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OZET

YUKSEK LiSANS

KEMOTEROPIK 5-FLOROURASIL’DEN ELDE EDILEN SCHIFF BAZI VE
METAL KOMPLEKSLERININ SENTEZi, KARAKTERIZASYONU VE
BiYOLOJIiK AKTIiVILERININ iINCELENMESI

Giilsah KIRKPANTUR

Mus Alparslan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dah

Damsman: Dr. Ogr. Uyesi Ahmet SAVCI
Ikinci Damisman: Do¢.Dr. Kenan BULDURUN

Kemoterapik ilaglarin etkinligini arttirmak ve yan etkilerini azaltmak amaciyla ilaglarin
tirevlendirilmesi ve metal komplekslerinin sentezi ¢aligmalar1 gliniimiiziin popiiler konular1 arasindadir.
Bu ¢alismada, 5-Florourasilden tiiretilen Schiff baz ligandinin Demir(1l), Nikel(1l) ve Rutenyum(l1) metal
kompleksleri sentezlendi ve yapilar ¢esitli spektroskopik yontemler kullanilarak (elementel analizler, FT-
IR, UV-Vis., H ve C NMR, kiitle spektrometresi, termal analizi (TGA) ve manyetik susseptibilite)
karakterize edildi. Metal komplekslerin molekiiler yapilar1 incelendiginde, oktahedral geometriye sahip
olduklar1 belirlendi. Yapilan spektroskopik ¢aligmalarin sonuglarima gore, Fe(ll) ve Ni(ll)
komplekslerinin, ligandin C=0, NHz, NH ve C=N gruplarina koordine oldugu, Ru(II) kompleksinin ise
ligandin C=0, NH, ve C=N gruplarin iizerinden baglandig1 goriildii. Komplekslerin molekiil formiilleri
[FeL(H20)2]Cl.4H,0, [NiL(H20),]CI.5/2H,0 ve [Ru(p-simen)L]Cl,-H,0O olarak tanimlanabilir. Ayrica,
tim bilegikler, antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri agisindan incelendi. Antioksidan aktivite
sonuglarina gore ligand ve metal kompleksler 5-Florourasilden oldukca yiiksek aktivite sergilerken 5-FU
ilacinin antiradikal aktivitesi ¢ok diisiik olarak saptandi. Ayrica, Ru(ll) metal kompleksinin antioksidan
aktivitesinin genel olarak diger metal komplekslerinden ve liganddan daha yiliksek oldugu gozlendi.
Antimikrobiyal aktivite sonuglarina gore ise 5-FU’nun sentezlenen bilesiklerden daha iyi aktivite
gosterdigi belirlendi. Ayrica jel elekroforez yontemi kullanilarak 5-Flurourasil ilacinin ve elde edilen
ligand ve metal komplekslerinin pBR322 plazmit DNA {izerindeki aktiviteleri arastirildi. Bilesiklerin
DNA iizerindeki aktivitesi incelendiginde, ligandin ve 5-FU’nun DNA’nin tek zincirinde kirilmaya neden
olmadig goriildii. Aragtirmanin biitiin sonuglar1 gz 6niine alindiginda yeni in vivo ¢alismalarla ligand ve
metal komplekslerinin antioksidan ve antikanser c¢aligmalar neticesinde yeni nesil ilaglarin
sentezlenmesine 151k tutacag: diisiiniilmektedir

Yil 2021, 94 Sayfa

Anahtar Kelimeler: Shiff Bazi, Metal kompleksler, 5-Flurourasil, Antioksidan ve
Antimikrobiyal aktiviteler, DNA aktivitesi



ABSTRACT
MS THESIS

SYNTHESIS, CHARACTERIZATION AND BIOLOGICAL ACTIVITY SCHIFF
BASE AND METAL COMPLEXES OBTAINED FROM
CHEMOTHERAPEUTIC 5-FLUOROURACIL

Giilsah KIRKPANTUR

Mus Alparslan University
Natural and Applied Science
Department of Biology

Advisor: Asst. Prof. Ahmet SAVCI
Co-Supervisor: Assoc. Prof. Kenan BULDURUN

Studies on derivatization of drugs and synthesis of metal complexes in order to increase the
effectiveness of chemotherapeutic drugs and reduce their side effects are among the popular topics of
today. In this study, Schiff-based Iron (11), Nickel (11) and Ruthenium (I1) metal complexes derived from
5- fluorouracil were synthesized and using various spectroscopic methods (elemental analysis, FT-IR,
UV-Vis., 'H and *C NMR, mass spectrometry, thermal analysis (TGA) and magnetic susceptibility) were
characterized. When the molecular structures of the complexes were examined, it was determined that
they had octahedral geometry. According to the results of the spectroscopic data, Fe(ll) and Ni(ll)
complexes are coordinated to the C=0, NH,, NH and C=N groups of the Schiff base ligand, while the
Ru(Il) complex is the ligand C=0, NH,, and C=N It was observed to bind to N groups. Molecular
formulas of the complexes can be defined as [FeL(H,0)3Cl.4H,0, [NiL(H20)2]CI-5/2H,0 and [Ru(p-
simen)L]Cl».H2O. In addition, all compounds were examined for their antioxidant and antimicrobial
activities. According to the antioxidant activity results, while the ligand and its metal complexes exhibited
considerably higher activity than 5-Fluorouracil, the antiradical activity of the 5-FU drug was determined
to be very low. In addition, the antioxidant activity of Ru(ll) metal complex was generally higher than
other metal complexes and ligands. According to the antimicrobial activity results, it was determined that
it showed better activity than the compounds synthesized from 5- FU. In addition, the activities of 5-FU
drug and its ligand and metal complexes on pBR322 plasmid DNA were investigated using gel
electrophoresis method. When the activity of the compounds on DNA was examined, it was seen that the
ligand and 5-FU did not cause breakage in the single chain of DNA. Considering all the results of the
research, it is thought that ligand and metal complexes will shed light on the synthesis of new generation
drugs as a result of antioxidant and anticancer studies with new in vivo studies.

Year 2021, 94 Pages

Keywords: Schiff Base, Metal complexes, 5-Flurouracil, Antioxidant and Antimicrobial
activities, DNA activity
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1. GIRIS

Diinyada kanser vakalari1 giin gectikce artis gostermektedir. Bu sebeple kanser
tedavisine yonelik ¢alismalar ve arastirmalar da artarak devam etmektedir. Kemoterapik
uygulamalar kanser hastaliklarinin tedavisinde ¢ok dnemli bir yer teskil etmektedir. Bu
kapsamda yeni anti timdr 6zellige sahip bilesiklerin sentezinin yapilmasi arastirmalarin

temelini olusturmaktadir (Osowole, 2012; Balci, 2019).

Laboratuvar ortaminda sentezlenen ilaglarla yapilan tedavi kemoterapi olarak
adlandirilir. Kanserli hiicrelere etki eden kemoterapi ilaglari, ayn1 zamanda saglikli olan
hiicrelere de etki etmektedir. (Kintezel, 2001). Bu yiizden kemoterapi tedavisi hastanin
hem diger hastaliklara karsi hassas hale gelmesine, hem de bagislik sisteminin
zayiflamasina neden olmaktadir. Bu 6nemli yan etkilerin sebebi kemoterapi ilaclarinin
kanserli dokuya o0zgli etki gdstermemesinden kaynaklanmaktadir. Karsilasilan bu
durumlar kemoterapi yonteminin dezavantajlari arasinda yer alir. Bu dezavantajlar, akut
ya da kronik olarak ortaya ¢ikmaktadir. Ayrica birgok organ ve sistem iizerine de toksik
etkileri bulunmaktadir (Dirksen, 2007; Eti, 2014; Atas, 2015).

Kontrolsiiz ¢ogalan hiicre boliinmelerinin 6niine gecebilmek ve bu hiicrelerin
canlinin ¢esitli fonksiyonlarina verdigi zarar1 6nleyebilmek igin bir¢cok kanser ilacina
bagvurulmaktadir. Bununla birlikte mevcut kemoterapi ilaglarinin yan etkilerini
azaltmak ya da tamamen ortadan kaldirmak amaciyla yeni bilesiklerin sentezlenmesi,
giinlimiiziin popiiler arastirma konular i¢inde yer almaktadir (Atas, 2015). Bu amacla
mevcut ilaglarin farkli sekillerde tiirevlendirilmesi ve bunlara yeni metallerin
baglanarak etkilerinin gozlenmesi tercih edilen sentez sekillerindendir (Sadhna, 2002;
Xiaoyog, 2003). Antikanser ilaglardan birisi olan, piyasada kolayca bulunabilen,
ekonomik ve kanser tedavisinde etkili olan 5-florourasil (5-FU), birgok tiimoriin
tedavisinde tek basina veya diger ilaglar ve hormonlarla kombinasyon halinde
kullanilmaktadir (Yiksel, 2019).

5-FU’dan sentezlenen 6nemli bilesik gruplarindan bir tanesi Schiff bazlaridir
(Liu, Cai, Li, Qin ve Hu, 2012). Shiff bazlarinin birgok bilimsel yayinda antimikrobiyal,
antibakteriyel, antifungal, anti-inflamatuar, antitiimér, antioksidan, DNA baglanma ve

anti-HIV aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir (Bagihalli ve Patil, 2010).



Halojen gruplar1 ve bunlarin metal komplekslerini igeren Schiff bazlarn,
biyolojik aktivitelerinden dolay1 6zel bir ilgi alanina sahiptir. Ayrica, son yillarda metal
bazli ilaglar da tibbi alanda biiyiik 6nem kazanmustir. Son zamanlarda, in-vitro ve in-
vivo olarak ¢ok sayida metal kompleksi kapsamli bir sekilde arastirilmis ve
degerlendirilmistir. Bazilar1 ise klinik ¢alismalarin farkli asamalarindadir. Bu
kompleksler arasinda platin (Pt(11) ve Pt(IV)), rutenyum (Ru(ll) ve Ru(lll)), altin (Au(l)
ve Au(l1)) ve titanyum (Ti(IV)) kompleksleri en ¢ok ¢alisilan metallerdir (Muhammad,
2014). Metal bazli ilaglar, diyabet, kanser, antiinflamatuvar ve kardiyovaskiiler
hastaliklarin tedavisinde ilag¢ olarak kullanilmaktadirlar (Mohamed ve ark., 2009).
Metal-Schiff bazi kompleksleri, kimyasal ve fiziksel 6zellikleri bakimindan ve ¢ok
sayida bilimsel alandaki genis uygulama alanlarindan dolay1 biiyiik ilgi alani haline
gelen bir bilesikler siifidir (Zhang, 2019).

Metal iyonlart ile olusturulan bilesikler giiclii baglanma yetenegine sahiptir
(Gondia, 2019). Gegis metal kompleksleri, organik bilesiklere nazaran daha iyi
ozellikler gostermektedirler. Soyle ki, organik molekiiller tetrahedral, diizlemsel veya
lineer yapilarla sinirlt iken, gecis metalleri oktahedral, kare diizlem, kare piramidal ve
trigonal-bipiramidal gibi g¢esitli geometrilere sahip olabilmektedirler. Bu 6zellige sahip
olma, metal bilesiklerinin yapisal cesitliligini arttiran bir etki olusturmaktadir. Bu
yapisal cesitlilik ise ilag sanayisinde gelismisligi artirmada onemlidir (Turan ve ark.,
2019).

Bu calisgmanin amaci, kanser tedavisinde onemli uygulama alanlar1 olan 5-FU
ilacindan Schiff bazi ve onun Fe(Il), Ni(II) ve Ru(ll) metal komplekslerini
sentezleyerek bilesiklerin biyolojik aktivitesini aragtirmaktir. Bu amagla, 5-FU metanol
¢ozeltisi igerisinde o-fenilendiamin ile reaksiyona tabi tutularak Schiff bazi ligandi
sentezlendi. Daha sonra sentezlenen Schiff bazi ligandi ve metal tuzlarn kullanilarak
Fe(I1), Ni(Il) ve Ru(ll) metal kompleksleri uygun kosularda elde edildi. Sentezlenen
bilesiklerin kimyasal yapilar1 *H-NMR, BC-NMR, UV-Vis, TGA, kiitle spektroskopisi,
FT-IR, manyetik siisseptibilite ve elemental analiz teknikleri ile karakterize edildi.
Sentezlenen bilesiklerin yapilar1 aydinlatildiktan sonra Schiff baz ligand1 ve bu ligandin
metal komplekslerin (Fe(Il), Ni(Il) ve Ru(ll)) antioksidan 6zellikleri, farkli antioksidan
tayin yontemleri (total indirgeme kuvvet tayini (FRAP), radikal giderme
aktivitesi(DPPH), Cu(ll) iyonu indirgeme metodu (CUPRAC) ve total antioksidan

aktivite tayini) ile arastirildi. Ayrica elde edilen ligand ve metal komplekslerinin bazi



test bakterileri ve funguslari (mantar) tizerinde etkileri, oyuk agar yontemi ile incelendi.
En son olarak bu ligand ve metal komplekslerinin DNA baglanma aktivitesinin
incelenmesi amaciyla, pPBR322 DNA’s1 ile muamele edilip jel elektroforez yontemi ile
DNA’nin hangi formda oldugu arastirildi. Tiim bu elde edilen verilerin sonuglari,
standart madde olarak 5-FU’nun sonuglari ile kiyaslandi. Elde edilen veriler neticesinde
bu aragtirmanin, kanser tedavisinde kullanilan ilaclarin gelistirilmesine ve yeni kimyasal

tirlinlerin sentezlenmesine katki saglayacag diisiiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1 5 Florourasil

Son yillarda ilag diren¢ mekanizmalarinin gelistirilmesine karsi1 farmakolojik
ajanlar 6nemli bir rol oynamaktadir. Pirimidin bazli florlu organik molekiiller, yeni
kanser tedavilerinin gelistirilmesi agisindan iyi bir performans gostererek dikkatleri

tizerine ¢ekmistir (Balci, 2019).

Fluoropirimidin tiirevi olan 5-FU (Sekil 1), 1957°de Dr. Charles Heidelberg’in,
sican hepatoma hiicrelerinin urasili, normal sican intestinal mukoza hiicrelerine gore
daha etkin kullandigina dair gbzlemler neticesinde sentezlenmistir. Bu bulgu, urasil
metabolizmasinin, kanser kemoterapisi icin de potansiyel hedef olabilecegi fikrini
ortaya atmistir. Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) onayli antikanser bir ilag olan 5-
FU, urasilin, C5 atomuna baglanan hidrojenin ikame edildigi F atomu tarafindan,
hedeflemek i¢in kullanildigi, bilinen en iyi floropirimidindir. 5-FU, mide, bagirsak
kanseri, meme kanseri, bas ve boyun kanseri de olmak {izere ¢esitli kanserlerin tedavisi
icin kullanilmaktadir (Balc1, 2019). Pirimidin antimetaboliti olan 5-FU ilac1 genetik
polimorfizim gdsteren dihidroprimidin dehidrogenaz enzimi ile metabolize edilir.
Etkinligini artirmak i¢in lokovorin kullanilir. Dihidropirimidin dehidrogenaz enzimi
genetik olarak yetersiz olanlarda, kemik iligi depresyonu, mukozit, ndrotoksisite, el-
ayak sendromu ve koroner damarlarda vazospazm gibi yan etkiler gozlenir (Nagcivan,
2019). 5-FU’nun, antikanser (Ferigok, 2014) antiviral (Pilkington, 1970; Ozbiilbiil,
2006), antibakteriyel (Costamagna, 1992), anti-inflamatuar (Vertessy, 2009;
Heidelberg, 1957) ve antitiimor aktivitelerinin (Weinberg, 1986; Gradishar ve Vokes,
1990) oldugu yapilan ¢aligmalarla bulunmustur.

0o
=
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o

Sekil 2.1 5-FU'nun molekiil yapisi



Kemoterapi ilaglar1 arasinda sik kullanilan ilaglardan birisi 5-FU’dir. 5-FU, tek
basina uygulandiginda, ileri kolorektal kanseri tedavisinde % 10-15 oraninda etkili iken
diger antitiimor ilaglar ile kombinasyonunda % 40-50 oraninda etkili olabilmektedir
(Giacchetti ve ark., 2000; Douillard ve ark., 2000; Balci, 2019). Ayrica, 5-FU yaygin
olarak radyosensitize edici bir ajan olarak kullanilir (Heidelberger, 1957; VVokes, 1990).
5-FU'nun yaygm klinik toksisiteleri, kemik iligi hematopoietik hiicreleri ve
gastrointestinal mukozal hiicreler gibi hizla bdliinen dokular1 etkiler. 5-FU'nun
toksisitesi doz, program ve uygulama yoluna bagl olarak oldukg¢a tahmin edilebilir
(Gradishar ve Vokes, 1990). 5-FU’nun yar1 6mrii 15 dakikadir ve ¢ogunlukla intraventz
(IV) uygulanir. 5-FU, yikim enzimi olan dihidropirimidin dehidrogenaz (DPYD)
bagirsak mukozasinda yiiksek oranda bulunur ve ilacin bioyararlanimini
degistirdiginden oral olarak verilmemelidir (Yiiksel, 2019).

Bir urasil analogu olan 5-FU bir antimetabolittir (Longley ve ark., 2003). 5- FU,
hiicrelere urasilin tagima sistemi araciligiyla girer. Hiicre igerisinde cesitli, aktif
metabolitlerine doniistiiriilerek, floro deoksi iiridin monofosfat (FAUMP), floro deoksi
tiridin trifosfat (FAUTP) ve floro {iridin trifosfat (FAUTP) RNA sentezi fonksiyonunun
inhibisyonuna, timidilat sentaz aktivitesinin inhibisyonuna ve hiicre dongiisiinde S
fazina etki ederek DNA hasarina neden olur (Correia ve ark., 2018).

5-FU’nun o6nemli tedavi edici etkilerinin yani sira gesitli yan etkileri de
bulunmaktadir. Bu yan etkilerinin siddeti kisiden kisiye degisebilir (Electronic
Medicines Compendium, 2019). 5-FU ilacinin canli hiicrelerde viicuttaki serbest radikal
olusumunu gideremedigi ve oksidatif strese yol actigi, bu yiizden ¢esitli hastaliklara
neden oldugu yapilan ¢aligmalarla dogrulanmigtir (Shibashi ve ark., 2021). Cok fazla
gozlenen yan etkiler igerisinde, nefes darlig1 ve solgun goriiniim, kanama ve morarma
riskinde artis, ishal, kalp sorunlar1 ve kandaki iirik asit seviyesinde artig, bogaz iltihabu,
istah kaybi, sa¢ kaybi, yorgunluk, avug i¢i ve ayak tabanlarinda agri, ciltte kizariklik ve
soyulma vb. sayilabilir (Cakur ve ark., 2006). Ayrica, heyecanli hissetmek, hizli goz
hareketi, iltihaplanma, tikanmis gozyasi kanallari, bulanik gorme, sulu gozler ve cift
gorme gibi gdz problemleri, bas agris1 ve bag donmesi, titreme, sert ve yavas hareketler
(Parkinson hastaliginin belirtileri), uyumakta zorluk, diisiik kan basinci, karaciger
hasar1, dokiintli, kuru cilt, giines 1s181na kars1 artan hassasiyet, kurdesen, cildin

koyulagsmasi gibi cilt problemleri, agri, tirnak ve tirnak yataginin rengindeki



degisiklikler, tirnak problemleri, az gozlenen yan etkileri olarak gozlenebilir (Electronic
Medicines Compendium, 2019).
2.2 Schiff Bazlan

Schiff bazlar1 Alman kimyacis1 Hugo Schiff tarafindan ilk kez 1860°da elde
edilmistir (Schiff, 1869). Schiff bazlarinin, ligand olarak kullanilmaya baslanilmasi
Pfeiffer tarafindan 1930’lara dayanmaktadir (Pfeiffer ve ark., 1933). Schiff bazlari,
herhangi bir primer aminin belirli kosullar altinda bir aldehit veya bir keton ile
reaksiyonu sonucu olusur. Yapisal olarak, bir Schiff bazi karbonil grubunun (C=0) bir

imin veya azometin grubu ile degistirildigi bir aldehit veya ketonun azot analogudur

(Abu-Dief ve Mohamed, 2015).

