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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

LIKEN METABOLITI USNIK ASITIN BAZI ARIL-AMINOFENOLLER iLE
SCHIFF BAZLARI TUREVLERI VE METAL KOMPLEKSLERININ SENTEZI,
ANTIMUTAJENIK VE ANTIMIKROBIYAL AKTIVITELERININ
ARASTIRILMASI

Sibel KOCER

Kilis 7 Aralik Universitesi
Fen Bilimleri Enstittst
Kimya Anabilim Dali

Danigman: Prof. Dr. Ahmet CAKIR

Yil: 2012 Sayfa: 131

Mevcut ¢alismada, Usnea longissima liken tiirlinden yeterli miktarda izole edilen usnik
asitin, 2-aminofenol, 3-aminofenol ve 4-aminofenol ile sirasiyla L1, L2 ve L3 olarak
kodlanan Schiff bazlar tiirevleri ve bunlarmm Cu(ll), Co(ll), Ni(ll) ve Mn(ll) metal
kompleksleri ilk defa sentezlenmistir. Sentezlenen tiim ligand ve metal tuzlar
komplekslerinin kimyasal yapilart *H, **C-NMR, 1D ve 2D NMR, FT-IR, MS, elementel
analiz, TGA spektroskopik yontemleri ve teknikleri kullanilarak karakterize edildi.
Sentezlenen tiim ligand ve metal kompleksler on adet 6nemli patojene karsi test edildi ve
tiim maddelerin 11-32 mm inhibisyon zonu aralifinda, degisik oranda antimikrobiyal etki
sergiledigi belirlendi. Metal komplekslerinin ligandlara nazaran daha gii¢li ve genis
spektrumlu antimikrobiyal etkilerinin oldugu gdzlenirken, en giiclii ve genis spektrumlu
antimikrobiyal etki L3-Cu ve L3-Mn i¢in belirlendi. Ayrica, ti¢ farkli bakteri susunda tiim
maddelerin antimutajenik etkileri belirlenmis ve maddelerin degisik oranlarda, dikkate
deger antimutajenik etki gosterdigi belirlenmistir. Genelde {i¢ ligandin da Co ve Mn
komplekslerinin giiclii antimutajenik etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Bu sonuclar bize
Ozellikle usnik asitten tiirevlendirilen ligandlarin metal komplekslerinin hem antimikrobiyal
olarak hem de kanser tedavi edici olarak kullanilabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Usnik asit, Schiff bazi, Metal kompleksleri, Antimutajenik,
Antimikrobiyal
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SYNTHESIS OF SCHIFF BASES OF USNIC ACID ISOLATED FROM LICHEN
METABOLITE WITH SOME ARYL-AMINOPHENOLS AND THEIR METAL
COMPLEXES: INVESTIGATION OF ANTIMICROBIAL ACTIVITIES
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Supervisor: Prof. Dr. Ahmet CAKIR

Year: 2012 Page: 131

In the current study, Schiff bases derivatives (L1, L2 and L3, respectively) and their Cu(ll),
Co(I1), Ni(l1) and Mn(ll) complexes of usnic acid isolated from Usnea longissima lichen
species with 2-aminophenol, 3-aminophenol and 4-aminophenol were synthesized. The
chemical structures of all ligands and their metal complexes were characterized, for the first
time by 'H, *C-NMR, 1D and 2D NMR, FT-IR, MS, elemental analyses and TGA. All
ligands and their complexes were tested against 10 important pathogen microorganisms and
it was determined that they exhibited various antimicrobial activities with 11-32 mm
inhibition zones. The metal complexes of the ligands were more active against all
microorganisms tested with a broad spectrum than the ligands. Whereas, strongest and with
broad spectrum antimicrobial activity was determined for L3-Mn and L3-Cu. In addition,
the antimutagenic activities of all ligands and their metal complexes were determined using
three different strains of microorganisms and they showed various and remarkable
antimutagenic effects. In general, it has been found that Co and Mn complexes of L1, L2
and L3 possess potent antimutagenic activity. In the view of these results, it can be
concluded that some metal complexes can be used as antimicrobial and anticancer agent.

Key Words: Usnic acid, Schiff base, Metal complexes, Antimutagenic, Antimicrobial
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

1. Simgeler
B¢ : Karbon-13 izotopu
H : Hidrojen-1 izotopu
C : Karbon
O : Oksijen
Cu : Bakar
Co : Kobalt
Ca : Kalsiyum
Cr : Krom
Mg : Magnezyum
Mn : Mangan
Ni - Nikel
Na : Sodyum
Sn : Kalay
: Potasyum
S : Kiikdirt
Fe : Demir
Pd : Palladyum
Zn : Cinko
0- : Orto
p- - Para
J . Etkilesme (jiromanyetik) sabiti
ppm : Milyonda bir kisim
nm : Nanometre
m/z : Kiitle
MHz : Mega Hertz
M* : Molekiiler Iyon
% : Yiizde
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°C

Shn

mg
kg

ml

ul
uM
mm
mmol

mnmm

: Santigrat derece
- Saniye

: Gram

: Miligram

- Kilogram

- Mililitre

: Mikrolitre

: Mikromolar

: Milimetre

: Milimol

: Dakikada devir sayist
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2. Kisaltmalar

A.B.D.
COSY
2-D

d

dd
E.N.

FAR

FT
HETCOR
IR
IUPAC
ITK

KK

m
MIR
M.O.
M.S.
MS
NMR
PVC

TGA

uv

: Amerika Birlesik Devletleri

: Two Dimensional *H- Correlation Spectroscopy
: 2-boyutlu

: Dublet

: Dubletin dubleti

: Erime noktasi

: Far-infrared

: Fourier Doniistim

: Heteronuclear Correlation Spectroscopy
: Infrared (Kizil 6tesi)

. International Union of Pure and Applied Chemistry
: Ince Tabaka Kromatografi

: Kolon Kromatografi

: Multiplet

: Mid-infrared (yakin kirmizi 6tesi)

: Milattan 6nce

: Milattan sonra

: Kiitle Spektroskopisi

: Niikleer Manyetik Rezonans

: Polivinil kloriir

: Siglet

: Triplet

: Termal Gravimetrik Analiz

: Usnea

: Ultraviole (mor Otesi)
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1. GIRIS

Gilinlimiizde tibbi bitkiler ve bu bitkilerden elde edilen sekonder metabolitler {izerine
yapilan bilimsel ¢aligmalar tedavi alanina giren bu dogal maddelerin yan etkilerinin bazi
sentetik ilaglara gore nispeten daha az oldugunu gostermistir (Baytop, 1999). Genellikle
tek bir etkiye sahip olan sentetik ilaglara nazaran bitkisel droglarin ve dogal ilaglarin
birka¢ etkiye birden sahip olmalar1 da bitkisel droglarla ve dogal ilaglarla yapilan
tedavilerin giin gectikce yayginlagsmasi sonucunu dogurmustur. Yeterli diizeyde bir
kimya endiistrisine sahip olmayan, kalkinma yolundaki {ilkelerin, iilke florasinda
yetisen bitkilerden yararlanarak, kolay ve ucuz tedavi olanagi elde etmek istemeleri de
bitkisel droglarla olan tedavinin yani sira, etnofarmakoloji alanindaki bilimsel
calismalar1 artirmustir (Aboolenein, 1982; Baytop, 1984). Ozellikle gelismekte olan
tilkelerde niifusun %80°1 saglik gereksinmelerini ilk etapta geleneksel olarak bitkilerden
saglamaktadir. Diinya niifusunun %80’nin gelismekte olan iilkelerde yasadigi
diisiiniiliirse toplam diinya niifusunun %64 {iniin bitkileri tedavi amacgli olarak
kullandig1 diisiiniilebilir (Farnsworth, 1990). Gelismis iilkelerde ise artik recete ile
satilan ilaglarin yaklagik olarak 9%25°1 bitkisel kokenli kimyasal oldugu tahmin
edilmektedir (Principe, 1991).

Bitkilerin saglik alanindaki tedavi amagli kullanim1 dnceleri morfolojik goriiniimlerine
dayanilarak baslamistir. Ilk olarak bitkilerin antimikrobiyal 6zellikleri arastirilmis ve
19401 yillarda penisilinin ve mantarlardan elde edilen diger antibiyotiklerin kesfinden
sonra arastirmacilar liken sekonder maddelerinin biyolojik aktiviteleri lizerinde bilimsel
caligmalara agirlik vermislerdir. Liken maddelerinin bu 6zelligi giinlimiizde alternatif
antibiyotiklerin eldesi konusunda hala giincelligini korumaktadir (Ingolfsdottir ve ark.,
2000; Katz, 2002; Rankovic ve ark., 2007).

Diinyanin her yerindeki ¢esitli ekosistemlerin temel taglar1 durumunda olan likenler
tizerinde yapilmis pek ¢ok calisma bulunmaktadir. Biyocesitlilik agisindan yapilan
calismalarin digerleri i¢in temel olusturdugu diisiiniiliirse, Oncelikle iilkelerin sahip

olduklar1 varliklar1 kullanmalar1 ve arastirma yapmalari biiyiik 6nem tagir.



1.1. Likenler

Likenler, bitkiler ve mantarlardan farkli olarak tek bir organizma degil, mantarlar ile
alglerin veya siyanobakterilerin beraberliginden ve biitiinliiglinden olugsmus simbiyotik
canlilardir. Likenler kendilerini olusturan mantar ve alglere benzemeyen yeni bir
morfolojik ve fizyolojik yap1 kazanirlar ve bu nedenle onlardan farkl: tiirler olarak kabul
edilirler. Yeryiiziinde son derece genis yayilim alanina sahip likenlerin 18. yilizyildan bu
yana 1700’den fazla tiirliniin tespit edildigi ve 2000°den fazla tiiriinlin ise kuzey

Amerika’da tanimlandig: bildirilmektedir (Handel-Mazzetti, 1909).

Gergek anlamda liken terimi, ilk kez M.O. 371-284 yillar1 arasinda yasayan
Theophrastus tarafindan kullanilmistir. Fakat Theophrastus’ un liken olarak adlandirdigi
bu canlilar liken olmayip ciger otlar1 (Hepaticea) grubuna ait canlilardi. Likenler
hakkindaki bilgilere M.S. 68 de Dioscorides ve 512 yilinda ise Byzetine tarafindan

yayinlanmis eserlerde rastlanmistir (Henderson, 1963).

1753 yilinda Linne likenleri bir cinste toplamis, morfolojik yapilarina gére de 7 boliime
ayirmistir. Daha sonra Isvecli Botanik¢i Acharyus “Lichenography universalis” adli
eserinde iireme organlarina dayanarak yaptigi siiflandirmada cins sayisini 41°e

cikarmistir (Henderson ve Prentice, 1966).

Likenler kayalar, agaglarin gévde, dallar1 ve hatta yapraklari, toprak, kiremit, beton,
cam, ahsap materyal, deri, kumas gibi dogal ve yapay ¢ok degisik substratlar lizerinde
kolayca biiyiiyebilmektedirler. Deniz seviyesinden yiiksek daglara, ¢ollerden arktik
bolgelere, tropiklere kadar diinyanin hemen hemen her yerinde ise yayilis gosterirler

(Nash, 1996).
1.1.1. Likenlerin Genel Ozellikleri

Likenler bagli basina birer organizma degildir. Mantarlar ile alglerin birleserek,
morfolojik ve fizyolojik bir biitiin halinde meydana getirdikleri simbiyotik birliklerdir.
Sekil ve yasayis bakimindan likenler kendilerini olusturan alg ve mantarlardan tamamen
ayr1 bir yap1 gosterirler. Renksiz bir mantar hifinden olusan tallusun yapisina algin
katilmast sonucu ortaya renkli, klorofili olan yepyeni ototrof bir bitki ¢ikar (Gtliner ve

ark., 1992). Likenlerin yapisina katilan algler Cyanobacteria (mavi-yesil algler) ve



Clorophyta (yesil algler) grubu, mantarlar ise Phycomycetes (algimsi mantarlar),
Ascomycetes (askuslu mantarlar) ve daha ender olarak da Bacidiomycetes (bazidli
mantarlar) grubu {iyelerdir. Mantar hiflerinden olusan tabakaya ‘Medulla’, alg
hiicrelerinden olusan tabakaya ise ‘Gonidia’ tabakasi denir. Medullayr meydana getiren
renksiz mantar hifleri, renkli alg hiicreleri ile bir araya gelerek liken tallusunu olusturur
(Oztiirk, 1995). Mantar ile fotosentetik partner liken yapisi iginde birlikte yasam
siiresince ¢esitli morfolojik adaptasyon ig¢in ¢esitli sekonder metabolitler sentezlerler.
Likeni meydana getiren organizmalarin bu sayede farkli ortamlara adaptasyon basarisi

da artmaktadir (Nash, 1996; Blanco ve ark., 2006).

Tabiatta, baz1 kayalarin, aga¢ govde ve dallarinin lizerinde yosunlara benzeyen koksiiz,
govdesiz ve yapraksiz bitkiler goriiliir, bunlar talluslu bitkilerin 6zel bir grubu olan
likenlerdir. Likenler, zengin bir canli grubudur. Diinya’nin hemen her bolgesine
yayilmig olarak ¢ok farkli yetisme sartlarinda yasarlar. Kutuplardan-Ekvatora, deniz
kiyisindan, ovalardan, daglarin yiiksek yerlerine kadar hemen her yerde, diger
organizmalarin yasayamayacagi sartlarda kolayca yetisebilmektedirler. Hatta likeni
meydana getiren gerek alg'in ve gerekse mantar’in her birinin ayr1 ayri olarak
yasayamayacagl en c¢etin yetisme yerlerinde dahi yasayabilen simbiyotik canlilardir.
Likenler ¢cok ekstrem yetisme yerlerine kizgin giines altinda sicaga, ¢cok diisiik dereceli
soguga, haftalarca siiren kurakliga dayanabilirler. Likenlerin, ¢ogunlugu epifit olarak
agaclarin govde ve dal kabuklari lizerinde, nemli topraklarda yasarlar. Ciplak kayalarin
lizerini Orten Oncii organizmalardir. Kayalarin iizerinde yerlesmis likenlerin 6liimiinden
sonra kalan artiklar1 ve kayalarin pargalanmasi ile olusan ilk ince toprak tabakasi
izerine, likenlerden sonra kara yosunlar1 gelmege baslar. Bunlar1 da diger bitkiler izler.

Bundan dolay1 likenler 6nciil (Piyonir) canlilardir.

Likenlerin besin maddelerine olan ihtiyaglar1 azdir. Yalniz havasi temiz olan yerlerde
yasayabilirken, kirli havaya karsi olduk¢a duyarli canlilardir. Bu nedenle endiistri
bolgelerinde ve biiylik sehirlerin yakinlarinda liken florasi ¢ok fakirdir. Buna karsilik
havasi temiz olan bolgelerde kayalarin, aga¢ gdvde ve dallarinin {izerini ¢esitli renk ve
sekilde orterler. Onun i¢in likenler bir bdlgenin havasinin temiz olup olmadigini belirten
iyi bir gostericidir. Likenler hava kirliliginin belirlenmesinde ve izlenmesindeki

kullanimlar ile ilgili ¢alismalar da mevcuttur. Likenler, havadaki SO, ve diger kirletici



gazlara kars1 hassas olmalar1 nedeniyle, hava kirliliginin ¢esitli tiirlerini belirlemede
belirte¢ olarak da kullanilmaktadirlar (Huneck ve Yoshimura, 1996). Bu amagla
uygulanan yontemlerden birinde hava kirliligine dayanikli veya hemen ortadan kalkan
tiirlerin dagilisi izlenir. Elde edilen sonuglara gore sehir gelisim planlari belli araliklarla
gbzden gegirilir. Ayrica havanin temizlenmesi ve hava kalitesinin iyilestirilmesi ile ilgili
caligmalarda pek ¢ok filkede yerel yonetimler likenlerin dagilisini kanit olarak
kullanmaktadirlar. Belli liken tiirlerinin yayilis alanini genisletmesi, caligmalarin

basariya ulastigini gostermektedir (Galun, 1988; Nash, 1996).

Ulkemiz de hava kirliligine iliskin ¢alismalarda, John (1989) izmir'de siilfiirdioksit
konsantrasyonuna bagli olarak epifitik liken tiirlerinin dagilimini rapor etmistir. Akgay
ve Kesercioglu (1990) ise bazi liken tiirlerinin radyoaktif element analizlerinden yola
cikarak atmosferdeki radyoaktif kirliligi belirlemislerdir. Benzer sekilde Yazici ve
Aslan (2006) Trabzon'da epifitik likenlerin dagilimi ve hava kirliligi, Cigek ve ark.
(2008) ise kentsel alandaki motorlu araglardan kaynaklanan agir metal kirliligi ile liken
floras1 arasindaki iliskiyi ortaya koymuslardir. Likenlerin uzun Omdiirlii olmalar
nedeniyle kiiresel 1sinma ile liken gelisimi arasinda iliskiyi agiklamaya ¢alisan bilimsel
raporlara da son zamanlarda rastlanmaya baslanmis olup bu konuda Avrupa ormanlarini

kapsayan projeler gelistirilmistir (Nimis ve ark., 2000).

Likenler bulunduklar1 ortama ve beraber yasadiklar1 bitkilerin durumlarina gore degisik
sekillerde olabilirler. Bu bi¢imlerine gore de kabuksu, yapraks: ve dals1 olmak tizere ii¢
farkl tipe ayrilirlar (Giiner ve ark., 1992). Likenlerin ¢ogalmasi eseyli eseysiz bigimde
olmaktadir. Eseysiz iireme izidium ve sorediumlarla olmaktadir (Henderson,1963).

Eseyli tireme sadece mantarda gerceklesmektedir.

Insanlar ¢ok eski donemlerden bu yana likenleri besin, boya kaynag, ilag, siis esyasi
gibi pek c¢ok ama¢ i¢in kullanmislardir. Kithik donemlerinde una karistirilip
yenmelerinin yaninda likenler, baharatlara karistirilarak yada asitleri 6zel islemlerle
uzaklagtirilarak besin olarak tliketilmislerdir (Galun, 1988). Boya kaynagi olarak
kullanimlar1 glinlimiizde geleneksel bir ydntem olarak nitelendirilmekle birlikte,
parfiimeride fiksatif olarak kullanimlart halen ¢ok yaygindir (Galun, 1988, Dobson,
2000).



1.2. Liken Metabolitleri ve Biyolojik Aktiviteleri

Likenler, hava kirliliginin  belirlenmesinde  biyolojik  indikatorler  olarak
kullanilmalarinin yanm1 sira c¢esitli hastaliklar1 tedavi edici Ozellikleri ile de uzun
zamandan beri dikkatleri tizerine ¢ekmislerdir (Tamer, 1991). Likenlerin tedavi edici
etkilerinin sentezledikleri ¢esitli asidik karakterli liken metabolitlerinden kaynaklandig:

distiniilmektedir (Vartia, 1973).

Fungus ve alglerin simbiyotik birlikteliginin {iriinii olan likenler, ‘liken maddeleri’ ad1
verilen ve pek ¢ogu likenlere 6zgii olan gesitli metabolitler sentezlemektedirler (Huneck,
1999). Huneck (1999) ile Huneck ve Yoshimura (1996)’m bildirdiklerine gore,
giinimiizde yapis1 bilinen liken metabolitlerinin sayist 800’e¢ ulagmistir. Liken
metabolitlerinin aminoasit tiirevleri, seker alkolleri, alifatik asitler, y, 6- ve makrosiklik
laktonlar, monosiklik aromatik yapili bilesikler, kinonlar, kromonlar, ksantonlar,
dibenzofuranlar, depsidler, depsidonlar, depsonlar, terpenoidler, steroidler ve
karotenoidler gibi degisik bilesik sinifina dahil olduklart rapor edilmistir (Huneck ve
Yoshimura, 1996; Huneck, 2001; Oran, 2006).

Alglerin ve mantarlarin ayr1 ayr1 yasamalarinin miimkiin olmadig1 ortamlarda bir araya
gelerek likenin mantari tarafindan sentezlenen sekonder metabolitler sayesinde yasarlar.
Bu metabolitler “liken bilesikleri” olarak da bilinirler. Bu sayede bu iki farkli organizma
yan yana gelerek kendilerine hi¢ benzemeyen ve diger canlilar i¢in yasanmasi imkansiz

cevre sartlarinda bile gelisebilen bir birlik meydana getirirler (Dobson, 2000).

Liken maddeleri ¢ogu kez kristal yapida olup, liken yapisinda énemli 6l¢iide sabit ve
kalicidirlar. Likenlerde likenin mantar kismi bu metabolitlerin bazilarmi biiyiik
miktarlarda, ¢cogunlukla toplam agirligin %5’ine kadar iiretebilirken tallustaki algden
ayr1 gelisen izole edilmis mantarlar bu maddeleri az miktarda iretebilmektedir
(Culberson, 1969; Brodo, 2001; Hauck, 2008). Oran (2006)’ in bildirdigine gore, liken
maddeleri tallus ve fruktifikasyon yapilarinda homojen olarak dagilmazlar. Tallus
korteksinde bulunan usnik asit, atranorin ile ksantonlar ve pulvinik asit tiirevleri gibi
pigmentler hem liken tallusunda bulunan 15182 duyarli algleri yogun 1siktan korurlar
hem de hos olmayan tatlar ile tallusun omurgasiz hayvanlar tarafindan yenilmesine

engel olurlar. Depsidler, depsidonlar ve yag asitleri ise ¢ogunlukla medulla i¢inde yer



alan metabolitlerdir (Brodo Sharnoff ve Sharnoff, 2001). Liken maddeleri metabolik
orijinlerine gbére primer metabolitler (intraseliiler) ve sekonder metabolitler
(ekstraseliiler) olmak iizere iki ana gruba ayrilir. Hiicre duvar1 ve protoplastlarda
sinirlanan, proteinler, aminoasitler, polioller, karotenoidler, polisakkaritler ve vitaminler
gibi likenlerde yaygin olarak bulunan primer metabolitler cogunlukla suda ¢6ziinebilir
ve sicak su ile ekstre edilebilirler. Bu iirlinlerin bazilar1 mantar, bazilar1 da alg
tarafindan sentezlenir. Liken tallusu yapisinda iki farkli organizma yer aldigindan bu
birlikteligin olusturdugu metabolitlerin yerini tayin etmek olduk¢a zordur. Likenler
tarafindan sentezlenen primer metabolitlerin pek ¢ogu serbest yasayan mantarlar, algler
ve yiksek yapili bitkiler tarafindan da sentezlenebilmektedir (Nash, 1996). Likenlerde
bulunan organik bilesiklerin biiylik bir bolimii, mantar hiicresi iginde veya hiflerin
yiizeyinde depolanan sekonder metabolitlerdir. Bu bilesikler genelde suda ¢oziinmez
sadece organik coziiciilerle ekstre edilirler (Nash, 1996). Alg tarafindan salinan ve
mantara verilen karbonhidratin tipi fotobiyont tarafindan belirlenir. Eger liken tallusu
mavi-yesil alg igeriyorsa, mantara transfer edilen karbonhidrat glukozdur. Yesil alg
iceren likenlerde ise bu karbonhidratlar ribitol, eritritol ya da sorbitol gibi seker
alkolleridir. Likenlere 6zgii polisakkaritlerin basinda “Likenin” ve “izolikenin” gelir.

Bunlar mantar hiflerinin hiicre ¢eperi yapiminda kullanilir (Zeybek ve John, 1992).

Uzun zamandir hastaliklarin tedavisinde kullanilan likenlerin iyilestirici 6zelliklerinin
yapilarinda bulunan asidik, ¢ogu fenolik karakterli depsit ve depsidon tiirevi liken
metabolitlerinden kaynaklandigi distniilmektedir (Vartia, 1973). Asidik karakterli
olmalarindan dolayr bu metebolitlere “Liken asitleri” de denmektedir. Likenlerin
tanisinda 6nemli olan bu asitlerin yani sira likenlerin 6nemli boyar maddeleri ihtiva
etmeleri ve gii¢lii antimikrobiyal 6zellikleri de likenlerin 6nemini artirmaktadir (Giliner
ve ark., 1992). Liken metabolitlerinin degisik mikroorganizmalar, mayalar ve algler
tizerine antibiyotik etki gosterdigi uzun yillardan beri bilinmektedir (Burkholder ve ark.,
1944). Denenen liken 6rneklerinin %50’sinden fazlasinin antibiyotik etki gdsterdigi, en
etkili maddelerin ise usnik asit, pulvunik asit tlirevleri (6rnegin; vulpinik asit) ve alifatik
asitler oldugu ve bu maddelerin de 6zellikle Gram-pozitif bakterilere ve baz1 funguslara
kars1 antimikrobiyal aktivite gosterdigi bildirilmistir (Vartia, 1973). Bunlara ilaveten
likenlerin herbisit (Lawrey, 1984, 1986), antitiimor (Takai ve ark., 1979) ve antioksidan

(Thadhani, 2011) aktivite gdstermeleri de diger onemli 6zelliklerdendir. Ulkemizde



liken florasina yonelik calismalarin sayis1 giin gectikge artmasina karsilik, likenlerin

kimyasi1 veya mikrobiyolojisi ile ilgili caligmalar az sayidadir.

