T.C.
KASTAMONU UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

5-METHOXY-IiSATIN THIOSEMiCARBAZONE
TUREVLERININ DNA iLE ETKILESIMININ INCELENMESI
VE ANTIMIKROBIYAL ETKIiLERININ BELIRLENMESI

Ahmed Ramdan Ali ABUJARIDA

Damsman Dog¢. Dr. Mehmet Cengiz BALOGLU
Jiiri Uyesi Prof. Dr. Fatma KANDEMIRLI
Jiiri Uyesi Doc¢. Dr. Musa KAVAS

YUKSEK LiSANS TEZI
GENETIK VE BIYOMUHENDISLIiK ANA BILIiM DALI

KASTAMONU - 2017



TEZ ONAYI

Ahmed Ramdan Ali ABUJARIDA tarafindan hazirlanan “5-Methoxy-Isatin
Thiosemicarbazone Tiirevlerinin DNA ile Etkilesiminin Incelenmesi Ve
Antimikrobiyal Etkilerinin Belirlenmesi” adli tez ¢alismas: agagidaki jiiri tiyeleri
oniinde savunulmus ve oy birligi ile Kastamonu Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Genetik ve Biyomiihendislik Anabilim Dal’nda YUKSEK LISANS TEZI olarak
kabul edilmistir.

Danigman Dog. Dr. Mehmet Cengiz BALOGLU
Kastamonu Universitesi

Jiri Uyesi Prof. Dr. Fatma KANDEMIRLI /o ..
Kastamonu Universitesi

Jiiri Uyesi Dog. Dr. Musa KAVAS
Ondokuz Mayis Universitesi

24/05/2017

Enstitii Miidiir V. Prof. Dr. Temel SARIYILDIZ



Rasna
Metin Kutusu


TAAHHUTNAME

Tez i¢indeki biitiin bilgilerin etik davranis ve akademik kurallar cergevesinde elde
edilerek sunuldugunu, ayrica tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu
calismada bana ait olmayan her tiirlii ifade ve bilginin kaynagina eksiksiz atif
yapildigini bildirir ve taahhiit ederim.
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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

5-METHOXY-ISATIN THIOSEMICARBAZONE TUREVLERININ DNA iLE
ETKILESIMININ INCELENMESI VE ANTIMIKROBIYAL ETKILERININ
BELIRLENMESI

Ahmed Ramdan Ali ABUJARIDA

Kastamonu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Genetik ve Biyomiihendislik Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Mehmet Cengiz BALOGLU

Tiyosemikarbazon ve Tiyosemikarbazidler, ¢cok ¢esitli biyolojik uygulamalar icin
kullanilmaktadir. 5-Metoksi isatin-3-(N-2-Florofenil) Tiyosemikarbazon + Zn (II), 5-
Metoksi isatin-3-(N-4-Nitro fenil) tiyosemikarbazon + Z(II), 5- Metoksi isatin -3-
(N-4-Florofenil) tiyosemikarbazon + Zn(Il), 5-Metoksi isatin-3- (N-2-Florofenil)
tiyosemikarbazon ve S5-metoksi isatin-3 -(N-4-Florofenil) tiyosemikarbazon; 5-
Metoksi isatin tiyosemikarbazid tiirevlerinin reaksiyonu ile yeniden sentezlenmistir.
Bu bilesiklerin antimikrobiyal etkisi ve CT-DNA ile etkilesimi incelenmistir. Isatin
tiyosemikarbazon tiirevleri ve bunlarin metal bilesikleri, in vitro kosullarda, 16 farkl
bakteri susu ve bir mantar susu mukabilinde degerlendirilmistir. Biitiin bilesiklerin S.
aureus ATCC 25923, S. hominis ve S. aureus ATCC, P. vulgaris, E. aerogenes
ATCC 13048 ve S. kentucky bakterilerine kasi antimikrobiyal etkisinin oldugu
gozlemlenmistir.  Ayrica, tiyosemikarbazonun ligand bilesiklerinin, ¢inko
bilesiklerine gore daha fazla sayida bakteri susunu etkiledigi de fark edilmistir. Bu
calismada isatin tiyosemikarbazon tiirevlerinin soniimleme katsayis1 hesaplanmustir.
Bes bilesigin tamaminin konsantrasyonundaki artisin, bu bilesiklerin absorbans
artisina neden oldugu bulunmustur. Bilesiklerin buzagi timiis DNA's1 ile etkilesimi,
UV spektrofotometrisi kullanilarak arastirilmistir. Bes bilesigin timii icin Kb
degerleri hesaplanmig ve bilesiklerin tiimiinlin CT-DNA ile etkilesime girdigi
goriilmiistiir. CT-DNA ’nin artan konsantrasyonu ile birlikte, 5- Metoksi isatin-3-(N-
4-Nitro fenil) tiyosemikarbazon +Z(II) ve 5-metoksi isatin-3 -(N-4-Florofenil)
tiyosemikarbazonun absorbansinin artisina neden oldugu goriilmiistiir. Diger
bilesikler, CT-DNA etkilesim analizi yoniinden zit bir durum gostermislerdir. Bu
bilesikler, mikroorganizmalar ve DNA iizerindeki etkileri temel alinarak, olasi ilaglar
veya ila¢ katki maddeleri i¢in kullanilabilirler. Bu bilesiklerin in vivo etki sekli ve
toksisitesinin degerlendirilmesi i¢in daha ileri calismalar gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: 5-Metoksi-isatin tiyosemikarbazon, antimikrobiyal etki, DNA
etkilesimi.
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ABSTRACT

MSc. Thesis

IDENTIFICATION OF INTERACTION OF 5-METHOXY-ISATIN
THIOSEMICARBAZONE DERIVATIVES WITH DNA AND DETERMINATION
OF THEIR ANTIMICROBIAL ACTIVITIES

Ahmed Ramdan Ali ABUJARIDA

Kastamonu University
Institute of Science
Department of Genetics and Bioengineering

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Mehmet Cengiz BALOGLU

Thiosemicarbazone and Thiosemicarbazides are used for wide range of biological
applications. 5-Methoxylsatin-3-(N-2-Fluorophenyl) Thiosemicarbazone + Zn (II),
5- Methoxyisatin-3-(N-4-Nitro phenyl) thiosemicarbazone + Z(Il), 5- Methoxyisatin
-3-(N-4-Fluoro phenyl) thiosemicarbazone + Zn(Il), 5-Methoxyisatin-3- (N-2-Fluoro
phenyl) thiosemicarbazone and 5-methoxyisatin-3  -(N-4-Fluoro  phenyl)
thiosemicarbazone were resynthesized by the reaction of 5-Methoxy isatin
thiosemicarbazide derivatives. Antimicrobial activity and interaction of these
compounds with CT-DNA were examined. Isatin thiosemicarbazones derivatives and
their metal complexes were evaluated in in vitro conditions against to 16 different
bacteria strains and one fungi strain. All compounds indicated antimicrobial activity
against to S. aureus ATCC 25923, S. hominis and S. aureus ATCC, P. vulgaris, E.
aerogenes ATCC 13048 and S. kentucky. It was also realized that ligand complexes
of thiosemicarbazone affected greater number of bacteria strains than zinc complexes
of thiosemicarbazone. Extension coefficient of isatin thiosemicarbazone derivatives
was also calculated in this study. It was found that the increase in the concentration
of all five compounds caused raising for absorbance of these compounds. The
interaction of five compounds with calf thymus DNA were also investigated by using
UV spectrophotometry. Kb values of all five compounds were calculated. All five
compounds interacted with CT-DNA. 5- Methoxyisatin-3-(N-4-Nitro phenyl)
thiosemicarbazone + Z(II) and 5-methoxyisatin-3 -(N-4-Fluoro phenyl)
thiosemicarbazone caused an increase in absorbance with increscent concentration of
CT-DNA. Other compounds showed opposite situation for CT-DNA interaction
analysis. These compounds may be used for potential drugs or drugs additives based
on their effects on microorganisms and DNA. Further studies should be required for
evaluation of in vivo mode of action and toxicity of these compounds.

Key Words: 5-Methoxy-isatin thiosemicarbazone, antimicrobial activity, DNA
interaction.
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1. GIRIS

1.1. Tiyosemikarbazon le Tlgili Genel Bilgiler

Aragtirmacilar, on yildan fazla bir zamandir, antibakteriyel, antiviral, mantar 6nleyici
ve antineoplastik etkiler gibi biyolojik uygulamalar yoniinden c¢ok c¢esitli kullanim
alanlart nedeniyle tiyosemikarbazonlara biitiin dikkatlerini vermislerdir [1]. Kanser,
tedavi siirecinde yeni ilaclarin gelistirilmesine sebebiyet veren oOliimcil bir
hastaliktir. Tiyosemikarbazonlarin, riboniikleotid rediiktaz (RR) ad1 verilen bir enzim
tizerindeki Onleyici etkisi nedeniyle, anti kanser etkisi gosterdigi de diisiiniilmiistiir.
Bu enzim, DNA sentezinin hiz sinirlayict asamasinda yer alan diferrik demir (Fe)

merkezini i¢inde bulundurmaktadir [2,3].

Semikarbazonun bir tiirevi olan tiyosemikarbazon; aldehit, keton ve semikarbazid
arasindaki yogunlagma reaksiyonunda yer almaktadir. Temel yapis1 C=N-NN-CS-N'
den olusur (Sekil 1.1). Amin tiirevleri, primer ve terminal NH, gruplar1 olarak
siiflandirilmaktadir. Tiyosemikarbazonlar, C=N-bagina sahip oldugu igin, E ve Z
olarak adlandirilan iki stereoizomerden olusmaktadir. Termodinamik kararlilig1 goz
Oniline alindiginda, bilesimde E formunun baskin oldugu goriilmektedir (Sekil 1.2)

[4,5].

S

H-oN _

N NH-
H

Sekil 1.1. Tiyosemikarbazon’un yapisi [6].
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Sekil 1.2. Tiyosemikarbazonlarin E ve Z stereoizomerleri
1.1.1 isatin Tiyosemikarbazon

Tiyosemikarbazonlar farkli tiirevlere sahiptirler. Bunlardan biri, Sekil 1.3 'te
gosterilen, isatin 3-tiyosemikarbazondur [4,5]. Tiyosemikarbazon tiirevlerinin, anti
kanser [7], antimikrobiyal [8,9], anti tiimor [10], antitiiberkiiler [11], sodyum kanal

blokeri [12] gibi ¢esitli biyolojik ve farmakolojik etkileri vardir.

