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Ozetce—Bu arastirmada, sentezini gerceklestirdigimiz
dort katyonik porfirin tiirevleri (KPT) ile in vitro kosullarda
gerceklestirilen antimikrobiyal fotodinamik tedavi (aPDT)’
nin ¢oklu ila¢ diren¢ (CID)‘li Escherichia coli iizerindeki
bakterisidal etkinligin incelenmesi amaclanmistir. Farkh
fotosensitizan  konsantrasyonlar1 ve  farklh  enerji
yogunluklari kullanilarak gerceklestirilen aPDT
deneylerinde bakteriyal sagkalimda %99,9999’un iizerinde
azalmalar  saptandi. MIC  degerlerinin  altindaki
Konsantrasyonlarda KPT ile gerceklestirilen aPDT CiD
E.coli Klinik izolatlarina kars1 giiclii bir antimikrobiyal
etkinlik gosterme potansiyelindedir.

Anahtar Kelimeler — antimikrobiyal fotodinamik tedavi;
porfirin; ¢oklu ilag direnci; Escherichia coli.

Abstract— In the study, it was aimed to investigate the
bactericidal activity of antimicrobial photodynamic therapy
(aPDT) performed on ir-vitro conditions with novel cationic-
porphyrin derivatives (CPDs) on multidrug resistant E. coli.
In aPDT experiments performed with different
concentrations of photosensitizer and different energy
densities, 99.9999% or more decrease in bacterial survival
was detected. aPDT carried out with CPDs at concentrations
below the MIC values has the potential to display a strong
antimicrobial activity against the MDR E.coli clinical
isolates.
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I. GIRIS

Gliniimiizde, ¢ok sayida mikroorganizma tiiriinde
gelisen yaygin antibiyotik direnci kiiresel ¢apta tehdit
haline gelmis olup, bu durum alternatif antimikrobiyal
stratejilerin ~ gelistirilmesi  arayigini dogurmustur.
Baslangicta yalnizca tiimorlerin tedavisi i¢in onaylanan
fotodinamik tedavi, antibiyotige direngli enfeksiyonlarin
tedavisinde alternatif olma potansiyeli nedeniyle ilgi
cekmeye baslamistir (Thomas vd., 2015). Antimikrobiyal
fotodinamik tedavi (antimicrobial photodynamic therapy-
aPDT) toksik olmayan boya veya fotosensitizan ve
fotosensitizan1  uyaran disiik  yogunlukta zararsiz
goriilebilir 151k kombinasyonu kullanilarak, mikrobiyal
hiicreleri 6ldiirme prensibine dayanan bir tedavi metodudur
(Vera vd., 2012). aPDT gram pozitif bakterilere gore gram
negatif bakterilere karsi antimikrobiyal etkisinin sinirl
oldugu bilinen bir gergektir. Bu antimikrobiyal smirlilik
gram negatif bakterilerdeki dis membran yapisi
ozelliginden kaynaklanmaktir. Gram negatif bakterilerin
lipopolisakkarit yapidaki hiicre duvari, yalnizca hidrofilik
parcaciklarin hiicre igerisine gecisine izin vermektedir.
Gram negatif bakteriler ilizerinde giiclii bir antmikrobiyal
etki saglayabilecek aPDT’de, bakterinin igerisine rahatlikla
girebilen uygun 6zellikte fotosensitizanin kullanilmasi kilit
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oneme sahiptir. Katyonik ozellikteki porfirinlerin, ilave
permeabilizasyon ajan olmadan gram-negatif bakterilerde
fotoinaktivasyon sagladigi bildirilmektedir (Nitzan ve
Ashkenazi, 2001).

