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1. GİRİŞ 

1.1. Tiyosemikarbazit 

Tiyosemikarbazit, beyaz bir kristal tozudur ve kokusuzdur. Bu madde, ketonlar ve 

sabit metaller için bir ayıraç olarak, fotoğraf için ve rodentisid olarak kullanılmaktadır. 

Bir tiyosemikarbazit, oksijen atomu yerine sülfür partikülü olan bir türevdir. Yapı, cis 

adaptasyonundaki protonlu katyonlardan, örneğin, C-S bağına (çift bağ, uzunluk yarı 

m-çizgisi) doğru kıvrılan –NH–NH2 bağı ile klorür anyonlarından oluşmaktadır. 

Baskılama, –NH2
+, –NH2 (sola yayılan çift bağ) ve Cl- ve S’i olan NH bağları ile 

çerçevelendirilen hidrojen bağları ile belirlenmektedir [1]. 

Non-hidrojen molekülünün ayrılma stratejisi, neredeyse düzlemseldir ve burada 

hidrazin NH2 bağı ve sülfür atomu, C-NH grubu için de olduğu gibi bir transpozisyon 

halindedir.  

C-S,  C-N1, C-N1, N2-N3 için bağ uzunlukları sırasıyla 1,685 Å, 1,313 Å, 1,337 Å, 

1,399 Å şeklindedir. SCN2, SCN ve CN2-N3 için bağ açıları sırasıyla 119,7, 118.8 ve 

112.5’dur. Hidrazinin N(3)’ü için ise 0,04 şeklindedir ve tiyoüre ayrımı üzerinden 

seviyenin dışındadır [2]. Tiyosemikarbazit yapısı Şekil 1.1’de verilmiştir. 

 

Şekil 1.1. Tiyosemikarbazit yapısı [3]. 

Benzer şekilde tiyosemikarbazit, tiyosemikarbazit kesitinde elektron 

delokalizasyonuna yorulan antibakteriyal özelliklere sahiptir [4]. 



  
2 

 

4-Metil-3-tiyosemikarbazit yutulması, ölüme neden olabilir. 4-Metil-3-

tiyosemikarbazit, ‘‘solunum sisteminin, derinin ve gözlerin tahriş olmasına neden 

olduğu için tehlikeli bir madde’’ olarak sınıflandırılmaktadır [5]. 

İsatin tiyosemikarbozon, semikarbazit ve aldehit veya keton reaksiyonu ile 

sentezlenen bir imin türüdür. Semikarbazitin terminal NH2 grubu ve bir aldehit veya 

ketonun reaksiyonu ile elde edildiklerinden bunlara amin türevleri denmektedir. Farklı 

tiyosemikarbozon türevleri bulunmaktadır. Bunlardan bir tanesi Isatin 3-

tiyosemikarbozondur (Şekil 1.2). 

 

Şekil 1.2. İsatin 3-Tiyosemikarbazon Yapısı [6]. 

Tiyosemikarbozon türevlerinin antikanser, antimikrobiyal, antitümör, antitüberküler, 

sodyum kanal blokeri gibi çok yönlü biyolojik ve farmalojik faaliyetleri vardır [6-7]. 

Tiyosemikarbozonların antikanser etkileri, DNA sentezinin hız sınırlayıcı aşamalarına 

katılan bir bileşik olan ribonükleotid redüktaz engeline atfedilmiştir [8]. 

Tiyosemikarbozonlar, insan hastalıkları için potansiyel profilaktik tedavi ajanları 

olarak en erken 1946’dan başlayan çok uzun bir geçmişe sahiptir. 

Tiyosemikarbozonlar, bazı DNA ve RNA virüslerine karşı geniş spektrumlu bir 

antiviral etkinliğe sahip olduğu bilinen ilk antiviral bileşiklerdir. Güney Hindistan’da, 

1965 yılında, metisazon veya marboran olarak adlandırılan N-metil isatin-β-

tiyosemikarbozonun, çiçek hastalığı kemoprofilaksisi için etkili bir antiviral ilaç 

olarak kullanıldığı ve bu ilacın gönüllü insanlarda denendiği gözlemlenmiştir [7]. 
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İsatin-β-tiyosemikarbozon türevlerinin, Vaksinia virüsleri ve Moloney leukemia gibi 

virüsler için bir dizi antiviral faaliyette bulunduğu izlenimini verdiği bildirilmiştir [9-

10]. Bunlara ek olarak, bazı isatin-β-tiyosemikarbozon türevlerinin, nörovaksin ve 

farelerdeki bazı farklı poksvirüs kontaminasyonlarına karşı yüksek faaliyeti vardır 

[11]. İsatinin tiyosemikarbozonu son derece aktif bulunmuştur [12]. Geçkin vaksinia 

virüs soylarının gelişimi, isatin-β-tiyosemikarbozon ile engellenebilir [13]. 

Heterosiklik tiyosemikarbozonlar, memeli hücrelerinde DNA öncülerinin sentezinde 

anahtar bir enzim olan ribonükleotid redüktazı engelleyerek yaptığı yararlı tedavi 

özellikleri sebebiyle uygulanmıştır [14]. Mycobacterium tuberculosis’e (MTB 

H37Rv) karşı isatin-3-tiyosemikarbozon aktivitesi, bazı farklı çalışmalarda ortaya 

konmuştur [15]. İsatinin tiyosemikarbozon türevleri, HIV nükleoprotein sentezinin 

inhibisyonu için de test edilmiştir [16]. 

Tiyosemikarbozonların, ilaç sanayiinde önemli bir yeri vardır. Karbonil ve C=N 

grupları içeren pek çok heterosiklik kompleksler, organik sentezde bu bileşikleri 

kullanarak sentezlenen triazol ve tiazol gibi biyolojik olarak önemli moleküllerin 

sentezi için önemlidir [17]. 

Tiyosemikarbazit ve onun hidrazonları gibi hidrazin alt gruplarının kimyası, geniş 

yapay, bilimsel uygulamalar ve biyolojik faaliyetlerinden dolayı önemli ilgi  

konularından biridir [18-19].  

İsatin Tiyosemikarbozon kompleksleri ve türevleri, hücre hatlarının yarı gerçirgen 

zarları üzerinden geçiş kabiliyetlerinden dolayı anti kanser [20], anti-HIV [21], 

antibakteriyal [22], antiviral [23] ve antifungal [24]  gibi biyolojik aktivitelerde özel 

bir rol oynamaktadır [25, 26]. İsatin türevleri, antineoplastik, antihipertansif ve 

yatıştırıcı etkileri olan farmalojik özelliklerinden dolayı yararlıdır [27-44]. İsatin-

tiyosemikarbozon türevleri, antimikrobiyal, antikanser, antiviral, tüberküloz, 

antiplasmodiyal ve sitotoksik etkinlikler içeren kemoterapotik özelliklerin büyük 

kısmını açıklamak için kullanılmıştır [27-31, 33, 34, 37, 45, 46]. İsatin 

tiyosemikarbozonlar, nitrojen ve sülfür vasıtasıyla potansiyel bağlanma yeri sağlayan 
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başarılı ligandlardır [34-49]. Pek çok organik ve organometalik bileşikler, 

tiyosemikarbozon ile sentezlenmiştir [50]. 

1.2. 5-Fluro İsatin Tiyosemikarbazon  

5-Fluoro isatin tiyosemikarbozon, isatin tiyosemikarbozon komplekslerinden 

sentezlenen bir bileşiktir. 5-Fluoro isatin, Sunitinib (Sutent) ilacının kılavuzu olarak 

kaydedilmiştir. 5-Fluoro isatin, gastrointestial stromal tümör ve renal hücreli karsinom 

tedavisi için 2006 yılında Gıda ve İlaç İdaresi (FDA) tarafından bilimsel olarak 

saptanmıştır [51]. 

 

Şekil 1.3. 5-Fluro isatin yapısı [52]. 

5- Fluoro isatin: 

 19F manyetik eko spektroskopisi ile peroksinitritin canlı hücrede tespiti için 

reaksiyona dayalı ekskavatör olarak [53], 

  Canlı akciğerdeki non-invazif peroksinitrit (ONOO(-)) oluşumunun 

belirlenmesinde interferon-γ (IFN-γ) ile uyarılmış epitelyal hücrelerde [53], 

 Herhangi bir organik solvent veya asit katalizörü kullanılmadan su süspansiyon 

ortamında aromatik temel bis-aminler ile kuvvetlendirme aracılığıyla bis-

Schiff bazları sentezinde kullanılmıştır [54]. 
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1.3. Deoksiribonükleik Asit (DNA) Yapısı 

DNA, üç bileşen içeren nükleotidlerden (mononükleotidler) oluşmaktadır: 

- Azotlu baz 

- Pentoz (beş karbonlu şeker) 

- Fosfat grubu  

8  

Şekil 1.4. DNA’nın yapısı [55]. 

