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Bu tez ¢alismasinda, daha dnce sentezlenmis olan ¢inko 2-florobenzoatin nikotinamid
ile karisik ligant kompleksinin 1,17; 2,33; 4,67; 9,34; 18,67 mM konsantrasyonlarda
antibakteriyel aktivitesi Bacillus subtilis, Psedomonasa eruginosa, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Bacillus cereus ve Klebsiella pneumoniae  bakterileri
kullamlarak Agar kuyucuk difiizyon yontemi ile incelenmistir. Kompleksin ayni
konsantrasyonlarda insan periferal kan hiicreleri {izerindeki sitotoksik ozelliklerini
belirlemek icin MTT yontemi kullanilmistir. Calisma sonuglarina gore 18,67 ve 9,34
mM konsantrasyonlarda kompleks, elde edilen inhibisyon zon caplarina gore
degerlendirildiginde biitiin bakteriler lizerinde iyi derecede antibakteriyel etki gosterdigi
belirlenmistir. Bilesigin 2,33 mM konsantrasyonda yalnizca S. aureus bakterisi
tizerinde baskilayict bir etkisi oldugu goriilmektedir. 4,67 mM konsantrasyonda B.
cereus ve E. coli hari¢ diger biitiin bakteriler iizerinde bilesigin antibakteriyel oldugu
gozlenmistir. Bilesigin 1,14 mM konsantrasyonda higbir bakteri {izerinde iiremeyi
durdurucu etki gostermedigi tespit edilmistir. MTT test yontemi ile sitotoksisitesi
arastirilan kompleksin test sonuglarina gore artan konsantrasyona bagli olarak hiicre
canliliginin azalmasina neden oldugu belirlenmistir. 1,17; 2,33; 4,67; 9,34; 18,67
mM konsantrasyonlarda hiicre canlilig1 sirasiyla % 86, % 86, % 73 ve % 65 ve %
6,42 olarak tespit belirlenmistir.
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In this thesis, 1,17; 2,33; 4,67; 9,34 and 18,67 mM concentrations of the previously
synthesized zinc 2-fluorobenzoate with nicotinamide complex was investigated using
by agar well diffusion diffusion method on Bacillus subtilis, Psedomonasa
eruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus cereus and Klebsiella
pneumoniae bacterias. The MTT method was used to determine the cytotoxic
properties of the complex on human peripheral blood cells at the same
concentrations. According to the results of the antibacterial study, it was determined
that the complex showed a good antibacterial effect on all bacteria at 18,67 and 9,34
mM concentrations. The compound exhibits to have a suppressive effect only on S.
aureus bacteria at a concentration of 2,33 mM. It was observed that the compound
was antibacterial on all bacteria except B. cereus and E. coli at a concentration of
4,67 mM. The compound was found to have no growth inhibiting effect on any
bacteria at a concentration of 1,17 mM. The cytotoxicity of the complex was
investigated by MTT test method and it was determined that the cell viability
decreased due to increasing concentration according to the test results. Cell viability
at 1,17; 2,33; 4,67; 9,34 and 18,67 mM was determined to be 86%, 86%, 73% and
65% Ve 6,42% respectively.
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1. GIRIS

1.1. fla¢ Kimyasinda Cinko ve Cinko Karboksilatlar

Kristal miihendisliginin amaci, ¢esitli uygulama alanlarinda kullanilabilecek dikkat
cekici Ozelliklere sahip yeni materyalleri kesfetmektir. Kristal miihendisliginde
onemli bir yere sahip olan kompleks bilesikler; simetri merkezinde bir metal katyonu
ve metal atomuna baglanan ligand adi verilen anyonlar veya molekiillerden
olusmaktadir. Bu bilesiklerin yapilarinin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin
incelendigi alan koordinasyon kimyasidir.  Kompleks bilesikler uzun yillar
yapilariin ¢esitliligi ile ilgi konusu olmustur. Bu bilesiklerin zamanla materyal
kimyasinin bir parcasi oldugu kabul edilmistir. Bu baglamda, kompleks bilesiklerin
yapilar1 ve biyolojik ve fiziksel 6zelliklerinin metal iyonu, koordinasyonda yer alan
ligandlar ve molekiiller arasi etkilesimlerinden etkilendigi belirlenmistir (Noro ve
ark., 2005; Teo ve Hor, 2011; Giindiiz, 2005; Yamada ve ark., 2004).

Malzeme biliminde ©nemli bir yere sahip olan tibbi inorganik kimya, kimya,
farmakoloji, toksikoloji ve biyokimyadan olusan ¢ok disiplinli bir alandir. Tibbi
kimyacilar, yan etkileri nedeniyle piyasada mevcut ilaglarin klinik sorunlarmin
iistesinden gelmek i¢in daha fazla gelistirilmis biyolojik aktiviteye, daha iyi
secicilige, diisiik toksisiteye ve mekanik etkilerin ¢oklu roliine sahip yeni metal bazli
molekiillerin tasarimi ve sentezi lizerinde durmaktadirlar. Metal komplekslerin
mikroplarin biiyiime inhibitorleri oldugu yapilan in vitro ve in vivo ¢alismalar ile
desteklenmektedir (Weiss ve Christian, 1993; Sathiyaraj ve ark., 2013).

Metallerin pozitif yiikli iyonlar olusturmalar1 biyolojik sistemlerde redoks
tepkimelerinde 6nemli rol oynamalarin1 saglar. Metal iyonlari, pozitif yiike sahip
olduklar1 i¢in negatif yiiklii olan protein ve DNA gibi biyolojik molekiillerle
baglanma ve etkilesime girme egilimindedir (Elango ve ark., 2017; da Silva ve
Williams, 1953; Ugucu ve ark., 2001).

Karboksilik asitler ligand olarak kullanilmaktadir ve anti enflamatuar, antibakteriyel

ve antifungal bir¢cok biyolojik aktimarnieviteye sahiptir. Dermatolojide, antifungal



olarak, benzoik asidin sodyum tuzu kullanilir. Karboksilik asitlerin antibakteriyel
aktivitesi, metal iyonlar1 ile kompleksler olusturularak arttirilabilir. Metal
komplekslerinin anti enflamatuar ve antibakteriyel aktivitesinin serbest asitten daha
fazla oldugu belirlenmistir. Ayrica, bir metale selatlandiginda, bazi ilaglarin
antibakteriyel etkisi arttirilabilir. Bu nedenle, etkili anti-mikrobiyal tiirlerin
hazirlanmasinda komplekslerin yap1 ve baglanma iliskileri hakkinda bilgi edinmek
cok Onemlidir. Ancak, baz1 benzer komplekslerde aktivitenin azaldig1 da
bilinmektedir. Son zamanlarda, steroid icermeyen anti enflamatuar ilaglarin
antimikrobiyal aktivitesi lizerine yapilan calismalarda ge¢is metallerinin gesitli azot
iceren ligandlar ile komplekslerinin artan antimikrobiyal aktivite gosterdigi
belirlenmistir (Uivarosi, 2013; Rizzotto, 2012). Cesitli metal kompleksler, ilacin ve
organik terapdtik maddelerin etkisini hizlandirmaktadir, 6rnegin kobalt (II)
mefenamik asit, naproksen veya tolfenamik asit (Dimiza ve ark., 2010; 2012; Tsiliou
ve ark., 2012) ve mangan (I1) tolfenamik asit kompleksleri anti enflamatuar ajanlar
olarak incelenmistir (Zampakou ve ark., 2014). Ayrica, bakir (1) mefenamik asit,
naproksen, diklofenak, difliinisal ve flufenamik asit komplekslerinin de biyolojik
aktiviteleri incelenmistir (Dimiza ve ark., 2011; Fountoulaki ve ark., 2011; Tolia ve
ark., 2013). Biyolojik olarak aktif ligandlara sahip ¢inko komplekslerinin farmasotik
etkileri vardir, cilinkii biyolojik sistemlerde enzimatik siiregleri katalize
edebilmektedirler; azot bazli ligandlarla (valproik asit gibi) ¢inko (II) alifatik
karboksilatlar ve azot bazli ligandlarla (naproksen, ibuprofen, indometasin gibi)
aromatik karboksilatlar sentezlenmis ve antibakteriyel ve antimalarial ajanlar olarak
calisilmigtir. N-, O-, S- verici ligandlarina sahip ¢inko karboksilatlar ayrica anti-
mikrobiyal aktiviteye sahiptir (Darawsheh ve ark., 2014; Abu Ali ve ark., 2013;
2015; 2016).

N-, O- ve S- verici igeren ligandlar tek basina anti-timor, anti-fungal ve anti-
bakteriyel aktivitelere sahiptir. Heterosiklik bilesiklerin bir¢ok biyolojik sistemde,
cesitli vitamin ve ilaglarin bileseni olarak 6nemli bir rol oynadigi bilinmektedir.
Yaygin olarak B3 vitamini olarak bilinen Nikotinamid koenzim nikotinamid adenin
diniikleotidinin reaktif bir pargasidir. Nikotinamid piridin tiirevidir ve heterosiklik
azot dondrlerindendirler. Tipki karboksilik asitler gibi N-donor ligadlarin

komplekslerinin biyolojik aktifliginin de serbest molekiillerden daha fazla olduguna
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dair bir¢ok ¢alisma yapilmistir (Rizzotto, 2012; Jabali ve Abu Ali, 2016; Zempleni
ve ark., 2013; Spector ve Johanson, 2007; Dang ve ark., 2019).

Metal iyonlarinin metabolizmasi, tasinimi ve kompleksleri incelendiginde metallerin
biyolojik aktivitelerinin, redoks aktivitesi, ¢esitli koordinasyon modlar1 ve organik
maddelere karsi reaktivitesi gibi 6zelliklerinden kaynaklandigi belirlenmistir. Temel
kimyasal elementler igin bes ana kategori vardir: (a) kiitle elementleri (H, C, N, O,
P, S), (b) makroelementler ve iyonlar (Na*, K*, Mg*?, Ca*?, CI', PO4 3, SO472), (c)
eser elementler (Fe, Zn, Cu), (d) ametaller (F, I, Se, Si, As, B) ve (e) metaller (Mn,
Mo, Co, Cr, V, Ni, Cd, Sn, Pb, Li). Cinko nispeten daha bol miktarda bulunur ve
bircok biyolojik aktivite i¢in gereklidir ve optimum saglik icin diyete dahil
edilmelidir (Sigel ve Sigel, 1999; Frezza ve ark., 2010; Walsh ve ark., 1994).

