\%, T.C.
0.

VAN YUZUNCU YIL UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

“%- &\'A
)
S i prd

IMiDAZOL HALKASI iICEREN TRISIKLIK MOLEKULLERIN
SENTEZIi VE BiYOLOJIiK AKTiVITELERININ INCELENMESI

Muhammed Sena ALTIOK
ECZACILIK MESLEK BILIMLERI ANABILIM DALI
YUKSEK LISANS TEZI

DANISMAN
Prof. Dr. Ishak BILDIRICI

VAN-2019



T.C.
VAN YUZUNCU YIL UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

IMIDAZOL HALKASI iICEREN TRIiSIKLIK MOLEKULLERIN
SENTEZIi VE BiYOLOJiK AKTiVITELERININ INCELENMESI

Muhammed Sena ALTIOK
ECZACILIK MESLEK BILIMLERI ANABILIM DALI
YUKSEK LISANS TEZI

DANISMAN
Prof. Dr. Ishak BILDIRICI

VAN-2019

Bu arastirma Yiiziincii Yil Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Baskanlhig

tarafindan TYL-2018-6913 numarali proje olarak desteklenmistir.



KABUL VE ONAY

Van Yiiziincii Yil Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisti, Eczacilik Meslek
Bilimleri Anabilim Dalinda Muhammed Sena ALTIOK tarafindan hazirlanan
“Imidazol Halkasi Igeren Trisiklik Molekiillerin Sentezi ve Biyolojik Aktivitelerinin
Incelenmesi” adli tez galigmasi asagidaki jiiri tarafindan YUKSEK LISANS TEZi
olarak OY BIRLIGI ile kabul edilmistir.

Tez Savunma Tarihi: 21.06.2019

A O

of. Dr ishak BILDIRICI

Van YYU Eczacilik Fakiiltesi

Jiiri Baskam

\

Dr. Ogrt. Uyesi Mehmet Abdullah ALAGOZ
Van'Y YU Eczacilik Fakiiltesi Inénii Univ. Eczac:lik Fakiiltesi

Jiiri Uyesi Jiiri Uyesi

Tez hakkinda alinan jiiri karari, Van Yiiziincii Yil Universitesi Saghk Bilimleri

Enstitiisti Yonetim Kurulu tarafindan onaylanmustir.

5{’6 g ::;;

Prof: @e;'sﬁ.’ihs DE
Sagl}ﬁsﬁlihi Miidiirii

LY ’é},::' AT

5

“*,



ETiK BEYAN

T.C.
VAN YUZUNCU YIL UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU MUDURLUGU’NE

Yiiksek Lisans tezi olarak hazirlayip sundugum “Imidazol Halkasi Iceren
Trisiklik Molekiillerin Sentezi ve Biyolojik Aktivitelerinin Incelenmesi” bashkli tezim;
bilimsel ahlak ve degerlere uygun olarak tarafimdan yazilmistir. Tezimin fikir/hipotezi
timiiyle tez danismanim ve bana aittir. Tezde yer alan deneysel ¢aligma/arastirma
tarafimdan yapilmis olup, tiim climleler, yorumlar bana aittir. Bu tezdeki biitlin bilgiler
akademik kurallara ve etik ilkelere uygun olarak hazirlanip, bu kural ve ilkeler geregi,
calismada bana ait olmayan tiim veri, diisiince ve sonuglara atif yapilmis ve kaynak

gosterilmistir.

Yukarida belirtilen hususlarin dogrulugunu beyan ederim.

Ogrencinin Ad1 Soyadi: Muhammed Sena ALTIOK
Tarih:

Imza:



TESEKKUR

Akademik calismalarim sirasinda ilgisini, yardimlarini ve destegini esirgemeyen,
damismanim Prof. Dr. Ishak BILDIRICI’ye, calismalarima ydn vererek bana yol
gosteren, bircok konuda yardimci olan maddi ve manevi destegini esirgemeyen degerli
hocalarim Dog. Dr. Nurettin MENGES’e ve Dr. Ogr. Uyesi Meltem TAN, her zaman
yanimda olup manevi destegini esirgemeyen ve c¢alismalarimda bana yardimci olan
arkadasim Ars. GoOr. Burak KUZU’ya, Farmasotik Kimya Laboratuvart ekibi
calisanlarina, aktivite tarama testlerinin yapilmasinda yardimlarini esirgemeyen sayin
Dr. Ogr. Uyesi Abdullah DALAR’a, bu ¢alismanin finansal destegini saglayan BAP’a
ve beni her zaman destekleyen, manevi destegini higbir zaman esirgemeyen sevgili esim

Betiil Seyma KAYA ALTIOK’a ve aileme sonsuz tesekkiir ederim.

Muhammed Sena ALTIOK



OZET

Altiok M.S, imidazol Halkas: iceren Trisiklik Molekiillerin Sentezi ve Biyolojik Aktivitelerinin
incelenmesi, Van Yiiziincii Y1l Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Eczacihk Meslek Bilimleri
Anabilim Dal Yiiksek Lisans Tezi, Van, 2018. Azot atomu igeren bilesikler heterosiklik kimyanin
oldugu kadar biyolojik aktiviteleri sebebiyle farmasotik kimyanin da ilgisini ¢ekmislerdir. Bu atomu
iceren heterosik bilesiklerin en 6nemlilerinden olan ve yapisinda imidazol, pirol ve pirazin halka
sistemine sahip bilesikler ¢esitli fonksiyonel gruplarla tiirevlendirilerek oldukea etkili biyo-aktif ajanlara
doniistiiriilebilirler. Ornegin antiinflamatuvar, analjezik ve antispazmodik gibi farmakolojik o6zellikli
bir¢ok ilag molekiiliiniin yapisinda yer almaktadirlar. Bu ¢aligmayla yapisinda imidazol, pirol ve pirazin
halka sistemleri iceren bilesiklerden olan imidazo[1,2-a]pirolo[2,1-C]pirazin tiirevi yeni bilesiklerin
sentezi ve bunlarin temel antioksidan aktivite 6zelliklerinin belirlenmesi gerceklestirilmistir. Calisma
sonucunda bes yeni heterosiklik bilesik sentezlenmistir. Bununla beraber bu bilesiklerin FCR (Folin-
Ciocalteu Indirgeyici), FRAP (Ferrik Indirgeme Antioksidan Giicii) ve ORAC (Oksijen Radikal
Absorbans Kapasitesi) degerlendirilmis olup kapasitesi en yiiksek ve en diisiik bilesiklerin tespiti
yapilmigtir. Ayrica bilesiklerin bazi enzim inhibisyon degeleri tespit edilmistir.

Anahtar Soézciikler: FCR, FRAP, Imidazol, ORAC, Pirazin, Pirol.



ABSTRACT

Altiok M.S, Synthesis and Biological Activities of Tricyclic Molecules Containing the Imidazole
Ring, Van Yiiziincii Y1l Universitesi Health Sciences Institute Department of Pharmacy
Professional Sciences Master Thesis, Van, 2018. The compounds containing the nitrogen atom also
attracted interest in pharmaceutical chemistry due to their biological activity as well as heterocyclic
chemistry. Compounds having the imidazole, pyrrole and pyrazine ring system in their structure can be
converted into highly effective bioactive agents by derivatizing with various functional groups. For
example, pharmacological properties such as anti-inflammatory, anti-allergic and antispasmodic are
involved in the structure of many drug molecules. In this study, synthesis of imidazo [1,2-a] pyrrolo [2,1-
c] pyrazine derivative compounds containing imidazole, pyrrole and pyrazine ring systems and
determination of their basic antioxidant activity properties were carried out. As a result of the study, five
new heterocyclic compounds were synthesized. However, FCR (Folin-Ciocalteu Reducing), FRAP
(Ferric Reduction Antioxidant Power) and ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) of these
compounds were evaluated and the highest and lowest capacity of these compounds were determined.
Besides some enzyme inhibition values of these compounds were determined.

Key Words: FCR, FRAP, Imidazole, ORAC. Pyrazine, Pyrrole.
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1. GIRIS

Elektronca zengin ve kimyasal aktif azot atomlarini igeren heterosiklik bilesikler
medikal uygulamada olduk¢a 6nemli bir yere sahiptirler. 5 ve 6 liyeli heterohalkali
bilesiklerden azot atomuna sahip olan mono-, di-, tri- veya tetra-azol ve azin tiirevleri
koordinasyon baglari, hidrojen baglari, iyon-dipol, katyon-n , m-n baglari, hidrofobik
etkiler ve Van-der Waals baglar1 gibi birgok etkilesimlerle enzim ve reseptorleri
birbirine baglayabilir ve buna baglh olarak cok farkli biyolojik aktivite gosterebilirler
(Rohini ve ark. 2009). Bu sinifin en 6énemli temsilcilerinden olan imidazol, pirol ve
pirazin halka sistemine sahip bilesikler g¢esitli fonksiyonel gruplarla tlirevlendirilerek
oldukca etkili biyo-aktif ajanlara doniistiiriilebilirler (Zhang ve ark. 2013). Ornegin,
imidazol halkasi bazi endojen bilesiklerin ana yapisini olusturan ve insan organizmasina
yabanci olmayan yapisiyla bilinmektedir. Antiinflamatuvar, analjezik ve antispazmodik
gibi siralanabilecek 0zelligiyle giiniimiizde kullanilan bir¢ok ticarilesmis ilag
molekiiliiniin yapisinda yer bulmaktadir (Godts ve ark. 1971). Bunun yani sira hem
pirol halkasi igeren bilesikler hem de pirazin halkali heterosiklik bilesikler ¢ok ¢esitli
biyolojik ve farmakolojik aktivitelere sahip olmalar1 sebebiyle ilag ve tarim

endiistrisinde genis bir uygulama alanina sahiptirler.

Bu calismayla yukarida bahsi gegen ii¢ onemli halka sistemini bir yapida
bulunduran yeni bilesiklerin sentezi ve bunlarin temel biyoaktif 06zelliklerinin
belirlenmesi amaclanmaktadir. Reaksiyon olusumunda 3 bilesenli reaktantlar ile
halkalanma gergeklestirilecektir. Yapilan 6n denemelerde hedeflenen halka sistemi elde
edilerek karakterize edilmistir. Sentezlenen bilesiklerin aktivite belirleme g¢alismalari
antioksidan aktivite ve enzim inhibisyonu olmak {zere iki asamali olarak

gerceklestirilecektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Pirol Bilesigi Kimyasi ve Sentezi

2.1.1 Pirol bilesigi kimyasi

Pirol ilk olarak 1834 yilinda F. F. Runge tarafindan komiir katraninin bir bileseni
olarak tespit edilmistir (Runge, 1834). Ismi, onu tespit etmek icin kullanilan
reaksiyondan (yani, hidroklorik asitle nemlendirildiginde oduna verdikleri kirmizi

renkten) latince pyrrhos (kirmizimsi, atesli) kelimesinden gelmektedir (Harreus, 2005).

Pirol bir heterosiklik aromatik organik bilesiktir, C4HsNH formiiliine sahip bes
tiyeli bir halkadir (Loudon, 2002). Havaya maruz kaldiginda kolayca kararan renksiz,
ucucu bir sividir. Pirol tiirevleri, N-metilpirol, C4HsNCHj5 olarak da adlandirilir. Bir tri-
ikameli pirol olan porphobilinojen, heme gibi bir¢ok dogal iiriine biyosentetik onciidiir
(Cox ve ark., 2000).

Piroliin kendisi dogal olarak meydana gelmez, ancak tiirevlerinin ¢ogu ¢esitli
kofaktorler ve dogal iiriinler icinde bulunur. Piroller i¢eren ortak dogal olarak iiretilen
molekiiller arasinda B12 vitamini, bilirubin ve biliverdin gibi safra pigmentleri ve heme,
klorofil, klorinler, bakteriyoklorinler ve porfirinojenlerin porfirinleri yer alir. (Juselius
ve Sundholm, 2000). Ayrica PQQ, makaluvamin M, ryanodine, rhazinilam, lamellarin,
prodigiosin, myrmicarin ve sceptrin gibi ikincil metabolitlerde pirol igerir. Pirol, tiitiin

dumaninin bir bileseni olup toksik etkilere kars1 kullanilabilir (Fowles ve ark., 2000).

