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Genis antifungal spektrumlu imidazol ve triazol turevi (azoller)
antifungaller glnimuizde fungal hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Yapilan ila¢ tasarim ¢alismalarinda amag, hasta tzerinde birden
fazla ilagc kullanimi yerine gerekli kimyasal yapilarin bir araya getirilmesiyle
“coklu ilag direncini” kirabilecek en wuygun ilaci bulmaktir. Bu amag
dogrultusunda antifungal ve antibakteriyal aktiviteleriyle oldukca yaygin bir
kullanim alani bulmus triazol ve pirazolin gibi ilag hammaddesi bilesiklerin ayni
yap! Uzerinde bir araya getirilmesiyle sentezlenen bir seri yeni nesil yapay
bilesikler (Tpl-Tpl2) sentezlenmistir. Arastirma konumu bu bilesiklerin;
antibakteriyal ve antifungal aktivitelerinin mikrodiltisyon broth yontemi ile,
toksisite  duzeylerinin ise Dbrine-shrimp toksisite testi ile arastiriimasi
olusturmaktadir. Mikrodilusyon broth yontemiyle 7 degisik fungusa karsi yapay
12 bilesigin antifungal etkisi arastiriimis; bltun tirevlerin pozitif kontrol olan
flukonazol ve ketokonazol’ Un etki degerlerine esit veya daha yiksek antifungal
aktiviteye sahip olduklari bulunmustur. Mikrodiliisyon broth yonteminin 5 degisik
bakteriyle yapilan antibakteriyal analizinde ise tim tirevler kloromfenikol’in etki
degerine esit bir etki gosterirken, daha etkin antibakteriyal etki gosteren bir tirev
bulunamamistir. Brine-shrimp toksisite testi ile yapay 12 bilesigin toksisitesi
arastirildigin da turevlerden ilk (Tpl-Tp6) altisinin zararh toksik etkiye sahip
oldugu gozlenirken, diger (Tp7-Tpl2) altisinin toksik etkiye sahip olmadigi
gozlenmistir. Tp8 tlrevi en ylksek aktiviteye sahip olup ayni zamanda da toksik
degildir. Bu calisma, tiim tlrevlerin ila¢ potansiyellerinin daha iyi anlastlabilmesi
icin ilave biyolojik aktivite testlerine tabi tutulmasinin gerekliligini ortaya
citkarmistir.

Anahtar Kelimeler: Toksisite, Triazol, Pirazolin, Antifungal, Antibakteriyal
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Wide spectrum antifungal agents such as imidasole and triazole derivative
antifungal agents are still widely in use today. Main aim of the new drug design studies is
to creat the most proper “single” agent carrying necessary chemical substructures,
together which breaks multiple drug resistance that can be used to cure patients in place
of multiple drug use. Set of new generation compounds has been synthetically
synthesized (named shortly Tpl-Tpl2) bearing both triazole and pyrazoline structures
which have been widely used for their antifungal and antibacterial activities, respectively.
Determination of either antibacterial / antifungal activities and toxicity levels of these
newly synthesized compounds by using microdilution broth assay and brine-shrimp
toxicity assay are the research goal for this thesis. Antifungal activity of this twelve
synthetic compounds has been investigated against seven different fungi with MIC assay.
All of the derivatives showed equal or better antifungal activity when compared with
positive control drugs ketaconazole and fluconazole. Microdilution broth assay made for
five different bacteria showed that none of the derivatives were more active then the
control drug chloramphenicole as they were equal with the control drug. According to
brine shrimp toxicity test applied for 12 compounds show that first six derivatives (Tpl-
Tp6) are harmful while the others (Tp7-Tpl2) are non-toxic. Tp8 is the most active
compound among the others and it belongs to the non toxic group of the compounds at
the same time. Result of this study suggests additional biologic activity tests needed for

all compounds in order to determine the further drug potentialities of these compounds.

Keywords: Toxicity, Triazole, Pyrazoline, Antifungal, Antibacterial
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1. GIRIS

Gunumuzde, hastanelerde yogun antibiyotik kullanimi  nedeniyle
seleksiyona ugrayarak direng kazanan patojen mikroorganizmalarin miktari
onemli oranda artmistir. Ozellikle coklu ilag direnci hastanede yatan hastalar igin
ciddi bir tehdit olusturmaktadir. Gereksiz ve akilci olmayan antibiyotik
kullaniminin esas sorumlu tutuldugu bu durum halk sagligini tehdit ettiginden tim
dunyada bu konu Uzerinde ciddi ¢calismalar yapilmaktadir. Yapilan calismalarda
hedeflenen esas amaclardan biri hasta (izerinde birden fazla ilag kullanimi yerine
gerekli kimyasal modifikasyonlari yaparak en uygun molekuliin ortaya
cikariimasidir.

Ilag gelistirme calismalari bir takim zorluklari beraberinde getirmektedir. Bu
zorluklarin basinda ideal bir ila¢ dizayni icin gerekli olan uygun “6ncu bilesigin”
seciminde ortaya ¢tkmakta ve bu secim ¢ok iyi bir organik sentez bilgisinin yani
sira biraz da sansa bagll bulunmaktadir. Teorik yaklasimlarda oénder bilesik
gelistirme calismalari genellikle yetersiz kaldigi igin, sentetik ya da dogal
maddeler Uzerinde yapilan rasgele tarama calismalari eskiden oldugu gibi
ginimuzde de 6nemini korumaktadir. Eger madde bir antibiyotik olmak (zere
tasarlandiysa, o©ncelikle in-vitro olarak antibakteriyal ve antifungal aktivite
testlerine tabi tutulmalidir. Olumlu sonu¢ alindigl takdirde ise sirasiyla akut
toksisite, mutajenite, revers-mutasyon testleri, in-vitro ve in-vivo kromozom
aberasyon calismalari ile genetik toksisite calismalari gibi bir dizi calisma
yaptimalidir. Ancak tim bu testler istenilen dizeyde sonuclar vermis olsa bile
pratikte kullantlabilirliliginin  kanitlanmasi igin yillar gerektiren bir dizi
farmakodinamik, biyokimyasal, hayvan ve insan klinik testlerinden gecmeleri
gerekmektedir. Bununla beraber giinimuzde hizla gelisen teknolojik ilerlemeler
bu tir calismalarin sresini gittikge kisaltmaktadir [1]. Ulkemizde ve diinyada
antibakteriyal ve antifungal etkileri olmasi amaclanan bir¢ok yeni sentetik bilesik,
laboratuar kosullarinda sentezlenmis ve aranilan etkilere sahip olup olmadiklari
test edilmistir [2-10].

Antifungal maddelerin ilk temsilcisi olan Griseofulvin® in 1939 yilinda
kesfedilmesini, 1944 yilinda ilk azol grubu antifungal olan Klormidazol ve

1949°da ise ilk polien grubu antifungal olan nistatinin kesfi takip etmistir. Ancak



1958’e kadar sadece Klormidazol ve Griseofulvin klinik kullanima girebilmistir.
Ilerleyen yillarda, ginimizde de hala etkinligini ve guncelligini koruyan
Amfoterisin B (1960), Mikonazol (1969), Klotrimazol (1969) ve Ekonazol (1974)
tedaviye sunulmustur. 1940’larda baslayan antibakteriyal tedavi ve bu ajanlar
Uzerine yapilan calismalardaki artisin yaninda ciddi fungal enfeksiyonlarin
bakteriyal enfeksiyonlarla kiyaslandiginda insidansinin disik olusu, topikal ve
sistemik antifungal ajanlarin gelistirilmesindeki ilerlemeyi yavaslatmistir.
1980’lere gelindiginde polienler, azoller, morfolinler ve allilaminlerden olusan 4
biylk antifungal ila¢c grubu tanimlanmasina ragmen toksisite sorunu nedeniyle
sistemik fungal enfeksiyonlarin tedavisine sunulan tek yeni ilag, bir imidazol
trevi bilesik olan Ketokonazol olmustur. Takip eden 10 yili askin sirede
Ketokonazol’e alternatif olarak sadece imidazol’in biyoizosteri triazol yapisi
tastyan bilesikler olan Flukonazol ile itrakonazol sistemik mikoz ve Terkonazol
ise topikal fungal enfeksiyonlarin tedavisine sunulmustur. 1980-1990’l yillarda
bagisiklik sistemini etkileyen HIV gibi enfeksiyonlar, kemoterapi ve organ nakli
ile iligkili olarak immin sistemi baskilayici ilaglarin kullanimindaki artis ve
benzeri nedenler, ciddi fungal enfeksiyonlarin insidansini arttirmigtir. Btin
bunlarin sonucu olarak sistemik fungal enfeksiyonlarin tedavisine yonelik ilag
arastirmalarinda artis meydana gelmistir. Bu arastirmalarin ¢ok buyuk bir kismini
ise, Ozellikle triazol halka sistemi tasityan azol grubu bilesikler olusturmaktadir.
1990’larda azol grubu antifungal ajanlarin gelisiminde gorulen biyuk ilerleme
bircok firsatgi ve endemik fungal enfeksiyonun tedavisine farkli alternatifler
sunmustur. Ancak ayni yillarda azol grubu antifungal ilaclarin yaygin ve
kontrolstiz kullanimi, bu ilaclara karsi direng olusumuna neden olmustur.
Gunumuzde halen bircok fungal enfeksiyon cesitli nedenlerden dolayi tedaviye
cevap vermediginden yeni nesil triazol grubu antifungal ila¢ arastirmalari yogun
bir sekilde devam etmektedir. Klinik kullanima sunulmamis olmakla birlikte
bircok aktif bilesik UGzerine calismalar devam etmektedir (Ravuconazole,
Voriconazole, T8581, UR0746). Ginlmuzde bu bilesiklerin her biri halen degisik
gelistirme asamalarindadirlar [11].

Imidazol tirevi cesitli antifungal ilaclar 1978°den itibaren kullanima

sunulmus genis spektrumlu fungistatik ilaglardir. Cilt ve mukozalarin mantar



enfeksiyonlariyla, kronik mukokltandz kandidiyazis tedavisinde diger ilaclara
gore daha Gstlindurler. Sistemik olarak kullanilanlar, sistemik mantar
enfeksiyonlarinin ¢ogunda Amfoterisin B’ye kiyasla daha az aktif olmalarina
karsin daha dustk toksisiteye sahiptir.

Imidazol turevi antifungal ilaglardan sonra, yapica bunlara benzeyen triazol
tirevi fungustatik ilaclar gelistirilmistir [12]. Triazol tdrevleri, imidazol
tirevleriyle ayni antifungal spektruma sahip olmasina ragmen, sistemik veriliste
imidazol tirevlerine gore i¢ noktada usttinlik gosterirler;

i.) Daha yavas metabolize edildikleri ig¢in daha uzun sure etkilidirler ve doz
etkileri daha uzundur.

ii.) Insan hiicrelerindeki steroid sentezi Uizerine, daha az etkilidirler; bu
nedenle direkt toksik etkileri daha zayiftir.

iii.) Imidazol turevi ilaglarin sistemik veriliste yapabildikleri endokrin yan
tesirleri gostermezler.

Imidazol ve triazol tiirevi antifungal ilaclar, mantar hiicrelerinin sitoplazma
membranindaki ana sterol Dbilesigi olan ergosterol’'un sentezini, 14-
metillanosterol’un desmetildihidrolanosterol’a dénusimi basamaginda inhibe
etmektedir. Bu donlstimi yapan 14 « -demetilaz enzimi, bir mikrozomal sit-P450
enzim turtdir. Imidazol ve triazol turevi ilaglar bu sit-P450’yi selektif olarak
inhibe etmektedir. Mantarlarin sit-P450’si, imidazol tlrevlerine memelilerin ayni
enzimlerine kiyasla en az 1000 kez daha duyarlidir. Bu fark ve segicilik triazol
tirevlerinde imidazol tirevlerinde oldugundan yaklasik 10000 kez daha fazladir.
Imidazollere ve triazollere maruz kalan mantar hiicrelerinde 14 « -metil steroller
birikmekte ve bunlar membran fosfolipitlerinin asil zincirlerinin normal duzenini
ve membrana bagl belirli enzimlerin fonksiyonlarini bozmaktadirlar. Sonugcta
mantar hdcrelerinin biyuimeleri inhibe olmakta; ayrica hicre membraninin
permeabilitesi de bozulmaktadir. Sekil 1,1.” de Azollerin, ergosterol biyosentezini

inhibe etme mekanizmasi gorilmektedir [13].
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Sekil 1.1. Azollerin, ergosterol biyosentezini inhibe etme mekanizmasi [13]

Mukanazol ve klotrimazol gibi ilaclar ise bu mekanizmaya ilaveten
sitoplazmik membranin yapisini bozarak esansiyel hicre bilesenlerinin kaybina
yol agarlar. Bu olay, antifungallerle fungal membrandaki doymamis yag asitleri
arasindaki hidrofobik etkilesimlerin bir sonucu olarak meydana gelir. Membranin
gecirgenligi  ile  transport  fonksiyonlarindaki  degisiklikler, metabolik
dengesizliklere ve dolayistyla fungus hucresinin 6limine veya (remesinin
inhibisyonuna yol agar. Ayrica fungus hticresinde peroksitlerin birikmesiyle
mitokondriyal enzimler bloke olur ve bunun sonucu olarak hicre olur. Azol
grubunda bulunan énemli antifungal ilaglardan bazilari sunlardir; klotrimazol,
izokonazol, ekonazol, tiokonazol, oksikonazol, sulkonazol, butokonazol,
ketokonazol, flukonazol, itrakonazol, mikonazol, terkonazol vb.

Imidazol ve triazol turevi antifungallere ortak bir adla azoller denilir.
Antifungal etkili azol tirevleri blylk ve giderek genisleyen bir gruptur. Genis
antifungal spektrumlari nedeniyle eski bilesiklerin yerini almis durumdadirlar
[13].



