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ABSTRACT

Ph.D. Thesis

ANALYSIS OF DNA PROTECTION, INTERACTION AND
ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF ISATIN DERIVATIVES AND
EVOLUATION OF SYNERGISTIC EFFECTS OF CEFTRIAXONE-
PHENYLALANINE COMBINATION

Mohamed A. Ganim RAMADAN

Kastamonu University
Institute of Science
Department of Genetics and Bioengineering

Assoc. Prof. Dr. Mehmet Cengiz BALOGLU

Isatin, thiosemicarbazone and their derivatives, have been widely used in biological
applications such as antimicrobial, antiviral and anticancer therapies. Herein, twenty-
seven isatin and thiosemicarbazone derivative compounds with 5-Fluoro-isatin and 5-
Methoxy and metal complex were re-synthesized and evaluated for DNA binding
analysis including DNA protection studies using plasmid DNA (pUC19) and DNA
interaction experiments using Calf-Thymus DNA (CT-DNA). All compounds were also
utilized in vitro assay to assess the antimicrobial activity of compounds against twenty-
one different pathogenic bacterial strains. All the synthesized compounds exhibited
DNA protection activity which ranged from 11,7 to 59,5 % DNA protected. In general,
among them, 13-(N-2-MP)-TSC had the greatest DNA protective activity. For DNA
binding analysis, it was used for the isatin, thiosemicarbazone and their derivatives but
not for the compounds with 5-Fluoro-isatin and 5-Methoxy complex. All compounds
used for the DNA binding analysis had the same constant concentration (40 uM), which
interacts with CT-DNA. It was also observed that DNA interactions gave a high intrinsic
binding constant (K, = 1,72 x10* M™ = 9,73 x 10°> M%), Besides, several derivatives of
isatin thiosemicarbazone exhibited significant and selective antibacterial activity with
low concentration. These compounds primarily affected Gram positive bacteria but were
not effective against P. vulgaris and E. coli. The Gram positive methicillin-resistant S.
aureus ATCC 43300 (MRSA) was the most influenced strain by these compounds. It
was found that methyphenyl group at isatin was essential for its antibacterial activity for
MRSA. The other compounds istain thiosemicarbazone combined with Fluoro-isatin and
5-Methoxy and metal complex inhibited Gram positive and Gram negative bacteria with
mild to moderate inhibition zones. Some compounds contain nickel and zinc metals but
there were no significant for increasing the antimicrobial activities or DNA protections.



Ceftriaxone belongs to the third-generation p-lactam antibiotics and it is useful for the
treatment of a number of infectious diseases caused by both Gram positive and Gram
negative bacteria. Phenylalanine is an essential aromatic amino acid of a human being,
from which dopamine and norepinephrine neuro-transmitters are being synthesized. In
the present study, we examined their combined efficacy against different types of
pathogenic bacterial strains. The aim of this study designed to investigate the affect of
Ceftriaxone combination with Phenylalanine on antimicrobial activates for both Gram
positive and Gram negative bacteria that were including K. pneumonia, S. aureus ATCC
25923, P. vulgaris, E. coli, S. marcrescens, S. epidermis, Alpha haemolytics
Streptococcus, E. faecium, P. aeruginosa, L. monocytogenes ATCC 7644, E. durans, S.
kentucky, E. aerogenes ATCC 13048 and C. albicans ATCC 26555 were exposed to
ceftriaxone and phenylalanine based on disk-diffusion method. Minimum inhibition
concentration (MIC) was determined with ceftriaxone. Then 1mM ceftriaxone and 1mM
phenylalanine solutions were mixed and observed greater zone of inhibition than
ceftriaxone or phenylalanine alone against above mentioned bacterial strains. These
results might open up a new avenue for using phenylalanine in combination with
ceftriaxone to lower MIC level for better antibacterial effect, to reduce side effects of
antibiotics, and to reduce emerging threats of antibiotic resistance bacteria. In this study,
the combined use of phenylalanine and ceftriaxone has revealed increased antimicrobial
sensitivity against some selected both Gram positive and Gram bacteria in vitro.

Keywords: Isatin thiosemicarbazone derivatives, 5-Fluoro isatin, 5-Methoxy isatin,
Antimicrobial activity, DNA binding analysis, DNA protections
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OZET

Doktora Tezi

[ZATIN TUREVLERININ DNA KORUMA, ETKILESIM ve
ANTIMIKROBIYAL AKTIVITESININ ANALIZLERIT ve
SEFTRIAKSON-FENILALANIN KOMBINASYONUNUN
SINERJISTIK ETKILERININ DEGERLENDIRILMESI

Mohamed A. Ganim RAMADAN
Kastamonu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Genetik ve Biyomiihendislik Ana Bilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Mehmet Cengiz BALOGLU

Izatin, tiyosemikarbazon ve tiirevleri, antimikrobiyal, antiviral ve antikanser tedavileri
gibi biyolojik uygulamalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu ¢alismada, 5-Floro
izatin ve 5-Metoksi ve metal kompleksinden olusan yirmi yedi izatin ve
tiyosemikarbazon tlirevi bilesigi, yeniden sentezlenmis ve plazmid DNA (pUCI19)
kullanilarak yapilan DNA koruma g¢alismalart ve buzagi timiis DNA (Buzagi Timus
DNA, CT-DNA) kullanilarak DNA etkilesimi deneyleri iceren DNA baglama analizi
icin degerlendirilmistir. Tiim bilesikler ayrica, yirmi bir farkli patojenik bakteri susuna
kars1 bilesiklerin antimikrobiyal aktivitesini degerlendirmek igin in vitro analizde
kullanilmistir. Sentezlenen tiim bilesikler, % 11,7 ila 59,5 oraninda DNA koruma
etkinligi gostermistir. Genelde, 13- (N-2-MP) -TSC en biiyilk DNA koruyucu etkinlige
sahiptir. DNA baglanma analizi igin izatin, tiyosemikarbazon ve bunlarin tiirevleri
kullanilmis, ancak 5-Floro izatin ve 5-Metoksi kompleksine sahip bilesikler
kullanilmamistir. DNA baglanma analizi i¢in kullanilan tiim bilesikler ayni sabit
konsantrasyona (40 uM) sahiptir ve CT-DNA ile etkilesime girmislerdir. Ayrica DNA
etkilesimlerinin yiiksek bir i¢sel baglanma sabiti sagladigi goriilmiistiir (K, = 1,72 x10°
M1 - 9,73 x 10° M1). Ayrica, birgok izatin tiyosemikarbazon tiirevi, diisiik
konsantrasyonda O6nemli ve segici antibakteriyel etkinlik sergilemistir. Bu bilesikler
oncelikle Gram pozitif bakterileri etkilemistir. Ancak P. vulgaris ve E. coli'ye karsi etki
gostermemislerdir. Gram pozitif metisiline direngli S. aureus ATCC 43300 (MRSA) bu
bilesiklerden en ¢ok etkilenen tiir olmustur. Izatin' deki metilfenil grubunun, MRSA'nin
antibakteriyel etkinligi i¢in gerekli oldugu bulunmustur. Diger bilesikler, Floro-izatin ve
5-Metoksi ve metal kompleksi ile birlestirilen izatin tiyosemikarbazon, hafif ila orta
derecede inhibisyon zonlari ile Gram pozitif ve Gram negatif bakterileri inhibe etmistir.
Bazi bilesiklere nikel ve ¢inko metalleri eklenmis, ancak bu antimikrobiyal etkinlikleri
veya DNA korumalarini arttirmada 6nemli bir fark yaratmamustir.
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Seftriakson tiglincti kusak B-laktam antibiyotiklere aittir ve hem Gram pozitif hem de
Gram negatif bakterilerin neden oldugu bir dizi bulasici hastaligin tedavisinde faydalidir.
Fenilalanin, dopamin ve norepinefrin noro-vericilerinin sentezlendigi bir insan igin
gerekli bir aromatik amino asididir. Bu caligmada ayrica, bunlarin farkli patojenik
bakteri suslarina karst kombine etkinlikleri incelenmistir. Bu c¢alismanin amaci, K.
pneumonia, S. aureus ATCC 25923, P. vulgaris, E. coli, S.marcrescens, S. epidermis,
Alfa hemolitik Streptococcus, E. faecium, P. aeruginosa, L. monocytogenes ATCC
7644, E. durans, S. kentucky, E. aerogenes ATCC 13048 ve C. albicans ATCC 26555
olmak tlizere hem Gram pozitif hem de Gram negatif bakteriler i¢in Seftriakson
Fenilalanin kombinasyonunun antimikrobiyal maddeler iizerindeki etkisini arastirmak
icin tasarlanmistir. Bu etki seftriakson ve fenilanin ile disk-difiizyon yontemi ve
minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK) ile belirlenmistir. Daha sonra, 1mM
seftriakson ve 1mM fenilalanin ¢o6zeltileri karigtirilmis ve yukarida belirtilen bakteriyel
suslara karsi tek basina seftriakson veya fenilalaninden daha fazla inhibisyon zonu
gbzlenmistir. Bu sonugclar, fenilalaninin seftriakson ile kombinasyon halinde daha iyi
antibakteriyel etkisi acisindan MIK seviyesinin diisiiriilmesi, antibiyotiklerin yan
etkilerinin ve antibiyotik direncli bakterilerin ortaya ¢ikma tehditlerinin azaltilmasi igin
yeni bir yol agabilir. Bu ¢alismada, fenilalanin ve seftriaksonun bir arada kullanilmasi, in
vitro se¢ilmis bazi Gram pozitif ve Gram bakterilere karsi antimikrobiyal duyarliligin
arttigini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: izatin tiyosemikarbazon tiirevleri, 5-Floro izatin, 5-Metoksi izatin,
Antimikrobiyal etkinlik, DNA baglanma analizi, DNA koruma

2019, 105 sayfa
Bilim Kodu: 923
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DSt Diinya Saglik Orgiitii

MRSA .o Metisiline direngli Staphylococcus aureus
CT-DNA ... Buzagi Timus DNA (Buzagi Timus DNA)
DMSO ..o Dimetil siilfoksit

MIC.. Minimum inhibisyon konsantrasyonu
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BOLUM I

1. GIRIS

1.1. isatin ve Isatin Tiirevleri

Izatin (2,3-dioksindol) ve Izatin'in indol tiirevi, heterosiklik bilesiklerin énemli bir
smifidir' ve entetik olarak énemli bir substrattir. 2 Daha biiylik bir tiir heterosiklik
bilesiklerin sentezi i¢in kullanilabilir. Izatin baz1 biyolojik 6zelliklere sahip bir kimyasal
bilesik tiriidiir ve bircok ilacin sentezi i¢in yaygin olarak kullanilir.” ? Bu kimyasal
bilesik, Isatis cinsi bitkilerde, Couroupita guianensis, Cleanthes boyasinda ve ayrica
Strobilanthes cusia'min yaprak ve koklerinde bulunur.® Buna ilavaten izatin’in Buffo
kurbagalarinin parotid bezi salgilarinda ve de memeli dokusunda ve ayrica adrenalin
metabolizmast sirasinda insanlardaki yasayan organizmanin kimyasal islemlerinde

bulundugundan so6z edilmektedir.?

Manju ve ark. (2011), Erdman ve Laurent’in 1841°de ilk kez Izatin iiriin bilesigini
indigo boyasmin nitrik ve kromik asitlerle oksidasyonu yoluyla elde ettiklerini
bildirmislerdir.* Ayrica, kemoterapi degeri nedeniyle izatin ve tiirevlerine biiyiik ilgi
vardir.” Izatin, beyindeki asetilkolinin diizenlenmesinde stres altindaki dopamin
seviyesini artirarak Onemli bir rol oynadigi ® ve cok cesitli merkezi sinir sistemi
aktivitesine sahip oldugu bilinmektedir.” izatin genis bir biyolojik aktiviteye sahiptir,
ciinkii Izatin, Sekil 1.1'de gosterildigi gibi ¢ok sayida heterojen molekiil olusturabilen
indol halka yapisina sahiptir.®

Sekil 1. 1. Izatin'in kimyasal yapisi



Izatin ve tiirevleri, antimikrobiyal, antihelmintik, antiviral, antienflamatuvar,
analjezikler, antikonviilsan, antioksidan ozelliklerine, merkezi sinir sistemi depresan
aktiviteleri ve bazi enfeksiyon tiirlerine karsi koruma dahil biyolojik bir avantaja
sahiptir.® ® izatin, pek ¢ok ilagta sik¢a kullamlan gok yonlii bir kimyasal yapi tasidir.”®
Isatin ve tiyosemikarbazid bilesiklerinden ve bunlarin mineral komplekslerinden
tiiretilmis Schiff bazlari, cesitli yapisal cesitlilik ve aktif tibbi etkenlerin ortak bir

6zelligi olan en 6nemli kimyasal bilesik kategorilerinden biridir.°

Izatin, mavi bir tiirev olusturarak amino asit prolin igin renk reaktifi olarak kullanilir.
Bu 0zellik, bu amino asidin polenlerde kagit kromatografisi kullanilarak diger bitkisel
materyallerde belirlenmesi i¢in veya prolin artiklarina sahip polimer baglh bilesiklerin

tespiti igin kullaniimaktadir.*®

1.2. Tiyosemikarbazon

Tiyosemikarbazonlar: Oksijen atomunun yerine bir kiikiirt atomu igeren bir
semikarbazondur. Uzun siiredir tiyosemikarbazon, 1946'dan beri insan hastaliklar1 i¢in
profilaktik terapdtik olarak kullanilmaktaktadir. Tiyosemikarbazonlar bazi viriislere
kars1 iyl bir antiviral aktiviteye sahip olmasi acisindan bilnen ilk antiviral bilesikler
olarak kaydedilmistir."* Bunun yaninda, tiyosemikarbazon bilesiginin, antibakteriyel,
antitlimor, antifungal aktiviteler ve sodyum kanal1 bloke edici gibi kimya dallar1 ve tip

tizerindeki genis kapsamli biyolojik aktivitelerinden dolay1 6nemli bir yeri vardir.*? 3

Lipofilik olan metal yapili komplekslere sahip tiyosemikarbazon, hiicre zarindan
gecerek metali hiicre icinde serbest birakabilir. Serbest selatér, daha sonra hiicre zari
icinden gecebilen ve bunlar1 hiicreden ¢ikarabilen hiicrelerin i¢indeki demir ile karmasik
hale getirebilir. Tiyosemikarbazonun anti-proliferatif aktivitesi, DNA baglanmasina ve

béliinmesine, apoptozun indiiklenmesine, hiicre enzim inhibisyonuna bagl olabilir.**



1.3. 5- Floro-izatin Tiyosemikarbazon Tiirevleri

Florlu heterosiklik bilesikler, c¢esitli teknolojik gelismeler i¢in Onemlidir ve cesitli
farmasotiklerin sentezinde 6nemli ara {irlinler haline gelmistir. AI-Romaizan (2014), flor
atomlarmin heterosiklik bir azot molekiili ile kombinasyonunun, florlanmamis
analoglarma kiyasla siklikla farmakolojik ozellik gdsterdigini bildirmistir.™® 5-Floro
Izatinin molekiiler formiilii CgH4FNO, seklindedir (Sekil 1.2) ve molekiiler agirlilu =
165.12 Mol. 443-69-6.moldiir.
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Sekil 1. 2. 5 - Floro-Izatinin Kimyasal Yapist
1.4. 5-Metoksi izatin Tiyosemikarbazon Tiirevleri

Sekil 1.3'te gosterildigi gibi 5 Metoksi izatinin molekil agirligi 177.16 mol, erime
noktast 199-202 °C ve soguk suda ¢oziinebilir 6zelliktedir. Bitkilerde de alternatif Izatin
bulunmaktadir. Karayipler karotis bitkisi Melochia tomentosa'dan ve ayrica bazi

mantarlardan elde edilen melosatin (fenilpentil izatinler) rnek olarak verilebilir.*

CH4 O
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Sekil 1. 3. 5-Metoksi-Izatinin Yapist
1.5. Metal Kompleks Tle Birlestirilen izatin Tiirevleri

Uzun siiredir arsenik, giimiis ve bakir gibi metaller antimikrobiyal madde olarak ¢esitli
sekillerde kullanilmistir. Ancak ne yazik ki hareket tarzlar1 hakkinda ¢ok az sey
anlagilmistir. Bakteriyel metal iyonlarinin direnci ilk olarak yirminci yiizyilin ikinci

yarisinda kesfedilmis ve artik ¢ok sayida bakterinin detayli diren¢ mekanizmalari



anlasilmistir.'’ Izatinin mikroplara karsi 5nemi bilinmekte ve Izatine metal eklenmesinin

bu bilesigin mikroplara kars1 etkinligini artirabilecegine inanilmaktadir.

Patojenlerde ve patojen olmayanlarda bulunan bakteriyel antimikrobiyal metal iyon
direngleri, mikrobiyologlarin bu direnglerin varligim1 anlayabilmesinden ¢ok 6nce de
mevcuttur. Simdilerde, metalin metal iyon direncini kodlayan genetik elemanlarin, ¢oklu
ilag direnci ve yatay gen transferini kolaylastirmada giicli bir rol oynadigi

goriilmektedir.’

1.6. Bakteriyel Enfeksiyonlar

Bakteriyel enfeksiyonlar, 6zellikle ti¢iincli diinya iilkelerinde, biiyiik bir problemdir ve
diinya capinda ciddi hastalik ve 6liim nedenidir. Ayrica, gelismis ve gelismekte olan
ilkelerde, bazi patojenik bakterilerin tasidigi rik, kanser ve viriis enfeksiyonuna
bagisiklik yetersizligi i¢in uzun kemoterapi tedavileri nedeniyle, enfekte kisinin bu
bakteriyel enfeksiyona kars1 savunmasini zayiflatmaktadir. Diinyadaki bakterilerin ¢cogu,
enfekte hayvanlar veya insanlar veya her ikisi ile bulagsmaktadir. Baz1 bakteri tiirleri,
viicutlarin i¢inde veya yiizeyinde yasayabilir ve kalin bagirsakta yasayan ve gidalarin
sindirimini destekleyen laktik asit bakterileri gibi viicutlarin saglikli kalmasina yardime1
olur. Bu tiir bakteriler, diger dis bakteriler tarafindan kolonilesmeye direnerek saglikli
bir besinsel bitki ortiisiiniin korunmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Tim bunlarmn
yanit sira, bazi bakteri tiirleri yogurt, peynir ve eksi siit ve sarap gibi bazi yiyecek
tiirlerini iiretilmesi avantajina sahiptir. Caligmalar, diinyadaki tiim bakterilerin % 1'inden
daha azinin enfekte hastaliklardan sorumlu oldugunu gosterse de, kesin bir rakam

olmadigi i¢in bunun sadece kaba bir tahmin oldugu diistiniilmektedir.

DSO'iin raporlarina gére, en yaygin bakteriyel enfeksiyonlar, antibiyotik direnci
probleminin solunum yolu enfeksiyonlari, ishal, menenjit ve hastane enfeksiyonlar1 gibi
daha belirgin oldugu durumlardir. Insanlari enfekte eden antibiyotige direngli

mikroorganizmalar, bu insanlar i¢in daha uzun hastanede kalma siirelerine neden



olmakta ve daha az etkili, daha toksik ve daha pahali olabilen iki veya daha fazla

antibiyotik kombinasyonu ile tedavi gerektirmektedir.'®

Staphylococcus aureus, ¢ok gesitli klinik belirtilere neden olan temel bakteriyel insan
patojenlerinden biri olarak kabul edilmektedir. Antibiyotik direncinin yiiksek olmasi
nedeniyle aureus adli tiir, kolonilerde kati ortamda yetistirildiginde altin rengine
sahiptir.'® S. aureus, hastanede daha az bagisikliga sahip olanlar etkileyen ve koloniler
halinde olan 6nemli bir patojendir. Bu bakteri normalde cildin yiizeyinde ve insan
farenksinin {ist kisminda bulunur. Uretra, vajina, burun, cilt ve gastrointestinal sistem

enfeksiyonlarina neden olabilir.* %

Escherichia coli, insanlarda ve hayvanlarda enfeksiyonlarin 6nemli nedenlerinden biri
olan Gram negatif bakterilerden biridirdir. Bu bakteri susu idrar yolu enfeksiyonlarina,
gastrointestinal enfeksiyonlara ve yenidogan menenjitine neden olabilir. E. coli insan ve
hayvanda ishal ile iliskilendirilir. E. coli enfeksiyonlarinin tedavisi, antimikrobiyal
direncin ortaya ¢ikmasi ile tehdit altindadir.” E. coli, hem tibbi alanda hem de
endiistriyel alanda genis ¢apli uygulamalarda ve rekombinant DNA teknolojisi alaninda

en yaygin kullanilan mikroorganizmadir. 2

Klebsiella pneumonia, pnémoni, septisemi, yumusak doku enfeksiyonlari ve enfekte
idrar yolu sistemi gibi bir¢cok hastaliktan sorumlu olan 6nemli bir bakteridir. Bu patojen,
cogunlukla topluluk ve hastane kaynakli enfeksiyonlarla iligkilidir. Tian ve arkadaslar1
(2016), K. pneumonia'nin yetiskin poptilasyonunda E. coli‘den sonra Gram negatif kan

dolasimi1 enfeksiyon bakterilerinin en yaygin nedenlerinden biri oldugunu bildirmistir.??

Pseudomonas aeruginosa Gram negatif fermente olmayan bir bakteridir ve oportiinist
bir patojendir. P. aeruginosa zatiirre, sepsis ve idrar yolu enfeksiyonu gibi hastane
enfeksiyonlarina neden olabilir. Florokinolonlar, beta-laktamlar, aminoglikozitler ve
bir¢ok antibiyotige yliksek direngli olmasi nedeniyle ciddi bir klinik problem olarak
kabul edilir. Antibiyotiklerin asir1 kullanimi ve saglik hizmeti ortaminda direngli

mikroorganizmalarin yayilmasini énledigine inanilan kontrol 6nlemlerinin basarisizligi
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nedeniyle bakteriyel enfeksiyonlarin ve antibiyotiklere direngli bakteri sayisinin artma

nedenleridir.?®

Streptococcus pneumonia'nin, genel olarak fatal pndmoni ve pndmoniye neden olan en
yaygin bakterilerden biri olduguna inanilmaktadir. S. pneumonia, toplum kaynakli bir
solunum yolu enfeksiyonlarina neden olur ve 1970'lerden 6nce, bu bakteriler penisilin

ve diger birgok antimikrobiyotige kars1 hassas dummdaydl.24

File (2006), 1990'larda, antibiyotik kullaniminin artmasina bagl olarak ilaca direngli S.
pneumoniae'de belirgin bir artis oldugunu bildirmistir.> Alfa-hemolitik Streptokokas,

endokardit ve bakteriyemi ve bazen de menenjit i¢in 6nemli bir nedendir.”®

Regli (2015), Avrupa'da ve ozellikle Fransa'da Enterobacter aerogenes bakterilerinin,
son otuz yil boyunca hastanelerde hastane kaynakli enfeksiyon salginlarindan sorumlu
olan 6nemli bir oportiinist ve ¢ok dayanikli bakteriyel patojen olarak tanimlandigini

belirtmistir.?’