Piroller, porfirinojenler ve bunlardan tiiretilen iiriinler, 6rnegin, porselen rin,
Klorinler, bakterioklorinler ve Kklorofilleri igeren daha karmasik makrosiklelerin

bilesenleridir (Juselius ve Sundholm, 2000).

Pirol, havaya maruz kaldiginda kolayca koyulasan renksiz ugucu bir sividir ve
kullanimdan hemen 6nce distilasyon ile saflagtirilir (Armarego ve Chai, 2003). Genel
olarak pirol ceviz, findik gibi kabuklularin kokusuna sahiptir. Furan ve tiyofen gibi 5
tiyeli aromatik bir heterosikliktir. Furan ve tiyofenenin aksine, pozitif ucun, 1.58 D'lik
bir dipol momenti ile heteroatomun kenarinda yer aldig: bir dipole sahiptir (CDCl5'de,
6.68 (H2, H5) ve 6.22'de (H3, H4) kimyasal kaymalara sahiptir). Pirol, bir konjuge asit



pKa -3.8 ile zayif baziktir. Termodinamik olarak en kararli pirolium katyonu, 2
pozisyonunda protonlanmis (C4HgN)" olan seklidir. Pirol N-H pozisyonunda zayif
asidiktir ve pKa degeri 17,5'tir.

Pirol tolmetin ilacinin bir 6nciisiidiir. N-Metilpirol, farmasotik kimyada bir yap1
blogu olan N-metilpirolkarboksilik aside Onciiliik eder (Harreus, 2005). Piroller ayrica
atorvastatin, ketorolac ve sunitinib gibi ¢esitli ilaglarda bulunur. Piroller, 1s18a dayanikli

kirmizi ve karmin pigmentleri olarak kullanilir (Kaur ve Choi, 2015).
2.1.2. Sentezi

Pirol, endiistriyel olarak SiO, ve Al,O; gibi kat1 asit gibi katalizorlerin

varliginda furanin amonyakla tepkimesinden meydana gelir (Harreus, 2005).

O—O

-H,0
Sekil 1: Furandan pirol sentezi

Ayrica literatiirde bircok bilim adaminn kendi adini verdigi pirol sentezleri

vardir. Bunlardan bir kagin1 6zetleyecek olursak;

Hantzsch pirol sentezi, li¢ komponentli sentez yontemlerine ornek olarak
verilebilir. Burada B-ketoesterler, a-haloketonlar ve amonyakin (veya primer aminler)
reaksiyonu sonucu ii¢ ya da dort siibstitiie piroller sentezlenebilir (Hantzsch,
1890; Feist, 1902).

Sekil 2: Hantzsch pirol sentezi

Knorr pirol sentezi, bir a-amino keton veya bir a-amino-B-ketoesterin aktive
edilmis bir metilen bilesigi ile reaksiyonunu igerir (Knorr, 1884a; Knorr, 1886b; Knorr
ve Lange, 1902).
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Sekil 3: Knorr pirol sentezi

Paal-Knorr pirol sentezinde, 1,4-dikarbonil bilesigi, amonyak veya bir primer

amin ile reaksiyonu sonucu siibstitiie edilmis bir pirol sentezi meydana gelir (Knorr

ve Paal, 1884).

Sekil 4: Paal-Knorr pirol sentezi

Van Leusen reaksiyonu, baz varliginda ensiyonmetil izosiyanit (TosMIC) ile

reaksiyona sokularak 5-endo siklizasyonu olusturulur daha sonra tosil grubunu
Son adimda ise

-4

reaksiyon ortamindan ayrilarak 5 tyeli halka meydana gelir.

tautomerizasyon sonucu pirol halkas1 olusur.

O)

(e i Y

®
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Sekil 5: Van Leusen reaksiyonu

Barton-Zard sentezi Van Leusen sentezine benzer bir sekilde devam eder. Bir

izosiyanoasetat, nitroalken ile reaksiyona girer, nitro grubu eliminasyon ve

tatomerizasyon sonucunda sentez tamamlanmis olur (Li, 2013).

0] R,
AR F
N
i NO, HN -/ Rs

Sekil 6: Barton-Zard sentezi



Robert Robinson ve Oskar Piloty i¢in adlandirilan Piloty-Robinson pirol
sentezinde aldehit ve hidrazin ile reaksiyon olur (Piloty, 1910; Robinson, 1918). Bir
baska modifikasyonda, propionaldehid ilk 6nce hidrazin ile daha sonrada yiiksek
sicakliklarda benzoil kloriir ile mikrodalga yontemi ile reaksiyona sokulur (Milgram ve
ark., 2007).

0 HAN-NH, i/’\g

{ Et.0 oo _\\ //_ oW N
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-PhCONH, pn”~ ~O
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Sekil 7: Piloty-Robinson pirol sentezi

2.2. Pirazin Bilesigi Kimyasi ve Sentezi

2.2.1. Pirazin bilesigi kimyasi

C4HiN2 kimyasal formiilii sahip heterosiklik aromatik organik bir bilesiktir.
Pirazin, piridin, piridazin ve pirimidin'den daha az baziktir. Fenazin gibi tiirevler,

antitimor, antibiyotik ve ditiretik aktiviteleri ile 1yi bilinir.

Tetrametilpirazin (ligustrazin olarak da bilinir), siiperoksit anyonunu siipiirmek

ve insan polimorfoniikleer lokositlerinde nitrik oksit {iretimini azaltmak igin

bildirilmistir (Zhang, 2003).

2.2.2. Sentezi

Pirazin ve tiirevlerinin organik sentezi i¢in birgok yontem mevcuttur. Bunlardan

bazilar1 hala kullanimda olan en eski sentez reaksiyonlari arasindadir.


https://en.wikipedia.org/wiki/Oskar_Piloty

Staedel-Rugheimer pirazin sentezinde 2-kloroasetofenon amonyak ile amino
ketona reaksiyona sokulur, daha sonra yogunlastirilir ve daha sonra bir pirazin haline
okside edilir (Staedel ve Riigheimer, 1876).

NH» (e} R R N R R N\ R
" - air
XL I — Y1 = T
—
R N R R

R™ Y0 H,N” R N" R

R

Sekil 8: Staedel-Rugheimer pirazin sentezi

Bir bagka varyasyon Gutknecht pirazin sentezidir (1879) ve ayrica bu self-
kondensasyona dayanir, ancak alfa-ketoaminin sentezlendigi sekilde farklidir
(Gutknecht, 1879).

(@) R
NC N—H NC N R
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Sekil 9: Gutknecht pirazin sentezi
2.3. imidazol Bilesigi Kimyasi ve Sentezi

2.3.1. imidazol bilesigi kimyas

Imidazol, C3N,H. formiiliine sahip organik bir bilesiktir. Suda ¢dziiniir, hafif
alkali bir ¢ozelti iireten beyaz veya renksiz bir katidir. Kimyada, bir diazol olarak

siniflandirilan ve bitisik olmayan azot atomlarina sahip olan aromatik bir heterosikliktir.

Bir¢ok dogal fiiriin, 6zellikle alkaloidler, imidazol halkasimi igerir. Bu halka
sistemi, histidin ve ilgili hormon olan histamin gibi 6nemli biyolojik yap1 bloklarinda
bulunur. Baz1 antifungal ilaglar, nitroimidazol antibiyotikler serisi ve sedatif midazolam
gibi yapilarda bir imidazol halkasi icerir (Karitzky, 1984; Gilchrist, 1985; Grimmett,
1997; Pozharskii ve ark., 1997; Brown, 1998).

Bir pirimidin halkasia kaynastirildiginda, dogada en ¢ok bulunan azot igeren

heterosiklik olan purin olusturur (Rosemeyer, 2004).


https://en.wikipedia.org/wiki/Alan_R._Katritzky

Imidazol diizlemsel 5 iiyeli bir halkadir. Hidrojen azot atomuna baglanabilme
ihtimali oldugundan iki esdeger tautomerik formda bulunur. Oldukc¢a polar bir bilesik
olan imidazoliin dipol momenti 3,67 D'lik bir degere sahiptir (Christen ve ark., 1981).
Suda ¢Oziiniirliigli iyi olan yapmin 67 elektronlart iceren bir diizlemsel halkanin
(protonlanmis nitrojen atomundan bir ¢ift elektron ve halkanin kalan dort atomunun her
birinden bir tanesi) mevcut haline bagli olarak aromatik olarak siniflandirilir.

Imidazoliin rezonans yapilar1 asagida gosterilmistir (Sekil 10):

HN HN—= HN= HN HN
GNPRL GR GH, & Y o1

Sekil 10: Imidazoliin rezonans yapilar

Imidazol amfoteriktir. Yani hem asit hem de baz olarak davranabilir. Asidik
imidazoliin pKa's1 14.5'tur, bu da karboksilik asitlerden, fenollerden ve imitlerden daha
az asidik iken, alkollere gore daha asidiktir. Asidik proton azota bagli olanidir.
Deprotonasyon simetrik olan imidazol anyonunu verir. Bir baz olarak, konjugat asidinin
pKa'st (ikisi arasinda karisikligt onlemek i¢in pKBH + olarak atifta bulunularak)
yaklasik 7'dir, bu da imidazoliin piridin'den yaklasik olarak altmis kat daha fazla bazik
olmasmi saglar. Bazik bolge yalniz ¢iftli azottur (ve hidrojene baglh degildir).

Protonasyon simetrik olan imidazolyum katyonunu verir.

Imidazol birgok &nemli biyolojik molekiile dahil edilir. En yaygin olani, bir
imidazol yan zincirine sahip olan aminoasit histidin'dir. Histidin bir¢ok protein ve
enzimde bulunur. Hemoglobinin yapisinda ve baglanma fonksiyonlarinda hayati bir rol
oynar. Imidazol bazli histidin bilesikleri, hiicre i¢i tamponlamada ¢ok &nemli bir rol
oynar (Hochachka ve Somero, 2002). Histidin, ayn1 zamanda yaygin bir biyolojik
bilesik olan histaminle dekarboksile edilebilir. Histamin, alerjik reaksiyon sirasinda
iiretildiginde trtikerlere (kovanlara) neden olabilir. Histidin ve histamin arasindaki iligki

asagida gosterilmistir.
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Sekil 11: Histidin dekarboksilasyonu sentezi

Imidazol uygulamalarindan biri, immobilize metal afinite kromatografisi
(IMAC) iginde His-etiketli proteinlerin saflastirilmasidir. imidazol, kromatografi
kolonundaki boncuklarin yiizeyine baglanan nikel iyonlarina baglh etiketli proteinleri
elemek i¢in kullanilir. Fazla bir imidazol, His-etiketli proteinleri serbest birakarak, His-

etiketini nikel koordinasyonundan ¢ikartan kolondan gegirilir.

Imidazol birgok ilacin énemli bir parcasi haline gelmistir. Sentetik imidazoller
bircok fungisit ve antifungal, antiprotozoal ve antihipertansif ilaglarda bulunur.
Imidazol, cay yapraklarinda ve kahve gekirdeklerinde bulunan ve merkezi sinir
sistemini uyaran teofilin molekiiliiniin bir pargasidir. DNA aktivitelerine miidahale

ederek 16semi ile miicadele eden antikanser ilag merkaptopurininde bulunur.

Klotrimazol dahil olmak {izere birtakim ikame edilmis imidazoller, nitrik oksit
sentazinin se¢ici inhibitorleridir, bu da onlar1 enflamasyonda, norodejeneratif
hastaliklarda ve sinir sisteminin tiimorlerinde ilging ilag hedefleri haline getirir (Bogle
ve ark., 1994; Castario ve ark., 2008). Imidazol farmakoforunun diger biyolojik
aktiviteleri, hiicre igi Ca®" ve K akislarinin asag1 regiilasyonu ve translasyonun

baglatilmasi ile etkilesime iligskindir (Khalid ve ark., 2005).

Ikame edilmis imidazol tiirevleri, birgok sistemik mantar enfeksiyonunun
tedavisinde degerlidir (Leon, 2006). Imidazoller ketokonazol, mikonazol ve klotrimazol

iceren azol antifungalleri sinifina aittir.

