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OZET

Indol —Amino Asit Tirevi Yeni ilag Etken Maddelerinin Sentezleri ve Biyolojik
Aktivitelerinin De gerlendiriimesi

Gunumuzde surekli agtigosteren serbest radikal kaynaklar maruz kaiuz
oksidatif stresi de artirmaktadir. Diyabet, hipesigon, astim gibi bir cok hastaliklasHisi
yapilan cakmalarla her gin daha fazla ortaya cikan reaktifij@ksturlerinin (ROT)
organizmada yol agh oksidatif hasari 6nlemek icin gigik mekanizmalarla enzimatik ve
non-enzimatik antioksidanlar devreye girer. Ancémin E, melatonin gibi dgal yollardan
edinilen antioksidanlar artan ROT miktari §arda yetersiz kalmaktadir. Bu durum yuksek
aktivite ve dguk toksisiteye ve yan etkiye sahip yeni antioksitixnterinin sentezini gerekli
kilmaktadir.

Bu calgma iki ara basanga ve sonuc¢ Urlnlerinin timi orijinal olan melatonin
analgu indol-amino asit tirevi maddelerin sentezini, teelenen maddelerin yapilarinin
NMR, Mass ve IR spektrumlariyla yapi aydinlatiinmasisonu¢ Urinlerin antioksidan
etkilerinin ortaya konulmasini icerir. Bu gaha ile alti adet amino asit metil estéra-f), alti
adet azot korumali amino asit metil es{@a-f), sekiz adet azot korumali amino asit hidrazidi
(3a-f, 5a-b) dokuz adet indol-amino asit hidrazida-f, 6a-b, 7a)olmak Uzere toplam
yirmidokuz adet bilgk sentezlennyi ve vyapilari aydinlatilgtir. Elde edilen orijinal
bilesikler asagidaki gibi siralanabilir;

N-Benzoil-D-serin Hidrazid3c)

N-Benzoil-L-prolin Hidrazid(3f)

N-Benzoil- glisin(1H-indol-3-il)hidrazid4a)
N-Benzoil-L-alanin(1H-indol-3-il)hidrazi¢4b)
N-Benzoil-D-serin(1H-indol-3-il)hidrazig4c)
N-Benzoil-L-metiyonin(1H-indol-3-il)hidrazid4d)
N-Benzoil-L-triptofan(1H-indol-3-il)hidrazid4e)
N-Benzoil-L-prolin(1H-indol-3-il)hidrazid 4f)
N-t-butoksikarbonil-L-alanin(1H-indol-3-il)hidrazi(ba)
N-t-butoksikarbonil-L-serin(#-indol-3-il)hidrazid(6b)
N-t-bitoksikarbonil-L-histidin(H-indol-3-il)hidrazid(7a)

Sentezlenen biggklerin antioksidan aktiviteleri, DPPH ve Lipid Résidasyonu
Inhibisyonu yontemleriyle test edildi. Sentezlenémtsonuc Uriinlerde antioksidan etki
gorulmistir. Maddelerin aktiviteleri vitamin E ve melatol@rkasilastiriidiginda genelde bu
maddelere ya yakin ya da ikisinden yuksek aktiviteinmutur. DPPH testinin sonuclari ¢ok
dikkat cekici dgilken Lipit Peroksidasyoniinhibisyonu testinde biggklerden bir kisminin
(4e, 6a)yuksek aktiviteye sahip olgu belirlenmitir.

Anahtar Kelimeler: antioksidan aktivite, melatonin anglg indol, aminoasit, sentez



ABSTRACT

Synthesis and Biological Activity Evaluation of Drig Candidate new Indole-Amino Acid
Derivatives

At the present day, continuously increasing saiofdree radicals makes oxidative
stress that we are exposed to get increased topréh@nt the damage of Reactive Oxygen
Species (ROS) - of which the relation to very moéldiseases like diabetes, hypertension,
asthma is being discovered via studies day by dagnzymatic and non-enzymatic
antioxidants step in with different mechanisms. ldeer naturally acquired antioxidants like
vitamine E and melatonin becomes inadequate ovainstgincreasing ROS amount. This
situation makes synthesis of new antioxidant sgewi¢h high activity and low toxicity and
side effect possibility necessary.

This study includes synthesis and structural amlgf substances - of which two of
intermediate steps and all final products are palgiand antioxidant activity evaluation of
final products. By this study; in the aggregaterityaine compounds containing, Six amino
acid methyl ester§la-f), six N-protected amino acid hidrazidgza-f), eight N-protected
amino acid hydrazide@a-f, 5a-b) and nine indole-amino acid hydraziddsa-f, 6a-b, 7a)
were synthesized and their structure was evalu&gtthesized original compounds are listed
below;

N-Benzoyl-D-serine Hydrazid@c)

N-Benzoyl-L-proline Hydrazid€3f)

N-Benzoyl- glycine(1H-indole-3-yl)hydrazidda)
N-Benzoyl-L-alanine(1H-indole-3-yl)hydrazidéb)
N-Benzoyl-D-serine(1H-indole-3-yl)hydrazidéc)
N-Benzoyl-L-methiyonine(1H-indole-3-yl)hydrazigéd)
N-Benzoyl-L-triptophane(1H-indole-3-yl)hydrazidée)
N-Benzoyl-L-proline(1H-indole-3-yl)hydrazidgf)
N-t-butoxycarbonyl-L-alanine(1H-indole-3-yl)hydraz(6a)
N-t-butoxycarbonyl-L-serinef-indole-3-yl)hydrazid€6b)
N-t-butoxycarbonyl-L-hystidine(-indole-3-yl)hydrazid€7a)

Antioxidant activities of synthesized compounds tested via DPPH and Lipid
Peroxydation Inhibition methods. All compounds skdvantioxidant activity. Comparing the
activity results with vitamine E and melatonin slealsthat, the compounds were equally
active to or more active than these two moleclNghile the results of DPPH test are not
significant, Lipid Peroxydation Inhibition methoddicated that some of the substan@ks
6a) have high activity.

Key words: antioxidant activity, melatonin analogues, inda@mino acids, synthesis
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1. GIRIS

Antioksidanlar, serbest radikalleri, bir dka deysle reaktif oksijen turlerini (ROT),
uzaklgtiran ve bunlar tarafindan glurulabilecek hasarlari 6nleyen ajanlar olmalari
nedeniyle birgok hastgin dnlenmesinde ve tedavisinde hayati 6neme saliipditnam ve
ark., 2006).

1.1. Serbest Radikaller ve Kimyasal Ozellikleri

Serbest radikaller glikabuk orbitallerinde ggenmems elektronlara sahip cok reaktif
kimyasal turlerdir, hiicre bijenleri ile kolayca etkilgme girerler, oksidatif strese neden

olurlar (Ratnam ve ark., 2006).

Bir atomun en dnemi kimyasal 6zgllidis kabuk orbitallerindeki elektron sayisinin
kimyasal davraslarinda belirleyici olmasidir. 1 kabuk orbitalleri dolu olan tirler,
kimyasal reaksiyon vermez, inerttirler. Maksimunabst duruma gecmek icin atomlar
elektron alarak ya da vererels diabuk orbitallerini doldurur ya da katirlar (iyonik ba)

ya da bgka atomlarla elektron paalar (kovalent bg).

Kovalent bglar homolitik olarak parcalanarak serbest radikatorurlar. Molekdl
iki fragmana ayrilir ve gesmis elektronlardan her biri bir fragmanda kalir. Hortikl
parcalanmalar UV, yiksek 1si ya da iyotilaci radyasyon gibi kuvvetli bir ener;i

kaynaina ihtiya¢ duyduklari icin biyolojik sistemlerde&kga gorilmezler.

Iyonik tepkimelerde k#ar heterolitik olarak parcalanir. Bir tiirde ya gha
elektronlarinin ikisi kalir ve eksi yuklenir ya dmg elektronlarinin hi¢ biri kalmaz ve

pozitif yuklenir.

Serbest radikaller bir molekuliin tek elektron kayhesi ya da kazanmasiyla da
olusabilir. Ortaya c¢ikan radikaller ¢ok reaktiftir. Kaastiklari molekullerle reaksiyona
girerek elektron eksikliklerini tamamlarlar. Sonyeni bir radikaldir. Tepkime bu nedenle

zincirlemedir.



Serbest radikallerle ilgili 6nemli bir bilgi de sdkabukta bulunan seesmemi
elektronlarin sonu¢ molekulin yukine bir etkisiolmamasidir. Serbest radikaller negatif

yukld, pozitif yakli ya da elektronik olarak notiabilirler.

1.1.1. Serbest Radikallerin Turleri

Canli organizmalarda bulunan serbest radikalleaguoksijen icerir ve ‘reaktif oksijen
turleri’ olarak bilinirler. Organik molekullerin kseltgen radikallere maruz kalmasiyla
olusurlar. Asagida verilenCizelge 1.1 de bilinen bglica reaktif oksijen ve azot tirleri

gorulmektedir.

Cizelge 1.1Baglica Reaktif Oksijen ve Azot Turleri (Cooper ve ark002)

Reaktif Oksijen Turleri (ROT) Reaktif Azot Turleri (RAT)

Radikaler Non-Radikaler Radikaler Non-Radikaler

Hidroksil OH Peroksinitrit Nitroz oksit Peroksinitrit OONO ™~
ONOO™ NO

Siiperoksit @~ | Hipoklorsz  Asit| AZot Dioksit Peroksinitroz Asit
HOCI NO, ONOOH

Nitrik oksit NO" | Hidrojen  Peroksit Nitroksil NO
H20,

Peroksil RG Singlet Oksijen Nitril Klortir NO.CI

Lipid Peroksil | Ozon Q Nitrotil Katyonu NO

LOO

Alkoksil RO* Lipid Peroksit Dinitrojen trioksit NO3
LOOH

Hidroperoksil Nitroz Asit HNG,

OOH"-




1.1.1.1. Reaktif Oksijen Turleri (ROT)

Reaktif Oksijen Turleri (ROT); oksijen ggyan reaktif parcaciklardir ve organizmada bir
cok fizyolojik olayda rol oynarlar. Aerobik canlrlayasamsal acidan gerekli kimyasal ve
ISI enerjisini sglayabilmek amaciyla, karbon ve hidrojen atomlariaeagin molekulleri
oksitlemek icin oksijen molekulina kullanirlar. Gjesin kullanimi sirasinda bazi ara
bilesikler meydana gelebilirBu bilesiklerin ¢cosu radikal haldedir. Gerginden fazla
bulunmasi, DNA bgta olmak Uzere organizma icin dnemli bir cok biydekalin hasar

gorerek yikimina yol agar.

Normal fizyolojik sartlar altinda ROT’nin Uretimi ve yikimi denge Imaledir
(Huang ve ark., 2005). Ancak herhangi bir i¢c yaddafaktor bu dengeyi bozabilir. Ayrica
bu denge ilerleyen g birlikte dgzal olarak olumsuz yone gou kaymaktadir. Dengenin

bozulmasiyla olumsuz yonde artan oksidatif stregdik hastafia sebebiyet verebilir.

Canlilarda olgtugu belirlenen ilk radikal stperoksit anyon radikaliCathcart,

2004). Bu radikalin olgumu dort farkli mekanizma ile gercekddbilir:

|. Indirgeyici 6zellikteki biyomolekuller, oksijene teklektron verip kendileri
oksitlenirken superoksit radikali alur. Hidrokinonlar, flavonlar, tiyoller, kagelaminler,
ferrodoksinler, indirgenmintkleotidler gibi ¢cok sayida biyolojik molekul abik ortamda

oksitlenirken stperoksit yapimina neden olurlar.

Il. Basta caitli dehidrogenazlar ve oksidazlar olmak Uzere, bok enzimin

katalitik etkisi sirasinda stperoksit radikali bitin olarak olsabilir.

[ll.  Mitokondrideki enerji metabolizmasi sirasinda aksikullanilirken, tiketilen
oksijenin % 1-5 kadari superoksit yapimi ile somlaBuradaki radikal olgumu NADH-
dehidrogenaz ve koenzim-Q gibi elektroniyacilardan oksijene elektron verilmesi ile

gerceklair.

IV. Aktive edilen fagositik I6kositler bol miktarda senoksit treterek fagozom

icine ve bulunduklari ortama radikal verirler. Avdkteriyel etki icin gerekli olan bu



radikal yapimi, daha reaktif tlrlerin glumunu da bgatir. Yani radikal yapimi bazi
hicresel fonksiyonlar icin gerekli de olabilir.

Hucresel keullarda Uretilen superoksit, oksitleyici veya irghyici olarak
davranabilir. Aldg! elektronu metal iyonuna, sitokrom c’ye veya laidikale verirse tekrar
oksijene oksitlenir. Oksijenden daha oksitleyicamlsiiperoksit bir elektron daha alirsa
peroksi anyonuna indirgenir. Bu tepkime biyolojikolekillerin oksidasyonuna neden
oldugundan tercih edilmez. Aerobik canlilarda superddsit hidrojen peroksite
cevrilmesi katalitik aktivitesi ¢ok yuksek bir enziolan superoksit dismutaz (SOD)
tarafindan katalizlenir. SOD tarafindan kataliziern®i tepkime “dismutasyon tepkimesi”
olarak adlandirihr. Superoksit, 06zellikle hafif idk kosullarda SOD olmadan
kendiliginden dismutasyonla da hidrojen peroksite ceviileb8OD enziminin yiksek

katalitik etkisi nedeniyle hiicrelerde stuiperoksitdimine izin veriimez.

Hidrojen peroksit (HO,), oksijenin enzimatik olarak iki elektronla indegmesi ya
da superoksitlerin enzimatik ve non-enzimatik ditasyonu tepkimeleri sonucu olu.
Yapisinda paykalmams elektron icermeginden radikal 6zelfii tasimaz (Subhashinee ve
ark., 2005). Hidrojen peroksit tek fopaa serbest radikal olmamasingsmeen yiksek
konsantrasyonlarda toksik olabilir ve daha da omsridroksil radikali Gretebilir ki bu da
oksijen yapisindaki radikallerin en toksik olanige hiicrelerde ve makromolekullerde
hasara yol acar. Hidrojen peroksit hicresel menitwdan hizla difize olarak geni
alanlara yayilabilir. Hidroksil radikali hicrelecin tek yikici tar olmamakla birlikte
kimyasal yapisi sayesinde kendisine karmolekdlleri kolaylikla okside edebilir. Ayrica
aktivitesi de yiksek oldiundan herhangi bir molekille hizla reaksiyon vekere

mitokondrial DNA, membran lipidleri ve karbonhidiexta da zarar verir.

Hidrojen peroksidin oksitleyici bir ttr olarak minesinin nedeni, demir, bakir gibi
metal iyonlarinin varfiinda hidroksil radikalinin éncult olarak davrannuasi Hidrojen
peroksit ozellikle proteinlerdeki hem grubunda mao demir ile tepkimeye girerek
yuksek oksidasyon diizeyindeki reaktif demir fornmaolusturur. Bu formdaki demir ¢ok
guclu oksitleyici 6zelliklere sahip olup, hiicre laamda lipid peroksidasyonu gibi radikal

tepkimeleri balatabilir. Oksitleyici 6zellgi nedeniyle, biyolojik sistemlerde afan



hidrojen peroksitin derhal ortamdan uzaklalmasi gerekir. Bu gorevi hucrelerdeki

onemli antioksidan enzimler olan katalaz ve pemdsienzimleri yerine getirir.

Biyolojik ve kimyasal sistemlerde Uretilen hidraksadikali (OH) canlilarda
iyonlastirici radyasyonun etkisi ile sulu ortamda su malkgkinin iyonlggmasi ile
meydana gelir. Bu tepkimeler ¢cok kisa sirede géegiekve Uretilen'OH, radyasyonun

canlilardaki toksik etkisinden sorumlushaa kimyasal ttrdir (Biaglow ve ark., 1997).

Hidroksil radikalinin bir dger olsum sekli ise hidrojen peroksitin eksik
indirgenmesi ile olgur. Hidrojen peroksitin iki elektron ile indirgensielle su meydana
gelirken, tek elektron ile indirgenmesi Oyapimina neden olur. Bu tir indirgenme Fe, Cu
gibi metal iyonlar tarafindan katalizlenir ya dg-Ovarliginda medya meydana gelir.
Askorbik asit, stuperoksit gibi indirgeyici bgiglerin de bulundgu ortamda oksitlenen
metal iyonu, tekrar indirgenginden hidrojen peroksitten .OH yapimi surekli buraima
gelir. Demir ya da bakir kataliziyle clan tepkime Fenton tepkimesi olarak adlandirilir
(Denklem 1.1), Oy- varliginda olgan tepkime ise Haber-Weiss tepkimesi olarak
adlandinlir(Denklem 1.2.)(Halliwell ve Gutteridge, 1984).

H,0, + Fe(ll)— Fe(lll) + OH + OH

Denklem 1.1.Fenton Tepkimesi

H,0, + O, — Op) + OH + OH
Denklem 1.2 Haber-Weiss Tepkimesi
Superoksit hem $D,'in 6nculi hem de metalleri indirgeyici bir tir eigundan ve

proteinlere bgl metallerin indirgenip serbest kalmasina da nealehildiginden, biyolojik

kosullarda superoksit oklwmunun artg ortamdaOH Uretimi kaginilmazdir.



Biyolojik sistemler igin en reaktif tir ola®H, su dahil tim ortamlarda rastlgdi
her biyomolekille tepkimeye girer. Hidroksil radiken tepkimeleri balica:

a. Elektron transfer tepkimeleri
b. Hidrojen ¢ikarma tepkimeleri

c. Katilma tepkimeleri olarak siniflanabilir

Batin bu tepkimelerOH radikalinin paylsslmams elektron iceren diorbitaline
elektron alma ilgisinden kaynaklanir. Katilma tepkileri, ozellikle elektronca zengin
molekdllerle (purin ve primidin bazlari, aromatiknmo asitler gibi) gercekig. Hidroksil
radikalinin organik molekillerden hidrojen atomuarak suya indirgengi tepkime,
hidrojen ¢ikarma tepkimesi olarak bilinir. Hidroksadikali ile olisan en iyi tanimlanngi
biyolojik hasar, lipid peroksidasyonu olarak bilmserbest radikal zincir reaksiyonudur.
Her tUr biyolojik molekitOH’ in bir hedefi ise de 6zellikle elektronca zemgilesiklerdir.

Bu bilesikler baglica nikleik asitler, proteinler ve lipidlerdir.

1.1.1.2. Reaktif Azot Turleri (RAT)

Reaktif azot turlerinin kgucalari; nitrik oksit radikali (NQ, peroksinitrit radikali (ONOQ

ve azot dioksit radikalidir (N&). Superoksit radikalinin beyindeki néronal ve etatigal
nitrik oksit sentaz (NOS) aragdiliile surekli olgan ve bir gaz radikal olan nitrik oksit ile
girdigi reaksiyon sonucu peroksinitrit glur (Beckman ve ark., 1990; Huie ve Padmaja,
1993; Chan 1996). Fizyolojik pH da ONO@erhalOH ve azot diokside (N£) parcalanir.

Cok guclu bir prooksidan olan ONOGSOD ile reaksiyona girerek gucli bir
nitratlayicl ajan olgturur. Sonucta hicresel proteinlerin tirozin kalartinin nitratlanmasi
hiicresel disfonksiyon ve 6lime yol acabilir (Becknvae ark., 1993; Patel ve ark., 1999).
ONOQO in iskemik beyin hasarindaki roli son yillardasardmaya balanmstir. Diger
yandan NOin hem serebral vazodilator rolt, hem de néronabhgapici serbest radikal



Ozelligi nedeniyle, iskemik ndron hasarindaki yeri konwkuncelgkili gorusler
bulunmaktadir Tominaga ve ark., 1993). N@ néronal koruyucweklinde mi yoksa N-
metil-D-aspartat reseptor aktivasyonu ardindan rhasaici mediator olarak mi rol
oynayacginin radikalin redoks durumu tarafindan belirlergg@ne surilmektedir. Nitrik
oksit ve yan drunleri nitrit, nitrat, peroksinitie 3-nitrotirosin yapilarinin vazodilatasyon,
immun cevap gsedtirme ve hicresel ilefimde rolu oldgu bulunmgtur (Drew ve ark.,
2002). Hucrelerde nitrik oksit sentetaz enzimliinitrik oksit olgur. Olusan nitrik oksit

diger formlarina dongebilir. Bu formlar da hiicrede oksidatif hasarlach acabilirler.

1.1.2. Serbest radikallerin kaynaklari:

1.1.2.1. Endojen kaynaklar:

a) Otooksidasyon: Aerobik solunumun yan drinid olarak meydana gelir.
Kotesolamin, hemoglobin, myoglobin, indirgengngitokrom ¢ ve tiyoliin otooksidasyonu
ve oksijen radikallerinin indirgenmesi ve reaktiksgen turlerinin ortaya c¢ikmasiyla
sonugclanir (Fridovich ve ark., 1983,1995).

b) Enzimatik oksidasyon: Bir cok enzim sistemi 6nemli miktarda serbest
radikal Uretme potansiyeline sahiptir. Ksantin dkgi, prostaglandin sentaz, lipoksigenaz,
aldehit oksidaz, amino asit oksidaz gibi bir cokzien sistemi 6nemli miktarda serbest
radikal ortaya cikarir. Orgn aktive olmy notrofillerde uretilen myeloperoksidaz
enziminin hidrojen peroksitle klorir iyonlarini ote ederek kuvvetli bir oksidan olan
hipoklorik asit (HOCI) olgturdugu bilinmektedir (Halliwell ve ark., 1995).

C) Solunum sirasindaki parcalanmalar: Fagositoz sirasinda buyik miktarda
oksijen tuketilir. TUketilen bu oksijenin buyidk ks (% 70-% 90) son Urin olarak
superoksite dorybilir. Fagositik hiicreler zara glaflavoprotein sitokrom-b-245 NADPH
oksidaz sistemine sahiptir. NADPH- oksidaz gibi nbeam enzimleri inaktiftir. Ancak
fagositik hicreler, hiicre duvarinda immunoglobliitunan bakterlere maruz katthda,
immun kompleksi, komplement 5a veya lokotrienMADPH- oksidazi aktive eder ve

hiicre zarinda solunum yapilmasiyla stperoksit ediddtusur (Baboir B. M., 1978).



d) Subseluler organeller: Mitokondri, mikrozom, kloroplast, peroksizom ve
cekirdek gibi organeller stuperoksit radikali glururlar (Asada ve ark., 1973Mitokondri
hiicresel oksidasyon reaksiyonlarinin meydana gebdganeldir. Bu nedenle hicrelerdeki
indirgenmi oksijen tirlerinin kayngadir. Mitokondriyal elektron tam sistemindeki
sizintilar oksijen molekilinun stperoksite dgmésine neden olur (Kalra ve ark., 1994,
Halliwell, 1995).

Mitokondride Serbest Radikal
olusumu

aNoa™

Nlmk oksit
semetaz
Argining ——

0. <, HO) -aar ﬁ
W SOD

Fa™

Sekil 1.1.Mitokondride Serbest Radikal Glumu

e) Gecis metali iyonlari: Demir ve bakir serbest radikal hasari ve lipit
peroksidasyonunun kolaglmasinda onemli rol oynarlar. Haber- Weiss reaksiytm
superoksit ve hidrojen peroksitten hidroksil radlikéusur (Halliwell, 1999).

f) Iskemi reperfiizyon hasari: iskemi kavrami metabolik artiklarin
temizlenmemesi ve oksijen yetmegzlisonucu kalpte oOlumcil aritmi ve miyokard
infarktiisiine neden olan bir durumdiskemi sonrasi kan akiminin yenidegglaamasina
referflzyon denir. Reperfizyon sirasindglaaan oksijen elektron akseptéri olarak
davranir, sonucgta superoksit ve hidrojen perokkigun. Agir egzersizler, miyokard ve
iskelet kaslarinda ksantin oksidaz katalizli regéslara neden oldiundan serbest radikal

artisina neden olur§ahna ve ark, 2006).



1.1.2.2. Eksojen kaynaklar:

a) Ilaclar: Quinoid ya da metal kg antibiyotikler (nitrofurantein),
atineoplastik ajanlar (bleomisin), silfasalazinmi@o salisilat bilgikleri proteazi inaktive
ederek askorbik asit metabolizmasini ydat@rak lipit peroksidasyonunu hizlandirr,
prooksidan aktiviteye neden olurlar (Gressier vk, d@994; Grisham ve ark., 1992,
Halliwell, 1992; Evans ve ark., 1994).

b) Radyasyon: Radyoterapi ya da uzun stre g§imenina maruz kalma doku
hasariyla serbest radikallere neden olabilir. X-rggmma ray, UV, partikil radyasyonu
(elektron, foton, noétron, alfa-beta partikillerijiksek enerjilerini hicrelere aktararak

primer radikallere neden olabilirler.

C) Sigara kullanimi: Duman icerginde aldehit, epoksit, peroksit gibi
alveollere zarar verici oksidan maddeler vardir.trf@ndaysa daha kararli serbest

radikaller bulunur (Agarwal, 2005).

d) inorganik partikuller: Asbes, quartz, silika gibi mineral tozlarinin
inhalasyonu serbest radikal glununa ve ak@er hasarina neden olur (Vallyathan, 1988;
Heffner ve Repine, 1989)

e) Gazlar: Nitrojen oksitler ve ozon (kendisi radikal olmasa) hidroksil ve

suparoksit radikallerini ortaya c¢ikarir, lipit p&sidasyonuna sebep olur.

Bunun dginda yiksek atg depresyon, anestezikler, solvanlar, pestisit géyire
kirleticileri de serbest radikallere neden olabilir
1.1.3. Serbest Radikallerin Zararli Reaksiyonlart:

a) Lipit peroksidasyonu: Hiicre membranlart ¢oklu doymagnyag asidi

(PUFA) adiyla bilinen bir ya da daha fazla ciftsbgeren, doymamiuzun zincirli y&

asitleri icerirler. Bu vyapilar oksitleyici ajanlarl kolayca reaksiyona girerek lipit



peroksidasyonunaguarlar. Genelde bu reaksiyon geegnetal iyonlarinin kataliziyle olur
(Cheeseman, 1993).

Lipid Peroksidasyon Olugsum Mekanizmasi

R

+ % | Lipid Radikali
H

Doymamis Lipid
Reaksiyonun yayllmasi

§<§

Lipid peroksit Lipid peroksil radikali

Sema 1.1 Lipit Peroksidasyonu

b) Protein hasari: Protein ve nikleik asitler, lipitlerle kafastirinca serbest
radikallerden daha az etkilenirler. Zincir reaksil@inin olasig daha dgoktar.
Glutatyon (GSH) gibi tiyollerin (R-SH) oksidasyoniiyol ve oksijen radikallerinin
olusmasina neden olur. Proteinlerdeki homolitik digulfigslarini olwturup protein
konfigirasyonunu bozarak vicuttaki aktiviteyi egeér. Hasar, serbest radikallerin bir
noktada toplanmasi ya da duyarli bir noktaya salastyla olur. Proteinlerin metal
iyonlariyla b& yapmasiyla da ofabilir (Marx ve Chevion, 1986; Stadtman ve Oliver,
1991).

