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OZET

YUKSEK LiSANS

YENIi SENTEZLENMIS FERROSEN TEMELLI IRIDYUM (IIT) - FOSFINIT
KOMPLEKSLERININ ANTIOKSIDAN ANTIMIiKROBIYAL, DNA
BAGLANMA VE DNA KIRMA AKTiVITELERININ ARASTIRILMASI

Kemal ERDEM

Siirt Universitesi Fen Bilimleri Enstitisu

Biyoloji Anabilim Dal

Danmisman  : Dog¢. Dr. Veysi OKUMUS

2020, 55+ XI Sayfa

Bu ¢aligmada yeni sentezlenmis 8 farkli ferrosen temelli iridyum (111)-fosfinit komplekslerinin
antioksidan, antimikrobiyal, DNA baglanma ve DNA kirma aktiviteleri test edildi. Komplekslerin
antioksidan aktivitelerini belirlemek icin DPPH(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) serbest radikal stiptrme,
metal selatlama ve demir indirgeme giicti aktiviteleri ¢alisildi. 200.0 mg L konsantrasyonda en yiiksek
radikal stipurme aktivitesini (% 67.5+2,24) ve demir selatlama aktivitesini (% 74.6+1,53) 2 nolu kompleks
sergiledi. En iyi indirgeme gicl aktivitesine 1 nolu kompleksin sahip oldugu belirlendi. Ayrica
komplekslerin antimikrobiyal aktiviteleri, ¢ Gram + ve {i¢ Gram - bakteri kullanilarak agar disk diflizyon
yontemi ile incelendi. Iridyum komplekslerinin Gram + bakterilere Kars: daha iyi aktivite gosterdigi tespit
edildi. Komplekslerin, Gram + bakterilere kars1 8-15 mm araliginda ve Gram - bakterilere kars1 da 0-13
mm araliginda inhibisyon zonu olusturdugu gézlendi.

Komplekslerin DNA baglanma aktivitesini belirlemek igin buzag: timiis DNA’s1 (CT-DNA) ve
DNA kirma aktivitesini belirlemek icin ise pBR 322 plazmid DNA’s1 kullanildi. Her iki aktiviteyi de
belirlemek icin DNA agaroz jel elektroforez yontemi kullanildi. Test edilen komplekslerin tamaminin DNA
baglanma aktivitesine sahip oldugu ancak 1, 2 ve 8 nolu komplekslerin daha iyi baglanma aktivitesine sahip
oldugu belirlendi. Komplekslerin DNA kirma aktivitesi incelendiginde, test edilen biitiin komplekslerin

DNA’nin tek zincirinde kirilmaya neden oldugu belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, Antimikrobiyal, DPPH, DNA baglanma, DNA kirma, iridyum (III)
kompleksleri



ABSTRACT

MS THESIS

INVESTIGATION OF ANTIOXIDANT-ANTIMICROBIAL, DNA BINDING
AND DNA CLEAVAGE ACTIVITIES OF NEW SYNTHESIZED FERROCENE
BASED IRIDIUM (111) - PHOSFINIDE COMPLEXES
Kemal ERDEM

The Graduate School of Natural and Applied Science of Siirt University
The Degree of Master of Science

InDepartment of Biology

Supervisior : Assoc. Prof. Dr. Veysi OKUMUS

2020, 55+ X1 Pages

In this study, antioxidant, antimicrobial, DNA binding and DNA cleavage activities of 8 different
ferrocene-based iridium (I111)-phosphinite complexes were tested. DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)
free radical scavenging, metal chelation and iron reducing power activities were studied to determine the
antioxidant activities of the complexes. Complex 2 exhibited the highest radical scavenging activity (67.5
+ 2.24%) and iron chelating activity (74.6 = 1.53%) at a concentration of 200.0 mg LIt was determined
that complex 1 has the best reducing power activity. In addition, the antimicrobial activities of the
complexes were examined by agar disk diffusion method using three Gram + and three Gram - bacteria. It
was determined that the iridium complexes showed better activity against Gram + bacteria. It was observed
that the complexes formed an inhibition zone in the range of 8-15 mm against Gram + bacteria and 0-13
mm against Gram-bacteria.

Calf thymus DNA (CT-DNA) was used to determine the DNA binding activity of the complexes
and pBR 322 plasmid DNA was used to determine the DNA cleavage activity. DNA agarose gel
electrophoresis method was used to determine both activities. It was determined that all of the complexes
tested had DNA binding activity, but complexes 1, 2 and 8 had better activity. When the DNA cleavage
activity of the complexes was examined, it was determined that all the tested complexes caused cleavage
in the single chain of DNA.

Keywords: Antioxidant, Antimicrobial, DPPH, DNA binding, DNA cleavage, Iridium (I11) complexes

Xi



1. GIRIS

Canlilarda kimyasal siire¢ Ozellikle serbest radikallerin olugmasi ve
oksitlenmesidir. Serbest radikallerin, farkli maddelerle reaksiyona girmesini kolaylastiran
neden yiiksek derecede reaktif olmasidir. Hiicre zarlarinin yapisina zarar veren serbest
radikaller, ayrica lipitlere, zarlar, proteinler ve nikleik asitlere de zarar verirler (Valko ve
ark., 2006). Oksidatif hasar olarak tanimlanan radikallerin saldiris1 sonucunda hiicre de
tahribat meydana gelir (Ardag, 2008). Biitiin canlilarda oksidatif stres meydana
gelebilmektedir. Insanlarda goriilen noérodejeneratif hastaliklardan  biri  olan
hipertansiyon, drolithiasis, pulmuner fibrosis, obezite, talaseminin patogenezinde,
sistemik lupus, alzheimer, dislipidemi, arteroskleroz, astim, parkinson, katarakt,
eritromatozu ve miyokardiyal enfeksiyon gelisiminde oksidatif stres oOnemli rol
oynamaktadir (Rahman ve ark., 2012). Bu durum hiicre hasarlarina yol agar. Hiicrelerin
hasar gormeleri kanser olusumuna neden olabilir. Serbest radikallerle reaksiyona giren
antioksidanlar, serbest radikallere etki ederek hiicrelerin zarar gérmelerini azaltir ve
engeller. Boylece hucrelerin erken 6liimleri ve kanser olusumlari azaltilir.

Enzimatik ve enzimatik olmayan; glutatyonrediktaz (GSSG-R), peroksidazlar
(GSH-Px), slperoksitdismutaz (SOD), glutatyonkatalaz (CAT), glutatyon (GSH), ve
antioksidan besinler, organizmadaki serbest radikalleri uzaklastirmak igin en dnemli
koruma mekanizmalaridir. Bir bagka ifade ile oksidatif hasar, serbest radikallerin agir
basmasi sonucu viicutta bu mekanizmalara kars1 olusur (Fang ve ark., 2002).

Son yillarda, ticari 6neme sahip olan ve salgin bulasici hastaliklarin tedavisinde
kullanilan antimikrobiyal ilaglarin yanlis ve ayrim yapmadan kullanilmasi nedeniyle,
insan patojenik mikroorganizmalarinda ¢oklu ila¢ direnci geligsmistir. Bu durum, bilim
adamlarin1 yeni antimikrobiyal kemoterapotik ajanlarin iyi bir kaynagi olan tibbi bitkiler
gibi ¢esitli kaynaklardan gelen yeni antimikrobiyal ajan arayisi icin tesvik etmistir
(Karaman ve ark., 2003).

Aragtirmacilar, viriislerin, bakterilerin, mantarlarin ve parazitlerin neden oldugu
bulasici hastaliklara kars1 yeni yaygin spektrumlu antibiyotikler gelistirmek icin yillardir
calistyorlar. Yaygin spektrumlu uzun siireli antibiyotik kullanimi, ilag¢ direncinin
gelismesine yol agar (Karaalp ve ark., 2009). Bulasici hastaliklarin tedavisinde yaygin
olarak kullanilan ticari antimikrobiyal ajanlarin rastgele kullanilmasi nedeniyle patojenik

mikroorganizmalarda insana karst coklu ilag direnci gelisir. Bundan dolay1 bilim



insanlar1, bakterilere karsi yeni antimikrobiyal ajanlar gelistirmek i¢in c¢aligiyorlar.
(Dogan ve ark., 2010). Bu nedenle antimikrobiyal madde arastirmalar1 artmaktadir.
Iridyum (IIT) kompleksin, potansiyel antibakteriyel ajanlar ve antikanser ajanlar1 olarak
oldukega gliclu S. aureus inhibitorlerinin daha da gelistirilmesi i¢in yararli bir iskele gérevi
gorebilecegini tahmin ediyoruz (Lu ve ark., 2015).

DNA, insan hayatinda 6nemli bir rol oynar ve DNA ile kiicliik molekiillerin
etkilesimi iizerine yapilan ¢alismalarin yeni farmasotik molekiillerin gelistirilmesinde
biiyiik 6nemi vardir (Calladine ve ark., 2004). Hucresel sistemdeki ¢esitli biyokimyasal
islemlerin kontrolii nedeniyle DNA'min ¢ok o©nemli bir ilag hedefi oldugu iyi
bilinmektedir (Karaman ve ark., 2003). Bu kompleksler, ¢esitli fizyolojik durumlarda,
cesitli tedavilerde DNA'y1 baglayabilir ve kirabilir. Bu ag¢idan, DNA bolinmesi
molekiiler biyoteknoloji, genetik miihendisligi ve saglam antikanser ila¢ tasariminda
faydalidir (Karaalp ve ark., 2009). Bu sebeple, bir ilag tasarimi ozellikle DNA’ya
baglanacak sekilde olmalidir. {laglarin DNA ya baglanmasi, DNA ’nin transkripsiyonunu
ve replikasyonunu inhibe ederek (DNA biikiilmesi, DNA sarmalinin tek veya ¢ift
dizisinin kirilmasi, DNA hasar1 gibi) DNA’da yapisal ve konformasyonel degisikliklere
neden olmaktadir. Genel olarak, kompleksler mindr oluga baglanarak veya baz giftleri
arasina interkalasyon yaparak DNA ile etkilesirler. DNA’ya baglanmaya ve DNA’y1
kesmeye uygun olan gecis metal kompleksleri, niikleik asit kimyasinin farkli
uygulamalarma bagli olarak diinya ¢apinda ilgi cekmektedir (Oztiirk ve ark., 2012; Shao
ve ark., 2003). Bu nedenle, boyle metal komplekslerini hazirlamak olduk¢a 6nemlidir.
Diizlemsel heterosiklik bazli gecis metal kompleksleri, farkli kimyasal reaktiflikleri, sira
dis1 elektronik 6zellikleri ve DNA ile nonkovalent etkilesimi sonucu olusan 6zgiin
yapilar1 agisindan niikleik asit kimyasinda énemli dlgiide dikkat gekmektedir. Ozellikle
bazi metal iyonlar ile farmakolojik ajanlarin kombinasyonu daha ¢ok gelismektedir.

Son zamanlarda, Ru-, Rh-, Re-, Os- ve Au bazli bilesikler dahil olmak {izere diger
gecis metal komplekslerine ek olarak, antikanser iridyum (III) kompleksleri de énemli
ilgi gordii. Ilging bir sekilde, iiciincii siradaki diisiik spinli bir d6 metal iyonu olan iridyum
(IIT) komplekslerinin baglangigta yiiksek antikanser aktiviteleri sergilemek i¢in fazla atil
oldugu diisiiniiliiyordu (Mou ve ark., 2017). Hiicre i¢i dagilim g¢alismalari, iridyum
komplekslerinin mitokondride segici olarak lokalize oldugunu gostermekte. Mekanizma
caligmalari, bu komplekslerin GO / G1 fazinda hiicre dongiisiinii durdurdugunu ve

mitokondriyal biitiinliigii etkileyebilecegini ve reaktif oksijen tiirlerine (ROS) bagiml



yolaklar yoluyla kanser hiicresi oliimiinii indiikleyebilecegini gostermektedir (Song ve
ark., 2017).

Metal kompleksleri, akilct ilag tasarim stratejileri i¢in ¢ok amagli platformlar
sunma konusunda énemli bir potansiyele sahiptir. Inorganik tibbi kimyada 6ncii bir nis
isgal ettiler, DNA'ya etkili bir sekilde baglanabilen ve hasar verebilen Cisplatin, 1978'den
beri gesitli kanserlerin klinik tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Antikanser
ilaclar olarak sisplatinin, oksaliplatin ve karboplatin ile birlikte klinik basaris1 énemli
Olclide artmistir. DNA / protein baglama kabiliyetinin yani sira potansiyel antikanser
aktivitesi olan genis bir ge¢is metali kompleksleri yelpazesinin gelistirilmesine olan ilgi.
Bununla birlikte, bu ilaglar nefrotoksisite, norotoksisite, gastrointestinal toksisite vb. gibi
bircok yan etkiye neden olur. Bu yan etkilerin iistesinden gelmek icin arastirmacilar, diger
gecis metalleri ile yeni kompleksler sentezliyorlar. Bunlar arasinda iridyum (III)
kompleksleri son yillarda biiyiik ilgi gdrmiistiir ve bazi iridyum (IIT) kompleksleri ilging
antikanser 0Ozellikler gostermektedir. Mao ve ark. iki siklometalize iridyum (I11)
betakarbolin kompleksinin, otofajik hiicre 6limdndn guclt indlkleyicileri olarak
tanimlandigin1 ve otofajinin ROS aracili ve kaspazdan bagimsiz oldugunu bildirdiler
(Mao ve ark., 2014). Fosforlu siklometalatl iridyum (III) polipiridin poli (etilen glikol)
(PEG) kompleksleri [Ir (N ~ C) 2 (bpyCONH-PEG)] (PF6) (bpy-CONH-PEG % 4- (N-
(2- (u -metoksipoli- (1-oksapropil)) etil) aminokarbonil) -40-metil-2,20-bipiridin)
karanlikta sitotoksik degildi (IC50> 300 mM); bununla birlikte, cogu 1s1mnlama iizerine
o6nemli Olcude sitotoksik hale geldi (1C50 ¥4 3.4e23.2 mM). Kompleks [Ir (ppy) 2 (dpp)]
(PF6), 0.86 = 0.30 mM'lik bir IC50 degeri ile MCF-7'de huicre buyimesini inhibe etme
konusunda ¢ok yuksek bir yetenek gosterir (Zhang ve ark., 2018).

