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OZET

Bu calisma  kapsaminda oktaklorosiklotetrafosfazen ile N-alkil-N-mono-
ferrosenildiaminlerin reaksiyonu sonucu olusan monoferrosenil-spirosiklotetrafosfazenlerin
pirolidin, morfolin ve 1,4-dioksa-8-azaspiro[4,5]dekan (DASD) ile reaksiyona sokulmasi
sonucu elde edilmis tam substitiie ferrosenil siklotetrafosfazen bilesiklerinin ¢esitli patojen
mikroorganizmalar {izerindeki antimikrobiyal aktivitesi, antitiiberkiiloz aktivitesi,
antioksidan aktivitesi, L929 fibroblast ve DLD-1 kolon kanser hiicre hatlarindaki sitotoksik
aktivitesi ve plazmit DNA ile olan etkilesimi incelenmistir. Bilesiklerin antimikrobiyal
aktivitesi agar kuyu difiizyon yontemi ile; antimikrobiyal etkisi goriilen bilesiklerin minimal
inhibitér konsantrasyon (MIK), minimal bakterisidal konsantrasyon (MBK) ve minimal
fungisidal konsantrasyon (MFK) degerleri mikrodiliisyon yontemi ile belirlenmistir.
Bilesiklerin ¢alismada kullanilan maya suslarina olan antimikrobiyal etkisinin bakterilere
oranla daha yiiksek oldugu ve pirolidin siibstitiienti tasiyan bilesiklerin daha etkili oldugu
belirlenmistir. Bilesiklerin Mycobacterium tuberculosis H37Rv referans susuna karsi olan
in vitro antitiiberkiiloz aktivitesi agar proporsiyon yontemi ile incelenmis; pirolidin bagh la-
3a bilesiklerinin pirazinamid ve etambiitolden daha etkili olduklar1 (3 pg/ml); DASD bagh
2¢ bilesiginin ise pirazinamid ilacindan daha etkili oldugu (70 pg/ml) tespit edilmistir.
Antioksidan aktivitenin tayini i¢in bilesiklerin DPPH serbest radikalini siipiiriicii etkisi
incelenmis ve bilesiklerin kullanilan konsantrasyonlarda (5000-1000 uM) ve kullanilan
yontem ile herhangi bir antioksidan aktiviteye sahip olmadigi belirlenmistir. Calismada
kullanilan fosfazenlerin 1929 fibroblast ve DLD-1 kolon kanser hiicre hatlarina
konsantrasyona (200-12,5 ug/ml) bagli olarak sitotoksik etki gosterdigi goriilmiis; pirolidin
slibstitiienti tagiyan bilesiklerin digerlerine gore DLD-1 hiicreleri iizerinde daha etkili oldugu
belirlenmistir. Bilesiklerin plazmit DNA ile olan etkilesimleri agaroz jel elektroforez
yontemi ile incelenmis; DNA’ya baglanma ve kesme seklinde etki gosterdigi tespit
edilmistir. Sonug¢ olarak calismada kullanilan bilesiklerden pirolidin siibstitiie bilesiklerin
morfolin ve DASD siibstitiie bilesiklerden daha yiiksek biyolojik aktiviteye sahip oldugu
belirlenmistir.
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Anahtar Kelimeler : Ferrosenil siklotetrafosfazen, antimikrobiyal aktivite, sitotoksik
aktivite, DNA etkilesimi
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ABSTRACT

In this study, the fully substituted ferrocenyl cyclotetraphosphazene compounds which were
obtained from reactions of pyrrolidine, morpholine and 1,4-dioxa-8-azaspiro[4,5]decane
(DASD) with monoferrocenyl-spirocyclotetraphosphazenes, which were synthesized by the
reaction of octachlorocyclotetraphosphazene with N-alkyl-N-mono-ferrocenyldiamines,
were evaluated for their antimicrobial activity against several pathogen microorganisms,
antituberculosis activity, antioxidant activity, cytotoxic activity against L929 fibroblast and
DLD-1 colon cancer cell lines and interactions with plasmid DNA. Antimicrobial activities
of the compounds were determined by using agar well diffusion method. Also, minimum
inhibitory concentration (MIC), minimum bactericidal concentration (MBC) and minimum
fungucidal concentration (MFC) of the compounds which were shown antimicrobial
activity, were established by using microdilution method. It is determined that antimicrobial
effect of the compounds against fungal strains is higher than bacterial strains and pyrrolidine
substituted compounds are more effective than the others. When in vitro antituberculosis
activities of the compounds against reference strain Mycobacterium tuberculosis H37Rv
were investigated, pyrrolidine substitued compunds 1a-3a are more efficient than
pyrazinamide and ethambutol (3 ug/ml); and DASD substitued compound 2c is more active
than pyrazinamide (70 pg/ml) as well. DPPH free radical scavenging effect of the
compounds was used to determine the antioxidant activity, and there is not any antioxidant
activity of the compounds in the working concentrations (5000-1000 uM) and working
method. Cytotoxic activities of the compunds (200-12.5 pg/ml) against L929 fibroblast and
DLD-1 colon cancer cell lines are concentration dependent and the pyrrolidino-substituted
phosphazenes are more cytotoxic than the others against DLD-1 cells. The interactions of
the compounds with plasmid DNA were investigated by using the agarose gel
electrophoresis method and the compounds were found to have DNA cleavage and binding
activity. In conclusion, it was determined that pyrrolidine substituted compounds have
higher biological activities than morpholine and DASD substituted compounds.
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Bilesiklerin bakteriler {izerine gosterdigi antimikrobiyal aktivite
inhibisyon zon gaplart (M) .........cccceiiiiiiieiieiee e
Bilesiklerin mayalar iizerine gosterdigi antimikrobiyal aktivite
inhibisyon zon gaplart (M) .........ccccviiiiiiieiieie e
Bilesiklerin bakteriler lizerindeki minimal inhibitér konsantrasyon
(MIK) degerleri (M) .....c.cucviviieiieieieieieeee et
Bilesiklerin mayalar iizerindeki minimal inhibitdr konsantrasyon
(MIK) degerleri (uM)

Bilesiklerin minimal bakterisidal konsantrasyon (MBK) degerleri (uM)
Bilesiklerin minimal fungusidal konsantrasyon (MFK) degerleri (uM) ..

Bilesiklerin in vitro antitiiberkiiloz aktivitesine ait duyarlilik test
sonuclar1 ve MIK degerleri

Sayfa



Cizelge

Cizelge 4.8. Bilesiklerin DPPH serbest radikalini siipiiriicii etkisi (517 nm’deki
absorbans deZerleri)........coviviiiiiiiiiiii

Xi



Sekil

Sekil 2.1.

Sekil 2.2.

Sekil 2.3.

Sekil 2.4.

Sekil 2.5.

Sekil 2.6.
Sekil 2.7.

Sekil 2.8.

Sekil 2.9.
Sekil 2.10.

Sekil 2.11.

Sekil 2.12.
Sekil 2.13.
Sekil 2.14.

Sekil 2.15.

Sekil 2.16.
Sekil 2.17.

Sekil 2.18.

Xii

SEKILLERIN LISTESI

Sayfa
Siklo- ve polifosfazenlerin genel yapist; (A) siklik trimer, (B) siklik
tetramer, (C) siklik oligomer, (D) yliksek polimer..........cccoccvvviiiniiiiiniinnns 6
Klorosiklotrifosfazen ve klorosiklotetrafosfazen [1]........ccccooeiiiiiiiinnnnn. 6
Bakterilerde hiicre duvarlari. (a,b) Gram pozitif ve Gram negatif hiicre
duvarlariin ¢izimleri. Ortadaki sekilde Gram pozitif bir bakteri olan
Staphylococcus aureus ve Gram negatif bir bakteri olan Escherichia
coli’ye ait gram boyama fotografi yer almaktadir. (¢,d) Gram pozitif ve
Gram negatif bakterilere ait transmisyon elektron mikrograflari (e,f)
Gram pozitif ve Gram negatif bakterilere ait taramal1 elektron
MIKTOGIALIATT ..o 10
Peptidoglikan yapisindaki tekrarlayan glikan tetrapeptid birimi.................. 11
Candida mayasinin hiicre duvar yapisinin sematik goriintiisii (solda) ve
elektron MIKrOGrafl ........cooiiiiiiiiiiii e 12
Yenilik boslugunun 6rneklemesi ..........cccovoeiiiiiiiiiciee e 14
Klinik kullanimda olan antibiyotik siniflar1 ve hedefleri .............cccocevrennne 14
Cesitli antibiyotiklerin etki ettigi hiicre yapilar1 (THF, tetrahidrofolat; DHF,
AINIATOTOIAL) ... 15
Baz1 antifungal ilaglarin etki bolgeleri ..o 18
Antibakteriyel direng mekanizmalart ...........cccoovviiiiiiii 19

Farkl1 cografik bolgelerde Nisan 2013’e kadar rapor edilen E. coli

izolatlarinin direng oranlar1. 3-CG, 3. nesil sefalosporin; FQ, florokinolon 27
C. albicans patojenite mekanizmalart ............ccocvvvieiiniiiiciieiie e 32
Tahmini TB insidans oranlari, 2015 .......cccooviiiiiiiiiiieeee e 34
MDR ve RR-TB’li yeni TB vakalarinin ytizdesi.........c.ccocvvvviiiniiniiniinnnn 34
Kanser tiirlerinin cinsiyetlere gére ve her iki cinsiyette birlikte 2012

yilinda tiim diinyadaki dagilimi........c.cccooiiiiiiiiii 42
Kanser hiicrelerinin kazandig1 6zellikler ..o 44
Hiicre dongiisli asamalar1 vebu agamalardaki CDK/siklin kompleksleri ..... 45

Hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi ve bu yolda gorevli proteinler ................ 47



Sekil

Sekil 2.19.

Sekil 2.20.

Sekil 2.21.
Sekil 2.22.
Sekil 2.23.

Sekil 2.24.

Sekil 2.25.
Sekil 2.26.
Sekil 2.27.
Sekil 2.28.
Sekil 2.29.

Sekil 2.30.

Sekil 2.31.

Sekil 2.32.

Sekil 2.33.

Kolorektal kanserde tiimor gelisimi boyunca kanser kok hiicresi

2012 yil1 igerisinde her iki cinsiyette diinya tizerindeki bolgelerde
kolorektal kanser i¢in tahmini yeni vaka ve 6liim oranlari...........ccccceevvivenne

Kolon ve rektum kanseri hastalarinin bolgelere gore dagilimi.....................
DNA biyosentezine miidahele eden antikanser ilag tipleri........ccccoocvveriinennne
Bir steroid hormon tarafindan gen transkripsiyonunun baglatilmasi............

Vinca alkoloidinin tiibiilin dimerlerine baglanmasinin bir sonucu olarak
mikrotiibiillerin depolimerizasyonu...........coccovveririienieniiiesee e

DEOKSITIDOZ. ...t
DNA’y1 olusturan niikleotitlerde bulunan azotlu bazlar...............ccccceeneenne.
Bir niikleik asit zincirinin kimyasal yapist ........cccocveiiiriiiiiiiiieneee e
Watson ve Crick tarafindan onerilen DNA ¢ift sarmali ..........cccocoveviiennennne
Adenin-timin ve guanin-timin baz eslesmesi ve aradaki hidrojen baglari ...

(A) Cis-platin’in DNA’ya kovalent baglanmasi. B. (a) Cis-platin’in
Guanin (G) ve Adenin’e (A) baglanma mekanizmasi; (b) 1,2-iplik i¢i
GpG (yap1 a), 1,2-iplik i¢1 ApG (yap1 b), 1,3-iplik i¢i GpNpG (yap1 c),
1,2-iplik arast GpG (yap1 4) [129] ...oociiiiiiiiie

Guanindeki N3’lin (+)-CC1095 tarafindan alkillenmesinin muhtemel
mekanizmalari (a) G-C baz ¢iftinin enol-G-imino-C tautomeri vermek
i¢in tautomerizasyonu, (b) diizenlenmis mekanizma............cccocceerivirrinennne

DNA bazlar tizerindeki alkillenme bolgeleri (a) Alkilleyici ajanlar
kovalent alkil lezyonlarini olusturmak iizere DNA bazlarinin azot ve
oksijen atomlari ile tepkimeye girmektedir. DNA bazlari lizerindeki
alkilasyonun major bolgeleri ve alkilasyonun biyolojik etkileri kirmizi

ve yesil ile gosterilirken minor bolgeler gri ok ucu ile isaretlenmistir.

(b) kemoterap6étik bir alkilleyici ajan olan temozolomidin
metildiazonyum iyonu ile O8-metilguanin DNA lezyonununa déniisen
guaninin O° pozisyonu ile arasindaki DNA alkilasyon reaksiyonu
alkillenmeye bir OTNEKLIT. ........ccoviviiiiiiieie e

Cesitli DNA interkalatOr ajanlar ...........cccooeeiieiiiiiie e

xiii

Sayfa



Sekil

Sekil 2.34.

Sekil 2.35.

Sekil 3.1.

Sekil 4.1.

Sekil 4.2.

(A) DNA’nin bir kii¢lik oluk baglayici olan Netropsin ile olusturdugu
kompleks. (B) Akridin bis-imidazolidinonlarin kiigiik oluk tarafindan
bitisik guanin:sitozin baz ¢iftlerine muhtemel baglanmasi.

(C) [Ru(TMP)3]?* molekiiliiniin DNA oluklarina adsorbsiyonu.

(D) NY,N>°-bis[piridin-2-metilen]-tiokarbohidrazon molekiiliiniin Ni(II)

ve Zn (II) metal komplekslerinin oluk baglanmasi 4...........cccccccevvviiiiniinnns

Transkripsiyon faktor aktivitesini inhibe eden kiiciik oluk baglayici
MOIEKTIIET ..ot

Calismada kullanilan bilesikIer............cccoiiiiiiiiiii e

la-3c bilesikleri ve pozitif kontrol olarak kullanilan cisplatinin
12,5-200 pg/mL konsantrasyonlarina 24 saat maruz birakilan fibroblast
hiicrelerinin % canliliKlart ..........ocoooiiiiiiii e

1a-3c bilesikleri ve pozitif kontrol olarak kullanilan cisplatinin
12,5-200 pg/mL konsantrasyonlarina 24 saat maruz birakilan DLD-1
hiicrelerinin % canliliklart .........c.ccoooviiiiiiii

Xiv

Sayfa



Resim
Resim 2.1.
Resim 2.2.

Resim 2.3.

Resim 2.4.

Resim 2.5.

Resim 4.1.

Resim 4.2.

Resim 4.3.

Resim 4.4.

Resim 4.5.

RESIMLERIN LISTESI
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B. subtilis’in mikroskop goriintiisii (solda) ve nutrient agar tizerinde
olusturdugu koloniler (SaZda) ........ccccvvviiiiiiiiiiiiii e

M. tuberculosis’a ait taramali elektron mikrografi...........cccooveviiiiiiiinnnnn,

Farklilagsmis kolon epitel hiicreleri ile sonuglanan asagidan yukariya
olgunlagma siireci igerisindeki kolon epitel hiicreleri .........ccoocverviiiieninnnne

2a bilesiginin B. subtilis ATCC 6633 (sol iist); 1a bilesiginin B. cereus
NRRL B-3711 (sag iist); 2a bilesiginin C. krusei ATCC 6258 (sol alt)

ve la bilesiginin C. albicans ATCC 10231 (sag alt) tizerinde olusturdugu
INhIDISYON ZONIATT ...

Antibakteriyal bir ilag olan ampisilinin E. coli ATCC 25922 iizerinde
(solda) ve antifungal bir ila¢ olan ketokonazolun C. krusei ATCC 6258
tizerinde (sagda) olusturdugu inhibisyon zonlart..........ccccceviveiieiiieneninnns

Calismada kullanilan bilesiklerin plazmit DNA iizerindeki etkisi.
(P):Bilesikle muamele edilmemis plazmit DNA; (1):100 uM; (2):50 uM;
(3):25 uM; (4):12,5 uM; (5):6,25 uM; (6):3,125 uM. Form I: Kapali
halkasal plazmit DNA; Form II: A¢ik halkasal plazmit DNA; Form III:
Dogrusal plazmit DNA ..o

Bilesiklerle muamele edilmis plazmit DNA’nin BamHI restriksiyon
endoniikleaz ile kesimi. (1):Bilesikle muamele edilmemis pBR322
plazmit DNA; (2): BamHI ile kesilmis plazmit DNA; (3):100 uM

bilesik ile muamele edilmis plazmit DNA’nin BamHI ile kesimi;

(4): 3,125 uM bilesik ile muamele edilmis plazmit DNA’nin BamHI ile
KESTMI L.t

Bilesiklerle muamele edilmis plazmit DNA’nin HindIII restriksiyon
endoniikleaz ile kesimi. (1):Bilesikle muamele edilmemis pBR322
plazmit DNA; (2): HindIII ile kesilmis plazmit DNA; (3):100 uM

bilesik ile muamele edilmis plazmit DNA’nin HindlIII ile kesimi;

(4): 3,125 uM bilesik ile muamele edilmis plazmit DNA’nin HindIII ile
KESTMI L.t
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XV

SIMGELER VE KISALTMALAR

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

sunulmustur.

Simgeler Agciklamalar

°C Santigrat derece

ml Mililitre

ul Mikrolitre

uM Mikromolar

\Y Volt

ng Mikrogram

mm Milimetre

pm Mikrometre

Kisaltmalar Aciklamalar

AIDS Edinsel Bagisiklik YetmezIligi Sendromu
ATCC Amerikan Tip Kiiltir Kolleksiyonu
DAPI 4 ,6-diamidino-2-fenilindol

DiOCs 3,3’-diheksiloksakarbosiyanin iodid
DMEM Dulbecco Modifikasyonlu Eagle Besiyeri
DNA Deoksiribontikleik asit

EDTA Etilendiamin tetraasetik asit

FCS Fetal sigir serumu

GC Guanin-sitozin

IKH Intestinal kok hiicre

KK Kolon kanseri

KKH Kanser kok hiicresi

MBK Minimum bakterisidal konsantrasyon
MFK Minimum fungusidal konsantrasyon
MiK Minimum inhibitér konsantrasyon

NRRL Northern Regional Research Laboratory



Kisaltmalar

Pl
RK
RNA
rRNA
B

Aciklamalar

Propidyum iodid

Rektum kanseri
Riboniikleik asit
Ribozomal riboniikleik asit

Tuberkiiloz

XVi



1. GIRIS

Tekrarlayan fosfor ve azot atomlar1 (-P=N-) ile karakterize bilesikler olan fosfazenler
icerisinde yer alan siklofosfazenler tekrarlayan [(N=PX3)n] (X=I, Br, Cl ve organik gruplar)
birimlerinden olusan inorganik heterosiklik halkalardir. Siklofosfazenler igerisinde en dikkat
cekici olanlar klorosiklofosfazenler olan hekzaklorosiklotrifosfazen (NsP3Cle-trimer) ve
oktaklorosiklotetrafosfazendir (NsP4Clg-tetramer) [1]. Trimerik ve tetramerik fosfazen
halkasina ferrosen tiirevlerinin katilimi ile olusturulan elektroaktif ferrosenil-fosfazenler ile
ilgili literatiirde kisith bir bilgi bulunmaktadir [2, 3]. Literatiirdeki bu agigin kapatiimasina
faydali olmak i¢in ¢esitli ¢aligmalar yapilmis; ferrosenildiaminler ve bunlarin siklofosfazen
tiirevlerinin antitiiberkiiloz aktivitesinin oldugu belirlenmistir [4, 5]. Siklotri- ve
tetrafosfazenlerin ¢esitli patojen bakteri ve mayalar {lizerindeki antimikrobiyal aktivitesi
calisilmis olmasina ragmen [6, 7] siklotetrafosfazen tiirevlerinin antitiiberkiiloz aktivitesi ile
ilgili sinirh ¢alisma bulunmaktadir [8]. Ayrica oktapirolidinosiklotetrafosfazenin etkili bir
antikanser ajan oldugu [9] ve tam-fenoksi-substitiie yildiz-dalli siklotetrafosfazenin Cu(II)
kompleksinin DNA’nin oksidatif kirllmasinda etkili oldugu belirtilmistir [10]. Ancak bu
calismada kullanilan tam substitlie mono ferrosenil spirosiklotetrafosfazenler ile ilgili

yapilan herhangi bir biyolojik aktivite caligmas1 bulunmamaktadir.

Yapilan aragtirmalara gore sadece 2015 yili igerisinde ortalama 4 959 800 kisi enfeksiyon
hastaliklarindan hayatin1 kaybetmistir [11]. Giiniimiizde ciddi bir saglik problemi olan ve
tiim diinyada her y1l olduk¢a fazla insam etkileyen enfeksiyon hastaliklarinin tedavisi i¢in
rutinde kullanilan bir¢cok antimikrobiyal ilag patojen mikroorganizmalarin antibiyotik
direnci yliziinden etkisiz kalmakta ve bu nedenle arastirmacilar yeni ve etkili antimikrobiyal
ajan kesfi icin ¢aligmalarini siirdiirmektedir. ilk antibakteriyel ilacin kesfinden sonraki yillar
boyunca yeni antibiyotiklerin bulunmasiyla bu ilaglarin kullanimi hizla yayilmis ancak son
25 yildir yeni antibakteriyel ilag¢ siniflarinin kesfinde biiyiik bir kesinti yasanmistir [12, 13].
Diinya Saglik Orgiitii antimikrobiyal direng ile ilgili 2014 yilinda yayinladigi kiiresel raporda
tim diinya tizerinde sik karsilasilan enfeksiyon hastaliklarinin  kaynagi olan
mikroorganizmalar ve bunlarin gesitli antibiyotiklere kars1 gelistirmis olduklar1 direng ile
ilgili bilgiler vermis ve bu tiir enfeksiyon hastaliklarinin ileride biiyiik salginlara sebep
olabilecegini belirtmistir [12]. Giiniimiizde bir¢ok arastirici yeni antimikrobiyal ilag
arastirmalarina biiytik bir hizla devam etmektedir [14]. Cesitli yan gruplarin baglanmasiyla

farkl1 biyolojik aktiviteler kazandirilabilen fosfazen bilesiklerinin antimikrobiyal aktivitesi



ile ilgili caligmalar yapilmis olmasina ragmen [6-8, 15-26] bu ¢alismada kullanilan ferrosenil
siklotetrafosfazen tiirevleri ile ilgili herhangi bir antimikrobiyal aktivite c¢aligmasi

bulunmamaktadir.

Enfeksiyon hastaliklar1 igerisinde Mycobacterium tuberculosis bakterisinin sebep oldugu
tiiberkiiloz tiim diinyada yaygin olarak goriilmesi ve 6liim oraninin oldukga yiliksek olmasi
sebebiyle onemli bir saglik problemi olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Diinya Saglik
Orgiitii’niin verilerine gdre sadece 2015 yil1 igerisinde 10,4 milyon yeni vaka kaydedilmis
ve yaklasik 1,4 milyon tiiberkiiloza bagl 6liim gerceklesmistir [27]. Ozellikle ¢oklu ilag
direncine sahip tiiberkiiloz vakalarindaki artig arastirmacilart yeni antititiiberkiiloz ilag
arayisina yonlendirmistir. Baz1 fosfazen tiirevlerinin antitiiberkiiloz aktiviteleri ile ilgili
cesitli caligmalar yapilmis olmasina ragmen bu ¢alismada kullanilan fozfazen bilesikleri ile

ilgili herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir [8, 23].

Diger bir yaygin saglik sorunu ise kanserdir. Bir veya birkag¢ hiicrede biiyiime kontroliiniin
kaybolmasi ile baslayan; invazif nitelik tasiyan ve metastaz yapma o6zelligi ile kendini
gosteren kanser tiim diinyada en sik goriilen ve 6liim orani en yliksek olan hastaliktir. Kanser
tedavisinde standart olarak kemoterapi, radyoterapi, cerrahi yontemler ve bunun yaninda
daha az siklikla gen tedavisi, asilar, hormonal ve hedeflenmis tedavi gibi uygulamalar
kullanilmaktadir [28]. Kemoterapi i¢in kullanilan ilaglar timdr hiicrelerine segici olarak
zarar vermekte veya bu hiicrelerin proliferasyonunu kisitlamaktadir ancak bu aktivitesini
gosterirken saglikli hiicrelere de zarar verebilir ve bunun sonucunda kemik iligi
baskilanmasi, gastrointestinal sistem lezyonlari, sa¢ kaybi, bulanti ve klinik direng gelismesi
gibi yan etkiler ortaya ¢ikabilir [29]. Bu sebeple son yillarda arastirmacilar kanser
hiicrelerine secici toksisite gosteren hedefe yonelik ilaglar tasarlamak i¢in yogun ¢aba sarf
etmektedir. Cesitli kanser tiirleri vardir. Bunlardan en yaygin olanlart akciger ve meme
kanseridir. Tiim kanser tiirleri i¢inde en sik goriilen 3. kanser tipi olan kolorektal kanser tiim
diinyada 2005 yilinda 675 500 kisinin 6liimiine sebep olmusken 2015 yilinda 832 000 6liime
sebep olarak %23,2 artis gostermistir [11]. Cesitli fosfazen tiirevlerinin farkli kanser
hiicreleri iizerindeki sitotoksik aktivitesi ortaya konmustur ancak bu ¢alismada kullanilan
fosfazen bilesiklerinin sitotoksik aktiviteleri ile ilgili yapilan bir ¢alisma bulunmamaktadir

[30-34].



En 6nemli antikanser ilag siniflarindan biri olan DNA-interaktif ajanlarin alkilleme, ¢apraz
baglama, topoizomeraz inhibitorii ve DNA’ya baglanma, DNA’y1 kesme gibi 6zellikleri
bulunmaktadir [29]. Bu yiizden sentezlenen molekiillerin hedeflerinden birisi DNA dir [17-
20, 35].

Bu  c¢alisma  kapsaminda  oktaklorosiklotetrafosfazen  ile N-alkil-N-mono-
ferrosenildiaminlerin reaksiyonu sonucu olusan monoferrosenil-spirosiklotetrafosfazenlerin
pirolidin, morfolin ve 1,4-dioksa-8-azaspiro[4,5]dekan (DASD) ile reaksiyona sokulmasi
sonucu elde edilmis tam substitiie ferrosenil siklotetrafosfazen bilesiklerinin cesitli patojen
mikroorganizmalar {izerindeki antimikrobiyal aktivitesi, Mycobacterium tuberculosis
H37Rv referans susu tizerindeki antitiiberkiiloz aktivitesi, antioksidan aktivitesi, L929
fibroblast ve DLD-1 kolon kanser hiicre hatlarindaki sitotoksik aktivitesi ve plazmit DNA
ile olan etkilesimi incelenmistir. Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Boliimii
laboratuvarlarinda sentezlenmis olan fosfazen bilesiklerinin insan patojeni olan Escherichia
coli ATCC 35218, Escherichia coli ATCC 25922, Bacillus cereus NRRL B-3711, Bacillus
subtilis ATCC 6633, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC
29212, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883,
Salmonella typhimurium ATCC 14028 bakterileri ile Candida albicans ATCC 10231,
Candida krusei ATCC 6258 ve Candida tropicalis NRRL Y-12968 mayalar1 tizerindeki
antimikrobiyal aktivitesi kuyu diflizyon yontemi ile incelenmis; antimikrobiyal aktivite
gdsteren bilesiklerin minimal inhibitér konsantrasyon (MIK), minimal bakterisidal
konsantrasyon (MBK) ve minimal fungisidal konsantrasyon (MFK) degerleri ise
mikrodiliisyon yontemi ile incelenmistir. Bilesiklerin agar proporsiyon yontemi ile
antitiiberkiiloz aktivitesini arastirmak igin M. tuberculosis H37Rv susu kullanilmistir.
Antioksidan aktivitenin tespiti i¢in ise DPPH serbest radikalini siipiiriicii etkiye bakilmigtir.
Bilesiklerin 1.929 fibroblast ve DLD-1 kolon kanser hiicre hatlarindaki sitotoksik aktivitesini
belirleyebilmek icin WST-1 yontemi kullanilmistir. Bilesikler ile plazmit DNA arasindaki
etkilesim agaroz jel elektroforezi ile incelenmis; bilesiklerin DNA iizerinde hangi
niikleotitlere baglandigini tespit etmek i¢in bilesikler ile muamele edilmis plazmit DNA
BamHI ve HindIII restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesilmistir. Bu ¢aligma tetramer
ile ferrosenildiaminlerin reaksiyonu sonucu elde edilen yeni mono ferrosenil spiro
siklotetrafosfazen tiirevleri ile yapilan ilk biyolojik aktivite ¢alismasidir. Yapilan bu calisma
sonucunda elde edilen verilerin 6nemli saglik sorunlarindan olan cesitli enfeksiyon

hastaliklari, tiiberkiiloz ve kanser tedavisinde kullanilabilecek potansiyel antimikrobiyal,



antitiiberkiiloz ve antikanser ilag¢ tasarlama c¢alismalarina Onemli katki saglayacagi

diistiniilmektedir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Fosfazenlerin Genel Ozellikleri

Fosfazen bilesikleri ile ilgili ¢calismalar 19. yiizyilin sonlarinda baglamis olsa da 6zellikle
1950°den itibaren bu bilesikler {izerinde kapsamli caligmalar yapilmistir. Kimyasal
yapilarinda tekrarlayan —P=N- birimleri tagiyan fosfazenler diisiik molekiiler agirliklr siklik
tirevlerden yiiksek molekiiler agirlikli polimerlere kadar degisen cesitlilik gdstermeleri
sebebiyle ilgi ¢eken bir gruptur [36]. Kimya alaninda en ilgi ¢ekici baglar arasinda bulunan
fosfor-azot bagi tasiyan fosfazenler bilinen inorganik makromolekiillerin en biiyiik sinifini
olusturmaktadir [37]. Halkal1 ya da diiz zincirli yapida olabilen fosfazenlerin halkali yapida
olanlari siklo 6n eki ile isimlendirilirken polimerlesme derecesi tri, tetra, penta gibi 6n
eklerle ifade edilmektedir [38]. Organik ¢oziiciilerde ¢oziinebilmeleri sebebiyle organik
karakter tasiyan siklofosfazenler, yapilarindaki P=N zincirinden dolay1 anorganik karakter
de tasimaktadirlar. Sekil 2.1°de genel yapilar1 gosterilmis olan siklo- ve polifosfazenlerin
polimerizasyon derecesi (n), 15,000’e kadar ¢ikabilmektedir. Yan grup (R), halojen veya
pseudohalojenden organik birimlere kadar ¢esitlilik gosterebilmektedir (6rnegin alkil, aril,
alkoksi, ariloksi, merkapto, alkilamino, arilamino gibi). Fosfazenler fosfor atomlarina bagh
bu yan gruplarin yapilarina gore farkli 6zellikler tasimaktadir. Fosfazenlerin P merkezinin
yer degistirme reaksiyonlarina agik yapist P-N omurgasinin kolay tiirevlendirilmesine izin
vermekte ve bu durum fosfazenlerin kullanisli materyal 6zelliklerinin manipiilasyonunun
oninii agmaktadir. Boylelikle fosfazenler birgok farkli alanda kullanilmaktadir [37].
Fosfazenlerin kullanim alanlarinin bazilari; cam, seramik ve metal yapistiricisi, biyosit,
kopolimer ve polimer [39], gelismis elastomerler [40], yanmaz fiberler ve yangin

geciktiriciler, antimikrobiyal ve antikanser ila¢ yapimidir [33, 41].
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Sekil 2.1. Siklo- ve polifosfazenlerin genel yapisi; (A) siklik trimer, (B) siklik tetramer, (C)
siklik oligomer, (D) yiiksek polimer [38]

Klorosiklofosfazenler (NPCl2)n (n=3, 4, 5, 6...), 6rnegin N3P3Cls, N4P4Clg ve NsPsClo,
kiiciik heterosiklik bilesiklerdir ve PN iskeletinin asir1 saglamligi ile bilinmektedir [1, 42].
Klorosiklotrifosfazen ve  klorosiklotetrafosfazen  Sekil 2.2’de  gosterilmektedir.
Klorosiklofosfazenler inorganik-organik pendant bilesikleri [22], yeni multidentant
ligandlar [43], poliorganofosfazenler [44, 45], dendrimerler [46], iyonik sivilar [47],
biyomedikal materyaller [48, 49] ve yaglayicilarin [50] iiretiminde degerlendirilmektedir.
Bu bilesiklerin en iyi bilinen iiyelerinden biri oktaklorosiklotetrafosfazendir (N4P4Clg) ve
baslangi¢ materyali olarak kullanilmaktadir. Oktaklorosiklotetrafosfazenlerde bulunan P-Cl
baglarinin reaktivitesi ve essiz ii¢ boyutlu yerlesimi onlar1 mono ve multidentat ligandlarin
diizenlenmesi ile islevsellestirme ¢alismalar1 i¢in uygun bir molekiil haline getirmektedir

[51].
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Sekil 2.2. Klorosiklotrifosfazen ve klorosiklotetrafosfazen [1]



2.2. Enfeksiyon Hastaliklar1 ve Etkenleri

Insan viicudunun ¢esitli bolgelerinde yaygimn bir mikroorganizma popiilasyonu
bulunmaktadir. Viicudun normal floras1 olarak isimlendirilen bu mikroorganizmalar
cogunlukla insan saghgma faydalidir. Viicudun normal florasinda yer alan bazi
mikroorganizma cinsleri Cizelge 2.1°de gosterilmektedir. Bu mikroorganizmalarin yaninda
patojen olarak isimlendirilen enfeksiyon hastaligi etkeni olan, bir konak¢i organizma

tizerinde veya i¢inde yasayan mikroorganizmalar da bulunmaktadir [52].

Cizelge 2.1. Insanlarin normal florasinda bulunan mikroorganizmalar [52]

Acinetobacter, Corynebacterium,
Enterobacter, Klebsiella, Malassezia,

Deri Micrococcus, Pityrosporum,
Propionibacterium, Proteus, Pseudomonas,
Staphylococcus, Streptococcus
Streptococcus, Lactobacillus, Fusobacterium,
Veillonella, Corynebacterium, Neisseria,

Agiz Actinomyces, Geotrichum, Candida,
Capnocytophaga, Eikenella, Prevotella,
spiroketler (pek cok cinsi)

ol Streptococcus, Staphylococcus,
Corynebacterium, Neisseria, Haemophilus
Lactobacillus, Streptococcus, Bacteroides,
Bifidobacterium, Eubacterium, Peptococcus,
Peptostreptococcus, Ruminococcus,

Sindirim sistemi Clostridium, Escherichia, Klebsiella, Proteus,
Enterococcus, Staphylococcus,
Methanobrevibacter, Proteobacteria,

Actinobacteria, Fusobacteria



Cizelge 2.1. (devam) insanlarin normal florasinda bulunan mikroorganizmalar [52]

Escherichia, Klebsiella, Proteus, Neisseria,
Lactobacillus, Corynebacterium,

. o Staphylococcus, Candida, Prevotella,
Urogenital sistem o
Clostridium, Peptostreptococcus, Ureaplasma,

Mycoplasma, Mycobacterium, Streptococcus,
Torulopsis

Enfeksiyon hastaliklar1 insanligin en eski hastalif1 olarak bilinmektedir. Insanlik tarihi
boyunca savas ve kitliktan daha fazla insanin 6liimiine sebep olmustur. Bu yiizden hala

insanlarin en ¢ok korktugu hastaliklardan biri olmaya devam etmektedir [53].

Enfeksiyon cesitli etkenlerin viicuda girdikten sonra yayilmasi ve ¢ogalmasi; bu etkenlerin
varligina veya olusturduklart toksinlere dokularin reaksiyon vermesi olarak
tanimlanmaktadir. Enfeksiyon etkenleri bakteriler, viriisler, funguslar ve parazitler olmak
iizere dort gruba ayrilmaktadir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda ¢alisilan fosfazen bilesiklerinin
hastalik etkeni olan bazi bakteri ve funguslar tizerindeki antimikrobiyal etkisi arastirildig

icin asagida bakteri ve funguslarin genel 6zelliklerine deginilmistir.

2.2.1.Bakteriler

Bakteriler prokaryotik hiicre yapisina sahip mikroskobik tek hiicreli canlilardir. Hiicre
morfolojilerine gore kok (kiiresel), ¢ubuk, spiral, spiroket, tomurcuklanip uzayan veya

filament6z yapida bulunabilirler (Resim 2.1).
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Resim 2.1. Cesitli bakteri morfolojileri [52]

1884 yilinda Danimarkal1 bir bilim adami olan Hans Christian Gram basit bir boyama teknigi
gelistirmis ve bakterileri Gram pozitif ve Gram negatif bakteriler olmak tlizere iki gruba
ayrrmustir (Sekil 2.3). Gram pozitif bakteriler alkol veya aseton gibi organik bir ¢oziicii
varliginda bile kristal viyole boyasini tutmaktadir. Gram negatif bakterilerde ise bu
coziiciiler boyay1 ¢ozmekte ve safranin gibi ikinci bir boya ile boyanmaktadir. Bu fark
bakterilerin hiicre duvar yapisindaki farkliliklardan kaynaklanmaktadir [53]. Gram pozitif
hiicre duvar1 daha kalin ve tek tip molekiilden olusurken Gram negatif hiicre duvar1 ¢ok
tabakalidir ve daha karmasik bir yapiya sahiptir. Her iki bakteri tipinde de bulunan
peptigoglikan tabakasinin glikan kismindaki N-asetilglukozamin ve N-asetilmuramik asit
sekerleri B-1,4 baglari ile baglanmistir. Tetrapeptid kisminda ise L-alanin, D-glutamik asit,

diaminopimelik asit, D-alanin gibi amino asitler bulunmaktadir (Sekil 2.4) [52].
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Sekil 2.3. Bakterilerde hiicre duvarlari. (a,b) Gram pozitif ve Gram negatif hiicre
duvarlarmin ¢izimleri. Ortadaki sekilde Gram pozitif bir bakteri olan
Staphylococcus aureus ve Gram negatif bir bakteri olan Escherichia coli’ye ait
gram boyama fotografi yer almaktadir. (c,d) Gram pozitif ve Gram negatif
bakterilere ait transmisyon elektron mikrograflar1 (e,f) Gram pozitif ve Gram
negatif bakterilere ait taramal1 elektron mikrograflari [52]
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Sekil 2.4. Peptidoglikan yapisindaki tekrarlayan glikan tetrapeptid birimi [52]

Gram pozitif bakterilerde hiicre duvarina gomiilii halde teikoik asit bilesigi bulunmaktadir.
Bu bilesik hiicre yiizeyinin negatif ytliklii olmasini saglamaktadir. Hiicre zarindaki lipitlere
bagli halde bulunan teikoik asitlere lipoteikoik asit denilmektedir. Gram negatif bakterilerde
peptidoglikan tabakasinin disinda bir dis zar bulunmaktadir. Cift katli lipidden olusan bu dig
zar polisakkarit igermektedir. Bu sebeple dis zara lipopolisakkarit tabakas1 denilmektedir.
Bu lipopolisakkarit yapisi proteinlerle bir araya gelerek dis zar ile peptidoglikan arasinda

bulunan lipoprotein yapisini olusturur [52].

