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OZET

BAZI BISMITHIOL CROWN ETERLERIN BiYOLOJIK AKTIiVITELER]

YUKSEK LISANS TEZi
. . RAMAZAN CALISKAN o
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BIYOLOJi ANABILIiM DALLI

(TEZ DANISMANI:PROF. DR. SERAP DOGAN)
BALIKESIR, MAYIS - 2017

Bismithiol crown eter igeren bilesiklerin antifungal, antikanser maddesi,
antibakteriyel ve antiinflamatuvar ilaglar, antidepresanlar ve karbonik anhidraz
inhibitdrleri gibi genis uygulamalari bulunmaktadir. Bu g¢aligmada, bazi yeni
bismithiol crown eter bilesikler (Z01, Z02, Z03 ve Z04) kullanilarak antioksidan,
antibakteriyel ve sitotoksik aktiviteler arastirilmigtir. Antioksidan kapasite 2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) reaktifi kullanilarak belirlenmistir. Bilesiklerin
antibakteriyel aktivitelerini belirleyebilmek amaci ile Disk Difiizyon Y&ntemi ve
Minimal Inhibisyon Konsantrasyonu (MIK) uygulanmustir. Molekiillerin
sitotoksik etkilerinin tespiti igin ise MTS Assay ve Tripan Mavisi testleri
kullamImistir, Sitotoksite testleri i¢in hiicreler 72 saat boyunca bilesikler ile
muamele edilmistir. Her 24 saatte bir hiicre yagsamliligi MTS reaktifi eklendikten
sonra mikroplakali spektrofotometre ile §lglilmiistiir. Ayrica, tripan mavisi testi
sonucunda yagsayan hiicre yiizdeleri de elde edilmistir. Yapilan c¢alismalarin
sonucuna gore, Z01 ve Z02 tiyadazol bilesikleri antioksidan aktivite
gostermezken, Z03 ve Z04 sirasi ile 73.92%ve 2.14% antioksidan aktivite
gostermistir. Antibakteriyel aktivite test sonuglari, £ coli’ye karsi tim
bilesiklerin minimal inhibisyon konsatrasyonlarinin 250-500 pg/ml. aralifinda
oldugunu gostermistir. S. aureus bakterisine karsi oldukea etkili olan Z01 ve Z02
bilesiklerinin 62.5 ug/mL MIK degerine sahip olduklart tespit edilmistir. Z03 ve
Z04 bilegiklerinin MIK degerleri 125 pg/mL olarak bulunmustur. Bu ¢aligmada
kullanilan bilesiklerin 1:1000 konsantrasyonunda kullanilmasi halinde lenfosit
hiicreleri igin toksik olmadigi belirlenmistir,

ANAHTAR KELIMELER: Bismithiol Crown Eter, Antioksidan, Sitotoksisite
Antibakteriyel




ABSTRACT

BIOLOGICAL ACTIVITIES OF SOME BISMITHIOL CROWN ETHERS
MSC THESIS
RAMAZAN CALISKAN
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE
BIiOLOGY

(SUPERVISOR:PROF. DR. SERAP DOGAN)

BALIKESIR, MAY 2017

The compounds containing bismithiol crown ethers have diverse
applications as antifungals, anticancer agents, antibacterial, antiinflammatory
drugs, antidepressants and carbonic anhydrase inhibitors according to literature, In
this study some novel bismithiol crown ether compounds(Z01, Z02, Z03 and Z04)
were used to evaluate the antioxidant, antibacterial and cytotoxic activities.
Antioxidant capacity were determined using 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
(DPPH) reagent. In order to determine the antibacterial activities of the
compounds Disc Diffusion and Minimal Inhibition Concentration (MIC) methods
were applied. Moreover, cytotoxicity tests were perfomed using MTS Assay and
the trypan blue test. For the cytotoxicity tests, cells were incubated with the
compounds for 72 hours. At the end of the each 24 hour, cell vitality was
assessed by measuring the absorbance (490 nm) of each well using a microplate
reader for MTS assay. In addition, viability percents of the cells were determined
after trypan blue test. According to our results, compounds coded as Z01 and Z02
didn’t show antioxidant activity but Z03 and Z04 showed 73.92% and 2.14%
antioxidant activities, respectively. Antibacterial activity tests showed that
minimal inhibition concentrations againts E. coli were between 250 and 500
ug/mL for all of the compounds. Z01 and Z02 compounds which were determined
as very effective against S. aureus had 62.5 pg/mL MIC value. In addition, MIC
values of Z03 and Z04 compounds were found as 125 pg/mL. For the
concentrations of 1:1000, the cytotoxic effect was eliminated.

KEYWORDS: Bismithiol Crown Ethers, Antioxidant, Cytotoxicity,
Antibacterial
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1. GIRIS

1.1 Tarihsel Siirecte Crown Eterler

Crown eterler organik ¢oziiclilerin yapisinda bulunan inorganik tuzlari
¢ozmek i¢in kullanilan, biiyiik halkasal yapilara sahip olan etkin bilesiklerdir. Bu tiir
molekiillerin ti¢ boyutlu dizayn yapilar: ve molekiiler dinamikleri, katyonik tanimada
ve Ozellikle katyon etkilesimlerin i¢ hareketlere tesir etmekte ¢cok dnemli bir gorev
tstlenmektedir. Bu ve bunun gibi sebeplerle bir host molekiiliiniin baglanma
ylizeyindeki hareketine katyonun etkisi etkilesmeyi belirlemede ve Slgmede Snemli

bir aragtir.

Yaklastk olarak 80 yildir sentetik makro halkali crown eter bilesikleri
bilinmesine ragmen, ozellikle 1960'i yillardan sonra bu alandaki ¢alismalarin
oldukg¢a arttif1 gozlenmektedir [1]. C.J. Pedersen’in tzellikle sentezlemis oldugu
halkalr eterlere kadar yapilan aragtirmalarda ¢ok az ve bazi doZal makro halkali
bilesiklerin incelenmesi seklinde olmustur. Ancak C.J. Pedersen bu bilesiklerin alkali
ve toprak alkali metal katyonlan ile kararli kompleksler olusturduklarini belirlemesi

bu alanda arastirmalarin hizlanmasini saglamistir [2].

Crown eterler, ilk defa 1967 yilinda C. J. Pedersen tarafindan sentezlenmis ve
yeni bir ¢aligma alanmnin kesfedilmesini saglamistir. Yaptigi ¢aligmalarla altmiga
yakin yeni halkali eterlerin sentezlerini basarmis ve bu eterlerin kimyasal
dzelliklerini inceleyerek, alkali ve toprak alkali metal katyonlarina karsi olusturdugu
karakteristik segiciliklerini ortaya ¢ikarmistir. Pedersen, yaptigi bu sentez ¢aligmalar
ile 1987°de Nobel kimya odiiliine layik goriilmiistiir. Bu basari ile crown eterlerin
sentez ¢aligmalar glin gectikge artmig ve gdstermis olduklari karakteristik dzellikleri

ile say1siz makale yayimlanmusgtir [3,4].
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Sekil 1.1: Pedersen tarafindan sentezlenen ilk crown eterler [5].

1.1.1 Tiyadiazoller ve Tiirevleri

1,3,4-tiyadiazol ve tiirevleri, biyolojik aktivite ¢aligmalarinin 6nemli bir
kismini olugturan heterosiklik yapili bilesiklerin énemli bir koludur. Tiyadiazoller
yeryiiziinde dort izomerik formda mevcut olabilir ve bunlar, 1,2,3-tiyadiazol, 1,2,5-

tiyadiazol, 1,2,4-tiyadiazol ve 1,3,4-tiyadiazoldiir.
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Sekil 1.2:Tiyadiazol kullanilarak yapilan halkalagma reaksivonlari.




Tiyadiazoliin 6nemli ozelliklerinden biri de tiyol-tiyon tautomerizminin
varligidir. Ditiyoliin teorik olarak 3 tautomerik formlart olan 1a, 1b ve lc birgok

siklizasyon reakstyonlarinda mevcut olarak 6ngoriilebilir. [6].
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Sekil 1.3: Bismithiol (I)’in tautomerizm gdésterimleri.

Son yillarda Crown eter bilesiklerini {lizerine yapilan calismalar oldukga
artmigtir. Bu baglamda 6zellikle yapilarimin miikemmel biyoloik ve kimyasal
tzelliklere sahip olmasi nedeniyle; heterosiklik alt birimleri i¢eren makro halkal

bilesiklerin sentezlenmesi oldukga aktif bir ¢aligma alan1 olmugtur [7].