Azotlu bazlar, iki tür baza sahiptir: çift halkalı pürinler ve tek halkalı pirimidinler. 

Nitrojen ve karbon atomu, pürin halkası ve pirimidin halkası yapısındadır. Pürin 

halkası ve pirimidin halkasındaki özdeş atomlar, farklı şekilde numaralandırılmıştır 

(Şekil 1.4, Şekil 1.5) [55, 56].  
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Şekil 1.5. Pirimidin Halkası [a] ve Pürin Halkası [b] [56]. 

Pürin halkasının iki çeşidi vardır: Adenin (A) ve Guanin (G). Bunun yanı sıra, Urasil 

(U), Sitozin (C) ve Timin (T) diye adlandırılan üç tane pirimidin halkası türü vardır. 

DNA ve ribonükleik asitler (RNA), azotlu bazlar olarak Guanin, Adenin ve Sitozinden 

oluşmaktadır. Fakat DNA’da Timin bazı varken, RNA’da ise Timin bazı yerine Urasil 

bazı bulunmaktadır (Şekil 1.6) [57].   

 

Şekil 1.6. Azotlu bazlar [57]. 

DNA ve RNA arasındaki bir diğer fark, pentoz şekerlerdir. DNA’daki şekere 

deoksiriboz denilmekte ve RNA’daki şekerin ismi ise ribozdur. Deoksiriboz, C-2 

konumunda bir hidrojen atomu içermektedir fakat ribozun C-2 konumunda bir 
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hidroksil grubu vardır. Bu sebeple, deoksiriboz daha çok 2-deoksiriboz olarak 

adlandırılır (Şekil 1.7) [58]. 

 

Şekil 1.7. Pentoz şekeri [58]. 

Nükleozit kimyasal birimi, pürin veya pirimidin bazları ve bir riboz şekeri veya 

deoksiriboz şekeri ihtiva eder. Eğer nükleozite bir fosfat grubu eklenirse, nükleotid adı 

verilen bir diğer kimyasal birim meydana gelecektir (Şekil 1.8) [59]. 

 

Şekil 1.8. Nükleozid ve nükleotid [59]. 

Azotlu baz, şekerdeki C-1 atomuna bağlanır. Şeker, pürin bazındaki N-9 atomuna 

bağlanır, fakat farklı olarak pirimidin bazında şeker N-1’e bağlanır. Fosfat grubu, Şekil 
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1.8.’de görüldüğü gibi deoksiriboz şekerde C-5’e bağlanır [58]. Bu form, biyolojik 

sistemlerde bilinen formdur ve DNA ve RNA formülünde bulunur. 

1.4. Nükleozid Difosfatlar ve Trifosfatlar  

Nükleotidlerin diğer ismi, nükleozid monofosfattır (NMP). Fosfat grubuna göre, 

nükleozid fosfatlara şu isim verilir: 

- Nükleozid Difosfatlar (NDPler) (bir fosfatlı grup). 

- Nükleozi Trifosfatlar (NTP’ler) (iki fosfatlı gruplar) (Şekil 1.9). 

Trifosfat formu, hücre içerisindeki nükleik asitlerin sentezinde ilk molekül olarak 

kullanılır dolayısıyla hücresel etkinlikler açısından çok önemlidir [60]. 

 

Şekil 1.9. Nükleozid fosfatlar; NDP ve NTP [61]. 

Buna ek olarak, hücredeki adenozin trifosfat (ATP) ve guanozin trifosfattan (GTP) 

gelen büyük miktardaki enerjilerinden dolayı hücre biyoenerjitiğinde çok önemlidirler. 

Bu enerji, terminal fosfat grubunu eklemede veya çıkarmada kullanılmaktadır. Bu 

özellikten dolayı hem ATP hem de GTP pek çok hücresel etkinlikte yer almakatadır 

[60]. Serbest bırakılan enerji (GTP veya ATP hidrolizinin sonucu olarak GDP veya 

ADP ve inorganik fosfat (Pi) hücresel reaksiyonları yönlendirmek için 

kullanılmaktadır [60]. 
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1.5. Ultraviyole-Visible (UV-Vis) Spektrofotometre 

 Her DNA denkleminin ve ayrıca küçük madde molekülleri ile olan etkileşimlerin 

öğrenilmesi için büyük ihtimalle en basit ve genel olarak en çok kullanılan 

enstrümantal bir stratejidir. DNA ve küçük moleküller arasındaki etkileşim, UV-Vis 

spektrofotometre kullanılarak başarılı bir şekilde izlenebilir [62]. 

UV-Vis spektrofotometre ile görür bölgede gözlemlenen bandın maksimumundaki 

kayma konumu analiz edilerek ligandlar ve DNA arasındaki etkileşim incelenebilir. 

[62-65]. 

Nükleik asitler, pirimidin (CT) ve pürin (AG) parçalarındaki kromoforik gruplardan 

dolayı elektron geçişleriyle açıklanabilen 260 nm’de maksimum absorpsiyon 

vermektedir. Bu geçişlerin olma şansı yüksektir, dolayısıyla molar absorptivite (ԑ)104 

M-1 cm-1 düzeyindedir [66]. 

Bu teknik, 260 nm’de absorbans değeri ölçümü ile DNA konsantrasyonunun 

doğrulanmasına izin vermektedir. Nükleik asidin saflığı, absorbans oranları ile 

açıklanabilmektedir (A260/A280 ve A260/A230). Bu oran, DNA’nın proteinden 

yeterince arınmış olduğunu doğrulamak için 1,8 ile 1,9 arasında olmalıdır [67]. 

pH veya iyonik basınç gücündeki farklılık ile maksimum absorpsiyondaki genellikle 

de molar absorptivitedeki küçük değişiklikler meydana gelebilir. Serbest ilaç UV-Vis 

absorpsiyon spektrumları ve ilaç-DNA komplekslerinin absorbsiyon spektrumları 

arasında varyasyonlar bulunmaktadır.  

Bileşikler ile DNA’nın bağlanması,  aromatik kromofor ve deoksiribonükleik asit baz 

çifti arasında meydana gelen toplayıcı bir etkileşim olan hipokromik ve batokromik 

etkiyi ortaya çıkarır. Hipokromizm, CT-DNA konsantrasyonunun artması ile meydana 

gelen absorbansdaki düşüştür. Ayrıca, CT-DNA konsantrasyonunun artmasıyla 

absorbansta meydana gelen bir artış ise hiperkromizm olarak adlandırılmaktadır [68]. 
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Kromofor ve deoksiribonükleik asit bazları indirgenmeleri arasındaki uzaklığa göre 

elektronik etkileşiminin dayanıklılığı azalabilmektedir. Hipokromik bazlar, araya 

giren bir bileşik ve deoksiribonükleik asit arasındaki mesafeyi azaltarak meydana 

gelmektedir [69,70]. 

Hiperkromik etki, özdeş deoksiribonükleik asit konformasyon ve bileşim açısından 

değişikliklerini ve kompleksin ve DNA etkileşiminin süresini yansıtmaktadır. 

Hipokromik etki DNA soğurumunu bariz bir şekilde azaltmaktadır. 

İstifleyici etkileşimler, hidrojen bağları ve tamamlayıcı bazlar arasındaki hidrofobik 

etki, iki DNA zincirinin bağlanması için önemli bir nedendir. Örneğin, hidrojen bağı 

sınırlı absorbansına göre aromatik halkanın rezonansını sınırlandırmaktadır. Eğer 

DNA çift sarmalı denatüre edici ajanlarla muamele edilirse, DNA çift sarmal 

etkileşimine zarar verecektir ve daha sonra çift sarmal, organize olmayan bir yapı olan 

iki tekli diziye ayrılacaktır. Aynı zamanda, çeşitli bazlar serbest haldedir ve 

tamamlayıcı bazlar ile hidrojen bağı oluşturamazlar. Bu sebeple baz-baz etkileşimi 

azalır ve DNA çözeltisinin UV absorbansı artar. Çift sarmallı DNA absorbansı, aynı 

konsantrasyondaki tek iplikli DNA için olduğundan % 40 daha düşük olacaktır. 

Bunlara ek olarak, DNA omurgasının fosfat grubuna elektrostatik çekim yoluyla 

bağlanan yüklü katyonların varlığı nedeniyle hipokromik etki kaçınılmaz şekilde 

meydana gelmektedir. Bu da, sekonder DNA yapılarında bir küçülmeye ve kapsamlı 

bir hasara neden olabilir [71,72]. Hipokromik etki ayrıca, ya harici bir bağlantıya ya 

da DNA sarmal yapısının kısmi çözülmesine bağlanabilmektedir [73]. 

Hipokromik etki ayrıca, ya harici bir bağlantıya ya da DNA’nın heliks yapısının kısmi 

çözülmesine bağlanmaktadır [73]. 