Porfirinler, dort pirol halkasmmin metilen (-HC=)
kopriileri ile bir birine baglanmasiyla olusan makrohalkali
aromatik molekiillerdir. Hayvanlarin viicut sivilar1 ve
digkilari, yumurta kabuklari, kuslarin tiiyleri gibi dogal
ortamlardan  siklikla  izole edilebilen  porfirinler,
protoporfirin  IX  (PPIX)’dan  kdken  almuslardur.
Porfirinlerin, bakteriler de dahil canlilar i¢in yasamsal
onemi biiyliktiir. Hemoglabin ve miyoglobinin yapisinda
bulunan demir-PPIX veya “hem (Fe?* PPIX )/hemin (Fe**
PPIX)” bilesigi oksijenazlarin, peroksitlerin ve katalazlarin
ko-faktorii rolliiniin yanisira oksijen baglanmasi, nitrik
oksit sentetazlar ve sitokromlarda elektronlarin transferi
gibi onemli biyolojik siireglere katilmaktadir. E.coli de
dahil ¢ogu bakteri demir ihtiyacom Fe?’PPIX’dan
kargilamaktadirlar. Dolayist ile gram pozitif ve gram
negatif  bakteriler, hiicre igine Fe?’PPIX alim
mekanizmalarina sahiptir. Arastirmacilar, gram negatif
bakterilerde Fe*’PPIX alimi hem reseptorii kompleksi ve
TonB ve ExbBD proteinleriyle gergeklestigini tespit
etmiglerdir (Stojiljkovic vd., 2001). Arastirmalarda, dogal
yada porfirin-seliiloz-nanokristaller veya antibiyotik gibi
konjugatlarin kullanildig1 porfirin analoglarmin Fe*'PPXI-
alim mekanizmalar1 ile bakteri icerisine rahatlikla niifus
ettigi; elektronlar1 aktarma, peroksidaz ve oksidaz
reaksiyonlarini katalizleme, fotonlar1 absorbe etme, reaktif
oksijen tiirlerinin iretimi gibi bir takim biyokimyasal
siireclere bagh olarak antimikrobiyal etkinlik gerceklestigi
belirlenmistir (Carpenter vd., 2012; Lippert vd., 2017,
Stojiljkovic  vd., 2001). Bu aragtirmada, sentezini
gergeklestirildigimiz KPT bilesikleri ile gerceklestirilen
aPDT’nin CID pateni gosteren E.coli klinik izolatlari
iizerindeki  antimikrobiyal  aktivitenin  incelenmesi
amaglanmugtir.

II. YONTEM

A. Porfirin Tiirevierinin Sentezi

Bu arastirmada fotosensitizan olarak, literatiirde yer
almayan yeni KPT sentezlendi. P-M, P-E, P-PN, P-PL
olmak iizere dort yeni KPT’nin sentezi literatiirdeki
yonteme gore yapildi (Gomes vd., 2011).Calismada
kullanilacak KPT’lerin 30 ml’lik fosfat tampon salin
(Phosphate-buffered saline-PBS) icerisinde ¢6ziinmesi
saglandi. Hazirlanan KPT ¢ozeltileri 151tk gecirmeyen
aliminyum folyo ile sarilarak +4 °C sicaklikta muhafaza
edildi. Her bir aPDT deneyi oncesinde bu ¢ozeltilerden
belirli konsantrasyonlarda (uM/ml) taze stok soliisyonlari
hazirlandi. PBS ile hazirlanan stok soliisyonlar deney
stirecinde karanlik alanda muhafaza edildi.

B. Bakteri Susu

Arastirmada, antibiyotik diren¢ profilli yo6niinden
farklilik gosteren ampicilin, amoksisilin klavulanat,
ciprofloksasin, gentamisin, siilfametoksazol, ertapenem,
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sefepim, seftriakson, seftazidim, aztreonam, sefuroksim,
piperacillin/tazobactam, netilmisin, amikasine kars1
direncli olan 2 CID E.coli klinik izolat1 kullanild1. Bakteri
stispansiyonlarinin hazirlanmasinda, -80 °C’de muhafaza
edilen stok kiiltiirlerden alinan bakteri suslart triptik soy
agar (TSA) besiyerine ekimi yapilarak 37°C’de bir gecelik
inkiibasyona birakildi. Sonrasinda, kiiltiirden tek koloni
almip triptik soy broth (TSB) sivi besiyerine ekimi
yapilarak, 37°C’de bir gecelik inkiibasyona birakildi.
Bakteri hiicreleri santrifiijlendikten (4°C’de 10 dakika 3000
rpm) sonra olugan pelet PBS’de siispanse edildi ve ~10°
cfu/ml (600 nm: 0.6-0.8 optik yogunluk) olacak sekilde
bakteri siispansiyonu hazirlandi.