Karsilastirma igin, bir baska azol grubu, flukonazol, itrakonazol ve vorikonazol
igeren triazollerdir. Imidazoller ve triazoller arasindaki fark, sitokrom P450 enziminin
inhibisyon mekanizmasm igerir. imidazol bilesiginin N3'i, ferrik sitokrom P450'nin
heme demir atomuna baglanirken, triazollerin N4'ii heme grubuna baglanir. Triazollerin,
sitokrom P450 icin imidazollerden daha yiiksek bir o6zgilliige sahip olduklari

gosterilmistir, bu da onlar1 imidazollerden daha gii¢lii kilar (Davis ve ark., 2009).



Baz1 imidazol tlirevleri, bocekler iizerinde etki gosterir, 0rnegin siilconazol
nitrat, yaygin olarak kullanilan giysiler giivesi Tineola bisselliella ile ekonazol nitrat
gibi, keratin sindiren Avustralya hali bocegi larvalar1 Anthrenocerus australis lizerinde

giiclii bir anti-beslenme etkisi sergiler (Sunderland ve ark., 2014).

Imidazol, bakir gibi belirli gegis metalleri iizerinde bir korozyon inhibitorii
olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bakir korozyonunun onlenmesi, ozellikle
bakirin iletkenliginin korozyona bagli olarak azaldigi sulu sistemlerde 6nemlidir.

Imidazoller ayrica, zeolitleri sentezlemek icin organik yapi yonlendirici maddeler olarak

da kullanilabilir.

Endiistriyel ve teknolojik dnemi olan birgok bilesik, imidazol tiirevlerini igerir.
Termostabil polibenzimidazol (PBI), bir benzen halkasina kaynasmis ve bir benzene
baglanmis imidazol igerir ve bir alev geciktirici olarak islev goriir. Imidazol, fotograf ve

elektronik icin kullanilan ¢esitli bilesiklerde de bulunabilir.

Imidazol halkasinin katyon iginde oldugu imidazol tuzlar1 imidazolium tuzlari
(6rnegin imidazolyum kloriir) olarak bilinir. Bu tuzlar, imidazoliin azotundaki
protonasyon veya siibstitiisyondan olusur. Bu tuzlar, stabil karbenlere iyonik sivilar ve
onciiler olarak kullanilmistir. Bir deprotonlanmis imidazoliin bir anyon oldugu tuzlar da
iyi bilinmektedir; Bu tuzlar imidazolatlar (6rnegin, sodyum imidazolat, NaC3H3N,)
olarak bilinir.

2.3.2. Sentezi

Imidazol ilk kez 1858 yilinda Alman-ingiliz kimyac1 Heinrich Debus tarafindan
bildirilmis olmasmma ragmen, cesitli imidazol tiirevleri 1840'i yillarin baslarinda
kesfedilmistir. Glioksal, formaldehit ve amonyakin, imidazol (baslangicta oldugu gibi,
glioksalin) olusturmasi i¢in yogunlastigi gosterilmistir (Debus, 1858).Bu sentez,
nispeten diislik verimler tiretirken, hala C-ikameli imidazollerin {iretilmesinde kullanilir

(Sekil 12).
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Sekil 12: Glioksal, aldehit ve amonyaktan imidazol sentezi

Imidazol, ¢esitli yontemler ile sentezlenebilir. Bu sentezlerin bircogu, reaktantlar
tizerindeki fonksiyonel gruplar1 degistirerek ikame edilmis imidazollere de
uygulanabilir. Bu yontemler genellikle reaktif bilesenlerin sayisina gore kategorize

edilir.

Ayrica literatiirde imidazol halkasi igeren yapilarin sentezi ile bir¢ok yontem

gelistirilmistir. Bunlardan bazilar kisaca 6zetlenecek olursa;

p-fenilendiamin ile aril diketon karistmi, benzaldehid tiirevleri ve
amonyumasetat varliginda silika jel ile Tungstofosforik asit mikrodalga reaksiyonunda
15 dakikada 1,2,4,5-tetrasiibstitiic imidazol tiirevleri sentezlenebilmektedir (Zhang ve
ark., 2016).

R1
NH, CHO \©\/N
o)
~ + H3(PW12040) // R
R .\ CH;COONH, — > N
o silika jel MW R
NH2 R1

H,N

Sekil 13: 2,4,5-tetrasiibstitiic imidazol tiirevleri sentezi

Aromatik aldehit ile iire karisimi, etil asetoasetat ve malik asit 6nceden 10
dakika siireyle bir yag banyosunda 1sitilip sonra mikrodalga reaksiyonunda 5 dakikada
2,4,5 trisiibsitiie imidazol tlirevleri sentezlendigi rapor edilmistir (Limbraj ve ark.,
2017).
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Sekil 14: 2,4,5-trisiibsitiie imidazol tiirevleri sentezi

Bir baska calismada Benzil ile aldehit, amonyum asetat karigimi ve aromatik
amin varliginda katalizor esliginde ve ¢oOziicii olarak etanol kullanilarak 2,4,5-

tristibstitiie imidazol tiirevleri sentezlenmistir (Harminder ve Jaspreet, 2017).

» ° L
0 N
. MCS-GT@Co(Il)(5mg)
s @ H  NH,OAc AR
O 0 EtOH  reflux O N

Sekil 15: 2,4,5-trisiibstitiie imidazol tiirevleri sentezi
Benzil ile benzaldehit tiirevleri, amonyum asetat ve katalizér varliginda ¢oziicii

kullanilmadan 120°C de 2,4,5-trifenil-imidazollerin ~ sentezi gerceklestirilmigtir
(Heshmatollah ve ark., 2017).

Ph Ph
CHO —
Ph._O @ . NSIIL Ny NH
I . NH,OHAc
Ph o R Solvent free 1200C
R

Sekil 16: 2,4,5-trifenil-imidazollerin sentezi

Katalizor kullanilan bu caligmada benzaldehit karisimi ile amonyak kaynagi
olarak benzil ve amonyumasetat varliginda ¢oziicii kullanilmadan 100°C de 2,4,5-

trisiibstitiie imidazol tiirevleri sentezlenmistir (Alikarami ve Amozad, 2017).
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Sekil 17: 2,4,5-trislibstitiie imidazol tlirevleri sentezi

1-(but-3-en-1-yl)-3-(2-iodophenyl)-1H-indole bilesigi 0.5 mmol substrat, 5
mol% Pd (OAc)2, 5 mol% dppm, 110 °C'de 4 mL DMF iginde yapilan ¢aligmada 2
farkli imidazol halkasi igeren yapi elde edilmistir (Huang ve Larock, 2009).

Q 5 mol % Pd(OAc)2
5 mol % dppm / Z
U 2 eq CsPiv

1100C, DMF

Sekil 18: Reaksiyon sonucu iki farkli imidazol tiirevi sentezi

Salisilaldehit ve proparjil bromiir reaksiyonundan elde edilen benzaldehit
tiirevleri ile benzil tiirevleri ve amonyum asetat, asetik asit varliginda 80 OC de 12 saat

wsitilarak imidazol tiirevi elde edilmistir (Akbarzadeh ve ark., 2015).

O CHO AcOH e
Ar)ngr . + NHOAc — > AN
reflux 12 h | p
o)
Ar N
K,CO3
800C| puE R: H, Br, OMe

CHO
€, =
OH

Sekil 19: Benzaldehit tiirevleri ile benzil tiirevlerinden imidazol tiirevi sentezi
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Benzil veya benzoin ile aldehit ve P,0s/SiO,'ye amonyum asetat ilave edilerek
solvent kullanmadan yag banyosu icerisinde oda sicakliginda sonra 3 saat 100 °C de

reflux edilerek 2,4,5-trisiibstitlie imidazol sentezlenmistir (Shaterian ve ark., 2011).

(0]
Ph Ph Ph
Ph)%( CHO \/_\/
(0] . N N~
or . + 9 NH4OAC P205-S|02 (Cat.) N H
o) X solvent free thermal
Ph X
vy
OH

Sekil 20: 2,4,5-trislibstitliie imidazol sentezi

Calismada benzil ile aldehit, amonyum asetat ile katalizor esliginde ve ¢oziicli
kullanmadan 80 °C de 2,4,5-tetrasiibstitie imidazol tiirevlerinin  sentezi

gerceklestirilmistir (Rafiee ve ark., 2013).

O o CHO Katalizor O N
19 -0
SN mone (YK

Sekil 21: 2,4,5-trisiibstitlie imidazol tiirevlerinin sentezi

2.4. Biyolojik Aktivite Calismalar:

Imidazol halkasi biyolojik 6neme sahip bilesiklerin en temel gruplarindan
biridir. Imidazol halkasi igeren biyolojik dneme sahip ¢ok fazla bilesik sentezlenmistir.
Imidazol tiirevleri antifungal, antibakteriyel, antikanser, antimaleryal v.b aktiviteler
gosterebilmektedir. Bugiine kadar imidazol ve mono-N-alkillenmis imidazol g¢ekirdegi
iceren bircok ilac ve ilag aday1 izomer sentezlenmistir. Imidazol tiirevi baz1 ilaglar ve

ilag aday tiirevler;

e Ipronidazole (Butler ve ark. 1967) anti-protozoal ajani
e Nimorazol (Giraldi ve ark. 1970) antimikrobiyal

e Miconazole (Godefroi ve ark. 1969) antifungal ajan1
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e Cimetidine (Durant ve ark. 1977) iilser tedavisinde
e Dazadrol (Walter ve ark. 1970) antideprasan

e Cimicoxib (Almansa ve ark. 2003) antiinflammatuar

Bunun yan1 sira hem pirrol halkasi igeren bilesikler (Menges et al., 2013) hem de
pirazin halkali (Seitz et al., 2002) heterosiklik bilesikler ¢ok c¢esitli biyolojik ve
farmakolojik aktivitelere sahip olmalari sebebiyle ila¢ ve tarim endiistrisinde genis bir

uygulama alanina sahiptirler.

Kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, iltihap ve iireme hastaliklar1 gibi kronik
hastaliklarin ¢ogunlugu, reaktif oksijen ve azot bilesiklerinin sebep olduklar1 oksidatif
stres ile ilintilidirler. Serbest radikaller insan metabolizmasinin dogal bir {iriinii olup,
oldukga yiiksek derecede stabil olmayan yapilardir. Bu bilesikler viicut iginde
olusturuldugu gibi ayn1 zamanda ¢evresel faktorler, sigara, pestisitler, kirlilik ve
radyasyon gibi dis faktorler sonucu agiga ¢ikmaktadirlar. Serbest radikaller viicudun
temel molekiilleri olan DNA, lipit ve proteinler ile kolaylikla etkilesime
gecebilmektedirler. Serbest radikaller bir elektron veya hidrojen atomunun kendilerine
aktarilmasi sayesinde etkisiz hale getirebilmektedirler. Bundan dolayi, bu hastaliklarin
tedavisi veya onlenmesinde antioksidan bilesikler 6nem tasimaktadirlar. Antioksidanlar
serbest radikallerin siipiiriilmesi ve oksidatif stresin (reaktif bilesikler ve antioksidan
koruma sistemi arasindaki dengesizlikten dolayi, oksidatif hasarin asir1 bigimde artmasi)
azaltilmasi saglayarak, okside olmus materyallerin oksidasyonlarinin onlenmesi,
inhibisyonu veya ertelenmesini saglayan bilesikler olarak tanimlanmaktadir (Dai ve
Mumper, 2010). Baska bir ifade ile antioksidan bilesikler oksidatif hasar (reaktif
bilesikler tarafindan hiicre ve dokularda goriilen hasar) karsi biyolojik bir hedefi
koruyan veya hedef bir molekiildeki oksidatif hasar1 erteleyen, Onleyen veya

uzaklastiran herhangi bir maddeye denir (Halliwell, 2011).

2.4.1. Antioksidan Aktivitesi Tayin Metodlar:

Serbest radikallerin en dig yoriingelerinde bir ya da daha fazla eslesmemis
elektron bulunmaktadir. Serbest radikaller, radikal olmayan bir atom ya da molekiile

elektron ilavesi ya da elektron kaybi sonucu meydana gelirler. Serbest radikalleri
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olusturan kaynaklar; kiiciik molekiillerin otooksidasyonu, bazi enzimlerin katalitik
dongiisii, mitokondriyal elektron transferi gibi i¢ kaynaklar ve hava kirliligi, radyasyon,
ozon, fosil yakitlar, UV 1sinlari, tarim ilaglari, enfeksiyon, sigara dumani, travma, stres

gibi dis faktorlerdir (Lee ve ark., 2004).

