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OZET

SULFONAMID TABANLI iMiN BILESIKLERININ BIiYOLOJIK
AKTIVITELERININ ARASTIRILMASI

Gozde TURHAN BILGI
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali Doktora Tezi
Danigman: Dr. Ogr. Uyesi Neslihan DEMIR
31/08/2023, 77

Bu c¢alismada siilfonamid tabanli Schiff bazlari 4-Fluoro-N-(2-hydroxy-5-
methylbenzylidene)benzensulfonamid (1), 4-Fluoro-N-(2-hydroxy-5-nitrobenzylidene)
benzensulfonamid (2) ve 4-Fluoro-N-((2-hydroxynaphthalen-1-yl)methylene)benzenesul-
fonamid (3) kullanildi. Schiff bazlari 1, 2 ve 3’iin DNA baglanma ve DNA kirma aktiviteleri
sirastyla UV-Vis spektroskopisi ve agaroz jel elektroforez, antioksidan kapasiteleri DPPH,
ABTS, FRAP, CUPRAC, siiperoksit ve hidroksil radikal siipiirme yontemleri ile in vitro
olarak arastirildi. Ayrica bilesiklerin antibakteriyal, antifungal, antibiyofilm ve

topoizomeraz enzim inhibisyon aktiviteleri incelendi.

UV-Vis spektroskopi calismalari bilesiklerin dana timus DNA (CT-DNA) ile
elektrostatik olarak etkilestigini gosterdi. Jel elektroforez sonuglarindan bilesik 2 ve 3’lin
plazmid pBR322 DNA ’sin1 farkli konsantrasyonlarda hidrolitik ve oksidatif olarak kirarken,
bilesik 1’in oksidatif olarak kirdigi goriildii. Bilesiklerin antioksidan aktiviteleri standart
olarak kullanilan biitillenmis hidroksitoluen (BHT) ve askorbik asit ile karsilastirildi. Bilesik
1’in DPPH, ABTS radikal giderme, siiperoksit ve hidroksil anyon giderme aktivite
sonuglarina gore en aktif, FRAP ve CUPRAC testlerine gore ise bilesik 3’iin daha aktif
oldugu bulundu. Bilesiklerin Minimum inhibisyon Konsantrasyonu (MIK) ydntemi ile
bakteriler ve maya gelisimi lizerinde etkili oldugu, disk difiizyon yontemi kullanilarak
yapilan antifungal aktivite calismasinda bilesik 1’in antifungal aktivite gostermedigi, bilesik
2 ve bilesik 3’lin antifungal aktiviteye sahip oldugu gozlendi. Ayrica tim bilesiklerin

kullanilan bakterilere kars1 farkli degerlerde antibiyofilm aktivite gdsterdigi tespit edildi.
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Topoizomeraz enzim inhibisyon aktiviteleri test edilen bilesiklerin hepsinin topoizomeraz |
enzimini tam olarak inaktif hale getirdigi, Form I olusumunu indiikledigi ve es zamanl

olarak gevsemeye izin vermedikleri bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Siilfonamid, DNA, Antibakteriyal, Antifungal, Antioksidan,

Topoizomeraz |



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE BIOLOGICAL ACTIVITIES OF SULFONAMIDE-
BASED IMINE COMPOUNDS

Gozde TURHAN BILGI
(Canakkale Onsekiz Mart University
School of Graduate Studies
Doctoral Dissertation in Biological Science
Advisor: Assist. Prof. Dr. Neslihan DEMIR
31/08/2023, 77

In this study, three sulfonamide-based Schiff bases were prepared: 4-Fluoro-N-(2-
hydroxy-5-methylbenzylidene) benzenesulfonamide (C1), 4-Fluoro-N-(2-hydroxy-5-
nitrobenzylidene) benzenesulfonamide (C2) and 4-Fluoro-N-((2-hydroxynaphthalen-1-
yl)methylene) benzenesulfonamide (C3). DNA binding and cleavage capabilities of the
prepared compounds were investigated by UV-Vis spectroscopy and agarose gel
electrophoresis respectively. Their antioxidant capacities were investigated in vitro by
DPPH, ABTS, FRAP, CUPRAC, superoxide and hydroxyl radical scavenging methods. In
addition, the antibacterial, antifungal, antibiofilm and topoisomerase enzyme inhibition
activities of the compounds were examined. As a result of UV-Vis spectroscopy studies,
compounds were observed to interact electrostatically with Calf Thymus DNA (CT-DNA).
From the gel electrophoresis results, C2 and C3 cleaved pBR322 plasmid DNA (pDNA)
hydrolytically and oxidatively at different concentrations, while C1 cleaved the DNA
oxidatively. The antioxidant capacities of the compounds were compared with standard
butylated hydroxytoluene (BHT) and ascorbic acid. C1 was the most active according to
DPPH, ABTS radical scavenging, superoxide and hydroxyl anion scavenging activity
results, while C3 was more active according to FRAP and CUPRAC tests. Compounds were
found to be effective on the growth of both bacteria and yeasts by the Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) method. In the antifungal activity study using the disk diffusion
method, C1 did not show antifungal activity, while C2 and C3 displayed antifungal activity.
In addition, all compounds exhibited different levels of antibiofilm activity depending on the
bacteria used. It was found that all of the compounds tested for topoisomerase enzyme
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inhibition activities completely inactivate the topoisomerase | enzyme, induce Form I

formation and do not allow simultaneous relaxation.

Keywords: Sulfonamide, DNA, Antioxidant, Antibacterial, Antifungal,

Topoisomerase |
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BIRINCIi BOLUM
GIRIS

Imin bilesikler, antikanser, antifungal, antibakteriyel, antiviral ve anti-parazitik
ajanlar olarak biyolojik aktivite sergilemesi ve bunlara ek olarak kimyasal katalizde ve
analizlerde, tip ve eczacilik alanlarinda yeni teknolojilerde kullanilabilir olmalar1 nedeniyle

biiyiik ilgi odagidir.

Stlfonamidler, selektif olarak etki gosterdikleri i¢in cesitli hastaliklara karsi
koruyucu ve terapotik maddeler olarak sistematik sekilde kullanilabilecek ilk ilaclardir. Bu
nedenle, yeni molekiiller iizerine yapilan arastirmalar bu molekiillerin DNA ile olan
ilgilerine bagli olarak giderek artis gostermektedir. Siilfonamid bilesikleri ve bunlarin
tirevleri, antifungal, antiinflamatuar ve hipoglisemik ajanlar olarak yaygin sekilde
kullanilmaktadir. Canlilik i¢in vazgecilmez bir biyomolekiil olan DNA klinik alanda ¢ogu
ilag i¢in onemli bir hedeftir. ilag ile DNA etkilesiminin incelenmesi hem etkilesimin
mekanizmasint anlamada hem de yeni DNA hedefli ilaglarin tasarlanmasinda ve bunlarla
ilgili in vitro ¢aligmalarin yapilmasi acgisindan énemlidir (Mondal vd., 2017). Siilfonamid
bilesiklerinden tiiretilen Schiff bazlar1 biyolojik sistemleri nedeniyle ilgi gormektedir. Canli
hiicrelerin siilfonamidlerden elde edilen metabolik iiriinlere kars1 asir1 duyarliligi nedeniyle,
stilffonamidleri iglevsel hale getiren yeni nesil ilaglarin bulunmasi i¢in diinya capinda ¢aba
sarf edilmektedir. Calismamizda yeni sentezlenmis olan siilfonamid tabanli imin bilesiklerin
biyolojik aktiviteleri arastirilarak {stiin ozelliklere sahip olup olmadig1 belirlenmeye
calisilmaktadir. Mevcut ilaclardan daha etkili antikanser, antifungal ve antibakteriyel
ajanlarin gelistirilmesine katki saglanacagi diisiiniilmektedir. Siilfonamid tabanli imin
bilesiklerin biyolojik aktiviteleri ¢esitli metodlar kullanilarak incelenmektedir. Bu ¢aligmada
stilfonamid tabanli ug tane Schiff bazi 4-Fluoro-N-(2-hydroxy-5-
methylbenzylidene)benzenesulfonamide (1), 4-Fluoro-N-(2-hydroxy-5-
nitrobenzylidene)benzenesulfonamide (2) ve  4-Fluoro-N-((2-hydroxynaphthalen-1-
yl)methylene)benzenesulfonamide (3) hazirlandi ve karakterize edildi (Tekin vd., 2022). Bu
bilesiklere ait DNA’ya baglanma etkisinin belirlenmesi, antioksidan aktivitesinin
belirlenmesi igerisinde serbest radikal giderme aktivitesi (dpph), abts katyon radikali
giderme aktivitesi (2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiozolin-6-siilfonik asit), FRAP (Demir (III)
indirgeyici antioksidan giic yontemi), CUPRAC (Cu(Il) iyonu indirgeyici antioksidan



kapasite belirleme yontemi) testlerine ek olarak Hidroksil radikalleri siiplirme aktivitesi ile
Stiperoksit anyon radikalleri slipiirme aktiviteleri, DNA’y1 kirma aktivitesi, Antimikrobiyal
ve Antibiyofilm aktiviteleri, topoizomeraz I enzim inhibisyon aktivitelerinin belirlenmesine

yonelik caligmalar tamamlanmistir.

Son birkag¢ yildir, siilfonamid-imin, stilfonamid-azo bilesiklerinin sentezi ve tibbi
aktiviteleri ve toksisitelerinin kesfedilmesi ilgi odagi olmustur. Yaygin kullanim alanina
sahip siilfonamid-iminleri fonksiyonellestirmenin basit yollarindan biri alifatik / aromatik
aldehitler / ketonlar ile yogunlastirilarak sentezlenmesidir (Mondal vd., 2017). Yeni, orijinal
ve hatta daha gelismis 6zelliklere sahip imin bilesiklerin hastaliklarla miicadelede gerek
antikanser gerekse antimikrobiyal daha etkili ilaglarin gelistirilmesine katki saglayacagindan

sentezlenen bilesiklerin biyolojik aktivitelerinin incelenmesi planlanmistir.



IKINCI BOLUM
ONCEKIi CALISMALAR
2.1. Schiff Bazlar

Schiff bazi terimi, 1864 yilinda birincil aminlerin karbonil bilesikleri ile
reaksiyonundan kaynaklanan iriinleri tanimlayan ilk kisi olan Alman kimyager Hugo
Schiff'in adindan tiiretilmisti. [UPAC’a uygun olarak, Schiff bazlari; nitrojen atomu
iizerinde bir hidrokarbil grubu igeren iminler: R,C = NR' (R' # H) olarak tanimlanir (Sekil
1). Bu kimyasal bilesikler azometinlerle esanlamli olarak kabul edilirler (Raczuk vd., 2022).

Aldehit veya ketonlarin aminlerle niikleofilik katilma tepkimesi sonucu elde edilen
ve karbon azot ¢ifte bagi (-CH=N-) igeren bilesiklerdir. Aldehit ile tepkimesi sonucu olusan
bag azometin ya da aldimin olarak adlandirilirken, keton ile tepkimesi sonucu olusan bag

imin veya ketimin olarak adlandirilir (Karaca, 2018).

Kararli ve kolay sentezlenebiliyor olmalart nedeniyle Schiff bazlar1 (iminler)
azometin ve diger gruplar vasitasiyla birgcok metal iyonuyla koordinat baglar1 olusturabilir.
Bu nedenle kolay olusumlari ve giicli metal baglama yetenekleri nedeniyle metal

komplekslerinin sentezi i¢in kullanilmaktadirlar.

P
R1 R

Sekil 1. Schiff bazlarinin R1, R2 ve Rs'lin alkil veya genellikle aril gruplar1 oldugu spesifik

2

yap1 fragman 6zelligi (Raczuk vd., 2022).



2.1.1. Schiff Bazlarinin Sentezi

Schiff bazlari, ¢ok yonliiliigi ¢esitli alkil veya aril siibstitiientlerini birlestirmek i¢in
bircok yoldan iiretilen, karbon ve nitrojen atomlarini birbirine baglayan bir ¢ift bagin
varligiyla karakterize edilen genis bir bilesik grubudur. Bu tiir bilesikler hem dogada bulunur
hem de laboratuvarda sentezlenir. Y1illardir, Schiff bazlar1 bir¢ok kimyager ve biyokimyaciya

biiylik 6l¢iide ilham kaynagi olmustur (Raczuk vd., 2022).

Aldehitler, Schift bazlar1 olusturmak i¢in birincil aminlerle ¢ok kolay reaksiyona
girer, ancak bu islem ketonlar i¢in o kadar kolay degildir. Ketonlardan Schiff bazlar1 elde
etmek icin katalizor se¢imi, uygun pH araligi, reaksiyonda olusacak su ile azeotrop karigim
olusturabilen ¢oziicii se¢imi ve uygun reaksiyon sicakligi gibi faktorlere dikkat etmek
gerekir. Primer aminlerin aldehitlerle tepkimesi sonucu olusan Schiff bazlarindaki karbon-
azot ¢ift bagina azometin veya aldimin, ketonla tepkimesi sonucu olusan baga da imin veya

ketimin adi verilir (Subasi, 2022).

Schiff bazlarinin hazirlanmasi i¢in Schiff tarafindan kesfedilen en yaygin kullanilan
yontem, alifatik veya aromatik aldehitlerin veya ketonlarin alifatik veya aromatik birincil
aminlerle reaksiyonudur. Karbonil bilesiklerinin primer aminlerle reaksiyonundan elde
edilen Schiff bazlarinin sentezi iki ana adimda gergeklesir. Birinci adimda, karbonil
grubunun birincil amin ile yogunlagmasindan bir karbinolamin ara maddesi olusur ve ikinci
asamada, Sekil 2°de goriilen ara maddenin dehidrasyonundan bir Schiff baz1 olusturulur

(Subasi, 2022).
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Sekil 2. Aminlerle karbonil bilesiklerinin yogunlagsma mekanizmasi (Subasi, 2022).



Schiff bazinin olusumu pH'a bagli bir reaksiyondur. Amin diisiik pH'ta tuz
olusturacagindan serbest amin konsantrasyonu azalir ve hizli ekleme asamasi yavaslayarak
reaksiyon mekanizmasinin hizin1 belirleyen agsama haline gelir. Asitligin azalmasi
durumunda, ekleme asamasi daha hizlidir ve eliminasyon asamasi daha yavastir. Optimum
pH, bu iki u¢ arasindaki pH'tir (pH 3-4). Bu pH hem niikleofilik katilma reaksiyonunu
baslatmak hem de eliminasyon reaksiyonunu yeterli hizda gerceklestirmek i¢in uygundur

(Subasi, 2022).

2.1.2. Schiff Bazlarinin Sentez Yontemleri

Imin grubuna bagl siibstitiientlere gore degisen birgok dzellige sahip Schiff bazlari;
hidrolize yatkin olmalar1 nedeniyle sentezleri susuz ortamda gerceklestirilmektedir.
1. Aldehitlerin ve ketonlarin birincil aminlerle reaksiyonu
Organometalik bilesiklerin nitrillerle reaksiyonu
Fenollerin ve fenol eterlerin nitrillerle reaksiyonu

Aerobik oksidatif sentez yontemi

g R WD

Metal amidlerin reaksiyonu
Yontemleri kullanilarak reaksiyon sartlarinin olduk¢a onemli oldugu, aldehit ve keton

miktaria ve yapilarina bagl olarak ¢ok cesitli Schift bazlar1 elde etmek miimkiindiir.

2.1.3. Schiff Bazlarimin Kullanim Alanlari

Schift bazlari, bir ligand ailesi olarak gii¢lii koordinasyon yetenekleriyle bilinirler ve
cok yonludiirler. Asit katalizorleri, indirgeme veya oksidasyon katalizorleri dahil olmak
iizere katalizor olarak bir dizi uygulamaya sahiptirler. Katalitik reaksiyonlarin yani sira,
kristal miihendisliginde, foto- veya kemodedektorler olarak biyolojik sistemlerde (6rn., Al**

iyonlar1 in vivo) ve en yaygin olarak tipta kullanilirlar (Raczuk vd., 2022).

Antibakteriyel, antifungal (Yildiz vd., 2007) ve anti-tiimor aktiviteye (Satyanarayana
vd., 2008) sahip Schiff bazlar1 biyolojik, endiistriyel, farmasotik ve diger birgok bilim

alaninda uygulamalar1 olan ¢cok dnemli bir bilesik grubunu olusturur.



Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda antikanser ve anti HIV ajanlar olarak gorev
yapabilen farkli Schiff bazi tiirevi bilesikler arastirmacilarin ilgisini ¢ekmistir. Cok cesitli
Schiff bazinin deneysel tlimor hiicrelerine karsi inhibitor aktivite gosterdigi yapilan
caligmalarda bildirilmistir. Ayrica Schiff baz1 kompleksleri, solunum sistemlerinde oksijen
tasinmas1 gibi 6nemli biyolojik aktiviteleriyle de bilinirler. Fotokromizm 6zelliginden
dolay1 radyasyon yogunlugunun kontrol edilmesi ve dlgiilmesi, goriintii sistemleri ve optik

bilgisayarlar gibi farkli alanlarda da kullanilabilirler (Uddin vd., 2020).

Cok c¢esitli Schiff bazi ligandlari ve bunlarin kompleksleri, metal biyosit
modellemesi, metaloenzimlerin reaksiyon merkezi modelleri, linear olmayan optik
malzemeler, bircok organik reaksiyon i¢in katalizor, asimetrik sentezde etkili katalizor ve
liiminesans malzemeleri i¢in kullanilabilir (Sharby vd., 2017). Schiff bazlarinin bu kadar

genis bir caligma alanina sahip olmasinin sebepleri asagidaki gibi 6zetlenebilir:

- Schiff bazlari, karbonil bilesikleri ve birincil aminler kullanilarak kolayca
sentezlenir ve uygun gruplar kullanilarak c¢ok c¢esitli  sekillerde
islevsellestirilebilir.

- Schiff bazlar farkli yontemlerle elde edilemeyen komplekslerin yeterli saflikta
ve yiiksek verimle elde edilmesini saglayan sablon etkisi ile sentezlenebilir ve
prosediir dogrudan tasarlanan kompleksleri verir. Ayrica bu kompleksler farkli bir
metal tuzu ile reaksiyona girdiklerinde transmetalasyon reaksiyonlari verebilirler.

- N, O, S ve P gibi ek donér gruplar1 igeren Schiff bazlari, hemen hemen tiim
metallerle kararli kompleksler olusturabilirler. Bu 06zellikleriyle biyolojik
sistemlerde 6nemli roller iistlenirler.

- Uygun indirgeyici ajanlarla islendiklerinde daha esnek ve hidrolize kars1 daha az
duyarli poliamin tiirevleri olusturabilirler. Bu indirgenmis bilesikler, uygun
sentetik prosediirlerle daha fazla islevsellestirilebilen NH gruplari igerir.

- Silika gibi uygun bir destege baglanarak modifiye edilmis katalizorler ve farkli
tasarlanmis ylizeyler elde edilir.

- Tag eter, makrosiklik tiyoeter ve poliaza tiirevleri gibi baglayici gruplarla, farkl
metal iyonlarii baglama kapasitesine sahip secici sistemler olusturmak i¢in 6zel

ligandlar olusturulabilir.



- DNA sarmali ile etkilesimleri nedeniyle metal selatlar tan1 ve tedavide yeni

modellerin tasariminda kullanilabilirler.

2.2.  Siilfonamidler

Stilfonamidler, 1936 yilinda prontosilin aktif metaboliti olarak basariyla sentezlenen
ilk antimikrobiyal ilaclardir. Prontosil (Prontosil rubrum) antimikrobiyal etkisinin kesfi,
kemoterapi gelisiminin baslangicini temsil eder (Mondal vd., 2017). Bu kesif i¢in Gerhard
Domagk 1939'da Nobel Tip Odiilii'ne layik gériildii. Prontosil, siilfonamid yapili bir azo-
boyadir. Insan viicudunda prontosil, sematik olarak gdsterilen hiicresel enzimlerin etkisi

altinda stilfanilamide metabolize edilir (Sekil 3).
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Sekil 3. Prontosil'in siilfanilamide doniisiimii (Taci¢ vd., 2017).

Siilfonamidler, genis spektrumlu ilaglar oldugu i¢in Gram (+) ve Gram (-)
mikroorganizmalara kars1 yiiksek aktivite gostererek uzun siire kullanilmiglardir.
Stilfonamidlerin antimikrobiyal etki mekanizmasi, mikroorganizmalarin biiylimesini ve
cogalmasin1 Onleyen folik asit sentezinin rekabetc¢i inhibisyonunu igerir (Taci¢ vd., 2017).
Bu etki mekanizmasi nedeniyle olduk¢a genis antimikrobiyal aktiviteye sahip

bakteriyostatik ajanlardir.

