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1. GIRIS

1.1. Tiyosemikarbazit

Tiyosemikarbazit, beyaz bir kristal tozudur ve kokusuzdur. Bu madde, ketonlar ve
sabit metaller i¢in bir ayira¢ olarak, fotograf i¢in ve rodentisid olarak kullanilmaktadir.
Bir tiyosemikarbazit, oksijen atomu yerine siilfiir partikiilii olan bir tiirevdir. Yapi, Cis
adaptasyonundaki protonlu katyonlardan, 6rnegin, C-S bagina (¢ift bag, uzunluk yar
m-¢izgisi) dogru kivrilan —NH-NH> bag: ile kloriir anyonlarindan olusmaktadir.
Baskilama, —NHz*, -NH> (sola yayilan ¢ift bag) ve Cl- ve S’i olan NH baglari ile

cercevelendirilen hidrojen baglar ile belirlenmektedir [1].

Non-hidrojen molekiiliiniin ayrilma stratejisi, neredeyse diizlemseldir ve burada
hidrazin NH2 bagi ve siilfiir atomu, C-NH grubu i¢in de oldugu gibi bir transpozisyon
halindedir.

C-S, C-N1, C-N1, N2-N3 igin bag uzunluklar sirasiyla 1,685 A, 1,313 A, 1,337 A,
1,399 A seklindedir. SCN2, SCN ve CN2-N3 icin bag acilari sirastyla 119,7, 118.8 ve
112.5°dur. Hidrazinin N(3)’i i¢in ise 0,04 seklindedir ve tiyoiire ayrimi {izerinden

seviyenin digindadir [2]. Tiyosemikarbazit yapis1 Sekil 1.1°de verilmistir.

S
)J\N,NHZ

H

H,N

Sekil 1.1. Tiyosemikarbazit yapis1 [3].

Benzer  sekilde  tiyosemikarbazit,  tiyosemikarbazit  kesitinde  elektron

delokalizasyonuna yorulan antibakteriyal 6zelliklere sahiptir [4].



4-Metil-3-tiyosemikarbazit ~ yutulmasi, o6lime neden olabilir.  4-Metil-3-
tiyosemikarbazit, ‘‘solunum sisteminin, derinin ve gozlerin tahris olmasina neden

oldugu i¢in tehlikeli bir madde’’ olarak siniflandirilmaktadir [5].

Isatin tiyosemikarbozon, semikarbazit ve aldehit veya keton reaksiyonu ile
sentezlenen bir imin tlrdddr. Semikarbazitin terminal NH2 grubu ve bir aldehit veya
ketonun reaksiyonu ile elde edildiklerinden bunlara amin tiirevleri denmektedir. Farkli
tiyosemikarbozon tiirevleri bulunmaktadir. Bunlardan bir tanesi Isatin 3-

tiyosemikarbozondur (Sekil 1.2).

Sekil 1.2. Isatin 3-Tiyosemikarbazon Yapisi [6].

Tiyosemikarbozon turevlerinin antikanser, antimikrobiyal, antitimar, antitliberkdler,
sodyum kanal blokeri gibi ¢ok yonlii biyolojik ve farmalojik faaliyetleri vardir [6-7].
Tiyosemikarbozonlarin antikanser etkileri, DNA sentezinin hiz sinirlayict agsamalarina

katilan bir bilesik olan riboniikleotid rediiktaz engeline atfedilmistir [8].

Tiyosemikarbozonlar, insan hastaliklar1 i¢in potansiyel profilaktik tedavi ajanlari
olarak en erken 1946’dan Dbaslayan ¢ok wuzun bir gecmise sahiptir.
Tiyosemikarbozonlar, bazi DNA ve RNA viriislerine karsi genis spektrumlu bir
antiviral etkinlige sahip oldugu bilinen ilk antiviral bilesiklerdir. Gliney Hindistan’da,
1965 yilinda, metisazon veya marboran olarak adlandirilan N-metil isatin-p-
tiyosemikarbozonun, ¢igek hastaligi kemoprofilaksisi igin etkili bir antiviral ilag

olarak kullanildig1r ve bu ilacin goniillii insanlarda denendigi gozlemlenmistir [7].

2



Isatin-B-tiyosemikarbozon tiirevlerinin, Vaksinia viriisleri ve Moloney leukemia gibi
viriisler i¢in bir dizi antiviral faaliyette bulundugu izlenimini verdigi bildirilmistir [9-
10]. Bunlara ek olarak, bazi isatin-p-tiyosemikarbozon tirevlerinin, nérovaksin ve
farelerdeki bazi farkli poksviriis kontaminasyonlarina karsi yiiksek faaliyeti vardir
[11]. Isatinin tiyosemikarbozonu son derece aktif bulunmustur [12]. Gegkin vaksinia

virlis soylarinin gelisimi, isatin-p-tiyosemikarbozon ile engellenebilir [13].

Heterosiklik tiyosemikarbozonlar, memeli hiicrelerinde DNA 6nculerinin sentezinde
anahtar bir enzim olan riboniikleotid rediiktaz1 engelleyerek yaptigi yararh tedavi
Ozellikleri sebebiyle uygulanmistir [14]. Mycobacterium tuberculosis’e (MTB
H37Rv) kars1 isatin-3-tiyosemikarbozon aktivitesi, bazi farkli ¢alismalarda ortaya
konmustur [15]. Isatinin tiyosemikarbozon tiirevleri, HIV niikleoprotein sentezinin

inhibisyonu i¢in de test edilmistir [16].

Tiyosemikarbozonlarin, ila¢ sanayiinde onemli bir yeri vardir. Karbonil ve C=N
gruplart igeren pek ¢ok heterosiklik kompleksler, organik sentezde bu bilesikleri
kullanarak sentezlenen triazol ve tiazol gibi biyolojik olarak énemli molekullerin

sentezi icin 6nemlidir [17].

Tiyosemikarbazit ve onun hidrazonlar1 gibi hidrazin alt gruplarinin kimyasi, genis
yapay, bilimsel uygulamalar ve biyolojik faaliyetlerinden dolay1r onemli ilgi
konularindan biridir [18-19].

[satin Tiyosemikarbozon kompleksleri ve tiirevleri, hiicre hatlarinin yar1 gercirgen
zarlar1 lizerinden gegcis kabiliyetlerinden dolayr anti kanser [20], anti-HIV [21],
antibakteriyal [22], antiviral [23] ve antifungal [24] gibi biyolojik aktivitelerde tzel
bir rol oynamaktadir [25, 26]. Isatin tiirevleri, antineoplastik, antihipertansif ve
yatistiric1 etkileri olan farmalojik ozelliklerinden dolayi yararhidir [27-44]. Isatin-
tiyosemikarbozon turevleri, antimikrobiyal, antikanser, antiviral, tiberkuloz,
antiplasmodiyal ve sitotoksik etkinlikler iceren kemoterapotik 6zelliklerin biyik
kismin1  aciklamak ic¢in kullamlmustir [27-31, 33, 34, 37, 45, 46]. Isatin

tiyosemikarbozonlar, nitrojen ve siilflir vasitasiyla potansiyel baglanma yeri saglayan



basarili ligandlardir [34-49]. Pek ¢ok organik ve organometalik bilesikler,

tiyosemikarbozon ile sentezlenmistir [50].
1.2. 5-Fluro Isatin Tiyosemikarbazon

5-Fluoro isatin tiyosemikarbozon, isatin tiyosemikarbozon komplekslerinden
sentezlenen bir bilesiktir. 5-Fluoro isatin, Sunitinib (Sutent) ilacinin kilavuzu olarak
kaydedilmistir. 5-Fluoro isatin, gastrointestial stromal tiimor ve renal hiicreli karsinom
tedavisi i¢in 2006 yilinda Gida ve Ilag Idaresi (FDA) tarafindan bilimsel olarak
saptanmustir [S1].

O

O

N
H

Sekil 1.3. 5-Fluro isatin yapisi [52].

5- Fluoro isatin:

e 19F manyetik eko spektroskopisi ile peroksinitritin canli hiicrede tespiti i¢in

reaksiyona dayali ekskavator olarak [53],

e Canli akcigerdeki non-invazif peroksinitrit (ONOO(-)) olusumunun

belirlenmesinde interferon-y (IFN-y) ile uyarilmis epitelyal hiicrelerde [53],

e Herhangi bir organik solvent veya asit katalizorii kullanilmadan su siispansiyon
ortaminda aromatik temel bis-aminler ile kuvvetlendirme araciligiyla bis-

Schiff bazlar sentezinde kullanilmistir [54].



1.3. Deoksiribonukleik Asit (DNA) Yapisi

DNA, ii¢ bilesen igeren niikleotidlerden (mononiikleotidler) olugsmaktadir:

- Azotlu baz

- Pentoz (bes karbonlu seker)

- Fosfat grubu

¢ Hydrogen
© Oxygen

@ Nitrogen

@ Carbon

© Phosphorus

Minor groove

Major groove

Pyrimidines Purines

Sekil 1.4. DNA’nin yapisi [55].

