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OZET

Bu calsmada 4-Benzoil-1-(2,4-dinitrofenil)-5-fenil-1H-pizal-3- karboksilli asit klortr
ve 4-Benzoil-1-(4-nitrofenil)-5-fenil-1H-pirazol-Barboksilli asit klortr bilgiklerinin
hidrazin, hidrazit ve Ure ile reaksiyonu sonucuettie edilen 19 adet pirazol tirevinin
biyolojik aktiviteleri ve DNA ile olan etkilgmleri aratiriimistir.

Sentezlenen bigklerin antimikrobiyal aktiviteleri 8 adet baktere 2 adet maya turtine
karsi agar difizyon ve en duk inhibe edici konsantrasyon {M) yontemi ile
incelenmitir. Inhibisyon zon capi 6lcuimlerine gore test edilemskkler icerisinde 4-
benzoil-1-[2,4-dinitrofenil]-5-fenil-1H-pirazol-3&boksilli  asit-o-nitrofenil hidrazit
(AC14), N-[4-benzoil-1-(4nitrofenil)-5-fenil-1Hpirazol- 3-karbonil]-N’,N’-dimetiltire
(K1) ve N-[4-benzoil-1-(2,4-dinitrofenil)-5-fenil- 1H-pirazol-3-karbonil]-N’-etiltre
(K6) en etkili olarak belirlenmgtir. Bilesiklerin mayalar tGzerinde herhangi bir etkisi
olmamstir. Bilesiklerin toksisite duzeyleri Brine-Shrimp Toxicitys&ay yontemiylen
vitro ortamda tespit edilngiir ve bilesiklerin LCso degerleri hesaplanmgtir. Test edilen
bilesiklerin hepsinin Artemia salina larvalari Uzerinde toksik etki gostegdi
belirlenmitir. Bilesiklerin  DNA ile olan etkilgimleri pBR322 plazmid DNA
kullanilarak agaroz jel elektroforez yontemi ildibenmistir. Test edilen bilgklerden
4-Benzoil-1-[2,4-dinitrofenil]-5-fenil-N'-fenilasét1H-pirazol-3-karbohidrazit (MC2),
4-benzoil-1-[2,4-dinitrofenil]-5-fenil-1Hpirazol-&arboksilli - asit-p-nitrofenil hidrazit
(AC3), N-[4-benzoil-1-(4-nitrofenil)-5-fenil-1Hpizol-3-karbonil]-N’,N’-dimetilire
(K1), N-[4-benzoil-1-(4-nitrofenil)-5-fenil-1Hpirad- 3-karbonil]-N’-etiliire (K2) ve N-
[4-benzoil-1-(4-nitrofenil)-5-fenil-1Hpirazol- 3-kbonil]-N,N’dimetiltiyotre (K5)' in
disindaki bilssiklerin DNA’nin siiper sarmal yapisini boZiuve hareketini yawdattigi

belirlenmitir.
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Calsmadan elde edilen sonuclarin yeni ila¢ etken mauloheh tasarimi, yapilarinin
aydinlatiimasi ve aktivite ¢camalari konusunda gercektgilen yeni calsmalara katki

sgilayacal distinulmektedir.

Anahtar kelimeler: Pirazol turevleri, antimikrobiyal aktivite, tok#is, DNA balanma
ve ayirma, pBR322 DNA
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ABSTRACT

In this study, biological activities and their irdetion with DNA of new nineteen
pyrazole derivatives at the resulting with hydrazihydrazide and urea was reacted of
4-Benzoyl-1-(2,4-dinitrophenyl)-5-phenyl-1H-pyraeed-carboxylic acid chloride and
4-Benzoyl-1-(4-nitrophenyl)-5-phenyl-1H-pyrazolez@rboxylic acid chloride

compounds were investigated.

The synthesized compounds were investigated famambbial activities against 8
bacteria and 2 species fungal strains by the agfusidn and minimum inhibitory
concentration (MIC) assays. By measuring the itioibizone diameter is determined
the most effective of 4-benzoyl-1-[2,4-dinitrophgry-phenyl-1H-pyrazole-3-
carboxylic acid o-nitrophenyl hydrazide (AC14), 8Hpenzoyl -1 - (4-nitrophenyl)-5-
phenyl-1H pirazol-3-carbonyl]-N',N'-dimethylurea 1K and N-[4-benzoyl-1-(2,4-
dinitrophenyl) -5- phenyl-1H-pyrazole-3-carbonyl]-éthylurea (K6) between the
tested compounds. Compounds have not had any effiegtast. Toxicity levels of the
compounds were determinadvitro by Brine-Shrimp Toxicity Assay method and were
calculated LGy values of the compounds. All of the tested compsumere determined
toxic to larvae ofArtemia salina. The interaction of the compounds with DNA was
determined using pBR322 plasmid DNA by agarose gettrophoresis. That is
determined that tested compounds other than 4-Bedz[®@,4-dinitrophenyl]-5-phenyl-
N'-phenylacetyl-1H-pyrazol-3-carbohydrazide (MC2henzoyl-1-[2,4-dinitrophenyl] -
5-phenyl-1Hpirazol-3-carboxylic acid-p-nitropherydrazide (AC3), N-[4-benzoyl-1-
(4-nitrophenyl)-5-phenyl-1H  pyrazole-3-carbonyl]iNl~dimethylurea (K1), N-[4-
benzoyl-1-(4-nitrophenyl)-5-phenyl-1H pyrazole -84sonyl]-N'-ethylurea (K2) and N-
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[4-benzoyl-1-(4-nitrophenyl)-5-phenyl-1H pyrazole8-carbonyl]-N,N'dimetiltiyourea
(K5) disrupt the structure of supercoiled DNA ardws down the movement of

supercoiled DNA.

It is believed that the results obtained from #tisdy will contribute to the research on
the design of new pharmaceutical active substastcecture elucidation and activity

studies.

Key words: Pyrazole derivatives, antimicrobial activity, toy, DNA
binding/cleavage, pBR322 DNA
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GIRIS

Gunumuzde, hastanelerdegym antibiyotik kullanimi nedeniyle seleksiyongrayarak
diren¢ kazanan patojen mikroorganizmalarin mikéaemli oranda artrgtir. Ozellikle
coklu ila¢ direnci hastanede yatan hastalar iciddicibir tehdit olgturmaktadir.
Rasyonel olmayan antibiyotik kullaniminin esas sdw tutuldigu bu durum halk
sgliginl tehdit ettginden tim dinyada bu konu Uzerinde ciddi spahlar
yapilmaktadir. Yapilan camalarda hedeflenen esas amaclardan biri hastandeeri
birden fazla ila¢ kullanimi yerine gerekli kimyasabdifikasyonlari yaparak en uygun

molekuliin ortaya ¢ikariimasidir.

Antibakteriyel bilgiklere kagi diren¢ gekimi ve AIDS, kanser tedavisi ve organ nakili
gibi immun sistemin baskilangll hastalarda okan firsat¢ci bakteri ve mantar
enfeksiyonlari, daha etkili antimikrobiyal hglgleri gelistirme aratirmalarinin hizla

artmasina sebep olmaktadir.

Coklu ilagc direncli, orngin; metisilin direncli Staphylococcus aureus (MRSA),
penisilin  direncli Streptococcus pneumoniae  (PRSP) ve vankomisin direncli
Enterococci (VRE) gibi Gram-pozitif bakterilerintaya ¢cikmasi ve yaygirgaasi ile
bulsgici hastaliklarin tedavisini zogarmistir ve son yillarda ciddi bir tibbi sorun haline
gelmistir. Halen kullanilan antibakteriyel ilaglara panjk bakterilerin direng
mekanizmalari geftikce, yeni ve glcli bakterisit kig bakteriyel direnci smak ve

etkili tedaviler geltirmek icin en iyi yoldur.

Son yillarda, coklu ilagc direncli Gram-pozitif ver&n-negatif patojen bakterilerin
neden oldgu yssami tehdit eden bwel hastalik sayisi dinyanin bircok uUlkesinde

endke verici bir diizeye ufanistir [1,2].



Heterohalkali bilgikler dogada cok geni bir sekilde da&imaktadir ve ygam igin
temeldir. ilaglarin biyuk bir ¢punlugu, zirai ilaglar, gida katki maddeleri ve
tatlandiricilar heterohalkal bi&lerdir. Antibakteriyel bilgiklerin bir kismini pirazol
turevli halkali heterosiklik bilgkleri olusturur. Pirazol turevleri genelde nitrojen iceren
heterosiklik bilgikler olarak bilinirler ve onlarin sentezi icin g# prosedurler
gelistirilmi stir [3-6].

Pirazol, birbirine komnu konumda bulunan iki azot atomu ve ¢ karbon atatan
olusan, bg Uyeli halka yapisi ile karakterize edilen hetetkdla serinin basit aromatik
halkali organik bilgikler sinifina dahildir [7] Pirazol kimyasina olan ilgi, pirazol
turevlerinin antipiretik (ate district) etkisinin kgfedilmesiyle balamistir. Bu etkisi
sonucu bilgigin isimlendiriimesinde ‘antipirin’ adi giinimuzde Hellanilir [8]. Pirazol
cekirdesi termal ve hidrolitik olarak ¢ok kararlidir. Ligdrolarak iki konumundaki azot
atomu ile metallere Iganabilirler. Pirazolun deprotonasyonu ile @n pirazolid iyonu

ise iki azot atomu ile beraber koordinasyona Katlitéer.

Bu calsmada kullanilan pirazol tirevi bii&ler visinal dion yapisina sahip aktif bir
karbon halkasi olan 4-benzoil-5-fenil-2,3-furandidmlesigidir. Ve literatlre yeni
heterosiklik bilgikler kazandirmgtir. Bilesik sahip oldgu 4 C atomunun da farkli
elektrofilik 6zellikte olmasindan dolayi, bu 4 @atu tGzerinden farkli nikleofillerle ve
ayni zamanda bir dien yapisinda olmasi nedeniyle damofillerle cok cgitli
reaksiyonlar vermektedir. Bu bgigin etkinligi g6z 6niine alinarak, ayni iskelete sahip
furan-2,3-dion sistemleri sentezlenerek budiilerin benzer reaksiyonlari da literattire
kazandirilmgtir.  Sentezi  gerceki@rilen bu Dbileikler, uygun c¢ozucllerle
kristallendirilmesi ile saflgirildiktan sonra, IR, elementel analiz, NMR
spektrofotometreleri kullanilarak yapisal olarak raiderize edilmitir. Sentezi
gerceklgtirilen hetero halkali hidrazit, pirazolo-piridazive karboksamit tirevi
bilesiklerin sentezi gergekigirilerek literattire yeni bilgkler kazandiriimgtir [9-11].

Yakin zamanda yapilan bir c¢aha ile de furan-2,3-dion bgilerinin
diaminoantrakinonlar ile reaksiyonlarindan naftodisalin-trion ve antrakinon tipi
bilesikler sentezlenmgi bu bileiklerin boyar madde olarak kullanilabilege
bildirilmi stir [9-11]. Elde edilen pirazol karboksilli asit legikleri ise ¢ok aktif bir
bilesik olan asit kloririne don@arek caitli aminler, alkoller, hidrazitler gibi



nikleofillerle reaksiyonlari yapilmi ve elde edilen bazi biglerin biyolojik

aktiviteleri ile reaksiyon mekanizmalari incelerieligeratiire kazandirilngtir [9].

Pirazol karboksilli asit bilgginin fonksiyonlandiriimasi ile elde edilen pira2e®
hibrit bilesiklerinin de biyolojik olarak NO verici 6zefiinden dolay! aktiflgi literattire

yakin zamanda kazandirilgtir.

Substitue pirazoller ¢ok g#li biyolojik ve farmakolojik aktiviteler gosterier ve hem ilag
hem de tarim endustrisinde genbir uygulama alanina sahiptirler. Bu yuzden, bu

bilesiklerin sentezi icin gejtirilen yontemler giderek daha fazla dnem kazanaukt

Calsmamizda; pirazol turevli 4-benzoil-5-fenil-2,3-fadion bilgiginin  dezisken
hidrazit, hidrazin ve Ure tUrevlerinin antimikroblyaktiviteleri 4 adet Gram pozitif
(Staphylococcus aureus ATCC 25923 Bacillus cereus NRRL-B 37, Bacillus subtilis
ATCC 6633 Enterococcus faecalis ATCC 292112) ve 4 adeGram negatif
(Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Proteus vulgaris ATCC 8427 Escherichia
coli ATCC 35218, Escherichia coli ATCC 25922) ve 2 adet maya ssu(Candida
albicans ATCC 10231 veCandida tropicalis ATCC 13803)' na kagl belirlenmitir.
Antibakteriyel etki gosterdikleri belirlenen bjiklerin  Minimal Inhibisyon
Konsantrasyonu (8K) belirlenmitir. Ayni zamanda sentezlenen kilkderin in-vivo
olarak Artemia salina larvalarina olardlduriict etkisi, hizli ve basit bir yontem olan
“Brine-Shrimp Lethality Assay” sitotoksisite tegiide denenmgtir. Bunlara ek olarak,
biyolojik aktivitelere dair daha fazla fikir eldeneek icin, bilgiklerin plazmit DNA ile

olan etkilgimi agaroz jel elektroforez yoéntemiyle ilk kez imeemistir.

Yapilan tez caimasi kapsaminda yeni sentezlepnpirazol tdrevli bilgiklerin
biyolojik aktivitelerinin incelenmesi sonucunda kiecbir biyoaktif bilesigin literatlre

kazandirilabilecgni imit ediyoruz.



1. BOLUM

GENEL BILGILER

flag gelitirme calsmalari bir takim zorluklari beraberinde getirmekteBu zorluklar,
ideal bir ila¢ dizayni igin gerekli olan uygun “dinbilesigin” seciminde ortaya ¢cikmakta
ve bu secim cok iyi bir organik sentez bilgisinimny sira biraz dagansa bgl
bulunmaktadir. Teorik yakamlarda onder bilgk gelistirme calsmalari genellikle
yetersiz kaldii icin, sentetik ya da d@l maddeler Gzerinde yapilan rastgele tarama

calismalari eskiden oldtu gibi giinimiizde de 6nemini korumaktadir.

Heterohalkali bilgikler (halka yapisinda karbonsthda; N, O, S gibi heteroatom ihtiva
eden bilgikler) dogada cok geni bir sekilde d&ilmaktadir ve ygam icin temeldir.
flaclarin buyuk bir ¢gunlugu, zirai ilaglar, gida katki maddeleri ve tatlamcliar
hetarohalkall Dbilgklerdir [12-13]. Literatirde c¢ok sayida heterolaik bilesik,
antibakteriyel ve antifungal ajan olarak onerilnegkt. Organik kimyada onemli bir
yeri olan heterohalkali sistemler ve bunlarin silsttirevleri endustriyel ve tibbi

alanda son derece yaygin fkilde kullaniimaktadir [12].

Dogal Urtinlerde ¢ok nadir kafasiimasina rgmen sentetik uygulamalarda pirazollere
cok sik rastlanir. Pirazol (1,2-diazol) erime nektd0 °C, kaynama noktasi 188 °C olan
renksiz, kararli bir bilgktir. Aromatik 6zellikler gosterir. Bazlik 6zefli zayiftir [14].
Pirazol airi pi elektronuna sahip bir heterohalkali kilkir. Pirol ve piridin tip iki azot

atomu icerir [14].

Pirazol kimyasina olan ilgi, pirazol turevlerinintapirik (sicaklik indirgeyici) etkisinin
kesfedilmesiyle balamistir [14]. Bu etkisi sonucu bikggin isimlendiriimesinde

‘antipirin’ adi ginimuzde de kullanih§ékil 1.1).



Sekil 1. 1. Pirazol Halkasi

Daha sonraki yillarda Pirazol-3,-4,5 tri karboksilasifin dekarboksillenmesinden

pirazol hazirlannstir.

HOQC COOH
¥ e
HOOC T T
H H
Pirazol -3.-4.-5 tr Pirazol
karboksilik asit

Sekil 1.2. Karboksilik asitin dekarboksillenmesinden pirazotilusumu

Pirazol kimyasi hakkinda edinilen temel bilginin kpgogu; pirazoliin aromatik
Ozelligiyle, benzen tirevlerinin aromatik 6zelliklerinin akilastiriimasi ile

gelistirilmi stir.

Yakin zamanlara kadar pirazol halkasinigatta mevcut olmagina inaniimgtir. 1954

yilinda Japonlar tarafindan ilk g pirazol ttrevi (3-n-nonyl pirazol) Houttuynia
cordata (Tropikal Asydda “piperaceae” ailesine ait bir bitki)dan izole edilip,
antimikrobiyal aktivitesi incelenngiir [14]. Pirazolik amino asit (levo-B-(1-pirazglil

alanin) kavun cekirdek suyundan izole edtini[14].

Pirazol turevleri, 6nemli biyolojik aktiviteli hetehalkali bilgikler olarak literattrde iyi
bilinmektedir. Bu turevler, bunlarin yaygin potaredi farmakolojik aktiviteleri

nedeniyle antienflamatuar [15], antipiretik [16]ntinikrobiyal [17], antiviral [18],



antitiimor [19], antikonvilsan [20], antihistaminjR1l] ve antidepresant [22] olarak

bircok bilimsel argtirmanin konusudur.

Pirazoller uyku verici Ozellikler tarlar. Bazi azo pirazol turevleri ise boyar madde
sentezinde kullaniimaktadir. Metamizol sodyum veopgfenazon, pirazol tirevi
analjeziklerdir. Metamizol sodyum, analjezik etkisi periferik antienflamatuar
etkisinden cok, merkezi etkisiyle yagti sanilmaktadir. Pirazol tidrevleri, duyarli
kisilerde agraniloz dahil olmak Uzere kemilgiildepresyonu yapabilir [14]. G6zlenen
¢cok yonlu biyolojik aktiviteleri nedeniyle ve tidaagidan dnemli boyar madde ajan
olarak kullaniimalari sebebiyle [23-25] ve farkikilde slbstitue edilmitlirevlerinin

sentezi son elli yildan bu yana dikkatleri Gzerge&mektedir.

Pirazol karboksilik asitlerin sulfonamit ttrevleinn insan karbonik anhidraz enzimleri
Uzerindeki inhibisyon etkileri agarilmis (in vitro) ve oldukc¢a etkili sonuclar elde
edilmistir [26-29]. BoOylece bu tip bikgklerin in vivo calismalar yapildiktan sonra,

glokom hastalik tedavisinde de kullanilabil@canlagiimistir.

Pirazoller heterohalkada-elektronlarina sahiptir. N atomu elektronegatsieen
dolay! halka elektronlarini ¢eker, bdylece C (3)CG/€5) kismen elektropozitif olur ve
nakleofilik katiimalara uygun hale gelir [7]. TumZ2tazoller, piridin azotu ve C (4)
atomu Uzerinde yaunlasmis n- elektronlarina sahiptirler. Bunun yanindageti
heteroatom pozitif yik tar. C (3) ve C (5) atomlarinua-elektron yukleri heterohalkaya
bagli olarak pozitif ya da negatif olabilirler. En ysiék bg derecesi C (3)- N ve C (4)-
C (5) atomlari arasinda bulungtur. En digik bg derecesi ise heteroatomlar
arasindadir. Azotlarin nukleofifli ve sterik ulailabilirlikleri, uygun halka
substitisyonu yoluyla s#lendirilebilir. Bu ilgi ¢ekici 6zelliklere ve gesl anlamda
pirazol kimyasinda gucli geiheler olmasina famen pirazol ve pirazol tirevi
bilesiklere gosterilen ilgi 70’ li yillara kadar sinikalmistir [30]. Aril pirazoller, 6Gnemli
biyolojik ve farmakolojik 6zellikleri olmasi nedené cok yaygin olarak birgok
bilesigin ¢ikis maddesi olarak kullanilirlar. Bunlarin arasind&-difenilpirazoller,
HIVreverz transkriptaz inhibitori olarak kullanlar. 1,3,5-tristibstitiie pirazoller,
kolesterol inhibitorleri olarak kullanilirlar. Geggte pirazol tirevleri lokal anestezi ve
yatstirict ilaglarinda kullaniimaktaydi. Ancak son zar@da timor ve kanser

tedavisinde kullaniimalariyla ilgili olarak gan calgmalar devam etmektedir [31].