Siilfonamidler, basariyla sentezlenen ilk segici toksik antimikrobiyal ilaglardir.
Antimikrobiyal aktiviteye sahip siilfonamidler, farkli sekillerde siniflandirilabilen genis bir
ila¢ grubunu temsil eder. Siilfonamidlerin en kapsamli siniflandirilmasi;

- Absorbe olabilen oral siilfonamidler,

- Absorbe edilemeyen oral siilfonamidler ve

- Topikal siilfonamidler seklindedir (Taci¢ vd., 2017).

Oral absorbe olmayan ajan grubu sadece siilfasalazin igerirken, topikal ajanlar

stilfasetamid, mafanid ve giimiis siilfadiazin icerir. Bu aromatik amin grubunu icermeyen
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stilfonamidler farkli metabolik yollara girerler (Yousef vd., 2018). Absorbe edilemeyen oral
siilffonamidler gastrointestinal sistemde, topikal siilfonamidler cilt ve mukoz membran

enfeksiyonlar1 ve yaniklarin tedavisinde kullanilabilmektedir.

Etki siiresi ve yarilanma dmriine gore absorbe olabilen oral siilfonamidler:
- Kisa etkili siilfonamidler (3-8 saat): Hizli emilir ve ¢abuk atilirlar. Sistemik ve
iriner sistem enfeksiyonlarinda tercih edilir. Bu grupta siilfadiazin, siilfaklorpridazin,

stilfametizol, siilfisoksazol (Sekil 4) bulunur.
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Sekil 4. Siilfisoksazol molekiil yapisi.

- Orta etkili siilfonamidler (8-18 saat): Hizl1 emilir, fakat yavas atilirlar. Bu grupta

stilfaetidol, siilfametoksazol (Sekil 5) bulunur.
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Sekil 5.Stilfametoksazol molekiil yapist.

- Uzun etkili siilfonamidler (>35 saat) (Depo siilfonamidler): Cok yavas atilirlar. Bu
grupta siilfametoksipridazin bulunur. Bu grup siilfonamidler yan etkilerinden dolayr pek

kullanilmamaktadir. Sadece kimi zaman siilfadoksin (Sekil 6) kullanilir (Taci¢ vd., 2017).
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Sekil 6. Siilfadoksin molekiil yapisi.

Etkinliklerine gore siilfonamidler ise 3 gruba ayrilirlar;

1. Sistemik etkili stilfonamidler

2. Enterik siilfonamidler: Cok az diizeyde bagirsaktan emililebilen siilfonamidlerdir.
Daha ¢ok bagirsak enfeksiyonlarinda kullanilir.

3. Ozel etkili siilfonamidler: Yank tedavisinde kullanilan giimiis siilfadiazin ve
dermatitlerde kullanilan mafenid (marfanil) siilfasetamid bu grubun ornegini

olusturur.

Temel siilfonamidlerin yapisi, siilfonamid grubunu ve benzen halkasinin para
pozisyonundaki amino grubunu igerir. Hidrojen atomunun siilfonamid grubunun (N1)
nitrojeni ile ikame edilmesiyle ¢ok sayida siilfonamid tiirevi elde edilirken, aromatik amino
grubunun (N4) nitrojeninin hidrojen atomunun ikame edilmesiyle az sayida aktif siilfonamid
ilac1 elde edilebilir. Cesitli siibstitiientlerin eklenmesi, farkl fizikokimyasal, farmakokinetik
(bir dereceye kadar protein baglama, metabolizma, atilim) ve farmakodinamik 6zelliklere
sahip siilfonamidlerin eldesiyle sonuglanir. Siilfonamid antimikrobiyal ilaglarin birkag

onemli temsilcisinin yapilar1 Sekil 7'de gosterilmektedir.
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Sekil 7. Cesitli stilfonamid antimikrobiyal ilaglarin yapilar1 (Taci¢ vd., 2017).

Ayrica literatlirde siilfonamidler; aromatik bir amin grubu igeren antibakteriyel
siilfonamidler ve aromatik bir amin grubu icermeyen anti-bakteriyel olmayan siilfonamidler
ile; anti-enflamatuar, anti-hiperglisemi, diiiretikler, serotonin antagonistleri veya diger farkl
farmakolojik ajan olarak c¢alisan maddeleri igeren siilfonamid gruplar1t olarak

siniflandirilirlar (Yousef vd., 2018).

2.2.1. Siilfonamidlerin Sentezi

Siilfonamid sentezinin en yaygin yontemi, karsilik gelen alifatik veya aromatik
stilfonil kloriiriin amonyak veya yeterli bir amin ile reaksiyonunu igerir. Bu sentez yontemi,
siilfonamid veriminin yiiksek oldugu en basit ve dogrudan yolu temsil eder. Cok adimli bir

siilfanilamid sentezi i¢in baglangi¢ bilesigi nitrobenzendir. Nitrobenzen, indirgeme maddesi
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olarak kalay ve sodyum hidroksit kullanilarak anilin'e doniistiiriilebilen anilinyum iyonunu
vermek tlizere hidroklorik asit kullanilarak indirgenebilir. Suda ¢éziinmeyen bir bilesik olan
asetanilit, sulu ortamda asetilasyon reaksiyonu ile anilinden tiiretilebilir. Sentezin bir sonraki
adimy, asetanilitin klorostiilfonik asit ile reaksiyona girerek 4-asetamidobenzensiilfonil kloriir
ara maddesini verdigi elektrofilik aromatik ikamenin reaksiyonudur. Amonyak varliginda
olusan ara iiriin 4-asetamidobenzen siilfonamid verir. Asetamid grubu, ikamenin neredeyse
tamamen para konumunda olmasina neden olur (Pavia vd., 2011). Sentezin son asamasinda
koruyucu asetamid grubu asidik ortamda hidrolize ugrar ve 4-aminobenzensiilfonamid,

stilfanilamid olusturur (Sekil 8).

NHCOCH;
HN03 Sn/HCL (CH;,CO);O
H2804 CH_-,COOH
Benzene Nitrobenzene Aniline Acetanilide
CISO;H
Y
NHCOCH; NHCOCH;
L HOoHa N
4—
G
SOZN SO,NH, S0,Cl1
Sulfonamlde H 4-acetamidobenzene- 4-acetamidobenzene-
Sulfonamide Sulfonyl Chloride

Nl)\n NJ\N
M U
CH; CH;

Sulfonamide Sulfamethazine Sulfadiazine

Sekil 8. Oda sicakliginda sulu ortamda siilfonamid sentezinin sematik gosterimi (Taci¢ vd.,

2017).
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2.2.2. Siilfonamidlerin Etki Mekanizmasi

Siilfonamidler, folik asit sentezi ve dolayisiyla bakteriyel biiyiime ve iireme igin
gerekli bilesik olan p-aminobenzoik asidin (PABA) rekabet¢i antagonistleridir.
Siilfonamidler, folik asit sentezini geri dontistimlii olarak bloke ederek bakteriyostatik etki

gosterirler.

Inhibitdr etkinin temeli, siilfonamid ve PABA yapilar1 arasindaki benzerliktir. Normal
olarak, folik asit sentezinin ilk basamagi olarak sentezlenen, PABA ve pteridin'in enzim
dihidropteroat sentetaz varlifinda reaksiyonudur. Bu adim sirasinda dihidropteroik asit
iretilir. Olusan ara iriin, dihidrofolat sentaz enziminin aktivitesi altinda dihidrofolik asit
iireten glutamik asit ile reaksiyona girer. Dihidrofolat rediiktaz enziminin varliginda,
dihidrofolik asit daha sonra bakteriler tarafindan metiyonin, piirin ve pirimidin bazlarinin
sentezinde kullanilan tetrahidrofolik aside doniistiiriilir (Mondal vd., 2017). Bununla
birlikte, siilfonamidlerin varliginda, dihidropteroat sentaz enzimi bu yapisal PABA
analoglarina baglanir ve bu da sonugta folik asit sentezi ve piirin bazlar1 ve timidin yapimin
saglayan enzimlerin kofaktorii olan tetrahidrofolat tiirevlerinin yapimi ve bakterilerde DNA

ve RNA sentezi bozulur. Siilfonamidler antimetabolit etkilidirler (Sekil 9).

NH, A NH, A

6.7 angstrom

6.9 angstrom

/C\O ' 0=|S:o

HO
l 2.3 angstromi : ) I
2.4 angstrom

P-Aminobenzoic Acid (PABA) Sulfonamide
Sekil 9. PABA ve siilfonamid arasindaki yapisal benzerlik (Taci¢ vd., 2017).
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2.2.3. Siilfonamidlerin Kullanim Alanlar1

Siilfonamidler, bakteriler {lizerinde secici bir etkiye sahip olan ve bakteriyel

enfeksiyonlara karsi sistemik olarak kullanilabilen ilk ilaglardir.

Intraperitoneal olarak Streptococcus pyogene ile enfekte olmus farelerin, kimyasal
olarak sentezlenen Prontosil rubrum (4-sulfonamide-2’,4 -diaminoazobenzene) ile
peritonitten korunabilecegini gosteren ilk basarili deneyler 1932'de Gerhard Domagk
tarafindan yapilmustir. Prontosil'in in vivo olarak aktif antimetabolit siilfanilamide hidrolize
oldugu ortaya cikarildiktan kisa siire sonra, siilfonamidler klinik olarak kullanilmaya

baslanmistir (Domagk ve Hegler, 1942).

70 yili agkin bir siire once siilfonamidin tedaviye girmesinden bu yana, siilfonamid
kullanimin1 baskilayan ¢ok sayida antimikrobiyal ajan izole edilmis veya sentezlenmistir.
Terapide daha genis bir siilfonamid uygulamasi, bakteriyel diren¢ ve siilfonamidlerin yan
etkileri nedeniyle siirlidir. Bununla birlikte, siilfonamidler hala hastaliklarin tedavisi i¢in

ilk tercih edilen ilaclar1 temsil etmektedir.

Serbest bir amino grubuna sahip olup kolaylikla tiiretilebilen siilfonamidler, ¢ok
cesitli biyomedikal uygulamalarda, antimikrobiyal, antikanser, antiinflamatuar ve antiviral

ajanlarin yani sira HIV proteaz inhibitorleri olarak kullanilirlar (Ozbek vd., 2007).

Klinik olarak siilfonamidler, insanlarda gelisen ¢esitli idrar yolu ve gastrointestinal
enfeksiyonlarda bakteriyel gelisimi kontrol altina almak ve tedavi etmek i¢in kullanilan ilk
etkili kemoterapotik ajanlardir. Ozellikle patojenik bakterilere ve tiimér hiicrelerine karst
kullanildiklarindan ilgi gérmektedirler. Coklu ilaca direncli Staphylococcus epidermidis'in
neden oldugu enfeksiyonlarda, Escherichia coli ve diger bakterilerin neden oldugu akut veya
komplike olmayan idrar yolu enfeksiyonlarinda, Preumocystis carinii'nin neden oldugu
enfeksiyonlar ile 6zellikle AIDS'li hastalarda ve diger bagisikligi baskilanmis hastalarda
Toxoplasma gondii'min neden oldugu toksoplazmoz durumunda profilaksi ve tedavisinde
yaygin olarak kullanilmaktadirlar. Absorbe edilemeyen siilfonamidler (ftalilsiilfatiyazol,
stiksinilsiilfatiyazol, salisilazosiilfapiridin) bagirsak enfeksiyonlari, iilseratif kolit ve enterit

tedavisinde kullanilmaktadir. Yanik tedavisinde enfeksiyonun oOnlenmesinde topikal
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stilfonamidler uygulanmaktadir. Glimiis siilfadiazin %1'lik hidrofilik krem seklinde yanik
tedavisinde kullanilabilir ve Gram negatif bakterilere Ozellikle yanik dokuyu siklikla
kolonize eden Pseudomonas aeruginosa'ya karsi iyi aktivite gosterir (Habeeb Rahuman vd.,

2022).

Diinya ¢apinda yeni antikanser ilaglara her zaman biiytik talep vardir ve siirekli farkl
dogal veya sentetik bilesikler gelistirilmeye calisilmaktadir. Siilfonamid hibritleri, genis
farmakolojik aktivite spektrumlar1 nedeniyle son yillarda en ¢ekici konulardan biri haline
gelmistir ve ¢oklu ilaca direng aktivitesiyle birlikte minimum yan etkiye sahip olduklari

bulunmustur (Rakesh vd., 2018).

Ayni zamanda siilfonamid tlirevleri iyi birer antimetabolit olarak taninmaktadir.
Bununla birlikte yapilan pek ¢ok ¢alisma siilfonamid tiirevli bilesiklerin yiiksek antioksidan

etki gosterdigini ortaya koymustur (Kausar vd., 2019).

DNA ve RNA hiicre i¢i fonksiyonlarin kontroliinde rol almalar1 nedeniyle tedavide
kullanilmak i¢in iyilestirilen ilaglarin hiicre i¢inde ilk istikameti oldugu goriilmektedir.
Siilfonamidlerin yapisindaki kiigiik degisikliklerin biyolojik aktivitede kalitatif ve kantitatif
degisikliklere yol acabilecegi yapilan ¢aligmalar tarafindan ortaya konulmustur (Rama ve

Ramaswami, 2014).

Bu genis biyoaktivite aralig1 ve ¢ok amacl yapisi nedeniyle stilfonamidler; ihtiyag
duyulan alanlarda ¢esitli hedeflerde kullanilmak {izere yeni ilaglarin tasarlanmasi veya eski

ilaglarin yeniden yapilandirilmasi amaciyla ilgi gérmektedir.

2.3.  Silfonamid Schiff Bazlari

Schiff bazlar1 azometin grubu iceren bilesiklerdir (-HC=N-). Birincil aminlerin baz
katalizi, asit veya 1s1 altina yerlestirilmis bir keton veya karbonil bilesikleri ile
reaksiyonundan olusur. Bu bilesikler, koordinasyon kimyasinin gelistirilmesinde ve ¢esitli

biyolojik ve farmakolojik alanlarda ¢ok sayida potansiyel uygulamada kullanilmaktadir.
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Bu baglamda, -SO>NH- grubunu igeren siilfonamid ve tiirevleri, siilfo ilaglarina ait
en basit molekiil olarak bilinmektedir. Bu basit bilesikler, Schiff baz1 ligandlar1 formunda
uygulandiklarinda toksikolojik ve farmakolojik aktivitelerde yiiksek bir potansiyele sahiptir.
Bu potansiyel, yapisal -SONH- 6zelliginde degisiklik yapilmadan farkli fonksiyonel

gruplarin degis tokusuna atfedilir.

Siilfonamidlerin uzun siireli tiiketimi, karaciger, bobrek, deri, akciger ve kalbe karst
baz1 olumsuz reaksiyonlar gosterir. Bu yan etkiler, yeni nesil ilaglarin aragtirilmasi i¢in diinya
capinda c¢aba gosterilmesini gerektirmistir. Siilfonamid-iminleri sentezlemek icin
alifatik/aromatik aldehitler/ketonlarin siilfonamidlerle yogunlastirilmast gerekir. Azometin
ve siilfonamid fonksiyonel gruplarinin varligi, aromatik halkalarda bulunan siibstitiient

tipine bagl olarak degistirilebilen antimikrobiyal aktiviteden sorumludur.

Siilfonamid bilesiklerinin en az -NHz grubu ve aldehit ile yogunlastirilmasi, biyolojik
olarak aktif siilfonamid Schiff bazlarinin sentezlenmesine neden olur. Stilfonamid Schiff bazi
bilesikleri, metal komplekslerinin sentezi i¢in 6nemli ligandlardir ve ¢ozeltideki metal tiirleri
icin analitik ayirma yoOntemlerinde selat ekstraksiyonu olarak kullanilabilirler. Literatiir,
stilfonamid-iminlerin biyolojik aktiviteleri ve bunlarin ge¢is metali kompleksleri hakkinda

bazi yayinlar géstermektedir.

2.4. DNA ile Etkilesimler
2.4.1. DNA’ya Baglanma

DNA'nin farmasotik aktif bilesiklerle baglanmasi, yasam bilimleri ve ilag tasarim
siirecinde DNA hedefli ilaglarin etki mekanizmasini belirlemek i¢in ¢ok dnemlidir (Pehlivan
vd., 2018). Genomun kontrollii manipiilasyonu i¢in DNA ile baglanabilen yeni molekiillerin
sentezi, pek ¢ok hastaligin tedavisinde miithis bir firsat saglar. Kiiciik molekiiller ve DNA
arasindaki etkili baglanma modlari iki ana grup olarak altinda toplanir:

1. Spesifik olmayan elektrostatik etkilesimin dahil oldugu kovalent baglanma ve

2. Interkalatif ve DNA major/mindr oluk baglanmalarini iceren kovalent olmayan

baglanma.
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Kovalent olmayan baglanma, kii¢iik molekiiller i¢in en etkili baglanma modudur
(Pehlivan vd., 2018). Kovalent olmayan etkilesimler interkalatif, oluga baglanma veya
elektrostatik etkilesimlerdir. Klinik agidan 6nemli bilesiklerin DNA ile interkalatif veya
oluga baglanma yoluyla baglandig bilinmektedir. Interkalasyon yoluyla DNA’ya baglanan
bilesikler baz ¢iftleri arasina girerek, kiimelenir, heliks yapisini kirmaz ancak yapiy1 deforme

eder.

Kovalent baglanmada, kararsiz bir ligand, DNA bazlarindan olusan bir nitrojen
atomu ile degistirilir. Bilesiklerden pozitif elektrik yiikiine sahip olanlar ve DNA’da bulunan
5 karbonlu seker ile fosfat grubunun olusturdugu iskelet arasinda elektrik yiiklerine bagli bir
aligveris gerceklesir. Bu etkilesim kararli ve saglam bir DNA olusumu iizerine etkilidir.
Interkalatif ve oluk baglanmalarmin DNA gift sarmalindaki oluklarla iliskili oldugu,
elektrostatik baglanmanin ise olugun disinda veya DNA molekiiliiniin yilizeyinde
gerceklestigi bilinmektedir (Pehlivan vd., 2018).

DNA cift sarmal yapisinin oOzelliklerindeki degisiklikler, hipokromizm ve
hiperkromizm spektral 6zelliklerinin analizi ile belirlenebilir. Hipokromik ve hiperkromik
etkiler, DNA'nin ¢ift sarmal yapisindaki bir degisiklik nedeniyle ortaya ¢ikan iki ana olgudur.
Hiperkromizm genellikle DNA'nin sarmal yapisinin elektrostatik baglanmasi veya kismen
¢oziilmesi nedeniyle DNA c¢ift sarmal yapisindaki hasar1 ifade etmektedir (Giingér vd.,

2022).

Metal kompleksi-DNA etkilesim mekanizmasini arastirmak i¢in kullanilan en yaygin
yontem elektronik absorpsiyon titrasyonunda DNA ve kiiciik molekiiller arasindaki
etkilesim, spektral konumdaki (batokromik veya hiperkromik) ve yogunluktaki (hipokromik
veya hiperkromik) degisiklikler belirlenerek degerlendirilir (Arshad vd., 2021).

Genel olarak interkalasyon baglama modunda, molekiilin DNA'ya baglanmasi
iizerinde eslik eden bir batokromik kayma ile birlikte 6nemli bir hipokromik etki gozlenir.
Baglayici molekiiliin #* orbitalinin DNA baz ciftlerinin © orbitaliyle birleserek n-n* gecis
enerjisinde azalmaya neden oldugu ve bunun da batokromik bir kaymaya neden oldugu
bilinmektedir. Bu arada, m*-orbitali, gecis olasiligm1 azaltmak ve ayn1 zamanda

hipokromisiteye yol agmak icin kismen elektronlarla doldurulur (Long ve Barton, 1990).
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Bununla birlikte, elektrostatik baglanma durumunda, DNA'nin kii¢iik molekiiller ile
elektrostatik etkilesimi meydana geldiginde, DNA'nin konformasyon ve yapisindaki karsilik
gelen degisiklikleri yansitan hiperkromik etki gozlemlenebilir. Oluga baglamada, hi¢ veya
cok az batokromik kayma ile hipokromik bir kayma gozlemlenebilse de, bu molekiiliin
kromoforunun elektronik durumlarimin DNA oluklarindaki nitrojenli bazlarla ortiismesiyle

iliskilendirilebilinir.

Hipokromik etki, absorpsiyon spektrumlarinin 6zelligidir. Hipokromizm ne kadar
giicliiyse baglanma giicii de o kadar giiglii olacaktir (Liu vd., 2013). Bunun nedeni, DNA ile
kovalent olmayan etkilesim yoluyla baglanan bilesikler veya acikta kalan DNA'da daha fazla
gomiilii baz olusturan bilesiklerle birleserek DNA ¢ift sarmalinin ¢6ziilmesidir. Etkilesimli
baglanma modu, interkalasyon olarak tanimlanan aromatik kromofor ve DNA baz c¢iftleri
arasinda etkili bir istiflemeyi igerir. Yine komplekslerin aromatik kismi1 DNA ile etkilesime
girdiginde, aromatik kismin * orbitalinin absorbsiyon spektrumlarinda batokromizm olarak
yansiyan DNA baz ciftlerinin &t orbitaliyle birlesebilmesi nedeniyle interakalatif baglanma

modu gosterir (Yasmeen vd., 2022).

