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OZET

Ulkemizde yaygin yayilis alanlar1 olan ve dogal olarak gida kaynakli kullanimi
bulunan sumak 6rnegi igerisinde major organik asit olarak bulunan malik asit farkli endiistri
kollarinda 6nemli bir ham madde konumundadir. Sumak eksisinden dogal elde edilen malik
asit kalsiyum kompleksinin yapisal karakterizasyonu ve retina hiicresinde hidrojen peroksit

ile olusturulan hiicre hasarinda koruyucu roliiniin arastiritlmasi amag¢lanmaistir.

Calisma kapsamindan elde edilen kompleksin karakterizasyonu i¢in; spektroskopik
olarak Uv-vis, FT-IR, H-NMR, ¥C-NMR, MS, XRD kullanilmistir. Bunun yaninda
elektrokimyasal, fotoliiminesans ve termal Ozellikleri incelenmistir. Antimikrobiyal
calismalarda 6 bakteri ve 4 maya susu kullanilmistir. Ayni1 zamanda elde edilen kompleksin
ARPE-19 hiicre hatlarinda yasa bagli makula dejenarasyonu incelenmistir. Elde edilen

bulgular istatistiksel olarak arastirilmistir.

Bu calismada, sumak eksisinden dogal olarak elde edilen malik asit kalsiyum
kompleksinin yapisal karakterizasyonu yapildi ve malik asit kalsiyum kompleksinin retinal
pigment epitelyum hiicrelerinde oksidatif strese bagli retinal hasar {izerindeki koruyucu
etkilerini arastirildi. Elde ettigimiz bulgulara gore malik asit kalsiyum uygulamasinin

H202’in olusturdugu hasara kars1 koruyucu etkisi bulundugunu belirlendi.
Anahtar Kelimeler: Malik asit, yapisal karakterizasyon, retina hiicresi, hiicre hasari
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STRUCTURAL CHARACTERIZATION OF MALIC ACID CALCIUM COMPLEX
OBTAINED FROM SUMAK PARTICLES AND RESEARCH OF PROTECTIVE
ROLLER IN CELL CAVITY WITH HYDROGEN PEROXIDE IN RETINA CELL
(M.Sc. THESIS)

BILGE ALLI
ABSTRACT

Malic acid, which is a major organic acid in the sumac sample which has widespread
distribution in our country and which is naturally used as food source, is an important raw
material in different industrial branches. The structural characterization of calcium complex
of naturally occurring malic acid from the Sumac suture and the protective role of it in cell

damage induced by hydrogen peroxide in the retinal cell were investigated.

For the characterization of the complex obtained from the study; Uv-vis, FT-IR, *H-
NMR, BC-NMR, MS, XRD were used spectroscopically. Besides, electrochemical,
photoluminescence and thermal properties have been investigated. Six bacteria and four
yeast strains were used in antimicrobial studies. At the same time, age-related macular
degeneration of the complex obtained on ARPE-19 cell lines was examined. Obtained

findings were statistically researched.

In this study, we performed structural characterization of the malic acid calcium
complex naturally obtained from sumac minus and investigated the protective effect of the
malic acid calcium complex on oxidative stress induced retinal damage in retinal pigment
epithelial cells. According to our findings, we found that the application of malic acid had a
protective effect against damage caused by H-Ox.

Keywords: Malic acid, structural characterization, retinal cell, cell damage
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1. GIRIS

1.1. Malik Asit

Sumak, Rhus coriaria L. (Anacardiaceae), Akdeniz bélgesinde yetisen yabani
yenilebilir bir bitkidir. Rhus coriaria L. antik ¢aglardan beri Akdeniz bolgesinde Rhus
cinsinin 6nemli ve en ¢ok kullanilan tiiridiir [1]. Kahramanmaras bolgesinde dogal olarak
yetisen Rhus coriaria (Sumak) tiirli yaygin olarak bulunmakta ve halk tarafindan bu bitki
tibbi amaglar i¢inde kullanilmistir. Sumak tohumlarin igeriginde, mum, flavonoidler,
sitrik, malik ve tartarik asitler bulunur. Son yillarda biyomiihendislik uygulama alanindaki
modern gelismelerin 1518inda bitkilerde bulunan etken maddelerin tanimlanmasiyla
saflastirilmasi, yogunlastirilmasi, kompozit olusturulmasi ve karakterizasyonunun yapilmasi
sonucunda giderek daha fazla ilgi odagi haline gelmistir. Bu konu ile ilgili arastirmalar

hakkinda literatiirde giincel bilgiler yer almaktadir.

Malik asit, biyoteknolojik degeri olan hidroksi dikarboksilik asitlerden olup, IUPAC
(International Union of Pure and Applied Chemistry) kimyasal adi 2-Hidroksibiitandioik

asittir. Malik asitin iki stereo izomerik formu (L- ve D-enantiomerleri) vardir (Cizelge 1. 1).

Bazi kii¢iik a-hidroksikarboksilat anyonlarinin kimyasal olarak 6nemli 6zelligi, bazi
ozelliklerinden fulvik ve humik asitler (topraklarda bulunan yiliksek molekiil agirliklh
biopolimerler) veya sekerler gibi daha karmasik dogal ligandlara benzer davranis
gostermesidir.  Ozellikle, ¢ogunlugu a-hidroksikarboksilat grubu igeren, deniz
sideroforlarin1 taklit edebilirler. Aslinda, sitrik asit bile demir aliminda belirli bir dig
membran sitrat reseptorii tarafindan tanian bis-demir (I11) -sitrato kompleksi olarak islev
goren bir siderofor olduguna inanmilmaktadir. o-Hidroksikarboksilat ligandlarinin
koordinasyonu sadece demir alimina degil, ayn1 zamanda bir dizi diger metallerin in vivo
kullanim1 igin gereklidir. Ornegin, vanadyum ve molibden igeren ligandlarmn

koordinasyonunun hareketi ve indirgenmesi igin gerekli oldugu goériilmektedir.



Cizelge 1. 1. L-Malik asidin kimyasal 6zellikleri

Sistematik adi 2-Hidroksibiitandioik asit
Kimyasal formiilii | C4HsOs

0 Molekiil kiitlesi 134.09 g/mol
Erime noktasi 128°C-130°C

HO Kaynama noktas1 |225 °C ve <235 °C
OH Yogunlugu 1.609 g/cm?®
0 OH Renk Beyaz kristal yap1

Tat Eksi

a-hidroksikarboksilat  ligandlariin =~ metal  kompleksleri, tibbi  alanlarda
kullanilmaktadir. Bizmut (III) sitrat, antibakteriyel ve antiiilser, tiglincii nesil platin igerikli
Lobaplatin ve Nedaplatin bilesikleri gibi anti kanser aktivitelerine sahiptir. Terapotik
olmayan tibbi kullanimlari: ferrik amonyum sitrat onkoloji teshisinde ajan olarak kullanilir.
Gastrointestinal sistemde manyetik rezonans’da galyumun (°’Ga), a-hidroksikarboksilat
ligandi ile selat olusturmasiyla hidroliz olayini engeller. manyetik rezonans goriintiilerinde
kontrast madde olarak ferrik amonyum sitrat kullanilir ve 67Ga, sitrat olarak diagnostik
onkolojide, hidrolizi onleyerek o-hidroksikarboksilat ligandi ile galyum arasinda selat

olusturur [2, 3].

1.1.1. a-Hidroksikarboksilik asitler

a-Hidroksikarboksilik asitler, metalleri koordine edebilen: bir karboksilat kismi1 ve
alkol grubu igeren iki fonksiyonel gruba sahip organik bilesiklerdir. Birlikte, bu gruplar,
farkli diizenlemelerde ¢oklu metal iyonlarinin koordinasyonunun yani sira, molekiiler arasi
etkilesimler yoluyla supramolekiiler dizilerin olusturulmasi i¢in sayisiz olasiliklar yaratmaya
olanak saglar. a-Hidroksil grubu elektronegatif bir karaktere sahip olmasi ile birlikte
karboksilik asidin kuvveti artar [4] ve metal iyonlari ile kararli metal kompleksler olusturur.
Laktik, mandelik ve malik asitler igeren o-hidroksi asidin ilavesinde, karisik sentetik
prosediirlere gerek duymaksizin merkezi olmayan simetrik metal komplekslerinin

olusumuna olanak saglamaktadir.



1.1.2. Monokarboksilik asitler

Literatiirde birgok monokarboksilik o-hidroksi asitler bulunmaktadir. Bu asitler
koordinasyon kimyasinda siklikla kullanilmaktadir. Yapilan calismalar incelendiginde;
glikolik, laktik, mandelik, benzilik veya kinik asitler ile ilgili bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir.
Ormegin, yeni bir ¢alismada kinik asitin kuinat kismi ile ¢inko ve kobalt arasindaki
etkilesimleri yapilar1 ve 6zellikleri kat1 halde susuz ortamda pH ve sitokiometriye bakilarak
incelenmistir [4]. Asagida bazi monokarboksilik a-hidroksi asitlerin  yapilar
gosterilmektedir (Sekil 1. 1).

OH
OH
HO OH OH )\/\
HO COOH
M/ HOOC s~
OH OH
M N Glukonik asit 2-hidroksi-4-butanoik asit

Kinik asit \ i
Oa &

O Q H
HOOC

Hooc” “OH
2-(2'-(hidroksimetil)-[1,1'-bifenil]-2-yl)asetik asit 2-t-biitil-2-hidroksi-3,5-dioksohegzanoik asit

O OH
choo @)LHJ\COOH

N OH

OH OH

2-hidroksi-3-(1H-imidazol-4-yl) propanoik asit Hidroksi hipurik asit

Sekil 1. 1. Baz1t monokarboksilik a-hidroksi asitlerin yapisi
1.1.3. Polikarboksilik asitler

Bazi polikarboksilik a-hidroksi asitler, Sekil 1. 2’de gosterilmektedir. Ketomalonik,
trihidroksiglutarik, tartarik ve miisik asitler dort tane o-hidroksikarboksilat igerir.
Poliniikleer tiirlerin hem ¢6zeltide hem de kat1 halde stabilize edilmesine olanak taniyan iki
farkli a-hidroksikarboksilik kisim ihtiva ederler. Diger ikisi tek bir hidroksil grup ve iki veya
tic karboksil grup igerir. Birgok ¢alismada polikarboksilik a-hidroksi asitlerin
koordinasyonlar sitrik, malik ve tartarik asit ile ilgilidir. Ornegin, sitrik asit, karboksil

grubundaki {i¢ protonu kolayca verebildigi gibi alkol yapisindaki protonuda kolayca



verebildigi, ®*C-NMR ¢alismalarinda gosterilmistir. Bu protonlar, Fe (III) ve Al (I1I) gibi ii¢
degerlikli metallerle segici koordinasyon i¢in ideal olup, bilinen kristal yapilarinin hidroksi

grubunun sitrik komplekslerinde gii¢lii Lewis baz yapilarini olusturdugunu géstermektedir

[5].
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HoOC OH
HOOC HOOC\I\
W N\
Hooc\\\ COOH = \\\\\\ HOOC . COOH
HOOC\\\ H HOOC OH ////
. . . . HO COOH
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COOH HOOGC COOH coon
100C £ HOOC
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OH OH OH
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COOH H
COOH  50c J:L N OH
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OH Mukci)ltlasit & COOH COOH
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Sekil 1. 2. Bazi polikarboksilik a-hidroksi asitlerin yapisi
1.1.4. Baglanma modlari

a-Hidroksi karboksilat anyonlari kompleks sentezleri sadece metallere bagh degil
aym zamanda reaksiyona girenlerin mol oranlar da baghdir. Ornegin, bazi durumlarda
yardimer ligand kullanildiginda; monokarboksilik a-hidroksi asit ile hacimli substitiie
gruplar benzilik asit (H2B) kombinasyonu bazi durumlarda, hidroksi asitin anyonu genellikle
ikinci  koordinasyon kiiresinde  ((Cu(en)2(OH2)](HB) [6], [Zn(Im)e](HB). ve
[Ni(phen)s](HB)2 ancak wuzun kristallesme siiresinde tutulursa, [Zn(HM)(NN)]
(HM=mandelato, NN=phen veya bpy) ve [Cu(HM)(bpy)-](HM)-H.M-CH3CN [7] gibi
birinci koordinasyon kiiresinde yer alir. Mono veya polikarboksilik asitler igerisinde
gozlemlenen a-hidroksikarboksilat — biriminin  koordinasyonlar1 ~ Sekil 1. 3’de
gosterilmektedir. Cogu durumda bir ile dért metal merkezi arasinda koordine olurlar, tartarat
ise bes metal ile koordine ettigi gozlemlenmistir [8]. Tek bir katyonun ti¢ farkli sekilde

koordinasyonu gozlenmistir. Bunlar; karboksilat ve alkolik hidroksi gruplarinin iki disli selat



(x%(0,0")), sadece karboksilat grubunun iki disli selat olusturmasi (x%(0,0")) ve son olarak

karboksilat iizerinden tek disli selat (xO) olusturmas1 seklindedir.

Cift disli selat modu (x%(0,0")), M'"' komplekslerinde genellikle monoanyonik kabul
edilen moddur a-hidroksikarboksilatlar ve H20 [9], NHs, piridin [10] veya imidazol gibi
yardimet ligandlar ve ayn1 zamanda dogrusal bir N,N'-ligand kullanildiginda koordinasyon
polimerleri iiretirler [11]. Dogrusal olsa da, boyle N,N'-ligandlari, genellikle, malik asit gibi
polikarboksilik a-hidroksi asitler, dogrusal koprii olarak islev goren a-hidroksikarboksilat
parcasina ait olmayan karboksilat grubu ile kombine edildiginde, yiiksek boyutluluk
derecesinde koordinasyon polimerlerine neden olur [12]. Ilging bir sekilde, N,N -ligand:
spinal olarak monodentat olan molekiill kompleksi farklt o6zelliklerinden dolayi, o-

hidroksikarboksilat halkalarinin metaloaromatik oldugu yapisal olarak kanitlanmistir [13].

(x%(0,0")), modu ayrica karisik ligand kompleksleri, N,N'-kenetleme ligandlari,
ornegin 1,10-fenantrolin [14], 2,2"-bipiridin [15] 2,2'-dipiridilamin [16] veya etilendiamin
[17] siklikla bulunur.

Bunlarin ¢ogunda, (x%(0,0")), modunu sergileyen bilesiklerin cogunun dahil oldugu
koordinasyon bilesiklerinde, o-hidroksikarboksilat ligandlart monoanyonik, ancak bazi
durumlarda belirli sentez ve kristallesme kosullar1 dianyonik selasyon davranisina yol

acmuistir.

Cift disli selat modu (x%(0,0")), nadir kullanilmaktadir, Monokarboksilik a-hidroksi
karboksilik asitlerin (mandelato ve benzilato) fenil gruplari ile Cu'' bilesikleri bu moda &rnek

olarak gosterilebilir.
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Sekil 1. 3. Kat1 fazda temel koordinasyon modlari




Tek disli selat modu (xO), karboksilat grubu ile ligand arasinda veya metal merkez
atomu ve yardimci ligand arasinda olusan selat seklidir. a-Hidroksi asitler ¢cogunlukla bu
modu gosterir. Baz1 bilesikler ayn1 anda farkli modlarda gdsterebilir. Ornegin glikolato, xO

ve x%(0,0") modlar sergilerler.

1.1.5. Metal a-hidroksikarboksilatlar

Metal a-hidroksikarboksilatlar ayri mono- veya poliniikleer bilesikler veya
koordinasyon polimeri olabilir. Aslinda, a-hidroksikarboksilatlarin olast birden fazla
koordinasyon modlari, ¢oklu donor atomlar ve bu ligandlarin iki veya daha fazla iyonlagsmasi
olasilig1, belirli bir asit ve katyonun genellikle farkli kosullar altinda farkli yiik ve niikleik
ozelliklere sahip cesitli kompleksler olusturabildigi anlamima gelir [18]. Ornegin, malatin -
karboksilat grubu, a-hidroksikarboksilat grubu ile kenetlendigi gibi ayni metal iyonunu
koordine edebilir, bu da malat1 ii¢lii hale getirir veya koordinasyon polimerlerine yol agarak
diger metal iyonlarin1 koordine edebilir. Ornegin malat cesitli metal iyonlar1 ile a-
hidroksikarboksilat gruplarin selatlastirdigi gibi B-karboksilat gruplari ile metal iyonlarina
kordine olarak selatlasma yapabilir ve li¢ disli malat olusturarak polimer koordinasyonu
saglayabilir. Cift disli selat modu siklikla oktahedral tek g¢ekirdekli kompleksler verme
egilimindedir. Formiil olarak [M''(Hhc)2(OH2)], (Hzhc=a-hidroksikarboksilik asit) seklinde
gosterilir. Kordinasyon polimerlerini a-hidroksikarboksilik asit liganlariyla hazirlamak i¢in
farkli koordinasyon modlari vardir. Ornegin, Mny, Fez, Coz, Ni2 ve Zn, kompleksleri L-malat

ile kirallesir; karboksilat gruplari a- hidroksikarboksilatlarin etrafini sarar [19] (Sekil 1. 4).
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[Mn(DL-mal)(H,0);] [M(L-mal)(H,0)] M=Mn,Fe,Zn,Co [Coy5,Nig 44(L-mal)(H,0);]

[Mng 76Nig 21(L-mal)(H,0)] [M(DL-mah)(H;0),]
[Mn,5;Coy 37(L-mal)(H,0)] M=Co,Ni

Sekil 1. 4. Malat M(11) kompozisyonunun kordinasyon modu

Mono ve polikarboksilat hidroksi asitler ¢ok yonlii ligandlardir. Bir ya da daha ¢ok
koordinasyon modlar1 vardir. Metal kompleksler ile ¢ok ¢esitli baglanma yapisi olustururlar.
Baz1 hidroksi asitlerin kiral yapilari olduk¢a dikkat c¢ekicidir. Metal bilesiklerin

kirallesmesine olanak saglarlar.

1.1.6. a-Hidroksikarboksilik asit ve yardimeci ligandlarin metal kompleksleri

Kordinasyon kimyasinda a-hidroksikarboksilatlarin diger ligandlarla birlesmesi,
Ozellikle N-donor ligandlar1 ¢ok fazla arastirilmistir. Piridin, imidazol, pikolin gibi
heterosiklik bazlar potansiyel tek disli N-dondr ve dogrusal olarak dagilmis N-dondr
ligandlar1 hidroksi asitlerin su ¢ikisina katkida bulunur. Konjuge katyonlarin kat1 bilesikleri
hidrojen baglari ile kristal yap1 olusturur. a-Hidroksikarboksilatlarin ¢ift disli selat yapma
kapasiteleri yardimer ligandlara bagli olarak degisir. Olusturduklar selatlarin farkli metal
iyonlart ile yaptiklar1 koordinasyon sonucu degisik kristal yapilar olusturabilir. Bu yapilar
genellikle X-ray kristografi teknigi ile aydinlatilir. Bu komplekslerdeki metal iyonlari
bilesigin fiziksel ve kimyasal 6zelligini de degistirir. Olusan metal komplekslerin termal
kararliklar1 Termogravimetrik (TGA) metodlarla belirlenir. Isil isleme tabi tutulan
komplekslerin siirekli hava akigi altinda pirolitik bozunmalari FT-IR ile karakterize
edilebilir. Yapidaki kristal su 120-180 °C arasinda yapidan uzaklasir ve daha yiiksek

sicakliklarda yap1 bozunur.



1.1.7. L-malik asit iiretim calismalar:

L-malik asit ilag, kozmetik ve yiyecek endiistrisinde kullanilan 6nemli bir maddedir.
L-malik asidin ticari tiretimi esas olarak iki yontemle yapilmaktadir. Bu yontemlerden birisi

kimyasal yontem, digeri ise mikrobiyal yontemdir.