Ayrica; sara noObetlerine kar [32], antidepresan [22], antienflamatuar [33]gsat
disUrictu [34], mide salgilarini arttirict [35], eklenttihaplarini 6nleyici [36],
antibakteriyel [37], bitki oldurtci [38], mantardiirtict [39], pestisit [40], boyar madde
[41], gungten koruyucu madde [42] ve analitik ayira¢ [43]rakacok c¢eitli kullanim
alanlarina sahiptir.

Simdiye kadar farkl pirazol bikgklerinin kimyasal yapilari ile ilgili olarak litexttrde
pek cok cakma bulunmaktadir. Literatirde sentezlemrbazi pirazol bilgiklerinin
yapisal 6zellikleri ile ilgili bilgiler Tablo 1.1'd verilmitir.

Tablo 1.1.Bazi pirazol bilgiklerinin yapisal 6zellikleri

. o . Referans (X
(0]
Pirazol bilesigi Yapi Tipi E.N (°C) isinlari/E.N)
. 69-70 [44]/[34]
Pirazol katemer
70 [45]/[46]
o _ 15.8-18.5 [47]/[34]
4-metilpirazol trimer
SIvI [46]
3,5-dimetilpirazol trimer 107 [48]/[34],[46]
o 137-138 [34],[49]/[34],[46]
3,4,5-trimetilpirazol katemer
140 [50]

Pirazol bilgiklerinin antimikrobiyal ¢ok yonltu biyolojik faaligtlerinin bulunmasi
[18,51] ve antienflamatuar ajanlar [15] olmasinddolayl ¢ok sayida kimyasal,
biyolojik, tibbi ve zirai uygulama alanlari olgu rapor edilmgtir. Diger taraftan, Tip 1
siklik oksalil bilesikleri yaklasik iki yildir ¢esitli hidrazin veya hidrazonlar ile
reaksiyonlar tUzerinden g#i 1,4,5-trisubstituted pirazol-3-karboksilik &sie bunlarin
turevlerini sentezlemek ic¢in kangic maddeleri olarak karyla kullaniimgtir

[52,53,8]. Metil hidrazin ve 2-hidrazinpiridine kar furandione 1’in kimyasal
davranglyla oluan reaksiyonlarin sonucunda yeni pirazol-3-kardidksisitler

sentezlennstir. Yeni asitler farkli hidrazin ile pirazol-pirakinin c¢agitli tlrevlerine

donistaralmstar [54].



Literatiirde cok sayida heterohalkali kike antibakteriyel ve antifungal ajan olarak
onerilmektedir. Son yillarda ise timor ve kansdatesinde kullanimlariyla ilgili bircok
guncel cakmalar yapilmgtir. Bu sebeple bu tir biilerin sentezi ve 6zelliklerinin
arggtirlimasi Uzerine yapilan cahnalarin 6nemi ve yaygin etkileri gittikce artmaktad
Ancak pirazol halkasinin bu konuda bilinen Ustikileti nedeniyle her sentezlenen
yeni tip bilesik test edilip dgerlendirilmelidir. Calsma sonuclarinin yeni ilagc etken
maddelerinin tasarimi, sentez yontemlerininggelimesi, yapilarinin aydinlatiimasi ve
aktivite calsmalarinin gercekktiriimesi konusunda ©onemli veriler Eayacal

gorilmektedir.

1.1.Kemoterapatikler

Kimyasal maddelerin organizmasthdaki ortamda mikroorganizmalar tzerine olan
oldariacu veya uremelerini durdurucu etkilerine lesdak hastaliklarin tedavisinde bu
maddelerden yararlanma fikri oldukca eskidir. 1tizyldan beri sitma ve amipli
dizanteriye kag kullanilan kinin ve emetin gibi maddeler ilk kimgal tedavi maddeleri
arasinda sayllmalarina graen; kimyasal maddelerle tedavinin yani kemoteriapin
temelleri 20. yuzyilin banda Afrika uyku hastatina kagi tedavi careleri arayan Paul
Ehrlich tarafindan ortaya atilgtr. Yapilan c¢aljmalar sonucunda patojen
mikroorganizmalara etkili fakat konak organizmani@z zararli arsenik ve antimon
bilesikleri bulunmutur. Paul Ehrlich’in de daha o zaman beligridugu gibi mikrobik
hastaliklari tedavi eden kimyasal maddenin yanid&enapotik maddenin, antimikrobik
etkisinin diguk konsantrasyonlarda bile fazla olmasinin yam Bu konsantrasyonlarda

organizmaya olan toksik etkisinin ¢ok az olmasdgehic bulunmamasi gerekir [55].

Bu gelsmelere kagin modern kemoterapi, 1936 yilinda sulfanilamidindefa klinikte
kullaniimasiyla bglamistir [56]. Gecmigte, insanlarin bakteri kaynakli bir hasgall
yakalanmasi durumunda, olim riski oldukca yuksek@®u durum, Alexander
Fleming’in buld@gu penisilinin, 1940’ yillarin bginda buyuk 6lcekte tretilmesine
kadar surmgtir. Boylelikle penisilinlerin 1941 yilinda klinikullanima girmesiyle
“antibiyotik ¢agl” baslamis ve glnimize kadar piyasaya bircok antibiyotik ilag
suralmitar [57]. Cok kiguk konsantrasyonlarda bile patojerikroorganizmalar
Uzerine zarar verici etkileri (parazitotrop etkiiyiiik, buna kawlik konak organizma

uzerindeki etkileri (organotrop etki) ¢ok kicik mlga da hi¢ bulunmayan; tedavi amaci



ile kullanilan kimyasal maddelere “kemoterapoétikladi verilmektedir. Secici toksik
etki dedgimiz bu 6zellik kemoterapoétiklerle antiseptik mabitearasindaki béica
ayricaliktir. Mikroorganizmalar soliter canli hilelir. Organizmanin yapisini da canli
hiicreler olgturur. Hicrelerin de mikroorganizmalar gibi se@eicirgen zarlari, benzer
yapida sitoplazmalari ve metabolizmalaringlagan mikroorganizmalarinkine benzer
enzimleri vardir. Bu durumda bir kemoterapo6tik mewid patojen mikroorganizmayla,

konak organizma arasinda secici toksik etki gostsirmmorlgu ortaya cikar [58].

Kemoterapiyi dger tedavilerden ayiran en énemli 6zelliklerdendpiiedavide hast@a
yol acan etkenin yani mikroorganizmalaringdedan yok edilmesinin hedeflenmesidir.
Diger bircok hastafin etiyolojisinde cok catli faktérlerin rol oynamasi nedeniyle
tedavide tek hedefe yonelik strateji ggfime zorlgguna kagin enfeksiyon
hastaliklarinda, her ne kadar bireysel ve cevredédbrlerin rolil olsa da esas olarak
hastalga yol acan mikroorganizmanin kemoterapotiklerle yedilmesinde buyuk
Olcide baar sglamaktadir. Oldukca etkin olan bu tedavi yakia, bilingsiz kullanim
halinde diren¢ gejmesi nedeniyle tedavide §aisizlga neden olabilmektedir. Bu
nedenle kemoterapatiklerin belirli kurallar dahde bilingli olarak kullaniimasi 6nem
kazanmaktadir [58].

Kemoterapide ana ilke; konakgida, hi¢ veya cok @ik etki yapan bir kimyasal
madde ile hastalik etkeni organizma Uzerinde, yetadar toksik veya letal etki
olusturmaktir. Kemoterapétik ilacglar, vicutta kimyasabhddelerin secici etkisi icin
tipik birer ornektirler. Bu segici etki, patojen knborganizma hicresi ile insan veya
genel olarak memeli hiicresi arasinda, yapi ve lmygisal mekanizmalar bakimindan
var olan farklar sayesinde mumkun olmaktadir. Skdciderecesi, csitli terapotik ilac
gruplarinda dgisiklik gosterir. Penisilinler en ¢ok secicilik gosta ilaclardir. Gugcla
bakterisidal etki gosterdikleri halde, memeli higtrézerindeki yalin toksik etkileri gok
zayiftir. Buna kaglik, sitoplazma membranina veya cekirdekte DNA/MARsentezine
ya da m-RNA'nin ribozomlardaki cevirisine etki yagknsuretiyle antibakteriyel etki
gosteren bazi kemoterapétik ilaclarin segiciklUsuktar; genellikle bakteri yaninda
memeli hicresi Uzerine de toksik etki yaparlar. Banuya penisilinlerin etki
mekanizmasi 6rnek olarak verilebilir. Bakterilerdagmeli hicrelerinde de bulunan
lipit tabiatindaki hiicre sitoplazma membraninaelaarak, bir de onun gdtarafinda

hiicre duvari denilen daha g&am bir tabaka vardir. Bu duvar sayesinde bakteri
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sitoplazmasinin osmotik basinci, ortama gore cdiseki dgere ulatigi zaman bile,
batinlGgunu veseklini koruyabilir. Penisilinler, hiicre duvarinisasini olgturan uzun
polimer molekil zincirlerinin yan dallarla birbienkenetlenmelerini engeller; boylece
hicre duvarinin omasi onlennyi olur ve sonugta bakterinin 6lumune yol acar.
Memeli hiicresinde bdyle bir yapi bulunm@ddan onun Uzerine penisilinlerin belirgin
bir toksik etkisi yoktur [58].

Antimikrobiyal tedavisinin temelinde yatan en Onerkhvram secici toksisite, yani
kongzl harap etmeden mikroorganizmalarin inhibe edildiesi Segici toksisite
mikroorganizmalar ile insan hicreleri arasinda yapmetabolizma farklarinin ortaya
cikariimasi ile elde edilir. Org@; penisilinler ve sefalosporinler peptidoglikan
sentezini Onlemeleri nedeniyle bakteri tUremesinhibe edip, insan hucrelerinin

uremesini etkilemediklerinden etkin antibakteriggnlardir [59].

1.2. Antimikrobiyal Kemoterapdtiklerin Etki Mekaniz malari

1.2.1. Bakteri Hiicre Duvarinin Senteziniinhibe Etmek ve Litik Enzimleri Aktive
Etmek Suretiyle Etki

Bakteri hicresi lipit yapidaki sitoplazma membranitave olarak membranin sdi
yuzinu orten bir de hicre duvarina sahiptir. Béletedis ortamdan aktif transport
sistemiyle, suda ¢ozunmibircok maddeyi alarak sitoplazmalarinda konsaatterler

ve bunun sonucu olarak hticre i¢i osmotik basinglakselir. Hicre duvarinin gorevi,
bakteri sitoplazmasinin icindeki yuksek osmotikibea (yaklaik 25 atmosfer basinca
kadar) direnmek suretiyle, hicrenin butiguid korumaktir. Eer bu duvar herhangi

bir nedenle zayiflayacak olursa veyasphazsa hicrgiser ve parcalanir [60].

Bazi antibiyotikler bakteri hiicre duvarinin senyéziilgili biyokimyasal reaksiyonlari
bozarlar. Sonugta hiicre duvari @mayacg icin bakteri hicresi olur. Bu tip ilaglar,
gelismesini tamamlangibakteriler Uzerine etkisizdirler; ¢iinkl bunlardacte duvarinin
olusumu zaten tamamlangmdurumdadir. Bu ilaglar 6zellikle gethekte ve Uremekte
olan bakteriler Gizerinde bakterisidal etki gosterirHicre duvarinin ana maddesi olan
murein rijid polimer bir bilgiktir. Bu madde, bir mukopolisakkarid olan lineer
peptidoglikan zincirlerinin yan dallarla birbirinkeaglanmasi sonucu ogur. Murein,
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Gram-pozitif bakterilerde duvar kahginin yaklgik %50’ sini olgturur ve bu duvarin

mekanik dayanikhfiini sa@layan esas gedir. Penisilinler ve sefalosporinler,
transpeptidaz enzimlerini geri danimstz olarak inhibe ederler ve sonucta
peptidoglikanlardan murein almmasi bozulur. Murein sentezi bozulunca ortamda

polimerize olamaminukleotidler birikir ve sonugta hicreler lizisgrar [61].

1.2.2. Sitoplazma Zarinin Gegirgengini Arttirmak Suretiyle Etki

Deterjan 0Ozelltine sahip antibiyotikler ve bazi antiseptikler pizma zarinin
gecirgenlgini arttirarak sitoplazma icindeki fonksiyonel énebulunan nispeten ufak
molekdlli bilesiklerin (aminoasitler, nikleotidler ve potasyum igilhicreden dari

sizmalarina neden olurlar ve bdylece bakterisitdaladustururlar. Bunlarin etkisi, hiicre
duvarinin sentezini bozan antibiyotiklerin aksineakterinin gelme ve Ureme
doneminde olup olmamasi ileskili degildir ve gelismesini tamamlangibakterileri de
oldururler. Bu gruptaki antibiyotiklere 6érnek polksinler, gramisidin, amfoterisin-B,

nistatin ve déer bazi antifungal ilaglar ile siklosporin-A'dir 1§

1.2.3. Bakteri Ribozomlarinda Protein Sentezininhibe Etmek Suretiyle Etki

Bu tip etki gosteren kemoterapotikler gemlukla gerg spektrumludur ve

bakteriyostatik etki gosterirler. Gram-negatif vera@®-pozitif mikroorganizmalarin
gelismesini inhibe ederler. Buekilde etki yapan ilaclarin bazilari bakterilerin
ribozomlari ile kombine olur ve orada m-RNA tarafam yOnetilen protein sentezini
bozarlar. Bir¢ok ilag, insan hucrelerindeki proteientezini bozmadan bakterilerdeki
protein sentezini inhibe eder. Bu secicilik baktgg insan ribozomal proteinleri,
RNA’lar ve bunlarla ilgkili enzimler arasindaki farkliliklara igadir. Bakteriler 50S ve

30S alt birimlerine sahip 70S ribozomlar icerirkensan hicreleri 60S ve 40S alt
birimli 80S ribozomlara sahiptir. 70S bakteri rilooau, Okaryot hcrelerin (insan
hiicrelerinin) 80S ribozomuna gore antibiyotiklerahd fazla duyarlilik gosterir.
Yalnizca memelilerin  mitokondrilerinde  bulunmaktalaro 55S ribozomlari,

antibiyotiklere duyarhlik bakimindan bakteri riomlarina benzerler. Bakteri 70S
ribozomlari sadece protein ve RNA'dan gldar [59]. Kemoterapotikler, protein
sentezi olayi ile ilgili cgtli basamaklari bozabilirler. Boylece bakteri héir icin

gerekli proteinleri, dolayisiyla enzimlerin sentézngellerler.
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1.2.4. Genetik Materyal icinde DNA Sentezinin veya DNA Kontrolii Altinda

Yapilan m-RNA Sentezinin Bozulmasiyla Olgan Etki

Bu gruptaki ilaclarin bayik bir kismi, memeli hisiregn ¢ekirdgini de etkiledginden

sitotoksik ilaclardir. Bunlarin antibakteriyel diii olmasina kain ¢casu bu amacla
kullaniimazlar. Bir kismi antineoplastik ila¢c ol&ramalin timérlerin tedavisinde
kullaniimaktadir (mitomisinler, aktinomisinler, daorubisin ve doksorubisin gibi).
Memeli hicresi lGizerinde fazla toksik olmayan rifamler (rifampin ve benzerleri) ile
kinolonlari antibakteriyel ila¢ olarak kullanillDNA’ yi etkileyerek antibakteriyel
etkinlik olusturan ilaclar; aktinomisinler, rifamisinler, kinaiar (nalidiksik asit,

oksolinik asit ve fluorokinolonlar), mitomisinleevbenzerleridir [61].

1.2.5.intermediyer Metabolizmay1 Bozmak Suretiyle Etki

Bu gruptaki ilaclar daha cok bakteriostatiktirl®&u sekilde antibakteriyel etki yapan
ilaclara Ornek olarak sulfonamidler, sulfonlar,ntatoprin, paminosalisilik asit ve
izoniazid verilebilir. Bunlar bakterinin metaboliza®si icin gerekli bazi maddelerin

sentezini engellerler. Bakteriler icin antimetabalteliginde olan maddelerdir [61].

1.3. Antibiyotik Duyarlilik Testleri

Antibiyotik duyarhlik deneyini uygulamak icin ilgdntem Fleming tarafindan 1929
yilinda gelgtiriimistir. Bu yontemde Fleming, bir petri kutusunda kaesiyerini,
ortadan kenara ¢cok daha yakin bir yerden, dik kl&esmg ve birserit halinde dyari
almustir. Acilan bu beluga kuf 6zatla (Penisilin gibi) iceren besiyerini y&tirmis, daha
sonra bu bguga dik bir acida paralel olarak gk bakteri kultlrlerini
(Staphylococcus, E. coli, Streptococcus ve Pneumococcus) yayma yontemiyle ekrgtir.
Inokulasyondan sonra kiiltirlerin tireme ve inhibisgonlarini gézleyerek kiiltirlerin

duyarliligini dezerlendirmitir [62].

Ikinci Dinya Sav@ sirasinda bircok dsik antibiyotik bulunmy ve deisik
mikroorganizmalara kar duyarliik modelleri saptanstir. Yeni antibiyotikler medikal
uygulamada “olgan ustU” ilaglar olarak kabul edilgtir. Ancak direncli bakteriyel

swlarin ortaya c¢ikmasiyla yeni 6nlemlere gerek duyglnve bakterilerinin-vitro
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kemoterapotik maddelere kar olan direnclerini tayin icin ¢#li yontemler
gelistirilmistir. 1940°l1 yillarda birgcok antibiyofiin ortaya cikmasiyla tip diliisyon

yontemleri yetersiz kalrgive uygulamada pratik bulunmagtr [62].

Foster ve Woodruff, duyarlilik testlerinin uygulasmada ilk kez antibiyotik emdirilngi
suizgec k@utlarinin kullaniimasini éneriglerdir. Arastirmacilar, duyarhig test edilecek
organizma ile 6nceden inokile edilen petri kutusindbesiyeri tizerine bir antibiyotik
emdirilmis seridi yerlatirerek duyarlilik testini yaprglardir. Vincent, antibiyotik
solisyonunun kat disklerde kurutulduktan sonra kullanilabilgoe ve bdylece taze
stok solusyonlara her zaman gereksinme duyulmgyacgostermgtir. 1960l yillara
dek mikroorganizmalarin ilac duyarlilik 6zelliklee cantibiyotik duyarlilik testleri icin
bircok yontem (difiizyon ve titrasyon yontemleri)yaebu yontemlerin dgsik birgok
modifikasyonu bildirilmgtir. Her yontemin bazi avantajlari ve kullanim gihgi gibi
dezavantajlari vardir. Sonuglarin en ytksek duzexgtenlilikle yorumlanabilmesi icin
yontemin tam ozelliklerinin iyi kavranilmasi ve y@mlerin strekli yenilenebilir
sonugclar vermesi gekegdz onunde tutuldtunda, bir standardizasyonun saptanmasina
gerek duyulmstur. Ik kez 1970'li yillarda Diinya Sk Orgiiti (WHO) 6nderfiinde,
Anderson ve Bauer-Kirby'nin yontemlerindeki startdaamalar dikkate alinmak
suretiyle, Uluslararasisbirligi Calisma Kurulunca bir standardizasyona gidgtini
[62,63].

Gunumuzde kullanilan antibiyotik duyarlilik testlgunlardir:

« Diftizyon Yontemleri (Agar kuyucuk, Kirby-Bauer-§k diflizyon)

» Epsilometer Testi

* Titrasyon YoOntemleri

* Agar Dilisyon Testi

» Makrodilisyon Broth Testi

» Mikrodiliisyon Broth Testi

1.4.Toksisite

flaclarin yan etkileri, aslinda toksik etkileridielirli bir dozdan sonra 6ldurici etki
gosterebilirler. Kimyasal maddelerin insan ve hayaeda olgturdusu toksik etkiler
akut ve kronik olarak gadir. Bazi aratirmacilar akut toksisiteyi, tek ya da birka¢c dozun

48 saat icinde deney hayvanlarinda veya kaza sdnsanlarda olgturdusu etki olarak
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tanimlamaktadirlar. Akut toksisite saptanmasindssviralan deneylerin amaci
biyolojik sistemlerde kimyasal maddelerin toksikiketrini belirlemek ve doz-yanit
iliskisinde karakteristik veriler elde etmektir. Bu Ner, yeni ilaclarin klinge
uygulanmasindaki olabilirlik derecesini ortaya kaktadir. Toksikolojide akut
toksisite deneyleri, ilag, kozmetik, hijyenik madtite ve evlerde ¢itli amacla
kullanilan dger kimyasal maddelerin toksik etkilerini belirlemékn yapilir. En sik
kullanilan akut toksisite testleri;

* Minimal Mortal Doz (MMD)

« Letal Doz 50 (L)’ dir.

