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ONUR SOZU

Doktora tezi olarak sundugum “Antibiyotik ve Antioksidan Yapilar I¢eren
Biyouyumlu Polihedral Oligomerik Silseskioksan (POSS) Nano Konjugatlarin
Hazirlanmasi ve Biyokimyasal Aktivitelerinin Incelenmesi ” baslikli bu ¢alismanin
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OZET

Doktora Tezi

ANTIBIYOTIK VE ANTIOKSIDAN YAPILAR ICEREN BIYOUYUMLU
POLIHEDRAL OLIGOMERIK SILSESKIOKSAN (POSS) NANO
KONJUGATLARIN HAZIRLANMASI VE BiYOKIMYASAL
AKTIVITELERININ INCELENMESI

Idil Karaca Agar1

Inonii Universitesi
Fen Bilimleri Enstittst
Kimya Anabilim Dali

114 + xv sayfa

Damsman: Prof.Dr. ismet YILMAZ

Nanoboyutlu malzemeler iizerine gergeklestirilen calismalar son yillarda biiyiik bir
gelisme gostermektedir. Bu gelismeye dahil olmak adma tez kapsaminda, antibiyotik ve
antioksidanlar icin ¢ok daha etkin, biyouyumlu, nano boyutlu formiilasyonlarin ortaya
konulmast amaglanmistir. Bu ama¢ dogrultusunda kolayca fonksiyonellestirilebilir,
biyouyumlu, nano boyutlu POSS (polihedral oligomerik silseskioksan) yapist tercih
edilmistir.

Bu tercih dogrultusunda POSS temelli sefotaksim, metronidazol, melatonin ve N-
asetil-L-sistein (NAC) iceren yeni formiilasyonlar sentezlendi. Yapilarin karakterizasyonlari
FTIR, NMR, SEM-EDX ve termal 6zellikleri DTA, TGA, DSC gibi termal analiz sistemleri
ile belirlendi. Antibakteriyel test sonuglarimizda ICsy degerleri E.coli bakterisinde POSS-
Sefotaksim nano konjugati ve sefotaksim i¢in sirasiyla 11,51+3,02 ve 62,71£14,30pug/mL
olarak belirlenmis, S.aureus bakterisinde ise POSS-Sefotaksim ve sefotaksim igin ICs
degerleri swrasiyla 26,20£11,14 ve 144,17+20,90ug/mL olarak belirlenmistir.  POSS-
Metronidazol nano konjugatinda E.coli ve S.aureus igin ICsy degerleri sirasiyla 304,17+7,2
ve 260,00+17,32ug/mL, metronidazol’de ise E.coli igin ICsy 1933,33+£115,47ug/mL ve
S.aureus i¢in ICg 1416,67+144,33ug/mL olarak belirlenmistir. POSS-Sefotaksim ve POSS-
Metronidazol nano konjugatlarinin saf sefotaksim ve metronidazol antibiyotiklerine goére
ICso degerlerindeki diislisler istatiksel olarak anlamli olup (p<0.05) istenilen yiiksek
antibakteriyel etkinlik elde edilmistir. POSS-Melatonin ve saf melatonin ABTS radikal
siipiirme aktivitesi % inhibisyon olarak %41,91£0,80 ve %14,05+0,43 bulunmustur
(p<0.05). POSS-NAC konjugatinda ise radikal siipiirme 6zelligi saf NAC bilesigi ile benzer
olarak belirlenmistir.

Tez kapsaminda; tek bir molekiilde birden fazla sayida etkin grup bulundurularak,
diisiik doz uygulamalarinda yiliksek diizeyde antibakteriyel ve antioksidan aktiviteye sahip
nano konjugat formiilasyonlari elde edilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Polihedral oligomerik silseskioksan, sefotaksim, metronidazol,
melatonin, N-asetil- L-sistein
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BIOCHEMICAL ACTIVITY
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114 + xv pages
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Studies carried out on nano-sized materials have been showing a great improvement
in recent years. In order to contribute this development, this thesis was aimed to put forward
biocompatible nano formulations for more effective antibiotics and antioxidants. For this
purpose, easily functionalized, biocompatible nano POSS (polyhedral oligomeric
silsesquioxane) structure that could be formulated was preferred.

For this reason, the new formulations including POSS-based cefotaxime,
metronidazole, melatonin and N-acetyl-L-cysteine (NAC) were synthesized. The structural
characterization of materials were determined with NMR, FTIR, SEM-EDX and the thermal
properties of structures were determined by thermal analysis systems like DTA, TGA and
DSC. According to our antibacterial test results with E.coli bacteria, the values of 1Csy was
measured as 11,5143,02 and 62,71+14,30ug/mL for POSS-Cefotaxime nano conjugate and
cefotaxime, respectively. In addition, from the antibacterial test results with S.aureus
bacteria, the values of ICsowas found to be 26,20+11,14 and 144,17+20,90ug/mL for POSS-
Cefotaxime and cefotaxime. For POSS-Metronidazole nano conjugate, the values of 1Cswas
measured as 304,17+7,22 and 260,00+17,32ug/mL from the E.coli and S.aureus bacteria,
respectively. Also, for metronidazole, the values of 1Cs, was measured as 1933,33+115,47
and 1416,67+144,33ug/mL from the E.coli and S.aureus bacteria, respectively. When
compared to pure cefotaxime and metronidazole antibiotics, higher antibacterial activity has
been achieved from POSS-Cefotaxime and POSS-Metronidazole nano conjugates with
reduced 1Cs, values, which are statistically meaninful (p<0.05). POSS-Melatonin and pure
melatonin ABTS radical scavenging activity was found to be %41,91+0,80 and %14,05+0,43
inhibition (p<0.05). In POSS-NAC conjugate, radical scavenging property was determined
to be similar to the NAC pure compounds.

In this thesis; nano conjugated formulations were obtained by taking multiple active
groups to one molecule in low dose applications offering relatively high antibacterial and
antioxidant activities.

KEYWORDS: Polyhedral oligomeric silsesquioxane, cefotaxime, metronidazole,
melatonin, N-acetyl-L-cysteine
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1. GIRIS

Son yillarda nanoteknoloji ve nanomalzemeler hayatimizin her alanini kusatmis
ve bizler i¢in vazgegilmez hale gelmeye baslamiglardir. Bunun en 6nemli nedeni
bir malzemenin nanoboyutta, makroboyuttaki haline gore hem etkinlik hem de
yiizey modifikasyonlar1 agisindan Onemli avantajlar icermesidir. Bu nedenle
nanomalzemeler bir¢ok alanda kullanilmakla beraber medikal alanda daha etkin ve
verimli ilag ve formiilasyonlarinin hazirlanmasinda yogun ilgi gormektedirler.
Ayrica klasik tasiyicilar yalnizca ilag molekiillerini genel dolasima sunarken, nano
yapilarla hazirlanan ilag formiilasyonlarinin giiglii yonii, istenilen yiizey
modifikasyonlari ile pargaciklara belirgin hedef 6zelliklerin kazandirilabilmesidir
(Wilson vd., 2010). Bu bilgiler 1s1ginda ilaglarin farkli formiilasyonlarla
hazirlanmas1 ve etkinligin arttirilmasi 6nemli bir ¢alisma konusu olup bu tez
antibiyotik ve antioksidanlar i¢in yeni nesil nano formiilasyonlar1 gelistirmeyi hedef
almistir.

Bilingsiz ila¢ kullanim1 sonucu giderek artan bir sorun olmaya baslayan ¢oklu
antibiyotik direnci, mikroorganizmalara bagli gelisen enfeksiyonlarin tedavisinde
Oonemli sorunlar yasanmasina neden olmaktadir. Direngli bakterilerle meydana
gelen enfeksiyonlar hastanede yatis siiresini uzatmakta, saglik hizmetleri giderlerini
arttirmakta ve en 6nemlisi morbiditede, mortalitede ciddi artisa yol agmaktadir
(Sancak, 2011). Ulkemiz gibi ilag kullammmin ¢ok yiiksek oldugu toplumlarda
antibiyotik direncinin gelisme riski daha yiiksek olup bu durum yeni antibiyotik
dizaynlarina duyulan ihtiyaci beraberinde getirmektedir. Antioksidanlarin
hastaliklarin patogenezinde serbest oksijen radikallerinin neden oldugu oksidatif
hasarm gideriminde ©nemli rol oynadigi bilinmektedir. Ozellikle hastane
enfeksiyonlarmin neden oldugu ciddi hastaliklarda antibiyotik tedavisi yaninda
destek antioksidan tedavilerine de ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu nedenle hem
antibiyotiklerin hem de antioksidanlarin daha etkin bir sekilde kullanilmasina
imkan veren yeni formiilasyonlarin hazirlanilmasi elzemdir.

Bu bilgiler 1s181nda tez ¢alismasi kapsaminda nano boyutta yeni antibiyotik ve
antioksidan formiilasyonlarinin hazirlanmasi igin, tasiyici olarak biyouyumlu, kiibik
kafes yapisina sahip kolayca fonksiyonlastirilabilir nano boyutta olan polihedral
oligomerik silseskioksan (POSS) tercih edilmistir. Ayrica POSS yapisinin 6nemli
bir 6zelligi sekiz kosesine baglanan gruplar birbirlerinden esit ve sterik olarak

maksimum uzaklikta bulunmasi nedeniyle islevselliklerini kaybetmezler. Boylece

1



tek bir molekiilde birden fazla sayida etkin grup bulunduran ve islevsel 6zelligini
kaybetmeyen etkin antibakteriyel ve antioksidan formiilasyonlarin hazirlanmast
planlanmistir. Bu hedef dogrultusunda, POSS temelli sefotaksim, metronidazol
antibiyotikleri ve melatonin, N-asetil-L-sistein antioksidanlar1 kullanilarak POSS-
antibiyotik ve  POSS-antioksidan  formiilasyonlar1  hazirlanmistir.  Tim
formiilasyonlarin kimyasal, termal ve etkinlik bakimindan karakterizasyonlari
gergeklestirilmistir.

Sentezlenen POSS-antibiyotik, POSS-antioksidan formiilasyonlar igin; yapisal
ve termal karakterizasyonlarda FTIR, NMR, TGA, DTA ve DSC teknikleri
kullanilmistir.  Yiizey analizleri SEM-EDX cihaz1 ile belirlenmistir. In vitro
sitotoksisiteleri MTT testi ile gergeklestirilmistir. POSS-antibiyotik yapilarin
antibakteriyel etkinliklerini belirlemede broth mikrodiliisyon metodu kullanilmistir.
POSS-antioksidan yapilarin radikal siipiirme aktiviteleri ise ABTS ve indirgeme

giicli metodlar1 ile belirlenmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Nano-Nanoteknoloji

Nano terimi, fiziksel bir biiylikligiin bir milyarda birini ifade etmektedir.
Nanometre, 1 metrenin milyarda biridir. Bir nanometre, asagi yukar1 orta
buytikliikte bir molekiiliin, 6rnegin 60 karbon atomu iceren bir molekiiliin

boyutundadir (Sharifzadeh, 2006; Taylor, 2002; Leary, 2010 ).
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Sekil 2.1. Nanoteknoloji’de boyut karsilastirmasi

Nanobilim, 100 nm’den kiigiik, birka¢ nm arasinda degisen kiiglik boyutlara
sahip nesnelerin bilimidir (Whitesides, 2005). Nanoteknoloji ise, nano &lgekte
yiiksek performansh iirtinler yapmak i¢in gelistirilmis olan teknik ve ekipmanlari
kullanmay1 ifade eder (Bhattacharyya vd., 2009). Nanoteknoloji, malzeme bilimi,
matematik, fizik, kimya, biyoloji, eczacilik, tip, bilgisayar ve elektronik bilimleri
gibi bir ¢ok alani bir araya getirmektedir (Arnall, 2003). Nanoteknoloji {irlinlerinin
2020 yilina kadar dort ana evrede ortaya c¢ikacagi tahmin edilmektedir (Roco,
2005).



~2000

1.Kusak Uriinler: Pasif
Nanoyapilar Orn: Kaplamalar,
nanoparcaciklar, nanoyapil
metaller, polimerler, seramikler

2.Kusak Uriinler: Aktif

Nanoyapilar Orn: Ug boyutlu

transistorler,yiikselticiler,

hedefli ilag salimmi, uyarlamal
~2005 yapilar, adaptif yapilar

3.Kusak Uriinler: Nanosistem

sistemleri Orn: Giidiimlii

bilesimler, li¢c boyutlu aglar,

robotlar, yeni hiyerarsik
~2010 mimariler

nanosistemler Orn: Molekiiler
cihazlar, atomik dizayn, degisik
~2015-2020 fonksiyonlar

1 4.Kusak Uriinler: Molekiiler

Sekil 2.2. Nanoteknolojinin ticarilestirilmesinde dort kusak zaman ¢izelgesi

2.2. Farkh Tiplerde Nanoparcaciklar

Literatiirlerde olduk¢a yaygin kullanilan nanopargaciklar asagida belirtilmistir

(Deniz, 2012).

>

>
>
>

YV VvV

Montmorillonite organokiller (MMT)

Karbon nanofiberler (CNFs)

Polihedral oligomerik silseskioksan (POSS)

Karbon nanotiipler [¢ok duvarli (MWNTs), kiiciik capli (SONTSs) ve tek
duvarli (SWNTs)]

Nanosilika (N-silica)

Nanoaliiminyum oksit (Al,03)

Nanotitanyum oksit (TiO,)

2.2.1. Polihedral oligomerik silseskioksan (POSS)

U¢ fonksiyonlu silanlarin  yogunlasma {iriinleri silseskioksanlardir.

Silseskioksan teriminin Latincedeki 6n eki olan “sesqui” bir buguk anlamina

gelmektedir. Acilimi polihedral oligomerik silseskioksan (sekil 2.3) olan POSS

(RSiO15)n yapisindadir ve silika (SiO,) ile silikon (R;SiO) arasindadir (Cordes vd.,

2010). Bu yapiya gore her silikon igin 4 oksijen mevcuttur. Silseskioksan ailesine

ait olan POSS, ilk olarak 1946 yilinda sentezlenmis olup boyutsal olarak



diisiiniildiiglinde polimer segment ve yumaklar1 ile hemen hemen esit
biiyiikliiktedir. 50 A° kafes genigligine sahip olup rombohedral kristal Orgiisii
gostermektedir (Belot vd., 1991; Baney vd., 1995, Pielichowski vd., 2006, Segkin

vd., 2008).

Polimerizasyonu
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Sekil 2.3. (a) POSS genel yapisi

% Silisyum
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_, 3

Sekil 2.3. (b) Ug boyutlu POSS yapist

Silseskioksan terimi (RSiOy5), genel formiiliiyle ifade edilen yap1 olup, R
grubu hidrojen, alkil, aril, arilen veya organa-fonksiyonel alkil, aril veya arilen
tirevleri olabilmektedir. Silseskioksan farkli yapilarda olabilir &rnegin, rastgele
yap1 i¢cermenin yani sira, basamakli (ladder) ve kafes 6rgili yapist veya kismi kafes

yapist da gosterebilir (sekil 2.4) (Kanamori ve Nakanishi, 2011).
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Sekil 2.4. Farkli silseskioksan yapilari

POSS molekiilleri silikanin en kiiciik parcaciklari olarak diisiiniilebilir.
Ancak silika ve modifiye kilden farkli olarak POSS molekiilii kovalent bagli,
polimerizasyona ve graft edilmeye uygun fonksiyonel grup igerir (Feher ve
Wyndham, 1998; Gravel vd., 1999, Laine, 2005). Birgok polimer siteminde POSS
molekiilleri reaktif olmayan ama ¢oziiniirliigii ve uygulamada kolaylik saglayici
gruplart igerir. POSS teknolojisinin kimyasal ¢esitliligi monomer olarak oldukga
fazladir. POSS monomerleri camsi, elastomerik, yar1 kristalin ve kristalin
polimerler igerisine ilave edilebilecek 6zelliklere sahip oldugundan sivi veya ¢ozelti
olarak ilave edilebilir. POSS segmentlerinin polimerik yapi igerisinde fiziksel
Ozellikleri degistirmesi POSS molekiillerinin hareketliligi kontrol etmesi seklinde
olmakta ayni zamanda islenebilirlik ve mekanik 6zellikler korunabilmektedir (Li

vd., 2001a; Fina vd., 2005, Matisons vd., 2006, Liu vd., 2007).



2.2.1.1. Polihedral oligomerik silseskioksan (POSS)’ un fonksiyonlastirilmasi

POSS’un kiibik yapisinin sekiz kosesine farkli gruplar (R = alkil, amin,
imid, alkol, tiol, olefin, ester, anhidrit, asit, epoksit vb. ) baglanarak kolayca
fonksiyonlastirilabilirler (Li vd., 2001b; Li vd., 2009).

2.2.1.2. Tek fonksiyonlu POSS

Tek fonksiyonlu POSS tiirevleri, diger monomerler ile polimerizasyon ve
kopolimerizasyon i¢in en yararli bilesikler arasinda yer almaktadir. Tek islevli
POSS tiirevlerini sentezlemek icin iic genel yaklasim s6z konusudur. Bu

yaklagimlar sekil 2.5°de Ozetlenmistir (Marcolli ve Calzaferi, 1999).

Rl
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!
) R R’
+ RN —mm
~ N
a) —Sji—H + H.C=C— —>» —Gj—CH,CH,—
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Sekil 2.5. Tek fonksiyonlu POSS sentezine genel yaklagimlar



Ucg genel yaklasima deginecek olursak;

)] Uc fonksiyonlu organo veya hidroksilanlarin kohidrolizi
Monomerlerin polikondenzasyonu, silseskioksanlarin sentezlenmesinde
klasik bir yontemdir. Farkli R gruplarina sahip monomerlerin varliginda
bu reaksiyon gergeklesir. Istenilen mono siibstitiie (degisim) iiriinleri de

iceren hetero siibstitlie bilesiklerin karisimlari elde edilir.

) Siloksan kafesin siibstitiie reaksiyonlari ile korunmasi
Monosiibstitiie silseskioksanlari hazirlamak i¢in baslangic materyali
olarak oktahidro-silseskioksan kullanimi basar1 ile uygulanmistir.
Reaktiflerin orani ayarlanarak, istenen mono siibstitiie {iriin elde etmek

mumkindiir.

1) Kose-kapma reaksiyonlari
Uglii silanol gruplari, tamamen yogunlastirilmis iiriinler veren RSiCls e
gore oldukca reaktiftir. Silan {lizerindeki R grubu degisimi cesitli tek
fonksiyonel siloksan kafeslerin farkli sentezlerini saglar. Istenen
islevsellik elde edilene kadar doniistimler yapilabilir. Dahasi, tam olarak
yogunlastirilmig silseskioksanlar, hetero ve metal-siloksanlarin iiretimi
icin bir yol sunar. Burada bir hetero ana grup yada bir ge¢is metal

elementi Si-O ¢atis1 igerisine ilave edilir (Kuo ve Chang, 2011).

2.2.1.3. Cok fonksiyonlu POSS

POSS (RSiO15), da n degerleri 4, 6, 8, 10 yada 12 degerlerini alir. R
gruplart hidrojen, alkil, aril ya da inorganik birimlerden olusur. Benzersiz POSS
yapilar (R=H), trialkoksisilan [HSi(OR)3] veya triklorosilan (HSiCl3)’iin
kondenzasyonu ve hidrolizi yolu ile olusturulabilir. Cok fonksiyonlu POSS
tirevleri tliretmek i¢in baska bir yaklasim ise POSS kafeslerine islevsellik
kazandirilmasidir. Buda 6rnegin; oktakis (dimetilsiloksi) silseskioksan kafesler ve
(HSiO;5)s ile alkinler ya da alkenlerin Pt-kataliz araciligi ile hidrosilasyonudur
(Sekil 2.6) (Sellinger ve Laine, 1996; Zhang ve Laine, 2000, Shenn vd., 2008).
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Sekil 2.6. Cok fonksiyonlu POSS sentezinin bir 06rnegi; (oktakis
[dimetil(fenetil)siloksi] silseskioksan, OS-POSS)

POSS’un  fonksiyonlastirilir  olabilmesi malzemeyi olduk¢a ¢ekici
kilmaktadir. S6z konusu yapilar; biyouyumlulugu, kimyasal ve termal stabilitesi
gibi ozellikleri ile; tip, havacilik, mekanik ve optoelektronik uygulamalar igin
yiiksek performansli nanoyapilar haline gelmektedir (Punshon vd., 2005; Wu vd.,
2009a).

2.2.1.4. Polihedral oligomerik silseskioksan (POSS)’ un tip alamindaki
uygulamalari

POSS’un tip alanindaki uygulamalar;

- Tlag tagmim sistemleri (McCusker vd., 2005)

- Dis kompozitleri ~ (Fong vd., 2005)

- Biosensor (Zou vd., 2007)

- Biomedikal ekipmanlar (Sarkar vd., 2009; Ghanbari vd., 2010)

- Doku miihendisligi (Raghunath vd., 2009; Gupta vd., 2009) seklindedir.
Kardiyovaskiiler implantlar i¢in POSS nanoyapilar poli karbonat tire (PCU) ile
modifiye edilerek POSS-PCU kullanilmistir (Kannan vd., 2006; Kannan vd., 2007,
Motwani vd., 2011). POSS’un oksijen gegirgenligi, dental kaplamada kullanim
tercihinin bir nedenidir. Metaakrilat temelli dis kompozitlerine POSS ilavelerle

biyouyumlulugun arttirildigr gézlenmistir (Gao vd., 2001; Kim vd., 2007).