Tiyosemikarbazon tiirevleri, HIV nedeniyle spinal korddaki protein sentezi
inhibisyonunu gostermek igin test edilmistir [13]. Isatin- tiyosemikarbazonlar,
antimikrobiyal, anti kanser, anti viral, tiiberkiiloz, antiplazmodial, sitotoksik ve
enzimatik Onlemeyi kapsayan pek ¢ok kemoterapotik ozelligi izah eden isatin

tiirevlerinden biridir.

Sekil 1.3. Isatin 3- Tiyosemikarbazon un yapisi [14].



1.1.2. Isatin Tiyosemikarbazon Bilesikleri

Isatin Tiyosemikarbazon'un bilesikleri ve tlirevleri dnemli bir role sahiptir. Cesitli
farmakolojik 0Ozelliklerinden dolayi, antimikrobiyal, antiviral, antineoplastik,
antihipertansif, yatistirici ve enzimatik 6nleme etkileri gibi cesitli 6zellikleri vardir.
Bu nedenle, bir¢ok arastirmact i¢in Isatin Tiyosemikarbazon'un bilesikleri ve
tiirevleri cazip bir arastirma konusu olmustur [15-19]. Organometalik ve organik
bilesiklerin bircogu tiyosemikarbazondan sentezlenmistir. Isatin
tiyosemikarbazonlar, molekiilleri ligandlara verme yoniinden en onemli tiirlerdir.
Tiyosemikarbazon grubuna ait azot ve kiikiirt verici molekiiller ile indol

halkalarindan gelen oksijen verici atomlar, bu molekiiller i¢in birer 6rnektir [20-23].

1.1.3. 5-Metoksi- Isatin Tiyosemikarbazon’un Kimyasal Yapisi

5-Metoksi Isatin kismmin alt1 ve bes iiyeli halkalar1 hemen hemen diizlemseldir.
Yapisi incelendiginde, tiyosemikarbazon kismi, N3AH ve O2 arasinda hidrojen
baglanmasinin bir sonucu olarak C9@N2 cift bagini takriben Z olusur ve H2MICT
molekiiliiniin 5-metoksi isatin kisminin su parametrelere sahip oldugu goriilebilir:
C3AC4 1.397 AA 0, C3AC2 1.384 AA 0, C4ACS5 1.381 AA 0, C2AC1 1.389 AA 0,
C5AC6 1.377 AA 0, C6ACI 1.393 AA 0, C1IAC9 1.452 AA 0, CBAC9 1.515 AA 0.
Artirilmig C9ACS tekli bagin 1.515 AAO olmasi haricinde, tiim baglarin uzunlugu 5-
metoksisatin kisminda normaldir. Bunlar baglanmamis yalin ¢ift / yalin c¢ift
repulsiyonlarina dayandirilmaktadir [24]. Uzerinde galisilan H2MIKT igin 5-metoksi
isatin kisminda C8AO2’nin bag uzunlugunun kristal yapist 1.211 (3) AA O
seklindedir [24]. Hidrojen bagi nedeniyle, C8AO2' nin bag uzunluklarinda bir artis
oldugu goézlemlenmektedir. C8AO2' nin bag uzunlugu, 1.228 AA 0 oldugu tespit
edilen 6-31G (d, p) temel kiimesi ile B3LYP diizeyinde hesaplanmistir. Bag
uzunluklart Sekil 1.4'te gosterilmistir ve LANL2DZ temel kiimesi ile hesaplamaya
gore H2MIKT kristal yapisi ile daha iyi bir uyum gosteren 6-31G (d, p) temel

kiimesine bakarak hesaplanmaktadirlar.
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Sekil 1.4. (H2MIKT) ligandinin olasi totomerik formlar ve gaz fazinda B3LYP / 6-31G (d,
p) hesaplanmisg enerjisi [25].

Sekil 1.5. 5-Metoksi isatin’in yapisi.



1.2. DNA’min Kimyasal Yapisi

DNA (deoksiriboniikleik asit), insanoglunun ve bazi viriisler gibi neredeyse tim
organizmalarin kalitsal materyalidir. Hiicre ¢ekirdeginde bulunur ve genomik DNA
olarak adlandirilir. Buna ek olarak, DNA'min kii¢iik bir parcasi, mitokondride
(mitokondriyal DNA veya mtDNA) ve kloroplastta (kloroplast DNA veya cpDNA)
bulunabilir. DNA’nin omurga yapisi, bes karbonlu seker (Deoksiriboz), azotlu bazlar
(Adenine: A; Guanine: G; Sitozin: C; Thymine: T) ve fosfat grubundan olusmaktadir
[15].

DNA’nin deoksiriboz denilen pentoz bir sekeri vardir. C-2 pozisyonunda hidrojen
atomu igerir. DNA ve RNA'nin pentoz sekeri arasindaki fark, bu hidrojen atomunun
varligidir. Riboz, RNA pentoz sekeridir ve Sekil 1.5’te de goriilebilecegi gibi, C-2

pozisyonunda hidrojen atomu icermez.

OH H

2-Deoxyribose

Sekil 1.6. Pentoz sekeri [26].

Cift halkali piirinler ve tek halkali pirimidinler olarak adlandirilan iki ¢esit azotlu baz
vardir. Piirinler olarak bilinen azotlu bazlarda, adenin ve guanin bulunmaktadir.
Sitozin, timin ve urasil, pirimidinler olarak adlandirilirlar. Azot veya karbon atomlar1
plrin, pirimidin ve pentoz halkalarinda da bulunmaktadir. Bu halkalardaki 6zdes
atomlar farkli sekilde numaralandirilmistir. Bunlar, Sekil 1.7°de de goriilebilecegi
gibi, pentoz halkalarinda 6nciil sembollerle gosterilirken, plirin ve pirimidindeki azot

veya karbon atomlar1 dogrudan 6nciil sembol olmadan gdsterilmektedirler [Sekil 1.7]
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Sekil 1.7. Pirimidin Halkas1 ve Piirin Halkas1 [27].

DNA'nin son bileseni azotlu bazlar ve pentoz sekerleri arasinda bir bag olusumu
saglayan fosfat gruplaridir. Piirin veya pirimidin bazlar ile deoksiriboz sekeri birlikte
bulunurlarsa, bu yapi1 niikleosid olarak tanimlanir. Eger bir fosfat grubu niikleoside

eklenirse, bu yapiya niikleotid denir. [Sekil 1.8.] [28].

Niikleotidler, DNA molekiiliiniin monomerleridir. Niikleotid monomer kiimesi

birbirine baglanir, daha sonra DNA polimeri iiretilir.

Nucleoside Nucleotide
(o) NH;

Sekil 1.8. Niikleosid ve Niikleotid [28].



Ayrintili bir sekilde incelenirse; piirin bazlar, deoksiribozun 1'-OH grubu ile piirin
bazlarin 9 nolu azotu arasinda bir glikosidik bag olusumu yapar. Buna karsin,
glikozidik bag olusumu, pirimidin bazlarin 1 nolu azotu ile deoksiribozun 1'-OH
grubu arasinda olusur. Fosfat gruplari, bazlarin negatif yiiklii oksijen gruplar1 ve
sekerin 5 '-OH grubu arasinda yer alan bir fosfodiester bagi araciligi ile piirin ve
pirimidin bazlarma deoksiriboz sekeri ile birlikte katilirlar (Sekil 1.8). DNA,
kovalent olmayan hidrojen bagi ile baglanan iki iplik¢ikten olusur. DNA
iplikciklerinde segici bir baglanma vardir, bu da A ile T ve G ile C' nin her zaman
hidrojen bagli oldugu anlamimna gelmektedir. Buna ayrica tamamlayic1t baz
eslestirmesi denir. Bir DNA zinciri digerini tamamlayici niteliktedir. Bu nedenle, ters

yonde diizen saglamaktadirlar.

j NH,
N
: Yy A
O\ _0 < J
o—P N NF
[S] o Os
, 0o
- e
! g CTESN G
—_— O 5'O\H 9 432 H
. O/P/ o) N N~
Nucleotide e 4 4 " 1204
Unit - <] 3 2° /54 U
o O— 6 3NH
. H (1 9
g0 & N—
a (I) 0 NH,
Chain 4 o /
Direction O~p N C
\p/o N—<
o o)
e 4 o)
n+2 °
O\
e
GO’If ™\
o)
K AV

Sekil 1.9. DNA’nin ayrintili yapisi

DNA, organizmalarin biyoaktivitesi i¢in dnemli olan biyolojik bir molekiildiir. DNA,
protein kodlayan genleri tasir. Genler, hiicrede meydana gelen transkripsiyon ve
translasyon gibi biyokimyasal reaksiyonlardan sorumludurlar. Buna ek olarak, DNA
replikasyonu ve gen ekspresyonunun kontrolii nezdinde hiicre yasamindan da
sorumludurlar. Antitiimor etkisini anlamak igin, ilaglar, DNA ile etkilesim iginde

olma ve baglanmaya yonelik olarak tasarlanmigtir. Bilim adamlar1 bir siiredir,



uyusturucu - DNA etkilesimlerini bulmaya calisiyorlar ve DNA transkripsiyonu ve
replikasyon kaynagi iizerinde c¢alisarak bu sorunu bu sekilde c¢ozmiislerdir.
Antibiyotik ve antikanser ilaglarin mekanizmasini yorumlamislardir. ilag DNA ile
birlestiginde, konformasyonel ve yapisal degisiklikler meydana gelir. Bu
degisiklikler, DNA hasariyla sonuglanan tek iplik¢igin kopmasi, DNA biikiilmesi
veya sarmal ¢ift dolanmasi olarak smiflandirilabilir. Bu tiir DNA degisikliklerinin
sonucu, DNA transkripsiyonunu ve replikasyonunu engeller. Anestetik ilaglar,
hastaliklar1 tedavi etmek igin DNA temeline gore tasarlanmistir. DNA'ya baglanan
ilaclar elektrik alani ile tespit edilebilirler [29]. Ornegin, kinolonlar1 igeren ilaglar,
topoizomeraz IV ve DNA giraz inhibitoriidiirler ve bu etkisi ile bakteri hiicresini yok

ederler [30].

