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OZET

SUDA COZUNEBILEN TETRA VE OKTA SUBSTITUYE GALYUM
FTALOSIYANIN BILESIKLERININ DNA ETKILESIMLERININ
BELIRLENMESI VE ANTIMIiKROBIYAL UYGULAMALARI

Hasan Emre YILMAZ

Yiiksek Lisans Tezi
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dah
Damsman: Yrd. Do¢. Dr. Efkan BAGDA
2017, 70+xvii sayfa

DNA molekiilii, hiicresel siireclerin devamliligi ve kontrolii i¢in kilit rol oynar. Bu
yOnii ile hastalik teshis ve tedavisinde siklikla hedef molekiil olarak ¢alisilmaktadir.
Farkli dizi ve konformasyona sahip ¢ok sayida DNA molekiilii farkli hiicresel
fonksiyonlarda 6nemli rol oynar. DNA'nin bilinen ¢ift sarmal yapisinin yaninda,
farkli sekonder yapilar da olusturdugu bilinmektedir. Bu yapilardan guanince zengin
bolgelerde olusan G quadrupleks konformasyonlar: birgok hastaligin teshisinde ve
tedavisinde 6nemli ilag hedefleri olarak giiniimiizde yogun olarak c¢alisilmaktadir.
G-quadrupleks yapilar1 okaryotik ve prokaryotik genomlarda in vivo sartlarda
olusabilmektedir. G-quadrupleks yapilarin uygun bir ligantla stabilizasyonu

organizmanin hiicresel fonksiyonlarinda farkliliklara neden olabilmektedir.

Mevcut ¢alismada, tetra ve okta siibstitiiye galyum ftalosiyaninlerin, G-quadrupleks
DNA liganti olarak kullanilabilirligi UV-Vis spektrofotometresi, floresans
spektrofotometresi, CD (Circular Dichroism) spektrofotometresi, viskozite

Olctimleri, jel elektroforezi ve erime noktasi analizleri yapilarak arastirilmistir.

Calismanin  ikinci asamasinda ise bahsi gecen galyum ftalosiyaninlerin
antimikrobiyal fotodinamik terapi (AFDT) ozellikleri Pseudomonas aeruginosa
(ATCC-27853), Staphylococcus aureus (ATCC-29213) ve Candida albicans
(ATCC-10231) mikroorganizmalari tizerinde incelenmistir. Her iki ftalosiyanin igin
de gergeklestirilen c¢alismalar sonucunda farkli konsantrasyonlarda karanlikta

sitotoksik etki gostermedikleri saptanmistir. Diyot lazer 151k kaynagi kullanilarak
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15181 tek basina sitotoksik etki gostermedigi degerler belirlenmistir. Diyot lazer 151k
kaynagi kullanilarak gergeklestirilen AFDT uygulamalar sonucunda iki Pc'nin de
etkili bir sekilde mikroorganizmalar oldiirdiigli gozlenmistir. Yapilan ¢alismalar
sonucunda okta galyum ftalosiyaninin (OGaPc), tetra galyum ftalosiyanine

(TGaPc) gore daha iyi fotodinamik aktivite gosterdigi belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Ftalosiyanin, DNA Baglanma, Antimikrobiyal Fotodinamik
Terapi (AFDT)



ABSTRACT
DETERMINATION OF DNA INTERACTIONS AND ANTIMICROBIAL
APPLICATIONS OF WATER SOLUBLE TETRA AND OCTA
SUBSTITUTED GALLIUM PHTHALOCYANINE COMPOUNDS

Hasan Emre YILMAZ

Master of Science Thesis, Department of Molecular Biology and Genetics
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Efkan BAGDA
2017, 70+xvii pages

The DNA molecule plays a key role in the continuity and control of cellular processes.
In this respect, it is frequently studied as a target molecule in diagnosis and treatment
of disease. The DNA molecule plays an important role in different cellular functions.
DNA has secondar structures besides its known double helix. A well known secondary
structure, G gaudruplex DNA occur in guanine rich regions of genome. G quadruplex
conformation is currently being studied extensively as important drug targets in the
diagnosis and treatment of many diseases. G-quadruplex structures can occur in
eukaryotic and prokaryotic genomes in vivo. Stabilization of G-quadruplex structures

with a suitable ligand can lead to differences in cellular functions

In the present study, the availability of tetra- and octa-substituted gallium
phthalocyanines as G-quadruplex DNA ligand was investigated by UV-Vis
spectrophotometer, fluorescence spectrophotometer, CD (Circular Dichroism)
spectrophotometer, viscosity measurements, gel electrophoresis and melting point

analyzes.

In the second phase of the study, antimicrobial photodynamic therapy (APDT)
properties of the tetra and octa substituted phthalocyanines were studied on
microorganisms of Pseudomonas aeruginosa (ATCC-27853), Staphylococcus aureus
(ATCC-29213) and Candida albicans (ATCC-10231). Studies conducted on both
phthalocyanines revealed that they did not show cytotoxic effect in the dark at different
concentrations. It has been observed that there is no cytotoxic effect on the light

microorganisms used after applications using laser light with different gusts. As a
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result of APDT applications using diode laser light source, it was observed that two
Pcs effectively Killed microorganisms. It has been determined that octa substituted
phthalocyanine (OGaPc) has better photodynamic activity than tetra substituted
phthalocyanine (T GaPc).

Key Words: Phthalocyanine, DNA Binding, Antimicrobial Photodynamic Theraphy
(APDT)
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1. GIRIS

Genetik bilginin saklanmasi, islenmesi ve aktarilmasindan sorumlu olan molekiil
DNA’dir. DNA molekiilii bu 6zelligi ile hiicresel stireclerde kilit rol oynamaktadir.
DNA’nin primer, sekonder ve tersiyer yapilar ise oynadigi rol i¢in kritiktir. DNA
yapilariin stabilitesi ile yapilar arasi gegislerin kontrolii bir¢ok hastalifin teshis
ve/veya tedavisinde 6ne mli ila¢ hedefleri olarak giiniimiizde yogun olarak

calisiimaktadir (Wells vd., 2005; Wang ve Vasquez, 2006; Bacolla ve Wells, 2009).

Ik kez 1953 yilinda Watson ve Crick tarafindan, sag el dongiilii, ikili sarmal yapi
olarak tanimlanan DNA molekiilii, B-DNA olarak adlandirilir. Tamamlayici iki DNA
zincirinin birbiri etrafinda doniisii ile olusan bu ikili sarmal yapi1 replikasyon,
transkripsiyon gibi metabolik siireglerde kismen agilarak tekli zincirler olustururlar.
Tekli DNA zincirleri, tekrarli dizilerin bulundugu bolgelerde, belirli kosullar altinda
sa¢ tokasi (hairpin), ti¢lii (triplex), hag bigimi (curiciform), sol el doniislii Z-DNA, G-
quadrupleks gibi B-DNA olmayan 6zel yapilar olustururlar. DNA dizilerinde goriilen
bu olagandis1 sekonder yapilar, gen ekspresyon siirecini etkileyebilir ve biyolojik
acidan 6nemli baz siireclere katilabilirler. Ayrica, bu 6zel DNA yapilarinin olusmast
ve stabilizasyonu genetik kararsizligi uyararak gesitli hastaliklara neden olurlar. Bu
nedenle farkli DNA formlarina affinitesi yliksek, secici molekiillerin dizayni, DNA
konformasyonuna bagli biyolojik siireclerin ¢alisilmasi ile farkli hastaliklarin teshis ve
tedavisi igin alternatif yontemlerin gelistirilmesinde kritiktir (Bacolla ve Wells, 2009;
Choi ve Majima, 2011; Duquette vd., 2004; Wang ve Vasquez, 2006).

Ozel DNA yapilarindan olan G-quadrupleksler, telomer ve onkogenler gibi 6nemli
biyolojik islevlere sahip DNA bdlgelerinde yer alirlar (Bacolla ve Wells, 2009; Choi
ve Majima, 2011; Duquette vd., 2004; Phan vd., 2006; Wang ve Vasquez, 2006; Wells
vd., 2005; Zhao vd., 2010; Zhang vd., 2014). Bu yapilar, guanince zengin DNA
dizilerinin standart olmayan bir sekilde, her dort guanin niikleotidinin planar diizlemde
sekiz Hoogsten hidrojen bag ile birbirine baglanmasiyla aciga ¢ikan dortli yapilarin
n-nt istiflenmeleri sonucunda olusur. Bu yap1, G-dortliisii (G4), tetrat ya da G-tetrat
olarak isimlendirilen yapilarin st iste istiflenmesi ile olusur. Bu yapimin stabilitesi
farkli katyonlarin (K*, Na*, Li*) varligina dayanmaktadir. Bu iyonlar, tetrat yapi
diizleminin i¢inde veya diizlemler arasinda yer alarak yapinin ‘koordinatorii’ olarak

rol oynarlar. Yapisal konformasyon; merkez iyonun c¢esidi, yapidaki baglarin paralel



ya da antiparalel olmasi, glikozidik konformasyon, baga katilan dizilerin uzunlugu ve
G-dortliilerinin istiflenme sayis1 gibi bir¢ok parametreden etkilenmektedir (Millevoi
vd., 2012).

G-quadrupleks-olusturabilen diziler, insanda dahil olmak {izere viriisler, bakteriler ve
diger genomlarda da yaygin olarak bulunurlar. Genom iginde, G-quadruplekslerin
yerlesimi rastgele degildir ve farkli tiirler arasinda korunmustur. G-quadrupleksler,
genomun fonksiyonel bolgeleri ile birlikte yer degistirirler. Bu durum, dizilerin genom
iginde dagilimi lizerinde bir se¢ilim baskisi olusturur. Bu koruma, en yiiksek memeli
tirleri arasinda goriiliir. G-zengin diziler dkaryotik telomerlerde, promotorlerde ve 5'
UTR'lerinde siklikla gozlenmektedir. Replikasyon, transkripsiyon ve translasyon
basamaklarinda agiga ¢ikan quadrupleks yapilar helikaz aktivitesi ile kisa siirede etkili
sekilde c¢oziilebilirler. Organizmalarda in vivo olusumu gosterilmis bu yapilarin
stabilizasyonu, agiga ¢iktiklart DNA/RNA dizilerince kontrol edilen metabolik yolun
bozulmasina neden olur (Bacolla ve Wells, 2009; Choi ve Majima, 2011; Rhodes ve
Lipps, 2015). G-quadrupleks yapilarmin destabilizasyonu sonucunda ise ilgili
metabolik yolun isler hale gelmesi miimkiin olur (Waller vd., 2009).

G-quadrupleksler, genotip ve fenotip lizerindeki etkileri nedeniyle iizerinde durulmasi
gereken 6nemli DNA yapilaridir. G-quadrupleksler genom iizerinde bulunduklar
bolgeler ve iistlendigi gorevler nedeni ile kanser basta olmak iizere, aneminin c¢esitli
formlar1, koroner kalp hastaliklar1 kronik karaciger hastaliklari, nérodejeneratif
rahatsizliklar, kronik HIV viriisii enfeksiyonlar1 ve bakteriyel enfeksiyonlar gibi
bir¢cok hastalikta rol almaktadirlar (Wu, 2011; Simone vd., 2015). Bu nedenle, 6nemli
ilac¢ hedefleri olarak siklikla ¢alisilmaktadirlar.

1.1. Kiiciik Molekiil (Small Molecule) DNA Etkilesimleri
DNA molekiiliinlin {i¢ boyutlu yapisinin aydinlatilmasindan hemen sonra, genetik
bilginin tastyicist olan DNA molekiilii, hiicrenin hayati fonksiyonlarini1 diizenlemesi
yeteneginden dolayi ilag etkilesimi ¢alismalarinin odag haline gelmistir. Tlk kez 1961
yilinda Lerman tarafindan, DNA ile kiigiik molekiillerin etkilesebildiginin gosterildigi
calismada, piridin halkasinin iki yaninda benzen halkalarinin yer aldigi akridin
molekiiliiniin DNA’nin baz ciftleri arasinda yerlestigi (interkalasyon) gosterilmistir
(Lerman, 1961). Daha sonra Rosenberg vd. (1967) yaptiklar1 ¢alismada, Peyrone

(1844) tarafindan sentezlenen cisplatin molekiiliiniin DNA’ya kovalent olarak



baglandigim1 ve bu yolla kanser hiicrelerinin kolayca yok edilebildigini

gostermislerdir.

Yapilan bir¢ok c¢alisma sonucunda, DNA molekiiliiniin metal iyonlar1, kiigiik
molekiiller, su ve proteinler gibi bircok organik ve inorganik molekiil ile tersinir olarak
etkilesime girme yetenegine sahip oldugu gosterilmistir. Bu etkilesimler, kovalent ve
kovalent olmayan etkilesimler olmak tizere iki farkli sekilde gergeklesebilmektedir

(Gogmen, 2014)

1.1.1. DNA Molekiilii ile Kovalent Etkilesimler
Cisplatin molekiilii {cis-diamindikloroplatin(ll), cis-[PtCI2(NHz)2]}, akciger ve
mesane kanseri ile kanserli yumurtalik hiicrelerinin tedavisinde kullanilan en basarili
antikanser ilaglarindan biri olarak bilinmektedir. Hiicre zarindan igeri giren cisplatin
molekiilii, hiicre ic¢indeki diisiik CI” iyonu varliginda (sulu ortamda) kararliligini
kaybederek hidroliz olur. Aciga ¢ikan katyonik molekiil DNA’ya elektrostatik
etkilesimler yoluyla iyice yaklasir. Yaklasan molekiil, DNA {izerinde komsu iki
guanin bazinin yedinci azot atomuna (N7) kovalent olarak baglanir (Sherman ve
Lippard, 1987; Brabec ve Kasparkova, 2005; Takahara vd., 1996). Baglanan cisplatin
molekiilii replikasyonu ve transkripsiyonu inhibe ederek hiicre proliferasayonunu

engeller. Boylece kanserli hiicreler yok edilmis olur.

Bu basarisina ragmen, yan etkilerinin fazla olmasi ve zamanla kanser hiicrelerinin
cisplatine direng géstermesi nedeniyle bilim insanlar1 yeni ilag molekiilleri aragtirmaya
baslamislardir. Arastirmalar sonucunda suda daha iyi ¢6ziinebilen ve daha etkin ilag

maddeleri (karboplatin, okzaplatin gibi) kesfedilmistir (Mckeage vd., 2000).

