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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¢c direncli (CiD) Acinetobacter baumannii
iizerindeki  fotoianktivasyon etkinliginin  incelenmesi
amaclanmistir. Farkh fotosensitizan konsantrasyonlar: ve
farkh enerji yogunluklar1 kullanilarak gerceklestirilen aPDT
deneylerinde bakteriyal sagkalimindaki azalma >6 log
degerlerine ulagmustir. Minimal inhibisyon konsantrasyonu
(MIK) degerlerinin altindaki konsantrasyonlarda KPT ile
gerceklestirilen aPDT CiD A. baumannii Klinik izolatina
kars1 giicli  bir antimikrobiyal etkinlik goésterme
potansiyelinde oldugunu gostermistir.

Anahtar Kelimeler — antimikrobiyal fotodinamik tedavi;
porfirin; coklu ilac direnci; Acinetobacter baumannii.

Abstract— In the study, it was aimed to investigate the
photoinactivation effect of antimicrobial photodynamic
therapy (aPDT) performed on in-vitro conditions with
cationic-porphyrin derivatives (CPDs) on multidrug resistant
(MDR) A.baumannii. In aPDT experiments using different
photosensitizer concentrations and different energy densities,
the reduction in bacterial survival reached to > 6 log,
values. aPDT carried out with CPDs at concentrations below
the minimum inhibitory concentration (MIC) values has the
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potential to display a strong antimicrobial activity against
the MDR A.baumannii clinical isolate.

Keywords — antimicrobial photodynamic therapy;
porphyrin; multiple drug resistance; Acinetobacter
baumannii.

I. GIRIS

Acinetobacter baumannii, gram negatif, pleomorfik,

cevresel kosullarda canliligimi uzun siire koruyabilen ve
hastalarda rahatlikla kolonize olabilen onemli bir saghk
hizmeti ile iliskili enfeksiyon (SHIE) patojenidir. Klinik
izolatlarin c¢ogunun giderek artan oranlarda antibiyotik
direnci dikkat ¢cekmekte olup, tedaviye yamitsiz kalan CiD
A.baumannii enfeksiyonlarinin
sonuglanmaktadir (1). Baslangigta yalnizca tiimdorlerin
tedavisi
adlandirilan 1s18a duyarli non-toksik bir boya ve PS’yi
duyarlagtirabilen uygun dalga boyundaki zararsiz 151k
kombinasyonundan olusan fotodinamik tedavi, antibiyotige
direngli
potansiyeli nedeniyle ilgi ¢ekmeye baslamistir (2).

%50-60’s1 6liimle

icin onaylanan, fotosensitizan (PS) olarak

enfeksiyonlarin  tedavisinde alternatif olma

Agirlikli olarak protoporfirin IX (PPIX)’dan tiiremis

olan porfirinler canlilarda birgok biyolojik siireglere
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katilmakta olup, yagsam i¢in biiyilk dneme sahiptir. Demir-
PPIX bilesiklerinin kullanilmasi bazi gram pozitif ve gram
negatif bakteriler i¢in 6nemli viriilans 6zelliktir. Hem gram
pozitif bakterilerde hern de A.baumannii’de dahil gram
negatlf bakterilerde Fe*'PPIX (hem)’un bakteri hiicresinin
icine girigin saglayan hem reseptorii kompleksi, TonB ve
ExbBD proteinleri, hem-spesifik baglanma ve tasima
proteinleri mevcuttur (3—5). Arastirmalarda, gram pozitif
bakterilere olan etkinliginin yan1 sira gram negatif
bakterilere karsi giiglii bir fotoinaktivasyon etkinlik i¢in
katyonik o6zellik kazandirilmig porfirinlerin ilave bir
permiabilizasyon  ajan  bulunmadan  Fe*’PPXI-alim
mekanizmalari ile gram negatif ve gram pozitif bakterilerin
icerisine rahatlikla niifus ettigi; bakterilerde elektronlari
aktarma, peroksidaz ve oksidaz  reaksiyonlarini
katalizleme, fotonlar1 absorbe etme, reaktif oksijen tiirleri
(reactive oxygen species-ROS)’nin {iretimi gibi bir takim
biyokimyasal siireclere katildig1 bildirilmektedir (3,4). Bu
arastirmada sentezini gerceklestirdigimiz KPT
bilesiklerinin tedavisi giic ve hatta imkansiz hale gelen
yara enfeksiyonlarindan siklikla izole edilen CIiD
A.baumannii  klinik izolatma kars1 fotoianktivasyon
etkinliginin incelenmesi amaglanmustir.

