%2 [IPITNION/

ZQ TIP TEKNOLOJILERI KONGRESI
12-14 Ekim 2017 / TRABZON

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

Biyomedikal Optik

MU
AWK MUy,
) “,

(;\\l\\ll")i[",

Biyomedikal ve Klinik
Miihendisligi Dernegi

13 Ekim 2017 - 11.00-12.30 - Salon A

Klorin €6 1le birlikte Uygulanan Antibakteriyel
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Ozetce—Coklu ila¢ Direnci gelistirmis Staphylococcus
aureus suslar (S. aureus) ozellikle deri ve viicudun bir ¢cok
kisminda enfeksiyona sebep olabilen gram pozitif bir bakteri
tiiriidiir. Giin gectik¢e S. aureus suslar1 var olan antibiyotik
cesitlerine direngli hale gelmistir. Bu durum c¢oklu ilag
direnci gelistirmis bakterilerin sebep oldugu enfeksiyonlarin
tedavi edilebilmesi icin farkh tedavi yollarmmin arastirihip
gelistirilmesine sebep olmustur. Fotodinamik Terapi (FDT)
bu amagla arastirilan alternatif bir tedavi teknigidir. FDT
tamim olarak enfeksiyonlu bolgeye uygulanan 1s13a duyarh
maddenin belirli bir dalgaboyundaki 151k kaynagiyla
uyarilmasiyla toksik etki olusturmasidir. Bu sayede direngli
bakterilerin  6liimii  saglanmaktadir. Bu ¢aliymada
maksimum 2 Watt giiciinde cahsan diyot pompal 655 nm
lazer 151k kayna: ile 1513a duyarh madde olarak farkh
dozlarda Klorin e6 (Ce6) kullamlmistir. Ce6 ile
gerceklestirilen fotodinamik terapi uygulamasi sonucunda
¢oklu ilag direnci gelistirmis S. aureus bakterisi iizerinde
etkili 6liim oranlari elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler — gram pozitif; coklu ilac¢ direnci;
klorin e6; 655 nm; fotodinamik terapi.

Abstract—Multi drug resistant strains of Staphylococcus
aureus (S. aureus), which is a type of gram-positive bacteria
that can cause infection, especially in the skin and many
parts of the body. Over the years, strains of S. aureus have
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become resistant to existing antibiotics. This has led to the
research and development of different treatment modalities
to treat infections caused by multi drug resistant bacteria.
Photodynamic Therapy (PDT) is an alternative treatment
technique investigated for this purpose. PDT is, by definition,
a method that produce toxic compounds to the infected
region by stimulating the light-sensitive substance with a
light source at a certain wavelength. In this respect, the
death of resistant bacteria is ensured. In this study, chlorin
e6 (Ce6) was used at different concentrations as a light
sensitive substance with 655 nm laser light source with diode
pump working at maximum 2 Watt power. Effective
photodynamic therapy with Ce6 resulted in effective
mortality rates on Multi drug resistant S. aureus strain.

Keywords — gram positive; multi drug resistance; chlorin
e6; 655 nm; photodynamic therapy.

I. GIRIS

Gram pozitif ve Gram negatif bakteriler giin gegtikce
antimikrobiyal ilaglara direng gelistirmekle birlikte tedavi
siirecinde yara iyilesmesini de olumsuz yonde etkileyerek
geciktirmektedir (1). Bakterilerin antibiyotiklere direng
kazanmalar1 {izerine arastirmacilar daha farkli tedavi
yontemleri aramaya ihtiya¢ duymustur. Fotodinamik
Terapi (FDT) bu amagla arastirilan ve kullanilan énemli
bir tedavi teknigidir (2, 3).