1926 vyihinda Knaffl-Lenz tarafindan kobaylarda tdifin toksik aktivitesinin
gosterilmesinde tarif edileMinimal Mortal Doz ( MMD), damar igi yolla surekli ve
yava akimla bir ilacin, hayvanin dlmesine kadar vergmgke elde edilir. Tayan, kedi
ve kopek gibi hayvanlarda kolay uygulanabilir vezyblojik parametrelerdeki
degisiklikler izlenebilir. Ancak cok sayida hayvana uygumasinin biyoistatistik
zorunlulggu yaninda, damar ic¢i verilmesi nedeniyle kimyasalddenin ¢ozicu iginde
erimesi ve etkisini cabuk gostermesi gerekir. Hayvanjekte edilen total sivi hacmi
dolasim kapasitesini gecmemelidir. Bu nedenlerden otiZla kullanilan bir akut
toksisite yontemi déldir. Bazi aratiricilarin medyan letal doz diye adlandirgdLetal
Doz 50 (LDsg) bir deney hayvan gurubunun % 50’sini 6ldurebilem kimyasal
maddenin tek bir dozunun istatistiki géelendirmesidir. Bir maddenin akut
toksisitesinin dgerlendiriimesinde Lk tayini siklikla bavurulan bir toksikoloji

degerlendirme yontemidir [64].

Artemia salina larvalari, farkli mikotoksinlere kar geng bir yelpazede duyarlilik
gosterirler [65]. Bu larvalar, ginimuzde biyolojik aktiviteledragtirilan 6rneklerin
sitotoksisitelerinin tayininde, oldukca gerbir sekilde kullaniimaktadir. Dolayisiyla,
toksik maddelerinn-vivo olarakA. salina larvalarina olardldiriict etkisi, hizli ve basit
bir yontem olarak “Brine-Shrimp Lethality Assay” n’i kullanilmasina olanak
sgilamaktadir [66]. Toksisitenin dngorilmesi acisindanlansli bir testtir. Ayrica
fungal toksinlerin, bitkisel ekstraktlaringia metallerin, siyanobakteri toksinlerinin,
pestisitlerin ve di hekimliginde kullanilan bazi maddelerin sitotoksik etkiheni
aragtirlimasinda kullanilngtir [67-75].
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Bunlara ek olarak, embriyonel gein sirecini etkileyen teratojen maddelerin [76],
organofosfor insektisitlerin [77] ve zirai amacangtik olarak oldukca sik kullanilan
bircok antibiyotgin, toksisite dizeylerinin tespitinde de kullaniktedir [78]. A.
salina’ nin kullanildgl bazi akuatik toksisite testleri ile rodentlerifaré veya rat)
kullanildig! toksisite testleri arasinda bir korelasyon olirpadgini anlamak Gzere bazi
calismalar yapilmyg ve Umit verici sonuclar elde edilghir. Her iki testten elde edilen
LDso degerleri, ayni kimyasallarin insanlar icin gecerlaolakut oral letalite verileriyle
kiyaslandginda, sonuclar arasinda genellikle iyi bir koretasylduu gozlenmgtir.
Benzer olarak bu kimyasallarin, oral akut toksigit@ansiyellerinin test edilip, insanlar
icin gecerli olan akut dozlarla kiyaslagthda akuatik testlerin, rodent testlerine
nispeten biraz daha iyi sonuclar veidigozlemlenmgtir. Ancak akuatik toksisite
testlerinin, suda co6zlinebilen maddelerin toksislggerlerinin saptanmasinda daha
uygun oldguna da dginilmistir [79,80]. Yine baka bir calsmada iseA. salina ile
yapilan bu testin modifiye edilggekli ile alinan sonuclar, memeli hiicre kultirlde i
yapilan toksisite testlerinde alinan sonuclarlasikatiriimis ve birbiriyle uyumlu
sonuclar elde edilngiir [81].

1.5. Bilesik-DNA Etkile simi

Molekiiler tanima, biyolojide temel bir ilkedir. Gk olarak; enzim-substrat, antijen-
antikor, hormon-reseptor ve ilagc-DNA yani sira pntDNA ve protein-protein
etkilesimleri gibi. Molekiler tanimanin Bhca fizikokimyasal ilkelerini anlamak ve
daha fazla spesifik ligandlar ve reseptorlerinisataninda bu bilgiden yararlanmak,
molekiler Usti kimyanin hizla gg#n bir disiplinidir. Tibbi kimyada rasyonegékilde
ilac ile ilgili reseptorleri tasarlanan ligandlanasarimi ayrica ¢ok dikkat cekmekte ve
yeni kuvvetli tedavi edici ilaclarin gstiriimesi icin temel sglamaktadir. Molekuler
biyoloji ve kimya arasindaki sinir bélgesinde, DNanima ile ilgili olan alan cok
basarilidir. Protein gleme veya ¢ift sarmal DNA’ nin segici dizilerinegienan dguk
molekiler &irhkh gicla antikanser ilaglar gen dizenleme tigide d@al ligandlarin
cok caitli calismalarina bu alan ilesik sagmgtir. Kimyagerler 30 yili gkin stredir
dogadan ilham olarak farkli prensipler gglierek, cift sarmal DNA Uzerinde rastgele

herhangi bir yere l@anabilen bilgikler sentezleyebilnglerdir [82-84].
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DNA'’ ya baglanma ¢agmalarinda Kumar ve ark. [85] yapticalsmalarda indol tirevi
bilesiklerin DNA molekdlleri ile etkilgime girdikleri ve her eklemeden sonra DNA' nin
floresan yg@unlugunda azalma oldiw gozlenmgtir. Etkilesimde dinamik bir dgisimin
oldugu da rapor edilmgtir. Bakteriyel plazmit DNA pBSK, Vinkristin ve Bberin ile
etkilesime sokulmytur. Bu alkaloidler de gicli bir DNA kiama etkisi gozlenngtir.
Reaksiyon kagimi, ligandlar ve miktari arttikca, bandin ggmlugu da artmytir.
Bununla birlikte, gittikce artan y¥un bantlar, her iki alkoloidin etidyum bromur yezin
alternatif floresan kayrga oldugunu gosternstir. Bu alkaloidlere DNA bglama
calismalarinda etidyum bromiurle ayni potansiyele salapitr yorumu yapilmgtir.

Shahabadi ve ark. [86] SF ligand ve kobalt kompleiks pUC18 DNA' nin
parcalanmasini ¢amiglardir. SF ligand tirevleri ve kobalt kompleksi piait DNA
puUC18’ i farkli konsantrasyonlarda parcalayabilneekt. SF ligand ve kobalt
kompleksi konsantrasyonu arttikca, form Il bandogunlugu da artmygtir. Ancak SF
ligandin stper sarmalli plazmit DNA’ ya etkisi kdtbkompleksinden daha belirgin

bulunmugtur.

Raman ve Sobha [87] yaptiklari gatada, AH2 (askorbik asit) vaginda, metal (Il)
komplekslerinin ilave edilmesiyle uyarilan plazmpiyC19 DNA'nin, jel elektroforez
sonucunda ayrilma gostegai aciklamglardir. Ayni kaullar altinda serbest AH2'nin
pUC19 DNA uzerinde hicbir ¢centik agcmgdigdzlenmgtir. Cu (1), Ni (1) ve Zn (ll)
komplekslerinin nikleaz aktivitesi gostexdirapor edilmstir. Plazmit pUC19 DNA,
metal kompleks ve askorbik asit kamlari ile etkilgsime birakildginda, bandin
hareketinin acgikca argin gorulmdstur.

Xiao-Feng He ve ark. [88] stuper sarmal halkasamla(SC) pBR322 swnu (Form 1),
Co (lll) polypyridyl mixed-ligand kompleksleri vaginda 302 nm’ desikla parcalama
calismalar yapmylardir. Bu ¢calgma sonucunda Form | yapisi bozulhwe yava yava
kesilmis halkasal DNA (Form Il) ve dgrusal Form Il olgmaya balamistir. Gerek Co
(1) olmaksizin gkl ortamda gerekse Co (lll) vaginda siksiz ortamda olsun her
ikisinde de DNA hasaraguamstir.



17

Bilesiklerin esas olarak DNA'’ ya Iganma parametrelersagidaki gibi gozlenmitir;
i. Dis DNA cift sarmal yapisina Iga olan ve segcicilik gostermeyen negatif yukli
seker-fosfat yapisi ile elektrostatik etkilenler,
ii. DNA cift sarmalin iki olguyla olan bglanma etkilgimleri,
lii. Dogal DNA’ nin baz ciftlerinin arasindaki interkalasy{89-90].

Pirazol turevi bilgikleri Naik ve ark. tarafindan siper sarmal (SCYJ49 plazmidine
denenmytir [91]. Plazmit c¢ift DNA zincirine sahip olup 268baz ciftine sahiptir.
Rekombinantlar olarak genkullanim alanina sahip vektér molekiillerden bitidgine
yabanci DNA parcasi getirilmiolan htcreler, biyime ortamindaki kolonilerin renk
farkhliklarini temel almg rekombinant olmayanlardan kolayca ayirt edilebiBu
calismayla plazmit ile etkilgm sonucunda farkli absorbanslarda pik veralup, DNA’
nin yapisina etkili oldgu acgiklanmgtir. Bilesik ile DNA’ nin etkilesimi 298 nm’den
daha yuksek bir dalga boyunagio bir kayma ile absorbsiyon gonlugunda bir
azalma ile sonuclangtir. Ayni bilesigin artan konsantrasyonlarina ghaolarak da

spektral absorbanstagigmler gbzlenmgtir.

Selenyum iceren pirazollerimn silico molekiler bglama calgmalarinda yangma ve
baglanma enerjisiyle DNA’ ya etkin bigekilde baglandigl bulunmuytur. Bilesikler
H.O, aktivasyonu Uzerinde pUC19 plazmit DNA’' sini sugarmal formdan acik
dogrusal forma parcalagh bulunmytur. Bu bileikler olasi DNA kesici ajanlardir. Bu
nedenle benzer heterohalkall pirazol analoglarriide daha fazla ¢alma yapiimasi
Onerilmektedir. Ve bu bikggin biyolojik anlamda 6nemli bir pirazol tirevi olgu rapor
edilmistir [92].

Yine bazi argtirmacilar tarafindan DMF igerisinde ¢ozlinen dermymuneleri
Escherichia coli’ nin genomik DNA’ si ile 2 saat 37 °C’ de inkibaswy birakilmy,
agaroz jelde yudratilmive goruntulennstir. Sonug olarak; bazi metal kompleksli
pirazoller DNA’ ya yiksek bdanma yeteng@ sergilemitir. Bunu da antimikrobiyal

aktivitesine bglamilardir [93].



2. BOLUM
MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

Bakteri Ornekleri

Calsmamizda Gram pozitif bakterilerde®taphylococcus aureufATCC 25923
Bacillus cereusNRRL-B 37 Bacillus subtilis ATCC 6633 Enterococcus faecalis
ATCC 29212 Gram negatif bakterilerdef?seudomonas aeruginogalfCC 27853
Proteus vulgarisATCC 8427 ve Escherichia coliATCC 25922 veEscherichia coli
ATCC 35218 kullaniimgtir. Bu bakterileri kullanmamizin klaca nedenleri; secilen
organizmalarin insan, hayvan ve bitkilezerinde son derece gicli patojen etkilerinin

bulunmasi ve kolay Uretilebilir olmasidir.

Calsmamizda kullanggmiz bakteriler Gazi Universitesi, Fen Fakiiltesilydoji

Bolumu, Molekiler Biyoloji Ana Bilim Dali’ ndan tem edilmistir.

Maya Ornekleri

Calismamiz sirasinda kullanilan fungus tirledandida albicansATCC 10231ve
Candida tropicalisATCC 13803’ dir. Bu turler insanlari etkileyen eaygin fungal
patojendir. Cakmamizda kullanggmiz maya Ornekleri Gazi Universitesi, Fen

Fakaultesi, Biyoloji Bolumi, Molekuler Biyoloji An8ilim Dali’ ndan temin edilmtir.
Mikroorganizmalarin kilttr koleksiyon merkez kodl&ablo 2.1." de gdsterilngiir.

Sucul Ornekler

Tuzlu suda yegen bir sucul bir kabuklu olarArtemia salinatoksisite testi test

organizmas! olarak kullanilgtir. Yumurtalar akvaryumculardan temin edigtni



19

Artemiacinsinin sistemagi

Sube : Arthropoda (Eklem bacaklilar)
Altsube : Crustacea (Kabuklular)

Sinif ; Branchiopoda

Takim : Anostraca

Familya : Artemiidae

Cins : Artemia

Tdr: Artemia salina(Tuzlu su karidesi)

Tablo 2.1.Kullanilan organizmalar ve kiiltir koleksiyon mezk@ATCC) kodlari

Mikroorganizma Organizma Kodu
Bacillus cereus NRRL-B 37
Bacillus subtilis ATCC 6633

Staphylococcus aureus ATCC 25923

Enterococcus faecalis ATCC 292112
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Proteus vulgaris ATCC 8427
Escherichia coli ATCC 25922
Escherichia coli ATCC 35218

Candida tropicalis ATCC 13803

Candida albicans ATCC 10231

Besivyerleri

-Nutrient Agar (NA) Besiyeri (g1): Et Ozt (beef extract) 1,0 g, maya o6zitil (yeast
ekstrakt) 2,0 g, pepton 5,0 g, sodyum klortir 5,Ggar 15 g 121°C’ de 15 dakika
otoklavlanarak steril edilgive 20%er ml 120 mm capindaki steril petri kaplarina

dokulmdtar.

-Nutrient Sivi (NB) Besiyeri (g): Et Ozitii 1,0 g, Maya Oziitii 2,0 g, Pepton 5, 0 g
sodyum klortir (NaCl) 5,0 g. 121°C’ de 15 dakikaktawlanarak steril edilngive 10 ml
steril tiplere datiimstir.
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-Mueller Hinton (MHB) Sivi Besiyeri (g¥): Et 6ziitii 2,0 g, Kazein Hidrolizati 17,5 g,
Nisasta 1,5 g. 121°C’ de 15 dakika otoklavlanarakilsegtilmis ve 10ar ml steril
tuplere dgitiimistir.

-Mueller Hinton Agar (MHA): Et 6zita 5,0 g, Agar 12g, Kazein Hidrolizati 17,5 g,
Nisasta 1,5 g. 121°C’ de 15 dakika otoklavlanarakilstelilmis ve 15 er ml 90 mm

capindaki steril petri kaplarina dokulgiir.

-Sabouraud Dextrose Agar (SDA): Bacto Pepton 10Bagto Dekstroz 40,0 g, Bacto
Agar 15,0 g. 121°C’ de 15 dakika otoklavlanarakilseglilmis ve 25 er ml 120 mm

capindaki steril petri kaplarina dokulgnie diz bir zeminde katgeasi sglanmstir.
Mikroorganizmalarin treme durumlarinin tayininde kilanilan kimyasal madde:
2,3,5- Triphenyltetrazolium Chloride 250 mg taralla 100 ml etanolde (%96) iyice
c6zulmig ve sprey ozellikli canisede buzdolabinda saklargtmn.

McFarland No: 0.5 Bulaniklik Standardi:

0,5 ml BaC} (%1.175) ve 99,5 ml $80, (0.36 N) kargtirilarak 10 ml’ lik kapakl ttipe
doldurulmy ve kap@ parafilm ile sikica kapatilan ttp, karanlikta oslaaklginda

saklanmgtir.

Tampon ve Cozeltiler

Agaroz jel elektroforezi bilgk-DNA etkilesimi calismalari icin kullanilan ¢ozeltiler:

-Tris Asetik Asit EDTA (TAE) Tamponu (x50) (pH 8.0242 g Tris, 57,1 ml Glasial
asetik asit, 0,5 M 100 ml EDTA (pH 8.0), maddelestite su icerisinde ¢ozllerek
hacim 1000 mI’ ye tamamlansgtir.

-Yikleme tamponu: % 0,1 bromfenol mavisi, % 0, 1etssiyanol

-TE: 10 mM Tris-HCI, 0,1 mM EDTA

-Etidyum bromdir: 10 mg rifl dersimde hazirlanmyi ve koyu renklisiselerde muhafaza

edilmigtir.
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Kimyasal Maddeler

Bu calsmada kullanilan sentetik maddeler Erciyes UnivessiFen Fakiltesi Kimya
Anabilim Dali Gsretim Uyesi Prof. Dr.ilhan OzeriLHAN dansmanlginda yiksek
lisans yapan Aye CAGLAYAN, Mehmet CADIR ve Kazim DENRKOL tarafindan
sentezlennstir (Tablo 2.2).

Visinal dion yapisina sahip aktif bir karbon halkaksn 4-benzoil-5-fenil-2,3-furandion
bilesigi literatire yeni heterosiklik bikkler kazandirmy bir bilesiktir. Bilesik sahip
oldugu 4C atomunun da farkl elektrofilik 6zellikte olsiadan dolayi, bu 4C atomu
Uzerinden farkh nikleofillerle ve ayni zamanda dien yapisinda olmasi nedeniyle de
dienofillerle ¢ok ceitli reaksiyonlar vermektedir. Bu bggsin etkinligi géz 6nine
alinarak, ayni iskelete sahip furan-2,3-dion sis¢éeimsentezlenerek bu bgilerin
benzer reaksiyonlari da literatiire kazandigtmiBu bilesikler hidrazin, hidrazit ve Ure

serilerinden olgan bileiklerdir.

Daha once sentez edignolan ve preparatif organik kimya ganlarinin birgcok yeni
bilesigin elde edilmesinde yararlargaiaktif birer balangic maddesi olan 4-benzoil-5
fenil-2,3-furandion ve yakin zamanda kimyasairana laboratuarinda sentezlegrolan
hidrazit (MC1, MC2, MC3, MC4, MC5, MC7, MC8, MC168/C11, MC132, hidrazin
(AC3, AC6, AC14) ve ure (K1, K2, K3, K4, K5, K6) s& bilesikler, bu tez
calismasinda aktivite bakimindan incelestini Asagida sentezi yapilan biilerin
kimyasal yapi ve 6zelliklerinden molekiler formufarmal girligr ve yizde bilgimi

sekillerle beraber verilngtir.

2.2. Test Edilen Pirazol-3-Karboksilli Asit Kimyasd Yapilari ve Ozellikleri

2.2.1. MC1’ in Kimyasal Yapisi ve Ozellikleri
4-Benzoil-1-[2,4dinitrofenil]-5-fenil-N'-benzoil-1H-pirazol-3-karbohidrazit

Molekuler Formuli: GoH2oNeO7
Formiil Agirhgi: 576.52 g mot
Bilesimi: C (% 62,32) H (% 3,62) N (% 14,20)
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Sekil 2.1. MC1’ in kimyasal yapisi

2.2.2. MC2’ nin Kimyasal Yapisi ve Ozellikleri

4-Benzoil-1-[2,4dinitrofenil]-5-fenil-N'-fenilasetil-1H-pirazol-3-karbohidrazit
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Sekil 2.2. MC2’ nin kimyasal yapisi

Molekuler Formuli: GiH22Ng0;
Formiil Agirligi: 590,54 g mot
Bilesimi: C (% 62,99) H (% 3,60) N (% 14,52)

2.2.3 MC3' iin Kimyasal Yapisi ve Ozellikleri

4-Benzoil-1-[2,4dinitrofenil]-5-fenil-N'-(4-nitrobenzoil)-1H-pirazol-3-karbohidrazit
Molekuler Formuli: GoH19N70g

Formiil Asirligi: 621,51 g mot

Bilesimi: C (% 57,66) H (% 3,54) N (% 15,68)
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NG

NO»

Sekil 2.3.MC3’ tin kimyasal yapisi

2.2.4. MC4' uin Kimyasal Yapisi ve Ozellikleri

4-Benzoil-1-[2,4dinitrofenil]-5-fenil-N'-(2-nitrobenzoil)-1H-pirazol-3-karbohidrazit

Ly 0

N

Sekil 2.4.MC4’ iin kimyasal yapisi

Molekuler Formuli: GgH19N7Og
Formiil Agirhgi: 621,51 g mot
Bilesimi: C (% 57,66) H (% 3,42) N (% 15,55)

2.2.5. MC5’ in Kimyasal Yapisi ve Ozellikleri

4-Benzoil-1-[2,4dinitrofenil]-5-fenil-N'- asetil-1H-pirazol-3-karbohidrazit
Molekuler Formuli: GsH1sNg0;

Formiil Agirhgi: 514,45 g mot

Bilesimi: C (% 58,22) H (% 3,38) N (% 16,59)
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NO;

Sekil 2.5. MC5’ in kimyasal yapisi

2.2.6. MC7’ nin Kimyasal Yapisi ve Ozellikleri

4-Benzoil-1-[4nitrofenil]-5-fenil- N'- benzoil-1H-pirazol-3-karbohidrazit

A
(8]
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Ph NI I-NI])J\F‘In
Pl / \N

1 N I/

?

