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Yiiksek Lisans Tezi
OZET

YENI TIYOFEN ICERIKLI 1,2,4-TRIAZOL-3(5)-ON TUREVLERININ SENTEZI,
KARAKTERIZASYONU VE FARMAKOLOJIK OZELLIKLERININ INCELENMESI

Emrah BIRINCI

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Kimya Anabilim Dali
Danismant: Yrd. Do¢.Dr. Yasemin UNVER
2013, 48 Sayfa, 22 Sayfa Ek

Bu calismada, orijinal nitelikte 11 adet tiyofen-1,2,4-triazol-3(5)-on igeren bilesiklerin sentezi
gerceklestirilmistir. Sentez ¢alismasinin ilk asamasinda, ester fonksiyonuna sahip Etil-2-(4-amino-
5-0kso-3-(tiyofen-2-ilmetil)-4,5-dihidro-1,2,4-triazol-1 il) asetat (19) bilesigi elde edilmistir.
Sentezlenen bu bilesiginin (19), hidrazin hidrat ile reaksiyonundan anahtar bilesik niteligindeki 2-
(4-amino-5-okso-3-(tiyofen 2-ilmetil)-4,5-dihidro-1,2,4-triazol-1-il) aseto hidrazit (20) bilesigine
varilmustir. {lgili anahtar bilesigin, fenil/substitue fenil izotiyosyanatlarla reaksiyonundan 1-(2-(4-
amino-5-o0kso-3-(tiyofen-2-ilmetil)-4,5-dihidro-1,2,4-triazol-1-il)asetil)-4-fenil/substituefenil

tiyosemikarbazit bilesiklerinin sentezi gergeklestirilmistir (21a-d). Mevcut tiyosemikarbazit
tirevlerinin (21a-d) NaOH ile reaksiyonundan 4-amino-2-((4-(4-fenil/subtituefenil)-5-merkapto-
4H-1,2,4-triazol-3-il)metil)-5-(tiyofen-2-ilmetil)-2H-1,2,4-triazol-3(4H)-on  (22a-d) bilesiklerine
varilmistir. Calismanin son sentez asamasinda, bir tiyosemikarbazit tiirevi olan 1-(2-(4-amino-5-
okso-3-(tiyofen-2-ilmetil)-4,5-dihidro-1,2,4-triazol-1-il)asetil)-4-(4-florofenil) tiyosemikarbazit in
(21c) H,SO, ile reaksiyonu sonucu, 4-amino-2-((4-(4-florofenil)-5-merkapto-4H-1,2,4-triazol-3-
il)metil)-5-(tiyofen-2-ilmetil)-2H-1,2,4-triazol-3(4H)-on (23) bilesigi sentezlenmistir. Sentezlenen
19 ve 21c bilesiklerinin, X-ray verileri toplanmis ve bu verilerden elde edilen ortep ve diyagramlar
bulgular kisminda sunulmustur. Sentezlenen tiim bilesiklerin, antioksidan ve antimikrobial
aktiviteleri test ettirilmis, 6zellikle tiyosemikarbazit fonksiyonuna sahip 21 (a-d) bilesiklerinin
yiikksek etkide antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu ortaya konulmustur.
Orijinal nitelikteki, 11 adet bilesigin yap1 aydinlatilmas:t FT-IR , 'H-NMR , *C-NMR (APT) ve
LC/MS-MS spektroskopi yontemleri kullanilarak yapilmis ve sentezlere iliskin reaksiyon

mekanizmalari1 Onerilmistir.

Anahtar Kelimeler: Tiyofen, 1,2,4-triazol-5-on, tiyosemikarbazit, triazol-tiol/tion, tiyodiazol, X-
ray, Antioksidan, Antimikrobial aktivite.
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Master Thesis
SUMMARY

SYNTHESIS OF NEW THIOPHEN CONTAINING 1,2,4-TRIAZOLE-3(5)-ONE
DERIVATIVES, CHARACTERIZATION AND EXAMINE OF PHARMACOLOGICAL
PROPERTIES

Emrah BIRINCI

Karadeniz Technical University
The Grade School of Natural and Applied Sciences
Chemistry Graduate Program
Supervisor: Assist. Prof.Yasemin UNVER
2013, 48 Pages, 22 Pages Appendix

In this study, 11 orijinal compounds possessing thiophen-1,2,4-triazole-3(5)-on were synthesized.
First step of this study, Ethyl-2-(4-amino-5-oxo-3-(thiophene-2-ylmethyl)-4,5-dihydro-1,2,4-
triazole-1-yl) acetate (19) including ester group was obtained. 2-(4-amino-5-0xo0-3-(thiophene-2-
ylmethyl)-4,5-dihydro-1,2,4-triazole-1-yl)aceto hydrazide(20) named as key compound was
performed by using hydrazite hydrat. The treatment of the key compound with various
isothiocyanates gave 1-(2-(4-amino-5-o0xo-3-(thiophene-2-ylmethyl)-4,5-dihydro-1,2,4-triazole-1-
yl)acetyl)-4-substituephenyl  thiosemicarbazides (21a-d). The basic treatment of the
thiosemicarbazides (2la-d), afforded 4-amino-2-((5-mercapto-4-substitue phenyl-4H-1,2,4-
triazole-3-yl)methyl)-5-(thiophene-2-ylmethyl)-2H-1,2,4-triazole-3(4H)ones 5a-d. In the last step
of this study, 4-amino-2-((5-(4-florophenylamino)-1,3,4-thiodiazol-2-yl)methyl)-5-(thiophen-2-
ylmethyl)-2H-1,2,4-triazole-3(4H)-on was obtained in acidic media via the formation of 1-(2-(4-
amino-5-0xo0-3-(thiophen-2-ylmethyl)-4,5-dihydro-1,2,4-triazole-1-yl)acetyl)-4-(4-florophenyl)

thiosemicarbazite (21c). X-ray data of 19 and 21d compounds was collected and ortep and
diagram were presented in the finding section. All compounds were investigated for antioxidant
and antimicrobial activity. 21(a-d) compounds involving thiosemicarbazite group were showed
highly antioxidant and antimicrobial activity. The structure of 11 new compounds synthesized in
this study were analyzed by IR, *H-NMR, *C-NMR, MS spectroscopy and reaction mechanisms

were proposed for the general methods established in the study.

Key Words: Thiophen, 1,2,4-triazole-3(5)-one, thiosemicarbazide, triazole-thiol/thion, thiodiazol,
X-ray, antioxidant, antimicrobial activity.
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1. GENEL BiLGILER
1.1. Giris

Triazol bilesiklerinin son derece Onemli antimikrobiyal, antitumor, antioksidan,
enzim inhibitorii, antidepresan, antitiiberkiiloz, antiinflamatuvar, antihipertansive gibi
biyolojik ozelliklere sahip oldugu bilinmektedir [1-7]. Ozellikle, giiniimiizde kullanilan
ribavirin (1) (antiviral) [8], rizatriptan (2) (antimigren) [9], alprazom (3) (sakinlestirici)
[10], vorozole (4), letrozole (5), anastrozole (6) (antitumor) [11], posakonazol (7),
ketokonazol (8) ve intrakonazol (9) (antimantar) [12] gibi ilaglarin, yapisinda triazol ve

triazol-3(5)-on halkasinin bulundugu yapilan ¢aligsmalarla ortaya konulmustur.

N—N
HO 3
N Q S
HO OH /N N\/k\ N
N\/N N
Ribavirin (1) Rizatriptan (2) Alprazolam (3)
N
i N\ HaC N’
k N ( N NC
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T T J O
N Cl NC cl HsC CHj,
CN
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Cl
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N \

- *@“@é%

Itrakonazol  (9)

Yaklasik 20 yildir AIDS, organ nakli, tiiberkiiloz ve kemoterapi sebebiyle bagisiklik
yetmezligi olan hastalarda, mantar enfeksiyonlarinda hizli bir artisin ortaya ¢iktigi ve bu
vakalarin ¢ogunlukla oOliimle sonuglandigi ag¢iklanmustir.1,2,4-triazoller (flukonazol,
vorikonazol ve intrakonazol) giliniimiizde en ¢ok kullanilan antifungal ilaglar olup, en hizli
sekilde yayilan leviir ve filament6z mantarlarina karsi genis spektrumlu aktivitelere sahip
olduklar1 bilinmektedir. Ancak, uzun siireli kullanimlarda, yiiksek toksisite riski ve ilag
direncinin olusumu nedeniyle antifungal aktivitelerdeki etkinlikleri sinirl kalmistir [13].Bu
nedenle, genis spektrum aktivitesi ve diislik toksisite etkisine sahip yeni antifungal ilaglara
(yeni triazol tiirevlerine) yonelik acil bir gereksinim s6z konusudur ve pek cok arastirma
grubu tarafindan farkli substituentler tasiyan triazol bilesiklerinin literatiire

kazandirilmasina iligskin sentez ¢alismalari devam etmektedir [14].



Yine yapilan bir c¢aligmada, 1,24-triazol-5-on halkasini igeren bilesigin 5-
lipoksigenaz inhibitorii oldugu, siklooksigenaz enzimine karsi ise zayif inhibe edici

Ozellige sahip oldugu belirtilmistir [ 15].

Antikanser olarak kullanilan bazi ilaglarin yapisinda, 1,2,4-triazol tiirevleri ve
onlarin izosterleri olarak diisiiniilen tiyazol tlirevi oldugu yapilan ¢aligmalar neticesinde

ortaya konulmustur (12,13) [16].
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Triazollerle ilgili yapilan bir diger ¢calismada 1,2,4-triazol-tiol(tion) (14) tiirevlerinin
yiikksek oranda antioksidan aktiviteye sahip olduklar1 belirtilmistir [17]. 1,2,4-triazol
halkasindaki azot ve merkapto gruplari niikleofil merkezdir ve elektrofiller ile tepkimeye
girebilmektedir. Ornegin S ve N atomunda bazi alkilasyon ve mannich reaksiyonlarinin

gerceklestirildigi bildirilmektedir [17].