Metal iyonunun ve ligandin dogasi, bir kompleksin istenen uygulamalarina
yonlendirilmesinde biiylik 6neme sahiptir, ¢linkii kompleksin ozellikleri her iki
bilesene de baghdir. Ligand, bir kompleksin geometri, kararlilik, ¢ozliniirliik,
niikleerlik ve biyolojik aktiflik gibi 6zelliklerini belirler. Ek olarak ligand,
kompleksin biyolojik hedef bolgesine/dokusuna ulagsmasinda 6nemli bir rol oynar.
Bu baglamda, N-donoér diizlemsel ligandlara sahip metal kompleksleri,
diizlemsellikleri, biyouyumluluklar1 ve kolay bulunabilmesi nedeniyle biiyiik nem
kazanmustir. Ustelik, elektron verme yetenekleri, degisken Lewis asit kuvvetine sahip
metal iyonlarn ile kararli kompleksler olusturmalarini saglar (Mohamed ve ark.,

2012; Rajendiran ve ark., 2007; Khorasani-Motlagh ve ark., 2010).

Bir metal iyonunun bir¢ok 6zelligi arasinda arastirmacilarin birinci 6nceligi metal
iyonlarinin ~ biyolojik  uygulamalar  i¢in  hedeflenen = komplekslerdeki
biyouyumlulugudur. Bir¢ok biyolojik sistem esansiyel metallerin
konsantrasyonundaki kii¢iik degisikliklere uyum saglayabildiginden, komplekslerinin
ilag olarak kullanilmasi daha az zararli olabilir. Ayrica, mide iilseri, tiiberkiiloz ve
kanserler gibi cesitli hastaliklara karsi1 bir dizi ¢inko kompleksinin aktif oldugu
kanitlanmistir. Bu tiir komplekslerin aktivitesinin, koordinasyon kompleksinin hibrit
formunun 6nemini gosteren saf organik ligandlara veya inorganik bakir formlarma
kiyasla gelismis oldugu bulunmustur (Elango ve ark., 2017; da Silva ve ark., 1991).
Bu baglamda, heterosiklik ligandlara sahip ¢inko (II) kompleksleri ilging kimyas1 ve
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cok yonlii uygulamalar1 nedeniyle yogun bir sekilde incelenmistir. Neredeyse tiim
biyoaktif ilaglarin hedefi hiicresel DNA oldugundan, yeni sentezlenen her kompleks,
biyolojik alaka diizeyini ve DNA problama kabiliyetini belirlemek i¢in DNA
baglama aktivitesi agisindan taranir (Milunovic ve ark., 2012; Bravo-Gomez ve ark.,
2009; Joseph ve ark., 2012; Singh ve ark., 2012). Cinko biyolojik sistemlerde en
onemli metal katyonlarindan biridir, ¢linkii yaklasik 50 Onemli biyokimyasal
reaksiyonu katalize eden yaklasik 300 enzimin aktivitesinde énemli bir rol oynar

(Saxton ve Jacobson, 1997).

Cinko bir¢ok canlinin serum, plazma, kan hiicrelerinde bulunmaktadir. Ayrica bir¢ok
bilesik enzimin yapisinda kofaktér olarak kullanilmaktadir. Hiicresel biyolojide
yapisal, katalitik ve diizenleyici rol oynamasi, DNA ile etkilesimi, kemik ve kikirdak
gelisimi igin gerekli olmasi ve tiim organizmalar i¢in gerekli temel bir mikrobesin
maddesi olusu gibi 6zellikleri nedeniyle de essiz bir metaldir. Bazi viriislere karsi
antiviral etki gdsteren ve redoks inert 6zelligi ile serbest radikal olusumuna izin
vermemesi nedeniyle de antioksidan O6zellige sahip olan ¢inko biyolojik aktif bir
metaldir. Cok hiicreli organizmalarda c¢inko hiicre i¢inde bulunmaktadir. Cinko
eksikligi veya fazlalig1 bahsedilen 6zellikleri sergilemesinde en 6nemli parametredir
(Dadook ve ark., 2014; Deng Z ve ark., 2009; Gongalves ve ark., 2017; Rank ve
Nielsen, 1998; Sabath ve Abraham, 1966; Suara ve Crowe, 2004; Xu ve ark., 2017;
Faiz ve ark., 2015; Sagardoy ve ark., 2009).

Yiiksek konsantrasyonlarda Zn (Il), Escherichia coli, Staphylococcus aureus ve
Pseudomonas aeruginosa gibi bakteri tiirlerinin tiremesini inhibe edici etki gosterir.
Genel olarak Zn (1) antibakteriyel organik bilesiklerle etkilestiginde kompleksin
antibakteriyel aktivitesini arttirabilir, fakat bazen anti-bakteriyel aktivitesini
azaltabilir (6rn. sefadroksilin Zn (II) kompleksi). Farmakolojik aktivitenin, metal
iyonu ve kullanilan liganlara bagli oldugu belirlenmistir. Bu nedenle tibbi kimyacilar
ozellikle heterosiklik bilesiklerin gecis metali komplekslerinin sentezi ve
karakterizasyonuna biiyiik ilgi gostermektedir (da Silva ve ark., 1991; Ucucu ve ark.,
2001; Khan ve ark., 2008; McCann ve ark., 2003).

Cinko eksikligi, hiicresel bagisikligin diigmesi, kemik dokuda biiylime ve gelismenin

gerilemesi ve daha bir¢cok saglik probleminin ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir.
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Cinko eksikligi uzun yillardir bilinen bir problem olmakla birlikte ¢inko ve tuzlarinin
konsantrasyonunun fazla olmasi da son yillarda ilgi ¢eken bir konudur. Ciinkii ¢inko
konsantrasyonunun artis1 toprakta tuz dengesinin degismesine, kiregli toprak
miktarinin ve topragin pH’sinin artmasina, toksik bazi metallerin birikmesine veya
diger metallerin konsantrasyonlarinin azalmasi ile bazi hastaliklarin goriilmesine
sebep olmaktadir. Bu mineral dengesinin degisim durumu bitkilerin birgok kisminda
bliylimenin gerilemesine, fotosentezin yavaslamasina ve canli organizmalarda
kromozom hasarinin artmasina sebep olmaktadir. ZnO, ZnSOas, ZnCl, ve ZnCOQOs,
cinkonun toprakta ve suda toksik oldugu bilinen bilesiklerinden bazilaridir. Ayn
zamanda ZnO’nun akuatik ortamda ZnS ve ZnPOs’¢ doniisiimii bilinmekte fakat bu
iki tuzun toksisitesi hakkinda literatiirde herhangi bir veri bulunmamaktadir. ZnSO4
DNA onariminda 6nemli rol oynayan bir bilesik olmasina ragmen toksisitesine
iligkin de bir¢cok ¢alisma yapilmistir. Ayrica ¢inkonun antimikrobiyal 6zelliginden
dolay1r, c¢inko siilfat biyomedikal uygulamalarda kullanilan kompozit
biyomalzemelerin (Polivinil alkol/¢inko siilfat polimerik filmler gibi) yapisinda
siklikla kullanilmaktadir (Santra ve ark., 2000; Wu ve ark., 2007; Banu ve ark., 2001;
Gomez ve ark., 1998; Hasegawa ve ark., 2008; Hoang ve Tong, 2015; Sarasamma ve
ark., 2018; Sedlarik ve ark., 2010; Sharma ve ark. 2010; Wang ve ark., 2017; Xiao ve
ark., 2018).

1.2. Antibiyotikler

1928'de penisilin kesfi ile ila¢ diinyasinda devrim yaratan antibiyotikler yasam
kurtaric1 temel ilaglardir. Ozellikle 1941 yilindan itibaren tip ve bilim diinyasindan
bilim insanlari, kemoterapdtik ajan olarak penisilinin tanitilmasindan sonra benzer
antibakteriyel ve diger antimikrobiyal 6zelliklere sahip olan ve sayilar1 hizla artan
kimyasal bilesiklerin yeni bir isim ile anilmasi gerektigi kanisina varmislardir.
Modern tibbin ortaya g¢ikmasindan once antibiyotikler uzun siire kullanildi. Eski
Misir'da filamentli mantarlarin yara ve yanik tedavisinde kullanildig1 bilinmektedir.
Orta Cag'da Cin ve Yunanistan'daki sifacilar, ¢esitli rahatsizliklar tedavi etmek icin
kiiflii dokular kullanmislardir. "Antibiyotik" ve "antibiyotik ajan" terimleri, ilk kez
Waksman ve ¢aligma arkadaglari tarafindan 1942'de yayinlanan veya yazilmis bir¢cok

makalede kullanilmistir. 1942'den itibaren bu terimler genel kullanima girmistir.



"Antibiyotik" kelimesi "bakteri ve diger mikro organizmalarin biiylimesini veya
metabolik aktivitelerini mikrobik kokenli kimyasal bir madde ile inhibe etmek"
olarak tanimlanmistir. Antibiyotiklerin birgogu Gram-pozitif ve Gram-negatif
bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde etkili olan genis bir aktivite
yelpazesine sahiptir, digerleri sadece Gram-pozitif bakterilerin neden oldugu
enfeksiyonlarmn tedavisinde etkilidir. Bu ilaglarin kesfedilmesinden bu yana, " Ideal
bir antibiyotik nedir? " sorusuna cevap aranmaktadir. Bilimsel otoritelerin bu konuda
dikkate deger bulduklar1 temel iki parametre bulunmaktadir: “Bakterilerin
antibiyotiklere karsi direng Kazanmasi” ve “Toksisite”.  Bu parametreleri tam
anlamiyla saglayan ideal bir ideal antibiyotik yoktur. Gliniimiizde klinik
kullanimdaki ¢ogu antibiyotik, tim Gram pozitif ve Gram negatif bakteriyel
enfeksiyonlarin neden oldugu enfeksiyonlar1 tedavi etmek icin yeterince genis bir
spektruma sahip degildir. Bir antibiyotik, kaginilmaz diren¢ gelisimi nedeniyle
sonsuza dek etkili bir antibiyotik olmayacaktir. Antibiyotikler, diger ilaglardan farkli
olarak edinilmis direng¢ nedeniyle nispeten kisa bir kullanim Omriine sahiptir. Bu
yizden spesifik ideal bir antibiyotik her zaman gegici olacak ve yenileri ile
degistirilmesi gerekecektir. Ila¢ kesfi iizerine ¢alisan bilim insanlar1 ideal bir
antibiyotik gelistirmek istemektedir, bu nedenle de antibiyotik ilaglar yoniinden
malzeme bilimi gelisimini siirdiirecektir (Waksman, 1947; Singh ve ark., 2017).
Penisilinlerin 1928’de Alexander Fleming tarafindan tanimlanmasi ‘antibiyotik ¢ag1’
tarihinin temel tasidir. Paul Ehrlich ve ¢alisma arkadaslar1 “sihirli kursun” olarak
adlandirilan Salvarsan't kesfetmislerdir. Salvarsan, 1941'de ilk penisilin kullanimina
kadar frengi hastaligina karsi receteli ilag olarak kullanilmistir. Daha sonra ayni
yaklasimin kullanimiyla kesfedilen ve ardindan tiiberkiiloz tedavisinde kullanilan ilk
antibiyotik olan streptomisinin kesfedilmesiyle ilk siilfa ilact olarak Prontosil
kesfedildimistir. 1945 yilinda, Cephalosporium acremonyum mantarinin stafilokok,
streptokok enfeksiyonlari, tifo atesi ve bruselloza karsi etkili bir antibiyotik 6zellik
gosterdigi belirlenmistir. Sefalosporin C'min N-fenilasetil tiirevi Staphylococcus
aureus'a karsi en etkili antibiyotik oldugu belirlenmistir. Bu arastirmalar yeni nesil
sefalosporin bilesiklerinin {iretimine oncli olmus ve daha 6nce kesfedilmis olanlar da
birgok hayat kurtarmistir (Y1lmaz ve Ozcengiz, 2017; Fleming, 1980; Aminov, 2010;
Abraham ve ark., 1941; Schatz ve Waksman, 1944; Abraham ve Newton, 1961 ).