Listeria, Gram pozitif bakterilerdendir ve ¢evrede yaygin olarak bulunan fakiiltatif
anaerobik ¢ubuklardir. Listeria enfeksiyonlar1 bir halk sagligi sorununu temsil eder ve
6liim oran1 % 30’ a kadar yiiksek olabilir. Hastalik 6ncelikle yaslilari, yenidoganlar1 ve

immiin sistemi baskilanmis bireyleri etkiler.”®

Salmonella, Gram negatif, fakiiltatif bakterilerdir ve Enterobacteriaceae familyasina
aittir. {1k taninmasi1 1880'de Eberth tarafindan yapilmis ve daha sonra insanlardaki tifo
hastaligindan sorumlu olan basil izolasyonu yapilmistir. Salmonellanin neden oldugu
hastaliklarin yayginligi, aslinda halk sagligi boyutundadir. Salmonelloz, kiiresel olarak
ciddi ishal hastaliklarina neden olan bir hastaliktir ve gidalarin kontaminasyonu ile

birlikte diisiik su hijyeni ile dogrudan iliskilidir.??

Serratia marcescen, Enterobacteriaceae familyasina aittir ve hayvanlar, toprak, su, hava,

bitkiler ve hatta yiyeceklerde bulunabilmektedir. Bu bakteri tiirii, solunum yolu
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enfeksiyonu, septisemi, menenjit, idrar yolu enfeksiyonu, yara enfeksiyonlari ve
toplumda ve hastanelerde edinilen enfektif endokarditlere neden oldugu bildirilen birgok
enfeksiyona neden olur.®*® Onceleri patojenik olmayan seklinde diisiiniilen Serratia
marcescen, son yillarda aminoglikozitler ve florokinolonlar arasinda satyllmaktatdlr.31 Bu
organizmanin neden oldugu hastane enfeksiyonunu, B-laktam, aminoglikozitler ve
florokinolonlar dahil olmak {izere antimikrobiyal maddelere karsi ¢oklu direng

kazanabilmesi nedeniyle tedavi etmek genellikle zordur.*

Yersinia enterocolitica Gram negatif bakterilerdir ve sekline gore kokobasillusdur,
fakdiltatif olarak anaerobiktir. Bu bakteri 22 ila 30 °C arasindaki sicakliklarda iyi bir
hareketlilige sahiptir. Hafif gastroenteritten mezenterik lenfadenite kadar cesitli
bagirsak hastaliklarina ve siddet derecelerinde farkli gastrointestinal hastaliklara neden
olan istilac1 bir bakteridir. Y. enterocolitica ayrica artrit ve eritema nodozum dahil

olmak iizere enfeksiyon sonras1 immiinolojik komplikasyonlara yol agabilir.*

Enterococcus, Gram pozitifdir ve ¢ift veya kisa zincirlerde ortaya ¢ikar. insanlarmn ve
hayvanlarin bagirsaklarinda yasayan ortak¢r bir bakteridir. Bu bakteriler coklu
antibiyotik direncine sahiptir ve hastane kaynakli enfeksiyonlara neden olan en

patojenik bakterilerden biri olarak kabul edilir.®

Proteus tiirleri, Gram negatif ve cubuk sekilli olan, olduk¢a hareketli fakiiltatif
anaerobik bakterilerdir. Proteus, kiiltiir ortamlarinda ¢ogalma yetenekleriyle
farklilasmaktadir. Proteus mirabilis ve Proteus vulgaris, insanlarda en fazla yara
enfeksiyonlarma ve idrar yolu enfeksiyonlarina neden olan bakteridir. Bu bakteriler
cogunlukla nozokomiyal, inat¢1 ve ¢oklu antibiyotik direnci nedeniyle tedavisi zordur.
Bu bakterilerin bir¢ok susu onceleri B-laktamlara ve Florokinolon antibiyotiklerine
kars1 hassasti ancak simdi antibiyotik florokinolonlarin ve genis spektrumlu
sefalosporinin  direncindeki kademeli artis bu tiirlerin klinik izolatlarinda

goriilmektedir. **



1.6.1. Antimikrobiyal Diren¢

Antimikrobiyaller birgok bakteri enfeksiyonu susu i¢in temel bir tedavi yontemidir.
Insan ve hayvanlar icin 6liim ve hastalif1 azaltmis ve enfekte bir hastanin bakteriden
kurtulmasini saglayabilmektedirler.

Coklu antibiyotik direncine sahip bakteriyel enfeksiyonlar, antibiyotiklere duyarli
patojenlere gore daha yiiksek Oliim, hastalik oranlarina ve tedavi maliyetlerine yol
acmaktadir. Bununla birlikte, antibiyotige direngli bakteri ile enfekte olan kisiler
genellikle daha fazla hastanede kalma siirelerine sahiptir ve hastalarin enfeksiyonlarini
kontrol etmek icin ikiden fazla antibiyotigi birlestiren tedaviler gerekmektedir.® Bazi
antibiyotikler, bakteriyel patojenler arasindaki direncin yayilmasi nedeniyle zaman

icinde etkilerini yitirme egilimindedir.

Suay-Garcia (2014) bakteriyel antibiyotik direncin dort temel direng mekanizmasi
oldugunu bildirmistir: birincisi, antibiyotigi etkisiz hale getiren enzimlerin {retimi
yoluyla antibiyotigin degistirilmesidir. Ikincisi, terapotik hedefler olarak islev gdéren
bakteriyel proteinlerin degistirilmesidir. Ugiinciisii, zar gegirgenligindeki degisimlerle
kimyasal maddenin hiicreye antibiyotigin aktif pompalanmasiyla hiicreye girmesinin
6nlenmesidir.* Antimikrobiyal direncin patojenik bakteriler arasinda yayilmasi, hem

hastane ortaminda hem de toplumda artmaktadir.

S. aureus, Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus spp.,
Acinetobacter spp. ve Neisseria gonorrhoeae gibi Gram pozitif ve Gram negatif

bakteriler ¢oklu antibiyotige en direngli suslardir.*’

S. aureus ve Enterococcus spp. su anda antibiyotik direnci agisindan biiyiik zorluklar
teskil eden tiirlerdir ve onbes yildan beri S. aureus (MRSA), antibiyotik direncindeki
en biiylik oyuncu olmustur. Bu durum diinya ¢apinda bir problemdir ve metisilin
duyarli S. aureus'a karsi klinik sonuglar iizerinde Onemli bir etkisi vardir.®
Giliniimiizde, S. aureus'un c¢ogu susu penisilinlere karsi direnglidir ve hastanelerde

yaygindir ve ¢ogu toplumda ortaya cikmaktadir.*



Yeni kimyasal bilesikler son 30 yilda bazi1 antibiyotiklere alternatif olarak
sentezlenmistir. Yeni tedavi mekanizmalari olan stafilokok enfeksiyonlari ile miicadele
i¢cin ¢ok ihtiya¢ duyulan yeni ilag beklentileri, klinik oncesi ve erken ticari gelisimde
olanlara odaklanarak degerlendirilecektir.40 Antibiyotikler diger ilaclar gibi degildir,
clinkii bakteriyel patojenler arasindaki antibiyotik direnci nedeniyle zamanla
etkinliklerini kaybederler. Bu nedenle, hi¢bir antibiyotik sinifi bu fenomenden

kagamaz, Gram negatif patojenlerle antibiyotik krizi su anda Gram pozitif

bakterilerden daha ciddidir.**

1.6.2. Antibiyotige Alternatifler

Antibiyotik aktivitelerinin azalmas1 ve patojenlerin direncinin artmasi nedeniyle, simdi
yeni antimikrobiyal tedaviler ve yeni antibiyotiklerin diisiik oranda gelisme gostermesi
nedeniyle, hem insan hem de hayvanlar icin yeni antibiyotikler ve antibiyotik
alternatifleri dikkate alinmasi gerekmektedir. Bulasic1 hastaligin tedavisi i¢in tirlinler
gelistirilmelidir. Bulasic1 hastaligin 6nlenmesi, bu antibiyotiklere karsi mikrobiyal
diren¢ nedeniyle diger bulasici olmayan hastalik tedavisinden farklidir. Bu nedenle yeni
terapotik maddelerin  gelistirilmesi, tibbi kimyadaki temel amaclardan biridir.
Antibiyotiklere direngli bakteriler ¢cevrede su, hava, insanlar ve vahsi yasamla yiiksek
oranda yayilabilir. Bu nedenle bu bakterilerin ¢evreye yayilmasii azaltmak i¢in, bu

bakterilerin potansiyel diren¢ gelisiminin iyi bir plan yapilmas1 gerekmektedir.

Mikroorganizmalar1 etkileyen bazi antibiyotiklere, mikroplar iizerindeki etkisinin zayif
veya gliclii olmasina bakilmaksizin bir¢ok alternatif bitki ve kimyasal bilesik vardir.
Diger bilesiklerle birlikte izatin ve izatin tiirevleri, gliniimiizde diinya ¢apinda en 6nemli
kimyasal bilesiklerden biridir. Bu bilesikler, bir¢ok patojenik bakteri susuna karsi etkili

olma potansiyelleri nedeniyle, tibbi kimya alaninda 6nemlidir.

Khan ve Maalik (2015) bir calismalarinda, Izatinin tiyosemikarbazon ve disatropirolidin
tiirevlerinin, M. tuberculosis'in bilyliimesini 6nledigini ve izatin-3fenilhidrazonun, E.

coli, S. aureus P. vulgaris, P. aeruginosa ve P. aeruginosa'ya karsi amoksisilin ve
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norfloksasin referans antibiyotiklerinden daha fazla antimikrobiyal aktivite gosterdigini

bildirmislerdir.*”?

Zhang ve arkadaslar1 (2015), 51 taneden 21'inin izatin-ios-tiyosemikarbazon tiirevi
oldugunu, minimum inhibisyon konsantrasyonlu bilesiklerin, metisiline direngli S.
aureus ve vankomisine direngli Enterococcus'un biiyiimesini onledigini bildirmistir. Bu
"bilinen" izatin-B-tiyosemikarbazon bilesiklerinin, klinik olarak izole edilmis bir MRSA

susuna kars1 6nemli bir anti-Gram pozitif patojen aktivitesi sergiledigi ilk gahsmad1r.43

Indol halkasinin, dogal olarak meydana gelen birgok bilesikte, dzellikle de alkaloitler,
fungal metabolitler ve deniz dogal iiriinlerinde bulundugu ¢ok kez belirtilmistir. Indol ve

indol tiirevleri, antimikrobiyal aktivitelerden ¢ok biyolojik 6zelliklere sahiptir.® % %

1.7. DNA

Deoksiribontikleik asit (DNA), tiim canli organizmalardaki kalitsal bir malzemedir. Bir
insanin viicudundaki her hiicre ayni DNA'ya sahiptir ve DNA'nin c¢ogu hiicrelerin
cekirdeginde bulunur ve ayrica mitokondriyal DNA adi verilen mitokondride de
bulunabilen az miktarda DNA vardir. DNA, adenin, guanin, sitozin ve timin olmak
lizere dort kimyasal maddeden olusur. Insan viicudunda, DNA yaklagik 3 milyar bazdan
olusur, bu bazlarin yaklasik % 99'u tiim insanlarda aynidir. Hiicrelerdeki bu bazlarin

strast, viicut i¢in bir organizmanin olusturulmasi noktasinda mevcut bilgiyi belirler.

DNA bazlari, her biri seker molekiiliine ve fosfat molekiiliine bagli baz ¢iftleri olarak
adlandirilan birimler olusturmak {izere, adenin ile timini ve sitozin ile guanin ile
birbirine baglanir. Baz, seker ve fosfat birlikte niikleotit olarak adlandirilir. Niikleotitler,
cift sarmal olarak adlandirilan bir spiral olusturan iki uzun serit halinde siralanir ve ¢ift
sarmal yapi, merdivenin basamaklarini olusturan baz ve merdivenin dikey kenarlarin
olusturan seker fosfat molekiilleri ile bir merdiven gibi goriiniir. DNA kopyalanabilir ve
kendisi i¢in kopyalar olusturabilir ve ¢ift sarmaldaki her bir DNA zinciri, baz dizisini

cogaltmak i¢in bir model gorevi gorebilir, ardindan hiicreler her yeni hiicreyi
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boldiigiinde, eski hiicrede bulunan DNA'nin bir kopyast haline gelir. DNA dizileri,
viicudumuzdaki islerin ¢ogunu yapan karmasik molekiiller olan protein sentezi igin

kullanilan mesajlara doniistiiriiliir.*®

1.7.1. DNA Koruma

DNA'nin hiicre fonksiyonlarina etkileyen zarari hiicre 6liimii veya kansere neden olur.
DNA hasari replikasyonlar ve transkripsiyon gibi normal hiicresel islemleri engeller.
DNA hasarina i¢ ve dis kaynaklar neden olabilir ve farkl: tiirlerde genetik ve kanserli
hastaliklarla iliskili olabilir. Ayrica biyolojik materyal, kimyasal ve toksik materyaller
gibi bircok DNA hasar1 nedenleri vardir. Boylece DNA onarimi, DNA niikleotit
dizilerini dogal duruma geri getirmek icin bir mekanizma saglar. Oksijen ve gilines

15181 ultraviyole 15181, Gogu organizma i¢in iki ana genotoksik maddelerdir.*’

Serbest radikaller, atomik veya molekiiler orbitallerde bir veya daha fazla
eslestirilmemis elektron iceren molekiiller veya molekiiler fragmanlar olarak
tanimlanabilir. Bu eslenmemis elektron veya elektronlar genellikle serbest radikallere
onemli derecede reaktivite verir. Oksijenden tiiretilen radikaller, kimyasal sistemimizle
canli sistemlerde tiretilen en 6nemli radikal tiirler sinifin1 temsil eder ve bu arastirmada

bunlarin DNA hasarin1 koruyup korumadiklari gésterilmi§tir.47

1.7.2. DNA Etkilesimi

Eksojen kiiclik molekiiller ile DNA etkilesiminin arastirilmasi ve incelenmesi uzun
yillardir yogun sekilde gerceklestirilmektedir. Bu tarz calismalar hastaliklarin
Onlenmesi ve tibbi verimliligin iyilestirilmesi i¢in DNA'y1 hedef alan yeni ve daha
etkili farkli ilaglarin taranmasina bakis agis1 saglamaktadir.

De Almeida ve arkadaslar1 (2015), DNA'min bir¢ok heterosiklik aromatik bilesikle

giiclii bir iliski icinde oldugunu bildirmistir. Bu nedenle DNA ve kemoterapétik ilag

¢alismalari, kanser hiicrelerinin yok edilmesinde iyi ve kilit rol oynamaktadir.*®
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Mostafa ve arkadaslar1 (2013), DNA'ya baglanan ilaglarin ¢ogunun kovalent bag
olusumlar1 ile olmadigini, ancak molekiiller arasi etkilesim kuvveti oldugunu,
dolayisiyla etkilesimsel baglamanin ¢ogunlukla kovalent olmayan ve dengelenmis bir
islem oldugunu belirtmistir. Grove baglama, hidrofobik birlesme ve spesifik olmayan
elektrostatik ylizey baglama dahil olmak {izere ii¢ kovalent olmayan DNA ilag
etkilesimi modu oldugu bildirilmektedir. Metal komplekslerinin ilacin etkisini
arttirdig1 bilinmektedir ve terapotik bir maddenin etkinligi genellikle metal iyonlariyla

koordinasyon halinde arttirilabilmektedir.*°

1.8. Calismanin Amaci

Diinyada Gram pozitif ve Gram negatif bakterilere karsi yiiksek direng gosteren yeni
antimikrobiyal etken gelistirme eksikligi dikkat ¢cekmektedir. Bu nedenle, bu durum,
antimikrobiyal olarak yeni kimyasal arayisina ve antibiyotiklere yeni bir alternatif
kesfetmeye ve / veya halk sagliginin gelecegi i¢in ¢ok dnemli olan diger antibiyotiklerle
kombinasyonlar1 arastirmaya yoneltmistir. Ayrica ¢alismamiz, fenilalanin ile seftriakson
kombinasyonunun antimikrobiyal aktivite iizerine etkilerini arastirmak {izere
tasarlanmistir. Yeni kimyasal bilesiklerin, DNA etkilesimleri ve korumalari {izerindeki
etkilerini  gozlemlemeleri i¢in DNA etkilesimi ve DNA korumalarn da

gerceklestirilmistir.
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2. KURAMSAL CERCEVE

Bu caligmada kullanilan kimyasal bilesikler olan izatin tiirevleri, yeni sentezlenmis
bilesiklerdir. Bununla birlikte, yeni izatin tiirevleri bilesikleri ve bazi1 bakteri suslarina
karst kompleksleri hakkinda yayinlanmis bircok makale vardir. Ancak yapisal agidan
bizim izatin tiirevleri bilesiklerimizden tamamen farklidirlar ve bu durum karsilastirma

yapmamizi zorlastirmaktadir.

Genel olarak, Schiff bazlarini sentezlemek i¢in birkag¢ reaksiyon yolu vardir. Hossain
(2017), en yaygin yolun, geri akis kosullarinda aminin bir aldehit veya keton ile asit
katalizorlii yogunlagsma reaksiyonu oldugunu bildirmistir. Bu reaksiyondaki ilk adim,
normal olarak kararsiz bir karbonil amin ara maddesi ile sonu¢lanan ve karbonil karbona
bir amin niikleofilik azot atomu saldirisidir ve bir su molekiiliiniin elimine edilmesi
nedeniyle bir C = N bagi1 olusur ve elde edilen iirlin imin olarak adlandirilir®. izatin
tiyosemikarbazon molekiir formiili CgoHgN4OS seklidedir ve molekiil agirlig

220,251g/moldiir.

Ihtiyag duyulan izatin tiirevlerinin bilesiklerinin tipine bagli olarak yeni izatin
tiirevlerinin sentezlenmesi igin birgok yol vardir. izatin alkil tiirevlerinin hazirlama
yontemlerinden biri, izatin tuzlarinin alkil halojentirler ve siilfatlarla reaksiyonudur. Bu
tuzlarin hazirlanmasina yonelik ¢esitli yontemler, ornegin, izatinin, toliien igindeki
sodyum veya kalsiyum hidritlerle, dimetilformamid veya aseton igerisinde potasyum

karbonat ile reaksiyonunu icerir.%®

Izatin ayrica Melochia tomentosa'daki melosatin alkaloitleri (metoksi fenilpentil
Izatinler) gibi birgok farkli goriintiide de bulunmaktadir.” Joaquim (2001), izatin
tiirevlerinin sentezi ic¢in klasik yontemlerin, hepsinin substrat olarak anilin kullanan
Stolle prosediirii, Gassman prosediirii ve Sandmeyer’in usulii oldugunu belirtmektedir.?
Sandmeyer yontemi en eski ve en sik kullanilan izatin sentezi yontemidir. Bu yontem,

anilinin sulu sodyum siilfat i¢indeki kloral hidrat ve hidroksilamin hidroklorid ile
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reaksiyonuna dayanir ve izolasyondan sonra konsantre siilfiirik asit ile isleme

sokuldugunda, yaklasik % 75 verimle izatin saglayan bir izonitrosoasetanilit olusturur.?

Sunita ve arkadaslar1 (2016), tiyosemikarbazonlarin, tiyosemikarbazitine uygun
aldehitler veya ketonlarla yogunlastirilmasiyla elde edilebilen bir bilesik sinifi oldugunu
bildirmistir. Cogu komplekslerde tiyosemikarbazonlar metallere kiikiirt ve hidrazinik
azot atomlar1 vasitasiyla baglanabilir. Bunlar ¢ok iyi ligandlardir, ¢linkii biyolojik
aktivitelerinin enzimlerin mineral merkezleriyle koordine etme yetenekleriyle iligkili

oldugu g(')sterilrnistir.56

Girija (2017), 5-Floro izatin Schiff baz bilesiklerinin, 5-Floro izatinin etanolde farkli
aromatik aldehitler ile yogunlastirilmasiyla hazirlanabilecegini ve reaksiyonun,
geleneksel mikrodalga yontemiyle siilfiirik asit veya buzul asetik asit ile

gerceklestirilebilecegini bildirmistir.*!

Mikrodalga kaynakli organik reaksiyon gelistirme kimyasi hizli organik sentez igin
kullanilir, daha yiiksek sicaklik kosullarini korur ve reaksiyonu minimum siirede
tamamlamak i¢in hizla donen bir karistiriciya sahiptir.46 Izatinin Schiff bazlari, bakir II,

nikel, cinko gibi metallerin komplekslestirilmesinde ligandlar olarak kullanilmaktadir.®*

Tiyon (C = S) ve tiyol (C-S) gruplar1 igeren bu bilesikler, gecis metal iyonlar1 i¢in
potansiyel verici ligandlar1 olarak organik reaktifler arasinda 6nemli bir pozisyonda
bulunur. Tiyosemikarbazonlar, farmasotik ve biyolojik olarak aktif maddelerin sentezi
icin giliclii bir aracidir ve bu nedenle, tibbi kimyada yaygin olarak kullanilmaktadir.>®
Sagdinc (2009), tiyosemikarbazon ilaglarinin, viriisiin bilesenleri olan bakir iyonlarina

baglanarak viriis biiylimesini inhibe edebilecegini ileri siirmiistiir.>’

Pelosi (2010), tiyosemikarbazon bilesiklerinin kansere kars1 kullanimlarinda umut verici

alanlardan biri olarak gelistirildigini ve antitiimdr aktivitelerinin son derece farkli

oldugunu ve tiimor hiicrelerinin tipolojisine ¢ok bagimli oldugunu bildirmistir.>
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izatin-3-tiyosemikarbazonlarin ¢inko kompleksleri (II) ve civa bilesiginin (II) timik
immiinoglobulinler tarafindan koordine edildigi ve dort ylizli yapilara sahip olduklar
belirtilmistir.>® Pelosi (2010), metal bilesiklerinin yliksek olusum sabitine dayanarak bu
bilesikler i¢in ilk eylem hipotezinin, demiri hiicre ortamindan izole etme kabiliyetleri
oldugunu belirtmistir. Yazar ayrica, tiyokemalazazonun daha ¢ok ilgi ¢ektigi alanlarin
yayginlagtigini bildirmistir. Antitiimdrlerine, antiprotozoallarina, antibakteriyel veya
antiviral aktivitelerine gore ve tiim durumlarda reaksiyonlarinin metal iyonlariyla

etkilesime girdigi bulunmustur.®

Bakteriyel enfeksiyon, implante edilmis biyomalzemelerin ciddi bir komplikasyonudur.
Garcia ve arkadaslar1 (2017), 2011 yilinda, protez enfeksiyonlarinin tiim diz ve kalga
eklemi protezi ameliyatlarinin % 1,3-1,6'sinda meydana geldigini bildirmistir.”*
Antimikrobiyal maddenin bir tiir bdlgeye birakilmasinin bakteriyel tutunmanin ve
mikrobiyal filmlerin olusumunun Onlenmesinde etkinliginin  yiiksek oldugu
gosterilmistir. Bu nedenle, doku miihendisliginde bakteriyel tutunmaya direnebilecek

yeni biyomedikal kaplamalarin gelistirilmesine ilgi artmaktadir.>®

Akmatov ve arkadaglar1 (2014) S. aureus'un insan viicudunu normal florasinin bir
parcas1 olarak engelleyebilecegini bildirmistir. Saglikli insanlarin yaklasik % 30'unda,
cogunlukla burnun 6n kisminda S. aureus yasalr.60 Bu bakteri, soguk alginlig1 veya viriis
enfeksiyonlar1 gibi viicut bagisikliginin diistiigii durumlarda patojenik hale gelir ve ciddi
enfeksiyonlara neden olur.®® S. aureus kullamlarak birgok antibiyotigin direncinin
gelistirilmesi, mobil genetik elemanlarin yatay genlerinin yerini degistirerek kazang
belirleyicileri igerir. Bu belirleyiciler, onlar1 potansiyel olarak inhibe edici

molekiillerden veya rakiplerinden korumak i¢in antibiyotik iireticilerinde gelismistir.