Yine yapilan bir ¢aligmada, tiyosemikarbazit tiirevlerinin (15) son derece etkili
antioksidan aktiviteye sahip oldugu belirtilmistir [18]. Bu ¢alismalarmin birinde,
tiyosemikarbazit tiirevlerinin, siklizasyon raeksiyonu sonucu elde edilen 1,2,4-triazol-tion
ve 1,3,4-tiyodiazollerden daha etkili antioksidan aktiviteye sahip oldugu ortaya
konulmustur [19-20]. Ayrica, tiyosemikarbazit yapisina sahip bilesiklerin, halka kapanmasi
reaksiyonlarinda 1,2 4-triazol-tion, 1,3,4-tiyodiazol, 1,3,4- oksadiazol ve 1,3,4-triazin

tiirevlerinin sentezi i¢in anahtar bilesik oldugu ifade edilmektedir. [18]

Biyolojik aktiviteleri sebebiyle, 6nemli olan bir diger heterosiklik halka 1,3,4-
tiyodiazoller dir. 1,3,4-tiyodiazoller genis Olglide anti alerjik aktiviteye sahip olduklari
bildirilmektedir [21]. Yine yakin zamanda yapilan bir ¢aligmada 1,3,4- tiyodiazollerin
antitumor aktiviteye sahip oldugu ortaya konulmustur (16,17) [22].
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1,3,4-tiyodiazollerin ve 2,5,-disubstitue 1,3,4-tiyodiazollerin antimikrobiyal, anti
malarial ve enzim inhibitor 6zelliklere sahip olmalari ¢esitli aragtirmacilart bu tiirden yeni

bilesikler dizayn etmeye ve sentezlemeye yoneltmistir [23].



Gilinlimiizde canli metabolizmasinda direng kazanan gesitli virlis ve bakterilerin
etkilerini azaltmak, miimkiinse yok etmek i¢in yeni ilaglara ve bunu takiben yeni sentezlere
ihtiya¢c duyulmaktadir. Yapilan caligmalarda kiikiirt iceren bilesiklerin 6nemli Olgiide
biyolojik aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir. Bu durum tiyofen halka sistemini igeren
bilesiklerin 6nemini arttirmaktadir. Yapilan bir ¢ok c¢alismada tiyofen halka sistemini
iceren bilesiklerin  anti-inflamatuar, analjesik, antidepresan, antimikrobiyal ve
antikonvulsant gibi biyolojik aktivitelere sahip oldugu ortaya konulmustur [24-25].

Son zamanlarda, gozlenen literatiirel veriler 1s181nda, sadece triazol halkasini degil
birden fazla heterohalkayr (triazol-triazol/tion, triazol-tiyodiazol) birlikte iceren veya
biyolojik aktiviteye sahip (triazol-tiyokarbohidrazit) fonksiyonel gruplari igeren hibrit
molekiillerin biyolojik aktiviteyi daha da artirdig: ifade edilmekte ve sentez galismalarinin
bu yonde agirlik kazandigi ifade edilmektedir [26-27].

Toplanan literatiirel veriler paralelinde, calismamizda baslangi¢c bilesigi tiyofen—
triazol-3(5) on dan baslayarak, birden fazla biyolojik aktivite gosteren yapilari, daha etkin
olacaklar1 diisiincesiyle tiyofen—triazol-3(5)-on-tiyokarbohidrazit, tiyofen—triazol-3(5)on-
triazol-tiol, tiyofen-triazol-3(5)on-tiyodiazol olarak hibrit molekiillerin sentezlenmesi
planland1 ve sentez asamalar1 basariyla gerceklestirildi. Sentezlenen orjinal bilesiklerin
antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteleri test ettirilmis ve timit verici sonuglar gozlendi.Bu

sonuglar tez caligsmamizda tiim verileri ile sunuldu.
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2. YAPILAN CALISMALAR

Deneysel calismalar sirasinda; sentez ve identifikasyonda kullanilan ¢oziicii ve
kimyasal maddeler Fluka, Merck ve Aldrich firmalarindan temin edilmis olup, ¢oziiciilerin
tiimii uygun saflagtirma ve kurutma islemlerinden gegirilmistir.

Sentezlenen tiim bilesikler kat1 formda olup erime noktalar1 Schmezpunktbestimmer
SMP II marka dijital erime noktasi tayin cihazinda birkag¢ kez tekrarlanarak belirlenmistir.

Sentezlenen bilesiklerin yap1 aydilatilmasina iliskin spektroskopik calismalar KTU
Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya boliimiinde yapilmis olup; kullanilan cihazlarin marka ve
ozellikleri asagida belirtildigi gibidir.

IR Spekturumlari: Perkin Elmer Spectrum FT-IR spektrometresinde KBr tabletleri
halinde  kaydedilmistir."H-NMR, BC-NMR  spektrumlar;, Varian Mercury marka
200MHz’lik NMR cihazinda DMSO-dg ve détoryumlu ¢oziiciileri ile alinmistir. LC/MS-
MS spektrumlari, Micromass Quatro LC-MS/MS cihazinda alinmistir.

X-Ray spektrumlar, Giresun Universitesi Fen Fakiiltesi Fizik Béliimii, Ortep-3
(Farrugia, 1997) molekiiler grafik metodu ile Smart (Bruker, 1997) cihazinda alinmistir.

Antioksidan analizler Karadeniz Teknik Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya
Boliimiinde Biyokimya Arastirma Laboratuarinda, Antimikrobiyal analizler Rize
Universitesi Biyoloji Boliimiinde gerceklestirilmistir.

Deneysel ¢aligmalarm tiimii KTU Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimii Organik

Kimya Arastirma Laboratuvar’inda yapilmstir.

2.1. Orjinal Nitelikte Bilesiklerin Sentezi

2.1.1. Etil 2-(4-amino-5-okso-3-(tiyofen-2-ilmetil)-4,5-dihidro-1,2,4-triazol-1-il)asetat
(19)

100 mL’lik silifli yuvarlak dipli bir balona, susuz etanollii ortamda, 4-amino-5-
(tiyofen-2-ilmetil)-2H-1,2,4-triazol-3(4H)-on (0.010 mol) ve metalik sodyum (0.010 mol)
konuldu ve 2 saat geri sogutucu altinde kaynatildi. Daha sonra balona bromoetilasetat (2
mol, d=1.032 g/mL), ilave edilerek manyetik karistirici yardimiyla geri sogutucu altinda

160-165 °C’de 6 saat kaynatildi. Bu islem sonunda balon igerigi buzlu suya dokiilerek nihai



trtin elde edildi. Elde edilen bu iiriin su ile birkag kez kristallendirilerek saflastirildi.
Desikatorde kurutuldu, e.n. : 119-120 °C.Verim:%85

Elde edilen spektral veriler yardimi ile 19 nolu bilesik olarak tanimlandi.

Sentezlenen 19 bilesigi i¢in ;

IR spektrumu, (Ek Sekil 1)

MS spektrumu, (Ek Sekil 2)

'"H-NMR ve D,0 Exchange spektrumu, (Ek Sekil 3)

BC-NMR (APT) spektrumu, (Ek Sekil 4)

Sentezlenen 19 bilesiginin agik formiilii asagida gosterilmistir.
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2.1.2. 2-(4-amino-5-0kso-3-(tiyofen-2-ilmetil)-4,5-dihidro-1,2,4-triazol-1-
il)asetohidrazit(20)

100 mL’lik silifli yuvarlak dipli bir balona, Etil 2-(4-amino-5-okso-3-(tiyofen-2-
ilmetil)-4,5-dihidro-1,2,4-triazol-1-il)asetat (0.010 mol) ve hidrazin hidrat (0.010 mol)
ilave edilerek n-biitanol igerisinde manyetik karistirict yardimiyla geri sogutucu altinda
160-165 °C’de 6 saat kaynatildi. Bu islem sonunda balon igerigi sogutularak nihai iiriin
elde edildi. Elde edilen bu iiriin alkol —su (2-1) ¢oziicii sistemiyle birkag kez
kristallendirilerek saflagtirildi. Desikatorde kurutuldu, e.n. : 196-197 °C.Verim:%90

Elde edilen spektral veriler yardimi ile 20 nolu bilesik olarak tanimlandi.

Sentezlenen 20 bilesigi igin;

IR spektrumu, (Ek Sekil 5)

MS spektrumu, (Ek Sekil 6)

'"H-NMR ve D,0 Exchange spektrumu, (Ek Sekil 7)

BC-NMR (APT) spektrumu, (Ek Sekil 8)

Sentezlenen 20 bilesiginin agik formiilii asagida gosterilmistir.
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2.1.3. 1-(2-(4-amino-5-o0kso-3-(tiyofen-2-ilmetil)-4,5-dihidro-1,2,4-triazol-1-
il)asetil)-4-feniltiyosemikarbazit (21a)

50 mL’lik silifli yuvarlak dipli bir balona, 2-(4-amino-5-okso-3-(tiyofen-2-ilmetil)-
4,5-dihidro-1,2,4-triazol-1-il)asetohidrazit (0.010 mol) ve fenilizotiyosiyanat (0.010 mol),
ilave edilerek etanol ortaminda manyetik karistirict yardimiyla geri sogutucu altinda 6 saat
kaynatildi. Bu islem sonunda balon igerigi sogutularak nihai iiriin elde edildi. Elde edilen
bu triin DMF-Etanol (oram1 2:1) ¢oziicii sistemiyle birka¢ kez kristallendirilerek
saflagtirildi. Desikatorde kurutuldu, e.n. : 177-179 °C.Verim:%84

Elde edilen spektral veriler yardimi ile 2la nolu bilesik olarak tanimlandi.
Sentezlenen 21a bilesigi igin;

IR spektrumu, (Ek Sekil 9)

MS spektrumu, (Ek Sekil 10)

"H-NMR ve D,0 Exchange spektrumu, (Ek Sekil 11)

3C-NMR spektrumu, (Ek Sekil 12)

Sentezlenen 21a bilesiginin agik formiilii asagida gosterilmistir.

o O
o'y

2.1.4. 1-(2-(4-amino-5-o0kso-3-(tiyofen-2-ilmetil)-4,5-dihidro-1,2,4-triazol-1-
il)asetil)-4-(4-bromofenil)tiyosemikarbazit(21b)

50 mL’lik silifli yuvarlak dipli bir balona, 2-(4-amino-5-okso-3-(tiyofen-2-ilmetil)-
4,5-dihidro-1,2,4-triazol-1-il)asetohidrazit (0.010 mol) bilesigi ve 4-bromoizotiyosiyanat
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(0.010 mol) ilave edilerek etanol ortaminda manyetik karistirici yardimiyla geri sogutucu
altinda 6 saat kaynatildi. Bu islem sonunda balon igerigi sogutularak nihai {iriin elde edildi.
Elde edilen bu irin DMF-Etanol (oram1 2:1) ¢oziicii sistemiyle birkag kez
kristallendirilerek saflastirildi. saflastirildi. Desikatérde kurutuldu, e.n. : 188-190
°C.Verim:%86

Elde edilen spektral veriler yardimi ile 21b nolu bilesik olarak tanimlandi

Sentezlenen 21b bilesigi i¢in;

IR spektrumu, (Ek Sekil 13)

MS spektrumu, (Ek Sekil 14)

"H-NMR ve D,0 Exchange spektrumu (Ek Sekil 15)

BC-NMR (APT) spektrumu, (Ek Sekil 16)

Sentezlenen 21b bilesiginin agik formiilii asagida gosterilmistir.