Lipit ve protein yapisi bozulunca membran secicCiggenligini vyitirir, hicre

fonksiyonu engellenir.

C) DNA hasari: Yukseltgeyici radikaller DNA cevresinde glusa, DNA'ya
hizla saldirir. DNA hasar gormeye acik ve 6nemiin@deftir. Proteinlerden farkli olarak
zincir reaksiyonlari daha olasidir. Tamir mekanigmaeplikasyondan o6nce devreye

girmezse mutasyonlar glabilir (Cheesman ve Slater, 1993).
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1.1.4. Oksidatif Stres ve Buna Bgli Gelisebilen Hastaliklar

Oksidatif stres basit biekilde, viicudun antioksidan savunmasi ile hiicneligoid
tabakasinin peroksidasyonuna neden olan serbdsalrécetimi arasindaki dengesizlik
olarak tanimlanabilir. Oksidatif stres, toksisiteiasi bir mekanizmasi olarak son on

yildir toksikolojik argtirmalarin odg haline gelmtir.

Oksidatif stres, lipitler, proteinler, enzimler,rkanhidratlar ve DNA gibi makro-

molekdullere zarar vererek;

a) Hucre membrani hasarina,

b) Parcalanmaya,

c) DNA, enzim ve proteinlerde rastgele capraglaamalara.

d) DNA fragmantasyonu ve lipit peroksidasyonuyla huété@mine neden olabilir
(Sekil 1.2.).

Normal Hiicre Serbest Radikale Saldirisi Sonrasi Oksidatif Strese Maruz Kalmi s
Hicre Hicre

Sekil 1.2 Oksidatif stresin hiicre Gizerine etkisi

Okidatif stres; superoksit anyon radikali ve hiérojperoksit gibi reaktif oksijen
turleri tarafindan bgatilir. Her iki reaktif oksijen turi de gucli okisinlardir, ancak
dokularda olgan zararl reaksiyonlar sonucunda daha da tehligkBidanlar haline
donisebilmektedirler (Jain, 2006).
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Superoksit anyon radikali; gsik htcre turleri tarafindan, solunum zinciri, ksant
oksidaz, siklo—oksijenaz ve NADPH-oksidaz gibi enaiik sistemler Gzerinden molekuler
oksijenden uretilebilir. Hidrojen peroksit ise sigisit dismutasyonunun bir Griind olarak
meydana gelir. Ayrica mono amin oksidaz gibi bazimler substratlarindan gaudan
hidrojen peroksit tretebilirler. Fenton ve HabaNeiss reaksiyonlarinda; demir gibi geci
metalleriyle katalizlenen reaksiyon sirasinda nupeloksidazin hidrojen peroksitten
hipokloréz asit Uretmesi sonucunda hidrojen petoksblduk¢ca kuvvetli hidroksil
radikaline dongtigi goruldr. Bu radikaller; lipidler, proteinler velikleik asitler gibi
hassas htcreleri hedef alarak bu hiicrelerin inyimisna neden olur ve degredasyonunu
hizlandirir. Boylelikle oksidatif stres gittikgetan hiicresel hasarlara yol acar.

Oksidatif Stress| |_Biyolojik Denge | | Antioksidan
— Yeterliligi

e =———_ =

Reaktif Antioksidanlal

Oksijen
Trleri

Alfa tokoferol

+IGSH reduktaz], / Taurin hipotaurin_ |,

_|GsH eroksidaz’

Superoksit dismutaz

Laktat, piruvat

Hidroksil radikali

Sekil.1.3 ROT — Antioksidan dengesi

Oksidatif stres bir ¢cok hastgin gelsimine molekiler anlamda temel eturur.
Metabolizmada uretilen serbest radikallerin fazlasi oluumamasi igin c¢ok erken
safhalarda indirgenmesi biyomolekullerin korunmbaakimindan hayati 6neme sahiptir.
Radikaler tepkimelerin sonlanmasi icin ise ya satu radikallerin antioksidanlar ile
indirgenmesi, ya radikallerin birbirleri ile tepketeri ya da ortamda tepkimeye girebilecek
bilesik kalmamasi gerekmektedir.
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1.1.4.1 Oksidatif Stresin Neden Oldgu Hastaliklar (Ratnam ve ark., 2006)

a. Atheroskloresis: Superoksit nedenli endotelyal fonksiyon kaybidir.

Sonucunda makrofajlar aktive olur.

b. Myokardiyal enfarktis: Reaktif oksijen turleri iskemi reperfiizyon
hasarina yol acar. Bunagbaolarak kas inflamasyonu sonucu hicreler, doigiasdoku

geri donulemezekilde hasar gorir (miyozit nekroz) ve /veya apsgoneydana gelir.

C. Hipertansiyon: Reaktif oksijen turleri iskemi nedenli vaskuilerzdéas
hicrelerinin NADH / NADPH oksidaz yoluyla polifesggnuna neden olur. Bunun

sonucunda oksidan Uretimi artar ve endotelyal foiksuzluk meydana gelir.

d. Diyabet: Reaktif oksijen tdrlerinin hizlandirgh ileri glikolizlenme son

arunleri (AGEs*) olgumu diyabete neden olur.

e. Yaslanma: Reaktif oksijen turlerinin olgturdusu hiicre hasari ve metabolik
anormallikler yalanmaya neden olur. Oksidatif stresgriamaruz kalma ydanma hizini

arttirir.

f. Kanser: Reaktif oksijen turlerinin neden olgu gen mutasyonlari (piridin
ve pirin bazlarinda modifikasyonlar) ve hicresetegliérde bozulma Bktan post-
translasyonel modifikasyonlar hiicre fonksiyonu hasena dolayisiyla kansere vyol

acmaktadir.

g. Parkinson Hastalgi: Reaktif oksijen turlerinin neden olgu mitokondri

fonksiyonsuzlgu Parkinson hast&ina neden olabilir.

h. Alzheimer Sendromu: Amiloid peptid ve ileri glikolizienme son
artnlerinin, hippokampus hicrelerinde ve sinaptoaionarlarda yol aghi reaktif oksijen
turleri aracili norotoksisiteye Bl olarak ortaya ¢ikar.

* AGEs ‘glukatyon son (riinleri’ terimleriniingilizce kasiligi olan ‘advenced glycation end products’in kisattrda.
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I Huntington Sendromu: Reaktif oksijen tarleri aracili transkripsiyonel
duzensizlik ve mitokondriyal eksiklik nedeniyle nuana gelir.

J- Otoimmin bozukluklar: ROT larin neden oldiu inflamasyon ve doku
tahribatidir.
K. Akut akciger hasari, akut solunum zorlgu, inflamasyon ve hiperoksi:

Reaktif oksijen tdrleri nedenli inflamasyon ve etalgal fonksiyonsuzluk sonucunda
olusan bozukluklardir.

BOBREK
Nefrit

CILT
Dermotoz
Psoriazis

GOz
Katarakt
Retina hasari

G.I SISTEM
Mide, mesane,
K.C hasari

KALP
Anjioplasti

OKSIDATIF

STRESS

DAMAR
Atheroskleroz
Vazospazm

EKLEM
Romatoid
artrid

GENEL
Kanser, Diyabet
immun hast.
inflamasyon

AKCIGER
Astim

BEYIN
Felg, MS
Parkinson d
Alzheimer d

Sema 1.2 Oksisatif Stresin Etkileri

ROT’lar ¢cok guclu oksidan olmasa da dokularda kefilireaksiyonlara neden olan
cok zararh oksidanlara dosggbilirler.

Oksidatif strese tedavi olarak kullanilan bir ¢cakiaoksidan vardir. Bunlarin bir
kismi viicudumuzda bulunurken ya da beslenme sdasatinirken bir kismi sentetik
olarak uretilir. Bircok antioksidan ters etki gdsteden serbest radikal hasarlarnyla
savalrlar.
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1.2. Antioksidan Kimyasi ve Biyolojik Onemi

Insan antioksidan savunma sistemi; siliperoksit demySOD), katalaz (KAT) ve
glutatyon peroksidaz (GPx) gibi enzimatik; Uratk@bat, glutatyon ve flavonoidler gibi
hidrofilik; tokoferoller, karotenoidler ve ubikingibi lipofilik yakalayicilarla donatilngtir
(Cizelge 1.2.) Bu savunma sistemi ayrica glutatyon rediiktaz efadtoaskorbat rediktaz
gibi molekuler antioksidanlarin okside olgbicimlerini azaltan enzimler de icermektedir
(Wozniak ve ark., 2007). Bu yakalayicilarinsidda, glukoz-6-fosfat dehidrojenazin
NADPH’In rejenerasyonunu gercekiiemesi gibi hicresel savunma sistemleri de
mevcuttur. Bunlardan bazilari hicrenin kendisi fiadan sentezlenirken askorbik asit,
lipoik asit, polifenoller ve karotenoidler gibi bily bir kismi ise beslenme yoluyla alinan
besinlerden sentezlenir. Hastallk durumunda vicuB@iT'ne kagl koruma sistemi
zayiflar ya da hasar goérur ve boylece vicuttakiidas seviyesinde astigbzlenir. Bu
durumlar kagisinda dyaridan alinacak antioksidanlar, oksidatif stresoh gcabilecgi

hasarlari 6nleme acisindan hayati 6negmlga.

Kan-beyin bariyerlerine nifuz eden antioksidan nedeith gereklilgi bir cok
onemli nérodejeneratif hastalikta ortaya cikmakta®u durumda yapilmasi gereken;
vicutta uygursekilde daitilabilen, etkisi yuksek ve hastaliklara speséikili, disik yan
etkilere sahip yeni antioksidan maddelerin sentemksidir.

Antioksidanlar; serbest radikallerin glumunu yok eden ya da azaltan ve zararli
etkilerini yok etmeye cajarak olgabilecek biyolojik hasarlari 6nlemeye gah
bilesiklerdir. Bu bilesikler; oksidanlarin biyolojik hedeflerle reaksiyogamesini, radikal
zincir reaksiyonlari olgturmalarini ya da oksijenin oldukca reaktif Griel@dnigmesini
Onleyerek serbest radikallerin vergcdasari en aza indirmeye gallar (Azzi ve ark.,
2004; Bagchi ve Puri, 1998).
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Cizelge 1.20nemli fizyolojik antioksidanlar (http://www.iama/gthno/eie/neda_en.htm)

Antioksidan

Vicutta

Bulundugu Yer

Ozellikleri

Superoksit Dismutaz (SOD)

Mitokondri, sitozol

Cadkik enzimatik antioksidandir.

Glutatyon Peroksidaz (GPx)

Mitokondri, sitozol

Heéicici indirgen ajandir. Hidroje

peroksit ve organik peroksitle

uzaklatirir.

r

Katalaz (KAT)

Mitokondri, sitozol

Hidrojen peroksuzaklatirir.

11%

v

Vitamin C Hucrenin su fazi Serbest radikal yakatayiolarak
davranir ve Vitamin E'yi ger
kazandirir.

Vitamin E Hicre membrani Hucre membranindaki en nin
zincir kirici antioksidandir.

Ko-enzim Q, TUm hicre zarlarindaYag asidi ve glukoz metabolizma

ve yalarl tslyan| sirasinda elektron yakalayarakgeli
proteinlerin yapisinda elektron alicilarina iletir.

Urik Asit Piarin  metabolizmasi OH.” radikallerini yakalar.

ardnd

Glutatyon (GSH) Hucredeki nonprotejrHiicresel antioksidan savunmasinda
tiyol ¢oklu rol oynar.

a-lipoik asit Endojen tiyol Vitamin C'yi geri kazamd; ayni
zamanda biyolojik sistemlerde
glutatyon yerine kullanilabilir.

Karotenoidler Hucre membrani Lipit coOzebilen ansidlanlardir;
ROT lari tutarlar.

Bilirubin Kan Heme metabolizmasi trinadur; hicre
digi antioksidandir.

Ubikuinonlar Mitokondri Indirgenms hali etkili
antioksidanlardir.

Metal iyonlari sekestrasyonlari:| Extraselltler ve Metal iyonlarini selat haline getirir|

Transferin, ferritin,clactoferrin | intraselltler sivilar Fenton reaksiyonundan

sorumludurlar.

Nitrik Oksit

Extraselliler VE

intraselltler sivilar

LP
yakalayicidir.

inhibitorli ve serbest radik

=
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Anaerob canlhlar hari¢ oksijen, tim sistemler igi@gamsal dneme sahiptir. Bu
yuzden de aerobik sistemlerde ROT anahtar roltyamaiyomolekullerin fonksiyonlarini
degistiren oksidatif hasarlar meydana getirebilmekte@iksidatif hasarlar viicudumuzdaki
antioksidanlarin oksidanlarla dengegizie ya da yetersidline bah oldugu gibi
atmosferimizde bulunan oksijen seviyesiyle de dldka(Benzie, 2003). Vicudumuz
gerekli antioksidan maddeleri kendisi sentedledjibi disaridan beslenme yoluyla da
alabilir. Burada ©nemli olan oksidan/antioksidanvigesinin vicudun ygamsal

fonksiyonlarini diizgun bigekilde yerine getirecek oranda olmasidir.

1.2.1 Antioksidan Maddelerin Siniflandirilmasi

Dogal antioksidanlar; etki mekanizmalarina gore teolafak enzimatik antioksidanlar ve
non-enzimatik antioksidanlar olarak iki ana grupt@lanmaktadirlar. Bunlarin gnda
sentetik olarak Uretilen antioksidanlarda mevcutBur antioksidanlardan enzimler, gilik
mol katleli molekuller ve enzim kofaktorleri vicattiretiimektedirler yani enzimatik
antioksidanlardir. Non-enzimatik antioksidanlarvseuda beslenme yoluyla alinmaktadir.
Beslenme yoluyla alinan antioksidan maddelerigifaia polifenoller gelir. Bunun ginda
vitaminler, karotenoidler, organosulfurll billler ve mineraller de @er non-enzimatik

antioksidan madde siniflarini gturmaktadir(Sema 2.1.)
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ANTIOKSIDANLAR

v

J

y

ENZIMAT iK ANT TOKSIiDANLAR

NON-ENZIMAT iK ANT IOKSIDANLAR

Mineraller

Metalloenzim seklinde bulunur. SOD ROT’lari elimine ederken sigbsiti hidrojen

peroksite cevirir. Katalaz ve selenyumgbaglutatyon peroksidaz hidrojen peroksiti suya

cevirir.

SOD d@ada yaygin olarak 6karyotik ve prokaryotik organsanda da bulunur ve
oksijen ve hidrojen peroksitten superoksit dismyaasl ile katalizlenir (McCord, 1986).
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Primer Enzimler | .| Vitaminler
SOD, CAT, GPx Cinko, Selenyum | A CEK
Karotenoidler | organostilfiir
: B-karoten, likopen, lutein | Bilesikleri
Sekonder Enzimler Do
- Allil Sulfit,
Glutatyonrediktaz, ;
< - — Indollel
Glukoz-6- fosfat Dusiik Mol Kiitleli Antioksidanlar
dehidrojenaz Glutatyon, irik asit
.| Kofaktorler
Koenzim Q10
Polifenoller  [¢—
v v
Flavonoidler Fenolik Asitler
Hidroksi-
Sinnamik
Y 4 r Asitler
Flavonoller Flavanoller Antosiyanidinler
Quercetin, Catechin Siyanidin,
kaemferol EGCG Pelagonidin
v v v Hidrok_si-
- Benzoik
Isoflavanoidler Flavanonlar Flavonlar Asitler
Genisteil Hesperitir Chrysn
Sema 1.3 Antioksidan maddelerin gruplandiriimasi (Ratnanaxe, 2006)
1.2.1.1. Enzimatik antioksidanlar
a. Superoksit dismutaz (SOD): Organizmada tum hcrelerde Uretilir.



Insan viicudunda U¢ ge SOD vardir. Bunlar; CuZn-SOD, mitokondriyal Mi©®, ve
ekstraselliler SOD olarak siralanabilir. Cu-Zn SQfakir-¢inko) sitoplazmada bulunur.
Mn SOD mitokondride bulunur. (Warner ve ark., 1998)itokondride airi ROT ve
serbest radikal birikimi sonucunda Mn-SOD miktaiikgelmektedir. Bu da mitokondrinin
kendini serbest radikallerin etkilerinden korumagini Mn-SOD’ yi kendi Uretgi bir
savunma sistemi olarak kullagehi gostermektedir. Mitokondride bulunan Mn SOD ve
Cu SOD (bakir) hiicre siSOD’dur (Warner ve ark., 1991).

b. Glutatyon peroksidaz (GPx): Seleno-sisteirseklinde selenyum icerikli
tetrametrik bir proteindirGlutatyonu okside ederek hidrojen peroksiti suyaigtiirtr.
Glutatyonun okside formu (GSSG) daha sonra glutatyediktazla katalizlenerek

indirgenir.

C. Katalaz enzimi (KAT): KAT eritrositlerden akgerlere kadar canli
hicrelerinde bolca bulunur. Hucreleri hidrojen peitn molekiler oksijen ve suya
parcalanmasiyla ofan serbest radikallerin etkilerinden korur. Buna alkrak KAT
peroksidatif reaksiyonlarin ajturdugu alkoller, formaldehit, formik asit ve fenollerbyi
toksik bilesiklerin etkilerini azaltmada da rol oynar. Bu sesbeadikal yakalayici enzimler
bir cok doku, organ ve hicre yapisinda bulunmak&adiMitokondri en dnemli enzimatik
antioksidan Uretici olmakla birlikte reaktif oksijetrlerinin de en b#a gelen hedefidir
Aerobik htcrelerin hemen hepsinde bulunur. Katecve eritrositlerde oldukga fazla, kalp
iskelet kasi ve beyinde az bulun@iutatyon peroksidazla birlikte hidrojen peroksiti ve

diatomik oksijene cevirirlerSOD’dan gelen hidrojen peroksit mevcut katalaz haagyon

Yaslanma ya da mitokondrial hastaliklarin neden gilduoksidatif stresin
Ustesinden gelmek icin Mn-SOD Uretimiyle z2amanl olarak KAT ve/veya GPx'Iin da
hidrojen peroksit birikimini 6nlemek icin Uretilmegerekmektedir. ROT mitokondride
birikerek mitokondriyal gecirgerdi azaltir ve mitokondriyal membranlarin potansigeli
dUstrdr. Bu da hucrelerde apoptosis ve nekrozwhuna neden olur (Ratham ve ark.,
2006).

Yapilan calgmalar SOD ve KAT'In yetersiz gdimi ve elvergsiz farmakokinetik

olusumlar sonucu etkilerini gosteremegdi durumlarda hastaliklarin ortaya ¢kl
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kanitlamaktadir. Orngn; KAT tlimor hiicrelerinin  metastazinda hidrojen rgiesit
seviyesini dglureceksekilde htcrelere ukmnalidir. Ancak busekilde hicre metastazini

onleyebilir veya azaltabilir (Nishikawa ve ark.,(5).

Oksidatif hiicresel metabolizmalarda Uretilen famigtarda hidrojen peroksitin
neden oldgu superoksit anyon radikali ROT'nin vegdi hasarlarin bganda gelir.

Superoksit; siperoksit dismutaz tarafindan hidrperksit ve oksijene parcalanir.

1.2.1.2.Non-enzimatik antioksidanlar

Bir kismini gunlik diyetimizde alabilgiimiz antioksidanlardir. Ancak son yuzyilda
degsisen beslenme gkanliklari ve cevresartlari nedeniyle gunlik diyetle alinan
antioksidan miktarini yetersiz kilmaktadir. Non iematik antioksidan turlerigagidaki gibi

listelenebilir:

Mineraller (¢inko, selenyum )

Vitaminler ( vitamin C, vitamin A, vitamin K, vitam E)
Karotenoidler (likopen, lutein)

Organosulfir bilgikleri (allilstlfar)

Polifenoller

Dustk molekul girlikli antioksidanlar (trik asit)
Antioksidan kofaktorle (koenzim Q10)

Melatonin ve indol tUrevleri

© N o 0o B~ WD PRE

insanlarda ortaya c¢ikan coklu genlerdeki mutasyordan kaynaklanan
kanserlerin Ucte ikisinin gunluk diyetlerin dizemieesi bu antioksidanlarin listeye
alinmasiyla onlenebilege dustintiimektedir. Onerilen mekanizmalar hastalik Onléene
zararll bilgiklerden enzimatik detoksifikasyonla ve bu bikterin DNA'ya baglanmasinin
onlenmesiseklindedir. Son 200 yilda maruz katdniz serbest radikal kaynaklarindaki

artis sentetik antioksidanlari hayatimizda daha 6nemirdre getiriyor.
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1.3. Melatonin: Kimyasal Yapisi ve Antioksidan Ozdikleri

Melatonin (N-metoksitriptamin)  karanlikta pineakzuen salgilanan, uyku, Ureme,
sirkadiyen ritim ve immunite gibi pek cok fonksiyam diizenlenmesinde rol alan bir
hormondur (Yazici ve Kose, 2004Melatonin sentezi, retinal hiicrelerin depolarize
olmasiyla karanlikta olur ve geceleri maksimum lkonsasyona ukar (Reiter, 1991; Mor
ve ark., 2004).

CH,0 j CH,CH,NHCOCH,
N
H

MELATONIN
(5-Metoksi-N-Asetiftriptamin)

Sekil 1.4 Melatonin molekilu

Memelilerde fotik informasyonlari néroendokrin satigre dongttrebilen pineal
bez, retinadan gelen uyarilara cevap olaraktabmelatonin olmak tzere bircok hormon
salgilayabilir( Sekil.1.4) (Brzezinski, 1997, Reiter 1993). Pineal bezlgrmtla retinada ve

gastrointestinal bolge gibi vicudunsitk kisimlarinda dretilir.

Melatonin sentezi, memelilerde biyolojik saatleen dnemlilerinden biri olan ve
biri gece-gundiz ritmini gdayan sirkadiyen ritme uygun olarak meydana gefiu
canlilarda sirkadiyen ritmin diizenlenmesindglioa pineal bez ve suprakiazmatik nukleus
(SCN) gorev alir (Cassone, 2005) Aydinlikta hipéxpgee olan retinal hiicreler, karanlikla
beraber depolarize olarak, pineal bezde melatoairtegini balatirlar. Gin batimiyla
fotoreseptdr hicrelerden salgilanan norepinefram liriptofanin dolgmdan beze gigini
artirmakta hem de bl reseptorleri argoyla membrandaki adenil siklazi aktive ederek,
intraseliler cAMP seviyelerini artirmaktadir (Arén@988). Dolaimdaki triptofanin aktif
tasimayla pinealosit icine alinmasiylagb@yan melatonin sentezi, dort anth enzimatik

reaksiyon sonucunda tamamlanir.

Ilk asamada hidroksilasyon reaksiyonuyla s@o 5-OH triptofan,

dekarboksilasyonla serotonine démiekte ve daha sonra sirasiyla N-asetilasyon ve O-
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metilasyon reaksiyonlariyla, serotoninden melaton{s-metoksi-N-asetiltriptamin)
olusmaktadir (Sugden ve Baichwal, 1989; Reiter 1991).

Serebral
korteks

& II-_:ﬁuu—-—--r-_q_.l- ol '.
Suprakiazmatik
cekirdek

Optik
kiazma

Pituiteri

Sekil 1.5.. Pineal Bez

1.3.1. Melatoninin Serbest Radikallerle Etkilgimi

1.3.1.1. Direkt Antioksidan Etki

Melatonin oksidatif strese yol acabilen serbestikadtbri detoksifiye eder ve bdylece
onlarin biyomolekdller tzerindeki zararh etkilaridnleyebilir. Melatoninin antioksidan
etkisi yapisinda bulunan pirol halkasindan ileriirgeStpeoksit varfiinda pirol halkasi
yikilir, yuksek radikal tutma Ozefine sahip N-asetil-N-formil-5 metoksikintiramin

(AFMK) olusturulur.
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Askorbat, alfa-tokoferol ve GSH gibi zincir reaksnfarini kirabilen dier
antioksidanlardan Ustin bir 6zgllilipit peroksidasyonunu peroksit radikalini yakgdaak
sonlandirmasidir.

Hidroksil radikalini GSH den 5 kat daha hizl yakal

g
L

|
L A\I,J s

H.C
A
OH rl.I!E'|H[I.'.|I'III'|
s Hnmln'-"
HO § C
leﬁ A, HS mn:u ﬂf
A e i |
] i o]
s QRN J,
H 5
Indalil , : -CH-
racial N T’m“’f N
€l Ay
OH | }}
H
' o
M -asati- N -farmil S-metoksikindamen { AFMED
,ﬂ\ |1.|:| oY i
AP o, e
g; i
H 0 e |
E/Q\/'%/ﬂ\/‘ i ~CHs
Sikiik #hidroksi M= T T
metatonin R_,-?\\
%, H

‘\ N'-asetll-_

S-metaksikindramin

irarfla -~

atlim =

Sema 1.4.Melatoninin serbest radikallerle etkjlmi (Kotler ve ark., 1998; Thomas ve ark., 1998)
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1.3.1.2. Antioksidan enzim Aracili etki

Superoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, katatgtatyon rediiktaz, glukoz 6 fosfat
dehidrogenez gibi bazi antioksidan enzimlerin gkspeesyonunu ya da aktivitelerini

artirarak oksidatif stresi baskilayabilir.

1.3.1.3. Prooksidan enzim aracili etki

Melatonin bazi prooksidan enzimleri inhibe edesspest radikal okwmunu azaltfii ve
bu yollada antioksidan sistemi destekfgdiUstinilmektedir (Beyer, 1998). Nitrik oksit
sentez aktivitesini inhibe egiibeyin iskemi reperfiizyon modelinde gorulgtitr (Guerrero
ve ark., 1997).

