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OZET

Tibbi arastirma ve tedavilerdeki gelismelere ragmen, bulasici hastaliklar diinya ¢apinda 6nde
gelen 0liim nedenleri arasinda yer almaya devam etmektedir. Siilfonatlar, kolay hazirlanma
siireci ve iyi reaksiyon hizlari nedeniyle yaygin kullanilan gruplardir. i¢eriginde siilfat grubu
olan molekiillerin hiicre i¢i aktivasyonunun yiiksek oldugu goriilmektedir. Schiff bazlarinin
antifungal, antibakteriyel, antiparazit gibi etkili biyolojik 06zelliklere sahip oldugu
bilinmektedir. Bu nedenle, bu ¢alismada; yeni sentezlenmis ve molekiiler yapis1 FTIR ve
NMR ('H ve 13C) spektroskopik metodlari ile karakterize edilmis Schiff bazi igeren siilfonat
bilesiginin  (((1E,1'E)-(1,4-fenilenbis(azanililiden))bis(metaniliden))bis(4,1-fenilen)bis(4-
bromobenzensiilfonat)) (Bilesik I) molekiiler modelleme ¢alismas1 Yogunluk Fonksiyoneli
Teorisi (DFT) yontemi ile yapilmis ve in vitro antimikrobiyal aktiviteleri Alamar mavisi
ilaveli mikrodiliisyon broth teknigi ile test edilmistir. DFT ¢alismasi i¢in Gaussisan 09 paket
yazilimi kullanilmis ve hesaplamalar DFT/B3LYP/6-311G(d,p) diizeyde
gerceklestirilmistir. Bilesik I’in yapisal parametreleri, bag uzunluklari, bag acilari, dihedral
acilar1 belirlenmis, teorik IR ve NMR spektrumlar1 hesaplanmis ve spektral veriler elde
edilmistir. Yeni sentezlenmis Schiff bazi igeren siilfonat bilesiginin insanlarda cesitli
enfeksiyonlara neden olan, secilmis yedi bakteri ve bir laysmanya izolatina Kkarsi
antimikrobiyal aktivitesi, minimum inhibitér konsantrasyonu (MiK) degerleri kullanilarak
belirlenmistir. Bilesik I, calisilan tiim bakteri tiirleri ve Leishmania infantum paraziti
iizerinde farkli seviyelerde antimikrobiyal aktiviteye sahiptir. Bilesigin en etkili
antibakteriyel aktiviteyi Shigella flexneri iizerinde gosterdigi, en az etkiyi ise
Staphylococcus aureus ve Enterobacter cloacea bakterileri iizerinde gosterdigi
belirlenmistir. Sentezlenen bilesigin ilag adayr olarak dikkate alinabilmesi i¢in, deneysel
hayvan modelleri lizerinde in vivo kontrol ¢aligmalar1 yapilmali ve insan hiicreleri lizerinde
toksik etkileri test edilmelidir. Bu calisma, yeni ve alternatif kimyasallarin taninirligi ve
yapisal 6zelliklerinin ortaya konulmasi agisindan énemlidir. /n vitro antimikrobiyal aktivite
sonuglart ile bir arada degerlendirildiginde; direncgli patojenlerin tedavisi i¢in toksik etkisi
diistik, yan etkileri oldukca az olan yeni ilaglarin gelistirilmesine yonelik yapilan ¢aligmalara
katkis1 olacaktir.
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ABSTRACT

Despite advances in medical research and treatments, infectious diseases remain among the leading
causes of death worldwide. Sulfonates are widely used groups due to their easy preparation process
and good reaction speeds. Molecules containing a sulfate group have been shown to have high
intracellular activation. Schiff bases are known to possess effective biological properties such as
antifungal, antibacterial, and antiparasitic effects. Therefore, in this study, the molecular modeling
study of the newly synthesized sulfonate compound containing Schiff base ((1E,l1'E)-(1,4-
phenylenebis (azanylylidene)) bis(methanylylidene)) bis(4,1-phenylene) bis(4-bromo benzene
sulfonate) (Compound I), whose molecular structure was characterized by FTIR and NMR ('H and
13C) spectroscopic methods, was performed using the Density Functional Theory (DFT) method, and
its in vitro antimicrobial activities were tested using the microdilution broth technique with the
addition of Alamar blue. Therefore, in this study; The molecular modeling study of the newly
synthesized sulfonate compound containing Schiff base, ((1E,l'E)-(1,4-phenylenebis
(azanylylidene)) bis(methanylylidene)) bis(4,1-phenylene) bis(4-bromo benzene sulfonate)
(Compound I), whose molecular structure was characterized by FTIR and NMR ('H and *C)
spectroscopic methods, was carried out by the Density Functional Theory (DFT) method, and its in
vitro antimicrobial activities were tested by the microdilution broth method added Alamar blue. DFT
study was carried out at DFT/B3LYP/6-311G(d,p) level using Gaussisan 09 package software. The
structural parameters of compound I, bond lengths, bond angles, and dihedral angles, were
determined, theoretical IR and NMR spectra were calculated, and spectral data were obtained. The
antimicrobial activities of the newly synthesized sulfonate compound containing Schiff base against
seven different selected bacteria and one parasitic leishmania isolate causing various infections in
humans were determined using minimum inhibitory concentration (MIC) values. The compound I
showed different levels of antibacterial activity. The compound was found to have antimicrobial
properties on all bacterial species and Leishmania infantum parasite, albeit at different
concentrations. It was determined that the compound I showed the most effective antibacterial
activity on Shigella flexneri and the least effect on Staphylococcus aureus and Enterobacter cloacea
bacteria. In order for the synthesized compound to be considered as a drug candidate, in vivo control
studies should be conducted on experimental animal models and its toxic effects on human cells
should be tested. This study is important in terms of identifying new and alternative chemicals and
revealing their structural properties. When evaluated together with in vitro antimicrobial activity
results, it will contribute to studies aimed at developing new drugs with low toxicity and minimal
side effects for the treatment of resistant pathogens.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Xii

Bu calismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida
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1. GIRIS

Enfeksiyon hastaliklarina bakteri, viriis, mantar ve parazit gibi farkli mikroorganizmalar
neden olmaktadir. Viicutta ¢esitli mikroorganizmalarin kolonize olmasi, bulasici hastaliklara
yol agmaktadir. Bazi bakterilerin yol agtig1 bu enfeksiyonlar menenjit, zatiirre, tiiberkiiloz
vb. gibi ciddi hastaliklara neden olabilir. Bakteriyel bir enfeksiyon bir dizi antibiyotikle
tedavi edilebilir (Smruti Ranjan Singh, 2014). Antibiyotikler, bakteriyel enfeksiyonlarin
tedavisinde uzun yillardan beri yaygin olarak kullanilmaktadir. Bakterisidal veya
bakteriyostatik etkili antibiyotiklerin bilingsiz ve asir1 kullanim1 direng gelisimine ve direngli
patojenlerin yayilmasima neden olmaktadir. Bakteriyel enfeksiyonlar yilda yaklasik 20
milyon hastanin 6lmesine neden olmaktadir. Bu nedenle, direngli patojenlerle miicadele i¢in
yeni ilag gelistirme ¢alismalar1 devam etmektedir. Bakterilere karsi etkili ¢esitli yeni ajanlar
sentezlenmis ve farkli bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmigtir (Jiang Q ve

digerleri, 2019).

Viicudumuz bakterilerin iireyebilmesi i¢in gereken sicaklik, nem ve besinlere sahip bir
ortamdir. Bakterilerin biiyiik boliimii direkt olarak dokulara zarar vererek hastalik yaparken,

bazilar toksinleri araciligiyla hastalik meydana getirirler (Ozkuyumcu, 2010).

Gram pozitif bakteri olan stafilokoklar, hastane kokenli enfeksiyon etkenleri i¢inde baslarda
yer almaktadir (Tekin ve digerleri, 2016). Metisiline direng gosteren Staphylococcus aureus
(MRSA) bakterilerinde 1980°li yillarin basindan itibaren ¢oklu antibiyotik direnci
olusmustur. Boylelikle MRSA neredeyse diinyanin tamaminda baglica hastane enfeksiyonu
salginlarina neden olan ¢ok riskli bir sorun olarak ortaya ¢ikmistir. Stafilokok grubundaki
bakteriler insanlar ve hayvanlarda farkli enfeksiyonlara neden olmaktadir. Stafilokokus
aerus (S.aereus) vicudumuzda cesitli enfeksiyonlara (follikiilit, fronkiilit, ritter hastaligi,
impetigo, tonsilit vb.) ayrica operasyon sonrasi yaranin enfekte olmasina neden olmaktadir

(Yiiksekdag ve Baltaci, 2013).

Pseudomonas aureginosa bakterisinin farkli sistemler (sindirim, solunum, tiriner) ile kemik
ve eklem rahatsizliklarinda hastanede bulasan enfeksiyonlarin %10’unda rolii oldugu
goriilmiistiir. Bunun yaninda agir yaniklilar, kistik fibrozlular ayrica kanserliler i¢in yasami

onemli derece tehlikeye sokan riskli durumlar meydana getirebilirler.



Acinetobacter baumannii solunum aletleri baglantili zatlirre ve bakteriyeminin yer aldigi
genel enfeksiyonlarda etiyolojik etkeni olup, salginlar ortaya ¢ikarabilmektedir (Akyar,
2010).

Shigella genellikle gelismekte olan tilkelerde siklikla goriilen gastroenterit etkeni bakteriler
arasinda yer almaktadir. Sigelloza hastaligina neden olan tiirler iilkeden iilkeye degisiklik
sergileyebilir. Tiirkiye’de en ¢ok Shigella sonnei, ikinci sirada ise Shigella flexneri en sik
saptanan tiirlerdir. Genetik yatkinliklarindan dolay1 antibiyotiklere hizli bir sekilde direng
gelistirebildikleri i¢in Shigella tiirlerinin antibiyotiklere kars1 direnglilik durumu degiskenlik
gostermektedir. S. flexnerinin antibiyotik direncinin diger tiirlerine gore daha yiiksek

oldugu belirlenmistir (Altuntasg, 2018).

Ayrica, Shigella gelismekte olan iilkeler arasinda kanli ishal ile hastaneye bagvuran
cocuklarin digkisinda en sik goriilen patojenler arasindadir. Hastalik olusabilmesi i¢in az
sayida (10'-10%) mikroorganizmanin viicuda girmesi yeterli olmaktadir. Belirtileri 12 ile 48
saat icerisinde degisen inkiibasyon evresinin ardindan istahsizlik, mide bulantisi, ates
yliksekligi, kusma, kramp seklinde karin agrisi ve ishal ortaya ¢ikmaktadir (Ashkenazi,
2004).

Salmonella typhi, sistemik bir enfeksiyon hastalifi olan tifoya neden olur ve sadece
insanlarda goriilen bir hastaliktir (Parry, 2002). Hastalik semptomlar1 mental konfiizyon,
direngli ates, bas ve karin agrisi, splenomegali, relatif bradikardi, 16kopeni, bakteriyemi ve
rozeol olarak adlandirilan deri dokiintiileridir. Siklikla gida ve suyla bulasan baz: iilkelerde
endemik olarak ortaya ¢ikan, ayrica tedavi edilmezse cesitli komplikasyonlarla Gliimle

sonuclanan bir hastaliktir (Willke, 2008).

Enterobacteriaceae familyasinin bir iiyesi olan Yersinia cinsinin, insanlarda en sik hastaliga
neden olan 3 patojen tiirli vardir: Y. Pseudotuberculosis, Y. pestis ve Y. enterocolitica (YE).
Y. pestis veba hastaligina neden olurken Y. pseudotuberculosis genellikle gastroenterit ve
mezenterik adenit etkeni olarak ortaya ¢ikar. YE, insanlarda hafif bir ishal, akut apandisit ya
da crohn hastaligina benzer seviyede agir seyredebilen enterokolite ve sepsise kadar giden
farkli klinik tablolar olusturabilmektedir. Veba gibi diinya genelinde epidemiler yapmadigi
ve genellikle 6liime neden olmadigi i¢in ilk zamanlar 6nemsenmemis; fakat toplu yasam

alanlarinda salginlar yapmasi ve tiim diinyada oldukga farkl: klinik tablolar olusturmasi ile



onem kazanmistir (Abdel-Haq, 2000).

Enterobacter cloacae, Enterobacteriaceae familyasinda bulunan Gram negatif bir basildir.
Gastrointestinal sistemin normal flora liyeleri arasinda yer alir ve dogada da yaygin olarak

goriilmektedir (Nyenje, 2013).

Enterobacter cloacae ayrica yogun bakim iiniteleri gibi alanlarda bulunan o6nemli
nozokomiyal (hastane enfeksiyonu) bir patojen bakteridir. Kateter kaynakli iiriner sistem
enfeksiyonlart ile alt solunum yolu enfeksiyonunu da i¢eren farkli enfeksiyonlara neden olur

(Mokracka, 2011).

Schiff bazlari; antidepresan, analjezik, antiparazit, antifungal, antikanser, antibakteriyel,
antikonviilsan ve antienflamatuar gibi biyolojik 6zelliklere sahiptir (Unver ve Bektas, 2018).
Antimikrobiyal aktivitelerinin yanisira sinerjik etkiler ve bitki biliylime diizenleyici
ozellikleri oldugu da ortaya konulmustur (Jiang ve digerleri, 2003). Enzimlerin karbonil ve
azot grubu iceren substratlar ile etkilesimini iceren farkl: tiirlerde enzimatik etkilesimlerde

de Schiff bazlar1 onemli ara maddeler olarak gorev almaktadirlar (Yazici ve Karabag, 1998).

Biyolojik sistemler icin ¢ok Onemli olan Schiff bazlarinin kullanimi giinden giline
artmaktadir. Schiff bazi iceren aromatik aminler kemoterapide, oksijen tasima isleminde
kullanilmak iizere kimyasal tepkimelerin bazilarinda, antistatik eleman olarak kullanilarak
polimerlerin teknolojisi ve yapilarinda bulunan bazi gruplarin icerdigi ¢esitli 6zellikler
nedeniyle boyarmadde sanayisinde de kullanim alan1 buldugu goriilmektedir (Serin ve Gok,

1988).