2.1.5. 1-(2-(4-amino-5-o0kso-3-(tiyofen-2-ilmetil)-4,5-dihidro-1,2,4-triazol-1-
il)asetil)-4-(4-florofenil)tiyosemikarbazit(21c)

50 mL’lik silifli yuvarlak dipli bir balona, 2-(4-amino-5-okso-3-(tiyofen-2-ilmetil)-
4,5-dihidro-1,2,4-triazol-1-il)asetohidrazit (0.010 mol) ve 4-florofenilizotiyosiyanat (0.010
mol) ilave edilerek etanol ortaminda manyetik karistirict yardimiyla geri sogutucu altinda 6
saat kaynatildi. Bu islem sonunda balon igerigi sogutularak nihai {iriin elde edildi. Elde
edilen bu iirtiin DMF-Etanol (oran1 2:1) ¢6ziicii sistemiyle birkag kez kristallendirilerek
saflastirildi. Desikatorde kurutuldu, e.n. : 180-182 °C.Verim:%85

Elde edilen spektral veriler yardimi ile 21c nolu bilesik olarak tanimlandi.
Sentezlenen 21c bilesigi i¢in ;

IR spektrumu, (Ek Sekil 17)

MS spektrumu, (Ek Sekil 18)

'"H-NMR ve D,0 Exchange spektrumu, (Ek Sekil 19)

BC-NMR (APT) spektrumu, (Ek Sekil 20)
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Sentezlenen 21c bilesiginin agik formiilii asagida gosterilmistir.

2.1.6. 1-(2-(4-amino-5-o0kso-3-(tiyofen-2-ilmetil)-4,5-dihidro-1,2,4-triazol-1-
il)asetil)-4-p-toliltiyosemikarbazit(21d)

50 mL’lik silifli yuvarlak dipli bir balona, 2-(4-amino-5-okso-3-(tiyofen-2-ilmetil)-
4,5-dihidro-1,2,4-triazol-1-il)asetohidrazit (1mol) ve p-tolilizotiyosiyanat (0.010 mol) ilave
edilerek etanol ortaminda manyetik karistirici yardimiyla geri sogutucu altinda 6 saat
kaynatildi. Bu islem sonunda balon igerigi sogutularak nihai {iriin elde edildi. Elde edilen
bu triin DMF-Etanol (oram1 2:1) ¢oziicii sistemiyle birka¢ kez kristallendirilerek
saflastirildi.. Desikatorde kurutuldu, e.n. : 180-182 °C.Verim %83

Elde edilen spektral veriler yardimi ile 21d nolu bilesik olarak tanimlandi.
Sentezlenen 21d bilesigi igin;

IR spektrumu, (Ek Sekil 21)

MS spektrumu, (Ek Sekil 22)

"H-NMR ve D,0 Exchange spektrumu, (Ek Sekil 23)

BC-NMR (APT) spektrumu, (Ek Sekil 24)

Sentezlenen 21d bilesiginin agik formiilii asagida gosterilmistir.

o) S
1H
N_N/—LNHNH N4®7CH3
e
S l
NH,

2.1.7. 4-amino-2-((5-merkapto-4-fenil-4H-1,2,4-triazol-3-il)metil)-5-(tiyofen-2-
ilmetil)-2H-1,2,4-triazol-3(4H)-on (22a)

100 mL’lik silifli yuvarlak dipli bir balona, 1-(2-(4-amino-5-okso-3-(tiyofen-2-
ilmetil)-4,5-dihidro-1,2,4-triazol-1-il)asetil)-4-feniltiyosemikarbazit (0.010 mol) ve 2N
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NaOH (50ml) ilave edildi ve geri sogutucu altinda 3 saat 1sitildi. Bu siire sonunda olusan
karisim, HCI ile noétrallestirilerek nihai tirtin elde edildi. Elde edilen iirtiin DMF-Etanol
(oram1 2:1) ¢oziicii sistemiyle birka¢ kez kristallendirilerek saflastirildi. Desikatorde
kurutuldu, e.n. : 288-290 °C.Verim:%90

Elde edilen spektral veriler yardimi ile 22a nolu bilesik olarak tanimlandi.
Sentezlenen 22a bilesigi igin;

IR spektrumu, (Ek Sekil 25)

MS spektrum, (Ek Sekil 26)

'H-NMR ve D,0 Exchange spektrumu, (Ek Sekil 27)

BC-NMR (APT) spektrumu, (Ek Sekil 28)

Sentezlenen bilesiginin acik formiilii asagida gosterilmistir.

N—NH

N—N
/
_N/_<N>;SH N—Nﬁ_<N)ss
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2.1.8. 4-amino-2-((4-(4-bromofenil)-5-merkapto-4H-1,2,4-triazol-3-il)metil)-5-
(tiyofen-2-ilmetil)-2H-1,2,4-triazol-3(4H)-on (22b)

100 mL’lik silifli yuvarlak dipli bir balona, 1-(2-(4-amino-5-okso-3-(tiyofen-2-
ilmetil)-4,5-dihidro-1,2,4-triazol-1-il)asetil)-4-(4-bromofenil)tiyosemikarbazit (0.010 mol)
ve 2N NaOH (50ml) ilave edildi ve geri sogutucu altinda 3 saat 1sitildi. Bu siire sonunda
olusan karisim, HCI ile notrallestirilerek nihai iiriin elde edildi. Elde edilen iiriin DMF-
Etanol (oran1 2:1) ¢oziicii sistemiyle birkag kez kristallendirilerek saflastirildi. Desikatorde
kurutuldu, e.n. : 199-201 °C.Verim:%95

Elde edilen spektral veriler yardimi ile 22b nolu bilesik olarak tanimlandi.
Sentezlenen 22b bilesigi i¢in;

IR spektrumu, (Ek Sekil 29)

MS spektrumu, (Ek Sekil 30)

'"H-NMR ve D,0 Exchange spektrumu, (Ek Sekil 31)

BC-NMR (APT) spektrumu, (Ek Sekil 32)

Sentezlenen 22b bilesiginin agik formiilii asagida gosterilmistir.
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2.1.9. 4-amino-2-((4-(4-florofenil)-5-merkapto-4H-1,2,4-triazol-3-il)metil)-5-
(tiyofen-2-ilmetil)-2H-1,2,4-triazol-3(4H)-on (22c)

100 mL’lik silifli yuvarlak dipli balona, 1-(2-(4-amino-5-okso-3-(tiyofen-2-ilmetil)-
4,5-dihidro-1,2,4-triazol-1-il)asetil)-4-(4-florofenil)tiyosemikarbazit (0.010 mol) ve 2N
NaOH (50ml) ilave edildi ve geri sogutucu altinda 3 saat 1sitildi. Bu siire sonunda olusan
karisim, HCI ile notrallestirilerek nihai tiriin elde edildi. Elde edilen iiriin DMF-Etanol
(oran1 2:1) ¢oziicii sistemiyle birka¢ kez kristallendirilerek saflastirildi Desikatorde
kurutuldu, e.n. : 133-135 °C.Verim:%95

Elde edilen spektral veriler yardimi ile 22c nolu bilesik olarak tanimlandi.
Sentezlenen 22c bilesigi igin;

IR spektrumu, (Ek Sekil 33)

MS spektrumu, (Ek Sekil 34)

'"H-NMR ve D,0 Exchange spektrumu, (Ek Sekil 35)

BC-NMR (APT) spektrumu, (Ek Sekil 36)

Sentezlenen 22c bilesiginin agik formiilii asagida gosterilmistir.
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2.1.10. 4-amino-2-((5-merkapto-4-p-tolil-4H-1,2 4-triazol-3-il)metil)-5-(tiyofen-
2-ilmetil)-2H-1,2,4-triazol-3(4H)-on (22d)

100 mL’lik silifli yuvarlak dipli bir balona, 1-(2-(4-amino-5-okso-3-(tiyofen-2-
ilmetil)-4,5-dihidro-1,2,4-triazol-1-il)asetil)-4-p-toliltiyosemikarbazit (0.010 mol) ve 2N

NaOH (50ml) ilave edildi ve geri sogutucu altinda 3 saat 1sitildi. Bu siire sonunda olusan
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karisim, HCI ile noétrallestirilerek nihai {irlin elde edildi. Elde edilen iiriin DMF-Etanol
(oram1 2:1) ¢oziicii sistemiyle birkag kez kristallendirilerek saflastirildiDesikatorde
kurutuldu, e.n. : 208-210 °C.Verim:%90

Elde edilen spektral veriler yardimi ile 22d nolu bilesik olarak tanimlandi.
Sentezlenen 22d bilesigi i¢in;

IR spektrumu, (Ek Sekil 37)

MS spektrumu, (Ek Sekil 38)

'"H-NMR ve D,0 Exchange spektrumu, (Ek Sekil 39)

BC-NMR (APT) spektrumu, (Ek Sekil 40)

Sentezlenen 22d bilesiginin agik formiilii asagida gosterilmistir.

/—T H /_4 )%
—N/_{N S /N—S: NS
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2.1.11. 4-amino-2-((5-(4-florofenilamino)-1,3,4-tiyodiazol-2-il)metil)-5-(tiyofen-
2-ilmetil)-2H-1,2,4-triazol-3(4H)-on (23)

50 mL’lik silifli yuvarlak dipli bir balona, 1-(2-(4-amino-5-okso-3-(tiyofen-2-
ilmetil)-4,5-dihidro-1,2,4-triazol-1-il)asetil)-4-(4-florofenil)tiyosemikarbazit (0,010mol) ve
30 ml derisik H,SO,4 ilave edilerek, manyetik karistirici yardimiyla 30 dakika buz
banyosunda ve 15 dakika oda sicakliginda karistirildi. Sonra elde edilen karisim derisik
NHj; ilavesiyle notrallestirilerek iiriin, amorfik halinde elde edildi. .Elde edilen tirtin DMF-
Etanol (oran1 2:1) ¢oziicii sistemiyle birkag kez kristallendirilerek saflastirildi. Desikatorde
kurutuldu, e.n. : 119-120 °C.Verim:% 93

Elde edilen spektral veriler yardimi ile 23 nolu bilesik olarak tanimlandi. Sentezlenen
23 bilesigi igin ;

IR spektrumu, Ek Sekil 41

'H-NMR ve D,0O Exchange spektrumu, Ek Sekil 42

BC-NMR (APT) spektrumu, Ek Sekil 43

Sentezlenen 23 bilesiginin agik formiilii asagida gosterilmistir.



15

N—N
N—N/_(S» NH‘Q—F
e
s )
NH,

2.2. Sentezlenen Bilesiklerin Biyolojik Aktivite Tayinleri

Sentezlenen 11 adet orjinal nitelikte bilesiklerin biyolojik aktivite testleri ve bu

testlere iliskin materyal metotlar agsagida bildirilmistir.

