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OZET

3-amino-1,2,4-triazol-5-tiyol ve 2-amino-4,5-dimetoksi-benzoikasit maddelerinden yola
cikarak gesitli aldehitler ile yeni imin (Schiff baz1) bilesikleri sentezlenmistir. Bilesiklerin
karakterizasyonu H-NMR, ¥C-NMR, FT-IR vb. spektroskopik yontemlerle yapilmistir.
Biyolojik aktivite calismasinda; antibakteriyel ve antifungal aktivite inceleme yapilmistir.
Bilesiklerin antibiyofilm aktivitesi incelenerek bakteri ve mantar inhibisyon oranlari
degerlendirilmistir. GAUSSIAN 09 paket programinda DFT metodu ile sentezlenen
bilesiklerin optimizasyonu yapilarak en kararli molekiiler yapilar elde edilmistir. Yogunluk
fonksiyonel teorisi (DFT) organik bilesiklerin elektronik yapisinin belirlenmesinde siklikla
kullanilan bir hesaplama yontemidir. Her bir kararli yapinin FMOs (HOMO ve LUMO)
enerjileri ve Global reaktiflik parametreleri hesaplanarak yapi ile biyolojik aktivite
arasindaki iligki (SAR) incelenmistir. Ayrica, molekiiler elektrostatik potansiyel (MEP)
ylzey haritalar1 ¢izilerek elektrofilik ve niikleofilik bolgeler belirlenmistir. Yapilan
molekiiler docking c¢aligmalar1 kapsaminda, in vitro olarak antifungal aktivitesi
degerlendirilmekte olan bilesiklerin, Candida albicans’in viriilens faktdrlerinden biri olan
SAP2 proteazi (PDB ID: 5TZ1) ile baglanma potansiyelleri incelenmistir.
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ABSTRACT

New imine (Schiff base) compounds were synthesised using 3-amino-1,2,4-triazole-5-thiol
and 2-amino-4,5-dimethoxybenzoic acid as starting materials and various aldehydes. The
characterisation of the compounds was performed using spectroscopic methods such as 1H-
NMR, 13C-NMR, FT-IR, etc. In the biological activity study, antibacterial and antifungal
activity were investigated. The antibiofilm activity of the compounds was examined, and the
inhibition rates of bacteria and fungi were evaluated. The optimisation of the synthesised
compounds was performed using the DFT method in the GAUSSIAN 09 software package
to obtain the most stable molecular structures. Density functional theory (DFT) is a
commonly used computational method for determining the electronic structure of organic
compounds. The FMOs (HOMO and LUMO) energies and global reactivity parameters of
each stable structure were calculated to investigate the relationship between structure and
biological activity (SAR). Additionally, molecular electrostatic potential (MEP) surface
maps were drawn to determine electrophilic and nucleophilic regions. Within the scope of
the molecular docking studies, the binding potentials of compounds with antifungal activity
evaluated in vitro were investigated with the SAP2 protease (PDB ID: 5TZ1), one of the
virulence factors of Candida albicans.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

XVi

Bu c¢alismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, agiklamalari ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler

°C
E.N.
g

M
mg
MK
mL
0

v

Kisaltmalar

DMSO
DMSO-db
EtOH
FMO
FTIR
HOMO
LUMO
MBK
MFK
MIK
NMR
SAR

Aciklamalar

Derece Celcius

Erime noktasi

Gram

Molar derisim

Miligram

Molekiil kiitlesi

Mililitre

Egilme Titresimi

Gerilme titresimi
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Dimetilsulfoksit

Dotorodimetilsiilfoksit

Etanol

Sinir Molekiiler Orbital

Fourier Transform Infrared Spektroskopisi
En Yiiksek Enerjili Dolu Molekiiler Orbital
En Diisiik Enerjili Bos Molekiiler Orbital
Minumum Bakterisidal Konsantrasyonu
Minimum Fungisidal Konsantrasyonu
Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu
Niikleer Manyetik Rezonans Spektroskopisi
Yapi-Aktivite Iliskisi



1. GIRIS

Triazoller, birgok bilim insaninin ilgisini ¢geken ¢ok énemli bir bilesik sinifidir. 1,2,4-triazol
ve tlirevleri biyolojik 6zelliklerinin yani sira ¢evresel, endiistriyel ve tarimsal alanlarda genis

kullanim alanina sahiptir (Biiylikkidan, 2022).

1,2,4-triazol tiirevi kompleksleri, miikemmel bir DNA probu olmasmin yani sira
antimikrobiyal, anti-oksidan, antikanser, antidiyabetik, antiviral, anti inflamatuar gibi ¢ok

cesitli biyolojik aktiflige sahip ajanlardir (Sumangala, 2013).

Aminoasitlerin ¢esitli aldehitlerle ile reaksiyona girerek Schiff bazlar1i olusturula-
bilmektedir. Aromatik bir aldehit olan salisilaldehit, aminoasit-Schiff bazi ile ilgili

caligmalara temel teskil etmistir (Ikawa, 1954).

Aminoasit Schiff bazlar1 canli organizmalarda ©nemli bir rol oynadiklar1 igin

dekarboksilasyon, transaminasyon ve CAC bagi boliinmesi gibi ¢ok ¢esitli organizmalara
kars1 aktiftir (Nathand, 1997).

Iminler (C=N), iyi bir azot donér ligandlari olarak da bilinmektedir. Bu ligandlarin metal ile
koordinasyonunda 4, 5 veya 6’11 kararli selat halkalar1 olusturabilmeleri igin imin grubuna
miimkiin oldugunca yakin elektron verici hidroksil oksijeni, tiyol kiikiirtii, triazol azotu gibi

atomlarin bulunmasi gerekmektedir (Patai, 1970)

3-amino-1,2,4-triazol-5-tiyol ve 2-amino-4,5-dimetoksi-benzoikasit maddelerinden yola
cikarak cesitli aldehitlerin tepkimesiyle yeni imin (Schiff baz1) bilesikleri sentezlenecektir.
Bilesiklerin karakterizasyonu 'H-NMR, BC-NMR, FT-IR, LC-MS vb. spektroskopik

yontemlerle yapilacaktir.

Biyolojik aktivite ¢alismasinda Antibakteriyal aktivite; Bakteri hiicreleri: Gram pozitif:
Staphylococcus aureus ATCC 29213, Staphylococcus epidermidis ATCC 35984 Gram
negatif: Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 22853 veya gerekli
goriildigiinde diger patojen tiirler ile incelenecektir. Antifungal aktivite; Funguslar: Candida
albicans ATCC10231, Candida parapsilosis ATCC 22019, Candida auris B11903 veya

gerekli goriildiigiinde diger patojen tiirler ile incelenecektir.



GAUSSIAN 09 paket programinda DFT metodu ile sentezlenen bilesiklerin optimizasyonu
yapilarak en kararli molekiiler yapilari elde edilmistir. Yogunluk fonksiyonel teorisi (DFT)
organik bilesiklerin elektronik yapisinin belirlenmesinde siklikla kullanilan bir hesaplama
yontemidir. Her bir kararli konformun FMOs (HOMO ve LUMO) enerjileri ve Global
reaktiflik parametreleri hesaplanarak yapi ile biyolojik aktivite arasindaki iliski (SAR)
incelenecektir. Ayrica, molekiiler elektrostastik potansiyel (MEP) ylizey haritalar ¢izilerek
elektrofilik ve niikleofilik bolgeler belirlenecektir. Bilesiklerin yapi-aktivite iliskilendirmesi,
mevcut ilaglara kars1 kazanilan diren¢ nedeniyle yeni ilag adaylarinin tasarimina katkida
bulunacak ve daha etkili biyolojik ajanlarin eldesini miimkiin kilacaktir. Sentezlenecek
bilesiklerin yapisal, elektronik ve biyolojik 6zelliklerinin belirlenmesi bilimsel birikimin
yant sira ulusal veya uluslararasi sanayide uygulama alami bularak ekonomiye yarar
saglayacaktir. Bu projede elde edilecek deneysel ve teorik sonuclar klinik uygulamalara ve

bir¢ok hastaligin tedavisi ile ilgili ¢aligmalara 151k tutacaktir.



Cizelge 1.1. ATT ve ABAS yapilarindan sentezlenen bilesikler

4-dietilamino salisilaldehit

3-indol karboksaldehit

5-kloro salisilaldehit
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dimetoksi benzoik asit
(ABAS-5-CISA)







2. GENEL BILGILER

2.1. Amino Asitler

Amino asitler proteinlerin temel yapi taslaridir. Proteinler, amino asitlerin dehidrat

polimerleridir ve her bir amino asit kalintis1 yanindakine 6zel bir tip kovalent bagla

baglanmaktadir (Nelson, 2005).

Aminoasitler yapilarinda hem amino grubu (-NH2) hem de karboksil grubu (-COOH)

bulunduran organik bilesiklerdir. Aminoasitlerin biiyiik bir kisminda amino grubu karboksil

grubuna gore 2-amino konumundadir. Aminoasitlerin yapilarinda yer alan R grubu; diiz

zincirli ya da dallanmis alifatik grup, aromatik ya da heterosiklik halka veya hidrojen

olabilmektedir (Kong, 1998).

H 0
R—(|3—C//
\

Sekil 2.1. Aminoasitlerin genel formdilii.

Ik kesfedilen aminoasit 1806 yilinda kuskonmaz adli bitkiden izole edilen asparajin

aminoasididir.
COOH
H,N—C—H

H2C_ C_NH2

0

Sekil 2.2. Asparajinin genel formiili.



Aminoasitlerin  ozelliklerinin incelenmesi ile 1ilgili c¢alismalar ilk aminoasitin
sentezlenmesinden sonra giderek artan bir ivme kazanmistir. Sentezlenen ilk aminoasit ise
glisin olup Braconnot tarafindan 1820 yilinda, bir proteinin hidrolizinden izole edilmistir

(Sakiyan, 1997).

OH
H,HN

O

Sekil 2.3. Glisinin genel formiilii.

Glisin disindaki aminoasitlerin yapilarinda asimetrik karbon atomu bulundugundan, optikge
aktif bilesikler olup polarize 15181 saga ve sola cevirebilirler. Aminoasitler D- veya L-
formunda olup, canli organizmalarda bulunan aminoasitler L konfiglirasyonuna sahiptirler

(Sar1, 1999).

Proteinlerin kanda gostermis olduklar1 tampon etkisi aminoasitlerin bu amfoter
ozelliklerinden kaynaklanir. Aminoasitlerin amfoter 6zelliklerinden dolay1, asidik ve bazik

¢ozeltiler ile reaksiyonlari sonucu tuz yapisindaki bilesikleri olustururlar (Piskin, 2011).

I I
H,N C o HN C
~_ \‘OH + NaOH ~_ \\O— Na'
Glisin Sodyum glisinat

o 0
| I

.
sz\/c\oﬂ + HOl - H;N\/C\OH

Glisin Glisin hidrokloriir

Sekil 2.4. Glisin aminoasitinin asit ve bazlar ile reaksiyonu.

Amino asitler, ge¢is elementlerinin koordinasyon kimyasinda 6nemli bir yer tutarlar. Amino
asit yapisinda bulunan karboksilik asidin (-COOH) H*’u anyonik olarak ayrilir ve

karboksilat iyonu (-COO-) tizerindeki eksi ucundan metale anyonik tek disli olarak baglanir.



Ayrica amino asitlerin diger ucundaki amino grubunda (-NH2) bulunan azot atomu Lewis
bazi olarak metale koordine olur. Bu iki baglanma nedeniyle amino asitler metale

monoanyonik ¢ift disli olarak baglanirlar (Kose, 2001).

Amino asitlerin metal iyonlar1 ile yaptig1 kompleksler biyolojik sistemlerde onemli role

sahiptir (Choudhary, 2019; Toprak, 2010).

Amino asitlerin metal kompleksleri antibakteriyel, antiinflamatuar, antililser ve hatta

antitimoral ozellikleri ile farmasotik olarak oldukea ilgi cekmektedirler (Stanila, 2009).

Antioxidant
Activity

Review - Amino acid
\ Derivatives /

Sekil 2.5. Amino asitlerin 6zellikleri

Amino asitler ¢esitli aldehitler ile reaksiyona girerek Schiff bazlari olusturulabilmektedir.
Aromatik bir aldehit olan salisilaldehit, aminoasit-schiff bazi ile ilgili caligmalara temel
teskil etmistir (Ikawa, 1954).

Amino asit Schiff bazlar1 canli organizmalarda O6nemli bir rol oynadiklar1 igin
dekarboksilasyon transaminasyon ve CAC bagi boliinmesi gibi ¢ok ¢esitli organizmalara
kars1 aktiftir (Nathand, 1997).

PABA'dan (para-amino benzoikasit) farkl: sentetik yollarla ¢esitli bilesikler sentezlenmistir.
Schiff bazi, pirol, kinolon, piridin, tiyoiire, indol, azid, vb. Sekil 2.6'da gosterildigi gibi
PABA'dan baslayarak hazirlanan ana bilesiklerdir. PABA, bakirin yani sira ¢inko gibi metal

iyonlariyla koordinasyon kompleksleri olusturabilir ve bu kompleksler de antibakteriyel etki



sergilemistir. Genel olarak, PABA'nin kimyasi ¢esitlidir ve ¢esitli biyolojik ve endiistriyel

stireglerde 6nemli bir rol oynar (Haroon, 2023).

St
S nonyarael

>Azide<

Sekil 2.6. Farkli yollarla sentezlenen p-aminobenzoik asit tiirevleri.

Dekarboksilasyon ve transaminasyon hormonlarin, néro transmitterlerin ve pigmentlerin

biyosentezinde 6nem tasir (Sattari, 1992).

Amino asitler hem amin hem de karboksilik asit gruplari i¢erdikleri i¢in mikemmel
biyoligandlardir (Khade, 2010).

Canli metabolizmasinda Onemli bir yeri olan deaminasyon, transaminasyon,
dekarboksilasyon ve rasemleme olaylar1 Schiff bazlari {izerinden yiiriirken, bu schiff bazlari,
piridoksal-5-fosfat aramotik aldehiti ile aminoasitlerden olusmustur. piridoksal-5-fosfat, B6
vitaminin aktif koenzim hali olup, B6 eksikliginde ise protein metabolizmasinda bozukluklar

yasanmaktadir (Patil, 2012; Bao, 2003)

Aminoasitlerin literatiirdeki bir diger calisma alanm1 da korozyon 6nleyici inhibitor olarak
kullanim1 olmustur. Yapilan g¢aligmalarda bazi dogal aminoasitlerin metal ylizeyinde
adsorplanarak metaller iizerinde meydana gelen korozyon olusumunu 6nleyici yonde etki

gosterdikleri ortaya konmustur (Inal, 2013; Topal, 2007).



2.2. Triazoller

Triazoller, kapali formiilii C2H3N3 olan bes iiyeli aromatik heterosiklik bilesiklerdir ve zay1f
bazik karakter gosterirler. Bes {tyeli bir halkada iic azot atomu igeren sistem
triazosiklopentadien veya kisaca triazol olarak bilinir. Triazoller, birgok bilim insaninin
ilgisini ¢eken ¢ok Onemli bir bilesik smifidir. 1,2,4-triazol ve tiirevleri biyolojik
ozelliklerinin yan1 sira c¢evresel, endiistriyel ve tarimsal alanlarda genis kullanim alanina
sahiptir. Azot i¢eren heteroaromatik molekiiller, yasam kalitesini artirmak i¢in hayati 6nem

tastyan bircok dogal iiriin ve ilacin bir pargasidir (Biiytikkidan, 2022).

Sekil 2.7. 3-amino 1,2,4-triazol yapist

1,2,4-triazol tlirevi Dbilesikler, antimikrobiyal, antioksidan, antikanser, antiviral,
antiinflamatuar gibi ¢ok cesitli biyolojik aktiflie sahip ajanlardir. Bu bilesikler ayni

zamanda onemli sitotoksik 6zellikler de sergilemektedir (Sumangala, 2013).

Antibacteri
Ell

1,24-

Triazole Anticonvulsant

moiety

Antitubercur
Ell

Sekil 2.8. Triazol bilesiklerinin farmakolojik aktiviteleri
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Son birka¢ yilda, 1,2,4-triazollerin biyolojik ve farmasotik ozellikleri 6nemli Olciide
artmistir. 1,2,4-Triazol ve tiirevleri genis 6l¢iide farkli biyolojik aktivitelere sahiptir (Jawad,
2014).

2.2.1. Triazol grubu igeren ticari ilaglar

Mantar enfeksiyonlari, hafif yiizeysel enfeksiyonlardan ciddi kronik hastaliklara kadar
cesitlilik gdstermektedir. 1,2,4-Triazoller mantarlarla iligkili enfeksiyonlar1 tedavi etmek

icin uygun ila¢ adaylaridir.

| Antifungal tedavide hedefler

Hiicre membrani
Mantarlar esas olarak kolesterol
yerine ergosterolii kullanirlar

DNA Sentezi
Baz bilesikler DNA Polyen =
sentezini durdurabilir. amfoterisin B
« lipoz. nistatin
VA Azoller

Hiicre Duvar * ttrakongzol i3

Memeli hiicrelerinden \ ::::::"‘IZOL , S
farkl olarak , mantarlar ‘o & 4y onaz
bir hiicre duvarina ) G e y posakonazol |
sahiptirler. % Zar / « ravukonazol $%
? ) 1S + isavukonazol | <
Ekinokandinler « albakonazol ~
mk‘:sk?f:".‘;'?,:" Asasordarinler
anidulafungin nikkomisin

Sekil 2.9. Antifungal tedavide hedefler

Ticari olarak satilan 1,2,4-triazol tiirevi antifungal ila¢ grubuna fluconazole, tetrrconazole,
ravuconazole, voriconazole, itraconazole, posaconazole 6rnek verilebilir. Ne yazik ki, bu
antifungal ajanlarin tekrar tekrar kullanilmasi nedeniyle, mantarlar flukonazol ve diger
azollere kars1 direng gelistirmistir, bu da aktif mantar ilaglarindan daha gii¢lii etkiye sahip

olabilecek yeni antifungal ajanlarin gelistirilmesine olanak saglamistir (Hagras, 2020).

Sekil 2.10. Triazol igeren antifungal ilaglar
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Bazi hastaliklarin tedavisinde klinikte kullanilan 1,2,4-triazol tiirevi ilaclarin agik yapist

Sekil 2.11°de verilmistir.

K. Aggarwal, G. Sumran / European Joumnal of Medicingl Chemistry 205 (2020) 112652

R
0’ r Q%“
NC Wal N

R i Estazolam, R=H
avuconazole
Alprazolam, R = CHy Etizolam

Antifungal)
¢ 9 (Ansiolytic, Anticonvuisant)  (Skeletal muscle relaxant)
cl
N/ N cH, HaC” N CH
N
b{J f” O A
\/’\/N\.)
Rlzalnutan Trapidil Trazodone
(Antimigraine) (Antiplatelet) (Antidepressant)
(CONH
I\
=N
o o o =
N. #
/@ )
NC cN OH on @
Anastrozole Letrozole Ribavirin Loreclezole
(Anticancer} (Aromatase inhibitor) (Antiviral) {Anticonvulsant)

Fig 2. Clinically used drugs having 12 d-triazole scaffold.

Sekil 2.11. 1,2,4-triazol i¢eren klinik olarak kullanilan ilaclar.

Antifungal (flukonazol, itrakonazol, posakonazol, vorikonazol, ravukonazol) anksiyolitik,
antikonviilzan (estazolam, alprazolam), anksiyolitik ve kas gevsetici (etizolam), antimigren

(rizatriptan) (Peyton, 2015; Zhou, 2012).

" flag Sinfi Yil
nistatin polyen 1954
amfoterisin B polyen 1958
griseofulvin mitoz inh 1959
flusitozin pirimidin 1972
ketokonazol imidazol 1981
flukonazol triazol 1990
Itrakonazol (k) triazol 1992
lip amfB polyen 1997
kaspofungin ekinokandin 2001
vorikonazol triazol 2002
mikafungin ekinokandin 2004
posakonazol triazol 2006

Sekil 2.12. Azol sinifi ilaglarin tarihsel degisimi

Bir dizi 1,2,4-triazol bilesigi de onemli herbisidal ve bitki biiyiime diizenleyicileri olarak

ticarilestirilmistir. Amitrol ve cafenstrole bu ilaglardan bazilaridir (Pravin, 2014).
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(0]
N _NH S—¢
HN \7/ 2 I fJ |\
\=N O N
Amitrole Cafenstrole

Sekil 2.13. Triazol grubu igeren bazi herbisitlerin yapisi
2.3. Schiff Bazlar:

[lk olarak 1864 yilinda Nobel 6diillii Alman kimyager Hugo Schiff tarafindan sentezlenen
Schiff bazlar (Sekil 2.14.), aldehit veya ketonlarin aminlerle niikleofilik katilma tepkimesi
sonucu elde edilen ve karbon azot ¢ifte bagi (-CH=N-) igeren bilesiklerdir (Schiff, 1869).

