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OZET

Bu tezin amact; yeni sentezlenmis amorf yapidaki tiyofenli Schiff baz1 tiirevlerinin yapisal
parametrelerini, IR ve NMR spektral verilerini, Yogunluk Fonksiyoneli Teorisi (DFT)
yontemi ile belirlemek, antibakteriyel ve antifungal 6zelliklerini secilen 15 bakteri ve 4
mantar izolatt i¢in in vitro olarak test etmektir. Schiff bazlar1 analjezik, antifungal,
antibakteriyel, antidepresan, antikanser, antikonvilsan ve antiinflamatuar gibi 6nemli
biyolojik 6zelliklere sahiptir. Bu 6zellikleri nedeniyle; yeni sentezlenmis tiyofenli Schiff
bazi tiirevlerinin toplum saglig1 i¢in tehdit olusturabilecek, segilen 15 bakteri ve 4 mantar
izolatina kars1 etkinligi, Alamar mavisi eklenmis mikrodiliisyon s1vi besiyeri yontemi ile test
edilmistir. Testlerde, in vitro antimikrobiyal aktivite, Minimum Inhibitér Konsantrasyonu
(MIK) degerleri kullanilarak belirlenmistir. Yeni sentezlenmis ve yapisi spektroskopik
yontemler (IR, NMR) ile aydinlatilmis amorf formdaki tiyofenli Schiff bazi tiirevlerinin
yapisal parametreleri ve bazi spektroskopik verileri Gaussian 09 paket programi
kullanilarak; DFT yontemi ile elde edilmistir. DFT/B3LYP/6-311++G(d,p) yOntemi
kullanilarak molekiillerin bag acgilari, bag uzunluklari, dihedral agilari, IR ve NMR spektral
verileri hesaplanmig, IR ve NMR spektral verileri deneysel degerlerle karsilastirilmistir.
Teorik calisma ileride ilag gelistirme ¢alismalarinda antimikrobiyal ozellik gdsteren
bilesiklerin taninmasi ve yapisal ozelliklerinin ortaya konulmasi agisindan oldukca 6nemli
ve gereklidir. Bulgular, in vitro antimikrobiyal aktivite sonuglar1 ile birlikte
degerlendirildiginde; 6zellikle mevcut tedavi yontemlerinde sikga karsilasilan, patojenlerin
kullanilan ilaglara direng gelistirmesi, toksik ve yan etkilerin yarattigir saglik sorunlari
nedeniyle, givenli, toksik olmayan ve yan etkileri oldukga diisiikk yeni veya alternatif ilag
gelistirmek icin yapilan ¢aligmalara 6nemli bir katki saglanacaktir.
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ABSTRACT

The aim of this thesis is to determine using Density Functional Theory (DFT) method the
structural parameters, IR and NMR spectral data of the newly synthesized Schiff base
derivatives with thiophene and to test their antibacterial and antifungal properties against to
the selected 15 bacteria and 4 fungi isolates. Schiff bases have important biological
properties such as analgesic, antifungal, antibacterial, antidepressant, anticancer,
anticonvulsant and antiinflammatory. Due to these features; in this study, the in vitro
antimicrobial activities of newly synthesized Schiff base derivatives were tested against the
selected 15 bacteria and 4 fungal isolates, which could pose a threat to the public health, by
Microdilution broth assay with Alamar blue. In the tests, in vitro antimicrobial activity was
determined by using the minimum inhibitory concentration (MIC) values. The structural
parameters, IR and NMR spectral data of Schiff base derivatives in amorf form, to be newly
synthesized and identificated by spectroscopic methods (IR, NMR), were obtained by DFT
method using the Gaussian 09 package program. The bond angle, bond lengths, dihedral
angles, IR and NMR spectral data of the molecules were calculated by the DFT/B3LYP / 6-
311 ++ G (d, p) method and theoretical spectral data were compared with the experimental
ones. The theoretical study is very important and necessary for the identification of the
antimicrobial agents and their structural properties. When the findings are evaluated together
with the antimicrobial activity results; frequently encountered in the current treatment
methods, because of the development of resistance to the drugs and the health problems
caused by the toxic and side effects, a significant contribution will be provided to the studies
conducted to develop new or alternative drugs that are safe, non-toxic and with low side
effects.
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1. GIRIS

Insan viicudu bakterilerin iiremesi i¢in gerekli olan sicaklik, nem ve besin kaynaklarini
igeren dogal bir ortamdir. Bakterilerin ¢ogu dogrudan dokular1 hasara ugratarak hastalik
olustururken, bazilar1 toksinleri yoluyla hastalik olustururlar (Ozkuyumcu, 2010).
Stafilokoklar toplumdan kazanilmis ve hastane kaynakli enfeksiyon etkenleri arasinda ilk
siralarda yer almaktadirlar (Tekin ve digerleri, 2016). Metisilin direncgli Staphylococcus
aureus (MRSA) suslarinda ¢oklu antibiyotik direnci 1980’11 yillarin baslarindan itibaren
ortaya ¢ikmig ve direng sorununun giderek yayginlagsmasi ile birlikte, MRSA tiim diinyada
ozellikle hastane enfeksiyonu salginlarina yol agan ¢ok ciddi bir sorun haline gelmistir.
Stafilokoklar insanlar ve hayvanlar {lizerinde gesitli enfeksiyonlara neden olmaktadirlar.
Staphylococcus aureus (S.aureus) insanlarda genel enfeksiyonlara (follikilit, fronkulit,
Ritter hastaligi, impetigo, tonsilit, stafilokok anjinleri, pndmoni, sepsis, endokardit,
tromboflebit, otitis media, menenjit, perinefritik abse vb.), ameliyat sonrasi yara
enfeksiyonlarina, osteomiyelit gibi rahatsizliklara neden olmaktadir (Yiiksekdag ve Baltaci,
2013). S.aureus ile gelisen, ilaca oldukca direngli enfeksiyonlarin %44'i MRSA ile
gelismektedir. Bu bakterinin 6liimlere katkis1 %22, fazladan hastanede kalmaya katkis1 %41
olarak belirlenmistir. MRSA'nin fazladan ¢ikardigi maliyetin yillik 380 milyon Euro olmasi
da sorunun farkli bir boyutunu ortaya koymaktadir (Tasova, 2012). Genis spektrumlu beta
laktamaz Ureten (GSBL) Escherichia coli: Basta iiriner sistem enfeksiyonlar1 olmak tizere,
gastroenterit, hemorajik kolit ve genital sistem enfeksiyonlarina yol agmaktadir. Bu
bakterilerin antibiyotik diren¢ oranlar1 oldukga yiiksektir ve giin gectikce de artmaktadir.
Pseudomonas aureginosa solunum, sindirim, iiriner sistem, kemik ve eklem hastaliklarinda
hastane enfeksiyonlarinin % 10’undan sorumlu olup agir yanikli, kistik fibrozlularda ve
kanser hastalarinda yasami tehdit eden ciddi durumlar olusturmaktadir. Acinetobacter
baumannii solunum cihazi iliskili pnomoni ve bakteriyemilerin de yer aldigi genel
enfeksiyonlarin etiyolojik etkenleridir ve salginlar olusturabilirler (Akyar, 2010). Dogada
cok fazla mantar tiirii bulunmasina karsin, bu tiirlerden yaklasik 40-50’sinin bitki, hayvan
ve insanlarda hastalik yaptig1 bilinmektedir. insanlarin i¢ organlar1 ve dokularma invaze
olamayan mikroorganizmalar epidermise yerlesme egilimindedir ve deri, sa¢ ve tirnak gibi
ylizeyel keratinize dokularda ¢ogalarak hastalik olustururlar (Uslu ve digerleri, 2004). Ciddi

mantar enfeksiyonlarinin goriilme sikligi diinya ¢apinda artmigtir ve ozellikle bagisiklik



sistemi baskilanmis ve kritik hastaliklar arasinda ciddi bir tehdit olusturmaktadir (Bassetti
ve Righi, 2015).

Schiff bazlarinin analjezik, antifungal, antibakteriyel, antidepresan, antikanser,
antikonviilsan ve antiinflamatuar gibi biyolojik 6zelliklere sahip olduklar1 belirlenmistir
(Khurshid ve digerleri, 2008; Unver ve Bektas, 2018). Ayrica Schiff bazlarimin,
antimikrobiyal aktivitelerde insektisitler zerindeki sinerjik etkilerde ve bitki buyime
diizenleyicilerinde oldukca etkili olduklar1 bilinmektedir (Jiang ve digerleri, 2003).
Gliniimiizde kullanilan tiagabin, etizolam, brotizolam gibi antiepileptik ilaglar (AED'ler)
yapilarinda Schiff bazi yam sira aktif farmakofor grup olarak tiyofen icermektedirler
(Sancak ve digerleri, 2007; Unver ve digerleri, 2014). Enzimlerin karbonil ve azot gruplu
substratlarla etkilesimini ihtiva eden ¢esitli enzimatik reaksiyonlarda Schiff bazlar1 6nemli

ara maddelerdir (Yazici1 ve Karabag, 1998).

Schiff bazlarinin biyolojik sistemlerdeki 6nemi her gegen giin artmaktadir. Aromatik
aminlerin Schiff bazlar1 kemoterapide, oksijen tasiyici olarak bazi kimyasal tepkimelerde,
antistatik madde olarak polimer teknolojisinde ve yapilarindaki bazi gruplarin ihtiva ettikleri

ozellikleri nedeniyle boyarmadde endiistrisinde kullanilmaktadirlar (Serin ve Gok, 1988).

Schiff bazlar1 gegis metalleri ile kompleks olusturabilirler. Olusturulan bu metal
komplekslerinin bagarili seviyelerde anti kanser aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir
(Tabassum ve digerleri, 2013). Dogal fenilpropandan tiiretilen metoksillenmis
sinnamaldehitlerin Schiff bazlar1 ve kalay metal kompleksleri antioksidan aktivite
gOstermektedirler. Ayrica, aldoz grubu igeren Schiff bazlarinin gegis metal komplekslerinin
anti-inflamatuvar etkinlik sergiledigi ortaya konulmustur (Karabiyik ve digerleri, 2017).
Schiff bazlar1 ve metal kompleksleri patojenik bakterilere karst antimikrobiyal etkinlik
goOstermektedirler. Bu 6zellikteki Schiff bazlar1 yapilarinda benzimidazol, quinazolinonlar,
furaldehit, piridin, benzilditiyo karbazit vb. gibi heterosiklik halkalara sahiptirler (Kumar ve
Ramesh, 2004).
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Sekil 1.1. a) Piridin, b) quinazolinon, ¢) benzimidazolin molekil yapilari

Schiff bazlarinin Glisin-Salisaldehit Ag(I) kompleksleri, Cucumber mosaic virlisline karsi
antiviral aktiviteye sahiptir (Kumar ve Ramesh, 2004). Aminoasit Schiff bazlari, indol-3-
karboksiliden-DL-valin, 3-karboksiliden-DL-alanin ve 3-karboksiliden-DL-glisin i¢in
antibakteriyal ve antifungal etkinlik test edilmis, genel olarak etkili olduklar1 fakat 3-
karboksiliden-DL-valin’nin digerlerine gore daha etkili oldugu belirlenmistir. Bu sonug,
bilesiklerin igerdigi karboksil grubunun varligina baglanmistir (Sharma ve Dubey, 2002).
(N-heteroaril)arilmetanamin Schiff bazlar1 {izerine gerceklestirilen antimikrobiyal ve
antiviral aktivite calismasi, bilesiklerin Herpes simplex virusiine (tip 2), Gram negatif ve
Gram pozitif bakterilere kars1 hicbir aktivite gostermedigini, buna karsin insan patojeni
poliovirs (tip 1) ve Cryptococcus neoformans’a karsi zayif bir etki gosterdigi, ayrica
Candida tiirlerine kars1 da aktif oldugunu ortaya koymustur (Fioravanti ve digerleri, 1996).
Escherichia coli, Proteus mirabilis, Staphylococcus aureus ve Streptococcus faecalis
tizerinde ninhidrin ve glisin tiirevi Schiff bazi metal (Co(II), Ni(Il), Zn(II)) komplekslerinin
etkili oldugu belirlenmistir (Rao ve Reddy 1990). Seg¢ici azot-kiikiirt donor ligandlarinin
antimikrobiyal ve sitotoksik aktiviteleri yapilan ¢alismalarla ortaya konmustur (Kim ve Lee,
1992). Aminoasit Schiff bazlar1 iizerine yapilan ¢alismalar, Aminoasit Schiff bazlarinin

antibakteriyel ve antifungal etkilerinin oldugunu gostermektedir (Sharma ve Dubey, 2002).