Pirazolin tirevi bilesikler ise; yapilan calismalar sonucunda ylksek diizeyde
antibakteriyal aktivitelerinin yani sira antiinflamatuar, antidepresan, aneljezik vb.
olmak Gzere birgok aktiviteyi yapisinda bulunduran énemli bir gruptur.

Bu calismada test edilen maddeler, sentezi yeni gerceklestirilmis ve daha
once herhangi bir biyolojik aktivite testine tabi tutulmamis, azotlu heterosiklik
yapisi itibariyle azoller grubuna dahil triazol tlrevi bilesiklerden olusmaktadir.
Ozellikle de funguslara karsi etkili olabilecegi ihtimalinden yola cikilarak
sentezlenen bu bilesiklerin; antibakteriyal, antifungal aktivite ve toksik etki
duzeyleri agisindan in-vitro olarak bir 6n taramasi yapilmis ve bu bilesiklerin,
beklenin disinda baska olasi biyolojik aktivitelere sahip olup olmadiklari
incelenmistir.

Antibakteriyal ve antifungal ajanlar arasindaki en temel fark, prokaryot
bakteriler ile ©karyot olan fungus veya mayalar arasindaki farklilikla izah
edilebilir. Insanlar ve diger memeliler de funguslar gibi Gkaryot oldugundan
benzer biyolojiye sahip olan insan hicrelerine zarar vermeden fungus veya
mayalari inhibe edecek bir mekanizma gelistirmenin gucligu nedeniyle antifungal
etkili ilaglar antibiyotiklere karsin ¢ok daha az sayidadir. Memeliler ve funguslar
(ayrica mayalar); t-RNA-AA-acil transferazlari, steroid sentetaz sistemleri
(memelilerdeki kolesterollin yerini fungus/mayalarda ergosterol alir) ve hiicre
ceperlerinin karbonhidrat yapisi bakimindan farkhliklar gosterirler. Dolayisiyla,
halen kullanimda olan sentetik terapétik ajanlarin toksisiteleri, yan etkileri ve
dirence sebep olmalari nedeniyle yeni, emniyetli ve etkin antifungal ilaclara gerek
duyulmaktadir [14].

Bakteriler prokaryotik organizmalar olmalari nedeniyle hucre yapilar
bakimindan diger mikroorganizmalardan filogenetiksel olarak farkliliklar
gosterirler. Prokaryotik hiicrelerde niklear materyal bir cekirdek zari ile cevrili
degildir. Hucrenin genel kisimlari; hiucre zar, flagella, sitoplazma, ribozomlar,
niklear bolge ve granullerdir. Bakterilerin hiicre yapilari elektron mikroskobu ile
detayli bir sekilde ortaya konmustur ve ince yapilari tirlere gore farklilik
gosterebilmektedir. Bakteri hicreleri %70-80 oraninda sudan olusurken geri
kalan kismi C,O,N ve kulden ibarettir. Mineral elementler ve iz elementler hiicre

yapisinda bulunmaktadir. Organik maddeler bakteri kuru agirhginin %40-90’nini



olusturmaktadir. Calismamizda kullanilan bakteri tirleri sirasiyla; Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Micrococcus luteus ve
Pseudomonas aeroginosa’dir.

Escherichia coli; yillardir gida maddelerinde fekal kontaminasyonun
gostergesi olarak kabul edilen E. coli, enterobactericeae familyasinda yer alan bir
koliformdur. Cok farkli serotipleri bulunan E. coli’nin dogal habitati sicakkanl
hayvanlarin bagirsaklaridir. Onemli firsatgi patojenlerdendir. Onceden zararsiz
gibi gorlinen E. coli’nin sadece bazi enteropatojenik suslarindan s6z edilmistir.
Daha sonra bu bakterinin hem patojenik hem de enterotoksijenik 6zellikler
gosterdigi ve cok cesitli virulens faktorler icerdigi ortaya konmustur. E. coli
suslari; gram negatif, faklltatif anaerob, sporsuz, hareketli, cubuk seklinde
bakterilerdir. Optimum 37°C’da gelisirler. Minimum sicakhk istekleri 4°C,
maksimum 46°C’dir [15, 16].

Staphylacoccus aureus; insanlar ve hayvanlar igin firsatci patojendir. insan
vicudunun cesitli yerlerinde kolonize olurlar. Normal insanlarin, hastanede
calisanlarin ve tedavi altindaki hastalarin %70’inin burun mukozasina kolonize
olurlar. Pigmentli, gram pozitif, fakiltatif anaerop ¢ogunlukla aerop ureyen, %10
NaCl’de ureyebilen, sporsuz ve hareketsiz bakterilerdir. insan ve hayvanlarda gida
zehirlenmesi  ve piyojenik enfeksiyonlari  yapabilen bir stafilokoktur.
Stofilokoklar; koagulaz, deoksiribonukleaz, lipaz, hiyalironidaz, stafilokinaz,
betalaktamaz ve antifagositik maddeler gibi enzim yapisinda maddeler salgilarlar.
Toksinleri ve enzim yapisindaki maddelerin etkisiyle cesitli enfeksiyonlarin
olusmasina neden olurlar [15,16].

Bacillus cereus; gram pozitif, aerob, sporlu basillerdir. Bu bakteri ¢ok
yaygin olarak hemen her yerde bulunur. Toprak kékenli olmasi nedeniyle gerek
toz ve toprak gerekse su ile yayilim gosterirler. Tibbi acidan 6nemli bir
organizmadir. B. cereus besin zehirlenmesi ve degisik hastaliklar yapabilir veya
Onemsiz bir bulas olarak organizmada bulunabilir. B. cereus iki farkli toksin
olusturur. Bunlardan birisi 1siya stabil bir protein olan enterotoksindir. Gida
zehirlenmesine neden olan bu toksin 126 °C’da 90 dakikada inaktif hale gelir.

Sulu diare ve kusmaya yol acarlar. Digeri ise emetik toksin olarak tanimlanan



istya duyarli olan bir peptitdir. 60 °C’da birkac dakikada tahrip olurlar. Siklikla
diare ve kusmaya yol acarlar [15,16].

Micrococcus luteus; gram pozitif, aerobik, tekli, dortli veya dizensiz
gruplar olusturan kok seklinde bakterilerdir. Cogunlukla yuksek dizeyde tuz
varliginda gelisebilirler. Caplari, ortalama, 0.8-1.0 um arasinda degisir. Onemli
patojen organizmalardir [15,16].

Pseudomonas aeroginosa; psedomonadaceae familyasi icinde yer alirlar.
Sporsuz kapsulsiiz comaklardir. Gram negatif, 1-3 um uzunlugunda ve 0,5 pm
genisliginde zincirler halinde gorilen bakteridir. Tibbi agidan son derece 6énemli
bir tirdur. insan, hayvan ve bitkilerde patojendir. Aerobik olmalari nedeniyle
gidalarin yiizeyinde hizla gelisebilmeleri sonucu okside driinler ve mukoz madde
olustururlar. Kendi gelismeleri icin gerekli gelisme faktorleri ve vitaminleri
sentezleme yetenegindedirler [15,16].

Calismamizda bu bakterileri kullanmamizin baslica nedenleri yukaridaki
bilgilerin de 1s1ginda; secilen organizmalarin insan, hayvan ve bitkiler Gzerinde
son derece gucli patojen etkilerinin bulunmasi, kolay tretilebilir olmalaridir.

Funguslar; okaryotik, tipik olarak ipliksi yapida olan canhlardir. Bitkiler
gibi hicre duvarina sahiptirler ve hemen hemen timi hareketsizdir. Birgok
onemli fungus sicakliga bagiml olarak dimorfik’tir, yani farkh sicakliklarda farkl
yapilar gosterirler. Oda isisinda serbest yasayan, saprofit kuf halinde bulunurken
vucut sicakligindaki konak dokularda maya halindedir. Funguslarin ¢gogu zorunlu
aeroptur; bazilar fakultatif anaeroptur; hicbiri zorunlu anaerop degildir. Butln
funguslar dnceden olusmus bir karbon kaynagina gereksinim duyarlar ve bundan
oturt sikhkla curimekte olan materyal Uzerinde yer alirlar. Dolayisi ile
funguslarin cogunun dogal yasam alani dis ortamdir. Bu genel ifadenin énemli bir
istisnasi Candida albicans’tir [16].

Candida turleri;

Alem: Fungi (mantarlar)

B6lim: Amatigomycota (yluksek yapill mantarlar)

Sinif: Ascomycetes (mayalar ve yaprak lekeleri)

Takim: Sacchoromycetales(endomycetales) icerisinde yer alirlar.



Tek hocreli, hicre duvarinda Kkitin ve seltloz iceren Okaryotik
kemoheterotrof organizmalardir. Tomurcuklanma veya ortadan ikiye boltinme ile
cogalirlar. Bu tlrler, insanlari etkileyen en yaygin fungal patojendir. Bu
organizmalar yuzeysel enfeksiyonlardan, derin doku enfeksiyonlarina kadar genis
hastalik spektrumuna sahiptirler. Calismamiz sirasinda kullanilan fungus tdrleri
sirasiyla; Candida albicans, Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida
krusei, Candida utilis ve Geotricum candidum’dur.

Candida albicans; krem renginde, yumusak veya tereyagi kivaminda S tipi
dizgin koloni morfolojisine sahiptirler. Yalanci hif, bazen gercek hif
olusturabilirler. Karakteristik olarak tup, germ ve klomidospor olustururlar.
Kandidozun en yaygin nedenidir. Vicudun her yerinde akut, subakut ve kronik
enfeksiyon yapabilirler [17]. Yaptigi hastaliklara kandida menenjiti 6rnek olarak
verilebilir. Kandida menenjiti sikhikla prematire yeni doganlarda, santral sinir
sistemi cerrahisi gecirenlerde ve immunsupresif hastalarda gorilen bir hastaliktir.
Lipozomal amphoterisin B ve flukonazol kombinasyonunun tedavide iyi sonuclar
verdigi bildirilmigtir [18].

Candida tropicalis; krem renginde, yumusak ve c¢evresinde misel olusturan
koloni morfolojisine sahiplerdir. Yalanci hif, bunun etrafinda tek tek bazen
kiimeler yapan, cicek gibi blaskonidiumlar ve bazen yalanci hiflerin ucunda ince
duvarli, yuvarlak klomidaspora benzer yapilar olusturabilirler [17]. Candida
tropicalis fungemisi olarak tanimlanan hastaligi meydana getirir ve flukonazol
tedavisi uygulanir [19].

Candida glabrata; vicudun her yerinde akut, subakut ve kronik enfeksiyona
yol acabilirler. Ancak idrar yolu enfeksiyonlarinda, yenidoganlarda, fungemilerde,
immunkompremize konaklarda 6nemli etkenlerdir. Krem renginde, yumusak veya
tereyagl kivaminda S tipi diizgin koloni morfolojisine sahiptirler. Yalanci ve
gercek hif olusturmazlar. Azollere, doza bagli olarak duyarli veya direncli olmasi
6nemli 6zelligidir [17,20].

Candida krusei; vucudun her yerinde akut, subakut ve kronik enfeksiyon
yapabilirler. Bununla beraber flukonazol profilaksisi alan immunkompromize

hastalarda ©nemli etkendir. Yassi, kuru, donuk, krem renginde cevresinden



miselin ¢iktigl koloniler seklinde morfolojiye sahiplerdir. Azollere dogal direncli
olmasi énemli 6zelligidir [17,20].

Candida utilis; NCYC (Nathional collection of yeast cultures)’ye gore
o6nemli bir patojenitesi olmamakla birlikte antifungal ajanlarin hassasiyet
testlerinde kullanilan bir organizmadir. Genel olarak islem goérmis gidalarin
tatlandiriimasinda kullantlirlar [17].

Geotricum candidum; mantarlar aleminin kifler sinifinda yer alan bu
organizma beyaz renkte koloni morfolojisine sahiptir. Ekmek mayasina
bulastiginda bu mayayla imal edilen ekmeklerde kiif kokusuna neden olurlar ve
ekonomik agidan blyuk zararlar meydana getirebilirler [17].

C. albicans, kandidozun en yaygin nedenidir. C. glabrata’nin azollere doza
bagl olarak duyarli veya direngli olmasi ile C. krusei’nin azollere karsi dogal
direncli olusu bu organizmalari énemli bir tehdit haline getirmektedir [17,20]. Bu
nedenden dolayr calismamizda referans organizmalardan biri olarak
kullaniimiglardir.

Bakteriler prokaryotik organizmalar iken funguslarin Okaryotik olmalari
sebebiyle aralarinda birgcok yonden farkliliklar bulunur (Cizelge 1.1.) Mantar
hlcresi tibbi yonden 6nem tasiyan iki yapiya sahiptir;

e Mantar hiicre duvari esas olarak kitinden (bakterilerde oldugu gibi
peptidoglikan degil) yapilmistir; dolayisi ile mantarlar, peptidoglikan
sentezini inhibe eden penisilin gibi antibiyotiklere duyarsizdir.

e Mantar hicre zari kolesterol iceren insan hicre zarlarinin aksine
ergosterol ve zimosterol igerir. Amfoterisin B’nin mantarlar Uzerine

gosterdigi segici etki zar sterollerindeki bu fakliliga dayahdir.



10

Cizelge 1.1. Fungus ve bakterilerin karsilastiriimasi (16)

Nitelik Funguslar Bakteriler

Ortalama organizma
Yaklasik 4um(Candida) Yaklasiklpm(Staphylococcus)

capl
Cekirdek yapisi Okaryotik Prokaryotik
Sitoplazma Mitokondri ve E.R. bulunur Mitokondri ve E.R. yok
. ] Steroidler yok (Mycoplasma
Hucre zari Steroidler vardir )
haric)
Hucre duvar icerigi Kitin Peptidoglikan

. o Endosporlar hayatta kalmak
Ureme icin cinsel olan ve o
Sporlar icin olup Greme amaciyla
olmayan sporlar
kullaniimazlar

Termal dimorfizim Evet (bazilar) Yok

) o Bircogu organik karbon
) Organik karbon gereksinir; i .
Metabolizma o gereksinmez; birgogu zorunlu
zorunlu anaerop degillerdir
anaeroptur.

