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SIMGELER VE KISALTMALAR

FT-IR . Fourier Déniisiimlii infrared Spektroskopisi

NMR : Nukleer Manyetik Rezonans Spektroskopisi

HMQC . Heteroniikleer ¢coklu kuantum korelasyonu

LC-MS/MS : Kaitle Spektrometresi

HsL" : N,N'-(2,2’-azenidiil bis(2,1-fenilen))bis(2-kloroasetamid)
HsL“ : N,N'-(2,2’-azenidiil bis(2,1-fenilen))bis(2,2-dikloroasetamid)
HsL’ . N,N'-(2,2’-azenidiil bis(2,1-fenilen))bis(2-kloropropanamid)
ppm : Milyonda bir birim

mL : Mililitre

mg : Miligram

DMSO :  Dimetilsulfoksit

DCM . Diklorometan

THF . Tetrahidrofuran

ETsN : Trietilamin

PPhs . Trifenilfosfin

OPPhs . Trifenilfosfinoksit

N . Azot

MiK :  Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu
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1. GIRIS

Aragtirmacilarin son yillardaki temel ilgi alanlarindan biri yiiksek diizeyde
secici ve etkili ligant bilesik sistemlerinin gelistirilmesi olmustur. Organik
materyallerin hazirlanmas: i¢in daha etkili ve segici metod gelistirme arzusu,
arastirmacilar1 Ozellikle 6zel ihtiyaglar1 giderebilen yeni ligant sistemleri iizerine
yogunlastimisgtir.

Son yillarda yapilan arastirmalara goére ligantlarin redoks siirecine
katilabildikleri gézlenmistir. Boyle durumlarda ligantlar "redoks aktif" ya da "redoks
non-innocent ligant" olarak adlandirilirlar [1]. Koordinasyon kimyasi ve spekroskopi
konusunda c¢alisan bilim insanlari, redoks aktif ligandlarin komplekslesme
reaksiyonlari tizerinde 60 yili agkin siiredir ¢aligmaktadirlar. Redoks aktif ligandlarin
cok elektronlu sistemlerde 6nemli rol oynayabildikleri bilinmektedir. Ciinkii bu tip
ligandlar, metallerle komplekslesme olusturduklar1 zaman farkli yiik bolgelerine ve
elektronik durumlara sahip olabilmektedirler [2-8]. Temel bir yaklasim ve sinerjistik
bir tavirla, ligandin igbirligi yapacagi bilesikler ve bunlarin karsilikli etkilenme
durumu ile kimyasal islem siireglerini kolaylastirdigr ongoriilmektedir [9-12]. Bu
acidan redoks aktif ligantlarin gelistirilmesi, bunlara dayali komplekslerin reaktivite
tizerindeki roliinii aciga c¢ikarmak ve bunun yaninda potansiyel redoks aktif
ligantlarin antimikrobiyal uygulama alanlarinin gelistirilmesi ilgi ¢ekici bir bakis
sunmaktadir.

Redoks aktif ligandlarin gegis metal iyonlartyla olusturduklar1 kompleks
bilesikleri, sahip olduklar1 redoks doniisiim potansiyalleri ile birlikte indirgenme ve
yiikseltgenme reaksiyonlarina olan ilgiyi arttirmistir [13]. Gegis metal
komplekslerinin redoks aktivite prosesindeki en genel davranist metalin
ylkseltgenme ve indirgenmesi goriiliir. Fakat bazi 6zel durumlarda ligandlarin
redoks siirecine katilarak gecis metal komplekslerinin/koordinasyon bilesiklerinin
reaktivitesini degistirdigi goriilmiistiir [14]. Aslinda metal ve ligandin isbirligi
yapabilecegi sistemlerdeki karsilikli etkilenme durumu ile kimyasal prosesleri
kolaylastirabilecegi fark edilmistir. Daha genel bir ifade ile redoks aktif ligandlar, ya
elektron alig-verisi saglarak ya da substrat ile kimyasal baglar olusmasini veya

kirilmasim1  saglayarak katalitik dongiiye katilabilmektedirler. Redoks aktif
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ligandlarin bu davranis 6zelliginin bulunmasi ile redoks aktiflik gosteren bu ligand
sistemlerinin gelistirilmesinin 6nemi agik¢a ortaya ¢ikmistir. Bir biitiin olarak metal
katalizorlerin 6zellikleri, metal merkezi ve onu cevreleyen ligandlarin etkilesiminin
bir sonucudur. Genel yaklasimlarda, ligandin sterik ve elektronik ozellikleri
katalizoriin performansini kontrol etmek ic¢in kullaniliyordu ve boyle tepkimelerde
ligandlarin izleyici olarak rol oynadigi, reaktivitenin ise metal merkezinde meydana
geldigi bilinmekteydi. Yeni yaklagimlar ile son zamanlarda bilim adamlar1 bu
goriisten saptt ve izleyici ligandlar yerine aktor/reaktif ligandlar kullanilmaya
baslandi. Bu ligandlarin katalitik dongiideki ilk bag aktivasyon adiminda ¢ok daha
dikkat ¢eken rola sahip olabilecegi belirtildi [14-15].

Yukarida belirtilen amaclar dogrultusunda bu calismada  bis(2-
aminofenil)amin bilesiginden yola ¢ikilarak yeni bir seri potansiyel redoks aktif
bilesik sentezlenmis ve bu bilesiklerin antimikrobiyal incelemeleri yapilarak

antifungal ve antibakteriyel aktiviteleri test edilmistir.

1.1. GENEL BILGILER

Koordinasyon kimyasinda kompleksler, merkezde bulunan bir metal
katyonuna bagli cesitli anyon ve molekiillerden olusur. Bu anyonik veya nétr
karakterli olabilen yapilar ligand adin1 alirlar. Ligandlar geleneksel olarak Lewis bazi
olarak goriilen en az bir ¢ift bag yapmamuis elektron ¢ifti icerirler ve tamamlayici
Lewis asidi olarak davranan metal atomu ile ligandlar koordine kovalent bag
olustururlar. Koordinasyon bilesiklerinin olusumunda liganttan metal iyonuna
elektron transferiyle koordinasyon bagi olusur. Bundan dolayr ligand olarak
davranacak iyon ya da molekiillerin bag yapimima katilmamis uygun enerjide
elektron ciftlerine sahip olmalar1 gerekir.

Ligandlar genelde Lewis baz1 olarak bulunsalarda ender olarak Lewis asidi
olarak da bulunabilirler. Ligandlar farkli sekillerde metal kompleksi reaktiviteleri
tizerinde koordinasyon sayisi, elektron zenginligi/fakirligi ve redoks potansiyeli de
dahil olmak tizere bir dizi kontrol saglayabilirler [16].

Komplekslerin kararliligi, ligant ile merkez atomu arasindaki etkilesime,

dolayistyla bagin kuvvetine baglidir. Molekiil olusturmak {izere merkez atomunun
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hibrit orbitalleri ile ligand grup orbitalleri ug uca girisim yaparsa sigma bagi (o) bagi
olusur. o-Baginda elektron yogunlugu iki atom arasinda ve iki atomu birlestiren bag
dogrultusu (bag ekseni) lizerindedir. Eger bag yapacak orbitaller yan yana girisimde
bulunurlarsa pi () bagi olusur. n-Baginda elektron yogunlugu yine atomlar arasinda
fakat bag ekseni tizerinde degil, bu ¢izginin altinda ve iistiinde yer alir. Molekiiliin
sekli o-baglar1 ve ortaklasmamis elektron ciftleri tarafindan belirlenir, n-bagi
molekiil seklini tayin etmez, ancak bag uzunlugunu kisaltir ve bagi giiclendirir. -
Bag1 olusumunda merkez atomunun c-etkilesimleri ile doldurulmus d orbitalleri ile
ligandin bos n* orbitalleri arasinda girisimler olusur.

Ligand molekiiliinde merkez atoma baglanmay1 saglayan atoma dondr atom
denir. Ligandlarda bir veya birden fazla dondr atom bulunabilir. Uygun baglanma
bolgelerinde bulunan bu dondr atom sayilarina gore ligandlar siniflandirilabilirler.
Tek bir dondr atomuna sahip ligandlar sadece bir bolgeden merkez metal atomuna
baglanacagi icin tek disli ligand (monodentat) adim1 alirlar. Baz1 liganlarda ise
baglanma saglayan dondr atom sayilarina gore iki disli (bidentat), {i¢ disli (tridentat)
ve cok disli (polidentat) ligandlar olarak isimlendirilirler [17-18]. Merkez atomuna
birden fazla dondr atomuyla baglanabilen ligandlar ise selat/kenetlenme yapan
ligandlar olarak adlandirilirlar.

Ligandlar metalin reaktivitesini etkileyebilme yetenegine sahiptir. Ligandlar
ayni zamanda gii¢lii ve zayif alan ligandlar olarak da siniflandirilabilirler. n-Akseptor
olduklar1 zaman gii¢lii-alan, n-dondér olduklar1 zaman ise zayif-alan olarak
siniflandirilabilirler. Zayif ve kuvvetli alan yaklagimi metalin diisiik ve yiiksek spin
olup olmamasini etkiler. Ligandlarin elektronik 6zelliklerindeki degisim kompleks
tizerinde gii¢lii bir etkiye sahiptir. Liganda bagli olan elektron verici ve ¢ekici gruplar
kompleks tizerinde ¢esitli modifikasyonlara sebep olur. Bu tip etkiye sahip potansiyel
redoks aktif ligandlar metal komplekslerinin reaktivitesini kontrol etmeye olanak
saglarlar.

Heterosiklik sistemler bir¢ok biyoaktif bilesigin yapisin1 olusturan temel
bilesenlerdir. Bunlar arasinda azot iceren heterosiklik sistemler degisik uygulama
alanlariin varligindan dolay:1 bilim adamlarinin ilgisini ¢ekmektedir. Aminlerden
kolaylikla elde edilebilen amidler azot ve oksijen gibi heteroatom igeren ligandlardir.

Bu tez ¢alismasinda oldugu gibi agil kloriirlerden ve ayrica primer aminlerden de
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tiiretilebilmektedir. Amit dondrleri ayrica modifiye edilerek elektronik o6zellikleri
degistirebilen  gruplardir. Bunun yaninda amid fonksiyonel gruplarinin
kararliligindan dolay1, amid donér gruplari igeren heterosiklik ligand sistemleri kritik
Onem tagimaktadir.