II. YONTEM

A. Porfirin Tiirevlerinin Sentezi

Arastirmada PS olarak, dort KPT bilesigi sentezlendi.
Py, Pe, Ppn, Ppr olmak tlizere dort KPT’nin sentezi
literatiirdeki yonteme gore Ege Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi ~ Farmasotik Kimya  Anabilim Dali’nda
gerceklestirildi (6).

PDT deneylerinde kullanilacak uygun dalga boyundaki
lazer cihazinin tespiti i¢in Izmir Katip Celebi Universitesi
Merkezi Arastirma Laboratuvarlari-Spektroskopi
Laboratuvarinda KPT bilesiklerinin 151k absorbsiyonlari
degerlendirildi. KPT 250-800 nm arasinda degisim
gosteren genis spektrumda bir dalga boyunu absorbe etme
yeteneklerine sahip olup, maksimal 11k absorbsiyonu her
birinde 42243 nm’dir (Sekil 1).
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Sekil 1. Katyonik Porfirin Tiirevleri’'nde 151k absorbsiyonu.

Arastirmada, = KPT  bilesiklerinin  tek  baslarina
antimikrobiyal  etkinlik = gosterip  gostermediginin
belirlenmesi, ek olarak fotoiantivasyon deneylerinde

kullanilabilecek maksimal diizeydeki PS konsantrasyon

diizeylerinin &ngoriilebilmesi amaciyla, KPT’nin CID
A.baumannii klinik izolat1 tizerindeki minimal inhibisyon
konsantrasyonlar1 (MIK) CLSI (Clinical & Laboratory
Standards Institute) kurallarma gore Ege Universitesi
Farmasotik Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvari’nda
mikrodiliisyon metodu kullanilarak degerlendirildi.

B. Bakteri Susu

Arastirmada CID A.baumannii klinik izolat1 kullamlda.
Klinik izolatin izolasyonu ve antimikrobiyal duyarliginin
degerlendirilmesi Izmir Katip Celebi Universitesi Atatiirk
Egitim ve Arastirma Hastanesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda gergeklestirildi. izolatin
imipenem, meropenem, amikasin, netilmisin,
siprofloksasine kars1 direngli oldugu tespit edildi.

C. Lazer Cihazi ve Optik Diizenek

Calismada 151k kaynagi olarak KPT bilesiklerinin 151k
absorbsiyonunun gergeklesebilecegi bilgisayar kontrollii
655 nm dalga boyuna sahip diyot lazer kullanildi (PSU
III.LED; Changchen New Industries optoelectronics Tech
Ltd.).

D. Fotoinaktivasyon

_ Fotoinaktivasyon deneyleri [zmir Katip Celebi
Universitesi ~ Merkezi ~ Aragtirma  Laboratuvarlari
Biyomedikal Optik ve Lazer Uygulamalar1

Laboratuvari’nda gergeklestirildi. Caligmamizda, minimal

diizeyde PS konsantrasyonu kullanilarak maksimal
diizeyde fotoinaktivasyon etkinlik elde edecek
parametrelerin ~ belirlenmesi ~ amaciyla  her  bir

fotoianktivasyon deneyinde farkli enerji dozu ve farkli PS
konsantrasyonu kombine edildi. Kombine edilen aPDT
parametrelerinde giiclii bir fotoianktivasyon etkisinin
goriildiigii andan itibaren enerji dozu kademeli bir sekilde
arttirtlip, PS konsantrasyonu fotoianktivasyon etkisinin
azaldig1 veya kayboldugu seviyelere kadar kademeli bir
sekilde diigtirtildi.