Ribozom 80S (60S+405S) 70S (50S+305S)

1.1.Kemoterapotikler

Kimyasal maddelerin organizma disindaki ortamda mikroorganizmalar
Uzerine olan oldirtcti veya dremelerini  durdurucu etkilerine bakilarak
hastaliklarin tedavisinde bu maddelerden yararlanma fikri oldukga eskidir. 17.
yuzyildan beri sitma ve amipli dizanteriye karsi kullanilan kinin ve emetin gibi
maddeler ilk kimyasal tedavi maddeleri arasinda sayilmalarina ragmen; kimyasal
maddelerle tedavinin yani kemoterapinin temelleri 20. ylzyilin basinda Afrika
uyku hastaligina karsi tedavi careleri arayan Paul Ehrlich tarafindan ortaya
atilmistir. Yapilan calismalar sonucunda patojen mikroorganizmalara etkili fakat
konak organizma ic¢in az zararli arsenik ve antimon bilesiklerinin bulunmustur.
Paul Ehrlich’in de daha o zaman belirtmis oldugu gibi mikrobik hastaliklar tedavi
eden kimyasal maddenin yani kemoterapotik maddenin, antimikrobik etkisinin
dustik konsantrasyonlarda bile fazla olmasinin yani sira bu konsantrasyonlarda

organizmaya olan toksik etkisinin ¢cok az olmasi ya da hi¢ bulunmamasi gerekir
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[15]. Bu gelismelere karsin modern kemoterapi, 1936 yilinda sulfanilamidin ilk
defa klinikte kullaniimasiyla baslamistir [21].

Gegmiste, insanlarin bakteri kaynakl bir hastaliga yakalanmasi durumunda,
Olim riski oldukca yuksektir. Bu durum, Alexander Fleming’in buldugu
penisilinin, 1940°h yillarin basinda buyuk 6lcekte tretilmesine kadar surmdastur.
Boylelikle penisilinlerin 1941 yilinda Kklinik kullanima girmesiyle “antibiyotik
cagl” baslamis ve glinimize kadar piyasaya birgok antibiyotik ilag surtlmustur
[22].

Cok kugik konsantrasyonlarda bile patojen mikroorganizmalar (izerine zarar
verici etkileri (parazitotrop etki) biyik, buna karsilik konak organizma Gzerindeki
etkileri (organotrop etki) cok kigcik olan ya da hi¢ bulunmayan; tedavi amaci ile
kullanilan kimyasal maddelere “kemoterap0étikler” adi verilmektedir. Segici toksik
etki dedigimiz bu 0Ozellik kemoterapoétiklerle antiseptik maddeler arasindaki
baslica ayricaliktir. Mikroorganizmalar soliter canli hicrelerdir. Organizmanin
yapisini da canh htcreler olusturur. Hicrelerin de mikroorganizmalar gibi segici
gecirgen zarlari, benzer yapida sitoplazmalari ve metabolizmalarini saglayan
mikroplarinkine benzer enzimleri vardir. Bu durumda bir kemoterapotik
maddenin patojen mikroorganizmayla, konak organizma arasinda secici toksik
etki gostermesi zorlugu ortaya ¢ikar [23].

Kemoterapiyi diger tedavilerden ayiran en 0Onemli 6zelliklerden birisi,
tedavide hastaliga yol acan etkenin yani mikroorganizmalarin dogrudan yok
edilmesinin hedeflenmesidir. Diger bircok hastaligin etiyolojisinde ¢ok cesitli
faktorlerin rol oynamasi nedeniyle tedavide tek hedefe yonelik strateji gelistirme
zorluguna karsin enfeksiyon hastaliklarinda, her ne kadar bireysel ve cevresel
faktorlerin roli olsa da esas olarak hastaliga yol agan mikroorganizmanin
kemoterapotiklerle yok edilmesi buyuk oOlcide basari saglamaktadir. Oldukca
etkin olan bu tedavi yaklasimi, bilingsiz kullanim halinde diren¢ gelismesi
nedeniyle tedavide basarisizliga neden olabilmektedir. Bu nedenle
kemoterapdtiklerin belirli kurallar dahilinde, bilingli olarak kullanilmasi 6nem
kazanmaktadir. Kemoterapide ana ilke; konakgida, hi¢ veya ¢ok az toksik etki
yapan bir kimyasal madde ile hastalik etkeni organizma (zerinde, yeteri kadar

toksik veya letal etki olusturmaktir. Kemoterapo6tik ilaglar, vicutta kimyasal
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maddelerin secici etkisi icin tipik birer ornektirler. Bu secici etki, patojen
mikroorganizma hcresi ile insan veya genel olarak memeli hiicresi arasinda, yapi
ve biyokimyasal mekanizmalar bakimindan var olan farklar sayesinde mimkin
olmaktadir. Secicilik derecesi, gesitli terapotik ila¢ gruplarinda degisiklik gosterir.
Penisilinler en c¢ok secicilik gosteren ilaclardir. Gucli bakterisidal etki
gosterdikleri halde, memeli hiicresi Uzerindeki yalin toksik etkileri ¢cok zayiftir.
Buna karsilik, sitoplazma membranina veya cekirdekte DNA / m-RNA sentezine
ya da m-RNA’nin ribozomlardaki gevirisine etki yapmak suretiyle antibakteriyal
etki gosteren bazi kemoterapétik ilaclarin seciciligi dustktir; genellikle bakteri
yaninda memeli hilcresi Uzerine de toksik etki yaparlar. Bu konuya penisilinlerin
etki mekanizmasi drnek olarak verilebilir. Bakterilerde; memeli hicrelerinde de
bulunan lipit tabiatindaki hicre sitoplazma membranina ilave olarak, bir de onun
dis tarafinda hicre duvari denilen daha saglam bir tabaka vardir. Bu duvar
sayesinde bakteri sitoplazmasinin osmotik basinci, ortaminkine gore ¢ok ytiksek
degere ulastigi zaman bile, timltgund ve seklini koruyabilir. Penisilinler, hiicre
duvarinin esasini olusturan uzun polimer molekdl zincirlerinin yan dallarla
birbirine kenetlenmelerini engeller; boylece hiicre duvarinin olusmasi énlenmis
olur ve sonucta bakterinin 6limune yol acar. Memeli hiicresinde béyle bir yapi
bulunmadigindan onun tzerine penisilinlerin belirgin bir toksik etkisi yoktur [23].

Antimikrobiyal tedavinin temelinde yatan en 6nemli kavram secici toksisite,
yani konagl harap etmeden mikroorganizmalarin inhibe edilmesidir. Segici
toksisite mikroorganizmalar ile insan hicreleri arasinda yapi ve metabolizma
farklarinin  ortaya cikarilmasi ile elde edilir. Ornegin penisilinler ve
sefalosporinler peptidoglikan sentezini 6nlemeleri nedeniyle bakteri tremesini
inhibe edip, insan hiicrelerinin tremesini etkilemediklerinden etkin antibakteriyal
ajanlardir [16]. Kemoterapdtiklerin  etki mekanizmalarini  Cizelge 1.2.°de

gorilecegi lzere bes grupta toplayabiliriz.
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Cizelge 1.2. Kemoterapdtiklerin Etki Mekanizmalarina Gore Gruplandiriimasi ve Bazi Ornekler
[7]
Etki Mekanizmasi Naglar

Hiicre Duvar Sentezinin Inhibisyonu

Penisilinler, Sefalosporinler, imipenem,

Peptidoglikanin ¢apraz baglanmasinin
Aztreonam,

(transpeptidasyon) inhibisyonu

Diger peptidoglikan sentezbasamaklari inhibisyonu | Vankomisin, Basitrasin, Sikloserin

Protein Sentezinin Inhibisyonu

50S ribozomal altbirim iizerine etki Kloramfenikol, Eritromisin, Klindamisin

305 ribozomal altbirim tizerine etki Tetrasiklinler ve Aminoglikozidler

Niikleik Asit Sentezinin Inhibisyonu

Nikleotid sentezinin inhibisyonu Stilfonamidler, Trimethoprim
DNA sentezinin inhibisyonu Kinolonlar
mRNA sentezinin inhibisyonu Rifampin

Hiicre Zar islevinin Degistirilmesi

Antibakteriyal aktivite Polimiksin ve Gramisidin
Antifungal aktivite Amfoterisin B, Nistatin, Ketokonazol, Flukonazol

ve diger triazoller

intermediyer Metabolizmayi Bozanlar 1zoniazid, Metronidazol, Pentamidin, Etambutol

1.1.1. Antimikrobiyal Kemoterapdétiklerin Etki Mekanizmalari

1.1.1.1. Bakteri Hiicre Duvarinin Sentezini inhibe Etmek ve Litik Enzimleri
Aktive Etmek Suretiyle Etki

Bakteri hicresi lipit yapidaki sitoplazma membranina ilave olarak
membranin dis ylzinl Orten bir de hicre duvarina sahiptir. Bakteriler dis
ortamdan aktif transport sistemiyle, suda ¢6ziinmus bir cok maddeyi alarak
sitoplazmalarinda konsantre ederler ve bunun sonucu olarak hiicre i¢i osmotik
basinglarini yukselir. Hucre duvarinin gorevi, bakteri sitoplazmasinin igindeki
yuksek osmotik basinca (yaklasik 25 atmosfer’e kadar) direnmek suretiyle,
hicrenin batlnligint korumaktir. Eger bu duvar herhangi bir nedenle
zayIflayacak olursa veya olusmazsa hiicre siser ve parcalanir [24].

Bazi antibiyotikler bakteri hiicre duvarinin senteziyle ilgili biyokimyasal
reaksiyonlari bozarlar. Sonugta hiicre duvari olusamayacagi icin bakteri htcresi

olur. Bu tip ilaclar, gelismesini tamamlamis bakteriler tizerine etkisizdirler; ¢link
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bunlarda hicre duvarinin olusumu zaten tamamlanmis durumdadir. Bu ilaglar
Ozellikle gelismekte ve Uremekte olan bakteriler Uzerinde bakterisidal etki
gosterirler. Hiicre duvarinin ana maddesi olan murein rijid polimer bir bilesiktir.
Bu madde, bir mukopolisakkarid olan lineer peptidoglikan zincirlerinin yan
dallarla birbirine baglanmasi sonucu olusur. Murein, gram-pozitif bakterilerde
duvar kalnhginin yaklasik 9%50’sini olusturur ve bu duvarin mekanik
dayaniklihgini saglayan esas 0gedir. Penisilinler ve sefalosporinler, transpeptidaz
enzimlerini geri donlistimstz olarak inhibe ederler ve sonucta peptidoglikanlardan
murein olusmasi bozulur. Murein sentezi bozulunca ortamda polimerize olamamis

nikleotidler birikir ve sonucta hticreler lizise ugrar [13].

1.1.1.2. Sitoplazma Membraninin Permeabilitesini Arttirmak Suretiyle Etki
Deterjan Ozelligine sahip antibiyotikler ve bazi antiseptikler sitoplazma
membraninin permeabilitesini arttirarak sitoplazma icindeki fonksiyonel 6nemi
bulunan nispeten ufak molekillli bilesiklerin (aminoasitler, nikleotidler ve
potasyum gibi) hicreden disari sizmalarina neden olurlar ve boylece bakterisidal
etki olustururlar. Bunlarin etkisi, hiicre duvarinin sentezini bozan antibiyotiklerin
aksine, bakterinin gelisme ve Ureme doneminde olup olmamasi ile iliski
gostermez; gelismesini tamamlamis bakterileri de oldurtrler. Bu gruptaki
antibiyotiklere 6rnek polimiksinler, gramisidin, amfoterisin-B, nistatin ve diger

bazi antifungal ilaclar ile siklosporin-A’dir [13].

1.1.1.3. Bakteri Ribozomlarinda Protein Sentezini inhibe Etmek Suretiyle
Etki

Bu tip etki gosteren kemoterapotikler cogunlukla genis spektrumludur ve
bakteriyostatik etki gosterirler. Gerek gram-negatif, gerekse gram-pozitif
mikroorganizmalarin gelismesini inhibe ederler. Bu sekilde etki yapan ilaclarin
bazilari bakterilerin ribozomlari ile kombine olur ve orada m-RNA tarafindan
yonetilen protein sentezini bozarlar. Bircok ilag, insan hucrelerindeki protein
sentezini bozmadan bakterilerdeki protein sentezini inhibe eder. Bu secicilik
bakteri ve insan ribozomal proteinleri, RNA’lar ve bunlarla iliskili enzimler
arasindaki farkliliklara baghdir. Bakteriler 50S ve 30S alt birimlerine sahip 70S
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ribozomlar icerirken, insan hicreleri 60S ve 40S alt birimli 80S ribozomlara
sahiptir. 70S bakteri ribozomu, 0Okaryot hicrelerin (insan hucrelerinin) 80s
ribozomuna go6re antibiyotiklere daha fazla duyarlihk gosterir. Yalnizca
memelilerin mitokondrilerinde bulunmakta olan 55S ribozomlari; antibiyotiklere
duyarhhik bakimindan bakteri ribozomlarina benzerler. Bakteri 70S ribozomlari
sadece protein ve RNA’dan olusurlar [16].