Sisplatin ve analoglari, esas olarak DNA replikasyonuna miidahale eden ve ayrica
hlcre 6limdine yol agan platin-DNA eklentileri olusturarak antikanser ilaglar olarak islev
goriir. Bu platin bazli ilaglar en yaygin kullanilan antikanser terapdtikleri arasinda
olmalarina ragmen, istenmeyen yan etkilere ve kolaylikla edinilen ila¢ direncine neden
olur (Mou ve ark., 2017).

Sadler, Dyson, Cowan ve digerlerinin katkida bulundugu bu 6ncii ¢aligmalar,
metal ilaglarin etkili bir sekilde hedeflenmesinin hala gerekli oldugunu ortaya koymustur.
Farkli organelleri hedefleyen temsili metal kompleksleri, mitokondriye hedeflenen
liiminesan veya fosforesan iridyum (III) kompleksleri, lizozomlar1 hedefleyen rutenyum

(I) polipiridil kompleksleri ve hedeflenen bazi iridyum kompleksleri gibi fotodinamik



tedavi ajanlarimi icerir. Bu nedenle, metal komplekslerini goriintileme ve izleme,
mekanik anlayis i¢in ¢ok dnemlidir (Wang ve ark., 2018).

Platin bazli ilaglar klinikte yaygin olarak kullanilmaktadir ve basarilar1 bilim
adamlarmi yeni metal bazli antikanser ajanlar1 kesfetmeye tesvik etmektedir. Bununla
birlikte, platin bazli ilaglar klinik olarak etkili dozlarinda kanser kok hiicrelerine (CSC'ler)
kars1 etkisizdir. CSC'lerle miicadele etmek ve tiimor niiksiinii engellemek i¢in yeni
antitimor mekanizmasina sahip alternatif metal bazli ilaglar bulmak gereklidir. Son
zamanlarda, osmiyum (VI) kompleksi, bakir (II) kompleksi, nikel (II) kompleksi dahil
olmak Uzere birka¢ platin olmayan metal kompleksinin potansiyel anti-CSCs aktivitesi
sergiledigi bildirilmistir. Iridyum (IIT) kompleksi, altin (IIT) kompleksi ve rutenyum (II)
kompleksi, hepsi gogilis CSC'lerini tedavi ederken, GSC'leri tedavi edebilen metal-ilaglar
olarak bildirilmemistir (Peng ve ark., 2020).

Bu tez ¢aligmas kapsaminda Diyarbakir Dicle Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya
boliimii  ekibi tarafindan sentezlenen iridyum komplekslerinin antioksidan,

antimikrobiyal ve DNA baglanma-kirma 6zellikleri incelenmistir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1 Sentez Molekiller

Insanoglu asag1 yukar1 6000 y1l evvel giimiisiin, 6200 y1l evvel bakir ve 8000 yil
evvel altin araylp bulmasiyla metaller ile tamsmuslardir. (Url-1). Insanlk; tedavi
yontemleri ve tibbi uygulamalar i¢in, metalleri ve metal igeren karisim ya da bilesikleri
tarih boyunca kullanmistir (Bynum ve ark., 2006). Hipokrat’in milattan once yaklasik
400’10 yillarda bakir metalini, varise neden olan bacak Ulserlerini tedavi etmek igin
kullandig1 bilinmektedir (Hippocrates ve Chadwick, 1950). Iskenderiyeli simya bilginleri
milattan 6nce 200 yillarinda birgok ilact hazirlamak igin bakir siilfat1 kullanmiglar ve
giintimiizde de bakir stilfat tipta degerini korumaktadir (Dear ve Hunter, 2001).

Sisplatin biyolojik aktivitesini kesfeden Rosenberg tarafindan inorganik ilaglar
alaninda yeni bir alan agilmistir. (Muggia ve ark., 2015). Platin kemoterapétik ilaglarin
basarisi, platin antikanser komplekslerinin (Ir, Ru, Rh, Au, Fe, Ni, Co, Cu, Ag, Pd, Os,
Zn, Re, Sn, Ga, Mo, Ti, V ve lantanit) toksisite ve direng gibi kusurlarini iyilestirmek igin
diger inorganik ve organometalik komplekslerin arastirilmasini saglamistir (Mjos ve
Orvig, 2014). Bu bilesikler arasinda organometalik yar1 sandvi¢ Ir (III) ve Ru (II)
kompleksleri, iyi antikanser aktivitesi ve gesitli kanser hiicresi kiiltiirleri lizerindeki
seciciligi ve klinik platin ilaglarindan farkli etki mekanizmalar1 (MoA'lar) nedeniyle ¢ok
fazla ilgi ¢ekmistir (Liu ve Sadler, 2014). Ozelde, yari-sandvic Ir (111) ve Ru (I1)
kompleksleri fosforlu ligandlar1 tasiyan potansiyel antikanser ilaglar1 olarak ortaya
¢ikmustir ve klinik uygulamalara isaret etmektedir. Ornegin, monodentat amfifilik fosfor
ligand1 iceren nétr Ru (II) aren kompleksleri iyi antianjiyogenik ve antimetastatik
davranis sergilemistir ve primer tiimorlerin biiylimesini inhibe edebilir (Weissve ark.,
2014). Bu sonuglar notr yar1 sandvig Ir (IIT) ve Ru (II) komplekslerini anyonik fosfor
bidentat ligandlarin1 igeren ve biyolojik aktivitelerini aragtirmamizi saglamistir (Wang ve

ark., 2017).

2.2. Serbest Radikaller

Serbest radikaller yag molekiiliine saldirdiginda hiicre zarindaki yaglardan biri
yeni bir varyasyona ugrar. Bu degisiklik, bitkisel yaglarin acilasmasina neden olan bir

varyasyondur. Viicuttaki yaglar degistiginde; hiicre zariin yapisi ve iglevleri hasar gortir,

hiicre membran1 uzun siire besin, oksijen, su aktaramaz ve tiiketilen iirlinlerin imhasin



diizenleyemez. Serbest radikal saldirisinin devami; membranin yapisindaki lipit yapili
molekdllerin par¢alanmasina, hiicre membran yapisinin yirtilmasina ve hiicreyi olusturan
bilesenlerinin par¢alanmasina neden olur. Hiicre icerisinde bulunan bilesenlerin hiicrenin
disina akisi, ¢cevre dokulara da zarar verir. Serbest radikal saldirisi sonucu hiicre zarinin
tahrip olmasina "oksidatif hasar" veya "yaglarin oksidasyonu" denir. Dokulardaki serbest
radikal hasarimin, kalp hastaligt ve aterosklerozun baslica nedeni oldugu
diisiiniilmektedir. Kan hiicrelerinin (trombosit olarak) oksidatif hasarla atardamar
duvarlarina yapismasi ve kolesteroliin artmasi arterlere zarar verir (Ak, 2006). Insan
viicudunda stirekli olarak serbest radikaller ve diger reaktif oksijen tiirleri olusur. Ornegin
suiperoksitler (O+2) ve H202 in beyin ve sinir sisteminde meydana geldigi bilinmektedir.
Insan beyninin baz1 bélgeleri demir bakimindan zengindir, bu durumda serbest radikal
reaksiyonlart kolayca uyarilabilen bir formda mobilize olur. Antioksidan savunma
mekanizmasi, mevcut O ve H202 giderilebilir. Stiperoksit dismutaz hizli bir sekilde Os”
2 ve H202’e cevirilebilir. Peroksizomlarda ise katalaz H20:‘i su ve oksijene kolayca
cevrilebilmektedir (Ak, 2006).

Serbest radikaller, viicudu cevreleyen organizmalari yok ederek viicudun
hastaliklara karsi direncini artirir. Ancak fazla tiretildiginde viicutta hastaliklara yol
acarak bazi yerlerde hasara neden olabilir. Serbest radikal reaksiyonlarinin sebep oldugu
hastaliklarda artis oldugu goriilmektedir. Bunlari {i¢ grupta toplayabiliriz (Tablo 2.1.)
(Kiyak, 2013).



Tablo 2.1. Serbest radikallerin artiginin neden oldugu hastaliklar

Kardiyovaskiiler sistem patolojisi

Arterosklerozis (Damar sertligi) | Savunma sistemindeki asir1 yiiklenme veya hatalar

Deri bozukluklar:

Solar radyasyon zehirlenmesi Yiiksek veya diisiik radyasyon enerjisi ile doku hasari

Olusan zararl (toksit) maddeler

Metal iyonlar1 (Hg, Fe, Cu) Gecis metallerinden oksijene elektron transferi

Kanser Mesane, Bagirsak, Gogiis, Kolorektal, Karaciger, Akgiger, Ldsemi,

Deri, Prostat

Zenobiyotikler Ilag ve toksin kullaniminda

Akciger diizensizlikleri

Yetiskin solunum stresi | Aktiflesmis fagositik hiicrelerin agir1 02¢-, H,0, tretimi

solunumu

Asbestosis Aktiflesmis fagositik hiicrelerin asir1 02¢-, H,0, Uretimi

Demir yiklenmesi

Idoyopatikhemokromatosis Gegis metallerinden oksijene elektron transferi sonucu

Talesemi Gegis metallerinden oksijene elektron transferi sonucu

Inflamatory(atesli) diizensizlikler

Astim Aktiflesmis fagositik hiicrelerin asir1 02¢-, H20, retimi

Romatizmalartirit Aktiflesmis fagositik hiicrelerin asir1 02¢-, H,0, Uretimi

Beyindeki duzensizlikler

Anoksia Kandaki oksijen azlig1

Norallipofuskinosis Hiicrelerdeki yapisal bozunmalar

Alzhemier hastaligi Aktiflesmis fagositik hiicrelerin asir1 02¢-, H,0, tretimi
Parkinson hastalig1 Hiicrelerdeki yapisal bozunmalar

Downsentromu Savunma sistemindeki asir1 yiiklenme veya hatalar
Multipleselerosis Hiicrelerdeki yapisal bozunmalar

Canlilarda hidroksil OHe, peroksit ROOs«, nitrik oksit NO« ve siiperoksit Oze- gibi
serbest radikaller oldukca dnemlidir. T1p ve biyolojide serbest radikallerin rolii ve 6nemi

ile ilgili caligmalar bir hayli fazladir (Halliwel ve Gutteridge, 1989).

2.2.1. Reaktif Oksijen ve Oksijen Turleri (ROT)

Molekiiler oksijenin (O2) iki kovalent baga sahip olmasina ragmen, molekiiliin
paramanyetik yapisi, eslenmemis elektronlar icerdigini gosterir. Molekiil minimum enerji
seviyesindeyken dis orbitallerdeki iki elektron ayni yonde ve farkli orbitallerdir (Lee,
1991; isbilir, 2008). Serbest radikal tanimia gére, oksijen bir “diradikal” olarak kabul



edilir. Oksijen diradikal, diger serbest radikaller ile ise kolayca reaksiyona girerken,
radikal olmayan maddelerle, spin ajaninin kisitlanmasindan dolay1 yavas yavas
reaksiyona girmistir (Akkus, 1995; Isbilir, 2008).

Oksijen radikalleri, kimyasal ve fiziksel faktorlerle birlikte oksijen bakimindan
zengin bir ortamda zorunlu metabolik reaksiyonlar sonucu (Uretilir. Biyolojik
sistemlerdeki en o6nemli serbest radikallerden biri oksijen radikalleridir. Oksijen
radikalleri arasinda hidroksil radikali (OH), stperoksit radikali (O2.") ve radikal olmayan
hidrojen peroksitin (H202) 6zel bolgelerini igerir ve “reaktif oksijen turleri (ROT)” olarak
bilinir (Isbilir, 2008).

Reaktif oksijen tirleri; hiicrede merkez karbona sahip organik radikalleri (R), tiyil
radikalleri (RS'), alkoksil (alkoksi) radikalleri (RO ve peroksil (peroksi) radikalleri
(ROO) gibi 6nemli serbest radikallerin olusmasina neden olan serbest radikal zincir
reaksiyonlarini baglatabilir. Oksijen ile tiyil radikalleri tekrar reaksiyona girebilir ve
bunun sonucunda tiyil peroksil (RSO2) veya silfenil (RSO:) gibi radikalleri de
olusturabilmektedir. (Akkus, 1995; Isbilir, 2008).

Bununla beraber serbest bir radikal, yeni bir radikal olusturmak i¢in radikal
olmayan bir madde ile reaksiyona girerler. Biyolojik molekullerin buyuk bélimu radikal
olmadiklar1 i¢in, reaktif bir radikalin hiicre igi sartlarda olusumu, genellikle zincir

reaksiyonunun baslamasina neden olabilir (Nehir ve ark., 1999; Isbilir, 2008).