Son 20 yilda Gram pozitif bakteriler {izerinde etkili yalnizca iki yeni antibiyotik
smifi (lipopeptitler ve oksazolidinonlar) gelistirilmistir ve her ikisi de uluslararasi
ilag kuruluslari (ABD Gida ve ila¢ Idaresi ve Avrupa Ilag Ajansi) tarafindan

onaylanmustir (Rolain ve ark., 2016).

Son 10 yilda, bilimsel dergilerde yayinlanan makalelerde antibiyotik direncinde bir
artis oldugunu bildirilmistir. Ayn1 makalelerde, Avrupa ve ABD'de antibiyotige
direngli bakterilerden kaynaklanan enfeksiyon nedeniyle 6liimlii vakalar oldugu da
belirtilmistir. Antibiyotige direngli bakterilerden kaynaklanan enfeksiyonlarin daha
fazla onlenebildigi tlkelerde yeni antibiyotiklere iliskin daha fazla klinik ¢alisma
yapilmasi1 gerektigi belirtilmistir (Rolain ve ark., 2016). Antibiyotige direncli
bakterilerin yayilmasi diinya ¢apinda 6nemli bir tehdit olusturmasina ragmen, yeni
antibiyotiklerin farmasdtik olarak arastirma ve gelistirilme ihtiyaci karsilanamamistir
(Tacconelli ve ark., 2018). Her ne kadar bilim, daha direngli bakterilerin ortaya
cikmasina ayak uydurmaya calissa da, mevcut antibiyotikleri korumak ve yenilerini
gelistirmek i¢in ek c¢aba sarf edilmesi gerekmektedir. Bu baglamda antibiyotik
0zellikli maddelerin metal komplekslerinin antibakteriyel etkileri detayli bir sekilde

arastirilmalidir (Gould, 2016).

1.3. Antimikrobiyal Aktivite ve Test Yontemleri

Antimikrobiyal duyarlilik testleri, ila¢ kesfi, epidemiyoloji ve tedavi sonucunun
ongoriilmesi i¢in kullanilmaktadir. Test edilecek herhangi bir maddenin in vitro
antimikrobiyal aktivitesini degerlendirmek veya taramak icin farkli test yontemleri
vardir. En bilinen ve temel yontemler, diflizyon ve diliisyon yontemleridir (Balouiri

ve ark., 2016).

1.3.1. Difiizyon Metodu

% Agar Disk Difiizyon Testi

1940 yilinda gelistirilen Agar disk diflizyon testi, birgok klinik mikrobiyoloji
laboratuvarinda rutin olarak kullanilan bir yontemdir. Bu prosediirde agar plakalari,

test mikroorganizmasinin standart bir as1 maddesi ile asilanir. Daha sonra, istenen bir
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konsantrasyonda test bilesigi iceren diskler (yaklasik 6 mm ¢apinda) agar ylizeyine
yerlestirilir. Petri kaplar1 uygun kosullar altinda inkiibasyona birakilir. Genel olarak,
antimikrobiyal madde agarin igine yayilir ve test mikroorganizmasinin tiremesini
inhibe eder ve daha sonra inhibisyon biiyiime bolgelerinin ¢aplar 6l¢iiliir. Agar disk
diflizyon yontemi, agar besiyerine yayillmis antimikrobiyal maddenin miktarin
dlgmek miimkiin olmadigindan, Minimum Inhibisyon Konsantrasyonunu (MIK)

belirlemek i¢in uygun degildir (Balouiri ve ark., 2016).
s Agar Kuyucuk Difiizyon Testi

Disk difiizyon yonteminde kullanilan prosediire benzer sekilde, agar yilizeyine bakteri
ekimi yapilir. Daha sonra, steril bir kaniil ile 6 ila 8 mm ¢apinda kuyucuklar agilir ve
kuyucuklara test edilecek maddenin uygun konsantrasyondaki ¢ozeltisinden 20-100
pL eklenir. Daha sonra agar plakalari test mikroorganizmasina baglh olarak uygun
kosullar altinda inkiibe edilir. Antibakteriyel ajan, agar besiyerinde yayilir ve
bakterinin iiremesi inhibe eder. Inhibisyon biiyiime bdlgelerinin ¢aplari olgiiliir

(Balouiri ve ark., 2016).
1.3.2. Diliisyon Metodu

Diliisyon yontemleri, MIK degerlerinin belirlenmesi i¢in en uygun ydntemlerdir.
Ciinkii test edilen maddenin agar (agar diliisyonu) veya besiyerinde (makrodiliisyon
veya mikrodiliisyon) MiK konsantrasyonunu tahmin etme imkan: sunarlar. Besiyeri
veya agar dilisyon yontemi bakteri ve mantarlara karsi in vitro antimikrobiyal
aktiviteyi nicel olarak dlgmek igin kullanilabilir. Kaydedilen MIK degeri, test edilen
mikroorganizmanin goriiniir biiylimesini engelleyen test edilen antimikrobiyal ajanin
en diislik konsantrasyonu olarak tanimlanir ve genellikle mg/mL veya mg/L olarak
ifade edilir (Sedlarik ve ark., 2010). Bu teknikte antimikrobiyal 6zelligi arastirilan
maddelerin MIK ve Minimum Letal Konsantrasyon (MLK) degerleri belirlenir.
Mueller-Hinton besiyerinde test edilecek maddenin belli konsantrasyondaki ¢ozeltisi
hazirlanir ve hazirlanan bu ¢ozeltiden seyreltmek suretiyle ¢ozeltiler elde edilir. Bu
¢ozeltilerin iizerine izole edilmis mikroorganizmanin 24-48 saat inkiibe edilmis sivi
besiyeri kiiltiirlinden 0,1 mL miktarda ekim yapilir ve karigtirilir. 24-48 saat siire ile

37 °C'de inkiibe edilir. Tiiplerdeki iireme goz ile takip edilir. Uremenin devam



etmedigi son seyreltik ¢dzelti MIK degeri olarak alinir. Deneyler iki veya ii¢ paralel
olarak yapilir. Go6z ile takip edildiginden inkiibasyon siiresi uzatilabilir veya
kisaltilabilir. Uremenin devam etmedigi ¢dzeltiden alman 0,1 mL miktar 10 mL siv1
besiyerine (veya agara) ekilerek inkiibasyon baglatilir. MLK degeri ise tiipte

tiremenin olmadig1 konsantrasyondur (Anonim 7, 2019).

A

Sekil 1.1: Antimikrobiyal Aktivite Difiizyon Test Yontemleri (A: Disk Diflizyon
Yontemi; B: Agar Kuyucuk Difiizyon Yontemi) (Balouiri ve ark., 2016).

1.4. Sitotoksisite ve Sitotoksisite Belirleme Yontemleri

Canli hiicrelerde meydana gelen hasar sitotoksisite olarak tanimlanmaktadir. In vivo
veya in vitro sartlarda sitotoksisite testleri yapilabilmektedir. In vitro testlerde,
sitotoksik etkisi incelenecek maddenin farkli konsantrasyonlar1 hiicrelere
uygulanmaktadir (Anonim 8, 2019). In vitro kosullarda gergeklestirilen sitotoksisite
calismalar1 biyolojik degerlendirme i¢in en énemli gostergelerden biridir. Ilaglar ve
pestisidler gibi kimyasallar hiicre zarlarinin tahrip edilmesi, protein sentezinin
Onlenmesi, reseptorlere geri doniisiimsiiz baglanma vb. gibi farkli sitotoksisite
mekanizmalarina sahiptir. Bu zararlarin neden oldugu hiicre 6liimiinii belirlemek igin
ucuz, glivenilir ve kisa siirede tekrar edilebilir sitotoksisite ve hiicre canlilig1 testleri
yapilmaktadir. Sitotoksisite ve hiicre canlilifi analizleri, giinlimiizde toksikoloji ve
farmakoloji alanlarinda genis Olclide kullanilmaktadir. Bu analizler igin farkli
siiflandirmalar vardir: (a) boya diglama analizleri; (b) luminometrik analizler; (c)

florometrik analizler; ve (d) kolorimetrik analizler. Sitotoksisite testleri ile hiicre



hasarmin tespiti, hiicre ¢ogalmasinin ve hiicrelerin metabolik faaliyetlerinin
belirlenmesi gibi parametreler kolaylikla incelenebilmektedir (Tokur ve AKsoy,
2017; Walters ve ark., 2016).

Bu tez c¢alismasinda sitotoksisite  kolorimetrik  olarak incelenmis ve
degerlendirilmistir. Bu nedenle diger yontemler hakkinda kisaca bilgi verilmis ve

kolorimetrik yontemler daha detayl1 tanitilmistir.