C. Lazer Cihazi ve Optik Diizenek

Caligmada 151k kaynagi olarak bilgisayar kontrollii 655-
nm diyot lazer kullanildi (PSU III.LED; Changchen New
Industries optoelectronics Tech Ltd.). Optik fiberlerden
¢ikan 151810 ¢ikis giicti 41.5 milliwatt (mW)’tir.

D. Fotoinaktivasyon

Farkli konsantrasyonlarda fotosensitizanlar ve farkli
enerji yogunluklarinda lazer 15181 kombinasyonlari
kullanilan her bir aPDT deneyinde ¢alisma gruplar
yalnizca lazerin uygulandigr “Lazer [L] Grubu”, yalnizca
fotosensitizanin uygulandig1 “Fotosensitizan [PS] Grubu”
her ikisinin birlikte uygulandigi “Antimikrobiyal
Fotodinamik Terapi [aPDT] Grubu” ve PBS diginda
herhangi bir uygulamanin yapilmadigi “Kontrol Grubu
[K]” olmak tizere dort gruba ayristirildi.

aPDT deneyleri genel hatlar1 ile su sekildedir: [PS],
[aPDT], [L] ve [K] grubu olarak belirlenen 96 kuyucuklu
plaklarinin  her birinin belirli kuyucuklarina bakteri
stispansiyonundan 50 pl transfer edildi. [PS] ve [aPDT]
grubu plaklarinin bakteri bulunan kuyucuklarma spesifik
konsantrasyonlarda 50 pl’lik stok siispansiyonlardan
fotosensitizan eklendi. [L] ve [K] grubu plaklarinin
bakteri bulunan kuyucuklarina ise 50 pl PBS eklendi. Her
dort grup karanlik alanda 15 dakika oda sicakliginda
inkiibe edildi. [L] ve [aPDT] grubu plakalar1 lazer 15181na
maruz birakildi. Isik uygulamasi sonrasinda tim
gruplardaki bakteri siispansiyonlari, seri diliisyon metodu
ile PBS’de seyreltildi. Seyreltilerden 100 pl allikot alinip
TSA iizerine ekilip ve 37°C’de karanlik alanda bir gecelik
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda cfu/ml’de
bakteri sagkalimi hesaplandi. Her bir deney 3’lii kopyalar
halinde ii¢ kere tekrarlandi (Topaloglu vd., 2013).

III. BULGULAR VE TARTISMA

A. Katyonik Yeni Porfirin Tiirevlerinin Antimikrobiyal
Etkinlikleri

Arastirmada, minimal inhibisyon konsantrasyonu
(MiK) metodu kullanilarak yeni KPT’nin CID E.coli-1
klinik izolatt ve standart E.coli susu iizerindeki
antimikrobiyal etkinlikleri degerlendirildi. CID E.coli-1’in
standart susa gore sentezi gergeklestirilen yeni KPT’lere

Elektrik-Elektronik Mihendisligi Bolimii
Bilgisayar Miihendisligi Bolimii



TIPTERNOT/

> TIP TEKNOLOJILERI KONGRESI
12-14 Ekim 2017 / TRABZON

Karadeniz Teknik Universitesi, Prof.Dr. Osman Turan Kongre Merkezi

Biyomedikal Optik

olan duyarlhiliklar1 daha diisiik oldugu saptandi. KPT nin
CID E.coli iizerindeki MIK, sirastyla P-M’de 1250 pg/ml
(1841.38 uM/ml), P-E’de 625 pg/ml (850.40 pM/ml), P-
PN’de 1250 pg/ml (1580.16 pM/ml), P-PL’de 5000 pg/ml
(5847.61 uM/ml)’dir (Tablo 1).
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B. Fotoinaktivasyonun — Klinik  Izolatlar ~ Uzerindeki
Antimikrobiyal Etkinligi