Oran (2006)’1n bildirdigine gore, liken kimyasi ile ilgili ¢alismalar 1831 yillarinda
Bebert tarafindan vulpinik asitin izolasyonu ile baslamistir. Daha sonra Alms (1832)
pikrolikenik asit’i, Knopp (1844) ise usnik asit’i izole etmistir. Vulpinik asit ve
lekanorik asit (Hesse, 1900) kimyasal yapilari agiklanan ilk liken metabolitleridir. Daha
sonra bu maddeler laboratuarlarda sentezlenmislerdir (Huneck ve Yoshimura, 1996).
Yapisi bilinen liken maddelerinin sayist yaklasik 800 civarindadir. Liken maddelerinin
belirlenmesi, izolasyonu ve kimyasal yapilarinin aydmlatilmas: i¢in kullanilan
kromatografik, spektroskopik yontemler ve teknikler; mikrokristallendirme, ince tabaka
kromatografisi (ITK), yiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC), gaz
kromatografisi (GC), UV Spektroskopisi, IR Spektroskopisi, NMR Spektroskopisi,
Kiitle Spektrometresi (MS), Optik Rotasyon (ORD), X-Isin1 Analizleri, Lazer
Mikrouglu Kiitle Spektrometresi (LAMMA) ve tlirevlendirmelerdir (Huneck ve
Yoshimura, 1996; Huneck, 1999).

Likenler iizerine yaygin olarak yapilan c¢aligmalar siiphesiz total ekstre ve bu
ekstrelerden saflastirilan maddelerin antimikrobiyal aktiviteleri iizerinedir. Bu konuda
literatiirde yapilmis bir¢ok calisma mevcuttur (Diilger ve ark., 1988; Cosar ve ark.,
1988; Tamer ve ark., 1991; Oztiirk ve Giiveng, 1995; Il¢im ve ark., 1998; Aslan ve ark.,
1999). Tirk ve ark., (2003) yaymladiklar: bir raporda Cetraria aculeata’ in ekstresi ve
ekstreden elde edilen protolikesterinik asitin antimikrobiyal aktivitesini belirlemislerdir.
Tay ve ark., (2004) ise Ramalina farinacea liken tiirtiniin ham ekstresinin ve ekstreden
izole ettikleri (+)-usnik, norstiktik ve protosetrarik asitin gii¢lii antimikrobiyal
aktivitesini rapor etmislerdir. Benzer sekilde Cladonia foliacea tiiriinden (-)-usnik asit,
atranorin, fumarprotosetrarik asitin ve Pseudevernia furfuracea tiiriinden elde edilen
fisodik asit, kloroatranorin, atranorin, olivetorik asitin antimikrobiyal aktiviteleri iki ayr1
bilimsel calismada rapor edilmistir (Yilmaz ve ark., 2004, 2005; Tiirk ve ark., 2006).
Diger taraftan, Candan ve ark. (2007) Parmelia sulcat' nin total ekstresi ve ekstreden
elde edilen salazinik asitin antimikrobiyal aktivitesini bildirmislerdir. Bunlara ilave
olarak, Zeybek ve John (1992) likenlerin kimyasal bilesimi ve tibbi kullanimlariyla

ilgili bir derleme yayinlamislardir.



Likenlerin diger biyolojik aktivitelerini de konu alan yayinlar vardir. Cetin ve ark.
(2008) Cladonia foliaceae'dan elde edilen (-)-usnik asit ile (+)-usnik asitin sivrisinek
larvalar lizerindeki insektisit etkisini yaymlamislardir. Son zamanlarda ise Yildirim ve
ark. (2012), yaptiklar1 ¢alismalarda Usnea longissima liken tiirliniin insektisit etkisi

tizerine ¢alismalar1 da mevcuttur.
1.3. Usnea longissima L.

Usnea longissima Ach. tallusu asili durur, olduk¢a uzundur. Agaglar iizerinde bulunur
(epifit). Genellikle golge ve nemli bolgeleri seven hava kirliligine kars1 en duyarli liken
tirlerinden biridir. Bu liken tlriinlin varligt temiz havaya, yoklugu veya
populasyonunun azlig1 ise hava kalitesinin diisiik olduguna isaret etmektedir. Konifer
yagmur ormanlar1 gibi bolca bulundugu bdlgelerde geleneksel olarak cocuk bezi
imalatinda kullanilmistir. Ayrica kadinlara yonelik saglik iriinlerinin yapiminda ve
cesitli ilaglarin terkibinde de yer almistir. Cin ve Hindistan’da ekspektoran, Avrupa’da

ise saglart giiclendirmek i¢in kullanilmistir (Brodo, 1999).

Resim 1.1. Usnea longissima liken tiiriiniin talluslar



Hindistan’da yerliler tarafindan bazen astim olusturduklart diigiiniilen yastik ve
minderlerin doldurulmasinda kullanilan maddelere alternatif olarak kullanilmistir (Brij
ve Upreti, 1995). Ayrica bu liken tiiriiniin Ingiliz Kolombiyasi’n da, Queen Charlotte
Adalar yerlileri tarafindan sicak katranin ilag olarak kullanilmadan once katrandaki
bazi safsizliklarinin giderilmesinde ve mevsimlik kamplarda, hijyenik yatak amaciyla
kullanildig1 da bildirilmistir (Turner, 1979). Vancouver Adasi’nin bat1 kiyisinda
Nitinanht yerlileri tararindan absorban 6zelligi dolayisiyla bebek bezi, kadinlar i¢in
saglik {triinleri (hijyenik ped) yapiminda ve som baliginin temizlenmesinde
kullanilirken, Hindistan’da ise kemik kiriklarinin tedavisinde kullanildigi rapor
edilmistir (Turner ve Thomas, 1983; Brij, 1995). U. longissima Ach. liken tiiriiniin halk
arasinda balgam sokiicii, terlemeyi, bas donmesini ve agriyr azaltmak amaciyla
kullanilmasimin yani sira iiriner sistem rahatsizliginin tedavisinde de kullanildig:
bildirilmistir (Hu ve Kong, 1980). U. longissima liken tiiriiniin solunum yolu
rahatsizliklar1 ve iilser tedavisinde kullanildig1 konusunda da bazi kayitlara rastlanmigtir
(Chopra, 1958). Bu liken tiiriiniin, bu liken tiiriinden izole edilen usnik asidin ve
difraktaik asidin si¢anlarda antililser ve antioksidan etkilere sahip oldugu bilimsel
olarak da ortaya konmustur (Halici ve ark., 2005; Bayir ve ark., 2006; Odabasoglu ve
ark., 2006).

U. longissima liken tiiriinden izole edilen bazi bilesikler; usnik asit, barbatik asit,
difraktaik asit, evernik asit, orsinol, squamatic asit, atronorin, salazinik asit, fizot asit,
fizodal asit, fumarprotocetrarik asit, ramalinolic asit ve bazi serbest yag asitleri olarak
siralanabilir (Huneck, 1980,1981,1991,1994b,1996b; Sundholm ve Huneck, 1981; Elix,
1996) (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1. Usnea longissima liken tiiriinde belirlenen bazi metabolitlerin kimyasal yapist

Ikinci Diinya Savast ‘ndan sonra ilkel funguslardan elde edilen antibiyotiklerin kithigs,
likenler {izerinde benzer arastirmalarin yapilmasma yol agmistir. Likenlerde bulunan
antimikrobiyal etki, yapilarinda bulunan liken asitlerinden ileri gelmektedir. Farkli liken
tirlerinden izole edilmis olan protolikesterinik asit, pulvinik asit tiirevleri, depsid
grubundan evernik, olivetorik asit, tridepsid grubundan giroforik asit, depsidon
grubundan fisodik, lobarik, fumarprotosetrarik asitlerin ve bir dibenzofuran tiirevi olan
usnik asitin  degisik mikroorganizmalara karsi giicli antimikrobiyal etkileri
belirlenmistir (Vartia, 1950). Ozellikle Usnea cinsinde bol miktarda bulunan usnik
asidin antibiyotik 6zelligi ticari anlamda karli olmasi i¢in yeterlidir ve Avrupa’da
yiizeysel enfeksiyonlarin tedavisinde, tek basina veya diger antibiyotiklerle birlikte, hala

kullanilmaktadir (Baytop, 1999).
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Nanoteknoloji ¢ag1 olarak nitelendirilen 21. yiizyilda, liken sekonder metabolitleri de
ilgi gormektedir. Bu calismalarin birinde Shahi ve Patra, Usnea longissima’ nin
mikobiyontunu kiiltiir ortaminda yetistirmisler, usnik asit nanopartikiilleri iiretmesini
saglamislar ve elde edilen nanopartikiillerin insan mantar hastaliklarina karsi antifungal

etki gosterdigini ortaya koymuslardir (Shahi, 2003).

1.4. Usnik Asit

Sekil 1.2. Usnik asitin molekiil yapisi

Usnik asit ilk kez 1844 yilinda Alman bilim adami Knopp tarafindan izole edilmis bir
liken sekonder metabolitidir. Dibenzofuran tiirevi olup, IUPAC ismi 2,6-diasetil-7,9-
dihidroksi-8,9b-dimetil-1,3( 'H,9bH)dibenzofurandion (C1gH:1607)’dur. Usnik asit Usnea,
Alectoria, Cladonia, Ramalina, Lecanora, Parmelia, Rhizoplaca ve Evernia cinsine ait
liken tiirlerinde nispeten fazla miktarda sentezlendigi rapor edilmesine karsin, hemen
hemen her liken tiiriinde bu maddeye az veya ¢ok oranda rastlanmistir. Ozellikle Usnea
ve Alectoria tiirleri usnik asit¢e olduk¢a zengindir ve agirliklarinin yaklasik %6’s1 kadar
usnik asit sentezlerler. Usnea longissima usnik asit bakimindan oldukg¢a zengin bir liken
tiriidiir. Oda sicakliginda kati, sar1 renkli ve aci tath kortikal bir pigmenttir. Usnik asit
molekiil yapisinda bir kiral merkez icerdigi i¢in dogada D- veya L- formlarinda ya da
rasemik karigim olarak bulunur. Sodyum usniyat tuzu seklinde A.B.D. ve diger bazi
iilkelerde zayiflama preparatlarinin igine eklenmektedir (Ingolfsdottir, 2002). Usnik
asitin likenleri glines 151gmin  olumsuz etkilerine karg1 likenleri korudugu
diistiniilmektedir. Bu 6zelliginden dolay1 kozmetikte glines kremlerinde UV 1sinlarindan

korunmak amagli olarak kullanilmaktadir (http://en.wikipedia.org/wiki/Usnic_acid). Act

tadindan dolay1 liken tiirlerinin otoburlara kars1t kendilerini korumak i¢in usnik asiti

sentezledikleri de diisiiniilmektedir (Knopp, 1844).
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Usnik asit igeren birgok medikal veya kozmetik amacli iiriin kullanilmaktadir ve krem,
deodorant, dis macunu, agiz suyu ve gilines koruyucularmin iginde usnik asit
bulunmaktadir. Usnik asit Asya, Afrika ve Avrupa’da degisik amaglarla kullanilmistir.
Agn kesici, ates diigiirlicli, yara iyilestirici ve ekspektoran olarak kullanildigi
belirtilmektedir (Shibata, 1948; Scirpa, 1999). Bu maddenin ayni zamanda
antitiiberkiiloz, antibakteriyel, antiprotazoal, antimikotik, antiviral, antiproliferatif,
antienflamatuvar, analjezik ve antipiretik etkinliklerini incelemek i¢in yapilan
caligmalar mevcuttur (Odabasoglu, 2006). Usnik asidin etki mekanizmasi tam olarak
bilinmemekle birlikte, sican karaciger mitokondrilerinde yapilan bir ¢alismada 1 uM
konsantrasyonda oksidatif fosforilasyonda kenetsizleyici ajan olarak davrandigi
bulunmustur. Usnik asidin adenozin trifosfat (ATP) sentezini inhibe ettigi ve Mg2+-
ATPaz aktivitesini artirdigi belirtilmistir. Bu nedenle laktik asidoza dek giden bir tablo
olusturabilir. Ayrica antienflamatuvar, analjezik ve antipiretik etkinliklerini
prostaglandin sentezini inhibe ederek gosterdigi bildirilmistir. Usnik asidin insanlardaki
toksisitesiyle ilgili yeteri kadar veri bulunmamaktadir. Bugiine dek dermotolojide
kullanimiyla iliskili olarak rapor edilen etkiler lokal irritasyon, alerjik temas dermatiti

ve konjunktivittir.

Likenler diistik besleyici degerleri ve istah azaltici etkileri nedeniyle herbivor hayvanlar
tarafindan tiiketilmemektedirler. Emmerich ve ark.’nin (1993) yaptig1 bir ¢alismada
usnik asidin Spodoptera littoralis larvalarinda biiyiime geriligine ve ciddi mortaliteye
neden oldugu belirtilmistir. Diger hayvanlar lizerinde yapilan ¢aligmalar ise usnik asidin
yiiksek dozlarda toksik olabilecegini gostermistir. Parmelia molliuscula likenini tiiketen
sigir ve koyunlarda goriilen ve ekstremite paralizisi ile sonuglanan ataksinin nedeninin
usnik asit oldugu belirtilmistir. Correche ve ark.’nin (1998) yaptig1 bir ¢alismada ise
usnik asidin in vitro mikrobik aktiviteyi azalttigi, sitotoksisiteye neden oldugu ve dalak
lenfosit biiyiimesini tamamen inhibe ettigi gdsterilmistir. In vitro arastirmalarda usnik
asidin 10kotrien sentezini inhibe ettigi ve serbest radikal olusturdugu bildirilmistir
(Kumar ve Miiler, 1999). Usnik asidin enantiomeri belirtilmemekle birlikte Ames

testinde mutajenik olmadig1 belirtilmistir.

Biyolojik aktivite acisindan en yaygin bir sekilde calisilan liken metaboliti siiphesiz

usnik asit olup analjezik, antibakteriyel, antiprotozoal, anti-inflamatuar, antiiilser,
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hepatotoksik ve antiproliferatif 6zelliklerinin oldugu belirlenmistir (Okuyama ve ark.,
1995; Yamamoto ve ark., 1995; Kumar ve Muller, 1999a,b; Ingolfsdottir, 2002;
Pramyothin ve ark., 2004; Odabasoglu ve ark., 2006; Hanug ve ark., 2008; Giray, 2009;
Honda ve ark., 2010). Usnik asidin ayrica meme kanseri, genital organ kanseri ve
akciger kanseri inhibitorleri oldugu da rapor edilmistir (Mayer ve ark., 2005; Burlando
ve ark., 2009; O’Neill ve ark., 2010). Ozellikle Usnea cinsinde bol miktarda bulunan
usnik asidin antibiyotik 6zelligi ticari anlamda karli olmas1 igin yeterlidir ve Avrupa’da
yiizeysel enfeksiyonlarin tedavisinde, tek basina veya diger antibiyotiklerle birlikte, hala
kullanilmaktadir (Baytop, 1999). Ancak bir¢cok insanda usnik asit alerjisi vardir ve bu
maddenin  kullanim1  uzun yillardir  sorgulanmaktadir. Yapilmis en etkili
antibiyotiklerden biri “usno” ismiyle bilinir. Finlandiyali bilim adamlar1 tarafindan
gelistirilmis bir usnik asit tiirevidir. Usnik asit kendi basina dahi son derece etkili bir
antibiyotiktir ancak suda ¢6ziinmez veya ¢ok az ¢Oziinlir. Bu sebeple ticari kullanimi
sinirhdir. Bu smirliligt asmak isteyen Fin bilim insanlari usnik aside benzildimetil-{2-[-
(p-1,1,3,3-tetrametilbiitilfenoksi)-etoksi]-etil}-amonyum kloriir grubu eklemislerdir.
Usno molekiiler formiiliiniin ihtisamina yakisan etkiye sahiptir. Tirotrisin ve bakitrasin
molekiillerinden daha etkilidir. Hatta tetrasiklin antibiyotiklerin etkisiz kaldig1 bir
vakada pozitif sonuglar vermistir. Ekstrem bir vakada da antiserum ve geleneksel
antibiyotiklerin ise yaramadig1 bir tetanos enfeksiyonunu tedavi etmistir. Etken maddesi
usno olan cesitli ilaglar impetigo, ektima, dermatit, enfeksiyonlu ekzema, dermatomikoz
ve monializ hastaliklarinin yan1 sira sigirlarda  goriilen mastitin  tedavisi  igin
pazarlanmistir. 1967—1972 yillar1 arasinda yilda 24 kg usno tiretilmis ve ortalama yillik
5 kg ihrag edilmistir. Nihayetinde artan iscilik maliyetleri ve azalan liken miktari
sebebiyle iretim durdurulmustur. Rusya’da usnik asidin sodyum tuzu belirli
hastaliklarin tedavisi i¢in hala regetelere yazilmaktadir. Bu hastaliklar arasinda bir
protozoan olan Trichomonas tarafindan meydana getirilen uterin serviks enfeksiyonu da

vardir.
1.5. Schiff Bazlar:
1.5.1. Schiff Bazlarinin Yapisi ve Genel Ozellikleri

Ik kez 1864’te Schiff tarafindan bir primer amin ve bir aktif karbonil grubunun

kondenzasyonundan elde edilen ve azometin grubu igeren bilesiklere “Schiff
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Bazlar1”denir (Orgel, 1960). i¢inde azometin grubu bulunan bu tiir bilesiklerin ligand
olarak kullanilmas1 ilk defa 1831 yilinda Pfeiffer ve arkadaslari tarafindan
gergeklestirilmistir. Yine ayni grup cesitli Schiff bazi yapisinda ligandlar ve ligandlarin
bakir komplekslerini de sentezlemeyi basarmislardir. Schiff bazlar1 iyi bir azot donor
ligand1 (-C=N-) olarak da bilinmektedir. Bu ligantlar koordinasyon bilesiginin olusumu
sirasinda metal iyonuna bir veya daha ¢ok elektron ¢ifti vermektedir. Schiff bazlarinin
oldukca kararli 4, 5 veya 6 halkali kompleksler olusturabilmesi i¢in, azometin grubuna
miimkiin oldugu kadar yakin ve yer degistirebilir hidrojen atomuna sahip ikinci bir
fonksiyonel grubun bulunmasi gereklidir. Bu grup tercihen hidroksil grubudur (Patai,
1970; Koksal, 1996).

Schiff bazi olusum tepkimesi karbonil bilesiklerinin kondenzasyon (niikleofil katilma-

ayrilma) tepkimesidir.

Ry .
>_/
>:o + R—NH, ——> N + HO
RZ

Ry

Ry

Sekil 1.3. Schiff baz1 olusum tepkimesi

Koordinayon bilesiklerinin sentezinde ligand olarak kullanilan Schiff bazlar1 konusuyla
bircok bilim adamu ilgilenmis ve c¢esitli kompleksler elde etmislerdir. Schiff bazlarinin
yapilarinda bulunan gruplardan dolay:1 bunlardan elde edilen metal kompleksleri renkli
maddeler oldugundan boya endiistrisinde 6zellikle tekstil boyaciliginda pigment olarak
kullanilmaktadir (Serin, 1980). Schiff bazi komplekslerinin antikanser aktivitesi
gostermesi Ozelliginden dolay: tip diinyasindaki 6nemi giderek artmaktadir ve kanserle
miicadelede reaktif olarak kullanilmasi arastirilmaktadir (Scovill ve ark., 1982; West ve
Panel, 1989).

1.5.2. Schiff Bazlarimin Biyolojik Aktiviteleri

Schiff bazlarinin en ilgi ¢ekici biyolojik aktivitelerinden biri aminoasit biyosentezinde
oynadiklari roldiir. a-Amino asitlerin (RCH(NH2)COOH) biyosentezinde onemli ara
bilesiklerdir. oa-Amino asitler, organizmada proteinlerin sentezinde kullanilir.

Yiyeceklerin yeterli miktarda amino asit icermemesi halinde organizma ihtiyag fazlasi
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bir amino asidi transaminasyon tepkimesiyle gereksinim duydugu amino aside
dondistiirlir. Bu islemde ihtiyag fazlasi amino asidin amino grubu bir keto-aside tasinir.
Organizma i¢in ¢ok onemli olan bu transaminasyon tepkimesinin bir dizi Schiff baz ara

irlinii lizerinden yiiridiigl distiniiliir.

COOH
HOOC | Transaminaz TOOH HOOC
enzimi
c—0 + H)N—/CH —> H,N—CH + c=—o0
R R
! R2 R» 2

Sekil 1.4. Transaminasyon tepkimesi

Organizmada bulunan baslica elementler C, H, O ve N’ tur. Bu elementlerin yani sira
bircok metal atomu da organizmada gorev yapmaktadir. Bu metal atomlar1 viicutta
bulunan ve ligand 6zelligi gdsteren gesitli biyolojik olarak aktif metallerle kompleksler
olustururlar. Ornegin fizyolojik rolleri ve yapilari ilk incelenen proteinlerden birisi olan
miyoglobin, kandaki oksijen basincinin diistiigii durumlarda depoladigi oksijeni serbest
birakarak gerekli ihtiyaci karsilar. Dolayisiyla biiyilk hayati 6nem arz etmektedir.
Miyoglobinin yapist incelendiginde, depoladigi oksijen molekiillerinin merkezdeki
demir atomuna koordine oldugu goriilmektedir. Bu yiizden ¢ogu biyokimyasal
reaksiyonun agiklanmasinda ve aydinlatilmasinda N, S, O dondr atomu igeren
ligandlarin gegis elementleri ile verdigi kompleksler model olarak secilmekte ve
incelenmektedir. Biyolojik aktivitenin ligandin yapisinin yani sira metal donor atom bag
uzunluklari, bag acilar1 ve metal kompleksinin kararliligr ile iligkili oldugu da
bilinmektedir. Amino asitlerden elde edilen pek ¢ok Schiff bazinin bazi metal
komplekslerinin antitimér ve antibakteriyel aktivite gosterdigi ayrica bildirilmistir
(Celebier, 2004).

1.5.3. Schiff Bazlarimin Kullanim Alanlar

Schiff bazlar1 biyolojik aktivitelerinden dolayr kimyanin ¢esitli alanlar1 ve biyokimya
acisindan Onemlidir. Ayrica, fotokromizm (1s1ma ile etkilesince renk degistirme)
Ozelligine sahip olmalar1 radyasyon siddetini kontrol etme ve 6lgme, goriintii sistemleri
ve optik bilgisayarlar gibi degisik alanlarda kullanilmalarma yol agmistir. Genelde

renksiz katilar olmalarina ragmen bazilar renklidir. Bu 6zelliklerinden yararlanilarak
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boya endiistrisinde kullanilabilirler (fenilen mavisi ve naftol mavisi gibi). Ayrica
parfiim ve ila¢ endiistrisinde de olduk¢a yaygin kullanima sahiplerdir. Bu bilesiklerin
sentetik oksijen tasiyici, enzimatik reaksiyonlarda ara iirlin olusturucu gibi 6zelliklerinin
yaninda bazi metal iyonlarina karsi secici ve spesifik reaksiyon vererek
spektrofotometrik reaktif olarak analitik kimyada kullanimlar1 da 6nem tasimaktadir.
Bunun diginda elektronik gosteri sistemleri i¢cinde siv1 kristal olarak, kauguk hizlandirict
ve kimyasal araci olarak da kullanilabilirler. Schiff bazlari ayrica gungisid (mantar
Oldiirticii) ve insektisit (bocek oldiiriicii) ilaglarin bilesimine de katilmaktadirlar. Schiff
bazlar1 bircok onemli bilesigin (arendiazonyum nitratlari, Narilarenkarboksiamidler,
aminler ve siyanoaminler, 3-lactamlar, vb.) hazirlanmasinda ara {irtindiir. Schiff bazlar
hem Kkatalitik hidrojenasyon hem de kimyasal reaktiflerle istenilen aminlere

indirgenebilirler. Boylece daha komplike aminler elde edilebilir.