Schiff bazlar1 metal grubundan gegis metalleriyle karmasik yapilar meydana getirebilirler.
Yeni olugan bu metal karmagsik yapilarin antikanser aktiviteleri yiiksektir (Tabassum ve
digerleri, 2013). Dogal halde bulunan fenilpropandan iiretilen, metokillenmis
sinnamaldehitlerden olusan Schiff bazlar1 ile kalay metal karmasik yapilar1 antioksidan
aktivite gostermektedirler. Bu 6zelliklere sahip Schiff bazlar1 yapisal olarak benzimidazol,
quinazolinon, piridin, furaldehit, benzilditiyo karbazit gibi heterosiklik yapida halkalar
igerirler (Kumar ve Ramesh, 2004).
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Sekil 1.1. a) Piridin b) quinazolinon c¢) benzimidazoliin molekiillerine ait yapilar

Schiff bazlarini igeren Glisin-Salisaldehit Ag(I) birlesik yapilari, cucumber mosaic viriisii

iizerinde antiviral aktivite etkiye sahip oldugu goriilmektedir (Kumar ve Ramesh, 2004).

Aminoasit grubundaki Schiff bazlari, indol-3-karboksiliden-DL-valin, 3-karboksiliden-DL-
alanin ve 3-karboksiliden-DL-glisinde antibakteriyel etkinlikleri test edilmis olup genel
olarak etkiledikleri ama 3-karboksiliden-DL-valin’in digerlerine gore etki oraninin fazlalig
goriilmistiir. Bu sonug, bilesiklerin iginde bulunan karboksil grubunun varligi ile

iligkilendirilmistir (Sharma ve Dubey, 2002).

Schiff bazlarinin antibakteriyel ile antiviral aktivite ¢alismalarin1 incelemek iizere yapilan
bir calismada, bilesiklerin Herpes simplex virusiiniin (tip 2), Gram negatif ve Gram pozitif
bakterilerin karsisinda herhangi bir aktivite gostermedikleri buna karsin, insan hastalik
etkeni olan poliovirlisiin (tip 1) ve Cryptococcus neoformans’imn karsisinda aktif etki

gosterdigi ortaya ¢ikmistir (Fioravanti ve digerleri, 1996).

Siilfonat gruplari, biyolojik ve endiistriyel etkinlikleri agisindan oldukga dikkat ¢ekmektedir.
Siilfonat grubu igeren bilesiklerin antibakteriyal, antifungal, antioksidan ve antikanser gibi
biyolojik etkileri test edilmistir. Ayrica, siilfonatlar elektro kaplama, kagit ve yangin
sondiiriicii gibi endiistriyel islemlerde kullanilmaktadir (Guo ve digerleri, 2019; Tokali ve

digerleri, 2021).

Guo ve calisma arkadaslar1 (Guo ve digerleri, 2019), tarimsal tiretimde ciddi kayiplara yol
acan bakteriyel ve viral patojenlere karsi yeni bilesikler gelistirmeyi amaglamistir. Bu

kapsamda, Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo), Ralstonia solanacearum (Rs),



Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac) ve Tiitin Mozaik Virlisii (TMV) gibi bitki
hastaliklarina neden olan mikroorganizmalara karsi etkili olabilecek, tiyofen siilfonat birimi
iceren kalkon tlirevleri tasarlanip sentezlenmistir. Yapilan biyolojik testler sonucunda,
sentezlenen bazi bilesiklerin 6zellikle TMV ve Xac patojenlerine karst belirgin

antibakteriyel ve iyilestirici 6zellik gosterdigi ortaya konmustur.

Hormonla iligkili meme kanseri, prostat kanseri, endometriyal kanser ve endometriozis gibi
hastaliklarin tedavisinde, steroid siilfataz (STS) enziminin baskilanmas1 6nemli bir strateji
olarak kabul edilmektedir. Bu amagla ¢ok sayida steroidal ve steroidal olmayan inhibitor
gelistirilmistir. Literatiirde bilinen en etkili steroidal STS inhibitdrlerinden biri Estron 3-O-
siilfamat olmasina ragmen, dstrojenik yan etkileri nedeniyle klinik kullanimi siirhidir. Bu
sorunu agmak i¢in siilfonat fonksiyonel grubu iceren cesitli arilamid tlirevleri sentezlenmis
ve degerlendirilmistir. Incelenen bilesikler arasinda bazi yapilarm STS enzimi iizerinde
digerlerine kiyasla daha yiiksek inhibisyon kapasitesine sahip oldugu rapor edilmistir (EI-
Gamal ve digerleri, 2016).

Senkardes ve arkadaslari, aril siilfonat igeren hidrazon tiirevlerinin antikanser potansiyelini
aragtirmak tizere MCF-7 (meme kanseri), PC-3 (androjen bagimsiz prostat kanseri) ve A549
(kiigtik hiicre dis1 akciger kanseri) hiicreleri tlizerinde ¢alismalar yliriitmiistiir. Sentezlenen
bilesiklerin bir kisminin, kanser hiicrelerinde rol oynayan ¢esitli enzimler {izerinde sitotoksik
etki gosterdigi belirlenmistir. Ozellikle MCF-7 igin en yiiksek etkinligi sergileyen bilesikler
dikkat ¢ekici bulunmustur (Senkardes ve digerleri, 2022).

Tokali ve arkadaslar1 tarafindan gergeklestirilen ¢aligmada ise sesamol ve tiirevlerinin
biyolojik 6zellikleri ile stilfonat esterlerin farmakolojik etkileri bir araya getirilerek, sesamol
bazli siilfonat esterleri sentezlenmistir. Bu bilesiklerin karbonik anhidraz izoenzimleri
(hCAI ve hCAII) iizerindeki inhibitor aktiviteleri incelenmis ve bazi tiirevlerin her iki
izoenzime kars1 da anlamli diizeyde inhibisyon gosterdigi saptanmistir. Ayrica bu yapilarin
farkl1 enzim sistemlerinde de potansiyel inhibitor olabilecegi literatiire kazandirilmistir

(Tokal1 ve digerleri, 2021).

Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Streptococcus faecalis ve Proteus mirabilis

bakterileri iistiinde yapilan bir ¢calismada ninhidrin ve glisin tiirevi Schiff baz1 metal (Co(II),



Ni(Il), Zn(IT)) karmasik yapilarinin etkilerinin yiiksek oldugu ortaya konulmustur (Rao ve
Reddy 1990).

Laysmanyaz; kum sineklerinin 1sir1g1 ile bulasan, laysmanya parazitlerinin neden oldugu bir
hastaliktir. Olduk¢a ciddi saglik problemleri ortaya c¢ikaran bu hastalik, klinik ve
epidemiyolojik agidan farlilik gdstermektedir (Cattand ve digerleri, 2006; Siileymanoglu ve
digerleri, 2018). Laysmanyaz hastalig1 klinik agidan incelendiginde {i¢ farkli forma sahiptir:
Bunlar Visseral Laysmanyaz (VL, Kala-Azar), Kutanéz Laysmanyaz (KL, Sark Cibani) ile
Mukokutanoz Laysmanyaz’dir (MKL) (Herwaldt, 1999).

Akdeniz yoresinde, laysmanyanin ii¢ tlirli bulunmaktadir. Leishmania major (L.major) ve
Leishmania tropica (L.tropica) KL, Leishmania infantum (L.infantum) VL hastalifina
neden olmaktadir. Bunun yaninda nadiren olsa da L.infantumun da KL hastaliginin ortaya

¢ikmasina neden oldugu belirlenmistir (Belazzoug, 1992).

Diinya Saglik Orgiitii’'niin (DSO) 6 6nemli tropikal hastaliklardan biri olarak belirledigi
laysmanyaz, diinya genelinde 98 {ilkede endemik olarak tespit edilen bir hastaliktir. Bu
tropikal hastalik nedeniyle diinyada 400 milyona yakin kisi risk altindadir. Tahminlere gore
her sene VL i¢in 500 bin, KL i¢in ise 1,5 milyon yeni vaka ortaya ¢ikmaktadir (Erhan ve
digerleri, 2008).

Laysmanyaz geleneksel tedavi yontemleri; antimon tiirevi olan Sodyum stibogluconate
(Pentostam®) ve megluminantimoniattir (Glucantime®). Fakat aragtirmacilarin yaptigi
caligmalara gore laysmanya parazitlerinin mevcut ilaglar i¢in direng gelistirdigi
belirlenmistir. Buna bagli olarak, Amfoterisin B’nin ve lipit formlari ile enjeksiyon formlari
bulunan paromomisin ve agizdan alinan miltefosine benzer gelistirilen tedaviler mevcuttur.
Hastaligin 6nlenmesi i¢in kullanabilecegimiz etkin bir as1 simdiye kadar bulunamamustir.
Gilinlimiizde kullanilan bu ilaglar toksisite gostermesi ve parazitin bu preparatlara kars1 artma
egiliminde olan diren¢ tablosu sebebiyle, daha yeni ilaglara duyulan ihtiya¢ gittik¢e

artmaktadir.

Laysmanyalarin promastigot formlarmin canlilifin1 ve iiremesini tespit etmek amaciyla
kullanilan yontemlerden biri de kolorimetrik metodlardir. Alamar mavisinin kullaniminin

basit ve maliyetinin az olmasi1 bunun yaninda g¢evre dostu ve kolay aktarilabilmesi gibi



birden fazla avantajinin olmasi nedeniyle, L.major promastigot suslari lizerinde ilag
taramalarina yonelik arastirmalarda kullanilabilir olan kolorimetrik gdsterge olarak

yararlanilmaktadir (Siileymanoglu ve digerleri, 2017).

Alamar Mavisi Boyama Testi, metabolik aktivitenin saptanmasiyla ¢alisan bir
florometrik/kolorimetrik tireme gostergesi olarak kullanilmaktadir (W. Seesom, 2013).
Uzun bekleme siirelerinde bile hiicrelere toksik etkisi olmayan Alamar Mavisi, lireme
ortaminin kimyasal indirgenmesine yanit olarak bakteriyel canlilik varliginda renk

degistiren bir oksidasyon azaltma gostergesidir (Mikus J ve digerleri 2000).

Bu ¢aligmada; FTIR ve NMR spektroskopik teknikleri ile molekiiler yapist ortaya konmus
yeni Schiff bazi iceren stilfonat bilesiginin, ((1E,1'E)-(1,4-
fenilenbis(azanililiden))bis(metaniliden))bis(4, 1 -fenilen)bis(4-bromobenzensiilfonat)

(Bilesik 1), icin molekiiler modelleme ve antimikrobiyal aktivite c¢alismasi yapilmstir.
Molekiiler modelleme calismasi, Gaussian 09 (Frisch ve digerleri, 2009) ve GaussView 5
(Dennington ve digerleri, 2009) yazilim programlari kullanilarak, DFT/B3LYP/6-311G(d,p)
yontemiyle gergeklestirilmistir. Bilesigin in vitro antibakteriyel ve antiparaziter etkinlikleri
Alamar mavisi ekli mikrodiliisyon sivi besiyer teknigi (Microdilution broth assay)
kullanilarak test edilmistir. Standart yedi bakteri ve bir laysmanya promastigotu i¢in, Schiff
bazi igeren siilfonat bilesiginin antimikrobiyal aktiviteleri minimum inhibitor konsantrasyon
(MIK) degerleri ile belirlenmistir. Yeni Schiff bazi iceren siilfonat bilesiginin optimize
molekiiler yapisi, IR ve NMR spektrumlar1 elde edilmis ve bulunan degerler deneysel
olanlarla karsilastirilmistir. Bu calismada yeni sentezlenen bilesigin antimikrobiyal

aktiviteleri ilk kez ortaya konulmustur.

Schiff bazi igeren siilfonat bilesiginin, secilmis bakteriler ve laysmanya izolatlarina karsi
antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesi; patojen mikroorganizmalarin kullanilan
antimikrobiyal ilaglara diren¢ kazanmasi, ayni zamanda toksik ve yan etkilerinin
olusturdugu saglik problemleri nedeniyle, yeni ilaglarin olusturulmasinda kullanilabilecek

maddelerin arastirilmasi ve gelistirilmesi agisindan oldukc¢a degerlidir.






2. GENEL BILGILER

2.1. Schiff Bazlar

Schiff bazlarini1 1869 yilinda Alman bilim insan1 Hugo Schiff sentezlemistir. Schiff bazlar
olarak adlandirilan yap1 primer amin ve aktif karbonil grubunun kondenzasyonunda olusan

azometin grubu da igeren bilesiklerdir (Orgel, 1960; Schiff, 1864).

Genel ifadesi RCH=NR’ seklinde gdsterilen yapr primer aminlerin aldehit ve ketonlarla
olusturdugu kondenzasyon {iriiniidiir (Ermis ve digerleri, 2005). Bu formiilde ifade edilen R

ve R’ aril ve/veya alkil stibstitiientleri olarak gosterilir.

Schiff bazlar1, kimyanin bir¢ok alaninda, siklikla organik kimyada kullanilan bilesiklerdir.
Bu nedenle, Schiff bazlariyla ilgili ¢cok fazla arastirma yapilmis olup ayrica bazi biyolojik
sistemler i¢in de yararlanilmistir (Chen ve Martel, 1987).

Schiff bazlarinin  baglangigta  kullanimi1  ligand olarak  Pfeiffer araciligiyla
gerceklestirilmistir. Schiff bazlari ayn1 zamanda azot donér ligandi i¢in de kullanilmaktadar.
Koordinasyon bilesigi olusturulurken ligandlar arasinda metal iyonuna tek ya da daha fazla
elektron ¢ifti vermektedir. Schiff bazlarinin fazlaca kararl1 4 ya da 6 halkali yapilar olugsmasi
icin iki durumun gergeklesmesi gerekir. Bunlardan ilki yer degistirebilen hidrojen atomunu
iceren ikinci bir fonksiyonel yapinin olmasi ve azometin grubuna olabilecek en yakin

mesafede bulunmasi gerekir (Patai ve digerleri, 1970).

C=—0 * Ho-N—/™R; —— C=—N

Sekil 2.1. Schiff bazlar1 olusum mekanizmasi
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2.1.1. Schiff bazlarinin olusum mekanizmasi

Aldehitler ile ketonlar primer aminlerle (RNH2) kimyasal reaksiyona girdiklerinde Schiff
bazlar1 ya da iminler (RCH=NR ya da R2C=NR) seklindeki azot-karbon ¢ift bagina sahip
bilesikleri meydana getirirler (Wade, 1999).

Schiff bazlarinin olusum mekanizmas: iki basamakli bir islemdir. Birinci basamak,
niikleofilik aminin kismi pozitif yiikii tasiyan karbonil karbonuna katilmasiyla gerceklesir.
Ikinci basamakta, azot bir proton kaybederken oksijene bir proton baglanir ve ardindan
suyun uzaklastirilmastyla Schiff bazi sentezi gergeklestirilir (Kirk ve Othmer, 1954; Karaer,
1997).