Serbest radikaller ve olusturduklar radikalik reaksiyonlar biyolojik sistemlerde
onemli yer tutmaktadir. Oksijene bagli yasamini siirdiiren sistemlerde cesitli etkilere
bagli olarak metabolik faaliyetler sonucu siirekli reaktif oksijen tiirleri olusabilmektedir.
Reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu hasarlardan korunmasinda insan viicudu hiicre
bilesenleri birden fazla endojen savunma mekanizmalarina sahiptir. Fakat bu savunma
sistemi yani hiicresel antioksidan diizeyi, reaktif oksijen diizeylerine karsi yetersiz
kalmas1 ya da reaktif oksijen tiirlerinin asir1 {iretimi sonucu, toksik bir etkinin
baslamasimna neden olur. Reaktif oksijen tiirlerinin iiretiminin agirt artmasi veya
antioksidan savunmanin azalmasindan dolayr her iki sistemin dengesizligi oksidatif
strese yol agmaktadir. Serbest radikaller notralize edilmedigi zaman, hiicrenin protein,
lipid, niikleik asit ve DNA gibi bir¢ok 6nemli hiicre bileseniyle reaksiyona girerek bu
bilesenlerin yapilarina zarar vererek hiicre 6liimii ve doku hasarlarina dolayisiyla kalp-
damar hastaliklari, kanser, katarakt, bagisiklik sisteminde zayiflama, diyabet,
inflamasyon, gut, solunum sistemi hastaliklari, sindirim sistemi hastaliklari, ile
Alzhemier, Parkinson ve Sizofreni gibi norodejeneratif hastaliklara sebep olmaktadir

(Moldovan, 2004).

Oksidatif stresle ilgili hastaliklar1 onleyebilen antioksidanlar, son yillarda ¢ok
onemli bir konu haline gelmistir. Antioksidan kapasiteyi 0lgmeyi amaclayan bir¢ok
metod bulunmaktadir. Bu metodlar kimyasal reaksiyonlarina gore baslica iki gruba
ayrilirlar: Bunlardan birincisi ‘Hidrojen Atom Transferini’ (HAT) temel alan analizler,
ikincisi ise ‘Tekli Elektron Transferini’ (SET) temel alan analizlerdir. HAT reaksiyon
mekanizmasina dayali baslica analizler oksijen radikal absorbans kapasitesi (ORAC) ve
radikal-tutuklama antioksidan parametresi (TRAP)’dir. SET reaksiyon mekanizmasina
dayali baglica analizler ise, Troloks esitligi antioksidan kapasitesi yontemi (TEAC;
“ABTS’), demir iyonlarini indirgeme antioksidan kapasitesi (FRAP) ve DPPH (%
serbest radikal yakalama aktivitesi) yontemi ve toplam fenolik madde miktar1 analizi

i¢cin Folin-Ciocalteu yontemidir (Prior ve ark., 2005).
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HAT-Temelli Metodlar

Bu metodlarda peroksil radikali iiretmek i¢in bir radikal baslatici kullanilir.
Ortama eklenen antioksidanlar radikaller ortamdaki substrat ile yarisir. Antioksidandan,
peroksil radikalina bir hidrojen atomunu tranfer eder. Bdylece peroksil radikali ve hedef

molekiil arasindaki reaksiyon inhibe edilir veya geciktirilir (Huang ve ark., 2005).
Oksijen Radikalini Absorplama Kapasitesi Metodu (ORAC)

Kimyasal bilesiklerin antioksidan aktivitesini 6l¢gmek i¢in kullanilan bu metodda
peroksil radikal baslaticis1 olarak AAPH kullanilir. Oksidasyon sonucu olusan peroksil
radikallerinin, antioksidan madde tarafindan inhibe edilmesi Olgiiliir. Hidrojen atomu
antioksidan madde tarafindan radikale transfer edilir. Peroksil radikalleri floresans bir
madde (prob) ile reaksiyon vererek floresans Ozellikte olmayan bir iiriin olusturur.
Floresans spektrofotometre ile miktar tayini yapilir. Antioksidan kapasitesi zamanla bu
olusan {irliniin oraninda ve miktarindaki azalma ile belirlenir (Prior ve ark., 2005). Bu
metodta AAPH, fluoressein fluoresansinda azalmaya neden olur. Reaksiyon ilerledikce
fluoressein tiiketilir. Antioksidan varliginda AAPH radikalleri giderilir ve fliioresans
azalmasi inhibe edilir. ORAC degerleri genellikle Troloks esdeger olarak rapor edilir.

Farkl1 derisimdeki Troloks standartlar1 kullanilarak kalibrasyon egrisi elde edilir.
ET-Temelli Metodlar

Bu metodlarin esasi elektron transferine (ET) dayanir. Fe* gibi bir oksidan
tarafindan ylikseltgenmesi sonucunda bir elektron antioksidandan oksidana transfer
edilir, bu da oksidanin renk degisimine neden olur. Olusan renk degisimin derecesi

antioksidan derisimiyle orantilidir.
Folin Ciocalteu (FCR) Metodu: Toplam Fenol Metodu

Bu metod baglangicta her ne kadar proteinlerde fenol grubu igeren tirozin
kalintis1 ile Folin- Ciocalteu ayiracinin etkilesiminden dolay1r protein analizi i¢in
diistiniilmiigse de, daha sonralart FCR metodu genisletilerek dogal iiriinlerde toplam
fenolik madde 6l¢iimii igin kullanilmistir. Temel mekanizmasi oksidasyon rediiksiyon

reaksiyonlarmma dayandigindan dolay1r antioksidan kapasite metotlarindan biri olarak
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kullanilmaktadir (Huang ve ark., 2005; Prior ve ark., 2005). FCR Cu®, C vitamini gibi
fenolik olmayan bilesikler tarafindan da indirgenebildigi igin fenolik bilesiklere spesifik

degildir. Bu metot basit, duyarli ve kesinligi yiiksek bir metotdur.
Demir (IIT) Indirgeyici Antioksidan Aktivite (FRAP)

Bu metotda diisik pH’da Fe(Ill) (ferrik) tripiridiltriazin (Fe** TPTZ)
antioksidanlarin etkisiyle ferr6z kompleksine (Fe2+-TPTZ) indirgenir. Olusan
kompleksin  593-600 nm’de absorbansi Olgiilir. Bdylece elektron vermenin
antioksidanlarin toplam indirgeme kapasitesiyle lineer oldugu varsayilir. Bu yaklagimin
dezavantaji, metod okside olabilen bir substrat igermediginden antioksidanlarin

koruyucu 6zellikleri hakkinda bilgi saglamamasidir (Huang ve ark., 2005).
2.4.2. Enzim Iinhibisyonu
Alfa-amilaz aktivitesi

Alfa-amilaz enzimi sindirim sisteminin anahtar enzimlerinden birisi olup ilk
sindirimin gerceklestigi agiz kismindaki polisakkaritlere etki ederek onlar1 dissakkarit
veya oligosakkaritlere doniistiirmekte ve miiteakiben bu sekerler ince bagirsagin
epitelyumunda bulunan a-glukozidaz enzimi tarafindan glikoza donistiiriilmektedir.
Diyabet hastaliginin olusum sebeplerinden birisi a-amilaz ve a-glukozidaz enzimlerin
faaliyetleri neticesinde artan kan glukoz diizeyidir (Apostolidis ve ark., 2006;
Mentreddy, 2007). Tip-2 diyabet hastaliginin tedavisinde kullanilan akarboz, miglitol
ve vogliboz, ilaglar1 a-amilaz enzimlerinin inhibisyonlar1 iizerinde oldukca etkili
olmakla beraber, karaciger, gogiis agrisi, gaz, ishal, mide ve bagirsak rahatsizliklar1 gibi
cesitli yan etkilere neden olmaktadirlar (Shobana, 2009; Sudha ve ark., 2011). Bu
ilaglar1 kullanan diyabet hastalarinin yaklasik olarak % 20'sinde, siskinlik, karin agrilari,
ishal ve gaz siklig1 gibi yan etkilerden dolay1 tedavi durdurulmustur (Chiasson ve ark.,
2002). Bundan dolay1 giivenli, yan etkisi olmayan veya ihmal edilecek diizeyde olan

etkili a-amilaz enzim inhibitorlerinin kesfedilmesi olduk¢a 6nem arz etmektedir.
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Pankretik lipaz

Lipidlerin ¢cogunlugu trigliserid (% 90-95) seklinde agiz yoluyla alinmakta ve
minimal diizeyde agizda hidroliz edilmektedir. Mideye gegen lipidlerin (%210-30)
gastrik lipaz ve geriye kalan lipidler ise (%50-70) onikiparmak bagirsaginda bulunan
pankreatik lipaz enziminin hidrolizi neticesinde monogliserid ve yag asitlerine
doniistiiriilmektedir. Artan yag asidi seviyesi obezite hastaliginin en temel
sebeplerinden (Garza ve ark., 2011) olup yasam kalitesinin azalmasina ve Sliimlere yol
acabilmektedir. Diinya Saglik Orgiitii verilerine gore 2008 yilinda yaklasik olarak 300
milyon obez hastas1 bulunmakta ve bu rakam giin gegtik¢e artmaktadir (WHO, 2014).
Obezite tedavisinde diinya genelinde en etkili bir sekilde kullanilan Orlistat ilac1 ayni
zamanda etkili bir gastrik ve pankreatik lipaz inhibitorii olup lipazlarin aktif bolgesi ile
kovalent bir bag olusturup, trigliserit absorbsiyonunu azaltmaktadir. Bununla beraber
orlistatin s1v1 digki, yagda eriyen vitamin eksiklikleri, idrar tutamama ve gastrointestinal

rahatsizliklar gibi olduke¢a ciddi yan etkileri bulunmaktadir (Kaila and Raman, 2008).
Beta-Glukuronidaz

Beta-gluuronidaz ~ enzimi  viicut tarafindan  {retilen  beta-glukuronid
konjugatlarinin hidrolizlerini katalize eden bir enzimdir. Beta-glukuronidaz enzimi
inhibitorleri glukuronidasyon sonrasi toksik bilesiklerin karsinojenik etkilerini azaltan

bir enzim olup, onemli bir hepatoprotektif ajanlardir (Kim ve ark, 2005).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deneylerde Kullamilan Kimyasal Maddeler

Deneylerimizde kullanilan baglica kimyasal maddeler, Merck, Sigma Aldrich, Fluka
ve Alfa Easer gibi firmalardan ithal edilen 6zel reaktifler olup, analitik safliktadirlar.
Reaksiyon ortaminda ve saflastirma islemlerinde kullanilan benzen, toluen, etil alkol, THF

v.b. organik ¢oziicliler ise laboratuvarimizda gesitli islemlerle saflastirilarak kullanildi.

3.2. Deneylerde Kullanilan Arac ve Cihazlar

Niikleer Magnetik Rezonans (*H-NMR ve *C-NMR) spektrumlar1 Agilent 400
MHz cihaz tizerinden, igerisinde referans miktarda TMS bulunan CDCIl; ve DMSO
coziiclileri kullanilarak alinmistir. Kimyasal kaymalar (8) ppm birimi ile verilmistir.
Infrared spektrumlar1 fourier doniisiimlii kizilotesi spektrometresi (FTIR) cihazi
lizerinden alinmustir. Bant genislikleri cm-1 cinsinden verilmistir. ince tabaka
kromotografisi (TLC) i¢cin Merck marka 0.25 mm silika jel ile kapli 20x20 cm
capindaki tabaklar kullanilmistir. Tezde yer alan bilesiklerin adlandirilmasinda Chem
Draw 11.0 programi kullanilmigtir. Ince tabaka kromotografisi ve bazi hassas
reaksiyonlar i¢in kullanilan yiiksek safliktaki ¢oziiciilerin saflagtirilmasi i¢in organik

c¢oziiciilerin saflastirilmasi ile ilgili kaynak kitaplar kullanilmistir.

3.3. Kimyasal Calismalar icin Kullanilan Metotlar

Kimyasal reaksiyonlarin gidisini belirleyen en 6nemli parametreler; sicaklik,
zaman, konsantrasyon, c¢oziiclinlin cinsi, katalizdr, reaktiflerin yapis1 ve aktifligidir.
Caligsmalarimizda her bir reaksiyon i¢in bu parametreler goz oniine alinarak, defalarca

yapilan denemelerle, en ideal reaksiyon sartlar1 belirlenmistir.