L-malik asit formu asetondan veya aseton-kloroform karisimindan kristallendirilir.
Benzende ¢6ziinmez [20]. Malik asit {iretiminde, kimyasal yontem olarak fumarik aside su
katilmas: ile rasemik karisim elde edilir. Mikrobiyal yontemde ise mikroorganizma
kullanilma temeline dayanan bir yontem olup fumarik asit, L-malik aside fumaraz enzimi ile

dontstiiriliir.

Yaptigimiz literatiir arastirmalarinda 2000 yilina kadar saf enzimle yapilan bir
caligmaya rastlanilmamistir. Daha sonraki yillarda Giorno ve arkadaslari [21] asimetrik
kapiler membranlara hapsedilmis fumaraz igeren membran reaktor kullanarak fumarik asidi

L-malik aside doniistlirmiistiir.

Bélafi-Bako ve arkadaslari [22] ile Chi ve arkadaslar1 [23] jel i¢inde hapsedilmis
fumaraz enzimi igeren sabit yatakli reaktorden amonyum fumarat: (fumarik asidin sudaki
¢ozliniirliigiinlin az olmasi nedeniyle) gecirerek bir ¢alisma yapmiglardir. Calisma agirhikl
olarak reaktdrden toplanan fumarik ve malik asidin amonyum tuzlarinin ayrilmasiyla

ilgilidir. Ayirma islemi igin elektrodiyaliz ¢alismalari yapilmustir.

Mikrobiyal hiicreler kullanilarak yapilan ¢aligmalarin temeli 1924 yilina
dayanmaktadir [24]. Calismada maya kullanilarak alkol fermantasyonu ile L-malik asit elde

edilmistir.

Poliakrilamid jel elektroforezi matrikste immobilize yontemiyle 1960’11 yillarda
Lactobacillus brevis hiicreleri kullanilarak yapilan ¢alismalarda devam eden enzim sistemi
nedeniyle reaksiyonun istenilen basamakta durdurulamamasi, yan iriinlerin olusumu
(6zellikle siiksinat birikmesi) triiniin kirlenmesine ve verimin diisiik ¢ikmasina neden
olmustur. 1974 yilinda ise yiliksek miktarda fumaraz aktivitesine sahip Brevibacterium

ammoniagenes hiicreleri poliakrilamit jel matrikste immobilize edilerek kullaniimistir [25].



Son vyillarda yapilan galismalarda ise bakteri hiicreleri yerine maya hiicrelerinin
kullanildig1 ¢alismalara rastlanilmaktadir. Bu amagla en yaygin kullanilan maya ise
Saccharomyces cerevisia’dir. Bu organizmanin genetik yapist degistirilerek de
kullanilmistir; avantajlar1 siralanabilir; siiksinat yigilmasini azaltmakta, ylizde verimliligi

artirmakta, gida sanayinde daha giivenle kullanilmasini saglamaktadir [26-28].

L-malik asit ilag ve kozmetik alanlarda kullanilan iriinlerin igeriginde de
bulunmaktadir. Ciinkii derinin giines ile direkt temasinda deri, giinesten aldig1 enerjiyi toplar
ve dagitir; ayn1 zamanda zararl etkilerinden alttaki yapilari korur. Bunun iginde derinin
giinesten yararlanirken zarar gérmesini engeller. Bu zararl etkiler, kanser tiirlerinin
gelisimini tetikler, uzun vadede de erken yaslanmaya sebep olur. L-malik asidin ise cildi
koruyucu etkisi oldugu i¢in giines koruyucularinda kullanilarak foto-yaslanma izlerini, UV
ye bagl kronik giines hasarlarin1 azaltir ve ozellikle bazi1 deri kanserlerini ve kanser
onciilerinin olusumunu engeller. Ayni1 zamanda meyve asitlerinin (malik asit, laktik asit,
sitrik asit, glukolik asit gibi) cilt lizerinde yenileyici etkileri oldugu da bilinmektedir. Meyve
asitleri cildin {ist katmanindaki 6lii hiicre tabakasint yok edip, diizensiz ¢alisan hiicreleri
onararak gen¢ hiicrelerin list katmana ¢ikmasini saglar. Derideki genis gézeneklerini
sikistirir, piirtiz, kirisiklik ve lekelerin (kahverengi leke, ¢il, sigil ve akne izleri gibi)

giderilmesini saglar, cildin daha yumusak, canli, berrak ve siki gériinmesini saglar.

Ayrica bogaz tahriglerinde kullanilan ilaglarda, oksiiriikk suruplarinda ilaca meyve
tadin1 vermek i¢in kullanilmaktadir. Gargaralarda ve dis temizlik maddelerinde antiseptik
ozelliginden faydalanilarak kullanilmaktadir. Yalniz malik asitteki iki karboksil grubundan
dolay: tahris edici 6zelligi vardir. Bunu ortadan kaldirmak igin alkollerle esterlesme
reaksiyonuna tabi tutulurlar. Malik asidin mono esterleri de yine ilag, kozmetik ve yiyecek

sanayinde malik asit yerine kullanilabilmektedir.

Malik asit, hiicresel metabolizma i¢in énemli rol oynar ve ATP' nin viicutta elde
edilmesinde yardimeci olur. Enerji iiretimi disindaki malik asit; kas yorgunlugunun
onlenmesi, bazi metallerin toksik etkilerinin azaltilmasi, agiz sagliginin korunmasi,
bagisiklik sisteminin giiglendirilmesi, sinirler, kaslar ve kalbin diizgiin ¢alismasini ve cildin
sik1 ve diizgiin olmasini saglar. Malik asit, viicutta biriken iyi bir kenetleme maddesidir ve
aliiminyum veya kursun gibi potansiyel olarak toksik metallere baglanma kabiliyetine

sahiptir [29]. Metal toksinler inaktive edilir ve sagligi tehdit eden faktorleri azaltir.
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a-Hidroksikarboksilik asitler doganin her yerinde bulunurlar, hem bitkilerde hem de
hayvanlarda bir¢ok biyolojik proseste oOnemli rol oynarlar. o-Hidroksikarboksilat
ligandlarmin  6zel metal kompleksleri, ¢esitli tibbi kullanimlara sahiptir. a-
Hidroksikarboksilik asitler, metalleri koordine edebilen iki islevsel gruba sahip organik
bilesiklerdir: bir karboksilat parcasi ve karboksilat grubuna bir alkol grubunun ilavesi

seklindedir.

a-Hidroksikarboksilik asitler dogada bircok yerde bulunurlar. Bitkilerde ve
hayvanlarda birgok biyolojik proseste 6nemli rol oynarlar. a-Hidroksikarboksilik asitlerin
anyonlari, Krebs dongiisii (sitrat, izositrat, malat), Cori ¢emberi (laktat) ve fotospirasyon
(glikolat) gibi temel biyokimyasal siireclere katilmaktadirlar. Sitrik asit, kan plazmasinda
0.1 mM konsantrasyonda bulunur ve hemokromatozis veya talasemi gibi hastaliklarda
biiyiik majorlii transferrin igermeyen demir ligandlar oldugu bilinmektedir [30]. Homositrat,
metal bagli bazi nitrogenazlarin aktif bolgesinde bulunur. Biyolojik azot fiksasyonu
sirasinda azotun amonyaga indirgenmesini katalize eder [31]. Sikimik asitin Onciisii olan
Kinik asit [32], aromatik amino asitlerin biyosentezinde yer alir. Bu asitlerden bazilari1 veya
bunlarin tiirevleri farmasotik, kozmetik, biyolojik, gida ve genel endiistriyel kimya
alanlarinda yaygm olarak kullanilmaktadir. Ornegin birgok dermatolojik ve kozmetik iiriin,
glikolik, laktik, sitrik, hidroksibutirik veya malik asit i¢erir [29]. Glikolik asit ve laktik asit
ayrica ilag iletiminde yaygin olarak kullanilan bir polimer olan poli (D, L-laktik-ko-glikolik

asit) gibi biyomalzemeleri sentezlemek i¢in kullanilir [33].

Malik asit gida endiistrisinde, asitligi diizenleyici ve lezzet verici olarak bazen sitrik
asitle bazen de sitrik asidin yerine kullanilmaktadir. Ayni1 zamanda malik asit tuzlu veya
sirkeli cipslerin yapiminda kullanilan ana tatlandirici igeriklerinden biridir. Sudaki
¢oziiniirligi yiksektir. Malik asit, gida katki maddesi olarak kullanildiginda, E296 numarasi

ile gosterilir.

Organik asitler yapilarinda bulunan karboksil grubu sayisina gore siniflandirilirlar.
Buna gore organik asitler monokarboksilli, dikarboksilli ve trikarboksilli asitler olmak tizere
lic ana gruba ayrilirlar. Trikarboksilli asitler icerisinde yer alan malik asit, trikarboksilik asit
dongiisiinde (TCA: sitrik asit dongiisii, krebs dongiisii) priivattan veya fumarik asidin bir

mol su ilavesi ile olusan ara tiriiniidiir (Sekil 1. 5).
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Sekil 1. 5. Krebs dongiisii ve malik asit olusumu

Malik asit terimi ilk olarak Karl Wilhelm Scheele tarafindan 1785 yilinda elmadan
elde edildigi i¢in latince anlami olan Malus (elma)’dan almistir. Malik asit (2-
hidroksibiitandioik asit, 2-hidroksisiiksinik asit) bir dikarboksilik asittir ve bir asimetrik
karbona sahiptir ve bu nedenle iki izomer, L ve D' de ortaya ¢ikar [34]. Uzun yillardir yapilan
caligmalarda hiicresel metabolizmanin 6nemli bir parcast olan TCA ¢evriminde ara iiriin
olarak belirlenmigtir. Malik asit {iretiminde dort ana metabolik yol bulunmaktadir. Bu
yolaklardan ilki piriivatin okzaloasetat'a karboksilasyonunu ve daha sonra, molekiil bagina 2
mol glikoz ile en yiiksek teorik verime yol agan malat indirgemesini icerir. Ikincisi ise klasik
TCA déngiisiidiir. Uciincii muhtemel yolak ise glioksilat reaksiyonudur ki burda 1 mol
glikoz elde edilir. Dordiinciisii ise dongiliye katilmadan direk isositratin malik asite

indirgenmesidir [28, 35].

12



1.2. Goz Anatomisi

G0z, iki gdziin stereoskopik goriis saglarken dis diinyay1 gormesini saglar. Goziin 6n
ylizeyini nemli ve temiz tutan bir gézyasi tabakasi bulunur, g6z i¢i basinci ise goz seklini
korur. Bu sekil, goziin normal optikleri i¢in gereklidir. Ekstraokiiler kaslar gorsel goriintiileri
hizada tutar. Kornea ve lens, 15181 kirmakta ve gozbebegi gbze giren 1s18in miktarini
boyutunu diizenlerken, camsi agik bir optik ortam saglamaktadir. Retinaya diisen 11k, gorsel

yol boyunca serebral korteksin gorsel alanlarina giden noéral impulslara doniistiiriiliir [36].

G0z kiiresi, ii¢ doku katmanindan olusur: (1) dis koruyucu tabaka, (2) orta tabaka;
kan damarlari, pigment hiicreleri ve kas lifleri ve (3) retina adi verilen ig, 1518a duyarl bir

tabakadan meydana gelir (Sekil 1. 6).

/v Sklera

Konjunktiva .
Koroid

Retina

Kornea \ /
Pupil <[

Iris

Makula

Lens
Optik sinir
Silier cisim

Sekil 1. 6. Goziin genel yapisi

Dis tabaka sert ve kalindir ve kolajen liflerinden yapilir. On kisim seffaftir ve bylece
15181n gdze girmesine izin verir. Bu seffaf yapiya kornea denir ve ii¢ katmandan olusur. Lifli
tabakanin iginde vaskiiler / kas tabakas1 bulunur. Zengin vaskiiler olan koroid, retinanin dis
tabakalarina ve on katmanlara ait yapilara oksijen ve besleyici maddeler saglar. iris, goziin
halka seklindeki, kasl, renkli kismudir. irisin en i¢ kismi, pupil daralmasina neden olan
dairesel sfinkter kas liflerini igerir. “Sfinkter pupilla”, siliyer ganglion kaynakli

postgangliyonik parasempatik sinir lifleri tarafindan saglanir.
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Retina i¢ tabakalar1 bipolar ve ganglion hiicreleri ve sinir lifleri ve sinapslarindan
olusur. Goze giren 151k, ¢ubuk ve konilere ulasmak icin seffaf retinadan gecger. Bunlar 1518a
maruz kaldiklarinda elektriksel diirtii tiretirler. Bipolar ve ganglion hiicreleri ve onlarin

sinapslar1 degistirir.

Goz kiiresinin en i¢ tabakasi noral tabaka veya retinadir. Retina, i¢ tabakalar1 bipolar
ve ganglion hiicreleri, sinir lifleri ve sinapslarindan olusur. Isiga karsi duyarli olan gubuk ve
koni fotoreseptorleri, ortama gelen 1s1k impulslarimi algilar ve elektrokimyasal sinyale
dontstiiriir. Optik sinirin goze girdigi bolgede fotoreseptorler yoktur. Bu retinada kiigiik kor
noktaya neden olur. G6ziin arka kutbunda, optik diske medial, makula lutea (sar1 nokta)
goriilebilir. Bu, renkli fotoreseptorlerin (konilerin) yogun olarak bulundugu kiiciik bir alan
olan fovea'nin pozisyonudur. Fovea, bir nesneye sabitlendiginde 151k 1s1nlarmin yogunlastigi

en biiyiik gorme keskinliginin noktasidir [37].

Retina ¢ok aktif bir metabolizmaya sahiptir. Retinal kan damarlar1 i¢ katmanlara
oksijen verirler. Retina dis tabakalari, koroidin kan damarlarindan difiizyon yoluyla oksijen
elde eder. Retinal kilcal damarlar beynin kilcal damarlarina benzerdir ve yiiksek oksijen
gereksinimi vardir. Bu nedenle, anoksia ad1 verilen herhangi bir oksijen eksikligi veya kan
damarlarinin hastaliklar1 retinaya zarar verebilir. Ug ana retinal hastalik grubu vardir: (1)
vaskiiler retinopatiler, kan veya kan damarlarinin hastaliklarindan, (2) retinal ve koryoretinal

dejenerasyonlar ve (3) retina dekolmani gruplandirilir [38].

Sklera

Koroid

Retinal Pigment Epiteli

Retina

Sekil 1. 7. Retinal pigment epiteli tabakas1

Retina pigment epiteli, dis kan retina bariyerini koruyan siki baglantilarla bir epitel
tabakasidir (Sekil 1. 7). Bruch membrani retina pigment epiteli ve altta yatan koryokapillaris

icin temel membran olarak gorev yapar. Preklinik farmakokinetik ¢aligmalar, retina pigment

14



epitelinde diger uygulama yollarina kiyasla yiiksek biyoyararlanimin miimkiin oldugunu

gostermistir [39].

Suprakoroidal alan, géziin arka kisminin gevresini saran sklera ve koroid arasindaki
potansiyel bir bosluktur. Suprakoroidal alan, ila¢ teslimi i¢in ¢ekici bir bolgedir, ¢linkii
koroid, retinal pigment epitelyumu ve yiiksek biyoyararlanimi olan retinay1 hedef alirken,
g0ziin baska yerlerini hasardan korunur [39]. Okiiler patoloji, gorme bozuklugu ve korliige
yol agabilir ve sonu¢ olarak yasam kalitesinde kayda deger kayiplar olabilir [40-43].
Ozellikle, yasa bagl makiiler dejenerasyon, diyabetik retinopati, noninfeksiydz iiveit veya
santral serdz koryoretinopati gibi arka segment hastaliklari, retina yapist ve fizyolojisi

bozuldugunda kalic1 gérme kaybina neden olabilir [44].

Go6z hastaliklarim1 tedavi etmek ic¢in topikal, oral, intravendz, subkonjonktival,
periokiiler ve intravitreal yollar gibi farkli ila¢ uygulama yollar1 kullanilir. Statik okiiler
bariyerler korneal epitelyumu, kandaki sulu bariyeri, sklerayi, retinal pigment epitelyumunu

ve kan kilcal endotelyal hiicreleri igerir [45].
1.2.1 Makula Anatomisi

Oftalmologlar tarafindan retinanin merkezini tanimlamak i¢in Latincede "macula
lutea (Sar1 nokta)" terimi kisaca "makula" olarak adlandirilmaktadir [46]. Makula, renk
gorlisii ve keskin gérmeyi saglamak i¢in tasarlanmis merkezi retinadir. Norosensor retina,
retina pigment epiteli (RPE), Bruch membran1 ve koroidden olusur [47]. Retina pigment
epiteli, fotoreseptor tabakasina bitisik olan apikal uzantilari, fotoreseptor dis segmentlerin
yogun tabakasiyla interkale edilen ve temel tabakasi, dis retinay1 koroidten ayiran Bruch
membrani iizerinde bulunur (Sekil 1. 8) [48]. Fotoreptorlerle iletisimde Retina pigment epitel
foto reseptorlerin sagligini koruyan olduk¢a uzmanlasmis kutuplagmis bir hiicredir. Retina
pigment epiteli, fotoreseptor dis segmentlerinin giinlilk fagositozu (RPE, kandaki glikoz,
retinol ve yag asitleri gibi besleyicileri alir ve bu besleyicileri fotoreseptorlere gonderir.),
151k emilimi, 1s1 degisimi, A vitamini metabolizmasi, dis kan retina bariyeri Ve
koriokapillerisin korunmasi da dahil olmak iizere bir¢ok temel fonksiyona sahiptir [49].
Yasa bagli makula dejenerasyonunun, makiiler fotoreseptorlerin bozulmasiyla gérme ve

yasam kalitesini diisiirmektedir.
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Sekil 1. 8. Yasa bagli makula dejenerasyonunda retinanin sematik diyagrami
1.2.1 Yasa bagh makula dejenerasyonu (YMD)

Yasa baghh makula dejenerasyonu (YMD), geri doniisiimii olmayan ciddi gorme
kayb1 nedenlerinin basinda gelmektedir. Yasa bagli makula dejenerasyonu, insan dmriiniin
artmasi ile birlikte gelismis lilkelerde gérme kaybinin en yaygin nedenleri arasindadir [50].
Oksidatif stres, yasa bagli makula dejenerasyonu ve glokom da dahil olmak {izere birgok
retinal hastaliklarda kritik rol oynamaktadir [51, 52].

Birgok meyve igerisinde bulunan flavonoidler antioksidan oOzelligi gostererek
retinayr oksidatif strese karsi koruyucu etkileri bulunmaktadir [53]. Bitkilerde bulunan
meyve asitleriyle yapilan in-vitro ve in-vivo calismalarda retinal 1s1k hasar1 tizerinde

koruyucu etkilere sahip oldugu bilinmektedir [52].

1.2.2 Yasa bagh makula dejenerasyonunda epidemiyoloji

Diinya Saglik Orgiitii verilerine gore 60 yas iistii niifus 2020°de 1 milyar, 2050°de 2
milyar kisi olacagi tahmin edilmektedir. Niifus artisina bagl olarak yasa bagli makula

dejenerasyonu 80 yas iizeri 2000 yilinda 69 milyon iken 2050 yilina kadar yaklagik 379
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milyon olmasi beklenmektedir. Bu demografik degisikler sonucunda yaslanma ile iliskili
hastaliklarin sayisinda artis olmast muhtemeldir. Yasa bagli makula dejenerasyonu bu
hastaliklar icinde en Onemlisi olup Diinya capinda bu hastaliktan 20-25 milyon kisi
etkilenmektedir. Oniimiizdeki 30-40 y1l igerisinde yaslanan niifus artis1 ile birlikte bu rakam

li¢ katina ¢ikmasi tahmin edilmektedir [54, 55].