Sekil 2.6. MC7’ nin kimyasal yapisi

Molekuler Formuli: GgH21Ns0s
Formiil Agirhgi: 531,52 g mot
Bilesimi: C (% 68,02) H (% 4,19) N (% 13,46)

2.2.7. MC8' in Kimyasal Yapisi ve Ozellikleri

4-Benzoil-1-[4nitrofenil]-5-fenil-N'- fenilasetil-1H-pirazol-3-karbohidrazit
Molekuler Formuli: GiH23Ns0s

Formiil Agirhgi: 545,54 g mot

Bilesimi: C (% 67,99) H (% 4,53) N (% 12,56)
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Sekil 2.7.MC8'’ in kimyasal yapisi
2.2.8. MC10’ un Kimyasal Yapisi ve Ozellikleri

4-Benzoil-1-[4nitrofenil]-5-fenil- N'-(4-nitrobenzoil) - 1H-pirazol-3-karbohidrazit

it o

=

NO-

T,

Sekil 2.8. MC10’ nun kimyasal yapisi

Molekuler Formuli: GoH20Ng0;
Formiil Asirligi: 576,52 g mot
Bilesimi: C (% 62,72) H (%3,68) N (% 14,63)

2.2.9. MC11’ in Kimyasal Yapisi ve Ozellikleri

4-Benzoil-1-[4nitrofenil]-5-fenil- N'-asetil-1H-pirazol-3-karbohidrazit
Molekuler Formuli: GsH;9NsOs

Formiil Agirlig1: 469.45 g mot

Bilesimi: C (% 63,74) H (% 4,29) N (% 14,63)
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Sekil 2.9. MC11’ in kimyasal yapisi
2.2.10.MC12’ nin Kimyasal Yapisi ve Ozellikleri

[1-(4-nitrofenil)-5-fenil-1H-pirazol-4-il] fenilmetanon

Ph

N

Sekil 2.10.MC12’ nin kimyasal yapisi

Molekuler Formilid: GoH15N303
Formiil Agirhgi: 369,37 g mot
Bilesimi: C (% 71,72) H (% 4,13) N (% 11,00)

2.2.11.K1’ in Kimyasal Yapisi ve Ozellikleri

N-[4-benzoil-1-(4nitrofenil)-5-fenil-1Hpirazol- 3-karbonil]-N'N’-dimetiltre
Molekuiler Formuli: GgH21N505

Formiil Agirhgi: 483 g mof*

Bilesimi: C (% 64,45) H (% 4,02) N (% 14,70)
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Sekil 2.11.K1’ in kimyasal yapisi

2.2.12. K2’ nin Kimyasal Yapisi ve Ozellikleri

N-[4-benzoil-1-(4nitrofenil)-5-fenil-1Hpirazol- 3-karbonil]-N'etiltire

I
MN—C—NH
/N, |
CoHg
_r"'
NO,
(K2)

Sekil 2.12.K2’ nin kimyasal yapisi

Molekuler Formili: GgH21Ns0s
Formiil Agirhgi: 483 g mof*
Bilesimi: C (% 64,87) H (% 4,20) N (% 14,30)

2.2.13. K3’ Uin Kimyasal Yapisi ve Ozellikleri

N-[4-benzoil-1-(4nitrofenil)-5-fenil-1Hpirazol-3-karbonil]-N'feniltre
Molekuiler Formuli: GoH21N505



Formiil Azirhigi: 531 g mot
Bilesimi: C (% 68,10) H (% 3,69) N (% 13,04)
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Sekil 2.13.K3’ iin kimyasal yapisi

2.2.14 K4’ Uin Kimyasal Yapisi ve Ozellikleri

N-[4-benzoil-1-(4nitrofenil)-5-fenil-1Hpirazol- 3-karbonil]-N'etiltiyotre

O 0O

S
Il H

NO,
(K4)
Sekil 2.14.K4’Un kimyasal yapisi

Molekuler Formili: GgH21Ns04S
Formiil Agirhgi: 499 g mof
Bilesimi: C (% 62,66) H (% 4,17) N (% 13,85) S (% 6,17)
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2.2.15 K5’ in Kimyasal Yapisi ve Ozellikleri

N-[4-benzoil-1-(4nitrofenil)-5-fenil-1Hpirazol- 3-karbonil]-NIN'dimetiltiyolre
Molekuiler Formuli: GgH21N504,S

Formil Asirhgi: 499 g mot

Bilesimi: C (% 62,40) H (% 3,97) N (% 14,31) S (% 6,25)

)K \)k i
s

(KS)

C—H3

Sekil 2.15.K5’ in kimyasal yapisi

2.2.16.K6’ nin Kimyasal Yapisi ve Ozellikleri

N-[4-benzoil-1-(2,4dinitrofenil)-5-fenil-1Hpirazol- 3-karbonil]N’etilure

O i
i
Fh M —I:—fi-IH
B CaHg
H'f
MO
[ )
(K6)

Sekil 2.15.K6’ nin kimyasal yapisi
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Molekuler Formuli: GsH20Ng0;
Formil Asirhgi: 499 g mot
Bilesimi: C (% 58,90) H (% 3,66) N (% 16,10)

2.2.17.AC3’ Uin Kimyasal Yapisi ve Ozellikleri (C)

4-benzoil-1-[2,4dinitrofenil]-5-fenil-1Hpirazol-3-karboksilli asip-nitrofenil hidrazit

@ &—N—N—QNO

PH H H i

&Y
Ph N’

NO,

NO,
Sekil 2.17.AC3’ Un kimyasal yapisi

Molekiler Formuli: GeH19N-Og
Formiil Agirhgi: 593 g mof*
Bilesimi: C (% 58,89) H (% 3,20) N (% 16,52)

2.2.18. AC6’ nin Kimyasal Yapisi ve Ozellikleri (F)

2-(2,4-dinitrofenil)-3,4,6-trifenil-2,6-dihidropimolo-[3,4-dpiridazin-7-on

NO,
Sekil 2.18.AC6’ nin kimyasal yapisi
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Molekuler Formuli: GoH18NgOs
Formiil Agirhigi: 530 g mot
Bilesimi: C (% 65,49) H (% 3,28) N (% 15,63)

2.2.19.AC14’ iin Kimyasal Yapisi ve Ozellikleri (D)

4-benzoil-1-[2,4dinitrofenil]-5-fenil-1H-pirazol-3-karboksilli asie-nitrofenil hidrazit
NO,

.C C—-N-N

\
/ _N
Ph "N
NO

NO,

Sekil 2.19.AC14’ in kimyasal yapisi

Molekiler Formuli: GeH19N-Og
Formiil Agirhgi: 593 g mof*
Bilesimi: C (% 58,68) H (% 3,20) N (% 16,53)

2.3. Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi

Pirazol turevi bilgiklerin antimikrobiyal aktivite testleri Agar difypn yontemi ve

mikrodiliisyon yontemi (NK) ile gerceklatirilmi stir [94].

2.3.1. Agar Difiizyon Yontemi

Stok kultarlerden, bakteri slari Nutrient agar besiyerinde 37 °C’ de 24 saat
inkiibasyona birakilngtir. Maya sylari ise Saboruod Dekstroz Agar besiyerinde 27 °C’
de 48-72 saat inkibe edilgtir. Kdilttrler sivi besiyerinde 37 °C’ de 18 saat
eksponansiyel faza gelene kadar gtetimis ve kultlrlerin son konsantrasyonu
McFarland No: 0.5 (1x10- 5x1¢ hiicre mt) bulaniklik standardina uygun hale
getirilmistir (Sekil 2.20). Bulaniklihk ayarinin uygun biekilde yapilabilmesi icin
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siyah-beyazeritli bir fon kullaniimstir. Ayrica gézlemden 6tlri meydana gelebilecek
hatayl ortadan kaldirmak icin McFarland’ da gyoluk ayarlamasi yapilan
mikroorganizmalar spektrofotometrede desyolugu tespit edilerek dgrulugu tekrar
kontrol edilmitir [22,64].

Bilesiklerin Dimetil sulfoksit (DMSO) ile 10000 pg Mlkonsantrasyonunda stok
¢ozeltileri hazirlanmgtir. Hazirlanan stok ¢ozeltiler 0,22 mm por capsahipsiringa
ucu filtre kullanilarak steril edilngiir. DMSO ayrica negatif kontrol olarak

kullaniimustir.

McFarland 0.5’ e gore ymnluk ayarlamasi yapilan mikroorganizmalardan 100

alinarak, bakteriler icin Mueller Hinton Agar, madgmricin Saboroud Dekstroz agar ile
hazirlanmg besiyerlerinin ylizeyine drigalski yayma c¢ghoule ekimi yapilmgtir. Daha

sonra ekim yapilan petri kutularina korkborla (naardelici) 6 mm ¢apinda kuyucuklar
acllms ve bu kuyucuklara uygun konsantrasyonlarda hammiastok ¢ozeltilerden 50
ul ilave edilmitir. Petriler +4°C’ de yaklaik 2 saat bekletilngtir. Daha sonra bakteri
ornekleri 37°C’ de 24 saat, maya ornekleri ise 30’ de 48 saat inkilbasyona
birakilmstir. Denemeler Gcger tekrarh olarak yapgim Meydana gelen inhibisyon

zonlarinin ¢gapt mm cinsinden Ol¢Ulgiir.

Sekil 2.20. McFarland 0,5, 1 ve 2 standardi.
Soldan sga d@ru, McFarland standards. No. 0.5, 1 and 2.
(http://en.wikipedia.org/wiki/File:McFarland_standa.JPG
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Bilesiklerin antimikrobiyal etkisi hakkinda bilgi vermesmaciyla pozitif kontrol olarak

bakteriler icin ampisilin (1Qug), mayalar icin de flukonazol (2) kullaniimstir.

2.3.2. Mikrodilisyon Yo&ntemi

Agar kuyucuk yonteminde mikroorganizmalara skaetkili oldugu tespit edilen
bilesiklerin en digik inhibe edici konsantrasyonlari {K) 96 kuyucuklu mikrotitrasyon

petrileri kullanilarak mikrodiliisyon yontemi ile lmenmistir (Sekil 2.21.).

Bilesikler icin 1'den 11' e kadar siralangni10000 ile 95 pg mil arasinda

konsantrasyonlara sahip seri ¢ozeltiler hazirlanimi

Deneyde petrinin son situnu olan 12. situn mikraoimalarin pozitif kontroll icin
bos birakilmstir. Yatayin en alt sirasi olan H sirasi cukurlaegatif kontrol olarak
ayrilmistir; bu nedenle bu cukurlara mikroorganizma eklemgr ve her cukura
sadece 10Ql steril distile su konulmgtur. Buna gore ilk olarak dilisyonlari 1’ den 11’
e kadar siralanmikimyasallar kendi numaralarina denk gelen petturgarindaki
cukurlara, sirasiyla mikropipetér yardimiyla 100{drolarak aktariimgtir. Boylelikle
tim konsantrasyonlar kuyucuklara aktarildiktan a&pnrmikroorganizmalarin
eklenmesine gecilmgiir. Bunun icin 6nceden bulanigh McFarland No: 0,5’ e gore
ayarlanan mikroorganizma kdalttrleri mikropipetorgeniyla A’ dan H’ ye siralanmi
her bir kuyucuk satirina (H satiri hari¢) bir mi@rganizma denk gelecelekilde, 12.
cukurdan 1. ye dgru 100’ erul aktariimstir. Bu islemlerden sonra mikrotitrasyon
petrilerinin kapaklari kapatilarak bakteriler i@ °C’ de 24 saat, mayalar igin ise 27-30
°C’' de saat 48 saat inkiibasyona birakglmi Inkiibasyon siiresi sonunda test
bilesiklerinin MIK degerleri petrilerin tizerlerine sikilan Triphenyltetadium Chloride
(TTC) nin 37 °C’ de 3 saatlik inkilbasyonu sonucweyaiana gelen renklenmeye
bakilarak tespit edilngtir (Sekil 2.21.). TTC hicre zar ve duvarindan gecebilme
yetengine sahip bir tuz turevidir. Bu madde hiicre icerspirdginde dehidrogenaz
enzimleri ve kofaktorler ile etkimi sonucunda indirgenerek kirmizi renkli formazon
isimli pigmentleri olgturmaktadir. Uremenin ofmasina ve buna paralel olarak hiicre
yogunlugunun artmasina 3a olarak kirmizi ve tonlageklinde bir renklenme meydana
gelmektedir. Hucre yaunlugu arttikca meydana gelen renklenme de artmaktadir
[95,96].
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Uremenin oldgu kuyucuklarda kirmizi bir renklenme gozlenirkemridenin olmadi
kuyucuklarda herhangi bir renk glgimine rastlanmangtir. Uremenin g6zlemlengi en
kiglik numarali  kuyugtun temsil etii konsantrasyon Minimal inhibisyon
Konsantrasyon yani K olarak saptanngtir [62,94,97,98]. Deneyler ¢ paralel olarak

tekrarlanmgtir.
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Sekil 2.21. Mikrodilusyon Broth Tekniinin Denemelerde Uygulangekli [99]

2.4. Bilssiklerin Toksisite Etkilerinin Belirlenmesi

Pirazol turevlerinin sucul organizmalar Uzerindehlaagi bir etkisinin olup olmagini
belirlemek amaciylaArtemia salina ile akut toksisite cajmalari yapilmgtir.
Bilesiklerin  toksisite 6zellikleri “Brine-Shrimp Toxict Assay” tekngi ile

belirlenmitir.

2.4.1.Artemia salinaLarvalarinin Hazirlanmasi

A. salinayumurtalari akvaryumculardan temin edigtim 500 ml hacmindeki petise
alt kismindan kesilerek kagabir delici yardimiyla delinip alttan havalandirnugu
takilmistir. Icerisine su doldurulmuve Isisi 22-29 °C’ ye ayarlangnkiicik bir su
tankinin icerisine kapak altta kalaca&kilde yerlgtirilmistir. Yapay deniz suyu ile
doldurulmasindan sonra, yumurtalar pgeye eklenmitir. Petsise siktan korunmak
icin aliminyum folyo ile gik gecirmeyecelgekilde kapatilmgtir. Akvaryum motoru ile
havalandirilan pegise busekilde 24 saat oda sicakinda (22-29 °C) bekletilereA.
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salina larvalarinin §ekil 2.22.) yumurtalardan ¢ikmalari g@nmstir. Son olarak pet
sisenin Ust bolmesi siklandirlarak, yumurtalardan ayrilan larvalarigiga gocu

sglanmstir [66].

Sekil 2.22.Artemia salina’nin yumurtadan
¢cikmis larvalari.
(http://cichlid-fish.tr.gg/Artemia-Salina.htm

2.4.2. Test Edilecek Bilgiklerin Hazirlanmasi ve Testin Yapilisi

Bilesiklerin 5000 pg mif olacaksekilde DMSO ile stok cOzeltileri hazirlanghr. Stok

cozeltilerden suni deniz suyu ile seyreltilerek1®, 20, 40, 80, 100 ve 200 pg 'l
konsantrasyonlarda cgna ¢ozeltileri hazirlanngtir. Coztcu olarak kullanilan DMSO’
nun toksisite sonuclarini etkileyip etkilemgidi 6grenmek icin, DMSO’ nun azalan
konsantrasyonlarda seri dilisyonlari yapsgtmi DMSO’ nun Artemia Gizerinde higbir

toksik etkisi olmadil gozlenmitir.

Isiga gocu sglanan larvalarin ygun olarak bulundgu bolgeden, 2@I" ye ayarlanmg
mikropipet yardimiyla suyla birlikte alinan larvglateromikroskop altinda kdir petri
kabina damlatiingive 10 adeA. salinasayilmstir. Daha sonra 5, 10, 20, 40, 80, 100 ve
200ug mr* lik konsantrasyonlarin ve suni deniz suyunun hamlund@gu cam tiiplere
10’ ar adet organizma aktarilghr. Denemeler 24 saat 20 °C’ de 16 k& V karanlik
periyodunda gercekgarilmi stir [100,101].

Sure sonunda her bir madde konsantrasyonunda hiargke hareketsizArtemia
ornekleri sayillmgtir. Bu veriler kullanilarak SPSS 17.0 ve Probitafin bilgisayar
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programi ile “LGy’ degerleri hesaplanmgtir [102]. Deneyler ¢ tekrar olacalkekilde
gerceklgtirilmi stir.

2.5. Bilesik =DNA Etkile siminin Belirlenmesi

Bilesiklerin DNA Uzerindeki etkisi pBR322 plazmid DNA HKanilarak agaroz jel

elektroforez yontemi ile belirlenstir [103].

Bilesiklerin Dimetil formamid (DMF) ile 5000 pg rll konsantrasyonunda stok
cOzeltileri hazirlanngtir. Hazirlanan stok ¢ozeltilerden 5000, 2500, 12626, 312,5,
156,25 ve 78 pg nil konsantrasyonlarda ara cozeltiler hazirlagmi Farkli
konsantrasyonlardaki cozeltilerin 40 si (izerine 1ul pBR322 DNA (0,5ug mi™) ilave
edilmistir. Ornekler 37 °C’ de 24 saat karanlik ortamdakiibe edilmgtir.
Inkiibasyondan sonra hjle-DNA karisiminin 10 plI’ si yikleme tamponu (% 0,1
bromfenol mavisi, % 0,1 ksilen siyanol) ile kamilip %1’ lik agaroz jele yuklenerek
TAE tamponu igerisinde 60 V' ta, serbest akimdaséat sire ile elektroforez
yapilmstir. Elektroforezden sonra jeller etidyum bromid5@g ml) ile boyanarak
goruntileme sisteminde fdmflar alinmgtir [40]. Denemeler ¢ tekrarli olacak

sekilde yapiimgtir.



3. BOLUM

BULGULAR

3.1. Test Edilen Bilgiklerin Antimikrobiyal Aktivite Sonuclari
3.1.1 Agar Diftizyon Sonuclari

Pirazol 3-karboksilli asitin hidrazid, hidrazin vére tlrevlerinin antimikrobiyal
aktiviteleri 10 mg mf konsantrasyonunda agar kuyucuk ydntemiGem pozitif
bakterilerden Staphylococcus aureuTCC 25923 Bacillus cereusNRRL-B 37,
Bacillus subtilis ATCC 6633 Enterococcus faecali&@aTCC 292112 Gram negatif
bakterilerdenrPseudomonas aeruginodd CC 27853 Proteus vulgariATCC 8427ve
Escherichia coliATCC 25922 veEscherichia coliATCC 35218 e ve mayalardan
Candida albicansATCC 10231 ve Candida tropicalis ATCC 13803 e kasl
denenmytir. Test edilen pirazol 3-karboksilli asit tlrekil@n bakterilere ve mayalara

karsi olan antimikrobiyal aktivite sonuclari ise Taldd 'de gosterilmtir.

Table 3.1." de gdsterildi gibi pirazol tirevi MC2, MC8, MC10, MC11, MC12 &C3
bilesiklerinin test edilen konsantrasyon da gddin bakterilerden higbirine kar etkili

olmadgi gozlenmitir.

Pirazol 3- karboksilli asitin hidrazid tirevi ol&mC1 bilesigi G (+) bakterilerden sadece
B. subtilis Gzerinde etki gostermiolup inhibisyon zon capt 10 + 1,00 mm olarak
Olgulmdsttr (Tablo 3.1). MC1 bilgginin diger bakteriler tzerinde etkili olmagi

belirlenmitir.

MC2 bilesiginin test edilen bakteriler Gizerinde herhangi ltkis# olmamstir. TUm test

bakterilerinin bu bilgige kagi direncli oldwgu gorulmitir
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MC3 bilesigi Gram (-) bakterilerinden sade& coli ATCC 25922 veE. coli ATCC
35218’ e kagl ayni etkiyi gosternsi olup zon c¢api bu iki bakteride 8,33 + 0,58 mm
olarak dlculmigtir. Ayni bilesik Gram (+) bakterilerden sadeBe cereusve S. aureu’s

a kas! sirasiyla 10,67 £ 0,58 mm ve 9,67 £ 1,53 mm iidyin zon capiyla etki
gostermgtir.