Azotlu bazlar, iki tlir baza sahiptir: ¢ift halkal piirinler ve tek halkali pirimidinler.
Nitrojen ve karbon atomu, piirin halkas1 ve pirimidin halkas1 yapisindadir. Piirin
halkas1 ve pirimidin halkasindaki 6zdes atomlar, farkli sekilde numaralandirilmistir

(Sekil 1.4, Sekil 1.5) [55, 56].
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Sekil 1.5. Pirimidin Halkasi [a] ve Piirin Halkasi [b] [56].

Piirin halkasinin iki ¢esidi vardir: Adenin (A) ve Guanin (G). Bunun yani sira, Urasil
(U), Sitozin (C) ve Timin (T) diye adlandirilan ii¢ tane pirimidin halkasi tiirii vardir.
DNA ve ribonukleik asitler (RNA), azotlu bazlar olarak Guanin, Adenin ve Sitozinden
olugsmaktadir. Fakat DNA’da Timin bazi varken, RNA’da ise Timin bazi1 yerine Urasil
bazi bulunmaktadir (Sekil 1.6) [57].

Pyrimidines

Nitrogenous Bases of RNA

H
\/H
N

Adenine

Sekil 1.6. Azotlu bazlar [57].

DNA ve RNA arasindaki bir diger fark, pentoz sekerlerdir. DNA’daki sekere
deoksiriboz denilmekte ve RNA’daki sekerin ismi ise ribozdur. Deoksiriboz, C-2

konumunda bir hidrojen atomu icermektedir fakat ribozun C-2 konumunda bir



hidroksil grubu vardir. Bu sebeple, deoksiriboz daha ¢ok 2-deoksiriboz olarak
adlandirilir (Sekil 1.7) [58].

HOCH HOCH
LN N SN
'\I3' zl/' '\|3' zl/'

OH OH OH H
Ribose Deoxyribose

Sekil 1.7. Pentoz sekeri [58].

Niikleozit kimyasal birimi, plirin veya pirimidin bazlari ve bir riboz sekeri veya
deoksiriboz sekeri ihtiva eder. Eger niikleozite bir fosfat grubu eklenirse, niikleotid ad1

verilen bir diger kimyasal birim meydana gelecektir (Sekil 1.8) [59].

Nucleoside Nucleotide

Sekil 1.8. Niukleozid ve nikleotid [59].

Azotlu baz, sekerdeki C-1 atomuna baglanir. Seker, piirin bazindaki N-9 atomuna

baglanir, fakat farkli olarak pirimidin bazinda seker N-1’e baglanir. Fosfat grubu, Sekil



1.8.’de goriildiigii gibi deoksiriboz sekerde C-5’e baglanir [58]. Bu form, biyolojik
sistemlerde bilinen formdur ve DNA ve RNA formdlinde bulunur.

1.4. Nikleozid Difosfatlar ve Trifosfatlar

Niikleotidlerin diger ismi, niikleozid monofosfattir (NMP). Fosfat grubuna gore,

niikleozid fosfatlara su isim verilir:

- Niukleozid Difosfatlar (NDPler) (bir fosfatli grup).

- Niikleozi Trifosfatlar (NTP’ler) (iki fosfatli gruplar) (Sekil 1.9).

Trifosfat formu, hicre icerisindeki nukleik asitlerin sentezinde ilk molekil olarak

kullanilir dolayisiyla hiicresel etkinlikler agisindan ¢ok 6nemlidir [60].

Deoxynucleoside diphosphate (dNDP) Nucleoside triphosphate (NTP)

Deoxythymidine diphosphate (dTDP) Adenosine triphosphate (ATP)

Sekil 1.9. Niikleozid fosfatlar; NDP ve NTP [61].

Buna ek olarak, hicredeki adenozin trifosfat (ATP) ve guanozin trifosfattan (GTP)
Bu enerji, terminal fosfat grubunu eklemede veya ¢ikarmada kullanilmaktadir. Bu
ozellikten dolayr hem ATP hem de GTP pek ¢ok hiicresel etkinlikte yer almakatadir
[60]. Serbest birakilan enerji (GTP veya ATP hidrolizinin sonucu olarak GDP veya
ADP ve inorganik fosfat (Pi) hiicresel reaksiyonlar1 yonlendirmek igin
kullanilmaktadir [60].



1.5. Ultraviyole-Visible (UV-Vis) Spektrofotometre

Her DNA denkleminin ve ayrica kiigiik madde molekiilleri ile olan etkilesimlerin
Ogrenilmesi icin biiylik ihtimalle en basit ve genel olarak en ¢ok kullanilan
enstrimantal bir stratejidir. DNA ve kii¢iik molekiiller arasindaki etkilesim, UV-Vis

spektrofotometre kullanilarak basarili bir sekilde izlenebilir [62].

UV-Vis spektrofotometre ile goriir bolgede gézlemlenen bandin maksimumundaki
kayma konumu analiz edilerek ligandlar ve DNA arasindaki etkilesim incelenebilir.
[62-65].

Niikleik asitler, pirimidin (CT) ve piirin (AG) pargalarindaki kromoforik gruplardan
dolay1 elektron gecisleriyle agiklanabilen 260 nm’de maksimum absorpsiyon
vermektedir. Bu gegislerin olma sans1 yiiksektir, dolayisiyla molar absorptivite (¢)10*

M cm? diizeyindedir [66].

Bu teknik, 260 nm’de absorbans degeri Ol¢iimii ile DNA konsantrasyonunun
dogrulanmasina izin vermektedir. Nikleik asidin safli§i, absorbans oranlar ile
aciklanabilmektedir (A260/A280 ve A260/A230). Bu oran, DNA’nin proteinden

yeterince arinmis oldugunu dogrulamak i¢in 1,8 ile 1,9 arasinda olmalidir [67].

pH veya iyonik basing giiciindeki farklilik ile maksimum absorpsiyondaki genellikle
de molar absorptivitedeki kiigiik degisiklikler meydana gelebilir. Serbest ilag UV-Vis
absorpsiyon spektrumlar1 ve ilagc-DNA komplekslerinin absorbsiyon spektrumlari

arasinda varyasyonlar bulunmaktadir.

Bilesikler ile DNA’nin baglanmasi, aromatik kromofor ve deoksiriboniikleik asit baz
cifti arasinda meydana gelen toplayici bir etkilesim olan hipokromik ve batokromik
etkiyi ortaya ¢ikarir. Hipokromizm, CT-DNA konsantrasyonunun artmasi ile meydana
gelen absorbansdaki diististiir. Ayrica, CT-DNA konsantrasyonunun artmastyla

absorbansta meydana gelen bir artis ise hiperkromizm olarak adlandirilmaktadir [68].



Kromofor ve deoksiriboniikleik asit bazlar1 indirgenmeleri arasindaki uzakliga gore
elektronik etkilesiminin dayanikliligi azalabilmektedir. Hipokromik bazlar, araya
giren bir bilesik ve deoksiriboniikleik asit arasindaki mesafeyi azaltarak meydana
gelmektedir [69,70].

Hiperkromik etki, 6zdes deoksiriboniikleik asit konformasyon ve bilesim agisindan
degisikliklerini ve kompleksin ve DNA etkilesiminin siiresini yansitmaktadir.

Hipokromik etki DNA sogurumunu bariz bir sekilde azaltmaktadir.

Istifleyici etkilesimler, hidrojen baglar1 ve tamamlayici bazlar arasindaki hidrofobik
etki, iki DNA zincirinin baglanmasi i¢in énemli bir nedendir. Ornegin, hidrojen bagi
sinirli absorbansina gore aromatik halkanin rezonansinmi sinirlandirmaktadir. Eger
DNA ¢ift sarmali denatiire edici ajanlarla muamele edilirse, DNA ¢ift sarmal
etkilesimine zarar verecektir ve daha sonra ¢ift sarmal, organize olmayan bir yap1 olan
iki tekli diziye ayrilacaktir. Ayni zamanda, cesitli bazlar serbest haldedir ve
tamamlayic1 bazlar ile hidrojen bagi olusturamazlar. Bu sebeple baz-baz etkilesimi
azalir ve DNA c¢ozeltisinin UV absorbansi artar. Cift sarmalli DNA absorbansi, ayni
konsantrasyondaki tek iplikli DNA i¢in oldugundan % 40 daha diisiik olacaktir.
Bunlara ek olarak, DNA omurgasimin fosfat grubuna elektrostatik ¢ekim yoluyla
baglanan yiiklii katyonlarin varligi nedeniyle hipokromik etki kaginilmaz sekilde
meydana gelmektedir. Bu da, sekonder DNA yapilarinda bir kiigiilmeye ve kapsamli
bir hasara neden olabilir [71,72]. Hipokromik etki ayrica, ya harici bir baglantiya ya

da DNA sarmal yapisinin kismi ¢éziilmesine baglanabilmektedir [73].

Hipokromik etki ayrica, ya harici bir baglantiya ya da DNA’nin heliks yapisinin kismi

¢Oziilmesine baglanmaktadir [73].

Eger gercegi yansitmayan profiller icerisinde dnemli kayma degisiklikleri olmadan
giiclii bir etkilesim mevcut olmazsa, hipokromik veya hipokromik etkiler meydana

getirilebilir [66, 74].
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1.6. Biyolojik Aktiviteler

Tiyosemikarbozon grubunun, yiiksek biyolojik etkinligi vardir ve bunlar ¢ok uygun

ligandlardir.