Bakteri hiicrelerinde DNA replikasyonu, transkripsiyon, translasyon, temel metabolik
olaylar ve solunum sitoplazmada ger¢eklesmektedir. Genetik bilgi tek bir halkasal
kromozomda depolanmaktadir. Bakteri kromozomu yapisal olarak 6karyotik kromozomdan
daha basit yapida, daima cift iplikli tek bir DNA molekiiliinden olusmus ve genellikle

halkasaldir. Bakteriyal kromozom bazen niikleoid olarak adlandirilan bir yapi igerisinde
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sikismis olarak bulunur ve biiyliklikk olarak farkli tiirlerde c¢esitlilik gostermektedir.
Bakterilerde genetik varyasyon plazmitler, bakteriyofajlar ve transpozonlar araciligiyla

saglanmaktadir [53].

2.2.2. Mayalar

Funguslar igerisinde yer alan mayalar tek hiicreli 6karyotik mikroorganizmalardir. Fungal
hiicre duvarinin %80-90°1 polisakkarit yapida olmakla birlikte protein, lipid, polifosfat ve
inorganik iyonlari da icermektedir. Hiicre duvarlarinda polisakkarit olarak genellikle kitin
bulunurken bunun yanisira mannan, galaktozan ve kitozan da bulunmaktadir. Farkli fungal
tiirlere gore hiicre duvariin igerigi de degismektedir. Genellikle tabakalagsmis bir yapida
bulunan hiicre duvarmin i¢ tabakasinin merkez kisminda birgok tiirde dallanmis B-(1,3)
glukan ve kitin bulunmaktadir. B-(1,3) glukan ve kitin hidrojen baglartyla birbirine
tutunmustur. Daha sonra bu yapiya bagli halde B-(1,6) glukan, mannan ve ¢esitli proteinler
yer almaktadir [52, 54]. Mayalara ait bir cins olan Candida’nin hiicre duvar yapisi1 Sekil
2.5’te gosterilmektedir. Bir¢ok fungal hiicre duvari bileseni insanlarda bulunmadigi igin bu

bilesenleri etkileyen ilaglar antifungal tedavide siklikla kullanilmaktadir.

B-1,6-glukan :

B-1,3-glukan

Kitin -

Sekil 2.5. Candida mayasinin hiicre duvar yapisinin sematik goriintiisii (solda) ve elektron
mikrografi [54]
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2.3. Antimikrobiyal Maddeler

Mikroorganizmalarin gelisimini Onleyen veya inhibe eden bilesikler olarak adlandirilan
antimikrobiyal maddeler yilizyillardir insanlar tarafindan enfeksiyon hastaliklarinin
tedavisinde kullanilmaktadir. Mikroorganizmalardan elde edilen antimikrobiyal ajanlar i¢in
geemiste “antibiyotik” terimi kullanilmis olsa da gilinlimiizde bu terim hem
mikroorganizmalarin iiretmis oldugu hem de sentetik yollardan elde edilen antimikrobiyal
ajanlar i¢in kullanilmaktadir [55]. Antimikrobiyal maddeler mikroorganizmalara iki sekilde
etki gostermektedir. Antimikrobiyal maddelerin mikroorganizmalarin tiremesini durdurucu
etkisine mikrobiyostatik etki; mikroorganizmalar1 6ldiiriicii etkisine ise mikrobisit etki
denilmektedir. Giiniimiizde antimikrobiyal ilaglarin kullanima agilmasi i¢in baz alinan en
onemli kriter secici toksisiteye sahip olmasidir. Biitiin bu o6zellikleri dikkate alinarak
piyasaya siiriilen antimikrobiyal maddelere kars1 mikroorganizmalar savunma mekanizmasi
olarak zaman i¢inde direng¢ gelistirmektedir. Bu durum enfeksiyon hastaliklarinin tedavisini
zorlagtiran bir problem olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Penisilin antibiyotiginin kasifi olan
Alexander Fleming 1945 yilindaki Nobel 6diilii konusmasinda bakterilerin antibiyotiklere
direng gelistirebilecegi konusunda uyarida bulunmustur [12]. Mevcut antibakteriyel ve
antifungal ajanlarin patojen mikroorganizmalar iizerine etkisinin yetersiz kalmasi ve bu
mikroorganizmalarin giderek daha fazla diren¢ kazanmasi yeni ilaglarin kesfini zorunlu hale
getirmektedir. Yapilan calismalarda fosfazen tiirevlerinin bakteri ve mayalar {izerine
antimikrobiyal aktivitesinin oldugu belirlenmistir [15, 41, 56-58]. Antimikrobiyal maddeler
etkiledigi mikroorganizma grubuna gore antibakteriyel, antifungal, antiviral, ve
antimikobakteriyel ilaglar olarak ayrilmaktadir. Bu tez ¢alismasinda patojen bakteri ve maya

suslar1 kullanildigi i¢in antibakteriyel ve antifungal ilaglarin 6zellikleri asagida belirtilmistir.

2.3.1. Antibakteriyel ilaglar

[lk antibiyotigin bulunmasindan sonra hizla yeni antibiyotikler kesfedilmis ancak 1962 ile
2000 yillar1 arasinda yeni biiylik antibiyotik sinifi olarak bir giris yapilmamis ve bu durum
“yenilik boslugu” olarak isimlendirilmistir. Onemli antibiyotik simiflarinin kesfi ve olusan
yenilik boslugu Sekil 2.6’da gosterilmektedir [13]. Yine bugiine kadar kesfedilmis 6nemli
antibiyotik gruplarinin hedefleri Sekil 2.7°de gosterilmektedir [59].
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Sekil 2.6. Yenilik boslugunun 6rneklemesi [13]

Kinolonlar
Sulfa tlaglar folat Fenil propancidler Makrolidler naklelk ait Streptograminler
mekanizmasim ribozomlan tibozomlan replikasyonuna ribozomian hedeflemektedir
bedeflemektedis bedeflemektedir hedeflemektedir hedeflemektedic (Sinersid gl

(trimetoprim gibi) (Kloraméenikol gibl) (eritremisin gibd) (siprofloksasin)

1936 1940 1958 1962

B-Laktamlar Poliketidler Aminoglikozidler Glikope ptidler Oksazolidinonlar
membean sentezinl ridozomlac ribozomlans membean sentezing ribozomiar
hedeflemektedir hede fleme ktedis hedeflemektedir hedeflemektedis hedeflemektedir
(ampisilin gibi) (tetrasiklin gibl) (gentambsin g (vankomisin gibi) (linezolld gib)

Sekil 2.7. Klinik kullanimda olan antibiyotik siniflar1 ve hedefleri [59]




15

Antibakteriyel ilaglar bakteriyel hiicre duvari, bakteriyel protein biyosentezi, niikleik asitler,

hiicre zar1 ve folat biyosentezi tizerinde etkilerini gostermektedir. Cesitli antibiyotiklerin

etkili oldugu hiicresel yapilar Sekil 2.8’de gosterilmistir.

DNA giraz DNA giidiimlii RNA polimeraz
Sikl Nalidiksik T
ikloserin - Nalidiksik asit ifampi
Kinolonl " . Rifampin
Vankomisin Hnolemar { Siprofloksasin Aktinomisin Streptovarisinler

Basitrasin Novobiosin
Penisilinler
Sefalosporinler
Monobaktamlar

Karbapenemler

Protein sentezi
(508 inhibitirleri)
Eritromisin (makrolidler)
Kloramfenikol
Klindamisin
Linkomisin
Trimetoprim  _____
Siilfanomidler
Protein sentezi
(30S inhibitérleri)

Tetrasiklinler
Spektinomisin
Streptomisin
Gentamisin
Kanamisin

Sitoplazmik zar yapisi ve
fonksiyonu

— Amikasin
Polimiksinler Nitrofuranlar
Daptomisin
Platensimisin

PABA Sitoplazmik Hiicre duvari

Mupirosin
zar

Puromisin

Sekil 2.8. Cesitli antibiyotiklerin etki ettigi hiicre yapilart (THF, tetrahidrofolat; DH
dihidrofolat) [52]

Hiicre duvarina etki eden antibivotikler

F,

Hiicre duvar lizerinde etkili olan antibiyotikler genellikle peptidoglikan sentezi i¢in gerekli

olan oOnciil molekiilleri veya enzimleri inhibe ederek etkisini gosterir. Hiicre duvari

biyosentezini inhibe eden antibiyotikler icerisinde en biiylik grubu penisilin antibiyotiginin

de yer aldig1 B-laktam grubu antibiyotikler olusturmaktadir. Bu grupta yer alan antibiyotikl

B-laktam adi verilen bir halkasal amid igermektedir. Bu halkasal yapt monobaktaml

er

ar

haricinde 5 veya 6 iyelidir. B-laktam halkasinin yapisina gore penamlar, klavamlar,

karbapenemler, penemler, sefemler, okzasefemler ve monobaktamlar olarak alt grupla

ra

ayrilmaktadir (Cizelge 2.2). B-laktamlar peptidoglikan sentezinde gorev alan transpeptidaz

enzimini inhibe ederek etkisini gosterir. [B-laktam halkasindaki karbonil grubu

transpeptidazdaki serin amino asiti ile etkilesime girerek inaktif a¢il enziminin olusmasina

sebep olur. Su an tiim diinya ¢apinda kullanilmakta olan antibiyotiklerin yaridan fazlasini -

laktam grubu antibiyotikler olusturmaktadir [52, 53].
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Cizelge 2.2. B-laktam grubu antibiyotiklerin siniflar

Yapi Smf Ornek
5
)/:L/_\k Penam Penisilinler
o COCH
0
B-laktamaz inhibitorleri
N Klavam o
(klavulanik asit)
o) COOH
/J;@ Karbapenem Tienamisin, imipenem
0 COOH
5
);N'/—\lk Penem Faropenem
0 COOH
5
);’L/ = Sefem Sefalosporinler
0
COOH
o)
);h'l/ - Okzasefem Latamoksef
0
COOH
/lf_r‘u Monobaktam Aztreonam
g N50:H

Protein sentezine etki eden antibiyotikler

Bakteriyel ribozomlar rRNA nin iki alt biriminden (30S ve 50S) ve proteinden olusmaktadir.
Protein sentezini inhibe eden antibiyotikler genellikle bu alt birimlere baglanarak etkisini
gostermektedir. Bu gruba giren antibiyotikler aminoglikozitler (ribozomun 30S alt birimine
baglanir), tetrasiklinler ve alkilaminosiklinler (aminoagil tRNA’nin ribozomun A bolgesine
baglanmasin1 engeller), fusidik asit (peptidil tRNA’nin ribozomun P bdlgesinden A
bolgesine tasinmasini inhibe eder), mupirosin (bakteriyal izolosil tRNA sentetaza
baglanarak protein sentezini inhibe eder), makrolidler (ribozomun 50S alt birimini hedef
alir), linkozamidler (ribozomun 50S alt birimini hedef alir), streptograminler (ribozomun
508 alt birimini hedef alir), kloramfenikol ve tiamfenikoldur (ribozomun 50S alt birimini
hedef alir) [53].
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Niikleik asitleri etkileyen antibiyotikler

Bu gruba giren florokinolonlar topoizomeraz aktivitesini inhibe ederek etkisini gosterir.

Ansamisinler ise RNA polimeraza etki ederek transkripsiyonun baslangi¢c agsamasini inhibe

eder [53].

Antimetabolitler

Bu grupta yer alan en 6nemli antibiyotik olan siilfonamidler bakterilerdeki folik asit sentezi
icin gerekli bir faktéor olan p-aminobenzoik asidin yapisal analogu olan p-
aminobenzensulfonamidden tiirevlenmistir. Bu sayede tetrahidrofolat sentezini inhibe

ederek etkisini gostermektedir [53].

Hiicre zar1 sentezini etkileyen antibiyotikler

Bu grupta yer alan siklik polipeptidler (polimiksinler ve kolistinler) hem katyonik hem de
hidrofobik amino asitleri i¢eren dallanmis polipeptidlerdir. Bu amfipatik 6zelliginden dolay:
polimiksin ve kolistinler hiicre zarinin gecirgenligini degistirir ve deterjan olarak gorev
yapar. Gram pozitif hiicre duvarindaki kalin peptidoglikan tabakay1 zor gegebildigi igin
Gram negatif bakteriler {izerinde daha etkilidir [53].

2.3.2. Antifungal ilaclar

Funguslar insanlardaki gibi 6karyotik hiicre yapisina sahiptir. Bu yiizden antifungal tedavide
kullanilan ilaglar genellikle segici toksisite gostermeyip insan hiicrelerine de zarar
vermektedir. Ancak birkag ila¢ sadece funguslarda bulunan metabolik yolaklar1 inhibe
ederek daha etkili bir sekilde bu canlilara segici toksisite gostermektedir. Antifungal ilaglar
genel olarak hiicre duvari sentezi, ergosterol sentezi, niikleik asit sentezi, zar fonksiyonlari
ve mikrotiibiil olusumunu inhibe ederek etkisini gostermektedir (Sekil 2.9). Antifungal

ilaglarin siniflari, hedefleri ve bu siniflara giren 6rnekler Cizelge 2.3 te gosterilmektedir.
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Zar fonksiyonlar:: Hiicre duvari sentezi:
Polienler ergosterole Polioksinler kitin sentezini, ekinokandinler
baglanir ve zarin ise glukan sentezini inhibe eder

biitiinligiinii bozar

Ergosterol sentezi:
Azoller ve alilaminler
sentezi inhibe eder

Cekirdek

Niikleik asit sentezi: Miikrotiibil olusumu:
5-florositozin, nikleik asit sentezini Griseofulvin mitoz
inhibe eden bir niikleotit analogudur esnasinda mikrotiibiillerin

kiimelesmesini bozar

Sekil 2.9. Bazi antifungal ilaglarin etki bolgeleri [52]

Cizelge 2.3. Antifungal ilag siniflar1 [52]

Sinif Hedef Ornekler
Alilaminler Ergosterol sentezi Terbenafin
Aromatik antibiyotik Mitoz inhibitorii Griseofulvin

Klortrimazol
Flukanozol
Itrakonazol
Azoller Ergosterol sentezi Ke:*tokonazol
Mikonazol
Posokonazol
Ravukonazol
Varikonazol
Kitin sentezi inhibitori Kitin sentezi Nikomisin Z
Ekinokandinler Hiicre duvari sentezi Kaspofungin
Niikleik asit analoglar DNA sentezi 5-florositozin
Polienler Ergosterol sentezi A_mfot.e risin B
Nistasin
Polioksinler Kitin sentezi Pol!oks!n A
Polioksin B
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2.3.3. Antimikrobiyal diren¢

Antibakterivel direnc

Enfeksiyon hastaliklarinin  tedavisinde karsilasilan en biiyilk sikinti  patojen
mikroorganizmalarin mevcut antibiyotiklere kars1 gelistirmis olduklar1 direngtir.
Antibakteriyel direng patojenin iginde mutasyon ve seleksiyon yoluyla kendiliginden
(endojen) veya horizontal gen transferi (HGT) yoluyla ¢evredeki organizmalardan
(antibiyotik iireticiler, kommensaller, insan dis1 patojenler, vs) gecerek (ekzojen)
olusabilmektedir. Piyasadaki antibakteriyel ilaglara karsi bakterilerin gelistirmis olduklar
endojen ve ekzojen kaynakli antibiyotik direnci mekanizmalar1 Sekil 2.10’da
gosterilmektedir [13].

Cinse 0zgii efluks (disa atim) (Tetrasiklin, makrolidler)

Cinse o6zgii yikim/modifikasyon (B-laktamlar, aminoglikozidler, kloramfenikol,
streptogramin A, metronidazol, fosfomisin)

Ekzojen Hedef  koruma/modifikasyon  (Tetrasiklin,  makrolidler,  linkosamidler,
oksazolidinonlar, streptogramin B)

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

Hedefin ayrilmasi (Florokinolonlar, fusidik asit)

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

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

Genel efluks mekanizmalar1 (Pseudomonas i¢in kullanilan birgok simif, diger tiirler

. icin kullanilan bazi smiflar
Endojen i )

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

Aktivasyon kaybi1 (Metronidazol- H. pylori i¢in)

Hedefin artis1 (Fosfomisin)

Sekil 2.10. Antibakteriyel direng mekanizmalari [13]
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Diinya saglik orgiitii 2014 yilinda antimikrobiyal diren¢ i¢in yaymlamis oldugu kiiresel
raporda Ozellikle uluslararasi sorun olusturan dokuz bakterinin sebep oldugu enfeksiyonun
tedavisinde yaygin olarak kullanilan antibakteriyel ilaglara direng ile ilgili bilgiler derlenip
aktarilmistir. Bu bakteriler ve ilgilenilen ila¢ gruplari Cizelge 2.4’de gosterilmektedir.
Raporda bahsedilen mikroorganizmalarin belirtilen antimikrobiyal ilaglara kars1 kazanmig
olduklar1 direncin ciddi bir problem olusturdugu belirtilmis ve bu durum ile ilgili tiim diinya

¢apinda ayrintili bir aragtirma yapilmistir [12].

Cizelge 2.4. Diinya saglik orgiitiiniin 2014 yili antimikrobiyal diren¢ raporunda yer alan
mikroorganizmalar ve bu mikroorganizmalarin  direng  gelistirdigi
antibakteriyel ilaglar [12]

- . - . - )
*Uglincti nesil sefalosporinler (genislemis spektrumlu
Escherichia coli beta laktamazlar dahil)
*Florokinolonlar )
*Ugiincii nesil sefalosporinler (genislemis spektrumlu
Klebsiella pneumoniae beta laktamazlar dahil)
+Karbapenemler
Staphvl *Beta laktam antibakteriyel ilaglar (metisilin, metisilin
taphylococcus aureus direngli S. aureus [MRSA])
¥
~
Streptococcus pneumoniae +Penisilin
~
Non-Tifoidal Salmonella ,
(NTS) Florokinolonlar
Y
~
Shigella tiirleri «Florokinolonlar
J
~
Neisseria gonorrhoeae «Ugiincii nesil sefalosporinler
4

Antimikrobiyal diren¢ ve yeni ilaglarin kesfi konusunda yasanan sikintilardan dolay1

giliniimiizde yeni antibakteriyel ilaclarin gelistirilmesi ve kesfedilmesi i¢in kullanilan farkli
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stratejiler bulunmaktadir. Bu stratejiler arasinda; mevcut ilaglarin farkli tiirevlerinin
sentezlenmesi, yeni antimikrobiyal ajanlarin kesfi, mikroorganizmalardaki viriilans
faktorlerini inhibe eden antiviriilans ilaglarin kesfi, nanopartikiiller, bakteriyofajlar veya

enzibiyotikler, ekoloji/evrimsel biyoloji yaklagimi yer almaktadir (Cizelge 2.5) [14].

Cizelge 2.5. Yeni antibakteriyel ilaglarin gelistirilmesi ve kesfedilmesi i¢in kullanilan
stratejiler [14]

*Bilinen antimikrobiyal ajanlarin temel yapisinin modifikasyonu veya 6zgiin
bir direng mekanizmasinin inhibitorlerinin gelistirilmesi

Ilag tiirevleri

N
N

*Farkli kaynaklardan elde edilen mikroorganizmalar tarafindan iiretilen )
antibiyotiklerin kesfi i¢in klasik veya tam hiicresel antibakteriyel deneyler

¥eni *Kimya ve genomik gibi yeni araglarin kullanimiyla genomik veya hedef
antimikrobiyal bazli antibiyotiklerin kesfi
ajanlarin kesfi Y,
\
*Viriilans faktorleri inhibe veya bloke eden antikorlar veya bilesikler
)
* Antibakteriyel peptitler veya peptidomimetiklerin gelistirilmesi
Nanopartikiiller
A\
‘\
Bk afajlar *Bakteriyofaj veya faj litik enzimlerin gonderilmeai
veya
enzibiyotikler J
. \
* Antibiyotik direncinin evrimi ve ekolojisini hedeflemeyi amaglar. Ornegin
Ekolhiari direng saglayan plazmit transferinin inhibisyonu, gen susturucu antisens
oloji/evrimsel li e
biybloji oligomerleri gibi

yaklasimi )
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Antifungal diren¢

Antifungal diren¢ bir fungal enfeksiyonun antifungal tedaviye karsi olan cevabindaki
basarisizlik olarak tanimlanmaktadir. Antifungal diren¢ klasik olarak primer (yapisal) ve
sekonder (kazanilmig) diren¢ olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. Primer diren¢ antifungal
ilaglara maruz kalmadan 6nce var olan direng iken sekonder direng antifungal ilaglara maruz
kaldiktan sonra gelisen direnctir. Klinik direng olarak isimlendirilen ii¢lincii bir tip direng
vardir. Bu tip direncte bir fungal izolat tarafindan olusan enfeksiyonun giderek ilerlemesi ve
tekrarlamasini kapsamaktadir. Funguslarin genotiplerinde meydana gelen bazi mutasyonlar
fenotiplerine yansimakta ve antifungal ilaglara kars1 direncli olmasina sebep olmaktadir.
Omegin C. albicans’in sekonder azol direnci i¢in ii¢ farkli mekanizma oldugu gériilmiistiir.
Birinci mekanizmada aktif disa atim yoluyla azol birikimi azalmaktadir. Ikinci yolda
baglanma bolgesinin (14a-sterol-demetilaz, ERG11 tarafindan kodlanir) degismesi veya
asir1 ifadesi goriilmektedir. Uglincii mekanizmada ise ergosterol yolagindaki mutasyonlar
(ERG3 tarafindan kodlanan hasarli A-5,6-desatiiraz) sonucunda fonksiyon kaybi
olusmaktadir. Bu {i¢ mekanizma azol varliginda daha az toksik sterol birikimine izin
vermektedir [60]. Onemli bazi patojen funguslarin antifungal direng mekanizmalar1 Cizelge

2.6°da gosterilmektedir.

Cizelge 2.6. Antifungal diren¢ mekanizmalari [60]

Mekanizma Fenotipik degisiklik Genotipik degisiklik

Flukonazol

CaMDR1, CDR1,

. . [lacin disa atiminin Geldm il dlirars! CDR2 genlerinin
Candida albicans tasiyicilarinin o
artmast transkripsiyonunun
artmasi
artmasi
Ha? n hedef bolgeye Mutant P450- ERG11 genindeki
baglanmasinin .
14ademetilaz nokta mutasyonlari
azalmasi
Hedef bolgenin asirt  P450-14ademetilaz ERG]']'. .
X . . transkripsiyonu
ifade edilmesi artigl
artisi
Alternatif sterollerin  A-5,6-desatiiraz ERG3 genindeki
birikimi fonksiyon kayb1 mutasyonlar



Cizelge 2.6. (devam) Antifungal direng mekanizmalari [60]

Candida glabrata

Candida tropicalis

Candida krusei

Candida albicans
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Hedef bolgenin asir
ifade edilmesi

[lacin disa atiminin

[lacin hedef bolgeye
baglanmasinin

flag gegirgenliginin

flag ile zarm
birlesmesinin

Oksidatif hasarin

flacin disa atiminin

Fenotipik degisiklik

Coklu ilag direnci
tagiyicilarinin
artmasi

A-5,6-desatiiraz
fonksiyon kayb1

P450-14ademetilaz
artisi

Coklu ilag direnci
tastyicilarinin
artmasi

Fungal zardaki
fosfolipid ve
sterolleirn
degismesi

Katalaz
aktivitesinin artmasi

Permeaz azalmasi

Coklu ilag direnci
tastyicilarinin
artmasi
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Genotipik degisiklik

CgDR1
transkripsiyonunun
artisi

ERG3 genindeki
mutasyonlar

ERG11
transkripsiyonu
artis1 veya
duplikasyonu
CDR1 ve MDR1
genlerinin
transkripsiyonunun
artmasi

FCY1 geninin
dimorfizmi



24

2.4. Onemli Baz1 Patojen Mikroorganizmalar ve Sebep Oldugu Enfeksiyonlar

2.4.1. Bakteriler

Bacillus cereus

Bacillaceae familyasinda yer alan B. cereus; Gram-pozitif, acrobik veya fakiiltatif, spor
olusturma yetenegi olan basil formunda ve genel olarak dogada yayilis gosteren bir
mikroorganizma tiiriidiir. Diger Bacillus tiirleri (6zellikle B. anthracis) ile yakin fenotipik
ve genotipik iliskisi bulunmaktadir. Cesitli viicut sivilarindan alinan 6rneklerin Gram
boyama yapilmig preparatlarda B. cereus tek veya kisa zincirler halinde kare seklinde

sonlanmis diiz veya hafif kivrilmig ince basil formunda géziikkmektedir (Resim 2.2) [61].
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Resim 2.2. B. cereus’un mikroskobik goriintiisii [61]

B. cereus’un yasama ortamlar1 azalan organik maddesi olan deniz sular1, sebzeler ve bulagici
hastalik etkeni tasiyan cisimler, omurgasizlarin intestinal alani ve insan bagirsagidir.
Diskilama veya konagin oliimii sonucunda hiicreler ve sporlar topraga salinir, vejetatif
hiicreler sporulasyona ugrayarak yeni konak bu sporlari alana kadar canliliklarini korur [62,
63]. Siklikla toprak veya bitkilerin iizerinde bulunan bu bakteriler insan viicuduna girdiginde
bagirsaklarda kolonize olabilir ve ciddi gida zehirlenmelerine yol agabilir [64]. B. cereus’un
sebep oldugu iki farkli gida zehirlenmesi tiirtii bulunmaktadir. Bunlardan kusturucu (emetik)
tip, kizartilmis piring ile iliskilendirilirken diyareik tip et tabaklar1 ve soslardan
kaynaklanmaktadir. Emetik tip bulanti, kusma, abdominal kramplar ve nadiren ishal ile

kendini gostermektedir. Bu belirtiler genellikle piring tiiketiminden 1-5 saat sonra kendini
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gostermektedir. Toprak organizmasi olan B. cereus sporlari ile kontamine olmus piring
pisirildikten sonra uzun siire sogumaya birakildiginda bu sporlar tekrar gelismeye baslar ve
vejetatif hiicreler logaritmik gelisme fazi veya sporulasyon sirasinda toksin tretirler.
Diyareik tip 1-24 saatlik bir inkiibasyon periyoduna sahiptir ve abdominal agr1 ve kramplarin
eslik ettigi asir1 diyare ile kendini belli eden enfeksiyonda ates ve kusma nadiren
goriilmektedir [65]. B. cereus patojenitesine bakildiginda intestinal veya intestinal olmayan
enfeksiyonlar dokuya zarar veren reaktif ekzoenzim iiretimi ile iligkilidir. B. cereus gida
zehirlenmesinin yani sira bagisiklik sistemi cesitli sebeplerden dolayr zayiflamis olan
bireylerde bazi sistemik ve lokal enfeksiyonlara da sebep olmaktadir. Bu bireyler genelde
yeni dogan, damar i¢i ila¢ kullananlar, cerrahi veya travma sonrasi yaralari bulunan
hastalardir. B. cereus’un sebep oldugu diger rahatsizliklar arasinda solunum yolu
enfeksiyonlarr, nozokomiyal (hastane kaynakli) enfeksiyonlar, endoftalmi (gbz i¢i
enfeksiyonu), merkezi sinir sistemi enfeksiyonlari, gazli kangren benzeri enfeksiyonlar,
primer kutandz enfeksiyonlar, endokardit, osteomiyelit, liriner sistem infeksiyonlari

bulunmaktadir [61, 65].

Bacillus subtilis

Bacillaceae familyasinda yer alan, Gram pozitif, basil formunda, hareketli ve spor olusturan
bir bakteri tiiri olan B. subtilis genellikle toprakta ve bitki materyallerinin iizerinde
bulunmakta olup orta derecede sicaklik ve pH degerlerinde aerobik olarak gelismektedir.
Diger bircok Bacillus tiirii gibi o6zellikle amilaz ve proteaz gibi hidrolitik enzimler

salgilamaktadir [66, 67]. B. subtilis’e ait mikroskop goriintiisii ve nutrient agar iizerinde

olusturdugu koloni yapis1 Resim 2.3’te gosterilmektedir.

Resim 2.3. B. subtilis’in mikroskop goriintiisii (solda) ve nutrient agar tizerinde olusturdugu
koloniler (sagda) [68]
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Enterococcus faecalis

Enterococcaceae familyasinda yer alan enterokoklar diisiik GC oranina sahip, Gram-pozitif,
kok formunda, katalaz negatif, spor olusturmayan, fakiiltatif anaerob mikroorganizmalardir
[69, 70]. Normal enterik floranin bir iiyesi olan Enterokoklar genellikle non-hemolitik
olmalarma ragmen bazen a-hemolitik olabilmektedirler. Penisilin G’ye Kkarsi
streptokoklardan daha direnglidir ve nadiren B-laktamaz kodlayan plazmitlere sahiptir. En
az 12 tirti bulunan Enterokoklar igerisinde enterokokal enfeksiyonlarin %85-90’indan
Enterococcus faecalis sorumludur [65]. Enterokoklar son yiizyilin 6zellikle son on yilinda
hastane enfeksiyonlarinin kaynagi olan mikroorganizmalar arasinda ii¢lincii siray1 alarak
insan saghigini tehdit etmektedir. Bu mikroorganizmalar endokardit, sepsis, cerrahi yara
enfeksiyonu ve triner sistem enfeksiyonuna sebep olmaktadir [69, 70]. Enterokoklar
glikopeptidler, B -laktamlar, florokinolonlar, aminoglikozidler (gentamisin ve streptomisin)
gibi 6nemli antibiyotik gruplarina direng gelistirmekte ve bu yiizden kliniklerde ¢ok biiyiik
problemlere yol agmaktadirlar [70].

Escherichia coli

E. coli tiiriiniin de i¢inde bulundugu Enterobacteriaceae familyasi liyeleri Gram-negatif,
kisa basil formunda bakterilerdir. Kendilerine kompleks bir antijenik yap1 kazandiran ¢esitli
antijenlere sahiptir. Ayrica bazi suslari ayn1 veya kendilerine yakin suslara karsi aktif,
yliksek molekiiler agirlikli bakterisidal proteinler olan bakteriyosinleri tiretmektedir. E. coli
plazmit kontroliinde olan kolisin bakteriyosinini iiretmektedir [65]. Insan gastrointestinal
florasinin dogal bir iiyesi olan E. coli ayn1 zamanda 6nemli bir patojen mikroorganizmadir
[71]. Birgok patojen mikroorganizmanin enfeksiyon yapabilmesi igin biiyliik miktarlarda
alinmasi gerekirken enterohemarojik E. coli diisiik pH’da canli kalabilme 6zelligi sayesinde
cok daha diisiik dozlarda bile enfeksiyon yapabilmektedir [72]. Gram-negatif bakteriler
icerisinde sepsis ve lriner sistem enfeksiyonuna en sik sebep olan bakteri E. coli’dir. Ayni
zamanda kadmlarda genital bolgede de siklikla goriilen enterik Gram-negatif
kokobasillerden olan E. coli vajinal veya endoservikal kolonizasyonla birlikte hamile
kadinlarda erken veya ge¢ yenidogan sepsisi, intra-amniyotik enfeksiyon, dogum
enfeksiyonu gibi enfeksiyonlara sebep olmaktadir [71]. Diger patojen mikroorganizmalarda
oldugu gibi E. coli sebebiyle olusan enfeksiyonlarda da en biiyiik problem antibiyotik
direncidir. Diinya Saglik Orgiitii’niin 2014 yilinda yayinladig1 raporda hastanelerde ¢esitli
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enfeksiyonlarin intravendz tedavisinde siklikla kullanilan iigiincii-nesil sefalosporinler ve
toplumda oral antibakteriyel ilag olarak en sik kullanilan florokinolanlara karsi E. coli’nin
gelistirmis oldugu direng rapor edilmistir (Sekil 2.11) [71, 73]. Bu raporda Tiirkiye i¢in 2011
yilinda toplanan verilerin 2013 yilindaki sunulan ulusal raporuna goére E. coli’nin ii¢iincii
nesil sefalosporinlere olan direnci % 43,3; florokinolonlara olan direnci ise %46,3 olarak
bildirilmistir [12].
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Sekil 2.11. Farkli cografik bolgelerde Nisan 2013’e kadar rapor edilen E. coli izolatlarinin
direng oranlari. 3-CG, 3. nesil sefalosporin; FQ, florokinolon [71]

Klebsiella pneumoniae

1882 yilinda pnomoniden 6len bir hastanin akcigerlerinden Friedlander tarafindan izole
edilen kapsiilsiiz bir basil olarak tanimlanan bu bakteri ilk olarak Friedlander’in basili olarak
isimlendirilmis ancak 1886 yilinda ismi Klebsiella olarak degistirilmistir. Antibiyotiklerin
kesfinden once bu bakteri Ozellikle alkolik ve diabetik hastalarda pndmoniye sebep
olmaktaydi. Enterobacteriaceae familyasinin bir iiyesi olan Gram negatif basil formundaki
bu bakteri hastane kaynakli enfeksiyonlar ve yenidogan sepsisine yol acan etkenlerin basinda
gelmektedir. K. pneumoniae ayn1 zamanda safra yolu hastaliklari, osteomiyelit, bakteriyemi,
idrar yolu enfeksiyonu, nosokomiyal pnomoni ve karini¢i enfeksiyonlarina da sebep
olmaktadir [74-77]. K. pneumoniae diinya ¢capinda karbapenem direngli bakteriler tarafindan
olusturulan enfeksiyonlarin ana etkenidir. Karbapenem direnci saglayan genlerin timii bu

bakteride bulunmaktadir ve bu yiizden klinikte tedavi basarisiz olmaktadir. Ayrica genis
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spektrumlu beta laktam antibakteriyel ilaglara (sefalosporinler gibi) olan direng de bu
bakteriler i¢in son zamanlarda sikintili bir durum olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Diinya
saglik orgiitiiniin 2014 yilinda yayinladig kiiresel antimikrobiyal direng¢ raporunda Tiirkiye
icin bu bakterinin tiglincii nesil sefalosporinlere olan direncinin ulusal verilerde %52,4 olarak

kaydedildigi; karbapeneme olan direng ile ilgili ulusal bir veri olmadigi bildirilmistir [12].

Salmonella typhimurium

Salmonella enterica serovar typhimurium (Salmonella typhimurium) gastroenterit ile
sonuglanan intestinal mukozal epitelin inflamasyonuna sebep olan Gram negatif, basil
formunda, fakiiltatif, hiicre i¢i anaerob ve mezofilik bir bakteri tiirii olup Enterobacteriaceae
familyas1 icinde yer almaktadir. Yiz yili askin bir siiredir birgok {iilkede gida
zehirlenmelerinin baslica nedenlerinden biri Salmonella cinsine ait bakterilerdir. Bu
bakterinin sebep oldugu enfeksiyon salmonellozis adi ile anilmaktadir. Yenidoganlar ve
bagisiklik sistemi baskilanmis hastalar saglikli bireylere gére Salmonella enfeksiyonlarina
karst daha duyarhidir. Bu enfeksiyon patojenin bulastigi gidalarla viicuda alinmasi ve
gastrointestinal epiteli istila etmesiyle baslamaktadir. Olusan enfeksiyonun siddeti susa,
konagin durumuna, gidanin yapisina ve alinan doza gore degisiklik gostermektedir.
Kontamine gida veya su igerisindeki 50 000°den fazla bakterinin alinimindan yaklasik 6-72
saat sonra hastaligin ilk belirtileri baslamaktadir. Semptomlar arasinda kramp, abdominal
agri, kanli veya normal ishal yer alirken bulant1 ve kusma da goriilebilmektedir. Sadece
bagirsaklarda goriilen enfeksiyonun tedavi edilmedigi durumlarda semptomlar genellikle 5-
7 giin igerisinde kendiliginden gegmektedir ancak asir1 sivi kaybinin oldugu durumlarda oral
veya intravendz rehidrasyon yoluyla sivi ve elektrolit dengesi diizeltilmektedir. Ancak
istilact enfeksiyon varliginda mutlaka antibiyotik tedavisi uygulanmakta ve semptomlar
diizelene kadar bu tedaviye devam edilmektedir ancak klinikte karsilasilan birgok izolatin

coklu ilag direncine sahip olmasi tedaviyi zorlastirmaktadir [78-81].

Staphylococcus aureus

Staphylococcaceae familyasi igerisinde yer alan, Gram pozitif, kok formunda, insan
viicudunda bir¢ok bolgede kolonize olabilen veya birgok bolgeye yayilabilen ve sebep
oldugu enfeksiyonlar az siddetliden dliimciil boyuta kadar bir aralikta olan S. aureus tiirt,

genis c¢apta klinik enfeksiyonlara sebep olan mikroorganizmalar arasinda énemli bir yer
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tutmaktadir. Ayn1 zamanda insan viicudunun normal flora {iyesi olan S. aureus insan
niifusunun yaklasik %30’unda 6zellikle integiiment veya mukoz membranlarin herhangi bir
kismina, insan burnunun anterior bolgesine kolonize olabilmekle birlikte viicutta birgok
degisik bolgeye de kolonize olabilmektedir. Bu bakterinin sebep oldugu bakteriyemi %10-
30 6liim oraniyla kan dolasim1 enfeksiyonlarinin basinda gelmekte ve ayn1 zamanda enfektif
endokardite sebep olan etkenlere de liderlik etmektedir. Bunlarin haricinde S. aureus cilt ve
yumusak doku enfeksiyonu, osteoartikular enfeksiyonlar (osteomiyelit, septik artrit, protez
eklem enfeksiyonu gibi), diger protez cihaz enfeksiyonlar1 (kalp cihazi enfeksiyonlari,
damar i¢i katater enfeksiyonlari, gégiis implant1 enfeksiyonu, ventrikiiler sant enfeksiyonu
gibi), ploropulmoner enfeksiyonlar, epidural abseler, menenjit, toksik sok sendromu ve
tiriner sistem enfeksiyonlarina da sebep olmaktadir [82-85]. Penisilin ilk kesfedildigi yillarda
S. aureus enfeksiyonlarinin tedavisinde etkili bir ila¢ olarak kullanilmis ancak 1940’h
yillarda bakteri bu ilaca karsi direng gelistirmistir. Bu direncin kaynagi bakterinin penisilin,
ampisilin ve amoksisilin gibi ilaglar iirettigi beta laktamaz enzimi ile inaktive etmesidir.
Beta laktamaza dayanikli ilaglar (metisilin ve kloksasilin gibi) ile birlikte beta laktamaz
inhibitorlerinin (klavunalik asit ve siilbaktam gibi) kullanimi ile bu sorun bir siireligine
astlmis olsa da S. aureus yeni bir penisilin baglayan proteini kodlayan gen (mecA) kazanarak
bu antibiyotiklere de direng kazanmis ve bu bakteriler metisilin direngli S. aureus (MRSA)
olarak isimlendirilmistir. Diinya saglik Orgiitiiniin 2014 yilinda yayimnladig:i kiiresel
antimikrobiyal diren¢ raporunda Tiirkiye i¢in bu bakterinin metisiline olan direncinin ulusal

verilerde %31,5 olarak kaydedildigi bildirilmistir [12].