1.2.3 Yasa bagh makula dejenerasyonun etiyolojisi
Oksidatif stres

Oksidatif stres, reaktif oksijen ara iirlinlerinin hiicre hasarina neden oldugu bir¢ok
hastalik siirecinde, 6zellikle yasa bagli hastaliklarda 6nemli rol oynar. Yaslanan dokularin,
reaktif oksijen ara tiriinlerinin de 6nemli bir artis ve antioksidanlarin azalmasi sonucu olarak
retinay1 oksidatif hasara kars1 daha duyarl hale getirir [56]. Reaktif oksijen ara iirlinlerinin,
serbest radikaller, hidrojen peroksit ve singlet oksijeni icerir ve genellikle oksijen
metabolizmasinin yan iirlinleri arasinda yer alir. Retinanin yiiksek oksijen tliketimi, ¢oklu
doymamis yag asitlerinin yiiksek orani ve goriiniir 1518a maruz kalmasi nedeniyle oksidatif
strese kars1 dzellikle duyarlidir [57]. Rediiksiyon-oksidasyon (redoks) reaksiyonu sirasinda
reaktif oksijen tilirleri (ROT) in-vivo ara {irlinler olarak iretilmektedir. Siiperoksit
anyonunun ¢ogu reaktif oksijen tiirlerinin liretilmesine ve mitokondrideki elektron tagima

zincir reaksiyonlarin olusmasinda dnemli rol oynadigi bilinmektedir [58].

Yasa bagli makula dejenerasyonu ile ilgili yapilan arastirmalarda birgok ¢evresel
faktorlerin yanisira, yas, sigara igme durumu, fiziksel aktivite, obezite gibi parametrelere
bagli olarak bu hastalifin gériilme sikhiginin arttign bildirilmistir. Inflamasyon, oksidatif
stres ve endotel fonksiyon bozukluguna sebep olarak, yasa bagli makula dejenerasyonu

sikligina ve ilerlemesini etkiledigi yoniinde hipotezler bulunmaktadir [59].

Genetik faktorler

Yapilan genetik ¢aligmalarda, yasa bagli makula dejenerasyonu kaynaginin genetik
baglant1 analizlerinde ¢ogu kromozomda birden fazla lokusun bulundugu bildirilmis olup
dogal olarak genetik heterojenin temelini olusturmaktadir. Aile temelli ¢calismalarda birinci
dereceden akrabalarin digerlerinden 6-12 kat daha fazla yasa bagli makula dejenerasyonun

ortaya ¢ikmasi riskinin bulundugu gosterilmistir [60].
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Bruch kompleksinin bozulmasi

Bruch membrani, {istiinde retina pigment epiteli ve retinaya yapisal destek saglayan
bes katmanli bir hiicre dis1 matris olarak disiiniilmektedir [61]. Histopatolojik 6zelliklere
bagli olarak yasa bagli makula dejenerasyonu cesitli kategorilere ayrilabilir. Retina pigment
epiteli Bruch zar1 arasindaki protein ve lipit acisindan zengin hiicre dig1 birikimlerin
seviyesine gore sar1 nokta hastalig1 (Drusen), baslangi¢ veya orta diizeyde yasa bagli makula

dejenerasyonu olarak tanimlanir [62] (Sekil 1. 9).

Gangliyon Hiicresi {
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Miiller Hiicre
Mikroglial Hiicre

Fotoreseptor

Retina Pigment
Epitelyum

Koryokapillaris ',_ O
-,
Koroid< Sattler Tabakas1 \ 4‘-‘

Haller Tabakas1 “( (s

Optik Sinir

. } Bruch Membran

Vaskiiler Diiz
Kas Hiicreleri

Sekil 1. 9. Normal goz ve retina yapisi
Mitokondriyal disfonksiyon

Retinal pigment epitelyum hiicreleri, fotoreseptorler ve Miiller glia, ¢ok sayida
mitokondriye sahiptir. Retinal pigment epitelyum hiicrelerinde oksidatif stres ve zararh
lipofiisin birikimi yasa bagli makula dejenerasyonun yaslanma, genetik, ¢evresel (sigara,

UV, mavi 151k vb.) ve beslenme faktorleri (diyet vb.) ile iliskili oldugu bildirilmistir [63-65].

Mitokondri, yasa bagli noérodejeneratif hastaliklarin patogenezinde ve yaslanma
siirecinde merkezi bir rol oynamaktadir. Yapilan ¢alismalara goére mitokondriyal DNA nin
(mtDNA) bir¢ok anormalliklere ve solunum enzimi komplekslerinde goriilen bozukluklara,
enerji tretiminde azalmaya, asir1 reaktif oksijen tiirleri olusumu ve apoptoz yolagmnin

aktivasyonunu tetikledigini belirtmislerdir [65, 66].
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1.2.4 Yasa bagh makula dejenerasyonu tedavi

Beslenme aligkanliklarina bagl olarak, 6zellikle de antioksidan 6zelliklere sahip
yiyeceklerin tiiketimi, genellikle bu hastaligin ilerlemesinin daha ileri safhalara gelmesini
Onleyebildigini gostermistir. Farkli antioksidan bilesikler arasinda en c¢ok arastirilanlar
karotenoidler (lutein ve zeaksantin, B-karoten), vitaminler (vitamin A, E, C, D, B), mineral
takviyeleri (cinko, bakir, selenyum) ve omega-3 yagh asitlerdir. Ozellikle, antioksidan
besinler viicutta biriken serbest radikalleri temizleyici olarak islev gordigi
diisiiniilmektedir. Makulada biriken ve retina pigment epitelinde bozulmaya neden olan ve

makula dejenerasyonundan sorumlu olan okside bilesikleri pargaladigi bildirilmistir [56].
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2. ONCEKI CALISMALAR

Lakshmipriya ve arkadaslar1 [67] tarafindan yapilan c¢aligmada, malik asitin tek
kristal yapisinin olusumu ve karakterizasyonu c¢alisilmistir. Tekli kristal maleik asit oda
sicakliginda yavas buharlastirma yontemiyle olusturulmustur. Kristalin XRD, FT-IR, UV-
Vis-NIR, DTA ve TGA ile karakterizasyonu yapilmistir. XRD sonuglaria gore kristalin
monoklinik yapiya sahip oldugu belirlenmistir. UV-vis-NIR spektrumuna gore 284 nm dalga
boyunda iyi bir gegirgenlige sahip oldugu ortaya koyulmustur (Sekil 2. 1). Termal analiz
yontemiyle, elde edilen kristalin 152 °C'ye kadar kararli oldugunu belirtilmistir.
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Sekil 2. 1. Tek kristal malik asidin UV-vis-NIR spektrumu

Kaemmerer ve arkadaglari, [68] tarafindan yapilan ¢alismada, malik asidin
termodinamik yapist aciklanmaya c¢alisilmistir. Calismada malik asidin faz diyagraminin
tanimlanmasinda DSC, kat1 fazin tanimlanmasinda ise XRD ve FTIR-ATR kullanilmustir.
Calisma sonuglarina gore malik asidin kristallesme davranist ve molekiiler davranisi, ikili

faz sistemi ile belirlenmistir.

Camargo ve Kakihana, [69] tarafindan yapilan ¢alismada, suda ¢6ziiniir DL-malik
asit ve lityum niobat tozlarinin kompleksleri olusturularak kimyasal sentezi yapilmistir.
Caligmada amonyak igerisinde malik asit ile sulu niyobyum iyonunu stabilize etmek i¢in
NDbCls'den baslamak {izere bir proses gelistirilmistir. Amonyak kloriir ile reaksiyona girerek
NH4Cl seklinde elimine edilmis ve Nb-MA kompleksi olusturulmustur. Elde edilen Nb-MA
kompleksi Nb-MA dinamik termogravimetri ve farkli termal analiz yontemi ile

karekterizasyonu yapilmistir (Sekil 2. 2).
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Sekil 2. 2. Nb-MA kompleksinin termogravimetri ve termal analizi

Wu ve arkadaglari, [70] tarafindan yapilan ¢alismada, erkek ve disi siganlara oral
yemle li¢ doz malik asit uygulanmistir. Bu uygulamada siganlarin biyolojik sivilarinda
(serum ve idrarlar1 alinarak) maleik asidin farmakokinetigi ve biyoyararlanimi
aragtirtlmistir. Malik asitin uzun siireli ve diisiik seviye maruziyetine gore toksisite tliretip
tiretmedigini belirlenmistir. Gida giivenligi agisindan temel olusturmustur. Disi siganlarda
gavaj uygulamasiyla farkli dozlar i¢in maleik asitin serumda zamana bagli absorbsiyonu

Sekil 2. 3’de verilmistir.
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Sekil 2. 3. Disi sicanlarda gavaj uygulamasiyla farkli dozlar i¢in maleik asitin serumda
zamana bagli absorbsiyonu
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Vargas ve arkadaslari, [71] tarafindan yapilan c¢alismada, amperometrik
biyosensorlerle saraplarda L-malik asit otomatik biyoanaliz cihazi ile belirlenmistir.
Calismada ti¢ farkli amperometrik detektor olarak analitik metotlar kullanilmistir. Sonuglara
gore sarap ve meyvelerin malik asit diizeyinin belirlenmesinde basit ve hizli bir yontem
olarak analitik biyosensoriin kullanilabilecegi bildirilmistir. Sekil 2. 4’de L-malik asit

biyosensoriiniin sematik diyagrami verilmistir.

L-malat NAD*
MDH
NADH 2 TTF”
Okzalat m
DP - 12
2 e—>) %-'
NAD™ 2 TTF L

e

Sekil 2. 4. L-malik asit biyosensoriiniin sematik diyagram

Wang ve arkadaslari, [72] tarafindan yapilan ¢alismada, poli (L-malik asit-co-D, L-
laktik asit) kopolimeri, L-malik asit ve d, L-laktik asitin dogrudan polikondensasyonu ile
sentezlenmistir. Daha sonraki asamada polimer ile kitosan arasindaki komplekslesmeye
dayanan yeni bir polielektrolit kompleksi hazirlanmistir. Bu kompleks, pH 3-5 sulu
cozeltilerde 316-590 nm araliginda ¢aplara sahip nano pargaciklar olusturulmustur. Etken
ila¢g maddesi olarak doksurubisin, fiziksel adsorpsiyon ve komplekslestirme yoluyla nano
pargaciklara yiiklenmis ve doksurubisin'in bir kismi, kendi kendine agregasyon yoluyla
ikincil pargaciklar elde edilmistir. Asidik ortamda siirekli salinim yaparak yiiksek ilag
yikleme verimi (%16.5) gozlemlenmistir. Nano parcaciklar, kontrollii salimim igin
potansiyel olarak pH'ya duyarl ilag tasiyicilari olarak uygulanabilir oldugu bildirilmistir
(Sekil 2. 5).
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Sekil 2. 5. Kompleksin ve doksurubisin yiikli ve yiiksiiz nanoparcaciklarinin dagilimi

Wu ve arkadaslari [73] tarafindan yapilan ¢alismada, L / D-malik asit ve L-efedrin'in
su icinde olusturdugu diastereomerik tuzlar i¢in kristallesme goriintiileri rapor edilmistir.
Suana kadar 7 farkli formda, 1:1 ve 2:1 stokiometrik oranlarda LL tuzlarinin, basariyla
kristallestirildigi rapor edilmistir. Kristal tuzlarin karakterizasyonu, diferansiyel tarama
kalorimetresi, termogravimetrik, elemental analiz, infrared spektroskopi, kat1 hal NMR ve
toz XRD ile karakterize edilmistir. Stokiyometrisi 1:1 olan tuzlar, anhidrat olusumunu
desteklerken, 2:1 stokiyometriye sahip olanlar ise, monohidrat formlar verme egiliminde
oldugunu goézlemlemislerdir. Susuz tuz elde etmek icin iki monohidratin bir araya gelerek
olusturdugu dehidrat, 1sitma yontemiyle kurutmuslardir. Stokiyometrik orani 2:1 olan LD
trihidrat formu buhar absorsiyon deneyleriyle kesfedilmis ve sadece yiiksek bagil nemde
stabil oldugu belirtilmistir. Tuz kristallesmesinde stokiyometri ve hidrat olusumundaki
farkliliklar, fizikokimyasal 6zelliklerde farkliliklar gostermistir. Bu da ¢oziiniirliik kosullar:

ve caligmanin sonucu lizerinde 6nemli bir etkiye sahip olabilecegi bildirilmistir (Sekil 2. 6).
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Sekil 2. 6. L-Epedrin malik asit H2O tuz olusumunun sematik gosterimi; (MH=monohidrat,
TH=Trihidrat)

Zhang ve arkadaslari, [74] tarafindan yapilan ¢alismada, malik asit, ¢inko laktatin
kristallestirilmesinde kullanilmistir. Cinko laktatin sogutularak kristallesmesinde bir
kristallesme yardimcis1 olarak islev goren malik asitin etkisi, kristalizasyon sirasinda
arastirilmistir. Malik asidin varlig1 soliisyonun ¢ozlniirliigiinii arttirir ve metastabil bolgeyi
daha genis hale getirir; ayn1 zamanda kristalin yerlesim bolgesini degistirir. Uriinlerin saflig1,
kristallerin miktar1 ve boyutu, soguma hizinin, baglangi¢ sicakligi ve son sicakligin etkisinde
kaldig1; ancak pargacik boyutu ve asir1 doygunluk seviyesine bagli oldugu belirtilmistir.
Belirli bir safsizlik konsantrasyonunda son sicakligin, kararli durumu asir1 doyma degerini
tahmin etmek i¢in bir model 6nermislerdir. Bu model Kubota ve Gibbs denklemlerine

dayanmaktadir (Sekil 2. 7).
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Sekil 2. 7. Cinko laktat kristallerinin SEM goriintiileri: a) saf ¢inko laktat b) 1*¢inko laktat
c) 6*laktat formu

Ma ve arkadaslari, [75] tarafindan yapilan ¢caligmada, (R)-(+)-metil siiksinik asit, (S)-
(+)- metil glutarik asit ve L-(-)- malik asit kullanilarak sodyum etoksitin metanolllii
ortaminda alt1 yeni kiral triorganotin (IV) kompleksleri hazirlanmistir. Biitiin kompleksler
element analiz, FT-IR, NMR (*H, 3C, 1°Sn) spektroskopi ve TGA ile karakterize edilmistir.
Metil glutarik asit kompleksi haricindeki tiim kompleksler X-1sin1 kristalografisi ile
karakterize edilmistir. Yapisal analizler yapilarak tetradentat ligandlar olarak islev
gordiigiinii belirtmislerdir. Bazi komplekslerin, deprotonlanmis asitlerin tetradentat ligandi
oldugu 3D metal-organik ¢erceve yapilari var oldugunu ortaya koymuslardir. Bir bagka
komplekste, tek boyutta uzun bir zincir yapisini benimsedigi ve molekiiler i¢i C-H...O
etkilesimleri ile bir 2D supramolekiiler ¢cergeve olusturdugunu ifade etmislerdir. Bunlara ek
olarak, baz1 komplekslerin antitiimor faaliyetleri arastirilmistir. Kiral dikarboksilik asitlerin
ve organotin tlirevlerinin spesifik rotasyonunun olgiimleri bu calismada belirtilmistir.
Komplekslesme reaksiyonlart 50°C'de metanol i¢inde 1:2:2 mol oraninda

gerceklestirilmistir (Sekil 2. 8).
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Sekil 2. 8. Komplekslesme reaksiyonlari

Gudavarthy ve arkadaslari, [76] tarafindan yapilan calismada, malat iyonu ile
komplekslesen Cu(Il)’nin alkalin ¢6zeltisinden elde edilen Cu (111) ve Cu (110) tekli kristal
formlarinin CuO kiral filmler tizerinde anodik bir sekilde elektron depolanmalar1 yapilmigtir.
CuO Kkiral filmleri Cu (111) ve Cu (110) tek kristallerinin anot olarak elektroforez
yapilmistir. Filmin kiralitesi, ¢ozeltideki kiral baglatici tarafindan yonlendirilmis olmaktadir.
Filmlerin konfigiirasyonunu belirlemek i¢in X-Isin1 kirinim miller indisleri kullanilmistir.
Cu(111) iizerinde L-malattan iiretilen CuO filmleri (111) ve (311) ydnelimlidir ve D-
malattan sentezlenen filmler ise (111) ve (311) yonelimlidir. D malat ile sentezlenen filmler

(110) ve (311) yonelimlere sahipken, L-malat ile sentezlenen filmler (110) ve (311)
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yonelimine sahiptir. Rasemik malattan iiretilen CuO filmler, Cu(111), (110) ve (110)
bolgelerinde sadece (111) ve (111) yonelimi gdstermistir. L-, D- ve DL-bis (malat) bakir
(II) dihidrat komplekslerinin tek kristalleri sentezlenmis ve yapilart X-1s1n1 kristallografisi
ile belirlenmistir. Bis (malato) bakir (II) dihidratin kiral komplekslerinin, P2; monoklinik
grubuna ait oldugu ve rasemik kompleksin, merkezi simetrik P21/c uzay grubuna ait oldugu
bulunmustur. Kiral kompleksler, her kompleksin karboksil grubuna komsu Cu(Il)
kompleksinin ekvatoryal bolgesine baglandigi b-ekseni boyunca koordinasyon polimerleri
olusturdugu gozlenmistir. Rasemik karigimdan iiretilen kompleksde koordinasyon polimeri

olusmamustir (Sekil 2. 9).

»
k(s. “e s "%
@ ool @ ':!’,'"
< "
* ‘ g
W i Fa
/\ ®© N, e
K .4
1 S A ™
C < .  ©
eC A
1 <
(< o 4 ¢
< oy

Sekil 2. 9. (A) bis (L-malat) Cu (II) dihidrat kompleksi, (B) bis (D-malat) Cu (II) dihidrat
kompleksi (C) bis (DL-malat) Cu (I) dihidrat kompleksi

Aydogan ve arkadaslari, [77] tarafindan yapilan ¢alismada, agik kapiler kolana sahip
elektrokromatografi ile elma suyundaki kiral ligand degisimi ayirimi ve malik asit
enantiyomerlerinin saptanmasi ¢aligmalarini yapilmislardir. A¢ik kapiler kolon sekilli siitun,
3-kloro-2-hidroksipropil metakrilat in-situ graftlama polimerizasyonu ve bunu takiben L-
Histidin (L-His) modifikasyonu ile hazirlanmistir. L-Histidin, kiral ligand degisim segici ve
merkezi iyon olarak, bakir (II) kullanilmistir. Ac¢ik kapiler kolana sahip
elektrokromatografik karakterizasyonda, elektroosmotik akis markorii olarak tiyoiire
kullanilmistir. Malik asidin elektro kromatografik enantiyo seperasyonunu etkileyen
faktorler de ¢alisilmistir. Malik asidin optimum enantioseparasyonu i¢in ¢alisma tampon
kosullar1 (pH 3.0'a ayarlanmig ACN/5.0 mM CuSOg4, 20.0 mM (NH4) 2S04 (%60/40)
bulunmustur. Elma suyu c¢ozeltisindeki malik asit enantiyomerlerinin 10 ile 40 kat

seyreltilerek ayrilmasi ve belirlenmesi basariyla gergeklestirilmistir (Sekil 2. 10).
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Sekil 2. 10. Malik asit enantiyomerleri

Raja ve arkadaglari1 [78] tarafindan yapilan ¢alismada, Solvotermal sentez yontemi
kullanilarak (L) -malik asitin kristal yapida iki yeni magnezyum koordinasyonlu polimer
komplekslerini sentezlemislerdir. Bu komplekslerin yapisal 6zellikleri, tek kristalleri elde
edilerek X-1s1m1 kirimim analizleri gergeklestirilmis ve gesitli analitik ve spektroskopik
teknikler ile karakterize edilmistir. Kristal yapilar incelendiginde, komplekslerinin ii¢
boyutlu gergeveler olusturdugunu gostermislerdir. Ligand birinci kompleks ile bi-anyonik
hepta-dentat olustururken ve ikinci kompleksle bi-anyonik penta-dentat olusturmustur.
Ayrica, biitlin kompleksler kati hal liiminesans spektrumu incelendiginde liiminesans

karakterde oldugu goriilmiistiir (Sekil 2. 11).