Bu ligandlarin biyolojik etkinlikleri, enzimlerdeki metal merkezini diizenleme
kabiliyetleri oldugundan anhatar 6neme sahiptirler [75]. Hayatimizda onemli bir
pargay1 temsil ederler. Tiyosemikarbozon tiirevleri, cesitli dogal ve farmalojik

etkinliklerinden dolay1 da 6zel bir 6neme sahiptir.

Tiyosemikarbozon turevleri, odak duyu sisteminin, bakteriyel kontaminasyonun

tedavisinde ve bunlara ek olarak ac1 giderme amagcli olarak tipta kullanilmaktadir [76].

Tiyosemikarbozonlar, farmasétik ve biyoaktif maddelerin karisgiminda yer alirlar ve
bu sekilde tedavi biliminin bir pargasi olarak genis 6l¢iide kullanilirlar. Bunlara ek
olarak, tiyosemikarbozonlar nerdeyse her bilim dalinda kendi kullanim alanlarini

olusturmustur [77].
1.6.1. Antimikrobiyal Etkinlik

Antimikrobiyal ilaglarm 20. yiizyilda énemli bir iyilestirici rolii vardir. Ilaglar,
mikroplar1 engellemek veya 6ldiirmek icin tasarlanmistir ve bunlarla enfekte kisiler
tizerinde minimum etkisi vardir veya higbir etkisi yoktur. Bu kimyasal tedaviye genel
olarak kemoterapi denilmektedir ve mikroorganizmayr bastirarak sistemik

enfeksiyonlar1 tedavi eden belirlenmis kimyasal tedavi anlamina gelmektedir [78].

Her ne kadar tiyosemikarbozon asit kompleksleri ve ligandlari bilinse de, yine de bu
bilesiklerin saldirgan, antifungal ve antibakteriyal etkinlikleri ile ilgili yeterli bilgi

bulunmamaktadir [79].

Bu ¢alismada ise, 5-Fluoro-isatin (2-Fluoro fenil) tiyosemikarbozon (TSC), 5-Fluoro-
isatin (4- Fluoro fenil) tiyosemikarbozon (TSC), 5-Fluoro-isatin (4-Nitro fenil)

tiyosemikarbozon (TSC), Zn ile 5-Fluoro-isatin (2- Fluoro fenil) tiyosemikarbozon
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(TSC), Zn ile 5-Fluoro-isatin (4- Fluoro fenil) tiyosemikarbozon (TSC) ve Zn ile 5-
Fluoro-isatin  (4-Nitro fenil) tiyosemikarbozon (TSC) bilesiklerinin sentezini
gerceklestirdik. Bunlara ek olarak, buzagi timus DNA’s1 (CT-DNA) ile bu bilesiklerin
etkilesimini ve bunlarin Tablo 1’de gosterilen bazi Gram negatif ve Gram pozitif
bakteriler Uzerindeki antibakteriyal etkinligini ve Candida albicans ATCC 26555

tizerindeki antifungal etkinligini inceledik.
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2. KURAMSAL CERCEVE

Ventakesha vd. (2016), metal kompleksler i¢in analitik ve spektral veriler araciligiyla
3-Metilbutanali  olan  tiyosemikarbazitten  elde  edilen  3-Metilbltanal

tiyosemikarbozonu (MBTSC) betimlemis ve sentezlemistir.

Buna benzer sekilde, Monica vd. (2015), yeni sekiz tane (Z)-2-(akridin-9-metilin)-N-
fenil-hidrazin-karbo-tiyoamid (3a-h) tiirevi olusturmustur. Bu bilesiklerin 6zellikle 3f
bilesiginin CT-DNA baz ¢iftlerine kars1 yiiksek afinite gosterdigi, ayrica dokuz farkli
(kolon (HT-29) lI6semi (K-562), gogiis (MCF7), akciger (NCI-460), bobrek (786-0),
yumurtalik (OVCAR), gogiis direnci (NCI-ADR), prostat (PC-3),ve gliyom (U251)
insan timor hiicre hattina karsi da in vitro ortamda antitiimor aktivitesi gosterdigini
kesfetmislerdir. Bununla birlikte, anti-proliferatif analizdeki en aktif bilesik 3 (a-f)
idi. Dolaysiyla, bu sonuglar gostermistir ki, hem CT-DNA ile baglanma sabitleri hem
de anti-proliferatif aktiviteler, tiyosemikarbazon pargalarinin fenil halkas1 yer degisimi
ve akridin birlesmesi tarafindan etkilenmistir. Buna ek olarak, tiyosemikarbazit
pargasi, DNA baglayicilig1 olan yeni akridin-tiyosemikarbozon tiirevleri saglamistir.
Bununla birlikte, fenil halkasi tizerindeki siibstitiientlerin 6zellikleri hem DNA-

baglanmasi1 hem de anti-proliferatif 6zellikleri tarafindan etkilenmistir [81].

Bunlara ek olarak, Qasem vd. (2014), isatin parcasi ile tiyosemikarbozon Schiff
bazinin yeni tiirevlerini sentezlemis ve karakterize etmistir. Bu bilesiklerin CT-DNA
ile olan etkilesiminin en yliksek kesim aktivitesinin L1-L3’de oldugu yiiksek igsel
baglanma sabiti gosterdigini bulmuslardir. Bunlara ek olarak, L3, L6 ve L2 de insan

kolon kanseri hiicre hattinda (HCT 116) 1yi bir anti kanser aktivitesi sergilemistir [82].

Pachenko vd. (2014), N, N’-bi (salisilidin) tiyosemikarbazit ile bakir (II), nikel ve
alkali-toprak elementlerinin heterometal komplekslerini sentezlemis ve karakterize
etmistir. Bunlarin, sadece s-elementi dogasindan etkilenmis olan yar1 iletken

materyallerin 6zelliklerine sahip oldugunu kesfetmislerdir [83].
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Bir diger yandan, Satyr vd. (2013), 5-Fluoroisatin ve 2-semikarbazitten 5 bilesik
tiretmistir. Bu sentetik bilesiklerinin, S. aureus, E. coli ve B. subtilis dahil olmak tizere
bazi bakteri suslarinin yani sira P.crysogenium ve A. niger dahil olmak {izere bazi

mantarlara kas1 da iyi antimikrobiyal etkiler sergiledigini bildirmislerdir [84].

Reshma vd. (2013), yeni tiyosemikarbazit tiirevleri serisini sentezlemis ve Gram
pozitif ve Gram negatif bakterilere karsi antibakteriyal aktivitelerini degerlendirmistir.
Mevcut ¢alismada, tiyosemikarbazit bilesikler sinifin1 temsil eden hidrazin-karbotiyat
ve hidrazin-karbotiyamid sentezi yapilmistir. Yeni sentezlenen bilesiklerin hepsi
spektral verileri kullanilarak karakterize edilmis ve daha sonra antibakteriyal aktivite
yeteneklerini tahmin etmek i¢in kullanilmistir. Antibakteriyal aktivite, standart ilag
olarak Streptomisin kullanilarak seri sulandirma yontemine gore gerceklestirilmistir

[84].

Parul vd. (2012), N4-tiyosemikarbozon pargasinin halkali aminler, akrilik ve alifatik
vasitasiyla degistirildigi kolay ve basit bir prosediir ile tiyosemikarbozonlari
sentezlemistir. Farkli tiyosemikarbozon bilesiklerinin spesifik fungal ve bakteriyel
patojenlere karsi antimikrobiyal aktivitesinin oldugunu goérmiislerdir. Cesitli
tiyosemikarbozon tirevleri, Aspergillus flavans, Candida albicans gibi fungal
kllturlere ve Saprophyticus, Bacillus cereus, Moraxella cattarhalis, Staphylococcus,

S. epidermidis ve gesitli bakteriyel kiiltiirlere kars1 laboratuvarda test edilmistir [86].

Kumar ve Sankar vd. (2009), (C11H12N4OsS (11a), C12H1aN4OsS (11b), C18H18N4O3S
(llc), C15H19N703S (l1d), C16H14N4O3S (lle), C13H16N4O2S (l1f), C1aH18N4OS (llg),
Cu3H1i7NsOS  (Ith)  ve  CusH13NsOS  (Ili) dahil olmak (zere isatin-
tiyosemikarbozonlardan dokuz tane bilesigi sentezlemistir. Bunlara ek olarak, bu
dokuz bilesigin Candida albicans, Aspergillus niger, Alternaria, Drosellaria ve
Curvlarneria’ya kars1 antifungal aktivitesinin yan1 sira Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus, Bacillus magati, Klebsiella pneumoniae ve Echerichia coli

gibi bazi bakterilere kars1 da antibakteriyal aktivite gosterdigini belirlemislerdir [87].