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonadaceae familyasi i¢erisinde yer alan ve Gram negatif, basil formunda bir bakteri
olan P. aeruginosa; hastane kaynakli enfeksiyonlarin baslica kaynagi olup her yil iki
milyondan fazla hastayi etkilemekte, yillik 90 000 civarinda 6liime sebep olmakta ve 6liim
orani %60°’1 gegebilmektedir. Ayrica bu bakterinin akut pnémoni, Kistik fibrozis, menenjit,
abse, yumusak doku enfeksiyonlari, Uriner sistem enfeksiyonlari, katater baglantili
enfeksiyonlar, kornea enfeksiyonlari, konjuktival eriteme sebep oldugu bilinmekte ve akut
enfeksiyonlarin yani sira bagisiklik yetmezligi, kistik fibrozis olan veya kemoterapi alan
hastalarda kronik akciger enfeksiyonlarmma yol agmaktadir. Katater gibi kalici medikal
cihazlarin iizerinde biyofilm olusturabilmektedir. Antibiyotik direnci bu bakterilerin yol

actig1 enfeksiyonlarn tedavisi konusunda sikinti olmakla birlikte ilaca direngli P.
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aeruginosa enfeksiyonlarini kontrol altina almak igin fitokimyasallar, asilar, nanopartikiiller
demir selatorleri, efluks pompa inhibitorleri gibi maddeler kullanilsa da yeni antimikrobiyal

ajanlarin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir [86-88].

Mycobacterium tuberculosis

Mycobacteriaceae familyasinda yer alan, basil formda ve basit dallanmis filamentlere sahip
olan mikobakteriler teorik olarak Gram pozitif olmalarina ragmen hiicrelerin dis1 kalin bir
lipid tabakastyla kapli oldugu igin zor boyanan bakterilerdir (Resim 2.4). Aside dayanikli
boyama olarak da bilinen Ziehl-Nelsen boyama yontemi ile boyanarak diger
mikroorganizmalardan ayrilmaktadir. Bu yontemde preparatlar kaynamis karbol fuksin
cozeltisi ile muamele edildikten sonra asit alkol ile renk giderilip malasit yesili ile boyanir.
Bilinen yaklasik 50 tiiri bulunan Mycobacterium cinsi igerisinde tiiberkiiloz etkeni de olan
en onemli tiir M. tuberculosis’tir. M. tuberculosis tiirii diiz koloni yapisina sahip, niasin ve
nitrat indirgeyebilen, iireaz tiretimi degisken ve pirozinamidaz iiretebilen bakterilerden

olusmaktadir [89].

Acc.V  Spot Magn Det WD Exp
30.0 kV-3.0 15549x SE 74 0

Resim 2.4. M. tuberculosis’a ait taramali elektron mikrografi [89]

2.4.2. Funguslar

Funguslar maya veya filament olusturan hif formunda gelisen mikroorganizma grubudur.

Bu mikroorganizmalar olduk¢a yaygin olmasina ragmen farkli cografik bélgelerde fungal
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enfeksiyonlar acisindan biiyiikk varyasyon bulunmaktadir. Candida mayas: tarafindan
olusturulan bir fungal enfeksiyon olan kandidiyazis diinya ¢capinda en yaygin olarak goriilen
fungal enfeksiyondur. Ozellikle bagisiklig1 baskilayan tedavi veya yogun bakim gibi yogun
antibakteriyal tedavi altinda bulunan hastalarda kandidiyazis biiyilk bir problem
yaratmaktadir. Antibiyotik kullaniminin normal mikrofloranin dengesini etkilemesinden
dolayr Candida enfeksiyonlar i¢in 6nemli bir risk faktoriidiir. Enfeksiyona sebep olan
yaklasik 20 Candida tiirii bulunmaktadir. Genellikle Candida tiirleri en sik karsilasilan tiir
olan C. albicans ve bu tiirin haricindeki C. albicans olmayan tiirler olmak {izere iki gruba
ayrilarak degerlendirilmektedir [12]. Kandidemiye sebep olan en biiyiikk etken Candida
albicans olmasina ragmen son yillarda diger Candida tiirlerinden olan C. glabrata, C.
parapsilosis, C. tropicalis ve C. krusei’nin de kandidemi vakalarinda gorildigi tespit
edilmistir [90].

Candida albicans

Insanlarda hastalik olusturma yetenedi olan birkag fungal tiirden biri olan C. albicans
normalde insanlarda ve sicakkanli hayvanlarin viicudunda kommensal olarak yasayan bir
mikroorganizmadir. Saglikli bireylerin mukozal ylizeylerine kolonize olan bu fungus tiirii
sindirim ve genitoiiriner sistemin normal florasinda yer almaktadir ancak konagin bagisiklik
cevabinin degismesi (6zellikle AIDS hastalar1 veya kanser tedavisi dolayisiyla bagisiklik
sistemi baskilanmis bireylerde) veya lokal ¢evredeki varyasyonlar bu mikroorganizmanin
kandidiyazis denilen enfeksiyon olusturmasina sebebiyet vermektedir. Bulundugu konakta
bircok farkli bolgeyi enfekte edebilen C. albicans pamukguk, vajinal maya enfeksiyonu,
isilik, oral kandidiyazis, invazif kandidiyazis, vulvovajinal kandidiyazis gibi yiizeyelden
daha derin enfeksiyonlara kadar genis bir yelpazede saglik sorunlarina sebep olmaktadir [91-
95]. Bu patojen maya ve hif formu arasinda morfolojik gegis, hiicre yiizeyinde adhesin ve
invasinlerin salinmasi, tigmotropizm, biyofilm olusturma, fenotipik aktarim, hidrolitik
enzimlerin salgilanmasi gibi viriilans faktorlerine sahiptir (Sekil 2.12) [94]. Ayrica ¢evre
sartlarindaki dalgalanmalara hizl1 bir sekilde adapte olabilmesi bu mikroorganizmalarin

hayatta kalma sansin1 artiran bir faktordiir [96].
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Sekil 2.12. C. albicans patojenite mekanizmalari

Candida krusei

Ozellikle bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda fungemi, endoftalmi, artrit, endokardit
gibi hastaliklara sebep olan C. krusei’nin epitel hiicrelere yapisma, proteolitik potansiyel ve

fosfolipaz iiretimi agisindan C. albicans’a gore daha az viriilant oldugu bilinmektedir [97].

Candida tropicalis

Cesitli klinik kandidiyazis tiplerinden izole edilen albicans harici Candida tiirlerinden en
yaygin olan1 C. tropicalis’tir [98]. Kan dolasiminda C. tropicalis’in bulunmas: ile iliskili
Oliim oran1 %40-70 arasinda iken bu oran ldsemi, notrofeni, parenteral beslenme, yogun

bakim iinitesinde kalma siiresi gibi etkenlerle degisebilmektedir [99].

2.5. Tuberkiiloz

Tiiberkiiloz (TB) tiim diinya iizerinde en eski ve 6liimciil hastaliklardan biri olarak saglik,
sosyal ve ekonomik anlamda her yi1l 6zellikle diisiik ve orta gelirli iilkelerde oldukc¢a fazla
sayida insani etkileyen bir hastaliktir. Etkili bir agisinin olmamasi, uzun ve pahali bir ilag

siireci, baz1 bolgelerde saglik sisteminin ¢okmiik olmasi ve TB kontrolii i¢in ¢ok etkili
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cozlimlerin gerekliligi bu hastaligin kiiresel bir salgin olugturma potansiyelini artirmaktadir.
TB ilk ve en ¢ok ¢aligilan enfeksiyon hastalig1 olmasina ragmen (yaklagik 100 yildir tizerinde
calisilmaktadir) hala patogenez mekanizmalar1 ve immiinolojik etkileri gibi baz1 konularda

¢ozlilmesi gereken anahtar sorular bulunmaktadir [100].

2.5.1. Epidemiyoloji

Diinya Saglik Orgiitii’niin (DSO) 2016 yilinda hazirlamis oldugu kiiresel tiiberkiiloz
raporuna gore 2015 yilinda diinya ¢apinda 10,4 milyon yeni TB vakasi1 kaydedilmis olup
bunlarin 5,9 milyonu (%56) erkek, 3,5 milyonu (%34) kadin ve 1,0 milyonu (%10) ¢ocuk
bireylerden olugmakta ve 1,2 milyonu (%11) ayni zamanda HIV’li bireylerdir. Bu yeni
vakalarin %601 6 iilkede kaydedilmistir: Hindistan, Endonezya, Cin, Nijerya, Pakistan ve
Giiney Afrika. 2015 yili igerisinde 1,4 milyon kisi TB dolayisiyla hayatin1 kaybederken 0,4
milyon 6liim HIV’li bireyler arasindan TB yiiziinden ger¢eklesmistir. 2000 ve 2015 yillari
arasinda TB Oliimlerinin sayisinda %22 azalma olmasina ragmen 2015 yilinda diinya
capindaki 6liime yol acan ilk 10 neden arasinda hala TB yer almaktadir. TB igin bazi
antibiyotiklere diren¢ ve HIV pozitif bireylerde TB goriilmesi en biiylik problem olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Yine 2015 yili igerisinde 480 000 yeni ¢oklu ilag direncli TB (MDR-
TB) vakas1 ve buna ek olarak 100 000 rifampisin direngli TB (RR-TB) vakas1 kaydedilmistir.
Antiretroviral tedavideki HIV pozitif TB hastalarinin orani ise %78’dir. 2015 yilina ait
diinya ¢apindaki tahmini TB insidans oranlar1 Sekil 2.13’te gosterilmektedir. MDR ve RR-
TB’li yeni TB vakalarinin tiim diinyadaki yiizde oranlar1 Sekil 2.14’te gosterilmektedir.
Tiirkiyede’ki TB insidansina bakildiginda HIV’li hastalar ile birlikte insidansin her 100 000
kiside 14 000 bireyle %18; HIV pozitif olan 100 bireyle %0,12; MDR/RR-TB’1i 710 bireyle
%0,9 oldugu goriilmektedir. Yine iilkemizde 2015 yili igerisindeki mortalite oranlarina
bakildiginda HIV negatif ve HIV pozitif bireylerdeki toplam oranin her 100 000 kiside 750
bireyle %0,96 oldugu belirlenmistir. Ulkemizde 2015 yili igerisinde 12 772 yeni TB
vakasinin kaydedildigi, MDR/RR-TB’li TB vakalarinin oranmin ise %3,6 oldugu
bildirilmistir [27, 101].
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Sekil 2.14. MDR ve RR-TB’li yeni TB vakalarinin yiizdesi [27]

2.5.2. Patojenez

TB Mycobacterium tuberculosis basilinin yol agtig1 bir enfeksiyon hastaligidir. Cogunlukla

akcigerleri etkilemekle birlikte (pulmonar TB) diger bolgeleri de etkileyebilmektedir
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(ekstrapulmonar TB). Hastalik pulmonar TB hastalarinin bakterileri havaya yaymasi ile
diger insanlara bulasmaktadir. HIV ile enfekte insanlarin TB hastaligina yakalanma ihtimali
diger insanlara gore daha yiiksektir. M. tuberculosis ile enfekte olmus insanlarin %90’ 1ndan
fazlasinda patojen asemptomatik latent enfeksiyon olarak bulunmaktadir. Aktif hastalik riski
enfeksiyon baglangicindan sonraki ilk 18 ay icerisinde yaklasik %5 ve daha sonraki yasam
stiresi icerisinde yine yaklasik %5’tir. Diinya capinda yaklasik iki milyar insan latent
enfeksiyona sahiptir ve tekrar aktivasyon acisindan risk altindadir. TB hastaliginin tanisinda
klinikte genellikle li¢ yontem kullanilmaktadir. Bunlar balgam yaymasi mikroskopisi, hizl
molekiiler testler ve kiiltiir yontemleridir. Ayrica birinci ve ikinci basamak anti-TB ilaglara
direnci tespit etmek amaciyla bazi testler yapilmaktadir. Bu testler rifampisine direng (en
etkili birinci basamak anti-TB ilag) ve ayni anda TB varligini tespit eden Xpert MTB/RIF,
rifampisin ve isoniazide direnci tespit eden hizli basamak prob analizi (LPA), enjekte
edilebilen anti-TB ilaglara (ikinci basamak LPA) ve florokinolonlara direnci tespit eden hizli
LPA testleri ve dizileme teknolojileridir. [27, 101]

2.5.3. Tedavi

TB icin etkili ilag tedavisi 1940’1 yillarda kullanilmaya baslanmstir. Ilaca duyarli TB’nin
tedavisinde ilk 6 aylik siiregte kullanilan 4 birinci basamak ilaci isoniazid, rifampisin,
etambutol ve pirazinamiddir ve bu tedavinin basar1 oran1 %85’tir. Birinci ve ikinci basamak

antitiiberkiiloz ilaglarin gruplari Cizelge 2.7°de gosterilmektedir.

Cizelge 2.7. Birinci ve ikinci basamak antitiiberkiiloz ilaglarin gruplar1 [101]

Grup Adi Antitiiberkiiloz Ajan
Isoniazid
Birinci basamak oral ajanlar leampm/Rl.famplsm
Etambiitol
Pirazinamid
Ikinci basamak parenteral ajanlar Kanamisin
(enjekte edilebilen antitiiberkiiloz Amikasin
ilaglar) Sapreomisin

Levofloksasin
Moksifloksasin
Gatifloksasin
Ofloksasin

Florokinolonlar
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Cizelge 2.7. (devam) Birinci ve ikinci basamak antitiiberkiiloz ilaglarin gruplari [101]

Grup Adi Antitiiberkiiloz Ajan

Etionamid
Protionamid
Sikloserin
Terizidon
Para-aminosalisiklik asit
Klofazimin
Linezolid
Grup 5 antitiiberkiiloz ilaglar Amoksisilin/Klavulanat
Imipenem/Silastin
Klaritromisin

Oral bakteriyostatik ikinci basamak
antitiiberkiiloz ilaglar

Rifampisin direngli TB (RR-TB) ve ¢oklu ilag direngli TB’nin (MDR-TB) tedavisi daha
uzundur ve daha pahali ve toksik ilaglar1 kullanmay1 gerektirmektedir. MDR-TB tedavisinde
kullanilan ilaglar ve bunlarla iliskili toksik etkiler Cizelge 2.8’de gosterilmektedir. Herhangi
bir tedavi olmaz ise TB’den 6liim oran1 ¢ok yiiksektir. Yeni TB ilaglar1 hala denenmekte ve
bunlarin bir kismi klinik deneme asamasindadir. Cocuklarda goriilen TB’un g¢esitli
formlarindan korunmak i¢in yaklasitk 100 yil 6nce gelistirilen Bacille-Calmette-Guérin
(BCG) asis1 giintimiizde hala etkili bir sekilde kullanilmaktadir ancak yetigkinler i¢in
koruyuculuk saglayan bir as1 heniiz bulunmamaktadir. Bununla birlikte 13 TB asis1 faz I, faz

Il ve faz Il asamasinda denenmektedir [27, 101].

Cizelge 2.8. MDR-TB tedavisinde kullanilan ilaglar ve bunlarla iligkili toksik etkiler [101]

Grup fag Toksisite

- Hepatoksisite (glincel tedavi ile <%]1)
Pirazinamid (Pza) - Hiperiirisemi ve gut
- Anoreksiya, kusma

Grup 1
Birinci basamak
ajanlar-genellikle
- Merkezi veya periferal retrobulbar
nevrit (<%1 vakada)

iyi tolere edilir

Etambiitol (Emb)
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Cizelge 2.8. (devam) MDR-TB tedavisinde kullanilan ilaglar ve bunlarla iliskili toksik
etkiler [101]

fag Toksisite

- Geri doniistimsiiz
ototoksisite (%6-18) ve
bazi vakalarda ilag
kesiminden aylar sonra
baslayabilir

Enjekte edilebilir ajanlar - Nefrotoksisite riski yasli,
Siklik polipeptit: renal bozuklugu olan ve

e Sapreomisin (Cm) diger nefrotoksik ajanlari
kullanan bireylerde
artmaktadir

- Genellikle iyi tolere edilir

- Gastrointestinal sistem

Moksifloksasin (Mfx) rahatsizliklari-bulanti,

Grup 3 . kusma, ishal
: Levofloksasin (Lfx) g e
Florokinolonlar Ofloksasin (Ofx) - Norolojik rahatsizliklar-

uykusuzluk, huzursuzluk,
%0,5’ten az ajitasyon,
konfilizyon ve depresyon
- Yaygin gastrointestinal
sistem intoleransi-
anoreksia, bulanti1, kusma,
metalik tat
- Norotoksisite: nobet,
psikoz, depresyon
- Periferal ve optik ndropati
- Hepatotoksisite (%2)
- Hipotiroidizm
Grup 4 - Yaygin merkezi sinir
Bakteriyostatik ikinci . . sistemi etkileri: ruh hali
basamak ajanlar S|k!0§er|n (Cs) degisikligi, konfiizyon
Terizidon (Trd) : ’ ’
psikoz, paranoya,
agresyon, vertigo, titreme
- Yaygin gastrointestinal
sistem intoleransi-
anoreksia, bulanti, kusma,
Para-aminosalisiklik asit ishal
- Hepatotoksisite yaklasik
%0,5
- Hipotiroidizm

Aminoglikozidler:

Etionamid (Eto)
Protionamid (Pto)
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Cizelge 2.8. (devam) MDR-TB tedavisinde kullanilan ilaglar ve bunlarla iliskili toksik

etkiler [101]

Grup flag

Yiiksek doz isoniazid (Inh) -

Klofazimin (Cfz)

Grup 5

MDR-TB tedavisindeki
rolii tam net olmayan
ajanlar

Linezolid (Lzd)

Amoksisilin/Klavulanat -
(Amx/ClIv)
Imipenam/Silastatin

(Imp/Clin) -

Klaritromisin (CIr)

Toksisite

Hepatotoksisite — yas,
karaciger hastalig1 ve
diger hepatotoksik ilaglar
ile risk artar (>50 yas icin
%2)

Kurdesen (%2)
Norotoksisite riski yiiksek
doz ile artar, Merkezi
sinir sistemi — nobet,
haliisinasyonlar, mental
degisiklikler, depresyon
Periferal néropati, nadiren
ptik nevrit

Doz ve siireye bagl
yogunlukta kirmizidan
kanverengiye varan cilt
rengi bozulmast

Doza bagh
gastrointestinal sistem
rahatsizliklari: bulanti,
kusma ve kramplar
Bulanti, kusma ve bas
agrist

Uzun siireli kullanim ile:
periferal ndrpati,
trombositopeni, optik
noropati
Miyelosupresyon

Nadiren laktik asidoz ve
pankreatit

Genellikle iyi tolere edilir
Clv dozuna bagh
gastrointestinal sistem
rahatsizliklar

Nadiren hipersensivite ve
anaflaksi

Genellikle iyi tolere edilir
Genel gastrointestinal
sistem rahatsizliklar: —
bulanti, kramp, ishal,
anormal tat
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2.6. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Oksijen yasam i¢in zorunlu bir elementtir. Hiicreler oksijeni enerji tiretmek i¢in kullandiklari
zaman mitokondri tarafindan ATP {iretiminin bir sonucu olarak serbest radikaller olusur
[102]. Serbest radikaller dis orbitallerinde bir veya daha fazla eslesmemis elektron
bulunduran atom veya molekiillerdir. Bu olagan disi elektron sayis1 serbest radikalleri
kararsiz, kisa omiirlii ve yiiksek miktarda reaktif yapmaktadir. Bu yiiksek reaktivitesinden
dolay1 serbest radikaller stabil hale gelebilmek icin diger bilesiklerden elektron alabilir.
Boylece elektronunu kaybeden bilesik serbest radikal haline gelir ve en sonunda canli
hiicrenin olumsuz etkilenecegi zincirleme bir reaksiyon baslamis olur. Reaktif oksijen tiirleri
(ROT) ve reaktif nitrojen tiirleri (RNT) hem serbest radikalleri hem de radikal olmayan
reaktif tiirleri igermektedir. ROT ve RNT canli sistemler i¢in olumlu ve olumsuz anlamda
onem arz etmektedir. ROT/RNT miktar1 diisiik veya orta seviyede oldugunda bagisiklik
sistemi, hiicresel sinyal yolagi, mitojenik cevap ve redoks diizenlenmesi gibi fizyolojik
gorevler iistlenerek olumlu etkiler géstermektedir. Bunun aksine ROT/RNT oran1 yiiksek
miktarda olursa oksidatif ve nitrosatif stres olusmakta ve sonug olarak biyomolekiillerde
hasar meydana gelmektedir. Oksidatif ve nitrosatif stres bir tarafta agirt ROT/RNT firetimi
var iken diger tarafta enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlarin eksikligi oldugunda
ortaya ¢ikan bir durumdur. Bu yiizden iki tarafin mutlaka dengede olmas1 gerekmektedir.
Ozellikle reaktif oksijen tiirlerinin asir1 birikmesi durumunda lipid, protein ve DNA gibi
onemli biyomolekiiller hasar gérmekte ve bunun sonucu olarak diyabet, nérodejeneratif
hastaliklar, romatoid artrit, katarakt, kardiyovaskiiler hastaliklar, solunum yolu hastaliklari
gibi yaslanma siirecinde ortaya ¢ikan hastaliklar goriilmektedir. ROT ve RNT ’ler radikaller
ve radikal olmayanlar olmak tizere iki gruba ayrilarak siniflandirilmaktadir. Bu siniflandirma
Cizelge 2.9°da gosterilmektedir. Radikaller atomik ¢ekirdegin kabuk kisminda en az bir adet
eslenmemis elektron bulundurur. Siiperoksit (O2"7), oksijen radikali (O2™), hidroksil (OH"),
alkoksi radikali (RO"), peroksil radikali (ROQO), nitrik oksit (NO") ve nitrojen dioksit (NO2")
radikallere 6rnek olarak verilebilir. Radikal olmayan tiirler ise hidrojen peroksit (H20>),
hipoklordz asit (HOCI), hipobromdz asit (HOBr), ozon (Os), tekli oksijen (*02), nitroz asit
(HNO>), nitrozil katyonu (NO™), nitrokzil anyonu (NO"), dinitojen trioksit (N203), dinitojen
tetraoksit (N204), nitronyum katyonu (NO:"), organik peroksitler (ROOH), aldehitler
(HCOR) ve peroksinitrittir (ONOOH). Bu radikal olmayan tiirler serbest radikal degildir
ancak canli organizmalarda serbest radikal reaksiyonlarini kolaylikla baglatabilirler [102-

104].
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Cizelge 2.9. Metabolizma sirasinda olusturulan ROT ve RNT listesi [104]

Serbest Radikal Sembol ‘
Reaktif oksijen tiirleri-ROT
Radikaller
Stiperoksit 0,
Hidroksil OH’
Alkoksil radikali RO’
Peroksil radikali ROO’
Radikal olmayanlar
Hidrojen peroksit H202
Tekli oksijen 10,
Ozon O3
Organik peroksit ROOH
Hipoklordz asit HOCI
Hipobromoz asit HOBr
Reaktif nitrojen tiirleri-RNT
Radikaller
Nitrik oksit NO’
Nitrojen dioksit NO2°
Radikal olmayanlar
Peroksinitrit ONOO
Nitrozil katyonu NO*
Nitrokzil anyonu NO
Dinitrojen trioksit N203
Dinitrojen tetraoksit N204
Nitroz asit HNO>
Peroksinitroz asit ONOOH

Nitril klorid NOCI
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2.7. Antioksidanlar

Antioksidanlar bulundugu ortamdaki substratin oksidasyonunu geciktiren veya o substrati
oksidasyona kars1 koruyan bilesiklerdir. Antioksidanlar oksidatif stres, DNA mutasyonlar1
ve diger hiicresel hasarlar1 azaltmaktadir. Antioksidanlar genellikle reaktif oksijen tiirlerine
etki etmekte ve bdylece kanser ve diger dejeneratif hastaliklarin goriilme sikligini
azaltmaktadir [103]. Insan viicudu oksidatif stres ile bas edebilmek igin antioksidan savunma
sistemini kullanmaktadir. Antioksidan savunma sistemindeki antioksidanlar viicutta
kendiliginden olusabilecegi gibi (endojen antioksidanlar) cesitli gidalar vasitasiyla viicuda
disaridan da alinabilir (ekzojen antioksidanlar). Endojen antioksidanlar siiperoksit dismutaz,
katalaz, glutatyon peroksidaz gibi enzim yapisinda goriilebilirken glutatyon, cesitli
proteinler (ferritin, transferrin, seruloplazmin, albiimin gibi), iirik asit, lipoik asit, koenzim
Q gibi enzim olmayan bilesikler olarak da karsimiza ¢ikmaktadir. Cesitli meyve ve
sebzelerde bulunan ekzojen antioksidanlar endojen antioksidatif savunma aktivitesine
benzer sekilde etki gosterir. Vitemin C ve E, karotenoidler ve fenolikler ana ekzojen
antioksidanlar1 olusturmaktadir. Diger ekzojen antioksidan kaynaklari ise vitaminler,

mineraller, yag asitleri, amino asitler gibi gida takviyeleridir [103].

Bir antioksidan bir serbest radikale saldirdig1 zaman antioksidanin kendisi okside olur. Bu
ylizden viicuttaki antioksidan kaynaklar1 siirekli yenilenmelidir. Antioksidanlar iglevini iki
sekilde gerceklestirmektedir: zincir reaksiyonlarmi kirma veya koruma. Bir radikal
olustugunda veya bir elektron aldiginda ikinci bir radikal olugsmaktadir. Son olusan radikal
ayn1 aktivite ile diger molekiilii etkilemekte ve bu durum bir zincirleme reaksiyon seklinde
zararsiz bir son iriine parcalanana veya bir zincir kirict antioksidan (vitamin C, E,
karotenoidler gibi) tarafindan stabil hale getirilene kadar devam etmektedir. Bu zincir kirma
reaksiyonunun klasik ornegi lipit peroksidasyondur. Koruyucu yolda ise siiperoksit
dismutaz, katalaz veya glutatyon peroksidaz gibi bir antioksidan enzim zincir reaksiyonu

baglamasini engelleyerek oksidasyona karsi korumaktadir [102].

2.8. Kanser

Kanser tiim iilke ve bolgelerdeki insanlar etkileyen, sadece 2012 yili icerisinde 14 milyon
yeni vakanin ve 8 milyon kanserle iligkili 6liimiin ger¢eklesmesiyle en yaygin ve dliimciil

hastaliktir. Diinya Saglik Orgiitii’niin yaptig1 istatistikler bu hastaligin 2030 yilina kadar
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korkung boyutlara gelebilecegini gostermektedir [105]. Erkekler igerisinde 2012 yili

icerisinde en yaygin bes kanser tiirli akciger, prostat, kolorektal, mide ve karaciger kanseri

iken kadinlarda ise meme, kolorektal, akciger, serviks ve mide kanseridir. Tiim diinyada

kanser tlirlerinin cinsiyetlere gére ve her iki cinsiyette birlikte dagilimi Sekil 2.15°te

gosterilmistir [106].

Diinya

Her iki cinsiyet
Kanser vakalarmm tiim yaslarda tahmini sayis1 (Toplam: 14090149)

Alkciger: 1 824 701
(2613,0)

Diger: 4 969 278

(%035,3) Meme: 1 676 633

(%11,9)

Kolorektal: 1 360 602
(%69.7)

M 429793
(%63.1)
Ozofagus:455 784
(%3.2)

Serviks: 527 624 =
(%3,7) l
Karaciger: 782 451

(%65.6)

Erkekler
Kanser vakalarmn tiim yaslarda tahmini sayis1 (Toplam: 7 427 148)

rostat: 1 111 689
(%07.9)

Mide: 951 594
(%66,8)

Akciger: 1241 601
(2616.7)

Diger: 2 056 943

(%27.7)
rostat: 1 111 689
(%615,0)
213924
(9%2.9)
Non Hodgkin lenf 217643
(%2.9)
Ozof: 323008 —_— Klorektal: 746 298
(%04.3) (2610,0)
M 330380 - Mide: 631 293
©64.4) / ©68.5)
Karaciger: 554 369
(967.5)
Kadmlar

Kanser vakalarmn tiim yaslarda tahmini sayis1 (Toplam: 6 663 001

eme: 1 676 633

Diger: 1924 710 (%25,2)

(2028,9)

Karaciger: 228 082 -
(%3.4) N

Tiroit: 229 923 —\

(%63,5)

‘Ovaryum: 238 719

Kolorektal: 614 304

(%03.6)

Korpus uteri: 319 905 Serviks: 527 624
(%4.,8) (%07.9)

Mide: 320 301

(%04,8)

Sekil 2.15. Kanser tiirlerinin cinsiyetlere gore ve her iki cinsiyette birlikte 2012 yilinda tiim

diinyadaki dagilim1 [106]
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2.8.1. Kanser hiicrelerinin ozellikleri

Kanser hiicrelerini saglikl hiicrelerden ayiran bazi 6zellikler bulunmaktadir. Bu 6zellikler:

e Kanser hiicreleri kontrolsiiz bir sekilde boliinmelerini saglayan kendi sinyal sistemlerine
sahiptir.

e Kanser hiicreleri telomeraz aktivitesine sahiptir ve bdylece sonsuz boliinme 6zelligi
kazanmustir [107].

e Kanser hiicreleri apoptozdan kagar ve hiicre 6liimiine ugramaz.

e Kanser hiicreleri yanindaki hiicre ile temas sonrasi biiylime inhibisyonu sistemini
kaybetmistir, bu ylizden temas sonrasi bitylime durmaz ve boliinmeye devam eder [108].

e Saglikli hiicreler mitokondriyal oksidatif fosforilasyondan gelen enerjiyi kullanirken
kanser hiicrelerinin beslenebilmesi i¢in aerobik glikolizden gelen enerjiye kullanir.
Saglikli hiicrelerden 100 kat daha fazla seker kullanirlar. Bu duruma Warburg etkisi
denilmektedir [109].

e Kanser hiicreleri besin ve oksijen saglamak i¢in yeni kan damarlar1 olusturabilirler. Bu
duruma anjiyogenez denilmektedir [110].

e Kanser hiicreleri kan dolasimina sizarak yeni doku ve organlara yerlesip o bolgelerde

de kanser olusturabilir. Bu duruma metastaz denilmektedir [28, 111].

Ozetle kanser hiicrelerinin kazandif1 6zellikler; biiyiime sinyallerinde kendine yetme,
bliylime karsit1 sinyallere duyarsizlik, dokuya yayilma/metastaz, sinirsiz replikatif

potansiyel, araliksiz anjiyogenez ve apoptozdan kagmadir (Sekil 2.16) [112].
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Biiyiime sinyallerinde
kendine yetme

Apoptozdan Bﬁyﬁme k“;m
kacma sinyallere duyarsizhk

Aralksiz Dokuya yayllma
anjiyogenez metastaz

Sekil 2.16. Kanser hiicrelerinin kazandig1 6zellikler [112]

2.8.2. Kanser olusumu

Anormal hiicre dongiisii aktivitesi ile karakterize bir hastalik olan kanser sinyal yollarindaki
mutasyonlar veya hiicre dongii proteinlerini kodlayan genlerdeki genetik lezyonlar

yiizinden olugmaktadir [113].

Hiicre dongiisii

DNA replikasyonu ve ¢ogaltilan kromozomlarin iki farkli hiicreye ayrilmasi olmak {izere
birbirini izleyen iki islem sonrast meydana gelen hiicre boliinmesinde temel iki basamak
bulunmaktadir. Bu asamalardan mitoz ¢ekirdek bolinmesini ifade ederken interfaz ise iki
mitoz arasindaki olaylar1 kapsamaktadir. Mitoz; profaz, metafaz, anafaz ve telofaz
asamalarindan olugsmaktadir. Mikroskop altinda interfazdaki hiicreler boyut olarak basitce
biiyiiyen hiicreler olarak goziikse de interfaz igerisinde G1, S ve G2 olmak iizere ii¢ evre

bulunmaktadir. DNA’nin replikasyonu interfazin S evresinde ger¢eklesmektedir. S fazinda
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once DNA replikasyonuna hazirlik olan G1 evresi yer alirken S fazi sonrasinda ise mitoza
hazirlik olan G2 evresi yer almaktadir. G1°deki hiicreler DNA replikasyonu 6ncesi GO olarak
adlandirilan dinlenme fazina gegebilir. GO evresindeki hiicreler boliinmez ve biiylimez

[114].

Hiicre dongiisiiniin kontroli

Memeli hiicre dongiisii sirasindaki genetik materyalin eslenmesi ve hiicre boliinmesi olaylari
bliylime diizenleyici sinyaller ve herhangi bir genetik hasarin olmadigini denetleyen
proteinlerden gelen sinyaller tarafindan kontrol edilmektedir. Bunun igin hiicre dongiisiinde
dort farkli kontrol noktast bulunmaktadir. Bu kontrol noktalarindaki olaylar (G0/G1, S, G2
ve M) cesitli siklin bagimli kinazlar (CDK) ve bunlarin siklin esleri tarafindan
diizenlenmektedir [113]. Hiicre dongiisiindeki kontrol noktalari genel hatlariyla Sekil
2.17°de gosterilmektedir. Simdiye kadar tanimlanmis 6nemli CDK/siklin kompleksleri ve

bunlarmn yer aldig1 kontrol noktalari ise Cizelge 2.10’da gosterilmektedir.

Sekil 2.17. Hiicre dongiisii asamalar1 vebu asamalardaki CDK/siklin kompleksleri [114]
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Cizelge 2.10. Onemli CDK/siklin kompleksleri [114]

CDK4 Siklin D1, D2, D3 G1 faz1
CDK®6 Siklin D1, D2, D3 G1 faz1
CDK2 Siklin E G1/S faz gegisi
CDK2 Siklin A S fazi
CDK1 Siklin A G2/M faz gegisi
CDK1 Siklin B Mitoz

CAK (siklin aktive edici
CDKY7 Siklin H kinaz) tiim hiicre dongiisii

basamaklar1

CDK aktive edildigi zaman segili proteinlerin fosforillenmesiyle isleyisi baglatir. CDK7
siklin H ile birleserek CDK aktive edici kinaz (CAK) olarak islev goriir. Hiicre dongiisii
boyunca CDK proteini seviyesi onlar1 aktiflestiren siklinlerin aksine stabil halde bulunur.
Siklin proteini diizeyi hiicre dongiisii boyunca artis ve azalis gosterir; bu yolda CDK’lar1
periyodik olarak aktive eder. Hiicre dongiisiiniin farkli basamaklarinda farkli siklinler
gereklidir. Ug D tipi siklin (siklin D1, siklin D2 ve siklin D3) CDK4 ve CDK6’ya baglanir.
CDK-siklin D kompleksi G1 fazina giris i¢in gereklidir. Diger G1 siklini olan siklin E CDK2
ile baglantilidir ve G1’den S fazina gegisi diizenler. Siklin A CDK2’ye baglanir ve bu
kompleks S fazi boyunca gereklidir. G2’nin sonu ve M’nin basinda siklin A CDK1 ile
birlesir ve M fazina geg¢isi diizenler. Mitoz siklin B ile CDK1’in kompleks yapmasiyla
diizenlenir. Siklin A ve B bir yikim kutusu icerirken siklin D ve E PEST [prolin (P), glutamik
asit (E), serin (S) ve treonin (T) aminoasitleri bakimindan zengin segmentler] dizisi igerir.
Bu protein dizileri bir hiicre dongiisii fazinin sonundaki ubikitin aracili siklin proteolizinin
etkili olmasi igin gereklidir [114]. Hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde yer alan siklin/CDK

komplekslerinin isleyisi Sekil 2.18’de gosterilmektedir. Mitojenik sinyaller siklin ve CDK
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komplekslerini aktive eder. Bu kompleks retinoblastoma proteinini (RB) de igeren ¢esitli
hiicresel hedefleri fosforilleyerek (P) G1 fazinda S fazina ilerlemesini tesvik eder. RB
hiperfosforilasyonu onun biiyiime baskilayic1 6zelligini zayiflatir ve E2F transkripsiyon
faktor ailesi tarafindan transkripsiyonun aktivasyonuna yol acar. Biiylime inhibe edici
sinyaller INK4 ve CIP/KIP ailesinin CDK inhibitorlerini artirarak G1-S ilerleyisini
antagonize eder. Siklin bagimli kinaz inhibitorler (CKI) olan INK4 ailesi ve CIP/KIP ailesi
iiyeleri ve bunlarin gorevleri Cizelge 2.11°de gosterilmektedir. S fazina ve G2 fazindan
mitoz (M) fazina ilerlerleyis siklin/CDK kompleksleri ile birlikte Polo-benzer kinazl
(PLK1), ve Aurora kinazlar (Aurora A ve Aurora B) gibi ¢esitli diger proteinler tarafindan
kontrol edilir. Ayrica hiicreler hiicre dongiistinden ¢ikabilir ve kalic1 veya gecici olarak hiicre
dongiisli dinlenme fazi1 olan GO fazina girebilir. DNA hasar ¢esitli 6zellesmis proteinler
tarafindan farkedilir ve G1 fazindaki kontrol noktasi kinaz 2 (CHK2) ve p53 tarafindan veya
S veya G2 fazindaki CHK1 tarafindan hiicre dongiisii dinlenmesine yonlendirilir. Sekildeki
mor halkalar hiicre dongiisii ilerlemesindeki pozitif diizenleyicileri; mavi halkalar negatif
diizenleyicileri ifade etmektedir. Kirmiz1 halka i¢indeki P defosforilasyonu gostermektedir.