Diinyadaki farkli antibiyotiklere kars1 ¢ok fazla direng vardir. Naghavi - Behzad ve ark.
(2015) galismalarinda metisiline direngli S. aureus tiirlerinin, érneklerinin % 64,7'sinin
eritromisin antibiyotigine direngli oldugunu,% 50,0'inin sefoksitine,% 14,7'sinin

mupirocin'e, % 2,9'unun vankomisine ve linezolide direngli oldugunu bulmuslardlr.61
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Evans ve Titlow (1998), calismalarin da, essiz genotipli on yedi metisiline direngli S.
aureus'un (MRSA), siprofloksazin veya levofloksazine direng gosterip gostermedigini
arastirmiglar ve dort susun levofloksazine direngli oldugunu ve sekiz susun
siprofloksazine direncli oldugunu gdstermislerdir.? E. coli'deki antibiyotik direng
oranlari, ozellikle florokinolonlar ve tglincii ve dordiincii kusak sefalosporinler

agisindan hizla artmaktadir.®®

Nijerya'da yapilan bir ¢alismada, toplam 137 E.coli izolati, idrar yolu enfeksiyonlari
icin yaygin olarak kullanilan antibiyotiklere duyarliliklar1 ve standart yontemlerle
viriilans maddelerinin edinimi agisindan incelenmistir. Izolatlar nitrofurantoin (% 7,3)
disinda kullanilan tiim antibiyotikler icin % 51,1 -% 94,3 arasinda yiiksek ve genis
direng gostermistir. 50 (% 36,5) izolattan biri kullanilan 11 antibiyotigin 10'una
direncli (;lkm1$tlr.64

Jang (2011), levofloksasin antibiyotiginin E. coli direncine oranlarini 2005 'de %
29,49, 2006' da % 26,51, 2007'de % 40,21, 2008'de % 43,20 ve 2009'da % 31,75
oldugunu belirtmistir.* Antibiyotik direnci tiim diinyada gelismis ve pnomokok
pnomonisi ¢ocuklarda en sik goriilen serotipler haline gelmistir. Pndmokokal hastalik
oranlar iki yasindan kii¢iik ¢ocuklar arasinda ve 65 yasin {izerindeki yetiskinlerde en

yiiksektir.**

Pnémokok direncin yeni florokinolonlara (levofloksasin, gatifloksasin, moksifloksasin,
gemi floksasin) prevalansi diisiiktiir (% 2'den az). Bazi iilkelerde diren¢ dnemli dlcilide
artmis ve Kanada'da pndmokok izolatlarinin prevalansi, florokinolonlara duyarlilig1

azalmis, 1993'te % 0'dan 1997-98'de % 1,7'ye y‘iikselmistir.25

Ote yandan, Regli (2015) Enterobacter aerogenes suslarinin antibiyotik direng
mekanizmalar1 gelistirme konusunda genis bir yetenege sahip oldugunu, dogal olarak,
birinci kusak sefalosporinlere direng saglayan diisiik bir seviyede kromozomal AmpC

beta-laktamaz tipi sefalosporinaz ifade ettiklerini ve kromozomal kazanilmis beta
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laktamaz diren¢ mekanizmalarinin, kromozomal AmpC sefalosporinazin asiri

iiretimine neden oldugunu bildirmektedir.”’

Listeria suslariin ¢esitli kaynaklardan izole edilmis olan penisilin, ampisilin, tetrasiklin,
streptomisin, klindamisin ve hatta oksycilin ve vankomisinine direng gostermesinin

onemli bir halk saglig1 sorunu oldugunu gosteren farkli calismalar mevecuttur.”®

Moreno ve ark. (2015), Listeria spp.nin flilorokinolona karsi yliksek bir direng
seviyesine sahip olmasina ragmen, tgiincii ve dordiincii kusak sefalosporinlere karsi
dogal direng gosterdigini, fakat test edilen Listeria izolatlarinin su anda penisilin,
ampisilin, gentamisin ve trimethoprim-siilfametoksazol gibi leastriases tedavisi igin

kullanilan antibiyotiklere duyarli oldugunu ortaya koymaktadlr.28

Chbhetri ve arkadaslarinin (2014) Salmonella tiiriine yonelik ¢alismalarinda, S. paratyphi
Alya direngli florokinolon goriilmemisken, S. typhi izolatlarinin % 8'i siprofloksasine
direncli ve % 3'i levofloksasin antibiyotiklerine direngli bulunmustur.65 Serratia
marcescens ile ilgili baska bir calismada, ampisilin ve birinci ve ikinci kusak
sefalosporinler de dahil olmak iizere bir¢ok antibiyotige kars1 yiiksek direnci nedeniyle,
tedavi edilmesi ¢ok zor olabilecek ciddi enfeksiyonlara neden oldugu gérﬁlmﬁstﬁr.so
Cin’de hastane temelli yaptig1 ¢alismasinda, Jia (2014) E. faecium ve E. faecalis'in
(1,157 Enterococcus tiiriiniin izolatlarinin % 91,7'sini olusturdugu) antibiyotiklere ve
levofloksasine karst ¢oklu direng oranmin ©nemli derecede yiiksek oldugunu

géstermistir.33

Pakravan (2013), indol halkasmnin 5., 6. ve 7. pozisyonlarindaki elektron c¢ekme
gruplarmin kullanilmasimin, 5. pozisyondaki ikame isleminin en uygun oldugu sekilde,
izatinin antimikrobiyal aktivitesini biiyiik 6l¢iide arttirdigini belirtmistir. Bu sasirtici
degildir ¢linkii C-5 ikamesi daha 6nce bir dizi indol bazli bilesik i¢in artan biyolojik
aktivite ile iliskilendirilmistir.®> Aromatik bir halkamin igiincii pozisyonda yer
degistirmesinin antimikrobiyal ozelliklerle iliskili oldugu bildirilmistir®. izatin ve
tiirevleri, organik kimyada &nemli rol oynayan kimyasal bilesiklerdir. izatinin C-3
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karbonil grubu cok yiiksek reaktiviteye sahiptir ve bu nedenle izatin organik sentezde

birgok farkli uygulamaya sahiptir ve karbonil grubu siki merkez gibi reaksiyona girer.”

Temel Schiff bilesiklerinin bakteri ve mantarlarla etkilesime girme sekilleri molekiiler
yaptya gore degismektedir. Genel olarak, antimikrobiyal aktivite, halojenlerin girisi ile
artar. Antimikrobiyal aktivitenin bir dizi halojen i¢inde karsilastirilmasi, besinci sirada
izatinin klor, flor veya brom ile ikame edilmesinin daha aktif bilesikler iirettigini
gostermistir. Alternatif elektronlar ve nitro gruplarmin varligi, etkiyi bir antimikrobiyal

madde olarak degistirebilir.®®

Komplekslerin, mikrobiyal biiylimenin inhibe edilmesinde ligandlardan daha etkili
oldugu belirtilmistir. Mikrobiyal aktivite ile bu komplekslerin yapis1 arasindaki tam yapi
aktivite iligkisi arasindaki iligkinin belirlenmesi zor olsa da, Pakravan (2013) ayrica

selasyonun komplekslerin aktivitesini arttirmasmin miimkiin oldugunu belirtmistir.®®

Aliasghar ve arkadaslarimin (2007) ¢alismasinda, on iki izatin, 5-floroizatin ve benzil-
izatin bilesigi, mikroorganizmalar i¢in herhangi bir inhibisyonu olmayan E. coli ve S.
auras, S. cerevisiae, C. albicans'a karsi antimikrobiyal veya antifungal aktivite

gostermedigi kaydedilmistir.10

Nathani ve ark., 2011 yilinda bazi yeni izatin tiirevi bilesikleri, N- [3- (2-Okso-1,2-
dihidro-indol-3-iliden-hidrazinokarbonil)-benzil] -nikotinamid sentezlemisler, test edilen
bilesikler, ti¢ bakteri S.aureus, B.subtills ve E.coli susuna kars1 hafif ila orta derecede
antibakteriyel aktivite sergilemistir ve test edilen bilesikler arasinda, 5-F, 5-CH3
stibstitiisyonlu bilesik, en iyi antimikrobiyal aktiviteyi gOstermistir. Antimikrobiyal
calisma, izatinin 5. pozisyonundaki Klor, brom veya flor ile ikame edilmesinin bir seri

olarak daha aktif bilesikler iirettigini ortaya koymus‘rur.67

Nirmal ve arkadaslar1 (2010), sentezlenen bilesiklerinin anti-mikrobiyal aktivitesinin,

mikroorganizmanin biyolojik zarindan ge¢mesini kolaylastiran, molekiiliin lipofilik
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karakterini artirabilen ¢ok yonlii farmakoforlar ve floro grubunun varligindan

kaynaklanabilecegini ve boylece biiyiimelerini inhibe edecegini agiklamaktadir.®®

Oksidatif stres, asit, alkalin, UV ve metal gibi DNA'ya zarar verebilecek ¢ok cesitli
stresler vardir. Fenton reaksiyonu (Fe,+ + H,O, — Fest) , DNA, proteinler ve lipid gibi
hiicresel bilesenlere zarar veren oldukga zararli hidroksil radikallerini iiretir.*® Louis-J.
L. ve ark. (2014) gesitli mevcut in vitro DNA c¢alismalar1 arasinda kiprma analizleri
oldugunu bildirmistir.® Fenton reaksiyonuna dayanan DNA kiprma deneyi, in vivo
biyolojik durumu, hiicre i¢i demir gibi endojen varliklardan hidroksil serbest
radikallerinin tretilmesiyle taklit eder. Fenton reaksiyonunun kesfi 100 yildan eski bir

zamana dayanmaktad1r.70’ 80

Bu reaksiyon sirasinda, H,O, OH'da su reaksiyona gore
demirden elektron transferi ile ayrilir: Fe** + H,O, — Fe** + «OH + OH. Reaksiyon
sirasinda DNA kirpma analizinde yliksek oranda reaktif ve giiclii bir oksitleyici tiir olan
OH olusumu gerg:eklesir.71 Plazmid DNA'nin ilk asir1 sargili konfiglirasyonunu, bu
durumndan, jel lizerinde degistirilmis elektroforetik mobilite 6zellikleri sergileyen, agik

dairesel ve ¢entikli lineer formlara degistirmektedir.70

DNA koruma testi, proteinlerin veya kimyasallarin koruyucu &zelliklerinin in vitro
karakterizasyonu igin basit, hizli ve saglam bir aragtir. Bu test, DNA'nin zarar verici bir
oksidatif reaksiyona maruz birakilmasin ve ilgili bilesigin ¢esitli konsantrasyonlarinin
eklenmesini igerir. DNA hasarinin bilesik konsantrasyonunun bir fonksiyonu olarak

azalmasi veya artmasi jel elektroforezi kullamilarak gorsellestirilir.”*

Izatin'in tiyosemikarbazon Schiff bazi ile yeni tiirevleri, buzagi timus DNA’ s1 (CT-
DNA) ile etkilesimin olup olmadigimi gérmek icin sentezlenir. Parvaneh ve Shahla
(2015), tiyosemikarbazonlarin, ¢esitli DNA ve RNA viriislerine kars1 genis spektrumlu
bir antiviral aktiviteye sahip oldugu bilinen ilk antiviral bilesikler oldugunu
belirtmektedir. izatin hidrazonlari, DNA sentezinin inhibisyonu dahil olmak iizere gesitli
alanlarda genis uygulamalari olan ilging bir bilesik smnifi olusturur™. Ayrica, izatin-p-
tiyosemikarbazon ve CT-DNA 'simnin interkalasyon mekanizmasi ve absorpsiyon

spektrumu ile giiglii bir etkilesime sahip oldugunu ve izatin-p-tiyosemikarbazon ve CT-
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DNA 'nin, DNA konsantrasyonu arttik¢a, spektrumda yiiksek derecede hipokromizmin
gelistigini bulmuslardir. Hipokromizm, genellikle aromatik kromofor ve baz giftleri
arasindaki giiclii istifleme etkilesiminden kaynaklanir ve intrinsik baglanma sabiti

(1,03x10°> MY dir.

Shahbazy ve ark. izatin ve izatin-3-izonikotinilhidrazon (IINH) ve izatin-
tiyosemikarbazon (IBT) tiirevleri'nin CT-DNA ile etkilesimlerini incelemislerdir. Igsel
baglanma sabitleri olan Kb degerleri [IBT CT-DNA] igin 1,03 x 10°ve [IINH-CT-
DNA]i¢in 1,09 x 10° L mol™' bulunmus ve kabaca diger ara Slgeklerle karsilastirilabilir
oldugunu gozlemlemislerdir. Buna karsilik, izatin, CT-DNA viskozitesinde 6nemli bir
artis olmadan, groove modundan (Kb [izatin-CT-DNA]=7,32 x 10*L mol™') CT-DNA

ile baglanmaktadur.”
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu tez kapsaminda, DNA etkilesimi ve DNA koruma c¢aligmalar1 Kastamonu
Universitesi Genetik ve Biyomiihendislik Béliimii’ nde ve mikrobiyoloji ile kimya
calismalar1 ise Kastamonu Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvarlari'nda

gerceklestirilmistir.

3.1. Kimyasal Bilesikler

Bu c¢alismada, izatin ve izatin tiyosemikarbazon tiirevleri, 5-Floro-izatin
tiyosemikarbazon tiirevleri, 5-Metoksit izatin tiyosemikarbazon tiirevlerinin yirmi yedi
yeni bilesigi kullanilmis ve bunlarin bazilar1 metallerle birlestirilmistir. Bu bilesikler,
Kastamonu Universitesi Biyomedikal ~Miihendisligi Béliimiinde ~Miihendislik

Laboratuvarlarinda sentezlenmistir (Tablo 3.1).

3.2. Antimikrobiyal Etkinlik
3.2.1. Mikroorganizma Suslar:

Yirmi bir farkli Gram pozitif ve Gram negatif bakteri susu se¢ilmis ve yirmi yedi izatin,
5-floro-izatin ve 5-metoksi izatin tiirevlerinin metal kompleksleri ile antibakteriyel
etkinligi test etmek ic¢in kullanilmistir. Mikroorganizma suslarimin bazilarn Gazi
Universitesi Hastanesi Mikrobiyoloji Boéliimii’nden ve bazilar1 ise Kastamonu
Universitesi Genetik ve Biyomiihendislik Boliimii’ nden saglanmistir. Tablo 3.2'de
gosterildigi gibi yirmi bir bakteri susundan 11'i Gram pozitif ve 10'u Gram negatif
bakteridir.
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Tablo 3. 1. Kodlar: ve Kisaltmalariyla Kimyasal Bilesikler

Kod BILESIKLER KISALTMA

1 izatin 3-[(N-2- metoksifenil)- tiyosemikarbazon] I3N2MetPTSC

2 izatin 3-[(N-4- metoksifenil)- tiyosemikarbazon] 13N4MetPTSC

3 izatin 3-[(N-3-florofenil)- tiyosemikarbazon] I3N3FPTSC

4 izatin 3-[(N-4-florofenil)- tiyosemikarbazon] I3N4FPTSC

5 izatin 3-[(N-2-metoksifenil)- tiyosemikarbazon] I3N2MXPTSC

9 izatin 3-[(N-2-klorofenil)- tiyosemikarbazon] I3N2CIoPTSC

14 | Izatin 3-[(N-2,4-diklorofenil)- tiyosemikarbazon] 13N-2,4-DicPTSC

16 izatin 3-[(N- sikloheksil- tiyosemikarbazon ] I3N-CycHXTSC

6 5-Floro izatin 3-[(N-4- Metoksifenil)- tiyosemikarbazon] 5FI3(NAMXPTSC

18 5-Floro izatin 3-[(N-2- Metoksifenil)- tiyosemikarbazon] 5FI3(N2MetPTS

25 | 5-Floro izatin 3-[(N-3-Metoksifenil)- tiyosemikarbazon] 5FI3(N3MXPTSC]

28 | 5- Floro izatin 4-(3-Metoksifenil)-3- tiyosemikarbazon) ¢inko (1) 5F14-(3MXP)-3-TSC) Z(I1)

7 5- Metoksi izatin 3-[(N-4-Metoksifenil)- tiyosemikarbazon] 5MxI3N4AMPTSC

8 5- Metoksi izatin 3-[(N-2- Metoksifenil)- tiyosemikarbazon] 5-MxI3N2MPTSC

10 | 5- Metoksi izatin 3-[(N-2,4-diklorofenil)- tiyosemikarbazon] 5MxI13N2,4DCPTSC

11 | 5- Metoksi izatin 3-[(N-4-nitrofenil)- tiyosemikarbazon] 5-MxI3N4NPTSC

12 | 5- Metoksi izatin 3-[(N-4-klorofenil)- tiyosemikarbazon] 5MxI3N4CPTSC

13 | 5- Metoksi izatin 3-[(N-4-iodofenil)- tiyosemikarbazon] 5MxI3N4NICPTSC

15 | 5- Metoksi izatin 3-[(N-fenil)- tiyosemikarbazon] 5-MxI3NPTSC

17 | 5- Metoksi izatin 3-[(N- sikloheksil )- tiyosemikarbazon] 5MXIBNCXTSC

19 Bis(5-Metoksi izatin )-4-(4-iodofenil)-3- tiyosemikarbazon) ¢inko (I1) B(5-M-1)-4-(4-1P)-3-TSC) Z(II)
20 | Bis(5-Metoksi izatin )-4-(2,4 diklorofenil)-3- tiyosemikarbazon) ¢inko 1) B(5-M-1)-4-(2,4 DCP)-3-TSC) Z(l)
22 Bis(5-Metoksi izatin)-4-(fenil)-3- tiyosemikarbazon) nikel (I1) B(5-M-1)-4-P)-3-TSC) N(II)
23 Bis(5-Metoksi izatin)-4-(fenil)-3- tiyosemikarbazon) ¢inko (IT) B(5-M-1)-4-P)-3-TSC) Z(I)
24 | Bis(5-Metoksi izatin)-4-( N- benzaldehit 1)-3- tiyosemikarbazon) nikel (I1) B(5-M-1)-4-(N-B 1)-3-TSC) N(II)
26 | 5- Methoksi izatin -[(N-3Metoksifenil)- tiyosemikarbazon] 5-MXI-[(N-3MXP)-TSC)

29 | Bis(5-Metoksi izatin)-4-(3Metoksifenil)-3- tiyosemikarbazon) ¢inko (IT) B(5-M-1)-4-(3MXP)-3-TSC) Z(I1)

22




Tablo 3. 2. Bakteriler ve Gram boyalart

BAKTERI SUSLARI KISALTMALAR G. Boya
1 | Klebsiella pneumoniae K. pneumoniae -
2 | Staphylococcus aureus ATCC 25923 S. aureus ATCC 25923 +
3 | Staphylococcus aureus S. aureus +
4 | Proteus vulgaris P. vulgaris -
5 | Escherichia coli E. coli -
6 | Serratia marcescens S. marcescens -
7 | Staphylococcus epidermis S. epidermis +
8 | Alpha Haemolytic streptococcus Alpha H. streptococcus +
9 | Enterococcus faecium E. faecium +
10 | Pseudomonas aeruginosa P. aeruginosa -
11 | Listeria monocytogenes ATCC 7644 L. monocytogenes ATCC 7644 +
12 | Enterococcus durans E. durans +
13 | Enterobacter aerogenes ATCC 13048 E. aerogenes ATCC 13048 -
14 | Staphylococcus aureus ATCC 43300 S. aureus ATCC 43300 +
15 | Salmonella enteritidis ATCC 13076 S. enteritidis ATCC 13076 -
16 | Streptococcus pneumoniae ATCC 10015 | S. pneumoniae ATCC 10015 +
17 | Sarcina lutea ATCC 9341 S. lutea ATCC 9341 +
18 | Salmonella typhimurium NRRLE 4463 | S. typhimurium NRRLE 4463 -
19 | Yersinia enterocolitica ATCC 1501 Y. enterocolitica ATCC 1501 -
20 | Proteus mirabilis ATCC 25933 P. mirabilis ATCC 25933 -
21 | Enterococcus faecalis ATCC 25212 E. faecalis ATCC 25212 +

3.2.2. Stok Cozeltilerin Hazirlanmasi

Yirmi yedi bilesigin stok c¢ozeltileri, Tablo 3.3'te gosterildigi gibi 0,4 molar son
konsantrasyon verecek sekilde steril test tiiplerinde bilesiklerin 1 ml Dimetil Stilfoksit
(DMSO) i¢inde ¢oziilmesiyle molekiiler agirliklarina gore hazirlanmistir. Pozitif sonug
veren kimyasal bilesiklerin minimum inhibisyon konsantrasyonlar1 (MiK), bir dizi
azalan konsantrasyonun hazirlanmasi i¢in DMSO ile seyreltilmis ve 0,4 molar kimyasal
i¢in (MIK) daha uygun oldugu bulunmustur. Her bir stok ¢ozeltisi damla yontemi ile (~
20 ul), steril bir 5 mm filtre kagidi diskine uygulanmis. Filtre kagidi diskleri stok

¢ozeltileri ile yiiklenmis ve kullanilan solventi buharlagtirmak ve sterilize etmek igin

steril kosullar altinda 30 °C'de 2-3 saat kurutulmustur.
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http://www.bilgiustam.com/escherichia-coli-e-coli-nedir/
https://en.wikipedia.org/wiki/Serratia_marcescens
https://en.wikipedia.org/wiki/Serratia_marcescens
https://eksisozluk.com/enterococcus-faecium--5330628

Tablo 3. 3. Bilesiklerin Molekiiler Agirlikiar

NO. Kimyasal Isimler M.A. Agirlik Konsantrasyon
gm /mol gm/ml M
1 | 13-[(N-2-MP)-TSC] 310,3736 | 0.12414944 0.4
2 | I3-[(N-4-MP)-TSC] 310,3736 | 0.12414944 0.4
3 | 13-[(N-3-FP)-TSC] 314,3374 | 0.12573496 0.4
4 | 13-[(N-4-FP-TSC] 314,3374 | 0.12573496 0.4
5 | I3-[(N-2-MXP)-TSC] 326,373 | 0.1305492 0.4
9 | I3-[(N-2-CP)-TSC] 330,802 | 0.1323208 0.4
14 | 13-[(N-2,4-DCP)-TSC] 365,2571 | 0.14610284 0.4
16 | I3-[(N-CHX)TSC] 302,3946 | 0.12095784 0.4
6 | 5-F-13-[(N-4-MXP)-TSC] 344,3634 | 0.13774536 0.4
18 | 5-F-I3-[(N-2-MP)-TSC] 344,3634 | 0.13774536 0.4
25 | 5-F-13-[(N-3-MXP)-TSC] 344,3634 | 0.13774536 0.4
28 | 5-F-14-(3MXP)-3-TSC) Z(lI) 735,1084 | 0.29404336 0.4
7 | 5-MXI3-[(N-4-MP)-TSC] 356,398 | 0.14255956 0.4
8 | 5-MXI3-[(N-2-MP)-TSC] 356,3989 | 0.14255956 0.4
10 | 5-MXI3-[(N-2,4 DCP)-TSC 395,2831 | 0.15811324 0.4
11 | 5-MXI3-[(N-4 NP)-TSC 371,3705 | 0.1485482 0.4
12 | 5-MXI3-[(N-4 CP)-TSC 360,828 | 0.1443312 0.4
13 | 5-MXI3-[(N-4 IP)-TSC 452,269 | 0.1809076 0.4
15 | 5-MXI-3-[(N-P)-TSC 326,373 | 0.1305492 0.4
17 | 5-MXI-3-[(N-CX)-TSC] 332,4206 | 0.13296824 0.4
19 | B(5-M-1)-4-(4-1P)-3-TSC) Z(1I) 967,9022 | 0.38716088 0.4
20 | B(5-M-1)-4-(2,4 DCP)-3-TSC) Z(I) | 853,9303 0.34157 0.4
22 | B(5-M-1)-4-P)-3-TSC) N(II) 709,4234 | 0.28376936 0.4
23 | I1s(5-M-1)-4-P)-3-TSC) Z(Il) 716,11 0.2864440 0.4
24 | B(5-M-1)-4-(N-B 1)-3-TSC) N(I1) 707,4937 | 0.28299748 0.4
26 | 5-MXI-[(N-3MXP)-TSC) 356,3989 | 0.14255956 0.4
27 | B()-4-(3MXP)-3-TSC) Z(II) 716,11 0.2864440 0.4
29 | B(5-M-1)-4-(3MXP)-3-TSC) Z(Il) | 744,1632 | 0.29766528 0.4

Tek basina DMSO, DMSO igeren yiiklii filtre kagidi diskleri ile bu tiir bakteri tiirlerinde
herhangi bir etkisinin olup olmadigini gérmek i¢in dogrudan negatif ¢o6ziicii olarak da
kullanilmis ve solventi buharlastirmak i¢in steril kosullarda 30 °C'de 2-3 saat kurumaya

birakilmis ve ayni sicaklikta bilesiklerle oda sicakliginda bekletilmistir.