Katyonik POSS nanoyapilarin biosensor uygulamalari mevcuttur (Zou vd., 2007).
POSS-dendrimer nanoyapilar, ilag salim sistem uygulamalarinda potansiyel bir
avantaja sahiptir. Kiicliik boyutlar1 ve artan yik yogunlugu nedeniyle,
transmembran ve vaskiiler gézenekler tarafindan kolayca aktarilir ve boylece, ilact
hiicre ve dokularin alma olasilig1 artar (Tanaka vd., 2008). Poly(L-glutamik asit)
dendrimerler ile POSS nanoyapilarin etkilesimini igeren ilag taginim caligmalari

yapilmustir (Yuan vd., 2010).

2.3. Nano Yapilarla ila¢ Tasarmm

Son yillarda yapilan ¢alismalar, nano yapilarla ilag tasimanin daha etkin ve
verimli sistemler oldugunu gostermektedir. Kaminskas ve ark. nin yapmis oldugu
bir ¢alismada doxorubicin yiiklenmis dendrimer nanoyapilar ile doxorubicin’in
plazmada daha uzun siireli kalimi saglanmis ve timor biiyiimesi belirgin sekilde
azaltilmig ve etkin bir tedavi saglanmistir (Kaminskos vd., 2012). Mishra ve ark.
yapmis oldugu bir calismada ise, klamidya trakomatis enfeksiyonu i¢in (4
poliamidoamine) PAMAM-dendrimer-azithromycin nano konjugatlari kullanarak
etkin tedavi saglamiglardir (Mishra vd., 2011). Vashist ve ark. ise karbon
nanotiipleri ilag ve biyomolekiillerin etkin tasinmasinda kullanmiglardir (Vashist
vd., 2011). Manyetik nano pargaciklara kemoterapétik ilag yiiklemesi yapilarak
kanser tedavilerinde basarilar saglanmistir (Alexiou vd., 2011). Wilson ve ark. yeni
bir ila¢ tasima sistemi olarak kitozan nanopartikiillerle Alzheimer tedavisinde
kullanilan Tacrine ilacin1 daha etkin hale getirmeyi bagarmiglardir (Wilson vd.,
2010). Farkli bir ¢alismada ise, oral yoldan alinan anti kanser ilaglarin etkinligini
arttirmak i¢in kil modifiyeli nano pargaciklar kullanilmistir (Dong ve Feng, 2005).
Klasik tagtyicilar yalnizca ilag molekiillerini genel dolasima sunarken, nano
yapilarla ila¢ tagmiminin en gili¢lii yonii, istenilen yilizey modifikasyonlar1 ile
parcaciklara biyotaklit 6zelligi kazandirilabilmesidir. Bu sayede ilag tasiyicilarin
yalnizca belirli bir bdlgede ilag salimi gerceklestirilir. Ilag tasiyic1 sistemlerinde
ozellikle 1um den kii¢iik olan nanoparcaciklarin 1-1000 pm arasinda olan
mikropargaciklara gore daha avantajli oldugu gézlemlenmistir. ilag taginimi icin en
cok kullanilan nanosistemlerden bazilari; nanokapsiiller, misel, nanokiireler,

seramik nanopargaciklar, lipozomlar ve dendritik polimerlerdir (Orive vd., 2005).
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Bu bilgiler 1s18inda ilaglarin farkli formiilasyonlarla hazirlanmas1 ve
etkinligin arttirilmast 6nemli bir ¢alisma konusudur ve bizim c¢alismamizda bu

alana yoneliktir.

2.4. Antibiyotikler ve Onemi

Antibakteriyel ilaglar iginde 0zel bir yer tutan onemli bir ilag grubu olan
antibiyotikler, bakteriler, funguslar ve aktinomisetler gibi ¢esitli mikroorganizma
tirleri tarafindan biyosentez edilen ve diger mikroorganizmalarin geligsmesini
Onleyen ya da onlar1 6ldiiren kimyasal maddelerdir (Kayaalp, 2002). Diinyada ilk
antimikrobiyal ajan olan salvarsan, 1910 yilinda Ehrlich tarafindan Frengi hastaligi

icin sentezlendi. 1928 yilinda Alexander Fleming (sekil 2.7.) penisilini kesfetti.

Penicillium chrysogenum
(P.notatum)

~.

Staphylococcus aureus

Penicillin G
(benzylpenicillin)

Sekil 2.7. Alexander Fleming

1944 yilinda, bir aminoglikozid antibiyotik olan streptomisin toprakta bulunan
bir bakteri olan Streptomyces griseus’ dan izole edildi. Bundan sonra,
kloranfenikol, tetrasiklin, makrolid ve glikopeptid (6rnegin, vankomisin) toprak
bakterilerinden kesfedildi. 1962” de antimikrobiyal ajan olan nalidiksik asit, bir
kinolon antimikrobiyal ilag olarak elde edilmistir. Calismalar yillarca daha genis
spektrumlu ve yiiksek antimikrobiyal aktivite elde etmek i¢in devam etti (Saga ve

Yamaguchi, 2009).
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flaca Direncli Bakterilerin Ortaya Cikus: Antibiyotiklerin Kesfi
b 1028 Penisilin
= 1935 Siiffonamid
== 1940  Penisilin Klink Uygulama
Penisinaz weten Staplyloceus aureus (S.aureis) vlr_ _vlr 1950  Aminogikost, Koranfeikol, etrasilin ve makrolid
S.aureus da flag direnci gelismesi — 1956 Vankomisin
— 1960  Metisilin

1961
MRSA — 1962  Nalidiksik asit

PISP 1967 = Birinci knsak sefalosporinler

-

Penisiinaz treten H.influenzae 1974 =={ lkinci kusak sefalosporinler

PRSP 1977 == [l
BLNAR H.influenzae 1980 == Usiinei kugak sefalosporinler
ESBL iireten Gram-negatif basiler 1983 == L
Karbapenem ve monobaktam Yeni kinolonlar
] 1986 ==
VRE o n

IMRSA, PRSP, BLNAR vb. ile artan enfeksiyonlar 1990
r Ucineii kusak sefalosporinler, karbapenem ve yeni

Direnghi gonococci kinolon kullanmunin artmast

MDRParig 2000 r

Kinolon direnchi E.coli artmast (Yeni gelistiritmis antimikrobiyal ajanlarn azalmast )

Sekil 2.8. Antibiyotiklerin kronolojik kesfi ve ilaca direngli bakterilerin ortaya
¢ikmast

Farkli formiilasyonlarda antibiyotik ilacglarin hazirlanmasi oldukg¢a yaygin
arastirma konusudur. Uygun tedavi ve ila¢ se¢ciminde en énemli faktorler etkinlik,
glivenilirlik, uygunluk ve maliyet seklinde siralanabilir (Akalin, 2000). Bir ilacin
etkinligi farmokokinetik ve farmokodinamik 6zelliklerine baglidir. Farmokokinetik
Ozellikler adsorpsiyon, distriibisyon, metabolizma ve eliminasyon (atilim)
ozellikleridir. Farmokodinamik 6zellikler ise ilaglarin serum konsantrasyonlar: ile
farmokolojik ve toksikolojik etkilerinin iligkisidir. Genel olarak farmokodinamik
Ozellikler, bakterisidal aktivite, post antibiyotik etki, minimum inhibitor
konsantrasyonu (MIK), paradoks etki ve post antibiyotik lokosit giiglendirme
(PALE) etkileridir (Craig, 1998).
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2.4.1. Antibiyotiklerin simiflandirilmalanr

2.4.1.1. Antibiyotiklerin etki gii¢clerine gore sSimflandirilmalar:

Antibiyotikler,  viicut  sivilarinda  olusturduklart ~ konsantrasyonlarda,

mikroorganizmalar {izerindeki etki derecelerine gore iki gruba ayrilirlar.

Bakteriyostatikler: Bunlar bakteri hiicrelerinin gelismesini veya liremesini
Onlerler. Gelismesi ve {liremesi duran bakteriler, viicudun savunma
mekanizmalar1 tarafindan kolaylikla yok edilirler. Bakteriyostatik etki
giicliniin gdstergesi “Minimum Inhibitsr ~Konsantrasyon = MIiK”dur.
Ormegin;  Tetrasiklinler, —makrolitler, siilfonamidler, —amfenikoller,
linkozamidler, metronidazol, mikonazol.

Bakterisidler: Bakterisidler bakteri hiicresini dolaysiz olarak yok ederler.
Bakterisid etki giicliniin gostergesi “Minimum Bakterisid Konsantrasyon =
MBK”dur. Ornegin; Beta-Laktamlar; penisilinler, sefalosporinler,
monobaktamlar, vankomisin, rifamisin karbapenemle, Beta-Laktamaz

Inhibitérleri; sulbaktam, tazobaktam, klavulanik asid (Kayaalp, 2002).

2.4.1.2. Antibiyotiklerin etki mekanizmalarina gore siniflandirilmalar:

Antibiyotikler etki mekanizmalarma gore bes gruba ayrilirlar. Bu

smiflandirma tablo 2.1°de (Tenover, 2006; Byarugaba, 2009) verilmistir.

Tablo 2. 1. Antibakteriyel maddelerin etki mekanizmasi

Hiicre duvari sentezinin onlenmesi
-B-Laktamlar: Penisilinler, sefalosporinler, karbapenemler, monobaktamlar
-Glikopeptitler: Vankomisin, teikoplanin
Ribozomlardaki protein sentezinin bozulmast
-50S ribozomal alt birime makrolidler, kloramfenikol, klindamisin,
Kinupristin-dalfopristin, linezolid baglanmasi
-30S ribozomal alt birime aminoglikozidler, tetrasiklinler baglanmasi
-Bakteriyel izolosin-tRNA sentetaz enzimine mupirocin baglanmasi
Niikleik asit sentezinin onlenmesi
-DNA sentezinin 6nlenmesi: Fluorokinolonlar
-RNA sentezinin 6nlenmesi: Rifampin
Metabolik yollarin bozulmasi
-Siilfonamidler, folik asit analoglar1
Bakteriyel zar yapisinin bozulmasi
-Polimiksinler, daptomisin
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2.4.2. Antibiyotik duyarhhik testleri

Antimikrobiyal duyarlilik testleri, bir antimikrobiyal ajanin belli bir bakteri

tiirtine kars1 in vitro etkinligini saptamak amaciyla uygulanan testlerdir.

2.4.2.1. Difiizyon testler
2.4.2.1.1. Disk difiizyon testi

Antibiyotik duyarliliginin saptanmasinda en sik kullanilan testlerden biridir.
Ucuz ve uygulamasi basit olan bir yontemdir. Disk difiizyon testinde (sekil 2.9.),
kagit disklere emdirilen antibiyotigin (bunlar pek ¢ok antibiyotik i¢in hazir standart
diskler olarak satilmaktadir) ve/veya duyarliligi arastirilan 6rnegin emdirildigi
disklerin, uygulandigi besiyerine difiize olmasi temeline dayanmaktadir. Bu
amagla; belli miktarlarda antibiyotik emdirilmis kagit diskler ve/veya duyarlilig:
aragtirilan 6rnegin emdirildigi diskler, test edilecek olan bakterinin yogun bir
sekilde inokiile edildigi kat1 besiyerlerine (6rn: Miiller Hinton agar vb.) yerlestirilir.
Diskler belirli bir inkiibasyon siiresinden sonra bakteri 6rnege ne kadar duyarli ise,
diskin etrafinda olusan inhibisyon zonu o kadar genis olacaktir. inhibisyon zonunun

cap1 mm seklinde 6l¢iiliir ve duyarlilik durumu belirlenir (Zaidan vd., 2005).

Sekil 2.9. Disk difiizyon testi

2.4.2.1.2. E-test

E-test yonteminde (sekil 2.10.) test edilecek bakteri 0.5 McFarland
yogunluga getirilip Mueller Hinton agar ylizeyine steril bir ekiivyonla yayilir.
Sonrasinda agar yiizeyine, belli bir antibiyotik yogunlugu igeren E-test seritleri

yerlestirilir. Plaklar belirli bir siire inkiibe edilip (6rn: 35 'C de 18 saat, 37 'C de 24
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saat gibi) MIK degeri belirlenir. MIiK degeri, serit etrafinda olusan inhibisyon
elipsinin serit tizerindeki 6lgekle kesistigi noktadir (Baker vd., 1991).

inhibisyon zonu

Sekil 2.10. E-test

2.4.2.2. Diliisyon testleri

Antimikrobiyal bir ajanin istenilen mikroorganizmanin (bakteri, fungus vb.)
tiremesini  inhibe etmek veya Oldirmek i¢in gerekli olan minimum
konsantrasyonunu belirlemek i¢in uygulanir. Diliisyon testleri; tiip diliisyon ve agar
dilisyon olmak iizere iki sekilde uygulanmaktadir. Calisma kapsaminda tiip

diliisyon c¢esitlerinden biri olan mikrodiliisyon testi kullanilmistir.
2.4.2.2.1. Tiip diliisyon

Makro ve mikro olmak iizere iki sekilde uygulanabilir. Her iki yontemin de
prensibi aynidir. Makrodiliisyonda test tiipleri, mikrodiliisyonda ise mikroplaklar
kullanilir. Tip dilisyon metodunda besiyeri olarak Mueller-Hinton besiyeri
kullanilir. Test edilecek olan drnegin 6nce solventleri hazirlanir ve takiben bu sivi
besiyerinde iki kat azalan sulandirimlar1 yapilir (sekil 2.11). Kullanilacak bakterinin
standart bir inokiilumu (1x10° veya 1x10° CFU / ml) hazirlanip, farkl diliisyonlarda
ornekleri igeren her bir tiipe esit miktarlarda eklenir. Uremenin gdstergesi olan
kontrol tiipiine de eklenir. Bakteri inokiile edilmemis, sadece besiyeri konmus bir
tip veya cukur da besiyeri kontrolii olarak hazirlanir. Besiyerleri ¢alisilacak
bakterinin ozelligine bagh olarak 35°C, 37°C gibi sicakliklarda bir gecelik
inkiibasyona birakilir. Bakteri iiremesini gdsteren bulaniklik yoniinden incelenir.
Bakterinin liremesini Onleyen, gozle gorliniir bir bulaniklifin olmadigi en diisiik

ilag konsantrasyonu, MiK olarak degerlendirilir.
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Konsantrasyon: e

Koloni Sayist N

Sekil 2.11. Tiip diliisyon sematik gosterim

2.4.2.2.2. Mikrodiliisyon testi

Pratik ve uygulanabilir bir test olmasi nedeniyle rutin kullanilmaktadir.
Mikroplak kuyucuklarinda uygun bir besiyeri kullanilarak antimikrobiyal aktivitesi
belirlenmek istenen Ornegin Seri sulandirimlart hazirlanir.  Sulandirim  her
kuyucukta, en az 100 pl s1vi olacak sekilde yapilmalidir. Kullanilan mikroplaklara
sirast ile  Mueller-Hinton sivi besiyeri, 6rnekler ve bakteri siispansiyonu eklenip
belirlenen kosullarda inkiibe edilmektedir (sekil 2.12). Gozle iireme goriilmeyen en
diisiik antibiyotik konsantrasyonlar1 MIK olarak saptanir (Chitwood, 1969; Jiang,
2011).
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Koloni segimi Bakteri suspansiyonu hazirlama Standartla kiyas

Orneklerin hazirlanmasi Plaklara deneysel uygulama

Sekil 2.12. Mikrodiliisyon islem basamaklari

Antibiyotik sonras1 etki (post antibiyotik etki) bazi antibiyotiklerde
(aminoglikozit, florokinolon, tetrasiklin, makrolit ve rifampin) goriilmektedir.
Bakteri ilagla karsilastiktan sonra antibiyotik ortamdan kaldirilmasina ragmen
bakterisidal aktivite devam eder ve bu etki post antibiyotik etki olarak
tanimlanmaktadir. Proje kapsaminda sentezi gerceklestirilecek olan POSS temelli
antibiyotiklerde aktif gruplar oldukca fazla bulundugu icin daha diisiik dozlarda
daha hizli bir tedavi saglanmis olacaktir. Ayrica hastalik ve sonrasinda olusacak
etkilerin daha ¢abuk diizeltilmesi i¢in antioksidan gruplar tagiyan POSS yapilari
hazirlanacak ve bu yapilar sentezi gergeklestirilmis olan antibiyotikler ile birlikte
denenecektir. Calisma kapsaminda antibiyotik olarak sefotaksim ve metronidazol
denenmistir. Kullanilan antibiyotiklerin yap1 ve ozellikleri hakkinda kisa bilgi

asagida mevcuttur.

2.4.3. Sefotaksim (Sefotaksim Sodyum)

Sefotaksim (sekil 2.13) parenteral uygulanan bakterisit etkili, genis
spektrumlu bir 3.kusak sefalosporin grubu antibiyotiktir (Sache vd., 2011).
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Sekil 2.13. Sefotaksim molekiiler yapisi

Sefalosporinler ilk kez Cephalosporium tiirii mantar kiiltiirlerinden elde
edilmis B laktam grubu antibiyotiklerdir. Bakteri hiicre duvarinin sentezini bozarak
bakterisid etki yaparlar. Sefalosporinler, antibakteriyel etki spektrumlarina gore
dort ana grupta veya kusakta siiflandirilabilir (sekil 2.14). Genel olarak, birinci
kusak bilesikler Gram (+) organizmalara karsi daha iyi aktiviteye sahipken, diger
bilesikler Gram (-) aerobik organizmalara karsi daha iyilestirilmis aktiviteye
sahiptir (Williams vd., 2001 ; Nemutlu ve Kir, 2009).

Birinci Kusak
+ Sefalotin

« Sefiksim + Seftiakson

+ Sefapirin + Sefotaksim . seftazidim
+ Sefazolin + Sefoperazon . Sefpodoksim
« Sefradin + Seftizoksim . sefditoren

+ Sefadroksil

SEFALOSPORINLER

Ikinci Kugak - 4 Dordiincii Kusak

+ Sefprozil + Sefonisid
+ Sefamandol * Sefuroksim
+ Sefoksitin  + Sefotetan
+ Sefaklor + Sefmetazol
+ Seforanid

+ Sefepim
+ Sefpirom

Sekil 2.14. Sefalosporinlerin siiflandiriimasi

Sefotaksim sodyum pek ¢cok Gram-pozitif ve Gram-negatif aeroblara bazi
anaeroblara karsi da etkilidir. Gram-pozitif aeroblarda: Staphylococcus aureus
(penisilinaz {ireten ve tlretmeyen suslar dahil), Staphylococcus epidermidis,
Enterococcus tiirleri, Streptococcus pyogenes (A Grubu p-hemolitik streptokoklar),
Streptococcus agalactiae (B Grubu streptokoklar), Streptococcus pneumoniae
(oncelikle Diplococcus pneumoniae). Gram-negatif aeroblarda: Citrobacter
tiirleri, Enterobacter tiirleri, Escherichia coli, Haemophilus influenzae (ampisiline

direngli H. influenzae dahil), Haemophilus parainfluenzae, Klebsiella tiirleri (K.
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pneumoniae dahil), Neisseria gonorrhoeae (penisilinaz iireten ve iiretmeyen suslari
dahil), Neisseria meningitidis, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Proteus
inconstans, B Grubu, Morganella morganii, Providencia rettgeri, Serratia tiirleri ve
Acinetobacter tiirleri. Anaeroblarda: Bacteroides tiirleri (6. fragilis'm bazi suslari
dahil), Clostridium tiirleri (C. Difficile’nin birgok susu direnglidir), Peptococcus
tiirleri, Peptostreptococcus tiirleri ve Fusobacterium tiirleri (F. nucleatum dahil).

Sefotaksim; alt solunum yolu enfeksiyonlari, tirogenital sistem enfeksiyonlari,
jinekolojik enfeksiyonlar, bakteriyemi/septisemi, deri ve yumusak doku
enfeksiyonlari, intra-abdominal enfeksiyonlar, kemik ve/veya eklem enfeksiyonlart,

santral sinir sistemi enfeksiyonlarinda kullanilmaktadir (Kayaalp, 2002).

2.4.4. Metronidazol

P &
OzN N CHa
OH

Sekil 2.15. Metronidazol molekiiler yapisi

Metronidazol (sekil 2.15) WHO (Diinya Saglik Orgiitii) tarafindan antiamip,
antiparazit ve antibakteriyel etkileri ile temel ilag listesinde siiflandirilmistir
(Rediguieri vd., 2011). Metronidazol; karmn i¢i enfeksiyonlar, deri enfeksiyonlari,
jinekolojik enfeksiyonlar, bakteriyel septisemi, kemik—eklem enfeksiyonlari, santral
sinir sistemi enfeksiyonlari, alt solunum yolu enfeksiyonlarinda kullanilmaktadir.
Metronidazoliin anaerobik enfeksiyonlarin tedavisinde klinik olarak etkili oldugu
bilinmektedir. Fakat yapilan c¢aligmalar aerobik organizmalara kars1 da nisbeten
etkili oldugunu gostermektedir (Ralph ve Clarke, 1978). Nitroimidazollerin nitro
grubunu elektron-tasiyict  proteinler indirgeyerek toksik ara metabolitlere
donustiiriirler. Metabolitler bakteri DNA sentezini inhibe ederek bakterisid etki

gosterir (Kayaalp, 2002).
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2.5. Antioksidanlar ve Onemi

2.5.1. Reaktif oksijen tiirleri ve oksidatif stres

Oksijen yasam i¢in vazgecilmezdir. Fakat yiiksek Olclide reaktif bir
atomdur. Serbest radikaller veya reaktif oksijen tiirleri olarak ifade edilen zararl
molekiillerinde bir par¢asi olma yetenegine sahiptir (Percival, 1998). Serbest
radikaller elektriksel yiiklii molekiiller olup eslesmemis elektronlara sahiptir. Bu
elektronlar kendilerini nétralize etmek amaciyla farkli maddelerin elektronlarini
yakalarlar. Boylece baska reaktif oksijen tiirlerini de olusturan zincir reaksiyonlari
da baslamis olur (Bandyopadhyay vd., 2011). Reaktif oksijen tiirleri (ROT) aerobik
organizmalarin elektron tagima zinciri ve aktif fogositoz gibi metabolik yollarinda
devamli olarak olusmaktadir (Lichtenthaler vd., 2003). Bu siireclerde olusan baslica
ROS’lar siiperoksit anyon (O;), hidrojen peroksit (H,O,), hidroksil radikal (HO),
peroksil radikal (ROO), alkoksil radikal (RO"), hipoklorit (OHCI') ve peroksinitrit
(ONOO)’tir (Aruoma, 1998; Schaneich, 1999).