Kemoterapotikler, protein sentezi olayr ile ilgili cesitli basamaklari
bozabilirler. Bodylece bakteri hiicresi icin gerekli proteinleri, dolayisiyla
enzimlerin sentezini engellerler. Bu ilaglarin ribozomlardaki etki tirleri sunlardir
[13];

e Tetrasiklinler, t-RNA’nin ribozomlara baglanmasini engelleyerek protein
sentezini inhibe edebilir.

e Kloramfenikol, eritromisin, klindamisin ve fusidin m-RNA’nin
okunmasini bozarak protein sentezini inhibe edebilir.

e Aminoglikozid antibiyotikler, m-RNA’nin ribozomlara baglanmasini

engelleyerek protein sentezini inhibe edebilir.

1.1.1.4. Genetik Materyal Icinde DNA Sentezinin veya DNA Kontroli
Altinda Yapilan m-RNA Sentezinin Bozulmasiyla Olusan Etki
Bu gruptaki ilaclarin bayik bir kismi, memeli hicresinin gekirdegini de

etkilediginden sitotoksik ilaclardir. Bunlarin antibakteriyal etkileri olmasina
karsin cogu bu amacla kullanilmazlar. Bir kismi antineoplastik ila¢ olarak malin
timorlerin  tedavisinde  kullanilmaktadir ~ (mitomisinler,  aktinomisinler,
daunorubisin ve doksorubisin gibi). Memeli hiicresi Uzerinde fazla toksik olmayan
rifamisinler (rifampin ve benzerleri) ile kinolonlari antibakteriyal ilag olarak
kullanilir. DNAy1 etkileyerek antibakteriyal etkinlik olusturan ilaclar [13];

e Aktinomisinler ve Rifamisinler

e Kinolonlar (Nalidiksik asit, oksolinik asit ve fuluorokinolonlar)

e Mitomisinler ve benzerleri
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1.1.1.5. intermediyer Metabolizmay! Bozmak Suretiyle EtKi

Bu gruptaki ilaglar daha ¢ok bakteriostatiktirler. Bu sekilde antibakteriyal
etki yapan ilaclara o6rnek olarak sulfonamidler, sulfonlar, trimetoprin, p-
aminosalisilik asit ve izoniazid verilebilir. Bunlar bakterinin metabolizmasi igin
gerekli bazi maddelerin sentezini engellerler. Bakteriler icin antimetabolit
niteliginde olan maddelerdir [13].

1.2. Antibiyotik Duyarlilik Testleri

Antibiyotik duyarlilik deneyini uygulamak icin ilk yontem Fleming
tarafindan 1929 yilinda gelistirilmistir. Bu yontemde Fleming, bir petri kutusunda
kati besiyerini, ortadan kenara ¢ok daha yakin bir yerden, dik olarak kesmis ve bir
serit halinde disar1 almistir. Acilan bu bosluga kif 6zitt (Penisilin gibi) iceren
besiyerini yerlestirmis, daha sonra bu bosluga dik bir acida paralel olarak degisik
bakteri kulturlerini (Staphylococcus, E. coli, Streptococcus, Pneumococcus ve
baskalari gibi) yayma yontemiyle ekmistir. Inokulasyondan sonra Kilturlerin
ureme ve inhibasyon zonlarini  gozleyerek  kultlrlerin  duyarliligini
degerlendirmistir [25].

Ikinci Diinya Savasi sirasinda bircok degisik antibiyotik bulunmus ve
degisik mikroorganizmalara karst duyarlilik modelleri saptanmistir; yeni
antibiyotikler medikal uygulamada “olagan Ustl” ilaglar olarak kabul edilmistir.
Ancak direncli bakteriyal suslarin ortaya c¢ikmasiyla yeni 6nlemlere gerek
duyulmus ve bakterilerin in-vitro kemoterap6tik maddelere karsi olan direnclerini
tayin icin cesitli yontemler gelistirilmistir. 1940’11 yillarda bir¢ok antibiyotigin
ortaya cikmasiyla; tip dilisyon yontemleri yetersiz kalmis ve uygulamada pratik
bulunmamistir [25].

Foster ve Woodruff, duyarlilik testlerinin uygulamasinda ilk kez
antibiyotik  emdirilmis  stizge¢  kagitlarinin  kullanilmasini ~ 6nermislerdir.
Arastirmacilar, duyarlhihg test edilecek organizma ile 6nceden inokule edilen petri
kutusundaki besiyeri (zerine bir antibiyotik emdirilmis seridi yerlestirerek
duyarlilik testini yapmuslardir. Vincent, antibiyotik solisyonun kagit disklerde
kurutulduktan sonra kullanilabilecegini ve boylece taze stok sollsyonlara her
zaman gereksinme duyulmayacagini  gostermistir.  1960°l1  yillara  dek

mikroorganizmalarin ila¢ duyarlilik, 6zellikle de antibiyotik duyarlilik testleri icin
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bircok yontem (difuzyon ve titrasyon yontemleri) veya bu yontemlerin degisik
bircok modifikasyonu bildirilmistir. Her yontemin bazi avantajlari ve kullanim
sinirlihgl gibi dezavantajlari vardir. Sonuglarin en yiksek diizeyde verimlilikle
yorumlanabilmesi i¢in yoOntemin tim Ozelliklerinin iyi kavranilmasi ve
yontemlerin  strekli yenilenebilir sonuclar vermesi geregi g6z Onunde
tutuldugunda, bir standardizasyonun saptanmasina gerek duyulmustur. ilk kez
1970’li yillarda Duinya Saghk Orgiiti (WHO) onderliginde, Anderson ve Bauer-
Kirby’nin yontemlerindeki standart asamalar dikkate alinmak suretiyle,
Uluslararasi isbirligi Calisma Kurulunca bir standardizasyona gidilmistir [25,26].
Gunumuzde kullanilan antibiyotik duyarlilik testleri;

e Difuzyon Yontemleri

e Kirby-Bauer Yontemi

e Epsilometer Testi

e Titrasyon Yontemleri

e Agar Dilusyon Testi

e Makrodilusyon Broth Testi

e Mikrodiltisyon Broth Testi

Calismamizda; kolay ve pratik olusunun yani sira sonuclarinin daha dogru,

guvenilir ve hassas olmasi gibi 6zellikleri nedeniyle Mikrodilisyon Broth Testi

kullantimistir.

1.2.1. Mikrodiliisyon Broth Testi

Enfeksiyonlarin cogunda tedavi yonlnden erken sonu¢ almak amaciyla
yaptlan duyarhlik testi olan agar disk diflizyon yontemi; yeterli, yol gosterici bir
tekniktir. Ancak toksik olabilecek bir antibiyotik ile uzun siire tedavi edilen bir
hasta icin ¢ok daha dogru ve glvenilir bir saptamaya gerek duyulabilir. MIK
degerlerini tayin etmek icin bircok yontem bildirilmistir. Ya agar diflizyonla
inhibisyon bolgeleri Olculir ya da antibiyotik diltisyonlari iceren sivi veya kati
besiyerlerinde test organizmasi titre edilir.

Genellikle duyarliligi bilinen bir mikroorganizma (standart kontrol susu) ile
bilinmeyen bir mikroorganizma yani test organizmasi paralel olarak titre
edilmelidir [25].
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Mikrotiip dillsyon testinin prosediri prensip olarak makrotlp dilisyon
testinin metoduna oldukc¢a benzerdir. Tek fark; mikroorganizmalarin, test edilen
madde konsantrasyonlarina karsi hassasiyetinin, plastikten yapilmis bir plaka
icinde bulunan cukurlarda test ediliyor olmasidir.

Deney icin 96 “U” tipi cukurlari olan mikrotitrasyon petrileri kullanilir.
Deneyde petrinin son siitunu olan 12. sutunu mikroorganizmalarin pozitif kontroli
icin bos birakilir ve her cukura sadece 100 pl steril distile su konulur. Yatayda yer
alan en alttaki H sirasi negatif kontrol olarak, test maddesinin kontroliine ayrilarak
mikroorganizma eklenmemistir. Buna gore ilk olarak; 1’den 11’e kadar siralanmis
olan kimyasallarin diltsyonlari, kendi numaralarina denk gelen petri
stunlarindaki cukurlara, sirasiyla mikropipetér yardimiyla 100°er ul olacak
sekilde aktarilir. Boylelikle tim konsantrasyonlar kuyucuklara aktarildiktan sonra,
mikroorganizmalarin eklenmesine gegilir. Bunun igin 6nceden bulanikhgi
McFarland No: 0,5’e goére ayarlanan mikroorganizma kalttrleri mikropipetor
yardimiyla A’dan H’ye siralanmis her bir kuyucuk satirina (H satir harig) bir
mikroorganizma denk gelecek sekilde, 12. ¢ukurdan 1. ¢ukura dogru 100’er pl
aktarihir. Bu islemlerden sonra mikrotitrasyon petrilerinin kapaklari kapatilarak
bakteriler icin 37°C’de 24 saat, funguslar icin ise 28 °C’de saat 48 saat
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon siresi sonunda kuyucuklarda ireme,
petrilerin tzerlerine sikilan Triphenyl Tetrazolium Chloride (TTC)’nin bir iki saat
inkiibasyonu sonunda meydana gelen renklenmeye bakilarak tespit edilir. TTC
hlcre zari ve duvarindan gecebilme yetenegine sahip bir tuz tirevidir. Bu madde
hicre icerisine girdiginde dehidrogenaz enzimleri ve kofaktorler ile etkilesimi
sonucunda indirgenerek  kirmizi renkli  formazon isimli  pigmentleri
olusturmaktadir. Uremenin olusmasina ve buna paralel olarak hiicre
yogunlugunun artmasina bagl olarak kirmizi ve tonlari seklinde bir renklenme
meydana gelmektedir. Hicre yogunlugu arttikca meydana gelen renklenme de
artmaktadir [27,28]. Uremenin oldugu kuyucuklarda kirmizi bir renklenme
gozlenirken Uremenin olmadigl kuyucuklarda herhangi bir renk degisimine
rastlanmamaktadir. Uremenin gozlendigi en kiciik numarali kuyucugun temsil
ettigi  konsantrasyon Minimal Inhibe edici Konsantrasyon yani MIK olarak
saptanir [29-31].
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Bu yontemin avantaji, kicuk hacimlerde maddelerin ve c¢ok sayida
mikroorganizma susunun, basit ve ucuz bir sekilde test edilmesine olanak sagliyor
olmasidir [32].

1.3. TOKSISITE

Ilaglarin yan etkileri, aslinda toksik etkileridir. Belirli bir dozdan sonra
oldurict etki gosterebilirler. Kimyasal maddelerin insan ve hayvanlarda
olusturdugu toksik etkiler akut ve kronik olarak gelisir. Bazi arastirmacilar akut
toksisiteyi, tek ya da birka¢ dozun 48 saat icinde deney hayvanlarinda veya kaza
sonucu insanlarda olusturdugu etki olarak tanimlamaktadirlar. Akut toksisite
saptanmasinda basvurulan deneylerin amaci biyolojik sistemlerde kimyasal
maddelerin toksik etkilerini belirlemek ve doz-yanit iligskisinde karakteristik
veriler elde etmektir. Bu veriler, yeni droglarin klinige uygulanmasindaki
olabilirlik derecesini ortaya koymaktadir. Toksikolojide akut toksisite deneyleri;
ilag, kozmetik, hijyenik maddeler ve evlerde cesitli amacla kullanilan diger
kimyasal maddelerin toksik etkilerini belirlemek icin yapilir. En sik kullanilan
akut toksisite testleri;

e Minimal Mortal Doz (MMD)
e Letal Doz 50 (LDsyp) dir.

1926 yilinda Knaffl-Lenz tarafindan kobaylarda dijital’in toksik aktivitesinin
gosterilmesinde tarif edilen Minimal Mortal Doz (MMD), damar ici yolla strekli
ve yavas akimla bir ilacin, hayvanin 6lmesine kadar verilmesiyle elde edilir.
Tavsan, kedi, kopek gibi hayvanlarda kolay uygulanabilir ve fizyolojik
parametrelerdeki  degisiklikler izlenebilir. Ancak ¢ok sayida hayvana
uygulanmasinin biyoistatistik zorunlulugu yaninda, damar ici verilmesi nedeniyle
kimyasal maddenin inert bir solvent icinde erimesi ve etkisini cabuk gdstermesi
gerekir. Hayvana enjekte edilen total sivi hacmi dolasim kapasitesini
ge¢cmemelidir. Bu nedenlerden o6tlrl fazla kullanilan bir akut toksisite yontemi
degildir. Bazi arastiricilarin medyan letal doz diye adlandirildigi Letal Doz 50
(LDso) bir deney hayvan gurubunun % 50’sini 6ldurebilen bir kimyasal maddenin

tek bir dozunun istatistiki degerlendirmesidir. Bir maddenin akut toksisitesinin
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degerlendirilmesinde LDsg tayini siklikla bagvurulan bir toksikoloji degerlendirme

yontemidir [32].

1.3.1. Brine-Shrimp Sitotoksite Testi

LDs diizeyinin tespitinde kullanilan toksisite testlerindendir. Artemia salina
larvalari, farkli mikotoksinlere karsi genis bir yelpazede duyarlilik gosterirler
[33]. Bu larvalar, gunumizde biyolojik aktiviteleri arastirilan o6rneklerin
sitotoksisitelerinin  tayininde, oldukgca genis bir sekilde kullaniimaktadir.
Dolayisiyla, toksik maddelerin in-vivo olarak Artemia salina larvalarina olan
oldaricu etkisi, hizli ve basit bir yontem olarak “Brine-Shrimp Lethality Assay”in
kullaniimasina olanak saglamaktadir [34].

Toksisitenin  6ngorulmesi agisindan kullanisli bir testtir. Ayrica fungal
toksinlerin, bitkisel ekstraktlarn, agir metallerin, cyanobacteria toksinlerinin,
pestisitlerin ve dis hekimliginde kullanilan bazi maddelerin, sitotoksik etkilerinin
arastiritimasinda kullaniimistir [35-44].