Genis spektrumlu antibiyotikler, levofloksasin (Thermo Scientific™, Oxoid™,
Amerika) ve zosyn (Thermo Scientific™, Oxoid™, Amerika) bu g¢alismada pozitif
kontrol olarak kullanilmigtir. Levofloksasin, florokinolon adi verilen antibiyotik
grubundan biridir. Zosyn, her ikisi de (genis spektrumlu) bir antibiyotik olan bir

kombinasyondan olusan (piperasilin ve tazobaktam) bir antibiyotiktir. Levofloksasin
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genig antimikrobiyal aktivite spektrumuna sahiptir ve Gram pozitif ve Gram negatif
bakterilere karsi etkilidir bu nedenle miikemmel kanitlanmis klinik etkinligi ve advers
gastrointestinal reaksiyonlarin diisiik goriillme siklig1 ve birgok bakteriyel enfeksiyonun

tedavisinde kullanilmasindan dolay1 siprofloksasinden daha iyi bir se¢im olabilir.

3.2.3. Inokiilasyon Prosediirleri

Yirmi yedi farkli kimyasal bilesik, pozitif kontrol levofloksasin ve zosyn antibiyotikleri
ve negatif kontrol DMSO, disk difiizyon yontemi kullanilarak 21 bakteri susuna kars1
test edilmistir.”® Her bakteri susu, 5 ml'lik bir siv1 besiyerine inokiile edilmis, 37 °C'de
18-24 saat inkiibe edilmistir. Normal steril salin ¢ozeltisi hazirlanmis ve 5 ml'lik test
tiiplerinde sterilize edilmistir. Her bakteri slispansiyonu, steril tuzlu su ¢ozeltisi tiipiliniin
bir tiipiine, steril hiicre damlatict ile 10° goriiniir hiicre iinitesine sahip olan 0,5
McFarland standartlarina esit oluncaya kadar damla damla edklenmistir (CFU).
McFarland standartlarinin yogunlugunun dogrulugu Spektrofotometre tarafindan 1 cm
151k yolu ile gergeklestirilmis ve 0.5 McFarland standard: ile absorbans okumasi (625-
nm'de 0.08-0.1) yapilmustir. ¥ Muller Hinton agar besi yeri hazirlanmis ve sterilize
edilmistir. Daha sonra 100 mm steril petri kaplarmma (4,0 - 0,5 mm kalinliginda)
dokiilmiistiir. Ardindan, Steril pamuklu gubuklarla hazirlanan bakteriyel stispansiyon bu
besi yerine yayillmistir. Kimyasal bilesiklerin siispansiyonu ile yiiklenen diskleri
uygulamadan 6nce giivenlik kabininde birka¢ dakika kurumaya birakilmistir. Kimyasal
ile yliklenen plakalar, 37 °C'de 18-24 saat inkiibe edilmis ve antibakteriyel aktivitenin
sonuglari, disk kagidi da dahil olmak {izere inhibisyon bolgelerinin test edilen bakterilere

kars1 6lclilmesiyle hesaplanmistir.

3.3. DNA Etkilesimi

3.3.1. DNA Etkilesimi i¢in Stok Cézeltilerin Hazirlanmasi

UV-goriinilir absorpsiyon spektrumlari, 1 cm 151k yolunda kuvars kiivetleri yardimiyla
Multiskan Go Spektrofotometre (Thermo Scientific™, Oxo0id™, Amerika) kullanilarak
incelenmistir. Bu deneyde kullanilan buzagi timus DNA (CT-DNA), GE Healthcare of
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Sciences'dan (Amerika) satin alinmistir. CT-DNA ¢ozeltilerinin UV orani, optik

yogunluk 260 ve 280 nm'de absorbe edilmistir.

Niikleotidin konsantrasyonu, 260 nm'de molar emme katsayisi (¢ = 6600M‘1cm‘1)
kullanilarak ultra violet (UV) absorpsiyon spektroskopisi ile belirlenmistir. Yirmi yedi
bilesigin stok ¢ozeltileri, 1000 pM elde etmek iizere Tris-HCL: DMSO (%30:%70)
igerisinde ¢oOziindiiriilerek hazirlanmastir. Tris-HCI'nin pH's1 7'de sabitlenmis ve 6rnekler

37 "C’de 5 dk karigtirtlmigtir. ™ 8

Kimyasallarin DNA ile igsel baglanma sabiti veya birlesme sabiti (K,) Benesi-
Hildebrand denklemi kullanilarak be:lirlenmis‘[ir.85 Test bilesikleri ve CT-DNA

arasindaki i¢sel baglanma sabiti Ky, asagidaki denkleme gore hesaplanmustir:

[DNA] _ [DNA] 1

(e,—¢0) (e,-¢1) Kyle,—é&)

Burada [DNA] CT-DNA konsantrasyonu, e, & Ve g, agik, serbest ve bagli bilesiklerin
sonme katsayilaridir. Ozellikle, & Beer yasasmi takiben izole edilmis bilesiklerin sulu
¢ozelti igindeki bir kalibrasyon egrisi ile tespit edilmistir. €,, Olclilen absorbans ile
bilesik konsantrasyonu arasindaki oran olarak belirlenmistir. [DNA] / (ea-€f) ile [DNA]
'min ¢izimleri, 1 / (ep-€f) egim ve 1 / Ky (ep-€f)' ye esit bir y-kesisimi vermektedir. Kp,

egimin y-kesisimine oramdir.®> #

3.3.2. Soniim Katsayisi

Soniim katsayisinin hesaplanmasi, UV spektrofotometre ile gerceklestirilmis ve molar
emilim olarak belirtilmistir. Soniim katsayisinin hesaplanmasi i¢in, bilesikler molekiiler
agirliklarma (0.00001 mmol) dayanarak tartilmis ve 10 ml dimetil siilfoksit (DMSO)
icinde ¢oziilmiistiir. Kimyasallarin seri seyreltilmesi, 10, 15, 20, 25, 30, 35 ve 40 pl

dahil olmak {tizere farkli hacimlerde hazirlanmistir. Tiim diliisyonlar, DMSO ile 500
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ul'ye kadar seyreltilmistir. Daha sonra, her seyreltinin emiciligi, A = ecl olan bir

denkleme dayali1 bir soniim katsayisin1 hesaplamak i¢in dl¢iilmiistiir.

3.4. DNA Koruma Testi

DNA koruma analizi, E. coli'den izole edilen California Universitesi plazmidi olan
pUC19 DNA'st (pDNA) kullanilarak  yapilmistir. DNA  konsantrasyonu,
spektrofotometrik olarak dogrulanmistir. Fenton'in reaktifi, 30 mM H;0,, 50 mM
askorbik asit ve 80 mM FeCl; kullanilarak hazirlanmis ve daha sonra 10 ml damitilmis

su ilave edilmistir.®’

Cift sarmalli DNA, yaygin yontem kullanilarak jel elektroforezi ile izole edilmistir.
Tanimlanan biiyiiklikte DNA pargalari, hazirlayic1 agaroz jel elektroforezi ile
yapitlmistir. Daha sonra yatay bir agaroz jelinde elektroforez ve DNA'nin fliioresan
etidyum bromiir boya ile boyanarak, ultraviyole (UV) 1s1kla aydinlatilirken ilgili pargay1
iceren bir agaroz blogu kesilmistir.®® Her bilesik, 0,0165 molar ve 0,102 molar iki
konsantrasyonda 1 mL mutlak etanol igerisinde hazirlanmis ve 24 saat tutulmustur. Daha

sonra 5 dakika boyunca 600 rpm'de santrifiijlenmis ve siizenler toplanmuistir.

Kullanilan pDNA'nin konsantrasyonu yaklasik 230 ng/ul olup, plazmid, Gene JET
Plazmid Miniprep Kitinin (Thermo Scientific, ABD) saflastirma protokollerine gore
hazirlanmistir. Numuneler, 4 ul pDNA, 3 pl Fenton reaktifi 3 ul kimyasal ve 10 pl
damitilmis su ilave edilerek hazirlanmistir. Negatif kontrol sadece 4 pul pDNA ve 16 ul
distile su igerecek sekilde, Pozitif kontrol 4 ul pDNA, 3 pl Fenton reaktifi ve 13 pl
distile sudan hazirlanmistir. Numuneler 37 °C'de 30 dakika inkiibe edilmis, daha sonra 4
ul yiikkleme boyast (Thermo Scientific, ABD) ilave edilmistir. DNA, 45 dakika boyunca
% 1° lik agaroz jel ilizerinde yiiriitiilmiis ve daha sonra ultraviyole 15181 altinda
gorsellestirilmistir. Tiim deneyler {i¢ kez tekrarlanmis ve bant yogunlugu jel goriintii
analiz yazilimi1 (Quantum, Vision-Capt., Vilber Lourmat SAS, Fransa) ile belirlenmistir.
DNA koruma testi, farkli bilesiklerin Fenton reaktifleri tarafindan iiretilen hidroksil

radikal hasarina kars1 koruyucu yetenegini gostermek i¢in gerceklestirilmistir
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3.4.1. Agaroz Jelin Hazirlanmasi

Jel, 0,8 gram agaroz tozunun 100 ml kaynar tampon ¢ozeltisi (TAE) iginde
cOziilmesiyle hazirlanmistir. Cozelti daha sonra yaklasik 55 °C'ye sogutulmus ve 5 ul
etidyum bromiir boya ilave edilmis ve bir kalip tepsisine dokiilmiis ve tarak yardimiyla
kuyucuklar olusturulmustur. Jel, bir ucunda pozitif bir elektrot ve diger ucunda negatif
bir elektrot igceren tamponla doldurulmus bir elektroforez haznesine daldirilmistir.
Numuneler, bilesenlerle karistirilarak elektroforez icin hazirlanmis, bu numuneler, bir

mikro-pipet ile 6rnek kuyucuklarina yiiklenmistir.

3.5. istatistiksel Analiz

Tiim deneyler ii¢ kez tekrarlanmistir. Istatistiksel analizler Minitab versiyon 17

kullanilarak ger¢eklestirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Antimikrobiyal Etkinlik

Antibakteriyel ilaglarin yanlis kullanimi, bugiin diinyanin en ciddi halk sagligi
sorunlarindan biri olmaktadir. Genel olarak toplum, doktorlar ve hastaneler, ilaglarin
uygun sekilde kullanilmasinin saglanmasinda ve antibakteriyel diren¢ gelisiminin en aza
indirilmesinde rol oynamaktadir.?” Bu nedenle, yeni alternatif antibakteriyel etkenleri
kesfetmek, halk sagliginin gelecegi i¢in ¢ok oOnemlidir. Bu calismada kullanilan
antimikrobiyal etkenler i¢in, tiim bu yeni sentezlenmis bilesikler, referans antibiyotiler
Levofloksasin ve zosyn'e kars1 agar-plaka diflizyon yontemi ile antibakteriyel aktivite

acisindan in vitro test edilmistir.

4.1.1. Levofloksasin ve Zosyn

Pozitif kontrol Levofloksasin, kullanilan tiim bakterileri etkilemis ve Levofloksasin'e
direng gosteren K. pneumonia ve E. faecium hari¢ farkli inhibisyon bolgeleri
gostermistir. Zosyn ayrica Sekil 4. 1'de gosterildigi gibi P. vulgaris, E. coli, S.
marrescens, P. aeruginosa, L. monocytogenes ATCC 7644, E. durans, E. aerogenes
ATCC 13048, S. enteritidis ATCC 13076, S. pneumonia ATCC 10015, S. lutea ATCC
9341, P. mirabilis ATCC 25933 disinda kullanilan bakterileri de etkilemistir.

Dimetil Siilfoksit (DMSO) tek basina negatif kontrol olarak kullanilmis ve bu calismada
kullanilan tiim bakteri tiirleri ilizerinde herhangi bir etki gostermemistir. DMSO'nun
biyolojik taramadaki roliinii agikliga kavusturmak i¢in, sadece DMSO c¢ozeltileri ile ayri
caligmalar yapilmis ve herhangi bir bakteri susuna kars1 aktivite gostermedigi

anlasllmlstlr.59
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Levofloksasin ve Zosyn antibiyotikleri
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Bakteri Suslari

Sekil 4. 1. Levofloksasin ve Zosyn'in kullanilan bakterilere kars1 antimikrobiyal etkinlikleri.
4.2. Izatin ve Izatin Tiyosemikarbazon Tiirevleri Grubu

Bu grupta, Tablo 4. 1'te gosterildigi gibi, izatin ve tiyosemikarbazon da dahil olmak

tizere ¢ogu fenil iceren farkli yapilara sahip sekiz kimyasal bilesik bulunmaktadir.

Tablo 4. 1. [zatin ve izatin tiyosemikarbazon tiirevleri bilesikleri

Kimyasal Kimyasal Ismi Kisaltma ismi
numarasi
1 Izatin 3-N-2-metoksilfenil- tiyosemikarbazon 13-[(N-2-MP)-TSC]

Izatin 3-N-4- metoksilfenil - tiyosemikarbazon

13-[(N-4-MP)-TSC]

Izatin 3-N-3-florofenil- tiyosemikarbazon

13-[(N-3-FP)-TSC]

13-[(N-4-FP-TSC]

Izatin 3-N-2-metoksifenil- tiyosemikarbazon

13-[(N-2-MXP)-TSC]

2
3
4 Izatin 3-N-4- florofenil - tiyosemikarbazon
5
9

Izatin 3-N-2-klorofenil- tiyosemikarbazon

13-[(N-2-CP)-TSC]

Izatin 3-N-2,4-diklorofenil- tiyosemikarbazon

13-[(N-2,4-DCP)-TSC]

Izatin 3-N-siklohekzil- tiyosemikarbazon

13-[(N-CHX)TSC]

4.2.1. izatin 3-N-2- Metoksilfenil -Tiyosemikarbazon

Bu bilesik farkli inhibisyon bolgeleri olan yirmi bir bakteri susundan sekizini (% 38)

etkilemistir. Bu suslarin yedisi (% 87,5) Gram pozitif bakterilerdir. Inhibe edilen
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bakteriler arasinda S. aureus ATCC 25923, S. aureus, S. epidermis, Alfa-hemolitik
Streptococcus, P. aeruginosa, S. aureus ATCC 43300, S. pneumoniae ATCC 10015 ve
S. lutea ATCC 9341 sayilabilir ve sadece P. aeruginosa, Gram negatif bakteri olup
digerleri Gram pozitifdir. Genel olarak, bu bilesik 6 ila 14 mm arasinda degisen
inhibisyon zon ¢aplar1 gostermistir. Gram negatif bakteri P. aeruginosa 6,3 mm ile en
kiiglik inhibisyon zonuna sahiptir. S. aureus ve S. lutea ATCC 9341, bu bilesik
tarafindan 14 mm'lik en biiyiik inhibisyon bdlgesine sahiptir. Bunu, Sekil 4.2.'de
gosterildigi gibi 12,7 mm ile S. pneumoniae ATCC 10015 takip etmistir. Cogu bakteri
susunda orta ile iyi etkinlik gdosteren bu bilesik tiim bakterileri etkileyen pozitif kontrol
antibiyotik levofloksasin ile karsilastirildiginda bakterilere etkinligi 1limli ila orta
derecede olmustur. 13 - [(N-2-MP) -TSC] bilesigi, ii¢ bakteri susu i¢in (P. aeruginosa, S.
pneumoniae ATCC 10015 ve S. lutea ATCC 9341) Zosyn'den daha iyidir. Ciinkii Zosyn,
bu suslar iizerinde herhangi bir etki yapmamistir. Ayn1 zamanda, 13 - [(N-2-MP) -TSC]
bilesigi, 6zellikle S. pneumoniae ATCC 10015 ve S. lutea ATCC 9341 iizerinde etkili

olmustur.
izatin 3 - [(N-2-metilfenil) - tiyosemikarbazonun]
40 34
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Sekil 4. 2. Izatin 3 - [(N-2- metoksilfenil) - tiyosemikarbazonun antimikrobiyal etkinligi

4.2.2. izatin 3-N-4- Metoksilfenil -Tiyosemikarbazon

Bu bilesik, S. aureus ATCC 25923, S. aureus, alfa-hemolitik Streptococcus, S. aureus
ATCC 43300, S. pneumonia ATCC 10015 ve S. lutea ATCC 9341 dahil alt1 bakteri
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susunu etkilemistir. Bunlarin hepsi Gram pozitif bakterilerdir ve inhibisyon zonlarinin
caplar1 6 ile 10,66 mm arasinda degismistir. Levofloksasin antibiyotigine kiyasla hafif
ila orta siddette antibakteriyel olarak etkinlik gosteren bu bilesik, S. pneumonia ATCC
10015 ve S. lutea ATCC 9341'e zosyn antibiyotiginden daha fazla etkinlik gostermistir,

clinkii bu iki bakteri Zosin antibiyotige kars1 tamamen direnglidir.

Bilesik I3 - [(N-2-MP) -TSC] ve bilesik I3 - [(N-4-MP) -TSC] arasindaki fark, metil
yapisinin bilesigin yapisindaki dort numarali pozisyonudur. Ancak 13 - [(N-2-MP) -
TSC] 13 - [(N-4-MP) -TSC] 'den daha iyi sonuglar vermistir. Ciinkii daha biiyiik
inhibisyon zonlar ile daha fazla bakteri susunu etkilemistir. S. aureus bu iki bilesige
kars1 daha hassastir ve bu ¢alismadaki diger bilesiklerle karsilastirildiginda Sekil 4.2. ve
4.3'da gosterildigi gibi en yiiksek inhibisyon zonuna sahiptir.

I3 - [(N-4-MP) -TSC] bilesigi, Gram pozitif bakterilerin hiicre duvari iizerinde bu

bilesigin etki modunu ve bunun i¢in bu etki 6zgiilliigiini aciklayabilen Gram negatif

bakterilerin herhangi birini etkilememistir.

izatin 3 - [(N-4-metilfenil) - tiyosemikarbazonun ]

20
10,66
10 733 6, 66
5
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S. aureus ATCC 25923 S. aureus S. alfa haemolyticus S. aureus ATCC S. lutea ATCC 9341
43300 (MRSA) pneumoniae ATCC 10015

Inhibisyon Zonlart
=
[5;]

Bakteriyel enfeksiyonlar

u LEVOFLOXACIN ® ZOSYN

Sekil 4. 3. Izatin 3 - [(N-4- metoksilfenil) - tiyosemikarbazonun antimikrobiyal etkinligi
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4.2.3. 1zatin 3-N-3-Florofenil-Tiyosemikarbazon

Tiyosemikarbazon ile kimyasal yapinin {igiincli pozisyonunda floro-fenil iceren bu
kompleks, S. aureus ATCC 25923, S. aureus, S. epidermis, Alfa-hemolitik
Streptococcus, S. aureus ATCC 43300, S. pneumonia ATCC 10015 ve S. lutea ATCC
9341 dahil olmak iizere yedi Gram pozitif bakteri susunu inhibe ederken, Gram negatif
bakteriler ise bu bilesikten etkilenmemistir. Bu kompleks, izatin, metilfenil ve
tiyosemikarbazondan (Sekil 4.3.) olusan diger bilesiklerle karsilastirildiginda kiigiik
inhibisyon zonlar1 (6-8 mm) gostermistir. Sekil 4.4'de gosterildigi gibi, bu bilesik iki
bakteri susuna etki etmeyen zosyn antibiyotigi ile karsilastirildiginda, S. pneumonia
ATCC 10015 ve S. lutea ATCC 9341 i¢in iyi bir antibakteriyel olarak kabul edilebilir.

izatin 3 - [(N-3-florofenil) - tiyosemikarbazon]
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Sekil 4. 4. Izatin 3 - [(N-3-florofenil) - tiyosemikarbazon] 'un antimikrobiyal etkinligi

4.2.4. Izatin 3-N-4-Florofenil-Tiyosemikarbazon

[zatin  3-[(N-4-florofenil)  -tiyosemikarbazon], izatin  3-[(N-3-florofenil) -
tiyosemikarbazon] ile ayni sonuglar1 gostermistir. Bu iki bilesik florofenilin {i¢ yerine
dordiincii pozisyonda olmasi disinda ayn1 kimyasal bilesik yapilara sahiptir. Bu nedenle,
S. aureus ATCC 25923, S. aureus, S. epidermis, Alfa-hemolitik Streptococcus, S. aureus
ATCC 43300, S. pneumonia ATCC 10015 ve S. lutea ATCC 9341 dahil olmak iizere

yedi Gram pozitif bakteri susu iizerinde ayni inhibisyon etkisine sahiptir. Aralarindaki
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tek fark, Sekil 4.5. ve Sekil 4.4'de gosterildigi gibi bilesik 13 - [(N-4-FP-TSC] 'nin, S.
pneumonia ATCC 10015 (13.3 mm) igin, I3 - [(N-3-FP)-TSC]' den daha genis

inhibisyon zonuna sahip olmasidir.

Izatin 3 - [(N-4-florofenil) - tiyosemikarbazon]
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Sekil 4. 5. Izatin 3 - [(N-4-florofenil) - tiyosemikarbazon] 'un antimikrobiyal etkinligi

4.2.5. Izatin 3-N-2-Metoksifenil-Tiyosemikarbazon

Izatin 3 - [(N-2-metoksifenil) - tiyosemikarbazon] bilesigi bu calismada incelenen
herhangi bir bakteri susu lizerinde herhangi bir etki gdstermemis ve tiim suslar, bu

bilesige kars1 direncli ¢ikmustir.

I3 - [(N-2-MP) -TSC] ve 13 - [(N-2-MXP) -TSC] arasindaki fark, metilfenil ve
metoksifenildir. Oksijen grubu ve metoksi grubu, oksijene bagli metil grubundan olusan
ve belki metoksifenile yedi bakteri susunu etkilemek i¢in iyi bir gii¢ veren fonksiyonel

gruptur.