Uygun reaksiyon kosullari olusturuldugunda, farkli ¢oziiciiler kullanilarak Schiff bazlari
elde edilmektedir. Cogunlukla oda sicakliginda ve geri sogutucuyla gerceklestirilen Schiff
baz1 sentezlerinde, ¢oziicli madde olarak etanoliin secilmesi yiiksek verimli {iriinler elde
edilmesini saglamaktadir. Ayrica reaksiyon gerceklesirken MgSOj4 gibi su tutan maddelerin

eklenmesi Schiff bazinin olusumunu kolaylastirir (Cozzi, 2004).

Amonyak araciligiyla elde edilmis olan Schiff bazlarinin dayaniklilig1 yoktur. Ayrica bu
Schiff bazlar1 bekletildiginde polimerlesebilir. Amonyakla olusturmak yerine birincil

aminler tercih edilerek olusan bilesiklerin dayaniklilig1 daha fazladir (Ozbiilbiil, 2006).

I. Basamak
- . _H
O-\:,/ 0/
o ik H—i—n
HIZLI H—C—R — L
H—|C|.—R * H—N—H — ‘ _
R NE—H R—N—H
H
1I. Basamak
:OH o
( GOH
H—C—R H* H"J‘;_R ;]::fl)\ H—C—R -H' H\
\ - l H e — C—/—N—R;
R;—N—H &,
R R14€!\:I—H Ri—ZN—H R

Sekil 2.2. Schiff bazlar1 olusum basamaklari
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2.2. Siilfonatlar

Organosiilfiir bilesikleri icerisinde yer alan siilfonatlar, siilfonik asitlerden tiireyen tuzlar,
anyonlar ya da ester yapilar olarak tanimlanir. Bu bilesikler R—S(=0)—O yapisina sahiptir
ve —S(=0)>—0 fonksiyonel grubunu igerirler. Burada R grubu genellikle bir organil ya da,
bir amino grubu veya bir halojen atomu olabilir. Kimyasal agidan siilfonatlar, siilfonik
asitlerin deprotonlanmis yani eslenik baz formlaridir. Genel olarak siilfonatlar sulu
ortamlarda kararli, oksitleyici 6zelligi olmayan ve renksiz maddelerdir. Pek ¢ok endiistriyel
ve biyolojik agidan 6nemli molekiil bu fonksiyonel grubu barindirir. Ozellikle temizlik
iirinlerinde kullanilan deterjan ve yiizey aktif maddelerin biiyiik bir boliimii stilfonat temelli
yapilardan olusur; bunlara alkilbenzen siilfonatlar, alfa-olefin siilfonatlar ve parafin

stilfonatlar 6rnek olarak verilebilir (Holmberg, 2019).

O

\\ 7/

N

R O

Sekil 2.3. Siilfonat iyonu

2.3. Molekiiler Modelleme

Molekiiler modelleme, farkli hesaplama teknikleri kullanilarak, dijital ortamda molekiiler
ozelliklerin ve hareketlerin ortaya ¢ikarilmasidir (Dirlik, 2013; Goziitok, 2009; Kaya, 2013).
Bir molekiiliin yapis1 ve kimyas1 laboratuvar ortaminda ¢esitli yontemlerle belirlenebilir,
fakat matematiksel olarak molekiilii ortaya koyabilmek bir¢ok agidan oldukca faydalidir ve
molekiiliin genis uygulama alani bulmasi saglanabililir. Ila¢ biliminde yeni maddelerin
olusturulmasinda hesaplama metodunun kullanimi yaygindir. Ilaglarin sentezlenme
isleminden daha once gergeklestirilen Molekiil Modelleme uygulamalariyla ilaglarin
yapilariyla ilgili onbilgiye ulasilabilir, ilag i¢in istenilen nitelikler belirlenirlebilir, maliyet
ve siire kayb1 engellenerek istenen niteliklere uygun 6zellikli sentezler olusturulabilir. Bu
yontem kullanilarak; deneysel veri sonuglari, deneyden once molekiillere ait model
olusturulabilir, deneysel hesaplamalarin eksik oldugu ya da olmadig1 zamanlarda molekiil

yapisinin analizi yapilabilir, molekiillerin geometrisi, IR, UV ve NMR spektrumlari, gecis
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halleri ve enerjileri, dipol momentleri, kimyasal reaktiviteleri, konformasyonlar1 ve

termodinamik 6zellikleri hesap edilebilir.

Bilgisayarli matematiksel metodlarda, molekiillerin yapisini ve spektroskopik 6zelliklerini
incelemek i¢in, molekiiler mekanik ve elektronik yapi teoremi olarak iki temel hesaplama
yontemi kullanilir (Kurt, 2003). Elektronik sistem metodlar1, kuantum mekaniksel kanunlara
gore ¢alisir. Elektronik sistem yar1 deneysel ve ab-initio metod olmak {izere iki baslik altinda
ele alnabilir. Ab-initio yOnteminde cogunlukla, Hartree-Fock AlanTeorisi (SCF) ve
Yogunluk Fonksiyonel Teorisi (DFT) yaklagimlar1 kullanilmaktadir (Kubasik, 2020).

Molekiiler mekanik ve yar1 ampirik metotlardan farkli olarak, ab initio kuantum mekaniksel
tekniginde, deneysel veriler ve ampirik parametreler kullanilmaz. Ab initio matematiksel
islemlerinde, kullanilan fonksiyonun veya denklemin ¢oziimiinde bazi yaklasikliklardan
faydalanilir ayrica yaklagikliklarin tiiriine bagli olarak ab initio tekniklerinin kendi i¢inde de
cesitleri vardir. En ¢ok yararlanilan ab initio teknikleri Hartree-Fock Oz Uyumlu Alan
Teorisi (HF-SCF) ile Yogunluk Fonksiyonel Teorisi (DFT) dir. Hartree-Fock (HF)
yaklagikliginda merkezi alan yaklasimindan dolay1, enerjinin ger¢ek degeri her zaman biiyiik
veya biiyiik esit bulunur. Yogunluk fonksiyonel teorisinin HF teorisine gore en belirgin farki,

elektron yogunluk bilgisini islemlere katmasidir (Kecel, 2009; Bicak, 2014).

2.3.1. Hartree-Fock yontemi

Hartree-Fock (HF) metodu, ¢oklu elektron iceren atomlar ile iyonlara ait 6zelliklerin biiyiik
bir kismin1 hassasiyetle aciklayabilir. 1928 yilinda Hartree tarafindan ortaya konulan bu
yaklasimdaki temel, zamandan bagimsiz par¢acik modeli olarak belirlenmistir. Bu
yontemde, elektronlarin birbirini itmesi hesaplara dahil edilmez, elektronlarin her biri
cekirdegin ¢ekici alani1 ve geriye kalan elektronlarin itme etkilesmelerinin ortalamasi olan
aktif bir potansiyelde hareket eder. Dolayisiyla, birden fazla elektrondan olusan sistem
icindeki elektronlardan her biri, kendine ait dalga fonksiyonuyla temsil edilir. Hartree, bu
yaklagim ile bireysel elektron dalga fonksiyonlarmma ait denklemleri olusturmus ve

denklemlerin ¢6ziimii i¢in 6zgiin bir tekrarlama prosesi Onermistir.

HF teknigi atomsal dalga fonksiyonlar1 ile enerjilerinin ortaya konulmasinda 6ncii adim

olarak degerlendirilebilir. HF teknigi, sadece atomlarla sinirlandirilmayip bir molekiil ya da
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katidaki elektronlara benzer degisik sistemler ilizerine de uygulanabilmektedir (Leach,

2001).

2.3.2. Yogunluk fonksiyoneli teorisi (DFT)

Yogunluk fonksiyonel metodu, Kohn ve Hohenberg tarafindan olusturulan iki ana
matematiksel teoremden, ayrica 1960’I1 yillarda Kohn ve Sham’in ongordiigii esitlikler

kiimesinden olugmaktadir (Sholl ve Steckel, 2011).

DFT yontemi, birden fazla cisimden olusan sistemler i¢in Schrodinger denkleminin yaklagik
bir ¢oziimiinii sunar. Walter Kohn, 1964 yilinda P. Hohenberg ile yaptiklar bir projede,
birden fazla cisimli dalga fonksiyonunun, varyasyonel bir yaklasim icinde, ana degisken
biciminde kullanilmasinin, problemi zorlastirdigini belirterek, konum ve zamanin bir
fonksiyonu olan elektron yogunlugunu, ana degisken olarak belirlemis ve 1998 yil1 Nobel

kimya o6diiliini almistir (Ertas, 2006).

DFT, dalga fonksiyonu yerine p(X,y,z) bigiminde gosterilen elektron olasilik yogunlugunu
temel almaktadir (Lewars, 2003). DFT yonteminde yararlanilan fonksiyonel, Kohn-Sham

denklemleri aracilifiyla elektronik enerjiyi asagidaki gibi tanimlamaktadir (Dorsett, 2000).

E=Er+Ev+Ej+Exc (2.1)

Burada; ET, elektron hareketinden ortaya ¢ikan kinetik enerjiyi, Ev, ¢ekirdek-elektron ve
cekirdek-cekirdek etkilesmelerini igeren potansiyel enerjiyi, Ej, elektron-elektron itme ve
Exc elektron korelasyon enerjisini temsil etmektedir. Elektron yogunlugu fonksiyonunda;
cekirdek-cekirdek itmesi diginda geriye kalan biitiin terimler alinir. Esitlikteki ilk ii¢ ifadenin

toplam degeri elektron dagiliminin klasik enerjisi olarak tanimlanir.

2.3.3. Becke, 3 parametreli, Lee-Yang-Parr (B3LYP) karma yogunluk fonksiyoneli
teorisi

Dalga mekanigini esas kabul eden HF teknigi kinetik enerjinin hesaplanmasi i¢in uygundur,
ancak korelasyon enerjilerinin hesaplanamamasi1 nedeniyle degis tokus enerjilerinin hesap

edilmesinde pratik degildir. DFT modeli ile kinetik enerjiye yonelik veriler elde
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edilememekte, fakat, korelasyon enerji terimlerine uyumlu olarak hesap edilebilmekte, degis
tokus ve korelasyon enerjilerinin hesaplanmasiyla nispeten yararli sonuglara ulagilmaktadir.
Enerji ifadesinin tamaminin olusturulmasi i¢in katkisiz HF ya da DFT modellerinden farkli
olarak, iki modelin herbirinin enerji terimlerinin, toplam enerji ifadesinin iginde
gosterilmesiyle karma modeller olusturulmustur. Gelistirilen bu karma modellerle enerjinin
toplami, bag uzunlugu, iyonizasyon enerjsi gibi birden fazla biiyiikliigiin katkisiz modellere

nazaran dogruluk orani yiiksek olarak hesaplanabilmektedir.

Literatiirde; H28, TF27 (kinetik enerji fonsiyoneli); F30, D30 (degis tokus enerji
fonksiyoneli), LYP, VWN (korelasyon enerji fonksiyonelleri) gibi fonksiyoneller siklikla
goriilmektedir (Kurt, 2003).

Bir karma modelde biitiin enerji ifadeleri birlestirilerek yeni bir enerji ifadesine ulasilir.
BLYP ve B3LYP Becke tarafindan Onerilen karma modellerdir. YP, Yang ve Parr’ n
gradyent kisaltilmis korelasyon fonksiyonu, BLYP metodu ise Becke’nin gradyent
kisaltilmis degis-tokus fonksiyonu ve Lee’nin birlesmesi sonucu olusur. Bu modeller
arasinda en iyi sonucu veren, Becke karma teknigi ve LYP korelasyon enerjisini igeren, ii¢

parametreli B3LYP dir (Becke, 1993; Yilmaz, 2011).

2.3.4. Temel setler

Elektronik yapilarin hesaplanmasi i¢in kullanilan tekniklerinin ¢ogunda, bir baz seti,
modelin molekiiler orbitallerini (MO) tanimlamak i¢in kullanilmaktadir. Orbitallerin
matematiksel gosterimi, temel set bigiminde adlandirilmaktadir. Molekiiler orbitallerden her
biri, temel baz olarak adlandirilan atomik orbital ifadelerinin dogrusal toplami seklinde
(LCAO: Atomik Orbitallerin Lineer Kombinasyonu) gosterilir. Bu setler orbitallerin hangi
sekilde olduguyla iligkili olarak Gaussian-tip fonksiyonlarin lineer kombinasyonlari
degistirilerek kullanilmaktadir. Baz setleri, orbitallerin en temel durumlarin1 gosteren kiigiik
Olgekli baz setleri ve orbitalleri ayrintili olarak agiklayan genisletilmis baz setleri olarak iki
temel baslikta incelenmektedir. Genisletilmis baz setleri; polarizasyon fonksiyonunu
(Polarised Basis Sets) dahil eden 6-31G(d) ve 6-31G(d,p) gibi baz setlerini ve difiizyon
fonksiyonunu dahil eden baz setleri (Diffuse Basis Sets) 6-31+G ve 6-31++G gibi farkli baz
setlerini kapsamaktadir (Baskose, 2011).
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2.4. Gaussian 09 ve Gauss View 5.0.8 Yazilimlan

Bu caligmada, molekiil modelleme hesaplamalar1 Gaussian 09 paket yazilim programi
kullanilarak gerceklestirilmistir. Gaussian 09 paket programi molekiiller mekanik,
yari-deneysel ve ab initio tekniklerini i¢ceren ¢ok yoOnlii bir yazilimdir. Gaussian 09 paket
yazilimi kullanilarak, molekiil ve atomlarin geometrik optimizasyonlari, dipol momentleri,
titresim frekanslar1 ve kuvvet sabitleri hesaplanabilir. Ayrica, Raman, IR ve NMR
spektrumlari, maddenin termokimyasal nitelikleri, molekiiler orbitalleri, atom ytikleri, cok
kutuplu momentleri, elektron ilgisi ve iyonlasma enerjileri, elektrostatik potansiyeli ile
elektron konsantrasyonu vb. ¢ok c¢esitli Ozellikleri atom ve molekiil &zellikleri
hesaplanabilmektedir. Yapilan hesaplamalar gaz durumunda, ¢6zelti i¢inde ya da maddenin

kristal yapist dikkate alinarak gerceklestirilebilmektedir (Frish ve digerleri, 2009).