Ancak, m-orbital eslesmesi kismen elektronlar tarafindan dolduruldugunda, bu
hipokromizmi yansitir ve yine interkalasyon mekanizmasini tanimlar. Tiim kompleksler i¢in,
elektronik absorpsiyon spektrumundaki hipokromizm, baglanma modunu sonu¢landirmak

icin ¢ok 6nemlidir (Singh vd., 2023)

Schiftf bazlarmin DNA ile etkilesimi lizerine yapilan arastirmalar, yeni ilaglarin
aranmasi ve tasarimi i¢in 6nemlidir. Bir¢ok aldehitin DNA sentezi i¢in potansiyel inhibitorler
oldugu bilinmektedir. Bu nedenle siilfonamidlerden tiiretilen Schiff bazlarinin sentezi ve

Schiff bazi-DNA etkilesimleri bir¢ok calismaya konu olmustur.
Ligand yap1 iskeleleri arasinda, CH=N— imin bagma sahip Schiff bazlari,

koordinasyon polimerleri, ¢ift sarmallar ve ti¢lii sarmallar gibi fonksiyonel malzemelerin

tasarimi icin ozellikle ilgi ¢ekicidir (Afsan vd., 2020).
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Siilfonamidler, aromatik halkalar1 molekiildeki diger ligandlara dogru yonlendiren
biikiilmiis senklinik konformasyonda bulunduklar1 i¢in sarmal yapilarin insas1 i¢in uygun

yapi taglarini temsil eder (Afsan vd., 2020).

2.4.2. DNA Kirma

Niikleik asitler; Deoksiriboniikleik asit (DNA) ve Riboniikleik asit (RNA), hiicrede
anahtar bilgisel rol oynar. Genetik bilginin tasiyicisi olarak DNA, ¢evre kosullari altinda
tahmini yar1 dmrii 200 milyon yil olan oldukc¢a kararli bir molekiildiir. DNA, fosfodiester
baglar1 ile negatif yliklii fosfat sirt kemigine baglanirken, DNA bazlar1 sarmal yapida gizlidir.
Genetik kodu tagiyan g¢ekirdekteki DNA, DNA ve RNA polimerazlar tarafindan siklikla
kopyalanir ve transkribe edilir. Yine ¢ekirdekte kromatin yapisina sarilmis DNA, erisimine
ve kullannomina izin vermek igin topoizomerazlar ve helikazlar tarafindan manipiile
edilmelidir. Tiimor hiicrelerinde RNA, enzim veya protein dahil olmak iizere baska bazi
biyolojik hedefler olmasina ragmen, cogu antikanser, antiviral ve antimikrobiyal terapi i¢in

birincil hedefin DNA oldugu genel olarak kabul edilmektedir (Reddy ve Manjula, 2007).

DNA kirma; DNAmin seker fosfat omurgasini olusturan niikleotitler arasindaki
kovalent  seker-fosfat  baglarint  koparan, genetik materyalin  biyoteknolojik
manipiilasyonunun yani sira ¢esitli biyolojik siirecleri iceren enzimatik bir reaksiyondur. Bu
reaksiyon; enzimatik, kimyasal veya radyasyonla katalize edilir. Kirma, eksoniikleolitik (ug
niikleotidin ¢ikarilmas1 veya endoniikleolitik (ipligi ikiye boliinme-DNA iplikleri arasindaki
fosfodiester baglarin1 kirma) seklinde olabilir. DNA'min fosfodiester baglari, fizyolojik
kosullar altinda hidrolize oldukga direnglidir (Reddy ve Manjula, 2007).

Niikleazlar, niikleik asit molekiillerini kesen, kisaltan veya parcalayan enzimlerdir.
Niikleazlar, metal kofaktorleri ve niikleik asit substratlar1 ile genis temaslar kurarak,
fosfodiester hidrolizini 10'®ya kadar hizlandirabilir, bdylece yasam igin gerekli olan olast
DNA manipiilasyonlarint miimkiin kilarlar (Roberts vd., 1993). Bu enzimlerin ¢ogu
laboratuvar kullanimi i¢in kullanilmig olsada, DNA'y1 hidrolitik olarak baglayabilen ve
parcalayabilen kii¢clik molekiiler makaslar olan yapay niikleazlarin tasarimina biiytik ilgi
vardir. Benzersiz polimer tanima sekanslarina sahip yapay hidrolazlarin gelistirilmesi, dogal

olarak olusan restriksiyon enzimlerine katkida bulunabilir. DNA'y1 restriksiyon enzimleriyle
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manipiile etme yetenegi, genetik miihendisligi ve biyoteknolojinin temel amaglarindan

olmustur (Reddy ve Manjula, 2007).

DNA kirma; hidrolitik veya oksidatif mekanizmalar1 takip edebilir. Cogu dogal
niikleaz, bir ligaz varliginda daha uzun bir parca olusturmak icin boéliinebilen DNA
fragmanlarinin baglanabildigi hidrolitik béliinme gergeklestirir. Hidrolitik DNA kirilmasinin
tipik bir mekanizmasi, bir fosfata H>O veya OH tarafindan niikleofilik saldiridir, bunu 3'-
PO'daki fosfodiester baginin kirilmasi ve alkol grubunun ayrilmasi izler (Fang ve Liu, 2020).
DNA omurgasi, biyolojik sistemlerde her yerde bulunan kimyasal baglar olan fosfodiester
baglarindan olusur. DNA hidrolizi i¢erdigi kimyasal baglardan dolay1 enzimatik reaksiyonlar
icerisinde 6nemli bir yere sahiptir. DNA hidrolizi asir1 derecede yavastir ve bu alandaki asil
zorluk hala ger¢ekten verimli pargalama sistemlerinin gelistirilmesidir. Canlilarda fosfat
esterleri lizerindeki niikleofilik yer degistirme reaksiyonlarinin ¢ogunlukla metaloenzimler
tarafindan desteklendigi gézleminden ilham alinarak, su anda metal iyonu bazli hidrolitik

katalizorlere dikkat ¢cekilmektedir (Reddy vd., 2004).

DNA, oksidatif kirmaya kars1 cok hassastir. Oksidatif kirma, deoksiribozun ve dort
niikleobazin tiimiiniin modifikasyonunu (6rnegin, pirimidinlerin C5 veya C6 ¢ift bagina ve
purinlerin C8'ine bir hidroksil radikalinin eklenmesi) igerir. Oksidatif siiregteki mekanik
yollar genellikle seker hidrojenin ¢ikarilmasini, elektron transferini, guanin baz

oksidasyonunu igerir.

DNA oksidatif boliinmesi foto-ayiricilar, UV veya goriinlir 1sikla 1simlamada
etkinlestirilebilen bir foto-hassaslastiricinin varligint gerektirirken, redoks-aktif "kimyasal
niikleazlar", bir indirgeyici ajan veya bir katki maddesi olarak hidrojen peroksit (H20z)

varliginda DNA'nin etkili pargalayicilaridir (Fang ve Liu, 2020).

Yiiksek verimliliklerine ve ¢ok yonliiliiklerine ragmen, oksidatif parcalayici ajanlarin
cogu bazi 6nemli uygulamalarda ciddi sinirlamalara tabidir. Aktiviteleri genellikle 151k,
oksitleyici veya indirgeyici bir madde gibi bir kofaktére baglidir ve bu 6zellikle terapdtik
uygulamalar s6z konusu oldugunda in vivo kullanimlarin1 engeller. Ayrica, baz1 durumlarda,
boliinmeye, sitotoksik etkilerin yani sira istenmeyen ve kontrolsiiz hasarlara neden olabilen

yayilabilir serbest oksijen veya hidroksil radikalleri aracilik eder ve enzimatik
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manipiilasyonlar icin dogal olmayan DNA fragmanlar iiretirler. Sonug olarak, molekiiler
biyolojide kullanimlar1 sinirlidir. Bu kisitlamalarin en azindan kismen iistesinden gelmek
icin son zamanlarda kofaktorlere bagli olmayan "kendi kendini aktive eden" oksidatif
maddelerin iretimine dikkat c¢ekilmistir, ancak bu tiir sistemlerin 6rnekleri hala oldukca

nadirdir (Fang ve Liu, 2020).

Plazmid DNA elektroforeze tabi tutuldugunda genellikle ti¢ farkli bi¢imi gozlenir;
stiper sarmal form Form I, nicked form Form II ve lineer form Form III seklinde gosterilir.
Plazmid DNA’nin (pBR322) kesilmemis hali siiper sarmal form (Form 1) olarak
isimlendirilir ve Form I jel iizerinde en hizli ilerleyen bant1 gosterir. Bir sarmalda boéliinme
meydana geldiginde (¢entiklenme), siiper sarmal yavas hareket eden agik dairesel bir forma
(Form II) doniismek icin gevseme gerceklestirir, olusan Form II jelde en yavas ilerleyen
formdur. Son olarak, iki DNA zinciri ayn1 anda kesildiginde pBR322 Form II ve I arasinda

yer alan orta hiza sahip dogrusal 6zellikli Form III’e doniisiir.

2.5. Antioksidan Aktivite

Hiicrenin metabolik reaksiyonlar1 esnasinda biyokimyasal indirgenme ve
yiikseltgenme reaksiyonlarinda meydana gelen serbest radikaller kararsiz, aktif ve serbest
elektronlara sahip olan atomlar, molekiiller ya da iyonlar olarak tanimlanmaktadir. Oksijen,
nitrojen ve kiikiirt olmak {izere ii¢ elementten tiiretilen serbest radikallerden oksijen merkezli
serbest radikaller, reaktif oksijen tiirleri (ROT) olarak bilinir ve siiperoksit(Oz’), hidroksil
(HO"), peroksil (ROO"), alkoksil (RO-) ve nitrik oksit (NO-) igerir.

Oksidatif metabolizma, hiicrelerin hayatta kalmasi i¢in gereklidir. Bu gerekliligin bir
yan etkisi, oksidatif degisikliklere neden olan serbest radikallerin ve diger reaktif oksijen
tiirlerinin tiretilmesidir. Hiicre dengesinin devamlilig1 i¢in ¢ok 6énemli olan bu metabolizma
organizmalar tarafindan bir antioksidan savunma sistemi ile gerceklestirilir (Huyut vd.,

2017).

Hiicrelerde serbest radikaller olustugunda, bunlar siiperoksit dismutaz, katalaz ve
peroksidaz gibi koruyucu enzimleri ile orta diizeyde alt edebilir ancak oksidatif stres asiri

arttiginda membran lipitlerini, hiicresel proteinleri, DNA ve enzimleri oksitleyerek hiicresel
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solunumu durdurur, hiicre sinyal yollarini etkileyerek yikici ve oldiiriicii hiicresel etkilere
neden olabilir. Biyolojik sistemlerde iiretilen reaktif oksijen tiirleri, hidroksil radikali,
peroksi radikali ve siiperoksit gibi reaktiflerin olusumuna yol agar. Oksidasyona neden olan
bu radikaller 6nemli biyomolekiillerin (lipid, protein, DNA ve karbonhidrat) 6zelliklerini

kaybetmesine neden olur.

Oksidatif stres, ROT ve antioksidan savunma arasindaki dengesizligin bir
sonucudur. Aerobik hiicrelerde serbest radikallerin en O6nemli reaksiyonlar1 molekiiler
oksijen ve onun radikal tiirevlerini (sliperoksit anyonu ve hidroksil radikalleri), peroksitleri
ve gecis metallerini igerir. Hiicreler normalde antioksidan savunma sistemi yoluyla oksidatif
stresi azaltabilir. Ancak oksidatif stres yiiksek seviyelere ulagtiginda oksidasyon liriinlerine

adaptasyon saglanamazsa hiicrede oksidatif hasar meydana gelebilir.

Hiicresel bilesenler ROT"u etkili bir sekilde temizleyemezlerse, serbest radikal zincir
reaksiyonlarini uyararak proteinler, lipidler, karbonhidratlar ve niikleik asitler gibi hiicresel
biyomolekiillere zarar verebilirler ve sonunda hastalik kosullarina yol agabilirler. ROT;
kanser, ateroskleroz, diabetes mellitus, Alzheimer hastalii, kardiyovaskiiler olaylar,
yaslanma ve iltihap dahil olmak iizere belirli hastaliklarin patofizyolojisinde rol oynar

(Akhtar vd., 2016).

Bir bilesigin antioksidan potansiyeli, bilesigin oksidatif stresi yavaglatma kabiliyetini
ifade eder. Antioksidan potansiyeli degerlendirmek icin, serbest radikal temizleme
mekanizmasi, prooksidan azaltma mekanizmasi ve prooksidan selatlama mekanizmasi

olmak tizere ii¢ ana etki mekanizmasindan yararlanilir (Kanwal vd., 2016).

Asir1 oksidasyonun etkilerine kars1 savunma mekanizmalari, ¢esitli antioksidanlarin
etkisiyle saglanir. Antioksidanlar, ayn1 ortamda "oksitlenebilir substratinkine kiyasla diisiik
konsantrasyonlarda bulundugunda, o substratin oksidasyonunu onemli 6lgiide geciktiren

veya engelleyen madde" olarak tanimlanabilir.

Antioksidanlar geleneksel olarak birincil zincir kirict antioksidanlar ve ikincil veya
Onleyici antioksidanlar olmak iizere iki simifa ayrilmistir. Birincil antioksidanlar, alfa-

tokoferol gibi fenolik bilesikleri igerir (Altay vd., 2019) ve eser miktarlarda mevcut
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oldugunda, bir lipid radikali ile reaksiyona girerek baslatma adimim
geciktirebilir/engelleyebilir veya peroksil/alkoksil radikalleri ile reaksiyona girerek yayilma
adimimi engelleyebilir. Ikincil veya onleyici antioksidanlar, oksidasyon hizimi geciktiren
bilesiklerdir. Ikincil antioksidanlar, metal iyonlarinin baglanmasi, reaktif oksijen tiirlerinin
temizlenmesi, hidroperoksitlerin radikal olmayan tiirlere doniistliriilmesi, UV
radyasyonunun emilmesi veya singlet oksijenin deaktive edilmesi dahil olmak {izere ¢esitli
mekanizmalarla ¢alisir ve ikincil antioksidanlar, yalnizca ikinci bir mindr bilesen mevcut

oldugunda antioksidan aktivite gdsterirler.

Enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan sistemlerin serbest radikallerin
eliminasyonunda, metabolik iiriinlerin eliminasyonunda, ¢esitli hastaliklarin dnlenmesinde
ve normal hiicresel fizyolojinin siirdiiriilmesinde 6nemli rol oynadigi bilinmektedir.
Antioksidanlar, koroner kalp ve ndrodejeneratif gibi hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisindeki
onemleri nedeniyle ilgi ¢ekmeye devam etmektedir. Antioksidan aktivitede 6nemli bir role
sahip olan fenolik bilesikler serbest radikalleri gidererek doku harabiyetini 6nler. Metabolik
acidan onemli birgok enzimin aktivite artisinin oksidatif stresin artmasina neden olabilecegi
bilinmektedir. Bu nedenle, bu tiir enzimler i¢in yeni inhibitdrlerin tasarlanmasi ve

gelistirilmesi biiylik 6nem tagimaktadir (Gulcin, 2020).

Yapay antioksidanlarin ¢ogu, yiikseltgenmeyi Onlemek icin gida ve ila¢ katki
maddelerinde olduk¢a genis bir skalada kullanilmaktadir. Stres, hastalik yapict
mikroorganizmalarin saldirisi, yas alma, hiicre 6liimleri ve ndrolojik saglik bozukluklar: gibi
durumlarda antioksidanlar, hiicreyi olumsuz etkileyen serbest radikallerin aktivitelerini
indirger. Insanlar igin antioksidan kaynaklarini diyet ile alinan taze ya da kurutulmus sebze
ve meyveler olusturmaktadir. Bu gibi gidalar ¢cok miktarda flavonoid ve antioksidan

takviyeleri igerir (Gulcin, 2020).

Son yillarda sentetik antioksidanlarin birgok yan etkisi tespit edilmistir. Bu durumda,
giivenli antioksidanlarin kullanimina yonelik diinya ¢apinda bir egilim vardir. Bu nedenle,
daha giivenilir ve diisiik maliyetli antioksidanlarin sentezlenebilmesi i¢in yeni materyaller

bulmak dnemlidir.
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2.5.1. Antioksidan Aktivitenin Olciilmesi

Antioksidan aktivite dogrudan 6l¢iilemez, bunun yerine antioksidanin oksidasyon
derecesini kontrol etmedeki etkileri ile Olgiilebilir. Biyoaktif bilesiklerin ya da gida
bilesenlerinin rediiksiyon giicii, elektron aktarma yetenegini yansitir ve antioksidan aktivite
ile iliskilidir. Biyoaktif bilesikler antioksidan aktivite 6zellikleri ile indirgeyici olabilir ve
oksidanlar1 inaktive edebilir (Kdksal ve Giilgin, 2008). Bir oksidasyonun o6zellikleri, bir
substrat, bir oksidan ve bir baslatici, ara iirlinler ve nihai iirtinlerdir ve bunlardan herhangi
birinin 6l¢iimii, antioksidan aktiviteyi degerlendirmek i¢in kullanilabilir.

Yontemlerin cogu ayni prensibi kullanir: sentetik renkli bir radikal veya redoks-aktif
bilesik iiretilir ve bir biyolojik numunenin radikali temizleme veya redoks aktif bilesigini
azaltma kabiliyeti, antioksidan kapasiteyi 6lgmek i¢in uygun bir standart uygulanarak

spektrofotometre ile izlenir.

2.5.2. FRAP (Demir (IIT) Indirgeyici Antioksidan Gii¢ Yontemi)

Bir bilesigin indirgeme kapasitesi, potansiyel antioksidan aktivitesinin 6nemli bir
gostergesi olabilir (Gulcin vd., 2002). FRAP testi, asidik ortamda antioksidanlar tarafindan
ferrik iyonlar (Fe**)-ligand kompleksinin yogun mavi renkli demir iyonlar1 (Fe®")
kompleksine indirgenmesini Olgen tipik bir elektron transferi tabanli yontemdir. Bagka bir
deyisle, bu yontem pH’nin diisiik oldugu ortamda ferrik 2,4,6-tripiridil-s-triazin bilesigini
[Fe**-(TPTZ):]** koyu mavi renkli demir bilesigine [Fe*"-(TPTZ),]*" indirgeme yetenegini
olcer. Spektrofotometre kullanilarak 593 nm'de artan absorpsiyonun dl¢iilmesi, bu azalmay1
izler ve sonuglar mikromolar Fe?" esdegerleri veya bir antioksidan standardina gore ifade
edilir (Benzie ve Strain, 1999). FRAP testinin mekanizmasi, tamamen elektron transferidir.
FRAP degerleri, 593 nm'de absorbans artis1 Olciilerek ve bunun bir demir iyonu standart
sollisyonu veya bir antioksidan standart soliisyonu ile iligkilendirilerek hesaplanir. FRAP
aslinda sadece mekanik ve fizyolojik olarak antioksidan aktivite ile ilgili olmayan ferrik
iyona dayali indirgeme kabiliyetini Glger. Daha yiiksek absorbans, daha yiiksek ferrik
indirgeme giiciinii gosterir (Gulcin vd., 2002).
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2.5.3. DPPH (Serbest Radikal Giderme Aktivitesi)

1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikal siliplirme yontemi, antioksidan aktiviteyi
olgmek ve enzimatik olmayan antioksidanlarin radikal siiplirme aktivitesini degerlendirmek
icin yaygin olarak kullanilan basit, kolay, ekonomik, hizli ve etkili bir analizdir. DPPH
radikali, koyu mor bir renk tasiyan, dimerizasyona ugramamasi nedeniyle birkac¢ kararl
organik nitrojen radikalinden biridir. DPPH radikal ¢6zeltisi, hidrojen atomu verebilen bir
antioksidan molekiil ile karigtirildiginda bu mor rengin kaybiyla indirgenmis forma yol agar.
DPPH radikalleri, bir antioksidan ile karsilastiginda, radikaller temizlenir ve absorbans

degeri diiser (Gulcin, 2009).

Antioksidan potansiyele sahip bilesikler, DPPH'nin tek elektronunun eslesmesine

neden olur ve bu da emilimin azalmasina neden olur.