2.2.2. Serbest Radikal Olusturan Faktorler

Esas olarak i¢sel (endojen) kaynakli ve digsal (eksojen) kaynakli olmak tizere
ikiye ayirabiliriz.
Digsal (Eksojen Kaynaklar): Alkol ve ilaglar, UV 1sinlari, stres, yetersiz beslenme,
cevresel etkenler: (hava kirliligine neden olan fotokimyasallar, ksenobiyotikler,
pestisitler, ekstrem sporlar, ¢oziiciiler, anestezik maddeler, sigara dumani, aromatik
hidrokarbonlar gibi) (Akkus, 1995). Ayrica serbest radikal olusturabilen Fenton ve
Haber-Weiss reaksiyonlarinin hizini, serbest formda bulunan bakir, demir ve krom gibi
metaller artirabilir (Bercu ve ark., 2011).
Fenton Reaksiyonu: H202 + Fe 2 — OH ™+ OH ~ + Fe *3
Haber-Weiss reaksiyonu: H202 + 0>+ H* — H20 + OH™ + 02

Beslenmede yiiksek enerjili gidalarin asir1 kullannominin ve okside yag igeren
besinlerin tiiketilmesinin viicutta radikal olusumuna neden olarak hiicresel bilesenlere

zarar verdigi bilinmektedir. (Henry ve Chan, 1987).



I¢sel (Endojen) Kaynaklar:

1. Kugik molekdllerin otooksidasyonu: Cozinlr 6zelliklere sahip olan oksido
indirgeme reaksiyonlarima girebilen kiiclik molekiiller, nétr bir sivi  ortamla
karsilastiklarinda serbest radikal olusumuna neden olur. Ornegin; antibiyotikler,
flavoproteinler, katekolaminler, tiyoller, tetrahidropridinler, flavinler ve hidrokinonlar
gibi.

2. Enzimler ve proteinler: Serbest oksijen radikallerinin olusmasinda bazi enzim
ve proteinlerin Kkatalitik donguleri etkili olabilirler. Bu enzimlerden biri, normalde
Nikotinamid Adenin Dintkleotid (NAD) bagimli dehidrojenaz olarak gorev yapan ve
herhangi bir radikal olusumuna neden olmayan ksantinoksidazdir. Ancak hiicre igi
sartlarda olusturulan iskemi, siiperoksit radikali olusumunda, enzimin dehidrogenaz
formundan oksidaz formuna doniisiimii gézlenir.

3. Mitokondriyal elektron tagima.

4. Peroksizomlar.

5. Oksidatif stres yapic1 durumlar: Iskemi, travma, intoksikasyon gibi.

6. Gegis metal iyonlari: Ozellikle demir ve bakir radikal olustururlar.

7. Endoplazmik retikulum.

8. Arasidonik asit metabolizmasi (Takim, 2010).

2.2.3. Serbest Radikallere Kars1 Hiicre Savunmasinin Ozellikleri

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ve reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu
hiicresel hasar1 6nlemek icin bir¢ok savunma mekanizmalar1 olusturulmustur. Hiicresel
yapilarin  olusturduklar1 bu mekanizmalar genellikle antioksidanlar  olarak
bilinmektedirler. Antioksidanlar, baslica dort yolla hiicresel yapilarda olusan oksidanlari
etkisiz hale getirirler (Giimiistas ve Atukeren, 2008).

1. Siipiirme etkisi (Scavenging): Hiicrede olusan oksidanlar1 etkisizlestirmek igin
daha zayif yeni bir molekiile donistiiriir. Antioksidan molekiillerin ve antioksidan
enzimlerin etki mekanizmalar1 bu sekildedir.

2. Sondiirme etkisi (Quenching): Oksidanlar1 inaktif hale getirmek icin, bir
hidrojenin oksidanlara aktarilmasi ile gergeklestirilir. Vitaminler ve flavonoidlerin etki
mekanizmlari bu sekildedir.

3. Zincir reaksiyonlarin1 kirma etkisi (Chain Breaking): Oksidanlarin inaktif hale
gelmesi i¢in seriiloplazmin, hemoglobin ve agir metaller kendisine oksidan baglayarak

etki gostermektedirler.



4. Onarma etkisi (Repair): Patojen etkinin ortadan kaldirilmast igin, oksidatif
hasara ugramis olan biyomolekiiliin onarilmasi1 seklinde gerceklesir (Gokpinar ve ark.,

2006).

2.3. Antioksidan Maddeler ve Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri

Antioksidanlar, hiicrenin zarar gérmesine neden olan hicrede var olan serbest
radikalleri siipiiren veya olusumunu bloke eden ve yapisinda genel olarak fenolik
fonksiyon bulunduran molekillerdir. Hicrede siper gorevi yapan bu kimyasal
molekillerin 6zelligi, serbest radikalleri etkisizlestirmek ic¢in kendi elektronlarini
vermeleri ve bu esnada serbest radikal haline dénmemeleridir (Moerman, 1996).

Viicudumuzda ve gidalarda karbonhidratlar, proteinler, niikleik asitler, lipidler ve
benzeri oksitlenebilir oksidasyon iirtinleri canli organizmalara zararh olabilecek sekilde
olusabilir (Boga, 2007).

Serbest radikaller viicutta nétralize edilmediginde, hiicre zar1 proteinlerini yok
ederek hucreleri 6ldurar, zar lipidlerini ve proteinlerini ortadan kaldirarak hiicre zarini
sertlestirir, hiicre fonksiyonlari engeller, ¢ekirdek zarini kirar, ¢ekirdekteki genetik
materyali etkiler, DNA'y1 savunmasiz birakir, bagisiklik sistemindeki kirilma,
mutasyonlar ve hiicreleri yok etme, bagisiklik sistemini zayiflatmak gibi hasara neden
olabilir (Sertsever ve Gok., 2003).

Antioksidanlar bulunduklar1 ortamlarda oksidasyon ile bozunmaya ugrayacak
substratlar1 oksidasyona karsi koruyan veya diisiik konsantrasyonlar da bile oksidasyonu
tamamen ortadan kaldiran bilesiklerdir. (Becker ve ark., 2004).

Canli hiicrelerin yapisinda bulunan karbohidrat, lipid, protein ve DNA gibi
oksitlenebilir maddeleri, antioksidanlar; serbest oksijen radikallerini ndétralize ederek
etkilenmemesini veya yeniden olusmamasini saglayan maddelerdir. Sekil 2.1. de
gosterildigi gibi antioksidanlar1 simiflandirmak uygundur (Shahidi ve Wanasundara,
1992).
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Sekil 2.1. Antioksidanlarin genel siniflandirilmasi (Shahidi ve Wanasundara, 1992)

Antioksidanlar icin, Amerika Bilesik Devletleri Gida ve Ila¢ Idaresi (FDA)
tarafindan yapilan tanim ise; oksidasyonun neden oldugu acilasmay1, bozulmay1 ve renk
degisikligini geciktirerek gidalarin muhafazasinda yararlanmaya misaade eden
molekdllerdir (Elitok, 1996). Antikosidanlar saglik alaninda oldugu kadar gida
sektoriinde de dnemli yere sahip olmaktadir.

Gida endiistrisinde en genis kullanim alanina sahip sentetik antioksidanlar; biitil
hidroksianisol (BHA), propilgallat (PG), butil hidroksitoluen (BHT), bitil hidroksianisol
(BHA), ve tersiyer butil hidrokinon (TBHQ) dur (Elitok 1996).

Propilgallat (PG): Hayvansal icerikli ve bitkisel igerikli yaglarda en yaygin olarak
kullanilan yapay antioksidanlardandir. Gallik asitin esteri olan ve kati kristaller halinde

olan beyaz renkteki propil gallattir (Gokalp ve Cakmakgi, 1992).

OH

HO OH

C—O—(CH,),—CHj

O

Sekil 2.2. Propil Gallat molekiiliiniin yapis1
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Bdtil hidroksianisol (BHA): Kati halde mumsu bir yapiya sahip olup beyaz
renktedir, bitkisel icerikli ve hayvansal icerikli yaglarda kullanilmaktadir. BHA
antioksidan, 2-tersiyerbutil-4- hidroksianisol (%15) ile 3-tersiyerbutil-4-hidroksianisol
(%85) izomerlerinin karigtmi halinde ticari olarak bulunur. Hayvansal yaglardaki

antioksidatif etkisi, bitkisel yaglardaki etkisine gore daha fazladir (Kiyak, 2013).

OH OH

C(CH3)s

C(CH3)s

OCH;3 OCH;

Sekil 2.3. BHA (Biitillendirilmis hidroksi anisol) molekiiliiniin yapisi

Buitil hidroksitoluen (BHT): BHT (2,6-ditersiyer bitil-4-metil fenol); kristal yapili
beyaz renklidir. Bdtil hidroksianisol (BHA) gibi bu antioksidan da 1siya oldukga
dayaniklidir. Yiiksek 1siya dayanikli oldugu icin pisirme, haslama ve kizartma gibi
yiiksek 1s1ya tabi tutulan islemlerde daha fazla ortamda kalir ve gidanin dayanikliligini
arttirir. Biitil hidroksianisol ile es etki gosterirken, propilgallat ile es etki gostermez
(YYanishlieva ve Gordon, 2001).

OH

(H3C)sC C(CH3)s

CHs

Sekil 2.4. BHT(Biitillendirilmis hidroksi toluene) molekiiliiniin yapisi

Tersiyer bitil hidrokinon (TBHQ): TBHQ, bitkisel yaglarda yiiksek etkiye sahip

olan bir antioksidandir. Kristal yapiya sahip, beyaz ile acik kahverengi arasi renktedir.
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Diger antioksidanlarla kiyaslandiginda birden fazla uygulamada en iyi etkiyi gosterdigi

belirtilmistir (Yanishlieva ve Gordon, 2001; Altug, 2001).

OH

C(CH3)s

OH

Sekil 2.5. TBHQ (tersiyerbutil hidrokinon) molekiiliiniin yapisi

Amerikan halki iizerinde yapilan bazi antioksidan arastirmalarinda, BHT tarz1
sentetik antioksidanlarin viiciida asir1 alinmas1 durumunda adipoz dokuda depolandigi ve
viicuttan atilamadigr saptanmistir (Halliwel ve Gutteridge, 1989). Genis kullanim
alanlarina sahip olan sentetik antioksidanlarin istenmeyen yan etkilerinden dolay1
kullanim alanlar1 son donemlerde ciddi sekilde sinirlandilmistir. Bu istenmeyen
sebeplerden dolay biitil hidroksianisol (BHA), propil gallat (PG), butil hidroksitoluen
(BHT), bitil hidroksianisol (BHA), ve tersiyer bitil hidrokinon (TBHQ) gibi sentetik
antioksidanlar, a-tokoferol ve askorbik asit gibi dogal antioksidanlardan daha yiiksek
aktiviteye sahiptir. Sentetik antioksidanlarin, dogal antioksidanlardan daha yliksek
aktiviteye sahip olmalarina ragmen, dogal antioksidanlar (a-tokoferol ve askorbik asit)

yaygin bir sekilde yagli maddelerin iiretiminde kullanilmaktadir (Nisihina ve ark., 1991).

2.3.1. Antioksidan Aktivite Tayinleri

Antioksidanlarin ¢esitliligi, onlar1 sebze-meyve matrikslerinden ayirmayi ve
kendi miktarlarini belirlemeyi zorlastirir. Ayni zamanda antioksidanlarin koordineli
hareket ederek birbirlerinin etkisini artirmasi da miimkiindiir. Bu nedenle, toplam
antioksidan seviyeleri, bitki Oziitlerinde ve biyolojik sivilarda ol¢iim yapmak igin
giivenilir yontemlere dogrudan ihtiya¢ duyar. Antioksidan tayinlerinde reaksiyon tiiriine
gore simiflandirma yapilabilir (Apak ve ark., 2007):

e Elektron transferine dayanan yontemler

e Hidrojen atomu transferine dayanan yontemler
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2.3.1.1. DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil)

DPPH yo6ntemi, birgok bilesigin radikal temizleme aktivitesi ve taranmasi igin
basit, hizli ve kullanish bir yontemdir. Bir elektron veya hidrojen radikali aldiginda,
DPPH daha kararli hale gelir ve 517 nm'de absorpsiyonu azalir. Maksimum absorbansi
gosteren bu radikal alkol ortaminda mor renktedir. Imidazol iceren iyonik
heterosikllerinnon iyonik olanlardan daha ylksek bir DPPH aktivitesi sergiledikleri
gosterilmistir ¢linkli imidazoliin rezonans yapilari, pozitif yiikiin iki halkali nitrojen
atomlar1 iizerinde dagilimina yol agar. DPPH deneyi, imidazol {izerinde basit ve kisa alkil
zincirlerine sahip hedef bilesikler i¢cin 6nemli antioksidan aktivite gosterirken, son
zamanlarda Sharhan ve arkadaslar tarafindan gosterildigi gibi, zincir uzunlugunun
arttirtlmasi aktiviteyi azaltir (Rafikova ve ark., 2020).