(a) Boya Dislama Analizleri: Bir hiicre popiilasyonundaki canli hiicrelerin orani,
cesitli yontemlerle tahmin edilebilir. En basit ve yaygin olarak kullanilan
yontemlerden biri boya diglama yontemidir. Boya dislama yonteminde, canli hiicreler
boyalar1 diglar, fakat 6lii hiicreler onlar1 dislamaz ve boyanir. Bu yontem basit ve
ucuz olmasmin yani sira bazi dezavantajlara sahiptir. Soyle ki boya dislama
deneylerinde sitotoksik ajanlarin 6ldiirtici hasar gérmiis hiicreleri, zar biitiinliiglini
yitirmek i¢in birkag¢ giin siirebilir, hayatta kalan hiicreler bu siire boyunca ¢ogalmaya
devam edebilir ve bazi 6liimciil hasar gormiis hiicrelerin, kiiltiir periyodunun
sonunda, boya ile lekelenmedigi goriiliir, ¢iinkii erken bir pargalanma gegcirebilirler.
Bu nedenle testin sonuclar1 yiizde canlilik ifadesine dayandigindan hiicre 6liimiiniin
tam  anlamiyla  degerlendirilemeyebilir. ~ Ayrica  mikroskobik  inceleme
gerektirdiginden bu test yontemi zaman alicidir (Tokur ve Aksoy, 2017; Walters ve
ark., 2016).

b) Luminometrik Analizler: Bu analizler memeli hiicrelerinde hiicre cogalmasinin ve
sitotoksisitenin hizli ve basit bir sekilde belirlenmesini saglar. Bu deneyler
luminometrik mikroplaka okuyucu ile tespit edilebilir. Luminometrik analizlerin
dikkat cekici bir 6zelligi, reaktif ilavesinden sonra iiretilen kalici ve sabit yanma tipi
sinyaldir. Bu 6zellik ayn1 kuyucuktan hem canlilik hem de sitotoksisite degerleri elde
etmek i¢in kullanilabilir. ATP ve gercek zamanli canlilik testleri luminometrik test
yontemleridir (Xiao ve ark., 2018). Bu metotlarda lusiferaz enzimleri ve bunlarin
Substratlarinin  kullanilarak canli ve o6lii hiicreler tespit edilebilir. Daha ileri
liiminesans metodlarda, hiicrelerin sitotoksik madde ile maruziyet anlik degil

maruziyet siiresince degerlendirilebilmektedir (Tokur ve Aksoy, 2017).
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c) Fluorimetrik Analizler: Alamar mavisi ve CFDA-AM test yontemleri florimetrik
yontemlerdendir. Florometrik analizler yapisik veya asili hiicre hatlar1 i¢in de
uygulanabilir ve kullanimi1 kolaydir. Kolorimetrik yontemden daha hassas sonuglar
vermektedir. Bu analizlerde floresans maddeler kullanilarak, floresans mikroskobu,
florometre, floresan mikroplaka okuyucu veya akis sitometresi kullanimiyla
florometrik hiicre canlilig1 ve sitotoksisite analizlerinin yapilmasi kolaydir (Walters

ve ark., 2016).

d) Kolorimetrik Analizler: MTT, MTS, XTT, WST-1, WST-8, LDH, SRB, NRU ve
Kristal Viyole yontemleri bilinen kolorimetrik analizlerdir. Kolorimetrik deneylerde
kullanilan reaktifler, hiicrelerin yasayabilirligine tepki olarak bir renk gelistirerek,
spektrofotometre ile hiicre canliliginin kolorimetrik 6l¢iimiinii saglar. Kolorimetrik
deneyler, yapisik veya siispanse edilmis hiicre hatlar1 i¢in uygulanabilir, kolay
uygulanabilir ve ekonomiktir. Bu testlerin bazilarinda 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum-bromiir (MTT), 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-5-(3-
karboksimetoksifenil)-2-(4-siilfofenil)-2H-tetrazolyum (MTS), 2,3-bis-(2-metoksi-4-
nitro-5-siilfofenil)-2H-tetrazolyum-5-  karboksianilid (XTT), 2-(4-iodofenil)-3-(4-
nitrofenil)-  5-(2,4-distilfofenil)-2H-tetrazolyum  (WST) tetrazolyum tuzlan
bazilarinda ise kristal viyolet ve ndtral kirmizi gibi boyar maddeler kullanilmaktadir.
Tetrazolyum tuzlari, heterohalkali organik bilesiklerdir. Tetrazolyum tuzlar1 elektron
alarak indirgenmekte ve formazana doniismektedir. Bu doniisiim renk degisikligine
neden olmaktadir. Tetrazolyum halkalar1 yalnizca mitokondri ile kirilabilir ve canli
hiicreler bu kirilmanin sonucu olarak bir renk reaksiyonu meydana getirirler. Olii
hiicreler tetrazolyum tuzlarimi indirgeyemez ve gozlenen bir renk degisimi s6z

konusu degildir (Tokur ve Aksoy, 2017; Walters ve ark., 2016).

11



SA

A
W
c
D

MRSA

By e

Sekil 1.2: MTT (Anonim 9, 2019), MTS (Kaur ve ark., 2015), XTT (Anonim 10,
2019) ve WST (Anonim 11, 2019) testlerinde renk degisimleri

% MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2-5-difeniltetrazolyum  bromiir) testi,
sitotoksisiteyi veya hiicre canliligini belirlemek amaciyla yaygin olarak
kullanilan kolorimetrik analizlerden biridir. Bu yontemde, mitokondriyal bir
enzim olan siiksinat dehidrogenaz enziminin aktivitesi Olciilerek
mitokondriyal fonksiyon hiicre canliligi agisindan degerlendirilmektedir.
Pozitif yiiklii bir bilesik olan MTT, 6karyot hiicrelerin membranini geger ve
hiicre icerisinde indirgenir. Bu yontemde sari-yesil renkli MTT, NADH
tarafindan mor renkli formazana indirgenmektedir. Olusan formazan suda
¢coziinmez ve kristal seklindedir ve bu kristalin en 1yi ¢oziiciisi DMSO’dur.
Coziicli olarak izopropanol de kullanilmaktadir. Kolorimetrik yontemlerin
hepsi gibi, MTT yontemi de daha once belirtilen boya dislama
yontemlerinden ¢ok daha tstiindiir, ¢iinkii kullanim1 kolaydir, giivenlidir,
tekrarlanabilirligi yiiksektir ve hem hiicre canliligi hem de sitotoksisiteyi
belirlemek i¢in yaygin olarak kullanilir. 4-18 saatlik (hiicre yogunluguna gore
degisen) inkiibasyon islemi sonrasinda olusan renk spektrofotometre ile 540-

570 nm dalgaboyu araliginda 6l¢iilebilmektedir.
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MTS, XTT ve WST Yontemleri: MTS (5- (3-karboksimetoksifenil)-2-(4,5-dimetil
tiyazol)-3-(4-siilfifenil) tetrazolyum) 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-5-(3-
karboksimetoksifenil)-2-(4-stilfofenil)-2H-tetrazolyum (MTS), 2,3-bis-(2-metoksi-4-
nitro-5-siilfofenil)-2H-tetrazolyum-5-karboksianilid ~ (XTT), 2-(4-iodofenil)-3-(4-
nitrofenil)-5-(2,4-distilfofenil)-2H-tetrazolyum  (WST)  kolorimetrik  testlerdir.
MTT’den farkli olarak bu ii¢ bilesik negatif yiiklidir. XTT, MTS ve WST
testlerinde olusan formazan kristalleri suda ¢6ziindiigiinden ek bir ¢6zdiirme islemine

gerek duyulmamaktadir.

% MTS yonteminde de MTT yonteminde oldugu gibi, canli hiicrelerin
mitokondriyal aktivitesi ile bir tetrazolium tuzunun renkli formazana
dontstirilmesine dayanir. Elde edilen formazan miktar1 kiiltiirdeki canl
hiicre sayisina baglidir ve 492 nm'de spektrofotometre ile Ol¢iilebilmektedir.

s XTT test yonteminde, tetrazolyum tuzu XTT'nin metabolik aktif hiicreler
tarafindan turuncu renkli formazan bilesiklerine indirgenmesine dayanir.
MTT yontemindekinden farkli olarak bu yontemde elde edilen turuncu renkli
formazan suda ¢Oziiniir ve yogunlugu bir spektrofotometre ile Olgiilebilir.
Formazanin yogunlugu ile yasayabilir hiicre sayis1 arasinda dogrusal bir iliski
vardir. Cok bolmeli plakalarin ve bir spektrofotometrenin (veya ELISA
okuyucunun) kullanimi, ¢ok sayida 6rnekle ¢alisilmasini, kolayca ve hizli bir
sekilde sonu¢ alinmasini saglar. Bu test yonteminde 2-24 saatlik
inkiibasyonun sonrasinda turuncu bir renk olusur ve rengin yogunlugu bir

spektrofotometre ile dlciilebilir.

WST Testleri WST-1 ve WST-8 olmak tizere iki sekilde uygulanir. Fenol Kirmizist

kullanilarak yapilan bu deneylerde boya, reaksiyon vermemektedir.

s WST-1 testinde, WST-1 (2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-
distilfofenil)-2H tetrazolium monosodyum tuzu), nispi proliferasyonu
kiiltiirdeki hiicrelerin oranlarin1 &lgerek belirleyebilen basit, kolorimetrik bir

deneydir. Bu yontemin prensibi, tetrazolium tuzunun WST-1'in, mPMS (1-
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metoksi-5-metil-fenaziniyummetilsiilfat gibi) ara elektron alicis1 varliginda
mitokondriyal dehidrojenaz enzimleri tarafindan suda ¢oziiniir bir formazana
doniistiiriilmesine dayanir. Inkiibasyon siiresi icinde reaksiyon, hiicre
kiltiiriindeki mitokondriyal dehidrojenaz miktariyla dogrudan orantili olarak
bir renk degisikligi meydana gelir ve hiicrelerin metabolik aktivitesi dl¢iliir.
Testi gerceklestirmek icin, kullanima hazir olan WST-1 reaktifi dogrudan ¢ok
hiicreli plakalarda kiiltiirlenen hiicrelerin ortamina eklenir. Reaktifi boya
formuna indirgemek i¢in 30 dakika ile 4 saat arasinda degisen inkiibasyon

stiresi gereklidir. Plaka spektrofotometrede 450 nm dalga boyunda okutulur.

WST-8 yontemi, canli hiicre sayisinin belirlenmesi icin kullanilan
kolorimetrik yontemlerden biridir ve sitotoksisitenin yani sira hiicre
proliferasyonunun tespiti i¢in de kullanilabilir. WST-8 (2- (2-metoksi-4-
nitrofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disiilfifenil)-2H tetrazolyum, monosodyum
tuzu), oldukca kararlidir ve suda ¢oziiniir. WST-1'den 6zellikle notr pH'da
daha hassasti. WST-8 testinde hiicre tuza gecirgen degildir ve disiik
sitotoksisiteye sahiptir. Bu nedenle, testten sonra, ayni hiicreleri kullanarak
baska deneylere devam etmek miimkiindiir (Tokur ve Aksoy, 2017; Walters
ve ark., 2016).
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2. LITERATUR BILGILERI

Zubair ve arkadaslar1 (2018) ¢inko 4-(2-metoksi-5-nitrofenilamino)-4-oksobutanoik
asit) ve ¢inko 4-(2-nitro-4-metoksifenillamino)-4-oksobutanoik asitin  1,10-
fenantrolin ve 2,2-bipiridin ligandli komplekslerini sentezlenmis ve yapilarini
karakterize etmislerdir. Sentezlenen komplekslerin antibakteriyel ve antifungal
ozellikleri degerlendirilmistir. Komplekslerin 1 mg/mL konsantrasyonda hazirlanan
cozeltileri C. staphylococci, M. Staphylococcus ve S. aureus gram pozitif
bakterilerine ve E. coli ve K. pneumoniae gram negatif bakterilerine karsi agar
kuyucuk difiizyon yontemi ile antibakteriyel Ozellikleri incelenmis ve
sentezlendikleri baglangic maddelerine gore daha antibakteriyel olduklar

belirlenmistir.