FDT, bakteri hiicresine uygulanan 1513a duyarh
maddenin 1sikla uyarilmast sonucunda uygulandigi
bolgede yarattig1 toksik etkiyle zararli hiicrelerin yok
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edilmesidir. Isiga duyarli madde goriiniir 151k ya da
kizilotesi  spektrumdaki  belirli  bir  dalgaboyunu
sogurabilme o&zelligine sahiptir (4). Uygulandig1 yerde
uygun dalga boyundaki 1s1ga maruz birakildiginda reaktif
oksijen tiirlerinin olugmasini saglayarak zararli hiicreler
iizerinde istenilen oldiiriicii etkiyi gerceklestirir (5-10).
Bakterilerde FDT hiicre i¢i ¢esitli organelleri ve
biyomolekiilleri fotohasar yoluyla etkileyerek caligir.
Olusan sitotoksik etki 1518a duyarlt maddenin uygun dalga
boyunda 151k varliginda oksijen radikallerinin olusmasiyla
acgiklanir (11).

Fotodinamik Terapinin kanser gibi ¢esitli hastaliklar
iizerinde tedavi caligmalari bulunmaktadir. Fakat 1siga
duyarli maddelerin ¢esitliligi, 1s18a duyarlilik skalasinin
genis olmasi ve bakteri suslarmin iizerinde olusturdugu
toksik etki daha belirgin olmasindan dolayr FDT’nin
direngli bakterilerin sebep oldugu yaralarin iyilesmesinde
kullanim1 olduk¢a yaygindir (12). FDT mekanizmasinin
bakteri iizerinde degisik yollarla etki ettigi bilinmektedir.
Bu etkiyi DNA hasar1 ve sitoplazmik membran etkisi
olarak smiflandirabiliriz. Uygulanan 1s18a duyarli madde
ve uygulama zamanina gore olusan etki farklilik gosterir.
FDT, DNA  hasarinda niikleik asitlerde fotohasar
olusturur. Hiicre membraninda ise hiicre zar1 enzimlerinin
inaktivasyonu saglanir ve lipid membrana etki eder. Hiicre
zarinin zarar gormesiyle hiicre igerigi sizintisi ya da zar
nakil sistemlerinin geri doniilmez yikimi olusur. Ayrica
hiicre zar1 enzimlerinin inaktivasyonu hiicrede sentez
olaymin bozulmasi ve bdlinen hiicrelerin septumu
seklinde sonuglar dogurur. Bu yollarla bakteri hiicrelerinin
olimii gergeklesir (11).

Cesitli caligmalarda porfirin ve tiirevleri, ftalosiyanin,
rose bengal ve indosiyanin yesili gibi gesitli 1518a duyarlt
maddeler kullanilmistir (12). Klorin e6 (Ce6) digerlerinin
yaninda gosterdigi hizli etki ve bakteri membranina
verdigi yiiksek zarardan Otiirli avantaj saglamaktadir (2,
3). Isiga duyarli bir maddenin etkinligi yalnizca alinan
miktara bagli degil, isinlanma zamaninda maddenin
bakteri hiicresi i¢erisindeki bulundugu konuma da baglidir
(11). Ce6, bakteri hiicresinde lipid membran g¢evresinde
toplanir. Az miktarda ve uygun dalgaboyunda isikla
birlikte digerlerine gore belirgin etki gosterdigi i¢in daha
avantajli oldugu diigiiniilmektedir (2, 3). Bu ¢alismada ise
gram pozitif ¢oklu ilag direnci gelistirmis Staphylococcus
aureus susu lizerinde klorin e6 (Ce6) ile Fotodinamik
Terapi (PDT) yonteminin etkisi arastirilmistir.

II. YONTEM

A. Bakteri Susu

Bu ¢alismada gram pozitif bakteri olan Staphylococcus
aureus’un ¢oklu antibiyotik direnci gelistirmis susu
kullanilmistir. Stoktan tek bir koloniden hazirlanan bakteri
soliisyonu 37°C’de gece boyunca inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda santrifiijlenerek elde edilen
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bakteriler fosfatla tamponlanmis tuz ¢ozeltisinde (PBS)
¢oziilerek uygulamalara hazir hale getirilmiglerdir. 96
kuyucuklu plakadaki her bir kuyucuga 10° CFU/mL PBS
¢ozeltisindeki bakteri soliisyonu eklenmistir.

