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ÖZET 

 

(Yüksek Lisans Tezi) 

 

ÇİNKO 2-FLOROBENZOATIN NİKOTİNAMİD İLE MİX LİGANT 

KOMPLEKSİNİN ANTİBAKTERİYEL VE SİTOTOKSİK ÖZELLİKLERİNİN 

İNCELENMESİ 

 

Cem ÖZTÜRK 

 

Kafkas Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Biyomühendislik Anabilim Dalı 

 

Danışman: Dr. Öğr. Üyesi Giray Buğra AKBABA 

 

Bu tez çalışmasında, daha önce sentezlenmiş olan çinko 2-florobenzoatın nikotinamid 

ile karışık 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 

kullanılarak Agar kuyucuk difüzyon  yöntemi ile incelenmiştir. Kompleksin aynı 

konsantrasyonlarda insan periferal kan hücreleri üzerindeki sitotoksik özelliklerini 

belirlemek için MTT yöntemi kullanılmıştır. Çalışma sonuçlarına göre 18,67 ve 9,34 

mM konsantrasyonlarda kompleks, elde edilen inhibisyon zon çaplarına göre 

değerlendirildiğinde bütün bakteriler üzerinde iyi derecede antibakteriyel etki gösterdiği 

belirlenmiştir. Bileşiğin 2,33 mM konsantrasyonda yalnızca S. aureus bakterisi 

üzerinde baskılayıcı bir etkisi olduğu görülmektedir. 4,67 mM konsantrasyonda B. 

cereus ve E. coli hariç diğer bütün bakteriler üzerinde bileşiğin antibakteriyel olduğu 

gözlenmiştir. Bileşiğin 1,14 mM konsantrasyonda hiçbir bakteri üzerinde üremeyi 

durdurucu etki göstermediği tespit edilmiştir. MTT test yöntemi ile sitotoksisitesi 

araştırılan kompleksin test sonuçlarına göre artan konsantrasyona bağlı olarak hücre 

canlılığının azalmasına neden olduğu belirlenmiştir. 1,17; 2,33; 4,67; 9,34; 18,67 

mM konsantrasyonlarda hücre canlılığı sırasıyla  % 86, % 86,  % 73 ve % 65 ve % 

6,42 olarak tespit belirlenmiştir. 

Anahtar Kelimeler: Çinko Kompleksleri, Antibakteriyel, MTT, Sitotoksisite 

 

2019, 44 Sayfa 
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ABSTRACT 

(M. Sc. Thesis) 

 

INVESTIGATION OF ANTIBACTERIAL AND CYTOTOXIC PROPERTIES OF 

MIX LIGAND COMPLEX OF ZINC 2-FLUOROBENZOATE WITH 

NICOTINAMIDE 

 

Cem ÖZTÜRK 

 

Kafkas University 

Graduate School of Applied and Natural Sciences 

Department of Bioengineering 

 

Supervisor: Asst. Prof. Giray Buğra AKBABA 

 

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. 

Key Words: Zinc Complexes, Antibacterial, MTT, Cytotoxicity 

2019, 44 pages 
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1. GİRİŞ 

 

1.1. İlaç Kimyasında Çinko ve Çinko Karboksilatlar  

 

Kristal mühendisliğinin amacı, çeşitli uygulama alanlarında kullanılabilecek dikkat 

çekici özelliklere sahip yeni materyalleri keşfetmektir. Kristal mühendisliğinde 

önemli bir yere sahip olan kompleks bileşikler; simetri merkezinde bir metal katyonu 

ve metal atomuna bağlanan ligand adı verilen anyonlar veya moleküllerden 

oluşmaktadır. Bu bileşiklerin yapılarının fiziksel ve kimyasal özelliklerinin 

incelendiği alan koordinasyon kimyasıdır.  Kompleks bileşikler uzun yıllar 

yapılarının çeşitliliği ile ilgi konusu olmuştur.  Bu bileşiklerin zamanla materyal 

kimyasının bir parçası olduğu kabul edilmiştir. Bu bağlamda, kompleks bileşiklerin 

yapıları ve biyolojik ve fiziksel özelliklerinin metal iyonu, koordinasyonda yer alan 

ligandlar ve moleküller arası etkileşimlerinden etkilendiği belirlenmiştir (Noro ve 

ark., 2005; Teo ve Hor, 2011; Gündüz, 2005; Yamada ve ark., 2004). 

Malzeme biliminde önemli bir yere sahip olan tıbbi inorganik kimya, kimya, 

farmakoloji, toksikoloji ve biyokimyadan oluşan çok disiplinli bir alandır. Tıbbi 

kimyacılar, yan etkileri nedeniyle piyasada mevcut ilaçların klinik sorunlarının 

üstesinden gelmek için daha fazla geliştirilmiş biyolojik aktiviteye, daha iyi 

seçiciliğe, düşük toksisiteye ve mekanik etkilerin çoklu rolüne sahip yeni metal bazlı 

moleküllerin tasarımı ve sentezi üzerinde durmaktadırlar. Metal komplekslerin 

mikropların büyüme inhibitörleri olduğu yapılan in vitro ve in vivo çalışmalar ile 

desteklenmektedir (Weiss ve Christian, 1993; Sathiyaraj ve ark., 2013). 

Metallerin pozitif yüklü iyonlar oluşturmaları biyolojik sistemlerde redoks 

tepkimelerinde önemli rol oynamalarını sağlar. Metal iyonları, pozitif yüke sahip 

oldukları için negatif yüklü olan protein ve DNA gibi biyolojik moleküllerle 

bağlanma ve etkileşime girme eğilimindedir (Elango ve ark., 2017; da Silva ve 

Williams, 1953; Uçucu ve ark., 2001). 

Karboksilik asitler ligand olarak kullanılmaktadır ve anti enflamatuar, antibakteriyel 

ve antifungal birçok biyolojik aktimarnieviteye sahiptir. Dermatolojide, antifungal 
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olarak, benzoik asidin sodyum tuzu kullanılır. Karboksilik asitlerin antibakteriyel 

aktivitesi, metal iyonları ile kompleksler oluşturularak arttırılabilir. Metal 

komplekslerinin anti enflamatuar ve antibakteriyel aktivitesinin serbest asitten daha 

fazla olduğu belirlenmiştir. Ayrıca, bir metale şelatlandığında, bazı ilaçların 

antibakteriyel etkisi arttırılabilir. Bu nedenle, etkili anti-mikrobiyal türlerin 

hazırlanmasında komplekslerin yapı ve bağlanma ilişkileri hakkında bilgi edinmek 

çok önemlidir. Ancak,  bazı benzer komplekslerde aktivitenin azaldığı da 

bilinmektedir. Son zamanlarda, steroid içermeyen anti enflamatuar ilaçların 

antimikrobiyal aktivitesi üzerine yapılan çalışmalarda geçiş metallerinin çeşitli azot 

içeren ligandlar ile komplekslerinin artan antimikrobiyal aktivite gösterdiği 

belirlenmiştir (Uivarosi, 2013; Rizzotto, 2012). Çeşitli metal kompleksler, ilacın ve 

organik terapötik maddelerin etkisini hızlandırmaktadır, örneğin kobalt (II) 

mefenamik asit, naproksen veya tolfenamik asit (Dimiza ve ark., 2010; 2012; Tsiliou 

ve ark., 2012) ve mangan (II) tolfenamik asit kompleksleri anti enflamatuar ajanlar 

olarak incelenmiştir (Zampakou ve ark., 2014). Ayrıca, bakır (II) mefenamik asit, 

naproksen, diklofenak, diflünisal ve flufenamik asit komplekslerinin de biyolojik 

aktiviteleri incelenmiştir (Dimiza ve ark., 2011; Fountoulaki ve ark., 2011; Tolia ve 

ark., 2013). Biyolojik olarak aktif ligandlara sahip çinko komplekslerinin farmasötik 

etkileri vardır, çünkü biyolojik sistemlerde enzimatik süreçleri katalize 

edebilmektedirler; azot bazlı ligandlarla (valproik asit gibi) çinko (II) alifatik 

karboksilatlar ve azot bazlı ligandlarla (naproksen, ibuprofen, İndometasin gibi) 

aromatik karboksilatlar sentezlenmiş ve antibakteriyel ve antimalarial ajanlar olarak 

çalışılmıştır. N-, O-, S- verici ligandlarına sahip çinko karboksilatlar ayrıca anti-

mikrobiyal aktiviteye sahiptir (Darawsheh ve ark., 2014; Abu Ali ve ark., 2013; 

2015; 2016). 

N-, O- ve S- verici içeren ligandlar tek başına anti-tümör, anti-fungal ve anti-

bakteriyel aktivitelere sahiptir. Heterosiklik bileşiklerin birçok biyolojik sistemde, 

çeşitli vitamin ve ilaçların bileşeni olarak önemli bir rol oynadığı bilinmektedir. 

Yaygın olarak B3 vitamini olarak bilinen Nikotinamid koenzim nikotinamid adenin 

dinükleotidinin reaktif bir parçasıdır. Nikotinamid piridin türevidir ve heterosiklik 

azot donörlerindendirler. Tıpkı karboksilik asitler gibi N-donor ligadların 

komplekslerinin biyolojik aktifliğinin de serbest moleküllerden daha fazla olduğuna 
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dair birçok çalışma yapılmıştır (Rizzotto, 2012; Jabali ve Abu Ali, 2016; Zempleni 

ve ark., 2013; Spector ve Johanson, 2007; Dang ve ark., 2019). 

Metal iyonlarının metabolizması, taşınımı ve kompleksleri incelendiğinde metallerin 

biyolojik aktivitelerinin, redoks aktivitesi, çeşitli koordinasyon modları ve organik 

maddelere karşı reaktivitesi gibi özelliklerinden kaynaklandığı belirlenmiştir. Temel 

kimyasal elementler için beş ana kategori vardır: (a) kütle elementleri (H, C, N, O, 

P, S), (b) makroelementler ve iyonlar (Na+, K+, Mg+2, Ca+2, Cl-, PO4
−3, SO4

−2), (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). Çinko nispeten daha bol miktarda bulunur ve 

birçok biyolojik aktivite için gereklidir ve optimum sağlık için diyete dahil 

edilmelidir (Sigel ve Sigel, 1999; Frezza ve ark., 2010; Walsh ve ark., 1994). 