Eğer gerçeği yansıtmayan profiller içerisinde önemli kayma değişiklikleri olmadan 

güçlü bir etkileşim mevcut olmazsa, hipokromik veya hipokromik etkiler meydana 

getirilebilir [66, 74]. 

 



  
11 

 

1.6. Biyolojik Aktiviteler 

Tiyosemikarbozon grubunun, yüksek biyolojik etkinliği vardır ve bunlar çok uygun 

ligandlardır.  

Bu ligandların biyolojik etkinlikleri, enzimlerdeki metal merkezini düzenleme 

kabiliyetleri olduğundan anhatar öneme sahiptirler [75]. Hayatımızda önemli bir 

parçayı temsil ederler. Tiyosemikarbozon türevleri, çeşitli doğal ve farmalojik 

etkinliklerinden dolayı da özel bir öneme sahiptir. 

Tiyosemikarbozon türevleri, odak duyu sisteminin, bakteriyel kontaminasyonun 

tedavisinde ve bunlara ek olarak acı giderme amaçlı olarak tıpta kullanılmaktadır [76]. 

Tiyosemikarbozonlar, farmasötik ve biyoaktif maddelerin karışımında yer alırlar ve 

bu şekilde tedavi biliminin bir parçası olarak geniş ölçüde kullanılırlar. Bunlara ek 

olarak, tiyosemikarbozonlar nerdeyse her bilim dalında kendi kullanım alanlarını 

oluşturmuştur [77]. 

1.6.1. Antimikrobiyal Etkinlik 

Antimikrobiyal ilaçların 20. yüzyılda önemli bir iyileştirici rolü vardır. İlaçlar, 

mikropları engellemek veya öldürmek için tasarlanmıştır ve bunlarla enfekte kişiler 

üzerinde minimum etkisi vardır veya hiçbir etkisi yoktur. Bu kimyasal tedaviye genel 

olarak kemoterapi denilmektedir ve mikroorganizmayı bastırarak sistemik 

enfeksiyonları tedavi eden belirlenmiş kimyasal tedavi anlamına gelmektedir [78]. 

Her ne kadar tiyosemikarbozon asit kompleksleri ve ligandları bilinse de, yine de bu 

bileşiklerin saldırgan, antifungal ve antibakteriyal etkinlikleri ile ilgili yeterli bilgi 

bulunmamaktadır [79]. 

Bu çalışmada 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) bileşiklerinin sentezini 

gerçekleştirdik. Bunlara ek olarak, buzağı timus DNA’sı (CT-DNA) ile bu bileşiklerin 

etkileşimini ve bunların Tablo 1’de gösterilen bazı Gram negatif ve Gram pozitif 

bakteriler üzerindeki antibakteriyal etkinliğini ve Candida albicans ATCC 26555 

üzerindeki antifungal etkinliğini inceledik.   
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2. KURAMSAL ÇERÇEVE 

Ventakesha vd. (2016), metal kompleksler için analitik ve spektral veriler aracılığıyla 

3-Metilbutanali olan tiyosemikarbazitten elde edilen 3–Metilbütanal 

tiyosemikarbozonu (MBTSC) betimlemiş ve sentezlemiştir.  

Buna benzer şekilde, Monica vd. (2015), yeni sekiz tane (Z)-2-(akridin-9-metilin)-N-

fenil-hidrazin-karbo-tiyoamid (3a-h) türevi oluşturmuştur. Bu bileşiklerin özellikle 3f 

bileşiğinin CT-DNA baz çiftlerine karşı yüksek afinite gösterdiği,  ayrıca dokuz farklı 

(kolon (HT-29) lösemi (K-562), göğüs (MCF7), akciğer (NCI-460), böbrek (786-O), 

yumurtalık (OVCAR), göğüs direnci (NCI-ADR), prostat (PC-3),ve gliyom (U251) 

insan tümör hücre hattına karşı da in vitro ortamda antitümör aktivitesi gösterdiğini 

keşfetmişlerdir.  Bununla birlikte, anti-proliferatif analizdeki en aktif bileşik 3 (a-f) 

idi. Dolaysıyla, bu sonuçlar göstermiştir ki, hem CT-DNA ile bağlanma sabitleri hem 

de anti-proliferatif aktiviteler, tiyosemikarbazon parçalarının fenil halkası yer değişimi 

ve akridin birleşmesi tarafından etkilenmiştir. Buna ek olarak, tiyosemikarbazit 

parçası, DNA bağlayıcılığı olan yeni akridin-tiyosemikarbozon türevleri sağlamıştır. 

Bununla birlikte, fenil halkası üzerindeki sübstitüentlerin özellikleri hem DNA-

bağlanması hem de anti-proliferatif özellikleri tarafından etkilenmiştir [81]. 

Bunlara ek olarak, Qasem vd. (2014), isatin parçası ile tiyosemikarbozon Schiff 

bazının yeni türevlerini sentezlemiş ve karakterize etmiştir. Bu bileşiklerin CT-DNA 

ile olan etkileşiminin en yüksek  kesim aktivitesinin L1-L3’de olduğu yüksek içsel 

bağlanma sabiti gösterdiğini bulmuşlardır. Bunlara ek olarak, L3, L6 ve L2 de insan 

kolon kanseri hücre hattında (HCT 116) iyi bir anti kanser aktivitesi sergilemiştir [82]. 

Pachenko vd. (2014), N, N’-bi (salisilidin) tiyosemikarbazit ile bakır (II), nikel ve 

alkali-toprak elementlerinin heterometal komplekslerini sentezlemiş ve karakterize 

etmiştir. Bunların, sadece s-elementi doğasından etkilenmiş olan yarı iletken 

materyallerin özelliklerine sahip olduğunu keşfetmişlerdir [83]. 
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Bir diğer yandan, Satyr vd. (2013), 5-Fluoroisatin ve 2-semikarbazitten 5 bileşik 

üretmiştir. Bu sentetik bileşiklerinin, S. aureus, E. coli ve B. subtilis dahil olmak üzere 

bazı bakteri suşlarının yanı sıra P.crysogenium ve A. niger dahil olmak üzere bazı 

mantarlara kaşı da iyi antimikrobiyal etkiler sergilediğini bildirmişlerdir [84]. 

Reshma vd. (2013), yeni tiyosemikarbazit türevleri serisini sentezlemiş ve Gram 

pozitif ve Gram negatif bakterilere karşı antibakteriyal aktivitelerini değerlendirmiştir. 

Mevcut çalışmada, tiyosemikarbazit bileşikler sınıfını temsil eden hidrazin-karbotiyat 

ve hidrazin-karbotiyamid sentezi yapılmıştır. Yeni sentezlenen bileşiklerin hepsi 

spektral verileri kullanılarak karakterize edilmiş ve daha sonra antibakteriyal aktivite 

yeteneklerini tahmin etmek için kullanılmıştır. Antibakteriyal aktivite, standart ilaç 

olarak Streptomisin kullanılarak seri sulandırma yöntemine göre gerçekleştirilmiştir 

[84]. 

Parul vd. (2012), N4-tiyosemikarbozon parçasının halkalı aminler, akrilik ve alifatik 

vasıtasıyla değiştirildiği kolay ve basit bir prosedür ile tiyosemikarbozonları 

sentezlemiştir. Farklı tiyosemikarbozon bileşiklerinin spesifik fungal ve bakteriyel 

patojenlere karşı antimikrobiyal aktivitesinin olduğunu görmüşlerdir. Çeşitli 

tiyosemikarbozon türevleri, Aspergillus flavans, Candida albicans gibi fungal 

kültürlere ve Saprophyticus, Bacillus cereus, Moraxella cattarhalis, Staphylococcus, 

S. epidermidis ve çeşitli bakteriyel kültürlere karşı laboratuvarda test edilmiştir [86]. 

Kumar ve Sankar vd. (2009), (C11H12N4O3S (IIa), C12H14N4O3S (IIb), C18H18N4O3S 

(IIc), C15H19N7O3S (IId), C16H14N4O3S (IIe), C13H16N4O2S (IIf), C14H18N4OS (IIg), 

C13H17N5OS (IIh) ve C14H13N5OS (IIi) dahil olmak üzere isatin-

tiyosemikarbozonlardan dokuz tane bileşiği sentezlemiştir. Bunlara ek olarak, bu 

dokuz bileşiğin Candida albicans, Aspergillus niger, Alternaria, Drosellaria ve 

Curvlarneria’ya karşı antifungal aktivitesinin yanı sıra Bacillus subtilis, 

Staphylococcus aureus, Bacillus magati, Klebsiella pneumoniae ve Echerichia coli 

gibi bazı bakterilere karşı da antibakteriyal aktivite gösterdiğini belirlemişlerdir [87]. 