Fotoianktivasyon deneyleri genel hatlar1 ile su sekilde
gergeklestirildi: Her bir deney Oncesinde ¢alisma gruplari
yalnizca lazerin uygulandigi “lazer [L] grubu”, yalnizca
fotosensitizerin uygulandigi “fotosensitizer [PS] grubu”
her ikisinin birlikte uygulandigi “antimikrobiyal
fotodinamik tedavi [aPDT] grubu” ve PBS disinda
herhangi bir uygulamanin yapilmadigi “kontrol grubu
[K]” olmak iizere dort gruba ayristirildi. [PS], [aPDT], [L]
ve [K] grubu olarak belirlenen 96 kuyucuklu plaklarin her
birinin belirli kuyucuklarina yaklagik 10™ cfu/ml bakteri
siispansiyonundan 50 pl transfer edildi. [PS] ve [aPDT]
grubu plaklarinin bakteri bulunan kuyucuklarina spesifik
konsantrasyonlarda 50 pl’lik stok siispansiyonlardan PS
eklendi. [L] ve [K] grubu plaklarinin bakteri bulunan
kuyucuklarma ise 50 pl PBS eklendi. Her dort grup 15
dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. [L] ve [aPDT]

grubu plakalar1 lazer 1s1§ina maruz birakildi. Isik
uygulamasi  sonrasinda  tiim  gruplardaki  bakteri
siispansiyonlari, seri dilisyon metodu ile PBS’de
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seyreltildi. Seyreltilerden 100 pl allikot alinip TSA igerikli
plaklara ekilip ve 37 °C’de karanlik alanda bir gecelik
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda cfu/ml’de
bakteri sagkalimi hesaplandi. Her bir deney 3’li kopyalar
halinde ti¢ kere tekrarlandi (7).

III. BULGULAR VE TARTISMA

A. Katyonik Porfirin Tiirevierinin Antimikrobiyal
Etkinlikleri
_Aragtirmada, KPT’nin CID A.baumannii iizerindeki
MIK degerleri, sirasiyla Py’de 3682.75 uM, Pg’de 6803.18
uM, Ppy’de 3160.32 uM, Pp’de 1461.90 uM’dir (Tablo
1).

Tablo 1. KPT’lerin A.baumannii  klinik izolati iizerindeki
antimikrobiyal etkinligi
KPT' PS konsantrasyonu
pg/ml uM
Pum 2500 3682.75
Pg 5000 6803.18
Ppn 2500 3160.32
PpL 1250 1461.90
CipP? pg/ ml >16
T Katyonik porfirin tiirevieri;*Siprofloksasin
B. Fotoinaktivasyonun  Klinik  Izolatlar ~ Uzerindeki

Antimikrobiyal Etkinligi

Grafik 1°de goriildiigii gibi 50-500 puM araliginda
degisen Py, konsantrasyonlar ve 50-150 J/cm® araliginda
degisen enerji dozlan ile kombine edilerek aPDT’nin
fotoinaktivasyon etkisi degerlendirildi. 1. deneyde [500
uM+25  J/em®], 2. deneyde [400uM+25  J/cm?]
kombinasyonlar1 sirasiyla 5.87 logyy ve 5.24 logjo’luk
azalmalar sagladi. Enerji dozunun 150 J/em®’ye gikartildig:
6.deneyde 50 uM Py, konsantrasyonu CID 4.baumannii
klinik izolatinda 3.92 log;,’Iuk sagkalim azalmasi sagladi.
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Grafik 1. Py'nin  kullanildig
gruplarindaki sagkalim azalmasu.

kombinasyonlarinda aPDT

Fotosensitizan olarak Pg’nin kullanildigi deneylerde 25-
150 J/em® arahiginda degisen enerji dozlari ile 6.25-100
uM araliginda degisen PS konsantrasyonlari kombine
edildi. Test edilen kombinasyonlarda 3.50-6.12 logjo
araliginda degisim gosteren sagkalim azalmalari goriildii.
En iyi fotoinaktivasyon 1.deneyde kullanilan [100 uM+25
J/em”] kombinasyonunda goriiliirken, enerji dozunun 150
J/em®, Py konsantrasyonunun 6.25 pM oldugu 5.deneyde
antimikrobiyal etkinlik belirgin 6l¢iide azaldi (Grafik 2).