2.2.1. Antioksidan Aktivite Test Yontemi

Literatiirde yaygin kullanilan antioksidan tayin yoOntemlerinden iki tanesi bu
calismada kullanilmistir. Yontem se¢imi yapilirken sentetik numunelerimize uygulanabilir
olmasina da dikkat edilmistir. DPPH temizleme aktivitesinin uygulanmasi literatiirde de en
cok kullanilan yontem olmasi agisindan da 6nemlidir [40]. DPPH testi gibi yaygin
kullanima sahip olan diger bir yontem de demir indirgeme /antioksidan gii¢ (FRAP) testidir
[41, 42]. Ancak bu yontem suda ¢oziiniirliigii az olan ¢ok polar olmayan maddelerimize
uygulanirken ¢ikabilecek ¢oziiniirliikk sorunlarinin 6nlenmesi i¢cin FRAP reaktifindeki polar
ortam (normalde sulu) degistirilerek metanol — su (3:2) karisimi kullanilmistir. iki testin
sonuglart karsilagtirmali olarak ta degerlendirilmistir. Farkli antioksidan testlerin
kullanilma sebebi arastirmalarda kullanilmakta olan degisik antioksidan test
yontemlerindeki reaksiyonlarin mekanizma ve kinetiklerinin, ¢oziicli ortamlarinin, numune
bilesik yapis1 ve boyutundan etkilenmelerinin ve sicaklik, pH ve matriks bilesenlerinden

etkilenmelerinin ayni1 olmayisidir.

2.2.1.1. DPPH Temizleme Aktivitesi Tayini

DPPH" radikali  (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil)  kararli  bir  radikaldir ve
denemelerimizde satin alinan bu radikalin 100 pM’lik metanolik ¢ozeltisi kullanilmistir.
Denemelerde Cuendet vd. (1997) tarafindan gelistirilen yontem uygulandi. Sentezlenmis

olan bilesiklerin 200 pg/mL konsantrasyonda cozeltileri etanol-DMSO ¢dziicii karigimi
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kullanilarak hazirlandi. Caligma konsantrasyonlar1 belirlenirken 6n deneme yapilarak her
bilesik i¢in uygun calisma konsantrasyonu belirlendi. Izotiyosemikarbazit bilesiklerinin 6n
denemelerde gozlenen aktivitesi yiiksek olmasi nedeniyle bu bilesiklerin ¢6zeltileri 20 kati
seyreltilerek 10 pg/mL olacak sekilde hazirlandi. Esit hacimde (750 pL) DPPH’ ¢ozeltisi,
numune ¢oOzeltileri lizerine eklenerek vortekslendi ve oda sicakliginda 60 dakika
inkiibasyona birakildi. Her bir numune i¢in iki paralel calisildi. Ayrica numune ve reaktif
korii de calisildi. Inkiibasyon devam ederken 0, 0,5, 20, 40 ve 60. dakikalarda DPPH1n
maksimum absorbans verdigi 517 nm’de absorbanslar okundu. Bulunan absorbanslar
%DPPH temizleme aktiviteleri hesaplamasinda kullanildi. Baglangictaki absorbans degeri
ve okuma zamanindaki absorbans degeri kullanilarak %DPPH temizleme degerleri

asagidaki formiilden hesaplandi.

%DPPH Temizleme = [ (AbSpagiangic — AbSson) / AbSpagiangic) ] X 100

2.2.1.2. Demir (IIT) indirgeme / Antioksidan Gii¢ (FRAP) Tayini

Ik defa Oyaizu (1986) [41] tarafindan ortaya konan ve sonralar1 Benzie ve Strain
(1996) [42] tarafindan gelistirilen yonteme gore indirgeme kuvveti, numunelerin dolayli
olarak toplam indirgeme potansiyelini gostermekte olup Fe** — Fe*? indirgenmesi ile
meydana gelen Fe*?, 595 nm'de absorbans veren TPTZ renkli kompleksini olusturur. Bu
calismada orijinal yontem degisiklik yapilarak uygulanmistir. Bu testte 6nce 200 pg/mL
konsantrasyonlardaki numune ¢dzeltileri hazirlandi. Sonra Trolox’un metanolde 5 farkli
konsantrasyondaki (1000 — 500 — 250 — 125 - 62,5 uM) ¢ozeltileri hazirlandi.

Calismada kullanilan FRAP reaktifi taze hazirlandi. Bu amagla taze hazirlanmig
olan 150 mL 300 mM asetat tamponu (pH 3.6), 15 mL 10 mM TPTZ (2,4,6-Tris(2-
pyridyl)-s-triazine) (40 mM HCI’de) ve 15 mL 20 mM FeCl3.6H,0 ¢ozeltisi karistirildi.

Numune ve Trolox ¢ozeltileri kullanilarak 3 mL FRAP reaktifi ve 100 pL
numune/Trolox ¢ozeltisi karistirildi ve oda sicakliginda 20 dakika inkiibasyon sonrasi 595
nm’de absorbans okundu. Numune korii ve reaktif korii denemeleri de yapilarak bu iki
denemeden elde edilen absorbanslar numune ile elde edilen absorbans degerlerinden
c¢ikarildi (hepsinin absorbansi saf suya karsi1 okundu).

Numunelerin antioksidan degerleri, indirgeme potansiyeli yliksek ve ayni1 zamanda

standart bir antioksidan madde olan Trolox ile karsilastirilarak yorumlandi. Trolox i¢in
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konsantrasyona kars1 absorbans grafigi ¢izildi. Bu yontemde, artan absorbans degeri artan
indirgeme kuvvetini gostermektedir. Numune antioksidan aktiviteleri, numunelerin testte
gosterdigi absorbans degerlerine Trolox igin ¢izilen absorbans — konsantrasyon grafiginde
karsilik gelen Trolox konsantrasyonu esdegeri cinsinden belirlendi ve Trolox Esdegeri

Antioksidan Kapasite (TEAC) olarak ifade edildi.

2.2.2. Antimikrobiyal Test Yontemi

Bu c¢alismada kullanilan ve asagida verilen tiim mikroorganizmalar Hifzissihha Refik
Saydam Enstitlisii‘den (Ankara) elde edilmistir. Bakteri olarak Escherichia coli ATCC
35218, Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, Yersinia pseudotuberculosi ATCC 911,
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Staphylococcus
aureus ATCC 25923 ve Bacillus cereus 709 ROMA suslari, maya olarak Candida albicans
ATCC 60193 ve Candida tropicalis ATCC 13803 suslar1 kullanilmistir. Kimyasallar belirli
konsantrasyonlarda DMSQO’da ¢oziilmiistiir.

2.2.2.1. Agar Kuyucuk Difiizyon Metodu

Sentezlenen bilesiklerin antimikrobiyal aktivitelerinin Sl¢iilmesinde agar kuyucuk
difizyon metodu kullanildi . Test edilecek bakterilerin bir gecelik kiiltiirlerinden beyin
kalp inflizyon siv1 besiyeri iginde (BHI) (Difco, Detroit, MI), yaklasik olarak 106 cfu/ml
(koloni olusturan birim =colony forming unit) seklinde diliisyonlar1 hazirlandi. Onceden
hazirlanmis BHI agar besiyeri iizerine ekimleri yapildi. Mayalar i¢in maya ekstreli sivi
besiyeri (YE) (Difco, Detriot, MI) kullanilarak 107 cfu/ml diliisyonlar1 yapildi ve 6nceden
hazirlanmis Saboraud Dextrose agar (SDA) (Difco, Detriot, MI) besiyerlerine ekildi.
Ekimleri tamamlanan besiyerleri iizerinde, steril cam boru yardimiyla 2 cm araliklarda, 5
mm ¢apinda kuyucuklar agildi. Her bir kuyucuga kimyasal stok ¢ozeltilerden 100
mikrolitre damlatildi. Bakteri ihtiva eden petriler 24 saat, maya ihtiva eden petriler 48 saat
35 °C’de inkiibe edildiler. Unkiibasyondan sonra bir cetvel yardimiyla inhibisyon zonlari
oOl¢iildii. Standard kontrol ilag olarak bakteriler i¢in ceftazidime (10pg), mayalar igin
fluconazole (5ug) ve standart ¢oziicli kontrolii icin DMSO kullanildi.



3. BULGULAR
3.1. Bilesiklerin Spektroskopik Sonuclari

Bu ¢alismada, literatiirde [28] verilen sentez yontemi ile elde edilen 4-Amino-3-(2-
tiyenilmetil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on bilesiginden baslanilarak elde edilen 2-(4-
amino-5-okso-3-(tiyofen 2-ilmetil)-4,5-dihidro-1,2,4-triazol-1-il) aseto hidrazit bilesiginin
muhtelif izotiyosiyanatlarla reaksiyonundan tiyosemikarbazit tiirevleri sentezlenmistir.
Elde edilen bu tiyosemikarbazit tiirevlerinin NaOH ile olan reaksiyonu sonucu, halka
kapanmas1 neticesi triazol-tiol ¢ekirdeginin sentezi, florlu tiyosemikarbazit tiirevinin
H,SO, ile vukubulan halka kapanmasi reaksiyonu sonucu tiyodiazol iinitesinin sentezi
gerceklestirilmistir.

Sentezlenen bilesiklerin yapisal analizi FT-IR, *H-NMR, **C-NMR ve LC/MS-MS
spektral verileri kullanilarak yapilmistir. Ayrica ester ve tiyosemikarbazit tiirevi olan iki
bilesigin X-ray verileri de sunulmustur. Elde edilen spektral veriler toplu olarak tablolar
halinde asagida sunulmus ve takiben verilere iliskin degerlendirmeler tartisma boliimiinde
ortaya konulmustur. Elde edilen tiim bilesikler kati formda olup FT-IR spektrumlart KBr
tabletleri halinde almmstir. *H-NMR spektrumlar1 DMSO-dg da kaydedilmis ve
spektrumlarda bu c¢oziiciiye iliskin metil pikleri 2.50-2.60 ppm civarinda gézlenmistir.
Coziiclinlin icerdigi su pikleri ise 3.20-3.40 ppm aralifinda ortaya c¢ikmistir. Bilesiklerin
ayni dotero ¢oziicii icerisinde kaydedilen BC-NMR spektrumlarinda ¢oziiciiye iliskin
karbon pikleri 38-42 ppm araliginda gozlenmistir. Spektrumlar igin standart kimyasal
kayma noktasi olarak, ¢oziicli ortamina ilave edilen TMS esas alinmistir. DSteryumla yer
degistirebilir protonlar i¢in excahange isleminde D,0O kullanilmistir.