Sekil 2. 11. Magnezyum kristal paket yapilar
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Raybaudi-Massilia ve arkadaslari, [79] tarafindan yapilan ¢alismada, elma, armut ve
kavun sular igerisinde malik asidin Listeria monocytogenes, Salmonella enteritidis ve
Escherichia coli O157:H7'ye kars1 antimikrobiyal aktivitesini degerlendirmislerdir. 5, 20 ve
35 °C'de depolanan elma, armut ve kavun meyve sularina asilanan Listeria monocytogenes,
Salmonella enteritidis ve Escherichia coli O157:H7'ye karsi minimum miktarda malik asit
konsantrasyon ve minimal bakterisit konsantrasyonlart degerlendirilmistir. Listeria
monocytogenes, Salmonella enteritidis ve Escherichia coli O157:H7'ye kars1 malik asit
konsantrasyon ve minimal bakterisitler, depolama sicakligi, meyve suyu oOzellikleri ve
mikroorganizma tipinden 6nemli Ol¢lide etkilenmistir. Malik asit, incelenen tiim meyve

sularinda 35 °C ve 20 °C'de 5 °C'den daha etkili olmustur.

Escherichia coli O157:H7, Salmonella enteritidis ve Listeria monocytogenes'e gore
malik aside karsi daha direngli oldugu gozlenmistir. Elma ve armut meyvelerinde elma,
armut ve kavun meyve sular1, Escherichia coli O157:H7, Salmonella enteritidis ve Listeria
monocytogenes'i 5 °C'de inhibe ederken, elma ve armut meyve sularinda %1.5 malik asit
minimal bakterisidal, ve 5 °C'de kavun suyunda %2, bu meyve sularinda Salmonella
enteritidis ve Listeria monocytogenes'i azaltmak igin daha yiiksek olan Escherichia coli
O157: H7'y1 azaltmak i¢in gerekli oldugunu belirtmislerdir. Ek olarak, elma, armut ve kavun
meyve sularina sirasiyla %2, %2.5 ve %2.5 malik asit konsantrasyonlarin eklenmesi, 5 °C'de
24 saatlik depolamadan sonra ii¢ patojeni 5 giinliik dongii ile inaktif hale getirmeye
calisilmistir. Elektron mikroskopunda, malik asidin, hiicre zar1 iginde belirgin degisiklikler

olmadan patojenlerin hiicre sitoplazmasinda hasar iirettigini gostermistir (Sekil 2. 12).
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Sekil 2. 12. L. monocytogenes, S. Enteritidis ve E. coli O157: H7 hiicrelerinin transmisyon
elektron mikroskopisi (TEM) mikrografilar1 saf kiiltiir (a, d, g), kavun (b), armut
(e) elma suyu (h), kavun suyu ile %0.6 malik asit (c) armut suyu ile %0.6 malik asit
(F), elma suyu ile %0.8 malik asit (i)

Gao ve arkadaglar1 [80] tarafindan yapilan g¢alismada, IRA-67 ile malik asit
adsorpsiyonu iizerine sicaklik, malik asit yiikleme konsantrasyonu ve re¢ine dozunun etkileri
arastirilmistir. Kinetik verilere gore psodo ikinci dereceden kinetik modele iyi uymaktadir.
Hem denge hem de nihai adsorpsiyon, artan sicaklik ile birlikte, 74.7 g/L malik asit ilavesiyle
303 Kelvinden 323 Kelvin’e diigmiistiir. Malik asit adsorpsiyonu, Langmuir modeli ve film
difiizyon islemi Boyd tarafindan 18.2-94.5 g/I. malik asit yiikleme konsantrasyonlarinda
homojen bir adsorban siireci olarak ortaya ¢ikmistir. Etkin diflizyon katsayisi (Di1) degerleri
sicaklik ile artmigtir. AG® ve AH”'n negatif degerleri adsorpsiyon prosesinin kendiliginden
ve egzotermik oldugunu ortaya koymustur. AS® negatif degeri, IRA-67 tarafindan adsorbe

edilmis malik asidin, kati-s1v1 araylizii diizensiz azaldigini ortaya koymustur (Sekil 2. 13).
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Sekil 2. 13. IRA-67 ile temas siiresi ve sicakligin malik asit adsorpsiyonu iizerine etkisi

Berényi ve arkadaslar1 [81] tarafindan yapilan ¢alismada, diisiik molekiil agirlikli
poli (malik asit)'in hidratli ¢ok katmanli dipalmitoil fosfatidilkolin su sistemleri lizerindeki
termotropik ve yapisal etkileri diferansiyel tarama kalorimetresi, kiicik agili X-151n1
sacilmas1 ve sogutu-kirtlgan transmisyon elektron mikroskobu ile karakterizasyon
caligmalart yapilmistir. %20 dipalmitoil fosfatidilkolin konsantrasyonu ve 1-5 agirlik
yiizdeli poli malik asitin-lipid oranli sistemleri ¢aligilmistir. Poli malik asit tiirevleri,
dipalmitoil fosfatidilkolin'in 1s1l davranigini 6nemli 6l¢lide degistirmis ve {i¢c karakteristik
termotropik durumda (jel, dalgali jel ve siv1 kristal fazlar) tabakalar arasindaki korelasyonda
biiyiik bir kayba neden oldugu belirtilmistir. Atom seviyesindeki yapisal davranis ise FTIR
spektroskopisi ile ortaya cikarmiglardir. Dipalmitoil fosfatidilkolin ve poli malik asit
arasindaki molekiiler etkilesimler, ol¢iilen kizilotesi spektrumlarinin modellenmesi ile

simiile edilmis ve bunlarin spektral 6zellikleri yorumlanmistir (Sekil 2. 14).

O OH 0 COOH
OH
HO 0
n

Sekil 2. 14. Malik asit ve poli malik asit
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Jager ve arkadaglari, [82] tarafindan yapilan ¢alismada yasa bagli makula
dejenerasyonu ile ilgili galisma yapmislardir. Calismada; makuladaki oksidatif stresin neden
oldugu hasar1 sinirlamak i¢in uzun zamandir antioksidanlarin etkili oldugu varsayilmistir. C
vitamini (500 mg), E vitamini (400 IU), beta karoten (15 mg), ¢inko oksit (80 mg) ve bakir
oksit (2 mg) kombinasyonu kullanilarak farkli agamalarda bulunan makula dejenerasyonu
hastalarinda ilerleme oranini 5 yillik bir periyot boyunca %25 diislirdiigli ve gérme kaybi
riskini ise %19 olarak azalttig1 bildirilmistir. Yiiksek dozda vitamin E takviyesinin genis

kapsamli meta-analizi sonucunda 6liim riskini arttirdigi vurgulanmustir.

Mann [83] tarafindan yapilan ¢alismada yasa bagli makula dejenarasyonunda,
askorbik asit (500 mg), vitamin E (400 IU), beta-karoten (15mg), ¢cinko (80mg), bakir (2mg)
kombinasyonu kullanilmistir. Calisma sonuglarima gore kombine terapiyi kullanan
hastalarda istatistiksel olarak insidansin diigtisii istatistiksel olarak anlamli bulundugu

bildirilmigtir.

Kahraman ve ark., [84] tarafindan yapilan ¢aligmada yeni biyomiihendislikte
alternatif kopolimerinin ve organobor amid ve a-hidroksi-o-metoksi-poli(etilen oksit) ile
dallanmis tiirevlerinin sentezi baslikli ¢alismay1 yapmislardir. Calismada secilen reaksiyon
sartlarinda homopolimerlesmeyen maleik anhidriti ve 2-vinil-1,3-dioksolan monomerlerinin
kompleks-radikal alternatif ~ kopolimerizasyonu, sentezlenen  poli(MA-alt-VDO)
makromolekiillerinin 2-amino-etildifenilboronat ile amidolizi ve poli etilen oksit ile
esterlesmesi yontemleri kullanarak gerceklestirilmistir. Sonu¢ olarak bu kopolimerlerin
HeLa hiicrelerine sitotoksik etkisi arastirilmistir. HeLa hiicrelerine apoptotik ve nekrotik

etkisi gosterebilecegi belirtilmistir.

Chew ve ark. [85] tarafindan yapilan ¢alismada, yasa bagli makula dejenerasyonuna
C ve E vitamini, B-karoten ve ¢inko'nun uzun siireli etkileri (yaklasik on yil) arastirilmistir.
Calisma sonuclarina gore klinik arastirmanin bitiminden bes yil sonra, yasa bagli g6z
hastaliklart ¢alismasi i¢in kullanilan formiilasyonun yararli etkilerinin yasa bagh
neovaskiiler makula dejenerasyonu igin devam ettigi ancak merkezi cografi atrofi igin bunun

gecerli olmadig: belirtilmistir.

Chew ve ark. [86] tarafindan yapilan ¢alismada, yasa bagli makiiler dejenerasyon
icin lutein zeaxanthin ve omega-3 yag asitlerini farkli formiilasyonlar olusturarak

kullanmiglardir. Calisma klinik denemeler {izerine yiiriitiilmiis olup elde edilen bulgular
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istatistiksel olarak ifade edilmistir. Caligmada, Lutein+Zeaksantin, DHA+EPA veya her
ikisinin de yasa bagli goz hastaligi c¢alismalarinda ileri safha yasa baglhh makula

dejenerasyonunda ilerleme sathasini azaltmadig: bildirilmistir.

Knuf [28] tarafindan yapilan doktora c¢alismasinda, Aspergillus oryzae fungusu
kullanarak L-malik asit driini ¢aligtlmistir. Calismada L-malik asit veriminin diger
Aspergillus tiirleri ile kiyaslamasi yapilmigtir. Ayrica L-malik asit yolagmin hiicresel

dongiide ge¢is reaksiyonlarinin belirlenmesine yonelik molekiiler yontemler arastirilmistir.

Lin ve ark. [87] tarafindan yapilan ¢alismada yasa bagli makular dejenerasyonu
tedavisinde nikotinamide kullanimini arastirmislardir. Calismada nikotinamidenin anti-
inflamatuvar aktivitesinin bulundugu ve yasa bagli makiiler dejenerasyonunda etkisinin
ayrintili incelenmesi gerektigini belirtmislerdir. Nikotinamidin biyolojik yolaklarda 6nemli
rol oynadig1 hiicresel proferilasyonda kansere neden olan zararh etkilere dayanikli oldugu

belirtilmistir.

Thébault [88] tarafindan yapilan ¢alismada, yasa bagli makula dejenerasyonunun
sayisiz nedenleri bulundugu yasin ilerlemesi ile gérme bozukluklarinin da tetiklendigi
belirtilmistir. Calismada hiicresel olarak tedavinin yapilmasi ve hastaligin 6nlenmesi
tizerinde durulmustur. Prolaktinlerin retinadaki antioksidan aktivitenin yolaklar tizerindeki

etkisi incelenmistir.

Schauwvlieghe ve arkadaglari [89] tarafindan yapilan ¢alismada, yasa bagli makula
dejenerasyonlu hastalarda bevacizumab ve ranibizumaba etkinligini karsilastirmasini
yapmislardir. Calisma siiresi olarak on iki ay se¢ilmis ve demografik bilgiler ile sonuglar
istatistiki olarak analiz edilmistir. Yasa bagli makula dejenerasyonun'da bevacizumab'

tedavinin ilk tercih olarak kabul edilebilecegi belirtilmistir.

Xu ve arkadaglart [90] tarafindan yapilan c¢alismada, yasa bagli makula
dejenerasyonu, korliigiin diinya ¢apindaki dnemli bir nedenidir. Oksidatif stres, yasa bagh
makula patogenezinde ¢ok 6nemli bir rol oynamaktadir. Calismada kullanilan Quercetin
gliclii antioksidatif aktivitelere sahip oldugu ancak zayif biyo yararlanimi terapotik etki ile
siirli kaldigi bildirilmigtir. Bu ¢alisma kapsaminda Quercetin’in fosfo lipit kompleksini
sentezleyerek karakterize etmislerdir. Daha sonra Quercetin ve Quercetin fosfolipit etkisi
incelemek i¢in antioksidatif, apoptosis, proliferasyon aktiviteleri incelenmistir. Calismada

ARPE-19 hiicreleri kullanilarak 200 uM konsantrasyonunda H20: ile indiiklenen oksidatif
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hasar modeli olusturulmustur. Yapilan ¢alismada 200 puM Quercetin fosfolipit, H20:
kullanilarak ARPE-19 hiicrelerinde Siiperoksit dismutaz, Katalaz ve Glutatyon peroksidaz
aktivitelerini 6nemli 6l¢iide arttirdigi, reaktif oksijen tiirlerini ve malondialdehit diizeylerini

diisiirdiigii bildirilmistir.

Li ve arkadaslar1 [91] tarafindan yapilan ¢alismada, ARPE-19 hiicrelerinin yiiksek
H202 uygulamasi ile hiicre canliligi ve reaktif oksijen degisimi arastirilmistir. Ayrica
calismada kalsiyum etkisi ve kobalt tedavisi incelenmistir. Calisma kapsaminda 500 umol/L
H>O, kullanilarak yaklasik 9%70-80 hiicre oliimii gergeklestirilmistir. Hiicre o6liim
programinda kalsiyum yiiklenmesinden sonra regiile edilen nekrotik yol ile ARPE-19 hiicre

oliimiinii azalttig1 bildirilmistir (Sekil 2. 15).
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Sekil 2. 15. ARPE-19 hiicrelerinde H202 uygulamasi ve kalsiyum etkisi
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3. MATERYAL VE METOT

[Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20 (B) bilesigini elde etmek igin Oncelikle taze sumak

bitkisinin meyve kismindan dogal yontemlerle eldesi saglanmistir. Calisma kapsaminda

hedef olarak belirlenen noktalardan biri de bilesige ait tek kristallerinin elde edilerek X-ray

teknigi ile yap1 tayinleri yapilmistir. Bunun yaninda analitik ve spektroskopik tekniklerle

karakterizasyonu yapilmuistir.

Hiicre kiiltiirii calismalar1 Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi, Tip Fakiiltesi

Farmakoloji A.D., Farmakoloji Hiicre Kiiltiirli aragtirma laboratuarinda Dog. Dr. Akif Hakan

KURT yo6netiminde gerceklestirilmistir.

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamilan kimyasal maddeler

Calisma kapsaminda kullanilan baslica kimyasallara ait kKimyasal listesi Cizelge 3.

1’de verilmistir.

Cizelge 3. 1. Kullanilan kimyasal maddeler.

Kimyasal Ad1 Kapalh Formiilii Firma Ad1

Dimetilformamid(DMF) CsH7NO Merck

Dimetil siilfoksit (DMSO) C2H60S Merck

ARPE-19 - Manassas VA

Tripsin - Merck

DMEM-F12 L-Glutamin Biowest

Etanol T1bbi Kullanim Amagh C2HeO Delta

Hidrojen Peroksit H20: Sigma-Aldrich
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-

MTT 2,5-Diphenyltetrazolium Sigma-Aldrich
Bromide

Tripan Mavisi (% 0,5) - Biological Industries

Antibiyotik Penisilin-streptomisin Sigma-Aldrich

L-glutamin - Sigma-Aldrich

FBS (%10) Cenin s1g1r serumu Gibco

Nutrient buyyon - Merck

Miiller Hinton Agar - Merck

Patates Dekstroz Agar - Merck

Sabouraud Dekstroz Broth - Merck
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3.1.2. Kullanilan cihazlar

Infrared (IR) Spektrofotometresi: Perkin Elmer 400 FT-IR, K.S.U, USKiM,

Kahramanmaras.

X-1stm1 Kirmmmm (XRD): Bruker Apex Il CCD, Merkez Laboratuvari, K.S.U, USKIM,

Kahramanmaras.

pH Metre: WTW, Inolab, pH 7110 Jeol Neoscope, Merkez Laboratuvari, K.S.U, USKiM,

Kahramanmaras.

Niikleer Magnetik Rezonans: H-NMR(**C-NMR) Spektrofotometresi: Inénii Univ.

Bilimsel ve Teknoloji Arastirma Merkezi, Malatya.

Erime Noktasi Tayin Cihazi: Perkin Elmer, Merkez Laboratuvart KSU, USKIM,

Kahramanmaras.

Elektrokimyasal analiz: lvium Stat Elektrokimya Cihazi, K.S.U. Fen-Edebiyat Fakiiltesi,

Kimya Boliimii, Kahramanmaras.

UV-VIS Spektrofotometresi: Perkin EImer Lambda 45, K.S.U, USKIM, Kahramanmaras.
Elementel Analiz: LECO CHNS-932, K.S.U, USKIM, Kahramanmaras.

Kiitle analizi; Agilent LC/MSD, IBTAM, Inonii Universitesi, Malatya.

TG/DTA Termogravimetrik analiz: Perkin Elmer, K.S.U, USKIM, Kahramanmaras.
Fotoluminesans analizi: Perkin Elmer, LS55, K.S.U, USKIM, Kahramanmaras.
Polarimetre analizi: Kriiss, P3000, K.S.U, USKIM, Kahramanmaras.

Giivenlik Kabini: Laminar Flow, Niive Mn 090, K.S.U, Tip Fakiiltesi Farmakoloji

Laboratuvari, Kahramanmaras.

Inkiibatér: CO inkiibatorii (%5 CO2, %95 nem ve 37°C), Sanyo, MCO 19AIC, K.S.U, Tip

Fakiiltesi Farmakoloji Laboratuvari, Kahramanmaras.

Inkiibator: Inkiibatorii, Niive Ec 160, K.S.U, Tip Fakiiltesi Farmakoloji Laboratuvar

Kahramanmaras.
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Mikroskop: Floresan invert mikroskop (Axio Vert.Al mikroskop (ZEISS), K.S.U, Tip Fak.

Farmakoloji Laboratuvari, Kahramanmaras.

ELISA okuyucu: EVE Otomatik hiicre sayaci (NanoEnTek), K.S.U, Tip Fakiiltesi

Farmakoloji Laboratuvari, Kahramanmaras.

Giic kaynag: PowerPac™ Basic giic kaynagi (BIO-RAD), K.S.U, Tip Fakiiltesi

Farmakoloji Laboratuvari, Kahramanmaras.

Pipet pompasi: Brand Accu-jet® pro, K.S.U, Tip Fakiiltesi Farmakoloji Laboratuvar:

Kahramanmaras.

Pipetler: (0.5-2 pl, 0.5-100 pl, 50-200 pl, 200-1000 ul, 1-5 ml) Gilson®, K.S.U, Tip

Fakiiltesi Farmakoloji Laboratuvari, Kahramanmaras.

Hassas Terazi: AND HR-250AZ marka (0.0001 g’a duyarli), K.S.U, Tip Fakiiltesi

Farmakoloji Laboratuvari, Kahramanmaras.

Manyetik karistiricr:  Hangping, Variomag®, K.S.U, Tip Fakiiltesi Farmakoloji

Laboratuvari, Kahramanmaras.
Vorteks: Heidolph, K.S.U, Tip Fakiiltesi Farmakoloji Laboratuvari, Kahramanmaras.

Manyetik kanistirici: Wise Shake Feedback SHO, K.S.U, Tip Fakiiltesi Farmakoloji

Laboratuvari, Kahramanmaras.