2.5.4. CUPRAC (Cu (1) Iyonu indirgeyici Antioksidan Kapasite Belirleme

Yontemi)

Neokuproin, heterosiklik bir organik bilesik ve selatlama maddesidir. Cuprac testi,
antioksidanlar tarafindan Cu*"'nin Cu*'ya indirgenmesine dayanir. Bu yéntem, kromojenik
oksitleyici ajan olarak Cu?**- neokuproin reaktifi ile bileseninin antioksidan kapasitesinin

belirlenmesi igin kullanilir. Cu*"

nin neokuproin varliginda bir indirgeme ajani ile
indirgenmesi, 450 nm'de maksimum absorpsiyona sahip bir Cu” kompleksini verir. Bu
yontem hem hidrofilik hem de lipofilik antioksidanlar1 glutatyon ve protein olmayan tiyoller

gibi tiyol tipi antioksidanlari 6l¢ebilir (Apak vd., 2008).

2.5.5. ABTS Katyon Radikali Giderme Aktivitesi

ABTS radikal katyonunun {iretilmesi, toplam antioksidan aktivitesini 6l¢gmek icin
uygulanan spektrofotometrik yontemlerden birinin temelini olusturur. Bu analizde, ABTS,
oksidanlar tarafindan yogun renkli olan radikal katyonu ABTS-+'ye oksitlenir ve antioksidan
kapasite, test bilesiklerinin dogrudan ABTS radikali ile reaksiyona girerek rengi azaltma
yetenegi olarak Olciiliir. ABTS -+, hem lipofilik hem de hidrofilik bilesikler i¢in gecerlidir.
ABTS-+ radikalleri, DPPH radikallerinden daha reaktiftir ve DPPH radikali ile hidrojen
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atom transferi igeren reaksiyonlarin aksine, ABTS-+ radikalleri ile reaksiyonlar hem

hidrojen atom transferini hem de tekli elektron transferini igerir (Okan vd., 2013).

2.5.6. Hidroksil Radikal Siipiirme Aktivitesi

Hidroksil iyonlarmin (OH") nétr seklidir. Bu radikaller oldukc¢a reaktiftir, kolayca
hidroksil grubuna doniisiir ve dolayisiyla kisa Omiirliidiir. Bu radikal, tahmini yar1 émrii
yaklasik 10 sn olan en reaktif tiir olarak bilinir. Viicut suyunun hemolitik parcalanmasiyla
yiiksek enerjili 1s1nlamada veya metal katalizli islemlerde endojen H»O:'den in vivo
kosullarda olusturulabilir. UV 15181 suyu parg¢alamak i¢in yeterli enerjiye sahip degildir,
ancak H>O»'yi parcalayarak iki hidroksil radikali molekiilii verebilir. Bu radikalin yliksek

reaktivitesi, liretildigi yerde ani reaksiyon anlamina gelir.

2.5.7. Siiperoksit (O2 ) Radikal Siipiirme Yontemi (SOD)

Stiperoksit anyonlart (O’) zayif oksidanlar olmalarina ragmen; biyolojik
makromolekiillerle reaksiyona girerek doku hasarina neden olma potansiyeline sahip aktif
serbst radikallerdir. Lipitlerin peroksidasyonuna neden olan, her ikisi de oksidatif strese
katkida bulunan giiclii ve tehlikeli hidroksil radikalleri (OH-) ve singlet oksijen (O2) iiretirler.
Bu radikaller biyolojik acidan ¢ok toksiktir ve hastalik yapici mikroorganizmalari

engellemesinde organizmanin koruyucu sistemleri tarafindan kullanilir (Gulcin, 2020).

Stiperoksit anyon radikali, enzimatik ve enzimatik olmayan mekanizmalarla H,O-'ye
dontstiiriiliir (Gardner ve Fridovich, 1992). Siiplirme aktivitesinin belirlenmesine yonelik
biyoanalitik yontemler, siiperoksit anyon radikali olusturmak i¢in pH 7.4'te ksantin-ksantin
oksidaz sistemini kullanir. Normal dokuda ksantin oksidaz, elektronlar1 nikotinamid adenin
diniikleotide (NAD) aktaran bir dehidrojenaz enzimidir. Stres zamanlarinda, bu enzim bir
oksidaz enzimine doniistiiriilerek Oz ve H2O» iiretir. Bu nedenle, test tiiplinde pH 7.4'te
ksantin oksidaz art1 hipoksantin (veya ksantin) Oz~ olusturmak i¢in uygulanabilir. Ksantin
oksidaz, substratlarinin oksidasyonunu katalize ederken oksijeni azaltir, boylece O2~ ve H2O»
tiretir. Ardindan, O>™ nitroblue tetrazolium (NBT)’u formazana indirger (Bull vd., 1983) ve
formazan olusumu spektrofotometrik olarak 560 nm'de Slgiilebilir (Sanchez-Mareno, 2002).

Antioksidan bilesikler, O2™ i¢cin NBT ile rekabet eder ve reaksiyon hizini azaltir.
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2.6.  Antimikrobiyal Etki

Antimikrobiyal duyarlilik testi, ilag kesfi, epidemiyoloji ve terapotik sonuglarin
tahmini i¢in kullanilabilir (Balouiri vd., 2016). 1960'larda 6nemli antibiyotik gruplarinin
neredeyse tamaminin kesfedilmesi ve kemoterapide devrimin gerceklesmesinin ardindan
mikrobiyal direncin artmasi nedeniyle kesfedilen bilesikler etkilerini kaybetmeye
baslamistir. Giinlimiizde coklu ilag direngli bakterilerin neden oldugu hastaliklarin
tedavilerindeki basarisizliklar ¢ok dikkat ¢ekici olmakla beraber toplum sagligi i¢in kiiresel

bir endiseye doniismektedir (Balouiri vd., 2016).

Bu nedenle, yeni antibiyotiklerin kesfi ya da var olan antibiyotiklerin etkinliklerinin
gelistirilmesi biiylik 6nem tagimaktadir. Glinlimiizde yeni ilaglarin baslica kaynaklarindan
birisi dogal {irlinlerdir. Simdiye kadar kesfedilen antimikrobiyal bilesiklerin biiyiik bir

kismin1 mikrobiyal ve bitkisel tirlinler olusturmaktadir (Balouiri vd., 2016).

Insan ve hayvanlarda bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan dogal
kaynakli antibiyotiklerin yani sira sentetik antimikrobiyal ilag sinifinda genis spektrumlu
olma 06zelligi ile en 6nemli yeri siilfonamid tlirevi siilfa ilaglar almaktadir (Ovung ve

Bhattacharyya, 2021).

Stlfonamid yapilari, -SO,NH;> ve/veya -SO,NH- grubunu igeren organo-kiikiirt
bilesikleridir ve siilfanilamid grubu ile belirgin bir 6- veya 5-iiyeli heterosiklik halka
yapistyla karakterize edilirler (Ovung ve Bhattacharyya, 2021). Siilfonamidler biyolojik
olarak kolayca parcalanamadiklari i¢in sindirim ve solunum yollar1 hastaliklar1 dahil olmak
iizere cesitli olumsuz yan etkilere neden olma potansiyeline sahiptirler. Ancak siilfonamidler
Gram pozitif ve belirli Gram negatif bakterilere karsi ¢ok etkili olduklarindan, genis bir
aktiviteye sahip Onemli bir antibiyotik ilag grubundandir (Sultan, 2015; Ovung ve
Bhattacharyya, 2021).

Lavanya (2017) yapmis oldugu calismada, Klebsiella sp., Salmonella sp.,

Escherichia coli ve Enterobacter sp. tirlerinin siilfonamid antibiyotigine karsi duyarlt
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oldugunu, Pseudomonas aeruginosa ve Serratia sp. tirlerinin ise direngli oldugunu

bildirmistir.

Antimikrobiyal diren¢ insan, hayvan ve ¢evre sagligi i¢in giderek artan bir tehdit
olusturmaktadir. Antimikrobiyal direncin ana nedeni, bu ilaglarin agir1 kullanimidir; diger bir
faktor de sorunun iistesinden gelecek yeni ilaglarin bulunamamasidir. Siilfonamid ilaglarina
kars1 artan antibiyotik direnci ile birlikte, yeni ve etkili ilaglarin gelistirilmesine yonelik

onemli ¢abalarin yonlendirilmesi gerekmektedir (Ovung ve Bhattacharyya, 2021).

Bir ekstraktin veya saf bir bilesigin in vitro antimikrobiyal aktivitesini
degerlendirmek veya taramak igin gesitli laboratuvar yontemleri kullanilabilir. En bilinen
temel yontemler, disk difiizyon ve sivi veya kati besiyeri diliisyon yontemleridir (Balouiri

vd., 2016).

Siilfonamidler bademcik iltihabi, septisemi, meningokokal menenjit, basilli dizanteri
ve bir¢ok idrar yolu enfeksiyonu tedavisinde kullanilmaktadir (Wiedemann vd., 2014).
Stilfonamidler ayrica bazi mantarlara (Pneumocystis carinii) ve protozoalara (Toxoplasma,
Coccidia) karst inhibitor aktivite gosterirler (McFarland vd., 2016). Siilfonamid (SN),
siilffametazin ve siilfadiazin (SDZ) ilaglarinin antibakteriyel etkisini gdsteren birgok
yayinlanmis rapor bildirilmistir. SN ve tlirevleri, Nocardia, Staphylococcus aureus ve
Escherichia colimin neden oldugu bakteriyel enfeksiyonlara kars1 kullanildiginda belirgin
antimikrobiyal aktivite gostermistir. SN ila¢ grubunun, nitro grubu gibi elektron g¢ekici
gruplarla ikame edildiginde antibakteriyel etkinliginin arttigi goriilmiistiir (Ovung ve

Bhattacharyya, 2021).

Bakteriler antibiyotik ilaglara ya endojen dikey evrim ya da eksojen yatay evrim iki
farkli sekilde direng gosterebilir. Dikey evrim, bakteri genomunda kendiliginden meydana
gelen ve daha sonra yavrularia aktarilan mutasyondan diren¢ kazanmay1 ifade ederken,
yatay evrim, akraba olmayan bakteriler arasindaki diren¢ genlerinin transferini tanimlar.
SN'ye karsi bakteriyel direng, bildirilen bazi direng vakalarinin (i) trimetoprim-
stilfametoksazole (siddetli solunum yolu enfeksiyonlarinin tedavisinde profilaksi olarak
kullanilir) Preumocystis carinii direncine bagli olarak sik sik rapor edilmistir, (i) SDZ'ye

direng genleri, Serratia marcescens ig¢in polimiksin B'ye duyarliligin olmadigin1 gosteren
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fenotipik doniisiimle sonuglandigi, (iii) SN'ye kars1 direngli bakteri genlerinin toprakta
yayildig1 ve kiimes hayvani ¢iftlikleri ¢cevresinde tespit edildigi ve (iv) ¢evrede kesfedilen
SN'ye direngli bakteri genleri ve (v) patojen bakteriler arasinda yayilan trimetoprim-SN

direncinin gelistigi ortaya ¢ikmistir (Lavanya, 2017).

Stilfonamid-Schiff bazi tiirevlerinin sentezi de dahil olmak iizere bu tiir bilesiklerdeki
yapisal modifikasyonlar, bakteriyel direncin iistesinden gelmeyi amaclayan biyoaktivite
gelistirme i¢in kullanilmaktadir. Direngli mikroorganizmalara kars1 inhibitor etki sergileyen
stilfonamid Schiff bazlarinin (Mondal vd., 2017), Stafilokoklar ve mantarlar i¢in aktivite ve
secicilige sahip siilfadiazin Schiff bazi tiirevlerinin, flukonazole direngli Candida auris
suslarina karsi antifungal aktivite sergileyen siilfonamid tiirevli Schiff bazlarinin
sentezlenmesi bu bilesiklerin tipta uygulama potansiyelini desteklemektedir (Kratky vd.,

2017).

Gugli ve etkili antimikrobiyal ilaglarin kesfi, yalnizca ciddi enfeksiyonlarin
tedavisinde degil, ayn1 zamanda kanser kemoterapisi ve cerrahi gibi diger terapotik
modalitelerin bazi1 enfeksiyoz komplikasyonlarinin kontroliinde ve tedavisinde de
terapotiklerdeki en 6nemli gelismelere isaret etmektedir (More vd., 2014). Tedavi icin biiyiik
miktarda antimikrobiyal ilaclarin mevcudiyetine ragmen, son yillarda antimikrobiyal
direngli mikrobiyal suslarin ortaya c¢ikmasi, yeni antimikrobiyal ajan smiflarinin

gelistirilmesi i¢in 6nemli bir ihtiya¢ olusturmaktadir.

2.7.  Antibiyofilm Aktivitesi

Mikroorganizmalar, dagilmis tek hiicrelerin saf kiiltiirleri olarak yasamazlar, bunun
yerine filmler, keceler, floklar, camur veya 'biyofilmler' gibi polimikrobiyal kiimeler
olusturmak i¢in arayiizlerde birikir. Mikrobiyal biyofilmler yaygin olarak {i¢ boyutlu bir
yapida olusturulmus yerlesik mikrobiyal konsorsiyum olarak tanimlanir ve en azindan
kismen mikrobiyal topluluk tarafindan sentezlenen malzemeden olusan bir matrikse gomiilii
prokaryotik ve/veya dkaryotik hiicrelerden olusan ¢ok hiicreli topluluklardan olusur (Giin ve

Ekinci, 2009).
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Biyofilm olusumu, mikrobiyal yapisma ile baslayan, proteinler, polisakkaritler, hiicre
dis1t DNA ve bazen hiicrede yer alan diger molekiiller gibi bir veya daha fazla polimerik
maddeden olusan hiicre dist bir matriksin iiretimi ve birikimi ile baslayan ¢ok asamali bir
siirectir (Flemming ve Wingender, 2010). Ekstraseliiler matriks, polisakkarit, protein, DNA
ile sudan olusur ve biyofilm hiicrelerinin tutunmasini saglar. Sikica yiizeye tutunan bakteri
burada iireyerek mikrokolonileri, mikrokolonilerde biiyiiyerek ve genisleyerek biyofilm
tabakasini olusturur (Sekil 10)(Gilin ve Ekinci, 2009). Biyofilmlerdeki bakteriler ayrica
salgilanan kimyasal sinyalleri kullanarak hiicre-hiicre iletisimi yoluyla davraniglarini
koordine etmektedirler. Hiicre sinyali (Quorum sensing), hiicre yogunlugunu (¢ekirdek

algilama veya QS olarak da adlandirilir) veya ¢evresel ipuglarimi degerlendirerek,

bakterilerin ¢evrelerini algilamasina ve fenotipik olarak yanit vermesine olanak tanir (Hall-

Stoodley ve Stoodley, 2009).

Sekil 10. Bakterilerin yiizeyde biyofilm olusturma agamalar1 (Giin ve Ekinci, 2009).

Biyofilm olusumu ¢ok sayida patojen i¢in kanitlanmistir ve agik¢ca Onemli bir
mikrobiyal hayatta kalma stratejisidir. Glikokaliks matriksi, besin maddelerini konsantre
ederek hiicreleri siirfaktanlardan, biyositlerden ve fagositik hiicrelerden korur. Hiicreler bir
biyofilm i¢inde var olduklarinda antimikrobiyal ajanlarin etkilerine karg1 10-1000 kat daha
direncli hale gelebilirler. Bir ekzopolisakkarit matriksinin veya glikokaliksin iiretimi,
biyofilmlerin ayirt edici 6zelliklerinden biridir. Bu matriksin, diger islevlerinin yam sira,
antibiyotiklerin biyofilm icine gomiilii bakteri hiicrelerine erisimini engelledigi
bilinmektedir. Son yillarda yapilan caligmalar biyofilmlerin antibiyotiklere direncinin,
normal planktonik hiicrelerde goriilen antibiyotik direncine kiyasla arttigin1 gostermektedir.

Biyofilmlerin antimikrobiyal ajanlara nasil ve neden bu kadar direngli oldugunu belirlemek
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icin ¢esitli model sistemler kullanilmaktadir. Organizmalarin sayisi, metabolik durumlar1 ve
ekzopolisakkarit glikokaliks tarafindan korunmalar1 gibi etkenler, bir antibiyotigin bir
biyofilmdeki organizmalara niifuz etme ve organizmalar1 6ldiirme yetenegini etkileyebilir.
Azalan antibiyotik duyarliligina ek olarak, biyofilmler konake¢1 fagositik savunmalara karsi
direng gosterir. Biyofilm olusumunun ¢ok sayida kronik enfeksiyona neden oldugu veya

hastaliklar1 siddetlendirdigi kabul edilmektedir (Hall-Stoodley ve Stoodley, 2009).

Biyofilmlerin tip alaninda muazzam bir etkiye sahip oldugu giderek daha acik hale
gelmektedir. Enfeksiyon hastaliklar1 ile biyofilm olusturan mikroorganizmalar arasinda
kuvvetli bir iligki vardir. Biyofilmler, kateterler, yapay kalcalar ve kontakt lensler gibi bir¢ok
tibbi implant lizerinde olusabilir. Biyofilmler bakterileri nem, 1s1 ve pH gibi cevresel
kosullardaki degisimler ve ultraviyole 15181 zararlarindan korudugu i¢in antimikrobiyal
diren¢ gelisimine neden olur (Giin ve Ekinci, 2009). Antimikrobiyal maddelere kars1 artan
diren¢ enfeksiyon tedavilerini zorlastirmakta boylece tedavi maliyetini ve hasta travmalarini
arttirmaktadir. Hastane enfeksiyonlarinda biyofilmlerin 6nemi arttik¢a, antimikrobiyal
ajanlarin bu yiizeye bagh topluluklar tizerindeki etkilerinin arastirilmasina ¢ok fazla zaman
harcanmaktadir. Hastalik sayisindaki artis ve artan bakteri direnci ve biyofilm olusumu, daha
fazla umut vaat eden antibakteriyel ajanlar1 kesfetme talebinin artmasina neden olmaktadir.
Biyofilm enfeksiyonlar1 i¢in mevcut tedavi stratejilerinin yani sira yeni tedavi stratejilerinin

tyilestirilmesi i¢in veri saglayacak calismalar arastirma konusu olmaktadir.

2.8. Topoizomeraz

DNA topoizomerazlari, DNA'min fosfodiester omurgasin1 kirarak ve yeniden
birlestirerek DNA'nin topolojik durumunu degistiren benzersiz bir enzim sinifidir. DNA,
replikasyon ve transkripsiyon gibi bir¢ok hiicresel islem sirasinda konformasyonel ve
topolojik degisikliklere ugrar. Topoizomerazlar DNA'daki bu konformasyonel ve topolojik
degisiklikleri ¢ozmek i¢in evrimlesmislerdir. Tiim topoizomerazlar, sarmal ayrilmasin
tesvik etmek i¢in kullandiklar: bir niikleofilik tirozin igerir. Bu 6zellik, DNA bdliinmesini
gecici kovalent bir enzim-DNA eklentisinin olusumuna baglar ve bu da kromozoma zarar
verebilecek centikli veya kirik DNA duplekslerinin yanliglikla salinmasint 6nler (Vos vd.,

2011).
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Hem prokaryotik hem de 0karyotik hiicrelerden iki tip topoizomeraz bulunmaktadir.
Reaksiyon mekanizmalarindaki temel farkliliklara dayanarak, DNA topoizomerazlar1 iki
tipte siniflandirilir. Tip I DNA topoizomerazlari, DNA ¢ift sarmalinin bir sarmalin1 gegici
olarak kirarak DNA'nin topolojik durumunu degistirir ve bu nedenle karakteristik olarak
DNA'min baglanti sayisini birin katlar1 halinde degistirir. Tip II DNA topoizomerazlar,
gecici, enzim kopriilii, ¢ift sarmalda kirilmalar yaparak sarmal gecirme reaksiyonunu
katalize eder ve sonug olarak DNA'nin baglanti1 sayisini ikinin katlar1 halinde degistirir. Her
iki topoizomeraz tiirii de memeli hiicrelerinden izole edilmistir. iki topoizomerazdan
herhangi biri asir1 sarmal DNA'y1 gevsetebilirken, yalnizca DNA topoizomeraz 11, sarmal
gecirme aktivitesi araciligiyla i¢ ice gegmis iki DNA dairesini ayirabilir. Memeli DNA
topoizomerazlarinin gevseme aktiviteleri, muhtemelen replikasyon ve transkripsiyon gibi
cesitli DNA islemleri sirasinda iiretilen sliper sarmallarin gevsemesinde rol oynar (Schoeffler

ve Berger, 2008).