Melatonin hem suda hem de lipit fazda ¢6zunur. Bzdgn, organizmada ¢ok geni
alanda anti oksidan 06zellik gosterir. Kolaylikla nkaeyin bariyerini ve plasentayi
gecebildgi icin morfofizyolojik engeli yoktur; intraselilekomponentlere kolayca lia.
Boylece hicre zarini, organelleri ve cekidetkin bir sekilde serbest radikal hasarindan
koruyabilir. Hicre membraniyla temas gittide, fosfolipit tabakanin gliylizeyine tutunan
melatonin radikallerle membrandan 6nce temasa gkcenlari detoksifiye eder ve
membrani korur. Melatonin vaginda, mitokondriyal solunum zincirinden kaynaklanan
radikal olgumu azalir, ¢cekirdge kadar ulgp DNA'y1 korur (Arendt, 1988). Melatonin ve
melatonin analoglari ger antioksidanlarin aksine yuksek dozajlarda (3@ gun ) ve
uzun sdre kullanimlarda bile toksik etkisi yokt&erbest radikallerin yol agti bir cok
hastalikta kullanim alani bulrgtwr (Reiter, 1993).
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Oksidatif fosforilasyon ~ Oksijenden tiireyen Adezyon
etkinligini artinr radikalleri detoksifiye eder molekiillerini azaltr

Antioksidan enzimleri Pro-i -
. ro-inflamatuvar
et ¥~ MELATONIN _— sitokinleri azaltir

(zenis ve yaygmn hiicre _0 Hji
i¢i dagihm gisterir +—HC NH™"CH,
. s Nitrojenden tiireyen
Tam morfofizyolojik  Hjjere membranm radiléﬂleri detukﬁiﬁye eder
bariyerleri gecer stahilize eder

Sema 1.5Melatoninin antioksidan 6zellikleri (Reiter, 2003)

1.4.indol Halkasinin Kimyasal Ozellikleri

indol (2,3-benzopirol) bir cok gal maddenin yapisinda bulunan heterosiklik bir hdik
Bir cok terapdtik maddenin icginde yer aldgl icin farmasotik agidan dnemli bir halka
sistemidir (Stizen ve Buytkbingdl, 1998; 2000; Sixerark., 2000). Triptofan, serotonin,

melatonin gibi 6nemli endojen maddelerin ana yapsiusturur.

Indol halkasi yapisindaki azot atomu nedeniyle bbizdijisiinilse de sadece zayif
bazik karakterdir ve asitler kasinda tuzlarini zorlukla ofturur. Azot atomunun
elektronlari halka icinde delokalize olur. Bu dedbkasyon nedeniyle indol halkasi 3.
konumundan elektrofilik stbstitisyonlara agikimsanda melatonin hormonuna bk
bitkide indol-3-asetik asit bulunmaktadir.

Elektronca zengin yapisi nedeniyle indol kolaycaidé olur. 2. ve 3. karbonlari
arasindaki cifte ka nedeniyle sikloadisyon reaksiyonlarina agiktindol ve tirevi
bilesikler karbon bazl elektrotlar aragiliile oksitlenebilirler. Elektrokimyasal ¢ainalar
ile gelistirilen voltametrik yéntem sonucu indol yapisimksidasyonunun azot atomundan
basladigl ve benzen halkasinin hidroksilasyonu ile sonlangisterilmitir (Stizen ve ark.,
2001; 2003; Bozkaya ve ark., 2006). Bu yonteminlevitro olarak indol ve tirevi
bilesiklerin olasi metabolitleri tespit edilebilir.
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1.4.1.indol Halkasinin Genel Sentez Yontemleri

Indol halkasinin sentezi icin yakik on ¢ait sentez yontemi gadliirilmi stir. Bunlar icinde

en c¢ok kullanilan iki tanesi belirtilrgtir.

Fischer Indol Sentezi

En eski indol sentez yontemlerinden biridir. 2.3v&konumda substitientler istenen

indol tdrevlerinin sentezi i¢in idealdir (Buyukbidigve ark., 1994).

R1
Rq
H* \\
o:g Ra
N R N
H 2 H

Denklem 1.3.Fischer indol sentezi

Leimrruber-Batchoindol Sentezi

Indol ve substitiie indollerin sentezi icin etkilr lyiontemdir. Yiuksek verimli bir

reaksiyondur ila¢c endustrisinde tercih edilir.
cho OCHjs

e ch SN

NH,.NH,
H,0

Iz

Denklem 1.4Leimrruber-Batcho indol sentezi

26



1.4.2.indol-3-karboksaldehit Sentezi

Vilsmeier-Haack Formilasyonu

Cok kullanilan bir yontemdirindol 3. karbondan elektrofilik stibstitiisyona acik
oldugu ic¢in kolay yurir (Buyukbingdl ve ark., 1994).

(0]
\ DMF / POCL/ ¢° \ "
N N
H H

Denklem 1.5Vilsmeier-Haack formilasyonu

1.5. Amino Asitlerin Kimyasal Ozellikleri

Amino asitler, yapilarinda hem amino grubu (-J)YHhem de karboksilik asit grubu (-
COOH) iceren bilgiklerdir. Hem asidik hem bazik grup icerdikleri ngiamfoter
bilesiklerdir. (-COOH) grubundaki hidrojen -NHyrubundaki nitrojene [ganarak zwitter
iyon olusturur. Bu yapilari nedeniyle dipol momentleri vemex noktalari yuksektir, suda
cozinarler. Dgada 300 kadar farkli aminoasit bulunmaktadir. Budda standart amino
asit denilen 20 tanesi, karakteristik sayl ve d§zgirasinda bir diiz zincirde birbirlerine

kovalent olarak bganarak DNA tarafindan kodlanan proteinlerigblururlar.

R

Sekil 1.6.Genel Amino Asit Yapisi
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Bir amino asit polipeptit zinciri yapisinda girtitkr sonra modifikasyonagrarsa

nonstandart amino asitlatiye bilinen turler olgur.

Proteinlerin yapisinda bulunmayan ancak hiicreggsi@ebiyolojik fonksiyonlara

sahip amino asitler de vardir.

Standart amino asitler, ayni karbon atomungldmems bir amino grubu ve bir
karboksil grubu icerir. Fizyolojik pH’'ta amino grubhidrojen tair ve pozitif yukluddr;
karboksilik asit grubundan ise proton ayrgtm ve negatif yuklidir. Amino ve karboksil
gruplarinin bgh oldugu karbon atomw-karbon atomu olarak adlandirilir. R grubu bir

zincirde baka karbonlar iceriyorsg, v, 9, € gibi harflerle belirtilirler.

coo =< Karboksil Grubu

i +
Amino Grubu> HzN——CH

"%

Yan zincir

Sekil 1.7.Amino Asitlerin Fizyoloji pH'ta Gosterimi

Fizyolojik pH'da (yaklalk pH = 7.4) karboksil grubu dissosiye olarak négat
yikli  karaboksil iyonu (-COQ olusturur ve amino grubu protonlanir (-NBL.
Proteinlerde bu karboksil ve amino gruplari pegigtinin yapisinda yer alr, kimyasal
reaksiyona girmez. (hidrojen gaolusumu hari¢). Bu ylzden, amino asitin proteindeki

rolind belirleyen yan zincirinin yapisidir.
1.5.1 Amino Asitlerin Yan Polaritelerine Gore Sinifandiriimasi
1.5.1.1. Nonpolar yan zincire sahip amino asitler
Bu gruba giren amino asitler glisin, alanin, valisin, izoldsin, metiyonin, prolin,

fenilalanin ve triptofandirGizelge 1.3)Bu gruptaki amino asitlerin, proton @amayan ya

da vermeyen, hidrojen payapmayan ve iyonik [@ara katilmayan yan zincirleri vardir.
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Hidrofobik 6zelge sahiptirler. Ozellikle sulu cozeltilerde protédirin ic kisminda bir
araya geldikleri i¢in U¢ boyutlu yapinin kazanilimmag onemlidirler. Membran yapisinda
non-polar -R gruplari lipit cevreyle hidrofobik ok etkileir. Protein yapisini stabil hale

getirir.

Cizelge 1.3Nonpolar yan zincire sahip amino asitler

Amino Asit Kimyasal Yapisi
@]
Glisin
Gly OH
G
NH-
O
Alanin Ha.C
Ala OH
A
NH->
Valin H
Val g OH
\Y H2N

Losin

Leu

[zolésin
lle
|
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Metiyonin
Met H
M

O
OH

S

SC'/ V%
NH,
Prolin sH

X OH

Pro N

z H

O

O
Fenilalanin

Phe OH
F NH;

Triptofan
Trp
w
N<
A H
H\ O\H

Ir—Z

1.5.1.2. YUksuz polar yan zincire sahip amino asér

Bu grup amino asitler serin, treonin, asparajiafayhin, tirosin ve sisteind(Cizelge 1.4.).
Notral pH'da yuksuzddrler. Serin, treonin ve tinohidrojen bgi olusumuna katilan polar

bir hidroksil grubu icerir. Asparagin ve glutamisei taidiklari birer karboksil ve amid
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grubuyla hidrojen bana katilabilirler. Bu gruptan sistein icegdisulfhidril (-SH) grubu
nedeniyle protein yapisindakigka bir sisteinle, disulfid Ba (-S-S-) olgturur.

Cizelge 1.4Yukslz polar yan zincire sahip amino asitler

Amino Asit Kimyasal Yapisi

OH
Serin Ft

Ser 2 O
< H->N

OH

OH O

Treonin
Thr ch OCH

T NH,

Asparagin 0
Asn
N

Glutamin
GIn

Q

Tirosin
Try
T
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O

Sistein
H,N \)-k
Cys OH

C

/Illl-

SH

1.5.1.3. YUKIU polar yan zincire sahip amino asitle

Bu gruba ise lisin, arginin, histidin, aspartik aé glutamik asit gire(Cizelge 1.5.) Bu

gruptan histidin, lizin ve arginin bazik yan zireisahiptir. Fizyolojik pH'ta yan zincirleri
iyonize olur ve pozitif yuklenirler. Ancak histidiprotein yapisinda yer afginda polipeptit
zincirindeki iyonik cevreye gore pozitif yukli yad/iiksuz olabilir. Bu 6zelli nedeniyle

protein fonksiyonu ve enzimlerin katalitik reaksnjarinda rol alir.

Aspartik asit ve glutamik asit asidik yan zincirehgptirler ve nétral pH’ta yan
zincirleri tamamen iyonize olur, negatif yiklenl@u durumda Aspartik asit aspartat ve

glutamik asit glutamat olarak adlandirilir.

Cizelge 1.5YUklIU polar yan zincire sahip amino asitler

Amino Asit Kimyasal Yapisi

NH,
Lizin
Lys
K

O
HoN
OH
NH @

Arginin
Arg HoN H OH
R NH,




O
Histidin N
His ¢ \IT/\ OH
H HN"J NH»
O
Aspartik asit 0
Asp OH
D OH NH,
O O
Glutamik asit ﬂ
Glu HO™ OH
E NH-

1.5.2. Amino Asitlerin Laboratuvar sentezleri

1.5.2.1. Bira-Halo Asitin Dogrudan Aminlenmesi (Ammonoliz)

(1) Xz, P NH
R—CH,CO,H (Z)T» R—CHCO,H ——=2—3 R——CHNCO;
%

X NH3*
Denklem 1.6 Ammonoliz
Yontemin verimi dgik olduzundan ¢ok kullaniimamaktadir.

1.5.2.2. Potasyum Ftalimitten

Verimi genelde yuksektir ve olusan urtinler kolaftasairilir.
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Nkt + CICH,COCHs — N—CH,CO,CoHs5

Etil kloroasetat
o 1)KOH/MH,0 (%97) "0
Potasyum ftalimit 2)HCl

CO,H
H,C——CO0, + + C,HsOH
NH3* CO,H
Glisin Ftalik asit

Denklem 1.7 Potasyum Ftalimitten amino asit sentezi

Bu yontemde etil kloroasetat yerine dietitbromomalonat da kullanilabilir.

Denklem 1.8.de metiyoninin bu yontemle sentezlginrerilmistir.

O
O
. (% 82-85)
N K+ BrCH(COC;Hs); —— N—CH(CO,C,Hs),
(@] O

¥ e Ftalimidomalonik ester

SSZC
O
TP
ozsm &
0 S
COy
CO,C,Hs
| NaOH
N—TCHZCHZSCH:.,C — Toz'
CO,C,Hs C——NCCH,CH,SCHj
° ||
O COy
HCI | (%84 - 85)
CO,H
CH3SCH,CH,——CH—cCoO0,” + + €O
NH;"* CO,H
pL-Metiyonin Ftalik asit

Denklem 1.8Potasyum Ftalimitten dietil-bromomalonat Gizerinden amino asit sentezi
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1.5.2.3. Strecker Sentezi

Bir Aldehitin amonyak ve hidrojen siyanir ile etgilirilmesi bir a-aminonitril ara Grintni

verir. Bua-aminonitrilin nitril grubunun hidroliziyle aminoiteelde edilir.

e)
I
CHR*+ NH;+ HCN ——>» CN—CHR ——®  CO,—CHR
H,O
NH, NH3*
Amino Nitril Amino Asit

Denklem 1.9 Strecker Sentezi

1.5.3. Amino Grubunun Korunmasi

Molekul yapisinda bulunan amino ve hidroksil grupluvvetli etkinlatirici gruplardir ve
istenmeyen tepkimelerin meydana gelmesine neddailidier. Ornesin benzene bzilarsa
halkay! elektrofilik yer dgistirmeye ve yiikseltgenmeye kaetkinlestirirler. istenmeyen
tepkimelerin 6nlenmesindd&oruyucu grup kullanilir. Bir koruyucu grup, amaclanan
reaksiyonda reaktantin gerekli tepkime sl#itarinda uyumsuz bir grup icermesi

durumunda, yani amaclanan tepkimeyle garibgka bir tepkime oldgunda kullanilir.

korunur. Bu amacla en cok kullanilan iki reaktar@nkil kloroformat ve di-ter-butil
karbonattir. Ancak deney samasinda benzoil klorir kullanifgdi icin  kisaca

bahsedilecektir.

Bu bilesikler amino grubuyla etkigme girerek etkin olmayan amino asit tlrevleri
verirler. Amino grubuna k#anan benziloksikarbonil grubu ‘Z’ ve ter-butilokarbonil

grubu ‘Boc’ olarak kisaltilir.

35



Benziloksi karbonil grubu

OH -
CH,0C—Cl + H)N—R ———» CH,OC—NHR + Cl
25°C

Benzil kloroformat N-Benziloksikarbonil amino asit

Denklem 1.10Benziloksi karbonil grubu takilmasi

ter-butoksi karbonil grubu

0] 0]

Baz
(CH3)3sCOCOC(CH3); +  H,N R P  (CH3);COC——NHR + (CHg)3COH
250C

. - N-ter-Bitiloksikarbonil
Di-ter-butilkarbonat amino asit

Denklem 1.11ter-bitoksi karbonil grubu takilmasi

Benzoil grubu

|| Baz _
c—=cl + H,N R L. C——NHR + Cl
25°C

Benzoil kloriir N-Benzoil amino asit

Denklem 1.12Benzoil grubu takiimasi
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1.6. Melatonin ve Analgu Olan Maddelerin Gereklili gi

Indol turevi bilgikler medisinal kimya da Onemli bir terapétik ajasinifini
olusturmaktadirlar (Stizen ve Buyukbing6l, 1998; 200Bu bilesikler hayvanlarda,
bitkilerde ve mikroorganizmalarda bulunan gdoir bilesik sinifini teskil ederler.

Indol tirevlerinin antioksidan aktiviteleriyle ilgison gelsmeler bu bilgiklerin
antioksidan o6zelliklerinin dikkate alinmasinin dédilegini ve 6nemini gozler 6nine
sermektedir. Potansiyel antioksidan olarak sgelmekte olan ilaglarda dikkat edilmesi
gereken en dnemli nokta vivo ortamda oksidatif hasari azaltmasi ve istenmeyan y

etkilere sebep olmamasidir.

Endojen bir antioksidan olan melatonin gga kolaylikla ¢ozlnebildi igin
hiicresel membranlara kolaylikla girerekgyasitlerinin polar bgari ile balanabilir.
Melatoninin bu 6zelfi lipidlerdeki oksidatif hasari azaltmasinigka. Cqu calsma

melatoninin néroprotektif etkisinin antioksidan iakesine dayangini géstermektedir.

Diger melatonin anafu bilesiklerin ¢ogunun da antioksidan aktiviteye sahip
olduklar bilinmektedir ve melatoninin serbest kadiyakalama 6zellinin de kimyasal
yapisiyla alakall oldgu bulunmugtur (Oosthuizen ve Greyling, 1999; Poeggeler ve,ark
2002). Bu indolamin, elektronca zengin bir indotdre halkasindan meydana gelmekte ve
ayrica metoksi ve aminoasetil zincirleri icermektedu gruplar melatoninin serbest

radikal yakalama 6zefli icin temel olgturmaktadir.

Melatonin serbest radikal yakalama 6zelliklerinadlatayr en cok asdurilan indol
turevi bilesiklerin bainda gelir. Bu bilglkk E vitamininin hidroksil radikal yakalama
aktivitesinden daha fazla aktiviteye sahiptir (Reite ark., 2000)indol tirevi bilgiklerin
oksidasyonu suresince pirol halkasinin azot atomnrar elektron ayrilir ve bir radikal
katyon meydana gelir. Pirol halkasinin bu kapasitks) dolaylr 3-substitle-indolik
bilesiklerin antioksidan aktivitesi molekuldeki gbr fonksiyonel gruplardan da
etkilenmektedir. Reaktif hidroksil grubuna sahiptiaksidanlar genellikle hidrojen
dondrleridir. Bu ylzden serbest radikalleri azkdtirBu da radikal zincir reaksiyonlarini

destekleyerek lipid peroksidasyonunu azaltir.
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Melatonin bir ¢ok fizyolojik olayin dizenlenmesinder alir ama iki dneml
problem (Stizen, 2006; 2007; AtAlagoz ve Sizen, 2001) melatoninin terapétik ajan
olarak kullanimini kisitlamaktadir. Birincisi; yEmma omrinin ¢cok kisa (15-30 dakika)
olmasi, ikincisi ise hedef bdlgelerde secigilin olmamasidir. Melatonin gibi indol
turevleri, yiksek rezonans stabilitesine ve halkeriinde bir cok d&sik stbstitiente sahip
heterosiklik aromatik bir halka yapisina sahiplerth vivo ve in vitro ¢ssitli deneyler bir
cok melatonin anaffu bilesiginin melatoninden daha iyi antioksidan 6zelliklesahip
olduklarini gosterngtir. Bu da yan etkisi az, sitotoksik etkileri gideris, serbest radikal

yakalama aktivitesi yuksek yeni hilklerin sentezlenmesinin gerekfilni gostermektedir.
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1.7. Tez Calsmasinin Amaci ve Onemi

Organizmamizin yiksek oranda oksidatif strese métalmasi sonucunda bir c¢ok
kardiyovazikiler, romatizmal, oto-immin ve ndrokojhastalgin gelsmesinde serbest
radikallerin rol oynadii bilinmektedir (Maccarrone ve Ulrich, 2004). Organamiz
enzimatik ve non-enzimatik bir cok kimyasal yardita bu zararli etkilerden korunmaya
calisir. Ancak gunumuz kallarindaki endustriyel galineler, sehir hayati ve cevresel
kirlilik faktorleri organizmanin bu koruma silahlar yetersiz birakmakta ve bir ¢cok
durumda dyaridan takviye antioksidan madde kullanimina gegékilmektedir (Kelly,
1998).

Bilinen en etkili endojen antioksidan maddelerden @ melatonindir (Tomas-
Tomas-Zapico ve Coto-Montes, 2007). Aktivitesinirbsst radikalleri yakalayarak
gosterir. Etki mekanizmasi ile ilgili agmrmalar halen devam etmekte olan melatonin
moleklli bata hidroksil radikali olmak Uzere bir cok radikadtkisiz hale getirerek
organizmay! korumaktadir. Bu guclu etkisingmeen melatonin kullanimi bir cok durumda
yetersiz kalmaktadir. Uzun sureli kullanimi libide dik tansiyona neden olmakta,
norolojik, otoimmun, kanser gibi hastaliklart ve embki bulunan Ikilerde
kullanilamamaktadir. Ayrica c¢ok kisa yari omri aobmaetki yerine ulgmadan
parcalanmasina neden olmakta ve melatonin hedefanlaig@ secici etki
gosterememektedir. Bu nedenlerden dolayl son gdlanelatoninin ana halka sistemi
indol ele alinarak melatonin anglo bilesiklerin sentezlenmeleri ile ilgili ¢camalar
yapilmaktadir (Stzen, 2007).

Indol halkasi antioksidan aktivitenin gérilmesi icbulunmasi gereken esas
yapidir. Benzofuran ve naftalen halkalarn ile skastirildiginda daha iyi antioksidan
aktivite gosterdii belirlenmitir (Gozzo ve ark., 1999)indol halkas! yilksek rezonans
stabilitesi ve diilk aktivasyon enerji bariyeri nedeniyle serbestkalter ile reaksiyona
girmek icin ¢ok uygundur (Tan ve ark., 2002). Ratlikyakalama mekanizmasi
incelendginde kasilagilan varsayimlar: serbest radikali yakalamak amiel indol
halkasinin bir elektron vererek indolil katyon deai olusturdusu ve indol halkasinin 3.

konumunda bulunan gruplarin radikali yakagadgeklindedir.
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Bu tez cakmasinda indol halkasi Gzerinde 3. konuma antioksidktivite gostermesi
beklenen gruplarin yeggrilmesi ve 5. konumdaki metoksi grubunun H ilerye
degsistirmesi ile yeni bilgiklerin sentezlenmesi, bu bgi&lerin yapilarinin ileri

enstrimental tekniklerle aydinlatilmasi we vitro antioksidan aktivitelerinin DPPH
Uzerinden Serbest Radikal Yakalama Etki Tayini vipid. Peroksidasyonu Uzerine
Inhibitor Etki Tayini yontemleri kullanilarak testiémesi planlanmytir.

1T

1
. Amino asit
H "/ \‘\ N-Bz-Glisin
! N-Bz-Alanin
X N + NH-korumali ! ‘
) N \amino asit ;  1V-Boc-Alanin
\ o - /! N-Bz-Serin
R g N-Boc-Serin

""" N-Bz-Metiyonin
N-Bz-Triptofan
N-Bz-Prolin
N-Boc-Histidin

=
s
Iz

Sema 1.6 Melatonin molekill Gzerinde gerceklieilen desisiklikler

Bu calsmada melatonin molekilinin 3. ve 5. konumlarini skgan 3 ana
bdlgesinde dasiklikler gerceklatirilmistir. Yapilan dgisiklikler ve nedenleri gagida

Ozetlenmektedir:

I. Bolge : Melatoninin ana halkas! olan indolin 5. konumuolusturur. Bu
konumda metoksi grubu pladir. Yapilan cakmalar halen metoksi grubunun antioksidan
aktivitedeki fonksiyonu Uzerinde fikir bigine varilmadgini gostermektedir. Bazi
argtirmalar bu grubun antioksidan aktivitede direk kikisi olmadgini gostermekte
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(Ates-Alagoz ve ark., 2005), bazi ataucilar ise bu grubun halka tzerinde bulunmasinin
gerekli old@gu ya da hidroksil grubu ile yer gatirebilecesi gorisiindedir (Gozzo ve ark.,
1999). 5. Konumda klor $ayan melatonin tirevlerinde antioksidan aktivite lab@nine
esdeger cikarken iyot bulunan tirevlerde aktivitenirstdigl gézlenmektedir (Poeggeler ve
ark., 2002). Buna nazaran 5. Konumda Bsgiyan melatonin anafiu bilesiklerde
substitiient direk olarak aktiviteyi etkilememeklerd&ber, aktivite gértlmesine yardimci
oldugu bulunmytur (Gurkék ve ark., 2008). Bu nedenle sentezlehiéssiklerde bu

konumda substitiient bulunmgdhda aktivitenin nasil etkilenegiearastiriimak istenmtir.

[I. BOlge : Bu boélgeyi indol halkasinin 3. konumundanglbalan amid zinciri
(asetamidoetil) olgturur. Arastirmalar antioksidan aktivite gosteren indol kikderinde
yaklasik 5 karbon uzunlgunda bir zincirin varfiini gostermektedir. Amid grubunun
keton ile yer dgistirdigi tirevlerde aktivite d&ismemkitir (Gozzo ve ark., 1999). Amid
karbonili aktivite igin ¢ok 6nemli bulunmtur (Tan ve ark., 2002). Sentez edilen
bilesiklerin bir grubunda bu karbonil yapisi korungnee zincir tzerinde okurulan imin

yapisi ile cifte bglar arasinda konjugasyonganmstir.

ll. Bélge : Indol halkasinin 3. konumunagbayan zincirin ucunda bulunan metil
ya da asetil yapisidir. Amid grubu yerine amin gryer aldginda prooksidan aktivite
gozlenmgtir (Gozzo ve ark., 1999). Metil ya da asetil yapis hacimli aromatik yapilarla
degistirildi gi yapilarda yuksek antioksidan aktivite go6zlestini (Varvaresou ve ark.,
2000), ancak halojenli tirevler ile ilgili agtamaya rastlanmargtir. Ayrica indol
halkasinin bilinen gger antioksidan bilgklerle verdgi kondanse drunlerin de yuksek
antioksidan 6zelliklerinin bulunmasi nedeniyle (v ve ark., 2005; AteAlag6z ve ark.,
2006) indol halkasinin amino asit yapilari ile ditirilmesi uygun bulunmgtur.. Imin
yapisi olgturmasi amaciyla NH Uzerinde benzoil yada Bagygan amino asit tlrevleri
secilmgtir. Bunun nedeni amino asitlerin Gizerinde soraydh yapilan antioksidan aktivite
calsmalaridir. indoller ve amino asitlerin birlikte ofturdusu antioksidan yapilara

literattrde rastlanmamasi bu grup kitéerin seciminde biyuk rol oynagtir.
Indolik bilesiklerin ¢ok etkili antioksidan 6zelie sahip oldgunun belirlenmesi

dolayisi ile bu tez caimasi ile indol halka sistemigigan melatonin anafm bilesiklerin

sentezlerinin yapilarak antioksidan aktivitelerirmnatiriimasi gerceklgirilecektir. Bu
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aktiviteler melatonin ile karlastirilarak yapi-aktivite ikkileri gbzden gecirilecektir.
Sentezlenen biklerin daha 6nce tasarlanmamolan indole 3. konumdan @anan
amino asit hidrazin turevleri olmasi teze orijikallkatmaktadir. Ayrica indolin 5.
konumunda substitiient bulunmadan aktivitenirseldlde etkilendgi arastirilacaktir. Tez
calismasinda sentezlenen orijinal olmayan fierin de daha 6nce antioksidan aktivite
yoninden ardiriimams olmasi da sentezlenen seri kikdere desisik bir baks agisi

getirmektedir.
Bu argtirma indol-amino asit tlrevi melatonin anglioantioksidan maddelerin

gelistiriimesine ik tutacak ve ¢cagmalarimiz bu maddelere ait yeni tlrevlerin seniezn

daha ileri testleri iceren projelerle devam edecekt
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2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Melatonin Analogu Sentetik Antioksidan Bilesikler

2.1.1. Antioksidan Etki Gosteren Non-Steroidal Antienflamatuvar indol Turevi

Bilesikler

Siklooksigenaz (COX), asalonik asitten prostanoidlerin sentezi sirasinda sinirlayan
bir enzimdir. COX-1 ve COX-2 olmak uzere iki izofon vardir. Uzun zamandir
siklooksigenaz reaksiyon urunlerinin selebral damgu dizenlenmesinde rol aidi
distunulmektedir Bir indol tlrevi olan indometazin CQaXve COX-2'yi inhibe eder (Niwa
ve ark, 2001). Ayrica serbest radikal @imunu Onledii saptanmgtir (Torres ve ark,
2004). COX-2 enflamasyon alumunda kritik rol oynar. A ekspresyonu
norodejeneratif hastaliklar ve bazi kanser tiplede iceren bir dizi patolojik durumun
ortaya cikmasinda etkilidir. Siklooksigenaz akgeginin uyariimasi, biyolojik sivilarda
peroksit olgumuna neden olmaktadir. Yine enflamasyon sirasimdaojen peroksit
olustugu gozlenmgtir. Bu nedenle ROT lerine kar anti-enflamatuvar etkili ilaglarin
kullaniimasi buyik terapétik gdere sahiptir. Bu bulgular nonsteroidal antienflamat
ilaclarin serbest radikalleri yakalama kapasitdabitecesine isaret etmektedir. Elektron
spin rezonans ¢amalar ile Etodolak (1,8-dietil-1,3,4,9-tetrahidn@mo-[3,4-b]indol-1-
asetik asit) ve indometazin (2-[1-(4-klorobenz&ilmetoksi-2-metil-indol-3-yl]asetik asit)
(Sekil 2.1) yapilarinin direk stiperoksit yakalama aktivitesiugu belirlenmgtir (Ikeda ve
ark, 2001). Bgka bir calsmada indometazin, asemetazin (1-[p-klorobenzoité&toksi-2-
metilindol-3-asetik asit karboksimetil ester) ve odalak (()-1,8-dietil-1,3,4,9-
tetrahidropirano-(3,4-b)indol-1-asetik asit)gtgk ROT Uretici sistem Uzerinde denegmi
anti-enflamatuvar etkilerinin bir 6lgide de ROT RAT yakalama kapasitesine gha
oldugu belirlenmgtir (Mouithys-Mickalad ve ark, 2000; Dannhardt vek,a 2001).
Uzerinde bulunansgesmemi elektronlari nedeniyle indolik nitrojen indolleraktif redoks
merkezidir (Fernandes ve ark, 2004; Stolc ve afQ62. indol halkasindaki nitrojenin
oksijenle yer dgistirmesi sonucu okan benzofuran yapisinin antioksidan aktivitesinin

indole gore oldukca diik oldysu gozlenmgtir. (Poeggeler ve ark, 2002).
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OH O~__ COOH
HCO HCO
CH, \ CH, \ o)
N N
o) o) N
g OH
Cl Cl
1 2 3

Sekil 2.1.indometazin (1), asemetazin (2) ve etodolak (3)

Non-steroidal anti-enflamatuvar hglklerin H,O, yakalama kapasiteleri indol
tirevi (indometazin, asemetazin, etodolak), pirdlevi (tolmetin, ketorolak), oksazol
tirevi (oksaprozin), inden turevi (sulindak) ve afwmilitleri (sulindak sulfit ve silindak
sulfon) kullanilarak Costa ve arkathr tarafindan agauriimistir (Costa ve ark, 2005).
Sonuglar endojen antioksidanlar melatonin ve GSHkisgilastinldiginda, antioksidan
aktivite sirasinin sulindak sulfon>sulindak silfit GSH >sulindak > indometazin >
asemetazin > etodolak > oksaprozin > ketorolak }atoein > tolmetinseklinde oldgu
gorulmistr. Prostaglandin sentezinin inhibisyonu bu dierin  anti-enflamatuar
etkilerini birincil mekanizmasidir. Ortaya ¢ikannsg, non-steroidal anti-enflamatuvar
ilaclarin anti-enflamatuvar aktivitesinin ROT ve RAyakalama kapasitesinden ileri
gelebilecgini isaret eder (Mouithys-Mickalad ve ark, 2000; Fernandzark, 2004).