Gauss View yazilimi, Gaussian paket programlarinda kullanabilecek giris dosyalarin
hazirlik islemi ve Gaussian ¢iktilarinin gorsel hale getirilmesi i¢in tasarlanmis bir grafik ara
yiizlidlir. Gauss view yazilimi molekiillerin gorsellestirilmesini ve daha karisik olan
hesaplamalarda da giris dosyalarinin kolayca hazirlanmasini saglamaktadir. Gaussian paket
programiyla gerceklestirilen hesaplamalarin sonuglart grafik seklinde goriilebilir, optimize
edilmis molekiillerin yapilarini, molekiiler orbitalleri, elektrostatik potansiyel ylizeyleri,
atomik yiikleri, IR, Raman, NMR, VCD spektrumlarini, titresim frekanslarin1 kullanarak

standart moddaki animasyonlar olusturulabilir (Foresman ve Frisch, 1996).

2.5. Antimikrobiyal Aktivite Belirleme Yontemleri

Hastaliklarin nedeni olarak gosterilen mikroorganizmalarin antibiyotiklerin karsisinda
duyarhliklar1 baz alinarak infeksiyon etken maddesinin hassas oldugu en efektif
antimikrobiyal ajan secilerek tedavi  gergeklesmektedir.  Mikroorganizmalarin
antimikrobiyal duyarliligini belirlemek i¢in diliisyon ve difiizyon olarak iki farkli teknik
kullanilmaktadir (Murray ve digerleri, 2009).

2.5.1. Diliisyon yontemi

Antimikrobiyal maddenin bir mikroorganizmanin iiremesini azaltmasi ya da tamamen

etkisiz hale getirmesi i¢in olmasi gereken minimum konsantrasyonu bulmak amaciyla
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uygulanan ve kantitatif veriler elde edilen bir yontemdir. Bu veriler i¢in; inokulumun
yogunlugu, inkiibasyonun siiresi ve sicakligi, besiyerin ve antimikrobiyal maddenin stabilite

durumlar1 sonucu etkileyen faktorler arasindadir (Rios ve digerleri, 1988).

S1v1 besiyer i¢inde antimikrobiyal etkinligi test edilecek maddenin hizlica sulandirilmasi
gerceklestirilir  ve duyarliligi tespit edilecek mikroorganizmanin sabit sayida
mikroorganizmaya sahip slispansiyonundan esit miktarda eklenmesiyle devam ettirilir.
Sulandirma islemi 35-37 °C’de yapilir ve maddenin iiremesi i¢in 16-20 saat bekletilir

(Murray ve digerleri, 2009).
Ureme olaymin gergeklesip gergeklesmedigi bulaniklik analiziyle tespit edilmektedir.
Ureme etkinliginin gerceklesmedigi belirlenen en diisiik konsantrasyon, minimum

inhibisyon konsantrasyonu yani MiK kisaltmasiyla ifade edilmektedir (Burt, 2004).

Tup diliisyon yontemi

Tiip diliisyon tekniginin birbirlerine yakin prensipleri igeren makrodiliisyon ve
mikrodiliisyon olarak tanimlanan iki ¢esidi vardir. Makrodiliisyon teknigi ile
kiyaslandiginda, mikrodiliisyon yonteminde daha diisiik hacimlerde sivi ortamlarinda
calisildig i¢in daha ekonomik oldugu sdylenebilir. Makrodiliisyon yonteminde steril tlipler
kullanilirken, mikrodiliisyon yonteminde 96 kuyucuklu steril mikroplaklar kullanilmaktadir

(Mann ve Markham, 1998).

Test edilecek maddeler ve antibiyotikler 6ncelikle 6zel ¢oziiciiler igerisinde hazirlanip daha
sonra kullanimi1 gergeklesecek sivi besiyerlerinde yar1 yariya azalacak sekilde sulandirimlari
gerceklestirilir. Mikroorganizmalarin standart inokiilumu (1x10% CFU/ml) hazirlanip,
antimikrobiyal maddenin ¢esitli varyasyonlarinda sulandirimlarini igeren her bir tiipiin i¢ine

esit miktarda eklenir.

Ayrica antimikrobiyalin kontrol i¢in mikroorganizma eklenmeyen sadece madde bulunan
negatif kontrol tiipii eklenir. Bakteri ya da parazit iiremesinin kontrolii i¢in antimikrobiyal
madde igermeyen, besiyeri ve mikroorganizma igeren Pozitif kontrol tiipii eklenir.
Besiyerlerin 35-37 °C’de bir gece inkiibasyona birakildiktan sonra bakterinin iiremesini

gosteren bulaniklig1 incelenir. Bakterinin iiremesini 6nleyen gozle goriilebilir bir bulaniklig1
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olmayan en diisiik madde konsantrasyonu (MIK) degeri olarak belirlenir (Demirpek ve
Dizer, 2010). Ureme aktifliginin 6l¢iilmesinde, en fazla optik konsantrasyon degeri (OD) ve

canli mikroorganizmanin sayilmasi yontemi kullanilir (Mann ve Markham, 1988).

Agar diliisyon

Agar diliisyon metodu tiip diliisyon yontemiyle uyumludur. Tiip diliisyon tekniginden farki,
agar diliisyon tekniginde sulandirilmig antibiyotiklerin besiyerinin igerisine eklenmesidir.
Bu sekilde, her bir plaga ilave edilen antibiyotigin cesitli konsantrasyonlarinin etkisi
belirlenmis olur. Bu yontem igin besiyer olarak Mueller-Hinton agar besiyeri tavsiye

edilmektedir.

Bakterinin yogunlugu McFarland 0,5 bulaniklig1 olacak sekilde ayarlanir (1x10% CFU/ml).
Hazirlanan bakteri siispansiyonundan elle veya 6zellikli inokiilatorler vasitasiyla 1-2 ml
inkiilasyon islemi yapilir. Bu islemde agarin ylizeyindeki bakterinin ortalama sayisal degeri
10* CFU/ml olarak ortaya ¢ikar. Inokulasyon islemi yapilan bu plaklarm 35 °C’de 16-20 saat
bekletilmesi gerekir. Inkiibasyondan sonra bulunan MIK seviyesi {iremenin durdugu en az

antibiyotik konsantrasyon degeri olarak belirlenir (Demirpek ve Dizer, 2010).

2.5.2. Difiizyon yontemi

Basit bir yontem olan difiizyon yonteminde, test sonuclarini etkileyebilecek faktorleri en aza
indirebilmek i¢in; Besiyerler katkisiz bicimde hazir hale getirilmeli, calismada kullanilacak
agarin tipi, yogunlugu ile petri kabindaki kalinlik seviyesi ayn1 olacak sekilde ayarlanmali,
standart olarak hazirlanan izolatlar ile diger izolatlarin siv1 besiyerdeki slispansiyonunun
yogunlugu standart hale gelmeli, diskler mikroorganizmanin yayilmasindan sonra 15 dakika

icinde yerlestirilmeli ve besiyeri beklemeden inkiibe edilmelidir (Otiik, 1992).

Disk diflizyon yOntemi

Disk diflizyon yonteminin c¢aligma prensibi, belli konsantrasyonlara sahip antibiyotik
emdirilmis disklerin kat1 halde bulunan besiyeri ylizeyine konulduktan sonra antibiyotigin

yayilmasi, difiize olmas1 olayidir (Parekh ve Chanda, 2007).
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Laboratuvarlarda, genellikle antibiyotik duyarliligini saptamak i¢in siklikla kullanilan, ucuz
ve uygulamasi basit olan disk diflizyon yontemi Kirby-Bauer tarafindan gelistirilmistir. Bu
yontem, kagit disklere emdirilen antibiyotigin duyarliligi Olgiilmeye c¢alisilan
mikroorganizmanin inokiile edildigi besiyere yayilmasini temel alir. Boylelikle belli oranda
antibiyotik emdirilen kagit diskler, calisilan mikroorganizmanin yogun olarak ekili
bulundugu kat1 besiyere yerlestirilir. Disklerdeki antibiyotik siire gectik¢e agar yiizeyine
yayilirken ayni zamanda inokulasyon olan mikroorganizmanin da {remesi baglar.
Inkiibasyon isleminden belli bir zaman gectikten sonra antibiyotigin inhibitor
konsantrasyonlarinin olustugu disklerin ¢evresinde lireme goriilmemektedir. Testi yapilan
mikroorganizma kullandigimiz antibiyotige ne kadar fazla duyarliysa, diskin etrafinda
meydana gelen inhibisyon bdlgesi o kadar biiyiik olacaktir. Olusan inhibisyon zonunun ¢ap1

mm olarak 6l¢iiliip, standart zon degerleriyle kiyaslanarak degerlendirme islemi yapilir.

Boylelikle testi yapilan mikroorganizmanin kullandigimiz antibiyotik ajanina karsi

duyarlilig1 belirlenmis olur.

Bu teknikle incelenecek mikroorganizma tryticase soy buyyonda yaklasik 2 saat kadar 37°C
de bekletilir. Bakterinin iiremesiyle birlikte McFarland 0,5 (1x10® CFU/ml)’e olacak sekilde
ayarlama yapilir boylelikle standart bir yogunluk olusmus olur. Olusturulan bakteri
slispansiyonundan steril bir ekiivyona emdirilen bakterinin Mueller/Hinton agar besiyerinin
yiizey kismina degdirilerek yayilmasi saglanir. Daha sonra ¢esitli antibiyotikler emdirilmis
diskler steril pens araciligiyla besiyerin yiizeyine yerlestirilip hafifce bastirilir. Yontem
esnasinda, inhibisyon zonlar1 arasindaki cakigsmayi onlemek i¢in disklerin her birinin
arasinda en az 22 mm ve petrinin kenar kismindan ise 14 mm uzaklik olacak sekilde
ayarlanmalidir. Bu islemlerin ardindan besiyerler 18-24 saat siirede 35-37 °C de inkiibe
edilir ve boylelikle olugsmus olan inhibisyon bolgeleri cetvel yardimiyla belirlenerek kayit

altina alinir (Demirpek ve Dizer, 2010).

E-test yontemi

Bugiiniin sartlarinda, agar bazli besiyerilerinde difiizyon teknigiyle MIK (minimum
inhibitér konsantrasyon) degerinin elde edilmesine olanak saglayan cesitli teknikler de
vardir. Epsilon test (E-test) teknigi bu testlerden birisidir. MIK mikroorganizmanin

iiremesini 6nleyen minimum ila¢ konsantrasyonu seklinde adlandirilir.
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E-test teknigi uygulanirken test edilecek olan bakteri 0,5 McFarland yogunluguna
ayarlanarak Mueller-Hinton agarin yiizey kismimna secilmis yiiksek antibiyotik
konsantrasyonlarindan diisiik konsantrasyonlara dogru azalan oranlarda E-test seritlerine
konulmaktadir. Bu plaklar 18-24 saat kadar 35-37 °C de inkiibasyon islemine sokularak MiK
degeri tespit edilir. Test sonunda ulagilan MIK verisi, seridin etrafinda meydana gelen elips
bi¢cimindeki inhibisyonun seridin tizerindeki 6l¢ekle kesistigi noktanin okunmasiyla tespit

edilir (Demirpek ve Dizer, 2010).

2.5.3. Besiyeri

Genel olarak mikroorganizmalarin lireyebilmesi i¢in gerekli uygun sartlar1 iceren ortama
besiyeri denilmektedir. Besiyerinin i¢inde, mikroorganizmanin iiremesini saglayacak
organik ve inorganik maddeler, su ve gelisme faktorleri bulunmaktadir.
Mikroorganizmalarin gelisimleri birbirlerinden farklilik gostermektedir. Bu nedenle
laboratuvarda iiretilebilmeleri i¢in degisik miktarlarda, degisik maddelerle cesitli ortamlarin
hazirlanmasi gerekir. Kullanim amaci ve kullanim yeri dikkate alindiginda besiyerleri kati
ya da sivi olarak hazirlanabilir. Genellikle, icerisinde agar bulunan besiyerleri kati
haldeyken, s1v1 sekilde agar bulunmayan besiyerilerine ise buyyon ya da broth denilmektedir

(Ozgelik ve digerleri, 2011).

Kanli agar besiyeri, mikroorganizmalarin birgogunun iiremesi ve hemoliz tepkimelerinin
saptanmasi ic¢in kullanilan agarli bir besiyeridir. Besiyerinin i¢inde bulunan besinin igerik
yoniinden zengin olmasi c¢ok fazla tiirde mikroorganizmanin iiremesine olanak
saglamaktadir. Besiyerin pH degerinin 7,4 olmasi ise bakteri hemolizinin anlasilir olmasini
saglar. Hemoliz tepkimesi i¢in en uygun kanlardan biri taze defibrine edilmis koyun kanidir

(Halkman ve Sagdas, 2005).

Eosin Methylene Blue (EMB) Agar besiyeri, in vitro standart sartlar altinda mikrobiyolojik
testlerde Enterobacteriaceae familyasinin hastalik yapan tiirleri ile koliform bakterilerin
iretilmesinde kullanilan temel kati bir besiyeridir. EMB agar besiyeri laktoz ve sakkaroz
yapidaki karbonhidratlarin pozitif olmadig1 Salmonella ve Shigella’nin ayirt edilmesinde
kullanilmak tizere gelistirilmistir. Ayn1 zamanda E.coli’nin belirlenmesinde ve bununla
birlikte koliform grubu bakterilerin de sayilarinin belirlenmesi i¢in kullanilmaktadir. Bir giin

(24 saatlik) 35-37 °C deki inkiibasyon isleminden sonra bakteri tiirlerine gére amber,
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yesilimsi metalik rofle, mor, pembe, menekse renklerinde koloniler olusabilir (Halkman ve

Sagdas, 2005).

Mueller Hinton Broth sivi besiyeri ise bakterilerin antibiyotik ve sulfonamitlere karsi
duyarhiliklarinin in vitro olarak belirlenmesi ve MIK degerinin elde edilmesi icin

kullanilmaktadir (Halkman ve Sagdas, 2005).

Alamar mavisi olarak bilinen rezasurin maddesi bakteri {iremesinin oldugu durumlarda
kimyasal rediiksiyona bagli olarak sivi besiyerin rengi koyu maviden réfleli pembeye dogru

doniistiiren oksiidorediiksiyon indikatoriidiir (Seesom ve digerleri, 2013).