1.2.1 Ultraviyole (UV)-Goriiniir Bolge Absorbsiyon Spektrofotometresi

Absorpsiyon spektrofotometresi olarak da bilinen ultraviyole - goriiniir bolge
spektrofotometresi, bilesiklerin goriiniir bolge ve UV araliklarindaki absorbansini
Olcen bir cihazdir. Genellikle, molekiiler biyoloji analizinde, DNA ve kiiciik
molekiiller arasindaki etkilesimin Olgiilmesinde ve niikleik asitlerin miktarinin

belirlenmesinde kullanilmaktadir.

DNA, elektronik kayma olusumuna neden olan, piirin (AG) ve pirimidin (CT)
kisimlarindaki kromoforik kiimelesmeler nedeniyle 260 nm' de en yiiksek
absorbsiyonu verir [28]. Deoksiriboniikleik asit safligi, A260 / A280 ve A260 /
A230'un absorbans oranlar1 ile Olgiilebilir [30]. Bu oranlar 1.8 ile 2.1 arasinda
olmalidir. Dolayisiyla, DNA veya RNA molekiiliiniin safliklari, proteinlerden ya da

diger kimyasallardan kolayca teyit edilebilirler.



Fotograf 1.1. (a) UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometresi, (b) Kuvartz Kiivetler.

Ultraviyole - goriiniir bolge spektrofotometresi ayrica, goriiniir bolgedeki ligandlar
ve DNA arasindaki etkilesimin analizine yonelik Ol¢iim yapilmasini saglar. Bu
stirecte, ligandlar bandin pozisyonunu maksimum seviyede degistirirler. Bu dl¢tim,
cozeltideki serbest ligand ve DNA ile baglanan ligandda yapilir ve ligandlar ve

yiiksek konsantrasyonlu DNA arasindaki etkilesimin sonucunu verir [31,32].

Aromatik kromofor ve deoksiriboniikleik asit baz ciftleri meydana getiren DNA ile
bilesikler arasindaki etkilesim, istif etkilesimi olarak adlandirilir. Bdéyle bir
baglanma, DNA'min ve bilesiklerin, hipokromik ve batokromik olarak bilinen bir
kaymaya neden oldugu anlamina gelir [33]. Hipokromizm, molar absorptivite
faktoriiniin azalmasiyla agiklanmaktadir. Bu nedenle, hipokromizmin, ara katkili bir
bilesik ile deoksiriboniikleik asit bazlar1 arasindaki mesafeyi azaltarak gerceklestigi
diisiiniilmektedir [34, 35]. Bununla birlikte, hiperkromik etki, molar absorptivitede
bir artis olarak diisiiniilmektedir. Baska bir deyisle, absorbans artisi, hiperkromizm
olarak bilinen DNA konsantrasyonunun yiikselmesi ile iligkilendirilir. Hiperkromik
etki, DNA absorbansinin azalmasina neden olur. Aslinda bu, bilesik ve DNA
molekiiliiniin etkilesim siireci boyunca DNA molekiiliiniin yapisinin ve diizeninin
kaydigini gosterir [36]. Gergek dis1 ¢izgeler dahilinde, kaymalarin 6nemli degisimleri
olmadan giiclii bir etkilesim yoksa, hipokromik veya hiperkromik etkiler ortaya
cikabilir [28-39].



1.2.2. Soniimleme Katsayisi

Birgok farkli 1s1k absorpsiyonu, soniimleme katsayisi ile oOlgiiliir. Soniimleme
katsayis1 ve molar soniimleme katsayis1 ayn1 zamanda molar absorptivite katsayisi
olarak da adlandirilir. Molar absorptivite katsayisinda, kimyasal bilesikler, belirli bir
dalga boyundaki siddetli 15181 azaltir. Bu, canl tiirleri i¢in dnemli bir ozelliktir. A =
ecl esitliginde; €, o maddenin molar absorptivite katsayisi, ¢ tiirlerin konsantrasyon

miktari, £ ise yol uzunlugudur [40,41].

1.3. Antibakteriyel Etkiler

Tiyosemikarbazonlar yiiksek biyolojik ve kimyasal etkileri nedeniyle antibakteriyel,
mantar Onleyici, antimikrobiyal, antiviral ve anti kanser ajanlar1 olarak kullanilabilen
onemli maddelerdir. Her ne kadar tiyosemikarbazonlar; ligandlar ve bunlarin
bilesikleri olarak iyi bilinse de, literatiirde amibik etkiye karsi muhaliflikleri,
antibakteriyel ve mantar dnleyici etkileri hakkinda ¢ok az bilgi bulunmaktadir [42,
43]. Bir ¢alismada in vitro antibakteriyel etki, isatin-3-tiyosemikarbazon tiirevlerinin
ve bunlarin metal bilesiklerinin farkli bakteri ve mantar tiirlerine kars1 antibakteriyel

etkilerini kontrol etmek i¢in agar plaka yayilim yontemi ile analiz edilmistir [44].

1.3.1. Mikroorganizma Suslari

Gram-negatif (Escherichia coli, Salmonella kentucky, Enterobacter aerogenes
ATCC 13048, Klebsiella pneumonia, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumonia, Proteus vulgaris) ve Gram-pozitif (Enterococcus faecium, Enterococcus
durans, Serratia marrescen, Staphylococcus aureus ATCC, Enterococcus faecium?,
Staphylococcus huminis, Staphylococcus edidermis, Listeria monocytogenes ATCC
7644, Alfa streptococcus haemolyticua, Staphylococcus aureus ATCC 25932)
bakteriler, 5-Metoksi isatin tiyosemikarbazon tiirevlerinin antibakteriyel etkisini test
etmek i¢in secilmislerdir. Candida albicans mantar1 (ATCC 2655) da 5-Metoksi
isatin tiyosemikarbazon tiirevlerinin mantar Onleyici etkisini belirlemek icin
kullanilmistir. Standart suslar, Gazi Universitesi ve Kastamonu Universitesi Genetik

ve Biyomiihendislik Boliimii'nden saglanmustir.
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2. LITERATUR INCELEMESI

Yapilan bir ¢aligmada, Isatin - B-tiyosemikarbazon (IBT) incelenmistir ve DNA
etkilesimleri konusunda saha ¢alismalar ile birlikte regresyon modelleri i¢in 6nemli
kanitlar elde edilmistir [45]. Buna gore; IBT ile DNA’nin CTI 6zel yazilim
mekanizmasinin, giliglii  bir etkilesime sahip oldugu gorilmiistir. DNA
konsantrasyonu absorpsiyon spektrumu ile arttirildiginda, IBT i¢in yiliksek derecede
bir hipokromizm spektrumu gozlemlenmistir. Hipokromizm, dizi ¢iftleri ve aromatik
kromoforlar arasindaki giiclii etkilesimin dogasina dayanmaktadir. Diger ara {iriiniin
6zgiin baglanma sabitinin (1.03 x 105 M')’ e benzer oldugu bulunmustur. IBT ve
korunumlu DNA arasindaki reaksiyonda, entalpi grafiginde (DH = - 49.87 kJ mol™),
Can’t Hoff pozitif egimi hesaplanmistir ve korunum ve entropi oranlart gosterilmistir
(AS = -75152 ] mol™ K). Buna ek olarak, artan miktarda DNA ¢coOzeltisine IBT
ilavesi, viskozitenin artmasina neden olmustur [43]. Ayrica, kirlilik faktoriini
gostermek amaciyla yeni tiyosemikarbazid tlirevleri serilerinin (hidrazin-karbonil
iyodin ve hidrazin karboksamid), Gram (-) ve Gram (+) bakterilerindeki

antimikrobiyal etkiler kontrol edilmistir [45].

Farkli caligmalarda, Notr floresan kirmizinin (NR), kimyasal ve elektrokimyasal
ozellikler yoniinden DNA spektrumlariyla etkilesime girdigi gosterilmistir [46-47].
Ayrica kuversetin-Cu (II) bilesiginin CT-DNA ile etkilesimi UV - goriiniir bolge
spektrofotometresi, siklik voltametri ve es zamanl floresan spektroskopisinde NR
kullanilarak incelenmistir. Kuversetin-Cu (II) bilesiginin ve NR boyasinin DNA
oluklarina eklenebildigi bulunmustur. Ayn1 zamanda, kuversetin: Cu (II) bilesigi i¢in

DNA'ya baglanma sabiti de gosterilmistir [48].
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Sekil 1.10. Notr kirmizinin yapisi

Kandermirli ve diger arastirmacilar tarafindan, (2012), Nikel (IT) ve Cinko (II), 5-
Metoksi Isatin-3- [N- (4-Nitrofenil) -Tiyosemikarbazon, 3- (N-4-Florofenil
Tiyosemikarbazon) ve 3- (3- N-2-Florofenil Tiyosemikarbazon) yapisi birlestirilmis
ve kizilotesi, parlaklik ve IH-NMR spektroskopileri ve temel inceleme ile

tanimlanmistir. [51].

5-Metoksisatin-3- (N-sikloheksil) tiyosemikarbazon, Ni (II) ve Cinko (II) yapilari
birlestirilmis ve Kizilotesi Spektroskopisi, 1H Niikleer manyetik rezonans, 13C-
Niikleer manyetik rezonans, UV ve dogal inceleme yolu ile tanimlanmistir [51].
Ayrica, ligand da X-isinlart kirmimi teknigi ile tanimlanmistir. Yogunlasan
parcaciklarin muhtemel yapis1 ve kizilotesi bilgisi, B3LYP / 6-31G (d, p) ve B3LYP/
LANL2DZ stratejileri ile test edilmis ve kiyaslanmistir [52].