Viicudumuzdaki pek ¢ok organik molekiiliin yapisi da halkali yapm
gostermektedir. Gegmiste 1,3,4-tiyadiazol ditiyol bilesigi genel manada gecis metali
katyonlart i¢in bir ligand olarak gorev almistir. Bunun nedeni, Bi(III) tuzunun
¢Oziintrligiiniin diisiik olmasi, analitik kimyada Bi(Ill)'iin ¢dziiniirligi igin ditiyol

kisimlar1 6zel bir reaktif olarak gtsterilmektedir [8].

Bu baglamda, 1,3,4-tiyadiazol-2,5-ditiyol (Bismithiol) bilesigi, olduk¢a
yiiksek niiklofilik 6zellik gostermektedirler. Ciinkii, tiyadiazol halkasi, heterosiklik
kikiirt (S) atomu ve iki azot (N) atomlarindan olusan {i¢ dondr merkeze ve sterik

olarak uygun iki esdeger tiyollere (SH) sahiptir .
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Sekill.4: Bismithiol (I) ¢cizgi modeli ve tig¢ boyutlu (3D) gosterimi [9].

Caligmamizda kullandigimiz yeni sentez edilmis olan tag eter tiirevleri ise

v’ Z01-%(1,4,10,13)-tetratiya [4.4](2,5)-1,3.4-tiyadiazolofan”,
Z202-%(4,16)-diokso-(1,7,13,19)-tetratiya[7.7](2,5)-1,3,4-tiyadiazolofan”,
v’ 703-%(4,7,19,22)-tetraokso-(1,10,16,25) tetratiya[10.10](2,5)-1,3,4-

<

tiyadiazolofan”,
v’ Z04-%(4,7,10,22,25,28)-hekzaokso-(1,13,19,31)-tetratiya[ 13.13](2,5)-1,3 ,4-
tiyadiazolofandir [10].

Yeni sentezlenmis olan bu molekiillerin en 6nemli 6zellikleri de yapilarindaki —
SH gruplarinin halkalagsma reaksiyonu ile —SR(tiyoeter) gruplarina doniistiiriilerek,

toksik etkilerinin minimize edilmis olmasidir.
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1.2 Crown Eterlerin Biyolojik Aktiviteleri

Laboratuvar ortaminda sentezlenen molekiiller, kullanim alanlanm belirlemek
igin baz1 deney veya testlere tabi tutulurlar, Bu testler ile kullanim alanlari ve o
alanlarda uygulanacak dozajlar1 belirlenmektedir. Bu testlérin baginda biyolojik
testler gelmektedir. Biyolojik testler hem in vitro hem de in vive olarak
yapilmaktadir. Inz vitro testlerde istenilen etkiler gdzlendikten sonra in yivo testlere

gecilmesi daha uygun gériilmektedir [11].

1.2.1 Antioksidan Aktiviteleri

Organizmalarin &zellikle ileriki yaglarda genis &l¢iide psikolojik ve fiziksel
strese maruz kaldiklar1 dénemlerde serbest radikallerin tiretimi artar ve buna bagh
olarak savunma mekanizmalart ciddi oranda etkilenir. Olusan bu negatif siiregte
molekiiler hasar engellenemez bir sonuctur [12]. Hiicreler, dokular hatta viicut
sivilar1 genis 6lgiide gesitli pro-oksidanlara maruz kalirlar [13]. Organizmanin tiim
metabolizmaya olduk¢a zarar veren serbest radikallere maruz kalmast ¢esitli
savunma mekanizmalar1 meydana gelmesini saglar [12]. Gelistirilen bu
mekanizmalarin etkisiyle rutin biyokimyasal tepkimelerin olugmasi sirasinda ortaya
¢ikan radikaller degrede edilebilir. Ancak pro-oksidan/antioksidan dengesinin hasar
gormesiyle antioksidan mekanizmalar sifir seviyesine gelir. Prosesin devaminda
sitotoksik radikal etkinlik artar. Bunun sonucunda hiicre &liimii gerceklesir [14].
Metabolizmada olusan bu strese Oksidatif Stres adi verilir. Meydana bu olay
ateroskleroz, kanser, malarya ve romatoidartrit gibi rahatsizliklarin patofizyolojisine

yol agar [15].

Oksidatif stres, temelde oksitlenmeden ortaya ¢ikmasinin yant sira bazi
kimyasal reaksiyonlardan sonra serbest radikallerin olugsmasiyla meydana gelir.
Antioksidanlar serbest radikallerle tepkimeye girerler ve bu radikallerin hiicredeki
negatif etkilerini ortadan kaldirirlar. Bu o&zelliklerin ek olarak yaglarin oto

oksidasyonunu yavaslatirlar ve serbest radikalleri siipiirerek nétralize ederler.

7




Atomik ya da molekiiler yapilarda giftlenmemis bir veya daha fazla tek elektron

tagryan molekiillere serbest radikaller denir [16].

Antioksidan molekiiller meveut olan birgok hastalik tiiriine neden olan genel
reaktif oksijen tiirlerini inaktive ederler. Reaktif oksijen ftiirleri, radyasyon,
kullantlan ilaglar, yag oksidasyonu, immunolojik tepkimeler, UV 1gimnlan, stres,
sigara, uyusturucu ve alkol gibi pek ¢ok farkli sekildede olusabilmektedir. Yaygin
reaktif oksijen tiirleri arasinda hidroperoksi (HO";), peroksi (ROO"), siiperoksit (O%),
hidroksil (OH", alkoksi (RO") ile radikal olmayan singlet oksijen (‘0-), hipoklorik
asit (HOCI), ozon (0O3), hidrojen peroksit (H»0s), peroksinitrit (ONOO-) venitrik
oksit (NO) sayilabilirler [17].

Reaktif oksijen radikalleri arasinda en sitotoksik ve reaktif olan hidroksil
radikali (*OH), hidroksit iyonunun nétral formudur. Hiicre igerisinde ¢ok fazla
reaktivitesi oldugundan ortalama 10° saniye gibi kisa bir yarilanma siiresinde

oldukga ciddi tehlikelere sebebiyet veren bir radikale déniigiir {14,18].

Serbest radikallerle indiiklenen oksidatif strese karst savunma

mekanizmalarini su sekilde siralayabiliriz:

v" Onleyici mekanizmalar
¥ Tamir mekanizmalari

v" Fiziksel defanslar

v Antioksidan defanslari

Enzimatik antioksidan defanslart grubunda glutatyon peroksidaz, stiperoksit
dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) gibi enzimler mevcuttur. Bu gruptaki
antioksidanlar reaktif oksijen radikallerini daha diigiik toksik iiriinlere déniistiiriirler.
Enzimatik olmayan antioksidanlar grubunda ise, a-tokoferol (E vitamini), askorbik
asit (C vitamini), glutatyon (GSH), polifenolik bilesikler karotenoitler, poliaminler,
taurin, koenzim Q-10, adenozin, resveratrol ve melatonin gibi antioksidanlar
bulunmaktadir. Bu gruptaki antioksidanlar aktivitelerini radikalleri yakalayip

devaminda ndtralize ederek gergeklestirirler [14,19,20].

Birgok biyolojik sistemde reaktiflik 6zelligi yiiksek olan serbest radikaller ve

onlarm oksijen titrevleri mevcuttur. Bu serbest radikaller proteinleri, niikleik asitleri,




lipitleri ya da DNA’y1 okside edebilmekte ve bunun devaminda dejeneratif
bozukluklarin baglatilmasinda etkili bir rol oynamaktadir. Antioksidanlarin en temel
dzelliklerinden birisi serbest radikalleri tutma kabiliyetleridir. Polifenol, fenolik asit
veya flavonoidler gibi antioksidanlar sayesinde peroksit, lipit veya hidroperoksit
peroksil gibi serbest radikallerin etkisini ortadan kaldirarak dejeneratif rahatsizliklara

sebebiyet veren oksidatif mekanizmay1 degrede etmektedir [21].

Antioksidanlarin  aktivite kapasitesi; antioksidan konsantrasyonu, lipit
kompozisyonu SIGakllk, pH seviyesi, oksijen basinci, ortamda bulunan bagka

antioksidanlarim varlig: gibi birgok farkli disipline baghdir [22].