Bunlara ek olarak, embriyonel gelisim sirecini etkileyen teratojen
maddelerin [45], organofosfor insektisitlerin [46], ve zirai amaca yOnelik olarak
oldukca sik kullanilan bircok antibiyotigin, toksisite dizeylerinin tespitinde de
kullaniimaktadir [47].

Artemia salina’ nin kullanildigl bazi akuatik toksisite testleri ile, rodentlerin
(fare veya rat) kullanildigl toksisite testleri arasinda bir korelasyon olup
olmadigini anlamak Uzere bazi calismalar yapilmis ve Umit verici sonuglar elde
edilmistir. Her iki testten elde edilen LDsy degerleri, ayni kimyasallarin insanlar
icin gecerli olan akut oral letalite verileriyle kiyaslandiginda, sonuglar arasinda
genellikle iyi bir korelasyon oldugu gdzlenmistir. Benzer olarak, bu kimyasallarin,
oral akut toksisite potansiyellerinin test edilip, insanlar icin gecerli olan akut
dozlarla kiyaslandiginda; akuatik testlerin, rodent testlerine nispeten biraz daha iyi
sonuglar verdigi gozlemlenmistir. Ancak akuatik toksisite testlerinin, suda
cozinebilen maddelerin toksisite degerlerinin saptanmasinda daha uygun
olduguna da deginilmistir [48,49]. Yine baska bir calismada ise, Artemia salina ile

yaptlan bu testin modifiye edilmis sekli ile alinan sonuclar, memeli hicre
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kiltarleri ile yapilan toksisite testlerinde alinan sonuclarla karsilastiriimis ve

birbiriyle uyumlu sonuclar elde edilmistir [50].
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Yeni Triazol Turevi Bilesikler

Bu calismada kullanilan sentetik maddeler Anadolu Universitesi Eczacilik

Fakiltesi Farmasotik Kimya Anabilim Dali Ogretim Uyesi Yrd. Dog. Dr. Z.Asim
KAPLANCIKLI tarafindan sentezlenmistir (51,52) (Cizelge 2.1.).

Cizelge 2.1. Testlerde Kullanilan Bilesiklerin Kod Numaralari ve Bunlara Karsilik Gelen

Bilesikler
Bilesik Ismi

TP1 4-fenil-5-(1-fenoksietil)-3-[(3-tiyenil-5-fenil-2-pirazolin-1-il)asetil]tiyo-4H-1,2,4-triazol

TP2 | 4-fenil-5-(1-fenoksietil)-3-[[3-tiyenil-5-(4-dimetilaminofenil)-2-pirazolin-1-
ilJasetil]tiyo-4H-1,2,4-triazol

TP3 | 4-fenil-5-(1-fenoksietil)-3-[[3-tiyenil-5-(4-florofenil)-2-pirazolin-1-il]asetil]tiyo-4H-
1,2,4-triazol

TP4 | 4-fenil-5-(1-fenoksietil)-3-[[3-tiyenil-5-(4-klorofenil)-2-pirazolin-1-il]asetil ] tiyo-4H-
1,2,4-triazol

TP5 | 4-fenil-5-(1-fenoksietil)-3-[[3-tiyenil-5-(4-metoksifenil)-2-pirazolin-1-il]asetil] tiyo-4H-
1,2,4-triazol

TP6 | 4-fenil-5-(1-fenoksietil)-3-[[3-tiyenil-5-(4-metilfenil)-2-pirazolin-1-il]asetil] tiyo-4H-
1,2,4-triazol

TP7 4-_siklt|)hekziI-5-(1-fenoksietiI)-3-[(3-tiyeniI-5-feni|—2-pirazolin-l-iI)asetil]tiyo-4H-1,2,4-
triazo
4-siklohekzil-5-(1-fenoksietil)-3-[[3-tiyenil-5-(4-dimetilaminofenil)-2-pirazolin-1-

TP8 |il]asetil]tiyo-4H-1,2,4-triazol
4-siklohekzil-5-(1-fenoksietil)-3-[[3-tiyenil-5-(4-florofenil)-2-pirazolin-1-il]asetil] tiyo-

TP9 -
4H-1,2,4-triazol

TP10 4-siklohekzil-5-(1-fenoksietil)-3-[[3-tiyenil-5-(4-klorofenil)-2-pirazolin-1-il]asetil] tiyo-
4H-1,2 4-triazol
4-siklohekzil-5-(1-fenoksietil)-3-[[3-tiyenil-5-(4-metoksifenil)-2-pirazolin-1-

TP11 |il]asetil]tiyo-4H-1,2,4-triazol
4-siklohekzil-5-(1-fenoksietil)-3-[[3-tiyenil-5-(4-metilfenil)-2-pirazolin-1-il]asetil] tiyo-

TP12 -
4H-1,2 4-triazol
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2.1.2. Antimikrobiyal Aktivite Testlerinde Kullanilan Mikroorganizmalar
Antimikrobiyal aktivite testlerinde kullanilan mikroorganizmalar, Anadolu
Universitesi Biyoloji Bolimi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Mikroorganizma
Kiiltir Koleksiyonu, Osmangazi Universitesi Biyoloji Bolimii Mikrobiyoloji
Anabilim Dali Mikroorganizma Kiiltir Koleksiyonu ve Osmangazi Universitesi

Tip Fakiltesinden temin edilmistir (Cizelge 2.2.).

Cizelge 2.2. Antimikrobiyal Aktivite Deneylerinde Kullanilan Mikroorganizmalar ve Kaynaklari

Mikroorganizma Kaynak Kurum
1 | Escherichia coli (NRRL B-3704) Anadolu Universitesi, Biyoloji Bolimii
2 | Staphylococcus aureus (NRLL B-767) Anadolu Universitesi, Biyoloji Bolimii
3 | Bacillus cereus (NRRL B-3711) Anadolu Universitesi, Biyoloji Boliimii
4 | Micrococcus luteus (NRRRL B-4375) Anadolu Universitesi, Biyoloji Bélimii
5 | Pseudomonas aeroginosa (NRRL B-23) Anadolu Universitesi, Biyoloji Bélimii
6 | Candida albicans (Y-12983) Osmangazi Universitesi, Biyoloji Bélimii
7 | Geotricum candidum (Y-552) Osmangazi Universitesi, Biyoloji Bélimdi
8 | Candida tropicalis (Y-12968) Osmangazi Universitesi, Biyoloji Bélimii
9 | Candida krusei (Y-7179) Osmangazi Universitesi, Biyoloji Bélimii
10 | Candida utilis (Y-900) Osmangazi Universitesi, Biyoloji Bélimdi
11 |Candida albicans (Klinik /zolat) Osmangazi Universitesi, Tip Fakiiltesi
12 | Candida glabrata (Klinik /zolat) Osmangazi Universitesi, Tip Fakiiltesi
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2.1.3. Toksisite Testinde Kullanilan Organizma

Artemia salina (Yumurtalar akvaryumculardan temin edilmistir)

2.1.4. Antimikrobiyal Aktivite Testlerinde Kullanilan Besiyerleri ve

Kimyasallar

2.1.4.1. Mueller Hinton Broth (Merck)

Et EKSIIESI...cveeiiiiiiciceeee e 209
Kazein Hidrolizatl..........c.ccccoevvveiiveneieieece e 1759
NN TS - OSSN 159
DIStIE SU...oviiiiiee e 1000 ml

121 °C de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmis ve 10’ar ml steril tiiplere

dagitilmistir.
Cift Kuvvet
Et EKSEIESI...cvveieceieceece e 40¢g
Kazein Hidrolizatl..........c.ccccoevveieieiecc e 35¢
NESASTA 1.ttt 3.0q9
DiStle SU...coiiieiee e 1000 ml

121 °C de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmis ve 10’ar ml steril tuiplere

dagitilmistir.

2.1.4.2. Mueller Hinton Agar (Merck)

Et EKSEIESI...ccvviiveeiecececce e 59
AGAT i 1209
Kazein Hidrolizatl............cccoovviiiiiiiiieee 175¢g
AN T - S 159
DiStIle SU..cvveeiiieieiece s 1000 ml

121 °C de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmis ve 15’er ml 90 mm
capindaki steril petri kaplarina dokilmustar.
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2.1.4.3. Sabouraud Dextrose Agar (Difco)

Bacto Pepton........ccccvvviiiiiiiiiie e 109
Bacto DeKSLrOZ.......cccvcvvevieiieiecee e 40 g
BacCto AQar........cccoeiiiiiiiiii e 15¢
DIStle SU...coviiieecie e 1000 ml

121 °C de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmis ve 25’er ml 120 mm
capindaki steril petri kaplarina dokilmis ve diz bir zeminde Kkatilasmasi

saglanmistir.

2.1.4.4. Nutrient Agar (Merck)
NULFIENT AQAr.....ccociieiecieceee e 20 gr
DIStile SU.....coiiiii e 1000 ml
121 °C de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmis ve 20’ser ml 120 mm

capindaki steril petri kaplarina dokilmustar.

2.1.4.5. Nutrient Broth (Merck)
NULFENt Broth..........ccoiiiis 25 gr
DiStile SU...c.veiiiiiiiie 1000 ml
121 °C de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmis ve 10’ar ml steril tuplere

dagitilmistir.

2.1.4.6. McFarland No: 0.5 Bulaniklik Standardi
BaCly (%01.175)..ccciiiiiieireeeeee e 0.5ml
H2SO04 (0.36N)....eciiiiiiiieeeesee e 99.5 ml
BaCl, ve H,SO, karistirtlarak 10 ml lik kapakli tupe doldurulmus ve kapagi

parafilm ile sikica kapatilan tlp, karanlikta oda sicakliginda saklanmistir.
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2.1.4.7. Pozitif Kontrol Olarak Kullanilan Standart Maddeler
Flukonazol (Pfizer)
Ketokonazol (Sigma)
Kloramfenikol  (Sigma).................. 2 mg/ml  oraninda DMSO’ da

cozilmastar.

2.1.4.8. Kimyasal Cozucu
Dimetil-Sulfoksit (DMSO) ( Sigma)

2.1.4.9. Mikroorganizmalarin Ureme Durumlarinin Tayininde Kullanilan
Kimyasal Madde

2,3,5- Triphenyltetrazolium Chloride(Sigma)....250 mg

Etanol (%96)..........cccoeviiiiiii . 100 mi

Madde tartilarak etanolde iyice ¢6zulmis ve sprey o6zellikli cam sisede

buzdolabinda saklanmistir.

2.1.5. Toksisite Testinde Kullanilan Maddeler

2.1.5.1. Kaya Tuzu

Akvaryumculardan temin edilmistir.

2.1.5.2. Yapay Deniz Suyu
Steril edilmis distile suyun her 1 litresi i¢in, kaya tuzunun 3,8 g’ 1 ¢cozulerek

elde edilmistir.
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2.2. YOntem

2.2.1. Yeni Triazol Turevi Bilesiklerin Antimikrobiyal Aktivitelerinin
Belirlenmesi

Antifungal ve Antibakteriyal aktivite testleri Mikrodilusyon Broth Test
Teknigi  kullanilarak gerceklestirilmistir.  Bu teknik; mikroorganizmalarin
canlandirilmasi, kimyasal maddelerin diltsyonlarinin ve kdlttrlerin hazirlanmasi

ve testin uygulanmasi olmak lzere U¢ asamadan meydana gelmistir [53,54].

2.2.1.1. Mikroorganizmalarin Canlandirilmasi

Liyofilize kilturler halinde bulunan bakteriler, tuplerinden aseptik sartlar
altinda cikarilmis ve canlandiriimak Gzere Nutrient Broth (NB) tlplerine
aktariimistir. 37°C de 24 saatlik inkiibasyon siresi sonunda, kiltirlerin Nutrient
Agar (NA) plaklarina tek koloni ekimleri yapilarak tekrar inkibasyona
birakilmistir. Bu sure sonunda mikroorganizmalarin safliklari kontrol edilmis ve
Onceden hazirlanan ve iclerinde 1.5 ml %15’lik steril gliserol ¢ozeltisi bulunan 2
ml’lik mikro-reaksiyon tiiplerine bir 6ze dolusu aktarilmiglardir. Bu tlpler, daha
sonra kullaniimak tzere - 20 °C” de saklanmislardir. -20 °C’de saklanan bakteri
khlturleri yatik Nutrient Agar tiplerine inokile edilmistir ve gelistikten sonra
agizlan parafilmle kapatilip daha sonra kullanilmak Ulzere +4 °C’ de
saklanmiglardir.

Buzlukta saklanan stok maya kulturleri ise, yatik Sabouraud Dextrose Agar
(SDA) tlplerine inokile edilmis, gelistikten sonra agizlari parafilmle kapatilip

daha sonra kullanilmak tizere +4°C de saklanmislardir.

2.2.1.2 Yeni Triazol Tarevi Bilesiklerin Dilusyonlarinin ve Mikroorganizma
Kaltdrlerinin Hazirlanmasi

Antifungal ve Antibakteriyal aktivite testleri icin farkl dillisyonlar
hazirlanmistir.
Antifungal Aktivite Testleri Icin Kullanilacak Diliisyonlarin ve Kiiltiirlerin

Hazirlanmasi:



28

Test edilecek olan kimyasal maddeler, analitik terazide 4.8 mg (0,048 Q)
olmak Uzere tartilarak steril flakonlara aktarilmis ve (zerlerine 3’er ml steril
Dimetil-Sulfoksit (DMSO) eklenerek c¢ozlulmistur. Kimyasal maddeler, DMSO
icerisinde tam olarak ¢ozunmeleri ve homojen bir karisim haline gelmeleri igin
belli bir siire vorteks ile karistirilmistir. Onceden hazirlanan ve 1’den 11’e kadar
numaralandirilan 2ml’lik steril mikro-reaksiyon tuplerinin (eppendorf) her birine
500ul (mikrolitre) steril distile su konulmustur. Ardindan da birinci eppendorfa
stok soltisyondan 500ul aktarilarak karistiriimistir. Eppendorf iyice ¢alkalandiktan
sonra birinci eppendorfdan yine 500ul karisim alinarak ikinci eppendorfa
aktarilmis ve bu isleme, her aktarimda mikropipetore takili pipet ucu degistirilmek
suretiyle onbirinci eppendorfa kadar devam edilmistir. Bu sekilde tim kimyasal
maddelerin iki katl seri dilisyonlari hazirlanarak, kimyasal maddelerin 1’den
11’e kadar numaralandiriimis eppendorflar icerisinde seri konsantrasyonlari (1,
1/2, 1/4, 1/8, ...) elde edilmistir. Daha sonra her birine 900ul sivi besiyeri
eklenmis olan eppendorf tlplerine bu hazirlanan dilisyonlardan 100’er pl
eklenerek madde konsantrasyonlari tekrar 1/10 oraninda dilue edilmistir. Pozitif
kontrol olarak kullanilan Ketokonazol ve Flukonazol® de ayni oranlarda ve ayni
sekilde hazirlanmistir [54].