Arastirmada, oncelikle CID E.coli-1 susu iizerinde

farkli  konsantrasyonlarda KPT ve farkli  enerji
yogunluklarinda  lazer 15181 kombinasyonlar1 ile
gerceklestirilen aPDT deneylerinde antimikrobiyal

etkinlik belirlendi. Sonrasinda, oncii deneylerden elde
edilen parametreler dogrultusunda aPDT’nin diger klinik
izolat olan CID E.coli-2 iizerindeki antimikrobiyal etkinligi
test edildi.

Fotosensitizan olarak P-M’in kullanildigt aPDT
deneylerinde <75 J/cm*+<600 pM/ml kombinasyonlari ile
gerceklestirilen aPDT’lerde bakteriyal sagkalimda onemli
6lgiide bir diislis goriilmedi. Deneylerde [600 pM/ml+100
J/em?], [500 pM/ml+125 J/em?] ve [300+150 J/cm?] ve
[400 uM/ml+150 J/cm?] aPDT kombinasyonlarinda CID
E.coli-1 sagkalimindaki azalmalar sirasiyla 4 log, 5 log,
>6 log ve >6 log’dur (Grafik 1).
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P-E ile gerceklestirilen aPDT deneylerinde, [100-500
uM/ml+< 75J/cm?] lazer dozu kombinasyonlarinin CID
E.coli 1 lizerindeki antimikrobiyal etkinligin diisiik oldugu
goriildii. [400 uM/ml+75 J/em?], [300 uM/mlI+100 J/cm?],
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[200 uM/ml+125 J/em?] ve [100 pM/ml+150 J/cm?]
aPDT kombinasyonlarinda sirasiyla 4 log, 6 log, 5’er
log’luk CID E.coli-1 sagkaliminda azalmalar gerceklesti
(Grafik 2). 125 J/cm? lazer dozunun kullamldigi aPDT
deneylerinde bakteriyal sagkaliminda azalma
fotosensitizan ~ konsantrasyonunun artigina  paralellik
gostermis olup, 200 uM/ml’de 5 log, 300 ve 400 pM/ml
konsantrasyonlarinda ise 6 log’un {iizerinde azalmalar
goriildil.
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P-PN’nin fotosensitizan olarak kullanildigit aPDT
deneylerinde [500 uM/ml+75 J/cm?] aPDT kombinasyonu
E.coli-1 sagkaliminda 5 log’luk azalma saglarken, [400
pM/mI+100 J/em?], [300 puM/ml+125 J/em?] ve [200
uM/ml+150 J/cm?] kombinasyonlarinin her biri 6 log’un
iizerinde azalmalar sagladi. 100 puM/ml P-PN
konsantrasyonu ve 150 J/cm? enerji dozunun calisildig:
deneylerde ise bakteriyal sagkalimda azalma 6 log’dur
(Grafik 3).
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PL ile yapilan deneylerde, [400 pM/ml+50 J/cm?]
aPDT kombinasyonu CID E.coli 1°de 6 log’un iizerinde bir
azalma sagladi. [300 uM/ml+75 J/em?] ve [200
uM/ml+100 J/cm?] kombinasyonlarinin  her  birinde
bakteriyal sagkaliminda 5’er log’luk diisiisler goriiliirken,
[100 uM/mlI+100 J/cm?] kombinasyonun da ise bakteriyal
azalma 6 log’dur. 150 J/cm? ile gergeklestirilen aPDT
deneylerinde bakteriyal sagkalimdaki diisiis 50 uM/ml’de
4 log, 25 uM/ml’de 2 log’dur (Grafik 4).