2.1.2.indole Yapsik Halka Sistemiiceren Antioksidan Bilesikler

Indol halkas! tadigl terapotik dger nedeniyle medisinal kimya igin 6nemli kondanse
halkalardan biridir (Borza ve ark, 2009ndol azotu sibstitite olsun ya da olmasin,
reaksiyonlar icin aktif bolge, heterosiklik halkanB. konumudur. Bu konumun bir
elektrofil ile stbstitisyonu benzenin aromatizasybozulmadan nitrojen Uzerinden stabil
bir ara Grtinn olgmasini sglar. indol halkasi iki tautomerik formda bulunur. Buntiaha
stabil olan enamin ve F8indol ya da imin formlaridir.indol halkasindaki 2. ve 3.

karbonlar arasinda yer al&hbgzi sikloadisyon reaksiyonlarina imkangta. Molekul ici
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sikloadisyonlar, molekdller arasi sikloadisyonldarsi daha tercih edilirdir ve tepkime
verimleri daha yiiksektiindol halkasinin bu 6zelliklerinden faydalanilaraktezlenen bir

cok bilesikte antioksidan aktivite gozlensgtir.

Stobadin ((-)eis-2,8-dimetil-2,3,4,4a,5,9b-hekzahidro-1H-pirido[hBndol)
(Sekil 2.2.) piridoindol yapisi tgityan kardiyoprotektif ve antioksidan Ozellikte mialéer
icin bir modeldir. (Majekova ve ark, 2006). Stobadyapisi esas alinarak yuksek
antioksidan etkili, serbest radikal yakalayici \i@aprotektif etkili tirevler getirilmi stir.
Stobadin molekulintin genelde benzen halkasi Uzsmimdektrofilik stbstitisyonla ya da
2. nitrojen konumundaki alkoksi karbonil substitdsyyla turevieri elde edilir. Bu

turevlerin serbest radikalleri daha kararli ve dalzareaktif nitrojen merkezli olmayan

Sekil 2.2. Stobadin tirevi antioksidan kglklerin genel formilu (R: ggtli alkil gruplari)

TPBIA (1-p-Toluensilfonil-6,7,8,9-tetrahidro-N,N-dipropil-1H-benz [g]indol-7-
amin) (Sekil 2.3.) dopamine reseptérleri ile etkglerek antioksidan aktivite gostermektedir
(Demopoulos ve ark, 1995). TPBIA hjiginin lipofil 6zellikde olmasi kan-beyin engelini
buyik Olcude gecgmesini gar. Bilesigin sican karager mikrozom olgumunda

peroksidasyonu tamamen engelfgdiulunmutur (Zika ve ark, 2004).

45



Sekil 2.3. TPBIA (1-p-toluensiilfonil-6,7,8,9-tetrahidro-N iN-n-propil-1H-benz [g]indol-7-amin)

Calismalar, DTBHB (N-[2-(5-metoksi-1H-indol-3-il)etil]-5-di-ter-butil-4-
hidroksibenzamid) ve GWC20 [(R,S)-1-(3-metoksifieHpropil-1,2,3, 4-tetrahidr@-
karbolin] (Sekil 2.4.) bilesiklerinin Cu™™ ve serbest radikal tarafindan indiiklenen LDL
oksidasyonunu inhibe ederek, melatoninden daha taaioksidan etki gostegini ortaya

koymustur. (Gozzo ve ark, 1999).

OH

ZT

\

GWC20 DTBHB

Sekil 2.4.GWC20 ve DTBHB

2.1.3. Bilinen Antioksidan Molekullerle Kondanselndol Turrevi Bilesikler

Degisik kimyasal Ozelliklere sahip antioksidanlar, yalnibgina ya da Farkl
kombinasyonlarla terapotik kullanim igin smailmistir. Bilinen dgal yada sentetik
antioksidan bilgiklerle kombine edilen edilen indol yada melatohialkasi, antioksidan

kimyasina yonelik cagmalarda 6nem kazanmaktadir.
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Retinoid tlrevi bilgikler antioksidan aktivite potansiyeline sahip didu
disinulen. Bir seri retinoid-melatonin turevi hilke tetrahidrotetrametilnaftalen
karboksilik asitten hareketle sentezlemrg§ekil 2.5.) ve etkili lipid peroksidasyon inhibe
edici etkide olduklari bulunngtur (Ates-Alag6z ve ark, 2006).

o
NH
R; H, COCE
Ry 5
R, NH™
A\ R; H, OCHBr, ii©/\

3

I

0—=Z

Rs: H, CH, GHg, i-Pr,n-Bu, Bn,p-F-Bn, 0,p-diCI-Bn

Sekil 2.5. Tetrahidronaftalen-indol tirevi bijiklerin genel formali

Ayrica indol ve lipoik asit tlrevi bikgkler (Sekil 2.6.) ile yapilan ¢cakmalarda da
onemli antioksidan aktivite belirlengtir (Gurkan ve ark, 2005). Bazi turevler lipoik
asitten daha etkili antioksidan aktivite gostestmi

MC@

R: alky and phenyl derivatives

R: H, OCH, Br, NO,, CH,

R: H, OCH,

Sekil 2.6.1indol-lipoik asit tiirevi bilgikler
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Benzimidazol ve indol halkalarinin ve 6-Floro-5-stitiie-benzimidazol
turevlerinden, 6zellikle indol ve 1,1,4,4-tetranhdt?,3,4-tetrahidro-naftalen gruplarinin 2.
konumdan benzimidazol ile biglrildi gi bilesikler anti oksidan aktivite icin test edilgi
ve ¢ok etkili stiperoksit anyon yakalayicisi olabakunmutur (Sekil 2.7) indol halkasinin
5. konumunda p-fenil piperazin bulunan tirevlerdeyéksek aktivite gozlenntir (Ates-
Alag0z ve ark, 2005).

Br

OCH,

Qu

Sekil2.7. indol-benzimidazol tiirevi bilgklerin genel formiili

Bisindolilmaleimid turevi bilgiklerin (Sekil 2.8.) oksidatif stres tarafindan
induklenen hicre olumlerini  onlegdi belirlenmitir  (Asakai ve ark, 2002).
Bisindolilmaleimid tdrevlerinin yapi aktivite #kisinin hidrojen peroksitce indiklenen
nekrotik hticre o6luminini inhibe @it gozlenmitir (Katoh ve ark, 2005).indol
halkasinin, maleimid halkasiyla ko-planar olmasitivdke icin ©6nemli oldgu
distunulmektedir.indoliimaleimid analoglari ile yapilan ¢gialarda 2-(H-Indol-3-il)-3-
pentilamino-maleimidin sentezlenen Rilder icinde en etkili antioksidan tirev olgu ve

nekrotik hicre olumlerini buytk 6lctide inhibe gitfyozlenmitir. (Dado ve ark, 2005).
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R: H, CH, OCH, Br, CI, F

R:H, CH

Ry: H, (CHy)3-NH,, (CHy)3N(CHs),

Sekil 2.8.Bisindolilmaleimid turevi bilgiklerin genel formulleri

2.1.4. Alkil velveya Aril Substitiieindol Turevi Bilesikler

Indol turevi bilgiklerin antioksidan aktiviteleri taranirken inddBepropionik asitin (IPA)
oksidatif stresi engellegi bulunmutur (Morita ve ark, 1992; Karbownik ve ark, 2005).
IPA endojen elektron donéri gibi davranarak ROTokigifikasyonunu sgar. IPA ayrica
gucla bir hidroksil yakalayici ve oldukca bilineir Bntioksidan olan glutatyon (Hardeland
ve ark, 1999) gibi davranmaktadir. IPA melatonin d#il olmak Gzere bilinen birgok
antioksidan bilgkten daha fazla serbest radikal yakalama aktivieesahiptir (Chyan ve
ark, 2002).

IPA (OXIGON) nin etkili bir antioksidan bikk oldugu kanitlanmgtir. Ayrica
beta-amiloid fibril olgumunu inhibe et icin oksitotoksinlere kar noroprotektif
aktivitesi de gorulmgttr (Bendheim ve ark, 2002). IPA esas alinarakess@nenN-H ve
N-silbstitie indol-3-propanamid turevie(Sekil 2.9) stperoksit dismutaz ve lipit

peroksidasyonuna yiiksek etkili antioksidan aktigitstermglerdir (Olgen ve ark, 2007).
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R, Ro

CH,-CH,-CO-NH-(CHy)n R3
N R1'2’3: H, F, Cl
n:0,1

Sekil 2.9.N-H ve N-stibstitlie indol-3-propanamid turevlerinin genehfdli

Ayrica anti lipid peroksidaz etkili ve siperoksitgumunu engelleyen baki-H ve
N-siibstitiie indol ester tiirevleri de (Olgen ve Cobad3)(Sekil 2.10.)de sentezlenmive
incelenmgtir.. N-sUbstitiie indol 2- ve 3-karboksamid tiurevlerini©R lar1 yakalama
kapasitesinin yiksek olgu da belirtiimitir (Olgen ve Coban, 2002; Aboul-Enein ve ark,

2004).
(@)
\ (0] ] ~ Ry
o ’ \ o
| |
Rl R3

R1, Rz : H, benzoil tirevleri
Rz R4 : Fenil, pirolidin, siklopropil, piperidin tirevler

Sekil 2.1Q N-H ve N-substite indol ester tirevlerinin genel formuli

Bir cok calgmada antioksidan bge&klerin ROT lerini azalttl igin miyokardial
enfarktlsu engelleg belirtiimektedir (Das ve ark, 2006; Riccioni veka2007). Triazol
fonksiyonel grubu iceren indol tirevleri sentezlénfvarvaresou ve ark, 2000) ve reaktif

oksijen turleriyle etkilgimlerini argtirmak icin invitro cakmalar yapilmgtir (Andreadou
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ve ark, 2000; Andreadou ve ark, 2003). Butunskkler triazol grubunun indol halkasi
Uzerindeki konumuna a olarak antioksidan aktivite gostemtr (Sekil 2.11.)
(Andreadou ve ark, 2003).

X
m*R /N_NH X: H, Br, Cl, NO,
/
N (CHz)n{ )\
\

R: H, CH;

NH,
Sekil 2.11.Triazol yapisi iceren indol tlrevi bgglerin genel formalu

Indol halkasinin 5. konumunda metoksi ve agilamingigri tgiyan tirevlerinde
(Sekil 2.12.) halkanin 3. konumuna Bl lipofilik/hidrofilik gruplara bagli olarak
gosterdikleri antioksidan aktivite ol¢ulrgtr (Mor ve ark, 2004). Melatonin angloN-[2-
(5-metoksi-H-indol-2-il)etillasetamid en etkili tiirev olarak lbunmustur.

R .
2 MR, Rt Hi COCH,COGH;

R3 \ R, H, Br

Rs: H, OH, OCH, OCH,CH,OH

R4 H, OCH;
Sekil 2.12.5-Metoksi ve acilamino gruplari ditirilen indol turevi bilsikler

Melatonin halkasinin 5. konumundaki metoksi grubumerinin degistiriimesi ya
da kaldiriimasi ve indol azotununska hetero atomlarla yer gigtirmesi halinde de
antioksidan etkili turevlere wdmistir (Sekil 2.13.) (Spadoni ve ark, 2006). 5-alkoksi-2-
(N-acilaminoetil)indol en etkili tirev olarak belirenistir.

X: NH, S, N-CH,
S

R | NHCO-R:  R:H, F, CH, OCH,

S R, CHy, CH,COOH

Sekil 2.13.2-N-acilaminoetil tirevi bilgikler
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MAO inhibitort olarak bilinen N-(2-propinil)2-(5-lmziloksi-indol)metilamin (PF
9601N) bilgiginin noroprotektif ve antioksidan etkiye sahip gtdukanitlanmgtir ( Sanz
ve ark, 2004). Bu bikgkten hareketle sentezlenen yeni tirevle(fekil 2.14.) yapilan
yapi aktivite ilgkilerine gore indol halkasinin 5. konumunda yenalaenziloksi, hidroksil
veya metoksi gruplarinin antioksidan aktiviteyiik#tigi belirlenmitir. Ayrica 2. konuma
takilan amin gruplari ele alinginda en etkili tirevler primer amin siganlar olarak

belirlenmitir.

Ry

\ N R1, Ry, Rs: H, alkil ttrevleri
Y R4: benziloksi, OCH, OH

Sekil 2.14. Triptamin veN-alkil stbstitie melatonin analoglari

Fischer indol sentez yontemi kullanilarak senteater2-fenil indol tlrevlerinin
(Sekil 2.15). melatoninle kanlastirmali antioksidan aktivite testlerinde lipid
peroksidasyonuna karytksek aktivite bulunmgiur. (Stizen 2006; Sizen ve ark, 2006). 2.
Konumda yer alan fenil Gzerinde F, CI, N@bi elektron cekici gruplar bulungunda en
yuksek aktivite elde edilrgir. Deneyler sonucunda 2-fenil indol trevi RBilderin

hidroksil radikali yakalayicisi oldiw belirlenmgtir.

R;  Rs R4 R; 2 H, NO,
R4 ’
N O Rs  RsasgH, OH Cl, NG, NH,, CH;
N
H Rs R, H, CHO

R,

Sekil 2.15.2-Fenil indol turevi bilgiklerin genel sentezleri
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Melatonin anal@u yeni indol hidrazid/hidrazon turevlerinde yiksaktioksidan
aktiviteye rastlanmtir. 5-bromo/5-H indol-3-karboksaldehit fenil hiden ve N,N-bis-(5-
bromo/5-H indol-3-ilmetilen)hidrazin tdrevlerininestezlendii calismada bilgiklerin
antioksidan aktiviteleri DPPH ve slUperoksit radikagkalama aktiviteleri yoninden test
edilmistir. Sonuclara gére bigiklerin 6nemli kisminda I6M ve 10* M konsantrasyonda
cok iyi aktivite gozlenmitir. Bu bilesiklerin serbest radikal yakalama kapasiteleri
melatoninden dikkat cekici bigekilde yuksek bulunmgur. Batin aktif ttrevlerin

yapisinda halojen atomustenasi dikkat cekmektedir (Gurkok ve ark., 2008).

50 o

Sekil 2.16. 5-bromo/5-H indol-3-karboksaldehit fenil hidrazone vN,N-bis-(5-bromo/5-H indol-3-

ilmetilen)hidrazin tirevleri

2.1.5. Antioksidan Etkili Diger Sentetik Indol Tiirevi Bilesikler

Calismalar melatonin metabolite ve angloolan bir ¢ok bilgigin de antioksidan etkisi
oldugunu gostermektedir (Ximenes ve ark, 2005) . @menelatonin metaboliti AFMK,
etkili bir antioksidan ttrevdir (Ressmeyer ve a2k03). Ayrica melatonin prekirsonk

asetilserotonin, ve ger bir melatonin metaboliti 6-hidroksimelatonin deelatoninden

daha etkili antioksidan bige&ler olarak gdsterilmektedir (Zhang ve ark, 1999).
Hipnotik bir bilesik olan Zolpidem [N,N,6-trimetil-23-tolil-imidazo (1,2-a) piridin-

3-asetamid L-(+)](Sekil 2.16) bilesiginin tartarat tuzu melatonin kadar etkili bir lipid

peroksidasyonu onleyici b oldugu bulunmytur (Garcia-Santos ve ark, 2004).
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N(CH3),

H3C / N \
Ny

Sekil 2.17Zolpidem [N,N,6-trimetil-2p-tolil-imidazo (1,2-a) piridin-3-asetamid L-(+)]

Indol halkasinda yapilan selektif hidrojenasyon sonda elde edilen 2,3-
dihidromelatonin(Sekil 2.17.) DPPH radikalini yakalanmada ve lipid peroksidasyonu

onlemede etkili bir antioksidan olarak bulungtur (Gasparova ve ark., 2006).

Sekil 2.18.2,3-dihidromelatonin tirevi bigglerin genel formula

Statin sinifi bir ilag olan Fluvastati(§ekil 2.17.) kardiovaskuler hastaliklarin
onlenmesinde kullanilir. Bu bigin reaktif oksijen tirlerini yakalama kapasitesini
oldugu belirlenerek antioksidan kapasitesi @du bulunmuytur. Serbest radikalleri
yakalama yeter@ olan bu bilgigin NADPH oksidaz aktivitesini inhibe edebidive
oksidatif stresi onled@i bulunmutur. Bu Ozellikleri nedeniyle fluvastatin atherostdzun
onlenmesinde kullaniimasi gereken énemli ilaglardainoldugunu kanitlamgtir (Bandoh
ve ark, 2003)

\ OH

N OH

)\ HOOC

Sekil 2.19.Fluvastatin (7-[3-(4-florofenil)-1-(1-metiletil)H-indol-2-il]-3,5-dihidroksi-hept-6-enoik asit)
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Antioksidan 0zellikleri incelengdinde substitie indolin-2-on ve indolin-2-tiyon
turevi bilesiklerin (Sekil 2.19.) iyi bir serbest radikal yakalayici olduklari buluagtur
(Aboul-Enein ve ark, 2005).

CH-R )
X: Okso ve tiyo
X R: Floro, kloro, nitro,metoksi ve amino fenil
T turevleri, imidazol, fenil propenil
H

Sekil 2.20.Indolin-2-on ve indolin-2-tiyon tirevi bigéklerin genel formiili

2.2 Amino Asitlerin Antioksidan Ozellikleri ile Tlgili Calismalar

Amino asitler ve Proteinler, batin canl organizanad en 6nemli yapi gedir. Canlilarin
bldyumeleri, tremeleri, kalitim 6zelliklerinin biresilden dger bir nesile tganmasi bu
maddeler arackh ile olmaktadir. Bundan Bka canli organizmadaki metabolizma
olaylarini kataliz eden enzimler, fizyolojik etkbgteren hormonlarin bir kismi ve canh
varlklari bazi hastaliklara karkoruyan antikorlar gibi dnemli maddeler de amamt /
protein yapisindadirlar. Alyuvarlara rengini verbemoglobin bir protein bikegidir.
Kaslarin blyuk kismi miyozin ve aktin denen protiginerinden meydana gelir. Proteinler
bir taraftan ¢6zinmgihalde hiicrenin sitozollerinde bulunurlargeli yandan ¢ézinmemi
halde hicrenin iskeletini kil ederler. Proteinler, buyik molekulli maddelelum
molekdl &irliklarn yaklagik on binden milyonlara dgsik blyuklukte olabilir. Amino
asitler kimyasal yapi bloklari olup, vicutta protdiretirler. Batin ygayan canlilarin
yapilarini olgturan proteinlerdir. Proteinler insan vicudundal@adaagslar, tendonlar,
organlar, hormon bezleri tirnaklar, sag, safradvarihari¢ tim vicut sivilarinin Gretiminde
direkt sorumludur. Amino asitlerin 6nemi sadecetgirderin yapi birimleri olmalarindan
ileri gelmez. Metabolizmada amino asitlegeli bir cok reaksiyona datirak ederler.
Ozetle denilebilir ki amino asitler olmaksizin vitam ve mineraller vicutta gorev

yapamazlar. Amino asitlerin serbest formlari en gk#n hallederidir. Serbest formda
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amino asitler daha hizli absorbe olurlar. Her Iomreo asit spesifik bir fonksiyona sahip
olup caitli hastalik semptomlarinin ggeineden 6nlenmesinde ¢ok 6nemli ihtiyactirlar.

Aminoasitlerin antioksidan kapasiteleri, etkili éntioksidan madde olarak bilinen
askorbik asit ve troloks ile katastirlmak suretiyle argirilmistir. (Meucci ve Mele,
1997). Bazik ve asidik amino asitler ile yiksiliz aoaisitlerin ¢gu antioksidan aktivite
gostermezken, triptofan, tirozin, sistein ve horstsn genelde fizyolojik dgr olarak

belirtilen konsantrasyonlarda antioksidan aktigtetermtir.

Kakurt amino asit, protein ve g#r biyomolekullere katilimi nedeniyle biyolojik
acidan temel bir elemettir. Kikurt atomlari aynmaada demir iceren flavoenzimler icin
de 6nemli bir bilgendir. Kukudrt iceren bilgkler tum vicut hiicrelerinde bulunur vesgan
icin vazgecilmezdirler. Kukurt iceren bazi 6nemitiaksidan maddeler sistein, metiyonin,
taurin, glutatyon, lipoik asit, merkaptopropiyorigin, N-asetilsistein ve sarimsakgyada
bulunan organosulfur bgeleri diallilsulfit, diallildistlfit ve dialliltri stlfittir. Yapi-islev
iliskisi bakimindan bu antioksidan maddeler arasindakbgilastirma yapildginda,
dihidrolipoik asitin (LA'nin indirgenmy hali) en etkin antioksidan olgu gozlenmgtir.
Dihidrolipoik ait iki sulfhidril grubu icerir ve fpoik asit olgturmak igin ileri oksidasyon
tepkimelerine girebilir. Kukurt iceren biiklerin antioksidan etkisi genel bir yol izler;
daha indirgenmi halde olanlar daha gticli antioksidanlardir ve ktikiiomlarinin sayisi
bu maddelerin glutatyon gkili antioksidan enzimler Gzerindeki dizenleyicikitgrini
belirler. Kukurt iceren amino asitlerin antioksidatkileri ve antioksidatif aktiviteleri

Atmaca tarafindan incelestir (Atmaca, 2004).

Deneysel cajmalar, kikdrt iceren antioksidanlarin kunun zararl 6zelliklerine
kargi yararli etkileri oldgunu gosterngtir. Sicanlarla yapilan bir ¢camada kanda
(hemoglobin, Hb), serumda (malondialdehit, MDAJ)resitlerde (stperoksidaz dismutaz,
SOD ve glutatyon peoksidaz, GSH-Px) ve plazmadagR vitaminleri) oksidatif stres
belirtecleri aratirilmistir. Sonu¢ olarak, kikdrt iceren hiiklerin kursunun uyardi

oksidatif stresi azalgi gozlenmitir.

Glutatyon (GSH) en iyi antioksidanlardan biridirlu@&tyon kendisi bir tripeptittir.
Bu da U¢ amino asit tarafindan gluwrulan bir yapidir. Glutatyon vicudumuzda her

hiicrede dgal olarak dretilen kiguk bir proteindir; glutamilsia sistein ve glisinden
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olusur. Sistein amino asidi, glutatyon proteininin tilkamyasal 6zelliklerinden sorumlu
olan bir kukurt grubu icerir. Hucredeki toksik Bildere fiziksel olarak bganarak

glutatyon ¢6zunir ve zararsiz yapar.