Arora ve diger arastirmacilarin incelemesine gore, bazi tiyosemikarbazid/
tiyosemikarbazon ve bunlarin metal bilesikleri, kemoterapotik ajanlar gibi potansiyel
sergilemislerdir. Onemli yapilarindan dolay1, biyolojik agidan aktif molekiilleri, anti

kanser ajanlara yonelik kullanim saglamaktadirlar (Sekil 1.10) [53].
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Sekil 1.11. Anti kanser ajanlarn etki yontemi

Omar H. Al-Obaidi (2012), jel elektroforez oOl¢iimlerinin yani sira, morotesi
spektrofotometri teknigini de kullanarak calf tymus DNA' s1 ile plazmid DNA' s1
(pUC19) arasindaki etkilesimi, her iki ligandi ve metal bilesiklerini analiz etmistir.
Ligand ve metal bilesiklerinin deoksiriboniikleik asit ile etkilesimi, jel
elektroforezinde DNA miktar1 sabitken (10 ul), UV spektrofotometri ¢alismasinda
DNA miktar1 sifirdan 10 pl' ye arttirilarak incelenmistir. Baz ciftlerindeki ligand
izerinden araya ekleme yolu ile DNA' ya bagl ge¢is metalini raporlamiglardir.
Ligandlarin baglanma etkinliginin, gecis metalinin DNA' ya baglanma etkinligine
nispeten daha diisiik oldugu belirtilmistir. Ozellikle, [Cu (L1) (L2) CI2] bilesigi,
DNA'ya kars1 onemli bir baglanma kabiliyetine sahiptir. Gegis metali miktarinin
artmasi, bantlarin hareketliliginde azalmaya neden olmustur. Bu da, metal iyonunun

DNA ile etkilesiminde bir artig oldugunu gostermistir [54].

Parul ve diger arastirmacilar (2012), anlasilir bir metodoloji ile; alifatik, arilik ve
siklik aminler ile N4-tiyosemikarbazonlar1 birlestirmislerdir. Farkli tiyosemikarbazon
karisimlarinin, belirli bakteriyel ve paraziter patojenlere karst antimikrobiyal etkisini
raporlamislardir. Belirgin tiyosemikarbazon astlari; S. epidermidis, Bacillus cereus,

Moraxella cattarhalis, Staph, Saprophyticus ve Candida albicans, Aspergillus
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flavans gibi cesitli bakteri kiiltiirlerine kars1 in vitro yontemi ile degerlendirilmistir.

[55].

Nevagi Reshma ve diger arastirmacilar (2013), Gram pozitif ve negatif bakteriler
mukabilinde, yeni tiyosemikarbazid yardimcilarinin eklenme yerlerini ve
antibakteriyel gelisimlerini arastirmiglardir. Bu ¢alismada, hidrazin- karbotiyoat ve
hidrazin-karbotiyoamit, tiyosemikarbazidin tiirevi karisim1 sentezlenmis ve
kullanilmistir.  Bu yeni bilesiklerin  karakterizasyonu, spektral verileri ile
sunulmustur. Ardindan, antibakteriyel degerlendirme, standart tipta oldugu gibi
Streptomisin kullanilarak sirali bir sekilde seyreltme islemi ile gergeklestirilmistir.
Standart ilagla karsilastirildiginda, N, N-bis (4-klorofenil) hidrazin-l, 2-
dikarbotiyoamit (3g) bilesiginin, yiiksek bir antibakteriyel etkinlige sahip oldugu

sonucuna varilmistir [56].

Calismamizda, morotesi ve kizilotesi spektroskopisi kullanilarak, 5-Metoksi-isatin
tiyosemikarbazon tiirevinin DNA ile etkilesimi agiklanmistir. Tiyosemikarbazonun
niikleik asit bazlar1 ve fosfat gruplariyla etkilesimi gosterilmistir. Ek olarak, bu
bilesikler, antimikrobik etkileri bakimindan, Gram (+) ve Gram (-)

mikroorganizmalar iizerinde analiz edilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Isatin Tiyosemikarbazonlarin Ligand ve Metal Bilesiklerinin Sentezi

Tiim kimyasal bilesikler, Kastamonu Universitesi Biyomedikal Miihendisligi
Laboratuvar’' nda sentezlenmistir. Bu ¢alisma boyunca sentezlenen kimyasallar,

Tablo 3.1'de listelenmistir.

Tablo 3.1. Sentezlenen kimyasal bilesiklerin listesi

Bilesik Bilesik Ismi
Numarast1
1 4-Nitro Tiyosemikarbazid Sentezi
2 4-Floro Tiyosemikarbazid Sentezi

3 5-Metoksi Isatin-3- (N-2-Floro fenil) Tiyosemikarbazon
(H2MI2FFTSK) + Zn (II)

4 5-Metoksi Isatin-3- (N-4-Nitro fenil) Tiyosemikarbazon
(H2MI4ANFTSK) + Zn (II)

5 5-Metoksi Isatin-3- (N-4-Floro fenil) Tiyosemikarbazon
(H2ZMI4FFTSK) + Zn (II)

6 5-Metoksi Isatin-3- (N-2-Floro fenil) Tiyosemikarbazon -5
(H2ZMI2FFTSK)

7 5-Metoksi Isatin-3- (N-4-Floro fenil) Tiyosemikarbazon
(H2MI2FFTSK)
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3.1.1. 4-Nitro Tiyosemikarbazid Sentezi

4-Nitro Tiyosemikarbazidin sentezi ig¢in, Oncelikle, 1 mmol (0.255 g) hidrazin
monohidrat 20 ml etanol i¢inde ¢6ziilmiis ve daha sonra 5 mmol (0.90090 g) 4-Nitro
fenil izotiyosiyanat yavasca eklenmistir. Son olarak, bu karisim 40 ml etanol iginde
¢Oziilmiistiir. Karisim, buzlu su banyosunda 3 saat boyunca karigtirilarak inkiibe

edilmistir. Cozelti siiziildiikten sonra, etanol ve dietil eter ile yikanip kurutulmustur.

NS

Sekil 1.12. Tiyosemikarbazid’in Kimyasal Yapisi

3.1.2. 4-Floro Tiyosemikarbazid Sentezi

4-Floro Tiyosemikarbazid sentezinin her adimi, bilesenler disinda, 4-Nitro
Tiyosemikarbazid sentezine benzemektedir. Bu durumda, 4-Fluoro
Tiyosemikarbazid sentezi i¢in 1 mmol (0.255 g) hidrazin monohidrat ve 0.01 mmol

(1.563 g) 4-floro fenil izotiyosiyanat kullanilmistir [57].
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HN_ _S

HN"NH2

Sekil 1.13. 4- Floro Tiyosemikarbazid’in Kimyasal Yapisi

3.2. Zn(II) bilesiklerinin sentezi i¢cin genel prosediir

3.2.1. 5-Metoksi isatin-3-(N-2-Floro fenil) tiyosemikarbazon (H2MI2FFTSK) +
Zn (II) [Zn(HMI2FFTSK)2] Sentezi

Cinko iceren 5-metoksi isatin-3- (N-2-Floro fenil) tiyosemikarbazon, 15 ml etanol ve
0.5 mol mol [0.1097 g] ¢inko (II) asetat iginde, 1 mmol (0.339 g) (H2MI2FFTSK) 1n
coziilmesiyle sentezlenmistir. 15 ml etanol i¢inde ¢oziildiikten sonra c¢ozeltiye, 6-9
saat boyunca yaklasik 75-80° C'de geri akim uygulanmistir. Renk 6nce kirmizi
gorilmiistiir ve daha sonra kahverengiye donmeye basglamistir. Cinko bilesigi, bir
giin boyunca karistirildiktan sonra ¢oktiiriilmiistiir. Siizme ile ayirma islemi
yapilmistir ve yavasca % 96’ lik etanol, dietil eter ile yikanip vakumda oda

sicakliginda kurutulmustur [57].

3.2.2. 5-Metoksi isatin-3-(N-4-Nitro fenil) tiyosemikarbazon (H2ZMI4NFTSK) +
Zn (IT) [Zn(HMI4NFTSK)2] Sentezi

Cinko ile 5-Metoksi isatin-3- (N-4-Nitro fenil) tiyosemikarbazon, 50-55° C arasinda,
15 ml etanol ve 0.5 mmol (0.1097 g) cinko (II) asetat dehidrat igerisinde 1 mmol
(0.3713 g) (H2ZMI4ANPTSC) + Zn ¢oziilerek sentezlenmistir. Ardindan ¢ozeltiye, 6-9

saat boyunca yaklasik 75-80° C 'de geri akim uygulanmistir. C6zeltinin rengi kirmizi
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olarak gozlemlenmistir. Cinko bilesigi bir giin boyunca karistirildiktan sonra
¢oktiiriilmiis ve siiziilerek ayrilmistir. Daha sonra yavagga % 95’ lik etanol, dietil eter

ile yikanip vakumda oda sicakliginda kurutulmustur [57].

3.2.3. 5-Metoksi Isatin-3-(N-4-Floro fenil) tiyosemikarbazon (H2MI4FFTSK) +
Zn (II) [Zn(HMI4FFTSK)2] Sentezi

Cinko ile 5-Metoksi isatin-3- (N-4-Floro- fenil) tiyosemikarbazon, 1 mmol (0.3443
g) (H2MI4FPTSC) + Zn ve 0.5 mmol (0.1097 g) ¢inko- (II) asetat’mn 50-55° C' de
birbiri i¢inde ¢oziinmesiyle sentezlenmistir. Ardindan, ¢ozeltiye 6-9 saat boyunca
yaklagik 75-80° C' de geri akim uygulanmistir. Cozeltinin rengi 6nce kirmizi
goriilmistiir ve daha sonra kahverengiye donmeye baslamistir. Cinko bilesigi, bir
giin boyunca karistirildiktan sonra ¢oktiiriiliip siiziilerek ayrilmistir. Daha sonra
yavasca % 95 lik etanol, dietil eter ile yikanip vakumda oda sicakliginda

kurutulmustur. [57].

3.3. Ligand sentezi icin genel prosediir

3.3.1. 5-Metoksi isatin -3- (N-2- Floro fenil) tiyosemikarbazon (H2MI2FFTSK)

Sentezi

5-Metoksi isatin-3- (N-2- Floro fenil) tiyosemikarbazon sentezi icin, oncelikle, 1.5
mmol (0.2657 g) 5-Metoksi isatin, 50-55° C' de, 15 ml etanol i¢inde ¢oziilmiis ve bu
karisima, 1.5 mmol (0.2778 g) (2FFTSK) damla damla ilave edilmistir. 3 dakika
karistirildiktan sonra, 2-3 damla derisik asetik asit eklenmistir. Ardindan ¢ozeltiye, 3-
6 saat boyunca, yaklasik 75-80° C' de geri akim uygulanmistir. Kahverengi kati,
siziilerek ayrilmis ve yavasca dietil eter ve % 95’ lik etanol ile yikanmistir. Daha

sonra oda sicakliginda, vakum ¢alistirilarak kuruyuncaya kadar bekletilmistir [57].