Soayed ve arastirma ekibi [Zn(moksifloksasin)(imidazol)C1].2H20 kompleksini
sentezlemisler ve spektroskopik analizler yardimi ile kompleksin karakterizasyonunu
yapmislardir. Kompleksin S. Aureus ve E. coli bakterilerine karsi antibakteriyel
etkisini ve Aspergillus flavus ve Candida albicans mantarlarina karsi antifungal
etkisini incelemislerdir. Kompleksin 0,0001 M konsantrasyonda moksifloksasin ile
kiyaslandiginda onemli derecede antibakteriyel etki gosterdigi tespit edilmistir

(Soayed ve ark., 2013).

Onwudiwe ve arkadaslari Zn ditiyokarbamatlarin farkli N-donor ligandlar ile
(piridin, 2,2- Dbipiridin ve 1,10-fenantrolin) karigik ligandli komplekslerini
sentezlemislerdir. Komplekslerin antibakteriyel ve antifungal 6zellikleri 500 pg/mL
konsantrasyondaki ¢ozeltileri disk difiizyon ve 200, 100, 50 ve 10 pg/mL diliisyon
yontemleri ile incelenmistir. Streptomisinin kontrol pozitif olarak kullanildigi
caligmada [Zn(N-metil-N-fenil ditiyokarbamat) (N-metil-N-fenil ditiyokarbamat)]
kompleksinin S. aureus, B. cereus, K. oxytoca ve E. coli bakterilerine kars1 gii¢li
antibakteriyel etki gosterdigi belirtilmigtir. Benzer sekilde, [Zn(N-metil-N-fenil
ditiyokarbamat) (N-metil-N-fenil ditiyokarbamat)(piridin)] S. aureus ve K. oxytoca
bakterilerine kars1 antibakteriyel etkisinin yiiksek oldugu bildirilmistir. Genel olarak
bakildiginda, Escherichia coli, Klebsiella oxytoca, Bacillus cereus, Pseudomonas

aeruginosa, Salmonella typhi ve Staphylococcus aureus bakterilerine karsi
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antibakteriyel etkinin incelendigi bu ¢alismada sentezlenen komplekslerin tamaminin

antibakteriyel etki gosterdigi bildirilmistir (Onwudiwe ve ark., 2016).

[Zn(1,3-bis(4-piridil)propan).(Salisilat).]  ve  [(Zn(Sal)2)2(1,2-bis(4-piridil)etan]>
kompleksleri Chooset ve arkadaslar1 tarafindan sentezlenmistir. Metal salisilatlarin
(benzoik asit tiirevi) onemli derecede antibakteriyel etkisi bilindigi baz alinarak
yapilan bu calismada antibakteriyel etki agar disk diflizyon yontemi ile
Staphylococcus aureus, Escherichia coli ve Pseudomonas aeruginosa bakterilerine
kars1 incelenmistir. Penisilin ve gentamisin pozitif kontrol olarak kullanilmis ve 1

mg/mL konsantrasyonda komplekslerin orta derecede antibakteriyel etki gosterdigi

bildirilmistir (Chooset ve ark., 2018).

Cinkonun [Zn(5-Xsal)2(H20)2] (X: I ve Br) 5-iyodo ve 5-bromosalisilat kompleksleri
Kosicka ve ekibi tarafindan sentezlenmistir. Komplekslerin 0,001-200 mmol.dm
konsantrasyon araliginda Staphylococcus aureus ve Escherichia coli bakterilerine
kars1 antibakteriyel etkisi diliisyon ydntemi ile incelenmis ve MIK degerleri
belirlenmistir. Elde edilen bu komplekslerin aktivitesinin serbest ligand ve onun
sodyum tuzu ile kiyaslandiginda literatiir ile uyumlu olarak daha yiiksek oldugu
belirtilmistir (Kosicka ve ark., 2018).

Cinko kumarin-3-karboksilatin 1,10-fenantrolin ile kompleksleri Islas ve arkadaslari
tarafindan sentezlenmistir. Bu komplekslerin antibakteriyel etkileri 100-1000 pg/mL
konsantrasyon araliginda diflizyon yontemi ile Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus ve Staphylococcus
epidermidis bakterilerine karsi incelenmistir. Calisma sonuglar1 serbest ligandin
belirtilen bakterilen {izerinde herhangi bir antibakteriyel etkiye neden olmadigini
komplekslerin ise zayif antibakteriyel etkiye neden oldugunu gostermistir (Islas ve
ark., 2018).

Cinkonun naproksenat 1,10-fenantrolin, 2,9-dimetil-1,10-fenantrolin, 2-aminopiridin,
imidazol ve 1,2-dimetil imidazol ligandlar ile kompleksleri Abu Ali ve arkadaslar
tarafindan sentezlenmis ve Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis ve Escherichia coli

bakterileri kullanilarak antibakteriyel etkileri agar kuyucuk difiizyon metodu ile
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incelenmistir. 8,5 mmol/L konsantrasyonda tiim komplekslerin ¢ok yiiksek derecede
olmamakla birlikte antibakteriyel etki gosterdigi bildirilmistir. Ayrica 1,10-
fenantrolinli kompleksin Pseudomonas aeruginosa’ya karsi antibakteriyel etki
gosteren tek bilesik oldugu; 2,9-dimetil-1,10-fenantrolinli kompleksin ise gram
negatif (G-) bakteriler lizerinde daha etkili oldugu belirtilmistir ( Abu Ali ve ark.,
2015).

Steroid olmayan ve anti enflamatuar 6zellikli ilaglar olan naproksen ve ibuprofenin
¢inko kompleksleri sentezlenmistir. Escherichia coli ve Salmonella aureus
bakterilerine kars1 antibakteriyel etkileri disk difiizyon metodu ile incelenmistir. Her
diskte 10 mg kompleksin bulundugu ¢alismada iki bakteri tiiriine kars1 dikkate deger
antibakteriyel etki gézlenmistir (Chiniforoshan ve ark., 2014).

Potansiyel antiviral bir ilag olan Ribavirinin organokalay (IV), Cu (1), Zn (Il), Fe
(1) ve Sb (I11) ile metal kompleksleri Akhtar ve arastirma grubu tarafindan
sentezlenmistir. Staphylococcus aureus ve Escherichia coli bakterilerine karsi
antibakteriyel etki agar kuyucuk diflisyon teknigi ile arastirilmistir. 20 pg/disk
Sefeksimin pozitif kontrol grubu olarak kullanildigi c¢alismada zon c¢aplari
Olctldiigiinde bu iki bakteri tiirline karst ribavirinin ¢inko kompleksinin orta

derecede antibakteriyel etki gosterdigi bildirilmistir (Akhtar ve ark., 2018).

Cinkonun bis(4-karboksifenilfenilfosfin)oksit ile kompleksi sentezlenmis ve
Escherichia coli ve Staphylococcus aureus bakterilerine kars1 etkisi 0,0625 ve 0,125
mg/mL konsantrasyonlarda disk diflizyon yontemi ile degerlendirilmistir. Calisma
sonuglarma gore kompleks uzun siireli antibakteriyel etkisinden dolay1 potansiyel

genis spektrumlu bir antibakteriyel madde olarak onerilmistir (Meng ve ark., 2017).

Krajnikova ve arastirma grubu tarafindan ¢inko 2-bromobenzoatin {ire, nikotinamid,
N-metilnikotinamid,  N,N-dietilnikotinamid,  izonikotinamid,  fenazon ile
kompleksleri sentezlenmis ve komplekslerin 0,01-2,0 mmol.dm= konsantrasyon
araliginda antibakteriyel etkisi Escherichia coli ve Staphylococcus aureus
bakterilerine karst diliisyon yontemi ile arastirilmistir. Cinko 2-bromobenzoat

kompleksinin yiiksek antibakteriyel etki gosterdigi ve N-donor ligandli
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komplekslerinin ise disiik antibakteriyel etkiye sahip oldugu bildirilmistir
(Krajnikova ve ark., 2011).

Cinko ibuprofenin 4,4’-bipiridin, 1,10-fenantrolin, 2,9- dimetil-1,10-fenantrolin, 1,2-
dimetilimidazol, 1,2-dmimidazol, 2-dimetilimidazol ve 2-amino-6-pikolin
kompleksleri Omar ve Ali tarafindan elde edilmistir. Gram pozitif (Micrococcus
luteus, Staphylococcus aureus ve Bacillus subtilis) ve Gram negatif (Escherichia
coli, Klebsiella pneumonia ve Proteus mirabilis) bakterilere karst komplekslerin 6
g.L™! konsantrasyonunda in vitro antibakteriyel aktiviteleri agar kuyucuk difiizyon
yontemi kullanilarak yapilmistir. 4,4 '-bipiridin, 1,10-fenantrolin ve 2,9-dimetil-1,10-
fenantrolinli kompleksler Gram pozitif bakterilere kars: antibakteriyel aktivite
gosterirken, 1,2-dmimidazol, 2-amino-6-pikolin ve 2-dimetilimidazol kompleksleri

antibakteriyel aktivite gdstermemistir (Omar ve Abu Ali, 2017).