Konstantinovici vd. (2008), Pd (I1), Zn (1), Co (I1), Cu (1I), Hg (1) ve Ni (lI) ile

isatin-3-tiyosemikarbozon komplekslerini sentezlemis ve in vitro olarak dort mantar
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ve yedi patojenik bakteriye kars1 antimikrobiyal aktivitelerini degerlendirmistir. Gegis
metalinin komplekslerin etkinligini arttirdigini bildirmislerdir. Bulduklar1 sonuglar,
komplekslerin anti-amoebik etkinligini kendilerinin belirli ligandlarindan daha fazla
arttirdigini dogrulamistir. Bunlara ek olarak, siirecler test organizmasinin etkili

inhibisyonunun gostergesi olmustur [88].

Bunun aksine, Jarrahpour vd. (2007), Isatin benzilisatin’nin on iki yeni bis-Schiff
bazim tretmistir. 3a-31 kompleksinin, S. cerevisiae (ATCC 28383) ve C. albicans
(CIP 1180-79)’a kars1 higbir anti-fungal etkinliginin olmadigini1 gérmiislerdir. Ayrica,
Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilere karsi da higbir antibakteriyal etkinlik

gozlemlenmemistir [89].
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Ligand ve Isatin Tiyosemikarbazon Metal Kompleksi Sentezi

Bilesikler, Kastamonu Universitesi’nde Biyomedikal Miihendisligi Laboratuvarinda

hazirlanmustir.

Tablo 3.1. Sentezlenen kimyasal bilesiklerin listesi

No | Bilesiklerin Ad1

1 | 5-Fluro isatin-3-(N-2-Fluro fenil) Tiyosemikarbazon
(H2FI2TSC)

2 | 5- Fluro isatin -3-(N-4 Fluro- fenil) Tiyosemikarbazon
(H2FI4FTSC)

3 | 5- Fluro isatin -3-(N-4-Nitro fenil) Tiyosemikarbazon
(H2FI4NTSC)

4 | 5- Fluro isatin -3-(N-2- Fluro fenil) Tiyosemikarbazon
(H2FI2FPTSC) +Zn (I1)

5 | 5- Fluro isatin -3-(N-4- Fluro fenil) Tiyosemikarbazon
(H2FI4FPTSC)+Zn(I1)

6 | 5- Fluro isatin -3-(N-4-Nitro fenil) Tiyosemikarbazon
(H2FANFPTSC) +Zn (11)

3.1.1. 4-Nitro Tiyosemikarbazit Sentezi

Bir mmol 0,225 g hidrazin monohidrat, 20 ml etanol iginde ¢oziilmiis ve 5 mmol
0,90090 g 4-Nitro fenil izotiyosiyanat damla damla yavas bir sekilde damlatilarak
eklenmistir. Daha sonra 40 ml etanol i¢inde eritilmistir. Karigim 3 saat karistirildiktan
sonra buzlu su banyosunda ¢oktiiriilmiistiir. Pelet filtre edilmistir, etanol ve dietil eter

ile yikanmis ve kurutulmustur [90].
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Sekil 1.10. 4-Nitro Tiyosemikarbazit Yapist.

3.1.2. 4-Fluro Tiyosemikarbazit Sentezi

Bir mmol 0,225 g hidrazin monohidrat 20 ml etanol i¢inde ¢oziilmiis ve 0,01 mmol
1,563 g 4-Nitro fenil izotiyosiyanat damla damla yavas bir sekilde damlatilarak
eklenmistir. Daha sonra 40 ml etanol i¢inde eritilmistir. Karigim, 3 saat karistirildiktan
sonra buzlu su banyosunda ¢okeltilmistir. Pelet filtre edilmistir, etanol ve dietil eter ile

yikanmis ve kurutulmustur [90].

I:

HIN S
\%
HN“NHg

Sekil 1.11. 4-Fluro Tiyosemikarbazit Yapisi




3.1.3. 5-Fluro Isatin-3- (N-2-Fluro fenil) TSC Sentezi (H2FI12FTSC)

Yaklasik 1,5 mmol 0,253g 5-Fluoro isatin, 15 ml etanol icinde 50-55°C sicaklikta su
banyosunda eritilmistir ve daha sonra etanol 15 ml ve 1,5 mmol 0,27783 g 4-Fluoro
fenil tiyosemikarbazit karisimi damla damla yavas bir sekilde eklenmistir. 3 dakika
karistirildiktan sonra, 2 veya 3 damla derisik asetik asit karisima eklenmistir. Karigim,
75 OC sicaklikta 6 saat karistirildiktan sonra geri cekilmistir. Karisim daha sonra
coktiirilmiistiir. Pelet filtre edilmistir, etanol ve dietil eter ile yikanmis ve

kurutulmustur [90].
3.1.4. 5-Fluro Isatin -3-(N-4-Fluro fenil) TSC Sentezi (H2FI4FTSC)

Yaklasik 1,5 mmol 0,253g 5-Fluoro isatin, 15 ml etanol i¢inde 50-55°C sicaklikta su
banyosunda eritilmistir ve daha sonra etanol 15 ml ve 1,5 mmol 0,27783 g 4-Fluoro
fenil tiyosemikarbazit karisimi1 damla damla yavas bir sekilde eklenmistir. 3 dakika
karigtirildiktan sonra, 2 veya 3 damla derisik asetik asit karigima eklenmistir. Karisim,
75°C sicaklikta 6 saat karistirildiktan sonra geri ¢ekilmistir. Karisim daha sonra
coktiiriilmiistiir. Pelet filtre edilmistir, etanol ve dietil eter ile yikanmis ve

kurutulmustur [90].
3.1.5. 5-Fluro Isatin -3-(N-4-Nitro fenil) TSC Sentezi (H2FI4NTSC)

Yaklasik 1,5 mmol 0,253g 5-Fluoro isatin, 15 ml etanol i¢inde 50-55°C sicaklikta su
banyosunda eritilmistir ve daha sonra etanol 15 ml ve 1,5 mmol 0,318345 g 4-Nitro
fenil tiyosemikarbazit karisimi1 damla damla yavas bir sekilde eklenmistir. 3 dakika
karistirildiktan sonra 2 veya 3 damla derisik asetik asit karigima eklenmistir. Karigim,

75°C sicaklikta 6 saat karistirilmustir [90].
3.1.6. 5-Fluro isatin-3-(N-2-Fluro fenil) TSC (H2F12FPTSC) + Cinko Sentezi

Yaklasik bir mmol 0,3323279g 5-Fluoro isatin-3-N-2-Fluoro fenil tiyosemikarbozon,
15 ml etanol iginde 50-55°C sicaklikta eritilmistir. Daha sonra, 0,5 mmol 0,1097 g
cinko asetat dihidrat damla damla yavas bir sekilde eklenmistir ve 15 ml etanol
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soliisyonunda ¢oziilmiistiir. Karisim, yaklasik 75°C sicaklikta 6-9 saat boyunca
karistirtlmistir. Cinko kompleksi, bir glin karigtirildiktan sonra ¢okeltilmistir. Pelet

filtre edilmistir, etanol ve dietil eter ile yikanmis ve kurutulmustur [90].
3.1.7. 5-Fluro isatin-3-(N-2-Fluro fenil) TSC (H2FI2FPTSC) + Cinko Sentezi

Yaklasik  bir mmol 0,3323279g  5-Fluoro  isatin-3-(N-2-Fluoro  fenil)
tiyosemikarbozon, 15 ml etanol iginde 50-55°C sicaklikta eritilmistir. Daha sonra, 0,5
mmol 0,1097 g cinko asetat dehidrat damla damla yavas bir sekilde eklenmistir ve 15
ml etanol soliisyonunda ¢oziilmiistiir. Karisim, yaklasik 75°C sicaklikta 6-9 saat
boyunca karistirilmistir. Cinko kompleksi, bir giin karistirildiktan sonra ¢okeltilmistir.

Pelet filtre edilmistir, etanol ve dietil eter ile yikanmig ve kurutulmustur [90].
3.1.8. 5-Fluro isatin-3-(N-4-Nitro fenil) TSC (H2FI12FPTSC) + Cinko Sentezi

Yaklasik bir mmol 0,359335 g 5-Fluoro isatin-3-(N-4-Nitro fenil) tiyosemikarbozon,
15 ml etanol iginde 50-55°C sicaklikta eritilmistir. Daha sonra, 0,5 mmol 0,1097 g
cinko asetat dehidrat damla damla yavas bir sekilde eklenmistir ve 15 ml etanol
soliisyonunda ¢oziilmiistiir. Karisim, yaklasik 75°C sicaklikta 6-9 saat boyunca
karistirilmistir. Cinko kompleksi, bir giin karistirildiktan sonra ¢okeltilmistir. Pelet

filtre edilmistir, etanol ve dietil eter ile yikanmis ve kurutulmustur [90].
3.2. Extinction Katsayisi

Extinction Kkatsayisi, Ultraviyole-Visible spektrofotometre (UV-Vis) kullanilarak
hesaplanmistir (Multiscan Go, Thermo Fischer, ABD). Beer Yasasi, sabit molar
absorpsiyonunun, 06zgiil bir dalga boyunda c¢ozeltideki c¢o6ziinmiis maddelerin
konsantrasyonlarina bagli oldugunu ifade etmektedir. Extinction katsayilari, molar
absorbansin en bilinen adidir. Molar absorbans tiniteleri, konsantrasyon {initeleri ve

151k yolu Ol¢limii ile notrlestirilmektedir [91].