Konstantinovici vd. (2008), Pd (II), Zn (II), Co (II), Cu (II), Hg (II) ve Ni (II)  ile 

isatin-3-tiyosemikarbozon komplekslerini sentezlemiş ve in vitro olarak dört mantar 
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ve yedi patojenik bakteriye karşı antimikrobiyal aktivitelerini değerlendirmiştir. Geçiş 

metalinin komplekslerin etkinliğini arttırdığını bildirmişlerdir. Buldukları sonuçlar, 

komplekslerin anti-amoebik etkinliğini kendilerinin belirli ligandlarından daha fazla 

arttırdığını doğrulamıştır. Bunlara ek olarak, süreçler test organizmasının etkili 

inhibisyonunun göstergesi olmuştur [88]. 

Bunun aksine, Jarrahpour vd. (2007), İsatin benzilisatin’nin on iki yeni bis-Schiff 

bazını üretmiştir. 3a-31 kompleksinin, S. cerevisiae (ATCC 28383) ve C. albicans 

(CIP 1180-79)’a karşı hiçbir anti-fungal etkinliğinin olmadığını görmüşlerdir. Ayrıca, 

Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilere karşı da hiçbir antibakteriyal etkinlik 

gözlemlenmemiştir [89]. 
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3. MATERYAL VE YÖNTEM  

3.1. Ligand ve İsatin Tiyosemikarbazon Metal Kompleksi Sentezi  

Bileşikler, Kastamonu Üniversitesi’nde Biyomedikal Mühendisliği Laboratuvarında 

hazırlanmıştır.  

Tablo 3.1. Sentezlenen kimyasal bileşiklerin listesi 

 
No Bileşiklerin Adı 

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 (II)      

5 

 

5- Fluro isatin -3-(N-4- Fluro fenil) Tiyosemikarbazon 

(H2FI4FPTSC)+Zn(II)                                                                                    

6 5- Fluro isatin -3-(N-4-Nitro fenil) Tiyosemikarbazon 

(H2F4NFPTSC) +Zn (II)  

 

3.1.1. 4-Nitro Tiyosemikarbazit Sentezi  

Bir mmol 0,225 g hidrazin monohidrat, 20 ml etanol içinde çözülmüş ve 5 mmol 

0,90090 g 4-Nitro fenil izotiyosiyanat damla damla yavaş bir şekilde damlatılarak 

eklenmiştir. Daha sonra 40 ml etanol içinde eritilmiştir. Karışım 3 saat karıştırıldıktan 

sonra buzlu su banyosunda çöktürülmüştür. Pelet filtre edilmiştir, etanol ve dietil eter 

ile yıkanmış ve kurutulmuştur [90]. 
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Şekil 1.10. 4-Nitro Tiyosemikarbazit Yapısı. 

3.1.2. 4-Fluro Tiyosemikarbazit Sentezi 

Bir mmol 0,225 g hidrazin monohidrat 20 ml etanol içinde çözülmüş ve 0,01 mmol 

1,563 g 4-Nitro fenil izotiyosiyanat damla damla yavaş bir şekilde damlatılarak 

eklenmiştir. Daha sonra 40 ml etanol içinde eritilmiştir. Karışım, 3 saat karıştırıldıktan 

sonra buzlu su banyosunda çökeltilmiştir. Pelet filtre edilmiştir, etanol ve dietil eter ile 

yıkanmış ve kurutulmuştur [90]. 

 

Şekil 1.11. 4-Fluro Tiyosemikarbazit Yapısı 
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3.1.3. 5-Fluro İsatin-3- (N-2-Fluro fenil) TSC Sentezi (H2FI2FTSC) 

Yaklaşık 1,5 mmol 0,253g 5-Fluoro isatin, 15 ml etanol içinde 50-550C sıcaklıkta su 

banyosunda eritilmiştir ve daha sonra etanol 15 ml  ve 1,5 mmol 0,27783 g 4-Fluoro 

fenil tiyosemikarbazit karışımı damla damla yavaş bir şekilde eklenmiştir. 3 dakika 

karıştırıldıktan sonra, 2 veya 3 damla derişik asetik asit karışıma eklenmiştir. Karışım, 

75 0C sıcaklıkta 6 saat karıştırıldıktan sonra geri çekilmiştir. Karışım  daha sonra 

çöktürülmüştür. Pelet filtre edilmiştir, etanol ve dietil eter ile yıkanmış ve 

kurutulmuştur [90]. 

3.1.4. 5-Fluro İsatin -3-(N-4-Fluro fenil) TSC Sentezi (H2FI4FTSC)  

Yaklaşık 1,5 mmol 0,253g 5-Fluoro isatin, 15 ml etanol içinde 50-550C sıcaklıkta su 

banyosunda eritilmiştir ve daha sonra etanol 15 ml ve 1,5 mmol 0,27783 g 4-Fluoro 

fenil tiyosemikarbazit karışımı damla damla yavaş bir şekilde eklenmiştir. 3 dakika 

karıştırıldıktan sonra, 2 veya 3 damla derişik asetik asit karışıma eklenmiştir. Karışım, 

750C sıcaklıkta 6 saat karıştırıldıktan sonra geri çekilmiştir. Karışım daha sonra 

çöktürülmüştür. Pelet filtre edilmiştir, etanol ve dietil eter ile yıkanmış ve 

kurutulmuştur [90]. 

3.1.5. 5-Fluro İsatin -3-(N-4-Nitro fenil) TSC Sentezi (H2FI4NTSC) 

Yaklaşık 1,5 mmol 0,253g 5-Fluoro isatin, 15 ml etanol içinde 50-550C sıcaklıkta su 

banyosunda eritilmiştir ve daha sonra etanol 15 ml ve 1,5 mmol 0,318345 g 4-Nitro 

fenil tiyosemikarbazit karışımı damla damla yavaş bir şekilde eklenmiştir. 3 dakika 

karıştırıldıktan sonra 2 veya 3 damla derişik asetik asit karışıma eklenmiştir. Karışım, 

750C sıcaklıkta 6 saat karıştırılmıştır [90]. 

3.1.6. 5-Fluro İsatin-3-(N-2-Fluro fenil) TSC (H2FI2FPTSC) + Çinko Sentezi  

 Yaklaşık bir mmol 0,3323279g 5-Fluoro isatin-3-N-2-Fluoro fenil tiyosemikarbozon, 

15 ml etanol içinde 50-550C sıcaklıkta eritilmiştir. Daha sonra, 0,5 mmol 0,1097 g 

çinko asetat dihidrat damla damla yavaş bir şekilde eklenmiştir ve 15 ml etanol 
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solüsyonunda çözülmüştür. Karışım, yaklaşık 750C sıcaklıkta 6-9 saat boyunca 

karıştırılmıştır. Çinko kompleksi, bir gün karıştırıldıktan sonra çökeltilmiştir. Pelet 

filtre edilmiştir, etanol ve dietil eter ile yıkanmış ve kurutulmuştur [90]. 

3.1.7. 5-Fluro İsatin-3-(N-2-Fluro fenil) TSC (H2FI2FPTSC) + Çinko Sentezi  

Yaklaşık bir mmol 0,3323279g 5-Fluoro isatin-3-(N-2-Fluoro fenil) 

tiyosemikarbozon, 15 ml etanol içinde 50-550C sıcaklıkta eritilmiştir. Daha sonra, 0,5 

mmol 0,1097 g çinko asetat dehidrat damla damla yavaş bir şekilde eklenmiştir ve 15 

ml etanol solüsyonunda çözülmüştür. Karışım, yaklaşık 750C sıcaklıkta 6-9 saat 

boyunca karıştırılmıştır. Çinko kompleksi, bir gün karıştırıldıktan sonra çökeltilmiştir. 

Pelet filtre edilmiştir, etanol ve dietil eter ile yıkanmış ve kurutulmuştur [90]. 

3.1.8. 5-Fluro İsatin-3-(N-4-Nitro fenil) TSC (H2FI2FPTSC) + Çinko Sentezi  

Yaklaşık bir mmol 0,359335 g 5-Fluoro isatin-3-(N-4-Nitro fenil) tiyosemikarbozon, 

15 ml etanol içinde 50-550C sıcaklıkta eritilmiştir. Daha sonra, 0,5 mmol 0,1097 g 

çinko asetat dehidrat damla damla yavaş bir şekilde eklenmiştir ve 15 ml etanol 

solüsyonunda çözülmüştür. Karışım, yaklaşık 750C sıcaklıkta 6-9 saat boyunca 

karıştırılmıştır. Çinko kompleksi, bir gün karıştırıldıktan sonra çökeltilmiştir. Pelet 

filtre edilmiştir, etanol ve dietil eter ile yıkanmış ve kurutulmuştur [90]. 