1.1.2. DNA Molekiilii ile Kovalent Olmayan Etkilesimler

Bu etkilesim tipinde, molekiiliin ve DNA’nin yapisal 6zelliklerine bagli olarak birden
fazla etkilesim tipi gozlenebilmektedir. Bu etkilesimler molekiillerin geometrisine,
biiyiikliigline ve stereokimyasal Ozelliklerine bagli olarak  degismektedir
(Vijayalakshmi vd., 2006). Kii¢iikk molekiillerin ve iyonlarin DNA ile kovalent
olmayan etkilesimi birbirinden farkli {i¢ yolla ger¢eklesmektedir (Brafia vd., 2001):

1. Elektrostatik etkilesimler ile DNA dis ylizeyine (seker-fosfat omurgasina)

non-spesifik baglanma

2. DNA'ni biiytik ve kiigiik oluklarina baglanma



3. Diizlemsel DNA baz ciftleri arasina girerek (interkalasyon mekanizmasi

ile) baglanma.

Interkalasyon Oluklara Baglanma Elektrostatik Etkilesim

Sekil 1.1 Kovalent olmayan DNA etkilesimleri (Ruiz vd., 2011)
1.1.2.1. Elektrostatik Etkilesimler

DNA molekiiliiniin dis ylizeyini olusturan seker-fosfat omurgasi, igerdigi fosfat
gruplar1 nedeniyle fizyolojik pH degerlerinde yiiksek derecede negatif yiikliidiir. Bu
nedenle pozitif yiiklii iyonlar (Na*, Mg*? vb.) DNA molekiilii ile elektrostatik
etkilesimlere girebilmektedir (Manning 1978; Strekowski ve Wilson 2007). Bu sekilde
baglanan iyonlar DNA molekiiliiniin kararliligina katki sunmaktadir. Bu mekanizma
ile baglanan iyon ya da molekiillerin salinmasi, seker-fosfat omurgasinin negatif
yikiinlin  diger elektrostatik etkilesimlerle notralize edilmesi  sonucunda
gerceklestirilir. DNA’nin konformasyonal diizenlenmesinde ve proteinler gibi diger
molekiillerin DNA’ya baglanmasinda secici olmayan elektrostatik etkilesimler rol

oynamaktadir (Blackburn ve Gait, 1990).

1.1.2.2. Oluklara Baglanma
Oluga baglanma etkilesimleri molekiillerin, niikleik asitlerin biliylik veya kii¢iik
oluklarinda yer alan baz g¢iftlerinin oluga bakan yiizeydeki fonksiyonel gruplart ile
dogrudan etkilesimi seklinde gergeklesir (Blackburn ve Gait, 1996). Oldukga giiclii bir
baglanma ¢esidi olan oluga baglanma modelinde kiigiik molekiiller genellikle kiigiik
oluklarla etkilesirken, protein ve oligoniikleotidler gibi biiyiik hacimli molekiillerde
biiyiik oluklarla etkilesmektedir. A-T bolgelerinin G-C bolgelerine gore daha dar
olmasi bu bolgelerin elektrostatik potansiyelini artirirken sterik engelini azalttigindan,
oluklara baglanma genellikle A ve T segiciligine sahip molekiillerde gozlenmektedir.
Kiiglik olukla DNA konformasyonunda onemli bir degisiklige neden olmayan bu

baglanma tipinde, standart anahtar-kilit modeline benzer bir mekanizma ile etkilesim

4



gerceklesir. Kiiciik oluklar ile etkilesen molekiiller genellikle hilal bigimini alarak
oluklarin seklini alir ve Van der Waals baglar1 ile oluga baglanirlar (Gokoglu vd.,
2009).

1.1.2.3. interkalasyon Etkilesimi
Interkalasyon terimi ve mekanizmasi ilk defa 1960’larin baslarinda Lerman tarafindan
kullanilarak agiklanmistir (Lerman, 1963). Interkalasyon etkilesimi, kovalent baglar
olusturmaksizin diizlemsel aromatik molekiillerin DNA zincirleri arasina dik bir
sekilde girerek baglanmasi olarak tanimlanmaktadir (Brafia vd., 2001; Martinez ve
Garcia, 2005). Interkalasyon yapan molekiiller, bazlar ile istiflenme etkilesimlerine
girmektedir. Bu nedenle interkalasyon 6zelligi tasiyacak molekiillerin, komsu DNA
bazlar1 arasinda istiflenmeye uygun diizlemsel heterosiklik halkalar igermesi
gerekmektedir. Interkalasyon etkilesiminde, molekiilin bazlar arasi bosluklara
girebilmesi i¢in seker-fosfat omurgasinda biikiilme ve baglarin rotasyonu gibi
degisimler meydana gelir. Bu degisimler sonucunda interkalasyon bolgesi olusumu ile
olusan bolgedeki sarmal doniisii azalir ve ¢ift sarmalin uzamasiyla baz giftleri

birbirlerinden uzaklasir (Lerman, 1963).

Interkalasyon ozelligi gosteren bilesikler DNA ¢ift sarmalinin yapisini bozar.
Interkalatoriin yapiya katilmasiyla birlikte baz ciftleri arasindaki biikiilme agis1 azalir
ve DNA molekiiliiniin uzunlugu artar. Gergeklesen bu yapisal degisiklikler DNA’nin
hiicre i¢in hayati Oneme sahip fonksiyonlarini yerine getirememesine neden
olmaktadir. Bu nedenle interkalator molekiiller 6zellikle kanser kemoterapilerinde ilag
olarak kullanilmaktadir (Lerman, 1963; Waring 1970; Gogmen, 2014; Giircan, 2014;
Icsel, 2013).

1.2. Fotodinamik Terapi (FDT)
Fototerapi terimi ultraviyole (UV), goriiniir (Vis) ya da yakin kizilotesi (NIR)
bolgedeki 15181n tedavi amagl kullanildigi tiim uygulamalar i¢in kullanilmaktadir.
Fotokemoterapi ise 1518a duyarli bir fotokemoterapotik ajanin kullanildig: fototerapik
yontemdir. Fotodinamik terapi (FDT), fotokemoterapi uygulamasinin bir alt dal
olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Bonnett, 2000).

Temel olarak FDT, organizma icin toksik olmayan 1s18a duyarli bir ajanin
(fotoduyarlastirici ajan), hedef doku ya da hiicrelere gonderilerek uygun dalga boyuna

sahip bir 151k kaynagiyla uyarilmasi ve uyarma sonucunda olusan serbest oksijen
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radikallerinin hedef doku ya da hiicreye hasar vererek apoptoz veya nekroz siireciyle

oldiirmesidir (Oztiirk, 2009).

Ftoterapide en biiyiik atilimlardan biri 19. ylizyilin sonlarinda Finsen tarafindan
yapilmistir. Finsen, kirmizi 151k kullanarak yaptig1 ¢alismada ¢igek hastaligini tedavi
ettigini ve sivilcelerin cerahat toplamasini engelledigini kesfetmis, bdylece 1s1k
kaynaklarinin modern tip uygulamalarinda kullanilabilecegini gdstermistir. Ayrica
giinesten topladigi UV 15181 kullanarak Lupus vulgaris’i (deri tiiberkiilozu) tedavi
etmis ve bu calisma sonucunda Nobel Odiilii'ne layik goriilmiistiir. FDT ise 1900
yilinda Oscar Raab’in, akridin boyasi ile 15181 birlikte kullandiginda Paramecium
tizerinde Oldiiriicii oldugunu gosterdigi caligmasi ile baglamistir. Ayni yilda von
Tappeiner, FDT terimini ilk kez kullanmis ve “is18a duyarli bir ajan ve oksijen
varliginda gergeklesen kimyasal reaksiyon” olarak tamimlamistir (Tappeiner, 1900).
[k klinik FDT uygulamas1 1903 yilinda Tappeiner ve Jesionek tarafindan eozin boyasi
ve beyaz 1s181in deri tiimorlerini tedavi etmede kullanilmasiyla gerceklestirilmistir.
1913 yilina gelindiginde Meyer-Betz, fareler {izerinde yaptig1 calismada
hematoporfirin tiirevlerinin kanser tedavisinde etkili oldugunu gostermistir. (Ackroyd
vd., 2001; Moan ve Peng, 2003; Wilson ve Patterson, 2008; Oztiirk, 2009; Taskin,
2014).

1.2.1. FDT Etki Mekanizmasi
Normal sartlarda, uyarilan bir molekiiliin 1s1 ya da floresans olusturarak temel haline
donmesi olduk¢a kisa (nanosaniye) siiren bir durumdur. FDT icin kullanilacak
fotoduyarlagtirict maddelerde ise bu siirenin en azindan mikro ya da milisaniye
diizeyinde korunmasi Onemlidir. Boylece fotoduyarlastirici madde {g¢lii duruma
(triplet-state) gegerek enerjisini bir baska molekiile aktarabilir. Bu mekanizma ile
dogrudan 1gikla uyarilamayacak molekiiller, (oksijen vb.) uyarilabilmektedir. FDT nin

temelini olusturan mekanizma da budur (Taskin, 2014).

FDT, sitotoksite gostermeyen fotoduyarlastirici bir maddenin en fazla sogurum yaptigi
dalga boyundaki bir 151k kaynagi ile uyarilmasi ile baslar. Elde edilen enerji ortamda
bulunan molekiiler oksijene aktarilarak serbest oksijen radikallerini olustururlar.
Olusan bu oksijen radikalleri hedef dokunun zar bilesenleri ve hiicre proteinleri gibi
alt yapilarini hasarlarlar. Siirecin son basamaginda, hiicre apoptoza ya da nekroza

stiriiklenir (Foote, 1991; Sharman vd., 1999).



Fotoduyarlastirict maddelerin 151k ile uyarilarak oksijen molekiilleri ile etkilesmesi, iki
farkli mekanizma tizerinden ger¢eklesmektedir. Tip | olarak adlandirilan reaksiyonda
"ROT" (reaktif oksijen tiirleri) olusturulurken Tip Il reaksiyonlarinda "singlet
oksijen" olusumu gergeklesir (Sekil 1.1). Tip 1 reaksiyonlarda, uyarilan
fotoduyarlagtirict madde sahip oldugu hidrojen atomlarimi hiicre igerisindeki
molekiiler oksijene aktarir. Bunun sonucunda ortaya hidroksil ve hidrojen peroksit gibi
radikaller ¢ikar. Olusturulan radikaller hiicre bilesenlerine zarar verir ve hedef doku
apoptoza veya nekroza stiriiklenir. FDT uygulamalar1 genellikle Tip II reaksiyonlari
tizerinden ilerlemektedir. Tip II reaksiyonlarda fotoduyarlastirict maddenin
uyarilmastyla olusturulan enerji, elektronlar yardimi ile dogrudan molekiiler oksijene
aktarilir. Boylece oldukca yiiksek reaktif 6zellik gosteren singlet oksijen iiretilmis
olur. Olusan singlet oksijen, Tip I mekanizmada oldugu gibi hiicreyi hasarlayarak
apoptoza veya nekroza siiriikler. Tip II reaksiyonlar, olusturdugu singlet oksijen
nedeniyle Tip | reaksiyonlardan daha etkilidir (Josefsen ve Boyle, 2008; Dai vd., 2012;
Gol, 2016).
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Sekil 1.2 FDT, Tip I ve Tip II reaksiyonlar1 (Hamblin vd., 2015)

1.2.2. Isik Kaynaklari
Isigin dalga boyu FDT caligmalarindaki en 6nemli parametrelerden biridir. Ayrica,
kullanilan 15181in doku penetrasyonunun yiiksek olmasi gerekmektedir. Bu nedenle
FDT’de kullanilan 151k kaynaklar1 genellikle kirmizi ya da kizil 6tesi olarak bilinen
uzun dalga boyuna sahip 1siklardir. Diistlik enerji diizeyine sahip bu dalga boyundaki

1s1iklar dokuya iyi bir sekilde penetre olabilir ve ayrica hemoglobin molekiiliiniin 15181
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absorblamasindan dogacak zararlardan kaginilabilinir. Bu sekilde, yiiksek dalga
boyuna sahip 1s1k kaynaklarinin kullanilmasi FDT nin yan etkilerini en aza indirger.
Kullanilacak 15181n dalga boyu genellikle 630 ile 850 nm (Fototerapdtik Pencere)
arasinda degismektedir (Sekil 1.2). Fototerapotik pencerenin altindaki dalga
boylarinda hemoglobin molekiilii, izerindeki dalga boylarinda ise su molekiilleri 15181
absorblamaktadir. Bu durum 15181n dokuya penetrasyonunu azaltmakta ve sézkonusu

yapilara zarar vermektedir (Sibata vd., 2000; G61, 2016).
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Sekil 1.3 Fototerapotik pencere (Dabrowski ve Arnaut, 2015)

FDT’de 151k kaynagi olarak baslica lazer, LED (Light Emitting Diods) ve filtreli
lambalar kullanilmaktadir. Lazer 151k kaynaklari, 1s1k 1sinlarin1 odaklamasi, dalga
boyunda ¢ok az sapmalar olmasi, monokromatik olmasi ve 1s1k dalgalarini senkronize
vermesi agisindan avantajlidir. Ayrica fiber optik kablolar vasitasi ile
aktarilabildiklerinden uygulanmasi oldukc¢a kolaydir. LED 151k kaynaklari ise genis bir
dalga boyu araligina sahiptir. Lazer kaynaklar1 kadar yiiksek 1sik giicline sahip
olmasalar da maliyetleri oldukga diisiik, temini kolay ve kullanimlarn basittir (Leznoff
ve Lever, 1989; Wilson, 2002).

Kullanilacak 151k kaynaginin sec¢imi biiyiik olgiide fotoduyarlastirict maddenin
absorbsiyon dalga boyuna baglidir. Fotoduyarlastirict maddeler genis bir spektrumda
absorbsiyon yapma potansiyeline sahip olsalar da en yiliksek absorbsiyon dalga boyunu
kullanmak singlet oksijen verimini artiracagindan uygulamanin basarisin1 da ayni

Olciide artiracaktir (Yanik, 2010).