Metal iyonunun ve ligandın doğası, bir kompleksin istenen uygulamalarına 

yönlendirilmesinde büyük öneme sahiptir, çünkü kompleksin özellikleri her iki 

bileşene de bağlıdır. Ligand, bir kompleksin geometri, kararlılık, çözünürlük, 

nükleerlik ve biyolojik aktiflik gibi özelliklerini belirler. Ek olarak ligand, 

kompleksin biyolojik hedef bölgesine/dokusuna ulaşmasında önemli bir rol oynar. 

Bu bağlamda, N-donör düzlemsel ligandlara sahip metal kompleksleri, 

düzlemsellikleri, biyouyumlulukları ve kolay bulunabilmesi nedeniyle büyük önem 

kazanmıştır. Üstelik, elektron verme yetenekleri, değişken Lewis asit kuvvetine sahip 

metal iyonları ile kararlı kompleksler oluşturmalarını sağlar (Mohamed ve ark., 

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

Bir metal iyonunun birçok özelliği arasında araştırmacıların birinci önceliği metal 

iyonlarının biyolojik uygulamalar için hedeflenen komplekslerdeki 

biyouyumluluğudur. Birçok biyolojik sistem esansiyel metallerin 

konsantrasyonundaki küçük değişikliklere uyum sağlayabildiğinden, komplekslerinin 

ilaç olarak kullanılması daha az zararlı olabilir. Ayrıca, mide ülseri, tüberküloz ve 

kanserler gibi çeşitli hastalıklara karşı bir dizi çinko kompleksinin aktif olduğu 

kanıtlanmıştır. Bu tür komplekslerin aktivitesinin, koordinasyon kompleksinin hibrit 

formunun önemini gösteren saf organik ligandlara veya inorganik bakır formlarına 

kıyasla gelişmiş olduğu bulunmuştur (Elango ve ark., 2017; da Silva ve ark., 1991). 

Bu bağlamda, heterosiklik ligandlara sahip çinko (II) kompleksleri ilginç kimyası ve 
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çok yönlü uygulamaları nedeniyle yoğun bir şekilde incelenmiştir. Neredeyse tüm 

biyoaktif ilaçların hedefi hücresel DNA olduğundan, yeni sentezlenen her kompleks, 

biyolojik alaka düzeyini ve DNA problama kabiliyetini belirlemek için DNA 

bağlama aktivitesi açısından taranır (Milunovic ve ark., 2012; Bravo-Gomez ve ark., 

2009; Joseph ve ark., 2012; Singh ve ark., 2012). Çinko biyolojik sistemlerde en 

önemli metal katyonlarından biridir, çünkü yaklaşık 50 önemli biyokimyasal 

reaksiyonu katalize eden yaklaşık 300 enzimin aktivitesinde önemli bir rol oynar 

(Saxton ve Jacobson, 1997). 

Çinko birçok canlının serum, plazma, kan hücrelerinde bulunmaktadır. Ayrıca birçok 

bileşik enzimin yapısında kofaktör olarak kullanılmaktadır. Hücresel biyolojide 

yapısal, katalitik ve düzenleyici rol oynaması, DNA ile etkileşimi, kemik ve kıkırdak 

gelişimi için gerekli olması ve tüm organizmalar için gerekli temel bir mikrobesin 

maddesi oluşu gibi özellikleri nedeniyle de eşsiz bir metaldir. Bazı virüslere karşı 

antiviral etki gösteren ve redoks inert özelliği ile serbest radikal oluşumuna izin 

vermemesi nedeniyle de antioksidan özelliğe sahip olan çinko biyolojik aktif bir 

metaldir. Çok hücreli organizmalarda çinko hücre içinde bulunmaktadır. Çinko 

eksikliği veya fazlalığı bahsedilen özellikleri sergilemesinde en önemli parametredir 

(Dadook ve ark., 2014; Deng Z ve ark., 2009; Gonçalves 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). 

Yüksek konsantrasyonlarda Zn (II), Escherichia coli, Staphylococcus aureus ve 

Pseudomonas aeruginosa gibi bakteri türlerinin üremesini inhibe edici etki gösterir. 

Genel olarak Zn (II) antibakteriyel organik bileşiklerle etkileştiğinde kompleksin 

antibakteriyel aktivitesini arttırabilir, fakat bazen anti-bakteriyel aktivitesini 

azaltabilir (örn. sefadroksilin Zn (II) kompleksi). Farmakolojik aktivitenin, metal 

iyonu ve kullanılan liganlara bağlı olduğu belirlenmiştir. Bu nedenle tıbbi kimyacılar 

özellikle heterosiklik bileşiklerin geçiş metali komplekslerinin sentezi ve 

karakterizasyonuna büyük ilgi göstermektedir (da Silva ve ark., 1991; Uçucu ve ark., 

2001; Khan ve ark., 2008; McCann ve ark., 2003). 

Çinko eksikliği, hücresel bağışıklığın düşmesi, kemik dokuda büyüme ve gelişmenin 

gerilemesi ve daha birçok sağlık probleminin ortaya çıkmasına sebep olmaktadır. 
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Çinko eksikliği uzun yıllardır bilinen bir problem olmakla birlikte çinko ve tuzlarının 

konsantrasyonunun fazla olması da son yıllarda ilgi çeken bir konudur. Çünkü çinko 

konsantrasyonunun artışı toprakta tuz dengesinin değişmesine, kireçli toprak 

miktarının ve toprağın pH’sının artmasına, toksik bazı metallerin birikmesine veya 

diğer metallerin konsantrasyonlarının azalması ile bazı hastalıkların görülmesine 

sebep olmaktadır. Bu mineral dengesinin değişim durumu bitkilerin birçok kısmında 

büyümenin gerilemesine, fotosentezin yavaşlamasına ve canlı organizmalarda 

kromozom hasarının artmasına sebep olmaktadır. ZnO, ZnSO4, ZnCl2 ve ZnCO3, 

çinkonun toprakta ve suda toksik olduğu bilinen bileşiklerinden bazılarıdır. Aynı 

zamanda ZnO’nun akuatik ortamda ZnS ve ZnPO4’e dönüşümü bilinmekte fakat bu 

iki tuzun toksisitesi hakkında literatürde herhangi bir veri bulunmamaktadır. ZnSO4 

DNA onarımında önemli rol oynayan bir bileşik olmasına rağmen toksisitesine 

ilişkin de birçok çalışma yapılmıştır. Ayrıca çinkonun antimikrobiyal özelliğinden 

dolayı, çinko sülfat biyomedikal uygulamalarda kullanılan kompozit 

biyomalzemelerin (Polivinil alkol/çinko sülfat polimerik filmler gibi) yapısında 

sıklıkla kullanılmaktadır (Santra ve ark., 2000; Wu ve ark., 2007; Banu ve ark., 2001; 

Gómez 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 keşfi ile ilaç dünyasında devrim yaratan antibiyotikler yaşam 

kurtarıcı temel ilaçlardır. Özellikle 1941 yılından itibaren tıp ve bilim dünyasından 

bilim insanları, kemoterapötik ajan olarak penisilinin tanıtılmasından sonra benzer 

antibakteriyel ve diğer antimikrobiyal özelliklere sahip olan ve sayıları hızla artan 

kimyasal bileşiklerin yeni bir isim ile anılması gerektiği kanısına varmışlardır. 

Modern tıbbın ortaya çıkmasından önce antibiyotikler uzun süre kullanıldı. Eski 

Mısır'da filamentli mantarların yara ve yanık tedavisinde kullanıldığı bilinmektedir. 

Orta Çağ'da Çin ve Yunanistan'daki şifacılar, çeşitli rahatsızlıkları tedavi etmek için 

küflü dokular kullanmışlardır.  "Antibiyotik" ve "antibiyotik ajan" terimleri, ilk kez 

Waksman ve çalışma arkadaşları tarafından 1942'de yayınlanan veya yazılmış birçok 

makalede kullanılmıştır. 1942'den itibaren bu terimler genel kullanıma girmiştir. 
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"Antibiyotik" kelimesi "bakteri ve diğer mikro organizmaların büyümesini veya 

metabolik aktivitelerini mikrobik kökenli kimyasal bir madde ile inhibe etmek" 

olarak tanımlanmıştır. Antibiyotiklerin birçoğu Gram-pozitif ve Gram-negatif 

bakterilerin neden olduğu enfeksiyonların tedavisinde etkili olan geniş bir aktivite 

yelpazesine sahiptir, diğerleri sadece Gram-pozitif bakterilerin neden olduğu 

enfeksiyonların tedavisinde etkilidir. Bu ilaçların keşfedilmesinden bu yana, '' İdeal 

bir antibiyotik nedir? '' sorusuna cevap aranmaktadır. Bilimsel otoritelerin bu konuda 

dikkate değer buldukları temel iki parametre bulunmaktadır: “Bakterilerin 

antibiyotiklere karşı direnç kazanması” ve “Toksisite”.   Bu parametreleri tam 

anlamıyla sağlayan ideal bir ideal antibiyotik yoktur. Günümüzde klinik 

kullanımdaki çoğu antibiyotik, tüm Gram pozitif ve Gram negatif bakteriyel 

enfeksiyonların neden olduğu enfeksiyonları tedavi etmek için yeterince geniş bir 

spektruma sahip değildir. Bir antibiyotik, kaçınılmaz direnç gelişimi nedeniyle 

sonsuza dek etkili bir antibiyotik olmayacaktır. Antibiyotikler, diğer ilaçlardan farklı 

olarak edinilmiş direnç nedeniyle nispeten kısa bir kullanım ömrüne sahiptir. Bu 

yüzden spesifik ideal bir antibiyotik her zaman geçici olacak ve yenileri ile 

değiştirilmesi gerekecektir. İlaç keşfi üzerine çalışan bilim insanları ideal bir 

antibiyotik geliştirmek istemektedir, bu nedenle de antibiyotik ilaçlar yönünden 

malzeme bilimi gelişimini sürdürecektir (Waksman, 1947; Singh ve ark., 2017). 