Ketonlarin primer aminlerle reaksiyonundan Schiff bazi olusturmak zorlu ve
emek isteyen bir siirectir. Bu siiregte, en dogru ¢oziicii ve katalizoriin segilmesi, pH
araliginin ve tepkime sicakliginin uygun bir sekilde segilmesi sentezin verimli bir
sekilde yapilmasi acgisindan ¢ok Onemlidir. (Agaoglu, 1999). Bunun yaninda,
polimerizasyon reaksiyonu, tiyonil kloriiriin indirgenmesi, organik bilesiklerin
oksidasyonu, ketonlarin indirgenme reaksiyonu, aldol reaksiyonu, Henry reaksiyonu,
alkenlerin epoksidasyonu, ketonlarin hidrosililasyonu, bis (indolil) metanlarin sentezi ve
Diels-Alder reaksiyonu olmak iizere gesitli reaksiyonlarda katalizor gibi biyolojideki
uygulamalar1 hakkinda bir¢ok calisma gergeklestirilmistir (Abu-Dief ve Mohamed,
2015).

Kemoterapi alaninda aromatik aminlerin Schiff bazi komplekslerinin birtakim
kimyasal reaksiyonlar ile farkli substratlara oksijen tasiyic1 olarak kullamildig:
bilinmektedir. Bununla birlikte bu komplekslerin tarim alanlarinda, polimer
teknolojisinde yapilarindaki bazi gruplarin 6zelliklerinden dolayr anti-statik madde
olarak boya endiistrisinde kullamldig1 bildirilmistir (Ozbiilbiil, 2006). Schiff bazindan
elde edilen bilesiklerin tip diinyasinda antikanser aktivite gosterdigi icin ehemmiyetinin
giderek artmaktasindan dolayr kanserle miicadelede reaktif olarak kullanilmasi
arastirtlmaktadir (Tuna ve Altay, 2018).

Son zamanlarda Schiff bazlar1 ve bunlarin metal kompleksleri kimyacilar
tarafindan sik¢a caligilan konularin baginda gelmektedir (Kou ve ark., 2004).

Schiff bazlarmin ve onlarin metal komplekslerinin ¢esitli nicel ve nitel

analizlerinde, ilag ve boya endiistrisinde, radyoaktif maddelerin zenginlestirilmesinde



ve plastik sanayi gibi sanayi gruplarinda kullaniminin artmasi, biyokimyasal aktiviteleri
nedeniyle bu grup bilesiklerin sentezlenmesine yonelik arastirmalar giderek artmaktadir
(Fericok, 2014).

2.3 Schiff Bazlarinin Metal Kompleksleri

Merkezde bir atom veya iyon ile buna baglanmis farkli sayida yiikli veya
yiiksiiz gruplardan meydana gelen bilesiklere koordinasyon bilesigi veya kompleks
denir. Merkezdeki atoma bagl yiiklii veya yliksiiz gruplara da ligand denir. Kompleks
bilesiklerde ligandlar merkez atoma dondr atom denilen atomlar ile baglanir. Ligandlar
yapilaria bagli olarak bir donér atomuyla baglanabildigi gibi, iki veya daha ¢ok sayida
dondr atomuyla da baglanabilir (Tunali ve Ozkar. 1993).

Yapilarinda bulunan azometin/imin (C=N) grubundan dolay1 Schiff bazlari
potansiyel olarak ligand oOzelligi gosterirler. Azometin bagindaki azot atomunun
ortaklanmamig veya bag yapmamis elektron ¢ifti tasimasi bu grubun bazik karakterde
olmasina sebep olur. Lewis bazi, Lewis eklenme iirtiniinii olusturmak i¢in Lewis asidine
elektron ¢ifti veren tiirdiir. Bu nedenle koordinasyon bilesiklerini olusturabilmek icin
azometin grubu Lewis bazi gibi davranarak ¢iftlesmemis bir elektrotunu metal iyonuna
aktarir., C=N bagmin en bilinen &zelliklerinden birisi metallerle kompleks
olusturmasidir. Bu bagin bir diger 6zelligi de yeterli bazliga sahip olmamasidir ki bu
durum metallerle kararl bilesikler olusturmak icin gereken bir 6zelliktir (Bingol, 2019).

Son yillarda in-vitro ve in-vivo olarak ¢ok sayida metal kompleksi kapsamli bir
sekilde arastirilmis ve degerlendirilmistir. Bu kompleksler arasinda platin (Pt(ll) ve
Pt(IV)), rutenyum (Ru(ll) ve Ru(lll)), altin (Au(l) ve Au(lll)) ve titanyum (Ti(IV))
kompleksleri en ¢ok ¢alisilan metallerdir (Muhammad ve Guo, 2014).

Baz1 Schiff bazi komplekslerinin farkli uygulama alanlar1 bulunmaktadir.
Ornegin platin kompleksinin antitiimor aktivite gosterdigi (Kuduk-Juworska, 1994),
kobalt komplekslerinin oksijen tasinmasi ve ayrilmasi reaksiyonlari igin, oksijen tasiyici
model olarak kullanildig: (Felicio ve ark., 2001), demir komplekslerinin katodik oksijen
indirgenmesinde katalizér olarak kullanildigit (Gaber ve ark.,, 1989) bakir
komplekslerinin antibakteriyel aktivite gosterdigi (Ready ve Lingappa, 1994), mangan
ve rutenyum komplekslerinin suyun fotolizini katalizledigi (Salman ve ark., 1991)
yapilan ¢alismalarla bulunmustur. Ilag kimyasinda Schiff bazlar1 en ¢ok kullanilan

uygulama alanlarindan biridir (Glirbliz, 2020). Gilinlimiizde birgok bilim insani,



antioksidan, antimikrobiyal ve DNA baglama aktiviteleri yoniinden Schiff bazlarinin
daha etkili oldugunu yapilan ¢alismalarda bildirmislerdir (Turan ve ark., 2019).

2.4 Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Serbest radikaller hiicresel metabolizmanin g¢aligmasi sirasinda dogal olarak
ortaya ¢ikan, asir1 miktarda arttiklarinda ise hiicrenin yasamini tehdit eden iiriinlerdir.
Serbest radikaller, son yoriingelerinde eslesmemis elektron bulunduran atom ya da
molekiillerdir. Yarilanma omiirleri ¢cok kisa olan bu molekiiller oldukca reaktiftirler

(Kose, 2021).

Serbest radikaller baslica ti¢ sekilde olusmaktadir (Sahin, 2020)
a) Kovalent baglarin homolitik kirilmas ile:
X:Y->X-+Y-
b) Normal bir molekiiliin elektron kaybetmesi veya heterolitik boliinmesi ile:
X:Y-oX:o+Y
c)Normal bir molekiile elektron transferi ile:
X +e—->XT

Serbest radikallerin ¢gogu oksijenin indirgenmesi ile olusur. Bir veya daha fazla
sayida ciftlenmemis tek elektron igeren Serbest radikaller, inorganik veya organik
(pozitif yiiklii, negatif yiiklii veya nétr) molekiiller olabilir. (Halliwell & Gutteridge,
1990).

Biyolojik sistemlerde en zararli radikaller oksijen kaynakli radikaller olup,
serbest oksijen radikalleri (SOR) ya da reaktif oksijen tirevleri ROT olarak
adlandirilirlar (Halliwell ve Gutteridge, 2015).

ROT dis orbitallerinde eslesmemis elektronlar1 bulunduran, radikal ve radikal
olmayan tiirleri igeren reaktif molekiillerdir (Hecht ve ark., 2016). ROT esas olarak
hem fizyolojik hem de patolojik kosullar sirasinda mitokondri tarafindan {iretilir, yani
O2" hiicresel solunum, lipooksijenazlar (LOX) ve siklooksijenazlar (COX) tarafindan
aragidonik asit metabolizmasi sirasinda ve endotelyal ve enflamatuar hiicreler tarafindan
olusturulabilirler (Al-Gubory ve ark., 2012). Reaktif oksijen tiirevleri; elektron eksikligi
nedeniyle kolaylikla elektron aligverisi yapabilenler (radikaller) ve elektron eksikligi
olmamasina ragmen baska molekiillerle radikallere oranla daha zayif bir sekilde

birlesenler (non-radikaller) olmak iizere iki gruba ayrilirlar (Akkus, 1995).



Cizelge 2.1 Reaktif oksijen tiirlerinin siniflandirilmasi

Siiperoksit radikal (02") Hidrojen peroksit (H205)
Hidroksil radikal (OH") Lipit hidroperoksit (LOOH)
Alkoksil Radikal (LO™) Hipoklorik asit (HOCI)
Peroksil radikal (LOO™) Singlet oksijen (*O2)

Nitrik Oksit Radikali (NO°)

Yiiksek konsantrasyonlarda ROT; lipitler, membranlar, proteinler ve niikleik
asitler gibi hiicresel yapilara hasar verebilirler (Valko ve ark., 2006). ROT, genellikle
kemoterapotik ilaglara cevap olarak hiicreler tarafindan salinir ve sitotoksik olup DNA
hasarina yol agabilmektedirler (Focaccetti ve ark., 2015). Serbest radikal haline gelen
atom veya molekiil kararli bir hale gelebilmek i¢gin tizerindeki elektronu hizlica aktarma
ithtiyact duyar. Oksidan/antioksidan arasindaki dengenin, oksidanlar lehine kaymasina
"oksidatif stres” denir. Oksidatif stres sonucu meydana gelen hasarlar, diyabet (Akkus,
1995), akciger hasar1 (Yen ve ark., 2009), norodejeneratif hastaliklar (Samar ve ark,
2013), katarakt, romatoid artrit (Marei ve ark., 2016) ve kanser (Srinivasan ve ark.,
2018) gibi birgok hastaliklara neden olabilirler. Hastaliklarin patofizyolojisinin biiyiik
kisminda inflamasyon kadar ROT 6nemli rol oynarlar. Sekil 2.’de ROT’ un etkileri
gosterilmektedir (Giirsoy, 2008).
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Miyokard Infarktiisii, Ateroskleroz, Yasam Sekilleriyle i . o

Yaslanma Kanser

Sekil 2.2 ROT etkileri

Organizmanin yasamasi i¢in gerekli olan oksijen, cesitli cevre kirleticileri,
pestisitler, radyasyon, ¢esitli tibbi tedavi metotlar1 (Kemoterapi) gibi birgok etkenden
dolay1 degisime ugrayarak serbest radikallerin olusumuna neden olmaktadir. Bu gibi
etkileri en aza indirebilmek i¢in organizmalarin septik etkilerine karsi miidafaasinda
savunma mekanizmalar1 gereklidir. (Fridovich, 1975). Hiicrelerde olusan serbest
radikallerin giderilmesi antioksidan sistem ile gerceklesir. Hiicrelerde antioksidan
sistemde bir sorunun yasanmasi1 durumunda serbest radikaller ortamda artis goterecektir
bu da hiicrelerdeki dengeyi olumsuz etkileyecektir (Koksal, 2007).

Oksidatif stres mekanizmasinda olusan dengesizlik (Sekil 3) organizmanin yapi
taglar1 olan protein, lipit, karbonhidrat, niikleik asitler ve yararli enzimlerin bozularak
doku hasarina sebep olmasi anlamina gelmektedir (Serafiini ve Del Rio, 2004). Ayrica
DNA’nin oksidatif hasara ugramasindan dolayr c¢esitli kanser tiirleri, hareket
bozukluklar1 (Parkinson Hastalig1) ve beyin fonksiyonlarmin islevini yitirmesi gibi
bir¢ok hastaliga neden oldugu bildirilmistir. (Evans ve ark., 2004).

Indirgeyici ve oksitleyici (redoks) durumunun diizenlenmesi; hiicre canlilig,
aktivasyonu, proliferasyonu ve organ fonksiyonu i¢in kritik 6neme sahiptir. Hiicrelerde
olusan oksidatif stres; norolojik bozukluklara, kansere, (Jenner, 2003; Lyras ve ark.,
1997), hipertansiyona, ateroskleroz, iskemi/reperfiizyon (Dhalla ve ark., 2000)
idiyopatik pulmoner fibroz, akut solunum sikintis1 sendromuna, kronik obstriktif
akciger hastaligina, diyabete (Asami ve ark., 1997) ve astim (Andreadis ve ark., 2003)

gibi hastaliklara neden olabilir.
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Oksidatif stres, asir1 serbest radikal iiretimi ve/veya diisiik antioksidan
savunmasi oldugunda ortaya c¢ikar, bu da biyomolekiillerin yapisal ve islevsel
degisikliklere neden olan kimyasal degisimlerine yol acar (Hoake ve Pastorino, 2002).
Oksidatif hasara neden olan kanser, inflamasyon artriti, diyabet ve ateroskleroz gibi
insan hastaliklarinda 6nemli bir patolojik rol oynar (Halliwell, 1991). Schif bazlarindan
olusturulan yeni platin bazli metal kompleklerin klinik olarak kullanilan platin bazli
antikanser ilaclara alternatif, olarak iyi derecedeetki gosterdigi bildirilmis bu gibi
caligmalar 1518inda yeni kemoterapotik metal bazli komplekslerin kesfedilmesine

yonelik arastirmalar devam etmektedir (Kilig, 2020).

// Serbest
i’ Oksijen
\\Radikalleri /
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Antioksidan enzimler |

OKSIDATIF STRES
Sekil 2.3 Oksidatif Stres

2.5 Antioksidanlar

Okside olabilen bir maddenin oksidasyonunu azaltma veya engeleyebilme
yetenegine sahip olan maddelere antioksidan denir (Rikans ve Hornbrook, 1997; Sahin,
2011). Organizmada oksidanlarin seviyesi ve antioksidanlarin giicii denge halindedir.
Oksidanlarin belirli bir diizeyin iizerinde olusmasi1 ya da antioksidanlarin yetersiz
kalmasi halinde, reaktif oksijen tiirleri hiicre ici protein, lipit, karbonhidrat, niikleik asit
ve enzimlerde yapisal ve fonksiyonel bozukluklara yol agarlar (Yu, 1999). Ayrica,
cesitli uyaranlarla uyarilan ve organizmanin antioksidan kapasitesini agan asirt ROT
iiretimi, iltthaplanma, diyabet, genotoksisite ve kanser gibi cesitli patofizyolojik

siireclere yol acar (Giilgin ve ark., 2004).
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Antioksidanlar ROT’un yarattigi bozucu etkiyi onarmak icin toplayict etki
(Otani ve ark., 2001), bastiric1 etki (Hegy ve ark., 1994), zincir kiric1 etki (Stocker,
2004) ve diizeltici etki (Akkus, 1995) olmak tizere 4 farkli yolla etki gosterir.

Dogal antioksidanlar ve sentetik antioksidanlar olmak iizere antioksidanlar, iki
grupta incelenebilir. Dogal antioksidanlar genellikle tahillarda, baklagillerde, yesil
bitkilerde bol miktarda bulunmaktadir. Gidalarin raf dmriinii uzatmak ve ¢abuk sonug
vermesinden dolay1 sentetik antioksidanlar yaygin olarak kullanilmaktadir. Bunun yani1
sira biyolojik sistemlerde enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar vardir.
Enzimatik antioksidan olan Glutatyon Rediiktaz (GR), Siiperoksit Dismiitaz (SOD),
Glutatyon Peroksidaz (GPx), katalaz (CAT), Glutatyon-S-transferaz (GST) enzimleri
genellikle serbest radikallerin DNA, proteinler ve lipidler gibi hiiceresel bilesenlere
verdigi zarar1 azaltmaya, enzimatik olmayan antioksidanlardan C vitamini, E vitamini,
bilirubin ise oksijen radikelini yakalayip zarar1 azaltmaya calisir. Antioksidanlar
temelde endojen ve eksojen kaynakli olmak iizere ikiye ayrilirlar (Sekil 4) (Yavaser,
2011). Hicreler, kendilerini ROT kaynakli hiicresel hasarlardan korumak igin esas
olarak SOD, CAT ve GPx gibi enzimatik bilesenlere dayanan bir antioksidan savunma

sistemi kullanirlar (Deponte, 2013).

ANTIOKSIDANLAR
Dogal Antigksidanlar Sentetik Antioksidanlar
W oA : BHT
Enzimatikler Enzimatik olmayanlar BHA
/ \ Troloks
x iy Cesitli Selatlar
Endojen Ekzojen Sentetik antioksidan olusturucular
Schiff bazl
Glutatyon Vitamin E chitt bazlan
Seriiloplazmin Vitamin C
Bilirubin Flavonoidler
Ferritin
Laktoferrin
Urik asit
Haptoglobulinler
Albumin

Sekil 2.4 Antioksidanlarin Siniflandirilmasi

Canlilar reaktif oksijen tiirlerine kars1 kendilerini savunmak amaciyla kompleks
ve karmagik antioksidan sistemleri gelistirmistir. Bu antioksidan sistemler vasitasiyla

canlilar viicutlarindaki organ ve hiicre sistemlerini koruma altina almiglardir (Sernikli,
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2015). Viicuttaki oksidatif stres, eksojen antioksidanlarla takviye ile hafifletilebilir.
Bununla birlikte, birkag sentetik antioksidan, karaciger hasar1 ve karsinojenez, 6zellikle
sentetik antioksidanlarin uzun siireli uygulanmasi gibi potansiyel yan etkiler
gostermistir (Muriel ve Rivera-Espinoza, 2008). Antineoplastik ila¢ olan 5-FU gibi
ilaglar canli hiicerelerde oksidatif stres olusumuna meydan vermektedir. Kemoterapi
uygulamalar1 sirasinda hiicrelere saldirabilen ¢ok sayida serbest radikal agiga
cikmaktadir bu da oksidatif stresi tetiklemektedir, dolayisiyla biyolojik sistemde gesitli
yan etkilere neden olmaktadir. Kanser hastalarma uygulanan kemoterapi tedavisinde
kullanilan antioksidanlar, oksidatif stres sonucu olusan serbest radikallerin olusumunu
en aza indirerek tedavi siirecini olumlu yonde etkileyebilir (Sabuncuoglu ve Ozgiines,
2011). Schiff bazlar1 ve bunlarin metal kompleksleri ROT’nin giderilmesinde ¢ok

muazzam bir rol oynar ve bu nedenle antioksidan 6zellik gosterirler (Li ve ark., 2013).

2.6 Antimikrobiyal Aktivite

Mikroorganizmalar1 Oldiiren veya liremelerine engel olan; sentetik olarak
tretilmis, ya da dogal kimyasal maddeler antimikrobiyal madde olarak
adlandirilmaktadir (Madigan ve ark., 2010). Antimikrobiyaller mikroorganizma
kaynakli enfeksiyon hastaliklar1 tedavisinde kullanim yeri olan ilaglar olarak

bilinmektedir.

Antibiyotiklere benzer seviyede etkiye sahip olan, bunun yaninda sentetik olarak
sentezlenen kimyasal bilesiklere de “kemoterapétik ajanlar” adi verilmektedir Bunlara
ornek olarak Siilfonamid grubu 6rnek verilebilir (Celik, 2018).

Antimikrobiyal maddeler, mikroorganizmalarin ¢esitli yap1 ve islevleri lizerine
bes farkli yoldan etki etmektedir (Unlii, 2016).

1. Bakteri hiicre duvari sentezini inhibe ederek ve otolitik (bakteri hiicresini
parcalayan) enzimleri aktive ederek etki gosteren antibiyotikler: Hiicrede bu yapiya
etki eden antibiyotikler genellikle peptidoglikan tabakanin sentezinde gérev alan enzim
ve molekiilleri inhibe eder. Penisilininde igerisinde yer aldigi p (Beta)-laktam grubu
antibiyotikler hiicre duvarini etkileyen antibiyotikler arasinda en biiyiik gruptur (Wright,
2003). Penisilinler, Basitrasinler, Sefalosporinler ve Vankomisinler bu grup igerisinde

yer almaktadirlar (Aksoy, 2019).
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2. Hiicre zan islevini inhibe ederek etki eden antibiyotikler: Bunlar hiicre
zarinin gecirgenligini arttirip sitoplazma ic¢indeki genellikle aminoasit, niikleotitler gibi
bilesiklerin disar1 ¢ikmasina ve dolayisiyla mikroorganizmanin oliimiine sebep olurlar.
Bu grupta yer alan antibiyotikler hiicre zarinin gegirgenligini olumsuz yonde etkiler.
Hiicre duvarinin daha kalin olmasi sayesinde Gram pozitif bakteriler bu grup
antibiyotiklerden Gram negatif bakteriler kadar etkilenmezler, ayrica bakteri hiicresinin
hiicre zar1 fonksiyonlar1 ile memeli hiicresinin hiicre zar1 fonksiyonlar1 benzerlik
gosterdiginden dolay1 bu grupta bulunan antibiyotiklerin kullanim1 organizma agisindan
tehlike arz etmektedir (Cohen ve ark., 2010). Bu grupta Polimiksinler, Amfoterisin B ve
Gramisidin bu grupta yer almaktadirlar (Aksoy, 2019).