2.8.1. DNA Topoizomeraz I

Memeli DNA topoizomeraz I'in ilk 6rnegi olan insan DNA topoizomeraz I (100 kd),
insan kromozomu 20q12-13.2 iizerinde yer alan tek kopyal1 bir gen tarafindan kodlanan bir
monomerik proteindir (Liu, 1989). Diger 6karyotik tip I DNA topoizomerazlar gibi, insan
topoizomerazi I de gevsemeyi katalize eder. Memeli DNA topoizomeraz I'in varsayilan bir
reaksiyon ara maddesi karakterize edilmistir. Bu ara madde, topoizomeraz I reaksiyonu SDS
gibi giiclii bir deterjanla sonlandirildiginda diisiik diizeyde de olsa proteine bagli, tek sarmalli
DNA kirilmalar1 olarak saptanabilmektedir. Topoizomeraz I, bir tirosil fosfat bagi yoluyla
kirik DNA zincirinin 3'-fosforil ucuna kovalent olarak bagli olarak bulunur. Topoizomeraz
I-katalizli gevseme reaksiyonu i¢in basit bir model, Sekil 11'de gosterilmektedir. Memeli
DNA topoizomeraz I'in DNA ile hizli dengede olan en az iki farkli kompleks olusturdugu
bilinmektedir: bdliinmeyen kompleks (B) ve boliinebilen kompleks (C). Boliinebilir
kompleksteki iki kirtk DNA ucunun bagil doniisii, DNA gevsemesine yol agar. Boliinebilir
kompleksin SDS veya alkali gibi giiglii bir protein denatiire edici ajana maruz kalmasi, tek
sarmalli DNA kirilmalarma ve topoizomeraz I polipeptit zincirinin, bir fosfotirosil bagi
aracilifiyla kirik DNA sarmalinin 3'-fosforil ucuna kovalent baglanmasina neden olur.
Kamptotesin boliinebilir kompleksi stabilize eder ve onu iiretken olmayan bir {gli

komplekse doniistiiriir (Rothenberg, 1997).
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Boliinebilir kompleksteki iki kirik ucun goreli doniisli, asir1 sarmal DNA'nin
gevsemesine yol acar. Topoizomeraz I boliinme bdlgelerinin siralama ¢alismalari, béliinme
bolgesinin 3' ucunda 4 b¢'den ve 5' ucunda 1 b¢'den olusan gevsek bir sekilde tanimlanmis 5
b¢'lik bir sekansin tercih edildigini ortaya koymustur. Bununla birlikte, donme benzeri
aktivitesinin DNA replikasyonu, RNA transkripsiyonu ve diger DNA fonksiyonlar1 i¢in
onemlidir. RNA transkripsiyonunda memeli DNA topoizomeraz I'in rolii oldugu
bilinmektedir. Spesifik topoizomeraz I zehiri kamptotesin kullanilarak, topoizomeraz I
boliinme bolgeleri belirlenmis ve bunlarin hem insan ribozomal gen tekrarlarinin hem de
tirozin aminotransferaz geninin kopyalanan boélgesi ile smirli oldugu gosterilmistir.
Topoizomeraz I boliinme bolgelerinin varligi da transkripsiyon aktivasyonuna paraleldir.
Topoizomeraz I'in, transkripsiyon tarafindan iiretilen kivrilma dalgalarinin modiile

edilmesinde rol oynadigini 6ne siiriilmektedir (Rothenberg, 1997).

Tip I topoizomerazlar kendi igerisinde iplik¢ik boliinmesinin polaritesine gore [1A ve
IB olmak iizere iki aileye ayrilir. Topo IA, gecici bir 5'-fosfo-tirozin kovalent ara iiriinii
olusturur ve serbest bir 3'-OH ipligini serbest birakirken, Topo IB, bir 3'-fosfo-tirozin
kovalent ara maddesini olusturur ve serbest bir 5'-OH ipligini serbest birakir. Tip [A
enzimleri, bozulmamis ipligin kirik iplikten gecisini desteklerken, tip IB enzimleri, kopmus
ipligi saglam iplik etrafinda donmesi igin serbest birakir. Topo IA ve Topo IB arasindaki
boliinme, bu iki enzim ailesi arasinda dizi veya yapisal benzerligin olmamastyla desteklenir.
Hemen hemen tiim Topo IA ve Topo IB monomeriktir ve tek bir topoizomeraz alani
tarafindan olusturulur. Istisnalar, topoizomeraz alaninin helikaz benzeri bir alana kaynastig:
ters girazlar ve topoizomeraz alaninin bir DNA onarim benzeri alana kaynastig1 Topo V'dir

(Taneja vd., 2006).
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Sekil 11. Memeli DNA topoizomeraz I reaksiyon mekanizmasi (Liu, 1989).
2.8.2. Memeli DNA Topoizomeraz | Zehirleri-Kamptotesin

Biyomedikal tarafta, topoizomeraz inhibisyonunun terap6tik miidahale i¢in oldukca
cok yonlii ve yararl bir yaklasim oldugu kanitlanmistir. Topoizomerazlari hedef alan kiigiik
molekiillii ajanlar, etki tarzlarmma gore iki genis sinifa ayrilir: enzim aktivitesini azaltan

inhibitorler ve DNA pargalama komplekslerini stabilize eden zehirler (Staker vd., 2002).

Nyssaceae familyasinin Camptotheca acuminata tiiriinden izole edilen sitotoksik bir
bitki alkaloidi olan Kamptotesin, deney hayvanlarinda genis bir antitliimor aktivite
spektrumuna sahip kesfedilen ilk spesifik topo I inhibitoriidiir. Kamptotesin, yiiksek oranda
faza 0zgii bir sitotoksik ilagtir ve S-fazi hiicrelerini segici olarak oldiiriir. Topoizomeraz 11
zehirleri gibi, kamptotesin de kardes kromatid degisimlerini ve kromozomal anormallikleri,
kiiltiirlenmis memeli hiicrelerinde hem DNA hem de RNA sentezini giiclii bir sekilde inhibe

eder ve kromozomal DNA'nin par¢calanmasini indiikler (Koster vd., 2007).

Kamptotesin, saflastirllmis DNA'ya baglanmaz veya onunla reaksiyona girmez.
Kamptotesin, saflastirilmis RNA veya DNA polimerazlarini da inhibe etmez. Yapilan
caligmalar kamptotesinin memeli DNA topoizomeraz I'in kirilma-yeniden birlesme
reaksiyonuna anahtar kovalent reaksiyon ara {irlinii olan boliinebilir kompleksi hapsederek
miidahale ettigini gostermektedir (Sekil 11). Baska bir ifadeyle kamptotesin, replikasyon
sirasinda olugsan normalde gecici boliinebilir DNA-topo I kompleksine baglanir ve onu

stabilize eder (Liu, 1989; Vos vd., 2011).
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Bununla birlikte, kamptotesin ile stabilize edilmis pargalanabilir kompleksler,
parcalanamayan komplekslerle hala hizli bir denge halindedir. ilagla stabilize edilmis
parcgalanabilir komplekslerin gli¢lii bir protein denatiirana maruz kalmasi, topoizomeraz I'e
bagli, tek sarmalli kirilmalara yol acar. Kamptotesin (CPT)'ler kovalent 3-fosfotirozil ara
maddesini baglar ve spesifik olarak DNA’nin yeniden ligasyonunu bloke ederek topo I'i
DNA'ya zarar veren bir ajana doniistiiriir. Bu 6nerilen mekanizmaya dayanarak, kamptotesin
bu nedenle bir topoizomeraz I zehiri olarak kabul edilebilir. Kamptotesin ile uyarilan DNA
boliinme bolgelerinin ¢ogu, kamptotesin yoklugunda topoizomeraz I'in arka plandaki

boliinme bolgelerine benzer konumlarda meydana gelir (Staker vd., 2002; Vos vd., 2011).

Kamptotesin ile muamele edilmis hiicrelerde hiicresel DNA'ya ¢apraz baglanan
proteinin kimliginin, topoizomeraz I'e 0Ozgii antikorlarla immiinoblotlama yoluyla
topoizomeraz I oldugu gosterilmistir. Bu sonuglar, kamptotesinin DNA topoizomeraz |

yoluyla DNA'ya zarar verdigini gostermektedir (Rothenberg, 1997).

Kamptotesin  spesifik olarak topoizomeraz I'in kirilma-yeniden birlesme
reaksiyonuna, ayrica enzimi varsayilan bir kovalent reaksiyon ara {iriinii olan boliinebilir
komplekse hapsederek miidahale eder. Bu ilaca stabilize edilmis pargalanabilir kompleksler,
diger protein-DNA komplekslerinin aksine, SDS gibi gii¢lii bir protein denatiiran ile
islenerek proteine bagli DNA kiriklarina doniistiirtilebilir. Bununla birlikte, protein
denatiiranlarin  yoklugunda, pargalanabilen kompleksler, tersine ¢evrilebilir sekilde
parcalanamayan komplekslere doniistiiriilebilir. Bu tiir geri doniistimlii DNA hasari, memeli
hiicrelerinde yeni bir DNA lezyonu tipini temsil eder. Bu tiir ilagla stabilize edilmis
topoizomeraz parcalanabilir kompleksler, ¢ogalan hiicreler i¢in Oldiiriictidiir ve
topoizomeraz zehirlerinin antitiimor aktivitesinden sorumludur. DNA metabolizmasina
miidahale, diger bircok antitiimor ilacinda oldugu gibi, topoizomeraz zehirleri tarafindan
timor hiicresi Oldiirmenin ana mekanizmasidir. Replikasyon catallarinin ilagla stabilize
edilmis topoizomeraz-DNA parcalanabilir kompleksleri tarafindan spesifik olarak
durdurulmasi, DNA topoizomeraz I zehirleri i¢in hiicre 6ldiirmenin olas1 bir mekanizmasidir

(Liu, 1989).
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2.8.3. Kamptotesin Olmayan Topoizomeraz | Inhibitorleri

Saintopin, UCE6 ve UCE1022, topo I aracili boliinmeye neden olan yapisal olarak
iliskili antrakinon antibiyotiklerdir. Saintopin, indol tiirevi intoplisin gibi, topoizomeraz II
aracili DNA boéliinmesini de indiikler. Saintopin direngli hiicre hatlari, CPT-11 ile ¢apraz
direng gosterir. Capraz direncin mekanizmasi ilaca maruz kalmanin ardindan topo I'in hizl

asagi regiilasyonu gibi goriinmektedir (Taniguchi vd., 1996).

TAN-1518 A ve B olarak adlandirilan yeni naftasenkarboksamid antibiyotikleri, topo
I aktivitesini inhibe eder ve ayrica kiiltiirde ¢esitli murin ve insan tiimor hiicrelerinin
biliylimesini baskilar. TAN-1518, topo I ile kamptotesinden oldukga farkli bir sekilde
etkilesime girer ve sonug olarak bazi kamptotesine direngli hiicre hatlarinda aktiftir. TAN-
1518, boliinebilir kompleksi stabilize etmek yerine dogrudan topo I'in katalitik aktivitesini

inhibe eder ve boliinebilir kompleks olusumunu engeller (Rothenberg, 1997).

2.9. Siilfonamid Schiff Bazlar ile Yapilan Calismalar

Enantiyomerik bakir (II) Schiff bazi benzensiilfonamid eklentili tek boyutlu yeni
kiral Cu (II) tabanh tek boyutlu koordinasyona sahip [LCasH27CuN3OsS] (1a) ve [D-
CasH27CuN306S] (1b) polimerleri ile CT-DNA’ya baglanma modunu ve egilimini belirlemek
amaciyla yapilan calismada; yaklasik 275 ve 407 nm'de yogun absorpsiyon bantlari
sergiledigi CT-DNA’nin (0.2 x 10* M) kademeli olarak eklenmesi iizerine, 3 ile 5 nm'lik
hafif mavi kayma ile hiperkromik bir etki gdzlendigi kovalent olmayan hidrojen bagi
etkilesimleri ile elektrostatik mod araciligtyla CT-DNA dis ylizeyine baglandigi
belirtilmistir. 1a'nin karsilagtirmalit DNA baglanmalar1 (Kb) ile 6l¢tildiigii tizere 1b'ye kiyasla
terapotik bir ilag adayr olarak daha iyi beklentiler gosterdigi ortaya g¢ikarilmistir. SOD
mimetik aktivite sirasiyla 0,160 ve 0,198 1Cso degerleri belirlenmistir. 1a bilesiginin pBR322
DNA’y1 hidrolitik olarak kirdigi ve bilesiklerin topo I inhibitorii oldugu ifade edilmistir
(Afsan vd., 2020).

Benzenesulfonamide tiirevli bakir (IT) Schiff baz1 kompleksleri [Cu(L!).] (1) ve
[Cu(L?)2] (2), Schiff bazli iskele HL' ve HL?(E)-4-(2(2-hidroksibenziliden)amino)

etil)benzensiilfonamid ve (2-hidroksi-3metoksibenziliden)amino)etil)benzensiilfonamid ile
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yapilan baska bir ¢alismada 368—378 nm'de merkezlenmis intraligand absorpsiyon bandinda
mavi kayma ile hipokromizm goézlendigi, gozlemlenen "hipokromik etki", komplekslerin
aromatik kromoforu (ligand iskelesi) ile interkalatif baglanma modu ile CT-DNA ya
baglandig: bildirilmistir. Kompleks 2'ye kiyasla kompleks 1'in daha iyi baglanma egilimi ile
kovalent olmayan interkalatif baglanma modu ile baglandig1 ve kompleks 1'in DNA’y1,
oksidatif olarak kirdigi bulunmustur. Ayrica, kompleks 1'in topoizomeraz I enzimatik
aktivitesinin jel elektroforeziyle gerceklestirildigi calismada, 25 puM'lik disiik bir
konsantrasyonda dnemli inhibe edici etkiler sergiledigi tespit edilmistir (Afsan vd., 2020).

N-benzillenmis yeni siilfonamid tiirevi bilesiklerin DNA baglanma afinitesi,
absorpsiyon spektroskopisi kullanilarak 6l¢iilmiis ve seri boyunca hem hipokromik hemde
hiperkromik baglanma etkileri gdzlenmistir. Ayrica bilesiklerin antioksidan aktiviteleri
FRAP ve DPPH testleriyle arastirilmis ve bilesiklerin konsantrasyonlar1 ve inhibisyon
degerleri arasinda dogrudan bir korelasyon oldugu belirtilmistir. Sentezlenen bilesiklerin

DNA ile etkilesiminin zayif oldugu bulunmustur (Meseli vd., 2021).

Yeni kopriilii ¢cok bilesenli siilfonamid imidazol Schiff bazi hibritleri yapilan
caligmada UV-Vis spektrumlari, DNA'nin maksimum absorpsiyon zirvesinin (260 nm), sabit
bir DNA konsantrasyonunda hibrit 4h bilesigi igeriginin arttirilmasi iizerine hafifce
kirmiziya kaydigimi ve hibrit 4h ile DNA arasinda zayif hipokromik etki goriildigi
bulunmustur. Bazi hedef bilesikler, 6nemli antibakteriyel etki gdstermistir. Gozlemlenebilir
bir sekilde, biitilen hibritleri 4h, klinik MRSA'ya (MIK = 1 pug/ml) kars1 kayda deger inhibe
edici etkinlik sergiledigi ve bilesik 4h'nin MRSA membranina etkili bir sekilde miidahale
edebildigi, klinik MRSA suslarindan izole edilen bakteriyel DNA'ya kovalent olmayan
baglanma yoluyla bir supramolekiiler kompleks iireterek ekleyebildigini ve boylece DNA
replikasyonunu  engelleyerek  giiglii  antibakteriyel etkinligini  sergileyebildigini

bildirmislerdir (Hu vd., 2021).

Dort yeni N-ikameli benzensiilfonamid bilesikleri ile yapilan ¢alismada sentezlenen
bilesiklerin (5-8) ¢ozeltilerine DNA eklenmesi sonucu bilesikler (5-8) ve DNA arasindaki
etkilesim, bantlarin pozisyonunda herhangi bir degisiklik olmadan hiperkromizm ile
sonuglandigi, 5-8 bilesiklerin nispeten yliksek baglanma sabitleri ile interkalatif olmayan bir

yolla DNA ile etkilesime girebildigi bulunmustur. Bu siilfonamid bazli Schiff bazi
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bilesiklerinin, timdr biiyliimesini 6nleme potansiyeline sahip oldugu tespit edilmistir

(Glingor vd., 2021).

Siilfonamid ile yeni bir iki boyutlu bakir (II) koordinasyon kompleksinin DNA
baglanma etkisinin arastirildigi ¢alismada CT-DNA'nin artan konsantrasyonu (yaklasik 2.9,
4.5,5.9,7.5,8.9 x 10 M) varliginda kompleks ve serbest ligandin absorpsiyon spektrumu,
hafif bir kirmizi kayma ile onemli miktarda hiperkromizm gosterdigi, spektrumdaki
hiperkromizm, ¢ift sarmallit DNA sarmalinin, kompleksin DNA molekiilleri ile interkalatif
baglanma modu yoluyla hasar gérmesinin bir sonucu olabilecegi 6ngoriilmiistiir (Devi vd.,

2012).

Salisilaldehitler ve siilfametizolden elde edilen Schiff bazlar1 E-4-(2-hydroxy-3-
metoxybenzylidineamino)-N-(5-methyl-3,4-thiazol-2-yl)benzen sulfonamid (A) ve E-4-(2-
hydroxy-5-nitrobenzylidineamino)-N-(5-methyl-3,4-thiazol2-yl)benzen sulfonamid (B) ile
yapilan DNA baglanma deneyinde Schiff bazi B'nin CT-DNA'nin ¢ift sarmalina (hidrofobik
etkilesimler i¢in) karistigt; Schiff bazi A'nin ise CT-DNA ile baglanmasinin elektrostatik bir
etkilesim karakterine sahip oldugu ortaya ¢ikarilmistir (Pehlivan vd., 2018).

Siilfa azo boya bazli ligand ile yeni homo-binniikleer metal komplekslerinin DNA
baglanma afinitesinin arastirilmasi lizerine yapilan ¢alismada DNA konsantrasyonunun 5—
45 uM araliginda yiikseltilmesiyle, 414 nm'de goriinen HzL'nin absorpsiyon bantlarinin
%23,18'lik bir hipokromizm gosterdigi, komplekslerinin (bilesikler 1-5) ise hiperkromizme
maruz kaldigini1 gosterdigi, sirasiyla 1, 2, 3, 4 ve 5 bilesikleri i¢in 428, 360, 431, 427 ve 429
nm'de HoLL ve 1-5 komplekslerinin DNA’ya interkalasyon oluga baglanma modu ile
baglandig belirlenmistir. HoL selatlar1 1-5'in in vitro antibakteriyel ve antifungal etkinligi,
diflizyon agar teknigi uygulanarak tarandigi ¢alismada Gram negatif bakteriler i¢in 6rnek
olarak Salmonella typhimurium (RCMB 006) ve Gram pozitif bakteriler i¢in Staphylococcus
aureus (RCMB 010010) tiirleri secilmistir. Ayrica, maya tiirii olarak Candida albicans
(RCMB 005003 (1) ATCC) ve kif tirii Aspergillus fumigatus (RCMB 002008)
kullanilmistir. Serbest ligandin test edilen tiim organizmalara kars1 etkisiz oldugu, Ni (II)
kompleksi 3, 11.97 mm'lik inhibisyon bolgesi i¢inde S. aureus'a karsi iyi bir aktivite
sergiledigi, Co (II) kompleksi 2, 11.13 mm inhibisyon bolgesi i¢inde S. typhimurium'a kars
yiiksek etkinlik gosterdigi bulunmustur (Saad vd., 2019).
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Stilfametizolden iki farkli hidroksi benzaldehit tiirevi Schiff bazi1 sentezlemis (2,3-
dihydroxy benzaldehyde (DHBA) (1) ve 2,4,6-trihydroxy benzaldehyde (THBA) (2)
sentezlenen Schiff bazlari ile dana timus DNA's1 (CT-DNA) arasindaki fizyolojik pH'da (7.4)
baglanma 6zellikleri UV-Vis spektroskopi teknikleri kullanilarak arastirilmistir. Deneysel
sonuglar, Schiff bazlarmin 1:1 stokiyometride -elektrostatik mod ile CT-DNA'ya
baglanabilecegini dogrulamistir. Sentezlenen Schiff bazlarimin Candida albicans ATCC
10231'e karst antifungal aktiviteleri incelenmis ve minimum inhibitér konsantrasyonlari
(MIK) belirlenmistir. DHBA'dan sentezlenen Schiff bazi 1'in MIK degeri, THBA'dan elde
edilen Schiff baz1 2'ninkinden daha kiigiik oldugu, Schiff baz1 2, CT-DNA'ya Schiff bazi
1'den daha yiiksek afinite ile baglansa da Candida albicans'a kars1 Schiff baz1 1'den daha az
etkili oldugu tespit edilmistir (Biger vd., 2019).