Bu tezde, tiyofenli Schiff bazi tiirevlerinin molekiiler modelleme ¢alismast GaussView 5
(Dennington ve digerleri, 2009) programi ve Gaussian 09 (Frisch ve digerleri, 2009) paket
yazilimi kullanilarak; Yogunluk Fonksiyoneli Teorisi (DFT) DFT/B3LYP yontemi ile
gerceklestirilmis, antibakteriyel ve antifungal aktiviteleri Alamar mavisi eklenmis
mikrodiliisyon sivi besiyeri yontemi (Microdilution broth assay) ile in vitro olarak test
edilmigtir. Testlerde, standart 15 bakteri ve 4 mantar izolat1 lizerine tiyofenli Schiff bazi
tiirevlerinin etkinligi minimum inhibitr konsantrasyonu (MIK) degerleri kullanilarak

belirlenmistir. Bu c¢alismada; yeni sentezlenmis amorf formdaki tiyofenli Schiff bazi



tirevlerinin molekiiler yapilar1 ilk kez yapilacak molekiiler modelleme ¢aligmasi ile
aydinlatmig, IR ve NMR spektral verileri elde edilmis, bu veriler deneysel olanlarla
karsilastirilarak degerlendirilmis ve bu orijinal bilesikler, secilen 15 bakteri ve 4 mantar
izolatina kars1 antimikrobiyal aktivite agisindan ilk kez test edilmistir. Tiyofenli Schiff bazi
tiirevlerinin secilen bazi bakteri ve mantar izolatlarina karsi etkinliginin test edilmesi;
Ozellikle mevcut tedavi yontemlerinde sik¢a karsilasilan, patojenlerin kullanilan ilaglara
direng gelistirmesi, toksik ve yan etkilerin yarattig1 saglik sorunlari nedeniyle alternatif ve
yeni ilaglarin gelistirilmelerinde kullanilabilecek bilesiklerinin arastirilmasi agisindan son

derece 6nemlidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Schiff Bazlar

Schiff bazlar1 ilk olarak 1869 yilinda Alman kimyager Hugo Schiff tarafindan
sentezlenmistir (Schiff 1869). Bir primer amin ve bir aktif karbonil grubunun
kondenzasyonundan elde edilen ve azometin grubu ihtiva eden bilesikler (Sekil 2.1) Schiff
tarafindan “Schiff Bazlar1” olarak adlandirilmistir (Orgel, 1960; Schiff, 1864). Primer
aminlerin aldehit ve ketonlarla meydana getirdigi kondenzasyon {iriinii olan Schiff bazlar1
(Ermis ve digerleri, 2005), genel olarak RCH=NR' seklinde formiilize edilirler. Bu formiilde

yer alan R ve R’ aril ve/veya alkil substitiientleridir.

Schiff bazlar1 bagta organik kimya olmak tizere kimyanin farkl: alanlarinda sik¢a kullanilan
onemli bilesiklerdir. Bu nedenle Schiff bazlar1 iizerine ¢ok sayida ¢alisma yapilmis ve bazi

Schiff bazlar1 biyolojik sistemlerde de kullanilmistir (Chem ve Martel, 1987).

Schiff bazlar ilk kez Pfeiffer (1937) tarafindan ligand olarak kullanilmistir. Schiff bazlari
iyl bir azot dondr ligand1 olarak da bilinmektedir. Koordinasyon bilesiginin olugmasi
sirasinda bu ligandlar metal iyonuna bir veya daha cok elektron ¢ifti vermektedir. Schiff
bazlarinin olduk¢a kararli 4, 5 veya 6 halkali kompleksler olusturabilmesi i¢in yer
degistirebilir hidrojen atomuna sahip ikinci bir fonksiyonel grubun bulunmasi ayrica
azometin grubuna miimkiin oldugu kadar yakin olmasi gereklidir. Bu grup ¢ogunlukla

hidroksil grubudur (Patai ve digerleri, 1970).

R

C=O + HzN_R3 — C_N_R3

Ry

Sekil 2.1. Schiff bazlarinin eldesine ait reaksiyon denklemi



2.1.1. Schiff bazlarinin eldesi

Aldehitler ve ketonlar, primer aminler (RNHy) ile tepkimeye girerek Schiff bazi veya iminler
(RCH=NR veya R2C=NR) seklinde karbon-azot ¢ift bagi bulunan bazik bilesikler
olustururlar (Wade, 1999).

Schiff baz1 olusumu, iki basamakli bir mekanizma olarak ger¢eklesir. Olusuma ilk basamak
da niikleofilik amin kismi pozitif ylik tasiyan karbonil karbonuna katilir. Schiff bazi
olusumunun ikinci basamaginda ise, azot bir proton kaybeder ve oksijene bir proton baglanir

(Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Schiff bazlarinin olusum mekanizmasi

Farkli ¢oziciiler kullanilarak uygun reaksiyon sartlar1 saglandiginda Schiff bazlari
sentezlenebilmektedir. Fakat genel olarak oda sicakliginda ve geri sogutucu altinda
olusturulan Schiff bazi reaksiyonlarinda ¢6ziicii olarak etanol tercih edildiginde iyi sonuglar
verir. Bunun yaninda reaksiyonun gergeklestigi MgSQOas tarzinda su tutan maddelerin ilavesi
Schiff baz1 olusumunu kolaylastirmaktadir (Cozzi, 2004). Mekanizmanin ilk asamasinda bir
hidroksilamin, ardindan suyun uzaklastirilmasi ile Schiff bazi olusur. Genel olarak
hidroksilamin heniiz olusmadan su kaybi1 kendiliginden gergeklesir. Aminin fazlasi
kullanildig1 durumda, alkiliden-bisamin olusumuna sebep olur. Bu durumdan olusan
bisamin kararli olmadig1 i¢in amin grubunu kaybeder ve aldehitle etkileserek Schiff bazina

dontigiir (Kirk ve Othmer, 1954; Karaer, 1997). Amonyak vasitasiyla elde edilen Schiff




bazlar1 dayanikli degildir ve bu Schiff bazlar1 bekletildiginde polimerlesebilir. Amonyak ile
elde etmek yerine birincil aminler kullanildiginda elde edilen bilesikler daha dayaniklidir
(Ozbulbil, 2006).

o
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Sekil 2.3. Schiff bazlarinin sentezi

2.2. Molekuler Modelleme

Molekiiler modelleme, molekdillerin matematiksel modellerinin ve 6zelliklerinin bilgisayar
ortaminda hesaplanmasi amaciyla olusturulmus bir yontemdir. Bir bilesigin yapis1 ve
kimyas1 deneysel yontemlerle belirlenebilir, ancak hesaplama yolu ile Ongdriiniin
yapilabilmesi bir¢ok agidan son derece yararlidir ve pek ¢ok uygulama alani bulmustur.
Ornegin farmakolojide yeni ilaglarin gelistirilmesinde hesaplama yontemi yaygin olarak
kullanilmaktadir. ilaglar1 sentezlemeden 6nce yapilan Molekiil Modelleme ¢alismalari ile
ilaglarin yapilar1 hakkinda onbilgiye sahip olunabilir, ilagta istenen 6zellikler belirlenebilir,
para ve zaman kayb1 dnlenerek bu 6zelliklere uygun sentezler gerceklestirilebilir. Bu yontem
ile deneysel verilerin analizi, deney Oncesinde molekiiller model olusturma, deneysel
verilerin yetersiz oldugu veya olmadigi durumlarda molekiiler yapilarin analizi
gergeklestirilebilir, molekiiler geometri, molekiillerin geg¢is halleri ve enerjileri, kimyasal
reaktivite, molekiillerin IR, UV ve NMR spektrumlari, konformasyon durumlari, dipol

momentleri ve termodinamik Gzellikleri hesaplanabilir.

Bilgisayarli hesaplama metotlarinda molekiiler yap1 ve benzer 6zellikleri inceleyen iki alan
vardir. Bunlar molekiiler mekanik ve elektronik yapi kuramlaridir. Molekiiler mekanik
hesaplamalar1 molekiiler yapinin basit klasik-mekanik modelinin olusturulmasina dayanir.

Bu modelin bazi molekiillere uygulanmasi basarili sonuglar vermistir (Kurt, 2003).



Elektronik yap1 kurami igerisinde yar1 deneysel (semi-emprical) molekiler orbital

yontemleri ve ab initio yontemleri yer alir.

Ab initio hesaplamalarinda iki farkli matematiksel yaklasim kullanilir; Hartree-Fock Oz
Uyumlu Alan (HF-SCF) ve Yogunluk Fonksiyoneli Teorisi (DFT). HF modelinde, elektron-
elektron etkilesimleri i¢in ortalama bir potansiyel temel alinir. Bu yaklasim, molekiil
frekanslarinin hesaplanmasi ve molekiil geometrisinin belirlenmesi i¢in uygundur. DFT
modelinde, molekiil dalga fonksiyonlar1 yerine, elektron olasilik yogunlugu (p) hesaplanir,
molekiil 6zelliklerinin elde edilmesinde ¢ok daha dogru sonuglar verir. E toplam elektronik
enerji olmak ftzere, enerji ifadesinin 1. ve 2. analitik tiirevleri alinarak spektroskopik
biiytikliikler hesaplanmistir (Pulay, 1969; Pulay, 1987). Birinci tiirevlerin hesaplanmasi
sonucunda geometrik optimizasyon yapilir. Ikinci tiirevler kuvvet sabitini dolayisiyla
titresim frekanslarint verir. IR siddetleri dipol momentlerin tiirevinden elde edilir.
GAUSSIAN, GAMESS, HYPERCHEM, CACHE ab initio yontemlerinin kullanildig1 baz1

paket programlardir.

2.2.1. Hartree-Fock yontemi

Hartree-Fock (HF) yontemi, ¢oklu elektrona sahip atomlarin ve iyonlarin sahip olduklar
ozelliklerinin bir¢ogunu hassas olarak tanimlayabilir. 1928 yilinda Hartree tarafindan
formiilize edilen bu yaklasimin baslangi¢c noktasi zamandan bagimsiz pargacik modelidir.
Bu modelde her bir elektron, c¢ekirdegin ¢ekim alani ile diger elektronlarin itme
etkilesmelerinin ortalama etkisini hesaplayarak bir etkin potansiyelde hareket eder.
Dolayisiyla, ¢ok elektron igeren sistemlerdeki her bir elektron, kendine ait dalga fonksiyonu
ile tanimlanir. Hartree, bu model ile bireysel elektron dalga fonksiyonlarinin denklemlerini

olusturabildi ve ayrica denklemleri ¢6zmek i¢in orijinal bir tekrarlama siireci 6nerdi.

HF yontemi atomsal dalga fonksiyonlariin ve enerjilerinin bulunmasinda ilk adim olarak
sayilabilir ve bu yontemin uygulanmasi yalnizca atomlarla sinirli olmayip bir molekiil veya

katidaki elektronlar gibi farkli sistemlere de uygulanabilir (Leach, 2001).



2.2.2. Yogunluk fonksiyoneli teorisi (DFT)

Yogunluk Fonksiyoneli Teorisi (DFT)’nin ana fikri, elektronik sistemlerin enerjilerinin
elektron olasilik yogunlugu (p) cinsinden yazmaya olanak vermesidir (Borman, 1990).
Hohenberh ve Kohn tarafindan DFT’nin temelleri 1964 yilinda atilmigtir. Birinci
Hohenberg-Kohn teoremi, bir sistemin V(r) potansiyelinin ve diger biitiin taban durum
elektronik 6zelliklerinin belirlenmesinde taban durum elektron yogunlugunun bilinmesinin

yeterli oldugunu ortaya koymaktadir (Dobson, 1999).

Bu teorem,

V(r) <> n(r) (2.1)

seklinde gosterilebilir. Sistemin toplam taban durum enerjisi, yogunlugun fonksiyoneli

olarak ifade edilirken

E[n(r)] = F[n(®)] + | n(r)V(r)d3r (2.2)

seklinde ifade edilebilir. Bu denklemde yer alan F[n(r)], yogunlugun evrensel bir
fonksiyonelidir (Hohenberg ve Kohn 1964; Nagy 1988). F[n(r)]’nin evrenselliginin anlami,
V(r) potansiyeline bagli olmamas1 ve atomlar, molekiiller ya da katilar gibi tiim sistemler
icin ayn1 sekle sahip olmasidir (Harbola ve Banerjee, 2003). Hohenberg ve Kohn
molekiillerin ya da katilarin enerjisinin hesaplanmasinda, ¢ok pargacikli dalga
fonksiyonlarmin temel degisken olarak alinmasinin ¢oziimii zorlastirdigini 6ne siirmiisler,
¢ok pargacik dalga fonksiyonunun yerine temel degisken olarak yer ve zamanin fonksiyonu
olan elektron yogunlugunu dikkate almislardir. Bir baska deyisle, n adet elektronu bulunan
bir sistemde, (r) aralikta belirli bir noktadaki toplam elektronu gosterir. Elektronik enerji E,
bir p(r) fonksiyonuna denk gelen, E(p) olarak ifade edilen, elektron yogunluk fonksiyonudur.
Yogunluk Fonksiyonel Teoride, fonksiyonlar elektron yogunlugunun fonksiyonlaridir.

DFT’nin elektronik enerjisi E, asagidaki sekilde tanimlanabilir:

E=Er+Ev+Es;+Exc (2.3)

Er = kinetik enerji (elektronlarin hareketinden kaynaklanan)
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Ev= potansiyel enerji (Cekirdek-elektron ¢ekimlerinden ve c¢ekirdek ciftlerinin birbirini
itmesinden kaynaklanan)

Es = Elektronlarin birbirlerini itmesinden kaynaklanan enerji

Exc = Arta kalan diger elektron-elektron etkilesimlerini kapsayan enerjiyi ifade eder.

Exc terimi cogunlukla “degisim” ve “korelasyon” olarak iki boliime ayrilir.

Exc(p) = Ex(p) + Ec(p) (2.4)

DFT yonteminde, ¢ok pargacik dalga fonksiyonu yerine, temel degisken olarak, tek pargacik
yogunlugunun kullanilmasi ve dolayisiyla, sadece ti¢ uzaysal koordinatin fonksiyonu olmasi
nedeniyle; DFT ¢ok biiyiik sistemlerin hesaplanmasinda da olduk¢a kolaylik saglamaktadir
(Hohenberg ve Kohn, 1964).

2.2.3. Becke, 3 Parametreli, Lee-Yang-Parr (B3LYP) karma yogunluk fonksiyoneli teorisi

Dalga mekanigini temel alan HF teorisi degis tokus enerjisinin hesaplanmasinda kullanigh
degildir ve bu metodla korelasyon enerjileri hesaplanamaz fakat, kinetik enerji hesabi igin
uygundur. DFT modeli kullanilarak degis tokus ve korelasyon enerjilerinin hesaplanmasi
daha uygun sonugclar vermektedir. Tam enerji ifadesi icin saf HF veya saf DFT modelleri
yerine, her iki modelin enerji ifadelerinin, toplam enerji ifadesinde kullanilmasiyla karma
modeller elde edilmistir. Bu gelistirilen modeller ile toplam enerji, bag uzunluklari,
iyonizasyon enerjileri gibi pek ¢ok biiyiiklik saf modellere gore daha dogru

hesaplanmaktadir.