Glutatyon Yapisinda Bulunan Ug amino asit

Sulfar
Glutamik —
Asit Sistein
Glisin
I
Glutatyon

Sema 2.1 Glutatyonun yapisi

Vicut bu zararll toksinleri safra ve Urinde eliminedebilir. Glutatyon
hiicrelerimizde sentezlenir. Sistein amino asitadaindirim sistemine tek paa yolculuk
eder ve absorbe edilir. Cok kicuk bir miktar yéaeln sonra hicrelere kadar ufa
Sistein  molekulleri ba yaparak ikili olarak hareket ettiklerinde buslemden
parcalanmadan c¢ikarlar. Bunu kikurt atomlari adesioir bg kurarak yaparlar. Sisteinle
baglanms bu amino asitlere sistin denir. Bu sdlfirgbaindirime dayanikli olsa da 1s1 ve

mekaniksiddete maruz kalginda kolayca kirilir.
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Serbest radikallerin harabiyetine kahiicresel savunma, oksijen turevlerineskar
savunma gs#ayan kucik molekiller ve enzim sistemleri, serbemdikallerin digik
konsantrasyonlarda kalmalarinigea. Bu savunma mekanizmalarinin aerobik hicrelerin
canhligini strdirmede ne derece kritik bir 6neme sahipuldéd ceitli calismalarla
gosterilmitir. Vitamin E, superoksit, hidroksil ve lipid pdw radikallerini busekilde
etkiler. Benzegekilde askorbat, suda ¢dzunebilir bir rediktan adikal temizleyici olup
ayrica tokoferolleri indirgenmi aktif formda tutar. Yine beta-karoten de lipid
peroksidasyonunu oOnler ve radikalleri ortadan kaldsekerler, doymangiamino asitler,
sulfur iceren amino asitler, doymagnyag asitleri de serbest radikallerle reaksiyona garerl
ve bu nedenle hiicre de serbest radikalleri temialegolekiller olarak kabul edilirler
(Kavas, 1989).

Sonug olarak; son on yilda yapilan galalar egisik kimyasal 6zelliklere sahip
antioksidan molekdllerin farkl kombinasyonlarlartrleri ile birlestirildiklerinde daha
yuksek antioksidan aktiviteye sahip olduklarinitggsiektedir. Bilinen dgal yada sentetik
antioksidan bilgiklerle kombine edilen edilen indol yada melatohialkasi, antioksidan
kimyasina yonelik cayjmalarda 6nemli sonuclar alingtir. Bu tez ¢akmasinda da gugclu
antioksidan aktivitesi gosteren melatoninin anak&sl olan indol yapisi melatonin
molekili model alinarak aminoasit gruplari ile diifiimesi ve antioksidan 6zellikleri
zenginlatirilmis yeni bilesiklerin gelistirilmesi, yapilarinin aydinlatiimasi ve antioksida
aktivitelerininin vitro olarak test edilmesi hedeflenyti.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Sentez ve Safjarma Asamasinda Kullanilan Arag ve Geregler:

Hassas terazi (Sartorius — CP 2245), geri ¢ceviogatacu, doner buhagarici (Buchi
Heating Bath B — 490 ve Rotavapor R-200), kuruttiaie (Specac), Vakum etlvi
(Vaciotem — Selecta), aliminyum silika gel plaki@ierck), desikator, muhtelif cam ve
metal laboratuvar malzemeleri, flakon, basit veyoidu (Superior Marienfeld) puar,
eppendorf tiiplemubber septum, muhtelif boyda enjektiirK yuritme tanki, siizgeg
kagidi (Orta gbzenek) (Merck), muhtelif boyda magm&tjcili manyetik kastirici
(Bunsen Agitador Megnetico MC8, VELP Scientifica BRRiagnetic stirrer, IKA
Labortechnik RTC Basic ).

3.1.2. Sentez ve Saf§irma A samasinda Kullanilan Kimyasal Maddeler:

Sentez ve sentez sonrasi izolasyon ve gaflsa gamalarinda N,N-dimetilformamit,
Metil Alkol, Kloroform, Hidroklorik Asit (HCI), Anhdréz Sodyum Silfat, Etil Asetat, n-
Hekzan, Diklorometan ( (Riedel-de Haen), Fosforklksiir (POCS), L-Metiyonin (Fluka),
1H-indol, Hidrazin Hidrat, N-t-bitoksikarbonil-L-alanimetil ester Glisin, L-Prolin
(Aldrich), Tiyonilklorir (SOC}) (Acros Organics), Benzoilklorir, Sodyum bikarbbna
(NaHC(Q), L-alanin, Etanol, Silikagel, Potasyum Bromir (@B (Merck), N-t-
bitoksikarbonil-L-histidil Hidrazit (Bachem), D-See, N- t-bitoksikarbonil-L-serin-metil
ester (Sigma), L-Triptofan (BDH Biochemical), kuli&mistir.
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3.1.3. Sentezlenen Maddelerin Analitiincelemelerinde Kullanilan Arag ve Geregler

3.1.3.1. Kromatografik Analizler

Deneyler sirasinda, reaktantlarin ve salu Urinlerin izlenmesi, yaldk reaksiyon
surelerinin saptanmasi ve sonug Urtnlerin afln ortaya konulmasi, gerekli safisma
yonteminde kullanilacak solvan ve (veya) solvangskaiarinin belirlenmesi amaciylace
Tabaka KromatografisiiTK) kullaniimistir. Reaksiyon cozeltisi ve ¢oziingmbalangic
maddelerinin 0.2 mm kaliginda aluminyum plaklar (Silikagel 6G4z — Merck) Uzerinde
uygun solvan kagimlari aracilglyla suriklenmesi sonucunda plaklar 254 nm (gerekli
durumlarda 366 nm de kullanilgtir.) dalga boyu altinda (CAMAG Universal UV-Lampe
254 — 366) incelenerek alan pikler yorumlannstir.

Gerekli durumlarda okan trlUnlerin safgiriimasi amaciyla kolon kromatografisi
yontemine bgvurulmustur. Mobil faz olarak kullanilan solvan sisteffiiK yardimiyla
belirlenirken sabit faz olarak silikajel (Silikage0d ; 0.040 — 0.063 mm) kullanilgtir.
3.1.3.2. Erime Noktasi Tayini;

Sentezlenen kati maddelerin erime noktasi tayinlElectrothermal 9100 cihazi
kullanilarak ISO Therm (Sodyum heparinlegme c¢ap: 1.1-1.2 mm, glgap: 1.4-1.6 mm,
uzunluk: 75 mm) kilcal tiplerle yapilgtir.

3.1.3.3. Spektral Analizler

3.1.3.3.1. FT-IR Spektra

Orijinal drunlerin FT-IR Jasko FT/IR-420 spektrajotetre cihazinda KBr peleti

hazirlanarak yapilngtir.
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3.1.3.3.2. NMR Spektrd

Sentezlenen uriinleritH-NMR ve ™*C-NMR spektral analizleri, Varian Mercury 400 High
Performance Digital FT-NMR Spektrometre cihazui@® MHz.’de yapilmytir. i¢ standart
madde olarak (TMS), ¢ozucu olarak (DM$k)-ve CDC} kullaniimsstir.

3.1.3.3.3 Kiitle (Mass) Spektra
Sentezlenen Urlnlerin  Mass (Kutle) analizleri, ¥vat2695 Alliance Mikromass ZQ

marka LC/MS spektrometre cihazinda, Elektrosprgpnizasyonu (ESI) yontemi
uygulanarak gercelkgérilmi stir.

! FT-IR Analizleri A.U. Eczacilik Fakiiltesi Merkezahoratuari — I'de yapilngair.
2.3 NMR ve Mass Analizleri A.U. Eczacilik Fakiiltesi Kez Laboratuari — II'de
yapiimstir.
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3.2. YOntem

3.2.1. 1Hindol-3-karboksaldehit Amino Asit Hidrazon Tiirevleri nin Genel Sentez

Yontemi
YOLAK A
2 H N® (0]
H2N (0] Cl 3
SOCI, + MeOH \ /
CH—C// —_— CH—C/ 1/a-f/
\
R OH R
o o)
\\ NH,NH,.H,0 + MeOH \\
C—NH o - C—NH 0
\ / \ Vi
CH—C, CH—C
/ \ /
3/a-f/ 2/a-f/
AN
CcC—=O
EtOH \ DMF + POC}
11/
Y N
C:N—N\H R
C—CH
(0] HN—UC
N
H
4/a-f/

Sema 3.1Yolak A
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YOLAK B

CHs o)
| I cH, O
H,C——C——0—C—NH o)
| \ / NH,NH,.H,0 + MeOH | ||
CH—C - H,C—C—O0—C—NH O
CHs 2R : \
R HN——NH, CH—C
CH, R/ O—CH
5/a,b/ *

H
cC=—=0

AN
EtOH \ DMF + POC \
-
70 - 80°C
N N
H
1 :

BN
C="T—N—NH R
\ _ / CHj
N\ ;N |
o) HN— C——O0——C——CHj
\ || | 6/a.b/

o] CHj

Sema 3.2Yolak B
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YOLAK C

o
H;C——C——0O—C—NH 0
CH—C
CHg / \
R HN——NH,
AN
c—o0
EtOH \ DMF + POC} \
-
70 - 80°C
N N
/1 H
Y
H
C——N—NH R
o of
N\ / |
o] HN—C—O0 C CH,
N | |
H o} CH,

7a

Sema 3.3.Yolak C
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Cizelge 3.volak A Uriinii Bilesikler

Bilesik R
la -H
2a -H
3a -H
4a -H
1b -CHs
2b -CHs;
3b -CHs;
4b -CHs
1c -CH,OH
2c -CH,OH
3c -CH,OH
4c -CH,OH
1d -CH,CH,SCH;
2d -CH,CH,SCH;
3d -CH,CH,SCHs
4d -CH,CH,SCH;
le —
8%
<
2e f@
_E
3e f@
/é@
4e /
H,CO-0C NH,CI
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(@)
- \\QTQ
O
ar WQT@
o} O
HC=N—HN7‘©N‘“—©
4f* \ (o] o)

Iz

Cizelge 3.2Yolak B Uriinii Bilgikler

5a -Ch
6a -CH
5b -CHOH
6b -CHOH

Cizelge 3.3Yolak C Uruni Bilgikler

Ha

—C
/
7a Y\NH

</

Hedef molekullere uklmak icin 6nce ticari olarak temin edilen 1H-indol

molekilintn 3. konumu Vilsmeyer yontemi ile aldéfatine /1/ getirildi.

Yolak A ile 1H-indol-3-karboksaldehitle reaksiyona girecelan amino asit
bilesiklerinin indol halkasina hedef molekdilleri gturacaksekilde takilabilmesi amaciyla
aminoasitler 6ncelikle SOghe MeOH kullanilarak ester hidroklortrlerine détiiitldu

/1a-f/. Amino asitin amin ucunun reaksiyona girmesiniebmék amaciyla benzoil klortr
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ile korundu 2a-f/. Olusan UrUnlerin hidrazit tirevi ofturularak son basarpa hazir hale
getirildi /3a-f/.

Son olarak elde edilen N-benzoil amino asit hidlezl H-indol-3-karboksaldehit

ile reaksiyona sokularak hedef molekiiller elde eflid-f/.

Yolak B ile hedef molekil etmek icin N-t-bitoksikarbonihgno asit esteri halinde
ticari olarak temin edilen biggklerin /5a,b/ hidrazit ttrevleri olgturularak son basamak
icin hazirlandi. Elde edilen N-t-butoksikarbonil i@m asit hidrazitler 1H-indol-3-
karboksaldehit ile reaksiyona sokularak hedef malek elde edidi@a,b/.

Yolak C ile hedef molekll etmek icin N-t-bltoksikarboninmo asit hidraziti
ticari olarak temin edilen bitgk 1H-indol-3-karboksaldehit ile reaksiyona sokuktuu

[7al.

Ilgili tepkimelerin ayrintilari ve analiz gerlendirme sonugclari 4. BULGULAR

kisminda detayli olarak anlatiimaktadir.
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4. BULGULAR

4.1. Balangic Maddesinin Sentezi

4.1.1. H-indol-3-karboksaldehit Sentezi (1)

Iz

11/

1H-indol-3-karboksaldehit /1Vilsmeyer yontemi kullanilarak H-indol molekulinin 3.
konumuna aldehit grubu takilarak elde edgtmi(Shabica ve ark, 1946; James ve Snyder,
1959; Buyukbingdl ve ark, 1994).

Vilsmeyer yontemini ile aldehit sentezini gercekilgnek icin havanin neminden
korunmayi sglayacaksekilde &z1 gaz c¢ikginin sglanmasi icin bir adet enjektogriesi
batiriims rubber septum ile kapatilgbir balon icine 2.88 ml (2.74 g, 0.037 mol) DMF
konarak buz banyosu lzerinde manyetik gtarci yardimi ile magnet vaginda kargmasi
saglanarak yarim saat gotuldu. Sgutulmus DMF iceren balonairinga yardimi ile 0.86
ml POCE damla damla 30 dakika sure icinde katildi. P{i@Vesinden sonra, reaksiyon
15 dakika buz banyosu uzerinde karnldi ve 1.0 g H-indol (8.5 mmol), 1.0 ml (13
mmol, 0.95 g) DMF icerisinde c¢ozulergkinga yardimi ile damla damla yarim saatte
ortama ilave edildi. Bu sure icinde ortam sicaklin 10 derecenin Ustine c¢ikmamasi
sglandi. Olgan viskoz sivinin sicalg 35 °C'ye cikartildi. 1 saat 15 dakika sonunda
olusan sari viskoz pastaya bir miktar kirigrouz eklendi. Bir behere alinan kama Ucte

biri damla damla, geri kalani hizlica 10 ml % 40'NaOH eklendi. Olgan kargimin
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sicaklgl magnet ve magnetik 1sitici yardimiyla kaynama tamka getirildi. Oda
sicaklgina kadar sguyan kargim 1 gece buzdolabinda bekletildikten sonra stizutbol
saf suyla yikandi. Okan c¢okelek kurutulduktan sonra etanolden kristdiiddi. % 82.7
verimle 1.02 g krem rengiH-indol-3-karboksaldehit kristalleri elde edildi. E.196.7°C
(E.n.193-198C, James ve Snyder, 1959)

4.2. Ara Basamak Maddelerinin Sentezleri

4.2.1. Amino Asitlerin Ester Olusturma Tepkimeleri /1a-f/

Bu basamakta 10 ml (7.91 g; 0.247 mol) metanokigdrir balonun gzina rubber-septum
gecirilerek 10 — 15 dakika buz banyosundgusoldu. HCI ¢iksini s&lamak igin rubber-
septumuna 1 adet enjekt@nesi batirildi. Bgka bir enjektor aractyla 2.54 ml (4.17 g;
0.035 mol) tiyonil klorir (SOG) damla damla 15 dakika sirede metanol Gzerinendkle
Tam tiyonil klorir bgaltildiktan sonra reaksiyon kamni 10 -15 dakika daha buz
banyosunda bekletildi. Bu stire sonundaskara 0.01 mol amino asit eklendi ve rubber-
septum yerine kalsiyum klorur (Cafttpu takildi. Reaksiyon karmi hizli bir sekilde
karistirilarak 24 saat oda sicakinda tutuldu. Bu sire sonunda solvanlar rotavaporda
ucuruldu. Tiyonil klorGriin tamamen ortamdan uzsgkidmasi icin 3 kez 5’er ml metanol

eklenerek ucurmaliemi tekrarlandi (Chamber ve Carpenter, 1995; Sireesrk, 1997).

4.2.1.1. Glisin metil ester hidroklorir Sentezi /1A

U N o
Cl H3
/
CH—C
/ \
H O—CH;,

Bolum 4.2.1de tanimlanan yontemle, 20 ml (15.82 g; 0.494 )mwmietanol buz
banyosunda gwitularak Gzerine 5.08 ml (8.33 g; 0.07 mol) tiyoilorir eklendi.
Reaksiyon kagimina 1.50 g (0.02mol) glisin ilavesiyle, 24 saahwnda % 97.7 verimle
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2.45 g (0.019 mol) beyaz glisin metil ester hidovkl kristalleri elde edildi. (Erime
noktasi: 174.6-175.«C) (173-1753C, Mancilla ve ark., 2001)

Kiitle m/z (ESI)+ : 131 (M+6, %100),

|Default file i ) o ) T
|SC-15 79 (2.638) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+ |
1 100 ~131.02 4.2307|
‘ 1
1
| \
‘ ‘
‘ |
|
|
| ﬁ |
| ‘ |
‘ |
| |
| |
|
\
| ‘
| |
‘ \
%
‘ \
\ |
| | |
[ |
| {
L |
-
[
[ 5
I
{
i
[
I

I
1

| l 227.43 27922  395.24
o ;

T ‘5‘\1‘7‘"56 666.76  783.28 927.08 1087.12 1238.21 1414.56

00 200 300 400 _ 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 _ 1300 . 1400

Spektrum 1Bilesik 1a’nin kiitle spektrumu

'H NMR & ppm (de-DMSO+D,0):3.75 (2H, d, CH), 3.94 (3H, s, OCH), 8.60 (3H, s
NH)

sC-15 273012007

archive directory: /export/home/vnmrl/vomrsys/data
Sample directory: SC-15_273u12007
File: PROTON

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: DMSO
Ambient temperature
Mercury-400B8 “mercury400"

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.992 sec

width 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE ~ H1, 400.1759761 iz
DATA PROCESSING

FT size 32768

fotal time 0 min, 25 sec

Spektrum 2Bilesik 1a’nin*H NMR spektrumu
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4.2.1.2 L-alanin metil ester hidroklorir Sentezi /b/

=) ®
Cl H3N //O
CH—C
H3C O_CH3

Bolum 4.2.2de ayrintili olarak verileryekilde, 20 ml (15.82 g; 0.494 mol) metanol buz
banyosunda gwitularak Gzerine 5.08 ml (8.33 g; 0.07 mol) tiyoillorir eklendi.
Reaksiyon kagimina 1.78 g (0.02mol) L-alanin ilavesiyle, 24 saainunda % 96.2
verimle 2.68 g (0.019 mol) beyaz L-alanin metileestidroklorir kristalleri elde edildi.
(Erime noktasi: 10&C) (Lit. 109-111°C, Mancilla ve ark, 2002)

Kitle m/z (ESI)+ : 145 (M+6, %100)

Default file . ‘
|SC-10 79 (2.638) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1; Scan ES+
| 100,

145.23 9.1787‘

I |
1,\

e |

‘ | ‘
4 | |
1

| 146.26 |
| ‘ I 207.42 ‘
. A7 ‘
HJ 14718 1673717208 121 19153 | 20834 2292523538243 11 257.2877" 1 279.63 28959 ‘

‘ o) ‘ 1 U bt g et e bt A o o e B et i el e MYZ

T t pitrre e [ARRERARAS SRR KASRA T |
140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290

Spektrum 3 Bilesik 1b’nin kitle spektrumu
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'H NMR & ppm (ds-DMSO+D,0):1.40 (3H, d, Ch), 3.65 (3H, s, OCH, 4.0 (1H, m,
CH), 8.70 (3H, s NH)

Solvent: DMSO
ambient temperature
Mercury-400BB “"mercury400"

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.992 sec

Width 6402.0 Hz

8 repetitions

)BSERVE H1, 400.1759761 MH=z
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min, 25 sec

13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 -0 -1 ppn

Spektrum 4 Bilesik 1b’nin *H NMR spektrumu

4.2.1.3 D-serin metil ester hidroklorir Sentezi /1lc

F: HI\(-ID O
Cl Rs
4
CH—C
/ 0\
HO_CH2 O_CH3

Bolum 4.2.1de tanimlanan yontemle, 10 ml (7.9 g; 0.247 nmétanol buz banyosunda
sqgutularak Uzerine 2.54 ml (4.17 g; 0.004 mol) tiyoklorir eklendi. Reaksiyon
karisimina 1.05 g (0.01mol) D-serin ilavesiyle, 24 ssahunda % 92.3 verimle 1.44 g
(9.23 x 10° mol) beyaz D-serin metil ester hidrokloriir krigtal elde edildi. (E.n: 156
°C’de kararmaya ktadi, 161°C’de eridi.) (Lit. 161 — 162C, Gu ve ark, 2007)
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Kitle m/z (ESI)+ : 119 (M-Cl, %100), 161 (M+6)

[Default file
/SC-6 77 (2.571) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
| 119.83 1.34et
1004
" \
‘
|
1 ‘ 1161.19
e
‘ ‘
|| | [162:24 13.16
N | | | 3aze4 401.33 51036 47566 779.29 873.90 1017.92 1131.351228.83 0 1496.15
SBRRE bt " Ty - U T T T T f
‘ 100 200 | 300 400 | 500 800 700 800 900 1000 = 1100 1200 1300 1400

Spektrum 5Bilesik 1¢’nin kitle spektrumu

'H NMR & ppm (de-DMSO+D,0):3.70 (3H, s, OCh), 3.80 (2H, s, Ch), 4.05 (1H, t,
CH), 5.62 (1H, s, OH), 8.61 (3H, s NH)

S$C-6_31May2007

Archive directory: /export/home/vmmrl/vomrsys/data
sample directory: SC-6_31May2007
File: PROTON

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: DMSO
Ambient temperature
Mercury-400BB “mercury400"

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acqg. time 1.992 sec

Width 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE  H1, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING
FT size 32768
Total time 0 min, 25 sec

. U

L B L B B B B By

L [ B B B

13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 -0 -1  ppm

Spektrum 6 Bilesik 1c'nin *H NMR spektrumu
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4.2.1.4 L-metiyonin metil ester hidroklorir Sentezi(1d)

Ha o)
g\ //

HsC CH—C

/

S—HZC_CHZ O_CH3

BAlum 4.2.7de tanimlanan yontemle, 10 ml (7.9 g; 0.247 nmétanol buz banyosunda
sqgutularak Uzerine 2.54 ml (4.17 g; 0.004 mol) tiyoklorir eklendi. Reaksiyon
karisimina 1.49 g (0.01mol) L-metiyonin ilavesiyle, 2t sonunda % 99.6 verimle 1.99 g
(9.96 x 10° mol) sarlya calan beyaz bir kati olan L-metiyonmiatil ester hidrokloriir elde
edildi. (Erime noktasi: 147 — 148@) (Lit.150-151°C, Mancilla ve ark, 2001)

Kiitle m/z (ESI)+ : 164 (M-Cl, % 100), 205 (M+6),

[Default file
IMeb1 142 (2.380) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
164.10

1.29e8
]1001 I

178.20

20543
179.26 l 207.15 527.20
T T T T

391.31 42588
o bonelh h e 2 i
140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 _ 420

Spektrum 7 Bilesik 1d’'nin kitle spektrumu
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'H NMR & ppm (ds-DMSO+D,0):2.00 (3H, s, S-Ch), 2.42-2.50 (2H, m, S-CH| 2.55-
2.65 (1H, m, CH Tek proton), 3.40 (1H, s, GHrek proton), 3.64 (1H, m, CH), 3.75 (3H,
d, OCH), 9.00 (3H, brs NH)

/home /vnmrl/vomrsys/data

| A e e B [ B (. L s A L L S B B S

13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 -0 -1 ppm

Spektrum 8Bilesik 1d’nin *H NMR spektrumu

4.2.1.5 L-triptofan metil ester hidroklorur Sentezi(1e)

o)
VO
Ha <l C CH
NG T 3
CH \o/

CH,

HN

Bolum 4.2.1de ayrintisi verilen sekilde, 10 ml (7.9 g; 0.2470l) metanol buz
banyosunda gmtularak Uzerine 2.54 ml (4.16 g; 0.004 mol) tiyokiorir eklendi.
Reaksiyon kastmina 2.04 g (0.01mol) L-triptofan ilavesiyle, 2da$ sonunda % 99.7
verimle 2.54 g (9.97 x I®mol) beyaz L-triptofan metil ester hidrokloriir @i elde
edildi. (Erime Noktasi: 215.6 — 216) (Lit.217 - 219C, Mancilla ve ark, 2001)
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Kitle m/z (ESI)+ :202[M-(Cl + NHs), % 100], 219 (M-Cl),

Default file '
Trp-1 157 (2.617) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
202.18 9.4867
100
219.31
%,
24129
7
160.25 260.25
| | /
okl Jd 4 [, 34402 4375245042 513,94 570.40622.97 724.9377568796.08 913,57 971.80
T T T f A for T T T T T T T T 1 m
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 |

Spektrum 9 Bilesik 1e’nin kitle spektrumu

'H NMR & ppm (de-DMSO+D,0): 3.26 (2H, m, , Ch) , 3.62 (3H, s, OCH), 4.20 (1H, t,
CH), 7.05-7.50 (4H, m, Ar-H), 8.90 (1H, s, NH),.1Z (1H, s, NH-ind),

TRP-1_30May2009

Archive directory: /export/home/vnamrl/vnmrsys/data
Sample directory: TRP-1_30May2009
File: PROTON

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: DMSO
Ambient temperature
Mercury-400BB "mercury400"

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.992 sec

width 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE ~ H1, 400.1759647 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min, 25 sec

13 12 11 10 9 8

Spektrum 108Bilesik 1e’nin*H NMR spektrumu
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4.2.1.6 L-prolin metil ester hidroklorir Sentezi (1)

o
® Cl
H, .
N

H,C™ \ //

| /CH—C

H,C

¢ O——CH;
H,

Bolum 4.2.1de tanimlanan yontemle, 10 ml (7.92 g; 0.247 moétanol buz banyosunda
sqgutularak Uzerine 2.54 ml (4.16 g; 0.004 mol) tiyoklorir eklendi. Reaksiyon
karisimina 1.15 g (0.01mol) L-prolin ilavesiyle, 24 saainunda % 97.3 verimle 1.61 g
(9.73 x 10° mol) acik yeil ve ¢ok viskoz sivi olan olan L-prolin metil esteidroklortr
elde edildi. (Trotter ve ark, 2005)

Kutle m/z (ESI)+ :129(M-Cl +, % 100

Default file
Pro-1 163 (2.733) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
129.85 1.34e8
100 ‘
%! 1130.93
131.19
171.18
131.71 259.37 295.41
[172.25 260.57 | 297.37
Lol ‘{, 25 21112 ‘( L [( 39958 3728740535 45050 592,45 55610 eess
T T T T T T T T T ¥ T T T T T T T T T T
150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650

Spektrum 11Bilesik 1f'nin kitle spektrumu

77



'H NMR & ppm (ds-DMSO+D,0): 1.79-2.48 (6H, m, (Ch)s , 3.71 (3H, s, OCH}, 4.30
(1H, t, CH), 9.23 (1H, s, NH),

13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 -0 -1 ppm

Spektrum 12Bilesik 1fnin *H NMR spektrumu

4.2.2. Amino Asit Esterlerine NH tzerinden KoruyucuGrup Takilmasi

0.005 mol amino asit metil ester hidroklortr 9.5 (@5 g; 0.525 mol) saf suyun icinde
cOzillerek Gzerine 0.7 ml (0.85 g; 0.006 mol) benkloirtrin 18.55 ml (27.3 g; 0.23 mol)
kloroform icindeki ¢ozeltisi eklendiki fazli karsim hizli bir sekilde kastirildi. Karisima
ortam bazik olana kadar kucik miktarlar halinde &4 eklendi. Balonun gzi CaC}
tupuyle kapatildi. 5-6 saat sonunda reaksiyonsikama ortam notr olana kadar damla
damla % 5’lik HCI eklendi. Reaksiyon keumi ayirma hunisine alinarak altta kalan
kloroform fazi ayrildi. Su fazi 5 kez 7 — 8 ml kibormla ekstrakte edildi. Ayrilan
kloroform fazina 1-2 spatll susuz J$8, eklendi. NaSO, karisimi stzuldd. Kloroform
rotavaporda ucuruldu. Kalan madde kanmm uygun etilasetat —hekzan ve etilasetat-
diklorometan solvan sistemleri kullanilarak siliéhjkolonundan gecirmek suretiyle
saflastirildi (Wharton ve ark, 1974; Stizen ve ark, 1997).
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4.2.2.1. N-Benzoil-glisin metil ester Sentezi (2a)