MC4 bilesigi test edilen bakteriler arasinda Gram (+) baleedin sadecB. subtilis e
kargi 10 + 1,73 mm olarak 6lctlen zon ¢api ile inhilggceetki gostermgtir. MC4’ in
Gram (-) bakterilere kar etkili olmadgi belirlenmitir. Bu serideki bilgiklerden MC1
bilesigi ile ayni etkiyi gosternstir.

MC5 bilesigine kagl Gram (+) bakteriler arasindan en direnclir subtilis ve E.
faecalisolmustur. Diger Gram (+) bakterilerdeB. cereusve S. aureus’a kagl 9,67 +
0,58 mm inhibisyon zon capi ile etkili olgtur. MC5 test edilen Gram (-) bakterilere
karsi herhangi bir inhibe edici etki gostermaiii

MC7 bilesigi test edilen Gram (-) bakterilerden sadétecoli ATCC 35218’ e kan
8,33 £ 0,58 mm zon capiyla cok ik bir etki gostermtir. MC7 test edilen ger
bakterilere kan calsilan konsantrasyon da herhangi bir etkisi goralnggmi

Pirazol 3-karboksilli asitin hidrazin turevi olanC8 bilesigi Gram (+) bakterilerdeik.
fecalis ve B. cereudlizerinde sirasiyla 9 + 0,00 ve 8,67+ 0,58 mm zqgm da etkili
olmustur. AC6’ nin Gram (-) bakteriler Gzerinde herhargr inhibe edici etkisi

olmamstir.

AC14 test edilen mikroorganizmalar arasindan Grgrbdkterilerin hicbirine kar etki
gostermezken, Gram (+) bakterilerin hepsinaiketkili bulunmutur. AC14’ iin 13,67+
1,15 mm zon c¢ap! il8. cereus12,67 + 0,58 mnzon c¢api ileB. subtilis19,33 + 0,58
mm zon ¢api il€. faecalisve 14,33 £+ 0,58 mmon ¢apl ileS. aureusizerinde oldukca
yuksek bir inhibisyona neden olglu belirlenmgtir. Gram (+) bakteriler arasinda AC14
hidrazin tUrevi test bikegine kagl en duyarli bakterinik. faecalisoldugu géralmitar.
Pirazol 3-karboksilli asitin tre tirevi olan K1 &ilgi, Gram (-) bakterilerderk. coli
35218, P. aeroginosa ve P. vulgars’kas! sirasiylal0,67 £ 0,58 mm, 11,33 £ 0,58
mm ve 17,67 = 0,58 mnmnhibisyon zon capi ile inhibe edici etki gostegtimi K1

bilesiginin Gram (+) bakterilere karetkisi herhangi bir etkisi gézlenmegtir.



39

K2 bilesigine kagl Gram (-) bakteriler arasindan en direrili aeroginosaolmustur.
Gram (-) bakterilerderie. coli 35218, E. coli 2592¢%e P. vulgaristizerinde sirasiyla
9,33 + 0,58, 10+£0,00 ve 15,67 + 0,58 mm inhibisyam cap! ile etkili olmgtur. K2
bilesigine kagl Gram (+) bakteriler arasinddd. cereus, S. aureus ve E. fecadis
direncli olarak belirlenngtir. K2 bilesigi Gram (+) test bakterisi ola3. subtilise kari
10,33 £ 0,58 mm inhibisyon zon c¢api ile etkili olgtur.

K3'e karsi Gram (-) bakteriler arasindan en direncliercoli 25922ve E. coli 35218
olmustur. En hassas olan bakteriler Beaeroginosa§,33 + 0,58 mmye P. vulgaris’
dir. K3’'e kagl Gram (+) bakteriler arasindan en hassas olarebdkt subtilis(10 £
0,00)olarak bulunmstur. Diger test edilen Gram (+) bakterilere ganerhangi bir etki
gozlenmemgtir. K3’Un P. vulgarise kagl 14,33 £ 0,58 mm inhibisyon zon capi ile
etkili oldugu belirlenmitir.

K4 bilesigi, Gram (-) bakterilerdeki. coli 35218(9 + 0,00 mm) veP. vulgaris e kal
inhibe edici etki gosternglir. K2'nin P. vulgarise kagi olusturdusu 12,67 £ 0,58 mm
inhibisyon zon capi ile etkili oldiu belirlenmgtir. K4, Gram (+) bakterilere karise

hi¢ aktivite gostermeniir.

K5 bilesigine kagl Gram (+) bakteriler arasindan en direnclBersubtilisve E. fecalis
olmustur. En hassas olan bakteriler ise 8,67 £ 0,58 mimbisyon cap! ileB. cereusve

9 + 0,00 mm zon capi iI&. aureusdur. K5’e kagl Gram (-) bakteriler arasindan en
direncli olanE. coli 35218ve E. coli 25922'dir. En hassas olan bakteriler i&
aeroginosall £ 0,00 mmye P. vulgaris(15 £ 0,00 mm) olarak bulunrgiur.

Test edilen mikroorganizmalar arasinda Gram (-)tdrdkrden K6'ya kapn hepsinin
hassas oldiu gorulmitir. E. coli 35218, E. coli 25922, P. aeroginogaP. vulgaris'e
karsi sirasiyla 10,67+ 0,58 mm, 10,67+ 0,58 mm, 10,658 mm ve 15,67 + 0,58 mm
inhibisyon zon capi ile etki gosterghir. K6 bilesigi Gram (+) bakteriler icerisinde
yalnizca 8,33 + 0,58 mm zon cap! Be subtilisiizerinde etkili olmgtur. Diger Gram
(+) bakteriler Gzerinde inhibe edici bir etki gdsbemitir.

Test edilen pirazol turevlerinilC. albicansve C. tropicalis’ e kasi herhangi bir

antifungal aktivitesi tespit edilmestir.
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Pozitif kontrol olarak kullanilan Amfisilin 10 pgli konsantrasyonun da. coliATCC
25922’ ye 16,66 + 1,15 mnk,. coliATCC 35218’ ye 40 £+ 1,00 mnB. subtilis’e 26,33
+ 1,15 mm,B. cereus’e 26 £ 0,00 mmpP. aeroginosaya 28 + 0,00 mmS. aureusa
34,66 + 0,58 mmE. fecalise 28,33 £ 1,52 mm ve. vulgaris’e kagl 10,33 £ 0,58 mm

inhibisyon zonu ile etkili olmgtur.

Mayalara kagi pozitif kontrol olarak Flukonazol 25 pg thkonsantrasyonun de.
tropicalis ATCC 10231’ e 30 = 0,00 mm W&. albicansATCC 13803’ €29 = 0,00 mm

inhibisyon zonu ile etkili olmgtur.

Kimyasal ¢Ozicl olan DMSO’ nun bakterilere ve mayal kagl etkisiz oldgu

goralmastar.

3.1.2. Pirazol Tiirevlerine Ait M IK Degerleri

Agar difizyon yonteminde bakterilere kaetkili oldugu tespit edilen bilgklerin en
disuk inhibe edici konsantrasyonlari {K) 96 kuyucuklu pleytler kullanilarak
mikrodilisyon yontemi ile belirlenrgiir.

Tablo 3.2'de test edilen bi#lerin bakterilere kag minimum inhibe edici dgerleri

(mg mi*) verilmistir.

Tablo 3.2'de gorildgii gibi MC1 bileigi test edilen mikroorganizmalardaniki= 5
mg mi* degeri ile sadec®. subtilise kas! etkili olmustur.

MC3'Un test edilen Gram (-) bakterilerdéh coli ATCC 35218 veE. coli ATCC
25922’ ye kagi elde edilen NK degerleri sirasiyla 10 mg rilve 5 mg mif* dir. MC3
test edilen Gram (+$. aureusa kai MiK= 10 mg mt* degeri ile etkili olmutur. B.
cereus’akarsl ise MiK degeri 5 mg mt* degeriile etkili olmustur (Tablo 3.2).

MC4 test edilen mikroorganizmalardan sad@&cesubtilis tizerinde MK= 5 mg ml*

degeri ile etkili olmwtur (Tablo 3.2).

MC5’ in test edilen Gram (+) bakterilerdeB. cereusve S. aureusa kagl elde edilen

MiK degeri ayni olmakla birlikte, 10 mg Miblarak belirlenmitir (Tablo 3.2).



Tablo 3.1.Pirazol 3-karboksilli asit tirevlerinin antimikriylal aktivite deerleri (mm zon capi)
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Gram(-) Bakteriler

Gram(+) Bakteriler

Mayalar

Bilesikler
(10mMm)

E.coli E.coli
ATCC 25922 ATCC 35218

B.subtilis
ATCC 6633

P.aeroginosa
ATCC 27853

P. wulgaris
ATCC 8427

B.cereus
NRRL-B 37

S.aureus
ATCC 25923

E fecalis
ATCC 292112

C. albicans
ATCC 13803

C.trropicalis
ATCC 10231

Mcl - -

Mc2 - -

Mc3 8,33+0,58 8,33+0,58
Mc4 - -

Mc5 - -

Mc7 - 8,33+0,58
MC8 - -

Mc10 - -

Mcll - -

Mc12 - -

AC3 - -

AC6 - -

AC14 - -

K1 - 10,67 + 0,58
K2 10+ 0,00 9,33+0,58
K3 - -

K4 - 9+0,00
K5 - -

K6 10,67 + 0,58
Amp(10pg) 16,66 + 1,15
Fluk(10pg) - -

40 +1,00

DMSO - -

10,67 £ 0,58

- - 10+1,00
10+1,73

- - 12,67 + 0,58
11,33+ 0,58 17,67 + 0,58 -
- 15,67 + 0,58 10,33+ 0,58
8,33+0,58 14,33 + 0,58 10+0,00
- 12,67 + 0,58 -
11+0,00
10,67 + 0,58
28 +0,00

15+0,00 -
15,60,%8 8,33+0,58
10,33 + 0,58 3326 1,15

10,67 £ 0,58

9,67 £0,58
8,67 £0,58
13,67+ 1,15

8,67 +0,58

26 +0,00

9,67,53

9,67 £0,58

14,33+ 0,58

9+0,00

34,66 + 0,58

9+0,00
9,3B+ 0,58

28,33+ 1,52

30+0,00 29+0,00

-: Inhibisyon yok

*: Inhibisyon zonlarina 6 mm delik capi dahil editini
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MC7’ nin test edilen mikroorganizmalar arasindadesE. coli ATCC 35218 igin
MiK degeri 10 mg mf* olarak belirlenmitir (Tablo 3.2).

ACG6’ nin test edilen Gram (+) bakterilerd&n fecalisve B. cereus’a kagl elde edilen

MiK degerleri sirasiyla 1,25 ve 5 mg thblarak belirlenmitir. (Tablo 3.2).

AC14’ Un test edilen Gram (+) bakterilerdBn cereus, B. subtilis, E. fecalie’ kagi
ayni MiK = 0,625 mg mif deseri ile etkili oldusu tespit edilmitir. S. aureusa kasi da
etkili olan AC14’ in bu mikroorganizmaya karMiK degeri 1,25 mg mt olarak
belirlenmitir ( Tablo 3.2).

K1’ in test edilen Gram (-) bakterilerdén coli 35218, P. aeroginosze P. vulgaris’e
karsi elde edilen NK degerleri sirasiyla 1,25 mg i) 5 mg mt* ve 1,25 mg mt olarak
belirlenmitir (Tablo 3.2).

K2’ nin test edilen Gram (-) bakterilerdéh coli 35218icin MiK= 2,5 mg mt", E. coli
25922icin MiK=5 mg mi* ve P. vulgarisicin MiK=1,25 pg mf olarak belirlenmtir.
K2'nin test edilen Gram (+) bakterilerden sad&esubtilis’e kagi MiK=10 mg mi*
degeri ile etkili olduzu tespit edilmgtir. Doz seviyelerine bakildinda en etkili oldgu
test organizmasiP. vulgaris olmuwstur. K2 bilesigine en direncli test bakterileriniB.

cereus, S. aureus, P. aeroginosgE. fecalisoldugu gorilmigtur (Tablo 3.2).

K3, MiK = 2,5 mg mt* degeri ile test edilen Gram (+) bakterilerdBn subtilis e kars
etkili olmustur. Gram (-) bakterilerdeR. aeroginosave P. vulgaris’ e kag! sirasiyla 10
mg mi* ve 5 mg mif MiK degeri ile etkili olmutur (Tablo 3.2).

K4’ Un test edilen Gram (-) bakterilerdén coli 35218ve P. vulgaris’ e kagl elde
edilen MK degerleri sirasiyla 2,5 mg mive 1,25 mg mt olarak belirlenmitir (Tablo
3.2).

K5’ in test edilen Gram (-) bakterilerdd?. aeroginosave P. vulgaris’ e kagl elde
edilen MK degerleri sirasiyla 2,5 mg mive 1,25 mg mt olarak belirlenmitir. K5 in
test edilen Gram (+) bakterilerde®. cereusve S. aureus’a karsi MIK degerleri

siraslyla 2,5 mg rifive 5 mg mit ile etkili oldugu tespit edilmitir (Tablo 3.2).
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K6, MiK = 5 mg m!* degeri ile test edilen Gram (+) bakterilerden sadBcsubtilis e
karsi etkili olmustur. K6’ nin Gram (-) test bakterileri arasindaasiylaE. coli 25922
icin MiK=1,25 mg mt, E. coli 35218c¢in MiK= 2,5 mg mt*, P. aeroginosagin MiK=
10 mg mt* ve P. vulgarisicin MiK= 0,625 mg mif deseri tespit edilmitir (Tablo 3.2).

Tablo 3.3’ de test edilen bifiilerin Gram (-) bakterilerdek. coli 35218’e kagl MiK
deserleri (mg mI) verilmistir. Tablo 3.3'de agar difiizyon ydntemingte coli 35218’e
karsi etkili oldugu tespit edilen MC3, MC7, K1, K2, K4 ve K6'ni. coli 35218’i
inhibe edeci en diik konsantrasyonlari sirasiyla 10; 10; 1,25; 2,5\ 2,5 mg mt
olarak tespit edilmgtir. Tablo 3.3'de goruldgil gibi E. coli 35218’e kas! inhibe edici
etkisi olan bilgikler arasinda en @ik MIK degerine sahip olan bijgk K1 (1,25 mg
ml™)’ dir. K1'den sonraE. coli 35218’e kasi inhibe edici etkisi en fazla olan hilk
MiK = 2,5 mg mt* degeri ile K2, K4 ve K6 olmstur.

Tablo 3.4" de test edilen bifilerin Gram (+) bakterilerde®. subtilis’ e kagl MIK
deserleri (mg mtY) verilmistir. Tablo 3.4'de agar difiizyon yontemind subtilis’ e
karsi etkili oldugu tespit edilen MC1, MC4, AC14, K2, K3 ve K6'nB. subtilisi
inhibe edici en d§ilk konsantrasyonlari sirasiyla 5,0; 5,0; 0,6250;1,5 ve 5,0 mg ml
! olarak tespit edilnstir. Tablo 3.4’ de goriildgii gibi B. subtilis’e kasi inhibe edici
etkisi olan bilgikler arasinda en gilk MiK degerine sahip olan bilgk AC14 (0,625

mg mi) dir.

Tablo 3.5’ de test edilen bifilerin Gram (+) bakterilerdef. cereus’a kagi MIK
deserleri (mg mt") verilmistir. Tablo 3.5' de agar diflizyon yonteminde cereus’a
karsi etkili oldugu tespit edilen MC3, MC5, AC3, AC14 ve K5'B. cereus’u inhibe
edici en dguk konsantrasyonlari sirasiyla 5,0; 10,0; 5,0; §,68 2,5 mg mt olarak
tespit edilmgtir. Tablo 3.5’ de goruldgil gibi B. cereus’a kagl inhibe edici etkisi olan
bilesikler arasinda en diik MiK degerine sahip olan bijik AC14 (0,625 mg mt)’ dir.

Tablo 3.6’ da test edilen bifiklerin Gram (+) bakterilerders. aureus’a kagi MiK
deserleri (mg mt") verilmistir. Tablo 3.6' da agar diflizyon yontemin® aureus’a
karsi etkili oldugu tespit edilen MC3, MC5, AC14 ve K5'[a. aureusu inhibe edici en



Tablo 3.2.Mikroorganizmalar iizerinde denenen kimyasallariniMal inhibisyon Konsantrasyon (4 mg mr?) deserleri

Mikroorganizma adi

Bilesikler E.coli E.coli B.subtilis B.cereus P.aeroginosa S.aureus E fecalis P. wulgaris
ATCC 25922 ATCC 35218 ATCC 6633 NRRL-B 37 ATCC 27853 ATCC 25923 ATCC 292112  ATCC 8427
MC1 - - 5 - - - - -
MC3 5 10 - 5 - 10 - -
MC4 - - 5 - - - - -
MC5 - - - 10 - 10 - -
MC7 - 10 - - - - - -
AC6 - - - 5 - - 1,25 -
AC14 - - 0,625 0,625 - 1,25 0,625 -
K1 - 1,25 - - 5 - - 1,25
K2 5 2,5 10 - - - - 1,25
K3 - - 2,5 - 10 - - 5
K4 - 2,5 - - - - - 1,25
K5 - - - 2,5 2,5 5 - 1,25
K6 1,25 2,5 5 - 10 - - 0,625
Ampisilin <0,075 <0,075 - <0,075 - <0,075 <0,075 -

-: Inhibisyon yok

44
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disik konsantrasyonlar sirasiyla 10,0; 10,0; 1,255/@ mg mi* olarak tespit
edilmistir. SonuctaS. aureus’a kagl en etkili bilsigin 1,25 mg mf MiK degeri ile
AC14 oldyu bulunmytur.

Tablo 3.3.Test edilen bilgiklerin E. coli 35218'e kasi MiK degerleri

Konsantrasyon (mg i)  MC3 MC7 K1 K2 K4 K6

10,0 - - - - - -
5,0 + + - - - -
2,5 + + - - . .
1,25 + + - + + +
0,625 + + + + + +
0,312 + + + + + +
0,16 + + + + + +
0,08 + + + + + +
Kontrol + + + + + +
E. coli 35218
-: Gelisme yok

+: Gelisme var

Tablo 3.4.Test edilen bilgiklerin B. subtilis’e kagi MiK degerleri

Konsantrasyon (mgi) MC1  MC4 ACl4 K2 K3 K6

10,0 - - - - - -
5,0 - - - + - -
2,5 + + - + - +
1,25 + + - + + +
0,625 + + - + + +
0,312 + + + + + +
0,16 + + + + + +
0,08 + + + + + +
Kontrol + + + + + +
B. subtilis
-: Gelisme yok

+: Gelisme var

Tablo 3.7’ de test edilen bifilerin Gram (-) bakterilerder®. vulgarise kagi MIK
deserleri (mg mt*) verilmistir. Tablo 3.7 de agar difiizyon yonteminée vulgarise
karsi etkili oldugu tespit edilen K1, K2, K3, K4, K5 ve K6'niR. vulgaris’i inhibe
edici en diiik konsantrasyonlari sirasiyla 1,25; 1,25; 5,05:11225 ve 0,625 mg il
olarak tespit edilmstir. Tablo 3.7’ de goruldgl gibi P. vulgaris’ e kas! inhibe edici
etkisi olan bilgikler arasinda en gilk MIK degerine sahip olan bifgk K6 (0,625 mg
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mi™t)’ dir. Bu bakteriye kan inhibe edici etkisi en az olan hilgin K3 (5,0 mg mif)
oldugu bulunmutur.