R]
N
C=N-R>
/
R2

R!,R? R*= alkil ya da aril

Sekil 2.14. Schiff bazlarinin genel gosterimi

Kararli ve kolay sentezlenebiliyor olmalar1 nedeniyle Schiff bazlar1 (iminler) ilgi duyulan
bilesikler arasma girmeyi basarmustir. iminlere olan bu ilgi birgok biyolojik sistemde,
kimyasal katalizde, tip ve eczacilik alanlarinda, kimyasal analizlerde ve yeni teknolojilerde
kullanilabilir olmalari ile agiklanabilir (Upadhyay, 2008; Sharaby, 2017).

Koordinasyon bilesiklerinin gerek biyolojik sistemler gerekse endiistrideki 6nemi her gegen
giin artmaktadir. Schiff bazlar1 da yapisal ve biyolojik 6zelliklerinden dolay1 koordinasyon
kimyasinda yaygin olarak kullanilan ligantlar arasinda yer almaktadir. Ligant olarak
kullanim1 ilk olarak 1933 yilinda Pfeiffer tarafindan bildirilen Schiff bazlarinin metal
kompleksleri ile ilgili de ¢alisiimaktadir (Pfeiffer, 1933; Seckin, 2003).

Birincil aminler ve karbonil bilesiklerinin reaksiyonuyla elde edilen Schiff bazlari iki temel
basamakta sentezlenir (Shakirova, 2021). Birinci basamakta, ara bilesik olarak, birincil
aminle karbonil bilesiklerinin katilma tepkimesiyle karbinolamin, ikinci basamakta da ara

bilesigin dehidratasyonundan Schiff bazi elde edilir (Kaya, 2021). Karbonil bilesigi aldehit



13

ise CH=N, azometin (aldimin), keton ise C=N, imin (ketimin) olarak adlandirilir. Genelde,
imin bilesikleri olarak adlandirilir (Ertiirk, 2015).

1.Basamak: Katilma
- i
0: x :OH
) H—O0—H
o | ~*'u+ |
) hzh  Rj—C—R; hzh  R— C—Ry
Ri—C—Ry+ i3—NH, ==—= I~ —_— |
h S N — N —u Ry— N—H
H
2.Basamak: Ayrilma
OH
| - Hy(i -H Ry
Ri— C—R, yavay Ry—C Ry hizl
I .” L} C=N— R_;
R;— .\'; H Ry—N—H
3 v R,
imin

Sekil 2.15. Schiff bazi olusum basamaklar1

2.3.1. Schiff bazlarimin ozellikleri

Schiff bazlarinda Hidrojen baglart;

Orto siibstitiie —OH grubu bulunduran ve aromatik aldehitlerden olusan Schiff bazlarinda
molekiil ici iki tip hidrojen bagi (N-H---O ve N---H-O) meydana gelmektedir. Hidrojen
baginin cinsi, molekiiliin stereokimyasina ve azot atomuna bagli konumda bulunan siibstitiie

gruba bagli degildir. Tepkimede kullanilan aldehitin tiiriine baghdir (Giindiiz, 1991).

O :
N .. o
H
HO,S N>, I j
&

R= 4-H (L,), 4-C,H; (L,). 4-NO, (L)

Sekil 2.16. Schiff bazinda molekiil i¢i H bag1
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2.3.2. Schiff bazi olusumunda pH etkisi
Kondenzasyon reaksiyonlarinin mekanizmasi katilma-ayrilma reaksiyonu {izerinden

yiiriidiiglinden azometin bilesiklerinin meydana gelmesi oran1 pH’1 ile yakindan ilgilidir.

Reaksiyonun pH’a bagliligini1 gosteren mekanizmayi asagidaki gibi gosterebiliriz.

R A R’ R’ )
C=0 + H-A ~ C=0H=—> C—OH
v ' = 7 [ -
I\ [\ \
H
¥
R Nu A Nu
CLOH Nu—H — C-0-H === C—O—H+ H-A
7 L R4 R J
i R R

Sekil 2.17. Kondenzasyon reaksiyonlarinin pH’a bagliligin1 gosteren mekanizma

Goriliyor ki reaksiyonlarda H* dnemli bir rol oynamaktadir; ancak agirisindan kaginmak
gerekir. Ciinkii niikleofile proton katilmasiyla etkin olmayan bir amonyum iyonu olusur.
Boyle olursa azot {izerindeki ortaklanmamis elektron ¢iftini kaybeder ve ortaklanmamis
elektron cifti olmadigi igin grup niikleofilik 6zellik gosteremez ve azot karbonil karbonuna

baglanamaz.

Iyi sonug alabilmek icin zayif asidik ortam gereklidir. Ciinkii zayif asitlerle reaksiyonda
karbokatyon olusur ve olusan karbonil grubunun elektrofilik giicii artar, bu nedenle pH=3-
4’de ¢alisilmalidir (Ertiirk, 2015).

2.3.3. Schiff bazlarmin kullanim alanlari

Schiff bazlar1 ve kompleksleri dikkat ¢ekici ve dnemli 6zelliklerinden dolayi ilag, plastik
sanayi, tip, su aritma, biyokimyasal siirecler ve daha bir¢ok alanda kullanilmaktadir
(Tilahun, 2007). Endiistride kullanilan bir¢ok katalizor de esas itibariyle koordinasyon
bilesigidir (Tuna, 2004). Sentezlenen metal kompleksleri imin yapisinda bulunan gruplara
bagh olarak renklilik gostermektedirler. Buna bagl olarak da boya endiistrisinde, 6zellikle

tekstil boyaciliginda, pigment boyar maddesi olarak kullanilmaktadir (Zeishen, 1990).
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2.4. Teorik Calismalar

Bir molekiiliin geometrisi atomlar1 arasindaki bag uzunluklari ve bag agilari ile ilgilidir. Ayni
zamanda molekiiliin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini belirleyen en 6nemli faktorlerden
biridir. GaussView 6.0.16 molekiiler goriintiileme programinda Yogunluk Fonksiyonu
Teorisi (DFT) yontemi kullanilarak polarizasyon etkisini ortadan kaldirmak icin eklenen
polarize fonksiyonlar1 ve elektron yogunlugunun uyarilmis olarak daha daginik olmasini
modellemek i¢in eklenen difiizyon fonksiyonlarini igeren SDD VE 6-311G setleri kullanilir
(Karabacak, 2022).

2.5. Simir Molekiiler Orbitaller (FMOs) ve Global Kimyasal Aktivite Parametreleri

Bir yapidaki en 6nemli orbitaller sinir molekiiler orbitaller (FMO) en yiiksek dolu molekiiler
orbital (HOMO) ve en diisiik bos molekiiler orbitaldir (LUMO) ve bunlarin hepsi bir

molekiiliin elektriksel ve optik 6zelliklerinde dnemli bir role sahiptir (Ramalingam, 2012).

HOMO enerjisi elektron bagislama potansiyeli ile iligkilidir ve LUMO enerjisi elektron
kazanma potansiyeli ile iligkilidir. Enerji boslugu veya HOMO-LUMO enerji
seviyelerindeki fark molekiiliin elektriksel ozelliklerinin tanimlanmasinda 6nemli bir
niceliktir. Enerji boslugu ayn1 zamanda molekiiliin kimyasal kararliligin1 ve yapi iginde

gergeklesen yiik transferini de tanimlar (Jalbout, 2002).

Sinir molekiiler orbitalleri (FMOs) molekiillerin reaktifligi, 151k sogurabilirligi, optik ve
elektrik 6zelliklerinin belirlenmesinde kullanilabilmektedir. Optimize yapiya ait HOMO-
LUMO enerji band araliginin (AE) biiyiik olmast molekiiliin sertliginin (n) yiiksek olmasina
neden olur. Kimyasal sertligin (n) yiiksek olmasi molekiil i¢i yiik transferi azliginin veya
engellenmesinin bir olglisidiir, bu durum molekiiliin kimyasal reaktivitesinin diisiik ve

kinetik kararliliginin ise yiiksek olmasini gostermektedir. (Silvarajoo, 2020).
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Sekil 2.18. Optimize yapiya ait a) HOMO ve b) LUMO yiizey goriiniimleri

2.6. Molekiiler Elektrostatik Potansiyel (MEP) Haritas1

Molekiiler elektrostatik potansiyel (MEP) haritas1 elektrofilik ve niikleofilik bolgelerle
ilgilidir. Elektrofilik davranis niikleofilik reaksiyonlari ve hidrojen bag olusumlarini
anlayabilmek i¢in olduk¢a onemlidir. MEP yiizeylerinde, kirmizi ile gosterilen yerler en
negatif bolgelerdir ve bu bolgeler elektrofilik tepkimeleri tanimlar. Yiizeylerdeki en pozitif

bolgeleri temsil eden mavi ve yesil renkler ise niikleofilik baskin bolgeleri temsil etmektedir

(Demirci, 2010).

Sekil 2.19°da verildigi gibi optimize yapilarda kirmizi renkli elektrofilik tepkime bolgeleri
oksijen atomlar1 iizerinde bulunmaktadir. Niikleofilik tepkimeleri tanimlayan mavi-yesil
renkli pozitif bolgeler ise fenil halkasi ve metil grubu iizerindenir. Sekil 2.19°da elektron

yogunlugu ve ylizey egrileri goriilmektedir (Alaminsky, 2019)
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Sekil 2.19. Optimize yapiya ait molekiiler elektrostatik potansiyel yiizeyi

2.7. Kaynak Arastirmasi

Haroo ve digerleri yaptiklar1 caligmada;

Aminobenzoik asitler, aromatik halkaya dogrudan bagl karboksil ve amino gruplarina sahip
bilesiklerdir. Para-aminobenzoik asit (PABA), C7H7NO2 molekiiler formiiliine sahip
aromatik bir kisimdir ve ayn1 zamanda 4-aminobenzoikasit olarak da bilinir. PABA, DNA
sentezi ve replikasyonu i¢in gerekli olan énemli bir vitamin olan folatin hazirlanmasi i¢in
bir baslangi¢ malzemesi olarak kimya endiistrisinde genis bir kullanima sahiptir. UV
radyasyonunu absorbe etme kabiliyeti nedeniyle sa¢ boyalari ve giines koruyucularin
iretiminde de kullanilmaktadir. Ayrica, PABA toksik olmayan bir molekiildiir, bagirsakta
kolayca emilir ve tiirevleri genis biyolojik aktivitelere sahiptir. PABA iskeleleri iceren

ilaglarin iyi tolere edildigine inanilmaktadir (Cismesia, 2017).

Folik asit sentezinde PABA, B grubunun gerekli ve yeri doldurulamaz bir vitaminidir ve
tahillar, siit, yumurta ve et gibi ¢esitli gidalarda bulunur. Folik asit par¢alanmasi yoluyla
insan viicudunda da tretilir. PABA memelilerde ve insanlarda sentezlenmemesine ragmen,
memelilerde siirekli olarak PABA {ireten simbiyotik bakteriler (Escherichia coli) ve gida

temini nedeniyle metabolizmanin sabit bir bilesenidir (Andlid, 2018).

Et, yumurta, 1spanak, mantar, tahillar gibi dogal p-aminobenzoik asit kaynaklar1 Sekil 1'de

gosterilmistir. Bu ¢alisma, p-aminobenzoik asidin kimyasini, PABA'nin kimyasal yapisal
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analoglarini, sentetik yollarin1 ve bir anti-kolinesteraz, antimikrobiyal, antikanserdz,

antiviral ve anti-inflamatuar bilesik olarak biyolojik potansiyelini kapsamaktadir.

Meat

~Whole Grains - 25 . Molasses -

LAN .
e [
Brewers L.  Natural 7. ;< Eggsand
< < Sources > >  Milk
of PABA &5 )
VA J9,

e .
L=< B
Spinach

‘east

_ Mushrooms -
Liver”

(Human,

Bovine &
.Rat),

Sekil 2.20. Para-amino benzoik asidin dogal kaynaklarinin gésterimi

PABA kimyasi, amino ve karboksilik asit gibi fonksiyonel gruplarin reaksiyonlarini igerir,
amino grubu bir amid olusturmak i¢in asetik anhidrit ile asilasyona ugrayabilir. Karboksil
grubu, bir ester olusturmak i¢in alkol ile esterlesme reaksiyonu verir. PABA ayrica hidrojen
peroksit veya potasyum permanganat ile oksidasyona ugrayarak sirasiyla 4-nitrobenzoik asit

veya 4-benzokinon olusturabilir.

Benzer sekilde, PABA'dan farkli sentetik yollarla cesitli bilesikler sentezlenmistir. Schiff
bazi, pirol, kinolon, piridin, tiyolire, indol, azid, vb. Sekil 2.21'de gosterildigi gibi PABA'dan
baslayarak hazirlanan ana bilesiklerdir. PABA, bakirin yani sira ¢inko gibi metal iyonlariyla
koordinasyon kompleksleri olusturabilir ve bu kompleksler de antibakteriyel etki
sergilemistir. Genel olarak, PABA'nin kimyasi ¢esitlidir ve ¢esitli biyolojik ve endiistriyel

stireclerde 6nemli bir rol oynar (Haroon, 2023).
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Sekil 2.21. Farkli yollarla sentezlenen p-amino benzoik asit tiirevleri
Biiyiikkidan ve digerleri yaptiklari ¢alismada;

IR spektroskopisi triazollerin yap: analizinde biiyiik 6nem tagimaktadir. C=N grubu i¢in
1572 ve 1562 cm-1 'de gozlenen gerilme titresim bantlar1 triazol halkasi i¢in karakteristik
bantlardir (Shneine, 2014). Bilesik 2 ve 3a-d i¢in v(C=N)nin gerilme titresim bantlari
sirastyla 1651 cm™ ve 1642-1617 cm-Yde gdzlenmistir. v(C=C) aromatik titresim bantlar1 3a
icin 1602-1461 cm-1, 3b icin 1620-1457 cm-1, 3¢ icin 1618-1458 cm-1 ve 3d igin 1566-1472
cm-1 araliginda sergilendi. IR spektrumu, 2 ve 3a-d bilesiklerinin tiyon-tiyol tautomerik

yapilarinin aydinlatilmasinda da 6nemlidir.

N——NH N—N
/ - - /\
—_—
A % S /A SH
H,N N H,N T
NH, NH,
Thione Thiol

Sekil 2.22. Tautomerik formlar

C=S grubunun gerilme titresim bandi1 1258 cm-1, 1189 cm-1 ve 1166 cm-1 'de tiyon i¢in
karakteristik bant verir. Sentezlenen 2 ve 3a-d bilesiklerinin tiyon formunda oldugunun
gostergesi, sirasiyla 1269 cm-1 de ve 1271-1244 cm-1 araliginda keskin bir C=S titresim
bandinin olugsmasidir. Ciinkii C=S bag1 C=N bagindan daha zayiftir ve daha diisiik frekansta
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gozlenir. Tiyon-tiyol tautomeri lizerinde yapilan incelemeler, gaz fazinda ve ¢ozeltide baskin

olan formun tiyon tautomeri oldugunu gostermistir (Biiyiikkidan, 2022).

Y. Sert yaptig1 calismada; 3-amino-1,2,4-triazoliin (C2HsN4) molekiiler yapisi Cs simetrisine
aittir. Deneysel olarak gozlemlenen FT-IR verileri Sekil 2.23'te gosterilmistir. Hesaplanan

IR spektrumu Sekil 2.24'te verilmis ve 6nemli titresim modlar1 incelenmistir.

Sekil 2.23. 3-amino-1,2,4 triazoliin deneysel FT-IR spektrumu
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Sekil 2.24. 3-amino-1,2,4-triazoliin teorik IR spektrumu

Triazol halka titresimleri; N-N, C-N ve C=N titresim bantlarin1 tam olarak tanimlamak o
kadar kolay degildir. Ciinkii bu bolgede karigik bant yapilari bulunmaktadir. 5-(3-piridil)-
4H-1,2,4-triazol-3-tiyol molekiiler yapisindaki N-N gerilme titresimleri 1033 (Ra) ve 1041
(IR)-1046 (Ra) cm™ 'de gozlenmistir.

N-H titresimleri; Genel olarak, aminlerin N-H gerilme modlar1 3500-3300 cm™® bélgesinde

goriiniir. Alifatik birincil aminler 3400-3300 cm™ bolgesinde ortaya gikan modlar1 gosterir.
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Ancak, aromatik aminlerdeki N-H gerilme modlart diger aminlere kiyasla hafifce daha
yiiksektir (Sert, 2018).

Ceramella ve arkadaslar1 yaptiklari ¢alismada; Cesitli galismalar schiff bazlariin tribolojik
aktivitelerini ve biyo-yaglayict katki maddeleri olarak rollerini ele almistir. Ayrica
atmosferdeki birikimini azaltmak i¢cin CO2'nin sabitlenmesinde katalizor olarak SB'lerin

kullanim1 yaygin olarak tanimlanmistir (Maity, 2020).

Son yillarda antibiyotiklerin asir1 kullaniminin bakteriyel direngte artisa yol agtigi
bilinmektedir ve bunun sonucunda da nadir bulunan antibiyotiklerin etkinliginin azalmasina
neden olur. Bu durumda da SB'lerin mevcut antibiyotiklerle komplekslesmesi dikkat
cekicidirr. Bu durumda da SB'lerin metallerle komplekslestirilmesinin metallerle
karsilastirildiginda genellikle antibakteriyel ve antifungal etkilerin artmasina yol agmast
serbest SB'lerle karsilastirildiginda genellikle antibakteriyel ve antifungal etkilerin artmasina

yol agmasi dikkat ¢ekicidir (Pervaiz, 2021).

Hassan ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada; 5-aminopirazollerden tiiretilen SB'ler {izerine
yaptiklar1 aragtirmalarda bir¢ok ilaca direngli bakterilere (MDRB) karsi antimikrobiyal
aktiviteler gosterdigi goriilmiistiir. Ozellikle, 1-3 numarali bilesikler (Sekil 2.25) Gram-
pozitif Staphylococcus epidermidis'e karsi siprofloksasinden daha aktifti (MIC = 7,81
pg/mL'ye kars1 15,62 pg/mL siprofloksasin), bilesik 4 ise insanlarda ciddi enfeksiyonlardan
sorumlu Gram-pozitif bir organizma olan Enterococcus faecalis'e (MIC = 7.81 pg/mL) kars1
referansla ayni aktiviteye sahipti. Ilging bir sekilde, 2 ve 3 numarali bilesikler Gram-negatif
Acinetobacter baumanni'ye karsi da aktif olup siprofloksasin ile aym MIK degerlerini
gostermistir (MIK = 15,62 pg/mL). Ayrica ADME calismalar1 gergeklestirilmistir.
Enzimatik deneyler ve molekiiler yerlestirme, bilesik 3'lin S. Aureus DNA giraz ve
dihidrofolat rediiktaz kinazlara karst giiclii bir inhibitdr aktivite gosterdigini ortaya
koymustur (Hassan, 2019)
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Sekil 2.25. Antibakteriyel aktiviteye sahip Schiff bazlari

Magalhdes ve arkadaslar1 yaptiklari ¢alismada; 23-sinnamil SB'nin sentezini ve in vitro
antifungal degerlendirmesini tanimlamistir. Bunlardan altis1 Candida suslarina karsi
antifungal aktivite gdstermistir. Bunlardan altis1 Can-Aspergillus, Fonsecaea ve 6zellikle
Cryptococcus tiirlerine kars1 antifungal aktivite géstermistir. 36 ve 37 numarali bilesikler
dida, Aspergillus, Fonsecaea ve 6zellikle Cryptococcus tiirlerini gostermistir. Bilesik 36 ve
37 referans flukonazole kiyasla iki kattan daha diisiik MIK degerleri gdstermistir. Her iki
Cryptococcus tiiriinden tiim suslara kars1 flukonazol gibi 6nemli bir sitotoksik etki vardir.