3.2. Extinction Katsayısı 

Extinction katsayısı, Ultraviyole-Visible spektrofotometre (UV-Vis) kullanılarak 

hesaplanmıştır (Multiscan Go, Thermo Fischer, ABD). Beer Yasası, sabit molar 

absorpsiyonunun, özgül bir dalga boyunda çözeltideki çözünmüş maddelerin 

konsantrasyonlarına bağlı olduğunu ifade etmektedir. Extinction katsayıları, molar 

absorbansın en bilinen adıdır. Molar absorbans üniteleri, konsantrasyon üniteleri ve 

ışık yolu ölçümü ile nötrleştirilmektedir [91].  

İncelenen bileşikler, moleküler ağırlıklarına (0,00001 mmol) göre ölçülmüştür ve 10 

ml dimetil sülfoksit (DMSO) içinde eritilmiştir, daha sonra incelenen bileşiklerin farklı 
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hacimleri (5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 ve 50µl) alınmış ve DMSO ile 500 µl olacak 

şekilde seyreltilmiştir. Şu denkleme göre extinction katsayısını hesaplamak için 

absorbans ölçülmüştür: A= εcℓ, burada, ε molar extinction katsayısı, c solüsyonun 

konsantrasyon miktarı, ℓ ise yol uzunluğudur. 

3.3. CT-DNA İle İsatin Tiyosemikarbozon Komplekslerinin Absorbans 

Spektrumu 

Bir cm ışık yolu genişliğinde kuvars banyo küvetleri kullanılarak kaydedilen bir 

spektrofotometrede (Multi Scan Go, Thermo Scientific, ABD), UV- Visible absorbans 

spektrumu incelenmiştir (Fotoğraf 3.1). 

Fotoğraf 3.1. (a) UV- Vis Spektrofotometre, (b) Kuvars Küvetler. 

CT-DNA solüsyonlarının UV absorbansı (GE Healthcare Life of Sciences) 260 ve 280 

nm’dedir. Nükleotid konsantrasyonu, 260 nm’de molar absorpsiyon katsayısı (ε = 

6600M-1cm-1) kullanılarak UV absorpsiyon spektroskopisi ile belirlenmiştir. 

Bileşikler 1, 2, 3 ve 4, Tris-HCl: DMSO (%35: %65) içinde eritilerek hazırlanmıştır,  

bileşikler 5 ve 6 ise 1000 µM elde etmek için Tris-HCl: DMSO (%20:%80) içinde 

çözülerek hazırlanmıştır [92]. Benesi–Hildebrand denklemine göre [93], CT-DNA ile 

ilacın iç bağlanma sabiti (K) belirlenebilir. Bileşikler 1, 2, 3, 4, 5 ve 6 ile CT-DNA 

arasındaki iç bağlanma sabiti, CT-DNA ile tiyosemikarbozon türevlerinin etkileşimini 
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incelemek için hesaplanmıştır. CT-DNA ile 5-Fluoro isatin thiosemicarbozone 

türevleri için aşağıdaki denklem Kb’ye göre, iç bağlanma sabiti belirlenmiştir: 

)(

1

)(

][

)(

][

fbbfbfa K

DNADNA

 






                                                                      (3.1) 

[DNA], baz çiftleri halindeki CT-DNA konsantrasyonudur. εa, εf, ve εb serbest ve bağlı 

bileşiklerin (1, 2, 3, 4, 5 ve 6) extinction katsayılarıdır. Özellikle, εf, Beer kanununu 

izleyerek, sulu çözeltide izole edilen bileşiklerin (1, 2, 3, 4, 5 ve 6) kalibrasyon eğrisi 

kullanılarak belirlenmiştir. εa, ölçülen absorbans ve bileşiklerin (1, 2, 3, 4, 5 ve 6) 

konsantrasyonu arasındaki oran olarak belirlenmiştir, Aobs/ [bileşikler (1, 2, 3, 4, 5 ve 

6[DNA] karşısında bir [DNA]/(εa-εf)  eğrisi, 1/(εb-εf) eğimi ve 1/Kb (εb-εf)’ye eşit bir 

düşey bölüntü (y) vermektedir; Kb, düşey bölüntüye göre eğim oranıdır [92-94]. 

3.4. Antimikrobiyal Aktiviteler  

İsatin-3-tiyosemikarbozon türevlerinin ve metal komplekslerinin bazı mantar ve 

bakteri türlerine karşı olan in vitro antimikrobiyal aktiviteleri, agar petri kabına yayma 

yöntemi ile analiz edilmiştir [95].  

3.4.1.  Mikroorganizma suşları 

Bazı 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 türevlerinin 

antibakteriyal aktivitesini test etmek için seçilmiştir. Mantar Candida albicans ATCC 

26555 ise 5-Fluoro isatin tiyosemikarbozon türevlerinin anti-fungal etkinliğini test 

etmek için kullanılmıştır. Standart suşlar, Kastamonu Üniversitesi Biyoloji 

Bölümü’nden temin edilmiştir. 
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3.4.2.  Bakteri İzolasyonu 

Farklı bakteri türleri ve bir fungus, antimikrobiyal analiz için kullanılmıştır. Bunların 

bazıları hastalardan izole edilmiş ve patojenik olarak sınıflandırılmıştır. Bakteri 

suşları, nutrient agarın içine taşınarak ve 370C sıcaklıkta 18 saat inkübasyon ile tekrar 

edilmiş ve aseptik koşullarda petri kaplarına doldurulmuştur. Anti-fungal ve 

antibakteriyal etkinliği test etmek için kağıt disk yöntemi kullanılmıştır [90, 95, 96]. 

Çalışmamızda kullanılan bütün mikroorganizma türleri, Tablo 3.2’de 

gösterilmektedir.  

Tablo 3.2. Farklı mikroorganizma türlerinin listesi  

 

 

Mikroorganizma 

No 

Mikroorganizmanın adı 

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 

https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjBsP_my_XOAhVC7hoKHcJOCOQQFggdMAA&url=https%3A%2F%2Ftr.wikipedia.org%2Fwiki%2FStaphylococcus_epidermidis&usg=AFQjCNGgQEytgaoOQtSpA9RH237P9f0ZzQ
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3.4.3. Besiyerinin Hazırlanması 

Besiyeri, imalatçı firma talimatlarına göre parçalar dahil edilerek hazırlanmıştır. 

Kısaca, 20 g besleyici agar, 1000 ml damıtık su (dH2O) içinde çözülmüştür ve 

otoklavda 121 °C sıcaklıkta 15 dakika için dezenfekte edilmiştir. Besiyerinin tamamı, 

45-60 °C sıcaklığa kadar soğutulmuş ve besiyerinin 25 ml’si, petri kabına 

doldurulmuştur. Fotoğrafta 3.3’de gösterildiği gibi kontaminasyondan kaçınmak için 

koruyucu kabin içinde oda sıcaklığında katılaşmaya bırakılmışlardır [90, 95, 96]. 

 

Fotoğraf 3.2. Besiyerinin hazırlanması 

 

Fotoğraf 3.3. Besiyeri ile petri kutularının doldurulması 

 

 



  
24 

 

3.4.4. Mikrobiyal Aktivite Testi     

Disk-difüzyon yöntemi, mikrobiyal aktivite testleri için kullanılmıştır. Yeni 

sentezlenen tiyosemikarbozon türevi bileşikler, güçlü solvent dimetil sülfoksit 

(DMSO) içinde eritilmiştir. Hazırlanan solvent, steril filtre kağıdı disklerine 

uygulanmıştır. Daha sonra, filtre kağıt diskleri, UV’ye maruz bırakılmış ve güvenlik 

kabini içinde oda sıcaklığında bir gece kurumaya bırakılmıştır. Bu deneyde DMSO 

negatif kontrol olarak kullanılmıştır. Bütün deneyler, üç defa tekrarlanmıştır.  

Bir bakteri suşu kolonisi, 370C sıcaklıkta 24 saat boyunca nutrient broth besiyerinde 

inkübasyona bırakılmıştır. Bakteri örneklerinin hazırlanması, 0,5 McFarland’a eşit 

yoğunluk elde etmek için % 0,9 steril tuz çözeltisine bakteri süspansiyonu eklenerek 

yapılmıştır. 1000 ml besiyeri hazırlanmış ve 1200C sıcaklıkta 20 dakika süresince 

otoklavlanmıştır ve besiyeri steril petri kutularına dökülmüştür. Bakteri süspansiyonu, 

steril bir eküvyon ile agar yüzeyinin tamamı üzerine dağıtılmış ve diskleri 

yerleştirmeden önce oda sıcaklığında 5-10 dakika süresince kurumaya bırakılmıştır. 