Salisilaldehidin etilendiamin ve propilendiamin gibi alkilen diaminlerle kondensasyonu
sonucu meydana gelen Schiff bazlar1 gazolin i¢inde metal deaktivatorii olarak kullanilir.
Polisiloksan ~ve  PVC’nin  stabilizasyonu i¢in  disalisilidenpropilendiamin
kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda bu Schiff bazinin nikel selatinin termoplastik recineler

i¢in 151k stabilizatorii olarak kullanilmasinin uygun oldugu bildirilmistir.
1.5.4. Schiff Bazlarimin Sentezi

Karbonil bilesikleri ile primer aminlerin kondenzasyonundan olusan N-alkil veya aril
stibstitiie imin yapisindaki schiff bazlarinin kondenzasyon dengesi sulu veya kismen
sulu c¢ozeltilerde biiyiikk Olglide hidrolize kaymaya yatkindir. Kondenzasyonlar
genellikle suyun azeotrop teskili ile destilasyon yoluyla ortamdan uzaklastirilabildigi
coziiciilerde yapilir. a-Pozisyonunda bir siibstitiient tasimayan aldehitler cogu zaman
aminlerle basarili kondenzasyon yapamazlar. Ciinkii baslangicta olusan iminler daha
sonra dimerik veya polimerik kondenzasyona kadar giderler. Tersiyer alkil gruplarina
sahip aminlerle alifatik aldehitler basarili kondenzasyona ugrarlar. a-Pozisyonunda
dallanmis bulunan alifatik aldehitler aminlerle 1yi bir verimle kondense olurlar. Tersiyer
alifatik aldehitler oda sicakliginda hemen hemen eser miktarda imin verirler. Aromatik
aldehitler diisiik sicakliklarda ve uygun bir ¢oziicii ortaminda aminlerle reaksiyona
girerler ve reaksiyonda olusan suyun ¢ogu kez uzaklastirilmasi gerekmeksizin bile ¢cok

kolay kondenzasyon vyapabilirler. Aromatik aldehitlerin aromatik aminlerle
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kondensasyonunda aldehitte para konumunda elektron c¢ekici bir siibstitiientin
bulunmasinin reaksiyon hizini artirdigi gortiliirken, bu grubun aromatik aminlerin para

pozisyonunda bulunmasi halinde ise reaksiyon hizinin azaldig1 goriilmiistiir.

Aldehitler ¢ok kolay bir sekilde primer aminlerle reaksiyon verip Schiff bazlarim
olustururken, bu iglem ketonlarda o kadar kolay degildir ve ¢ok sayida faktdre baglhdir.
Schiff baz1 elde etmek i¢in katalizor se¢imi, uygun pH araligi, reaksiyonda olusacak su
ile azeotrop karisim olusturulacak bir ¢oziiciiniin se¢ilmesi ve uygun reaksiyon sicakligi
gibi birgok faktdriin goz Oniine almmasi gerekmektedir. Imin vermek konusunda
ketonlarin aldehitlerden daha az reaktif oluslari, ketonlardaki sterik engelin daha fazla

olusuyla agiklanir.

Schiff bazlarinin elde edilmesinde reaksiyon sartlarinin oldugu kadar, kullanilan reaktif
oranlarmin da onemi vardir. Ornegin o-nitroanilin, asir1 benzaldehit ile tepkimeye
girdiginde N-benziliden-o-nitroanilin Schiff bazi olusur. Oysa ayni reaksiyon o-
nitroanilinin asirisi ile yapilirsa Schiff baz1 degil, baska bir nitro bilesigi meydana gelir.
Gigclii elektron c¢ekici olan nitro grubu karbon-azot ¢ift bagindaki karbon atomunu
elektron bakimindan zayiflatir. Bagka bir amin molekiilii (asiris1) bu baga kolaylikla

saldirir.
1.6. Metal Kompleks Olusumu

Metal komplekslerinin sentezinde ii¢ yontem kullanilabilir. Bunlar metal tuzu ile Schiff
bazinin dogrudan etkilesmesi aldehit, amin ve metal tuzunun template olarak
kondensasyonu aldehito komplekslerinin aminlerle kondenzasyonudur (Krygowski,
1997; Fernandez, 2001). Alkoldeki ¢oziiniirliiklerinden ve ortamda zayif asit tuzu
olusturduklarindan dolayr metal asetatlar en uygun reaktantlardir. Metal nitriir ve
kloriirlerinin kullanimi, ligandin 6nce NaOH veya KOH ile etkilestirilmesinden sonra
miimkiin olmaktadir. Bilinen yontemler arasinda en etkili olan1 ligand1 sentezleme ve
izole etmekle baslar. Iki degerlikli metal iyonlari (Co*, Ni*3, Cu*?, Zn*? ve VO*?)
yaygin olarak kullanilir. Schiff bazlar1 uygun metal tuzlariyla metanol veya etanol
cozeltisi icinde tepkimeye sokulur. Genellikle ligandi deprotonlandirmak igin asetat

veya hidroksit tuzlar1 kullanilir (Hovey, 1959; McCarthy, 1955).

17



Bazi temel metaller vardir ki yasayan organizmalar, onlarsiz fonksiyonlarini
siirdiiremezler. Bu metaller arasinda ‘yasam metalleri’ de denilen Na, Mg, K ve Ca
dortliisii bir ‘ada’ olusturmaktadir. Gegis metalleri arasindan da V, Cr, Mn, Fe, Co, Ni,
Cu ve Zn eser miktarda bulunmakta ve canlilar sisteminde molekiiler seviyede hayati
rol oynamaktadirlar. Jorensen ve Werner ‘in ¢alismasindan sonra Schiff bazlarinin
metal kompleksleri, koordinasyon kimyasmin gelismesinde merkezi bir yer almistir

(Basolo, 1964).

Schiff bazlarinin metallerle olusturdugu kompleks bilesiklerinin ¢ogu boyarmadde
ozelligi gostermektedir. Ornegin, 2-piridin karbaldehit ve 2-hidroksi anilinden meydana
gelen (2-piridil metilen amino) fenoliin Ni** ve Cr*® ile olusturdugu kompleksler

boyarmadde 6zelligi gosteren bilesiklerdir.

Schiff bazlarinin sterik ve elektronik 6zelliklerinin ¢ok yonliiliigii, bu bilesiklerin metal
kompleks olusumlarinda uygun birer ligand olarak davranabilmelerini saglamaktadir.
Schiff bazi komplekslerinin antikanser aktivitesi gostermesi Ozelliginden dolay1 tip
diinyasindaki O6nemi giderek artmaktadir ve kanserle miicadelede reaktif olarak

kullanilmas: arastirilmaktadir (Scovill ve ark., 1982; West ve Panel, 1989).

Zishen ve arkadagslar1 (1990) 4- hidroksisalisilaldehit ve L-alaninden olusan schiff
bazinin Cu(Il), Zn(II), Ni(II) ve Co(II) komplekslerini sentezlemislerdir. Bu bilesiklerin
E. ascities Carcinoma viriisiine kars1 antikanser aktivitesinin olduk¢a yiiksek oldugu

fareler lizerinde yapilan deneylerle bildirilmistir.

Schiff bazi ligand1 ve bu ligandlarin kompleksleri ve biyolojik ve katalitik uygulamalari
tizerine de birgok arastirma yapilmistir (Mukherjee ve ark., 2006; Silva ve ark., 2006;
Li-Juan ve ark., 2009; Dolaz ve ark., 2010; Urus ve ark., 2010). Bu konuda Urus ve ark.
(2010) son yillarda yaptigi bir ¢aligmada, 4-((5-formil-2,4-dihidroksifenil) diazenil)
benzil fosfonik asit (FPABP) ligand1 sentezlenmis ve sentezlenen bu ligand, 3-
aminopropiltrietoksi silan (APTES) ile aktive edilen 60 mesh silika-jele baglanmustir.
Daha sonra silika-destekli bu ligandin, Cu(II), Co(II), Ni(Il) ve Mn(II) kompleksleri
sentezlenmistir. Sentezlenen kompleksler katalizor olarak kullanilmis ve siklohekzanin
mikrodalga gii¢ altinda segici oksidasyonu arastirilmis, en iyi oksidatif katalitik etkiyi
SiO,-FDPDABP-Cu(Il) kompleksi nin verdigi rapor edilmistir. Kati destekli bu
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kompleksin katalizorliiglinde ve mikrodalga giicii altinda; siklohekzan 9%99,79

dontistimle, %35,61 siklohekzanol ve %7,74 siklohekzanona oksitlenmistir.

Yapilan literatiir taramalarindan, Natic ve ark. (2004), usnik asit ile baz1 hidrazinleri
etkilestirerek acgilhidrazonlar1 ve bu agcilihidrazonlarin Pd(II) ve Cu(Il) komplekslerini
sentezlenmis, kimyasal yapilarmi IR, 'H- ve *C-NMR spektroskopik ydntemleri ile
karakterize etmislerdir. Komplekslerin monomerik, kare-diizlem yapida oldugu ve
metale ¢ disli olarak baglandigi bildirilmistir. Yine aynmi caligmada sentezlenen
komplekslerin in-vitro olarak Aspergillus niger, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa ve Bacillus subtilis mikroorganizmalarina karsi etkili oldugu rapor
edilmistir. Bunlara ilaveten ayni ¢alismada insan Cervix carcinoma HelLa hiicreleri
lizerine yapilmis sitotoksisite ¢aligmalarinda komplekslerin sitotoksik etki gdsterdigi

(ICsp degerleri 1.8-86.0 ‘uM arasinda) belirlenmistir.

Takani ve ark. (2002) usnik asitden asetil ve enamin tiirevlerini (9-O-asetilusnik asit
(MAUA), 7,9-di-O-asetilusnik asit (DAUA), D -enaminousnik asit (EUA), ve N-
substitue formlarmni sentezlemis ve bunlarin Cu(Il) ve Pd(II) komplekslerini elde
etmislerdir. Sentezlenen maddelerin kimyasal yapilar1 X-Ray difraksiyonu ile

karakterize edilmis ve Cu(Il) in usnik asite 4 koldan baglandig tespit edilmistir.

Literatiirde Schiff bazlar1 ve metal komplekslerinin sentezi ile ilgili bir¢ok arastirma
mevcuttur. Fakat yapilan literatiir taramasinda bir liken metaboliti olan usnik asitin
arilamino fenollerle Schiff bazlari, Schiff bazlar1 metal kompleksleri ile bu ligand ve
komplekslerin antimikrobiyal ve antimutajenik aktiviteleri {izerine herhangi bir
aragtirmaya rastlanmamistir. Bu calismada, Usnea longissima liken tiiriinden yeterli
miktarda izole edilen usnik asitin, 2-aminofenol, 3-aminofenol ve 4-aminofenol ile
Schiff bazlar1 tiirevlerinin ve bunlarin Cu(Il), Co(Il), Ni(Il) ve Mn(Il) metal
komplekslerinin sentezlenmesi hedeflenmistir. Sentezlenen tiim ligand ve metal
komplekslerinin kimyasal yapilari *H, *C-NMR, 1D ve 2D NMR, FT-IR, elementel
analiz, TGA gibi teknikler kullanilarak karakterize edilmesi amaglanmistir. Dogal bir
maddenin Schiff bazi tiirevleri ve bunlarin metal kompleksleri sentezinin ilk kez bu
calismada yapilacak olmast mevcut calismayr daha da orijinal kilmaktadir. Bunlara
ilave olarak, sentezlenen tiim ligandlarin ve metal komplekslerinin patojen bakterilere

ve mantarlara karst in vitro antimikrobiyal aktiviteleri Kahramanmaras Siit¢ii Imam
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Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimiinde, antimutajenik aktiviteleri ise
Atatiirk Universitesi, Fen Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimiinde test
edilmistir.Bu ¢aligmanin amaci 6zellikle organik, anorganik, analitik ve biyokimyada
bliylik 6nem sahip olan cesitli alanlarda kullanilan bu tiir ligand ve komplekslerin

yenilerini sentezlemek ve bunlarin 6zelliklerini incelemektir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Bu ¢alismada kullanilan kimyasal maddeler Merck, Tekkim ve Aldrich gibi firmalardan

temin edilmistir.

2.1.2. Kullamilan Cihazlar

Hassas Terazi

Magnetik Karistiricilar
Kompresor

Doner Buharlastiric1 (Evaporator)
Buzdolab1

Saf Su Cihazi

UV Lambas1 254 nm-366 nm
IR Spektrofotometresi

'H- ve **C-NMR Spektrometresi
Erime Noktas1 Tayini

TG/DTA

X-Ray

LC-MSMS

: Precisa, Series XB

: WiseTis,

: KNF lab Laborport

: He-i-Vap Advantage Heidolp

: Beko No Frost D29459 NME

: GFL-2001/4

: Model Mineralight

: Perkin Elmer Spectrum 100 FT-IR

: Bruker 400 MHz Spektrometre

: Thermo Scientific 9200

: Perkin Elmer TGA 4000

: Bruker Kappa APEXII CCD area-detector
diffractometer using MoKa radiation.

: Zivak Tandem Gold.

2.1.3. Kromatografik Calismalarda Kullamlan Adsorbanlar

Kromatografik yontemlerle yapilan fraksiyonlama, izolasyon ve saflastirma

calismalarinda kullandigimiz adsorbanlar sunlardir:

Kolon Kromatografisi i¢in; Silika jel (Kieselgel 60, 70-230 mesh, Merck).

Ince Tabaka Kromatografisi (ITK); Silika jel (Hazir plaka, Kieselgel 60 Fass, 0,2 mm,

Merck).

ITK da ayrilmis olan maddelere ait lekeler ayrica UV 54 Ve UV3g6 Nm de belirlendi.



2.2. Yontem

2.2.1. Liken Ornegi

Bu aragtirmada ¢alisma materyali olarak Usnea longissima Ach. isimli liken tiirii tercih
edildi. Liken ornekleri, 2009-2010 yillarinin Haziran-Eyliil aylarinda muhtelif zaman
araliklariyla Artvin, Erzurum, Trabzon ve Giresun illeri ve ¢evresinden Dr. Ali ASLAN
tarafindan toplandi1 ve tiir teshisi yapildi (Aslan, 2000; Aslan ve ark., 2002). Liken
tiiriiniin herbaryum &rnegi Atatiirk Universitesi, Kazim Karabekir Egitim Fakiiltesi

Herbaryumu’nda depolanmaktadir.
2.2.2. Liken Orneginin Ekstraksiyonu ve Usnik Asitin Izolasyonu

Ogiitiilmiis liken &rnegi (1500 g) calkalayicili bir su banyosunda bes giin siireyle geri
sogutucu altinda CH,Cl; ile ekstrakte edildi. (25-50 °C, 1000 ml x 6). Ekstreler siiziildii,
birlestirildi ve CH,Cl, doner buharlastiricida, disiik sicaklik ve basingta buharlastirildi
ve bu islemin 110,5 g ham ekstre (verim: %7,4) elde edildi. Ham ekstre iizerine dietil
eter lizerinden yikamak {izere lizerine 250 ml dietileter ilave edildi. Dietil eter ilavesi
sonucunda balonun dibinde usnik asite ait sar1 renkli kristaller oldugu gozlendi. Sivi
kisim dikkatli bir sekilde uzaklastirildi ve kat1 kisim birka¢ kez dietil eter {izerinden
yikandi. Kristallerin ITK da yapilan kontroliinde saf oldugu gézlendi. Bu islemin
sonucunda 43,6 g usnik asit elde edildi. Siiziintii kismin ITK ile yapilan kontroliinde
baz1 safsizliklarla beraber major olarak usnik asit icerdigi gozlendi. Siiziintiideki usnik
asiti saflastirmak iizere silika jel kolon kromatografisi yapildi ve bu islem sonunda 20,7

g daha usnik asit saflagtirildi (verim: %42,8).

2.2.3. Usnik Asitin Ligandlarmin ve Metal Komplekslerinin Sentezi

2.2.3.1. 2-Aminofenol ile Usnik Asitin Olusturdugu Ligand (L1) ve Metal
Komplekslerinin Sentezi

Usnik asit 10,08 g (29,52 mmol) 500 ml’ lik bir cam balon igerisinde 300 ml etil alkol
ile 75 °C sicaklikta geri sogutucuda ¢oziildi ve tizerine 100 ml etil alkolde ¢oziilmiis 2-
aminofenol (3,23 g, 29,52 mmol) yavas yavas ilave edildi. Tepkime karigimi 200 °C
sicaklikta 2 saat refliikks edildi. Refliiks islemi sonrasi acgik sar1 renkli berrak ¢ozelti 1

giin buz banyosunda bekletildi ve acik sar1 renkli iirlinlin kristallendigi gozlendi.
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Kristaller etil alkol-saf su karisimi (1:1) iizerinden birka¢ kez yikandi ve vakumda
kurutuldu (7,80 g verim: %61, E.N.: 259)

Sekil 2.1.Sentezlenen L1 ligand1

Bakiur(IT) Kompleksinin Sentezi (L1-Cu):

L1 ligand1 1,50 g (3,44 mmol) 250 ml’ lik bir cam balonda 90 ml etil alkol-CH,ClI,
karigimi (2:1) ile 100 °C sicaklikta ¢oziildii ve tizerine 30 ml etil alkolde ¢6ziilmiis olan
CuCl; ¢ozeltisi 0,46 g, (3,44 mmol) yavas yavas eklendi. Ekleme islemi sonrasi tepkime
karisimi 75 °C sicaklikta 6 saat geri sogutucu altinda karistirildi. Bu iglemin sonunda
koyu kahve renkli halinde olan ¢ozelti evaporator ile konsantre hale getirildi, saf su
karisimi tizerinden 3 kez yikandi ve vakumda kurutuldu (1,20 g, verim: %37,
E.N.:>250).

Kobalt(l1) Kompleksinin Sentezi (L1-Co):

L1 ligand1 1,50 g (3,44 mmol) 250 ml’ lik bir cam balonda 90 ml etil alkol-CH,ClI,
karisimi (2:1) ile 100 °C sicaklikta ¢oziildii ve tizerine 30 ml etil alkolde ¢oziilmiis olan
CoCl,.6H20 (0,81 g, 3,44 mmol) yavas yavas eklendi. Ekleme islemi sonrasi tepkime
karisimi 75 °C sicaklikta 6 saat geri sogutucu altinda karistirildi. Bu islemin sonunda
krem renkli halinde olan ¢ozelti evaporator ile konsantre hale getirildi, saf su karigimi

tizerinden 3 kez yikandi ve vakumda kurutuldu (1,15 g, verim: %35, E.N.:>250).

Mangan(I1) Kompleksinin Sentezi (L1-Mn):

L1 ligand1 1,50 g (3,44 mmol) 250 ml’ lik bir cam balonda 90 ml etil alkol-CHClI,
karigimi (2:1) ile 100 °C sicaklikta ¢6zildii ve tizerine 30 ml etil alkolde ¢6ziilmiis olan
Mn(OAc),.4H,0 (0,84 g, 3,44 mmol) yavas yavas eklendi. Ekleme islemi sonrasi
tepkime karisimi 75 °C sicaklikta 6 saat geri sogutucu altinda karistirildi. Bu islemin
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sonunda turuncu renkli berrak halinde olan ¢6zelti evaporatdrde konsantre hale getirildi,
saf su karigimi tlizerinden 3 kez yikandi ve vakumda kurutuldu (1,52 g, verim: %46,
E.N.:>250).

Nikel(11) Kompleksinin Sentezi (L1-Ni):

L1 ligand1 1,50 g (3,44 mmol) 250 ml’ lik bir cam balonda 90 ml etil alkol-CH,Cl,
karisimi (2:1) ile 100 °C sicaklikta ¢oziildii ve tizerine 30 ml etil alkolde ¢oziilmiis olan
NiCl,.6H20 (0,81 g, 3,44 mmol) yavas yavas eklendi. Ekleme islemi sonrasi tepkime
karisim1 75 °C sicaklikta 6 saat geri sogutucu altinda karistirildi. Bu islemin sonunda
acik yesil berrak renkli halinde olan ¢6zelti evaporatérde konsantre hale getirildi, saf su
karisimi tizerinden 3 kez yikandi ve vakumda kurutuldu (1,60 g, verim: %49,

E.N.:>250).

2.2.3.2. 3-Aminofenol ile Usnik Asitin Olusturdugu Ligand (L2) ve Metal

Komplekslerinin Sentezi

Usnik asit 10,12 g (29,37 mmol) 500 ml’ lik bir cam balon igerisinde 300 ml etil alkol
ile 75 °C sicaklikta geri sogutucuda ¢oziildii ve tizerine 100 ml etil alkolde ¢oziilmiis 3-
aminofenol (3,20 gr, 29.37 mmol) yavas yavas eklendi. Tepkime karigimi 200 °C
sicaklikta 2 saat refliiks edildi. Refliiks islemi sonrasi acik sar1 renkli berrak ¢ozelti 1
gilin buz banyosunda bekletildi ve krem renkli tiriiniin kristallendigi gézlendi. Kristaller
etil alkol-saf su karisimi1 (1:1) {izerinden birkag kez yikandi ve vakumda kurutuldu (6,76
g, verim: %53, E.N.:220).

o

OH

Sekil 2.2.Sentezlenen L2 ligandi
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Bakur(IT) Kompleksinin Sentezi (L2-Cu):

L2 ligand1 1,50 g (3,44 mmol) 250 ml’ lik bir cam balonda 90 ml etil alkol-CH,Cl,
karisimi (2:1) ile 100 °C sicaklikta ¢oziildii ve tizerine 30 ml etil alkol ¢6ziilmiis olan
CuCl, ¢ozeltisi (0,46 g, 3,44 mmol) yavas yavas eklendi. Ekleme islemi sonrasi
tepkime karisimi 75 °C sicaklikta 6 saat geri sogutucu altinda karistirildi. Bu iglemin
sonunda koyu kahve renkli halinde olan ¢6zelti evaporator ile konsantre hale getirildi,
saf su karigimi tlizerinden 3 kez yikandi ve vakumda kurutuldu (1,32 g, verim: %40,
E.N.:>250).

Kobalt(11) Kompleksinin Sentezi (L2-Co):

L2 ligand1 1,50 g (3,44 mmol) 250 ml’ lik bir cam balonda 90 ml etil alkol-CH,CI,
karisimi (2:1) ile 100 °C sicaklikta ¢oziildii ve tizerine 30 ml etil alkol ¢6ziilmiis olan
CoCl,.6H20 (0,81 g, 3,44 mmol) yavas yavas eklendi. Ekleme islemi sonrasi tepkime
karigimi 75 °C sicaklikta 6 saat geri sogutucu altinda karistirildi. Bu islemin sonunda
koyu mavi renkli berrak halinde olan ¢ozelti evaporator ile konsantre hale getirildi, saf
su karigimi tizerinden 3 kez yikandi ve vakumda kurutuldu (1,45 g, verim: %44,
E.N.:>250).

Mangan(I1) Kompleksinin Sentezi (L2-Mn):

L2 ligand1 1,50 g (3,44 mmol) 250 ml’ lik bir cam balonda 90 ml etil alkol-CH,CI,
karisimu (2:1) ile 100 °C sicaklikta ¢oziildii ve tizerine 30 ml etil alkol hazirlanmis olan
Mn(OAc),.4H,0 (0,84 g, 3,44 mmol) yavas yavas eklendi. Ekleme islemi sonrasi
tepkime karisimi 75 °C sicaklikta 6 saat geri sogutucu altinda karistirildi. Bu islemin
sonunda agik kahve renkli halinde olan ¢ozelti evaporatorde konsantre hale getirildi, saf
su karigimi tizerinden 3 kez yikandi ve vakumda kurutuldu (1,44 g, verim: %44,
E.N.:>250).

Nikel(11) Kompleksinin Sentezi (L2-Ni):

L2 ligand1 1,50 g (3,44 mmol) 250 ml’ lik bir cam balonda 90 ml etil alkol-CH,CI,
karisimi (2:1) ile 100 °C sicaklikta ¢6ziildii ve tizerine 30 ml etil alkol hazirlanmis olan
NiCl,.6H,0 (0,81 g, 3,44 mmol) yavas yavas eklendi. Ekleme islemi sonrasi tepkime

karisimi 75 °C sicaklikta 6 saat karigtirilarak geri sogutucu altinda karigtirildi. Bu
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islemin sonunda agik yesil berrak renkli halinde olan ¢6zelti evaporatdrde konsantre
hale getirildi, saf su karisimi1 iizerinden 3 kez yikandi ve vakumda kurutuldu (1,38 g,
verim: %42, E.N.:>250).

2.2.3.3. 4-Aminofenol ile Usnik Asitin Olusturdugu Ligand (L3) ve Metal

Komplekslerinin Sentezi

Usnik asit 10,04 g (29,14 mmol) 500 ml’ lik bir cam balon igerisinde 300 ml etil alkol
ile 75 °C sicaklikta geri sogutucuda ¢oziildii ve tizerine 100 ml etil alkolde ¢oziilmiis 4-
aminofenol (3,18 g, 29,14 mmol) yavas yavas ilave edildi. Tepkime karisimi 200 °C
sicaklikta 2 saat refliiks edildi. Refliiks islemi sonrasi agik sar1 renkli berrak ¢ozelti 1
giin buz banyosunda bekletildi ve krem renkli {irliniin kristallendigi gézlendi. Kristaller
etil alkol-saf su karisimi1 (1:1) {izerinden birkag kez yikandi ve vakumda kurutuldu (10,7
g, verim: %84, E.N.:255).