SB'ler i¢in insan akcigerine (MRC-5, insan fetal akciger fibroblasti), bobrege karsi dnemli

bir sitotoksik etki gézlenmemistir. (Magalhaes, 2020)
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Sekil 2.26. Antifungal aktiviteye sahip Schiff bazlari

Arunadevi ve Raman yaptiklari ¢alismada; Amino asitler, protein iiretimi, metabolizmada
ara iriinler, norotransmitter tasinmasi ve biyosentez gibi bir¢ok biyolojik siirecte yer alan
biyolojik olarak 6nemli organik molekiillerdir. Amino asitler, zincirler i¢indeki amin
(-NH>) ve karboksilat (COO-) gruplar1 ve farkli amino asitlerde halka sistemindeki hetero
atomlarin varlig1 yoluyla selatlama ajanlari olabilir; bu kalintilar biyolojik sistemlerde ¢esitli
islevler sergiler. Yan zincir gruplari, bir metal merkezinin koordinasyonu ve proteinlerdeki
katalitik etkisi i¢in ¢ok dnemlidir. Metal baglanmasi, zayif etkilesimlerle molekiiler tanima,

enzim katalizi ve molekiiler ortamin olusumunda rol oynarlar.

Biyolojik sistemlerdeki metal komplekslerinin yani sira, metal koordinasyonu ve zayif
etkilesimlerin bir araya gelmesi, imidazol, fenol, indol ve alkan baglar1 da iceren metal-
amino asit komplekslerinin karakterizasyonu iizerine yapilan son ¢aligmalarda gosterildigi

gibi benzersiz yapilar ve islevler gosteren molekiiler diizenekler ortaya ¢ikarmaktadir.
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Amino asitlerin metal kompleksleri, molekiiler yap1 ve metaloproteinlerin metal-metal
etkilesimlerinin incelenmesi icin model sistemler olarak islev gormeleri nedeniyle

Onemlidir.

Amino asitlerden tiiretilen Schiff bazi metal kompleksleri hakkindaki bir¢ok rapor, farkli
farmakolojik aktiviteleri ve ayrica enzim modellerinin taklit sistemlerini ortaya
koymaktadir. Son literatiir raporlarina dayanarak, antimikrobiyal, antikanser ve antioksidan
aktiviteleri ile amino asit igeren gesitli Schiff baz1 kompleksleri asagida tartisilmaktadir

(Arunadevi, 2020).

Antioxidant
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Sekil 2.27. Amino asitlerin 6zellikleri

Michat G. Nowak ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismalarda; Penisilinin kesfinden bu yana,
antimikrobiyal kemoterapi tibbin en 6nemli konularindan biri olmustur. Bugiine kadar
yiizlerce antimikrobiyal ajan kesfedilmis, dogal kaynaklardan izole edilmis veya tasarlanip
sentezlenmistir. Bununla birlikte, bunlarin %1'inden ¢ok daha azi ilag haline gelmistir.
Antimikrobiyallerin asir1 kullanimi, ortaya ¢ikan mikrobiyal ilag direnci ve ‘siiper
boceklerin’ ortaya ¢ikmasiyla birlikte, antibiyotiklerin ‘altin caginin’ ¢oktan geride kaldigi

konusunda genel bir mutabakat vardir.

Bakteriyel enfeksiyonlar, patojenik hiicrelere zayif penetrasyon ve bakteriyel direncin hizli
gelisimi gibi sorunlar nedeniyle tedavisi ve etkili antibiyotik ajanlariin tasarlanmasi en zor
enfeksiyonlar olarak kabul edilmektedir. Antibakteriyel ilag arastirma ve gelistirmede en
yiiksek 6ncelik DSO (Diinya Saglik Orgiitii) tarafindan Acinetobacter, Pseudomonas ve

Enterobacterales'in karbapeneme direngli tiirlerine kars1 aktif olan ajanlara verilmistir.
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Mantar enfeksiyonlari, 6zellikle de bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda insan patojenik
mayalart ve filament6z mantarlarin neden oldugu o6liimciil yayilmis mikozlar, modern
kemoterapi i¢in 6nemli zorluklardan birini olusturmaktadir. Son yillarda, ortaya ¢ikan
mantar ilag direnci ve Candida auris siiper bocegi de dahil olmak {izere yeni mantar
patojenlerinin ortaya ¢ikmasi nedeniyle durum daha da koétiiye gitmektedir. Antifungal
kemoterapotiklerin mevcut repertuart ¢ok sinirlidir ve bazilari antifungal etkinliklerini
stirekli olarak kaybetmektedir, bu nedenle yeni potansiyel antifungal ila¢ adaylarina acil

ihtiyag vardir.

Amino asit bazli antibakteriyellerin molekiiler hedeflerinin ¢ogu, bakteri hiicre duvarinin
temel bir bileseni olan peptidoglikan (murein) biyosentezinde yer alan enzimlerdir. MurA F
yolu olarak adlandirilan N-asetilmuramik asit kalintilarinin oligopeptit siibstitiientlerinin
olusumundaki belirli adimlari katalize ederler (Sekil 2.28). Bu enzimlerin kinetigi, 6zgiilliigii
ve Kkatalitik mekanizmas1 kapsamli bir sekilde gdzden gegirilmistir. Ozellikle, Mur
enzimlerinin diisiikk molekiiler agirlikli inhibitorleri konusunu ele alan birkag miikemmel

derleme yakin zamanda yaymlanmistir.

OH OH OH OH
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Sekil 2.28. Basitlestirilmis murein sentezi

Peptidoglikanin peptit kisminda, 6zellikle memeli hiicrelerinde bulunmayan d-alanin, d-
glutamik asit ve d-glutamin gibi temel protein olmayan amino asit kalintilarinin varligi,
bunlarin olusumunda ve daha sonraki islemlerinde yer alan enzimleri antibakteriyel ajanlar

icin ¢ekici hedefler haline getirir. (Nowak, 2021)

Boukaoud ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada; Bir amino asit, tiimii a-karbon adi verilen
ayni karbon atomuna bagli bir karboksil grubu (COOH), bir amino grubu (NH2), bir hidrojen
atomu ve karakteristik bir yan zincir grubunun (-R grubu) varligi ile karakterize edilen

organik bir bilesiktir.
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D-phe ad1 verilen yapmin gdzlenen FT-IR spektrumundaki 1627 ve 2700 cm™ arasindaki
bolgenin, amino asitlerin KBr pelet spektrumlarinda ortak bir 6zellik olan ¢ok sayida genis
ve list liste binen bantlarin varligi ile karakterize edildigine dikkat etmek onemlidir. Secilen

baz1 gézlenen ve hesaplanan dalga sayilar atamalariyla birlikte Sekil 2.29.’da listelenmistir.

©gns (cm ™) Wy [cm™) Assignments
Unscaled Scaled*
3088 3514 3022 T (NIL)
2963 3423 2043 ve (NH3")
2866 3201 2752 V(NH)
2746 3173 2728 v(CH)
1626 1654 1621 Vae (COO)
1562 1606 1573 B (NHg")
1493 1532 1470 B (ring-CH)
1410 1432 1403 B (NH,)
1305 1394 1366 B (]‘1l1g—CH}
1225 1293 1267 y(CH)
1074 1091 1069 v(CH)
1024 1032 1011 p (NH;")
949 950 931 p (NHs")
848 860 842 p (NH)
698 722 707 p (CHy
603 613 600 B (CCO)
524 512 501 def (]‘1l1g)
466 498 488 def (ring)

Sekil 2.29. D-phe molekiiliiniin gézlenen (wobs), hesaplanan (ocal) titresim dalga sayilari
ve titresimsel isaretlemeleri

D-phe'nin FT-IR spektrumunda, N-H gerilme titresimleri 2866-3088 cm-1 bolgesinde ortaya
cikmustir. 2700-2800 cm® bolgesinde hesaplanan dalga sayilart C-H gerilme titresimi olarak
isaretlenmistir. Ancak, deneysel olarak 2746 cm™ 'de benzersiz bir C-H modu gdzlenmistir.
3088 cm™'de gozlenen bant (bizim durumumuzda), L-p-phe’nin IR spektrumunda (KBr
peleti) karsilik gelen bantla (3087 cm™'de gozlenen) karsilastirildiginda pratik olarak aymi
konumdadir. Bu énemsiz kayma (1 cm™), D ve L-p-phe kristallerindeki N-H. O hidrojen

bagi etkilesimlerinin ayni etkisinden kaynaklanmaktadir.

Amino asitlerin IR spektrumlarinda, 1700-1200 cm™ aralig1 genellikle karboksilat grubunun
gerilme modlarina (vCOO-asim ve vCOO-sim) atfedilen yogun bantlarin varligi ile
karakterize edilir. Calismamizda, 1626 cm™'de gozlenen bant asimetrik vCOO- titresimleri
olarak isaretlenmistir. L-phe igin karsilik gelen vCOO- titresim modu daha &nce 1625 cm™
'de gozlenmistir. Sonug, L ve D-phe kristallerindeki COO- gruplar tarafindan olusturulan
H-bag1 enerjileri arasinda biiylik bir benzerlik oldugunu gostermektedir. Titresimsel
eslesmenin 400-1200 cm™ bolgesinde dzellikle dnemli oldugu iyi bilinmektedir. Bu bolgede,
benzen halkasi diizlem i¢i veya diizlem dis1 e8ilme titresimleri diger bazi egilme veya

gerilme titresimleriyle eslesir. Ornegin, 466 ve 524
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cml'de gozlenen bantlar benzen halkasi deformasyonu olarak isaretlenir (Abdelali

BOUKAOUD, 2019).

Deepa Gupta ve D. K. Jain yaptiklar1 ¢alismada; Heterosiklik bir tiirev olan ¢ok sayida 1,2,4-
triazol, antifungal, antikonviilsan, anti-tiiberkiiloz, antioksidan, anti-enflamatuar, COX-2
inhibisyonu, antikanser ve antimikrobiyal aktivite gibi Onemli terapotik aktiviteler
sergilemektedir. Ayrica, 1,2,4-triazol halka sistemi ribavirin (antiviral ajan), rizatriptan
(antimigren ajani) ve flukonazol, itrakonazol (antifungal ajan) gibi terapotik agidan ilging
cok cesitli ila¢g adaylarina dahil edilmistir. Bu nedenle, farkli aktivitelere sahip yeni
molekiillerin gelistirilmesi i¢in bu farmakoforlarin kesfedilmesine ihtiya¢ vardir. Fungal ve
bakteriyel enfeksiyonlar tiiberkiiloz kanser AIDS vb. hastaliklardan muzdarip bagisiklik

sistemi baskilanmis bireylerde 6nemli bir komplikasyon ve baslica 6liim nedeni haline

gelmistir.
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Sekil 2.30. 4-(benzylideneamino)-5-fenil-4H-1,2,4-triazole-3-tiyol sentezi

Amfoterisin B, insanlar tizerindeki toksik etkisine ragmen sistemik mikozlarin tedavisinde
en sik kullanilan ilagtir. Azol tiirevleri (oral olarak aktif bir triazol ajan1 olan flukonazol ve
itrakonazol), allilaminler, tiyokarbamatlar, floropirimidinler gibi diger antifungaller,
AIDS'liler gibi direnci bozulmus hastalarda gercekten ise yarayan bazi ajanlardir. Bu yeni
bilesikler mantar enfeksiyonlarinin tedavisinde siklikla kullanilirken, bu ilaglara kars1 direng
artmaktadir, ayrica mevcut ilaglarin ¢ogunun istenmeyen yan etkileri vardir, bu da yeni

antimikrobiyal ajanlarin gelistirilmesine acil bir ihtiyac¢ oldugunu agikca gostermektedir.

Bu gozlemlerden hareketle, triazol tiirevleri, konakgry1 etkilemeyebileceginden, giivenli bir
antimikrobiyal ajan olarak arastirilmak i¢in potansiyel aday olabilir. Yeni sentezlenen tiim
triazol tiirevleri Candida albicans, Aspergillus niger ve Microsporum gypseum mantarlarina

kars1 antifungal aktiviteleri agisindan taranmistir. Ayrica, bu yeni sentezlenen triazol
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tiirevleri Escherichia coli ve S. aureus bakterilerine kars1 antibakteriyel aktivite acisindan

degerlendirilmistir.

Sentezlenen tiim bilesikler mantar tiirlerine karst antifungal degerlendirmeye tabi
tutulmustur: C. albicans, A. niger ve M. gypseum ve bakteriyel sus E. coli ve S. aureus'a
kars1 antibakteriyel degerlendirme. Degerlendirme ¢alismasindan elde edilen sonuglar Sekil

2.31.” de verilmistir (Gupta, 2015).

Compound R' R' R, R, R, R, MIC (ug/ml)¥ MIC (ug/ml)¥ MIC (ug/ml)* MIC (ug/ml) MIC (ug/mi)**
code

5a I H H H Br i 12.5 25
5b I H d H C i B.25 12.5
Sc H H H H F i B.25 12.5
5d I H H d H i 3 12.5
Se H H H H C i 6.25 B.25
5 a d HOH F i 12.5 12.5
5g a doH oW Br i 25 50
Sh < H d H | 50 =50
5i a d d H O H O OH 50 =50
5i o odad (- | 25 50
5k a d H O H O C | 50 25
5l F H O H C | 12.5 50
5m F H O H H | 6.25 25
5n F H 1  H | 6.25 50
50 F H 1 H F | 12.5 25
5p F H 1 | Br | 12.5 12.5
5q F H 1 (- | 12.5 25
Ket™ 6.25 125 12.5

Strept** 12.5 12.5
*Ketoconazole, **Streptomiycin, “Candi i WMicrosporum gppseum C 115 2000, **Staphplococcus aureus ATCC
25023, *Escherichiz colil ATCC 25922 W

Sekil 2.31. Triazollerin antifungal ve antibakteriyel aktivitesi

Shaw ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada; Bagirsak mikrobiyomu, konak¢iya baska tiirlii
sindirilemeyen besin maddelerine erisim saglar ve bunlar genellikle mikrobiyom tarafindan
biyoaktif bilesenlere metabolize edilir. Bagirsak mikrobiyomu konak¢r sagligini
degistirebilecek konakei tarafindan iiretilen bilesiklerin dengesini de degistirebilir. Biyoaktif
metabolitlerin bir onciisii esansiyel aromatik amino asit triptofandir. Triptofan ¢ogunlukla
kinurenin yoluna yonlendirilir ancak ayn1 zamanda serotonin liretimi ve bakteriyel indol yolu
icin birincil metabolittir. Triptofan tiirevi biyoaktif metabolitler arasindaki denge norolojik
homeostaz i¢in ¢ok dnemlidir ve metabolik dengesizlik norolojik hastaliklar: tetikleyebilir
veya siddetlendirebilir. Alzheimer, depresyon ve sizofreni triptofandan tiireyen antranilik

kintirenik ve kinolinik asit seviyelerinin farklilagmastyla iligkilendirilmistir.
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Sekil 2.32. Triptofan amino asitinin 6zellikleri
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Triptofan merkezi bir amino asittir ve ii¢ yola kanalize edilir: indol, kynurenine ve serotonin.

Serotonin ve kiniirenin hem mikroplar hem de memeliler tarafindan yukarida deniz mavisi

ile listelenen coklu enzimler araciligiyla iiretilir. Indol, yalmzca mikroplar tarafindan

iiretilen bir triptofan tiirevidir. Triptofanin biiyiik kismu kiniirenin ve ilgili metabolitlerin

iiretimine aktarilir, kalan kisim ise indol ve serotonin arasinda boliistiiriiliir. Bu kiigiik

molekiillerin mikrobiyal iireticilerinin 6rnekleri yesil renkte, bu molekiillerden etkilenen

mikroplarin ornekleri ise turuncu renktedir. Daha genis konak etkileri yukarida grafiksel

olarak gosterilmistir.
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Sekil 2.33. Triptofanin viicutta izledigi yol

Triptofanin humangut'ta alim, metabolizma ve emilimden sonraki {i¢ ana yolu. Triptofan kan
dolagimina emilebilir ve karacigerdeki Kinurenin yolu veya beyindeki serotonin veya
kinurenin yolu ile metabolize edilebilir. Bagirsakta triptofan ayrica kiniirenin, indol veya
serotonin yoluna da yonlendirilebilir. Bu ii¢c metabolik yol, konak fizyolojisi ve nérolojisini
etkileyen noroaktif metabolitler igerir. Soluk ¢izgiler birincil bilesige metabolizmay1, noktali
cizgiler ikincil veya asag1 akis metabolitlerine metabolizmayi, yesil metin ovalleri olumlu
etkileri, kirmizi ovaller olumsuz etkileri ve turuncu ovaller notr sonuglar1 temsil eder (Shaw,

2023).

AB. Giindiizalp ve arkadaslari yaptiklari ¢alismada; Imin bilesikleri ve Cu(Il)
komplekslerini Gram pozitif bakterilere karsi antibakteriyel aktiviteleri agisindan
incelemistir. B. subtitilus, Y. enterotica, B. cereus, L. monocytogenes, M. luteus ve Gram
negatif bakteriler: E. coli, Pseudomonas aeroginosa, S. dysenteriae, S. typhi, K.
pseudomonas mikrodiliisyon yontemi ile (mM cinsinden MIC degerleri olarak). Biyolojik
aktivite sonuglar1 Sekil 2.34."te gosterilmistir. Schiff bazlar1 ve komplekslerinin Gram pozitif
bakterilere karsi Gram negatif bakterilerden daha orta diizeyde aktiviteye sahip oldugu
gozlenmistir (Giindiizalp, 2017).



31

Antibacterial activity results of the compounds (as MIC in mM).

Compound Gram positive bacteria Gram negative bacteria

BS YE BC LM ML EC PA SD ST KP
L' 0.468 0.468 0234 0.936 0.468 0.936 0.936 0.468 0.936 0.936
r 0.520 0.520 0.260 0.520 1.040 0.520 0.520 1.040 1.040 1.040
[Cu(LY]Cl 0.171 0.686 0343 0343 0.343 0.343 0.686 0.686 0.343 0.686
[Cu(L*))Cl, 0.371 0.371 0.186 0371 0.371 0.742 0.742 0.742 0371 0.742

Gram positive bacteria: BS: Bacillus subtitilus, YE: Yersinia enterotica, BC: Bacillus cereus, LM: Listeria monocytogenes, ML: Micrococcus luteus.
Gram negative bacteria: EC: Escherichia coli, PA: Pseudomonas aeroginosa, SD: Shigella dysenteriae type, ST: Salmonella typhi.KP: Klebsiell.

Sekil 2.34. imin bilesikleri ve Cu(Il) komplekslerinin antibakteriyel aktivite sonuglart

A.B. Giindiizalp ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada; Heteroaromatik Schiff bazlarmin
(iminlerin) sentez ve karakterizasyon ¢alismalarinin yani sira teorik hesaplamalar ile HOMO
ve LUMO enerjilerini hesaplamislardir. Bir molekiiler sistemin diger molekiillerle etkilesimi
HOMO (en yiiksek molekiiler orbital) ve LUMO (en diisiik bos molekiiler orbital) olarak
adlandirilan siir molekiiler orbitalleri (FMOs) ile aciklanabilir. Kimyasal tepkimelerde
HOMO' lar elektron vericidir ve Lewis bazi olarak davranir, LUMO'lar ise elektron alicidir
ve Lewis asidi gibi davranir. HOMO ve LUMO enerji seviyeleri, dogrudan iyonlagma
potansiyelleri ve elektron ilgisi ile iligkilidir. FMOs yiizeyleri ve enerjileri Gaussian 05
programinda DFT metodu ve B3LYP/6-311+G(2d,p) temel seti kullanilarak elde edilmistir.
HOMOs (HOMO, HOMO-1, HOMO-2) ve LUMOs (LUMO, LUMO-1, LUMO-2)
enerjileri hesaplanmig, FMOs yiizeyleri ve enerji degerleri eV cinsinden Sekil 2.35.’te
belirtilmistir (Balaban, 2017).
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Sekil 2.35. FMO yiizeyleri ve enerji seviyeleri

A. Unlii ve arkadaslar yaptiklar1 calismada; Sentezlenen yeni dopamin igeren Schiff bazlar

in vitro olarak antimikrobiyal aktiviteleri igin (¢0ziicli olarak DMSO kullanilarak) cesitli
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BMD yontemi ile bakteri ve maya izolatlar1 kullanilarak incelendi. (MIK degerleri pg/mL)
(Unlii, 2023).