DPPH radikali ile antioksidanlar arasindaki etkilesim sonucu radikalin absorbans
degeri azalir. Bilesiklerin antioksidan aktivite Olgiimleri bu absorbans azalmasina
dayanilarak yapilir. DPPH radikali ile antioksidan arasinda ger¢eklesen reaksiyon (Son

ve Lewis, 2002) Sekil 2.6’da gosterilmistir.
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Sekil 2.6. Antioksidanlarin DPPH ile radikal siipiirme reaksiyonu
2.3.1.2. Metal Selatlama

Selatlama ajanlarinin radikal bozulmasini geciktirmek i¢in onemli oldugu iyi
bilinmektedir. Redoks aktif metal kataliziyle iligkili ROS olusumunu 6nlemenin ana
stratejisi, metal iyonlarmin selatlanmasidir. Ferrozin, Fe?* kantitatif olarak reaksiyona
girebilir ve kirmizi1 renkli bir kompleks olusturabilir. Bu selatlama reaksiyonu, diger

selatlama bilesiklerinin mevcudiyeti ile sinirhdir ve Ferrozine-Fe?* komplekslerinin

14



kirmizi renginin azalmasi ile sonuglanmaktadir. Renk azaltiminin 6l¢timii, Demir iyonlari
icin Ferrozin ile rekabet edecek selatlama aktivitesini tahmin eder (Agirtas ve ark., 2017).

Gegcis metali demir, peroksitlerden serbest radikal iiretme yetenegine sahiptir ve
insan kardiyovaskiiler hastaliklarinda yer alabilir. Fe?*oksidan dretimine ve lipit
peroksidasyonuna neden oldugundan, konsantrasyonunu en aza indirgemek oksidatif

hasara kars1 koruma saglar (Agirtas ve ark., 2014).

2.3.1.3. Demir Indirgeme Giicii

Bu test sistemi, biyolojik sivilarin ya da saf bilesiklerin demir indirgeme
yeteneklerini belirlemek amactyla gelistirilmis bir yontemdir. (Pulido ve ark., 2000).
Diisik pH degerinde ferrik-tripiridiltriazin  (Fe*-tripiridiltriazin) kompleksinin

antioksidanlarin varliginda Fe*?’

ye indirgenmesi esasina dayanir. Bu reaksiyon sonucu
koyu mavi renk agi8a ¢ikar (Benzie ve Strain, 1996).

Indirgeme giiciine sahip bilesikler, lipid peroksidasyonunda oksidatif ara
maddeleri azaltmak i¢in antioksidanlar olarak kullanilabilir (Kili¢ ve ark.2020). Plazmada
bulunan serbest hemoglobin, demir iyonlar1 gibi davranip viicuttaki serbest hidroksil

radikalleri ortaya ¢ikarmaktadir (Sadrzadeh ve ark., 1984). Bu yontemle metal iyonlarinin

indirgeme antioksidan giicli hesaplanmaktadir.

2.4 Antimikrobiyal Aktivite

Kabul edilen antibiyotik tanimina gore bazi mantar ve bakteri tilirleri yoluyla elde
edilen, mikrobiyostatik veya mikrobisit etki gdsteren maddelere antibiyotik denir.
Mikrobiyostatik maddeler mikroorganizmalarin liremesini durdurucu etki gosterirken,
mikrobisit maddeler ise mikroorganizmalar1 oldiiriicii etki gosterirler (Akyiiz, 2007;
Burnaz, 2007).

Antibiyotikler enfeksiyonlara neden olan mikroorganizmalara kars1 yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bunlarin baglica 6nemli etkileri patojen mikroorganizmalarin
aktivitelerinin  ve iremelerinin  durdurulmasi {izerine olsa da antibiyotik
uygulamalarindan yararli mikroorganizmalar da etkilenebilmektedir. Uzun siireli
antibiyotiklerin kullanilmalar1 sonucunda patojen mikroorganizmalarin direnclerinin
artmasina ve antibiyotiklerin zamanla etkilerinin yitirilmesine yol agmaktadir (Alsheik ve
Trappe, 1983).

Antibiyotiklerin, son doénemler de tim toplumlarda bilingsiz ve gelisi giizel

kullanimindan dolay1, insanda patojen etki yapan bakterilerin etken ilaglara kars1 direng
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kazandig1 arastirmalarla tespit edilmistir. Yine etken ilaglara karsi direng gosteren,
patojen etkiye sahip bakteriler ve mantarlar nedeniyle 6zellikle immun sistemi
zayiflamistir ve kanser, AIDS, salginlar gibi enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinin
zorlastig1 gorilmiistiir (Facey ve ark., 1999; Ahmad ve Beg, 2001).

Tiim bu nedenlerin yani sira hastaliklarin tedavisinde kullanilan bazi sentetik
ilaclarin yan etkilerinin fazla olusu, sentetik ilaglarin zor elde edilisi ve maliyetlerinin
yliksek olmasi gibi nedenlerden dolay1 bu ilaglar daha az tercih edilmektedir. Son yillarda,
bitkisel ilaglardan elde edilen bazi ilag primerlerinin sentetik olanlara gére daha ucuz daha
kolay elde edilebilir olmasi ve ilaglarin ¢esitli etkilerinin olmasi nedeniyle diinyada sifal
bitkiler ve bitkisel ilaglardan elde edilen etken maddeler ile ilgili ¢alismalar artmistir
(Baytop, 1999; Keles ve ark., 2001).

Giintimiizde bulasic1 hastaliklar, mikroorganizmanin etken antibiyotiklere karsi
duyarlilik testinin neticesine gore enfeksiydz ajanin hassas oldugu en elverisli
antimikrobiyal ajan ile tedavi edilmektedir. Temel olarak, mikroorganizmalarin

antimikrobiyal hassashigi iki farkli yontemle belirlenebilir (Murray ve ark., 2009).

2.4.1 Disk Difuzyon Yontemi

Test edilecek bakteri populasyonundan uygun kati ortam {izerine ekim yapilir.
Antimikrobiyal kompleks emdirilen bos diskler ekim yapilmis petri kaplarinda agar
tizerine birakilir. Zon olusup olusmadigini gdzlemlemek i¢in optimum sicaklikta yeterli

suire inkiibasyona birakilir (Ilhan ve ark., 2014).
2.4.2. Calismada Kullamlan Mikroorganizmalar

2.4.2.1. Staphylococcus aureus

Insanlarda bir¢ok enfeksiyonlara neden olabilen bir bakteri olan Staphylococcus
aureus ortam sartlarina dayanikli yapida olduklarindan dogada c¢ok yaygin olarak
bulunurlar. Insanlari enfekte eden patojen stafilokoklarin kaynagi da insanlardir.
(Hacibektasoglu ve ark., 1993). Dogal olarak, insan ve hayvan digkisinda maksimum
olarak burun ve bogaz bosluklarinda, cilt apseleri ve yaralarinda, agirlikli olarak aknede
yogunlagmistir. Ayrica gida ve gida isletmelerinde, el ile gida hazirlayicilarinda, hastane
personelinde ve yaygin olarak hastane ortamlarinda bulunurlar. Tasiyicilar tarafindan,

nazal stafilokoklar ¢evreye dagilarak risk olusturmaktadirlar. Ozellikle gida sektoriinde
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tagiyict olan ve elleriyle yemek hazirlayanlar, stafilokokal gida zehirlenmesinin 6nemli

bir kaynagidir (Giilbandilar, 2009).

2.4.2.2. Bacillus cereus

Bacillaceae ailesinden olan Bacillus cereus endospor olusturabilen, hareket
yetenegine sahip, yaklagik 5 mikron uzunlugunda ve 1,2-1,5 mikron ¢apindadir. Gram
boya ile boyanabilen, pozitif faklltatif aerop basil seklinde bir bakteridir. Bitki ortiisii ve
toprak tizerinde genis yayilim alanina sahiptir. B. cereus bakteri tirtndn virulans
faktorleri arasinda hemolizin, nekrotizanekzotoksin, proteaz, emetik toksin ve lesitinaz
gibi enzimler bulunur. B. cereus, kusturucu ve ishal olmak iizere iki farkl tiirde ortaya
cikan gida zehirlenmesi, neden oldugu en yaygin bulasici hastaliktir. Ayrica travma
sonras1 endoftalmi, keratit, panoftalmi gibi goz enfeksiyonlari; yaniklara, yaralara ve cilt
enfeksiyonlarina, menenjite, alt solunum yolu enfeksiyonlarina, endokardite,

bakteriyemiye ve sepsise neden olabilir (Mengeloglu ve ark., 2011).

2.4.2.3. Escherichia coli

Enterobacteriaceae ailesine ait gram negatif bakteri turi olan E. coli
mikroorganizmalar1 klinik 6rneklerden en ¢ok izole edilen grubunu olusturmaktadir.
Escherichiae coli, insan barsak florasinda yasayan bir bakteri tiiriidiir. Escherichiae coli
hemolitik iiremik sendrom (HUS), iiriner sistem enfeksiyonlari, pndmoni, menenjit,
sepsis, apse, peritonit, ishal, siniizit vb enfeksiyonlara da yol agmaktadir (Washinton ve
ark., 2006).

2.4.2.4. Enterococcus hirae

Enterokoklar ¢gogunlukla bagisiklik sistemi zayiflamis hastane ortaminda calisan
kisilerin endojen florasindan kaynaklanan endokardit, sepsis, bakteriyemi, menenjit,
peritonit, yumusak doku infeksiyonlari, cilt ve neonatal Uriner sistem infeksiyonlari,
intraabdominal veya pelvik infeksiyonlar gibi cesitli infeksiyonlara neden olabildigi
gorulmektedir (Sava ve ark., 2010).

Enterokoklar, cilt, yuamusak doku ve iiriner sistem enfeksiyonlarinin en yaygin
ikincil nedeni olarak, septisemilerin ise son yillarda birincil nedeni olarak ortaya
cikmaktadir (Fatima ve ark., 2005). Gram-pozitif bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde
kullanilan antimikrobiyal maddelere karsi enterokoklar, kismi veya tam direng gdsteren

en oOnemli bakteriyel mikroorganizmalardir (Conceicdo ve ark., 2011). Tedavi
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seceneklerinin siirli oldugu bu vakalar i¢in penisilin, aminoglikozid ve glikopeptidlere

kars1 enterokoklarin direng gelisimi onlari 6nemli kilmaktadir (Berktas ve ark., 2013).

2.4.2.5. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas’lar Gram negatif, sporsuz, toprak ve bitki gibi ¢esitli g¢evre
kosullarinda yaygin olarak bulunabilen, ubiquiter 6zellikte bakterilerdir. Etken kolay
iireyebilme yetenegi nedeniyle de diinyanin her kesiminde biiyiik sorun olusturmaktadir.
P. aeruginosa enfeksiyonlar1 konak¢inin immun sisteminin zayiflamasinin yani sira
bakteriye ait ¢ok cesitli virulans faktorlerinin de katkisi ile ortaya ¢ikar (Erdem, 1999;
Bilgehan, 2000). Basta kronik akciger enfeksiyonlari olmak lizere bir¢ok enfeksiyon
hastaliklarmin gelisiminde P. aeruginosa, énemli bir role sahiptir (Sariken ve Oz, 2017).

2.4.2.6. Legionella pneumophila

Legionellaceae familyasinin Uyeleri genellikle kapsul ihtiva etmeyen, gram
boyalar1 ile zor boyanan (negatif), aerobic solunum yapan, sporsuz ve
hareketli, pleomorfik goriinumde comak seklindeki bakterilerdir. Gram negatif grubunda
tanimlanmalarina ragmen, Gram boyama yontemiyle zor boyanirlar. Legionella tlrlerinin
oOlgllerine bakildiginda 0,3-0,9 pum eninde, 2-20 um boyundadirlar. Klinik ve doku
orneklerine  bakildiginda bulunan mikroorganizmalar, 1-2 pm’lik kokobasil
goériniminde olmalarina ragmen, Legionella turleri besiyerinde Urediklerinde uzun,
filament6éz formlarda gordlebilirler. Potansiyel salgmlarin  6nlenebilmesi igin
Legionellaceae  familyasindaki  tlrlerin  ekolojilerinin  bilinmesi  gereklidir.
Legionellaceae familyasindaki tlrlerin dogal kaynaklari; termal sular, goller, nehirler ve
nemli kazi topragidir (Yu, 1995; Mandell ve ark., 1995).

2.5. Kanser

Tibbi agidan kanser; DNA hasar1 sonucu kontrolsiiz blytme, bélinme ve bunun
sonucunda ¢ogalan elementlerin bagka yerlere yayilmasi sonucu viicudun herhangi bir
yerindeki hiicre ve dokularin organizmanin kontroliinden ¢ikmasiyla olusan lezyonlardir
(Url-1). Kanserin ana nedeni, hiicre bolinmesi sirasinda hatali DNA replikasyonu sonucu
hiicre farklilagmasidir (Url-2). Tipta neoplazm olarak adlandirilan bu durum sonucunda
hiicrelerin biiylimesi ve sayisinin artmasi ile tiimor olusur. Tiimorler yayilis yapip
yapmamalaria gore iyi huylu timér ve k6t huylu timér olmak Gzere iki gruba ayrilir.

Iyi huylu tiimorler de kanserli hiicre bulunduklar1 bolgelerden baska bolgelere
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yayillmazlar. Iyi huylu tiimérler bulunduklari bélgeden alindiklarinda tekrardan
olusmazlar. Kotii huylu tiimorler ise olustuklar1 bélgeden baska bolgelere de yayilabilir.
Koétii huylu tiimorlerin bu yayilist metastaz olarak adlandirilir. Kot huylu tiimoérler

alindiklarinda tekrar ortaya ¢ikabilir.