0
HO 0
ey

0 NH,

Sekil 2.3.Sentezlenen L3 ligand1
Bakar(IT) Kompleksinin Sentezi (L3-Cu):

L3 ligand1 1,50 g (3,44 mmol) 250 ml’ lik bir cam balonda 90 ml etil alkol-CH,Cl,
karisimi (2:1) ile 100 °C sicaklikta ¢oziildii ve tizerine 30 ml etil alkol ¢6ziilmiis olan
CuCl; ¢ozeltisi (0,46 g, 3,44 mmol) yavas yavas eklendi. Ekleme islemi sonrasi tepkime
karisimi 75 °C sicaklikta 6 saat geri sogutucu altinda karistirildi. Bu islemin sonunda
koyu mavi renkli halinde olan ¢ozelti evaporator ile konsantre hale getirildi, saf su
karisimi tizerinden 3 kez yikandi ve vakumda kurutuldu (1,60 g, verim: %48,
E.N.:>250).
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Kobalt(11) Kompleksinin Sentezi (L3-Co):

L3 ligand: 1,50 g (3,44 mmol) 250 ml’ lik bir cam balonda 90 ml etil alkol-CH,CI,
karisimi (2:1) ile 100 °C sicaklikta ¢oziildii ve tizerine 30 ml etil alkol ¢6ziilmiis olan
CoCl,.6H,0 (0,81 g, 3,44 mmol) yavas yavas eklendi. Ekleme islemi sonrasi tepkime
karisimi1 75 °C sicaklikta 6 saat geri sogutucu altinda karistirildi. Bu islemin sonunda
mavi renkli halinde olan ¢dzelti evaporator ile konsantre hale getirildi, saf su karigimi

tizerinden 3 kez yikandi ve vakumda kurutuldu (1,44 g, verim: %44, E.N.:>250).
Mangan(ll) Kompleksinin Sentezi (L3-Mn):

L3 ligand1 1,50 g (3,44 mmol) 250 ml’ lik bir cam balonda 90 ml etil alkol-CH,CI,
karisimu (2:1) ile 100 °C sicaklikta ¢oziildii ve tizerine 30 ml etil alkol hazirlanmis olan
Mn(OAc),.4H,0 (0,84 g, 3,44 mmol) yavas yavas cklendi. Ekleme islemi sonrasi
tepkime karisimi 75 °C sicaklikta 6 saat geri sogutucu altinda karistirildi. Bu iglemin
sonunda kahve renkli halinde olan ¢6zelti evaporatorde konsantre hale getirildi, saf su

karisimi tizerinden 3 kez yikandi ve vakumda kurutuldu (1,32, verim: %40, E.N.:>250).
Nikel(11) Kompleksinin Sentezi (L3-Ni):

L3 ligand: 1,50 g (3,44 mmol) 250 ml’ lik bir cam balonda 90 ml etil alkol-CH,CI,
karigimi (2:1) ile 100 °C sicaklikta ¢oziildii ve tizerine 30 ml etil alkol hazirlanmis olan
NiCl,.6H,0 (0,81 g, 3,44 mmol) yavas yavas eklendi. Ekleme islemi sonrasi tepkime
karisimi 75 °C sicaklikta 6 saat karistirilarak geri sogutucu karistirildi. Bu islemin
sonunda yesil berrak renkli halinde olan ¢6zelti evaporatorde konsantre hale getirildi,
saf su karigimi tlizerinden 3 kez yikandi ve vakumda kurutuldu (1,35 g, verim: %41,

E.N.:>250).

2.2.4. Antimikrobiyal Aktivite Calismalari

Sentezlenen tiim ligand ve metal komplekslerinin antimikrobiyal aktivite ¢aligmalari
Siit¢ii Imam Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Laboratuarlarinda
Prof. Dr. Metin DIGRAK ve ekibi tarafindan gergeklestirilmistir. Calismada kullanilan
mikroorganizma suslari, Candida albicans Klinik izolat, Saccharomyces cerevisiae
WET 136, Enreobacter aerogenes ATCC 27859, Bacillus brevis FMC3, Micrococcus
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luteus LA2971, Staphylococcus aureus 6538, Bacillus megaterium DSM 32,
Pseudomonas aeroginosa 9027, Enterobacter cloacae ATCC 13047, Eschericha coli
ATCC25922 mayalar1 kullanilmistir (Collins, 1989; Bradshaw, 1992; Anonymous,
1999).

Sentezlenen maddelerin antimikrobiyal aktivitesi Disk Difflizyon ya da Oyuk agar
Metoduna gore yapildi. Mikroorganizmalarin gelismesini inhibe etmeyen organik
coOziiciilerde (metanol gibi) ¢oziinen kimyasal maddeler oyuk agar metoduna gore,
mikroorganizmalarin gelismesini inhibe eden organik ¢oziiciilerde (kloroform, etil alkol,
aseton gibi) c¢oziinen kimyasal maddeler Disk difiizyon metoduna gore belirlendi.
Uygun  konsantrasyonda hazirlanan  kimyasal madde c¢ozeltileri  degisen
konsantrasyonlarda oyuk igerisine dolduruldu veya kagit disklere emdirildi
(Anonymous, 1999).

2.2.4a. Mikroorganizma Kiiltiirlerinin Hazirlamsi

Calismada kullanilan olan ve 4 °C de muhafaza edilen test bakterileri Nutrient buyyon
besi yerine asiland1 ve 37 °C de 24 saat siire ile aktivasyonu saglamak {izere inkiibe
edildi. Maya suslari ise Sabouraud Dekstroz buyyon besi yerine asilandi ve 25 °C’ de 48
saat silire ile aktivasyonu saglamak {izere inkiibe edildi. Daha sonra deney tiiplerinde
sterilize edilen ve 45-50 °C ye kadar sogutulan Mieller Hinton agar, yukarida
belirtildigi sekilde hazirlanan bakteri suslarmm 24 saatlik (0,1 ml de 10® adet/ml),
Sabouraud dekstroz agar besiyerine de maya suslar1 (0,1 ml x10° adet/ml) ile 48 saatlik
buyyondaki kiiltiirii ile asilanarak (Seeley ve Van Demark, 1981) Vortex tiip
karistiricida iyice calkalandiktan sonra 9,0 cm ¢apindaki steril petri kutularia 15'er ml
dagitilarak ve besi yerinin homojen bir sekilde petri kab1 i¢inde dagilmasi saglandi.
Daha sonra c¢ozeltileri hazirlanan Ornekler ya besi yeri lizerinde agilan oyuklara
dolduruldu ya da hazirlanan ¢ozelti emdirilmis diskler bakteri ve maya asilanan petri
kaplarinin {izerine konuldu (Collins ve ark., 1989; Bradshaw, 1992). Bu sekilde
hazirlanan petri kaplart 4 °C de 2 saat bekletildikten sonra bakteri asilanan plaklar 35 +
0,1 °C de 18 saat, maya asilanan plaklar ise 25 + 1 °C de 24 saat siire ile inkiibe edildi.
Siire sonunda petri kutularinda olusan inhibisyon zonlar1 kompasla 6l¢iildii ve sonuglar

mm olarak kaydedildi. Kimyasal madde diskinin hazirlanisinda ¢6ziicii olarak
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kullanilan organik ¢oziiler kontrol grubu olarak kullanildi ve tiim antimikrobiyal testler

lic paralel deney halinde yiiriitiild.
2.2.5. Antimutajenik Aktivite Calismalar

Sentezlenen ligand ve metal komplekslerinin antimutajenik etkileri Atatiirk Universitesi,
Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii Molekiiler Biyoloji ve Genetik Laboratuarlarinda Prof.

Dr. Medine Giilliice ve ekibi tarafindan yapildi.
2.2.5a. Calismada Kullanilan Mutant Bakteri Suslari

Bu ¢alismada kullanilan Salmonella typhimurium TA1535 (ATTC® Numarasit: 29629)
ve TA1537 (ATTC"® Numarast: 29630) mutant bakteri suslart ATTC® (The American
Type Culture Collection — Georgetown University, Bacteria Department, Washington,
U.S.A.) den; Escherichia coli WP2uvrA (ATTC® Numarast: 49979) mutant bakteri susu
da LGC Standarts (Middlesex, U.K.)’tan saglanmistir.

2.2.5b. Pozitif Mutajenler ve Kimyasal Maddeler

Mutanejenite ve antimutajenite deneylerinde pozitif kontrol olarak kullanilan ve
dogrudan etki gosterme potansiyeline sahip mutajenik ajanlardan etil metan siilfat
(EMS), (C3HgO5S), akridin (C13HgN ), sodyum azid (NaN3) Sigma-Aldrich® *ten ve 9-
Aminoakridin  (9-AA) Merck™ ten, N-Metil-N-nitro-N-nitrosoguanidin (MNNG)
ABCR GmbH & Co. KG*’den temin edilmistir. Oziitlerinin elde edilmesinde kullanilan
¢oziiciiler; etil asetat, kloroform, metanol, n- + 4HO), D-biyotin, L-histidin HCI, kristal
viyole, sitrik asit monohidrat (HOC(COOH)(CHCOOH)+ HO), sodyum kloriir (NaCl),
sodyum fosfat monobasic (NaHbutanol ve petrol eteri Riedel-de Haén®’den; dimetil
siilfoksit (DMSO) ise Merck™’ten saglanmistir. Mikrobiyal mutajenite ve antimutajenite
uygulamalarinin g¢esitli asamalarinda kullanilan kimyasal maddelerden D-glukoz
(dekstroz) ve Nutrient Broth No.2 Oxoid“‘ten; Nutrient Agar ve Bacto Agar
Difco®“dan; yeast extract-peptone-dekstroz (YPAD) Fluka’dan; L-triptofan MgSO, ve
potasyum fosfat dibasic (K,HPO,) Merck®’ten; Amonyum sodyum fosfat dibasic
tetrahidrat (NaNH,PO,.4.H,0), sodyum fosfat dibasic (NaH,PO,), Sigma-Aldrich®’ten

temin edilmistir.
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2.2.6. Calismada Kullamlan Mutant Organizmalarin Genetik Ozelliklerinin

Kontrolii
2.2.6a. Histidin/Biyotin Gereksinimi

Bu test, Ames deneylerinde kullanilan S. typhimurium TA1535 ve TA1537 mutant
bakteri irklarinin histidin ve biyotin oksotrofu olduklarinin gosterilmesi amaciyla
yapilmistir. Gecelik kiiltiirleri hazirlanan bakteriler minimal glukoz agar, histidinli
minimal glukoz agar (1000 ml MGA + 8 ml %0,5’lik Histidin ¢dzeltisi), biyotinli
minimal glukoz agar (1000 ml MGA + 8 ml %0,01’lik Biyotin ¢06zeltisi) ve
histidin/biyotinli minimal glukoz agar (1000 ml MGA + 8 ml %0,5°1ik Histidin ¢6zeltisi
+ 8 ml %0,01°lik Biyotin ¢ozeltisi) igeren petrilere ekilmistir. 37 °C’ de 24 saat
inkiibasyonun ardindan petrilerdeki iireme durumu kontrol edilmistir. Deney
orneklerinden sadece histidin/biyotinli minimal glukoz agar petrilerinde {ireme
goriilmesi, kullanilan test bakterilerinin histidin/biyotin oksotrofu oldugunu gosterir

(Mortelmans ve Zeiger, 2000).
2.2.6b. Triptofan Gereksinimi

Bu test, E. coli WP2 deneylerinde kullanilan E. coli WP2uvrA mutant bakteri irkinin
triptofan oksotrofu oldugunun gosterilmesi amaciyla yapilmistir. Gecelik kiltiirti
hazirlanan bakteri minimal glukoz agar ve triptofanli minimal glukoz agar (1000 ml
MGA + 8 ml %0,4’liik Triptofan ¢6zeltisi) igeren petrilere ekilmistir. 37 °C’ de 24 saat
inkiibasyonun ardindan petrilerdeki {ireme durumu kontrol edilmistir. Deney
orneklerinden sadece triptofanli minimal glukoz agar petrilerinde iireme goriilmesi
kullanilan test bakterisinin triptofan oksotrofu oldugunu géstermektedir (Mortelmans ve
Riccio, 2000).

2.2.6¢. uvrA ve uvrB Mutasyonlari

Kullanilan test organizmalarindan E. coli mutant bakteri irki uvrA, S. typhimurium
rklar1 ise uvrB mutasyonu tagimaktadir. Bu mutasyonlarin varligi ultra viyole 1sinlara
duyarlhlik testi ile 6l¢lilmiistiir. Bu testte, gecelik kiiltiirleri hazirlanan bakteriler nutrient
agar besiyeri iceren petrilere tiim ylizeye yayilacak sekilde ekilmislerdir. Steril kabin

icerisinde kapaklar1 agilan petrilerin %50’lik kisimlar1 UV 1sinlarina karst gecirgen
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olmayan aliiminyum folyo ile kaplanmis ve bu haldeki petriler 30 watt giiciindeki UV
lambasi altinda 10 saniye boyunca iginlara maruz birakilmistir. Bu igslemin ardindan
kapaklar1 yeniden kapatilan petriler 37 °C’ de 24 saat inkiibasyona birakilmis ve daha
sonra bakterilerin lireme durumlart kontrol edilmistir. UV 1silarina maruz kalan
bolgede tireme olmamasina karsin, aliminyum folyo ile kapatilan bolgelerde iiremenin
goriilmesi test bakterilerinin UvrA ve uvrB mutasyonlarim tasidiklarini gdstermektedir

(Mortelmans ve Riccio, 2000; Mortelmans ve Zeiger, 2000).
2.2.6d. rfa Mutasyonu

Bu test, Ames deneylerinde kullanilan S. typhimurium TA1535 ve TA1537 mutant
bakteri irklarmin rfa mutasyonu tasidiklarinin gosterilmesi amaciyla yapilmistir. Bu
testte, gecelik kiiltiirleri hazirlanan bakteriler nutrient agar besiyeri igeren petrilere tiim
yiizeye yayilacak sekilde ekilmislerdir. Ayni zamanda filtre kagidindan diskler
hazirlanmig ve her bir diske 10 pl %0,1’lik kristal viyole ¢ozeltisi emdirilmistir. Daha
sonra bu diskler petrilerin ortalarina yerlestirilmis ve petriler 37 °C’ de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Siirenin sonunda disklerin etrafinda goriilen bakteri tiremesi
olmayan seffaf alan test bakterilerinin rfa mutasyonu tasidigini gostermektedir

(Mortelmans ve Zeiger, 2000).
2.2.7. Kendiliginden Geri Donen Koloni Sayilarinin Belirlenmesi

Kiiltiirlerin canlandirilmasi esnasinda ¢ok diisiik oranlarda kendiliginden meydana gelen
mutasyonlar (spontan mutasyon) kiiltiir i¢erisindeki bazi bakterilerin oksotrof formdan
(S. typhimurium icin his’, E. coli igin trp’) prototrof forma (S. typhimurium igin his", E.
coli igin trp") doniismesine neden olabilmektedir. Bu nedenle mutajenite ve
antimutajenite ¢aligmalarindan elde edilen sonuglarda meydana gelebilecek sapmalarin
onlenmesi i¢in her deneyden dnce kullanilan ¢aligma kiiltiirlerindeki kendiliginden geri
donen koloni sayilarinin belirlenmesi gerekmektedir. Bunu saglamak amaciyla 45 °C
sicakliginda 2 ml eritilmis histidin/biyotin ¢ozeltili top agar iceren deney tiiplerinin her
birine gecelik bakteri kiiltiirlerinden (O.D.540-0,1-0,2) 100 pl ilave edilmis ve iyice
karistirildiktan sonra minimal glukoz agar petrilerine dokiilmistiir. Karigimin petri
yiizeyine iyice yayilmasi saglandiktan sonra petriler 37 °C’de 48 saat inkiibasyona

birakildi. Bu siirenin ardindan petrilerde gelisen kolonilerin sayilmasiyla her bir bakteri

31



irki i¢in “kendiliginden geri donen koloni sayisi” belirlendi (Mortelmans ve Riccio,
2000; Mortelmans ve Zeiger, 2000).

2.2.8. Pozitif Mutajenlerin ve  Test Materyallerinin Uygulama

Konsantrasyonlarimmn Belirlenmesi

Bu ¢alismada kullanilan E. coli WP2uvrA, S. typhimurium TA1535 ve TA1537 mutant
bakteri suslart i¢in pozitif mutajenler olarak sirasiyla N-Metil-N'-nitro-N-
nitrosoguanidin (MNNG), sodyum azid (NaN3) ve 9-Aminoakridin (9-AA) maddeleri
kullanilmistir.  Yapilan mutajenite ve antimutajenite deneylerinden elde edilecek
sonuclarin saglikli degerlendirilebilmesi i¢in pozitif mutajen uygulamalarindan 48 saat
sonra bu petrilerde 300-700 geri donen koloni gézlenmesi gerekmektedir. Belirtilen
miktarda etkiye sahip pozitif mutajen konsantrasyonlarinin belirlenmesi amaciyla cesitli
yogunluklarda mutajen ¢ozeltileri hazirlanmis ve test bakterileri lizerine uygulanmistir.
Bu deneylerde 45 °C sicakliginda 2 ml eritilmis histidin/biyotin ¢6zeltili top agar iceren
deney tiiplerinin her birine gecelik bakteri kiiltiirlerinden (540nm-0,1-0,2) 100ul ve
50ul degisik konsantrasyonlardaki mutajen ¢ozeltileri ilave edildi. Karistirildiktan sonra
minimal glukoz agar petrilerine dokiilen karigimin petri yiizeyine iyice yayilmasi
saglandi1 ve petriler 37 °C’ de 48 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresinin
ardindan kolonilerin sayilmasiyla her bir mutajen madde i¢in uygun konsantrasyon

belirlendi.

Ayrica mutajenite ve antimutajenite deneylerinde kullanilmadan o6nce ligand ve
ligandlarin metal komplekslerinin test mikroorganizmalari {izerine olan sitotoksik
etkilerinin  belirlenmesi  gerekmektedir. Bu maddelerin deney kosullarinda
uygulanabilecek en uygun dozlarim1 arastirmak amaciyla sitotoksik etki belirleme
deneyleri yapilmistir. Bu deneylerde gecelik bakteri kiiltiirleri her bir petriye yaklasik
1000 koloni diisecek sekilde seyreltilmistir. Igerisinde 45 °C sicakliginda 2 ml eritilmis
histidin/biyotin ¢ozeltili top agar bulunan deney tiiplerinin her birine bu kiiltiirlerden
100ul ve degisik konsantrasyonlardaki test materyali (ligand ve ligandin metal
kompleksleri) ¢ozeltisi ilave edildi. Bu karigim nutrient agar petrilerine dokiildiikten
sonra ylizeye iyice yayimasi saglandi ve 37 °C’ de 48 saat inkiibasyona birakildi. Bu
test sisteminde deneylerden elde edilecek sonuglarin degerlendirmek amaciyla test

materyalinin ortama eklenmedigi negatif kontrol gruplar1 hazirland1 ve 48 saatlik
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inkiibasyonun ardindan deney gruplarinda ve kontrol gruplarinda gelisen kolonilerin
sayllmast ve birbiri ile kiyaslanmasi sonucunda test materyalinin uygulanan
konsantrasyonlarda bakteriler {izerine olan sitotoksik etkileri belirlendi. Negatif
kontroldeki koloni sayisinin %80’inden daha az koloni gelismesine olanak saglayan test
maddesi  konsantrasyonlar1  sitotoksik  olarak  tanimlanmig ve calismalarda

kullanilmamistir (Edenharder ve Griinhage, 2003).
2.2.9. Test Suslarinin Saklanmasi ve Gecelik Kiiltiirlerin Hazirlanmasi

E. coli ve S. typhimurium mutant bakteri suslarinin uzun donem saklanmasi onlarin
uygun yontemlerle -87 °C’de dondurulmalar ile saglanmaktadir. Genetik o6zellikleri
dogrulanan bakteriler nutrient broth besiyerinde 1-2x10° bakteri/ml (0.D.540-0,1-0,2)
yogunluk olacak sekilde gelistirildi. Daha sonra ortama son konsantrasyonu %10 olacak
sekilde gliserol eklendi ve iyice karismasi saglandi. Kiiltiir 1 ml hacimlerde bdliinerek
steril eppendorf tiiplerine aktarildi. Bu tiipler kuru buz igerisinde dondurulduktan sonra

-87 °C’de saklanda.

Mutajenite ve antimutajenite deneylerinde kullanilacak olan gecelik kiiltiirler -87 °C’
deki stoklardan hazirlandi. Bu islem oda sicakliginda ¢oziilmiis olan stok kiiltiiriin
nutrient broth besiyeri icerisine inokiile edilmesiyle yapildi. Inokiilasyonun ardindan
taze kiltiirler oda sicakliginda, karanlikta 4 saat bekletildi. Daha sonra 37 °C’de 120
rpm hizda yaklasik bir gece (11-14 saat) ¢alkalamali inkiibasyona birakildi. Bu siirenin
ardindan inkiibatérden ¢ikarilan kiiltlirler deney zamanina kadar oda 1sisinda karanlikta

bekletildi (Mortelmans ve Riccio, 2000; Mortelmans ve Zeiger, 2000).
2.2.10. Mutajenite ve Antimutajenite Deneyleri

S. typhimurium mutant bakteri suslar1 ile yapilan mutajenite deneylerinde; 45 °C
sicakliginda 2 ml histidin/biyotin ¢dzeltili top agar igeren deney tiiplerine 50 pl test
materyali, 500 pl sodyum fosfat tamponu (0,ImM—-pH 7,4), 100 ul gecelik bakteri
kiltiirti (0.D.540-0,1-0,2) eklendi ve 3 sn diisiik hizda vortex uygulanarak karismasi
saglandi. Hazirlanan bu karisim minimal glukoz agarl petrilere dokiilerek tiim yiizeye
iyice yayimast saglandi. 37 °C’ de 48 saatlik inkiibasyonun ardindan bu petrilerde

olusan koloniler sayilarak sonuglar degerlendirildi.
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Ayn1 bakteri suslart ile yapilan antimutajenite deneylerinde benzer sekilde 45 °C
sicaklikta 2 ml histidin/biyotin ¢ozeltili top agar igeren deney tiiplerine 50 pl test
materyali, 50 ul test susuna spesifik mutajen madde ¢ozeltisi, 500 ul sodyum fosfat
tamponu (0,1 mM-pH 7,4), 100 ul gecelik bakteri kiiltiirii (O.D.540-0,1-0,2) eklendi ve
3 saniye diisiik hizda vortex uygulanarak karismasi saglandi. Hazirlanan bu karigim
minimal glukoz agarli petrilere dokiilerek tim ylizeye iyice yayilmasi saglandi ve 37
°C’ de 48 saatlik inkiibasyonun ardindan bu petrilerde olusan koloniler sayilarak

sonuglar degerlendirildi (Mortelmans ve Zeiger, 2000).

Yukarida Ames/Salmonella testi i¢cin tanimlanan mutajenite ve antimutajenite deney
protokollerinin tamami E. coli WP2 test sistemi i¢in de uygulanabilir niteliktedir
(Mortelmans ve Riccio, 2000). Bu test susu ile yapilan mutajenite ve antimutajenite
arastirmalarindaki  tek deneysel fark, Ames/Salmonella testinde kullanilan

histidin/biyotin ¢ozeltili top agar yerine triptofan ¢ozeltili top agar kullanilmistir.