Penisilinlerin 1928’de Alexander Fleming tarafından tanımlanması ‘antibiyotik çağı’ 

tarihinin temel taşıdır. Paul Ehrlich ve çalışma arkadaşları “sihirli kurşun” olarak 

adlandırılan Salvarsan'ı keşfetmişlerdir. Salvarsan, 1941'de ilk penisilin kullanımına 

kadar frengi hastalığına karşı reçeteli ilaç olarak kullanılmıştır. Daha sonra aynı 

yaklaşımın kullanımıyla keşfedilen ve ardından tüberküloz tedavisinde kullanılan ilk 

antibiyotik olan streptomisinin keşfedilmesiyle ilk sülfa ilacı olarak Prontosil 

keşfedildimiştir. 1945 yılında, Cephalosporium acremonyum mantarının stafilokok, 

streptokok enfeksiyonları, tifo ateşi ve bruselloza karşı etkili bir antibiyotik özellik 

gösterdiği belirlenmiştir. Sefalosporin C'nin N-fenilasetil türevi Staphylococcus 

aureus'a karşı en etkili antibiyotik olduğu belirlenmiştir. Bu araştırmalar yeni nesil 

sefalosporin bileşiklerinin üretimine öncü olmuş ve daha önce keşfedilmiş olanlar da 

birçok hayat kurtarmıştır (Yılmaz ve Özcengiz, 2017; Fleming, 1980; Aminov, 2010; 

Abraham ve ark., 1941; Schatz ve Waksman, 1944; Abraham ve Newton, 1961 ).  
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Son 20 yılda Gram pozitif bakteriler üzerinde etkili yalnızca iki yeni antibiyotik 

sınıfı (lipopeptitler ve oksazolidinonlar) geliştirilmiştir ve her ikisi de uluslararası 

ilaç kuruluşları (ABD Gıda ve İlaç İdaresi ve Avrupa İlaç Ajansı) tarafından 

onaylanmıştır (Rolain ve ark., 2016). 

Son 10 yılda, bilimsel dergilerde yayınlanan makalelerde antibiyotik direncinde bir 

artış olduğunu bildirilmiştir. Aynı makalelerde, Avrupa ve ABD'de antibiyotiğe 

dirençli bakterilerden kaynaklanan enfeksiyon nedeniyle ölümlü vakalar olduğu da 

belirtilmiştir. Antibiyotiğe dirençli bakterilerden kaynaklanan enfeksiyonların daha 

fazla önlenebildiği ülkelerde yeni antibiyotiklere ilişkin daha fazla klinik çalışma 

yapılması gerektiği belirtilmiştir (Rolain ve ark., 2016). Antibiyotiğe dirençli 

bakterilerin yayılması dünya çapında önemli bir tehdit oluşturmasına rağmen, yeni 

antibiyotiklerin farmasötik olarak araştırma ve geliştirilme ihtiyacı karşılanamamıştır 

(Tacconelli ve ark., 2018). Her ne kadar bilim, daha dirençli bakterilerin ortaya 

çıkmasına ayak uydurmaya çalışsa da, mevcut antibiyotikleri korumak ve yenilerini 

geliştirmek için ek çaba sarf edilmesi gerekmektedir. Bu bağlamda antibiyotik 

özellikli maddelerin metal komplekslerinin antibakteriyel etkileri detaylı bir şekilde 

araştırılmalıdır (Gould, 2016). 

1.3. Antimikrobiyal Aktivite ve Test Yöntemleri 

Antimikrobiyal duyarlılık testleri, ilaç keşfi, epidemiyoloji ve tedavi sonucunun 

öngörülmesi için kullanılmaktadır. Test edilecek herhangi bir maddenin in vitro 

antimikrobiyal aktivitesini değerlendirmek veya taramak için farklı test yöntemleri 

vardır. En bilinen ve temel yöntemler, difüzyon ve dilüsyon yöntemleridir (Balouiri 

ve ark., 2016). 

1.3.1. Difüzyon Metodu 

 Agar Disk Difüzyon Testi 

1940 yılında geliştirilen Agar disk difüzyon testi, birçok klinik mikrobiyoloji 

laboratuvarında rutin olarak kullanılan bir yöntemdir. Bu prosedürde agar plakaları, 

test mikroorganizmasının standart bir aşı maddesi ile aşılanır. Daha sonra, istenen bir 
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konsantrasyonda test bileşiği içeren diskler (yaklaşık 6 mm çapında) agar yüzeyine 

yerleştirilir. Petri kapları uygun koşullar altında inkübasyona bırakılır. Genel olarak, 

antimikrobiyal madde agarın içine yayılır ve test mikroorganizmasının üremesini 

inhibe eder ve daha sonra inhibisyon büyüme bölgelerinin çapları ölçülür. Agar disk 

difüzyon yöntemi, agar besiyerine yayılmış antimikrobiyal maddenin miktarını 

ölçmek mümkün olmadığından, Minimum İnhibisyon Konsantrasyonunu (MIK) 

belirlemek için uygun değildir (Balouiri ve ark., 2016). 

 Agar Kuyucuk Difüzyon Testi  

Disk difüzyon yönteminde kullanılan prosedüre benzer şekilde, agar yüzeyine bakteri 

ekimi yapılır. Daha sonra, steril bir kanül ile 6 ila 8 mm çapında kuyucuklar açılır ve 

kuyucuklara test edilecek maddenin uygun konsantrasyondaki çözeltisinden 20-100 

µL eklenir. Daha sonra agar plakaları test mikroorganizmasına bağlı olarak uygun 

koşullar altında inkübe edilir. Antibakteriyel ajan, agar besiyerinde yayılır ve 

bakterinin üremesi inhibe eder. İnhibisyon büyüme bölgelerinin çapları ölçülür 

(Balouiri ve ark., 2016). 

1.3.2. Dilüsyon Metodu 

Dilüsyon yöntemleri, MİK değerlerinin belirlenmesi için en uygun yöntemlerdir. 

Çünkü test edilen maddenin agar (agar dilüsyonu) veya besiyerinde (makrodilüsyon 

veya mikrodilüsyon) MİK konsantrasyonunu tahmin etme imkânı sunarlar. Besiyeri 

veya agar dilüsyon yöntemi bakteri ve mantarlara karşı in vitro antimikrobiyal 

aktiviteyi nicel olarak ölçmek için kullanılabilir. Kaydedilen MİK değeri, test edilen 

mikroorganizmanın görünür büyümesini engelleyen test edilen antimikrobiyal ajanın 

en düşük konsantrasyonu olarak tanımlanır ve genellikle mg/mL veya mg/L olarak 

ifade edilir (Sedlarik ve ark., 2010). Bu teknikte antimikrobiyal özelliği araştırılan 

maddelerin MİK ve Minimum Letal Konsantrasyon (MLK) değerleri belirlenir. 

Mueller-Hinton besiyerinde test edilecek maddenin belli konsantrasyondaki çözeltisi 

hazırlanır ve hazırlanan bu çözeltiden seyreltmek suretiyle çözeltiler elde edilir. Bu 

çözeltilerin üzerine izole edilmiş mikroorganizmanın 24-48 saat inkübe edilmiş sıvı 

besiyeri kültüründen 0,1 mL miktarda ekim yapılır ve karıştırılır. 24-48 saat süre ile 

37 °C'de inkübe edilir. Tüplerdeki üreme göz ile takip edilir. Üremenin devam 
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etmediği son seyreltik çözelti MİK değeri olarak alınır. Deneyler iki veya üç paralel 

olarak yapılır. Göz ile takip edildiğinden inkübasyon süresi uzatılabilir veya 

kısaltılabilir. Üremenin devam etmediği çözeltiden alınan 0,1 mL miktar 10 mL sıvı 

besiyerine (veya agara) ekilerek inkübasyon başlatılır. MLK değeri ise tüpte 

üremenin olmadığı konsantrasyondur (Anonim 7, 2019). 

 

Şekil 1.1: Antimikrobiyal Aktivite Difüzyon Test Yöntemleri (A: Disk Difüzyon 

Yöntemi; B: Agar Kuyucuk Difüzyon Yöntemi) (Balouiri ve ark., 2016). 

1.4. Sitotoksisite ve Sitotoksisite Belirleme Yöntemleri 

Canlı hücrelerde meydana gelen hasar sitotoksisite olarak tanımlanmaktadır. In vivo 

veya in vitro şartlarda sitotoksisite testleri yapılabilmektedir. In vitro testlerde, 

sitotoksik etkisi incelenecek maddenin farklı konsantrasyonları hücrelere 

uygulanmaktadır (Anonim 8, 2019). In vitro koşullarda gerçekleştirilen sitotoksisite 

çalışmaları biyolojik değerlendirme için en önemli göstergelerden biridir. İlaçlar ve 

pestisidler gibi kimyasallar hücre zarlarının tahrip edilmesi, protein sentezinin 

önlenmesi, reseptörlere geri dönüşümsüz bağlanma vb. gibi farklı sitotoksisite 

mekanizmalarına sahiptir. Bu zararların neden olduğu hücre ölümünü belirlemek için 

ucuz, güvenilir ve kısa sürede tekrar edilebilir sitotoksisite ve hücre canlılığı testleri 

yapılmaktadır. Sitotoksisite ve hücre canlılığı analizleri, günümüzde toksikoloji ve 

farmakoloji alanlarında geniş ölçüde kullanılmaktadır. Bu analizler için farklı 

sınıflandırmalar vardır: (a) boya dışlama analizleri; (b) luminometrik analizler; (c) 

florometrik analizler; ve (d) kolorimetrik analizler. Sitotoksisite testleri ile hücre 
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hasarının tespiti, hücre çoğalmasının ve hücrelerin metabolik faaliyetlerinin 

belirlenmesi gibi parametreler kolaylıkla incelenebilmektedir (Tokur ve Aksoy, 

2017; Walters ve ark., 2016). 

Bu tez çalışmasında sitotoksisite kolorimetrik olarak incelenmiş ve 

değerlendirilmiştir. Bu nedenle diğer yöntemler hakkında kısaca bilgi verilmiş ve 

kolorimetrik yöntemler daha detaylı tanıtılmıştır.  

(a) Boya Dışlama Analizleri: Bir hücre popülasyonundaki canlı hücrelerin oranı, 

çeşitli yöntemlerle tahmin edilebilir. En basit ve yaygın olarak kullanılan 

yöntemlerden biri boya dışlama yöntemidir. Boya dışlama yönteminde, canlı hücreler 

boyaları dışlar, fakat ölü hücreler onları dışlamaz ve boyanır. Bu yöntem basit ve 

ucuz olmasının yanı sıra bazı dezavantajlara sahiptir. Şöyle ki boya dışlama 

deneylerinde sitotoksik ajanların öldürücü hasar görmüş hücreleri, zar bütünlüğünü 

yitirmek için birkaç gün sürebilir, hayatta kalan hücreler bu süre boyunca çoğalmaya 

devam edebilir ve bazı ölümcül hasar görmüş hücrelerin, kültür periyodunun 

sonunda, boya ile lekelenmediği görülür, çünkü erken bir parçalanma geçirebilirler. 