Amit, karbonil grubunun bir azot (N) atomuna baglanmasiyla olusan
bir organik fonksiyonel gruptur. Sekil 1.1°de gosterildigi gibi, amit nétr yukli ve
protonlanmis ligand ve amidat onun protonu uzaklastirilmis ve rezonans yapi

boyunca delokalize edilmis yiik tasiyan anyonik karsiligidir [19].

R, Tz
o A o &
\'/ \H Y
R, R,
Amit Amidat

Sekil 1.1. Amit molekiilii ve amidat iyonu.

Amidatlar, ligand setinin modiiler sentezini saglamak i¢in, kolayca sterik ve
elektronik ozelliklerinde farklilik gosterebilirler. Bununla birlikte, bir metal iyonu ile
bircok baglama modlarinda bulunabilirler. Sadece O veya sadece N iizerinden

baglanabilirken, N ve O atomlarinin her ikisi ile de selatlama/kenetleme yapabilirler

(Sekil 1.2) [20-22].

R' R'
)\ M )\
o N RN 0] e
R—N o
| | N/
R M M
Tek disli N-amit Tek disli O-amit Selatlama k*-amit/

N, O-amit

Sekil 1.2. Amit dondrlerinin koordinasyon modlari.
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N-Amidat dondérlerini birlestiren ligandlar ilgi ¢ekici yapilardandir. Ciinki
bu ligandlar, gii¢lii 0-dondr kapasitelerinden dolay1 yiiksek oksidasyon durumlarinda
kararli kalabilme yetenegine de sahiptirler [20-21]. Amidat ligandlarin elektronik
ozelliklerinde yapilacak bazi degisiklikler, onlarin reaktifliklerini siirlayabilir. {1k
olarak, bir amidat ligandin elektron ¢ekici karbonil grubuna bagh bir amid
ligandindan daha az niikleofilik olmalidir. Ikinci olarak, amidat kompleksinin metal-
N bagi1 amidat kompleksinden daha iyonik karakterlidir ve bu iyonik karakter metal-
N bagmin kuvvetini arttirmalidir [23]. Ugiincii olarak ise amidatlar x> bigiminde
baglanabilirler ve k>-baglanma modunda metal-ligand bagina ek bir k'-yap1 boyunca
meydana gelen reaksiyonlarin engellenmesi i¢in beklenir [24].

Kiskag ligandlar, metal merkezine n°-meridyonel bir sekilde koordine olan
tic disli ligandlardir. Ligand dizayninda ekstrem degisiklerden dolay1 koordinasyon
geometrisinin kesfedilmesi i¢in kiskag¢ ligandlar pek ¢ok firsat sunarlar. 1970'lere
gelindiginde, kiska¢ ligandlar ve kompleksleri sentezlendi, ama organometalik ve
inorganik kimyada kullanilmalar1 1990'larin sonlarina dogru baslamistir [25]. Amidat
ligandlarla ge¢mis aragtirmalar {i¢ ayakli tetradentat ligand sistemleri iizerinde
odaklanilmistir, ve bu sistemlerdeki kiska¢ analoglarinin koordinasyon kimyasi
incelenmistir [26]. Koordine atomlar kapma/dis acisi, sterik engel ve sinir orbitalleri
de dahil olmak iizere cesitli koordinasyon yonlerini kontrol etmek icin
degistirilebilir. Ayrica olaganiistli termo-kararlilik ve yiiksek reaktivite olusturarak
ayni diizlem {izerinde olan iki adet termodinamik olarak kararli bes tiyeli halkalar
yaratirlar [27]. Kiska¢ ligandlar ¢ogu zaman bu saglamliklariyla arastirmalarda
komplekler iizerinde goriis bildirmek {izere secilmislerdir [28].

Reaksiyon mekanizmasi ¢aligmalari, kataliz ve yeni malzemelerin tasarim
alanlarinda yaygin olarak kullanilan kiskag¢ ligand sistemleri kimyanin bir¢ok
alaninin ayrilmaz bir parcas1 haline gelmistir [29]. Buna ek olarak, kiskag
kompleksleri aerobik kosullar altinda son derece yiiksek enantio-secicilikle
sonuglanan ¢ok verimli Lewis asidi katalizorleri olarak kullanilabilir ve daha sonra
bu kompleksler kolayca iiriiniin saflastirilmasi sirasinda elde edilebilir [30].

Kiskag ligandlar tipik olarak {i¢ atomlu baglanmalariyla ile siniflandirilir ve

en popiiler olanlar1 PNP ve PCP’dir. [25]. Bunlar ligand omurgas: ile; aril omurgasi
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(Sekil 1.3 (1)), saf alkan omurgast (Sekil 1.3 (II)) ve aril destekli alkan omurgasi
(Sekil 1.3 (III)) olarak siniflandirilabilirler [25].

A )
2
D Z D Dl/\/ \/\Ds D
3 1 2
D

@ ety (110)
D:O,N,P, S, C
Sekil 1.3. Kiskag ligandlar i¢in ligand omurga tiirleri: (I) aril, (IT) alkan, (III) aril
destekli alkan.

Kiskag ligand yapilarinin en 6nemliden biri olan ve Sekil 1.3 (III)’te yapist verilen
aril destekli omurgaya sahip NNN tipli ligandlardir.

Literatiire gore, azot ihtiva eden halka sistemlerinin 6neminde yiiksek bir
arttis olmustur ve bu sistemler antifungal, antibakteriyel, parazit oldiiriicii, anti-
inflamatuar, hipoglisemik, anti-HIV, antitiiberkiiler, antimalaryal, analjezik,
antikonviilzan, genotoksisite ve lipid igeren peroksidasyon onleyici igeren cesitli
biyolojik aktiviteler gostermektedir.

Bu agidan redoks aktif ve NNN tipi ligandlarin gelistirilmesi, bunlara dayali
komplekslerin reaktivite lizerindeki roliinii agiga ¢ikarmak ve bunun yaninda
potansiyel redoks aktif ligandlarin antimikrobiyal uygulama alanlariin gelistirilmesi

ilgi ¢ekici bir bakis sunar.
1.2. MIKROBIYOLOJI

Sagligin tanimlanmasi olduk¢a zor olan konulardan biridir. Literatiirde
saglik kavrami ile ilgili olarak degisik yazarlar tarafindan yapilan bir ¢ok tanim
vardir. Bu kavramin tanimlanmasi, tartisilmakta oldugu tarihsel doneme ve
tanimlanmakta oldugu kiiltiire bagli olarak degisiklik gostermektedir. Aggleton'a

gore sagligl tanimlamanin birgok yolu bulunmaktadir. Ancak sagligin tanimlanmasi
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ile ilgili olarak yapilan en belirgin ayirim sagligin, resmi tanimlar ve resmi olmayan
tanimlar acisindan agiklanmasidir [31].

Diinya  Saghk  Orgiiti (WHO)  sagligi, "sadece hastaliklardan
ve mikroplardan korunma degil, bir biitiin olarak fiziki, ruhi ve sosyal agidan iyi
olma hali" olarak agiklar. Saglik, sadece hastalik ve sakatlik durumunun olmayisi
degil kisinin bedenen ruhen ve sosyal yonden tam bir iyilik halidir. Saglig1 etkileyen
{ic temel unsur vardir. Bunlar; insan, hastalik yapici etmenler ve cevredir. Insanm
disindaki her sey olarak nitelendirilen, i¢inde yasadigimiz ¢evre, hastaliklara yol
acan en Onemli etkenlerin basinda gelen mikroorganizmalar ile her an temasta
bulundugumuz ortamdir.

Mikroorganizmalar ve bakteriler ¢evresel Ozelliklere bagli olarak farkli
siddetlerde bulasici hastaliklara ve hatta salginlara yol acabilmektedir. Toplumun
saglikli olabilmesi i¢in toplumu olusturan bireylerin sagliklarinin korunmasi
gerekmektedir. Bu nedenle giinliik yasamimizda, bulundugumuz alanlarda,
calistigtmiz ortamlarda ve kullandigimiz iriinlerde hijyeni saglayarak daha steril
diizeye getirmek, yani hastalik olusturabilecek mikroorganizmalardan ve hastalik
yapici bakterilerden arindirmak giinden giline daha da 6nem kazanmaktadir [32].

Gilinlimilizde yasam sartlarinin degismesi ve bireylerin zamanlarinin ¢ogunu
ev disinda gecirmeleri, degisen beslenme aliskanliklari ve ulasim olanaklari,
uluslararas1 ziyaretler gibi faktorler, mikroorganizmalarin, toplu yasam alanlarinda
kolayca bireyden bireye gecisine ve bulasict hastaliklarin  artmasina neden
olmaktadir.

Saglik agisindan biiyiik sorunlarindan biri, piyasada ticari olarak bulunan
antimikrobiyal ajanlar igeren ilaglarin yanlis ve asir1 kullanilmasi sebebiyle ¢oklu
ilag direnci gosteren bakterilerin ortaya ¢ikmasidir. Tedavide karsilagilan baglica
sorun mikroorganizmalarin bu ilaglara karsi kisa siirede diren¢ kazanmasi ve ortaya
c¢ikan bu direng yliziinden enfeksiyonel hastaliklara karsi1 miicadele zorlagsmaktadir.
Bu nedenle, alternatif ajanlar aranmakta ve antimikrobiyel etki gdsteren yeni
kimyasal bilesiklere gosterilen 6nemin artmasiyla bilim adamlar1 antimikrobiyal etki
gosteren ligandlara yoOnelmislerdir. Yeni antimikrobiyal bilesiklere olan talep,
bilesiklerin etki mekanizmasinin aydinlatilmasina yonelik c¢alismalar sonucunda,

spesifik ve etkili yeni tiirevlere ulagmakla miimkiin olabilmektedir.
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1.2.1. Mikroorganizmalar ile Ilgili Genel Bilgiler

Bakteri, tek basina bir hiicreden olusan, insan viicudu, hava, su, toprak ve
bunun gibi herhangi bir ortamda kendi kendine hayatta kalabilen ve DNA’s1 bir zarla
cevrili olmayip, sitoplazma i¢inde daginik vaziyette bulunan mikro boyutlu canlilar
yani mikroorganizmalardir. En ¢ok bilinen mikroorganizmalarin basinda Sekil.1.4’de
mikroskop goriintiisii bulunan Escherichia coli bakterisidir. Dogada enleri 0.5-0.7
um, boylar1 1-3 um boyutlarinda yuvarlak, ¢ubuk ya da spiral sekilde ve binlerce

cins ve turleri bulunabilir.