B. Isiga Duyarl flag

Ce6 molekill formiili C34H36N406 ve molekiiler
agirhigr 596,684 g/mol olan FDT’de kullanilan 2.
jenerasyon bir ilagtir. Ilag soliisyonu, ilacin yapist 1s1klt
ortamda bozulacagindan o&tiirii karanlik ortamda ve her
deney tekrarinda istenilen konsantrasyonlarda taze olarak
hazirlanmistir. 0,5 pg/mL ve 250 pupg/mL Ce6
konsantrasyonlar1 arasinda lazerli ve lazersiz olarak
uygulamalar yapilmistir.

C. Optik Diizenek

Bu calismada diyot pompali lazer cihazi kullanilarak
655 nm dalgaboyunda isima yapilmistir. Ce6 goriiniir
spektrumda kirmizi 1gikla maksimum etkinlik gosterdigi
icin bu dalga boyu kullanilmigtir. Lazer ve FDT
gruplarinda 25-50 J/cm® enerjide iki farkhi 1sik dozu
uygulanmistir. Bakteri soliisyonu 3 adet o6rnek igermek
iizere 96’lik plakalara ekilip lazere maruz birakilmistir.
FDT uygulamalarinda %99 ve iizeri 6liim orant goriilen
Ce6 konsantrasyonlari ve lazer dozlar arastirilmigtir.

Sekil 1. 655-nm Lazer Cihaz1 ve Optik Tabla Uzerindeki Optik Diizenek

D. Deneysel Prosediir

Deneyde her grup 96’lik plakalara 3’er drnek seklinde
calisilmistir. FDT, sadece Ce6, sadece lazer ve kontrol
seklinde 4 grup olusturulmustur. Her grupta 96 kuyucuklu
plaka tizerinde lazer 1s1gmin distiigi belirli yerlere PBS
ile seyreltilmis 50 pL bakteri ekilmistir. Kuyucuklarda
kontrol ve sadece lazer gruplarinda 50 puL PBS ile 50 uL
bakteri, FDT ve sadece Ce6 grubunda ise 50 uL Ce6 ve 50
uL bakteri olmak iizere toplam 100 pL soliisyon érnekleri
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hazirlanmistir. Kontrol ve lazer grubunda PBS ile, FDT ve
Ce6 grubunda ise Ce6 ile 15 dakika inkiibasyon siiresi
uygulanmistir. FDT ve lazer gruplarinda soliisyon igeren
her bir kuyucuga lazer uygulamasi yapilmistir. Biitiin
uygulamalar sonucunda biitiin gruplarda seri diliisyon
yontemiyle yasayan bakteri sayisi saptanmistir.

Sekil 2. 655-nm Lazer Cihaz1 ile 96 kuyucuklu plaka iizerindeki 151k
uygulamast

E. Istatistiksel Analiz

Deneyler sonucunda elde edilen veriler dncelikle tek
yonlit ANOVA ile incelenmistir. Veriler arasinda farklilik
oldugu goriiliince her bir deney grubu kontrol grubuyla
karsilagtirmali olarak t-test yontemiyle incelemistir.
Istatistiksel farklilik p<0,05 olarak belirlenmistir.

III. SONUCLAR

Yapilan bu uygulamalarda yalnizca Ce6 kullanilan
grup ile kontrol grubunun sonuglar1 Sekil 3’te gorildiigi
iizere benzerlik gostermistir. Ilacin tek basina yaptig
maksimum oldiiriicii etki hiicrelerde yaklasik %40°lik bir
azalmaya sebep olmustur ve bu istatistiksel olarak anlamli
bir farklilik olusturmamistir. Sadece lazer grubunda 25 ve
50 J/em2’lik enerji dozu uygulamalari ¢ok daha etkisiz
olmustur. Sekil 4’te goriildiigii lizere kontrol grubuna gore
%15’lik bir azalmaya sebep olmustur ve bu fark da
istatistiksel olarak anlamli degildir. Bu uygulamalar
sonucunda sadece ilag ve lazer uygulamasinin beklenildigi
tlizere hiicreler iizerinde tek basina oldiiriicii bir etkisinin
olmadig1 anlasilmistir.
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Klorin e6 Konsantrasyonu