Derin Dondurucu: -20 °C Arcelik, K.S.U, Tip Fakiiltesi Farmakoloji Laboratuvari,

Kahramanmaras.

Derin Dondurucu: -86 °C Esco, K.S.U, Tip Fakiiltesi Farmakoloji Laboratuvar:

Kahramanmaras.
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3.2. Metot
3.2.1. Malik asit kalsiyum sentez ve karakterizasyonu

Calisma kapsaminda malik asit kalsiyumun dogal yontemle sentezi, enstriimental
karakterizasyon ¢alismalari, elektrokimyasal ¢alismalar ve antimikrobiyal aktivite

caligmalar1 yapilmstir.

3.2.2. Malik asit kalsiyum kompleksinin dogal yontemle sentezi

Rhus coriaria olarak bilinen sumak bitkisinin meyvesinden 100 g tartildi. Daha
sonra 500 ml su igerisinde 120 saat bekletildi. Olusan koyu kirmiz renk ¢ozeltide bitki
artiklarindan kurtulmak amaciyla filtre kagidindan siiziildii. Elde edilen siiziintii bir behere
alinarak 10 giin siireyle 151k kabininde D65 15181 altinda karanlik bir odada ve oda
sicakliginda bekletildi. Her giin esit miktarda (5 ml) su ilave edilerek yavas buharlastirma
islemi gerceklestirildi. Onuncu giiniin sonunda daha viskoz bir hal elde edildi. Elde edilen
viskoz madde 100 ml etil alkolden kristallendirilerek beyaz renkli malik asit kalsiyum
kompleksine ait kristaller elde edildi (Sekil 3. 1-2).

Rhus coriaria

Etil alkol, 25°C

Sekil 3. 1. Malik asit kalsiyum kompleksinin dogal yontemle sentezi
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Sekil 3. 2. [Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20 sentez tepkimesi

[Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20 (B): Erime noktasi: 196 °C, verim: %92, renk: beyaz,
molekiil agirligi: 376.28 g/mol. Elementel analiz, bulunan (% hesaplanan): C 25.54 (24.99),
H 4.29 (4.45). tH-NMR (DMSO-ds, 5 ppm); 13.51 (s, 2H, OH), 6.80 (s, 2H, CH-0), 4.75 (s,
2H, C-H), 2.77 (t, 1H, CHy). C-NMR (DMSO-ds, & ppm); 180.00 (C=0), 60.25 (C-O),
40.15 (CH2). UV-Vis(Amax, N m): DMF (220, 310, 400), DMSO (225, 310, 390), H.O (210,
301, 585). FTIR (KBr, cm™): v = 3251 (OH gerilmesi), 3374-3218 (OH egilimleri), 2850
(alifatik diizlem i¢1 C-H egilimleri), 1564 (C=0 gerilimi), 1444-1404 (alifatik diizlem i¢i C-
H egilimleri), 450 (Ca-O egilimleri). MS(ESI): m/z: 378.03 (% 100.0), 379.04 (% 9.4),
380.04 (% 3.3), 382.03 (% 2.2).

3.2.3. Elektrokimyasal ¢calismalar

Elektrokimyasal ¢alismalar i¢in [Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20 (B) kompleksi DMF ve
Asetonitril ortaminda 10° M’lik 10 mP’lik ¢ozeltileri hazirlandi. Destek elektrolit olarak

cozeltiye tetrabutilamonyumtetrafluroborat’m 0.1 M’lik ¢6zeltisinden 1.5 ml ilave edildi.

Voltamogram tekniginden yararlanarak hazirlanan ¢ozeltilerin kinetik parametreleri
belirlenmistir. Akis hiz1 sabitlenmis azot gazi1 gecirilen ortamdan hazirlanan ¢ozeltilerin

voltamogramlar1 alinmigtir. Referans elektrotlar olarak giimiis-giimiiskloriir (Ag*-AgCl),
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karsit elektrod olarak platin (Pt) tel elektrod ve ¢alisma elektrodu olarak ise camsi karbon
elektrod tercih edilmistir. Elektrot yiizeyinde istenmeyen safsizliklar oldugu durumda pik
akiminda azalma ve pik potansiyelinde kayma gozlenir. Elektrot ylizeyinin temizlenmesi ve
aktive edilmesi i¢in farkli 6n islem metotlar1 bulunmaktadir. Elektrotlarin temizligi Bandelin
marka RK 100 model sonikatdr ile yapilmistir. Aktiflestirme ve temizleme islemiyle elektrot
transferini kismi olarak degistiren adsorplanmis maddelerin yiizeyden uzaklastirilmast ve
elektron yiizeyinin mikro yapisi degistirilirek reaksiyonun tersinirligi arttirilir. Bu islemde
elektrot ylizeyi P4000’lik Buehler temizleme kagidi kullanilarak parlak ve diizgiin hale
gelmesi saglanir. Ozel olarak hazirlanan temizleme kagitlari {izerine 1 um’lik alumina tozu
eklenir ve elektrot, dairesel hareketler ile temizlenir. Bu islem ayni1 sekilde 0.3 um ve 0.05
um’lik alumina tozlar ile tekrar edilir. Hazirlanan ¢ozeltilerin farkli potansiyel (100, 150,

200, 250 ve 500 mV/s) tarama hizlarindaki siklik voltamogramlari (CV) alinmistir.
Camsi karbon (BAS MF-2012)
Ag*-AgClI (BAS MF-2052)
Platin tel (BAS MW-1032)

3.2.4. X-151m1 yapilarinin aydinlatilmasi

X-151m1 kristalografisi ig¢in veri toplama ve hiicre aritimi Bruker APEX2 CCD
difraktometre kullanilarak tamamlandi ve Bruker SAINT kullanilarak veri indirgeme

yapildi. Yapilari ¢6zmek ve aydinlatmak i¢in SHELXTL kullanildi [92].

3.2.5. Antimikrobiyal aktivite calismalar

Calismada kullanilan bakteri suslar1 nutrient buyyon’ a asilanarak 37 °C’de 24 saat,
maya suslar1 sabouraud dekstroz broth’a asilanarak 30 °C’de 24 saat siire ile aktivasyonu
saglamak i¢in inkiibe edilmistir. Daha sonra deney tiiplerinde sterilize edilen ve 45-50 °C’ye
kadar sogutulan miieller hinton agar, yukarida belirtildigi sekilde hazirlanan bakteri
suslarinin 24 saatlik (Mc Farland OD: 0.5, 6.0x108 bakteri/ml), patates dekstroz agar
besiyerine de maya suslar1 ile 24 saatlik buyyondaki kiiltiir ile (1.5x10° maya/ml) [93]

asilanmistir.

Homojen karisim (Vortex tiip karistiricist ile) saglandiktan sonra 9.0 cm ¢apindaki

steril petri kutularina yaklagik 15’er ml dagitilmis ve besiyerinin petri kutusu icinde
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dagilmasi saglanmistir. Malik asit kalsiyum kompleksinden antimikrobiyal aktivitelerinin
test edilmesi i¢in 1.5 ve 3.0 mg olacak sekilde 11 mm ¢apindaki steril bos disklere
emdirilmistir. Katilasan besiyeri tizerine [Ca(H2Ma)2(H20)4]-:2H20 emdirilmis diskler
hafif¢e bastirilarak yerlestirilmistir. Bu sekilde hazirlanan petri kutular1 4 °C’° de 2 saat
bekletildikten sonra, bakteri asilanan petri kutular1 37 °C’ de 24 saat, maya asilanan petri
kutular1 ise 27 °C’de 24-48 saat siire ile inkiibe edilmistir [94]. Siire sonunda besiyeri
tizerinde olusan inhibisyon zonlari mm olarak degerlendirilmistir [95]. Calisma 3 paralel
halinde yiiriitiilmiis ve ortalama degerler alinmistir.

Mikroorganizmalar

Calismada bakteri suslar1 olarak Bacillus megaterium DSM 32, Bacillus subtilis
IMG22, Staphylococcus aureus 6538, Klebsiella pneumoniae FMC 3, Escherichia coli DM
ve Pseudomonas aeroginosa 9027 kullanildi. Maya suslar1 olarak ise Candida albicans
Klinik izolat, Yarrowia lipolytica, Saccharomyces cerevisiae Wet 136 ve Candida utilis

NRRL-Y-900 suslar1 kullanildi. Calismada toplam 6 bakteri susu ve 4 maya susu kullanildi.

3.2.6. Hiicre Kiiltiirii uygulamalar:

3.2.6.1. ARPE-19 hiicre hatlar1

Retina Pigment Epitel (ARPE-19) hiicreleri Amerikan tipi kiiltiirii koleksiyonundan
(ATCC) (Manassas, VA, ABD) alinmistir. ARPE-19 hiicrelerinin in vitro ortamda steril
kosullarda hiicre kiiltiirii teknikleri kullanilarak pasajlanmistir. Bu hiicrelerin besiyeri olarak
kullanilan %10 Fetal Bovine Serumu (FBS) ile takviye edilmis Dulbecco Modified Eagle
Medium/Ham’s F12 (DMEM/F12) ortaminda, %1 L-glutamin ve %1 penisilin ve besi yeri
37 °C'de %5 CO02 nemlendirilmis bir atmosferde inkiibasyonu edildi [96,97]. Hiicrelerin
kontrolleri her giin inverted mikroskopta goézlemlendi ve hiicreler yaklasik % 70-80

konfluent olduklarinda yeni pasajlar yapildi. Besiyeri her 2-3 giinde bir degistirildi [98].

Dondurulmus ARPE-19 hiicre hatlarinin ¢6ziilmesi igin krioviyal tiipler igerisinde
%5 DMSO (dimetil siilfoksit) ile dondurulmus olan ARPE-19 hiicre hatlari, -80 °C'lik derin
dondurucu cihazindan alinarak 37 °C'de ¢oziildii. 4 °C'nin iizerindeki DMSO hiicrelere
toksik etki gdsterdiginden dolayr 37 °C'de hiicreleri ¢ozdiiriirken hizli bir sekilde calisilda.
Falkon tiiplere yaklagik 15 ml yeni besiyeri ilave edilerek 2000 rpm'de 5 dakika santrifiij
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edildi. Santrifiij sonrasi falkon tiiplerin i¢erisinde bulunan siipernatant kisim aspire edildi ve

hiicre pelletleri tizerine tekrar (~15 ml) besiyeri eklenerek ikinci kez santrifiij yapildu.

Santrifiij sonrasi siipernatant aspire edilerek uzaklastirildi ve ¢oken ARPE-19
hiicrelerinin tizerine siras1 ile, DMEM/F12 besiyerlerinden 1 ml eklenerek hiicrelerin
stispansiyon hale gelmesi saglandi. Ardindan hiicrelerin lizerine 9 ml besiyeri daha ilave
edildi ve 10 mlI'lik hiicre siispansiyonu 75 cm?lik flasklara aktarildi. Flasklar, 37 °C'de, %5

CO2ve %95 nem igeren etiive alinarak inkiibasyona birakildu.

3.2.6.2. ARPE-19 hiicre hatlarimin hiicre canhhg analizi

Hiicrelerin canliliklarinin ve sayilarinin belirlenmesinde, membran biitiinliigiinii
Olgmeye dayali test olan %0.5lik tripan mavisi boyasi testi kullanildi. Canli hiicreler
mitokondri organelinde enerji liretimi yapabildiklerinden dolay1 hiicre membranindan giren
boya maddesini aktif tasimayla hiicre disina ¢ikartarak, renksiz goriiliir ve 6lii hiicreler
mitokondri organelinde metabolik enerji ihtiyacin1 yerine getirememekte hiicre
membranindan gecen boya maddesini absorblar, aktif tasima igin enerji ihtiyaglarim

kargilayamadiklarindan hiicre digina ¢ikartamaz ve mavi renkte goriiliir.

ARPE-19 hiicre siispansiyonundan 50 pul alinarak eppendorf tiipe aktarildi ve lizerine
50 ul %0.5 tripan mavisi boyasi ilave edilerek iyice karigmasi saglandi. ARPE-19 hiicre
hattinda hiicre canlilig1 tespit edilmistir. Tripan mavisi ile boyanan hiicre siispansiyonundan
10 pl 6rnek alindi, distile su ile temizlenen Neubauer hemositometresinin lamindaki sayim

odacigina konuldu.

Isik mikroskobunda 20X okiiler kullanilarak dort karede hiicre sayimi
gerceklestirildi. Tripan mavisi boyasini i¢ine alip mavi renkte goriinen hiicreler 6lii, boyay1

metabolize edip parlak goriinen hiicreler ise canli olarak degerlendirildi.

Hiicreler sayildiktan sonra 1 ml besiyerindeki toplam canli hiicre sayist;

Hiicrem =Aritmetik Ortalamacani hicre X Diliisyon Katsays1 x10*

formiiliine goére hesaplandi.

42



Sitotoksik aktiviteyi degerlendirmek i¢in Methyl Thiazol Tetrazolium (MTT) testi
yontemi kullanildi. Bu ¢alismada, sitotoksin iireten suglarin ARPE-19 {izerindeki sitotoksik
etkisini degerlendirmek i¢in kolorimetrik olarak belirlenmesi prensibine dayanmaktadir ve
hayatta kalan hiicrelerin yiizdesini belirlenebilmek i¢in kullanilir. MTT testi, MTT'nin sar1
tuzunu suda ¢éziinmeyen mor formazan kristaline doniistiirmek i¢in mitokondriyal Siiksinat
dehidrojenaz enzim aktivitesinden yararlanilmaktadir. Dimetil siilfoksit (DMSO) iginde
coziliir ve tretilen renk ELISA okuyucusu kullanilarak belirtilen dalga boyunda 6l¢iiliir
(Sekil 3. 3) [99].

Olusan renk degisikligi sar1 ile renklendirilmis formazon tuzlarinin aktif hiicre
mitokondrilerinde tetrazolyum tuzunun azalmasi sonucunda olusmaktadir. Bu bilesiklerin

absorbans degeri metabolik olarak aktivitelerinin belirlenebilmesi ile orantilidir [99,100].

MTT analizi yontemi 96’lik plak kuyucuklarinda bulunan 100 pul medyum ve hiicre
karigimi iizerine, hazirlanmis tiazolil mavi tetrazolium bromid soliisyonundan 25 pl ilave
edildi. Bu soliisyon ilavesini takiben 96’lik plak inkiibatore alinarak 4 saat bekletildi. Dort
saatlik inkiibasyonun ardindan hiicrelerin ylizeyinde bulunan medyum bir pipet ile alinarak
MTT coziicii soliisyonundan 100 pl ilave edildi ve 20 dk daha inkiibatorde bekletildi. Canli
kalan hiicrelerin yiizdesi, asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi ve belirlendi [99].
Inkiibasyonu yapilan hiicrelerin, mikroplak okuyucu spektrofotometre ile 570 nm absorbans

degerinde dl¢timler kaydedildi.

Siipernatant hiicrelerin ortalama optik absorpsiyonu

x100

Canlt hiicrelerin yiizdesi (%) =

Kontrol hiicrelerinin ortalama optik absorpsiyonu

Bu amagcla hiicreler 96-kuyucuklu plakalara her bir kuyucukta 1x10° hiicre olacak
sekilde DMEM/F12 besiyeri ortaminda ekilmis ve 20 saat sonra [Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20
ve H>O2 uygulamalar1 yapilmistir. Deney siiresinin dolmasiyla hiicrelere MTT ¢ozeltisi
eklenip 4 saat inkiibe edilecek ve 4 saatlik siire sonunda 570 nm dalga boyundaki absorbans

degerleri mikroplaka okuyucu ile saptanmistir.
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FIGURE 2

FIGURE 1

Sekil 3. 3. ELISA okuyucu cihazi
3.2.6.3. ARPE-19 hiicre hatlarinda H20: ile hasar modelinin olusturulmasi

ARPE-19 hiicre hatt1 iizerinde hidrojen peroksit oksidatif stres kaynagi olarak
uygulanmistir. Calismada 100-500 uM araliginda H2O» ¢6zeltisine maruz birakilmistir. 103
ul H20; iizerine tamamlanan 10 ml DMEM/F12 ¢éziiciisii eklenerek 10™X M hidrojen peroksit
cozeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan ana stoktan seyreltilerek 100, 200, 300, 400, 500 pl
oranlarinda hazirlanan H20> ile 20 saat inkiibasyona birakilan ARPE-19 hiicrelerinde

sitotoksisite oranlarini belirlemek iizere hazir hale getirilmistir (Sekil 3. 4) [98].
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Sekil 3. 4. H2O2 uygulamasi i¢in mikroplaka yerlesimi
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|Hazn‘lanan konsantrasyonlar 200ul her kuyucuga ilave edildi. |
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3.2.6.4. Deney protokolii

Malik asit kalsiyum kompleksinin olusturulan hidrojen peroksit hasarina karsi
etkisinin incelenebilmesi i¢in {i¢ farkli deney protokolii ve farkli konsantrasyonlarda malik

asit kalsiyum kompleksi uygulamasi yapilmustir.

ARPE-19 hiicre ekimi 96’lik platelere her kuyucuga yaklasik 10.000/100 ul gelecek
sekilde li¢ plate hiicre ekimi yapildi. ARPE-19 hiicrelerinin uygun hiicre hatti olusturuldu
(Sekil 3. 5).

Sekil 3. 5. ARPE 19 hiicre hatlarinin invert mikroskop ile goriiniimii

[Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20 kompleksinden farkli konsantrasyonlarda hazirlanmasi
yapilmistir. Bunun i¢in 37 mg tartilan malik asit kalsiyum kompleksi 1000 ul DMEM’de
¢oziilmiistiir. Olusturulan 102 M’k ¢ézelti seyreltilerek (1000, 10, 0.1, 0.001 ve 0.00001
uM) farkli konsantrasyonlarda malik asit kalsiyum ¢ozeltisi hazirlanmistir.

H20. ile [Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20 kompleksinden farkli konsantrasyonlarda
hazirlanmasi1 yapilmistir. Malik asit kalsiyum 107 M’lik ¢ozeltisinden 130 pl alinarak
iizerine 13 ml 400 puM H»O c¢ozeltisinden ilave edildi ve DMEM/F12 ¢oziisi ile
tamamlanarak 10 M’lik hidrojen peroksitli malik asit kalsiyum ¢ozelti hazirlanmis oldu.
Ana stok ¢oOzelti seyreltilerek farkli (1000, 10, 0.1, 0.001 ve 0.00001 pM)

konsantrasyonlarda hazirlanmistir.
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1. Deney Protokolii: Tek basina [Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20 kompleksinin

uygulanmasi

ARPE-19 hiicre ekimi 96’lik platelere uygun hiicre hatt1 olusturuldu ilk uygulamada
besiyerleri degisimi yapilarak 4 saat siire ile %5 CO> ve %95 hava igeren etiiv icerisinde, 37

°C’ de 24 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir.

4 saatlik inkiibasyon sonunda ortamdaki besiyeri aspire edilerek yerine sadece malik
asit kalsiyum ¢ozeltisinden (1000, 10, 0.1, 0.001 ve 0.00001 uM) konsantrasyonlarda 100 ul
20 saat stire ile inkiibasyon yapilmistir. Daha sonra MTT soliisyonu hazirlanarak hiicre

canlilig1 6l¢iimii i¢in 570 nm dalga boyunda okuma gergeklestirilmistir.

2. Deney Protokolii: [Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20 Kompleksinin Once Uygulanmasi

Malik asit kalsiyum kompleksinin 6nce uygulamast i¢in 96°lik plate ARPE-19
hiicrelerinin uygun hiicre hatt1 olusturuldu. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan malik asit
kalsiyum ¢ozeltisi (1000, 10, 0.1, 0.001 ve 0.00001 pM) fakli konsantrasyonlarinda 100 pl
Sekil 3. 6 gosterildigi gibi uygulanarak 4 saat siire ile %5 CO2 ve %95 hava iceren etiiv

igerisinde, 37 °C’ de inkiibasyona birakilmaistir.