Calismamizda, Sentez asamasinin ilk adimimi olusturan Etil-2-(4-amino-5-0kso-3-
(tiyofen-2-ilmetil)-4,5-dihidro-1,2,4-triazol-1 il) asetat (19) ‘mn sentezi, susuz etanolli
ortamda baz esliginde bromo etil asetat ile 4-amino-5-tiyofen-2-il-metil 2,4-
dihidro[1,2,4]triazol-3-on (18) bilesiginin reaksiyonu ile gergeklestirilmistir. Sentezlenen

19 bilesigine iliskin formiil agagida verilmistir.
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Etil-2-(4-amino-5-okso-3-(tiyofen-2-ilmetil)-4,5-dihidro-1,2,4-triazol-1 il) asetat (19)

Sentezlenen 19 bilesigine ait, FT-IR, 'H ve *C-NMR spektroskopik veri degerleri

Tablo 1, Tablo 2 ve Tablo 3 de asagida sirasiyla sunulmustur.

Tablo 1. 19 nolu bilesigin FT-IR spektral verileri (KBr,cm™ ,v)

Bilesik No NH, C=0 C=0 (trz) C=N c-0-C
19 3278-3216 1752 1716 1667 1206

Tablo 2. 19 nolu bilesigin 200 MHz *H NMR spektral verileri (DMSO-dé/ &)

Bilesik No CHs, N-CH, | OCH, Tyf-CH, Trz-NH, TyfH
) 7.37,(t),1H
19 1.17,(t),3H 4.05-4.16,(m),4H 452(3)2H | 54082H | ¢'g6'0)on

Tablo 3. 19 nolu bilesigin 50 MHz **C NMR(APT) spektral verileri(DMSO-dé/ &)

Bl,ifg‘k CH; | Tyf-CH, | N-CH, | OCH, Tyf.C C=N | C=O(trz)| C=0
137.95, (C)
126.57,(CH)

19 15.60 2598 | 47.90 | 61.95 146.10 | 153.10 | 169.51
126.13,(CH)
124.77,(CH)

Etil-2-(4-amino-5-0kso-3-(tiyofen-2-ilmetil)-4,5-dihidro-1,2,4-triazol-1-il) asetat’in
(19) hidrazin hidrat ile n- butanollii ortamda gergeklesen reaksiyonu sonucu anahtar bilesik
olan 2-(4-amino-5-okso-3-(tiyofen 2-ilmetil)-4,5-dihidro-1,2,4-triazol-1-il) aseto hidrazit

(20) bilesigine varilmistir. Sentezlenen 20 bilesigine iliskin formiil asagida verilmistir.
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2-(4-amino-5-okso-3-(tiyofen 2-il metil)-4,5-dihidro-1,2,4-triazol-1-il) aseto hidrazit (20)

Sentezlenen 20 bilesigine ait ait FT-IR, *H ve **C-NMR spektroskopik veri degerleri

Tablo 4, Tablo 5 ve Tablo 6’ da sirasiyla verilmistir

Tablo 4. 20 nolu bilesigin FT-IR spektral verileri (KBr,cm™ v)

Bilesik No NH, NH C=0 (trz) Cc=0 C=N
20 3417-3338 3300 1716 1650 1571
Tablo 5. 20 nolu bilesigin 200 MHz *H NMR spektral verileri (DMSO-dé/ &)
Bilesik No N-CH, NH, Tyf-CH, Trz-NH, Tyf.H NH
7.37,(d),1H
20 4.20,(s),2H | 4.06,(),2H | 4.26,(5)2H | 5.32,(s),2H 6.96.(d) 2H 9.21,(s),1H

Tablo 6. 20 nolu bilesigin 50 MHz **C NMR(APT) spektral verileri (DMSO-d6/ &)

Bilesik No Tyf-CH, N-CH, Tyf.C C=N (trz)C=0 c=0
137.99,(C)
127.57,(CH)
20 25.66 47.10 146.99 154.10 166.61
127.21,(CH)
125.77,(CH)
Tiyosemikarbazit tiirevi olarak adlandirilan 21(a-d) numarali bilesikler, 2-(4-
amino-5-okso-3-(tiyofen  2-ilmetil)-4,5-dihidro-1,2,4-triazol-1-il) aseto hidrazit (20)
bilesiginin  sirasiyla  fenilizotiyosiyanat,  4-bromo  fenilizotiyosiyanat,  4-floro

fenilizotiyosiyanat ve p-tolil izotiyosiyanat ile benzil alkollii ortamdaki reaksiyonu sonucu

sentezlenmistir.Sentezlenen 21(a-d) bilesiklerine iliskin formiiller agagida verilmistir.
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1-(2-(4-amino-5-oxo0-3-(thiophene-2-
ylmethyl)-4,5-dihydro-1,2,4-triazole-1-
yl)acetyl)-4-(4-

bromophenyl)thiosemicarbazide (21b)

NH,
1-(2-(4-amino-5-okso-3-(tiyofen-2-ilmetil)-
4,5-dihidro-1,2,4-triazol-1-il)asetil)-4-
feniltiyosemikarbazit (21a)

(e} S (e} S
R D el
| F NHNH N CHs

N—N N—N
@AT):O @AT):O
S S

NH, NH,
1-(2-(4-amino-5-okso-3-(tiyofen-2-ilmetil)-  1-(2-(4-amino-5-okso-3-(tiyofen-2-ilmetil)-
4,5-dihidro-1,2,4-triazol-1-il)asetil)-4-(4- 4,5-dihidro-1,2,4-triazol-1-il)asetil)-4-p-

florofenill)tiyosemikarbazit (21c) toliltiyosemikarbazit (21d)

Sentezlenen 21(a-d) bilesiklerine ait spektroskopik veriler FT-IR, *H ve **C-NMR
Tablo 7, Tablo 8 ve Tablo 9’da sirasiyla sunulmustur.

Tablo 7. 21 numarali bilesiklerin FT-IR spektral verileri (KBr,cm™ ,v)

Bilesik No NH, NH (C=0) C=N C=C C=S
21(a) 3413-3320 3170 1719,1705 1637 1597 1214
21(b) 3415-3329 3251 1713, 1697 1675 1587 1225
21(c) 3416-3345 3231 1708, 1686 1609 1570 1215
21(d) 3410-3340 3226 1705,1695 1673 1581 1225
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Tablo 8. 21 numarali bilesiklerin 200 MHz *H NMR spektral verileri (DMSO-d6/ §)

Bilesik No|  CH, N-CH, | Tyf-CH, NH, Tyf+Arom.H NH
6.97,(bs)2H | 9.68,(s)1H

1@ | - 4.10(s)2H| 450,(s)2H | 541,(s2H) | 7.20,(s),1H 9.77,(s),1H
740,bs)5H | 10.32,(s),1H

9.70(s),1H

() | e 411,(s)2H| 4.50,(s)2H | 5.41,s)2H 7fl'?77'5(25()r'§)H5H 9.82(s),1H
Adofostm), 10.35(s),1H

6.49,(bs)2H | 9.83,(s)1H

200 | 362,(s)2H| 4.00,s)2H | 4.91(s)2H |6.66-6.74,(m2H) | 9.30,(s),1H
6.92,(bs)3H | 9.18,(s),1H

637%5.2(215))22: 9.58,(s),1H

21(Q) |227(9)3H [408(9)3H| 408(2H | 5ITE2H | 157 o0 9.65,(s),1H
o1y | 1026()1H

Tablo 9. 21 numarali bilesiklerin 50 MHz **C NMR(APT) spektral verileri (DMSO-d6/ 8)

Bilesik No

CHj;3

Tyf-CH,

N- CH;

Tyf+Arom.C

C=N C=0

C=0 C=S

21(a)

25.69

47.41

125.85 (CH)
127.30 (CH)
127.50 (CH)
127.96 (2CH)
128,83 (2CH)
137.82 (C)
137.41 (C)
139.67 (C)

147.24

154.14

167.23

181.42

21(b)

25.68

47.41

125.82 (CH)
127.29 (CH)
127.61 (CH)
131.67(4CH)
137.79 (C)
139.08 (2C)

147.24

154.11

167.21

181.32

21(c)

25.66

47.35

115.27(2CH)
115.72(2CH)
125.82 (CH)
127.27 (CH)
127.60 (CH)
137.82 (C)
135.96 (C)
136.01 (C)

147.19

154.11

167.18

181.64

21 (d)

21.27

25.65

47.31

125.83 (CH)
127.28 (CH)
127.60 (CH)
126.62(2CH)
129.28(2CH)
137.82 (C)
135.18 (C)
137.06 (C)

147.19

154.11

167.22

181.42
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Tiyosemikarbazit (21a-d) tiirevlerinin, NaOH li ortamda gergeklestirilen siklizasyon
reaksiyonu sonucu, bir diger 6nemli azol c¢ekirdegi olan triazol-tiol(tion) (22a-d)
bilesiklerinin sentezi gergeklestirilmistir. Reaksiyon sonucu elde edilen 4-amino-2-((4-(4-
fenil/subtituefenil)-5-merkapto-4H-1,2,4-triazol-3-il)metil)-5-(tiyofen-2-ilmetil)-2H-1,2,4-
triazol-3(4H)-on (22a-d) bilesiklerine iliskin formiilleri asagida verilmistir.

N—NH

A ;SH oL
@A - @ _ Qﬂﬁo @

4-amino-2-((5-merkapto-4-fenil-4H-1,2,4-triazol-3-il)metil)-5-(tiyofen-2-il metil)-2H-
1,2,4-triazol-3(4H)-on (22a)

_ /_<N~§;SH /_<N)§S
054
s | S

4-amino-2-((4-(4-bromofenil)-5-merkapto-4H-1,2,4-triazol-3-il)metil)-5-(tiyofen-2-
ilmetil)-2H-1,2,4-triazol-3(4H)-on (22b)

H
L~

N—NH

s iyl
oA — 00

4-amino-2-((4-(4-florofenil)-5-merkapto-4H-1,2,4-triazol-3-il)metil)-5-(tiyofen-2-ilmetil)-
2H-1,2,4-triazol-3(4H)-on (22c)

N—NH

s gl
otnd =07y

H, CHs

4-amino-2-((5-merkapto-4-p-tolil-4H-1,2,4-triazol-3-il)metil)-5-(tiyofen-2-il metil)-2H-
1,2,4-triazole-3(4H)-on (22d)
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Sentezlenen 22(a-d) bilesiklerine ait spektroskopik veriler FT-IR, 'H ve *C-NMR

Tablo 10, Tablo 11 ve Tablo 12’de sirastyla verilmistir.