Oksidatif stres; oksidatif metabolizmanin artmasi sonucu antioksidanlardan,
reaktif oksijen tiirlerine dogru dengenin kaymasi olarak ifade edilmektedir. Temsili

olarak sekil 2.16°de verilmistir.

Endojen ROT  Eksojen ROT Antioksidanlar

- Mitokondri -uv - Enzimler (CAT, SOD,

- Peroksizomlar B f{adyasyun GSH-Px)

- NADPH oksidaz "E'agl'“ -GSH

- Diger enzimler n a.matuar - Vitamin (A, E, C)
sitokinler

- Cevresel toksinler - Diger antioksidanlar

Sekil 2.16. Oksidatif stres

Hiicresel diizeyde artan oksidatif stresin baslica nedenleri arasinda alkol,
ilaglar, travma, enfeksiyonlar, kotii beslenme, toksinler, radyasyon, stres, agir

fiziksel aktiviteye maruz kalmak yer almaktadir. DNA, proteinler ve diger
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makromolekiillerde oksidatif hasarin meydana gelmesinin; 6zellikle kanser, ¢esitli
kardiyovaskiiler hastaliklar, beyin islev bozuklugu vb. ciddi hastaliklarda rol
oynadig1 bilinmektedir (Halliwell, 1994; Norberg ve Arner, 2001). Normal olarak
ROT lar spesifik enzim sistemleri (stiperoksit dismutaz ve katalaz), suda ve lipitte
¢oziinebilen bazi protein yapisinda olmayan bilesikler (iirik asit ve tokoferol)
tarafindan engellenmektedir (Lichtenthaler vd., 2003). ROT’larin antagonistleri

viicudun ROT temizleyici antioksidanlaridir.

2.5.2. Antioksidanlar

Antioksidanlar kiigiik miktarlarda, kolayca okside olabilen materyallerin
oksidasyonunu biiyiik Ol¢iide geciktiren ya da engelleyen maddeler olarak
tanimlanmaktadir (MacDonald-Wicks vd., 2006). Antioksidanlar endojen ve

eksojen kaynakli bilesenler olabilir. Bu bilesenler sunlardir:

e Besinsel alinan antioksidanlar; askorbik asit (vitamin C), tokoferoller ve
tokotrienoller (vitamin E), karotenoidler ve lipoik asit, glutatyon gibi diisiik

molekiil agirlikl bilesikler.

e Antioksidan enzimler; siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve

glutatyon rediiktaz.

o Metal baglayic1 proteinler; ferritin, laktoferrin, alblimin ve seriiloplazmin.
Bu enzimler oksidatif reaksiyonlar1 katalize eden serbest demir ve bakir
iyonlarimni ¢ekerler (Jacob, 1995). Antioksidan koruma sistemi Tablo 2.2’°de
detayli olarak verilmistir (Percival, 1998).
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Tablo 2.2. Antioksidan koruma sistemi

Endojen Antioksidanlar

e Bilirubin
e Tiyoller 6rn; glutatyon, lipoik asit, N-asetil sistein
e NADPH ve NADH
e Ubikinon (koenzin Q10)
e Urik aist
e Enzimler:
-bakir/¢inko ve mangan bagimli siiperoksit dismutaz
-demir bagimli katalaz
-selenyum bagimli glutatyon peroksidaz
Diyetle Alinan Antioksidanlar
e VitaminC
e Vitamin E
e (- karoten ve diger karotenoidler ve oksikarotenoidler 6rn;likopen ve
lutein
e Polifenoller 6rn; flavanoidler, flavonlar, flavonoller ve
proantosiyanidinler
Metal Baglayic1 Proteinler
e Albiimin (bakir)
e Seruloplazmin (bakir)
e Metallotionein (bakir)
e Ferritin (demir)
e Miyoglobin (demir)

e Transferrin (demir)
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2.5.3. Antioksidan aktivite tayinleri

Antioksidan aktivite belirlemede calisilan 6rnegin doku olup olmamasina
bagli olarak farkli yontemler tercih edilmektedir. Bu yontemlerden yaygin

kullanilanlar1 asagida siralanmustir.
e Dokularda antioksidan aktivite tayini
- Katalaz aktivite tayini (Luck, 1963)
-Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivite tayini (McCord ve Fridovich, 1969)
-Se-bagimli glutatyon peroksidaz aktivite tayini (Patel vd., 1998)
-Total glutatyon dl¢timii (GSH) (Theodorus vd., 1981)
-NO 6l¢timii (Bouloumie vd., 1997)
-Lipid peroksidasyonunun belirlenmesi (Buege ve Aust, 1978)

-Miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesi 6l¢timii (Suzuki vd., 1983)

o Diger érneklerde antioksidan aktivite tayini

- Indirgeme Giicii (Hwang, 2001)

- DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) Radikal Siipiirme Aktivitesi Tayini (Mathew
ve Abraham, 2006)

-ABTS (2,2-azinobis-3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik  asit) Radikal Siipiirme
Aktivitesi Tayini (Yen ve Hung, 2000)

- ‘OH Radikal Siipiirme Aktivitesi Tayini (Smirnoff ve Cumbes, 1989)
-Toplam Fenolik Bilesik Tayini (Huang vd., 2005)
-H,0; Radikal Siipiirme Aktivitesi Tayini (Zhao vd., 2006)

-B-karoten Beyazlatma Y ontemi (Soobrattee ve Neergheen, 2005)
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2.5.4. N-Asetilsistein (NAC)

N-Asetilsistein ( N- asetil- L-sistein veya NAC) dogal bir aminoasit olan bir

tiol molekiil olan L-Sistein 'in N-asetillenmis tiirevidir.

O

HS/\I)J\OH
HN CHs

g

O

Sekil 2.17. NAC

En bilinen etkisi mukolitik etkisidir. Bu 6zelligi molekiil icerisinde bulunan serbest
stilthidril (-SH) gruplarinca zengin olmasi ve balgam igerisindeki mukoprotein
molekiillerindeki disiilfiir kdpriilerini kirmasina ve onlart depolimerize etmesi ile
ilgilidir (Aruoma vd., 1989; Zafarullah vd., 2003). Diinya ¢apinda pek ¢ok iilkede
solunum sistemi rahatsizliklarinin tedavisinde yaygin kullanilan bir oral
mukolitiktir. Akut solunum sikintilarinda NAC kullammmi  sekil 2.17°de
gosterilmistir (Ziment, 1986; Ward, 2005).

Akut bronsit

Akut Solunum Grip NAC
Sikintisi Yasayan —
Hasta \

Sekil 2.18. Akut solunum sikintilarinda NAC kullanimi

Balgaml oksiiriik

NAC’m anti-inflamatuar (iltihap Onleyici) etkisinin yaninda antioksidan
etkisi de vardir. Sadece bir antioksidan olarak davranmaz ayrica antioksidan
glutatyonun biyosentezi i¢in bir onciil olarak, dolayli antioksidan 6zelligi gosterir
(Cotgreave ve Moldeus, 1987; Tomasi, 2004). NAC, GSH sentezinde bir substrat
olarak gorev alir. Molekiiler yapisi ile hiicre igine kolayca girer ve burada
deasetillenerek L—sisteine doniisiir (Sekil 2.19) . L-sistein bir glutatyon onciiliidiir

ve glutatyon sentezini artirir (Aruoma vd., 1989; Zafarullah vd., 2003).
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NAC

N-Asetilsistein

H,C=C
v

I Redikte glutatyon I

]
HOOC == o CH = CH, = C

|
H

Reaktif turler
Glutatyon
rediiktaz

Notral turler

| Okside glutatyon |

Sekil 2.19. NAC’1n sistein i¢in bir Onciil olmas1 ve antioksidan etkisi

2.5.5. Melatonin

Melatonin (N-asetil-5-metoksitriptamin), pineal bezin 06zellikle karanlik

fotoperiyodunda sentezlenen 6nemli bir hormondur (Bai vd., 2013).

ZX

H3CO
CHj

HN%

o]

Sekil 2.20. Melatonin

Melatonin pinealositlerde triptofandan sentezlenir. Sentez basamaklar1 (sekil 2. 21)
de belirtilmistir (De Angelis vd., 1998; Zheng ve Cole, 2002).
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MELATONIN
(N- asetil S-metoksitriptamin)

Sekil 2.21. Melatonin sentez basamaklari

5-hidroksitriptofan, serotonin ve melatonin sentezi i¢in ara metabolit gorevi
yapar ve kan-beyin bariyerini gegebilir. 5-hidroksitriptofan, 5- hidroksitriptamine
(serotonin) doniistiiglinde ise kan-beyin bariyerini gecebilme 6zelligini kaybeder
Karanligin baslamas: ile fotoreseptorler, hipotalamustaki suprakiyazmatik ¢ekirdegi
uyarir. Suprakiyazmatik g¢ekirdek memelilerde “biyolojik sirkadiyen saat” olarak
adlandirilmaktadir. Uyarilar buradan torasik spinal kordun intermediyolateral
kolonuna ve buradan da superiyor servikal gangliyona ulasarak daha sonra
postgangliyonik sinirlerle pineal beze iletilir. Bez igindeki postgangliyonik sinir
uclarindan salinan norepinefrin ile pinealosit membranindaki al ve B1 adrenerjik
reseptorler uyarilarak hiicre i¢i cAMP yapimi artar. Bu da melatonin yapim hizim
diizenleyen ve aktiviteleri gece daha yiiksek olan arilalkilamin N-asetiltransferaz
(AANAT) aktivitesini artirir. Sonugta serotoninden melatonin sentezi ve
salgilanmasi artar (Gomes ve Soares-da-Silva, 1999; Boutin vd. 2000, Ozcelik vd.,
2013).
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Melatoninin farkli olumlu bir dizi fizyolojik etkilerinden bahsedebiliriz. Bunlar;

e Antioksidan etki (Reiter ve Maestroni, 1999)

e Sirkadiyen ritim (uyku-uyaniklik, viicut sicakligi, hormon diizeyleri ve bir
takim biligsel igslevlerden sorumlu ritim) ayarlanmasi (Gillette ve Tischkau,
1999)

o Ureme iizerine etkisi (Reiter, 1991)

e Kardiyovaskiiler sisteme etkisi (Sener vd. 2004a; Reiter vd., 2009)

e Duygudurum-depresyon tizerine etkisi (Potkin vd., 1986)

e Antienflamatuvar etkisi (Maestroni, 1999)

e Yaslanma iizerine etkisi (Mollaoglu ve Ozgiiner, 2005)

e Sindirim sistemi lizerine etkisi (Sener vd., 2004b)

e Kanser iizerine etkisi (Macchi ve Bruce, 2004)

2.5.5.1. Melatoninin antioksidan etkisi

Melatonin; dogrudan serbest radikalleri gidererek, dolayli yoldan 6zgiil
melatonin reseptorleri aracili1 ile antioksidan enzimleri aktive ederek veya pro-
oksidatif enzimleri inhibe ederek koruyucu &zellik gosterir (Ozgelik vd., 2013).
Melatonin, en zararl radikallerden biri olan "OH radikalini nétralize ederek ortadan
kaldirir. Bu "OH radikallerinin giderilmesinde, melatoninin indol niikleusunun yan
zincirindeki metoksi ve asetil gruplart rol oynamaktadir. Melatonin "OH radikaliyle
reaksiyona girerek indolil katyon radikaline doniisiir. Bu bilesik ortamda bulunan
stiperoksit (O7") radikalini tutarak etki gosterir. Melatoninin siiper oksit dismutazin
(SOD) mRNA’sin1 arttirarak da siiperoksit radikalini engeller. Ayrica peroksidaz
(POD), glutatyon rediiktaz (GR), glukoz-6-fosfat dehidrogenaz aktivitesinin
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melatonin ile uyarildig1 saptanmistir. Melatoninin diger bir etkisi HoO2 nin hiicre
i¢i konsantrasyonunu azaltmasidir (Tan ve Chen, 1993; Reiter, 1998).

Melatonin, pro-oksidatif aktivitesi olmayan ve kolayca oksitlenmeyen bir
molekiildiir. Ayrica redoks dongiisiine ve radikal tireten reaksiyonlara girmez.
Dogal bir antioksidan olan melatoninin ‘OH radikalini nétralize etme yetenegi
glutatyondan 5 kat, peroksit radikal giderme 6zelligi ise E vitamininden 2 kat daha
fazla oldugu saptanmistir (Reiter, 1996; Ozcelik vd., 2013). Melatoninin bu
antioksidan ozelligi, yasam dongiisiinde oldukca 6nemli olan DNA’y1 oksidatif
hasardan korumakta ve tiimor olusumunu baskilamaktadir. Bu durum, birkag
mekanizma ile agiklanabilir. Birincisi melatoninin giiglii bir serbest radikal tutucu
olmasidir. Digeri de zehirli ve kimyasal maddeleri uzaklastiran yollar
aktiflestirmesidir.  Boylelikle kansere neden olan maddeler DNA’ya
baglanamamakta veya ortaya c¢ikan zararli yapilar hiicrede birikememektedir.
Melatoninin hasarli DNA’nin onarimin tesvik ettigi de bildirilmektedir. Bilindigi
gibi kanser hiicrelerinin gelisimi, boliinmesi ve ¢ogalmasi icin bir enerji kaynagi ve
bliylime faktorii olan linoleik asit, viicutta iiretilememekte ve bundan dolay1
disaridan besinlerle alinmak zorundadir. Bu asamada melatonin linoleik asitin
kanserli hiicreye girmesini engellemekte ve metabolize edilmesini baskilamaktadir.
Sonug olarak; melatoninin antioksidan enzimleri uyardigi, lipit peroksidasyonunu
engelledigi ve beyin dokusunu oksijen kaynakli serbest radikallerinden korudugu

saptanmistir (Kerman vd., 2005).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Deneysel Calismada Kullamilan Kimyasal Maddeler ve Ekipmanlar

3.1.1. Deneysel ¢alismada kullanilan kimyasal maddeler

POSS-Sefotaksim, POSS-Metronidazol ve POSS-Melatonin, POSS-N-Asetilsistein
(POSS-NAC) sentezinde kullanilan kimyasallar Tablo 3.1. verilmistir.

Tablo 3.1. POSS-Sefotaksim, POSS-Metronidazol, POSS-Melatonin, POSS-NAC
sentezinde kullanilan kimyasallar maddeler

Kimyasal Adi Formiil Kullanim Amaci

POSS-CI

POSS-NH;

Sefotaksim
(Eqitax 1g flakon,
Tiim-Ekip Ilag )

Metronidazol
(Flagyl 500 mg film
tablet,Sanofi-
Aventis)

Melatonin
(Alfa Aesar)

H N/\\/\/Si—ﬂ—/s /\/\NH
/ g / )
HZN/\/\Sl‘_O__SIi/\l\/““NHz
HZN/\/é/\;Si—C,)O—Si NH
o o
M|/ |/
HoN So—s__ o~ M
CH:
|
o]
S N
/«}—y ‘H H
HoN /f/N B
© ,,J:N'// o. - CH:
o T

CH
H
N
/@Lt
HsCO
CH3

HN\\<

POSS-Sefotaksim,
POSS-Metronidazol
ve POSS-Melatonin

tasariminda
kullanilacak olan
nano-konjugat
POSS-NAC
tasariminda
kullanilacak olan
nano-konjugat

Antibiyotik

Antibiyotik

Antioksidan
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Kimyasal Adi Formiil Kullanim Amaci
N-Asetil-L- s Antioksidan
sistein(Sigma) @
18}
HS HN%
Potasyum karbonat K,CO3 Katalizor
(Tekkim Kimya)
Dimetil siilfoksit CHsSOCH; Coziicii
(Carlo Erba)
Kloroform CHCI; Coziict
(Sigma)
Diklorometan CH,CI, Cozicu
(Sigma)
Dietil eter (CH3CH,),0 Cozici
(Sigma)
Hekzan (Merck) CeH14 Cozici
Klik kimyasinin ilk
Sodyum azit NaNj3 basamagi olan
(Merck) azitleme
Amonyum kloriir NH,CI Tuz koordinasyonu
(Kimetsan)
Tetrahidrofuran [ /” Coziici
(Merck) o
Klik kimyasinin
Proparjil bromiir HC=CCH,Br ikinci basamagi
(Fluka)
Potasyum hidroksit KOH Reaktif
(Sigma)
N,N-
. . . \\ e ee s
Dimetilformamit _C—N(CHj), Coziicl
(Merck) H
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POSS-Melatonin, POSS-NAC antioksidan aktivite

kimyasallar maddeler Tablo 3.2° de verilmistir.

belirlemede kullanilan

Tablo 3.2. POSS-Melatonin, POSS-NAC antioksidan aktivite belirlemede

kullanilan kimyasallar maddeler

Kimyasal Adi

Formiil Kullanim Amaci
Disodyum hidrojen fosfat Na;HPO, Fosfat tamponu
(Merck) hazirlama
Sodyum dihidrojen fosfat dihidrat NaH,P0O4.2H,0 Fosfat tamponu
(Merck) hazirlama
Indirgeme Giicii
Testinde Fe** iin
Potasyum Ferrisiyaniir (Fluka) KsFe(CN)g Fe*? ye
indirgenmesinde
Indirgeme Giicii
Trikloroasetik asit (Merck) Cl;CCOOH Testinde reaksiyonun
sonlandirilmasinda
Indirgeme Giicii
Demir-3-klorir hekzahidrat FeCl;.6H,0 Testinde
(Merck) renklendirici ajan
olarak
2,2-Azinobis-3-etilbenzotiazolin-6- C18H24Ng06S4 ABTS deneyinde
stilfonik asit diamonyum (Fluka) radikal sistemi
hazirlanmasinda
ABTS deneyinde
Potasyum peroksodisiilfat (Merck) K,S,0g radikal sistemi
hazirlanmasinda
(Troloks)
6-Hidroksil-2,5,7,8-tetrametil C14H1804 Standart, antioksidan
kroman-2-karboksilik asit (Sigma) sonuglarin
kiyaslanmasinda
Askorbik asit CeHsgOs Standart, antioksidan

(Sigma)

sonuglarin
kiyaslanmasinda
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Tablo 3.3. POSS-Sefotaksim, POSS-Metronidazol,

POSS-Melatonin, POSS-

NAC’m hiicre kiiltiirii sitotoksisite belirlemede gerekli kimyasallar

Kimyasal Adi Formiil Kullanim Amaci
3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)- Sitotoksisite
2,5-diphenyl-2H-tetrazolium y _<CH3 testinde boyar

bromide (MTT) o AP en, madde olarak

(AppliChem) A AN
SR
Hiicrelerin
Fetal Bovine Serum (FBS) - beslenmesinde
(Biowest) besiyerinde katki

maddesi olarak

P sl Sitotoksisite
Penicillin-Streptomycin ool CORY deneylerinin her
(PAN Biotech) Rl b G Pl agamasinda
7 . kontaminasyon
m@ wta,  riSKiNi 6nlemek igin

e besiyerinde katk1
maddesi olark

Hiicreler i¢in

DMEM (Capricorn Scientific) - besiyeri

3.2. Antibakteriyel Aktivite Belirlemede Kullamlan Besiyerleri ve Bakteriler

POSS-Sefotaksim, POSS-Metronidazol nano-konjugatlarin antibakteriyel
analiz asamasinda kullanilan besiyerleri OR-BAK markadir. Calisma kapsaminda
kullanilan bakteriler olan Escherichia coli (E.coli) ATCC: 25922, Staphylococcus
aureus (S.aureus) ATCC: 29213 bakteri suslar1 inénii Unv.Tip. Fak. Mikrobiyoloji

A.B.D ‘dan temin edilmistir.

3.3. Deneysel Calismada Kullamilan Cihazlar
3.3.1. Fourier doniisiim kizilotesi spektroskopi ( FTIR)

Tez kapsaminda sentezlenen nano-konjugatlarin yapisal karakterizas-
yonlarinda; Inonii Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Merkezi’nde
bulunan Perkin Elmer 283 model Fourier Doniisiim Infrared Spektrometre cihazi
kullanilmistir. Spektrumlar ise  ATR (zayiflatilmis toplam yansima) teknigi
kullanilarak 650-4000 cm™ dalga sayis1 arahiginda alinmistir.
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3.3.2. Niikleer manyetik rezonans (NMR)

Tez kapsaminda sentezlenen nano-konjugatlarin yapisal karakteri-
zasyonlarinda; indnii Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Merkezi’'nde
bulunan Bruker 300 model Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) cihazi
kullanilmistir. Sentezlenen nano-konjugatlarin kimyasal yapi karakterizasyonu H-
NMR spektrumu 13 ppm degerine kadar alinarak, spektrum incelenmesi

yapilmustir.