Sekil 1.4. Escherichia coli Bakterisi SEM (Taramal1 elektron mikroskobu) goriintiisii

(Copyright Dennis Kunkel Microscopy, Inc.).

Mikroorganizmalar ¢ok cesitlidir. Bu tanimlama bakterileri, mantarlari,
arkealar1, protistleri, mikroskobik bitkileri, plankton, planarya ve amoeba gibi mikro
hayvanlar1 da i¢ine almaktadir. Insan ve hayvanlarda pek ¢ok hastaliga neden olup
yeryliziinde kutuplar, ekvator, bataklik, tiim sular ve sulak alanlar, insan, hayvan ve
bitkilerde yasayip barabilirler. Kisaca diinya iizerinde her yerde yasabilirler,

bulunmadiklart yer yoktur [33]. Mikroorganizmalar insan ve hayvanlarda, bogaz, alt
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solunum yollari, beyin, sindirim sistemi, idrar yollari, genital organlar, deri ve
yumusak doku, goz, kulak, yiiz siniisleri enfeksiyonlarina sebep olmaktadir [34-36].

Bakteriler Gram boyama 6zelliklerine ve sekillerine gore siniflandirilirlar.
Bakteri gruplari arasindaki fark aslinda hiicre duvari yapisindaki farkliliktan
kaynaklanmaktadir. Gram boyama teknigi mikrobiyolojide ¢ok kullanilan bir
yontemdir. Gram boyama sonucunda mor goriilen mikroorganizmalar Gram pozitif,
pembe goriilenlerse Gram negatif olarak degerlendirilir. Bakterilerin yapisinin 151k
mikroskobunda goriilmesinin zor olmasina ragmen mikrobiyologlar Gram pozitif ve
Gram negatif bakterilerin yapilarindaki bu farkliligi elektron mikroskop ile
belirlemislerdir (Sekil 1.5).

Sekil 1.5. Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerin hiicre duvar karsilastirilmasi
[37].

Bakteriyi i¢ basinca karsi koruyan, seklini veren, su gibi diisiikk osmotik
ortamlarda bakteriyi koruyan yapi hiicre duvaridir. Gram boyanma 6zelligi de hiicre
duvar yapisindaki farkliliklardan  kaynaklanmaktadir. Gram-pozitif olarak
adlandirilan bakterilerin hiicre duvar1 gram-negatiflere gére cok daha kalindir ve bol
miktarda peptidoglikan ad1 verilen bir madde igerir. Gram-negatif bakterilerin hiicre
duvar1 ise daha ince ve komplikedir. Farkli katmanlardan olusur ve c¢ok az
peptidoglikan icerir. En dista lipopolisakkarit ve proteinden olusan bir dig zar vardir.
Gram boyama teknigi sirasinda hiicreler 6nce "kristal mor" adi verilen bir boya ile

boyanirlar. Daha sonra alkolle yikanirlar. Alkolle yikanmadan 6nce biitiin hiicreler
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mor goriiniir. Fakat ortama eklendikten sonra alkol, Gram negatif hiicrelerin
lipopolisakkarit iceren dis katmanini ¢ozer. Bunun sonucunda hiicre i¢ine alinmis
olan kristal mor, hiicre disina difiizyonla gecer. Bu durum hiicre duvarinda bol
miktarda peptidoglikan iceren ve alkolden etkilenmeyen Gram pozitif bakteriler i¢in
gecerli degildir. Boylece bu hiicreler kristal moru hiicre i¢inde tutmay1 basarirlar ve
mikroskop altinda mor renkte gézlenirler [37-38].

Ayrica, Gram pozitif bakterilerin hiicre duvari tek kattan olugsmustur, fakat
Gram negatif bakterilerin hiicre duvarlar1 tamamen kompleks ve ¢ok katli bir yapiya
sahiptir. Gram pozitif bakterilerde hiicre duvarinin %90’ peptidoglikanlar
olusturur. Fakat teikonik asitin 6geleride az miktarda bulunur. Gram negatif
bakterilerin hiicre duvarmin ancak %35-20’sini peptidoglikanlar olusturur. Hiicre
duvarini olusturan diger Ogeler ise; lipitler, polisakkaritler ve proteinlerdir. Gram
pozitifleri negatiflerinden ayirmada bliylik 6nem tasiyan kisas en dis katmandaki
lipopolisakkaritler ve proteinlerdir. Ciinkii bu tabaka oldukca karmasik ve koruyucu

ozellik tasir [34, 36].

1.2.1.1. Escherichia coli

Escherichia cinsi bakteriler, Enterobacteriaceae bakteri ailesi ve Gram
negatif bakteri grubunda yer almaktadir (Sekil 1.6). Escherichia cinsi bakteriler 2-6
um boyut araliginda, hareketli ve hareketsiz olmak {iizere genellikle insan
orneklerinden izole edilen bakterilerdendir [39]. E. coli tipleri ise Ozellikle idrar
yolunda bulunan epitel hiicrelerine baglanabilen fimbriumlara sahiptir. Bu
ozelliginden dolay1 idrar yolu enfeksiyonlarinin baslica nedeni E. coli bakterisidir.
Idrar yolu enfeksiyonlari, kadinlarin iiretrasmin erkeklerinkinden daha kisa olmasi
nedeniyle kadinlarda daha sikc¢a goriilen hastalik tiiriidiir. Digkidan gelen bakteriler,
idrar yoluna genellikle cinsel iliski sirasinda girer ve iiretray1 tirmanip mesaneye
ulagir ve mesane enfeksiyonu da denilen sistite sebep olurlar. Tedavi edilmedigi
taktirde piyelonefrit denilen bobrek enfeksiyonuna doniisebilir [39]. Aslinda bagirsak
florasinin normal bir iiyesi olan E. coli, konak organizma ile uyumlu bir iligki
icerisindedir. Bundan dolay1 bakteri normal sartlar altinda hastalik yapmaz. Eger

ayni organizmada farkli bir ortama veya organa (idrar yolu enfeksiyonu ile mesaneye

10
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gecmek gibi) veya baska bir konak organizmanin bagirsagina geger ise E. coli bir
hastalik etmeni olabilir. Sebep oldugu hastaliklara; idrar yolu enfeksiyonlar1 ve
ishalli hastaliklar olmak iizere menenjit, peritonit, mastit, septisemi ve pndomoni
sayilabilir.

Tanimlanmig bes diyarejenik E. coli kategorisi vardir: Shiga-toksin (ST)
ireten E. coli (STEC) (Enterohemorajik E. coli (EHEC) olarak bilinir),
enterotoksijenik E. coli (ETEC), enteropatojenik E. coli (EPEC), entroagregatif E.
coli (EAEC) ve enteroinvaziv E. coli (EIEC) [39].

Sekil 1.6. E. coli kolonisinin taramali SEM (taramali elektron mikroskobu)

goriintiisli (Copyright Dennis Kunkel Microscopy, Inc.).
1.2.1.2. Staphylococcus aureus

Staphylococcus cinsi icinde en onemli insan patojeni S. aureus’tur. S.
aureus burun On kanatlarinda, koltuk altlarinda siklikla kolonize olarak bulunur ve

uygun kosullar altinda ciddi firsat¢1 infeksiyonlara yol acar. S.aureus’un daha az

virulan olan stafilokok tiirlerinden ayrimi klinik agidan 6nem tagimaktadir [40].

11
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Staphylococcus aureus, Micrococcaceae ailesinden gelen, Gram pozitif ve
sporsuz mikroorganizmadir. Kiiresel ve 0.5-1.0 um cap araliginda bulunurlar (Sekil
1.7). Mikroskop altinda mikrokok (tek tek bulunan koklar), diplokok (dort kokun bir
arada bulunmasi), stafilakok (liziim salkimi seklinde koklar), diizensiz kiimeler veya
kisa zincirler halinde goriintiiler verebilen bakterilerdir [36].

Staphylococcus  aureus, hastahane enfeksiyonu olarakta bilinen
nozokomiyal etkenidir. Bireylerin derisinde ve burun deliklerinde kolonize olabilen
ve populasyonda 6nemli oranlarda tasinabilen S. aureus, deri ve yumusak dokuda
selulit, impetigo ve yumusak doku apseleri gibi morbidite ve mortalitesi yiiksek
degisik enfeksiyonlara neden olmaktadir. S. aureus, basta 1s1l islem olmak iizere
mikroorganizmalarin indirgenmesine yonelik tiim uygulamalara kars1 yiiksek
duyarlilik gosterir [35].

Staphylococcus aureus aerobik sartlarda daha hizli, c¢abuk biiyiirler.
Stafilokok’larin yaygin olmayan bazi alt tiirleri iyi bir biliylime i¢in karbondioksit
varliginda olmasi1 gerekir. Stafilokok enfeksiyonlari; deri ve mukoza da olusan
enfeksiyonlar ki bunlar; abseler, fronkiil (kan ¢ibani), sikozis (sakal ve kil koki
iltihab1), panaris (dolama), hidroadenit (ter bezi iltihabi), biefarit (géz kapagi
iltihab1), bademciklerin iltihaplanmasi, farenjitler, peritonsiller abse ve anjinler
sayilabilir. Deri dokiintiilii hastalik olarak toksik sok sendromu goriilebilir. Sepsis,
endokardit, pnomoni, gida zehirlenmesi ve enteritler yaptiklar1 diger hastaliklardir

[41].