4.2.6. izatin 3-N-2-Klorofenil-Tiyosemikarbazon

Izatin 3 - [(N-2-klorofenil) -tiyosemikarbazon, izatin ve tiosemikarbazon iceren bir
klorofenil bilesiktir. Bu bilesik dort bakteri susunu etkilemistir. Bunlardan ii¢ii Gram
pozitif S. aureus ATCC 43300, S. pneumonia ATCC 10015 ve S. lutea ATCC 9341 ve
biri 11,3 mm'lik bir inhibisyon zonu ile Gram negatif P. mirabilis ATCC 25933’ dir. Bu
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kompleks bilesik, Sekil 4.6'da gosterildigi gibi Gram negatif bakterilerden P. mirabilis
ATCC 25933"i etkileyen tek bilesiktir. P. mirabilis ATCC 25933 bakterisi birgok
antibiyotige ¢oklu dirence sahip olarak bilinir. Bu bilesikle karsilastirildiginda kontrol
antibiyotigi zosyn, S. pneumonia ATCC 10015 ve S. lutea ATCC 9341 disindaki bakteri

tirlerini etkilememektedir.

izatin 3 - [(N-2-klorofenil) - tiyosemikarbazon]
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Sekil 4. 6. izatin 3 - [(N-2-klorofenil) - tiyosemikarbazon] 'un antimikrobiyal etkinligi

4.2.7. izatin 3-N-2,4-Diklorofenil-Tiyosemikarbazon

Izatin ve tiyosemikarbazonun yam sira 2, 4 pozisyonlarinda bir diklorofenil igeren bu
bilesik, bes bakteri susunu etkilemistir. Bunlarin ikisi, K. pneumonia ve E. aerogenes
ATCC 13048 Gram pozitif bakterilerden daha genis inhibisyon zonlar1 olan Gram
negatif bakterilerdir. Gram pozitif bakteriler, E. faecium, S. aureus ATCC 43300 ve S.
lutea ATCC 934 bu kompleksten etkilenmistir. Gram negatif bakteriler ise K.
pneumonia ve E. aerogenes ATCC 13048 olup sirasiyla Sekil 4.7'da gosterildigi gibi
cap1t 8 ve 7.3 mm inhibisyon zonlari sergilemistir. K. pneumonia genis spektrumlu
antibiyotik levofloksasin tarafindan inhibe edilmemis olmasina ragmen, bu bilesigin, K.
pneumonia iizerinde etkili olmasi gelecekte antimikrobiyal olarak iyi bir etkiye sahip
olabilecegi anlamina gelebilir. E. aerogenes ATCC 13048 ve S. lutea ATCC 934 ayrica
zosyn pozitif kontrol antibiyotigine karsi direnglidir ve dolayisiyla inhibisyon zonu
goriilmemistir. Bu nedenle izatin ve tiyosemikarbazon ile diklorofenil, gelecekte Gram

negatif bakterilerin kontroliinde iyi bir rol oynayabilir.
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izatin 3 - [(N-2,4-diklorofenil) - tiyosemikarbazonun]
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Sekil 4. 7. izatin 3 - [(N-2,4-diklorofenil) - tiyosemikarbazonun antimikrobiyal etkinligi

4.2.8. izatin 3-N-Siklohekszil-Tiyosemikarbazon

Izatin 3 - [(N-siklohekszil) -tiyosemikarbazon bilesigi, bu gruptaki diger son yedi
bilesikten tamamen farkli olarak izatin, siklohekszil ve tiyosemikarbazondan olusur. Bu
bilesik alti karbon atomu iceren siklohekszilden olusur. Bu kompleks dokuz bakteri
susunu etkilemis ve bu ¢alismanin bu grubundaki en etkili bilesik olarak kaydedilmistir.
Bu durum belki de siklohekszil varligindan kaynaklaniyor olabilir. Bu bilesik, S. aureus
ATCC 25923, S. aureus, Streptococcus alfa-hemolitik, E. faecium, S. aureus ATCC
43300, S. pneumonia ATCC 10015, S. lutea ATCC 9341, Y. enterocolitica ATCC 1501
ve E.faecalis ATCC 25212 suslarini inhibe etmistir. Bu dokuz bakteriden 6's1 (% 88,9)
Gram pozitif iken sadece Y. enterocolitica ATCC 1501 Gram negatif bakteridir.
Inhibisyon zonu 6 ila 12 mm arasinda degismistir ve S. pneumonia ATCC 10015 12 mm
capi ile en yiiksek inhibisyon zonuna sahipken E. faecalis ATCC 25212 yaklasik 6 mm
ile en diisiik zona sahiptir. Kontrol pozitif antibiyotigi Levofloksasin ve zosyn ile
karsilagtirildiginda, Levofloksasin E. faecium bakterilerini etkilemezken, bilesigimiz
yaklasik sekiz mm capinda bu bakteri i¢in inhibisyon zonu sergilemistir. Zosyn, ayni
bakteri suslar1 {izerinde iyi sonuglar vermesine ragmen, S. pneumonia ATCC 10015, S.
lutea ATCC 934" etkilememistir. Sekil 4.8.'de gosterildigi gibi bu yap1 bilesigi, Y.
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enterocolitica ATCC 1501'i inhibisyon bolgesi 6,7 mm ile inhibe eden bu grubun tek

bilesigidir.
0 Izatin 3 - [(N-siklohekszil) - tiyosemikarbazon]
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Sekil 4. 8. izatin 3 - [(N-siklohekszil) - tiyosemikarbazon] 'un antimikrobiyal etkinligi

4.3. 5-Floro izatin Tiyosemikarbazon Komplekslerinin Antimikrobiyal Etkinligi

Bu grupta, farkli pozisyonlarda ve ginkolarda metoksifenil veya metofenil ile birlikte

Floro-Izatin tiyosemikarbazon iceren dort bilesik kompleks vardir. Bunlar:

5-Floro izatin 3-[(N-4-metoksifenil)- tiyosemikarbazon]
5-Floro izatin 3-[(N-2- metoksifenil)- tiyosemikarbazon]
5-Floro izatin 3-[(N-3-metoksifenil)- tiyosemikarbazon]

5-Floro izatin 4-(3-metoksifenil)3-tiyosemikarbazon) ¢inko (1)
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4.3.1 5-Floro izatin 3-[(N-4-Metoksifenil)- Tiyosemikarbazon]

Floro izatin ve tiyosemikarbazon igeren N-4-metoksifenil igeren bu kimyasal bilesik,
incelenen tiim bakteri suslar1 {izerinde herhangi bir etki ve inhibisyon zonu

sergilememistir.

4.3.2. 5-Floro izatin 3-[(N-2- Metoksifenil)- Tiyosemikarbazon]

Bu bilesik, hem kontrol pozitif antibiyotikler levofloksasin hem de zosyn ile
karsilastirildiginda ¢ok iyi antimikrobiyal etkinlik gostermistir ve dokuz Gram pozitif ve
Gram negatif bakteri suslari i¢in 11 ile 30 mm ¢ap1 arasinda degisen genis inhibisyon
zonlar sergilemistir. Bu bilesigin etkiledigi bakteriler S. aureus ATCC 25923, S. aureus,
P. vulgaris, E. coli, S. marrescens, Alfa hemolitik Streptococcus, E. faecium, L.
monocytogenes ATCC 7644, E. aerogenes ATCC 13048 olmustur. Gram negatif
bakteriler i¢in Levofloksasin ve Zosyn'den daha iyi sonuglar vermis ve P.vulgaris, E.
coli ve S. marrescens i¢in sirasiyla 30, 20 ve 23 mm inhibisyon zonu gdstermistir. Ayni
zamanda, Gram pozitif bakterilerden E. faecium i¢in 21 mm ¢apinda ihibisyon zonu
gostermistir ve L. monocytogenes ATCC 7644, E. aerogenes ATCC 13048 bakterileri
tizerinde levofloksasin antibiyotiginden daha etkili olmustur. Bu bilesik, zosyn
antibiyotikten daha iyidir. Clinkii zosyn, bu iki bakteri susu iizerinde, Sekil 4.9'de
gosterildigi gibi herhangi bir etki yapmamistir. Bu bilesik, diger bilesiklere kiyasla
toplam yaklasik olarak en fazla (% 44,4) Gram negatif bakteriyi etkileyen bilesiktir. Bu
bilesik, yapisal olarak tiim bakterilerde herhangi bir bakteri etki veya inhibisyon zonu
vermeyen 5-F-13 - [(N-2-MP) -TSC] bilesigini animsatmaktadir. Fakat aralarindaki fark
5-F-13-[(N-2-MP)-TSC]'nin dérdiincii pozisyonda metoksifenil yerine ikinci pozisyonda

metofenil igermesidir.
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floro izatin 3 - [(N-2-metoksifenil)) - tiyosemikarbazon
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Sekil 4. 9. 5floro izatin 3 - [(N-2- metoksifenil)) - tiyosemikarbazonun antimikrobiyal etkinligi

4.3.3. 5-Floro izatin 3-[(N-3-metoksifenil)- Tiyosemikarbazon]

5-F-13 - [(N-3-MXP) -TSC] bilesigi metoksifenilin dort yerine ligiincii pozisyonda
olmasi disinda yapisal olarak 5-Floro izatin 3 - [(N-4-metoksifenil) - tiyosemikarbazon]
ile aynidir ve bu nedenle bu bilesik, K. pneumonia, S. aureus ATCC 25923, E. coli, S.
marrescens, S. epidermis, S. aureus ATCC 43300, S. enteritidis ATCC 13076, S. lutea
ATCC 9341, S. typhimurium NRRLE 4463 olmak tizere dokuz Gram pozitif ve negatif
bakteri i¢in inhibisyon zonu verebilmektedir. Diger yandan 5-F-13-[(N-2-MP)-TSC] ,
11-30 mm inhibisyon uzonu ¢aplariyla 6-9 mm inhibisyon ¢ap1 sergileyen 5-F-13 - [(N-
2-MP) -TSC]ten daha etkilidir ve bu durum metoksifenil yerine metofenilin varligina

bagli olabilir.

5-F-13 - [(N-3-MXP) -TSC] Gram pozitif bakterilerden daha fazla Gram negatif
bakterilerde etkilidir. Bu grupta Salmonella spp., S. enteritidis ATCC 13076 ve S.
typhimurium NRRLE 4463'u inhibe eden tek bilesiktir. Asagidaki bakteriler antibiyotik
Zosyn'den etkilenmemis olmasina ve buna diren¢ gostermesine ragmen, bu bilesikler S.
marrescens, S. enteritidis ATCC 13076 ve S. lutea ATCC 9341 bakterileri {izerinde hafif
de olsa Sekil 4.10'te gosterildigi gibi bir etkiye sahiptir.
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5-F-fzatin 3 - [(N-3-metoksifenil) - tiyosemikarbazonun
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Sekil 4. 10. 5-Floro izatin 3 - [(N-3-metoksifenil) - tiyosemikarbazonun antimikrobiyal etkinligi

4.3.4. 5-Floro izatin 4-(3-metoksifenil)3- Tiyosemikarbazon) ¢inko (11)

Yapisina Cinko (II) metal eklenen bu bilesik, 9 mm capindaki bir inhibisyon zonuyla
sadece bir Gram pozitif bakteri susunu (E. faecium) etkilenmistir. Pek ¢ok makale bazi
metallerin eklenmesinin bakteri iizerindeki etkilerini ve inhibisyon zonlarimi arttirdigini
One siirse de, bu durum bu ¢inko (II) olan bilesikte tespit edilmemistir. Bu bilesik, Sekil
4.11'te gosterildigi gibi, E. faecium bakterileri iizerinde genis spektrumlu antibiyotik

Levofloksasin'den daha iyi sonu¢ vermistir.

5-Floro zatin-4- (3-Metoksifenil) -3-tiyosemikarbazon) ¢inkonun (IT)
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E. faecium P. aeroginosa L. monocytogenes ATCC 7644

Bakteri Suslar
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Sekil 4. 11. 5-Floro izatin-4- (3-Metoksifenil) -3-tiyosemikarbazon) ¢inkonun (IT) antimikrobiyal
etkinligi
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4.4. 5-Metoksi izatin Tiyosemikarbazon Komplekslerinin Antimikrobiyal Etkinligi

Bu grupta, tiyosemikarbazonlu 5-Metoksi izatin sentezlenmis ve diger kimyasallarla
birlestirilmistir. Bazilar1 da metallerle birlestirilmistir. Bu gruptaki onbes bilesikten alt1
tanesi (%40) calismada kullanilan bakteri suslarina karsi bir etkinlik gdéstermemistir,
S5MxI3N4AMPTSC,  5-MxI3N2MPTSC, 5MxI3N2, 4DCPTSC, 5-
MxI3N4ANPTSC, B(5-M-1)-4-(4-1P)-3-TSC) Z(I1), B(5-M-1)-4-P)-3-TSC) N(II).

bunlar:

Tablo 4. 2. 5-Metoksi-izatin tiyosemikarbazon ve kompleksleri grubu

Kimyasal [smi

Kisaltma ismi

1- 5- Metoksi izatin 3-[(N-4-metofenil)- tiyosemikarbazon ]

5MxISNAMPTSC

2- 5- Metoksi izatin 3-[(N-2-metofenil)- tiyosemikarbazon ]

5-MxI13N2MPTSC

3- 5-Metoksi izatin 3-[(N-2,4-diklorofenil)- tiyosemikarbazon

5MxI3N2,4DCPTSC

4- 5- Metoksi izatin 3-[(N-4-nitrofenil)- tiyosemikarbazon ]

5-MxI13N4NPTSC

5- 5- Metoksi izatin 3-[(N-4-klorofenil)- tiyosemikarbazon

SMXxI3N4CPTSC

6- 5- Metoksi izatin 3-[(N-4-iodofenil)- tiyosemikarbazon ]

5MxI3N4NICPTSC

7- 5- Metoksi izatin 3-[(N-fenil)- tiyosemikarbazon ]

5-MxI3NPTSC

8- 5- Metoksi izatin 3-[(N-siklohekzil)- tiyosemikarbazon ]

5MxI3NCXTSC

9- 5- Metoksi izatin -[(N-3 Metoksifenil)- tiyosemikarbazon ]

5-MXI-[(N-3MXP)-TSC)

10- Bis(5- Metoksi izatin)-4-(4-iodofenil)-3- tiyosemikarbazon ) ¢inko
(1)

B(5-M-1)-4-(4-1P)-3-TSC)
Z(I)

11- Bis(5- Metoksi izatin)-4-(2,4 diklorofenil)-3- tiyosemikarbazon )
¢inko (1)

B(5-M-1)-4-(2,4 DCP)-3-TSC)
Z(l)

12- Bis(5- Metoksi izatin) -4-(fenil)-3- tiyosemikarbazon ) nikel (I1)

B(5-M-1)-4-P)-3-TSC) N(II)

13- Bis(5- Metoksi izatin)-4-(fenil)-3- tiyosemikarbazon ) ¢inko (1)

Is(5-M-1)-4-P)-3-TSC) Z(I1)

14- Bis(5- Metoksi izatin)-4-( N-benzaldehit I)-3- tiyosemikarbazon )
nikel

B(5-M-1)-4-(N-B 1)-3-TSC)
N(11)

15- Bis(5- Metoksi izatin)-4-(3Metoksifenil)-3- tiyosemikarbazon )
cinko (I1)

B(5-M-1)-4-(3MXP)-3-TSC)
yd(]))

4.4.1. 5- Metoksi izatin 3-[(N-4-Klorofenil) - Tiyosemikarbazon]

Bu bilesik, i¢ Gram negatif bakteri susu lzerinde hafif bir etkiye sahiptir: K.
pneumonia, E. aerogenes ATCC 13048 ve Y. enterocolitica ATCC 1501. Bu bilesikten

hicbir Gram pozitif bakteriyi etkilememistir. Bu bilesigin 5-Metoksi izatinin arkasindaki
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N-4-klorofenil ve tiyosemikarbazondan olusuyor olmast Gram negatif bakterileri
etkileme nedeni olabilir. Kontrol pozitif antibiyotiklerle karsilastirildiginda, K.
pneumonia etkilemesi agisindan levofloksasin'den ve E. aerogenes ATCC 13048
etkilemesi agisindan zosyn'den daha iyidir. Bu iki bakteri, Sekil 4.12'te gosterildigi gibi
Levofloksasin ve zosyn'e direngli ¢ikmuistir.

5-Metoksiizatin 3 - [(N-4-klorofenil) - tiyosemikarbazonun]
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k. pneumonia E.aerogenes ATCC 13048 Y.enterocolitica ATCC 1501
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Sekil 4. 12. 5-Metoksi izatin 3 - [(N-4-klorofenil) - tiyosemikarbazonun antimikrobiyal etkinligi

4.4.2. 5-Metoksi izatin 3 - [(N-4-iyodofenil) - tiyosemikarbazon]

Yapisi iizerinde metoksi izatin ve tiyosemikarbazonun yani sira iyodofenil baridiran bu
kimyasal bilesik, son bilesiginde iodo yerine fenil (klorofenil) renk iceren —Metoksi
izatin 3 - [(N-4-klorofenil) -tiyosemikarbazon] 'a benzemektedir. Her iki bilesik de Gram
negatif bakteri suslarinda K. pneumonia ve E. aerogenes ATCC 13048 orta derecede
inhibisyon zonu sergilemistir. K. pneumonia farkli antibiyotik tiplerine ¢ok direncli
bakterilerden biri olarak kabul edilir. Ancak bu bilesiklerin her ikisi de bu iki bakteri
susunu inhibe etmistir. Ayrica 5-Metoksi izatin 3 - [(N-4-iyodofenil) -
tiyosemikarbazon] Y. enterocolitica ATCC 1501 bakterisini Sekil 4.13'da gosterildigi
gibi etkilemistir.
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5-Metoksi izatin 3 - [(N-4-lyodofenil) - tiyosemikarbazon]
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Sekil 4. 13. 5-Metoksi izatin 3 - [(N-4-iyodofenil) - tiyosemikarbazonun antimikrobiyal

etkinligi]

4.4.3. 5-Metoksi izatin 3 - [(N-fenil) - tiyosemikarbazon]

Bu bilesik Metoksi izatin ve tiyosemikarbazonlu fenil disinda kimyasal madde igermez
ve Gram negatif bakteri P. vulgaris ve E. aerogenes ATCC 13048'in iki susuna kars1
etki etmistir. Bu bilesik (14 mm) genis spektrumlu antibiyotik Levofloksasin (17 mm)
ile karsilastirildiginda P. vulgaris'e karsi iyi etki gostermistir. Sekil 4.14'de gosterildigi
gibi, bilesik E. aerogenes ATCC 13048 bakterilerine karsi sifir etki gosteren Zosyn'den

daha iyi bir etkiye sahiptir.
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5-Metoksiizatin 3 - [(N-fenil) - tiyosemikarbazon]

26
24
21
17,33
14
=
73
0 0 0

P.vulgaris E.aerogenes ATCC 13048 S.aureus ATCC 43300

Bakteri Suslart
= LEVOFLOXACIN ®m ZOSYN

Sekil 4. 14. 5-Metoksi izatin 3 - [(N-fenil) - tiyosemikarbazonun antimikrobiyal etkinligi
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4.4.4. 5- Metoksi izatin 3 - [(N-siklohekszil) - tiyosemikarbazon]

Bilesik yapisinin {igiincii konumunda, siklohekszil iceren bu bilesik ile ti¢ bakteri inhibe
edilmistir. Bu bakterilerin ikisi Gram pozitif ve biri Gram negatif bakteri olan E.
faecium, E. aerogenes ATCC 13048 ve S. lutea ATCC 9341°dir. Bu bilesik E. faecium'a
18.7 mm ¢apinda iyi bir ihnibbisyon zonu gdstermistir. Bu bakteri i¢in inhibisyon zonu
vermeyen bu bilesik, levofloksasin antibiyotigine gore iyi bir etki gostermistir. Ayrica
Sekil 4.15'de gosterildigi gibi E. aerogenes ATCC 13048 ve S. lutea ATCC 9341'e kars1

Zosyn'den daha iyi etki gostermistir.

5-Metoksi izatin 3 - [(N-siklohekszil) - tiyosemikarbazon]
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E.faecium E.aerogenes ATCC 13048 S.lutea ATCC 9341
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Bakteri Suslari

5-Methoxyisatin 3-[(N-cyclohexzyl)- thiosemicarbazone] ® LEVOFLOXACIN m ZOSYN

Sekil 4. 15. 5- Metoksi izatin 3 - [(N-siklohekszil) - tiyosemikarbazonun antimikrobiyal
Etkinligi

4.4.5. 5-Metoksi izatin - [(N-3 Metoksi fenil) — Tiyosemikarbazon]

Bu bilesik (5- Metoksi izatin-N-3Metoksi fenil) tiyosemikarbazon ile 5-Metoksiizatin
gore hafif etki gostermistir. S. lutea ATCC 9341'de sadece 7 mm S. aureus ve S.
enteritidis ATCC 13076'da sirastyla 6.6 ve 6.3 mm inhibisyon zonu gostermistir Sekil
4.16.
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5-Metoksi izatin - [(N-3 Metoksi fenil) - tiyosemikarbazon]
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Sekil 4. 16. 5-Metoksi izatin - [(N-3 Metoksi fenil) - tiyosemikarbazonun antimikrobiyal

etkinligi

4.4.6. Bis (5-Mothoksi izatin) -4- (2,4 Diklorohenil) -3-Tiyosemikarbazon)
Cinko(l)

Yalnizca bir mikroorganizma S. enteritidis ATCC 13076 bu bilesik tarafindan hafif
inhibisyon zonu ile inhibe edilmistir. Iki kontrol antibiyotigi olan Levofloksasin ve
zosyn ise bu mikroorganizmaya, sirasiyla 24 ve 21 mm ile etki gostermistir. Bilesik
cinko I ile birlestirilmesine ragmen, sadece bir bakteri tiirlinii etkilemistir. Bu etki,
kontrol antibiyotiklerine kiyasla 1limli olmustur. Bu, c¢inko gibi bazi metallerin
varhiginin, Sekil 4.17'de gosterildigi gibi bilesiklerin bakterilere karst etkinligini

arttirdigini gosteren birgok calismaya aykiridir.

Bis (5-mothoksiizatin) -4- (2,4 diklorohenil) -3-tiyosemikarbazon)

cinkonun(I)
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S.aureus ATCC 43300 S.enteritidis ATCC 13076 S.pneumoniae ATCC 10015
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Sekil 4. 17. Bis (5-metoksi izatin) -4- (2,4 dikloro fenil) -3-tiyosemikarbazon) ¢inkonun(I)
antimikrobiyal etkinligi
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4.4.7. Bis (5-Metoksi izatin) -4- (fenil) -3-tiyosemikarbazon) ¢inkonun (II)

Bu bilesik E.coli, S. aureus ATCC 43300 ve S. lutea ATCC 9341'e kars1 sirasiyla 6.3,
6.3 ve 7 mm inhibisyon zonu ile hafif bir etki géstermistir. Sekil 4.18'de gosterildigi gibi
Cinko II'nin varligi bu bilesik iizerindeki fenilin dordiinclii pozisyonu, ¢inko (II)
icermeyen 5-Metoksi izatin 3 - [(N-fenil) - tiyosemikarbazon] ile karsilastirildiginda

inhibisyon zonlarinda herhangi bir artis yapmamustir.