3.3.3. Taramah elektron mikroskobu (SEM)

Tez kapsaminda sentezlenen nano-konjugatlarin yiizeysel analizine Indnii
Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Merkezi’nde bulunan Leo EV40
marka SEM cihazi imkan sunmustur. Farkli biiylitme oranlarinda alinan yiiksek
¢cozlinirliklii goriintilerin yaninda EDX (Enerji dagilimli X- 1sinlart) analizi de
yaptlmistir. EDX analizi ile numune yiizeyindeki homojenligin yakalandigi

yiizeyden kesit alinarak bir tiir haritalandirma yapilmastir.

3.3.4. Termogravimetrik analizor (TGA)

Tez kapsaminda sentezlenen nano-konjugatlarin termal karakterizasyonunda
(termal kararhiliklari, bozunma sicakliklari ve bozunma enerjileri) Shimadzu 50
Termogravimetrik Analizér ile gergeklestirildi. Nano-konjugatlarin %10’luk kiitle
kayb1 degerleri ve 800°C’de kalint1 degerleri sabit hava atmosferinde 10°C/dak
1sitma hiz1 ile belirlenmistir. Tiim termogramlar oda sicakligi ile 800°C arasinda
almmistir. Tim termal analizlerde referans 6rnek olarak a-Al,O; kullanilmistir.

Ornek miktar1 ise 10 mg alinmistir.

3.3.5. Diferansiyel termal analizér (DTA)

Tez kapsaminda sentezlenen nano-konjugatlarin termal karakterizasyonunda
(termal kararhiliklari, bozunma sicakliklart ve bozunma enerjileri) Shimadzu 50
Diferansiyel Termal Analizor (DTA) ile gergeklestirildi. 10 °C/dk 1sitma hizinda ve
sabit hava atmosferinde gergeklestirilmistir. Tiim termogramlar oda sicaklig: ile
800°C arasinda alinmustir. Tiim termal analizlerde referans 6rnek olarak o-Al,Os;

kullanilmigtir. Ornek miktari ise 10 mg alinmustir.
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3.3.6. Diferansiyel taramah kalorimetre ( DSC)

Tez kapsaminda sentezlenen nano-konjugatlarin termal karakteri-
zasyonunda (yumusama sicakliklar1 ve faz gecisleri) Shimadzu 60 Diferansiyel
Taramali Kalorimetre (DSC) teknigi ile belirlenmistir. DSC analizinde 5°C/dk
1sitma hizinda, 25 ml/dk dinamik azot atmosferi altinda gerceklestirilmis olup
analizler oda sicakligi ile 300 °C arasinda gergeklesmistir. DSC analizlerinde
cihaz kalibrasyonlar1 indiyum ve c¢inko standartlari ile yapilmistir. Tiim termal
analizlerde referans &rnek olarak a-Al,Os kullanilmistir. Ornek miktar1 ise 5 mg

alinmustir.

3.3.7. Elisa mikroplate okuyucu

Tez kapsaminda sentezlenen POSS-Melatonin, POSS-NAC nano-
konjugatlarin antioksidan aktivite tayininde absorbans takiplerinde BioTec Eon

marka 96 well-plate lik mikroplate okuyucu kullanildi.

3.3.8. Rotary evaporator
Tez kapsaminda sentezlerde kullanilan solventlerin gideriminde IKA marka

rotary evaporator kullanildi.

3.3.9. CO; inkiibator
Tez kapsaminda sentezlenen tiim nano-konjugatlarin in vitro hiicre kiiltiir
sisteminde biyouyumluluk 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in yapilan deneysel

asamada hiicrelerin inkiibasyonunda ESCO marka CO; inkiibator kullanildi.

3.3.10. invert mikroskop

Tez kapsaminda sentezlenen tiim nano-konjugatlarin in vitro Hiicre Kiiltiir
Sisteminde biyouyumluluk 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in yapilan deneysel
asamada hiicrelerin gorintilenmesinde OLYMPUS marka invert mikroskop
kullanildi.
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3.3.11. Laminar flow kabin

In vitro hiicre kiiltiir sisteminde tiim deneysel asamalarda steril ortam olarak

CHEMOCELL LRCX-UV marka laminar flow kabin kullanilmaktadr.
3.3.12. Su banyosu

Antioksidan aktivite belirleme metodlarindan olan indirgeme giicli
metodunda ve hiicre kiiltiirii calismalarinda  maddelerin belli bir sicaklikta

muhafazasi icin WISEBATH marka su banyosu kullanilmistir.

3.4. Sentezler

Kloro ve Amino fonksiyonel POSS yapilart literatiirler (Giiltek vd., 2005;
Demirel vd., 2014) dikkate alinarak asagida belirtilen yontemle sentezlenmistir.
Tezimizde hedefledigimiz yeni nesil antibiyotik ve antioksidan yapilari

sentezlenirken kloro ve amino POSS yapilari kullanilmistir.

3.4.1. Klorofonksiyonel POSS yapilariin sentezi (POSS-CI)

45 mL 3-kloropropiltrietoksisilan 100 mL kuru metanol igerisine ilave
edildi. Bu karisimin igerisine 28 mL derisik HCI eklendi ve iki giin oda sicakliginda
karigtirlldi. Argon atmosfer altinda katalizor olarak PtCl, eklendi ve 50°C’ye
isitildi. Bu sicaklikta bir giin 1sitildi ve karigim oda sicakligina sogutuldu. Beyaz

kristalin iiriin elde edildi. Reaksiyon sekil 3.1°de belirtilmistir.

C|/\/\S1—O Sl/\/\c|
cl OMe MeOH /HCI '/\/\sl—m sl/(?\/\ Cl
e

I/\/\SI—O Sl/\/\C|

Sekil 3.1. Klorofonksiyonel POSS yapilarinin sentezi

3.4.2. Aminofonksiyonel POSS yapilarinin sentezi (POSS-NH,)

Sekil 3.1°deki reaksiyon igin; azot atmosferi altinda bir erlende, 100 mL
kuru metanol igerisine 15 mL amino propiltrietoksi silan ilave edilerek iyice
calkalandi. Uzerine 21 mL derisik HCI ilave edilip karistirildiktan sonra
buzdolabmna birakildi. 1-2 hafta sonra dibe ¢dken beyaz kristaller siiziilerek
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safsizliklarin uzaklastirilmast i¢in metanol ile yikandi. Yikama iglemi bittikten
sonra siiziilerek ayrilan iiriin vakumlu etiivde 50 °C’de kurutuldu. Oktaamino POSS
bilesikleri kararsiz olduklarindan tuz seklinde saklanirlar ve deney esnasinda

amberlite reginesinden gegirilerek tuzundan arindirildi ve saf halde kullanildi.

MeOH /RC I R~ ;_l_o_ i
R —S{OCHs) . ! /5‘ d S

R: —(CHzp—NH

Sekil 3.2. Aminofonksiyonel POSS yapilarinin sentezi

3.4.3. POSS-Sefotaksim sentezi

Calisma kapsaminda adlart belirtilen antibiyotik yapilar1 segilirken
farmakofor (ilag molekiiliinde biyolojik etkiden sorumlu oldugu diisiiniilen ve hedef
bolge ile en 1y1 sekilde etkileserek biyolojik cevabi baglatmak igin gerekli
Ozelliklere sahip grup) gruplari yaninda, serbest baglanmaya uygun gruplar
bulunduran molekiiller secilmistir. Bu sayede sozkonusu molekiil serbest
foksiyonel grup iizerinden POSS yapisina baglanirken etkin grup ilizerinden de
etkinligine devam edecektir. Ornegin sefotaksim iizerinde organik kimyada cok
etkin bir metal olan sodyum yer almaktadir. Deneysel asamada Oncelikle
stokiyometrik olarak POSS/sefotaksim oran1 1/8 olacak sekilde 5 mmol
klorofonksiyonel POSS alindi ve 15 mL DMSO iginde ¢6ziildii. Uygun ¢oziiniirlitk
elde edildikten sonra 0,01 g K;COj3 eklendi. Ortalama 4 saat oda sicakliginda
karistirildiktan sonra 40 mmol sefotaksim eklenerek 60°C’de 30 saat refluks edildi.
Elde edilen koyu sar1 renkli siv1 igerisinden etkin iiriin ¢oktiiriilerek alindi. Uriin
sekil 3.3’de gosterilmektedir. Kloroform ile yikanan iiriin daha sonra eterle de

yikanarak yapisal olarak FTIR ve NMR teknikleri ile karakterize edildi.
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Sekil 3.3. POSS-Sefotaksim yapilarinin sentezi

3.4.4. POSS-Metronidazol sentezi

Metronidazol imidazol farmakofor grubu i¢eren bir bilesiktir. Ayni zamanda
yapisinda bir adet OH grubu tasimaktadir. Yapilan sentezde molekiil bu OH grubu
tizerinden POSS yapisina baglandi ve yapisinda imidazol grubu tasiyan yeni bir
antibiyotik molekiilii elde edildi. Deneysel agsamada 6ncelikle stokiyometrik olarak
POSS/metronidazol oran1 1/8 olacak sekilde 5 mmol klorofonksiyonel POSS alindi
ve 15 mL DMSO iginde ¢6ziildii. Uygun ¢oziintirlikk elde edildikten sonra 0,01 g
K,COj3 eklendi. Ortalama 4 saat oda sicakliginda karistirildiktan sonra 40 mmol
metronidazol eklenerek 60°C’de 30 saat refluks edildi. Elde edilen beyaz renkli
sivi igerisinden etkin iiriin ¢oktiiriilerek alindi. Kloroform ile yikanan iiriin daha
sonra eterle de yikanarak hedef yap1 elde edildi. Elde edilen POSS-Metronidazol
nano konjugati sekil 3.4’de agikga belirtilmistir.
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Sekil 3.4. POSS-Metronidazol sentezi

3.4.5. POSS-Melatonin sentezi

Melatonin yapisinda bir adet amin grubu tasimaktadir. Yapilan sentezde
molekiil bu amin grubu {izerinden POSS yapisina baglandi. Deneysel asamada
oncelikle stokiyometrik olarak POSS/melatonin orani1 1/8 olacak sekilde 5 mmol
klorofonksiyonel POSS alindi ve 15 mL DMSO i¢inde ¢6ziildii. Uygun ¢oziiniirliik
elde edildikten sonra 0,01 g K;COj3 eklendi. Ortalama 4 saat oda sicakliginda
karistirildiktan sonra 40 mmol melatonin eklenerek 40°C’de 36 saat refluks edildi.
Elde edilen iiriin ¢oktiiriilerek alindi. Uriiniin eterle yikanmasi isleminden sonra

sekil 3.5’de verilen yapi elde edildi.
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Sekil 3.5. POSS-Melatonin sentezi

3.4.6. POSS-NAC sentezi

Sentez Huisgen 1,3-dipolar halka katilmasi reaksiyonlar1 (klik kimyasi) ile
saglandi. Huisgen 1,3-dipolar halka katilmasi reaksiyonlari; bir azid ve alkin
arasinda 1,3-dipolar halkalanmas1 sonucunda 1,2,3-triazole sentezidir. Bu
reaksiyonlar yiiksek verimlerde gercgeklestirilmeleri, kisa reaksiyon siireleri,
secicilikleri ve bir¢ok fonksiyonel gruba tolerans gostermeleri agisindan biiytik ilgi
gormektedir. Bu reaksiyonlar; lineerden lineer olmayan makromolekiiler yapilara
kadar pek ¢cok kompozisyon ve topolojiye sahip polimerlerin sentezinde yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir (Aydogan, 2010; Caselli vd.,2015). Sentez 11l Basamakta
gerceklestirildi.

. Basamak: Yapilan sentezde Oncelikle POSS/sodyum azid (NaN3z) orani
1/8 olacak sekilde aminofonksiyonel POSS yapisi NaNjs ile azidlendi. 1
mmol aminofonksiyonel POSS alindi ve 10 mL DMSO i¢inde ¢oziildii.
NaN3; 8mmol olacak sekilde ilave edildi. Uygun ¢oziiniirliik elde edildikten
sonra 0,01 g NH,CI eklendi. 2 saat 60 °C refluks edildi. Sonrasinda tepkime
oda sicakliginda 18 saat daha devam ettirildi. Elde edilen sari-turuncu
renkli s1v1 igerisinden etkin iiriin ¢oktiiriilerek alindi. Uriin eterle yikanarak
yapisal olarak FTIR ve NMR teknikleri ile karakterize edildi. Boylece sekil
3.6’da verilen azidlenmis POSS yapisi1 elde edilmis oldu.
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Sekil 3.6. Aminofonksiyonel POSS yapisinin azidlenmesi

1. Basamak: Burada ise POSS baglayacagimiz antioksidanimiz olan NAC
proparjil bromiir ile etkilestirilerek, azidlenen POSS’a uygun hale
getirilmesi saglandi (Changhai ve Zhong, 2010). Bunun igin sekil 3.7 deki
reaksiyona gore; NAC- proparjil bromiir etkilesmesinden dnce, KOH ile
niikleofilik atak zemini hazirlandi. Sonra NAC/proparjil bromiir oran1 1/1
olacak sekilde 8 mmol NAC ve 8 mmol proparjil bromiir 20 mL DMF
icerisinde 1 saat 100 °C de refluks edildi. Sonra tepkime 15 saat oda
sicakliginda devam ettirildi. Solvent rotary evaporator ile uzaklastirildi.

Uriin CH,Cl, yikanarak yapisal olarak karakterize edildi.

O O
HS/\')‘\OH KOH. proparayl bromide HS/\‘)\O—CHzC__CH
HN CHgj HN YCHS
o (@)

Sekil 3.7. NAC ile proparjil bromiir etkilesmesi

I11.Basamak: Son basamagimizda ise I. ve II. basamaklarda elde ettigimiz tiriinler

olan; azidlenmis POSS ve proparjil bromiir ile etkilestirilmis NAC’1 ayr1 ayr1 10
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mL THF ile homojen hale getirildi. Sonra bu iki homojenat birbirine karistirilarak
24 saat oda sicakliginda tepkimeye birakildi. THF rotary evaporator ile
uzaklastirildi. Uriin eter ile yikanarak yapisal olarak FTIR ve NMR teknikleri ile

karakterize edildi.
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Sekil 3.8. POSS-NAC sentezi

3.5. Antioksidan Aktivite Testleri

Tez kapsaminda klorofonksiyonel POSS, aminofonksiyonel POSS,
sentezlenen POSS-Melatonin, POSS-NAC antioksidan nano-konjugatlarin ve
melatonin, NAC antioksidan yapilarin radikal siiplirme aktiviteleri olduk¢a yaygin
kullanilan ABTS ve indirgeme giicii metodlar ile tayin edildi. Elde edilen sonuglar

askorbik asit ve troloks standart maddeleri ile kiyaslanarak degerlendirildi.

3.5.1. ABTS radikal siipiirme aktivitesi tayini

ABTS radikali giderme aktivitesi Re ve arkadaslarinin kullandigi metoda
gore belirlendi (Re vd., 1999). ABTS radikali, potasyum peroksodisiilfat (6.6 mQg)
ve ABTS (30 mg)’nin 7.8 mL sulu ¢o6zeltisinin 12-16 saat oda sicakliginda
karanlikta bekletilmesiyle elde edildi. Kisaca 7mM ABTS ¢ozeltisi ve 2.45 mM
potasyum persiilfat ¢ozeltisi arasindaki reaksiyonla meydana geldi. Kullanmadan
once absorbanst 734 nm’de 0.7+0.020 olacak sekilde etanolle seyreltilerek
ayarlandi. 1mL ABTS ¢ozeltisi, 20 pl 6rnek ve std ¢ozeltilerine eklendi. 30 dk
sonra 734 nm’de absorbans okundu.
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Asagidaki denkleme gore, % inhibisyon degerleri hesaplandi.

% Inhibisyon = [( Axontrol-Asmek / Axontror)] X 100

Aontrol = Kontroliin absorbansi, Agmex = Ornegin absorbansi

3.5.2. Indirgeme giicii

Indirgeme giicii 6l¢iimiinde Hwang’in kullandig1 metoda gore belirlendi
(Hwang, 2001). Deney tiiplerine birakilan 25 pl 6rnege, 1.25 mL fosfat tamponu
(0.2 M, pH=6.6) ve 1.25 mL %1 lik KsFe(CN)s ¢ozeltisi eklendi. Karigim su
banyosunda 50°C’de 20 dk inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra tiiplere 1.25 mL
TCA(%10) ilave edildi ve 3000 devir’de 10 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi
siipernatan kismindan 1.25 mL alinarak tizerine 1.25 mL destile su ve 0.25 mL
FeCls (%0.1) ¢ozeltisi ilave edildi. Renklenen ¢ozeltinin 700 nm’de absorbansi

ol¢iildii. Yiiksek absorbans degeri yliksek indirgeme kapasitesinin gostergesidir.

3.6. Antibakteriyel Aktivite Belirleme

Tez kapsaminda klorofonksiyonel POSS ve sentezlenen POSS-Sefotaksim,
POSS-Metronidazol  nano-konjugatlarin, equitax (sefotaksim) ve flagyl
(metronidazol) isimli antibiyotiklerin antibakteriyel aktiviteleri oldukg¢a yaygin
kullanilan broth mikrodiliisyon metodu kullanilarak belirlendi (Jorgen vd., 2009).
Bu metoda gore; antibakteriyel calismada ilk 6nce hem c¢alisilacak alanin ve
kullanilacak ekipmanlarin sterilizasyonu ile basladi. Calisma tamamlanana kadar
bek alevinde tiim deneysel asamalar gergeklestirildi. Deneysel asamayi dort
basamakta siralayabiliriz.
I.Basamak; klorofonksiyonel POSS ve sentezlenen POSS-Sefotaksim, POSS-
Metronidazol nano-konjugatlar ve antibiyotiklerin 10.000 mg/L stok ¢ozeltileri
hazirlandi.
I1.Basamak; deneyde kullanilacak bakteri siispansiyonu hazirlandi. Bunun igin
besiyerine pasajlanmis calisilacak bakteriden (E.coli ve S.aureus) steril ekiivyon

cubuklar ile belli miktarda alinarak steril serum fizyolojik igerisinde standart
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olarak Inénii Unv.Tip. Fak. mikrobiyoloji laboratuvarindan temin edilen 0.5
McFarland’a gore ayarlama yapildu.

I11.Basamak; 96’lik steril pleytlere (12 kuyucuklu) 100 ul olacak sekilde her
kuyucuga sirasi ile sivi miiller hinton broth besiyeri (MHB), 6rnek ve son olarak
bakteri siispansiyonu birakildi. Son kuyucuk kontrol olarak secildi. Pleyt etiivde
37°C ortalama 18-24 saat aras1 inkiibasyona birakildi.

IV.Basamak; inkiibasyon sonrasi alman pleytten katt MHB besiyerine ekim
yapildi. Ekim sonrasi petriler 37°C ortalama 18-24 saat inkiibasyona birakildi.

Sonra sayim islemi gerceklestirilerek 1Cs degerleri hesaplandi.

3.7. In Vitro Biyouyumluluk Ozelliklerinin Belirlenmesi

Metabolik aktivitenin o6l¢iimiine dayali hiicre proliferasyon testlerinde
yaygin olarak Metiltiazol difenil tetrazolyum (MTT), 2,3-Bis(2-metoksi-4-nitro-5-
sulfofenil)-2H-tetrazolyum (XTT), 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksi metoksi
etoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolyum (MTS), 2-(4-iyodofenil)-3-(4-
nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2H-tetrazolyum (WST1) gibi tetrazolyum tuzlari
kullanilmaktadir. Calisma prensibi, temel olarak proliferasyona ugrayan hiicrelerin
artan dehidrojenaz enzim aktivitesi ile tetrazolyumu (MTT: sari, WST1: kirmizi)
kullanarak formazan (mor) boya iiretmesi sonucu goriillen renk degisiminin
absorbans olarak ELISA okuyucu ya da spektrofotometre ile dlgiilmesine dayalidir
(Terzioglu vd., 2013).

Tez kapsaminda klorofonksiyonel POSS, aminofonksiyonel POSS, POSS-
Sefotaksim, POSS-Metronidazol, POSS-Melatonin, POSS-NAC, Sefotaksim,
Metronidazol, Melatonin ve NAC yapilarinin sitotoksisiteleri L-929 Fibroblast
hiicrelerinde MTT [ (4,5-Dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolyum bromide] testi
ile belirlenmistir. Deney protokoliit OLYMPUS marka invert mikroskobu vasitasiyla

kiiltiire edilen hiicrelerin fotograflari ¢ekildi.