Madde ve DMSO ile doldurulan steril diskler, agar yüzeyine yerleştirilmiştir ve agara 

yapıştırmak için nazik bir şekilde baskı uygulanmıştır ve daha sonra petri kapları 370C 

sıcaklıkta 24 saat süresince inkübasyona bırakılmıştır. Yirmidört saat sonunda, disk 

dahil olmak üzere inhibisyon zonları ölçülerek sonuç alınmıştır. Alanın çapları, mm 

olarak ölçülmüştür ve disk difüzyon testi üç kere yapılmıştır. Tüm aşamalardan sonra, 

petri kapları 1200C sıcaklıkta 20 dakika süresince sterilize edilmiştir ve tehlikeli 

biyolojik madde olarak uygun şekilde ayrılmıştır [97, 98].  

 

 

 

 

  



  
25 

 

4. SONUÇLAR VE TARTIŞMA  

4.1.  UV Analizine Göre İsatin Tiyosemikarbazon Ligand ve Metal  

Komplekslerinin Extinction Katsayısı  

İsatin tiyosemikarbozon türevlerinin extinction katsayısı, aşağıdaki denkleme göre 

hesaplanmıştır: A= εcℓ, burada; ε molar extinction katsayısı, c solüsyonun 

konsantrasyon miktarı, ℓ ise yol uzunluğudur. 

Tablo 4.1. Kimyasal bileşiklerin listesi 

  

 

No 

  

Bileşiklerin Adı  

  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) + Çinko 

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

  6 5- Fluro isatin -3-(N-4- Nitro fenil) TSC (H4nI2FPTSC) + Çinko 
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4.4.1. 5- Fluro İsatin-3-(N-2-Fluro fenil) TSC (H2FI2FPTSC) 

 

 

Grafik 4.1. 5-Fluoro isatin-3-(N-2-Fluoro fenil) TSC(H2FI2FPTSC)’nin Extinction katsayısı. 
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4.1.2. 5-Fluro İsatin-3-(N-4-Fluro fenil) TSC (H4FI2FPTSC)  

 

 

Grafik 4.2. 5-Fluoro isatin-3-(N-4-Fluoro fenil) TSC (H2FI4FPTSC)’nin Extinction katsayısı 
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4.1.3.  5-Fluro İsatin-3-(N-4-Nitro fenil) TSC (H4NI2FPTSC) 

 

 

Grafik 4.3. 5-Fluoro isatin-3-(N-4-Nitro fenil) TSC (H4NI2FPTSC)’nin Extinction katsayısı 
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4.1.4. 5-Fluro İsatin-3-(N-2-Fluro fenil) TSC (H2FI2FPTSC) + Zn 

 

 

 Grafik 4.4. 5-Fluoro isatin-3-(N-2-Fluoro fenil) TSC (H2FI2FPTSC)+Zn’nin Extinction 

katsayısı. 
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4.1.5.  5-Fluro İsatin-3-(N-4-Fluro fenil) TSC (H2FI4FPTSC) + Zn 

 

 

 Grafik 4.5. 5-Fluoro isatin-3-(N-4-Fluoro fenil) TSC (H2FI4FPTSC)+Zn’nin Extinction 

katsayısı 
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4.1.6.  5-Fluro İsatin-3-(N-4-Nitro fenil) TSC (H4NI2FPTSC) + Zn 

 

 

Grafik 4.6. 5-Fluoro isatin-3-(N-4-Nitro fenil) TSC (H2FI4NFPTSC)+Zn’nin Extinction 

          katsayısı 

5-Fluoro isatin-3-(N-2-Fluoro fenil) Tiyosemikarbozon bileşiği, 10-15-20-25-30-35-

40 µM konsantrasyonlarını elde etmek için DMSO ile seyreltilmiştir. Bu bileşik, 286 

nm dalga uzunluğunda UV ışığı absorbe etmiştir ve absorbans değeri, artan 5-

Fluoroisatin-3-(N-2-Fluoro fenil) Tiyosemikarbozon (H2FI2FPTSC) 

konsantrasyonları ile yükselme eğilimindedir (Grafik 4.1). 
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5-Fluoro isatin-3-(N-4-Fluoro fenil) tiyosemikarbozon bileşiği, 10-15-20-25-30-35-40 

µM konsantrasyonlarını elde etmek için DMSO ile seyreltilmiştir. Bu bileşik, 367 nm 

dalga uzunluğunda UV ışığı absorbe etmiştir ve absorbans değeri, artan 5-Fluoroisatin-

3-(N-4-Fluoro fenil) Tiyosemikarbozon (H2FI4FPTSC) konsantrasyonları ile 

yükselme eğilimindedir (Grafik 4.2). 

5-Fluoro isatin-3-(N-4-Nitro fenil) tiyosemikarbozon bileşiği, 10-15-20-25-30-35-40 

µM konsantrasyonlarını elde etmek için DMSO ile seyreltilmiştir. Bu bileşik, 387 nm 

dalga uzunluğunda UV ışığı absorbe etmiştir ve absorbans değeri, artan 5-Fluoroisatin-

3-(N-4-Nitrofenil) Tiyosemikarbozon (H2FI4NPTSC) konsantrasyonları ile yükselme 

eğilimindedir (Grafik 4.3). 

5-Fluoro isatin-3-(N-2-Fluoro fenil) tiyosemikarbozon+Zn bileşiği, 10-15-20-25-30-

35-40 µM konsantrasyonlarını elde etmek için DMSO ile seyreltilmiştir. Bu bileşik, 

374 nm dalga uzunluğunda UV ışığı absorbe etmiştir ve absorbans değeri, artan 5-

Fluoroisatin-3-(N-2-Fluoro fenil) tiyosemikarbozon (H2FI2FPTSC) + Zn (II) 

[Zn(HFI2FPTSC)2] konsantrasyonları ile yükselme eğilimindedir (Grafik 4.4). 

5-Fluoro isatin-3-(N-4-Fluoro fenil) tiyosemikarbozon+Zn bileşiği, 10-15-20-25-30-

35-40 µM konsantrasyonlarını elde etmek için DMSO ile seyreltilmiştir. Bu bileşik, 

470 nm dalga uzunluğunda UV ışığı absorbe etmiştir ve absorbans değeri, artan 5-

Fluoroisatin-3-(N-4-Fluoro fenil) Tiyosemikarbozon (H2FI4FPTSC) + Zn (II) 

[Zn(HFI4FPTSC)2] konsantrasyonları ile yükselme eğilimindedir (Grafik 4.5). 

5-Fluoro isatin-3-(N-4-Nitro fenil) tiyosemikarbozon+Zn bileşiği, 10-15-20-25-30-

35-40 µM konsantrasyonlarını elde etmek için DMSO ile seyreltilmiştir. Bu bileşik, 

472 nm dalga uzunluğunda UV ışığı absorbe etmiştir ve absorbans değeri, artan 5-

Fluoroisatin-3-(N-4-Nitro fenil) Tiyosemikarbozon (H2FI4NPTSC) + Zn (II) 

[Zn(HFI4NPTSC)2] konsantrasyonları ile yükselme eğilimindedir (Grafik 4.6). 

Önceki çalışmalarda, Pasha vd. (2008), β-laktam isatin tiyosemikarbozon türevlerinin 

absorpsiyonunu spektrofotometrik yönteme göre ölçmüşler ve absorbansın 556 nm 

dalga boyunda olduğunu görmüşlerdir [99]. Bunlara ek olarak, Herrador vd. (1987) 
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tarafından, metilglioksal bi(4-fenil-3-tiyosemikarbozon) için spektrofotometrik 

yöntem kullanılmıştır ve dimetilformamid içindeki bir dizi katyon belirlemiştir. 

Bunlara ek olarak, reaksiyonun 455 nm dalga boyunda yüksek oranda sabit olduğu 

görülmüştür [100]. Çalışmamızda ise UV-Vis spektrofotometre ile 5-Fluoro isatin 

tiyosemikarbozon türevlerinin absorpsiyonu, benzer sıcaklık ve inkübasyon süresine 

rağmen 472 nm dalga boyunda daha yüksekti. 

4.2. CT-DNA İle İsatin Tiyosemikarbozon Kompleksinin Absorbans Spektrumu  

CT DNA’nın mevcut olması ve olmaması halinde 1, 2, 3, 4, 5 ve 6 numaralı bileşiklerin 

UV-Vis absorpsiyon spektrumu belirlenmiştir.  

Sabit bir konsantrasyondaki (40 µM) 5-Fluoro isatin-3-(N-2-Fluoro fenil) 

tiyosemikarbozon bileşiği, farklı CT-DNA konsantrasyonları (0-10-30-40-50-70 µM) 

ile etkileşimde bulunmuştur ve 368 nm dalga boyunda absorpsiyon sağlamıştır. Bir 

numaralı bileşik ve CT-DNA kompleksi için absorbans değeri, artan CT-DNA 

konsantrasyonları ile düşüş göstermiştir (Grafik 4.7). 