3. Bakteri hiicelerinin ribozom organelinde gerceklesen protein sentez
mekanizmasim yok etmeye calisan antibiyotikler: Aminoglikozidler ve Tetrasiklinler
ribozomlarin protein sentezi sirasinda kullandiklar1 30S bolgelerine tutunarak;
Eritromisin, Klindamisin ve Kloramfenikoliin ribozomlarin protein sentezi sirasinda
kullandiklar1 50S boélgelerine tutunarak protein sentezini durdurmaktadirlar (Uslu,
2012).

4. Bakterilerin DNA ve RNA sentezini (niikleik asid sentezini) inhibe ederek
etki eden antibiyotikler: Bu grupta yer alan Rifamisinler, DNA’ya bagli olan RNA alt
birimindeki B polimeraz enzimine baglanarak mRNA sentezini engellemektedirler.
Rifamisin disinda, Kinolonlar, Metronidazoller ve Nitrofurantoinler de bu grupta
bulunmaktadirlar (Celik, 2018).

5. Bakteriyel antimetabolitler denilen ve intermedier metabolizmayi inhibe
ederek etki eden antibiyotikler: Bunlar yapica substratlara benzerler ve enzimlerin
tizerindeki etkin kilit bolgelere gegmek icin onlarla yarigarak bakterilerin yasamsal
metabolizmasi i¢in gerekli bazi maddelerin yapisinda bozulmalara neden olurlar.
Siilfonamidler, Siilfonlar, izoniazid, Trimetoprim ve Ethambutoller bu grupta yer
almaktadirlar (Uslu, 2012; Aksoy, 2019). Antimetabolitler, DNA sentezinin
gerceklesmesini saglayan biyolojik katalizoleri yok ederek ya da DNA/RNA ile
biraraya gelerek hiicre boliinmesini durdururlar (Yiksel, 2019). Bu grup ilaglarin direkt
olarak DNA ile etkilesime girmek yerine DNA’nin replikasyonunu inhibe ederek kanser
hiicrelerinin 6liimiine yol ac¢tig1 bildirilmistir.

Schiff bazlar1 iizerine yapilan arastirmalarda gozlendigi kadariyla farkli

oranlarda antimikrobiyal etki gostermektedir (Y1lmaz ve Cukurovali, 2003). Aminoasit
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tirevi bazi Schiff bazlarinin, ¢esitli metal komplekslerinin E. coli, P. mirabilis, S.
aureus ve S. faecalis tizerinde etki gosterdigi (Rao ve Reddy, 1990). Baz1 azot-kiikiirt
donor ligandlarinin antimikrobiyal 6nemli antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu (Kim
ve Lee, 1992), yine baz1 aminoasit Schiff bazlarinin antibakteriyal ve antifungal etki
gosterdigi (Sharma ve Dubey, 1994) ve 4-hidroksi salisilaldehit ve L-alaninden olusan
Schiff bazi komplekslerinin farkli miroorganizmalar iizerinde ligandtan daha iyi
antibakteriyal etkilere sahip oldugu (Chohan, 2002) gézlenmistir.

2.6.1. Gram pozitif ve gram negatif bakteriler

Hiicre duvarinin gram boyama teknigi ile boyanmasi sonrasinda gosterdikleri
renge gore bakterileri gram-pozitif bakteriler ve gram-negatif bakteriler olarak iki gruba
ayrilabilir (Giirsel, 2015).

Gram negatif ve gram pozitif bakterilerin yapisinda sitoplazma zari,
peptidoglikan tabakasi, flagella (kamg¢i), pili (fimbria), kapsiil, kromozom ve plazmid
DNA ortak olarak bulunur (Aksoy, 2019).

Gram pozitif bakterilerin hiicre duvarlarinda lipopolisakkarit tabakasi, dig
zarlari, zarin yapisinda olan por ve periplazmik aralik yoktur ama gram negatif
bakterilerde bu Ozellikler vardir. Gram negatif bakterilerde teikoik asit ve spor
bulunmazken gram pozitif bakterilerde bulunur. Ayrica gram pozitif bakterilerde
lizozom enzimi etkilidir fakat gram negatif bakterilede lizozom enzimi etkili degildir
(Aksoy, 2019).
2.6.1.1 Kullamilan gram pozitif test bakterileri

B. subtilis: Aaerob, gram pozitif ve patojendirler. Kenarlar1 biribirne karsilikli
olan, ucu kiint veya yuvarlak ve vejatatif formlar1 diiz olan basilllerdir. (Ustagelebi,
1999). Normalde saprofit olmasina ragmen dogrudan doku veya goz igerisine girmesi
sonucu g6z hastaliklarina sebep olabilirler. Gida kaynakli zehirlenmelere sebeb
olabilecegi ve ekmegin yumusamasina neden olabileceginden bahsedilmektedir (Celik,
2018).

S. aureus: 0,5-1,5 pm genisliginde, yuvarlak, tiim hiicreleri uniform, sporlu
olmayan ve hareketsiz gram pozitif, patojen koklardir (Bilgehan, 2004). iltihaph
enfeksiyonlar, gida zehirlenmeleri, solunum yolu enfeksiyonlari gibi saglik sorunlarina
sebep olduklarindan bahsedilmistir. Stafilokoklarin pek ¢ok ¢evresel kosula karsi
direncinin ¢ok yiiksek oldugu ve bu sebeble antimikrobiyal ilaglara karsi ise baslangigta
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duyarli iken daha sonra hizla direng gelistirdikleri izlenmistir (World Health
Organization, 2014).

B.megaterium: Yiiksek protein salgilama potansiyeline sahip olan Gram-pozitif
B. megaterium toprakta en ¢ok bulunan 6karyotiklerden biri olup, tarla ve bahgelerde
toprak asilayicist olarak kullanilir. Cogalmasi kolay ve ucuz olan bu tiirlin ¢ok gesitli
karbon kaynaklarini kullanabildigi bilinmektedir (Stammen ve ark., 2010).
2.6.1.2 Kullamlan gram negatif test bakterileri

E. aerogenes: Enterobacter cinslerinin bazilarinda kapsiil bulunur ve
hareketlidirler. Enterobacter cinsleri, insanlarin, hayvanlarin kalin bagirsaginda ve
atiklarinda bulundugu gibi toprakta, suda ve bitkilerde de bulunur (Unat, 1986).

E. coli: Gram negatif, kisa ¢omak seklinde, fakiiltatif anaerobik ve sporlu
olmayan bir bakteri olan E. coli’nin baz1 tiirleri peritrik kuyruklar: ile hareketlidir.
Mezofilik bir bakteri olan E. coli, 4°C ile 44°C arasinda lireme gosterir. Genelde
zararsiz olan bu bakterinin insanlarda hastaliklara neden olan patojen tiirleri de
bulunmaktadir (Saglam ve Seker, 2016). Escherichia tiirleri 60°C 1sida 30 dakika, oda
1sisinda uygun sartlar saglandiginda uzun bir miiddet canliligimi koruyabilirler. Bu
yiizden olduk¢a direngli bakterilerdir. E. coli Okenlerinin ¢ogu 06zellikle hastane
ortaminda c¢esitli antimikrobiklere karsi kolayca direng gelistirirler ¢iinkii bakteriden
bakteriye kolayca gegebilen direng plazmidleri tasirlar (Uzun, 2019).

P. aeroginosa: Gram negatif firsatgr bir patojendir. Toprak, bataklik, kiyi,
sahiller, bitki ve hayvan dokularinda iireyebilmesi nedeniyle dogada yaygin olarak
bulunan P. aeruginosa, biyofilm olusturmasi nedeni ile akcigerlerde yerlesen ve
tedavisi oldukga zor olan kistik fibrozis hastaligina neden olurlar (Costerton ve ark.,
1999). P. aeruginosa cesitli maddeler iizerinde iireyebilen, ¢evre kosullarindaki
degisiklere yanit olarak 6zelliklerini degistirebilen yiiksek adaptasyon yetenegine sahip
bir organizmadir (Lambert, 2002).

K. pneumonia: Enterobactericeae familyasinin bir iiyesi olan spor olusturmayan,
hareketsiz, ¢ubuk seklinde fakiiltatif anaerobik gram negatif, patojen bir bakteridir
(Keynan ve Rubinstein, 2007). Metabolik degiskenlikleri neticesinde farkli ¢evre
kosullarina uyum saglayabilir, toprak, su, bitki ve bdceklerin florasinda bulunabilir,
insan ve diger memelilerin intestinal ve iist solunum yollarinin mukozal yilizeylerinde
koloni olusturabilirler (Bagley, 1985).

2.6.2 Funguslar
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Funguslar, Eumycota ailesine ait 6karyotik organizmalardir. Maya ve kiif olmak
tizere iki sekilde trerler. Mantar hiicrelerinde cekirdek, ¢ekirdek zari, endoplazmik
retikulum, mitokondri ve golgi cisimcigi bulunmaktadir (Anaissie ve ark., 2003).
Mantarlarin ¢ogu zorunlu veya fakiiltatif aeroptur. Kemotrof olup ¢esitli organik
materyalleri eriyik besin maddelerine pargalayan enzimler salgilamaktadirlar.
Parcalanmis besin maddeleri pasif absorbsiyon veya aktif transport ile hiicre i¢ine alinir
(Murray ve ark., 2020).
2.6.2.1 Kullanmilan test funguslari

Y. lipolytica: Dipodascaceae familyasina atanan askomikodz bir mayadir. Cogu
suslar1 32°C’nin lizerinde biiyiiyebilmekte ve zorunlu aerobiktir (Van den Tempel ve
Jakobsen, 2000).

C. albicans: Candida tirleri saglikli bireylerin kommensal olarak
gastrointestinal, genitoiiriner mukozal yiizeyler ve derinin mikrobiyal florasinda
bulunmaktadir. Konak¢inin immiin sistemi baskilanmasi halinde enfeksiyonlara neden
olmaktadir. Candida’nin prevalanst hamile, diyabetik, yasli ve immiin sistemi
baskilanmis bireylerde, takma dis kullananlarda, antibiyotik ve kortikosteroid tedavisi
gorenlerde yiiksek olup, bunlar Candida enfeksiyonlari i¢in predispozan faktorlerdir
(Kumamoto, 2011). Genel olarak diploiddir (Chibana ve ark., 2000). Candida tiirleri
Sabouraud dekstroz agar besiyerinde kremden sar1 renge kadar degisiklik gosteren diiz,
piiriizsiiz, parlayan, kuru, kiristk ve mat goriiniimiinde koloniler olusturur (Sudbery,
2011).

S. cereviciae: Fungus alemine ait Saccharomyces cerevisiae, ekmek ya da bira
mayasi olarak bilinen bir mayadir (Barnett ve Entian, 2005). Bakteri hiicresine oranla
boyu ve eni daha biiyiiktiir. Tercih edilme sikliginin temel nedeni kiiltiiriiniin elde
edilmesi oldukca kolay olmasindan ve biyoloji, genetik, biyokimya ve metabolik
calismalarda en fazla kullanilmasindan kaynaklanmaktadir (Cabaroglu ve Yilmaztekin,
2010).

2.7 DNA Uzerinde Etki

DNA o6nemli bir hiicresel reseptor oldugundan, bircok bilesik antikanser
etkilerini DNA'ya baglanarak gdsterir, bdylece DNA replikasyonunu degistirir ve timor
hiicrelerinin biiylimesini inhibe eder. Boylece yeni ve daha etkili antikanser ilaglarin
tasarlanmasinin temelini olusturur. Bu daha ¢ok yapinin baglanma sekline ve afinitesine

baglidir (Jiang ve ark., 2014).
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DNA baglanma ve kesme testleri, ¢esitli kosullar altinda DNA {izerindeki
komplekslerin 6zelliklerini belirlemek ig¢in hizli, basit ve giivenilir bir testtir
Goriintiilemeden sonra DNA bantlarinin konformasyonu, DNA baglama ve kirma
aktivitesinin yorumlanmasina izin verir (Karas ve ark., 2013).

DNA ile baglanma yapabilecek komplekslerin birinci derecede Onemli
Ozellikleri DNA baglanma sekillerinin tespit edilmesidir (Suh ve Chaires, 1995).
Bilesiklerin DNA’ya baglanmasi1 kovalent ve kovalent olmayan yollarla gerceklesir.
Kovalent olmayan etkilesimleri; elektrostatik etkilesimler, araya girme (interkalasyon)
ve oyuga baglanma olmak {izere lige ayirabiliriz.

DNA kirma; DNA’ya sahip tim canli hiicrelerde meydana gelen bir olaydir.
DNA replikasyonu sirasinda polimeraz enzimlerinin DNA iizerine kiigiik oyuklar atarak
replikasyonu baglatmasi (Klug ve ark., 2011) belirli niikleotitlerin restriksiyon enzimleri
tarafindan taninarak her iki DNA zincirini kesmesi 6rnek olarak verilebilir (Roberts ve
Murray, 1976).

Secici olarak DNA kiran yapay niikleazlarin gelistirilmesi, kemoterapik ve
antimikrobiyal ilaglarin olusturulmasma onciiliik edecektir (Addison ve ark., 1984).
DNA kirmanin etkinli§i, metal komplekslerinin DNA’ya ilgisi arttirilarak
genisletilebilir. Bu is i¢in uygun olan koordinasyon bilesiklerinin DNA’ya baglanabilen
bir gruba sahip olmasi1 gerekir. Boylelikle metal kompleksin DNA’ya odaklanma
yetenegi arttirilabilir (Kottke ve Stalke, 1993).

DNA kirma aktivitesi deneylerinde genellikle agaroz jelde ti¢ farkli bant olusur.
Form I, DNA'nin saglikli siipersarmal formu, Form II, tek zincirinde zarar meydana
gelen halkasal formu ve Form IlI ise iki zincirinde de zarar meydana gelen lineer
formudur. Form | pBR322 DNA’nin kirtlmamig hali oldugu i¢in jel {izerinde en hizl
ilerler. pBR322 DNA’nin tek zincirinde kirma meydana gelirse, pPBR322 DNA, jelde en
yavas olan Form II'ye gevser. Form I DNA’nin iki zincirinde birlikte kirilma meydana
geldigi durumda ise pBR322 DNA Form III’e doniisiir. Form III ise Form II’ye gore
daha yavas Form I’e gore ise daha hizli bir ilerleme hizina sahip oldugundan

bahsedilebilinir (Erdem, 2020).
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3. KAYNAK TARAMASI

Schiff bazlar1 ve koordinasyon bilesikleri {izerine literatiirde ¢ok sayida
calismaya rastlanmaktadir. Biz de literatiir taramalarimizi 22 adet farkli ¢alisma ile
sinirlandirdik. Bu ¢alismalarin 6zetleri asagida verilmistir.

Mahbobeh ve ark. 2017 yilinda aminopiridinden elde edilen Schiff bazi ve onun
Co(ll), Cu(ll), Zn(ll) wve Ni(ll) metalle komplekslerini sentezlemislerdir. Bu
sentezledikleri ligand ve metal komplekslerinin yapilarin1 spektroskopik yontemlerle
aydinlatmiglardir. Elde edilen metal komplekslerinin antioksidan o6zelliklerini
aragtirmiglardir. Yapilan ¢alisma sonunda metal komplekslerinin iyi derecede aktivite
gosterdikleri ve ozellikle, Ni metal kompleksinin en iyi antioksidan aktivite gosterdigi

bildirilmistir (Jafari ve ark., 2017).

Cf J@ Nee A 0L

Sekil 3.1 Sentezlenen Schiff bazi ve Co(Il), Cu(Il), Zn(II) ve Ni(II) metal kompleksleri

Sumalatha ve ark. tarafindan 2019 yilinda yapilan bir ¢aligmada 4-
(triflorometoksi) anilin Schiff bazindan tiiretilen Cu(Il), Co(II) ve Ni(Il) kompleksleri
sentezlenmistir. Bilesiklerin DNA baglanma caligsmalari, buzagi timus DNA'sina karsi
arastirilmig bilesiklerin, pPBR322 DNA'sinin oksidatif ve fotolitik boliinmesindeki rolii
dikkate alimmis ve komplekslerin DNA'y1 verimli bir sekilde parcalayabilecegi
vurgulanmigtir. Antioksidan aktivite i¢in, DPPH yontemi kullanilmis ve metal
komplekslerin gii¢lii serbest radikal temizleyicileri oldugu bildirilmistir (Sumalatha ve
ark, 2019).
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Sekil 3.2 Sentezlenen Schiff bazi ve Cu(Il), Co(II) ve Ni(II) metal kompleksleri
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Amali ve ark. 2019 yilinda yaptiklar1 ¢alismada yeni Schiff bazi ligandindan,
tiretilmis  Cu(ll), Co(ll), Ni(ll) ve Zn(ll) metal komplekslerini sentezlemislerdir.
Sentezlenen ligand metal komplekslerin, tH-NMR ve FT-IR spektroskopik sonuglar
incelenmis, metal komplekslerinin bozuk bir tetrahedral geometriye sahip oldugu
gozlenmigtir. Schiff bazi ligandi ve metal kompleksleri antimikrobiyal aktiviteleri

acisindan incelenmistir (Amali ve ark., 2019).
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Sekil 3.3 Sentezlenen Schiff bazi Cu(II), Co(II), Ni(Il) ve Zn(IT) metal kompleksleri

Buldurun ve ark. 2019 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada, Schiff bazi ile Fe(Il) ve
Co(Il) metal komplekslerini sentezlemislerdir. Schiff bazi ligandinin, azometin N ve
fenolik O atomlar1 araciligiyla metal iyonlariyla koordine oldugunu bildirmislerdir.
Schiff bazi ligand ve Co(Il) ve Fe(Il) metal komplekslerinin antioksidan aktiviteleri ve
bazi metabolik enzim inhibisyonlarini da arastirmislardir. Sonug olarak ligand ve her iki
kompleksin, ABTS ve DPPH radikalleri i¢in bazi standartlardan daha iyi olan


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/schiff-base
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antioksidan ve antiradikal aktivite sergiledigini rapor etmislerdir (Buldurun ve ark.,
2019).
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Sekil 3.4 Sentezlenen Schiff baz1 ve Fe(II), Co(II) kompleksleri

Malikarjuna ve ark. 2018 yilinda yaptiklart caligmada
Siilfametoksazolden tiiretilen azo boya ligandinin yeni bir biyoaktif Cu(ll), Co(ll) ve
Ni(I)  kompleks bilesiklerini olusturmuslardir. Yeni  sentezlenen  bilesiklerin
yapilar1 elementel analiz, molar iletkenlik, manyetik duyarliik, FT-IR, UV-
goriiniir ,'H-NMR, kiitle, termal ve toz XRD spektral tekniklerle karakterize
edilmiglerdir. Metal ~ kompleksleri, serbest ligand ile karsilagtirildiginda test
edilen bakteri tiirlerine kars1 potansiyel biiylimelerini Onleyici etki sergiledigi
gozlemlenmistir. Ligand ve metal komplekslerinin ayrica 6nemli ve Calf Thymus

DNA pargalama aktiviteleri gosterdigini bildirmislerdir (Mallikarjuna, 2018).

Sekil 3.5 Sentezlenen Shiff bazi ve Cu(Il) ve Ni(II) metal komplekleri


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/sulfamethoxazole
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/azo-dye
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/elemental-analysis
https://www.sciencedirect.com/topics/physics-and-astronomy/magnetic-permeability
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/ultraviolet-spectrum
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/ultraviolet-spectrum
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/bacterial-strain
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/antioxidant-agent
https://www.sciencedirect.com/topics/physics-and-astronomy/cleavage
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Vinusha ve ark 2019 yilinda yaptiklari ¢alismada, 5-amino 4H-1,2,4-triazol 3-
tiyol ve 3-hidroksi-4-metoksi benzaldehitten tiiretilen Schiff bazi ligandinin kimyasal
sentezini incelemislerdir. Cu(Il), Co(II), Mn(II), Zn(II) ve Ni(Il) kompleksleri ile
sentezlenen tiim bilesiklerin yapilarin1 FT-IR, UV-Vis. kiitle analiz, 'H-NMR,*C-NMR
ve termal analiz yontemler kullanilarak karakterize etmislerdir. Schiff bazi ligand1 ve
kompleksleri, dokuz gida patojenine karsi in-vitro antibakteriyel aktiviteleri agisindan
degerlendirilmistir. Kompleksler, liganddan daha yiiksek antibakteriyel etkiler
sergilemistir. In vitro o glukozidaz inhibitér ¢aligmalari, ligand ve komplekslerinin

etkili inhibe edici potansiyele sahip oldugunu gostermistir (Vinusha ve ark., 2019).