Sekil 1.7. S. aureus kolonisi SEM (taramali elektron mikroskobu) goriintiisii

(Copyright Dennis Kunkel Microscopy, Inc.).
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1.2.1.3. Candida albicans

Candida cinsi mantarlar Cryptococcoceae familyasinda yer alan 2-3, 4-6 pm
boyutlarinda, oval tomurcuklanan bir mantardir (Sekil 1.8.). Candida albicans, C.
tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis ve birgok tirii etken olabilmektedir.
Candida’lar insan viicut floras1 olarak bir¢ok bolgede yer almaktadir. Ancak, firsatci
mikoz olusturmasi ile onemlidir. Uzun siireli Genis spektrumlu antibiyotiklerin
kullanimlari, ilerleyen Candia infeksiyonlarina yol ac¢maktadir. Sitemetaik
infeksiyonlarinda uzun siireli antibiyotiklerin kullanilmasi gerekmektedir. Normal
kisilerin deri mukoz membranlarinin normal florasinda yer almasina ragmen
organizmanin dogal direnci zayifladiginda, kiitandz, opportunistik (firsatcl) ve
sistemik infeksiyonlar yapar [41].

Insanda hastalik yapan candida maya tiiriiniin basinda C. albicans gelir. C.
albicans; bogaz, iist solunum yollari, gastrointestinal kanal ve vajenin normal
florasinin tiyesidir. Herhangi bir nedenle bulunduklar1 bdlgedeki miktarlari artarsa
veya florasiz bolgelere ulasirsa endojen tipte hastalik olusturabilirler. Anneden fetusa
gecisi de miimkiindir [41].

Candida cinsi mantarlar bifaziktir. Maya fazinda tek hiicreli konaga
girdiginde basit tomurcuklanma ile olusan blastosporlar ile {irerler. Yaptigi
hastaliklara genel olarak kandidiyaz ismi verilir. Candida’larin sebep oldugu
kandidiyaz; agiz, vajina, deri, tirnaklar, brons veya akcigerlerde lezyonlar
olusturabilen, daha az olarak septisemi, menenjit ve endokardite sebep olabilen akut

veya subakut bir infeksiyondur [42].
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Sekil 1.8. C. albicans SEM (taramali elektron mikroskobu) goriintiisii (Copyright
Dennis Kunkel Microscopy, Inc.).

1.2.2. Antimikrobiyal Maddelerin Etki Mekanizmasi

Antimikrobiyal maddeler genellikle mikroorganizmalar1 Oldiiren ya da
iiremesini  durduran maddelerdir. Antimikrobiyal sistemler etkilerini bes
mekanizmada gosterirler:

* Hiicre duvari sentezinin inhibisyonu,

* Hiicre membran fonksiyonun inhibisyonu,

* Enzim aktivitesinin inhibisyonu,

= Niikleik asit sentezinin inhibisyonu,

= Intermediyer metabolizmay1 bozmasi

seklindedir [36].
1.2.3. Antimikrobiyal Maddelerin Etkinligini Etkileyen Faktorler

Antimikrobiyal =~ maddelerin  etkinligi, = antimikrobiyal = maddelerin
uygulanisina ve mikroorganizmalara bagli olarak degisebilir. Antimikrobiyal
maddelerin kimyasal 6zelligi, derisimi, uygulama sicakligi, uygulama siiresi, ortam
pH’1 ile mikroorganizmalarin yasi, cinsi antimikrobiyal maddelerin etkinligi {izerine

etkili olabilir. Antimikrobiyal maddelerin pek ¢ogu yiiksek derisimde mikrobisid,
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disiik derisimlerde mikrobiyostatik etkiye sahiptir. Ancak derisim artis1 ile
antimikrobiyal etki arasinda stirekli ve dogrusal bir iliski yoktur. Belli bir
derisiminden sonra antimikrobiyal maddelerin antimikrobiyal aktivitesinde herhangi
bir degisim goriilmez. Yiiksek derisimde antimikrobiyal madde kullaniminin insanda
toksik etki olusturmasi, uygulandigi ylizeye zarar vermesi, yiizeyde kalinti sorunu

yaratmasi gibi sakincalar1 olabilir.

1.2.4. Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesindeki Y 6ntemler

Yeni antimikrobiyal ilaclarin etkinligini saptamak amaciyla yapilan
arastirmalarda duyarhlik testlerinde degisik yontemlerden yararlanilabilir. Antifungal
ve antibakteriyel aktivite yontemleri teknik olarak aynidir. Yalnizca kullanilan besi
yerleri, inkubasyon kosullar1 farklilik gosterir. Genel olarak asagidaki yontemler
kullanilir:

1) Dillisyon Yontemi
(a) Tiip (s1v1) diliisyon yontemi
(i) Makrodiliisyon
(i1) Mikrodiliisyon
(b) Agar diliisyon yontemi
2) Diflizyon Yontemi

Bu  yoOntemlerden  mikrodiliisyon  arastirmamizda  kullanilmustir.
Antimikrobiyal duyarlilik testlerinin dogru ve giivenilir olmasi i¢in referans
kokenleri olarak Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) veya The
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)
dokiimanlarinda belirlenen mikroornanizmalar kullanilmaktadir. E. coli (ATCC
25922), S. aureus (ATCC 25923) ve S. aureus (ATCC 29213) suslar Ornek

verilebilir.

1.2.4.1. Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MiK)
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Antimikrobiyal maddeler genellikle iki kat seri diliisyon yapilarak test
edilir. Gozle goriilen iliremeyi Onleyen en diisiik antibiyotik konsantrasyon degeri
minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK) olarak tamimlanmaktadir. MIK
belirlemek icin sivi ya da kati agar ortaminda antimikrobiyal diliisyonlarinin
hazirlanmasi1 siklikla kullanilan ydntemler arasindadir. Bir antimikrobiyal igin
minimum inhibisyon konsantrasyon degeri mikroorganizma, inkiibasyon sicaklig1 ve

inokulum miktar1 gibi analiz kosullarina bagli olmaktadir [43].

1.2.5. Mikrodiliisyon Y dntemi

Sivi ve agar dilisyon  yontemleri  antimikrobiyal ilaglarin
mikroorganizmalar1 {liremelerini durduran ve oOldiiren minimal konsantarasonu
miligram/mililitre cinsinden belirlemede ¢ok kullanilan testlerdir. Bu ydntemler
antimikrobiyal maddelerin minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK) saptanir. S1vi
mikrodiliisyon tek kullanimlik plastik mikrodiliisyon plaklari kullanilarak yapilan
duyarlik testleri icin wuluslararasi referans yontemidir. CLSI ve EUCAST

dokiimanlart kullanilarak test ve degerlendirme yapilmaktadir [44-46].
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI

Bu tezin amaci koordinatif olarak esnek, NNN tipi, ¢oklu amid donorleri
baglanmis potansiyel redoks aktif ligandlar1 sentezlemek ve sentezlenen bu
ligandlarin antimikrobiyal 6zelliklerini incelemektir.

Bu boéliimde, sentezlenen ligandlarin barindirdigi tiim 6zellikler dikkate
aliarak bir literatiir calismas1 yapilmaistir.

Heyduk’un literatiire kazandirdig: bir¢ok ligand bulunmaktadir ve NNN tipi
ligandlarla ilgili birgok calismasi mevcuttur [47]. Bis(2-Isopropilamin-4-X-
fenil)amin ligandina elektron c¢ekici ve elektron verici gruplarin baglanmasiyla
kompleksleri tizerindeki elektronik farkliliklarinin incelendigi c¢alismalar en dikkat
¢ekenlerdendir.

Karam ve arkadaslari, etilen polimerizasyonunda kullanmak iizere 6ncelikle
NNN tipi ligandlardan 2,6-bis(pirazol-1-il-metil)piridin ve 2,6-bis(pirazoil)piridin
ligandlarint ve Co(II) ve Fe(Il) komplekslerini sentezleyip karakter analizlerini
yapmuslardir. Bu ligandlardan pirazol ve piridin halkalar1 arasinda metilen grubunun
bulunmasinin aktiviteyi azalttigi gézlemlenmistir [48].

Timer ve arkadaslari, Shiff bazli ve amin bazl ligandlarin iki ¢ekirdekli
metal komplekslerinin antibakteriyel aktivite ¢calismalarin1 ve karakterizasyonlarini
rapor etmislerdir [49].

Zeng ve Yu calismalarinda asimetrik NNN tipi ligandlarin sentez ve analiz
caligmalarim1 yapmis ve bunlarin komplekslerini sentezlemislerdir. Amin ligandlari
ihtiva eden komplekslerde ketonlarin transfer hidrojenasyonunda yiiksek verimler
elde edilmesinde NH grubu varligin1 etkisi oldugu anlasilmistir. Zeng ve Yu da
Ru(Il) komplekslerinin ketonlarin transfer hidrojenasyonunda kataliz etkilerini
incelemislerdir [50].

Lippert ve arkadaslari, redoks aktif ligandlarin oksijen ile oksidasyon
yapabilecegini  kanitlayan caligmalara imza atmuglardir [51]. Ligandin,
oksorenyum(V) kompleksinin  olusumu esnasinda metalin  yiikseltgenme
basamaginda renyumun oksijen ile baglanmasi sirasinda Oz oksidasyonu i¢in daha
diisiik bir kinetik sinir saglayarak yiiksek enerjili bir redoks aktif 6zelligi ile PPhs’li

OPPhs’e doniisiimii katalizlemesiyle ortaya ¢ikmistir.
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NNN tipi redoks aktif ligandlarla ilgili en 6nemli ¢aligmalardan biri de Dr.
MacBeth ve calisma arkadaslar1 tarafindan gerceklestirilmistir. Sekil 2.1°de verilen
N,N’-(azanediil)bis(2,1-fenillen))bis(2-metilpropanamit)  ligandini ve bununla

beraber iki farkli kompleksini sentezlemislerdir [52].
N
; H l

Sekil 2.1. N,N’-(Azanediil)bis(2,1-fenillen))bis(2-metilpropanamit) ligandi

Henderson ve arkadaslar1 bis(amidat) ligandi iceren organogold(IIl)
komplekslerinin sentezi, karakterizasyonu ve biyolojik aktivitelerini incelemislerdir
[53]. Elde edilen sonuglar dogrultusunda N,N’-bis(p-toluensiilfonil)etilendiamin
tiirevlerinin anti-timor aktivite gosterdigini raporlamislardir.