4 saatlik inkiibasyon sonunda ortamdaki ¢ozelti aspire edilerek yerine hidrojen
peroksitli malik asit kalsiyum ¢ozeltisinden (1000, 10, 0.1, 0.001 ve 0.00001 uM)
konsantrasyonlarda 100 pl 20 saat siire ile inkiilbasyon yapilmistir. Daha sonra MTT
soliisyonu hazirlanarak hiicre canliligi Olgiimii icin 570 nm dalga boyunda okuma

gerceklestirilmistir (Cizelge 3. 2).

@ @ 400 uM) (400 400 ! @ @
H,0; 0; H,0,

Sekil 3. 6. [Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20 kompleksinin mikroplaka yerlesimi

46



3. Deney Protokolii: [Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20 kompleksi ile H20. birlikte

uygulamasi

ARPE-19 hiicre ekimi 96’lik platelere uygun hiicre hatt1 olusturuldu ilk uygulamada
besiyeri degisimi yapilarak 4 saat siire ile %5 CO2 ve %95 hava igeren etiiv igerisinde, 37

°C’ de 24 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir.

ARPE-19 hiicrelerinde malik asit kalsiyum kompleksi hidrojen peroksit ile birlikte
farkli (1000, 10, 0.1, 0.001 ve 0.00001 uM) konsantrasyonlarda 100 pl 20 saat siire ile
inkiibasyon yapilmistir. Daha sonra MTT soliisyonu hazirlanarak hiicre canliligi 6l¢timii i¢in

570 nm dalga boyunda okuma gergeklestirilmistir.

3.2.7. istatistiksel analizler

Verilerin degerlendirmesinde degiskenlerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-
Wilk testi ile incelendi. Normal dagilan degiskenlerin grup karsilastirmalarinda tek yonlii
varyans analizi (Anova) uygulandi. (Post-hoc) c¢oklu karsilastirma testlerinden Dunnett,
Tukey HSD ve Tamhane T2 testi uygulandi. Istatistiksel anlamlilik p<0,001 olarak kabul
edildi. Tanimlayici istatistikler Mean+SD ile ifade edildi. Veriler IBM SPSS versiyon 22
paket programinda degerlendirildi.
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Cizelge 3. 2. Malik asit kalsiyum kompleksi dort saat 6ncesi uygulamasi

[Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20 dort saat 6ncesi uygulamasi

0.1 uM [Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20

10 uM [Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20

1000 uM [Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20

400 uM H>0»

Kontrol

Kontrol

0.1 uM [Ca(H2Ma)>(H20)4]-2H20+( 400 uM H»05)

10 uM [Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20+( 400 uM H202 )

1000 uM [Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20+( 400 uM H20-)

400 uM H>0»

Kontrol

Kontrol

. : Inkiibasyon - Inkiibasyon
Hiicre IlIk Uygulama Siire Ikinci Uygulama Siire
Kontrol Kontrol
Kontrol Kontrol
400 uM H>0» 400 uM H>0»
400 uM H>0> 400 uM H>0>
0.00001 uM [Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H.0+
0.00001 uM [Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20 (400 uM H>02)
ARPE-19 | 0.001 uM [Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20 4 saat 0.001 uM [Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20+( 400 uM H202) | 20 saat

MTT Soliisyonu Uygulama ve Okuma
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. [Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20 Kompleksinin Sumak Eksiden Dogal Yontemle
Ekstraksiyonu

Tez kapsaminda yapilan bu ¢alismada, Kahramanmaras yoresine ait sumak bitkisi
(Rhus coriaria) dogal yontemlerle saflastirilarak yapisindaki malik asit kalsiyum kompleksi
[Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20 kristallendirilmistir (Sekil 4. 1). Ilk olarak kurutulmadan taze
olarak elde edilen sumak bitkisinin meyvesinden 100 gr tartildi. Daha sonra 500 ml su
icerisinde 120 saat bekletildi. Olusan koyu kirmiz renk c¢ozeltide bitki artiklarindan
kurtulmak amaciyla filitre kagidindan siiziildii. Elde edilen siiziintii bir behere alinarak 10
giin siireyle 151k kabininde D65 15181 altinda karanlik bir odada ve oda sicakliginda bekletildi.
Her giin esit miktarda (5 ml) su ilave edilerek yavas buharlagtirma islemi gerceklestirildi.
Onuncu giiniin sonunda daha viskoz bir hal elde edildi. Elde edilen viskoz madde 100 ml

etil alkolden kristallendirilerek beyaz renkli kristaller elde edildi.

HO
o}
o
OH
o H\ (@] /H
e} ~y4
EtOh \ /
2 o + CaCI2 - ||:||/ \Ca/
Refluks \o// \\\ A
OH OH e o o<

Sekil 4. 1. [Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20 teklif edilen sentez tepkimesi

Elde edilen beyaz renkte malik asit kalsiyum kompleksi oda sicakliginda
bozunmadan uzun siire saklanabilecek kadar kararlidir. Bilinen bazi polar ¢oziiciilerde
(CHCI3, CH2Cl2, EtOH, MeOH, Aseton) ¢6ziinmezken, bazilarinda (DMF, DMSO)
coziinmekte; apolar c¢oziiciilerde (n-hekzan ve n-heptan) c¢oziinmezken suda hafif
isitildiginda  ¢oziinmektedir. Elde edilen kompleksin analitiksel ve spektroskopik
yontemlerle karakterizasyonu yapilarak tek kristalleri elde edilmistir. Kompleksin

elektrokimyasal, fotoluminesans ve termal 6zellikleri de incelenmistir [101].

Bu calisma da malik asitin L-D gdsteriminin hesaplanmasida yapildi. Bunu i¢in bir

polarimetre kullanildi. Malik asitin kalsiyum kompleksinin derisik ¢6zeltisi su kullanilarak
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hazirlandi. Polarimetrede numune kabina koyularak polaritesi olgiilen maddeler igin {i¢

ihtimal vardir. Bunlar;

1-Polarize 15181n yoniinii hi¢ dondiirmemesi, ki bu maddenin optikg¢e aktif olmadigini

(Eger meso degil ise) gosterir.
2-Polarize 15181 saga ¢evirmesi “ dextrarotatory” (+) saga ceviren.
3- Is181 sola gevirmesi “Levorotatory” (-) sola geviren.

Herhangi bir 6l¢iim aninda 15181 saga yada sola ¢evirdiginin bilinmesi de zordur. Eger
151k + 10° saga gozikiiyor ise bu gergekten + 10° sag mi, yoksa - 350° sol mu diye bir
karigiklik ortaya cikar ki bu durum, ancak konsantrasyona bagli bir durum oldugu igin,

konsantrasyonu degistirilerek anlagilabilir.

|
Spesifik Dondirme Acisi = [a]At = e
Formiilde, I: desimetre olarak numune kabinin uzunlugu
a; spesifik dondiirme agis1
c; g/ml olarak konsantrasyon
t; cozeltinin °C olarak sicakligi

1: 151811 dalga boyu ( Sodyum lambasi i¢in bu deger 589.3 nm)

Polarimetre sonucu 6lgtiigimiiz deger; +0.152’dir. Buda malik asitin bize D-malik

asit oldugunu gosterir.

4.2. [Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20 Kompleksinin Uv-vis. Spektrum Bulgulari
Bu c¢alismada [Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20 kompleksinin = UV-Goriiniir  bolge

spektrumlari, DMF, DMSO ve H,O igerisinde, 1x10° M konsantrasyon araliginda
hazirlanan ¢ozeltilerde 200-700 nm araliginda incelenmistir. [Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20
kompleksinin DMF, DMSO ve H»0 ¢éziiciisiindeki Uv-Goriiniir bolge spektrumlart Sekil 4.

2-5’te verilmistir.
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2.000
| . DMF

Abs.

1.000

0.000 -

T
200 300 400 500 600 700
nm

Sekil 4. 2. [Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20 kompleksinin DMF ¢oziictisiindeki Uv-Gortiniir bolge
spektrumlari

2.000

l . DMSO
Abs,

1.000

0.000

Sekil 4. 3. [Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20 kompleksinin DMSO ¢oziiciisiindeki Uv-Goriiniir
bolge spektrumlari
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Sekil 4. 4. [Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20 kompleksinin H20 ¢dziictisiindeki Uv-Goriiniir bolge
spektrumlari

2.000

T T T T T T T T
200 300 400 500 600 700

nm

Sekil 4. 5. [Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20 kompleksi Uv-Goriiniir bolge spektrumlari
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[Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20  kompleksinin - UV-Goriiniir  bolge  spektrumlarina
bakildiginda ii¢ farkli bolgede omuz verdigi goriilmektedir. Bunlar sirasiyla; 259-210 nm’de
n-n* gecislerini, 300-350 nm’de n-n* gecislerini ve 350-500 nm araliginda ise L—M veya
M—L (MLCT) yiik transfer ge¢islerinden kaynaklanan gegisleri gostermektedir (Cizelge 4.
1).

Cizelge 4. 1. [Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20 kompleksinin dalga boyu (L) gegis degerleri

Bilesikler Coziiciler Amax(nm) Gegisler
DMF 220, 310, 400 n-m*, nem*
DMSO *
[Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H,0 225, 310, 390 -1, N-1
Distile H20 210, 301 S —

4.3. [Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20 Kompleksi FT-IR Spektrumlarimin Bulgular:
[Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20 kompleksinin FT-IR spektrumlart MIR (orta infrared)

bolgesinde KBr teknigi kullanilarak alinmistir. Yine ayn1 kompleksin FIR (Uzak infrared)
bolgesinde ki spektrumu ise KBr teknigi kullanilarak alinmistir. [Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20
kompleksinin infrared spektrumu Sekil 4. 6°da ve spektral bilgiler ise metod boliimiinde

verilmistir.

%T

413
4000.0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 4500

Sekil 4. 6. [Ca(H2Ma)2(H20)4]-:2H20 kompleksinin MIR ve FIR spektrumu
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Spektrumdan da goriildiigii gibi 3374-3218 cm™ araliginda gozlenen yayvan band
v(OH) gruplarindan kaynaklanmaktadir. 3251 cm™’deki orta siddetdeki band hidrat suyuna
ait v(OH), 2850 cm™’deki orta siddetdeki titresim bandlar1 alifatik v(C-H) gruplarindan
kaynaklanmaktadir. 1574 cm™ dalga boyunda v(C=O gerilimi), 1444-1404 cm™’de v
(alifatik diizlem i¢i C-H egilimleri), 450 cm™’de v(Ca-O egilimleri) [101] gruplarinin
varligin1 gostermektedir (Sekil 4. 7).

402.0

380

320

280

700.0 630 600 330 300 430 400 330 300 230 200 150 100 30 300

Sekil 4. 7. [Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20 kompleksinin FIR infrared spektrumu
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4.4, [Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20 Kompleksi H-NMR ve 3C-NMR Spektrumlarinin
Bulgular

[Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20 kompleksinin *H-NMR  spektrumlart DDMSO ¢éziicii
ortaminda alindi. Elde edilen [Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20 kompleksinin *H-NMR ve 3C-
NMR spektrumlart Sekil 4. 8 ve Sekil 4. 9°da, 2D-HETCOR, COSY ve TOCSY spektrumlart

ise Sekil 4.10-12°de ve spektral sonuglari metod boliimiinde verilmistir.

14 12 10 8 6 4 2 0
PPM

Sekil 4. 8. [Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20 kompleksinintH-NMR spektrumu

[Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20 kompleksine ait *H-NMR spektrumundan da gériildiigii
gibi 13.51 ppm’de gbzlenen sinyal hidroksil grubunun protonuna aittir. 4.75 ppm’de goriilen
multipletler oksijen atomuna bagl alifatik hidrojen (Al-H)’lerden kaynaklanmaktadir. 2.77
ppm’de gbzlenen sinyal CH-O grubuna ait singletler, 2.52 ppm’de goriilen singlet —Hidrojen

atomlarindan kaynaklanmaktadir.

[Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H,0  kompleksine ait *C-NMR  spektrumlarindan da
goriildiigi gibi karbonil grubuna ait karbon atomunun sinyali 172.81-172.31 ppm’de
gozlenirken, alifatik karbonlara ait sinyallerin ise 60.250-40.15 ppm araliginda oldugu
belirlenmistir (Sekil 4. 9).
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Sekil 4. 9. [Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20 kompleksinin*C-NMR spektrumu

[Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20 kompleksinin 2D-HETCOR spektrumu alifatik zincir
tizerindeki (hidroksil, karbonil) C-H gruplarimin tek bag proton karbon etkilesmeleri
goriilmektedir. Serbest OH gruplari i¢in karbon-proton etkilesimi goriilmemektedir. COSY
ve TOCSY spektrumlar1 bilesik iizerindeki komsu proton-proton etkilesmelerini
gostermektedir. Hidoksil grubu —O-H protonlarinin komsu alifatik —CH protonlariyla olan
etkilesimleri bu spektrumlarda mevcuttur. Yine bu bilesige ait 2D-HMBC spektrumu ile ileri

bag karbon-proton etkilesmeleri goriilmektedir.

[Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20  kompleksinin  COSY  spektrumu H2, H3 ve H4
protonlarinin visinal oldugunu gostermektedir. H2 protonu hem H3 hem de H4 protonu ile
etkilesmektedir. Bununla beraber, H2 ve H2 protonlari, sirasiyla, 4.24 ve 4.14 ppm’de dublet
olarak gozlenmektedir. HETCOR spektrumu kullanilarak, karbon atomlar1 C1 (8: 60.25), C2
(6: 46.43), C3 (8: 46.13), C4 (8: 40.15) belirlenmistir.
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Sekil 4. 10. [Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20 kompleksinin COSY, HMBC, TOCSY ve HETCOR
spektrumu

N -
1 D m
1| -
o -
- )

2 -
_ T - -
: ] =
=
E=]
z 3

-
- . .
q_| g _
-2 R

5.4

[

7

T T T T T T T T
7 [ 2 4 3 2 1 o
F2 (ppm)y

Sekil 4. 11. [Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20 kompleksi COSY, HMBC, TOCSY ve HETCOR
spektrumu
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Sekil 4. 12. [Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20 kompleksi COSY, HMBC, TOCSY ve HETCOR
spektrumu

4.5. [Ca(Hz2Ma)2(H20)4]-2H20 Kompleksinin Kiitle Spektrum Bulgulari
Tez kapsaminda sumak bitkisinden ekstrakte edilen orjinal kompleksin

[Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20 ESI kiitle spektrumlari incelenmistir.

Elde edilen kompleksin kiitle spektrumlari incelendiginde,
[Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20 kompleksinin  DMF  ¢oziicii ortaminda alman ESI  kiitle
spektrumu Sekil 4. 13’de verilmistir. Bilesigin kiitle spektrumunda m/e 378.03 (%100)’de
gozlenen pik molekiil iyon pikini [M]* aittir. m/e 379.04 (%9.4)’de gozlenen ana pik
fragmantasyon pikine [M+1]" aittir. m/e 380.04 (%3.3)’de gozlenen pik bilesige ait [M+Ca]*
iyonundan ileri gelmektedir. Bilesigin kiitle spektrumunda m/e 382.03 (%2.2) gozlenen pik
[M+H.0+Ca]" iyonuna aittir. Daha diisiik m/e degerlerine sahip fragmantasyon pikleri m/e
357 (%0.9) ve m/e 352 (% 0.9) gbzlenmistir.
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*MSD1SPC, time=0.048:0.070 of [Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20 API-ES, Pos, Scan, Frag: 80
6_: Max: 105638
arga
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Sekil 4. 13. [Ca(Hz2Ma)2(H20)4]-2H20 kompleksine ait kiitle spektrumu

4.6. [Ca(Hz2Ma)2(H20)4]-2H20 Kompleksinin Elektrokimyasal Bulgular:
Malik asit kalsiyum kompleksinin elektrokimyasal ¢alismalari i¢in, Doniistimli

Voltametri (DV) ol¢iimleri yapildi. Cift tarama usuliine gore; hem anodik yonde hemde
katodik yonde yapilan ¢alismalarda, IVIUMSTAT, BAS 100 W elektrokimyasal analizorii
kullanilmistir. Tiim 6lgtimlerde ¢alisma elektrodu olarak cams1 karbon disk elektrot (GCDE)
kullanilmistir. Yardimer elektrot olarak platin tel elektrot ve karsilagtirma (referans)
elektrodu olarak da Ag/AgCl elektrot kullanilmistir. Yapilan ¢alismanin hassasiyeti i¢in ve
tekrar edilebilir elektrot yiizeyi olusturabilmek sebebiyle camsi karbon disk calisma
elektroduna 6n islem uygulandi. Bunun i¢in firma tarafindan 6zel yapilmis yumusak bir
parlatma malzemesi {izerine ¢ok az miktarda aliiminyum oksit (Al2O3) tozu ilave edilerek,
saf suyla islatilarak elektrot yiizeyi dairesel hareketlerle parlatilmistir. En 1yi tekrar
edilebilirligi saglamak icin tiim bu 6n islemler ii¢ kez tekrar edilerek yapilmistir. On
islemden sonra temizlenen elektrot saf suyla yikandiktan sonra temiz ve yumusak bir bez ile
kurulanip galvanik hiicreye konmustur. Uglii elektrotdan diger ikisi olan yardime1 elektrot
(platin tel) ile Ag/AgCl referans elektrot ise her dl¢limde kurutularak galvanik hiicreye
konulmustur. Yapilan tiim deneylerde IVIUMSTAT, BAS 100 W elektrokimyasal analizore
ait dzel olarak iiretilmis olan deney hiicresi kullanilmistir. Bu sistem 2000 mVs™ hiza kadar

olan gerilim tarama hizlarin1 yapabilmektedir [92].

Yapilan elektrokimyasal ¢aligmalarda iletkenligi artirmak amaciyla destek elektroliti
olarak 0.1 M tetrabiitilamonyumtetrafloraborat (TBATFB) tamponu kullanilmistir. Cozelti
igerisindeki serbest oksijeni uzaklagtirmak i¢in 2 bar azot gazi analiz siiresi boyunca

gecirilmistir. Elektrokimyasal 6zellikler dimetilformamid (DMF), dimetilsiilfoksit (DMSO)
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ortaminda incelenmistir. Malik asit kalsiyum kompleksinin elektrokimyasal 6zellikleri iki
farkli konsantrasyon (1x107 ve 1x10* M) ve bes farkl1 (100, 250, 500, 750 ve 1000 mV/s)
tarama hiz1 aralifinda yapilmistir. Her bir madde igin voltametrik Ol¢timler, ii¢ kez

tekrarlanmis ve ortalamalar1 kullanilmistir.

Dontisiimlii bir olayda elektrot reaksiyonunda transfer durumu pik potansiyeli

arasindaki farktan tayin edilebilir [102].

0,0591

AEp = Epa—Epc=

Epa: Anodik pik potansiyeli
Epc: Katodik pik potansiyeli

n: Transfer olan elektron

Bir elektron transfer isleminde AEp:0.059 V’u gosterir. Yavas tarama hizinda anodik
ve katodik pik potansiyelleri i¢in pik ayrimi 60-70 mV civarindadir. Bu da transfer olan
elektron sayisinin 1 oldugunu gostermektedir. Daha yiiksek tarama hizlarinda pik ayrimi
biliylimektedir. Bir elektrokimyasal islemde anodik pik akiminin (Ipa) katodik pik akimina
(Ipc) orani 1 ise bu olaya doniisiimlii voltametri olarak denir (Ipa/lpc=1). Bu oran 1°den
farkliysa (Ipa/Ipc#1) doniisiimsiiz voltametri olarak tanimlanir. Anodik pik akiminin katodik
pik akimina orani 0.5 oldugu durumlarda (Ipa/Ipc=0.5) yari-doniisiimlii voltametri ifadesi
kullanilmaktadir. Bu ii¢ durumda da +0.3V sapma oranlar1 kabul edilebilir ifade edilmektedir
[102].