Sekil 3.6 Sentezlenen Schiff bazi Cu(Il), Co(1l), Mn(II), Zn(II) ve Ni(IT) kompleksleri

Santiago ve ark. 2020 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, 2-asetilpiridin benzoilhidrazo
ligand1 iceren yeni bir Cu(Il) kompleksini sentezleyerek, cesitli spektroskopik

yontemlerle manyetik siisseptibilite, temel analiz, FT-IR ve UV—Vis. gibi yapilarini
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aydinlatmiglardir. Cu(1l) ile olusturulan metal kompleksi patojenik Gr* ve Gr- bakteri ile

funguslara kars1 test edilmis, antimikrobiyal aktivite gosterdigi gozlenmistir (Santiago

ve ark., 2020).

HL + Cu(( ll L C00),

Sekil 3.7 Sentezlenen Schiff bazi ve Cu(Il) kompleksi

Bagihalli ve ark. 2010 yilinda yaptiklar1 calismada yeni tiiretilmis biyolojik
olarak aktif ligandlarla Co(Il), Ni(ll) ve Cu(ll) 'nin bir dizi metal komplekslerini
sentezlemislerdir. Komplekslerin olast yapisi, analitik ve spektroskopik o6zelliklerini
(FT-IR, UV-Vis, ESR, FAB-kiitle gibi) yontemler kullanilarak arastirmislardir. Schiff
baz1 ve metal(Il) kompleksleri antibakteriyel (E. coli, S. aureus, S. pyogenes ve P.
aeruginosa) ve antifungal aktivitelerini (A. niger, A. flavus ve Cladosporium) agisindan
MIC yontemi ile taramislardir. Schiff bazi ve metal(ll) komplekslerinin, DNA
boliinmesini aragtirmiglardir. Co(II), Ni(II) ve Cu(Il) kompleksleri arasinda Co(Il) ve
Cu(ll), E. coli, S. pyogenes ve P. aeruginosa ve Co(Il) 'ye karsi yiiksek aktivite
gostermistir. DNA yarilma calismasindan, bilesiklerin, genomu yararak patojenik
organizmanin biraz biiyiimesine neden oldugu sonucuna varilmistir (Bagihalli ve Patil,

2010).

M= Co(ll), Ni(ll) ve Cu(ll)

Sekil 3.8 Sentezlenen Schiff bazi ve Co(II), Ni(IT) ve Cu(II)
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Nunes ve ark. 2017 yilinda yaptiklar: ¢alismada antitiimor ilag 5-florourasil ile
bir giimiis (I) kompleksi sentezlemislerdir. Sentezlenen bilesikler ¢esitli kimyasal ve
spektroskopik teknikle karakterize edilmistir. 5-florourasil ile Ag(l) kompleksinin,
yumurtalik c¢oklu ilaca direngli (NCI / ADR-RES) ve kolon (HT29) tiimor hiicre
hatlarina kars1 serbest ilaca kiyasla, %50 biiylime inhibisyonu ile daha yiiksek aktivite
gosterdigi rapor edilmistir. Jel elektroforez analizi, Ag(l) kompleksinin DNA plazmidi
ile etkilesmedigini gostermistir. Bilesik ayrica ¢esitli tiimor hiicre hatlarina karsi cis-
platinden daha yiiksek aktivite gostermistir. Ayrica yiiksek konsantrasyonlarda bilesigin
gram  pozitif ~ (Staphyloccocus aureus) ve gram negatif  (Escherichia
coli ve Pseudomonas aeruginosa) mikroorganizmalar tizerindeki aktivitesinin daha iyi

oldugu gozlenmistir (Nunes ve ark., 2017).

H
| O0—Ag
0. N\K \N/IF
FI/N\ /\T 0
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Sekil 3.9 5-FU ile Ag(l) kompleksinin sentezlenmesi

Dharmaraja ve ark. 2017 yilinda yaptiklar1 calismada mononiikleer aminoasit 5-
florourasil ve L- tirozin ile Schiff bazi ve onun Mn(ll), Co(ll), Ni(ll) metal
komplekslerini sentezlemislerdir. Sentezlenen ligand ve kompleksler yapisal olarak
analitik, spektral (FT-IR, UV-vis, 'H NMR, FA -Mass, TGA / DTA ve EPR) yan1 sira
molar iletkenlik ve manyetik caligmalar ile karakterize edilmistir. Toz X-151n1 kirinimi
ve SEM calismalari, tiim komplekslerin homojen morfolojiye sahip tek tip
mikrokristalin oldugunu gostermistir. Mn(II), Ni(Il) ve Co(II) kompleksleri, 5
florourasilden daha iyi in-vitro antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteler gostermistir.
Ayrica Ni(ll) ve Cu(ll) komplekslerinin niikleaz ¢alismalari, diger komplekslere gore
onemli Olgiide DNA baglama ve oksidatif DNA baglanma aktivitesi gosterdigi

bulunmustur (Dharmaraja ve ark., 2017).
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Sekil 3.10 Sentezlenen Schiff bazi ve Mn(II), Ni(Il) ve Co(II) kompleksleri

Shobana ve ark. 2015 yilinda yaptiklar1 ¢alismada biyolojik olarak aktif 5-FU,
glisin, alanin ve valin gibi amino asitlerden ligand sentezlemislerdir. Ni(Il), Cu(Il) ve
Zn(IT) metal iyonlar ile ligand kompleksleri elde etmislerdir. Yapilari, gesitli fiziko
kimyasal, spektral, termal ve morfolojik ¢alismalarla karakterize edilmistir. 5-FU ve
karigik ligand kompleksleri, agar kuyusu difiizyon yontemi ile bazi patojenik bakteri ve
mantar tiirlerine karsi in vitro biyolojik aktiviteleri agisindan test edilmistir. 5-FU ve
komplekslerinin in vitro antioksidan aktiviteleri de DPPH test yontemi kullanilarak
arastirilmistir. Sonuglar, Cu(Il) komplekslerinin, 5-FU ve Ni(II) ve Zn(II) bilesikleri ile
karsilastirlldiginda gii¢lii biyolojik ve antioksidan aktiviteler sergiledigini gostermistir.
Kompleksler ayrica aerobik kosullar altinda CT DNA'min parcalama aktiviteleri
tizerinde komplekslerin, belirli etkilesimler sonucu olarak bakteri ve mantar bilyiimesini

engelledigini gostermistir (Shobana ve ark., 2015).
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Sekil 3.11 FU den Sentezlenen Ni(ll), Cu(ll) ve Zn(Il) metal kompleksleri

Sumalatha ve ark. 2019 yilinda yaptig1 ¢aligmada iki Schiff baz ligandi ve
karsilik gelen mononiikleer ikili Cu(Il), Co(Il) ve Ni(II) kompleksleri sentezlenmis ve
karakterize edilmistir. Spektral veriler, geometrinin tiim metal kompleksleri icin kare
diizlemsel oldugunu dogrulamigtir. DNA baglanma aktivitesi sonuclarina gore,
sentezlenen komplekslerin DNA'y1r interkalasyon tarzinda bagladigi sonucuna
vartlmistir. Jel elektroforez deneyleri, komplekslerin, potansiyel olarak ana ligandlarina
kiyasla stiper sargili pBR322 DNA'y1r kestigini ortaya ¢ikarmistir. Bilesiklerin
antioksidan etkinligi ayrica DPPH serbest radikal siipiirme yontemi ile arastirilmis ve
ligandlara kiyasla metallerin onemli serbest radikal temizleme etkinligi gosterdigi
saptanmistir. Kompleksler, antimikrobiyal aktivite agisindan incelenmis ve
komplekslerin, serbest ligandlardan daha yiiksek potansiyel etki gosterdigi goriilmiistiir.
Bu sonuglar, baz1 modifikasyonlarla maksimum 1yilestirici potansiyele sahip etkili

ilaglar1 tasarlama konusunda ¢alismalar yapilmasini desteklemektedir (Sumalatha ve
ark., 2019).
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Sekil 3.12 Schiff bazindan sentezlenen Cu(Il), Co(Il) ve Ni(Il) kompleksleri

Tadavi ve ark. 2018 yilinda yaptiklar1 ¢calismada, yeni bir salen tipi ligand ile
mangan, kobalt ve nikel gecis metali komplekslerini hazirlamiglardir. Bu bilesiklerin
yapilar1 elemental, spektral, manyetik Olglimler, molar iletkenlik, elektrokimyasal
Olctimler ve tek kristal yapilar ile karakterize edilmistir. Bilesiklerin antibakteriyel
aktivitesi, E. coli, P. aeruginosa, B. subtilis ve S. aureus'a kars1 test edilmis ve standart
ilaglar siprofloksasin ve ampisilin ile karsilagtirilmis, ligandin komplekslerinin
aktivitesinin daha iyi oldugu gozlemlenmistir. Es zamanli olarak, antifungal aktivitesine
kars1 standart ilag olan miconazole ve fluconazole kullanilarak; C. albicans, A. flavus,
A. niger, C. neoformans fungal suslari {izerinde incelenmistir. Tiim bilesikler ayrica
standart olarak kullanilan askorbik aside kiyasla daha iyi antioksidan aktivite sergilemis
olup sentezlenen bilesiklerin, konsantrasyona bagli bir yaklasimla DPPH radikalini
temizledigi gozlenmistir. Ayrica kobalt kompleksinin, H202 varliginda pBR322 DNA
yarilmasi gosterdigi bildirilmistir (Tadavi ve ark., 2018).
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Sekil 3.13 Schiff bazi ve Mn(1l), Co(II) ve Ni(Il) gegis metali kompleksleri

Dharsin ve ark. 2020 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada, yeni Schiff baz ligandi1 (DTN)
ve onun Co(ll), Ni(ll), Cu(ll) ve Zn(11) metal komplekslerini sentezlemis ve karakterize
etmislerdir. Sentezlenen bilesiklerin fiziko-kimyasal ¢alismasi, Schiff bazi ve metal
selatlarinin Onerilen yapist ve bilesimi ile uyumlu veriler saglamislardir. FT-IR
verilerinden, DTN'min #i¢ disli oldugu bulunmustur. Metal selatlar icin elektronik
spektrum ve manyetik duyarlilik ¢alismalari temelinde oktahedral geometri onerilmistir.
Antimikrobiyal ¢alisma, DTN'nin Cu(Il) ve Co(II) komplekslerinin diger komplekslere
gore daha fazla antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu gostermistir. DNA boliinmesi,
H20> varliginda jel elektroforezi ile arastirilmistir. DTN'nin Co(ll) ve Cu(ll) tiirevleri,
etkili DNA béliinmesi gostermistir (Dharsin ve ark., 2020).
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Sekil 3.14 Schiff bazi Co(II), Ni(II), Cu(Il) ve Zn(II) metal kompleksleri

Bhagare ve ark. 2020 yilinda yaptiklar1 calismada, oda sicakliginda ve asidik
ortamda N-aril 3- ve 4-ikameli maleimidlerin p-toluen siilfonil hidrazid ile
yogunlastirilmasiyla bir dizi yeni Schiff bazi hazirlanmistir. Sentezlenen bilesiklerin
yapilart FT-IR, *H NMR, 3C NMR, MS spektral verileri ile karakterize edilmistir. Bu
yeni bilesikler, E. coli (ATCC 8739) ve S. aureus (ATCC25923) gibi iki patojenik
bakteriye ve A. niger (MCIM10231) ve C. albicans (MTCC6275) gibi iki patojenik

mantara kars1 antimikrobiyal aktiviteleri agisindan taranmistir. Antimikrobiyal tarama
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sonuglarina gore, test edilen bilesiklerin ¢ogunun orta ila iyi mikrobiyal inhibitor

oldugunu rapor etmislerdir (Bhagare ve ark., 2020).

Sekil 3.15 Sentezlenen Schiff bazi ligand1

Baska bir ¢alismada, bir tetradentat ligandin simetrik olmayan Pd(II), Fe(Il),
Zn(11), Mn(11), Cu(11) ve VO(IV) komplekslerinin *H, **C- NMR, UV-Vis, FT-IR, CHN
analizi, kiitle spektrumlar1 ile karakterize edilmistir. Sentezlenen bilesiklerin
antioksidan aktiviteleri incelemislerdir. Sentezlenen bilesiklerin BHA'ya gore daha iyi
aktivitelere sahip oldugu bildirilmistir (Said ve ark, 2020).

M= Pd(ll), Fe(11), Zn(11), Mn(l1), Cu(ll) ve VO(IV)
Sekil 3.16 Sentezlenen Schiff bazi1 ve Pd(I1), Fe(ll), Zn(I1), Mn(11), Cu(ll) ve VO(1V) kompleksleri

Ganji ve ark. 2020 yilinda yaptiklart ¢alismada Schiff bazlar1 ve onun Cu(ll),
Ni(I), Co(Il) metal komplekslerini sentezlemislerdir. CT-DNA ve dairesel siiper sargili
pBR322 DNA ile komplekslerin etkilesimleri, UV-Vis., spektroskopisi, floresans,
viskozite caligmalar1 ve agaroz jel elektroforez yontemi ile aragtirmiglardir. Sonuglar,
komplekslerin interkalatif bir mod araciligiyla CT-DNA ile orta derecede etkilesime
girdigini ve ayrica DNA'y1 verimli bir sekilde yarabilecegini gostermistir. Bilesikler,
secilen mikroorganizmalara kars1 in-vitro antimikrobiyal aktiviteleri a¢isindan taranmis,
elde edilen veriler bakteri oldiiriiciiler ve mantar 6ldiiriiciiler olarak test edilen bilesikler
tizerinde kanitlanmistir. DPPH yoOntemiyle antioksidan aktivite sonuglarina gore,
komplekslerin  serbest radikal temizleyiciler olarak gérev  yapabilecegini

vurgulamiglardir (Ganji ve ark., 2020).
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Sekil 3.17 Sentezlenen Schiff bazi ve onun Cu(II), Ni(Il) ve Co(II) metal komplekleri

Sampath ve ark. 2017 yilinda yaptiklar1 calismada karisik ligandlarin
(benzotiazolil Schiff bazi, PPhs ve AsPhs) Ru(ll) komplekslerini sentezlemislerdir.
Ligandlarin ve komplekslerin yapisal ozellikleri cesitli fizikokimyasal ve spektral
tekniklerle belirlenmislerdir. Sentezlenen bilesiklerin biyomolekiiler etkilesimlere
yonelik potansiyelini belirlemek i¢in, buzagi timus DNA's1 (CT-DNA) ile etkilesimi
iceren titrasyon deneyleri gerceklestirmiglerdir. Jel elektroforez piktogrami,
komplekslerin CT DNA'sin1 pargalama yetenegini goOstermistir. Ligandlar ve
komplekslerinin, onemli antioksidan aktivite gosterdigini bulmuslardir. Biyolojik
aragtirmalardan, Schiff bazi1 yapisindaki naftil biriminin, ligand olarak trifenilfosfine ile
baglanmasimin komplekslerin aktivitesini arttirdigi sonucuna varmiglardir (Sampath ve

ark., 2017).
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Sekil 3.18 Sentezlenen Schiff bazi rutenyum (IT) kompleksleri

Mohanraj ve arkadaglarinin 2016 yilinda yaptiklar1 ¢calismada ii¢ yeni Rutenyum
(IT) hidrazon kompleksi sentezlenmis ve cesitli spektro-analitik teknikler kullanilarak
karakterize edilmistir. Ligandlarin molekiiler yapilar1 da tek bir kristal X-151n1 kirinim

teknigi ile belirlenmistir. Spektroskopik calismalara dayanarak, tiim kompleksler i¢in
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bir oktahedral geometri Onerilmistir. Bir absorpsiyon spektral teknigi ile incelenen
ligandlarin ve komplekslerin DNA baglanma 6zellikleri, ligandlarin ve komplekslerin
interkalasyon yoluyla CT-DNA'ya baglandigin1 gostermistir. Ayrica, kompleksin,
buzagi timus DNA'sinin hidrolitik mekanizma ile boliinme kabiliyetini arttirdigi
bildirilmigtir. Antioksidan aktivite sonuglari, komplekslerin NO, DPPH ve OH
radikallerine kars1 potansiyel bir antioksidan gorevi gorebilecegini ortaya c¢ikarmistir

(Mohanraj ve ark., 2016).
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Sekil 3.19 Sentezlenen Schiff bazi ve i¢ yeni rutenyum (II) hidrazon kompleksi

Ejidike ve ark. 2015 yilinda yaptiklari ¢alismada yeni bir ligand ve Cu(ll),
Ni(Il), Zn(I) ve Co(ll) kullanarak metal komplekslerini sentezlemislerdir.
Komplekslerin gesitli patojenik bakteri suslarina karsi in-vitro biyolojik degerlendirmesi
yapilmistir. Metal komplekslerinin serbest liganddan daha yiiksek antimikrobiyal
aktivite sergiledigi ortaya konulmustur. Ayrica, bilesikler serbest radikalleri temizleyen
baz1 antioksidan ozellikler sergilemislerdir. DPPH ve ABTS yontemlerinden elde edilen
sonuglar, bilesiklerin elektron veya hidrojen atomu verebildigini ve daha sonra serbest
radikallerle reaksiyona girebildigini veya doza bagli bir modelde zincir reaksiyonlarini
sona erdirdigini ortaya koymuslardir. Tim komplekslerin, liganddan daha giiclii

stiptirme etkisi gosterdigi bulunmustur (Ejidike ve Ajibade, 2015).
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Sekil 3.20 Sentezlenen Schiff bazi ve Cu(Il), Ni(II), Zn(II) ve Co(Il) metal kompleksleri

Abou-Melha ve ark. 2016 yilinda yeni bir Schiff bazi ligand1 sentezledikten
sonra, Mn(ll), Fe(lll), Co(ll), Ni(ll) ve Cu(ll) metal komplekslerini
olusturmuslardir. Hazirlanan  komplekslerin ~ karakterizasyonu elementel, termal
analizler, FT-IR, HNMR, ®*CNMR, UV-Vis, XRD, SEM, molar iletkenlik ve manyetik
slisseptibilite dl¢timleri ile karakterize edilmistir. Ligand ve bazi komplekslerin 6nerilen
yapisal formiiliinii ortaya koymak i¢in molekiiler modelleme yapilmis olup, ayrica
serbest ligandin biyolojik aktivite sergiledigi bilinen ilaglarla teorik olarak
karsilagtirilmistir (Shah ve ark., 2016).

\f o) 0 _O\N:O 7 /'0\ 2 o/’\()
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Sekil 3.21 Sentezlenen Schiff bazi ve Ni(Il), Fe(II) metal kompleksleri

Abdel-Rahman ve ark 2017 yilinda yaptiklari ¢caligmada ligandi ve onun Mn(l1),
Fe(I1), Co(ll) ve Cd(I1) metal komplekslerini sentezlemislerdir. Calismada, ligandin ve
komplekslerin yapisi, elemental analizler (-C, H, N), FT-IR, manyetik ol¢iimleri
ve molar iletkenlik yontemleri kullanilarak aydinlatilmistir. Schiff bazi ligandi ve metal
komplekslerinin antimikrobiyal aktiviteleri, gram negatif olan E.coli, gram pozitif olan

B. subtilis ve S. Aureus, funguslardan da C.albicans kullanilarak incelenmistir. Schiff
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bazi komplekslerinin liganddan daha yiiksek aktivite gosterdigini bulmuslardir (Abdel-
Rahman ve ark., 2017).