Sonikasyon ve mikrodalga teknikleriyle sentezlenen Schiff bazi tiirevleri (3a-b),
Sulfathiazole (1)'in benzaldehit tiirevleri (2a—b) ile reaksiyonu yoluyla sentezlendigi,
ardindan sentezlenen Schiff bazlarinin tiyoglikolik yoluyla siklize edilmesiyle 4-
tiyazoledinon (4a-b) tiirevlerinin FRAP ve DPPH aktivitelerinin test edildigi bilesiklerin iyi
indirgeme giicii sergiledigini ve antioksidan aktivitesinin siklizasyon {izerine arttigi
bulunmustur. Bilesiklerin Klebsiella pneumonia, Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Raoultella planticola ve Pseudomonas aeruginosa bakteri suslarina kars1 ve antifungal
aktiviteleri i¢in Trichophyton mentagrophytes ve Aspergillus niger'e kars1 1y antimikrobiyal
aktivite gosterdigi ve kloro ikameli bilesiklerin muadillerinden daha iyi aktivite sergilemis

oldugu belirtilmistir (Hassan vd., 2023).

Oksazepin tlirevlerine doniistiiriilmiis siilfonamid Schiff bazlarinin antimikrobiyal,
antioksidan, in vivo sitotoksisite aktiviteleri acisindan test edildigi arastirmada; serbest
radikal inhibisyonu ve antioksidan aktivite, 2,2'-difenil-1-pikrilhidrazil radikali (DPPH) ve
ferrik indirgeyici antioksidan gii¢ (FRAP) yontemleri kullanilarak ger¢eklestirilmistir. Sonug
olarak serbest radikal yakalama aktivitesinin hidroksil grubunun varlifiyla arttigi one
stirlilmiistiir. Mikrodiliisyon teknigi ile Gram pozitif ve Gram negatif suslara kars1 in vitro
antimikrobiyal aktivite belirlenmis, sentezlenen tiirevlerin dnemli antimikrobiyal aktivite

sergiledigi bulunmustur (Hassan vd., 2023).
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Bir siilfadoksin-salisilaldehit Schiff bazinin (SFX-SL) ve yeni dimerik glimiis(I)
kompleksinin  (AgSFX-SL) sentezlendigi arastirmada, bilesiklerin antibakteriyel ve
antifungal aktiviteleri ¢alisilmig; Gram pozitif Staphylococcus aureus (¢oklu ilaca direngli),
S. epidermidis, Cutibacterium acnes ve Gram negatif Pseudomonas aeruginosa ve
Burkholderia cepacia gibi patojenler iizerinde MIK degerleri ile etkili bir antimikrobiyal

aktivite gosterdigi bulunmustur (Oliveira vd., 2022).

Siilfonamid parcali kurkumin iskelesine sahip on iki Schiff bazinin sentezlenerek
Gram pozitif, Gram negatif bakteri ve fungus tiirlerine ait 12 mikroorganizma paneline kars1
anti-enflamatuar, antinosiseptif aktiviteler agisindan test edildigi calisamada; bilesik 3c,
nistatin (MIK=15.63 ng/mL) ile karsilastirildiginda en iyi antifungal (Fusarium oxysporum)
aktiviteyi verdigi ayrica, bilesik 3a'nin antibakteriyel ilag siprofloksasin ve 3¢'nin antifungal
ilag nistatin ile kombinasyonu, tek tek ilaglarin kullanilmasina gore kayda deger sekilde daha
yiiksek antimikrobiyal etkinlik gosterdigi belirtilmistir. Siprofloksasinin (0.12 ug/mL)
bilesik 3a (7.8 ng/mL) ile kombinasyonu, siprofloksasinin kendisinden 8 kat daha gii¢lii olan
MRSA'nin biiylimesini inhibe ettigi bulunmustur (Ahmed vd., 2019).

5-Arilidinamino-1,3,4-tiadiazol-2-[(N-ikamelibenzol)]siilfonamidlerin sentezlendigi
calismada tiim bilesikler, istatistiksel olarak anlamli ICso degeri gosterdigi belirtilmistir. Test
edilen bilesikler arasinda (9c) en diisiik ICso degerine sahip DPPH radikali, nitrik oksit
anyonu ve lipid peroksidasyonuna kars1 en gii¢lii bilesik oldugu, (9¢) ve (9f) ABTS ve
stiperoksit anyon radikaline kars1 maksimum etkiyi gosterdigi, ¢alismada ayrica (9c), (9d)
ve (9f) bilesiklerinin ilgili standartlardan bile daha diisiik 1Cso degerleri gdsterdigini, bu
bilesiklerin standarttan daha gii¢lii oldugunu ve elektron- -OCHz (9c ve 9d) gibi fonksiyonel
grup veya serbest radikal (9f) ile baglanma yetenegine sahip -OH gibi fonksiyonel grubun
sorumlu oldugu bildirilmistir (Chhajed vd., 2014).

Stilfonamidlerden tiiretilen bir dizi yeni Schiff bazlar1 ve bunlarin geg¢is metali
bilesiklerinin (¢inko (II), nikel (II), bakir (II) ve kobalt (IT) gibi) sentezlendigi antibakteriyel
ve antifungal aktivitelerinin arastirildigir caligmada; altt Gram negatif (Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi ve
Shigella dysentriae) ve dort Gram pozitif (Bacillus cereus, Corynebacterium diphtheriae,

Staphylococcus aureus ve Streptococcus pyogenes) bakteri suslarna karst ve in vitro
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antibakteriyel aktivite ve in vitro antifungal aktivite (Trichopyton longifusus, Candida
albicans, Aspergillus flavus, Microsporum canis, Fusarium solani, Candida glabrata
tirlerine kars1) ic¢in kullanilmistir. Bu ¢alismalarin sonuglari, metal komplekslerinin,
kompleks olmayan Schiff bazlarina kiyasla daha antibakteriyel ve antifungal aktiviteye sahip

oldugunu géstermistir (Chohan vd., 2005).

Metal bazli antibakteriyel ve antifungal siilfonamidlerle yapilan ¢aligmada tiim
serbest stilfonamidler, tiim bakterilere kars1 orta ila 6nemli aktivite gosterdigi. Kompleksler
(1-16), E. coli, S. flexneri, S. typhi, S. aureus ve B. subtilis'e kars1 genel olarak 6nemli aktivite
sergiledigi ve antibakteriyel aktivitenin genel olarak ligandlarin komplekslesmesiyle arttig

bulunmustur (Chohan, 2009).

2-(Hidroksi)naftaldehit ve siilfonamidlerin (sufatiazol (STZ), siilfapiridin (SPY),
stilfadiazin (SDZ), siilfamerazin (SMZ) ve siilfaguanidin (SGN)) kondenzasyonundan
sentezlenen Schiff bazlarmin antimikrobiyal aktiviteleri, direngli Gram pozitif
(Staphylococcus aureus, Enterococcus facelis) ve Gram negatif (Streptococcus pyogenes,
Salmonella typhi, Shigella dysenteriae, Shigella flexneri, Klebsiella pneumonia) patojenlere
kars1 degerlendirilmis, direngli patojenlere karsi Schiff bazinin performansi standarda gére
daha iyidir ve MIK verileri 32-128 pg/ml iken, ana siilfonamidler etkili bir sekilde inaktif
(MIK>512 pg/mL) oldugu tespit edilmistir (Mondal vd., 2017).

Naftalin bazli siilfonamid AI®* iyonlarinin kullanarak hiicre ici gériintiilemesi, yapi,
ve biyolojik aktivitelerin arastirildig1 calismada floresan prob HL, (siilfametoksazoliin bir
Schiff bazi tiirevidir), birkag Gram pozitif (S. aureus ATCC 21737, Enterococcus facelis
ATCC 29212) ve Gram negatif (E. coli, ATCC 25922, S. typhi MTCC734, K. pnémoni
ATCC 714) bakteri tiirlerine kars1 orta diizeyde antimikrobiyal aktivite (MIK 32-64 pg/ml)
gosterdigi bildirilmistir (Mondal vd., 2017).

Salisilaldehidin farkli siilfad ilaglarla kondenzasyonundan tiiretilen siilfonamid-
iminlerin organoboron (III) komplekslerinin toksikolojik etkileri, biyolojik yonleri ve
spektral karakterizasyonlarinin yapildigi caligmada stilfonamid-iminlerin
bakteriyotoksisitesinin ve fungitoksisitesinin, fenildihidroksiboran ile selasyonda onemli

Olciide artabilecegi ve komplekslerin i1yi antibakteriyel ve orta derecede antifungal aktivite
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gosterdigi bildirilmistir. Kompleksler arasinda PhB(L1) 1.56 pg/L’den baslayarak S.
aureus'a kars1 biiyiime inhibisyonu sergiledigi, Ha-LsHa ligandlarimin ve bunlarin
komplekslerinin Gram negatif E. coli'ye karsi bakteriyel aktivitesinin 6,25 ile 100 pg/L
arasinda degiskenlik gosterdigi ancak E. coli nin en az LsH; ligandindan etkilendigi (MIK>
100 pg/L) bildirilmistir. Bununla birlikte, LoH2, LsH2, LsH2 ve LsH» ligandlarinin ve
bunlarin organoboron komplekslerinin Macrophomina phaseolina'ya karsi aktivitesinde
fazla bir degisiklik gézlenmedigi ancak LiH2 ligandi ve kompleksi, F. oxysporum ve M.
phaseolina kars1 12.5 ila 50 pg/L araliginda daha iyi biiyiime inhibisyonu sergiledigi
saptanmustir (Nagpal ve Singh, 2004).

Siilfonamid Schiff bazinin metal komplekslerinin ve karigik ligand komplekslerinin
incelendigi bir calismada ana HL Schiff bazi ligandindan Gram pozitif bakteri;
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) ve Bacillus subtilis (ATCC 6635), Gram negatif
bakteriler Salmonella typhimurium (ATCC 14028) ve Escherichia coli (ATCC 25922) ile
Candida albicans (ATCC 10231) ve Aspergillus fumigatus tiirlerine karst umut verici
antimikrobiyal aktivite gostermekle birlikte antikanser aktivite sergiledigi de bildirilmistir.
Ayrica ayni ¢alismada karisik ligand komplekslerinin metal komplekslerinden daha etkili

oldugu tespit edilmistir (Sharaby vd., 2017).

Schiff bazlarindan 4-kloro-N-[2-(hidrazinokarbonil)fenil]benzensiilfonamidin ¢esitli
aldehitlerle ve 2-{[(4-klorofenil)siilfonil]amino}benzoat'in hidrazin ile reaksiyona
sokulmasiyla sentezlendigi ve antioksidan aktivitenin DPPH yontemiyle test edildigi
caligmada, cok 1yi antioksidan aktivite gosteren 2, 8 ve 19 disindaki tiim bilesiklerin orta
derecede antioksidan aktivite gosterdigi beklirlenmistir. Yiiksek antioksidan aktiviteye sahip
bilesiklerin yapilarinda -NH2 ve -OH gruplarinin bulunmasi nedeniyle hidrojen atomlarinin
antioksidan potansiyel gostermesini saglamak i¢in iyi aktivite gostermis oldugu belirtilmistir
(Kausar vd., 2019).

Benzen kaynasmis monosiklik enediynyl amidler ve Siilfonamidlerle karsilagtirmali
olarak sentez, reaktivite ve DNA-kirma aktivitesinin arastirildigr calismada; 2a-2c
amidlerinin plazmid DNA'yt mikromolar konsantrasyonlarda pargalayabildigi ancak
silfonamidlerin, milimolar seviyede herhangi bir DNA-kirma aktivitesi gostermedigi

belirtilmistir. DNA-kirma etkinligi, DNA'ya baglanan akridin parcasini iceren 2c¢ i¢in en
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yiiksek oldugu, bu nedenle calismalarda, organik ¢oziiciilerdeki Bergman siklizasyonu
kinetiginin, sulu tamponda yapilan DNA-kirma aktivitesini tahmin etmek i¢in iyi bir kriter

olmayabilecegini gosterdigi tespit edilmistir (Basak vd., 2002)

Iki yeni Cu(Il) kompleksi, [Cu(L1)2(py)2(H20](C1) (HL1=N-(5-(4-metilfenil)-
[1,3,4]-tiadiazol-2-il))-naftalinsiilfonamid) ve [Cu(HL2)s](OH)2(C2) (HL2=N-(5-(4-
metoksifenil)-[1,3,4]-tiadiazol-2-il)-toluensiilfonamid) kompleksleri sentezlenerek DNA
kirma ve SOD mimetik aktivitelerinin arastirildigi ¢aligmada; 12 pM'de C1 ve C2
komplekslerinin asir1 sarmal DNA'in agik dairesel formuna kismi doniisiimiini
gergeklestirdikleri, 18 uM'de iki bilesik, asir1 sarmal DNA'nin agik dairesel ve dogrusal
DNA'ya tamamen bozunmasini indiikledigi belirtilmistir. Ayni kosullar altinda CuSQOs, her
iki bilesikten de daha az niikleolitik aktivite sergiledigi ve Cl'in iistiin bir niikleaz
aktivitesine sahip oldugu bulunmustur. C1 ve C2 komplekslerinin SOD benzeri
aktivitelerinde kompleks C1’in, C2'den daha giiglii, ICso degerleri 0,188 ve 0,295 uM
gosterdigi, bu degerlerin dogal Cu2Zn, SOD'den (0.006 uM) daha yiiksek, ancak ilgili
stilfonamid ligandlari ile komplekslerinkine benzer oldugu bildirilmistir (Hangan vd., 2018).
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UCUNCU BOLUM
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Siilfonamid Tabanh imin Bilesikler

Tez ¢alismas1 kapsaminda sentezlenen ve karakterize edilen bilesikler, COMU, Fen
Fakiiltesi, Anorganik Kimya Anabilim Dali Ogretim Uyesi Prof. Dr. Mustafa YILDIZ
tarafindan temin edilmistir (Tekin vd., 2022). Siilfonamid tabanli imin bilesiklerine ait

bilgiler Tablo 1, Sekil 12, 13 ve 14’te sunulmustur.

Tablo 1
Bilesik 1, 2 ve 3’lin kod, ad, kimyasal formiil, gergek agirlik, molekiiler agirlik, m/z ve

elemental analizleri

_ Kimyasal Gergek  Molekiiler Elemental
Kod i Formiil Agirhik Agirhik m/z Analiz
C, 57.33;
0 ) 1
(E)-4-fluoro-N-(2- 293.05 (100%), 44 1o,
g hydroxy-5- 294.00(@R1%). F, 6.48; N
Bilesik 1 . CuH12FNOsS  293.1 293.3 295.05 (4.7%), o N
methylbenzylidene)b 4.78; O,
enzenesulfonamide go.06 (174} 16.36; S
294.05 (1.2%) 1'0 9’3 '
C, 48.15;
(E)-4-fluoro-N-(2- 324.02 (100%), H,2.80;F,
o hydroxy-5- 325.02 (15.6%), 5.86; N,
Bilesik 2 itrobenzylidene)pen  C13HoFN20sS 324 3243 32602(4.7%),  8.64:0,
zenesulfonamide 326.03 (2.0%) 24.67; S,
9.89
(E)-4-fluoro-N-((2- 329.05 (100%), :36270%
hydroxynaphthalen- 330.06 (18.6%), 577 N '
Bilesik 3 1- Ci7H12FNOsS  329.1 329.3 331.05 (4.7%), 4'25f O,
yl)methylene)benzen 331.06 (2.3%), 14 57’_ S
esulfonamide 330.05 (1.2%) 974 '
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Sekil 12. (E)-4-fluoro-N-(2-hydroxy-5-methylbenzylidene)benzenesulfonamide (Bilesik 1)
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Sekil 13. (E)-4-fluoro-N-(2-hydroxy-5-nitrobenzylidene)benzenesulfonamide (Bilesik 2).

Sekil 14. (E)-4-fluoro-N-((2-hydroxynaphthalen-1-yl)methylene)benzenesulfonamid
(Bilesik 3).
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3.2.  Yontem
3.2.1. Bilesiklerin DNA ile Etkilesimlerinin Analizleri

Bilesiklerin DNA Baglanma Aktivitesinin Belirlenmesi

Calismada kullanilan bilesiklerin DNA ile baglanma etkilerine dana-timus (Calf-
Thymus, CT-DNA) kullanilarak bakildi. DNA’nin artan konsantrasyonlarinin her bes
dakikada bir TNE (8 mM Tris-HCI, 50 mM NaCl ve 1 mM EDTA) tamponuna eklenmesiyle
bilesiklerin DNA’ya baglanmalart 200-600 nm dalga boylart arasinda UV-Vis
spektrofotometrede 6lgiim alinarak analiz edildi (T80+ UV/Vis spectrophotometer). Her bir
olgtimde elde edilen piklerin absorpsiyonda gozlemlenen degisiklikleri sabitleninceye kadar
Olgtimler devam etti. DNA ile bilesiklerin baglanma sabiti (kb) asagida verilen formiile gore
hesaplandi (3.1).

[DNA]/(ea-f) = [DNA]/(eb-¢f) + 1/kb(eb-¢f) (3.1)
ea: Ol¢iilen konsantrasyonun soniim katsayisi,
eb: bagli bilesigin soniim katsayist,

ef: serbest bilesigin soniim katsayist.

Absorbans siddetinde olusan degisimlerin yiizde kromisitesi (%H) ise asagida

verilen formiille hesaplandi (3.2).

%H=[(Ai-As) /Ai]x100 (3.2)
Ai: Bilesige ait absorbans degeri,

As: Kademeli olarak eklenen DNA’nin en yiiksek miktarimin absorbans degeri.

Bilesiklerin DNA Kirma Aktivitesinin Belirlenmesi

Agaroz jel elektroforezi yontemi, bilesiklerin DNA kirma aktivitesinin
belirlenmesinde kullanildi. Ticari olarak temin edilen pBR322 plazmid DNA, bilesiklerin
dimetil siilfoksit (DMSO) ile hazirlanan farkli konsantrasyonlar1 (25, 50, 100, 200 ve 400
uM) ve Tris-HCI tamponu ile muamele edildi. Calisma hidrolitik ve oksidatif olarak iki
asamal1 olarak gerceklestirildi. Oksidatif aktivite ¢calismasinda DNA, tampon ve bilesige

ilave olarak ortama indiikleyici ajan olarak hidrojen peroksit (H20.) eklendi. Karisim 3 saat
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37°C’de inkiibe edildikten sonra jel yiikleme boyasi (6X) ile karistirildi. %1°lik agaroz jel,
elektroforezi yiirtitme tamponu olarak da kullanilan 1X TAE (400 mM Tris-200 mM asetik
asit-10 mM EDTA, pH: 8.2) ile hazirland1. Agaroz jele yiiklenen DNA karisimlart 60 V, 1
saatte ytriitiildi ve jelde olugan bant formlar1 UV goriintiileme sistemleri ile goriintiilendi
ve fotografland1 (DNA Bioimagining systems) (Qiao vd., 2011).

3.2.2. Antioksidan Aktivite Analizleri

DPPHe- Radikali Giderme Aktivitesinin Belirlenmesi

Serbest radikal giderme aktivitesi analizleri Kim vd. (2012) metodu degisiklikler
yapilarak 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPHe) radikali ile yapildi. Bilesiklerin bu radikal ile
reaksiyona girmesinin ardindan menekse moru rengine sahip radikalde meydana gelen renk
degisimine gore % inhibisyon degerleri asagidaki formiil ile hesaplandi (3.3). Biitillenmis

hidroksitoluen (BHT) pozitif kontrol olarak kullanildi.

% Inhibisyon= (Ak - As) / Akx 100 (3.3)
Ax: Kontrole ait absorbans degeri,

As: Ornege ait absorbans degeri.

ABTS™ Katyon Radikali Giderme Aktivitesinin Belirlenmesi

ABTS"" katyon radikali giderme aktivitesi analizleri Gulcin (2020) metodunda birkag
degisiklik ile 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiozolin-6-siilfonik asit) (ABTS) kullanilarak
yapildi. ABTS yontemi elektron bazli bir antioksidan ydntemi olmasiyla ABTS™" radikal
katyonu olusturularak, bu katyonun antioksidanlar tarafindan giderilmesi yontemine

dayanmaktadir.

Bu yontem ABTS nin potasyum persiilfatla (K20gS2) reaksiyona girmesiyle olusan
mavi/yesil renge sahip ABTS radikal katyonunun 734 nm’de Olglilmesiyle gerceklestirildi.
7 mmol ABTS, 2.45 mmol potasyum persiilfat ile muamele edildi. Elde edilen karisim daha
sonra oda sicakliginda 16 saat inkiibasyona tabii tutuldu. Koyu renkli bu ¢ozelti etanol ile
734 nm dalga boyunda 0.7 absorbansa sahip oluncaya dek seyreltildi. Seyreltilen bu karisim
bilesikler ile muamele edildi (Miller vd., 1993). Karisim 30 dakika kadar tekrar inkiibasyona

birakildiktan sonra 734 nm’de spektrofometre cihazinda okumalart alind1 ve % inhibisyon
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degeri asagida verilen formiil kullanilarak hesaplandi (3.4). Pozitif kontrol olarak BHT
kullanildi.