CDC2S5 hiicre boliinme dongiisii 25’in kisaltmasidir.
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Sekil 2.18. Hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi ve bu yolda gorevli proteinler [113]
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Cizelge 2.11. Siklin bagimli kinaz inhibitérleri (CKI) ve islevleri [114]

CKI ailesi Islev Aile tiyeleri
pl5 INK4b
Gl %%If(f\r/‘e"lan p16 INK4a
INK4 ailesi CDK6’
oo p18 INK4c
inaktivasyonu
pl9 INK4d
G1 siklin/CDK p21 Wail, Cipl
A kompleksleri ve .
CIP/KIP ailesi siklin B/CDK ’in p27 Cip2
inaktivasyonu p57 Kip2

Hiicre dongiisu proteinlerinin gorevleri

CDK4-CDK®6-RB yolu

Bircok yetiskin dokuda hiicreler GO faz1 olarak isimlendirilen, gegici (uyku hali) veya kalici
olabilen dinlenme konumundadir. Uyku halindeki hiicreler mitojenik faktorlerin uyarisi
vasitasiyla hiicre dongiisline tekrar girmek i¢in tetiklenebilir. Bu faktorlerin birgogu hiicre
dongiisiinii GO veya G1 fazindan DNA replikasyonunun gergeklesecegi S fazina ilerletmek
icin CDK4 ve CDK6’y1 etkileyen hiicre i¢i sinyal aglarinin kaskadlarini aktive eder. CDK4
ve CDK6 hedef proteinlerin ortiigen takimlarini fosforlar. CDK ve CDK 6’nin (bundan sonra
CDK 4/6 olarak anilacak) aktivitesi cesitli mekanizmalar tarafindan kontrol edilir: D tipi
siklinler ( D1-3) ile birleserek pozitif pozitif yonde; INK4 ailesinin (p16, p15, p18 ve p19)
CDK inhibitorlerine baglanarak negatif yonde. Siklin D-CDK4 ve siklin D-CDKG6
kompleksleri (bundan sonra siklin D-CDK 4/6 olarak anilacak) hiicre dongiisii ilerlemesi iki
bliyiik mekanizma yoluyla diizenler. Birinci mekanizmada siklin E-CDK2 kinazin
aktivitesni koruyan ve baglanan iki CDK inhibitérii olan p21 ve p27’yi ayirir. Ikinci olarak
aktif siklin D-CDK 4/6 kompleksleri ¢esitli hiicresel hedefleri fosforlar. Bunlarin iginde en
onemli olani retinoblastoma (RB) tiimor baskilayici proteinidir. Bu olay sonucunda E2F
transkripsiyon faktorleri hiicre dongiisiiniin G1’den S fazina ilerlemesi, DNA replikasyonu,
kromatin yapisi, kromatin ayrilmasi ve ig ipligi birlesme noktasiyla alakali genlerin

transkripsiyonunu aktive eder.
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Insan kanserlerinde genellikle CDK 4/6-RB yolundaki bilesenler mutasyona ugramustir.
Ornegin tiim insan kanser tiplerinde en sik ¢ogalan ikinci bolge siklin D1 genidir (CCND1).
CDK4 glioblastomalarin %350’sinde cogaltilir ve melanomada nokta mutasyonla aktive
edilmistir. Buna benzer sekilde CDK6 dalak ug¢ bolgesindeki lenfomalarda genomik
translokasyon yoluyla aktive edilmistir. CDKN2A geni (tiimor baskilayicilar olan p16 ve
pl4’i kodlar) insan kanserlerinde en sik silinen bolgedir ve ifadesi siklikla promotor
metilasyonu tarafindan sessizlestirilir. Son olarak RB1’in silinmesi birgok tiimor tipinde
siklikla goriiliir ve bu olay sonucunda hiicre ¢ogalmasi siklin D-CDK 4/6 aktivitesinden

bagimsiz hale gelir [113].

CDK?2

CDK?2 siklin A veya siklin E ile birleserek aktive olur. Mitojenlerin yoklugunda CDK2
kompleksleri CDK inhibitdrleri p27 ve p21 ile birleserek inaktif durumda tutulur. Ge¢ G1
faz1 boyunca; siklin E genlerinin (CCNE) E2F aracili transkripsiyonu, p27 ve p21°in siklin
D-CDK 4/6 aracili ayrilmasi ve p27 ve p21°’in CDK tarafindan fosforillenmesini takiben
ubikitin aracili proteolizisinin sonucu olarak CDK aktivesi artar. CDK2 aktivitesi Tyr15’teki
WEE-1 aracili fosforilasyonla inhibe edilir. Bu inhibe edici fosforilasyon fosfatazlarin hiicre
boliinme dongiisii 25 (CDC25) ailesi tarafindan kaldirilir. Siklin E-CDK2 kompleksleri
hiicre dongiisiiniin ilerlemesi, DNA replikasyonu ve sentrozom duplikasyonu i¢in gerekli
olan ¢esitli proteinleri fosforlar. S faz1 boyunca siklin E F-box/WD tekrarlarini igeren protein
7 (FBXW?7) aracili ubikutilasyonu takiben hizla pargalanir ve CDK2 aktif siklin A-CDK2

kompleksini olusturmak i¢in yenim sentezlenen siklin A2’ye baglanir.

CDK2 mutasyonlar1 nadiren insan kanserlerinde goriilmektedir. CCNE1 bolgesi yumurtalik
kanseri ve meme kanseri gibi insan tiimorlerinde siklikla ¢ogalmaktadir. Bazi timor
tiplerinde FBXW?7°deki fonksiyon kaybir mutasyonlarinin sonucu olarak siklin E asir1 ifade
edilmektedir. Bazen genomik ¢ogalmanin sonucu olarak hepatoseliilar karsinom, kolorektal
ve meme kanseri gibi kanserlerde siklin A asir1 ifade edilmektedir. Bazi tiimérlerde CDK
inhibitdr p27°nin ifadesinin indirgenmesini takiben CDK2 aktivitesi artmaktadir. Ayrica

cesitli timorlerde CDC25A ve CDC25B asirt ifade edilmektedir [113].
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CDK1

CDKI1 hiicre dongiisiiniin ilerlemesi i¢in zorunlu olan tek CDK’dir. G2 faz1 boyunca siklin
A2 ve siklin B tarafindan aktive edilir. Mitoza girerken siklin A2 parcalanir ve CDK1
aktivitesi B tipi siklinler ile kompleks yaparak korunur. CDK 1 kinaz aktivitesi mitoza gegis
ve ¢esitli mitotik olaylar i¢in gereklidir. Mitozun sonlarinda B tipi siklinler anafaz yiikseltici
kompleks/siklozom (APC/C) tarafindan parcalanir. Bu durum CDKI1 aktivitesini ortadan
kaldirir ve kromozom ayrilmasi, mitozun tamamlanmasi ve sitokineze olanak verir. Siklin
esleri tarafindan diizenlenmesine ek olarak CDKI1 aktivitesi Thr14 ve Tyrl5’teki

fosforilasyon ile inhibe edilir.

CDK1 aktivitesinin degigsmesi nadiren kanser olusumuna sebep olur. Noroendokrin prostat
kanserinde CCNB3 gen ¢ogalmasi buna ornek olarak verilebilir. Ccnbl ve Ccnb2’nin
transgenik asir1 ifade edilmesi karsinojen ile uyarilmis deri ve akciger tiimorlerine duyarliligi
artirmakta ve CDK1 aktivitesindeki artigin tiimor olusumundaki roliinii agiga ¢ikarmaktadir.
Dahas1 CDK1 tiimériin ilerlemesi igin gereklidir. Ornegin CDK1’in karacigere 6zgii
kaybolmas1t NRAS-G12V tesvikli karaciger tiimor gelisimine karsi direnci saglamaktadir.

CDKI1 inhibisyonu tiimér hiicrelerini 6ldiirebilmektedir.

DNA hasart kontrol noktasi kinazlari ve WEE ]

Hiicreler DNA hasart oldugunda DNA tamirine zaman tanimak i¢in hiicre donglisiiniin
ilerlemesini durdurabilmek adina bazi kontrol noktalarna sahiptir. Birgok DNA hasari
kontrol noktas1 6zel CDK komplekslerinin aktivitesini etkilemektedir. DNA hasarinin tipine
gore ataksi telenjiektazi ve Rad3-iligkili (ATR) veya mutasyona ugramis ataksi telenjiektazi
(ATM) protein kinazlar fosforlanir ve kontrol noktasi kinaz1’i (CHK1, CHEK1 geninin
kodladig1) aktive eder. Benzer sekilde ATM ayrica CHK?2’yi (CHEK2 tarafindan kodlanir)
aktive edebilir ve p53’iin aktivasyonuna katilabilir. P53’iin aktivasyonu siklin E-CDK2
komplekslerin ininhibisyonuna ve G1°i durdurmaya yol acan CDK inhibitdr p21’in ifade
edilmesini transkripsiyonel olarak indiikler. Aktive edilen CHK1 CDC25A’y1 fosforlayip
inaktive ederek S fazimmin gecici olarak durdurulmasina ve CDC25A, CDC25B ve
CDC25Cyi fosforlayarak G2 kontrol noktasinin durdurulmasina aracilik eder. Bu olaylar
CDK2 ve CDKI1 iizerindeki Tyr15’i defosforilasyondan korur. CHKI1 ayrica direkt

fosforilasyon yolu ile CDK2 ve CDK1’in Tyrl5 fosforilasyonunun artmis inhibisyonuna ve
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G2 fazinda sonraki hiicre dongiisii durdurulmasina yol agan WEE1°i aktive eder. Ozet olarak
CHKI1 o6zellikle inaktive p53 tasiyan kanser hiicrelerinde S ve G2 fazinda DNA hasar1

tesvikli hiicre dongiisliniin durdurulmasinin zorunlu aracisidir.

CHK1 ve WEEI’in kanser gelisimindeki rolii tartigmalidir. CHK1 baslangicta tiimor
baskilayic1 olarak kabul edilmekteydi. Aslinda CHEK1 bolgesinin fonksiyon kayb1
mutasyonlarindaki heterozigotluk meme ve mide kanserlerinde tespit edilmisken fonksiyon
kayb1 mutasyonlarinda homozigotluk durumu tanimlanmamistir. Bu bulgulara uygun bir
sekilde farelerde Chekl’in heterozigotlulugunun kaybi Trp53’iin (farelerde p53°i kodlar)
heterozigotluk kaybi veya Wntl onkogeni tarafindan indiiklenen meme tiimoérii olusumunu
artirir. Bu durumun tersine farelerde Chek1’in dokuya 6zgli homozigotlugunu kaybetmesi
Trp53 kaybiyla indiiklenen meme tiimorii olusumunu inhibe eder ve karsinojenle uyarilmis
deri tiimori olusumunu 6nler. CHK 1’in ti¢lii negatif meme kanseri, hepatoseliiler karsinom
ve rahim agz1 kanseri gibi bazi kanser tiirlerinde asir1 ifade edilen bir protein olmasi bu
proteinin onkojenik roliinii gostermektedir. CHK1’in aksine CHK2 nin tiimor baskilayici
islevinin oldugu disiiniilmektedir. WEEI kinazlar hepatoseliiler karsinom, glioblastoma ve

melanoma gibi ¢esitli kanser tiplerinde asir1 ifade edilmektedir.

Polo-benzeri kinazlar (PLK)

Bes liyeden olusan PLK ailesi igerisinde en detayli olarak c¢alisgilan PLK1’dir. G2 fazi
boyunca PLK1 Aurora A’nin sentrozomal yerlesimini diizenleyerek sentrozomlarin
olgunlagsmasina katilir. Ayrica en az iki mekanizmayla siklin B-CDK1 komplekslerinin
aktivasyonunda onemli rol oynar. PLK1 ayni zamanda DNA hasarinin tesvik ettigi G2

fazinin durdurulmasindan kurtulmasini takiben mitoza giris i¢in zorunludur.

PLK1’in kanserdeki roliiniin ¢ok net olmamasina ragmen bu protein onkojenik olarak
tanimlanmaktadir. Birkac¢ kanser tilirlinde PLK1 kararliligimmi diisliren mutasyonlar tespit

edilmistir.

Aurora kinazlar

Sitokinez ve mitozda biiyiik rolleri oaln aurora kinazlar serin/treonin kinaz ailesindendir.

Sentrozomlara yerlesen Aurora A S fazinda gorev alir ve sentrozom olgunlagmasi, ig
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ipliklerinin toplanmasi ve yonelmesi icin gereklidir. Ayrica Aurora A PLK1’i fosforlar ve
aktive eder; transkripsiyon faktor NMYC’nin (MYCN kodlar) proteozomal yikimin
Onleyerek kararli hale getirir ve boylece G1-S ilerleyisini diizenler. Mitoz boyunca Aurora
B kromozomlarda ve kromozomal yolcu kompleksinin (CPC) pargasi olan ig ipliklerinde
bulunur. Aurora B kromozom yogunlagmasi ve yonelmesi ile birlikte sitokinezin uygun

gerceklesmesini kontrol eder.

Aurora A’nin olmasi gereken yer disinda asir1 ifade edilmesi G2 fazi sirasinda DNA hasari
kontrol noktalarinin inaktivasyonuna ve tetraploidiye yol agan mitoz sirasinda ig ipligi
toplanmasi kontrol noktasinin inaktivasyonuna sebep olur. Aurora B’nin agir1 ifade edilmesi
andploidiye yol agan hasarli kromozom ayilmasina neden olur. Insan tiimérleri iizerinde
yapilan ¢alismalar Aurora A ve Aurora B’nin onkojenik roliinii desteklemektedir. Aurora
A’y1 kodlayan gen (AURKA) prostat ve meme kanserinde siklikla ¢cogalmakta ve diger bazi
kanser tiliplerinde Aurora A proteini yiikksek diizeylerde olusmaktadir. Aurora B

miyelodisplasitk sendrom gibi bazi kanser tiirlerinde asir1 ifade edilmektedir [113].

2.8.3. Kolorektal kanser

Intestinal alan; ince bagirsak (duedonum, jejunum, ileum) ve kolon veya kalin bagirsaktan
olugmaktadir. Kolon en son kismindaki rektum bolgesi haricinde periton ile sarilmistir ve
kolonun uzunlugu yaklasik olarak 100-150 cm’dir. Kolonun gorevi su ve elektrolitlerin
diskidan absorbsiyonu ve kat1 haldeki digkinin digskilama oncesi rektuma iletilmesidir. Ayni1
zamanda kolondaki bakteriler tarafindan besin kalintilari, intestinal salgilar, sindirim sivilari
ve dokiilen intestinal hiicreler metabolize edilmektedir. Kalin bagirsak epitel tabakasi
parmak benzeri ¢ikint1 veya girintiler (kript) seklinde katlanmis ve lamina propria tarafindan
sartlmig tek tabakali silindirik epitel hiicrelerinden (kolonosit/enterosit, goblet hiicreleri,
endokrin hiicreleri) olusmaktadir. Kriptin i¢inde veya yakininda bulunan kok hiicreler
yukartya dogru go¢ ederken cesitli farklilasmis proliferatif olmayan epitel hiicrelerine
farklilasan progenitor hiicreleri olusturmaktadir (Resim 2.5) [115-117]. Her kolonik
girintinin taban kisminda kolonositleri olusturacak olan 4-6 adet kok hiicre bulunmaktadir.
Siirekli ve hizli proliferasyonun bir sonucu olarak kolonositler girintinin alt kismindan kolon
liimenine dogru yaklasik olarak saat basi bir hiicre pozisyonu hizinda hareket etmektedir.
Boylece bir kolon girintisi 2-8 giinde bir tamamen yenilenmektedir. Bu durum kolonu

memelilerdeki tiim organlar iginde en yiiksek proliferasyon oranli organ yapmaktadir [116].
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Kolonik kok hiicreler LGRS veya EphB2"9" olarak isimlendirilmistir. Birka¢ kat1 timor
tipinde oldugu gibi kolorektal kanser de farklilagmamis kanser kok hiicre toplulugunun
kontrolsiiz boliinmesi ile meydana gelmektedir. Kolorektal kanserin baslangi¢ agsamasindaki
kanser hiicreleri tiimdrler arasi heterojeniteye sebep olmaktadir ve farkli fenotipik ve klinik
ozelliklere sahip olmasindan dolay1 timdr 6zelliklerinin tanimlanmasinda énemli bir rol
oynamaktadir. Cesitli etkilerle kolorektal kanser kok hiicrelerine (KKH) doniisen intestinal
kok hiicreleri (IKH) metastatik 6zellik kazanmakta ve genellikle karaciger dokusuna
yerlesmektedir. Kolorektal kanserde tiimor gelisiminin KKH ile iliskisi Sekil 2.19°da
gosterilmektedir [118].

Resim 2.5. Farklilasmis kolon epitel hiicreleri ile sonuglanan asagidan yukariya olgunlasma
stireci igerisindeki kolon epitel hiicreleri [115]
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Sekil 2.19. Kolorektal kanserde tiimor gelisimi boyunca kanser kok hiicresi biiyiimesi [118]

Ozellikle kirmiz1 et veya islenmis et gibi gidalarn tiiketimi, alkol kullanimi, obezite ve
ozellikle abdominal bolgede yaglanma, hareketsizlik gibi faktorler kolorektal kanser
olusumuna zemin hazirlamaktadir. Bunun aksine siit, sarimsak ve kalsiyum alimi
muhtemelen kolorektal kansere karsi koruyucu olmaktadir. Pisirilmis ette bulunan iki 6nemli
karsinojen olan heterosiklik aminler ve polisiklik aromatik hidrokarbonlarin risk faktorii
oldugu diistiniilmektedir [106]. Kolorektal kanserin tiim diinyada gériilme siklig1 ve 6lim

oranlari Sekil 2.20°de gosterilmektedir.
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Insidans: Tahmini 1,4 milyon yeni vaka Mortalite: Tahmini 694 000 6liim
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Sekil 2.20. 2012 yili igerisinde her iki cinsiyette diinya iizerindeki bolgelerde kolorektal
kanser i¢in tahmini yeni vaka ve 6liim oranlar1 [106]

Aykan, N. F. ve arkadaglar1 2015 yilinda yaptiklar1 bir ¢aligmada 21 merkezdeki medikal
onkoloji biriminden bir yillik siirecte toplam 968 hasta iizerinden iilkemizdeki kolorektal
kanser vakalariin istatistigini ¢ikarmiglardir. Elde edilen verilere gore kolorektal kanser
vakalariin ortalama 58,9 + 12,6 yasinda goriildiiglinii ve bu hastalarin % 60,9 unun erkek
bireylerden olustugunu tespit etmislerdir. Hastalar1 kolon kanseri (KK) ve rektum kanseri
(RK) olarak ayirmiglar ve kolon kanserinin %68,4°liikk bir oranla rektum kanserinden
(%31,6) daha sik goriildiigiinii belirtmislerdir. Yine ayni ¢calismadan elde edilen verilere gore
kolon kanseri Tirkiye’deki cografi bolgeler igerisinden en ¢ok Marmara Bolgesi’nde
(%29,9) goriilmekte iken rektum kanserine en sik I¢ Anadolu Bolgesi’nde (%26,5)
rastlanmaktadir. KK ve RK vakalarinin cinsiyet, yas ve bolgelere gore dagilimi Cizelge
2.12’de gosterilmektedir. Hastaligin bolgelere gore goriilme siklig Sekil 2.21°de verilmistir.
Bolgeler arasinda KK ve RK’nin gorilme sikliginin degiskenlik gostermesinin sebebi
kirmizi et tiiketimi gibi hayat tarzindaki farkliliklardan kaynaklanabilmektedir. Incelenen
hastalar icerisinde sebze ve meyve tiikketiminin diisiik olmasi1 (%35,5) ve kirmiz1 et
tiiketiminin fazla olmasi (%47,4) bu hastalik i¢in risk faktorleri agisindan istatistiksel olarak
anlamli olmasa bile elde edilen veriler dikkat c¢ekici olmustur. KK ve RK’li hastalarin

kirmiz1 et ve sebze/meyve tiiketim aliskanliklar1 Cizelge 2.13’te gosterilmektedir. Hastaligin
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ilk semptomlarinin ortaya ¢ikmasi ile tan1 koyulmasi arasinda gegen siire KK icin 3 ay iken
RK icin 4 ay olarak belirtilmistir. Hastalarin biiyilk bir kisminda hastalik daha gec
asamalarda tespit edilmistir (%35,9 hasta faz [II’te, %29,7 hasta faz IV’te) ve ¢ogu vakada
ameliyat gerekli olmustur (%85,6). Iincelenen vakalarin %33,2’sinde metastaz goriilmiis ve

en sik metastatik bolge karacigerdir (%57,7) [119].

Cizelge 2.12. Hastalarin sosyo-demografik karakteristikleri [119]

Kolon kanseri Rektum kanseri

(KK) (RK)
(n=662) (n=306)
Cinsiyet Kadin 260 (%39,3) 118 (%38,6)
Erkek 402 (%60,7) 188 (%61,4)
Yas ortalamasi 59,63 + 12,47 57,43 + 12,75
(yil)
Yas dagilimi 18-30 16 (%2,4) 6 (%1,9)
31-40 37 (%5,6) 28 (%9,1)
41-50 92 (%13,9) 53 (%17,3)
51-60 188 (%28,4) 92 (%30,1)
61-70 197 (%29,8) 82 (%26,8)
71-80 113 (%17,1) 36 (%11,8)
>81 19 (%2,9) 9 (%2,9)
Cografik bolgeler Marmara 198 (%29,9) 80 (%26,1)
Karadeniz 31 (%4,7) 31 (%10,1)
Ege 65 (%9,8) 32 (%10,5)
I¢c Anadolu 184 (%27,8) 81 (%26,5)
Dogu Anadolu 18 (%2,7) 22 (%7,2)
Akdeniz 117 (%17,7) 37 (%12,1)




Cizelge 2.12. (devam) Hastalarin sosyo-demografik karakteristikleri [119]
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Kolon kanseri (KK) Rektum kanseri

(n=662) (RK)
(n=306)
Gilineydogu 49 (%7,4) 23 (%7,5)
Anadolu
Yasama alan1 Kasaba 92 (%13,9) 49 (%16)
Koy 47 (%7,1) 27 (%8,8)
Sehir 497 (%75,1) 225 (%73,5)
Bilinmeyen 26 (%3,9) 5 (%1,6)

Kolon: 65 Kolon: 184
.

Sekil 2.21. Kolon ve rektum kanseri hastalarinin bolgelere gore dagilimi [119]
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Cizelge 2.10. Kanser tiplerine gore kirmizi et ve sebze/meyve tiiketimi [119]

Kolon kanseri

Rektum kanseri

(n=662) (n=306)
Kirmizi et tiikketimi
Yiiksek (>3 kez/hafta) 242 (%36,6) 121 (%39,5)
Diisiik (<3 kez/hafta) 350 (%52,9) 159 (%52,0)
Higbiri 70 (%10,6) 26 (%8,5)
Diyette meyve ve sebze
bulunmasi
Yiksek (>3 kez/hafta) 411 (%62,1) 213 (%69,6)
Diisiik (<3 kez/hafta) 184 (%27,8) 72 (%23,5)
Higbiri 67 (%10,1) 21 (%6,9)

Tim diinyadan elde edilen birgok epidemiyolojik veri gostermektedir ki beslenme
aligkanliklar1 ve hayat tarzi kolerektal kanserin gelisiminde énemli bir rol oynamaktadir.
Bunun yanisira bagisiklik aracili mekanizmalarin ve inflamasyonun kolorektal kanser
olusumu {iizerine etkisi ¢ok net olmamakla birlikte inflamasyon ve kanser olusumu arasinda
bir baglanti bulunmaktadir. Bagisiklik hiicreleri, sitokinler ve diger bagisiklik elemanlar
kadar konak/mikrobiyom iligkisinin bozulmasi da kolonda tiimoér olusumunun tiim

basamaklarinda 6nemli rol oynamaktadir [116].

2.8.4.Kanser tedavisinde kullanilan ilaglar

Kanser tedavisinde radyoterapi ve cerrahi temelli uygulamalarin haricinde basarili bir
sekilde kullanilan yontemlerden biri de kemoterapidir. Kemoterapide kullanilan ilaglarin
etkili olmas1 kanserin tipine, hangi asamada olduguna ve bulundugu dokuya baghdir. Klinik
kullannmda olan birgok antikanser ilacin hedefi hiicre boliinmesini inhibe eden bazi
mekanizmalarla timér hiicrelerini 6ldiirmektir [120]. Antikanser ilaglar etki mekanizmasina
gore DNA interaktif ajanlar, antimetabolitler, antitubulin ajanlar, molekiiler hedefli ajanlar,
hormonlar, monoklonal antikorlar ve diger biyolojik ajanlar olarak smiflandiriimaktadir

[29].



Antimetabolitler

Antimetabolitler zorunlu biyosentez yollari ile etkilesime girerek etki gosteren en eski

antikanser ila¢ sinifidir. Bir¢ok antimetabolit ila¢ niikleik asit sentezine miidahele ederek

islevini gerceklestirmektedir. DNA biyosentezine etki eden antimetabolitlerin yer aldigi

basamaklar Sekil 2.22°de gosterilmektedir.

Pirimidin veya Riboniikleotit
piirin biyosentezi rediiktaz
inhibitérleri inhibitérleri
H P-0, Baz P-P-O Baz P-P-0 Baz
. O ) O
Onct maddeler—— H . — 0“7' —_— S O}
OH OH OH OH OH

Riboniikleozit Ribonukleozit Deoksiribonikleozit
monofosfat difosfat difosfat

|

-P-P- Baz
P-P-P-O o8

——

IJ OH

Deoksiribonikleozit
DNA polimeraz trifosfat
inhibitérileri

Sekil 2.22. DNA biyosentezine miidahele eden antikanser ilag tipleri [120]

S5-florourasil ve merkaptopiirin gibi pirimidin ve piirin analoglari; metotreksat gibi

metabolizmadaki zorunlu enzimatik yolaklara miidahele eden antimetabolitler niikleik asit

biyosentezini inhibe etmektedir. Antimetabolit ilaglarin inhibe ettigi gesitli biyosentez

yollart ve enzimlerin listesi Cizelge 2.14°te gosterilmektedir [120].
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Cizelge 2.11. Cesitli biyosentez yolaklar1 ve enzimleri inhibe eden antimetabolit ilag siniflar

Uridilik asit biyosentezi inhibitérleri

Riboniikleotit rediiktaz araciligiyla 2 -Deoksiriboniikleotit
biyosentezi inhibitorleri

Timidilik asit biyosentezi inhibitorleri

Dihidrofolat rediiktaz inhibitorleri

De novo piirin biyosentezi inhibitdrleri

Adenozin deaminaz inhibitérleri

DNA sentezindeki son basamaklarin inhibitorleri

Antimetabolit enzimler

I O O o

Hormon aktivitesini inhibe eden antikanser ilaclar

Hormonlar igerisinde yer alan steroid hormonlar cesitli tiimor tiplerinin gelismesi ve
tetiklenmesinde etkendir. Bu yiizden kanser tedavisinde antihormonlar 6nemli bir yer
tutmaktadir. Ostrojen ve androjen reseptorlerine etki eden bilesikler meme ve prostat
kanserlerinin tedavisinde kullanilirken lenfoid dokular iizerindeki fonksiyonu sebebiyle

kortikoidler miyeloma ve lenfoma tedavisinde kullanilmaktadir.

Steroid hormon reseptorleri 6zel bir steroid molekiilii icin baglanma bolgesi bulunduran
sitoplazmik veya niiklear proteinlerdir. Bu steroid molekiillerine yanit veren elementler bir
genin promotorunun parcast olan DNA dizilerine baglanir. Bu baglanma promotor
tarafindan kontrol edilen geni aktive eder veya baskilar. Bir steroid hormon tarafindan gen
transkripsiyonunun baglatilmasi i¢in sirasiyla gergeklesmesi gereken adimlar Sekil 2.23te
gosterilmektedir. Antikanser ilaglarin bazilar1 bu steroid hormonlarin biyosentezini inhibe
ederek, hormon reseptorlerine baglanip onlar etkisiz hale getirerek veya steroid hormon

sentezinde gorev alan enzimleri inhibe ederek etkisini gostermektedir [120].
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Sekil 2.23. Bir steroid hormon tarafindan gen transkripsiyonunun baslatilmasi [120]

Antitiibiilin ajanlar
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Mikrotiibiiller Okaryotik hiicrelerde hiicre iskeletinin olugmasit ve hiicre hareketinin

saglanmas i¢in gerekli olan ipliksi hiicre i¢i yapilardir. 13 paralel protofilamente tiibiilin

dimerlerinin baglanmasi ile mikrotiibiiller olusmaktadir. Tiibiilin a ve 3 olarak isimlendirilen

iki alt birim iceren bir proteindir. Hiicre boliinmesi sirasinda kromozomlarin dogru bir

sekilde ayrilmasi i¢in Okaryotik hiicreler tarafindan kullanilan mitotik 1§ iplikleri

mikrotiiblillerden olusturulan c¢ok oOnemli bir yapidir. Bircok oOnemli antitiimor ilag

tiibiilinlere baglanip onlarin polimerizasyonunu inhibe ederek veya mikrotiibiillere baglanip

depolimerizasyonunu inhibe ederek etkisini gostermektedir. Bu duruma 6rnek olarak Vinca

alkoloidinin tiibiilin dimerlerine baglanmasinin bir sonucu olarak mikrotiibiillerin

depolimerizasyonu verilebilir (Sekil 2.24) [120].
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Sekil 2.24. Vinca alkoloidinin tiibiilin dimerlerine baglanmasinin bir sonucu olarak
mikrotiibiillerin depolimerizasyonu [120]

DNA ile etkilesime girerek etki gosteren antikanser ilaclar bir sonraki béliimde ele

alimmastir.

Bu kemoterapi ilaglar1 kanser hiicrelerini 6ldiirmede basarili olsa da gostermis oldugu yan
etkiler hastalarin yasam kalitesini oldukca diisiirmektedir. Antikanser ila¢ olarak bugiine
kadar bir¢ok bilesik kullanilmakla birlikte daha etkili ve en az yan etkisi olan antikanser ilag
dretimi i¢in hala caligmalar devam etmektedir. Farkli yan gruplara sahip siklofosfazen
tiirevleri antikanser ilaglar igin iyi bir potansiyel olusturmaktadir [31-33]. Yapilan bazi
calismalarda fosfazen tiirevlerinin ¢esitli kanser hiicre hatlar1 iizerine sitotoksik etki
gostermesi bu bilesiklerin antikanser ilag olarak kullanilabilecegini géstermistir [23].
Kullanilan bazi antikanser ilaglar1 kanser hiicrelerinde DNA’ya baglanip bu hiicrelerin
boliinmesini  durdurabilmektedir. Antikanser ila¢ arastirmalarinda iizerinde calisilan
maddenin DNA ile etkilesime girip girmediginin belirlenmesi bu agidan énem tagimaktadir.
Yapilan aragtirmalar fosfazen tiirevlerinin DNA ile etkilesime girip DNA’nin yapisini
degistirdigini gostermektedir [10, 25, 57, 121-124]. Yeni sentezlenecek olan fosfazen

bilesiklerinin hem kanser hiicre hatlar1 {izerine sitotoksik etkisinin hem de DNA ile
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etkilesiminin belirlenmesi bu maddelerin antikanser ajan olarak degerlendirilmeleri

konusunda ilerleme kaydedilmesini saglayacaktir.

2.9. flac-DNA Etkilesim Mekanizmalar:

2.9.1. DNA’nin genel yapisi

Canli hiicrelerde kalitsal bilgiyi tasimasi, genetik bilginin replikasyon ve transkripsiyon
yoluyla protein ve enzim gibi hayati 6nem tasiyan molekiillerin sentezlenmesinde gorevli
olmasi sebebiyle DNA yagamin devami i¢in en 6nemli molekiildiir [125]. DNA’nin kimyasal
yapisina bakildigi zaman niikleotit monomerlerinin bir araya gelmesiyle olusmus dogrusal
bir polimer oldugu goriilmektedir. DNA’nin yapitast olan niikleotitlerin yapisinda bir adet 5
karbonlu deoksiriboz sekeri (Sekil 2.25), bu sekerin 5. karbonuna bagli fosfat grubu ve bir
adet organik baz bulunmaktadir. DNA’daki niikleotitlerin yapisina katilan azotlu bazlar
adenin (A), guanin (G), sitozin (C) ve timindir (T). Bu bazlardan adenin ve guanin ¢ift
halkasal yapi igerip piirin bazlari olarak isimlendirilirken sitozin ve timin tek halka icerip

pirimidin bazlar1 olarak isimlendirilir (Sekil 2.26).

5
HOCH, ~©

Sekil 2.25. Deoksiriboz [126]
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Sekil 2.26. DNA’y1 olusturan niikleotitlerde bulunan azotlu bazlar [126]

Bir niikleik asit zinciri olusturulurken arka arkaya gelen iki niikleotit arasinda fosfodiester
bag1 kurulur. Olusan niikleik asit zincirinin sabit bir yonelimi vardir. Her zaman 5" ugta son
sekerin 5" karbon atomuna bagli bir hidroksil veya fosfat grubu bulunurken 3" ucta ise son

sekerin 3" karbon atomuna bagli bir adet hidroksil grubu bulunmaktadir (Sekil 2.27).
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Sekil 2.27. Bir niikleik asit zincirinin kimyasal yapis1 [126]

James Watson ve Francis Crick 1953 yilinda yayinladiklart makalede DNA’nin ikili sarmal
seklinde bulundugunu sdylemisler ve 6nerdikleri bu DNA modeli bilim diinyasinda kabul
gormiistiir [127]. Watson ve Crick tarafindan 6nerilen DNA ¢ift sarmali modeli Sekil
2.28’de gosterilmektedir [128]. Bu modele gore baz eslesmesi ve iki baz arasinda olusan

hidrojen baglar1 Sekil 2.29°da gdsterilmektedir.
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Sekil 2.28. Watson ve Crick tarafindan 6nerilen DNA ¢ift sarmali [128]
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Adenin-timin baz cifti

Deoksiriboza Deoksiriboza
ait C-1° ait C-1°

Adenin Timin

Guanin-sitozin baz cifti

Deoksiriboza Deoksiriboza
ait C-1° ait C-1°
Guanin Sitozin

- - - Hidrojen bag

Sekil 2.29. Adenin-timin ve guanin-timin baz eslesmesi ve aradaki hidrojen baglar1 [128]
2.9.2. DNA ile etkilesime giren ilaglarin etki mekanizmalar:

Halen kullanimda olan ve gelistirme asamasinda olan bir¢ok ilacin farmakolojik hedefi
DNA’dir. Transkripsiyon ve replikasyona miidahele ederek hiicre fonksiyonunu diizenlemek
icin DNA’y1 hedef olarak segmek daha mantikli ve kisa yoldan sonuca gotiirme potansiyeli
yiiksek olan bir yoldur [129]. DNA’ya baglanma 6zelligi olan bir¢ok molekiil anti-kanser
aktivitesini replikasyona miidahele edip tiimor hiicrelerinin gelisimini inhibe ederek
gostermektedir [130]. Bu yiizden DNA’ya baglanma aktivitesi yeni bir antikanser ajan

tasarlama agamasinda en 6nemli faktordiir [131].

Antikanser ilaglar ile DNA arasinda etkilesim temelde 3 farkli yol izlenerek
gerceklesmektedir. Birinci yolda ilaglar DNA’ya baglanan proteinler ile etkilesime girerek

transkripsiyon faktorleri ve polimerazlar1 kontrol ederler. Ikinci yolda RNA’ya baglanma
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yoluyla transkripsiyonel akviteye miidahele ederler. Ugiincii yolda ise kiigiik aromatik ligand

molekiillerinin DNA ikili sarmalina baglanmasini igermektedir [125].

[lag-DNA baglanmasinin kovalent ve kovalent olmayan baglanma seklinde iki mekanizmasi

bulunmaktadir.

Kovalent baglanma mekanizmasi

[lag-DNA etkilesimini kovalent sekli geri doniisiimsiiz bir yoldur ve her zaman DNA isleyis
sirecinin tliimiiniin inhibisyonuna sebep olarak sonugta hiicreyi oliime gotlirmektedir.
Kovalent baglayicilarin en biiyiik avantaji yiiksek baglanma kuvvetidir [132]. Cis-platin
antikanser ila¢ olarak kullanilan en bilinen kovalent baglayicidir ve DNA bazlarindaki azot

ile kloro gruplar1 yoluyla iplik i¢i veya iplikler arasi capraz bag yapar (Bkz. Sekil 2.30) [129].

Kovalent baglayicilar kanser tedavisinde DNA’ya bir alkil grubu (CnHzn+1) ekledigi icin

alkilleyici ajanlar olarak da adlandirilmaktadir.

A ,, B (a) Sugar Sugar
| .\u:\r/;\ N H )\rN H:N_ Cl
LD P 1
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Sekil 2.30. (A) Cis-platin’in DNA’ya kovalent baglanmasi. B. (a) Cis-platin’in Guanin (G)
ve Adenin’e (A) baglanma mekanizmasi; (b) 1,2-iplik i¢i GpG (yap1 a), 1,2-iplik
ici ApG (yap1b), 1,3-iplik i¢i GpNpG (yap1 ¢), 1,2-iplik aras1 GpG (yap1 4) [129]

Alkilleyici ajanlar

Reaktif kimyasallarin yaygin bir ailesi olan alkilleyici ajanlar biyolojik molekiillerin birgok

sinifina alkil grubu eklemektedir. D1g kaynakli alkilleyici ajanlarin baglica kaynagi hava, su,
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gidalar ve tiitiin dumani, yakit artiklar1 gibi kirleticilerdir. Oksidatif hasar sonucu olusan yan
iriinler gibi igsel kaynaklar1 da bulunabilmektedir. Alkilasyon hasarinin sebep oldugu
sitotoksik, teratojenik ve karsinojenik etkilerinin olmasi insan sagligini tehdit etmektedir.
Tim bu etkilerine ragmen baz1 toksik alkilleyici ajanlar kanser hiicrelerini 6ldiirmesi
sebebiyle kanser hastalarinda kemoterapotik ilag olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir
[133]. Bu ilaglar DNA molekiiliinde ait olmadig: bir yere metil veya baska bir alkil grubu
eklemektedir. Bu doniisiim yanlis baz eslesmesine sebep oldugundan DNA’nin dogru

kullanimini inhibe etmekte ve yanlis kodlanmasina sebep olmaktadir [129].

Alkilleyici ilaglar halen siklikla kullanilan en eski antikanser ilag sinifidir ve bir¢ok tip
kanserin tedavisinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Alkilleyici ilaca drnek olarak guanindeki
N3’tin (+)-CC1095 (antitimor antibiyotik) tarafindan alkillenmesi Sekil 2.31’de
gosterilmektedir [134]. DNA bazlan tizerindeki alkillenme bélgeleri guanin bazinin
alkilleyici bir ajan ile alkillenerek O®-metilguanine doniisiimii Sekil 2.32’de gosterilmektedir
[133].

ilag Yanlis eslesme ve yer degistirme mutasyonu

Sekil 2.31. Guanindeki N3’tin (+)-CC1095 tarafindan alkillenmesinin muhtemel
mekanizmalar1 (a) G-C baz ¢iftinin enol-G-imino-C tautomeri vermek igin
tautomerizasyonu, (b) diizenlenmis mekanizma [134]
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Sekil 2.32. DNA bazlari iizerindeki alkillenme bolgeleri (a) Alkilleyici ajanlar kovalent alkil
lezyonlarin1 olusturmak tizere DNA bazlarinin azot ve oksijen atomlart ile
tepkimeye girmektedir. DNA bazlari iizerindeki alkilasyonun major bolgeleri ve
alkilasyonun biyolojik etkileri kirmizi ve yesil ile gosterilirken minor bdlgeler
gri ok ucu ile isaretlenmistir. (b) kemoterapdtik bir alkilleyici ajan olan
temozolomidin metildiazonyum iyonu ile O%-metilguanin DNA lezyonununa
doniisen guaninin O° pozisyonu ile arasindaki DNA alkilasyon reaksiyonu
alkillenmeye bir 6rnektir [133]
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Kovalent olmayan baglanma

Kovalent olmayan_DNA etkileyen ajanlar, DNA-oluk baglayicilar ve DNA interkalatorleri
kovalent olarak DNA’ya baglanan ajanlar ve diger DNA hasarlarina goére daha az
sitotoksiktir. Kovalent olmayan bilesik-DNA etkilesiminin karmasik molekiiler ve
biyokimyasal yolaklar iizerindeki etkisi heniiz tam belirlenememesine ragmen DNA
iizerinde konformasyonel ve yapisal karisikliklar, topoizomerazlar gibi DNA protein
iligkilerine miidahele gibi onemli etkileri olmasinin yani sira mitokondriyal DNA ve
fonksiyonlar1 {izerine de etkileri oldugu bilinmektedir. Kovalent olmayan baglanma tersine
cevrilebilir bir mekanizmadir. ilag-DNA baglanmasmin kovalent olmayan béliimii
interkalasyon, oluk baglanma ve dig baglanma (heliksin dis tarafi izerinden) olmak iizere 3

ayr1 tipte siniflandirilmaktadir [129].