Tablo 10. 22 numarali bilesiklerin FT-IR spektral verileri (KBr,cm™ ,v")

Bilesik No NH, C=0 (Trz) C=N C=C C=S
22(a) 3281-3176 1696 1581 1535 1214
22(b) 3413-3312 1697 1577 1510 1225
22(c) 3314-3194 1697 1579 1509 1233
22 (d) 3269-3129 1734 1577 1517 1225

Tablo 11. 22 numarali bilesiklerin 200 MHz *H NMR spektral verileri (DMSO-d6/ 8)

Bilesik No

CH;

N-CH,

Tyf-CH,

NH,

Tyf+Arom.H

NH

22(a)

3.99,(s),2H

4.81,(s),2H

5.14,(s),2H

6.95,(s),1H
7.23,(bs),3H
7.42,(bs),4H

13.95,(s),1H

22(b)

3.99,(s),2H

4.82,(s),2H

5.18,(s),2H

6.94,(bs),2H
7.20(,d),2H
7.39,(s),1H
7.58,(bs),2H

13.98,(s),1H

22(c)

3.99,(s),2H

4.80,(s),2H

5.19,(s),2H

6.94,(bs),2H

7.22-
7.25,(m),4H

7.40,(d),1H

13.97,(s),1H

22(d)

2.30,s,3H

3.99,(s),2H

4.63,(s),2H

5.12,(s),2H

6.96,(d),4H
7.09,(d),2H
7.39,(d),1H

13.60,(s),1H
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Tablo 12. 22 numarali bilesiklerin 50 MHz **C NMR(APT) spektral verileri (DMSO-d6/ §)

Bilesik No CHj;3 Tyf-CH, N-CH, Tyf+Arom.C C=N C=0

125.91 (CH)
127.34 (CH)
127.62 (CH)
14758

22(a) 25.50 4753 128.28 (2CH) 148.31 169.07
' ' 129.85 (2CH) ' '

152.88

130.21 (CH)

133.43 (C)

137.66 (C)

123.04 (C)
125.93 (CH)
127.35 (CH) 147.72
22(b) | - 25.53 49.30 127.65 (CH) 149.55 168.90

130.70 (2CH) 152.95
132.72 (2CH)
133.61 (C)

137.63 (C)

116.65 (2CH)
117.11 (2CH)
125.93 (CH)
127.32 (CH)
127.63 (CH)
129.78 (C)
129.83 (C)
137.71 (C)

125.91 (CH)
127.47 (CH)
127.77 (CH) 14757
127.90 (2CH) 147.76
22(d) 21.32 25.36 47.44 168.00
130.67 (2CH) 153.05

132.02 (C)
137.26 (C)

139.23 (C)

147.66
148.29 169.31
152.91

22(c) | - 25.51 47.39

Calismamizin diger bir sentez asamasi, bir tiyosemikarbazit tiirevi olan 1-(2-(4-
amino-5-okso-3-(tiyofen-2-ilmetil)-4,5-dihidro-1,2,4-triazol-1-il)asetil)-4-(4-florofenil)
tiyosemikarbazit (21c) in H,SO, ile gerceklestirilen siklizasyon reaksiyonudur.llgili
reaksiyon sonucu, 4-amino-2-((4-(4-florofenil)-5-merkapto-4H-1,2,4-triazol-3-il)metil)-5-
(tiyofen-2-ilmetil)-2H-1,2,4-triazol-3(4H)-on (23) bilesigi sentezlenmistir.Sezlezlenen 23

bilesigine iliskin formiil asagida verilmistir.
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4-amino-2-((5-(4-florofenilamino)-1,3,4-tiyodiazol-2-il)metil)-5-(tiyofen-
2-ilmetil)-2H-1,2,4-triazol-3(4H)-on (23)

Sentezlenen 23 bilesigine ait FT-IR, *H ve **C-NMR spektroskopik verileri Tablo
13, Tablo 14 ve Tablo 15’de sunulmustur.

Tablo 13. 23 nolu bilesigin FT-IR spektral verileri (KBr,cm™ ,v)

Bilesik No NH, NH (Trz)C=0 C=N c=C
23 3329-3250 3190 1701 1639 1596
Tablo 14. 23 nolu bilesigin 200 MHz *H NMR spektral verileri (DMSO-d6/ 8)
Bilesik No N-CH, Tyf-CH, NH, Arom-H NH
23 3.39-3.43,(m),2H | 4.04,s),2H | 5.14,(s),2H 6.74-7.34,(m).5H 10.40,(s),1H

7.57-7.59 ,(m),2H

Tablo 15. 23 nolu bilesigin 50 MHz *C NMR(APT) spektral verileri (DMSO-d6/ §)

Bilesik No

Tyf-CH;

N-CH,

Arom+Tiyodiazol.C

C=N

C=0

23

25.88

44.64

116.15(CH)
116.59(CH)
119.95(CH)
120.11(CH)
126.15(CH)
137.57(C)
138.28(C)
150.44(C)

155.31(tiyodiazolC)
166.26(tiyodiazolC)

147.88

153.31
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Sentezlenen 11 adet orjinal bilesikten 23 nolu bilesik haric MS spektrum
verileri,teorik MA (g/mol),molekiiliin kapali formiilii, [M]" (m/z) , [M+1] (m/z) , [M+2]
(m/z) olarak % Bagil Bolluk ile Tablo 16’da verilmistir.

Tablo 16. Sentezlenen bilesiklerin LC/MS-MS spektral verileri

Bilesik No Kapali Formiil MA (g/mol) [M]" (m/z)
19 C11H14N4O3S 282.32 284.09(%5)
20 CoH12N6O,S 268.30 268.99(%100) ([M+2])
21a C16H17N70,S; 403.48 403.98(%95)
21b C16H16 BrN;O,S, 482.38 483.85(%65) ([M+1])
21c C16H16 FN;0,S, 421.47 421.98(%100)
21d C17H19N;0,S; 417.51 417.99(%100)
22a C16H1sN;0S; 385.47 385.96(%100)
22b C16H14 BrN;OS;, 464.36 463.26(%100)
22¢ C16H14 FN;0OS, 403.46 403.95(%60)
22d Cy7H17N-0S; 399.49 399.98(%100)

Sentezlenen 11 adet orjinal bilesikten, Etil-2-(4-amino-5-okso-3-(tiyofen-2-ilmetil)-
4,5-dihidro-1,2,4-triazol-1-il) asetat (19) ve 1-(2-(4-amino-5-okso-3-(tiyofen-2-ilmetil)-

4,5-dihidro-1,2,4-triazol-1-il)asetil)-4-p-toliltiyosemikarbazit

(21d) bilesiginin  uygun

kristal yapida bulunmasi sonucu, bu iki bilesigin X-ray verileri toplanmis, toplanan

verilerin kullanilmasi ile olusturulan ortep diyagramlar: sekil 1,sekil 2 , sekil 3 ve sekil 4’te

sunulmustur.



28

Sekil 1. 19 nolu bilesigin ortep 111 diyagrami

Sekil 2. 19 nolu bilesigin a ekseni boyunca alinan kristal paket
diyagrami
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Sekil 3. 21(d) nolu bilesigie ait Ortep III diyagrami

Sekil 4. 21(d) nolu bilesigin a ekseni boyunca alinan kristal paket
diyagrami

3.2. Sentezlenen Bilesiklerin Antioksidan Aktiviteleri

Calismamizda sentezlenmis 11 adet bilesik antioksidan aktiviteler agisindan

degerlendirilmis, bu amagcla literatiirde en yaygin kullanilan iki yontem uygulanmistir.
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DPPH radikali temizleme aktivitesi sonuclart DPPH konsantrasyonunun azalmasindaki
%degisim olarak ifade edilmis ve 1 saat boyunca belirli siirelerde okunan degerlerden
hesaplanmistir. Kinetik bir degerlendirme yapmak amaciyla zamana baglhi %DPPH
temizlenmesi degerleri 11 bilesik i¢in Sekil 5’de verilmistir. Onbir numuneden
izotiyosemikarbazit bilesikleri (21a-d) (10 pg/mL) 6n denemede ¢ok yiiksek aktivite
gosterdiklerinden dolay1 digerlerine (200 pg/mL) gore 20 kati daha seyreltik olarak
calistlmistir. Grafikte goriilen degerler biitiin bilesiklerin karsilagtirmasi yapilirken bu

konsantrasyon farki g6z oniinde bulundurulmalidir.

—x—20

—4—2la
—&—21b
—e—21c
—e—21d

—N—22a

%DPPH Temizleme

—0—22b

—0—22

—0—22d

—x—23

Zaman (dak)

Sekil 5. Sentezlenmis bilesiklerin DPPH radikal temizleme aktivitesi yontemiyle
belirlenmis zamana bagli %DPPH temizleme degerleri degisimi.

Tiim bilesiklerde zamana bagli absorbansta azalma ve dolayisiyla da %DPPH
temizleme degerinde bir artma gozlenmistir. Absorbans takibinin sonlandirildigi 60.
dakikada numunelerin hepsinde %DPPH temizleme degeri artisi devam etmektedir, ancak
bu artisin egimi giderek azalmaktadir. Bu grafikteki egrilerden calismada test edilen 11
bilesigin DPPH ile olan reaksiyonlariin nispeten yavas oldugu anlasilmaktadir.

Bilesiklerin DPPH temizleme aktivitelerinin birbirleriyle kiyaslanmasi i¢in 60.

dakikadaki %DPPH temizleme degerleri karsilastirmali olarak Sekil 6’de verilmistir. Bu
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sekildeki grafikten de 21a-d nolu izotiyosemikarbazit bilesiklerinin diger 7 bilesige gore
daha aktif olduklar1 goriilmektedir. Bu grafigi daha dogru degerlendirmek igin, test
numunelerin  iki farkli konsantrasyonda c¢alisilmasindan dolayr 2la-d  nolu
izotiyosemikarbazit bilesikleri haricindeki bilesiklerin %DPPH temizleme degerlerinin
20’ye boliinmesi gerekir. Bu durumda 2la-d nolu izotiyosemikarbazit bilesiklerinin
aktivitelerinin digerleri arasinda en aktif goziiken 22a nolu triazol/tiyol bilesigininkinden

en az 20 kat1 daha fazla oldugu anlasilmaktadir.

88,2

%DPPH Temizleme

19 200 2la 2b 2lc 21d 22a 22b 22c 22d 23
Bilesikler

Sekil 6. Sentezlenmis bilesiklerin DPPH radikal temizleme aktivitesi yontemiyle
belirlenmis 60. dakikadaki %DPPH temizleme degerleri.