Setae ol
'S o

M= Fe(ll) ve Mn(ll) X=H,0, n=1
M=Co, X=Cl, n=2

Sekil 3.22 Sentezlenen Schiff bazi ve Cd(IT), Mn(II), Fe(I),Co(II),CI(II) metal kompleksleri
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4. MATERYAL ve METOT

4.1 Kullanllan Materyallar

4.1.1 Aletler ve cihazlar

v

LSRN N N N N N R NN

Elementel Analiz Cihazi: Leco CHNS-O model 932 elementel analizor. Inonii
Universitesi, Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Merkezi, Malatya
IR Spektrofotometresi: Perkin Elmer 65 Spectrum FT-IR. Mus Alparslan

Universitesi, Merkezi Arastirma Laboratuari, Mus

'H ve 3C-NMR Spektrofotometresi: Bruker GmbH DPX-300 MHz FT, inénii
Universitesi, Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Merkezi, Malatya

UV-Vis. Spektrofotometresi: Shimadzu 1800 spektrofotometre Mus Alparslan
Universitesi, Merkezi Arastirma Laboratuari, Mus

Kiitle Spektrofotometresi: AGILENT model 1100 MSD kiitle spektrometresi,
Cukurova Universitesi, Merkezi Arastirma Laboratuari, Adana

TGA-DSC analizi: Mettler Toledo Cukurova Universitesi, Merkezi Arastirma
Laboratuari, Adana

Erime Noktasi Tayin Cihazi: Thermo-9100. Mus Alparslan Universitesi,
Merkezi Arastirma Laboratuari, Mus

Etliv: Niive EN 018 model cihaz

Isiticili Magnetik Karistirict: Heildolph marka cihaz

Elektronik Terazi: Radwak AS 220/C/2

Rotary Evaporator: Heidolph marka cihaz

pH — metre (Hanna)

Steril kabin: Mikrotest

Otoklav: Niive

Jel Elektroforez cihazi: Biorad

Elektroforez tanki: Biorad

Jel goriintiileme cihazi : (CemiDoc XRS Biorad)
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4.1.2 Kullanilan kimyasal maddeler

5-Flurourasil, o-fenildiamin, etanol, toluen, dietileter, metanol, kloroform, H20,
NiCl2.6H20, FeCl24H20, (RuCly(p-simen)]2, DPPH(1,1-difenil-2-pikril-hidrazil),
Neokuprin, NHiSCN, NaHPO4 KsFe(CN)s, TCA, FeCLs, CuCl,, CH3COONH;4
(Trikloro asetik asit), HCI, Linoleik asit (Sigma-Aldrich ve Merck).

4.1.3 Kullanilan c¢ozeltiler

4.1.3.1 Antioksidan yontemin belirlenmesinde total indirgeme kuvvet tayini ile

ilgili cozeltiler

80 ml destile su igerisinde 3,17 g Na2HPOj4 ¢oziildii ve pH-metre kullanilarak
pH’s1 6,6’ya ayarlandi. Toplam hacim 100 mililitre olacak sekilde destile su ile
tamamlanip fosfat tamponu elde edildi. Sonrasinda, 1 g KsFe(CN)s saf suda ¢ozdiiriildii
ve toplam hacim 100 ml’ye saf su ile tamamlanarak KsFe(CN)s ¢ozeltisi elde edildi.
Ardindan 5 g TCA, destile suda ¢6ziildii ve toplam hacmi 50 ml’ye destile su ile
tamamlanarak %10’luk TCA ¢ozeltisi elde edildi. Son olarak 82,5 mg FeClz.6H20 saf
suda ¢6zdiiriildii ve toplam hacim 50 ml’ye tamamlanarak %0,1°lik FeCls ¢ozeltisi elde
edildi.
4.1.3.2 1,1-Difenil 2-pikril hidrazil (DPPH.) serbest radikalleri giderme aktivitesi
tayini

25 ml etanolde 9,7 mg DPPH tamamen ¢oziiniinceye kadar magnetik karistiric
ile bir gece boyunca karistildi ve 10 M’lik DPPH ¢ozeltisi hazirlanda.

4.1.3.3 Kuprak metoduna gore indirgeme kuvveti tayini

25 ml saf suda 23,5 mg CuCl> maddesinin ¢6ziinmesi sonucu, 0,001 M’lik
¢ozeltisi hazirland1. 39 mg neokuprinin 25 ml etanolde ¢oziinmesiyle 7,5x10° M’lik
etanolik neokuprin ¢ozeltisi elde edildi. Ardindan 2 g CH3COONHy4, 16 ml destile suda
¢ozdiiriildi, toplam hacim 50 ml olacal sekilde tizeri saf su ile tamamland1 ve pH’s1 6,5
olan 1 M’lik CH3COONH34 tamponu hazirlandi.

4.1.3.4 Ferrik tiyosiyanat metoduna gore total antioksidan aktivite tayini

180 ml saf suya 1,14 g Na,HPO. maddesi ilave edilerek pH’s1 7,4 olan 0,04
M’lik fosfat tamponu hazirlandi. Sonrasinda, 50 ml tampon ¢ozeltide, 265 pl linoleik
asit ¢oziildii ve Tween-20 ilave edilip karisim homojenize edildi. Boylece, 0,017 M’lik
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linoleik asit ¢ozeltisi elde edilmis oldu. Ardindan %37’lik HCI’den 9,46 ml alinarak saf
su ile 100 mI’ye tamamlanip % 3,5’luk HCI ¢o6zeltisi hazirlandi. Son olarak 281 mg
FeCl2.3/4H20, % 3,5’luk HCI iginde ¢oziildii ve hacmi ayni ¢ozeltiyle 100 ml’ye

tamamlanip 20 M FeCl; ¢6zeltisi hazirlandi.
4.1.4 DNA koruyucu aktivite calismasinda kullanilan cozeltiler

Agaroz jel, Hidrojen peroksit, DMSO,10 x TBE tamponu, saf su, 50 ml pBr322
plazmit DNA kullanildu.

Agoroz jel hazirlamsi: 1 gr agaroz alinarak 100 ml TAEx1 tampon ¢ozeltisi ile
karistirildiktan sonra 1-2 dakika mikrodalga firinda ¢ozdiiriildii. Soguduktan sonra 7 ul
etidyum bromiir eklenip karistirildi. Agaroz deniz yosunundan ekstrakte edilmistir
(toksik degildir).

10 X TBE tamponu hazirlamsi: 108 g Tris bazi [tris (hidroksimetil)
aminometan], 55 g borik asit,7,5 g EDTA, disodyum tuzu, deiyonize su kullanildi.

Hazirlanan 6rnekler agaroz jel tankinda 70 voltta 80 dk siire ile dogru akimda
yiirlitiildii. Bu islemler bittikten sonra son olarak 3ml etidyum bromid ile boyanarak

goriintliileme dogru 151k altinda goriintiilleme yapildi.
4.2 Kullamilan Metotlar

4.2.1 Schiff bazi ligandinin sentezi ve karakterizasyonu

Sicak 25 ml metanol igerisinde o-fenilendiamin (OPDA) (5.05 g, 4,67 mmol)
alinarak ¢oziildi, lizerine esmolar oranda 5-florourasil (5-floro-1H-primidin-2,4-dion)
(6.07 g, 4,67 mmol) kullanilarak, geri sogutucu altinda 4 saat refluks edildi. Reaksiyon
karisimina birkag damla yogunlastirilmig glasiyel asetik asit ilave edildi. TLC ile
reaksiyon takip edilerek istenen iirlinlin olustuguna kanaat getirildi. Reaksiyon oda
sartlarinda birka¢ glin birakilarak ¢o6ziicli uzaklastirildi. Olusan {iriin birka¢ defa

dietileter ile yikanarak tekrar metanol/kloroform (2/1) karisiminda kristallendirildi.


https://www.greelane.com/link?to=is-it-safe-to-drink-deionized-water-609428&lang=tr&alt=https://www.thoughtco.com/is-it-safe-to-drink-deionized-water-609428&source=10x-tbe-electrophoresis-buffer-608132
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H,N H NH
Et-OH
OY N /N
TN HN
-H,0 I
Sekil 4.1 Sentezlenenen Schiff bazi ligand1

Schiff Baz1 Ligandi: Verim: % 82; E.N: 245 °C. Elementel Analiz C10HgN4OF (220.21 g/mol)
(%): C, 54.54; H, 4.12; N, 25. 44. Bulunan: C, 54.49; H, 4.08; N, 25.53.M.A: 220.43 g/mol. *H NMR
(CDCls-ds, 300 MHz, 25 °C) 8 (ppm): 11.15 (1H, s, FCCNH); 7.63 (1H, d, OCNH), 7.55 (1H, d, FCCH),
4.01 (2H, s, C-NHy), 7.26-6.94 (4H, dd, o-fenilen). **C NMR (CDCls, 75MHz, 25 °C) & (ppm): 171.47
(C=N), 150.46 (C=0), 142.34,126.25 (C=C, 5-Fu), 122.28-98.22 (C1-C6, o-fenilen). IR (KBr, v cm™):
3365, 3280 (NH2, NH), 1633 (C=0), 1591 (C=N), 1576, 1520, (C=Ca.), 1500, 1425 (8N1H, N3H), 1458
(C-F), 1248 (CNC) UV-Vis. (EtOH, Amax, cm™): 216, 239, 267, 287, 311, 429. Kiitle Spektrumu [ESI]:
m/z 219.21 (Hesap.), 219.14 (Bulunan)[M-H]".

4.2.1.1 Metal komplekslerinin sentezi ve karakterizasyonu
4.2.1.1.1 Fe(l1) kompleksinin sentez ve karakterizasyonu

Metal komplekslerinin sentezi i¢in, Schiff bazi ligandi (L) (0.5 g, 2.27 mmol) 15
ml metanolde ¢oziildii. Uzerine 15 ml metanolde ¢oziinmiis FeCly4H20 (0.45 g, 2.27
mmol) metal kloriir tuzlar1 eklendi. Reaksiyon, kaynama sicakliginda geri sogutucu
altinda 6 saat karistirildi. Reaksiyon olusumu TLC ile takip edilerek sonlandirildi. Fazla
¢ozlici uzaklastirildi. Olusan ham driin metanol/kloroform (1/2) karisiminda

kristallendirildi.

H O
' N2 \>\
Metanol N NH
+ FeCl2 4H2d —_— H,0 -Ct4H,0
. N= A~

Sekil 4.2 Sentezlenen Fe(1l) metal kompleksi

[FeL(H20)2]CI-4H,0: Verim: %88; E.N.: >300 °C. Elementel Analiz C10H20N4O7FCIFe (418.39
g/mol) (%): C, 28.70; H, 4.78; N, 13.38. Bulunan: C, 28.67; H, 4.76; N, 13.35. IR (KBr, v cm™): 3361,
3300, 3168, 846 (NH,, NH, H,0), 3170 (Ar-CH), 1673 (C=0), 1612 (C=N), 1571,1523 (C=Ca.), 1500,
1416 (8N1H, N3H), 1457 (C-F), 1238 (CNC), 604, 585 (Fe-0), 467, 425 (Fe-N). UV-Vis. (EtOH, Amax,
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cm): 228, 262, 281, 338, 346, 356, 412, 431, 449, 468, 486, 654. Kiitle Spectrumu [ESI]: m/z 420.39
(Hesap), 420.10 (Bulunan.) [M-2H]". peff(BM): 4.10.

4.2.1.1.2 Ni(Il) kompleksinin sentez ve karakterizasyonu

Nikel (IT) komplekslerinin sentezi i¢in, Schiff bazi ligand1 (L) (0.5 g, 2.27 mmol) 15 ml
metanolde ¢oziildii. Uzerine 15 ml metanolde ¢dziinmiis NiClo6H,O (0.64 g, 2.27
mmol) metal kloriir tuzlar1 eklendi. Olusan ¢dzelti kaynama sicakliginda geri sogutucu
altinda 6 saat karistirildi. Reaksiyon olusumu TLC ile takip edilerek sonlandirildi. Fazla
¢Oziicii uzaklagtirildi. Olusan ham {irtin metanol/kloroform (1/2) karisiminda

kristallendirildi.

. NH, OH,
0. N_ N H, / 0=
= Ni Metanol N\‘NiCNNP\NH
¥ iCl,.6H,0 o -C125H,0
HN. - i e
F -~ =
— F —_

Sekil 4.3 Sentezlenen Ni(ll) metal kompleksi

[NiL(H20),]CI’5/2H,0: Verim: %86; E.N.:>300 °C. Elementel Analiz CioH17N4OssFCINi
(394.24 g/mol) (%): C, 30.46; H, 4.314; N, 14.20. Bulunan: C, 30.42; H, 4.31; N, 14.25. IR (KBr, v cm™):
3427, 3288, 3200, 856 (NH2, NH, H,0), 3153, 3110 (Ar-CH), 1650 (C=0), 1608 (C=N), 1572, 1559,
1545 (C=Ca), 1500, 1420 (6N1H, N3H), 1453 (C-F), 1248 (CNC), 585, 568 (Ni-0), 502, 485,443 (Ni-N).
UV-Vis. (EtOH, A max, cm™): 217, 269, 274, 280, 294, 342, 428, 438, 546, 598, 656, 688, 711, 776.
Kiitle Spektrumu [ESI]: m/z 393.24 (Hesap), 393.40 (Bulunan.) [M+H]*. ueff(BM): 3.04.

4.2.1.1.3 Ru(ll) kompleksinin sentez ve karakterizasyonu

Rutenyum (II) metal komplekslerinin sentezi i¢in, Schiff bazi ligandi (L) (0.5 g,
2.27 mmol) 15 ml metanolde ¢oziildii. Uzerine [RuClz(p-simen)]2 (0.69 g, 1.14 mmol)
metal kloriir tuzu 15 ml etanolde ¢oziinerek kaynama sicakliginda geri sogutucu altinda
6 saat karistirildi. Reaksiyon olusumu TLC ile takip edilerek sonlandirildi. Fazla ¢oziicti

uzaklastirildi. Olusan ham iiriin metanol/kloroform (1:2) karisiminda kristallendirildi.
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Sekil 4.4 Sentezlenen Ru(ll) metal kompleksi

[Ru(p-simen)L]Cl>H20: Verim: %82; E.N.:> 300 °C. Elementel analiz C2oH2sN4O2FCI:Ru
(544.17 g/mol) (%): C, 44.14; H, 4.59; N, 10.29. Bulunan: C, 44.10; H, 4.57; N, 10.32. *H -NMR (CDCls,
300 MHz, 25 °C) & (ppm): 11.79 (1H, s, FCCNH); 7.53 (1H, d, OCNH), 7.12 ( 1H, d, FCCH), 4.16 (2H,
s, C-NH,), 7.26-6.98 (4H, dd, o-fenilen), 5.63-5.16 (4H, dd, CeHa(p-simen)), 2.97-2.86 (sept, 1H,
CH(CHa)); 2.12 (s, 3H, CHa); 1.28-1.24 (6H, dd, CH(CHs)z). °C NMR (CDCls, 75 MHz, 25 °C) &
(ppm): 170.16 (C=N), 152.65 (C=0), 143.20-122.28 (C=C, 5-FU), 120.21-98.04 (C1-C6, o-
fenilendiamin) 106.32, 100.01, 86.29, 85.44, 83.01, 81.39 (CsHa4, p-simen); 29.93 (CH(CHs).); 21.46
(CH(CHs),); 17.83 (CHs). IR (KBr, v em-1): 3439, 3353, 3214, 3141, 844 (NH,, NH, H0), 1652 (C=0),
1605 (C=N), 1557, 1540, 1520 (C=Ca.), 1505, 1406 (5N1H, N3H), 1453 (C-F), 1246 (CNC), 590, 566
(Ru-0), 446, 425 (Ru-N). UV-Vis. (EtOH, Amax, CMT): 217, 228, 268, 275, 359, 420, 487. Kiitle
Spektrumu [ESI]: m/z 546.17 (Hesap.), 546.30 (Bulunan ) [M+2H]?*. pe«(BM): Dia.

4.2.2 Schiff bazi ve metal komplekslerinin biyolojik aktivitelerinin

belirlenmesinde kullanilan yontemler
4.2.2.1 Antioksidan o6zelliginin belirlenmesinde kullamlan yontemler
4.2.2.1.1 Total indirgeme kuvvet tayini

Bilesiklerin ve standart antioksidanlarm Fe*® indirgeme kuvveti tayini, Oyaizu
yonteminin (Oyaizu, 1986), ufak bir modifikasyonuna gore yapildi. Stok ¢ozeltiden 5,
10 ve 20 pg/ml olacak sekilde numuneler alinarak ve deney 2 ml’lik deney tiiplerine
aktarildi ve hacim destile suyla 200 ul’ye tamamlandi. Daha sonra her bir tiipe 500 pl,
0,2 M fosfat tamponu (pH: 6,6) ve 500 ul, % 1’lik potasyumferrisiyaniir [KsFe(CN)g]
ilave edildikten sonra karisim inkiibasyona birakildi (50 °C, 20 dk.). Bu islemlerden
sonra reaksiyon karisgimima 500 pl, %10°luk triklorasetik asit (TCA) ilave edildi.
Cozeltinin iist fazindan 500 pl alindi, tizerine 500 pl destile su ve %0,1°lik 100 pl FeCls
ilave edildikten sonra 700 nm’de absorbans degerleri Mikrohacim Spektrofotometre’de
kaydedildi.

Cly'H,0
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4.2.2.1.2 1,1-Difenil 2-pikril hidrazil (DPPH.) serbest radikalleri giderme aktivitesi
tayini

DPPH serbest radikal giderme aktivitesi (Blois, 1958) metodunun kiigiik bir
modifikasyonuna gore yapildi. 1 mM’lik DPPH- Cozeltisi serbest radikal olarak
kullanildi. Deney kaplarina, farkli konsantrasyonlarda (5, 10 ve 20 ug/ul) numuneler
alinarak total hacimleri saf etanolle 600 pl’ye tamamlandi. 200 ul DPPHe ¢ozeltisinden
eklendi. 30 dakika inkiibasyondan sonra Mikrohacim Spektrofotometre kullanilarak 517

nm’de absorbanslari, etil alkolden olusan kore kars1 kaydedildi.
4.2.2.1.3 Kuprak metoduna gore indirgeme kuvveti tayini

Numunelerimizin kuprik iyonu (Cu®") indirgeme kapasiteleri Apak ve
arkadaglarinin kullandig1 Kuprak metodunun kismi revize edilmis bir modifikasyonuna
gore yapildi (Giilgin, 2006). Bunun i¢in kaplara, 0,01 M’lik 0,25 ml CuCl ¢ozeltisi,
ayn1 hacimde 7,5x10° M’lik etanolik neokuprin ve 1 M’lik asetat tamponu konuldu.
Cozelti karistirildiktan sonra farkli konsantrasyonlarda (5-10-20 pg/ml) numune ve
standartlar eklendi. 30 dakikalik inkiibasyondan sonra absorbanslari kaydedildi (450

nm).
4.2.2.1.4 Ferrik tiyosiyanat metoduna gore total antioksidan aktivite tayini

Sentezlenen bilesikler ve 5-Fu’nun total antioksidan aktivite tayini tiyosiyanat
metodunun (Mitsuda ve ark., 1966) kiiciik bir modifikasyonuna gore belirlendi. Bu
metoda gore; istenilen miktarlara karsilik gelen konsantrasyonlarda stok ¢ozelti,
ependorf tliplere otomatik pipetlerle pipetlendi ve hacim tampon ¢ozeltiyle 500 pl’ye
tamamlandi. Daha sonra iizerine 500 pl linoleik asit ilave edildi. 500 pl tampon ¢ozeltisi
ve 500 ul linoleik asit karigimi kontrol amagl olarak kullanildi. 37 °C’de
inkiibasyondan sonra, sekiz saatte bir numunelerden 20’ser ul alinarak, igerisinde 470 ul
etanol bulunan ependorf tiiplerin iizerine konuldu. Ardindan, 20 ul Fe?" ¢ozeltisi ve 20
ul SCN- ¢bzeltisi ilave edildi. 480 pl etanol bulunan kaba 20 upl Fe?* ve 20 ul SCN-
ilavesiyle hazirlanan ¢6zelti kor olarak kullanildi. Numunelerin 500 nm’deki
absorbanslar1 Mikrohacim Spektrofotometre (Thermo Scientific Multisckan Go)’de
kore karst okundu. Inkiibasyona, kontroliin maksimum absorbansa ulasmasiyla son

verildi.
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4.2.2.2 Antimikrobiyal 6zelliginin belirlenmesinde kullanilan yontemler

Antimikrobiyal Aktivite Calismalari

Sentezlenen ligand ve metal kompleksleri Dimetil Silfoksit’te (DMSO)
¢ozdiiriilerek antimikrobiyal aktivitesi kuyucuk agar metodu ile belirlendi (Ozgelik,
1992). Antimikrobiyal aktivite teslerinde Nutrient Agar ve Sabourand Agar besiyeri
kullanilmistir.  Ligandlarin  ve metal komplekslerin  antimikrobiyal etkisini
karsilastirilmas1 amaciyla 5 adet antibiyotik disk kullanilmistir. Calismada kullanilan
antibiyotik diskleri 6 mm ¢apinda olup, antibiyotik diskleri sunlardir: (Amikasin (AK-
30), Ampisillin/sulbaktam (SAM-20), Eritromisin (E-15), Rifampisin (RD-5) ve
Fluconazol (FCA-25).