3.3.2. 5-Metoksi isatin -3-(N-4-Floro fenil) tiyosemikarbazon (H2MI4FFTSK)

Sentezi

5-Metoksi isatin -3- (N-4-Floro fenil) tiyosemikarbazon sentezi icin, oncelikle, 1.5

mmol (0.2657 g) 5-Metoksi isatin, 50-55° C ' de, 15 ml etanol i¢inde ¢ozlilmiis ve bu
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karigima 1.5 mmol (0.2778 g) (4FPTSC) damla damla ilave edilmistir. 3 dakika
karistirildiktan sonra, 2-3 damla derisik asetik asit eklenmistir. Ardindan ¢ozeltiye, 3-
6 saat boyunca yaklasik 75-80° C' de geri akim uygulanmistir. Kahverengi kati,
stizlilerek ayrilmis ve yavasca dietil eter ve % 95’ lik etanol ile yikanmistir. Daha

sonra, oda sicakliginda vakum c¢alistirilip kuruyuncaya kadar bekletilmistir [57].

3.4. Mikroorganizma suslari

Sentezlenen kimyasalin antimikrobiyal analizi i¢in, Gram (+), Gram (-) bakteriler ve
bir mantar tiirii olan Candida albicans kullanilmistir. Calismamizda kullanilan biitiin
bakteri tiirleri Tablo 3.2' de gosterilmistir. Tiim mikroorganizma suslari, Gazi
Universitesi ve Kastamonu Universitesi Genetik ve Biyomiihendislik Boliimii' nden
saglanmistir. Bakteri suslari, stoklardan Agar besi plakalarina tasinarak
dinlendirilmis ve 18 saat boyunca 37° C' de inkiibe edilmistir. Antibakteriyel etkiyi
test etmek i¢in Kagit Disk yontemi kullanilmistir [58, 59, 60].

Tablo 3.2. Farkli bakteri tiirlerinin listesi

Bakteri Tiirii Gram (+) | Gram (-)

Klebsiella pneumonia X
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Staphylococcus aureus
Proteus vulgaris

olls

Escherichia coli

ltalls

Serratia marrescens
Staphylococcus hominis
Staphylococcus edidermis

Alfa streptococcus haemolyticua

ltalialle

Enterococcus faecium

Pseudomonas aeroginosa X
Listeria monocytogenes ATCC 7644
Enterococcus faecium

ltalle

Enterococcus durans
Salmonella kentucky X
Enterobacter aerogenes ATCC 13048 X
Candida albicans ATCC 26555

19



3.4.1. Antimikrobik Aktivite Tayini

Antimikrobiyal etkinlik analizi, disk difiizyon yontemi ile yapilmistir [60]. Besi
ortami, steril 100 mm Petri kaplarina dokiilmiistiir. Kimyasal bilesiklerin
konsantrasyonu belirlenmis ve steril 6 mm capli kagit disk i¢ine emprenye edilmistir.
Bakteri susunun tekli kolonileri, 20 ml’ lik siv1 besi yerine asilanmistir. Bu ortamlar

24 saat boyunca 37° C ' de inkiibe edilmistir.

Daha sonra, bakteri konsantrasyonu tiirbiditenin 6l¢iilmesi ile hesaplanmistir. Bu
amagcla, 0.5 McFarland standardina esdeger olan ¢o6zeltiyi hazirlamak icin, bakteri
siispansiyonuna % 0.9 steril tuz ¢oOzeltisi ilave edilmistir. Hazirlanan bakteri
siispansiyonu petri kaplari {izerine yaydirilmistir. Disk eklemeden once 5 dakika
boyunca ortasina dogru asilanmis ve oda sicakliginda kurumaya birakilmistir.
Kontrol diskleri ve kimyasal emprenye edilmis diskler, 6zdes petri kaplarina
yerlestirilmistir. Yilizey asilanmis ve 24 saat boyunca 37° C' de inkiibe edilmistir.
Test organizmalarindaki kimyasallarin antimikrobiyal etkinligi, diskin etrafinda

olusan inhibisyon alani dl¢iilerek belirlenmistir [61,62,63].

3.5. DNA Baglanmasi

UV-goriiniir bolge absorpsiyon spektrumlari, 1 cm genisliginde 1sikli alam1 olan
kuvartz kiivetler kullanilarak, Multi Scan Go (Thermo Scientific, ABD) cihaz ile

incelenmistir.

Fotograf 1.2. (a) UV- Goriiniir Bolge Spektrofotometresi, (b) Kuvarz Kiivetler

20



Deneyde kullanilan DNA, GE Healthcare Life of Science' dan satin alinmigtir. CT-
DNA soliisyonlarinin absorbanst 260 ve 280 nm' de Olgiilmiistiir. CT-DNA' nin
konsantrasyonu, 260 nm' de molar absorpsiyon katsayisindan (¢ = 6600M-1cm-1)
hesaplanmistir. Tiim sentezlenen bilesikler, 1000 uM elde etmek i¢in, Tris-HCL:
DMSO igerisinde % 35:65 oraninda c¢oziinerek hazirlanmistir [29]. Benesi-
Hildebrand esitligi (3.1) 'ne dayanarak, kimyasallarin CT-DNA ile 6zglin baglanma
sabiti / birlesme sabiti (K) hesaplanmustir.

(e,-¢;) (g,-¢;,) K,(¢—-¢f)

[DNA] _ [DNA] 1

3.1

Bu esitlikte, [DNA]; CT-DNA konsantrasyonunu gostermektedir. ea, ef ve ¢b,
serbest ve tiim kimyasal bilesiklerin (1, 2, 3, 4 ve 5) sonlimleme katsayilarini ifade
etmektedir. K, kor ve kimyasal bilesiklerin birlesme/baglanma absorpsiyon sabitidir.
Ayrmtilt olarak, &f” yi saptamak ic¢in, sulu ¢ozeltide sentezlenen tiim kimyasal
bilesiklerin bir kalibrasyon egrisi, Beer yasasina gore ¢izilmistir. €a, Olclilen
absorbans oranindan ve Aobs/ [bilesikler (1, 2, 3, 4 ve 5)] gibi gosterilebilen
kimyasal konsantrasyon oranindan hesaplanmistir. [DNA] / (ea-ef) ile [DNA]
grafiginde, 1 / (eb-€f) egrisinin y - eksenini kestigi nokta 1 / Kb (eb-¢f)’ yi gosterir ve
Kb, egimin y-eksenini kestigi noktaya oranidir [64-66].

3.5.1. Soniimleme Katsayisinin Hesaplanmasi

Soniimleme katsayisinin hesaplanmast UV spektrofotometre ile gerceklestirilmistir.
Aslinda bu, molar absorptivite olarak gosterilmektedir. Soniimleme katsayisinin
hesaplanmasi i¢in, sentezlenen kimyasal maddeler, molekiiler agirligina (0.00001
mmol) gore yiiklenmis ve 10 ml dimetil siilfoksid (DMSO) i¢inde ¢oziilmiistiir.
Kimyasallar sirali bir sekilde seyreltilerek 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 ve 50 ul
olmak {izere farkli hacimlerde hazirlanmislardir. Ardindan, tiim seyreltme islemleri
DMSO ile 500 pl'ye kadar ilerletilmistir. Son olarak, her seyreltigin absorbansi, A =

ecl esitligi temelinde bir soniimleme katsayis1 hesaplamak i¢in dl¢tilmiistiir.
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3.5.2. DNA Etkilesim Deneyi

Yiiksek polimerlestirilmis CT-DNA ve Tris-HCI, distile su ile hazirlanmigtir. Notr
kirmizi  doymus ¢o6zeltisi  (1.0x10-3moll-1), su kristallerinde coziilerek
ayarlanmalidir. Tris-HC1 tampon ¢ozeltisi i¢in, pH degeri 7.4' e ayarlanmistir. CT-
DNA' nin DNA doygunlugunun ayarlanmasi ig¢in, 10 mM Tris-HCl ¢ozeltisi
hazirlanmistir. DNA ¢ozeltisi +4° C' de saklanabilir ve maksimum 5 giin i¢inde
kullanilmalidir. Cozeltideki CT-DNA'nin 260 ve 280 nm’ deki orami 1.8' den
biiyiikse, bu, DNA' da protein atig1 oldugunu gosterir. Niikleotid konsantrasyonu,
UV absorpsiyon spektroskopisi ile molar absorpsiyon katsayisi (¢ = 66000 'cm™)
kullanilarak hesaplanmistir. IBT doymus ¢ozeltisi, Tris-HC1 tamponu ve DMSO igin
% 90: % 10 oraninda hazirlanmistir (1 x 10° M). Absorbans 6l¢iimleri icin Multi

Scan Go spektrometresi kullanilmistir [67].
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Antimikrobiyal Aktivite Testi

Calismamizda bes kimyasal bilesik, antimikrobiyal etkileri ve CT-DNA ile
etkilesimleri incelenmek {izere tekrar sentezlenmistir. Bu tezdeki tiim yeniden

sentezlenen kimyasallar Tablo 4.1' de listelenmistir.

Tablo 4.1. Calismada kullanilan bilesiklerin soniimleme katsayilart asagida verilmistir.

Bilesik No  [Bilesigin ismi

. 5-Metoksi isatin-3-(N-2-Floro fenil) Tiyosemikarbazon (H2ZMI2FFTSK)
+ Zn (II)[Zn(HMI2FFTSK)2].

, 5- Metoksi isatin-3-(N-4-Nitro fenil) tiyosemikarbazon (H2MI4NFTSK)
+ Z(II)[Zn(HMI4NFTSK)2].

; 5- Metoksi isatin -3-(N-4-Floro fenil) tiyosemikarbazon (H2MI4FFTSK) +
Zn (II) [Zn(HMI4FFTSK)2].

4- 5-Metoksi isatin-3- (N-2-Floro fenil) tiyosemikarbazon (H2ZMI2FFTSK).

5 - 5-Metoksi isatin-3 -(N-4-Floro fenil) tiyosemikarbazon (H2ZMI2FFTSK).