Yapilan tiim testlerde deney materyalinin minimal glukoz agarli petrilerin yiizeylerine
homojen olarak yayilmasi amaciyla karigtirma, dokme ve yayma iglemlerinin tiimii 20
saniyeden daha az bir silirede yapilmistir. Bu calismalarin negatif kontrolleri test
materyalinin yerine ayni miktarda bu materyalin ¢oziiciisiiniin eklenmesiyle, pozitif
kontrolleri ise test materyalinin yerine ayn1 miktarda kullanilan bakteri susuna spesifik

olan mutajen madde ¢6zeltisinin eklenmesiyle hazirlanmistir.
2.2.11. Sonug¢larin Degerlendirilmesi

Calismamizda denemeler ti¢ tekrarli olarak yapilmis ve elde edilen sonuglarin istatistik
onemleri SPSS 17,0 istatistik programi kullanilarak ANOV A ve Tukey testleri ile analiz
edilmistir. Maya delesyon ve Ames/Salmonelle test sistemleri kullanilarak yapilan
antimutajenite ¢alismalarinda % inhibisyon oranlarmin hesaplanmasi igin asagidaki

formiil kullanilmistir.
% Inhibisyon = (1-T/M) x 100

T : Mutajen ve test materyali varliginda olusan koloni sayis1 (Deney gurubu)

M : Sadece mutajen varliginda olusan koloni sayis1 (Pozitif kontrol)
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Inhibisyon oranlar1 %25-40 arasi olanlar orta dereceli, %40’tan daha yiiksek olanlar
giiclii antimutajenik olarak degerlendirilmistir. Inhibisyon oranlari %25 den daha az

olan uygulamalar antimutajenik olarak kabul edilmemistir (Ozbek, 2006; Gulluce ve
ark., 2010).
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3. BULGULAR

3.1. Saflagtirilan Usnik Asit’e ait Spektral Bulgular

U. longissima liken 6rneginin (1500 g) dietileter ekstresinden 64,3 g usnik asit %42,8
verimle, koyu sar1, ignemsi kristaller halinde saflastirildi. Usnik asit ITK da usnik asit’e
ait leke UV354 nm ve UV3e5 nm de mor renkli oldugu goriildii. UV,s54 nm de mor renk
vermesi maddenin fenolik karakterli oldugunu gosterir (Erdik, 1998; Tanker ve Sakar,
1991). Usnik asit UV-Visible spektrumunda bir fenolik karakterli maddelerden
beklenildigi gibi kloroform-metanol (9:1) ¢oziicii sisteminde, 247 ve 287 nm de
maksimum absorbanlar vermistir (Erdik, 1998; Tanker ve Sakar, 1991). Usnik asitin
kimyasal yapisi FT-IR, 'H-NMR, *C-NMR, DEPT C-NMR, HMQC, HMBC
yontemleri ile dogrulandi. Usnik asitin spektral verileri daha onceki literatiir bilgileri ile
dogrulanmistir (Culberson, 1969; Huneck ve Yoshimura, 1996; Halici, 2005,2008).
Usnik asitin IR spektrumunda (Sekil 3.1) 2931 cm™ titresim bandi molekiildeki az
sayidaki —CHj gruplarindaki C-H titresimlerinden kaynaklanmaktadir. Molekiildeki -
OH titresim bantlar1 molekiil i¢i hidrojen baglarindan dolay1 daha asagi alana kaymis ve
2950 cm™ civarinda zayif olarak gzlenmistir. Molekiildeki ii¢ adet karbonil grubuna ait
titresim bandlar1 1689 cm™, 1628 cm™ ve 1607 cm™ de gozlenmistir. 1200-1538 cm™
dalga boyu araligindaki c¢ok fazla sayidaki kuvvetli absorbansi bantlar1 molekiildeki
aromatik ve olefinik C=C titresimlerinden ileri gelmektedir. Molekiildeki C-O baglarina
ait titresim bantlari 1069 c¢cm™, 1117 cm™, 1143 cm™ de gbzlenmistir (Fessenden,
1990,2001; Erdik, 1998; Vollhard ve Schore, 2011).
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Sekil 3.1. Usnik asitin FT-IR spektrumu

Usnik asitin *H-NMR spektrumunda (Sekil 3.2) toplam bes farkli singlet, proton sinyali
gbzlenmistir. Bu bilgiler bize tiim protonlarin baska protonlarla etkilesmedigini
gostermektedir. Spektrumda 6=2,65 ppm (CH3-18), 6=2,63 ppm (CHs-15), 0=2,07 ppm
(CH3-16) ve 0=1,74 ppm de (CH3-13) gbzlenen dort adet singlet sinyal molekiildeki -
CHj protonlarina aittir. integrasyon ile alt1 protona ait oldugu belirlenmis olan §=2,65
ve 0=2,60 ppm’deki protonlara ait sinyallerin karbonil gruplarina bagli —CHj3 sinyalleri
oldugu belirlenmistir. Bu bilgiler molekiilde toplam dort metil grubunun oldugunu
gostermektedir. Olefinik H-2' protonu 0=5,96 ppm de rezonans olmustur. Aromatik -
OH hidrojenlerine ait sinyaller ise 6=11,00 ppm ve 6=13,28 ppm de gozlenmistir.
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Sekil 3.2. Usnik asitin *H-NMR spektrumu (CDCl5)

Usnik asitin *C-NMR spektrumunda (Sekil 3.3) toplam on sekiz adet C sinyali
gozlenmistir. 6=5-40 ppm arasinda gozlenen 4 adet C sinyali molekiildeki metil gruplar
karbonlarina ait sinyallerdir. C-12 karbon sinyali ise 6=61,1 ppm de rezonans olmustur.
Molekiildeki 3 adet, C-14, C-17 ve C-1 karbonil karbonlarina ait sinyaller sirasiyla 6=201,8
ppm, 6=200,4 ppm ve 6=198,1 ppm de gozlenmistir. Molekiilde 3, 5, 8, 10 ve 6 numaral
aromatik ve olefinik C atomlara ait sinyaller oksijen atomunun indiiktif etkisinden
dolay1, asag1 alanda §=155-195 ppm arasinda gozlenmistir. C-4 tersiyer C atomu ise
0=98,3 ppm de rezonans olmustur. Diger karbon sinyalleri de usnik asitin kimyasal
yapistyla tam bir uyum halindedir. Usnik asitin 'H- ve 3C-NMR verileri Cizelge 3.1 de

verilmistir.

Bilesigin DEPT BC-NMR spektrumu (Sekil 3.4) da usnik asitin kimyasal yapisi ile
uyum halindedir. Spektrumdan goriilecegi iizere DEPTI135 spektrumunda hidrojen
tasiyan 13, 18, 15 ve 16 numarali —CHj3 karbon sinyalleri ile C-4’ e ait —CH karbon
sinyali gozlenmistir. DEPT90 spektrumundan molekiiliin sadece bir adet —CH karbonu
(C-4) tasidigr agikga goriilmektedir. Bilesigin HMQC (Sekil 3.5 ve 3.6) ve HMBC
(Sekil 3.7 ve 3.8) spektrumlar1 da usnik asitin kimyasal yapisint dogrulamaktadir. Bu
spektral verilerin yorumlanmasi ile bilesikteki her bir protonun ve karbonun kimyasal
kayma degerleri ayrintili olarak saptanmistir (Cizelge 3.1). Ayrica bilesigin HMBC
spektrumunun yorumlanmasi ile elde edilen heteroniikleer uzun bag etkilesimleri Sekil

3.9 da gosterilmistir.
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Sekil 3.3. Usnik asitin **C-NMR spektrumu (CDCl3)
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Sekil 3.4. Usnik asitin DEPT135 ve DEPT90 *C-NMR spektrumu (CDCl5)
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Sekil 3.5. Usnik asitin HMQC spektrumu (CDCl3)
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Sekil 3.6. Usnik asitin HMQC spektrumu (agilmis spektrumlar) (CDCl3)
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Sekil 3.7. Usnik asitin HMBC spektrumu (CDCl5)
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Sekil 3.8. Usnik asitin HMBC spektrumu (agilmis spektrumlar) (CDClg)

43




Cizelge 3.1. CDCl; icerisinde usnik asitin *C- ve "H-NMR verileri (5, ppm)

C(no) 2cC (o) ™H (o)
1 198,0 -
2 105,2 -
3 191,7 -
4 98,3 594s
5 179,3 -
6 155,2 -
7 101,5 -
8 163,8 -
9 109,3 -
10 157.4 -
11 103,9 -
12 59,0 -
13 32,1 1,74s
14 201,7 -
15 27,8 2,63
16 7,5 2,07s
17 200,3 -
18 31,2 2,655

Veriler HMQC, HMBC ve 'H-"H-COSY deneysel verileri ile belirlendi.

Sekil 3.9. Usnik asitin farkli ¢ekirdekler i¢in uzun bag etkilesimleri
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3.2. Sentezlenen Ligandlarin ve Metal Komplekslerine ait Spektral Bulgular ve

Yapi Karakterizasyonu
3.2.1. Ligandlarin ve Metal Komplekslerin IR Spektrumlarinin Degerlendirilmesi

Sentezlenen tiim bilesiklerin FT-MIR spektrumlari 450-4000 cm™ aralifinda, metal
komplekslerinin FT-FAR spektrumlart ise 700-30 cm™ araliginda taranmistir. L1, L2 ve
L3 iin FT-IR spektrumlart Sekil 3.10-3.12 de ve karakteristik FT-IR pikleri de Cizelge
3.2 de verilmistir. Ayrica, sentezlenen tiim ligandlarin ve metal komplekslerinin FT-
MIR ve FT-FAR spektrumlari ise Ek-1 ve EK-2 de sunulmustur. L1, L2 ve L3
ligandlarinin FT-MIR ve FT-FAR spektrumlari incelendiginde, karakterizasyonda
gerekli olan gerilmeler dikkate alimmis ve yorumlanmistir. Bunlar, FT-IR
spektrumlarinda bulunan, aromatik O-H gerilmeleri, aromatik ve alifatik C-H
gerilmeleri, aromatik C=C gerilmeleri, C=N gerilmeleri, aromatik C-O gerilmeleri ve

FT-FAR spektrumlarinda inceledigimiz M-N ve M-O gerilmeleridir.
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Sekil 3.10. L1’in FT-IR spektrumu
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Sekil 3.11. L2’in FT-IR spektrumu
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Sekil 3.12. L3 iin FT-IR spektrumu
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Ligandlara ait fenolik -OH gerilmeleri 3270-3580 cm™ araliginda bir bant olarak
gozlenmistir. Molekiillerde bulunan -OH grubu hidrojeni ile grubun orto
pozisyonundaki karbonil oksijeni arasinda molekiil i¢i hidrojen bagi olugsmasi nedeniyle
—OH titregim bandi1 2600 cm ™ civarinda gozlenmistir (Erdik, 1998). Aromatik ve alifatik
C-H gerilmeleri ise 3080-3000 cm™ ve 2960-2830 cm™ civarlarinda goriinmektedir.
1685 cm™ civarlarinda gézlemlenen orta siddetteki pik C=0, 1625 cm™ civarlarinda
gbzlemlenen keskin pik ise C=N titresimine aittir. Hemen C=N gerilmesinin yaninda
catallanmis olan pik ise aromatik C=C gerilmesinden kaynaklanmaktadir. Spektrumda
1560 cm™ deki keskin bant ise C=C gerilme titresimine aittir. Molekiildeki C-O bag
titresimleri, 1290-1100 cm™ dalga boyu araligindaki kuvvetli bantlar1 olarak

gbzlenmistir.

Metal komplekslerinin  FT-FAR spektrumlarinda, azometin tiizerinden metal
koordinasyonundan dolayi, C=N gerilme titresimlerine ait frekanslarin ortalama olarak
3-8 cm™ kadar daha yiiksek frekansa kaydigi gozlemlenmistir. Metal kompleksleri icin
700-30 cm™ araliginda aldigimiz FT-FAR spektrumlarinda karakteristik olan absorban
bantlar1 M-N ve M-O gerilmelerine ait titresim bantlaridir (Ek-1, EK-2). Komplekslerde
azometin-metal koordinasyonundan kaynaklanan 460 cm™ civarindaki bantlar M-N
gerilmesine, 420 cm™ civarinda gozlenen ve literatiir verileri ile de desteklenen bantlar
ise metal-oksijen koordinasyonundan kaynaklanan M-O gerilme titresimlerine isaret
etmektedir. Bu verilerden, azometin azotunun ve orto-konumundaki komsu fenolik

oksijen atomunun metal iyonuna koordine oldugu sonucuna varilmaistir.
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Cizelge 3.2. Ligand ve komplekslerin karakteristik FT-MIR ve FT-FAR absorbans

pikleri (cm™)

Bilesikler ~ v(OH)  V(Ar-C-H)  v(C-H) Vv(CH=N) v(C=C) Vv(C-OH) Vv(M-N)" v(M-O)"
L1 3374 2918 2684 1687 1551 1273 - -
L1-Cu 3376 3002 2655 1687 1542 1274 417 521
L1-Co 3374 2972 2671 1687 1538 1274 418 465
L1-Mn 3366 2923 2586 1688 1550 1274 469 526
L1-Ni 3375 2991 2570 1687 1538 1274 462 519
L2 3595 2930 2671 1694 1575 1275 - -
L2-Cu 3565 2928 2689 1695 1580 1271 422 518
L2-Co 3475 2924 2699 1695 1576 1270 424 492
L2-Mn 3278 2924 2601 1689 1538 1269 474 525
L2-Ni 3012 2924 2782 1694 1574 1274 473 521
L3 3278 2798 2546 1689 1538 1269 - -
L3-Cu 3273 2850 2585 1689 1537 1268 418 516
L3-Co 3264 2915 2532 1689 1538 1268 432 478
L3-Mn 3264 2922 2541 1689 1537 1267 479 512
L3-Ni 3263 3075 2555 1689 1538 1269 475 511

“M-N ve M-O gerilmeleri FT-FAR spektrumlarindan alinmustir.
3.2.2. LT’in X-Isitnim1 Kirinimi Degerlendirilmesi

L1’in sar1 kristalleri etanol ile sogutularak kristallendirildi. Se¢ilmis bag uzunluklar1 ve
bag acilar1 Cizelge 3.5 de, kristalografik datalar1 ise Cizelge 3.3 de verilmistir. Cizelge
3.4 de ise hidrojen baglar1 verilmektedir. Kristalografik veri Bruker Kappa APEXII
CCD (Mo K, radiation (A=0.71073 A) at T=100(2) K) cihaz1 ile almmistir. Tiim
Hidrojen olmayan atomlar anizotropik olarak aritilmistir (Sheldrick, 2008; Farrugia,
1997). Hidrojen atomlart ise izotropik olarak aritilmistir[N-H=0.88(6) A,
Uiso(H)=0.07(2) AZ]. Diger H atomlarmim pozisyonlar: geometrik olarak 0.93 A
(aromatik) ve 0.96 A (CHz) olarak hesaplandi.

L1’in X-1s1mm1 kirmimindan elde edilen yapi, spektroskopik ve diger karakterizasyon
verilerini dogrulmaktadir. L1’in numaralandirilmis kristal molekiiler yapis1 ve kristal
istiflenme diyagrami Sekil 3.13-3.14 de verilmistir.Benzen halkalart A (C1-C6) ve D
(C14-C19) diizlemseldir ve aralarindaki dihedral ag1 71.07(18)° ‘dir. Diger taraftan B

(C8-C13) diizlemini olusturan atomlar zarf konformasyonuna sahiptir.
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Sekil 3.13. LI’in ORTEP-3° diyagrami. (Elipsoidler %50 olasilik smirinda
cizilmistir.Molekdil i¢i hidrojen baglari, noktali ¢izgiler ile belirtilmistir).

Molekiil i¢i O-H...O ve N-H...O hidrojen baglar1 alti- ve yedi-iiyeli halkalarin E
(O3/N5/H5A/C7-C9), G (O7/06/H6/C17/C18/C20) ve F (02/04/H4/C12-C15) (Sekil
3.13) bir sonucudur. Alti-iiyeli halkalar E ve G genel olarak diizlemsel iken (maksimum
sapmalar —0.042(5) A (C9 icin) ve —0.037(6) A (C20 igin)), yedi iiyeli halka F ise
diizlemsel degildir (Qr, of 1.484(11) A). Kristal igerisindeki molekiiller aras1t O-H...O
hidrojen baglar1 b-axis boyunca sonsuz sayida zincirler olusturarak, molekiilleri H-
kopriileri ile birbirine baglamistir (Sekil 3.14). Belki de bunun kristal yapisinin
stabilizasyonuna etkisi olabilir. Ayrica, kristalde zayif C-H... = etkilesimleri

olusmaktadir.
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Sekil 3.14. L1’in kristal istiflenme diyagrami ve birim hiicre goriiniimii. (Molekiil i¢i ve

molekiiller arasi hidrojen baglari noktali gizgilerle belirtilmistir.)

Cizelge 3.3. L1’in kristal yapisina ait kristaglorafik veriler

Veriler ait

Kapah Formiil CosH21NO;

Molekiil Agirligr (akb) 435.42

Kristal sistemi Monoklinik

Uzay Grubu P2

Birim Hiicre boyutlar1 (A, ©) a(A)=7.782 (3) a(°)=90.00
b(A)=9.277(3) £(°)=100.13 (6)
c(A)=14.065(5) y(°)=90.00

Birim Hiicre Hacmi(V) (A3) 999.6(6)

Birim Hiicredeki Molekiil Sayisi(Z) 2

i (ecm™) 1,07 (Mo K,)

Yogunluk p (Hesaplanan) (g/cm™) 1,447

Toplam yansima sayist 9667

Ozgiin yansima sayisi 4617

Rint 0,0842

2 6max (°) 57,10

Tmin/ Tmax 0,9696 / 0,9925

Toplam parametreler 298

R [F?>26(F?)] 0,0602

WR 0,1685
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Cizelge 3.4. L1’in Hidrojen bag geometrisi (A, °)

D-H-A D-H H~A DA  D-H-A
O1-H1--03' 0,82 2,00 2,692(6) 141
04-H4--02 0,82 1,85  2,614(5) 155
N5-H5A 03 0,88(6)  1,83(6) 2,565(6) 139(5)
06-H6:-07 0,82 1,76 2,504(6) 149
C21-H21B--Cg4" 0,96 2,95  3,815(6) 150

Symmetry codes: (i) 1 —x,y—1/2, - z;
(ii) —x, y + 1/2, 1 — z. Cg4 is the centroid of the ring D (C14-C19).

Cizelge 3.5. L1’ in kimyasal bag uzunluklari1 (A°)

Atom no gzgnlugu Atom no gazl?lnlugu Atom no giﬁnlugu
O1-H1 0,820 C3-H3 0,930 C12-C23 1,555 (6)
02-C13 1,246 (6) C3-C4 1,370 (8) C14-C12 1,508 (6)
03-C9 1,240 (6) C4-H4A 0,930 C14-C15 1,378 (7)
0O4-H4 0,820 C5-C4 1,376 (7) C14-C19 1,369 (7)
04-C15 1,359 (6) C5-H5 0,930 C16-C15 1,99 (7)
05-C11 1,376 (5) C6-C1 1,375 (7) C16-C17 1,389 (7)
05-C19 1,397(6) C6-C5 1,368 (8) Cl16-C22 1,491 (7)
06-H6 0,820 C7-C8 1,429 (6) C17-C18 1,430 (7)
06-C17 1,343(5) C7-C24 1,483 (7) C18-C19 1,407 (6)
N5-H5A 0,880 (6) C8-C9 1,465 (7) C18-C20 1,454 (7)
N5-C6 1,447 (6) C8-C13 1,423 (7) C20-07 1,251 (6)
N5-C7 1,330 (6) C9-C10 1,461 (6) C20-C21 1,468 (8)
C1-01 1,363 (6) C10-H10 0,930 C21-H21A,B,C 0,960
C1-C2 1,395 (7) Cl11-C10 1,323 (7) C22-H22 A;B,C 0,960
C2-H2 0,930 Cl12-C11 1,483 (7) C23-H23 A,B,C 0,960

C2-C3 1,386 (8) C12-C13 1,521 (6) C24-H24 AB,C 0,960

o1



3.2.3. Ligandlarm ve Metal Komplekslerin NMR Spektral Verilerinin

Degerlendirilmesi
3.2.3.1. L1 ve Metal Kompleksleri

L1’ in kiitle spektrumunda (negatif iyon modu)(Sekil 3.15) m/z=434, 435 ve 436
piklerinin gozlenmesi 2-aminofenol molekiiliiniin usnik asit molekiiliiniin karbonil

karbonlarindan sadece birine baglanarak Schiff bazi olusturdugunu agikga

gostermektedir.
Spectrum 14,
BF: 4340 (1.073e+9=100%), 3.916 min, Scans: Z7-35, 400.0:500.0=(-), RIC: 1.557e+3, BC
3 4340
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Sekil 3.15. L1’in negatif mod ESI-MS spektrumu
Sentezlenen ligandin *H-NMR spektrumunda (Sekil 3.16) 6=7,00-7,40 ppm arasinda
gozlenen ilave proton sinyalleri bize 2-aminofenol molekiiliiniin usnik asit molekiiliine
baglandigini gostermektedir. Spektrumda §=6,16 ppm de H-4 protonuna ait sinyalin
integrasyon degerine gore 0=7,00-7,40 ppm araligindaki ilave proton sinyallerinin
toplam 4 protona tekabiil etmesi de 2-aminofenoliin usnik aside tek bir karbonil karbonu
tizerinden baglanarak bir Schiff bazi olusturdugunu gostermektedir. Bu protonlardan H-
4' protonu 6=6,97 ppm de td sinyali vermistir (J;=7,38Hz, J,=1.84 Hz). Molekiiliin 2-
aminofenol kismindaki H-5, H-6' ve H-3'e ait sinyaller birbiri ile karistig1 i¢in tam
olarak ¢oziimlenememistir. Molekiildeki metil gruplarina ait sinyaller 6=1,73 ppm (H-
13), 0=2,37 ppm (H-16), 6=2,67 ppm (H-18) ve 6=2,78 ppm (H-15) gozlenmistir. OH
gruplarina ait sinyaller ise 0=15,26 ppm, 6=13,91 ppm ve 6=12,55 ppm de gézlenmistir.
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Sekil 3.16. L1” in *H-NMR spektrumu (Piridin-ds)

Sentezlenen ligandin *C-NMR spektrumunda (Sekil 3.17) toplam 24 adet C sinyali
gozlenmistir. Usnik asitin molekiil yapisina uygun olarak 18 karbona ilave olarak 6 C
sinyalinin daha gozlenmesi 2-aminofenol, usnik asit’e tek yerden baglandigi isaret
etmektedir. Usnik asit *C-NMR spektrumunda (Sekil 3.3) d= 202,26 ppm’deki C-14’¢
ait sinyal ligandin *C-NMR spektrumunda daha yukari alanda, 6=175,0 ppm de
rezonans olmas1 2- aminofenol’lin C-14 karbonuna baglandigin1 gostermektedir. L1’in
DEPT 3C-NMR spektrumunda (Sekil 3.18) 4 adet CHs, 5 adet CH karbon sinyalinin
gbzlenmesi de L1’in kimyasal yapist ile tam bir uyum halindedir. ilgingtir ki L1’ in Bc-
NMR spektrumu (Sekil 3.17) ile usnik asitin **C-NMR spektrumu ile (Sekil 3.3)
mukayese edildiginde 6=191,7 ppm de rezonans olan C-3 atomunun sinyalinin

siddetinde belirgin bir azalma olmustur. Bu durumda baglanmanin C-14 karbonu

tizerinden olduguna ayrica igaret etmektedir.
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Sekil 3.17. L1’ in *C-NMR spektrumu (Piridin-ds)

Bilesigin *H,"H-COSY (Sekil 3.19-3.20), HMQC (Sekil 3.21-3.22) ve HMBC NMR
spektrumlar: da (Sekil 3.23-3.25) onerilen yapiy1 dogrulamaktadir. Bu spektral verilerin

yorumlanmasi ile bilesikteki her bir protonun ve karbonun kimyasal kayma degerleri

ayrmtili olarak saptanmistir (Cizelge 3.6). Ayrica bilesigin HMBC spektrumunun

yorumlanmasi ile elde edilen heteroniikleer uzun bag etkilesimleri Sekil 3.26 da

gosterilmistir.
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Sekil 3.19. L1’ in *H,"H-COSY spektrumu (Piridin-ds)
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Sekil 3.20. L1’ in *H,"H-COSY spektrumu (agilmus spektrum) (Piridin-ds)
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Sekil 3.21. L1’ in HMQC spektrumu (Piridin-ds)
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Sekil 3.22. L1’ in HMQC spektrumlari (a¢ilmis spektrum) (Piridin-ds)
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Sekil 3.23. L1’ in HMBC spektrumu (Piridin-ds)
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Sekil 3.24. L1’ in HMBC spektrumlari (agilmis spektrumlar) (Piridin-ds)
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Sekil 3.25. L1’ in HMBC spektrumlari (agilmis spektrumlar) (Piridin-ds)
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Cizelge 3.6. Piridin-ds icerisinde L1’in **C- ve *H-NMR verileri (s, ppm)

C(no) “C () H (9)
1 198,5 -

2 103,1 -

3 190,4 -

4 102,7 6,14 s
5 174,2 -

6 156,2 -

7 101,5 -

8 163,6 -

9 107,6 -

10 158,5 -

11 105,6 -

12 59,7 -

13 315 1,70 s
14 175,0 -

15 20,5 2,74 s
16 7,8 2,345
17 200,9 -

18 30,9 2,655
1 124,3 -

2' 153,1 -

3 129,7 7,27m
4 119,5 6,97 td (J;=7,38Hz, J,=1,84 Hz)
5 127,2 7,31 m
6 117,1 7.29m

Veriler HMQC, HMBC ve 'H-'H-COSY deneysel verileri ile belirlendi.

Sekil 3.26. L1’in farkli ¢ekirdekler i¢in uzun bag etkilesimleri
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L1 ligandinin metal komplekslerinin degisik ¢éziiciilerde *H- ve **C-NMR spektrumlari
alind1. Ancak komplekslerin "H-NMR ve *C-NMR spektrumlar arasinda beklenildigi
gibi ¢ok belirgin farkliliklar gozlenemedi. Metal komplekslerin *H-NMR ve *C-NMR
spektrumlar1 Sekil 3.27-3.33” de verilmistir.
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o s 0eYMONNAHHAO00000S FRRFRVLNVAHHOOEANVNTIMMNNNNO
< ™ ol W GWreintatielwieleiiwie e ek e ieieiiee e e wiw e Oaie e s eree et 6w e e e e e e
e - L e B s B R N N N N e R e e R e R R e Rk =)
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Sekil 3.27. L1-Cu’in *H-NMR ve *C-NMR spektrumu (CDCl5)
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DUC: /Bruker/TOPSPIN, USER=nm
F1-15.592ppm, F2=0.902ppm,
" DRES

MI~0.10cm, MAXI=1S.73cm, PC-1.
FREQUENCY

rsu, NAME=Tuba Aydin L-1 Cobalt, E PNO=1, PROCNO=1
% o L-1 Cobalt

IntENSTTY
(PPM)
1513318

13,
12.8166

Sl
38
b

2
b
b

8

L N PP A Y P SO U IP PR o

cocemocichlcosons

250

x

[

|
T

6.9 ppm

10 9 8 7 6 5 4

Sekil 3.28. L1-Co’ in *H-NMR spektrumu (Piridin-ds)
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Sekil 3.29. L1-Co’ in **C-NMR spektrumu (Piridin-ds)
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DU=C:/Bruke
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Sekil 3.31. L1-Mn’ in **C-NMR spektrumu (aseton-ds)
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DU=C:\Bruker\TOPSPIN, USER=nm
8. 48eppm, ¥2-0. 86!