3.7.1. MTT testi

MTT testi; hiicre canliligina bagl olarak sitotoksisiteyi 6lgmede siklikla
kullanilan kantitatif spektrofotometrik bir yontemdir. L-929 fibroblast hiicreleri
%10 fetal sigir serumu (FBS) ve %1 penisilin/streptomisin igeren dulbecco
modifiye eagle (DMEM) besiyeri ile 37 °C’de %5 CO; igeren inkiibatorde
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kiiltiirlendi. Kiiltiirlenmis hiicreler yogunlugu 5000 olacak sekilde 96°lik platelere
ekildi ve 24 saat aym kosullarda inkiibe edildi. Ornekler DMSO’da dispers edildi.
Daha sonra ornekler hazirlanan stok c¢ozeltilerinden 200, 100, 50, 25, 10 uM
konsantrasyonlarima DMEM besiyeri ile seyreltildi. 96’lik platelere tutunan
hiicrelerin besiyeri 6rnek soliisyonlari ile degistirildi. Kontrol kuyucuklarinda taze
besiyeri ile degistirme islemi yapildi. Hazirlanan 6rnek-hiicre sistemi 24 saat ayni
kosullarda inkiibe edildikten sonra 6rnekleri igeren besiyeri kaldirilarak sirasiyla 90
uL DMEM besiyeri ve 10 uL MTT (5mg/mL, PBS’de) karisim1 hiicrelerin tizerine
eklendi. 4 saat karanlikta ayni kosullarda inkiibasyondan sonra hiicrelerin
tizerindeki soliisyon kaldirilarak 100 pnL. DMSO eklendi ve 540 nm’de mikroplate
okuyucuda absorbans oOl¢limleri gerceklestirildi. Absorbans sonuclarindan yola

cikarak 6rneklerin % canli hiicre degeri tespit edildi.

3.8. Istatistiksel Analiz

Deneysel  sonuglar  Graphpad Prism 5 programi  kullanilarak
anlamlagtirllmigtir. Sonuglar; ortalamatstandart sapma olarak ifade edilmistir.
Degerlendirme esnasinda; istatistiksel p degerleri dikkate alinarak yorumlama

yapildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Tez kapsaminda sekiz fonksiyonel kola sahip amino ve kloro fonksiyonel
POSS yapilarinin modifikasyonu ile yeni ve etkin antibiyotik ve antioksidan nano-
konjugatlar sentezlenmistir. Proje, bir molekiilde farmoko etken gruplarin birden
fazla bulundugu antibiyotik formiilasyonlarinin hazirlanmasi yoniiyle bir ilk
niteligindedir. Son yillarda gelisen antibiyotik direnci yeni antibiyotik
formiilasyonlara olan gereksinimi beraberinde getirmistir. Bu uygulama sonucunda
fazla antibiyotik kullanimi yerine daha diisiik dozlarda ayni etkiyi gosterebilecek
antibiyotik formiilasyonlar1 elde edilmistir. Ayrica fazla doz alimi sonucu ortaya
¢ikan yan etkiler bertaraf edilmis olacak ve buna bagl olarak yatan hastalarin yatis
stirelerini kisalacak, tedavi maliyeti azalacaktir. Proje antioksidanlar iginde; diisiik
doz uygulamalarina oldukga yiiksek aktivite kazandirma yonii ile yenilik¢i bir bakis
acist sunmaktadir. Literatiirlerde antioksidanlar icin bu tarz herhangi bir
formiilasyon séz konusu degildir. Projenin; insan sagliginin paha bigilmezligi
acisindan onemli bir katma deger olusturacagi asikardir.

Sentezlenen POSS-Sefotaksim, POSS-Metronidazol, POSS-Melatonin,
POSS-NAC vyapilant FTIR, *H NMR, TGA, DTA, DSC yéntemleri ile yapisal
olarak karakterize edilmistir. Sentezlenen nano-konjugatlarin yiizeysel analizi
SEM/EDX-elementel haritalandirma kullanilarak yapilmistir. POSS-Sefotaksim,
POSS-Metronidazol, kloro fonksiyonel POSS, sefotaksim, metronidazol yapilarin
in vitro antibakteriyel aktiviteleri olduk¢a yaygin kullanilan broth mikrodiliisyon
metodu ile ICsp degerleri hesaplanarak belirlenmistir. POSS-Melatonin, POSS-
NAC, kloro ve amino fonksiyonel POSS yapilariin radikal siipiirme giigleri ise
bilinen ABTS, indirgeme giicii yontemleri kullanilarak belirlenmistir.

Tezin hedefi; diisik doz uygulamalarina cevap verebilecek etkili ilag
(antibiyotik, antioksidan) tasarimi oldugu i¢in biyouyumluluk son derece 6nemlidir.
Bu nedenle in vitro sitotoksisitesi MTT testi kullanilarak yapilmustir.
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4.1. Klorofonksiyonel POSS, Sefotaksim, POSS-Sefotaksim Yapisina Ait
Bulgular

4.1.1. Klorofonksiyonel POSS, Sefotaksim, POSS-Sefotaksim yapisal
karakterizasyon FTIR sonuglari

Klorofonksiyonel POSS, saf sefotaksim ve POSS temelli bir ila¢ yapisinda
bulunan POSS-Sefotaksim yapisina ait FTIR spektrumlar1 Sekil 4.1°de

gorilmektedir.

4 ’ - - "

| Sefotaksim L~ ko N /\ : ANYY o T W
w \ / I

|

o

| 1]
| 1| "

|
!
| Poss-al v WW\/ /‘ﬁ /\r/\(
Vi T
. WA

Gegirgenlik (%)

T\ A A ————
\

e '<' L4 Wy

~

NG
1 N’ \ f A~
N f \/ M
|POSS-Sefotaksim \ ~ | a \ ,‘
1 F\ ] \

0000 3600 3200 2800 2400 2000 1500 1600 1300 1200 1000  $00 6500

Dalga sayisi (cm’)

Sekil 4.1. POSS-CI, Sefotaksim, POSS-Sefotaksim’e ait FTIR spektrumlari

Saf sefotaksim yapisinda 1050 cm™de eterik yapidaki C-O ve 1276 cm™*de
C-O-C eterik gerilme titresimlerini agik¢a gormekteyiz. Ayrica 1302 cm™de C-S-C
ve 1342 cm™’de tiyazol halkasi iizerindeki C-S=C gerilme titresimlerini de
gormekteyiz. 1440 em™de C-N gerilme titresimi hem tiyazol hem de kopri azotu
icin goriilmektedir. 1820 cm™°de esterik, 1770 cm™de ise sodyum atomuna bagl
ve 1600 cm™’de amidik karboniller gériilmektedir. Sefotaksim yapisinda bulunan
alifatik C-H gerilme titresimleri ise 2850-2946 cm™ de ve son olarak 3294 cm™’de
tiyazoldeki NH-C titresimi net bir sekilde goriilmektedir. POSS yapisinda ise
alifatik C-H, Si-O-Si ve Si-O gerilme titresimleri sirasi ile 2800-2914, 1115 ve 655
cm™? degerlerinde tespit edilmistir. Sefotaksim gruplarmin  POSS  yapisina

baglanmast ile olusan POSS-sefotaksim bilesigine ait spektrumda ise 1115 cm™ de
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Si-O, 1033 cm™ de Si-O-Si baglarina ait titresimler goriilmektedir. Ayrica
sefotaksim yapisinda goriilen titresim pikleri 1367, 1614, 1533, 952 cm ™ de sirasi
ile C-N, C=0, C=C ve alifatik C-H baglarmna ait titresim piklerinin sonug tiriin
spektrumunda bulundugunu gormekteyiz. Yine benzer C-H gerilme piklerini 2937
cm-""de karakteristik olarak goriiyoruz. Sefotaksim baglanma sirasinda saf
sefotaksim yapisindaki NH,-C grubuna ait 3294 cm™deki pikin kaybolmas: da

istenilen yapinin elde edildigini bize ispatlamaktadir.

4.1.2. Klorofonksiyonel POSS, Sefotaksim, POSS-Sefotaksim yapisal
karakterizasyon NMR sonuglari

Calisma kapsaminda hazirlanan POSS temelli yapilarin kontrolii FTIR
teknigi yaninda NMR teknigi ile de ayrica karakterize edildi. Sekil 4.2’de kloro
POSS, sefotaksim ve sefotaksim iiniteleri tagiyan POSS yapilarmin NMR
spektrumlar1 goriilmektedir. Sekil 4.2 incelendiginde; klorofonksiyonel POSS
yapisina ait NMR spekrumunda; "H NMR (8* ppm), 2,70 (t, CH,CI, 16H); 1,81 (m,
SiCH,CH,, 16H); 0,91 (t, SiCH,, 16H), saf sefotaksim yapisina ait NMR
spektrumunda ise 7,35 ppm de aromatik C-H protonlarini, 5,65 ppm N-H ve 5,01
ppm de NH; protonlarin1 gérmekteyiz. Ayrica alifatik karakterli CH; gruplarini
2,01 ppm’de gormekteyiz. Yine alifatik karakterli CH; gruplari i¢in proton pikleri
farkli konumlarda olmak {izere 3,01 ve 3,81 ppm arasinda goriilmektedir. Aromatik
karakterli C-H protonlar1 ise 7,35 ppm’de goriilmektedir. Bu saf yapilara ait pikler
POSS-Sefotaksim yapisinda da goriilmektedir. Ozellikle aromatik karakterli
sefotaksim yapisint karakterize eden 7,35 ppm piki POSS-Sefotaksim NMR
spekrumunda agikga goriilmektedir. POSS-Sefotaksim yapisina ait NMR
spektrumunda ise POSS’a ait karakteristik 2,01 (m, SiCH,CH,, 16H) ve 1,20 (t,
SiCH,, 16H) proton pikleri gozlenmektedir. Bunun disinda baglanmanin bir
gostergesi olan 3,01 ppm de CH,;N protonunu gormekteyiz. Bu pikler istenilen

POSS-Sefotaksim yapisinin elde edildigini bize ispatlamaktadir.
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4.1.3. Klorofonksiyonel POSS, Sefotaksim, POSS-Sefotaksim yapisina ait
termal analiz sonuclari

Termal analiz sonuclart TGA, DTA ve DSC teknikleri kullanilarak elde
edilmistir. TGA, DTA ve DSC sonuglari sirasi ile sekil 4.3, sekil 4.4, sekil 4.5” de

verilmistir.
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Sekil 4.3. POSS-CI, Sefotaksim, POSS-Sefotaksim’e ait TGA termogramlari
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Sekil 4.4. POSS-CI, Sefotaksim, POSS-Sefotaksim’e ait DTA termogramlari
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Sekil 4.5. POSS-CI, Sefotaksim, POSS-Sefotaksim’e ait DSC termogramlari

Sekil 4.3°de POSS-CI, sefotaksim ve POSS-Sefotaksim’e ait TGA
termogramlar1 verilmistir. Bu termogramlarda POSS yapisinin termal kararliliginin
yiiksek oldugu ve 326°C’ye kadar termal dayanikli oldugu goriilmektedir. Bu kiibik
POSS yapist icin beklenilen bir bulgudur. Bu sicaklik degerinden sonra POSS
yapist lizerinde bulunan organik yapili yan gruplarin bozunmaya ugradigi
gorilmektedir. Toplam kiitle kayib1 degeri 700°C’de yaklasik %50 civarindadir.
Bu sonug¢ kiibik POSS yapisina sekiz kolunda CH,-CH,-CH,-Cl gruplari
bulundugunu gostermektedir. Sefotaksime ait termogram incelendiginde ise;
sefotaksim  grubunun  kademeli  olarak  bozundugunu  gozlenmektedir.
105°C’civarinda yapidaki nemin uzaklastigin1 daha sonra ise ii¢ temel kiitle kayb1
ile bozundugunu gormekteyiz. POSS-Sefotaksim yapisinda ise yine yapidaki nemin
uzaklagmasi 110°C civarinda goriilmektedir. Genel molekiil yapis1 220°C’ye kadar
dayaniklidir. Buradan sefotaksim yapisinin POSS gruplarina baglanmasi ile termal
kararliliginin arttigin1 gérmekteyiz. Bu bulgular DTA ve DSC termogramlar ile
desteklenmistir. Sekil 4.4’deki termogramlarda POSS-CI, sefotaksim, POSS-
Sefotaksim’e ait DTA egrileri verilmistir. Bu egrilerde saf POSS yapisinin 200°C
civarinda kristalizasyon gegisini gormekteyiz. Ayrica organik yapinin 350-565°C
arasinda bozundugu goriilmektedir. Sefotaksim yapis1 200-310 °C aras1 310-485°C
arasi ve 485-655°C arasinda ii¢ temel kiitle kayib1 gostermektedir. Bu kiitle kayib1
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degerleri literatiir kayitlar1 ile uyumlu olarak goriilmektedir. Birinci kiitle kayib1
yan grup olan alifatik CH,OCOCH; yapisimin  degredasyonundan
kaynaklanmaktadir. Ikinci kiitle kayibi bes iiyeli halkanin degredasyonundan
kaynaklanmaktadir. Son kiitle kayb1 ise kopriilii halkalarin termal degredasyonu
sonucundadir. Son olarak 650-700°C arasinda basit bir termal bozunma piki
goriilmiistiir. POSS-Sefotaksim yapisina ait termogramda yapiya baglanan
sefotaksim gruplarindan kaynakli temel bozulma piklerini direkt olarak
gormekteyiz. Oncelikle sefotaksim esterik yan gruplarmimn bozunma pikini 210-
320°C civarinda ve yine POSS yan gruplari ile bes iiyeli sefotaksim halka
bozunmasini 320-450°C’de gormekteyiz. Temel kopriilii halka bozunma bandini ise
530-680°C arasinda net olarak gormekteyiz. DTA termogramlart ve TGA
termogramlar1 bir arada incelendiginde POSS yapis1 lizerindeki sekiz kolada
sefotaksim baglandigr sonucuna varilabilir. DSC termogramlarida Sekil 4.5°de
verilmigtir. Bu termogramlarda POSS yapsinda 30-400°C sicaklik araliginda
belirgin bir bozunma piki bulunmaz iken sefotaksim bozunma piki 198°C’de
baslamaktadir. Ancak POSS-Sefotaksim yapisinin bozunma sicakligi 250°C’de
baslamaktadir. DSC termogramlarinda bu tiir bir baglanmanin sefotaksim

molekiiliiniin termal kararliligini arttirdig1 sonucuna varilabilir.

4.1.4. Klorofonksiyonel POSS, Sefotaksim, POSS-Sefotaksim yapisina ait
yiizey analiz sonuclari

Yiizey analizleri SEM, EDX-elementel haritalandirma ile yapilmustir.

Sonuglar sekil 4.6 ve sekil 4.7°de verilmistir.
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Sekil 4.6. POSS-CI, Sefotaksim, POSS-Sefotaksim igin farkli biiylitme oranlarinda
SEM goriintiileri
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Sekil 4.7. POSS-CI, Sefotaksim, POSS-Sefotaksim i¢in EDX-elementel haritalama
gorilntiileri
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Sekil 4.6’da POSS-CI, saf sefotaksim ve POSS-Sefotaksim yapilarina ait
SEM goriintiileri diisilk ve yiiksek biiyiitme oranlarinda kiyaslamali olarak
verilmistir. SEM goriintiilerinde sonug iirlin yapis1 basglangic maddelerine gore
oldukca farkli ve homojen yapili oldugu goriilmektedir. POSS yapisina ait SEM
goriintiisiinde fraktal bir yap: sergilemektedir. Ozellikle yakin biiyiitmede yiizey
kavitelerinin olduk¢a biiylik oldugu dikkat ¢ekmektedir. Sefotaksim yapisinda
kii¢iik pargal1 bir yap1 s6z konusu olup yakin biiyiitmelerde bu pargalarin diizlemsel
kiriklardan olustugu goriilmektedir. POSS-Sefotaksim yapisinda ise homojen bir
toz yapist hakimdir. Diizlemsel pargalar yok olmus kiiciik kaviteler olusmustur.
Yapidaki farklilasma yeni bir yapinin olusumunu ispatlamakla beraber homojen
goriiniim Uriiniin safliginm gostermektedir. Sekil 4.7°de POSS-CI, saf sefotaksim ve
POSS-Sefotaksim yapilarmma ait EDX spektrumlari goriilmektedir. POSS-CI
yapisiin spektrumunda C, O, Cl ve Si pikleri net olarak goriilmektedir. 0,277
keV’da C, 0,523 keV’da O, 1,743 ve 0,092 keV’da Si ve 2,622 keV’da Cl piklerini
gormekteyiz. EDX-elementel haritasinda ise bu dort elementin homojen yayilimin
gormekteyiz. Saf sefotaksim yapisinda S, N, C, H ve O elementleri bulunmaktadir.
Ancak sefotaksimin ilag formu kullanildigindan yapisinda ¢oziiniirliigiini arttirmak
icin kullanilan sodyum tuzu da gozlenmektedir. Sefotaksim yapisina ait EDX
spektrumunda S, N, O, C ve Na elemetlerine ait pikleri gérmekteyiz. 0,277 keV’da
C, 0,523 keV’da O, 2,307 ve 0,149 keV’da S ve 1,040 keV’da Na piklerini
gormekteyiz. POSS-Sefotaksim yapisinda hem POSS grubundan hem de
sefotaksim molekiiliinden gelen yapilara ait pikler goriilmektedir. 0,277 keV’da C,
0,523 keV’da O, 2,307 ve 0,149 keV’da S, 1,743 ve 0,092 keV’da Si ve 1,040
keV’da Na piklerini agik¢a gérmekteyiz. Bu sonug istenilen yapinin elde edildigini
dogrular niteliktedir. Ayrica EDX-elementel haritalandirma goriintiisiinde de sonug

iriin yapisinin homojenligi goriilmektedir.

4.1.5. Klorofonksiyonel POSS, Sefotaksim, POSS-Sefotaksim yapisina ait
biyokimyasal ve hiicre kiiltiirii sonuclar

Sefotaksim antibiyotik oldugu i¢in, antibakteriyel aktiviteye oldukca yaygin
kullanilan broth mikrodiliisyon metodu ile bakildi. /n vitro sitotoksite testleri ise

MTT testi ile gerceklestirildi.
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4.1.5.1. Klorofonksiyonel POSS, Sefotaksim, POSS-Sefotaksim yapisina ait

antibakteriyel aktivite sonug¢lari

Broth mikrodiliisyon metoduna gore antibakteriyel etkinlikleri belirlendi.

Sonuglar ICsp (bakterilerin %50 sini inhibe eden konsantrasyon) degeri olarak

verildi. Calisma sonuglarimiza gore; kontrol, klorofonksiyonel POSS yapilari igin

hem E.coli hem de S.aureus bakterileri iceren besiyerlerinde sivama tireme

goriintiileri mevcut olup, antibakteriyel etkinlik gozlenmemistir. Bu gozlemler

Tablo 4.1°de verilmistir. Bu nedenle sadece antibakteriyel etkinlik gosteren

sefotaksim, POSS-Sefotaksim nano konjugatlart igin kantitatif olan 1Csy degerleri

hesaplanmustir. Sekil 4.8’de verilmistir.

Tablo 4.1. Kontrol ve POSS-CI bakteri canliligi- konsantrasyon iligkisi
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Sekil 4.8. Sefotaksim, POSS-Sefotaksim 1Csy degerleri

POSS-Sefotaksim, sefotaksim igin antibakteriyel etkinlik sekil 4.8°de
verilmistir. Bu dogrultuda E.coli ve S.aureus bakterilerinde, kontrol ve
klorofonksiyonel POSS yapilarinda antibakteriyel etkinligin olmadigini, bunlara
kiyasla yeni sentezlenen POSS-Sefotaksim formiilasyonunun E.coli bakterisinde
antibakteriyel etkinligin ~ sefotaksimden istatistiksel olarak anlamli (p<0,05),
S.aureus de ise (p<0,01) oldukca anlamli bir artis gosterdigini gérmekteyiz. Hedef
sentezlenen POSS-Sefotaksim nano konjugat formiilasyonu ortalama bes kat daha
fazla antibakteriyel etkinlige sahiptir. Bu sonug; tez kapsaminda hedeflenen ayni

dozda yiiksek antibakteriyel etkinligin basari ile saglandigini kanitlamaktadir.

4.1.5.2. Klorofonksiyonel POSS, Sefotaksim, POSS-Sefotaksim yapisina ait
hiicre Kiiltiirii sitotoksite sonuclari

Sentezlenen klorofonksiyonel POSS, sefotaksim, POSS-Sefotaksim nano-
konjugatin L-929 fibroblast hiicreleri ile gerceklestirilen sitotoksite test sonuglari ve
hiicre gorintiileri Sekil 4.9°da verilmistir. Hiicre canliligi sonuglar1 dahilinde
sentezlenen POSS-Sefotaksim formiilasyonunun L-929 hiicreleri tizerine sitotoksik
olmadig1 deneysel olarak kanitlanmigtir. Verilen hiicre goriintiileri POSS-

Sefotaksim nano konjugati i¢in en derisik konsantrasyon goriintiileri olup hiicre
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canliliginin  kontrole yakin diizeyde oldugu gozlenmektedir. Hatta saf
klorofonksiyonel POSS yapisinin sefotaksim baglandiktan sonra var olan hiicre

canliliginin daha da arttig1 gozlemlenmistir.