WS, aureus WS. epidermidis WE. coli WP.aeruginosa @K. pneumoniae @ S. maltophilia & C. albicans
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Sekil 2.36. Sentezlenen dopamin Schiff bazi serilerinin test edilen izolatlara karst MiK
degerleri (ug/mL)

M. Alkan ve A.B. Giindiizalp yaptiklari ¢alismada; 3-Amino-1,2,4-triazol-5-tiyol bilesiginin
5-klorosalisilaldehit ile katilma tepkimesiyle imin bilesigi (Schiff bazi) sentezlemistir.
GAUSSIAN 09 paket programimda DFT/B3LYP/6-31+G (d,p) temel seti ile hesaplanan
FMOs enerji seviyelerini kullanarak Global reaktivite parametrelerini hesaplamis ve

elektronik 6zelliklerini incelemistir.

Sekil 2.37. Schiff bazinin optimize edilmis yapisi

FMOs arasindaki enerji farki (AE) molekiiliin kimyasal davranigini agiklamak igin
kullanmigtir. HOMO-LUMO enerji farki ne kadar biiylikse molekiiliin o kadar kinetik
kararli, bu enerji araligr ne kadar kiiclikse o kadar kimyasal reaktiftir. Bu g¢alismada
sentezlenen bilesiklerin bant araliklari (AEnomo-Lumo) enerjileri Sekil 2.38’te verilmistir
(Alkan, 2024).
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Enomo Erumo AE= Ewmo-Enowmo. I= -Enomo A= -Ewwmo
-6,2844 eV -2,4506 eV 3,8338 eV 6,2844 eV 2,4506 eV
X=(1+A) /2 ==X n =(I-A)/2 $=1/2n w=u2/2n
4,3675 eV -4,3675 eV 1.9169 eV 0,2608 eV-1 4,9755 eV

Sekil 2.38. Kiiresel kimyasal reaktivite tanimlayicilar

HOMO ve LUMO enerjileri, enerji bant aralig1 (AE), iyonlasma potansiyeli (I), elektron
ilgisi (A), elektronegatiflik (y), kimyasal potansiyel (u), kiresel sertlik (1), kiresel
yumusaklik (S) ve kiiresel elektrofiliklik indeksi (o)

Sumrra ve arkadaslar1 yaptiklari ¢alismada; 2,4-dikloro-6-((1H-1,2,4-triazol  -3-
ilimino)metil)fenol bilesigini sentezlemis ve yapisini aydinlatmistir. Teorik ¢alismalarda
1,2,4 triazol ligandinin HOMO ve LUMO enerjilerini ve Global reaktivite parametrelerini
hesaplamigtir. HOMO-LUMO enerji band araligi kimyasal reaktivite ve kinetik kararlilik
hakkinda bilgi vermektedir. Bilesik serilerinde Global reaktivite parametreleri kullanilarak

yapi-aktivite iligskilendirmesi yapilabilir (Sumrra, 2020).

‘ LUMO
Iy

AE = 4.34

v
HOMO

Sekil 2.39. Sinir molekiiler orbitalleri (HOMO ve LUMO)

Sekil 2.40'ta kirmiz1 renkli elektrofilik alanlardaki oksijen ve azot atomlar1 daha fazla
elektron yogunluguna sahiptir ve biyolojik molekiillerle etkilesimlerde muhtemel atak

bolgeleri olarak belirtilmistir (Siileymanoglu, 2017).
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0.0500 -> 0.0409
0.0409 > 0.0318
0.0318 -> 0.0227
0.0227 -> 0.0136
0.0136-> 0.0045
0.0045 -> -0.0045
-0.0045 -> -0.0136
-0.0136 -> -0.0227

-0.0227 -> -0.0318

-0.0318 -> -0.0409

-0.0409 -> -0.0500

Sekil 2.40. Molekiiler elektrostatik potansiyel (MEP) haritast

1,2,4-triazol bilesiklerinin ¢ok ¢esitli biyolojik aktivite gosterdigi bilinmektedir. 1,2.4-
triazollerden tiiretilen Schiff bazlarmin da antiinflamatuar, antimikrobiyal, antioksidan,

antikanser, antimalarial gibi kuvvetli biyolojik aktivitesi belirlenmistir.

Stileymanoglu ve arkadaslar1 yaptiklari ¢alismada; 1,2,4-triazol tiirevlerinin tiyol ve tiyon
tautomer yapilarini incelemis, teorik ¢aligmalar ile optime yapilarim1 ve HOMO-LUMU
enerjilerini hesaplamistir. Triazol Schiff bazi tautomerlerinin Leishmania (Sark Cibani)

hastaligina sebep olan parasitlere kars1 aktivitesini incelemislerdir (Wayne, 2012).

Sekil 2.41. DMSO iginde B3LYP/6-311++ yontemi ile hesaplanan HOMO ve LUMO igin
molekiil orbital yiizeyleri, parantez i¢indeki enerji seviyeleri ile birlikte; a)1,2,4
triazol-tiyol formu, b) 1,2,4-triazol-tiyon formu.



35

3. ARAC-GEREC VE DENEYSEL YONTEMLER

3.1. Kullanilan Cihazlar ve Kimyasal Maddeler

Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler ve ¢oziicliler Sigma-Aldrich ve Merck

firmalarindan temin edilmistir ve asagida yazilmistir.

e Sigma-Aldrich; 3-amino-1,2,4-triazol-5-tiyol, 2-amino-4,5-dimetoksi-benzoikasit, 5-
kloro-salisilaldehit, 5-bromo-salisilaldehit, 2,4-dihidroksi-benzaldehit, 4-dietil-amino
salisilaldehit, 3-indol, DMSO (Dimetil siilfoksit), Kloroform.

e Merck; Etanol, Hidroklorik asit.

3.2. Analizlerde Kullanilan Cihazlar

e FT-IR spektrumlar1 Mattson-1000 Model FT-IR spektrofotometresi ile 4000-400 cm
araliginda, Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya boliimiinde alinmistr.

e 'H-NMR ve BC-NMR spektrumlari DMSO ortaminda Bruker Ultrashield stvi NMR
spektrometresi kullanilarak Gazi Universitesi GUTMAM merkez laboratuvarinda ve
Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya boliimiinde almmustir.

¢ Bilesiklerin sentezi i¢in Heidolph marka manyetik karistiricilar kullanilmistir.

e Erime noktasi tayini SRS Optimelt erime noktasi cihaz ile yapilmuistir.

e Kimyasal maddeler 0,1 miligrama duyarli Shimadzu marka AUX120 model hassas terazi

ile tartilmistir.
3.3. Deneysel Yontemler

Bu ¢alismada, triazol ve aminoasit ile farkli aldehitlerin katilma tepkimesi sonucunda yeni

Schiff bazlar1 sentezlenmistir. Sentez yontemi agiklamalarin altinda gosterilmektedir.

Sentezini yapmak istedigimiz imin bilesikleri (Schiff baz1 — aromatik aldehit) C=O bag1
yerine C=N bagi igeren aldehitlerin azot analoglaridir (Sekil 3.1). Bir aldehit veya ketona
birincil amin eklenerek olusurlar. Bu islem bir molekiil H2O c¢ikis1 gergeklesen

kondenzasyon tepkimesidir.
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Sekil 3.1. Imin yapisiin genel 6zellikleri

Iminlerin olusma reaksiyonlar1 genellikle basittir. Bir ¢dzeltiye 6nce birincil amin ve aldehit
ya da keton eklenerek su ¢ikiginin saglanmasi ile kondenzasyon tepkimesi sonucu imin elde

edilir (Sekil 3.2) (Wawzonek, 1964).

4]

.-Nl-f‘\_
(Y — o

Sekil 3.2. Imin olusumuna ait érnek tepkime

Kondenzasyon tepkimesi olduk¢a hizli gergeklesir. Olusan su damitma yoluyla
uzaklastirildiktan sonra kristallendirme ile yiliksek verimde imin bilesigi elde edilir.
Reaksiyonun hizlanmasi i¢in asit katalizorii kullanilabilmektedir. Asit, potansiyel ayrilan
gruplar eslenik asitlerine doniistiirerek ve bdylece onlar1 daha iyi ayrilan gruplar haline
getirerek eliminasyon reaksiyonlarini hizlandirir. Asit, karbonil oksijenini protonlar ve
bdylece karbonil karbonunu daha iyi bir elektrofil haline getirerek reaksiyonu hizlandirir

(Sekil 3.3). Iste olusan ve kirilan baglar1 gdsteren genel bir imin olusumu drnegi.,
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Olusan  Ewrilan

'D H* o --'R Eaglar Baglar
N C—M -0
L, w® = A wo
R7~H 2N —— R H C-MNx) C-O(x)
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Sekil 3.3. Olusan ve kirilan baglar1 gosteren genel bir imin olusumu 6rnegi

Kolayca goriilebilecegi gibi, iki yeni C-N bag1 ve iki O-H bagi olusur ve iki C-O bagi ve iki
N-H bagi kopar. Dikkat edilmesi gereken bir diger sey de baslangig reaktifleri (aldehit/keton

ve birincil amin) ve {iriinler (imin ve su) dengededir.

Le Chatelier ilkesini uygulayarak tahmin edebileceginiz gibi, geri tepkimenin
gerceklesmesini Oonlemek i¢in imin olusurken suyu uzaklagtirmak yardimci olacaktir.
Pratikte, bu genellikle MgSOa4 veya molekiiler elekler gibi bir kurutma maddesi kullanilarak
veya suyu bir Dean-Stark diizenegi ile izole ederek yapilabilir. Ancak aromatik aldehit veya
aromatik ketonlardan elde edilen iminlerin alifatik aldehit ve ketonlardan elde edilenlere
gore hidroliz olmasi1 zor olacagindan denge {irtinler lehine hareket etmektedir ve verim

yuksektir.

Reaksiyonun mekanizmasina deginecek olursak eger, hafif asit varliginda, notr aldehit/keton
ile aldehit/ketonun konjuge asidi arasinda bir denge olacaktir, bu nedenle 1. adim oksijenin
protonlanmasidir. Protonlandiktan sonra, karbonil, elektrofilik karbonil karbonuna amin

niikleofilinin eklenmesini saglarken, C-N olusturabilir ve C-O'yu (pi) kirabilir (Sekil 3.4).

e
)LII -

Sekil 3.4. Imin sentezi reaksiyon mekanizmasi
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Karbonun hibritlesmesi sp?'den sp®e degisir. Simdi ndtr bir OH ve pozitif yiiklii bir amin
(yani bir amonyum) i¢eren tetrahedral bir ara iirlin olusmaktadir. Sonraki adimda O-H ve C-

N (pi) olusturmamiz ve ayrica C-O ve iki N-H bagmnin kirilmasi gerekmektedir.

Bu noktada eliminasyonun gergeklesmesi pek olasi degildir ¢iinkii azotun C-N (pi)
olusturmak i¢in kullanabilecegi bir elektron ¢ifti olmadigi gibi, ayrilan grup nispeten giiclii

bir baz olan hidroksit iyonu, (OH") olacaktir.

Azotun bir baz (aminin fazlasi) tarafindan deprotonasyonu (Sekil 3.5) ve ardindan oksijenin
asit tarafindan protonlanmasi (Sekil 3.5.) gergeklesecektir. Bunu tek adimda, N-H'yi
deprotonlamak i¢in OH kullanarak gdstermek hatali olacaktir. ki adimli bir siireci

gostermek daha dogrudur.

w ™ BreakN-H “EN=H< Form O-H
_NH; H 2 {/I
H.! — - — H-
H=0 ..Nf@"‘\‘ H=0 HN"> H

Sekil 3.5. Imin sentezi reaksiyon mekanizmasi 2

Bu iki adim birlikte bir protonun (H*) azottan oksijene kaymasini etkiler. Bu nedenle

deprotonasyon-protonasyon siireci (veya tersi) genellikle proton transferi olarak adlandirilir.

C-N (pi) baginin olusumu ve C-O baginin kirilmasi i¢in suyun eliminasyonu ve buna eslik
eden C-N (pi) olusumu gereklidir (Sekil3.6). Asit yoklugunda, eliminasyon ¢ogu iminin
olusumunda hiz1 belirleyen adimdir; asit eklenmesi bu adimin hizin1 6zellikle alifatik
aldehitlerin kullanildig1 reaksiyonlarda biiylik dl¢iide hizlandirir. Burada pH’in optimum
degeri 4-5 araliginda gozlemlenir, pH degeri 4’iin altina diistiigiinde ise reaksiyon hizinin
azaldig1 gozlemlenir. Asit katalizli reaksiyonlarda ayrilan grubu (OH)™ degil H2O olarak
gostermek gereklidir. Ciinkii (OH)" baz oldugundan asit katalizorliiglinde var olamaz.
Eliminasyon, iminyum tuzu (veya iminyum iyonu) olarak adlandirilan iminin eslenik

asidiyle sonuglanir. Pozitif yiiklii azotun deprotonasyonu (Sekil 3.6) bize notr imini verir.
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Sekil 3.6. imin sentezi reaksiyon mekanizmas1 3
3.3.1. 4-kloro-2((3-merkapto-1H-1,2,4-triazol-5-il)imino)fenol sentezi

20 mL etil alkolde ¢6ziinmiis 0,160 g (1,37x10° mol) 3-amino-1,2,4-triazol-5-tiyol iizerine
10 mL etil alkolde ¢dziinmiis 0,215 g (1,37x10° mol) 5-kloro-salisilaldehit ¢ozeltisi ilave
edildi. 1 hafta boyunca 55 °C’de geri sogutucu altinda karistirilirken sar1 renkli ¢ozelti
olusumu gozlendi. Cozelti derin dondurucuda 1 hafta bekletildi, kristaller siiziildii ve oda
kosullarinda kurutuldu. Daha sonra etil alkolden yeniden kristallendirildi, etilalkol ile
yikandi, ¢6ziiciistinii ve nemini uzaklastirmak i¢in 60 °C de etiivde 2 giin boyunca bekletildi.

CoH7N4OSCI (MA: 254,64 g/mol), Verim: %68, e.n: 135-138 °C

q
Cl N\ N
H N ~
+ HaN \</ NH /N\</ NH 4+ o
o N— N:{
SH SH
OH

Sekil 3.7. ATT-5-CISA sentez yontemi

3.3.2. 5-(dietilamino)-2-(((3-merkapto-1H-1,2,4-triazol-5il)imino)metil)fenol sentezi

20 mL etil alkolde ¢oziinmiis 0,120 g (1,03x10° mol) 3-amino-1,2,4-triazol-5-tiyol {izerine
10 mL etil alkolde ¢oziinmiis 0,199 g (1,03x10° mol) 4-dietil amino salisilaldehit ¢ozeltisi
ilave edildi. 1 hafta boyunca 55 °C’de geri sogutucu altinda karistirilirken kirmizi renkli
¢ozelti olusumu gozlendi. Cozelti derin dondurucuda 1 hafta bekletildi, kristaller stiziildii ve
oda kosullarinda kurutuldu. Daha sonra etil alkolden yeniden kristallendirildi, etilalkol ile
yikandi, ¢oziiciistinii ve nemini uzaklastirmak i¢in 60 °C de etiivde 2 giin boyunca bekletildi.

C13H17NsOS (MA: 291,34 g/mol), Verim: %66, e.n: 160-163 °C
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Sekil 3.8. ATT-4-dietilASA sentez yontemi
3.3.3. 3-(((1H-indol-3il)metilen)amino)-1H-1,2,4-triazol-5-tiyol sentezi

20 mL etil alkolde ¢dziinmiis 0,120 g (1,03x10° mol) 3-amino-1,2,4-triazol-5-tiyol {izerine
10 mL etil alkolde ¢dziinmiis 0,150 g (1,03x10° mol) 3-indol ¢ozeltisi ilave edildi. 1 hafta
boyunca 55 °C’de geri sogutucu altinda karistirilirken sari-turuncu renkli ¢ozelti olusumu
gozlendi. Cozelti derin dondurucuda 1 hafta bekletildi, kristaller siiziildii ve oda kosullarinda
kurutuldu. Daha sonra etil alkolden yeniden kristallendirildi, etilalkol ile yikandi,
¢Oziiclisiinii ve nemini uzaklastirmak igin 60 °C de etiivde 2 giin boyunca bekletildi.

C11HoNsOS (MA: 243,14 g/mol), Verim: %70, e.n: 152-155 °C

i N
0 N ~
\ " /N\NH N\ /N\<’ NH
+ \< —_— N:;< + HoO
" Nﬁ( SH
SH

Sekil 3.9. ATT-3-indol sentez yontemi

H
N

3.3.4. 2-((5-kloro-2hidroksibenziliden)amino)-4,5-dimetoksi benzoik asit sentezi

20 mL etil alkolde ¢dziinmiis 0,200 g (1,01x10° mol) 2-amino-4,5-dimetoksi benzoikasit
{izerine 10 mL etil alkolde ¢ziinmiis 0,159 g (1,01x10° mol) 5-kloro-salisilaldehit ¢ozeltisi
ilave edildi. 1 hafta boyunca 55 °C’de geri sogutucu altinda karistirilirken kirmizi renkli
¢ozelti olusumu gozlendi. Cozelti derin dondurucuda 1 hafta bekletildi, kristaller stiziildii ve
oda kosullarinda kurutuldu. Daha sonra etil alkolden yeniden kristallendirildi, etilalkol ile

yikandi, ¢6ziiciistinii ve nemini uzaklastirmak i¢in 60°C de etiivde 2 giin boyunca bekletildi.

C16H14aNOsCI (MA: 335,69 g/mol), Verim: %69, e.n: 239-242°C
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Sekil 3.10. ABAS-5-CISA sentez yontemi
3.1.1. 2-((4-(dietilamino)-2-hidroksi benziliden)-4,5-dimetoksi benzoik asit sentezi

20 mL etil alkolde ¢dziinmiis 0,200 g (1,01x10° mol) 3-amino-1,2,4-triazol-5-tiyol {izerine
10 mL etil alkolde ¢oziinmiis 0,196 g (1,01x10° mol) 4-dietilamino salisilaldehit ¢ozeltisi
ilave edildi. 1 hafta boyunca 55 °C’de geri sogutucu altinda karistirilirken turuncu renkli
cozelti olusumu gozlendi. Cozelti derin dondurucuda 1 hafta bekletildi, kristaller siiziildii ve
oda kosullarinda kurutuldu. Daha sonra etil alkolden yeniden kristallendirildi, etilalkol ile
yikandi, ¢6ziiciistinii ve nemini uzaklastirmak igin 60 °C de etiivde 2 giin boyunca bekletildi.

C20H24N205 (MA: 372,3 g/mol), Verim: %68, e.n: 245-250°C

o 5
0 HO, HO
Hac\\
H HoN
+ 2 N N + Ho
Q HQC—-_/ A
/\ Q
H,C N OH \CH \
) 3 §
H,C

O—cH, OH

Sekil 3.11. ABAS-4-dietil ASA sentez yontemi
3.3.5. 2-(((1H-indol-3-yl)metilen)amino)-4,5-dimetoksibenzoikasit sentezi

20 mL etil alkolde ¢dziinmiis 0,200 g (1,01x10 mol) 3-amino-1,2,4-triazol-5-tiyol iizerine
10 mL etil alkolde ¢dziinmiis 0,147 g (1,01x10° mol) 3-indol ¢ozeltisi ilave edildi. 1 hafta
boyunca 55 °C’de geri sogutucu altinda karistirilirken sar1 renkli ¢ozelti olusumu gozlendi.
Cozelti derin dondurucuda 1 hafta bekletildi, kristaller siiziildi ve oda kosullarinda
kurutuldu. Daha sonra etil alkolden yeniden kristallendirildi, etilalkol ile yikandi,
¢Oziiclisiinii ve nemini uzaklastirmak i¢in 60 °C de etiivde 2 giin boyunca bekletildi.