Incelenen bilesikler, molekiiler agirliklarina (0,00001 mmol) gore dl¢iilmiistiir ve 10

ml dimetil stilfoksit (DMSO) iginde eritilmistir, daha sonra incelenen bilesiklerin farkl
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hacimleri (5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 ve 50ul) alinmis ve DMSO ile 500 pl olacak
sekilde seyreltilmistir. Su denkleme gore extinction katsayisini hesaplamak igin
absorbans Ol¢iilmiistiir: A= ecl, burada, € molar extinction katsayisi, ¢ soliisyonun

konsantrasyon miktari, £ ise yol uzunlugudur.

3.3. CT-DNA ile isatin Tiyosemikarbozon Komplekslerinin Absorbans
Spektrumu

Bir cm 151k yolu genisliginde kuvars banyo kiivetleri kullanilarak kaydedilen bir
spektrofotometrede (Multi Scan Go, Thermo Scientific, ABD), UV- Visible absorbans

spektrumu incelenmistir (Fotograf 3.1).

Fotograf 3.1. (a) UV- Vis Spektrofotometre, (b) Kuvars Kvetler.

CT-DNA soliisyonlarinin UV absorbansi (GE Healthcare Life of Sciences) 260 ve 280
nm’dedir. Niikleotid konsantrasyonu, 260 nm’de molar absorpsiyon katsayisi (¢ =
6600M-1cm-1) kullanilarak UV absorpsiyon spektroskopisi ile belirlenmistir.
Bilesikler 1, 2, 3 ve 4, Tris-HCI: DMSO (%35: %65) i¢inde eritilerek hazirlanmuastir,
bilesikler 5 ve 6 ise 1000 uM elde etmek icin Tris-HCI: DMSO (%20:%80) icinde
¢oziilerek hazirlanmistir [92]. Benesi—Hildebrand denklemine gore [93], CT-DNA ile
ilacin i¢ baglanma sabiti (K) belirlenebilir. Bilesikler 1, 2, 3, 4, 5 ve 6 ile CT-DNA

arasindaki i¢ baglanma sabiti, CT-DNA ile tiyosemikarbozon tiirevlerinin etkilesimini
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incelemek i¢in hesaplanmistir. CT-DNA ile 5-Fluoro isatin thiosemicarbozone

tiirevleri icin asagidaki denklem Kb’ye gore, i¢ baglanma sabiti belirlenmistir:

[DNA] _ [DNA] N 1
(c.—¢;) (g,-¢;) Ky(g,—¢5) (3.1)

[DNA], baz ciftleri halindeki CT-DNA konsantrasyonudur. &, &f, ve €p serbest ve bagl
bilesiklerin (1, 2, 3, 4, 5 ve 6) extinction katsayilaridir. Ozellikle, f, Beer kanununu
izleyerek, sulu ¢ozeltide izole edilen bilesiklerin (1, 2, 3, 4, 5 ve 6) kalibrasyon egrisi
kullanilarak belirlenmistir. €a, Olclilen absorbans ve bilesiklerin (1, 2, 3, 4, 5 ve 6)
konsantrasyonu arasindaki oran olarak belirlenmistir, Aobs/ [bilesikler (1, 2, 3, 4, 5 ve
6[DNA] karsisinda bir [DNA]/(ga-€f) egrisi, 1/(ep-€f) egimi ve 1/Kb (ep-&f)’ye esit bir
diisey boliintii (y) vermektedir; Kb, diisey boliintiiye gore egim oranidir [92-94].

3.4. Antimikrobiyal Aktiviteler

[satin-3-tiyosemikarbozon tiirevlerinin ve metal komplekslerinin bazi mantar ve
bakteri tiirlerine karsi olan in vitro antimikrobiyal aktiviteleri, agar petri kabina yayma

yontemi ile analiz edilmistir [95].

3.4.1. Mikroorganizma suslari

Bazi1 Gram pozitif (Enterococcus fascism, Enterococcus durians, Serrati marcescen,
Staphylococcus aureus ATCC, Staphylococcus huminis, Staphylococcus epidermitis,
Listeria monocytogenes ATCC 7644, Alfa haemolytic streptococcus, Staphylococcus
aureus ATCC 2592) ve Gram-negatif (Escherichia coli, Salmonella kentucky,
Enterobacter aerogenes ATCC 13048, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa, Proteus) bakteriler, 5-Fluoro isatin tiyosemikarbozon tlrevlerinin
antibakteriyal aktivitesini test etmek i¢in se¢ilmistir. Mantar Candida albicans ATCC
26555 ise 5-Fluoro isatin tiyosemikarbozon turevlerinin anti-fungal etkinligini test
etmek i¢in kullanilmistir. Standart suslar, Kastamonu Universitesi Biyoloji

Boliimii’nden temin edilmistir.
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3.4.2. Bakteri Izolasyonu

Farkl1 bakteri tiirleri ve bir fungus, antimikrobiyal analiz i¢in kullanilmistir. Bunlarin
bazilar1 hastalardan izole edilmis ve patojenik olarak siniflandirilmistir. Bakteri
suslar1, nutrient agarin icine tasinarak ve 37°C sicaklikta 18 saat inkiibasyon ile tekrar
edilmis ve aseptik kosullarda petri kaplarina doldurulmustur. Anti-fungal ve

antibakteriyal etkinligi test etmek i¢in kagit disk yontemi kullanilmistir [90, 95, 96].

Calismamizda  kullanilan  biitin =~ mikroorganizma tiirleri, Tablo 3.2°de

gosterilmektedir.

Tablo 3.2. Farkilr mikroorganizma tiirlerinin listesi

Mikroorganizma | Mikroorganizmanin adi

No

1 Klebsiella pneumoniae

2 Staphylococcus aureus ATCC 29523
3 Staphylococcus aureus

4 Proteus vulgaris

5 Echerichia coli

6 Serratia marcescens

7 Staphylococcus huminis

8 Staphylococcus epidermidis

9 Alpha-hemolytic streptococcus

10 Enterococcus faecium

11 Pseudomonas aeruginosa

12 Listeria monocytogenes ATCC 7644
13 Enterococcus faecium

14 Enterococcus durans

15 Salmonella kentucky

16 Enterobacteraerogenes ATCC 13048
17 Candida albicans ATCC 26555
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3.4.3. Besiyerinin Hazirlanmasi

Besiyeri, imalat¢1 firma talimatlarina gore parcalar dahil edilerek hazirlanmistir.
Kisaca, 20 g besleyici agar, 1000 ml damitik su (dH20) i¢inde ¢oziilmiistiir ve
otoklavda 121 °C sicaklikta 15 dakika i¢in dezenfekte edilmistir. Besiyerinin tamami,
45-60 °C sicakliga kadar sogutulmus ve besiyerinin 25 ml’si, petri kabina
doldurulmustur. Fotografta 3.3’de gosterildigi gibi kontaminasyondan kaginmak icin

koruyucu kabin i¢inde oda sicakliginda katilasmaya birakilmiglardir [90, 95, 96].

Fotograf 3.3. Besiyeri ile petri kutulariin doldurulmasi
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3.4.4. Mikrobiyal Aktivite Testi

Disk-difiizyon yontemi, mikrobiyal aktivite testleri i¢in kullanilmistir. Yeni
sentezlenen tiyosemikarbozon tiirevi bilesikler, giiclii solvent dimetil stilfoksit
(DMSO) i¢inde eritilmistir. Hazirlanan solvent, steril filtre kagidi disklerine
uygulanmistir. Daha sonra, filtre kagit diskleri, UV’ye maruz birakilmis ve giivenlik
kabini i¢inde oda sicakliginda bir gece kurumaya birakilmistir. Bu deneyde DMSO

negatif kontrol olarak kullanilmistir. Biitiin deneyler, {i¢ defa tekrarlanmistir.

Bir bakteri susu kolonisi, 37°C sicaklikta 24 saat boyunca nutrient broth besiyerinde
inkiibasyona birakilmistir. Bakteri orneklerinin hazirlanmasi, 0,5 McFarland’a esit
yogunluk elde etmek icin % 0,9 steril tuz ¢ozeltisine bakteri siispansiyonu eklenerek
yapilmistir. 1000 ml besiyeri hazirlanmis ve 120°C sicaklikta 20 dakika siiresince
otoklavlanmistir ve besiyeri steril petri kutularina dokiilmiistiir. Bakteri siispansiyonu,
steril bir ekiivyon ile agar ylizeyinin tamami iizerine dagitilmis ve diskleri
yerlestirmeden Once oda sicakliginda 5-10 dakika siiresince kurumaya birakilmistir.
Madde ve DMSO ile doldurulan steril diskler, agar yiizeyine yerlestirilmistir ve agara
yapistirmak igin nazik bir sekilde baski uygulanmustir ve daha sonra petri kaplari 37°C
sicaklikta 24 saat siiresince inkiibasyona birakilmistir. Yirmidort saat sonunda, disk
dahil olmak {izere inhibisyon zonlar dl¢iilerek sonu¢ alinmistir. Alanin ¢aplari, mm
olarak ol¢iilmiistiir ve disk difiizyon testi {i¢ kere yapilmistir. Tiim agsamalardan sonra,
petri kaplar1 120°C sicaklikta 20 dakika siiresince sterilize edilmistir ve tehlikeli

biyolojik madde olarak uygun sekilde ayrilmistir [97, 98].
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. UV Analizine Gore Isatin Tiyosemikarbazon Ligand ve Metal

Komplekslerinin Extinction Katsayisi

Isatin tiyosemikarbozon tiirevlerinin extinction katsayisi, asagidaki denkleme gore
hesaplanmistir: A= ecl, burada; & molar extinction katsayisi, c¢ sollisyonun

konsantrasyon miktari, £ ise yol uzunlugudur.