NAME=Tuba
ppm, MI=0-14cm, IAKIA1S, Eec;

Avdin L-1 Wikel 22.11 2011, BXPNO-1, PROCHO-1

L-1 Nikel 22.11.2011

ADDRESS. STy
(nz] P!H)

2 1939.2 609,021 15.2351 0.24

2 10861 $557.206 13,8885 ‘o5

3 6252.4  5013.549 125298 14

4 1238800 82.2%1 6.7028 2.60

5 14192.1 3020941 7.5499 108

6 145773 7.3083 0.45

7 145837 7.3043 0.62

8 1e12.5 1.2082 3.28
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1 1471517 7.2215 148

12 147448 7.2032 118
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16 1511004 6.9739 0.1

17 151358 6.9580 1.10

18 15140.2 6.9552 115

15 15165.3 6.9395 0.65
20 1517009 6.9360 0.59
21 164542 €.1311 6.49
22 1mez2.9 5.6740 0.5z
23 18146.7 510695 1.4
20 20084.7 3.8540 0.19
25 2011206 3l8365 1
26 21868.7 217350 1130
27 2189903 158

28 22014.9 206433 0.22
29 2204406 2.6247 15.00

30 22080.0 216025 0.29

31 2250812 213358 14331
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Sekil 3.32. L1-Ni’ in "H-NMR spektrumu (Piridin-ds)

L-1 Nikel karbon 22.11.2011
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Sekil 3.33. L1-Ni’ in "*C-NMR spektrumu (Piridin-ds)
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3.2.3.2. L2 ve Metal Kompleksleri

L2’ in kiitle spektrumunda (pozitif iyon modu)(Sekil 3.34) m/z=436 M*+1 pikinin
gozlenmesi 3-aminofenol molekiiliiniin L1 ligandinda oldugu gibi, usnik asit
molekiiliiniin  karbonil karbonlarindan sadece birine baglanarak Schiff bazi

olusturdugunu agik¢a gdstermektedir.

Spectrurm 14 [0 [<]
BP: 3253 (7. 441e+7=100%), 0.407 min, Scans: 1-7, 50.0:500.0=, RIC: 4. 456e+3, BC
1005 109.9 3253 E
] 7105e+7 7.4l e+7 436.3
B.561e+7
75% -
50%— ]
] 33 391.4
259, 1.7838e+7  1.738e+7 .
0% ] |“ Loslane L NI T i tady N L JI ' JLIJL Lt
100 200 300 40 500
g-xcquired Range  m/z

Sekil 3.34. L2’ in pozitif mod ESI-MS spektrumu

Sentezlenen L2 ligandinin 'H-NMR spektrumunda (Sekil 3.35) 6=6,78-7,40 ppm
arasinda gozlenen ilave proton sinyalleri bize 3-aminofenol molekiiliinlin usnik asit
molekiiliine baglandigin1 géstermektedir. Spektrumda 6=6,16 ppm de H-4 protonuna ait
sinyalin integrasyon degerine gore 0=6,78-7,40 ppm araligindaki ilave proton
sinyallerinin toplam 4 protona tekabiil etmesi ayrica L1 ligandin da oldugu gibi 3-
aminofenol’iin usnik asit’e tek bir karbonil karbonu iizerinden baglanarak bir Schiff
bazi olusturdugunu gostermektedir. Bu protonlardan H-4' protonu 6=7.20 ppm civarinda
m sinyal verirken, H-6" ise H-5" ile orto, H-2' ile de meta etkileserek 6=6,81 ppm de dd
(J1=8,92 Hz, J,=2,20 Hz) sinyali vererek rezonans olmustur. H-2' ayn1 anda H-6' ve H-
4' ile meta etkilesim ile dd vermesi gerekirken orta ¢izgilerin birlesiminden dolayi
0=7,11 ppm de t (J=2,12 ve 2,16 Hz) sinyal vermistir. Spektrumda 6=7,36 ppm

civarinda gozlenen t rezonans sinyali (J=8,02 Hz) ise H-5' hidrojenine ait sinyallerdir.
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OH gruplarina ait sinyaller ise 0=15,25 ppm, 6=13,89 ppm ve 6=12,42 ppm de

gozlenmistir.

1.00
1.27
1.41
1.62
8.01
1.33

61.53
8.51
4.26
4.66
3.04

Sekil 3.35. L2’ in *H-NMR spektrumu (Piridin-ds)

Sentezlenen L2 ligandinin BC-NMR spektrumunda (Sekil 3.36) toplam 24 adet C
sinyali gozlenmistir. Usnik asitin molekiil yapisina uygun olarak 18 karbona ilave
olarak 6 C sinyalinin daha gozlenmesi L1 ligandinda oldugu gibi 3-aminofenol’iin,
usnik asitde tek karbonil grubu iizerinden baglandigina isaret etmektedir. Usnik asit **C-
NMR spektrumunda (Sekil 3.36) 0=202,3 ppm’deki C-14’e ait sinyal ligandin Bc-
NMR spektrumunda daha yukar1 alanda, 6=175,0 ppm rezonans olmas1 3-aminofenol’
iin C-14 karbonuna baglandigin1 gostermektedir. Bununla beraber, L.2’in BC-NMR
spektrumunda C-3 karbonunun sinyal siddeti usnik asitin *C-NMR spektrumu ile
mukayese edildiginde (Sekil 3.3) bariz bir azalma gozlenmektedir. Bu durum molekiile
yeni baglanan grubun bu atomun rélaksasyon siiresini artirdigini gostermektedir (Balci,
2008). L2’in alifatik 4 adet CH3 karbon sinyali 6=8,5 (C-16), 6=21,2 (C-15), 6=31,6
(C-18) ve 0=32,2 (C-13) ppm de ve bir adet kuarterner alifatik C atomu (C-12) ise
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0=57,9 ppm de rezonans olmuslardir. L2’in DEPT135 ve DEPT90 BC-NMR
spektrumunda (Sekil 3.37) 4 adet CHs, 5 adet CH karbon sinyalinin gozlenmesi de

L2’in kimyasal yapisi ile tam bir uyum halindedir.

L-2-15.09.2011 karbon
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N

M

—_—
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Sekil 3.36. L2 in *C-NMR spektrumu (Piridin-ds)
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Sekil 3.37. L2’in DEPT135 ve DEPT90 *C-NMR spektrumu (Piridin-ds)

L2 ligandimn 'H,'H-COSY (Sekil 3.38-3.39), HMQC (Sekil 3.40-3.41) ve HMBC
NMR spektrumlart da (Sekil 3.42-3.43) onerilen yapiyr dogrulamaktadir. Bu spektral
verilerin yorumlanmasi ile bilesikteki her bir protonun ve karbonun kimyasal kayma
degerleri ayrintili olarak saptanmistir (Cizelge 3.7). Bunlara ilave olarak bilesigin
HMBC spektrumunun yorumlanmas: ile elde edilen heteroniikleer uzun bag

etkilesimleri Sekil 3.44 de gosterilmistir.
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Sekil 3.38. L2’ in *H,'H-COSY spektrumu (Piridin-ds)
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Sekil 3.39. L2’ in *H,'H-COSY spektrumu (agilmis spektrum) (Piridin-ds)
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Sekil 3.40. L2’ in HMQC spektrumu (Piridin-ds)
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Sekil 3.41. L2’ in HMQC spektrumu (agilmis spektrumlar) (Piridin-ds)
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Sekil 3.42. L2’ in HMBC spektrumu (Piridin-ds)
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Sekil 3.43. L2’ in HMBC spektrumu (agilmig spektrumlar) (Piridin-ds)
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Cizelge 3.7. Piridin-ds igerisinde L.2’in 13¢- ve 'H-NMR verileri (5, ppm)

C (no) 3C (o) H (o)

1 199,3 -

2 103,6 -

3 191,0 -

4 103,4 6,16 s

5 1749 -

6 156,8 -

7 102,2 -

8 164,3 -

9 108,3 -

10 159,1 -

11 106,2 -

12 57,9 -

13 32,2 1,74s

14 175,0 -

15 211 2,66s

16 8,4 2,355

17 201,6 -

18 31,6 2,655

1 138,2 -

2 1141 7,11 dd (J=2,12 ve 2,16 Hz)
3 160,5 -

4 116,6 7,20m

5 1314 7,36 dd (J=8,02 Hz)
6 116,9 6,81 dd (J;=8,92 Hz, J,=2,20 Hz)

Veriler HMQC, HMBC ve 'H-'H-COSY deneysel verileri ile belirlendi.

Sekil 3.44. L.2’in farkli ¢ekirdekler i¢in uzun bag etkilesimleri
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L1 ligandinin metal komplekslerinin degisik ¢oziiciilerde *H- ve "*C-NMR spektrumlari
almmig ancak L1 ligandinin 'H-NMR ve “C-NMR spektrumlart ile mukayese
edildiginde, beklenildigi gibi aralarinda ¢ok belirgin farkliliklar gozlenmemistir. NMR
spektrumlart metal komplekslerinin yap1 analizinde 6nemli bilgiler vermedigi igin, L2’

in metal komplekslerinin *H-NMR ve *C-NMR spektrumlari alinmamustr.
3.2.3.3. L3 ve Metal Kompleksleri

L3’in kiitle spektrumunda (pozitif iyon modu) (Sekil 3.45) m/z=436 M™+1 pikinin
gozlenmesi L3 sentezlenirken 4-aminofenol molekiiliiniin diger ligandlarda oldugu gibi,
usnik asit molekiiliiniin karbonil karbonlarindan sadece birine baglanarak Schiff bazi

olusturdugunu gostermektedir.

Spectrurm 1A
BP: 435.3 (551825=100%), 0,395 min, Scans: 1-5, 400.0:500.0, RIC: 7.313e+8, BC
100%] 4353 .
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2% 4024 i M7 4E1 g
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Sekil 3.45. L3’ in pozitif mod ESI-MS spektrumu
Sentezlenen L3 ligandinin "H-NMR spektrumunda (Sekil 3.46) 6=7,13 ppm ve 6=6,95
ppm de gobzlenen 4-aminofenol molekiiliine ait dd sinyalleri bize 4-aminofenol
molekiiliinlin usnik asit molekiiliine baglandigimi gostermektedir. Yukarida da
bahsedildigi gibi, L3’iin 4-aminofenol kismindaki 4 adet proton, 0=7,13 ppm ve 0=6,95
ppm de bir AA'BB' sistemi vermistir. Bu sistemin AA' kismimm1 H-2' ve H-6'
olustururken BB' kismini ise H-3' ve H-5' olusturmaktadir. Bu sistemin etkilesme

sabitleri AA' i¢in J;=8,76 ve J,=2,28 BB' i¢in J;=8,72 ve J,=2,28 Hz olarak

76



belirlenmistir. Spektrumda 6=6,16 ppm de H-4 protonuna ait sinyalin integrasyon
degerine goére bu proton sinyallerinin toplam 4 protona tekabiil etmesi ayrica diger
ligandlarda oldugu gibi 4-aminofenoliin usnik aside tek bir karbonil karbonu iizerinden
baglanarak bir Schiff bazi olusturdugunu gostermektedir. Spektrumda H-4" {in rezonans
sinyali 6=6,19 ppm de gozlenirken, dort adet metil hidrojenlerine ait sinyalleri ise
0=2,69 ppm (CH3-18), 6=2,68 ppm (CH3-15), 6=2,39 ppm (CHs-16) ve 6=1,80 ppm de
(CH3-13) gbzlenmistir.

Code No:L3 1H-NMR

T T T
2 1 0 ppm

T T T

13 12 1 3
- ~
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Sekil 3.46. L3’ in "H-NMR spektrumu (Piridin-ds)

T
1 10 9 8 7 6 5 4

Sentezlenen L3 ligandinin BC-NMR spektrumunda (Sekil 3.47) toplam 22 adet C
sinyali gozlenmistir. Usnik asitin molekiil yapisina uygun olarak 18 karbona ilave
olarak 4 C sinyalinin daha g6zlenmesi diger ligandlar da oldugu gibi 4-aminofenol’iin,
usnik asit de tek karbonil grubu iizerinden baglandigina isaret etmektedir. Iki adet
karbon sinyalinin az gézlenmesinin nedeni ise L3’ {in 4-aminofenol kismindaki C-2' ve
C-6'ile C-3' ve C-5" iin ayn1 yerde rezonans olmasindan kaynaklanmaktadir. Usnik asit

B3C-NMR spektrumunda (Sekil 3.3) §=202,3 ppm’deki C-14’¢ ait sinyal ligandin **C-
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NMR spektrumunda daha yukari alanda, 0=174,3 ppm rezonans olmasi 4-
aminofenol’iin C-14 karbonuna baglandigin1 gostermektedir. Diger ligandlarin
spektrumlarinda gdzlendigi gibi, L3%in *C-NMR spektrumunda da C-3 karbonunun
sinyal siddeti usnik asitin *C-NMR spektrumu ile mukayese edildiginde (Sekil 3.3)
bariz bir azalma gozlenmistir. L3’{in alifatik 4 adet -CH3 karbon sinyali 6=7,8 ppm (C-
16), 0=20,4 ppm (C-15), 6=30,9 ppm (C-18) ve 6=31,6 ppm(C-13) ppm de ve bir adet
kuarterner alifatik C atomu (C-12) ise 0=57,2 ppm de rezonans olmuslardir. L3’{in
DEPT135 ve DEPT90 *C-NMR spektrumunda (Sekil 3.48) 4 adet CHs ve 3 adet -CH

karbon sinyalinin gézlenmesi de L3’in kimyasal yapis1 ile tam bir uyum halindedir.

Code No:L3 13C-NMR
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Sekil 3.47. L3 iin **C-NMR spektrumu (Piridin-ds)
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Code No:L3 DEPT90
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Code No:L3 DEPT135
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Sekil 3.48. L3’iin DEPT135 ve DEPT90 *C-NMR spektrumu (Piridin-ds)

L3 ligandinin *H,*H-COSY (Sekil 3.49), HMQC (Sekil 3.50-3.51) ve HMBC NMR
spektrumlar da (Sekil 3.52-3.54) 6nerilen yapiy1 dogrulamaktadir. Bu spektral verilerin
yorumlanmasi ile bilesikteki her bir protonun ve karbonun kimyasal kayma degerleri
ayrintili olarak saptanmistir (Cizelge 3.8). Bunlara ilave olarak bilesigin HMBC
spektrumunun yorumlanmasi ile elde edilen heteroniikleer uzun bag etkilesimleri Sekil

3.55 de gosterilmistir.
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Sekil 3.50. L3’ in HMQC spektrumu (Piridin-ds)
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Sekil 3.52. L3’in HMBC spektrumu (Piridin-ds)
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Sekil 3.53. L3’in HMBC spektrumu (agilmis spektrumlar) (Piridin-ds)
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Sekil 3.54. L3’in HMBC spektrumu (agilmis spektrumlar) (Piridin-ds)
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izelge 3.8. Piridin-ds icerisinde L3’in *C- ve *H-NMR verileri (5, ppm
g

C (no) 3C (o) 'H (0)

1 198,5 -

2 102,9 -

3 190,2 -

4 102,7 6,19 s

5 174,2 -

6 156,2 -

7 101,6 -

8 163,7 -

9 107,6 -

10 158,5 -

11 105,6 -

12 57,2 -

13 31,6 1,80s

14 174,3 -

15 20,4 2,68s

16 7,8 2,395

17 200,9 -

18 30,9 2,69s

1 1413 -

2 1271 7,23 dd (J;=8,76 Hz, J,=2,30 Hz)
3 116,8 6,95 dd (J;=8,72 Hz, J,=2,28 Hz)
4 158,7 -

5 116,8 6,95 dd (J;=8,72 Hz, J,=2,28 Hz)
6 1271 7,23 dd (J,=8,76 Hz, J,=2,30 Hz)

Veriler HMQC, HMBC ve 'H-"H-COSY deneysel verileri ile belirlendi.

Sekil 3.55. L3in farkl ¢ekirdekler i¢in uzun bag etkilesimleri
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Daha o6nce bahsedildigi gibi, L1 ligandinin metal komplekslerinin degisik ¢oziiciilerde
'H- ve C-NMR spektrumlari alinmig ancak L1 ligandinin 'H-NMR ve *C-NMR
spektrumlar1 ile mukayese edildiginde, beklenildigi gibi aralarinda ¢ok belirgin
farkliliklar gozlenmemistir. Bu nedenle L3’ {in metal komplekslerinin de 'H-NMR ve

BC-NMR spektrumlart alinmamastir.
3.2.4. Ligandlarin ve Metal Komplekslerin Elementel Analizi

Sentezlenen ligandlarin ve metal kompleklerinin elementel analiz sonuglar1 Cizelge 3.9’
da verildi. Bilesiklerin elementel analiz sonuglar1 ile hesaplananlar karsilastirildiginda

hata payi sinirlar iginde, bilesikler i¢in dnerilen yapilart dogruladigi goriilmektedir.

Cizelge 3.9. Ligandlarin ve metal komplekslerinin fiziksel 6zellikleri ve elementel

analiz sonuglari

Elementel Analiz % Bulunan

(% Hesaplanan )

Bilesikler Kapah Formiil Renk % C % H % N

L1 C24H21NO7 Acik Sari 65,83(66,20) 4,95(4,86) 3,09(3,22)
L1-Cu CsoHssCuN2014  Koyu Kahve  62,97(62,40) 4,85(4,82) 3,03(2,91)
L1-Co CsoH46CON2014  Krem 62,85(62,70) 4,54(4,84) 2,79(2,92)
L1-Mn CsoH4sMnN2O14  Turuncu 63,71(62,96) 4,89(4,86) 3,00(2,94)
L1-Ni CsoHasNiN2O14  Agik Sari 63,96(62,71) 4,75(4,84) 3,11(2,93)
L2 C24H21NO7 Krem 65,18(63,20) 4,97(4,86) 3,14(3,22)
L2-Cu CsoH4sCuN2014  Koyu Kahve  63,07(62,40) 4,87(4,82) 3,22(2,91)
L2-Co CsoHssCoN2014  Koyu Kahve  62,97(62,70) 4,90(4,84) 2,86(2,92)
L2-Mn CsoHasMnN2O14  Agik Kahve — 63,56(62,96) 4,94(4,86)  3,06(2,94)
L2-Ni CsoHasNiN2O14  Agik Sari 63,76(62,71) 4,92(4,84) 3,05(2,93)
L3 C24H21NO7 Krem 65,56(66,20) 4,89(4,86) 3,18(3,22)
L3-Cu CsoH4sCuN2014  Koyu Kahve  63,01(62,40) 4,79(4,82)  3,10(2,91)
L3-Co CsoH16CON2014  Agik Sari 62,89(62,70) 4,96(4,84) 2,98(2,92)
L3-Mn CsoHasMnN2O14  Metalik Yesil 63,49(62,96) 4,91(4,86) 3,01(2,94)
L3-Ni CsoHasNiN2O14  Agik Sari 64,46(62,96) 4,89(4,86) 3,08(2,94)
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3.2.5. Ligandlarin ve Metal Komplekslerin Termal (TG-DTA) Analizi

Degerlendirilmesi

Tim ligandlarin ve metal komplekslerinin termal davraniglari 30-900 °C arasinda
incelenmistir. L1 ve L2 ligandlar1 ve metal komplekslerinin TG/DTA egrilerine
bakildiginda, 200-230 °C kadar higbir pik goriilmemektedir (Sekil 3.56-3.58). Fiziksel
ve hidratize su hi¢bir TGA egrisinde goriilmemektedir. L1 ve L2’den istisnai olarak,
L3’ iin TGA egrisinde 150 °C civarlarinda tek bir endotermik pik, %3,17 lik bir kayip,
L3’deki para konumundaki hidroksi gruplarmin degredasyonu ile olusan endotermik pik
oldugu disiiniilebilir. L1, L2 ve L3’ilin ana ve major degredasyonu endotermik birer pik
olarak 200-400 °C araliginda gergeklesmistir. Bu bilgiler L2 ve L3 iin 200 °C civarina
kadar termal olarak kararli oldugunu gosterirken, 200-400 °C araliginda ise aromatik
yapt ile birlikte, hidroksi ve azometin gruplar1 degrade olmas1 muhtemel gériinmektedir.
TGA sonuglarindan ligandlarin ortalama %40-55’lik kaybi 200-400 °C arasinda
gerceklestigi acikea goriilmektedir. Metal komplekslerinin TGA egrilerine bakildiginda
(Sekil 3.56-3.58), metal komplekslerinin 200-400 °C araliginda, sentezlendikleri
ligandlar da oldugu gibi, organik yapilarinin bozundugu tespit edilirken, 400-800 °C
araliginda ise metal-oksitlerin (MO/M;03/M30,) olusumu endotermik bantlar halinde
gozlenmistir. Metal komplekslerinin TG/DTA egrilerinde ligandlardan farkli olarak
olusan endotermik metal-oksit olusum piki ve organik gruplarin degredasyon
yiizdelerinin bir miktar azalmasi, beklenen yapilarin elde edildigine delil

olusturmaktadir (Ceyhan, 2011; Kursunlu, 2009).
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Sekil.3.56. L1 ve metal komplekslerinin TGA egrileri
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Sekil.3.57. L2 ve metal komplekslerinin TGA egrileri
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Sekil.3.58. L3 ve metal komplekslerinin TGA egrileri
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3.2.6. LC-MS Spektrumlarinin Degerlendirilmesi

Sentezlenen ligandlarin genis taramali MS spektrumlarina bakildiginda, pozitif iyon
modunda, molekiiler iyon piklerinin ¢ogunlukla kayboldugu, pozitif yiikli ¢esitli
fragmentlerin olustugu goriilmektedir. L1, L2 ve L3 tin ESI-MS spektrumlarinda, gesitli
radikalik amin iyonlari, pozitif yiikli aromatik radikalik hidrazo iyonlar1 ve diger
aromatik par¢alanma iiriinleri goriilmektedir. [M]", [M-H]", [M-2H]", [M-3H]", [M+H]"
[M+2H]", [M+3H]" fragmentleri Sekil 3.59-3.61°deki spektrumlarda ve Cizelge 3.10°da
bu bagil yiizdeleri goriilmektedir. ESI-MS spektrumlar1 yapilarin basarilt bir sekilde

sentezlendigini dogrulamaktadir.

EEI%—E
50%—§
40%—;
Im 3E|%—§
2D%—§
1E|%—§

0%

Spectrum 14
BF: 450.0 (2.210e47=100%),  2.847 min, Scans: 19-27, 400.0:500.0>, RIC: 1.283e+3, BC
] 436.0 4550
1304847 2.210e+7 E
4740
B.733e+6
?ﬁg;ﬁs 4631 e E
¥ 7.348e+6
433, i E
4.979eH45 455.0
420304
419.1 3
4891
405 2 437 4545 24dGe+s <P
1.6078+6 ‘ ‘ 136648 177884 ‘ ‘ E
EN T Ll ||..T|‘| L ||I |.|‘.||‘ ‘”‘.
|

1 |
410 420 430 440 450 460 470 4 450
Acquireg%ange m/'z

Sekil 3.59. L1’in pozitif mod ESI-MS spektrumu

90



Spectrum 14
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Sekil.3.60. L2’in pozitif mod ESI-MS spektrumu
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Sekil. 3.61. L3’in pozitif mod ESI-MS spektrumu
izelge 3.10. Ligandlarin kiitle yarilma piklerinin bagil yizdeleri
g g y p gil yu
o % Bagil Intensity
Bilesikl + + + + +
HeSTIer I 2H] [M-H] [M] [M-+H] [M-+2H]
L1 8 23 100 59 36
L2 5 10 100 90 20
L3 8 12 100 100 25
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3.2.7. Ligandlarin ve Metal Komplekslerin Antimikrobiyal Aktivite Bulgular:

Bu ¢alismada, in vitro sartlarda, biitiin ligand ve metal komplekslerin 0,25-2,00 mg/ml
konsantrasyonlarda, Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae, Enreobacter
aerogenes, Bacillus brevis, Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus, Bacillus
megaterium, Pseudomonas aeroginosa, Enterobacter cloacae, Eschericha coli insan
patojeni mikroorganizma tiirlerine karsi inhibisyon etkisi gosterip gostermedikleri
incelenmistir. Sentezlenen Schiff bazi ligandlar1 ve metal kompleksleri lizerinde yapilan
antimikrobiyal aktivite c¢alismasindan elde edilen sonucglar Cizelge 3.11-3.13’de
verilmistir. Test edilen liganlar ve metal kompleksleri genellikle mikroorganizmalara
kars1 11-32 mm araliginda inhibisyon zonu olusturarak konsantrasyona bagli olmayan
antimikrobiyal aktivite gostermislerdir. Test edilen ligand ve ligandlarin metal
kompleksleri mikroorganizmalara karsi genellikle genis spektrumlu antimikrobiyal

aktiviteye sahip maddeler oldugu bu arastirma ile ortaya konmustur.