Sabit bir konsantrasyondaki (40 µM) 5-Fluoro isatin-3-(N-4-Fluoro fenil) 

tiyosemikarbozon bileşiği, farklı CT-DNA konsantrasyonları (0-10-30-40-50-70 µM) 

ile etkileşimde bulunmuştur ve 426-427 nm dalga boyunda absorpsiyon sağlamıştır. 

Absorbans değeri, artan CT-DNA konsantrasyonları ile düşüş göstermiştir (Grafik 

4.8). 

Sabit bir konsantrasyondaki (40 µM) 5-Fluoro isatin-3-(N-4-Nitro fenil) 

tiyosemikarbozon bileşiği, farklı CT-DNA konsantrasyonları (0-10-30-40-50 µM) ile 

etkileşimde bulunmuştur ve 370 nm dalga boyunda absorpsiyon sergilemiştir. Üç 

numaralı bileşik ve CT-DNA kompleksi için absorbans değeri, yükselen CT-DNA 

konsantrasyonları ile artma eğilimi göstermiştir (Grafik 4.9). 

Sabit bir konsantrasyondaki (40 µM) 5-Fluoro isatin-3-(N-2-Fluoro fenil) 

tiyosemikarbozon + Zn bileşiği, CT-DNA konsantrasyonları (0-40-50-70-80 µM) ile 

etkileşimde bulunmuştur ve 371 nm dalga boyunda absorpsiyon sergilemiştir. Bu 
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kompleks için absrobans değeri, yükselen CT-DNA konsantrasyonları ile artış 

göstermiştir (Grafik 4.10). 

Sabit bir konsantrasyondaki (40 µM) 5-Fluro isatin-3-(N-4-Fluro fenil) 

tiyosemikarbazon + Zn bileşiği, farklı CT-DNA konsantrasyonları (0-10-30-40-50 

µM) ile etkileşimde bulunmuştur ve 371 nm dalga boyunda absorpsiyon sergilemiştir. 

Beş numaralı bileşik ve CT-DNA kompleksi için absorbans değeri, artan CT-DNA 

konsantrasyonlarına yönelik olarak bir düşüş örneği göstermiştir (Grafik 4.11). 

Sabit bir konsantrasyondaki (40 µM) 5-Fluoro isatin-3-(N-4-Nitro fenil) 

tiyosemikarbozon + Zn bileşiği, farklı CT-DNA konsantrasyonları (0-10-30-40-50 

µM) ile etkileşimde bulunmuştur ve 371 nm dalga boyunda absorpsiyon sergilemiştir. 

Altı numaralı bileşik ve CT-DNA kompleksi için absorbans değeri, artan CT-DNA 

konsantrasyonları ile bağlantılı olarak bir düşüş eğilimi göstermiştir (Grafik 4.12). 

Bunlara ek olarak, 1-6 bileşikleri için iç bağlanma sabiti (Kb) değerleri, sırasıyla, 1,8 

× 106; 2.5 × 105; 1,2 × 106; 1,3 × 105; 5,2 × 105and 1,2 × 105 şeklindeydi.  

 

Grafik 4.7. CT-DNA yokluğunda  (------) ve CT-DNA bulunması  (________) halinde artan CT-

DNA miktarları ile 1 numaralı bileşiğin spektral absorbansı. [Bileşik 1] = 40µM; 

[CT-DNA] = (0-10-30-40-50-70 µM). Siyah ok (↓), artan CT-DNA 

konsantrasyonu ile absorbansdaki değişimi göstermektedir.  
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Grafik 4.8 CT-DNA yokluğunda  (------) ve CT-DNA bulunması  (________) halinde artan CT-

DNA miktarları ile 2 numaralı bileşiğin absorbans spektrumu. [Bileşik 2] = 40µM; 

[CT-DNA] = (0-10-30-40-50-70 µM). Siyah ok (↓), artan CT-DNA 

konsantrasyonu ile absorbansdaki değişimi göstermektedir.  

 

Grafik 4.9. CT-DNA yokluğunda  (------) ve CT-DNA bulunması  (________) halinde artan CT-

DNA miktarları ile 3 numaralı bileşiğin absorbans spektrumu. [Bileşik 3] = 40µM; 

[CT-DNA] = (0-10-30-40-50 µM). Siyah ok (↓), artan CT-DNA konsantrasyonu 

ile absorbansdaki değişimi göstermektedir.  
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Grafik 4.10. CT-DNA yokluğunda  (------)     ve CT-DNA bulunması  (________) halinde 

azalan CT-DNA miktarları ile 4 numaralı bileşiğin absorbans spetrumu. 

[Bileşik 4] = 40µM; [CT-DNA] = (0-40-50-70-80 µM). Siyah ok (↓), artan CT-

DNA konsantrasyonu ile absorbansdaki değişimi göstermektedir 

 

Grafik 4.11. CT-DNA yokluğunda  (------) ve CT-DNA bulunması  (________) halinde artan CT-

DNA miktarları ile 5 numaralı bileşiğin absorbans spektrumu. [Bileşik 5] = 

40µM; [CT-DNA] = (0--10-30-40-50 µM). Siyah ok (↓), artan CT-DNA 

konsantrasyonu ile absorbansdaki değişimi göstermektedir.  
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Grafik 4.12. CT-DNA yokluğunda  (------) ve CT-DNA bulunması  (________) halinde  azalan 

CT-DNA miktarları ile 6 numaralı bileşiğin absorbans spektrumu. [Bileşik 6] = 

40µM; [CT-DNA] = (0-10-30-40-50-70-80 µM). Siyah ok (↓), artan CT-DNA 

konsantrasyonu ile absorbansdaki değişimi göstermektedir.  

Masoudian ve Pakravan (2015), isatin-β-tiyosemikarbozon (IBT) ve CT-DNA 

arasındaki etkileşimi incelemiştir. Prob olarak nötral kırmızı renk kullanılmış ve 

fizyolojik tampon ile (PH:7.4) UV-Vis absorpsiyonu incelenmiştir. Elde ettikleri 

sonuçlar, CT-DNA ile 1, 2, 5 ve 6 numaralı bileşiklerin etkileşim sonuçları ile 

uyumludur. Bu spektral değişiklikler, DNA bazları içerisine 1, 2, 5 ve 6 numaralı 

bileşiklerin interkalasyonu ile düzenli şekildedir. İnterkalasyon yapan kromoforun 

elektron durumu ve DNA baz çiftleri arasındaki etkileşim, hipokromik etkilerin sebebi 

olabilir. Küçük batokromik kaymalar, interkalasyonun ardından CT-DNA baz çiftleri 

arasındaki dizilişlerinden dolayı 1, 2, 5 ve 6 bileşiklerindeki ligandların π ve π* 

değişim enerjisindeki azalma ile daha iyi açıklanabilmektedir.  

Sirajuddin ve Badshah (2013), trifeniltin (IV) karboksilat kompleksinin [SnPh3 

(O2CCH2SXyl)]  DNA ile etkileşimini incelemiştir. Artan DNA 

konsantrasyonlarının, kompleksin absorpsiyon bantlarını etkilediğini ve bunun 

hiperkromizme eğilim ile sonuçlandığını gözlemlemişlerdir [101]. Bu sonuçlar, CT-

DNA ile 3 ve 4 numaralı komplekslerin sonuçları ile uyumludur. 
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Bunlara ek olarak, Kong vd. (2011),  polimiksin B (PMB) ve DNA arasındaki 

etkileşimi incelemiştir. Sonuçlara göre absorbans değeri, artan CT-DNA 

konsantrasyonları ile artış göstermiştir [102] ve bu da bu çalışmadaki CT-DNA ile 3 

ve 4 numaralı bileşik komplekslerinin UV absorpsiyon sonuçları ile uyumludur.  

Kong vd. (2012), PH:7,4’de absorpsiyon, flüoresan ve sirküler dikroizm 

spektroskopilerine göre insülin ve CT-DNA arasındaki etkileşimi değerlendirmiştir. 