Tablo 3.5.Test edilen bilgiklerin B. cereusa kagl MIK degerleri

<
0
ol

Konsantrasyon (mg 1) MC3
10,0
5,0
2,5
1,25
0,625
0,312
0,16
0,08
Kontrol

AC3 AC14 K5

+ + + + + 4+ +
+ + + + + 4+ + +
T+ ++++ +

B. cereus

-1 Gelisme yok
+: Gelisme var

Tablo 3.6.Test edilen bilgiklerin S. aureusa kagl MIK degerleri

Konsantrasyon (mg i) MC3 MC5 AC14 K5
10,0 - - - -
5,0 + + - -
2,5 + + - +
1,25 + + - +

0,625 + + + +
0,312 + + + +
0,16 + + + +
0,08 + + + +
Kontrol + + + +
S. aureus
-1 Gelisme yok

+: Gelisme var

Tablo 3.8’ de test edilen bifiilerin Gram (-) bakterilerdek. coli 25922’ karsi MiK

deserleri (mg mt") verilmistir. Tablo 3.8’ de agar difiizyon yénteminBe coli 25922’e

karsi etkili oldugu tespit edilen MC3, K2 ve K6’ nik. coli 25922’i inhibe edici en
distik konsantrasyonlari sirasiyla 5,0; 5,0 ve 1,25mhYolarak tespit edilngtir. Tablo

3.8’ de goruldgi gibi E. coli 25922’e kas! inhibe edici etkisi olan bikgkler arasinda
en digilk MiK degerine sahip olan biték K6 (1,25 mg mt)'dir.
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Tablo 3.7.Test edilen bilgiklerin P. vulgaris’e kagl MIK degerleri

Konsantrasyon (mg i) K1 K2 K3 K4 KS K6

10,0 - - - - - -
5,0 - - - - - -
2,5
1,25 - -
0,625
0,312
0,16
0,08
Kontrol

+
+
+
+

+ + + + +
4+ 4+ + + +

+

P. vulgaris

-1 Gelisme yok
+: Gelisme var

Tablo 3.8.Test edilen bilgiklerin E. coli 25922’e kagi MiK degerleri

Konsantrasyon (mg m) MC3 K2 K6
10,0 - - -
5,0 - - -
2,5 + + -
1,25 + + )

0,625 + + +
0,312 + + +
0,16 + + +
0,08 + + +
Kontrol + + +
E. coli 25922
-1 Gelisme yok

+: Gelisme var

Tablo 3.9’ da test edilen bié&lerin Gram (-) bakterilerderP. aeroginosa’ya karsi
MiK degerleri (mg mi") verilmistir. Tablo 3.9’ da agar difiizyon ydnteminde
aeroginosa'ya kasg! etkili oldugu tespit edilen K1, K3, K5 ve K6'niR. aeroginosayi
inhibe edici en dgilk konsantrasyonlari sirasiyla 5,0; 10,0; 2,5 vé® 10g mi* olarak
tespit edilmgtir. Tablo 3.9’ da goruldgl gibi P. aeroginosa’ya karl inhibe edici
etkisi olan bilgikler arasinda en @itk MiK degerine sahip olan bilk K5 (2,5 mg mi
by diir.
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Tablo 3.10' da test edilen bii&lerin E. fecalis’ e karsi MiK degerleri (mg mt")
verilmistir. Tablo 3.10’ da agar diftizyon yonteminée fecalis’ e karsi etkili oldugu
tespit edilen AC6 ve AC14’ Uik. fecalis’ e inhibe edici en d§ilk konsantrasyonlari
sirasiyla 1,25 ve 0,625 mg Tblarak tespit edilngtir. Tablo 3.10’ da goruldgil gibi E.
fecalis’ e karsi inhibe edici etkisi olan bikkler arasinda en giik MiK degerine sahip
olan bileik AC14 (0,625 mg mt)’ diir.

Tablo 3.9.Test edilen bilgiklerin P. aeroginosayakarsi MIK degerleri

Konsantrasyon (mg 1) K1 K3 K5 K6

10,0 - - - _

5,0 - + - +

2,5 + + - +

1,25 + + + +

0,625 + + + +
0,312 + + + +
0,16 + + + +
0,08 + + + +

Kontrol + + + +

P. aeroginosa

-: Gelisme yok
+: Gelisme var

Tablo 3.10.Test edilen bilgiklerin E. fecalis’e kagl MIK degerleri

Konsantrasyon (mg ) AC6 AC14

10,0 - -
5,0 - -
2,5 - -
1,25 - -
0,625 +
0,312 +
0,16 +
0,08 +
Kontrol +

+ + + +

E. fecalis

-1 Gelisme yok
+: Gelisme var
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3.2. Bilssiklerin “Brine-Shrimp Toksisite Testi” Yontemiyle B elirlenmis Toksisite
Degerleri

Pirazol 3-karboksilli asitin hidrazid, hidrazin \ige tlrevlerinin toksisite aktiviteleri
icerisinde 5, 10, 20, 40, 80 ve 100 mj* olacaksekilde belirlenen test soliisyonunda
Brine-Shrimp Toksisite Testi yontemi ile test orgamasi A. salina’ ya denennstir.
Farkli konsantrasyonlarda gostegrldusu sonuclarin toksisite derecelendirilmeleri ise
Tablo 3.11." deki referans gerlerine gore yapilngtir. Toksisite testinden elde edilen
veriler, Probit analizi ile L& dezerleri hesaplanmgiayni zamanda L§ deserleri ile

birlikte Ust ve alt % 95 glvenilirlilik sinirlarirtaya konulmstur.
Tablo 3.12'de test edilen bililere ait A. salindya kari toksisite testi sonuclari ve

LCsodeserleri (ug mr™) verilmistir.

Tablo 3.11.Toksisite derecesi gerlendiriimesinde kullanilan referansgaeler [Brayn,
et.al., 1997]

Toksisite Derecesi LGo Limitleri
Oldukca Toksik <1Qg ml'
Toksik > 10pug mi™
Zararli > 100ug ml*
Toksik Desil > 1000ug mit

24 saat sonraki Olcimlerde bazi konsantrasyonlardsalind larin yasayamadiklari
gozlenmgtir. Yeni pirazol turevi bilgiklerin Gre turevlerinin bu kiguk sucul canlhlar

Uzerinde cok etkili olduklari kayitlara gegtii.

Kullanilan biitiin test bilékleri 5-100 ug mi* arasinda bulunan lgg deserleri, alt ve
ust guvenlik sinirlar itibariyle toksisite sinmlacerisinde yer almtir (Tablo 3.12).
DMSOQO’ nun ise toksik olmag@i gozlenmgtir. Tablo 3.12'de goruldgl gibi Brine-
Shrimp Toksisite Testi yonteminda. salina’ ya karl tium pirazol turevleri etkili
olmustur.

Pirazol 3-karboksilli asit hidrazid ttrevi bjiglerdenA. salinatest organizmasina kgar
en etkili olani 14,10 pg rifl LCso degeri ile MC12 ve 26,691g mI* LCs, degeri ile
MC10 oldyu gorilmigtir (Tablo 3.12). MC10 ve MC12’ nin gkr bilesiklere oranla
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yuksek derecede toksik olgu gortlmigtir. Diger hidrazid turevi MC1, MC2, MC3,
MC4, MC5, MC7 ve MC11 bilgklerinin LCso degerleri sirasiyla 61,04; 57,32; 60,21;
83,30; 49,67; 59,87 ve 79,88 mi™ dir. Degerlere bakildiinda bu bilgiklerin toksik
etkilere sahip oldgu tespit edilmytir.

Pirazol 3-karboksilli asit hidrazin turevi bgi&lerinde ise Tablo 3.12’ de gorilga gibi
AC3, AC6 ve AC14 bilgikleri icin sirasiyla 60,55 pg m) 84,09 pug mive 45,87 pg
mi™ LCso degeri ile Tablo 3.11' deki referans gerlerine gére toksik sinifina girstir.
Bu bilesikler kendi aralarinda kiyaslar@ginda en toksik olan bifggin AC14 oldgu
tespit edilmgtir.

Pirazol 3-karboksilli asit tre turevli biilerinde ise K1 ve K2 bilgkleri sirasiyla
52,13 pg nit LCso degeri ve 49,93 pg il LCso degeri ile toksik dgerde bulunmstur.
Yine ayni tdrevin bilgiklerinden K3, K4 ve K6 ise ayni grubunger bilesiklerine gore
daha toksik dgerde bulunmgtur. Bu bilesiklerin de LG, degerleri sirasiyla 13,87 pg
ml™, 14,88 pg mt ve 21,82 pg mt olarak bulunmstur.

Tablo 3.12.Brine-Shrimp Toxicity Assay test sonuclari ile dg@eserleri (g mt)

Bilesikler LC so(pgmi™) Alt Sinir  Ust Sinir  Toksisite derecesi
MC1 61,04 44,93 85,67 toksik
MC2 57,32 41,67 77,03 toksik
MC3 60,21 43,01 83,65 toksik
MC4 83,30 72,90 95,05 toksik
MC5 49,67 44,45 56,75 toksik
MC7 59,87 41,18 89,57 toksik
MC8’ - - - -
MC10 26,69 16,55 41,48 toksik
MC11 79,82 26,40 102,68 toksik
MC12 14,10 4,87 25,60 toksik
AC3 60,55 52,34 68,73 toksik
AC6 84,09 74,60 92,47 toksik
AC14 45,87 39,08 53,14 toksik

K1 52,13 28,00 122,90 toksik
K2 49,93 12,11 120,68 toksik
K3 13,87 10,58 17,55 toksik

K4 14,88 11,75 18,46 toksik

K5* - - - -

K6 21,82 12,49 34,58 toksik

*Bilesik yetersizlginden toksikolojik analizi yapilamaugtir.
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3.3. Agaroz Jel Elektroforezi ile Bilgik—DNA Etkile simi Sonuclari

Pirazol 3-karboksilli asitin hidrazit turevleri MCIMC2, MC3, MC4, MC5, MC7,
MC8, MC10, MC11 ve MC12 bikgklerinin 5000, 2500, 1250, 625, 312, 156 ve 78 uM
konsantrasyonlardaki c¢ozeltileri DMF (Dimetil formal) icerisinde c¢ozilerek

hazirlanmgtir.

Hazirlanan cozeltiler pBR322 plazmit DNA ile +3C’ de 24 saat inkiibasyona
birakilmstir. Inkiibasyon sonunda 6rnekler %1’ lik agaroz jel imbi60 V' ta 3 saat
elektroforezle yurutulerek big&lerin DNA (zerindeki etkisi belirlenmeye calmistir
(Sekil 3.2-11).

Agaroz jel elektroforez yontemine gore incelendesti-DNA etkilesim calsmalarinin
gOsterdgi sonuclara gére DMF’ nin DNA Uzerine hicbir etk@dmamstir (Sekil 3.1).

Form IT

Form I

Sekil 3.1.DMF - pBR322 DNA etkilgim sonuclari.
1pBR322 plazmit DNA2-% 100 DMF+ pBR322,
3% 80 DMF + pBR3224-% 60 DMF + pBR322,
5% 40 DMF + pBR3226-% 20 DMF + pBR322,
7% 10 DMF + pBR3228-% 5 DMF + pBR322

Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan MC1 doffimin plazmit DNA ile inkiibasyonu
sonucunda elde edilen agaroz jel goruntuksekil 3.2 de gosterilmektedir. MC1
bilesiginin 5000, 2500, 1250 ve 625 pM’ lik yuksek konsasyonlarinda plazmit
DNA’ nin super sarmal (Form ) ve g@k sarmal (Form II) yapisinin gucla bir
geweme gostererek bozulgu goralmigtir. 312, 156 ve 78 uM’ lik konsantrasyonlarda
ise super sarmal ve gmk sarmal yapisinda herhangi bir bozulma olgadi

belirlenmitir.
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Sekil 3.2.MC1 - pBR322 DNA agaroz jel elektroforezi
1pBR322 plazmit DNA2-5000 pM MC1 + pBR322,
32500 uM MC1 + pBR3224-1250 uM MC1 + pBR322,
5625 uM MC1 + pBR322-312 uM MC1 + pBR322,
7156 uM MC1 + pBR3223-78 uM MC1 + pBR322 uM

Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan MC2 dofimin plazmit DNA ile inkiibasyonu
sonucunda elde edilen agaroz jel goruntuksekil 3.3 de gosterilmektedir. MC2
bilesiginin plazmit DNA’ nin siper sarmal ve gk sarmal (Form | ve Form II)
yapisinda herhangi bir ggikli ge neden olmag belirlenmitir.

Sekil 3.3.MC2 - pBR322 DNA agaroz jel elektroforezi
1pBR322 plazmit DNA2-5000 uM MC2 + pBR322,
32500 uM MC2 + pBR322-1250 uM MC2 + pBR322,
5625 uM MC2 + pBR322%-312 uM MC2 + pBR322,
74156 UM MC2 + pBR3223-78 uM MC2 + pBR322

Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan MC3 dofimin plazmit DNA ile inkiibasyonu
sonucunda elde edilen agaroz jel goruntuksekil 3.4’ de gosterilmektedir. MC3
bilesiginin MC1 bilesiginde oldgu gibi 5000, 2500, 1250 ve 625 uM’ lik ylksek
konsantrasyonlarinda plazmit DNA’' nin Form | ve fiadi yapisinin gugcli bir gegeme
gOstererek bozuldiw goralmigtar. 312, 156 ve 78 uM’ lik konsantrasyonlardaksem

| ve Form Il yapisinda herhangi bir bozulma olngatelirlenmitir.

Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan MC4 dofimin plazmit DNA ile inkiibasyonu
sonucunda elde edilen agaroz jel gorunti§ekil 3.5’ de gosteriimektedir. MC4 bile
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Form IT

Form I

Sekil 3.4.MC3 - pBR322 DNA agaroz jel elektroforezi
1pBR322 plazmit DNA2-5000 uM MC3 + pBR322,
32500 uM MC3 + pBR3224-1250 uM MC3 + pBR322,
5625 uM MC3 + pBR322%6-312 uM MC3 + pBR322,
7-156 uM MC3 + pBR3228—-78 uM MC3 + pBR322 uM

ginin 5000, 2500 ve 1250 uM’ lik yiksek konsantraggonda plazmit DNA’ nin stper
sarmal Form | yapisinin ganlugunda azalma olngtur. Ayni zamanda Form |l
yapisinin gugli bir ggeme gostererek bozulgu gorilmigtir. 312, 156 ve 78 uM’ hk
konsantrasyonlarda ise Form | ve Form Il yapisihdehangi bir bozulma olmagl
belirlenmitir.

Form II
Form III

Sekil 3.5.MC4 - pBR322 DNA agaroz jel elektroforezi
1-pBR322 plazmit DNA2-5000 uM MC4+pBR322,
3-2500 uM MC4+ pBR322%4-1250 uM MC4 + pBR322,
5-625 UM MC4 + pBR3226-312 uM MC4 + pBR322,
7-156 pM MC4 + pBR3228—78 uM MC4 + pBR322

Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan MC5 dofmin plazmit DNA ile inkiibasyonu
sonucunda elde edilen agaroz jel goruntiksekil 3.6’ da gosteriimektedir. MC5
bilesiginin 5000, 2500, 1250 ve 625 puM’ lik yuksek konsasyonlarinda plazmit
DNA'nin super sarmal Form | yapisi tamamen pargalgtr. Form Il yapisinin
kontrole gore ygunlugunda azalma olngwe Form Il yapisinin okiugu gozlenmgtir.

312 ve 156 pM’ lik konsantrasyonlarda gwmluklarinin kontrole gore olan
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karsilastiriimalari ile Form | yapisinin agilip Form Il yiama dongtigu belirlenmitir.
78 UM’ lik konsantrasyonlarda ise Form | ve Fornydpisinda herhangi bir bozulma
olmadg belirlenmitir.

Form II
Form III
Formn I

Sekil 3.6.MC5 - pBR322 DNA agaroz jel elektroforezi
1-pBR322 plazmit DNA2-5000 uM MCS5 + pBR322,
32500 pM MC5 + pBR322-1250 uM MC5 + pBR322,
5-625 uM MC5 + pBR3226-312 uM MC5 + pBR322,
7-156 uM MC5 + pBR3228—78 uM MC5 + pBR322

Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan MC7 dof@in plazmit DNA ile inkibasyonu
sonucunda elde edilen agaroz jel goruntuksekil 3.7° de gosterilmektedir. MC7
bilesiginin 5000, 2500, 1250, 625 ve 312 uM’ lik yuksekngantrasyonlarinda (8-4
nolu drnekler arasi) plazmit DNA’ nin super sarrkalrm | yapisi agilarak Form Il
yapisina donditigt, Form | yapisinin ygunlugunun ve hareketliginin azaldgi, Form

[l yapisinin ygunlugunun ise artfil belirlenmitir.

*‘—'--'..

— Form I

Sekil 3.7.MC7 - pBR322 DNA agaroz jel elektroforezi
1-pBR322 plazmit DNA2-78 uM MC7 + pBR322,
3-156 uM MC7 + pBR3224-312 uM MC7 + pBR322,
5-625 uM MC7 + pBR3226-1250 uM MC7 + pBR322,
7-2500 pM MC7 + pBR3228-5000 uM MC7 + pBR322
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Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan MC8 gofimin plazmit DNA ile inktibasyonu
sonucunda elde edilen agaroz jel goruntuksekil 3.8 de goOsterilmektedir. MC8
bilesiginin disiik konsantrasyondan yiuksek konsantrasyona (38udpdildikce Form

| yapisinin acilarak yunlugunun azaldit ve Form II yapisinin ygunlugunda arty
oldugu belirlenmitir.

U; '...'. Form II

Forma I

Sekil 3.8.MC8 - pBR322 DNA agaroz jel elektroforezi
1pBR322 plazmit DNA2-78 uM MC8 + pBR322,
3-156 uM MC8 + pBR322%4-312 uM MC8 + pBR322,
5-625 uM MC8 + pBR3226-1250 uM MC8 + pBR322,
72500 uM MC8 + pBR3228-5000 uM MC8 + pBR322

Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan MC10shdi@in plazmit DNA ile inkiibasyonu
sonucunda elde edilen agaroz jel géruntufakil 3.9’ da gosterilmektedir. MC10
bilesiginin disiik konsantrasyondan yuksek konsantrasyona (3@udpdildikce Form

| yapisinin agilarak yaunlugunun azaldii ve Form Il yapisinin ise gonlugunda arty
oldugu belirlenmitir.

Form IT

S8
-
hd

Form I

Sekil 3.9.MC10 - pBR322 DNA agaroz jel elektroforezi
1pBR322 plazmit DNA2-78 uM MC10 + pBR322,

3-156 uM MC10 + pBR322-312 uM MC10 + pBR322,
5-625 uM MC10+ pBR322%6-1250 uM MC10 + pBR322,
72500 uM MC10 + pBR328-5000 uM MC10 + pBR322
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Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan MC11gp#i@in plazmit DNA ile inktibasyonu
sonucunda elde edilen agaroz jel goruntufakil 3.10° da gosteriimektedir. MC11
bilesiginin disiik konsantrasyondan yiuksek konsantrasyona (38udpdildikce Form

| yapisinin agilarak yaunlugunun azaldii ve Form Il yapisinin ise gonlugunda arty
oldugu belirlenmitir.

Form IT
Form I

Sekil 3.10.MC11 - pBR322 DNA agaroz jel elektroforezi
1pBR322 plazmit DNA2-78 uM MC11 + pBR322,

34156 uM MC11 + pBR3224-312 uM MC11 + pBR322,
5-625 uM MC11+ pBR322%6-1250 uM MC11 + pBR322,
72500 uM MC11 + pBR328-5000 pM MC11 + pBR322

Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan MC12gpgi@in plazmit DNA ile inktibasyonu
sonucunda elde edilen agaroz jel goruntufakil 3.11’ de goOsteriimektedir. MC12
bilesiginin 5000, 2500,1250, 625 ve 312 uM’ lik yiuksek gantrasyonlarinda plazmit
DNA’ nin super sarmal Form | yapisinin gmlugunda azalma olmtur. Form Il
yapisinin ygunlugunun arttgt ve ayni zamanda Form Il yapisinin glgu
gozlenmitir.

Formn 11
Form IIT
Form I

Sekil 3.11.MC12 - pBR322 DNA agaroz jel elektroforezi
1pBR322 plazmit DNA2-78 uM MC12 + pBR322,

3156 uM MC12 + pBR322-312 uM MC12 + pBR322,
5625 pM MC12+ pBR3226-1250 uM MC12 + pBR322,
72500 uM MC12 + pBR323-5000 uM MC12 + pBR322
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Pirazol 3-karboksilli asitin hidrazit tirevleri ACRAC6 ve AC14 bilgiklerinin 5000,
2500, 1250, 625, 312 ve 78 pM konsantrasyonlardaiaeltiieri DMF (Dimetil
formamid) icerisinde ¢ozilerek hazirlagtm. Hazirlanan ¢ozeltiler pBR322 plazmit
DNA ile +37 °C’ de 24 saat inkiibasyona birakigtm. inkiibasyon sonunda 6rnekler
%1’ lik agaroz jel Uzerinde 60 V' ta 3 saat elektrezle yuritilerek bilgklerin DNA
Uzerindeki etkisi belirlenmeye calmistir (Sekil 3.12-14).

Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan hidrazin i0r&3 bilesiginin plazmit DNA ile
inkibasyonu sonucunda elde edilen agaroz jel golemt Sekil 3.12° de
gosterilmektedir. Plazmit DNA’ nin AC3 maddesi iteuamele sonucunda Form | ve

Form Il yapisinda ve ygunlugunda énemli bir d@&siklik olmadigi géralmistor.

1 2 3 4 5 & 7 8

Form IT

Formn I

Sekil 3.12.AC3 - pBR322 DNA agaroz jel elektroforezi
1pBR322 plazmit DNA2-5000 uM AC3 + pBR322,
32500 uM AC3 + pBR322-1250 uM AC3 + pBR322,
5-625 UM AC3 + pBR322-312 uM AC3 + pBR322,
7456 uM AC3 + pBR3228-78 uM AC3+ pBR322 uM

Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan hidrazin &6 bilesiginin plazmit DNA ile
inkilbasyonu sonucunda elde edilen agaroz jel gokemt Sekil 3.13" de
gosterilmektedir. AC6 bikeginin 5000 ve 2500 uM’ ik yiksek konsantrasyonldan
plazmit DNA’ nin super sarmal Form | yapisinin taneam acildg gortlmitir. Ayni
zamanda Form Il yapisinin genlugunun arttgr ve Form 1l yapisinin okiugu

gOzlenmgtir.

Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan hidrazin k€14 bilesiginin plazmit DNA ile
inkibasyonu sonucunda elde edilen agaroz jel gokemt Sekil 3.14° de
gosterilmektedir. AC14 bikeginin 5000, 2500, 1250 ve 625 uM’ lk yiksek

konsantrasyonlarinda plazmit DNA’ nin Form | ve fRorll yapisi tamamen
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bozulmytur. Distiik konsantrasyonlarda ise Form | ve Form Il yaRggunmy ancak

yogunluklarinda kontrole gére azalma ogdugorulmitar.

— - — — el Fo1mn 11
- == Forin II1

. FDl‘l‘l.'lI

Sekil 3.13.AC6 - pBR322 DNA agaroz jel elektroforezi
1pBR322 plazmit DNA2-5000 pM AC6 + pBR322,
32500 uM AC6 + pBR3224-1250 uM AC6 + pBR322,
5625 uM AC6 + pBR3226-312 uM AC6 + pBR322,
7156 uM AC6 + pBR3228-78 uM AC6+ pBR322

Form II

Form I

Sekil 3.14.AC14 - pBR322 DNA agaroz jel elektroforezi
1pBR322 plazmit DNA2-5000 uM AC14 + pBR322,
32500 uM AC14 + pBR322-1250 uM AC14 + pBR322,
5625 uM AC14 + pBR32%-312 uM AC14 + pBR322,
7456 uM AC14 + pBR3228-78 uM AC14+ pBR322

Pirazol 3-karboksilli asitin Ure turevleri K1, KE3, K4, K5 ve K6 bilgiklerinin 5000,
2500, 1250, 625, 312 ve 78 pM konsantrasyonlardaiaeltiieri DMF (Dimetil
formamid) icerisinde ¢oOzilerek hazirlagtm. Hazirlanan c¢ozeltiler pBR322 Plazmit
DNA ile +37 °C’ de 24 saat inkiibasyona birakigtm. inkiibasyon sonunda 6rnekler
%1’ lik agaroz jel Gzerinde 60 V' ta 3 saat elektrezle yuritilerek bilgklerin DNA
Uzerindeki etkisi belirlenmeye calmistir (Sekil 3.15-20).
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Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan Ure tdrevi Bilesiginin plazmit DNA ile
inkilbasyonu sonucunda elde edilen agaroz jel gokemt Sekil 3.15 de
gosterilmektedir. K1 bilgginin DNA’ ya balanma ve ayirma Uzerinde énemli bir
etkisi belirlenemenstir.

Sekil 3.15.K1 - pPBR322 DNA agaroz jel elektroforezi
1-pBR322 plazmit DNA2-5000 pM K1 + pBR322,
32500 uM K1 + pBR3224-1250 uM K1 + pBR322,
5-625 uM K1 + pBR3226-312 uM K1 + pBR322,
7-156 uM K1 + pBR3228-78 uM K1+ pBR322

Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan Ure tdrevi bilgsiginin plazmit DNA ile
inkilbasyonu sonucunda elde edilen agaroz jel gokemt Sekil 3.16° da
gosterilmektedir. K2 bilgginin plazmit DNA ile etkilgimi sonucunda Form | ve Form
[l DNA yogunlugu ve yapisi Gzerinde nemli bir etkisi bulunamgmi

Formm IT

Form I

Sekil 3.16.K2 - pBR322 DNA agaroz jel elektroforezi
1pBR322 plazmit DNA2-5000 uM K2 + pBR322,
32500 pM K2 + pBR3224-1250 uM K2 + pBR322,
5625 uM K2 + pBR3226-312 uM K2 + pBR322,
7-156 pM K2 + pBR328-78 uM K2+ pBR322

Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan Ure tdrevi Bifsiginin plazmit DNA ile
inkilbasyonu sonucunda elde edilen agaroz jel gokemt Sekil 3.17° de
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gosterilmektedir. K3 bilgginin 5000 uM’ Ik yuksek konsantrasyonlarinda plazm
DNA’ nin super sarmal Form | yapisi tamamen pargalgtir. Form Il yapisinin
yogunlugu artmg ve Form Il yapisi olgmustur. 2500 ve 1250 uM’ lik
konsantrasyonlarda Form | anlugunun azaldii ve Form Il yapisinin ygunlugunda
artma oldgu gozlenmgtir. Ayni zamanda bu konsantrasyonlarda Form lpiganin
olustugu da gozlenmstir. Diger konsantrasyonlarda ise Form | ve Form Il yaplisin
herhangi bir dgisiklik olmadigi belirlenmitir.

Form I1
Form ITI

Form I

Sekil 3.17.K3 - pBR322 DNA agaroz jel elektroforezi
1pBR322 plazmit DNA2-5000 uM K3 + pBR322,
32500 pM K3 + pBR3224-1250 uM K3 + pBR322,
5625 uM K3 + pBR3226-312 uM K3 + pBR322,
7-156 pM K3 + pBR3228—-78 uM K3+ pBR322 uM

Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan Ure tirevi Bikesiginin plazmit DNA ile
inkilbasyonu sonucunda elde edilen agaroz jel golemt Sekil 3.18 de
gosterilmektedir. K4 bilggi ile plazmit DNA’ nin muamele edilmesi sonucundarta
I" in hareketinde kontrole gére gecikme olgtur.

Form IT

Form I

Sekil 3.18.K4 - pBR322 DNA agaroz jel elektroforezi
1pBR322 plazmit DNA2-5000 pM K4 + pBR322,
32500 uM K4 + pBR3224-1250 uM K4 + pBR322,
5625 uM K4 + pBR3226-312 uM K4 + pBR322,
7456 pM K4 + pBR3228-78 uM K4+ pBR322 uM



61

Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan Ure tirevi BiEesiginin plazmit DNA ile
inkilbasyonu sonucunda elde edilen agaroz jel gokemt Sekil 3.19° da

gosterilmektedir. K5 bilgginin DNA’ ya balanma ve ayirma Uzerinde énemli bir
etkisi bulunamangtir.

Form 11

Form I

Sekil 3.19.K5 - pBR322 DNA agaroz jel elektroforezi
1-pBR322 plazmit DNA2-5000 pM K5+ pBR322,
32500 uM K5 + pBR3224-1250 uM K5 + pBR322,
5-625 uM K5 + pBR3226-312 uM K5 + pBR322,
7-156 pM K5 + pBR3228-78 uM K5+ pBR322

Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan Ure tdrevi Iiesiginin plazmit DNA ile
inkilbasyonu sonucunda elde edilen agaroz jel golemt Sekil 3.20° de
gosterilmektedir. K6 bilgginin plazmit DNA ile etkilgimi sonucunda 5000 ve 2500
uM’ ik konsantrasyonlarda Form | DNA gonlugunda azalma olurken Form I

yogunlugu artmstir. Diger konsantrasyonlarda onemli sayilabilecek bigigdiik
belirlenememtir.

Form IT

Form I

Sekil 3.20.K6 - pBR322 DNA agaroz jel elektroforezi
1pBR322 plazmit DNA2-5000 pM K6 + pBR322,
32500 puM K6 + pBR3224-1250 uM K6+ pBR322,
5-625 uM K6 + pBR3226-312 uM K6 + pBR322,
7-156 pM K6 + pBR3228—78 uM K6+ pBR322



4. BOLUM

TARTI SMA-SONUC VE ONERILER

Patojen mikroorganizmalar kendilerine gaartan miktarlarda kullanilan antimikrobiyal
ajanlara kan gun gectikce direnc kazanmaktadir. Gereksiz yeg@a kontrolsiiz olarak
antibiyotik kullanimindan dgan bu durum, halk gagini ve gunimuiz asairmalarini
zorlar bir duruma geldinden dinya genelinde bu konu uzerinde ciddisgadiar
yapiimaktadir [104]. Gunumizde biyolojik kaynakland elde edilen vesu an
kullaniimakta olan dgal kimyasallara dayali tedavilerin yukarida bdemi geng
spektrumlu diren¢ kazangnmikroorganizmalara ker zaman zaman yetersiz kaldiklari
bildiriimektedir. Sonu¢ olarak, mikroorganizmalarirdirengc kazanga dogal
bilesiklerden turevlendirilmy yeni bilssiklerin sentezlenipn vitro ve in vivo kosullarda
biyolojik etki testlerinden gecirilerek insanlar gimde uygulanabilirfiini arastirma
yaklasimi ortaya ¢ikmytir [105,106].

Son zamanlarda heterohalkali kikker 6zellikleri ve uygulamalari agisindan detayl
sekilde incelenmektedir. Bu bijikler arasinda pirazol ve turevleri 6zellikle satarda
dikkat cekmektedir. Gegnte pirazol turevleri lokal anestezi ve wamici ilaglarinda
kullaniimaktaydi. Ancak son zamanlarda timor veskariedavisinde kullaniimalariyla
ilgili olarak yogun calsmalar devam etmektedir [31]. Pirazol ve pirazogtiibilesikler
geng spektrumlu biyoaktiviteye sahip farkhh kimyasal pyda bir seri bilgik
olusturmada 6nemli rol oynamaktadir. Pirazol turevigimemli biyolojik aktiviteli
heterohalkal bilgkler olarak literattirde iyi bilinmektedir. Bu tirker, bunlarin yaygin
potansiyel farmakolojik aktiviteleri nedeniyle amflamatuar [15], antipiretik [16],
antimikrobiyal [17], antiviral [18], antitumor [}9antikonvilsan [20], antihistaminik
[21] ve antidepresan [22] bir¢cok biyolojik aktiviéee sahip oldgu bulunmytur.
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Pirazol karboksilik asitlerin stlfonamit turevleinn insan karbonik anhidraz enzimleri
Uzerindeki inhibisyon etkileri agairilmis (in vitro olarak) ve oldukca etkili sonuclar
elde edilmgtir [26-29]. Boylece bu tip bilgklerin in vivo calismalar yapildiktan sonra
glokom hastalik tedavisinde de kullanilabilgicanlasiimistir. Ancak yapilan literatir
taramalarina gore bizim ¢gnamizda yeni sentezlenen bu kitéerin antimikrobiyal
aktivitesi, toksisitesi ve DNA etkiggmi ile ilgili yapiimis bir calsmaya rastlanmarstir.

Yeni sentezlemi pirazol 3-karboksilli asit hidrazid, hidrazin veelittrevlerinin B.
cereusB. subtilis E. coli25922,E. coli35218,P. aeroginosaS. aureusP. vulgaris, E.
fecalisbakterilerine kayn antibakteriyel aktiviteleriC. albicansve C. tropicalise kari
antifungal aktiviteleri ilk kez bu caima ile belirlenmgtir. Yine bu calgmada
sentezlenen pirazol 3-karboksilli asitin hidrazmtjrazin ve tre bilgklerinin toksisite
deneyleri yapilmy, bilesiklerin toksik etkisinin olup olmagh argtiriimis ve LG
degerleri hesaplanmitir. Son olarak DNA ile olan etki$emleri tespit edilmgtir. Yeni
sentezlenen pirazol tirevlerinin biyoaktivitelenrargtirildigl bu calsmada gagidaki
sonugclar elde ediligive bu sonuglar ger argtirmacilarin bulgulariyla kadastirilarak
detayl birsekilde tartgiimistir.

Bizim calsma sonuclarimiza goére pirazol 3-karboksilli ashidrazid, hidrazin ve ure
turevlerinin DMSO’ Iu c¢ozeltilerinin 6nemli derecedantimikrobiyal aktiviteye sahip
oldugu ve 0Ozellikle Ure turevlerinin Gram (-) bakterilézerinde P. vulgari9 yuksek
derecede etki gostegdi belirlenmitir. Bilesiklerin ¢dztclusu olarak kullanillan saf
DMSO’ nun mikroorganizmalara karetkiye sahip olmag belirlenmgtir. MC2, MC8,
MC10, MC11, MC12 ve ACS3 bikgklerinin test edilen konsantrasyon da gédin
mikroorganizmalardan hicbirine kar etkili olmadgi belirlenmitir. Test edilen
bakteriler arasinda Gram (-) bakterilerd@naeroginosave P. vulgaris’ e hidrazit ve
hidrazin serisinden hicbir bg& inhibe edici etki gostermestir. Gram (+)
bakterilerden E. fecalis’ e kagl calstigimiz hidrazit ve ure turevli bijgklerin

antimikrobiyal etkisi olmanstir.

Pirazol 3-karboksilli asitin hidrazid tlrevlerind®C3 ve MC7 Gram (-) bakterilerden
E. coli 35218veE. coli 25922bakterileri tizerinde etki gosterstir. Inhibisyon zon capi
degerlerine (8.33+ 0,58 mm) gore bu Bilderin daha az etkili oldgu sdylenebilir. Test

edilen 4 farkli Gram (+) bakteri arasindan hidréeiel kagl en hassas olan bakterilgr
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cereus, B. subtilise S. aureusken, test edilen hidrazid turevli bgi&lerden higbirisiE.
fecalis e kagl etkili olmamstir. Bu grubun en etkili bikgginin ise MC3 oldgu

gorulmugtar.

Pirazol 3-karboksilli asitin hidrazin tdrevi bjigleri Gram (+) test bakterilerinin
hepsine kan aktivite gosternyi fakat Gram (-) test bakterilerine etkisi olmatmi
Ayrica test bilgiklerinin C. albicansve C. tropicalis Uzerinde herhangi bir etkisi
olmamstir. Gram (+) bakteriler arasinda fecalistest organizmasina sirasiyla AC6
maddesi MK= 1,25 mg mi* ve AC14 maddesi 1K=0,625 mg mi* etkili olurken,B.
cereus’a AC6 bilaigi MiK= 5 mg mi* ve AC14 bilgigi MiK= 0,625 mg mi* doz
seviyesinde etki gostergtir. AC14 bilesigi diger Gram (+) test bakterilerinde.
subtilis ve S. aureusa kasi sirasiyla 0,625 mg iive 1,25 mg mf- MiK degeri ile
etkili olmuslardir. Hidrazin trevli bilgiklerde yapilan siralamaya gore en duyarli Gram
(+) test bakterisinirB. cereusve E. fecalisoldugu gérilmitir. AC14 bilaiginin S.
aureusuzerinde olgturdugu 14,33 + 0,58 mm inhibisyon zon capi ile en ethilesik

oldugu belirlenmitir.

Pirazol 3-karboksilli asitin Gre turevlerinin buyigogunlugu Gram (+) bakterilerden
daha ¢cok Gram (-) bakterilere kaylksek antibakteriyel etki gostegdibelirlenmistir.
Pirazol 3-karboksilli asitin tre tlrevlerinin hepsi P. vulgaristzerinde antibakteriyel
etkiye sahip oldgu tespit edilmgtir. Gram (+) bakteriler arasinda fecalishari¢ hepsi
Uzerinde etkili olmstur. Ayrica bilgiklerin mayalar Gzerinde ise hicbir antifungal stki
g6zlenmemytir. Bu serideki bilgiklere kagl en hassas bakterilé?. aeroginosa, P.
vulgaris, E. coli 35218 B. subtilisolmustur. K5 bilesiginin P. aeroginosaya kasi
MiK degeri 2,5 mg mi’, K6’ nin P. vulgaris’ e kasi MiK degeri 0,625 mg mi*, K1
bilesiginin E. coli35218' e kagi MIK degeri 1,25 mg mt* ve K3’ iinB. subtilis’e kasg!
MiK degeri 2,5 mg mit* olarak belirlenmitir.

Akbas “vd.” [107] yeni sentezledikleri H-pirazol-3-karboksilik asit ve piridazinon
turevlerininantibakteriyel etkisinB. cereuATCC 7064,S. aureuATCC 6538,E. coli
ATCC 4230 veP. putidabakterileri (izerinde bikékleri DMSO’ da 5000 pg nit olacak
sekilde ¢cozdurerek tip dilisyon yontemiyle tespmigkerdir. Sentezlenen bgilerin
hepsinin bakterilere kar etkili oldugu ve 6zellikle N-[4-Benzoil-1-metil-5-fenilH-

pirazol-3-karbonil]-N-feniltre bilgiginin hem Gram (-) hem de Gram (+) bakteriler



65

Uzerinde yuksek aktiviteye sahip ofgunu belirlemglerdir. Test edilen bakterilerdg.
cereusATCC 7064’ e kayi MiK degeri 620 pg mt* ikenS. aureusATCC 6538 E. coli
ATCC 4230 veP. putida’ya kagl MIK degeri 310 pg mi* dir [107]. Bizim yaptgimiz
calismada sentezlen;iiMC3 bilesigi, E. coli ATCC 25922,E. coli ATCC 35218,B.
cereusNRRL-B 37 veS. aureuATCC 25923 bakterilerine karsirasiyla 5000; 10000;
5000 ve 10000 pg i MIK degeri ile hem Gram (-) hem de Gram (+) bakteriler
uzerinde etkili bulunmgtur. K5 bilssigi ise B. cereusNRRL-B 37’ ye kagl MiK= 2500
Hg mi, S. aureusATCC 25923’ e kan MiK= 5000 pg mi‘ve P aeroginosaya kas!
MiK= 2500 pg mit* degeri ile hem Gram (-) hem de Gram (+) bakterilerrirmke etkili

bulunmutur.

Mert “vd.” tarafindan yapilan ¢amada [108] pirazol-3-karboksilik asit ve pirazo#3,
dikarboksilik asit turevleri sentezlengtir. Bilesiklerin antimikrobiyal aktiviteleri 5
bakteri ve 5 mantar Uzerinde agar kuyucuk yontdmibielirlenmgtir. Bilesiklerin
cogunun standarC. albicansve klinik izolat C. albicansswu Uzerinde etkili oldgu
bulunmutur. Ayni zamanda bifgklerin C. albicanssusu icin yapi- antifungal ikkisi
incelenmg olup molekudllerin  reaktif kisimlarinin  geometrik e v elektronik
karakterlerinin bu antifungal etki tGzerinde buylid obynadgini aciklamglardir. Bu
reaktif kisimlarinin gelecekte daha gucli antifungajanlar Uretmek igin
kullanilabilecgini belirtmislerdir. Pirazol bilgiklerinin yapisinda yer alan (F) ve (O)
gibi elektronegatif atomlarin pozisyonlarinin ve ktarlarinin C. albicans igin
antifungal aktiviteyi dizenleyen ¢cok dnemli bir fékoldusunu belirlemglerdir. [108].
Bu calsmadaki bilgiklerin umut verici 6zellikte olduklari nitelendiiiken bizim
calismamizdaki bilgiklerin mayalara kat herhangi bir antifungal aktivitesi tespit

edilememgtir.