Calismamizda kulanilan test organizmalar1 olarak 7 adet bakteri 3 adet fungus
iceren toplamda 10 adet mikroorganizma kullanilmistir. Bu mikroorganizmalar Mus
Alparslan Universitesi Merkez Laboratuvari’ndan temin edilmistir. Calismada gram
pozitif ( Bacillus subtilis ATCC 6633, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus
megaterium DSM 32) ve gram negatif ( Enterobacter aerogenes ATCC 13048,
Eshericha coli ATCC13883, Pseudomonas aeroginosa ATCC9027 ve Klebsiella
pneumonia ATCC13883) bakterileri ve funguslar (Y. lipolytica, C. albicans ATCC
10231 ve S. cereviciae) kullanilmistir.

Bakterilerin aktiflesmesi i¢in Nutrient Broth ve funguslar i¢cin Sabourand Broth
kullanilmigtir. Bakteri suslari Nutrient Broth (Merck)' a agilanarak 37+0.1 °C de 24+2
saat, maya suslar1 Sabouraud Dextrose Broth (Merck)' da 254+0.1 °C de 24+2 saat siire
ile aktivasyonu saglandi. Erlenmayer kaplarinda sterilize edilen ve 45-50 °C ye kadar
sogutulan Nutrient Agar (Merck) ve Sabouraud Dextrose Agar 15 ml olacak sekilde 9
cm’lik petri kaplarina dokiilerek katilagsmasi saglandi. Yukarida belirtildigi sekilde
hazirlanan bakteri (107-10® CFU/mI) ve maya (10° CFU/ml) suslarmin 24 saatlik broth
kiiltiirii ile asilanarak drigalski spatiilii ile homojen bir sekilde yayilarak 8 mm ¢apinda
oyuklar agildi. DMSO ile hazirlanmis metal kompleksler uygun konsantrasyonlarda (
0,2-0,5-1) oyuklara aktarildi. Bu sekilde hazirlanan petri kutulari 4 °C’ de 1 saat
bekletildikten sonra bakteri asilanan plaklar 37+0.1 °C de 24-48 saat, maya asilanan
plaklar ise 25+0.1 °C de 24-48 saat siire ile inkiibe edildi (Bradshaw, 1992). Siire
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sonunda besiyerideki inhibisyon zonlart mm cinsinden degerlendirilerek 6lgiim yapildi.

Calisma ti¢ tekrar seklinde yapildi.

4.2.2.3 DNA iizerindeki etkide kullamlan yontemler

5-Fu, ligand ve metal komplekslerinin DNA {izerindeki etkisi pBR322 plazmid
DNA kullanilarak agaroz jel elektroforez yontemi ile belirlendi (Siddall ve ark., 2002).
Bu amagla 10 mg madde 6rnegi 1 ml DMSQO’da ¢oziilerek ana stok maddeler hazirlandi.
Bu stoklar seyreltilerek 1 ve 0.5 mg/ml konsantrasyonlaria sahip maddeler kullanildi.
16 tane PCR tilipline sirastyla miktarlari; 1. pBR322 DNA (50 ng) 10 pl,
Hidrojen peroksit (H202) 5 ul, 3. DMSO 10 pl ve 4. 5-Fu, ligand ve metal
komplekslerinin konsantreleri ile toplamda 25 pl’ye tamamlanacak sekilde hazirlandi.

H20:2 eklenmeyen tiipleri 25 pl’ye tamamlamak icin 5 pl deiyonize saf su kullanildi.

. DNA

. DNA+ H20-

. DNA+ H20.+ DMSO

. DNA + DMSO

. DNA+ H202+5-FU (1 mg/ml)

. DNA+ H20,+5-FU (0,5 mg/ml)

. DNA+ H20.+ Ligand (1 mg/ml)

. DNA+ H20.+ Ligand (0,5 mg/ml)

. DNA+ H20.+ Ligand-Fe(ll) (1 mg/ml)
10. DNA+ H20.+ Ligand-Fe(Il) (0,5 mg/ml)
11. DNA+ H20.+ Ligand-Ni(ll) (1 mg/ml)
12. DNA+ H20.+ Ligand-Ni(ll) (0,5 mg/ml)
13. DNA+ H20.+ Ligand-Ru(Il) (1 mg/ml)
14. DNA+ H202+ Ligand-Ru(ll) (0,5 mg/ml)

© 00 N o o1 B~ w N

Her ornegin DNA {izerindeki etkisi agaroz jel elektroforezi yardimiyla
belirlendi. PCR tiipleri karanlik ortamda inkiibe edildi (37 °C’de 24 saat).
Inkiibasyondan sonra DNA karisiminm 5 pl’si yiikleme tamponu ile karistirilarak
%1°lik agaroz jele yiiklendi. Daha sonra TBE tamponu igerisinde 40 V’ta, 2-3 saat
boyunca elektroforez yapildi. Elektroforezden sonra jeller etidyum bromid ile boyandi
ve jel fotograflari CemiDoc XRS BIORAD goriintileme cihaz1 yardimiyla

gorlntiilendi.






45

5. BULGULAR ve TARTISMA

5.1 Sentez ve Karakterizasyon

Bu c¢alismada 5-FU bilesigi, o-fenildiamin reaktifi ile tepkimeye sokularak
Schiff bazi1 ve onun Fe(Il), Ni(ll) ve Ru(ll) metal kompleksleri sentezlendi. Elde edilen
Schiff baz1 ve metal kompleksleri, elementel analiz, tH-NMR, ¥C-NMR, FT-IR, UV-
Vis, termal analiz (TGA), LC-MS teknikleri kullanilarak karakterize edildi. Ligandlarin
¢ozinlrligli incelendiginde etanol, metanol, toluen, kloroform, DCM, DMF ve
DMSO’da ¢oziindiikleri goriildii. Elde edilen tiim bilesiklerin elementel analiz sonuglari
incelendiginde sonuglarin birbiri ile uyumlu oldugu gézlemlendi. Olusturulan ligand ve
metal komplekslerinin yapilarindaki fonksiyonel gruplarin belirlenmesi i¢in FT-IR
spektrokopisinden yararlanildi. Elektronik gegisleri incelemek iginde Uv-Vis
spekroskopsinden yararlanildi. Elde edilen sonuglara gore, 5-Fu, ligand ve sentezlenen
metal kompleks molekiilleri arasinda karsilastirma yapilarak literatiirlerle uygunlugu

incelendi.
5.1.1 FT-IR

Deneysel kisimda, Schiff bazi ligandi (L) ve bu ligandin Fe(ll), Ni(Il) ve Ru(ll)
metal komplekslerinin FT-IR spektrumlari verilmistir. Ayirt edici IR spektral pikleri ve
bu temel piklerin yorumlar1 karakterizasyon boliimiine atifta bulunmaktadir. Merkez
metal iyonlar1 ile Schiff bazi ligandinin dondr atomlar1 arasindaki baglanma hakkindaki
temel bilgiler, literatiirdeki c¢alismalara dayandirilarak tartisilmistir. Schiff bazi
ligandinin kizilstesi spektrumu, 1591 cm™'de ayirt edici bir azometin (C=N) grubunun
titresim bandini gostermistir. Bu bant sentezlenmis gecis metal komplekslerinin (Fe, Ni
ve Ru) spektrumlarinda daha yiiksek dalga boylarma (1605-1612 cm™) kaymustir. Bu
sonug, C=N grubu azot atomunun sirastyla Fe, Ni ve Ru metal iyonlarina baglandigin1
kanitlamaktadir (Jafari ve ark., 2017; Kumar ve ark., 2018). Serbest ligand ile ilgili
olarak, karbonil (C=0) grubuna ait gerilme titresimi 1633 cm™'de goriilmektedir.
Komplekslesmeden sonra karbonil grubuna ait bu bantlarin daha yiiksek dalga boylarina
(1650-1673 cm™) kaydig1 goriilmiistiir. Bu durum Schiff bazinin gegis metaller ile olan
koordinasyonda karbonil grubu oksijen atomunun metal iyonlarmma koordine oldugunu
gostermektedir (Yin ve ark., 2008; Liu ve ark., 2012). Schiff baz1 ligandi ile ilgili

olarak, v(NH2) bandinin gerilme titresimi 3280-3365 cm™'de civarinda gosterilen
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birincil amin grubu gerilme frekanslari, komplekslerde 3141-3353 cm™’de gbriilen
degerden kayma gostermektedir. Bu degisim, amino grubunun azot atomunun metal
iyonlarina koordine oldugunu dogrulamaktadir (Shakir ve ark., 2011; Shobana ve ark.,
2015). Metal komplekslerde 3361-3439 cm™ ve 844-856 cm™ de araliginda sergilenen
yeni kizilotesi bantlar, koordine ve hidrat su molekiillerinin gerilme titresimlerine isaret
etmektedir (Abdel-Rahman ve ark., 2017; Saranya ve ark., 2020). Schiff bazi ligandinda
3186-3280 cm™''de NH grubunun biikiilme titresimleri, komplekslesme durumunda
sirasiyla Fe, Ni ve Ru iyonlar igin 3353-3286 cm™ 'ye kaydig1 seklindedir. Bu sonug,
NH grubunun azot atomunun metal iyonlarma koordine oldugunu kanitlamaktadir
(Shobana ve ark., 2015; Soliman ve ark., 2017; Kumar ve ark., 2018). Sirastyla v(M-N)
(C=N, NH2 azot atomlar1) ve v(M-O) germe hareketlerine bagl olarak orta-zayif
yogunluklu 566-604 cm™ ve 502-425 cm™ araliklarinda yeni kizilétesi bantlarin varhig
mevcuttur (Shakir ve ark., 2011; Monem ve ark., 2018; Sumalatha ve ark., 2019). Bu
sonuglar, merkez metal iyonlarinin karbonil grubu v(C=0) oksijen atomuna, azometin
ve amin (NH2, NH ve C=N) gruplar1 azot atomlarina koordinasyonunu ifade eder.
Schiff bazi metal komplekslerinde belirgin kaymalar ve yeni kurulan M-O ve M-N
baglarindan kaynaklanan yeni baglar Schiff bazi ve M(ll) komplekslerinin

sentezlendigini gostermektedir.
5.1.2 UV-Vis and magnetik siisseptibilite

Sentezlenen M(II) kompleksinin geometrik yapisin1 dnermek i¢in, Schiff bazi ve
komplekslerinin etanol ¢dzeltilerinin (10° M konsantrasyonda) elektronik absorpsiyon
spektrumlart 200-800 nm dalga boyu araliginda o6l¢iildii. Komplekslerin kaydedilen
spektrumlarindaki farkli bantlarin maksimum absorpsiyon bandindaki dalga boylari

karekterizasyon kisminda verilmistir.

Schiff bazi ligandinin 216 ve 429 nm arasinda gozlemlenen yiiksek yogunluklu
bantlar n—n* ve n—n* gecislerine karsilik gelir ve sirasiyla aromatik halkasi ve
azometin grubuna atif edilir. Nikel(I) kompleksi, sirasiyla n—n* ve n—om*
gecislerinden kaynaklanan 269 nm ve 342 nm'de iki tepe band gostermistir. Ni(Il)
kompleksinin elektronik spektrumunda 438-711 nm bdlgesindeki bantlarin varligi,
oktahedral koordinasyonun oldugunu kanitlamaktadir. Ni(II) kompleksinin
spektrumundaki bu diisiik yogunluklu bantlar, sirasiyla LMCT ve d—d geg¢islerine
isaret etmektedir (Bharathi ve ark., 2007; Shobana ve ark., 2015; Kalita ve ark., 2015).
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Oda sicakligr manyetik duyarlilik 6lgtimii, Ni(IT) kompleksi igin pest degeri 3,03 MB'lik
bulundu. Bu deger, oktahedral geometride Ni*? igin bildirilen deger ile uyumlu
oldugunu desteklemektedir (Roy ve ark., 2007; Shah ve ark., 2016).

Fe(II) kompleksinde, 468 nm ve 654 nm araligindaki diisiik yogunluklu bantlar,
metal iyonlarmin LMCT ve d—d gegisleriyle tutarlidir (Monem, Enein, & Seady,
2018). Serbest ligandaki n—n* ve n—n* gegislerine karsilik gelen UV-Vis. spektrum
pikleri bu komplekste 228 ve 431 nm arasinda gozlenmistir. Oda sicakligt manyetik
duyarlilik 6lgtimii, Fe(I) kompleksi i¢in pefr degeri peff degeri 4,10 MB'lik olarak
Olciildiiu. Ru(Il) kompleksin spektrumlarinda 420 ve 487 nm'de daha az yogun bir bant,
gecici olarak d—d gecisine isaret etmektedir. Serbest ligandaki n—n* ve n—m*
gecislerine karsilik gelen UV-Vis. spektrum pikleri bu komplekste 217 ve 359 nm
arasinda gozlenmistir. Bu degerler, Fe(Il) ve Ru(Il) komplekslerinin olusumunu ve
oktahedral koordinasyonu desteklemektedir (Calik ve ark., 2016; Abdel — Rahman ve
ark., 2017; Buldurun ve ark., 2019).

Schiff bazi ligandinin metal kompleksleri primidin veya imin fonksiyonundan
kaynaklanan 338 ve 468 nm dalga boyundaki bantlar n—n* gecisine atanir. Ayni
sekilde, 300 nm'nin altinda gozlemlenen baska bir bant m—n* gecisine isaret eder.
Ayrica liganddan metale yiik transferine atfedilebilecek 412468 nm bdlgesinde
gozlemlenen bantlar L->MCT bandini, 486 ile 654 nm gozlemlenen genis bantlar ise
d—d gecislerine yorumlanir. Bu gegisler, hazirlanan komplekslerin oktahedral
yapisinda oldugunu desteklemektedir (Masoud ve ark., 2004; Abdel-Rahman ve ark.,
2017; Kumar ve ark., 2018; Monem ve ark., 2018).

Fe(Il), Ni(II) ve Ru(Il) komplekslerinden elde edilen bu degerlerin literatiir
bilgileri ile uyum igerisinde oldugu goriilmektedir.

5.1.3 'H (Proton) ve '3C (Karbon) NMR

Ligandin ve Ru(Il) kompleksinin proton (*H) NMR spektrumlarinda 5-FU
halkasindaki N-H protonlar1 sirasiyla 11.15, 11.79 ppm olarak gozlendi (Shobana,
2015). N-H'den kaynaklanan sinyaller, Ru(ll) kompleksinde diisiik alana kaymuistir.
Ligandin aromatik protonlari, Ru(Il) kompleksinde 6.98-7.26 ppm araliginda gozlendi.
Ligandda 4.01 ppm'de gozlemlenen NH> protonlari, Ru(ll) kompleksinde 4.16 ppm de
bir singlet proton olarak tespit edildi. Bu kaymalar Ru(ll) metalinin NH2> grubunun N
atomuna baglandigin1 kanitlamaktadir (Shakir ve ark., 2011; Jafari ve ark., 2017). Ru
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kompleksinin spektrumlarinda 5.16-5.63 (d), 2.86-2.97 (m), 2.12 (s) ve 1.24-1.28 (d)
ppm civarinda gozlemlenen yeni sinyaller, Ru(Il) kompleksine ait p-simen grubunun
varligina isaret etmektedir (Mallikarjuna ve ark., 2018; Ramos ve ark., 2019; Buldurun
ve ark.,2020). Schiff bazi ligandi ve Ru(ll) kompleksinin karbon (*3C) NMR
spektrumlarinda, sinyaller sirasiyla karbonil ve imin karbonlara karsilik gelen 171.47-
170.4-16 ve 150.46-152.65 ppm civarinda bulundu. Schiff bazi ligandi aromatik
karbonundan kaynaklanan sinyallerde oOnemli degisimler olmadigi goriildii. Ru
kompleksinin spektrumlarinda, p-simenin karbonlarina karsilik gelen 106.32-81.39 ve
29.93-17.83 ppm araliginda yeni sinyaller gozlendi. Bu yeni sinyaller, p-simen
grubunun varligin1 kanitlamakta ve dolaysiyla Ru(ll) kompleksinin olustugunu

desteklemektedir (Liu ve ark., 2012).
5.1.4 TGA analizi

[FeL(H20)2]CI'4H20 kompleksinin dort basamakta bozundugu goriilmiis ve
bunlardan ilk basamaginin, 50-110 °C sicaklik araliginda % 6.43 (hesap: %6.45)’lik
kismim ayrilmast 1,5 mol hidrat su molekiiliiniin olusturdugu kiitle kaybina isaret
etmektedir. ikinci basamagin, 110-400 °C sicaklik araliginda %27.43 (hesap: % 27.82)
kiitle kayb1 geriye kalan (hidrat ve koordine) su molekiilii ile Cl gruplarina karsilik
gelmektedir. Ugiinci  basamagin, 400-535 °C arahiginda meydana geldigi
goriilmektedir. Bu basamakta ayrilan %32.74 (hesap: %32.76) kismi1 koordine aromatik
grubu ile F ve N2 gruplarina (-C7HeN2F) denk gelmektedir. Dordiincii basamak ise 535—
600 'C sicaklik arahigindaki kiitle kaybir %5.25 (hesap: %5.97) degerinde (-C2H)
kismma karsilik gelmektedir. 610 'C den sonra kalan kararli kisim, %27.50 (hesap:
%26.96)’l1ik oranin Fe(ll) kompleksinin CHN2FeO kismina karsilik gelmektedir (Abdel-
Rahman ve ark., 2017).

[Ni(L)(H20)2]CI1.5/2H20 kompleksinin bes basamakta bozundugu goriilmekte ve
bunlardan ilk basamagin analiz sonucu olusan % 9.78 (hesap: %9.12)’lik kiitle kaybinin
50-135 ‘C sicaklik arahiginda iki hidrat su molekiiliiniin olusturdugu kiitle azalmasi ile
oldugu diisiiniilmektedir. Ikinci basamakta, %10.60 (hesap: %11.41)’lik kiitle kaybinn,
135-230 °C sicaklik arahiginda 0,5 mol hidrat ve iki mol koordine su molekiiliiniin
olusturdugu kiitle azalmasi nedeniyle oldugu diisiiniilmektedir. Ugiincii basamakta 235-
440 C de ayrilan kismin, %21.44 (hesap: %20.90) Cl, F, N2 gruplarina ait kiitle kayb1
degerine karsilik gelmektedir. Dordiincii basamakta 440-490 ‘C sicakhk araliginda,
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%15.59 (hesap: % 16.24) degerinde CsH2N grubuna tekabiil etmektedir. Son basamakta
ise 495-560 °C’de, metale koordine olmus Schiff bazi ligandinin geriye kalan kismi
CeHsN (O atomu hari¢) oldugu tahmin edilmektedir. Bu kiitle kayb1 da %22.75 (hesap:
%23.35)’lik bir degere sahiptir. Bu sicakliktan sonra kiitle kayiplarindan yola ¢ikilarak
geriye kalan maddenin% 19.84 (hesap: %18.93)’lik kisminin NiO’e ait oldugu
sOylenebilir (Emam ve ark., 2017; Buldurun ve ark.,2019).

[Ru(p-simen)L].Cl2.H20 kompleksinin ii¢ basamakta bozundugu goriilmekte ve
bunlardan ilk basamagin analiz sonucu meydana gelen% 4.20 (hesap: %3.30)’lik kiitle
kaybinin, 50-160 °C sicaklik araliginda bir hidrat su molekiiliiniin olusturdugu kiitle
kaybina karsilik gelmektedir. ikinci basamagm 165-380 °C sicakhk araliginda kloriir, p-
simen grubu, benzen ve 5-Fu halkasinin (-C1gH22N2FCl2) kismina karsilik gelmektedir.
Bu agirlik kaybi deneysel 65.45% (hesap: 65.44%) degerine karsilik gelmektedir. Son
basamakta 385-760 °C sicaklik araliginda ise %14.57 (hesap: %12.68) kismi ayrilmis
buda metale koordine olmus Schiff bazi ligandinin geriye kalan (-C2N2HO) kismina
tekabiil etmektedir. Bu sicakliktan sonra kiitle kayiplarindan yola ¢ikilarak geriye kalan
maddenin %18.57 (hesap: %18.56)’lik kismin metalik Ru olduguna isaret etmektedir
(Buldurun ve ark., 2019).