[lk olarak ekstrate edilen malik asit kalsiyum kompleksi iki farkli konsantrasyon ve
bes farkli tarama hizlarinda incelenmistir. Biitiin bilesiklere ait anodik potansiyel pik verileri

(Epa) ve katodik potansiyel pik verileri (Epc) Cizelge 4. 2’de verilmistir.
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Cizelge 4. 2. Malik asit kalsiyum kompleksine ait elektrokimyasal datalar

Bilesik Coziicii Konsantrasyon Tarama Epa(V) Epc(V) Epd/Ec E12(V)  AEp(V)
(M) Hiz
(mV/s)
100 20.62 033,071 0.87 T 009
250 -0.65 0.34. -0.72 0.90 - 007
11073 500 -0.68 0.35.-0.73 0.93 . 005
750 071 0.36.-0.74 0.95 - 003
DMF 1000 0.74 0.37. -0.75 0.98 - 001
100 -021, 0.69 0.30 2.30 - 039
250 022,068 028 2.42 . 040
1x10% 500 023,067 025 2.48 - 042
750 024 066 023 2.86 . 043
1000 025065 020 3.25 - 040
[Ca(H2Ma)2(H20)4]- 2H20 100 -0.60 -0.44, -0.60 1.00 060 016
250 061 -0.45, -0.61 1.00 061 016
1x10°3 500 0,62 -0.46, -0.62 1.00 062 016
750 063 -0.47, -0.63 1.00 064 016
1000 -0.64 -0.48, -0.64 1.00 0.64 016
DMSO 100 071,029 020 1.45 - 009
250 072,028 019 1.47 - 009
1x10" 500 073,027 018 1.50 - 009
750 074026 017 1.52 - 009
1000 075025 016 1.56 - 009

DestekElektrolit: Tetrabiitiylamonyumtetrafloroborat (BusNBF4) (0.1 M); Konsantrasyon (M): 1 x 10°ve 1x10* M. ReferansElektrot: Ag*/AgCI (0.03 M AgNO3); Ep.veEyanodic vekatodikpikpotonsiyeli.

Evo = 0.5 X (Epa+ Epe), AEy=Epe-Epe.
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1x10? M, DMF

Current (A)

T T T
0 1 2
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Sekil 4. 14. [Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20 1x10°M, DMF ortaminda siklik voltammogrami

1x10* M, DMF

Current (A)

Potential (V)

Sekil 4. 15. [Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H,0 1x10“M, DMF ortaminda siklik voltammogram:
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1x10* M, DMSO

Current (A)

Potential (V)

Sekil 4. 16. [Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20 1x10°M, DMSO ortaminda siklik voltammogram:

1x10* M, DMSO

Current (A)

Potential (V)

Sekil 4. 17. [Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20 1x10“*M, DMSO ortaminda siklik voltammogram:
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Déniisiimlii voltammogramlara bakildiginda 1x10° M konsantrasyon da olgiilen
anodik (Ipa) ve katodik pik akim (Ipc) siddetleri daha biiyiik degerlere sahipken 1x10™* M
konsantrasyonda Olgiilen degerler daha kiigiiktiir. [Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20 bilesigine ait
voltammogram 100-1000 mVs?! tarama hiz1 araliginda incelendiginde katodik pik
potansiyelleri, 1x10° M olanlarda (Epc) -0.75-0.48 V araliginda iki adet ve anodik pik
potansiyelleri (Epa) ise -0.74-0.69 V arasinda birer adet gdzlenmistir. 1x10™* M olanlarda ise
birer adet katodik pik potansiyeli (Epc) 0.16-0.30 V ve iki adet anodik pik potansiyeli (Epa)
-0.75-0.69 V gozlenmistir. Tarama hiz1 arttikga negatif bolgede gozlenen indirgenme ve

yiikseltgenme pik potansiyelleri daha negatif bolgeye kaymaktadir.

[Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20  kompleksinin  1x10° M, DMF ortaminda alinan
voltammogramlardan 100-1000 mV/s tarama hizlarinda doniisiimsiiz voltametri (Ipa/Ipc#1)
gostermektedir. 1x10% M, DMF ortaminda alinan voltammogramlarda, biitiin tarama
hizlarinda doniistimsiiz voltametri gézlenmistir. Bu olay verilen voltammogramlarda agikca
goriilmektedir. [Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20 kompleksinin 1x10° M, DMF ortamindaki siklik
voltammogrami Sekil 4. 14°da, 1x10* M, DMF ortamindaki siklik voltammogrami Sekil 4.

15’de verilmistir.

[Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20 kompleksinin 1x10° M, DMSO ortamindaki siklik
voltammogram Sekil 4. 16°de, 1x10™* M, DMSO ortamindaki siklik voltammogrami Sekil
4. 17°de verilmistir. [Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20 kompleksinin 1x10° M, DMSO ortaminda
alinan voltammogramlardan 100-1000 mV/s tarama hizlarinda doniisiimlii voltametri
(Ipa/Ipc=1) gostermektedir. 1x10* M, DMSO ortaminda alian voltammogramlarda, biitiin
tarama hizlarinda doniisiimsiiz voltametri gozlenmistir. Bu olay verilen voltammogramlarda

acikca goriilmektedir. Bilesige ait redoks islemi Sekil 4. 18’da gosterilmektedir.
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Sekil 4. 18. [Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20 kompleksine ait ait redoks islemi

4.7. [Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20 Kompleksinin Fotoluminesans Ozellikleri
Fotoluminesans  spektroskopisi, yar1 iletkenlerdeki optik etkilesimlerin
incelenmesinde ve malzeme Ozellikleri hakkinda bilgi edinmek i¢in olusturmus
spektroskopik bir tekniktir [103]. Materyalin optik veya mor 6tesi 151k ile uyarilmasi sonucu
meydana gelen 1s1madir. Malzemenin 151k ile etkilesmesiyle yayilan fotoliiminesans, gelen
151k demeti sayesinde olusan elektron-bosluk ciftlerinin yeniden birlesmesi ile meydana

gelir. Fluoresan uyarma ve emisyon 6zellikleri, genellikle oda sicakliginda incelenmistir.

Ekstraksiyonunu gergeklestirdigimiz [Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20 kompleks iki adet
besli metal selatlara sahiptir (Cizelge 4. 3). [Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20 kompleksinin
fotoluminesans oOzellikleri DMF, DMSO ve H:0O ortaminda farkli konsantrasyonlarda
hazirlanarak (1x103-1x107 M) incelendi (Sekil 4. 19-21).
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Cizelge 4. 3. [Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20 kompleksinin fotoluminesans datalar

Eksitasyon (nm)

Emisyon (nm)

Bilesik Coziicii Konsantrasyon (M) (Siddet) (Siddet) A(e)
1x107 480 (800) 775 (1000) 220 (0.68x104),
4 310 (0.16x104),
1x10 465 (675) 755 (905) 400 (0.16x104)
DMF 1x10° 440 (480) 735 (705)
1x10 415 (310) 715 (565)
o 1x107 395 (190) 695 (410)
(i: 1x1073 460 (545), 500 (360) 670 (1000), 695(695) 225 (0.98x10%),
= 4 310 (0.37x10%),
’o: 1x10 440 (450), 480 (300) 650 (895), 680 (610) 390 (0.16x10°%)
I DMSO 1x10° 420 (350), 465 (250) 625 (795), 660 (500)
g 1x108 395 (300), 445 (170) 605 (620), 640 (400)
£ 1x1077 380 (250), 430 (120) 580 (515), 620 (300)
[$5]
O, 1x107 490 (500), 500 (550) 660 (800), 728 (475) 210 (0.25x10%),
1x10* 480 (420), 490 (500) 640 (700), 692 (355) 301 (0.57x10%,
’ ’ 585 (0.16x10%
H20 1x10° 450 (355), 460 (420) 620 (600), 675 (297)
1x10°® 410 (280), 420 (350) 590 (500), 650 (205)
1x1077 375 (200), 385 (285) 580 (400), 635 (120)
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Sekil 4. 19. DMF ortaminda ve 1x103-1x10" M araliginda fotoluminesans dl¢iimleri
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Sekil 4. 20. DMSO ortaminda ve 1x103-1x107" M arahiginda fotoluminesans dlgiimleri
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Sekil 4. 21. H,0 ortaminda ve 1x1073-1x10" M araliginda fotoluminesans 6lgiimleri

[Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20 kompleksinin fotoluminesans 6zellikleri incelendiginde
DMF ortaminda birer adet uyarilma ve yayilma band1 verdigi goriilmiistiir. DMSO ve H20
ortamlarinda ise ikiser adet uyarilma ve emisyon band1 verdigi gozlenmistir.
[Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20 kompleksinde DMF ortaminda 1x107 M konsantrasyonda
uyarilma dalga boyu 395 nm iken 1x10° M’da 480(800) nm’ye, daha biiyiik dalga boyuna
(Hipsokromik etki) kaymustir. Ay sekilde yayilma bandi da 1x107 M*da 695(410) nm iken
1x10°M’da 775(1000) nm’ye kaymustir.

[Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H,0  kompleksinde DMSO  ortaminda  1x107 M
konsantrasyonda iki adet uyarilma dalga boyu 380-430 nm iken 1x10°M’da 460-500 nm’ye,
daha biiylik dalga boyuna (Hipsokromik etki) kayma gdzlenmistir. Ayn1 sekilde iki adet
yayilma band1 da 1x107"M’da 580-620 nm iken 1x10° M’da 670-695 nm’ye kaymustir.

[Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20 kompleksinde H20 ortamida 1x107 M konsantrasyonda
iki adet uyarilma dalga boyu 375-385 nm iken 1x103M’da 490-500 nm’ye, daha biiyiik
dalga boyuna (Hipsokromik etki) kayma gozlenmistir. Ayni sekilde iki adet yayilma bandi
da 1x107" M’da 580-635 nm iken 1x10° M’da 660-728 nm’ye kaymistir.
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4.8. [Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20 Kompleksinin Termal Ozelliklerinin incelenmesi
Malik asit kalsiyum kompleksinin termal 6zellikleri N2 atmosferinde 30-800 °C

sicaklik araliginda incelenmistir. Metal kompleks hidrate veya koordine H2O molekiilleri,
igermektedir. [Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20 kompleksine ait DTA ve TGA egrileri Sekil 4. 22
ve Sekil 4. 23°de verilmistir. Termogravimetrik analizde sicakliga bagl olarak kiitle kaybi
incelenmis oldugundan kompleks dort farkli basamakta kiitle kaybina ugramisdir. Birinci
basamakta, 50-150 °C sicaklik araliginda, hidrate olmus H>O molekiillerinin uzaklagmasi
sonucu siddetli endotermik bir kiitle kayb1 gozlenmektedir. Ikinci basamakta; 200-300 °C
sicaklik araliginda, kalsiyum metaline koordine olmus H>O molekiillerinin uzaklasmasini
gdsteren bir kiitle kayb1 mevcuttur. Ugiincii basamakta, 450-550 °C sicaklik araliginda malik
asit tizerinde bulunan hidroksil (-OH) ve karbonil (-C=0) siibstitiie gruplarin uzaklagmasina
atfedilebilecek kiitle kayiplar1 gozlenmistir. Son basamakta ise 650-750 °C sicaklik
araliginda, komplekslerdeki ligandin organik kisminin bozulmasindan ileri gelen kiitle kayb1
ve metal oksit olusumunu gosteren kiitle kayiplart gdézlenmistir. Komplekslerin DTA
egrilerine bakildiginda kiitle kayiplarina karsilik siddetli endotermik pikler gézlenmistir.
Kiitle kayiplar1 ylizde (%) cinsinden Cizelge 4. 4’de verilmistir.

Cizelge 4. 4. [Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20 kompleksine ait kiitle kayiplar

Kiitle Kayiplari (%)°C

Madde Hidrate Koordine -OH Organik
Adi H,O H->0O -C=0 Kisim ve
Metal Oksit

[Ca(H:Ma)2(H20)4] 2H0  (25.200) 117  (34.204) 260  (10.446) 510  (14.082) 760
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Sekil 4. 22. [Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20 kompleksine ait termal egri
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Sekil 4. 23. [Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20 kompleksine ait termal egri
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4.9. [Ca(Hz2Ma)2(H20)4]-2H20 Kompleksinin X-1sim1 Bulgulari

Kirinim deneyi i¢in 0.61 x 0.51 x 0.10 mm3 boyutlarinda tek kristal se¢ilmistir. X-
151n1 kirimim verileri, Mo-K o radyasyonu kullanilarak bir BrukerApexII CCD difraktometre
lizerinde ¢evre sicaklignda (296 K) toplanmustir (y= 0.71073 A). Yap1 dogrudan
yontemlerle ¢oziildii ve tiim yansimalari kullanarak F2 iizerinde aydinlatildi [101]. Hidrojen
olmayan tliim atomlar, anizotropik atomik yer degistirme parametreleri kullanilarak
aydinlatilmis ve bir stirme modeli kullanilarak hesaplanmis konumlara hidrojen atomlari
eklenmistir. Oksijen atomuna (O1) bagli hidrojen atomlari, fark haritalarindan yerlestirilmis
ve tastyict atom tizerinde ¢alisan sicaklik faktorleri ile yap1 aydmlatilmistir. Kristal verilerin
detaylar1 Cizelge 4. 5'de gosterilmistir. Kompleks i¢in bag uzunluklar1 ve acilar1 Cizelge 4.

6'de sunulmustur. Hidrojen bag parametreleri Cizelge 4. 7'te listelenmistir.

Cizelge 4. 5. [Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20 kompleksinin kristalografik veriler

Kompleks [Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20
Basit Formiil CsH22Ca0ss
Formiil Agirhg: 414.33
Kristal sistem Orthorhombic
Uzay Grup P21212;
Birim Hiicresi a (A) 7.0310 (15)

b (A) 14.969 (3)

¢ (A) 15.646 (3)

o (°) 90

B 90

Y (®) 90

Hiicre Hacmi (A3) 1646.7 (5)

Z 4

Abs. coeff. (mm?) 0.47

Refl. collected 7921

Ind. Refl. [Rint]
R1, WwR2 [I>20 (1)]
R1, wR2 (all data)
CCDC

3178 [0.051]
0.0352, 0.0775
0.0445, 0.0812




Cizelge 4. 6. [Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20 kompleksinin bag uzunluklar ve agilari

Cal—012
Cal—017
Cal—0O11
Cal—01
Cal—06
Cal—08
Cal—03
Cal—013
C1—-02

C1—-01

Cl1—-C2

C2—03
012—Cal—017
012—Cal—011
017—Cal—011
012—Cal—o01
017—Cal—01
011—Cal—o01
012—Cal—06
017—Cal—06
011—Cal—06
01—Cal—06
012—Cal—08
017—Cal1—08
011—Cal—08
01—Cal—08
06—Cal—08
012—Cal1—03
017—Cal—03
011—Cal1—03
01—Cal—03
06—Cal—03
08—Cal—03
012—Cal—013
017—Cal—013
011—Cal—013
01—Cal—013
06—Cal—013

2.389 (2)
2.405 (2)
2.406 (3)
2.411 (3)
2.413 (2)
2.431 (2)
2.516 (2)
2.590 (3)
1.240 (5)
1.248 (4)
1.534 (4)
1.408 (5)
116.89 (9)
78.37 (9)
147.01 (10)
76.85 (8)
77.23 (9)
78.50 (10)
84.34 (7)
132.22 (10)
75.36 (10)
150.34 (9)
146.54 (9)
83.59 (8)
98.84 (10)
135.82 (8)
63.01 (7)
136.82 (10)
73.46 (9)
76.05 (9)
64.38 (7)
121.11 (7)
72.14 (9)
73.39 (9)
74.79 (8)
137.90 (8)
123.03 (8)
71.40 (9)

C2—C3
C3—C4
04—C4
C4—05
C5—07
C5—06
C5—C6
C6—08
C6—C7
Cr—Cs8
C8—09
C8—010
08—Cal—013
03—Cal—013
02—C1—01
02—C1—C2
01—C1—C2
Cl—01—Cal
03—C2—C3
03—C2—C1
C3—C2—C1
C2—03—Cal
C4—C3—C2
05—C4—04
05—C4—C3
04—C4—C3
O7—C5—06
O7—C5—C6
06—C5—C6
C5—06——Cal
08—C6—C7
08—C6—C5
C7—C6—C5
C8—C7—C6
C6—08——Cal
09—C8—010
09—C8—C7
010—C8—C7

1522 (4)
1.502 (4)
1.288 (4)
1.215 (4)
1.225 (4)
1.258 (4)
1.529 (4)
1.417 (4)
1.513 (4)
1.510 (4)
1.205 (5)
1.303 (4)
88.52 (10)
144.28 (8)
124.8 (3)
117.2 (3)
117.9 (3)
124.54 (18)
110.1 (3)
1105 (3)
107.9 (2)
119.70 (15)
111.8 (2)
123.9 (3)
122.1 (3)
113.9 (3)
124.9 (3)
119.2 (3)
115.8 (2)
127.31 (16)
111.6 (3)
107.5 (3)
112.3 (2)
112.9 (3)
124.36 (15)
123.7 (3)
124.1 (3)
112.2 (3)

Esdeger atomlar igin simetri islemleri; A-x+1,-y+2,-z
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Cizelge 4. 7. [Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20 kompleksi hidrojen bag: geometrisi (A, °)

04—H4---06' 1.02 1.50 2.521 (3) 175
010—H10A---O1' 0.95 1.65 2.595 (3) 169
011—H11A---O7" 0.80 1.95 2.739 (3) 167
011—H11B---013" 0.76 2.28 3.018 (5) 165
012—H12A---016" 0.77 2.17 2.914 (3) 162
012—H12B---015V 0.81 2.00 2.805 (4) 169
013—H13A---02" 0.80 2.60 3.058 (3) 118
013—H13A:--09v 0.80 2.41 3.120 (3) 148
013—H13B---05" 0.79 2.00 2.786 (3) 177
015—H15A---05" 0.79 1.99 2.772 (5) 170
016—H16A---0O7" 0.83 2.16 2.919 (3) 153
016—H16B---09'" 0.75 2.06 2.802 (4) 175
017—H17A--02"" 0.81 2.01 2.793 (3) 164
017—H17B---02" 0.83 1.86 2.677 (4) 168
03—H3---016 0.75 1.97 2.720 (3) 175
08—HS8A:--09 0.75 2.62 3.081 (3) 121
08—HB8A:---015 0.75 2.03 2.732 (3) 157
015—H15B---017 0.82 2.29 2.967 (3) 141

Symmetry codes: (i) -x+1/2, -y+2, z-1/2; (i1) x-1/2, -y+5/2, -z+2; (iii) x-1,y, z; (iv) x+1/2, -y+2, z+1/2; (v) x+1,y, z; (Vi) - X+3/2, -y+2,
z+1/2; (vii) x+1/2, -y+3/2, -z+2.