L1, L2 ve L3 ligandlarinin mikroorganizmalara kars1 antimikrobiyal etkileri mukayese
edildiginde L2’in hi¢bir mikroorganizmaya karsi antimikrobiyal aktivite gostermedigi
belirlenmistir. Diger taraftan ligand ve ligand komplekslerinin antimikrobiyal
aktiviteleri karsilastirildiginda metal komplekslerinin ligandina goére daha giiglii
antimikrobiyal olduklar1 gozlenmistir. E. cloacae ve S. cerevisiae mikroorganizma
tirlerinin L1 ve L1-metal komplekslerine karsi daha direngli tiirler oldugu tespit
edilmistir. Mikroorganizmalar arasinda test edilen maddelere karsi en hassas
mikroorganizma tiirii ise, genelde B. brevis ve B. megaterium bakteri tiirleridir. Cizelge
3.11°de goriilecegi lizere L1-Mn kompleksinin test edilen 10 mikroorganizma tiiriine
kars1 giiclii inhibisyon etki gostermistir. Cizelge 3.13’den goriilecegi lizere test edilen
mikroorganizmalara karst en yiiksek inhibisyon zonlar1 L3-Cu ve L3-Mn igin
Ol¢iilmiistiir. Ayrica bu kompleksler tiim mikroorganizmalarin biiylimesini giiclii bir
sekilde, tiim dozlarda engellemistir. Mikroorganizmalara kars1 32 mm inhibisyon zonu
degeri ile en yiiksek antimikrobiyal etkiyi B. megaterium bakteri tiiriine kars1 L3-Cu
kompleksinin 1 ve 2 mg/ml konsantrasyonlar1 sergilemistir. Bu sonuglar bize L3-Cu,
L3-Mn ve de L2-Mn  komplekslerinin  antimikrobiyal —madde olarak

degerlendirilebilecegini gostermistir.
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Cizelge 3.11. L1 ve metal komplekslerinin (L1, L1-Co, L1-Cu, L1-Mn, L1-Ni)
antimikrobiyal aktiviteleri

Inhibisyon zonu (mm)

Test suslar

g s g o 3
o * %) E = & %) % K%
g = 3 - & 8 & 3 £ 3
s £ 5 & 2 § £ 35 =2 35
Ligand/Metal Konsantrasyon © < = © & & © ® ® 8
kompleksleri (mg/mL) w o =2 W o o W g O g
0,25 12 13 12 - 14 - - 16 -
L1 0,50 12 17 13 - 14 - - 16 - -
1,00 12 17 - - 16 - - 16 - -
2,00 13 17 - - 16 - - - - -
0,25 15 15 14 14 14 - - 15 - -
L1-Co 0,50 16 16 16 15 16 16 - 18 - -
1,00 17 19 15 15 16 16 - 16 - -
2,00 17 22 13 16 18 18 - 19 - -
0,25 12 12 12 - 13 - - 14 14 -
L1-Cu 0,50 13 12 16 13 13 - - 14 21 -
1,00 15 17 14 15 17 16 - 14 26 -
2,00 19 18 18 16 20 20 - 20 33 -
0,25 2 21 22 20 22 20 - 22 - -
L1-Mn 0,50 22 23 22 22 22 20 - 23 - 16
1,00 25 26 23 22 24 23 - 23 - 16
2,00 28 26 23 24 271 25 - 23 - 17
0,25 13 16 13 14 15 16 - 16 - -
L1-Ni 0,50 13 18 13 15 15 16 - 16 - -
1,00 15 18 15 14 17 16 - 18 - -
2,00 17 20 15 18 21 19 - 18 - -
-1 Etki yok
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Cizelge 3.12. L2 ve metal komplekslerinin (L2, L2-Co, L2-Cu, L2-Mn, L2-Ni)
antimikrobiyal aktiviteleri

Inhibisyon zonu (mm)

Test suslari

g s g 0 3
% %) @ £ s %) = Kz
o .2 S IS > 38 3 g 2
o S D — > o I <1} Q >
T £ 5 5 ¢ 5§ £ 5 =2 3
Ligand/Metal ~ Konsantrasyon © <€ = © E ® © ® ® 3
kompleksleri (mg/mL) Ww o =2 W o o W v O &
0,25 - - - S S T
0,50 S e
L2 1,00 S e
2,00 - - - - - - - - - -
0,25 15 15 18 12 16 20 13 15 16 -
L2-Co 0,50 15 15 16 12 16 15 15 16 13 -
1,00 6 19 17 13 17 15 13 16 14 -
2,00 16 17 18 13 18 17 13 16 13 -
0,25 11 11 - - - - - - - -
0,50 11 11 - - - - - - - -
L2-Cu 1,00 - 15 11 - 13 - - - - -
2,00 12 - 13 18 15 - 13 - - -
0,25 20 19 18 18 16 22 17 18 21 13
L2-Mn 0,50 20 19 18 18 20 21 18 21 19 -
1,00 17 21 18 18 18 18 16 18 16 -
2,00 19 19 18 18 22 18 17 18 18 -
0,25 20 20 20 15 18 20 18 16 17 11
L2-Ni 0,50 20 15 18 17 17 17 18 17 18 -
1,00 17 18 18 16 17 18 16 17 13 -
2,00 18 18 18 16 18 14 13 18 14 -
-: Etki yok
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Cizelge 3.13. L3 ve metal komplekslerinin (L3, L3-Co, L3-Cu, L3-Mn, L3-Ni)

antimikrobiyal aktiviteleri

Inhibisyon zonu (mm)

Test suslari

g s g o 3
ac) %) @ = L %) < ‘©
o> .2 -t © > 8 g g 2
o > [ - > o < 5] L >
s & 5 3 2 3 &£ 5 =2 5
Ligand/Metal Konsantrasyon © < = © & & © & ® 3
kompleksleri (mg/mL) Ww o 2 W o o W o O
0,25 - - - - 13 - - - - -
L3 0,50 - 12 12 - - - - - - -
1,00 - 18 12 12 13 - - 15 - -
2,00 12 16 20 12 20 20 17 16 13 18
0,25 14 - - - - - - - 12 -
0,50 16 - 12 13 12 - 13 - 12 -
L3-Co 1,00 13 12 12 - 17 - - 13 - -
2,00 20 19 19 - 21 15 16 18 16 12
0,25 25 256 23 23 23 25 17 25 20 15
L3-Cu 0,50 25 26 23 25 23 25 22 25 23 15
1,00 27 28 28 21 32 30 27 30 27 20
2,00 28 29 29 30 32 30 27 30 27 17
0,25 16 15 16 16 17 22 18 16 16 13
L3-Mn 0,50 2 19 17 17 20 18 18 24 18 -
1,00 23 22 21 18 20 20 20 22 19 13
2,00 24 25 22 18 22 22 20 24 19 13
0,25 - - - - - - - - - -
L3-Ni 0,50 16 14 12 12 - 13 15 16 14 -
1,00 18 19 18 17 17 18 17 20 19 12
2,00 20 23 21 17 22 20 18 22 20 12
-: Etki yok
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3.2.8. Ligandlarin ve Metal Komplekslerin Antimutajenik Aktivite Bulgulari

Cizelge 3.14. Sentezlenen ligandlarin (L1, L2 ve L3) antimutajenite aktiviteleri

Test Kons.

Geri donen koloni sayis1

E. coli WP2uvrA

S. typhimurium TA1535

S. typhimurium TA1537

Materyali  (ug/petri) Ort. +S.H. % inh. Ort. £S.H. % Iinh.  Ort.+S.H. % Inh.
MNNG™ 1 372,00+11,29 -
NaN;"™ 1 453,00+13,31 -
9-AA™ 40 240504586 -
DMSO™
(petr 100 25,50+1,28 - 22,33+0,95 - 13,50+1,17 -
20 288,0046,25 22,58 357,00£10,43 21,19 121,50+6,25  49,48*
40 315,50+8,78 15,19 318,00+8,12 29,80 116,50+7,84  51,56*
L1 60 343,50+11,33 7,66 262,50+9,05 42,05 221,0047,37 8,11
80 351,00+12,15 5,65 299,00+9,15 34,00 212,50+6,67 11,64
100 316,50+8,31 14,92 360,50£10,98 20,42 205,00+12,41 14,76
20 250,50+12,29  32,66°  264,50+9,68 41,61" 220,00+13,36 8,52
40 337,00£12,18 9,41 258,00+7,97 43,05" 215,00+10,47 10,60
L2 60 348,50+8,64 6,32 304,50+6,73 32,78 24350+7,70 -
80 324,5049,64 12,77 328,00+7,22 27,59 248,0048,23 -
100 271,00+11,40  27,15°  349,50+11,43 22,85 226,00+10,08 6,03
20 241,00+7,26 3522 328,50+6,64 27,48" 248,00+10,85 -
40 236,00+11,10 36,56°  318,50+9,65 29,69 201,5049,42 16,22
L3 60 242,50+13,17  34,81°  2285046,68 49,56" 190,50+14,22 20,79
80 223,00+14,40  40,05° 246,508,449 45,58" 188,50+6,62 21,62
100 241,50+8,95 3508"  269,00+10,17 40,62 199,5049,84 17,05

*[statiksel olarak kontrolden farkl1 ( p<0,05)
** MNNG, NaN; ve 9-AA sirasiyla E. coli WP2uvrA, S. typhimurium TA1535 ve 1537 suslari i¢in pozitif

mutajen, DMSO ise negatif kontrol olarak kullanilmistir.

Cizelge 3.14°de sentezlenen ligandlarin {i¢ adet bakteri susunda antimutajenik etkileri

Ozetlenmistir. Cizelgeden goriilecegi lizere ligandlar degisik antimutajenik etki

sergilemislerdir. Tiim ligandlar 6zellikle S. typhimurium TA1535 tiirinde daha genis

spektrumlu antimutajenik etki sergilemislerdir. Ligandlar kendi arasinda mukayese

edildiginde en etkili ligandin L3 oldugu dikkat ¢ekmektedir. Liganlar %51,56-27,15

inhibisyon araliginda istatiksel olarak anlamli antimutajenik etki sergilemislerdir.

Cizelgedeki mevcut sonuglar ayrica antimutajenik etkinin konsantrasyona bagl

olmadigini1 géstermektedir.
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Cizelge 3.15. Sentezlenen ligandlarin bakir komplekslerinin (L1-Cu, L2-Cu ve L3-Cu)

antimutajenik aktiviteleri

Geri donen koloni sayis1

E. coli WP2uvrA S. typhimurium TA1535 S. typhimurium TA1537
Test Kons. . . .
Mat?ryal (ng/petri) Ort. £ S.H. % Inh. Ort. £ S.H. % Inh.  Ort. £ S.H. % Inh.
MNNG™ 1 372,00+11,29 -
NaN; "~ 1 453,00+13,31 -
9-AA™ 40 240504586 -
DMSO™
et 100 25504128 - 22334095 - 13,5041,17 -
20 28550+10,82 2325 332004833  26,71*  202,50+327 1580
40 278,00+9,10  2527*  342,00+7,54 24,50 24500+10,39 -
L1-Cu 60 283,0049,53 23,92  326,00+9,17  28,04* 235004874 2,29
80 336,50+10,42 9.4 361,50+23,12  20.20 188,00+587 21,83
100 351,50+10,92 551 320004895  29,36*  22100+7,16 8,11
20 226504921  39,11* 35450+12,38 21,74 132,00+4,17  4511*
40 250,50+1124 32,66%  25500+11,05 4371*  162,00+680  32,64*
L2-Cu 60 245504835  34,01* 257,50+12,31 43,16 175004771  27,23*
80 246,50+8,37  3374*  25650+14,44 4338%  200,00+4,85 16,84
100 348,50+854 6,32 340,00+14,86 24,94 203,50+536 15,38
20 288,50+577 2245  39500:7,94 12,80 189,5049,00 2121
40 26550+9,01  28,63* 385004661 1501 101,504456  57,80*
L3-Cu 60 25500+7,30  31,45%  257,00+13,32 4327*  99,00+4,03 58,84*
80 264,50+6,19 28,90 333004879  26,49*  90,50321 62,37*
100 2855041281 2325  327,00£8,19  27,81*  99,00+2,85 58,84%

*[statiksel olarak kontrolden farkli ( p<0,05)
** MNNG, NaN; ve 9-AA sirastyla E. coli WP2uvrA, S. typhimurium TA1535 ve 1537 suslar igin
pozitif mutajen, DMSO ise negatif kontrol olarak kullanilmustir.

Sentezlenen ligandlarin Cu komplekslerinin ii¢ adet bakteri susunda antimutajenik
etkileri Cizelge 3.15°de Ozetlenmistir. Bu ¢izelgeden goriilecegi iizere ligand
kompleksleri tiim bakteri tiirlerinde degisik, konsantrasyona bagli olmayan
antimutajenik etki sergilemislerdir. Ligand kompleksleri kendi arasinda mukayese
edildiginde higbiri etki bakimindan 6n plana ¢ikmadigr dikkat ¢ekmektedir. Bununla
beraber, L3-Cu kompleksi S. typhimurium TA1537 bakteri tiiriinde %62,37-57,80
inhibisyon ile dikkate deger antimutajenik etki sergilemistir. Oysa L3 bu bakteri tiiriinde

herhangi bir antimutajenik etki gdstermemistir. Bu sonuclara gore antimutajenik etki de
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Cu elementin etkisinin oldugu soOylenebilir. Cizelgedeki mevcut sonuglar ayrica

antimutajenik etkinin konsantrasyona bagli olmadigin1 gostermektedir.

Cizelge 3.16. Sentezlenen ligandlarin kobalt komplekslerinin (L1-Co, L2-Co ve L3-Co)

antimutajenik aktiviteleri

Geri donen koloni sayis1

E. coli WP2uvrA S. typhimurium TA1535 S. typhimurium TA1537

Test o KOS o4 iSH. %inh. Ort.+SH. % inh. Ort.+SH.  %inh.

Materygll (ng/petri)

MNNG 1 372,00£11,29 -

NaN;"™ 1 453,00+13,31 -

9-AA™ 40 240,5045,86 -

DMSO™

(Wpeti 100 25,50+1,28 - 22,33+0,95 - 13,50+1,17 -
20 270,50+10,45 27,28  299,00+9,70  34,00* 90,00+3,17 62,58*
40 284,50+15,61 23,52 265,50+14,06  41,39* 90,0045,13 62,58*

L1-Co 60 348,00£11,50 6,45 276,00+11,51  39,07* 77,0045,73 67,98*
80 273,00+11,28  26,61*  321,50+8,73  29,03* 71,00+3,54 70,48*
100 308,50+08,92 17,07 332,50+8,83  26,60* 88,00+5,24 63,41*
20 332,50+#11,90 10,62 390,0048,41 13,91 82,50+2,72 65,70*
40 385,00+9,29 - 290,00+£7,59  3598* 92,0045,59 61,75%

L2-Co 60 326,50+12,85 12,23 282,00+£12,57 37,75* 82,00+3,03 65,90%
80 257,00+7,33 30,91*  335,00+11,98 26,05* 87,00+4,41 63,83*
100 248,00+6,14 33,33*  248,50+8,99  45,14* 85,0045,04 64,66*
20 344,50+14,45 7,39 312,0048,94  31,13* 103,00+2,60  57,17*
40 348,00£11,27 6,45 244,50+14,23  46,03* 97,00+7,42 59,67*

L3-Co 60 401,50+9,34 - 284,00+10,61 37,89* 100,0042,59 58,42+
80 341,00+9,73 8,33 304,00+8,74  32,89* 94,00+3,95 60,91*
100 351,00+6,87 5,65 298,50+6,47  34,11* 102,00+3,26  57,59*

*[statiksel olarak kontrolden farkli ( p<0,05)
** MNNG, NaNj; ve 9-AA sirastyla E. coli WP2uvrA, S. typhimurium TA1535 ve 1537 suglari igin pozitif

mutajen, DMSO ise negatif kontrol olarak kullanilmustir.

Sentezlenen ligandlarin Co komplekslerinin ii¢ adet bakteri susunda antimutajenik
etkileri Cizelge 3.16’da Ozetlenmistir. Bu c¢izelgeden goriilecegi iizere ligand
kompleksleri tiim bakteri tiirlerinde degisik, konsantrasyona bagli olmayan
antimutajenik etki sergilemislerdir. Ligandlarin Cu metal kompleksleri ile mukayese
edildiginde Co komplekslerinin ¢cok daha gii¢lii antimutajenik etki gosterdigi ¢izelgede
goriilmektedir. Her ti¢ ligandin Co kompleksleri 6zellikle S. typhimurium TA1535 ve S.
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typhimurium TA1537 tiirlerinde dikkate deger antimutajenik etki sergilemislerdir.
Ozellikle komplekslerin S. typhimurium TA1537 bakteri tiiriinde % inhibisyon degerleri
(%57,17-70,48 inhibisyon) daha yiiksek bulunmustur. Diger taraftan L1-Co ve L2-Co
komplekslerinin bazi dozlart E. coli WP2uvrA bakteri tiiriinde zayif antimutajenik
aktivite gosterirken, bu bakteride L3-Co herhangi bir antimutajenik etki gostermemistir.
Cizelgedeki mevcut sonuglar ayrica antimutajenik etkinin konsantrasyona bagl

olmadigini da gostermektedir.
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Cizelge 3.17. Sentezlenen ligandlarin Mangan komplekslerinin (L1-Mn, L2-Mn ve
L3-Mn) antimutajenik aktiviteleri

Geri donen koloni sayis1

E. coli WP2uvrA S. typhimurium TA1535 S. typhimurium TA1537
Iﬁ:e ryali (u}g</2)2i.ri) Ort.+SH.  %inh. Ort.+SH.  %inh.  Ort+SH. % inh.
MNNG™ 1 372,00+11,29 -
NaN;"™ 1 453,00+13,31 -
9-AA™ 40 240,5045,86 -
a';f;g; 100 25504128 - 22334095 - 13500117 -
20 27000+15,76  27,42*  319,00+7,62  29,58* 76,00+7,90 68,40%
40 267,00+11.61 2823*  33500+10,74  26,05% 86,00+7,86 64,24%
L1-Mn 60 347,004801 6,72 339,00+1152  2517* 79,50+6,60 66,94%
80 318,00+12.16 1452 311,5048,85  31,24* 78,00+6,66 67,57%
100 272,004849  26,88*  317,50+7,01  29,91* 69,00+4.53 71,31*
20 199,50+10,71 46,37  301,004841  3355* 86,50+3,59 64,03*
40 219,0049,34  41,13* 288504865  36,31* 71,0043,90 70,48*
L2-Mn 60 227,50+10,80  38,84*  382,004924 1567 63,50+2,59 73,60%
80 2415047,12  3508*  377,0049,05 16,78 78,50+5,91 67,36*
100 233,00+4808  37,37*  368,00+1225 1876 112,00+4,57  53,43*
20 337,00+1345 9.41 397,00+1356 12,36 113,004527  53,01*
40 314,00+698 1559  332,50+10,98  26,60* 95,50+2,32 60,29%
L3-Mn 60 281,004952 2446  278,50+13,55 38,52* 67,50+3,14 71,93%
80 102,00+4,50  72,45%  34450+14,31 2395 75,0046,05 68,81*

100 65,00+5,57 82,53* 328,50+11,68  27,48* 98,00+2,58 59,25*

*[statiksel olarak kontrolden farkl1 ( p<0,05)
** MNNG, NaNj; ve 9-AA sirastyla E. coli WP2uvrA, S. typhimurium TA1535 ve 1537 suslar1 igin pozitif

mutajen, DMSO ise negatif kontrol olarak kullanilmigtir.

Sentezlenen ligandlarin Mn komplekslerinin ii¢ adet bakteri susunda antimutajenik
etkileri Cizelge 3.17°de Ozetlenmistir. Bu ¢izelgeden goriilecegi iizere ligand
kompleksleri tiim bakteri tiirlerinde, degisik, konsantrasyona bagli olmayan
antimutajenik etki sergilemislerdir. Ligandlarin Mn metal komplekslerinin Co
kompleksleri gibi giiclii ve daha genis spektrumlu antimutajenik etki sergilemislerdir. S.
typhimurium TA1537 bakteri tiriinde tim ligandlarn Mn kompleksleri, Co
komplekslerinde oldugu gibi tiim konsantrasyonlarinda giligli antimutajenik etki

gostermislerdir. Bu etki %70,63-53,01 araligindadir. Bununla beraber E. coli WP2uvrA
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bakteri tiirlinde antimutajenik etki bakimindan Mn komplekslerinin genelde Co
komplekslerinden daha etkili oldugu da gozlenmistir. Cizelgedeki mevcut sonuglar

ayrica bize antimutajenik etkinin konsantrasyona bagli olmadigin1 da gostermektedir.

Cizelge 3.18. Sentezlenen ligandlarin Nikel komplekslerinin (L1-Ni, L2-Ni ve L3-Ni)

antimutajenik aktiviteleri

Geri donen koloni sayis1

E. coli WP2uvrA S. typhimurium TA1535 S. typhimurium TA1537
Le;erya“ (";‘I’)Zi'ri) Ort+SH.  %Iinh. Ort+SH. %Iinh.  Ort+SH. % inh.
MNNG™ 1 372,00+11,29 -
NaN;"™ 1 453,00+13,31 -
9-AA™ 40 240,50+5,86 -
DMSO™
(et 100 25,50+1,28 - 22,33+095 - 135041,17 -
20 24750+10,14  3360* 29500+6,83  34,88* 280,0045,65 -
40 257,0049,58  3091* 294,50+9,94  34,99* 205504598 14,55
L1-Ni 60 261,0048,16  29,84* 241,00+9,14  46,80* 237,50+7,81 1,25
80 261,50+10,04 29,70  311,00+13,94 31,35* 203,50+949 15,38
100 250,00+8,88  32,80% 348,50+1320 23,07 299,004547 -
20 138,50+6,27  62,77* 266,00+1295 41,28* 259,00+4,23 -
40 99,00+6,12 73,39%  250,00+14,11 44,81* 256,50+7,86 -
L2-Ni 60 110,00+14,53  70,43* 261,50+1318 42,27* 111,50+6,19  53,64*
80 27500+13.18  26,08% 259,50+6,88  42,72* 252,00+7,34 -
100 310,00£7,21 16,67  270,00£9,12  40,40* 195,50+6,88 18,71
20 276,0047,40  2581* 323,00£8,58  28,70* 165,00+8,53  31,39*
40 332,00+16,56 10,75  329,0046,99  27,37* 161,5048,75  32,35%
L3-Ni 60 394,50+10,26 - 29550+9,64  34,77* 190,0047,77 21,00
80 375504990 - 308,50+10,09  31,90* 181,5045,27 2453
100 383,0048,78 - 327,00+752  27,81* 195504562 18,71

*[statiksel olarak kontrolden farkli ( p<0,05)
** MNNG, NaN; ve 9-AA sirasiyla E. coli WP2uvrA, S. typhimurium TA1535 ve 1537 suslar igin
pozitif mutajen, DMSO ise negatif kontrol olarak kullanilmustir.

Sentezlenen ligandlarin Ni komplekslerinin ii¢ adet bakteri susunda antimutajenik
etkileri Cizelge 3.18’de verilmistir. Bu ¢izelgeden goriilecegi tizere ligand kompleksleri
tiim bakteri tlirlerinde, konsantrasyona bagli olmayan antimutajenik etki sergilemislerdir.

Ligandlarin Ni metal komplekslerinin diger metal kompleksleri ile mukayese
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edildiginde bir farklilik sergiledigi gozlenmektedir. Diger metal kompleksleri E. coli
WP2uvrA bakteri tiirlinde genellikle zayif ve dar spektrumlu antimutajenik etkiye
sahipken, 6zellikle L1-Ni ve L2-Ni kompleksleri bu bakteri tiiriinde genis spektrumlu
antimutajenik etki gostermistir. Diger taraftan Ni kompleksleri diger komplekslere gore
S. typhimurium TA1537 tiiriinde zay1if antimutajenik etki sergilemistir. Bu tiirde sadece
L2-Ni’in 60 pg/petri konsantrasyonu ile L2-Ni’ in 20 ve 40 pg/petri konsantrasyonlarda

zay1f antimutajenik etkiye sahiptir.

Antimutajenik aktivite sonuglarinin agik ve anlagilmasimma yonelik olarak her bir
ligandin ve ligand komplekslerinin degisik konsantrasyonlarda antimutajenik etkileri

ayrica grafik haline getirilmis ve Sekil 3.62 ile 3.64’de sunulmustur.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Likenlerin gorsel muhtesemligi tarih boyunca insanligin ilgisini ¢ekmis ve pek ¢ok
alanda likenlerin arastirilmasina yol agmistir. Giinlimiizde likenlerin biiyiik 6l¢tide ikili
simbiyotik canlilar olmasina karsin, bazi likenlerin li¢ ya da daha fazla canli igeren
simbiyotik canlilar oldugu da bilinmektedir (Handel-Mazzetti, 1909; Nash & Thomas,
1996; Aslan ve ark., 1998).

