gériildii. KPT tiiriine karst CID izolatlarmin duyarliliklarindaki
farkliliklarin  arastirilmasi i¢in 1ileri analizlerin yapilmasi, maksimal diizeyde
antimirobiyal etki gosteren aPDT parametrelerinin, canli hiicre Uzerinde

toksisitesitelerinin in vivo kosullarda arastirilmasi 6nerilmektedir.
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