Literatiirde; kinetik enerji fonksiyoneli: H28, TF27, degis tokus enerji fonksiyoneli: F30,
D30, korelasyon enerji fonksiyonelleri: LYP, VWN qgibi enerji fonksiyonelleri ile sik¢a
karsilagilir (Kurt, 2003).

Bir karma modelde enerji ifadelerinin birlestirilmesiyle yeni bir enerji ifadesi bulunabilir.
Degis tokus ve korelasyon enerjisi EXC i¢in Becke, asagida verilen karma modeli elde

etmistir.

EXC=CHrEXr+CorTEfpr (2.5)
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Bu modelde verilen C’ler sabittir. BLYP ve B3LYP Becke’nin 6nerdigi karma modellerdir.
LYP korelasyon enerjili ve i¢c parametreli Becke karma metodu B3LYP’dir. Bu modelin

degis-tokus ve korelasyon enerjisi;
EfSivp = Efp + Co(Effip — EfS ) + CLAESgs + EGwns + Co(Efyp — Efwns) (2.6)
ifadesi ile verilir. Burada;

EX, 4: yerel degis-tokus enerjisi,
Efsq: Becke 88 degis-tokus enerjisi

EZXS vs: Vosko, Wilk ve Nusair korelasyon enerjisi,

CO0. C1 ve C2 deneysel degerlerden tiiretilmis katsayilardir ve degerleri C0=0,2.
C1=0,7.C2=0,8 seklindedir. Dolay1s1 ile B3LYP modeliyle elde edilen bir molekdliin toplam

elektronik enerjisi asagidaki gibidir;

Egsiyp = ET +EV + E/ + Eg§iyp (2.7)
Burada; EXS,p: B3LYP degis tokus ve korelasyon enerjisidir (Becke, 1993; Yilmaz, 2011).
2.2.4. Temel setler

Orbitaller matematiksel olarak tanimlanirken temel set olarak adlandirilir. Molekiiller
atomlardan olusur ve aym cinsteki atomlar farkli cinsteki molekiilde benzer Ozellik

gosterirler. Bu nedenle molekuler orbital, atomik orbitallere ait ¢izgisel toplamlar olarak

yazilabilir.

v, =3 cud,
Ae=1 (2.8)

Yukarida verilen esitlik yi orbitali ile ¢u atomik orbitalleri arasindaki bagintiy1 verir.
Denklemde molekiiler orbitallerin katsayis1 Cuu ile verilir. ou atomik orbitalleri temel

fonksiyonlar seklinde adlandirilabilir. Temel fonksiyonlar (basis functions),
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gla.7)=cx"y"-'e (2.9)

Gaussian-tipinde atomik fonksiyon olarak verilir. Denklemde a, fonksiyon genisligi

belirlemede kullanilan bir sabitken; ¢ ise a, I, m ve n ye bagli bir sabit olarak kullanilir.
2.3. Gaussian 09

Bu calisgmada molekiil modelleme hesaplamalar1 Gaussian 09 paket programi kullanilarak
gergeklestirilmistir. Cesitli sartlar altinda ve genis bir yelpaze olusturan molekiiler
sistemlerini modellemek adina tasarlanan Gaussian, kuantum mekaniginin temel yasalarini
kullanarak hesaplamalar yapar. Gaussian kimyacilarin, fizik¢ilerin ve miihendislerin,
kimyayla ilgili olan yerlesmis ve yeni gelismekte olan ilgi alanlar1 hakkinda arastirma
yapmak iizere, molekiiller {izerinde ve deneysel agidan incelenmesi imkansiz ya da ¢ok zor
olan duragan tiirleri ve bilesikleri de kapsayan (6rnegin kisa omiirlii ara birimler ile gecis
yapilar1 vb.) kesin veya potansiyel reaksiyonlarda ¢calismak amagcli kullanilmaktadir (ODTU,
2019).

Gaussian 09 molekiiler mekanik, yari-denel ve ab initio yontemlerini bulunduran gok
kapsamli bir programdir. Bu yontemler i¢in bir¢ok teori ve temel set segenegi sunar.
Gaussian 09 programi kullanilarak atom ve molekiillerin enerjileri hesaplanabildigi gibi,
atom ve molekiillerin geometrik optimizasyonlar1 yapilabilir ve enerjiye bagli olan titresim
frekanslar1, kuvvet sabitleri ve dipol momentleri bu program yardimiyla hesaplanabilir.
Ayrica IR ve Raman spektrumlari, termokimyasal ozellikleri, bag ve tepkime enerjileri,
molekdl orbitalleri, atom yiikleri, ¢ok kutuplu momentler, NMR ve manyetik duyarlilik
titresimsel siddetleri, elektron ilgisi ve iyonlagsma enerjileri, kutuplanabilirlik ve
hiperkutuplanma, elektrostatik potansiyel ve elektron yogunlugu gibi bir¢cok 6zellik atom ve
molekiiller 6zelinde hesaplanabilir. Bu hesaplamalar gaz fazinda, ¢dzelti i¢inde veya kristal

yapilari dikkate alinarak gercgeklestirilebilir (Frish ve digerleri, 2009).
2.3.1. Gauss View 5

Bir grafik ara ylizu olan Gauss View 5 Gaussian paket programlarinda giris (input) dosyalari

hazirlamak ve gaussian yapilarinin ¢iktilarini gorsellestirmek iizere hazirlanmistir. Gauss
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view programi molekiilleri gorsel hale getirerek bu molekiilleri diledigimiz gibi
dondurmeye, hareket ettirmeye ve molekillerde degisiklik yapmaya olanak saglar. Bunlara
ek olarak karmasik hesaplamalarda bile kolaylikla giris dosyalarinin olusturulmasini saglar.
Gaussian programi tarafindan sonuglar hesaplanabilir ve bu hesaplanan sonuglar1 grafige
dokerek inceleme imkani verir. Elde edilen sonuglar; optimize edilmis molekiiler yapilar,
molekdler orbitaller, elektrostatik potansiyel yiizeyi, atomik yukler, IR, Raman, NMR, VCD
spektrumlari, titresim frekanslarina bagli normal mod animasyonlar1 olarak siralanabilir (

Foresman ve Frisch, 1996 ).

2.4. Antimikrobiyal Aktivite Belirleme Yontemleri

Enfeksiyonlara neden olan mikroorganizmalarin antibiyotiklere kars1 duyarhiliklarina gore
enfeksiyon etkeninin duyarli bulundugu en uygun antimikrobiyal ajan ile tedavi
edilmektedir. Mikroorganizmalarin antimikrobiyal duyarliligi diliisyon ve difiizyon

yontemleri olmak tizere iki farkli yontem ile belirlenmektedir (Murray ve digerleri, 2009).

2.4.1. Dilusyon yontemi

Kantitatif sonug veren diliisyon yontemlerinde sonuglari, besiyeri ve antimikrobiyal
maddenin stabilitesi, hazirlanan inokulumun yogunlugu, inkiibasyonun siiresi ve sicakligi

etkilemektedir (Rios ve digerleri, 1988; Otiik, 1992).

Sivi ve agar dilisyon yontemleri mikroorganizmalarin {iremelerini  durduran,
mikroorganizmalari 6ldiiren en az antimikrobiyal madde konsantrasyonlarmin ¢cogunlukla
mg/ml tdriinden tespitine yarayan testlerdir. Dilusyon yontemleri zor treyen ve disk
difiizyon yontemiyle duyarlilik testi yapilmasi miimkiin olmayan bakterilerin test edilmesine

imkan saglar.

Diltsyon; sivi (buyyon) veya kati (agarli) besiyerlerinde antimikrobiyal maddelerin seri
olarak sulandirilmasi ve her bir sulandirim alanina, duyarlilig1 belirlenecek bakterinin belirli
sayida bakteri iceren siispansiyonundan esit olarak eklenmesi ile yapilmaktadir.
Sulandirimlar uygun sicaklikta (35-37 °C’de) ve mikroorganizmanin iiremesi i¢in uygun

sirede (16-20 saat) bekletilir ve ardindan elde edilen sonuglar ile bakterinin tiremesini
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durduran en diistik miktardaki antimikrobiyal madde miktar1 minimum inhibitor

konsantrasyonu (MIK) tespit edilir (Murray ve digerleri, 2009).

Tip dilsyon

Tup dilisyon "makro” veya "mikro" diliisyon seklinde uygulanabilir. Bu yontemlerin
temelde prensibi benzerdir. Makrodiliisyonda deney tiipleri kullanilarak gergeklestirilirken,
mikrodiliisyon "U" veya "V" tabanli "mikroplaklar” kullanilarak gerceklestirilir. Tiip
diltisyon metodu gergeklestirilirken besiyeri olarak katyon (kalsiyum ve magnezyum) ilaveli

Mueller-Hinton buyyon kullanilmaktadir.

Test edilecek antibiyotikler oncelikle 6zel ¢oziiciiler igerisinde hazirlanir ve ardindan
kullanilacak siv1 besiyerinde yar1 yariya azalan sulandirimlar1 yapilir. Mikroorganizmalarin
standart inokiilumu (1x10% CFU/ml) hazirlanarak, antimikrobiyalin farkli sulandirimlarini
iceren her bir tiipe esit olarak ilave edilir. Ayrica liremenin takibi amacli antibiyotik
bulunmayan kontrol tipune de ilave edilir. Bakteri eklenmemis, yalnizca besiyeri igceren bir
tiip ya da ¢ukur da besiyerinin kontrol edilmesi i¢in hazirlanir. Besiyerlerinin 35-37°C'de bir
gece inkiibe edilmesinin ardindan bakteri tiremesini gosteren bulaniklik yoniinden incelenir.
Bakterinin tremesini engelleyen, g6z ile goriiniir bir bulanikliga sahip olmayan en diisiik
ila¢ konsantrasyonu, minimum inhibitér konsantrasyonu (MIK) olarak belirlenir (Demirpek

ve Dizer, 2010).

Agar dilisyon

Agar diltsyon yontemi prensip olarak tup dilisyon metoduyla ¢ok benzerdir. Tip diltisyon
yonteminden farkli olarak, agar diliisyon yonteminde antibiyotik sulandirimlart agar
icerisine konur ve petri kaplarina dokiiliir. Bu uygulama ile plaklarin her birinde eklenen
antibiyotigin farkli konsantrasyonlari vardir. Bu yontemin uygulanmasinda Mueller-Hinton

Agar besiyeri 6nerilmektedir.

McFarland 0.5 bulanikligina gére bakterinin yogunlugu ayarlanir, sonrasinda 1/10 oraninda
sulandirilarak 107 CFU/ml bakteri elde edilir. Hazirlanmis olan bakteri siispansiyonundan
manuel ya da 6zel inokiilatorler araciligiyla 1-2 ml inokiilasyonlari yapilir. Bu islem ile agar

yiizeyindeki bakterinin ortalama sayis1 10* CFU/ml olur. Inokiile edilen bu plaklar 35°C'de
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16-20 saat siireyle bekletilir. Inkiibasyonun ardindan elde edilen MiK degeri iiremenin
durduruldugu en diisiik antibiyotigin konsantrasyonu olarak kaydedilir (Demirpek ve Dizer,
2010).

2.4.2. Diflizyon yontemi

Diflizyon yontemi teknik acidan kolay bir yontemdir, ancak yontem sirasinda analizin
sonucunu etkileyebilecek asagidaki noktalara dikkat edilmelidir: Besiyerleri saf olacak
sekilde hazirlanmali, deneyde kullanilan agarin tipi, konsantrasyonu ve petri kutusundaki
kalinlig1 esit olmali, standart izolatlarin ve c¢alisilacak olan diger izolatlarin sivi
besiyerindeki stispansiyonunun konsantrasyonu standart olmali, diskler mikroorganizma
ekiminin ardindan 15 dakika igerisinde yerlestirilmeli ve besiyerleri beklenmeden

inkiibasyona birakilmalidir (Otiik, 1992).

Disk difiizyon yontemi

Disk diflizyon yontemin temeli, belirli bir konsantrasyona sahip antibiyotiklerin kat1 haldeki
besiyerine yayilmasi yani difiize olmasidir (Parekh ve Chanda, 2007). Laboratuvarlarda rutin
antibiyotik duyarlilig1 saptamasinda en ¢ok tercih edilen yontem disk diflizyon testleridir.
Kirby-Bauer tarafindan gelistirilen ve bu isimle de anilan bu yontem hem ucuz hem de
uygulamasi basittir. Disk diflizyon yontemi, kagit disklere emdirilmis olan antibiyotigin,
duyarlilig1 arastirilan mikroorganizmanin inokiile edildigi besiyerine yayilmasini temel alir.
Bu ama¢ dogrultusunda; belirli miktarlarda antibiyotik emdirilmis kagit diskler, calisilacak
olan mikroorganizmanin yogun olarak ekildigi kat1 besiyerlerine konulur. Disklerdeki
antibiyotik zaman i¢inde agara dogru yayilirken, es zamanli inokiile edilen mikroorganizma
da tlremeye baslar. Belirli bir silire inkiibasyonun ardindan antibiyotigin inhibitor
konsantrasyonlarinin saglandig1 disklerin etrafinda {ireme saptanmaz. Test edilen
mikroorganizma kullanilan antibiyotige ne kadar duyarliysa, diskin g¢evresinde olusan
inhibisyon zonu o oranda genis olarak gozlemlenecektir. Elde edilen inhibisyon zonunun
cap1 mm cinsinden oOlgiilerek, standart zon tablolariyla karsilastirilarak degerlendirilir ve test

edilen mikroorganizmanin kullanilan antibiyotik ajanlara kars1 duyarlilig: tespit edilir.