Interkalasyon

Farmakolojik olarak aktif molekiillerin 6nemli bir kism1 DNA’daki baz ciftleri arasinda
interkalasyon yapip bunun sonucunda DNA fonksiyonu ve replikasyonuna miidahele ederek
ve topoizomeraz aktivitesini engelleyerek etki gostermektedir. Bazi interkalatorler ¢ift
topoizomeraz I/l gibi davranabilmektedir. Topoizomeraz inhibisyonu da DNA
replikasyonunu durdurarak hiicreleri 6lime gotirmektedir [135]. Bu durum ayrica
interkalatorlerin  transkripsiyonu diizenleyen ve kontrol eden c¢esitli proteinlere

baglanmalarindan kaynaklanmaktadir [136].

Interkalasyon DNA uzamasinda ve DNA sarmal déniisiinde azalma ile sonuclanan; DNA
baz ciftleri arasina diizlemsel ve yaklasik bir baz ¢ifti biiyiikliigiinde molekiiliin girmesini
ifade etmektedir [137, 138]. DNA interkalatorleri hizli geligsen kanser hiicrelerindeki DNA
replikasyonunu inhibe etmek i¢in kemoterapétik tedavide kullanilmaktadir. Interkalasyon
DNA c¢ift sarmalin1 ¢ozer ve genellikle DNA {izerindeki baz diziliminden bagimsiz olarak

gerceklesir [129, 139]. Interkalatorlere ait birkag 6rnek Sekil 2.33’te gdsterilmektedir.
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Sekil 2.33. Cesitli DNA interkalator ajanlar [29, 139]
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Oluk Baglanma

Baz1 kiigiik molekiiller DNA’daki kii¢lik oluga van der Walls etkilesimi ve hidrojen baglari
ile baglanabilmektedir. Kiiciik oluga baglanan ilaglar genellikle pirol, furan veya benzen gibi
aromatik bir halkaya sahiptirler. Oluk baglayici molekiillerin genellikle adenin-timin (AT)
bakimindan zengin dizilere 6zgii olmasina ragmen bazilar1 guanin-Sitozin (GC) bakimindan
zengin dizileri de tercih edebilmektedir [129, 138]. Oluk baglayici bazi molekiiller ve
DNA’ya baglanma sekilleri Sekil 2.34°te gosterilmektedir. Oluk baglanma, interkalasyonun
aksine DNA’da biiyiik konformasyonal degisikliklere sebep olmamaktadir. Interkalatdrler
gibi oluk baglayicilar da antikanser ve antibakteriyel ajanlar olarak kanitlanmig klinik
faydalara sahiptir [137]. Sekil 2.35’te gosterilen molekiiller gibi bazi kiigiik oluk baglayici

molekiiller transkripsiyon faktor aktivitesini inhibe ederek etkisini gostermektedir [138].

M[Ru(TMP)Q” :

e P #

wE K
O/}Olcm A

N
M = Ni(ll) and Zn(ll)

Sekil 2.34. (A) DNA’nin bir kii¢iik oluk baglayici olan Netropsin ile olusturdugu kompleks.
(B) Akridin bis-imidazolidinonlarin kiigiik oluk tarafindan bitisik guanin:sitozin
baz ciftlerine muhtemel baglanmasi. (C) [Ru(TMP)3]?>* molekiiliinin DNA
oluklarma adsorbsiyonu. (D) N! N°-bis[piridin-2-metilen]-tiokarbohidrazon
molekiiliiniin Ni(IT) ve Zn (II) metal komplekslerinin oluk baglanmasi [129]
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Sekil 2.35. Transkripsiyon faktor aktivitesini inhibe eden kiigiik oluk baglayici molekiiller
[138]

Dis Baglanma

Bu tip baglanma molekiillerin elektrostatik yapisi ile ilgilidir. Bazi molekiiller 6zgiil
olmayan bir sekilde DNA fosfat omurgas: ile dis koselerde yigilma seklinde etkilesim
kurmaktadir. Bazi metal kompleksleri dis baglanma yoluyla DNA ile etkilesime girmektedir.
Ornegin 2+ pozitif yiikli Ru(Il) komplekslerinin negatif yiikli DNA fosfat-seker

omurgasina baglanmasi bu durumu agiklamaktadir [129].
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamlan bilesikler

Calismada kullanilan tetramerik fosfazen bilesikleri Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi
Kimya Boliimiinde Prof. Dr. Zeynel KILIC ve Ars. Gor. Dr. Aytug OKUMUS tarafindan
sentezlenmis olup bilesiklerin molekiil yapilar1 Sekil 3.1°de gosterilmistir. Bu bilesiklerden
la-3a pirolidin; 1b-2b morfolin; 1c-3c ise 1,4-dioksa-8-azaspiro[4,5]dekan siibstitiienti
tagimaktadirlar. Bilesiklerin tam isimleri ise su sekildedir: 1-Ferrosenilmetil-4-metil-7, 7, 9,
9, 11, 11-hekzapirolidin-1-il-1,4,6,8,10,12-hekzaaza-5A>,  7A°%, ~ 9A%,  11»° -
tetrafosfaspiro[4.7]dodeka-5,7,9,11-tetraen(1a); 1-Ferrosenilmetil-4-etil-7, 7, 9, 9, 11, 11-
hekzapirolidin-1-il-1,4,6,8,10,12-hekzaaza-51°, 7A°, 91>, 11A° - tetrafosfaspiro [4.7]-dodeka-
5,7,9,11-tetraen  (2a); 1-Ferrosenilmetil-5-metil-8,8,10,10,12,12-hekzapirolidin-1-il-
1,5,7,9,11,13-hekzaaza-61>, 81>, 101° 12)\°>-tetrafosfaspiro[5.7]trideka-6,8,10,12-tetraen
(3a); 1-Ferrosenilmetil-4-metil-7,7,9,9,11,11-hekzamorfolin-4-il-1,4,6,8,10,12-hekzaaza-
5A°,7)°,90°, 11)>-tetrafosfaspiro[4.7]dodeka-5,7,9,11-tetraen (1b); 1-Ferrosenilmetil-4-etil-
7,7,9,9,11,11-hekzamorfolin-4-il-1,4,6,8,10,12-hekzaaza-51°,71>,9 A, 115-
tetrafosfaspiro[4.7]dodeka-5,7,9,11-tetraen (2b); 1-Ferrosenilmetil-5-metil-8,8,10,10,12,12-
hekzamorfolin-4-il-1,5,7,9,11,13-hekzaaza-61°, 8)1°, 101°, 12)\°-tetrafosfaspiro[5.7]trideka-
6,8,10,12-tetraen (3b); 1-Ferrosenilmetil-4-metil-7,7,9,9,11,11-hekza-1,4-diokza-8-
azaspiro[4.5]dek-8-il-1,4,6,8,10,12-hekzaaza-51°, TN, >, 11 A0-
tetrafosfaspiro[4.7]dodeka-5,7,9,11-tetraen  (1c); 1-Ferrosenilmetil-4-etil-7,7,9,9,11,11-
hekza-1,4-diokza-8-azaspiro[4.5]dek-8-il-1,4,6,8,10,12-hekzaaza-51°, 71>, OA°, 11A°-
tetrafosfaspiro[4.7]dodeka-5,7,9,11-tetraen (2c); 1-Ferrosenilmetil-5-metil-8,8,10,10,12,12-
hekza-1,4-diokza-8-azaspiro[4.5]dek-8-il-1,5,7,9,11,13-hekzaaza-61°, 8% 10)°, 12A°-
tetrafosfaspiro[5.7]trideka-6,8,10,12-tetraen (3c). Bilesikler ¢alismaya alinmadan 6nce 1,4-
dioksan igerisinde ¢oziilmiis ve 0,2 um por ¢apli enjektdr ucu filtreden gegirilerek steril

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

Bilesiklerin antimikrobiyal aktivitelerini tespit etmek amaciyla kullanilan 9 adet bakteri ve
3 adet maya susu Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji Laboratuvari kiiltiir
koleksiyonundan temin edilmistir (Bkz Cizelge 3.1). Tiim mikroorganizmalar ¢alismaya
alinmadan Once bakteriler i¢in nutrient agar, mayalar icin ise sabouraud dekstroz agar

besiyerine stoktan alinarak uygun inkiibasyon kosullarinda aktiflestirilmistir.
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Cizelge 3.1. Calismada kullanilan mikroorganizmalar ve inkiibasyon kosullar

Escherichia coli ATCC 35218 37°C 24 saat Nutrient agar
Escherichia coli ATCC 25922 37 °C 24 saat Nutrient agar
Bacillus cereus NRRL B-3711 37°C 24 saat Nutrient agar
Bacillus subtilis ATCC 6633 37°C 24 saat Nutrient agar
Staphylococcus aureus ATCC 25923 37°C 24 saat Nutrient agar
Enterococcus faecalis ATCC 29212 37 °C 24 saat Nutrient agar
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 37 °C 24 saat Nutrient agar
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 37°C 24 saat Nutrient agar
Salmonella typhimurium ATCC 14028 37°C 24 saat Nutrient agar
) _ Sabouraud
Candida albicans ATCC 10231 30°C 48 saat
dekstroz agar
) _ Sabouraud
Candida krusei ATCC 6258 30°C 48 saat
dekstroz agar
) o Sabouraud
Candida tropicalis NRRL Y-12968 30°C 48 saat
dekstroz agar
_ _ Middlebrook
Mycobacterium tuberculosis H37Rv 37°C 4-5 giin .

3.1.3. Kullanilan hiicre hatlar:

DLD-1 kolon kanser hiicre hatlar1 Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi; 1929 fibroblast

hiicre hatlar1 ise SAP Enstitlisii hiicre kiiltiirii bankasindan temin edilmistir.

3.1.4. Kullamlan kimyasal maddeler

Nutrient agar (Merck), Sabouraud dekstroz agar (Merck), Mueller hinton agar (Merck),
Mueller hinton broth (Merck), Sabouraud dekstroz broth (Merck), NaCl (Merck), 1,4-
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dioksan (Sigma), Middlebrook 7H10 agar (Sigma), Middlebrook OADC Enrichment
(Sigma), 2,2’-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) (Sigma), L-glutamin i¢ermeyen fetal calf
serum (FCS)’lu Dulbecco's Modification of Eagle's Medium (DMEM) (Biological
Industries), trypsin-EDTA (Biological Industries) ve gelisme besiyeri (Biological
Industries), 2-(4-lodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfo-phenyl)-2H-
tetrazoliummonosodium salt (WST-1) (Roche), Tris (Merck), asetik asit (Merck),
etilendiamintetraasetik asit (EDTA) (Merck), agaroz (Applichem), etidyum bromiir (Sigma),
etanol (Merck), siikroz (Sigma), bromfenol mavisi (Merck), ksilen siyanol (Merck).

3.1.5. Kullanilan sarf malzemeler, aletler ve cihazlar

Petri kaplar1 (90x15 mm) (LP Italiana), mikropipet uglar1 (LP Italiana), mikrosantrifiij tiipleri
(LP Italiana), siringa ucu filtre (0,45 pm) (Sartoirus), spektrofotometre kiiveti (LP Italiana),
hiicre kiiltlir kaplar1 (Corning), erlen, beher, meziir gibi ¢esitli cam malzemeler, drigalski
spatiilii, halka u¢lu 6ze, pamuk, 10 cc siringa, 96 kuyucuklu mikroplaka, ¢esitli hacimlerde
mikropipetler, otoklav (Tomy SX-500), etiiv, kit saklama dolab1 (+4°C) (Sanyo), derin
dondurucu (-30 ve -80°C) (Sanyo), jel goriintiileme cihazi (Biometra), giic kaynagi,
spektrofotometre (Shimadzu), pH metre (Mettler Toledo), hassas terazi, steril kabin,
sogutmal1 santrifiij (Sigma), yatay elektroforez sistemi, vorteks, mikroplaka okuyucu
(BIOTEK GENS5 Elisa Reader PowerWave XS2), karbondioksitli etiiv (Binder CB150),

lateks ve nitril eldiven, mikrodalga firin (Vestel).

3.1.6. Cahsmada kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Serum fizyolojik: %0,9 oraninda NaCl distile su igerisinde ¢oziilerek hazirlanmis ve 121

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

Tiim besiyerleri: Uretici firmanin 6nerdigi miktarda distile su igerisinde ¢oziilmiis ve
121 °C’de 1,5 atm basingta 15 dakika otoklav kullanilarak steril edilmistir. Otoklavdan ¢ikan
kat1 besiyerleri 45°C’ye kadar sogutulduktan sonra aseptik kosullarda steril petri kaplarina
15-20 ml dokiilmiistiir. Besiyeri katilastiktan sonra 1 gece etiivde bekletilip sterilite kontrolii

yapildiktan sonra kullanilmistir.

DPPH ¢ozeltisi: %0,004 oraninda DPPH etanol icerisinde ¢oziilerek hazirlanmistir.
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TAE (Tris asetik asit EDTA) tamponu (50X): 242 g Tris base, 57,1 ml glasiyal asetik asit,
100 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) bir miktar distile suda ¢oziildiikten sonra son hacim distile su

ile 1 litreye tamamlanmustir.

TAE tamponu (1X): 50X TAE tamponundan 20 ml alimip distile su ile 1 litreye

tamamlanmistir.

Agaroz jel: %1 oraninda agaroz 1X TAE igerisine alinarak ve mikrodalga firinda agaroz
tamamen eriyene kadar kaynatilmistir. Jel sogumasi igin bir siire bekletildikten sonra jel

tabagina dokiilmiis ve polimerlesmesi beklenmistir.

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

hazirlanmstir.

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

edilmistir.

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

hazirlanmstir.

3.2. Yontem

3.2.1. Bilesiklerin antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesi

Kuvyu difiizyon vontemi

Bilesiklerin ¢esitli patojen mikroorganizmalara karsi gostermis oldugu antimikrobiyal
aktivite kuyu diflizyon yontemiyle incelenmistir. Bunun i¢in uygun besi ortaminda
aktiflestirilmis olan mikroorganizmalar steril serum fizyolojik igerisinde MacFarland 0,5
bulanikliligma ayarlanmistir. Icerisinde 20 ml besiyeri bulunan (bakteriler i¢in Mueller
Hinton agar, mayalar i¢in sabouraud dekstroz agar) petrilere 100 pl mikroorganizma
eklenmis ve yayma ekim yapilmistir. Steril delge¢ yardimiyla besiyerinde 6 mm ¢apinda
kuyular agilmig ve 5000 uM konsantrasyondaki bilesiklerden 50 ul eklenmistir. Pozitif

kontrol olarak bakteriler i¢in ampisilin ve kloramfenikol, mayalar i¢in ketokonazol
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bilesiklerimizle ayni konsantrasyonda uygulanmistir. Petriler bakteriler i¢cin 37 °C’de 24
saat; mayalar i¢in 30 °C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda

kuyular etrafinda 6l¢iilen inhibisyon zonlar1 dlgiilerek kaydedilmistir.

Mikrodiliisyon yontemi

Antimikrobiyal aktivite gdsteren bilesiklerin minimum inhibitér konsantrasyon (MIK),
minimum bakterisidal (MBK) ve minimum fungusidal konsantrasyon (MFK) degerleri
mikrodiliisyon yontemi ile belirlenmistir. 96 kuyulu mikroplakalarin her bir kuyucuguna ilk
olarak 100 pl besiyeri (bakteriler i¢in mueller hinton broth, mayalar i¢in sabouraud dekstroz
broth) ilave edilmistir. ilk kuyucuga 100 pL bilesik ¢ozeltisi (5000 pM) ilave edilip diger
kuyucuklara dogru 8 seyreltme yapilmistir. Daha sonra, MacFarland 0,5 bulanikliligina
ayarlanan mikroorganizmalar serum fizyolojik ile 1/10 oraninda seyreltilip 5 pl alinarak
kuyucuklara inoliike edilmis ve inkiibasyona birakilmistir. MiK, MBK ve MFK degerlerinin
belirlenmesi i¢in inkiibasyon sonrasinda mikroplakalar igerisindeki her bir kuyucuktan 10
ul ornek alinarak bakteriler i¢in nutrient agar, mayalar i¢in sabouraud dekstroz agar
besiyerine ekim yapilmis ve inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda
mikroorganizma iiremesine bakilmistir. Mikroorganizma iiremesinin olmadigi en diisiik
konsantrasyon bakteriler i¢in MBK, mayalar i¢in MFK degeri olarak degerlendirilmistir.
Inkiibasyon sonunda mikroorganizmalarin iiremesinin yavasladigi ilk konsantrasyon MIK

degeri olarak degerlendirilmistir.

3.2.2. Bilesiklerin antitiiberkiiloz aktivitesinin belirlenmesi

Calismada kullanilan fosfazen bilesiklerinin Mycobacterium tuberculosis H37Rv referans
susu lizerindeki antitiiberkiiloz aktiviteleri Middlebrook 7H10 agar kullanilarak uygulanan
agar proporsiyon yontemi ile belirlenmistir. Bu yontem CLSI tarafindan M. tuberculosis’in
duyarliligini tespit etmek i¢in Onerilen referans bir yontemdir. Calismada kullanilan M.
tuberculosis susu tiim antitiiberkiiloz ilaglara (isoniazid, rifampisin, pirazinamid ve
etambutol ve ayrica ikinci basamak ilaglar) duyarlidir. Her bir maddenin besiyeri igindeki
konsantrasyonu 5, 10, 20, 40 ve 80 pg/ml olacak sekilde ayarlanmistir. Bilesiklerin bu
konsanrasyonlardaki etkileri tespit edildikten sonra minimal inhibitér konsantrasyon (MIK)
degerlerini belirleyebilmek i¢in son konsantrasyon bakterinin duyarlilik gosterdigi ilk

konsantrasyona gore tekrar ayarlanarak bakterinin duyarliligina tekrar bakilmistir. Calisma
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yapilmadan once ¢oziicii igerisinde ¢oziilen bilesikler 0,2 um por ¢apli filtreden gecirilerek
steril edilmistir. Middlebrook 7H10 besiyeri hazirlandiktan sonra otoklavda steril edilmistir.
Otoklavdan ¢ikarilan besiyeri 45 °C’ye kadar sogutulduktan sonra Middlebrook OADC
Enrichment ve ¢6ziilmiis bilesikler ile karistirilmis ve petri kaplarina dokiilerek katilasmasi
beklenmistir. Petri kaplar1 igerisindeki besiyeri igerisime H37Rv susu inokiile edildikten
sonra 37 °C’de 21 giin inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonrasinda petrilerdeki bakteri

iiremesi kontrol edilerek bakterinin bilesiklere olan duyarlilig1 tespit edilmistir.

3.2.3. Bilesiklerin antioksidan aktivitesinin belirlenmesi

Bilesiklerin antioksidan aktivitesinin belirlenmesi i¢in DPPH (1,1-difenil-2-pikril hidrazil)
serbest radikalini siipiiriicii etkisine bakilmistir. 5000, 4000, 3000, 2000 ve 1000 puM
konsantrasyonlarda hazirlanan 1 ml bilesik ¢ozeltisi lizerine 1 ml %0,004 DPPH c¢d6zeltisi
eklenmis ve 30 dakika karanlik ortamda inkiibasyona birakilmistir. Kontrol grubundaki
tiiplere bilesik ¢ozeltisi yerine 1 ml ¢oziicli eklenmis ve aym islem uygulanmistir.
Inkiibasyon sonrasinda drneklerin absorbansi spektrofotometre kullanilarak 517 nm dalga
boyunda Sl¢iilmiistir [140]. Mor renkli DPPH serbest radikali bir antioksidan molekiil ile
reaksiyona girdiginde renksiz radikal olmayan kararli 1,1-difenil-2-pikril hidrazin
molekiiliine donlismektedir. Test tiiplerinde olusan bu renk degisimi spektrofotometrede 517
nm dalga boyunca 0lgiilebilmektedir. Kullanilan bilesik antioksidan aktivite gosterdiginde

absorbans degeri kontrol grubunun absorbans degerine gore daha diisiik ¢cikmaktadir.

3.2.4. Bilesiklerin sitotoksik aktivitesinin belirlenmesi

Ferrosenil siklotetrafosfazen bilesiklerinin sitotoksik aktiviteleri L929 fibroblast ve DLD-1
kolon kanser hiicre hatlarina kars1 incelenmistir. Hiicre hatlari logaritmik tireme fazina kadar
gelistirilmis, sonra farkli konsantrasyonlardaki bilesikler ve bir antikanser ajan olan sisplatin
ile muamele edilmistir. Bilesikler ve sisplatinin 12,5-200 wg/ml arasinda degisen
seyreltimleri plaktaki her bir kuyucuga eklenmistir. Negatif kontrol olarak sadece besiyeri;
pozitif kontrol olarak ise sisplatin kullanilmistir. L929 fibroblast ve DLD-1 kolon kanser
hiicre hatlarina ait 5000 hiicre 96 kuyucuklu plaklara ekilmis ve 24 saat 37 °C’de %5 CO2
iceren inkiibatorde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda hiicre canlilig {iretici firmanin
(Roche) sdylemis oldugu kullanim talimatlari dogrultusunda uygulanan WST-1 ydntemi

kullanilarak tespit edilmistir. Bu yontemin temelin canli hiicrelerde bulunan mitokondriyal
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dehidrojenaz enziminin tetrazolyum tuzunu formazana doniistiirmesi ve bu doniisiim
sonucunda olusan renk degisiminin belirlenmesine sayanmaktadir. Bilesikler ve sisplatin ile
muamale edilmis hiicrelerin bulundugu kuyucuklarin her birine 10 ul WST-1 ¢ozeltisi
eklenmis ve 37 °C’de %5 CO2’li ortamda 4 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda absorbans degerleri 420-480 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucu kullanilarak
Ol¢lilmiistiir. Negatif kontrol grubu ile kiyaslama yapilarak hiicre canlilifi % cinsinden

belirlenmistir.

3.2.5. Bilesiklerin DNA ile etkilesiminin belirlenmesi

la-3a, 1b-3b, 1c-3c kodlu ferrosenil siklotetrafosfazen bilesiklerinin DNA etkilesimleri
agaroz jel elektroforez yontemi ile arastirilmistir. Bu bilesiklerden 1a-3a pirolidin; 1b-3b
morfolin; 1c-3c ise 1,4-dioksa-8-azaspiro[4,5]dekan siibstitiienti tasimaktadirlar.
Bilesiklerin stok c¢ozeltileri 1,4-dioksan igerisinde hazirlanmis ve 1 saat icerisinde
kullanilmigtir. Son hacimdeki ¢oziici oram1 %0,1°1 gegmemistir. Bilesikler 100 uM’dan
baslayarak 6 konsantrasyon seyreltilmis ve her bir seyreltim plazmit DNA ile 37 °C’de 24
saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda ilag-DNA karisimi agaroz jele
yiikklenmis ve elektroforez islemi TAE igerisinde 70 V akim ile 3 saat gergeklestirilmistir.
Elektroforez sonrasinda jel etidyum bromiir ile boyanarak BioDoc Analyze jel goriintiileme
cthaz1 ile ultraviyole 151k altinda gorilintillenmis ve gortintiler JPEG formatinda

kaydedilmistir.

BamHI ve Hindlll Enzimleri ile Restriksiyvon Endoniikleaz Reaksiyonu

BamHI enzimi DNA {izerindeki 5'-G/GATCC-3" bdlgesini tanirken; Hindlll enzimi 5'-
A/AGCTT-3" bolgesini tanimaktadir. Bilesiklerin DNA iizerindeki bu niikleotitlere
baglanma durumunu belirlemek amaciyla bilesik-DNA karigimi 24 saat inkiibe edildikten
sonra BamHI veya HindIIll enzimleri ile kesim ic¢in 2 saat 37 °C’de bekletilmistir.
Inkiibasyon sonunda kesilmis DNA’lar %1°lik agaroz jele yiiklenmis ve elektroforez islemi
TAE icerisinde 70 V akim ile 3 saat gerceklestirilmistir. Elektroforez sonrasinda jel etidyum
bromiir ile boyanarak BioDoc Analyze jel goriintiileme cihazi ile ultraviyole 151k altinda

goriintiilenmis ve goriintiiler JPEG formatinda kaydedilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.2. Antimikrobiyal Aktivite

5000 uM derisimdeki 1a-3a, 1b-3b, 1c-3c bilesikleri ve pozitif kontrol olarak kullanilan
antibakteriyel (ampisilin ve kloramfenikol) ve antifungal (ketakonazol) ilaglarin
antimikrobiyal aktivitesi kuyu difiizyon yontemi ile incelenmis ve inhibisyon zon caplari
mm cinsinden Ol¢iilmiistiir. Bilesiklerin bazi mikroorganizmalara karsi olusturduklart
inhibisyon zonlar1 Resim 4.1°de; pozitif kontrol olarak kullanilan antibiyotiklerin E. coli
ATCC 25922 ve C. krusei ATCC 6258 iizerinde olusturduklari inhibisyon zonlari ise Resim
4.2’de gosterilmistir.

Bacillus subtilis { Bacillus cereus

Candida Rrusei

Resim 4.1. 2a bilesiginin B. subtilis ATCC 6633 (sol iist); 1a bilesiginin B. cereus NRRL
B-3711 (sag iist); 2a bilesiginin C. krusei ATCC 6258 (sol alt) ve 1a bilesiginin
C. albicans ATCC 10231 (sag alt) tizerinde olusturdugu inhibisyon zonlar1
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Ampisilin

L -

Resim 4.2. Antibakteriyal bir ilag olan ampisilinin E. coli ATCC 25922 iizerinde (solda) ve
antifungal bir ila¢ olan ketokonazolun C. krusei ATCC 6258 iizerinde (sagda)
olusturdugu inhibisyon zonlar1

Calismada kullanilan bakterilere karsi olusan inhibisyon zon ¢aplar1 Cizelge 4.1; mayalara
kars1 olusan inhibisyon zon ¢aplari ise Cizelge 4.2°de gosterilmistir. Calismada kullanilan
B. cereus NRRL B-3711, B. subtilis ATCC 6633, S. aureus ATCC 25923, E. faecalis ATCC
29212 bakterileri Gram pozitif bakteriler iken; S. typhimurium ATCC 14028, E. coli ATCC
25922, E. coli ATCC 35218, P. aeruginosa ATCC 27853 ve K. pneumoniae ATCC 13883
bakterileri ise Gram negatif bakterilerdir. Elde edilen verilere gore bilesik 1b, 2b ve 3¢ higbir
mikroorganizmaya kars1 antimikrobiyal aktivite gdstermemistir. 1a bilesigi B. cereus NRRL
B-3711, B. subtilis ATCC 6633, S. aureus ATCC 25923, E. faecalis ATCC 29212, K.
pneumoniae ATCC 13883, S. typhimurium ATCC 14028 bakterileri ve C. albicans ATCC
10231, C. tropicalis NRRL Y-12968, C. krusei ATCC 6258 mayalarina kars1 sirasiyla 12+1,
11£0, 10£1, 10+0, 8+0, 940, 24+1, 21+0 ve 23+1 mm’lik zon ¢ap1 olusturmustur. la
bilesiginin B. cereus NRRL B-3711’ye olan etkisi ampisilin ve kloramfenikolden; K.
pneumoniae ATCC 13883’ye olan etkisi ampisilinden; C. albicans ATCC 10231 ve C.
krusei ATCC 6258’ye olan etkisi ise ketokanozolden yiiksek ¢ikmistir. 2a bilesigi B. cereus
NRRL B-3711, B. subtilis ATCC 6633, E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 25923, E.
faecalis ATCC 29212 bakterileri ve C. albicans ATCC 10231, C. tropicalis NRRL Y-12968,
C. krusei ATCC 6258 mayalarina kars1 sirasiyla 11+0, 9£1, 9+1, 9+1, 940, 22+1, 19+1 ve
2240 mm’lik zon ¢ap1 olusturmustur. 2a bilesiginin B. cereus NRRL B-3711ye olan etkisi
ampisilin ve kloramfenikolden; C. albicans ATCC 10231 ve C. krusei ATCC 6258’ye olan
etkisi ise ketokanozolden yiiksek ¢ikmustir. 3a bilesigi B. cereus NRRL B-3711, B. subtilis
ATCC 6633, S. aureus ATCC 25923, E. faecalis ATCC 29212 bakterileri ve C. albicans
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ATCC 10231, C. tropicalis NRRL Y-12968, C. krusei ATCC 6258 mayalarina karsi
sirastyla 10£1, 11+0, 9+£0, 940, 18+0, 15+0 ve 16+0 mm’lik zon ¢ap1 olusturmustur. 3a
bilesiginin B. cereus NRRL B-3711’ye olan etkisi ampisilin ve kloramfenikolden; C.
albicans ATCC 10231’ye olan etkisi ise ketokanozolden yiiksek ¢ikmistir. 3b bilesigi B.
cereus NRRL B-3711, E. faecalis ATCC 29212 bakterileri ve C. albicans ATCC 10231, C.
tropicalis NRRL Y-12968, C. krusei ATCC 6258 mayalarina kars1 sirasiyla 10£1, 8+0,
18+2, 18+1 ve 251 mm’lik zon ¢ap1 olusturmustur. 3b bilesiginin B. cereus NRRL B-
3711’ye olan etkisi ampisilin ve kloramfenikolden; C. albicans ATCC 10231 ve C. krusei
ATCC 6258’ye olan etkisi ise ketokanozolden yiiksek ¢cikmistir. 1¢ bilesigi B. cereus NRRL
B-3711 bakterisi ve C. albicans ATCC 10231, C. tropicalis NRRL Y-12968, C. krusei
ATCC 6258 mayalarina kars1 sirasiyla 80, 12+1, 90 ve 9+0 mm’lik zon ¢ap1
olusturmustur. lc bilesiginin B. cereus NRRL B-3711’ye olan etkisi ampisilin ve
kloramfenikolden; C. albicans ATCC 10231°¢ olan etkisi ise ketokanozolden yiiksek
cikmistir. 2c¢ bilesigi E. faecalis ATCC 29212 bakterisi ile ve C. albicans ATCC 10231 ve
C. tropicalis NRRL Y-12968 mayalarina kars1 sirastyla 1242, 11£1 ve 8+1 mm’lik zon ¢ap1

olusturmustur.

Pirolidin stibstitiienti tasiyan bilesiklerin (1a-3a) morfolin (1b-3b) ve 1,4-dioksa-8-
azaspiro[4,5]dekan (1c-3c¢) siibstitiienti tagiyan bilesiklere gore mikroorganizmalara karsi
daha etkili oldugu tespit edilmistir. Mayalarda en yiiksek aktivite gosteren bilesik C. krusei
ATCC 6258 flizerinde olustrudugu 25 +1 mm zon ¢apr ile morfolin siibstitlie tagiyan
tetramerik fosfazen bilesigi olan 3b olmustur. Tim mikroorganizmalar g6z Oniine
alindiginda en etkili maddeler pirolidin siibstitiienti tasiyan la ve 2a kodlu maddeler olarak
tespit edilmistir. Bilesiklerin higbiri ¢alisilan konsantrasyonda E. coli ATCC 35218 ve P.
aeruginosa ATCC 27853 bakterileri tizerinde etkili olamamistir. Tim veriler
degerlendirildiginde bilesiklerin mayalar {izerinde bakterilere oranla daha etkili oldugu;
ayrica bakteriler icerisinde Gram pozitif bakteriler lizerinde Gram negatif bakterilere gore

daha ytiksek antimikrobiyal etkiye sahip oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 4.1. Bilesiklerin bakteriler lizerine gosterdigi antimikrobiyal aktivite inhibisyon zon
caplar1 (mm)
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Cizelge 4.2. Bilesiklerin mayalar {izerine gosterdigi antimikrobiyal aktivite inhibisyon zon
caplart (mm)

C. albicans C. tropicalis C. krusei
ATCC 10231 NRRL Y-12968 ATCC 6258

Ketokanozol 11+1 34+2 18+ 1

la 24 +1 21+0 23+1

2a 22+ 1 19+1 22+0

3a 18+0 15+0 16+0

1b - - -

2b - - -

3b 18+2 18+1 25+1

1c 12+ 1 9+0 9+0

2C 11+1 81 -

3c - - -

1a-3a, 1b-3b, 1c-3c bilesikleri ve pozitif kontrol olarak kullanilan antibakteriyel (ampisilin
ve kloramfenikol) ve antifungal (ketakonazol) ilaglarm MIK degerleri mikrodiliisyon
yontemi ile incelenmistir. Bakteriler iizerindeki MIK degerleri Cizelge 4.3, mayalar
{izerindeki MIK degerleri Cizelge 4.4’te gosterilmistir. MIK degerlerinin <19,5-312,5 uM
arasinda degistigi tespit edilmistir. 1a bilesiginin B. cereus NRRL B-3711, B. subtilis ATCC
6633, S. aureus ATCC 25923, E. faecalis ATCC 29212, K. pneumoniae ATCC 13883, S.
typhimurium ATCC 14028 bakterileri ve C. albicans ATCC 10231, C. tropicalis NRRL Y-
12968 mayalarma kars1 gosterdigi MIK degerlerinin 156 uM; C. krusei ATCC 6258
mayasina karsi gosterdigi MIK degerinin ise 312,5 uM oldugu belirlenmistir. 1a bilesiginin
E. faecalis ATCC 29212’¢ olan etkisi kloramfenikolden; K. pneumoniae ATCC 13883’¢
olan etkisi ampisilin ve kloramfenikolden; C. albicans ATCC 10231’¢ olan etkisi

ketakonazolden yiiksek ¢ikmuistir. 2a bilesiginin B. cereus NRRL B-3711, B. subtilis ATCC
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6633, E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 25923, E. faecalis ATCC 29212 bakterileri ve
C. albicans ATCC 10231, C. tropicalis NRRL Y-12968, mayalarma kars1 gosterdigi MIK
degerlerinin 156 uM; C. krusei ATCC 6258 mayasina kars1 gosterdigi MIK degerinin ise
312,5 uM oldugu belirlenmistir. 2a bilesiginin E. faecalis ATCC 29212’e¢ olan etkisi
kloramfenikolden; C. albicans ATCC 10231°¢ olan etkisi ketakonazolden yiiksek ¢ikmustir.
3abilesiginin B. cereus NRRL B-3711, B. subtilis ATCC 6633 bakterilerine kars1 gosterdigi
MIK degerinin <19,5 puM; S. aureus ATCC 25923 bakterisine kars1 gdsterdigi MIK
degerinin 156 uM; E. faecalis ATCC 29212 bakterisine kars1 gosterdigi MIK degerinin 19,5
uM ve C. albicans ATCC 10231, C. tropicalis NRRL Y-12968, C. krusei ATCC 6258
mayalarina kars1 gosterdigi MIK degerinin ise <19,5 uM oldugu belirlenmistir. 3a
bilesiginin B. cereus NRRL B-3711 bakterisine kars1 gosterdigi MIK degeri ampisilin ve
kloramfenikolden; B. subtilis ATCC 66333711 bakterisine kars1 gosterdigi MIK degeri
kloramfenikolden; E. faecalis ATCC 29212 bakterisine karsi gosterdigi MIK degeri
kloramfenikolden; C. albicans ATCC 10231 ve C. tropicalis NRRL Y-12968’¢ olan etkisi
ise ketakonazolden yiiksek ¢ikmistir. 3b bilesiginin B. cereus NRRL B-3711 ve E. faecalis
ATCC 29212 bakterilerine kars1 gosterdigi MIK degerinin 312,5 uM; C. albicans ATCC
10231’e kars1 gosterdigi MIK degerinin 78 pM; C. tropicalis NRRL Y-12968’¢ karsi
gosterdigi MIK degerinin 19,5 uM ve C. krusei ATCC 6258 ‘e kars1 gosterdigi MIK
degerinin ise <19,5 uM oldugu tespit edilmistir. 3b bilesiginin C. albicans ATCC 10231 ve
C. tropicalis NRRL Y-12968 mayalarina kars1 olan etkisi ketakonazolden yiiksek ¢ikmuistir.
lc bilesiginin B. cereus NRRL B-3711 bakterisine kars1 gdstermis oldugu MIK degerinin
156uM; C. albicans ATCC 10231 ve C. krusei ATCC 6258 mayalarina kars1 gostermis
oldugu MIK degerinin 78 pM ve C. tropicalis NRRL Y-12968 mayasina kars1 gdstermis
oldugu MIK degerinin ise 39 uM oldugu tespit edilmistir. 1¢ bilesiginin C. albicans ATCC
10231 ve C. tropicalis NRRL Y-12968 mayalarina kars1 olan etkisi ketakonazolden yiiksek
cikmustir. 2c¢ bilesiginin E. faecalis ATCC 29212 bakterisi ile ve C. albicans ATCC 10231
ve C. tropicalis NRRL Y-12968 mayalarina kars1 gostermis oldugu MiK degerlerinin 156
UM oldugu tespit edilmistir. 2¢ bilesiginin E. faecalis ATCC 29212 bakterisine karsi olan
etkisi kloramfenikolden; C. albicans ATCC 10231 mayasimna karsi olan etkisi ise

ketakonazolden yiiksek ¢ikmustir.