CID E.coli-1 iizerinde 6nemli dlciide antimikrobiyal
etki gosteren aPDT parametrelerinin CID E.coli-2
iizerindeki antimikrobiyal etkisi su sekildedir: 650 uM/ml
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P-M ve 125 J/cm? lazer dozu kombinasyonu CID
E.coli-2°de 6 log’luk bir azalma sagladi. 200 uM/ml P-E
ve 125 J/ecm? lazer dozu ile gergeklestirilen aPDT
deneylerinde CID E.coli-2 sagkaliminda 4 log’luk azalma
goriildii. [500 pM/ml P-PN+ 125 J/cm?], [200 pM/ml+100
J/em?] kombinasyonlar1 CID E.coli-2 klinik izolatinda >6
log’un tlizerinde azalmalar sagladi.
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Calismamizda, E.coli klinik izolatlarinin {izerinde KPT
ile gergeklestirilen aPDT’lerde antimikrobiyal etkinligin
fotosensitizan konsantrasyonu ve lazer enerji dozuna bagh
olarak degisim gosterdigi, yliksek enerji dozlarinda diisiik
konsantrasyonlardaki ~ fotosensitizanlarin ~ giicli ~ bir
antimikrobiyal etki gosterdigi saptandi. Dosselli ve vd.
(2014)’nin porfirin-katyonik antimikrobiyal peptit (KAP),
magainin ve buforin konjugatlarn ile 390—460 nm dalga
boyunda mavi 1s1k kullanilarak gercgeklestirdikleri aPDT
deneylerinde 13.5 J/cm?’de E.coli sagkaliminda 7 log’luk

azalmalar saptamuslardir. Calismamizda benzer
antimikrobiyal  etkinlik, Dosselli vd. (2014)nin
calismasindaki aPDT parametrelerine gore yiiksek

parametreler kullanilarak elde edilmigtir. Diger yandan
Dosselli vd. (2014)’nin ¢alismasinda gerek direngli
olmayan FE.coli susu {iizerinde calisilmast gerekse de
bakterinin fotosensitizanin absorbsiyonunda kullandiklar1
inkiibasyon siiresinin 60 dk olmast gibi aPDT
parametrelerinde ¢calismamiza gore belirgin farkliliklar s6z
konusudur. Benzer sekilde aPDT parametreleri noktasinda
farkliliklar gdsteren Almeida vd. (2014)’nin ¢aligmasinda
40 Wm2 380-700 nm dalga boyunda beyaz 1sik ve
katyonik yapida bir porfirin olan tetra-Py+-Me
kullanilmigtir. Bu ¢aligmada, 5.0 pM /ml fotosensitizan
konsantrasyonunda 270 dk’lik lazer maruziyetinin CiD
E.coli susu iizerinde 6 log’luk bir azalma sagladig: tespit
edilmistir. Gergeklestirdigimiz aPDT deneylerinde giiclii
bir antimikrobiyal etki yaratan aPDT parametrelerinin
diger caligmalara gore yiiksek olmasi dikkat cekmektedir.
Ancak, sentezledigimiz KPT ile >6 log’un {izerinde
azalmalar saglayabilen aPDT parametrelerinin
islevselliginin anlasilmasi, bu parametrelerin fibroblast vb.
canlt hiicresi Tlizerindeki toksisitenin arastirilmasini
gerektirmektedir.
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IV. SONUC

Farkli enerji yogunluklar1 kullanilarak gerceklestirilen
aPDT deneylerinde bakteriyal sagkalimda %99,9999’lara
varan azalmalar saptandi. MIC degerlerinin altindaki
konsantrasyonlarda KPT ile gergeklestirilen aPDT CID E.
coli klinik izolatlarma karg1 gilicli bir antimikrobiyal
etkinlik gosterme potansiyelindedir. Tek basma olan
antimikrobiyal etkinlikleri gozardi edilecek diizeyde olan
KPT’nin antimikrobiyal etkinin maksimum diizeyde
gosterdigi konsantrasyonlarmm canli hiicresi {iizerindeki
toksisitenin aragstirilmasi 6nerilmektedir.
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