1.2.3. Fotoduyarlastirici1 Ajanlar
Fotoduyarlastirici (PS) maddeler, uygun dalga boyunda 15181 absorbe ederek, triplet
durumda baska bir molekiile enerji transferi yapabilen molekiillerdir. Kullanilan
Ps’nin fizikokimyasal 6zellikleri, uygulamanin etkinligi agisindan O6nemli bir rol
oynamaktadir (Mang, 2004; Nowis vd., 2005). Kullanigli Ps kimyasallarin sahip
olmasi gereken ozellikler su sekilde siralanabilir:

v' Kirmizi ve yakin kizilotesi dalga boylarini (600-850 nm) giiglii bir sekilde absorbe
edebilmelidir. Boylece doku penetrasyonu artacak ve daha derindeki dokularda da
etkin FDT uygulanabilecektir.

v" PS’nin triplet halinin kuantum verimi ve yar1 dmrii uzun olmahdir. Boylece singlet
oksijen verimi artarak FDT nin etkinligini giiclendirecektir.

v' Singlet oksijen ve ROT verimi yiiksek olmalidir. Boylece etkin bir sekilde hedef
hiicreleri 6ldiirebilecektir.

v' Karanlikta toksisite gostermemelidir. Sadece 151k uygulanan bolgede aktif olan
Ps’ler hedef dokuyu 6ldiiriirken diger saglikli hiicrelere zarar vermeyecektir.

v Hedef dokuya spesifik birikebilmelidir.

<

FDT sonrasinda viicuttan hizli bir sekilde uzaklastirilabilmelidir.

v’ Tlag formiilii basit ve iyi bir kararliliga sahip olmalidir (Taskin, 2014).

1.2.4. Singlet Oksijen

Diradikal yapiya sahip olan oksijen molekiilli, dis orbitalinde paylasgilmamis iki
elektron igermektedir. Temel halde dis yoriingede bulunan iki elektrondan birinin
yoniiniin degistirilmesiyle oksijen molekiilii uyarilmis olur ve olduke¢a reaktif olan
singlet oksijen agiga ¢ikar (Sekil 1.3). Olusan singlet oksijen, enerjisini ya baska bir
molekiile transfer eder ya da kovalent baglar olusturur. Singlet oksijen 6zellikle C=C
cift baglarina etki etmektedir. Bu 6zelligi singlet oksijenin biyomolekiilleri tahrip
etmesini saglamaktadir (Yasa, 2012; Go6l, 2016).

1.2.5. Fotoduyarlastiricilarin Hiicreye Girisi ve Hiicre Ici Lokalizasyonu
FDT yonteminin hiicresel hedefleri mitokondri, plazma membrani, lizozomlar ve
endoplazmik retikulumdur (ER). Bu nedenle iyi bir Ps, hedef hiicre igerisine
girebilmeli ve orada birikebilmelidir. Ps’nin lipofilik 6zellikleri ve birikme derecesi,
hedef hiicrede birikim ve konumlanmayi belirleyen temel faktorlerdir (Kalka vd.,
2000; Luksiene, 2003). Hidrofobik ve lipofilik 6zellikte olan Ps’ler, disiik ve yiiksek
yogunluklu lipoproteinlerle giiclii bag yapabildiklerinden endositoz yoluyla hiicre



icine alinmalar1 miimkiindiir. PS’lerin hiicre igine girmesiyle birlikte, lipofilik 6zellik

tasimalar1 nedeniyle plazma zar1, ER, mitokondri, ¢ekirdek ve lizozom da birikir.

Hidrofobik (lipofilik) Ps’ler tiimor dokularinda birikebildiklerinden “dogrudan”,
hidrofilik Ps’ler ise hiicre igerisine giremediklerinden “dolayli yoldan” etki gosterirler.
Hidrofilik Ps’ler, kanser hiicrelerinin beslenmesini saglayan kan damarlarini tahrip

ederek dokunun beslenmesini engellerler (Luksiene, 2003; Go6l, 2016).

1.2.6. Fotodinamik Terapide Hiicre Oliimii
FDT siirecinde hiicreyi 6liime gotiiren temel yaklasim, hedef bolgedeki damar
yapisinin tahrip edilmesi ve bagisiklik sisteminin tetiklenmesidir. Hedef bolgedeki
tiimor dokusunun damarlanma yogunlugu, dokudaki oksijen diizeyi, metabolizmasi
gibi Ozelliklerinin bilinmesi uygulamada biiyilk 6neme sahiptir. Bunlarla birlikte
kullanilan Ps ¢esidi, derisimi, 151k dalga boyu, 151k giicii ve uygulama siiresi gibi

parametreler de FDT verimi iizerinde etkilidir.

FDT’de elde edilen singlet oksijenin dmriiniin ¢cok kisa olmasi (<0,05 ps), kullanilan
Ps’lerin lokalizasyonunu 6nemli kilar. PS’nin lokalizasyonuna gore hiicreler apoptoz,
nekroz ya da hem apoptoz hem de nekroz siirecine girerler (Sekil 1.4) (Moor, 2000;
Plaetzer vd., 2003).
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Sekil 1.4 FDT 6ldiirme mekanizmasi (Abrahamse ve Hamblin, 2016)



Nekroz, hiicre dist uyaranlar sonucunda gerceklesen istenmeyen hiicre 6limiidiir.
Nekroz siirecine giren hiicrelerde Ps bilesiklerinin daha ¢ok plazma zarinda biriktigi
goriilmistiir. Isik uygulamasi sonucunda olusan singlet oksijen, plazma membraninda
bulunan kolesterol ve doymamis yag asitlerinin peroksidasyonunu saglar. Bunun
sonucunda plazma zari, en dnemli 6zelliklerinden olan yari-akigkan yapisini ve segici
gecirgenligini kaybeder. Membran {izerindeki enzim ve reseptorler inaktive olur. Zar
tasima sisteminin bozulmasiyla beraber plazma membraninin depolarizasyonu
gerceklesir. Mitokondriyal, sitozolik ve lizozomal enzimler inaktive olur. Tim bu
stire¢ sonunda i¢ dengenin (homeostasi) bozulmasiyla beraber nekroz meydana gelir

(Geiger vd., 1995; Plaetzer vd., 2003; G6l, 2016).

Nekrozdan farkli olarak apoptoz, hem fizyolojik hem de patolojik durumlarda
meydana gelebilen kontrollii hiicre 6liimiidiir. FDT de hiicrenin apoptoza gitmesine
sebep olan durum mitokondri ve sitoplazmada agiga ¢ikan ROT tiirleridir. ROT’lar,
mitokondriyi tahrip ederek apoptoz tetikleyicilerinin sitoplazmaya salinmasini
saglamaktadir. Sitozolde apoptozom komplekslerinin olusumu gergeklesir.
Apoptozom kompleksinde bulunan hidrolitik enzimlerin aktivasyonu sonucunda
hiicresel proteinler ve DNA pargalanir. Sonug olarak hiicre yok edilmis olur (Johnson
ve Walker, 1999; Levy ve Nelson, 2000; Go6l, 2016).

1.3. Antimikrobiyal Fotodinamik Terapi (AFDT)
Fotodinamik terapi iizerine ilk deneysel gozlem 1900’li yillarin basinda Alman
mikrobiyolog Raab tarafindan yapildiktan sonra antimikrobiyal uygulamalari hizla ilgi
alan1 olmustur. Bununla birlikte ayn1 yilizyilin ilk ¢eyreginde antibiyotiklerin kesfi ile
ikinci plana itilmistir. Gegen yillar ile antibiyotiklerin yanlis ve asir1 kullanimina bagh
olarak artan antibiyotik direncliligi bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde ciddi
sorunlarin yasanmasina yol agmistir. Bu durum artan 6liim oranlar ile agir ve pahali
tedavi stiregleri anlamina gelmektedir. Agir mali bir yiikii beraberinde getiren zorlu
tedavi silireclerine alternatif tedavi yontemlerinin gelistirilmesi 6nemlidir. Bu nedenle,
alternatif tedavi yontemlerinden biri olan AFDT yeniden giindeme gelmistir. AFDT
antibiyotiklerin aksine sadece bakteriler iizerine degil ayrica mantar, protozoonlar ve
viriisler {izerinde etkili olmasiyla da daha genis antimikrobiyal etkiye sahiptir

(Redmond ve Kochevar, 2006; Calzavara, 1999).
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Antimikrobiyal fotodinamik terapi (AFDT), toksik olmayan bir fotoduyarlastirici
molekiiliin mikroorganizma tarafindan tutulmasi ve maksimum sogurum yaptigi
dalgaboyunda 1sikla uyarilarak ROT {iretmesiyle sitotoksik etki gdstermesi lizerine
kuruludur. Ug temel bilesenden olusmaktadir: (i) fotoduyarlastirict molekiil, (i) uygun
dalga boyunda 1s1ik ve (iii) molekiiler oksijen. Fotokimyasal reaksiyonlar sonucu
olusan aktif oksijen tiirlerine bagh olarak gergeklesen reaksiyonlar Tip | ve Tip Il
olarak smiflandirilir. Tip I reaksiyon, uyarilan fotoduyarlastiricinin organik
substratlarla tepkimeye girerek serbest radikaller olusturmasina dayanir. Tip II
reaksiyonlarda ise uyarilan fotoduyarlagtirict enerjisini molekiiler oksijene verir ve
yiiksek derecede reaktif singlet oksijen ('O2) olusturur. Reaktif oksijen,
biyomolekiillerle ¢cok hizli bir sekilde tepkimeye girerek hiicre bilesenlerine hasar
verir. Hasarli hiicre ise apoptoz veya nekroz yoluyla oliir. Bu yontemde, singlet
oksijenin yarilanma siiresinin kisa olmasi hasarin lokal olarak gerceklestirilebilmesini
saglar ve boylece saglikli cevre dokular hasar gormezler (Wainwright, 1998; Kutlubay
vd., 2011).

Bakteriler, okaryotik hiicrelerden farkli olarak peptidoglikan tabaka icermektedirler.
Bu da AFDT uygulamalarint etkileyen Onemli faktdrlerden biridir. Gram (+)
bakteriler, hiicre membranini g¢evreleyen kalin ve porlu bir hiicre duvarina sahiptir.
Gram (-) bakterilerde ise bir dig membran, ince bir peptidoglikan tabaka ve sitoplazmik
membrandan olusmaktadir (Sekil 1.5). Gram (-) bakterilerin sahip oldugu dis
membran yapisi, Gram (+)’ler lizerinde etkili olan novobiocin, rifamycin ve
lincomycin gibi bir¢ok antibiyotige kars1 direng gostermelerine neden olmaktadir. Bu
da Gram (-) bakterilerin patojenitesini artirmaktadir (Nikaido ve Vaara, 1985; Bourre
vd., 2010; Lambert vd., 2002). Bununla birlikte, AFDT uygulamasinda kullanilan
kiigiik molekiiller, bu sinirli basit difiizyon 6zellige sahip membran bariyerine
takilmaktadir (Bertoloni vd., 1992). Bu durum Pc’lerin Gram (-) bakterilerine girigini
zorlagtirmakta, hiicre icerisinde birikmesini azaltmakta ve AFDT’nin etkisinin
diismesine sebep olmaktadir. Bu da Gram (-) bakterilerin, Gram (+)’lere gore daha zor
oldirilmesine neden olur. Candida gibi mantarlarimin kii¢iik molekiillere olan
gecirgenligi ise Gram (-) ve Gram (+) bakterileri suslarinin arasindadir (Sharma vd.,
2011; Sperandio vd., 2013).
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Sekil 1.5 Gram (+), gram (-) bakteri ve mantar hiicre duvari yapisi (Sperandio

vd., 2013)

Tim bunlar dikkate alindiginda etkili AFDT’de kullanighi Ps bilesiklerinin bazi

ozelliklere sahip olmasi1 gerekir. Bunlar asagidaki sekilde siralanabilir:

1. Konak hiicrelere nazaran patojen mikroorganizmalara se¢ici olmalidir.

2. Patojen organizmalarin spesifik morfolojik 6zelliklerine uyumlu yapida ve

afinitesi yliksek olmalidir.

3. Patojen organizmalar, konak hiicrelere nazaran Ps maddeyi daha etkin bir

sekilde hiicre i¢ine almalidir.

AFDT, (i) DNA hasar ve (ii) uygulama sirasinda ortaya ¢ikan ROS molekiillerinin

hiicreyi hasarlamas1 olmak tiizere iki yolla etki gostermektedir. Hiicre hasari ile

membran tagima sisteminin bozulmasi, plazma membraninda bulunan enzimlerin

inhibe edilmesi, zar lipidlerinin peroksidasyonu gibi ¢esitli mekanizmalar sonucunda

bakterinin sitoplazmik membrani hasara ugratilir. Her ne kadar DNA hasart AFDT
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uygulamasinin 6ldiirme mekanizmalarindan biri olsa da, asil etken kullanilan Ps
maddenin 151k ile aktivasyonu sonucu olusan ROT’larin basta bakteriyel hiicre duvari
ve sitoplazmik membran olmak {izere hiicre bilesenlerini onarilmasi miimkiin olmayan
bir sekilde okside etmesi ve nekroza siiriiklemesine dayanmaktadir (Sharman vd.,
1999; Oncii, 2013).

Fotoduyarlastirict molekiillerin genis antimikrobiyal etkiye sahip olmasit gida
giivenligi, sterilizasyon, ¢evre temizligi gibi uygulamalar i¢in bu molekiilleri bir¢ok
yonteme kiyasla daha kullanmighh kilar. Ayrica fotofuyarlastirict molekiillerin,
antibiyotikler gibi hizla diren¢ olusturmamasi, 6lii hiicrelerde dahi etkili olmasi, ucuz
ve kolay uygulanabilir olmasi, olduk¢a hizli etki gostermesi, hedef dokulara segici
baglanabilmesi ve birikebilmesi, lokal tedavilerin yapilabilmesi, yan etki
gostermemesi ve suda ¢oziinebilir tiplerinin viicuttan kolayca atilmasi gibi avantajlari
mevcuttur (Foote, 1991; Wilson ve Patterson, 2008; Sharma vd., 2011; Sperandio vd.,
2013).

1.4. Ftalosiyaninler
Sahip olduklar fiziksel ve kimyasal 6zelliklerden dolay: son yillarda temel bilim ve
klinik caligmalarinda dikkatleri {izerine ¢eken ftalosiyanin (Pc) bilesigi bir
tetraisoindol tiirevidir ve sentetik olarak elde edilen boyar bir maddedir.
Ftalosiyaninler ilk kez Braun ve Tcherniac (1907) tarafindan ftalimit ve asetik asitten
orto-siyanobenzamid eldesi sirasinda koyu mavi renkli bir yan {iriin olarak elde
edilmistir (Braun ve Tcherniac, 1907). Elde edilmesi gibi yapisinin aydinlatilmasi da
bir rastlanti sonucu olan ftalosiyaninler, 1928 yilinda Dandringe ve Dunsworth
tarafindan caligilmistir. Dandringe ve Dunsworth, tepkime kabindaki bir catlak
tizerinde olusan mavi-yesil kalintiy1 (FePc) alarak incelemisler ve ilk izlenimler
sonucunda bu bilesigin yiiksek kararliliga sahip olup suda ¢oziinmeyen bir pigment
molekiilii oldugunu sdylemislerdir. 1929 yilindan 1933°e kadar Linstead ve grubu
tarafindan yapilan ¢aligmalar neticesinde ftalosiyaninlerin yapist aydinlatilmistir.
Linstead, ¢esitli fizikokimyasal Ol¢iimler, X-1s1m1 ve elektron mikroskopisi gibi

teknikleri kullanarak yapilarini ve diizlemselligini belirlemistir (Linstead, 1934).