Cizelge 4.3. Bilesiklerin bakteriler tizerindeki
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8c0¥l
DOLY wini.nuiydd; pes o
v
pjUOUIDg v -
£88¢1 DOLV 2 e
Gl =
avownaud pjja1sqary —
€68LT
IV psouiSniap =] ]
G4
SDUOUIOPNIS ] A A
ZIT6T DILV P
vV, =

SHPIADL SNID02042)UT

£CO65C DOLY

SnaUnp $122000]4Ydp)g

TT65T
DOLV 102 Diyo12ifs7

£€99 DOLV

sinugns snjjong

11LE-9 THIN

S§Na422 snjopg

81Tse
DILYV 102 brya1124 355

156 <19.5 <19.5 <19.5

2500

Ampisilin

156 78 78 156

625

Kloramfenikol

156

156

156

156

156

156

la

156

156

156

156

156

2a

19.5

156

3a

<19.5

<195

1b

89

minimal inhibitér konsantrasyon (MIK)

2b

3b

3125

3125

156

le

156

2¢

3¢




90

Cizelge 4.4. Bilesiklerin mayalar iizerindeki minimal inhibitdr konsantrasyon (MIK)

degerleri (uM)
Candida albicans Candida krusei ~ Candida tropicalis
ATCC 10231 ATCC 6258 NRRL Y-12968

Ketokanozol 3125 <19,5 78

la 156 312,5 156

2a 156 312,5 156

3a <19,5 <19,5 <19,5

1b - - -

2b - - -

3b 78 <19,5 19,5

1c 78 78 39

2C 156 - 156

3c - - -

1a-3a, 1b-3b, 1c-3c bilesikleri ve pozitif kontrol olarak kullanilan antibakteriyel (ampisilin
ve kloramfenikol) ve antifungal (ketakonazol) ilaglarm MBK ve MFK degerleri
mikrodillisyon yontemi ile incelenmistir. MBK degerleri Cizelge 4.5 ve MFK degerleri
Cizelge 4.6°da gosterilmistir. MBK ve MFK degerlerinin <19,5-312,5 uM arasinda degistigi
tespit edilmistir. 1a bilesiginin B. cereus NRRL B-3711, B. subtilis ATCC 6633, E. faecalis
ATCC 29212, K. pneumoniae ATCC 13883, S. typhimurium ATCC 14028 bakterilerine
kars1 gosterdigi MBK degerlerinin 156 uM; S. aureus ATCC 25923’e kars1 gosterdigi MBK
degerinin 312,5 uM ve C. albicans ATCC 10231, C. krusei ATCC 6258 mayalarina karsi
gosterdigi MFK degerlerinin 312,5 uM; C. tropicalis NRRL Y-12968 mayasina karsi
gosterdigi MFK degerinin ise 156 uM oldugu belirlenmistir. 1a bilesiginin B. cereus NRRL
B-3711, E. faecalis ATCC 29212 ve K. pneumoniae ATCC 13883’¢ olan etkisi ampisilin ve
kloramfenikolden; S. typhimurium ATCC 14028’¢ olan etkisi kloramfenikolden; C. albicans
ATCC 10231 ve C. tropicalis NRRL Y-12968’¢ olan etkisi ketakonazolden yiiksek
cikmistir. 2a bilesiginin B. cereus NRRL B-3711, B. subtilis ATCC 6633, E. coli ATCC
25922 bakterileri ile C. albicans ATCC 10231 ve C. tropicalis NRRL Y-12968 mayalarina
kars1 gosterdigi MBK ve MFK degerlerinin 156 uM; S. aureus ATCC 25923, E. faecalis
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ATCC 29212 bakterileri ve C. krusei ATCC 6258 mayasina kars1 gosterdigi MBK ve MFK
degerinin ise 312,5 uM oldugu belirlenmistir. 2a bilesiginin B. cereus NRRL B-3711’e olan
etkisi ampisilin ve kloramfenikolden; E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 25923 ve E.
faecalis ATCC 29212’¢ olan etkisi kloramfenikolden; C. albicans ATCC 10231 ve C.
tropicalis NRRL Y-12968¢ olan etkisi ketakonazolden yiiksek ¢ikmistir. 3a bilesiginin B.
cereus NRRL B-3711, B. subtilis ATCC 6633 bakterileri ile C. albicans ATCC 10231, C.
tropicalis NRRL Y-12968, C. krusei ATCC 6258 mayalarina kars1 gosterdigi MBK ve MFK
degerlerinin <19,5 pM; S. aureus ATCC 25923 bakterisine kars1 gosterdigi MBK degerinin
156 uM; E. faecalis ATCC 29212 bakterisine kars1 gosterdigi MBK degerinin ise 19,5 uM
oldugu belirlenmistir. 3a bilesiginin B. cereus NRRL B-3711 ve E. faecalis ATCC 29212
bakterilerine kars1 etkisi ampisilin ve kloramfenikolden; B. subtilis ATCC 66333 ve S.
aureus ATCC 25923 bakterilerine kars: etkisi kloramfenikolden; C. albicans ATCC 10231,
C. krusei ATCC 6258 ve C. tropicalis NRRL Y-12968’¢ olan etkisi ise ketakonazolden
yiiksek ¢ikmustir. 3b bilesiginin B. cereus NRRL B-3711 ve E. faecalis ATCC 29212
bakterilerine karg1 gosterdigi MBK degerinin 312,5 uM; C. albicans ATCC 10231°e kars1
gosterdigi MFK degerinin 78 uM; C. tropicalis NRRL Y-12968’e kars1 gosterdigi MIK
degerinin 19,5 pM ve C. krusei ATCC 6258 ‘e kars1 gosterdigi MIK degerinin ise <19,5 uM
oldugu tespit edilmistir. 3b bilesiginin B. cereus NRRL B-3711 bakterisine olan etkisi
ampisilin ve kloramfenikolden; C. albicans ATCC 10231, C. krusei ATCC 6258 ve C.
tropicalis NRRL Y-12968 mayalarina karsi olan etkisi ketakonazolden yiiksek ¢ikmustir. 1¢
bilesiginin B. cereus NRRL B-3711 bakterisine kars1 gostermis oldugu MBK degerinin 156
uM; C. albicans ATCC 10231 ve C. krusei ATCC 6258 mayalarina kars1 gostermis oldugu
MFK degerinin 78 pM ve C. tropicalis NRRL Y-12968 mayasina karsi gostermis oldugu
MFK degerinin ise 39 pM oldugu tespit edilmistir. 1c bilesiginin B. cereus NRRL B-3711’e
olan etkisi ampisilin ve kloramfenikolden; C. albicans ATCC 10231, C. krusei ve C.
tropicalis NRRL Y-12968 mayalarina kars1 olan etkisi ketakonazolden yiiksek ¢ikmuistir. 2¢
bilesiginin E. faecalis ATCC 29212 bakterisine ve C. albicans ATCC 10231 mayasina karsi
gostermis oldugu MBK ve MFK degerleri 312,5 pM; C. tropicalis NRRL Y-12968 mayasina
kars1 gostermis oldugu MFK degerinin 156 uM oldugu tespit edilmistir. 2¢ bilesiginin C.
albicans ATCC 10231 ve C. tropicalis NRRL Y-12968 mayalarina karsi olan etkisi
ketakonazolden yiiksek ¢cikmuistir.
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Cizelge 4.5. Bilesiklerin minimal bakterisidal konsantrasyon (MBK) degerleri (uM)
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Cizelge 4.6. Bilesiklerin minimal fungusidal konsantrasyon (MFK) degerleri (uM)

Candida albicans Candida krusei Candida tropicalis
ATCC 10231 ATCC 6258 NRRL Y-12968

Ketokanozol 1250 156 1250

la 312,5 312,5 156

2a 156 312,5 156

3a <19,5 <19,5 <19,5

1b - - -

2b - - -

3b 78 <19,5 19,5

1c 78 78 39

2c 312,5 - 156

3c - - -

Bu sonuglar degerlendirildiginde bilesiklerin mikroorganizmalari inhibe ettigi ve tamamen

oldiirdiigii konsantrasyonlar arasinda ¢ok biiyiik bir fark olmadig1 gériilmektedir.

4.2. Antitiiberkiiloz Aktivite

80, 40, 20, 10 ve 5 pg/ml olmak tizere 5 farkli konsantrasyondaki la-3a, 1b-3b ve 1c-3c
bilesiklerinin M. tuberculosis H37Rv referans susuna karsi olan in vitro antitiiberkiiloz
aktivitesi agar proporsiyon yontemi ile incelenmistir. M. tuberculosis susunun la, 2a ve 3a
bilesiklerine ¢alisilan tiim konsantrasyonlarda;, 2c bilesigine ise sadece 80 pg/ml
konsantrasyonda duyarli oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.7). la, 2a ve 3a bilesiklerinin
MIK degerlerinin 3 pg/ml; 2¢ bilesiginin MIiK degerinin ise 70 pg/ml oldugu belirlenmistir.
Bu verilere gore pirolidin siibstitiie bilesiklerin (1a-3a) diger bilesiklerden daha yiiksek
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antitiiberkiiloz aktiviteye sahip oldugu; morfolin siibstitiie bilesiklerin (1b-3b) M.

tuberculosis tizerinde herhangi bir etkisinin olmadig tespit edilmistir.

CLSI’ya gore isoniazid (INH), rifampisin (RMP), pirazinamid (PZA) ve etambiitolun
(EMB) o6nerilen kritik konsantrasyonu sirasiyla 0,2 pg/ml, 1 pg/ml, 100 pg/ml ve 5 pg/ml’dir
ve M. tuberculosis H37Rv referans susu tiim bu ilaglara duyarlidir. Calismada kullanilan
bilesiklerin MiK degerleri standart antitiiberkiiloz ilaclarin etkinligi ile karsilastirildiginda
la-3a bilesiklerinin pirazinamid ve etambiitolden daha etkili olduklari; 2¢ bilesiginin ise

pirazinamid ilacindan daha etkili oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.7. Bilesiklerin in vitro antitiiberkiiloz aktivitesine ait duyarlilik test sonuglari ve

MIK degerleri
Bilesikler Konsanidiyon (@) (i\g}rﬁ)
la 80(S)  40(S)  20(S)  10(S) 5(S) 3
2a 80(S)  40(S)  20(S)  10(S) 5 (S) 3
3 80(S)  40(S)  20(S)  10(S) 5(S) 3
1b 80R) 4R 20®R) 1R  5(R) :
2b 80R) 4R 20® 1R  5(FR) :
3b 80R) 4R 20®R 10FR)  5(R) :
1c 80R) 4R 20® 1R  5FR) :
2 80(S) 40(R) 20R) 10R)  5(R) 70
3 80R) 40(R 20®R 1R  5(FR) :

R: Direngli, S: duyarh
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4.3. Antioksidan Aktivite

1a-3a, 1b-2b ve 1c-3c bilesiklerinin antioksidan aktivitesinin belirlenmesi i¢in bilesiklerin
DPPH serbest radikalini stipiiriicii etkisi incelenmistir. Deney ti¢ kez tekrarlanmistir. Kontrol
grubu ve 1000-5000 uM arasinda degisen konsantrasyonlardaki bilesiklerin 517 nm’de
Olciilen absorbans degerleri Cizelge 4.8 de gosterilmistir. Bilesiklerin hi¢birinin kullanilan
konsantrasyonlarda ve kullanilan yontemle serbest radikal siipiiriicii etkisinin olmadigi

gozlenmistir.

Cizelge 4.8. Bilesiklerin DPPH serbest radikalini stipiiriicii etkisi (517 nm’deki absorbans

degerleri)
Konsantrasyon
Bilesikler Kontrol
1000 pM 2000 uM 3000 pM 4000 uM 5000 pM
la 0,548 £ 0,020 | 0,541 +0,020 | 0,543 £0,001 | 0,545=+0,002 | 0,545+0,003 | 0,547 + 0,001
2a 0,544+ 0,006 | 0,548 +0,012 | 0,551 +0,007 | 0,545+0,013 | 0,542+0,008 | 0,541 +0,011
3a 0,538 +0,025 | 0,543+0,009 | 0,541+0,032 | 0,539+0,008 | 0,540+0,013 | 0,532 +0,024
1b 0,540+ 0,029 | 0,538 +0,027 | 0,542 +0,015 | 0,543 +0,007 | 0,537 +0,006 | 0,549+ 0,028
2b 0,548 + 0,029 | 0,551 +0,016 | 0,548 +0,008 | 0,546 +0,014 | 0,554 +0,019 | 0,547 +0,021
3b 0,550+ 0,015 | 0,554 +0,013 | 0,549 +0,002 | 0,553+0,013 | 0,547 +0,023 | 0,551 + 0,005
1c 0,549 +0,018 | 0,543+0,013 | 0,551 +0,017 | 0,545+0,009 | 0,547 +0,018 | 0,552 + 0,006
2c 0,547+ 0,027 | 0,541 +0,025 | 0,546 + 0,005 | 0,547 +0,014 | 0,550+ 0,029 | 0,544 +0,012
3c 0,550+ 0,016 | 0,555+0,019 | 0,547 +0,008 | 0,545+0,013 | 0,552+0,028 | 0,548 +0,016

4.4. Sitotoksik Aktivite

200-12,5 ng/ml arasinda degisen konsantrasyonlardaki 1a-3a, 1b-2b ve 1c-3c bilesiklerinin
L929 fibroblast ve DLD-1 kolon kanser hiicre hatlar1 tizerinde gostermis oldugu sitotoksik
aktivite WST-1 yontemi kullanilarak incelenmistir. Bilesiklerin fibroblast hiicrelerine karsi
etkileri Sekil 4.1°de; DLD-1 hiicrelerine olan etkileri ise Sekil 4.2°de gosterilmektedir. Elde
edilen verilere gore tiim maddelerin konsantrasyona bagl olarak her iki hiicre hattinda da
sitotoksik etki gosterdigi belirlenmistir. DLD-1 kolon kanser hiicre hattina kars1 en yiiksek
sitotoksik aktiviteyi 2a gostermistir. Pirolidin siibstitiienti tasiyan bilesikler (1a-3a) DLD-1
hiicrelerine morfolin (1b-3b) ve 1,4-dioksa-8-azaspiro[4,5]dekan siibstitiientleri (1c-3cC)
tasiyan bilesiklerden daha yiiksek sitotoksik aktivite gostermislerdir. Morfolin (1b-3b) ve
1,4-dioksa-8-azaspiro[4,5]dekan

hiicrelerine diisiik konsantrasyonlarda orta derecede sitotoksik aktivite gostermistir. 2a

siibstitiientleri  (1c-3c) tasiyan bilesikler fibroblast
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haricindeki tiim bilesiklerin 1929 fibroblast hiicrelerine karsi sisplatinden daha az toksik
oldugu tespit edilmistir. 2a bilesigi diisik konsantrasyonlarda DLD-1 kolon kanser
hiicrelerine karsi sisplatin kadar yiiksek sitotoksik etki gostermistir. 1a, 2a ve 3¢ bilesikleri

25 pg/mL  konsantrasyonda sisplatin gibi kanser hiicrelerinin %50’den fazlasim

Oldiirmustir.
180
160
140 mla
e
< 120 s
B ®3a
E =1b
<
g 2O u2b
=
= u3b
= 60
wlc
40 -
m2c
20 |
m3c
0. m sisplatin
200 100 50 25 12,5 Kontrol
Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 4.1. 1a-3c bilesikleri ve pozitif kontrol olarak kullanilan cisplatinin 12,5-200 pg/mL
konsantrasyonlarina 24 saat maruz birakilan fibroblast hiicrelerinin % canliliklar

180
160
140 mla
9 m2a
< 120
= ® 3a
= 100
E ml1b
E 80 u2b
é 60 - =3b
40 - mlc
20 . = 2c
" 3¢
0 . ' T " . .
u sisplatin
200 100 50 25 12,5 Kontrol
Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 4.2. 1a-3c bilesikleri ve pozitif kontrol olarak kullanilan cisplatinin 12,5-200 pg/mL
konsantrasyonlarina 24 saat maruz birakilan DLD-1 hiicrelerinin % canliliklar
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4.5. Bilesiklerin DNA ile Etkilesimi

Calismada kullanilan 1a-3a, 1b-2b ve 1c-3c bilesiklerinin plazmit DNA ile etkilesimleri
agaroz jel elektroforezi ile arastirilmistir. Pirolidin siibstitiie bilesiklerden 1a’nin ¢alisilan
tiim konsantrasyonlarda kapal1 halkasal yapida olan Form I’in hareketini yavaslattigi; 2a’nin
konsantrasyon azaldik¢a Form [I’in hareketini yavaglattigi; 3a’nin ise konsantrasyon
azaldikga tiim formlarin hareketini artirdig1 belirlenmistir. Morfolin siibstitiie bilesiklerden
Ib’nin konsantrasyon azaldik¢a tiim formlarin hareketini artirdigi; 2b’nin yiiksek
konsantrasyonlarda Form I’in hareketini artirdigi; 3b’nin ise konsantrasyon azaldikga tiim
formlarin hareketini artirdig1 tespit edilmistir. 1,4-dioksa-8-azaspiro[4,5]dekan siibstitiie
bilesiklerden 1c’nin konsantrasyon azaldik¢a dogrusal yapida olan Form III’iin hareketini
artirdigt; 2c¢ ve 3¢’nin DNA’nin hareketi iizerinde 6nemli bir degisiklige sebep olmadig:
belirlenmistir. 3a, 2b, 3b, 1c ve 3c bilesiklerinin tiim konsantrasyonlarinda DNA’nin

kesilmis oldugunu gosteren lineer form III yapisinin olustugu goriillmektedir (Resim 4.3).

Fom I

Fom 1

Feem [

Yoom !t

FumIl

Foum Il

Fom1

Fum

Form I

Fourm 11

Yem il

Form]

Fom I

Foom 111
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Foem 111

Foem 1

Foew 11

Resim 4.3. Calismada kullanilan bilesiklerin plazmit DNA {izerindeki etkisi. (P):Bilesikle
muamele edilmemis plazmit DNA; (1):100 uM; (2):50 uM; (3):25 uM; (4):12,5
uM; (5):6,25 uM; (6):3,125 uM. Form I: Kapali halkasal plazmit DNA; Form
Il: Acik halkasal plazmit DNA; Form III: Dogrusal plazmit DNA
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Bilesiklerin DNA’daki niikleotitlere baglanma durumlarini belirlemek i¢in en yiiksek (100
uM) ve en disiik (3,125 uM) iki konsantrasyon ile muamele edilmis plazmit DNA’nin
BamHI ve HindIII restriksiyon endoniikleazlar ile enzim kesimleri yapilmistir. BamHI
enzimi DNA iizerindeki 5'-G/GATCC-3" bolgesini tanirken; Hindlll enzimi 5’-A/AGCTT-
3’ bolgesini tanimaktadir. BamHI ile muamele edilmis bilesik-DNA karisimlarindan yalniz
Ic’nin kesilmedigi; diger tim oOrneklerin enzim ile kesildigi goriilmekte iken Hindlll
enziminin tiim Ornekleri kestigi tespit edilmistir (Resim 4.4-4.5). Bu durum 1c haricindeki
bilesiklerin DNA’ya BamHI ve Hindlll enzimlerinin kesim bolgesindeki niikleotitlerden
baglanmadigini; 1c bilesiginin ise BamHI enziminin kesim bdlgesi olan 5'-G/GATCC-3’

dizisine baglandigin1 gostermektedir.

lc 2¢ 3¢

Resim 4.4. Bilesiklerle muamele edilmis plazmit DNA’nin BamHI restriksiyon endoniikleaz
ile kesimi. (1):Bilesikle muamele edilmemis pBR322 plazmit DNA; (2): BamHI
ile kesilmis plazmit DNA; (3):100 uM bilesik ile muamele edilmis plazmit
DNA’nin BamHI ile kesimi; (4): 3,125 uM bilesik ile muamele edilmis plazmit
DNA’nin BamHI ile kesimi
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Resim 4.5. Bilesiklerle muamele edilmis plazmit DNA’nin HindIII restriksiyon endoniikleaz
ile kesimi. (1):Bilesikle muamele edilmemis pBR322 plazmit DNA; (2): HindllI
ile kesilmis plazmit DNA; (3):100 uM bilesik ile muamele edilmis plazmit
DNA’nin HindIII ile kesimi; (4): 3,125 uM bilesik ile muamele edilmis plazmit
DNA’nin Hindlll ile kesimi
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5. TARTISMA

Okumus ve digerleri (2015) sentezlemis olduklart mono(4-nitrobenzil)spirosiklotrifosfazen
bilesiklerinin antimikrobiyal ve sitotoksik aktiviteleri ile DNA etkilesimlerini
incelemislerdir. 2500 pM konsantrasyondaki bilesiklerin gesitli patojen mikroorganizmalara
kars1 zayif antimikrobiyal etkisinin oldugunu tespit etmislerdir. 5a ve 6a bilesikleri B.
subtilis; 6a ise B. cereus bakterisine karsi bilesik 6 ise S. typhimurium ve E. coli ATCC
35218 bakterilerine kars1 etki gostermistir. Bilesik 5b ve 6b ise C. tropicalis fungusuna kars1
etkili olmustur. 4-nitrobenzil spiro fosfazen bilesiklerinin MiK degerlerinin 4-florobenzil
spiro fosfazen bilesiklerine gore daha diisiik oldugu goriilmiistiir. Bilesik 4b, 5b ve 6b’nin
plazmit DNA ile etkilesimlerinin benzer oldugu ve konsantrasyon azaldik¢a Form 1
DNA’nin hareketliliginde azalma oldugu; bilesik 4a, 5a, 6a, 4c, 5c ve 6¢’nin DNA iizerinde
cok az bir etkiye sahip oldugu; tetraklorofosfazen bilesiklerinin ise DNA’y1 pargaladigi
belirlenmistir. Bilesikler ile muamele edilmis plazmit DNA’nin BamHIl ve Hindlll
restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesilmesi sonucu elde edilen bantlagsmalara
bakildiginda bu tez ¢alismasindan elde edilen sonuglarin aksine bilesiklerin enzim kesimini
engelledigi ve bu bilesiklerin G/G ve A/A nikleotitlerinden DNA’ya baglandig
sOylenmistir. 10 pg/ml 4a ve 4c bilesikleri ile 96 saat boyunca muamele edilmis HelLa
servikal kanser hiicrelerinin canliligi incelendiginde 4-nitrobenzilspiro tetra(1,4-dioksa-8-
azaspiro[4,5]dekan) siklotrifosfazen (4c) bilesiginin daha etkili oldugunu belirlemislerdir.
Bilesik 4a ve 4c¢’nin MDA-MB-231 kanser hiicre hatti ve 1.929 fibroblast hiicreleri
tizerindeki sitotoksik aktivitesi WST yontemi ile incelenmistir. Bu tez g¢alismasinda
kullanilan bilesiklerin sitotoksik aktivitesi ile paralel olarak bilesiklerin yiiksek
konsantrasyonlarda daha fazla hiicre oliimiine sebep oldugu ve sitotoksik etkinin
konsantrasyona bagli oldugunu tespit etmislerdir. Bilesik 4c’nin kanser hiicre hattinda
bilesik 4a’ya gore yiiksek konsantrasyonlarda daha toksik oldugu fakat bilesik 4c’nin
fibroblast hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkisinin bilesik 4a’ya gore daha diisiik oldugu
belirlenmistir. Bilesik 4a ve 4¢c’nin MDA-MB-231 kanser hiicre hatt1 ve fibroblast hiicreleri
iizerindeki apoptotik ve nekrotik etkilerini ikili boyama yaparak belirlemislerdir. Bilesiklerin
tim konsantrasyonlarda kanser hiicreleri lizerindeki apoptotik etkilerinin fibroblast
hiicrelerine gore daha diisiik oldugunu; sisplatinin apoptotik etkisinin her iki hiicre hattinda
da bilesiklere gore daha yiiksek oldugunu gérmiislerdir. Ayrica kanser hiicreleri iizerindeki
apoptotik etkinin fibroblast hiicreleri {lizerindeki etkiye gore %10 daha fazla oldugunu

belirlemislerdir. Her iki hiicre hattinda da nekrotik hiicre oraninin konsantrasyona bagl
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olarak arttig1 gozlemlenmistir. Nitro grubu redoks aktif merkez oldugu igin 4-nitro benzil
Onctisii fosfazen halkasina birlesmektedir ve redoks aktif merkez igeren bilesiklerin DNA ile
etkilesimi baglattig1 ve bu bilesiklerin antimikrobiyal aktivitesini arttirdigi diistiniilmektedir

[17].

Elmas ve digerleri (2016) sentezledikleri 4-florobenzilspiro(N/O)siklotrifosfazen bilesikleri
ve bunlarin fosfazenyum tuzlarimin (protik iyonik sivilar-PILs) antimikrobiyal aktivitesi ve
DNA ile etkilesimlerini incelemislerdir. Bilesik 3¢ ve 4c’nin E. faecalis’e karsi diger
bilesiklere gore daha yiiksek antimikrobiyal aktiviteye sahip olugunu belirlemislerdir.
Serbest bazlar ve tuzlar karsilastirildiginda tuzlarin serbest bazlara gore C. albicans mayasi
ve K. pneumoniae bakterisine karsi etkisinin daha yiiksek oldugunu goérmiisler ve tuz
formunun antimikrobiyal aktiviteyi arttirdiginm1 sOylemislerdir. Bu sonuca gore bu tez
calismasinda kullanilan bilesiklerin tuz formlarinin sentezlenebilmesi durumunda
antimikrobiyal aktivitede bir artis olabilecegi ongoriilmektedir. Serbest bazlar ve bunlarin
tuzlariin plazmit DNA ile etkilesimlerini agaroz jel elektroforezi ile incelemisler ve bilesik
3d haricinde diger tiim bilesiklerin benzer aktiviteye sahip oldugunu; madde konsantrasyonu
azaldik¢a Form I DNA’nin hareketinin az miktarda arttigin1 belirlemislerdir. Bilesikler ile
muamele edilmis plazmit DNA’nin BamHI ve HindllI restriksiyon enzimleri ile kesilmesi
sonucu olusan bantlar incelendiginde bu tez calismasinda kullanilan bilesiklerin aksine 3a,
3b, 3c, 4b ve 4c bilesiklerinin BamHI enziminin tanima bolgesi olan GG niikleotitlerine
baglandigini; 3b, 4a ve 4b bilesiklerinin ise HindIIl enziminin tanima bdlgesi olan AA

niikleotitlerine baglandigini tespit etmislerdir.

Berberoglu ve digerleri (2016) spiro-ansa-spiro ve spiro-bino-spiro tetramerik fosfazen
tirevlerinin antimikrobiyal ve sitotoksik aktiviteleri ile DNA ile etkilesimlerini
incelemislerdir. Bilesik 13 ve 16 nin fibroblast ve MDA-MB-231 meme kanser hiicre hatlari
lizerinde yiiksek oranda sitotoksik etkisinin oldugunu ve ICso degerlerinin bir kanser ilaci
olan sis-platinden daha diisiik oldugunu tespit etmislerdir. Bu iki bilesigin sisplatin kadar
etkili oldugunu soylemislerdir. Benzer sekilde bu tez calismasinda caligsilan fosfazen
bilesiklerinin bir kism1 da kolon kanser hiicreleri lizerinde sisplatin kadar etkili olmustur.
Bilesiklerin on bakteri ve 3 maya susu iizerindeki antimikrobiyal etkisine bakmislar ve
bilesik 16 haricindeki diger bilesiklerin ¢ok diisiik antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu;
bilesik 16’nin bu tez ¢alismasinda kullanilan bilesiklerin antimikrobiyal aktivitesine benzer

sekilde 6zellikle gram pozitif bakteriler ve mayalar {izerinde etkili oldugunu bulmuslardir.
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Bilesiklerin plazmit DNA ile etkilesimleri incelendiginde bilesik 12, 13, 14 ve 18’in
DNA’nin hareket ve yogunlugunu etkiledigini tespit etmislerdir [19].

Asmafiliz ve digerleri (2016) yaptiklart ¢alismada spiro-bino-spiro trimerik fosfazen
tiirevlerinin biyolojik aktivitesini incelemislerdir. En yliksek antimikrobiyal etkiyi bilesik 9
B. cereus, B. subtilis, P. vulgaris, E. faecalis ve C. tropicalis mikroorganizmalar1 {izerinde
gostermistir. Bilesiklerin 1.929 fibroblast ve MDA-MB-231 meme kanser hiicre hatti
iizerindeki sitotoksik aktivitesine bakildiginda en yiliksek etkiyi yine bilesik 9’un
gosterdigini; apoptotik hiicrelerin DNA fragmentasyonu incelendiginde MDA-MB-231
hiicrelerindeki fragmentasyonun fibroblast hiicrelerine goére daha yiiksek oldugunu;
fibroblast hiicrelerinde en yiiksek aktiviteyi bilesik 15’in olusturdugunu ve MDA-MB-231
hiicrelerinde ise en yliksek aktiviteyi bilesik 19’un olusturdugunu belirlemislerdir.
Bilesiklerin DNA ile etkilesimlerine bakildiginda tiim bilesiklerin plazmit DNA’nin hareket
ve yogunlugunu az veya ¢ok miktarda etkiledigini gérmiislerdir. Bilesikler ile muamele
edilmis plazmit DNA’nin BamHI ve Hindlll restriksiyon enzimleri ile kesim sonuglarina
bakildiginda 5-15 bilesikleri ile muamele edilmis plazmit DNA’nin bu enzimler tarafindan
kesildigini; 16-20 bilesikleri ile muamele edilmis plazmit DNA’y1 ise enzimlerin
kesmedigini tespit etmisler ve 16-20 bilesiklerinin bu tez calismasinda kullanilan bilesiklerin

aksine DNA’ya G/G ve A/A niikleotitlerinden baglandigini sdylemislerdir [20].

Akbas ve digerleri (2016) fosfazenyum tuzlarinin antimikrobiyal ve sitotoksik aktivitelerini,
DNA ile etkilesimlerini incelemislerdir. DLD-1 kolon kanseri hiicre hatt1 farkh
konsantrasyonlarda bilesikler ile muamele edilmis ve 125 uM konsantrasyonda 11a, 13a,
14a ve 15a bilesiklerinin hiicre canliligini %40’a kadar diisiirdiigiinii tespit etmislerdir. En
yiiksek konsantrasyon olan 1259 uM’da ise tiim bilesiklerin yiiksek sitotoksik aktiviteye
sahip oldugunu gormiislerdir. Bilesiklerin antimikrobiyal aktivitelerine bakildiginda tiim
bilesiklerin Gram pozitif bir bakteri olan B. subtilis’e kars1 etkili oldugunu; E. coli ATCC
35218, E. faecalis ve S. typimurium bakterilerine kars1 herhangi bir etkilerinin olmadigini
belirlemislerdir. Tetrapiperidino fosfazenyum tuzlari olan 13a, 14a ve 15a bilesiklerinin bu
tez ¢aligmasinda kullanilan bilesiklerin de {izerinde etkili oldugu C. albicans, C. krusei ve
C. tropicalis mayalarina kars1 aktivite gosterdikleri tespit edilmis ve bu tuzlarin fosfazen
ligandlarmin da ayn1 mayalar iizerinde etkili oldugu sdylenmistir [26]. Bilesiklerin MIK,
MBK ve MFK degerlerinin bakteriler i¢in 312,5 ile 1250 uM; mayalar i¢in ise <19,5 ile 156
uM arasinda oldugunu belirlemislerdir. Bilesiklerin pBR322 plazmit DNA ile
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etkilesimlerine bakildiginda 13a, 14a ve 15a bilesiklerinin plazmit DNA’nin hareket ve
yogunlugunda diislise sebep oldugu; bilesik 14a ve 15a’nin ayni zamanda DNA’y1
parcgaladigini tespit etmislerdir. Plazmit/bilesik karigimlari BamHI ve Hindlll restriksiyon
enzimleri ile muamele edildiginde enzimlerin DNA’y1 kesebildigi goriilmiis ve bu tez
calismasinda kullanilan bilesiklere benzer sekilde maddelerin DNA’daki niikleotitlere

baglanmadigini sdylemislerdir [21].

Timer ve digerleri (2015) NN (1-3) veya NO (4 ve 5) spirosiklik monoferrosenil
siklotrifosfazenlerin 4-hidroksi-3-metoksibenzaldehit (potasyum vanillinat) ile kademeli CI
yer degistirme reaksiyonlar1 sonucunda mono (la-5a), geminal (gem-1b-5b), non-geminal
(cis-5b ve trans-1b-4b), tri (1c, 3c-5c) ve tetra-vanillinato-substitiie fosfazenleri (1d-5d) elde
etmisler ve bu bilesiklerin antimikrobiyal ve sitotoksik aktivitelerini ve DNA ile
etkilesimlerini incelemisdir. Bilesik 2d, 5d ve cis-5b, 5-50 pg/ml arasinda degisen
konsantrasyonlarda 24 saat boyunca HelLa kanser hiicre hatt1 ile muamele edilmis ve 2d
bilesiginin antikanser etkisinin olmadigi goriliirken bilesik 5d ve cis-5b’nin sisplatin ve
paklitaksel ile karsilastirildiginda sinirlt bir etkisinin oldugunu belirlemislerdir. 5d ve cis-5b
bilesiklerinin HeLa kanser hiicrelerinin canlilii tizerindeki etkisi 96 saat boyunca takip
edilmis ve hiicre canliliginin zamana bagh olarak hiicre 6liimiine sebep oldugunu tespit
etmiglerdir. 5000 uM konsantrasyondaki 2a, 3a, 4a, gem-1b, cis-5b, 3¢, 4c ve 1d-5d
bilesiklerinin Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli ATCC 35218, Bacillus subtilis ATCC 6633,
Bacillus cereus NRRL-B-3711, Enterococcus faecalis ATCC 292112 ve Candida albicans
ATCC 10231 mikrorganizmalarina karst gostermis olduklari antimikrobiyal aktiviteye
bakildiginda 3a, gem-1b, 3c, 4c, 3d ve 4d bilesiklerinin orta derecede etkili olduklar1 ve MIK
degerlerinin 4,88 ile 625 uM arasinda degistigini; P. aeruginosa, E. faecalis ve Candida
albicans mikroorganizmalarinin test Dbilesiklerine karsi herhangi bir duyarlilik
gdstermedigini belirlemislerdir. Bilesik 3¢’nin 3,88 uM MIK degeri ile 6zellikle S. aureus
bakterisine kars1 etkili oldugunu gormiislerdir. Vanillinato ve pendant ferrosenil gruplari
iceren fosfazenlerin E. coli, S. aureus, B. cereus ve B. subtilis bakterilerine karsi aktif
olmalarmi P atomuna baglanan substitiientlere (pirolidin, morfolin ve vanillinato gruplar)
gore ferrosenil siklotrifosfazenlerin antimikrobiyal aktivitesini degistirmesi olarak
yorumlamislardir. Bu tez ¢aligmasinda kullanilan tetrafosfazen bilesikleri de morfolin ve
pirolidin gruplar1 icermektedir. Bu gruplarin ayni etkiyi bu bilesikler iizerinde de gostermis

oldugu diisiiniilmektedir. 2a, 3a, 4a, gem-1b, cis-5b, 3¢, 4c ve 1d—5d bilesiklerini pBR322
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plazmit DNA ile 24 saat inkiibasyona birakmis ve plazmit DNA’da meydana gelen
degisiklikleri agaroz jel elektroforezi yontemi ile incelediklerinde 3a, 3c, 2d ve 4d
bilesiklerinin DNA’nin hareketini az miktarda etkiledigini; 2a, 4a, gem-1b, 1d, 3d ve 5d
bilesiklerinin siipersarmal DNA’nin hareketini kisitladigini; 4a ve 4c maddelerinin en
yiikksek konsantrasyonlarinin DNA’y1 kestigini belirlemislerdir. Bilesik/plazmit DNA
karisimi1 BamHI ve HindIIl enzimleri ile kesilmek istendiginde HindIIl enziminin DNA’y1
kesemedigini gormiisler ve bu tez c¢alismasindaki bilesiklerin aktivitesinin aksine
bilesiklerin plazmit DNA’ya HindIIl enziminin baglanma bolgesi olan A/A bolgesinden
baglandigini sdylemislerdir [22].

Basterzi ve digerleri (2015) kismi substitiie spiro-ansa-spiro-siklotrifosfazenlerdeki (bilesik
7 ve 8) Cl atomlarmin pirolidin, 4-(2-aminoetil)morfolin (AEM) ve 1,4-dioksa-8-
azaspiro[4,5]dekan (DASD) ile yer degistirme reaksiyonu sonucu heterosiklik amin
substitiie siklotrifosfazenleri (9a-c velOa-c) elde etmisler ve bu bilesiklerin biyolojik
aktivitelerini incelemislerdir. N3PsCls, pirolidin, AEM, DASD, dibenzo-diaza podandlar (3
ve 4) ve fosfazen tiirevlerinin (5000 uM) cesitli patojen mikroorganizmalar lizerindeki
antimikrobiyal aktivitesini incelemisler ve baslangic bilesigi N3PsClg, heterosiklik aminler
ve dibenzo-diaza podandlar (3 ve 4) ve fosfazen tiirevlerinin (6, 8, 10a ve 10b) bu tez
dahilinde ¢aligilan bilesiklerin aksine E. coli ATCC 35218 iizerinde antimikrobiyal aktivitesi
oldugunu; MIK degerlerine bakildiginda fosfazen 7’nin S. aureus, B. subtilis, E. faecalis ve
E. coli 25922 bakterilerine karst oldukga aktif oldugunu ve MIK degerlerinin 78 ile >1250
UM arasinda degistigini tespit etmislerdir. Spiro-ansa-spiro (sas) 7, 8 ve onun analogu olan
fosfazenin E. coli 35218 iizerindeki antimikrobiyal aktivitesi karsilastirildiginda sas 7°nin 8
iiyeli halkasinin 9 ve 7 iiyeli ansa halkasina gore daha etkili oldugunu belirlemislerdir.
Heterosiklik amin substitiie sas 9a-c, 10a-c ve analog fosfazenin durumuna bakildiginda ise
sirastyla 9 iiyeli ansa halkasi, pirolidin ve AEM grubu iceren 10a ve 10b bilesiklerinin E.
coli 35218 {izerinde etkili oldugunu gérmiislerdir. Bilesiklerin pBR322 plazmit DNA ile
etkilesimleri incelendiginde pirolidin, AEM ve spiro-bino-spiro (sbs) 6’nin plazmit DNA
lizerinde herhangi bir etkisinin olmadigin1 ve DASD’in form I DNA’nin hareketliligini
artirdigini tespit etmislerdir. N3P3Cle’nin plazmit DNA’nin zincirlerinde gentik olusturarak
hizli hareket eden form I’'1 daha yavas hareket eden form II’ye doniistiirdiiglinii; fosfazen
tiirevleri 5, 7, 8, 9b ve 9c’nin form I DNA’nin hareketini artirirken 9a’nin yavaglamaya yol
actigin1 belirlemislerdir. Siklotrifosfazenlerin 1929 fibroblast hiicreleri ve A549 akciger

kanser hiicreleri tizerindeki toksik etkilerine bakildiginda saglikli hiicreler olan fibroblast
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hiicrelerinde yalnizca 9’nin en yiiksek konsantrasyonda toksik etki gosterdigini, bu tez
caligmasinda kullanilan bilesiklerin tersine diger bilesiklerin fibroblast hiicreleri iizerinde
herhangi bir etkisinin bulunmadigimi goérmiislerdir. A549 akciger kanser hiicrelerinin
durumuna bakildiginda ise maddelerin artan konsantrasyona gore toksik etkisinin arttigini
ve en yiiksek toksik etkiyi 100 pg/ml konsantrasyonda 9c¢ maddesinin gosterdigini
belirlemislerdir. Ayrica maddelerin A549 akciger kanser hiicrelerine karsi toksik etkisinin
L929 fibroblast hiicrelerinden daha yiiksek oldugunu belirlemislerdir. Fosfazen tiirevlerinin
L9209 fibroblast hiicreleri ve A549 akciger kanser hiicreleri tizerindeki apoptotik ve nekrotik
etkileri incelendiginde 1.929 fibroblast hiicrelerindeki apoptotik etkinin konsantrasyona
bagl olarak artis gosterdigini; 6zellikle 10a’nin 100 pg/ml konsantrasyonda en yiiksek
oranda apoptoza yol actigini; A549 akciger kanser hiicreleri lizerindeki apoptotik etkinin ise
konsantrasyona bagli olarak degiskenlik gostermesine ragmen cok yiiksek oranda apoptotik
etkinin olugsmadigini; 9b’nin en yiiksek oranda apoptoza sebep oldugunu tespit etmislerdir.
Bu bilesiklerin nekrotik etkisine bakildiginda ise fibroblast hiicrelerindeki nekrotik etkinin
konsantrasyona bagli olmadigini; bilesik 9a’nin 100 pg/ml konsantrasyonda en yiiksek
oranda nekroza yol agtigini; A549 akciger kanser hiicrelerindeki nekroz etkisinin ise
konsantrasyona bagli olarak arttigin1 ve bu hiicreler {lizerindeki en yiiksek nekroz etkisini
bilesik 10b’nin gosterdigini ve A549 akciger kanser hiicrelerindeki nekroz etkisinin

fibroblast hiicrelerindeki nekrotik etkiye gore daha yiiksek oldugunu belirlemislerdir [141].