Tiplere aktarilan canlandirilmis stok kultirler 35 °C’de 46-50 saat
inkibasyona birakilmistir. 46-50 saatlik inkibasyondan sonra sivi besiyerinde
gelisen Kkiiltirler, McFarland No0:0.5 (1x10°-5x10° hiicre/ml) bulaniklik
standardina uygun hale getirilmistir. Bulaniklihk ayarinin uygun bir sekilde
yapilabilmesi icin siyah-beyaz seritli bir fon kullaniimistir (Sekil 2.1.).Ayrica
gbzlemden o6tlri meydana gelebilecek hatayi ortadan kaldirmak igin McFarland’
da yogunluk ayarlamasi yapilan mikroorganizmalar spektrofotometrede de
yogunlugu tespit edilerek dogrulugu tekrar kontrol edilmistir. Daha sonra
standarda gore ayarlanmis olan Kkdiltirler sirasiyla 1/20 ve 1/100 oraninda
seyreltilmistir. Boylelikle 5,0x10% - 2,5x10° hiicre/ml. yogunlukta kiiltiirler elde
edilmistir.

Petri gukurlarinin her birine, hazirlanan kdltdrleri iceren besi yerinden 225ul
aktarilmistir ve sonra bu ¢ukurlara 6nceden hazirlanan son dillisyonlardan 25’er ul

eklenmistir. Boylelikle 1’den 11’e kadar 16ug/ml’den baslayip yari yariya
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seyreltilerek son cukurda 0,313 pg/ml kimyasal madde konsantrasyonuna sahip

kaltar iceren seriler hazirlanmistir.

Sekil 2.1. McFarland 0,5 standardinin inokulum stspansiyonu ile mukayesesi. Soldan saga dogru,
McFarland 0,5 standardi, standarda gdre bulaniklihgr ayarlanmig inokulum ve distile su
gorilmektedir

Antibakteriyal Aktivite Testleri Icin Kullanilacak Diliisyonlarin ve
Kdaltdrlerin Hazirlanmasi:

Test edilecek olan kimyasal maddeler, analitik terazide 2’ser mg (0,002 g)
olmak (zere tartilarak steril flakonlara aktariimis ve Uzerlerine 2’ser ml steril
Dimetil-Sulfoksit (DMSO) eklenerek ¢ozulmistur. Kimyasal maddeler, DMSO
icerisinde tam olarak ¢6ztinmeleri ve homojen bir karisim hale gelmeleri icin belli
bir sure calkalanmistir. Onceden hazirlanmis ve 1’den 11’e Kadar
numaralandirilmig steril mikro-reaksiyon tuplerinin (eppendorf) her birine 850ul
steril distile su konulmustur. Ardindan da birinci eppendorfa stok soliisyondan
850ul aktarilarak Kkaristirilmistir. Eppendorf iyice calkalandiktan sonra birinci
eppendorfdan yine 850ul karisim alinarak ikinci eppendorfa aktariimis ve bu
isleme, her aktarimda mikropipetore takili pipet ucu degistirilmek suretiyle
onbirinci eppendorfa kadar devam edilmistir. Bu sekilde tim kimyasal maddelerin
iki kath seri dilusyonlari hazirlanarak, kimyasal maddelerin 1’den 11’inci
eppendorfa kadar (1, 1/2, 1/4, 1/8, ...) seri konsantrasyonlari elde edilmistir ve

boylelikle kimyasallarin onbirinci eppendorfa kadar 10™lik diliisyonlari
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hazirlanmistir. Daha sonra petri cukurlarinin her birine, hazirlanan kdltdrleri
iceren besi yerinden 225ul aktarilmistir ve ardindan bu cukurlara 6nceden
hazirlanan son dilisyonlardan 25ul eklenmistir. Standart antibakteriyal ajan olarak

kullanilan Kloramfenikol’ de ayni oranlarda ve ayni sekilde hazirlanmistir [32].

2.2.1.3. Mikrodilisyon Broth Tekniginin Uygulanmasi

Deney icin 96 “U” tipi cukurlari olan mikrotitrasyon petrileri (Brand)
kullanilmigtir  (Sekil 2.2.). Deneyde petrinin son sutunu olan 12. situn
mikroorganizmalarin pozitif kontrolu igin bos birakilmis ve her gukura sadece
100ul steril distile su konulmustur. Yatayin en alt sirasi olan H sirasi cukurlari
negatif kontrol olarak ayrilmistir; bu nedenle bu cukurlara mikroorganizma
eklenmemistir. Buna gore ilk olarak dilisyonlari 1’den 11’e kadar siralanmis
kimyasallar kendi numaralarina denk gelen petri sutunlarindaki cukurlara,
sirastyla mikropipetor yardimiyla 100’er ul olarak aktariimistir. Boylelikle tim
konsantrasyonlar  kuyucuklara aktarildiktan  sonra, mikroorganizmalarin
eklenmesine gecilmistir. Bunun igin dnceden bulanikligi McFarland No: 0,5 e
gore ayarlanan mikroorganizma kultlrleri mikropipetor yardimiyla A’ dan H’* ye
siralanmis her bir kuyucuk satirina (H satiri hari¢) bir mikroorganizma denk
gelecek sekilde, 12. cukurdan 1.”ye dogru 100’er pl aktariimigtir. Bu islemlerden
sonra mikrotitrasyon petrilerinin kapaklari kapatilarak bakteriler icin 37°C de 24
saat, funguslar icin ise 35 °C de saat 48 saat inklbasyona birakilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda kuyucuklarda ureme, petrilerin tzerlerine sikilan
Triphenyltetrazolium Chloride (TTC) nin 37 °C de 3 saatlik inkiibasyonu sonucu
meydana gelen renklenmeye bakilarak tespit edilmistir (Sekil 2.2.). Uremenin
oldugu kuyucuklarda kirmizi bir renklenme go6zlenirken dremenin olmadig
kuyucuklarda herhangi bir renk degisimine rastlanmamistir. Uremenin
gozlemlendigi en kiglik numaral kuyucugun temsil ettigi konsantrasyon Minimal
Inhibe edici Konsantrasyon yani MiK olarak saptanmistir [29,55-57]. Deneyler ii¢
paralel olarak tekrarlanmistir.
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Sekil 2.2. Mikrodilusyon Broth Tekniginin Denemelerde Uygulanis Sekli

2.2.2."Brine-Shrimp Toxicity Assay” Teknigiyle Bilesiklerin Toksisitelerinin

Belirlenmesi

2.2.2.1 Test Edilecek Bilesiklerin Hazirlanmasi

Cozicl olarak kullanilan DMSO’ nun toksisite sonuglarini etkilememesi
icin, kimyasallar onerilen limitler dahilinde ( 5 ml deniz suyunda en ¢ok 50 pl
DMSO olacak sekilde ) DMSO ile ¢ozulmustir [58]. DMSO’ nun da bir takim
antimikrobiyal etkilere sahip oldugu Zgoda ve ark. tarafindan bildirilmistir. Bu
aragtirmacilarin - Mikrodilisyon Broth yontemini kullanarak yaptiklar bir
calismada, mikrotitrasyon petrisi kuyucuklarindaki 0,2ml” lik son hacim igerisinde
bulunan %2,5 oraninda DMSO’ nun C. albicans’in, %5 konsantrasyondaki
DMSO’ nun ise P. aeroginosa ve S. aureus bakterilerinin gelisimlerini
engellediklerini belirlemiglerdir [59]. Calismamizda da bilesiklerin stok ¢ozeltileri
hazirlanirken, ¢ozlcl olarak kullandigimiz DMSO %25 oraninda seyreltilmis,
stok ¢ozeltiden distile su ile hazirlanan dilisyonlarda DMSO’nun yuzde miktari
Zgoda ve ark. bildirdigi seviyenin altina disurilmastir. Kontrol olarak;
bilesiklerin test edilmesi sirasinda yalnizca DMSO ¢06zuci olarak kullaniimis ve
DMSO’nun kullandigimiz mikroorganizmalar UGzerinde antimikrobiyal etkiye
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sahip olmadigl gozlenmistir. Bununla birlikte ¢6zicl olarak kullanilan DMSO
toksisite testinde test organizmasi olan A. salina larvasi Uzerine de saf haldeyken
toksik etkiye sahip oldugu Choudhary ve ark. tarafindan bildirilmistir [34]. Bu
nedenle calismaya baslamadan Once 6n calisma olarak Choudhary ve ark.
bildirdigi oran olan 1/50 oraninda seyreltme yapilarak DMSO’ nun organizmalar
uzerinde gercekten toksik etkisinin ortadan kalkip kalkmadigi denenmis ve sonug
beklendigi gibi olmustur. Bu saflikta DMSO’ nun test organizmasi (zerinde
herhangi bir toksik etki gostermedigi ortaya konulmustur. 1mg olarak tartilan
maddeler 2ml’lik ependorflara konulmus ve Uzerine 10pul DMSO eklenerek
¢cozlinmesi saglanmistir. Daha sonra 990l suni deniz suyu eklenmis ve boylece
deneyde kullanilacak stok sollisyon hazirlanmistir. Daha sonra eliza petrisinin ilk
cukuruna stok soliisyondan 280ul konulmustur. Geri kalan 11 ¢ukura 130ul distile
su konulmustur. 1. cukurdan 150ul alinarak 2. gukura aktariimis ve birkac defa
pipetlenmistir. Buradan 150ul alinarak 3. cukura aktariimis ve bu islem 12. cukura
kadar devam etmistir. 12. cukurda da birkac defa pipetlendikten sonra ve 150ul
ahinarak atilmigtir. Diger 11 madde iginde ayni islemler yapilmistir. Boylece

maddeler ¢ozinmis ve seri diltisyonlari hazirlanmistir.

2.2.2.2. Artemia salina Larvalarinin Hazirlanmasi

Artemia salina yumurtalari akvaryumculardan temin edilmistir. Uzerinde
delikler bulunan bir bdlmeyle esit olarak iki bolime ayrilmis kiguk bir su
tankinin, yapay deniz suyu ile doldurulmasindan sonra, yumurtalar bélmelerden
birisine yerlestirilmis ve bdlmenin Ustl, 1sik gecirmeyecek sekilde aliiminyum
folyo ile kapatiimistir.

Akvaryum motoru ile havalandirilan tank bu sekilde 48 saat oda sicakliginda
(22-29 C°) bekletilerek Artemia salina larvalarinin (Sekil 2.3.) yumurtalardan
citkmalari  saglanmistir.  Su  tankinin  Gstu  agik  boélmesi 1siklandirilarak,

yumurtalardan ayrilan larvalarin bu bélmeye gocu saglanmistir [34].
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Sekil 2.3. Artemia salina larvalari

2.2.2.3. Testin Yapilisl

Isiga goc¢l saglanan larvalarin yogun olarak bulundugu bélgeden, 20 ul” ye
ayarlanmis mikropipetdr yardimiyla suyla birlikte alinan larvalar, steromikroskop
altinda bos bir petri kabina damlatiimis ve 10 adet Artemia salina sayilmistir.
Daha sonra 1, 0.5, 0.25,....0.0048828 ug/ml’lik konsantrasyonlarin hazir
bulundugu kuyucuklara ve icinde sadece 130ul suni deniz suyunun bulundugu
kontrol kuyucuklarina 10 ar adet organizma aktarilmistir. 24 saat sonunda, yine
steromikroskop yardimiyla, 6lmis olanlar hareketsiz olmalarina gore ayirt
edilerek sayillmis ve kaydedilmistir. Daha sonra veriler “LCsy” bilgisayar
programiyla degerlendirilmis ve LCso degerleri ile %95 guvenilirlik sinirlari

hesaplanmistir [34]. Deneyler (i¢ paralel olarak tekrarlanmistir.
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3. BULGULAR
3.1. Bilesiklerin Antimikrobiyal Aktivite Sonuclari
3.1.1. Bilesiklerin Minimal Inhibisyon Konsantrasyon (MIK) Degerleri

Mikrodilusyon broth yontemi kullanilarak, TP1-TP12 maddelerine ait farkh
konsantrasyonlarda gorulen antifungal aktivite etki sonuclari Cizelge 3.1’ de,

antibakteriyal aktivite etki sonuclari da Cizelge 3.2’ de verilmistir.