Ppyn’de Py ile gergeklestirilen deneylerden farkli olarak PS
konsantrasyonu 3.125 pM kadar diisiiriildii (Grafik 3).
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Grafik 2. Pg'nin  kullanildig: aPDT

gruplarindaki sagkalim azalmasi.

kombinasyonlarinda

150 J/ecm® enerji dozunun kullamldigi bu deneyde giiglii bir

fotoinaktivasyon etkinlik elde edilmis olup, CiD
A.baumannii  sagkalimindaki azalma 5.61 log,’dur.
(Grafik 3).

-
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Grafik 3. Ppy'nin  kullanildig:
gruplarindaki sagkalim azalmasi.

kombinasyonlarinda aPDT

Grafik 4’de gorildiigii gibi Ppr’nin fotosensitizan amacl
kullanildig1 deneylerde 25-100 uM araliginda degisen PS
konsantrasyonlarinin fotoinaktivasyon etkinligi incelendi.
Maksimal fotoinaktivasyon etkinlik [100 pM+25 J/cm?’]
kombinasyonunda goriilirken, [6.25 pM+150 J/em?®]
kombinasyonunun kullanildigi 5.deneyde antimikrobiyal
etkinlik 6nemli 6l¢iide azald1.
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Grafik 4. Pp'nin  kullamldig
gruplarindaki sagkalim azalmasi.

kombinasyonlarinda aPDT

CID A.baumannii klinik izolat1 iizerinde aPDT’nin
fotoinaktivasyon etkinliginin degerlendirilmesi i¢in 25-150
Jem® araliginda degisen enerji dozlar1 ve Py’de 50-500
uM, Pg ve Ppr’nin her birinde 6.25-100 pM, Ppy’de ise
3.125-100 uM araliginda degisen konsantrasyonlar
kombine edildi. Deneylerde kullanilan fotosensitizanin
tirtine ve konsantrasyon miktarina gore farklilik
gostermekle birlikte CID A.baumanii sagkalimindaki diisiis
>6 log)o degerlerine ulasti. Minimal diizeyde fotosensitizan
ile giliglii bir antimikrobiyal etkinlik elde edilmesini
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hedefledigimiz aPDT deneylerinde 5->6 log;, araliginda
sagkalim azalmasini saglayan optimal kombinasyonlar
[100 uM Py+100 J/em?], [25 uM Pe+50 J/em?], [6.25 pM
Ppnt150 J/em?®] ve [50 pM Pp+25 J/em?] seklindir.