% Inhibisyon= (Ak - As) / Akx 100 (3.4)

Ax: Kontrole ait absorbans degeri,

As: Ornege ait absorbans degeri.

FRAP (Demir (IIT) indirgeyici Antioksidan Gii¢c Yontemi) Aktivitesinin

Belirlenmesi

FRAP aktivitesinin belirlenmesinde 10 pg/mL ile 100 pg/mL arasinda farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan bilesikler FRAP aktivitesinde kullanilan reaktif ile karigtirildi
(Benzie ve Strain, 1996). FRAP Reaktifi i¢in 10:1:1 oraninda sirasiyla ilave edilen sodyum
asetat tamponu (0,3 M), 2,3,5-Triphenyltetrazolium chloride (TPTZ) soliisyonu (10 mM) ve
FeCl3 (20 mM) soliisyonu karistirilarak 37°C’de 15 dk bekletildi. Reaktifin bilesikler ile
muamelesinden sonra karisim yaklasik 30 dk karanlik ortamda inkiibasyona birakildi. Pozitif
kontrol olarak BHT standardi kullanildi ve Sl¢timler reaksiyon sonunda 593 nm dalga
boyunda yapildu.

CUPRAC (Cu (II) Iyonu indirgeyici Antioksidan Kapasite Belirleme Yontemi)

Aktivitesinin Belirlenmesi

Bilesiklerin CUPRAC aktivitesinin belirlenmesi i¢in Apak vd. (2005) yontemi birkag
modifikasyon uygulanarak gergeklestirildi. Spektrofotometre kiivetlerinin her birine CuCly
(1,0 x 102 M), neokuproin (7,5 x 10 M), amonyum asetat (1 M) ¢ozeltilerinden ve 10
ug/mL ile 100 pg/mL arasinda farkli konsantrasyonlardaki bilesiklerden 250’ser uL ilave
edilerek 1000 pL saf su eklendi. Karigimlar oda sicakliginda karanlik bir ortamda 30 dk
siiresince inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda, 450 nm’de alinan absorbans degerleri BHT

standart1 ile karsilastirildi.
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Hidroksil Radikal Siipiirme Aktivitesi

Bilesiklerin hidroksil radikal siipiirme aktiviteleri Zhang vd. (2011) metoduna gore
yapildi. Reaksiyon tiipline sirastyla 0.3 mL 20 mM sodyum salisilat, 1 mL 1.5 mM demir
stilfat, 10 pg/mL ile 100 pg/mL arasinda farkli konsantrasyonlardaki bilesiklerden 1 mL
konuldu ve tizerine 0.7 mL 6 mM H20; ilave edilerek hemen karistirildi ve daha sonra
karigim 1 saat 37°C su banyosunda inkiibe edildi. Spektrofotometrede kore karst 510 nm'de
alinan absorbans degerleri pozitif kontrol olarak kullanilan askorbik asit ile karsilagtirildi.

Orneklerin % Hidroksil temizleme yetenegi asagida verilen formiile gore hesaplandi (3.5).

Hidroksil radikal temizleme yetenegi (%) = [(Ao- A1) /Ao] X 100 (3.5)
Ao: Numune yoklugunda absorbans degeri,

Ai: Numunelerin varliginda absorbans degeri.

Siiperoksit Anyon Radikalleri Siipiirme Aktivitesi (SOD Benzeri Aktivitesinin

in vitro Degerlendirilmesi)

Siiperoksit anyon radikali giderme aktivitesi Gonzalez-Alvarez vd. (2003) metoduna
gore yapildi. 10 pg/mL ile 100 pg/mL arasinda farkli konsantrasyonlardaki bilesiklerin 0.1
mL ¢ozeltisi ve 0.1 mL ksantin oksidaz, 0.69 mL potasyum fosfat tamponu (pH = 7.8), 0.025
mL NBT ve 0.085 mL ksantin iceren 0.8 mL'lik bir ¢ozeltiye ilave edildi ve 560 nm'de
spektrofotometrik olarak izlenen nitro blue tetrazolyumun (NBT) (5.6x10~° mol/L) mavi

formazana indirgenmesi ile tespit edildi.

3.2.3. Antimikrobiyal Aktivite Analizleri
Broth Mikrodiliisyon Yontemi

Antimikrobiyal c¢alismalar Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii (CLSI)
dokiimanlarinda belirtilen prosediire uygun olarak broth mikrodiliisyon metodu ile
gerceklestirildi. Caligmasi kapsaminda Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia
coli NRRL B-3704, Escherichia coli ATCC 25922, Proteus vulgaris ATCC 13315, Bacillus
subtilis ATCC 6633, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC
29212, Listeria monocytogenes ATCC 7644 bakterileri ve Candida albicans ATCC 60193
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mayasi kullanildi. Bakteriler i¢in Miieller-Hinton agar, maya igin ise Sabouraud Dekstroz
agar mikroorganizmalarin canlandirilmas: isleminde kullanildi. Canlandirma islemi
ardindan mikroorganizmalar 0.5 McFarland standardina uygun ayarlandi ve deney 96
kuyucuklu U taban plakalarda Miieller-Hinton broth ve RPMI besiyeri sirasiyla bakteriler ve
maya i¢in kullanilarak gergeklesti. Bakteriler 37°C’de 24 saat, maya ise 30°C’de 48 saat
inkiibasyona birakildi. MIK degeri hesaplamak i¢in mikroorganizma iiremesinin énlendigi,

iremenin gerceklesmedigi ilk kuyucuk dikkate alind.

Antifungal Aktivitenin Disk Difiizyon Yontemi ile Belirlenmesi

Azgin (2013) metodu modifiye edilerek Aspergillus fumigatus NRRL 163 ve
Penicillium notatum NRRL 807 tiirlerine ait kiif sporlar1 elde edildi. Antifungal ¢aligmalar
CLSI dokiimanlarinda belirtilen prosediire uygun olarak agar disk difiizyon metodu ile
gerceklestirildi. Kontrol antibiyotigi olarak Miconazole 10 (MCZ10) ve Amfoterisin B 20
(AMB20) kullanildi.

3.2.4. Antibiyofilm Aktivite

Bilesiklerin antibiyofilm aktivite analizleri Deng vd. (2020) metoduna gore birkag
degisiklik yapilarak ‘F’ tabanli 96 kuyucuklu plakalar kullanilarak gerceklestirildi.
Mikroorganizmalarin gelisimi i¢in Tryptic Soy Broth (TSB) besiyeri kullanildi. Besiyerine
ilave olarak %5 glikoz eklendi ve 24 saat 37°C’de inkiibasyona birakilarak biyofilm
olusturmalar1 saglandi. Inkiibasyon siiresinin ardindan ¢alisma TSB ortaminda
mikroplakalarda seri dilisyon yontemi ile gerceklestirildi. Tekrar 37°C’de 48 saat
inkiibasyona birakilan mikroorganizmalarin absorbans degerleri 620 nm’de okutuldu ve

degerleri alindi. Asagidaki formiilde yerine yazildi ve % inhibisyon degerleri belirlendi (3.6).

% 1nhibisyon = (Abs pozitif kontrol —ADS test bilesigi) /Abs pozitif kontrol X 100 (3-6)

Test bilesiklerinin  biyofilm inhibisyon ylizdelerinin hesaplamalar1 test

mikroorganizmalariin MIK degerleri dikkate alinarak gergeklestirlmistir.
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3.2.5. Topoizomeraz I Enzim Inhibisyon Aktivitesinin Belirlenmesi

Topoizomeraz | enzim inhibisyon aktivitesinin belirlenmesi topoizomeraz |
enziminin DNA ¢ift sarmalinin bir ucunda hasar olusturup tekrar onararak hareket ettigi,
DNA’nin halkasal yapidaki Form II' yi ve DNA’nin linear yapidaki Form I' i agik hale
getirmek i¢in DNA’nin siiper sarmal yapidaki Form III' iin relaksasyonuna neden oldugu
bilinmektedir (Liu vd., 2013). Bu enzimin kataliktik aktivitesinin mevcut oldugu
durumlarda, Form I bandinin kaybolmasi ile Form 11 ve Form Il olusumlari igin jel tizerinde
hareket gergeklesmektedir. Bu baglamda test edilen bilesiklerin topoizomeraz | aktiviteleri
belirlenmistir. Literatiir taramasi ve on deneylerden elde edilen veriler dikkate alinarak
deneylerde 0.20 ug plazmid DNA (pBR322) ve 2 U (iinite) topoizomeraz | enzimi
kullanilmustir. Pozitif kontrol olarak topoizomeraz inhibitorii olan kamptotesin (CPT)
kullanilmistir. Deney 35 mM Tris-HCI (pH:8.0), 72 mM KCI, 5 mM MgClz, 5 mM DTT
(ditiyotreitol), 2 mM spermidin ve 0.1 mg/ml BSA (bovine serum albumin) tampon ¢ozeltisi
ile gerceklestirilmistir. Agaroz jel %1°lik olacak sekilde 1X TAE tampon ¢ozeltisi ile
hazirlanarak 3 pL Etidyum Bromiir (EB) ilave edilmis ve ultraviyole 1sikta goriniirligii
saglanmistir. Bantlar hareketlerinin gergeklesmesi igin 45V, 3 saat elektroforez tankinda

yuriitmenin ardindan ultraviyole 1gikta fotograflanmistir.
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DORDUNCU BOLUM
ARASTIRMA BULGULARI
4. 1. Bulgular
4.1.1. DNA Baglama Aktivitesi Bulgular:

CT-DNA ile bilesik 1, 2 ve 3 arasindaki baglanma afinitesi oda sicakliginda Tris-
HCI/NaCl tamponunda literatiire (Yapar vd., 2022) gére UV-Vis spektroskopisi ile ¢alisildi.
Absorpsiyon spektroskopisi, herhangi bir materyalin DNA iizerindeki etkilerini arastirmak
icin en ¢ok kullanilan yOntemlerden biridir. DNA'ya karsi interkalasyon etkisi varsa
genellikle hipokromik etki goriiliir. Ancak malzemenin DNA ile etkilesimi elektrostatik veya
kismen interkalatif ise hiperkromik etki gozlenir. Ayrica, maksimum absorpsiyonlarin
kirmiziya kaymasi, HOMO ve LUMO enerji seviyeleri arasindaki farkin azaldigini ve
malzemenin DNA ile etkilesime girdigini gosterir. CT-DNA'nin yoklugunda ve varliginda

bilesik 1, 2 ve 3 icin absorpsiyon spektrumlar Sekil 15, 16 ve 17'de gosterilmektedir.

CT-DNA varliginda, Schiff bazlar1 1-3 iin absorpsiyon spektrumlarindaki pik
yogunluklarinda bir artis gozlenmektedir. Schiff bazlarinin absorpsiyon bantlarinin
siddetlerindeki artisin yani sira absorpsiyonlar1 da kirmiziya kaymaktadir (batokromik; 1-2
nm). Absorpsiyondaki kirmiziya kayma ve hiperkromizm derecesinin genellikle
elektrostatik baglanma kuvveti ile iligkili oldugu bulunmustur. Sekil 15°te goriildigi gibi,
bilesik 1’e eklenen CT-DNA miktar1 ile absorbans degerindeki degisimin %14-625
degerinde hiperkromizm ve 258 nm’deki absorpsiyonda batokromik kayma (kirmiziya, 1-2
nm) gozlenmistir. Bilesik 2’de, eklenen CT-DNA miktar1 ile absorbans degerindeki
degisimin %24-740 degerinde hiperkromizm ve 258 nm’de batokromik kayma (kirmiziya,
1-2 nm) gozlenmistir. Bilesik 3’tin UV-Vis spektrumu incelendiginde, eklenen CT-DNA
miktar1 ile absorbans degerindeki degisimin %20-600 degerinde hiperkromizm ve 258

nm’de batokromik kayma (kirmiziya, 1-2 nm) gézlenmistir.

Sonug olarak, bilesiklerin absorpsiyon spektrumlarinda hiperkromisite etkisinin

gozlemlenmesi, Schiff bazlarinin (1-3) DNA ile elektrostatik modla baglandigini ifade eder.
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Sekil 17. Bilesik 3’e ait UV-Vis spektrumu.
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4.1.2. DNA Kirma Aktivitesi Bulgulari

Bilesik 1’in hidrolitik olarak aktivite gostermedigi ve oksitleyici ajan varliginda
(H202) plazmid DNA iizerinde etkili oldugu, bilesik 2’nin hidrolitik olarak en diigiik 100
uM’lik konsantrasyondan itibaren DNA da tek kirik (Form II) olusturdugu ve oksitleyici
ajan (H20,) varliginda daha etkili oldugu, bilesik 3’iin en diisiik 25 uM’lik konsantrasyondan
itibaren hidrolitik olarak DNA da tek kirik (Form II) ve oksitleyici ajan (H20>) varliginda
400 pM’lik konsantrasyondan itibaren plazmid DNA’da ¢ift kirik (Form III) olusturdugu
belirlenmistir (Sekil 18).

Bilesik 1a Bilesik 1b

Form Il
Form |

Form Il
Form |
Bilesik 2a

Form Il
Form |

Bilesik 3a Bilesik 3b

Form II
Form III
Form I

a: Hidrolitik kirma, M: Marker, 1. Plazmid DNA, 2. DNA + 25 uM, 3. DNA + 50 uM, 4. DNA + 100 uM,
5. DNA + 200 uM, 6. DNA + 400 uM.

b: Oksidatif kima, 1. Plazmid DNA, 2. DNA + Hy03, 3. DNA + 25 uM + H203, 4. DNA + 50 uM + H20,,
5.DNA + 100 uM + H;0z2, 6. DNA + 200 uM + H202, 7. DNA + 400 uM + H20;

Sekil 18. Bilesik 1, 2 ve 3’e ait DNA kirma aktiviteleri.

4.1.3. Antioksidan Aktivite Bulgular

Calismada kullanilan Schiff bazlarmin (1-3) farkli konsantrasyonlarinin, doza
bagimli antioksidan aktivite gosterdigi belirlendi. Cesitli serbest radikallere kars1 bilesikler
1-3 iin ICso inhibe edici konsantrasyonlar: istatistiksel olarak anlamli olup Tablo 1'de
verilmigstir. Tablo 1’den goriildiigli iizere bilesik 1’in DPPH ve ABTS radikal giderme,

Stiperoksit ve Hidroksil anyon siiplirme aktivitesinin bilesik 2 ve bilesik 3’e gore daha
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yiiksek ve kontrollere olduk¢a yakindir (Tablo 2). Tablo 3 ve 4 incelendiginde bilesik 3’lin
FRAP ve CUPRAC indirgeyici aktivitesinin bilesikler 1 ve 2’ye gore daha yiiksek oldugu
goriilmektedir. Bilesik 3’e ait FRAP metal indirgeme aktivitesi deney goriintiisii Sekil 19°da

verilmistir.

Tablo 2

Bilesik 1, 2 ve 3’iin radikal siipiirme aktiviteleri

s DPPH? ABTS? Siiperoksit anyon Hidroksil anyon
Bilegikler (ICs0, ug/mL) (ICs, ug/mL) (ICs0, ug/mL) (ICs, ug/mL)
1 4.25+0.05 7.79+£0.11 3.54+0.09 5.01+£0.13
2 4.68 +0.08 9.62+0.12 3.08 £ 0.08 5.32+0.10
3 495+0.10 8.44+0.04 8.61 +£0.31 5.07+0.08
BHT® 2.86+0.04 5.73 +£0.17 - -
Askorbik Asit® - - 4.18 +0.07 4.00+0.13

ABTS, 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-siilfonik asit; BHT, Biitillenmis hidroksitoluen; DPPH, 2,2-
Difenil-1-pikrilhidrazil.

Veriler ii¢ paralel 6l¢iimiin (n=3) ortalama + standart sapma olarak verilmistir (p < 0,05)

8C 5o degerleri ortalama + SEM'i temsil eder.

¢Standard antioksidan.

- = hesaplanmadi.

Tablo 3
Bilesik 1, 2 ve 3’iin CUPRAC metal indirgeme 6lgtimleri (Ortalama absorbans + SEM,
A=450 nm)

Bilesik miktar1

Standart (BHT) Bilesik 1 Bilesik 2 Bilesik 3
(ng/mL)
1 10 0.18 + 0.05 0.10 + 0.06 0.14 +0.03 0.11+0.05
2 20 0.41+0.08 0.10 + 0.03 0.15 + 0.06 0.19 + 0.04
3 40 0.82+0.06 0.13+0.07 0.16 + 0.05 0.20 + 0.06
4 60 1.05 £ 0.07 0.14 + 0.05 0.21 + 0.05 0.24 +0.03
5 80 1.48 +0.09 0.15 + 0.08 0.24 + 0.04 0.25 + 0.06
6 100 1.49 + 0.07 0.16 + 0.07 0.28 + 0.08 0.30 + 0.06

BHT, Biitillenmis hidroksitoluen.

Tablo 4
Bilesik 1, 2 ve 3’iin FRAP metal indirgeme 6l¢iimleri (Ortalama absorbans + SEM, A=593
nm)
Bilesik miktar1 I o o
Standart (BHT Bilesik 1 Bilesik 2 Bilesik 3
(ug/mL) (BHT) $ s $
1 10 0.25+0.04 0.11+0.03 0.12+0.04 0.32+0.04
2 20 0.37+0.06 0.12+0.04 0.21 +0.06 0.32+0.05
3 40 0.52+0.05 0.14+0.03 0.22 +0.05 0.33+0.06
4 60 0.59+0.06 0.14 +0.04 0.23 +£0.07 0.33+0.04
5 80 0.97 +£0.07 0.15+0.05 0.30+0.06 0.39+0.06
6 100 0.99 +0.04 0.29+£0.07 0.42 +0.08 0.44 +0.07

BHT, Biitillenmis hidroksitoluen
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Sekil 19. Bilesik 3’e ait FRAP metal indirgeme aktivitesi deney goriintiisii.

Bilesik miktarlari: 6, 10 pg/mL; 5, 20 pg/mL; 4, 40 pg/mL; 3, 60 ug/mL; 2, 80 pg/mL; 1,
100 pg/mL

4.1.4. Antimikrobiyal Aktivite Bulgular

Calismada kullandigimiz Schiff bazlar1 1-3’iin antibiyotik potansiyelini tespit etmek
icin antimikrobiyal aktiviteleri Gram pozitif B. subtilis ATCC 6633, S. aureus ATCC 25923,
E. faecalis ATCC 29212, L. monocytogenes ATCC 7644, Gram negatif P. aeruginosa ATCC
27853, E. coli NRRL B-3704, E. coli ATCC 25922, P. vulgaris ATCC 13315 ve maya C.
albicans 60193 karst MIK degerleri hesaplandi (Tablo 5). Ayrica bilesiklerin antifungal
aktiviteleri P. notatum NRRL 807 ve A. fumigatus NRRL 163 kiiflerine kars1 disk diflizyon

yontemi ile incelenip inhibisyon zon ¢aplari dl¢tildii ve degerlendirildi (Tablo 6).

Tablo 5°te gorildiigii iizere, sentezlenen biitlin bilesiklerin (1-3) belirli
konsantrasyonlarda bakterilerin gelismesini engellemektedir. Bilesiklerin MIiK degerleri
incelendiginde, bilesik 1 ve 2’nin P. vulgaris ATCC 13315 ve E. feaecalis ATCC 29212
bakterilerine karsi en etkili olduklari, bilesik 3’iin ise E. coli NRRL B-3704 bakterisi ile C.
albicans ATCC 60193 mayas1 lizerine daha etkili oldugu bulundu. Bilesik 1 ve 2
kiyaslandiginda, bilesik 1’in P. vulgaris ATCC 13315 ve E. faecalis ATCC 29212

bakterilerine kars1 daha etkili oldugu gortilmektedir.
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Tablo 6’da verildigi gibi bilesik 1’in test kiiflerine karsi antifungal aktivite
gostermedigi, bilesik 2 nin P. notatum NRRL 807 tiirline, bilesik 3’iin P. notatum NRRL 807
ve A. fumigatus NRRL 163 tiiriine kars1 antifungal aktivite gosterdigi bulundu (Sekil 20).