Sonuçlara göre, artan CT-DNA konsantrasyonu ile absorbans değerleri düşüş 

göstermektedir. Bu sonuçlar, CT-DNA ile 1, 2, 5 ve 6 numaralı bileşik kompleksleri 

UV absorpsiyon sonuçları ile tutarlılık göstermektedir. Bu çalışmadaki Kb değerleri 

4,8×105, 1,0×103 ve 5,4×102 şeklindeyken [103] bizim çalışmamızdaki 1, 2, 3, 4, 5 ve 

6 numaralı bileşikler için Kb değerleri ise sırasıyla, 1,8 × 106; 2,5 × 105; 1,2 × 106; 1,3 

× 105; 5,2 × 105 ve 1,2 × 10 şeklindedir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  
39 

 

4.3. Antimikrobiyal Aktiviteler 

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

zonları 

 

NO  

Bakteri Türü                  

Sentez Maddesi Molaritesi 0.1   

B
il

eş
ik

  

(1
) 

B
il

eş
ik

  

(2
) 

 B
il

eş
ik

  

(3
) 

B
il

eş
ik

  

(4
) 

B
il

eş
ik

  

(5
) 

B
il

eş
ik

  

(6
) 

1 K.pneumoni  6mm 13mm 12mm 12mm 11mm 12mm 

2 S.aureus  

ATCC 

_ _ _ _ _ _ 

3 S.aureus _ _ _ _ _ _ 

4 Proteus   _ _ _ _ _ _ 

5 E. coli _ _ _ _ _ _ 

6 S.Marcescens _ 13mm 8mm 7mm 12mm 12mm 

7 S.huminis 10mm 11mm 13mm 11mm 10mm 12mm 

8 S.edidermis 13mm 11mm 12mm 11mm 12mm - 

9 Alfa haemolytic 

streptococcus 

_ _ _ _ _ _ 

10 Enterococcus 

faecium  

_ _ _ _ _ _ 

11 Pseudomonas 

aeruginosa 

_ _ _ _ _ _ 

12 Listeria 

monocytogenes 

ATCC 7644 

_ _ _ _ _ _ 

13 Enterococcus 

durans 

_ _ _ _ _ _ 

14 Salmonella 

Kentucky 

_ _ _ _ _ _ 

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 karşı 1, 2, 3, 4, 5 ve 6 numaralı bileşikler için 

inhibisyon zonları. 

5-Fluoro isatin tiyosemikarbozon türevlerinin antibakteriyal etkinliği, 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 karşı test edilmiştir. Buna ek olarak, bu bileşiklerin anti-

fungal etkinliğini test etmek için mantar C. albicans ATCC 26555 kullanılmıştır. Disk 

difüzyon yöntemi, antimikrobiyal test için kullanılmıştır ve üç kez tekrar edilmiştir. 

Bileşikler (1, 2, 3, 4, 5, 6), 0,1 M konsantrasyonda idi. 
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(a)                                                      (b) 

        
(c)                                              (d) 

Fotoğraf 4.1. (a): Klebsiella pneumonia (b): Serratia marcescens (c): Staphylococcus huminis, 

(d): Staphylococcus edidermis için ligand ve isatin-tiyosemikarbozonun metal 

komplekslerinin inhibisyon zonları. 

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 edilmiştir fakat bu 6 bileşik için hiçbir inhibisyon 

zonu gözlemlenmemiştir.  

1, 2, 3, 4, 5 ve 6 numaralı bileşikler, bazı Gram pozitif Serratia marcescens, 

Staphylococcus huminis ve Staphylococcus edidermis bakterileri ve Gram-negatif 

Klebsiella pneumonia bakterilerine karşı Tablo 4.1’de gösterildiği gibi antimikrobiyal 

etkinlikler sergilemiştir.  
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Bir numaralı bileşik, 13 mm inhibsiyon zonu ile Staphylococcus edidermis’e ve 10 

mm inhibisyon zonu ile Staphylococcus huminis’e karşı yüksek antimikrobiyal 

etkinlik göstermiştir ve 6 mm inhibisyon zonu ile Klebsiella pneumonia’ya karşı zayıf 

antimikrobiyal etkinlik gözlemlenmiştir.  

İki numaralı bileşik, hem Klebsiella pneumonia hem de Serratia marcescens’e karşı 

13 mm’e eşit geniş inhibisyon zonu ve Staphylococcus huminis ve Staphylococcus 

edidermis’e karşı 11 mm’ye eşit inhibisyon zonu sergilemiştir.  

Bileşik 3, Staphylococcus huminisa’ya karşı 13 mm inhibisyon zonu ile ve 

Staphylococcus edidermis, Klebsiella pneumonia ve Serratia marcescens’e karşı 11 

mm’ye eşit inhibsiyon zonu ile antimikrobiyal etkinlik göstermiştir. 

Bileşik 4, Klebsiella pneumonia’ya karşı 12 mm’ye eşit inhibisyon zonu ve 

Staphylococcus huminisa, Staphylococcus edidermis’e karşı 11 mm’ye eşit inhibisyon 

zonu göstermiştir fakat 7 mm inhibisyon zonu ile Serratia marcescens’e karşı zayıf 

inhibisyon zonu gözlemlenmiştir.   

Bileşik 5, Staphylococcus edidermis ve Serratia marrescens’e karşı 12 mm inhibisyon 

zonu ile ve sırasıyla, 11 mm, 10 mm inhibisyon zonu ile Klebsiella pneumonia ve 

Staphylococcus huminis’e karşı iyi antimikrobiyal etkinlik sergilemiştir.  

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

karşı 12 mm inhibisyon zonu ile antimikrobiyal etki göstermiştir.  

Çalışmamızda 5-Fluoro isatin türevleri [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 +çinko, 5- Fluoro isatin -3-(N-4- Fluoro fenil) 

Tiyosemikarbozon +çinko ve 5-Fluoro isatin-3-(N-4-Nitro fenil) Tiyosemikarbozon 

+çinko) bileşikleri] K. pneumonia, Candida albicans dahil olmak üzere Gram negatif 

bakterilerin yanı sıra Serratia marcescens, Staphylococcus huminis ve Staphylococcus 

edidermis dahil olmak üzere Gram pozitif bakterilere karşı da antimikrobiyal aktivite 
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ortaya çıkarmıştır. Fakat hiçbiri Candida albicans (ATCC 26555)’a karşı herhangi bir 

antifungal aktivite göstermemiştir. 

Bunun aksine, Jarrahpour vd. (2007), aynı temel 5-Fluoro isatin (3a-31) bileşiğinden 

elde edilen türevleri çalışmış ve S. cerevisiae (ATCC 28383) ve C. albicans (CIP 

1180-79)’a karşı herhangi bir anti-fungal etkinlik veya S. cerevisiae, S. aureus, C. 

albicans ve E.coli’ye karşı herhangi bir antibakteriyal etkinlik sergilememiştir [91]. 

Bununla birlikte, Sastry v.d. (2013), 5-Fluoroisatin bileşiğini ve 3-semikarbazit 

türevlerini (A1-A5) test etmiştir ve bu bileşiklerin, A. niger ve P. crysogenium’e karşı 

anti-fungal etkinlik göstermenin yanı sıra Gram pozitif olarak S. aureus, B. subtilis  ve 

Gram negatif olarak E. coli, P. vulgaris dahil olmak üzere bazı bakteri suşlarına karşı 

başarılı antimikrobiyal aktiviteler sergilediğini keşfetmiştir [84]. Bunlara ek olarak, 

Kumar vd. (2009), isatin-tiyosemikarbozon türevlerinden olan bazı bileşiklerin (lla-

lli), C. albicans, A. niger, Alternaria, Drosellaria ve Curvlarneria’ye karşı anti-fungal 

etkinlik göstermenin yanı sıra Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Bacillus 

magati, Klebsiella pneumoniae ve E. coli bakterilerine karşı da antibakteriyal etkinlik 

gösterdiğini keşfetmiştir [87].  

Önceki çalışmalarda ve bu çalışmada bildirilen bu sonuçlar arasındaki farklılıklar, 

bileşiklerin konsantrasyonu, test mikroorganizmalarının türünün konsantrasyonu, 

materyaller ve yöntemler, hacim ve nitelik, çevresel koşullar, alan ve hava arasındaki 

farklılıklardan kaynaklanabilir. 
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5. SONUÇ  

Özetlemek 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 değerleri, bu bileşiklerin artan 

konsantrasyonlarına göre artmaktadır. UV-Vis spektrofotometre tekniği kullanılarak 

CT-DNA ile 1-6 numaralı bileşiklerin etkileşimini kontrol etmek için bu bileşikler CT-

DNA ile incelenmiştir ve bağlayıcı hali için yeterli kanıtlar bulunmuştur. 1-6 numaralı 

bileşiklerin Kb değerleri sırasıyla, 1,8 × 106; 2,5 × 105; 1,2 × 106 ; 1,3 × 105; 5,2 × 105 

and 1,2 ×105 şeklindedir. 1-6 numaralı bileşikler, Serratia marrescens, Staphylococcus 

huminis ve Staphylococcus edidermis’yi içeren Gram-pozitif bakterilere ve K. 

pneumonia’yi içeren Gram-negatif bakterilere karşı etki göstermiştir. Bunlara ek 

olarak, 1-6 numaralı bileşikler, Candida albicans’a (ATCC 26555) karşı herhangi bir 

anti-fungal etkinlik göstermemiştir. Bu bileşikler, CT-DNA ve mikroorganizmalar 

üzerindeki etkilerine göre potansiyel ilaçlar olabilir. Bu bileşiklerin in vivo etki şekli 

ve toksisitesini değerlendirmek için daha fazla araştırmanın yapılması gerekli olabilir.   
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