Elmas ve digerleri (2014) N4P4Clg baslangi¢ molekiiliindeki Cl atomlarinin N2O; verici tip
ligandlar ve ferrosenil diaminler ile yer degistirme reaksiyonlari sonucunda geminal
substitiie 2-trans-6-dikloro asa (ansa-spiro-ansa) (1b, 2b, 1c ve 2c) ve 2-trans-6-dikloro
mono-ferrosenil-spiro-asa siklotetrafosfazen (3a, 3b, 4a, 4b, 5a ve 5c¢) bilesiklerini
sentezlemigler ve bu bilesiklerin antimikrobiyal, antitliberkiiloz ve sitotoksik aktivitesi ve
DNA ile etkilesimlerini incelemislerdir. Bilesiklerin MCF-7 meme kanser hiicre hattindaki
sitotoksik aktivitesini incelediklerinde bilesik 1b ve 2b’nin 1 mg/ml konsantrasyonda hiicre
canliligimi %40 diisiiriirken ayn1 konsantrasyondaki sisplatinin %35 diisiirdiiglinii ancak
diger bilesiklerin Onemli bir etki olusturmadigini belirlemislerdir. Mycobacterium
tuberculosis H37Rv referans susu ve ilaca direngli M. tuberculosis klinik susu 1000-5000
uM arasinda degisen konsantrasyonlarda 3a-5b bilesikleri ile muamele edilmis ve
bilesiklerin H37Rv susuna kars1 1000 uM’1n iizerinde etkili oldugunu ancak klinik susa kars1
hicbir bilesigin aktivite gostermedigini belirlemislerdir. Calismada elde edilen bilesiklerin

ve ayrica baglangig bilesigi (N4P4Clsg), piperidin, DASD (1,4-dioksa-8-azaspiro[4,5] dekan),
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aminopodand 1 ve 2’nin Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 35218, E. coli ATCC 25922, Bacillus subtilis ATCC
6633, Bacillus cereus NRRL-B-3711, Enterococcus faecalis ATCC 292112 bakterileri ile
Candida albicans ATCC 10231 ve Candida tropicalis ATCC 13803 mayalar1 tizerindeki
antimikrobiyal aktivitelerini incelemisler; 2b, 2¢ ve 5a bilesiklerinin B. subtilis’e kars1 etkili
oldugunu; 3b, 4b ve 5b bilesiklerinin B. cereus’a karsi zayif antimikrobiyal aktivite
gosterdigini; Sa bilesiginin E. coli ATCC 35218 bakterisine kars1 yine zayif antimikrobiyal
aktivite gosterdigini belirlemislerdir. Ayrica bilesiklerin hicbirinin bu tez calismasindaki
maddelerin aksine antifungal etkiye sahip olmadigmni tespit etmislerdir. 5000- 312 uM
arasinda degisen konsantrasyonlardaki bilesikler ile 24 saat inkiibe edilmis plazmit DNA’nin
agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildiikten sonra elde edilen elektroforetogramlar
incelendiginde 3a-5a ve 3b-5b bilesiklerinin DNA’y1 kesme yeteneginin oldugunu
gormiigler ve bu etkiye bilesiklerdeki redoks aktif ferrosen biriminin sebep olabilecegini
sOylemislerdir [8]. Ayn1 birim bu ¢alisma kapsaminda kullanilan bilesiklerde de bulundugu

icin bu bilesiklerin DNA {izerindeki etkisinin buradan gelmis olabilecegi diisiiniilmektedir.

Timer ve digerleri (2013) spirosiklik mono (1 ve 2) ve bisferrosenil siklotrifosfazenler (3—
5) ile 4-hidroksi-3-metoksibenzaldehidin (potasyum vanillinat) potasyum tuzunun CI yer
degistirme reaksiyonlar1 sonucunda mono (1a—5a), geminal (gem-1b-5b), non-geminal (cis-
1b, cis-5b ve trans-2b-5b), tri (1c-5c¢) ve tetra-substitiie fosfazen (1d—5d) bilesiklerini elde
etmisler ve bu bilesiklerin antimikrobiyal ve sitotoksik etkileri ve DNA ile etkilesimlerini
arastirmislardir. 1d, 2d ve 4d bilesiklerinin HeLa kanser hiicre hatti iizerindeki sitotoksik
etkisi bir antikanser ajan olan sisplatin ve paklitaksel ile karsilastirildiginda 2d bilesiginin
1d ve 4d bilesiklerine gore daha aktif oldugunu; 2d bilesiginin 6zellikle 5 ve 10 pg/ml
konsantrasyonlarinda pozitif kontrol olarak kullanilan sisplatin ve paklitaksel kadar
inhibisyon etkisinin oldugunu gormiislerdir. 2d bilesiginin potansiyel sitotoksik etkisini
incelemek i¢in bu bilesikler muamele edilmis HeLa kanser hiicrelerinin canliligini 96 saat
stire ile takip etmisler ve sonugta bilesigin ilk 48 saatte hiicre canliligini azalttigini1 ve 72 saat
sonra tekrar bir hiicre azalmasina sebep oldugunu belirlemislerdir. Sonu¢ olarak pendant
ferrosenil ve dort vanillin grubunun siklotrifosfazenlerin HeLa hiicre hattina karsi
antiproliferatif etkisini artirdigin1 soylemislerdir. Bilesiklerin antimikrobiyal aktivitesine
bakildiginda 5a, cis-1b, 2¢ ve 1d bilesiklerinin patojen bakterilere kars1 aktif oldugunu ancak
bu etkinin standart antibiyotikler olan ampisilin ve kloramfenikol kadar yiiksek olmadigin

tespit etmislerdir. Ferrosenil siklotrifosfazen tiirevlerinin antimikrobiyal aktivitesinin P
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atomuna baglanan substitiientlere (pirolidin, 1,4-dioksa-8-azaspiro[4,5]dekan, morfolin ve
vanillinato gruplar1) bagli olarak degiskenlik gosterdigini soylemislerdir. Bu tez
caliiimasinda kullanilan bilesiklerin de antimikrobiyal aktivitesi bu ¢alismaya benzer sekilde
P atomuna baglanna gruplara gore degiskenlik gostermistir. Mycobacterium tuberculosis
H37Rv referans susunun test bilesiklerine olan duyarliligina bakildiginda gem-1b ve gem-
2b bilesiklerinin M. tuberculosis gelisimini inhibe ettigini belirlemislerdir. 312-5000 uM
arasinda degisen konsantrasyonlardaki test bilesikleri ile 24 saat muamele edilmis plazmit
DNA izerindeki degisiklikler incelendiginde bilesik 2d’nin en yiiksek iki
konsantrasyonunun asir1 sargilt DNA’nin yogunlugunu 6nemli derecede artirdigini; madde
konsantrasyonu azaldik¢a form I’in hizinda artis olurken form II’nin hizinda azalma
meydana geldigini ve asir1 sargili plazmit DNA’y1t kiiciik pargalara kestigini
gozlemlemiglerdir. gem-1b ve cis-1b bilesiklerinin konsantrasyonu azaldik¢a form I
DNA’nin hiz ve yogunlugunda azalma oldugunu; 1d bilesiginin konsantrasyonu arttik¢a
form I DNA’nin hiz ve yogunlugunda artis oldugunu ve aymi zamanda DNA’nin
kesilmesinden kaynaklanan form III bandinin varligini tespit etmisler; diger bilesiklerin de
benzer aktiviteye sahip oldugunu gormiislerdir. Bilesikler ile muamele edilmis plazmit DNA
BamHI ve HindIII enzimleri ile kesilmek istendiginde DNA ’nin kesilmedigi goriilmiis ve bu
tez calismasindaki bilesiklerin aksine bilesiklerin bu enzimlerin DNA’y1 tanima bolgesi olan

G/G ve A/A niikleotitlerinden DNA’ya baglandigini sdylemislerdir [23].

Koran ve digerleri (2013) hekzaklorosiklotrifosfazen (1) ile 4-hidroksi-3-
metoksibenzaldehitin reaksiyonu sonucunda hekzakis[(4-formil-2-
metoksi)fenoksi]siklotrifosfazen (2) bilesigini elde etmisler; piridin i¢indeki hidroksilamin
hidroklorid ile hekzakis[(4-formil-2-metoksi)fenoksi]siklotrifosfazenin (2) reaksiyonuyla
yeni bir oksim-fosfazen olan hekzakis[(4-(hidroksiimino)2-metoksi)fenoksi]siklotrifosfazen
(3) bilesigini sentezlemisler ve 3 bilesiginin farkl alkil ve agil halojenler ile reaksiyonlari
sonucunda elde ettikleri bilesiklerin (4-13) iki gram-pozitif bakteri (Staphylococcus aureus
ve Enterococcus faecalis), iki gram-negatif bakteri (Escherichia coli ve Klebsiella
pneumonia) ve fungal suslar (Aspergillus niger ve Candida albicans) itizerindeki
antimikrobiyal aktivitesini incelemislerdir. 3 numarali bilesigin benzil klorid ile
reaksiyonuyla 4; asetil klorid ile reaksiyonuyla 5; alil bromid ile reaksiyonuyla 6; benzoil
klorid ile reaksiyonuyla 7; propanoil klorid ile reaksiyonuyla 8; 4-metoksibenzoil klorid ile
reaksiyonuyla 9; 2-klorobenzoil klorid ile reaksiyonuyla 10; kloroasetil klorid ile
reaksiyonuyla 11; metil iodid ile reaksiyonuyla 12; tiofen-2-karbonil klorid ile reaksiyonuyla
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13 bilesigini sentezlemislerdir. Bilesiklerin antimikrobiyal aktiviteleri incelendiginde bilesik
7 ve 13’in 27-30 mm’lik zon ¢apiyla E. coli ve E. faecalis bakterilerine standart bir
antibiyotik olan siprofloksasin kadar etkili oldugunu; 3, 6, 9 ve 12 bilesiklerinin 22-27
mm’lik zon ¢apiyla tiim bakterilere kayda deger bir antimikrobiyal aktivite gosterdigini; 4,
5, 10 ve 11 bilesiklerinin 18 ile 23 mm arasinda degisen zon ¢apiyla orta derecede
antimikrabiyal aktivite gosterdigini tespit etmislerdir. Bilesik 2 ve 8’in 13-17 mm zon ¢ag1
olusturarak en diisiik antibakteriyal etkiye sahip oldugunu gérmiisler ve bu ¢alismadaki
bilesiklerin antifungal aktivitesinin aksine bilesiklerin antifungal aktivitelerinin
antibakteriyal etkilerine gore kiyaslandiginda oldukga diisiik oldugunu gézlemlemislerdir
[16].

Kocak ve digerleri (2013) kismi substitiie spiro-ansa-spiro (sas) fosfazen (bilesik 3) ve spiro-
bino-spiro (sbs) fosfazen (bilesik 4) bilesiklerini N3P3Clg ve dibenzo-diaza-podandin (bilesik
2) reaksiyonundan elde etmisler; daha sonra bu bilesiklerden tam heterosiklik amin
(pirolidin, piperidin, morfolin ve 1,4-dioksa-8-azaspiro[4,5]dekan -DASD) substitiie sas Sa-
5d ve shs 6a-6d siklotrifosfazen bilesigi sentezlemisler ve bu bilesiklerin ¢esitli patojen
mikroorganizmalar {izerindeki antimikrobiyal aktiviteleri ve DNA ile etkilesimlerini
incelemislerdir. Baslangi¢ bilesigi (N3P3Clg), pirolidin, piperidin, morfolin, DASD ve
dibenzo-diaza podandinin (2) sentezlenen fosfazen tiirevleri (3, 4, 5Sa—5d ve 6a—6d) ile
birlikte antimikrobiyal aktivitesine bakildiginda N3P3Cle bilesiginin B. subtilis ATCC 6633,
B. cereus NRRL-B-3711 ve E. coli ATCC 25922 bakterilerine; piperidinin B. cereus NRRL-
B-3711, morfolinin P. aeruginosa ATCC 27853, ve DASD’1n B. subtilis ATCC 6633 ve B.
cereus NRRL-B-3711 bakterilerine karsi zayif antimikrobiyal aktivite gosterdigini
belirlemislerdir. 3, 4, 5a-5d ve 6a—6d fosfazen tiirevleri herhangi bir antimikrobiyal etki
gostermezken heterosiklik aminler ve baglangic bilesiginin de antifungal etkiye sahip
olmadigni; yalnizca 6a bilesiginin Candida tropicalis mayasina karst 15 mm’lik zon g¢ap1
ile oldukga 1yi bir antifungal etkisinin oldugunu tespit etmisler ve bu etkinin bilesigin sbs
yapist ve pirolidinil yan gruplarindan meydana gelmis olabilecegini sdylemislerdir. 5000 ile
625 puM arasinda degisen konsantrasyonlardaki baslangi¢ bilesigi (N3PsCls), pirolidin,
piperidin, morfolin, DASD ve dibenzo-diaza podandi (2) ve sentezlenen fosfazen
tirevlerinin (3, 4, 5a-5d ve 6a—6d) pBR322 plazmit DNA ile etkilesimleri incelendiginde
pirolidin, morfolin ve 2 bilesiginin plazmit DNA iizerinde herhangi bir etkisinin olmadigini;
piperidin ve DASD’1n yalnizca form I DNA’nin hareketliligi iizerinde kiiclik bir azalmaya

sebep oldugunu; N3P3Cle baslangi¢ bilesiginin ise dnemli bir konformasyonal degisime yol
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actigint gormiislerdir. Diger fosfazen tiirevlerinin DNA {izerinde ¢ok az bir etkisinin
bulunmasina ragmen kismi substitlie fosfazen tiirevleri sas 3 ve sbs 4’{in form II DNA nin

hareketlilik ve yogunlugunu artirdigini tespit etmislerdir [24].

Asmafiliz ve digerleri (2013) tetramorfolin mono- ve bisferrosenilmetilspirosiklotrifosfazen
(8a—12a) bilesiklerini sentezlemis ve bu bilesiklerin ¢esitli patojen mikroorganizmalar
tizerindeki antimikrobiyal aktivitesi ve DNA ile etkilesimlerini incelemislerdir. 8a, 9a, 11a
ve 12a bilesiklerinin Staphylococcus aureus (ATCC 25923) (G+), Bacillus cereus (NRLL
B-3008) (G+), Bacillus subtilis (ATCC 29213) (G+), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27853) (G—), Escherichia coli (ATCC 35218) (G—), Escherichia coli (ATCC 25922) (G-),
Proteus vulgaris (ATCC 8427) (G—) ve Enterobacter faecalis (ATCC 292112) (G+)
bakterileri ile Candida albicans (ATCC 10231) ve Candida tropicalis (ATCC 13803)
mayalar tizerindeki antimikrobiyal aktivitelerini incelemis ve standart antibiyotikler olan
kloramfenikol,  ampisilin  (antibakteriyal) ve  ketokanozol (antifungal) ile
karsilagtirdiklarinda bilesiklerin kullanilan test mikroorganizmalar iizerinde herhangi bir
antimikrobiyal etkisinin olmadigini tespit etmislerdir. Bu sonuglar bu tez caligmasinda
kullanilan bilesiklerin antimikrobiyal etkisinin daha yiiksek oldugunu gdstermektedir. 8a,
9a, 11a ve 12a bilesiklerini plazmit DNA ile 24 saat boyunca inkiibasyona birakmis ve
inkiibasyon sonrasinda agaroz jel elektroforezinde vyiiriitiildiikten sonra olusan DNA
bantlarin1 incelediklerinde 11a ve 12a bilesiklerinin DNA’nin hareketini etkiledigini ve
DNA’y1 kestigini belirlemiglerdir. Bilesikler ile muamele edilmis plazmit DNA BamHI ve
HindIII restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesilmek istenildiginde bu tez ¢alismasinda
kullanilan bilesiklerin aksine enzimlerin DNA’y1 kesemedigini gormiisler ve test edilen
tetramorfolin fosfazenlerin plazmit DNA’da konformasyonal degisime sebep oldugunu

soylemislerdir [7].

Asmafiliz ve digerleri (2013b) tetrakloro mono (1 ve 2) ve bisferrosenilspirosiklotri
fosfazenler (3-5) ile 1,4-dioksa- 8-azaspiro[4,5]dekanin (DASD) reaksiyonu sonucunda
mono- (la-5a), gem- (1b-5b), tri- (1c-4c) ve tetra-DASD-substitiie (1d-5d)
ferrosenilsiklotrifosfazen bilesiklerini elde etmisler ve bu bilesiklerin antimikrobiyal,
sitotoksik etkileri ve DNA ile etkilesimlerini incelemislerdir. Bilesiklerin antimikrobiyal
aktivitesine bakildiginda 3a-5a 3¢ bilesiklerinin B. subtilis ATCC 6633 (G+) ve S. aureus
ATCC 25923 (G+) bakterilerine zayif antibakteriyal etki gosterirken 3a ve 4a bilesiklerinin
B. cereus NRRL-B-3 711 (G+) bakterisine orta derecede antimikrobiyal etki gosterdigini
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belirlemiglerdir. Bu tez calismasinda kullanilan bilesikler de ayni mikroorganizmalar
tizerinde etki gostermistir. 3a—5a, 2b, 4b, 3c, 4c ve 1d-5d bilesiklerinin plazmit DNA ile
etkilesimleri incelendiginde bu bilesiklerin DNA’da konformasyonal degisimlere sebep
oldugu ve restriksiyon analizlerine bakildiginda fosfazen tiirevlerinin DNA’ya A/A
niikleotitlerinden baglandigini tespit etmislerdir. 2b, 1d, 2d ve 4d bilesiklerinin HelLa
servikal kanser hiicre hatt1 lizerindeki etkisini standart antikanser ajanlar olan sisplatin ve
paklitaksel ile karsilastirarak incelemisler ve bilesik 4d’nin sisplatin ve paklitakselden daha

gliclii antiproliferatif etkiye sahip oldugunu belirlemislerdir [25].

Akbas ve digerleri (2013) 4-florobenzaldehid ile N-alkildiaminlerin kondensasyon
reaksiyonu sonucunda baslangi¢ Schiff bazlarini sentezlemisler daha sonra bu bilesiklerin
NaBHjs ile rediiksiyonuyla N-alkil-N’-mono(4florobenzil)diaminleri elde etmislerdir. (4-6).
N3P3Cle ile N-alkil-N’-mono(4-florobenzil)diaminlerin klorid yer degistirme reaksiyonlari
sonucunda mono(4-florobenzil)spirosiklotrifosfazen (7-9) bilesiklerini; pirolidin, piperidin
ve 1,4-dioksa-8-azaspiro[4,5] dekan (DASD) ile kismi substitiie
tetraklorospirosiklotrifosfazenlerin (4-6) klorid yer degistirme reaksiyonlar: sonucunda tam
substitiie tetrapirolidin  (10a-12a), tetrapiperidin (10b-12b) ve tetra-1,4-dioksa-8-
azaspiro[4,5]dekafosfazen (10d-12d) bilesiklerini sentezlemisler ve
tetramorfolinofosfazenleri  (10c-12c¢) kaynayan toliien igerisinde hazirlamiglardir.
Sentezledikleri fosfazen bilesiklerinin antimikrobiyal, sitotoksik etkileri ve DNA ile
etkilesimlerini incelemislerdir. Bilesiklerin HeLa servikal kanser hiicre hatti iizerindeki
sitotoksik aktivitesini incelemek i¢in hiicreleri 5-50 pg/ml arasinda degisen
konsantrasyonlardaki bilesikler ile 24 saat siire ile muamele etmisler ve bu siire sonundaki
hiicre canliligin1 antikanser ajanlar olan sisplatin ve paklitaksel ile karsilastirmiglardir. 12a
bilesiginin hiicre canliligini yaklagik %50 azalttigini; 11a bilesiginin de benzer bir etki
gosterdigini; 12b bilesiginin daha yiliksek konsantrasyonlarda canliligi %50 kadar azalttigini
tespit etmisler ve 11a, 12a ve 12b maddelerinin HeLa hiicre hattinda oldukca 1yi bir aktivite
gosterdigini soylemislerdir. 12d ve 12c bilesiklerinin %49 ve %58 oraninda hiicre canliligini
azaltirken 10c, 11c, 10d ve 11d bilesiklerinin 6nemli bir inhibisyon etkisinin olmadigint;
ayrica bazi bilesiklerin diisiik konsantrasyonlarda daha etkili oldugunu belirlemislerdir. 12d
bilesiginin antiproliferatif etkisinin sisplatin ve paklitaksel ile karsilastirildiginda diger
bilesiklere gore daha yiiksek oldugunu; 12¢ ve 12d maddelerinin diisiik konsantrasyonlarda
(5-10 pg/ml) sisplatin kadar etkili oldugunu ve 12¢ bilesiginin sitotoksik aktivitesi en yiiksek
bilesik oldugunu tespit etmislerdir. Sitotoksik etkileri birbirinden farkli olan 12¢, 12d ve 10d
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bilesiklerinin gosterdigi etki 96 saat boyunca gézlemlenmis ve 12c bilesiginin ilk 48 saat ve
sonra 72 saatte canli hiicre sayisini azalttigini; 12d bilesiginin en sitotoksik bilesik oldugunu
ve 12d ve 10d bilesiklerinin 48 saat sonra HelLa hiicrelerindeki hiicre proliferasyonunu
azalttigini belirlemislerdir. HeLa hiicreleri 12¢, 12d ve 10d bilesikleri ile 24, 48 ve 72 saat
slire boyunca muamele edildikten sonra hiicre canlilig1 ve apoptotik karakteristiklerini tespit
etmek i¢in hiicreleri PI, DiOCs ve DAPI boyalar1 ile boyamislar ve hiicrelerdeki morfolojik
degisiklikleri gozlemlemislerdir. Bilesik muamelesinden sonra olusan hiicre 6liimiinii tespit
etmek icin kullanilan PI boyama sonucunda 12c, 12d ve 10d bilesiklerine maruz kalan
hiicrelerde anlamli bir PI pozitif hiicreye rastlamamislardir. HeLa hiicrelerindeki
mitokondriyal membran potansiyeli kaybin1 gésteren DiOCe boyama islemine tabi tutulmus
hiicreler incelendiginde 12c bilesiginin mitokondriyal membran potansiyelini azalttigini;
10d ve 12d bilesiklerinin HeLa hiicrelerine kars1 daha az etkili oldugunu tespit etmislerdir.
DAPI boyama sonucunda ise hiicrelerin 10d ve 12d bilesiklerine daha uzun siire maruz
kaldiginda potansiyel apoptotik etkilerinin olustugunu gérmiislerdir. 7-9, 10a-12a, 10b-12b,
10c-12c, 10d, 11d ve 12d bilesiklerinin Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922, Bacillus subtilis ATCC 6633,
Bacillus cereus NRRLB-3711, Enterococcus faecalis ATCC 292112 bakterileri ve Candida
albicans ATCC 10231 ve Candida tropicalis ATCC 13803 mayalarina karsi olan
antimikrobiyal aktivitesini agar kuyu difiizyon yontemiyle incelemisler ve elde ettikleri
verileri standart antibiyotikler olan ampisilin, kloramfenikol ve ketokanozol ile
karsilagtirmiglardir. 10a-12a, 10b, 11b ve 12b bilesiklerinin c¢alistiklar1  bazi
mikroorganizmalara kars1 zayiftan orta dereceye kadar antimikrobiyal aktivite gosterdigini;
10a ve 11a bilesiklerinin B. subtilis bakterisine kars1 olduk¢a zayif bir etki gosterdigini; 12a
bilesiginin B. cereus ve B. subtilis bakterine kars1 etkili oldugunu; 10b, 11b ve 12b
bilesiklerinin C. tropicalis ve C. albicans maya suslarina kars1 iyi aktivite gosterdigini tespit
etmisler ve bu etkinin bu bilesiklerin yapisinda bulunan tetrapiperidin grubundan
kaynaklanabilecegini sdylemislerdir. Bu tez g¢alismasinda kullanilan bilesikler de ayni
mikroorganizmalar iizerinde antimikrobiyal etki gostermistir. 7-9, 10a-12a, 10b-12b, 10c-
12¢, 10d, 11d ve 12d bilesiklerinin plazmit DNA ile etkilesimlerini incelediklerinde 10a, 11a
ve 12a bilesiklerinin benzer etki gdsterdigini ve madde konsantrasyonu azaldik¢a form I
DNA’nin hareketliliginde az miktarda artis oldugunu goézlemlemislerdir. Tam substitiie
fozfazenlerin (10b-12d) elektroforetogramlarinda ¢ift zincir kesiminin gostergesi olan form
I’den kiigiikk birkag bant daha belirlemislerdir. Bilesik 7 ve 9’un yliksek

konsantrasyonlarinda DNA hasarindan kaynaklandigi diisiiniilen form I ve II bantlarinin net



113

olarak goriilememesi durumunu tespit etmisler; ayrica bilesik 8’in form I’in hareketliliginde
azalmaya sebep oldugunu belirlemislerdir. 7-9, 10a-12a, 10b-12b, 10c-12c, 10d, 11d ve 12d
bilesikleri ile muamele edilmis pBR322 plazmit DNA BamHI ve Hindlll enzimleri ile
kesilerek bilesiklerin DNA’ya baglanma bolgeleri belirlenmek istenildiginde 10a-12a, 10b-
12b, 10d-12d, 9 ve 10c-12c bilesiklerinin bu g¢aligmada kullanilan bilesiklerin aksine
DNA’ya G/G ve A/A niikleotitlerinden baglandigini; bilesik 7°nin DNA’ya baglanmadigin;
bilesik 8’in ise sadece A/A niikleotitlerinden baglandigini tespit etmislerdir [26].

Elmas ve digerleri (2012) oktaklorosiklotetrafosfazenler (N4P4Clg) ile N2O2 verici-tip
aminopodandin (1a, 1b, 1g ve 1h) reaksiyonu sonucu spiro-ansa-spiro (sas) (2a, 2b, 2g ve
2h) ve ansa-spiro-ansa (asa) (3a ve 3b) fosfazenler olarak isimlendirilen iki tip bilesik elde
etmisler; kismi substitlie sas fosfazenlerin (2a ve 2b) tetrahidrofuran ig¢indeki pirolidin ve
morfolin ile reaksiyonuyla tetrapirolidino (2¢ ve 2d) ve morfolino (2e ve 2f) tiirevlerini; asa
fosfazenler (3a ve 3b) ile icindeki pirolidin ve morfolin ile reaksiyonuyla ise gem-2-trans-6-
dikloropirolidinofosfazenler (3c ve 3d) ve -morfolinofosfazenleri (3e ve 3f) sentezlemisler
ve bu bilesiklerin antimikrobiyal aktiviteleri ve DNA ile etkilesimlerini incelemislerdir.
Yapilan antimikrobiyal aktivite calismasi sonucunda tetrapirolidinosiklotetrafosfazen
tirevlerinin (2c ve 2d) Gram pozitif bakterilere karsi zayif antimikrobiyal aktivite
gosterdigini; rasemik gem-2-trans-6-dikloropirolidinosiklotetrafosfazen tiirevlerinin (3¢ ve
3d) yalmiz Candida tropicalis’e karsi orta derecede antifungal etki gosterdigini tespit
etmislerdir. Baslangig bilesigi (N4P4Clsg), pirolidin, morfolin, 1a, 1b, 1g ve 1h bilesiklerinin
de aymi mikroorganizmalara olan etkisine bakildiginda morfolin ve N4P4Clg’in
Pseudomonas aeroginosa’ya; 1b ve NsP4Clg’in Bacillus cereus’a; 1b’nin Escherichia
coli’'ye; 1h’nin Staphylococcus aureus’a; 1g’nin Bacillus subtilis’e kars:1 etkili oldugunu
ancak bu calismada kullanilan bilesiklerin aksine higbirinin antifungal etkiye sahip
olmadigin1 gérmiiglerdir. Baslangig bilesigi (N4P4Cls), pirolidin, morfolin, 1a, 1b, 1g, 1h ve
siklotetrafosfazen tiirevleri 2a—2f ve 3a—3f ile pBR322 plazmit DNA’nin etkilesimini
incelediklerinde N4P4Clg haricinde 1a, 1b, 1g ve 1h bilesiklerinin plazmit DNA {izerinde bir
etkisinin olmadigini; 2e, 3¢ ve 3e bilesiklerinin ise DNA’y1 kesme yeteneginin oldugunu;
restriksiyon analizi sonucuna gore 2b ve 2d haricindeki 2a-2f ve 3a-3f bilesiklerinin DNA’ya

GG bolgesinden baglandigini tespit etmislerdir [6].

Cil ve digerleri (2012) 2,2-dikloro-4,4,6,6-bis[spiro(2",2""-dioksi-1"-1""-
bifenilil)]siklotrifosfazen (2) ile 2-hidroksibenzaldehidin reaksiyonu sonucu 2,2-bis(2-
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formilfenoksi)-4,4,6,6-bis[spiro(2,2""-dioksi-1"-1""-bifenilil)] siklotrifosfazen (3) bilesigini
elde etmisler; 3 bilesiginin 4-metoksibenzilamin, 2-klorobenzilamin, 4-klorobenzilamin, 2-
naftiletilamin, 2-aminofenol, 4-aminofenol, 4-aminobenzonitril, bifenil-2-amin, 2-amino-4-
klorofenol ve pirimidin-2-amin gibi aminlerle reaksiyonu sonucunda Schiff bazlar1 igeren
spirosiklofosfazenleri sentezlemisler ve bu fosfazen bilesiklerinin antimikrobiyal aktivitesi
ile antikonviilsan, merkezi sinir sistemi (MSS) baskilayici, sedatif-hipnotik aktivitesini
incelemislerdir. Bilesiklerin Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Klebsiella
pneumoniae CIP 53153, Escherichia coli ATCC 25922 ve Staphylococcus aureus ATCC
25923 bakterileri tlizerindeki antimikrobiyal etkisine bakildiginda 6, 7 ve 11 bilesiklerinin
sirastyla 120, 250 ve 120 pg/ml MIK degeri ile E. coli ATCC 25922 bakterisine hafif
derecede; 6 ve 7 bilesiklerinin S. aureus ATCC 25923 bakterisine 60 ve 90 pg/ml MIK
degeri ile orta derecede; 10 bilesiginin 15 pg/ml MIK degeri ile P. aeruginosa ATCC 27853,
E. coli ATCC 25922 ve S. aureus ATCC 25923 bakterilerine karsi yiiksek derecede
antimikrobiyal aktivite gosterdigini belirlemislerdir. En yiiksek antimikrobiyal etkiyi 12
bilesiginin standart antibiyotikler olan siprofloksasin (MiK 3,75 pg/mL) ve gatifloksasinden
(MIK 1,875 mg/mL) bile daha diisiik bir MIK degeri ile (0,9375 mg/mL) S. aureus ATCC
25923 bakterisine kars1 gosterdigini belirlemislerdir. Ayrica bilesiklerin sedatif-hipnotik ve
merkezi sinir sistemi (MSS) baskilayict etkisinin antikonviilsan etkisinden daha yiiksek

oldugunu tespit etmislerdir [15].

Okumus ve digerleri (2011) N3P3Cls bilesiginin klorid yer degistirme reaksiyonu yoluyla
spirosiklik mono (1a ve 2a) ve bis(4-florobenzil) monospirosiklofosfazenleri (3a-5a); la-
5a’nin pirolidin, morfolin ve 1,4-dioksa-8-azaspiro[4,5]dekan (DASD) ile reaksiyonu
sonucunda tam substitiie mono(4-florobenzil) (1b—2d) ve bis(4-florobenzil) (4b,4d-5d)
monospirosiklofosfazenleri; kaynayan THF i¢indeki morfolin ve DASD ile reaksiyonu
sonucunda ise monoklorobis(4-florobenzil) monospirosiklofosfazenler 4e ve 4fyi
sentezlemigler ve bu fosfazen tilirevlerinin antimikrobiyal aktiviteleri ve DNA ile
etkilesimlerini incelemislerdir. 1b ve 4b bilesiklerinin gram pozitif bakteriler iizerinde
antimikrobiyal etkisinin oldugunu; 4b bilesiginin ayn1 zamanda Candida albicans ve
Candida tropicalis iizerinde giiclii bir antifungal etkiye sahip oldugunu tespit etmislerdir. Bu
sonuglar bu tez kapsaminda c¢alisilan maddelerin antimikrobiyal etkisi ile paralellik
gostermektedir. Bilesiklerin plazmit DNA ile olan etkilesimlerini incelediklerinde
bilesiklerin plazmit DNA hareketi ve seklini degistirmede oldukga etkili oldugunu; 4a, 5a,
2a, 3a, 4e ve 4f bilesiklerinin DNA’y1 diger bilesiklere gore daha yiiksek oranda kestigini
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belirlemigler ve restriksiyon analizi sonucunda bilesiklerin bu g¢alismadaki maddelerin

aksine DNA’ya A/A niikleotitlerinden baglandigini gozlemlemislerdir [142].

Isiklan ve digerleri (2010) hekzaklorosiklotrifosfazatrien (N3P3Cle) ile N/O-verici-tip N-
alkil (veya aril)-o-hidroksibenzilaminlerin (1a-1e) reaksiyonu sonucu mono- (2a-2e), di-
(3a-3d), and tri- (4a ve 4b) spirosiklik fosfazenleri; kismi substitiie fosfazenlerin (2a-2d)
pirolidin ile reaksiyonuyla tetrapirolidino monospirosiklik fosfazenleri (2f-2i); trans-
dispirofosfazenler ile pirolidin ve sodyum (3-amino-1-propanoksid) ile reaksiyonuyla
dispirodipirolidinofosfazenler (3e-3h) ve trispirofosfazenleri (3i-3k) sentezlemisler ve bu
bilesiklerin antimikrobiyal aktivitesi ve DNA ile etkilesimini incelemislerdir. Bilesiklerin
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853),
Escherichia coli (ATCC 35218), E. coli (ATCC 25922), Bacillus subtilis (ATCC 29213), B.
cereus (NRLLB-3008), Proteus vulgaris (ATCC 8427) ve Enterobacter fecalis (ATCC
292112) bakterileri ve Candida albicans ve C. tropicalis mayalari tizerindeki antimikrobiyal
aktivitelerini incelediklerinde 2h bilesiginin 9,76 mM MIK degeri ile en yiiksek inhibisyon
etkisine sahip oldugunu; 2f-2i, 3e, 3h ve 3k bilesiklerinin S. aureus iizerinde; 2g ve 2h
bilesiklerinin P. aeroginosa; 2h ve 3k bilesiklerinin P. vulgaris; 2h, 2i ve 3g bilesiklerinin
E. coli ATCC 35218; 2g, 2h, 2i, 3h ve 3i bilesiklerinin E. coli ATCC 25922; 2f-2i ve 3k
bilesiklerinin E. fecalis; diger bilesiklerin B. subtilis ve B. cereus iizerinde; 2f, 2g ve 2g
bilesiklerinin C. albicans ve C. tropicalis iizerinde etkili oldugunu belirlemisler ve
pirolidino-substitic N/O spirosiklikfosfazenlerin (2f-2i, 3e-3i ve 3k) mono- ve
bisferroseniltetrapirolidinofosfazenlere gore daha etkili oldugunu sdylemislerdir. 5000 ile
156 uM arasinda degisen konsantrasyonlardaki 2f-2i, 3e-3i ve 3k bilesiklerinin plazmit DNA
ile olan etkilesimlerini incelediklerinde bilesiklerin konsantrasyonu azaldik¢ca form I
DNA’nin hareketinde azalma oldugunu; bilesikler ile muamele edilmis plazmit DNA’nin
BamHI ve HindIll enzimleri ile restriksiyon analizi yapildiginda 2g haricindeki tiim
bilesiklerin DNA’y1 kesimden korudugunu ve dolayisiyla bu tez ¢calismasindaki maddelerin
aksine DNA’ya enzim kesim bolgelerinden baglandigini tespit etmislerdir [143].

Iiter ve digerleri (2010) hekzaklorosiklotrifosfazatrien (N3PsClg) ile N-alkil-N-
ferrosenilmetiletilen diaminler ve sodyum [3-(N-ferrosenilmetilamino)-1-propanoksid] (3)
ile reaksiyonu sonucunda spirosiklik monoferrosenil tetraklorofosfazenleri (1la—3a); 1a-3a
bilesiklerinin pirolidin ile reaksiyonuyla tetrapirolidinofosfazenleri (1b—3b); la bilesiginin

morfolin ile reaksiyonuyla geminal-morfolino fosfazen (1c); 2a ve 3a bilesiklerinin morfolin
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ile reaksiyonuyla dietilaminotrimorfolino (2¢) ve tam substitiie morfolino (3¢) bilesiklerini
sentezlemigler ve bu bilesiklerin antimikrobiyal, antitiiberkiiloz aktivitesi ve DNA ile
etkilesimini incelemislerdir. Bilesiklerin ~ Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922, Bacillus subtilis
ATCC 6633, Bacillus cereus NRRL-B-3711, Enterobacter fecalis ATCC 292112, Candida
albicans ATCC 10231 ve Candida tropicalis ATCC 13803 mikroorganizmalar1 tizerindeki
antimikrobiyal aktivitesine bakildiginda tiim test bakterileri i¢inde fosfazen bilesiklerine
kars1 en duyarli olanlarin S. aureus, P. aeruginosa, B. subtilis ve B. cereus oldugunu; 1b
bilesiginin E. fecalis, S. aureus ve B. subtilis; 2b bilesiginin S. aureus, C. albicans ve C.
tropicalis; 3c bilesiginin E. coli ve P. aeruginosa iizerinde etkili iken 3b bilesiginin test
mikroorganizmalarinin ¢ogunda en yiiksek etki gosteren bilesik oldugunu tespit etmislerdir.
10 000 ile 625 uM arasinda degisen konsantrasyonlardaki 1b, 2b, 3b ve 3c bilesiklerinin
Mycobacterium tuberculosis H37Rv referans susu ve c¢oklu ilag direngli klinik M.
tuberculosis izolati {izerindeki antitiiberkiiloz aktivitesine baktiklarinda referans susun 1b,
3b ve 3c bilesiklerinin yiliksek konsantrasyonlarma; 2b bilesiginin ise tiim
konsantrasyonlarina kars1 duyarli oldugunu; 1b ve 2b bilesiklerinin 10 000 ve 5 000 uM
konsantrasyonlarinda 6 farkli ¢oklu ilag direngli klinik M. tuberculosis izolatina kars1 etkili
oldugunu belirlemislerdir. 1b, 2b, 3b ve 3c bilesiklerinin pUC18 plazmit DNA ile olan
etkilesimini incelediklerinde bilesiklerin DNA’y1 kesme aktivitesinin oldugunu ve palzmit
DNA’nin hareketi tizerinde degisiklige sebep oldugunu; 3b bilesiginin ise form I ve | DNA
iizerinde diger bilesiklere gore daha giiclii etki gosterdigini belirlemisler; restriksiyon
analizine bakildiginda fosfazen tiirevlerinin bu tez c¢alismasindaki bilesiklerin aksine

DNA’ya G/G niikleotitlerinden baglandigini tespit etmislerdir [123].