5-Metoksi isatin tiyosemikarbazonun antibakteriyel etkisi, Gram (-) (E. coli, S.
kentucky, E. aerogenes ATCC 13048, K. pneumonia, P. aeruginosa, P. vulgaris) ve
Gram (+) (E. faecium, E. durans, S. marcescens, S. aureus ATCC, S. hominis, S.
edidermis, L. monocytogenes ATCC 7644, Alfa S. haemolyticus, S. aureus ATCC
25923) suslarina karsi test edilmistir. C. albicans ATCC 226555 mantar1 mantar
onleyici etkiyi arastirmak i¢in kullanilmistir. Disk difiizyon yontemi antimikrobiyal
testte kullanilmistir ve {i¢ kez tekrarlanmistir. Bilesikler (1, 2, 3, 4 ve 5), 2 x 10'M
konsantrasyonda kullanilmistir. Bes bilesigin tiim inhibisyon alanlar1 dl¢iilmiis ve

Tablo 4.2' de 6zetlenmistir.
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Tablo 4.2. 0.2M konsantrasyondaki sentezlenen bilesikler icin antimikrobiyal etkinligin
inhibisyon alanlart

No |Mikrorganizma| H2MI2FFK | H2MI4NFTK| H2MI4FFTK| H2MI2FF| H2MI4F

Tiirii +ZN +ZN +ZN TSK FTSK
1 K. pneumoi _ _ _ 6mm _
2 S. aureus _ _ _ 6mm 6mm
ATCC
3 S. aureus _ _ _ 6mm 6mm
4 P. vulgaris - - - 8mm -
5 .
E. coli - - - - -
6 S. marcesces _ _ 6mm _ _
7 S. hominis 6mm 8mm 6mm

8 S. edidermis

9 Alfa S. _ _ = _ _
haemolyticus
10 E. faecium _ 6mm _ _ _
11 P.aeroginosa r _ - _ _
12 L. _ _ _ _ _
monocytogens
ATC(C 7644

13 E. durans

14 S. kentucky _ _ _ 6mm 6mm

15 | E. aerogenes _ _ _ _ 6mm
ATCC 13048

16 C. albicans _ _ _ _ 6mm
ATCC 26555

Bu bes kimyasalin, Gram (-) (E. coli, P. aerogenes ATCC 13048, S. kentucky, P.
aeruginosa, K. pneumonia, P. vulgaris) ve Gram (+) (S. aureus ATCC 25923, L.
monocytogenes ATCC 7644, E. durans, S. aureus ATCC, S. marrescen, E. faecium)
bakterileri iizerinde uygulanmasindan sonra, hi¢bir inhibasyon bdlgesinin olmadig
gozlemlenmistir. Ayn1 durum, C. albicans ATCC 26555 mantar susu i¢in de

gbzlemlenmistir.
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Disk difiizyon yontemi antimikrobiyal testte kullanilmistir ve ii¢ kez tekrarlanmistir.
Bilesikler (1, 2, 3, 4 ve 5) [2x10"' M] konsantrasyonundadir. Yukarida belirtilen
suslarin aksine, bes kimyasal bilesik, Gram (+) S. aureus ATCC 25923, S. hominis ve
S. aureus ATCC ve Gram (-) P. vulgaris, E. aerogenes ATCC 13048, S. kentucky
suslarindan farkli bakteri suslarina karsi, antimikrobiyal etki gostermislerdir

(Fotograf 4.1. ve 4.2.).

H2MI2FFK + ZN, S. hominis' e karst 6 mm’ lik inhibisyon bolgesi ile birlikte orta
seviyede antibakteriyel etki gostermistir. Ne yazik ki, bu ilk bilesigin, incelenen
mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal etkinlige sahip olmadigi bulunmustur.
H2MI4ANFTK + ZN, S. hominis ve E. faecium' a karsi antimikrobik etki gdsteren
ikinci  bilesiktir. Bu sus formlarinin haricinde, bu bilesigin, incelenen
mikroorganizmalara karst antimikrobiyal etkinligi yoktur. Bilesik 1 gibi,
H2MI4FFTK + ZN de S. marcesces olan tek bir bakteri susuna kars1 antimikrobiyal
etki gostermistir (Tablo 4.2).

Ligandlar incelendiginde, tiyosemikarbazonun (bilesik 4,5) ligand bilesiklerinin,
tiyosemikarbazonun c¢inko bilesiklerinden (bilesik 1,2,3) c¢ok daha fazla sayida
bakteri susunu etkiledigi anlasilmistir. Ornegin bilesik 4, H2MI2FFTSK, K.
pneumoi, S. aureus ATCC, S. aureus, P. vulgaris ve S. kentucky diye adlandirilan bes
susa karsi antimikrobiyal etki gostermistir. Tiyosemikarbazonun diger bir ligand
bilesigi olan H2MI4FFTSK, biitiin test edilen kimyasal bilesikler arasinda en fazla
bakteri susunu etileyen bilesiktir. S. aureus ATCC, S. aureus, S. hominis, S. Kentucky
and E. aerogenes ATCC 13048 ye karst antimikrobiyal etki gostermektedir. 5.
bilesigin antimikrobiyal Ozelliklerine ilaveten, C. albicans ATCC 26555' e karsi
mantar Onleyici etki gosterdigi belirtilmistir. H2ZMI4FFTSK, bu ¢alismada, mantar
Onleyici etki gosteren tek tiyosemikarbazon tiirevi olmustur (Tablo 4.2). Ayrica, S.
hominis, iki ¢inko bilesigi (H2MI2FFK + ZN ve H2MI4ANFTK + ZN) ve bir ligand
bilesigi H2MI4FPTSC (Sekil 1.13) de dahil olmak {izere ii¢ farkli tiyosemikarbazon

tiirevi ile etkilenen tek bakteri susudur.
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Sekil 1.14. Bilesikler igin (H2MI2FFK+ZN, H2MI4NFK+ H2MI4FFK+ZN, H2MI2FFK
& H2MI4FFK), K. pneumonia, S. aureus ATCC 25923, S. aureus, P.

vulgaris, S. marrescens, S. hominis, E. faecium, S. kentucky, E. aerogenes
ATCC 13048, C. albicans ATCC 26555 iizerindeki inhibasyon alani.

Ayrica S. aureus, S. kentucky ve S. aureus ATCC 25923 bakteri suslarindan bir
fotograf ¢ekilmistir ve inhibisyon alan1 bilesik 4 ve 5 i¢in 6 mm Olgiilmiistiir. Bilesik
4 icin, P. vulgaris' e karsi, 8 mm’ lik bir inhibisyon alani ile birlikte antimikrobiyal
etki gozlemlenmistir. Ek olarak, bilesik 1 ve 5’ in, S. hominis' e kars1 6 mm’ lik
inhibisyon alan1 ile birlikte, antimikrobiyal etkiye sahip oldugu goriilmiistiir
(Fotograf 4.1). E. aerogenes ATCC 13048, 6 mm’ lik inhibisyon alan1 ile birlikte
bilesik 5’ ten etkilenmistir (Fotograf 4.2).

26



(b)

(©) (d)

Fotograf 4.1. (a): S. aureus (b): S. aureus ATCC (c): S. kentucky (d): S. hominis i¢in; isatin
tiyosemikarbazonun ligand ve metal bilesiklerinin inhibisyon alani

()

Fotograf4.2. (e): E. aerogenes ATCC 13048 (f): P. vulgaris i¢in isatin tiyosemikarbazonun
ligandinin inhibasyon alani
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Calismamizda, 5-Metoksi isatin tiyosemikarbazonun tiim bilesikleri, en az bir Gram
(+) ve Gram (-) bakteri susunu etkilemistir. HZMI4FFTSK haricinde, incelenen
higbir bilesik mantar onleyici etki gostermemistir. H2ZMI4FFTSK olarak adlandirilan
5-Metoksi isatin tiyosemikarbazonun ligandi, C. albicans' 1 etkilemistir. Sonug
olarak, tiyosemikarbazon tlirevlerinin antimikrobiyal ajan olarak kullanilma
potansiyeline sahip oldugu sonucuna varilabilir. Bununla birlikte, gelecekteki
caligmalarda, antimikrobiyal etkinligin mekanizmalarin1 anlamak i¢in in vivo analizi
yapilmalidir. Tada ve diger arastirmacilar (2012) tiyosemikarbazonun metal
bilesiklerini (Co (II), Cu (I) ve Ni (II)) sentezlemis ve antimikrobiyal ve mantar
Onleyici etkilerini kontrol etmislerdir. Tiyosemikarbazonun bakir (II) ve nikel (I)
metal bilesikleri, kobalttan daha iyi antibakteriyel etki gostermistir. E. coli, S.
epidermidis ve S. aureus da dahil olmak tlizere ¢esitli bakteri suslarimi c¢ok az
miktarda (yaklasik 30 pg / ml) etkilemislerdir. Sonuglarimiza kiyasla, H2MI2FFTSK
ve H2MI4FFTSK olarak adlandirilan iki bilesik, S. aureus suslarina karsi
antimikrobiyal etki gostermislerdir. Bir baska c¢alismada, 3-Kloro Vanilin
Tiyosemikarbazon'un (3-KVTSK), Cu (II), Ni (II), Co (II) ve Zn (II) bilesikleri,
kimyasal olarak sentezlenmis, karakterize edilmis ve antimikrobiyal etkileri
incelenmistir. Ni (I) ve Zn (II) bilesiklerinin E. coli, S. epidermidis ve S. aureus'a
kars1 daha iyi bir etkinligi oldugu sodylenmistir (69). Bu bilesiklerden en fazla
etkilenen bakteri susu, ayni ligand bilesiklerinden (H2MI2FFTSK ve H2MI4FFTSK)
etkilenen S. aureus' dur. Sonuclarimizin aksine, 3-KVTSK (70)’nin Cu (II), Ni (1),
Co (I) ve Zn (II) bilesikleri ve tiyosemikarbazonun (69) bakir (II) ve nikel (II) metal
bilesikleri, mantar Onleyici etkisi gdstermistir. Bununla birlikte, sadece bir tlirev
bilesik (H2MI4FFTSK) mantar Onleyici etki gostermistir. Tiyosemikarbazon
tirevlerinin antimikrobiyal ve mantar Onleyici ilag¢ katki maddelerinde
kullanilabilecegi sonucuna varilabilir. Bazi1 in vivo testler, tiyosemikarbazon
tiirevlerinin ilag veya ilag katki maddeleri olarak kullanilmasina yonelik olarak

uygulanmalidir.
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4.2. UV Kullanilarak Isatin Tiyosemikarbazonun Ligand ve Metal Bilesiklerinin

Soniimlenme Katsayisinin Hesaplanmasi

Isatin tiyosemikarbazon tiirevlerinin soniimlenme katsayis1 su esitlik kullanilarak
hesaplanmistir: A = ecl. Burada &, maddenin molar absorpsiyon katsayisini, c,

tiirlerin konsantrasyonunu, £ ise yol uzunlugunu gostermektedir.