Bis (5-Metoksi izatin) -4- (fenil) -3-tiyosemikarbazon) ¢inkonun (IT)
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Sekil 4. 18. Bis (5-Metoksi izatin) -4- (fenil) -3-tiyosemikarbazon) ¢inkonun (II) antimikrobiyal
etkinligi

4.4.8. Bis (5-Metoksi izatin) -4- (N-benzaldhit 1) -3-tiyosemikarbazon) nikelin

Bu bilesikten etkilenen sadece bir Gram negatif bakteri vardir. E.coli, bu bilesikten, ¢ap1
6.3 mm olan hafif inhibisyon zonuyla etkilenmistir. Benzaldehit ile karigtirilan ve nikel
metal igceren gruptaki tek bilesiktir. Bu bilesik Sekil 4.19'de gosterildigi gibi E.coli i¢in
inhibisyon zonu vermeyen zosyn antibiyotiginden daha iyidir.
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Bis (5-Metoksi izatin) -4- (N-benzaldhit 1) -3-tiyosemikarbazon) nikel (I1)
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Sekil 4. 19. Bis (5-Metoksi izatin) -4- (N-benzaldhit 1) -3-tiyosemikarbazon) nikelin
antimikrobiyal etkinligi

4.4.9. Bis (5-Metoksi izatin) -4- (3-Metoksi fenil) -3-Tiyosemikarbazon) Cinkonun
(1)

Sadece bir Gram pozitif bakteri bu bilesikten 8 mm ¢apinda inhibisyon zonu ile
etkilenmistir. Her ne kadar kontrol pozitif antibiyotik levofloksasinden daha iyi olsa da
zosyn antibiyotiginden daha az etkilidir. Ayrica, bu bilesik, ikinci pozisyonda ¢inko (II)
metalinin eksik oldugu -5-Metoksi izatin - [(N-3 Metoksifenil)-tiyosemikarbazon]
bilesiginden etkilenen bakteri sayist agisindan daha az etkili olmustur ve bu durum

sadece bir bakteri susunun etkilemesinin nedeni olabilir Sekil 4.20.

Bis (5-metoksi izatin) -4- (3-Metoksi fenil) -3-tiyosemikarbazon) ¢inkonun (II)
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Sekil 4. 20. Bis (5-metoksi izatin) -4- (3-Metoksifenil) -3-tiyosemikarbazon) ¢inkonun (II)
antimikrobiyal etkinligi
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4.5. DNA Koruma

4.5.1. izatin ve izatin Tiyosekarbazon Tiirevlerinin DNA Korumasi

Sonuglar, DNA hasarinin, Tablo 4.3'te gosterildigi gibi, izatin ve izatin
tiyosemikarbazon tiirevleri bilesikleri tarafindan iyi bir korunmaya sahip oldugunu
gostermistir. Bu calismada kullanilan bilesiklerin hepsinde iki farkli konsantrasyon
kullanilmis (0,0165 ve 0,102 molar) ve bunlarin hepsi DNA koruma agisindan farkl
yiizdeler sergilemistir. 0,102 molar konsantrasyona sahip 13 - [(N-2-MP) -TSC] bilesigi,
en yiiksek DNA koruma aktivitesine (% 59,5) sahip olarak kaydedilmistir. izatin
tiyosemikarbazon ile N-4-florofenil igeren bu bilesigi, Sekil 4.3'te ve Resim No. 4.1'de
gosterildigi tizere izatin tiyosemikarbazon ile birlikte N-2-metilfenil igeren I3 - [(N-4-
FP-TSC] 0,0165 molar (47,19), ardindan 13 - [( N-4-FP-TSC] 0,102 molar (% 46,6) ve
I3 - [(N-2-MP) -TSC] 0,0165 molar (% 43,9) ile DNA koruma aktivitesi gostermistir.
Sasirtict olan, bazi bilesiklerin diisiik konsantrasyonun, Tablo 4.3.'da gosterilen yiiksek

konsantrasyondan daha koruyucu etki gostermesidir.

Tablo 4. 3. [zatin ve izatin tiyosemikarbazon tiirevlerinin DNA koruma yiizdeleri

Numune No. Kimyasal adi Ortalama%o SEM
Negatif kontrol 100 0
Pozitif kontrol 7,79 7,79
1 13-[(N-2-MP)-TSC] 0.0165 M 43,94 9,33
13-[(N-2-MP)-TSC] 0.102 M 59,5 18,1
5 13-[(N-4-MP)-TSC] 0.0165 M 42,88 9,09
13-[(N-4-MP)-TSC] 0.102 M 36,84 6,74
3 13-[(N-3-FP)-TSC] 0.0165 M 38,58 7,26
13-[(N-3-FP)-TSC] 0.102 M 35,5 13,3
4 I3-[(N-4-FP-TSC] 0.0165 M 47,19 8,76
I3-[(N-4-FP-TSC] 0.102 M 46,61 3,96
5 13-[(N-2-MXP)-TSC] 0.0165 M 38,8 14
13-[(N-2-MXP)-TSC] 0.102 M 32,7 15,5
9 13-[(N-2-CP)-TSC] 0.0165 M 26,64 2,91
13-[(N-2-CP)-TSC] 0.102 M 23,46 0
14 13-[(N-2,4-DCP)-TSC] 0.0165 M 33,2 11,2
13-[(N-2,4-DCP)-TSC] 0.102 M 38,6 19,5
16 I13-[(N-CHX)TSC] 0.0165 M 23.46 0,46
13-[(N-CHX)TSC] 0.102 M 24,39 0,39
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DNA Koruma
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Sekil 4. 21. Izatin ve Izatin tiyosemikarbazon tiirevleri bilesiklerinin DNA koruma yiizdeleri ve
plazmid DNA testinin jel goriintiisii

Resim 4. 1. Izatin ve izatin tiyosemikarbazon tiirevleri bilesiklerinin DNA koruma yiizdeleri ve

plazmid DNA testinin jel gorintiisii

4.5.2. 5 Floro izatin Tiyosemikarbazon ve Tiirevlerinin DNA Korumasi

Bu kimyasal bilesikler grubu iizerinde 5-Floro-izatin tiyosemikarbazon ve tiirevlerinin
timii, DNA'nmin korunmasinda, orta dereceden iyi dereceye koruma cesitliligi
gostermistir. 5-FI-4- (3MXP) -3-TSC) Z (Il) 0,102 molar bilesigi en iyi koruma
yiizdesini (%54) vermistir. Tabloda 4.4 ve Sekil 4.22'te gosterildigi gibi bu bilesigi,
icerdigi ¢inko (II) metal ve 3-Metoksifenil) -3-tiyosemikarbazon ile 5-F-I13 - [(N-3-
MXP) -TSC] 0,0165 molar (% 46,8) ve 5-F -13 - [(N-2-MP) -TSC] 0,102 molar (% 42,6)
takip etmektedir
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Tablo 4. 4. 5 Floro-izatin tiyosemikarbazon ve tiirevlerini, DNA koruma yiizdeleri

Numune No. Kimyasal Ismi Ortalama SEM

Negatif kontrol 100 0
Pozitif kontrol 0 0

5 5-F-13-[(N-4-MXP)-TSC] 0.0165 M 11,7 0
5-F-13-[(N-4-MXP)-TSC] 0.102 M 268 0

18 5-F-13-[(N-2-MP)-TSC] 0.0165 M 28,31 458
5-F-13-[(N-2-MP)-TSC] 0.102 M 42,6 154

- 5-F-13-[(N-3-MXP)-TSC] 0.0165 M 46,8 214
5-F-13-[(N-3-MXP)-TSC] 0.102 M 33 0

28 5-F-1-4-(3MXP)-3-TSC) Z(Il) 0.0165 M 41,94 201
5-F-1)-4-(3MXP)-3-TSC) Z(Il) 0.102 M 53.96 1.99

DNA Koruma
120 100

= 138 53,96

E ‘Zg - 268 28 31 i i . AL, 94 :

S o -

20 @ & ,&%Q\..- ) &%C\ &%C\ &%o ,&%o"'
]° - &3\ x@y SS\ Ox@'"'& o@q}b ; S ) R ,5" y@&g% y@ﬁg\b
55‘,0 3,\”7 & & Lf‘,\” }‘,@ %«\ ‘;‘,\*
Kimyasallar

Sekil 4. 22. 5 Floro-izatin tiyosemikarbazon ve tiirevlerinin bilesiklerinin DNA koruma

yiizdeleri ve plazmid DNA testinin jel goriintiisii

4.5.3. 5-Metoksi izatin Tiyosemikarbazon ve Tiirevlerinin DNA Korumasi

Bu grupta, farkli yapilari olan elli farkli bilesigin hepsi DNA korumalari i¢in degiskenlik
gostermigstir Tablo 4.5. % 50'den fazla DNA koruma saglayan dort bilesik, 5-MXI-3 -
[(NP) -TSC 0,102 molar, 5-MXI - [(N-3MXP) -TSC) 0,102 molar, 5-MXI3 - [(N'dir. -4
IP) -TSC 0.102 molar ve B (5-Ml) -4-P) -3-TSC) N (1) 0,0165 molar sirasiyla yiizde
54,8, 54,33, 51,15 ve 50 DNA koruma 6zelligi gostermistir. En diisiik DNA korumasi,
Sekil 4.23 ve Sekil 4.24'de gosterildigi tizere 5-MXI3 - [(N-2,4 DCP) -TSC 0,102 molar
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(% 21,9), 5-MXI3 - [(N-4-MP) -TSC] 0,0165 molar (% 23,29) ve 5-MXI3 - [(N-2-MP) -
TSC] 0,0165 (%23,20) bilesiklerine aittir.

Tablo 4. 5. 5-Metoksi izatin tiyosemikarbazon ve tiirevlerinin DNA korumasi

Numune No. Kimyasal Ismi Ortalama | SEM
Negatif kontrol 100 0
Pozitif kontrol 0 0
; 5-MXI3-[(N-4-MP)-TSC] 0.0165 M 23,2 16,8
5-MXI3-[(N-4-MP)-TSC] 0.102 M 31,38 2,41
o 5-MXI3-[(N-2-MP)-TSC] 0.0165 M 23,29 5,03
5-MXI3-[(N-2-MP)-TSC] 0.102 M 32,01 3,67
b, 5-MXI3-[(N-2,4 DCP)-TSC 0.0165 M 27,94 0
5-MXI3-[(N-2,4 DCP)-TSC 0.102 M 21,98 2,39
1 5-MXI3-[(N-4 NP)-TSC 0.0165 M 28,34 4,41
5-MXI3-[(N-4 NP)-TSC 0.102 M 40,35 0,35
1 5-MXI3-[(N-4 CP)-TSC 0.0165 M 33,53 5,99
5-MXI3-[(N-4 CP)-TSC 0.102 M 42,43 0,43
£ 5-MXI3-[(N-4 IP)-TSC 0.0165 M 39 17,9
5-MXI3-[(N-4 IP)-TSC 0.102 M 0,15
15 5-MXI-3-[(N-P)-TSC 0.0165 M 45,2 27,9
5-MXI-3-[(N-P)-TSC 0.102 M 18,5
17 5-MXI-3-[(N-CX)-TSC] 0.0165 M 34,06 2,22
5-MXI-3-[(N-CX)-TSC] 0.102 M 33,73 1,54
19 B(5-M-1)-4-(4-1P)-3-TSC) Z(II) 0.0165 M 32,52 4,77
B(5-M-1)-4-(4-1P)-3-TSC) Z(Il) 0.102 M 40,15 1,66
20 B(5-M-1)-4-(2,4 DCP)-3-TSC) Z(I) 0.0165 M 39,55 0,615
B(5-M-1)-4-(2,4 DCP)-3-TSC) Z(I) 0.102 M 35,06 4,79
- B(5-M-1)-4-P)-3-TSC) N(I1) 0.0165 M 50| 134 |
B(5-M-1)-4-P)-3-TSC) N(11)  0.102 M 35,33 7,41
23 Is(5-M-1)-4-P)-3-TSC) Z(Il) 0.0165 M 38,86 1,29
Is(5-M-1)-4-P)-3-TSC) Z(I1) 0.102 M 374 0,4
y B(5-M-1)-4-(N-B 1)-3-TSC) N(Il) 0.0165 M 40,74 9,9
B(5-M-1)-4-(N-B 1)-3-TSC) N(11) 0.102 M 24,43 0,43
26 5-MXI-[(N-3MXP)-TSC) 0.0165 M 38,66 2,62
5-MXI-[(N-3MXP)-TSC) 0.102 M 0,33
29 B(5-M-1)-4-(3MXP)-3-TSC) Z(I1) 0.0165 M 6,16
B(5-M-1)-4-(3MXP)-3-TSC) Z(Il) 0.102 M 3,39
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5-Metoksi - Izatin tiyosemikarbazon ve tiirevlerinin DNA korunmasi (1)
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Kimyasallar

Sekil 4. 23. 5-Metoksi izatin tiyosemikarbazon ve tiirevlerinin bilesiklerinin DNA koruma
yiizdeleri.

5-Metoksi - Izatin tiyosemikarbazon ve tiirevlerinin DNA korunmasi (2)
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Sekil 4. 24. 5-Metoksi izatin tiyosemikarbazon ve tiirevlerinin bilesiklerinin DNA koruma
ylizdeleri.
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4.6. DNA Etkilesimleri

Izatin'in yeni tiyosemikarbazon tiirevleri buzag timus DNA (CT-DNA) ile etkilesimin
olup olmadigimi goérmek igin ayrica yeniden sentezlenmistir. Elektronik absorpsiyon
spektroskopisi, bilesiklerin DNA ile etkilesimlerini arastirmanin en yaygin yoludur.
DNA'y1 interkalasyon yoluyla baglayan bilesikler genellikle aromatik bir kromofor ve
baz DNA ciftleri arasinda kuvvetli bir n—mr istifleme etkilesimi igceren interkalasyon

modundan dolay1 hipokromik ve bathokromik ile sonuglanir.’

4.6.1. 13-[(N-2-MP)-TSC]

Bu bilesik, CT-DNA konsantrasyonu (0-52 ila 72-178 uM) ile etkilesime giren sabit bir
konsantrasyona (40 uM) sahiptir ve dalga boyu 345-390 nm'de absorbe edilmistir. CT-
DNA ile I3 - [(N-2-MP) -TSC] i¢in absorbans degeri, bilesigin artan CT-DNA
konsantrasyonlari ile azalmistir (Sekil 4.25). Sonuclar bu bilesik ile CT-DNA arasinda
negatif bir korelasyon oldugunu gostermistir. Bu sonug, bilesik ve CT-DNA
komplekslerinin artan CT-DNA konsantrasyonlari ile absorbansi azalttigi ve baglanma
sabitinin Ky (2,7710 x 10> M%) oldugu anlamina gelmektedir.

Izatin 3 - [(N-2-metilfenil) - tiyosemikarbazon] K, (2.7710 x 10°

1,7000
: |
< 1,6000 §is o
o 3§ ix —
2 l —*
8 1,5000 -
- 0 0.00002 0.00004 0.00006 0.00008 0.0001
8 DNA
< 1,4000

1,3000

340 350 360 370 380 390
Dalga boyu(nm)
—@— blank 53 —@® 7lnew —@—newl78

Sekil 4. 25. CT-DNA yokken Izatin 3 - [(N-2-metilfenil) - tiyosemikarbazon] 'un spektral
absorbansi (--) ve ( )CT-DNA varliginda CT-DNA miktarinda artis durumundaki
degeri. Bilesik = 40uM. Siyah ok (|) artan CT-DNA konsantrasyonlari ile
absorbanstaki degisimi gosterir.
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4.6.2. 13-[(N-4-MP)-TSC]

Bilesik I3 - [(N-4-MP) -TSC] sabit bir konsantrasyona (40 uM) sahip ve CT-DNA (0-72
ila 126-178 uM) ile etkilesime girmistir. Dalga boyu 360378 nm'de absorbe edilmistir.
Absorbans degeri I3 - [(N-4-MP) -TSC] ve CT-DNA kompleksi, artan CT-DNA
konsantrasyonlari ile azalmis ve baglanma sabiti, Sekil 4.26'da gosterildigi gibi Kj (9,61
x 10> M Yy idir.

izatin 3 - [(N-4-metilfenil) - tiyosemikarbazon] Kb=9.61 10 %
| N 0,0000001
0,8700 / : »
. 0,8650 N £ SE-08
3 = ¥
S 10,8600 - A - HA N zZ o He
2\ \ 0 0,00%1N0A0002 0,0003
g8 08550 [/, D)
o
8 10,8500 - 7/, A\
<
0,8450 —/— \\
0,8400 +4-/- ‘ : AN\
360 365 370 375
Dalga boyu(nm)
Blank 72 126 252

Sekil 4. 26. CT-DNA yokken izatin 3 - [(N-4-metilfenil) - tiyosemikarbazon]'un spektral
absorbansi (--) ve (_) CT-DNA varliginda CT-DNA miktarinda artis
durumundaki degeri. Bilesik = 40uM. Siyah ok (]) artan CT-DNA
konsantrasyonlari ile absorbanstaki degisimi gosterir.

4.6.3. 13-[(N-3-FP)-TSC]

Bilesik 13 - [(N-3-FP) -TSC] sabit bir konsantrasyona (40 uM) sahiptir ve CT-DNA (0-
36 ila 72-108 uM) ile etkilesime girmistir. Dalga boyu 355-380 nm'de absorbe
edilmistir. 13 - [(N-3-FP) -TSC] ve CT-DNA kompleksi i¢in absorbans degeri, artan CT-
DNA konsantrasyonlari ile azalmig ve Sekil 4.27'de gosterildigi gibi baglanma sabiti Ky
(2,52 x 10> M ") dir.
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Izatin 3 - [(N-3-florofenil) - tiyosemikarbazon ] K, = 2.52 10

1,9000 f"ﬁv’\z\w 5 :f_lx—ass—os
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8 11,8000 }," 2
2 , )
8 ”
< 1,7500 , \

1,7000 P J

350 360 370 380
Dalga boyu
—@— blank 36 72 108 —@— #REF!

Sekil 4. 27. CT-DNA yokken izatin 3 - [(N-3-florofenil) - tiyosemikarbazon 'un spektral
absorbansi (--) ve (_)CT-DNA varliginda CT-DNA miktarinda artis durumundaki
degeri. Bilesik = 40uM. Siyah ok (|) artan CT-DNA konsantrasyonlari ile
absorbanstaki degisimi gosterir.

4.6.4. 13-[(N-4-FP-TSC]

Bilesik I3 - [(N-4-FP-TSC] sabit bir konsantrasyona (40 uM) sahiptir ve CT-DNA (0-36
ila 126-252 uM) ile etkilesime girmistir. Dalga boyu 355-380 nm'de absorbe edilmistir.
I3 - [(N-4-FP-TSC] ve CT-DNA kompleksi absorbans degeri, CT-DNA
konsantrasyonlar: arttik¢a azalirken, baglanma sabitinin Kp (5,55 x 10 > M ') oldugu
Sekil 4,28'de goriilmektedir.
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izatin 3 - [(N-4-florofenil) - tiyosemikarbazon] Ky, = 5,55 10 5
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Sekil 4. 28. CT-DNA yokken izatin 3 - [(N-4-florofenil) - tiyosemikarbazon 'un spektral
absorbansi (--) ve (_) CT-DNA varliginda CT-DNA miktarinda artis durumundaki
degeri. Bilesik= 40uM. Siyah ok (| )artan CT-DNA konsantrasyonlari ile
absorbanstaki degisimi gosterir.

4.6.5 13-[(N-2-MXP) -TSC]

Bilesik 13 - [(N-2-MXP) -TSC] sabit bir konsantrasyona (40 uM) sahiptir ve CT-DNA
(0-108 ila 126-252 uM) ile etkilesime girmistir. Dalga boyu 348-390 nm'de absorbe
edilmistir. 13 - [(N-2-MXP) -TSC] ve CT-DNA kompleksi i¢in absorbans degeri, artan
CT-DNA konsantrasyonlari ile azalirken, baglanma sabiti Sekil 4.29°de gosterildigi gibi
Kp(1,72 x 10 * M ') dir.
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izatin 3 - [(N-2-metoksifenil) - tiyosemikarbazon] K,=1.72104

X
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0,5200

Sekil 4. 29. CT-DNA yokken izatin 3 - [(N-2-metoksifenil) - tiyosemikarbazon]'un spektral
absorbansi (--) ve (_) CT-DNA varliginda CT-DNA miktarinda artis durumundaki

degeri. Bilesik = 40uM. Siyah ok () artan CT-DNA konsantrasyonlari ile
absorbanstaki degisimi gosterir.

4.6.6. 13-[(N-2-CP)-TSC]

Bilesik 13 - [(N-2-CP) -TSC] sabit bir konsantrasyona (40 uM) sahiptir ve CT-DNA (36
- 108 - 252 uM) ile etkilesime girmistir. Dalga boyu 355-380 nm'de absorbe edilmistir.
I3 - [(N-2-CP) -TSC] ve CT-DNA kompleksi i¢in absorbans degeri artan CT-DNA
konsantrasyonlari ile artmis ve Sekil 4.30'de gosterildigi gibi baglanma sabiti Ky, X (9,73
x 10 > M ") olarak bulnmustur.
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izatin 3 - [(N-2-klorofenil) - tiyosemikarbazon] K, =9.73 105
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Sekil 4. 30. CT-DNA yokken izatin 3 - [(N-2-klorofenil) - tiyosemikarbazon]'un spektral
absorbansi (--) ve () CT-DNA varliginda CT-DNA miktarinda artis durumundaki
degeri. Bilesik= 40uM Siyah ok (]) artan CT-DNA konsantrasyonlari ile
absorbanstaki degisimi gosterir.

4.6.7. 13-[(N-2, 4-DCP)-TSC]

Bilesik 13 - [(N-2,4-DCP) -TSC] sabit bir konsantrasyona (40 uM) sahiptir ve CT-DNA
(0-18 ila 90-126-252 uM) ile etkilesime girmistir. Dalga boyu 355 - 380 nm'de absorbe
edilmistir. 13 - [(N-2, 4-DCP) -TSC] ve CT-DNA kompleksi i¢in absorbans degeri, artan
CT-DNA konsantrasyonlar: ile azalmig ve baglanma sabiti, Sekil 4,31'de gosterildigi
gibi Ky (5,24 x 10° M ") olarak kaydedilmistir.
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Izatin 3 - [(N-2,4-diklorofenil) - tiyosemikarbazon] K,, = 5.24 10°
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Sekil 4. 31. CT-DNA yokken Izatin 3 - [(N-2,4-diklorofenil) - tiyosemikarbazon]'un spektral
absorbansi (--) ve (_) CT-DNA varliginda CT-DNA miktarinda artis durumundaki
degeri. Bilesik = 40pM. Siyah ok (|) artan CT-DNA konsantrasyonlari ile
absorbanstaki degisimi gosterir.

4.6.8. 13-[(N-CHX) TSC]

Bu bilesik 13 - [(N-CHX) TSC] sabit bir konsantrasyona (40 uM) sahiptir ve CT-DNA
(0-36 ila 72-180 uM) ile etkilesime girmistir. Dalga boyu 350-380 nm'de absorbe
edilmistir. 13 - [(N-CHX) TSC] ve CT-DNA kompleksi i¢in absorbans degeri, artan CT-
DNA konsantrasyonlar1 ile azalmistir ve Sekil 4,32'te gosterildigi gibi baglanma sabiti,
Kp (2,84 x 10° M ") olarak bulunmustur.
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izatin 3 - [(N-siklohekszil) - tiyosemikarbazon] K , = 2.84 10°
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Sekil 4. 32. CT-DNA yokken Izatin 3 - [(N-siklohekszil) - tiyosemikarbazon]'un spektral
absorbansi (--) ve (_)CT-DNA varliginda CT-DNA miktarinda artis durumundaki
degeri. Bilesik = 40uM. Siyah ok (|)artan CT-DNA konsantrasyonlari ile
absorbanstaki degisimi gosterir.