Kiskag¢ ligandlara diger bir ornek ise Kumar ve arkadaslari tarafindan
sentezlenmistir. Mannich reaksiyonu ile formaldehit ve dimetilamin hidrokloriir
kullanilarak  sentezlenen pirol baz1 2,5-bis(3,5-dimetilpirazol(metil)pirol iki

basamakta sentezlenmistir [54].
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. KULLANILAN CIHAZLAR

L Fourier Transform Infrared Spektroskopisi (FT-IR): Sentezlenen
bilesikleri yapilarindaki fonksiyonel gruplar1 belirlemek amaciyla Perkin Elmer
Marka FT-IR/FIR/NIR Spectrometer Frontier, Spectrum 100 ATR model
spektrometre cihazi kullanildu.

II. Niikleer Manyetik Rezonans Spektroskopisi (NMR): Sentezlenen
bilesiklerin yapilarindaki proton ve karbon atomlarinin sayisin1 ve yerini belirlemek
amaciyla ve yapilarinin aydinlatilmasinda Bruker Ultrashield Plus Biospin Marka
Avance III 400 MHz Nanobay FT-NMR model spektroskopi cihazi kullanildu.

I1I. Tandem Kiitle Spektrometresi (LC-MS/MS): Sentezlenen bilesiklerin
kiitlelerini ve molekiil agirligini analiz etmek amaciyla Agilent LC-MS/MS Marka,
6460 Triple Quadrupole Model spektrometre cihazi kullanildi.

3.2. KULLANILAN KiIMYASAL MADDELER

Ticari olarak Merck, Sigma-Aldrich, Alfa-Aesar ve VWR firmalarindan
satin alinan yliksek safliktaki kimyasal maddeler deneylerde saflastirma islemine

gerek duyulmadan kullanilmistir.

= 2-Nitroanilin (Merck)

= ]-Floro-2-nitrobenzen (Merck)

» Potasyum fert-biitoksit (Merck)

= Metanol (Merck)

= Tetrahidrofuran (Merck)

= Paladyum karbon (%5 Pd/C) (Merck)
= Asetonitril (Merck)

= Trietilamin (Merck)

» Sodyum bikarbonat (Merck)

= Diklorometan (Merck)
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= Hekzan (Merck)

= (Celite (Diatome Filtre Pudrasi) (Merck)
= Kloroasetil kloriir (Merck)

» Dikloroasetil kloriir (Merck)

= 2-Kloropropionil kloriir (Merck)

= Sodyum kloriir (Merck)

3.3. SENTEZ

3.3.1. Agil Klortir Tiirevi Potansiyel Redoks Aktif Bilesiklerin Sentezlenmesi

3.3.1.1. Bis(2-Nitrofenil)amin Bilesiginin Sentezi

2-Nitroanilin (20 mmol) ve 1-floro-2-nitrobenzen (20 mmol) oda
sicakliginda tamamen ¢6ziinene kadar dimetil siilfoksit (DMSO) (50 mL) igerisinde
karigtirildi. Potasyum ferz-biitoksit (KO'Bu) (42 mmol) oda sicakliginda karigima
ilave edildi ve N2 atmosferi altinda 24 saat karistirildi. Reaksiyon karisimi 500 mL su
ile seyreltildi ve elde edilen kati {iriin siiziilerek ayrildi ve daha sonra 500 mL

metanol icerisinde kristallendirildi. Elde edilen kati iirlin vakum altinda kurutuldu

(Sekil 3.1).

DMSO

KO'Bu
NH, F H

Sekil 3.1. Bis(2-nitrofenil)amin bilesiginin sentez reaksiyonu.

3.3.1.2. Bis(2-aminofenil)amin Bilesiginin Sentezi

Tetrahidrofuran (THF) (50 mL) igerisinde ¢oziilmiis bis(2-nitrofenil)amin

(10 mmol) tizerine % 5’lik paladyum karbon (10 mmol) ilave edildi. Reaksiyon
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karistmi 50 psi H2 gazi altinda 1 saat karistirildi ve elde edilen karisim celite
tizerinden siiziildi, siiziintli vakum altinda ¢6ziiciisiinden ayrildi. Elde edilen yagimsi

tirlin diklorometan:hekzan (1:5, v:v) lizerinden kristallendirildi (Sekil 3.2).

Pd/C
—»
N
H H; Ir:ll
N02 NOz NH2 NH2

Sekil 3.2. Bis (2-aminofenil)amin bilesiginin sentez reaksiyonu.

33.1.3.  N,N-(2,2’-Azenidiil  bis(2,1-fenilen))bis(2-kloroasetamid)  Bilesiginin

Sentezi

Bis(2-aminofenil)amin’in (5 mmol) diklorometan (DCM) (50 mL)
icerisindeki ¢ozeltisi N2 atmosferi altinda 0 °C’ye sogutuldu. Daha sonra iizerine
trietilamin (EtsN) (10 mmol) ve kloroasetil kloriir (10 mmol) ilave edildi. Karigim 0
°C’de bir saat karistirildi ve karisimin yavasca oda sicakligina ¢ikmasi saglandi. Bu
karisim oda sicakliginda 24 saat karistirildi. Elde edilen ¢ozelti doymus NaHCO3
cozeltisi (3x30 mL) ile ekstrakte edildi. Toplanan organik fazlar konsantre hale
getirildi. Elde edilen {iriiniin DCM igerisindeki konsantre ¢ozeltisi hekzan {izerinden

kristallendirildi (Sekil 3.3).

0
;o2 HI\
N (o]
NH, NH, cl

Sekil 3.3. NN'-(2,2’-Azenidiil bis(2,1-fenilen))bis(2-kloroasetamid) bilesiginin

sentez reaksiyonu.
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3.3.1.4. N,N-(2,2’-Azenidiil bis(2,1-fenilen))bis(2,2-dikloroasetamid) Bilesiginin

Sentezi

Bis(2-aminofenil)amin’in (5 mmol) DCM (50 mL) igerisindeki ¢ozeltisi N2
atmosferi altinda 0 °C’ye sogutuldu. Daha sonra iizerine EtsN (10 mmol) ve
dikloroasetil kloriir (10 mmol) ilave edildi. Karisim 0 °C’de bir saat karistirildi ve
karisimin yavasga oda sicakligina ¢ikmasi saglandi. Bu karisim oda sicakliginda 24
saat karigtirildi. Elde edilen ¢o6zelti doymus NaHCOs; c¢ozeltisi (3x30 mL) ile
ekstrakte edildi ve toplanan organik fazlar vakumda derisik hale getirildi. Elde edilen
tirlinlin DCM igerisindeki derisik ¢6zeltisi hekzan {izerinden kristallendirildi (Sekil

3.4).

cl o)
+ 2 >—< — Q\H/Q
N cl cl NH HN
NH, NH, 0=§7 42:0
c Cl

Cl Cl
Sekil 3.4. N,N'-(2,2’-Azenidiil bis(2,1-fenilen))bis(2-2-dikloroasetamid) bilesiginin

sentez reaksiyonu.

3.3.1.5. N,N-(2,2’-Azenidiil bis(2,1-fenilen))bis(2-kloropropanamid) Bilesiginin

Sentezi

Bis(2-aminofenil)amin’in (5 mmol) asetonitril (50 mL) icerisindeki ¢ozeltisi
N2 atmosferi altinda 0 °C’ye sogutuldu. Daha sonra iizerine EtsN (10 mmol) ve 2-
kloropropionil kloriir (10 mmol) ilave edildi. Karigim 0 °C’de bir saat karistirildi ve
karisimin yavas¢a oda sicakligina ¢ikmasi saglandi. Bu karisim oda sicakliginda 24
saat karistirildi. Vakum altinda ¢6ziiciisii uzaklastirilarak elde edilen iiriiniin DCM

igerisindeki derisik ¢6zeltisi hekzan {izerinden kristallendirildi (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. N,N'-(2,2’-Azenidiil bis(2,1-fenilen))bis(2-kloropropanamid) bilesiginin

sentez reaksiyonu.
3.4. BIYOLOJIK AKTIVITE (MIKRODILUSYON TESTTI)

Tim testlerde Staphylococcus aureus (ATCC 25925), Streptococcus
pvogenes (ATCC 19615), Enterococcus faecalis (ATTC 29212), Escherichia coli
(ATCC 25293), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Candida albicans (ATCC
10231), Candida glabrata (RSHM 4019) ve C. parapsilosis (ATTC 22019) susulari

kullanilmistir.

10 11 12

888888888888

9000000000
DOOOOOOOOOOOO

o PGP EOOOOOOOO%%%%
GO 990000000,

~~ 1000000000000

000000000000,

Sekil 3.6. Iyi islenmis Mikroplaklar: U-Dipli

24 saatlik bakteri ve maya kiiltiirtindeki kolonilerden 0.5 McFarland
bulanikligina esit olacak sekilde bakteri ve maya siispansiyonu hazirlanmistir. Sekil
3.6’da gosterilen steril U tabanli plaklara bakteriler i¢in %2 oraninda NaCl igeren
katyon ekli 100 pL. Mueller-Hinton sivi besiyeri, mayalar icin tryptik soy broth
konulmustur. Ik kuyucuga 1000 pg/mL’lik hazirlanan stok solusyondan 100 pL
konulup daha sonra seri sulandirim (1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.6, 7.8, 3.9,

23



Akgiin, A., 2016, Acil Kloriir Tiirevi Potansiyel Redoks Aktif Bilesiklerin Sentezlenmesi, Karakterizasyonu ve Antimikrobiyal
Aktivitelerinin Incelenmesi, Yiiksek Lisans Tezi, Mersin Universitesi.