Adin1 Yunanca’da yer alan mineral yagi (naphta) ve koyu mavi (cyanine)
kelimelerinden alan ftalosiyaninler, 18-n elektron sistemine sahip 16 iiyeli (sekiz

karbon ve sekiz azot atomu) diizlemsel aromatik makro halkalardan olugmaktadir.
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Dogada bulunan hemoglobin ve klorofil gibi porfirinlere yapisal olarak oldukca benzer
olan Pc’ler, ¢ok gergin yapida olup dort iminoizoindolin biriminin kondenzasyon
driinleridirler. Renkleri maviden kahverengiye kadar degisebilen PcC’ler, essiz
ozelliklerinin kesfedilmesiyle bilimsel ilgiyi lizerine ¢ekerek bir¢ok alanda iizerinde
calisilan koordinasyon ve makrosiklik bilesikler olmuslardir (Saka, 2012; Sarki, 2014,
Cakir, 2014;).

Ilging elektrokimyasal ve elektrokromik ozelliklere sahip, kararli radikaller
olusturabilen ftalosiyaninler, singlet oksijen iiretme kapasitesinden dolayi fotodinamik
terapide fotoduyarlastirici kimyasallar olarak kullanilmaktadir. Bunun yani sira,
ftalosiyanin bilesikleri, gida boyasi, sterilizasyon, antimikrobiyal ajan, antikanser ajan,
biyosensor, molekiiler iletken teller, elektrokromik goriintiileme aygitlar1 ve giines
pilleri gibi cok sayida farkli alanda kullanilmaktadir (Saja vd., 2005; Agikbas vd.,
2009).

Farkli ftalosiyaninlerin antikanser ve/veya antimikrobiyal terapdtik ajanlar olarak
gelistirilmesi inovasyona yonelik dnemli Ar-Ge ¢alismalaridir. Bu nedenle ¢alisma
kapsaminda, sentezi (Durmus ve Nyokong, 2007; Camur vd., 2011) tarafindan
yapilmig, merkezde Galyum atomu igeren tetra ve okta siibstitiiye ftalosiyaninler ile
farklit DNA formlarina (ctDNA ve farkli G-quadrupleksler) baglanma affinitelerinin
ve seciciliklerinin spektral ve termal yontemlerle belirlenmesi amaglanmistir.
Calismanin, klinik uygulamaya yonelik ikinci kisminda ise, ftalosiyanin bilesikleri
kullanilarak antimikrobiyal fotodinamik terapi (Gram (-) Pseudomonas aeruginosa,
Gram (+) Staphylococcus aureus ile okaryotik Candida albicans) uygulamalari igin
kullanighiginin test edilmesi hedeflenmistir. Boylece c¢aligilan ftalosiyaninlerin (i)
DNA etkilesimleri ve (ii) antimikrobiyal terapotik ajan potansiyelleri belirlenerek

kullanim alanlan tartigilmistir.

1.5. Literatiir
Ug farkli anahtar kelime ile yapilan literatiir taramastyla (Web of Science, 01.06.2017)
konunun literatiirdeki durumu ortaya konulmustur. Verilere gore ftalosiyanin temali
22872 adet, Pc-ctDNA temali 24 adet, Pc-G-Quadrupleks temali ise 30 adet arastirma
makalesi halihazirda bulunmaktadir. Ftalosiyanin - DNA etkilesimlerine ait bilimsel
caligmalarin yakin tarihli ve sinirli sayida olmasi konunun yeni (giincel) ve yeterince

calisilmamis olduguna isaret etmektedir. Yapilan literatiir taramasi sonuglarindan
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bazilar1 asagida Ozetlenmistir. Siralama sadece ctDNA calismalari, sadece G-
quadrupleks caligmalar1 ve ctDNA ile G-quadrupleks caligmalar1t seklinde

diizenlenmistir.

Ozgesmeci vd. (2013) yaptiklar1 ¢alismada, tetra siibstitiiye ¢inko (11) Pc ( periferal
pozisyonunda dort adet 2°,3’,5°,6’-tetrafluoro-40-(2- dimethylaminoetanethio)
benzyloxy substitiienti tagtyan) bilesiklerinin ctDNA ile olan etkilesimi incelenmistir.
UV-Vis ve floresans spektroskopisi yontemi ile birlikte termal denatiirasyon yontemi
kullanilan g¢alisma sonucunda s6z konusu Pc bilesiginin DNA ile elektrostatik

etkilesimlere girdgi belirlenmistir.

Barut vd. (2013) yaptiklar1 ¢alismada, 1-morpholinopropan-2-ol distibstitiiye silikon
Pc ve aksiyel 3-morpholinophenol disiibstitiiye silikon Pc 5 ve bunlarin suda
¢oziinebilen kuaternize tiirevleri kullanilarak ctDNA etkilesimlerini UV-vis
spektroskopisi, EtBr ile yerdegistirme ve termal denatiirasyon yontemleriyle
incelenmistir. Calisma sonucunda s6z konusu molekiillerin interkalator oldugu

bildirilmistir.

Wang vd. (2013) yaptiklar1 ¢alismada, 3-(4-methoxybenzylamino) propanoik asit
slibstitiiye suda ¢oziinebilir ¢inko Pc (CNPcZn) bilesiginin ctDNA ile olan etkilesimi
ve ctDNA’da olusturdugu hasar1 calisilmistir. Calisma sonucunda, kullanilan Pc

bilesiginin giiclii bir interkalator oldugu gosterilmistir.

Evren vd. (2013) yaptiklar1 ¢alismada, tetra katyonik ¢inko Pc (1Q) and metalsiz Pc
(periferal 4-((7-(trifluoromethyl)quinolin-4-yl)oxy) grubu tasiyan) bilesiklerinin
ctDNA ile olan etkilesimleri c¢alisiimistir. Calisma sonucunda kullanilan 1Q

molekiiliiniin 2Q molekiiliine gore daha iyi bir etkilesim gdsterdigi belirtilmistir.

Lopez Zeballos vd. (2014) vyaptiklar1 calismada ¢inko (II) merkez atomlu
ftalosiytaninlerin  ctDNA  etkilesimlerini  UV-Vis spektroskopisi, floresans
spektroskopisi ve termal denatiirasyon yontemleriyle incelemistir. Calisma sonucunda
kullandiklart Pc bilesiklerinin yiiksek baglanma sabitine sahip olduklar1 gosterilmistir.
Yaptiklar termal denatiirasyon ¢alismalar1 sonucunda Pc bilesiklerinin interkalasyon
mekanizmasiyla degil, elektrostatik etkilesimlerle ctDNA molekiiliine baglandigi

belirtilmistir.

16



Cakir vd. (2015) yaptiklar1 ¢alismada, tetra siibstitiiye ¢inko (II) Pc bilesiklerinin BSA
ve DNA baglanma 6zelliklerini incelenmistir. Floresans ve absorbsiyon spektroskopisi
yontemlerini kullanarak gerceklestirdikleri calisma sonucunda s6z konusu Pc

bilesiklerinin BSA ve DNA ile etkilestigi bildirilmistir.

Bagda vd. (2017) yaptiklar1 ¢alismada, suda ¢oziinebilen Lu (III) sandvig¢ tip Pc
bilesiginin ctDNA ile olan etkilesimi incelenmistir. UV-Vis spektroskopisi, floresans
yerdegistirme, jel elektroforezi, viskozite Ol¢iimii ve termal denatiirasyon yontemi
kullanilan ¢alisma sonucunda s6z konusu Pc bilesiginin ctDNA’ya interkalator oldugu

bildirilmistir.

Yabas vd. (2015) yaptiklar1 ¢alismada, top tipi Pc bilesiginin ctDNA ile etkilesimi
incelenmistir. Spektrofotometrik titrasyon, EtBr yerdegistirme, termal denatiirasyon
viskozimetrik 6l¢tim ve jel elektroforezi yontemleri kullanilan ¢alisma sonucunda, s6z

konusu Pc bilesiginin ¢ift zincirli DNA’ya interkale oldugu gosterilmistir.

Yuan vd. (2016) yaptiklar1 calismada, sentezledikleri B-tetra (aminofenoksi) siilfonik
slibstitiiye ¢inko (SNZnPc) Pc bilesiginin ctDNA ile etkilesimini UV-Vis
spektroskopisi, EtBr yerdegistirme ve termal denatiirasyon yontemleriyle incelemistir.
Calisma sonucunda SNZnPc bilesiginin ctDNA ile giiglii bir sekilde etkilestigi ve
kullanilan Pc bilesiginin ctDNA’ya interkale oldugu gosterilmistir.

Hassani vd. (2014) yaptiklar1 ¢alismada, ¢inko merkezli Pc (Cu(PcTs)) ve iki
tetrapyridinoporphyrazines grubu tasiyan ([Cu(2,3-tmtppa)]4+ ve [Cu(3,4-
tmtppa)]4+) Pc bilesiklerinin Tel22 G-quadrupleks molekiilii ile olan etkilesimini
spektroskopik yontemler kullanarak arastirmislardir. Calisma sonucunda, Cu(PcTs)
bilesiginin diger iki molekiile nazaran daha zayif etkilestigi gosterilmistir. Bununla
beraber yapilan CD spektroskopisi ¢alismasi sonucunda Cu(PcTs) bilesiginin G-
quadrupleks yapisinda her hangi bir degisime neden olmadigi gézlenmistir. ([Cu(2,3-
tmtppa)]4+ and [Cu(3,4-tmtppa)]4+) bilesiklerinin siibstitiient gruplarinin periferde

olup olmamasinin baglanma iizerinde etkili oldugu not edilmistir.

Bagda vd. (2017) yaptiklar1 ¢alismada, sandvig tip Pc bilesiginin Tel21 ve cMYC G-
quadrupleks yapilariyla olan etkilesimi incelenmistir. Spektrofotometrik titrasyon, CD

spektroskopisi ve EtBr yerdegistirme yontemleri kullanilan ¢alisma sonucunda s6z
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konusu Pc bilesiginin Tel21 G-quadrupleksinin konformasyonunda Onemli

degisikliklere yol actig1 bildirilmistir.

Bagda vd. (2017) yaptiklar1 ¢alismada, top tipi Pc bilesiginin Tel21 ve cMYC G-
quadrupleks yapilariyla olan etkilesimi incelenmistir. UV-Vis spektroskopisi,
floresans yerdegistirme ve CD spektroskpisi yontemleri kullanilan ¢aligma sonucunda,
caligilan Pc bilesiginin her iki G-quadruplex yapisi ile etkilestigi, etkilesim sonucunda

konformasyonal degisiklikler ve yapi stabilizasyonu gozlenmistir.

AFDT’ye yonelik yapilan literatiir taramast sonucunda ftalosiyanin ve AFDT anahtar
kelimeleriyle yapilan tarama sonucunda (Web of Science, 01.06.2017) sinirli sayida
(75 adet) arastirma makalesi oldugu goriilmiistiir. Cesitli gram (+) bakteri, Gram (-)
bakteri ve funguslarla yapilan ¢calismalar bulunmaktadir. Bunlardan bir kism1 asagida

Ozetlenmistir:

Soncin vd. (2002) yaptiklart g¢alismada, bir takim ¢inko merkez atomlu Pc
bilesiklerinin fotodinamik inaktivasyon 0&zelliklerini arastirmiglardir. S. Aureus
(ATCC 25923) ve metisilin direngli S. aureus (MRSA) mikroorganzimalar: {izerinde
gerceklestirdikleri ¢alismada, 0,01-10 uM Pc derisimlerinde 1-5 dk inkiibe ettikleri
bakteri orneklerine 1-5 dk 10-50 mW/cm? 1sik uygulamasi sonucunda patojen
populasyonunda 4- 5 log ((10%-10° kat) azalma gériilmiistiir.

Mantareva vd. (2011) katyonik, suda ¢ozlinebilen Ga(Ill) merkez atomlu Pc
bilesiklerini kullanarak yaptiklar1 ¢alismada, Pc bilesiklerinin metisilin direngli S.
aureus (MRSA), P. Aeruginosa ve C. albicans mikroorganizmalar1 tizerindeki
fotodinamik inaktivasyon Ozelliklerini incelemislerdir. Karanlikta 10 pM derisime
kadar her iki Pc moelkiiliiniin de toksik olmadigini bildirmislerdir. 3 pM Pc
derisiminde, 60 mW/cm2 de 15 dk 1sik uygulamasi sonucunda yasayan bakteri
sayisinda 4- 5 log (10*-10° kat) azalma gdzlenmistir.

Ke vd. (2014) yaptiklari ¢alismada, iki monosiibstitiiye zinc(II) Pc bilesiginin bakteri
metisilin duyarli S. aureus (ATCC 25923), metisilin direngli S. aureus (ATCC BAA-
43), E. coli (ATCC 35218) ve P. aeruginosa (ATCC 27853)), viriisler ve bakteriyal
biyofilmler iizerindeki fotodinamik inaktivasyon ozelliklerini incelemislerdir.
Karanlikta sitotoksik etkiye sahip olmayan Pc bilesiklerinin, halojen lambaya sahip

151k kaynagi ile 48 J/cm? 20 dk 151k uygulamasi sonucunda sitotoksik etkinin yiiksek
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diizeylere ¢iktig1 gosterilmistir. S. Aureus i¢in 5 nM Pc derisiminde hiicre sayisinin

4log (on bin kat) kadar diistiigti gésterilmistir.

Dimaano vd. (2015) silikon Pc bilesikleri kullanarak yaptiklari ¢alismada, metisilin
duyarli S. aureus (MSSA, ATCC 25923) ve metisilin direngli S. aureus (MRSA,
ATCC 43300) mikroorganizmalar1 iizerinde fotodinamik antibakteriyal etkisini
arastirmislardir. 0,1-1 pM derisim araliginda Pc bilesiklerini 2 J/cm?1s13a 1 saat maruz
birakarak yapilan AFDT ¢alismasi sonucunda 1 uM dersimindeki Pc ¢6zeltisinin tiim

suslar1 6ldiirdiigii bildirilmistir.