Likenler bitki tiirlerinden farkli olarak kendilerine 6zgii bir veya birkag¢ metabolite fazla
miktarda sentezleyen canlilardir. Bu 6zelliklerinden dolay1 son yillarda bilim adamlari
liken ekstreleri ve bunlarin metabolitleri iizerine yogunlagsmislardir. Bunun sonucunda
bir¢ok liken metabolitinin yapis1 karakterize edilmis ve bu metabolitlerin ve de degisik
organik solventlerle elde edilen ekstrelerin degisik biyolojik aktiviteleri ortaya
konmustur (Vartia, 1973; Farnsworth, 1990; Giiner ve ark., 1992; Baytop, 1999;
Huneck, 1999; Bayir, 2004; Boustie ve Grube, 2005; Rankovic ve ark., 2007; Halici,
2008 ). Bu kapsamda, giiniimiize kadar yapilan ¢aligmalarda likenlerin antibakteriyel,
antiviral, antioksidan, antitlimdr, antimutajenik, enzim inhibitor etkileri, antiiilserojen ve
antioksidan etkileri arastirllmistir (Takai ve ark., 1979; Beljanski, 1998; Huneck,
1999;Bayir, 2004; Boustie ve Grube, 2005; Odabasoglu, 2006; Halic1, 2008; Honda ve
ark., 2010;Atalay ve ark., 2011;Thadhani, 2011). Yapilan bu tip ¢alismalarin
yayginlastirilarak liken tiirlerinin, liken tiirlerinden izole edilecek metabolitlerin
biyolojik aktivitelerinin belirlenerek tip, farmakoloji ve endiistriyel alanda
kullanilabilme  imkanlarinin  arastirilmast  dogal iirlinlerden  gerektigi  gibi

yararlanmamizi miimkiin kilacaktir.

Stiphesiz en ¢ok arastirilan, degisik biyolojik aktivitelere sahip, liken metaboliti usnik
asitdir (Glner ve ark., 1992; Vartia, 1973 ). Usnik asit, Alectoria, Cladonia, Ramalina,
Lecanora, Parmelia, Rhizoplaca ve Evernia gibi liken cinsleri tarafindan
sentezlenmesine karsin en iyi kaynagi siiphesiz Usnea tiirleridir (Ingolfsdottir, 2002).
Bu ¢alismada yeterli miktarda usnik asit izole etmek iizere ormanlik alanlarda genis bir
yayilima sahip olan Usnea longissima liken tiirii tercih edildi ve liken tiiriiniin dietil eter
ekstresinden kristallendirme ve silika jel KK yontemleri kullanilarak, %42,8 verim ile
toplam 64,3 g usnik asit elde izole edildi. Saflastirilan usnik asitin kimyasal yapis1 *H,
BC-NMR, 1D ve 2D NMR, FT-IR, yéntemleri ile dogrulandi. Usnik asitin spektral
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verileri daha onceki literatiir bilgileri ile de desteklendi (Culberson, 1969; Huneck ve

Yoshimura, 1996; Halic1, 2003,2005,2008; Odabasoglu, 2004).

Schiff bazlarmmin hemen hemen tiim metallerle kompleksleri veya selatlar
sentezlenebilir. Bununla beraber, ligandlarda metal ile birlesebilen dondr atomlarin
sayist azdir. Bunlarin en ¢ok bilinenleri ve genis Olgiide incelenmis olanlar1 azot,
oksijen ve kiikiirt atomlaridir (Black ve Hartshorn, 1972,1973). Schiff bazlar1 ve
kompleksleri, tersinir olarak oksijen baglamalari, olefinlerin hidrojenlenmesindeki
katalitik aktiviteleri, elektrokimyasal elektron transferi, fotokromik o6zellikleri

bakimindan énemli maddelerdir (Giindiiz, 1998).

Koordinasyon bilesikleri canli yapilarda da hayati Oneme sahip bilesiklerdir.
Koordinasyon kimyasinda ligand olarak kullanilan Schiff bazlari, bunlarin degisik
metallerle olusturduklar1 kompleksler, biyolojik ve katalitik uygulamalar1 bir ¢ok
bilimsel ¢alismanin temelini olusturmus ve olusturmaya da devam etmektedir (West ve
Panel, 1989; Chohan, 2001, 2002; Takani ve ark., 2002; Mukherjee ve ark., 2006; Silva
ve ark., 2006; Li-Juan ve ark., 2009; Reiss, 2009; Shayma, 2009; Dolaz ve ark., 2010;
Mounika ve ark., 2010; Urus ve ark., 2010; Tataru, 2010; Prashanthi, 2010; Ceyhan ve
ark., 2011; Chavan, 2011). Schiff baz1 komplekslerinin antikanser aktivite gostermesi
ozelliginden dolay1 tip diinyasindaki 6nemi giderek artmaktadir ve kanserle miicadelede
reaktif olarak kullanilmasi lizerine arastirmalar devam etmektedir (Scovil ve ark., 1982;
West ve Pannell, 1989). Aromatik aminlerden sentezlenmis Schiff baz1 kompleksleri
ozellikle kemoterapi olarak (Singh ve Rana, 1986) ve bazi1 kimyasal reaksiyonlarda
cesitli substratlara oksijen tasiyici olarak (Trafder ve Miah, 1986) kullanilmaktadir.
Usnik asit kimyasal yapisinda iki adet asetoksi grubu igeren dogal bir liken metabolittir.
Literatiirde usnik asitin bazi aminlerle olusturdugu Schiff bazlari ve bunlarin
koordinasyon bilesikleri {izerine bir ka¢ calismaya rastlanmis olmasina karsin, usnik
asitin aril-amino fenollerle olusturdugu Schiff bazlar1 ve bunlarin biyolojik aktiviteleri
tizerine herhangi bir kayda rastlanmamistir. Bu kapsamda, bu tezdeki ¢alismalar, usnik
asitin bazi aril-aminofenollerle ile schiff bazlari tiirevlerini ve metal komplekslerini
sentezlemek, kimyasal yapilarin1 aydinlatmak, antimikrobiyal ve antimutajenik
etkilerini belirlemek amaciyla yapilmistir. Sentezlenen Schiff bazlari ve bunlarin

koordinasyon bilesiklerinin sentezi ve bunlarin antimikrobiyal ve antimutajenik
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etkilerinin ilk defa mevcut ¢aligmada ortaya konmasi bu calismay: siiphesiz orijinal

kilmaktadir.

Bu amagla, usnik asit belirli sartlarda 2-aminofenol, 3-aminofenol ve 4-aminofenol ile
muamele edilerek L1, L2 ve L3 Schiff bazlar tiirevleri ve bu ligandlarin Co(II), Cu(II),
Mn(II) ve Ni(II) metal tuzlart kompleksleri sentezlendi. Sentezlenen ligandlarin
kimyasal yapilar karakterizasyonlart *H-NMR, *C-NMR, 1D ve 2D NMR yéntemleri,
FT-IR, MS, TGA ve elementel analiz yontemleri ile aydinlatildi. Tiim ligandlarin H-
NMR spektrumunda genellikle 6=7,00-7,40 ppm arasinda gozlenen ilave proton
sinyallerinin integrasyon degerleri ve de HMBC NMR spektrumundaki bag
korelasyonlar1 bize amino fenol molekiillerinin usnik asite C-14 karbonil karbonu
tizerinden baglanarak Schiff bazlar1 olusturdugunu gostermektedir (Sekil 4.1).
Ligandlarin pozitif iyon modunda alinan kiitle spektrumlarinda da m/z=436 molekiil
iyon piklerinin gozlenmesi ([M+1]") tek karbonil karbonu iizerinden baglanmay1

dogrulamaktadir.

OH

CHsj@ o chs CHa
ﬁo 0 ﬁo o ﬁo 0

Hs 0~ "CHs 0" CH3

Yok

Sekil 4.1. Sentezlenen liganlarin kimyasal yapis1 (L1, L2, L3)

Ligandlarin ve metal komplekslerin termal davraniglar1 30-900 °C araliginda degisimleri
incelenmis (Sekil 3.56 ve 3.58) ve kimyasal yapilariyla uyumlu olarak artan sicaklikla

birlikte bilesigin bozunarak etkilestigi gozlenmistir.

Metal kompleksleri 2:1 oraninda ligand ve metal tuzunun geri sogutucu altinda 80 °C de,
6 saat karistirilarak sentezlendi ve tiim komplekslerin degisik renkli oldugu gozlendi.
Ayrica, sentezlenen ligandlarin oda sicakliginda kararlilig1 oldugu ve bozunmadan uzun
bir miiddet saklanabildigi gozlendi. Komplekslerin ¢oziiniirliigi incelendiginde ise
ligandlarin ¢oziiniirliigii ile kompleksler arasinda bir paralellik oldugu belirlendi ve hem
ligandlarin hem de komplekslerin kloroform, diklormetan, piridin gibi orta derecede
polar coziiciilerde daha 1yi ¢oziindiikleri gozlendi. Sentezlenen metal komplekslerinin
karakterizasyonlar1 'H-NMR, 13C-NMR, FT-IR, ICP-OES, elementel analiz, TG/DTA
ve LC-MS teknikleri kullanilarak yapildi. NMR ve FT-IR yorumlarini pekistirmek i¢in
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alman TG/DTA egrilerinde komplekslerin higbirinde fiziksel adsorbe su veya
koordinasyon kiiresine dahil olan yani metale koordine olmus suya rastlanmamaistir.
Elemental analiz teknigi ile yapilan karakterizasyon sonucu metal:ligand oraninin 1:2
oldugu desteklendi. Elde edilen kompleks yapilari literatiir ile de uyum igerisindedir
(Takani ve ark., 2002; Natic’ ve ark., 2004; Chollet-Krugler, 2008). Bu bilgilerden
ligandlarin metal iyonlar: ile Sekil 4.2 de gosterildigi sekilde koordinasyon bilesikleri

olusturdugu sonucuna varildi.

M= Cu(l1), Co(I1), Mn(11), Ni(l1).

Sekil 4.2. Sentezlenen metal komplekslerinin muhtemel yapilari
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Liken metabolitlerinin mikroorganizmalar, mayalar ve algler iizerine antibiyotik etki
gosterdigi uzun yillardan beri bilinmektedir (Burkholder ve ark., 1944). 19401 yillarda
penisilinin ve mantarlardan elde edilen diger antibiyotiklerin kesfinden sonra
arastirmacilar liken sekonder metabolitlerinin biyolojik aktiviteleri hakkindaki
calismalara agirlik vermislerdir (Ingolfsdottir ve ark., 2000; Katz, 2002; Rankovic ve
ark., 2007). Degisik schiff bazi ve bu schiff bazi metal komplekslerinin degisik
mikroorganizmalara kars1 antimikrobiyal 6zellikleri konusunda literatiirde fazla sayida
arastirma sonuglar1 yaymlanmistir (Takani ve ark., 2002; Natic ve ark 2004; Urus ve
ark., 2010). Bu diisiincelerden yola ¢ikarak mevcut ¢aligmada sentezlenen tiim ligand ve
metal komplekslerinin dort farkli konsantrasyonda (0,25; 0,5; 1 ve 2 mg/ml), on adet
onemli patojene karsi in vitro olarak antimikrobiyal aktiviteleri disk difiizyon metodu
ile test edildi. Tim ligand ve metal komplekslerinin, 11-32 mm inhibisyon zonu ile
degisik oranlarda antimikrobiyal etki sergiledigi belirlendi. Ligandlar kendi aralarinda
kiyaslandiginda degisik mikroorganizmalara karsi en etkili olan L3 ligandi oldugu
belirlendi. Ligand ve metal komplekslerinin  antimikrobiyal aktiviteleri
karsilastirildiginda ise metal komplekslerinin ligandina gore daha giiglii antimikrobiyal
olduklart gozlendi. Bunun da nedeni olarak lipid zarlardan pozitif yiikli metal
iyonlarinin gecerek enzimleri bloke etmesi gosterilmektedir (Raman, 2003). Diger
taraftan, ¢alismamizda kullanilan mikroorganizmalardan E.cloacae ve S. cerevisiae
bakteri tiirlerinin L1 ve L1-metal tuzlar1 komplekslerine kars1 en yiiksek direngli tiirler
oldugu belirlendi. Mikroorganizmalara karsi 32 mm inhibisyon zonu ile en yiiksek
antimikrobiyal etkiyi B. megaterium bakteri tiiriine kars1 L3-Cu kompleksinin 1 ve 2
mg/ml konsantrasyonlar1 gostermistir. Bununla beraber, mevcut sonuglara gore
mikroorganizma tiirlerine karst L1-Mn ve L2-Mn kompleksleri genis spektrumlu
antimikrobiyal etki sergilemislerdir. Ozellikle metal kompleksleri arasinda en giiglii ve

genis spektrumlu antimikrobiyal etki L3-Cu ve L3-Mn i¢in belirlenmistir.

Incelenen bilesiklerin antibakteriyel aktivitelerindeki farkliliklar igerdikleri aktif
unsurlardan degisikligi ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir. Farkli maddelerin
komplekslerinin farkli mikroorganizmalara kars1 gosterdigi aktivitesindeki bu degisiklik,
mikroorganizmalarin hiicrelerinin impermeabilitesine veya mikrobiyal hiicrelerin
ribozomlarindaki farkliliklarina bagl olabilir (Sengupta ve ark., 1998). Ornegin, Digrak
ve ark. (1997) yaptiklar1 ¢alismada antibiyotiklerin sentezinde kullanilan 1,5-dien-3-
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ol’lerin antibakteriyel etkilerinin Schiff bazlarmnin etkilerinden daha fazla oldugunu
rapor etmisler ve bu etkinin, 1,5-dien-3-ol’lerin yapisinda alkol bulunmasindan
kaynaklanabilecegini ileri siirmiislerdir. Elektron ¢ekici grup igeren ligandlarin metal
komplekslerinin  antimikrobiyal aktivitelerinin fazla oldugu, ozellikle bakir
komplekslerinin antibakteriyal aktivite gosterdigi, ayrica hidroksi siibstitiie Schiff bazi
ve komplekslerinin daha fazla aktivite gosterdigi kaydedilmistir (Reddy, 2000). Elde
edilen sonuglar literatiir bilgileri ile paralellik gostermektedir. Fakat toksisite testlerinin
celiskili sonuglar ortaya koymasi nedeni ile in vivo ¢alismalardan ¢ok, bu tiir bilesiklerin
in vitro c¢alismalarda Ozellikle mikroorganizmalarin tiremesine karsi kullanilmasi
diisiiniilmekte, metal komplekslerinin sitotoksik 6zellikte oldugunda birlesmektedirler
(Treshchalina, 1979; Kelland, 1994; Rho, 2002). Mevcut arastirma bulgularimiz ile
uyumlu olarak, 4-hidroksi salisilaldehit ve L-alaninden olusan Schiff bazinin Cu(II),
Zn(11), Ni(ll) ve Co(ll) komplekslerinin E. coli, S. aureus ve P. aeruginosa iizerinde
antibakteriyal etkilerinin serbest Schiff bazlarina oranla daha fazla oldugunu tespit
etmislerdir (Chohan, 2002). Mevcut ¢alismamizda da ligand komplekslerinin E. coli, S.

auereus ve P. aeruginosa mikrorganizmalarina kars1 etkili oldugu belirlenmistir.

Canli sistemlerde enzimler olduk¢a Onemli yer tutan biyomolekiillerdir. Bu
biyomollekiillerin bircogu kofaktér olarak metal iyonu ihtiva ederler. Bu nedenle
enzimler metal iyonlarindan kolayca etkilenen molekiillerdir ve bir¢ok metal i1yonu
belirli  konsantrasyonda  bir enzimin inhibitérii veya  aktivatorii  olarak
davranabilmektedir. Modern tipta bir¢ok hastaligin tedavisi bazi enzimlerin inhibisyonu
veya aktivisyonu lizerinden gerceklesmektedir. Bu nedenle koordinasyon bilesikleri
farmakolojide ©onemli yer tutmaktadir. Bu kapsamda bazi komplekslerin biyolojik
aktivitesi lizerine yapilacak caligmalar yeni ilaclarin sentezi ve bazi hastaliklarin
tedavisi agisindan olduk¢a Onemlidir (Dominguez-Vera ve ark., 1998; Chohan,
2000,2002; You ve Zhu, 2004; Xu ve ark., 2005; Peralta ve ark., 2006; Chu ve Huang,
2007;Wang ve Zheng, 2007). Ornegin, bazi ligandlarin diniikleer Cu(II)
komplekslerinin antitiimor, antiviral ve antiinflamatuar ajanlar olarak davrandigi ortaya
konmustur (Zishen, 1990). Farkli Schiff bazlarinin Cu(II) kompleksleri, biyolojik
sistemlerin fiziksel ve kimyasal davramislarinin incelenmesinde Gnemli bir model
olusturmustur (Reddy, 2000). Ayrica heteroniikleer komplekslerle ilgili biyolojik

aktiviteleri iizerine yapilan arastirmalarda da iimit verici sonuglar elde edilmistir. Schiff
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bazlarinin poliniikleer komplekslerinin biyokimyasal 6zelliklerinin incelenmesi ile ilgili

cesitli calismalar bulunmaktadir (Saglam, 2002,2004; Mathur ve Tabassum, 2006).

Ilaglar, radyasyon, stres ve ¢evre kirliligi gibi faktdrler hiicre ¢ekirdeginde mutasyon
olarak bilinen, DNA molekiiliinde kalic1 bir hasara neden olabilir. Mutasyon yapici
maddelere mutajenik maddeler denir. Hiicre DNA’daki mutasyon kanser olarak bilinen
kontrolsiiz hiicre ¢gogalmasini beraberinde getirir. Bu nedenle mutajenik ajanlarin ¢ogu
ayni zamanda karsinojenik (karsinoma; kanser yapici) ve teratojenik maddelerdir (Kerr
ve ark., 1994; Mercangoz ve Ayaz Tiiyld, 2000; Mopp, 2010; Sekeroglu ve Sekeroglu,
2011). Son zamanlarda canlilar iizerinde yapilan antikanser ¢aligmalar hem maliyet hem
de etik unsurlar agisindan sorun olusturmaktadir. Bu nedenle in vitro sartlarda yapilan
sitotoksik ve antimutajenik testler daha yaygin olarak tercih edilir hale gelmistir (Kaya,
2003; Ahmed, 2008; Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011). Arastirmacilar tibbi bitkilerin ve
degisik kimyasallarin mutajenik-antimutajenik 6zelliklerinin belirlenmesinde, esas
olabilecek kisa zamanda sonu¢ verebilen ve diisik maliyetli test sistemleri
gelistirmiglerdir. Bahsi gegen test sistemlerinin basinda Ames Salmonella, WP2 ve
Yeast DEL assay testleri gelmektedir. Son yillarda ise bakteriyel test sistemlerine ilave
olarak S. cerevisiae test sistemi de mutajenik antimutajenik maddelerin arastiritlmasinda
kullanilmaya baglanmugtir. S. cerevisiae‘nin D7 straini baslangigta ¢evresel kirleticilerin
mutajenik ve kanserojenik Ozelliklerinin tespiti i¢in kullanilmistir (Bakkali, 2006).
Calisgmamizda da kullandigimiz Ames mutajenite test sistemi ¢esitli mutajen ve
kanserojenlerin aktiviteleri lizerinde antioksidanlar basta olmak {izere cesitli ajanlarin
inhibitor etkilerinin izlendigi, ¢ok 6nemli kisa zamanl test sistemidir. Bu sistem ayni
zamanda, kimyasallarin mutajen veya kanserojen etkilerini ortadan kaldiran, bu
kimyasallarin DNA ile etkilesimlerini onleyen anti-mutajenlerin ve anti-kanserojenlerin
tayininde de kullanilmaktadir (Ozbek, 2006, 2008).

Bu ¢alismada E. coli WP2uvrA, S. typhimurium TA1535 ve TA1537 mutant bakteri
suslart i¢in pozitif mutajenler olarak sirasiyla N-Metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidin
(MNNG), sodyum azid (NaNs) ve 9-Aminoakridin (9-AA) maddeleri kullanildi. Ug
farkli bakteri susunda ligandlar ve metal komplekslerinin antimutajenik etkileri
belirlenmis ve maddelerin degisik oranlarda, antimutajenik etki gdsterdigi gézlenmistir

(Cizelge 3.14-3.18). Liganlar %51,56-27,15 inhibisyon araliginda istatiksel olarak
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anlamli antimutajenik etki sergilerken, hi¢biri mutajen olarak da davranmamistir. Tim
ligandlarin Gzellikle S. typhimurium TA1535 tiriinde daha genis spektrumlu
antimutajenik etki gosterdigi belirlenmistir. Ligandlar kendi arasinda mukayese
edildiginde en etkili ligandin L3 oldugu dikkat ¢ekmektedir. Cizelgedeki mevcut
sonuglar ayrica antimutajenik etkinin konsantrasyona bagli olmadigin1 géstermektedir.
Ligandlarin antimutajenik etkileri kendi aralarinda mukayese edildiginde Co ve Mn
komplekslerinin giiclii antimutajenik etkiye sahip oldugu agik¢a goriilmektedir. Bu
sonuglar bize 6zellikle usnik asitten tiirevlendirilen ligandlarin metal komplekslerinin
hem antimikrobiyal olarak hem de kanser tedavi edici olarak kullanilabilecegini
gostermektedir. Son zamanlarda koordinasyon bilesiklerinin kanser tedavisinde
kullanimlarina yonelik arastirmalar hizla artmaktadir (Mori ve ark., 1991; Vikse ark.,
1993; Kasprzak, 2000; Mercangdz ve Ayaz Tiyli, 2000; Chohan, 2002; Neelakantan,
2008; Mopp, 2010; Neelakantan ve ark., 2010). Guo ve Sadler (2000) yaptiklar1 bir
arastirmada salisaldehitin Cu(Il) kompleksinin bir¢cok timor hiicresinde sitotoksik
aktivite gosterdigini rapor etmislerdir. Bununla beraber, bizim bulgularimizda, L1, L2
ve L3 ligandlarmin Cu(Il) komplekslerinin degisik konsantrasyonlarda zayif
antimutajenik etki gosterdigi gozlenmistir. Diger taraftan, Golcii ve ark., (2005)
hidroksisalisaldehit ve amin analoglarindan tirevlenen Schiff bazlart metal
komplekslerinin Ehrlich kanser tiirlerinde giiclii antikanser aktiviteye sahip oldugunu
belirlemislerdir. Benzer sekilde, 2,4-dihidroksibenzaldehitin L-arginin ile hidratasyonu
sonucu sentezlenen Schiff bazi ligandinin Zn(II), Ni(II) ve Cu(I) komplekslerinin
sirastyla %32,2, %51,7 ve %53,3 oraninda kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini inhibe ettigi

rapor edilmistir (Chunhua ve ark., 1993).

Sonug olarak, bu ¢aligsma ile bilime 6nemli ii¢ katki saglanmistir. Bunlar:

1. Dogal bir liken metaboliti olan usnik asitten ilk defa aril-amino fenol ile yeni ti¢
adet Schiff bazi tlirevi sentezlenmis ve kimyasal yapisi karakterize edilmistir.
Sentezlenen Schiff bazi ligandlarin ilk defa Cu(Il), Co(Il), Mn(Il) ve Ni(Il)

kompleksleri sentezlenmis ve kimyasal yapis1 aydinlatiimastir.

2. Sentezlenen tiim ligand ve komplekslerin antimikrobiyal etkileri arastirilmis ve
bazi komplekslerin 6nemli insan patojeni mikroorganizmalara kars1 giiglii ve

genis spektrumlu antimikrobiyal etkileri gozlenmistir. Ozellikle bazi metal
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komplekslerinin antimikrobiyal ajan olarak degerlendirilebilecek potansiyele

sahiptir.

3. Sentezlenen tiim ligand ve  metal komplekslerin antimutajenik etkileri
arastiritlmis ve her li¢ ligandin da 6zellikle Co(II) ve Mn(II) komplekslerinin
giiclii antimutajenik etki gosterdikleri bulunmustur. Bu komplekslerin giicli
antimutajenik etki gostermeleri, basta kanser olmak {izere mutasyonlarla
iliskilendirilen bir¢ok hastaligin 6nlenmesine yonelik yapilacak ileriki ¢aligsmalar

icin kaynak olusturabilecek niteliktedir.

Bununla beraber, yapilan mutajenite ve antimutajenite deneylerinde; kisa zamanl test
sistemlerinden hicbirinin tek basma yeterli olmamasi, bu testlerden elde edilen
sonuclarin uzun zamanl test sistemleri ile dogrulanmasini gerektirmektedir. Bu noktada,
calisgmamizdan elde edilen bulgular, in vivo test sistemleri kullanilarak yapilacak ileriki
calismalar ile desteklenebilir. Bu konuda Gaziantep Universitesi Molekiiler Biyoloji ve
Genetik Boliimii laboratuarlarinda in vivo antikanser arastirma ¢alismalar1 baslatilmis ve
o6n denemelerde iimit verici sonuglar alinmistir. Ayrica sentezlenen ligand ve
kompleksleri elektrokimyasal ve katalitik ozelliklerini belirlemek {izere yapilacak
bilimsel caligmalara da kaynak olusturacaktir. Boylece dogal bir bilesigin yar1 sentetik

tiirevleri i¢in hem saglik hem de endiistriyel alanda degerlendirme firsati olusacaktir.
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