5.2 Antioksidan Aktivite

Antioksidan aktivite tayini i¢in bir¢ok farkli yontem bulunmaktadir. Antioksidan
aktivite, kullanilan materyalin yapisi, derisimi ve fizikokimyasal 6zellikleri ile tercih
edilen metoda gore degisiklik gostermektedir (Koleva ve ark., 2002). Bu sebepten o6tlirii
elde edilen bilesiklerin antioksidan aktiviteleri dort farkli yontemle (total indirgeme
kuvvet tayini (FRAP), DPPH' Radikal giderme aktivitesi, Cu(ll) iyonu indirgeme
metodu (CUPRAC) ve total antioksidan aktivite tayini) arastirildi. Sonuglar, standart
antioksidan olan BHA, BHT nin aktivitesi ile karsilastirildi. Azot, oksijen veya siilfiir
gibi elektron verici atomlar igeren Schiff bazlari ile ge¢is metali kompleksleri biyolojik
sistemlere biiyiik Olclide katkida bulunur. Bu kompleksler, klinik, analitik ve endiistriyel
stireclerde Onemli uygulamalara sahiptirler. Schiff bazi ligandlarinin geg¢is metal
bilesikleri iizerindeki caligmalar, spektral 6zellikleri ve genis uygulamalar1 nedeniyle

biiyiik 6nem tasimaktadir (Ejidike ve Ajibade, 2015).

5.2.1 Ferrik tiyosiyanat metoduna gore total antioksidan aktivite tayini
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Sentezlenen ligand, metal kompleksleri ve 5-FU’nun total aktioksidan
aktivitelerini belirlemek amaciyla ferrik tiyosinat metodu kullanildi. Elde edilen
sonuglar, standart antioksidan olan BHA ve BHT’nin sonuglari ile kiyaslandi.
Organizmada bulunan serbest radikal aracili lipit peroksitleri, hiicredeki lipitlere
saldirarak hasarlara ve g¢esitli hastaliklarin olusumuna neden olmaktadir. 5-FU’nun
kanserli hastalarda serbest radikal zincir reaksiyonundaki lipit perositlerini arttirdig:
arastirmalar sonucunda bildirilmistir (Eskandari ve ark., 2015; Obeid ve ark., 2020). Bu
yontem araciligiyla sentezlenen bilesiklerin ve 5-FU’nun lipit peroksitlerini giderme
kapasiteleri arastirildi. Elde edilen sonuglara gore, sentezlenen bilesiklerin, 5-FU ve
standart antioksidanlarin en yiliksek konsantrasyondaki (20 pl)  linoleik asit
peroksidasyonunu indirgeme yiizdeleri Sirastyla su sekildedir: L-Ru(Il) = BHT (%60) >
BHA (%56) > L-Fe(II) (%52) > Ligand (%16) > L-Ni(II) (%15) > 5-Fu (%8,7). Ayrica

numunelerin zamana bagli absorbans degisimleri sekil 31°de gosterildi.

Onceki ¢alismalardan yola ¢ikarak sentezledigimiz ligand ve metal
komplekslerinin, 5-FU’den ¢ok daha yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi gozlendi.
Elde edilen sonuclar, 5-FU’nun lipit peroksidasyonuna neden oldugunu rapor eden
onceki ¢aligmalarla uyumludur (Famurewa ve ark., 2019; Obeid ve ark., 2020).

Rutenyum, normal hiicrelere karsi diisiik toksisitesinin distkligl, timor
hiicrelerince daha kolay absorbe edilmesi ve organizmadan kolayca uzaklastirilmasi
sebebiyle, ¢cokga tercih edilen metaller arasindadir. Literatiirde ¢alismamizi destekleyen,
Schiff baz1 ligand1 ve Ru(Il) kompleksinin lipit peroksitlerini gidermede oldukca etkili
oldugunu gosteren ¢esitli caligmalar mevcuttur. Turan ve arkadaslar1 arastirmalarinda
Schiff bazi ligandi ve ligandin Co(II), Ni(I) ve Ru(Il) komplekslerini sentezleyip
yapilarin1 aydinlatmiglardir. Ayrica sentezledikleri bilesiklerin biyolojik aktivitelerini
standart antioksidanlardan olan BHA ve BHT ile kiyaslamislardir. Arastirmanin
sonucunda Ru(Il) kompleksinin lipit peroksitlerini %86,22 oraninda elimine ederek
diger bilesiklerden ve standartlardan daha yliksek aktivite gosterdigini rapor etmislerdir
(Turan ve ark., 2019). Baska bir ¢alismada, Buldurun ve arkadaslari, Schiff baz1 ligandi
ve onun metal komplekslerini sentezlemislerdir. Ru(ll) kompleksinin total antioksidan
aktivitesinin diger bilesiklerden ve standart antioksidanlardan (BHA ve BHT) daha
yiiksek oldugunu ve lipit peroksitlerini % 63,41 oraninda siipiirdiigiinii rapor etmislerdir

(Buldurun ve ark., 2019). Schiff bazi ligand1 ve onun metal komplekslerinin, biyolojik
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aktivitelerinin arastirildigi  bir baska caligmanin sonuglarina gore ise Ru(Il)
kompleksinin lipit peroksitlerini % 28,55 oraninda giderdigi bildirilmistir (Bing6l ve
Turan, 2020).
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Sekil 5.1 Ligand, Metal kompleksleri ve 5-Florurasilin, standart antioksidanlar (BHA ve BHT) ile ferrik
tiyosiyanat metoduna gore total antioksidan aktivite sonuglarinin karsilastirilmasi

5.2.2 Fe*3 indirgeme kuvveti tayini (FRAP)

Antioksidan ¢alismalarda sik¢a Kullanilan bu biyoanalitik metotda; test
ortamindaki sar1 renk, indirgenme olayindan sonra yesil renge doniismektedir (Koksal,
2007). Gegis metali iyonu Fe*?, elektron kazanimi veya kayb1 yoluyla serbest radikal
olusumunu siirdiirme yetenegine sahiptir. 5-FU, Ligand ve komplekslerinin 20 pg/mL
konsantrasyonundaki  numuneler standart antioksidanlar (BHA ve BHT)
karsilastirildiginda indirgeme kuvveti kapasiteleri su sekilde siralanmaktadir: Ligand >
L-Ni(ll) >BHA > L —Ru(ll) > L-Fe(Il) > BHT > 5-FU. Indirgeme kuvveti numunelerin
absorbansina bagli olarak artmaktadir. Calismanin sonuglarina gore en diisiik indirgeme

kapasitesini 5-FU gostermistir (Sekil 32).

5-FU’nun hiicrelerde serbest radikal olusumunu arttirarak oksidatif strese neden
oldugu bilinmektedir (Famurewa ve ark. 2019). 5-FU’nun Fe' iyonu ile selat
olusturamamasindan dolay1 ortamda fazladan var olan Fe*? iyonlarmin Fenton
reaksiyonu yoluyla serbest radikal (OH") {iretimine neden olmasi beklenir. Bu durum ise
5-FU’nun oksidatif strese neden olabilme potansiyelini agiklamaktadir (Obeid ve ark.,
2020; Famurewa ve ark., 2019).
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Jafari ve arkadaslari, aminopiridinden Schiff bazi ve onun Co(ll), Cu(ll), Zn(1l)
ve Ni(II) metallerini sentezlemislerdir. Calismanin sonucunda, metal komplekslerinin
iyi derecede aktivite gosterdiklerini ve ozellikle Ni(ll) kompleksinin en iyi Fe*
indirgeme kapasitesine sahip oldugunu bildirmislerdir (Jafari ve ark. 2017). Inan ve
arkadaglari, 2018 yilinda sentezledikleri Schiff bazi ligandi ve onun rutenyum ( I1)
komplekslerinin antioksidan kapasite aktivitelerini in vitro ortamda g¢esitli testlerle
arastirmislardir. Sentezlenen bilesiklerin radikal temizleme aktivitelerinin, standart
antioksidanlar olan BHT, BHA ve Trolox'tan daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir.
(Inan ve ark., 2018). Buldurun ve arkadaslar1 2019 yilinda sentezledikleri Shiff bazi
ligandi ve onun Co(ll) ve Fe(Il) komplekslerinin antioksidan kapasitelerini arastirmak
icin ¢esitli tesler kullanmiglardir. Sentezlenen bilesikler, ferrik indirgeme yeteneklerine
gore sirasiyla BHA, BHT, askorbik asit ve tokoferol’den sonra geldigini
gozlemlemislerdir (Buldurun ve ark., 2019). Baska bir ¢alismada Turan ve arkadaslari,
Iki farkli Schiff baz1 ligand1 ve onun Fe(ll), Zn(Il) metal komplekslerini sentezleyip
yapilarmi aydilatmislardir. Sentezlenen 2 farkli liganddan biri olan L? ‘nin 250 pl’lik
konsantrasyonunda, standart antioksidan olan BHA ya yakin bir etki gosterdigi ardindan

L —Zn(II) bilesiginin geldigi gdzlenmistir (Turan ve ark., 2016).
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Sekil 5.2 Ligand, metal kompleksleri, 5-Fu, BHA ve BHT ’nin FRAP metoduna gore indirgeme kuvveti
sonuglart

5.2.3 Cu*? indirgeme kuvveti tayini (CUPRAC)
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Kuprak bilesigi, radikal olarak kullanilan ABTS ve DPPH gibi molekiillerden daha
kararli bir yapiya sahip ve daha kolay elde edilebilen bir molekiildiir (Apak ve ark.,
2004). Numunelerin farkli konsantrasyonlardaki (5, 10 ve 20 ug/mL) ¢6zeltilerinin
kuprik iyonlarmi (Cu?") indirgeme kuvveti kapasitesi maksimum 450 nm’deki
absorbanslart 6lgiilerek belirlendi. Ligand, metal kompleksleri, 5-FU, ve standartlar
antioksidanlarin (BHA ve BHT) 20 pg/mL konsantrasyonundaki indirgeme kuvveti
kapasiteleri sirasiyla su sekildedir: L-Ru(ll)>Ligand>BHT>BHA>L-Ni(l)>L-Fe(l1)>5-
FU. Bu calismanin sonuglarina gore ligand ve metal komplekslerinin 5-FU’ya gore daha
giiclii bir sekilde Cu*? iyonlarmi indirgedigi gozlendi. Sonuglar diger antioksidan
yontemlerin sonuglarini destekler mahiyettedir. Ayrica elde edilen sonuglara gore L-
Ru(ll) ve ligandin, standart olarak kullanilan sentetik antioksidanlardan ¢ok daha iyi
sonug verdigi gozlendi (sekil 33). Cu(l)-Nc selati olusturulamamasi sonucu ortamda
fazladan biriken Cu® iyonlar1 Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlari yoluyla serbest
radikal olusumuna neden olabilirler (Karabulut ve Giilay, 2016). Bu sebeple, ¢alismanin
sonuglarina gore, 5-FU’nun en diisiik aktiviteyi gostermesi, inhibitor etkisini agiklamasi

acisindan beklenen bir durumdur.

4 -
_ —o— Ligand
£ —m—L-Fe(ll)
a
s L-Ni(11)
2
S L-Ru(l)
2 —¥—5-Fu
2
—e—BHA
‘ BHT
0 =l T T 1
0 5 10 20

Konsantrasyon (ug/ml

Sekil 5.3 Ligand, metal kompleksleri, 5-Fu, BHA ve BHT ’nin CUPRAC metoduna gore indirgeme
kuvveti sonuglart

Total antioksidan sonuglarma goére Ru(Il) kompleksinin en iyi aktiviteyi

gosterdigi ve Ru(ll) komplekslerinin antioksidan ¢alismalarda tercih edildigi



54

bildirilmisti. Bu acidan CUPRAC testi sonuglarina gore Ru(Il) kompleksinin en yiiksek
aktiviteyi gostermesi de bu durumu desteklemektedir.

Turan ve arkadaslarinin  yaptigi ¢alismanin  sonuglarina goére metal
komplekslerinin Cu*? iyonlarmi standartlardan daha diisiik ancak yiiksek derecede
indirgedigi rapor edilmistir (Turan ve ark., 2016). Sonuclar ¢aligmamizin sonuglarina
benzerlik gostermektedir. Baska bir calismada ise g¢alismamiza benzer sekilde Ru(Il)
kompleksinin bakir iyonunu indirgeme kapasitesinin diger metal kompleksleri ve

liganddan daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (Buldurun ve ark.,2019)

5.2.4 1,1-Difenil 2-Pikril Hidrazil (DPPH") serbest radikalleri giderme

aktivitesi tayini

2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) kararli uzun Omiirli organik azot
radikallerinden biri olup, organik ve inorganik maddelerin antioksidan aktivitesini
dlemek icin yaygin olarak kullanilan bir substrattir (Ozgelik ve ark., 2003; Giimiis ve
ark., 2020). Rengi Koyu meneksedir, ticari olarak kulanilir (Prior ve ark., 2005). Bu
metodun esasinda DPPH c¢ozeltisinin sahip oldugu koyu menekse rengi acilir ve
absorbansta bir azalma meydana gelir. Absorbanstaki bu azalma spektrofotometre ile
Olctliir. DPPH c¢ozeltisindeki renk agilmasi arttikca, reaksiyon absorbansi diismeye
baglar, absorbans degerindeki her bir azalma yiiksek radikal siipiirme aktivitesi demektir
(Ndhlala ve ark 2010). Hizli ve kolay uygulanabilen bir yontemdir. Calismada, DPPH

radikalini sliplirme yiizdesi asagidaki formiille hesaplandi:

% Inhibisyon = [AK - AN / AK] x 100

AK: Kontrol numunesinin absorbans degeri

AN: Kullanilan numunelerin absorbans degeri

Antioksidanlarin DPPH radikal siiplirme iizerindeki etkisi, hidrojen verme
kabiliyeti veya numunelerin radikal temizleme aktivitesinden kaynaklanmaktadir. Bir
inhibitoriin antioksidan aktivitesi, temelde biyolojik sistemlerde iiretilen radikal
merkezlerini bir elektron veya hidrojen bagislayarak noétralize etme sekline baghdir.
Inhibitdriin  yapis1 ve oOzellikleri, aktiviteyi gdstermede onemli bir rol oynar
(Mohammad ve ark., 2017).

Numunelerin ve standart antioksidanlarin 20 mg/ml konsantrasyonunda DPPH
radikalini giderme ylizdeleri sirasiyla, BHA (%70,2) > L-Fe(ll) (62,6) > Ligand
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(%61,5) > L-Ni(l) (%59,8) > BHT (%44,7) > L-Ru(ll) (%39,3) > 5-Fu (%-5,7) olarak
hesaplandi.

—o—Ligand
—m—L-Fe(ll)
L-Ni(l1)
L-Ru(l)

—#=5-Fu

Absorbans (517 nm)

—o—BHA

BHT
0 T T 1

0 5 10 20

Konsantrasyon (ug/ml

Sekil 5.4 Sentezlenen ligand, metal kompleksleri ve 5-Fu’nun DPPH serbest radikal giderme
aktivitelerinin BHA ve BHT ile karsilastiriimasi

Elde edilen sonuglara gore; Basta L-Fe(Il) metal kompleksi olmak iizere
sirastyla diger metal komplekleri ve ligandin, 5-FU’dan daha yiiksek serbest radikal
stiplirme etkisi gosterdigi gozlendi. Ayrica genel olarak konsatrasyon artigina bagl
olarak bilesiklerin DPPH radikallerini daha iyi temizledigi tespit edildi (Sekil 34).

Literatiirde Schiff baz1 ligandi ve metal komplekslerinin DPPH radikallerini
siipiirme aktivitesi ile ilgili cesitli ¢alismalar mevcuttur. Dharmaraja ve arkadaglari
yaptig1 calismada, bu g¢alismanin sonuclarina benzer sekilde, Schiff bazi ve metal
komlekslerinin DPPH radikallerini 5-FU’dan daha fazla giderdigini rapor etmislerdir
(Dharmaraja ve ark., 2017). Ejidike ve Ajibade yaptiklari ¢alismada Schiff bazi ligandi
ve liganddan sentezledikleri farklt metal komplekslerinin DPPH radikali siiplirme
aktivitelerini arastirmiglardir. Calismanin sonucuna gore sentezlenen bilesiklerin
standartlara (askorbik asit ve rutin) gore daha diisiik aktivite sergiledigini ancak Ni(II)
kompleksinin radikal gidermede standartlara yakin performans sergiledigini
bildirmislerdir (Ejisike ve Ajibade, 2015). Schiff bazi ve metal komplekslerinin
biyolojik aktivitelerinin c¢alisildig1 bagka bir aragtirmanin sonuglarina gore; bilesiklerin
radikal siipiirme aktivitelerinin konsantrasyon artisina bagli olarak arttigi ve Ni(Il)

kompleksinin aktivitesinin BHT standardina yakin oldugu rapor edilmistir (Harinath ve
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ark., 2013). Bir baska calismada ise Fe(Il) kompleksinin DPPH aktivitesi BHT
standardina yakin ve yiiksek bulunmustur (ibrahim ve ark., 2017). Calismamizda Fe(II)
kompleksinin aktivitesi liganddan daha yiiksek bulunmustur. Literatiirde bulunan, metal
komplekslerinin radikal giderme aktivitesini arttirdigina dair ¢aligmalar, sonuglarimizi
desteklemektedir (ibrahim ve ark., 2017; Inan ve ark., 2018).

5.3 Antimikrobiyal Aktivite

Mikroorganizmalardan canli viicuduna yararli olan ve ayni zamanda zararli olup
hastaliklara neden olan patojenler bulunmaktadir. Patojen mikroorganizmalarin
gelisimini Onleyen bilesikler olarak adlandirilan antimikrobiyal maddeler, insanlar
tarafindan enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde kullanilmaktadir (Mishra ve Agrawal,
2012). Antimikrobiyal ajanlar, mikroorganizmalar iizerinde iki sekilde etki
gostermektedir. Bunlardan biri mikroorganizmalarin  {iremesine etki eden
mikrobiyostatik etki digeri ise mikroorganizmalart O6ldiiren mikrobisit etkidir.
Hastaliklara neden olan mikroorganizmalar, yanlis ila¢ kullanim1 ya da fazla dozlarda
ila¢ kullanimlar1 bu bakterilerin antimikrobik ajanlara kars1 diren¢ geni olusturmalarina
neden olmaktadir. Yanlis ila¢ kullanimlar1 veya fazla alinan ilaglar bir siire sonra kotii
sonuclara neden olabilecegi icin tizerinde ciddi ¢aligmalar yapilmasii gerektirmistir

(Saran ve Karahan, 2010).

Bu c¢alismada 5-Fu ilac1 ve bundan sentezlenen ligand ve onun L-Fe(ll), L-
Ni(ll), L-Ru(ll) metal komplekslerinin in-vitro sartlarda antimikrobiyal o6zellikleri
arastirildi. Yaptigimiz bu calismada antikanser ilaci olarak kullanilan 5-FU’nun zararh
bakterilere ve funguslara karsi etkisini arastirmak icin 5-FU’dan sentezlenen Schiff bazi

ve onun metal komplekslerinin antibakteriyel ve antifungal etkisi incelendi.
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Madde Konsantrasyonlar: (mg/ml) DMSO

Mikroorganizmalar 5-Fu Ligand
0,2 0,5 1 0,2 0,5 1
B. subtilis 40+0.47* 45+0.00 45+0.81 30+0.81 38+0.47 40+1.24
+
o S. aureus SB? SB SB SB SB SB
O B. megaterium 34+0.81 36+0.00 40+0.00 SY 22+0.81 30+0.00
E. aerogenes 45+0.00 46+£0.47 50+0.81 28+£0.00 30+0.47 42+1.24
o E. coli SB SB SB SB SB SB
o P. aeroginosa SB SB 42+£1.24  33+0.81 35£1.24 424047
K. pneumonia 36+0.47 38+0.81 40+0.47 SB SB SB
4 Y. lipolytica SB SB SB SB SB SB
2 C. albicans, SB SB SB SB SB SB
>
LL S. cereviciae SB SB SB SB SB SB

!Inhibisyon zonu (mm); °SB: Sonu¢ Bulunamadi

Calisma bulgular1 incelendiginde, 5-FU, ligand ve L-Fe(ll) kompleksinin B.

subtilis bakterisine karsi antibakteriyal etki gosterdigi gozlendi. 5-FU’nun ve ligandin,

B. megaterium bakterisine karsi diger konsantrasyonlara nazaran 1ul’lik konsantrasyon

da daha iyi antibakteriyel etki gosterdigi gozlendi.