Bu yontem ile incelenmek iizere se¢ilen mikroorganizma trypticase soy buyyonda yaklasik

2 saat boyunca 37°C'de bekletilir. Uremenin ardindan McFarland 0.5 (1x10% CFU / ml)'e
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gore ayarlanir ve standart bir yogunluk elde edilir (McFarland standardi, s1v1 bir besiyerinin
igerisindeki bakteri sayisin1 saptamak iizere gelistirilmistir). Elde edilen bakteri
sispansiyondan steril bir ekiivyona emdirilerek alinan ornek, Mueller-Hinton agar
besiyerinin yiizeyine siiriilerek yayilir. Ardindan farkli antibiyotikler emdirilmis diskler bir
steril pens kullanilarak besiyeri yilizeyine yerlestirilerek hafif bastirilir. Yontem sirasinda,
inhibisyon zonlarinin ¢akismasini onlemek i¢in en az iki disk arasinda 22 mm, petrinin
kenarindan ise 14 mm uzaklhikta olacak sekilde yerlestirilmelidir. Islemleri takiben
besiyerleri 18-24 saat siire boyunca 35-37°C'de inkiibasyona birakilir ve olusan inhibisyon
zonlari cetvelle dlgtilerek kaydedilir (Demirpek ve Dizer, 2010).

E-test

Giiniimiiz kosullarinda agar bazli besiyerlerinde difiizyon yontemiyle MIK (minimum
inhibitdr konsantrasyon) degerlerinin belirlenmesine imkan veren farkli yontemler de
mevcuttur. E-test ydntemi bu prensibi temel alan bir yontemdir. MiK bir mikroorganizmanin

iiremesini engelleyen minimum ila¢ konsantrasyonu olarak tanimlanar.

E-test yontemi kullanilirken degerlendirilecek olan bakteri 0.5 McFarland yogunluguna
getirilerek Mueller- Hinton agar yiizeyine bir steril ekiivyon yardimiyla siiriiliir. Daha sonra,
agarin yiizeyine, belirli bir antibiyotigin yiiksek konsantrasyondan diisiik konsantrasyona
dogru azalan E-test stripleri (serit) konulur. Plaklar 18-24 saat araliginda 35-37°C'de inkiibe
edilerek MIK degeri saptanir. Test sonunda elde edilen MIK degeri, stripin ¢evresinde
olusan elips seklindeki inhibisyonun strip iizerindeki Olcek ile kesistigi nokta okunarak

belirlenir (Demirpek ve Dizer, 2010).

2.4.3. Besiyeri

Mikroorganizmalarin gelisebilmesi i¢in ihtiya¢ duyduklar1 ve mikroorganizmalarin gelisme
kosullarini igeren ortam besiyeri olarak adlandirilir. Besiyeri i¢eriginde, mikroorganizmanin
gelisimi i¢in gerekli olan organik ve inorganik maddeler, gelisme faktorleri ve su bulunur.
Mikroorganizmalarin gelisim ozellikleri birbirlerine gore farkliliklar gosterir. Bu nedenle
laboratuarda gelistirilebilmeleri adina degisik bilesimlerde farkli ortamlarin hazirlanmasi

gereklidir. Besiyerleri kullanim amaci ve kulanim yeri gz oniine alinarak kat1 veya sivi
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formda hazirlanabilir. Suni olarak hazirlanan kati besiyerleri agar olarak isimlendirilirken,

s1v1 olarak hazirlanan besiyerine buyyon veya broth ad1 verilir (Ozgelik ve digerleri, 2011).

Kanli Agar besiyeri mikroorganizmalarin ¢gogunun iiretilmesi ve hemoliz reaksiyonlarinin
belirlenmesi amaciyla tercih edilen agarli besiyeridir. Besiyerinin igerisinde bulunan besin
igerigi zengin olmasi bir¢ok mikroorganizmanin iiremesi i¢in uygundur. Besiyeri pH'sinin
7,4 olmasi1 bakteri hemolizinin belirgin olmasini saglar. Taze defibrine edilmis koyun kani

hemoliz reaksiyonu uygun kanlarin basinda gelir (Halkman ve Sagdas, 2005).

Eosin Methylene-Blue (EMB) Agar besiyeri in vitro standart mikrobiyolojik testlerde,
Enterobacteriaceae ailesinin patojen tiirleri ve koliform bakteriler i¢in secici kat1 besiyeri
olarak kullanilmaktadir. Besiyeri basta Gram pozitif bakteriler olmak iizere eslik eden
floranin da gelisimini baskilayan boyalar i¢erir. EMB, laktoz ve sakkaroz karbohidratlarin
negatif oldugu Salmonella ve Shigellanin ayriminda kullanilmak i¢in gelistirilmis bir
besiyeridir, ancak, E. coli tanmimlanmasinda ve koliform grubu bakterilerin sayisinin
belirlenmesinde de kullanilmaktadir. Bir giinliilk 35-37°C'deki inkubasyondan sonra
Salmonella ve Shigella gibi laktoz ve sakkaroz negatif bakteriler amber renginde, saydam
koloniler olustururken, E. coli menekse renginde ve 15181n yansimasiyla yesilimsi metalik
rofle (parlak) goriinen koloniler, Klebsiella, Enterobacter ve diger koliform grubu bakteriler
mor-pembe-menekse renginde, mukoid (slimiiksii), ortasi gri-kahverengi koloniler
olusturabilir. Ancak siirme veya yayma yontemiyle ekim yapilmasi durumunda metalik

parlaklik izlenebilir (Halkman ve Sagdas, 2005).

Maya ve kiflerin tretilmesinde Sabouraud Dextrose Agar (SDA) in vitro olarak tercih edilen
kat1 besiyerlerinin baginda gelmektedir. Dermatofit mantarlarinin iiretilmesi, izolasyonu ve
identifikasyonunda kullanilmaktadir. igerisinde indikatdr bulunmayan besiyeri, yiiksek
miktardaki karbonhidrat igerigi sayesinde mantarlarin gelismesini saglar. SDA’nin pH’sinin
(5.4) diisiik olmas1 bakterilerin liremesini engellemektedir. Sayet yogun bir bakteri
kontaminasyonu olan Kklinik materyalden izolasyon yapilacaksa, besiyerine otoklavlama
isleminden sonra 45-50°C'de uygun bir antibiyotik (6rnegin, 500 mg/L cycloheximide)
eklenebilir. Besiyerine 100 mg/L triphenyltetrazolium chloride eklenirse Candida albicans
kolay bir sekilde izole edilebilir (Halkman ve Sagdas, 2005).



18

Mueller Hinton Broth Besiyeri bakterilerin antibiyotiklere veya sulfonamitlere olan
duyarliliklarini in vitro olarak belirlemek i¢in kullanilan sivi besiyeridir. Ayrica bu besiyeri

MIK degerlerinin saptanmasinda da kullanilmaktadir (Halkman ve Sagdas, 2005).

Sabouraud Dextrose Broth Besiyeri aynt SDA besiyeri gibi maya ve kiiflerin in vitro
tretilmesinde kullanilan sivi bir besiyeridir. Zengin karbonhidrat icerigi, inhibitor
icermemesi, bakterilerin tiremesini baskilamak i¢in diisiik pH’da olmasi ile SDA besiyerine
benzer Ozelliktedir. Modifiye edilerek icerisine antibiyotikte eklenerek bakteri

kontaminasyonu engellenebilir (Halkman ve Sagdas, 2005).

Alamar mavisi (resasurin) bakteriyel {iremenin varliginda bir kimyasal rediksiyon
sonucunda sivi besiyerinin rengini koyu maviden parlak pembeye degistiren bir

oksudoreduksiyon indikatortudur (Seesom ve digerleri, 2013).

Alamar mavisi bazi hiicrelerde (lenfosit) ve diger hiicre serilerinde ¢ogalma ve hiicreye
toksik etkinin arastirmasi caligmalarinda kullanilabilecek metot oldugu belirtilmistir.
Florometrik/kolorometrik treme gostergesi olarak Alamar mavisi ile metabolik aktivite

saptanmasi yapilabilmektedir (O'Brien ve digerleri, 2000).

2.4.4. Minimum inhibitér Konsantrasyonu (MiK)

Antimikrobiyal maddelerin test edilmesi sirasinda mikrobiyal gelisiminin tamamini1 yok
eden ya da mikrobiyal gelisimi engelleyen en diisiik konsantrasyon, Minimum Inhibitor
Konsantrasyonu (MIK) olarak belirlenir. Antimikrobiyal etkisi olan bilesiklerin seyreltilip,
seyreltilen bu bilesiklerin sivi besiyeri veya kati besiyerine belirli oranlarda eklenmesiyle
olusturulan besi ortamlarinin kullanilmas1 sayesinde MiK belirlenir. Antimikrobiyal dzellige
sahip olan bir madde icin elde edilecek olan MIK degeri, inkiibasyon sicakligi, inokulum
miktar1, mikroorganizma vb. analiz kosullarina bagl olarak degisir (Courvalin ve digerleri,

2010).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Tiyofenli Schiff Baz1 Tirevlerinin Sentezi ve Karakterizasyonu

Bu tezde, yapisi aydinlatilmig orjinal nitelikte olan tiyofenli Schiff bazi tiirevleri iizerine

calisilmigtir. Tiyofenli Schiff baz tiirevleri igin sentez tepkimesi Sekil 3.1 de verilmektedir.

1-(4-(((5-feniltiyofen-2-il)metilene)amino)fenil)etan-1-on (1) sentezi:

4-Amino-asetofenon (0.01mol ) ile 5-feniltiyofen-2- karboksialdehit (0.01 mol) karigimi
yiikseltme borusu igeren 50 ml’lik bir balon igerisinde yag banyosunda 180-200 °C’de 1 saat
isitildi. Reaksiyon, ince tabaka kromatografisi (TLC) ile izlendi ve reaksiyonun optimal

zaman1 belirlendi. Reaksiyon igerigi oda sicakligina sogutuldu. Olusan kati ham {iriin

DMSO-su (1:3)’dan kristallendirildi. Ele gegen (iriin % 86.50. E.N: 172-174°C.

1-(4-((benzol[b]tiyofen-2-ilmetilene)amino)fenil)etan-1-on (1) sentezi:

4-Amino-asetofenon (0.01mol ) ile benzo [b] tiyofen-2-karboksidehit (0.01 mol) karigimi
yiikseltme borusu igeren 50 ml’lik bir balon igerisinde yag banyosunda 180-200 °C’de 1 saat
isitildi. Reaksiyon, ince tabaka kromatografisi (TLC) ile izlendi ve reaksiyonun optimal

zamam belirlendi. Reaksiyon igerigi oda sicakligina sogutuldu. Olusan kati ham iiriin

DMSO-su (1:2)’dan kristallendirildi. Ele gegen iriin % 88.65. E.N: 184-186 °C.

Yeni sentezlenmis amorf yapidaki bilesiklerin kat1 formdaki IR spektrumlari, Perkin Elmer
FTIR 1600 (4000-400 cm™*) spektrofotometre cihazinda, *H-NMR, 3C-NMR spektrumlari
Bruker marka 400 MHz’lik NMR cihazinda DMSO-ds ¢6ziiciisii ile kaydedilmis ve yapilar
karakterize edilmistir. Bilesik I igin; IR spektrumu, Ek Sekil 1°de *H-NMR ve BC-NMR
spektrumlart sirastyla, Ek Sekil 2 ve Ek Sekil 3’de verilmektedir. Bilesik II igin; IR
spektrumu, Ek Sekil 4’de, *H-NMR ve ¥C-NMR spektrumlari sirastyla, Ek Sekil 5 ve Ek
Sekil 6’da verilmektedir.

Bilesik I ve Bilesik II’nin IR ve NMR spektrumlarindan (Ek Sekil1-6) elde edilen spektral

veriler, hesaplamalardan elde edilen degerler ile karsilastirilarak degerlendirilmistir.
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Sekil 3.1. Tiyofenli Schiff bazi tlirevleri i¢in sentez tepkimesi

Hy

3.2. Molekiiler Modelleme

Yeni sentezlenmis ve yapist spektroskopik yontemler (IR, NMR) ile aydinlatilmig amorf
formdaki tiyofenli Schiff bazi tiirevlerinin molekiiler modelleme ¢alismasi, GaussView 5
programi ve Gaussian 09 paket yazilimi kullanilarak; Yogunluk Fonksiyoneli Teorisi (DFT),
(DFT/B3LYP) yontemi ile gergeklestirilmis ve bilesiklerin yapisal parametreleri, IR ve
NMR spektral verileri elde edilmistir.

3.2.1. Geometri optimizasyonu

Bu ¢alismada kullanilan tiyofenli Schiff bazi tiirevleri amorf formda elde edilmistir. Bu
nedenle bilesiklerin molekiiler yapilarina ait 6zellikler teorik olarak belirlenmistir. Yeni
sentezlenmis tiyofenli Schiff bazi tiirevlerinin (Bilesik I ve Bilesik II) molekiler modelleme
calismasinda; tim hesaplamalar DFT/B3LYP yontemi kullanilarak, 6-311++G(d,p)
seviyesinde gergeklestirilmis ve molekiillerin yapis1 optimize edilerek ii¢ boyutlu geometrik
yapis1 belirlenmistir. Bu yolla, amorf formdaki tiyofenli Schiff baz tiirevlerinin molekiiler
yapilarinda bag uzunluklari, bag acilari, dihedral agilar1 gibi yapisal parametreleri elde
edilmistir (Peng ve digerleri, 1996; Stephens ve digerleri 1994).