Calismada kullanilan ikinci yontem olan FRAP testinde, numunelerin ortamdaki
demir (III) iyonlarmni indirgeyebilmesine dayali olan antioksidan aktivite, demir (II)
iyonlarinin TPTZ bilesigiyle olusturdugu kompleksin 595 nm’deki absorbansinin
olgiilmesi yoluyla belirlenmektedir. Olgiilen absorbanslar Trolox ile hazirlanmis
kalibrasyon grafigi (Sekil 7) tizerinde degerlendirilip absorbansa karsilik gelen Trolox
konsantrasyonu kullanilarak Trolox Esdegeri Antioksidan Kapasite (TEAC) degerleri uM
olarak belirlenmistir. 200 pg/mL konsantrasyonda hazirlanmis olan 11 bilesige ait TEAC
degerleri Sekil 8 de goriilmektedir.
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R? =0,9981

400 600 800

Trolox Konsantrasyonu (uM)

1000

1200

Sekil 7. Sentezlenmis bilesiklerin demir (III) indirgeme / antioksidan gii¢ (FRAP)

kalibrasyon grafigi
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Bilesikler

Sekil 8. Sentezlenmis bilesiklerin demir (III) indirgeme / antioksidan gii¢ (FRAP)

yontemiyle belirlenmis uM TEAC degerleri.
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Sekil 8’den 21a-d nolu izotiyosemikarbazit bilesiklerinin diger 7 bilesige gore daha
aktif olduklar1 goriilmektedir. 21a-d Nolu izotiyosemikarbazit bilesiklerinin aktivitelerinin
digerleri arasinda en aktif goziiken 22b nolu triazol/tiyol bilesigininkinden en az 7 kati
daha fazla oldugu anlasilmaktadir. FRAP testinde 20 nolu bilesigin aktivitesinin test edilen
11 bilesik arasinda en yiiksek oldugu goriilmektedir. Ancak bu yliksek aktivite %DPPH
temizleme aktivitesi 6l¢iimleriyle teyit edilememistir.

Sentezlenmis bilesiklerin antioksidan kapasitelerinin belirlenmesinde kullanilan iki
yontemle elde edilen sonuglarin birbirleriyle uyumlu olup olmadigr Sekil 5’te ¢izilmis olan
DPPH temizleme aktivitesi testinde 60. dakikada gostermis olduklart %DPPH temizleme
degerleri ve demir (III) indirgeme / antioksidan giic (FRAP) yontemiyle belirlenmis uM
TEAC degerlerinin karsilikli grafiginden anlasilabilmektedir.

140 -

120 -

100 ~

80 -

%DPPH Temizleme

0 Q

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
TEAC (uM)

Sekil 9. Sentezlenmis bilesiklerin DPPH temizleme aktivitesi testinde gostermis
olduklart %DPPH temizleme degerleri ve demir (III) indirgeme /
antioksidan gii¢ (FRAP) yontemiyle belirlenmis uM TEAC degerlerinin
uyum grafigi.
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3.3. Sentezlenen Bilesiklerin Antimikrobiyal Aktiviteleri

Sentezlenen bilesiklerin antimikrobiyal aktivite ol¢limleri belirtilen yonteme gore
gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglara gore, 21(a-d) numarali bilesiklerin oldukga
yiiksek konsantrasyonda aktivite gosterdigi diger bilesiklerin de dikkate deger Olciide
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu anlasilmigtir. Sonuglar Tablo 17’de detaylica

verilmistir.

Tablo 17. Sentezlenen bilesiklerin antimikrobiyal aktivite tayinleri

Bilesik Konsantrasyon Mikroorganizmalar ve Minimal Inhibisyon Konsantrasyonu
No pug/mL Ec | Yp | Pa | Sa | Ef | Li | Bc | Ms | Cca | Sc
19 31.800 --- --- --- --- 994
20 4.500 --- --- --- --- 994
21a 20.200 --- --- -—-- | 2525 | --- --- | 5050 | 1262 | ---
21b 7.600 --- --- --- 950 950 950
21c 19.300 --- --- -- | 2412 | ---
21d 12.900 --- --- -~ | 3225 | --- 1612 | ---
22a 16.000 --- --- --- ---
22b 14.000 --- --- -- | 1750 | --- -- | 1750 | 1750 | ---
22c 12.500 --- --- --- ---
22d 10.800 --- --- --- ---
23 8.400 --- --- -- | 1075 | --- --- | 1075 | 1075 | ---




4. TARTISMA

4.1. Bilesiklerin Spektroskopik Verilerinin Degerlendirilmesi

Calismamizin sentez asamasinin baslangigc bilesigi olan 4-amino-5-(tiyofen-2-
ilmetil)-2H-1,2,4-triazol-3(4H)-on (18) literatiir [28] de belirtilen yonteme gore
sentezlenmis olup, spektral veriler bu kaynaktan temin edilmistir. 4-amino-5-(tiyofen-2-
ilmetil)-2H-1,2,4-triazol-3(4H)-on (18) bilesiginin susuz etanollii ortamda, Na metali ve
bromo etilasetat ile reaksiyonundan ester fonksiyonu igeren tiyofen-1,2,4-triazol-3(5)-on
(19) bilesigine varilmistir. Elde edilen spektral veriler (IR, *H, *C-NMR ve MS) bu bilesik
i¢in Onerilen molekiiler yapiy1 tamamiyla destekler niteliktedir. Senteze ilisgkin mekanizma

asagida sunulmustur.

S
OEt
( o
N—N’ 5]39
IN—NH _ C,HOH /i /\ 0
o e o B W
N S |
S
ILHZ NHz ‘ o
18 't
/_”_—OCHchg
}\l—N
oL
S |
NH,
19

Bu bilesige (19) ait IR spektrumu incelendiginde, ester grubuna ait C=0 ve eterik C-
O-C titresimleri sirasiyla 1752 ve 1206 cm™ de gdzlenmistir. "H-NMR spektrumda, ester
(COCH,CHs) grubundaki CH; protonlart 4.05-4.16 ppm (2 protona karsilik) araliginda
multiplet, CH3 protonlar1 ise 1.17 ppm de (3 protona karsilik) triplet seklinde ortaya
cikmustir. Diger yandan, aym bilesige iliskin **C-NMR spektrumunda, C=0 ve C-O-CH,
fonksiyonlarma ait karbon piklerinin sirasiyla 169.51 ve 61.95 ppm de gézlenmesi Onerilen
yapisal formiilii dogrulamaktadir. Kiitle spektrumunda gdzlenen molekiiler iyon [M*] piki

de bu yapiy1 destekler niteliktedir.
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Calismamizda, anahtar bilesik olarak ifade edilen karbohidrazit fonksiyonlu tiyofen-
triazol bilesigi (20), ester fonksiyonlu tiyofen-triazol (19) bilesiginin, hidrazin hidrat ile
reaksiyonundan elde edilmistir. Bu bilesiginin eldesine ait reaksiyon yiiriiyiisii asagida

gosterildigi sekildedir.
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Molekiiler yapinin 20 numara ile gosterilen bilesik olduguna iliskin en 6nemli veri,
'H-NMR spektrumda, ester fonksiyonuna ait OCH,CHs piklerinin kaybolmasi ve yerine
geldigi kabul edilen karbohidrazit grubuna ait NHNH, i¢in 4.06 ve NHNH ye ait 9.21 ppm
de yeni piklerin ortaya ¢ikmasidir. Diger spektral verilerde yapinin dogrulugunu teyit eder
niteliktedir.

Birbiri ile ilintili olan sentez agsamalarinin bir diger basamagini ise, mevcut hidrazit
tiirevi anahtar bilesigin (20) muhtelif aromatik izotiyosyanatlarla etanollii ortamda vuku
bulan katilma reaksiyonu sonucu tiyosemikarbazit tiirevlerinin (21a-d) eldesi
olusturmaktadir. Elde edilen spektral veriler, Onerilen yapilar1 dogrular nitelikte olup,

senteze iliskin mekanizma asagida sunulmaktadir.
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21 nolu bilesiklerin *H-NMR spektrumlari incelendiginde, baslangi¢ bilesigi olan
karbohidrazit fonksiyonuna ait NH, piki kaybolurken, 2 adet yeni NH piki karsimiza

[ 1 2
¢ikmaktadir. Bunlar —C—NH—NH—C—NH— grypundaki N;H ve N,H olup sirasiyla 9.58

ve 9.82 ppm de birer spektrum c¢izgisi olusturmaktadir [29]. Bununla birlikte, ilgili
bilesiklerin, *H-NMR spektrumlarinda, fenil halkasindan kaynaklanan aromatik bolge
protonlar1 da 6.94-7.37 ppm araliginda ¢oklu pik grubu olusturmaktadir. Ayn1 bilesiklerin,
BC-NMR spektrumlarinda, 181.32-181.64 ppm araliginda ortaya ¢ikan pikler,
bilesiklerdeki C=S grubunun varligim1 gostermektedir. 21 nolu bilesiklere ait kiitle
spektrumlarinda gézlenen molekiiler iyon pikleri de dnerilen yapilari desteklemektedir.
Calismamizin bir diger boliimiinii, halka kapanmasi reaksiyonu sonucu sentezlenen
1,2,4-triazol-5 tiol(tion) (22a-d) bilesikleri (21 numarali tiyokarbohidrazit tiirevlerinin,
NaOH ile vukubulan reaksiyonu) olusturmaktadir. Elde edilen 22 benzeri bilesiklerde
kiikiirt ve azot atomlarmi kapsayan 1,2,4-triazol-5-tiol ve 1,2,4-triazol-5-tion formlarindan
olusan bir tautomeri ortaya c¢iktigi belirtilmektedir [30]. Calismamizda elde edilen 22
bilesiklerindede benzer bir tautomeri sdz konusudur. Elde edilen spektral veriler 1s18inda
hakim tautomerik formun tion formu oldugu ortaya konmustur. Senteze iliskin reaksiyon

yiiriiyiisii asagida gosterildigi sekildedir.
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22a-d bilesiklerinin yapisal teyidine iliskin IR spektral verileri incelendiginde en
temel verinin, sonu¢ bilesiklerinin eldesinde kullanilan baglangi¢c bilesiklerinde (21)
yaklagik 1710-1720 cm™ aralifinda gozlenen tiyokarbohidrazit grubuna ait C=0 titresim
bandinin gézden kaybolmasi oldugu belirtilmelidir. Buna karsin, 22 numarali bilesiklerin,
IR spektrum verilerinde, C=S ve NH gerilim bantlari sirasiyla 1225-1233 cm™ ve 3351-
3436 cm™ ortaya ¢ikmaktadir ki bu veriler literatiirel verilerle uyum icindedir [31,32].
Literatiirde, sentezledigimiz 22 benzeri bilesiklerde tiol formuna iliskin SH gerilim
bandinin  2600-2550 cm™ araliginda gozlendigi bildirilmektedir [33,34]. Oysa
sentezledigimiz 22 bilesiklerinde bu gerilim bandi bu bélgede gozlenmemektedir. Bununla
birlikte, 22 benzeri bilesiklerin *H-NMR spektrumlarinda, N-H proton sinyalinin 12.50-
14.50 ppm araliginda gozlendigi bildirilmekle birlikte bazi literatiirlerde bu sinyalin S-H
proton sinyaline karsilik geldigi de bildirilmektedir [35,36]. Elde ettigimiz 22 bilesiklerine
ait spektral verilerin ve literatiirel bilgilerin 15181nda, 22 numarali bilesiklerde, s6z konusu
olabilecek tautomerik tion-tiol formlarindan ,triazol-tion formunun triazol-tiol yapisina