Sabit bir konsantrasyondaki (40 uM) bilesikler, CT-DNA konsantrasyonu (0-252 uM) ile
etkilesime girmistir. Absorbe edilen dalga boyu 345-390 nm arasinda degismistir. CT-
DNA ve bilesik komplekslerinin absorbans degeri, bilesik I3 - [(N-2-CP) -TSC]
disindaki tiim bilesikler i¢in azalmistir. Sekiz bilesigin ve DNA baglayict maddelerin
timl giiclii bir absorpsiyon gostermistir ve bilesik ve CT-DNA kompleksleri igin
absorbans degerleri, 13 - [(N-2-CP) -TSC] hari¢ tiim bilesiklerde artan CT-DNA
konsantrasyonlar1 ile azalmistir. Bilesiklerin DNA baglanma sabitlerinin degisimi

asagidaki sirada ¢cikmistir:

13-[(N-2-MP) -TSC K, (2,7710 x 10° M ™) 13-[(N-4-MP)-TSC] K, (9,61 x 10°M ™)
13-[(N-3-FP) -TSC] K;, (2,52 x 10° M ) 13-[(N-4-FP-TSC] K, (5,55 x 10° M )
13-[(N-2-MXP) -TSC] K;, (1,72 x 10* M ™) I3-[(N-2-CP)-TSC] K, (9,73 x 10° M )

13-[(N-2, 4-DCP) -TSC] K;, (5,24 x 10°M %) 13-[(N-CHX) TSC] K, (2,84 x 10° M %)
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5. SONUC VE TARTISMA

5.1. Antimikrobiyal Etkinlik
5.1.1. izatin ve Izatin Tiyosemikarbazon Tiirevlerinin Antimikrobiyal Etkinligi

Calismamizda, sentezlenen tiim bilesiklerimiz test edilen Gram pozitif ve Gram negatif
bakterilere kars1 in vitro olarak farkli antibakteriyal etkinlik sergilemistir. Bu bilesiklerin
farkli etkinlikleri, izatin ve tiyosemikarbazonun yani sira farkli kimyasal yap1
kombinasyonlari ile de iligkilendirilmistir. Bu bilesikler, yirmi bir patojenik bakteriye
kars1 antimikrobiyal etkinlik acisindan degerlendirilmis ve bu bakteriler % 52,4 oraninda
Gram pozitif bakterileri etkilerken % 47,6 oraninda Gram negatif bakterileri
etkilemislerdir. Bu yirmi bir bakteri susundan, izatin tiyosemikarbazon tiirev
bilesiklerinden etkilenen on dort (% 66,7) sus olmustur. Bu 14 bakteri susundan % 64,2'i
Gram pozitif ve % 37.5'i Gram negatiftir. S. aureus ATCC 43300 (MRSA) ve S. lutea
ATCC 9341, bu bilesiklerden en ¢ok etkilenen bakterilerdir. Sekiz bilesikten yedisi bu
bakteri suslarini inhibe etmistir. Bunlar1 6 bilesik ile S. pneumonia ATCC 10015
bakterisi takip etmektedir. 13 - [(N-2-MXP) -TSC] ise bu gruptaki hi¢bir bakteri susunu
etkilemeyen tek bilesik olarak bulunmustur.

K. pneumonia, P. aeruginosa, E. aerogenes ATCC 13048, Y. enterocolitica ATCC 1501
ve P. mirabilis ATCC 2593 Gram negatif bakterilerinin her biri sadece bir bilesik
tarafindan inhibe edilmistir. P. vulgaris, E coli ve S. marcescens Gram negatif suslari,
kullanilan bilesiklerin higbiri tarafindan inhibe edilmemis ve bunlara karsi direngli
cikmistir. Pozitif kontrol genis spektrumlu antibiyotikleri (Levofloksasin ve Zosyn)
farkli inhibisyon sonlar1 sergilemistir. K. pneumonia ve E. faecium Levofloksasin'e
direncli ¢ikmus, ancak bilesik Izatin 3 - [(N-2,4-diklorofenil) - tiyosemikarbazon, hem K.
pneumonia hem de E. faecium i¢in ¢apt 7,5 mm olan bir inhibisyon zonu sergilemistir.
Dolayisiyla, bu bilesigin Levofloksasin'den daha etkili oldugu anlamina gelmektedir. P.

aeruginosa, E. aerogenes ATCC 13048, S. pneumonia ATCC 10015, S. lutea ATCC
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9341 ve P. mirabilis ATCC 25933, zosyn genis spektrumlu antibiyotige kars1 direncli

¢cikmis, ancak test edilen bilesiklerin bazilar tarafindan etkilenmislerdir.

Pakravan ve ark. (2013), gesitli izatin-N-Mannich ve izatin-3 tiyosemikarbazonlarin ve
ikame edilmis indolinonlarin bazlarinin Gram pozitif ve Gram negatif bakterilere karsi
antibakteriyel etkinlik gosterdigini bildirmistir®. Her ne kadar bu bilesigin bilesimi
bilesiklerimizden biraz farkli olsa da, sonug¢larimizla tutarlidir. Calismamizda, S. aureus
ATCC 43300 (MRSA) kullanilan test bilesiklerinin ¢ogundan etkilenmistir. Ancak
Rossolini ve ark. (2014) metisiline direngli S. aureus'un (MRSA) antibiyotik direnci

krizinde en bityiik oyuncu oldugunu bildirmistir.*’

Calismamiz malzemelerin bilesimindeki kiiclik farkliliklara ragmen Khan ve Maalik
(2015) 'in bilesiklerinin, E. coli, S. aureus P. vulgaris, P. aeruginosa ve P.
aeruginosa'ya karsi referans antibiyotik amoksisilin ve norfloksasinden daha iyi

antimikrobiyal etkinlige sahip olduklar1 caligmalariyla uyumludur. A

Zhang ve ark. (2015), minimum inhibisyon konsantrasyonuna sahip 51 Izatin-p-
tiyosemikarbazon tiirevi bilesiginden 20'sinin, metisiline direngli S. aureus ve
vankomisine direngli Enterococcus'un biiylimesini inhibe ettigini bildirmistir. Bu,
“bilinen” Izatin-B-tiyosemikarbazon bilesiklerinin, klinik olarak izole edilmis bir MRSA
susuna kars1 onemli bir anti-Gram pozitif patojen aktivitesi sergiledigi ilk ¢aligmadir. Bu
sonuglar, bu bakteri tiirlerine karst sonu¢ veren sentezlenmis bilesiklerimizin

sonuglariyla tutarlidir.*

Sandra ve ark. (2008) karsilastirma i¢in Sulfametoksazol, trimetoprim ve klotrimazol
incelemis ve artan etkinlik sonucuna ulasmislardir. Tiim bilesikleri, S. aureus, B.
anthracis (ligand harig) ve P. aeruginosa'ya karsi trimethoprimden daha yiiksek etkinlik
gostermis ve Hg (II) ile komplekslenmis E. coli'ye karsi diisiik etkinlik sergilerken, P.
mirabilis Zn (II)'e kars1 trimethoprimden daha iyi aktivite gdstermistir. Ote yandan
trimethoprim ile Pd (1) kompleksleri ayni etkinligi sergilerken, S. faecalis'e kars1 Hg

(I) ve Pd (II) kompleksleri daha yiiksek aktivite gostermis. Zn (1) kompleksinin
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trimetoprim ile ayni etkinligi gostermistir. Bu sonuglar ¢alismamizin sonuglariyla

tutarlidir.®®

Izatin'in  bakteri inhibisyonu mekanizmasi, proteazlarin  inhibisyonu veya
modiilasyonunu, translasyonun baslatilmasint ve neo-vaskiilarizasyonu ve tiibiilin

polimerizasyonunu icermektedir.*

Metal tabanli Izatin iceren siilfonamidlerini inceledikleri calismada Chohan ve ark.
(2006) metal ligandlarinin yani sira tiim ligandlarin C. diphtheria ve S. typhi'ye karsi
zayif etkinlik gosterdigi sonucuna ulagsmislardir. Ayrica ¢alismalarinda biitiin bilesikler
diger bakteri suslarina karsi orta derecede etkinlik gdstermistir. Bunun yani sira, tim
ligandlarin ¢inko (II) komplekslerinin tiim tiirlere oranla en etkili oldugunu

bildirmislerdir. %

5.1.2. 5 Floro izatin Tiyosemikarbazon ve Tiirevlerinin Antimikrobiyal Etkinligi

Bu bilesik grubu, kimyasal yapilarmin farkli pozisyonlarda metoksifenil veya
metofenilinin yaninda 5 Floro-izatin tiyosemikarbazonu igerir. Bu bilesikte, 5-F-13 -
[(N-4-MXP) -TSC] hari¢ bu bilesik igin test edilen tiim bakteriler igin farkli inhibisyon
zonlar1 ve antimikrobiyal etkinlikler kaydedilmistir. Bunun nedenine yonelik net igin bir

aciklama olmamakla birlikte, N-4-metoksifenil'in pozisyonu buna neden olmus olabilir.

Patela ve ark. (2006), antimikrobiyal ¢aligmanin, izatinin 5. pozisyonda florin ve klor ve
brom gibi maddelerler ikamesinin, bir dizi i¢inde daha etkin bilesikler iirettigini ortaya
koydugunu bildirmistir.go Calismamizda kullanilan bu yeni bilesikler, her iki kontrol
pozitif antibiyotik ile karsilastirildiginda bazi bakteri suslarina karsi iyi bir etki
gostermis ve bazilarinda genis sprektrumlu kontrol antibiyotiklerden 30 mm ¢apa kadar
daha genis inhibisyon zonu sergilemislerdir. Bu bakteri suslari, P. vulgaris, E. coli, S.
marrescens, E. faecium, L. monocytogenes ATCC 7644 ve E. aerogenes ATCC
13048'dir.
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Bu gruptaki bilesikler, bu c¢alismadaki en biiyilk gruptur ve diger gruplarla
karsilastirildiginda Gram negatif bakterileri % 46,7 oraninda etkilemistir. Saito ve ark.
(2007) P. wvulgaris bakterisinin siklikla hastane kaynakli kalici mikroorganizma
oldugunu ve ayrica birgok antibiyotige direngli olmasi ve florokinolonlara ve genis
spektrumlu sefalosporin direncinde bir artisin goriildiigiinden bu bakteri tedavisinin zor
oldugunu  bildirmistir®™®.  Ancak  bilesigimiz  dinyadaki antibiyotik  direnci
problemlerinden biri olarak kabul eden bu S. enteritidis ATCC 13076 ve S. typhimurium
NRRLE 4463 bakteri susuna kars1 ¢ok iyi bir etki saglamistir.

5-F-14- (3MXP) -3-TSC) Z (II) bilesigi, bu gruptaki en zayif bilesiktir ve ¢inko (II)
metalin varligina ragmen 9 mm ¢apinda bir inhibisyon zonu ile sadece bir Gram pozitif
bakteriyi E. faecium'u inhibe etmistir. Bu sonug, metal igceren bilesiklerin bakteriyel
olarak daha fazla etkin oldugunu bildiren Varkey ve ark. (2013) ve Vaidya ve

81,91

arkadaslarinin (2017) ¢alismalariyla tutarsizlik gosterirken Hobman ve Crossman'in

(2014) calismasiyla ortiismektedir.’

5.1.2. 5-Metoksi izatin Tiyosemikarbazon ve Tiirevlerinin Antimikrobiyal
Etkinligi

Farkli pozisyonlarda farkli kimyasal ve metallerin yani sira izatin tiyosemikarbazonlu 5-
metoksi'den olusan bu bilesik grubundaki bilesiklerin ¢ogu, E. faecium'e kars1 18.7 mm
inhisibisyon gosteren 5-Metoksiizatin 3 - [(N)-siklohekzil) - tiyosemikarbazon] ve E.
aerogenes ATCC 13048'e karst 10 mm capinda inhibisyon zonu saglayan 5-
Metoksiizatin 3 - [(N-4-iyodofenil) - tiyosemikarbazon] harig¢, antibiyotikleri
levofloksasin ve zosin kiyasla hafif antimikrobal etkinlik saglamistir. Baz1 bilesikler,
nikel ve ¢inko icermelerine ragmen, bu bakterilere kars1 hafif etki gdstermislerdir. Nikel
ve ¢inkonun inhibisyon agisindan fark yaratmamasi Varkey ve ark. (2013) ve Vaidya ve

ark (2017) 'nin ¢alismalari ile ortiismemektedir.®’ **
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5.2. DNA Koruma

5.2.1. izatin ve izatin Tiyosemikarbazon Tiirevlerinin DNA Korumasi

Bu ¢alismadaki farkli kimyasallarin, Fenton bilesigi tarafindan iiretilen hidroksil radikal
hasarma karst farkli konsantrasyonlarda koruma yetenegini gostermek ilizere DNA

koruma testi gergeklestirilmistir.

Bu bilesikler, yeni bilesikler olmasi nedeniyle DNA korumas1 acisindan bu bilesiklerle
ilgili herhangi bir arastirma bulunmamaktadir. Bu nedenle, bu c¢alismanin bulgularina
baska bir caligmaya referans vermek zordur. Osman ve ark (2015), tim odun
ekstralarinin DNA korumas: sergiledikleri ¢aligmalarinda ardicin diri odununun 10
mg/mL’ de, en yiiksek DNA koruma aktivitesini verdigini (% 84), bunu ardicin 5
mg/mL’ nin % 83 ile takip ettigini ve zeytin odununun 10 mg/mL’ ile % 71 oraninda
DNA koruma 6zelligi gosterdigini rapor etrnislerdir.87 Odunlarin kimyasal igerikleri

diistintildiiglinde, koruma aktivetsinin bu kimyasal i¢erikten kaynaklandig: diisiiniilebilir.

Reaktif hidroksil radikalleri tiim biyolojik sistemlerde olusur ve canli hiicrelerde hemen
hemen her molekiile zarar verebilir. Ayrica, DNA'da niikleotitleri birlestirir ve
mutajenez ile sonuglanan iplik bozulmasina neden olurlar. Bu nedenle, etkinlik i¢in
hidroksil radikalleri olan bu bilesikler bu giin daha 6nemli hale gelmis ve bu kimyasallar

iyi DNA korumalar1 géstermistir.

5.2.2. 5 Floro izatin Tiyosemikarbazon ve Tiirevlerinin DNA Korumasi

5-Floro-izatin tiyosemikarbazon ve bunun tiirevlerinde, 0.102 molar konsantrasyona
sahip bilesik 5-Fl) -4- (3MXP) -3-TSC) Z (II), diger bilesiklere kiyasla % 54 oraninda
iyi koruma saglamistir. Bunu % 47 koruma oraniyla 5 -F-13 - [(N-3-MXP) -TSC] 0,0165
M takip etmektedir. Bu bilesikte sasirtici olan, diisiik konsantrasyonun, yliksek
konsantrasyona 0,102 M gore daha iyi koruma saglamasidir. 5-F-13 - [(N-4-MXP) -TSC]

bilesigi, en diisiik koruma yiizdesini gostermis ve bu bilesik, bu ¢alismada kullanilan
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bakterileri etkilememistir. Aslinda, antimikrobiyal etkinlikler ile diger bilesikler

tizerindeki DNA korumalar1 arasinda anlamli bir iliski bulunamamustir.

5.2.3. 5 Metoksi izatin Tiyosemikarbazon ve Tiirevlerinin DNA Korumasi

5-Metoksi - izatin tiyosemikarbazon ve tiirevleri de farkli konsantrasyonlarda farkli
DNA koruma varyasyonlarina sahiptir. Bu gruptaki DNA korumasi i¢in en iyi bilesikler
5-MXI-3 - [(NP) -TSC) 0,102 molar, 5-MXI - [(N-3MXP) -TSC) 0,102 molar, 5-MXI3 -
[(N) idi. -4 IP) -TSC 0.102 molar, B (5-Ml) -4-P) -3-TSC) N (II) 0.0165 molar ve B (5-
MI) -4- (3MXP) -3-TSC) Z (1) 0,102 molar, sirasiyla % 55,% 54,% 51,% 50 ve % 48
oranlarina sahiptir. Metallerin varligi, DNA korumalar1 i¢in herhangi bir etki
yapmamistir. Ayrica bakteri lizerindeki etkileri ve DNA korumalar1 arasinda bir iligki
bulunamamistir. Ciinkii bu bilesiklerin bazilar1 bakterileri etkilememis, fakat DNA'ya
karst 1yl koruma saglamistir. Yiiksek konsantrasyonlu bilesiklerin (0,102 molar) birkag
tanesinin ac¢iklama olmaksizin bu bazin aksine olmasi disinda, diisiik 0,0165 mollerden

daha iyi DNA konsantrasyonu verdigi kaydedilmistir.

Genel olarak bu sentezlenmis bilesikler, 1yi bir DNA koruma yiizdesi saglamistir ancak

ne yazik ki benzer bilesikler ve karsilastirilacak ¢aligsmalar literatiirde bulunamamaistir.

5.3. DNA Etkilesimi

DNA etkilesimleri igin, izatin ve izatin grubu tiyosemikarbazon tiirevleri, DNA
etkilesmesine maruz birakilmistir. Bu bilesiklerin DNA etkilesimi, CT-DNA
komplekslerini, bu komplekslerin CT-DNA'ya yonelik interkalatif aktivitesini yansitan
yiiksek bir igsel baglanma sabiti (kp = 1,72 x 10* M~ — 9,73 x 10° M) sergilemistir.
Farkli arastirmacilar, tiyosemikarbazon ve CT-DNA arasindaki etkilesimi de
incelemislerdir. Bir ¢aligmada, IBT (izatin-B-tiyosemikarbazon) ve CT-DNA etkilesimi
arastirtlmis ve bir prob olarak nétr kirmizi boya ve UV-Vis absorpsiyon spektrumu (70,
71 ve 72) kullamlmugtir.®
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Sonuglarimiz Amna Q. ve ark.'nin (2014) tiyosemikarbazon Schiff bazlarinin izatin ile
altt yeni Cu (II) komplekslerinin CT-DNA ile yiiksek i¢sel baglanma sabit etkilesimi
verdigini bildirdigi ¢alisma ile uyumludurgz. Insiilin ve CT-DNA arasindaki etkilesimle
ilgili bir baska ¢alisma, 7,4' likk bir pH'ta absorpsiyon, floresans ve dairesel dikroizm
spektroskopileri  agisindan  incelenmistir. Karigimin  absorbansinin, CT-DNA
konsantrasyonunun artmasiyla azaldigt ve bu c¢alismada Kb degerlerinin, K,
degerlerimizle ayni olan 4,8><105, 1,0><103 and 5,4><102 oldugu sonucuna varilmistir. 9
Calismamizda, CT-DNA ile bilesiklerin karistminin  absorbansi, CT-DNA
konsantrasyonunun artmasiyla azalmistir. Dolayistyla, sonuglarimiz Kong ve ark.'nin
(2012) bir insiilin ve CT-DNA karisimi ile absorbansta bir azalma ve artan DNA
konsantrasyonu gostertigi calisma ile ortlismektedir. Calismamiz ayrica Shahbazy ve
ark.min  (2017) izatin ve izatin-3-isonicotinilnydrazone (IINH) ve Izatin-B-
tiyosemikarbazon (IBT) ve CT-DNA tiirevlerinin etkilesimi ile i¢sel baglanma ((Kp
[IBT-CT-DNA] = 1,03 x 10° and K,[IINH-CT-DNA] = 1,09 x 10° L mol ™)

gozlemledikleri ¢aligmalariyla da uyumludur. Bu bilesikler kabaca diger interkalasyon
ile karsilastirilabilir. Ancak izatin CT-DNA viskozitesinde énemli bir artis olmadan bir
groove modu (Kb [izatin-CT-DNA]=7,32 x 10* L mol™) aracihigiyla CT-DNA'ya

bag“glanmaktadlr.72

DNA'y1 interkalasyon yoluyla baglayan bilesikler genellikle hipokromizm ve
bathochromism ve aromatik kromofor ve deoksiriboniikleik asit baz ¢iftlerinde meydana
gelen bu istifleme etkilesimi ile sonuglanir®. Interkalasyon modu, aromatik bir kromofor

ve baz DNA ciftleri arasinda gii¢lii bir n—n istifleme etkilesimi icerir.

67



BOLUM II

6. GIRIS

Antibiyotikler yaygin olarak ¢esitli bulasic1 hastaliklara kars1 tedavi edici ve Onleyici
ila¢ olarak kullanilir. Bununla birlikte, bu ilaglarin gelisigiizel kullanimi, diinya ¢apinda
antimikrobiyal diren¢ patojenlerinin ortaya ¢ikmasina yol agan halk sagligi sorunlarinin

. . . . 1. 50,51
en Onemlilerinden biridir.