Tablo 4.1. Kimyasal bilesiklerin listesi

No | Bilesiklerin Adi

1 | 5-Fluro isatin-3-(N-2-Fluro fenil) TSC (H2FI2FPTSC)

2 | 5- Fluro isatin -3-(N-4- Fluro fenil) TSC (H4FI2FPTSC)

3 | 5- Fluro isatin -3-(N-4-Nitro fenil) TSC (H4NI2FPTSC)

4 | 5- Fluro isatin -3-(N-2- Fluro fenil) TSC (H2FI2FPTSC) + Cinko

5 | 5- Fluro isatin -3-(N-4- Fluro fenil) TSC (H2FI4FPTSC) + Cinko

6 | 5- Fluro isatin -3-(N-4- Nitro fenil) TSC (H4nI2FPTSC) + Cinko
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4.4.1. 5- Fluro Isatin-3-(N-2-Fluro fenil) TSC (H2FI2FPTSC)
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Grafik 4.1. 5-Fluoro isatin-3-(N-2-Fluoro fenil) TSC(H2FI2FPTSC)’nin Extinction katsayist.
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4.1.2. 5-Fluro fsatin-3-(N-4-Fluro fenil) TSC (H4F12FPTSC)
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Grafik 4.2. 5-Fluoro isatin-3-(N-4-Fluoro fenil) TSC (H2FI4FPTSC)’nin Extinction katsayisi
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4.1.3. 5-Fluro fsatin-3-(N-4-Nitro fenil) TSC (H4NI2FPTSC)
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Grafik 4.3. 5-Fluoro isatin-3-(N-4-Nitro fenil) TSC (H4NI2FPTSC)’nin Extinction katsayisi
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4.1.4. 5-Fluro Isatin-3-(N-2-Fluro fenil) TSC (H2FI2FPTSC) + Zn
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Grafik 4.4. 5-Fluoro isatin-3-(N-2-Fluoro fenil) TSC (H2FI2FPTSC)+Zn’nin Extinction
katsayisi.
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4.15. 5-Fluro isatin-3-(N-4-Fluro fenil) TSC (H2F14FPTSC) + Zn
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Grafik 4.5. 5-Fluoro isatin-3-(N-4-Fluoro fenil) TSC (H2FI4FPTSC)+Zn’nin Extinction
katsayist
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4.1.6. 5-Fluro Isatin-3-(N-4-Nitro fenil) TSC (H4NI2FPTSC) + Zn
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Grafik 4.6. 5-Fluoro isatin-3-(N-4-Nitro fenil) TSC (H2FI4NFPTSC)+Zn’nin Extinction
katsay1si
5-Fluoro isatin-3-(N-2-Fluoro fenil) Tiyosemikarbozon bilesigi, 10-15-20-25-30-35-
40 uM konsantrasyonlarini elde etmek icin DMSO ile seyreltilmistir. Bu bilesik, 286
nm dalga uzunlugunda UV 15181 absorbe etmistir ve absorbans degeri, artan 5-
Fluoroisatin-3-(N-2-Fluoro fenil) Tiyosemikarbozon (H2FI2FPTSC)

konsantrasyonlari ile yiikselme egilimindedir (Grafik 4.1).
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5-Fluoro isatin-3-(N-4-Fluoro fenil) tiyosemikarbozon bilesigi, 10-15-20-25-30-35-40
uM konsantrasyonlarini elde etmek i¢cin DMSO ile seyreltilmistir. Bu bilesik, 367 nm
dalga uzunlugunda UV 15181 absorbe etmistir ve absorbans degeri, artan 5-Fluoroisatin-
3-(N-4-Fluoro fenil) Tiyosemikarbozon (H2FI4FPTSC) konsantrasyonlar1 ile
yiikselme egilimindedir (Grafik 4.2).

5-Fluoro isatin-3-(N-4-Nitro fenil) tiyosemikarbozon bilesigi, 10-15-20-25-30-35-40
uM konsantrasyonlarini elde etmek igin DMSO ile seyreltilmistir. Bu bilesik, 387 nm
dalga uzunlugunda UV 15181 absorbe etmistir ve absorbans degeri, artan 5-Fluoroisatin-
3-(N-4-Nitrofenil) Tiyosemikarbozon (H2FI14NPTSC) konsantrasyonlart ile yiikselme
egilimindedir (Grafik 4.3).

5-Fluoro isatin-3-(N-2-Fluoro fenil) tiyosemikarbozon+Zn bilesigi, 10-15-20-25-30-
35-40 uM konsantrasyonlarini elde etmek icin DMSO ile seyreltilmistir. Bu bilesik,
374 nm dalga uzunlugunda UV 15181 absorbe etmistir ve absorbans degeri, artan 5-
Fluoroisatin-3-(N-2-Fluoro fenil) tiyosemikarbozon (H2FI2FPTSC) + Zn (lI)
[Zn(HFI2FPTSC)2] konsantrasyonlari ile yiikselme egilimindedir (Grafik 4.4).

5-Fluoro isatin-3-(N-4-Fluoro fenil) tiyosemikarbozon+Zn bilesigi, 10-15-20-25-30-
35-40 uM konsantrasyonlarini elde etmek icin DMSO ile seyreltilmistir. Bu bilesik,
470 nm dalga uzunlugunda UV 15181 absorbe etmistir ve absorbans degeri, artan 5-
Fluoroisatin-3-(N-4-Fluoro fenil) Tiyosemikarbozon (H2FI4FPTSC) + Zn (lI)
[Zn(HFI4FPTSC)2] konsantrasyonlari ile yiikselme egilimindedir (Grafik 4.5).

5-Fluoro isatin-3-(N-4-Nitro fenil) tiyosemikarbozon+Zn bilesigi, 10-15-20-25-30-
35-40 uM konsantrasyonlarini elde etmek icin DMSO ile seyreltilmistir. Bu bilesik,
472 nm dalga uzunlugunda UV 15181 absorbe etmistir ve absorbans degeri, artan 5-
Fluoroisatin-3-(N-4-Nitro fenil) Tiyosemikarbozon (H2FIANPTSC) + Zn (II)
[Zn(HFI4ANPTSC)2] konsantrasyonlari ile yiikselme egilimindedir (Grafik 4.6).

Onceki calismalarda, Pasha vd. (2008), -laktam isatin tiyosemikarbozon tiirevlerinin
absorpsiyonunu spektrofotometrik yonteme gore dlgmiisler ve absorbansin 556 nm

dalga boyunda oldugunu gormiislerdir [99]. Bunlara ek olarak, Herrador vd. (1987)
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tarafindan, metilglioksal bi(4-fenil-3-tiyosemikarbozon) igin spektrofotometrik
yontem kullanilmistir ve dimetilformamid igindeki bir dizi katyon belirlemistir.
Bunlara ek olarak, reaksiyonun 455 nm dalga boyunda yiiksek oranda sabit oldugu
goriilmiistiir [100]. Calismamizda ise UV-Vis spektrofotometre ile 5-Fluoro isatin
tiyosemikarbozon tiirevlerinin absorpsiyonu, benzer sicaklik ve inkiibasyon siiresine

ragmen 472 nm dalga boyunda daha yuksekti.

4.2. CT-DNA Tle Isatin Tiyosemikarbozon Kompleksinin Absorbans Spektrumu

CT DNA’nin mevcut olmasi ve olmamasi halinde 1, 2, 3, 4, 5 ve 6 numaral1 bilesiklerin

UV-Vis absorpsiyon spektrumu belirlenmistir.

Sabit bir konsantrasyondaki (40 pM) 5-Fluoro isatin-3-(N-2-Fluoro fenil)
tiyosemikarbozon bilesigi, farkli CT-DNA konsantrasyonlari (0-10-30-40-50-70 uM)
ile etkilesimde bulunmustur ve 368 nm dalga boyunda absorpsiyon saglamistir. Bir
numarali bilesik ve CT-DNA kompleksi igin absorbans degeri, artan CT-DNA
konsantrasyonlari ile diigiis gostermistir (Grafik 4.7).

Sabit bir konsantrasyondaki (40 pM) 5-Fluoro isatin-3-(N-4-Fluoro fenil)
tiyosemikarbozon bilesigi, farkli CT-DNA konsantrasyonlari (0-10-30-40-50-70 uM)
ile etkilesimde bulunmustur ve 426-427 nm dalga boyunda absorpsiyon saglamistir.
Absorbans degeri, artan CT-DNA konsantrasyonlari ile diisiis gostermistir (Grafik
4.8).