0
u———-Nq A;)
CH—C
/ N\
H O—CHj

1.26 g (0.01 mol) glisin metil ester hidroklorirLi&.9 ml (1.05 mol) saf sudaki ¢dzeltisine,
1.4 ml (1.69 g; 0.012 mol) benzoil klortrin 37.1 (3.6 g; 0.46 mol) kloroform icindeki
cOzeltisi eklenerek ve kolon solvani olarak 4:1 zsek/ etil asetat kullanilaraRolim
4.2.2de ayrintil bicimde verilen yéntemle, % 45.4 vele 0.88 g (4.54 x I®mol) beyaz
N-benzoil glisin metil ester kristalleri elde edil{Erime Noktasi: 119,7C)

Kiitle m/z (ESI)+ :194 (M+1 , % 100), 193 (M), 216 (M+Na)

C-17 480 (4.800) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
194‘27 5.32e7

|
!
\
\
|

193.90
N

%
n
i
i
i

1
|
!
|
1
|
1
|
|
|
% \
|
|
}
i
|
|
1
|
|
|

105.31 216.47
162.26 195.20

215.88

N

257.43
11464 159.32 16302 23523 25679
123.91 3.0216540 || 211.21 25382 J258.18 288.09
DRI T - Ju, | e R . Ll i 12973731130/3172L34234 3577(9351}28

0Ll
| 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350

Spektrum 13Bilesik 2a’nin kitle spektrumu
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'H NMR & ppm (CDCl5):3.74 (3H, s, OCH), 4.21 (2H, d, Ch), 7.06 (1H, s, NH), 7.30-
7.80 (5H, m, Ar-H)

LB B L e s e et B B L B L B L B L L L
13 12 11 1o 9 8 7 6 5 4 3 2 1 -0 -1 ppm

Spektrum 14Bilesik 2a'nin*H NMR spektrumu

4.2.2.2. N-Benzoil-L-alanin metil ester Sentezi /2b

ﬁ
C——NH O
\ 7
CH—C
\
H3C O_CH3

1.39 g (0.01 mol) L-alanin metil ester hidrokloriirid8.9 ml (1.05 mol) saf sudaki
cOzeltisine, 1.4 ml (1.69 g; 0.012 mol) benzoil rkildin 37.1 ml (54.6 g ; 0.457 mol)
kloroform igindeki ¢ozeltisi eklenerek ve kolon ahi olarak 5:1 hekzan / etil asetat
kullanilarak Bolum 4.2.2de ayrintili bicimde verilen yontemle, % 26.2 wvele 0.54 g
(2.615 x 10° mol) cok viskoz bir sivi olan N-benzoil-L-alaniretil ester elde edildi.
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Kitle m/z (ESI)+ :208 (M+1 , % 100), 230 (M+Na)

— - S 1
SC-12 488 (4.880) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+ |
100, 20828 1.23e8

176.19
%4
175.90
104.82
23020
105.58 148.24
209.32
177.28 271.12

10645 5, 4, 14954 177.48 21030 [P 272.18

0l AN N J20038l )(,24?'20 [ 20034 30931 3196134353 %67:08 3BTAZ 4, 59 m/z
‘ o] > : | e

100 150 200 250 300 350 400

Spektrum 15Bilesik 2b’nin kitle spektrumu

'H NMR & ppm (CDCl3):1.53 (3H, d, CH), 3.80 (3H, s, OCH), 4.81 (1H, m, CH), 6.80
(1H, s, NH), 7.41- 7.80 (5H, m, Ar-H)

ory: /export/home/vamrl/vomrsys/dat
12 123012007

LI B e B 1
13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 -0 -1 ppm

Spektrum 16Bilesik 2b'nin *H NMR spektrumu
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4.2.2.3. N-Benzoil-D-serin metil ester Sentezi /2c/

ﬁ
C——NH @]
\ /
CH—C
/
HO——CH, O—CHj

0.78 g (5 mmol) D-serin metil ester hidroklortrird 9nl (9.5 g; 0.525 mol) saf sudaki
cOzeltisine 0.7 ml (0.85 g; 6 mmol) benzoil klordrd8.55 ml (27.3 g; 0.223 mol)
kloroform icindeki ¢cozeltisi eklenerek ve kolonsahi olarak 1:1 diklorometan / etil asetat
kullanilarak Bolum 4.2.2de tanimlanan yontemle, % 45.6 verimle 0.51 g Z2n8mol)
beyaz bir kati olan N-benzoil-D-serin metil estlteeedildi. (Erime noktasi: 78 -79°F)
(Lit. 75-77°C, Gu ve ark, 2007)

Kiitle m/z (ESI)+ :246 (M+Na, % 100), 224 (M+1)

Default file
SC-8 281 (4.700) Cn (Cen,2, 80.00, H) 1: Scan ES+
1004 246.29 1.34e8
%,
|
1
|
224.34 247.28 287.47
| 247,51
tos0s 19223 20628 |29592 ||l248.22 288.36 soast
. s I _304. )
1 b " " gttty Pttty T T ey T T "
140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 ' 360 380 400 420 |

Spektrum 17Bilesik 2¢’nin kitle spektrumu
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'H NMR & ppm (de-DMSO+D,0): 3.65 (3H, s, OCH), 3.80 (2H, t, Ch) 4.53 (1H, m,
CH), 5.06 (1H,t, OH), 7.46- 7.88 (5H, m, Ar-H), 8(8H, d, NH)

L L B I e e e e B B e e
13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 -0 -1 1

Spektrum 18Bilesik 2¢'nin *H NMR spektrumu

4.2.2.4. N-Benzoil-L-metiyonin metil ester Sentez2d/

H,C—O
N
c—o
/
HN—CH S——CH,
C/ I—>C—CH2
\\o

1 g (5 mmol) L-metiyonin metil ester hidroklorir@®5 ml (9.5 g; 0.525 mol) saf sudaki
cOzeltisine 0.7 ml (0.85 g; 6 mmol) benzoil klormird8.55 ml (27.3 g; 0.223 mol)
kloroform icindeki c¢ozeltisi eklenerek ve kolon gahi olarak 2:1 hekzan / etil asetat

kullanilarak B6lum 4.2.2de tanimlanan yontemle, % 41.7 verimle 0.56 g &3.0nmol)
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beyaz bir kati olan N-benzoil-L-metiyonin metil @selde edildi. (Erime noktasi: 8C)
(Meddour ve ark, 1997)

Kiitle m/z (ESI)+ :290 (M+Na, % 100), 268 (M+1)

Default file
Met-2 248 (4.151) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
100 290.34 1.07e8
331.38 |
%‘\ t
|
|
7 |
268.35 |
\ 291.31 \
N 1291.48 332.38 N
\ 20830, 23625 ~ Ve |
\ >£220.28 | 236.59 | 292.40 1
P 333.39
121.96 237.4 ) p
‘ / 160.11  206.95 | 37.41 \) 306.31 358.33 421.02434.36 533.10
L o] r o S T N ”% e L T —— S - 47.9'11 ] — miz
125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525

Spektrum 19Bilesik 2d’nin kitle spektrumu

'H NMR & ppm (dg-DMSO+D;0): 2.06 (3H, s, S-ChJ, 2.07 (2H, m, S-CbJ; 2.58 (3H,
m, CHb), 3.66 (3H, s, OCH, 4.60 (1H, m, CH), 7.48- 7.88 (5H, m, Ar-H), 8(58l, d,
NH)

Spektrum 20Bilesik 2d'nin *H NMR spektrumu
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4.2.2.5. N-Benzoil-L-triptofan metil ester Sentezi2e/

I
ﬁ O\|C/O / NH
C\ H/CH .
Hz

1.28 g (5 mmol) L-triptofan metil ester hidroklotiir 9.5 ml (9.5 g; 0.525 mol) saf sudaki
cOzeltisine 0.7 ml (0.85 g; 6 mmol) benzoil klormird8.55 ml (27.3 g; 0.223 mol)

kloroform icindeki c¢ozeltisi eklenerek ve kolon wahi olarak 1:3 hekzan / etil asetat

kullanilarak Bolum 4.2.2de ayrintili bicimde verilen yontemle, % 47.6 wvele 0.77 g

(2.382 mmol) sari ve viskoz bir sivi olan N-bendstriptofan metil ester elde edildi. (Gu

ve ark, 2007)

Kiitle m/z (ESI)+ :345 (M+Na, % 100), 323 (M+1)

—— e

Default file ;
TRP-2 291 (4.877) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1. Scan ES+
100- 345.36 1.30e8

386.45
386.25

346.36

| |
1

387.41
361.36

|

|
121.83 | 20188 403.34 473.81 503.53
( 14490  201.89 21352 | (1305‘39#& 413.34 00 489.24 55

0Ly aafiy . . : . . i L‘—,-JMM»T*L-Hriel%f»—ﬁm—f—m TSR EREVEN W (- Y 4
| 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525

1

Spektrum 21Bilesik 2e’nin kitle spektrumu
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'H NMR & ppm (de-DMSO+D,0): 2.50-3.26 (2H, m, C}), 3.63 (3H, s, OCH), 4.70
(1H, m, CH), 7.05- 7.83 (10H, m, Ar-H), 8.82 (1¢4,NH), 10.86 (1H,d, NH-ind.)

Spektrum 22Bilesik 2e’nin*H NMR spektrumu

4.2.2.6. N-Benzoil-L-prolin metil ester Sentezi /2f

0 o)
7N
\ /o
N—cH
HoC \CH2
AN ﬁ/

CHj

0.83 g (5 mmol) L-prolin metil ester hidrokloriri@5 ml (9.5 g; 0.525 mol) saf sudaki
cOzeltisine 0.7 ml (0.85 g; 6 mmol) benzoil klorard8.55 ml (27.3 g; 0.223 mol)
kloroform icindeki c¢ozeltisi eklenerek ve kolon wahi olarak 3:1 hekzan / etil asetat
kullanilarak Boélim 4.2.2de tanimlanan yontemle, % 68.9 verimle 0.81 g43.4nmol)
beyaz N-benzoil-L-prolin metil ester kristallerdel edildi. (Erime noktasi: 89.2 — 90@)
(Lit. 89-91°C, Li ve ark, 2000 )
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Kitle m/z (ESI)+ :234 (M+1, % 100), 256 (M+Na, % 100)

Default file o S
PRO-2 135 (4.522) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
234.41 256.43 297.49 1.34e8
100
ol 257.45
235.55
e
|298.56
17422 o0 o
272.56
370.14
203.35 236.42] 275.44
87 aaqq OS2 314.35324.48 | 37054
v (‘ 2757 || L‘ L7 k L,,,371.o739237 432.33 44035
v ey D - e - e S S miz
160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460

Spektrum 23Bilesik 2f'nin kitle spektrumu

'H NMR & ppm (ds-DMSO+D,0): 1.86 (4H, m, CH CH,), 3.50 (2H, m, ChN), 3.68
(3H, s, OCH), 4.49 (1H, m, CH), 7.22 -7.54 (5H, m, Ar-H),

PRO-2_30May2009 !
Archive directory: /export/home/vamrl/vnmrsys/data

sample directory: PRO-2_30May2009
File: PROTON

Pulse Sequence: s2pul
Solvent: DMSO
Ambient temperature

Mercury-400BB "mercury400"

Relax. delay 1.000 sec
Pulse £5.0 degrees
Acq. time 1.992 sec
width 6402.0 Hz
8 repetitions
OBSERVE ~ H1, 400.1759643 Iz
DATA PROCESSING
FT size 32768
Total time 0 min, 25 sec

T

- AJJ W oo JL_W vi)\l/\_\_}l ) !

13 12 11 3 2 1 -0

Spektrum 24Bilesik 2fnin *H NMR spektrumu
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4.2.3. NH-korumali Amino Asit Esterlerinin Hidrazid lerinin Sentezleri

Bu basamakta 5 mmol N-benzoil amino asit metilrastigzerine 3 ml (2.37 g; 0.074 mol)
metanol ve 0.31 ml (0.32 g; 0.01 mol) hidrazin htdeklendi. Olgan kargim geri
sogutucu altinda 3-4 saat reaksiyon verdikten sontaveporda solvan ucuruldu. Qan

driin son basamakta kullaniimak tzere toplandi (kKagi{aymakc¢iglu ve ark, 2006).

4.2.3.1. N-Benzoil glisin Hidrazid Sentezi /3a/

I
C—NH O
\ /
CH—C
/ N\
H HN—NH,

0.97 g (5 mmol) N-benzoil glisin metil esterin Uiner3 ml (2.37 g; 0.074 mol) metanol ve
0.31 ml (0.32 g; 0.01 mol) hidrazin hidrat eklen8idlim 4.2.3te ayrintili olarak verilen

yontemle, % 75.5 verimle 0.73 g (3.77 mmol) baj tdkelek olan N-benzoil glisin
hidrazid elde edildi. (Erime noktasi: 1%437)

Kitle m/z (ESI)+ : 192 (M-1, % 100), 193 (M)

refault file

|

SC-18 120 (4.034) Cn (Cen,2, 80.00, H) 2: Scan ES- |
‘ 100 @O e e 1,22e7‘

| |
1
. |
| | |
o |
| :
- i
| |
| ;
L% |
. |
\, 1 \
} i
| \ ‘ 228.35
. | |
‘ “ [193.41 ‘
“ ‘ ‘( ‘ 238.42 \
| 1 ‘ “ [ 238.63 ‘
| 19078 ‘194 2 \h (23932 28922 32694 35521 39291 422,67 435.48 49410 539 40 561.02 ‘
1 PRI YT TS T IPARA ] sy Mt L i A i\ Ll Ll \ !‘,‘ } . - bt myz
| azs Y50" 175 200 235 250 275 800 335 350 375 400 455 abo avs s00 s55 550

Spektrum 25Bilesik 3a’nin kitle spektrumu
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'H NMR & ppm (de-DMSO+D,0): 3.82 (2H, d, Ch), 3.50(2H, s, Nk), 7.46-7.92 (5H,
m, Ar-H), 8.74 (1H, s, NH), 9.16 (1H, s, NH)

: /export/home/vnnrl/vimrsys/data
2Aug20

L B B B B B B LA S T
13 12 11 10 9 8 7 6 5

Spektrum 26Bilesik 3a'nin*H NMR spektrumu

4.2.3.2. N-Benzoil-L-alanin Hidrazid Sentezi /3b/

I
C——NH (@)
\ /
CH—C
/ \
HsC HN—NH,

1.04 g (5 mmol) N-benzoil-L-alanin metil esterineiime 3 ml (2.37 g; 0.074 mol) metanol
ve 0.31 ml (0.32 g; 0.01 mol) hidrazin hidrat ekleo6lim 4.2.3te tanimlanan yontemle,

% 95.6 verimle 0.99 g (4.78 mmol) beyaz bir ¢coketdan N-benzoil-L-alanin hidrazid
elde edildi. (Erime noktasi: 138)
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Kitle m/z (ESI)+ 206 (|v| -1, % 100) 207 (M)

[Default file |
/SC-13 121 (4.068) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 2: Scan ES- |
206.32 4.2066)|
100 , i
|
| [
! 206.57
\
|
\
| !
| \
{
1 |
. |
‘ | |
\ | 1
% ‘
‘ |
| \
’ | 24262 }
| \ 242.33 ‘
N ‘
| f |
| | 24213 |
| {207.30 : ‘
* " 244 .34 ‘
‘ 135.05 I ‘/ ‘
| 13471 19087 | 22078 T252'41 347.10 :
| N | 15277 19671 || 22025 J 1 289.08 307.35 |
| i i | | | . \ | . . |
2 m Il 15507 \ [ | \ 281.39. 7 282 357.10 387.19
'M “ L ‘ | 27432 1] | Lo ‘
,MU,‘U ol it ‘Mum ‘Llw ot MMA ul. U\ bl AN I‘ TR \‘w m ittt gL mH\hJ‘ sl ‘,L,u“ sl U,\w.ﬂ. MmN Lesdadi ) myz |

7120 " 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380

Spektrum 27Bilesik 3b’nin kitle spektrumu

'H NMR & ppm (de-DMSO+D,0): 1.32 (3H, d, Ch), 4.05 (2H, m, NH), 4.56 (1H, m,
CH), 7.44-7.80 (5H, m, Ar-H), 8.51 (1H, s, NH), 0.¢LH, s, NH)

SC-13% 177012007

arch

directory: /ewport/home/vamrl/vamrsys/data
sample directory: SC-13_17Jul2007
File: PROTON

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: DMSO
Ambient temperature
Mercury-40088 "mercury400"

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.992 sec

width 6402.0 Hz

8 repetitions
OBSERVE ~ H1, 400.1759643 MHz
DATA PROCESSING
FT size 32768
Total time 0 min, 25 sec

g
[ 1 A VAN I

L e B B s e B S

13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 -0 -1

Spektrum 28Bilesik 3b’nin *H NMR spektrumu
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4.2.3.3. N-Benzoil-D-serin Hidrazid Sentezi /3c/

0
H—NQ //o
CH—C
/ \

HO——CH,  HN—NH,

1.12 g (5 mmol) N-benzoil-D-serin metil esterin time 3 ml (2.37 g; 0.074 mol) metanol
ve 0.31 ml (0.32 g; 0.01 mol) hidrazin hidrat eklerBolim 4.2.3te ayrintili olarak
verilen yontemle, % 92.4 verimle 1.03 g (4.62 mmb8yaz bir ¢cokelek olan N-benzoil-D-
serin hidrazid elde edildi. (Erime noktasi: 72§

Kitle m/z (ESI)+ : 192 (M-CHOH, % 100), 224 (M+1)

SC-9 328 (3.280) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
100, 2.15e7
22428
%_

246.27
245.97

193.33
v

246.58 287;835 20
275.90 ‘ 317 02 338 28 362.08 382h 00

0 \ . L\!A icabu o o e g b s | Lol m/z
100 150 200 250 300 350 400 450

417.25
\ 431 12 449 50
uy |

Spektrum 29Bilesik 3c’'nin kitle spektrumu
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'H NMR & ppm (de-DMSO+D,0): 3.73 (2H, t, CH), 4.29 (2H, s, Nk), 4.52 (1H, m,
CH), 5.00 (1H, t, OH), 7.52-7.96 (5H, m, Ar-H), 8.8LH, d, NH), 9.24 (1H, s, NH)

§C-9_18Jun2007

Archive directory: /export/home/vmmrl/vinrsys/data
sample directory: SC-9_18Jun2007
File: PROTON

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: DMSO
Ambient temperature
Mexrcur: y-400BB  "mercuzry400"

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.952 sec

Width 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE  H1, 400.1759761 Miz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min, 25 sec

|‘V\\l\l\]‘\\l\‘\f'\\Ill“l\\w‘\\\l‘\yv‘l\l}‘ll\\\\\VI\(IV[I\I]‘II\KII\\\
13 12 11 10 9 8 7 6 5 e 3 2 1 -0 -1 ppm

Spektrum 30Bilesik 3c¢'nin *H NMR spektrum

IR Spektrumu (KBr Disk) cm™: 3289-3246 (C-N gerilme bandi), 1640 (N-iilme
bandr)

100 oo ——
80 |-
Ty,
h
\
\
60 -
%T

40 |-
20
Q@ Leadal Ll S R
4000 3800 3600 3400 3201

Spektrum 31Bilesik 3c’'nin IR spektrum
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4.2.3.4. N-Benzoil-L-metiyonin Hidrazid Sentezi /36

H,N——NH
c—o0
HN—CH S——CHj
c/ H,C——CH,

\\o

1.34 g (5 mmol) N-benzoil-L-metiyonin metil estefirzerine 3 ml (2.37 g; 0.074 mol)
metanol ve 0.31 ml (0.32 g; 0.01 mol) hidrazin hideklendi.Bolum 4.2.3te ayrintili
tanimlanan yontemle, % 77.4 verimle 1.03 g (3.87aMmbeyaz N-benzoil-L-metiyonin
hidrazid kristalleri elde edildi. (Erime noktas#6°C)

Kiitle m/z (ESI)+ : 236 (M-NH N, % 100), 224 (M+1), 290 (M+Na)

Default file -
Met-3 233 (3.905) Cn (Cen 2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+ |
236.30 8.54e7
1001 \
|
\
%<=
290.36
208.34
|
1 237.24
268.37 33144 -
\ ‘ ‘ 331.1
160.16 238.35
159'651160 76 ;e 239.32 | ‘/2;1‘2’7 33249 45827 |
14281 1160. ( 239.3 13 6.50 -27 383.90 420.91 515.75
0-x LL “2"8‘ ‘F bl ‘ M " 4t ‘LA 4 . 4 ILI... - " ‘1. ﬁ - / . Y L ‘/428"25469'36494:{12 - m/z ‘

1 1 T T
125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 |

Spektrum 32Bilesik 3d’nin kitle spektrumu
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'H NMR & ppm (de-DMSO+D,0): 1.98-2.51 (4H, m, CHCH,), 2.05 (3H, s, S-Ch),
4.08 (2H, s, NH), 4.50 (1H, m, CH), 7.48-7.89 (5H, m, Ar-H), 8.8, d, NH), 9.26 (1H,
s, NH)

Spektrum 33Bilesik 3d’nin *H NMR spektrumu

4.2.3.5. N-Benzoil-L-triptofan Hidrazid Sentezi /3¢
NH,

HN O
O \c/ NH

| | /
C\ N/CH\C
H H,

1.61 g (5 mmol) N-benzoil-L-triptofan metil esteriizerine 3 ml (2.37 g; 0.074 mol)
metanol ve 0.31 ml (0.32 g; 0.01 mol) hidrazin hideklendi.Bolum 4.2.3te ayrintili
olarak verilen yontemle, % 81.6 verimle 1.32 g $Bmol) krem rengi bir ¢okelek olan
N-benzoil- L-triptofan hidrazid elde edildi. (Erimeoktasi :140°C'de yanma, 197.7 —
199.1°C’de erime gercekigi.)
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Kiitle m/z (ESI)+ : 345 (M+Na, % 100), 323 (M+1),

|Default file S 1
TRP-3 285 (4.773) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
100 345.48 4.70e6
" 386.32
| 3/88.54
%ot
i
|
386.09
185.41 297 14 2803229141 43| 36132 |ss755
136.00 i
IS 403.08
Al | J [ 428,55 4493845721
| ﬁ ”\ M | ' ‘
1 i | Wb 411
0 . ! L AL N MMLU m ““MU . L & b /2
140 1 0__280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 |

Spektrum 34Bilesik 3e’nin kitle spektrumu

'H NMR & ppm (de-DMSO+D,0): 1.74-2.50 (2H, m, C}), 3.15 (2H, m, NH), 4.70 (1H,
m, CH), 7.80-7.90 (10H, m, Ar-H), 8.56 (1H, d, NK9)41 (1H, s, NH), 10.81 (1H,s, NH-
ind.)

TRP-3_30May2009

Archive directory: /esport/home/vnmrl/vomrsys/data
sample directory: TRP-3_30May2009
File: PROTON

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: DMSO
Ambient temperature
Mercury-400BB "mercury400*

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acg. time 1.992 sec

Width 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE K1, 400.1759666 Mz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min, 25 sec

13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 -0 -1 ppm

Spektrum 35Bilesik 3e’nin*H NMR spektrumu
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4.2.3.6 N-Benzoil-L-prolin Hidrazid Sentezi /3f/

// O\\ /NHz
/ N

1.17 g (5 mmol) N-benzoil-L-prolin metil esteringrme 3 ml (2.37 g; 0.074 mol) metanol
ve 0.31 ml (0.32 g; 0.01 mol) hidrazin hidrat eklerBolim 4.2.3te ayrintili olarak
verilen yontemle, % 95.1 verimle 1.11 g (4.08 mmgdgimsi N-benzoil- L- prolin
hidrazid elde edildi.