Boylece, bu durumun iistesinden gelmek i¢in, sifali otlar,
sifali bitkiler, canli organizmalar gibi farkli kaynaklardan gelen yeni antimikrobiyal
maddeleri bulmak ve halk sagligi tehditlerini 6nlemek icin tek basina veya baska
kimyasal maddeler veya etkenler ile birlikte yeni alternatif antibiyotik sentezi yapmak

i¢in ¢esitli arastirmalar yatpllrmstlr.52
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7. KURAMSAL CERCEVE

Seftriakson, ¢esitli bulasict hastaliklara karsi tedavi edici ve onleyici ilag olarak yaygin
sekilde kullanilan genis spektrumlu bir antibiyotiktir. Bununla birlikte, bu ilaglarin
gelisigiizel kullanimi, diinya ¢apinda antimikrobiyal direng patojenlerinin ortaya

°0.31 ‘Bgylece, bu

cikmasina yol acan halk saglig1 sorunlarinin en dnemlilerinden biridir
durumun tistesinden gelmek i¢in, sifali otlar, sifali bitkiler, canli organizmalar gibi farkli
kaynaklardan gelen yeni antimikrobiyal maddeleri bulmak ve halk sagligi tehditlerini
onlemek icin tek basina veya baska kimyasal maddeler veya etkenler ile birlikte yeni
alternatif antibiyotik sentezi yapmak icin cesitli arastirmalar yapilmustir.>* Seftriakson,
menenjit, idrar yolu enfeksiyonlari, cilt enfeksiyonlari, kulak enfeksiyonlari, bel

soguklugu ve diger hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak kullanilan {giincii kusak

ameliyat sonras1 enfeksiyon riskini azaltmak i¢in ameliyat 6ncesi de kullanilir.>®

Scott ve ark. (2008) ve Spector ve ark. (1987), seftriaksonun kan-beyin bariyeri boyunca

3 74 e Koomhin ve ark.2012),” seftriakson tedavisinin hipokampustaki

tagindigini
hipokampal cornu ammonis 1 (CAl) ve cornu ammonis 3 (CA3) ndronal sayisini
arttirdigini ve Morris su labirentinde mekansal 6grenme ve hafiza performansini
artirdigin1 bildirmislerdir. Dentat girus ve siibiklim arasindaki alani olusturan Cornu
Ammonis (CA) alt alam1 CA3, CA2 ve CAl bolgesine boliinmiistiir. Miimkiin olan en
yiiksek kan ve beyin omurilik sivisi (BOS) konsantrasyonlarini elde etmek i¢in hastaya
bakteriyel menenjit tedavisi i¢in intravendz seftriakson uygulanir. % n vitro, seftriakson,
hiicre duvari sentezini inhibe ederek hem Gram pozitif hem de Gram negatif aerobik ve
anaerobik bakterilere etki gosterir. Ayrica, seftriakson, Penicillinases Cephalosporinases
ve genisletilmis spektrumlu beta-laktamaz dahil olmak iizere cesitli B-laktamazlar
tarafindan hidrolize kars1 istikrarli olsa da, artik bir¢ok bakteri susu bu ilaca direngli hale
gelmektedir.!® Acharya ve ark. tifo atesi olan hastalarda seftriaksonun

farmakokinetigini incelemisler ve bu hastalarin seftriakson tedavisine iyi yanit verdigini

belirtmislerdir.
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Sayiner ve ark.'®

Hem planli hem de asamali bir mekanizma olarak yar1 ampirik
Parametre Yontemini 6 (PM6) kullanarak fenilalanin ve seftriakson arasindaki etkilesimi
incelemislerdir. Kan-beyin bariyeri (BBB) suda ¢6ziiniir maddelerin kandan sinir
sistemine gegisini ve beyin parankimi penetrasyonunu da sinirlar ve bir bariyer gorevi
goriir. Glukoz, amino asit onciileri ve nérotransmitter gibi bazi 6zel tasima sistemlerinin

gecisini miimkiin kilar,*% 78

Bununla birlikte, bariyer kolaylastirilmis taginim sistemi,
beyin kilcal endotel liimen zarlar1 {izerinde bulunur. Bu 6zellikler sayesinde, genellikle
kan-beyin bariyeri arasinda iki yonlii besin tasima sistemi saglamr.”” Bu tasima sistemi
ayrica fenilalanin, 16sin ve diger notr amino asitler i¢in notr bir amino asit tagima sistemi
igerir.”® Notr amino asitlerin tasinmasinda rol alan biiyiik ndtr amino asit tastyici tip 1
sistemi, beyinde aktif ila¢c tasinmasina yonelik hedefler olarak yaygin sekilde
kullanilir.”® Beyni toksik ve zararli bilesiklere tutarken, BBB ayrica birg¢ok ilag molekiilii
icin bir engel teskil eder. Merkezi sinir sistemini (CNS) etkileyen hastaliklar igin
kullanilan ilaglar bu engeli asmada simrhi bir yetenege sahiptir.”® Beynin ilag
hedeflemesi ile ilgili calismalar Alzheimer, Parkinson, Huntington, amyotrofik lateral
skleroz, multipl skleroz, inme, beyin travmasi, omurilik yaralanmasi, beyin kanseri gibi
CNS hastaligina, AIDS, dogumsal ataksiler ve dogumsal metabolik hastaliklar gibi

beyindeki viral enfeksiyonlara kars1 gerg:eklestirilmistir.104

Fenilalanin gerekli amino asitlerden biridir ve viicudumuzun saglik i¢in buna ihtiyaci

>4, 105 Dogal olarak

fenilalanin, proteinlerde bulunan dogal formunda annelerin anne siitiinde bulunur’.

vardir. Ancak bunu kendisini iliretemez, yiyeceklerden elde edebilir

Fenilalanin, protein ve beyin kimyasallarin1 sentezlemek i¢in ihtiya¢c duyulan baska bir
amino asit olan viicut iginde tirosine doniisiir. Fenilalanin eksikligi kafa karisikligi,
enerji eksikligi, depresyon, uyusukluk, hafiza sorunlari, istahsizlik gibi bir¢ok saglik

sorununa neden olur.**
Bu nedenle, bu ¢alisma fenilalanin ile seftriakson kombinasyonunun antimikrobiyal

etkinlik acisindan arastirmak icin tasarlanmistir. Bir seftriakson ve fenilalanin

karigtminin, farklt mikroorganizmalara karsi artan bir inhibisyon bdlgesine neden
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oldugunu gozlemlenmistir. Bu ¢alisma, bazi patolojik durumlarin tedavisi ig¢in

seftriaksonun kullanilabilir uygulamasini saglamistir.
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8. MATERYAL VE YONTEM

8.1. Stok Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Seftriaksonun 1mM stok c¢ozeltileri ve fenilalaninin 1mM stok c¢ozeltileri, steril
damitilmis su ile ve steril test tiiplerinde hazirlanmistir. Her stok ¢6zeltiden, 500 ul (0,3
mol/L seftriakson ve 0,3 mol/L fenilalanin) alinmis ve fenilalanin ve seftriakson stok

cozeltisini elde etmek icin ayni steril test tiipiine dokiilmiistiir.

8. 2. Mikroorganizma Suslar:

Seftriakson, fenilalanin ve bunlarin kombinasyonunun antibakteriyel etkinligini test
etmek igin farkli Gram pozitif ve Gram negatif bakteri tiirleri segilmistir. Seftriakson
Candida albicans'a duyarli degildir, ancak fenilalanin eklendikten sonra herhangi bir
etkisinin olup olmadigini goérmek i¢in lizerinde deney yapilmistir. Mantar susu olarak C.

albicans ATCC 26555 kullanilmistir. Kullanilan suslar Tablo 8.1” de gosterilmistir.

Tablo 8. 1. Seftriakson ve fenilalanin deneyi i¢in kullanilan mikroorganizma tiirleri

Bakteri tiirleri Gram (+) Gram (-)
K. pneumonia X
S. aureus ATCC 25923 X
P. vulgaris X
E. coli X
S. marrescens X
S. epidermis
Alfa haemolytica Streptococcus
Enterococcus faecium
Pseudomonas aeroginosa X
Listeria monocytogenes ATCC 7644 X
Enterococcus durans X
Salmonella kentucky X
Enterobacter aerogenes ATCC 13048 X
Candida albicans ATCC 26555 maya

XXX
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Minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIC), ii¢ tip bakteri E. coli, S. marrescens ve E.
faecium igin seftriakson ile gergeklestirilmistir. Bu bakterilerin secilme sebebi,
seftriaksonun stok ¢ozeltisi ile test edilen farkli bakterilerde en biiylik inhibisyon zonu

vermistir. Farkli konsantrasyonlarda MIC analizi i¢in makro titrasyonu kullanilmstir.

Makro seyreltme, normal damitilmig su kullanilarak yapilmis, standart test tiiplerinin her
birine 1 ml steril damitilmis su ialave edilmistir. Makro titrasyon, ¢ift seyreltme
kullanilarak birinci tiipe Seftriakson stok ¢ozeltisinden ilave edilerek yapilmistir. Steril
diskler, her seyreltmeden 50 pl doldurulmus ve seyreltmenin bakteriler {izerindeki
etkisini gormek icin bakteri plakalar kullanilmig ve sonra konsantrasyon

hesaplanmustir.

8. 3. inokulumun Hazirlanmasi

Inokulum, segici olmayan bir ortam olan Nutrient agar kullanilarak 18 ila 24 saatlik bir
agar plakasindan segilen izole edilmis kolonilerin dogrudan bir sivi besi yeri
siispansiyonu kullanilarak hazirlanmistir. Siispansiyon, 0,5 McFarland bulaniklik
standardina esdeger bulaniklik elde etmek i¢in ayarlanmis ve antibakteriyel analiz i¢in

kullanilmastir.

8. 4. Antibakteriyel Etkinlik

Antibakteriyel aktivite, Andrews’lin disk difiizyon yontemi standardina dayanan 14
farkli mikroorganizma susu ve C. albicans'a karsi incelenmistir.”® Muller Hinton agar
ortam1 hazirlanmis ve sterilize edilmis, ardindan ortalama 4.0-0.5 mm derinlik verecek
sekilde 100 mm steril petri kabinin {izerine d6kﬁlmﬁstﬁr.87' 105 Steril 5 mm capindaki
kagit disklere 50 pl seftriakson ve fenilalanin ¢dzeltisi uygulanmustir.®” 1% Seftriakson
ve fenilalanin c¢ozeltileri ile yiiklenen diskler, solventi buharlastirmak igin steril
kosullarda 37 °C'de 18-20 saat kurumaya birakilmistir. Cozeltinin yiiklenmesi sirasinda,
bir pipet ucu ile disk iizerinde asir1 basing olugsmasini 6nlemek icin 6nlem alinmistir.

Sicakligin dengelenmesi i¢in diskler kullanimdan o©nce yaklastk 1-2 saat oda
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sicakliginda birakilmistir. Boylece, sicak oda havasi soguk kaplara ulastiginda
olusabilecek yogusma miktart minimuma indirilmistir. Her bakteri susu ve C. albicans
tiiriniin her biri, 5 ml'lik s1v1 besiyerine inokiile edilmis ve inokulasyon, 37 °C'de 18-24
saat inkiibe edilmistir. Normal steril tuzlu su c¢ozeltisi hazirlanmis ve 5 ml'lik test
tiiplerinde sterilize edilmistir. Her bakteri siispansiyonu steril tuzlu su ¢ozeltisi tiipiiniin
bir tiipiine steril damlalik ile damla damla tiirbidite, 0,5 (Hiicre olusturucu birim) 10°
CFU McFarland standartlarina esit olana kadar ilave edilmistir. Daha sonra dnceden
hazirlanmis bakteri slispansiyonu, Muller Hinton agar besiyeri petri kabina pamuk steril
pamuklu cubuklarla yayilmis ve seftriakson, fenilalanin siispansiyonu ve bunlarin
karisim ile yiiklenen diskleri uygulamadan once birka¢ dakika siireyle bir kabinde
kurumaya birakilmistir. Inkiibe edilen plakalar, 37 °C'de 24 saat siireyle inkiibe
edilmistir. Daha sonra test organizmalarina kars1 disk igeren inhibisyon zonlar1 dlgiilerek

antibakteriyel etkinlik hesaplanmustir.

8. 5. Istatistiksel Analiz

Her bakteri susu i¢in bes tekrar ile deneyler gerceklestirilmistir. Tedavi etkilerinin
anlamliligi, tek yonlii ANOVA ve Minitab 15'in genel dogrusal modeli (GLM) ile % 5

olasilik seviyesinde belirlenmistir.
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9. BULGULAR VE TARTISMA

Seftriakson, p-laktam antibiyotik grubuna aittir ve genellikle enfeksiyon hastaliklari igin
kullanilir. Bunun yaninda, gesitli nérodejeneratif hastaliklarda néroprotektif etkilerinin
oldugu gosterilmistir %9 Fenilalanin, diger amino asitlerin biyosentezi ve bir¢ok
protein ve enzim i¢in dnemli bir fonksiyon gibi 6énemli bir role sahiptir. Bu amino asit,
dopamin ve norepinefrin ndrotransmiterlerinin tirozin ve biyosentezinin doniisiimiinden
sorumludur. D-formu bir agr1 kesici olarak islev goriirken, fenilalaninin L-formu
proteinlere dahil edilir. Fenilalaninin bu 6zellikleri nedeniyle, fenilalaninin seftriakson
ile birlikte antimikrobiyal etkinligi incelenmistir. Bu amagla, ilk olarak seftriaksonlu ii¢
bakteri tiirii icin MIK saptanmustir (Sekil 9.1). Seftriakson i¢in optimum MIK degeri
0.000675 g / ml'dir. MIK analizinin tiim sonuclari Tablo 9.1 'de gdsterilmistir.
Seftriakson ile MIK tespit edildikten sonra, fenilalanin, tiim mikroorganizmalar icin
sadece antimikrobiyal analizde kullanilmistir. Beklendigi gibi, fenilalanin herhangi bir
antibakteriyel etkinlik géstermemistir. Son olarak, seftriakson ve fenilalanin karistirilmis
ve biitlin bakteri ve mantar suslarina karsi birlesik etkinliklerini anlamak igin disk

difiizyon yontemi ile incelenmistir.

Sekil 9. 1 E. coli, S. marrescens ve E. faecium'un seftriakson inhibisyon zonlart MiK analizi.
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Tablo 9. 1. Seftriaksonun MIK analizi.

Seftriakson
(g\ml)(mm)
Bakteri Tiirii < < NG o < ™ © by
S5l 8] 3|5+ 88| 8| °| 83[SkRES
o o o o o o o o »J
E. coli 28 26 22 20 20 18 17 15 10 0
S. marrescens | 25 25 23 23 20 18 15 11 0 0
E. faecium 24 23 22 21 20 16 15 13 10 0

Test edilen bakteri ve mantar suslarinin ¢ogu insan ve hayvanlar i¢in patojeniktir ve
farkli hastalik tiirlerine neden olur. Bu ¢alismada, Tablo 8.1'de gosterildigi gibi 13
sustan dokuz tanesi hem Gram pozitif hem de Gram negatif bakteri igin tek basina
seftriaksona karsi direng gostermistir. Sonuglar, MiK'li seftriaksonun 6 - 15 mm
arasinda degisen inhibisyon zonu ile alti farkli bakteri tiiriinii (% 46) etkiledigini
gostermistir. Sasirtict  sekilde, seftriakson ve fenilalanin karisimi uygulamasinda,
seftriaksonun tek basina kullanimi karsilastirildiginda inhibisyon zon ¢apinda bir artig
oldugunu gozlenmistir. Tiim bakteri suslarinin tek basmna fenilalaninden
etkilenmemesine ragmen, seftriakson ve fenilalanin kombinasyonu agik¢a E.coli, S.
marrescens, E. faecium, L. monocytogenes, S. kentucky ve E. aerogenes bakteri
suslarinda inhibisyon zonlarinda bir artisa neden oldugu gozlemlenmistir (Sekil 9.2).
Ozellikle bunlardan ii¢ii (S. marrescens, E. faecium ve E. aerogenes), tek basinda
seftriaksondan farkli olarak istatistiksel olarak (p <0.05) farkli olan seftriakson ve

fenilalanin karisimindan agikga etkilenmistir (Sekil 9.3).
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/"Serratia marrescens Listeria monogytogenes ATCC 7644
5

P

Enterobacter aerogenes ATCC

Sekil 9. 2. E. coli, S. marrescens, L. monocytogenes ve E. aerogenes'in seftriakson
ve fenilalanin karigimi inhibisyon zonlari

CuPuC+P
20 —
*
T ! T 5 L *
@ 15 T '|' T
(8]
£ [ T [
N
s 10 T
5
<
=
5
0
E. coli S. marrescens E.faecium L. monocytogenes  S. kentucky E. aerogenes

Bacterial strains

Sekil 9. 3. Segilen bakteriyel suslarina karsi seftriakson, fenilalanin ve bunlarin bir karisiminin
mm olarak inhibisyon zonlar1 agisindan antimikrobiyal etkinligi. C: seftriakson, P:
fenilalanin, C+P: seftriakson ve fenilalanin karigimi. ANOVA analizi, seftriakson ile
seftriakson ve fenilalanin karisimi arasindaki ortalama farklar1 (= SEM) P <0.05 (*)
olarak gostermektedir.
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L. monocytogenes ve S. marrescens, seftriaksondan sirasiyla 11 mm ve 12 mm'lik
inhibisyon zonuyla etkilenmistir. Ayrica, en yliksek ve en diisiik inhibisyon zonlar
sirasiyla S. marrescens ve L. monocytogenes'de gozlenmistir. Ek olarak, Gram negatif
bakteri suslari, E. coli, S. marrescens, E. faecium ve S. kentucky, seftriakson ve
fenilalanin  kombinasyonundan, Gram pozitif bakteri suslarindan daha fazla
etkilenmistir. Seftriakson ve fenilalanin stok cozeltilerinin karistirilmasinin, sadece
seftriakson veya fenilalaninden daha fazla inhibisyon zon bolgesi sagladigi ¢ok agiktir.
Bu ¢alisma, MIK'li seftriaksonun alt1 (% 46) bakteri tiiriine kars1 6 ila 15 mm arasinda
inhibisyon zonuyla antibakteriyel etkinlige sahip oldugunu gostermistir. Ayrica iki stok
cozeltisinin (fenilalaninli seftriakson) birlikte eklendigi ve sadece seftriakson
karsilastirildiginda inhibisyon zonlar1 ¢apinda bir artisa neden oldugu gézlenmistir. Kan
beyin bariyerinde, tasiyict kolaylastirilmis tasinim sistemleri i¢in fenilalanin
kullanilmaktadir. Seftriakson esas olarak merkezi sinir sistemi enfeksiyonlarina ve diger

. . . . 7
sistem enfeksiyon sistemlerine uygulanir.’
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10. SONUCLAR

Ozetle, antibiyotik direncini artiran bakteriyel enfeksiyonun neden oldugu hastaliklarin
yiiksek oranda goriilme sikligi, ilag etkilesimi ve DNA korumalar1 konulariin tibbi
arastirmalarda daha aciliyet gerektirme nedenidir. Bu tezde, 5-Floro-izatin, 5-Metoksi ve
metal kompleksi ile birlestirilen izatin-tiyosemikarbazonlarla birlestirilen yirmi yedi
farkli kimyasal bilesigin farkli biyolojik 6zellikleri sunulmustur. Bu kimyasal bilesikler,
kimyasal yapilarna goére, izatin ve izatin tiirevleri, 5-Floro-izatin tiyosemikarbazon
tiurevleri ve 5-Metoksi-izatin tiyosemikarbazon tiirevleri olmak iizere ii¢ gruba
ayrilmistir. Bu bilesikler, yirmi bir farkli Gram pozitif ve Gram negatif bakteriye karsi
antimikrobiyal etkinligi arastirmak i¢in ve ayrica DNA koruma ve DNA etkilesimleri
acisindan incelenmistir. Kimyasal kompleksler, bu tezde kullanilan bakteriler i¢in farkli
derecede orta seviyede inhibisyon zonlar1 gosterirken, Gram pozitif MRSA esas olarak
bu bilesiklerden etkilenmistir. Izatin ve izatin tiirevlerinde Izatin 3 - [(N-siklohekszil) -
tiyosemikarbazon] bilesigi, kullanilan en etkili bilesiktir. S. aureus ve S. lutea ATCC
9341 bakterilerine kars1 daha biiytik bir inhibisyon bolgesi gozlenirken (14 mm), bunu S.
pneumoniae ATCC 10015 (13 mm) takip etmistir. Grup 5-Floro-izatin tiyosemikarbazon
tirevlerinde ise 5-floroizatin 3 - [(N-2-metofenil) -tiyosemikarbazon] Gram negatif
bakterilerden P. vulgaris, S. Marrescens ve E. coli i¢in sirastyla 30, 23 ve 20 mm ile en

1yl ve en genis inhibisyon zonunu goztermistir.

Test edilen bu bilesikler, toksisite ¢alismalarindan sonra gelecekteki tedaviler igin
faydali olabilir. Bilesiklerin farkli bakteri tiirlerine karsi farkli etkinlikleri, izatin
tiyosemikarbazon, 5-Floro-izatin tiyosemikarbazon tiirevleri veya 5-Metoksi-izatin
tiyosemikarbazon tiirevleri ile birlestirildiginde farkli kimyasal yapilarla bagintili
olabilir. Genis spektrumlu antibiyotikler levofloksasin ve zosyn pozitif kontrol olarak

kullanilmis ve bazi bakteriler bunlara diren¢ gostermistir.

Genel olarak, bu tezdeki tiim bilesiklerin DNA'ya karsi koruyucu 6zelligi bulunmakta ve

koruma oranlart % 11,7 -% 59,5 arasinda degismistir. Yirmi yedi bilesigin tlimii i¢in iki
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farkli konsantrasyon kullanilmistir (0,0165 ve 0,102 M) ve 13-[(N-2-MP)-TSC] 0,102 M
en yiikksek DNA koruma oranina sahiptir. Bunu 5-MXI-3-[(N-P)-TSC bilesigi 0,102 M
konsantrasyon ile (54.8%) izlemektedir. Ardindan 5-MXI-[(N-3MXP)-TSC) 0,102 M
(54,33%), B(5FI)-4-(3MXP)-3-TSC) Z(Il) 0,102 M (54%), 5-MXI3-[(N-4 IP)-TSC
0,102 M (51,15%), 5-MXI3-[(N-4 IP)-TSC 0,102 M. (50%) bilesikleri DNA koruma

aktivitesi gostermistir.

Izatin-tiyosemikarbazonlara ait 8 kimyasal madde, DNA etkilesimlerini degerlendirmek
icin ayrica kullanilmistir. Bu bilesiklerin CT-DNA ile etkilesime girmeleri
hesaplanmistir. Her kompleks farkli bir konsantrasyona sahiptir (0-252 uM arasinda
degisen) ve absorpsiyon dalga boyu 345-390 nm arasinda degismektedir. DNA
etkilesimleri hesaplamalarinda yiiksek igsel baglanma sabiti elde edilmistir (Kb = 1,72 x
10 M~ ' -9,73 x 10 > M ") Sentezlenen izatin tiyosemikarbazon tiirevleri arasinda yapi
etkinlik iligkilerinin ve uygun modifikasyonun daha fazla arastirilmasi bakteri veya

kanser hiicreleri i¢in daha etkili ilag katkilar1 saglayabilir.

Sadece bakteriyel suslarda ve fenilalanin ile kombinasyon halinde kullanilan seftriakson
antibiyotiginin kullanilmasi sonucunda zon caplarindaki degisiklikler Ol¢lilmiis ve
sonuglar in vitro olarak degerlendirilmistir. Ozellikle merkezi sinir sistemini etkileyen
ilaglarda, hedefe yonelik ve diisiik dozlarda, ideal antibiyotik kullanimi i¢in vazgegilmez
olan ve minimal yan etkileri olan az sayida hedef antibiyotik ile tedavi edilir.
Fenilalanin, akut bakteriyel menenjitin, antibiyotiklerin kan beyin bariyeri boyunca
gecisini  kolaylastirmada ve daha diisilk bir antibiyotik iyilestirici terapotik etki
saglamasinda ozellikle etkili oldugu durumlarda bir secenek olabilir. Bu arastirma, bu iki
onemli molekiiliin birlikte kullanilmasinin patojenik bakteri suglari iizerinde sinerjik bir
etkiye sahip oldugunu gostermistir. Seftriaksonun fenilalaninli antimikrobiyal
uygulamalarinin  bulasic1 hastaliklarin  tedavisi i¢in yeni bir yol agabilecegine

inanilmaktadir.
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EKLER

EKler 1: Test bilesikleri icin kullanilan bazi bakteri suslarinin inhibisyon zonlarim
gosteren bazi petri resimleri

Ekler 2: DNA korumasinin (%) ve plazmid DNA korumasinin jel goriiniimii

resimleri
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EK 1: Test bilesikleri icin kullanilan bazi bakteri suslarinin inhibisyon zonlarini
gosteren bazi plaka resimleri
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Ek 2: DNA korumasinin (%) ve plazmid DNA korumasinin jel goriiniimii

resimleri

ResimE.1 1,2, 3, 4,5 Bilesiklerin DNA korumasi (%) ve plazmid DNA koruma jel
goruntimu

ResimE.2 6,7, 8,9, 10 Bilesiklerin DNA korumasi (%) ve plazmid DNA koruma jel
goruniimii

ResimE. 3 11, 12,13,14,15 Bilesiklerin DNA korumasi (%) ve plazmid DNA koruma jel
goruntimu

ResimE. 4 16, 17,18,19,20 Bilesiklerin DNA korumasi (%) ve plazmid DNA koruma jel
goruntimi

ResimE.5 22,23, 24,25,26,29 Bilesiklerin DNA korumasi (%) ve plazmid DNA koruma jel
gorunimiui
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