Kamel ve aragtirma grubu [Zn(fenilasetat)2(2-aminopiridin)z],
[Zn(fenilasetat)2(1,10-fenantrolin)]-H2O  ve  [Zn(fenilasetat)2(2,9-dimetil-1,10-
fenantrolin)]-0.5H20O komplekslerini sentezlemis, yapilarini karakterize etmis ve
antibakteriyel etkilerini Gram pozitif (S. epidermidis, S. aureus, E. faecalis, M. luteus
ve B. subtilis) ve Gram negatif (K. pneumonia, E. coli, P. mirabilis ve P. aeruginosa)
bakterilerine kars1 agar kuyucuk metodu ile arasgtirmislardir.  Gentamisin Ve
eritromisin pozitif kontrol olarak kullanildigi ¢alismada [Zn(fenilasetat)2(2-
aminopiridin)] kompleksinin  herhangi bir antibakteriyel etki gdstermedigi
bildirilmistir. [Zn(fenilasetat)2(1,10-fenantrolin)]-H20 kompleksi P. aeruginosa harig
Gram negatif bakterilere kargi yiiksek antibakteriyel etki gosterirken, E. ferabis harig
Gram pozitif bakteriler iizerinde de etkili oldugu belirtilmistir. [Zn(fenilasetat)2(2,9-
dimetil-1,10-fenantrolin)]-0.5H20 kompleksinin Gram negatif bakterilere karsi
antibakteriyel etki gostermedigi ancak M. luteus ve B. subtilis bakterileri tizerinde
diisiik, S. epidemidis bakterisi lizerinde ise yiiksek antibakteriyel etki gosterdigi rapor
edilmistir (Kamel ve ark., 2017)

Ali ve arkadaglar tarafindan yapilan bir ¢alismada da ¢inko ibuprofenin N-donor
ligandlar ile  (2-aminopiridin, 2-aminometilpiridin, 2,2'-bipiridin ve  2-
metilaminopiridin) kompleksleri sentezlenmistir. In vitro antibakteriyel incelemeler

agar kuyucuk difiizyon metodu ile gergeklestirilmistir. Gram pozitif (Micrococcus

18



luteus, Staphylococcus aureus ve Bacillus subtilis) ve Gram negatif (Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae ve Proteus mirabilis) bakterilere karsi komplekslerin 6
mg/mL’lik konsantrasyonlart kullanilmistir. Cinko ibuprofen kompleksinin gram
pozitif bakteriler tizerinde ve 2-aminopiridin ve 2-aminometilpiridinli komplekslerin
gram pozitif ve gram negatif bakteriler {izerinde herhangi bir antibakteriyel etki
gostermedigi bildirilmistir. 2,2'-bipiridinli kompleksin tiim bakteriler tizerinde etkili
olmast nedeniyle DMSO’da 1,5; 3 ve 6 mg/mL konsantrasyonlarda hazirlanan
coOzeltilerinin antibakteriyel etkisi degerlendirilmistir. Konsantrasyonun diisiisii ile

tiim bakteriler tizerindeki etkinin azaldigi rapor edilmistir (Abu Ali ve ark., 2016).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal

3.1.1. Test Bilesiginin Temini

Calismada kullanilan test maddesi Kafkas Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi
Kimya Boliimii Anorganik Kimya Laboratuvari’nda doktora tezi kapsaminda Fiireya
Elif Ozbek tarafindan sentezlenmis ve yapisi aydinlatilmis bir bilesiktir. Bilesigin tek

kristal X-1s1n1 kirinim metodu ile tespit edilen yapist Sekil 3.1°de verilmistir.

Sekil 3.1: Test edilen bilesigin molekiil yapisi (Ozbek, 2011).
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3.1.2. Cahismada Kullanilan Cihazlar

Calisma kapsaminda kullanilan cihazlar liste halinde Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1: Calismada kullanilan cihazlarin listesi

Cihaz Adi Marka Model
Otoklav Cihazi Niive Steamart OT 40L
Saf Su Cihazi Niive (Tiirkiye) ND 4

Su Banyosu Niive (Tiirkiye) BM 101
Etiiv J.P. Selecta (Ispanya) Digiheat
Vorteks Cihazi ISOLAB (Almanya) 622.01.001
Santrifiij Cihazi HETTICH (Almanya) EBA 200

Otomatik Pipet GILSON

Otomatik Pipet NICHIRYO

CO’li Inkiibator ~ Panasonic
Spektrofotometre  BioTEK

P2, P200, P10, P100, P1000
Nichipet EX 11
MCO-170AICUVH-PE

Epoch

3.1.3. Cahismada Kullanilan Kimyasallar ve Sarf Malzemeler

Calismada kullanilan kimyasal ve sarf malzemelerin listesi Tablo 3.2°de verilmistir.

Tablo 3.2: Calismada kullanilan kimyasallar ve sarf malzemeler

Madde Adi Firma Adi Uriin Tammlayic1 Kodlar
Mueller Hinton Agar Oxoid 2320965(*)

Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi Sigma-Aldrich 806552(*)

BIOAMF-1 medyum Biological Industries  01-190-1A

BIOAMF-1 supplement Biological Industries ~ 01-192-1E

Antibiyotik Antimikotik ¢ozelti ~ Sigma-Aldrich A5955(*)

L-Glutamin ¢6zeltisi Sigma-Aldrich 56-85-9
Histopaque-1077 Sigma-Aldrich 10771(%)

DMSO Sigma-Aldrich 67-68-5

MTT Test Kiti Cayman Chemical 0524641(*)

(*)’ isareti ile belirtilenler ilgili markaya ait iiriin kodlaridir. Isaret bulunmayanlar ise CAS numaralar

ile verilmistir.
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3.1.4. Calismada Kullanilan Bakteriler ve Ozellikleri

¢ Bacillus cereus: Bacillaceas familyasina dahil olup, gram pozitif, aerobik
veya fakiiltatif anaerobik, spor olusturan, cubuk seklinde bakterilerdir.
Genellikle mezofilik olmakla birlikte psikrotrof ve termofilik tiirleri de
vardir. Toprakta ve akuatik ortamlarda bol miktarda bulunmaktadir. 1,2-5 pm
arasinda hiicre boyutuna sahiptir. Ureyebildigi sicakliklar suslara gore
farklilik gosterir. Optimum tireme kosullar1 30 °C, maksimum ve minimum
tireme sicakliklari sirasiyla 37-48 °C ve 10-18 °C arasindadir. Gelisebildigi
pH araligi 4,9-9,3 olup optimum pH 7°dir. Bacillus cereus ile kontamine
olmus gidalar tiiketildiginde gida zehirlenmesine bagli olarak ishale neden
olur. Ayrica B. cereus immiin sistemi baskilanmis insanlarda menenjit,
endokardit, endoftalmitis, konjonktivit ve akut gastroenterit gibi hastaliklara
yol acar (Brooks ve ark., 2012; Kalayli ve Beyatli, 2003; Altun ve ark., 2002;
Kaleli ve Ozkaya, 2000; Anonim 5, 2019).

¢ Bacillus subtilis: Cubuk seklide olan ve saprofit beslenen bu tiir gram pozitif
olup aerobik solunum yapar. Bu tiirlin iiyeleri toprakta, havada ve suda
yasarlar. 3-4 um boyutlarda olan tipik hiicreler kare uglara sahip olup uzun
zincirler halinde diizenlenmistirler ve sporlar hareketli olmayan hiicrelerin
ortasinda bulunur. Her ne kadar saprofit bir tiirde olsa 6zellikle deri ve goz de
enfeksiyonlara neden olabilirler. Ayrica bu tiir, diisiik toksik etkilere sahip
olan fakat uzun siire maruz kalindiginda alerjik durumlarin ortaya ¢ikmasina
neden proteolitik bir enzim olan subtilisin {iretmektedir (Brooks ve ark.,
2012; Arslan ve ark, 2013)

¢+ Staphylococcus aureus: Gram pozitif boyanma 6zelligi gosteren bu tiir tekli,
ikili ve dortli hiicreler halinde bulunabildikleri gibi ii¢ veya dort hiicreden
olusan kisa zincirler yapabilirler veya diizensiz iiziim salkimi benzeri sekiller
olustururlar. Hareketsiz, spor olusturmayan, cogunlukla Kkatalaz pozitif,
oksidaz negatif, kapsiilsiiz ve fakiiltatif anaerop bakterileridir. Stafilokoklarin
cogu % 7,5-10 NaCl igeren basit besiyerlerinde, 18-45 °C’de kolaylikla

tirerler. En hizli iireme gosterdikleri sicaklik 37 °C°dir. S. aureus’un
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olusturdugu hastaliklar deri enfeksiyonlari, septisemi-endokardit ve organ
enfeksiyonlaridir. Hastane enfeksiyonlarmnin ikinci en sik etkeni olan S.
aureus suglarmin biiyiik cogunlugu metisiline direnglidir. S. aureus
enfeksiyonlarindan korunmada en etkili yontem el yikamadir. Ozellikle
duyarli hastalarin bulundugu yeni dogan, yogun bakim, noéroloji, beyin
cerrahi ve hemodiyaliz servislerinde hastalarin S. aureus suslari ile enfekte

olmasinin énlenmesi 6nemlidir (Brooks ve ark., 2012; Bilgehan, 2000).

Pseudomonas aeruginosa: Dogada yaygin olarak bulunan ve hastanelerde
Ozellikle nemli yerlerde yasayabilen saprofit bir tiirdiir. P. aeruginosa
hareketli ve ¢ubuk seklinde olup, boyutlar1 yaklasik 0,6x2 pm’dir. Tek
hiicreli olabildikleri gibi koloni halinde de yasayabilen Gram negatiftir
bakteridir. En ideal biiyiime ve {ireme sicaklik araligi 37-42 °C’dir. insanlarda
nozokomiyal pndmoni, yanik enfeksiyonu ve bakteriyemi hastaliklarina

neden olur (Brooks ve ark., 2012).

Klebsiella pneumoniae: Kisa, silindirik, 0,5-2 pm boyutlarinda spor
olusturmayan, hareketsiz bir bakteridir. Etrafinda polisakkarit yapida genis
bir kapsiil bulunur. Bakteriyolojik boyalarla iyi boyanan Gram negatif bir
bakteri olup fakiiltatif anaerobturlar. Optimal tireme sicakligi 37 °C’dir. 30-
45 dakika 55 °C’de 1isitilarak sterilizasyonu saglanir. K. pneumoniae,
sefotaksim, seftriakson, sefepim veya seftazidim gibi giiglii antibiyotiklere
olduk¢a direncli bir bakteri tiiridiir. Hastane kaynakli enfeksiyonlardan
sorumlu ilk on bakteriyel patojen arasinda yer almaktadir. Ust solunum
yollarinda enfeksiyona neden olur. Klebsiella pneumoniae menenjit, safra
kesesi enfeksiyonu, ¢esitli organlarda apse olusumu gibi enfeksiyonlara yol
acar Ve organa Ozel klinik belirtiler verir (Brooks ve ark., 2012; Bilgehan,
2000; Arman, 2001).

Escherichia coli: E. coli 1885’de Thedor Escherich tarafindan ishal olan siit
cocuklarinin diskisindan izole edilip, Bacterium coli commune adi verilmistir.
1919'da Castellani ve Chalmer tarafindan Escherichia cins adi Onerilene

kadar Bacterium coli adi kullanilmistir. E. coli, diger Enterobacteriaceae
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ailesindeki bakteriler gibi, gram negatif ¢omak seklinde sporsuz bir
bakteridir. Kapsiil olusturmasi nadir goriilen bir durumdur. E. coli
zenginlestirilmemis besiyerlerinde fakiiltatif anaerob olarak tirer. Optimal
ireme 37 °C'de ve nétral pH kosullarinda gergeklesir. Sivi besiyerlerinde
genellikle homojen bulaniklik meydana getirir. Bagirsaklarda olusturdugu
birgok hastaligin yani sira firsatgr bir patojen gibi davranarak travma ve
apandisit sonrasi peritonit yapabilir ve kana yayilip sepsise neden olabilir.
Ayn1 zamanda septik artrit, endolftalmit, karaciger apsesi, osteomiyelit,
prostat ile ilgili enfeksiyonlar ve siniizit gibi hastaliklara neden olabilir
(Bilgehan, 2000).