Antioksidanlar  oksidasyon  mekanizmasimi  iki  farkli  etki ile
sonlandirabilmektedir. Bu mekanizmalardan ilki serbest radikal siipiiriicii etkisidir.
Bu siirecin diger tanimit da bilesik “primer antioksidan” dir. lkinci mekanizma ise
dogrudan radikal siipiirme etkisini igermeyen bir sistem destegiyle meydana gelir.
Ornegin oksijenin sfipliriilmesi, metal iyonlarinmn baglanmasi, hidroperoksitlerin
radikal olmayan tiirlere doniistiiriilmesi veya singlet oksijenin deaktivasyonu gibi
sistemlere Ornek olarak gosterilebilir. Bu durumdaki bilesik ise “sekonder
antioksidan” olarak adlandirilir. Primer antioksidanlara rnek olarak vitamin E gibi
fenolik bilesikler 6mek verilebilir. Bu ve benzeri bilesikler organizmalarin veya
gidalarin serbest radikallerden etkilenme siireci boyunca tiketilirler. Sekonder
antioksidanlar etki gosterebilmeleri icin ise genelde ortamda bagka bir bilesen
mevcut olmasi gerekmektedir. Ornegin, ortamda metal iyonu varsa sadece sitrik asit

gibi bloke edici maddeler etkinliklerini gsterebilmektedirler [17].

1.2.2 Antibakteriyel Duyarlilhik Testleri

1930°’lu yillarin baslarindan itibaren antimikrobiyal ajanlarin  kullanimi
deneysel c¢aligmalar icerisinde yerini almaya baslamistir. Bu ¢alismalar takiben
kullanilan her yeni antimikrobiyal bilesik antimikrobiyal direng gelisimi konusu

giindeme getirmektedir [23].




Yaklasik son 25 yilda karada, havada ve suda yasayan vahsi ya da evcil
ortamda bulunan hayvanlardan elde edilen bakterilerde antimikrobiyal direncin

olduk¢a duyarli bir seviyede oldugu gézlenmistir.

Antimikrobiyal terimini agiklayacak olursak; Bakteri, mantar veya protozoa
gibi mikroorganizmalarin gelisimini durduran ve devaminda mikroorganizmalari
Sldiirebilen maddelerdir. Antimikrobiyaller dogal ya da geleneksel olarak iki farkli
alt sintfa ayrilir [24].

Belirli bir antimikrobiyal ajanin belli bir bakteri tiirline kars: olan in-vitro
etkinligini belirlemek amaciyla kullanilan testlere antimikrobiyal duyarlilik testleri
denir. Antimikrobiyal duyarlilik testlerine dahil edilecek antimikrobiyal ajanlarm
belirlenmesi i¢in kullamlacak olan metodoloji ve breakpoint tavsiyeler hakkinda
birgok makaleden bilgi toplamak miimkiindiir. Ancak aragtirma sonucu elde edilen
literatiirde belirli bir antimikrobiyal ajan listesine, ortak bir metodolojiye veya
breakpoint/cut-off degerine rastlanilmamaktadir. Bu sonu¢ bu giine kadar yapilan
calismalarda protokol standardizasyon eksikligi oldugunu ortaya koymaktadir.
Bundan dolay: farkli gruplarm yapmus olduklar: ¢aligmalari kiyaslamak ya da sonug

¢ikarmak miimkiin olamamaktadir [25, 26].

In vitro antimikrobiyal hassasiyeti belirlemek amaciyla; disk difiizyon, agar
diliisyon, E-testi, broth makrodiliisyon ve broth mikrodiliisyon gibi metotlarla
calisilmaktadir. Bu metodlar arasindan hangisi segilirse segilsin, kullanilan testin
Clinical and Laboratory Standarts Institude CLSI 2008a ve 2008b, Deutsches Institut
fir Normung e V., DIN (24), (18,19) British Society for Antimicrobial
Chemotherapy (BSAC) (3) ve Comite de I’ Antibiogramme de la Societe Frangaise
de Microbiologie CA-SFM (20)’da belirtilen uluslararasi kabul g&rmiis bir protokole
uygun sekilde hazirlanmig olasi gerekmektedir [27].

1.2.1 Sitotoksisite ve Hiiere Kiiltiirii

Belirli bir doku ya da organdan gesitli yontemler kullanilarak izole edilen
hiicrelerin in vitro ortamda ¢ogaltilmasi, iiretilmesi ve bu firetilen hiicrelerin

devamlilifinin saglanmas: “hiicre kiiltiirii” olarak tanimlanir [28].
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Hiicre kiiltiirli, hem hiicrenin tiiriine ait siireglerin tahmini ve tayini hem de
6zellesmis hiicre fonksiyonlar tizerindeki parametreler igin toksitite tarama amaciyla

kullanilabilir [29].

Kullanilacak olan test maddelerinin canli organizmalar iizerindeki biyolojik
aktivitesinin saptanmasma yonelik olarak yapilan genel toksisite testlerinde birgok
farklt 6zellige sahip hiicre hatlar1 kullanilabilir. Ornek olarak HeLa hiicre hatti,
Hepatomma hiicre hatt1 ve fibroblast hiicre hatlari verilebilir. Uygulama yapilan
ortamlarda toksiklik seviyesini dlgmek igin zellesmis boyama, sitozolik enzim
salinimi, hiicre biiylimesi ve klonlama etkinligi gibi bir dizi parametre
uygulanabilmektedir. Metabolizma biitiinliiglinde organa spesifik toksik etkilerin
tespitinde hiicre iglevlerindeki degisiklikler olgtilerek bu alana 6zgii hiicreler

kullamlarak tespit ¢alismasi yapilir.

Glinlimiizde yapilan birgok biyomedikal arastirmada in vitro sistemlerin
gittikge artan kullanim: goz ard1 edilmemelidir. Bu alanda yapilan ¢alismalar belirli
standartlara oturtulmaya calisilmaktadir [30]. Genellikle test edilen maddenin kiiltiire
edilmis hiicreler i¢in toksik olup olmadigimi belirlemek amaciyla kullanilan in vitro
sitotoksite testleri belirlenen inkiibasyon periyodundan sonra yagayan hiicre sayisinin
belirlenmesi ile 8lgiilebilmektedir [31]. Ozellikle hedef doku tizerindeki toksik etki
mekanizmalarini agikliga kavusturmak i¢in 8zellesmis hiicre kiiltiirleri kullanmak

genel manada en uygun ¢aligma prensibini ve verimini olusturmaktadir [32,33].

1.3 Crown Eterlerin Yaygin Kullammm Alanlar

Ilag sanayi ve birgok biyo analitik alanlardaki uygulamalarda snemli gérevler
tistlenen 1,3,4-tiyadiazoller oldukga ilgi ¢ekici bilesiklerdir. Oldukg¢a yeni olan bu
bilesikler hareket kabiliyet yetenegine sahip degerli komplekslegmelerinin artmastyla

énemli dl¢tide biyolojik aktivitelerinin oldugu anlagilmigtir [34].

Genel olarak siibstitiisyon ve halka kapanmas1 esliinde yeniden
diizenlenerek olugturulan 1,3,4-tiyadiazol tiirevlerinin halka sistemleri tip ve tarim
alanlarinda oldukga ilgi ¢ekmektedirler. Ozellikle boyalar, fotografik materyaller,

eser elementlerin tayin edilmesi ve optikge aktif sivi kristallerin hazirlanmasi

11



alanlarinda aktif rol istlenmiglerdir. Herbisitler, fungisitler, antihelmintics,
insektisitler, bakterisitler, antihypertensives ve anticonvulsives gibi bircok tiirevleri
oldugu bildirilmisgtir. 1,3,4-tiyadiazol halka sistemleri 2 ve 5 konumlar1 gibi birgok
degisik yer degistirici konumlara sahiptir. Laboratuvar sartlarinda ditiyokarbazat
tiirevlerinin kristalisazyonu prosesindeyan iiriinler olarak izole edilmigtir. Yapilan
¢alismalarin devaminda yeni simetrik 2,5-disiibstitiie tiyadiazol halka sisteminin

spektroskopik karakterisazyonu ve kristal yapisi rapor edilmistir [35].

Bazi alanlarda turuncudan kahverengiye degisik renklerde boyar madde
olarak kullanilan Crown eterlerin Pandya ve Agrawal tarafindan sentezlenmis olan

eterazo boyar maddesi Sekil 1.5’te gériilmektedir [36].

;;,»'«\_E (,0 v‘\\\ Ran ey Nn (I Oj,\/\]\
Ny P
o o a0 “Hidrazin hids hxdrat

NN
P w”o "\\,/ NaNOz,
alkali ¢dziiclide HC

Sekil 1.5: Crown eter boyalarmn sentetik elde edilme reaksiyonu.