Osifeto vd. (2015) yaptiklar: ¢alismada mono- ve tetra-piridiloksi siibstitiiye indiyum
(1) ftalosiyaninlerinin fotodinamik antimikrobiyal kemoterapétik etkilerini E. coli
(ATCC 25922) mikroorganizmasi iizerinde arastirmiglardir. Yapilan c¢alismada
ftalosiyanin bilesikleri ile 30 dk karanlik ortamda inkiibasyonun ardindan 23,99 mW
giiclinde 1 saat 11k uygulanmistir. Uygulama sonucunda tetra siibstitliye Pc bilesiginin

mono siibstitiiye Pc bilesigine gore daha etkili oldugu gosterilmistir.

Is¢i vd. (2016) yaptiklar1 calismada, hidrofobik methylsulfonyl cinko ftalosiyanin
bilesigini kullanarak S. aureus (Gram +) ve E. coli (Gram -) mikroorganizmalar1 ve
insan epidermoid karsinoma hiicreleri (A431, ATCC CRL-1555) iizerindeki
fotodinamik terapdtik etkisini arastirmiglardir. 0.5-10 pM derisim araliginda
ftalosiyanin bilesigi ile karanlikta inkiibasyonun ardindan 50J/cm? kirmiz1 15182 maruz
birakilan Orneklerde, S. aureus mikroorganizmasini etkili bir bigimde o6ldiiriirken
(a>5log1o) E.coli mikroorganizmasi tizerinde istatistiksel olarak anlamli bir 6ldiirme

etkisi gdzlenmemistir.

Chen vd. (2016) Cinko merkez atomlu Pc tiirlerinin bakteri kaynakli deri
enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanisligini incelemistir. P. aches (ATCC 6919) ve S.
aureus subsp. aureus (ATCC 6538) kullanilan ¢alismada, 3 ve 6 J/cm? giiciinde LED
151k kaynagi kullanilarak 1-2 dk AFDT uygulanmistir. Kullanilan Pc (1 uM)
bilesiklerinden bir tanesi (ZnPc-S4) AFDT uygulamasi sonucunda etki gostermezken
digerinin (ZnPc-(Lys)s) uygulanan doza bagli olarak bakteri biiylimesini inhibe ettigi
gosterilmistir. Pc bilesiklerinin 10 uM konsantrasyona kadar karanlik toksisitelerinin

olmadig1 belirtilmistir. 1 pM konsantrasyonda 6 J/cm? dozunda 1sitk uygulamasi
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sonucunda P. acnes mikroorganizmasinin koloni sayisinda 5 ila 6 log azalma

gbzlenmistir. Bu deger S. aureus’ta gozlenenden oldukga diisiik bulunmustur.

Dlugaszewska vd. (2017) non perifer konumunda N-metil morpholiniumethoxy
gruplar1 bulunan Mg(IT) merkez atomlu Pc bilesiklerinin antikanser ve antimikrobiyal
fotodinamik aktivitelerini incelemistir. S. aureus (NCTC 4163), S. epidermidis (ATCC
49134), E. faecalis (ATCC 49474), metisilin duyarli S. aureus (MSSA), metisilin
direngli S. aureus (MRSA), metisilin duyarli S. epidermidis (MSSE), vancomycin
direngli Enterococcus (VRE), E. coli (ATCC 25922), P. aeruginosa (NCTC 6749), S.
marcescens (ATCC 8100), C. albicans (ATCC 10231) ve A. niger (ATCC 16404)
mikroorganizmalarinit kullanarak yaptiklari ¢alisma sonucunda direncgli suslar ile
normal suglarin AFDT’ye yanitinin benzer oldugu, 100 uM konsantrasyonda etkili bir
sekilde mikroorganizmalarin dldiiriildiigii ve okaryotik C. albicans igin istatistiksel

acidan anlamsiz sonug alinirken, A. niger i¢cin AFDT etki gozlenmemistir.

Son 20 yil igerisinde bir¢cok Pc sentezlenmesine ragmen, uygulamaya yonelik
caligmalar sinirh sayidadir. Bu nedenle, Pc’lerin farkli DNA tipleri ile etkilesimlerinin
tayini ve AFDT uygulamalan i¢in kullanilabilirliginin belirlenmesi gibi konular
bilimsel 6neme sahiptir. Bu motivasyonla, yapilan tez ¢alismasi ile literatiirde varolan

eksikligin giderilmesine katki sunulmasi amaglanmistir.
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2. MATERYAL VE METOD

Bu c¢aligmada daha 6nce Camur vd. (2011) ve Durmus ve Nyokong (2007) tarafindan

sentezlenmis, suda ¢Oziinen, tetra ve okta siibstitiiye galyum atomu igeren ftalosiyanin

bilesiklerinin farkli biyolojik alanlarda kullanilma potansiyelleri aragtirilmistir. Bu

amagla, s6z konusu ftalosiyanin bilesiklerinin, farkli DNA molekiilleri ile olan

etkilesimleri belirlenerek, antimikrobiyal fotodinamik kemoterapi uygulamasi

gergeklestirilmistir.

(@] (@)
4
+ \CH3 H3C/ +

(b) OGaPc bilesigi

Sekil 2.1 Calismada kullanilan Pc bilesikleri, a) TGaPc b) OGaPc
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2.1. Cahsmada Kullanilan Cozeltiler ve Besiyerleri
Tiim ¢alisma boyunca dH>O kullanildi. DNA baglanma c¢alismalarinda tiim ¢ozeltiler
150 mM KCI igeren 1xTris-EDTA (1xTE) tamponunda ¢6ziildii (ctDNA harig).
(Cozelti pH’lar Sartarius Basic marka pH metre (cam elektrod) ile kontrol edildi. pH
metre kalibrasyonu haftalik olarak yapildu.

A. DNA Baglanma

(i) Tris-EDTA-KCI Tamponu

Tris-HCI (10 mM) (Merck) 107,815 g
KCI (150 mM) (Merck) 11,183 ¢
EDTA (1 mM) (Sigma) 3,7224 g

Hesaplanan miktarlar tartilarak bir miktar dH-O igerisinde ¢ozdiiriildii. pH 7.4
‘e ayarlanarak son hacim 1 L’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢6zelti +4 °C’de saklandi.

(ii) Oligoniikleotid Cozeltileri

Oligoniikleotid c¢ozeltileri 150 mM KCI igeren 1xTE tamponu igerisinde satin
alinan firma tarafindan onerilen derisimlerde (oligomerlerin derisimi 260 nm’deki
absorbans degerlerinden belirlendi) ¢6ziildi. Cozelti, 95 °C’de 10 dk inkiibe edilip
daha sonra oda sicakligina yavas yavas sogutuldu. Hazirlanan oligomer ¢6zeltisindeki
G-quadrupleks olusumu CD-spektroskopisiyle kontrol edildi.

(iii) Ftalosivanin Cézeltileri (1,5x10* M)

TGaPc 0,0086 g

OGaPc 0,0140 ¢

Hesaplanan miktarda Pc katisinin 150 mM KCl igeren 50 mL 1xTE tamponunda

¢ozlinmesiyle hazirlandu.
(iv) Thiazole Orange (TO) Cozeltisi (200 nM)
Thiazole Orange (Sigma) 0,0048 g
0,0048 mg TO tartilarak 150 mM KCl igeren 50 mL 1xTE tamponunda ¢dziildii.

Son hacim 50 mL’ye yine ayni tampon ile tamamlandi.
(v) Etidyum Bromiir Cozeltisi (10 mg/mL)
EtBr (Etidyum Bromid) (Sigma) 50 mg

50 mg EtBr tartilarak 5 mL dH2O igerisinde manyetik karistirict tizerinde
¢Ozdiiriildii. Amber cam sise i¢inde +4 °C de saklandi.
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(vi) 10XxTBE (Tris- Borik asit- EDTA) cozeltisi

Tris (0,89 M) (Merck) 107,815 g
Borik Asit (0,89 M) (Merck) 55,029 g
EDTA (0,01 M) (Sigma) 3,7224 g

Hesaplanan miktarlar tartilarak bir miktar dH>O igerisinde ¢ozdiiriildi. pH
8,2’ye ayarlanarak son hacim 1 L’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti 121 °C’de 20 dk
otoklavlanarak +4 °C’de saklandi.

B. Antimikrobiyal Aktivite ve Antimikrobiyal Fotodinamik Terapi

(i) Fosfat Tamponu (PBS — Phosphate Buffered Saline)

NaCl (Merck) 8,090
KCI (Merck) 0,29
NazHPO4 (Merck) 1,449
KH2PO4 (Merck) 0,249

Hesaplanan miktarlar tartilarak bir miktar dH20 igerisinde ¢ozdiiriildii. pH 7,4’e
ayarlanarak son hacim 1 L’ye tamamlandi. 121 °C’de 20 dk otoklavlanarak +4 °C’de

saklandi.
(ii) Nutrient Broth Besiyeri
Pepton (Merck) 50

Yeast Extract (Merck) 3 g

Hesaplanan miktarlar tartilarak bir miktar dH2O igerisinde ¢6zdiiriildii. pH 7’ye
ayarlanarak son hacim 1 L’ye tamamlandi. 121 °C’de 20 dk otoklavlanarak +4 °C’de
saklandi.

(iii) Nutrient Agar Besiyeri

Pepton (Merck) 50
Yeast Extract (Merck) 3¢
Agar (Sigma) 12 ¢

Hesaplanan miktarlar tartilarak bir miktar dH»O igerisinde ¢ozdiirtildii. pH 7’ye
ayarlanarak son hacim 1 L’ye tamamlandi. 121 °C’de 20 dk otoklavlanarak petrilere
yaklasik 25 mL olacak sekilde dokiildii. Hazirlanan besiyerleri +4 °C’de saklandi.
Kullanmadan 6nce 37 °C’de 1 gece inkiibe edildi.

(iv) Ftalosivanin Cozeltileri

DNA baglanma ¢alismalar1 i¢in hazirlanan Pc ¢6zeltilerinden uygun miktarlarda

PBS ile seyreltmeler yapilarak hazirlandi.
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(v) Mc Farland Standard:

%1’lik Siilfiirik Asit Cozeltisi

H2SO4 (Merck) 1mL

90 mL dH-0 igerisine 1 mL H2SO4 eklendi. Son hacim dH20 ile 100 mL’ye

distile su ile tamamlandi. Hazirlanan ¢ozeltinin agzi kapatilarak oda sicakliginda
saklandi.

%1.,175’lik Baryum Kloriir Cozeltisi

BaCl».2H,0 (Merck) 1,175 mg

BaCl,.2H0 tartilarak 50 mL dH>O igerisinde ¢6ziildii. Son hacim dH20 ile 100

mL’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢6zeltinin agz1 kapatilarak oda sicakliginda saklandi.
0,5 McFarland standardinin hazirlanmasi
Hazirlanan siilfiirik asit ¢ozeltisinden 99,5 mL alinarak tizerine BaCl2.2H,0O
¢ozeltisinden 0,5 mL eklendi. lyice karistirlan ¢ozeltinin - UV-Vis
spektrofotometresinde 625 nm’de absorbansi 0,08-0,1 arasinda ayarlandi. Hazirlanan
¢Ozeltiden 10 mL alinarak deney tiipiine kondu. Agz1 hava almayacak sekilde parafilm

ile kapatilarak oda sicakliginda saklandi. Cozelti her kullanimdan &nce vortekslendi.

2.2. Ftalosiyanin Bilesiklerinin DNA Baglanma Ozellikleri

2.2.1. UV-Vis Spektrofotometre Deneyleri
UV-Vis spektrofotometrik baglanma ¢alismalari i¢in Pc ¢6zeltilerinin derisimleri sabit
tutularak iizerlerine artan miktarlarda G-quadrupleks ya da ctDNA c¢ozeltilerinden
eklendi. Tiim ¢ozeltilerin son hacimleri esit olacak sekilde 150 mM KCl igeren Tris-
EDTA tamponu ile seyreltildi. Cozeltiler oda sicakliginda 30 dk inkiibe edildi.
Cozeltilerin spektrumlar1 220-830 nm dalga boylar1 arasinda tampon ¢dzeltiye karsi
izlendi. Spektrofotometrik absorbans degerleri Benisi-Hildebrant denklemi (Sekil 2.2)
ile islenerek baglanma sabitleri (Kgn) hesaplandi. Olgiimler Shimadzu UV-1800

model spektrofotometre (Japonya) cihazinda yapildi.
1 1 1
M~ (8A) | (8A)LK[DNA]
Sekil 2.2 Benisi-Hildebrant denklemi

2.2.2. Floresans Yerdegistirme Deneyleri
Floresans yerdegistirme ¢aligsmalar1 Agilent Carry Eclipse Spektroflorometre (USA)
cihazinda yapildi. Deneyler i¢in sabit oligomer, TO derisimlerine artan miktarda Pc

¢oOzeltisi eklendi. Oda sicakliginda 10 dk inkiibasyon ardindan floresans emisyon
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spektrumlar tarandi. TO denemeleri i¢in uyarma dalga boyu 510 nm, EtBr denemeleri
i¢in uyarma dalga boyu 526 nm olarak ayarlandi. Ol¢iimlere emisyon degeri sabit
kalana ya da sifirlanana kadar devam edildi. Floresans emisyon siddeti verileri, Stern-
Volmer denklemi (Sekil 2.3) ile islenerek Stern-Volmer grafikleri ¢izildi. Stern-
Volmer grafiginin dogrusal oldugu derisim araligi i¢in Ksy sabitleri hesaplandi.

Fy
F =1+ KSV[PC]

Sekil 2.3 Stern-Volmer denklemi
2.2.3. Erime Sicakhi@ Tayini
DNA erime noktasi tayini i¢in 260 nm’deki absorbans verileri sadece DNA igeren
¢ozelti ve DNA+PC igeren ¢ozeltiler i¢in izlendi. 40 °C-95 °C arasinda, sicaklik 2 °C
artirilarak Ol¢im alindi. Sicaklifa karsi absorbans grafigi cizilerek erime noktasi

belirlendi.