Cizelge 5.2 L-Fe (I1), L-Ni (1) ve L-Ru (II)’ nun test mikroorganizmalari {izerindeki antimikrobiyal
Madde Konsantrasyonlari (mg/ml) DMSO

Mikroorganizmalar L-Fe (1) L-Ni (11) L-Ru (1)
0,2 0,5 1 02 05 1 02 05 1
N B. subtilis 21+0.00 22+0.81 28+047 SB SB SB SB SB SB
o S aureus SB SB SB SB SB SB SB SB SB
O B. megaterium SB SB SB SB SB SB SB SB SB
E. aerogenes SB SB 300000 SB SB SB SB SB SB
' E. coli SB SB SB SB SB SB SB SB SB
E:f) P. aeroginosa SB SB SB SB SB SB SB SB SB
K. pneumonia SB SB SB SB SB SB SB SB SB
% Y. lipolytica SB SB SB SB SB SB SB SB SB
g C. albicans, SB SB SB SB SB SB SB SB SB
T S. cereviciae sB S8 SB SB SB SB SB SB SB

etkisi

!Inhibisyon zonu (mm); 2 SB: Sonu¢ Bulunamadi
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5-FU, ligand ve L-Fe(ll) bilesiklerinin, E. aerogenes bakterisine karsi 1pl
konsantrasyon da iyi etki gosterdigi goriildii. P. aeroginosa bakterisine karsi ligandin
tiim konsantrasyonlarda bakteri tiremesine etki gosterdigi, 5-FU’nun ise sadece 1ul’lik

konsantrasyonda bakteri iiremesi lizerinde etki gosterdigi gozlendi

K. pneumonia bakterisine kars1 5-FU’nun konsantrasyon artisiyla orantili bir
sekilde antibakteriyal aktivitesinin arttig1 gézlendi. 5-FU, ligand ve metal komplekslerin
funguslar (Y. lipolytica, C. albicans, S. cereviciae ) lizerinde herhangi bir antifungal
etki gostermedigi belirlendi. Artan konsantrasyonlara bagh olarak 5-FU ve ligandin, B.
subtilis, B. megaterium, E. aerogenes, P. aeroginosa bakterilerine Kkarsi iyi
antibakteriyal etki gosterdigi gibi, sentezlenen L- Fe(ll) kompleksinin sadece B. subtilis
ve E. areogenes bakterileri tizerinde etkili oldugu gozlendi. Sentezlenen L-Ni(ll) ve L-
Ru(IT) komplekslerinin hig¢bir antimikrobiyal etki gostermedigi tespit edildi. 5-FU,

ligand ve metal komplekslerinin higbir antifungal etki gostermedigi gozlendi.

Cizelge 5.3 Antibiyotiklerin test mikroorganizmalar iizerindeki etkisi

Mik Antibiyotik diskler
' Eritromisin Ampisilin Rifampisin  Amikasin  Flukonazol
B. subtilis 20+0.00* 10+0.00 21+0.47 11+0.00 SB
+
o S.aureus 21+0.81 8+0.00 18+1.24 9+0.00 SB
© B. megaterium 25+0.47 10+0.00 16+0.00 10+0.47 SB
E. aerogenes 27+1.24 10+0.81 16+0.47 9+0.00 SB
v+ E.coli 19+0.00 SB 18+0.81 13+0.81 SB
@ .
(® P.aeroginosa 19+0.47 8+0.00 8+0.00 14+0.47 SB
K. pneumonia 19+0.00 12+0.47 19+0.81 10+0.00 SB
2 Y. lipolytica SB? SB SB SB 21+0.47
2 C. albicans SB SB SB SB 23+0.81
LS. cereviciae. B B SB SB SB

!Inhibisyon zonu (mm); 2 SB: Sonu¢ Bulunamadi

B. subtilis ve E. aerogenes bakterisine karst 5-FU, ligand ve L-Fe(ll) kompleksi
kontrol amagh olarak kullanilan antibiyotiklerden daha 1yi aktivite gosterdi. 5-FU ve
ligandin B. megaterium ve P. aeroginosa kars1 gosterdigi etkinin antibiyotiklerden daha
yiiksek oldugu belirlendi. K. pneumonia’ye karsi sadece 5-FU’nun antibiyotiklerden
daha iyi antibakteriyal aktivite sergiledigi tespit edildi. Higbir maddemizin flukonazole

gibi antifungal etki gostermedigi belirlendi.
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V. Sumalatha ve arkadaslar1 2019 yilinda yaptiklar1 sentezde, Schiff bazi ve
Cu(ll), Co(ll) ve Ni(ll) komplekslerinin antimikrobiyal etkisini arastirmislardir. Elde
ettikleri sonuglara gore ligandin, metal komplekslerinden daha iyi antibakteriyel etki
gosterdigini gbézlemlemislerdir (Sumalatha ve ark., 2019). Bu ¢alismada ise ligandin

kismen L- Fe(II) kompleksinden daha iyi antibakteriyal aktivite gosterdigi tespit edildi.

Ramadan ve ark. 2014 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, sentezledikleri Schiff bazi
ve metal kompleklerininin antimikrobiyal etkisini, gram negatif bir bakteri olan E. coli
ile gram pozitif bir bakteri olan S. aureus ve funguslarda; Aspergillus flavus, C.
albicans tizerinde incelemislerdir. Yapilan arastima sonucunda her iki bakteri tiiriiniin
de hem ligand ve hem de metal komplekslerinde bakteri {iremesini azalttigini
gozlemlemislerdir (Ramadan ve ark., 2014). 5-FU, ligand ve metal komplekslerimizin
E. coli, S. aureus ve C. albicans’a kars1 hicbir antimikrobiyal aktivite gostermedigi

belirlendi.

Tadavi ve ark. 2017 yilinda elde etikleri Schiff baz1 ve metal komplekslerinin
antibakteriyel etkisini, E. coli, P. aeruginosa, B. subtilis ve S. aureus'a karsi incelemis
olup metal komplekslerden bazilarinin liganddan daha iyi etki gosterdigini ve ayrica
zayif antifungal aktivite sergiledigini gozlemlemislerdir (Tadavi ve ark., 2018).
Calismamizda ise, ligandimiz metal komplekslerden daha iyi antibakteriyal etki

gosterirken, hicbir maddemizin antifungal aktivite gostermedigi tespit edildi.

Dharsin ve ark. 2020 yilinda yaptiklari ¢alismada elde ettikleri sonuglara gore E.
coli, P. aeruginosa, K. pneumonia, S.aureus ve S. saprophytics ve C. albicans
bakterilerine karsi antimikrobiyal aktiviteleri agisindan incelenmis ve sentezlenen Schiff
baz1 ve metal komplekslerin standart antibakteriyel ajan ciprofoxacin ve antifungal ajan
nistatin ile karsilagtirilmistir. Sonuglar, bilesiklerin test edilen mikroorganizmalarin
coguna karsi orta ila iyi inhibe edici etki sergiledigini bildirmislerdir (Dharsin ve ark.,
2020). Kontrol amacglh kullandigimiz antibiyotiklerden, 5-FU, ligand ve L-Fe(ll)

kompleksinin B. subtilis ve E. aerogenes kars1 daha iyi aktivite gosterdigi belirlendi.

Nunes ve ark. 2017 yilinda yaptiklar1 ¢alismada 5-FU ile bir gimis (1)
kompleksi sentezlemislerdir. Sentezlenen bilesikleri ¢esitli kimyasal ve spektroskopik
teknikle karakterize ederek yapisini aydinlatmislardir. Bilesik ayrica gram pozitif (S.
aureus) ve gram negatif (E. coli ve P. aeruginosa) iizerinde de test edilmis ve bakteri

suslarina kars1 yiiksek konsantrasyonlarda mikroorganizmalar iizerindeki aktivitesinin
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daha iyi oldugu gozlenmistir (Nunes ve ark., 2017). Calismamizda ise Schiff bazi, metal
komplekslerin ve 5-FU’nun, S. aureus ve E. coli bakterisi lizerinde herhangi bir etki
gostermedigi fakat ligandin yiiksek konsantrasyonda 5-FU’ya gore daha iyi etki
gosterdigi gozlendi.

Onceki calismalardan yola ¢ikarak elde edilen sonuglara istinaden sentezlenen Schiff
bazi ve metal komplekslerinin, farkli mikrorganizmalara kars1i antimikrobiyal
aktivitesindeki degisikliklerin, mikroorganizmalarin hiicre duvarindan, protein
sentezlerinden, niikleik asitlerden kaynakli birgok nedeni olabildigi sdylenebilir.

5.4 Bilesiklerin DNA Uzerindeki Etkisi

Gecgis metali komplekslerinin DNA ile kovalent olmayan etkilesimlerinin
incelenmesi, yogun bir giincel ilgi alanidir (Mohanraj ve ark., 2016). Bu nedenle, metal
komplekslerinin DNA'ya baglanma ¢alismalarinin gelisiminde, olduk¢a énemli oldugu
diistiniilmektedir bu da yeni antikanser ila¢ g¢alismalarinin yapilmasini artirmaktadir

(Celik, 2018).

DNA’nin 3 farkli formda (Form I DNA'in saglikli stipersarmal formu, Form II
tek zincirinde zarar meydana gelen halkasal formu ve Form 11 ise iki zincirinde de zarar
meydana gelen lineer formudur) bulunur. 5-FU’dan elde edilen Schiff bazi ve bunun
metal komplekslerinin DNA koruyucu aktivitesi, pPBR322 plazmit DNA’s1 kullanilarak
test edildi (Sekil 35). Bu yonteme gore, DNA {izerinde hasara yol agan etkenler olan
H202 ve DMSO varliginda farkli konsantrasyonlarda maddelerin, DNA hasaria engel
olma yetenegi degerlendirildi. Bu ¢alismada amacimiz elde edilen ligand ve metal
komplekslerinin, DNA iizerindeki etkisini ve H20>> nin DNA’ya verdigi hasari,

azaltmasini incelemektir.
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DNA+H,0,+5af su
DNA+H,0,+DMSO
1mg/mL 5Fu+DNA
0.5mg/mL 5Fu+DNA
1mg/mLL-Fe(ll)+DNA
0.5mg/mL L*Fe(l1)+DNA
J 1mg/mLL-Ni(ll)+DNA
0.5mg/mL L-Ni(l1)+DNA
1mg/mLL-Ru(ll)+DNA
0.5mg/mL L-Ru(ll)+DNA

DNA+DMSO

3
w
b
©
v
+
<
=
o

'[ 1mg/mLL+DNA
B} 0.5mg/mL L+DNA

Form |l——a [Err—

i
Form ll|l—> H20,'li
Form |— ornekler

HzOz'SiZ
ornekler

Sekil 5.5 a) H202 ‘li,b) ) H202’siz , Sentezlenen ligand, metal kompleksleri ve 5-Fu’nun DNA iizerine
etkisinin kargilastiriimasi

Sonuglarimizdan yola ¢ikarak gozlemledigimiz veriler dogrultusunda DMSO ve
H202 beraber kullanildiginda DNA’ y1 tamamen parcaladigi gozlendi. DMSO tek
basina DNA ile etkilesime girdiginde ise DNA’nin form I yapisinin daha kararli hale
geldigi gozlendi. Sonug olarak DMSO’nun tek bagina DNA’ya zarar vermedigi ancak
H20: ile beraber etkilesime girdiginde DNA’nin yapisin1 tamamen parcaladig: gozlendi.
Ligand, metal kompleksleri ve 5-FU’nun DNA iizerinde yarattigi etkiyi kiyaslacak
olursak H202’li olan sekil (35.a) goriintii incelendiginde belirtilen yiiksek
konsantrasyonda 5-FU ilacinin DNA’nin form II halini daha belirgin hale getirdigi
gozlendi. Sentezledigimiz ligandin, diisiik konsantrasyonda bile DNA’nin form I ve
form II halini daha kararli hale getirdigi gibi ligandin ise H202 ‘nin DNA iizerinde
yarattigl etkiyi azaltip DNA’nin kirtlmasini engelledigi gozlendi. L-Fe(Il) metal
kompleksi yiliksek konsantrasyonda DNA’nin form II halini biraz belirgin hale getirdi,
fakat diisiik konsantrasyonda etkisi gozlenmedi, yani konsantrasyon miktar1 artikca
DNA’nin kararli hale gelebileceginden bahsedebiliriz. L-Ni(ll) metal kompleksi,
yiiksek konsatrasyonda DNA’nin form II yapisini, diisiik konsantrasyonda DNA’nin
form III yapisimi belirginlestirdi. L-Ru(Il) baglh metal kompleksin ise, DNA’nin form
yapilarindan herhangi biri {izerinde etki gostermedigi gozlendi. Sekil (35.a)’da, ligandin
standart ila¢ olan 5-FU’dan daha iyi etki gosterdigi gozlendi.

Sekil (35.b)’de ise H202 kullanilmadan 5-FU, ligand ve metal komplekslerin
DNA {izerindeki etkisi goriilmektedir. Maddelerimizin sentezinde kullandigimiz DMSO
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tek basina DNA’nin form I ve Form II halini kararli hale getirdi. 5-FU hem yiiksek hem
diisiik konsantrasyonda DNA’nin Form I ve Form II yapisini1 kararli halini bozmadig1
gozlendi yani DNA yapisinda kirilma gézlenmedi. Diislik konsantrasyondaki ligandin,
DNA’nin form I yapisin1 5-FU’nun DNA iizerindeki etkisine gore daha karali hale
getirdigi gozlendi. Sentezlenen ligandin DNA’nin form yapilarina etki gostermedigi
gibi DNA’nin form yapilarin1 daha da giiglendirdigi gozlendi. Diisiik konsantrasyonda
L-Ni(II) metal kompleksinin Form I ve form III yapisinin kararli oldugu, fakat yiiksek
konsatrasyonda DNA kirilmasina neden oldugu gortldi. L-Ru(ll) ve L-Fe(ll) metal
komplekslerinin konsantrasyona bagli olmaksizin DNA’nin yapisinda kirilma meydana
getirdigi gozlendi Koruyucu aktvitive acisindan bakildiginda, H>.O2 nin bulunmadigi
ortamda, ligandin, diisiikk konsantrasyonda DNA’nin form(Il) ve form (III) yapilarim
daha belirgin hale getirdigi gozlendi.

Tejaswi ve ark. 2019 yilinda Schiff bazlarinin ve metal komplekslerinin niikleaz
aktivitesi agaroz jel elektroforez yontemi ile arastirmiglardir. Oksidatif islemde
numunelere H>O2 eklenmis ve sonu¢ olarak komplekslerin DNA'y1r par¢alama
kapasitesi, dogal olarak olusan DNA formunun (Form I) ¢entikli dairesel forma (Form
I) ve lineer forma (Form III) gegisi ile izlenmislerdir (Tejaswi ve ark., 2016). Pathan ve
ark. 2012 yilinda yaptiklar1 arastirmada DNA'nin iki farkli konsantrasyonu ile
komplekslerin etkilesime girmesine izin verilmis olup islenmemis kontroliin DNA'ya
kiyasla metale bagli DNA bantlarinin  yogunluklarinda oOnemli bir azalma
gozlemlemislerdir, bu da DNA™min metal kompleksleri tarafindan bdliindiigiini

diistindiirmistiir (Pathan ve ark., 2012).

Metal komplekslerimizden sadece L-Ni(ll) diisiik konsantrasyonda H2O2 ‘in
slipiiriicti etkisini kismen ortadan kaldirmistir. En iyi etkiyi ise ligandimizin sergiledigi
belirlendi. 5-FU ve ligandimiz DNA’nin form | ve form Il yapisinin kararli halde
kalmasmm1  sagladigr gozlendi. Ayrica metal komplekslerden sadece diisiik
konsantrasyondaki L-Ni(Il) harig, biitiin metal kompekslerinin DNA’y1 tamamen hasara
ugrattigt  tespit edildi. FElde ettigimiz sonuglar, daha Onceki c¢aligsmalarla
karsilastirildiginda metal komplekslerinin DNA’y1 hasara ugrattigina dair sonuglar
birbirilerini desteklemektedir.
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6. SONUC

Kemoterapik ajanlar, kanser hiicrelerindeki artis1 engellemekle beraber saglikli
hiicrelerde de olumsuz yan etkilere yol agmaktadirlar. Bu nedenle, kanser tedavisinde
kullanilan 5-FU’nun, yan etkilerini minimum diizeye indirebilecek olan yeni
kemoterapik ajanlar elde etmek amaciyla bu ¢aligma planlandi. Bu sebeble ana ilagtan
yeni Schiff bazi tliretip onun farkli metal kompleksleri sentezlendi. Ciinkii Schiff bazlar
ve komplekslerinin ¢ok farkli kullanim alanlarina (kozmetik, tip/disgilik, biyoteknoloji,
boya endiistrisi, elektronik endiistrisi, tarim, plastik sanayi v.s.) sahip olmasi biz
arastirmacilart bu bilesikleri sentezlemeye yoneltmistir. Literatiirde 5-FU ilacindan
tirevlendirilen degisik ligandlar ve bunlarin kompleks bilesikleri {izerine ¢ok fazla
sayida bilimsel calisma yaymlanmistir. Fakat onceki calismalardan farkli olarak bu
calismada 5-FU, o-fenilendiamin ile muamele edilerek yeni bir Schiff bazi elde edildi.
Daha sonra onun metal kompleksleri sentezlenerek yapisi gesitli karakterizasyon
islemleri ile aydinlatildi. Sentezlenen bilesiklerin bakteriler iizerinde antimikrobiyal
etkisi, farkli metotlar kullanilarak antioksidan etkisi ve pBR322 plazmit DNA
tizerindeki etkileri incelendi. Analiz sonuglar1 ve literatiir ¢alismalar1 dikkate alinarak
bilesikler i¢in en uygun yapilar 6nerilmistir. Elde edilen bulgular ve ¢ikarilan sonuglar
dogrultusunda ligand ve metal komplekslerinin sonuglar1 standartlar (BHA ve BHT) ve
5-FU ile kiyaslandiginda ¢ok 1iyi antioksidan aktivite gosterdigi gozlendi.
Antimikrobiyal aktivite sonuglarma gore ise ligand ve metal kompleklerinin
mikroorganizmalar iizerinde, 5-FU’ya gore daha diisiik aktiviteye sahip oldugu
belirlendi. Elde edilen ligand, metal komplekleri ve 5-FU’nun DNA {izerindeki etkisi
agaroz jel elektroforez yontemi ile incelendi. Elde edilen goriintiiye gore H2O2’nin
Form I’i pargaladigi ve DMSO ile birlikte DNA’y1 tamamen yok ettigi gozlendi.
Gortintiiler incelendiginde ligandin 5-FU’dan daha iyi etki gosterdigi tespit edildi.
Biitiin sonuglar degerlendirildiginde, sentezlenen bilesiklerin ana ilaca gore oldukca
fazla antioksidan aktiviteye sahip oldugu ve in vivo deneylerle antikanser aktivitelerinin
calisilmasina referans olabilecegi kaaatindeyiz. Ayrica bu calismanin sonuglarinin
literatiire 6nemli katkilar saglayacagini ve c¢alismada sentezlenen bilesiklerin yeni

antioksidan ve antikanser ilaclarin sentezlenmesine yardimci olacagini diisiinmekteyiz.
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EK 3 Schiff Bazinin (Ligand) UV-VIS spektrumu
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EK 4 Schiff Baz1 (Ligand) kiitle spektrumu

Inten (x100,000)
7 5
219.1485
5.0
25+
|84Tl
0.0 _— - T
250

pr—p—
125

80



%T

EK 5 Fe(ll) kompleksinin FT-IR spektrumu

(T
1

L+Fe(Il).=

i3

om-1

81



Abs

EK 6 Fe (11) kompleksinin UV-VIS spektrumu
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EK 7 Fe (II) kompleksinin kiitle spektrumu
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EK 8 Fe (I1) kompleksinin TGA spektrumu
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EK 9 Ni (1) kompleksinin FT-IR spektrumu
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EK 10 Ni (1) kompleksinin UV-VIS spektrumu
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EK 11 Ni (IT) kompleksinin kiitle spektrumu
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Lab: METTLER
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EK 12 Ni (I1) kompleksinin TGA spektrumu
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EK 13 Ru (1) kompleksinin 1H-NMR spektrumu
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EK 14 Ru (1) kompleksinin FT-IR spektrumu
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EK 15 Ru (11) kompleksinin UV-VIS spektrumu
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EK 16. Ru (II) kompleksinin kiitle spektrumu
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EK 17 Ru (1) kompleksinin TGA spektrumu
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