2.5.4. Minimum inhibitér konsantrasyonu (MiK)

Antimikrobiyal aktivite testlerinde, mikrobiyal gelismenin tamamuini bitiren veya mikrobiyal
gelismeyi Onleyen en diisiik konsantrasyona MIK degeri denilmektedir. Antimikrobiyal
yapida olan bilesigin seyreltilip sivi ya da kat1 besiyerine belirli oranlarda ilave edilmesiyle
olusan besi ortamlari kullanilarak MIK degeri belirlenmektedir. Antimikrobiyal 6zelliklere
sahip bir maddede bulunacak olan MIK degeri; inkiibe edilme sicakligmna, inokulum
miktarina, mikroorganizmanin analiz sartlarina gore degismektedir (Courvalin ve digerleri,

2010).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Schiff Bazi iceren Siilfonat Bilesiginin Sentezi ve Karakterizasyonu

Calismada, yeni sentezlenmis Schiff bazi iceren siilfonat bilesigi, (((1E,1'E)-(1,4-
fenilenbis(azanililiden))bis(metaniliden))bis(4, 1 -fenilen)bis(4-bromobenzensiilfonat))

(Bilesik I) icin DFT ve ve antimikrobiyal aktivite ¢alismalar1 gerceklestirilmistir. Bilesik I
icin sentez tepkimesi Sekil 3.1°de gosterilmektedir. Sentezlenen bilesigin FTIR spektrumu,
Perkin Elmer FT-IR 1600 FT-IR (4000-400 cm™) spektrofotometre cihazinda, 'TH-NMR ve
BC-NMR spektrumlar1 Bruker marka 400 MHz’lik NMR cihazinda DMSO-ds ¢éziiciisiinde
kaydedilmistir. Sentez ve yap1 aydinlatilmasinda kullanilan ¢oziicii ve kimyasal maddeler
Fluka, Merck ve Aldrich firmalarindan saglanmis, ¢oziiciilerin tiimii uygun saflastirma ve

kurutma islemlerinden gegirilmistir.

((1E,1'E)-(1,4-fenilenbis(azanililiden))bis(metaniliden))bis(4, 1 -fenilen)bis(4

bromobenzensiilfonat) sentezi:

4-formilfenil 4-bromobenzensiilfonat ve benzen-1,4-diamin, 160-170 °C'deki balona
yerlestirilmis ve yag banyosunda karistirilarak 2 saat 1sitilmistir. Reaksiyonun optimum
kosullar1 TLC ile belirlenmistir. Reaksiyon kapatilmis ve balonun igerigi sogutulmustur.

Katt madde DMSO-sudan (1:3) saflagtirilmistir.

Sekil 3.1. Schiff baz1 iceren siilfonat bilesigi (Bilesik I) icin sentez tepkimesi
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3.2. Molekiiler Modelleme

Bilesik I’in molekiiler modelleme c¢alismasi, Gaussian 09 yazilim programi kullanilarak;
Yogunluk Fonksiyoneli Teorisi (DFT), (DFT/B3LYP) yontemiyle gerceklestirilmistir.
Hesaplamalarda, bilesigin yapisal parametreleri ve IR, NMR spektral verileri elde edilmistir.

Grafik ara yiizeyleri GaussView 5 yazilimi ile olusturulmustur.

3.2.1. Geometri optimizasyonu

Bilesik I’in molekiiler yapis1 6-311G(d,p) temel seti kullanilarak DFT/B3LYP metodu ile
(Peng ve digerleri, 1996; Stephens ve digerleri, 1994) optimize edilmis; bag uzunluklari, bag

acilar1 ve dihedral agilar1 bulunmustur.

3.2.2. Spektral analiz

Bilesik I’in IR hesaplamalar1 gaz fazinda gerceklestirilmistir. DFT/B3LYP/6-311G(d,p)
metoduyla hesaplanan anharmonik IR titresim frekans degerleri, 6-311G(d,p) temel seti i¢in,

0,9679 katsayist ile carpilarak 6l¢eklendirilmistir (Stileymanoglu ve digerleri, 2017).

'H-NMR ve '*C-NMR kimyasal kayma hesaplamalarinda, dncelikle bilesik I, DMSO ¢dziicii
icinde B3LYP/6-311G(d,p) seviyede optimize edilmis ve elde edilen optimize yap1
kullanilarak GIAO (Gauge-independent atomic orbital) standart yaklagimi i¢in,"H-NMR ve
BC-NMR kimyasal kayma degerleri hesaplanmustir (Ditchfield, 1972; Wolinski ve
digerleri,1990). GIAO/B3LYP/6-311G(d,p) diizeyde hesaplanan 'H-NMR ve *C-NMR
kimyasal kayma degerleri, TMS 6lceginde ve 6-311G(d,p) baz seti i¢in sirastyla, 31.8821 ve
182.4656 ppm degerlerinden ¢ikarilarak olceklendirilmistir (Stileymanoglu ve digerleri,
2019).
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3.3. In Vitro Antimikrobiyal Aktivite
3.3.1. Test edilen parazit ve bakteriler
Sentezlenen bilesik, secilen yedi farkli standart bakteri izolatina karst in vitro olarak test
edilmis; Gram pozitif bir, Gram negatif dort ve nonfermenter Gram negatif iki bakteri izolat1

icin calisma gergeklestirilmistir.

Standart bakteri izolatlarinin hazirlanmasi

Bilesigin antibakteriyel aktivitesi in vitro olarak secilen yedi farkli standart bakteri izolatina
karsi test edilmistir. Calismada, Metisilin Direngli Staphylococcus aureus (MRAS) ATCC
43300, Shigella flexneri ATCC 12022, Salmonella typhimurium ATCC 14028,
Acinetobacter baumannii ATCC 19606, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Yersinia
enterocolitica ATCC 9610 ve Enterobacter cloacae ATCC 13047 standart izolatlari
kullanilmistir. Standart bakteri izolatlart Amerikan Tip Kiiltiir koleksiyonundan elde
edilmistir. Derin dondurucuda -80 °C'de saklanan standart bakteri izolatlar1 Kanli Agar
besiyeri (Merck) ve Eosin Metilen Mavisi (EMB, Merck) Agar besiyerine pasajlanarak
canlandirilmis ve tireyen bakterilerin kontaminasyon acisindan saflik kontrolleri yapilmustir.
Ureyen kolonilerden, bakteriler icin 2 ml Mueller-Hinton Broth (MHB, Merck) besiyeri
iceren steril tiiplere alinmis ve 37 °C'deki inkiibatorde bir gece bekletilerek inkiibe edilmistir.
Standart bakteri izolatlarinin silispansiyonlarinin hazirlanmasinda MHB'de McFarland 0,5

standartlar1 (1,5x10® cfu/mL) kullanilmistir.

sees

Resim 3.1. Uretilen bakteri izolatlar

|
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Laysmanya promastigotlarinin hazirlanmasi

Calismada aksenik standart Leishmania infantum izolatlar1 kullanilmistir. Parazitin
iiretilmesi i¢in kullanilan suslar, 50 ml’lik falkon tiiplerin igerisinde %10 Fetal Bovin Serum,
%1 Penisilin, Streptomisin (100 000 birim penisilin ve 10 mg streptomisin) ile fluconazole
(2 mg/ml) maddeleri ilave edilmis RPMI-1640 besiyeri i¢inde 27 °C’de inkiibasyon
gergeklesmistir.  Sistemik olarak ekim islemi saglanarak kiiltiirtin - devamlilig1

gergeklestirilmistir.

Besiyerine ekim islemi gerceklestikten hemen hemen 72 saat sonra gozlenmis ve olusan
promastigotlar, ¢ogaldiklar1 besiyerin i¢inden 20 ml alinmig ve steril falkon tiiplere
aktarilmistir, ardindan 10 dakika 1000 g’de santrifiij edilmistir. Sonrasinda tiiplerdeki
slipernatantin atilmasiyla c¢okeltideki promastigotlarin {istline 10 ml steril Phosphate-
buffered saline (PBS) ecklenerek homojen bir yapit olusmast ic¢in disiik hizda
vortekslenmistir. Hazirlanmis olan ¢ozelti 10 dakika 1000 g’de tekrar santrifiijlenmistir.
Stipernatant yine ¢ikarilarak islem tii¢ kere tekrarlanmis ve promastigotlarin yikanmasi
saglanmistir. Laysmanya promastigotlarinin hemositometre (thoma lami) araciligiyla sayimi
yapilmistir. En son konsantrasyonu 1x10° hiicre/ml olacak bicimde RPMI-1640 besiyeri

kullanilarak ayarlanmistir.

3.3.2. Besiyerlerinin hazirlanmasi

Kanli agar besiveri hazirlanmasi

Uretici firma 6nerilerine gore dehidre toz besiyeri 37 g/L konsantrasyonda gergeklesecek
bicimde hassas terazi ile tartilmis, distile su ilave edilerek 1 L’ye tamamlanarak ¢ozlinmesi
saglanmistir. Hazirlanan besiyeri otoklavda 121 °C'de 15 dakika durdurularak sterilizasyon
islemi gerceklestirilmistir. Besiyeri otoklavin i¢inden ¢ikartip 45-50 °C'ye kadar soguttuktan
sonra pH lar1 kontrol edilmistir (6,8+0,2). Ustiine kan bankasindan alinan, serolojik testleri
negatif olan kullanim siiresi bitmis %35 oraninda (50 ml) insan kani eklenerek, iyice
karistirllmistir. Steril petri kaplarina besiyer kalinligi 4 mm olacak bicimde yaklasik olarak
20'ser mL dokiilmiis ve soguyarak katilasan besiyer +4 °C’de buzdolabina konularak

kullanilincaya kadar saklanmistir.
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Eosin Methylene Blue (EMB) agar besiyeri hazirlanmasi

Uretici firma 6nerilerine gore, dehidre toz besiyeri 37 g/L konsantrasyonda hazirlamak igin
hassas terazi ile tartilmis ve iistiine distile su ilave edilerek 1 L’ye tamamlanarak ¢6ziilmesi
saglanmistir. Hazirlanan besiyeri otoklavda 121 °C'de 15 dakika bekletilerek sterilizasyon
islemi gerceklestirilmistir. Besiyeri otoklavin i¢inden ¢ikartip 45-50 °C'ye kadar soguttuktan
sonra pH lan 6l¢lilmiistiir (6,840,2). Steril petri kaplarina besiyer kalinligt 4 mm olacak
bigimde yaklasik olarak 20'ser mL ilave edilmistir. Soguyarak katilasan besiyer +4 °C’de

buzdolabina konularak testte kullanilincaya kadar saklanmstir.

Mueller Hinton Broth (MHB) besiveri hazirlanmasi

Uretici firma Onerilerine gore dehidre toz besiyerinden 21 g/L konsantrasyonda olacak
bicimde hassas terazi ile tartilmis, iistiine distile su ilave edilerek 1 L’ye tamamlanip erimesi
saglanmistir. Hazirladigimiz besiyeri otoklavin i¢inde 121 °C'de 15 dakika bekletilerek
sterilizasyon islemi gerceklestirilmistir. Besiyeri otoklavin i¢inden ¢ikartip 45-50 °C'ye
kadar soguttuktan sonra pH’lar1 kontrol edilmistir (7,4+0,2). Besiyeri +4 °C’de buzdolabina

konularak iglem uygulanincaya kadar saklanmustir.

NNN besiyeri hazirlanmasi

Besiyerinin hazirlanmasi i¢in; 500 ml'lik balon igerisinde 90 ml bidistile su, 0,6 gr NaCl ve
1,4 gr Bacto agar karistirilip-isitilip agarin hepsinin ¢ozlinme islemi gergeklestirilmistir.
Hazirlanan besiyer otoklavda 121 °C'de 15 dakika bekletilerek sterilizasyon islemi
gerceklestirilmistir. Besiyeri otoklavin iginden ¢ikartilip, 45-50 °C'ye kadar sogutulmus,
icerisine 10 ml aseptik bicimde hazirlanan defibrine tavsan kani ilave edilmistir. Kapaklari
vida seklinde olan tiiplerin icine 4'er ml aseptik kosullarda eklendikten sonra, 30° egik
pozisyonda agarin donmasi beklenmis, sonrasinda 4 °C'ye getirilen besiyerlerine 0,2 ml
penisilin G ve streptomisin siilfat ilave edilmistir. Besiyerleri kullanilmadan once
buzdolabindan alinmis ve en alt boliimlerinde biriken az miktarda yogunlasma sivisinin
istiine 1 ml %10 FCS igerikli RPMI-1640 besiyeri ilave edilmistir. Boylelikle siv1 faz1 da

hazirlanmis olan besiyerler ekim amaciyla kullanilmistir.
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RPMI-1640 s1v1 besiyeri hazirlanmasi

450 ml ticari RPMI-1640 besiyerinin iistiine 50 ml FCS, 5 ml penisilin-streptomisin, 5 ml
gentamisin ilave edilerek karistirilmis ve kullanilacagi zamana kadar +4 °C’de buzdolabinda

saklanmaistir.

3.3.3. Bilesik I icin stok ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Toz haldeki bilesik I’den, hassas terazide 18 mg tartilmis ve steril ependorf tiipiin igine
konulmustur. Calisilan mikroorganizmalar i¢in inhibitor etki gostermeyecek bigimde
(toplam hacimde %10’u asmayacak bi¢imde) dimetilsiilfoksit (DMSO, Sigma-Aldrich,
USA) ilave edilerek ¢oziinme islemi tamamlanana kadar vorteksleme yapilmis, lizerine
450 pl’ye tamamlanana kadar distile su ilave edilerek karistirilmistir. Bilesigin stok ¢ozeltisi
40 mg/ml olacak sekilde hazir hale getirilmisve son asamada, ¢ozelti 0,45 mikrometre ¢capl

siringa ucuyla membran filtreden gecirilip sterilizasyon islemi gergeklestirilmistir.

Resim 3.2. Vorteksleme islemi
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3.3.4. Alamar mavisinin hazirlanmasi

Alamar Mavisi, antibakteriyel aktivitenin tespiti i¢in indikatdr boya olarak kullanilmustir.
Alamar Mavi Boya stok ¢ozeltisi (20 mg Resazurin ¢ozeltisi, 100 mL steril su ic¢inde

¢oziildii) 0,45 capli membran filtreden siiziilerek sterilize edilmistir.

3.3.5. Antibakteriyel aktivite

Antibakteriyel aktivite testleri i¢in, bilesigin minimum inhibitdr konsantrasyonunun (MiK)
bulunmasi amaciyla tabani1 diiz sekilde olan 96 kuyucuklu steril mikropleytlerden
yararlanilmistir. Birinci asama igin, -80 °C’de derin dondurucuda saklanan yedi standart
bakteri izolatlar1 ¢ozdiiriilerek Kanli Agar (Merck) ve Eozin Meliten Blue (EMB, Merck)

Agar besiyerlerine pasajlama islemi yapilarak canlandirma tamamlanmistir.