Crown eterlerin olduk¢a etkili olarak kullanildigi farkli bir alan ise
biyosensdrlerdir. 2007 yilinda yapilmig olan bir deneysel ¢alismada 4’-aminobenzo-
15-.crown-5 taniyiel molekitl olarak polimer yapiya baglanmis ve Li*, K, Ba™ Ca™

ve Na* katyonlarina kars1 sensor 8zelligi arastirilmistie [37].
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1.3.1 Biyoloji ve Tarmm

Cesitli metal iyonlan ile tag eterlerin kompleks olusturmasmin fark
edilmesinden beri konak-konuk kimyasinda énemli bir alan olusturmuslardir. Bunun
vani sira metal iyonlarmin segici komplekslerinin elde edilmesi igin veni
iyonoforlarin gelistirilme gabasi oldukga fazla ilgi cekmistir. Metal iyonlarinin etkili
ayrilmasi ve geri kazanimi galismalar: igin yiiksek Slgiide segici iyonofor tasarmmi
olduk¢a fazla 6nem arz etmektedir. Bu c¢aligmalarda ®nemli 6lgiide ilerleme
saglanmasiyla ekosistem igin oldukga zararli olan Cd** ve Hg?* gibi metal iyonlari

ortamdan ayristirilmasi ve saglikh bir sekilde geri doniisiimii saglanmustir.

Civanin canli viicudunda belirli seviyenin iizerinde bulunmasi kalp, beyin,
bagirsak ve mide iizerinde oldukga negatif etkilere sebebiyet vermektedir. Ayrica;
proteinler, enzimler bloke edilmesine, merkezi sinir sistemi disiplinin bozulmasina,
kalitsal aktarim bozukluguna, mitoz ve endokrin sistemine ciddi zararlar verebilir.
Stilfir grubu ve Hg(Il) iceren ligandlara karsi glighii bir ilgi gostermektedir. Bu
afinitenin belirlenebilmesi i¢in Vasimalai ve ¢alisma arkadaslari yag kimyasal
metodu ile 2,5-dimerkapto-1,3,4-tiyadiazol, 2-merkapto-5-amino-1,3,4-tiya diazol ve
2-merkapto-5-metil-1,3,4-tiyadiazol ile Agnanopartikiillii yapilar sentezienmislerdir,
Galigmanin devaminda ortama Hg(II) nin eklenmesiyle 677 nm’de maksimum
emisyon yogunlugu belirlenmistir. Emisyon yogunlugunun artisma bagh olarak,
Hg(I)’nin derisimini hesaplanmigtir. Calismalar sonucunda elde edilen deneysel

veriler ICP-AES metotu ile kiyaslanmig ve basarili sonuglar elde edilmistir [38].

Palraj Kalimuthu ve c¢aligma grubu idrarda iirik asidin asirt miktarda
bulunmasiyla ortaya ¢ikan Lesch Nyan gibi farkli hastaliklarin tan1 ve teshisinde altin
elektrotun ylizeyine dimerkapto tiyadiazolli immobilize ederek iirik asidin miktar
saptamiglardir.  Calismada kullanilan bu  yontem ile immobilize edilmis
tiyadiazoldeki tiyol grubunun hidrojen atomu ile askorbik asidin oksijen atomu
arasinda hidrojen bagi olusturarak, askorbik asidin ortamdan uzaklastirilmasini
saglamistir. Bu sayede insan viicudu iizerine herhangi birr tanisal tedavi metodu
uygulamadan f{irik asidin miktarinin belirlenebilecegi pratik ve hizh bir ydntem

gelistirilmigtir [39].
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Bismithiol {1} Askorbik osit

Sekil 1.6: 1,3,4-tiyadiazol-2,5-ditiyol’iin askorbik aside spesifik segiciligi.

Tiyocrown eterler yumugak ve sert agir metal iyon gruplarina karst farkl
afiniteler gosterebilirler. Ornegin Cd*?, Hg™ ve Ag® gibi yumusak afir metal
iyonlarina kars: yiiksek afinite g&sterirken Na* ve K™ gibi sert metal atomlarina kars:

olduke¢a diisiik ya da hig afinite gdsteremeyebilirier.

Faz transfer reaksiyonlarinda reaksiyon hizint ve verimini ciddi bir oranda
arttirabildikleri igin tag eterler bu reaksiyonlarda kataliz6r olarak gérev almaktadir.
Ayrica hiicrelerde sodyum-potasyum segiciligini diizenlemede ve iyon segici elektrot

yapiminda kullanilan 6nemli bilegiklerdir [40,41].

1.3.2 Farmakoloji ve Tip Alani

Aktif kullamimda olan birgok ilaglara y&nelik mevcut olan direng diinya
¢apinda hizla artmaktadir. Ciddi bir sorun olan bu direng ile basa ¢ikmak i¢in yeni
bilesiklerin tasarimina olan ihtiya¢ oldukc¢a fazladir. Bu dogrultuda tiyadiazollarin
son birkag yilda anti-tiimér bilesikler olarak kullamimu konusu oldukga ilgi
gbrmektedir. Son literatlir verilerine gore tiyadiazol tiirevlerinin biyolojik énemi ve
sentezinin &neminin arttifl gézlenmistir. Sitotoksik etkileri ve antikonvulsant,
antitliberkiiloz, antianaljezik alanlarda oldukga genis bir yelpazede etkileri mevcuttur

[42].
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T1bbi kimya alaninda tiyadiazol tiirevleri benzersiz ve ¢ok etkili bir alani isgal
etmektedir. Bunun yani sira tiyadiazol iskeleti igeren ve dogal olarak olusan sentetik
bilesikler ilging farmakolojik ozelliklere sahiptirler [43]. Farmakolojik alanda
tiyadiazol halkasi igeren antimikrobiyal [44], antiparazit ilaglar yapiminda [45],
1,2,3-tiyadiazol halkas: sistemi igeren bilesikler; antitiimér, antifungal, anti
histaminik ve bocek oldiiriicti gibi birgok alanda tedavi amaciyla gereksinim duyulan

maddeleri iiretmek i¢in baglangig bilesikleri olarak kullanilmistirlar [42].

Epilepsi, glakom ve kalp yetmezligi hastaliklarinin tedavisinde kullamlan ve

tip alaninda ¢ok iyi bilinen asetazolamid bir 1,3,4-tiyadiazol tlirevidir [46].

Kanser tedavisinde mevcut galigmalarda kullanilan Crown eterler proteinler
ve DNA gibi birgok biyolojik molekiil ile etkilesimleri test edilerek belirlenmistir.
DNA yapisindaki fosfat grubu ile etkili bir kompleks olusturan crown eter molekiilii
Na’ ve K* katyonu ile zenginlestirilmistir. Bu sayede DNA nin yapisina giiclii bir
sekilde baglanmaktadir (Sekill.7).

Sekil 1.7: Crown molekiiliiniin DNA yapisindaki fosfat grubu ile etkilesmesi.



Bu ¢aligmalar {iizerine crown eterlerin DNA’yt ayumasi alanindaki
uygulamalar gelistirilmeye ¢alisilmaktadir. Bu amaca drnek olarak bis (proparjilik)
silfon crown eterin sentezi gergeklestirilmistir ve devaminda bir giin siiresince

tampon ¢Ozeltide bekletilmistir. Yapilan bu deneysel g¢alismanin sonucunda
sentezlenen crown eterin DNA’y1 aywrdig: saptanmustir. Ortamda Na' ve K

katyonlar1 bulundugunda ve 90-200 pM konsantrasyon bandinda bilesiklerin
béliinme reaksiyonunda daha etkili oldugu belirlenmistir. Yapilan bu caligmalarin
temel deneyse] bilgiler olarak kabul edildigi bir ¢alismada crown eterlerin 1-20 uM
konsantrasyon araliginda 50 kanser hiicre tipine karsi etkisi aragtirilmistir. Calisma
sonunda kanser hiicrelerindeki ¢ogalmamin ve biiyiimenin durdugu belirlenmistir

[47).

1.3.3 Analitik ve Endiistriyel Uygulamalar

Genel olarak endiistriyel ¢aligmalarda, biyoaktif bilegenler olarak metal
baglama ajanlarinda, korozyon engelleyiciler ve asinmaya kars1 koruyucu maddeler
gibi yaglayici katki maddelerinde ve katot malzeme pil sistemlerinde Tiyadiazoller

ve tlirevleri etkili bir sekilde kullaniimaktadirlar [48].