Normal — Hyperplasia —> Dysplasia —> Cancer

Sekil 2.7. Normal, hiperplazi, displazi ve kanserli hiicreler (Url-3)

Kanser vakalarinda, genetik faktorlerin, dengesiz beslenme, alkol tiiketimi, sigara,
radyasyon, viriisler ve kimyasallar kanser olusumu nedenleri arasinda gosterilebilir. Her
yil yaklasik olarak 11 milyon insan kanserden olumsuz etkilenmekte ve son yillarda
kanser teshisi konan insanlardan 24.6 milyonun hala hayatta oldugu tahmin edilmektedir.
Kanser teshisi konmus bu kisilerin hemen hemen yarist1 Avrupa kitasinda ve Kuzey
Amerika kitasinda yagamaktadir. Kanser nedenli yasamini yitiren kisi sayisinin 2030 yili

itibariyle 12 milyon olacagi tahmin edilmektedir (Url-4).

2.6. DNA Baglanma ve Kirma

DNA baglanma ve kesme testleri, ¢esitli kosullar altinda DNA {izerindeki
komplekslerin 6zelliklerini belirlemek i¢in hizli, basit ve giivenilir bir testtir. Bu testin,
goruntulenme yontemi agaroz jel elektroforez ile gergeklestirilir. Goriintiillemeden sonra
DNA bantlarinin konformasyonu, DNA baglama ve kirma aktivitesinin yorumlanmasina

izin verir. (Karas ve ark., 2013).
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2.6.1. DNA Baglanma

Son yillarda cesitli maddelerle yapilan DNA baglama c¢alismalar1 dikkat
cekmektedir. DNA’ nin bazi molekiillerle etkilesimi, DNA parmak izi ajanlari, sentetik
restiriksiyon enzimleri, kemoterapdtik ilaglarin tasarimi ve gelisimiyle yakindan
alakalidir.

DNA ile baglanma yapabilecek komplekslerin birinci derecede 6nemli 6zellikleri
DNA baglanma sekillerinin tespit edilmesidir (Suh ve Chaires, 1995). Bilesiklerin
DNA’ya baglanmasi kovalent ve kovalent olmayan yollarla gerceklesir. Kovalent
olmayan etkilesimleri; elektrostatik etkilesimler, araya girme (interkalasyon) ve oyuga

baglanma olmak iizere lige ayirabiliriz (Sekil 2.8).

Inte rkalasyon

Major Oyuga Baglanma

Major Oyuk Elektrostatik
Etkilesimle
— Baglanma
Minor Oyuga Bag
Minor Oyuk or Oyuga Baglanma

Bis-Interkalasyon
Sekil 2.8. DNA’ya kovalent olmayan baglanma tiirleri
Elektrostatik etkilesimlerde pozitif yliklii bilesikler ile DNA’nin polianyonik

seker fosfat omurgasi arasinda elektriksel bir etkilesim meydana gelir (Sekil 2.9). Bu

etkilesim DNA’ nin yapisini bozmazken sadece stabilize iizerinde etkilidir.
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Sekil 2.9. DNA’ya elektrostatik olarak baglanma model 6rnegi

Araya girme (Interkalasyon) ile baglanan bilesikler ise diizlemsel, heteroaromatik
ya da aramotik yapidadirlar. Bu bilesikler, DNA bazlarinin araya girmesiyle DNA'ya
baglanir ve baz ciftleri kiimelenmis c¢iftlerdir. Araya girmede (interkalasyon) etkili
kuvvetler transfer yiik kuvvetleridir, ancak elektrostatik kuvvetler ve hidrojen baglari1 da
stabilitede rol oynar (Neidle ve Abraham, 1984). ilk olarak Lerman tarafindan 1961
yilinda aciklanan araya girme (interkalasyon), ilacin heliks eksenine rijit bir sekilde, dik
olarak kovalent olmayan yolla baglanmasidir (Lerman, 1961). Baz ¢iftleri ile araya girme
(interkalator) molekiil arasindaki Van der Waals kuvvetleri, birbirleriyle kiimelenmis baz
ciftleri arasindaki Van der Waals kuvvetlerinden daha gucludur (Krugh ve Reinhardt,
1975). Araya girme (Interkalasyon) heliks yapiy1 deforme eder, Watson-Crick hidrojen
baglarin1 kirmaz. Dogrudan DNA hasarina sebep olmaz, heliks yapida konformasyon

degisikligine yol agar (Sekil 2.10).
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Sekil 2.10. Araya girme (Interkalasyon) ile DNA’ya baglanma modeli

Diger yandan oyuga baglanma aktivitesi gosterebilen bilesikler genellikle uzun ve
hilal seklinde bir yapiya sahip olduklar1 goriiliir. Bu tiir aktivite gdsteren bilesikler mindr
ve major oyuktaki c¢ikinti yapan bazlarin fonksiyonel gruplar ile etkilesime girerek

DNA’ya baglanma aktivitesi gosterir (Sekil.2.11).

Sekil 2.11. Major ve minor oyuga baglanma

Bunlardan baska DNA’ya kovalent olarak baglanan alkilleyici ajanlar
bulunmaktadir. Klinik ¢alismalardaki DNA etkilesimine dayanan antikanser ilaglarmin

hepsi DNA’ya kovalent olmayan yollarla baglanmaz. Alkilleme ya da sarmal

22



ici/sarmallar arasi ¢apraz baglanma yoluyla kovalent olarakta baglanir ve bu kovalent
etkilesim geri alinamaz. Yani DNA'daki surec¢lerin tamamen engellenmesine ve hiicrenin
6liimiine neden olur. Kovalent baglanma aktivitesine sahip molekiillerin bir diger 6nemli
ozelligi, cok yiiksek baglanma giicleridir. DNA omurgasina baglanan DNA molekiiliiniin
bozulmasina neden olan bu yiiksek baglanma aktivitesi, transkripsiyon ve replikasyon

stireglerini etkiler (Sekil. 2.12).

Sekil 2.12. Cis-platin DNA etkilesimi sonucu DNA omurgasinda meydana gelen hasar

Sirajuddin ve arkadaslarinina gore DNA alkilleyiciler Gi¢ mekanizma ile DNA’ya
etki eder.

» DNA bazlarma alkil gruplari baglanmasini alkilleyici ajanlar saglar.
Bazlarda ortaya ¢ikan bu degisim, tamir enzimlerinin DNA’y1 parcalara
ayirmasiyla, alkillenmis bazlarin yenileriyle degistirilmesi ile sonuglanir
(Sirajuddin ve ark., 2013).

»  Alkilleyici ajanlar, DNA’daki atom molekulleri arasinda ¢apraz ve normal
baglar olusmasina neden olmaktadir. Bu mekanizmada, iki DNA bazi
alkilleyici ajan tarafindan baglanir. DNA ¢ift sarmalinda ¢apraz baglanma,
transkripsiyon ve replikasyon sireclerini engelleyerek apoptozise neden
olur (Sirajuddin ve ark., 2013).

» Niikleotitlerde yanlis eslesmelere ve bunun sonucunda mutasyonlara
alkilleyici ajanlar neden olmaktadir. Bu durum, alkilleyici ajanin DNA ile
kovalent baglanmasimna dayanmaktadir. Kovalent bag ise, baz ciftleri
arasinda uyumsuzluk, ikame veya kesilme gibi ¢esitli hatalara neden olur.
Bu hatalarin bir sonucu olarak DNA, replikasyonu ve transkripsiyonu

engeller veya apoptozise neden olur.
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2.6.2. DNA Kirma

DNA kirma; DNA’ya sahip tiim canli hiicrelerde meydana gelen bir olaydir. DNA
replikasyonu sirasinda polimeraz enzimlerinin DNA iizerine kiiclik oyuklar atarak
replikasyonu baglatmasi (Klug ve ark., 2011), belirli nukleotitlerin restriksiyon enzimleri
tarafindan taninarak her iki DNA zincirini kesmesi (Roberts ve Murray, 1976; Kessler ve
Manta, 1990) 6rnek olarak verilebilir.

Secici olarak DNA kiran yapay niikleazlarin gelistirilmesi, kemoterapik ve
antimikrobiyal ilaglarin dizaynina onciiliik edecektir (Addison ve ark., 1984; Addison ve
ark., 1988). DNA kirmanin etkinligi, metal komplekslerinin DNA’ya ilgisi arttirilarak
genisletilebilir. Bu is i¢in uygun olan koordinasyon bilesiklerinin DNA’ya baglanabilen
bir gruba sahip olmas1 gerekir. Boylelikle metal kompleksin DNA’ya odaklanma yetenegi
arttirilabilir (Kottke ve Stalke, 1993).

DNA’nin her iki zinciri birbirine organik kimyasal bag olan fosfodiester baglari
ile baglanarak olusmustur. Bu ylizden DNA’nin hidroliz edilmesi ¢ok muhim bir
enzimatik tepkimedir. Bununla birlikte, DNA'min hidrolize kars1 olaganiistii kararliligi
nedeniyle bu reaksiyon gerceklesmesi oldukca zordur. Fosfodiester baglarinin hidroliz
edilmesinde gorevli enzimler genellikle aktif bolgerinde katalitik olan Mg?* Zn?*, Mn?*,
Ca?* ve Fe?* gibi metal iyonlarini igerirler. Bundan dolay1 fosfodiester baginin kirilmasi
i¢in metal kompleksleri cok uygun bir enstriimandir (Neves ve ark., 2001).

Fosfodiester baginin hidrolizi ile ¢ift sarmalli DNA'min hidrolitik bdliinmesi,
hiicre i¢in deoksiriboz seker yarimi veya guanin bazindan olusan oksidatif DNA kesme
ile karsilatirldiginda ¢ok daha avantajlidir. Oksidatif kesme, singlet oksijen (102),
siiperoksit (O%-) veya hidroksil radikal (HO-) gibi aktif oksijen tiirlerine (ROS) neden
olur. Bu oksijen tiirleri sekere ve/veya baza zarar vererek parcalanmais tiirlerin olusmasina
neden olur. Diger maddeler ilave edilmediginde olusan hidrolitik kesim ise bu tiir
olumsuz yan etkilere sahip degildir. Ciinkii ezilmis iiriinler enzimatik islemle bertaraf
edilebilir (Erer, 2015).

2.7. iridyum Metali ve Ozellikleri

Iridyum (Ir) elementi, giimiis beyazi renginde oda kosullarinda ¢ok sert ve kirilgan
olan bir ge¢is metalidir. Periyodik ¢izelgede 9. grup, 6. Periyot ve d blok elementi olarak
adlandirilir. Iridyum gecis metali Smithson Tennant tarafindan 1803 yilinda

kesfedilmistir. Paladyum, rutenyum, rodyum, osmiyum, iridyum, platin elementleri,
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Platin elementleri olarak adlandirilir. Iridyum metali elde edilirken cevherden; altin,
platin, paladyum metalleri uzaklastirilir. Kalan tortu sodyum bisiilfat ile eritilerek ve su
ile cozdurtlerek Rh?%(S04)® cozeltisi elde edilir. Cozelti icerisinde ¢oziinmeden kalan
kisimda iridyum bulunur. Bu tortunun Na20: ile eritilip su ile ¢ozdlrilmesi ile 1rO2 elde
edilir. Olusan oksitten saf (NHa)s-IrCls ¢ozeltisi elde etmek icin kral suyunda (HNOs:
HCI 1:3) ¢c6ztinmesi gerekir. Saf iridyum, kalan tortunun buharlastirici ile kuruyana kadar
uzaklastirilmasiyla ve hidrojen gazi altinda ¢oziiciiniin yakilmasi ile elde edilir
(Demircioglu 2007). Kullanim alanlar1 genellikle, Elektrik kontaklarinda, Platin icin
sertlestirici ajan olarak, 2000°C gibi yiiksek sicakliliga dayanikliligi nedeniyle deri alti

ignelerinde, laboratuar aletlerinin yapiminda kullanilmaktadir (Ferah, 2006).

2.7.1. Kullanim Alanlar
2.7.1.1. Katalizor

Katalizor terimi ilk defa Isvegli kimyaci Jéns Jakob Berzelius tarafindan 1835°te
kullanild1. Kimyasal bir tepkimenin gergeklesmesi i¢in gerekli olan minumum enerji
miktarina aktivasyon enerjisi denir. Katalizorler aktivasyon enerjisini diisiirerek tepkime
hizin1 arttirlar. Tepkime sonunda kimyasal yapisinda degisim meydana gelmeyen
maddelerdir. Iridyum heterojen katalizér (Gaz-S1vi, Kat1-S1v1 gibi) olarak kullanilan atom
numarasi biiyiik gecis metalidir.

Son dénemlerde, allenler ve metanol karbonlar1 arasinda zayif baglarin olugmasini
kolaylastiran yeni iridyum katalizorleri gelistirilmistir. Bu igslem, metanoliin yan {irlinler
olmadan daha yiiksek alkollere dogrudan doniistiiriilmesini saglar. Metanoliin oksijen
atomu ile reaksiyona girme kabiliyetine sahip oldugu biliniyor, fakat karbon atomuyla
tepkimeye girme yetenegi hakkinda higbir bilgi bulunmamaktadir. Metanol kullanilarak,
karbon atomlar1 arasindaki baglanma 6rnekleri yalnizca Monsanto ve Cativa islemleri ve
karbon monoksiti metanol ile asetik aside doniistiirmek i¢in rodyum veya iridyum

katalizorleri kullanilarak olusturulur (Moran ve ark., 2011).