Bu nedenle testin sonuçları yüzde canlılık ifadesine dayandığından hücre ölümünün 

tam anlamıyla değerlendirilemeyebilir. Ayrıca mikroskobik inceleme 

gerektirdiğinden bu test yöntemi zaman alıcıdır (Tokur ve Aksoy, 2017; Walters ve 

ark., 2016). 

b) Luminometrik Analizler: Bu analizler memeli hücrelerinde hücre çoğalmasının ve 

sitotoksisitenin hızlı ve basit bir şekilde belirlenmesini sağlar. Bu deneyler 

luminometrik mikroplaka okuyucu ile tespit edilebilir. Luminometrik analizlerin 

dikkat çekici bir özelliği, reaktif ilavesinden sonra üretilen kalıcı ve sabit yanma tipi 

sinyaldir. Bu özellik aynı kuyucuktan hem canlılık hem de sitotoksisite değerleri elde 

etmek için kullanılabilir. ATP ve gerçek zamanlı canlılık testleri luminometrik test 

yöntemleridir (Xiao ve ark., 2018). Bu metotlarda lusiferaz enzimleri ve bunların 

substratlarının kullanılarak canlı ve ölü hücreler tespit edilebilir. Daha ileri 

lüminesans metodlarda, hücrelerin sitotoksik madde ile maruziyet anlık değil 

maruziyet süresince değerlendirilebilmektedir (Tokur ve Aksoy, 2017). 
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c) Fluorimetrik Analizler: Alamar mavisi ve CFDA-AM test yöntemleri florimetrik 

yöntemlerdendir. Florometrik analizler yapışık veya asılı hücre hatları için de 

uygulanabilir ve kullanımı kolaydır. Kolorimetrik yöntemden daha hassas sonuçlar 

vermektedir. Bu analizlerde floresans maddeler kullanılarak, floresans mikroskobu, 

florometre, floresan mikroplaka okuyucu veya akış sitometresi kullanımıyla 

florometrik hücre canlılığı ve sitotoksisite analizlerinin yapılması kolaydır (Walters 

ve ark., 2016). 

d) Kolorimetrik Analizler: MTT, MTS, XTT, WST-1, WST-8, LDH, SRB, NRU ve 

Kristal Viyole yöntemleri bilinen kolorimetrik analizlerdir. Kolorimetrik deneylerde 

kullanılan reaktifler, hücrelerin yaşayabilirliğine tepki olarak bir renk geliştirerek, 

spektrofotometre ile hücre canlılığının kolorimetrik ölçümünü sağlar. Kolorimetrik 

deneyler, yapışık veya süspanse edilmiş hücre hatları için uygulanabilir, kolay 

uygulanabilir ve ekonomiktir. Bu testlerin bazılarında 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazolyum-bromür (MTT), 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-5-(3-

karboksimetoksifenil)-2-(4-sülfofenil)-2H-tetrazolyum (MTS), 2,3-bis-(2-metoksi-4-

nitro-5-sülfofenil)-2H-tetrazolyum-5- karboksianilid (XTT), 2-(4-iodofenil)-3-(4-

nitrofenil)- 5-(2,4-disülfofenil)-2H-tetrazolyum (WST) tetrazolyum tuzları 

bazılarında ise kristal viyolet ve nötral kırmızı gibi boyar maddeler kullanılmaktadır. 

Tetrazolyum tuzları, heterohalkalı organik bileşiklerdir. Tetrazolyum tuzları elektron 

alarak indirgenmekte ve formazana dönüşmektedir. Bu dönüşüm renk değişikliğine 

neden olmaktadır.  Tetrazolyum halkaları yalnızca mitokondri ile kırılabilir ve canlı 

hücreler bu kırılmanın sonucu olarak bir renk reaksiyonu meydana getirirler. Ölü 

hücreler tetrazolyum tuzlarını indirgeyemez ve gözlenen bir renk değişimi söz 

konusu değildir (Tokur ve Aksoy, 2017; Walters ve ark., 2016). 
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Şekil 1.2: MTT (Anonim 9, 2019), MTS (Kaur ve ark., 2015), XTT (Anonim 10, 

2019) ve WST (Anonim 11, 2019) testlerinde renk değişimleri  

 MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2-5-difeniltetrazolyum bromür) testi, 

sitotoksisiteyi veya hücre canlılığını belirlemek amacıyla yaygın olarak 

kullanılan kolorimetrik analizlerden biridir. Bu yöntemde, mitokondriyal bir 

enzim olan süksinat dehidrogenaz enziminin aktivitesi ölçülerek 

mitokondriyal fonksiyon hücre canlılığı açısından değerlendirilmektedir. 

Pozitif yüklü bir bileşik olan MTT, ökaryot hücrelerin membranını geçer ve 

hücre içerisinde indirgenir. Bu yöntemde sarı-yeşil renkli MTT, NADH 

tarafından mor renkli formazana indirgenmektedir. Oluşan formazan suda 

çözünmez ve kristal şeklindedir ve bu kristalin en iyi çözücüsü DMSO’dur. 

Çözücü olarak izopropanol de kullanılmaktadır. Kolorimetrik yöntemlerin 

hepsi gibi, MTT yöntemi de daha önce belirtilen boya dışlama 

yöntemlerinden çok daha üstündür, çünkü kullanımı kolaydır, güvenlidir, 

tekrarlanabilirliği yüksektir ve hem hücre canlılığı hem de sitotoksisiteyi 

belirlemek için yaygın olarak kullanılır. 4-18 saatlik (hücre yoğunluğuna göre 

değişen) inkübasyon işlemi sonrasında oluşan renk spektrofotometre ile 540-

570 nm dalgaboyu aralığında ölçülebilmektedir.  

 



 

13 

 

MTS, XTT ve WST Yöntemleri: MTS (5- (3-karboksimetoksifenil)-2-(4,5-dimetil 

tiyazol)-3-(4-sülfifenil) tetrazolyum) 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-5-(3-

karboksimetoksifenil)-2-(4-sülfofenil)-2H-tetrazolyum (MTS), 2,3-bis-(2-metoksi-4-

nitro-5-sülfofenil)-2H-tetrazolyum-5-karboksianilid (XTT), 2-(4-iodofenil)-3-(4-

nitrofenil)-5-(2,4-disülfofenil)-2H-tetrazolyum (WST) kolorimetrik testlerdir. 

MTT’den farklı olarak bu üç bileşik negatif yüklüdür. XTT, MTS ve WST 

testlerinde oluşan formazan kristalleri suda çözündüğünden ek bir çözdürme işlemine 

gerek duyulmamaktadır. 

 

  MTS yönteminde de MTT yönteminde olduğu gibi, canlı hücrelerin 

mitokondriyal aktivitesi ile bir tetrazolium tuzunun renkli formazana 

dönüştürülmesine dayanır. Elde edilen formazan miktarı kültürdeki canlı 

hücre sayısına bağlıdır ve 492 nm'de spektrofotometre ile ölçülebilmektedir. 

 

 XTT test yönteminde, tetrazolyum tuzu XTT'nin metabolik aktif hücreler 

tarafından turuncu renkli formazan bileşiklerine indirgenmesine dayanır. 

MTT yöntemindekinden farklı olarak bu yöntemde elde edilen turuncu renkli 

formazan suda çözünür ve yoğunluğu bir spektrofotometre ile ölçülebilir. 

Formazanın yoğunluğu ile yaşayabilir hücre sayısı arasında doğrusal bir ilişki 

vardır. Çok bölmeli plakaların ve bir spektrofotometrenin (veya ELISA 

okuyucunun) kullanımı, çok sayıda örnekle çalışılmasını, kolayca ve hızlı bir 

şekilde sonuç alınmasını sağlar. Bu test yönteminde 2-24 saatlik 

inkübasyonun sonrasında turuncu bir renk oluşur ve rengin yoğunluğu bir 

spektrofotometre ile ölçülebilir. 

 

WST Testleri WST-1 ve WST-8 olmak üzere iki şekilde uygulanır. Fenol Kırmızısı 

kullanılarak yapılan bu deneylerde boya, reaksiyon vermemektedir.  

 

 WST-1 testinde, WST-1 (2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-

disülfofenil)-2H tetrazolium monosodyum tuzu), nispi proliferasyonu 

kültürdeki hücrelerin oranlarını ölçerek belirleyebilen basit, kolorimetrik bir 

deneydir. Bu yöntemin prensibi, tetrazolium tuzunun WST-1'in, mPMS (1-
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metoksi-5-metil-fenaziniyummetilsülfat gibi) ara elektron alıcısı varlığında 

mitokondriyal dehidrojenaz enzimleri tarafından suda çözünür bir formazana 

dönüştürülmesine dayanır. İnkübasyon süresi içinde reaksiyon, hücre 

kültüründeki mitokondriyal dehidrojenaz miktarıyla doğrudan orantılı olarak 

bir renk değişikliği meydana gelir ve hücrelerin metabolik aktivitesi ölçülür. 

Testi gerçekleştirmek için, kullanıma hazır olan WST-1 reaktifi doğrudan çok 

hücreli plakalarda kültürlenen hücrelerin ortamına eklenir. Reaktifi boya 

formuna indirgemek için 30 dakika ile 4 saat arasında değişen inkübasyon 

süresi gereklidir. Plaka spektrofotometrede 450 nm dalga boyunda okutulur.  