3.2.2. Spektral analiz

Tiyofenli Schiff bazi tiirevlerinin IR titresim frekanslart DFT/B3LYP yontemi ve 6-

311++G(d,p) temel seti kullanilarak hesaplanmis ve gaz formunda hesaplanan titresim
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frekansi degerlerinin kat1 halde kaydedilen deneysel frekans degerlerine uygunlugu iki 6lgek
faktori ile saglanmistir. Hesaplanan frekanslar B3LYP/6-311G++(d, p) yontemi icin 1700
cm™Yin altindaki degerlerde 0,983 ve 1700 cm™'in (izerindeki degerlerde 0,958 katsayilar ile
carpilarak dlceklendirilmistir (Abbas ve digerleri,2014; Gokce ve digerleri 2016). *H-NMR
ve ®C-NMR kimyasal kayma hesaplamalari i¢in, Bilesik I ve Bilesik II’nin molekiiler
yapilar1 oncelikli olarak IEFPCM yontemi kullanilarak, B3LYP/6-311++G(d,p) duzeyde
DMSO c6ziiclsiinde optimize edilmistir. *H-NMR ve *C-NMR kimyasal kaymalarinin
hesaplanmasinda standart GIAO/B3LYP/6-311G++(d,p) (Gauge-Independent Atomic
Orbital) yaklasimi kullanilmistir (Ditchfield, 1972; Wolinski ve digerleri, 1990). 6-311G++
(d,p) temel seti ile yapilan hesaplamalarda TMS &lgeginde *H-NMR ve 3C-NMR kimyasal
kaymalarini tanimlamak icin; tH-NMR kimyasal kayma degerleri 31.9681 ppm ve *C-NMR
kimyasal kayma degerleri 184.0184 ppm skala faktorleri kullanilarak hesaplanmistir
(Stileymanoglu ve digerleri, 2019).

3.3. In vitro Antimikrobiyal Aktivite

3.3.1. Arag ve gerecler

Antimikrobiyal testlerde kullanilan cihaz ve geregler ve kullamim amaci asagida

verilmektedir.

Derin dondurucu: Standart bakteri ve maya izolatlarinin saklanmasi i¢in kullanilmustir.

Hassas terazi: Sentezlenen maddelerin ve besiyerlerinin tartiminda (Precisa, Isvicre)

kullanilmistir.

pH metre: Besiyerlerinin pH degerlerinin dl¢giilmesi i¢in kullanilmistir.

Vorteks: Sentezlenen maddelerin ¢oziilmesi ve standart bakteri ve maya izolatlarinin

hazirlanmasi sirasinda karistirilmasi i¢in (Boeco, Almanya) kullanilmstir.

Etiv: Antibakteriyel ve antifungal c¢alismada kullanilacak bakteri ve mayalarin

besiyerlerinde Uretilmesi icin (JEIO TECH, Kore) kullanilmustir.
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Otoklav: Besiyerlerinin ve soliisyonlarin sterilizasyonu igin (ALP, Japonya) kullanilmistir.

Pastor firini: Cam tiplerin sterilizasyonu icin (JSR, Kore) kullanilmistir.

Laminar akimli biyogiivenlik kabini: Antimikrobiyal deney c¢aligmalar1 sirasinda

kontaminasyonun engellenmesi amaciyla (ESCO, ABD) kullanilmustir.

Buzdolabi: Besiyerleri, kullanilan ¢ozeltilerin ve soliisyonlarin saklanmasi icin (Argelik,

Turkiye) kullanilmustir.

Otomatik pipetler: Tek kanalli otomatik pipetler mikropleytlere madde ve bakterilerin
aktarilmasi amaciyla (NICHIRYO, Japonya) kullanilmistir.

Tek kullanimlik plastik 6ze (Laborant, 4010, TUrkiye): Bakteri ve mayalarin canlandirilmasi

sirasinda ekim isleminde kullanilmistir.

Ependorf tupt (Copp Expell, 45316, Danimarka): Laboratuvarda analiz edilen maddelerin

¢ozllmesi icin kullanilmistir.

96 Kuyucuklu mikropleyt: Antimikrobiyal ¢alismalarda kullanilmustir.

3.3.2. Test edilen bakteri ve mayalar

Bilesiklerin in vitro antimikrobiyal aktivite ¢alismasinda, American Type Culture Collection
(ATCC)’dan elde edilen; Staphylococcus aureus (MRSA) ATCC 43300, Enterococcus faecalis
ATCC 29212, Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Stenotrophomonas maltophiliae ATCC 17666,
Proteus mirabilis ATCC 25933, Salmonella enteritidis ATCC 13076, Shigella flexneri ATCC
12022, Yersinia enterocolitica ATCC 9610, Listeria monocytogenes ATCC 7644, Citrobacter
freundii ATCC 8090, Streptococcus agalactiae ATCC 13813, Enterobacter cloacae ATCC
13047, Acinetobacter baumannii ATCC 19606 olmak tizere 15 standart bakteri izolatina karsi
antibakteriyel aktivite ve Candida albicans ATCC 14053, Candida parapsilosis ATCC 22019,
Candida krusei ATCC 6258 ve Candida tropicalis ATCC 750 olmak (izere 4 standart mantar

izolatina kars1 antifungal aktiviteleri test edilmis ve degerlendirilmistir.
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3.3.3. Besiyerlerinin hazirlanmasi

Kanl:1 agar besiyerinin hazirlanmasi

Uretici firmanin 6nerileri dogrultusunda dehidre toz besiyeri 37 g/L konsantrasyonda olacak
sekilde hassas terazide tartildi, Uzerine distile su eklenerek 1 L’ye tamamlandi ve eritildi.
Besiyeri otoklavda 121°C'de 15 dakika bekletilerek sterilize edildi. Besiyeri otoklavdan
cikartilarak 45-50°C'ye kadar sogutuldu ve pH kontrolleri yapildi (6,8+0,2). Uzerine kan
bankasindan elde edilen, serolojik testleri negatif ve miyadi sona ermis %S5 oraninda (50 ml)
insan kani ilave edildi ve karistirldi. Steril petri kutularina besiyeri kalinligi 4 mm olacak
sekilde yaklasik 20'ser mL dokiildii. Katilasan besiyeri +4°C’de buzdolabina kaldirilarak

kullanilincaya kadar saklandi.

Eosin Methylene-Blue (EMB) agar besiyerinin hazirlanmasi

Uretici firmanin 6nerileri dogrultusunda dehidre toz besiyeri 37 g/L konsantrasyonda olacak
sekilde hassas terazide tartildi, iizerine distile su eklenerek 1 L’ye tamamlandi ve eritildi.
Besiyeri otoklavda 121°C'de 15 dakika bekletilerek sterilize edildi. Besiyeri otoklavdan
cikartilarak 45-50°C'ye kadar sogutuldu ve pH kontrolleri yapild1 (6,8+0,2). Steril petri
kutularina besiyeri kalinligi 4 mm olacak sekilde yaklasik 20'ser mL dokiildii. Katilagan

besiyeri +4°C’de buzdolabina kaldirilarak kullanilincaya kadar saklandi.

Sabouraud Dextrose Agar (SDA) besivyerinin hazirlanmasi

Uretici firmanin dnerileri dogrultusunda dehidre toz besiyerinden 40 g/L konsantrasyonda
olacak sekilde hassas terazide tartildi, lizerine distile su eklenerek 1 L’ye tamamlandi ve
eritildi. Besiyeri otoklavda 121°C'de 15 dakika bekletilerek sterilize edildi. Besiyeri
otoklavdan ¢ikartilarak 45-50°C'ye kadar sogutuldu ve pH kontrolleri yapildi (5,4+0,2).

Steril petri kutularina besiyeri kalinligi 4 mm olacak sekilde yaklasik 20'ser mL dokiildii.
Katilasan besiyeri +4°C’de buzdolabina kaldirilarak kullanilincaya kadar saklandi.
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Mueller Hinton Broth (MHB) besiyerinin hazirlanmasi

Uretici firmanin 6nerileri dogrultusunda dehidre toz besiyerinden 21 g/L konsantrasyonda
olacak sekilde hassas terazide tartildi, lizerine distile su eklenerek 1 L’ye tamamland1 ve
eritildi. Besiyeri otoklavda 121°C'de 15 dakika bekletilerek sterilize edildi. Besiyeri
otoklavdan c¢ikartilarak pH kontrolleri yapildi (7,4+0,2). Besiyeri +4°C’de buzdolabina

kaldirilarak kullanilincaya kadar saklanda.

Sabouraud Dextrose Broth (SDB) besiyerinin hazirlanmasi

Uretici firmanin dnerileri dogrultusunda dehidre toz besiyerinden 30 g/L konsantrasyonda
olacak sekilde hassas terazide tartildi, {izerine distile su eklenerek 1 L’ye tamamland1 ve
eritildi. Besiyeri otoklavda 121°C'de 15 dakika bekletilerek sterilize edildi. Besiyeri
otoklavdan ¢ikartilarak pH kontrolleri yapildi (5,4+0,2). Besiyeri +4°C’de buzdolabina

kaldirilarak kullanilincaya kadar saklanda.

3.3.4. Bilesiklerin stok cozeltilerinin hazirlanmasi

Sentezlenmis olan toz haldeki bilesikler hassas terazi yardimiyla 20 mg tartilarak steril
ependorf tiipler icerisine konuldu. Uzerlerine test edilen mikroorganizmalara kars1 inhibitor
etki gostermeyen oranda, yani toplam hacimde %10’u gegmeyecek sekilde 100 pul
dimetilstlfoksit (DMSO, Sigma-Aldrich, USA) eklenerek ¢ozulmesi icin iyice vortekslendi.
Uzerlerine 900 pl distile su eklenerek karistirildi ve bilesiklerin stok ¢dzeltileri 20 mg/ml
olacak sekilde hazirlandi. Son olarak, ¢ozeltiler 0,45 mikrometre ¢apli siringa ucu membran

filtreden gegirilerek steril edildi.

3.3.5. Alamar mavisinin hazirlanmasi

Antimikrobiyal aktivitenin incelenmesinde indikatér boya olarak Alamar mavisi (Sigma-
Aldrich, USA) kullanildi. Distile su igerisinde yaklasik 10mg/mL olacak sekilde ¢oziilerek
Alamar mavisinin stok soliisyonu hazirlandi. Bu soliisyon 0.45 pm capinda steril membran

filtreden gecirilerek siiziildii ve sterilizasyon sonrasi steril bir tiip i¢erisinde toplandi.
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3.3.6. Antimikrobiyal aktivite testi

Antibakteriyel ve antifungal aktivite testlerinde, bilesiklerin minimum inhibitor
konsantrasyonlarmin (MIK) belirlenmesi igin tabam diiz olan 96 kuyucuklu steril

mikropleytler kullanilmistir.

[k olarak -80°C’de derin dondurucuda muhafaza edilmis olan 15 standart bakteri izolat:
cozllerek Kanli Agar (Merck) ve Eozin Meliten Blue (EMB, Merck) Agar besiyerlerine
pasajlanarak canlandirildi ve saflik kontrolleri yapildi. Ayni sekilde mantar izolatlari
dondurucudan alinarak ¢0zildi ve Sabouraud Dextrose Agar (SDA, Merck) besiyerine

pasajlanarak canlandirildi ve saflik kontrolleri yapildi (Resim 3.1).

Resim 3.1. Bakterilerin pasajlanmasi

Bir gece bekletilmis standart bakteri izolatlar1 steril bir tiip i¢erisine Mieller Hinton Broth
(MHB) besiyeri ilave edilerek ml’sinde 107 — 108 CFU/mI (CFU/ml=colony forming unit/ml,
kob/ml=koloni olusturan birim/ml) arasinda bakteri olacak sekilde McFarland 0,5 standart
bulanikligina gore ayarlanarak yapildi (Resim 3.2). Mantar izolatlari benzer sekilde steril bir
tuip icerisine SDB besiyeri ilave edilerek mlI’sinde 107 — 108 kob/ml arasinda olacak sekilde

McFarland 1 standart bulaniklifina gore ayarlandi.
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Resim 3.2. Bakterilerin McFarland 0.5 bulanikliginin dl¢iilmesi

Test edilecek her bir bakteri izolat1 i¢in mikropleytin 8 kuyucuk igeren bir siitunu kullanildi.
Steril mikropleytlerin tiim kuyucuklarma 100 uL steril MHB besiyeri eklendi. Ik kuyucuga
steril stok bilesik ¢ozeltisinden 100 pL eklendi ve iyice pipetlenerek homojen olarak
karigmasi saglandi. Sonra ilk kuyucuktan pipetle 100 pL ikinci kuyucuga transfer ederek 1/2
oraninda sulandirildi. Ayn sekilde bu islem 6. kuyucuga kadar yapildi ve son kuyucuktan
alinan 100 pL ¢6zelti disar atildi. Mikropleytlerde konsantasyonlart 10 mg/ml ile 312 pg/ml
araliginda olacak sekilde MBH besiyeri igerisinde seri diliisyon yapilmis oldu. Bu
kuyucuklarin iizerlerine hazirlanmis olan standart bakteri siispansiyonlarindan 100 pL

eklenerek pipetaj yapildi.

Negatif kontrol olarak; icerisinde 100 pL MHB besiyeri bulunan 7. kuyucuga sadece 100
uL stok bilesik ¢cozeltisinden eklendi. Pozitif kontrol olarak; i¢erisinde 100 uLL MHB besiyeri
bulunan 8. kuyucuga 100 pL bakteri siispansiyonundan eklendi. Mikropleyt kapagi
kapatildiktan sonra 20 saat etiivde 37°C de bekletilerek inkube edildi. Bu slirenin sonunda
tim kuyucuklara 20 pL alamar mavisi eklenerek tekrar etlive kaldirildi ve 4 saat daha

bekletildi (Resim 3.3).

Resim 3.3. Alamar mavisi eklenmis kuyucuklar
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Testin degerlendirilmesi; inkiibasyon sonrasinda kuyucuktaki karisimin pembe renge
donmesi pozitif bakteriyel lireme olarak yorumlanirken, mavi rengin degismeden kalmasi
bakteri {iremesinin olmadigi seklinde yorumlandi. MIK degeri maviden pembeye

doniismeyen en biiyiik diliisyon degeri olarak belirlendi.