2.2.4. Jel Elektroforezi Yontemi
Jel elektroforezi ¢calismalar i¢in 6rnekler DNA derisimi sabit tutularak, tizerine farkli
derisimlerde Pc ¢ozeltileri eklenerek hazirlandi. Hazirlanan 6rnekler 0,8’lik agaroz
jelde 2 V/cm akimda yiiriitiildi. Yiirtitmeler 1XTBE (Tris-borik asit-EDTA) tamponu
icerisinde gerceklestirildi. DNA'nin goriintiilenebilmesi i¢in agaroz jel hazirlanirken

ortama 15 pL etidium bromiir (10 mg/mL) ilave edildi. UV 1s1k altinda incelendi.
2.2.5. Viskozite Ol¢iimleri

CtDNA-Pc etkilesimlerinin aydinlatilmasinda viskozimetrik yontemler kullanildi.
Bunun i¢in sabit miktardaki ctDNA ¢ozeltilerine artan miktarlarda ilgili Pc bilesigi
eklendi. Her ¢ozelti 10 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. [PC]/[DNA]’ne karst (n/
o) grafigi cizilerek Pc bilesiklerinin baglanma mekanizmasi incelendi.
2.2.6. CD (Circular Dichroism) Spektrofotometre Deneyleri

Pc bilesiklerinin G-quadrupleks etkilesimlerinin G-quadrupleks konformasyonunda
olusturduklar1  degisimlerin aydmnlatilmas1 igin CD (Circular Dischroism)
spektroskopisi yontemi kullanildi. Sabit G-quadrupleks derisimlerinde artan miktarda
Pc eklenerek 10 dk inkiibe edildi. 230-300 nm arasinda CD spektrumlar: tarandi. Her
tarama i¢in ii¢ tekrar yapilarak ortalamasi alindi. Spektrumlar tampon ¢ozeltiye karsi
tarandi. 240, 260 ve 290 nm’lerdeki pozitif ve negatif eliptisite degerlerinden G-
quadruplekslerin paralel, anti-paralel ve hibrit yapilar1 belirlendi. Pc eklenmesiyle
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yapilardaki farklilagsmalar izlendi. CD Olgiimleri, Jasco J 815 pektrofotometre
(Oklahama, ABD) cihazinda (Bilkent-UNAM) yapildi.

2.3. Antimikrobiyal Fotodinamik Terapi (AFDT) Deneyleri
-80 °C’de saklanan bakteri ve mantar suslari NB besiyerine ekildi ve 37 °C’de 24 saat
inkiibe edilerek uyandirildi. Inkiibasyon sonunda 6ze ile NA besiyeri iizerine tek
koloni ekimi yapilarak 1 gece 37 °C’de inkiibe edildi. Olusan kolonilerden iyi izole
olmus bir koloni segilerek NB besiyerine pasajlandi. 37 °C’de 1 gecelik inkiibasyonun
ardindan bakteri ve mantar siispansiyonlar1, NB besiyeri kullanilarak 0,5 Mc Farland

standardina gore ayarland (yaklasik 1-2x108 cfu/mL).

Ftalosiyanin ¢ozeltileri 1,5 mM’lik stok ¢ozeltiden baslanarak 1 mM, 150 uM, 100
uM, 50 uM, 25 uM, 15 uM, 12,5 uM, 10 uM, 5 uM ve 2,5 uM olacak sekilde PBS ile

seyreltilerek hazirlandi.

AFDT c¢alismalari, 96 kuyucuklu plakalar (well plateler) icinde gergeklestirildi.
Calisma gruplar1 asagidaki sekilde diizenlendi:

a) Kontrol grubu: Pc ve 151k olmadan.

b) Isik grubu: Pc olmadan, 1sikla sitotoksite testi.

¢) Pc grubu: Isik olmadan, Pc ile sitotoksite testi.

d) AFDT grubu: Pc ve 151k ile sitotoksite testi.

a) Kontrol grubu: Her bir ¢alisma grubu i¢in kontrol gruplari, pozitif kontrol ve
negatif kontrol olmak iizere iki sekilde diizenlendi. 50 pL bakteri slispansiyonu iizerine
150 pL PBS soliisyonu eklenerek pozitif kontrol olusturuldu. Negatif kontrol olarak
200 pL NB besiyeri kullanildi.

b) Isik grubu: Isik grubu deneyleri i¢in, her bir kuyucuga 0,5 Mc Farland standardina
gdre hazirlanan bakteri siispansiyonlarindan 50 pL eklendi. Uzerinde 150 pL PBS
eklenerek farkli doz ve siirelerde lazer 15181 uygulandi. 37 °C’de 24 saat inkiibe edilen
ornekler kontrol edilerek bulaniklik gézlenmeyen ilk deger MIK (minimum inhibisyon
konsantrasyonu) degeri olarak kaydedildi. Bulamiklik gozlenmeyen tim
kuyucuklardan 10 pL alinarak 10* kat seyreltildi ve her bir 6rnek iki farkli NA
besiyerine ekildi. NA besiyerlerinde koloni olusumu goézlenmeyen ilk deger ise MBK
(minimum bakteriyesidal konsantrasyon) degeri olarak kaydedildi. Tiim deneyler ii¢

tekrarli olacak sekilde gergeklestirildi.
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c) Pc grubu: Pc grubu deneylerinin tamami karanlik laboratuvar ortaminda
gergeklestirildi. Calismalar 96 well plate kullanilarak son hacim 200 pL olacak sekilde
yapildi. Her bir kuyucuga 0,5 Mc Farland standardina gore hazirlanan bakteri
stispansiyonlarindan 50 pL eklendi. Her bir kuyucuktaki bakteri siispansiyonlari
tizerine hazirlanan Pc ¢ozeltilerinden 50 pL eklenerek karanlik ortamda ¢alkalamali
etiivde 37 °C’de 24 saat inkiibe edildi. inkiibasyon ardindan her bir kuyucuk kontrol
edilerek bulamklik gdzlenmeyen ilk deger MIK (minimum inhibisyon
konsantrasyonu) degeri olarak kaydedildi. Bulaniklik gdézlenmeyen tiim
kuyucuklardan 10 pL alinarak 10* kat seyreltildi ve her bir 6rnek iki farkli NA
besiyerine ekildi. NA besiyerlerinde koloni olusumu gézlenmeyen ilk deger ise MBK
(minimum bakteriyesidal konsantrasyon) degeri olarak kaydedildi. Tiim deneyler ii¢

tekrarl olacak sekilde gergeklestirildi.

d) AFDT grubu: AFDT gruplar igin Pc grubu deneyleri sirasinda tespit edilen MIK
degerinin altinda kalan konsantrasyonlardaki Pc ¢ozeltilerinden her bir kuyucuga 50
uL eklendi. Uzerine 0,5 Mc Farland standardina gore hazirlanan bakteri
stispansiyonlarindan 50 pL eklendi. 37 °C’de 15 dk inkiibe edilen siispansiyonlara, 151k
uygulamalar1 sonucunda elde edilen optimum gii¢ ve siirede lazer 15181 uygulandi.
Uygulama ardindan her bir kuyucuktaki siispansiyondan 10 pL alinarak 10* Kat
seyreltildi ve NA besiyerine ekildi. Olusan koloniler sayilarak tablo haline getirildi.
Sonuglar, deney petrilerindeki koloni sayilarinin ortalamalari alinarak ve istatistiksel

hesaplamalar1 yapilarak degerlendirildi.
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3. BULGULAR
3.1. DNA Baglanma Calismalari

3.1.1. UV-Vis Spektrofotometre Deneyleri
UV-Vis spektroskopisi DNA-kii¢iik molekiil etkilesimlerinin aydinlatilmasinda
kullanilan bir yontemdir. Gozlenen hipokroizm, hiperkroizm ve dalga boyu
degerlerinde kayma (kirmiziya ve maviye kayma) verileri baglanma mekanizmasinin
aydinlatilmasinda kullanigh bilgiler saglar. Genellikle kii¢ciik molekiillerin kuvvetli
etkilesimleri absorbans ve dalga boyu degerlerinde biiylik degisikliklere neden olurken
daha zayif etkilesimler daha az degisikliklere neden olur. Diger yontemlerle de
desteklenerek UV-Vis spektroskopisinden elde edilen veriler baglanma modellerinin

ongoriilmesinde kullanilir.

Tez kapsaminda, Pc bilesiklerinin DNA etkilesimlerinin incelenmesinde UV-Vis
spektrumlart 220-830 nm araliginda taranmistir. Calismalarda son hacim sabit
tutulmak kosulu ile artan DNA derisimlerinde Pc bilesiklerinin Q ve B bantlarindaki
degisimler izlendi (Sekil 3.1 — 3.6). Son hacim sabit tutularak, gbzlenen absorbans
degerlerinde seyrelmeden kaynaklanacak degisimler bertaraf edilmistir. Yapilan
caligma sonuglart Cizelge 3.1°de Ozetlenmistir. Tablodan gorildiigii gibi tim G-
quadrupleks DNA'larin TGaPc ile etkilesimlerine dair baglanma sabitleri, OGaPc’e
gore daha yiiksek bulunmustur.

Cizelgede goriilen baska bir onemli nokta ise Pc bilesiklerinin G-quadrupleks
yapilarina olan segiciligidir. Cizelgeden de gorildigi gibi G-quadrupleks, Pc
etkilesimleri i¢in Kgn sabitleri (cMYC hari¢) ctDNA ile etkilesimlerine dair Kgn
degerlerinden en diisiik 5 kat daha yiiksektir. Bu durum Pc'lerin G-quadrupleks
yapilara segiciligi agisindan 6nemlidir.

Cizelge 3.1 Pc bilesiklerinin baglanma sabitleri (Kgr)

TGaPc OGaPc
Coligomer, kM Kgn, MMt Coligomer, uM Kgn mM?

Tel21 2,13-12,84 83,5 2,20-13,21 24,5

KRAS 2,05-12,34 260,5 2,07-12,45 146,5

cMYC 2,17-13,05 19,0 2,11-12,65- 5,0
Niikleolin 2,93-14,34 43,5 2,35-14,11 25,0

VEGF 2,39-14,35 189,5 2,39-14,35 93,5

CtDNA 20,15-120,91 8,0 20,03-121,82 10,5
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Sekil 3.1 Tel21-Pc bilesiklerinin UV-Vis spektrumlari
(a) TGaPc, (b) OGaPc
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Sekil 3.2 KRAS-Pc bilesiklerinin UV-Vis spektrumlari
(a) TGaPc, (b) OGaPc
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Sekil 3.3 cMYC-Pc bilesiklerinin UV-Vis spektrumlari
(a) TGaPc, (b) OGaPc
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Sekil 3.4 Niikleolin-Pc bilesiklerinin UV-Vis spektrumlari
(a) TGaPc, (b) OGaPc
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Sekil 3.5 VEGF-Pc bilesiklerinin UV-Vis spektrumlari
(a) TGaPc, (b) OGaPc
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Sekil 3.6 ctDNA-Pc bilesiklerinin UV-Vis spektrumlari

(a) TGaPc, (b) OGaPc
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3.1.2. Floresans Yer Degistirme Deneyleri
Kii¢iik molekiillerin DNA etkilesimlerinin ¢alisildigr bir diger 6nemli teknik floresans
spektrofotometresi kullanilarak yapilan yer degistirme ¢alismalaridir. Tek bagina zayif
floresans oOzellige sahip Thiazole Orange (TO) ve etidyum bromiir (EtBr) gibi
molekiiller DNA ile etkilestiklerinde kuvvetli emisyon siddetine sahip olurlar. DNA
ile etkilesebilen baska bir molekiiliin ortama eklenmesi DNA-TO (ya da EtBr gibi)
kompleksindeki TO (ya da EtBr)’in ilgili molekiillerle yer degistirmesi emisyon
siddetini diistirmektedir. Meydana gelen azalma, referans olarak kullanilan molekiiliin
yerine ortama eklenen molekiilin DNA sarmalina baglandigimi gostermektedir
(Baguley ve LeBret 1984). Bununla birlikte referans olarak kullanilan molekiiliin
baglanma modeli biliniyorsa bu model {izerinden c¢alisilan molekiiliin baglanma

mekanizmasida tahmin edilebilir.

Tez kapsaminda yapilan floresans yerdegistirme ¢alismalarinda G-quadrupleks DNA

ile etkilesimi yiiksek olan TO ve ¢ift sarmal DNA interkalatorii olan EtBr kullanildi.

Sabit tutulan oligomer, TO ve EtBr derisimlerine karsi ortama artan miktarda Pc

bilesikleri eklenerek her ekleme sonunda floresans emisyon degisimi izlendi (Sekil 3.7
- 3.12).

35



1000+

(a) Tel21-TGaPc
800
g 600 l
74001
ZOO'M
0 | T | | T |
520 540 560 580 600 620
Dalga Boyu (nm)
1000+
(b) Tel21-OGaPc
800
600 l
?h 400+
ZOO_N
) M

T T T T
520 540 560 580 600 620
Dalga Boyu (nm)

Sekil 3.7 Tel21-Pc bilesiklerinin floresans yerdegistirme grafikleri
(a) TGaPc, (b) OGaPc
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Sekil 3.8 KRAS-Pc bilesiklerinin floresans yerdegistirme grafikleri
(a) TGaPc, (b) OGaPc
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Siddet
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Sekil 3.9 Niikleolin-Pc bilesiklerinin floresans yerdegistirme grafikleri

(a) TGaPc, (b) OGaPc
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Sekil 3.10 cMYC-Pc bilesiklerinin floresans yerdegistirme grafikleri
(a) TGaPc, (b) OGaPc
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Sekil 3.11 VEGF-Pc bilesiklerinin floresans yerdegistirme grafikleri

(a) TGaPc, (b) OGaPc
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(a) ctDNA-TGaPc
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Sekil 3.12 ctDNA-Pc bilesiklerinin floresans yerdegistirme grafikleri
(a) TGaPc, (b) OGaPc

Thiazole Orange (TO) kullanilarak yapilan ¢aligmalarda, uyarma (excitation) dalga
boyu 510 nm, emisyon dalga boyu araligi ise 510-620 nm olarak belirlendi. EtBr
kullanilarak yapilan ¢aligsmalarda ise uyarma (excitation) dalga boyu 526 nm, emisyon

dalga boyu araligr ise 526-800 nm olarak belirlendi. En yiiksek dalga boyundaki
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emisyon degerleri analizler i¢in kaydedildi. Elde edilen sonuglar Stern-Volmer
denklemi kullanilarak Ksy sabitleri hesaplandi (Cizelge 3.2). Ksy degerlerine ait grafik
cizildi (Sekil 3.13, 3.14).