O, N, S ihtiva eden organik molekiiller ve polar fonksiyonel gruplarda metal
ylizeyler iizerine olusturduklar gii¢lii adsorpsiyon sebebiyle yaygin olarak kullanilan
inhibitorlerdir. Bakir yiizeyine 2,5-dimerkapto-1,3,4-tiyadiazoliin  immobilize

edilmesiyle asidik ¢ozelti iginde bakirin korozyonunu engellemektedir [49].

Tag eterler ile karbon elektrotlarin modifiye edilmesi sonucunda voltametrik
metotlarla kursun tayini yapilabildigi bilinmektedir. Bu metod sayesinde ticari

numunelerde etkili bir sekilde uygulandigi bilinmektedir [50].
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2. MATERYAL VE METOT

Yapmis oldugumuz deneysel ¢alismalarda kullandigimiz Bismithiol Crown

Eterler:

v (1,4,10,13)-tetratiya[4.4](2,5)-1,3,4-tiyadiazolofan (Z01)

v' (4,16)-diokso~(1,7,13,19)-tetratiya[7.7](2,5)-1,3,4-tiyadiazolofan
(Z02)

v (4,7,19,22)-tetrackso-(1,10,16,25)-tetratiya[10.10](2,5)-1,3,4-
tiyadiazolofan (Z03)

v’ (4,7,10,22,25,28)-hekzackso-(1,13,19,31)-tetratiya[13.13](2,5)-1,3,4-
tiyadiazolofan (Z04)

Balikesir Universitesi Kimya Boliimii Ogretim Uyesi Dog. Dr. Baki

CICEK ve ekibi tarafindan Kimya Laboratuvarinda sentezlenmistir.
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2.1 Cahsmada Kullamlan Cihazlar

Tablo 2.1: Calismada kullanilan cihazlar.

Cihaz Ad1 Marka
Etiiv Memmert
Mikroskop Olyumpusckx 41

Hiicre Sayma Lami

Ultrasonik Banyo

Biyogiivenlik Kabini

Spektrofotometre

Otoklav

Saf Su Cihazi

Mikroplaka okuyucu Spektrofotometre

CO-’li Inkiibator

Buzdolab1 (-20°C)

pH Metre

Buzdolabi (+4°C)

Neubaver’schamber

Elma Sonic

Labconco

Perkin Elmer Spektrum 100

Hirayama

Human Power |

ThermoScientific

Nuaire

Altus

Hanna Instruments

Regal
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2.2 Cahsmada Kullanilan Kimyasallar ve Cozeltiler

2.2.1 Cabsmada Kullanilan Kimyasallar

Tablo 2.2: Caligmada kullanilan kimyasallar.

DPPHRadikali NaCI
(2,2-difenil-1-pikril hidrazil)
Metanol Penisilin/Streptomisin
Fetal Bovin Serum Ficoll- Paque PLUS
Tyrpan Mavisi Phytohemoglutinin
RPMI 160 Besiyeri Etil Alkol
DMSO

2.2.2 Cahsmada Kullanilan Cézeltiler

2,2-difenil-1-pikril hidrazil (DPPH) Reaktifinin Hazirlanmasi

2,2-difenil-1- pikrilhidrazil (DPPH) reaktifinden 0,0024 g tartilarak bir balon
joje igerisine alindi. Bir miktar metanol ile ¢oziindiikten sonra son hacim 100 mL
olacak sekilde lizerine metanol ilave edilmistir. DPPH reaktifi giinliik taze olarak

hazirlanmis  ve deneysel calismalarda kullanilincaya kadar i1siksiz  ortamda

saklanmistir [51].
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Tripan mavisi

0.1 g Tripan mavisi’nden tartilmig ve bir miktar saf suda ¢dzdiiriildiikten son

hacim 25 mL’ye getirilerek deneylerde kullanilmak iizere karanlikta saklanmigtir,

% 70’lik Etil Alkol:

Saf etil alkolden 700 mL alinarak balon joje igerisinde son hacim 1000 mL

olacak sekilde saf su ile doldurulmustur.

2.3 DPPH Radikal Assay Yontemiyle Antioksidan Aktivite Tayini

Oncelikle 0,024 g 2,2-difenil-1-pikril hidrazil (DPPH) reaktifi tartilarak
belirli bir miktar metanol igerisinde son hacim 100 mL olacak sekilde ¢éziiliir. DPPH
reaktifi ¢ozeltisi mutlaka giinliik olarak taze bir gekilde hazirlanmali ve yapilacak
deneysel calismalarda kullanilmak {izere karanlik bir ortamda muhafaza edilmelidir

[52].

Hazirlanan ¢ozeltilerden 250 uL alinarak tizerine 2,5 mL metanol ile 2,5 mL
DPPH ¢ozeltisi ilave edilmistir. Daha sonra 6rnekler karanlik ve oda sicakhiina
sahip bir ortamda 1 saat bekletilmistir. Devaminda UV spektrofotometre ile 517
nm’de gergeklestirilmistir. Antioksidan aktivite tayinini hesaplamasinda asagidaki

formiilden faydalanilmigtir:

Antioksidan aktivite (%) = [ 1 — (6rnek absorbansi / kontrol absorbansi) ] x 100

2.4  Antibakteriyel Duyarhihk Testleri

2.4.1 Disk difiizyon

Disk difiizyon metodunda besi ortami olarak Miiller Hinton Agar
kullanilmigtir. Gram negatif olan E.coli, ve gram pozitif olan S.qureus iki bakteri

tiirti kullanilmigtir. 10° CFU/ml olarak hazirlanan bakteri kiiltiirleri besi ortamina
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eklenmis ve DMSO igerisinde doygun g¢ozeltileri hazirlanan Bismithiol Crown Eter
bilesikleri emdirilen diskler yerlestirilmistir. Ekim bittikten sonra besiyerleri 24 saaat
siiresince inkiibatrde 37 °C’de inkiibasyona birakilmigtir. Elde edilen sonuglar

diametrik mikrometre ile lgtilmiigtiir [53].

2.4.2 Mikro Broth Diilisyon Testi

Test edilecek Bismithiol Crown Eterler DMSO igerisinde 1000 ppm olacak
sekilde ¢oziindiirGliir ve 2 kat azalacak sekilde Muller Hinton Broth kullanilarak
seyreltmeleri (diliisyonlar1) 96 kuyucuklu well plate kullanilarak yapihir. Omegin
1000 ppm’lik (1,4,10,13)-tetratiya [4.4](2,5)-1,3,4-tiyadiazolofan igin; 10mg tartilip
tizerine 10 mL DMSO ilave edilerek ¢6ziindiritliir. Bundan 200 pL alnip Sekil
2.1'deki 1 numarali kuyucuga konur. Sonraki 2, 3, 4 ... 10 numarali kuyucuklara
100°er pL saf su konulur. 1 numarali kuyucuktaki 1000 ppm’lik ¢ozeltiden 100 pL
alinip 2 numarali kuyucu@a eklenir ve boylece 2 numaralt kuyucuktaki ¢dzelti
konsantrasyonu 500 ppm olur. Daha sonra 2 numarali kuyucuktan 100 pL &rnek
alinip 3 numaralr kuyucuga eklenir ve ¢Ozelti konsantrasyonu 250 ppm olur, Bu
sekilde seri olarak 9 numarali kuyucuga kadar seyreltmeler yapilir (istenilen
konsantrasyona kadar bu igleme devam edilir). 1 numarali kuyucuk hari¢ tiim
kuyucuklara Miiller Hinton Broth igerisinde hazirlanan 10° CFU/mL
konsantrasyondaki geng bakteri kiiltiirlinden 100°er puL konur. 10 numaral: kuyucuk

kontrol grubu olarak kabul edilir sadece bakteri kiiltiirii igerir.

Islemi tamamlanan well plateler 24 saat siireyle uygun sicaklikta inkiibe
edilir. Stire sonunda well plateler test edilir. Mikrobiyal gelisme bulaniklik ile
karakterize edilebilir. 24 saatlik inkubasyon sonrast tiim kuyucuklara tetrazolyum
viyole piiskiirtiiliir ve 30 dk kadar 37 °C’de inkiibasyona birakilir ve sonunda bakteri
iiremesi olan kuyucuklar kirmizi-pembe renkli olurlar. Bunlarin diginda 600 nm’de
spektrofotometrik &l¢lim alinarak bakteri konsantrasyonu &lglilir. Mikrobiyal

gelisimin olmadigi en diigiik drnek konsantrasyonu MIK degeri olarak tespit edilir.
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2.5  Hiicre Kiiltiirii Cahsmalar

2.5.1 Kan Lenfosit Kiiltiirii Hazirlanmasi

Hiicre kiiltlirtinde kullanilan tiim malzemeler, 121 °C' de 20 dakika (1.02 atm
basingta ) otoklavda steril edilmigtir. Hiicre kiiltiirii laboratuvar ve biyogiivenlik
kabini ¢aligmaya baslamadan 6nce ve galisma bittikten sonra dezenfektanlar ve UV

lamba ile sterilize edilmistir.