Sekil 3. 0,5-100 uM konsantrasyon araliginda uygulanan Klorin €6’nin
bakteri iizerindeki etkisi.
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25J/em2
Lazer Enerji Dozu

Kontrol 50J/cm2

Sekil 4. 25 ve 50 J/cm® 655-nm lazer 151k dozunun bakteriler iizerindeki
etkisi.

Sekil 5 ve 6’da gorildiigii iizere 25 Jem® lazer
uygulamasinda 3 farkli Ce6 dozu (5-10-25 pM)
kullanilmistir. 50 J/em? lazer uygulamasinda ise 5 farkli
Ce6 dozu (0.5-1-2-5-10 pM) kullanilmustir. iki grupta da
maksimum dozlarda canlilik gdézlenmeyecek sonuglar elde
edilmistir. %99’un iizerinde hiicre 6liimiine sebep olan en
avantajli minimum 151k ve ilag dozu 50 J/em? lazer ve 2
UM Ce6’dir (Tablo 1).

Tablo 1. Fotodinamik Terapi uygulamalari sonucunda
dozlara bagl olarak elde edilen hiicre dlimii

Yiizde Degisim
25J/em2+5uM | 99,87 | 50]J/cm2+0,5uM 59,6
25J/em2+10uM | 859 50J/cm2+1uM 89,8
25J/cm2+25uM 100 50J/cm2+2uM 99,88
50J/cm2+5uM 99,9936
50J/cm2+10uM 99,9918
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Sekil 5. 25 J/em® enerji dozu ile birlikte 5, 10, 25 uM
konsantrasyonundaki Klorin e6 uygulamasinin bakteri izerindeki
fotoinaktivasyon etkisi. * deney grubu ile kontrol grubu arasindaki

istatistiksel olarak anlamli farklilig1 géstermektedir (p<0,05).
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Sekil 6. 50 J/em® enerji dozu ile birlikte 0,5, 1, 2, 5, 10 pM
konsantrasyonundaki Klorin e6 uygulamasinin bakteri izerindeki
fotoinaktivasyon etkisi. * deney grubu ile kontrol grubu arasindaki

istatistiksel olarak anlamli farklilig1 géstermektedir (p<0,05).

IV. TARTISMA

Bu ¢alismada FDT gruplarina uygulanan lazer ve Ce6
ilac1 dozlarma bakildiginda 50 J/cm® lazerde Ce6 miktari
1 pM’1 gegince Olim orant maksimum seviyeye gelip
canlilik gozlenmemistir. 25 J/em® lazerde ise 5 uM
Ce6’dan itibaren benzer etki elde edilmistir. Her ne kadar
50 J/em2 daha yiiksek bir enerji dozu olmasina ragmen
etkisi 5M ila¢ konsantrasyonundan daha azdir. Amag
minimum lazer ve Ce6 dozunda maksimum oliim orani
saglamak oldugu icin ve ozellikle ilacin tek bagina
oldiiriicii etkisinden kaginmak i¢in 50 J/em? lazer ile 2 uM
Ce6 FDT grubu bu galismada biiyiik fayda saglamistir.
Yapilan diger ¢aligmalarda (411 Jem? +25 uM ICG) ¢ok
yiiksek dozlarda 1518a duyarli madde ve lazer giicii (2, 3)
kullanilmast  gerektigine bakarak bu caligmadaki
uygulamalar sonucunda elde edilen veriler 151ginda 655-
nm lazer 15181 ve Klorin e6 fotoinaktivasyonunun {imit
vaat eden ve daha avantajli bir uygulama oldugu
goriilmektedir.
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