Bilesiklerin antifungal aktivite calismasi, SDB besiyerinde ve antibakteriyel aktivite
calismasinda kullanilan yontem izlenerek yapilmistir. MIK degerleri bakteriler icin 24 saat,
mantarlar icin 24-48 saat sonrasinda gozlemlenerek kaydedilmistir. Her bilesik icin testler
iki kez tekrarlanmistir. Ayrica bakteriyel ¢alisma i¢in Amikasin, mantar ¢aligmasi igin

Amfoterisin B standart ilag¢ olarak, kontrol amagli kullanilmustir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Teorik Hesaplamalar

4.1.1. Geometri optimizasyonu

Tiyofenli Schiff bazi tiirevleri, Bilesik I ve Bilesik II’nin yapisal parametreleri, Gaussian 09
yazilimi ve GaussView 5 molekiiler gorsellestirme programi kullanilarak, DFT/B3LYP/6-
311++G(d,p) yontemiyle elde edildi. Bilesik I ve Bilesik II’nin ¢ boyutlu molekiiler yapisi
Resim 4.1 ve 4.2°de, yapisal parametreleri Cizelge 4.1-4.5’de sunulmustur. Cizelge 4.1 de
bilesiklerin bag uzunluklari, Cizelge 4.2 ve 4.3’de bag agilar1 ve Cizelge 4.4 ve 4.5°de

torsiyon agilar1 verilmektedir.

Gaz fazdaki Bilesik I ve Bilesik II'nin hesaplanmis yapisal parametreleri ile tek kristal yapili
bilesiklerin X-151n1 difraksiyonu ile elde edilen yapisal parametrelerinin yakin sonuglar
saglayip saglamadigi biiyilk 6onem tasimaktadir. Bu nedenle Bilesik I ve Bilesik II’nin
optimizasyonu ile elde edilen yapisal parametreler, tek kristal yapili benzer bilesiklerin
yapisal parametreleri ile karsilastirildi. Bilesiklerin optimizasyonunda kullanilan yontemin
ve baz setlerinin uygunlugunu kontrol etmek i¢in bu karsilagtirma olduk¢a 6nemlidir. Bilesik
I ve Bilesik II’nin tiyofen halkalarindaki S-C bagi uzunluklari sirasiyla 1.748, 1.746/1.7498
ve 1.7661 A olarak hesaplanmustir. Literatiirde, benzer tek kristal yapilar i¢in bu uzunluklar
1.706/1.723 A (Unver ve digerleri, 2006), 1.700/ 1.710 A (Siileymanoglu ve digerleri, 2011)
ve 1.7475/1.7481 A (Hemanathan ve digerleri, 2018) olarak verilmektedir. Tiyofen ve fenil
halkalarii birbirine baglayan her iki molekiiliin N = C ¢ift baginin uzunlugu sirasiyla,
1.282/1.2799 A literatiirde verilen degeri ise 1.278 A’dur (Iskeleli ve digerleri, 2015).
Feniletanol grubunda ¢ift bagh O = C uzunlugunun hesaplanan degeri sirasiyla,
1.2185/1.2182 A ve literatiirdeki degeri 1.208 A’dur (Ustabas ve digerleri, 2009). Bilesik I
ve Bilesik II'nin bag agilari, O37=C32-C28/013=C12-C9, C21-N20-C19/C2-N1-C27 ve
S3-C1-C19 /S28-C14-C27; sirasiyla, 120.8 /120.7, 120.5 /120.2 ve 122.2 / 119.40 olarak
hesaplanmistir. Bu degerler literatiirde verilen degerlerle uyumludur (Iskeleli ve digerleri,
2015; Unver ve digerleri, 2006; Ustabas ve digerleri, 2009). Bilesik I ve Bilesik II’nin bag

uzunluk ve bag ag1 degerleri ile literatiirdeki benzer tek kristal yapilarin bag uzunluk ve bag
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acg1 degerleri ¢ok yakin sonuglara sahiptir. Bu nedenle uygun yontemin ve baz setinin

secildigi sonucuna varilabilir.

Resim4.1.  Bilesik I’'in DFT/B3LYP/6-311G++(d,p) yontemi ile optimize edilmis
molekiiler yapisi

Resim 4.2. Bilesik II’nin DFT/B3LYP/6-311G++(d,p) yontemi ile optimize edilmis
molekiiler yapist

Teorik calisma ileride ilag gelistirme c¢alismalarinda antimikrobiyal ozellik gdsteren
bilesiklerin taninmasi ve yapisal 6zelliklerinin ortaya konulmasi agisindan son derece 6nemli
ve gereklidir., Bu c¢alismalar antimikrobiyal aktivite sonucglari ile birlikte
degerlendirildiginde bazi toksik ve yan etkiler nedeniyle alternatif ila¢ tasarimi ve
gelistirilmesi ¢aligmalarinda dikkate alinabilecek bilesikler hakkinda fikir vermesi a¢isindan

onemli bir katk: saglayacaktir.
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Cizelge 4.1. Bilesik I ve Bilesik 1I’nin DFT/B3LYP//6-311++G(d,p) yontemi ile elde edilen

bag uzunluklari

Bag Uzunluklari (A) Bilesik I Bag Uzunluklar (A) Bilesik 11
C1-C2 1,3798 N1-C2 1,3997
C1-S3 1,7460 N1-C27 1,2799
C1-C19 1,4407 C2-C3 1,4074
C2-C4 1,4122 C2-C4 1,4032
C2-H5 1,0830 C3-C5 1,3858
S3-C6 1,7480 C3-H6 1,0840
C4-C6 1,3802 C4-C7 1,3876
C4-H7 1,0817 C4-H8 1,0833
C6-C8 1,4673 C5-C9 1,4024
C8-C9 1,4045 C5-H10 1,0833
C8-C10 1,4054 C7-C9 1,4031
C9-C11 1,3911 Cr-H11 1,0833
C9-H12 1,0841 C9-C12 1,4964
C10-C13 1,3906 C12-013 1,2182
C10-H14 1,0836 C12-C29 1,5182
C11-C15 1,3940 C14-C15 1,3673
C11-H16 1,0841 Ci14-C27 1,4524
C13-C15 1,3946 C14-S28 1,7661
C13-H17 1,0842 C15-C17 1,4287
C15-H18 1,0839 C15-H18 1,0817
C19-N20 1,2820 C16-C17 1,4186
C19-H31 1,0980 C16-C19 1,3976
N20-C21 1,3982 C16-S28 1,7498
C21-C22 1,4081 C17-C20 1,4090
C21-C23 1,4036 Cl19-C21 1,3872
C22-C24 1,3856 C19-H22 1,0836
C22-H25 1,0840 C20-C23 1,3832
C23-C26 1,3874 C20-H24 1,0843
C23-H27 1,0833 C21-C23 1,4077
C24-C28 1,4027 C21-H25 1,0839
C24-H29 1,0834 C23-H26 1,0838
C26-C28 1,4033 C27-H33 1,0974
C26-H30 1,0833 C29-H30 1,0887
C28-C32 1,4956 C29-H31 1,0939
C32-C33 1,5186 C29-H32 1,0940
C32-037 1,2185

C33-H34 1,0939

C33-H35 1,0887

C33-H36 1,0940

Cizelge 4.2. Bilesik I’in DFT/B3LYP//6-311++G(d,p) yontemi ile elde edilen bag agilari

Bag Acilari (°) Bilesik | Bag Acilari (°) Bilesik I
C2-C1-S3 110,86 C1-C19-N20 122,77
C2-C1-C19 126,95 C1-C19-H31 115,02
S3-C1-C19 122,18 N20-C19-H31 122,20
C1-C2-C4 113,35 C19-N20-C21 120,52
C1-C2-H5 122,66 N20-C21-C22 123,25
C4-C2-H5 123,99 N20-C21-C23 117,96
C1-S3-C6 91,66 C22-C21-C23 118,73
C2-C4-C6 113,35 C21-C22-C24 120,40
C2-C4-H7 123,66 C21-C22-H25 119,66
C6-C4-H7 122,96 C24-C22-H25 119,91
S3-C6-C4 110,78 C21-C23-C26 120,50
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Cizelge 4.2. (devam) Bilesik I’in DFT/B3LYP//6-311++G(d,p) yontemi ile elde edilen bag

acilari
Bag Acilari (°) Bilesik I Bag Acilari (°) Bilesik I
S3-C6-C8 121,30 C21-C23-H27 118,50
C4-C6-C8 127,92 C26-C23-H27 120,99
C6-C8-C9 121,45 C22-C24-C28 120,99
C6-C8-C10 120,24 C22-C24-H29 120,74
C9-C8-C10 118,30 C28-C24-H29 118,26
C8-C9-C11 120,80 C23-C26-C28 120,88
C8-C9-H12 119,68 C23-C26-H30 118,79
C11-C9-H12 119,51 C28-C26-H30 120,33
C8-C10-C13 120,75 C24-C28-C26 118,47
C8-C10-H14 119,61 C24-C28-C32 118,65
C13-C10-H14 119,62 C26-C28-C32 122,88
C9-C11-C15 120,31 C28-C32-C33 118,84
C9-C11-H16 119,57 C28-C32-037 120,82
C15-C11-H16 120,12 C33-C32-037 120,34
C10-C13-C15 120,34 C32-C33-H34 110,97
C10-C13-H17 119,60 C32-C33-H35 108,68
C15-C13-H17 120,06 C32-C33-H36 10,98
C11-C15-C13 119,50 H34-C33-H35 109,36
C11-C15-H18 120,26 H34-C33-H36 107,47
C13-C15-H18 120,24 H35-C33-H36 109,35

Cizelge 4.3. Bilesik 11’'nin DFT/B3LYP//6-311++G(d,p) yontemi ile elde edilen bag agilart

Bag Acilari (°) Bilesik 11 Bag Acilari (°) Bilesik 11
C2-N1-C27 120,20 C17-C16-C19 121,62
N1-C2-C3 123,14 C17-C16-S28 111,24
N1-C2-C4 117,98 C19-C16-S28 127,14
C3-C2-C4 118,83 C15-C17-C16 112,16
C2-C3-C5 120,34 C15-C17-C20 129,09
C2-C3-H6 119,67 C16-C17-C20 118,75
C5-C3-H6 119,96 Cl6-C19-C21 118,29
C2-C4-C7 120,45 C16-C19-H22 120,99
C2-C4-H8 118,58 C21-C19-H22 120,72
C7-C4-H8 120,96 C17-C20-C23 119,58
C3-C5-C9 120,99 C17-C20-H24 119,76
C3-C5-H10 120,74 C23-C20-H24 120,66
C9-C5-H10 118,27 C19-C21-C23 120,99
C4-C7-C9 120,86 C19-C21-H25 119,44
C4-C7-H11 118,76 C23-C21-H25 119,57
C9-C7-H11 120,38 C20-C23-C21 120,76
C5-C9-C7 118,50 C20-C23-H26 119,84
C5-C9-C12 118,60 C21-C23-H26 119,40
C7-C9-C12 122,90 N1-C27-Cl4 121,91
C9-H11-013 120,75 N1-C27-H33 121,66
C9-C12-C29 118,86 C14-C27-H33 116,42
013-C12-C29 120,39 C14-S28-C16 91,01
C15-C14-C27 128,48 C12-C29-H30 108,69
C15-C14-S28 112,17 C12-C29-H31 110,99
C27-C14-S28 119,35 C12-C29-H32 110,96
Cl4-C15-C17 113,42 H30-C29-H31 109,36
C14-C15-H18 122,04 H30-C29-H32 109,33
C17-C15-H18 124,55 H31-C29-H32 107,48
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Cizelge 4.4. Bilesik I'in DFT/B3LYP//6-311++G(d,p) yontemi ile elde edilen torsiyon agilari

Torsiyon Acilari (°) Bilesik | Torsiyon Acilari (°) Bilesik |
S3-C1-C2-C4 -0,34 H16-C11-C15-H18 0,40
S3-C1-C2-H5 -179,60 C10-C13-C15-C11 -0,06
C19-C1-C2-C4 179,74 C10-C13-C15-H18 179,77
C19-C1-C2-H5 0,48 H17-C13-C15-C11 -179,35
C2-C1-S3-C6 0,44 H17-C13-C15-H18 0,48
C19-C1-S3-C6 -179,63 C1-C19-N20-C21 176,66
C2-C1-C19-N20 179,26 C31-C19-N20-C21 -4,57
C2-C1-C19-H31 0,42 C19-N20-C21-C22 -39,70
S3-C1-C19-N20 -0,65 C19-N20-C21-C23 143,28
S3-C1-C19-H31 -179,50 N20-C21-C22-C24 -178,74
C1-C2-C4-Co 0,00 N20-C21-C22-C25 -0,82
Cl1-C2-C4-H7 -178,08 C23-C21-C22-C24 -1,74
H5-C2-C4-C6 179,25 C23-C21-C22-C25 176,18
H5-C2-C4-H7 1,17 N20-C21-C23-C26 179,54
C1-S3-C6-C4 -0,44 N20-C21-C23-C27 -1,07
C1-S3-C6-C8 179,74 C22-C21-C23-C26 2,38
C2-C4-C6-S3 0,33 C22-C21-C23-C27 -178,23
C2-C4-C6-C8 -179,87 C21-C22-C24-C28 0,19
H7-C4-C6-S3 178,43 C21-C22-C24-C29 179,61
H7-C4-C6-C8 -1,77 C25-C22-C24-C28 -177,73
S3-C6-C8-C9 -29,24 C25—-C22-C24-C29 1,69
S3-C6-C8-C10 151,12 C21-C23-C26-C28 -1,47
C4-C6-C8-C9 150,98 C21-C23-C26-C30 179,12
C4-C6-C8-C10 -28,66 C27-C23-C26-C28 179,15
C6-C8-C9-C11 -179,49 C27-C23-C26-C30 -0,26
C6-C8-C9-H12 -0,77 C22-C24-C28-C26 0,75
C10-C8-C8-C11 0,15 C22-C24-C28-C32 -179,93
C10-C8-C9-H12 178,88 C29-C24-C28-C26 -178,68
C6-C8-C10-C13 179,16 C29-C24-C28-C32 0,64
C6-C8-C10-H14 -2,24 C23-C26-C28-C24 -0,11
C9-C8-C10-C13 -0,49 C23-C26-C28-C32 -179,40
C9-C8-C10-H14 178,11 C30-C26-C28-C24 179,29
C8-C9-C11-C15 0,23 C30-C26-C28-C32 0,01
C8-C9-C11-H16 179,72 C24-C28-C32-C33 -179,55
H12-C9-C11-C15 -178,50 C24-C28-C32-037 0,53
H12-C9-C11-H16 1,00 C26-C28-C32-C33 -0,26
C8-C10-C13-C15 0,45 C26-C28-C32-037 179,82
C8-C10-C13-H17 179,75 C28-C32-C33-H34 59,66
H14-C10-C13-C15 -178,15 C28-C32-C33-H35 179,94
H14-C10-C13-H17 1,14 C28-C32-C33-H36 -59,77
C9-C11-C15-C13 -0,28 037-C32-C33-H34 -120,43
C9-C11-C15-H18 179,89 037-C32-C33-H35 -0,14
H16-C11-C15-C13 -179,77 037-C32-C33-H36 120,14