Genelde biitiin reaksiyonlar, organik kimya preparatif caligma metotlarina gore,
kurutma baslikli geri sogutucu altinda, uygun ¢oziiciilerde reaktiflerin kaynatilmasiyla
ve belirtilen parametreler g6z Oniinde bulundurularak gergeklestirilmistir.
Reaksiyonlarin yliriiyiisii ve sentezlenen iirlinlerin saflig1 ince tabaka kromatografisi

(TLC) ile takip ve kontrol edilmistir. Elde edilen yeni bilesiklerin NMR spektrumlarinin
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almmasi icin standart TMS bilesigine sahip farkli tiirde doteryumlu ¢oziiciiler

kullantlmistir.

Sentezlenen bilesiklerin yap1 aydinlatilmasinda ise; elementel analiz, IR, H-
NMR BC-NMR spektro fotometresinden faydalanilmistir. IR ve NMR spektrumlarinin
degerlendirilmesinde IR ve NMR korelasyon tablolari, literatiir bilgileri ve bazi

yardimc1 kitaplardan faydalanilmistir.
3.4. Biyolojik Calismalar icin Kullanilan Metotlar
3.4.1. Antioksidan kapasitesinin belirlenmesi

Ferrik indirgeme antioksidan giicii (FRAP) deneyi

Numunelerin ferrik indirgeme kapasitelerinin belirlenmesi islemi, Dalar ve
Konczak (2013) metoduna gore yiiriitiilecektir. Oncelikli olarak; 300 mmol/l’lik asetat
tamponundan 10 ml, 20 mmol/I’'lik FeCls’ten 10 ml ve 10 mmol/I'lik TPTZ
solisyonundan 1 ml igeren FRAP reaktif soliisyonu hazirlanacaktir. Numunelerden 10
ul, 96 havuzlu mikrotablaya eklendikten sonra iizerine 200 ul FRAP reaktif soliisyonu
eklenecektir. 15-20 sn. kadar ¢alkalayicida bekletildikten sonra, 8 dk. boyunca inkiibe
edilmistir. Daha sonra, spektrofotometre kullanilarak 600 nm’de absorbans O6l¢iimii
gerceklestirilmistir. Numunelerin total indirgeme kapasitesi, Fe?*’nin standart egrisi ve
standardize edilmis kontrol kullanilarak, pmol Fe*/g kuru agirlik olarak

hesaplanacaktir. Analiz iglemleri en az 3 tekrarl olarak gerceklestirilmistir.

Oksijen radikal absorbans kapasitesi (ORAC) deneyi

Oksijen radikal siiplirme kapasitesinin belirlenmesi islemi, Dalar ve Konczak
(2013)’e gore gergeklestirilmistir. Ik olarak; fosfat tamponu (75 mM, pH:7.0)
kullanilarak, floresin (120 nM) ve AAPH [(2,2-azobis(2-metilpropionamid)
dihidroklorid] (360 mM) hazirlanmistir. 96 havuzlu mikrotablaya, kontrol ve fosfat
tamponu ile seyreltilmis numunelerden 20 pl eklenmis ve +37 °C’ye ayarlanmis bir
floresens spektrofotometreye yerlestirilmistir. Daha sonra, 120 pl floresin mikrotablaya

eklenmistir. Bunu miiteakip, 20 ul AAPH mikrotablaya eklenmis ve floresens dlglimleri
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baslatilmigtir. Floresens sifirlanincaya ve kinetik egri olusturuluncaya kadar dakikada
bir floresens (eksitasyon dalga boyu 495 nm ve emisyon dalga boyu 515 nm) 6l¢timleri
kaydedilmistir. Kinetik egrinin altindaki bolge hesaplanacak ve kontrol Ornegi
kullanilarak standardize edilmistir. Tim Ol¢iimler en az 3 tekrarli olarak
gerceklestirilmistir. Numunelerin oksijen radikali absorbans kapasiteleri Troloks’un

standart egrisi kullanilarak, pmol Troloks esdegeri/g kuru agirlik olarak belirlenmistir.

3.4.2. Enzim Inhibisyonu Aktiviteleri

a-Amilaz enzimi inhibisyon aktivitesinin belirlenmesi

Numunelerin o-amilaz enzimini inhibisyon aktivitesinin belirlenmesi islemi
Matsui vd. (2001)’na gore gerceklestirilmistir. Deney Tip 1-A: DFP ile muamele
edilmis porsin pankreasindan elde edilmis a-amilaz enzimi ve liigol soliisyonu
kullanilarak gergeklestirilmistir. Deneyde tampon ¢dzelti olarak fosfat tamponu (Ph:6.9)
kullanilmistir. Deney, nisasta 6rnegi ve fosfat tamponu kullanilarak, deney materyalinin
oda sicakliginda mikroplakaya yerlestirilmesi ile baslatilmistir. Daha sonra, fosfat
tamponu ve o-amilaz enzimi mikroplakaya yerlestirilmis ve karisim homojenize
edilerek 15 dakika bekletilmistir. Tepkime, karisima %0.1°lik HCI eklenmesi ile
sonlandirilmistir. Daha sonra, liigol soliisyonundan 100 pl eklenecek ve karisim
homojenize edilmistir. Nisasta konsantrasyonunda, a-amilaz enziminin aktivitesinden
dolay1 meydana gelen diislis, spektrofotometre kullanilarak 660 nm’de absorbans
Olctimii yapilarak tespit edilmistir. a-amilaz enzimini inhibisyon etkisi, asagidaki formiil
kullanilarak tespit edilmistir.

Inhibisyon (%) = [(Ace—Ac) — (Ase—As)] / (Ace —Ac) x 100. (Acg: Enzim
eklenmemis kontrol, Ac : Kontrol, Asg : Enzim eklenmemis 6rnek, As: Enzim eklenmis
ornek).

Numunelerin inhibisyon etkisi IC50 (maksimum inhibisyonun %50’sini gdsteren
deger) hesaplanarak tespit edilecektir. Pozitif kontrol olarak, uluslararasi kabul géren a-

amilaz inhibitorlerinden Akarboz kullanilacaktir.
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Pankreatik lipaz inhibisyon aktivitesi

Numunelerin pankreatik lipaz enzimini inhibe etme aktivitesinin belirlenmesi
Dalar ve Konczak (2013)’e gore yapilmistir. Mcllvaine tamponu i¢inde ¢ozdiiriilecek
olan enzim ve numuneler 20 dakika siireyle homojenizasyon i¢in sonike edilmis ve
enjektor yardimi ile 0.45 pm’lik hidrofilik filtreden gecirilmistir.

Deney numune ve 0.1 mmol 4-MUO (4-methylumbelliferyl oleate)’dan
mikroplakaya eklenmesi ile baslatilmistir. Karisima pankreatik lipaz enzim soliisyonu
eklenerek, homojenize edilmistir. Daha sonra bu karisim 20 dakika siireyle +37 °C’de
inkiibe edilmistir. Tepkime, 0.1 N HCI kullanilarak sonlandirilmistir. Karisimin pH’si,
0.1 M Sodyum sitrat’tan 2 ml eklenmesi ile 4.3’¢ ayarlanmistir. Daha sonra bu
karisimda, pankreatik lipaz enziminin agiga ¢ikardigi 4-metilumbelliferonun miktari,
floresens spektrometre yardimi ile florometrik olarak ol¢iilmiistiir. Numunelerin
pankreatik lipaz enzimini inhibisyon etkisi, asagidaki formiil kullanilarak tespit
edilmistir.

Inhibisyon (%) = [1- (Fs—Fsg) / (Fc—Fcg)] * 100. (Fcg : Enzim eklenmemis
kontrol, Fc : Kontrol, Fsg : 4-MUO eklenmemis 6rnek, Fs :Enzim eklenmis 6rnek).

Numunelerin inhibisyon etkisi IC50 (maksimum inhibisyonun %50’sini gosteren
deger) hesaplanarak tespit edilmistir. Analiz islemleri en az 3 tekrarli olarak
gerceklestirilmistir. Pozitif kontrol olarak, uluslararasi kabul goren pankreatik lipaz

inhibitorlerinden Orlistat kullanilacaktir.

Beta-glukuronidaz enzim inhibisyon aktivitesi

Numunelerin beta-glukuronidaz enzimini inhibe etkisinin belirlenmesi islemi
Kim vd. (1999)’un metodunun mikroplakaya uyarlanmis sekli uygulanarak tespit
edilmistir. Oncelikle; fosfat tamponu icinde ¢dziinen numuneler 20 dakika siireyle
homojenizasyon i¢in sonike edilmis ve enjektor yardimi ile 0.45 pum’lik hidrofilik
filtreden gecirilerek filtre edilmisir.

Deney esit miktardaki numune, enzim soliisyonu ve p-Nitrophenyl-§-D-
glucuronide’nin karigtirilmasi ile baslatilmistir. Su banyosunda 50 dk siireyle +37 °C’de
bekletilen karistm sodyum karbonat eklenerek tepkime sonlandirilmis ve

spektrofotometre yardimi ile 405 nm’de absorbans Ol¢limii gergeklestirilmistir.
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Numunelerin  beta-glukuronidaz enzimini inhibisyon etkisi, asagidaki formiil
kullanilarak tespit edilmistir.

Inhibisyon (%) = [(Acs-Ac) — (Ase-As)] / (Acg —Ac) x 100. (Acg : Enzim
eklenmemis kontrol, Ac : Kontrol, Asg : Enzim eklenmemis ornek, As: Enzim eklenmis
ornek).

Numunelerin inhibisyon etkisi IC50 (maksimum inhibisyonun %50’sini gosteren
deger) hesaplanarak tespit edilmistir. Analiz islemleri en az 3 tekrarli olarak

gerceklestirilmistir. Pozitif kontrol olarak Silmarin kullanilmistir
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4. BULGULAR

4.1. Kimyasal Bulgular ve Sentez

Sentez c¢alismalarimiz 1,2-dion bilesiklerinin sentezi yada satin alimiyla
baslatildi. Baslangi¢ reaktantlarimizdan olan pirol-2-karbaldehit literatiire uygun olarak
sentezlendi. U¢ komponentli bir reaksiyon ile pirol-2-karbaldehit, 1,2-dikarbonil
tirevleri ve amonyum asetat tek bir reaksiyon balonunda muamele edilerek trisiklik
yapida  imidazo[1,2-a]pirolo[2,1-c]pirazin  hedeflenen = molekiillerin  sentezleri
gerceklestirildi (Sekil 22).

N Ar
N AcOH W |
)J\[(Ar + NH0Ac 27 N N
Ar

110°C _
/ \’<CH3

Sekil 22: Sentezi tasarlanan molekiillerin genel reaksiyon semast
4.1.1. 1-(prop-2-in-1-il)-1H-pirole-2-karbaldehit (1)

Halkalanma reaksiyonlari ig¢in baslangi¢ molekiilii olan 1-(prop-2-in-1-il)-1H-
pirole-2-karbaldehit bilesiginin sentezi gerceklestirilir. Bu sebeple pirol-2-karbaldehit (1
eq), DMF ortaminda sodyum hidriir (1.6 eq) ile buz banyosunda reaksiyona tabii
tutulur. 3 saat sonra propargil bromiir (1.4 eq) ilave edilir ve oda sicakliginda 3 saat
karistirtlir. TLC ile kontrolii yapilan reaksiyon sonlandirilir ve kolon kromatografisi ile

saflagtirilir (1/5 (etil asetat/n-hegzan)) (Sekil 23).

@)

0] WJ\
H V4

Sekil 23: 1 numarali bilesigin sentezi
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'H NMR (400 MHz, CDCl3) § 9.52 (d, J = 1.1 Hz, 1H), 7.23 —

MH 7.25 (m, 1H), 6.93 (dd, J = 4.0, 1.7 Hz, 1H), 6.26 (dd, J = 4.0, 2.6

N Hz, 1H), 5.17 (d, J = 2.6 Hz, 2H), 2.46 (t, J = 2.6 Hz, 1H). **C

/// NMR (100 MHz, CDCls) & 179.5, 131.0, 130.4, 125.0, 110.1,
775, 74.4,38.1.