—#- POSS-Cl .
120- —m- POSS-Sefotaksim
—&- Sefotaksim
2 110-
=
3
o 100-
=
T
2 90-
Bc T T T T 1
0 50 100 150 200 250
Konsantrasyon (uM)

sonuglari ve goriintiileri
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4.2. Klorofonksiyonel POSS, Metronidazol, POSS-Metronidazol Yapisina Ait
Bulgular

4.2.1. Klorofonksiyonel POSS, Metronidazol, POSS-Metronidazol yapisal
karakterizasyon FTIR sonuclari
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Sekil 4.10. POSS-CI, Metronidazol, POSS-Metronidazol’e ait FTIR spektrumlari

Metronidazol yapist ile gergeklestirilen sentezler kapsaminda istenilen
yapinin kontrolii 6ncelikle FTIR analizleri ile gergeklestirildi. Saf metronidazol,
kloro fonksiyonel POSS ve metronidazol gruplari baglanmis POSS yapilarina ait
FTIR spektrumlart sekil 4.10°da verilmistir. Metronidazol molekiil yapist olarak
oldukga kiigiik bir diazol molekiiliidiir. Yapisinda diazol halkasi haricinde bir adet
nitro grubu ve alifatik metilenler bulunmaktadir. Ayrica bir adet hidroksil grubu
tagimaktadir. Yapida bulunan nitro gruplarindan kaynakli olarak asimetrik NO;
gerilme titresimi 1505 cm™ ve simetrik NO, gerilme titregimleri 1360 cm™de
goriilmekterir. 1442 cm™de diazol halkasi iizerinde bulunan C-N gerilme
titresimleri ve 925 cm™de alifatik karakterli CH, yapis1 C-H piklerini gérmekteyiz.
Yine alifatik karakterde CH3 yapisindaki metilen grubu C-H gerilme titresimleri
ikili bir pik olarak 2846-2941 cm™’de bulunmaktadir. Calisma kapsaminda saf
metronidazol gruplari -OH bagi ilizerinden baglanmaktadir. Saf metronidazol
yapisinda —OH gerilme titresimi 3217 cm™de goriilmesine ragmen POSS
metronidazol yapisinda bulunmamaktadir. Bu bulgu metronidazoliin 6nerilen

bicimde POSS yapisina baglandigini gostermektedir. POSS-C1 yapisinin FTIR
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spektrumu incelendiginde spektrumda 1000-1100 cm™de POSS yapisindan
kaynaklanan Si-O- bagina ait genis bandi, 928 ve 770 cm™’de Si-O-Si bag1 i¢in
simetrik gerilme piklerini gébrmekteyiz. Bu sekiz fonksiyonel POSS yapisina sterik
engeli olduk¢a az olan metronidazol yapisi oldukga yiiksek verimle baglandi ve
sonug liriindeki diazol halka pikleri istenilen yapinin elde edildigini ispatlamaktadir.
Bu yapida hem 1092 cm™’de Si-O-Si, 750 ve 972 cm™de Si-O gerilme piklerinin
olmasi hem de metronidazol gruplarindan kaynakli 1412 cm™ deki C-N gerilme
titresimlerinin -~ bulunmasi  metronidazol  gruplarinin  yapiya baglandigin

gostermektedir.

4.2.2. Klorofonksiyonel POSS, Metronidazol, POSS-Metronidazol yapisal
karakterizasyon NMR sonuclari

Sekil 4.11°de metronidazol ve POSS-Metronidazol yapilarma ait *H NMR
spektrumlar1 goriilmektedir. Bu spektrumlar1 sekil 4.11°de klorofonksiyonel
POSS’un spektrumu ile beraber yorumladigimizda, istenilen yapinin elde edildigini
gormekteyiz. Bu spektrumlarda POSS yapisi i¢in alifatik karakterde proton gruplari
goriilmektedir. Klorofonksiyonel POSS yapisinda kimyasal ¢evreleri bir birinden
farkl1 3 temel proton goriilmektedir. 2,70 ppm -CH,-Cl, 1,81 ppm CH,-CH,-CH; ve
0,91°de ise Si-CH;- protonlarinin pikleri goriilmektedir. Saf metronidazol yapisinda
aromatik halkaya bagli C-H protonu 8,05 ppm’de goriilmektedir. Daha
elektronegatif bir grup olan OH grubuna bagli CH; protonlar1 4,45 ppm’de ve
aromatik halka yapisina bagli olan CH, gruplart 3,87 ppm’de goriilmektedir.
Alifatik karakterli CH,-CH; yapisi ise 3,51 ppm’de net bir sekilde goriilmektedir.
Bu spektrumlarda metronidazol ve POSS’ ait tiim protonlarin POSS-Metronidazol
yapisinda teorik olarak bulunmasi1 gereken kayma degerlerinde bulundugu
goriilmektedir. Ozellikle 8,01 ppm degerinde aromatik yapilarin C-H pikini
gormekteyiz. Bu pik tamamen alifatik karakterli POSS yapisinin NMR’inda
aromatik  piklerin  goriilmesi metronidazol yapisinin  baglandigini  bize
ispatlamaktadir. Bu sonuglar istenilen sekiz kollu yapilarin elde edildigini
gostermektedir. Diger metronidazol ve POSS pikleri de benzer sekilde bu yapida
yer almaktadir. Ozellikle alifatik karakterli CH, gruplar1 2,55, 3,85 ve 4,39 ppm’de
gorilmektedir. Bu nedenle POSS yapisindaki sekiz kolunda metronidazol yapisi

tasidig pik degerleri ve integrasyon sonuglarindan anlagilmaktadir.
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4.2.3. Klorofonksiyonel POSS, Metronidazol, POSS-Metronidazol yapisina ait
termal analiz sonuclari
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Sekil 4.12. POSS-CI, Metronidazol, POSS-Metronidazol’e ait TGA termogramlari
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Sekil 4.13. POSS-CI, Metronidazol, POSS-Metronidazol’e ait DTA termogramlar1
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Sekil 4.14. POSS-CI, Metronidazol, POSS-Metronidazol’e ait DSC termogramlari

Sekil 4.12°de POSS-CI, metronidazol ve POSS-Metronidazol’e ait TGA
termogramlar1 verilmistir. Bu termogramlar incelendiginde kloro POSS yapisinin
toplam bozunma sicakligi 325 °C’de baslamistir. %50 kiitle kayib1 gerceklesmistir.
600°C’de %50 kalinti kalmaktadir. Metronidazol molekiiliin bozunma sicaklig
170°C’de goriilmektedir. Bozunma ¢ok dar bir sicaklik araliginda gerceklesmis ve
225°C’de bitmistir. POSS-Metronidazol yapisinda ise benzer sicaklik aralifinda
POSS yapisina baglanmis olan metronidazol gruplarinin bozunma kiitle kayib1
goriilmiistiir. Ilgili molekiillerin DTA termogramlarinda kloropropil yan gruplarinin
bozunmasi  350-565°C  arasinda  gOriilmistiir.  Metronidazol = molekiili
termograminda 100-250°C arasinda kiiciik bir bozunma ve daha sonrasinda keskin
bir termal bozunma piki goriilmiistiir. POSS-Metronidazol yapisinda ise temel
bozunma piki 221°C civarinda baglamaktadir. Yapisal bozunma temel bir bant

gorliiniimiindedir. 235-735°C arasinda genis bir bant goriinlimiindedir.

POSS-CI, metronidazol, POSS-Metronidazol’e ait DSC termogramlari
sekil 4.14°de verilmistir. Bu termogramlarda metronidazol yapisinin 250-305 °C
arasinda c¢ok keskin bir pik ile bozundugu goriilmektedir. Ancak POSS yapisina
baglandiginda bozunma pik baslangict 320°C’ye kadar yiikselmektedir. Bu da
POSS molekiiliiniin antibiyotik yapisina katkisim1 gostermektedir. Yine bu

termogramlarda metronidazol grubunun erime piki 150°C de goriilmektedir. POSS
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metronidazol yapisinin erime piki 120°C dedir. Bu degerin belirgin olarak
degismesi yapiya bir katkilama degil baglanma oldugunu gosterir.

4.2.4. Klorofonksiyonel POSS, Metronidazol , POSS-Metronidazol yapisina ait
yiizey analiz sonuclari

£
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Sekil 4.15. POSS-CI, Metronidazol, POSS-Metronidazol igin farkli biiyiitme

oranlarinda SEM goriintiileri

63



SE

MAG: 250 x “HV: 20.0 kVaWDYS.0 mim

w ES wn o
T A G W O o W ST T O ST I T O T B G 0 O

~

-

o

POSS-C1 Metronidazol

@

(®)

POSS-Metronidazol
©

Sekil 4.16. POSS-CI, Metronidazol, POSS-Metronidazol i¢in EDX-elementel

haritalama goriintiileri
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Sekil 4.15°de POSS-CI, metronidazol ve POSS-Metronidazol yapilarina ait
SEM goriintiileri verilmistir. Sekil 4.15 a ve b’de POSS-CI yapisi incelendiginde
fraktal ve homojen bir yiizey goriintiisii goriilmektedir. Yiiksek biiyiitmede bu
fraktal yap1 daha belirgin olarak goriilmektedir. Sekil 4.15 ¢ ve d’de metronidazol
yapisina ait SEM goriintiileri bulunmaktadir. Bu SEM goriintiilerinde metronidazol
yapisininda POSS yapisindaki gibi fraktal bir yiizeye sahip oldugu goriilmektedir.
Ancak POSS yapisindan farkli olarak daha kii¢iik parcali bir yapidadir. POSS-
Metronidazol yapisi baslangic maddelerine gore ¢ok farkli bir yiizey goriintiisii
sergilemektedir. Daha kristalin ve diizlemseldir. Tim yap1 homojen olarak
goriilmustiir. Fraktal yap1 yerini kiibik kristalin olusumlara birakmistir. Bu degisim
yeni bir yap1 kuruldugunu bize ispatlamaktadir. Sekil 4.16° da POSS-Metronidazol
yapisinin hazirlanmasinda kullanilan POSS-CI, metronidazol yapilarina ait EDX
spektrumlar1 ve elementel haritalama goriintiileri, POSS-Metronidazol yapisina ait
spektrumlar ile birlikte kiyaslamali olarak verilmistir. Sekil 4.16 a’da goriinen
klorofonksiyonel POSS yapisina ait C, O, Si ve Cl piklerini net bir sekilde
gérmekteyiz. Ozellikle metronidazol gruplarmin baglanacag klor grubuna ait Ka
0,183 keV Kp 2,622 keV’da gorilmistir. Bu pikin POSS-Metronidazol
konjugatinda takibi ile POSS yapisindaki sekiz kolada metronidazol kollarinin
baglanmas1 saglandi. Bu pikin siddetindeki azalma yapida serbest klor grubu
bulunmadigmi  bize ispatlamaktadir. Ozellikle EDX-elementel haritalama
goriintlilerinde de POSS-Metronidazol yapisinda klor bdlgeleri goriilmemistir.
Sonug olarak istenilen yapinin elde edildigi ispatlanmigtir. Sekil 4.16 b’de
metronidazol yapisina ait EDX goriintiisti goriilmektedir. Bu spektrumda 0,277 keV
da C 0,392 keV’da N 0,523 keV’da O ne ait pikler goriilmektedir. Ayrica
konjugatin hazirlanmasinda ¢6ziiniirliilk saglanmasi amaci ile yapiya dahil edilmis
olan Ca, P elementleri goriilmiistiir. Benzer sekilde sekil 4.16 ¢’de C, N, O, Ca, P
ve POSS yapisindan kaynakli olarak Si elementlerinin pikleri goriilmektedir.
Yapida Si elementinin dahil olmasi istenilen POSS kafesinin metronidazole

baglandigini gostermektedir.
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4.2.5. Klorofonksiyonel POSS, Metronidazol, POSS-Metronidazol yapisina ait
biyokimyasal ve hiicre kiiltiirii Sonuglar:

4.2.5.1. Klorofonksiyonel POSS, Metronidazol, POSS-Metronidazol yapisina
ait antibakteriyel aktivite sonuclar:
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Sekil 4.17. Metronidazol, POSS-Metronidazol 1Csy degerleri

POSS-Metronidazol, metronidazol i¢in antibakteriyel etkinlik sekil 4.17’de
verilmistir. Bu dogrultuda E.coli ve S.aureus bakterilerinde kontrol ve
klorofonksiyonel ~POSS yapilarinda antibakteriyel etkinligin  olmadigini
gormekteyiz. Aksine yeni sentezlenen POSS-Metronidazol nano konjugatin
metronidazol’e gore istatistiksel olarak hem E.coli hemde S.aureus bakterilerinde
yiiksek diizeyde anlamli (p<0,001) bir antibakteriyel artis gostermektedir. POSS-
Metronidazol nano konjugat formiilasyonu ise sekil 4.17°de gorildigi gibi
ortalama alt1 kat daha fazla antibakteriyel etkinlige sahiptir. Bu sonug; tez

kapsaminda istenen ayn1 dozda yiiksek etkinligi bir kez daha kanitlamaktadir.

4.2.5.2. Klorofonksiyonel POSS, Metronidazol, POSS-Metronidazol yapisina

ait hiicre Kiiltiirii sitotoksite sonuclar:

Sekil 4.18’de verilen Kklorofonksiyonel =~ POSS, metronidazol, POSS-
Metronidazol nano-konjugatlarin L-929 fibroblast hiicrelerinde sitotoksik olmadigi
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deneysel olarak ispatlanmistir. Sentezlenen formiilasyon biyouyumlu yonii ile tibbi

amaglara doniik olarak pek ¢ok alanda da kullanilabilinir.
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Sekil 4.18. POSS-CI, Metronidazol, POSS-Metronidazol L-929 fibroblast hiicre
canlili1 ve goriintiileri
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4.3. Klorofonksiyonel POSS, Melatonin, POSS-Melatonin Yapisina  Ait
Bulgular

4.3.1. Klorofonksiyonel POSS, Melatonin, POSS-Melatonin yapisal
karakterizasyon FTIR sonuclar:

- VT g (' w'
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Sekil 4.19. POSS-CI, Melatonin , POSS-Melatonin’e ait FTIR spektrumlari

Calisma kapsaminda antioksidan 6zelligi acisindan énemli bir molekiil olan
melatonin ¢oklu etki gostermesi i¢in POSS yapisina baglandi. Bu katilma
reaksiyonu Oncelikle FTIR spektrumlari ile tespit edildi. FTIR spektrumlarinda
POSS-CI, saf melatonin ve POSS-Melatonin bilesiklerinin yapilar1 aydinlatilarak
birlikte yorumlandi. Sekil 4.19°da her ii¢ yapiya ait FTIR spektrumlari verilmistir.
Melatonin yapisimin FTIR spektrumlarinda C-N gerilme titresimleri 1446 cm™de,
1640 cm™*de amit gruplarina ait gerilme piki, ve yine amit N-H gerilme piki ise
1420 cm™de goriilmektedir. 1272 cm™ de ise eterik CH3-O-C piki yapiyi
gostermektedir. POSS yapist ise 1000-1100 cm™*de araliginda genis bir bant ile Si-
O-Si ve 928 ve 770 cm™’de Si-O bag1 simetrik gerilme piklerinin yani sira alifatik
C-H gerilme pikini 2820-2940 cm™de vermektedir. POSS yapisina melatonin
gruplarinin baglanmasi ile elde edilen sonug iiriinde hem POSS merkezinden hem

de melatonin gruplarindan kaynakli pikleri bir arada goérmekteyiz. Sonug iirlinde
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POSS yapisindan kaynakli Si-O-Si bandi 1112 cm™de ve Si-O pikleri ise
beklenildigi gibi 932 ve 776 cm™ de goriilmektedir. Bu yapidaki melatonin pikleri
ise 1440 cmY’de C-N gerilme titresimleri, 2850-2900 cmdeki alifatik C-H
gerilme titresimleri, 1517 cm™’de aromatik C=C gerilme piki ve 1657 cm™ de
C=0 gerilme titresimi olarak bulunmaktadir. Ayrica yine melatonin yapisindan
kaynakli 1205 cm™deki eterik C-O-C gerilme piki de melatonin varligmi
ispatlamaktadir. Tiim bu piklerin yapisal olarak yorumlanmasi ile istenilen POSS-

Melatonin yapisinin elde edildigi net bir sekilde ispatlanmaktadir.

4.3.2. Klorofonksiyonel POSS, Melatonin, POSS-Melatonin yapisal
karakterizasyon NMR sonuglari

Tez kapsaminda antioksidan aktivitenin birim molekiil basina etkinliginin
arttirilmast igin tercih edilen melatonin, POSS yapisinin sekiz koluna baglanmustir.
Istenilen yapmin uygunlugu FTIR spektrumu yaninda NMR spektrumlari ile de
karakterize edildi. Sekil 4.20°de klorofonksiyonel POSS, melatonin ve POSS-
Melatonin yapilarina ait NMR spektrumlar1 gérmekteyiz. Bu spektrumlardan POSS
yapist i¢in alifatik karakterde proton gruplari goriilmektedir. Klorofonksiyonel
POSS vyapisinda kimyasal c¢evreleri bir birinden farkli 3 temel proton
goriilmektedir. Dublet olarak 2,70 ppm’de -CH,-N, multiplet olarak 1,81 ppm’de
CH;-CH2-CH; ve dublet olarak 0,91ppm degerinde ise Si-CH,- protonlarinin pikleri
goriilmektedir. Saf melatonin yapisinda kimyasal cevreleri farkli 14 proton
bulunmaktadir. Bunlar siras1 ile 1,66 CH30, 3,31 CHN, 3,60 CH30, 2,68 —CH>-,
3,80 amin yapisindaki N-H ve 7,89 pirol halkasindaki N-H gruplarina ait
protonlarin pikleridir. Ayrica aromatik halkaya bagli C-H protonlar1 6,61, 6,74,
6,77, ve 7,00 ppm civarinda goriilmektedir. Tiim bu karmagik spektrum POSS-
Melatonin yapisinda da goriilmektedir. Ozellikle POSS yapisindaki alifatik 2,70,
1,81 ve 0,69 ppm’deki CH; pikleri ile melatoninin 1,69 CH3O, 3,21 CHN, 3,61
CH30, 2,58 —CHj-, 3,80 amin yapisindaki N-H ve 7,89 pirol halkasindaki N-H
pikleri sonug iiriinde net olarak goriilmektedir. Bu sonuglar istenilen yapinin elde

edildigini bize ispatlamaktadir.
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FPOSS - Mclatonin
Sekil 4.20. POSS-CI, Melatonin, POSS-Melatonin’e ait'H NMR spektrumlari



4.3.3. Klorofonksiyonel POSS, Melatonin, POSS-Melatonin yapisina ait termal
analiz sonugclari

TGA
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Sekil 4.21. POSS-CI, Melatonin, POSS-Melatonin’e ait TGA termogramlari
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Sekil 4.22. POSS-CI, Melatonin, POSS- Melatonin’e ait DTA termogramlari
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Sekil 4.23. POSS-CI, Melatonin, POSS- Melatonin’e ait DSC termogramlari

POSS-CI, melatonin ve POSS- Melatonin’e ait TGA termogramlar1 Sekil
4.21°de verilmistir. Bu termogramlarda POSS-Cl yapisina gore melatonin bagh
yapilarin termogramlarinin degistigi goriilmektedir. POSS yapisi1 kloropropil yan
gruplarinin bozunmasi 350-565°C arasinda iken POSS-Melatonin yapisina ait
termogramlarda iki farkli kiitle kayib1 goriilmektedir. Birinci kiitle kayib1 degeri
yan grup olarak baglanan melatonin yapisindan kaynaklanmaktadir. Ikinci kiitle
kayibr degeri ise POSS merkez koruna bagli olan alifatik CHy gruplarinin termal
bozunmasidir. Melatoninin termogrami incelendiginde tek ve oldukga dik bir kiitle
kayib1 gorilmektedir. Ancak POSS-Melatoninde kiitle kayibi daha genis bir
sicaklik araliginda goriilmektedir. Toplam kalinti miktarida saf melatonine gore
daha fazladir. POSS-CI, melatonin, POSS-Melatonin’e ait DTA termogramlari
Sekil 4.22°de goriilmektedir. POSS yapisinda bir adet kristalizasyon gecisi ve bir
adet termal bozunma piki goriilmektedir. Saf melatonin yapisinda 100-120°C
arasinda keskin bir erime piki bulunurken POSS-Melatonin yapisinda daha genis
bir erime piki goriilmektedir. Bu degerin genislemesi sayica fazla olan gruplarin

serbest hareketlerinin kisitlanmasindan kaynaklanmaktadir. Benzer yorumlamalar
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Sekil 4.23’de verilen DSC termogramlar1 i¢inde yapilabilir. Bu termogramlarda
melatonine ait erime piki ¢ok keskin ve dar bir sicaklik aralifinda iken POSS-
melatoninde erime piki daha genis bir sicaklik araliginda goriilmiistiir. Termal
analiz sonuc¢lart NMR spektrumlar ile birlikte degerlendirildiginde POSS yapisinin

sekiz kolunada melatoninin baglandig1 anlagilmaktadir.