 

 WST-8 yöntemi, canlı hücre sayısının belirlenmesi için kullanılan 

kolorimetrik yöntemlerden biridir ve sitotoksisitenin yanı sıra hücre 

proliferasyonunun tespiti için de kullanılabilir. WST-8 (2- (2-metoksi-4-

nitrofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disülfifenil)-2H tetrazolyum, monosodyum 

tuzu), oldukça kararlıdır ve suda çözünür. WST-1'den özellikle nötr pH'da 

daha hassastır. WST-8 testinde hücre tuza geçirgen değildir ve düşük 

sitotoksisiteye sahiptir. Bu nedenle, testten sonra, aynı hücreleri kullanarak 

başka deneylere devam etmek mümkündür (Tokur ve Aksoy, 2017; Walters 

ve ark., 2016). 
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2. LİTERATÜR BİLGİLERİ 

Zubair ve arkadaşları (2018) çinko 4-(2-metoksi-5-nitrofenilamino)-4-oksobutanoik 

asit) ve çinko 4-(2-nitro-4-metoksifenillamino)-4-oksobutanoik asitin 1,10-

fenantrolin ve 2,2-bipiridin ligandlı komplekslerini sentezlenmiş ve yapılarını 

karakterize etmişlerdir. Sentezlenen komplekslerin antibakteriyel ve antifungal 

özellikleri değerlendirilmiştir. Komplekslerin 1 mg/mL konsantrasyonda hazırlanan 

çözeltileri C. staphylococci, M. Staphylococcus ve S. aureus gram pozitif 

bakterilerine ve E. coli ve K. pneumoniae gram negatif bakterilerine karşı agar 

kuyucuk difüzyon yöntemi ile antibakteriyel özellikleri incelenmiş ve 

sentezlendikleri başlangıç maddelerine göre daha antibakteriyel oldukları 

belirlenmiştir. 

Soayed ve araştırma ekibi [Zn(moksifloksasin)(imidazol)Cl].2H2O kompleksini 

sentezlemişler ve spektroskopik analizler yardımı ile kompleksin karakterizasyonunu 

yapmışlardır. Kompleksin S. Aureus ve E. coli bakterilerine karşı antibakteriyel 

etkisini ve Aspergillus flavus ve Candida albicans mantarlarına karşı antifungal 

etkisini incelemişlerdir. Kompleksin 0,0001 M konsantrasyonda moksifloksasin ile 

kıyaslandığında önemli derecede antibakteriyel etki gösterdiği tespit edilmiştir 

(Soayed ve ark., 2013). 

Onwudiwe ve arkadaşları Zn ditiyokarbamatların farklı N-donor ligandlar ile 

(piridin, 2,2- bipiridin ve 1,10-fenantrolin) karışık ligandlı komplekslerini 

sentezlemişlerdir. Komplekslerin antibakteriyel ve antifungal özellikleri 500 μg/mL 

konsantrasyondaki çözeltileri disk difüzyon ve 200, 100, 50 ve 10 μg/mL dilüsyon 

yöntemleri ile incelenmiştir. Streptomisinin kontrol pozitif olarak kullanıldığı 

çalışmada [Zn(N-metil-N-fenil ditiyokarbamat) (N-metil-N-fenil ditiyokarbamat)] 

kompleksinin S. aureus, B. cereus, K. oxytoca ve E. coli bakterilerine karşı güçlü 

antibakteriyel etki gösterdiği belirtilmiştir. Benzer şekilde, [Zn(N-metil-N-fenil 

ditiyokarbamat) (N-metil-N-fenil ditiyokarbamat)(piridin)] S. aureus ve K. oxytoca 

bakterilerine karşı antibakteriyel etkisinin yüksek olduğu bildirilmiştir. Genel olarak 

bakıldığında,  Escherichia coli, Klebsiella oxytoca, Bacillus cereus, Pseudomonas 

aeruginosa, Salmonella typhi ve Staphylococcus aureus bakterilerine karşı 
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antibakteriyel etkinin incelendiği bu çalışmada sentezlenen komplekslerin tamamının 

antibakteriyel etki gösterdiği bildirilmiştir (Onwudiwe ve ark., 2016). 

[Zn(1,3-bis(4-piridil)propan)2(Salisilat)2] ve [(Zn(Sal)2)2(1,2-bis(4-piridil)etan]2 

kompleksleri Chooset ve arkadaşları tarafından sentezlenmiştir. Metal salisilatların 

(benzoik asit türevi) önemli derecede antibakteriyel etkisi bilindiği baz alınarak 

yapılan bu çalışmada antibakteriyel etki agar disk difüzyon yöntemi ile 

Staphylococcus aureus, Escherichia coli ve Pseudomonas aeruginosa bakterilerine 

karşı incelenmiştir. Penisilin ve gentamisin pozitif kontrol olarak kullanılmış ve 1 

mg/mL konsantrasyonda komplekslerin orta derecede antibakteriyel etki gösterdiği 

bildirilmiştir (Chooset ve ark., 2018). 

Çinkonun [Zn(5-Xsal)2(H2O)2] (X: I ve Br) 5-iyodo ve 5-bromosalisilat kompleksleri 

Košická ve ekibi tarafından sentezlenmiştir. Komplekslerin 0,001-200 mmol.dm-3 

konsantrasyon aralığında Staphylococcus aureus ve  Escherichia coli bakterilerine 

karşı antibakteriyel etkisi dilüsyon yöntemi ile incelenmiş ve MİK değerleri 

belirlenmiştir. Elde edilen bu komplekslerin aktivitesinin serbest ligand ve onun 

sodyum tuzu ile kıyaslandığında literatür ile uyumlu olarak daha yüksek olduğu 

belirtilmiştir (Kosicka ve ark., 2018). 

Çinko kumarin-3-karboksilatın 1,10-fenantrolin ile kompleksleri Islas ve arkadaşları 

tarafından sentezlenmiştir. Bu komplekslerin antibakteriyel etkileri 100-1000 μg/mL 

konsantrasyon aralığında difüzyon yöntemi ile Pseudomonas aeruginosa, 

Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus ve Staphylococcus 

epidermidis bakterilerine karşı incelenmiştir. Çalışma sonuçları serbest ligandın 

belirtilen bakterilen üzerinde herhangi bir antibakteriyel etkiye neden olmadığını 

komplekslerin ise zayıf antibakteriyel etkiye neden olduğunu göstermiştir (Islas ve 

ark., 2018). 

Çinkonun naproksenat 1,10-fenantrolin, 2,9-dimetil-1,10-fenantrolin, 2-aminopiridin, 

imidazol ve 1,2-dimetil imidazol ligandları ile kompleksleri Abu Ali ve arkadaşları 

tarafından sentezlenmiş ve Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus, Klebsiella 

pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis ve Escherichia coli 

bakterileri kullanılarak antibakteriyel etkileri agar kuyucuk difüzyon metodu ile 
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incelenmiştir. 8,5 mmol/L konsantrasyonda tüm komplekslerin çok yüksek derecede 

olmamakla birlikte antibakteriyel etki gösterdiği bildirilmiştir. Ayrıca 1,10-

fenantrolinli kompleksin Pseudomonas aeruginosa’ya karşı antibakteriyel etki 

gösteren tek bileşik olduğu; 2,9-dimetil-1,10-fenantrolinli kompleksin ise gram 

negatif (G-) bakteriler üzerinde daha etkili olduğu belirtilmiştir ( Abu Ali ve ark., 

2015). 

Steroid olmayan ve anti enflamatuar özellikli ilaçlar olan naproksen ve ibuprofenin 

çinko kompleksleri sentezlenmiştir. Escherichia coli ve Salmonella aureus 

bakterilerine karşı antibakteriyel etkileri disk difüzyon metodu ile incelenmiştir. Her 

diskte 10 mg kompleksin bulunduğu çalışmada iki bakteri türüne karşı dikkate değer 

antibakteriyel etki gözlenmiştir (Chiniforoshan ve ark., 2014). 

Potansiyel antiviral bir ilaç olan Ribavirinin organokalay (IV), Cu (II), Zn (II), Fe 

(III) ve Sb (III) ile metal kompleksleri Akhtar ve araştırma grubu tarafından 

sentezlenmiştir. Staphylococcus aureus ve Escherichia coli bakterilerine karşı 

antibakteriyel etki agar kuyucuk difüsyon tekniği ile araştırılmıştır. 20 μg/disk 

Sefeksimin pozitif kontrol grubu olarak kullanıldığı çalışmada zon çapları 

ölçüldüğünde bu iki bakteri türüne karşı ribavirinin çinko kompleksinin orta 

derecede antibakteriyel etki gösterdiği bildirilmiştir (Akhtar ve ark., 2018). 

Çinkonun bis(4-karboksifenilfenilfosfin)oksit ile kompleksi sentezlenmiş ve 

Escherichia coli ve Staphylococcus aureus bakterilerine karşı etkisi 0,0625 ve 0,125 

mg/mL konsantrasyonlarda disk difüzyon yöntemi ile değerlendirilmiştir. Çalışma 

sonuçlarına göre kompleks uzun süreli antibakteriyel etkisinden dolayı potansiyel 

geniş spektrumlu bir antibakteriyel madde olarak önerilmiştir (Meng ve ark., 2017). 

Krajníková ve araştırma grubu tarafından çinko 2-bromobenzoatın  üre, nikotinamid, 

N-metilnikotinamid, N,N-dietilnikotinamid, izonikotinamid, fenazon ile 

kompleksleri sentezlenmiş ve komplekslerin 0,01-2,0 mmol.dm-3 konsantrasyon 

aralığında antibakteriyel etkisi Escherichia coli ve Staphylococcus aureus 

bakterilerine karşı dilüsyon yöntemi ile araştırılmıştır. Çinko 2-bromobenzoat 

kompleksinin yüksek antibakteriyel etki gösterdiği ve N-donor ligandlı 
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komplekslerinin ise düşük antibakteriyel etkiye sahip olduğu bildirilmiştir 

(Krajnikova ve ark., 2011). 