4.1.2. 5-metilen-2,3-difenil-5,6-dihidroimidazo[1,2-a]pirolo[2,1-c]pirazin (4)
ve 4,5-difenil-2-(1-(prop-2-in-1-il)-1H-pirol-2-il)-1H-imidazol (5)

Hedeflenen molekiillerin sentezi icin reaksiyon prosediiriine gore 2 nolu bilesik
(1 eq) ile ve 3 nolu bilesigin (5 eq) AcOH ile kaynama sicakliginda reaksiyonu
baslatilir. TLC ile kontrol edilen reaksiyon bir giin devam eder. 1 numarali bilesik (1
eq) reaksiyona ilave edilir ve iki giinlin sonunda reaksiyon sonlandirilir. Ekstraksiyon
yapilir ve ¢oziicii uzaklagtirilir. Reaksiyonun sonucunda 4 ve 5 numarali maddeler elde
edilir. Kolon kromatografisi ile maddeler saflastirilir (1/5 (etil asetat/n-hegzan)) (Sekil
24).

/N H ® OQZ%?J} St had
//1 . 2 )/J O \\
4 5

NH,CH;COO0
3
Sekil 24: 4 ve 5 numarali bilesiklerin sentezi
Verim; %65 E.N; 100-106°C Renk; Krem Kkati. 'H NMR
O N>—(/j (400 MHz, CDCl3) 0 = 7.51-7.47 (m, 3H, Ar-H), 7.43-7.39
N\
N N ! (m, 3H, Ar-H), 7.39-7.37 (m, 2H, Ar-H), 7.29-7.26 (m, 1H,

O )/J Ar-H), 7.24-7.17 (m, 3H, Ar-H), 6.68 (dd, J=1.48 Hz,
J=3.79 Hz, 1H, Ar-H), 6.73 (dd, J=1.48 Hz, J=2.63 Hz, 1H,
Ar-H), 6.27 (dd, J=2.63 Hz, J=3.79 Hz, Ar-H), 4.78 (s, 2H, -CH.-). *C NMR (100
MHz, CDCl3) &= 140.3, 140.1, 134.0, 133.8, 130.5, 130.4, 129.0, 128.8, 128.5, 128.1,
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128.0, 127.6, 126.9, 121.7, 121.2, 110.2, 107.2, 105.7. 49.8. FTIR (ATR) cm™: 3057,
2924, 2310, 1697, 1597, 1448, 1392, 1242, 1172, 1112, 1024, 964, 867, 765, 692.
LC/MS: (M+H) : C22H17N3: Teorik: 324,1501, Bulunan:324,1495.

Verim %30; E.N; 268-278°C Renk; agik sar1 kati. 'H NMR

O (400 MHz, CDCls) 6 = 7.64-7.51 (m, 4H, Ar-H), 7.38-7.33
>_(j (m, 4H, Ar-H), 7.31-7.27 (m, 2H, Ar-H), 7.04 (dd, J=1.71

O Hz, J=2.76 Hz, 1H, Ar-H), 6.49 (dd, J=1.71 Hz, J=3.73 Hz,
&\ 1H, Ar-H), 6.23 (dd, J=2.76 Hz, J=3.73 Hz, 1H, Ar-H), 5.47

(d, J=2.55 Hz, 2H, -CH,-), 2.42 (t, J=2.55 Hz, 1H, -CH). *3C
NMR (100 MHz, CDCls) &= 140.3, 128.6, 127.7, 127.4, 123.8, 109.9, 108.9, 108.7,
79.1, 73.4, 37.8. FTIR (ATR) cm™:3604, 3047, 2868, 2312, 1487, 1460, 1400, 1323,
1261, 1128, 1070, 1028, 966, 916, 839, 765, 694, 690. LC/MS: (M+H) : C22H17N3:
Teorik: 324,1501, Bulunan:324,1495.

4.1.3. 6-metil-2,3-difenilimidazo[1,2-a]pirolo[2,1-c]pirazin (6)

5 numarali bilesik (1 eg) ve sezyum karbonat (1 eq) , propanol ortaminda
reaksiyonatabi tutuldu. 20 saatin sonunda reaksiyon TLC ile kontrol edildi ve 6

numarali bilesik saf elde edildi. Ekstraksiyon yapilip ¢6ziicli uzaklastirildi (Sekil 25).

S CsCO, O I N’\?—@
&\ PrOH, reflux O \TQ

Sekil 25: 6 numarali bilesigin sentezi
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Verim; %54 E.N; 195-215°C Renk; koyu kahverengi
O \ katr.'H NMR (400 MHz, CDCl3) § = 7.52-7.48 (m, 3H, Ar-

| m H), 7.48-7.41 (m, 4H, Ar-H), 7.22-7.13 (m, 4H, Ar-H),
O N\:{l 7.08 (dd, J=1.43 Hz, J=2.64 Hz, 1H, Ar-H), 6.97 (bs, 1H,
Ar-H), 6.64 (dd, J=2.64 Hz, J=3.78 Hz, 1H, Ar-H), 1.83 (d,
J=0.86 Hz, 3H, -CHs3). *C NMR (100 MHz, CDCls) 8=
132.6, 132.2, 129.2, 128.4, 128.0, 127.5, 126.7, 123.5, 119.8, 115.2, 112.3, 111.8,
102.9, 18.1. FTIR (ATR) cm™: 3597, 2922, 2852, 2312, 1678, 1598, 1442, 1377, 1259,
1070, 1024, 800, 692. LC/MS: (M+H) : C22H17N3: Teorik: 324,1501,
Bulunan:324,1495.

4.1.4. 2,3-bis(4-bromofenil)-5-metilen-5,6-dihidroimidazo[1,2-a]pirolo[2,1-
c]pirazin (8)

7 nolu bilesik (1 eq) ve 3 numarali bilesigin (5 eq) AcOH ile kaynama
sicakliginda reaksiyonu baslatilir. TLC ile kontrol edilen reaksiyon bir giin devam eder.
1 numarali bilesik (1 eq) reaksiyona ilave edilir ve iki giinlin sonunda reaksiyon
sonlandirihir. Ekstarksiyon yapilir ve ¢oziicii uzaklastirtlir. Reaksiyonun sonucunda 8
numarali madde elde edilir. Kolon kromatografisi ile maddeler saflastirilir (1/5 (etil

asetat/n-hegzan)) (Sekil 26).

o Br
/// N o Reflux O )_/
Br 8

1 NH,CH,COO 7

3

Sekil 26: 8 numarali bilesigin sentezi
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Verim %82; E.N; 188-195°C Renk; yesil, kat."H NMR

Br (400 MHz, CDCls) 6 = 7.57-7.54 (m, AA’BB’ system,
O \ N\>_(/j 2H, Ar-H), 7.36-7.32 (m, AA’BB’ system, 4H, Ar-H),

N N 7.23-7.19 (m, AA’BB’ system, 2H, Ar-H), 6.89 (dd,

O J=1.46 Hz, J=3.77 Hz, 1H, Ar-H), 6.75 (dd, J=1.46 Hz,

Br J=2.60 Hz, 1H, Ar-H), 6.28 (dd, J=2.60 Hz, J=3.77 Hz,

1H, Ar-H), 4.84 (d, J=1.78 Hz, 1H, =CH), 4.79 (bs, 2H,
-CHjy-), 4.30 (d, J=1.78 Hz, 1H, =CH). *C NMR (100 MHz, CDCls) 8= 133.9, 132.5,
131.9, 131.3, 129.2, 124.1, 122.9, 1215, 121.4, 121.1, 111.3, 107.6, 106.2, 49.7. FTIR
(ATR) cm™: 2924, 2312, 1658, 1598, 1490, 1340, 1261, 1178, 1070, 1008, 831, 800,
717. LC/MS: (M+H) : C22H15Br2N3: Teorik: 479,9711, Bulunan: 479,9705.

4.1.5. 2-(prop-2-in-1-iloksi)benzaldehit (11)

9 nolu bilesige (1 eq) DMF ilave edildi ve buz banyosu igerinse konulup
reaksiyon baglatildi. NaH (1.6 eq) yavas yavas ilave edildi. 3 saat sonunda 10 numarali
bilesik (1.4 eq) ilave edildi. 12 saat sonra TLC ile reaksiyon kontrol edildi ve
sonlandirildi. Ekstraksiyon yapilip ¢oziicii uzaklastirildi. 11 numarali bilesik kolon

kromatografisi ile saflastirilip elde edildi (1/6 (etil asetat / n-hegzan)) (Sekil 27).

o)

0]
@“
NaH, DMF
H + Br/\ O

0
OH 0°C \
9 10 1 AN

Sekil 27: 11 numaral1 bilesigin sentezi

Verim; %88 E.N; 162-165°C Renk; acik sar1, kati. 'H NMR (400
: I y MHz, CDCl3) ¢ = 10.4 (d, J=0.76 Hz, 1H, -C=0H), 7.77 (dd,
J=1.85 Hz, J=51 Hz, 1H, Ar-H), 7.49 (ddd, J=1.85 Hz, J= 7.51
O\ Hz, J=8.31 Hz, 1H, Ar-H), 7.05 (d, J=8.31 Hz, 1H, Ar-H), 4.75 (d,

X

J=2.44 Hz, 2H, -CH;-), 2.57 (t, J=2.44 Hz, 1H, -CH). LC/MS:
(M+H) : C10H802: Teorik: 162,0681, Bulunan: 161,0597.
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4.1.6. 4,5-difenil-2-(2-(prop-2-in-1-iloksi)fenil)-1H-imidazol (12)

2 nolu bilesik (1 eq) ve 3 nolu bilesigin (5 eq) AcOH ile kaynama sicakliginda
reaksiyonu bagslatildi. TLC ile kontrol edilen reaksiyon bir glin devam etti. 11 numaral
bilesik (1 eq) reaksiyona ilave edildi ve iki giliniin sonunda reaksiyon sonlandirildi.
Ekstarksiyon yapilir ve ¢oziicii uzaklagtirilir. Reaksiyonun sonucunda 12 numaralt
madde elde edilir. Kolon kromatografisi ile madde saflagtirildi (1/6 (etil asetat/n-
hegzan)) (Sekil 28).

d ‘*(‘ on @
12 //

NH4CH3COO

1" 3

Sekil 28: 12 Numarali bilesigin sentezi

Verim %80; E.N; 136-140°C Renk; sar1 katr.'H NMR (400
O N MHz, CDCl3) 6 =10.63 (bs, 1H, -NH), 8.56 (d, J=7.79 Hz,
\ “?H_@ 1H, Ar-H), 7.80-7.72 (m, 4H, Ar-H), 7.43-7.31 (m, 7H,

O 0 Ar-H), 7.21 (t, J=7.55 Hz, 1H, Ar-H), 7.10 (d, J=8.27 Hz,
// 1H, Ar-H), 4.93 (d, J=2.16 Hz, 2H, CH,-), 2.70 (t, J=2.16

Hz, 1H, -CH). *C NMR (100 MHz, CDCls) &=153.9,
143.6, 129.4, 128.9, 128.6, 127.8, 127.3, 122.7, 118.8, 112.6, 77.8, 76.7, 57.0. FTIR
(ATR) cm™: 3423, 3278, 2314, 1602, 1479, 1238, 1101, 1022, 918, 758, 746, 688. FTIR

(ATR) cm™: 3423, 3278, 2314, 1602, 1479, 1238, 1101, 1022, 918, 758, 746, 688.
LC/MS: (M+H) : C24H1gN20: Teorik: 351,1497, Bulunan: 351,1491.
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4.1.7. 4,5-difenil-1-(prop-2-in-1-il)-2-(2-(prop-2-in-1-iloksi)fenil)-1H-
imidazol (13)

12 nolu bilesige (1 eq) DMF ilave edildi ve buz banyosu igerinse konulup
reaksiyon baslatildi. NaH (1.6 eq) yavas yavas ilave edildi. 3 saat sonunda 9 nolu bilesik
(1.4 eq) ilave edildi. 12 saat sonra TLC ile reaksiyon kontrol edildi ve sonlandirildi.
Ekstraksiyon yapilip ¢oziicii uzaklastirildi. 13 numarali bilesik kolon kromatografisi ile

saflagtirilip elde edildi (1/6 (etil asetat / n-hegzan)) (Sekil 29).