4.3.4. Klorofonksiyonel POSS, Melatonin, POSS-Melatonin yapisina ait yiizey
analiz sonugclari

POSS-CI, melatonin ve POSS-Melatonin yapisina ait SEM goriintiileri sekil
4.24°de verilmistir. Bu SEM goriintiilerinde bacglangi¢ ve sonug {iriin yapisi
incelenmis olup reaksiyon sonrasindaki yapisal degisiklikler tespit edilmistir.
POSS-CI yapist iri pargalt ve diizlemsel olmayan bir yap1 sergilemistir. Melatonin
yapist ise partikiiler ve homojen bir goriiniime sahiptir ancak POSS-Melatonin
yapisi daha diizlemsel olup daha sade bir yiizey sergilemistir. Sonug olarak iiriin
yapist homojen ve saf olarak goriilmektedir. Yine SEM goriintiilerinden sonug {iriin
yapisinin baslangi¢ maddelerinden farkli oldugu goriilmiistiir. Sekil 4.25°de POSS-
Cl, melatonin, POSS-Melatonin yapilarina ait EDX spektrumlar1 ve elementel
haritalar1 verilmistir. Klorofonksiyonel POSS yapisi atomik olarak 5 temel
elementten kurulmaktadir. C, O, Si, Cl, H elementleri igeren POSS yapis1 EDX
spektrumunda sirast ile 0,273, 0,523, 1,740, 2,622 keV goriiliirken H elementin
sayimi  EDX teknigi ile yapilamamaktadir. Melatonin yapisina ait EDX
spektrumunda ise 0,274 keV’da C, 0,390 keV’da N, 0,523 keV’da O goriilmektedir.
Yapr beklenildigi sekilde teorik degerlerle kiyaslandiginda C, N, O ni dogrular
sekilde goriilmektedir. POSS-Melatonin  konjugatina ait EDX spektrumu
incelendiginde saf melatonin yapisindan farkli olarak 0,092 keV’da ve 1,741 keV
da belirgin Si pikleri tespit edilmistir. Bu da yapida POSS kafesinin varligini
ispatlamaktadir. Sekil 4.25’deki elementel haritalarinda da benzer tesbitler
yapilabilmektedir. Ozellikle POSS-Melatonin yapisinda Si elementi yapida POSS
kafesini temsil etmektedir. Si’un diizenli ve homojen yayilim1 yapinin bize safligini

da ayrica gostermektedir.
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Sekil 4.24. POSS-CI, Melatonin, POSS-Melatonin igin farkli biiylitme oranlarinda
SEM goriintiileri
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Sekil 4.25. POSS-CI, Melatonin, POSS-Melatonin i¢in EDX-elementel haritalama
gorlntiileri
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4.3.5. Klorofonksiyonel POSS, Melatonin, POSS-Melatonin yapisina ait
biyokimyasal ve hiicre kiiltiirii Sonuglari

Biyokimyasal olarak; antioksidan aktivite tayinleri olduk¢a yaygin kullanilan
indirgeme glicii ve ABTS aktivite ol¢iim testleri kullanilarak yapilmistir. Kantitatif
analizlerde standart referans maddeler son derece onem arz etmektedir. Burada
standart olarak askorbik asit ve troloks kullanilmigtir. Hiicre kiiltiirii sitotoksite

sonuglart MTT testine gore verilmistir.

4.3.5.1. Klorofonksiyonel POSS, Melatonin, POSS-Melatonin yapisina ait
antioksidan aktivite sonuglari

Klorofonksiyonel POSS, melatonin, POSS-Melatonin antioksidan aktivite

sonuclar1 askorbik asit ve troloks standartlar1 ile kiyaslanarak sekil 4.26’da

verilmigtir.
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Sekil 4.26. POSS-CI, Melatonin, POSS-Melatonin i¢in indirgeme giicii ve ABTS
radikal giderme etkileri

Indirgeme kapasitesi tayininde klorofonksiyonel POSS, melatonin ve POSS-
Melatonin i¢in 0,44M’lik  6rneklerden kullanilarak analiz gergeklestirilmistir.
Indirgeme kapasitesi tayininde; klorofonksiyonel POSS yapisinin gdstermis oldugu
aktivite , askorbik asit (p<0,001) ve troloks (p<0,01) standartlari ile kiyaslandiginda
yiiksek istatistiksel diizeyde daha diisiik aktiviteye sahip oldugu gozlendi.
Melatonin ise standart askorbik asit’den (p<0,05) anlamli, troloks’dan (p<0,01) ise
yiiksek istatistiksel anlamlilikta bir aktivite artis1 gostermistir. Fakat en yiiksek

aktivite tez kapsaminda hedeflenen POSS-Melatonin yapisinda gozlendi.
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POSS-Melatonin nano-konjugati ise standartlarin her ikisinden de (p<0,001)
istatistiksel olarak olduke¢a yiiksek anlamlilikta aktivite artis1 gostermistir. POSS-
Melatonin’in  radikal siipiirme aktivitesi saf melatonin ile kiyaslandiginda ise
(p<0,001) son derece yiiksek bir aktivite artis1 s6z konusudur. ABTS tayininde
0,44M’lik orneklerden 20 pL kullanilarak deney gergeklestirilmistir. Radikal
giderme aktivitelerinin sonuglari, indirgeme giicii metodu sonuglarini destekler
niteliktedir. Bu yontemde de POSS-Melatonin nano-konjugati saf melatoninden
(p<0,001) yiiksek istatistiksel anlamlilikta artan bir aktivite gostermektedir. Sonug
olarak POSS-Melatonin nano-konjugat, saf melatoninden ortalama bes kat daha
fazla radikal siiplirme etkisine sahiptir. Tez kapsaminda istenilen hedefe

ulasilmstir.

4.3.5.2. Klorofonksiyonel POSS, Melatonin, POSS-Melatonin yapisina ait
hiicre kiiltiirii sitotoksite sonug¢lari

Sekil 4.27°de verilen sonuglar dahilinde; klorofonksiyonel POSS,

melatonin, POSS-Melatonin yapilarinin sitotoksik olmadigi gézlenmektedir.
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Sekil 4.27. POSS-CI, Melatonin, POSS-Melatonin L-929 fibroblast hiicre canlilig
sonuclar1 ve goriintiileri
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4.4. Aminofonksiyonel POSS, NAC, POSS-NAC Yapisina Ait Bulgular

4.4.1. Aminofonksiyonel POSS, NAC, POSS-NAC vyapisal karakterizasyon
FTIR sonuglar:
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Sekil 4.28. POSS-NH,, NAC, POSS-NAC’a ait FTIR spektrumlari

Antioksidan olarak NAC yapisi1 kullanilarak etkinligi arttirilmis POSS-NAC
konjugati sentezlenmistir. Sentezlenen POSS-NAC molekiil yapisi, saf NAC ile
POSS yapilarinin FTIR spektrumlar1 kiyaslanarak yorumlanmigtir. Sekil 4.28°de;
saf NAC yapisina ait FTIR spektrumunda amit, karboksilik asit ve tiyoalkol
gruplarina ait simetrik ve asimetrik gerilme titresimleri bulunmaktadir. 3100- 3600
cm™ arasinda genis bir bant olarak —SH grubu goriilmektedir. Ayrica amit pikleri
olarak 1560 cm™de amit | ve 1460 cm™ de amit II pikleri goriilmektedir. Bu amit
gruplarina ait karbonil gerilme titresimi ve karboksilik asit yapisindaki karbonil
gerilme titresimi ¢akisarak 1600 cm ™V de genis bir bant vermistir. NAC yapisinda
yine belirgin olarak alifatik C-H gerilme titresimlerinden, simetrik C-H 2800 cm™
ve asimetrik C-H 926 cm™de goriilmistir. POSS yapisma ait FTIR
spektrumlarinda ii¢ temel gerilme titresimi goriilmektedir. Bunlar NH, grubu CH,
gruplart ve Si-O baglaridir. Bunlar sirasi ile 3300 cm™ orta siddette N-H, 2850-
2960 cm™de alifatik C-H gerilme titresimleri ve 1000-1100 cm™ ise Si-O-Si
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gruplarinin genis siddetli bandin1 gérmekteyiz. POSS ve NAC gruplarinin
baglanmasi ile olusan sonug¢ {irlinde ise; hem NAC gruplart hemde POSS
gruplarinin gerilme titresimlerini gormekteyiz. NAC yapisindaki amit I piki 1560
cm™ ve amit 1l piki 1425 cm™de goriiliirken karbonil gruplari ise 1604 cm™de
bulunmaktadir. Bu yapida ayrica POSS yapisindan kaynakli Si-O-Si ve Si-O pikleri
1056 cm™ ve 976 cm™de bulunmaktadir. Sonug¢ olarak istenilen POSS-NAC
yapisinin elde edildigi FTIR spektrumlari ile ispatlanmustir.

4.4.2. Aminofonksiyonel POSS, NAC, POSS-NAC vyapisal karakterizasyon
NMR sonuglari

Onemli bir antioksidan olan NAC, POSS yapisina aminogruplar1 iizerinden
baglanmistir. Bu baglanma sonrasi iiriin yapist NMR spektrumu ile ispatlanmistir.
Sekil 4.29°da aminofonksiyonel POSS, NAC ve NAC initeleri igeren POSS
yapilarimin NMR spektrumlar1 goriilmektedir. Bu spektrumlarda POSS yapisi
oncelikle NH, gruplart da dahil dort temel pik vermistir. Bunlar 8,11 ppm’de
singlet karakterinde NH,, 3,21 ppm’de multiplet yapili -CH,-N, 1,82 ppm’de
multiplet olarak CH2-CH,-CH; ve 0,68 ppm’de yine multiplet yapili CH-Si pikleri
goriilmektedir. Saf NAC yapisinda karakteristik 8,12 ppm’de —SH, 4,52 ppm’de N-
H, 1,98 ppm’de metil grubu C-H ve 2,55 ppm’de multiplet yapili CH, grubu C-H
pikleri goriilmektedir. Bir klik reaksiyonu ile elde edilen POSS-NAC yapisinda
POSS pikleri 3,24, 1,81 ve 0,69’da goriilmiistiir. Bu piklerin yaninda 7,80 ppmde
SH piki yapiya NAC grubunun katildigini ispatlamaktadir. Sekil 4.29°daki POSS-
NAC yapisinin pik degerleri ve piklerin integrasyon degerleri incelendiginde

istenilen yapinin elde edildigi anlasilmaktadir.
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Sekil 4.29. POSS-NH,, NAC, POSS-NAC’a ait 'H NMR spektrumlari



4.4.3. Aminofonksiyonel POSS, NAC, POSS-NAC yapisina ait termal analiz
sonug¢lari
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Sekil 4.30. POSS-NH;, NAC, POSS-NAC’a ait TGA termogramlari

POSS-NH;, NAC, POSS-NAC’a ait TGA termogramlart Sekil 4.30°da
verilmistir. Bu termogramlar incelendiginde POSS-NH, nin termograminda 30-
100°C araliginda yapidaki nemin uzaklastig1 agikca goriilmektedir. Yapisal olarak
degerlendirildiginde POSS-NH, molekiiliinde alifatik CH; gruplar1 ve NH; yapis1
olarak iki temel organik grup bulunmaktadir. Termogram yapisinda bu iki grubun
bozunma araliklar1 105-410°C ve 410-560°C’de bulunmaktadir. NAC yapisi
alifatik yapili kiiciik bir molekiil oldugu i¢in termal kararlilig1 diisiiktiir. 180-225°C
arasinda NAC yapisi1 biiyiik oranda bozunmakla beraber 225°C’den sonra yapinin
tamamen degrede oldugu sOylenebilir. POSS-NAC yapist ise saf NAC yapisina
oranla ¢ok daha fazla termal dayanim kazanmistir. Yapt 285°C’de bozunmaya
baglar. Bu sicakliktan sonra dnce bagli olan NAC ve sonra alifatik CH; gruplari

uzerinden iki kademeli olarak bozunur.
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Sekil 4.31. POSS-NH;, NAC, POSS-NAC’a ait DTA termogramlari

POSS-NH;, NAC, POSS-NAC’a ait DTA termogramlar1 sekil 4.31’de
gosterilmistir. Bu termogramlar TGA sonuglart ile uyumlu olarak goriilmektedir.
POSS-NH; yapisinda iki kademeli bir bozunma bandi goriiliirken, NAC yapisinda
oncelikle erime piki daha sonra ise termal bozunma piki bulunmaktadir. POSS-
NAC yapisinda ise ii¢ temel bozunma bantigdriilmektedir. Birinci bant 198-300°C
arasinda  goriilmekte olup termal dayanimi disiik triazin halkasindan
kaynaklanmaktadir. ikinci bant 300-390°C  arasindaki NAC gruplarinin
bozunmasindan kaynaklanmaktadir. Son kiitle kayib1 ise POSS yapisina bagl olan
organik gruplarin termal degredasyonudur ve 390-580°C sicaklik araliginda

gOrilmiistiir.
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Sekil 4.32. POSS-NH,, NAC, POSS-NAC’a ait DSC termogramlari

POSS-NH;, NAC, POSS-NAC’a ait DSC termogramlar1  sekil 4.32’de
gosterilmistir. Bu termogramlarda POSS-NAC yapisinda 30—400°C araliginda 100
°C civarinda yapidaki nemin uzaklagmasindan kaynaklanan bir bant bulunurken
300°C civarinda organik yan gruplarin degredasyonu goriilmektedir. NAC yapisina
ait termogramda 117 °C’de keskin bir erime piki goriilmektedir. POSS-NAC
yapisinda ise tiim termogram faklilagmistir. Belirgin bir erime piki
bulunmamaktadir. Ayrica molekiiliin bozunma sicakligi artmis ve 400 °C’nin
tizerine ¢ikmistir. Bu sonuglar istenilen POSS-NAC yapisinin termal kararli olarak

elde edildigini bize ispatlamaktadir.

4.4.4. Aminofonksiyonel POSS, NAC, POSS-NAC yapisina ait yiizey analiz
sonug¢lari

Calisma kapsaminda bir klik reaksiyonu kullanilarak POSS-NH; yapisina
NAC molekiilii baglanmistir. Bu kapsamda oncelikle POSS-NH, molekiili
azitlenmis ve daha sonra asetil grubu, ecklenmis olan NAC yapisi ile
etkilestirilmistir. Sekil 4.33. incelendiginde bu reaksiyon sonrasinda elde edilen
tirtiniin SEM goriintiilerininin baslangi¢ yapilarindan farkli oldugunu daha kristalin
ve diizlemsel oldugunu gorebiliriz. POSS-NH, yapis1 kiigiik keskin pargalar
seklinde bir morfolojiye sahiptir. NAC yapist ise partikiiler bir morfoloji

gostermektedir. Sonug {irlin bu yapilardan farkli ve homojendir. Yapidaki
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farklilasma yeni bir yapimin olusumunu ispatlamakla beraber homojen goriiniim

tirtintin safligin1 gostermektedir.

Mag= 500KX EHT=2000kV SignalA=SE1 WD= 9mm Mag= 2000KX EHT=2000kv SignalA=SE1 WD= 9mm

C d

[ — Mag= 500KX EHT=2000kv SignalA=SE1 WD= $mm —_ Mag= 2000KX EHT=2000kv SignalA=SE1 WD= Smm

e f
POSS-NH: NAC POSS-NAC
(a,b) (c,d) (e, )

Sekil 4.33. POSS-NH;, NAC, POSS-NAC igin farkli biiyiitme oranlarinda SEM
goriintiileri
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Sekil 4.34’de aminofonksiyonel POSS, saf NAC ve POSS-NAC yapisina
ait EDX spektrumlari verilmistir. POSS amino yapisinda ana yapidan kaynakli C,
N, O ve Si elemntleri bulunurken, u¢ gruptaki aminlere bagli karsit anyon olan klor
elementinin piklerini de gormekteyiz. Sekil 4.34 b’de saf NAC yapisinin EDX
spektrumunda 0,270 keV’da C, 0,290 keV da N, 0,523 keV’da O ve 0,149 keV ile
2,307 keV’da S pik vermektedir. Bu pikler POSS-NAC yapisinda da belirgin
sekilde goriilmektedir. POSS-NAC yapisinda NAC grubundan kaynakli 0,271 keV
da C, 0,290 keV’da N, 0,524 keV’da O ve 0,150 keV ile 2,307 keV’da S pikleri ve
POSS yapisindan kaynakli olarak 0,090 keV ile 1,741 keV’da Si elementinin
piklerini gormekteyiz. Bu sonug istenilen yapinin eldesini ispatlamaktadir.
Konjugatin EDX haritalandirma goriintiilerin de ise baslangic maddelerine gore
oldukga farkli bir ylizey goriintiisii elde edilmistir. Bu yeni bir molekiil olusumunu
bize gosterirken elementlerin homojen dagilimu ile elde edilen yapinin safliginin da
kanitidir.
4.4.5. Aminofonksiyonel POSS, NAC, POSS-NAC yapisina ait biyokimyasal ve
hiicre Kiiltiirii Sonuglar:

4.4.5.1. Aminofonksiyonel POSS, NAC, POSS-NAC yapisina ait antioksidan
aktivite sonuclari
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Sekil 4.35. POSS-NH;, NAC, POSS-NAC igin indirgeme giicii ve ABTS radikal

giderme etkileri
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Indirgeme giicii tayininde aminofonksiyonel POSS, NAC ve POSS-NAC
icin 0,33M Iik 6rneklerden analiz gergeklestirilmistir. Indirgeme giicii yontemine
gore; aminofonksiyonel POSS, NAC ve POSS-NAC yapilarinin; standart askorbik
asit ve trolokstan (p<0,001) daha diisiik oldugu belirlendi. ABTS tayininde 0,33M
lik orneklerden 20 pL kullanilarak deney gergeklestirilmistir. ABTS radikal
giderme aktivite sonuglarina baktigimizda, hem saf NAC hem de
aminofonksiyonel POSS yapisina NAC baglanmasi sonucu meydana gelen POSS-
NAC yeni formiilasyonda, standartlara gore (p<0,001) istatistiksel anlamda
olduk¢a yiiksek diizeyde radikal giderme etkisinin oldugu belirlendi.
Aminofonksiyonel POSS yapisina NAC baglanarak antioksidatif ozellik
kazandirildi. Fakat saf NAC ile POSS-NAC yeni formiilasyonu kiyaslandiginda tez
kapsaminda hedefimiz olan diisiik dozda yiiksek etkiyi sadece bu molekiil igin elde
edilemedi. Bunun nedenlerini siralayacak olur isek; oncelikle NAC L-sistein
aminoasitinin asetilenmis varyantidir. Antioksidan etkiyi yapisinda bulunan SH
grubu sayesinde gerceklestirmektedir. Bu nedenle yapisinda bulunan SH grubunun
oncelikle korunmasi gerekmektedir. Tez kapsaminda sefotaksim, metronidazol ve
melatonin i¢in bagarili baglanmalar elde ettigimiz sentez yontemi, bu molekiil
icinde denendi fakat istenilen sonuglar elde edilemedi. Bununla beraber
literatiirlerde farkli reaksiyonlar belirlendi, denendi ve sonug alinamadi. Sadece klik
reaksiyonu kullanilarak POSS-NH, yapisina NAC molekiilii baglanabildi. Fakat bu
yontemde de verim istenilen oranda elde edilemedi. Bunun nedeni reaksiyonun
sadece vyiiksek sicakliklarda (100°C) gergeklesmesi ve bu esnada Onemli bir

antioksidan olan NAC’m fonksiyon gosteren yapisinin okside olmasidir.

4.4.5.2. Aminofonksiyonel POSS, NAC, POSS-NAC yapisina ait hiicre Kiiltiirii

sitotoksisite sonuglari

L-929 fibroblast hiicrelerinde gerceklestirilen sitotoksite test sonuglari ve
goriintlileri sekil 4.36’da verilmistir. Sekil 4.36’da aminofonksiyonel POSS
yapisinin 200 uM konsantrasyonunda hiicre canliiginin %50 lerde oldugunu
gozlemlerken, NAC ve POSS-NAC vyapilarinin tiim calisma araliginda hiicre
caliligmin yaklasik %100 oldugunu gormekteyiz. Tez kapsaminda hedeflenen
biyouyumlu POSS-NAC yapisi elde edilmistir. Aminofonksiyonel POSS yapisina
NAC baglandiktan sonra elde edilen POSS-NAC nano-konjugatinda ise hiicre
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canliligin %100 oldugunu gérmekteyiz. Boylece aminofonksiyonel POSS yapisinin
biyouyumlulugunun daha da arttirildigit MTT testi ile kanitlanmustir.

150 -
S
&5 1904 - POSS-NH2
% -m- POSS-NAC
G - NAC
£ 50-
o T T L] T 1
0 50 100 150 200 250
Konsantrasyon (pM) KONTROL
POSS-NH2 NAC POSS+NAC

Sekil 4.36. POSS-NH,, NAC, POSS-NAC L-929 fibroblast hiicre goriintiileri
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5. SONUC TARTISMA

Antibiyotikler, bakteri kaynakli pek ¢ok hastalia kars1 kullandigimiz giicli
bir silahtir. Fakat son yillarda bilingsizce tiiketimi antibiyotik direngliligi, siiper
bakteri denilen oldukca direngli bakteriler yaratmistir. Bu nedenle ¢ok acil yeni
tedavi yaklagimlarinin ortaya konmasi gerekmektedir. Buna ek olarak pek c¢ok
hastaligin patogenezinde reaktif oksijen tiirleri &nemli rol oynar. Ornegin; saglikli
hiicrelerimizde kalic1 oksidatif strese yol agarak kanser gibi son derece ciddi
hastaliklara neden oldugu bilimsel ¢alismalar ile kanitlanmistir. Iste bu noktada
saglikli hiicrelerdeki radikal hasarimi Onleyecek, farkli tedavileri destekleyici
antioksidan igerikli alternatif yeni, etkin tedavilere de ihtiyag vardir. Proje; bu
kapsamda stiper etkili nano boyutta antibiyotik ve antioksidan formiilasyon
gelistirmeyi hedef almistir. Bu hedef dogrultusunda; (RSiO;5)s formiilasyonuna
sahip kiibik kafes yapili, biyouyumlu, modifikasyonlara yatkinligi ile oldukca
bilinen POSS tercih edilmistir. Sahip oldugu yapinin sekiz kosesine farkli gruplar
baglanarak kolayca fonksiyonlastirilabilirler. Yapisi nedeni ile baglanan bu gruplar
birbirlerinden esit ve sterik olarak maksimum uzaklikta bulundugu icin

islevselliklerini kaybetmezler.