Steril bir tiiplin igerisine 2 ml serum fizyolojik eklenmis, ilizerine McFarland 0,5
bulanikligina esdeger olacak sekilde canlandirilan bakteri izolatlar1 eklenmistir. Sentezlenen
bilesigin antibakteriyel aktiviteleri Alamar mavisi eklenmis mikrodiliisyon yontemi
kullanilarak belirlenmistir. Aktivite testi, diiz tabanli 96 kuyucuklu steril mikroplakalar
kullanilarak yapilmistir. Antibakteriyel aktivite testi i¢in tiim kuyucuklar 100 pl Mueller
Hinton Broth (MHB) siv1 besiyeri ile doldurulmustur. Bilesik daha once tarif edildigi gibi
(Iskeleli, N.O, Er M) seyreltmeleri 10 000 pg/mL ile 19 pg/mL arasinda gergeklestirilmistir.
Bunun {izerine kuyucuklara 100 pL standart bakteri siispansiyonu eklenmistir. Ek olarak,
mikroplakalarin son iki kuyucuguna negatif (Bilesik I ve MHB) ve pozitif kontrol (bakteri
ve MHB) eklenmis ve 37 °C'ye ayarlanmis bir inkiibatorde inkiibe edilmistir. 20 saatlik
inkiibasyonun ardindan tiim kuyucuklara 20 pL alamar mavisi boyasi ilave edilmis ve 4 saat
daha inkiibe edilmistir. Mikroplaklar renk degisimi agisindan 24 ve 48 saat sonra gorsel
olarak degerlendirilmistir. Her bir bilesik icin antibakteriyel aktivite testi iki kez

tekrarlanmis, kontrol ilac1 olarak Amikasin kullanilmistir.

Testin degerlendirilmesi su sekilde yapilmustir: Inkiibasyondan sonra kuyucuklardaki
karisimin pembe renge dontlismesi pozitif bakteriyel ireme seklinde degerlendirilirken, mavi
rengin ayni olarak durmasi bakterilerin iiremelerinin gergeklesmedigi bigciminde
degerlendirilmistir. MIK degeri ise mavi renkten pembeye doniisiimii gerceklesmeyen en

yiiksek diliisyon seviyesi seklinde tespit edilmistir.
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3.3.6. In vitro laysmanyasidal aktivite

Calismamizda aksenik standart L.infantum susu kullanilmistir. Parazitin ¢ogaltilmasi i¢in
bulunan sus, 50 ml’lik falkon tiiplerin i¢ine %10 Fetal Bovin Serum (FBS F4135 Sigma-
Aldrich USA), %1 Penisilin (P3032 Sigma-Aldrich USA), Streptomisin (S9137 Sigma-
Aldrich USA) (100 000 birim penisilin ve 10 mg streptomisin) ilefluconazole (2 mg/ml)
maddeleri ilave edilmis ve RPMI-1640 (R8758 SigmaAldrich USA) besiyerin icinde
27°C’de inkiibe edilmesi saglanmistir. Belirli siirelerde ekim yapilarak kiiltiiriin

devamliliginin saglanmasi1 amaglanmistir.

Laysmanyasidal aktivite calismasinda, bilesigin toplam miktarmin %10’unu agmayacak
bicimde Dimetilsiilfoksit (DMSO)/H20 (%10) i¢inde c¢ozdiiriilerek son konsantrasyon
degeri 40 mg/ml seklinde hazirlanmistir. Cozeltinin homojenize islemi tamamlandiktan
sonra 0,45 pm por ¢apli membran filtreden gegirilip sterilizasyonu yapilmistir. Ilk olarak
steril 96’lik mikroplagin biitiin kuyucuklarina 100 pl RPMI-1640 besiyeri (FBS eklenerek)
ilave edilmis, sonrasinda ilk kuyucuklara bilesikten 100 pl eklenip otomatik pipetle
tamamen karismast gerceklestirilmistir. Birinci kuyucuktan 100 pl c¢ekilerek ikinci
kuyucuga eklenmis ve 1/2 oraninda bilesigin diliie olmas1 saglanmistir. Yapilan islem 10
kuyucuga kadar tekrarlanmis ve 10. kuyucukta tamamen karistirilip daha sonrasinda 100 pl
karigim disar1 dokiilmiistiir. Boylelikle diliisyon oranlariin 10 000-19 pg/mL araliginda

olmas1 saglanmistir.

Resim 3.3. Pipetasyon islemi
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Seri diliisyon isleminden sonra, parazitin yogunluk degeri belirlenmis olan L. Infantum
suslarindan kuyucuklara 100 pl ilave edilmistir. Negatif kontrolde kullanilmak iizere stok
cozelti bilesiginden 100 ul 11. kuyucuk i¢in ve pozitif kontrolde kullanilmak iizere 100 pl
promastigot 12. kuyucuk i¢in ilave edilmis, mikroplaklar 27 °C’de etiiviin i¢cinde 20 saat
inkiibasyona birakilmistir. 20 saat sonra biitiin kuyucuklara 20 pl alamar mavisi (0,1 mg/ml)
ilave edilerek 27 °C’de 4 saat daha inkiibe edilmistir. 24, 48 ve 72 saat sonra kontroller
yapilmis ve degerler kaydedilmistir. Amfoterisin B, kontrol ilac1 olarak se¢ilmistir. Testler
iki kez yinelenmistir. Calismalarda, pozitif kontrol kuyucugu i¢in rengin maviden pembeye
doniismesi, negatif kontrol kuyucugundaysa higbir renk degisikliginin olmamasi

gerekmektedir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Teorik Hesaplamalar

4.1.1. Geometri optimizasyonu

Hesaplamalar Gaussian 09 yazilimi kullanilarak DFT/B3LYP/6-311G(d,p) metodu ile
yapilmis ve bilesik I’in molekiiler yapist1 GaussView 5 programi ile gorsellestirilmistir.
Geometri optimizasyonu gaz fazinda gerceklestirilmistir. Elde edilen molekiiler yapi
Sekil 4.1'de, yapisal parametreler ise Cizelge 4.1-4.3’de verilmektedir. Bilesik I’i¢in elde
edilen bag uzunluklar1 Cizelge 4.1°de, bag acilar1 Cizelge 4.2’de ve torsiyon agcilari
Cizelge 4.3’de verilmektedir.

Bilesik I, bes benzen halkasina sahiptir. Molekiiliin bes benzen halkas1 arasindaki dihedral
acilar analiz edilmistir (Bz1: C1-C6; Bz2: C13, C14, C16, C20, C18, C15; Bz3: C53, C54,
C56, C60, C58, C55; Bz4: C26, C27, C29, C33, C31, C28; Bz5: C44, C39, C40, C41, C42,
C43). Benzen halkalar1 arasindaki dihedral agilar Bz1/Bz2= 25,16, Bz1/Bz3= 51,32,
Bz1/Bz4= 88,45, Bz1/Bz5=85,19, Bz2/Bz3=40,48, Bz2/Bz4=80,90, Bz2/Bz5=88.46 olarak
hesaplanmistir. Bz3/Bz4=40.48, Bz3/Bz5=51.32 ve Bz4/Bz5=25.160. Bz1/Bz4 ve Bz2/Bz5
benzen halkalar1 arasindaki dihedral agilar incelendiginde birbirine yaklasik olarak dik

oldugu goriilmektedir.

Bilesik I’in yapisindaki C=N/S=0/S—-O/Br—C bag uzunluklar1 sirasiyla 1,276/1,453/1,673/
1,911 A olarak bulunmustur. Bu bag uzunluklari literatiirde 1,276; 1,4228/1,4238; 1,6095
ve 1,909/1,899 olarak verilmektedir. Literatlirde (X-151n1) verilen degerler kati faz icindir.
Literatiirde, benzer bilesikler i¢in verilen degerler, hesaplanan (gaz fazi) degerlerle uyum

igerisindedir.
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Sekil 4.1. Bilesik I icin DFT/B3LYP/6-311G(d,p) yontemiyle optimize edilmis molekiiler
yapl.

Bu calisma, gelecekte ilag gelistirme arastirmalarinda antimikrobiyal etki gdsteren

bilesiklerin belirlenmesi ve yapisal niteliklerinin bilinmesi bakimindan oldukca 6nemlidir.

Cizelge 4.1. Bilesik I icin DFT/B3LYP//6-311G(d,p) metoduyla elde edilen bag uzunluklari.

Bag Uzunluklar1 (A) Bilesik I Bag Uzunluklar1 (A) Bilesik I
Cl1-C2 1,395 C28-C31 1,395
C1-Cé6 1,353 C28-H32 1,100
C1-H7 1,100 C29-C33 1,395
C2-C3 1,395 C29-H34 1,100
C2-S51 1,730 C31-C33 1,395
C3-C4 1,395 C31-H35 1,100
C3-H8 1,100 C33-038 1,430
C4-C5 1,395 C36-C37 1,070
C4-9H 1,100 038-S52 1,640
C5-C6 1,395 C39-C40 1,395
C5-Brll 1,910 C39-C44 1,395
C6-H10 1,100 C39-H45 1,100
012-C13 1,430 C40-C41 1,395
012-51S 1,580 C40-H46 1,100
C13-Cl14 1,395 C41-C42 1,395
C13-Cl5 1,395 C41-Br49 1,910
Cl14-Cl16 1,395 C42-C43 1,395
Cl14-H17 1,100 C42-H47 1,100
C15-C18 1,395 C43-C44 1,395
C15-H19 1,100 C43-H48 1,100
C16-C20 1,395 C44-S52 1,750
Cl6-H21 1,100 S51-063 1,480
C18-C20 1,395 S51-064 1,670
C18-H22 1,100 S52-065 1,480
C20-C23 1,540 S552-066 1,480
C23-N24 1,230 C53-C54 1,395
C23-H50 1,070 C53-C55 1,395
N24-C53 1,470 C54-C56 1,395
N25-C36 1,260 C54-H57 1,100
N25-C60 1,480 C55-Cs8 1,395
C26-C27 1,395 C55-H59 1,100
C26—C28 1,395 C56—C60 1,395
C26-C36 1,530 C56-H61 1,100
C27-C29 1,395 C58—C60 1,395
C27-H30 1,100 C58-H62 1,100




Cizelge 4.2. Bilesik I icin DFT/B3LYP//6-311G(d,p) metoduyla elde edilen bag acilari.
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Bag Acilan (°) Bilesik Bag Acilari (°) Bilesik
C2-C1-C6 123,06 C33-C31-H35 119,98
C2-C1-H7 120,00 C29-C33-C31 119,99
C6-C1-H7 116,95 C29-C33-038 120,01
C1-C2-C3 118,01 C31-C33-038 119,99
C1-C2-S51 90,26 N25-C36-C26 136,44
C3-C2-S51 151,73 N25-C36-H37 111,78
C2-C3-C4 119,99 C26-C36-H37 111,78
C2-C3-H8 120,01 C33-038-S52 142,90
C4-C3-H8 119,99 C40-C39-C44 120,00
C3-C4-C5 119,99 C40-C39-H45 120.00
C3-C4-H9 119,98 C44-C39-H45 120,00
C5-C4-H9 120,02 C39-C40-C41 120,01
C4-C5-C6 120,00 C39-C40-H46 119,98
C4-C5-Brl 1 120,01 C41-C40-H46 120,01
C6-C5-Brl 1 119,98 C40-C41-C42 119,99
C1-C6-C5 118,94 C40-C41-Br49 120,01
C1-C6-H10 121,07 C42-C41-Br49 119,99
C5-C6-H10 119,99 C41-C42-C43 119,99
C13-012-851 131,72 C41-C42-H47 119,98
012-C13-C14 120,01 C43-C42-H47 120,02
012-C13-C15 119,99 C42-C43-C44 120,00
C14-C13-C15 120,00 C42-C43-H48 120,01
C13-C14-Cl16 120,00 C44-C43-H48 119,98
C13-C14-H17 120,00 Br49-C44-C43 120,00
C16-C14-H17 120,00 C39-C44-S52 98,22

C13-C15-C18 120,00 C43-C44-S52 130,35
C13-C15-H19 119,98 C2-S51-012 89,21

C18-C15-H19 120,01 C2-S51-063 116,70
C14-C16-C20 120,01 C2-S51-064 116,70
C14-Cl6-H21 119,98 012-S51-063 116,70
C20-Cl6-H21 120,01 012-S51-064 116,70
C15-C18-C20 119,99 063-S51-064 101,74
C15-C18-H22 120,02 038-S52-C44 98,66

C20-C18-H22 119,98 038-S52-065 113,38
C16—C20-C18 119,99 038-S52-066 113,38
C16—C20-C23 120,01 C44-S52-065 113,38
C18-C20-C23 119,99 C44-S52-066 113,38
C20-C23-N24 116,68 065-S52-066 104,97
C20-C23-H50 121,66 N24-C53-C54 120,01
N24-C23-H50 121,66 N24-C53-C55 119,99
C23-N24-C53 109,06 C54-C53-C55 120,00
C36-N25-C60 109,26 C53-C54-C56 120,00
C27-C26-C28 120,00 C53-C54-H57 120,00
C27-C26-36 120,01 C56—C54-H57 120,00
C28-C26—-C36 119,99 C53-C55-C58 120,00
C26-C27-C29 120,00 C53-C55-H59 120,00
C26-C27-H30 120,00 C58-C55-H59 120,01
C29-C27-H30 120,00 C54-C56-C60 120,00
C26-C28-C31 120,00 C54-C56-H61 119,98
C26—-C28-H32 119,98 C60-C56-H61 120,01
C31-C28-H32 120,01 C55-C58-C60 119,99
C27-C29-C33 120,01 C55-C58-H62 120,02
C27-C29-H34 119,98 C60-C58-H62 119,98
C33-C29-H34 120,01 N25-C60-C56 139,88
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Cizelge 4.2. (devam) Bilesik I i¢in DFT/B3LYP//6-311G(d,p) metoduyla elde edilen bag

acilari.
Bag Acilari (°) Bilesik Bag Acilari (°) Bilesik
C28-C31-C33 119,99 N25-C60-C58 92,71
C28-C31-H35 120,02 C56-C60-C58 119,99

Cizelge 4.3. Bilesik I icin DFT/B3LYP//6-311G(d,p) metoduyla elde edilen torsiyon agilari.