1.95, 0.98 ug/mL) yapilarak ilk 10 kuyucuk kullanilmistir. 11. kuyucukta kontrol
grubu olarak sadece besiyeri ve kimyasal ¢oOzeltimiz, 12. kuyucukta ise
mikroorganizmanin biiylimesini kontrol etmek i¢in kimyasal ¢ozeltimizin olmadigi
sadece 5 pL mikroorganizma eklenmis ve biiylimesi kontrol edilmistir. Seri
sulandirim yapilan stok solusyon igeren Mueller-Hinton sivi besiyerinin bulundugu
kuyucuklara 5 pL bakteri siispansiyonu, tryptik soy broth besiyerinin bulundugu
kuyucuklara 5 pL maya siispansiyonu eklendikten sonra plaklar bakteriler igin
37°C’de 24 saat, mayalar i¢in 28°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Kokenlerin
MIK degerleri gbz ve spektrofotometrik olarak 24. ve 48. saatlerde belirlenmistir.
492 nm dalga boyunda yapilan spektrofotometrik degerlendirmede iireme kontroliine
gore optik dansite (OD) degerinde %50 azalma saglayan konsantrasyon MIK degeri

olarak tanimlanmustir [55, 56].
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4. BULGULAR

4.1. SENTEZ

Hedef ligandlarin sentezinde baslangi¢ maddesi olarak kullanilmak {izere
bis(2-aminofenil)amin bilesigi iki basamakta sentezlenmistir. Ilk basamakta,
literatiirde bulunan 2-nitroanilin ve 1-floro-2-nitrobenzen bilesiklerinin reaksiyonu
sonucu bis(2-nitrofenil)amin bilesigi elde edilmistir. Ikinci basamakta ise ilk
basamakta elde edilen bis(2-nitrofenil)amin bilesiginin yapisinda bulunan -NO2
gruplarinin indirgenmesi ile ligand sentezinde ¢ikis maddesi olarak kullanilan bis(2-
aminofenil)amin bilesiginin sentezi basariyla gerceklestirilmistir. Daha sonra, bis(2-
aminofenil)amin bilesigi, farkli elektronik Ozelliklere sahip acil gruplan ile
reaksiyona sokularak N,N'’-(2,2’-azenidiilbis(2,1-fenilen))bis(2-kloroasetamid), H3L',
N,N'-(2,2’-azenidiil bis(2,1-fenilen))bis(2,2-dikloroasetamid), H3L?> ve N,N'-(2,2’-
azenidiil bis(2,1-fenilen))bis(2-kloropropanamid), H3L? olmak iizere 3 ii¢ adet bilesik
sentezlenmistir.

Tez calismasi kapsaminda sentezlenen bilesikler yiiksek verimle (%65-85)
elde edilmis ve tiim bilesiklerin yapilar1 FT-IR, '"H NMR, *C NMR, COSY, HMQC
ve LC-MS/MS gibi spektroskopik yontemler ile aydinlatilmistir.

Tiimii kat1 formda elde edilen orijinal bilesiklerin FT-IR spektrumlar1 ATR
sistemi kullanilarak alinmistir. Sentezlenen bilesiklerin ¢oziiniirliik problemleri
nedeniyle NMR spektrumlart DMSO-ds’da almmustir. 'H NMR  spektrumlarinda
DMSO-ds’dan ileri gelen su pikleri ise ~3.35 ppm’de gozlenmistir. NMR
spektrumlarinda standart kimyasal kayma degerileri TMS (tetrametilsilan) esas
aliarak hesaplanmustir.

Sentezlenen H3L!, H3L? ve HsL’® nolu bilesiklerin formiilleri ve TUPAC

sistemine gore adlandirmalari asagida verilmistir.
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Cizelge 4.1. H3L'!, H3L? ve H3L3 Nolu bilesiklerin formiilleri ve IUPAC sistemine

gore adlandirilmasi.

Bilesiklerin Kodu Bilesiklerin Formiilleri ve Adlar
N
; H ;
H3L1 Oj/NH HN\iO
Cl Cl

N,N'-(2,2’-Azenidiil bis(2,1-fenilen))bis(2-kloroasetamid)

e
XX

HsL?
Cl Cl Cl Cl
N,N'-(2,2’-Azenidiil bis(2,1-fenilen))bis(2,2-dikloroasetamid)
<¥s
H
HsL3 OINH HNIO

cl CH; H4C cl

N,N'-(2,2°-Azenidiil bis(2,1-fenilen))bis(2-kloropropanamid)

Sentezlenen tlimii orijinal nitelikte olan bilesiklerin NMR, FT-IR ve LCMS
spektrumlar1 ve spektrumlara iligkin veriler asagida verilmistir. Analizler sonucunda

elde edilen biitiin bulgular, 6nerilen yapilar1 destekler niteliktedir.
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N,N'-(2,2’-Azenidiil bis(2,1-fenilen))bis(2-kloroasetamid), C1sHisCLN30> (H3L'):

N

H
OjNH HN\fO
Cl Cl

Verim: 85%. Renk: Kahverengi. 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 8, ppm): 9.79 (s,
2H, NH(CO)), 7.43 (dd, 2H, Ar-H), 7.10 (td, 2H, Ar-H), 6.96 (m, 4H, Ar-H), 6.88 (s,
1H, NH), 4.28 (s, 4H, CH2). *C NMR (100 MHz, DMSO-dé, 5, ppm): 165.37 (CO),
137.04, 127.69, 126.45, 125.47, 121.21, 118.96 (Ar-C), 43.06 (CH2). FT-IR (ATR,
cm™): 3393, 3236, v(NH), 3035 v(Ar-CH), 1651 v(NH(CO)), 743 v(CCI). LC-MS
(+ESI, m/2): 352.2 [M+H]", 279.2, 242.4, 130.2, 102.2.

N,N'-(2,2’-Azenidiil bis(2,1-fenilen))bis(2,2-dikloroasetamid), C16Hi3CLsN30;
(HsL2):

e
XX

Cl Cl Cl Cl

Verim: 76%. Renk: Agik eflatun. 'TH NMR (400 MHz, DMSO-ds, 8, ppm): 9.95 (s,
2H, NH(CO)), 7.54 (dd, 2H, Ar-H), 7.15 (td, 2H, Ar-H), 6.98 (m, 4H, Ar-H), 6.88 (s,
1H, NH), 6.63 (s, 2H, CH). *C NMR (100 MHz, DMSO-ds, 8, ppm): 162.464 (CO),
136.903, 127.370, 126.801, 124.950, 121.730, 119.687 (Ar-C), 67.027 (CH). FT-IR
(ATR, cm™): 3411, 3186 v(NH), 3004 v(Ar-CH), 1674 v(CO), 734 v(CCl). LC-MS
(+ESI, m/z): 442.2 [M+H]", 279.3, 242.5, 130.3, 102.2.
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N,N'-(2,2’-Azenidiil bis(2,1-fenilen))bis(2-kloropropanamid), Ci1sH19CI12N30>
(HsL3):

N
H

oiNH HN:/(o

cl CH; H,C Cl
Verim: 65%. Renk: Lila. 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 5, ppm): 9.78 (s, 2H,
NH(CO)), 7.43 (dd, 2H, Ar-H), 7.08 (td, 2H, Ar-H), 6.95 (m, 4H, Ar-H), 6.87 (s, 1H,
NH), 4.69 (q, 2H, CH), 1.58 (d, 6H, CH3). *C NMR (100 MHz, DMSO-ds, §, ppm):
168.03 (CO), 137.15, 127.94, 126.35, 125.30, 121.33, 119.35 (Ar-C), 54.62 (CH),

21.25 (CH3). FT-IR (ATR, cm™): 3398, 3222 v(NH), 2982 v(Ar-CH), 1662 v(CO),
744 v(CCl). LC-MS (+ESI, m/z): 382.2 [M+H]", 279.2, 242.3, 130.2, 102.2.

4.2. BIYOLOJIK AKTIVITE BULGULARI

Tez kapsaminda sentezlenen liganlarin biyolojik etkinlikleri ii¢ adet Gram
(+) bakteri, iki adet Gram (-) bakteri ve ii¢ adet mantar kullanilarak incelenmistir.
Tiim testlerde Gram (+) bakteri olarak Staphylococcus aureus (ATCC 25925),
Streptococcus pyogenes (ATCC 19615), Enterococcus faecalis (ATTC 29212),
Gram (-) bakteri olarak Escherichia coli (ATCC 25293), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853) ve mantar olarak Candida albicans (ATCC 10231), Candida
glabrata (RSHM 4019) ve C. parapsilosis (ATTC 22019) suslart kullanilmistir.
Bakteriler i¢in Ampisilin, mantarlar i¢in ise Flukonazol standart ilag olarak
kullanilmistir

Yapilan antimikrobiyal test sonuclar1 ve elde edilen MiK degerleri Cizelge

4.2°de toplu olarak verilmistir.
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Cizelge 4.2. Sentezlenen Bilesiklerin Test Edilen Mikroorganizmalara Kars1i MIK

(ug/mL) Degerleri.
Gram (+) Bakteri Gram (-) Bakteri Mantar
Bakteriler
ve
a
Mantarlar 9Q ht! N QLIS = o | 8 9
N g O, Q© NS »| g U S |3 9
2 4 5 2 3 3 Q By O S = E < & S
S ol Pl ol o|lful8 V| 2|8 o
S E S E|SE|SE|SEIRE|®HEI|RCE
Hl X E = B . N . B .o S B
b <y <K < | K <]/ €10 €10 & |0 <
H;L! 62.5 62.5 62.5 62.5 62.5 62.5 31.25 | 31.25
| HaL? 62.5 | 31.25 62.5 62.5 62.5 62.5 62.5 62.5
]
=] H3L3 62.5 62.5 62.5 62.5 62.5 62.5 62.5 62.5
(0]
% | Fluconazole - 4 4 - - - 31.25 -
Ampicilin - - 62.5 3.9 31.25 - - -

-:Ureme goriilmedi.
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5. TARTISMA

5.1. SENTEZ

Bu tez calismasi kapsaminda elde edilen tiim potansiyel redoks aktif
ligandlar ayn1 sentez yontemiyle yiiksek verimlerle sentezlenmistir. Elde edilen
bilesikler 'H NMR, '3C NMR, COSY, HMQC, FT-IR ve LC-MS/MS yéntemleri ile
karakterize edilmistir.

Elde edilen bilesiklerin NMR spektrumlari incelendiginde, gbzlenen rezonans
ve integrasyon degerlerinin molekiil formiilleriyle uyumlu oldugu ve molekiillerin
sentezinin gergeklestigi kanitlanmistir. Ayn1 zamanda sentezi gergeklestirilen
bilesiklerin '"H-NMR spektrumlarinin yorumlanmasina 11tk tutmak ve gruplarin
yerlerinin tam olarak tayin edilmesini saglamak amaciyla bilesiklerin HMQC ve
COSY NMR spektrumlari da alinmigtir. HMQC-NMR, teknigi bilesiklerin yapisinda
bulunan karbon ve protonlar arasindaki etkilesimi gosterirken, COSY-NMR teknigi
ise bilesiklerdeki komsu protonlarin birbiri ile olan etkilesimlerin belirlenmesini
saglamistir. Bu sayede NMR spektrumlarinda gézlenen sinyallerin hangi gruplara ait
oldugu ve bu gruplarin birbirleri ile olan etkilesimleri anlagilmistir.