C18H16N204 (MA: 324,2 g/mol), Verim: %67, e.n: 275-278°C
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Sekil 3.12. ABAS-3-indol sentez yontemi
3.4. Teorik Hesaplamalar

Son yillarda, hesaplamali yontemler sayesinde molekiiler seviyedeki davranislar deney
yapilmadan tahmin edilebilmektedir. YFT, ab-initio, molekiiler mekanik ve baz1 yari-
deneysel yontemler eczacilik, farmakoloji ve malzeme miihendisligi alanlarinda molekiiler
ozelliklerinin arastirtlmasinda siklikla kullanilmaktadir. Hesaplamali kimyada, ¢ok biiyiik
molekiillerin enerji degerlerinin ve elektronik ozelliklerinin hesaplanmasinda yogunluk
fonksiyon teorisi (YFT) en cok tercih edilen yontemlerden birisidir. YFT hesaplamalarinda
Gaussian 09 programi kullanilmaktadir. Oncelikle, calisilan molekiillerin YFT kullanilarak
optimizasyonu yapilarak en diisiik enerjili ve kararlilig1 en ytliksek olan 3D yapis1 elde edilir,
sonrasinda sinir orbitallerinin (FMOs) enerjileri ve global kimyasal aktivite parametreleri
belirlenerek molekiillerin elektronik 6zellikleri, molekiiler elektrostatik potansiyel (MEP)
haritalar1 ¢izilerek elektrofilik ve niikleofilik yatkinlik bolgeleri gibi bir¢ok bilgiye
ulagilabilmektedir. Bu baglamda, elektrofilik merkezli yiik transfer etkilesimleri, DNA
bazlan ile calisilan molekiillerinin elektrofilik ve niikleofilik dogasinin belirlenmesini

saglayabilmektedir (Demircioglu, 2019).

Bu c¢alismada, ATT ve ABAS aminlerinden tiiretilen Schiff bazlarina ait teorik
hesaplamalarda Yogunluk Fonksiyon Teorisi (YFT) kullanilarak Becke-tipi 3- parametreli
Lee-Yang-Parr modeli B3LYP ve 6-31+G(d,p) temel seti uygulandi. Oncelikle, geometri
optimizasyonu ile molekiiliin minimum enerjili en kararl yapisi tespit edildi. Bilesiklerin
sinir molekiiler orbital (FMOs: HOMO ve LUMO) sekilleri ve enerji diizeyleri ayn1 temel
set ile belirlendi. Sinir orbital (HOMO ve LUMO) enerjileri kullanilarak Global kimyasal
aktivite parametreleri olarak da bilinen elektronegatiflik (), kimyasal potansiyel (p), sertlik
(m), yumusaklik (S) ve elektrofilik indeks (w)’in degerleri elde edildi. Global kimyasal
aktivite parametreleri icin gerekli hesaplamalar sdyledir: Iyonlasma enerjisi, I=-Eromo;

elektron ilgisi, A=-ELumo; elektronegatiflik, y=(I+A)/2; kimyasal potansiyel, u=-(I1+A)/2;
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sertlik, m=(I-A)/2; elektrofilik indeks, w=p2/(2n). Ayrica, bilesiklerin molekiiler
elektrostatik potansiyel (MEP) haritalan gizilerek yilizeylerdeki kirmizi renkli en negatif
bolgeler elektrofilik reaksiyonlari tanimlarken, mavi-yesil renkli en pozitif bolgeler de

niikleofilik baskin bolgeleri gostermektedir (Demircioglu, 2019).
3.2. In vitro Antimikrobiyal Duyarhlik Testi

Sentezlenen bilesiklerin in vitro duyarllik testi “Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI)” rehberinde bakteri ve mantarlar i¢in Onerilen buyyon mikrodiliisyon (BMD)
yontemine goére yapildi. Deneyde Gram-pozitif (Staphylococcus aureus ATCC 29213,
Staphylococcus epidermidis ATCC 35984), Gram-negatif (Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853) bakteri ve mantar (Candida albicans ATCC 10231)
kokenleri kullanildi. Bakteri ve mantar siispansiyonlarinin final konsantrasyonlar1 5x10°
bakteri/ml ve 0,5x10% mantar/ml olarak hazirlanmistir. Steril 96 kuyucuklu diiz-tabanli
plaklar kullanilmistir. Bakteriler i¢in biitiin kuyucuklara 100’er pl Mueller Hinton sivi
(MHB) ve maya mantar1 i¢cin de RPMI-1640 besiyerleri eklenmistir. Bilesiklerin 10-0,02
pg/ml arasinda seri sulandirimi yapilmistir. Hazirlanan bakteri ve mantar siispansiyonlari
negatif kontrol kuyucuklart hari¢ 10’er pl biitiin kuyucuklara eklenmistir. Plaklarda sadece
bakteri/mantar siispansiyonu ve besiyeri igeren kuyucuk pozitif kontrol, sadece besiyeri
iceren kuyucuklar da negatif kontrol olarak belirlenmistir. Mikroplaklar 37°C’de 24-48 saat
inkiibe edilmis ve mikrobiyal iiremenin varlig1 veya inhibisyonu gorsel olarak belirlenmistir.
Daha sonra her kdken i¢in minimal inhibitér konsantrasyon (MIK= mikroorganizmalarin
iremelerini durduran en diislik ilag konsantrasyonu) degerleri belirlenmistir. Deneyde
referans ilag olarak bakteriler i¢in Stilfisoksazol ve Siilfometaksazol ilaglar1 ve maya i¢in de

Flukonazol kullanilmistir.

Bakteri ve maya biyofilm olusumu, Aydin M ve ark. tarafindan tarif edildigi gibi baz1
modifikasyonlarla 96 koyuklu diiz tabanli mikroplakalarda gergeklestirilmistir. Izolatlar %5
koyun kanli agar ve sabouraud dextrose agar (SDA) besiyerinde 37°C’de 24-48 saat
iiredikten sonra RPMI-1640 ve MHB besiyerlerinde 0.5 McFarland olacak sekilde maya ve
bakteri siispansiyonlar1 ayr1 ayr1 hazirlanmigtir. Siispansiyonlar bir gece boyunca 35°C’de
180 rpm’de dénen bir ¢alkalayici iizerinde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda 5 dakika

3000xg’de 15°C'de santrifiij yapilarak toplanan hiicre kiiltiirleri iki kez fosfat tamponu (PBS)
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ile yikanmustir. Y1ikanan hiicrelerden RPMI-1640 ve MHB besiyerlerinde 1x10° hiicre/m1’lik

maya ve bakteri siispansiyonlar1 hazirlanmistir.

Biyofilm olusumu i¢in 200 pl hiicre siispansiyonu diiz tabanli 96 kuyucuklu mikroplaklara
ii¢ tekrarli olmak iizere aktarilmistir. Hiicrelerin kuyucuk yiizeyine yapisabilmesi igin
mikroplaklar, 37°C'de 2 saat 80 rpm’de inkiibe edilmistir. Baglanma asamasindan sonra her
bir kuyucuga 200 pl taze RPMI 1640 ve MHB besiyeri eklenecek ve mikroplaklar 37°C’de
72 saat 80 rpm'de calkalanarak inkiibe edilmistir. Negatif kontrol olarak her mikroplagin son
iic kuyucuguna sadece RPMI-1640 besiyeri eklenmistir.

Biyofilm olusumundan sonra her kuyucuk iki kez 200 pl PBS ile yikanmistir. Yikanan
biyofilmlerin iizerine 50pl Smg/ml konsantrasyonunda MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-Diphenyltetrazolium Bromide) sollisyonu eklenmistir. Plaklar 37°C’de 2 saat boyunca
karanlikta inkiibe edilmistir. Siire sonunda 570 nm’de OD’ler olgiilmiistiir. Negatif
kontrollerin absorbans degerleri test kuyucuklarinin degerlerinden ¢ikarilmistir. izolatlarin
biyofilm olusturma yetenekleri Stepanovi¢ ve ark. tarafindan belirlenen siniflandirmaya gore
yapilmistir. Bu smiflandirmaya gére OD degeri negatif kontroliin altinda olan suslar
biyofilm negatif, lizerinde olan suslar ise biyofilm pozitif olarak kabul edilmistir. OD degeri
negatif kontrol ile negatif kontroliin 2 kat1 arasinda olanlar zayif (+), 2-4 kat1 arasinda olanlar

orta (++) ve 4 kat1 lizerinde olanlar ise gli¢lii biyofilm (+++) olarak degerlendirilmistir.

Bilesiklerin antibiyofilm aktivite 6zellikleri 96 kuyucuklu diiz tabanl plakta arastirilmistir.
Her bilesikten hazirlanan farkli konsantrasyonlar (1x, 2x ve 4xMIK) test edilmistir. Bu
konsantrasyonlar, antimikrobiyal aktivite deneyinden elde edilen MIK degerlerinden
hesaplanarak belirlenmistir. Bir gecelik inkiibasyon ile sivi besiyerinde iiretilmis olan ve
yukarida belirtilen bakteri ve maya kokenlerinin MHB ve RPMI 1640 besiyerinde 0,5
McFarland siispansiyonlar1 hazirlanmistir. Diiz tabanli 96’1 plagin her kuyucuguna 200 pl
hazirlanan bakteri ve maya siispansiyonlar eklenmistir. 37°C’de 24-48 saat ¢alkalayici
inkiibatore kaldirilmistir. Inkiibasyondan sonra baglanmayan hiicreleri uzaklastirmak
amaciyla mikroplaklar 3 defa PBS ile yikandiktan sonra kurumaya birakilmistir. Her
kuyucuga, hazirlanan konsantrasyonlardan 100ul eklenerek 37°C’de 24 saat calkalayicida
inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra mikroplaklar 3 defa PBS ile yikanarak her kuyucuga
50 ul MTT (5 mg/ml) soliisyonu eklenmistir. Plaklar 37°C’de 5 saat boyunca karanlikta

inkiibe edilmistir. Daha sonra siipernatantlar atilacak ve her kuyucuga 100 pl Dimetil
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stilfoksit (DMSO) eklenmistir. Plaklar 37°C’de 10 dk calkalayicida inkiibe edilmis ve
biyofilmin absorbansi 570 nm’de &l¢iilmiistiir. Biyofilm Inhibisyon Orani (Bi)= [1-ODs7onm
(6rnek)/ ODs7onm (pozitif kontrol)] x100 formiilii kullanilarak hesaplanmis ve her bilesigin
farkli konsantrasyonlardaki antibiyofilm aktivitesi bu yontemle degerlendirilmistir (Liu

Y,2021).
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4. ARASTIRMA SONUCLARI

Bu boéliimde, ATT ve ABAS aminlerinden tiiretilen yeni Schiff bazlarinin spektroskopik
verileri (*H-NMR, BC-NMR/APT ve FT-IR spektrumlar1) degerlendirilerek muhtemel
yapilar1 Ongoriilmiistiir. Schiff bazlarinin en diisiik enerjili kararli konformasyonlari
Gaussian 09 programi kullanilarak Yogunluk Fonksiyonel Teorisi (YFT) metodu ile
B3LYP/631+G(d,p) temel seti ile elde edilmistir. Optimize molekiiler yapilarin sinir
molekiiler orbitallerinin (FMOs: HOMO ve LUMO) enerji diizeyleri, enerji band araliklar
ve Global diskriptorler (elektronegatiflik (), kimyasal potansiyel (p), sertlik (1), yaumusaklik
(S) ve elektrofilik indeks (®)) ayn1 temel set kullanilarak hesaplanmustir.

4.1. Sentezlenen Schiff Bazlarinin Yapi Tayini

Bu calismada, ATT ve ABAS maddelerinden c¢ikarak 6 adet yeni Schiff bazlar
sentezlenmistir. Yapilari, tH-NMR, C-NMR/APT ve FT-IR spektrofotometrik yontemleri

kullanilarak aydinlatilmistir.

4.1.1. 4-kloro-2((3-merkapto-1H-1,2,4-triazol-5-il)imino)fenol

Sekil 4.1. ATT-5-CISA bilesiginin iki ve ti¢ boyutlu gosterimi
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'H-NMR spektrum yorumu
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Sekil 4.2. ATT-5-CISA bilesiginin *H-NMR spektrumu

ATT’nin 5-CISA ile katilma tepkimesiyle olusan Schiff bazinin DMSO-d6 igindeki *H-
NMR spektrumu Sekil 4.2°de, piklerin kimyasal kayma degerleri ise Cizelge 4.1°de
verilmistir. 12,32 ppm de gozlenen tekli pik ATT kismindaki triazol halkasina baghh SH
protonuna ve 12,11 ppm de gozlenen tekli pik ATT kismindaki triazol halkasindaki NH
protonuna aittir. 11 ppm de tekli pik 5-CISA kismindaki halkaya bagli olan OH protonuna
aittir. 10,23 ppm de gozlenen pik imin karbonuna bagli protona aittir. 7,46-7,01 ppm arasinda
goriilen ¢oklu pikler aromatik halkada bulunan protonlara aittir. 3,44 ppm ve 2.51 ppm de
gozlenen tekli pikler ¢oziicii olarak kullanilan DMSO-d6 ya aittir.



Cizelge 4.1. 'H-NMR spektroskopik verileri

1$aretleme ATT-5CISA ATT-4-dietil ASA ATT-3-indol
SH 12,32 12,28 12,34
OH 11 11,26 -
NH 12.11 (br, 1H) 12,06 12,29
CH=N 10,23 9,61 9,97
Ar-H 7,46-7,01 7,43-6,01 8-7
CH2-N - 3,43-3,34 -
CHs - 1,13-1,10 -
Earetleme ABAS-5CISA ABAS-4-dietilASA | ABAS-3-indol
OH 13,10 - 13,10
NH - - 9,93
CH=N 8,92 8,77 9,18
Ar-H 7,70-6,98 7,53-6,40 8,31-7,33
O-CHjs 3,92,3,84 3,92, 381 3,96, 3,85
CH.-N - 3,45 -
CHs - 1,14 -
13C-APT spektrum yorumu
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Sekil 4.3. ATT-5-CISA bilesiginin *C-APT spektrumu

ATT ve 5-CISA yapilarinin katilma tepkimesiyle olusan Schiff bazinin imin (C=N)
karbonuna ait pik 190 ppm de gozlenmistir. Triazol ve fenil halkalarindaki aromatik C
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karbonlarina ait pikler 167-123 ppm araliginda aromatik bolgede gozlenmistir. Triazol ve
fenil halkalarindaki aromatik CH karbonlarma ait pikler ise 136-120 ppm araliinda

aromatik bolgede gbézlenmistir.

Cizelge 4.2. *C-NMR spektroskopik verileri

Isaretleme ATT-5CISA ATT-4-dietilASA ATT-3-indol
CH=N (imin) 190 194 185,45
Ar(CH) 136-120 134-96 139-113
Ar(C) 167-123 166-111 163-119
CH; - 44,48 -
CHs 12,56
Isaretleme ABAS-5CISA ABAS-4-dietilASA ABAS-3-indol
CH=N (imin) 190,25 191,12 185,71
C=0 169,71 - -
Ar(CH) 135,82-99,35 133,90-96,03 124-100
Ar(C) 159,44-101,09 169,57-146,52 169,70-114
CH; - - -
CH; : : :
O-CHj3 56,10-55,43 56,53 56,49, 55,86

FT-IR spektrum yorumu
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Sekil 4.4. ATT-5-CISA bilesiginin FT-IR Spektrumu

ATT-5-CISA bilesiginin FT-IR spektrumu Sekil 4.4’de, secilmis titresimler Cizelge 4.3’de
verilmistir. Spektrumda; v(NH) 3360 cm de; Triazol halkasina bagli -SH grubuna ait v(SH)
2617 cm™ de gdzlenmistir. Triazol bilesiginin aromatik aldehitlerle katilma tepkimesiyle
olusan imin grubuna ait v(C=N) 1654 cm™ de; v(C=N) 1611 cm™ de; v(C-N) 1565 cm™ de,
v(C-S) 1151 cm™ de, v(N-N)ar 1027 cm™ de gdzlenmistir.



Cizelge 4.3. Schiff bazlarmin secilmis FT-IR titresim frekanslar (cm™)

1$aretleme ATT AC-I-I-SI-AS- ATT-indol dé;l;;l::ék
o(NH) 3375 | 3360 3373 3352
W(SH) 2614 | 2617 2614 2612
W(N-N)ar 1029 | 1027 1028 1009
W(C=N) 1634 | 1611 1612 1615
W(C-N) 1547 | 1565 1574 1556
W(C-S) 1139 | 1151 1149 1130
W(CH=N)imin | - 1654 1626 1634

. ABAS5- | ABAS- | ABAS-4-

Isaretleme | ABAS| " o indol | dietilASA
W(CH)ait 2058 | 2831 2834 2064
W(C=0) 1646 | 1684 1649 1645
W(C-O)meost | 1033 | 1027 1035 1039
W(C-N) 1175 | 1160 1143 1143
W(CH)ar 3023 | 3080 3052 3072
W(CH=N)imn | - 1616 | 1624-1600 1630

4.1.2. 5-(Dietilamino)-2-(((3-merkapto-1H-1,2,4-triazol-5il)imino)metil)fenol

@
: 9

j N\ W w w ’B 3
e N /N 7/ TNH a 3/
~ Qq \<:( j%. ‘;f " ‘:’%

Sekil 4.5. ATT—4-dietilASA bilesiginin iki ve ii¢ boyutlu gosterimi
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'H-NMR spektrum yorumu
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Sekil 4.6. ATT-4-dietil ASA bilesiginin *H-NMR spektrumu

ATT yapisinin 4-dietilASA ile katilma tepkimesiyle olusan Schiff bazinin DMSO-d6
igindeki *H-NMR spektrumu Sekil 4.6°da, piklerin kimyasal kayma degerleri ise Cizelge
4.1’de verilmistir. 12,28 ppm de gozlenen tekli pik ATT kismindaki triazol halkasina bagl
SH protonuna ve 12,06 ppm de gozlenen tekli pik ATT kismindaki triazol halkasindaki NH
protonuna aittir. 11,26 ppm de tekli pik 4-dietilASA kismindaki halkaya bagli olan OH
protonuna aittir. 9,61 ppm de gozlenen pik imin karbonuna bagl protona aittir. 7,43-6,01
ppm arasinda goriilen ¢oklu pikler aromatik halkada(1H,d;1H,d;1H,s) bulunan protonlara
aittir. 3,43-3,34 ppm arasinda gozlenen pikler 4-dietilASA yapisindaki CH2-N(4H,m)

protonlarina aittir. 1,13-1,10 ppm arasinda gozlenen pikler CH3(6H,t) protonlarina aittir.



13C-APT spektrum yorumu
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Sekil 4.7. ATT-4-dietil ASA bilesiginin *C-APT spektrumu

Bilesigin **C-APT spektrumu Sekil 4.7°de verilmistir. Karbon atomuna bagli proton sayisina
spektrum piklerinin pozitif veya negatif genlikte pik verdikleri goriiliir. ATT ve 4-dietilASA
yapisinin katilma tepkimesiyle olusturdugu Schiff bazimin imin (CH=N) karbonuna ait pik
194 ppm de negatif genlikte gozlenmistir. Triazol ve fenil halkalarindaki aromatik C
karbonlarina ait pikler 166-111 ppm araliginda aromatik bdlgede gdzlenmistir. Triazol ve
fenil halkalarindaki aromatik CH karbonlarina ait pikler ise 134-96 ppm araliginda aromatik

bolgede gozlenmistir. 4-dietilASA yapisindaki CH2 karbonuna ait pik 44,48 ppm; CHs

karbonuna ait pik ise 12,56 ppm de gozlenmistir.

53



54

FT-IR spektrum yorumu
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Sekil 4.8. ATT-4-dietil ASA bilesiginin FT-IR spektrumu

ATT-4-dietilASA bilesiginin FT-IR spektrumu Sekil 4.8’de, segilmis titresimler Cizelge

4.3’de verilmistir. Spektrumda; v(NH) 3352 cm® de; Triazol halkasina bagli -SH grubuna

ait v(SH) 2612 cm™ de gozlenmistir. Triazol bilesiginin aromatik aldehitlerle katilma

tepkimesiyle olusan imin grubuna ait v(CH=N) 1634 cm™ de; v(C=N) 1615
v(C-N)1556 cm™ de, v(C-S) 1130 cm™ de ve v(N-N)ar 1009 cm™ de gozlenmistir.