?3 - ?/

Sekil 29: 13 Numarali bilesigin sentezi

Verim; %30 E.N; 75-90°C Renk; kahverengi kati, 'H NMR
(400 MHz, CDCl3) ¢ =7.67 (dd, J= 1,78 Hz, J=7.73 Hz,
1H, Ar-H), 7.57-7.55 (m, 2H, Ar-H), 7.54-7.51 (m, 2H, Ar-
/ Q H), 7.50-7.45 (m, 4H, Ar-H), 7.22-7.18 (m, 2H, Ar-H),

7.18-7.11 (m, 3H, Ar-H), 4.74 (d, J=2.39 Hz, 2H, -CH,-),
4.48 (d, J=2.52 Hz, 2H, -CH,-), 2.49 (t, J=2.39 Hz, 1h, -
CH), 2.10 (t, J=2.52 Hz, 1H, -CH). *C NMR (100 MHz, CDCls) 8= 155.2, 144.7,
137.9, 134.4, 133.0, 131.2, 131.0, 130.7, 129.2, 129.0, 128.8, 128.0, 126.9, 126.3,
122.1, 120.4, 112.8, 78.5, 78.3, 76.0, 72.5, 56.1, 34.6. FTIR (ATR) cm™: 3302, 3165,
2924, 2106, 1604, 1467, 1336, 1220, 1109, 1020, 929, 781, 756, 673, 644. LC/MS:
(M+H) : Co7H20N,0: Teorik: 389,1654, Bulunan: 389,1648.
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4.2. Biyo-Aktivite Calisma Bulgulari

4.2.1. FCR (Folin-Ciocalteu Reducing) Deneyi

FCR (Folin-Ciocalteu mg Gallic acid Esdegeri /g bilesik

Indirgeme) ] *
Bilesik ID Ortalama Standart Sapma  Istatiksel Analiz
4 111,0 3,0 a

5 25,0 1,0 e

6 37,3 18 C

8 54,3 2,6 b

11 22,4 1,4 e

12 32,1 0,4 d

13 36,7 1,0 C

“Ayni siitundaki farkli harfler (p<0.05) seviyesinde, 6nemli 6lgiideki farklilig: ifade etmektedir. Sonuglar
yiiksekten diisiige dogru harflerin alfabetik siralamasina gore belirtilmistir.

Tablo 1: FCR (Folin-Ciocalteu Reducing) deney sonuglari

FCR deney bulgularina gore en yiiksek antioksidan kapasite 4 nolu bilesikte
belirlenmistir. 4 nolu bilesigi miiteakiben bilesik 8, bilesik 6 ve/veya 13, bilesik12
yiiksek antioksidan kapasite gosterirken, en diisiik sonuglar bilesik 5 ve/veya bilesik

11°de gozlenmistir.

4.2.2. FRAP (Ferrik indirgeme Antioksidan Giicii) Deneyi

FRAP

(Ferrik Indirgeme pmol Fe** /g bilesik

Antioksidan Giicii)

Bilesik ID Ortalama  Standart Sapma istatiksel Analiz’
4 2225,2 29,3 a
5) 723,8 5,6 d
6 821,6 12,0 c
8 1220,2 2,8 b
11 99,0 2,4 g
12 430,4 13,8 f
13 481,7 4,9 e

“Aymi siitundaki farkli harfler (p<0.05) seviyesinde, onemli l¢iideki farklilig: ifade etmektedir. Sonuglar
yliksekten diisiige dogru harflerin alfabetik siralamasina gore belirtilmistir.

Tablo 2: FRAP (Ferrik indirgeme Antioksidan Giicii) deney sonuglari
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FRAP deney sonuglarina gore su sekilde bir siralama tespit edilmistir: bilesik 4 > 8 > 6
>5>13>12>11.

4.2.3. ORAC (Oksijen Radikal Absorbans Kapasitesi) Deneyi

ORAC Deneyi pmol Troloks Esdegeri /g bilesik

Bilesik ID Ortalama  Standart Sapma istatiksel Analiz’
4 1982,5 15,7 f

5 2582,7 35,0 d

6 2573,8 32,1 d

8 2182,1 42,0 e

11 2671,2 37,7 c

12 3102,5 63,6 a

13 2834,3 39,7 b

"Ayni siitundaki farkli harfler (p<0.05) seviyesinde, 6nemli 6lgiideki farklihig: ifade etmektedir. Sonuglar
yiiksekten diisiige dogru harflerin alfabetik siralamasina gore belirtilmistir.

Tablo 3: ORAC (Oksijen Radikal Absorbans Kapasitesi) Deney sonuglari

ORAC sonuglarina gore en yiiksek aktivite bilesik 12 ve miiteakiben bilesik 13
ve bilesik 11 gozlenirken, en diisiik sonuclar bilesik 4 ve bilesik 5 ve/veya bilesik 6’da

tespit edilmistir.

4.2.4. Enzim inhibisyonu Deneyleri

Bilesik ID Alfa-Amilaz Pankreatik Lipaz Beta-Glukuronidaz
(1Cs0-png/ml) (1Cs0-png/ml) (1Cs0-png/ml)
1 AD” (4,18+0,3) 108,4+1,5 284,1+6,7
2 AD (4,15+0,8) 137,242,3 302,5+7,9
3 AD” (4,05+0,7) 97,0+3,8 240,2+8,5
4 AD’ (4,27+0,9) 97,2429 246,7+8.6
5 AD’ (5,61+0,8) 86,7+0,7 202,7+10,2
6 AD’ (6,43+0.4) 52,240,5 151,449.1
7 AD’ (5,18+0,5) 75,8422 193,6+7,4
Akarboz 9,3+0,2 - -
Orlistat - 8,1+0,0 -
Silmarin - - 30,4+1,7

AD: Aktif degil. Aktivite degeri-IC50; > 4 mg/ml.

Tablo 4: Enzim inhibisyonu deney sonuglari
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Elde edile enzim inhibisyonu c¢aligmalari sonuglart neticesinde, alfa-amilaz
aktivitesi yoniinden hicbir bilesik kayda deger aktivite gdstermemistir. En aktif bilesik
4,05 mg/ml IC50 degerine ulasan 3 numarali bilesik olup, pozitif kontrol Akarboza gore
oldukca inaktiftir. Akarboz Tabloda goriilecegi lizere alfa amilaz aktivitesi yoniinden

9,3 ug/ml gibi 6nemli bir degere ulagmistir.

Pankreatik lipaz ve beta glukuronidaz aktiviteleri yoniinden bilesikler benzer bir
yolak gostermis olup, 6 > 7 >5>3 >4 > 1 > 2 siralamasini izlemislerdir. Bununla
beraber elde edilen sonuglar pozitif control olarak kullanilan Orlistat ve Silmarin

bilesiklerine gore inaktif olarak belirlenmislerdir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Sentezi gerceklestirilen trisiklik yapidaki imidazo[1,2-a]pyrrolo[2,1-c]pyrazine
bilesiklerinin {i¢ komponentli genel sentez semasi asagida belirtildigi gibidir (Sekil 30).

O ') N Ar
NH i oA )H(AH NH,OAc —ACOH Q_%I
r 4 110 \—( r

Sekil 30: Sentezi tasarlanan molekiillerin genel reaksiyon semasi

Amaglanan  bilesiklerin  sentezinin  gergeklestirilmesi  icin  baslangic
reaktantlarindan olan 1-(prop-2-in-1-il)-1H-pirol-2-karbaldehit (1), pirol-2-karbaldehit
bilesiginin NaH bazi ile propargillenme reaksiyonu sonucunda elde edilmistir (Sekil
31).

)

A NaH, DMF
KNVJ\H 4 Br/\ -

H

“f %

Sekil 31: 1 Numarali bilesigin sentezi

Sentezi yapilan molekiiliin yap1 aydinlatma caligmalar1 icin NMR spektroskopisi
kullanilmistir. Bilesigin "H-NMR spektrumuna gore 5.17 ppm’de gozlenen dublet ile
2.46 ppm’deki triplet (J=2.6 Hz) sinyaller pirol-2-karbaldehit bilesigine propargil
grubunun takildigim gdstermistir. Ayrica *C-NMR spektrumunda yer alan 77.5, 74.4

ve 38.1 ppm’deki, sinyaller de yine propargil grubuna aittir.

Son yillarda imidazol halkasi ile ilgili bir¢ok calisma yapilmistir. Yapilan bu
caligmalara bakildiginda benzil ile benzaldehit tiirevleri, amonyum asetat ve katalizor
varhiginda elde edilen trifenil imidazol sentezi gerceklestirilmistir (Heshmatollah ve
ark., 2017). Bu c¢alisma 1siginda katalizor kullanmadan imidazol halkasina ait

bilesiklerin sentezi gerceklestirilmistir.

34



Bir bagka ¢alismada da benzil, aldehit, amonyum asetat karigimi ve aromatik
amin varliginda MCS-GT@Coll katalizérii ile reaksiyon gergeklestirilmistir
(Harminder ve Jaspreet, 2017). Pahali bi katalizér olan MCS-GT@Coll katalizériine

gerek duyulmadan sentez gergeklestirilmistir.

Bu ¢alismanin amaci olan ve literatiirde yer almayan imidazo[1,2-a]pyrrolo[2,1-
c]pyrazine bilesikleri i¢in tiirevlendirme ¢alismalarmin, 1,2-dion bilesikleri {izerinden
yapilmasi planlanmistir. Buradan yola ¢ikarak bilesik 4’{in sentezi i¢in 1 nolu 1-(prop-
2-in-1-il)-1H-pirol-2-karbaldehit ile 2 nolu benzil bilesiginin amonyum asetat varliginda

halka kapanmasi reaksiyonu incelenmistir (Sekil 32).

RS 21 @it
/NH4CH3COO )/_/ O x

Sekil 32: 4 ve 5 Numarali bilesiklerin sentezi

Reaksiyon esnasinda iki {irliniin olustugu goézlenmistir. Gerekli saflagtirma
islemlerinden sonra olusan iirlinlerin 4 ve 5 nolu bilesikler oldugu spektral verilerle
ispatlanmistir. 4 nolu bilesigin 'H-NMR spektrumu incelenecek olursa, baglangic
reaktantlarindan olan N-propargil pirol-2-karbaldehite ait olan ve 9.52 ppm’de dublet
olarak gozlenen aldehit protonu sinyalinin, ayrica aynm bilesigin propargil grubuna ait
olan ve 5.17 ppm’de bir dublet ve de 2.46 ppm’de triplet olarak gdriilen sinyallerin
kayboldugu gézlenmistir. Bunun disinda iirtinde pirazin halkasindaki metilene ait olan
ve 4.78 ppm’de bir sinlet olarak yer alan proton sinyallerinin olustugu gozlenmistir.
Ayni bilesikerin **C-NMR spektrumunda ise yine 1 nolu baslangig bilesigine ait aldehit
C sinyalinin (179.5 ppm) ve prapargil grubuna ait C atomu sinyallerinin (77.5 ve 74.4
ppm) kayboldugu, iiriine ait ¢ift bag C atomu sinyallerinin (107.2 ve 105.7 ppm) ve

halka i¢inde yer alan metilen ¢ atomu sinyalinin (49.8 ppm) olustugu gézlenmistir.

Saflastirilarak elde edilen 5 nolu bilesigin halka kapanmasma ugramadigi

gozlenmistir. Bu bilesigin kapanma reaksiyonu ise daha sonra gerceklestirilmistir (Sekil
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32). '"H-NMR spektrumunda gézlenen ve propargil grubuna ait olan sinyallerin 5.47
ppm’de dublet ve 2.42 ppm’de triplet olarak yer alirken 1 nolu baslangi¢ bilesigine ait
olan aldehit proton sinyalinin kaybolmasi sonrasinda 5 nolu bilesigin olustugu
diisiiniilmiistiir. Ayni zamanda **C-NMR spektrumunda aldehit grubuna ait C sinyalinin

kaybolmas1 diger spektral verilerle uyum igindedir.

Hedeflenen 6 nolu imidazo[1,2-a]pirolo[2,1-c]pirazin bilesigine ulagmak icin 5
nolu kapanmamis bilesik ile sezyum karbonatin reaksiyonu incelenmistir (Sekil 33).
Bazik karakterdeki bu bilesigin propargil grubunu allene ¢evirerek halkalanma

reaksiyonu gerceklestirdigi diistiniilmektedir.