Cizelge 4.5. Bilesik II’nin DFT/B3LYP//6-311++G(d,p) yontemi ile elde edilen torsiyon agilar

Torsiyon Agilari (°) Bilesik 11 Torsiyon Agilari (°) Bilesik 11
C27-N1-C2-C3 -41,00 C27-C14-C15-H18 -0,13
C27-N1-C2-C4 141,84 S28-C14-C15-C17 0,00
C2-N1-C27-C14 176,64 S28-C14-C15-H18 180,00
C2-N1-C27-H33 -4,46 C15-C14-C27-N1 -2,38
N1-C2-C3-C5 -178,90 C15-C14-C27-H33 178,67
N1-C2-C3-H6 -0,94 S28-C14-C27-N1 177,48
C4-C2-C3-C5 -1,76 S28-C14-C27-H33 -1,46
C4-C2-C3-H6 176,20 C15-C14-S28-C16 0,00
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Cizelge 4.5. (devam) Bilesik II’'nin DFT/B3LYP//6-311++G(d,p) yontemi ile elde edilen torsiyon

acilari
Torsiyon Acilari (°) Bilesik 11 Torsiyon Acilari (°) Bilesik 11
N1-C2-C4-C7 179,80 C27-C14-S28-C16 -179,89
N1-C2-C4-H8 -0,96 C14-C15-C17-C16 0,00
C3-C2-C4-C7 2,51 C14-C15-C17-C20 179,91
C3-C2-C4-H8 -178,24 H18-C15-C17-C16 -179,99
C2-C3-C5-C9 0,10 H18-C15-C17-C20 -0,08
C2-C3-C5-H10 179,62 C19-C16-C17-C15 179,92
H6-C3-C5-C9 -177,85 C19-C6-C17-C20 0,00
H6-C3-C5-H10 1,67 528-C16-C17-C15 0,00
C2-C4-C7-C9 -1,62 528-C16-C17-C20 -179,92
C2-C4-C7-H11 178,99 C17-C16-C19-C21 0,02
H8-C4-C7-C9 179,16 C17-C16-C19-H22 -179,99
H8-C4-C7-H11 -0,24 S$28-C16-C19-C21 179,93
C3-C5-C9-C7 0,83 S$28-C16-C19-H22 -0,08
C3-C5-C9-C12 -179,80 C17-C16-S28-C14 0,00
H10-C5-C9-C7 -178,71 C19-C16-S28-C14 -179,92
H10-C5-C9-C12 0,66 C15-C17-C20-C23 -179,92
C4-C7-C9-C5 -0,07 C15-C17-C20-H24 0,08
C4-C7-C9-C12 -179,41 C16-C17-C20-C23 -0,01
H11-C7-C9-C5 179,32 C16-C17-C20-H24 179,98
H11-C7-C9-C12 -0,03 C16-C19-C21-C23 -0,02
C5-C9-C12-013 0,06 C16-C19-C21-H25 180,00
C5-C9-C12-C29 179,93 H22-C19-C21-C23 179,99
C7-C9-C12-013 179,40 H22-C19-C21-H25 0,00
C7-C9-C12-C29 -0,73 C17-C20-C23-C21 0,01
C9-C12-C29-H30 -179,79 C17-C20-C23-H26 179,99
C9-C12-C29-H31 -59,49 H24-C20-C23-C21 -179,98
C9-C12-C29-H32 59,95 H24-C20-C23-H26 -0,01
013-C12-C29-H30 0,08 C19-C21-C23-C20 0,00
013-C12-C29-H31 120,38 C19-C21-C23-H26 -179,97
013-C12-C29-H32 -120,18 H25-C21-C23-C20 179,99
C27-C14-C15-C17 179,88 H25-C21-C23-H26 0,02

4.1.2. IR ve NMR hesaplamalari

Bilesik I ve Bilesik Il icin IR hesaplamalari, gaz fazinda DFT/B3LYP/6-311++G(d,p) yontemiyle

ve ayni yontemle optimize edilmis yapilar lizerinden gergeklestirilmistir. Bilesiklerin yapilarini

dogrulamak i¢in dikkate alinan bazi titresim bantlar1 (Ek Sekil 1 ve Ek Sekil 4) ve bu bantlara

karsilik gelen hesaplanmus IR titresim frekanslar1 Cizelge 4.6’da verilmektedir.

Cizelge 4.6. Bilesik I ve Bilesik 11’nin segilmis, deneysel ve hesaplanmis (6lgeklendirilmis)
titresim frekanslar1 (cm™)

Segilen titresim Bilesik I Bilesik II
frekanslari” Deneysel Hesaplanan Deneysel Hesaplanan
v(=CH) 3065,23 3062,16 3071,95 3060,40
v(C=0) 1672,84 1664,03 1668,62 1665,26
v(C=N) 1611,80 1640,58 1618,06 1641,51
W(C=C) 1573,79 1592,89 1585,79 1597,73
1450,72 1463,33 1567,16 1527,34

“Titresim modlar1: v, gerilme titresimi
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Cizelge 4.6’da goriilebilecegi gibi, deneysel veriler ve hesaplama yoluyla elde edilen
titresim frekanslar1 genel olarak uyumludur. Buna karsin, deneysel ve hesaplanmis degerler
arasinda gozlenen dikkate deger sapmalar, molekiiller arasindaki zayif etkilesimlerin varlig

ile aciklanabilir.

Bilesik I ve Bilesik 11’nin NMR spektrumlari (sirasiyla, Ek Sekil 2 ve 3/ Ek Sekil 5 ve 6) DMSO
icinde kaydedilmistir. Bu nedenle oOncelikli olarak bilesiklerin yapisi DMSO iginde,
DFT/B3LYP/6-311++G(d,p) yontemiyle optimize edildi. GIAO H-NMR ve *C-NMR
hesaplamalar1 DMSO ¢oziicti ortaminda DFT/B3LYP/6-311++G(d,p) yontemiyle ve DMSO
icinde optimize edilmis yapilar kullamlarak gerceklestirildi. Hesaplannmuis NMR (*H- ve 3C-)

spektral verileri Cizelge 4.7°de deneysel degerlerle birlikte verilmektedir.

Cizelge 4.7. Bilesik I ve Bilesik 11’'nin DMSO-ds icindeki deneysel ve DMSO coziiclide
DFT/B3LYP/6-311G(d,p) yontemiyle hesaplanmis, *H ve C izotropik
kimyasal kaymalar1 (biitiin degerler ppm biriminde)

Bilesik I Bilesik 11
Atom Deneysel Hesaplanan Atom Deneysel Hesaplanan

C1 148,93 155,00 c2 154,82 165,66
Cc2 136,30 143,44 C3 121,97 122,58
C4 125,22 129,81 C4 121,97 131,32
C6 141,49 168,22 C5 130,13 135,85
C8 133,43 141,87 c7 130,13 138,46
Cc9 126,31 133,84 Cc9 135,05 138,77
C10 126,31 133,24 C12 197,58 207,78
Cl1 129,60 135,97 Cl4 139,51 153,78
C13 129,60 135,67 C15 123,31 130,61
C15 129,35 136,06 C16 140,97 156,51
C19 155,45 161,65 C17 142,63 146,49
C21 155,25 165,40 C19 125,46 129,23
C22 121,73 122,80 C20 125,93 132,60
Cc23 121,73 131,24 Cc21 132,50 133,44
C24 130,13 135,84 C23 127,55 131,89
C26 130,13 138,74 Cc27 157,01 161,99
Cc28 134,58 139,62 C29 26,36 30,19
C32 197,30 208,09 H6 7,40-7,53 7,46
C33 26,97 29,48 H8 7,40-7,53 7,75
H5 7,68 7,80 H10 8,00-8,05 8,54
H7 7,76-7,80 7,63 H11 8,00-8,05 8,36
H12 7,76-7,80 8,01 H18 8,11 8,64
H14 7,76-7,80 8,12 H22 8,00-8,05 8,24
H16 7,35-7,50 7,81 H24 8,00-8,05 8,36
H17 7,35-7,50 7,71 H25 7,40-7,53 7,82
H18 7,35-7,50 7,75 H26 7,40-7,53 7,84
H25 7,35-7,50 7,49 H30 2,58 2,04
H27 7,35-7,50 7,60 H31 2,58 3,00
H29 8,00 8,51 H32 2,58 3,04
H30 8,00 8,37 H33 8,99 8,71
H31 8,82 8,82

H34 2,58 3,04

H35 2,58 2,06

H36 2,58 2,99
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IR ve NMR teorik spektrumlari, molekiillerin optimize yapilari {izerinden yapilan hesaplamalar
sonucu elde edildigi i¢in; hesaplanmis ve deneysel spektral verilerin uyusumu, ayni zamanda
yapisal parametrelerin dogru belirlenebildiginin bir gostergesidir ve bu nedenle de oldukga
onemlidir. Hesaplamalardan elde edilen spektral parametreler ile deneysel veriler
karsilastirllarak, dikkate alinan bilesiklerin yapisal oOzelliklerinin  dogru bir sekilde
belirlenebildigi ortaya konulabilir. Amorf yapidaki bilesiklerin yapisal parametreleri bu sekilde
guvenle belirlenebilir. Ek olarak, IR ve NMR spektral verilerinde gézlenen deneysel degerlerden
sapmalar (sirasiyla Cizelge 4.6 ve 4.7), zayif molekiiller arasi etkilesimlerin varligini ortaya

koymaktadir.

4.2. Antimikrobiyal Aktivite Sonuglari

Alamar mavisi eklenen bilesiklerin etiivde 4 saat bekletilmesinin ardindan yapilan
degerlendirmede; kuyucuklarda alamar mavisinin renginin degismemesi iiremenin olmadigi,
rengin pembeye donmesi liremenin oldugu seklinde yorumlandi. Bilesiklerin test edilen
standart bakteri izolatlarma karsi antibakteriyel aktiviteleri MIK degeri belirlenerek
kaydedildi (Resim 4.3 ve 4.4). Eger pozitif kontrolde iireme gézlenmemisse bir giin daha
beklenerek 48 saat sonra tekrar degerlendirildi. Calismada standart ilag olarak Amikasin

kullanildi.

Sonuglar degerlendirildiginde; Bilesik I'in Shigella flexneri, Streptococcus agalactiae,
Enterococcus faecalis, Yersinia enterocolitica, Listeria monocytogenes, Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Candida krusei ve Candida albicans izolatlarina kars1 farkli
diizeylerde antibakteriyel ve antifungal aktivite gdsterdigi ve MIK degerlerinin sirastyla, 1.250
ug/ml, 1.250 pg/ml, 1.250 pg/ml, 2.500 pg/ml, 5.000 pg/ml, 5.000 pg/ml, 5.000 pg/ml, 10.000
ug/ml ve 10.000 pg/ml oldugu, ve Bilesik II’'nin Shigella flexneri, Enterococcus faecalis,
Streptococcus agalactiae, Escherichia coli, Citrobacter freundii, Yersinia enterocolitica,
Pseudomonas aeruginosa ve Stenotrophomonas maltophiliae’ya kars: etkili oldugu (sirayla
MIK degeri: <312pg/ml, 2.500 pg/ml, 2.500 pg/ml, 2.500 pg/ml, 5.000 pug/ml, 10.000 pg/ml,
10.000 pg/ml ve 10.000 pg/ml) saptandi (Resim 4.3 ve 4.4).

Bilesik I'in 8 bakteri (Proteus mirabilis, Acinetobacter baumannii, Stenotrophomonas
maltophiliae, Salmonella enteritidis, Enterobacter cloacae, Staphylococcus aureus (MRSA),

Klebsiella pneumoniae, Citrobacter freundii) ve 2 maya (Candida parapsilosis ve Candida
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tropicalis) izolatina kars1 ¢alisilan konsantrasyonlarda higbir antibakteriyel ve antifungal aktivite
gostermedigi belirlendi. Bilesik II’nin ise 7 bakteri (Proteus mirabilis, Listeria monocytogenes,
Acinetobacter baumannii, Salmonella enteritidis, Enterobacter cloacae, Staphylococcus aureus
(MRSA), Klebsiella pneumoniae) ve 4 maya (Candida albicans, Candida parapsilosis, Candida
krusei ve Candida tropicalis) izolatina karsi ¢alisilan konsantrasyonlarda higbir antibakteriyel

ve antifungal aktivite gostermedigi belirlendi (Resim 4.3 ve 4.4).