4.1.3. 3-(((1H-indol-3il)metilen)amino)-1H-1,2,4-triazol-5-tiyol

N Na_
N /7 TNH
\ /%,&
N
SH

Sekil 4.9. ATT- 3-indol bilesiginin iki ve ii¢ boyutlu gosterimi

cm? de:
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'H-NMR spektrum yorumu
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Sekil 4.10. ATT- 3-indol bilesiginin *H-NMR spektrumu

ATT yapisinin 3-indol ile katilma tepkimesiyle olusan Schiff bazinin DMSO-d6 i¢indeki *H-
NMR spektrumu Sekil 4.10°da, piklerin kimyasal kayma degerleri ise Cizelge 4.1°de
verilmigstir. 12,34 ppm de gozlenen tekli pik ATT kismindaki triazol halkasina baghh SH
protonuna ve 12,29 ppm de gozlenen tekli pik ATT kismindaki triazol halkasindaki NH
protonuna aittir. 12,13 ppm de tekli pik 3-indol halkasindaki NH protonuna aittir. 9,97 ppm
de gozlenen pik imin karbonuna bagli protona aittir. 8-7 ppm arasinda goriilen ¢oklu pikler

aromatik halkada(1H,s;1H,d;1H,d;2H,m) bulunan protonlara aittir.
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13C-APT spektrum yorumu
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Sekil 4.11. ATT-3-indol bilesiginin 3C-APT spektrumu

Bilesigin *C-APT spektrumu Sekil 4.11°da verilmistir. Karbon atomuna bagli proton
sayisina gore spektrum piklerinin pozitif veya negatif genlikte pik verdikleri goriiliir. ATT
ve 3-indol yapisinin katilma tepkimesiyle olusturdugu Schiff bazinin imin (CH=N)
karbonuna ait pik 185,45 ppm de negatif genlikte gozlenmistir. Triazol ve indol
halkalarindaki aromatik C karbonlarina ait pikler 163-119 ppm araliginda aromatik bolgede
gozlenmistir. Triazol ve indol halkalarindaki aromatik CH karbonlarina ait pikler ise 139-

113 ppm araliginda aromatik bolgede gézlenmistir.



FT-IR spektrum yorumu
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Sekil 4.12. ATT-3-indol bilesiginin FT-IR spektrumu

ATT-3-INDOL bilesiginin FT-IR spektrumu Sekil 4.12°de, secilmis titresimler Cizelge
4.3’de verilmistir. Spektrumda; v(NH) 3373 cm™ de; Triazol halkasina bagh -SH grubuna
ait v(SH) 2614 cm™ de gdzlenmistir. Triazol bilesiginin aromatik aldehitlerle katilma
tepkimesiyle olusan imin grubuna ait v(CH=N) 1626 cm™ de; v(C=N) 1612 cm? de;

v(C-N)1574 cm™ de, v(C-S) 1149 cm™ de ve v(N-N)ar 1028 cm? de gozlenmistir.

4.1.4. 2-((5-kloro-2hidroksibenziliden) amino)-4,5-dimetoksi benzoik asit

CI . 0 " *‘ ? ” "
w-»{‘ S vf“/‘ ‘ ‘“
» 9 s)‘ 3)

/ > .
L b 5

Y

Sekil 4.13. ABAS-5-CISA bilesiginin iki ve li¢ boyutlu gosterimi
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'H-NMR spektrum yorumu
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Sekil 4.14. ABAS-5-CISA bilesiginin *H-NMR spektrumu

ABAS yapisinin 5-CISA ile katilma tepkimesiyle olusan Schiff bazinin DMSO-d6 i¢indeki
'H-NMR spektrumu Sekil 4.14’te, piklerin kimyasal kayma degerleri ise Cizelge 4.1°de
verilmistir. 13,10 ppm de gozlenen yayvan pik 5-CISA kismindaki fenil halkas1 ve ABAS
yapisindaki karboksil grubuna bagli OH(2H,br) protonlara aittir. 8,92 ppm de gozlenen pik
imin karbonuna bagli protona aittir. 7,70-6,98 ppm arasinda goriilen ¢oklu pikler aromatik
halkada(1H,s;1H,s;1H,d;1H,s;1H,d) bulunan protonlara aittir. 3,92 ve 3,84 ppm de bulunan
pikler ABAS yapisindaki OCH3s(3H,s) protonlarina aittir.
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13C-APT spektrum yorumu
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Sekil 4.15. ABAS-5-CISA bilesiginin 3C-APT spektrumu

Bilesigin C-APT spektrumu Sekil 4.15’te verilmistir. Karbon atomuna bagli proton
sayisina gore spektrum piklerinin pozitif veya negatif genlikte pik verdikleri goriilir. ABAS
ve 5-CISA yapisinin katilma tepkimesiyle olusturdugu Schiff bazinin imin (CH=N)
karbonuna ait pik 190,25 ppm de negatif genlikte gézlenmistir. ABAS yapisindaki karbonil
grubuna ait pik 169,71 ppm de gdzlenmistir. Fenil halkalarindaki aromatik C karbonlarina
ait pikler 159,44-101,09 ppm araliginda aromatik bolgede gozlenmistir. Fenil halkalarindaki
aromatik CH karbonlarina ait pikler ise 135,82-99,35 ppm araliginda aromatik bolgede
gozlenmistir. ABAS yapisindaki fenil halkasina bagli OCHz pikleri ise 56,10 ve 55,43 ppm

de gozlenmistir.
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FT-IR spektrum yorumu
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Sekil 4.16. ABAS-5-CISA bilesiginin FT-IR spektrumu

ABAS-5-CISA bilesiginin FT-IR spektrumu Sekil 4.16°da, se¢ilmis titresimler Cizelge
4.3’de verilmistir. Spektrumda; v(CH)ar 3080 cm* de; v(CH)aiit 2831 cm™ de; v(C=0) 1684
cm? de gozlenmistir. Aminoasit bilesiginin aromatik aldehitlerle katilma tepkimesiyle
olusan imin grubuna ait v(CH=N) 1616 cm™ de; v(C-N) 1160 cm™ de ve v(C-O)metoksi 1027

cm™ de gozlenmistir.

4.1.5. 2-((4-(Dietilamino)-2-hidroksi benziliden)-4,5-dimetoksi benzoik asit

OH

Sekil 4.17. ABAS - 4-dietil ASA bilesiginin iki ve li¢ boyutlu gosterimi
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'H-NMR spektrum yorumu
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Sekil 4.18. ABAS - 4-dietil ASA bilesiginin *H-NMR spektrumu

ABAS yapisinin 4-dietilASA ile katilma tepkimesiyle olusan Schiff bazinin DMSO-d6
igindeki *H-NMR spektrumu Sekil 4.18de, piklerin kimyasal kayma degerleri ise Cizelge
4.1°de verilmistir. 8,77 ppm de gozlenen pik imin karbonuna bagli protona aittir. 7,53-6,40
ppm arasinda goriilen ¢oklu pikler aromatik halkada(1H,s;1H,d;1H,s;1H,s;1H,d) bulunan
protonlara aittir. 3,92 ve 3,81 ppm de gozlenen pikler ABAS yapisindaki OCHz(3H,s)
protonlarina aittir. 3,45 ppm de gozlenen pik 4-dietilASA yapisindaki NCHz(4H,m)
protonlarina aittir. 1,14 ppm de gozlenen pik ise 4-dietilASA yapisindaki CH3(6H,t)

protonlarina aittir.
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13C-APT spektrum yorumu
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Sekil 4.19. ABAS - 4-dietil ASA bilesiginin *C-APT spektrumu

ABAS-4-dietilASA bilesiginin *C-APT spektrumu Sekil 4.19’te verilmistir. Bilesikte
gozlenen C pikleri Sekil 4.19 da, kimyasal kayma degerleri ise Cizelge 4.2’de verilmistir.
ABAS ve 4-dietilASA yapisinin katilma tepkimesiyle olusturdugu Schiff bazinin imin
(CH=N) karbonuna ait pik en yiiksek kimyasal kayma degeri ile 191,12 ppm’de
gozlenmistir. Fenil halkalarindaki aromatik -C karbonlarina ait pikler 169,57-146,52 ppm
araliginda aromatik boélgede gozlenmistir. Fenil halkalarindaki aromatik -CH karbonlarina
ait pikler ise 133,90-96,03 ppm araliginda aromatik bdlgede gozlenmistir. ABAS
yapisindaki fenil halkasina bagli OCHjs pikleri ise 56,53 ppm de gozlenmistir.
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FT-IR spektrum yorumu
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Sekil 4.20. ABAS-4-dietil ASA bilesiginin FT-IR spektrumu

ABAS-4-dietil ASA bilesiginin FT-IR spektrumu Sekil 4.20°de, se¢ilmis titresimler Cizelge
4.3°de verilmistir. Spektrumda; v(CH)ar 3072 cm’* de; v(CH)aiit 2964 cm™ de; v(C=0) 1684
cm? de gozlenmistir. Aminoasit bilesiginin aromatik aldehitlerle katilma tepkimesiyle
olusan imin grubuna ait v(CH=N) cm? de; vw(C-N) 1143 cm? de wve
V(C-O)metoksi 1039 cm™* de gdzlenmistir.

4.1.6. 2-(((1H-indol-3-yl)metilen)amino)-4,5-dimetoksibenzoik asit

HO.

Sekil 4.21. ABAS-3-indol bilesiginin iki ve {i¢ boyutlu gosterimi
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'H-NMR spektrum yorumu
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Sekil 4.22. ABAS-3-indol bilesiginin *H-NMR spektrumu

ABAS yapisinin 3-indol ile katilma tepkimesiyle olusan Schiff bazinin DMSO-d6 i¢indeki
H-NMR spektrumu Sekil 4.22’de, piklerin kimyasal kayma degerleri ise Cizelge 4.1°de
verilmistir. 13,10 ppm de gézlenen yayvan pik ABAS kismindaki karboksil grubuna bagh
olan OH(1H,br) protonuna aittir. 9,93 ppm de bulunan pik indol halkasinda bulunan NH
protonuna aittir. 9,18 ppm de goézlenen pik imin karbonuna bagli protona aittir. 8,31-7,33
ppm arasinda goriilen ¢oklu pikler aromatik halkada(1H,s;1H,dd;1H,dd;1H,s;2H,m) bulunan
protonlara aittir. 3,96 ve 3,85 ppm de bulunan pikler ABAS yapisindaki OCH3(3H,s)

protonlarina aittir.
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Sekil 4.23. ABAS-3-indol bilesiginin 3C-APT spektrumu
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Bilesigin 3C-APT spektrumu Sekil 4.23’te verilmistir. Karbon atomuna bagli proton

sayisina gore spektrum piklerinin pozitif veya negatif genlikte pik verdikleri goriiliir. ABAS

ve 3-indol yapisinin katilma tepkimesiyle olusturdugu Schiff bazinin imin (CH=N)

karbonuna ait pik 185,71 ppm de negatif genlikte gbzlenmistir. Fenil ve indol halkalarindaki

aromatik C karbonlarina ait pikler 169,70-114 ppm aralifinda aromatik bolgede

gozlenmistir. Fenil ve indol halkalarindaki aromatik CH karbonlarina ait pikler ise 124-100

ppm araliginda aromatik bolgede gozlenmistir. ABAS yapisindaki fenil halkasina bagl

OCHs pikleri ise 56,49 ve 55,86 ppm de gozlenmistir.



66

FT-IR spektrum yorumu
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Sekil 4.24. ABAS-3-indol bilesiginin FT-IR spektrumu

ABAS-3-indol bilesiginin FT-IR spektrumu Sekil 4.24°de, segilmis titresimler Cizelge
4.3°de verilmistir. Spektrumda; v(CH)ar 3052 cm® de; v(CH)aiit 2834 cm™ de; v(C=0) 1649
cm? de gozlenmistir. Aminoasit bilesiginin aromatik aldehitlerle katilma tepkimesiyle
olusan imin grubuna ait v(CH=N) 1624-1600 cm™ de; v(C-N) 1143 cm™ de ve v(C-O)metoksi
1035 cm™ de gozlenmistir.

4.2. Bilesiklerin In Vitro Antimikrobiyal Aktivite Sonuglari

Sentezlenen 6 bilesigin ve ¢ikis maddelerinin bes farkli mikrobiyal kokene (iki Gram negatif
bakteri, iki Gram pozitif bakteri ve bir maya mantar1) karsi MiKgo (izolatlarin %90'mmn
iiremesini engellemek icin gerecken Minimum Inhibitsyon Konsantrasyon) degerleri
degerlendirildiginde hem genis spektrumlu hem de spesifik etkili bilesiklerin oldugu
goriilmektedir. Referans antibiyotikler olan sulfisoxazole ve sulfamethoxazole ile antifungal

ajan fluconazole karsilagtirma temelinde alinmistir.

Gram negatif bakterilerden Escherichia coli ATCC 25922’ye kars1 en diisiik MiKgo degeri
ATT-5-CISA (0,04 mg/mL) ve ATT-3-indol (0,04 mg/mL) bilesiklerinde gozlenmistir. Bu
degerler, referans antibakteriyellerin (1,25 mg/mL) MiKgo degerine gére yaklasik 30 kat
daha diisiik olup, bu bilesiklerin E. coli iizerine son derece gii¢lii bir inhibitor etkiye sahip

oldugunu gostermektedir.
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Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 susuna karsi ise tim ATT ve ABAS tiirevlerinin
MIK degerleri 0,125 mg/mL diizeyinde olup, bu deger de referans ilaglara gére (1,25
mg/mL) yaklasik 10 kat daha diisilk bir konsantrasyonda etki gdosterdiklerini ortaya
koymaktadir. Burada 6zellikle ATT, ABAS ve ATT-5-CISA gibi bilesikler 6ne ¢ikmaktadir.
ATT-3-indol bilesiginin MiKgo degeri 0,625 mg/mL’ye kadar ¢iksa da yine de referanslara

gore oldukca giiglii bir aktivite sergilenmektedir.

Gram pozitif bakterilerde, Staphylococcus aureus ATCC 29213 susu tizerinde ATT-5-CI SA
(0,08 mg/mL) ve ABAS-3-indol bilesikleri dikkat ¢ekmektedir. Bu degerler, sulfisoxazole
ve sulfamethoxazole’un yiiksek MiKgo degerleri (5,00 mg/mL) ile karsilastirildiginda 40
kata kadar daha giiglii bir inhibitor etkiye isaret etmektedir. Ancak ABAS-4-dietilASA
bilesigi bu susa kars1 diisiik etki gostermis (2,5 mg/mL) ve referanslara gére daha az etkili

bulunmustur.

Koagiilaz negatif Staphylococcus epidermidis ATCC 35984°ye kars1 en etkili bilesikler
ABAS-5-CISA, ATT-5-CISA ve ATT-3-indol (her biri 0,04 mg/mL) olarak 6ne ¢gikmaktadir.
Bu bilesikler, referans antibiyotiklerden sulfisoxazole (0,312 mg/mL) ve sulfamethoxazole’a
(0,625 mg/mL) kiyasla 8 ila 15 kat daha gii¢lii inhibitor etki gostermektedir. ATT bilesigi
ise bu susa kars1 0,312 mg/mL MIKgo degeri ile yalmzca sulfisoxazole diizeyinde bir etkinlik
gostermekte, diger ATT tiirevlerine gore daha diisiik bir etki sergilemektedir. Bu sonug, ATT
yapisina yapilan modifikasyonlarin S. epidermidis iizerindeki antibakteriyel potansiyeli

anlamli bicimde artirdigini1 gostermektedir.

Antifungal degerlendirme kapsaminda Candida albicans ATCC 10231 susuna karsi en
diisiik MiKgo degerleri ATT-5-CISA (0,02 mg/mL) ve bircok ATT/ABAS tiirevi (0,04-0,16
mg/mL aralifinda) bilesikte gdzlenmistir. Bu degerler, fluconazole’un MiKgo degeri (0,04
mg/mL) ile benzer veya bir derece lizerinde olmakla birlikte, ozellikle ATT-5-CISA
bilesiginin fluconazole diizeyinde antifungal aktivite gostermesi dikkat ¢ekicidir. ABAS-5-
CISA bilesigi de 0,04 mg/mL ile oldukga giiclii etki gostermektedir.

Sonug olarak, ATT ve ABAS temelli sentezlenen yeni bilesiklerin hem Gram negatif hem
de Gram pozitif bakterilere ve C. albicans’a kars1 yiiksek diizeyde antimikrobiyal aktivite
gosterdigi belirlenmistir. Ozellikle ATT-5-CISA ve ATT-3-indol bilesikleri, diisiik MiKgo

degerleri ile genis spektrumlu ve etkili ajan adaylar1 olarak 6ne ¢ikmaktadir. Bu bilesiklerin,
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klasik referans antibiyotiklere gore cok daha diisiik konsantrasyonlarda mikrobiyal

biliylimeyi inhibe etmesi, terapotik potansiyellerini giiclii bicimde desteklemektedir.

Microorganama
St € col ATCC 29922
P serugnoss ATCC 2785)
S aureus ATCC 29213

B S epdermids ATCC 35934
= C.abicans ATCC 10231

w

MIC (mg/mL)

~

Sekil 4.25. Sentezlenen bilesiklerin bakteri Ve maya kokenlerine karst MiKgo degerleri
(mg/mL)
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Cizelge 4.4. Bilesiklerin bakteri ve maya kdkenlerine Kars1 MiKgo degerleri (mg/ml)

Antibateriyel aktivite (MICg, mg/mL)
Bilesikler Gram-negatif bakteri Gram-pozitif bakteri Mantar
E. coli P. aeruginosa S. aureus S. epidermidis C. albicans
ATCC 25922 | ATCC 27853 | ATCC 29213 | ATCC 35984 | ATCC 10231
ATT 0,312 0,125 0,125 0,312 0,312
ABAS 0,312 0,125 0,312 0,16 0,16
ABAS-5-CISA 0,16 0,625 0,16 0,04 0,04
ABAS-3-indol 0,312 0,125 0,125 0,16 0,16
ABAS-4-
dictil ASA 0,312 0,125 2,5 0,16 0,312
ATT-5-CISA 0,04 0,125 0,08 0,04 0,02
ATT-4-dietil ASA 0,08 0,125 0,625 0,08 0,16
ATT-3-indol 0,04 0,625 0,625 0,04 0,16
Sulfisoxazole 1.25 1.25 5.00 0.312 -
Sulfamethoxazole 1.25 1.25 5.00 0.625 -
Fluconazole - - - - 0,04

*Antimikrobiyal aktivite c¢alismalari, “Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Performance
standards for antimicrobial susceptibility testing. 22nd Informational Supplement, M100-S22, 2012. CLSlI,
Wayne, PA. Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)” ve “Reference method for broth dilution
antifungal susceptibility testing of yeasts: approved standard. CLSI document M27-A3, 3rd ed.; Wayne: PA,
Clinical and Laboratory Standards Institute, 2008 standartlarina gére yapilmistir.

mATT
= ATT+ 5-CI SA

m ABAS

0,04
0,02 IS
0,04
016

ABAS+5-Cl SA
u ATT+4-dietil ASA  ® ATT+3-indol

ABAS+3-indol

® Fluconazole

u ABAS+4-dietil ASA

Sekil 4.26. C. albicans ATCC 10231 bakterisine kars1 bilesiklerin antibakteriyel aktivite

dagilimi
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&

m ATT = ABAS = ABAS-5-CISA ABAS-3-indol m ABAS-4-dietilASA
= ATT-5-CISA m ATT-3-indol m ATT-4-dietilASA = Sulfisoxazole m Sulfamethoxazole

Sekil 4.27. E. coli ATCC 25922 bakterisine kars1 bilesiklerin antibakteriyel aktivite
dagilim1

0,125 g 175

-

0,625

m ATT = ABAS = ABAS+5-CI SA ABAS+3-indol u ABAS+4-dietil ASA

u ATT+5-C1 SA u ATT+3-indol u ATT+4-dietil ASA  m Sulfisoxazole u Sulfamethoxazole

Sekil 4.28. P. aeruginosa ATCC 27853 bakterisine kars1 bilesiklerin antibakteriyel aktivite
dagilim1
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0,16

0125 I:I.]-il_'_

-0,125%

uATT u ARAS u ARASHE-CISA ABASH3-Indal u ABASHS-dietil ASA
uATT+5-CI5A mATTHA-dietil ASA  m ATT+3-Indol o Sy lfisoxarale u Sy lfame thoxarole

Sekil 4.29. S. aureus ATCC 29213 bakterisine karsi bilesiklerin antibakteriyel aktivite
dagilimi

0,04 0,08 0,04
mATT = ABAS = ABAS+5-CI SA ABAS+3-indol u ABAS+4-dietil ASA
uATT+5-Cl SA u ATT+4-dietil ASA  m ATT+3-indol u Sulfisoxazole u Sulfamethoxazole

Sekil 4.30. S. epidermidis ATCC 35984 mantarina karsi bilesiklerin antibakteriyel aktivite
dagilimi

4.3. Bilesiklerin Bakteriyel Biyofilme Kars1 Antibiyofilm Aktiviteleri

Bu calismada antibiyofilm aktivitesi degerlendirilen ABAS ve ATT bazli 6 yeni bilesik,
Gram negatif (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa) ve Gram pozitif (Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis) referans suslarina karst MTT yontemi ile test

edilmistir. Deneyler MIK, 2xMIK ve 4xMIK konsantrasyonlarinda yiiriitiilmiis, referans
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olarak Siilfizoksazol ve Siilfometoksazol kullanilmistir. Bilesiklerin etkinlikleri bu referans

ilaclarla karsilastirilarak degerlendirilmistir.