Tez kapsaminda; biyouyumlu “POSS-Antibiyotik” ve “POSS-Antioksidan”
yapilarinin sentezinde sefotaksim, metronidazol antibiyotik olarak, melatonin ve
N-asetil sistein ise antioksidan olarak tercih edildi. Sentezlerde; klorofonksiyonel
POSS yapisi ile sefotaksim, metronidazol, melatonin bilesikleri dimetil stilfoksit
ortamindaki kondenzasyonundan, aminofonksiyonel POSS yapisi ile N-asetil
sistein  klik kimyasindan yararlanilarak sentezlenmistir. Sentezlenen nano-

konjugatlar yeni, literatiirde ilk olma 6zelligine sahiptir.

Arastirma  bulgularinda yapisal karakterizasyonla 1ilgili detayh
yorumlamalar yapilmigtir. Burada sonuglarin birbirlerini nasil desteklediklerini
tartisacak olur isek; sefotaksim gruplarinin POSS yapisina baglanmasi ile olusan
POSS-sefotaksim bilesigine ait FTIR spektrumda 1115 cm™ de Si-O, 1033 cm™ de
Si-O-Si baglarna ait titresimler gériilmesi, ayrica saf sefotaksim yapisindaki tiyazol
halkasindaki NH,-C grubuna ait olan 3294 cm™ deki pikin kaybolmasi, 'H NMR’da
Ozellikle aromatik karakterli sefotaksim yapisini karakterize eden 7,35 ppm’de

bulunan pikinin, POSS-Sefotaksim spektrumunda agik¢a goriilmesi baglanmanin
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basarili bir sekilde oldugunu gostermektedir.Yorumlamalar literatiirler ile uyum
icerisindedir (Giltek vd., 2005; Demirel vd., 2014; Mahmoud vd., 2015).
Literatiirde ilk kez sentezlenmis olan POSS-sefotaksim yapisina ait 'H NMR
spektrumunda ise; POSS’a ait karakteristik 2.70 (t, CH.Cl, 16H); 1.81 (m,
SiCH,CH,, 16H) ve 0.91 (t, SiCH,, 16H) proton pikleri gozlenmektedir. Bu pikler
istenilen POSS-Sefotaksim yapisinin elde edildigini bize ispatlamaktadir. Calisma
kapsaminda saf metronidazol yapisinda —OH gerilme titresimi 3217 cm™de
goriilmesine ragmen POSS- Metronidazol yapisinda bulunmamasi fonksiyonel OH
grubu iizerinden yapiya baglandigini, yeni sentezlenen POSS-Metronidazol
formiilasyonunun *H NMR spektrumunda ise 1000-1100 cm™’de Si-O- bagna ait
genis band, 928 ve 770 cm™de Si-O-Si bag: igin simetrik gerilme pikleri, diazol
halka pikleri tez kapsaminda hedeflenen baglanmanin olduk¢a yiiksek verimle
basarildigini ispatlamaktadir. Klorofonksiyonel POSS ve metronidazol igin verilen
tim spektrum yerleri literatiirler ile uyum igerisindedir (Obaleye ve Lawal, 2007;
Atia, A.J., 2009). Istenilen POSS-Melatonin yapisinda; hem klorofonksiyonel
POSS yapisindan kaynaklanan 1112 cm™de Si-O-Si bandi ve Si-O pikleri ise
beklenildigi gibi 932 ve 776 cm™ de goriilmekte, hem de melatonine ait 1440 cm’
bde C-N gerilme titresimleri, 2850-2900 cmdeki alifatik C-H gerilme
titresimleri, 1517 cm™de aromatik C=C gerilme piki ve 1657 cm™ de C=0
gerilme titresimi pikleri ve 1205 cm™deki eterik C-O-C gerilme pikinin varlig
melatoninin net bir sekilde baglandigin1 gostermektedir. Melatonin spektrumlari,
Bongiorno ve arkadaslariin, Pavlat ve arkadaslarinin yaptiklar1 spektrum
yorumlar1 ile uyum igerisindedir (Pavlat vd., 1999; Bongiorno vd., 2004). Son
olarak hedeflenen POSS-NAC nano-konjugatinda; saf NAC’a ait olan 3100- 3600
cm™ arasinda —SH grubunun varligi, aminofonksiyonel POSS yapisina ait olan
1056 cm™ Si-O-Si ve 976 cm™*de Si-O pikleri, "H NMR’da 7,80 ppm’de SH piki
yaptya NAC grubunun katildigin1 bize kanitlamaktadir. NAC ve amino fonksiyonel
POSS i¢in yapilan spektrum yorumlar literatiirler ile uyum igerisindedir (Giiltek
vd., 2005; Oehninger vd., 2013, Demirel vd., 2014). Tez kapsaminda hedeflenen
yapilarin basari ile sentezlendigini karakterizasyon sonuglarinin birbirleri ile olan
uyumundan anlamaktayiz. FElde edilen yeni formiilasyonlarin istenilen
antibakteriyel ve antioksidan ozellik gosterdigi aragtirma bulgularinda verilen

sonuglar dogrultusunda istenilen hedeflere ulasildigi gézlenmektedir.
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Tez kapsaminda literatiire POSS temelli sefotaksim, metronidazol,
melatonin, NAC formiilasyonlar1 bir ilk olarak kazandirilmigtir. Calismamiza
deneysel anlamda ilk olarak antibiyotik baglanmalar1 ile baslandi. Antibiyotikler
bakterilere karsi farkli etki mekanizmalarina sahiptir. Tez kapsaminda tercih edilen
sefotaksim antibiyotigi bakterinin en disindaki hiicre duvarini zarara ugratarak
bakteri Oliimiine yol agarken metronidazol ise bakterinin DNA sentezinin
bozulmasina, bu yolla DNA kontroliindeki RNA sentezininde bozulmasina yol
acarak antibakteriyel ozellligini gosterir. Tez kapsaminda; klorofonksiyonel POSS
yapisina sefotaksim ve metronidazol antibiyotikleri baglanarak E.coli, S.aureus
bakterilerinde 2500-2,4414 pg/mL araliginda calisildi ve antibakteriyel etkinlik
ICso degeri olarak verildi. Bu sonuclar dogrultusunda klorofonksiyonel POSS
yapisinda caligma araligimizda neredeyse kontrol grubu ile ayni gorsel sivama
goriintilisiine sahip bakteri tiremesi sonucunda %350 oraninda bakteriyi inhibe eden
degeri (ICsp) olmadigindan, bu deger istatistiksel olarak sifir kabul edildi.
Silseskioksanlara baktigimizda kuarterner amonyum gruplari ile
fonksiyonlagtirilmis silseskioksanlar antimikrobiyal kaplama {iretiminde yaygin
kullanilmaktadir (Simionesu vd., 2012). Simionesu ve arkadaglari kuarterner
amonyum birimleri ile silseskioksan temelli hibrit nanokompozitlerde (Q-POSS)
sadece S.aureus bakterisinde disk diflizyon yontemine goére 6 mm g¢apinda
inhibisyon zonu go6zlemlemisler (Simionesu vd., 2012). Chojnowski ve
arkadaglariin ¢aligmalarinda dimetil-n-oktilamin, okta(3-kloropropilsilseskioksan)
tarafindan kuarternize edilmistir. Elde edilen malzeme hem Gram(-) hem Gram(+)
bakteriler tizerinde antibakteriyel etkinlige sahiptir ( Chojnowski vd., 2006). Gong
ve arkadaglan tetraetoksi silan ve iki alkoksisilanin hidrolitik kondenzasyonu ile
cift fonksiyonel gruplar iceren silika hibrit silseskioksanlarda Streotococcus
mutants, Antinomyces naeslundii, Candida albians’da antimikrobial aktiviteleri
calisilmis fakat etkinlik gézlenmemistir (Gong vd., 2014). Wu ve arkadaslar
caligmalarinda, PEG-POSS politiretan temelli hidrojel yapilara AgNOj ilavesi ile
antimikrobiyel Ozellik kalitatif olarak E.coli igeren besiyerinde 3-D mikroskop
goriintiileri ile belirlenmistir (Wu vd., 2009b).

Tez kapsaminda sefotaksim i¢in; hem E.coli hem de S.aureus bakterilerinde
antibakteriyel aktivite gézlendi ve sonuglar ICsy degeri olarak verildi. Sefotaksim
icin E.coli bakterisinde 62,71+14,30 pg/mL, S.aureus bakterisinde 144,17+20,90
png/mL sonuglar1 elde edildi. Cockerill ve arkadaslar1 yaptigi calismada sefotaksim
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icin E.coli de MIC degerini 0,25-64 ng/mL araligini, S.aureus i¢in <8 - >64 pg/mL
olarak belirlemisler (Cockerill vd., 2012). Chaloupka ve arkadaslart POSS-PCU
(poly(karbonatiire)iiretan) temelli antimikrobiyal biyomedikal ekipmanlar dizayn
etmislerdir. Calisma kapsaminda sefotaksim’in antibakteriyel etkinligi E.coli igin
55 pg/mL, S.aureus i¢in 138,125 pg/mL olarak belirlenmistir (Chaloupka vd.,
2010). Maejima ve arkadaglarina ait olan makalede, sefotaksimin S.aureus igin
antibakteriyel MIC degerini 12,5- >100 pug/mL araliginda belirlenmistir (Maejima
vd., 1991). Simpson ve arkadaslarina ait olan makalede, E.coli i¢gin <8 - >64
pg/mL smirlarmi belirlemiglerdir (Simpson vd., 1998). Baska bir c¢aligmada
Georgopapadakou ve Bertsso sefotaksimin E.coli deki 1Cso degerini <0,1-100
png/mL araliginda tesbit etmisler (Georgopapadakou ve Bertsso, 1993). Bryskier’in
yaptig1 ¢aligmada, sefotaksim i¢in S.aureus bakterisinde 0,1-100 pg/mL aralig
antibateriyel ICso dir (Bryskier, 1997). Sonug olarak literatiirlerde yaygin olarak
kalitatif degerler olan zon ¢aplart ve MIC degerleri verilmistir. Kantitatif 1Cs
degeri, zahmetli ve zaman alic1 bir yontem oldugu i¢in antimikrobiyal kism1 olan
makalelerde pek yer almamuistir. Literatiirler ile kiyaslandiginda antibakteriyal ICsg
degerlerimizin  olduk¢a uyumlu oldugunu goérmekteyiz. POSS-Sefotaksim nano
konjugatinda ise E.coli bakterisinde 11,51+3,02 pg/mL, S.aureus bakterisinde
26,20+11,14 pg/mL ICso degerleri elde edildi. Bu sonuglar literatiire bir ilk olarak
kazandirilmigtir. Sonuglara baktigimizda; tez kapsaminda hedefimize ulastigimizi
kanitlamaktayiz. POSS-Sefotaksim yapisi saf sefotaksim yapisina gore ortalama 5
kat daha yiiksek antibakteriyel aktiviteye sahiptir.

Nitro i¢eren imidazollerin énemli antibakteriyel etkinlikleri bulunmustur.
Bu tiir benznidazol, seknidazol, metronidazol ve ornidazol olarak ozellikle
anaerobik enfeksiyonlar tedavi etmek i¢in klinikte kullanilmaktadir (Khabnadideh
vd., 2007). Gentile ve arkadaslar1 poli (D,L-laktid-ko-glikolid asit) PLGA nano film
ylizeylere metronidazol ilavesi ile antibakteriyel 6zellik kazandirmistir (Gentile vd.,
2015). Xue ve arkadaslar1 dis alaninda kullanilmak {izere alternatif metronidazol
iceren poli kaprolakton nanofiberler gelistirmislerdir (Xue vd., 2014). Bottino ve
arkadaslar1 metronidazollenmis nano hidroksiapatit partikiiller ile peridontal
rejenerasyonda yeni gelismelere yol agmistir (Bottino vd., 2011). Tez kapsaminda
metronidazol i¢in ICsy degerleri; E.coli bakterisinde 1933,33+115,47 ug/mL,
S.aureus bakterisinde 1416,67+144,33 ug/mL dir. Prince ve arkadaslarinin yaptigi
caligmada metronidazol S.aureus bakterisinde 2000 pg/mL MIC degerini vermistir
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(Prince vd., 1969). Citron ve arkadaslart E.coli bakterisinde metronidazol’iin
antibakteriyel etkisini MIC olarak 128-1024 ng/mL araliginda vermistir (Citron vd.,
2012). Kalinowska-Lis ve arkadaslar1 metronidazol’iin hem E.coli hem de S.aureus
icin MIC degerini >1168 ug/mL olarak belirlemislerdir (Kalinowska-Lis vd.,
2015). Goldstein ve arkadaslar1 metronidazol i¢in S.aureus bakterisinde MIC
degerini >512 pg/mL olarak gozlemlemislerdir (Goldstein vd., 2013).
Sonuglarimizin literatiirlerle uyumlulugu asikardir. Literatiire ilk kez kazandirilan
POSS-Metronidazol nano konjugatinda ICsg degerleri E.coli i¢in 304,17+7,22
pg/mL, S.aureus igin 260+17,32 pug/mL tespit edilmistir. Ortalama 6 kat saf
metronidazol’den daha etkili yeni bir antibakteriyel formiilasyonunun basarili bir
sekilde elde edildigi verilen sonuglarla kanitlanmastir.

Tez kapsaminda klorofonksiyonel POSS yapisina melatonin ve
aminofonksiyonel POSS yapisina NAC gibi olduk¢a 6nem arz eden antioksidanlar
baglanmistir. Detayli yapilan literatiir taramasinda tez kapsaminda kondenzasyonla
sentezledigimiz POSS-Melatonin, POSS-NAC konjugatlar1 daha Once elde
edilmemistir ve literatlirde ilk olma Ozelligine sahiptir. Silseskioksanlarin
antioksidan etkinlikleri ile ilgili olduk¢a smirli sayida yaymn mevcut olup burada
deginilmistir. Thara ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir ¢caligmada enzimatik (peroksidaz)
sentez ile flavonoid olan katesini aminofonksiyonel POSS yapisina baglayarak
stiperoksit radikal siliplirme etkinliginin ve ksantin oksidaz inhibisyon
aktivitelerinin, katesinden yiiksek oldugunu belirlemislerdir (Thara vd., 2005).
Mendieta-Wejeb ve arkadaslar1 silseskioksan ailesinin bir tiirevi olan silikahidrit
(SiH-) yapilarinin in vivo CCls’iin neden oldugu toksisitenin giderimi iizerindeki
antioksidatif etkinligini g6zlemlemislerdir (Mendieta-Wejeb vd., 2009).

Melatonin, kimyasal olarak N-asetil-5-metoksitriptamin olan triptofan
amino asitinden tiiretilen bir seratonin tlirevidir (Dubbels vd., 1995). Pandey ve
arkadaglar1 yaptiklari ¢alismada melatonin baglanmis PLA [poli(D,L-Laktik asit)]
ile splenositlerde (dalak hiicrelerinde) reaktif oksijen tiirlerinin azalimmi TEM
mikroskobu ile kalitatif gozlemlemislerdir (Pandey vd., 2015). Al-Rasheed ve
arkadaslar1 yaptiklar1 caligmada sicanlarda TiO; nanopartikiillerin kardiyotoksik
etkisinin melatonin ve Kkarnitin ile hafifletildigini rat serumundaki Ig-G
(immiinglobiilin G) diizeyinin p<0,001 istatistiksel olarak anlamli bir azalmasiyla
kanitlamiglardir (Al-Rasheed vd., 2015). Giilgin ve arkadaslari melatoninin

indirgeme giicli metoduna gore p<0,01 anlamlikta giiclii bir antioksidan oldugunu
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gbzlemlemislerdir (Gilil¢in vd., 2002). Tez kapsaminda klorofonksiyonel POSS,
melatonin ve POSS-melatoninin radikal giderme etkinlikleri indirgeme giicli ve
ABTS metodlarina gore belirlenmistir. Indirgeme giicii metoduna gore;
klorofonksiyonel POSS i¢in 0,083+£0,004 melatonin i¢in 0,257+0,02 POSS-
Melatonin konjugati i¢in ise 1,08+0,02 absorbans degerleri tespit edilmistir. ABTS
metoduna gore ise; klorofonksiyonel POSS i¢in 1,294+0,20 melatonin igin
14,05+0,43 POSS-Melatonin konjugati i¢in ise 41,91+0,80 % inhibisyon degerleri
tespit edilmistir. Bu sonuglar dogrultusunda POSS-Melatonin nano-konjugati,
antioksidan 6zelligi bilinen melatoninden istatistiksel olarak yiiksek anlamlilikta
(p<0,001) bir radikal siipiirme etkisi gostermektedir. POSS-Melatonin yapisina, saf
melatoninden ortalama 4 kat daha fazla antioksidatif 0Ozellik basar1 ile
kazandirilmstir.

Polisilseskioksanlara NAC baglanmasi ile ilgili herhangi bir makaleye
rastlanilmamigtir. Fakat Carmo ve arkadaslar1 yaptiklar bir ¢aligmada oktakis (3-
kloropropil)  silseskioksanin  4-amino-5-(4-piridil)-4H-1,2,4-triazol-3-tiyol ile
fonksiyonlastirilarak elektrokimyasal olarak NAC yapisindaki siilfidril grubu tayin
edilmistir (Carmo vd., 2014a). Navath ve arkadaslari ise PAMAM dendrimer
poly(amidoamine) dendrimer ile NAC kullanilarak, dendrimer-NAC konjugatlari
sentezlenmistir (Navath vd., 2008). Desai ve arkadaglar1 ise ¢aligmalarinda poli(
DL-laktik-ko-glikolik asit) PLGA igerisine NAC enkapsiile ederek bas ve boyun
kanserlerinde kemoprevansiyona (dogal veya sentetik bilesiklerin kanser gelisimini
engelleme, geriye cevirme veya onlemesi) destek saglanmistir (Desai vd., 2008).
Cheng ve arkadaglar1 tiyol iceren Onemli bir antioksidan olan NAC’1
poli(metilmetakrilat) PMMA toksisitesini hafiflettigini gostermistir (Cheng vd.,
2012). Tez kapsaminda POSS-NH, yapisina ait ABTS aktivite tayini ile elde edilen
NAC baglanmas: ile aminofonksiyonel POSS yapisina antioksidatif etkinlik
kazandirilmistir. ABTS radikal siipiirme aktivitesi metoduna baktigimizda POSS-
NH; icin 0,884+0,06 olan %inhibisyon degeri POSS-NAC yapisinda 38,64+1,80
degeri elde edilmistir. Saf NAC i¢in bu deger 49,86+1,23 olarak belirlenmistir.
FTIR, NMR, EDX-elementel haritalandirma sonuglar1 dahilinde aminofonksiyonel
POSS yapisina NAC’1n bir klik reaksiyonu sonucu basari ile baglandigimi fakat
baglanma sonucu ile orantili aktivitenin olmadigini gormekteyiz. Reaksiyon
denenen alternatif yontemlere cevap vermemis sadece klik reaksiyonunda beklenen

sonu¢ elde edilmistir. Klik reaksiyonunun alkinlenme basamaginda NAC’in
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proparjil bromiir ile olan tepkime sicakhiginin 100°C’de belirli bir siirede
gerceklesmesinden otiiri NAC molekiilimiiz otooksidasyona ugramistir. Bu

nedenle bekledigimizin altinda bir antioksidan aktivite gézlendi.

Sentezlenen yeni POSS-Sefotaksim, POSS-Metronidazol, POSS-Melatonin,
POSS-NAC formiilasyonlart L-929 fibroblast hiicrelerinde sitotoksite testleri
gergeklestirilmistir. Sonuglar neredeyse kontrol grubu ile ayni diizeyde ¢ikmistir.
Sonuglar dogrultusunda elde edilen formiilasyonlarin toksik olmadigi, biyouyumlu

oldugu belirlendi.

Sonug olarak; tez kapsaminda hedeflenen tek bir molekiilde birden fazla
sayida etkin grup bulundurularak, antibakteriyel ve antioksidan aktiviteyi
arttirmaya yonelik olan POSS temelli formiilasyonlarin basar ile elde edildigini
gormekteyiz. Kullanilan dort molekiil (sefotaksim, metronidazol, melatonin, NAC)
icin bu formiilasyon yaklasimi literatiirde bir ilk olma o6zelligine sahiptir. Tez
kapsaminda elde edilen etkin formiilasyonlar, tedavi siiresinin kisalmasina bununla
beraber hastanede yatis siiresi ve maliyetin azalmasina, antibiyotik temelli etkin
formiilasyonlar ise ayrica antibiyotik direnci olusumunun Oniine gecilebilmesine

imkan saglamasi bakimindan 6nem arz edecektir.
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6. BEKLENTILER

Tez kapsaminda POSS temelli sefotaksim ve metronidazol antibiyotik
formiilasyonlar1 ve POSS temelli melatonin ve NAC gibi antioksidan yapilar i¢eren
formilasyonlar elde edilmistir. Bu molekiiller disinda pek ¢ok farkli antibiyotik,
antioksidanlar hatta antiviral, antifungal, antikanser ilaclar1 ve daha sayamadigimiz
pek cok ilag yapisi, POSS ile modifiye edilerek daha etkin formiilasyonlar elde
edilebilir.

Bunun yaninda antibiyotik igerikli etkin formiilasyonlar, yiizey kaplama
alanlarinda ozellikle medikal yiizey kaplamalar i¢in uygun olabilir. Antioksidan
yapilar antioksidatif ila¢ formiilasyonlari disinda giiniimiizde olduk¢a maliyeti
yilksek olan yaslanma karsiti kozmetik iriinlerde de verimli bir sekilde

kullanilabilir.
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