Çinko 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 tarafından elde edilmiştir. Gram pozitif (Micrococcus 

luteus, Staphylococcus aureus ve Bacillus subtilis) ve Gram negatif (Escherichia 

coli, Klebsiella pneumonia ve Proteus mirabilis) bakterilere karşı komplekslerin 6 

g.L−1 konsantrasyonunda in vitro antibakteriyel aktiviteleri agar kuyucuk difüzyon 

yöntemi kullanılarak yapılmıştır. 4,4 ′-bipiridin, 1,10-fenantrolin ve 2,9-dimetil-1,10-

fenantrolinli kompleksler Gram pozitif bakterilere karşı antibakteriyel aktivite 

gösterirken, 1,2-dmimidazol, 2-amino-6-pikolin ve 2-dimetilimidazol kompleksleri 

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

Kamel ve araştırma grubu [Zn(fenilasetat)2(2-aminopiridin)2],  

[Zn(fenilasetat)2(1,10-fenantrolin)]·H2O ve [Zn(fenilasetat)2(2,9-dimetil-1,10-

fenantrolin)]·0.5H2O komplekslerini sentezlemiş, yapılarını karakterize etmiş 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 karşı agar kuyucuk metodu ile araştırmışlardır.  Gentamisin ve 

eritromisin pozitif kontrol olarak kullanıldığı çalışmada [Zn(fenilasetat)2(2-

aminopiridin)2] kompleksinin herhangi bir antibakteriyel etki göstermediği 

bildirilmiştir. [Zn(fenilasetat)2(1,10-fenantrolin)]·H2O kompleksi P. aeruginosa hariç 

Gram negatif bakterilere karşı yüksek antibakteriyel etki gösterirken, E. ferabis hariç 

Gram pozitif bakteriler üzerinde de etkili olduğu belirtilmiştir.  [Zn(fenilasetat)2(2,9-

dimetil-1,10-fenantrolin)]·0.5H2O kompleksinin Gram negatif bakterilere karşı 

antibakteriyel etki göstermediği ancak M. luteus ve B. subtilis bakterileri üzerinde 

düşük, S. epidemidis bakterisi üzerinde ise yüksek antibakteriyel etki gösterdiği rapor 

edilmiştir (Kamel ve ark., 2017) 

Ali ve arkadaşları tarafından yapılan bir çalışmada da çinko ibuprofenin N-donor 

ligandlar ile (2-aminopiridin, 2-aminometilpiridin, 2,2′-bipiridin ve 2-

metilaminopiridin) kompleksleri sentezlenmiştir. In vitro antibakteriyel incelemeler 

agar kuyucuk difüzyon metodu ile gerçekleştirilmiştir. Gram pozitif (Micrococcus 
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luteus, Staphylococcus aureus ve Bacillus subtilis) ve Gram negatif (Escherichia 

coli, Klebsiella pneumoniae ve Proteus mirabilis) bakterilere karşı komplekslerin 6 

mg/mL’lik konsantrasyonları kullanılmıştır. Çinko ibuprofen kompleksinin gram 

pozitif bakteriler üzerinde ve 2-aminopiridin ve 2-aminometilpiridinli komplekslerin 

gram pozitif ve gram negatif bakteriler üzerinde herhangi bir antibakteriyel etki 

göstermediği bildirilmiştir.  2,2′-bipiridinli kompleksin tüm bakteriler üzerinde etkili 

olması nedeniyle DMSO’da 1,5; 3 ve 6 mg/mL konsantrasyonlarda hazırlanan 

çözeltilerinin antibakteriyel etkisi değerlendirilmiştir. Konsantrasyonun düşüşü ile 

tüm bakteriler üzerindeki etkinin azaldığı rapor edilmiştir (Abu Ali ve ark., 2016). 
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

3.1. Materyal 

3.1.1. Test Bileşiğinin Temini 

Çalışmada kullanılan test maddesi Kafkas Üniversitesi Fen Edebiyat Fakültesi 

Kimya Bölümü Anorganik Kimya Laboratuvarı’nda doktora tezi kapsamında Füreya 

Elif Özbek tarafından sentezlenmiş ve yapısı aydınlatılmış bir bileşiktir. Bileşiğin tek 

kristal X-ışını kırınım metodu ile tespit edilen yapısı Şekil 3.1’de verilmiştir. 

 

 

Şekil 3.1: Test edilen bileşiğin molekül yapısı (Özbek, 2011). 
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3.1.2. Çalışmada Kullanılan Cihazlar 

Çalışma kapsamında kullanılan cihazlar liste halinde Tablo 3.1’de verilmiştir. 

Tablo 3.1: Çalışmada kullanılan cihazların listesi  

Cihaz Adı Marka  Model 

Otoklav Cihazı Nüve Steamart OT 40L 

Saf Su Cihazı Nüve (Türkiye) ND 4 

Su Banyosu Nüve (Türkiye) BM 101 

Etüv J.P. Selecta (İspanya) Digiheat 

Vorteks Cihazı ISOLAB (Almanya) 622.01.001 

Santrifüj Cihazı HETTICH (Almanya) EBA 200 

Otomatik Pipet GILSON P2, P200, P10, P100, P1000 

Otomatik Pipet NICHIRYO Nichipet EX II 

CO2’li İnkübatör Panasonic MCO-170AICUVH-PE 

Spektrofotometre BioTEk Epoch 

3.1.3. Çalışmada Kullanılan Kimyasallar ve Sarf Malzemeler 

Çalışmada kullanılan kimyasal ve sarf malzemelerin listesi Tablo 3.2’de verilmiştir. 

Tablo 3.2: Çalışmada kullanılan kimyasallar ve sarf malzemeler 

Madde Adı Firma Adı Ürün Tanımlayıcı Kodlar 

Mueller Hinton Agar Oxoid 2320965(*) 

Fosfat tamponlu tuz çözeltisi Sigma-Aldrich 806552(*) 

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

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

Antibiyotik Antimikotik çözelti Sigma-Aldrich A5955(*) 

L-Glutamin çözeltisi Sigma-Aldrich 56-85-9 

Histopaque-1077 Sigma-Aldrich 10771(*) 

DMSO Sigma-Aldrich 67-68-5 

MTT Test Kiti Cayman Chemical 0524641(*) 

(*)’ işareti ile belirtilenler ilgili markaya ait ürün kodlarıdır. İşaret bulunmayanlar ise CAS numaraları 

ile verilmiştir. 
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3.1.4. Çalışmada Kullanılan Bakteriler ve Özellikleri 

 Bacillus cereus: Bacillaceas familyasına dahil olup, gram pozitif, aerobik 

veya fakültatif anaerobik, spor oluşturan, çubuk şeklinde bakterilerdir. 

Genellikle mezofilik olmakla birlikte psikrotrof ve termofilik türleri de 

vardır. Toprakta ve akuatik ortamlarda bol miktarda bulunmaktadır. 1,2-5 µm 

arasında hücre boyutuna sahiptir.  Üreyebildiği sıcaklıklar suşlara göre 

farklılık gösterir. Optimum üreme koşulları 30 ℃, maksimum ve minimum 

üreme sıcaklıkları sırasıyla 37-48 ℃ ve 10-18 ℃ arasındadır.  Gelişebildiği 

pH aralığı 4,9-9,3 olup optimum pH 7’dir. Bacillus cereus ile kontamine 

olmuş gıdalar tüketildiğinde gıda zehirlenmesine bağlı olarak ishale neden 

olur. Ayrıca B. cereus immün sistemi baskılanmış insanlarda menenjit, 

endokardit, endoftalmitis, konjonktivit ve akut gastroenterit gibi hastalıklara 

yol açar (Brooks ve ark., 2012; Kalaylı ve Beyatlı, 2003; Altun ve ark., 2002; 

Kaleli ve Özkaya, 2000; Anonim 5, 2019). 

 

 Bacillus subtilis: Çubuk şeklide olan ve saprofit beslenen bu tür gram pozitif 

olup aerobik solunum yapar. Bu türün üyeleri toprakta, havada ve suda 

yaşarlar. 3-4 µm boyutlarda olan tipik hücreler kare uçlara sahip olup uzun 

zincirler halinde düzenlenmiştirler ve sporlar hareketli olmayan hücrelerin 

ortasında bulunur. Her ne kadar saprofit bir türde olsa özellikle deri ve göz de 

enfeksiyonlara neden olabilirler. Ayrıca bu tür, düşük toksik etkilere sahip 

olan fakat uzun süre maruz kalındığında alerjik durumların ortaya çıkmasına 

neden proteolitik bir enzim olan subtilisin üretmektedir (Brooks ve ark., 

2012; Arslan ve ark, 2013) 

 

 Staphylococcus aureus: Gram pozitif boyanma özelliği gösteren bu tür tekli, 

ikili ve dörtlü hücreler halinde bulunabildikleri gibi üç veya dört hücreden 

oluşan kısa zincirler yapabilirler veya düzensiz üzüm salkımı benzeri şekiller 

oluştururlar. Hareketsiz, spor oluşturmayan, çoğunlukla katalaz pozitif, 

oksidaz negatif, kapsülsüz ve fakültatif anaerop bakterileridir. Stafilokokların 

çoğu % 7,5-10 NaCl içeren basit besiyerlerinde, 18-45 °C’de kolaylıkla 

ürerler. En hızlı üreme gösterdikleri sıcaklık 37 ℃’dir. S. aureus’un 
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oluşturduğu hastalıklar deri enfeksiyonları, septisemi-endokardit ve organ 

enfeksiyonlarıdır. Hastane enfeksiyonlarının ikinci en sık etkeni olan S. 

aureus suşlarının büyük çoğunluğu metisiline dirençlidir. S. aureus 

enfeksiyonlarından korunmada en etkili yöntem el yıkamadır. Özellikle 

duyarlı hastaların bulunduğu yeni doğan, yoğun bakım, nöroloji, beyin 

cerrahi ve hemodiyaliz servislerinde hastaların S. aureus suşları ile enfekte 

olmasının önlenmesi önemlidir (Brooks ve ark., 2012; Bilgehan, 2000). 

 

 Pseudomonas aeruginosa: Doğada yaygın olarak bulunan ve hastanelerde 

özellikle nemli yerlerde yaşayabilen saprofit bir türdür. P. aeruginosa 

hareketli ve çubuk şeklinde olup, boyutları yaklaşık 0,6x2 µm’dir. Tek 

hücreli olabildikleri gibi koloni halinde de yaşayabilen Gram negatiftir 

bakteridir. En ideal büyüme ve üreme sıcaklık aralığı 37-42 ℃’dir. İnsanlarda 

nozokomiyal pnömoni, yanık enfeksiyonu ve bakteriyemi hastalıklarına 

neden olur (Brooks ve ark., 2012). 

 

 Klebsiella pneumoniae: Kısa, silindirik, 0,5-2 μm boyutlarında spor 

oluşturmayan, hareketsiz bir bakteridir. Etrafında polisakkarit yapıda geniş 

bir kapsül bulunur. Bakteriyolojik boyalarla iyi boyanan Gram negatif bir 

bakteri olup fakültatif anaerobturlar. Optimal üreme sıcaklığı 37 °C’dir. 30-

45 dakika 55 °C’de ısıtılarak sterilizasyonu sağlanır. K. pneumoniae, 

sefotaksim, seftriakson, sefepim veya seftazidim gibi güçlü antibiyotiklere 

oldukça dirençli bir bakteri türüdür. Hastane kaynaklı enfeksiyonlardan 

sorumlu ilk on bakteriyel patojen arasında yer almaktadır. Üst solunum 

yollarında enfeksiyona neden olur. Klebsiella pneumoniae menenjit, safra 

kesesi enfeksiyonu, çeşitli organlarda apse oluşumu gibi enfeksiyonlara yol 

açar  ve organa özel klinik belirtiler verir (Brooks ve ark., 2012; Bilgehan, 

2000; Arman, 2001). 