Cizelge 3.2 Pc bilesiklerinin Ksy sabitleri

TGaPc OGaPc
Crcaprc, uM Ksv, M1 Cocapc, ptM Ksv, M
Tel21 0-5,77x10°® 2,341 x10° 0-7,59x10°® 2,892x10°
KRAS 0-7,59x10°® 1,790 x10° 0-5,77x10°® 2,478x10°
cMYC 0-5,77x10® 1,616 x10° 0-5,77x10°® 2,659x10°
Niikleolin 0-7,59x10°® 6,002 x10* 0-1,11x10-° 1,595x10°
VEGF 0-5,77x10® 1,425 x10° 0-2,77x10°® 3,574x10°
ctDNA 0-2,64x10° 1,161 x10° 0-3,16x107° 6,399 x10°
—e— cMYC
(] Nukleolin
v VEGF
A Kras
— = — [
TR cona -
w
LLD

2e-6 4e-6

[Pc], M

6e-6

8e-6

le-5

Sekil 3.13 TGaPc bilesiginin Stern-Volmer Ksy sabiti grafigi
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Sekil 3.14 OGaPc bilesiginin Stern-Volmer Ksy sabiti grafigi

3.1.3. Erime Sicakhi@ Tayini
Erime sicakligi (Tm) DNA cift zincir sarmalinin yarisinin agildigi sicaklik olarak
adlandirilir. Erime sicakligi, DNA baz kompozisyonu, derisimi, ortamin iyonik siddeti
gibi parametrelere baglidir. Erime sicakliginin belirlenmesi DNA- kiigiik molekiil
etkilesimlerinin aydinlatilmasi agisindan 6nemlidir. DNA sarmalinin relaksasyonunu
engelleyecek tiir etkilesimler genellikle erime sicakliginin artmasina neden olur.
Ayrica kuvvetli etkilesimler de erime sicakliginda 6nemli farkliliklara neden olur. Tez
kapsaminda erime noktasi deneyleri i¢in oncelikli olarak ctDNA ve G-quadrupleks
molekiillerinin daha sonra ise ilgili Pc-DNA komplekslerinin erime sicakligi
belirlenmistir. Erime deneyleri igin sicaklik 40-95 °C araliginda ikiser °C araliklarla
artilarak ¢ozeltilerin absorbanslar1 Olglilmiistir. T (°C) - A grafiginden erime

sicakliklar1 belirlenmistir.

Cizelge 3.3'te G-quadrupleks-OGaPc ve -TGaPc bilesikleri i¢in erime sicakligi ve
erime sicakliginda kayma degerleri goriilmektedir. TGaPc varligi; Tel21, KRAS ve
VEGF G- quadruplekslerinin erime sicakligini 6nemli derecede degistirmistir (> 5°C).
CMYC, Niikleolin ve ctDNA nin erime sicakliginda OGaPc’nin etkisi daha azdir (<
3°C). Benzer sekilde Tel21 ve KRAS’in erime noktasi degeri TGaPc varliginda
degisiklik gosterirken diger DNA'lar icin daha az bir fark gbézlenmistir. Erime
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sicakliginda gozlenen bu kayma degerleri istisnalar géz ardi edildiginde Kgn degerleri

ile uyum gostermektedir.

Cizelge 3.3 G-quadruplex DNA ve ctDNA erime profilleri (Tmz1, DNA erime
stcakligi; Tmz, Pc-DNA erime sicakligi)

TGaPc OGaPc
Tm,°C | Tm2,°C | ATm,°C | Tm,°C | Tm2,°C | ATm,°C
Tel21 81 74 -l 81 72 -9
KRAS 70 80 10 70 74 4
cMYC 76 77 1 76 76 0
Niikleolin 78 78 0 78 77 -1
VEGF 78 73 -5 78 77 1
CtDNA 76 79 3 76 77 1

3.1.4. Jel Elektroforezi Yontemi
Cift sarmal DNA- kiigiik molekiil etkilesimlerin aydinlatilmasinda jel-elektroforez
yontemi siklikla kullanilir. Tez kapsaminda ctDNA'nin TGaPc ve OGaPc ile
etkilesimi jel elektroforez yontemi ile de ¢alisilmistir. Sabit miktarda DNA
cozeltilerine artan miktarda TGaPc ve OGaPc eklenerek %0,8 'lik agaroz jelde
yiiriitiilerek goriintiilenmistir. Sekil 3.15'te goriildiigi gibi Ken degeri daha yiiksek
olan OGaPc ctDNA ile daha kuvvetli etkilesmistir. Artan ftalosiyanin miktarina bagl

olarak DNA bant parlakligi TGaPc'e oranla daha fazla azalma gozlenmistir.

Artan OGaPc Derigimi Artan TGaPc Derigimi

U R R

Sekil 3.15 Jel Eektroforezi (Marker 1kb)
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3.1.5. Viskozimetrik Ol¢iimler
Kiiciik molekiillerin DNA ile etkilesimleri kompleks bir siiregtir. Baglanma
mekanizmalar tek bir yontem ile kolaylikla agiklanamaz. Viskozimetrik o6lgiimler
molekiil uzunluklarima duyarlt yontemlerdir ve kiigiik molekiillerin DNA ile
etkilesimlerinin incelenmesinde 6nemli bir aractir. Kiigiik bir molekiiliin DNA ¢ift
sarmalina interkalasyonuna ya da oluklara baglanmasina dair verilerin desteklenmesi
ve baglanama modelinin agikliga kavusmasi i¢in viskozite yontemlerine bagvurulur.
Tipik interkalatdr ajanlar DNA c¢ift sarmalina interkale olduklarinda komsu baz
ciftlerinin arasindaki mesafe artar ve heliks yapisinin agilmasina neden olur. Bu durum
DNA zincirinin boyunun uzamasi ile sonuglanir. Interkalatér ajanlarin DNA'nin
gevsemesi ve uzamasina etkisi interkalator/DNA orani arttik¢a artar. Bu durum artan

interkalator/DNA oranlarinda ¢6zeltinin artan vizkozitesi ile sonuglanir.

Tez kapsaminda incelenen Pc'lerin ¢ift sarmal DNA ile etkilesimlerine dair veriler
baglanma mekanizmasinin tam olarak aydinlatilmasinda yetersiz kalmistir. Bu nedenle

viskozite deneyleri ile veriler test edilmistir.

1,15 4

—&— TGaPc

1,10 A
—6— OGaPc

1,05 4

1,00 G

0,95 ~

0,90 ~

0,85 A

0,80 -

0,75 T T T T 1
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25

[FS//[DNA]
Sekil 3.16 Pc-DNA bilesikleri viskozite grafigi

Sekil 3.16’da goriildiigii gibi artan Pc derisimlerinde, DNA ¢ozeltisinin viskozitesi
onemli Ol¢lide degismemistir. Dolayisi ile TGaPc ve OGaPc bilesiklerinin bu derisim

araliginda, DNA ¢ift sarmalina interkale olduklar1 séylenemez.
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3.1.6. CD (Circular Dichroism) Spektrofotometre Deneyleri
CD spektrospopik analizler Jasco J 815 model spektrofotometre (ABD) ile oda
sicakliginda gerceklestirilmistir. Sabit derisimde G-quadrupleks DNA igeren
¢Ozeltilere artan derisimlerde Pc ¢ozeltileri eklenerek, son hacimleri 1,5 mL olacak
sekilde tampon ¢ozelti ile seyreltilmistir. Cozeltiler 10 dk inkiibasyondan sonra 1,5
mL hacimli, 1 cm 11k yollu kuvartz kiivetlere aktarilarak 230-300 nm aras1 CD
spektrumlar taranmistir (Sekil 3.17 — 3.21). Tiim deneysel ¢6zeltiler ortamin iyonik
siddeti ve K* derisimi (150 mM) sabit tutabilecek sekilde 150 mM tampon ¢ozeltisi

ortaminda gerceklestirilmistir.

Sekilden de anlasildigi gibi 150 mM KCIl ortaminda ¢alisilan G-quadrupleks
dizilerinden Tel21 hibrit konformasyona sahiptir (Sekil 3.17, 3.18). Bununla birlikte
diger G-quadrupleks DNA'lar paralel konformasyona sahiptirler (Sekil 3.18 — 3.21).
Yapilarin eklenen Pc'ler ile konformasyonal degisimler 240, 260, 290 nm'deki
eliptisite degerlerindeki degisikliklerden izlendi.
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Sekil 3.17 Tel21-Pc bilesiklerinin CD spektrumlar (a) TGaPc, (b) OGaPc
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(a) TGaPc
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Sekil 3.18 KRAS-Pc bilesiklerinin CD spektrumlar (a) TGaPc, (b) OGaPc

48



1e+9 1 (a) TGaPc

o oM

8e+8 1 % ————— 75x10°M
S % — —A— - 15x10°M

— & —  3.0x10°M

6e+8 4.50x10° M

'_<|<
=)
300
-4e+8 -
1e+9 7 (b) OGaPc
° oM
8e+8 - ———v—— 75x10°M
— A — - 15x10°M
— & —  3.0x10°M
6e+8 + — —B— — 450x10°M
4e+8 1
_
==
2e+8
0 nnnnnnnn
, : 300
WETRTA
-2e+8 O 0} A, M
-4e+8 -

Sekil 3.19 cMYC-Pc bilesiklerinin CD spektrumlari (a) TGaPc, (b) OGaPc
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Sekil 3.20 Niikleolin-Pc bilesiklerinin CD spektrumlari (a) TGaPc, (b) OGaPc
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Sekil 3.21 VEGF-Pc bilesiklerinin CD spektrumlari (a) TGaPc, (b) OGaPc
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Hibrit konformasyona sahip olan Tel21 ile Pc bilesiklerinin etkilesimi sonucu dnemli
derecede konformasyon degisikligi gozlendi (Sekil 3.17, 3.18). Tel2l, TGaPc ve
OGaPc'in dereceli miktarda artirilmasi ile denge paralel konformasyondan antiparalel
konformasyona kaydi. Diger G-quadrupleks yapilart i¢in konformasyonel
degisikliklerin paralel konformasyondan diiz zincirli konformasyona kaydig1 gézlendi
(Sekil 3.18 - 3.21).
3.2. Antimikrobiyal Fotodinamik Terapi (AFDT) Deneyleri

Tez kapsamindaki ftalosiyanin bilesiklerinin antimikrobiyal aktivite deneyleri P.
aeruginosa (ATCC-27853), S. aureus (ATCC-29213) ve C. albicans (ATCC-10231)
mikroorganizmalar kullanilarak gerceklestirildi. Mikroorganizmalar uygun besiyeri
ortaminda ve uygun kosullarda c¢ogaltildiktan sonra Mc Farland standardina gore

ayarlanarak spektral yontemle (625 nm’de O:D:~0,6) kontrol edildi.

AFDT calismalart kapsaminda 151k grubu deneyleri i¢in 640 nm dalga boyunda, 5, 10,
20, 25 ve 50 J/cm? giiciindeki diyot lazer 15181 15 dk boyunca 3 s’de 1 atim (5 ms)
olacak sekilde (toplam 320 atim) Orneklere uygulanmistir. Uygulama sonucunda
kullanilan lazer 15181min 6rnekler iizerinde her hangi bir sitotoksik etkisinin olmadigi

gozlenmistir.

Ftalosiyanin grubu deneylerinde, tez kapsaminda kullanilan her iki Pc bilesiginden
0,5-1500 uM konsantrasyonlarinda hazirlanan Pc ¢dzeltilerinin her hangi bir sitotoksik

etkiye sahip olmadig1 gozlenmistir.

AFDT calismalarinda toksik olmayan en diisiik 151k giicii olan 10 J/cm? ve 20 J/cm?
kullanilirken, Pc ¢ozeltilerinin derigimleri de 0,5, 1, 2,5, 10, 15, 25, 50 uM olarak
uygulanmistir. Mikroorganizmalar farkli derisimlerdeki Pc ¢ozeltileri eklenerek, 640
nm dalga boyuna sahip 10 ve 20 J/cm? giiciindeki lazer 1s1gma 15 dk maruz
birakilmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 3.4 — 3.7 ve Sekil 3.22 — 3.25’te

Ozetlenmistir.

Elde edilen sonuglar SPSS v24.0 (SPSS, 2012) programinda non-parametrik testlerden
Kruskal-Wallis Testi (Breslow, 1970) ile sinanmistir. Elde edilen p degerleri oldukg¢a
yiiksek olup (>0,953) sonuglar1 desteklemektedir.
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Yasayan Hucre (%)

120
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Cizelge 3.4 TGaPc AFDT sonuglari (10 J/cm?)

Yasayan bakteri (%)
TGaPc (uM) S. aureus P. aeruginosa C. albicans
0,5 6,38 £0,002 | 95,00+1,732 | 17,10 +0,058
1 5,23+0,025 | 70,00 +1,530 | 10,00 +0,265
2,5 5,06 +£0,017 | 60,00+ 0,459 0
10 3,70+£0,015 | 55,00+0,173 0
15 2,70 £0,019 | 40,00 +0,072 0
25 0,43 £0,003 | 30,000,337 0
50 0 25,00 £ 1,667 0
Bl S. aureus
i _ @ P. aeruginosa
= C. albicans
Kontrol 0,5 1 2,5 10 15 25 50

Pc Miktari (uM)

Sekil 3.22 TGaPc AFDT sonug grafigi (10 J/cm?)
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Yasayan Hiicre (%)

Cizelge 3.5 TGaPc AFDT sonuglar1 (20 J/cm?)

Yasayan bakteri (%)
TGaPc (uM) S.aureus | P.aeruginosa| C. albicans
0,5 21,30 £ 0,343 | 75,00 £ 0,661 | 30,00 + 0,280
1 481 +0,019 |56,00+0,887 |23,00+0,493
2,5 3,00 £ 0,022 0 0
10 1,90 £ 0,03 0 0
15 0 0 0
25 0 0 0
50 0 0 0
120
100 - - Bl S. aureus
I P. aeruginosa
[ C. albicans
80 1
60 -
40
20 A
O . T u T T T T
Kontrol 0,5 1 2,5 10 15 25 50

Pc Derisimi (uM)

Sekil 3.23 TGaPc AFDT sonug grafigi (20 J/cm?)
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Yasayan Hucre (%)

Cizelge 3.6 OGaPc AFDT sonuglar1 (10 J/cm?)

Yasayan bakteri (%)
OGaPc (uM) | S.aureus |P.aeruginosa| C. albicans
0,5 4,11 + 0,000 |60,00 +0,005|30,00 +0,058
1 4,04 + 0,000 50,00 +0,241|11,00 +0,289
2,5 3,80 £0,003 |45,00 + 0,000 0
10 3,26 + 0,000 0 0
15 1,04 +0,000 0 0
25 0,19 +0,001 0 0
50 0,11 +0,001 0 0
120
100 - M
E S. aureus
@ P. aeruginosa
80 4 :l C. albicans
60
40 ~
20 -
0 H N T - T T
Kontrol 0,5 1 2,5 10 15 25 50

Pc Miktari (uM)

Sekil 3.24 OGaPc AFDT sonug grafigi (10 J/cm?)
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Cizelge 3.7 OGaPc AFDT sonuglari (20 J/cm?)