Sekil 3.2’de bu tez calismasinda kullanilan bakterilerin elektron mikroskobu

altindaki goriintiileri verilmistir.

P. aeruginosa B. cereus

4 - \\

_ORh Y
N . =Y

S. aureus : % K. pneumoniae

Sekil 3.2: Elektron mikroskobu altinda bakterilerin goriiniimii (Anonim 1, 2019;
Anonim 2, 2019; Anonim 3, 2019; Anonim 4, 2019; Anonim 5, 2019; Anonim 6,
2019).
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3.2. Metot

3.2.1. Antibakteriyel Aktivitenin Belirlenmesi

Test edilen bilesigin farklt konsantrasyonlarinda antibakteriyel etkilerinin
degerlendirilmesi i¢in agar-kuyucuk difiizyon yontemi kullanildi. Calismada B.
subtilis (ATCC 6633), B. cereus (ATCC 8035), S. aureus (ATCC 25923),
K. pneumoniae (ATCC 33499), P. aeruginosa (ATCC 27852) ve E. coli
(ATCC 259222) bakterileri kullanildi. Bakteriler kullanilincaya kadar 4 °C'de
saklandi. Kullanilacak agarin hazirlanmasi igin 38 g Mueller Hinton (MH) agar 1 L
distile su igerisinde tamamen ¢6ziinene kadar kaynatilarak karistirildi. Sterilizasyonu
saglamak amaciyla hazirlanan agar ¢ozeltisi 121 °C’de 15 dakika siireyle otoklavda
bekletildi. Petri kaplarina aktarilan agarin oda sicakligina kadar sogumasi beklendi.
Negatif kontrol grubu olarak dimetil siilfoksit (DMSO) kullanildi. Hazirlanan agar
tizerine mikroorganizmalarin ekimi yapildi. Agar yiizeyi lizerinde cam kaniiller
kullanilarak 5 mm ¢apinda kuyucuklar olusturuldu. Kuyucuklara test edilen bilesigin
farkli konsantrasyonlarindan 50 pL eklendi. Petri kaplar1 12 saat boyunca 37 °C'de
inkiibe edildi ve her bir kuyucuk etrafindaki inhibisyon bdlgesinin capr cetvel

yardimu ile dlgiildii. Deneyler ii¢ paralel olarak gerceklestirildi.

3.2.2 MTT Analizi

3.2.2.1. Kiiltiir Medyumunun Hazirlanisi

Kiltir medyumunun hazirlanmasi igin; 75 mL hazir amniyon hiicre kiiltiri
medyumu, 15 mL suplament, 1.5 mL Penisilin+Streptomisin+Amfoterisin B ve 2 mL

L-glutamin steril bir tiip igerisine eklenerek 37 °C’de bekletildi.
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3.2.2.2 Tam Kandan Lenfositlerin izole Edilmesi

1. 15 mLl'lik steril tiipe oda sicakligina getirilen Histopaque-1077’den 6 mL

eklendi.

2. 3 mL tam kan iizerine 3 mL PBS eklenerek 6 mL’lik seyreltilmis kan
numunesi hazirlandi. Hazirlanan numune ilk basamakta hazirlanan
Histopaque-1077 tizerine eklendi. Oda sicakliginda 400 g devirde 30 dakika
boyunca santrifiij yapildi.

3. Santrifiijleme isleminden sonra Sekil 3.3’de goriilen mononiikleer hiicreler
iceren opak ara yiiz, pastor pipeti yardimi ile dikkatlice alindi ve steril bir

tiipe aktarildi.

4. Mononiikleer hiicreler iceren opak arayiiziin bulundugu steril tlipe iizerine, 5

mL PBS eklendi ve alt iist edilerek karistirildi.

5. Elde edilen lenfosit hiicreleri Thoma lami1 kullanilarak sayildi.

= PLAZMA

SEYRELTILMIS
KAN

- L~  PBMCs

ERITROSITLER

Histopaque

Sekil 3.3: Tam Kandan izole edilen mononiikleer hiicreler (PBMCs)
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3.2.2.3. MTT Test Yontemi

Lenfositlerin sayimi tamamlandiktan sonra steril kabin igerisinde asagida verilen

islem basamaklaria goére MTT test yontemi kullanilarak sitotoksite belirlenmistir.

1-

96 kuyucuklu mikroplakalara kiiltiir medyumundan 100 pL eklendikten sonra
her bir kuyucuk igerisine 100 pL (50000 hiicre/kuyucuk) olacak sekilde hiicre
ekimi yapildi.

Mikroplaka 24 saat 37 °C ve %5 CO: ayarli inkiibatorde bekletilerek

hiicrelerin yiizeye yapigmalar1 saglandi.

Inkiibasyon siiresi tamamlandiginda test edilecek maddenin farkli
konsantrasyonlarda (1,17; 2,33; 4,67; 9,34 ve 18,67 mM) hazirlanmisg
¢ozeltilerinden 100 pL kiiltiir ortamina eklendi. Ve hiicreler 37 °C’de 24 saat
%5 CO2’li inkiibatorde inkiibe edildi.

Inkiibasyon siiresi tamamladiginda her bir kuyucuga daha &nceden

hazirlanmis MTT ayracindan 10 pL eklendi.
96-kuyucuklu plate calkalayici lizerinde yavasca karistirildi.
Hiicreler 3-4 saat 37 °C sicaklikta %5 CO2’li inkiibatorde inkiibe edildi.

Inkiibasyondan sonra, hiicrelerde olusan formazan koyu renkli kristaller

halinde kuyucuklarin dip kisminda goriildii.

Kuyucuklardaki medyum tamamen ¢ekildikten sonra her bir kuyucuga
onceden hazirlanmis olan 200 pnLL DMSO eklendi.

Olusan formazan kristallerinin ¢dziilmesi i¢in 24 saat siireyle 37 °C sicaklikta

%5 CO2’li inkiibatorde bekletildi.

Inkiibasyon sonunda mikroplakalar spektrofotometre ile 570 nm’de absorbans

degerleri oOlciildii.
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Sekil 3.4: MTT’nin (3- (4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2-5-difeniltetrazolyum bromiir)
Formazan’a (1-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-3,5-Difenilformazan) dontisiimii
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4. BULGULAR
4.1. Antibakteriyel Aktivite Sonuclar:

Antibakteriyel aktivitenin belirlenmesinde agar kuyucuk diflizyon yoOntemi
kullamilmistir. Gram pozitif (Bacillus subtilis, Bacillus cereus ve Staphylococcus
aureus) ve Gram negatif (Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa ve
Escherichia coli) bakteri tiirleri lizerinde ¢inko kompleksinin antimikrobiyal etkileri
degerlendirilmis ve sonucglar Tablo 4.1°de verilmistir. 18,67 ve 9,34 mM
konsantrasyonlarda kompleksin biitlin bakteriler iizerinde antibakteriyel etki
gosterdigi belirlenmistir. Bilesigin 1,17 mM konsantrasyonda hi¢bir bakteri tizerinde
tiremeyi durdurucu etki gostermedigi yani bilesigin bu konsantrasyonda
antibakteriyel olmadigi tespit edilmistir. Bilesigin 2,33 mM konsantrasyonda ise
sadece S. aureus bakterisi tizerinde tiremeyi durdurma yoniinden baskilayici bir etkisi
oldugu goriilmektedir. 4,67 mM’da B. cereus ve E. coli bakterileri hari¢ diger biitiin

bakteri tiirlerinde bilesigin antibakteriyel oldugu gozlenmistir.

Tablo 4.1: Antibakteriyel aktivite sonuglari

inhibisyon Zon Caplari (mm)

Gram Pozitif Gram Negatif
Derisim B. subtilis  B. cereus S. aureus K. pneumoniae P. aeruginosa E. coli
Streptomisin
(5,16x10"* 21,33 20,33 19,33 20,67 20,67 20,00
mM)
18,67 mM 18,67 16,33 20,33 18,67 14,33 16,00
9,34 mM 14,33 13,33 11,67 13,67 12,67 11,33
4,67 mM 8,67 - 10,00 8,67 10,00
2,33 mM - - 6,67
1,17 mM
DMSO

* <6 mm antimikrobiyal aktivite yok; 6-15 mm zayif antimikrobiyal aktivite; 15-20 mm giiglii
antimikrobiyal aktivite; 20-25 mm ¢ok giiclii antimikrobiyal aktivite (Bauer ve ark., 1966; Chohan ve
Supuran, 2005; Al-Majidi, 2012)
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25,00

20,00

15,00

10,00

5,00

inhibisyon Zon Caplar1 (mm)

0,00

® Streptomisin 7 18,67mM m9,34mM m4,67mM =2,33mM 1,17 mM

Sekil 4.1: Konsantrasyonlara gore inhibisyon zonlarinin karsilastirilmasi

Agar kuyucuk yontemi ile hazirnan petri kaplarinda Zn kompleksinin olusturdugu
inhibisyon zonlarinin goriintiisii Sekil 4.2°de verilmistir.

K. pneumoniae S.aureus E. coli

Sekil 4.2: Test edilen bilesigin farkli konsantrasyonlarda olusturdugu inhibisyon
zonlar1
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4.2. MTT Test Sonuglari

Yapilan deneysel c¢alismalar sonucunda elde edilen MTT testi verileri
degerlendirilmistir. Ug paralel olarak yiiriitiilen deneylere (Sekil 4.3) ait absorbans
degerleri spektrofotometrik incelemeler ile Sl¢iilmiis, yapilan hesaplamalarla hiicre
canlilig1 tespit edilmis ve Sekil 4.4’de verilmistir. Calisma konsantrasyonlari olarak
secilen 1,17; 2,33; 4,67; 9,34 ve 18,67 mM konsantrasyonlardaki hiicre canlilig1 ile
hiicre kontrol grubuna ait hiicre canliligi verileri kiyaslanmistir. Hiicre canlilig
tizerine etkisi arastiritlan Zn kompleksinin artan doza bagli olarak biitiin test
konsantrasyonlarinda hiicre canliliginin azalmasina neden oldugu belirlenmistir. 1,17
ve 2,33 mM konsantrasyonlarda hiicre canliligt % 14 oraninda azalirken, 4,67
mM’da %27 ve 9,34 mM da ise yaklasik %35 azaldig: tespit edilmistir. Sitotoksik
etkinin en bariz gorildiigli ve ¢aligmamizda belirledigimiz en yiiksek konsantrasyon

olan 18,67 mM konsantrasyonda hiicre 6liimiiniin %93,58 oldugu belirlenmistir.