4.2.1. 5- Metoksi isatin-3-(N-2-Floro fenil) tiyosemikarbzon (H2ZMI2FFTSK) +
Zn (II) [Zn(HMI2FFTSK)2]

Bilesik 1 (H2ZMI2FFTSK + Zn (II)), 10-15 - 20 - 25 - 30 - 35 - 40 uM
konsantrasyonlarini elde etmek i¢cin DMSO ile seyreltilmistir. Bu ilk bilesik, 417 nm
dalga boyunda maksimum pik vermistir. Metoksi isatin-3- (N-2-Floro fenil)
tiyosemikarbazon + Zn (II) bilesiginin artan konsantrasyonlari ile birlikte absorbans

degerinin de arttig1 gézlenmistir (Grafik 4.6)
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Grafik 4.1. 5- Metoksi isatin- 3- (N-2- Floro fenil) TSK (H2MI2FFTSK) + Zn (II) 'nin
artinim katsay1si
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4.2.2. 5-Metoksi isatin- 3- (N-4-Nitro fenil) tiyosemikarbazon (H2ZMI4NFTSK) +
Z(11) [Zn(HMI4NFTSK)2]

Bilesik 2 (H2MI4NFTSK) + Z (1)), DMSO igerisinde ¢6ziilmiis ve 10-15 - 20 - 25 -
30 - 35 - 40 uM dahil olmak iizere farkli konsantrasyonlara seyreltilmistir. Bu ikinci
bilesik, UV 151811 368 nm dalga boyunda absorbe etmistir. Ik bilesikle benzerlik
gostermektedir. Bagka bir deyisle, bilesigin yiiksek konsantrasyonu, yiiksek
absorbans degerleri vermesini saglamistir. Konsantrasyonlarla deger artmistir (Grafik

4.7).

1.8
1.6 -
1.4 4
1.2

0.8 -
0.6 -
0.4
0.2

Absorpsiyon

0 10 20 30 40 50
Konsantrasyon mM

—+—5-M+4- N-PTSC +
Znic(micro M10)

—=—5-M+4-N- PTSC +
Znic(micro M15)

—+— 5-M+4-N- PTSC +
Znic(micro M20)

—<—5-M+4-N-PTSC +
Znic(micro M25)

——5-M+4 - N- PTSC +
Znic(micro M30)

—+— 5-M+4-N-PTSC+
Znic(micro M35)

M|

300 350 400 450 500 550

Grafik 4.2. 5- Metoksi isatin- 3- (N-4-Nitro fenil) TSK (H2MI4NFTSK) + ZN(II) ’nin
artirim katsayisi
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4.2.3. 5- Metoksi isatin- 3- (N-4- Floro fenil) tiyosemikarbazon (H2MI4FFTSK)
+ Zn (II) [Zn(HMI4FFTSK)2]

Bilesik 3 ((H2ZMI4FFTSK) + Z (II)) de DMSO i¢inde ¢6ziilmiis ve daha sonra farkli
konsantrasyon noktalar1 elde etmek i¢in sirali bir sekilde seyreltmeler (10-15 - 20 -
25 - 30 - 35 - 40 uM) yapilmistir. Bu iiciincii bilesik maksimum absorbans yoniinden
ikinci bilesik ile aymidir. H2ZMI4FFTSK + Z (II) de, UV 1s1gm1 368 nm dalga
boyunda absorbe etmistir. Bu bilesigin konsantrasyonunun arttirilmasinin yiiksek

absorbansa neden oldugu gosterilmistir (Grafik 4.8).
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Grafik 4.3. 5- Metoksi isatin-3 -(N-4- Floro fenil) TSK (H2ZMI4FFTSK) + Zn (II) *nin
artirim katsayis
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4.2.4. 5- Metoksi isatin-3- (N-2- Floro fenil) Tiyosemikarbazon (H2MI2FFTSK)

Bilesik 4 olarak tanimlanan H2MI2FFTSK, 10 - 15 - 20 - 25 - 30 - 35 - 40 uM
konsantrasyonlarini elde etmek i¢cin DMSO ile seyreltilmistir. Bu bilesik, UV 1s181m1
369 nm dalga boyunda absorbe etmis ve absorbans degeri, artan 5-Metoksi isatin-3-
(N-2-Floro fenil) tiyosemikarbazon konsantrasyonu ile birlikte ylikselmistir (Grafik
4.9).
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Grafik 4.4. 5- Metoksi isatin- 3- (N-2- Floro Fenil) TSK (H2MI2FFTSK) ’nin artirim
katsay1si
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4.2.5. 5- Metoksi isatin-3- (N-4- Floro fenil) tiyosemikarbazon (H2MI2FFTSK)

Son bilesik (H2ZMI2FFTSK), DMSO’ da ¢oziilmiis ve 10 - 15 - 20 -25-30-35-40
uM dahil olmak iizere ¢esitli konsantrasyonlarda seyreltilmistir. Bu besinci bilesik,
UV 1s1gm1 367 nm dalga boyunda absorbe etmistir. Dordiincii bilesik ile benzer
durumlar  gostermektedir. 5- Metoksi isatin- 3- (N-4- Floro fenil)
tiyosemikarbazonun absorbansi, bu ligandin yiiksek konsantrasyonu ile birlikte

artmigtir. (Grafik 4.10).
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Grafik 4.5. 5- (Metoksi isatin)-3- (N-4- Floro fenil) TSK (H2MI2FFTSK) ’nin artirrm
katay1s1
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Sonug olarak, ii¢ metal bilesigi (H2MI2FFK + ZN, H2MI4ANFTK + ZN ve
H2MI4FFTK + ZN) ve iki ligand bilesigi (H2MI2FFTSK ve H2MI4FFTSK) de
dahil olmak iizere 5-Metoksi isatin tiyosemikarbazonlarin biitlin tiirevleri, UV 1s1mnim
farkli dalga boylarinda absorbe etmistir. Bununla birlikte, hepsi ayn1 grafik deseni
gostermislerdir, bu da bes bilesigin de konsantrasyonundaki artisin, bu bilesiklerin

absorbanlarinda yiikselmeye neden oldugu anlamina gelmektedir.

4.3. CT-DNA ile Isatin Tiyosemikarbazon Tiirevlerinin Absorbans Spektrumu

Calismamizda, Tablo 4.1 'de verilen bes kimyasal bilesik, ayrica, CT-DNA ile bu
bilesiklerin etkilesimini anlamak i¢in de incelenmistir. Bilesiklerin UV- Goriiniir
bolge absorpsiyon spektrumlari, tim kimyasal bilesikler i¢in bu etkilesimi analiz

etmek adina kullanilmistir.

Farkli konsantrasyonlara sahip (0-10-30-50-70-80 uM) CT-DNA ile 40 uM’ lik sabit
konsantrasyondaki ilk bilesigin (5- Metoksi isatin-3- (N-2-Floro fenil)
tiyosemikarbzon (H2MI2FFTSK) + Zn (II)) [Zinc (HMI2FFTSK) 2] etkilesimi
incelenmigstir. Bilesik 1 ile CT-DNA arasinda negatif bir korelasyon oldugu rapor
edilmistir. Bu da, bilesik 1 ve CT-DNA bilesiklerinin, CT-DNA’ nin artan
konsantrasyonu ile birlikte azalan absorbans gdsterdigi anlamina gelmektedir (Grafik

4.6).
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Grafik 4.6. CT-DNA miktarinin artmasi ile bilesik 1' in spektral absorbansi. CT-DNA
eksikligi (------ ) ve CT-DNA mevcudiyeti ( ) ile gosterilmistir. [Bilesik 1]

= 40uM; [CT-DNA] = (0-10-30-50-70-80 uM). Siyah ok (T); artan CT-DNA
konsantrasyonuyla absorbans degisimini gostermektedir.
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Farkli CT- DNA konsantrasyonlart (0 - 30 - 40 - 50 - 70 - 80 uM) ile 40 uM’ lik
sabit konsantrasyona sahip ikinci bilesik olan 5-Metoksi isatin-3- (N-4- Nitro fenil)
tiyosemikarbazon (H2ZMI4NFTSK) + Z (II) [Zn (HMI4NFTSK) 2] 'min etkilesimi
incelenmistir. CT-DNA ile pozitif korelasyon gosteren, 2 ve 5 olarak
numaralandirilan iki bilesik vardir. Bu, CT-DNA konsantrasyonundaki artigin,
bilesik 2 ve CT-DNA karisiminin absorbansinin artirmasina neden oldugu anlamina

gelmektedir (Grafik 4.7).
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Grafik 4.7. CT-DNA miktarinin artmasi ile bilesik 2 'min spektral absorbansi. CT-DNA
eksikligi (------ ) ve CT-DNA mevcudiyeti ( ) ile gosterilmistir. [Bilesik 2]
= 40uM; [CT-DNA] = (0-30-40-50-70-80 uM). Siyah ok (]); artan CT-DNA
konsantrasyonuyla absorbans degisimini gostermektedir.

0-10-50-70-80 uM CT-DNA ile ii¢iincii bilesik olan 5- Metoksi isatin-3- (N-4- Floro
fenil) tiyosemikarbazon Zn (II) (40 puM sabit konsantrasyon)’ nin etkilesimi
degerlendirilmistir. Grafik 4.8, bilesik 3 ile farkli CT-DNA konsantrasyonlari

arasindaki negatif korelasyonu gostermektedir. Bilesik 1 gibi, bilesik 3' iin

absorbansi da CT-DNA konsantrasyonunun artmasi ile birlikte azalmaktadir.
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Grafik 4.8. CT-DNA miktarinin artmasi ile bilesik 3 'iin spektral absorbansi. CT-DNA

Farkli CT-DNA konsantrasyonlari

eksikligi (------ ) ve CT-DNA mevcudiyeti (

) ile gosterilmistir. [Bilesik 3]

= 40uM; [CT-DNA] = (0-10-50-70-80 puM). Siyah ok (T); artan CT-DNA
konsantrasyonuyla absorbans degisimini gostermektedir.