Yasayan bakteri (%)
OGaPc (uM) | S.aureus |P.aeruginosa| C. albicans
0,5 19,15 +0,246 | 42,00 £ 0,416 | 27,00 £ 0,764
1 5,15+ 0,026 |36,00 +0,520|11,00 + 0,693
2,5 4,30 £0,051 0 0
10 0 0 0
15 0 0 0
25 0 0 0
50 0 0 0
120
100 - n EEl S. aureus
I P. aeruginsa
[ C. albicans
X 80
o
3]
e}
I 60 -
C
®©
>
©
S 40 4
>_
20
o ﬂ ' T T T T T
Kontrol 0,5 1 2,5 10 15 25 50

Pc Miktari (uM)
Sekil 3.25 OGaPc AFDT sonug grafigi (20 J/cm?)

Yapilan deneyler sonucunda 20 J/cm? giiciindeki lazer 1s1¢min 10 J/em? giiciindeki

lazer 15181na gore daha etkili oldugu goriilmiistiir. Kullanilan Pc bilesikleri, 6karyotik
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C. albicans’t 2,5 uM derisimde dahi etkin bir sekilde 6ldiirmektedir. P. aeruginosa
AFDT uygulamasindan en az etkilenen (yasayan bakteri > %25) mikroorganizma iken

S. aureus en ¢ok etkilenen (yasayan bakteri < %21,3)mikroorganizma olmustur.

10 J/cm? giiciinde lazer 15181 uygulanan gruplarda, her iki Pc bilesigi de S. aureus’u
2,5 uM’a kadar olan derigimlerde etkin bir bigimde 6ldiirmiistiir. TGaPc en yiiksek
derisim olan 50 uM derisimde, P. aeruginosa mikroorganizmasini %75 oraninda
oldiiriirken, OGaPc’de bu oran %100’e ¢ikmistir. Her iki Pc de 2,5 uM’a kadar olan
derisimlerde C. albicans mikroorganizmasini %100 oraninda 6ldiiriirken, TGaPc
(%17,1), OGaPc bilesigine (%30) gore diisiik konsantrasyonlarda daha iyi etki

gostermistir.

20 J/cm? giiciinde lazer 15181na maruz birakilan gruplarda, 10 J/cm? giiciine gore daha
1yi bir sonug alindig1 gériilmektedir. Her iki Pc'de 2,5 uM derisime kadar oldukga etkili
bir sekilde mikroorganizmalari 61diirmistiir. Diisiik Pc konsantrasyonlarinda, TGaPc,
P. aeruginosa mikroorganizmasini en fazla %25 oraninda dldiiriirken, OGaPc’de bu
oran %58 olarak goriilmektedir. C. albicans mikroorganizmasi, her iki molekiilde

benzer oranlar verirken OGaPc, C. albicans lizerinde daha etkili olmustur.
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4. TARTISMA VE SONUC

Kanser ve mikrobiyal enfeksiyonlar yiiksek mortalite oranlarina sahip yaygin
hastaliklardir. Genellikle pahali ve agir yan etkiye sahip tedavilerin uygulanmas: ile
ciddi saglik ve ekonomik sorunlar listesinin ilk siralarinda yer alirlar. Bu yoniiyle
kanser ve mikrobiyal enfeksiyonlarin tedavisine yonelik segici, etkili, ucuz ve yan
etkisi az tedavi yontemlerinin gelistirilmesi dnemli bilimsel hedefler arasindadir. Bu
tiir hastaliklarin tedavisinde seciciligi yiiksek kimyasallar kullanilmasi yiiksek
iyilesme orani, minimum yan etki ve diisiik maliyetten dolay1 istenilmektedir. Bu
calisma ile suda ¢ozilinen tetra ve okta siibstitilye galyum atomu igeren ftalosiyanin
bilesiklerinin antikanser ve antimikrobiyal fotokemoterapotik ajan olma 6zellikleri

arastirilarak yeni tedavi yontemleri i¢in uygunluklari aragtirilmstir.

Bu ¢alisma sonucunda iki alanda katki aranmustir. (i) fotoduyarlastirici ftalosiyanin
bilesiklerinin G-quadrupleks DNA yapilartyla etkilesimleri belirlenerek antikanser
potansiyellerinin belirlenmesi  (ii) AFDT uygulamasi ile Pc bilesiklerinin

antimikrobiyal aktiviteye sahip terapétik ajan olma kapasitelerinin belirlenmesi.

Tez kapsaminda Pc bilesiklerinin ¢ift sarmal DNA ve farkli G-quadrupleks DNA
tiurleri ile etkilesimleri farkli spektroskopik tekniklerle incelenmistir. UV-Vis
spektroskopisi analiz sonuglari TGaPc'in OGaPc’ye gore G-quadrupleks DNA
molekiilleri ile etkilesim degerlerinin daha yiliksek oldugu gézlenmistir. OGaPc’in G-
quadrupleks etkilesimlerine ait Kgn degerleri TGaPc'inkinden diisiik olup, bir¢cok
durumda yaklagsik yarisi kadardir. Bununla birlikte ¢arpici olan bir sonugta her iki Pc
bilesiginde ¢ift sarmal DNA'ya nazaran G-quadrupleks DNA'ya baglanma sabiti daha
yiiksektir. Bu durum her iki molekiiliinde G-quadruplekslere daha segici baglandigini
gostermektedir. Ayrica OGaPc'in  ctDNA'ya baglanmasina ait Kgy sabiti
TGaPc"inkinden nispeten daha biiyiiktiir. OGaPc 8 tane, TGaPc ise 4 tane
quarternize piridiloksi grubu icermektedir. Negatif yiikli DNA yapilar (fosfat
omurga) diisiiniildiigii zaman OGaPc ile etkilesimin daha giiglii olmas1 gerektigi
diistintilebilir. Ancak UV sonuglarina gore TGaPc’in DNA molekiilleri ile daha
kuvvetli etkilestigi goriilmektedir. Her iki Pc yapis1 goz oniine alindiginda, bunun en
onemli nedeninin Pc yapilarindaki farkliliklar olabilecegi ¢ikarilabilir. OGaPc daha
biiylik ve sterik olarak kalabalik bir yapiya sahiptir. Bu yapinin G-quadrupleks

yapisinin igerisine girebilmesi ¢ok daha zor goriinmektedir. TGaPc ise sterik olarak
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daha az kalabalik bir molekiildiir ve G-quadrupleks yapilarina hem kolaylikla

istiflenerek hem de arasina girerek etkilesimi miimkiin goriilmektedir.

DNA tiirlerinin, Pc bilesikleri ile baglanma sekillerinin agiklanmasi igin
gergeklestirilen ikinci analiz yontemi floresans yerdegistirme c¢alismalandir. G-
quadrupleksler i¢in affinitesi yiiksek olan TO, ctDNA i¢in ise EtBr molekiilii floresans
prob olarak kullanilmistir. Floresans yerdegistirme verileri Stern-Volmer esitligi ile de
muamele edilerek soniimleme mekanizmasi aydmlatilmistir.  Stern-Volmer
grafiklerinden ctDNA ve Niikleolin hari¢ diger tim G-quadruplekslerin OGaPc'le
soniimlemelerin statik ve dinamik, ctDNA ve Niikleolin ile soniimlemelerinin ise statik
soniimleme oldugu gozlenmistir. Diger taraftan ctDNA hari¢ diger tim G-
guadruplekslerin TGaPc'le soniimlemelerin statik ve dinamik, ctDNA ile

sOniimlemelerinin ise statik sontimleme oldugu gozlenmistir.

Termal denatiirasyon verileri de G-quadrupleksler ve ctDNA ile her iki Pc bilesiginin
etkilestigini gostermistir. Bununla birlikte TGaPc'in Tel21l, KRAS ve VEGF G-
quadruplekslerle, OGaPc'in ise Tel21l ve KRAS ile etkilesiminin Tm degerlerini
onemli 6l¢iide degistirdigi gozlenmistir (TGaPc igin sirasiyla -7, 10 ve -5 °C; OGaPc

i¢in sirasiyla -9 ve 4 °C).

Jel elektroforez deneyleri Pc bilesiklerinin ctDNA ile etkilesimlerini incelemek igin
gerceklestirildi. OGaPc'in ctDNA ile daha kuvvetli etkilestigi gézlendi. Bu sonug

floresans ve UV-Vis sonuglari ile uyumludur.

Viskozite deneyleri ile ¢ift sarmal DNA yapisina OGaPc ve TGaPc'in interkale olup
olmadig1 belirlenmege c¢alisildi. Elde edilen grafiklerden her iki molekiiliinde
interkalasyon gostermedigi belirlendi. Olas1 baglanma modelinin oluga baglanma

olabilecegi diisiiniilebilinir.

CD analizleri ile G-quadrupleks DNA konformasyonlarina, Pc bilesiklerinin etkisi
arastirildi. Sekil 3.17’de gortildiigii iizere, 150 mM KCI ortaminda Tel21, 260 ve 290
nm’de pozitif eliptisite degerlerine sahiptir. Tel21'in bu ortamda paralel ve antiparalel
konformasyonlarin dengede bulundugu bir hibrit yap1 halinde oldugu diisiintilebilir.
Bununla birlikte eklenen TGaPc ve OGaPc ile Tel21 konformasyonun da 6nemli
degisiklikler gozlendi. Pc ilavesi ile denge, paralel konformasyondan antiparalel

konformasyon olusumuna dogru kaydi.
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TGaPc ve OGaPc bilesiklerinin KRAS G-quadrupleksi ile etkilesiminde 260 nm’de
onemli miktarda diisme gozlendi. Benzer durum cMYC, Niikleolin ve VEGF ile de
g6zlendi. Bununla birlikte dikkat ¢eken diger bir husus TGaPc'in KRAS, Niikleolin ve
VEGF ile etkilesiminin incelendigi CD spektrumlarda gézlendi. Spektrumlarda, 3x10°
> M Pc derisiminde CD spektrumlarinda ani bir diisiis (sigrama) gergeklesti. Bu
derisime kadar eklenen Pc’lerin G-quadrupleks yapisina digtan baglandigi bununda
yapida 6nemli bir konformasyonel degisime neden olmadigi, bu derisimden sonra ise
Pc bilesiklerinin derisiminin artmasi ile araya giren Pc’lerin konformasyon dengesini
diiz zincirli oligomer olusumu yoniine kaydirdig1 sdylenebilir. Benzer durum OGaPc
icin KRAS, cMYC ve VEGF i¢in de gozlendi. Bununla birlikte TGaPc'in cMYC ile
ayrica OGaPc’in Niikleolin ile etkilesiminde, artan Pc derisimine bagli olarak 260
nm’deki eliptisite diizenli bir sekilde azaldig1 goriildii. Bu durum, dengenin diiz zincirli

oligomer olusumu yoniine kaydigin1 isaret etmektedir.

Farkli DNA molekiilleri ile olan etkilesimleri belirlenmis Pc bilesiklerinin 640 nm
dalgaboyunda diyot lazer 151k kaynagi kullanilarak AFDT etkinlikleri P. aeruginosa
(ATCC-27853), S. aureus (ATCC-29213) ve C. albicans (ATCC-10231)
mikroorganizmalar1 tizerinde incelenmistir. Her iki Pc bilesiginin de sitotoksik
olmadig1 konsantrasyonlar ile 151k kaynaginin fotositoksite gostermedigi degerler
belirlenerek AFDT uygulamalar1 gergeklestirildi. 10 ve 20 J/cm?’de 15 dk (her 3 sn'de
bir atim (5 ms)) lazer 1g181ina maruz birakilan gruplarda, her iki Pc bilesiginin de 2,5
uM derisime kadar oldukca etkili bir sekilde mikroorganizmalar1 6ldiirdiigi
goriilmistiir. Bununla beraber her iki 151k dozu ugulamasinda da OGaPc, gram (-) P.
aeruginosa organizmasinit TGaPc’ye gore daha iyi 6ldiirdiigii goriilmektedir. Bunun
nedeni ise OGaPc’in sahip oldugu katyonik yiikiin TGaPc’den daha fazla olmasidir.
Sahip oldugu yiiksek katyonik yiikten dolay1 OGaPc, anyonik karakterdeki gram (-)
hiicre zarinda daha 1yi birikmistir ve bunun sonucunda 151k uygulamasiyla birlikte daha

etkin bir 6ldiirme oran1 gézlenmistir.

Ftalosiyanin- DNA baglanma ve ftalosiyanin- G-quadrupleks baglanma anahtar
kelimeleriyle yapilan literatiir taramalari sonucunda, Pc bilesiklerinin baglanma
ozelliklerinin yogunluklu olarak ctDNA kullanilarak incelendigi goriilmistiir (Barut
vd., 2013; Ozcesmeci vd., 2013; Evren vd., 2013; Wang vd., 2013; Bagda vd., 2015;
Yuan vd., 2016; Lopez Zeballos vd., 2014; Yabas vd., 2015). Son zamanlarda yapilan
caligmalar arasinda simirh sayida G-quadrupleks (Hassani vd., 2014; Bagda vd., 2016;

60



Bagda vd., 2017). Yapilan tez calismasi hem ctDNA hem de farkli onkogenik ve
telomerik G-quadrupleks yapilarini igerdiginden olduk¢a 6nemlidir. Béylece ctDNA

ve G-quadrupleks yapilar1 kiyaslanabilmis ve literatiire kazandirilmustir.

AFDT’ye yonelik yapilan literatlir taramasi1 sonucunda yine sinirli sayida ¢alisma
oldugu goriilmiistiir. Cesitli gram (+) bakteri, Gram (-) bakteri ve funguslarla yapilan
¢aligsmalar bulunmaktadir (Soncin vd., 2002; Mantareva vd., 2011; Dimaano vd., 2012;
Ke vd., 2014; Osifeto vd., 2015; isci vd., 2016; Chen vd., 2016; Dlugaszewska vd.,
2017). Isik kaynaklarimin farkli olmasina ragmen tez kapsaminda yapilan ¢alisma
sonucunda diisiik derisimde Pc bilesiginin kisa siireli 151k uygulamasi sonucunda

mikroorganizmalari etkin bir sekilde 6ldiirdiigii gdzlenmistir.

Sonug olarak ¢alismada kullamlan TGaPc ve OGaPc bilesiklerinin G-quadrupleks
DNA molekiillerine afinitesinin, ctDNA (B-DNA) molekiiliine nazaran daha yiiksek
oldugu ve yiiksek fotositotoksik etkiye sahip oldugu belirlenmistir.
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