ATT bilesigi, 4<xMIK konsantrasyonunda tiim bakterilere kars: yiiksek diizeyde (%62,7—
91,0) antibiyofilm aktivite gostermistir. P. aeruginosa ve S. aureus suslarinda bu etki,
Siilfizoksazol ve Siilfometoksazol’den daha yiiksek bulunmustur. Ancak MiK seviyesinde
ozellikle S. epidermidis susunda negatif bir etki (-4,3%) gozlenmistir. Bu durum, diisiik

konsantrasyonlarda biyofilm artis1 riskine isaret etmektedir.

ATT-5-CISA, tiim bakterilere kars1 ¢ok gii¢lii ve dengeli antibiyofilm aktivite gostermektedir.
MIK seviyesinde dahi S. epidermidis’e kars1 %85,9 gibi yiiksek inhibisyon orani elde
edilmistir. Referans antibiyotiklere kiyasla, genis spektrumlu ve stabil antibiyofilm etkinligi

ile 6ne ¢ikmaktadir.

ATT-4-dietilASA, P. aeruginosa ve S. aureus’ta referans ajanlardan daha yiiksek
antibiyofilm aktivite gosterirken, E. coli ve S. epidermidis suslarinda diisiik
konsantrasyonlarda etkinligi belirgin sekilde azalmaktadir. Ozellikle S. epidermidis igin

MIK diizeyinde %]11,8 inhibisyon, Siilfizoksazol’den ¢ok daha zayif bulunmustur.

ATT-3-indol bilesigi, Ozellikle S. aureus ve P. aeruginosa suslarina karsi yiiksek
antibiyofilm aktivite gdstermistir (4xMIK’te %89,6-91,4). S. epidermidis’te MIK
seviyesinde %48,4 inhibisyon ile orta diizeyde bir etki sunmakta olup referanslara kiyasla

daha etkili bir aktivite sergilemistir.

ABAS bilesigi, 4<xMIK diizeyinde tiim suslara kars1 etkili olmakla birlikte, MIK seviyesinde
E. coli ve S. epidermidis igin sirasiyla —2,0% ve —93,9% gibi negatif etkiler gostermistir.
Referans ilaglarla karsilastirildiginda, yalnizca yiiksek konsantrasyonlarda anlamli

antibiyofilm etki saglayabildigi goriilmektedir.

ABAS-5-CISA bilesigi, bu tiirev, 6zellikle S. aureus ve P. aeruginosa suslarina karsi tiim
dozlarda yiiksek antibiyofilm aktivite gostermistir (%87,4-91,0). S. epidermidis susunda da
4xMIK’te %72,5 inhibisyon saglayarak Siilfizoksazol ile karsilastirilabilir bir etki
gostermistir. Bu bilesik referans ilaglara gore daha genis spektrumlu bir aktivite

sergilemistir.
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ABAS-4-dietil-ASA  bilesigi, 4xMIK seviyesinde olduk¢a iyi sonuglar (%52,3-90,2)
vermesine ragmen, MIK seviyelerinde S. aureus ve S. epidermidis’te inhibisyon %48,8-45,9
araliginda kalmistir. Yani antibiyofilm etkinligi doz-bagimli olarak azalmaktadir.

Referanslara gore etkin, fakat daha diisiik konsantrasyonlarda siirli aktivite géstermistir.

ABAS-3-indol bilesigi, bu bilesik, tiim suslarda ve tiim konsantrasyonlarda tutarli ve yiiksek
antibiyofilm etkinlik gdstermistir. S. epidermidis’te MIK diizeyinde %79,8’lik inhibisyon
saglamasi, onu diisiik dozda dahi etkili kilmaktadir. Siilfometoksazol’iin negatif etkileriyle

karsilastirildiginda ABAS-3-indol’un ¢ok daha giivenilir bir profil sundugu anlagilmaktadir.

Referans ajanlara gore degerlendirildiginde; ABAS-3-indol ve ATT-5-CISA bilesikleri hem
genis spektrumlu hem de diisiik konsantrasyonlarda gliglii antibiyofilm aktivite
gostermeleriyle dikkat ¢cekmistir. Buna karsin ABAS gibi baz1 bilesikler, 6zellikle diisiik

dozda biyofilm olusumunu artirabileceginden dikkatli degerlendirilmelidir.

Cizelge 4.5. Bilesiklerin farkli konsantrasyonlarda bakteri tiirlerine kars1 antibiyofilm
inhibisyon ylizdeleri

Bilesikler E. coli ATTC 25922 P. aeruginosa ATCC 27853 S awreus ATCC 29213 S. Epidermidis ATCC 35984

4XMIK 2xMIK MIK 4XMIK 2xMIK MIK AXMIK 2xMIK MIK AxMIK 2xMIK MIK
ABAS 87,0 77,0 -2,0 889 87,9 86,4 89,6 888 50,0 523 -20,2 -939
ABAS-5-CISA 88,0 853 638 91,0 90,4 874 90,4 90,2 90,0 72,5 50,0 25,0
ABAS-3-indol 88,0 88.0 85.0 899 85,0 82,1 90,4 898 87,5 88,2 86,8 79.8
ADASS: 858 813 643 90.1 87,7 843 902 89.2 18,8 523 193 15,9
dietil ASA
ATT 883 780 215 904 883 823 91,0 90,2 88.8 62,7 314 -4.3
ATT-5CISA 88,3 875 838 89,7 894 874 90,8 904 90,1 88,6 88,0 85,9
ATTA4- - bl

5,5 25 13 91,7 89, 8,2 90,8 90,2 88, 48,9 383 8

dictil ASA 1 1 1 8 0, 0, 8,1 A 11
ATT-3-indol 86,8 848 80,0 914 90,7 877 89,6 89,0 72,7 51,6 50,5 484
Sulfizoksanal 86,2 843 838 75.5 69,7 59,0 87.2 85,7 81,6 83,6 82,1 76,1
Salfometozasol 823 815 815 79.1 69,8 68,4 80,4 75,9 74,5 70,3 61,5 -309
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90
I |
-10 X MIC xMIC MIC A MIC 2xMIC MIc dxMic xMIE MiIC IxMIC 2xMIC MIC
E. coli ATCC 2502, P. aeruginosa ATCC 27853 5. aurens ATCC 23213 S epidermidis ATCC 35984
-60

BIYOFILM INHIBSYONU (%)

ATT ATT+ S CISA  ®mATT+4-dietil ASA ATT+indol  ®Sulfisoxazole = Sulfamcthoxazole

Sekil 4.31. ATT bazh bilesiklerin farkli konsantrasyonlarda bakteriyel biyofilme kars1
inhibisyon oranlar1

) fMIC XMIC MIC fx MIC Y MIC MIC HhMIC N MIC MIC i MIC l MIC MIC
E ¢ {1OC 259, P. aeruginosa ATCX S areiws ATCC 23213 S eprdermidis ATOCRS984
-6 ¥

BIYOFILM INHIBISYONU (%)

BABAS ®ABASSCISA ABAS+indol WABAS+4.dictil ASA  ®Sulfisoxazole ®Sulfamethoxazole

Sekil 4.32. ABAS bazli bilesiklerin farkli konsantrasyonlarda bakteriyel biyofilme kars1
inhibisyon oranlari

4.3.1. Bilesiklerin Candida biyofilme kars1 antibiyofilm aktiviteleri

ATT bilesigi, MIK (88,0%), 2xMIK (89,5%) ve 4xMIK (91,0%) konsantrasyonlarinda
yiiksek biyofilm inhibisyonu gostermistir. Aktivite artist doza bagli olarak hafif sekilde
devam etmektedir. Flukonazol ile kiyaslandiginda her {i¢ konsantrasyonda da daha yiiksek

etkinlik sergilemis, bu da ATT'nin giiglii bir antibiyofilm ajan1 olabilecegini gostermektedir.

ATT-5-CISA, Bu bilesik her ii¢ konsantrasyonda da benzer ve c¢ok yiiksek inhibisyon
oranlar1 gostermistir (MIK, 2xMIiK ve 4xMIK: %90,0-91,3). Bu diizeydeki stabilite,

bilesigin doz bagimsiz olarak giiclii bir antibiyofilm ajam1 oldugunu diisiindiirmektedir.
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Flukonazol’e kiyasla etkinligi anlamli diizeyde daha yiiksek bir antibiyofilm aktivite

gostermistir.

ATT-4-dietilASA; 4xMIK konsantrasyonunda %80,5 biyofilm inhibisyonu ile anlaml
diizeyde bir antibiyofilm aktivite gdstermistir. Ancak, 2xMIK diizeyinde inhibisyon orani
%16,7’ye diismiis, MIK konsantrasyonunda ise %15,0 olarak &l¢iilmiistiir; bu durum, diisiik
konsantrasyonlarda biyofilm baskilamaktan ziyade biyofilm olusumunu artirici bir etki

ihtimalini akla getirmektedir.

ATT-3-indol, bu bilesik MIK (%17,7) ve 2xMIK (%72,7) diizeylerinde diisiik ila orta aktivite
gostermistir. 4xMIiK’te %83,5 inhibisyona ulagsa da, bu deger test edilen diger ATT
tiirevlerinin gerisinde kalmistir. Bu da ATT-3-indol konjugasyonunun biyofilm inhibisyon

potansiyelini siirlamis olabilecegini diisiindiirmektedir.

ABAS bilesigi, MIK diizeyinde orta diizeyde (56,8%) bir inhibisyon gdstermesine karsin,
2xMIK (88,3%) ve 4xMiK (90,5%) konsantrasyonlarinda giiclii antibiyofilm aktivite ortaya
koymustur. Bu sonug, bilesigin doza bagimli olarak aktivitesinin belirgin sekilde arttigini ve

yiiksek konsantrasyonlarda referans ilaclardan iistiin oldugunu gdstermektedir.

ABAS-5-CISA bilesigi, MIK (72,8%), 2xMIK (85,2%) ve 4xMIK (86,3%) diizeylerinde
oldukga yiiksek inhibisyon oranlarina ulasmistir. 4xMIK diizeyinde ATT ve ABAS'a gore
biraz daha diisiik kalmakla birlikte, genel olarak etkili bir biyofilm inhibitorii olarak

degerlendirilir. Flukonazol’den daha yiiksek performans sergilemistir.

ABAS-3-indol, MIK (88,5%), 2xMIK (89,2%) ve 4xMIK (90,0%) seviyelerinde tutarli ve
giiclii bir antibiyofilm aktivite sergilemistir. Ozellikle MIK diizeyindeki yiiksek etki,
bilesigin giiglii bir baslangic konsantrasyonuyla etkili oldugunu gostermektedir.

Flukonazol’den anlaml1 diizeyde daha iyi bir aktivite géstermistir.

ABAS-4-dietilASA, bu bilesik MiK’te %80,5, 2xMIK’te %89,0 ve 4xMiK’te %90,5
inhibisyon saglamistir. Aktivitesi oldukg¢a yliksektir ve doza baglh artis egilimi gosterir.
Etkinligi hem ABAS hem de ATT ile benzer diizeylerde olup, referans antifungalden
belirgin bir sekilde daha iistiin bulunmustur.
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Cizelge 4.6. Bilesiklerin Candida albicans’a karsi antibiyofilm inhibisyon yiizdeleri.

Bilesikler . C aIbican.ss ATCC 10?31
4xMIK 2xMiK MIK
ABAS 90,5 88,3 56,8
ABAS-5-CISA 86,3 85,2 72,8
ABAS-3-indol 90,0 89,2 88,5
ABAS-4-dietilASA 90,5 89,0 80,5
ATT 91,0 89,5 88,0
ATT-5-CISA 91,3 90,0 90,0
ATT-4-dietilASA 80,5 16,7 -15,0
ATT-3-indol 83,5 72,7 17,7
Flukonazol 78,5 73,0 60,1

Sonug olarak, test edilen bilesiklerin ¢ogu C. albicans biyofilmlerine karsi umut verici
antibiyofilm potansiyele sahiptir. Ozellikle yiiksek konsantrasyonlarda genis inhibisyon
oranlar1 sergileyen yapilar, antifungal ajanlara alternatif veya tamamlayic1 olarak
degerlendirilebilecek  giiclii adaylar olarak 6ne ¢ikmaktadir. Ancak, diisik
konsantrasyonlardaki etkinlik ve baz1 bilesiklerde gbzlenen olumsuz etkiler, bilesiklerin
yapisal optimizasyonu ve toksikolojik profillerinin detaylandirilmas: gerekliligini de ortaya

koymaktadir.
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Sekil 4.33. Bilesiklerin farkli konsantrasyonlarda Candida albicans biyofilmine kars1
inhibisyon oranlari
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5. HESAPLAMALI YONTEMLER

5.1. Bilesiklerin Geometrik Optimizasyonlari

Sentezlenen yeni Schiff bazlarinin en diistik enerjili ve kararli konformasyonlarini elde
etmek i¢in yapilan geometri optimizasyonlari, Yogunluk Fonksiyonel Teorisi (DFT),
B3LYP yontemi ve 631+G(d,p) temel seti ile yapilmistir. Optimize yapilar Sekil 5.1°de

goriilmektedir.

ATT-3-indol
" W
% * | Qv >fmw 3\\
I 2 o ff. ‘:j)
W s )= = 5 \ ‘
. _"{ AR
ABAS-4-dietilASA ATT-4-dietilASA

Sekil 5.1. Bilesiklerin B3LYP/ 6-31+G(d,p) optimize geometrilerinin top-cubuk modelleri
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5.2. Bilesiklerin FMOs (HOMO ve LUMO) Enerjileri ve Global Reaktiflik
Parametreleri

Sinir molekiiler orbitalleri (FMOs) olarak da tanimlanan en yiiksek enerjili dolu molekiiler
orbitalin (HOMO) ve en diisiik enerjili bos molekiiler orbital (LUMO) enerji seviyeleri
B3LYP/6-31+G (d,p) temel seti kullanilarak belirlenmistir. Bilesiklerin LUMO ve HOMO
enerjileri arasindaki farktan hesaplanan bant arali§i (AE=ELumo-Enomo) molekiiliin
kimyasal reaktivitesi hakkinda bilgi edinmemizi saglar. HOMO’nun enerjisi ne kadar
yiiksekse elektron verme yatkinligi o kadar kolay, LUMO’ nun enerjisi ise ne kadar diistikse
elektronun alinmasi1 o kadar kolay olur. Sentezlenen bilesiklerin HOMO ve LUMO
enerjileri, bant araliklar1 (AE) ve global kimyasal aktivite parametreleri olan
elektronegatiflik (y), kimyasal potansiyel (u), sertlik (1), yumusaklik (S) ve elektrofilik
indeks () degerleri eV olarak Cizelge 5.1.’de verilmistir. HOMO, LUMO orbital sekilleri
ve bant araliklar1 (AE) degerleri Sekil 5.2-5.7’de goriilmektedir.

Cizelge 5.1. Bilesiklerin B3LYP/6-31+G (d,p) yontemiyle elde edilen sinir molekiil
orbitallerinin enerjileri, bant araligi (AE) ve global reaktiflik parametreleri

Bilesik A=-E. | 1=En | AB=EiEn | x=(tA) 2 | p=-% | n=G-AV2 | S=1m |o=12/21] &= 1o
(eV) (eV) (eV) (eV) (eV) (eV) (eV) (eV) (eV)
ATT 0,642 | 6,009 5,456 3371 3371 2,728 0,336 2,082 0,480
ATT-5CISA | 2454 | 6,282 3.828 4,368 4,368 19014 0,522 4,984 0,201
Neiasa | 1679 | 5382 3703 3531 3,531 1,851 0,270 3,367 0,207
ATT-3-indol | 1483 | 5710 | 4227 3,597 3,507 2,113 0,473 3,062 0,326
ABAS 1250 | 5653 | 4403 3452 3,452 2,201 0,454 2,706 0,369
pons 2898 | 6517 3,619 4,708 4,708 1,809 0,553 6,126 0,163
IR A | 2143 | 5766 3,622 3,954 3,954 1,812 0,552 4313 0,232
ﬁgﬁs'& 2,300 | 5,974 3,674 4,137 -4,137 1,837 0,544 4,658 0,215

@

®
" 4 ’J Euumo=-2.454 6V
Y

AE=3,828 eV

(U ,
\ ’ ..‘ ‘ Enomo = -6,282 eV
9
9
< ’

Sekil 5.2. ATT-5-CISA bilesiginin LUMO, HOMO orbital sekilleri ve AE degeri




79

ATT-5-CISA bilesiginin, LUMO ve HOMO enerjileri sirasiyla -2,454 eV ve -6,282 eV,
HOMO’dan LUMO’ya elektronik gegiste band araligi (AE) ise 3,828 eV olarak
hesaplanmistir. Bant araligi (AE), Amaks’a karsilik gelen enerji seviyesidir. ATT-5-CISA
bilesiginde LUMO, tiyol grubu hari¢ tim molekiilde lokalizedir. HOMO ise molekiiliin

tamaminda lokalizedir.

Eiumo=-1,679 eV

AE=3,703 ¢V

9
{
‘ ®
’ ‘ Enovo=-5.382 V.
9 <]
) 9

Sekil 5.3. ATT-4-dietil ASA bilesiginin LUMO, HOMO orbital sekilleri ve AE degeri

ATT-4-dietilASA bilesiginin, LUMO ve HOMO enerjileri sirasiyla -1,679 eV ve -5,382 eV,
HOMO’dan LUMO’ya elektronik geciste bant araligi (AE) ise 3,703 eV olarak
hesaplanmistir. Band araligi (AE), Amaks’a karsilik gelen enerji seviyesidir. ATT-4-dietilASA
bilesiginde LUMO, tiyol ve etil gruplar hari¢ tim molekiilde lokalizedir. HOMO ise

molekiliin tamaminda lokalizedir.

; ® " "J Ewumo=-1,483 8V

"’ J. .& 2
9

AE=4,227 eV

0.4 4 "
‘ ' Eromo=-5,710 eV
&
9

Sekil 5.4. ATT-3-indol bilesiginin LUMO, HOMO orbital sekilleri ve AE degeri
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ATT-3-indol bilesiginin, LUMO ve HOMO enerjileri sirasiyla -1,483 eV ve -5,710 eV,
HOMO’dan LUMO’ya elektronik gegiste band araligi (AE) ise 4,227 eV olarak
hesaplanmistir. Band araligi (AE), Amaks’a karsilik gelen enerji seviyesidir. ATT-3-indol
bilesiginde LUMO, tiyol grubu hari¢ tim molekiilde lokalizedir. HOMO ise molekiiliin

tamaminda lokalizedir.

ELumo=-2,898 eV

AE=3,619eV

Enomo=-6,517 eV

Sekil 5.5. ABAS-5-CISA bilesiginin LUMO, HOMO orbital sekilleri ve AE degeri

ABAS-5-CISA bilesiginin, LUMO ve HOMO enerjileri sirasiyla -2,898 eV ve -6,517 eV,
HOMO’dan LUMO’ya elektronik gegiste band araligi (AE) ise 3,619 eV olarak
hesaplanmistir. Band araligi (AE), Amaks’a karsilik gelen enerji seviyesidir. ABAS-5-CISA
bilesiginde LUMO, metoksi grubu hari¢ tiim molekiilde lokalizedir. HOMO ise molekiiliin

tamaminda lokalizedir.

Eumo=-2,143 eV

AE=3,622eV

® e
2 ot F v
. " Jm Eomo=-5,766 V.
° @
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Sekil 5.6. ABAS-4-dietilASA bilesiginin LUMO, HOMO orbital sekilleri ve AE degeri
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ABAS-4-dietil ASA bilesiginin, LUMO ve HOMO enerjileri sirasiyla -2,143 eV ve -5,766
eV, HOMO’dan LUMO’ya elektronik geciste band araligi (AE) ise 3,622 eV olarak
hesaplanmistir. Band arali§i (AE), Amaks’a karsilik gelen enerji seviyesidir. ABAS-4-
dietilASA bilesiginde LUMO, metoksi ve etil grubu hari¢ tiim molekiilde lokalizedir.