Torsiyon Agilari (°) Bilesik I Torsiyon Acilari (°) Bilesik I
C6-C1-C2-C3 0,04 C27-C26-C36-N25 -162,71
C6-C1-C2-S51 -179,93 C27-C26-C36-H37 17,29
H7-C1-C2-C3 -179,97 C28-C26-C36-N25 17,26
H7-C1-C2-S51 0,06 C28-C26-C36-H37 -162,74
C2-C1-C6-C5 0,01 C26—C27-C29-C33 0,03
C2-C1-C6-H10 179,99 C26—C27-C29-H34 179,95
H7-C1-C6-C5 -179,98 H30-C27-C29-C33 -179,97
H7-C1-C6-H10 -0,00 H30-C27-C29-H34 -0,05
C1-C2-C3-C4 -0,06 C26—C28-C31-C33 0,01
C1-C2-C3-H8 179,96 C26—C28-C31-H35 -179,96
S51-C2-C3-C4 179,87 H32-C28-C31-C33 -180,00
S51-C2-C3-H8 -0,11 H32-C28-C31-H35 0,03
C1-C2-S51-012 179,99 C27-C29-C33-C31 -0,06
C1-C2-S51-063 60,25 C27-C29-C33-038 179,96
C1-C2-S51-064 -60,27 H34-C29-C33-C31 -179,98
C3-C2-S51-012 0,0517 H34-C29-C33-038 0,04
C3-C2-S51-063 -119,69 C28-C31-C33-C29 0,03
C3-C2-S51-064 119,79 C28-C31-C33-038 -179,98
C2-C3—C4-C5 0,03 H35-C31-C33-C29 -180,00
C2-C3—C4-H9 -180,00 H35-C31-C33-038 -0,02
H8-C3-C4-C5 -179,98 C29-C33-038-S52 171,54
H8-C3-C4-H9 -0,02 C31-C33-038-S52 -8,44
C3-C4-C5-C6 0,01 C33-038-S52-C44 -164,70
C3-C4-C5-Brll -180,00 C33-038-S52-065 75,09
H9-C4-C5-C6 -179,96 C33-038-S52-066 -44,48
H9-C4-C5-Brll 0,03 C44-C39-C40-C41 0,03
C4-C5-Co6—Cl1 -0,04 C44-C39-C40-H46 179,95
C4-C5—-C6-H10 179,99 H45-C39-C40-C41 -179,97
Br11-C5-C6—Cl1 179,98 H45-C39-C40-H46 -0,05
Br11-C5-C6-H10 0,00 C40-C39-C44-C43 0,02
S51-012-C13-C14 178,78 C40-C39-C44-S52 147,02
S51-012-C13-C15 -1,25 H45-C39-C44-C43 -179,98
C13-012-851-C2 -179,80 H45-C39-C44-S52 -32,98
C13-012-851-063 -60,06 C39-C40-C41-C42 -0,06
C13-012-851-064 60,46 C39-C40-C41-Br49 179,96
012-C13-C14-C16 179,99 H46-C40-C41-C42 -179,98
012-C13-C14-H17 -0,01 H46-C40-C41-Br49 0,04
C15-C13-C14-Cl16 0,02 C40-C41-C42-C43 0,03
C15-C13-C14-H17 -179,98 C40-C41-C42-H47 -180,00
012-C13-C15-C18 179,99 Br49-C41-C42-C43 -179,98
012-C13-C15-H19 0,00 Br49-C41-C42-H47 -0,02
C14-C13-C15-C18 -0,04 C41-C42-C43-C44 0,01
C14-C13-C15-H19 179,98 C41-C42-C43-H48 -180,00
C13-C14-C16-C20 0,03 H47-C42-C43-C44 -179,96
C13-C14-Cl16-H21 179,95 H47-C42-C43-H48 0,03
H17-C14-C16-C20 -179,97 C42-C43-C44-C39 -0,04
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Cizelge 4.3. (devam) Bilesik I i¢gin DFT/B3LYP//6-311G(d,p) metoduyla elde edilen
torsiyon agilari.

Torsiyon Agilari (°) Bilesik I Torsiyon Agilari (°) Bilesik I
H17-C14-C16-H21 -0,05 C42-C43-C44-S52 -135,03
C13-C15-C18-C20 0,01 H48-C43-C44-C39 179,98
C13-C15-C18-H22 -179,96 H48-C43-C44-S52 44,99
H19-C15-C18-C20 -180,00 C39-C44-S52-038 -180,00
H19-C15-C18-H22 0,03 C39-C44-S52-065 -59,79
C14-C16-C20-C18 -0,06 C39-C44-S52-066 -59,79
C14-C16-C20-C23 179,96 C43-C44-S52-038 -38,23
H21-C16-C20-C18 -179,98 C43-C44-S52-065 81,98
H21-C16-C20-C23 0,04 C43-C44-S52-066 -158,45
C15-C18-C20-C16 0,03 N24-C53-C54-C56 179,99
C15-C18-C20-C23 -179,98 N24-C53-C54-H57 -0,01
H22-C18-C20-Cl16 -180,00 C55-C53-C54-C56 0,02
H22-C18-C20-C23 -0,02 C55-C53-C54-H57 -179,98
C16-C20-C23-N24 -174,60 N24-C53-C55-C58 179,99
C16-C20-C23-H50 5,40 N24-C53-C55-H59 0,00
C18-C20-C23-N24 5,42 C54-C53-C55-C58 -0,04
C18-C20-C23-H50 -174,58 C54-C53-C55-H59 179,98
C20-C23-N24-C53 180,00 C53-C54-C56-C60 0,03
H50-C23-N24-C53 0,00 C53-C54-C56-He61 179,95
C23-N24-C53-C54 -23,18 H57-C54-C56-C60 -179,97
C23-N24-C53-C55 156,79 H57-C54-C56-H61 -0,05
C60-N25-C36-C26 -178,58 C53-C55-C58-C60 0,01
C60-N25-C36-H37 1,42 C53-C55-C58-H62 -179,96
C36-N25-C60-C56 -33,62 H59-C55-C58-C60 -180,00
C36-N25-C60-C58 -180,00 H59-C55-C58-H62 0,03
C28-C26-C27-C29 0,02 C54-C56-C60-N25 -140,37
C28-C26-C27-H30 -179,98 C54-C56-C60-C58 -0,06
C36-C26-C27-C29 179,99 H61-C56—C60-N25 39,71
C36-C26-C27-H30 -0,01 H61-C56-C60-C58 -179,98
C27-C26-C28-C31 -0,04 C55-C58-C60-N25 155,70
C27-C26-C28-H32 179,98 C55-C58-C60-C56 0,03
C36-C26-C28-C31 179,99 H62-C58-C60-N25 -24,32
C36-C26-C28-H32 0,00 H62-C58-C60-C56 -180,00

4.1.2. IR ve NMR hesaplamalar:

Bilesik I’in IR ve NMR spektral verileri DFT/B3LYP/6-311G(d,p) yontemiyle elde edildi.

Olgeklendirilmis veriler deneysel verilerle birlikte Cizelge 4.4 ve 4.5'te verilmektedir.

Cizelge 4.4’ten goriilecegi gibi; bilesigin molekiiler yapisinit dogrulayan N=C-H, N=C-H

ve S=O bantlar;, FTIR spektrumunda sirastyla 3093 cm’, 1619 ve 1373 cm™ olarak
gozlenmektedir. Bu bantlar sirastyla, 2910 ve 2910 cm™!, 1636 ve 1629 cm™ ve 1295 ve 1295

cm’! olarak hesaplanmistir. Bu degerlerden, teorik sonuglarinin deneysel spektral verilerle

uyum i¢inde oldugu goriilmektedir. Dolayisiyla DFT yonteminin ve secilen temel setin

hesaplamalar i¢in uygun oldugu ve molekiil i¢cin elde edilen yapisal parametrelerin

molekiiler yapiy1 1yi bir sekilde ortaya koydugu sdylenebilir.
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Cizelge 4.4. Bilesik I i¢cin baz1 deneysel ve DFT/B3LYP/6-311G(d,p) metodu kullanilarak
elde edilen Olgeklendirilmis titresim frekanslari.

. o Bilesik 1
Secilen titresim - —

Hesaplanan (Olg¢eklendirilmis)
frekanslar1 Deneysel IR (cm™)

Frekans Iir (km/mol)
v(C—H)arom 3093 3112-3067 1,33-18,76
v(N=C-H) 3093 2910, 2910 26,34; 64,04
v(N=C-H) 1619 1636, 1629 15,66; 215,95
v(C=C)arom. 1596, 1574 1587-1539 139,26-7,64
v(0=S=0) 1373 1295, 1295 73,45; 110,06

*v; gerilme.

Cizelge 4.5’te verildigi gibi; ?*C-NMR spektrumunda bilesik I’'in N=CH sinyalleri 159,21
ppm'de gdzlenmis ve 162,07 ve 162,18 ppm olarak hesaplanmistir. 'H-NMR spektrumunda
N=C-H protonlar1 8,68 ppm'de gézlenmis, bu sinyaller DFT yontemiyle 8,57 ve 8,57 ppm
olarak bulunmustur. Ayrica, benzen halkalar1 i¢in gozlenen ve hesaplanan NMR verileri
birbiriyle olduk¢a uyumludur. Dolayistyla DFT yonteminin ve segilen temel setin bilesigin
yapisal ve spektral verilerini ortaya koymak i¢in olduk¢a uygun oldugu ifade edilebilir.

Cizelge 4.5. Bilesik I’ in deneysel ve hesaplanan 'H- and *C-NMR verileri (ppm).

N Bilesik I

t

om Deneysel Hesaplanan (DMSO da)

Cs.41-Br) 135,78 154,61; 154,61

N= Ca3:36H) 159.21 162,07; 162,18

C12:3:4:6H )arom. 129,97:130,72; 133,54 [133,20:142,31; 132,54:137,29;137,67
Cio:40:42:43:44)arom 129.97; 130,72;133.54 [133,06:137,50; 137,40; 132.80; 142,20
C13:14:15:16:18:20 )arom. 521’20;130’85;133’75;1 156,28;130,09:129,76;138,68:131,41;140,75
C2627:28:2931:33 Jarom gﬁg 130.85: 133753, 40 49 138,66: 131.42; 129.58: 130,01; 156,33
C53.54:55.56:58:60)arom 123,37; 149,53 155,60; 121,48; 131,09; 121,50; 131,01; 155,73
N= CH50;37) 8,68 8,57; 8,57

CH7;8;9;10)arom- 7,24, 7,82 7,99, 7,96, 7,80, 7,80

CHas:46:47:48 )arom. 7.24:7.82 7.99: 7,77; 7.78; 7,98

CH 17:1921:22Jarom. 7.91;7.98 7.61;7.61; 7.86: 8,61

CH30;32;34;35)ar0m- 7,91, 7,98 7,87, 8,62, 7,63, 7,60

CHS7;59;61;62)ar0m- 7,36 7941a 79617 7940a 7a62
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4.1.3. HOMO ve LUMO molekiiler orbitalleri ve molekiiler elektrostatik potansiyel
(MEP) hesaplamalarn

Sekil 4.2'de verilen, bilesigin molekiiler orbitalleri HOMO (en yiiksek dolu molekiiler
orbital) ve LUMO (en diisiik bos molekiiler orbital), DFT/B3LYP/6-311G(d, p) yontemi
kullanilarak elde edildi. Bilesik i¢in Enomo ve Erumo enerjileri -5,90 ve -2,29 eV olarak
hesaplandi. Epomo ve Erumo enerjileri arasindaki fark 3,61 eV'dir. Sekil 4.2'den
goriilebilecegi gibi; HOMO, siilfonat grubu (SO3) lizerinde, LUMO, bromin atomunun bagh

oldugu fenil halkasi lizerinde lokalizedir.

. o
"v«#r
" 9% -9

B 9

v ahegped

HOMO (-5.90 V)

LUMO (-2.29 eV)

Sekil 4.2. Bilesik I'in DFT/6-311G(d,p) yontemiyle elde edilen HOMO ve LUMO
molekiiler orbitalleri.

Bilesik I i¢in molekiiler elektrostatik potansiyel (MEP) haritasi, DFT/B3LYP/6-311G(d, p)
seviyesinde hesaplanmis ve Sekil 4.3°’de sunulmustur. MEP haritasindaki renk kodu
(Sekil 4.3), -4.572x10-2 — 4.572x10-2 a.u. araligindadir. Kirmiz1 renk en negatif bolgedir
ve bilesik i¢cin O atomlar {izerindedir. Mavi renk ise en pozitif bolgedir ve NH protonu
iizerindedir (H12). Bu nedenle MEP haritas1 bilesigin kimyasal olarak aktif bolgelerini

gosterir.
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Sekil 4.3. Bilesik I’in DFT/6-311G(d,p) yontemiyle elde edilen MEP haritasi.
4.2. Antimikrobiyal Aktivite Sonuglari
4.2.1. Antibakteriyel aktivite sonuclar:

Sentezlenen bilesigin antibakteriyel aktivitesi Gram pozitif izolata (S. aureus), Gram negatif
izolatlara (S. flexneri, S. typhimurium, Y. enterocolitica, E.cloacae) ve Gram negatif
nonfermenter izolatlara (P. aeruginosa, A.baumannii) kars1 test edilmistir. Kuyucuklardaki
alamar mavisinin (indikator boya) renginin pembeye donmesi bakteri liremesinin devam
ettigi seklinde yorumlanmistir. Canli hiicre varligt olmadiginda renk degisikligi
olusmamaktadir. Testte maviden pembeye degismeyen son kuyucuk MIK degeri olarak
kabul edilmistir. Kuyucuklardaki orneklerden degerlendirme sonrasinda kanli agar
besiyerine ekilerek ertesi giin kontrol edilmis, standart bakteri izolatlarinin standart
Amikasin antibiyotigine karst MIK yorumlama kriterleri CLSI'ye (Klinik ve Laboratuvar
Standartlar1 Enstitiisii) gore yapilmustir. Bilesigin MIK degerleri Cizelge 4.6 ve Resim 4.1'de

verilmektedir.

Cizelge 4.6. Bilesik I’in bakterilere kars1 elde edilen MIK degerleri.