 Escherichia coli: E. coli 1885’de Thedor Escherich tarafından ishal olan süt 

çocuklarının dışkısından izole edilip, Bacterium coli commune adı verilmiştir. 

1919'da Castellani ve Chalmer tarafından Escherichia cins adı önerilene 

kadar Bacterium coli adı kullanılmıştır. E. coli, diğer Enterobacteriaceae 
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ailesindeki bakteriler gibi, gram negatif çomak şeklinde sporsuz bir 

bakteridir. Kapsül oluşturması nadir görülen bir durumdur. E. coli 

zenginleştirilmemiş besiyerlerinde fakültatif anaerob olarak ürer. Optimal 

üreme 37 °C'de ve nötral pH koşullarında gerçekleşir. Sıvı besiyerlerinde 

genellikle homojen bulanıklık meydana getirir. Bağırsaklarda oluşturduğu 

birçok hastalığın yanı sıra fırsatçı bir patojen gibi davranarak travma ve 

apandisit sonrası peritonit yapabilir ve kana yayılıp sepsise neden olabilir. 

Aynı zamanda septik artrit, endolftalmit, karaciğer apsesi, osteomiyelit, 

prostat ile ilgili enfeksiyonlar ve sinüzit gibi hastalıklara neden olabilir 

(Bilgehan, 2000). 

Şekil 3.2’de bu tez çalışmasında kullanılan bakterilerin elektron mikroskobu 

altındaki görüntüleri verilmiştir. 

 

Şekil 3.2: Elektron mikroskobu altında bakterilerin görünümü (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 bileşiğin farklı konsantrasyonlarında antibakteriyel etkilerinin 

değerlendirilmesi için agar-kuyucuk difüzyon yöntemi kullanıldı. Çalışmada 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 kullanıldı. Bakteriler kullanılıncaya kadar 4 °C'de 

saklandı. Kullanılacak agarın hazırlanması için 38 g Mueller Hinton (MH) agar 1 L 

distile su içerisinde tamamen çözünene kadar kaynatılarak karıştırıldı. Sterilizasyonu 

sağlamak amacıyla hazırlanan agar çözeltisi 121 °C’de 15 dakika süreyle otoklavda 

bekletildi. Petri kaplarına aktarılan agarın oda sıcaklığına kadar soğuması beklendi. 

Negatif kontrol grubu olarak dimetil sülfoksit (DMSO) kullanıldı. Hazırlanan agar 

üzerine mikroorganizmaların ekimi yapıldı. Agar yüzeyi üzerinde cam kanüller 

kullanılarak 5 mm çapında kuyucuklar oluşturuldu. Kuyucuklara test edilen bileşiğin 

farklı konsantrasyonlarından 50 µL eklendi. Petri kapları 12 saat boyunca 37 °C'de 

inkübe edildi ve her bir kuyucuk etrafındaki inhibisyon bölgesinin çapı cetvel 

yardımı ile ölçüldü. Deneyler üç paralel olarak gerçekleştirildi. 

3.2.2 MTT Analizi 

3.2.2.1. Kültür Medyumunun Hazırlanışı 

Kültür medyumunun hazırlanması için; 75 mL hazır amniyon hücre kültürü 

medyumu, 15 mL suplament, 1.5 mL Penisilin+Streptomisin+Amfoterisin B ve 2 mL 

L-glutamin steril bir tüp içerisine eklenerek 37 ℃’de bekletildi. 
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3.2.2.2 Tam Kandan Lenfositlerin İzole Edilmesi 

1. 15 mL'lik steril tüpe oda sıcaklığına getirilen Histopaque-1077’den 6 mL 

eklendi. 

2. 3 mL tam kan üzerine 3 mL PBS eklenerek 6 mL’lik seyreltilmiş kan 

numunesi hazırlandı. Hazırlanan numune ilk basamakta hazırlanan 

Histopaque-1077 üzerine eklendi. Oda sıcaklığında 400 g devirde 30 dakika 

boyunca santrifüj yapıldı. 

3. Santrifüjleme işleminden sonra Şekil 3.3’de görülen mononükleer hücreler 

içeren opak ara yüz, pastör pipeti yardımı ile dikkatlice alındı ve steril bir 

tüpe aktarıldı. 

4. Mononükleer hücreler içeren opak arayüzün bulunduğu steril tüpe üzerine, 5 

mL PBS eklendi ve alt üst edilerek karıştırıldı. 

5. Elde edilen lenfosit hücreleri Thoma lamı kullanılarak sayıldı. 

 

Şekil 3.3: Tam Kandan izole edilen mononükleer hücreler (PBMCs) 
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3.2.2.3. MTT Test Yöntemi 

Lenfositlerin sayımı tamamlandıktan sonra steril kabin içerisinde aşağıda verilen 

işlem basamaklarına göre MTT test yöntemi kullanılarak sitotoksite belirlenmiştir. 

1- 96 kuyucuklu mikroplakalara kültür medyumundan 100 µL eklendikten sonra 

her bir kuyucuk içerisine 100 µL (50000 hücre/kuyucuk) olacak şekilde hücre 

ekimi yapıldı. 

2- Mikroplaka 24 saat 37 °C ve %5 CO2 ayarlı inkübatörde bekletilerek 

hücrelerin yüzeye yapışmaları sağlandı. 

3- İnkübasyon süresi tamamlandığında test edilecek maddenin farklı 

konsantrasyonlarda (1,17; 2,33; 4,67; 9,34 ve 18,67 mM) hazırlanmış 

çözeltilerinden 100 µL kültür ortamına eklendi. Ve hücreler 37 °C’de 24 saat 

%5 CO2’li inkübatörde inkübe edildi. 

4- İnkübasyon süresi tamamladığında her bir kuyucuğa daha önceden 

hazırlanmış MTT ayracından 10 µL eklendi. 

5- 96-kuyucuklu plate çalkalayıcı üzerinde yavaşça karıştırıldı. 

6- Hücreler 3-4 saat 37 °C sıcaklıkta %5 CO2’li inkübatörde inkübe edildi. 

7- İnkübasyondan sonra, hücrelerde oluşan formazan koyu renkli kristaller 

halinde kuyucukların dip kısmında görüldü. 

8- Kuyucuklardaki medyum tamamen çekildikten sonra her bir kuyucuğa 

önceden hazırlanmış olan 200 µL DMSO eklendi. 

9- Oluşan formazan kristallerinin çözülmesi için 24 saat süreyle 37 °C sıcaklıkta 

%5 CO2’li inkübatörde bekletildi.  

İnkübasyon sonunda mikroplakalar spektrofotometre ile 570 nm’de absorbans 

değerleri ölçüldü.  



 

28 

 

 

Şekil 3.4:  MTT’nin (3- (4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2-5-difeniltetrazolyum bromür) 

Formazan’a (1-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-3,5-Difenilformazan) dönüşümü 
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4. BULGULAR 

4.1. Antibakteriyel Aktivite Sonuçları 

Antibakteriyel aktivitenin belirlenmesinde agar kuyucuk difüzyon yöntemi 

kullanılmıştır. Gram pozitif (Bacillus subtilis, Bacillus cereus ve Staphylococcus 

aureus) ve Gram negatif (Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa ve 

Escherichia coli) bakteri türleri üzerinde çinko kompleksinin antimikrobiyal etkileri 

değerlendirilmiş ve sonuçlar Tablo 4.1’de verilmiştir. 18,67 ve 9,34 mM 

konsantrasyonlarda kompleksin bütün bakteriler üzerinde antibakteriyel etki 

gösterdiği belirlenmiştir. Bileşiğin 1,17 mM konsantrasyonda hiçbir bakteri üzerinde 

üremeyi durdurucu etki göstermediği yani bileşiğin bu konsantrasyonda 

antibakteriyel olmadığı tespit edilmiştir. Bileşiğin 2,33 mM konsantrasyonda ise 

sadece S. aureus bakterisi üzerinde üremeyi durdurma yönünden baskılayıcı bir etkisi 

olduğu görülmektedir. 4,67 mM’da B. cereus ve E. coli bakterileri hariç diğer bütün 

bakteri türlerinde bileşiğin antibakteriyel olduğu gözlenmiştir. 

Tablo 4.1: Antibakteriyel aktivite sonuçları 

 
İnhibisyon Zon Çapları (mm) 

 Gram Pozitif Gram Negatif 

Derişim B. subtilis B. cereus S. aureus K. pneumoniae P. aeruginosa E. coli 

Streptomisin 

(5,16x10-4 

mM) 

21,33 20,33 19,33 20,67 20,67 20,00 

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 zayıf antimikrobiyal aktivite; 15-20 mm güçlü 

antimikrobiyal aktivite; 20-25 mm çok güçlü antimikrobiyal aktivite (Bauer ve ark., 1966; Chohan ve 

Supuran, 2005; Al-Majidi, 2012) 
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Şekil 4.1: Konsantrasyonlara göre inhibisyon zonlarının karşılaştırılması 

Agar kuyucuk yöntemi ile hazırnan petri kaplarında Zn kompleksinin oluşturduğu 

inhibisyon zonlarının görüntüsü Şekil 4.2’de verilmiştir.  

 

Şekil 4.2: Test edilen bileşiğin farklı konsantrasyonlarda oluşturduğu inhibisyon 
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4.2. MTT Test Sonuçları 

Yapılan deneysel çalışmalar sonucunda elde edilen MTT testi verileri 

değerlendirilmiştir.  Üç paralel olarak yürütülen deneylere (Şekil 4.3) ait absorbans 

değerleri spektrofotometrik incelemeler ile ölçülmüş, yapılan hesaplamalarla hücre 

canlılığı tespit edilmiş ve Şekil 4.4’de verilmiştir. Çalışma konsantrasyonları olarak 

seçilen 1,17; 2,33; 4,67; 9,34 ve 18,67 mM konsantrasyonlardaki hücre canlılığı ile 

hücre kontrol grubuna ait hücre canlılığı verileri kıyaslanmıştır. Hücre canlılığı 

üzerine etkisi araştırılan Zn kompleksinin artan doza bağlı olarak bütün test 

konsantrasyonlarında hücre canlılığının azalmasına neden olduğu belirlenmiştir. 1,17 

ve 2,33 mM konsantrasyonlarda hücre canlılığı % 14 oranında azalırken, 4,67 

mM’da %27 ve 9,34 mM da ise yaklaşık %35 azaldığı tespit edilmiştir. Sitotoksik 

etkinin en bariz görüldüğü ve çalışmamızda belirlediğimiz en yüksek konsantrasyon 

olan 18,67 mM konsantrasyonda hücre ölümünün %93,58 olduğu belirlenmiştir. 