Cizelge 3.1. Funguslar Uzerinde Denenen Kimyasallarin Minimal inhibe Edici Konsantrasyon
(MiK-pg/ml) Degerleri

NGUSLAR C. C. C. G. C. |C.albicans | C.glabrata
BiLESIKL tropicalis | krusei | albicans | candidum | utilis OGU OoGU
TP1 2 4 4 4 4 4 4
TP2 1* 2 4 4 4 4 4
TP3 2 4 4 2* 2 4 4
TP4 4 4 4 4 4 4 4
TP5 0,5* 2 4 4 4 4 4
TP6 1* 4 4 4 4 4 4
TP7 4 4 4 4 4 4 4
TP8 2 4 4 2* 4 2* 2*
TP9 1* 4 4 4 2 4 4
TP10 2 4 4 4 2 4 4
TP11 2 4 2 4 4 2* 4
TP12 2 4 4 4 2 4 4
Flukonazol 2 4 4 4 2 4 4
Ketokonazol 4 2 2 4 4 4 4

(*) Antifungal pozitif kontrol olarak kullanilan Flukonazol ve Ketokonazoliin MiK degerlerinden
daha diisiik oldugu belirlenen tiirevlerin MiK degerleri kirmizi ile verilmistir

Antifungal ila¢g olan Flukonazol ve Ketokonazol 2 veya 4 pg/ml MIK
degerlerine sahiptir (Cizelge 3.1). Cizelge 3.1.” de de gorildigl lzere bitin test
edilen, degisen oranlarda tim funguslara karsi antifungal aktivite
gOstermektedirler. Seri icerisinde nispeten en dustk aktivitenin Candida
albicans’a karsl oldugu go6zlenmektedir. TP8 olarak simgelenen turev (4 -
siklohekzil —5-(1-fenoksietil ) —3-[[3-tiyenil-5-(4-dimetilaminofenil)-2-pirazolin-1-
il]asetil]tiyo-4H-1,2,4-triazol) G. candidum, C. glabrata (klinik izolat) ve C.
albicans (klinik izolat)’a karsl pozitif kontrol olarak secilen Flukonazol ve
Ketokonazol’un etki dozunun altinda etki gostermistir. TP2, TP5, TP6 ve TP9,



35

olarak simgelenen tirevler C. tropicalis’e karsi pozitif kontrolin etki dozunun
altinda etki gostermislerdir. Ayrica TP3 olarak simgelenen turev G. candidum’a,
TP11 olarak simgelenen tirev C. albicans (klinik izolat)’a karsl standart ajan
olarak secilen flukonazol ve ketokonazol’ un etki dozunun altinda antifungal etki
gOstermistir.

Cizelge 3.2. Bakteriler Uzerinde Denenen Kimyasallarin Minimal inhibe Edici Konsantrasyon
(MiK-pg/ml) Degerleri

KTERILER
E. coli S. aureus B. cereus | P.aeroginosa M. luteus
MADDELER
TP1 125 250 125 62,5 125
TP2 125 250 125 62,5 125
TP3 62,5 125 250 62,5 125
TP4 62,5 62,5 125 62,5 62,5
TP5 125 62,5 125 62,5 125
TP6 62,5 62,5 62,5 62,5 125
TP7 250 250 250 250 125
TP8 125 125 125 125 125
TP9 62,5 125 125 125 62,5
TP10 125 250 125 125 62,5
TP11 125 250 125 62,5 62,5
TP12 125 250 125 125 62,5
Kloramfenikol 62,5 7,81 31,25 31,25 15,62

Antibakteriyal aktivitesi test edilen 12 tlrevin hicbiri pozitif kontrol olarak
secilen kloramfenikol’in etki dozunun altinda etki gostermemistir (Cizelge 3.2).
Kloramfenikol E. coli’ ye karsi 62,5ug/ml de etkili olurken denenen bilesiklerden
TP3, TP4, TP6 ve TP9 pozitif kontrol ile ayni dozda, diger turevler ise
kloramfenikol’ln etki dozunun 2 ya da daha c¢ok kat Gstinde etki
gosterebilmislerdir. Kloramfenikol S. aureus’ a karsi 7,81ug/ml de etkili olurken
denenen bilesiklerden hicbiri pozitif kontrol ile ayni dozda ya da daha disuk
dozda etkili olamamistir. B. cereus, P. aeroginosa ve M. luteus’ ta da yine S.
aureus’ da oldugu gibi denenen hi¢ bir turevin antibakteriyal aktivitesi, pozitif
kontrol olarak secilen kloramfenikol’tin antibakteriyal aktivitesinden daha yuksek

ctkmamistir.
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3.2. Bilesiklerin “Brine-Shrimp Toksisite Testi” Yontemiyle Belirlenmis
Toksisite Degerleri
Toksisite testinden elde edilen veriler, LDsy adli bilgisayar programiyla
hesaplanmis ve LDsy degerleri ile birlikte st ve alt % 95 guvenilirlilik sinirlari
ortaya konulmustur. Sonuglarin toksisite derecelendirilmeleri ise Cizelge 3.3. deki
referans degerlerine gore yapiimistir [60].
Kullanilan 12 maddeye ait toksisite testi sonuclari ise Cizelge 3.4." de

gosterilmistir.

Cizelge 3.3. Toksisite derecesi degerlendirilmesinde kullanilan referans degerler [Brayn, et.al.,

1997]
Toksisite Derecesi LDso Limitleri
Oldukca Toksik <10 pg/ml
Toksik > 10 pg/ml
Zararh > 100 pg/ml
Toksik Degil > 1000 pg/mi




Cizelge 3.4. Brine-Shrimp Toxicity Assay Test sonuglari ile LDs, degerleri
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Madde

Kons.
(ng/ml)

Olii Org.Sayis!

LDso

Ust%95
Guv.Lim.

Alt%95
Guiv.Lim

Toksisite
Derecesi

TP1

125
250
500
1000

470

710,00

250,50

Zararli

TP2

125
250
500
1000

630

676,00

200,00

Zararli

TP3

125
250
500
1000

653

210,00

Zararh

TP4

125
250
500
1000

NRORRPRLRDMRWR o O

oy
oo

303

345,00

180,00

Zararli

TPS

125
250
500
1000

430

626,66

290,00

Zararli

TP6

125
250
500
1000

= Ol NN O

=
o o

323

350,00

275,00

Zararh

TP7

125
250
500
1000

1010

TOKSIK
DEGIL

TP8

125
250
500
1000

1100

TOKSIK
DEGIL

TP9

125
250
500
1000

1150

TOKSIK
DEGIL

TP10

125
250
500
1000

1100

TOKSIK
DEGIL

TP11

125
250
500
1000

1090

TOKSIK
DEGIL

TP12

125
250
500
1000

1050

TOKSIK
DEGIL

DMSO

125
250
500
1000

NP OONPFPOOWROONPFPOOIPPRPOONPOO(PPWELE

1050

TOKSIK
DEGIL
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TP1-TP6 tirevlerinin  100pug/ml-1000ug/ml  arasinda bulunan LDs
degerleri, alt ve st guvenlik sinirlari itibariyle toksisite sinirlari icerisinde yer
alirken, TP7-TP12 turevleri ve DMSO’ nun 1000ug/ml’ nin Gzerinde olan LDsy

degerleri ile toksisite sinirlarinin disinda yer aldig1 gozlenmistir.
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4 TARTISMA VE SONUC

Patojen mikroorganizmalar kendilerine karsi artan miktarlarda kullanilan
antimikrobik ajanlara karsl giin gectikge diren¢c kazanmaktadir. Gereksiz yere
veya kontrolsiiz olarak antibiyotik kullanimindan dogan bu durum, halk saghgini
ve glnimiz arastirmalarini zorlar bir duruma geldiginden dinya genelinde bu
konu Gzerinde ciddi calismalar yapilmaktadir [1]. GlnlUmizde biyolojik
kaynaklardan elde edilen ve su an kullanimda olan dogal kimyasallara dayall
tedavilerin ~ yukarida  belirtilen  genis  spektrumlu  diren¢  kazanmis
mikroorganizmalara karsl zaman zaman yetersiz kaldiklari bildirilmektedir. Sonug
olarak,  mikroorganizmalarin  diren¢  kazandigi  dogal bilesiklerden,
trevlendirilmis yeni bilesiklerin sentezlenip in vitro ve in vivo kosullarda
biyolojik etki testlerinden gecirilerek insanlar Gzerinde uygulanabilirliligini
arastirma yaklasimi ortaya ¢ikmistir [51,52].

Bu tez ¢alismasinda, yeni sentezlenen 12 adet triazol tirevi bilesigin in vitro
sartlarda antimikrobiyal ve genel toksisite 0Ozellikleri arastirilarak ilag
potansiyelleri incelenmistir. Sentezlenen tlrevlere ait kimyasal yapi bilgisi,
antifungal-antibakteriyal aktivite sonuclari ve toksisite degerleri bir araya
getirilerek, her bir tirev icin bir cizelge halinde analizi yapiimistir (Cizelge 4.1-
4.12). Her tirevin biyolojik aktivite bulgulari bir butiin halinde degerlendirilerek,
ilag potansiyeline sahip olup olmadiklari gizelgenin en alt kisminda sonug bilgisi
olarak verilmistir (Cizelge 4.1- 4.12). Cizelgeleri genel olarak 06zetleyecek
olursak; TP7 (Cizelge 4.7), TP8 (Cizelge 4.8), TP9 (Cizelge 4.9), TP10 (Cizelge
4.10), TP11 (Cizelge 4.11) ve TP12 (Cizelge 4.12) bilesikleri incelendiginde bu
tirevlerin toksik etkilerinin bulunmadigl, antifungal ve antibakteriyal etkilerinin
en az kontroller kadar oldugu, dolayisiyla ila¢c potansiyellerinin olabilecegi
dustnilmektedir. TP1 (Cizelge 4.1), TP2 (Cizelge 4.2), TP3 (Cizelge 4.3), TP4
(Cizelge 4.4), TP5 (Cizelge 4.5) ve TP6 (Cizelge 4.6) bilesikleri incelendiginde
antifungal ve antibakteriyal aktiviteye sahip olmalarina ragmen genel
toksisitelerinin “zararli seviyede” bulunmasindan dolayi, bu deneysel veriler
cercevesinde bu tirevlerinde ila¢ olma potansiyellerinin olabilecegi sonucuna

vartimistir.  Cunki bu zararli etkinin in-vitro insan hucre kalttrlerindeki
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seviyelerinin arastiriimasiyla aciklik kazandirilmasi gerektigi distntlmektedir.
Brine-shrimp genel toksisite test sonuclari, rodentler (fare ve / veya rat) [48,49] ve
memeli hicre kalturleriyle  [50] yapilan toksisite test sonuclariyla
karsilastirildiginda; paralel toksisite sonuclari verdigi bilinmesine ragmen, bu tez
kapsaminda elde edilen ila¢g potansiyel sonuglarinin in vitro insan hicre
kalturlerinde ve organizmal modellerde de bir kez daha test edilmesi, insan

hastaliklarinin tedavisinde kullanilacagi icin gerekli gérulmektedir.
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Triazol halka sistemi (zerine yapilan calismalar 19. yy’ In sonlarina dogru
baslamis ve gunimize kadar yogunlasarak stre gelmistir [11]. Yapilan
calismalarda triazol halkasi tasityan bilesiklerin ylksek dizeyde antifungal
aktiviteye sahip olduklari gézlenmistir [52]. Pirazolin halkasi tasiyan turevlerin
ise ylUksek antibakteriyal aktivite sahip olduklari belirtilmistir [51]. Calismamizda
kullandigimiz ve yeni sentezlenmis 12 adet pirazolin halka sistemi tasiyan triazol
tirevi bilesigin, her iki yapiyr da blnyesinde bulundurmasi itibariyle yuksek
dizeyde antifungal ve antibakteriyal aktivite gostermesi beklenmektedir (Sekil
4.1). Ancak sentezlenen tarevlerin timine genel olarak bakildiginda kullanilan
antifungal kontrol sonuclarina goére esit veya yiksek antifungal etki
bulundurduklari, buna karsilik antibakteriyal kontrol sonuclarina gore ise esit veya
dusik seviyede antibakteriyal etkiye sahip olduklari gézlemlenmistir.

Triazol
(Antifungal etkisi
bilinen yapi)

Pirazolin
(Antibakteriyal etkisi
bilinen yapi)

R2

Sekil 4.1. Triazol turevi bilegiklerin genel formilleri.

Not: kirmizi halkalarin diginda kalan kisimlar kimyasal sentez esnasinda tiirev olusturabilmek igin
eklenen kisimlardir, R1 ve R2 ise deneysel subsitientlerin eklendigi kisimlari géstermektedir.

Sentezlenen 12 turev ile ilgili yapilan aktivite calismalarinda tirevlerin
hepsinin standart antibakteriyal pozitif kontrol olan Kloramfenikol ile ayni ya da
daha duslk dizeylerde aktivite gosterdigi gozlenirken, bu 12 tirevin antifungal
aktivitelerinin pozitif kontrol olarak kullanilan Ketokonazol ve Flukonazol®
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tinkine gore ayni veya daha yliksek seviyede oldugu gézlenmistir. Ornegin; TP1,
TP2, TP5, TP7, TP8, TP10, TP11 ve TP12 bilesikleri secilen bakteri turlerine
kars! pozitif kontrol olan Kloramfenikol’ e gore daha yiiksek konsantrasyonlar da
etkiliyken; TP3, TP4, TP6 ve TP9 bilesikleri E. coli’ ye kontrolin etkin olan
konsantrasyonuyla ayni degerde etkili olmustur.