2.7.1.2. Biyosensor

Biyosensorler; Analitlerin tanimlanmasini saglayacak biyolojik teshis materyali
iceren analitik cihazlar ve bir fizikokimyasal doniistiiriicli yardimiyla, analit ile biyolojik
teshis materyali arasindaki etkilesim sonucu olusan {iriin, Olgiilebilir bir sinyale

doniistiiriilebilir (Paddle ve ark., 1996). Biyosensorler bugiin; gida sanayi, ilag, ¢evre

25



analizi, tarim vb. birgok alanda kullanilmaktadir. Sekil 2.13’te gosterildigi gibi, bir

biyosensor biyolojik teshis malzemesi ti¢ temel boliimden olusur (Telefoncu, 1999).
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Sekil 2.13. Biyosensorlerin yapisi ve ¢aligma prensibi

Biyosensorlerde enzimlerin yani1 sira doku kiiltiirleri, mikroorganizmalar,
organeller, antikorlar ve niikleik asitler de biyo bilesen olarak kullanilabilmekte ve 6l¢iim
teknigine gdre amperometrik, potansiyometrik, termal, piezoelektrik, optik sensorler
olarak adlandirilmaktadir (Wang, 2001). Biyosensoérlerin yiiksek 6zgiilliigiiniin yani sira;
renkli ve bulanik ¢ozlimlerde genis bir konsantrasyon araliginda dl¢iime izin verme gibi
avantajlar1 vardir. Bununla birlikte, biyolojik bilesenlerin pH, sicaklik, iyon giicli gibi
ortam kosullarindan etkilenmesi ve biyosensoriin dmriinii kisaltmas: bir dezavantajdir
(Wang, 2001). Biyosensorler; antibiyotikler, metabolitler, gidalar, ilaglar gibi organik
maddeler ile baz1 inorganik bilesikler yaninda mikroorganizmalar ve viriislerin tayininde
yararlanilir (Telefoncu, 1999).

fridyum (III) komplekslerinin emisyon dzelliklerinin iyi olmasi, hassas biyolojik
Olctimler i¢in ve zaman tespiti ¢6zlimii icin malzemeye islenme olanagi saglar (Lowry ve
ark., 2005). Iridyum (III) komplekslerin yiiksek emsiyon gdstermesi, istenilen dalga
boylarinda absorbsiyonunun ayarlanabilmesi, kararli yapilar1 ve elektrokimyasal
ozelliklerinden dolay1 biyosensdr uygulamalarinda olduk¢a fazla uygulama alaninda
kullanilabilirlik bulmustur (Lowry ve Bernhard, 2006).

Siklometalize iridyum (III) kompleksleri ayrica platin bazli antikanser ajanlardan

farkli mekanizmalar yoluyla giiglii antikanser potansiyeli sergiler. Anti-timor ozellikleri
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ve biyo-goriintileme yeteneklerinin kombinasyonu sayesinde, fosforesan iridyum (111)
kompleksleri, yeni terap6tik platformlarin insasi i¢in biiylik bir potansiyele sahiptir. EK
olarak, fosforesan siklometalatli iridyum (IIT) kompleksleri, yiiksek kuantum verimleri,
biiyiik Stokes kaymalar1, uzun omiirlii 1511dama, iyi fotostabilite ve hiicre gecirgenligine
atfedilen biyo-goruntileme ve biyo algilama ajanlar1 olarak genis ¢apta arastirilmaktadir
(Li ve ark., 2015).
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3. MATERYAL VE METOT

Calismada kullanilan cihazlar; vorteks, hassas terazi, yatay DNA elektroforezi,
saf su cihazi, steril kabin, otoklav, spektrofotometre, jel goriintiileme sistemi, ¢alkalayicili

etiiv, buzdolabi, etiiv.
3.1. Ferrosen Temelli Iridyum(III)-Fosfinit Komplekslerinin Sentezlenmesi

Calismada kullanilan kompleksler Dicle Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya
B6lUmi Anorganik Kimya Laboratuvarinda asagidaki metotla sentezlendi.

[Ir(;>-CsMes)(u-CI)Cl]2 (0.15 mmol) ve ferrosen temelli fosfinit (0.30 mmol) 20
mL CH2Cl2 iginde ¢6ziildii ve oda sicakliginda 30 dakika karistirildi. Cozeltinin hacmi
vakum altinda yaklagik 1-2 mL’ye kadar azaltildiktan sonra n-hegzan (20 mL) ilave
edilerek hedef kompleks turuncu renkte bir mikrokristal kat1 olarak elde edildi. Elde

edilen {iriin siizlilerek topland1 ve vakum altinda kurutuldu.

1 Nolu kompleks: [(2R)-2-(ferrosenilmetilamino)-2-feniletildifenilfosfinito

(dikloro(n>-pentametilsiklopentadienil) iridyum (111))]

2 Nolu kompleks: [(2S)-2-(ferrosenilmetilamino)-2-feniletildifenilfosfinito

(dikloro(n>-pentametilsiklopentadienil)iridyum (111))]

3 Nolu kompleks: (2R)-2-(ferrosenilmetilamino)-3-fenilpropildifenilfosfinito

(dikloro (n°-pentametilsiklopentadienil)iridyum (111))]

4 Nolu kompleks: [(2S)-2-(ferrosenilmetilamino)-3-fenilpropildifenilfosfinito

(dikloro(n®-pentametilsiklopentadienil)iridyum (111))]

5 Nolu kompleks: [(2R)-2-(ferrosenilmetilamino)-3-metilbatildifenilfosfinito

(dikloro(n>-pentametilsiklopentadienil)iridyum (111))]

6 Nolu kompleks: [(2S)-2-(ferrosenilmetilamino)-3-metilbtildifenilfosfinito

(dikloro (n>-pentametilsiklopentadienil)iridyum (111))]
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7 Nolu kompleks: [(2S)-2-(ferrosenilmetilamino)-4-metilpentildifenilfosfinito

(dikloro(n>-pentametilsiklopentadienil)iridyum (111))]

8 Nolu kompleks: [(2S-3S)-2-(ferrosenilmetilamino)-3-
metilpentildifenilfosfinito (dikloro(n>-pentametilsiklopentadienil)iridyum (111))]

fenil 1; L- fenil 2 i
benzil 3; L- benzil 4

R: D-
R: D-
R: D- izopropil 5; L- izopropil 6
R: D-izobutil  7; L- secbutil 8

Sekil 3.1. Reaktifler ve deney kosullar (i) fosfinitligandlari i¢in 1 esdeger Ph2PCl, 1
esdeger EtaN, toluen(ii) 1-8 icin 1/2 esdegerlr(n°-CsMes)(u-Cl)Cl]2, CH2Cl>.

3.2. Antioksidan Aktivite Tayin Yontemi

Antioksidan aktivite tayininde DPPH radikal siipiirme, metal selatlama ve demir

indirgeme giicli metotlar1 kullanilmistir.

3.2.1. DPPH Radikal Supirme

Bu c¢alismada antioksidan aktivite belirlenmesinde DPPH radikal siipiirme
yontemi kullanilmigtir. 2,2-difenil-1-pikril hidrazil (DPPH)’in metanolde %0,04 olacak
sekilde c¢oziilmesi saglandi. Daha oOnce hazirlanan Ornek madde c¢ozeltisi seri
konsantrasyonlardan (25, 50, 100, 150, 200 ppm) 250 pl alinarak tiiplere eklendi.
Orneklere 1000 pl %0,04’liik DPPH eklendikten sonra 1 dakika karistrilip oda
sicakliginda 30 dakika karanlik ortamda inkiibasyona birakildi. Kontrol grubu i¢in 250 pl
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metanol ve 1000 pl DPPH eklendi. Ornek madde ¢ozeltileri ve kontrol grubu
spektrofotometre de 517 nm dalga boyunda olgiildii. Olgiilen absorbans degerleri
asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi.

Suptirulen DPPH % = [(ApppH - Aornek) / ApppH] X 100
AppprH: DPPH-metanol (Kontrol)’un bulundugu tiipiin absorbans degeri

Aornek: Test bilesiklerinin bulundugu tiipiin absorbans degeri

3.2.2. Metal Selatlama

Yeni sentezlenmis ferrosen temelli iridyum (IIT)-fosfinit komplekslerinin metal
selatlama deneyleri Diindar ve arkadaslarinin literatiirde belirtilen ydntemleri
kullanilarak yapildi (Giimiis ve ark. 2019). Daha 6nce hazirlanan 6rnek madde ¢ozeltisi
seri konsantrasyonlardan (25, 50, 100, 150, 200 ppm) 500 ul alinarak tiiplere eklendi.
1850 ul metanol eklenerek bir siire galkalandi. 2mM’lik 50 ul demir klorir (FeClz)
eklenerek bir siire ¢alkalandi. SmM’lik 100 pl ferrozin eklenerek bir siire ¢alkalandiktan
sonra oda sicakliginda 10 dakika karanlik ortamda inkiibasyona birakildi. Kontrol grubu
igin 2350 pl metanol, 50 ul 2mM’lik demir Klorlr (FeCl2) ve SmM’lik 100 pl ferrozin
eklendi. Ornek madde ¢ozeltileri ve kontrol grubu spektrofotometre de 562 nm dalga
boyunda 6lgiildii. Olgiilen absorbans degerleri asagidaki formiil kullanilarak hesapland.

% selatlama aktivitesi = [(Akontrol — Adrmek / Akontror)] X 100
Axontrol: Kontroliin bulundugu tiipiin absorbans degeri

Aomek: Test bilesiklerinin bulundugu tiipiin absorbans degeri

3.2.3. Demir Indirgeme Giicii

Yeni sentezlenmis ferrosen temelli iridyum (III)-fosfinit komplekslerinin gug
etkinliklerinin azaltilmasi, Oyaizu (1986) metodu izlenerek tespit edilmistir (Giimis ve
Okumus 2018). DMSO (0.25 ml) icerisindeki her bir kompleks (25-200 mg L), 0.25 ml
sodyum fosfat tamponu (200 mM, pH 6.6) ve 0.25 ml potasyum ferrisiyanit (% 1)
karistirildi ve ¢ozelti karigimi, 50 © C'de 20 dakika inkiibasyona birakildi. Daha sonra 0.25
ml trikloroasetik asit (% 10) ilave edildi ve ¢ozelti karisimi, 1000 rpm'de 8 dakika stireyle

santriftj edildi. 0.5 ml deiyonize su ve 0.2 ml ferrik klortr (% 0.1), ¢cézeltinin suipernatan
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stvist (0.5 ml) ile karistirildi. Son olarak 700 nm'de absorbans, bosluklara karst ol¢tildii.

Alfa-tokoferol standart olarak kullanilmustr.

3.3. Antimikrobiyal Aktivite Tayini

3.3.1. Kullamlacak Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Sivi besiyeri igin 1 litre saf suya 8 g Nutrient broth agar eklenerek ¢6ziinmesi
sagland1. Kat1 besiyerleri i¢in 1 litre saf suya 8 g Nutrient broth agar ve 20 g Agar Agar
eklendi.

Besiyerleri hazirlandiktan sonra kapakli cam siselere konularak 121 °C basingta
20 dakika boyunca siteril edildi. Besiyerleri siteril kabinde 90mm’lik plastik petri
kaplarina dokiildii. Katilasan agar besiyerleri kullanilacaklari zamana kadar buz

dolabinda saklandi.

3.3.2. Disk Diflizyon Metodu

Agar disk difuizyon yonteminde 24 saat siireyle Nutrient Agar besi yerinde 37
°C’de bakteri suslar1 inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasin da Nutrient Agar besi yerinde
bulaniklik durumuna gore bakteri varliginin tespiti saglandi. Nutrient Agar besi yerindeki
her bakteri suslarindan 100 pl alinarak farkli kati besiyeri bulunan petri kaplarina
dirigaski 6zesi yardimiyla yayildi. 1000 ppm’lik 6rnek ¢ozelti blank disklere 20 pl
emdirilmesi saglandi. Ornek ¢ozeltileri emdirilen diskler bakteri ekimi yapilan petri
kaplarinda daha 6nce belirlenen yerlerine uygun bir sekilde yerlestirildi. Hazirlanan petri
kaplar1 24 saat boyunca 37 °C'de etiivde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda inhibisyon

zonlarmin olusup olusmadig dl¢iildii (Giimiis ve ark., 2018).

3.4 Komplekslerin DNA Uzerine Etkileri

3.4.1 DNA Baglanma Aktivitesi

Calf-Thymus DNA (CT-DNA), Sigma-Aldrich’ten kullanima hazir sekilde satin

alimmistir. Kullanilan tiim kimyasal maddeler analitik safliktadir. CT-DNA % oraninda
seyreltildi. 7 ul CT-DNA, 1000ppm’lik 7 ul sentez maddeden alinarak iyice ¢alkandiktan
sonra oda sicakliginda 24 saat inkiibasyona birakildi (Rafikova ve ark., 2020).
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3.4.2 DNA Kirma Aktivitesi

DNA kirma caligmalarinda kullanilan komplekslere gore optimum kosullar
farklilik gosterir. Bu yiizden ge¢mis ¢alismalarda sentezlenen ¢esitli komplekslerin DNA
kirma reaksiyonlarinda kullanilan optimum kosullar tespit edilerek yeni sentezlenen
bilesikler i¢in 6n ¢alismalar gergeklestirildi.