O \ Nm CsCOs (1 eq) O \ Nr\?_@
O X\ EtOH, reflux O \ZQ
6

5

Sekil 33: 6 Numarali bilesigin sentezi

Halka kapanma reaksiyonu ile meydana gelen 6 nolu bilesikte, 4 nolu
imidazo[1,2-a]pirolo[2,1-c]pirazin bilesiginden farkli olarak ¢ift bagin halkanin i¢inde
yer aldigi gozlenmistir. Bu bilesigin 'H-NMR spektrumu incelendiginde baslangi¢
molekiiliine ait proton sinyallerinin kaybolarak fiiriine ait yeni sinyallerin olustugu
gozlenmistir. 6 nolu bilesikte var olan pirazin halkasina bagli metil protonu 1.83
ppm’de rezonansa ugradigr ve komsu proton ile yarilarak dublet (J=0.86 Hz) sinyal
verdigi halkalanma reaksiyonunun gergeklestiginin ispatidir. Ayrica bahsi gecen metil C

atomuna ait C sinyali ise 18.1 ppm’de gozlenmistir.

Reaksiyon sartlarinin belirlenmesi sonrasinda diger baska bir imidazo[1,2-
a]pirolo[2,1-c]pirazin tiirevinin sentezi amaciyla 7 nolu 1,2-bis(4-bromofenil)etan-1,2-
dion bilesigi ile 1 nolu bilesigin halka kapanmasi reaksiyonu gerceklestirilmistir (Sekil

34).
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Sekil 34: 8 Numarali bilesigin sentezi

Reaksiyon sonrasinda olugan 8 nolu bilesigin NMR spaktrumlari incelendiginde
halkalanma reaksiyonu ile yine literatiirde bulunmayan yeni bir tiirevin meydana geldigi
sonucuna varilmistir. Bu bilesigin sentezlenmesinde kullanilan 1 nolu baslangig
bilesiginin yukarida verilen proton sinyallerinin kayboldugu ve yeni bilesige ait
sinyallerin NMR spektrumlarinda yer aldigi gozlenmistir. "H-NMR spektrumuna gore
olusan sinyaller incelendiginde kapanma iiriinlinde ¢ift bagin disarida oldugu
gozlenmistir. Spektrumda 4.84 ve 4.30 ppm’de dublet (J=1.78 Hz ) olarak sinyal veren
protonlarin halka disindaki ¢ift baga ve yine 4.79 ppm’deki sinyalin ise pirazin
halkasinda yer alan metilen protonuna ait oldugu disiinilmistir. *C-NMR
spektrumunda ise yine ayni protonlarin bagli oldugu C atomlarimin sirasiyla 107.6,
106.2 ve 49.7 ppm’de rezonans oldugu gozlenmistir. Tiim bu spektral veriler yapr ile

uyum ic¢indedir.

Diger bir trisiklik tiireve ulagmak igin 1,2-di(piridin-3-il)etan-1,2-dion
bilesiginden yola cikilarak A1 nolu bilesigin sentezi amaglanmistir. Fakat reaksiyonun
TLC ile takibi esnasinda yeni bilesigin olustugu gdzlemlenmis olmasima ragmen bu

bilesik izole edilememistir (Sekil 35).

N
M N AcOH / Reflux /\ L J
H N
\ 7 -/ el
/// N \
NH,4CH5COO0 N

Sekil 35: Hedeflenen A1 bilesigi i¢in reaksiyon denklemi
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Ayni sekilde 1,2-di(tiyofen-2-il)etan-1,2-dion, asenaftilen-1,2-dion ve 1,2-bis(4-
flurofenil)etan-1,2-dion ile yapilan denemelerle elde edilmesi planlanan A2, A3 ve A4

nolu bilesiklerin sentezinde de ayni sonuglar gozlenmistir (Sekil 36).

0]
/]
\ o} AcOH/Requx
. 0ONS
/// Y

NH,CH,COO

(0]
(@)
E\I\B)J\ Ij ‘ O AcOH ////Ijeflux N'\?_@
s, L s

Az

NH,CH;COO
o F
C x
WH o, AcOHI Reflu >_(j
7 o O W

NH,CH;COO
F

Sekil 36: Hedeflenen A2, A3 ve A4 nolu bilesikleri igin reaksiyon denklemi

Literatiirde salisilaldehit ve proparjil bromiir reaksiyonundan elde edilen
benzaldehit tilirevleri ile benzil tiirevleri ve amonyum asetat, asetik asit varliginda 80°C
de 12 saat sitilarak imidazol tiirevi elde edilmistir (Akbarzadeh ve ark., 2015). Bu
bilgiler goz oOniinde bulundurularak 1,2-dionlar ile tiirevlendirme ¢aligsmalarinin
ardindan aldehit ve propargil gruplar1 tagtyan 1 nolu pirol bilesiginin degistirilerek yine
ayni gruplar tagiyan 11 nolu bilesik ile yeni tiirevlendirme g¢alismalart diistintilmistiir.
Bu sebeple once 9 nolu salisil aldehitin propargillenme reaksiyonu ile 11 nolu bilesigin

sentezi gergeklestirilmistir (Sekil 37).
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Sekil 37: 11 Numaral1 bilesigin sentezi

Olusan bilesigin *H-NMR spektrumunda 4.75 ppm’de yer alan dublet ile 2.57
ppm’deki triplet propargil grubunun varligini goéstermistir. Elde edilen bilesigin 2 nolu
benzil bilesigi ile amonyum asetat varliginda halkalanma reaksiyonu incelenmistir.

Reaksiyon sonrasinda 12 nolu bilesik izole edilmistir (Sekil 38)

i g
N
+ Olo 8
.\ o Reflux O o
AN /

NH,CH5CO0 2 4

Sekil 38: 12 Numarali bilesigin sentezi

Bu  bilesigin NMR spektrumlart incelendiginde halka kapanmasinin
gerceklesmedigi bilesikte yer alan propargil gruplarinin varligindan anlagilmistir. 'H-
NMR spektrumunda 4.93 ppm’de gézlemlenen dublet ve 2.70 ppm’de gbzlemlenen
triplet ile *C-NMR spektrumunda 77.8, 76.7 ve 57.0 ppm’de var olan sinyaller
bilesikteki propargil grubuna aittir.

Salisilaldehit ve proparjil bromiir reaksiyonundan elde edilen benzaldehit
tirevleri ile benzil tiirevleri ve amonyum asetat, asetik asit varliginda elde edilen
imidazol tiirevi ile farkli oranlarda reaktifler kullanilarak halka kapanmasi reaksiyonu
elde edilmistir. (Akbarzadeh ve ark., 2015). 12 numarali bilesigin halka kapanmasi
sonrasinda olusan {iiriin literatiirde yer aldigindan bilesigin N atomu {izerinden tekrar
propargillenmesi ile meydana gelen 13 nolu bilesigin (Sekil 39) halka kapanma

reaksiyonu incelenmistir (Sekil 40).
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Sekil 39: 13 Numaral1 bilesigin sentezi

13 nolu bilesigin "H-NMR spektrumunda yeni bir propargil grubunun yapiya
girdigi artan sinyallerden anlagilmistir. Bu spektruma goére 4.74 ppm’de gozlenen dublet
ve komsu protonuna ait olan ve 2.49 ppm’deki triplet (J=2.39 Hz) ile 4.48 ppm’de
gozlenen dublet ile komsu protona ait olan 2.10 ppm’deki triplet (J=2.52 Hz) iki
propargil grubuna aittir. Ayrica BC.NMR spektrumunda 78.5, 78.3, 76.0, 72.5, 56.1 ve
34.6 ppm’de gozlenen sinyaller bu iki propargil grubuna aittir. Bu veriler reaksiyon

tiriini ile uyum igindedir.

Halka kapanmasmin gerceklestirilmesi maksadiyla 13 nolu bilesigin hem
sezyum karbonat ile hem de NaH gibi bazlarla reaksiyonlar1 incelenmistir (Sekil 40).
Gerek oda sicakliginda gerekse kaynama sicakliginda yapilan reaksiyonlarda
kapanmanin gerceklesmedigi onun yerine propargil gruplarindan birinin allene

dontistiigii spektral verilerle ispatlanmustir.

O ° ] NaH, DMF . O G
/4 /7

00C— reflux

13

Sekil 40: 14 Numaral1 bilesigin sentezi

14 nolu bilesigin 'H NMR spektrumu incelendiginde 6.55 ppm’de gozlenen
triplet ile 4.62 ppm’de gozlenen dublet (J = 6.5 Hz), allen grubu protonlaridir. Aym
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spektrumdaki 4.72 ppm’deki dublet ve 2.47 ppm’deki triplet ise (J = 2.4 Hz) propargil
grubuna aittir. Bu veriler 1s18inda halka kapanmasinin gerceklesmedigi kanisina

varilmstir.

Sonug olarak bu ¢alismada literatiirde daha 6nce yer almayan 5 yeni heterosiklik
bilesigin sentezi gerceklestirilmistir. Caligmanin tamaminda sentezlenen 8 bilesik

sekilde gosterildigi gibidir (Sekil 41).

O |\ || 2
S s peseepees
LT ||9P0 || “40

Sekil 41: Sentezi gergeklestirilen bilesikler

Sentezi yapilan bilesiklerden 4, 5, 6, 8, 11, 12 ve 13 nolu bilesiklerle antioksidan
kapasitesi ve enzim inhibisyonu olmak {izere biyolojik aktivite ¢aligmalar1 yapilmistir.
Bu ¢alismalardan olan ve FCR (Folin-Ciocalteu Reducing) deneyinde elde edilen
sonuglara gore en yiiksek antioksidan kapasite 4 nolu bilesikte belirlenmistir. 4 nolu
bilesigi miiteakiben bilesik 8, bilesik 6 ve/veya 13, bilesik 12 yiiksek antioksidan

kapasite gosterirken, en diisiik sonuglar bilesik 5 ve/veya bilesik 11°de gdzlenmistir.

Yine ayni bilesiklerle yapilan FRAP (Ferrik Indirgeme Antioksidan Giicii)
deneyine gore su sekilde bir siralama tespit edilmistir: bilesik 4 >8>6>5> 13> 12>
11.

Son aktivite ¢alismast olan ORAC (Oksijen Radikal Absorbans Kapasitesi)

deneyi sonuglarina gore ise en yiiksek aktivite bilesik 12 ve miiteakiben bilesik 13 ve
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bilesik 11 gozlenirken, en diislik sonuglar bilesik 4 ve bilesik 5 ve/veya bilesik 6’da
tespit edilmistir.

Yapilan enzim inhibisyonu c¢alismalar1 sonuglari neticesinde, alfa-amilaz
aktivitesi yoniinden hicbir bilesik kayda deger aktivite gostermemistir. En aktif bilesik 3
numarali bilesik olmustur. Pankreatik lipaz ve beta glukuronidaz aktiviteleri yoniinden
sentezlenen bilesikler benzer bir yolak gostermis olup aktiflik siralamasi olarak 6 > 7 >
5>3>4>1>2 seklinde dizilmislerdir. Bununla beraber elde edilen sonuglar pozitif
kontrol olarak kullanilan Orlistat ve Silmarin bilesiklerine gore inaktif olarak

belirlenmislerdir.
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Sekil 63: 12 numarali bilesigin **C-NMR spektrumu
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Sekil 64: 12 numarali bilesigin LC-MS spektrumu
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Sekil 66: 13 numarali bilesigin "H-NMR spektrumu
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Sekil 67: 13 numarali bilesigin *C-NMR spektrumu
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Sekil 68: 13 numarali bilesigin LC-MS spektrumu
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Sekil 69: 13 numarali bilesigin IR spektrumu
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Sekil 70: 14 numarali bilesigin "H-NMR spektrumu
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EK-3: Tez Orijinallik Raporu

T.C.
VAN YUZUNCU YIL UNIVERSITESI

Saghk Bilimleri Enstitiisii

LISANSUSTU TEZ ORIJINALLIK RAPORU

Tarih: / /2019

Tez Basghg1 / Konusu:

 IMIDAZOL HALKASI ICEREN TRIiSIKLIK MOLEKULLERIN SENTEZi VE BiYOLOJIK
AKTIVITELERININ INCELENMESI

Yukarida bashgvkonusu belirlenen tez ¢alijmamin Kapak sayfasi, Giris, Ana boliimler ve Sonug
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