Bakteri
~
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Bakterilere karsi test edilen bilesigin tiim bakterilerin {izerinde antibakteriyel aktivitesinin
oldugu belirlenmistir. Bilesigin MiK degerleri Cizelge 4.6'da verilmistir. Bilesik incelenen
bakteri izolatlarina kars1 en etkili antibakteriyel aktiviteyi S. flexneri’ye kars1 sergilemistir
(MIK: 312 pg/ml). MRSA ve E. cloacae ise bilesikten en az etkilenen iki bakteri olmustur
(MIK: 10 000 pg/ml). Diger bakterilere kars: farkli MIK degerleri tespit edilmistir. Test
sonuclarina gore; Bilesik I’in antibakteriyel aktivite agisindan oldukea etkili oldugu ve yeni
bir ilag adayr olmasi yoniinde gelecek arastirmalara devam edilebilecegi sonucuna
ulasilmistir. Bilesik I’in ilag aday1 olarak degerlendirilebilmesi i¢in in vivo deney hayvan

modellerinde kontrol ¢aligmalarinin yapilmasi gerekmektedir.

0 D (o)}
~ ™M —

o
o
<
)

~ X
= o

S. aureus
S. flexneri

A. baumannii

P. aeruginosa
Y. enterocolitica

E. cloacae

Resim 4.1. Bilesik I’in antibakteriyel aktivite sonuclari. Diliisyon konsantrasyonu;
10 000 pg/ml - 19 pg/ml. N.K.: Negatif Kontrol; P.K.: Pozitif Kontrol

4.2.2. Antilaysmanyal aktivite sonug¢lari
Bilesiklerin L. infantum suslarina kars1 in vitro antiparaziter aktiviteleri, Alamar mavisi ilave
edilmis sivi mikrodiliisyon teknigi ile test edilmis ve laysmanyasidal degerleri tespit

edilmistir.

Laysmanyasidal aktivitenin yorumlanmasinda; negatif kontrol i¢in, alamar mavisinin renk

degisimine ugramamasi, pozitif kontrol i¢in ilave edilen promastigotlarda higbir inhibasyona
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ugratict madde ilavesi olmadigindan canliligmm slirmesi beklenir. Negatif ve pozitif
kontrollerin ¢aligsmasi halinde maddelerin yorumlanmasi yapilabilmektedir. Sonu¢ olarak
kuyucuklarda mavi rengin pembeye doniismemesi canliligin olmadigini, pembeye

doniigmesi ise canliliin siirdiigiinii gdstermektedir.

Resim 4.2. Leishmania infantum’un mikroskop goriintiisii

Cizelge 4.7. L. infantum promastigotlarina kars1 bilesiklerin LK degerleri

Bilesik Laysmanyasidal konsantrasyon (LK) (ng/mL)
Bilesik I 2500
2 Amfoterisin B <19
o o o o ) ~ ©o 0 o) o)l ; ~
& 8 8 & 8 & 8o ~ © & 3 g
2 N ~ —

Bilesik I

Amfoterisin B

Resim 4.3. Bilesik I’in laysmanyasidal aktivite sonuglari. Diliisyon konsantrasyonu;
10 000 pg/ml - 19 pg/ml. N.K.: Negatif Kontrol; P.K.: Pozitif Kontrol

Testlerde elde edilen laysmanyasidal degerleri Cizelge 4.7 ve Resim 4.3’de verilmektedir.

Elde edilen verilere gore bilesigin laysmanyaya karst etkili oldugu belirlenmistir



41

(LC: 2500 pg/mL). Amfoterisin B’nin ise L. infantum’a karst c¢alisilan en diisiik
konsantrasyonda (MiK:19 pg/mL) dahi etkili oldugu tespit edilmistir.

Antiparaziter aktivite ¢alismasinda; bilesik L.infantum promastigotlarina kars1 ilk defa test
edilmis ve in vitro laysmanyasidal aktivite, alamar mavisi ilave edilmis s1vi mikrodiliisyon
yontemiyle belirlenmis, antiparaziter etkinlik sonuglari, bilesik I i¢in bulunan LK degerleri

ile Amfoterisin B i¢in bulunan LK degerleri kiyaslanarak degerlendirilmistir.

Unsalan ve arkadaslar1 1,2,4-Triazol-3-tiyon yapisina sahip Schiff bazlarinin antimikrobiyal
aktivitelerini arastirmak amaciyla dokuz yeni madde sentezlemis ve antimikrobiyal
aktiviteleri diger bir bilesikle karsilastirilmistir. Caligmada bilesik yapilardan 5e, 5f, 5h ve
51’ye ait oldugu tespit edilen spektrumlarda imin grubuna ait bantlar 338-374 nm araliginda
gozlenmistir. Schiff bazlarinin antimikrobiyal aktivitesi a¢isindan bilesik (5-(p-aminofenil)-
4-fenil-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiyon)’e  istiinliik  gosteremedigi  saptanmistir
(Unsalan ve digerleri, 2009).

Yilmaz ve arkadaglari, yeni sentezledikleri Schiff bazi bilesiklerinin, aktif olarak
kullanilabilecek antikanser bir ilag aday1 olarak degerlendirilebilecegini diistinerek bir
calisma yapmuglardir. Yapilmis olan antibakteriyel aktivite testlerinde disk difiizyon analizi
yapilmis olup, zon bolgeleri gram negatif bakteri i¢in (E.coli) sirayla 18, 12 ve 6 mm olarak
gram pozitif bakteri (B. subtilis) i¢in ise sirayla 17, 10 ve 9 mm olarak 6lgmiislerdir.
Metallerin oldugu durumlarda floresans sensorii gibi ¢alisan bu yapilar ayrica antibakteriyel
etki gosterdikleri i¢in tedavi esnasinda negatif immiinden faydalanmaya ugrasan bakteriler
icin diren¢ olusturabileceklerdir. Bu 0Ozelliklerin tamami degerlendirildiginde Schiff
bazlarinin antibakteriyel ve metal tutuculugunun olmasinin yaninda antikanser belirteg
olarak da tasarlanmalar1 ilk sirada ilag sanayi olmak iizere ¢esitli alanlarda da ¢alismalara

kilavuz olabilecegini degerlendirmislerdir (Y1lmaz ve digerleri, 2021).

Karipgin ve arkadaslari, kitosan Schiff baz1 yapilar1 ve onlara ait Cu(Il), Zn(Il) ve Cd(II)
kompleks maddelerini sentezleyip karakter 6zelliklerini de baz1 spektroskopik ve fiziksel
teknikler araciligtyla ortaya koymuslardir. Calismada, bilesiklerin bazi bakteri ve mantarlara
karsi antimikrobiyal etkinlikleri arastirilmistir. Calismalarinda 29 bilesige ait etki
mekanizmasi agar disk difiizyon teknigiyle tespit edilmistir. Aragtirilan bakterilerden biri

olan E.coli’nin bilesiklerden herhangi birine karsi duyarli bulunmadigin1 tespit etmislerdir.
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Bununla birlikte bilesiklerin S. Aereus bakterisinin iistiinde daha kayda deger sonuglar
olmustur. Arastirma sonucglarma gore daha {ist biyolojik aktivite arastirmalarmin farkl

caligmalarla desteklenerek yapilmasinin gerekli oldugunu vurgulamislardir (Karipgin ve

digerleri, 2018).

Kog¢ ve arkadaglari, gittikge artig gosteren antibiyotik direnci nedeniyle alternatif tedavi
tekniklerini arastirmislardir. Calismada, Schiff bazlarinin igerisinde SB1°in Escherichia coli
ve Klebsiella pneumoniae tizerinde, SB2’nin ise K. Pneumoniae tizerinde antimikrobiyal
olarak etkili oldugunu belirlemiglerdir. Antimikrobiyal etkinligi belirlenen SB3’iin ise, test
bakterileri {istiinde higbir etki gostermedigini tespit etmislerdir. Ayrica SB1 ve SB2’nin 10

mg/ml doz i¢in inhibitdr etkisinin oldugunu tespit etmislerdir (Kog ve digerleri, 2019).

Kalem ve arkadaslar ayricalikli ligand seklinde degerlendirilen Schiff bazlarinin tizerinde
calismiglardir. Yakin gelecekte yapilan arastirmalarin imin igeren komplekslerin
mikroorganizmalarin iistiinde daha etkili olduklarin1 degerlendirmislerdir. Boylelikle schiff
bazlar i¢eren bilesiklerin etki mekanizmalarina ait analizlerin lizerinde daha fazla ¢alisma

yapilmasi gerektigini belirtmislerdir (Kalem ve digerleri, 2021).

Direkel ve arkadaglari, alamar mavisi eklenmis s1ivi mikrodiliisyon yontemiyle, L. infantum
promastigotlart icin daha once sentezlenmis [Schiff ve Mannich (morpholine) baz iceren]
sekiz farkli bilesigin antileishmanial aktivitelerini belirlemek amaciyla bir g¢aligma
gergeklestirmislerdir. Arastirmada Schiff bazli bilesikler (a-d) test edildigi goriilmiistiir.
Sentezlenen bilesikleri 20 000-39 pg/mL konsantrasyon araligina sahip olacak bigimde
hazirlamislardir. L. infantum suslart kuyucuklar1 icine eklenip 27 °C’de inkiibasyona
birakilmigtir. L. infantum promastigotlarinin lremesi 24. 48. ve 72. saatlerde
degerlendirilerek arastirmada; b, ¢ ve d bilesiklerinin (MIK degeri 156 pg/mL, 78 pg/mL ve
156 ug/mL) L. infantum promastigotlari i¢in etkisinin yiiksek oldugunu ve bilesik f’ninse
(MIK >20 000 pg/mL) etkisi en az bilesik oldugunu bulmuslardir. Nihai olarak bu
bilesiklerin leishmaniasisin hastaliinin tedavisinde potansiyel ila¢ adaylar1 olabilecegi
degerlendirilmistir. /n vitro antileishmanial etkiyi gdsteren bu maddelerin in vivo deney
hayvan modelleri ile ex vivo Leishmania amastigot makrofaj kiiltlirlerinde de daha ileri

modeller ile ¢aligilmasi gerektigi sonucuna varilmistir (Direkel ve digerleri, 2020).



43

Stileymanoglu ve arkadaslari tarafindan yapilan c¢alismada, morfolinli 1,2,4-triazole
tiirevlerinin antileishmanial aktivitelerinin alamar mavisi ilave edilmis olarak mikrodiliisyon
yontemi ile degerlendirmislerdir, bilesiklerden herbirinin antiparaziter aktivitesinin
bulundugunu, fakat maddelerden biri icin anlamli sekilde daha etkili bulundugunu

belirtmislerdir (Siilleymanoglu ve digerleri, 2018).

Schiff bazi tiirevlerinin sahip oldugu 6nemli biyolojik 6zellikleri nedeniyle antimikrobiyal
aktivite calismalarinda kendilerine fazlaca yer bulmaktadirlar. Bu potansiyellerinden dolay1
tez ¢alismamizda; yeni sentezlenmis Schiff bazi iceren siilfonat bilesiginin antimikrobiyal
aktiviteleri, secilmis yedi bakteri ve bir parazit izolatlarina kars1 test edilmistir. Elde edilen
sonuclar ve DFT calismasinin sonuglar1 birlikte degerlendirilerek sunulmustur. Bilesik I’in
yeni sentezlenmis olmasi ve segilen parazit ve bakteri izolatlar1 i¢in ilk defa test edilmesi

nedeniyle bu calisma gelecek arastirmalara 6nemli bir katki saglayabilir.
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5. SONUC VE ONERILER

Calismamizda; yeni sentezlenmis, yapisi IR ve NMR spektroskopik teknikleri ile
dogrulanmis Schiff bazi igeren stilfonat bilesigi, ((1E,1'E)-(1,4-
fenilenbis(azanililiden))bis(metaniliden))bis(4, 1 -fenilen)bis(4-bromobenzensiilfonat)

(Bilesik I) ig¢in, molekiiler modelleme ve in vitro antimikrobiyal aktivite caligmalar
yapilmistir. DFT/B3LYP/6-311G(d,p) yontemi kullanilarak bilesigin molekiiler yapisi
optimize edilmis, IR ve NMR verileri hesaplanmistir. Bilesigin yapisal parametreleri ve IR
titresim frekans degerleri gaz fazinda, deneysel verilerle kiyaslanabilir olmas1 icin NMR
hesaplamalari ise DMSO ¢oziiciide optimize edilmis molekiiler yap1 tizerinden bulunmustur.
Geometri optimizasyonu ile bulunan yapisal parametreler, literatiirde benzer yapilar icin
verilen degerler ile karsilastirilmis; bag uzunluklari, bag acilar1 ve dihedral agilarin uyumlu

olduklar1 goriilmiistiir.

Antimikrobiyal aktivite test sonuclara gore; Bilesik I’in, Staphylococcus aureus (Metisilin
Direncli) ATCC 43300, Shigella flexneri ATCC 12022, Salmonella typhimurium ATCC
14028, Acinetobacter baumannii ATCC 19606, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Yersinia enterocolitica ATCC 9610 ve Enterobacter cloacae ATCC 13047 ve Leishmania
infantum izolatlarina kars1 ¢alisilan konsantrasyonlarda, farkli diizeylerde antimikrobiyal
aktiviteye sahip olduklar1 belirlenmistir. Bilesik 1, Shigella flexneri ve S. typhimurium
izolatlar1 i¢in dikkate alinabilecek seviyede antibakteriyel aktiviteye sahiptir. Bilesik I,
Shigella flexneri izolat1 igin etkili antibakteriyel etkinlik gostermistir (MIK degeri:
312 pg/ml). Test sonuglarina gore; bilesigin antibakteriyel aktivite agisindan oldukga etkili

oldugu sonucuna varilmstir.

Bu calisma antimikrobiyal aktivite sonuglariyla beraber yorumlandiginda, bazi toksik ve yan
etkiler sebebiyle yapilan, alternatif ila¢ tasarlama ile gelistirme arastirmalarinda dikkate

aliabilecek bilesikler i¢in fikir sunmasi agisindan katki saglamasi beklenmektedir.

Antimikrobiyal aktivite ¢alismasinda bilesik I, onemli bir ila¢ aday1 olarak gelecek
caligmalarda da kullanilabilir. Elde edilen veriler in vivo ¢aligmalarla da desteklenerek, yeni
ilag gelistirmek i¢in yapilan aragtirmalara da 6nemli bir katkida bulunulabilir. Bunun i¢in;

deney hayvan modelleri iizerinde in vivo kontrol ve toksitite testleri yapilmalidir.
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EK-1. Bilesigin FTIR ve NMR spektrumlari
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Sekil E.2. Bilesik I'in "TH-NMR spektrumu



EK-1. (devam) Bilesigin FTIR ve NMR spektrumlari
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