DNA kirma mekanizmasi oksidatif ya da hidrolitik sekilde olabilir. Hidrolitik
kirma DNA’nin fosfodiester baglarinda meydana gelirken oksidatif kirma DNA’nin
niikleobazlarinda veya deoksiriboz sekerinde meydana gelir. DNA'nin hidrolize karsi
stabilitesinden dolay1 bu reaksiyon olduk¢a zordur. DNA’nin iki zinciri arasinda bulunan
fosfodiester baglarmi hidroliz edebilen enzimler kofaktor olarak aktif bolgelerinden
Mg?*, Zn?*, Mn?*, Ca?* ve Fe?* gibi katalitik metal iyonlar1 icermektedirler. Bu yiizden
metal kompleksleri fosfodiester baginin kirilmasi i¢in ¢ok uygun bir ara¢ olarak kabul
edilir (Neves ve ark., 2001).

Tim DNA kirma deneylerinde saf olarak temin edilen pBR322 DNA
kullanilmistir. DNA kirma ¢alismalarimizda kirilmalara neden olan baz1 kimyasal ajanlar

kullanilmustir.

3.4.3 Agaroz Jel Elektroforezi

Yeni sentezlenen iridyum (I11) komplekslerinin plazmit DNA ile etkilesiminde
Agaroz Jel Elektroforez yontemi kullanilmistir.

1 gr agaroz alinarak 100 ml TAEx1 tampon ¢6zeltisi ile karistirildiktan sonra 1-2
dakika mikrodalga firinda ¢ozdiiriildii. Soguduktan sonra 7 pl etidyum bromiir eklenip
karistirildi. Daha sonra tanka dokiilerek katilasmasi saglandi.

TAEx10 tampon hazirlanirken 500 ml de 24,2 gr tris-baz, 5,9 ml glasiyel asetik
asit, 1,85 gr EDTA(etilendiamin-tetra asetik disodyum tuzu, 5 M NaOH, pH: 8.0) ve saf
su kullanildi. Hazirlanan TAEx10 tampon 100 ml’ye 900 ml saf su eklenerek TAEx1
tampon elde edildi (Kili¢ ve ark., 2020).

Elde edilen TAEx1 tampon katilasan agaroz jele dokiildii. Ornekler agaroz jel
lizerindeki kuyucuklara eklendi. Ornekler agaroz jel tankinda 70 voltta 80 dk siire ile
dogru akimda yiiriitiildii. Yiiritme tamamlandiktan sonra agaroz jel ultraviyole 11k

altinda goriintiilendi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu c¢alismada yeni sentezlenmis ferrosen temelli iridyum (III)-fosfinit
komplekslerinin antioksidan, antimikrobiyal, DNA baglama ve DNA kirma aktiviteleri
calisilmigtir. Antioksidan aktivite tayininde DPPH radikal siipiirme, metal selatlama ve
demir indirgeme giicii metodlar1 kullanilmistir. Antimikrobiyal aktivite tayininde agar
disk diffiizyon metodu kullanilmistir. Komplekslerin DNA baglama ve DNA kirma

aktiviteleri ise agaroz jel metodu kullanilarak test edilmistir.

4.1. Antioksidan Aktivite Tayini

4.1.1. DPPH radikal stipurme aktivitesi

2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH), organik ve inorganik maddelerin antioksidan
aktivitesini 6l¢mek icin yaygin olarak kullanilan bir substrattir (Glimiis ve ark., 2020).
DPPH radikalinin absorbansindaki azalma, inkiibasyon periyodu sirasinda meydana gelir.
Bunun nedeni, antioksidanlarin radikallerden hidrojen almasi veya elektron vermesidir.
Bu 6zelliginden dolayi, DPPH genellikle organik ve inorganik maddelerin antioksidan
aktivitesini degerlendirmek igin bir substrat olarak kullanilir (Kili¢ ve ark., 2020). Birkag
kararl1 organik azot radikalinden olan DPPH radikali, koyu menekse rengine sahiptir.
Maksimum absorpsiyonu 515 nm’dir. Ticari olarak temin edilebildigi i¢in deneyden 6nce
ABTS + radikali olarak hazirlanmasi gerekmez (Prior ve ark., 2005). DPPH ¢0zeltisinin
sahip oldugu koyu menekse rengi acilir ve absorbansta bir azalma meydana gelir.
Absorbanstaki bu azalma spektrofotometre ile dl¢tlur. DPPH ¢6zeltisindeki renk agilmasi
arttikca reaksiyon karisiminin absorbansinda diismeye baslar, absorbans degerindeki her
bir azalma yuksek radikal supirme aktivetesi demektir. (Ndhlala ve ark., 2010). DPPH
radikalinin absorbansindaki azalma, inkiibasyon déneminde ortaya ¢ikar. Bunun nedeni,
radikallerdeki hidrojenin antioksidanlar tarafindan alinmasidir. Bu nedenle, inorganik ve
organik maddelerin antioksidan aktivitesini degerlendirmek icin genel olarak DPPH
kullanilir (Giimiis ve Okumus, 2018). Farkli konstrasyonlardaki tiim komplekslerin
DPPH radikal stipiirme etkinligi ylizde olarak Sekil 4.1. de verilmistir. Trolox, pozitif
kontrol olarak kullanildi. Trolox tiim iridyum (111) komplekslerine gore yiiksek aktivite

gosterdi.
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2 nolu kompleks diger komplekslere gore tum konsantrasyonlarda daha yuksek
aktivite gdstermistir. 2 nolu iridyum (111) kompleksi 25.0 mg L*” de % 18.49+0,68 radikal
suipuirme aktivite gosterirken, 200.0 mg L™’ de % 67.51+2,24 radikal siiplirme aktivitesi
gdstermistir. 25.0 mg LY’de 4 nolu iridyum (111) kompleksi % 10.03+0,54 ile en diisiik
radikal stptrme aktivitesi gosterirken, 200.0 mg mg L*’de % 35.87+1,15 ile 7 nolu
iridyum (I11) kompleksi en diisiik radikal siipiirme aktivitesi gostermistir. Yeni
sentezlenmis ferrosen temelli iridyum (IIT)-fosfinit komplekslerinin konsantrasyonu 25.0
mg L’ den 200.0 mg L"’e dogru yiikseldikce yiizde radikal siipiirme aktivitesi de

konsantrasyona bagli olarak artmistir.
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Sekil 4.1. iridyum(III) komplekslerinin DPPH radikal siipiirme aktivitesi

DPPH supirme aktivitesindeki artisin yeni sentezlenmis ferrosen temelli iridyum
(I)-fosfinit komplekslerinin konsantrasyonuna bagli oldugu, ancak DPPH siipiirme
aktivitesindeki diislisiin yeni sentezlenmis ferrosen temelli iridyum (III)-fosfinit
komplekslerinin konsantrasyonuna bagli olmadigi diisiiniilmektedir. Ciinkii kompleksin
sahip oldugu H (protonlarin), daha fazla miktardaki DPPH serbest radikalini inhibe

ederek inhibisyon yiizdesini arttiracak kadar yeterli olmadig1 diistiniilmektedir.
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Ciinkii DPPH azaltic1 ajanlar tarafindan H transferi ile renksizlestirilir. Boylece
kararli nitrojen radikali olan DPPH serbest radikalleri inhibe edilmektedir (Choudhary ve
ark., 2011).

Yeni sentezlenmis ferrosen temelli iridyum (II1)-fosfinit komplekslerinin gosterdigi
DPPH supurme aktivitesi, Rafikova ve arkadaslarinin, (2020), DPPH deneylerinde elde
etikleri degerler ile karsilastirildiginda, yeni sentezlenmis ferrosen temelli iridyum (III)-
fosfinit komplekslerinin DPPH radikal siiplirme aktivitelerinin ¢ok daha iyi sonug verdigi

goruldu.

4.1.2. Metal selatlama aktivitesi

Fe?*oksidatik ve lipit peroksidasyon (retimini indikler; boylece
konsantrasyonunun azaltilmasi oksidatif hasar1 6nler (Giimiis ve Okumus, 2018). Farkli
konsantrasyonlarindaki iridyum (111) komplekslerinin Fe**" yekarsi kenetleme
kapasiteleri incelendi. Iridyum (IIT) komplekslerinin farkli konsantrasyonlarindaki metal
selatlama aktivite ylizdeleri Sekil 4.2. de gosterildi.

Yeni sentezlenmis ferrosen temelli iridyum (III)-fosfinit komplekslerinin
EDTA’ya gore selatlama yiizdeleri daha diisiik aktivite gosterdi. 1 ve 2 nolu iridyum (I11)
kompleksleri diger iridyum (I11) komplekslerine gore tim konsantrasyonlarda en yiiksek
metal selatlama aktivitesi gosterdi. 2 nolu iridyum (111) kompleksi 25.0 mg LY de %
40.35+0,65 iken, 200.0 mg Lt de % 74.65+1,53 metal selatlama aktivitesi gosterdi. 7 nolu
iridyum (111) kompleksi 25.0 mg L™** den 200.0 mg L™ tiim konsantrasyonlarda en diisiik
aktiviteyi gosterdigi goriildii. 25.0 mg LY’ de %12.25+0,74, 200.0 mg L*'de ise
%36.15£1,25 metal selatlama aktivitesi gosterdi.
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Sekil 4.2. Iridyum(III) komplekslerinin metal selatlama aktivitesi
4.1.3. Demir indirgeme gucu aktivitesi

Organik veya inorganik maddelerin antioksidan kapasitesi, azaltici gli¢ verilerine
bagl olabilir. Yiiksek indirgeme giicline sahip kompleksler, elektron vericileri gibi
davranirlar, bu nedenle, antioksidan olarak kullanilmalarin1 tesvik eden lipid
peroksidasyon isleminde oksidatif ara maddeler igin indirgeyici maddeler olarak hareket
edebilirler (Gimiis ve ark. 2020). Farkli konsantrasyonlarindaki iridyum (III)
komplekslerinin inidirgeyici gii¢c aktiviteleri incelendi. Iridyum (III) komplekslerinin
indirgeyici glg aktivite yiizde sonuglari1 Sekil. 4.3. de gosterilmistir. 1 nolu iridyum (111)
ve 5 nolu iridyum (III) komplekslerinin, pozitif kontrol olarak kullanilan Alpha-
tocopherol’e yakin bir absorbans gosterdigi gézlendi. 1 nolu iridyum (111) kompleksi 25.0
mg L de 0,171+0,0028 absorbans gosterirken, 200.0 mg L™’ de ise 0,649+0,014
absorbans gostermistir. 1, 2, 3, 5 ve 6 nolu iridyum (III) komplekslerinde 6nemli bir demir
indirgeme giicii aktivitesi goriilmemistir. Diger iridyum (III) kompleksleri arasinda ise

6nemli bir aktivite farki goriilmemistir.
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Sekil 4.3. iridyum(III) komplekslerinin indirgeyici giig aktivitesi

Grafikten de anlasilacagi gibi iridyum (I11) komplekslerinin konsantrasyon
artisina bagl olarak absorbans degerleri yani indirgeyici gii¢ aktiviteleri de artmistir.

Bu tez kapsaminda yeni sentezlenmis ferrosen temelli iridyum (III)-fosfinit
kompleksleri ile yapilan indirgeyici gii¢ aktivite deneylerinde elde edilen sonuglarin,
Rafikova ve arkadaslarinin, (2020) yeni sentezlenmis iridyum (111) kompleksleriyle

yaptiklari ¢alismalarda elde edilen sonuclara gore daha iyi aktivite gosterdigi goriildii.

4.2. Antimikrobiyal Aktivite Tayini

Yeni sentezlenen iridyum (111) komplekslerinin 1000 mg L™ konsantrasyonda test

mikroorganizmalarina karsi antimikrobiyal etkisi Tablo 4.1.°de gdsterilmistir.
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Tablo 4.1. Bakterilere karsi olusan inhibisyon zonlar1

Bilesikler ve standart antibiyotik diskleri 2

Bakteri 1 2 3 4 5 6 7 8 S TE
S. aureus 11 11 10 12 13 15 12 11 16 24
B. cereus 12 10 9 11 9 14 11 12 14 20
E. hirae 8 9 11 8 10 11 8 8 19 22
Escherichiaecoli - - - - - 8 - - 24 23
P. aeriginosa 10 8 11 13 8 11 9 11 22 14
L. pneumophila 9 8 9 8 10 11 11 10 15 21

2 Milimetre olarak inhibisyon ¢ap1. S=Streptomycin (10 pg) and TE=Tetracycline (30 pg)

Tablo 4.1.’de yeni sentezlenmis ferrosen temelli iridyum (III)-fosfinit
komplekslerinin test mikroorganizmalarina karsi antimikrobiyal etkisi incelendiginde
Escherichiae coli bakteri susu hari¢ tiim bakteri suslarinda inhibisyon g¢ap1 6l¢iildiigi
goriilmiistiir. Tiim yeni sentezlenmis ferrosen temelli iridyum (III)-fosfinit kompleksleri
Streptomycin ve Tetracycline gore daha diisiik inhibisyon ¢ap1 6l¢lilmiistiir.

S. aureus bakteri susu iizerine birinci sirada 6 nolu iridyum (111) kompleksinin
engelledigi goriilmiistiir (inhibisyon ¢api: 15). S. aureus bakteri susu iizerine etkisi en
diistik olan 3 nolu iridyum (111) kompleksinin milimetrik inhibisyon ¢ap1 10 dur. B. cereus
bakteri susu lizerine etkisi incelediginde 6 nolu iridyum (111) kompleksinin 14 inhibisyon
capi ile en fazla engelleme gosterdigi goriilmiistiir. B. cereus bakteri susu {lizerine etkisi
en az olan 3 ve 5 nolu iridyum (111) kompleksleri olduklar1 goriilmiistiir (inhibisyon ¢api:
9 mm).