HOMO ise molekiiliin tamaminda lokalizedir.

. ‘
ELUM0= -2,300eV
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=0 U [
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AE=3,674eV
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Sekil 5.7. ABAS-3-indol bilesiginin LUMO, HOMO orbital sekilleri ve AE degeri

ABAS-3-indol bilesiginin, LUMO ve HOMO enerjileri sirasiyla -2,300 eV ve -5,974 eV,
HOMO’dan LUMO’ya elektronik gegiste band araligi (AE) ise 3,674 eV olarak
hesaplanmistir. Band araligi (AE), Amaks’a karsilik gelen enerji seviyesidir. ABAS-3-indol
bilesiginde LUMO, metoksi grubu hari¢ tiim molekiilde lokalizedir. HOMO ise molekiiliin

tamaminda lokalizedir.

5.3. Molekiiler Elektrostatik Potansiyel (MEP) Haritalar

Bilesigin niikleofilik veya elektrofilik bolgeleri hakkinda bilgi almak i¢in B3LYP/6-
31+G(d,p) seviyesinde molekiiler elektrostatik potansiyel yiizey haritas1 elde edilmistir.
Elektrostatik potansiyeller molekiillerin niikleofilik ve elektrofilik bolgelerini anlamamiz
molekiillerin niikleofilik ve elektrofilik ataklara ydnelik goreceli reaktivitelerini tahmin
etmemizi saglamaktadir. Molekiildeki elektronik yogunluk ile ilgilenen MEP haritalar
hidrojen bag etkilesimlerinin anlasilmasinda 6nemli bir tanimlayicidir. MEP haritasinda en
negatif potansiyel kirmizi renk ile en pozitif potansiyel ise mavi renk ile gosterilir. MEP

analizi, negatif potansiyelleri gosteren kirmizi bolgelerin karbonil hidroksi ve metoksi
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gruplari iizerinde, mavi bolgelerin ise aromatik halkalar, azot atomlar1 ve metil gruplarinin
iizerinde oldugunu ortaya koymaktadir. Sentezledigimiz bilesiklerinin molekiiler
elektrostatik potansiyel yilizey (MEP) haritalart B3LYP yontemi ve 6-31+G (d,p) temel seti

ile elde edilmistir.

ATT-3-indol ABAS-3-indol

Sekil 5.8. Bilesiklerin molekiiler elektrostatik potansiyel (MEP) haritalar

5.4. Molekiiler Kenetleme (Docking) Calismalar:

ATT-5-CISA; Molekiiler yerlestirme hesaplamalari, enzim-ligand etkilesimlerinin molekiiler
diizeyde anlasilmasin1 saglayarak biyolojik siire¢lerin mekanizmalarini agiklamak icin
degerli bir ara¢ gorevi goriir. Bu yaklasim, hedef molekiillerin baglanma yerlerini, etki
mekanizmalarin1 ve etkilesim modellerini belirlemeye yardimer olurken, ayni zamanda

deneysel bulgular1 destekleme ve yorumlamada 6nemli bir rol oynar.
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Yapilan molekiiler docking ¢aligmalart kapsaminda, in vitro olarak antifungal aktivitesi
degerlendirilmekte olan ATT-5-CISA adli bilesigin, Candida albicans’in viriilens
faktorlerinden biri olan SAP2 proteazi (PDB ID: 5TZ1) ile baglanma potansiyeli
incelenmistir. AutoDock Vina yazilimi kullanilarak gergeklestirilen hesaplamalarda, ATT-
5-CISA bilesiginin hedef proteine -6,799 kcal/mol baglanma enerjisi ile baglandigi
belirlenmistir. Bu deger, ligandin proteine orta-yiiksek diizeyde bir baglanma afinitesi ile

tutundugunu gostermektedir.

Etkilesim analizi sonucunda, ATT-5-CISA bilesiginin aktif bolgedeki TYR64, LEUS87,
LEU88 ve PHE233 amino asitleriyle m-alkil ve alkil tiirii etkilesimler kurdugu
gozlemlenmistir. Ligandin klor iceren halkasi, Ozellikle hidrofobik kalintilarla giiclii
etkilesimler gerceklestirmistir. Ayrica van der Waals etkilesimleri de ¢evrede yer alan
MET508, LEU121, TYR118, GLY65, SER378 PHE380 ve PRO230 gibi kalintilar
araciligryla desteklenmistir. Ligandin aromatik halkalari, aktif bolgeye uygun bir sekilde

konumlanmig olup baglanma cebine istikrarli bir yerlesim saglamistir.

ATT-5-CISA'nin SAP2 proteaz1 ile gozlenen bu etkilesim profili, ligandin baglanma
bolgesine hidrofobik etkilesimler yoluyla etkili bigimde yerlestigini gdstermektedir. Bu
baglanma, proteazin katalitik fonksiyonlarini baskilayabilecek potansiyele sahip olup,

bilesigin SAP2 inhibitorii olarak degerlendirilebilmesini miimkiin kilmaktadir.

Cizelge 5.2. Sentezlenen bilesiklerin hedef proteine baglanma enerjileri

Bilesik Baglanma Enerjisi (kcal/mol)
ATT-5-CISA -6,799
ATT-4-dietilASA -7,257
ATT-3-indol —7,632
ABAS-5-CISA -7,858
ABAS-4-dietilASA —7,684
ABAS-3-indol —7,708
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van der Waals Alkyl
Pi-Pi Stacked Pi-Alkyl
Pi-Pi T-shaped

Sekil 5.9. ATT-5-CISA yapisindaki etkilesimlerin iki boyutlu gosterimi

H-Bonds

Donor
—

Acceptor

Sekil 5.10. ATT-5-CISA yapisindaki etkilesimlerin yerlestirilmis poz goriiniimii

Sekil 5.11. ATT-5-CISA yapisindaki etkilesimlerin bag uzunluklari
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ATT-4-dietilASA; Yapilan molekiiler yerlestirme ¢aligmalar1 kapsaminda, in vitro olarak
Candida albicans ATCC 10231 susuna kars1 antifungal aktivite gosterdigi belirlenen ATT-
4-dietilASA adli bilesigin, C. albicans’in 6nemli viriilens faktorlerinden biri olan SAP2
proteazi (PDB ID: 5TZ1) ile olan etkilesimleri degerlendirilmistir. AutoDock Vina programi
ile gerceklestirilen hesaplamalarda ~ ATT-4-dietilASA’nin  SAP2  proteini ile
-7,257 kcal/mol’lik bir baglanma enerjisi sergiledigi belirlenmistir. Bu deger, bilesigin

hedef proteine kars1 yiiksek afinite ile baglandigin1 gostermektedir.

Elde edilen yerlestirme sonuglarina gére ATT-4-dietilASA, aktif bolgede yer alan HIS377
ile m-silfiir etkilesimi, TYRS505 ile konvansiyonel hidrojen bagi, TYR132, LEU121,
LEU376 ve TYRI118 gibi kalintilarla ise alkil ve m-alkil etkilesimleri yoluyla baglanma
gostermektedir. Bunun yani sira, ligand molekiilii cevresinde SER506, SER507, PRO230,
GLY65 gibi kalintilarla Van der Waals etkilesimleri de gozlemlenmistir. Bu ¢ok yonlii
baglanma profili, ATT-4-dietilASA’nin proteazin aktif bolgesine spesifik ve kararl bir
sekilde baglanabilecegini ortaya koymakta olup, bilesigin antifungal etkisinin proteaz

inhibisyonu mekanizmasi iizerinden gergeklesebilecegini desteklemektedir.

Dolayistyla, in vitro antifungal aktivite bulgularini destekleyen bu yerlestirme sonuglari,
ATT-4-dietilASA’nin SAP2 hedefli inhibitér 6zellikte bir bilesik olabilecegine isaret

etmekte ve potansiyel bir antimikotik ajan olarak degerlendirilebilecegini gostermektedir.

Interactions
van der Waals Pi-Pi T-shaped
| Conventional Hydrogen Bond Alkyl
Pi-Sulfur Pi-Alkcyl

Sekil 5.12. ATT-4-dietilASA yapisindaki etkilesimlerin iki boyutlu gosterimi
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Acceptor

Sekil 5.13. ATT-4-dietil ASA yapisindaki etkilesimlerin yerlestirilmis poz goriiniimii

Sekil 5.14. ATT-4-dietil ASA yapisindaki etkilesimlerin bag uzunluklar

ATT-3-indol: Yapilan molekiiler docking ¢aligmalari kapsaminda, in vitro olarak antifungal
aktivitesi degerlendirilmekte olan ATT-3-indol adli bilesigin, Candida albicans’in viriilens
faktorlerinden biri olan SAP2 proteaz1 (PDB ID: 5TZ1) ile baglanma potansiyeli
incelenmistir. AutoDock Vina programi kullanilarak gerceklestirilen hesaplamalar
sonucunda, ATT-3-indol bilesiginin SAP2 proteiniyle —7,632 kcal/mol diizeyinde baglanma
enerjisi sergiledigi belirlenmistir. Bu deger, ligandin hedef proteine yiiksek baglanma

afinitesi ile baglandigini ve potansiyel inhibitdr olabilecegini gostermektedir.

Etkilesim analizi, ATT-3-indol’un proteinin aktif bolgesinde yer alan SER507 amino
asidiyle konvansiyonel hidrojen bagi olusturdugunu ve HIS377 ile m-siilfiir etkilesimi
gergeklestirdigini gostermektedir. Ayrica ligand, LEU87 ve PHE380 gibi kalintilarla alkil

ve m-alkil etkilesimler kurmus; PHE233 ile de mn-sigma etkilesimi sergilemistir. Bunlarin
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yaninda van der Waals etkilesimleri de ¢evrede yer alan LEU376, SER378, TYR64, LEUSS,
LYS90, PRO230 ve MET508 gibi kalintilarla gerceklesmistir. Bu ¢ok yonlii baglanma
profili, ligandin proteazin baglanma cebine stabil bir sekilde yerlestigini ve hidrojen
baglarinin yanmi sira hidrofobik ve aromatik etkilesimlerle baglanmay1 gili¢lendirdigini

gostermektedir.

ATT-3-indol’un SAP2 proteazina karsi gosterdigi yiliksek baglanma enerjisi ve cesitli
etkilesim tiirleri, bu bilesigin potansiyel bir SAP2 inhibitorii olarak degerlendirilebilecegini

ortaya koymaktadir.
LEU
SER "
A:378 423
LEU
LEU —_——— h
A:376 et &8
PRO i 1 5
A230 y &i29
A508 ' PHE
A:380 A'-,szea
SER : W
HIS A:507 i
A377
Interactions
[ vender waals I PiPistacked
- Conventional Hydrogen Bond |:| Pi-Pi T-shaped
- Pi-Sigma :] Pi-Alkyl
[ Pi-suifur

Sekil 5.15. ATT-3-indol yapisindaki etkilesimlerin iki boyutlu gosterimi

H-Bonds
Donor

Acceptor &

Sekil 5.16. ATT-3-indol yapisindaki etkilesimlerin yerlestirilmis poz goriinimii
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Sekil 5.17. ATT-3-indol yapisindaki etkilesimlerin bag uzunluklar1

ABAS-5-CISA: Yapilan molekiiler docking c¢aligmalar1 kapsaminda, in vitro olarak
antifungal aktivitesi degerlendirilmekte olan ABAS-5-CISA adli bilesigin, Candida
albicans’in viriilens faktorlerinden biri olan SAP2 proteazi (PDB ID: 5TZ1) ile baglanma
potansiyeli incelenmistir. AutoDock Vina programi kullanilarak gerceklestirilen
hesaplamalar sonucunda, ABAS-5-CISA bilesiginin hedef protein ile -7,858 kcal/mol
baglanma enerjisine sahip oldugu belirlenmistir. Bu yiiksek baglanma afinitesi, ligandin

SAP2 proteazina giiclii bir sekilde baglandigin1 gostermektedir.

Etkilesim analizine gore ABAS-5-CISA bilesigi, SER507 amino asidi ile konvansiyonel
hidrojen bag1 kurarak proteinin aktif bolgesine tutunmaktadir. Ayrica LEU376, TYR118 ve
HIS377 ile m-alkil ve alkil tiirii hidrofobik etkilesimler gézlemlenmis; LEU87 ile de benzer
sekilde m-alkil etkilesim kurulmustur. Ligand ayrica PHE380 ile karbon-hidrojen baglari ve
cevredeki SER378, PRO230, GLY65, TYR505, SER506 gibi kalintilarla van der Waals
etkilesimleri gergeklestirmistir. Bu ¢esitli bag tiirleri, ligandin aktif bolgeye ¢ok yonlii ve
kararl1 bir bi¢gimde yerlestigini ortaya koymaktadir.

Elde edilen bu etkilesim profili, ABAS-5-CISA bilesiginin SAP2 proteazinin substrat tanima
veya katalitik bolgesine miidahale edebilecek potansiyele sahip oldugunu diistindiirmektedir.
Baglanma enerjisinin yiiksek olmas1 ve birden fazla bag tipiyle aktif bolgeyi stabilize etmesi,
bu bilesigin SAP2 proteazi iizerinde giiglii bir inhibitdr etki gosterebilecegini ortaya

koymaktadir.
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Sekil 5.18. ABAS-5-CISA yapisindaki etkilesimlerin iki boyutlu gosterimi

H-Bonds
Donor
—

Acceptor

Sekil 5.19. ABAS-5-CISA yapisindaki etkilesimlerin yerlestirilmis poz goriiniimii

Sekil 5.20. ABAS-5-CISA yapisindaki etkilesimlerin bag uzunluklari
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ABAS-4-dietilASA: Yapilan molekiiler docking calismalar1 kapsaminda, in vitro olarak
antifungal aktivitesi degerlendirilmekte olan ABAS-4-dietilASA adli bilesigin, Candida
albicans’in viriilens faktorlerinden biri olan SAP2 proteazi (PDB ID: 5TZ1) ile baglanma
potansiyeli incelenmistir. AutoDock Vina ile yiiriitiilen hesaplamalar sonucunda, ABAS-4-
dietilASA’nin hedef protein ile —7,684 kcal/mol diizeyinde baglanma enerjisi sergiledigi
belirlenmistir. Bu yliksek baglanma afinitesi, ligandin SAP2 proteazina giiclii ve kararl bir

sekilde baglandigin1 gostermektedir.

Etkilesim analizi sonucunda, ABAS-4-dietilASA’nin SER507, SER378 ve MET508 amino
asit kalintilartyla konvansiyonel hidrojen baglari kurarak aktif bdlgeye tutundugu
goriilmistiir. Bunun yan1 sira TYR118 ile n-x etkilesimi, HIS377, TYR64, PRO230, LEUS87,
ALAG1 ile alkil/m-alkil tiirli hidrofobik etkilesimler gézlemlenmistir. Ek olarak, TYRS505,
GLY65, LEU121 ve SER506 gibi onemli kalintilarla da van der Waals etkilesimleri
mevcuttur. Ligandin aromatik kismi ve ug¢ gruplari, aktif bolgedeki baglayict gruplar

boyunca yaygin bir sekilde etkilesim kurarak baglanma stabilitesini artirmaktadir.

Bu kapsamli baglanma profili, ABAS-4-dietil ASA’nin SAP2 proteazinin katalitik bolgesine
etkili bicimde yerlestigini ve inhibitdr etki potansiyeline sahip oldugunu ortaya koymaktadir.
Elde edilen docking verileri, bilesigin deneysel olarak dogrulanabilecek diizeyde giiclii bir

antifungal aday oldugunu diisiindiirmektedir.
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Sekil 5.21. ABAS-4-dietil ASA yapisindaki etkilesimlerin iki boyutlu gosterimi
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Sekil 5.22. ABAS-4-dietilASA yapisindaki etkilesimlerin yerlestirilmis poz goriiniimii

Sekil 5.23. ABAS-4-dietilASA yapisindaki etkilesimlerin bag uzunluklari

ABAS-3-indol: Yapilan molekiiler docking caligmalari kapsaminda, in vitro olarak
antifungal aktivitesi degerlendirilmekte olan ABAS-3-indol adli bilesigin, Candida
albicans’in viriilens faktorlerinden biri olan SAP2 proteazi (PDB ID: 5TZ1) ile baglanma
potansiyeli incelenmistir. AutoDock Vina ile yapilan hesaplamalar sonucunda, s6z konusu
ligandin hedef proteinle —7,708 kcal/mol diizeyinde bir baglanma enerjisi sergiledigi
belirlenmistir. Bu deger, ABAS-3-indol’'un SAP2 proteazina yiiksek afinite ile

baglanabildigini ve potansiyel bir inhibitor aday oldugunu gostermektedir.

Yapilan etkilesim analizine gore, ABAS-3-indol ligandinin aktif bolgedeki HIS468, LYS143
ve TYR132 amino asitleriyle konvansiyonel hidrojen baglar1 kurdugu; GLY303 ile karbon-
hidrojen bag1 olusturdugu goriilmiistiir. Ayrica ligand, CYS470 ve LEU376 ile alkil tiirii
etkilesimler sergilemekte; cevresindeki ILE304, LEU139, PHE463, 1LE379, MET140,
ARG381, PHE105 ve diger kalintilarla van der Waals etkilesimleri ger¢eklestirmektedir. Bu
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cok yonlii baglanma profili, ABAS-3-indol’un SAP2 proteazinin baglanma cebine uygun

sekilde yerlestigini gostermektedir.

Baglanma enerjisinin yiiksekligi ve gozlemlenen ¢oklu etkilesim tiirleri, bu bilesigin SAP2

proteazi iizerinde etkili bir inhibitdr etki gosterebilecegini diisiindiirmektedir.
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Sekil 5.24. ABAS-3-indol yapisindaki etkilesimlerin iki boyutlu gosterimi

H-Bonds
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Sekil 5.25. ABAS-3-indol yapisindaki etkilesimlerin yerlestirilmis poz goriiniimii



Sekil 5.26. ABAS-3-indol yapisindaki etkilesimlerin bag uzunluklari
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6. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada; 3-amino-1,2,4-triazol-5-tiyol ve 2-amino-4,5-dimetoksibenzoik asitten
tirevlendirilen bir dizi yeni Schiff bazinin yapisal ve elektronik &zellikleri ayrica
antimikrobiyal aktiviteleri incelenmistir. Bilesiklerin DFT/B3LYP/6-31+G(d,p) temel seti
ile belirlenen en diisiik enerjili yani en kararli konformasyonlari tizerinde siir molekiiler
orbitalleri (HOMO ve LUMO) hesaplanmistir. Siir orbitallerinin enerji degerlerinden
yararlanarak Global reaktiflik parametreleri olan elektronegatiflik (y), kimyasal potansiyel
(w), sertlik (), yumusaklik (S) ve elektrofilik indeks (w) hesaplanmistir. HOMO-LUMO
band aralig1 (AE=E_umo-Enomo) Ve Global reaktiflik parametreleri, bilesiklerin reaktivite ve
kinetik kararlilik hakkinda bilgi vermektedir. Schiff bazlarinin MEP haritalari, elektrofilik
ozelligi baskin olan kirmizi renkli bolgelerin bilesiklerin yapisindaki elektron gekici oksijen
ve azot atomlariin bulundugu bdlgeler lizerinde daha yogun oldugunu ve bu atak uclarin
protein bazlari ile hidrojen bagi yapmasinda etkili olabilecegini gostermistir. Kenetlenme
(docking) ¢alismalar1 da sentezlenen molekiiller ile proteinler arasindaki etkilesim tiirlerini

teorik olarak belirlemistir.

ATT ve ABAS temelli sentezlenen yeni Schiff bazlarinin test edilen klinik bakterilere karsi
MiKgo sonuglar1 degerlendirildiginde, bilesiklerin hem Gram negatif hem de Gram pozitif
bakterilere ve maya susu olan C. albicans’a karsi yiiksek diizeyde antimikrobiyal aktivite
gosterdigi belirlenmistir. Ozellikle ATT-5-CISA ve ATT-3-indol bilesikleri, diisikk MIKgo
degerleri ile genis spektrumlu ve etkili ajan adaylar1 olarak 6ne ¢ikmaktadir. Bu bilesiklerin,
referans antibiyotiklere gore ¢ok daha diisiik konsantrasyonlarda mikrobiyal biiylimeyi
inhibe etmesi, terapotik potansiyellerini gii¢lii bicimde desteklemektedir. Yeni ajanlarin

kesfi, bakteriyel enfeksiyonlarin kontroliine ve tedavisine 151k tutacaktir.
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