Sabit bir konsantrasyondaki (40 pM) 5-Fluoro isatin-3-(N-4-Nitro fenil)
tiyosemikarbozon bilesigi, farkli CT-DNA konsantrasyonlari (0-10-30-40-50 puM) ile
etkilesimde bulunmustur ve 370 nm dalga boyunda absorpsiyon sergilemistir. Ug
numarali bilesik ve CT-DNA kompleksi i¢in absorbans degeri, yiikkselen CT-DNA

konsantrasyonlari ile artma egilimi gostermistir (Grafik 4.9).

Sabit bir konsantrasyondaki (40 pM) 5-Fluoro isatin-3-(N-2-Fluoro fenil)
tiyosemikarbozon + Zn bilesigi, CT-DNA konsantrasyonlari (0-40-50-70-80 puM) ile
etkilesimde bulunmustur ve 371 nm dalga boyunda absorpsiyon sergilemistir. Bu
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kompleks icin absrobans degeri, yiikselen CT-DNA konsantrasyonlari ile artis
gostermistir (Grafik 4.10).

Sabit bir konsantrasyondaki (40 uM) 5-Fluro isatin-3-(N-4-Fluro fenil)
tiyosemikarbazon + Zn bilesigi, farkli CT-DNA konsantrasyonlar1 (0-10-30-40-50
HM) ile etkilesimde bulunmustur ve 371 nm dalga boyunda absorpsiyon sergilemistir.
Bes numarali bilesik ve CT-DNA kompleksi igin absorbans degeri, artan CT-DNA

konsantrasyonlarina yonelik olarak bir diisiis 6rnegi gostermistir (Grafik 4.11).

Sabit bir konsantrasyondaki (40 pM) 5-Fluoro isatin-3-(N-4-Nitro fenil)
tiyosemikarbozon + Zn bilesigi, farkli CT-DNA konsantrasyonlar1 (0-10-30-40-50
uM) ile etkilesimde bulunmustur ve 371 nm dalga boyunda absorpsiyon sergilemistir.
Alt1 numaral bilesik ve CT-DNA kompleksi i¢in absorbans degeri, artan CT-DNA

konsantrasyonlari ile baglantili olarak bir diisiis egilimi gostermistir (Grafik 4.12).

Bunlara ek olarak, 1-6 bilesikleri i¢in i¢ baglanma sabiti (Kp) degerleri, sirasiyla, 1,8
x 105 2.5 x 10% 1,2 x 10% 1,3 x 10°; 5,2 x 10%and 1,2 x 10° seklindeydi.
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Grafik 4.7. CT-DNA yoklugunda (------ ) ve CT-DNA bulunmasi ( ) halinde artan CT-
DNA miktarlart ile 1 numarali bilesigin spektral absorbansi. [Bilesik 1] = 40uM;
[CT-DNA] = (0-10-30-40-50-70 uM). Siyah ok (|), artan CT-DNA
konsantrasyonu ile absorbansdaki degisimi gostermektedir.
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Grafik 4.8 CT-DNA yoklugunda (------ ) ve CT-DNA bulunmasi ( ) halinde artan CT-
DNA miktarlari ile 2 numarali bilegigin absorbans spektrumu. [Bilesik 2] =40uM;
[CT-DNA] = (0-10-30-40-50-70 uM). Siyah ok (|), artan CT-DNA
konsantrasyonu ile absorbansdaki degisimi gostermektedir.
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Grafik 4.9. CT-DNA yoklugunda (------ ) ve CT-DNA bulunmasi ( ) halinde artan CT-
DNA miktarlari ile 3 numarali bilesigin absorbans spektrumu. [Bilesik 3] =40uM;
[CT-DNA] = (0-10-30-40-50 uM). Siyah ok (] ), artan CT-DNA konsantrasyonu
ile absorbansdaki degisimi gostermektedir.
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Grafik 4.10. CT-DNA yoklugunda (------ ) ve CT-DNA bulunmasi ( ) halinde
azalan CT-DNA miktarlar1 ile 4 numarali bilesigin absorbans spetrumu.
[Bilesik 4] = 40uM; [CT-DNA] = (0-40-50-70-80 uM). Siyah ok (|), artan CT-
DNA konsantrasyonu ile absorbansdaki degisimi gostermektedir
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Grafik 4.11. CT-DNA yoklugunda (------ ) ve CT-DNA bulunmasi (

) halinde artan CT-

DNA miktarlar1 ile 5 numarali bilesigin absorbans spektrumu. [Bilesik 5] =
40uM; [CT-DNA] = (0--10-30-40-50 uM). Siyah ok (|), artan CT-DNA
konsantrasyonu ile absorbansdaki degisimi gostermektedir.
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Grafik 4.12. CT-DNA yoklugunda (------ ) ve CT-DNA bulunmasi ( ) halinde azalan
CT-DNA miktarlar1 ile 6 numarali bilesigin absorbans spektrumu. [Bilesik 6] =
40uM; [CT-DNA] = (0-10-30-40-50-70-80 uM). Siyah ok (]), artan CT-DNA
konsantrasyonu ile absorbansdaki degisimi gostermektedir.

Masoudian ve Pakravan (2015), isatin-p-tiyosemikarbozon (IBT) ve CT-DNA
arasindaki etkilesimi incelemistir. Prob olarak noétral kirmizi renk kullanilmis ve
fizyolojik tampon ile (PH:7.4) UV-Vis absorpsiyonu incelenmistir. Elde ettikleri
sonuclar, CT-DNA ile 1, 2, 5 ve 6 numarali bilesiklerin etkilesim sonuglar ile
uyumludur. Bu spektral degisiklikler, DNA bazlari igerisine 1, 2, 5 ve 6 numarali
bilesiklerin interkalasyonu ile diizenli sekildedir. Interkalasyon yapan kromoforun
elektron durumu ve DNA baz ¢iftleri arasindaki etkilesim, hipokromik etkilerin sebebi
olabilir. Kiigiik batokromik kaymalar, interkalasyonun ardindan CT-DNA baz giftleri
arasindaki dizilislerinden dolay1 1, 2, 5 ve 6 bilesiklerindeki ligandlarin © ve m*

degisim enerjisindeki azalma ile daha iyi agiklanabilmektedir.

Sirajuddin ve Badshah (2013), trifeniltin (IV) karboksilat kompleksinin [SnPh3
(O2CCH2SXyl)] DNA ile etkilesimini incelemistir.  Artan DNA
konsantrasyonlarinin, kompleksin absorpsiyon bantlarini etkiledigini ve bunun
hiperkromizme egilim ile sonu¢landigini gézlemlemislerdir [101]. Bu sonuglar, CT-

DNA ile 3 ve 4 numarali komplekslerin sonuglari ile uyumludur.
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Bunlara ek olarak, Kong vd. (2011), polimiksin B (PMB) ve DNA arasindaki
etkilesimi incelemistir. Sonuglara gore absorbans degeri, artan CT-DNA
konsantrasyonlari ile artis gostermistir [102] ve bu da bu ¢alismadaki CT-DNA ile 3

ve 4 numarali bilesik komplekslerinin UV absorpsiyon sonuglari ile uyumludur.

Kong vd. (2012), PH:7,4’de absorpsiyon, flioresan ve sirkller dikroizm
spektroskopilerine gore insilin ve CT-DNA arasindaki etkilesimi degerlendirmistir.
Sonuglara gore, artan CT-DNA konsantrasyonu ile absorbans degerleri diisiis
gostermektedir. Bu sonuclar, CT-DNA ile 1, 2, 5 ve 6 numarali bilesik kompleksleri
UV absorpsiyon sonuglari ile tutarlilik gostermektedir. Bu ¢aligmadaki Kb degerleri
4,8x10% 1,0x10°% ve 5,4x10? seklindeyken [103] bizim ¢aligmamizdaki 1, 2, 3, 4, 5 ve
6 numaral1 bilesikler i¢in Ky degerleri ise sirasiyla, 1,8 % 10%: 25 x 10°% 1,2 x 10%: 1,3
x 10% 5,2 x 10°ve 1,2 x 10 seklindedir.
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4.3. Antimikrobiyal Aktiviteler

Tablo 4.2. 0,1 M konsantrasyonu ile sentezlenen bilesiklerin antimikrobiyal aktivite inhibisyon
zonlar

NO Sentez Maddesi Molaritesi 0.1

Bakteri TUr(

Bilesik
Bilesik
Bilesik
Bilesik
Bilesik

3 Bilesik

W
19
2 (3)
=10
2 5)
= (6)

(2]
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w
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[N
N
3
[N
N
3
[N
[EEN
3
[N
N
3

1 K.pneumoni
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S.aureus
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O | N| o o | W

Alfa haemolytic
streptococcus
10 Enterococcus
faecium

11 Pseudomonas
aeruginosa

12 | Listeria _ _ _ _ _ _
monocytogenes
ATCC 7644

13 Enterococcus
durans

14 Salmonella
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15 Enterobacter
aerogenes
ATCC 13048
16 Candida
albicans ATCC
26555
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Grafik 4.13. Klebsiella pneumonia, Staphylococcus marcescens, Staphylococcus huminis,
Staphylococcus epidermitis’e kars1 1, 2, 3, 4, 5 ve 6 numarali bilesikler i¢in
inhibisyon zonlar1.