Nitzan ve Ashkenazi (2001)’nin ¢calismasinda 29,4 umol/L
TMPyP konsantrasyonunda CID A.baumannii suslarma
eradikasyonu i¢in gerekli enerji dozlarmin mavi isikta
(400-450 nm) 2 Jem?® yesil 1sikta (480-550 nm) 15
Jem?®,  kirmuzi 1sikta (600-700 nm) 24 J/em® seklinde
oldugu, en iyi etkinin mavi 1sikta goriilebilecegi, ancak
dalga boyu arttirildikca enerji dozu artis1 ile de benzer
fotoinaktivasyonun saglanabilecegi  bildirilmistir. 40
W/em®>  giicinde 11k kaynagmin  ve 0.5 uM
konsantrasyonunda Tetra-Py+-Me’nin kullanildigi aPDT
deneylerinde CID A.baumannii’ye karsi antimikrobiyal
etkinligin 151k maruziyeti siiresine gore degisim gosterdigi
270. dakikada sagkalimdaki azalmanin 6 log;, oldugu
saptamustir (8). Yuan ve arkadaslarinin in vivo kosullarda
gergeklestirdikleri deneyde aminoasit porfirin konjugati ve
650 nm dalga boyuna sahip 151k kaynagi kullanilmig olu;z),
calismada diisikk aPDT parametrelerin [3.9 uM+6 J/cm?]
CID A.baumannii’de giiglii bir antimikrobiyal etki
gosterdigi belirlenmistir. Diger yandan bu ¢aligmada canlt
hiicre toksisitenin de belirgin sekilde arttig1 saptanmistir.
Bu arastrmada daha disiik konsantrasyonlarda PS ile
gergeklestirilen aPDT’nin  aksine doku 1iyilesmesini
hizlandirdigt ve FGF, IL-6, TNF-a sitokinlerinin
ekspresyonunu arttirdigr tespit edilmistir (9). Literatiirde,
PPIX gibi notrol yapidaki porfirilerin  ilave bir
permiabilizasyon ajan bulunmadan gram pozitif bakterilere
rahatlikla niifus edebilecegi ve giiglii bir fotoinaktivasyon
elde edilebilecegi bildirilmektedir. Ancak, gram negatif
bakterilerde benzer etkinligin, porfirinlerin
katyoniklestirilmesi veya konjugatlarin eklenmesi ile
gerceklesebileceginden bahsedilmektedir. Porfirin—
mannose-hPG (hyperbranched polyglycerol), katyonik
porfirin-polymyxin B konjugati, Tetra-Py+-Me gibi
katyoniklestirilmis veya konjugat eklenmis porfirinlerin
notral yapidaki porfirinlere kiyasla gram pozitif ve gram
negatif bakterilere kars1 giiclii bir fotoianktivasyon etkinlik
elde edilen galisma 6rnekleri mevcuttur (8,10,11).

Calismamizda, Py disindaki KPT’lerde c¢ok diisiik
konsantrasyonlarda gii¢lii antimikrobiyal etkinlik elde
edildi. Diger yandan, diisiik PS konsantrasyonlarinda
giiclii bir fotoiankativasyon etkinlik ancak enerji dozu
150 J/cm®ye kadar yiikseltilerek elde edildi. Bu durumun
kullandigimiz  dalga  boyundan  kaynaklanabilecegi
diistiniilmektedir. Nitekim Nitzan ve Ashkenazi (2001)’nin
caligmas1 bu varsayimi dogrular niteliktedir. Yine de bu
varsayimizin dogrulanmasi igin farkl 11k dalga boylarinda
fotosensitizan absorbsiyonu, ROS ve 'O, olusum
miktarlarinin 6l¢timii gibi daha ileri analizlerin yapilmasina
ihtiya¢ oldugunu diistinmekteyiz.

IV. SONUC

Farkli enerji yogunluklart kullanilarak gerceklestirilen
aPDT deneylerinde bakteriyal sagkalimindaki azalma >6

[

log;, degerlerine ulasti. Sentezledigimiz KPT’ler CID
A.baumannii  klinik  izolatina  karst  giliglii  bir
fotoianktivasyon etkinlik gosterme potansiyelindedir.
Fotoiantivasyonda antimikrobiyal etkinlik  gdsteren
kombinasyonlarin herhangi birinde [L] veya [PS]
gruplarinda bakteriyal sagkalimda azalmalar goriilmedi.
A.baumannii lizerindeki fotoaintivasyon etkinliginin KPT
tirine  gore degisim  gbstermesinin  nedenlerinin
arastirilmasi i¢in ileri analizlerin  yapilmasi,
fotoianktivasyon etkinlik gdsteren kombinasyonlarin canli
hiicre iizerinde toksisitesinin in vivo kosullarda gelistirilen
enfekte yara Tlzerinde arastirilmasi  bir  sonraki
hedefimizdir.
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