Calisma esnasinda kullanilan bilesikleri, yapi-etki iliskisi acisindan
incelersek; Triazol halka sistemi zerindeki substituentlerin aktiviteye belirgin bir
katkisI gozlenmezken; pirazolin Gzerindeki substituentlerin aktiviteye etkilerinin
oldugu gozlenmistir (Cizelge 4.1 — 4.12). Ozellikle pirazolin’ in 5. konumundaki
fenil halkasi Gzerinde bulunan dimetilamino (NCHs),) grubunun aktiviteyi
arttirdigl tespit edilmistir (Sekil 4.2; Cizelge 4.7 — 4.12).

o 1 \ OBy N—N \ s\
&)
OB ipr” OB
27
TP11 TP8

Sekil 4.2. Biyolojik aktivite olusturan turevler farkli R2 ve ayni R1 radikal gruplarina sahip
pirazolin eklenmis triazol tlrevleri aktivite gdsteren yapilar

Son vyillarda tani ve tedavi alanindaki gelismelere paralel olarak mantar
enfeksiyonlarinin insidansinda artis goézlenmektedir. immun sistemi baskilanan
hastalarda konak savunmasinda olusan Onemli degisiklikler, enfeksiyonlara
duyarhihgi artirirken, enfeksiyonlarin gelismesini kolaylastirmaktadir [61].
Insanlarda goriilen firsatgi mantar enfeksiyonlarina neden olan mantar tirlerinin
cesitliliginde artis olmasina ragmen hala en sik etken Candida turleridir. Saghkl
kisilerin normal florasinda bulunan Candida’lar firsatci mantarlar olup, 6zellikle
immun sistemi baskilanmis Kisilerde ©6nemli bir mortalite nedeni olarak
gunumizde énem tasimaktadir [62]. Durum boyle olunca calismamizda Candida
turlerinin tercih edilmesi kacinilmaz olmustur. Ulkemizdeki yapilan cesitli
calismalarda Candida suslarinin cesitli antifungallere karsi duyarhliklari

arastirtlmistir. Bu ¢alismalarda pozitif kontrol olarak kullanilan flukonazole karsi
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MIK duyarlilik oranlari 2-8 pug/ml bildirilmistir [54,63-66]. Yaptigimiz calismada
ise tlrevlerin MiK degerlerinin 0,5-4 pg/ml arasinda ¢ikmasi turevlerimiz pozitif
kontrol olarak kullanilan flukonazol’ eoranla daha yiksek antifungal aktiviteye
sahip oldugunu ortaya koymaktadir. C. glabrata’ nin azollere karsi doza bagli
duyarli veya direncli olmasi ile C. krusei’ nin azollere karsi dogal direncli olusu
bu organizmalari 6nemli bir tehdit haline getirmektedir. Ve bilindigi lzere C.
glabrata Flukonazole karsi direnc gelistirmis durumdadir [67]. Bu tez calisma
sonuclari C. glabrata ile C. krusei karsi kullanilan bazi tiirevlerin en az kontroller
kadar etkin oldugunu ortaya ¢ikartmistir.

Yeni antifungal ilaclarin tasarlanabilir olmasi, fungal enfeksiyonlar ile
olusan mortaliteyi azaltmay!r amaclayan cok sayida calismanin yapilmasini
saglamistir [68]. Sentetik azol yapili antifungal ilaclar ise, halen sistemik mantar
infeksiyonlarinin  tedavisinde alternatif tedavi secenegidir. Flukonazol ve
ketokonazol, azol yapili iki antifungal ilagtir. Flukonazol, sistemik kandiyazis
tedavisinde Umit verici sekilde kullaniimakta ve noétropenik olmayan hastalarda
sistemik kandiyazis tedavisinde onerilmektedir. Ketokonazol ise, immdin sistemi
baskilanmis hastalarda etkisiz olmasi nedeniyle 6nerilmemektedir [70-72].
Calismamizda kullandigimiz bilesikler genel itibariyle azol turevleri oldugu igin;
kontrol olarak yine azol grubu bilesikler olan Flukonazol ve Ketokonazol tercih
edilmistir. Cizelgelerde MIK testi degerleri funguslar acisindan géz 6niine
alindiginda, tiim bilesiklerin oldukca iyi diizeyde antifungal etkiye sahip olduklari
anlasiimaktadir. Ornegin TP2 bilesigi C. tropicalis’ e, TP3 bilesigi G. candidum’
a, TP5 bilesigi C. torpicalis’ e, TP6 bilesigi C. tropicalis’ e, TP8 bilesigi G.
candidum, C. albicans (klinik izolat) ve C. glabrata (klinik izolat), TP9 bilesigi
G. candidum’ a ve TP11 bilesigi C. abicans (klinik izolat)’a karsi pozitif kontrol
olarak kullanilan flukonazol ve Kketokonazol’e kiyasla daha dislk
konsantrasyonlar da daha fazla antifungal etki gostermislerdir. Cizelge 4.13’de de
goruldugu Uzere pozitif kontrol olarak secilen Flukonazol ve Ketokonazol’ln
antifungal aktivite MIK degerleri 2-4 pg/ml arasinda olmasina Kkarsilik tiirevlerin
genel MIK degerleri 0.5-4 pg/ml arasindadir. Gorildigi tizere bilesiklere ait MIK
deger araligi 2 pg/ml’nin de altina inerek 0.5 pg/ml gibi ¢ok az miktarlarda
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antifungal etkiye sahiptirler. Bu da bilesiklerin antifungal acindan oldukca

kuvvetli kimyasallar olduklari anlamina gelmektedir.

Cizelge 4.13. Aktiviteleri standart ajan olarak secilen Flukonazol ve Ketokonazol gore daha

yuksek ¢ikan tirevler

C. C. C. G. C. C. C
tropicalis | krusei | albicans | candidum | utilis albicans | glabrata
oGU oGU

TP2 1 2 4 4 4 4 4
TP3 2 4 4 2 2 4 4
TP5 0,5 2 4 4 4 4 4
TP6 1 4 4 4 4 4 4
P8 2 4 4 2 4 2 2
TP9 1 4 4 4 2 4 4
TP11 2 4 2 4 4 2 4
Flukonazol 2 4 4 4 2 4 4
Ketokonazol 4 2 2 4 4 4 4

Bilesikler antifungal aktivitelerini bildiren MIK degerlerine ve referans
degerlerden biri olan Flukonazol® e gore, en etkin olanindan en az etkili olanina
gore kiyaslandiginda siralama soyle olmaktadir; TP8 > TP7 > TP11 = TP5 = TP2
> TP9 = TP3 > TP10 = TP11 > TP1 > TP6 > TP4. Ketokonazol’ e gore
bilesiklerin aktiviteleri en etkinden en az etkin olana gore siralandiginda ise TP8 >
TP3 > TP11 > TP9 = TP10 = TP12 > TP5 = TP2 > TP1 = TP6 > TP4 = TP7
sonucu ortaya cikmaktadir. Cizelge 4.14’de mikroorganizmalar kendilerini
etkileyen bilesiklerin en disik ve en yilksek MIK degerleri ile birlikte
gorilmektedir. Ozellikle Tp8’in, C. tropicalis, G. candidum, C. Glabrata ve C.
albicans’ a karsi Flukonazol ve Ketokonazol’ iin MIK degerlerinin altinda etkiye

sahip olmasi daha iyi antifungal yapi olabilecegi sonucunu ortaya koymustur.
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Cizelge 4.14. Mikroorganizmalar ve kendilerini etkileyen bilesiklerin en diisiik ve en yilksek MiK

degerleri

EYED(ug/ml) / EDED(ug/ml) Kontrol Kontrol Kontrol
Hg/m ** Hg/m
o . (Hg/ml) (ng/ml) (ng/ml)
Bilesik no Bilesik no ]
Kloramfenikol | Flukonazol Ketokonazol
E.coli 250/7 62,5/3,4,6,9 62,5 - -
250/
S.aureus 62,5/4,5,6 7,81 - -
1,2,7,10,11,12
B.cereus 250/ 3,7 62,5/6 31,25 - -
M.luteus 125/1,2,3,5,6,7,8 | 62,5/4,9,10,11,12 15,62 - -
. 62,5/
P.aeroginosa 250/7 31,25 - -
1,2,3,4,5,6,11
. 4/1,2,3,45
C.albicans 2/11 - 4 2
6,7,8,9,10,12
i 4/1,2,45,6,
G.candidum 2/38 - 4 4
7,9,10,11,12
C.tropicalis 4147 05/5 - 2 4
i 4/1,3,46,78,
C.krusei 2/25 - 4 2
9,10,11,12
. 41
C.utilis 2/3,9,10,12 - 2 4
1,2,4,5,6,7,8,11
C.albicans
. 4/1,234,5,6,
(Klinik 2/811 - 4 4
7,9,10,12
izolat)
C.glabrata 4/1,2,3,4,5,6, 2/8 - 4 4
(klinik 79,1012
izolat)

*EYED: En Yiksek Etkin Doz

**EDED: En Duslk Etkin Doz

Ilaglarin yan etkileri, aslinda toksik etkileridir. Kimyasal maddelerin insan

ve hayvanlarda olusturdugu toksik etkiler akut ve kronik olarak gelisir. Bir

maddenin akut toksisitesinin degerlendirilmesinde LDsg tayini siklikla basvurulan

bir toksikoloji
kullanilan toksisite testlerinden olan Artemia salina toksisite testi

degerlendirme yontemidir [32].

LDsy dizeyinin tespitinde

farkh
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mikotoksinlere karsi genis bir yelpazede duyarlilik gosterirler [33]. Bu larvalar,
gunimuizde biyolojik aktiviteleri arastirilan  6rneklerin  sitotoksisitelerinin
tayininde, oldukca genis bir sekilde kullaniimaktadir [34]. Toksisitenin
ongorulmesi acisindan kullanigh bir testtir. Ayrica fungal toksinlerin, bitkisel
ekstraktlarn, agir metallerin, cyanobacteria toksinlerinin pestisitlerin ve dis
hekimliginde kullanilan bazi maddelerin, sitotoksik etkilerinin arastiriimasinda
kullaniimistir [ 35-44]. Artemia salina ile yapilan bu testin modifiye edilmis sekli
ile alinan sonuglar, memeli hicre kaltarleri ile yapilan toksisite testlerinde alinan
sonuglarla karstlastirilmis ve birbiriyle uyumlu sonuglar elde edilmistir [50]. Yeni
sentezlenmis 12 adet trizol tiirevinin Artemia salina sitotoksisite testi ile taranmasi
sonucunda maddelerden ilk alti (TP1-TP6) tanesinin zararl oldugu anlasilirken,
son alti (TP7-TP12) tanesinin toksik olmadigi anlagiimistir. Gunuimizde cesitli
bakteri ve fungus kultlrlerinde antimikrobik 6zelligi olan degisik maddeler elde
edilmis ve bunlarin bir kismi klinik de denenmesine ragmen, oldukca toksik
olmalari nedeniyle kullanim sansi bulamamislardir.

Yapilan toksisite c¢alismalari; bilesiklerin toksisitelerinin, 4.konumda
meydana gelen degisikliklerden direk etkiledigini gostermistir. Fenil (CsHs) grubu
iceren tlrevlerin tamami toksik iken; siklohekzil (C¢H11) grubu iceren diger alti
tirevin toksik olmadigl gozlenmistir. Diger yandan bilesiklerin pirazolin halka
sistemi (Uzerindeki grup degisikliklerinin toksisiteye herhangi bir katkisinin
olmadigi gozlenmistir. Bu durumu 6rnek bir gift tlrev tUzerinden agiklarsak; fenil
(CeHs) grubu iceren TP1 bilesigine iliskin veriler incelendiginde bu bilesigin
“zararh” oldugu gozlenirken, siklohekzil (CgHi1) grubu iceren TP7’ nin toksik

olmadigl gozlenmistir (Sekil 4.3).

G | ) CH; N—N 5 \ )
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C(mHn c161|{11
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TP1 TP7

Sekil 4.3. Fenil ve siklohekzil gruplarina bagli olarak toksisite sonuglarinin yorumlanmasi
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12 tireve ait toksisite sonuclari incelendiginde 4. konumda fenil (CsHs) grubu
tastyan ilk alti (TP1-TP6) tirevin toksik oldugu anlastlirken, siklohekzil (CgH11)
grubu tagtyan diger alti (TP7-TP12) grubun toksik olmadiklari anlastimistir.

Sonug olarak; mikrodilisyon broth yontemiyle 7 degisik fungusa Kkarsl,
yapay 12 bilesigin antifungal etkisi arastirilmis; bitin tirevlerin pozitif kontrol
olan flukonazol ve ketokonazol’ Un etki degerlerine esit veya daha yuksek
antifungal aktiviteye sahip olduklari bulunmustur. Mikrodiliisyon broth
yonteminin 5 degisik bakteriyle yapilan antibakteriyal analizinde ise; tim tirevler
kloromfenikol’iin aktivite degerine esit bir etki gOsterirken, daha gugcli bir
antibakteriyal etki gosteren turev bulunamamistir. Brine-shrimp toksisite testi ile 7
fungus ve 5 bakteriye karsi yapay 12 bilesigin toksisitesi arastirildigin da
tirevlerden ilk (TP1-TP6) altisinin zararli toksik etkiye sahip oldugu gozlenirken,
diger (TP7-TP12) altisi toksik etkiye sahip degildir. TP8 tlrevi en yiksek
aktiviteye sahip olup ayni zamanda da toksik degildir. Azol turevi bilesiklerinin,
yaptlan mikrobiyal revers mutasyon testleri, in vitro - in vivo kromozom
aberasyon calismalari ve genetik toksisite ¢alismalari sonucunda oldukca distk
duzeylerde mutajenite gosterdigi tespit edilmistir [73,74]. Yine ayni calismada;
azol tarevi bilesiklerin memeliler lzerinde yapilmis akut toksisite testlerinde,
toksisite dizeylerinin ¢ok toksikten toksik olmayana kadar genis bir araliga
yayildigi ve genelde distik diizeylerde toksik olduklari gosterilmekle birlikte; bu
verilerin, diger tirevler iginde gecerli olabilecegine dair bir iliski kurulabilecegi
vurgulanmistir [73,74]. Bu durum bu calismada test edilen maddelerin pratikte
kullanim igin uygun olabilecegini distindirmektedir.

Sonug olarak; calismamizda kullandigimiz azol turevi bilesikler her ne kadar
yiksek diizeyde antifungal aktivite gosteriyor olsalar da; bu ve benzeri bilesiklerin
ilag olma potansiyellerinin daha iyi anlasilabilmesi icin ilave biyolojik aktivite
testlerinin yapilmasi ve daha ileri dlzeydeki calismalarla desteklenmesi

gerekmektedir.
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