Tiim yeni sentezlenmis ferrosen temelli iridyum (I1I)-fosfinit komplekslerinin E.
hirae bakteri susu tizerine farkli oranlarda etkiye sahip oldugu gériilmiistiir. E. hirae
bakteri susu iizerine 3 nolu ve 6 nolu iridyum (IIT) kompleksleri 11 inhibisyon ¢ap1 ile en
yiiksek etki gosterdigi goriilmiistiir. Escherichiae coli bakteri susu tizerine 6 nolu iridyum
(1) kompleksi 8 mm inhibisyon ¢api ile etkiye sahip tek iridyum (IIT) kompleksi oldugu
goriilmistir. Diger iridyum (I11) komplekslerinin Escherichiae coli bakteri susu iizerine

etki gostermedikleri gdzlenmistir.
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P. aeriginosa bakteri susu iizerine 4 nolu iridyum (I11) kompleksi 13 inhibisyon
capt ile en yiiksek etkiyi gostermistir. 2 ve 5 nolu iridyum (I11) kompleksleri 8 inhibisyon
cap1 ile en diisiik etkiyi gosterdigi gortilmistiir. L. pneumophila bakteri susu iizerine
iridyum (111) kompleksleri yakin etkiye sahip inhibisyon ¢api 6l¢iildiigii goriilmiistir. L.
pneumophila bakteri susu iizerine 2 ve 4 nolu iridyum (III) komplekslerinin 8 inhibisyon
capt ile en diisiik etkiyi, 6 ve 7 nolu iridyum (III) komplekslerinin ise 11 inhibisyon gap1
ile en yiiksek etki gosterdikleri gézlenmistir.

Bazi kompleksler hem Gram (+) pozitif hem de Gram (-) negatif bakteriler
tizerinde etkili oldugu gézlenmisken, Escherichiae coli bakterisine tek bir kompleks etkili
olmustur. 4 nolu, 5 nolu, 6 nolu ve 8 nolu kompleklerin olusturduklar1 inhibisyon
caplarina bakildiginda 6nemli bir antibikrobiyal etki gosterdigi anlasilmaktadir. Rafikova
ve arkadaslarinin, (2020) antimikrobiyal aktivite tayini ¢alismasinda Escherichiae coli
bakterisine karsi inhibisyon ¢ap1 dl¢lilmedigi goriildii.

Gegis metal kompleksleri hem Gram (-) negatif hem de Gram (+) pozitif bakteriler
tizerinde etkili olmustur (Zhang ve ark., 2010). Ancak Kovala-Dmertzia ve arkadaslarina,
(2001) gore kompleksler Gram (+) bakteriler iizerinde tamamiyla letal etki gosterirken,
Gram (-) bakteriler iizerinde etki gostermemistir.

fridyum (III) komplekslerinin degisik bakteri tiirlerine kars1 aktivitesindeki bu
farklilik, bakteri hiicrelerinin gegirgenliginden veya ribozomlardaki farkliliktan
kaynaklanabilir (Rafikova ve ark., 2020).

Farkli komplekslerin farkli organizmalara kars1 antimikrobiyal aktivitesindeki bu
farkliliklarin birgok nedeni olabilir. Komplekslerin aktivitelerinde gézlenen farkliliginin
en belirgin nedenleri mikrobiyal hicrelerin;

- Ribozomlarindaki farkliliklarina (Bakteri ve fungi arasindaki farklilik),

- Proteinlerle test bilesiklerinin arasindaki spesifik etkilesimlerine,

- Hiicre zariin impermeabilitesine veya efflux pompasina,

- Test bilesiklerinin etkinlik derecelerine (Hiicresel hasar olusturabilmesine),

- Hiicre duvarinin parcalanip parcalanmamasina (Bakteri ve fungi),

- DNA’ya olan ilgilerine (DNA hasarina),

- Hiicre duvari sentezinin engellenmesi

- Test bilesiklerinin sahip olduklar1 kararliliklarinin 6zellikle nétral ve asidik
sartlarda azalmasiyla da ilgili olabilir (Rogachev ve ark., 1999; Hooper, 2001; Spahn ve
ark., 2001; Allardyce ve ark., 2003; Coyle, 2005; Lu ve ark., 2006; Pellerito ve ark., 2006;
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Alekshun ve Levy, 2007; Mishra ve ark., 2008; Colak ve ark., 2010; Dunkle ve ark., 2010;
Ozdemir ve ark., 2010; Spera ve ark., 2011).

4.3. DNA Baglanma — Kirma Aktiviteleri
4.3.1. DNA Baglanma Aktivitesi

Bu tez calismasi kapsaminda sentezlenen iridyum (I11) komplekslerinin, CT-
DNA ile etkilesimi agaroz jel elektroforez yontemiyle incelendi. Yeni sentezlenmis
ferrosen temelli iridyum (I11)-fosfinit kompleksleri 1000 m L™ konsantrasyon olacak
sekildeki DMSO/TE igerisinde ¢oziilerek hazirlandi. Plazmit DNA ile 24 saat 37°C’de
inkiibasyon siiresi sonunda %1’lik agaroz jel elektroforezde 70 V da 2 saat yurUtulerek
UV goriintiileme sisiteminde fotograflari gekildi. Iridyum (111) komplekslerinin CT DNA

baglama kapasiteleri Resim 4.1. de gosterilmistir.

Resim 4.1.Komplekslerin DNA’ya baglanma aktivitesi. Kolon C, Kontrol, CT- DNA; Kolon 1,
CT- DNA + 200 pg/mL 1; Kolon 2, CT- DNA + 200 pg/mL 2; Kolon 3, CT- DNA + 200 pg/mL
3; Kolon 4, CT- DNA + 200 pg/mL 4; Kolon 5, CT- DNA + 200 pg/mL 5; Kolon 6, CT- DNA +
200 pg/mL 6; Kolon 7, CT- DNA + 200 pg/mL 7; Kolon 8, CT- DNA + 200 ug/mL 8.

Komplekslerin DNA’ya baglanmasi, jel iizerinde daha yavas hareket etmesine
neden olur, ¢linkii bagli DNA, serbest DNA'dan daha biiyiik bir yapiya doniisiir ve toplam
DNA yiikii azaltilir (Anjomshoa ve ark., 2015). Ayrica bagli DNA’nin jel tizerindeki
yogunlugu baglanma derecesine gore Onemli oranda azalma gosterir (Glmiis ve

Okumus., 2018). 3, 4, 5, 6 ve 7 nolu iridyum (11T) komplekslerine maruz kalan DNA’nin
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kontrol grubuna yakin hareket ettigi goriilmiistiir. 1,2 ve 8 nolu iridyum (III)
komplekslerine maruz kalan DNA’nin agaroz jel kutusundan c¢ok az hareket ettigi
goriilmiistiir.

Bu tez kapsaminda yeni sentezlenmis ferrosen temelli iridyum (III)-fosfinit
kompleksleri ile yapilan DNA baglanma deneylerinin, Rafikova ve arkadaslarinin, (2020)

caligmalarindan elde edilen sonuglara gore daha iyi baglanma gostermistir.

4.3.2. DNA kirma aktivitesi

Agaroz jel elektroforez yontemi sonucunda elde edilen bant formlar1 incelenerek
pBR322 DNA'nin yeni sentezlenen iridyum (III) kompleksleri ile reaksiyonu sonucu
DNA kirma aktiviteleri arastirildi. DNA kirma aktivitesi deneylerinde genellikle agaroz
jelde ii¢ farkli bant olusur. Form I DNA'in saglikli siipersarmal formu, Form II tek
zincirinde zarar meydana gelen halkasal formu ve Form Il ise iki zincirinde de zarar
meydana gelen lineer formudur. Form [ pBR322 DNA’ nin kirilmamis hali oldugu i¢in
jel tizerinde en hizli ilerler. pBR322 DNA’nin tek zincirinde kirma meydana gelirse,
pBR322 DNA, jelde en yavas olan Form Il'ye gevser. Form I DNA’nin iki zincirinde
birlikte kirilma meydana geldigi durumda ise pBR322 DNA Form III’e doniisiir. Form
[l ise Form II’ye gore daha yavas Form I’e gore ise daha hizli bir ilerleme hizina sahiptir.
Meri¢ ve arkadaslari, (2019) gecis metali olan rutenyum kompleksleri ile yapmis
olduklar1 ¢aligmalar da agaroz jelde ii¢ farkli bant olusumu gézlemlemislerken, bu tez
kapsaminda yapilan DNA kirma deneylerinde iridyum (III) kompleksleri, agaroz jelde iki
farkli bant ve kontrol grubu i¢in tek bant olustugu goriilmektedir. Tiim yeni sentezlenmis
ferrosen temelli iridyum (I11)-fosfinit komplekslerinde Form I, Form II’den daha hizh
hareket etmektedir. 1, 2, 3 nolu iridyum (Ill) komplekslerinin diger iridyum (1)
komplekslerine gére Form I’de daha hizli ilerledigi goriilmiistiir. Yeni sentezlenmis
ferrosen temelli iridyum (111)-fosfinit komplekslerinin pBR322 DNA kirma aktiviteleri

Resim 4.2. de gosterilmistir.
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Form Il
Form|

Resim 4.2. Komplekslerin DNA kirma aktivitesi. Kolon C, Kontrol, pBR 322 DNA; Kolon 1,
pPBR 322 DNA + 200 pug/mL 1; Kolon 2, pBR 322 DNA + 200 pg/mL 2; Kolon 3, pBR 322 DNA
+ 200 pg/mL 3; Kolon 4, pBR 322 DNA + 200 ug/mL 4; Kolon 5, pBR 322 DNA + 200 ug/mL
5; Kolon 6, pBR 322 DNA + 200 pg/mL 6; Kolon 7, pBR 322 DNA + 200 pg/mL 7; Kolon 8,
pBR 322 DNA + 200 ug/mL 8.
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5. SONUC VE ONERILER

Cevremizde milyonlara wulasan dogal ve sentetik kimyasal maddeler
bulunmaktadir. Bu kimyasal maddelerin ¢ogunun biyolojik etkileri heniiz
bilinmemektedir. Cevremizdeki kimyasal maddelerin sayisindaki artisin 6nemli bir
nedeni ise endiistriyel faaliyetlerin artmasidir (Somay, 2009).

Cok yakin zamana kadar rodyum (III) ve o6zellikle iridyum (II) kompleksleri,
gecis metal merkezlerinin tipik kinetik eylemsizliginden dolay1 genellikle antikanser
ajanlar olarak uygun olmayan adaylar olarak goriliyordu. Glnlimuzde, kolayca
ayarlanabilen 6zellikleri (yardimci ligand degistirilerek elde edilebilir), amfifilik dogasi
ve goreceli erisilebilirligi nedeniyle, iridyum (III) ve rodyum (IIT) kompleksleri, platin ve
rutenyum komplekslerine umut verici alternatifler haline geldi (Rubio ve ark., 2020).

Bu kimyasal maddeler giinlimiiz modern yasaminin vazgecilmez bir geregi haline
gelmistir. Faydalarinin yani1 sira maalesef dogrudan maruz kalma veya kullanim
sonucunda ¢evreye yayilarak tim ekosisteme ve insanlara zarar verme gticiine sahiptirler
(Vural, 2005). Insanlarda kanser olusumunda gevresel faktorler, davranigsal faktorler ve
diyetin %70-90 oraninda etkili oldugu diisiiniilmektedir (Klaassen, 2008). iridyum (I1I)
komplekslerin, reaksiyona dahil olan aktif oksijen tirlerinin tekli oksijen (O?) oldugu
oksidatif bir DNA hasar yolu yoluyla DNA boliinmesini destekleyebilecegi hipotezini
oneriyoruz (Rao ve ark., 2020).

Sonug olarak bu tez caligmasi kapsaminda yeni sentezlenmis ferrosen temelli
iridyum (I11)-fosfinit komplekslerinin DPPH radikal supurtictu aktivitesine, demir (1)
iyonlarin1 selatlama aktivitesine, indirgeyici gii¢ aktivitesine sahip oldugu anlasildi.
Bunun yaninda antimikrobiyal aktiviteleri incelendiginde bir veya daha fazla
mikroorganizma tizerinde etkiye sahip oldugu saptandi. Ayrica bazi komplekslerin
DNA'’ya baglanabilme ve kirma aktivitelerinin iyi oldugu tespit edildi.

Bu komplekslerle ilgili ileride yapilacak biyolojik aktivite ¢aligmalarinda, tez
calismasindan elde edilen sonuglar g6z oniinde bulundurularak komplekslere farkli
fonksiyonel gruplar baglanarak deneysel ¢alismalar genisletilebilir. Yeni sentezlenmis
ferrosen temelli iridyum (I11)-fosfinit komplekslerinin daha da gelistirilmesiyle ideal
biyolojik aktiviteye sahip kimyasal ajan olarak kullanilabilir.

Ayrica yeni sentezlenmis ferrosen temelli iridyum (III)-fosfinit kompleksleri
DNA’ya baglanma ve kirma aktivitelerinden dolay1 kanser tedavisinde ila¢ olarak

kullanilabilir.
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