5-Fluoro isatin tiyosemikarbozon tirevlerinin antibakteriyal etkinligi, Gram negatif
(E. coli, S. kentucky, E. aerogenes ATCC 13048, K. pneumonia, P. aeruginosa,
Proteus) ve Gram pozitif (E. faecium, E. durans, S. marcescens, S. aureus ATCC, S.
huminis, S. edidermis, L. monocytogenes ATCC 7644, Alfa S. haemolyticua, S. aureus
ATCC 25923) bakterilere karsi test edilmistir. Buna ek olarak, bu bilesiklerin anti-
fungal etkinligini test etmek i¢in mantar C. albicans ATCC 26555 kullanilmustir. Disk
difiizyon yontemi, antimikrobiyal test i¢cin kullanilmistir ve ii¢ kez tekrar edilmistir.

Bilesikler (1, 2, 3, 4, 5, 6), 0,1 M konsantrasyonda idi.
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(© (d)

Fotograf4.1. (a): Klebsiella pneumonia (b): Serratia marcescens (c): Staphylococcus huminis,
(d): Staphylococcus edidermis igin ligand ve isatin-tiyosemikarbozonun metal
komplekslerinin inhibisyon zonlart.

Gram negatif (E. coli, P. aerogenes ATCC 13048, S. kentucky, P. aeruginosa, K.
pneumonia, Proteus) ve Gram pozitif (S. aureus ATCC 25923, L. monocytogenes
ATCC 7644, E. durans, S. aureus ATCC, S. marcescens, E. faecium) bakteriler ve
mantar C. albicans ATCC 26555 test edilmistir fakat bu 6 bilesik i¢in hi¢bir inhibisyon

zonu gozlemlenmemistir.

1, 2, 3, 4, 5 ve 6 numarali bilesikler, bazi Gram pozitif Serratia marcescens,
Staphylococcus huminis ve Staphylococcus edidermis bakterileri ve Gram-negatif
Klebsiella pneumonia bakterilerine kars1 Tablo 4.1°de gosterildigi gibi antimikrobiyal

etkinlikler sergilemistir.
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Bir numarali bilesik, 13 mm inhibsiyon zonu ile Staphylococcus edidermis’e ve 10
mm inhibisyon zonu ile Staphylococcus huminis’e karsi yiiksek antimikrobiyal
etkinlik gostermistir ve 6 mm inhibisyon zonu ile Klebsiella pneumonia ya kars1 zayif

antimikrobiyal etkinlik gézlemlenmistir.

Iki numaral bilesik, hem Klebsiella pneumonia hem de Serratia marcescens e karsi
13 mm’e esit genis inhibisyon zonu ve Staphylococcus huminis ve Staphylococcus

edidermis’e kars1 11 mm’ye esit inhibisyon zonu sergilemistir.

Bilesik 3, Staphylococcus huminisa’ya karst 13 mm inhibisyon zonu ile ve
Staphylococcus edidermis, Klebsiella pneumonia ve Serratia marcescens’e karsi 11

mm’ye esit inhibsiyon zonu ile antimikrobiyal etkinlik gostermistir.

Bilesik 4, Klebsiella pneumonia’ya karsi 12 mm’ye esit inhibisyon zonu ve
Staphylococcus huminisa, Staphylococcus edidermis’e karst 11 mm’ye esit inhibisyon
zonu gostermistir fakat 7 mm inhibisyon zonu ile Serratia marcescens e karsi zayif

inhibisyon zonu gozlemlenmistir.

Bilesik 5, Staphylococcus edidermis ve Serratia marrescens’e karsi 12 mm inhibisyon
zonu ile ve sirastyla, 11 mm, 10 mm inhibisyon zonu ile Klebsiella pneumonia ve

Staphylococcus huminis’e kars1 1yi antimikrobiyal etkinlik sergilemistir.

Bilesik 6, Klebsiella pneumonia, Serratia marcescens ve Staphylococcus huminis’e

karst 12 mm inhibisyon zonu ile antimikrobiyal etki gostermistir.

Calismamizda 5-Fluoro isatin tlrevleri [5-Fluoro isatin-3-(N-2-Fluoro fenil)
Tiyosemikarbozon, 5- Fluoro isatin -3-(N-4- Fluoro fenil) Tiyosemikarbozon, 5-
Fluoro isatin -3-(N-4-Nitro fenil) Tiyosemikarbozon, 5- Fluoro isatin -3-(N-2- Fluoro
fenil) Tiyosemikarbozon +¢inko, 5- Fluoro isatin -3-(N-4- Fluoro fenil)
Tiyosemikarbozon +¢inko ve 5-Fluoro isatin-3-(N-4-Nitro fenil) Tiyosemikarbozon
+¢inko) bilesikleri] K. pneumonia, Candida albicans dahil olmak tizere Gram negatif
bakterilerin yani sira Serratia marcescens, Staphylococcus huminis ve Staphylococcus

edidermis dahil olmak tizere Gram pozitif bakterilere kars1 da antimikrobiyal aktivite
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ortaya ¢ikarmistir. Fakat hicbiri Candida albicans (ATCC 26555)’a karsi herhangi bir

antifungal aktivite gostermemistir.

Bunun aksine, Jarrahpour vd. (2007), ayn1 temel 5-Fluoro isatin (3a-31) bilesiginden
elde edilen tiirevleri ¢alismis ve S. cerevisiae (ATCC 28383) ve C. albicans (CIP
1180-79)’a kars1 herhangi bir anti-fungal etkinlik veya S. cerevisiae, S. aureus, C.
albicans ve E.coli’ye karst herhangi bir antibakteriyal etkinlik sergilememistir [91].
Bununla birlikte, Sastry v.d. (2013), 5-Fluoroisatin bilesigini ve 3-semikarbazit
tirevlerini (A1-A5) test etmistir ve bu bilesiklerin, A. niger ve P. crysogenium’e karsi
anti-fungal etkinlik géstermenin yan1 sira Gram pozitif olarak S. aureus, B. subtilis ve
Gram negatif olarak E. coli, P. vulgaris dahil olmak tizere baz1 bakteri suslarina karsi
basarili antimikrobiyal aktiviteler sergiledigini kesfetmistir [84]. Bunlara ek olarak,
Kumar vd. (2009), isatin-tiyosemikarbozon tiirevlerinden olan bazi bilesiklerin (lla-
i), C. albicans, A. niger, Alternaria, Drosellaria ve Curviarneria’ye karsi anti-fungal
etkinlik gdstermenin yani sira Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Bacillus
magati, Klebsiella pneumoniae ve E. coli bakterilerine kars1 da antibakteriyal etkinlik

gosterdigini kesfetmistir [87].

Onceki calismalarda ve bu calismada bildirilen bu sonuglar arasindaki farkliliklar,
bilesiklerin konsantrasyonu, test mikroorganizmalarinin tiiriiniin konsantrasyonu,
materyaller ve yontemler, hacim ve nitelik, ¢cevresel kosullar, alan ve hava arasindaki

farkliliklardan kaynaklanabilir.
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5. SONUC

Ozetlemek gerekirse, 5-Fluoro isatin -3-(N-2-Fluoro fenil) tiyosemikarbozon, 5-
Fluoro isatin -3-(N-4- Fluoro fenil) tiyosemikarbozon, 5- Fluoro isatin -3-(N-4-Nitro
fenil) tiyosemikarbozon, 5- Fluoro isatin-3-(N-2- Fluoro fenil)+Zn tiyosemikarbozon,
5- Fluoro isatin-3-(N-4- Fluoro fenil)+Zn tiyosemikarbozon ve 5- Fluoro isatin -3-(N-
4-Nitro fenil)+Zn tiyosemikarbozonun absorbans degerleri, bu bilesiklerin artan
konsantrasyonlarina gore artmaktadir. UV-Vis spektrofotometre teknigi kullanilarak
CT-DNA ile 1-6 numaral1 bilesiklerin etkilesimini kontrol etmek i¢in bu bilesikler CT-
DNA ile incelenmistir ve baglayict hali i¢in yeterli kanitlar bulunmustur. 1-6 numarali
bilesiklerin Ky degerleri sirastyla, 1,8 x 10%; 2,5 x 10% 1,2 x 108; 1,3 x 10°; 5,2 x 10°
and 1,2 x10° seklindedir. 1-6 numaral1 bilesikler, Serratia marrescens, Staphylococcus
huminis ve Staphylococcus edidermis’yi igeren Gram-pozitif bakterilere ve K.
pneumonia’yi igeren Gram-negatif bakterilere karsi etki gostermistir. Bunlara ek
olarak, 1-6 numarali bilesikler, Candida albicans’a (ATCC 26555) kars1 herhangi bir
anti-fungal etkinlik géstermemistir. Bu bilesikler, CT-DNA ve mikroorganizmalar
tizerindeki etkilerine gore potansiyel ilaglar olabilir. Bu bilesiklerin in vivo etki sekli

ve toksisitesini degerlendirmek icin daha fazla arastirmanin yapilmasi gerekli olabilir.
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