 

Şekil 4.3: 24 saatlik inkübasyon sonrası 96 kuyucuklu mikroplakanın görüntüsü 
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Şekil 4.4: Hücre canlılığında meydana gelen azalma 

Hücre kontrol grubuna göre hücre canlılığındaki azalma yüzde (%) inhibisyon 

değerleri hesaplanarak elde edilmiştir. % inhibisyon değeri aşağıdaki formüle göre 

hesaplanmış ve değerler Tablo 4.2’de verilmiştir. Bu değerler bize konsantrasyon 

arttıkça hücre canlılığının azaldığını göstermektedir. Hücre canlılığındaki en ciddi 

düşüş 18,67 mM konsantrasyonda meydana gelmiştir. Çünkü 9,34 mM’lık 

konsantrasyonda hücre ölümü % 35,23 iken, 18,67 mM konsantrasyonda % 93,58 

hücre ölümü gerçekleştiği görülmektedir.  

𝑌ü𝑧𝑑𝑒 (%) 𝑖𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑠𝑦𝑜𝑛 =  
𝐻𝐾𝐻𝐶 − Ç𝐾𝐻𝐶 

𝐻𝐾𝐻𝐶
𝑥100 

(HKHC= Hücre kontrol hücre canlılığı,  ÇKHC= Çalışılan konsantrasyondaki hücre canlılığı) 

 

Tablo 4.2: Hücre canlılığı ve yüzde inhibisyon değerleri 

Konsantrasyon Hücre Canlılığı (%) İnhibisyon (%) 

Hücre 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. TARTIŞMA VE SONUÇ 

Bu tez çalışmasında kapsamında çinko 2-florobenzoatın 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 üzerinde antibakteriyel etkisi agar kuyucuk 

yöntemi ile incelenmiştir. Bileşiğin insan periferal kan lenfosit kültürleri üzerinde 

sitotoksik etkisi in vitro koşullarda MTT yöntemi ile belirlenmiştir. Bu bölümde 

literatür araştırması yapılmış ve çalışmada elde edilen bulgular ile kıyaslanmıştır. 

İlaç sektörü AR-GE faaliyetleri içerisinde yeni bileşiklerin sentezi önemli yere 

sahiptir. Bakterilerin zamanla antibiyotiklere karşı direnç kazanması bunun en 

önemli nedenleri arasındadır. Her geçen gün literatüre farklı biyolojik aktif özellikli 

bileşikler kazandırılmaktadır. Fakat ileri klinik incelemelerin bütün bileşiklere 

yapılması zaman ve ekonomi gibi sebeplerle mümkün olamamaktadır. Bu nedenle de 

araştırmacılara da çok büyük görevler düşmektedir. Yeni sentezlenen bileşiklerin 

antibakteriyel aktivitelerinin yanında toksik özelliklerinin de belirlenmesi 

gerekmektedir. Çünkü iyi antibakteriyel aktivite ve düşük toksisite bileşiği daha 

önemli bir malzeme haline getirmektedir. Metal kompleksler ilaç kimyasında önemli 

bir yere sahiptir. Biyolojik aktif özellikli metallerin (Zn, Cu ve Co) kompleksleri 

sentezlenerek antibakteriyel özelliklerinin incelendiği birçok çalışma bulunmaktadır.  

Omar ve Abu Ali (2017) çinko 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 arkadaşları (2016) çinko ibuprofenin 2-

aminopiridin, 2-aminometilpiridinli ve 2,2′-bipiridin ve 2-(metilamino)piridin 

komplekslerinin 6 g.L−1 (6000 ppm) konsantrasyonda Micrococcus luteus, 

Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Klebsiella pneumonia ve 

Proteus mirabilis bakterileri üzerinde antibakteriyel etkisini incelemişlerdir. 4,4-

bipiridin, 1,10-fenantrolin, 2,9- dimetil-1,10-fenantrolin ve 2,2-bipiridinli 

komplekslerin gram pozitif bakteriler üzerinde etkili olduğu tespit edilmiştir. Yapılan 

bu iki çalışma ana ligand olarak seçilen steroid olmayan enflamatuar özellikli 

ibuprofenin çinko metalli piridin türevleri ile komplekslerinde değişen antibakteriyel 

etkisinin metal-ligand seçimine göre değişebileceğini belirtmişlerdir. Bileşiklerin 
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antibakteriyel etkileri konsantrasyon azaldıkça azalmaktadır. Çalışmalarda 

toksisiteye ilişkin herhangi bir bulgu bulunmamaktadır. Steroid olmayan ve anti 

enflamatuar özellikli ilaçlardan biri olan naproksenin de çinko kompleksleri 

sentezlenmiştir. Farklı pridin türevleri kullanılarak elde edilen komplekslerin 

antibakteriyel etkileri Escherichia coli ve Salmonella aureus bakterilerine karşı disk 

difüzyon metodu ile ve Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus, Klebsiella 

pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis ve Escherichia coli 

bakterilerine karşı agar kuyucuk difüzyon yöntemi ile incelenmiştir. Bu bakteri 

türlerine karşı piridin türevleri değiştikçe farklı antibakteriyel etki gösteren 

kompleksler antibiyotik olarak önerilmiştir. Bu çalışmalar kapsamında bileşiklerin 

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

Çinko kumarin-3-karboksilatın 100-1000 μg/mL konsantrasyon aralığında difüzyon 

yöntemi ile Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Enterococcus faecalis, 

Staphylococcus aureus ve Staphylococcus epidermidis bakterilerine karşı (Islas ve 

ark., 2018), 5-iyodo ve 5-bromosalisilat komplekslerinin 0,001-200 mmol.dm-3 

konsantrasyon aralığında Staphylococcus aureus ve  Escherichia coli bakterilerine 

karşı (Košická  ve ark., 2018), çinko 2-bromobenzoatın  üre, nikotinamid, N-

metilnikotinamid, N,N-dietilnikotinamid, izonikotinamid, fenazon komplekslerinin 

0,01–2,0 mmol.dm-3 konsantrasyon aralığında Escherichia coli ve Staphylococcus 

aureus bakterilerine karşı  (Krajníková ve ark., 2010) ve çinko salisilatların 1 mg/mL 

konsantrasyonda Escherichia coli ve Pseudomonas aeruginosa bakterilerine karşı  

(Chooset ve ark., 2018) antibakteriyel etkileri incelenmiştir. Bu komplekslerde her ne 

kadar ana ligand antibakteriyel aktiviteye sahip olsa da yardımcı ligandın yapıya 

katılması ile bazı komplekslerde (özellikle piridin türevleri) antibakteriyel etkinin 

arttığı bildirilmiştir. Ancak bu bileşiklerin de toksisitelerine ilişkin ek bir çalışma 

yapılmamıştır. Karboksilat komplekslerinin öneminin vurgulandığı bu çalışmalarda 

genel olarak antibakteriyel özelliklere dayalı önermeler yapılmıştır. Bizim 

çalışmamızı bu çalışmalardan ayıran en belirgin özellik antibakteriyel aktivite 

testinin yanısıra kompleksin sitotoksisitesini incelemek olmuştur. Bu tez 

çalışmasında 0,02 g/mL (18,67 mM) ve 0,01 g/mL (9,34 mM) konsantrasyonlarda 

inhibisyon zon çaplarına göre bileşiğin antibakteriyel özelliğe sahip olduğu 

belirlenmiştir. Bileşiğin 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 üzerinde iyi 

derecede antibakteriyel etki gösterdiği ancak sitotoksisite sonuçlarına göre  % 93,58 

oranında lenfosit hücrelerinin ölümüne yol açtığını belirlenmiştir. Benzer şekilde 

belirtilen tüm bakteriler üzerinde 0,01 g/mL konsantrasyonda orta derecede 

antibakteriyel etki meydana gelirken MTT test sonuçları % 35,23 hücre ölümü 

gerçekleştiği tespit edilmiştir. Literatürde çinko 2-florobenzoatın ve onun başka 

piridin türevleri ile herhangi bir kompleksinin antibakteriyel aktivitesine ilişkin bir 

çalışma bulunmamaktadır. Bu tez çalışmasında ilk defa çinko 2-florobenzoatın 

antibakteriyel ve sitotoksik etkileri incelenmiştir. 

Literatürde farklı çinko komplekslerinin sitotoksitesinin araştırıldığı bazı çalışmalar 

da mevcuttur. Örneğin; Zhu ve arkadaşları (2018) çinko 2,4,5‐

benzentetrakarboksilatın 1,3,5‐tris(1‐imidazolil)benzen kompleksini sentezlenmiş ve 

4, 12, 36, 110, 330 μg.mL−1 konsantrasyonlarda HeLa ve KB kanser hücre hatları 

üzerinde sitotoksik olduğu MTT yöntemi ile belirlemişlerdir (Zhu ve ark., 2018). Tez 

çalışmamızdaki konsantrasyonlara yakın konsantrasyon ile yapılan çalışmada, çinko 

vanilin schiff bazı kompleksinin % 1’lik konsantrasyonda A549, HeLa, HL-60 ve 

K562 kanser hücre hatları üzerinde sitotoksik olduğu rapor edilmiştir (Niu ve ark., 

2015). Bu çalışmalarda sentezlenen kompleksler her ne kadar antikanserojen bir ajan 

olarak önerilse de çalışılan konsantrasyonlarda sağlıklı hücreler üzerine etkileri 

incelenmemiştir. Bizim çalışmamızın sonuçları test edilen bileşiğin insan lenfosit 

hücre hattı üzerinde sitotoksik olduğu belirtilerek olumsuz olarak değerlendirilmiştir. 

Sonuç olarak, bu tez çalışmasından elde edilen bulgular değerlendirildiğinde çinko 2-

florobenzoatın nikotinamid kompleksi antibakteriyel özellik sergilemesinin yanında 

aynı konsantrasyonlarda sitotoksik olması nedeniyle ilaç özellikli malzeme olarak 

önerilmemektedir. 
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