Kitle m/iz (ESI)+ : 202 (M-NHNH,, %100), 256 (M+Na), 234 (M+1),

Pefault file o - 1
PRO-3 266 (4.459) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) ' 1: Scan ES+
| 256.33 ‘ 2.35e7
mw 202.25 B .
202.48 . oo
202.02) -
’~ 174.18
D/D
297.50
297.29
121.73
121.90
o [os746
e 203.34 ., o.12
Il ' 234.0 - M\é’ 208.58
122.72 27242 g
‘ 137.02 216.84 : 314.38 342,33
h 24563 391.51398.46  433.36 47248
0 A bbdalaglly LIHH“.“Iu J mh bbbt sl /7
120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 N

Spektrum 36Bilesik 3f'nin kitle spektrumu
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'H NMR & ppm (dg-DMSO+D,0): 1.74 (4H, m, ChCHy), 2.17-3.40 (2H, m, C}), 3.57
(2H, m, NHb), 4.41 (1H, t, CH), 7.32-7.56 (5H, m, Ar-H), 7.68H, m, NH),

PRO-3_07May2009

Archive directory: /export/home/vnmrl/vomrsys/data
sample directory: PRO-3_07May2009
File: PROTON

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: DMSO
Ambient temperature
Mercury-400BB "mexrcuryd00"

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acg- time 1.992 sec

Width 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE K1, 400.1759623 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min, 25 sec

N Wum |

L S B B S L B L T e B B B B L A B S s B A
13 12 11 10 9 8 7 6 5 4

Spektrum 37Bilesik 3fnin *H NMR spektrumu

-0 -1 ppm

IR Spektrumu (KBr Disk) cm™: 3338-3224 (C-N gerilme bandi), 1687 (N-iilme
bandr)

———————

| h
A

k

/M/MJ\AJ ﬂf {/\ﬁ\,‘ ﬂﬂM}\ L
A vy
\\ /‘WN l \’/ ir L

|
20 |- |
|

to b b ndoe s L bpsdsndesne o s beru an IR EE RN FEVEE VTN SR el o lenna e e g !
4000 3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1900 1800  i70 TG00 1506 1400 1300 1200 100 G000 900 ROG 700 600 500 400

Wavenuinh

04/109 21:35

Spektrum 38Bilesik 3f'nin IR spektrumu
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4.2.3.7. N-t-Butoksikarbonil-L-alanin Hidrazid Sentezi /5a/

HsC——C——0—C—NH 0
CH=C
CH
3 HsC HN——NH,

Ticari olarak elde edilen 1.02 g (5 mmol) N-t-Bisdkarbonil-L-alanin metil esterin
tzerine 3 ml (2.37 g; 0.074 mol) metanol ve 0.31(n82 g; 0.01 mol) hidrazin hidrat
eklendi.Bolum 4.2.3te tanimlanan yontemle, % 94.1 verimle 0.96 g 14n7mol) beyaz
bir cokelek olan N-t-Butoksikarbonil-L-alanin hidid elde edildi. (Erime noktasi: 88-91
°C) (Barrett ve ark, 2004)

Kiitle m/iz (ESI)+ : 226 (M+Na%100), 204 (M+1),

SC-16 379 (3.790) Cn (Cen,2, 80 00, Ht) 1: Scan ES+

100 4.38e7
!
|

%
204.39
204.19|
267.23 .
i I
227.32 \‘
167.38 205.08 ‘ 268.31
L NIl G e it o = il o e D
180 200 220 240 260 280 300 3@

Spektrum 38Bilesik 5a’nin kitle spektrumu
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'H NMR & ppm (de-DMSO+D,0): 1.14 (3H, d, Ch), 1.36 [9H, s, (Ch)s], 3.92 (1H, m,
CH), 4.16 (2H, s, Nb), 6.86 (1H, d, NH), 9.00 (1H, s, NH)

T
13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 -0 -1 ppm

Spektrum 40.Bilesik 5a’nin*H NMR spektrumu

4.2.3.8. N-t-Butoksikarbonil-L-serin Hidrazid Sentezi /5b/

CHj o)
H3C—l—0—ﬂ—Nl\-| //o
CH—C
/ \

CH
8  HO—CH, HN——NH,

Ticari olarak elde edilen 1.10 g (5 mmol) N-t-BUsdéarbonil-L-serinmetil esterin tzerine
3 ml (2.37 g; 0.074 mol) metanol ve 0.31 ml (0.320@1 mol) hidrazin hidrat eklendi.
Bolum 4.2.3te ayrintili olarak verilen yontemle, % 99 verinled9 g (4.95 mmol) krem
rengi ¢okelek olan N-t-Butoksikarbonil-L-serin haaid c¢okelgi elde edildi. (Erime
noktasi: 104 — 10%C) (Lit 106-108°C, Storey ve ark, 1972)
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Kitle m/z (ESI)+ : 242 (M+Na%100), 220 (M+1),

Default file
SER-1 125 (4.182) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1. Scan ES+
100- 242 35 7.76e7
%
243,
34 283‘.46
186.27 220,39 227:21 264.39268.30 30034 310.53 258,96
l 20701 | L] “282‘45 l | { 332.38 <3 368.20
[ RPN | o< nhOU AL S | T o Al 1 O P i b v miz
180 200 220 240 260 280 300 320 340 360

Spektrum 41Bilesik 5b’nin kitle spektrumu

'H NMR & ppm (ds-DMSO+D;0): 1.37 (9H, s, (Ch)3), 3.99 (2H, d, Ch), 3.94 (1H, m,
CH), 4.22 (2H, s, Nb), 4.81 (1H, s, OH), 6.57 (1H, d, NH), 9.02 (LHN${)

SER-1_30May2009

/export /home/vomrl/vimreys/data
SER-1_30May2009

T T I 1
13 12 i1 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 -0 -1 PPmM

Spektrum 42Bilesik 5b’nin *H NMR spektrumu
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4.2.4. 1H-indol-3-karboksaldehit Hidrazonlarinin Sentezleri

Hedeflenen sonug Urlnlerin sentezi icin 1 mmoléxzoil amino asit hidrazid ya da N-t-
bitoksikarbonil amino asit tirevi 20 ml (15.76 g342 mol) etanol (EtOH) icinde ¢6zuldi.
Cozeltiye 0.15 g (1 mmol)H-indol-3-karboksaldehitin 10 ml (7.88 g; 0.171 m&kOH
icindeki ¢ozeltisi eklendi. Reaksiyon kami ince tabaka kromatografisiyle takip edilerek
etanolin kaynama sicaginda (~ 80°C) geri s@utucu altinda bgdangic Urlnleri bitene
kadar kantirildi. Cokelek olgmussa stizulerek ayrildi.. Solvan rotavaporda ucuruBiu.
islem sonunda elde edilen madde etanoldengatfldi. Saflgtirma slemi gerekli gorilen
durumlarda tekrarlandi (Kogyit-Kaymakgiglu ve ark, 2006; Gurkok ve ark, 2008).

4.2.4.1 N-Benzoil- glisin(H-indol-3-il)hidrazid sentezi /4a/

H
N
C——N—NH H

No—cth

AN 7N

@) HN—C
N \
H O

0.19 g (1 mmol) N-benzoil glisin hidrazid 20 ml (85y; 0.342 mol) etanol (EtOH) icinde
cozildu. Cozeltiye 0.15 g (1 mmoliHiindol-3-karboksaldehitin 10 ml (7.88 g; 0.171 mol)
EtOH icindeki ¢cOzeltisi eklendi. Reaksiy@&dlim 4.2.4te tanimlanaryekilde strdurildu.
Reaksiyon sonunda hedef molekul 2:1 etilasetatdmelsolvan sistemiyle ¢okturaldu. %
38.3 verimle 0.13 g (3.825xT0mol) acik sari N-Benzoil- glisin@d-indol-3-il)hidrazid
cOkelesi elde edildi. (Erime noktasi: 239 — 2390%)
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Kitle m/z (ESD+ : 321 (M+1), 343 (M+Na, %100)

Defaultfile i ) o S
PAN-3 251 (4.205) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
100, 343.41 2.73e7

MAND Gt
384.43

160.16
159.89
N

|
344.42 :

\385430

Al 365.37
162.38  227.08 321.54 [ ~
27337  301.33 [ 406.51 433.37 518.81
l 'l | \ ‘ % 501.09 > 567.30 g01.53631.55
s ! (e ‘mLu bt h[ﬁ i tada ‘m helhhod il e ly B pon il

i dil ‘JA ittty M st | J]»‘L J
0 ! s f i 1 f ¢ U S t t t f T f et m/z
150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625

Spektrum 43Bilesik 4a’nin kitle spektrumu

'H NMR & ppm (ds-DMSO+D,0): 3.98 (1H, d, NH), 4.48 (2H, d, GH 7.16-8.71 (10H,
m, Ar-H), 8.40 (1H, s, azometin-CH), 11.17; 11(@#, 2s, NH), 11.57 (1H, brs, indol-
NH)

PAN-3_07May2009

ry: /export/home/vomrl/vnmrsys/data
amp: y: PAN-3_07May2009

UJ\ }UUJ
I e B B B RN
13 12 11 10 9

Spektrum 44Bilesik 4a'nin*H NMR spektrumu
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13C NMR & ppm (ds-DMSO+D,0): 112.08, 112.61, 121.31, 122.21, 123.32, 124.77,
127.94, 129.03, 131.05, 131.99, 134.87, 137.77,5B41144.57 (azometin C=N), 165.44,
167.29, 170.12

PAN-3_19May2009

Archive directory: /export/home/vnmrl/vnmrsys/data
Sample directory: PAN-3_19May2009
File: CARBON

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: DMSO
Ambient temperature
Mercury-400BB  “mercury400"

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.199 sec

Width 25125.6 Hz

5000 repetitions

OBSERVE C13, 100.6243052 Mz
DECOUPLE KL, 400.1779559 MHz
Power 37 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 1.0 Hz

FT size 65536

Total time 3 hr, 10 min, 49 sec

220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Spektrum 45Bilesik 4a’nin**C NMR spektrumu

IR Spektrumu (KBr Disk) cm™: 3365 (N-H geriime bandi), 1611 (Azometin C=N

gerilim bandi)

100

%T

ol ﬂ /ﬂ/M [ L

1 ’ \/
|

w0 Cvee b b e i e b L i b Vi " TP PR R
4000 3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2060 1900 1800 1700 i600 1500 1400 1300 1200 1J00 (000 900 800 700 600 500 400
Wavennmber]em-1]

7 civt-

Cosine
28/04/109 20:08

Spektrum 46Bilesik 4a’nin IR spektrumu
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4.2.4.2 N-Benzoil-L-alanin(H-indol-3-il)hidrazid sentezi /4b/

H
C:N—N\H CHs
C—CH
N\ /N
(@) HN—C
N \
H (@)

0.21 g (1 mmol) N-benzoil-L-alanin hidrazid 20 ni5(76 g; 0.342 mol) etanol (EtOH)
icinde ¢ozuldu. Cozeltiye 0.15 g (1 mmoliH-Indol-3-karboksaldehitin 10 ml (7.88 g;
0.171 mol) EtOH icindeki ¢Ozeltisi eklendi. Reaks1Bo6lim 4.2.4te tanimlanargekilde
strduriildi.. % 81.16 verimle 0.27 g (8.12X1Mol) koyu sariN-Benzoil- L-alanin(H-
indol-3-il)hidrazid kristalleri elde edildi. (Erimaoktasi: 120°C’de maddenin renginde
koyulasma oldu.139.7 — 14%C arasinda eridi.)

Kiitle m/z (ESI)+ 335 (M+1) 357 (M+Na, %100)

Default file - 5
PAN-4 256 (4.287) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
100} 357.42 1.15¢8
160.06 0
/Nu’/g/CH3
==N
HN
{0)
@E\g
N
H
%- |
33544
398.45
| |ss8.39
|
161.15 399.48
175.93
l 7739 256,34 37240 140058 590.72 21.56
u 2040 L) LK 455.06 6152456482 605695 o
150 175 300 225 250 275 300 335 3% 38 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625

Spektrum 47Bilesik 4b’nin kitle spektrumu
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'H NMR & ppm (dg-DMSO+D,0): 1.42, d; 1.52, d (3H, C§ 3.44 (1H, m, NH), 4.54
(1H,m, CH), 7.16-8.65 (10H, m, Ar-H), 8.40 (1H,azometin-CH), 11.08; 11.20 (1H, s,
NH), 11.56 (1H, s, indol-NH)

00.1759658 MHz

PJ . JMJL‘l u e

]—v—ﬁr'w‘—xyy,]|V\\‘val‘\\\ L s B B L A L
13 12 11 10 4 3 2 1 -0 -1 pp

Spektrum 48Bilesik 4b’nin *H NMR spektrumu

13C NMR & ppm (ds-DMSO+D,0): 17.25, 46.93, 40.07, 56.73, 112.14, 120.99, 121.31,
122.02, 122.59, 123.30, 124.77, 128.17, 131.06,9231134.85, 137.79, 141.45, 144.73
(azometin C=N), 166.77, 168.93, 173.73

il

“““““ REma L m  wa e BR  R ]
220 200 180 160 140

20 o ppm

Spektrum 49Bilesik 4b'nin *C NMR spektrumu
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IR Spektrumu (KBr Disk) cm™: 3249 (N-H gerilim bandi), 1641 (Azometin C=N
gerilim bandi)

me—

|
1

\ |
" M‘h "\,,.,,w'”“ “”“VM\ | J\{U{J

o

30 il il I
4000

u,,;u-l:H\ww‘mkuu\uwnxu\ux‘uuh_u.u‘
1600 1500 1400 1300 1200 1100 (000 900 80O 700 660 500 400
Wavenumberjom-i}

L u b brca b e v b e b b b b |
3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1900 1800 1700

Spektrum 50Bilesik 4b’nin IR spektrumu

4.2.4.3 N-Benzoil-D-serin(H-indol-3-il)hidrazid Sentezi /4c/

,c—OH
H\ K o
c=" \C/CH //
// \H/C
0
N

0.22 g (1 mmol) N-benzoil-L-serin hidrazid 20 mi5(Z6 g; 0.342 mol) etanol (EtOH)
icinde ¢ozuldu. Cozeltiye 0.15 g (1 mmoliH-Indol-3-karboksaldehitin 10 ml (7.88 g;
0.171 mol) EtOH icindeki ¢Ozeltisi eklendi. Reaks1Bolim 4.2.4te tanimlanargekilde
strduriildi. % 60.6 verimle 0.21 g (6.06X1Mol) yesilimsi sari N-Benzoil- L-serin(#-

indol-3-il)hidrazid kristalleri elde edildi. (Erimeoktasi: 99C’'de yanma, 123 — 12&’'de
erime gerceklgi)
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Kitle m/z (ESD+ : 351 (M+1), 373 (M+Na, %100)

Default file
PAN12 250 (4.188) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)

373.44

1: Scan ES+
1.19e7

1004

373.18

%

35162 374.52

414.24

229.47 414.43 40064
166.75 e » 599.06
m 27864 | 342, 12 43145 46346 L 533.88 557 = 623.30_636.88
il

o
n MLJL n i nm.w uﬂM J\HHIM " figl JHHL R
175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650

217.13227.17
301.53

o

Spektrum 51Bilesik 4c’nin kitle spektrumu

'H NMR & ppm (dg-DMSO+D,0): 3.76 (1H, m, NH), 3.94 (1H,brs, OH), 4.56 (1H, m,
CH) 4.99-5.04 (2H, 2m, CH}, 7.16-8.42 (10H, m, Ar-H), 8.42 (1H, s, azomediH),
11.16; 11.22 (1H, 2s, NH), 11.57 (1H, brs, indol)NH

PAN-12_07May2009-15:10:21

Archive directory: /export/home/vamrl/vimrsys/data
Sample directory: PAN-12_07May2009-15:10:21
File: PROTON

Pulse Sequence: s2

Solvent: DHMSO
Ambient temperature
Mercury-4008B “"mercury400"

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.892 sec

width 6402.0 Hz

32 repetitions

OBSERVE M1, 400.1759658 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 1 min, 40 sec

M MJ_LMW L

o

L s e I T T
13 12 11 10 3 2 1 -0 -1

wwwww

Spektrum 52Bilesik 4c'nin *H NMR spektrumu
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170.87

13C NMR & ppm (de-DMSO+D,0): 54.51, 56.19, 56.73, 61.40, 62.26, 112.107, 121.02,
122.26, 123.27, 124.74, 134.71, 137.68, 141.61,9D4¢azometin C=N), 166.63, 167.02,

T

200

S

\
e e
Q 20

‘ ‘ |
bl i A Ll "",;"m.‘,‘ i i il il W
180 160 140 120 100 80 60 4

Spektrum 53Bilesik 4c’nin **C NMR spektrumu
IR Spektrumu (KBr Disk) cm™: 3260 (N-H gerilim bandi), 1642 (Azometin C=N
gerilim bandi)

150 !i—-_.*fm

|
x |
. /
.| s e
. Jw yan
N

0 ol s b e
4000 3800 3600 3400 3200 3000 2800 26

Lol L Ll Ll Lk
600 2400 2200 2000 1960 1800

tao o)
Waverambe

00 700

reiaiada lidaadioy Lesaelipsaiy
1500 1400 1300 1200 §100 1060 900 B

[N UEERE PR
600 500 400

Spektrum 54 Bilesik 4c’nin IR spektrumu
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4.2.4.4 N-Benzoil-L-metiyonin(H-indol-3-il)hidrazid Sentezi /4d/

H\C—N—NH c cﬁs
\c—cH/2 2
\ o// HN—C//

I=

0.27 g (1 mmol) N-benzoil-L-metiyonin hidrazid 20 (©5.76 g; 0.342 mol) etanol (EtOH)
icinde ¢ozuldu. Cozeltiye 0.15 g (1 mmoliH-Indol-3-karboksaldehitin 10 ml (7.88 g;
0.171 mol) EtOH icindeki ¢ozeltisi eklendi. Real®siyBolum 4.2.4te detayli anlatilan
sekilde strduruldi. %33 verimle 0.13 g (3.30X1fhol) kanarya sarisi N-benzoil-L
metiyonin (H-indol-3-il)hidrazid kristalleri elde edildi. (Erimnoktasi: 107C)

Kitle m/z (ESI)+ 395 (M+1), 417 (M+Na, %100), 458 (M+Na+asetonitril)

Default ﬂle o o o T
PAN-8 263 (4.408) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
100- 417.42 1.03e7
o]
AN—NH‘%—/
SN\ s
| HN \CH3
SN o)
H —
\_/
D/u’
e
395.51
418.44
142.78 395.21 45891
458.57
143.11
159.92 22713 458.12)
60,13 21717 199933 330,56 450.22
216.80. 229 s 301.05 ‘ " a50.74
f 1 271.55 342 51 371 34 434.40| :
HMMW | ‘20029 JL O 46026 485.28
¢} | ¢ MMW h W UNMWW LWMU LWU-MW m/z
140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500

Spektrum 55.Bilesik 4d'nin kiitle spektrumu
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'H NMR & ppm (ds-DMSO+D,0): 1.04 (2H, m, S-Ch), 2.00 (3H, s, S-Ch), 2.53-2.74
(2H, m, CH-CH,), 4.37 (1H, t, CH), 4.60 (1H, m, NH), 7.16-8.88Hd, m, Ar-H), 8.42
(1H, s, azometin-CH), 11.12; 11.27 (1H, 2s, NH).581(1H, brs, indol-NH)

PAN-8_06May2009

Archive directory: /export/home/vamrl/vemrsys/data
sample directory: PAN-8_06May2009
File: PROTON

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: DMSO
Ambient temperature
Mercury-400BB "mexcury400"

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.992 sec

width 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE  H1, 400.1759654 Imz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 mim, 25 sec

JQJ

L s S e
13 12

T T T
10 9 8 7

Spektrum 56Bilesik 4d’nin *H NMR spektrumu

11 6

e T B e A B

3C NMR & ppm (de-DMSO+D,0): 15.36, 30.74, 50.76, 112.06, 121.011, 122.43,
123.35, 124.73, 128.23, 130.98, 134.69, 137.68,774144.99 (azometin C=N), 167.36,

172.79

PAN-8_17May2009

irectory: /export/home/vnmrl/vimrsys/data

nt temperature
Mercury-400BB  "mercury400"

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
s

FT size 65536
Total time 2 hr, 32 min, 39 sec

160 140 120 100

T
180

T T
220 200

Spektrum 57Bilesik 4d’nin **C NMR spektrumu
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IR Spektrumu (KBr Disk) cm™: 3258 (N-H gerilim bandi), 1639 (Azometin C=N

gerilim bandi)

90 ,_*; ~ — — e

80| ,N/“'/NMV\

60 /\ / | T
r | / 1 {4‘ M}V v m%

e [ v s |
|
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\ I
Loy | l
1 | ’
I | |
| 'V
||V
of- \ o !
\ Y |
|
10 Loy b beenadoce s Lo e beend s Lo b o e b b s L s e b fenes b bia o s g b i
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Wavenumber|em-1]
™
2 cim-1
16
Costik

28/047109 20:531

Spektrum 58Bilesik 4d'nin IR spektrumu

4.2.4.5 N-Benzoil-L-triptofan(1H-indol-3-il)hidrazid Sentezi /4e/

ZT

0.32 g (1 mmol) N-benzoil-L-triptofan hidrazid 2d (@5.76 g; 0.342 mol) etanol (EtOH)
icinde ¢Ozuldu. Cozeltiye 0.145 g (1 mmok-indol-3-karboksaldehitin 10 ml (7.88 g;
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0.171 mol) EtOH igindeki ¢Ozeltisi eklendi. Reajami Bolum 4.2.4te detayl anlatilan
sekilde surdurildii. % 55.6 verimle 0.25 g (5.56%100l) acik y&il N-Benzoil-L-triptofan
(1H-indol-3-il)hidrazid kristalleri elde edildi. (Erimnoktasi: 118C’de dekompoze oldiu
gozlenmitir)

Kitle m/z (ESD)+ : 450 (M+1), 472 (M+Na, %100).

Default file
PAN-9 258 (4.317) Cn (Cen,2, 80.00, Hf) 47250 1: Sca: E7S+6
. 57el
100+
7
 nwH 450.47
\ I~
s aTy
0 N
H \ p N
O/D’
450.71
473.51
265‘.24
265.63
b 4l
Ay
260

Spektrum 59Bilesik 4e’nin kitle spektrumu
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'H NMR & ppm (de-DMSO+D,0): 3.29 (2H, m, Ch), 4.36 (1H, m, CH), 4.79 (1H, m,
NH), 6.76-8.73 (15H, m, Ar-H), 8.43 (1H, s, azometH), 10.83 (1H, d, NH) 11.19;
11.40 (1H, 2s, NH), 11.58 (1H, brs, indol-NH)

tory: /export/home/vimrl/vamrsys/data
ory: PAN-9_07May2009-15:28:59

55555555

|
1L \Juﬂm{m‘#&uwﬁ_ ol JLJJ_LL._

Spektrum 60Bilesik 4e'nin*H NMR spektrumu

13C NMR 6 ppm (ds-DMSO+D,0): 19.22, 56.74, 111.48, 112.22, 118.93, 121.04,
121.55, 122.44, 123.24, 124.05, 124.75, 128.09,872831.00, 131.94, 134.84, 136.76,
137.69, 140.70, 142.05, 145.041 (azometin C=NP&6168.29, 173.30 167.36, 172.79

T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Spektrum 61Bilesik 4e’nin **C NMR spektrumu
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IR Spektrumu (KBr Disk) cm™: 3399 (N-H gerilim bandi), 1641 (Azometin C=N

gerilim bandi)

sl \ ’
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I ! l
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i ) | N
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Spektrum 62Bilesik 4e'nin IR spektrumu

4.2.4.6 N-Benzoil-L-prolin(1H-indol-3-il)hidrazid Sentezi /4f/

0.23 g (1 mmol) N-benzoil-L-prolin hidrazid 20 ml.76 g; 0.342 mol) etanol (EtOH)
icinde ¢ozuldi. Cozeltiye 0.15 g (1 mmoliH-Indol-3-karboksaldehitin 10 ml (7.88 g;
0.171 mol) EtOH icindeki ¢cozeltisi eklendi. Reaksi Bolim 4.2.4te tanimlanaryekilde
sirduriildi. % 25.6 verimle 0.09 g (2.56X16ol) sari N-Benzoil-tprolin (1H-indol-3-
ihidrazid kristalleri elde edildi. (Erime noktadi05 — 106C)
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Kitle m/z (ESI)+ : 361 (M+1, %100), 383 (M+Na,)

[Pefault file s
PAN-10 264 (4.418) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) v 1: Scan ES+
100- 361.48 7.46e7

|
|
|
|
1 "N
| :
|
|
J
|

%
383.46
|
|
362.49
206,51 384.55 424.48 t
282.42 :
363.40
297.33 39355 33725 425.30
: 399.63 465.58
O ﬂh‘ [ DO ‘. bl AT T 40035 5225152844
1 T T N T T T 1 T T T T T T T T
260 280 300 320 340 360 380 400 _ 420 440 460 480 500 520 540

Spektrum 63Bilesik 4f'nin kitle spektrumu

'H NMR & ppm (ds-DMSO+D,0): 1.73-2.12(6H, m, (CH)3), 5.45 (1H, m, CH), 7.10-
8.24 (10H, m, Ar-H), 8.40 (1H, s, azometin-CH), 0% 11.21 (1H, 2s, NH), 11.69 (1H,
brs, indol-NH)

PAN10-S_07May2009

archive directory: /ewport/home/vamrl/vamrsys/data
Sample directory: PANLO-S_07May2009
File: PROTON

Pulse Sequence: s2pul

Ambient temperature
Mexcury-400BB  "mercury400"

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acqg. time 1.992 sec

width 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE ~ H1, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING

Fr size 32768

Total tims 0 min, 25 sec

Nuin @duﬂk

u_/ﬁ“ﬂ kNJ\/JLL) A
e e N A A = B e R A e AR

T
13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 -0 -1 ppm

Spektrum 64Bilesik 4fnin *H NMR spektrumu
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13C NMR & ppm (ds-DMSO+D,0): 112.08, 112.61, 121.31, 122.21, 123.32, 124.77,
127.94, 129.03, 131.05, 131.99, 134.87, 137.77,5B41144.57 (azometin C=N), 165.44,
167.29, 170.12

PAN-105_22May2008

Archive directory: /export/home/vamrl/vnmreys/data
Sample directory: PAN-108_22May2009
File: CARBON

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: DMSO
Ambient temperature
Mercury-40088 “mercury400*

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.199 sec

Width 25125.6 Hz

4864 repetitions

OBSERVE €13, 100.6243052 MHz
DECOUPLE HI, 400.1779559 MHz
rower 37 A5

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line kxoadening 1.0 Hz

FT size 65536

Total time 3 hr, 10 min, 49 sec

| e
\ ! ‘ |
§ L o | .
bl 4 il “1“ ikl LR RUG ah
t‘m dibidi st H‘.ni.l‘ﬂm. v ik, “L\MHJMM'

200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Uit m.u,ﬂ it
i i

Spektrum 65Bilesik 4fnin **C NMR spektrumu

IR Spektrumu (KBr Disk) cm™: 3317 (N-H gerilim bandi), 1611 (Azometin C=N
gerilim bandi)
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Spektrum 66Bilesik 4f'nin IR spektrumu
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4.2.4.7 N-t-butoksikarbonil-L-alanin(1H-indol-3-il)hidrazid Sentezi /6a/

H
\ CHj
C—CH |
A /
o) HN—C—O C CH,
\ | |
o) CHg

0.20 g (1 mmol) N-t-butoksikarbonil-L-alanin 20 1fil5.76 g; 0.342 mol) etanol (EtOH)
icinde ¢ozuldu. Cozeltiye 0.15 g (1 mmoliH-Indol-3-karboksaldehitin 10 ml (7.88 g;
0.171 mol) EtOH igindeki ¢Ozeltisi eklendi. Reajai Bolum 4.2.4te detayl anlatilan

sekilde sdrdaruldid. Reaksiyon sonunda hedef molekill etilasetat-hekzan solvan
sistemiyle c¢oktirildi. % 21.7 verimle 0.072 g (&10* mol) cok acik sarl N-t-

butoksikarbonil-L-alanin (#-indol-3-il)hidrazid ¢okelgi elde edildi. ( Erime noktasi:
176.5 — 177C)

Kiitle m/z (ESI)+ : 361 (M+1, %100), 383 (M+Na)

- e 4444_,_\
(PAN-Z 427 (4.270) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
100 124 6.77e7
1 275.23 |
| |
l
\
| |
274.98 ~
| |
| t :
% | |
231.24 : L
: 35320
l\
| 276.17 :
}‘ 15045 13321 .2/3243 2,87'25 354.34
OJ, h‘ 4318\‘ | e 25030 ]“30‘729 l (354533971/2:9545 46515?81 38 ;155154283 61762 0 66758 /
J M “J L r_r L 4 h) 2k m Z
150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650

Spektrum 67Bilesik 6a’'nin kitle spektrumu
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'H NMR 8 ppm (de-DMSO+D,0): 1.23;1.32(3H, 2d, CH), 1.38(9H, s, (CH)3), 4.02
(1H, m, NH), 4.90 (1H, m, CH), 6.95-8.90 (5H, m,-iJ, 8.36 (1H, s, azometin-CH),
10.96; 11.07 (1H, 2s, NH), 11.55 (1H, brs, indolINH

PAN-2_02May2009

Mexcury-400BB "mercury400"

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acg. time 1.992 sec

Width 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE ~ H1, 400.1759650 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min, 25 sec