Sentez edilen bilesiklerin FT-IR analizleri bilesiklerin yapilarinda bulunan
cesitli fonksiyonel gruplarin belirlenmesinde kullanilmis ve asagida her bir hedef
bilesik icin detayli olarak tartisilmistir.

Sekil 5.1°de N, N'-(2,2’-azenidiil  bis(2,1-fenilen))bis(2-kloroasetamid)
(HsL') bilesigine ait FT-IR spektrumu verilmistir. Spektrum incelendiginde,
bilesikteki NH grubuna ait gerilme frekans degerleri 3236 ve 3393 cm’de
gozlemlenmistir. 3035 c¢cm’de gozlenen gerilme frekans degeri aromatik C-H
gruplarina aittir. 1651 cm™’de gdzlenen gerilme frekansmin bilesikteki karbonil
grubuna, 1595, 1513 ve 1456 cm™’de gdzlenen gerilme frekanslarinin C=C grubuna
ve 743 cm’de gozlenen gerilme frekansimin ise C-Cl grubuna ait oldugu tespit

edilmistir.
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2000

cm-1

Sekil 5.1. N,N'-(2,2’-Azenidiil bis(2,1-fenilen))bis(2-kloroasetamid) bilesigine ait
FT-IR spektrumu (H3L').

Sekil 5.2’de  N,N'-(2,2’-azenidiill bis(2,1-fenilen))bis(2-kloroasetamid)
(HsL') bilesigine ait '"H NMR spektrumu verilmistir. Integrasyon degeri iki olan ve &
9.8 ppm’de gozlenen sinyalin bilesigin yapisinda bulunan iki adet amid (CO(NH))
protonlarina ait oldugu anlagilmistir. Ayrica & 7.43 ppm’de dublet, 5 7.11 ppm’de
triplet ve 6 6.97 ppm’de triplet olarak ortaya c¢ikan sinyaller, yapida bulunan
aromatik protonlara, & 6.89 ppm’de singlet olarak ortaya ¢ikan sinyal ise bilesigin
yapisindaki amin (NH) protonuna aittir. Bilesigin yapisinda bulunan CH2 grubuna ait
sinyal singlet olarak & 4.28 ppm’de ortaya ¢cikmistir. Elde edilen bu sonuglar, gerek
integrasyon gerekse rezonans degerleri bakimindan incelendiginde yap1 ile

uyumludur.
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Sekil 5.2. NN'-(2,2’-Azenidiil  bis(2,1-fenilen))bis(2-kloroasetamid)  (HsL')
bilesigine ait 'H NMR spektrumu.

Sekil 5.3te  N,N'-(2,2’-azenidiil  bis(2,1-fenilen))bis(2-kloroasetamid)
(H3L') bilesigine ait '*C NMR spekturumu verilmistir. Spektrum incelendiginde,
bilesik icin karakteristik olan karbonil (C=O) gruplarina ait sinyal & 165.39 ppm’de,
aromatik gruplara ait karbonlara ait sinyallerin ise & 137.04-118.96 ppm araliginda
ortaya ciktigi tespit edilmistir. Ayrica & 43.06 ppm’de gozlenen sinyalin ise
bilesikteki CH2 grubuna ait oldugu anlasilmistir. S6z konusu bilesige ait COSY ve
HMQC NMR spektrumlar1 Sekil 5.4 ve Sekil 5.5°de verilmistir.
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Sekil 5.3. NN-(2,2’-Azenidiil  bis(2,1-fenilen))bis(2-kloroasetamid)  (HsL')
bilesigine ait '*C NMR spekturumu.
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Sekil 5.4. NN'-(2,2-Azenidiil  bis(2,1-fenilen))bis(2-kloroasetamid)  (HsL")
bilesigine ait COSY-NMR spektrumu.
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Sekil 5.5. NN'-(2,2-Azenidiil  bis(2,1-fenilen))bis(2-kloroasetamid)  (HsL")
bilesigine ait HMQC-NMR spekturumu.

Sekil 5.6’da  N,N-(2,2’-azenidiil  bis(2,1-fenilen))bis(2-kloroasetamid)
(H3L') bilesigine ait LC-MS/MS spektroskopisi, ES teknigi kullanilarak alinmigtir.
Elde edilen MS spektrumunda gériilen 352.2 m/z’deki molekiiler iyon piki (HsL")

bilesiginin molekiil agirligin1 dogrulamaktadir.

35



Akgiin, A., 2016, Acil Kloriir Tiirevi Potansiyel Redoks Aktif Bilesiklerin Sentezlenmesi, Karakterizasyonu ve Antimikrobiyal
Aktivitelerinin Incelenmesi, Yiiksek Lisans Tezi, Mersin Universitesi.

x10 5 |*ESI Scan (0.111-0.367 min, 31 Scans) Frag=135.0V A 101 poz.d

41 130.2
3.5

2.51

102.2
1.5

352.2

2424 279.2 —
74.2 L M 15?2 186.3 210.2 L L i1 Lo 3?‘.‘4 L I.l. k. hl ey

60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Sekil 5.6. N,N'-(2,2’-Azenidiil-bis(2,1-fenilen))bis(2-kloroasetamid) ~ (HsL')

0.5

bilesigine ait LC-MS/MS spektrumu.

Sekil 5.7°de N,N'-(2,2’-azenidiil-bis(2,1-fenilen))bis(2-2-dikloroasetamid)
(H3L?) bilesigine ait FT-IR spektrumunda NH grubuna ait gerilme frekans degerleri
3411 ve 3186 cm™’de gdzlenmistir. 3004 cm™!*de ortaya gikan gerilme frekans degeri
alifatik C-H gruplarina aittir. 1674 cm'’de (NH(C=0)) grubuna ait gerilme frekansi,
1596, 1511 ve 1463 cm’de C=C gerilme frekanslar1 ve 744 cm™’de ise C-Cl

grubuna ait gerilme frekansi gozlemlenmistir.

101
1004

981 34114 cm1

9% eshem |
3004.3 cm-1

1673.72cm-1
15108 cm-1

73445 cm-1

B
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500450
em-1

Sekil 5.7. N,N'-(2,2’-Azenidiil bis(2,1-fenilen))bis(2,2-dikloroasetamid) bilesigine ait
FT-IR spektrumu (H3L?).

Sekil 5.8’de tez kapsaminda sentezlenmesi planlanan N,N'-(2,2’-azenidiil
bis(2,1-fenilen))bis(2,2-dikloroasetamid) (H3L?) bilesigine ait 'H NMR spektrumu

incelendiginde, 6 9.9 ppm’de yapidaki amid (CO(NH)) protonlarina ait sinyal tespit
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edilmistir. Ayrica integrasyon toplamlar1 sekiz protona karsilik gelen ve o 7.54
ppm’de dublet, & 7.15 ppm’de triplet ve 6 6.98 ppm’de triplet olarak ortaya ¢ikan
sinyaller yapida bulunan aromatik protonlara aittir. integrasyon degeri bir protona
karsilik gelen ve & 6.87 ppm’de rezonans olan pik ise bilesigin yapisindaki amin
(NH) protonuna aittir. Son olarak s6z konusu bilesigin spektrumunda gozlenen &
6.63 ppm’de singlet olarak ortaya ¢ikan sinyallerin yapida bulunan ve klor

atomlarinin baglh oldugu —CH protonlarina ait oldugu anlagiimstir.

Sekil 5.8. N,N'-(2,2’-Azenidiil bis(2,1-fenilen))bis(2,2-dikloroasetamid)  (H3L?)
bilesigine ait 'H NMR spektrumu.

Sekil 5.9°da N,N'-(2,2’-azenidiil bis(2,1-fenilen))bis(2,2-dikloroasetamid)
(H3L?) bilesigine ait *C NMR spektrumunda; § 162.46 ppm goriilen sinyalin
karbonil (C=0) grubuna ait karbona, 6 136.09-119.69 ppm araligindaki sinyallerin
ise aromatik bolgedeki karbonlara ait oldugu tespit edilmistir. Ayrica 6 67.03 ppm’de

gdzlemlenen sinyal ise —CH grubuna ait karbon pikidir.
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Sekil 5.9. N,N'-(2,2’-Azenidiil bis(2,1-fenilen))bis(2,2-dikloroasetamid) (H3L?)
bilesigine ait *C NMR spektrumu.
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Sekil 5.10. N,N'-(2,2’-Azenidiil bis(2,1-fenilen))bis(2,2-dikloroasetamid) (HsL?)
bilesigine ait COSY-NMR spektrumu.
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Sekil 5.11. N,N'-(2,2’-Azenidiil bis(2,1-fenilen))bis(2,2-dikloroasetamid) (HsL?)
bilesigine ait HMQC-NMR spektrumu.

Sekil 5.12°de N,N'-(2,2’-a zenidiil bis(2,1-fenilen))bis(2,2-dikloroasetamid)
(H3L?) bilesigine ait LC-MS/MS spektroskopisi incelendiginde, ES teknigi
kullanilarak alinan MS spektrumunda goriilen 422.2 m/z’deki molekiiler iyon piki

(H3L?) bilesiginin molekiil agirligmi dogrulamaktadir.

Sekil 5.12. N,N'-(2,2’-Azenidiil bis(2,1-fenilen))bis(2,2-dikloroasetamid) (H3L?)
bilesigine ait LC-MS/MS spektrumu.
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Sekil 5.13’de N,N'-(2,2’-azenidiil bis(2,1-fenilen))bis(2-kloropropanamid)
(H3L%) bilesigine ait FT-IR spektrumu verilmistir. Spectrum incelendiginde, NH
grubuna ait gerilme frekans degerleri 3398 ve 3222 cm™’de ortaya ¢ikmustir. 2982
cm’de gerilme frekans degeri alifatik C-H gruplarina aittir. 1662 ¢cm™’de karbonil
(C=0) grubunun gerilme bandinin frekansi olup 1598, 1508 ve 1460 cm™’de ortaya
cikan gerilme titresim frekanslari C=C grubuna aittir. Ayrica 744 cm™’de ise C-Cl

grubuna ait gerilme bandinin frekansi gozlemlenmistir.