Sekil 4.3: 24 saatlik inkiibasyon sonrasi 96 kuyucuklu mikroplakanin goriintiisti
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Sekil 4.4: Hiicre canliliginda meydana gelen azalma

Hiicre kontrol grubuna gore hiicre canliligindaki azalma yilizde (%) inhibisyon
degerleri hesaplanarak elde edilmistir. % inhibisyon degeri asagidaki formiile gore
hesaplanmig ve degerler Tablo 4.2°de verilmistir. Bu degerler bize konsantrasyon
arttikga hiicre canliliginin azaldigim1 gostermektedir. Hiicre canlilifindaki en ciddi
disiis 18,67 mM konsantrasyonda meydana gelmistir. Cilinkii 9,34 mM’lik
konsantrasyonda hiicre 6liimii % 35,23 iken, 18,67 mM konsantrasyonda % 93,58
hiicre 6liimii gerceklestigi goriilmektedir.
HKHC — CKHC

. O/ i s _
Yizde (%) inhibisyon HKHC x100

(HKHC= Hiicre kontrol hiicre canhligi, CKHC= Calsilan konsantrasyondaki hiicre canliligi)

Tablo 4.2: Hiicre canlilig ve ylizde inhibisyon degerleri

Konsantrasyon Hiicre Canhligi (%) Inhibisyon (%)

Hiicre Kontrol 100,00 -

1,17 mM 86,20 13,80
2,33 mM 86,05 13,95
4,67 mM 72,87 27,13
9,34 mM 64,77 35,23
18,67 mM 6,42 93,58
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu tez calismasinda kapsaminda ¢inko 2-florobenzoatin nikotinamid kompleksinin
1,17; 2,33; 4,67; 9,34 ve 18,67 mM konsantrasyonlarda Bacillus cereus, Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli ve
Klebsiella pneumoniae bakterileri iizerinde antibakteriyel etkisi agar kuyucuk
yontemi ile incelenmistir. Bilesigin insan periferal kan lenfosit kiiltiirleri tizerinde
sitotoksik etkisi in vitro kosullarda MTT yontemi ile belirlenmistir. Bu boliimde

literatiir aragtirmasi yapilmis ve ¢alismada elde edilen bulgular ile kiyaslanmistir.

Ilag sektdrii AR-GE faaliyetleri igerisinde yeni bilesiklerin sentezi 6nemli yere
sahiptir. Bakterilerin zamanla antibiyotiklere karsi diren¢ kazanmasi bunun en
onemli nedenleri arasindadir. Her gecen giin literatiire farkli biyolojik aktif 6zellikli
bilesikler kazandirilmaktadir. Fakat ileri klinik incelemelerin biitiin bilesiklere
yapilmasi zaman ve ekonomi gibi sebeplerle miimkiin olamamaktadir. Bu nedenle de
arastirmacilara da cok biiylik gorevler diismektedir. Yeni sentezlenen bilesiklerin
antibakteriyel aktivitelerinin yaninda toksik Ozelliklerinin de belirlenmesi
gerekmektedir. Ciinkii iyi antibakteriyel aktivite ve diisiik toksisite bilesigi daha
onemli bir malzeme haline getirmektedir. Metal kompleksler ila¢ kimyasinda 6nemli
bir yere sahiptir. Biyolojik aktif 6zellikli metallerin (Zn, Cu ve Co) kompleksleri

sentezlenerek antibakteriyel 6zelliklerinin incelendigi bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir.

Omar ve Abu Ali (2017) ¢inko ibuprofenin 4,4 '-bipiridin, 1,10-fenantrolin, 2,9-
dimetil-1,10-fenantrolin, 1,2-dimetilimidazol, 1,2-dmimidazol, 2-dimetilimidazol,
2-amino-6-pikolin komplekslerinin ve Ali ve arkadaslar1 (2016) ¢inko ibuprofenin 2-
aminopiridin, 2-aminometilpiridinli ve 2,2’-bipiridin ve 2-(metilamino)piridin
komplekslerinin 6 g.L* (6000 ppm) konsantrasyonda Micrococcus luteus,
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Klebsiella pneumonia ve
Proteus mirabilis bakterileri lizerinde antibakteriyel etkisini incelemislerdir. 4,4-
bipiridin, 1,10-fenantrolin, 2,9- dimetil-1,10-fenantrolin ve  2,2-bipiridinli
komplekslerin gram pozitif bakteriler iizerinde etkili oldugu tespit edilmistir. Yapilan
bu iki calisma ana ligand olarak secilen steroid olmayan enflamatuar 6zellikli
ibuprofenin ¢inko metalli piridin tiirevleri ile komplekslerinde degisen antibakteriyel

etkisinin metal-ligand se¢imine gore degisebilecegini belirtmislerdir. Bilesiklerin
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antibakteriyel etkileri konsantrasyon azaldik¢a azalmaktadir. Caligmalarda
toksisiteye iligkin herhangi bir bulgu bulunmamaktadir. Steroid olmayan ve anti
enflamatuar Ozellikli ilaglardan biri olan naproksenin de ¢inko kompleksleri
sentezlenmistir. Farkli pridin tiirevleri kullanilarak elde edilen komplekslerin
antibakteriyel etkileri Escherichia coli ve Salmonella aureus bakterilerine kars1 disk
difiizyon metodu ile ve Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis ve Escherichia coli
bakterilerine karsi agar kuyucuk difiizyon yontemi ile incelenmistir. Bu bakteri
tirlerine karsit piridin tirevleri degistikce farkli antibakteriyel etki gosteren
kompleksler antibiyotik olarak Onerilmistir. Bu ¢aligmalar kapsaminda bilesiklerin

toksisitesi arastirilmamustir (Abu Ali ve ark., 2015; Chiniforoshan ve ark., 2014).

Cinko kumarin-3-karboksilatin 100-1000 pg/mL konsantrasyon araliginda difiizyon
yontemi ile Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus ve Staphylococcus epidermidis bakterilerine karsi (Islas ve
ark., 2018), 5-iyodo ve 5-bromosalisilat komplekslerinin 0,001-200 mmol.dm™
konsantrasyon araliginda Staphylococcus aureus ve Escherichia coli bakterilerine
kars1 (Kosicka ve ark., 2018), ¢inko 2-bromobenzoatin iire, nikotinamid, N-
metilnikotinamid, N,N-dietilnikotinamid, izonikotinamid, fenazon komplekslerinin
0,01-2,0 mmol.dm konsantrasyon araliginda Escherichia coli ve Staphylococcus
aureus bakterilerine kars1 (Krajnikova ve ark., 2010) ve ¢inko salisilatlarin 1 mg/mL
konsantrasyonda Escherichia coli ve Pseudomonas aeruginosa bakterilerine karsi
(Chooset ve ark., 2018) antibakteriyel etkileri incelenmistir. Bu komplekslerde her ne
kadar ana ligand antibakteriyel aktiviteye sahip olsa da yardimci ligandin yapiya
katilmasi ile bazi komplekslerde (6zellikle piridin tiirevleri) antibakteriyel etkinin
arttig1 bildirilmistir. Ancak bu bilesiklerin de toksisitelerine iliskin ek bir ¢alisma
yapilmamistir. Karboksilat komplekslerinin éneminin vurgulandigi bu ¢aligmalarda
genel olarak antibakteriyel oOzelliklere dayali Onermeler yapilmistir. Bizim
calismamizi bu c¢alismalardan ayiran en belirgin 6zellik antibakteriyel aktivite
testinin yanisira kompleksin  sitotoksisitesini incelemek olmustur. Bu tez
calismasinda 0,02 g/mL (18,67 mM) ve 0,01 g/mL (9,34 mM) konsantrasyonlarda
inhibisyon zon c¢aplarmma gore bilesigin antibakteriyel ozellige sahip oldugu

belirlenmistir. Bilesigin 0,02 g/mL (18,67 mM) konsantrasyonunun B. cereus, B.
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subtilis, S. aureus, P. aeruginosa, E. coli ve K. pneumoniae bakterileri {izerinde iyi
derecede antibakteriyel etki gosterdigi ancak sitotoksisite sonuglarina gére % 93,58
oraninda lenfosit hiicrelerinin Sliimiine yol agtifin1 belirlenmistir. Benzer sekilde
belirtilen tim bakteriler {izerinde 0,01 g/mL konsantrasyonda orta derecede
antibakteriyel etki meydana gelirken MTT test sonuglart % 35,23 hiicre oliimi
gerceklestigi tespit edilmigstir. Literatiirde ¢inko 2-florobenzoatin ve onun baska
piridin tlirevleri ile herhangi bir kompleksinin antibakteriyel aktivitesine iligkin bir
calisma bulunmamaktadir. Bu tez calismasinda ilk defa c¢inko 2-florobenzoatin

antibakteriyel ve sitotoksik etkileri incelenmistir.

Literatiirde farkli ¢inko komplekslerinin sitotoksitesinin arastirildigi bazi ¢alismalar
da  mevcuttur. Ornegin; Zhu ve arkadaslart (2018) ¢inko 2,4,5-
benzentetrakarboksilatin 1,3,5-tris(1-imidazolil)benzen kompleksini sentezlenmis ve
4,12, 36, 110, 330 ug.mL* konsantrasyonlarda HeLa ve KB kanser hiicre hatlart
tizerinde sitotoksik oldugu MTT yontemi ile belirlemislerdir (Zhu ve ark., 2018). Tez
calismamizdaki konsantrasyonlara yakin konsantrasyon ile yapilan ¢alismada, ¢inko
vanilin schiff baz1 kompleksinin % 1’lik konsantrasyonda A549, HelLa, HL-60 ve
K562 kanser hiicre hatlari iizerinde sitotoksik oldugu rapor edilmistir (Niu ve ark.,
2015). Bu caligsmalarda sentezlenen kompleksler her ne kadar antikanserojen bir ajan
olarak Onerilse de calisilan konsantrasyonlarda saglikli hiicreler iizerine etkileri
incelenmemistir. Bizim c¢alismamizin sonuglart test edilen bilesigin insan lenfosit
hiicre hatt1 lizerinde sitotoksik oldugu belirtilerek olumsuz olarak degerlendirilmistir.
Sonug olarak, bu tez ¢aligmasindan elde edilen bulgular degerlendirildiginde ¢inko 2-
florobenzoatin nikotinamid kompleksi antibakteriyel 6zellik sergilemesinin yaninda
ayni konsantrasyonlarda sitotoksik olmasi nedeniyle ilag 6zellikli malzeme olarak

Onerilmemektedir.
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