— ‘ dduw“”—?f—**?";u\?f# \A“—”l,“*‘"*

L S s B L e St T T T
13 12 11 10 E] 8 7 6 5 4

Spektrum 68Bilesik 6a'nin*H NMR spektrumu

3C NMR 8§ ppm (ds-DMSO+D,0): 17.49, 24.63, 28.93, 47.44, 56.50, 61.82, 709.70,
78.48, 112.08, 120.97, 121.28, 122.57, 123.27,0B31135.99, 137.66, 141.34, 142.83,
145.41 (azometin C=N), 152.96, 155.79, 157.37

PAN-2_21May2009

Archive directory: /export/home/vmmrl/vomrsys/data
Sample directory: PAN-2_ 21May2009
File: CARBON

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: DMSO
Ambient temperature
Mercury-4008B "mercury400"

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.198 sec

wWidth 25125.6 Hz

5000 zepetitions
OBSERVE C13, 1006.6243052 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779559 MHz
Power 37 B

contirmously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 1.0 Hz

7T size 65536

Total time 3 hr, 10 min, 45 sec

il ROk Wk I S
btk ¢ ARG L ol el

bt it b il U i i Lk bl R i b T
1 A i .mPm.‘.dm,u.‘ j
220 200 180 160 140 120

40 0 ppm

Spektrum 69Bilesik 6a’nin**C NMR spektrumu
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IR Spektrumu (KBr Disk) cm™: 3396 (N-H gerilim bandi), 1658 (Azometin C=N

gerilim bandi)

120

100 |- N l

50 |- /,\

g b i b o oo b e b o Lo L e e o b b b e o koo e by b
4000 3800 3600 3400 3200 3000 2800 2660 2400 2200 2000 1906 1800 1700 1600 1500 1400 1300 1260 1100 1000 960 800 700 600 500 400
Wavenumber{co-1]

Sample Name T2

Resolution 2 ¢em-1
Accumulation 16

Apodization Cosine
Prate/Time 28/04/109 19:53

Spektrum 70Bilesik 6a’'nin IR spektrumu

4.2.4.8 N-t-butoksikarbonil-L-serin(1H-indol-3-il)hidrazid Sentezi /6b/
OH

CH™ X__o

/ //C \ __—CHgs

H/N/C\O 0 H3C/C\

CH;

0.22 g (1 mmol) N-t-bltoksikarbonil-L-serin 20 mll5(76 g; 0.342 mol) etanol (EtOH)
icinde ¢ozuldu. Cozeltiye 0.15 g (1 mmoliH-Indol-3-karboksaldehitin 10 ml (7.88 g;
0.171 mol) EtOH igindeki ¢Ozeltisi eklendi. Reajami Bolum 4.2.4te detayl anlatilan

sekilde sirdirildi. % 91 verimle 0.32 g (9.11%1@o0l) koyu sari N-t-biitoksikarbonil-L-
serin (H-indol-3-il)hidrazid ¢okelgi elde edildi. (Erime noktasi: 1)
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Kitle m/z (ESD+ : 347 (M+1), 369 (M+Na, %100)

Default file 1 Scan ES+
X 2, 80.00, Ht : :
PAN-6 252 (4.225) Cn (Cen,2, ) 369.45 1.06e8
100, |
o OH
/
NH —
L
=N
HN, o
O =y
. \
H Hac><cr<3
247.36
%,
269.35
370.56 \
291.38 ]
~ 41046 ‘
31037 2.
160.12 34744 lagsag 141154
18§23 23044‘ “ ‘ 31137\ L [ 45943 50763 5271354389 59955 62324 -
] y s

150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 825

Spektrum 71Bilesik 6b’nin kitle spektrumu

'H NMR & ppm (ds-DMSO+D,0): 1.38(9H, s, (CH)3), 3.60 (1H, m, NH), 3.78 (1H,brs,
OH), 4.05 (1H, m, CH) 4.81-4.994 (2H, 2m, §H6.58-8.22 (5H, m, Ar-H), 8.39 (1H, s,
azometin-CH), 11.04; 11.10 (1H, 2s, NH), 11.56 (bFs$, indol-NH)

PAN-6_07May2009

Archive directory: /export/home/vamrl/vamrsys/data
Sample directory: PAN-6_07May2009
File: PROTON

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: DMSO
Ambient temperature
Mercury-400BB “mercury400"

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.992 sec

width 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE  H1, 400.1759654 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min, 25 sec

LJJ‘W_*# | U_UL LL_JM M

L B L e e B L L B By e e
13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 -0 -1 pp

Spektrum 72Bilesik 6b'nin *H NMR spektrumu
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13C NMR & ppm (de-DMSO+D,0): 19.21, 28.88, 54.88, 56.64, 62.49, 78.89, 112.23,
112.47, 120.99, 122.14, 122.58, 123.29, 124.71,883037.76, 141.53, 144.68zometin
C=N), 151.88, 166.99, 171.25

PAN-§ 20May2009

Archive directory: /export/home/vamrl/vomrsys/data
sample directory: PAN-4_20May2009
File: CARBON ‘

Pulse Sequence: s2pul

Sclvent: DMSO
Temp. 25.0 C / 298.1 K
Mercury-400B8 “"mercuryd00"

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acqg. time 1.199 sec

width 25125.6 Hz

5000 repetitions

OBSERVE (€13, 100.6243052 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779559 MHz
Power 37 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 1.0 Hz

FT size 65536

Total time 3 hr, 10 min, 49 sec

oo

' f v AL Y Ll
L L L B L B B (L L B L L L O L R
220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ) ppm

Spektrum 73Bilesik 6b'nin *C NMR spektrumu

IR Spektrumu (KBr Disk) cm™: 3297 (N-H gerilim bandi), 1668 (Azometin C=N

gerilim bandi)

105 e ——

100 |~
o

S
3
-
—
—
=

40 |-

20000 b L nad 1 praa liaaiag bl baasd Laeeadiaag
4000 3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1900 1800

Wavenumberfem-11

{
) el el liven Lt --w‘L_\L,wmeHw\
G 1600 1500 1400 1300 1200 1106 1000 900 800 700 600 500 400

Spektrum 74Bilesik 6b’nin IR spektrumu
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4.2.4.9 N-t-butoksikarbonil-L-histidin(1H-indol-3-il)hidrazid Sentezi /7a/

HN—\\

\ N

‘o, |
C
X
/ \N\N/C
H
N
HN O
H/ \T/
o\c/
/ N

0.27 g (1 mmol) N-t-butoksikarbonil-L-histidin 2011§15.76 g; 0.342 mol) etanol (EtOH)
icinde ¢ozuldi. Cozeltiye 0.15 g (1 mmoliH-Indol-3-karboksaldehitin 10 ml (7.88 g;
0.171 mol) EtOH icindeki ¢ozeltisi eklendi. Reaksi Bolim 4.2.4te detayli anlatilan
sekilde surdirildi. % 95.93 verimle 0.38 g (9.59%1fhol) cok acik sarl N-t-
butoksikarbonil-L-histidin (H-indol-3-il)hidrazid ¢okelgi elde edildi. (Erime noktasi:
138.5°C de hacimde di#sme, 168.3 — 1708C tam erime)

Kitle m/z (ESD+ : 397 (M+1, %100), 398 (M+2)

U — —

263 (2.630) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
100 e 8.48e7

|
\ Al

|
OA) i ”

297.20
207.01

398.24

29817  341.34

191.84

] 169.85 41922

\ (21 1“;35 (340'82\642‘1 760.72
il

276.30 | 316.93 20.32459-88  5o7 45 54932 591.35 65244  702.78_715.69
‘ Ol;ul‘lth[ el J(w N L L/q A s 3 2 4 fﬁﬂ_,_/mlz

| 200 300 400 500 600 700

Spektrum 75Bilesik 7a’nin kitle spektrumu
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'H NMR & ppm (dg-DMSO+D,0): 1.36(9H, s, t-BOC), 2.82 (2H, m, G 3.06 (1H, dd,
CH), 4.22 (1H, m, NH), 5.65 (1H, dd, NH), 6.83-8.88H, m, Ar-H), 8.36 (1H, s,
azometin-CH), 10.99; 11.12 (1H, s, NH), 11.54 ($Hndol-NH)

Archive directory: /export/home/vmmrl/vimrsys/data

sanple directory: PAN-1_02May2009

File: PROTO!

B ture
Mercury-4008B  "mercury400”

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acq. time 1.992 sec
width & Ez

ions
H, 400.1759658 MEHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min, 25 sec

|

JJ ‘ l‘ LA ik ol }ﬁw@ LJ

L B e B e e et

Il
S L A L L (L

13 12 11 10 2 1 -0 -1 ppm

Spektrum 76Bilesik 7a’nin*H NMR spektrumu

13C NMR & ppm (ds-DMSO+D,0): 14.77, 17.02, 21.44, 28.90, 52.00, 54.36, 78.60,
112.25, 121.14, 122.76, 123.24, 124.96, 130.98,3833.37.72, 141.36, 144.61 (azometin
C=N), 156.05, 168.04, 171.81

Archive directoxy: /export/home/vamrl/vamrsys/data
Sample directory: §C-11_20Jul2007-16:54:17
File: CARBON

Pulse Sequence: s2pul

‘Solvent: DMSO
Ambient temperature
Mercury-400BB  "mercury400"

Relax. delay 1.000 sec

Pulse 45.0 degrees

Acg. time 1.199 sec

Width 25125.6 Hz

28000 repetitions

OBSERVE C13, 100.6243837 Mtz
DECOUPLE H1, 400.1779559 MHz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 1.0 Hz

PT size 65536

Total time 17 hr, 48 min, 21 sec

N M]UIJ“ l Lo

L O B L B S B e

LR L B L B B B e
220 200 is0 160 140 120 100 80 60 40 20 o ppm

Spektrum 77Bilesik 7a’nin**C NMR spektrumu
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IR Spektrumu (KBr Disk) cm™: 3247 (N-H gerilim bandi), 1666 (Azometin C=N
gerilim bandi)

1H) e

100 4

R
L/W N Wﬂj 1 iy

1
¥
401 \1)

[ R ETEN N SN T RERER SR NE SRS SNE R RETAE FR NS S SN EEREE SRR RS NN EEE ENEEE FENEE RERNS SRRNE RN R
4000 3800 3600 3406 3200 3000 2500 2600 2400 2200 2000 1900 I8GG 17000 1600 1500 1400 1300 1200 11
Wavenumber{cm-1]

Pociadssdsdag i ool -
G0 FO00 900 KO0 7000 600 500 4G0

Sample Name T2

Resolution 2 em-|
Accumulation 16

Apodization Cosine
Date/Time 28/04/109 19:47

Spektrum 78Bilesik 7a’nin IR spektrumu
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4.3 Sentez Edilen Bilgiklerin in vitro Biyolojik Aktivite Tayinleri

4.3.1.In vitro Antioksidan Aktivite Tayini

4.3.1.1. DPPH Uzerinden Serbest Radikal Yakalama Kit Tayini

Deneyin Prensibi :

1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH), kararli bir sbest radikaldir. Kirmizi renklidir ve bu
renk 517 nm de absorblanabilir. DPPH serbest réldikdir antioksidan madde tarafindan
yakalandginda rengi kirmizidan sariya go doner. Bu renk dgsimi DPPH'In
antioksidan madde ile etkfierek 1,1-difenil-2-pikril hidrazine doginesi nedeniyle
gozlenir (Sreeyan ve Rao, 1996). Kirmizi renkteaudgisiklikler 517 nm de absorbans
degerleri halinde okunarak maddelerin radikal yakaldapasitesi belirlenir (Blois, 1958).

Deneyin Yapilsi:

Sentezlenen maddelerin DMSO igerisinde 0.01 M'hkzedtileri hazirlandi. Bu

numunelerin Uzerine DPPH (2x1@Q/L) cozeltisi ilave edilerek vorteksde kggmldi ve
karanlikta, oda sicalginda 30 dakika bekletildi. Daha sonra her bir ciidel olusan
degisiklik 517 nm de absorbans gerleri okunarak kaydedildi. Dort farkli
konsantrasyonda hazirlanan numunelerin her bir &urssyona karik gelen %
inhibisyonlari hesaplanarak, bu sonuclardan halek€t, dezerleri hesaplandi. Referans
bilesik olarak sentezlenen maddelerin agalore gucli bir endojen antioksidan madde
olan melatonin ve BHT kullanildi. Sentezlenen $ikkerin radikal yakalama aktivitesi

Olculurken aagidaki denklemden faydalanildi. Sonug@ieelge 4.1de verilmektedir.

(A;ﬁZUCU_ Anumuné
% Radikal Yakalama Aktivitesi: [ -------------—--=------ ] x 100 (A: absorbans)



Cizelge 4.1 Sentezlenen sonu¢ maddelerin ve bazi ara basaradketerinin DPPH radikali yakalama

etkileri ®
Konsantrasyon
(10° M)
Bilesik ° % Inhibisyon

4a
H

C=——N—NH H

AN
\C_CI‘/| 9.0+0.8
I\ FA 0+0.
d  HN—cC
N \
H

2b
ﬁ
QC_NQ Vi 10+1.2
CH—C
/N
HyC O—CH;
4b
H
p—
C——=N—NH CH,
\c—cr/| 17+0.4
A\ /N i
0] HN—C
N \
H @)
2c
ﬁ
C—NH O
Q N 13+1.0
CH—C
HO——CH, O—CH,
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AN
@Eg b
N
2d
H,C—O
/c:o
HN—CH S——CH, 2+1.2
c/ l-bc—cﬁ2
N\
o)
4d
HsC
H S
\C:N—NH H,C CH,
\C—CH (o]
\ / / 17+0.8
(@) HN—C
N
2e
[
o) o)
ﬁ \T/ / NH
c CH
H H,
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e

H,C HN—N=—C 26+0.8
\
— H
NH
of
V2N N
¢ \_
\ /o
N\CI\4 13+1.4
HC CH,
AN -
Hz
Af
CH\N
N/N”\c\\/ \C@ 45+2.1
NH / c\/ o} o//
H
6a
H
N
C=——=N—NH CHs
\ / CHs
AN VAN 8.0+1.2
(@] HN—C—0O——C——CHj
N
H

o) CHj
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H 8+1.0
C
A
N
H
7a
HN—/
\ \N
: I
C
A
/ N\N/C
Y H 12+ 0.6
HN O
H/ \T/
o\c/
/>
BHT 10°M 77 +1.1
BHT 10°M 82+0.8
Melatonin 19+2.8

& Her deger 2-4 bgimsiz deneyin ortalamasi * standart sapmay! teetreiéktedir.

b Bilesikler DMSOile seyreltilmitir. (solvan antioksidan aktivite gostermemektedir)
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4.3.1.2. Lipid Peroksidasyonu Uzerindnhibitor Etki Tayini

Deneyin Prensibi :

Sican karag@er homojenati, sentez edigmadde, standart madde, askorbik asit ve demir-
3-klorur varlginda 37°C’de bir saat inkibasyonla @no malondialdehidin (MDA)
tiyobarbittirik asitle (TBA) vermi oldugu rengin 532 nm’de spektrofotometrik élcimine
dayanmaktadir (Mihara ve ark, 1980). @n bu renk TBARS (Thiobarbituric Acid
Reactant Substance) nedeniylesolaktadir.

Deneyin Yapilsi :

Sentezlenmsi indol-amino asit turevi bikgklerin FeCk-askorbik asit ile indiiklenen sigan
karacgeri homojenati tzerine etkisi ataularak, lipid peroksidasyon (LP) Mihara ve ark.
(1980)'nin yontemiyle tayin edilrgiir. LP spektrofotometrik olarak tiyobarbitlrik &si
reaktant maddelerinin (TBARS) gerlendiriimesiyle olguldi. TBARS miktarlammol
veyaumol malondialdehit (MDA)/g dokalarak belirtildi. Optimize edilngi bir reaksiyon
ortamina 0.5 ml karager homojenati, 0.1 ml Tris-HCI tamponu (pH 7.20%ml 10 mM
askorbik asit, 0.05 ml 4 mM FefVe 0.05 ml dgisik konsantrasyonlardaki sentezlenen
bilesikler veya a-tokoferol/melatonin eklendi ve kaim 37°C’de 1 saat inkUbe edildi.
Inkiibasyonun ardindan, 3.0 miR0; ve 1.0 ml %0.6 TBA reaksiyon ortamina eklenir ve
hizlica kargtirildi. Sonra kagim 30 dakika kaynatildi. Kaim oda sicakfiina geldikten
sonra supernatantin absorbansi 532 nm’de kére &kundu. Kor, karager homojenati

hari¢ tum bilgenleri icerecekekilde hazirlandi.

SonuclaCizelge 4.2’de verilmektedir.
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Cizelge 4.2Sentezlenen sonu¢ maddelerin ve bazi ara basaamddteterinin anti-lipid peroksidasyon

etkileri?
Konsantrasyon
(10* M)
Bile gik” % Inhibisyon
4a
H
C=——=N—NH H
\C CI-/I 33x2.2
- t 2.
N\ ;N
0 HN—C
N \
H o}
2b
ﬁ
C—NH 0
\ / EG
CH—C
\
H3C O_CH3
4b
H
C——N—NH CHs
\C—CF/' 25+1.7
N\ 7R +1.
o} HN—C
N \
H o]
2c
I
C——NH O
\ / EG
CH—C
HO——CH, O—CHjs
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i
CEg // \H/C 17+ 2.2
\, ¢ @

HN—CH S——CHg EG
C\ H2C_CH2
\o
4d
H,3C
\
H S
\ /
C——N——~NH H,C CH,
\C—CH/ (0]
\ / / 30 £2.2
(@) HN—C
N
H
2e
[
(0] (@)
N A
I / \ EG
CH
N
g
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4e

H,C HN——N=—=C 42+3.5
\
— H
NH
2f
% 0
C// \\ /CH3
\ ST
N—cH EG
/0
HZC\ CH,
C/
Ha
Af
CH\N
e NH\C\\/ \C 34+2.0
NH / c/ o} o//
\
b
6a
H
N
C—N—N\H /CH3 cH, 42191
o) HN—C—0——C——CHj
N I |

o} CHg
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N éN/ L ™ 26 +3.4
C
N\
N
H
7a
HN—
\N
5 AN
o
/ N
N H 25+1.1
/ HN o)
H \(|:/
o/
C
/™
Vit E 15+ 1.8
Melatonin 21+2.1

& Her deser 2-4 bgimsiz deneyin ortalamasistandarsapmayi temsil etmektedir.

b Bilesikler DMSOile seyreltilmitir. (solvan antioksidan aktivite gostermemektedir)

EG: Etki Gorulmedi
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4.3.2. Sentez Edilen Bilgklerin Antioksidan Aktivitelerinin De gerlendirilmesi

DPPH Uzerinden serbest radikal yakalama etkildsadaldiginda genel olarak sentezlenen
tim bilssikler icinde 4e ve 4fnin 10* M konsantrasyonda melatoninden cok daha fazla
aktif olduklari gorulmektedir. Ozellikledf bilesiginin gosterdii antioksidan aktivite
melatonin aktivitesinin iki katindan fazladir. Aga sentezlenen bifilerden4b, 4d ve 4c
melatonine ¢ok yakin7a, 2c, 2e ve 2f ise melatonine yakin kabul edilebilecek aktivite
gostermgtir. Geri kalan bilgikler antioksidan aktivite gostermekle birlikte ratdnin ile
kiyaslandiklarinda aktiviteleri @ik bulunmytur. Sentezlenen bgilerin hi¢ birinde

BHT diuzeyinde antioksidan aktivite gosteren yoktur.

Sentezlenen indol-amino asit turevi bikderin anti-lipid peroksidasyon etkileri
incelendginde, 10 M konsantrasyonda tim bii&lerde (indol halkasi tamayan ara
drnler olan2b, 2c, 2d ve 2f hari¢) vitamin E ve melatoninden daha ytksek dtetiv
bulunmutur. Ozellikle 6a ve 4ede standart maddelerin iki katindan fazla aktivite
goOzlenirken, 7a, 4a, 4b, 6b, 4d ve 4fde standart maddelerin Gzerinde bir aktivite
bulunmutur. 4cise standart maddeler kadar aktivite gostgirmi

In vitro antioksidan aktivite sonuclari sentezlenen maduelBPPH yakalayici

Ozellikleri ¢ok dikkat cekici bulunmazken, antiilib peroksidaz aktiviteleri oldukca
belirleyici bulunmytur. Etkili bulunan bilgiklerin cogu melatoninden daha aktiftir.
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5. TARTISMA

Melatonin serbest radikal yakalama o6zelliklerindiriayr en ¢ok asdirilan indol tirevi
bilesiklerin bainda gelir. Bu bilgk E vitamininin hidroksil radikali yakalama
aktivitesinden daha fazla aktiviteye sahiptir (Reite ark., 2000; Tan ve ark., 1998jdol
trevi bilesiklerin oksidasyonu slresince pirol halkasinin aatimundan bir elektron
ayrilir ve bir radikal katyon meydana gelir. Pitwlkasinin bu kapasitesinden dolayl 3-
substitie-indol bilgklerinin antioksidan aktivitesi molekuldeki gir fonksiyonel
gruplardan da etkilenmektedir. Bu bulgulardan hatiek 3-stibstitiie indol tlrevlerinin
antioksidan ozellikleri agairiimis ve bir cok indol tUrevi bilgge ait calsma tespit
edilmesine ramen (Poeggeler ve ark., 1999; Politi ve ark., 1998tuszak ve ark., 1997)
indol-3-hidrazin ve hidrazon tirevlerinin sentezhs antioksidan aktivitelerine ait veriye

rastlanmansgtir.

Ayrica son yillarda yapilan camnalarda Schiff bazi (Li ve ark., 2007) ve hidrazon
(Chaston ve ark., 2004; Duarte ve ark., 2007) iulelesiklerde antioksidan aktivite
saptanmasi, indoliin 3. konumundan hidrazonlarwtwima fikrini geltirmistir.

Melatonin ve antioksidan aktivitesi Uzerine yapilgalsmalarda tam olarak
aydinlga kavyturulamayan konulardan bir de indol halkasinin éndkmunda bulunan
metoksi grubunun antioksidan aktivitedeki rolidBazi aratiricilar 5. konumda metoksi
grubunun aktivite icin gerekli oldgwnu savunurken (Sofic ve ark., 2005) bir cok
arastiricida bu grubun antioksidan aktivitede buyik Oireminin olmadiini ya da bu
konumun bgka gruplarla sibstitie ediginde de yiksek antioksidan etki g6zlehdi
gOstermektedir (Tan ve ark., 2002; &tdlagdz ve ark., 2005; Keithahn ve Lerch, 2005).
Halen bu grubun vaginin aktivitedeki 6nemi belirlenemegtir. Bu durum goze alinarak
bu calsmada sentezlenecek melatonin agalandol-amino asit tlrevi bikklerde 5.

konumda hidrojen ginda bir stbstitient bulundurulmamasi ve antioksidktivitenin bu

Bu sekilde tasarlanan maddeleri sentezlemek lzere Igem&n baglangic
maddelerinden H-indol-3-karboksaldehit Vilsmeyer  reaksiyonu (DNRBICE) ile

sentezlenngi diger bglangic maddelerini okiuran glisin, alanin, serin, metiyonin,
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triptofan, histidil ve prolin amino asitleri 6nceetl esterleri olgturulup daha sonra amin
gruplari N-benzoil ya da t-BOC grubu ile korumairat alinmgtir. Son olarak esterleri
Uzerinden hidrazidleri olturulan amino asitlerin hedef bgigler olan indol-3-aldehit

hidrazonlari elde edilrgiir.

Hedef bilgikler 3 yolak kullanarak amino asit-indol hidraadl(4a-f, 6a,bve 7a)
olarak elde edilngtir. Sentezlenen tiim biilerin saflik kontrolleri, erime noktasi M@K
incelemeleri yapildiktan sonra yapilart NMBH( °C) ve Kiitle spektrometresi ve IR

spektroskopisi ile kanitlanstir.

Sentezi yapilan bikgklerin in vitro antioksidan aktivite tayinleri DPPH ve anti-lipid
peroksidasyon kapasiteleri Olgllerek test edilimi Ozellikle anti-lipid peroksidasyon
aktiviteleri ¢cok yuksek bulunmtur. Antioksidan aktivite gosteren kgliler indol halkasi
tastyan sonug druinler olngtur. Indol halkasi icermeyen ara Uriinlerde aktivite ¢ak a

bulunmy ya da gézlenmertir.
Bu sonuglar ele alinginda ileri calgmalarda indol halkasinin 3. konumunda

substitie amino asit bulunan tirevlerinin  sentezlek biyolojik  aktivite

degerlendirilmelerinin yapilmasi uygun gérulmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Melatonin hormonunun radikal yakalama etkisi 199ga tespit edilmi (Tan ve ark.,

1993) ve o gunden gunumuizegge melatonin ya da melatonin angilo indol ttrevi

bilesikler Uzerinde catmalar surmektedir. Yapi aktivite ¢ghalarn indol halkasinin
oksidan maddelerle etkiimede reaktif merkez olarak gorev ygpti gostermektedir. Bu
Ozellik indol halkasinin yiksek rezonans stabilites serbest radikal ataklarina kar
distk aktivasyonlu enerji bariyerine sahip olmasindeaynaklanmaktadir. Bununla
birlikte 5. konumdaki metoksi ve 3. konumdaki anyian zinciri de antioksidan etkiye

yardimci olmaktadir.

Bu tez calmasi ile melatonin yapisindaki ana halka sistemn @hdol halkasi ele
alinarak 5. konumda metoksi grubu yerine H, 3. koda ise amid yan zinciri yerine
cesiti  amino asitlerle olgturulan hidrazid tdrevileri k@ganarak imin  yapisi
olusturulmustur. Boylelikle sentez edilen melatonin analobilesiklerin antioksidanin
vitro antioksidan aktivite tayinleri DPPH ve anti-lipperoksidasyon kapasiteleri olculerek
test edilmgtir.

Sentezlenen bilgklerde en etkin tirevler melatoninin ana halkaslall iceren
turevlerdir. Amino asit zincirlerini yan grup ol&r&eren bu sonug trlinlerde melatoninden
oldukga yuiksek anti lipid peroksidasyon aktivitesmastlanmytir. indol halkasi icermeyen
ara urtinler sadece amino asit gruplari ve turenléggimaktadir. Bu gruplarda antioksidan
aktivite oldukca dgiik gbzlenmgtir. Bu da amino asit gruplarinin indol halkasi abtan
disUk aktivite gosterirken, indol halkasinin 3. konwamger aldiklarinda melatoninin ¢ok

Uzerinde aktiviteye sahip olduklarini gostermektedi

Calsmadaki ana amac¢ en az melatonin molekili kadaokadan aktivite
gosterebilecek bikgklerin gelistirilebilmesiydi. Anti lipid peroksidaz aktivitelerele
alindginda sentezlenen indol tirevi butlin kikkerde en az melatonin kadar ama genel
olarak melatoninden c¢cok daha yuksek aktivite gdnigtir. Boylece tez cajmasi ana

hedefine ulgmistir.
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