3222 cm

2982 cm-1

1662 cm-

804 1508.5 cm-1

7 74417 cm1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500450
cm-1

Sekil 5.13. N,N'-(2,2’-Azenidiil bis(2,1-fenilen))bis(2-kloropropanamid) bilesigine
ait FT-IR spektrumu (H3L?).

Sekil 5.14’de N,N'-(2,2’-azenidiil bis(2,1-fenilen))bis(2-kloropropanamid)
(HsL®) bilesigine ait 'H NMR spektrumu verilmistir. Spektrum incelendiginde
integrasyon degeri iki protona karsilik gelen ve 6 9.78 ppm’de ortaya ¢ikan sinyalin
bilesigin yapisinda bulunan amid (CO(NH)) protonlarina ait oldugu tespit edilmistir.
Ayrica integrasyonlar1 toplami sekiz protona karsilik gelen ve & 7.44 ppm’de dublet,
o 7.11 ppm’de triplet ve 6 6.95 ppm’de triplet olarak ortaya ¢ikan sinyaller yapida
bulunan aromatik protonlara ait piklerdir ve hedef bilesigin yapisi ile uyumludur.
Integrasyon sayisi1 bir protona karsilik gelen ve & 6.87 ppm’de gozlenen sinyal ise
bilesigin yapisindaki amin (NH) protonuna aittir. Bununla birlikte 6 4.69 ppm’de
kuartet olarak ortaya ¢ikan sinyal yapida bulunan —CH protonlarina, 6 1.58 ppm’de

dublet sinyaller ise H3L? bilesigindeki ~CH3 grubunun alti protonuna aittir.
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Sekil 5.14. N,N'-(2,2’-Azenidiil bis(2,1-fenilen))bis(2-kloropropanamid) (HsL?)
bilesigine ait 'H NMR spektrumu.

Sekil 5.15’te N,N'-(2,2’-azenidiil bis(2,1-fenilen))bis(2-kloropropanamid)
(HsL?) bilesigine ait *C-NMR spektrumunda §168.03 ppm gériilen pik C=O grubuna
ait karbonlara, 6 137.13-119.35 ppm araligindaki pikler ise aromatik bolgedeki
karbonlara ait piklerdir. Ayrica 6 54.62 ppm’de gozlemlenen pik —CH grubuna ait
karbonave 6 21.26 ppm’de —CHs grubunda yer alan karbonlara ait pikler

gbzlemlenmistir.
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Sekil 5.15. N,N'-(2,2’-Azenidiil bis(2,1-fenilen))bis(2-kloropropanamid) (H3L?)
bilesigine ait 3*C NMR spektrumu.

Sekil 5.16. N,N'-(2,2>-Azenidiil bis(2,1-fenilen))bis(2-kloropropanamid) (H3L?)
bilesigine ait COSY-NMR spektrumu.
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Sekil 5.17. N,N'-(2,2-Azenidiil bis(2,1-fenilen))bis(2-kloropropanamid) (H3L?)
bilesigine ait HMQC-NMR spektrumu.

Sekil 5.18’de N,N'-(2,2’-azenidiil bis(2,1-fenilen))bis(2-kloropropanamid)
(H3L?%) bilesigine ait LC-MS/MS spektroskopisinde, ES teknigi kullanilarak alinan
MS spektrumunda gériilen 380.2 m/z’deki molekiiler iyon piki (H3L?) bilesiginin

molekiil agirligini dogrulamaktadir.
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Sekil 5.18. N,N'-(2,2’-Azenidiil bis(2,1-fenilen))bis(2-kloropropanamid) (HsL?)
bilesigine ait LC-MS/MS spektrumu.

5.2. BIYOLOJIK AKTIVITE

Incelenen mikroorganizma {izerindeki etken maddenin etkili dozlari, en
diisik konsantrasyon MIK degeri olarak belitlenir. MIK degeri; denenen test
mikroorganizma Kkiiltiiriinde test kosullarinda {iremeyi, yani mevcut canli hiicre
sayisinin  artisgint  inhibe eden (Onleyen) en diisiik antimikrobiyal madde
konsantrasyonudur. MiK degerini belirlemek amaciyla tez kapsaminda modifiye
mikrodiliisyon yontemi kullanilarak antimikrobiyal testler yapilmstir.

24 saatlik bakteri ve maya kiiltiirtindeki kolonilerden 0.5 McFarland
bulanikligina esit olacak sekilde bakteri ve maya siispansiyonu hazirlanmigtir. Sekil
3.6’da gosterilen steril U tabanli plaklara bakteriler i¢in %2 oraninda NaCl igeren
katyon ekli 100 pL. Mueller-Hinton sivi besiyeri, mayalar icin tryptik soy broth
konulmustur. ilk kuyucuga 1000 pg/ml’lik hazirlanan stok solusyondan 100 pL
konulup daha sonra seri sulandirim (1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.6, 7.8, 3.9,
1.95, 0.98 pg/mL) yapilarak ilk 10 kuyucuk kullanilmistir. 11. kuyucukta kontrol
grubu olarak sadece besiyeri ve kimyasal ¢oOzeltimiz, 12. kuyucukta ise
mikroorganizmanin biiylimesini kontrol etmek i¢in kimyasal ¢ozeltimizin olmadigi
sadece 5 pL mikroorganizma eklenmis ve biiylimesi kontrol edilmistir. Seri
sulandirim yapilan stok solusyon igeren Mueller-Hinton s1vi besiyerinin bulundugu
kuyucuklara 5 pL bakteri siispansiyonu, tryptik soy broth besiyerinin bulundugu
kuyucuklara 5 pL maya siispansiyonu eklendikten sonra plaklar bakteriler i¢in

37°C’de 24 saat, mayalar i¢in 28°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Kokenlerin
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MIK degerleri gdz ve spektrofotometrik olarak 24. ve 48. saatlerde belirlenmistir.
492 nm dalga boyunda yapilan spektrofotometrik degerlendirmede iireme kontroliine
gore optik dansite (OD) degerinde %50 azalma saglayan konsantrasyon MIK degeri
olarak tanimlanmistir [54, 55]. Tim testlerde Staphylococcus aureus ATCC 25925,
Streptococcus pyogenes ATCC 19615, Enterococcus faecalis ATTC 29212,
Escherichia coli ATCC 25293, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Candida
albicans ATCC 10231, Candida glabrata RSHM 4019 ve C. parapsilosis ATTC
22019 susu kullanilmaistir.

Antimikrobiyal test yapilan bilesikler arasindan; HsL!'’in, mantarlardan C.
glabrata (RSHM 4019) ve C. parapsilosis (ATTC 22019) iizerinde 31.25 ug/ml’lik
konsantrasyonda, H3L*'nin ise Gram(+) bakterilerden S. pyogenes (ATTC 19615)
bakterisine kars1 31.25 pg/mL’lik konsantrasyonda etkin oldugu saptanmistir. HsL?
bilesiginin ise mantarlar, Gram (+) ve Gram (-) bakterilere kars1 62.5 pg/mL’lik
konsantrasyonda etkili oldugu bulunmustur. Her ii¢ bilesiginde bakterilerden Gram
(+) olan E. faecalis iizerinde ampicilinle es deger etkide bulundugu gézlemlenmistir.
S6z konusu bilesiklerin diisiik konsantrasyonlarda bile mantar ve bakteriler {izerinde

etkili oldugu saptanmistir.
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6. SONUC ve ONERILER

Yapilan bu yiiksek lisans tez ¢calismasi kapsaminda;

L.

II.

I1I.

IV.

VL

VIL

VIIIL.

IX.

Bis(2-Nitrofenil)amin ve bis(2-aminofenil)amin bilesikleri hedef ligandlarin
baslangic maddeleri olarak sentezlenmis ve yapilart 'H NMR, '*C NMR, LC-
MS ve FT-IR teknikleri ile aydinlatilmistir.

Bis(2-Aminofenil)amin bilesigi cesitli agil kloriirle tiirevlendirilerek N N'-
(2,2’-azenidiilbis(2,1-fenilen))bis(2-kloroasetamid), HsL!, N,N'-(2,2’-
azenidiil bis(2,1-fenilen))bis(2,2-dikloroasetamid), H3L?> ve N,N-(2,2’-
azenidiil bis(2,1-fenilen))bis(2-kloropropanamid), H3L? olmak iizere 3 ii¢ adet
ligand sentezlenmistir.

Sentezlenen ligandlarm karakterizasyonu 'H NMR, C NMR, COSY,
HMQC-NMR, LC-MS ve FT-IR karekterizasyonlar1 teknikleri ile
yapilmistir.

Sentezlenen ligandlarin antibakteriyel ve antifungal aktiviteleri incelenmistir.
Antibakteriyel ve antifungal testlerde Gram (+) bakteri olarak Staphylococcus
aureus (ATCC 25925), Streptococcus pyogenes (ATCC 19615),
Enterococcus faecalis (ATTC 29212), Gram (-) bakteri olarak Escherichia
coli (ATCC 25293), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) ve mantar
olarak Candida albicans (ATCC 10231), Candida glabrata (RSHM 4019) ve
C. parapsilosis (ATTC 22019) suslart kullanilmistir.

Antibakteriyel ve antifungal testlerde bakteriler i¢in Ampisilin, mantarlar i¢in
ise Flukonazol standart ila¢ olarak kullanilmustir.

Antibakteriyel testler sonucunda, sentezlenen HzL!* ligandlarinin, bakteriler
arasindan Gram (+) bakterilerden E. faecalis bakterisine karsi referans ilag
olarak kullanilan Ampicilin’le esdeger etkiye sahip olduklar1 belirlenmistir.
Antifungal testler sonucunda elde edilen bulgular, sentezlenen H;3L!
ligandinin mantarlar igin referans ila¢ olarak kullanilan Fluconazole ile
esdeger etkinlikte oldugu anlasilmistir.

Antimikrobiyal test sonuglar1 degerlendirildiginde sentezlenen tiim

ligandlarin (H3L'?3) E. faecalis bakterisi lizerinde antibiyotik olarak
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kullamilma potansiyeline sahip olabilecegi, H3L! ligandinin ise C. glabrata

mantari lizerinde etkin olabilecegi belirlenmistir.
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