Tablo 5
Test bilesiklerine ait MIK degerleri

MIK degerleri (ng/mL)

Mikroorganizmalar B1 B2 B3 G A F
P. aeruginosa ATCC 27853 512 512 512 0.08 2 -
Gr- E. coli NRRL B-3704 512 128 64 0.125 32 -
E. coli ATCC 25922 256 128 128 0.125 32 -
. P.vulgaris ATCC 13315 16 64 128 0.125 0.06 -
Balderller B. subtilis ATCC 6633 128 256 256  0.008  0.06 i
S. aureus ATCC 25923 512 128 256 1 0.016 -
Ciy E. faecalis ATCC 29212 32 32 128 1 0.016 -
L.monocytogenesATCC 7644 256 128 256 1 0.016 -

Maya C.albicans ATCC 60193 256 256 128 - - 0.063

B1, Bilesik 1; B2, Bilesik 2; B3, Bilesik 3; G, Gentamisin; A, Ampisilin; F, Flukonazol

Tablo 6

Test bilesiklerine ait antifungal aktivite degerleri

Disk zon ¢ap1 (mm)
. . Miconazole  Amfoterisin
Mikroorganizmalar Bl B2 B3 10 B 20
P. notatum NRRL 807 - 8 15 31 32
A. fumigatus NRRL 163 - - 12 30 32

> 14 mm gii¢lii aktivite; 7-13= mm orta dereceli aktivite; <7mm zayif aktivite (Chohan vd., 2005)
B1, Bilesik 1; B2, Bilesik 2; B3, Bilesik 3
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A. fumigatus

- n.

Sekil 20. Bilesiklerin antifungal aktivite goriintiileri.
1: Bilesik 1, 2: Bilesik 2, 3: Bilesik 3, A: 1024 pg/mL, B:512 pg/mL, C:256 pg/mL, C:128
pg/mL, D:64 pg/mL, MCZ10: Miconazole 10pg/mL.

4.15. Antibiyofilm Aktivitesi Bulgular:

Bilesiklerin biyofilm olusumunu engelleme etkilerinin belirlenmesi amactyla, MIK
degerlerinin yedi farkli mikroorganizmaya karsilik gelen biyofilm inhibisyon yiizdeleri
bulundu (Sekil 21). Buna gore bilesiklerin en yiiksek ve en diisiik antibiyofilm degerleri
hesaplandi. Bilesik 1’in en yiiksek antibiyofilm degerinin E. faecalis ATCC 29212 (%77),
en diislik antibiyofilm degerinin B. subtilis ATCC 6633 (%38), bilesik 2’nin en yiiksek P,
vulgaris ATCC 13315 (%84.7), en diisiikk P. aeruginosa ATCC 27853 (%8) ve bilesik 3’iin
en yiiksek P. vulgaris ATCC 13315 (%75.4) ile C. albicans ATCC 60193, en diisiik S. aureus
ATCC 25923 (%]11) bakterilerine kars1 gosterdigi belirlenmistir. Her {i¢ bilesigin enterik
bakteri tilirleri (E. coli, P. vulgaris, E. faecalis) lizerine daha iyi antibiyofilm etkinligi

gostermis oldugu tespit edilmistir.
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Bs: Bacillus subtilis ATCC 6633

Sekil 21. Bilesiklerin biyofilm inhibisyon yiizdesi grafigi.

4.1.6. DNA Topoizomeraz I Aktivitesi Bulgulari

Topoizomeraz | enziminin katalitik aktivitesinin mevcut oldugu durumlarda, Form I
bandmin goriinmemesi ile Form II ve Form III olusumlarinin jel {izerinde hareket etmesi
beklenmektedir. Enzim aktivitesi durduruldugunda Form | goriintiisii jelde devam edecektir.
Gergeklestirilen topoizomeraz inhibisyon aktivitesi analizlerinde her iig test bilesiginin artan
konsantrasyonlartyla ile kontrol reaksiyonu (DNA+Topoizomeraz 1) jel goriintiileri
karsilastirtlmistir. Sonug olarak bilesik 1, 2 ve 3’iin artan konsantrasyonlarinin topoizomeraz
| enzim aktivitesini tam olarak durdurduklari, Form I olusumunu artirdiklar1 ve es zamanlh
olarak gevsemeye izin vermedikleri gozlenmistir. Test bilesiklerinin topoizomeraz I enzim
aktivitesini durdurdugu jel goriintiisiinde kuvvetli Form | bandinin olusumu ile
belirlenmistir. Sentezlenen ligandlarin topoizomeraz I aktivitesi jel elektroforez goriintiileri

Sekil 22°de verilmistir.
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Sekil 22. Bilesiklerin Topoizomeraz I inhibisyon aktivitesi.

A: Bilesik 1, B: Bilesik 2, C: Bilesik 3, 1: DNA, 2: DNA + topoizomeraz |, 3: DNA +
topoizomeraz | + CPT, 4: DNA + topoizomeraz I + 50uL, 5: DNA + topoizomeraz | +
100uL, 6: DNA + topoizomeraz I +200uL, 7: DNA + topoizomeraz I +400uL.

4.2. Tartisma

DNA’nin kimyasal maddelerle etkilesme tiirlinlin belirlenebilmesi yeni ilag
tasarimlarmin gelistirilmesi igin olduk¢a dnemlidir. Ilaglarin DNA {izerindeki etkisinin
gozlemlenebilecegi yontemlerden biri DNA’nin veya ilacin absorpsiyonunun degismesiyle
degerlendirilen UV-Vis absorpsiyon titrasyonudur. Bu yontemde ilacin DNA iizerine olan
etkisini anlamak i¢in serbest bulunan molekiil ile DNA {izerindeki molekiiliin en yiiksek
absorbansindaki degismeleri karsilastirilir. Elektrostatik etkilesimler DNA yiizeyindeki
gruplarla gerceklesen etkilesimleri kapsamaktadir. Bu baglanma sekli diger etkilesim
tirlerine gore daha zayif olmasina ragmen ilaglarin biyolojik etkinliklerinde 6nemli rol
oynamaktadir. Bazi sulfonamid tabanli Schiff bazlarinin elektronik absorpsiyon spektrumlari
incelenmis, aromatik halkalar ve azometin gruplarindaki n—n* ve n—n* atandigi, gecisler

sirastyla 230-280 nm ve 340-350 nm aralifinda gozlenmistir (Salehi vd., 2018).
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Bu c¢alismada kullanilan bilesik 1 ve 2’nin UV-Vis spektrumlarinda iki bant
gozlenmistir. Bilesik 1’de, aromatik C=C ve imin C=N i¢in n—r* ve n—n* gecisleri 260 ve
338 nm'de, bilesik 2°de, 259 ve 315 nm'de gozlendi. Bilesik 3 i¢in 259, 316 ve 356 nm’de
bulunan ve C=C, C=N, S=0O guruplarina atanan n—n*, n—n* ve n—n* gecislerine ait {i¢ bant
gbzlenmistir. Gozlenen UV-Vis sonuglari ile literatiirdeki veriler olduk¢a uyumludur (Tekin

vd., 2022).

Test bilesikleri ile CT-DNA’nin etkilesiminde her ii¢ bilesigin de DNA’ya
baglanarak hiperkromik etki gosterdigi ve bu sebeple elektrostatik modda baglandigy,
HOMO ve LUMO enerji seviyeleri arasinda olusan farkin azalmasi ile kirmiziya kayma
gosterdigi tespit edilmistir. Bilesiklerin elektrostatik baglanma sekline sahip olmasi DNA’ya

etki edecek ilaglarda 6nemli tercih sebeplerinden birisidir.

Bilesiklerin plazmid DNA ile etkilesimleri agaroz jel elektroforezi ile incelendi.
Plazmid DNA’nin jeldeki goriintiisiinde genellikle ti¢ farkli bi¢imi gozlenir; sliper sarmal
form Form I, ¢entikli form Form II ve lineer form Form III. Siiper sarmal form (Form I)
kirilmis formdaki plazmid DNA’y1 (pBR322) ifade eder ve elektroforez jelinde en hizlh
ilerlemeye sahiptir. Eger kirma plazmid DNA’nin tek zincirinde meydana gelirse, plazmid
DNA ’nin siki sarilmis hali gevseyerek Form II” ye dontisiir ve jelde en yavas ilerleyen DNA
formudur. iki zincirinde kirildig1 durumda ise plazmid DNA Form II ve Form I arasinda bir

ilerleme hizina sahip olan Form III’ e doniisiir.

Azo ve siilfonamid parcgalari iceren N, O-selatlayict Schiff baz ligandi ile baz1 gegis
metali komplekslerinin kullanildigi ¢aligmada Cu (II) kompleksinin DNA'y1 bir oksidanin
varliginda ligand ve diger komplekslerden daha verimli bir sekilde pargaladigi ortaya
cikartilmistir (Alaghaz vd., 2013). Benzen kaynasmis monosiklik enediynyl amidler ve
stilffonamidlerle karsilastirmali yapilan bir arastirmada siilfonamidlerin, DNA'da herhangi
bir DNA-kirma aktivitesi gostermedigi tespit edilmistir (Basak vd., 2002). Yeni sentezlenmis
stilfonamid igeren karboksamid ligand1 ve metal komplekslerinin arastirildig: ¢alismada test
edilen tiim bilesikler (1 harig), Form I'i (siiper sarmal DNA) Form II'ye (¢centikli dairesel
DNA) ve Form III'e (dogrusal DNA) doniistiirdiigii, karboksamid ligand1 (1) ise Form I'i
(stiper sarmal DNA) II'ye (¢entikli dairesel DNA) doniistiirdiigii belirtilmistir (Giiler vd.,
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2021). Calismamizda literatiirle benzer sekilde bilesik 1, 2 ve 3’lin niikleaz aktivitesi

sundugu soylenebilir.

Oksidatif stres, hidroksil radikali, peroksi radikali ve siiperoksit gibi reaktif oksijen
tiirlerinin (ROT) olusumuna yol agar. ROT, kanser, ateroskleroz, diabetes mellitus, alzheimer
hastaliklari, kardiyovaskiiler olaylar, yaslanma ve iltihap dahil olmak iizere baz1 hastaliklarin

patofizyolojisinde rol oynar (Akhtar vd., 2016).

Bir bilesigin antioksidan potansiyeli, bilesigin oksidatif stresi yavaslatma kabiliyetini
ifade eder. Antioksidan potansiyeli degerlendirmek igin, serbest radikal temizleme
mekanizmasi, prooksidan azaltma mekanizmasi ve prooksidan selatlama mekanizmasi

olmak iizere ii¢ ana etki mekanizmasindan yararlanilir (Kanwal vd., 2016).

DPPH radikali, ABTS radikali, FRAP, CUPRAC, Siiperoksit anyon ve Hidroksil
anyon radikal slipiirme aktiviteleri in vitro antioksidan aktiviteyi degerlendirmek i¢in hizli
ve giivenilir bir parametre olarak kullanilmistir. Her yoOntem, c¢esitli mekanizmalar
araciligtyla hareket eden farkli bir radikalin olusturulmasi ve sabit bir zaman noktasinda veya
bir aralikta spektrofotometrik olarak Olciilmesi ile ilgilidir. Antranilik asidin siilfonamid
hibrit Schiff bazi bilesiklerinin DPPH aktivitesinin belirlenmesi {izerine yapilan ¢alismada,
cok 1yi antioksidan aktivite gosteren bilesiklerin, antioksidan potansiyel gosterecek hidrojen
atomlarmi saglayacak sekilde yapilarinda tek bag -NH: ve tek bag -OH gruplarinin
bulunmasi nedeniyle iyi aktiviteler gosterdigi bildirilmistir (Kausar vd., 2019). Baska bir
caligsmada sentezlenen siilfonamid bilesiklerinin ABTS radikal, lipid peroksidasyon, DPPH
radikal, siiperoksit anyon ve nitrik oksit anyon radikal siiplirme aktivitelerinin
degerlendirilmesi sonucunda farkli konsantrasyonlarin doza bagimli bir sekilde antioksidan
aktivite gosterdigi ve farkli serbest radikallere karsi1 karsilagtirmali ICso (nM/mL) inhibitor
konsantrasyonlarinin istatistiksel olarak anlamli ICso degerleri gosterdigi bulunmus ve

sonuglar Tablo 1’de sunulmustur (Chhajed vd., 2014).

Antibiyotikler, mikroorganizmalarin  biiyiimesini  (mikrobiyostatik)  veya
oldiiriilmesini (mikrobiyosidal) inhibe ederek etki eder. Biiyiime i¢in gerekli olan bakteri
fonksiyonlarimi (hiicre duvar1 sentezi, DNA replikasyonu, RNA transkripsiyonu ve protein

sentezi gibi) inhibe ederek hareket ederler. Bununla birlikte, antibiyotiklerin eylemlerinin,

61



antibiyotige direncli suslarin biiylimesini tesvik eden secici bir baski uyguladig
gosterilmistir (Sharma vd., 2009). Sonug olarak, antibiyotik direncli patojenlerin tehdidini
onlemek icin antimikrobiyal tedaviler (bakteriyostatik veya bakteriyosidal) gelistirmek

iizere ¢aligsmalar yapilmaktadir (More vd., 2014).

Baz1 siilfonamid Schiff bazlarinin direngli patojenlere karsit iyi performans
gosterdigi ve MIK verilerinin 32-128 pg/mL iken, siilfonamid’in yalniz olarak 32-128
pg/mL arasinda inaktif ve MIK >512 pg/mL oldugu bulunmustur (Mondal vd., 2017). Baska
bir ¢alismada siilfonamid Schiff bazlar1 ve metal kompleklerinin antibakteriyal ve antifungal
aktiviteleri degerlendirilmis, Schiff bazi metal komplekslerinin, Schiff bazlarina kiyasla
daha giiclii antibakteriyel ve antifungal aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir (Chohan vd.,
2004). Zerdegal tiirevli siilfonamid Schiff bazlariyla yapilan bir calismada zerdegal
tirevlerinin ¢aligmada kullanilan tiim bakteri suslarina karsi aktivite gosterdigi, bunun

nedeninin siilfonamid ve zerdecal bilesenlerinin sinerjik etkisi olabilecegi belirtilmistir

(Ahmed vd., 2019).

Arastirmamizda elde edilen sonuglar dikkate alindiginda bilesik 1, 2 ve 3’iin test
bakterileri {izerine 16-512 ng/mL MIK degerleri araliginda antibakteriyal etkiye, test edilen
maya kiiltiirii C. albicans ATCC 60193 iizerine 128-256 pg/mL MIK degeri araliginda
antifungal etkiye sahip oldugu bulunmustur. Ayrica bilesik 2’nin P. notatum NRRL 807
tiirline, bilesik 3’tin P. notatum NRRL 807 ve A. fumigatus NRRL 163 tiirlerine karsi
antifungal aktivite gostermesi ile arastirma bulgularimizin 6nceki c¢alismalar1 destekler

nitelikte oldugu gozlenmistir.

Bakterilerin ¢ogu, bir quorum sensing (QS) 6zelligi olan hiicre dist bir matriksin
(biyofilm) sentezi sayesinde antibiyotiklere karsi diren¢ kazanir (More vd., 2014). Tip
sektoriinde, ciddi enfeksiyonlarin nedeni ve tiim insan enfeksiyonlarinin %60'ma kadari
biyofilmlerden kaynaklanmaktadir. Bakteriyel biyofilm olusumu endiistriyel sektorlerde de
onemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Spoering ve Lewis, 2001). S6z konusu
enfeksiyonlarin engellenmesinde biyofilm olusumu iizerine etkili yeni nesil ilaglarin
tiretilmesi olduk¢ca Onemlidir. Biyofilm olusumunu oOnlemek icin cesitli yOntemler

gelistirilmis ve antimikrobiyal O6zellige sahip bilesiklerin kullanimiyla oldukg¢a basarili

sonuglara ulasilmistir. Giimiis kompleksli Siilfonamidlerin P aeruginosa iizerine
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antibiyofilm etkinliginin belirlenmesi i¢in yapilan bir ¢calismada P. aeruginosa biyofilmini
yok ettigi ve pozitif kontrol ile karsilagtirildiginda biyofilm olusumunda 6nemli bir fark
olusturdugunu, altin kompleksli siilfonamidlerin metisilin direngli S. aureus tiirline karst
antibiyofilm aktivitesinin arastirildigi bagka bir caligmada test bilesiklerinin MRS A biyofilm
olusumunu etkili bir sekilde engelledigi ifade edilmistir (Mizdal vd., 2018).

Arastirmamizda elde edilen antibiyofilm degerlerinin bilesik 1’de %77 ile %8,
bilesik 2’de %84.7 ile %8, bilesik 3’te %75.4 ile %11 araliginda oldugu tespit edilmistir. Bu
veriler 1s181nda P. aeruginosa ATCC 27853 tiirline kars1 antibiyofilm yiizdesinin en yiiksek
bilesik 1°de (%40), en diisilk degerin ise bilesik 2’de (%8) oldugu belirlenmistir.
Calismamizda kullanilan test bilesiklerinin farkli mikroorganizma gruplarina karsi

antibiyofilm degerlerinin degiskenlik gosterdigi tespit edilmistir.

DNA topoizomerazlar, DNA’nin énemli metabolik siirecleri sirasinda kaginilmaz
olarak ortaya ¢ikan siiper sarmali gevseterek dnemli hiicresel rollerini yerine getiren temel
enzimlerdir. Topoizomeraz tip I ve II zehirleri olarak siilfonamid pargasina bagli yeni
heterosiklik sentezi gerceklestirilen bir calismada 24 numarali bilesigin (5-(4-((4-
methylpiperidin-1-yl)sulfonyl)phenyl)isoxazole) topoizomeraz I’in aktivitesini
durdurdugnu bildirilmigtir. Aym1 ¢aligmada antikanser degerlendirme verileri dikkate
alindiginda bilesik 24'in, sirasiyla 27.8 ve 33.6 uM ICso degerleri ile topo | ve 1l aracili DNA
gevsemesi, ¢entiklenmesi ve bozulmasina 6nemli Ol¢lide miidahale ettigi belirlenmistir

(Halawa vd., 2020).

4-(2-Aminoetil)benzensiilfonamid uzantili enantiyomerik bakir(Il) Schiff bazl tek
boyutlu koordinasyon polimerlerinin biyolojik aktivitelerinin incelendigi bir ¢alismada
kompleks 1 (L-C25H27CuN306S) ve kompleks 2 (D-CasH27CulN306S)’nin topoizomeraz [
enzimatik aktiviteleri jel elektroforeziyle karsilastirilmis ve kompleks 1°in 25 uM'lik diisiik
bir konsantrasyonda dnemli inhibe edici etkiler sergiledigi tespit edilmistir. Ayni ¢aligmada
jel elektroforez ile kompleks 1’in insan topo I tizerindeki etkilerini incelemek i¢in standart
bir boliinme tahlili yapilmistir. Kompleks 1°in yoklugunda topoizomeraz I enzimi ile Form
IT olusmus, kompleks 1’in konsantrasyonundaki artigsla Form II sonliimlenmis ve es zamanl

Form I olusumu ile toplam inhibisyon gozlenmistir (Afsan vd., 2020).
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Aragtirmamizda topoizomeraz I enzim inhibisyonunun jel elektroforezi ile test
edilmesi sonucunda her ii¢ bilesigin de giiclii sekilde topoizomeraz I enzim aktivitesini
inhibe edici etki sergilemesinin yan1 sira relaks formun sondiiriilmesi ve Form I olusumunun

gozlenmesi Onceki caligmalarla paralellik gostermektedir.
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BESINCI BOLUM
SONUC VE ONERILER

llag gelistirme, terapotik disiplinlerde uygulanan belirgin bir kavram olarak kabul
edilir. Onemi biyolojik etkinlige sahip, yeni ve giivenli bilesiklerin gelistirilmesine iliskin
yenilik¢i yaklasiminda yatmaktadr. Ilag tasarimi igin gerekli tiim parametreleri goz dniinde
bulundurarak, ge¢miste cok cesitli antibiyotikler piyasaya siiriilmiistiir. Minimum yan
etkilerle etkinligi gelistirmek icin, ana bilesiklerin modifikasyonu ile yapilan arastirmalar
hala devam etmektedir. Bu calismada sentezlenen siilfonamid-tabanli Schiff bazlarinin DNA
baglanma, DNA kirma, topoizomeraz I inhibe edici aktivite, antibakteriyel ve antioksidan
ozelliklere sahip oldugu goriilmistiir. Bu tiir calismalarin kanser kemoterapisinde daha akilct
bir ila¢ tasarimina ve daha iyi stratejilere yol agmast muhtemeldir. Genel olarak antibiyotik
direncine iliskin giderek kotiilesen durum goz Oniine alindiginda, siilfonamidler yeni
bilesiklerin sentezlenmesi ve modern yan etkilerinin bilinmesi ile bulasic1 hastaliklarin

tedavisinde yeniden ilgi ¢ekebilecek ucuz antibakteriyal ilaglar olarak degerlendirilebilirler.

Arastirma sonucunda elde ettigimiz veriler, bu bilesiklerin klinik deneylerinin de
gerceklestirilmesi geregini ortaya ¢ikarmistir. Bununla birlikte, caligmada kullanilan ve
benzer bilesiklerin sentezlenerek biyolojik etkinliklerinin daha kapsamli olarak

belirlenebilmesi i¢in in vivo ve in vitro ¢alismalara daha fazla ihtiyac oldugu sdylenebilir.
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