(0-10-30-40-50 pM) ile 40 pM sabit

konsantrasyondaki bilesik 4 ile belirtilen 5-Metoksisatin-3- (N-2-Floro fenil)
tiyosemikarbazonun (H2MI2FPTSC) etkilesimi incelenmistir. Grafik 4.9’ da da

gorilecegi gibi, bilesik 4 ile farkli CT-DNA konsantrasyonlar1 arasinda ters bir iligki

vardir. Bilesik 4 ile CT-DNA bilesigi absorbansi, CT-DNA konsantrasyonunun

azalmasi ile birlikte artmistir.
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Grafik 4.9. CT-DNA miktarinin artmast ile bilesik 4 'lin spektral absorbansi. CT-DNA
eksikligi (------ ) ve CT-DNA mevcudiyeti ( ) ile gosterilmistir. [Bilesik 4]

= 40pM; [CT-DNA] = (0-10-30-40-50 uM). Siyah ok (); artan CT-DNA
konsantrasyonuyla absorbans degisimini gostermektedir.
Farkli CT-DNA konsantrasyonlar1 (0 - 40 - 50 - 70 - 80 uM) ile son bilesik olan 5-
Metoksisatin-3- (N-4-Floro fenil) tiyosemikarbazonun (H2MI4FPTSC) 40 uM sabit
konsantrasyondaki etkilesimi arastirilmistir. Bilesik 2' de oldugu gibi, CT-DNA ile
bilesik 5' in absorbansi, CT-DNA'nin konsantrasyonunun artmasi ile birlikte artmistir

(Grafik 4.10).

Buna ek olarak, bilesik 1-5 icin 6zgiin baglanma sabit degerleri (Kb) sirasiyla;

3.2x10%; 1.2 x 10% 2.3 x 10% 1.1 x 10’ ve 1.8 x 10° olarak bulunmustur.
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Grafik 4.10. CT-DNA miktarinin artmasi ile bilesik 5 'in spektral absorbansi. CT-DNA
eksikligi (------ ) ve CT-DNA mevcudiyeti ( ) ile gosterilmistir. [Bilesik 5]
= 40uM; [CT-DNA] = (0-40-50-70-80 uM). Siyah ok (]); artan CT-DNA
konsantrasyonuyla absorbans degisimini gostermektedir.

Tiyosemikarbazon ve CT-DNA arasindaki etkilesim farkli aragtirmacilar tarafindan
da incelenmistir. Bir ¢alismada, Masoudian ve Pakravan (2015) tarafindan IBT
(isatin-B- tiyosemikarbazon) ve CT-DNA etkilesimi arastirilmistir. Notr Kirmizi
boyay1, bir kontrol ¢ubugu ve UV- Goriiniir bolge absorbsiyon spektrumu olarak
kullanmislardir (70,71,72). Sonuglarimiz bu ¢alismadan elde edilen verilerle tutarlilik
gostermektedir. Bilesik 2 ve 5, IBT ve CT-DNA etkilesimi i¢in de gozlemlenen
benzer spektrum modelini gostermistir. Bu sonug, bu spektral degisikliklerin, 2 ve 5
numarali bilesiklerin DNA bazlarina ilavesi ile iligkili olmasina gore aciklanabilir.
Bu nedenle, hipokromik etkilerin nedeni, eklenen kromoforun ve DNA baz
ciftlerinin elektronik durumunun etkilesiminden kaynaklandigi ileri siiriilebilir. Buna
ek olarak, Bilesik 2 ve 5' in CT-DNA ile etkilesiminden sonra kii¢iik batokromik
kaymalar da gézlenmistir. Bu, bilesiklerdeki ligandlarin @ ve m * gecis enerjisindeki

azalma ile agiklanabilir.
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IBT 'ye ek olarak, trifeniltin (IV) karboksilat bilesigi [SnPh3 (O2CCH2SXyl)] ile
DNA arasindaki etkilesimi, Sirajuddin ve Badshah (2013) tarafindan da
incelenmistir. Bu c¢alismada, bilesiklerin ve artan DNA konsantrasyonlariin
etkilesiminden sonra hiperkromizm etkisi goézlenmistir [72]. Bu sonuglar bizim
calisma sonuclarimizla tutarlilik gdstermektedir. Bilesik 1, 3 ve 4' iin CT-DNA ile
etkilesimi, trifeniltin (IV) karboksilat bilesiginin incelenmesinde de goriildiigii tizere,
hiperkromizm etkinin olusumuna neden olmustur. Ayrica, polimiksin B (PMB) ile
DNA arasindaki etkilesim de arastirilmistir (Kong ve diger arastirmacilar (2011)
[73].) Sirajuddin ve Badshah (2013) c¢alismalar1 gibi, bilesiklerin absorbansi da,
bilesik 1, 3 ve 4 icin elde edilen sonuglarla da korelasyon gosteren, artan CT-DNA

konsantrasyonlari ile birlikte artmistir.

Kong ve diger arastirmacilar tarafindan yiiriitiilen bir bagka ¢aligmada (2012), insulin
ve CT-DNA arasindaki etkilesim, pH degeri 7.4' te, absorbsiyon, floresan ve dairesel
dikroizm spektroskopilerine dayanarak incelenmistir. Karisimin absorbansinin, CT-
DNA’ nin artan konsantrasyonu ile azaldigin1 bulmuslardir [74]. Bu calismada, Kb
degerlerine (bilesik 1 - 5: 3.2 x 10”; 1.2 x 10% 2.3 x 10%; 1.1 x 10° ve 1.8 x 10%) ¢ok
yakin olan Kb degerleri 4.8 x 10°, 1.0 x 10° ve 5.4 x 10° bulunmustur.
Calismamizda, bilesik 2 ve 5 ile CT-DNA karigiminin absorbansi, artan CT-DNA
konsantrasyonu ile birlikte azalmistir. Dolayisiyla, sonuglarimiz, artan DNA
konsantrasyonu ile birlikte, insiilin ve CT-DNA karisiminin absorbansinin azaldigini

belirten Kong ve diger arastirmacilarin (2012) sonuglari ile tutarlilik géstermektedir.
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5. SONUC

[k olarak, 5-Metoksi isatin-3- (N-2-Floro fenil) tiyosemikarbazon + Zn (II), 5-
Methoxyisatin-3- (N-4-Nitro fenil) tiyosemikarbazon + Z (II) Metoksi isatin -3- (N-
4-Floro fenil) tiyosemikarbazon + Zn (II), 5-Metoksi isatin-3- (N-2-Floro fenil)
tiyosemikarbazon ve 5-Metoksi isatin-3- (N-4- Floro fenil) tiyosemikarbazon olarak
belirtilen 5 bilesik yeniden sentezlenmistir. Daha sonra antimikrobiyal etkileri ve bu

bilesiklerin CT-DNA ile etkilesimi incelenmistir.

Bu tezde, her bir bilesik i¢in antimikrobiyal test i¢in ii¢ kez tekrarlanan disk difiizyon
yontemi kullanilmistir. E. coli, P. aerogenes ATCC 13048, S. kentucky, P.
aeruginosa, K. pneumonia, P. vulgaris, S. aureus ATCC 25923, L. monocytogenes
ATCC 7644, E. durans, S. aureus ATCC, S. marrescen ve E. faecium gibi bazi
bakteri suslari, higbir bilesikten etkilenmemistir. Diger bir yandan, bes kimyasal
bilesigin hepsi, Gram (+); S. aureus ATCC 25923, S. hominis ve S. aureus ATCC ve
Gram (-); P. vulgaris, E. aerogenes ATCC 13048, S. kentucky’ den farkli bakteri
suslarina kars1 antimikrobiyal etkinlige sahiptir. Ayrica, tiyosemikarbazon (bilesik
4,5) ligand bilesiklerinin, tiyosemikarbazonun ¢inko bilesiklerinden (bilesik 1,2,3)
cok daha fazla bakteri susunu etkiledigi de anlasilmistir. Son olarak S. hominis, iki
cinko bilesigi (H2MI2FFK + ZN ve H2MI4NFTK + ZN) ve bir ligand bilesigi
(H2MI4FFTSK) de dahil olmak tizere, ii¢ farkli tiyosemikarbazon tiirevi ile etkilenen

tek bakteri tiridiir.

Bu c¢alismada, isatin tiyosemikarbazon tiirevlerinin soniimleme katsayis1 da
hesaplanmistir. Sonug itibariyla, ic metal bilesigi (H2MI2FFK + ZN, H2ZMIANFTK
+ ZN ve H2MH4FFTK + ZN) ve iki ligand bilesigi (H2MI2FFTSK ve
H2MI4FFTSK) de dahil olmak iizere 5-Metoksi isatin tiyosemikarbazonlarin tiim
tirevleri, UV 1smmin1 farkli dalga boylarinda absorbe etmistir. Bununla birlikte
bilesiklerin hepsi aynmi grafik desenleri gostermislerdir; bu da bu beg bilesigin
konsantrasyonundaki artigin, bu bilesiklerin absorbansinin artmasina neden oldugu

anlamina gelmektedir.
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Son olarak, bu bilesiklerin CT-DNA ile etkilesimini anlamak i¢in bes kimyasal
bilesik de arastirilmigtir. Bilesiklerin UV- Goriiniir bolge absorpsiyon spektrumlari,
tim kimyasal bilesikler icin, bu etkilesimi analiz etmeye yonelik olarak
kullanilmistir. Bes bilesigin Kb degerleri, 3.2x 10 1.2 x 10% 2.3 x 10% 1.1x10° ve
1.8x10” olarak bulunmustur. CT-DNA’nin artan konsantrasyonu ile birlikte, bilesik 2
ve 5 ile CT-DNA karigiminin absorbansinin arttigi da rapor edilmistir. Ote yandan,
CT-DNA karisimi ile 1, 3 ve 4 numarali bilesiklerin absorbansi CT-DNA

konsantrasyonunun artmasi ile birlikte azalmistir.

Bu bilesikler, mikroorganizmalar ve DNA iizerindeki etkilerine dayanilarak, olasi
ilaglar ya da ila¢ katki maddeleri i¢in kullanilabilir. Bu bilesiklerin in vivo etki

yontemi ve toksisitesinin degerlendirilmesi i¢in daha ileri ¢alismalar gerekmektedir.
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