Bilesiklerin test edilen standart bakteri ve maya izolatlarina karsi antimikrobiyal aktiviteleri,

Cizelge 4.8°de verilen MIK degerleri ile ortaya konulmustur.
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Staphylococcus aureus (MRSA)
Enterococcus faecalis

Listeria monocytogenes
Streptococcus agalactiae
Yersinia enterocolitica
Pseudomonas aeruginosa
Acinetobacter baumannii
Stenotrophomonas maltophiliae

Proteus mirabilis

Klebsiella pneumoniae
Shigella flexneri

Salmonella enteritidis

Escherichia coli
Enterobacter cloacae

Citrobacter freundi

Candida albicans

Candida parapsilosis

Candida krusei

Candida tropicalis

Resim 4.3. Bilesik I’in test edilen standart bakteri ve maya izolatlarina kars1 antimikrobiyal
aktiviteleri (Diltsyon konsantrasyon araligt 10000-312 pg/ml, N.C.:Negatif
Kontrol, P.C.:Pozitif Kontrol)
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Staphylococcus aureus (MRSA)
Enterococcus faecalis

Listeria monocytogenes
Streptococcus agalactiae

Yersinia enterocolitica

Pseudomonas aeruginosa

Acinetobacter baumannii

Proteus mirabilis
Klebsiella pneumoniae
Shigella flexneri

Salmonella enteritidis

Escherichia coli

Enterobacter cloacae
Citrobacter freundi
Candida albicans
Candida parapsilosis
Candida krusei

Candida tropicalis

Resim 4.4. Bilesik II’'nin test edilen standart bakteri ve maya izolatlarina kars
antimikrobiyal aktiviteleri (Diliisyon konsantrasyon araligi 10000-312 pg/ml,
N.C.:Negatif Kontrol, P.C.:Pozitif Kontrol)
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Cizelge 4.8. Bilesiklerin MiK degerleri

MiK degerleri ( pg/ml)

Bakteri ve mantar [zolatlar

Bilesik I Bilesik 1T

Shigella flexneri 1.250 <312
Yersinia enterocolitica, 2.500 10.000
Listeria monocytogenes 5.000 >10.000
Klebsiella pneumoniae >10.000 >10.000
Staphylococcus arueus (MRSA) >10.000 >10.000
Enterococcus faecalis 1.250 2.500
Escherichia coli 5.000 2.500
Pseudomonas aeruginosa 5.000 10.000
Stenotrophomonas maltophiliae >10.000 10.000
Proteus mirabilis >10.000 >10.000
Salmonella enteritidis >10.000 >10.000
Streptococcus agalactiae 1.250 2.500
Enterobacter cloacae >10.000 >10.000
Acinetobacter baumannii >10.000 >10.000
Citrobacter freundii >10.000 5.000
Candida albicans 10.000 >10.000
Candida parapsilosis >10.000 >10.000
Candida krusei 10.000 >10.000
Candida tropicalis >10.000 >10.000

Iskeleli ve arkadaslar1 tarafindan, 11 bakteri izolatina kars1 in vitro antibakteriyel ve 8 mantar
izolatina kars1 antifungal aktivite c¢alismasi yapilmis, bazi Schiff bazi bilesiklerinin
Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae ve Enterococcus faecalis tiri
bakterilere kars1 antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir (Iskeleli ve digerleri,
2015).

Stileymanoglu ve arkadaglari, yedi farkli bakteri ve bir mantar izolatina kars1 yaptiklari
antimikrobiyal aktivite caligmasinda, 1,2,4 triazol tirevlerinin, Shigella flexneri ve Listeria
monocytogenes bakterilerine karsi dikkate deger antibakteriyel aktivite gosterdiklerini fakat
calisilan mantar izolatina karsi etkili olmadiklarini belirlemiglerdir (Siileymanoglu ve

digerleri, 2017).
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Reiss ve arkadaslari, baz1 Schiff bazi bilesiklerinin Escherichia coli, Staphylococcus
pyogenes ve Pseudomonas aeruginosa gibi bazi bakterilere kars1 antibakteriyel aktivitelerini
degerlendirmisler ve N-(2-furanylmethylene)-3-aminodibenzofuran ile hazirlanmig
komplekslerin bazi yaygin hastaliklarin nedeni olan Escherichia coli bakterisine karsi
tedavide kullanilabilecegini bildirmislerdir (Reiss ve digerleri, 2009).

Matar ve arkadaglari, Schiff bazlarinin farkli benzaldehid tiirevleri ile reaksiyona
sokulmasiyla hazirladiklar: bilesikleri, iki kat seri diliisyon yontemiyle bir dizi patojenik
Gram-pozitif ve Gram-negatif bakteriye ve Candida'ya kars1 antimikrobiyal aktiviteleri i¢in
in vitro olarak degerlendirilmistir. Bu bilesiklerin, Gram pozitif ve Gram negatif bakterilere
kars1 bakterisit aktivitesi yerine bakteriyostatik aktivite gosterdigini belirlemislerdir. 24
ng/ml MIK degerine sahip bilesigin belirgin antikandida aktivitesi sergiledigi ve bu nedenle,
umit verici ve potansiyel bir antifungal madde olarak kabul edilebilecegi; ileride daha iyi bir
ilag aday1 olacabilecek sekilde bilesigin yapisi lizerinde degisiklikler yapilabilecegini
belirtmislerdir (Matar ve digerleri, 2015).

Demir Miilazimoglu ve arkadaslari, Schiff bazlar1 ve metal kompleksleri lizerine yapilan
calismada, metal komplekslerinin, serbest Schiff bazlarina kiyasla bakteriler tizerinde daha
etkili oldugunu, ancak Schiff bazlarinn etkilerinin de kendi aralarinda degisebilecegini ifade
etmislerdir. Caligmada elde edilen sonuclara gore, serbest Schiff bazlarinin, disk difiizyon
yontemi ile bakteriler iizerinde de etkili olabilecegini belirlemislerdir (Miilazimoglu ve

digerleri, 2010).

Da Silva ve arkadaslari, yaymlamis olduklar1 bir mini derlemede Schiff bazlarinin
endiistriyel uygulamalar i¢in yaygin olarak arastirildigini belirtmiglerdir. Bununla birlikte,
bu simiftaki bilesiklerin biyolojik aktivitelerinin daha fazla arastirmasi gerektigini
belirtmislerdir. Bu konuda bir¢ok arastirma yapilmaya baslandigini ancak, Schiff bazlarinin
patojenler lizerindeki etkilerini agiklayan bir dizi raporun son zamanlarda artmis oldugunu,
Schiff baz1 bilesiklerinin, daha etkili antimikrobiyal ajanlarin tasarlanmasi i¢in umut verici
potansiyellerinin oldugunun gdésterildigini ifade etmisler. Bu alandaki ilerlemelerle, Schiff
bazlarinin yap1 ve aktivite iligkilerinin yam sira bu bilesiklerin etki mekanizmalarinin

analizinin yapilmasi gerektigini vurgulamislardir (da Silva ve digerleri, 2011).
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Barnabas ve arkadaslar1, Sulfamerazine Schiff-base kompleksleri tizerinde yapmis olduklari
antibakteriyel aktivite ¢alismasinda E.coli ve S.aureus izolatlarina karsi sentezlemis olan
maddelerin iyi bir antibakteriyel aktiviteye sahip olduklarini belirtmislerdir (Barnabas ve
digerleri, 2019). Daha 6nce yapilan bazi ¢aligmalarda Schiff baz: tiirevlerinin antibakteriyel

etkilerinin oldugunu gosteren ¢alismalar mevcuttur (Iskeleli ve digerleri, 2015).

Jian Lv ve arkadaslari, Schiff bazlar iceren iki bilesik ile yaptiklar1 antibakteriyel aktivite
calismalarinda E.coli izolatina kars: elde ettikleri MIK degerleri >64pg/ml ve 32pg/ml, bu
calismada Bilesik | ve Bilesik II igin, E.coli izolatina kars elde ettigimiz MIK degerleri
sirastyla, 5.000pg/ml ve 2.500ug/ml’dir. Benzer sekilde Pseudomonas aeruginosa izolatina
kars1 elde edilen MIK degerleri >64pg/ml ve 32ug/ml, Bilesik | ve Bilesik II icin sirasiyla
Pseudomonas aeruginosa izolatina karsi elde ettigimiz MiK degerleri 5.000ug/ml ve
10.000ug/ml seklindedir. Jian Lv ve arkadaslarmin Candida albicans ile yapmis olduklari
antimikrobiyal aktivite ¢alismasinda MIK degerleri 32ug/ml ve 4ug/ml olarak elde
edilmistir (Jian Lv ve digerleri, 2006). Bu calismada, Bilesik I ve Bilesik II i¢in sirasiyla
Candida albicans izolatina kars1 elde ettigimiz MIK degerleri 10.000pg/ml ve
>10.000pg/ml’dir.

Schiff baz tiirevleri 6nemli biyolojik 6zellikleri ile ilgi cekmekte ve antimikrobiyal aktivite
calismalarinda oldukc¢a fazla yer almaktadirlar. Bu potansiyelleri nedeniyle ¢alismamizda;
yeni sentezlenmis tiyofen igeren Schiff baz tiirevlerinin antimikrobiyal aktiviteleri, segilen
15 bakteri ve 4 mantar izolat:1 i¢in test edilmis ve elde edilen sonuclar DFT caligsmas: ile
belirlenmis yapisal Ozellikleri ile birlikte degerlendirilerek sunulmustur. Bu calisma;
bilesiklerin yeni sentezlenmesi ve segilen bakteri ve mantar izolatlarina kars1 ilk kez test
edilmesi nedeniyle diger ¢alismalardan farklidir ve bu alandaki ¢aligmalara degerli bir katki

saglayacaktir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada; yeni sentezlenmis, yapisi IR ve NMR spektroskopik yoOntemleriyle
dogrulanmis tiyofenli Schiff baz1 tirevleri, 1-(4-(((5-feniltiyofen-2-il) metilene)
amino)fenil)etan-1-on (I) ve 1-(4-((benzo[b]tiyofen-2-ilmetilene)amino)fenil)etan-1-on (1)
tizerine molekiiler modelleme c¢alismasi ve in vitro antimikyobiyal aktivite calismasi
gergeklestirilmisgtir. Molekiiler modelleme ¢alismasinda, Bilesik I ve Bilesik II'nin
molekiiler yapilar1 optimize edilmis, IR ve NMR spektral verileri elde edilmistir. Bilesiklerin
yapisal parametreleri ve titresim frekanslari, gaz fazinda DFT/B3LYP/6-311G(d,p)
yontemiyle hesaplanmistir. NMR spektral verilerinin deneysel verilerle en uygun sekilde
karsilastirilmast amaciyla; bilesikler ¢oziicii ortaminda (DMSO i¢inde) tekrar optimize
edilmis ve NMR hesaplamalar1 bu optimize yapilar tizerinden gerceklestirilmistir. Geometri
optimizasyonu ile elde edilen yapisal parametreler literatiirde verilen benzer yapilarin
parametreleri ile karsilagtirilmis ve uyumlu oldugu goriilmistiir. Elde edilen bag uzunluklari,

bag agilar1 ve dihedral agilar literatiir ile uyumludur.

IR ve NMR spektral verileri deneysel sonuglar ile karsilastirilmig ve genel olarak uyumlu
oldugu belirlenmistir. Hesaplamalar molekiiler etkilesimleri icermediginden, IR ve NMR
verilerinde deneysel degerlerden dikkate deger sapmalar, molekiiller arasindaki zayif
etkilesmelere baglanabilir. IR ve NMR verileri birlikte degerlendirildiginde; birbirini

destekleyen bu sapmalar molekdiller aras1 zayif etkilesmelerin varligini ortaya koymaktadir.

Bilesiklerin antimikrobiyal aktivite ¢alismasi degerlendirildiginde; Bilesik 1’in 8 bakteri
(Proteus mirabilis, Acinetobacter baumannii, Stenotrophomonas maltophiliae, Salmonella
enteritidis, Enterobacter cloacae, Staphylococcus aureus (MRSA), Klebsiella pneumoniae)
ve 2 maya (Candida parapsilosis ve Candida tropicalis) izolatina karsi, Bilesik II’nin, 7
bakteri (Proteus mirabilis, Listeria monocytogenes, Acinetobacter baumannii, Salmonella
enteritidis, Enterobacter cloacae, Staphylococcus aureus (MRSA), Klebsiella pneumoniae)
ve 4 maya (Candida albicans, Candida parapsilosis, Candida krusei ve Candida tropicalis)
izolatina karsi calisilan konsantrasyonlarda higbir antibakteriyel ve antifungal aktivite
gostermedigi ve bilesiklerin, calisilan diger bakteri ve maya izolatlarina karsit farklh

diizeylerde antimikrobiyal aktiviteye sahip olduklari belirlenmistir.
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Buna karsin, antimikrobiyal aktivite ¢alismasi; Bilesik I ve Bilesik II'nin Enterococcus
faecalis, Streptococcus agalactiae ve Shigella flexneri izolatlarina kars1 antibakteriyel olarak
dikkate deger antibakteriyel aktiviteye sahip olduklarini géstermektedir. Bilesik II, Shigella
flexneri izolatina kars1 énemli antibakteriyel etkinlige sahiptir (MiK degeri < 312 pg/ml) ve
bu bilesikler lizerinde, 6zellikle de Bilesik II i¢in, bir ila¢ aday1 olarak daha ileri ¢aligmalara
devam edilebilecegi kanisina varilmistir. Bu sonuglar in vivo ¢alismalar ile desteklenerek,
alternatif ila¢ gelistirmek i¢in yapilan ¢alismalara 6nemli bir katki saglanabilir. Sentezlenen
bilesiklerin ilag olarak kullanilabilmesi i¢in; deneysel hayvan modellerinde in vivo kontrol

caligsmalarina ihtiyag¢ vardir.
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Sekil E.1. Bilesik I’in IR spektrumu
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