Kiltlir ortamini zenginlestirmek ve hiicrelerin ¢ogalma oranini arttirmak
amactyla kullanilan, igerifinde hormonlar, enzimler, hiicrenin bilylimesini ve
cogalmasint saglayan biiyiime faktorleri, ylizeylere tutunabilmesini saglayan
hiicreleraras1 matris proteinleri bulunan zengin bir protein gézeltisi olan fetal bovine
serumdan 50 mL almarak 500 mL’lik RPMI 1640 besiyerine eklenmistir. Ayrica,
mikrobiyolojik kontaminasyonu &nleyen 2.5 mL Penisilin/Streptomisin ¢ozeltisi ve
lenfosit hiicrelerinin béliinmesini tesvik eden 5 mL phytohemaglutinin gozeltisi (1
mg/mL) besiyerine eklenmistir. Kimyasallar kanigtirildiktan sonra sige galkalanarak
karigtirilmig ve karnigim 15 mL’lik steril falcon tiiplere béliiniirek 5°er mL’lik kiltiir

ortamlari olugturulmugtur. Bu kiiltlir ortamlar -20°C’de saklanmustir.
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Deneye baglamadan ©Once hazirlanan besiyerleri 37 °C’ye getirilmistir,
Hazirlanan kiiltlr ortamlarma 0,5 mL anti koagiilantli tam kan ekilmistir ve 37

°%C’de % 5° lik CO; ortaminda 4 giin inkiibe edilmistir.

2.5.2 Hiicre Kiiltiiriiniin Organik Bilesikler Ile Muamelesi

Lenfositlerin strese girmeden belirli bir sayiya ulasmas i¢in 24 saat boyunca
higbir muamele yapilmamistir. 48. saatte hiicre kiltiir ortamlarma 0.5 mg/mL
konsantrasyonunda DMSQO’da ¢6zitlmiis organik bilegiklerden 1:10, 1:100, 1:1000 ve
1:10000 oranlarinda seyreltme yapilarak hiicre kiiltiirline eklenmistir. Negatif kontrol
olarak kullanilan lenfosit ¢dzeltisine higbir organik bilesik eklenmemisgtir. Kiiltiirlere

24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda sitotoksite testleri uygulanmustir.

2.6  Sitotoksik Aktivite Tayini

2.6.1 MTS Assay

Bu test (MTS Assay) tetrazolium maddesinin hiicre icinde renkli formazan
irlinfine indirgenmesini temel alir. Bu degisimin metabolik olarak aktif olan
hilcrelerdeki dehidrogenaz enzimleri tarafindan iiretilen NADPH veya NADH’lar
sayesinde gergeklestigi diistintilmektedir [54].

Herbir inkiibasyon siiresi sonunda kiiltiirler 10 mL steril serum fizyolojik
soliisyonu ( % 0.9 NaCl ) ile sulandirilmigtir . Daha sonra kuru tiiplerde 2,5 mL
Ficoll-Paque iizerine serum fizyolojik ile sulandirilmig olan kan &rnekleri Ficoll-
Paque ile karismayacak gekilde ¢ok yavas eklenmistir ve 15 dk 1500 rpm’de santrifiij
edilmigtir. Santriftij sonunda orta fazda toplanmis olan lenfositler dikkatlice baska
kuru tliplere alimmistir. Lenfositler tekrar serum fizyolojik soliisyonu ile
karistirildiktan sonra 10 dk 1500 rpm’de santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda
siipernatan atildiktan sonra dipte toplanan lenfositler thoma lami ile sayilmis ve 3’er

tekrarli halde 96 wellplate’e her kuyucuga 100 pL olacak sekilde eklenmistir (2 x
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10%hiicre/mL). Uzerlerine 20 pL MTS reaktifi eklenerek 4 saat inkiibasyondan sonra

490 nm’ de &l¢lim alinmagtir.

2.6.2 Tripan Mavisi Testi

Bu test icin organik bilesikler ile inkiibe edilmis lenfosit kiiltlirlerinden ve
kontrol grubundan 10°ar pL. alinarak bir eppendorf tiip igerisine eklenmistir ve aym
miktarda % 0.4’ liik tripan mavisi konarak iyice karismasi saglanmistir. Bu test
sonucunda membran yapist bozulmug &lii hiicreler boyay: igine aldigi icin mavi
gozlenirken, canli hiicreler seffaf gozlenmektedir [25]. Deney sonucunda % canhihk

orani hesaplanmistir.
Hesaplama su sekilde yapilmigtir:

% Canlilik = [ 1 — (Yasayan Hiicre Sayist / Toplam Hiicre Sayis1) ] x 100
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3. BULGULAR

Calismamizda kullandigimiz Z01, Z02, Z03 ve Z04 olarak kodlanan
bismithiol crown eter bilesiklerinden uygun konsantrasyonlarda DMSO kullanilarak
hazirlanan ¢ézeltilerin antioksidan etkileri, antibakteriyel &zellikleri ve sitotoksik

aktivite sonuglar: g&sterilmektedir.

3.1  Antioksidan Etki

Bismithiol Crown Eterlerin Antioksidan aktiviteleri sonuglar1 Tablo 3.1°de
gdsterilmistir.

Tablo 3.1: Bismithiol crown eterlerin antioksidan kapasiteleri.

“Ornekler % Antioksidan Siipiiriicii EtKisi
Z01 0
702 0
703 2,14
704 73,92

3.2  Antibakteriyal Testler

3.2.1 Disk difiizyon Testi

E. coli ve S. aureus bakterileriyle yapilan antibakteriyel aktivite sonuglan
diyametrik mikrometre ile Slgiilmiistiir. Bismithiol Crown Eterlerin sahip olduklar
antibakteriyel dzelliklerinin bulgular1 Sekil 3.1 ve Tablo 3.2 de gosterilmigtir
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Sekil 3.1: Bismithiol crown eterlerin Staphylococcus aureus (A) ve Escherichia coli
(B) bakterilerine kars1 antibakteriyel aktiviteleri.

Tablo 3.2: Bismithiol crown eterlerin Staphylococcus aureus ve Escherichia coli
bakterilerine kars: disk difiizyon testi ile elde edilen zon caplari.

“Ornekler Zon Capi(cm)
E. coli S. aureus
701 1.4 1.8
202 ()] 1.6
703 0 2
704 1 0
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3.2.2 Mikro Broth Diilisyon Testi

Bismithiol Crown Eterlerin sahip olduklari Minimal Inhibisyon

Konsantrasyonlar1 dzelliklerinin bulgulari Tablo 3.3 te gosterilmigtir

Tablo 3.3: Bismithicl Crown Eterlerin Staphylococcus aureus ve Escherichia coli
bakterilerine kargi Minimal Inhibisyon Konsantrasyonlari.

Ornekler Minimal Inhibisyon Konsantrasyonu
(ppm=pg/mL)
E. coli S. aureus
Z01 250 62.5
Z02 250 62.5
Z03 250 125
204 250 125

27



3.3  Sitotoksik Aktivite Sonug¢lar

3.3.1 MTS Assay Sonuclan

MTS Assay yonteminde amag¢ hiicre kiiltiirtinde biiyiitiilen hiicrelerin
Dehidrogenaz enzim aktivitesinin &lgiilmesi esasina dayanir. Yagayan hiicrelerde bu
enzim aktivitesi gbzlemlenirken §lii hiicrelerde aktivite gézlenmemektedir. Analiz

sonuglar Sekil 3.2 — 3.13’te sunulmustur.
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Sekil 3.4: 24 saatlik inkiibasyon sonrasi Z03 érnegi icin MTS Assay sonucu.
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Sekil 3.5: 24 saatlik inkiibasyon sonrasi1 Z04 6rnegi i¢in MTS Assay sonucu.
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Sekil 3.6: 48 saatlik inkiibasyon sonras1 Z01 6rnegi icin MTS Assay sonucu.
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Sekil 3.7: 48 saatlik inktibasyon sonrasi Z02 6rnegi i¢in MTS Assay sonucu.
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Sekil 3.12: 72 saatlik inkiibasyon sonras1 Z03 6rnegi icin MTS Assay sonucu.
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3.3.2 Tripan Mavisi Test Sonuclar:

Tablo 3.4: Tripan mavisi testi sonucu elde edilen % canlilik oranlari.