Manzu ve digerleri (2009) hekzaklorosiklotrifosfazen (N3P3Cls) ile N,O-aminoetanolun
(C2H7No) aminolizisi yoluyla organo-substitiie siklotrifosfazen L’yi sentezlemisler; ligand
L ve Cr(Ill), Fe(lll), Cu(ll), Mn(Il) tuzlarindan [CrL2(OH2)3(ClO4)](ClOs). 1,
[FeL2(OH2)4](ClO4)3 2, [CuL2(OH2)2](ClO4)2 3, [MnL2(0OH2)2](ClO4). 4 bilesiklerini elde
etmigler ve sentezlenen bu bilesiklerin Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa
ser. VI, Escherichia coli ve Proteus mirabilis bakterileri ile Candida albicans mayasi
iizerindeki antimikrobiyal aktivitesini incelemislerdir. Sonu¢ olarak ligand L’nin
Pseudomonas aeruginosa ve Escherichia coli bakterilerine orta derecede; Staphylococcus
aureus bakterisine diisiik etki gosterdigini; higbir bilesigin Proteus mirabilis tizerinde etkili

olmadigint; [MnL2(OH2)2](ClOs)2 bilesiginin kullanilan test bakterileri iizerinde bir
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inhibisyon etkisinin olmadigini; [FeL2(OH2)4](ClOa4)3 bilesiginin Pseudomonas aeruginosa
ser. VI {izerinde kayda deger bir etkisinin oldugunu; sadece [CrL2(OH2)3(ClO4)](ClO4)2 ve
[CuL2(OH2)2](ClOs)2 bilesiklerinin antifungal aktiviteye sahip oldugunu belirlemislerdir
[144].

Asmafiliz ve digerleri (2009) hekzaklorosiklotrifosfazatrien (N3P3Cls) ile mono- (1 ve 2) ve
bisferrosenildiaminlerin  (3-5) reaksiyonuyla mono- (6 ve 7) ve spirosiklik
bisferrosenilfosfazenleri (8-10) elde etmisler; kismi substitiic fozfazenlerin (6-10) pirolidin
ve NH2(CH>)3ONa ile reaksiyonu sonucunda tam substitiie fosfazenleri (11-15 ve 18-21)
bilesiklerini sentezlemisler ve elde ettikleri tam substitiic fosfazen bilesiklerinin
antimikrobiyal ve antitiiberkiiloz aktivitesi ile DNA ile etkilesimini incelemislerdir. 11, 12,
14 ve 15 bilesiklerinin Mycobacterium tuberculosis H37Rv referans susu tizerindeki
antitliberkiiloz aktivitesini incelemisler ve M. tuberculosis susunun tiim bilesiklerin degisen
konsantrasyonlarina (10 000-1 000 uM) karst duyarli oldugunu belirlemiglerdir. 11-15
bilesiklerinin antimikrobiyal aktivitesine bakildiginda tiim bilesiklerin Bacillus cereus
tizerinde etkili oldugunu; ayrica 11 bilesiginin Candida albicans iizerinde giiclii bir
antifungal etkisinin oldugunu tespit etmislerdir. 11-15 bilesiklerinin plazmit DNA ile olan
etkilesimi incelendiginde tiim bilesiklerin plazmit DNA’nin hareketi iizerinde degisiklige
yol agtigini; 12 bilesiginin form II plazmit DNA iizerinde daha gii¢lii bir etki gosterdigini ve
13 bilesiginin diger maddelere gore farkli bir etki gosterdigini belirlemislerdir [5].

Yildiz ve digerleri (2007) 2,4,4,6,6-pentakloro-2-(4-florofenilamino)-1,3,5,21° 4A°,6)°-
triazatrifosfinin () 2,4,4,6,6-pentakloro-2-(4-klorofenilamino)-1,3,5,2A°,4)°,6)°-
triazatrifosfinin (I1) ve poli[bis(4-florofenilamino)fosfazen] (IV) bilesiklerini sentezlemisler
ve bu bilesiklerin antimikrobiyal aktivitesini incelemislerdir. Bilesiklerin antimikrobiyal
aktivitesine bakildiginda bu tez calismasindaki bilesiklerin etkisine benzer sekilde Gram
pozitif bakteriler {izerine olan etkinin Gram negatif bakterilere olan etkiden daha yiiksek
oldugunu; polimer IV’iin tiim test bakterilerine karsi en yiliksek etkiyi gosterdigini;
bilesiklerin S. aureus’a karsi1 standart antibiyotikler olan ofloksasin ve tetrasiklinden daha
etkili oldugunu; I ve IV bilesiklerinin aside dayanikli Mycobacterium smegmatis bakterisine
sefotaksimden daha etkili oldugunu; ayrica Bacillus cereus ve Escherichia coli bakterilerine
kars1 yliksek etki gosterdigini tespit etmislerdir. Antifungal etkiye bakildiginda ise polimer
IV’in ticari antifungal ajanlar olan nistatin, ketokonazol ve klotrimazolden Candida

albicans ve Kluyveromyces fragilis iizerinde daha etkili oldugunu belirlemislerdir [56].
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Yilmaz ve digerleri (2002) N-difenilfosforil-P-trifenilmonofosfazen-1l ve N-di(o-
tolil)fosforil-P-tri(o-tolil)monofosfazen-I11  bilesiklerinin 250, 500 ve 1000 pg
konsantrasyonlarda Listeria monocytogenes SCOTT A, Bacillus megaterum DSM 32,
Escherichia coli ATCC 25922, Enterobacter aeroginase CCM 2531, Bacillus brevis FMC
3, Micrococcus luteus, Pseudomonos vulgaris ve Staphylococcus aureus COVAN 1
bakterileri ile Saccharomyces cerevisiae FMC 16 ve Candida albicans FMC 17 mayalar1
tizerindeki antimikrobiyal aktivitesini incelemislerdir. Sonug¢ olarak N-difenilfosforil-P-
trifenilmonofosfazen-II bilesiginin ¢alismada kullanilan tiim bakteri ve maya suslarina etki
gostermesine ragmen N-di(o-tolil)fosforil-P-tri(o-tolil)monofosfazen-III bilesiginin yalniz
bazt  mikroorganizmalara etki  goOsterdigini;  trifenilmonofosfazen-II  bilesiginin
konsantrasyonu arttik¢a antimikrobiyal etkisinin de arttigini ancak tri(o-tolil)monofosfazen-
III bilesiginde boyle bir durum olmadigini; ayrica 250 pg dozdaki tri(o-tolil)monofosfazen-
III bilesiginin mikroorganizmalar iizerinde herhangi bir etki olusturmadigini tespit

etmislerdir [145].

Oztiirk ve digerleri (2000) 1,1-diklorofosfonil-2,2,2-triklorofosfazen (SM), 1,1-bis(2-
isoproploksietoksi) fosfonil-2,2,2-tris(2-isoproploksi) fosfazen (IPEMPHOS) ve 1,1-
bis(alliloksi) fosfonil-2,2,2-tris(alliloksi) fosfazen (AMPHOS) bilesiklerini sentezlemisler
ve bu bilesiklerin Listeria monocytogenes SCOTT A, Bacillus megaterium DSM 21,
Escherichia coli ATCC 14811, Enterobacter aeroginase CCM 1420, Bacillus brevis FMC
2, Micrococcus luteus, Pseudomonas vulgaris ve Staphylococcus aureus COWAN 1
bakterileri ile Saccharomyces cerevisiae FMC 05 ve Candida albicans FMC 06 mayalari
iizerindeki antimikrobiyal etkilerini incelemislerdir. Sonug¢ olarak klorin atomlar1 igeren
baslangi¢ materyalinin (SM) bakteri ve maya susglar1 lizerinde etkili oldugunu; ipemphos
bilesiginin ancak 1000 ve 1500 pg arasinda kullanildiginda etkili oldugunu; amphos
bilesiginin mayalar iizerinde etkili olmadigin1 ancak bakteriler iizerinde 600 ile 1500 pg

arasinda kullanildiginda etkili oldugunu belirlemislerdir [146].

Barboiu ve digerleri (1996) 1,3,5-tris-(8-hidroksikinolin)-triklorosiklotrifosfazatrien i¢eren
Co(II), Cu(Il) ve Ni(IT) komplekslerini sentezlemisler ve bu bilesiklerin Aspergillus niger,
A. flavum ve Candida albicans funguslarina kars1 olan fungitoksik etkisini incelemisler ve
sonugta tiim bilesiklerin Aspergillus tiirlerine kars1 ¢ok zayif etki gosterdigini; C. albicans’a

kars1 ise herhangi bir antifungal etkisinin olmadigini belirlemislerdir [147].
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Tiim diinya lizerinde 6zellikle az gelismis ve gelismekte olan {ilkeler i¢in 6nemli bir saglik
problemi olan enfeksiyon hastaliklarinin tedavisi i¢in kullanilan antimikrobiyal ilaglar
patojen mikroorganizmalarin gelistirdikleri diren¢ sebebiyle artik yetersiz kalmaktadir.
Uzun zamandir bilim adamlar1 yeni antimikrobiyal ajanlarin kesfi i¢cin yogun caligmalar
strdiirmektedir. Bu kesif silirecinde arastirmacilar fosfazen tiirevlerinin patojen
mikroorganizmalar {izerinde antimikrobiyal aktivite goOsterdigini tespit etmis Ve
sentezledikleri yeni fosfazen tiirevlerini bu yénden de incelemeye almislardir. Bu bilgiden
yola ¢ikilarak bu tez kapsaminda yapilan ¢alismada pirolidin, morfolin ve 1,4-dioksa-8-
azaspiro[4,5]dekan siibstitlientleri tagiyan 9 farkl tetramerik fosfazen bilesiginin patojen 9
bakteri ve 3 maya susu lizerindeki antimikrobiyal aktivitesi incelenmistir. Bilesiklerin
mayalar iizerine bakterilere gore daha etkili oldugu tespit edilmistir. Antimikrobiyal
aktivitesi bulunan tiim bilesiklerin bu etkiyi ¢ok diisiik konsantrasyonlarda gosterdikleri
belirlenmigtir.  Ayrica  pirolidin, morfolin ve 1,4-dioksa-8-azaspiro[4,5]dekan
stibstitiientlerin bulunmasina gore tetramerik fosfazen halkalarinin etkinliginin ¢ok degistigi
bulunmugtur. Pirolidin siibstitiienti tasiyan bilesiklerin diger bilesiklere gore yiiksek
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir. Daha once degisik fosfazen
bilesikleri ile yapilan ¢alismalarda da fosfazenlerin ¢esitli mikroorganizmalar lizerinde etkili
oldugu belirtilmistir [5-7, 15, 26, 41, 56, 143, 145, 148]. Ancak tetramerik fosfazen
bilesikleri ile ilgili yapilan ¢ok fazla ¢alisma bulunmamaktadir. Bu tez c¢alismasinda
kullanilan bilesiklerin patojen Candida tiirleri iizerinde yiiksek antimikrobiyal aktivite
gostermesi ozellikle bagisiklik sistemi baskilanmis olan hastalarda enfeksiyon etkeni olarak
gorlilen bu mikroorganizmalarin yaratmis oldugu enfeksiyonlar i¢in iyi bir antimikrobiyal
ajan potansiyeli olusturdugunu gostermektedir. Bu calismada elde edilen veriler mevcut
bilgiyi desteklemekle birlikte daha 6nce bu bilesiklerle yapilan bir antimikrobiyal aktivite

calismas1 bulunmamaktadir.

Diinya ¢apinda bircok insani etkileyen ve tedavi edilmediginde 6liimciil bir enfeksiyon
hastaligi olan tiiberkiilozun ana etkeni Mycobacterium tuberculosis bakterisidir. Bu
mikroorganizma iizerinde etkili olan antibiyotiklere birgok susun diren¢ kazanmis olmasi
tiiberkiiloz ile miicadelede biiyiik bir problem olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu problemi
asabilmek i¢in birgok arastirmaci yeni sentezledikleri kimyasallarin antitiiberkiiloz etkisini
incelemektedir. Cesitli fosfazen tlirevleri lizerinde de benzer ¢alismalar yapilmaktadir. Bu
tez calismasi kapsaminda kullanilan bilesiklerin antitiiberkiiloz aktivitesi incelendiginde M.

tuberculosis bakterisinin 6zellikle pirolidin siibstitiienti tagiyan bilesiklere daha duyarli
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oldugu belirlenmistir. Literatiirde farkli fosfazen tiirevleri lizerinde yapilmis antitiiberkiiloz
aktivite ¢aligmasi bulunmaktadir ve fosfazen tlirevlerinin ¢esidine gore farkli sonuglar elde
edildigi gozlenmistir [5, 8, 23, 123]. Bu ¢alismada kullanilan ferrosenil siklotetrafosfazen
tiirevleri ile herhangi bir antitliberkiiloz aktivite ¢alismasi yapilmamistir. Bu tez calismasi
kapsaminda  kullanilan  bilesiklerden  6zellikle pirolidin  siibstitiie  ferrosenil
siklotetrafosfazen bilesiklerinin yiiksek antitiiberkiiloz aktivite gostermesi bu bilesiklerin

antitiiberkiiloz ajan olabilme potansiyelini ortaya koymustur.

Canli sistemlerde ¢esitli metabolik siiregler ve ¢evresel etmenler sonucunda birgcok serbest
radikal tiirleri olugsmaktadir. Organizma biinyesinde bulunan enzimatik ve enzimatik
olmayan antioksidan savunma sistemleri serbest radikalleri etkisiz hale getirmektedir.
Olusan serbest radikaller ve alinan antioksidanlar belirli bir denge igerisinde olmalidir. Bu
denge reaktif oksijen tiirlerini iceren serbest radikallerin artmasi yoniinde bozulursa serbest
radikaller biyomolekiil yapilarinda hasar olusturmakta ve olusan bu hasar sonucunda
hiicresel fonksiyon kaybi ve hiicre oliimii gergeklesmektedir. Oksidatif stres olarak
isimlendirilen bu siire¢ kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet, Parkinson, Alzehimer,
astim, katarakt, romatoid artrit gibi birgok bir¢ok hastaligin gelismesine sebep olmaktadir.
Sentetik veya dogal antioksidan bilesikler serbest radikallere bir elektron vererek etkisiz hale
getirir ve biyolojik yapilar1 oksidasyondan korur. Bir bilesigin antioksidan kapasitesinin
belirlenmesi igin in vitro ve in vivo birgok farkli yontem kullanilmaktadir. Bu yontemler
icerisinde en sik kullanilan in vitro yontem DPPH yontemidir [149-151]. DPPH molekiilii
yapisindaki nitrojen atomunda bir adet eslenmemis elektron bulunduran bir serbest
radikaldir. Antioksidan ozellik gosteren siipiiriici molekiil DPPH radikaline bir adet
hidrojen atomu vererek DPPH’1in DPPH2’ye doniismesini saglar. Bu olay sonucunda mor
renkli ¢Ozelti sartya doniisiir ve bu renk degisimi 515-517 nm’de absorbans azalmasina
sebep olur. Bu renk degisiminin spektrofotometrik olarak Ol¢iilmesi ile bir bilesigin
antioksidan 6zelligi tespit edilir. DPPH yontemi basit bir yontem olarak goéziikmesine
ragmen yapisindaki nitrojen radikalinden dolayir bir¢ok antioksidan farkli kinetikler ile
reaksiyona girmekte hatta bazen reaksiyon vermeyebilmektedir. Ayrica bu reaksiyonun geri
doniistimlii bir reaksiyon olmasindan dolay1 bir¢ok antioksidanin antioksidan kapasitesinin
diisiik okunmasina sebebiyet vermektedir. Birgok antioksidan ile yapilan karsilastirmali
calisma ile bu durum tartisitlmis ve bu bilgi desteklenmistir [149]. Yapilan ¢alismalarda
DPPH yonteminde 1s1k, oksijen, inkiibasyon siiresi, DPPH konsantrasyonu, kullanilan

¢oziicii ve reaksiyon karisiminin pH’1 gibi reaksiyon kosullarindaki farkliliklarin sonuglarda



121

cesitlilige sebep oldugu tespit edilmistir. Literatiirde fosfazen bilesigine antioksidan
molekiillerin baglanarak yapildigi bazi caligmalar mevcut olmasina ragmen dogrudan
antioksidan yan gruplar i¢eren fosfazen tiirevleri ile yapilan bir antioksidan aktivite ¢alismasi
bulunmamaktadir [152, 153]. Bu tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan fosfazen tiirevlerinin
antioksidan aktivitelerini incelemek icin DPPH yontemi kullanilmistir. Bilesiklerin ¢alisilan
konsantrasyonlarda herhangi bir antioksidan aktiviteye sahip olmadig1 belirlenmistir. Bu
caligmada kullanilan fosfazen bilesiklerinin hepsi ferrosen grubu igermektedir. Ferrosenin
yapisindaki Fe*? atomunun kolay elektron verebilme potansiyeline sahip redoks aktif merkez
olmasindan dolayr bu bilesiklerin yiiksek antioksidan aktiviteye sahip olmasi
beklenilmektedir. Kullanilan konsantrasyonlarda DPPH yontemi ile herhangi bir antioksidan
aktivitenin tespit edilememis olmasi bu yontem i¢in bahsedilen yanlis sonug verebilme veya
kullanilan bilesik konsantrasyonunun diisiik olmasi ihtimalini akla getirmektedir. Bu sebeple
bu tiir bilesiklerin daha yiiksek konsantrasyonlarda farkli antioksidan aktivite tayin

yontemleri kullanilarak antioksidan etkisinin degerlendirilmesi 6nerilmektedir.

Giinlimiizde insanligin en biiyiik saglik sorunu olan kanser hastalig: tiim diinyadaki insanlari
etkileyen ve olduk¢a oliimciil olan bir hastaliktir. Bu hastaligin tedavisi i¢in kullanilan
yontemlerden biri olan kemoterapi sirasinda kullanilan antikanser ilaglar kanser hiicrelerini
oldiirtirken ¢ogu zaman saglikli hiicrelere de hasar vermektedir. Bu yiizden tedavi siireci
hastalar i¢in oldukca yorucu ve sikintili bir hal almaktadir. Segici toksisitesi yiiksek olan
antikanser ilaclarin kesfi i¢in yogun calismalar siirdiiriilmektedir. Fosfazen tiirevlerinin
bir¢ok farkli kanser hatt1 iizerindeki sitotoksik etkisini ortaya koymak i¢in ¢esitli calismalar
yapilmistir. Siwy ve ark. 2006 yilinda yaptiklar1 ¢alismada yeni sentezledikleri 1,3-
(oksitetraetilenoksi)siklotrifosfazen bilesiklerinin insan ve fare kaynakli 4 farkli 16semi
hiicre hattinda antiproliferatif aktivitelerini incelemisler ve bu bilesiklerin biiyiik bir
kisminin antilésemik aktiviteye sahip oldugunu belirtmislerdir [33]. Yine ayni arastirmacilar
2007 yilinda yaptiklar1 ¢alismada ayni grup bilesiklerin A-549 (human non-small cell lung
carcinoma), HCV-29T (human urinary bladder cancer) ve HL-60 (acute promyelocytic
leukemia) hiicre hatlarinda antiproliferatif etkilerinin oldugunu tespit etmislerdir [32].
Yildirim ve ark. 2012 yilinda yaptiklari ¢caligmada sentezledikleri dispirobino ve dispiroansa
spermin tiirevi siklotrifosfazen bilesiklerinin HT-29 (human colon adenocarcinoma) ve
Hep2 (Human epidermoid larynx carcinoma) hiicre hatlarinda sitotoksik aktive
gosterdiklerini belirtmislerdir [31]. Song ve ark. 2005 yilinda yaptiklar1 ¢alismada yeni

sentezledikleri ampifilik poli(organofosfazen) bilesigini bir antitimor platin bilesigi ile
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konjuge ederek ¢esitli kanser hiicre hatlarindaki antitimor aktivitesi karboplatin ve sisplatin
ile karsilagtirarak incelemisler ve polimer konjugatin sisplatine gore daha yiiksek sitotoksik
aktiviteye sahip oldugunu bulmuslardir [154]. Jun ve ark. 2005 yilinda yaptiklar1 arastirmada
nanoboyutlu fosfazen-platin (II) konjugatinin ¢esitli kanser tiirlerindeki antitiimor
aktivitesini in vivo ve in vitro ¢alismalarla gostermislerdir [155]. Akbas ve ark. 2013 yilinda
sentezledikleri kismi ve tam substitiie mono(4-florobenzil)spiro siklotrifosfazen
bilesiklerinin; Asmafiliz ve ark. ise 2013 yilinda sentezledikleri mono ve
bisferrosenilspirosiklotrifosfazen bilesiklerinin HeLa servikal kanser hiicre hatti tizerindeki
sitotoksik aktivitesini incelemislerdir [26, 156]. Basterzi ve ark. 2015 yilinda sentezledikleri
spiro-ansa-spiro- siklotrifosfazen bilesiklerinin; Mutlu ve ark. 2015 yilinda sentezledikleri
iri yan gruplar iceren bisiklotetrafozfazen bilesiklerinin L929 fibroblast ve A549 akciger
kanser hiicre hatt1 lizerindeki sitotoksik, apoptotik ve nekrotik etkilerini gostermislerdir

[157, 158].

Yapilan tiim bu caligmalar ¢esitli fosfazen tlirevlerinin kanser hiicreleri iizerindeki sitotoksik
aktivitelerini ortaya koymakla birlikte tetrafosfazen tiirevleri lizerine yapilmis fazla ¢alisma
bulunmamaktadir. Yapilan bu ¢alisma ferrosenil siklotetrafosfazen tiirevlerinin sitotoksik
aktivitesi ile ilgili ilk ¢alisma Ozelligini tasimaktadir. Calismada kullanilan bilesiklerin
antikanser ajan olma potansiyelleri ortaya ¢ikarilmistir. Bu tez kapsaminda calisilan
maddelerin saglikli fibroblast ve DLD-1 kolon kanser hiicreleri iizerindeki sitotoksik
aktivitesine bakilmis ve etkisi rutinde kullanilan bir antikanser ilag olan sisplatin ile
karsilagtirilmistir. Bilesiklerin konsantrasyona bagli olarak sitotoksik etki gosterdigi
belirlenmistir. Yine pirolidin siibstitiie bilesiklerin digerlerine gére her iki hiicre hattinda da
daha etkili oldugu goze ¢arpmaktadir. 2a haricindeki tiim bilesiklerin fibroblast hiicrelerine
sisplatinden daha az toksik etki gostermesi bu maddelerin antikanser ilag olarak diistiniilmesi
durumunda saglikli hiicrelere bu ilag kadar hasar vermeyecegini gostermektedir. 1a, 2a ve
3¢ bilesiklerinin 6zellikle diisiik dozlarda DLD-1 hiicreleri {izerinde sisplatin kadar etkili

olmasi bu bilesikleri antikanser ajan olma yolunda iy1 birer aday yapmaktadir.

Kanser tedavisinde kullanilan bir¢ok ilacin hedefi DNA oldugu i¢in ilag-DNA etkilesimi
ozellikle antikanser ilag gelistirilmesinde dikkat ¢eken bir nokta olmustur. Bu ¢alismada
kullanilan fosfazen bilesiklerinin plazmit DNA ile olan etkilesimleri incelendiginde tiim
bilesiklerin plazmit DNA’nin konformasyon ve hareketinde farkli miktarda degisikliklere

sebep oldugu goriilmiistiir. Elde edilen veriler 6zellikle pirolidin ve morfolin siibstitiienti
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tastyan fosfazen bilesiklerinin DNA iizerinde etkili olduklarini gostermektedir. 1lc
haricindeki maddelerin etkilesime girdigi DNA’larin hepsinin BamHI enzimi ve tim
maddelerin Hindlll enzimi ile kesilmis olmasi maddelerin bu enzimlerin kesim bolgelerine
baglanmamis olduklarmi gostermektedir. BamHI G/GATCC dizisini taniyan ve bitisik
guanin bolgeleri arasindaki fosfodiester bagini hidroliz eden bir enzimdir. Plazmit DNA
BamHI icin yalniz bir adet baglanma bolgesi igermektedir ve enzim DNA’y1 kestiginde
Form I ve Form II’yi dogrusal Form III haline doniistiirmektedir [159]. Daha 6nce degisik
fosfazen bilesikleri ile yapilan calismalarda da fosfazenlerin DNA ile etkilesimleri
belirlenmis fosfazenlerin degisen oranlarda DNA tizerinde etkili olduklar1 gésterilmistir [5-
7, 26, 143, 148, 156, 160-164]. Ancak tetramerik fosfazen bilesikleri ile ilgili yapilan ¢ok
fazla calisma bulunmamaktadir. Bu ¢alismada elde edilen veriler mevcut bilgiyi
desteklemekle birlikte daha 6nce bu bilesiklerle yapilan bir ¢aligma bulunmamaktadir. Elde
edilen sonuglar bu bilesiklerin sitotoksik etkisini bir¢ok antikanser ilacin da hedefi olan

DNA ile etkilesime girerek gostermis olabilecegini diisiindiirmektedir.

Fosfazen tiirevlerinin biyolojik aktiviteleri iizerine uzun yillardir yapilan ¢aligmalar bu
bilesiklerin antimikrobiyal ve antikanser ajan olma potansiyellerinin oldugunu
diistindiirmektedir. Fosfazenlerin bu biyolojik etkileri fosfazen iskeletine bagli bulunan yan
gruplara gore degiskenlik gostermektedir. Bu tez ¢alismasinda kullanilan ferrosenil
siklotetrafosfazen bilesikleri de farkli oranda antimikrobiyal, antitiiberkiiloz, sitotoksik
aktivite gostermis ve DNA ile etkilesime girmistir. Bilesiklerin sahip oldugu bu biyolojik
aktiviteye yapisinda bulunan ferrosen ile birlikte pirolidin, morfolin ve DASD gruplarinin

sebep oldugu diisiiniilmektedir.

Demir (IT) iyonunun iki siklopentadienil halka arasinda yer aldig: bir bilesik olan ferrosen
1951 yilinda kesfedilmis ve bu yapinin oldukca kararli oldugu belirlenmistir. Bu bilesik i¢in
kullanilan sandvi¢ bilesigi terimi tiim diinyada kabul edilmis ve bu kesif modern
organometalik kimya i¢in baslangic noktasi olmustur. Ferrosenil grubunun sivi ve aerobik
ortamdaki kararliligi, ¢ok ¢esitli tiirevlerinin hazirlanabilmesi ve olumlu elektrokimyasal
ozellikleri ferrosen ve tiirevlerini biyolojik uygulamalar i¢in oldukca popiiler bir molekiil
haline getirmistir [165]. Bu ¢alismada kullanilan tiim bilesiklerde birer adet ferrosenil grubu
bulunmaktadir. Bilesiklerin antimikrobiyal, antitiiberkiiloz, sitotoksik aktiviteleri ve DNA
iizerindeki etkilerine ferrosen grubunun giiclii elektrokimyasal 6zelliginin sebep olabilecegi

diistiniilmektedir.
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Bu tez ¢aligmasi kapsaminda kullanilan bilesikler dort adet tekrarlayan P=N birimi tagiyan
halkasal bilesiklerdir (siklotetrafosfazen). Bilesigin yapisinda bulunan fosfor atomlarindan
biri tiim bilesiklerde ferrosen grubu i¢ermektedir. Diger fosfor atomlarinin her birine ikiser
adet pirolidin (1a-3a igin); morfolin (1b-3b igin) ve DASD (1c-3c i¢in) baghdir. Bilesikler
biyolojik aktivitelerini ¢ogunlukla fosfor atomlarina bagli bu yan gruplar sayesinde

gerceklestirmektedir.

Yapilan ¢alismalar neticesinde pirolidin bagl fosfazen tilirevlerinin digerlerine gére daha
etkili oldugu tespit edilmistir. Pirolidin halkas1 morfolin ve DASD’a gore kolay agilan bir
yapiya sahiptir. Pirolidin halkasinin agildigi noktadaki azot atomu negatif yiiklenirken
karbon atomu pozitif yiiklenir ve bir elektrofil olusturur; boylece bir alkilleme ajani olarak
gorev yapar. Ayn1 zamanda biyolojik yapilar ile hidrojen bagi kurarak aktivite gdsterir.
Bilesiklerin antimikrobiyal aktivitesine bakildiginda 6zellikle pirolidin bagli olanlarin maya
suslart lizerinde giiclii antifungal etkiye sahip oldugu tespit edilmistir. Pirolidin bagl
bilesiklerin bu sayede maya hiicre duvarindaki kitinin yapisinda bulunan proteinlerle
etkilesime girerek antifungal etki gostermis olabilecegi diisiiniilmektedir. Kullanilan
bilesikler oldukga biiyiik yapida oldugu ve diizlemsel yapida olmadig1 i¢in bakteri ve maya
hiicre duvarin1 gegerek hiicre i¢indeki yapilarla etkilesime girmis olmasi ¢cok miimkiin
degildir. Ayrica bu bilesiklerin kullanilan mikroorganizmalar igerisinde 6zellikle mayalara
kars1 ylksek antimikrobiyal etki gostermesi bu maddelerin hedef se¢iciliinin de yiliksek
oldugunu gostermektedir. Morfolin ve DASD halkalarinin ise alkilleme ajan1 olabilme gibi
bir 6zellikleri bulunmamaktadir. Bu gruptaki bilesiklerin gostermis olduklari zayif biyolojik
etki morfolin ve DASD gruplarinin hidrojen bag yapabilme o6zelliklerinden

kaynaklanmaktadir.

Yine pirolidin bagh bilesiklerin digerlerinden daha yiiksek antitiiberkiiloz etkiye sahip
olmasi bu bilesiklerdeki ferrosen grubunun redoks aktif merkez olmasinin yanisira pirolidin

halkasinin agilmasi sonucu kazanilan elektrofil olma 6zelliginden kaynaklanmaktadir.

Kullanilan bilesikler oldukga biiylik bir yapiya sahip oldugu i¢in tiim bilesigin DNA arasina
girip interkalasyon yaparak DNA ile etkilesime girmesi ¢ok muhtemel gozilkmemektedir.
Ancak fosfor atomlarindan birine bagli halde bulunan ferrosen grubu pozitif yiiklii oldugu
ve diizlemsel bir yapida bulundugu i¢in negatif yiiklii DNA arasina girerek etkilesime girmis

olabilecegi; ayrica ferrosen grubu ile DNA arasina giren bilesiklerin, bu bilesiklere bagl
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halde bulunan yan gruplarin DNA {izerinde etki gdstermis olabilecegi diisliniilmektedir.
Bilesikler bu sekilde DNA’nin yapisini bozup replikasyonu engelleyerek kullanilan hiicre

hatlar1 lizerinde sitotoksik etki gostermis olabilirler.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu doktora tezi kapsaminda yapilan arastirmalardan elde edilen sonuglar ve Oneriler

asagidaki gibidir:

1. Bu c¢alisma oktaklorosiklotetrafosfazen ile N-alkil-N-mono-ferrosenildiaminlerin
reaksiyonu sonucu olusan monoferrosenil-spirosiklotetrafosfazenlerin pirolidin, morfolin
ve 1,4-dioksa-8-azaspiro[4,5]dekan (DASD) ile reaksiyona sokulmasi sonucu elde
edilmis tam substitlie ferrosenil siklotetrafosfazen bilesikleri ile yapilan ilk biyolojik
aktivite caligmasidir.

2. Calismada kullanilan ferrosenil siklotetrafosfazen bilesiklerinin gesitli patojen bakteriler
ve mayalar iizerindeki antimikrobiyal aktivitesi kuyu diflizyon yontemi ile incelenmis ve
bilesiklerin olusturdugu inhibisyon zon c¢aplarina bakildiginda pirolidin siibstitiienti
tastyan bilesiklerin (1a-3a) bakteriler lizerinde daha etkili oldugu; tiim bilesiklerin
Mayalar iizerinde bakterilere gore ve bakteriler icerisinde Gram pozitif bakteriler tizerinde
daha yiiksek etki gosterdigi belirlenmistir. Antimikrobiyal aktivite gosteren bilesiklerin
MIK, MBK ve MFK degerleri mikrodiliisyon yontemi ile belirlenmis ve
mikroorganizmalar1 olduk¢a diisiik konsantrasyonlarda inhibe ettigi veya Oldirdiigi
(<19,5-312,5 uM arasinda) tespit edilmistir. Elde edilen bu sonuglar ¢alismada kullanilan
bilesiklerin antimikrobiyal ajan olma potansiyelini ortaya c¢ikarmakla birlikte bu
fosfazenlerin antimikrobiyal etki mekanizmasinin belirlenmesi i¢in daha ileri arastirmalar
yapilmalidir.

3. Pirolidin stibstitiie bilesiklerin Candida mayalar1 {izerinde gostermis oldugu yiiksek
antifungal etki ile ozellikle bagisiklik sistemi baskilanmis hastalardaki en biiyiik
enfeksiyon kaynagi olan bu mikroorganizmalarin ortamdan kaldirilmasi igin iyi bir
antifungal ajan olma yolunda ilk asamay1 gegebilmistir. Bu bilesiklerin bu yonden daha
ayrintili incelenmesi, antifungal etki mekanizmasinin ve in vivo etkilerinin de ortaya
¢ikarilmasi Onerilmektedir.

4. Ulkemizde ve tiim diinyada birgok insan1 etkileyen dliimciil bir hastalik olan tiiberkiiloz
etkeni M. tuberculosis bakterisini ortamdan uzaklastirmak icin ¢esitli antitiiberkiiloz
aktivite ¢alismalar1 yapilmaktadir. Bu ¢alismadaki bilesiklerin M. tuberculosis H37Rv
susuna kars1 antitiiberkiiloz aktivitesi incelendiginde ozellikle pirolidin siibstitiie
fosfazenlerin (1a-3a) bu mikroorganizma iizerinde etkili oldugu tespit edilmistir. Bu

bilesiklerin klinikte kullanilan bazi antibiyotiklerden bile daha etkili olmasi
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antitiiberkiiloz ilag olarak degerlendirilebilecegini gostermektedir. Bu bilesiklerin
antitiiberkiiloz ajan olabilme potansiyellerini tamamen ortaya cikarabilmek icin daha
kapsamli arastirmalarin yapilmasi tavsiye edilmektedir.

5. Calismada kullanilan bilesiklerin antioksidan aktivitelerini tespit edebilmek i¢in DPPH
serbest radikalini siipiiriicii etkilerine bakilmigtir. Yapilan arastirma sonucunda bu
bilesiklerin  hicbirinin  antioksidan aktiviteye sahip olmadigr belirlenmistir.
Antimikrobiyal, antitiiberkiiloz ve antikanser etkilerinin yanisira bu bilesiklerin
antioksidan aktiviteye de sahip olmalar1 i¢in fosfazen iskeletine antioksidan molekiillerin
baglanmas1 ve sentezlenecek bu bilesiklerin diger biyolojik aktiviteleri ile birlikte
antioksidan aktivitesinin de incelenmesi; ayrica bu tiir bilesiklerin daha yiiksek
konsantrasyonlarda farkli antioksidan aktivite tayin yontemleri kullanilarak antioksidan
etkisinin degerlendirilmesi O6nerilmektedir.

6. Calismada kullanilan ferrosenil siklotetrafosfazen tiirevlerinin 1.929 fibroblast ve DLD-1
kolon kanser hiicre hatlari {izerindeki sitotoksik etkisi WST-1 yontemi ile incelenmis ve
bu etki bir antikanser ila¢ olan sisplatin ile karsilagtirilmistir. Bilesiklerin saglikli hiicreler
olan fibroblastlar lizerindeki sitotoksik etkisinin sisplatinden daha diisiik oldugu; pirolidin
stibstitiie bilesiklerin DLD-1 kanser hiicre hatt1 {izerinde daha etkili oldugu; 6zellikle 1a,
2a ve 3c bilesiklerinin kanser hiicreleri lizerinde diisiik konsantrasyonlarda sisplatin kadar
etkili oldugu belirlenmistir. Elde edilen veriler bu bilesiklerin antikanser ajan olarak
degerlendirilebilecegini gostermektedir. Bu etkinin o6zellikle in vivo g¢alismalar ile
desteklenmesi ve irdelenmesi; bunun igin de uygulamanin kolaylastirilmasi agisindan bu
bilesiklerin su igerisinde ¢oziilebilen formlarinin sentezlenmesi gerekmektedir.

7. Bu tez kapsaminda kullanilan bilesiklerin plazmit DNA olan etkilesimi agaroz jel
elektroforez yontemi ile arastirllmig ve bilesiklerin farkli oranlarda DNA ile olan
etkilesime girdigi tespit edilmistir. Bilesikler ile muamele edilmis plazmit DNA’nin
BamHI ve HindIII enzimleri ile kesildigi goriilmiis ve bilesiklerin DNA’ya bu enzimlerin
kesim bolgelerindeki niikleotitlerden baglanmadigi belirlenmistir. Baska restriksiyon
enzimleri kullanilarak bilesiklerin farkli niikleotitlere baglanip baglanmadiginin
belirlenmesi onerilmektedir.

8. Bilesiklerin ¢alisilan tiim biyolojik aktiviteleri ele alindiginda 6zellikle pirolidin siibstitiie
bilesiklerin digerlerine gore daha etkili oldugu goze ¢arpmaktadir. Daha yiiksek biyolojik
aktiviteye sahip baska fosfazen tiirevleri sentezlenecegi zaman bu bilginin dikkate

alinmasi tavsiye edilmektedir.
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Tim bu sonuglar degerlendirildiginde pirolidin, morfolin ve 1,4-dioksa-8-
azaspiro[4,5]dekan (DASD) siibstitiie ferrosenil siklotetrafosfazen bilesiklerinin iyi bir
antimikrobiyal, antitiiberkiiloz ve antikanser ajan olabilece§i goriilmiistiir. Bu tez
kapsaminda yapilan ¢alismalar sonucunda elde edilen verilerin yapilacak yeni ¢alismalara

katk1 saglayabilecegi diistiniilmektedir.
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