4.8.1. [Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20 kompleksinin molekiiler yapisi

X-1s1m1 i¢in gerekli kalitesindeki kristaller, sumak ekstraktinin su icinde yavas
buharlastirilmasiyla elde edildi. Kompleks olarak kristalize [Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20
bulundu. Malik asit kalsiyum kompleksinin yapisi ortorombik kristal sisteminde ¢6ziildd,
P212121 uzay grubu birim hiicre parametreleri a = 7.0310 (15), b = 14.969 (3), ¢ = 15.646
(3) A,V =1646.7 (5) A3 ve Z=4 (R son degeri 0.0352 olan). Molekiil, kristalografik olarak
simetri uygulanmadigini gosterir ve asimetrik birim iki malik asit anyonu (H2Ma-), bir Ca
(IT) iyonu ve alt1 su molekiilii (bunlardan dordii Ca(Il) merkezine koordine edilir) igerir.
Atom numaralandirmasi ile kompleksin yapisinin asimetrik birimi, Sekil 4. 24'de
gosterilmektedir. Tiim bag uzunluklari ve agilari, normal araliklar igerisindedir. Monomerik
komplekste, Ca(Il) iyonu, dort atomun iki malik asit anyonunun ve dort su molekiiliiniin

hidroksil ve karboksil oksijen atomlarindan geldigi O atomlar tarafindan oktahedral yap1
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kazanmas1 saglanir. Ca-O mesafeleri 2.405 (2) ve 2.590 (3) A arasindadir. Kalsiyum
kompleksinin yapisi, bir Ca (II) iyonunun bir hidroksil oksijen atomu ile bir D- ve bir L-
malat iyonuna baglandigi kesikli molekiiller i¢erir. Hidroksil oksijen ve koordine edilmemis
karboksil grubu protonlarin1 korurken, koordine edilmis karboksil grubu, mono anyonik
maleat (H2Ma-) ile sonuglanan deprotonlanmis ve bu anyonlarin ikisi Ca(ll) iyonu ile
dengelenmistir. Monomerik kalsiyum kompleks molekiilleri, bir 3D hidrojen bagi agina
neden olan birkag hidrojen bagi ile baglanir. Yapinin paket diyagrami Sekil 4. 25 ve Sekil 4.

26'te verilmistir.

Sekil 4. 24. Atom numaralandirmasi ile [Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20 kompleksinin asimetrik
birimi (Hidrojen atomlar1 agiklik i¢in ihmal edilmistir.)

Raja ve meslektaslar1 [101] tarafindan L-kalsiyum malik asit kompleksinin kristal
yapist bildirilmistir. L-maleatin bu sentetik kalsiyum kompleksinin, burada rapor edilen
monomerik kompleksle ayn1 uzay grubunda kristallestigi ancak farkli birim hiicre
parametreleriyle oldugu bulunmustur. Rapor edilen yapida, iki karboksilik asit ucu
deprotonlanmistir ve L-maleat anyonlari, bir 3D koordinasyon bagi ag: ile sonuglanan
kalsiyum 1iyonlar1 ile koordinasyon baglar1 ile baglanmistir. Bununla birlikte, burada

bildirilen kompleks monomeriktir ve molekiiller 3D hidrojen bagi agi ile baglanmigtir.
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Sekil 4. 25. Hidrojen bagi etkilesimlerini gosteren [Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20 kompleksinin
paket diyagrami (Hidrojen atomlar1 daha net géziikmesi igin gosterilmemistir.)

Sekil 4. 26. 3D hidrojen bag1 aginda ¢oklu hidrojen koordinasyonu
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4.10. [Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20 Kompleksinin Antimikrobiyal Aktivite Bulgulari
Calismada [Ca(H2Ma)2(H20)4]-:2H20 kompleksinin antimikrobiyal aktivitesinin
belirlenmesi i¢in gram negatif ve pozitif bakteri suslari ile maya suslar1 kullanildi. Kontrol
gruplaria karsi etkisiz oldugu test edildi. Calismada standart olarak tetrasiklin (30 mg)
kullanildi. Standart antibiyotigin etkisi en fazla maya suslarinda gézlendi. Yine ayni sekilde
maya suslarinda 3 mg [Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20 kompleksinin etki ettigi belirlendi. Gram
negatif ve gram pozitif bakterilerin birbirine yakin sonuglar verdigi belirlendi. Elde edilen
bulgular igerisinde en fazla zonu Candida albicans klinik izolatina (28 mm) etki ettigi
belirlendi. Ayn1 zamanda ¢alismada kullanilan 1.5 mg konsantrasyon uygulamasinda C.

albicans izolati haricinde diger suslarda hi¢ etki gézlemlenmedi (Cizelge 4. 8).

Cizelge 4. 8. [Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H20 kompleksinin antimikrobiyal aktivitesi

Kontrol Standart

Mikroorganizmalar [Ca(HaMa)o(H20)4]-2H20 DME Bos Tetrasiklin

1.5mg | 3mg Disk (30 mg)
Gram pozitif
bakteri
gg“l\;gge””m 0 17 mm 0 0 26 mm
B.subtilis IMG22 0 16 mm 0 0 25 mm
S.aureus 6538 0 18 mm 0 0 23 mm
Gram negatif
bakteri
<.pacumoniac 0 18 mm 0 0 23 mm
E.coli DM 0 19 mm 0 0 21 mm
P.aeroginosa 9027 0 16 mm 0 0 25 mm
Mayalar
C.albicans Klinik 28 mm 28 mm 0 0 35 mm
izolat
Y.lipolytica 0 14 mm 0 0 37 mm
S.cerevisiae Wet136 0 0 0 0 35 mm
C. utilis
NRRL-Y-900 0 0 0 0 36 mm

Calismamizda ise malik asit kalsiyum kompleksinin 3 mg uygulamasinda S. aureus
susuna karst 18 mm zon ve E. coli bakteri susuna karsi ise 19 mm zon elde edilmistir.
Ahmadian-Attari ve ark. [104] tarafindan yapilan calismada, sumak bitkisinin farkli
¢oziiciiler ile ekstraksiyonu ile elde edilen Oziitlerin S. aureus ve E. coli bakterilerine kars1
antimikrobiyal aktivitesi incelenmistir. Calismada, metanol ile elde edilen &ziitlerin S.

aureus susuna kars1 19 mm zon ve E. coli bakteri susuna kars1 ise 8 mm zon elde edilmistir.
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Calismamiz ile uyumlu olup S. aureus susunda elde edilen zonlar birbirine yakindir. Lakin
E. coli susuna ¢alismamizda daha fazla zon gosterdigi belirlendi. Bunun en 6nemli sebebinin
calismamizda elde ettigimiz dogal tiriin malik asit kalsiyum kompleksinin uygulanmis

olmasidir.

Shamsuzzoha ve ark. [105] tarafindan yapilan ¢alismada malik asit Cu(II) ve Cd(II)
metal komplekslerinin antimikrobiyal aktivitesi incelenmistir. Malik asit Cu(ll) ve Cd(Il)
metal komplekslerinin 10 bakteri ve 5 fungus suslarina karsi etkisi incelenmistir. Kullanilan
tiim suslara kars1 zon gosterdigi bildirilmistir. B. subtilis susuna kars: yapilan ¢alismamizda
3 mg doz uygulamasinda 16 mm zon belirlenirken 100 pg malik asit Cu(ll) kompleksi
uygulamasinda 22 mm zon ve 100 pg malik asit Cd(IT) kompleksi uygulamasinda ise 30 mm
zon belirlenmistir. Ayn1 zamanda c¢alismamizda Klebsiella tiirii i¢in 3 mg malik asit
kalsiyum uygulamasinda 18 mm zon belirlenirken 100 pg malik asit Cu(ll) kompleksi
uygulamasinda 30 mm zon ve 100 pg malik asit Cd(IT) kompleksi uygulamasinda ise 20 mm

zon bildirilmistir [105].
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4.11. ARPE-19 Hiicre Kiiltiiriine Uygulanan Konsantrasyonlara Ait Bulgular

Hidrojen peroksit ARPE-19 hiicresinde konsantrasyon (100-500 uM ) bagimli1 olarak
hiicre 6liimiinii artirdi. Hiicre canliligim1 %30-50 arasinda azaltan konsantrasyonun 400 uM
H20- oldugu bulunduk ve bundan sonraki deneylerde bu konsantrasyonun kullanilmasina

karar verildi.

ARPE-19 hiicrelerinde farkli konsantrasyonlarda (100-500 puM) uygulanmasi
bulgular istatistiksel olarak incelendiginde kontrol grubu ile arasindaki farklilik istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p<0.001*). Ayrica 400 uM uygulamasinda hiicre canliligi %55
olarak belirlenmistir (Sekil 4. 27).

. p<0,001*
100 100 p<0,001*
——
ey
80 95 p<0,001*
2
2 | p<0,001*
E 60
++++++ +.+ ++++
3 R
s +:+:+++++++:+:: p<v,
s 1 —
2 40
201
R
BRI
0 | i ' l i
Kontrol 100pM 200uM 300pM 400pM 500uM
Konsantrasyon

Sekil 4. 27. ARPE-19 hiicrelerinde farkli konsantrasyonlarda (100-500 uM ) uygulanmasi
*Kontrol grubu ile arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli; One way Anova,
Post-Hoc: Dunnett test; Tukey HSD test; Tamhane T2 test; a.:0.05

Sonraki deneylerde ARPE-19 hiicrelerinde malik asit kalsiyum kompleksi tek basina,
malik asit kalsiyum hidrojen peroksitten dort saat 6nce ve malik asit kalsiyum kompleksi

hidrojen peroksitle birlikte uygulamalar1 yapilmistir.
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ARPE-19 hiicrelerinde malik asit kalsiyum kompleksi tek basina uygulandi ve 20
saat sonra deney sonuglari elde edildi. ARPE-19 hiicrelerinde malik asit kalsiyum
kompleksinin tek basina uygulamasi incelendiginde, 10 upuM ve 1000 uM
konsantrasyonlarinda kontrol grubu ile arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli
oldugunu bulduk (p<0.001*). Ayrica 10 uM uygulamasinda hiicre canliligi oran1 %108 ve
1000 uM uygulamasinda hiicre canlilik oran1 %109 olarak belirlenmistir (Sekil 4. 28).
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*MCa.2H,0: Malik asit kalsiyum kompleksi
Sekil 4. 28. ARPE-19 hiicrelerinde malik asit kalsiyum kompleksinin tek basina uygulamasi

*Kontrol grubu ile arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli; One way Anova,
Post-Hoc: Dunnett test; Tukey HSD test; Tamhane T2 test; a.:0.05
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ARPE-19 hiicrelerinde malik asit kalsiyum kompleksi hidrojen peroksitten dort saat
once uygulandi1 daha sonra malik asit kalsiyum kompleksi ve hidrojen peroksitle beraber
uygulayarak ve 20 saat sonra deney sonuglari elde edildi. ARPE-19 hiicrelerinde malik asit
kalsiyum kompleksi hidrojen peroksitten dort saat dnce uygulamasi bulgular istatistiksel

olarak incelendi.

Hidrojen peroksitin kontrol grubu ile arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli
bulundu (%57,97+16,67). tH202 grubu ile arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli
oldugunu belirledik (p<0.001') (Sekil 4. 29). Hiicre canliligi yiizdesi en fazla 10 uM

uygulamada %98 olarak belirlendi.
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*MCa.2H,0: Malik asit kalsiyum kompleksi

Sekil 4. 29. ARPE-19 hiicrelerinde malik asit kalsiyum kompleksi hidrojen peroksitten dort
saat once uygulamasi1 *Kontrol grubu ile arasindaki farklilik istatistiksel olarak
anlamlt; 'H202 grubu ile arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli; One way
Anova; Post-Hoc: Dunnett test; Tukey HSD test; Tamhane T2 test; a:0.05

80



ARPE-19 hiicrelerinde malik asit kalsiyum kompleksi hidrojen peroksit ile birlikte

uygulandi ve 20 saat sonra deney sonuglari elde edildi.

Bulgularimiza gore malik asit kalsiyumun birlikte uygulamasi H>O2’in olusturdugu
hiicre hasarina kars1 istatistiksel olarak koruyucu etki géstermedi. Hiicre canliligi yiizdesi
%89.60+5.54 olarak belirlendi. Gruplar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi (p>0.05) (Sekil 4. 30).
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*MCa.2H,0: Malik asit kalsiyum kompleksi

Sekil 4. 30. ARPE-19 hiicrelerinde malik asit kalsiyum kompleksi hidrojen peroksit ile
birlikte uygulamasi *Kontrol grubu ile arasindaki farklilik istatistiksel olarak
anlamli; One way Anova; Post-Hoc: Dunnett test; Tukey HSD test; Tamhane T2
test; a: 0.05

Li ve arkadaslar1 [91] tarafindan ARPE-19 hiicrelerinin H202 uygulamasi ile hiicre
canliligi ve reaktif oksijen degisimi aragtirilmistir. Calisma kapsaminda 100-700 umol/L
H20: konsantrasyonlart kullanilmistir. H2O2 kullanilarak yaklasik %70-80 canlilik 500
umol/L  gergeklestirildigini bildirmistir. Ayaz ve Ding [106] tarafindan ARPE-19

hiicrelerinde 200, 600 ve 800 uM konsantrasyonlarint H.O> uygulamasini 18 saat siire ile
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gozlemleyerek hiicre canlilig1 ve reaktif oksijen degisimi arastirilmistir. Ding ve arkadaslar
[98] tarafindan ARPE-19 hiicrelerinde 100-1000 pM konsantrasyonlarini  H20;
uygulamasini 16 saat siire uygulamislardir. Yapilan calismada 600 uM H20; uygulamasinda
%51 oraninda hiicre 6liimii gézlemlenmistir. H2O2, retina pigment epitel hiicrelerinde iyi
uyarlanmig bir oksidatif stres modelidir [107]. ARPE-19 hiicrelerinde eksojen kdkenli
hidrojen peroksit ile farkli konsantrasyonlarda uygulayarak oksidatif stres derecesi
belirlendi. Konsantrasyon bagimli olarak hiicre 6liimiinii artirdigimi gézlemlendi. Hiicre

canliligin1 %30-50 arasinda azalttigini yapilan analizlere gére bulundu.

Oksidatif stres birgok hastaligin baglamasi ve ilerlemesiyle iligkili hiicre hasarinda
onemli rol oynamaktadir. Reaktif oksijen tiirleri, yaslanma, hipertansiyon, ateroskleroz,
kanser, iskemi, norodejeneratif hastaliklar ve diyabet gibi patolojik siire¢lerde 6nemli bir rol

oynar[108, 109].

Reaktif oksijen metabolitleri, esas olarak hidrojen peroksit iiretilmesini ve H2O2'nin
hedef hiicre i¢indeki hidroksil radikaline indirgenir. Boylece endotelyal hiicrelerde toksik
radikal olusumuna yol agan biyokimyasal olaylara katilir. Notrofil {iriinlerine ek olarak,
timdr nekroz faktorii-alfa ve interlokin-1 dahil olmak iizere enflamatuar bolgelerdeki
endotelyal hiicrelerin zarar géormesine neden oldugu belirtilmektedir [110]. H202, NF-xB
inflamatuar sinyal yolunu tetikleyerek endotel hiicre hasarina neden olur [111]. Hidrojen
peroksit zarlar arasinda dagilsa da, eksojen olarak eklenen hidrojen peroksidin, endojen
olarak iiretilen hidrojen peroksitten daha fazla bir sinyal yaniti1 vermede daha az etkili oldugu
gosterilmistir [112]. Belirli bir biyolojik yaniti baglatmak igin gerekli olan eksojen hidrojen
peroksit konsantrasyonunda hiicreler arasinda énemli degisiklikler vardir. Ornegin, memeli
hiicrelerinin apoptotik hiicre 6liimiine neden olmak i¢in gerekli olan hidrojen peroksit

konsantrasyonu, hiicre tipine bagli olarak 20 kat kadar degisebilir [113, 114].

Antioksidanlar ile diisiik seviyelerde hidrojen peroksite tepki olarak indiiklenebilir,
Reaktif oksijen tiirlerindeki seviyelerini diisiiriirler ve dolayisiyla hiicreyi DNA hasarindan
korurlar [115]. Ticari olarak kullanilan nar sularinda yapilan bir ¢alismada major asitler
olarak sitrik asit ve malik asitlerin antioksidan kapasitesi ve fenolik igerikleri yoniinden
incelenmistir. Calismada antioksidan aktivite degerlerinin malik asit i¢erigi ile iliskili oldugu

belirlenmistir [116].
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Yin ve arkadaglar1 [117] tarafindan suda ¢dziinebilir stiren malik asit kopolimeri
kapsiilleyici igeren misel hazirlamiglardir. Calismada farelerde iltihapli kolit modellerinde
etkilerini incelemislerdir. Sonug olarak tedaviden sonra kolit semptomlarinda iyilesmeler
oldugu bildirilmistir. Ayn1 zamanda tedavi edilen farelerde monosit kemotaktik protein- 1,
timor nekrosis faktdr-a ve interlokin-6 dahil olmak {izere inflamatuar sitokinlerin
reglilasyonunu o6nemli Olgiide bastirmistir. Gastrointestinal hastaliklarinin tedavisinde

kullanilabilecegi bildirilmistir.

Bu c¢alismada, sumak ecksisinden dogal olarak elde edilen malik asit kalsiyum
kompleksinin yapisal karakterizasyonunu yapildi ve malik asit kalsiyum kompleksinin
retinal pigment epitelyum hiicrelerinde oksidatif strese bagli retinal hasar tlizerindeki
koruyucu etkilerini arastirildi. Elde ettigimiz bulgulara gore malik asit uygulamasinin

H>02’in olusturdugu hasara karsi koruyucu etkisi bulundugunu belirlendi.
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5. SONUC

Calisma sonucunda, sumak eksisinden dogal olarak elde edilen malik asit kalsiyum
kompleksinin yapisal karakterizasyonu ve retina hiicresinde hidrojen peroksit ile olusturulan
hiicre hasarinda koruyucu roliiniin arastirilmasi yapilmistir. Calismada elde edilen bulgular
dahilinde [Ca(H2Ma)2(H20)4]-:2H20 kompleksinin sentez ve karakterizasyonu ilk defa

yapilmistir. Caligma kapsaminda kullanilan malik asit dogal olarak sentezlenmistir.

Elektrokimyasal 6zellikler incelendiginde iki farkli ¢oziicii ve iki farkh
konsantrasyonun malik asitin kalsiyum kompleksi {izerinde farkli etkileri oldugu
belirlenmistir. Ozellikle diisiik konsantrasyonlarda ¢oziicii cinsi farketmeksizin donsiimsiiz
voltametri 6zelligi gostermistir. Sadece DMSO ¢oziiciisii ile yapilan yiiksek konsantrasyonlu
caligmada doniistimlii voltametri 6zelligi gostermistir. Buda ¢6ziiciiden kaynakli bir etkinin
oldugunu gosterir. Fotoliiminesans g¢alismalarinda degisik ¢oziicli sistemleri ve farkli
konsantrasyonlarin malik asitin kalsiyum kompleksi tizerinde yaptig1 etkiyi incelemek adina
onemlidir. Dogal formda ve iki adet besil selat halkasina sahip kompleksin gii¢lii emisyon
degerleri verdigi goriilmektedir. Coziicli sistemlerinin bu etkileri daha yiliksek dalga

boylarina kaydirdig1 belirlenmistir.

Calismamizda  kullandigimiz  [Ca(H2Ma)2(H20)4]-2H.O  kompleksi  yeni
sentezlenmistir bu nedenle daha 6nce higbir ¢alismada kullanilmamistir. Kullandigimiz
bilesigin ARPE-19 hiicrelerini nasil etkiledigi hakkinda yolaklar bilinmemekle birlikte

malik asit kompleksleri iizerine yapilan ¢caligmalar kisithidir.

e Sumak eksisinden dogal olarak elde edilen malik asit kalsiyum kompleksinin yapisal
karakterizasyonu yapilmustir.

e Yasa bagl makula dejenerasyonunda etkili olabilecegi konsantrasyon belirlenmistir.

e Oksidatif stresin inhibisyonu, retina dejenerasyonunu tedavi etmek i¢in etkili bir
yaklagimi temsil eder. Dogal iiriinlerden giiclii antioksidanlarin belirlenerek
tanimlamasinin saglanmasi yarar saglayacaktir.

e Yasa bagli makula dejenarasyonunu Onlemede yeni farmasotik ilaglarin

gelistirilmesine kaynak saglayacaktir.
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