Ornek Adi 24 Saat Sonucu 48 Saat Sonucu ;illsl?:l:
Z01 1:10 % 93,50 % 100,00 % 95,00
Z01 1:100 % 99,50 % 100,00 % 96,50

Z01 1:1000 % 96,75 % 97,50 % 97,50

Z01 1:106000 % 96,50 % 100,00 % 99,61
Z02 1:10 % 97,50 % 100,00 % 86,36
702 1:100 % 85,35 % 100,00 % 99,55

Z02 1:1000 % 93,98 % 100,00 % 99,65

Z02 1:10000 % 89,00 % 100,00 % 99,35
Z03 1:10 % 47,00 % 100,00 % 86,95
Z03 1:100 % 47,50 % 97,50 % 98, 60

Z03 1:1000 % 75,00 % 100,00 % 96,50

Z03 1:10000 % 100,00 % 100,00 % 97,50
Z04 1:10 % 100,00 % 100,00 % 100,00
Z04 1:100 % 94,50 % 100,00 % 99,42

Z04 1:1000 % 100,00 % 100,00 % 99,18

Z04 1:10000 % 85,70 % 100,00 % 95,70
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Sekil 3.14 : Orneklerin tripan mavisi testi ile belirlenen % canlilik oranlar.
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4. SONUC VE TARTISMA

Bu c¢aligmada, bazi Bismithiol Crown Eter’lerin Z01: (1,4,10,13)-
tetratiya[4.4](2,5)-1,3,4-tiyadiazolofan, Z02: (4,16)-diokso-(1,7,13,19)-
tetratiya[7.7](2,5)-1,3,4-tiyadiazolofan, Z03:  (4,7,19,22)-tetraokso-(1,10,16,25)
tetratiya[10.10](2,5)-1,3,4-tiyadiazolofan, Z04: (4,7,10,22,25,28)-hekzackso-
(1,13,19,31)-tetratiya[13.13](2,5)-1,3,4- tiyadiazolofan) antioksidan, antibakteriyel
ve sitotoksik aktiviteleri ¢aligilmigtir. Daha 6nce yapilan galismalarda, bu tip
bilesiklerin bagta tibbi kimya olmak iizere saglik alaninda ©nemli bir alani
olusturdugu goriilmektedir. Dogal ve sentetik bir¢ok vitamin ve ilacin iskeletini

olusturan bu molekiiller farmakolojik 6zellik bakimindan ilgi ¢ekmektedirler.

Laboratuvar ortaminda sentezlenen bu molekiillerden hazirlanan stok
¢ozeltiler kullamlarak DPPH siipiirlicii etki ile bilesiklerin % antioksidan aktiviteleri
belirlenmigtir. Elde edilen sonuglar bilesiklerin farkli antioksidan aktiviteye sahip
oldugunu gostermistir. Tablo 3.1 incelendiginde, Bismithiol Crown Eter’lerden Z04
molekiilli %73.92 oraninda olduke¢a iyi bir antioksidan aktivite gdsterirken, Z03
molekiilii ise %2.14’liik bir deger ile diisiik bir antioksidan etki g&stermistir. Z01 ve
Z02 molekiillerinin  ise, DPPH oksidanina karsin ‘higbir antioksidan aktivite

gostermedikleri tespit edilmigtir.

Endiistriyel proseslerde besinlerin saklama siiresini uzatmak i¢in esas olarak
sentetik antioksidanlar kullanilmaktadir. Antioksidanlar insan beslenmesinde ve gida
teknolojisinde 6nemli rolit olan bilesiklerdir. Gidalarla alinan antioksidan bilesikler,
biinyedeki olumlu etkileri nedeniyle saghkli yasamda ve insan &mriiniin
uzatilmasinda etkin bir rol oynarlar. Bunun yam sira gida katkisi olarak kullanilan
antioksidanlar ise gidada istenmeyen bazi degisiklikleri engelleyerek raf émrii daha
uzun olan ve daha saglikli gidalarin Uretilmesine olanak saglamaktadir. Biitillenmis
hidroksianisol (BHA), biitillenmis hidroksiditoluen (BHT), propil gallat (PG) ve tert-
biitilhidroksikuinon (TBHQ) gibi sentetik bilesikler ucuz, etkili ve stabil
olmalarindan dolay! antioksidan olarak yaygin olarak kullanilirlar. Ancak pekgok

aragtiric1 uzun siiredir besin proseslemede kullanilan BHA, BHT, PG ve TBHQ gibi
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LY
bazi sentetik antioksidanlarin canli organizmalarda karsinojenik etki g@sterdigine

dikkat gekmektedirler, Ek olarak, sentetik antioksidanlarin saglik iizerindeki olumsuz
etkilerinden dolay: kullanimlarinin azaltiimasina ynelik egilim, dogal maddelerin
antioksidan 6zelliklerinin aragtinlmasina yodnelik g¢aligmalarin artmasmna ve
poplilarite kazanmasina neden olmustur. Yan etkilere ragmen hala kullanilmakta olan
bu sentetik antioksidanlarin 250 pg/mL’lik konsantrasyonlarindaki % antioksidan
kapasiteleri %85 civarlarinda bulunmustur. [55]. Gida endiistrisinde bir radikal
vakalacisi olarak kullanilan BHT nin % antioksidan aktivite de@eri ise 55.8°dir.
Goriildiigii gibi ¢alisma materyali olan bilegiklerimizden Z04’iin antioksidan

aktivitesi BHT den yiiksektir [56].

Benzer bir c¢alismada ise, 1-Asetil-3,4-Disubstitue-4,5-Dihidro-1A-1,2,4-
Triazol-5-On tiirevlerinin farkli konsantrasyonlari (12.5, 25 ve 37.5 pg/ml) ile
yapilan DPPH giderme aktiviteleri yaklagik olarak %20-25 olarak hesaplanmigtir
[571.

Antibakteriyel duyarlilik testlerinden olan disk diflizyon ve MIC testlerinin
sonuglarl degerlendirildiginde, bilesiklerin gram pozitif ve gram negatif bakteri
suglarina karg1 farkli derecede etki gosterdigi belirlenmistir. Hazirlanan stok
¢dzeltinin disklere emdirilmesi ile yapilan disk difiizyon test sonuglarina
bakildiginda; her iki bakteri suslarma kars: etkili olan bu molekiillerin, gram pozitif
S. aureus’a kargl daha etkili olduklan gbzlemlenmistir. Tablo 3.2 ve Sekil 3.1 géz
Oniine alindiginda, Z03’tn E. coli’ye, Z04°tin ise S. awreus’a karst zon
olusturmadiklan belirlenmistir. Buna kargin, Sekil 3.1°den goriildiigii gibi Z01 ve
Z02 bilesiklerinin her iki bakteri susuna kars: oldukga etkili olduklar1 saptanmustir.
Z04 bilesigi, sadece E. coli bakterisine kars1 zon olustururken, Z03 ise S. aureus’a
kars1 zon olugturmusgtur. Tablo 3.2 ve Sekil 3.1 incelendiginde, Z01, Z02 ve Z04 stok
¢ozeltilerinin disk diflizyon testi ile E. coli’ye karsi sahip olduklart zonlarin ¢am
sirasiyla 1.4, 1.1 ve 1 cm iken, Z01, Z02 ve Z03 stok ¢6zeltilerinin S. aureus’a karsi
sahip olduklari zonlarin caplart sirasiyla 1.5, 1.6 ve 2 cm olarak hesaplanmustir.
Literatiir ile kargilagtirildifinda ¢alismada kullanilan tiyadazol bilesiklerinin olduk¢a
etkin bir antibakteriyel aktiviteye sahip olduklari goriilmektedir. Calismada
kuliamlan tiyadazol bilesiklerinin 6nemli oranda antibakteriyel aktiviye sahip olmasi
ileride antimikrobiyal teropatik ajanlar olarak kullanilabilecegi ihtimalini