Abdel-Hafez “et al.” tarafindan [109] nitrik oksiésiyicisi olan pirazol-3-karboksilik
asit turevleri sentezlengve bilssikler nitrik oksit serbest birakma, antibakteriyed
antienflamatuar aktiviteleri acisindan gedendirilmistir. Hazirlanan bilgiklerin
bazilarinin siprofloksasine goie coli C-600,P. aeroginosaB. subtilisve S. aureus
NCTC 6571’ a kan agar kuyucuk difizyon metodu ile yiiksek derecaalgbakteriyel
aktivite gosterdii belirlenmitir. Sentezledikleri bilgklerden 5d maddes$. aureus’a
karsl 50,50 pg mf MiK degeri ve 11 nolu madde$i. aeroginosaya kagi 1,29 pg mit
MIK degeri ile siprofloksasine gore cok yilksek derecedgénmakrobiyal aktiviteye
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sahip oldgunu bulmglardir. Ayrica 4f maddesiniB. subtilis’e kagl MiK= 1,45 ug
mi™ degeri ve 9 nolu maddesiniB. coli C-600’ e kagi MiK= 1,37 pg mif degeri ile

siprofloksasine benzer derecede etki gosgerdi bulmwlardir [109]. Bizim
calsmamizda da pirazol-3-karboksilik asit turevlerinihC2, MC8, MC10, MC11,
MC12 ve AC3 dgindaki bilsiklerin E. coli, P. aeroginosaB. subtilisve S. aureus
tizerinde etkili oldgu belirlenmitir. MiK= 1,25 pg mf- degeri ile E. coli ATCC 25922

ye kagl en etkili bilgik K6, E. coli ATCC 35218 e kasgl en etkili bilsik K1, S.

aureus’a kasl en etkili bilsik AC14 bilesigi olarak belirlenmgtir. B. subtilis’ e kagi

en etkili bilesik MiK= 0,625 pg nif degeri ile AC14 bilaigi iken P. aeroginosa'ya

karsi en etkili bilaik ise MIK= 2,5 pg mt* degeri ile K5 bilesigi olmustur.

Bandgar “et al.” [110] sentezledikleri 1-(2,4-diraksi-fenil)-3-(1,3-difenil-1H-pirazol-
4-yl)-propenon turevlerinin antimikrobiyal aktiviegini agar difiizyon yodntemiyle
incelemilerdir. 100 pg mt konsantrasyonunda test edilen §ikéerin cozununE. coli,
B. subtilisve S. aureusa kas! etkili oldugunu, P. vulgaris e ise kagl bazilarinin etkili
oldugunu bulmglardir. Pozitif kontrol olarak bakterilere adenedikleri Tetrasiklin’ e
(10 pg ml* konsantrasyonunda inhibisyon zonu 17 mm) en ydkgeri S. aureusa
karsi 1-(2,4-dimetoksi-fenil)-3-[3-(4-fluoro-fenil)- 1enil-1H-pirazol-4-yl]-propenon
bilesiginin (inhibisyon zonu 15 mm) gdostegihi tespit etmglerdir. Analiz verilerinden
yaptiklari SAR (yapi aktivite gkisi) calsmasina gore, yapisinda elektron verici gruplar
(OCH; > CH; > F > Br > CI) bulunan bikgklerin antimikrobiyal etkisinin artgini
belirtmislerdir [110]. Bizim calgmamizda sentezlenen pirazol-3-karboksilik asitifzC
elektron verici grubunu iceren bgiglerden MC5, K1 ve K5 bilgkleri dikkati
cekmektedir. MC5 bilggi B. cereusve S. aureus’a kagi 10000 pg mt
konsantrasyonunda inhibisyon zonu 9,67 + 0,58 mama&l 6lgilmigtir. Calsmamizda
-CHjs iceren bilgiklerden K1 bilgigi, P. vulgaris, E. coli 3521&e P. aeroginosaya
karsl sirastyla 1,25; 1,25; 5,0 mg K degeri, K5 bilesigi Gram (-) bakterilerdef.
vulgaris ve P. aeroginosa Gram (+) bakterilerdef. cereusve S. aureus’a kasl
siraslyla 1,25; 2,5; 2,5; 5,0 mg mWiK degeri ile antimikrobiyal aktivite gosterrtir.

Bundan dolayr 6zellikleP. vulgaris Gizerinde yuksek aktivite gosteren Ure tdurevli

Aly “et al.” calismalarinda [111] 4-amino antipirin’ in asetilasyola mukemmel

verimde 4-asetamid pirazolon sentezlderdir. 4-asetamid pirazolon’ u gdi
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mikroorganizmalara kar yiksek biyolojik aktivitesi bulunmasi beklenentipimin
parca iceren yeni heterohalkal Rilderin bugiine kadar bilinmeyen farkh tiplerinin
sentezi icin bir bgangic materyali olarak kullanglardir. Sonuc¢ olarak biggklerin
cogunun Penisilin G ve Streptomisin ile kdastirildiginda Gram (-) bakterilerdeB.
coli ve P. aeroginosaya, Gram (+) bakterilerdeB. subtilisve S. aureusa kaki etkili
olduklarini bulmglardir. Calsilan bilesiklerin yapi ve biyolojik aktivite ilgkisi
deserlendirildiginde ylksek antimikrobiyal aktivitenin 4-aminoaritip halkasi iceren
nitrojen atomuna kganan tiyofen, klor gruplari, -COGHe -CH; gibi biyolojik olarak
aktif gruplarin ve pirazol grubunun vayindan kaynaklangdi belirtiimistir [111]. Bizim
yaptgimiz calsmada da -Chkligeren bilgiklerden MC5 bilgigi B. cereusve S aureus’
a kagt 10 mg mt* MiK degeri; K1 bilesigi, P. vulgaris, E. coli 35218e P. aeroginosa’
ya kagl sirastyla 1,25; 1,25; 2,5 mg MIMIK degeriyle; K5 bileigi Gram (-)
bakterilerdenP. vulgarisve P. aeroginosaya kagl, Gram (+) bakterilerdeB. cereus
ve S. aureusa kasl sirasiyla 1,25; 2,5; 2,5; 5,0 mg hiliK degeri ile antimikrobiyal
aktivite gostermtir.

flaglarin yan etkileri aslinda toksik etkileridir. ifdyasal maddelerin insan ve
hayvanlarda olgturdusu toksik etkiler akut ve kronik olarak ggh Bir maddenin akut
toksisitesinin dgerlendiriimesinde LG tayini siklikla bavurulan bir toksikoloji
degerlendirme yontemidir [64]. L€ duzeyinin tespitinde kullanilan toksisite
testlerinden olai\. salinatoksisite testi farkli mikotoksinlere kargenk bir yelpazede
duyarlihk gdosterirler [65]. Bu larvalar, ginumuzdiyolojik aktiviteleri aratirilan
orneklerin sitotoksisitelerinin tayininde, oldukgank bir sekilde kullaniimaktadir [66].
Toksisitenin 6ngoérilmesi agisindan kulkdnibir testtir. Ayrica fungal toksinlerin,
bitkisel ekstraktlarn, @r metallerin, siyanobakteri toksinlerinin, pedteiin ve di
hekimliginde kullanilan bazi maddelerin sitotoksik etkihmi argtiriimasinda
kullaniimistir [65,67—75,112]A. salinaile yapilan bu testin modifiye edilgsekli ile
alinan sonuclar, memeli hicre kulturleri ile yapildoksisite testlerinde alinan
sonugclarla kaglastirilmis ve birbiriyle uyumlu sonuclar elde edilgtir [81]. Bizim
calismamizda da bikgklerin toksisitelerinin belirlenmesi ici\. salinatoksisite testi

kullaniimustir.

DMSO toksisite testinde test organizmasi ofarsalinalarvasi Gzerine saf haldeyken
toksik etkiye sahip oldtu Choudhary “et al.” tarafindan (2001) bildirilgtir [89]. Bu
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nedenle cajmaya bglamadan 6nce On cafna olarak Choudhary “et al.” bildirgii

oran olan 1 / 50 oraninda seyreltme yapilarak DM®0n organizmalarfizerinde
gercekten toksik etkisinin ortadan kalkip kalkng@adienenmi ve sonugoeklendgi gibi

olmustur. Bu saflikta DMSO’ nun test organizmasi Uzeeiteérhangi bir toksik etki
gostermedii ortaya konulmstur.

Yeni sentezlenmi 19 adet pirazol-3 karboksilik asit tirevink salina sitotoksisite
testi ile taranmasi sonucunda maddelerin hepsoksik oldyu anlgilmistir. Yapilan
toksisite cajmalari; pirazol 3-karboksilli asit hidrazit turewilesiklerdenA. salina’ ya
karsl en etkili olani 14,10 pg mi LCsodegeri ile MC12 ve 26,61g mi™ LC50 degeri
ile MC10 bilesiklerinin oldugu gorilmigtir. MC4 (LGs=83,30 pg mt) ile ayni R
grubuna sahip olan MC10 bgiginin ana iskelet yapisina N@rubunun eklenmesinin
toksik etkiyi artirici yonde etki efii gorilmektedir. Hidrazit grubundaki tlrevlerin
diger yandan bilgklerin pirazolin halka sistemi Uzerindeki grup gekliklerinin
toksisiteye katkisinin olgu g6zlenmgtir. Ayni yan gruplarn tgyan MC3 ile MC4
karsilastirmasi yapildiinda ana iskelete farkli konumdaki C atomlarindagldanmasi
bile toksisite dgerini 6nemli Olgide destirmistir. MC5 ve MC11 bilgiklerinde de
yine yan gruplar olmasina kkam MC5’ e NQ grubunun eklenmesi toksisite gdinde
onemli 6lctde bir d&sim olmuwstur. Grubun tim Uyelerinin toksik olmasina «ar
aralarinda yapilan ufak geikliklerle toksisitenin ne kadar destigi gozden
kacmayacak dgerdedir.

Pirazol 3-karboksilli asit hidrazin tirevinde iseC8, AC6 ve AC14 bilgkleri igin
siraslyla 60,547 pg il LCso, 84,094 pg mt LCso ve 45,866 pg mil LCso degeri
bulunmutur. Hidrazin serisinin en yiiksek toksikggei olan 45,866 pg ritlLCsodegeri
ile AC14 ve en d§iik toksik dgeri olan 84,094 pg il LCs, dezeriyle AC6 bilasikleri
karsilastirildiginda her ikisinin Fenil Nitro yan grubustdigi gorilmektedir. Ancak
ACG6’da yan grup ortod) pozisyonundan, AC14’'de ise pag pozisyonundan pirazol

halkasina bglanmstir. Bu farklilikta sitotoksik etkinin d@smesine neden olmaktadir.

K3, K4 ve K6 ise ayni grubun gér bilesiklerine gbre daha toksik @erde bulunmgtur.
Bu bilesiklerin de LG degerleri sirasiyla 13,87 pg m) 14,88 pg mt* ve 21,82 pg ml
! olarak bulunmgtur. Ana iskelete fenil (K3), etil tiyo (K4) ve nietK6) gruplarinin
eklenmesinin toksik etkiyi artirici yonde ofglu belirlenmgtir. K1 ve K2 bilssikleri
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siraslyla 52,13 pg mILCso ve 49,93 pg mt LCso deseri ile birbirine yakin toksik
deserde bulunmgtur.

Ahasan ve Islam [113] vyaptiklari ¢gahada pirazolin heterosiklik bgkler
sentezlengler ve ‘Brine shrimp lethality bioassay yontemie il toksisitelerini

belirlemislerdir. Sentezledikleri bilgkler icerisinde en etkili olanlarin Is(&degerlerini

19.50 ve 20 ppm olarak belirlegterdir. Bilesiklerin yapi-aktivite ilgkilerinin

belrilenmesi ile pirazol halkasinin 4. konumundaglbanetilen (>CI—£), karbonil

(>C=0) ve imin (>C=N-) gibi fonksiyonel gruplarinit@oksik etkiden sorumlu
olduklarini belirlemglerdir [113]. Bizim calgmamizda kullanilan bikgklerinde yapi-
aktivite analizlerinin yapilmasi ile sitotoksik @#inin kesin olarak belirlenege
kanaatindeyiz. Devneath \islam [114] yaptiklar ¢camada siprofloksasinden pirazol
halka uzantisi tayan pirazolon ve hidrazin tlrevleri sentezlgendir. Sentezlenen

bilesiklerin sitotoksik etkileriA. salinatoksisite testi ile belirlenmive IC,, degerleri

hesaplanmstir. Bilesiklerin hepsinin toksik etkiye sahip olgunu siprofloksasin'den
daha potansiyel sitotoksik aktivite gostegrdi bulmuwslardir. En yuksek toksik etkiye
sahip bilgigin IC50 deserini 0.019pug mi™ olarak belirlemilerdir [114]. Yapmy

oldugumuz calgma ile sentezlenen pirazol-3 karboksilik asit tigamin hepsinin

toksik oldygu belirlenmitir.

Azol turevi bilesiklerin yapilan mikrobiyal geri mutasyon testleim, vitro ve in vivo
kromozom aberasyon cainalari ve genetik toksisite ¢ginalari sonucunda oldukca
disUk dizeylerde mutajenite gostetidiespit edilmstir [115]. Azol turevi bilsiklerin
memeliler Uzerinde yapilmiakut toksisite testlerinde, toksisite duzeyleringok
toksikten toksik olmayana kadar gebir aralga yayildgl ve genelde djilk dizeylerde
toksik olduklari gosterilmekle birlikte; bu verilar diger turevler icinde gecerli
olabilecggine dair bir ilgki kurulabilecgi vurgulanmstir [115]. Bu durum bizim
calsmamizda test edilen maddelerin pratikte kullaninm iglygun olabilecgini
distindirmektedir.

Yapilan DNA etkilgim calsmalari sonucunda pirazol 3-karboksilli asit hiddadirevi

bilesiklerden MC2’ nin DNA’' nin yapisini bozucu etkisineamstir. MC1 ve MC3
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bilesiginin yiksek konsantrasyonlarda plazmit DNA’' nin efigarmal (Form 1) ve
gewek sarmal (Form II) yapisi tzerinde etkisi gidwe gucli bir geseme gostererek
yaplyl bozdgu goérdlmitir. MC4 ve MC5’ in yuksek konsantrasyonlarindazpti
DNA’ nin super sarmal Form | yapisinin gmlugunda azalma olmtur. Form Il
yapisinin gugcli bir ggeme gostererek bozul@u ve dgrusal DNA yapisinin meydana
geldigi goralmistar. MC7’ nin yiksek konsantrasyonlarinda plazmiA nin stper
sarmal Form | yapisinin acilarak Form |l yapisinanigtiigt, yosunlugunun ve
hareketlilginin azaldgl belirlenmgtir. MC8, MC10, MC11l ve MC12 yiuksek
konsantrasyondan glik konsantrasyona @ou gidildikce Form | yapisinin acilarak
yogunlugunun azaldii ve Form Il yapisinin ygunlugunda arty oldugu belirlenmitir.
Ayni zamanda MC12' nin DNA ile etkifami sonucunda Form Il yapisinin glugu

gozlenmitir.

DNA etkilesim calsmalari sonucunda pirazol 3-karboksilli asit hidrazitrevi
bilesiklerden AC3’ Gin DNA'’ ya hic¢ etkisinin olmagh goérulmitir. AC6 ve AC14
yuksek konsantrasyonlarinda plazmit DNA’ nin Forwel Form Il yapisinin tamamen
bozuldgu, disuk konsantrasyonlarda ise Form | ve Form Il yapmsikorundgu

gorulmugtar.

DNA etkilesim calsmalari sonucunda pirazol 3-karboksilli asit Ureetiirbilesiklerden
K1, K2 ve K5’ in DNA ile herhangi bir etkikgminin olmadgi belirlenmitir. K3’ Un
yuksek konsantrasyonlarda plazmit DNA ile etyit@ sonucunda sipersarmal Form |
yapisinin tamamen parcalagidiForm Il yapisinin ygunlugunun arttgi ve Form llI
yapisinin olgtugu belirlenmgtir. Plazmit DNA’ nin K4 bilgigi ile muamele edilmesi

sonucunda Form I in hareketinde kontrole gore lgeei oldgu tespit edilmgtir. K6

bilesiginin plazmit DNA ile etkilgimi sonucunda yiksek konsantrasyonlarda Form

DNA yogunlugunda azalma olurken Form Il gonlugu artmstir.

Dairesel plazmit DNA elektroforezle vydrutulgiinde, hizli hareket eden bant
supersarmal formu (Form 1) gozlenecektigeE bir iplik¢ik parcalanir ise supersarmal
formu rahatlayacak ve yay&areket eden acik dairesel (Form Il)salcaktir. Eer her
iki serit bolunmg ise, Form | ve Form Il arasinda, @asal bir form (Form IlI)

gozlenecektir. Kisacasi; DNA’ daki kiriklar, sipssrmal halkasal form DNA’ nin
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gewemesi sonucu, gegk sarmal form ve dgusal forma dongmesiyle kontrol edilir
[116-120].

Kimyagerler 30 yili gkin suredir dgadan ilham alarak farkli prensipler gélierek, cift
sarmal DNA (zerinde rastgele herhangi bir yere gldrebilen bilgikler
sentezleyebilngierdir [82-84].

Kumar “et al.” [85] yaptiklari ¢cagmalarinda, indol tirevi bikgklerin DNA molekdlleri
ile etkilesime girdikleri ve her eklemeden sonra DNA’ nin #san ygunlugunda
azalma oldgunu gozlemilerdir. Bu alkaloidlerde gucli bir DNA kgama etkisi
gozlenmgtir. Reaksiyon kagimi, ligandlar ve miktari arttik¢ca, bandinggmlugu da
artmstir. Bizim calsmamizda da sentezlenen bikkerin DNA ile etkilesime girerek

yogunlugunda azalmalara neden ofgubelirlenmétir.

Raman ve Sobha [87] yapticalsmada, AH2 (askorbik asit) vaginda, metal (1l)

komplekslerinin ilave edilmesiyle uyarilan plazrpitC19 DNA'’ nin, jel elektroforez
sonucunda bélinme-parcalanma gosgandi aciklamslardir. pUC19 DNA, metal

kompleks ve askorbik asit kemmlari ile etkilgime birakildginda, bandin hareketinin
acikca artgil gorulmdtur.

Naik “et al” pirazol turevi bilgiklerin stipersarmal pUC19 plazmidi ile olan etkihaini
calismiglardir. Yaptiklari caimada bilgiklerin plazmit ile etkilgimi sonucunda DNA'’
nin yapisinin bozuldiw ve bilgigin artan konsantrasyonlarinaghaolarakta spektral
absorbansta g@eimler olduzunu goézlemlemierdir [91]. Yapms oldusumuz calgmada
konsantrasyon agina ba&li olarak DNA yapisinin daha etkili byekilde bozuldgu

belirlenmitir.

DMF icerisinde ¢Ozunen pirazol koprull iki cekirdiegecis metali kompleksleriE.
coli’ nin genomik DNA’ si ile 2 saat 37 °C’ de inkiibasy birakilng ve agaroz jelde
yuruttlerek goruntilenrgiir. Calisma sonucunda bazi metal kompleksli pirazollerin
DNA'’ ya interkalar olarak bEandigi ve DNA yapisinda disiklige neden oldgu
belirlenmstir [93]. Yapms olduzgumuz calgma kapsaminda pirazol-3 karboksilik asit
turevlerinin bir cgunun DNA’ ya bglanma 0Ozellgi gosterdgi ve yapisinda dgsikler
olusturdusu belirlenmgtir. Etkili olan her bir bilgikte halkasal yapinin bozularak

dogrusal DNA yapisinin okiugu gézlenmgtir.
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Sonug olarak; pirazol turevi bi&ler geng spektrumlu biyolojik aktiviteleri ve yapisal
farkhliklarindan dolayi yeni ilaclarin kinde énemli bilgikler olarak yer alacaklardir.
Bu oncul cama pirazollerin 6zellikle DNA ile olan etkganlerinin argtiriimasini
tesvik edicidir. Ayni zamanda pirazol temelli bjlklerin etki mekanizmasi, 6zgunluk
ve secicilginin incelenmesi gerekmektedir. Bu gahalar siginda pirazol tirevlerinin
ilac olma potansiyellerinin daha iyi agibilmesi icin, biyolojik aktivite ve
fizikokimyasal Ozellikleri arasindaki #kiyi tanimlamak icin ileri cakmalar

gerceklatirilebilir.

Ayrica calsma sonugclarinin eczacilik $ia olmak tzere bir¢cok alanda sentezi kolay ve
verimi yuksek yeni bilgklerin kullanilmasina yonelik yapilacak olangdr calsmalara

katki s&layaca&ina inaniimaktadir.
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