kuvvetlendirmektedir. Ornegin; M. Karadag’in yaptign c¢alismada; 1-Asetil-3,4-
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Disubstitue-4,5-Dihidro-14-1,2,4-Triazol-5-On tiirevlerinin gram pozitif ve gram
negatif bazi bakteri tiirlerine karsi olan antibakteriyel aktiviteleri disk difiizyon
yontemi ile test edilmistir. Yapilan galisma sonucunda Staphylococcus aureus ve
Escherichia coli’ye kars1 sentezlenen bazi bilesikler diisiik 8lgiide antimikrobiyal
etkinlik gosterirken bazilarinin ise hig aktivite gdstermedigi gzlemlenmistir [57].
Aamer Saeed ve arkadaglar, sentezledikleri 2-imino-thiazolidin-4-ones tiirevlerinin
antibakteriyel aktivitelerini 6lgmek igin disk difiizyon testinde Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Bacillus subtilis ve Pseudomonas auerginosa’ya karsi
sirastyla 24-35, 30-38, 21-34 ve 15-33 mm aralifindaki zonlan tespit etmiglerdir.
[58]. Bagka bir ¢alismada Sunny Jalhan ve arkadaslar, sentezledikleri tiyadiazol
tlirevlerinin antibakteriyel etkilerini standart ampisilin antibiyotigi ile kargilagtirmak
lizere bir aragtirma yapmuslardir. Elde ettikleri sonuclarda, tiyadiazol tiirevlerinin iyi
bir antibakteriyel aktiviteye sahip olduklarini belirlemiglerdir [43]. Yaptigimiz
¢alismanin literatiire uygunluk gosterdigi, bunun yam sira disk diflizyon yontemi ile

elde edilen sonuglarin daha iyi oldugu belirlenmistir.

Mikroorganizmalarin yasamsal faaliyetlerini siirdiirmelerinin  miimkiin
olmadifi minimal inhibisyon konsantrasyonlar1 (MIK) temel alinarak yapilan
degerlendirme c¢aligmasinda 100 pg/ml’den daha diigiik konsantrasyonlarda
mikrobiyal gelisim engellendigi igin o ¢dzeltinin antimikrobiyal aktivitesinin iyi bir
diizeyde oldugu belirlenir. Bunun devamunda 100-500 pg/mL  arasinda
antimikrobiyal aktivitenin orta seviyede, 500-1000 pg/mL arasinda antimikrobiyel
aktivitenin zayif ve son olarak 1000 pg/mL’den daha yiiksek konsantrasyonlarda ise
¢Ozeltinin  antimikrobiyel aktivitesinin higbir gekilde gozlenemedigi tespit
edilebilmektedir [59]. Tablo 3.3 incelendiginde, Gram negatif E. coli’ye karg tiim
bilesiklerin minimal inhibisyon konsantrasyonlarinin 250-500 pg/mL aralifinda
olduklart tespit edilmigtir. Calismada kullanilan tiim bilegiklerin gram negatif
bakterilere kars: orta seviyede bir aktivite gosterdigi s6ylenebilir. Gram pozitif S.
aureus bakterisine karg1 oldukea etkili olan Z01 ve Z02 bilesiklerinin 62.5ug/mL
MIK degerine sahip olduklari belirlenmistir. Bu durumda bu iki bilesik 100
ug/mL’den daha disiik konsantrasyonda bakteri geligsimini durdurdugu igin oldukga
etkili bir antimikrobiyal aktiviteye sahip olduklari sdylenebilir. Z03 ve Z04
bilegiklerinin MIK degerleri 125 pg/mL olarak bulunmustur, Z03 ve Z04
bilesiklerinin, S. aureus’a karsi MIK degerleri 100-500 pg/mL arahiginda
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bulunmugtur. Bu degerler antibakteriyel aktivitenin orta seviyede oldugunu

gdstermistir.

24 saatlik inkiibasyon sonrasinda gergeklegtirilen MTS Assay sonucunda
Z01, Z02 ve Z03 orneklerinin 1:100 konsantrasyonunda diger konsantrasyonlara
gore daha iyi absorbans verdigi goriilmektedir. 1:10 konsantrasyonunun negatif
kontrolle kiyaslandiginda hiicre yasamliligini azalttig1 gorilmektedir. Z04 6érneginin
ise 1:1000 konsantrasyonda diger konsantrasyonlara gtre daha iyi absorbans verdigi
goriilmektedir. 48 saatlik inkiibasyon sonucunda yapilan MTS Assay sonucunda ise
Z01, Z02, Z03 ve Z04 o&rneklerinin 1:1000 oraninda seyreltildifinde diger
konsantrasyonlara gtre daha iyi absorbans verdigi goriilmektedir, 72 saatlik
inkiibasyon sonucunda yapilan MTS Assay sonucuna bakildiginda ise ise Z01 ve Z04
orneklerinin 1:1000 oraninda seyreltildiginde diger konsantrasyonlara gére daha iyi
absorbans verdigi goriilmekteyken, Z02 ve Z03 &rneklerinin  1:10000
konsantrasyonda daha iyi absorbans verdigi goriilmektedir. Bu veriler ile tiim
dreklerin 1:1000 konsantrasyonunda kullanilmasi halinde lenfosit hiicreleri i¢in
toksik olmadifi sonucuna ulasilmigtir. Anelia ve arkadaglart 2009 yilinda 1,2,4-
triazol ve 1,3,4-tiyadiazol bilesiklerini kullanarak olgun fareler iizerinde yaptiklart
sitotoksitite deneyi sonucunda bu bilesiklerin timositlere kars1 yiiksek toksik etki
gosterdigi ancak kan lenfositlerine ise karsi olduke¢a diiglik toksik etki gdsterdigi

saptanmugtir [60].

MTS testi sonucu karar verilen 1:1000 konsantrasyonu i¢in tiim Grneklere
uygulanan tripan mavisi testi sonucu Sekil 13’te verilmektedir. Z03 8rneginin 24,
saatte % canlilik oranmmi azalttifi goriiliirken, bu negatif etkinin 48. ve 72. saatlerde
kayboldugu gorillmitstiir, Tiim Orneklerin 48. ve 72. saatteki % canlilik oranlarinin

%90’dan fazla oldugu gériilmiistiir,
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5. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada, bazi Bismithiol Crown Eter’lerin (Z01: (1,4,10,13)-
tetratiya[4.4](2,5)-1,3,4-tiyadiazolofan, Z02: (4,16)-diokso-(1,7,13,19)-
tetratiya[7.7](2,5)-1,3,4-tiyadiazolofan,  Z03:  (4,7,19,22)-tetraokso~(1,10,16,25)
tetratiya[10.10](2,5)-1,3,4-tiyadiazolofan, Z04: (4,7,10,22,25,28)-hekzaokso-
(1,13,19,31)-tetratiya [13.13] (2,5)-1,3,4- tiyadiazolofan) antioksidan, antibakteriyel

ve sitotoksik aktiviteleri caligilmistir.
Yapmis oldugumuz analizlere gore;

1 — Antioksidan aktivitesi en yiiksek olan bilesik Z04 bilesigidir (%73.92)

2 - Antibakteriyel test sonuglari dikkate alindiginda, tiim bilesikler hem gram pozitif
hem de gram negatif bakterilerine kars1 etkili olduklar1 ve etki derecelerinin farkh
olduklar tespit edilmistir. ZO1 ve Z02 bilegikleri her iki bakteri tiiriine kars: etkili
olurken, Z04 bilesigi, E. coli bakterisine karsi, Z03 ise S. aureus’a karsi zon
olusturmustur. Calismada kullanilan tiyadazol bilesiklerinin &nemli oranda
antibakteriyel aktiviye sahip olmas: ileride antimikrobiyal teropatik ajanlar olarak

kullanilabilecegi ihtimalini kuvvetlendirmektedir.

3 — Sitotoksik aktivite sonucunda ise Z01, Z02, Z03 ve Z04 &reklerinin 1:1000
oraninda seyreltildiginde diger konsantrasyonlara gére daha iyi absorbans verdigi
goriilmektedir. 72 saatlik inkiibasyon sonucunda yapilan MTS Assay sonucuna
bakildiginda ise ise Z01 ve Z04 Srneklerinin 1:1000 oraninda seyreltildiginde diger
konsantrasyonlara gdre daha iyi absorbans verdigi gériilmekteyken, Z02 ve Z03
dreklerinin 1:10000 konsantrasyonda daha iyi absorbans verdiZi gériilmektedir. Bu
veriler ile tiim Srneklerin 1:1000 konsantrasyonunda kullanilmasi halinde lenfosit

hiicreleri i¢in toksik olmadigi sonucuna ulagilmistr.
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