gore daha baskin oldugunu soyleyebiliriz.
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Calismamizin senteze iliskin son asamasinda, 1-(2-(4-amino-5-okso-3-(tiyofen-2-
ilmetil)-4,5-dihidro-1,2,4-triazol-1-il)asetil)-4-(4-florofenilltiyosemikarbazit ~ (21c) 1
asidik ortamda gergeklesen molekiil i¢i siklizasyon reaksiyonu sonucu 4-amino-2-((4-(4-
florofenil)-5-merkapto-4H-1,2,4-triazol-3-il)metil)-5-(tiyofen-2-ilmetil)-2H-1,2,4-triazol-
3(4H)-one (23) nolu bilesik elde edilmistir. Reaksiyonun yiiriiyiisiine iliskin mekanizma

asagida sunulmustur.
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Yukaridaki reaksiyon geregi elde edilen 1,3,4-tiyodiazol tiirevi bilesigin (23) *H-
NMR spektrumu irdelendiginde, baslangic molekiilii olan tiyokarbohidrazit tiirevi
bilesikde (21¢) mevcut olan ve 9.18, 9.30 ve 9.83 ppm de gézlenen NH sinyallerine
rastlanmamaktadir. Buna istinaden, sonug bilesigi olan 4-amino-2-((4-(4-florofenil)-5-
merkapto-4H-1,2,4-triazol-3-il)metil)-5-(tiyofen-2-ilmetil)-2H-1,2,4-triazol-3(4H)-one
(23) bilesiginin 'H-NMR spektrumunda, tiyodiazol halkasina bagli NH 10.41 ppm de
singlet olarak pik verirken, aymi bilesige ait (23) *C-NMR spektrumunda, tiyodiazol
fonksiyonuna ait C=N karbon pikleri, 155.31 ve 166.26 ppm de gozlenmektedir. Ayrica,
ilgili sonug bilesiginin (23) IR spektrumunda, baslangig bilesigine (21¢) ait olan 1215 cm™
de gbzlenen C=S gerilim band1 gozlenmemektedir [37,38].

4.2. Bilesiklerin Biyolojik Aktivitelerinin Degerlendirilmesi

4.2.1. Antioksidan Aktivitelerin Degerlendirilmesi

Literatiirde antioksidan test olarak en fazla tercih edilen yontem bu calismada da
kullanilmistir. DPPH radikali temizleme aktivitesi test ¢oOzeltisinde bulunan DPPH
radikalinin test edilen madde tarafindan temizlenmesi (radikal olmayan forma
dontistiiriilmesi) ve dolayisiyla da 517 nm’de 6lclilen DPPH radikaline ait absorbansin
azalmasinin yiizde olarak ifade edilmesi esasina dayanmaktadir. Bu yontemde test edilen
bilesigin {ic boyutlu yapist ve boyutu Onemlidir. DPPH’in radikal bolgesinin icte
bulunmasi nedeniyle baz1 bilesikler bu bolgeye sterik engellemeden dolay:
ulagamayabilmektedirler ve test sonucunda aslinda aktif olan bilesikler inaktif olarak
bildirilmektedir. DPPH aktivitesi diisiik bildirilen bazi maddelerin baska antioksidan tayin
yontemleriyle yapilan ¢aligsmalarda yiiksek aktiviteli olabildigi goriilmektedir.

Calismada kullanilan ikinci yontem ise test ortaminda bulunan demir (I11) iyonunun
demir (I) iyonuna indirgenmesine ve de c¢ozeltideki TPTZ nin demir (II) ile verdigi
kompleksin absorbansinin 6l¢iilmesine dayanmaktadir. Yontem gida maddeleri, biyolojik
materyaller ve sentetik bilesikler gibi farkli tiirden numunelerin antioksidan aktivitelerinin
belirlenmesi ¢aligmalarinda en ¢ok kullanilan antioksidan tayin yontemlerindendir.

Kullanilan iki antioksidan aktivite tayin yonteminin sonuglar1 karsilastirildiginda
(Sekil 9) genel olarak bir uyum goziikse de farkliliklar da mevcuttur. Elde edilen grafik te

noktalarin  dagilimma bakildiginda iki yOntemin belli o6l¢iide uyum gosterdigi
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goriilmektedir  (R*=0,82).  Farkliliklarn  temelinde iki yontemdeki reaksiyon
mekanizmalarin farkliligi ve DPPH radikali temizleme testinde sterik engellemenin
olabilmesi yatmaktadir. iki test sonuglari arasinda 20 nolu bilesikte 6nemli bir fark
goriilmektedir. %DPPH temizleme aktivitesi agisindan en diislik aktiviteye sahip olan bu
bilesik, FRAP testinde en yliksek aktiviteyi gostermistir. Bu belirgin farkin sebebi mevcut
calisma ile aydinlatilamamistir. Bu amagla bu bilesigin farkli konsantrasyonlarda DPPH ve
FRAP testi ile degerlendirilmesi yapilabilir.

Calismamizda sentezlenmis olan tiim bilesikler her iki yontemde de antioksidan
aktivite gostermistir. Iki testte goriilen ortak sonug¢ 21a-d nolu izotiyosemikarbazit
bilesiklerinin  aktivitelerinin ~ digerlerine  gore  olduk¢a  yiiksek  oldugudur.
Izotiyosemikarbazit tiirevleri ve triazol/tiyol(tion) tiirevleri arasinda substituentlerin
aktiviteye etkisi acisindan bir degerlendirilme yapildiginda, DPPH testinde bir uyum
goriilmese de, FRAP testinde —CH3 ve —Br tiirevlerinin —H ve —F tiirevlerine gore daha
etkin olduklart goriilmektedir. 2la-d Bilesiklerinin yiiksek aktivitesi baslangig
maddeleriyle de karsilagtirilinca izotiyosemikarbazit substitusyonunun yapiya énemli bir
antioksidan aktivite kazandirdig1 aciktir. Bu etki triazol/tiyol tlirevlerinde goriilmemistir.
23 Nolu bilesik her iki yontemde de diisiik aktivite gostermistir. Benzer sekilde 19 nolu

baslangi¢ maddesinin antioksidan aktivitesi de her iki yontemde diisiik bulunmustur.

4.2.1.1. DPPH Radikali Temizleme Aktivitesi Tayini

DPPH radikali temizleme aktivitesi tayininde belirlenen %DPPH temizleme
degerleri %1,9 - %88,2 araligindadir. Ancak 2la-d nolu bilesiklerin testte kullanilan
konsantrasyonlarinin digerlerinden 20 kat diisiik oldugu unutulmamalidir. Tam bir
degerlendirme yapmak i¢in ya 21a-d nolu bilesiklere ait degerler 20 ile ¢arpilmali, ya da
digerlerine ait degerler 20’ye boliinmelidir, ki bu ikincisi ifade edilen 6l¢iim sonuglarinin
% olmasindan dolayr daha yerinde olur ve sonuglarin FRAP sonuglar1 ile
karsilastirilmasinda bu yapilmistir.

DPPH testinde 21a-d nolu izotiyosemikarbazit tiirevlerinin oldukg¢a yiiksek aktiviteli
oldugu gozlenmistir. Bu bilesikler 22a-d nolu triazol/tiyol(tion) tiirevlerine gore en az 20
kat daha fazla aktivite gostermislerdir. DPPH testi sonuglarina gore izotiyosemikarbazit

tirevleri arasinda aktivite sirasi biylikten kiigiige —CHjz, —Br, —H, —F seklindedir.
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Triazol/tiyol(tion) tlirevleri arasinda siralama ise —H, —F, —CHj3, —Br seklindedir. DPPH
testinde 19, 20 nolu baslangig bilesikleri ve 23 nolu bilesik diisiik aktivite gostermistir.

4.2.1.2. Demir (IIT) indirgeme / Antioksidan Gii¢ (FRAP) Tayini

FRAP tayini sonuglar1 genel olarak %DPPH temizleme testiyle benzerlikler arz
etmektedir. 21a-d Nolu izotiyosemikarbazit tiirevleri bu testte de yiiksek aktivite ve 22a-d
nolu triazol/tiyol(tion) tiirevleri diisiik aktivite gdstermis, baslangic maddesi 19 ve 23 nolu
bilesik bu testte de ¢ok diisiik aktivite gostermislerdir. Ancak 20 nolu baslangic maddesi
DPPH testinden farkli olarak FRAP testinde en yiiksek aktiviteli bilesik olarak
belirlenmistir. DPPH temizleme ve FRAP testleri arasinda ki farklilik yontemlerde
kullanilan reaksiyonlarin mekanizmasi ve DPPH testindeki sterik engellemeyle ilgili
olabilir.

FRAP testinde 2la-d nolu izotiyosemikarbazit tiirevleri, 22a-d nolu
triazol/tiyol(tion) tiirevlerine gore 7-110 kat daha fazla aktivite gostermiglerdir. FRAP testi
sonuclarina gore izotiyosemikarbazit tiirevleri arasinda aktivite siras1 biiyiikten kiiclige —
CHgs, —Br, —H, —F seklindedir. Triazol/tiyol tiirevleri arasinda siralama ise —Br, -CH3, —F, —
H seklindedir. FRAP testi sonuglari izotiyosemikarbazit ve triazol/tiyol tiirevlerinde daha
yiiksek aktiviteli -CH3 ve —Br tiirevleri ve daha diisiik aktiviteli —H ve —F tiirevleri ortaya

koymaktadir, bu uyum DPPH testi sonucglarinda gozlenmemistir.



5. SONUCLAR

Bu caligmada, 11 adet tiyofen-1,2,4-triazol tlirevlerini iceren orjinal bilesik
sentezlenmis ve yapilar1 spektroskopik yontemlerle aydinlatilmistir. Bu ¢alismada elde
edilen tiim orijinal nitelikteki bilesiklerin sentezine iliskin yontemler, optimum reaksiyon
sartlar1 ve baz1 fiziksel parametreler belirlenmistir. Ayrica bazi tiyofen-triazol
tiirevlerinden hazirlanan kristallerin X-Ray (ortep) diagramlar1 ve bilesiklerin IR, H, B¥c-
NMR ve MS verileri elde edilerek orijinal bilesiklerin yapisal identifikasyonlari
tamamlanmaistir.

Sentezlenen bilesiklerin, DPPH radikal temizleme aktivitesi ve demir indirgeme /
antioksidan  giic  (FRAP) yontemleriyle belirlenen  antioksidan  aktiviteleri
izotiyosemikarbazit bilesiklerinin (21a-d) daha aktif oldugunu gostermistir. Kullanilan iki
Olciim yontemiyle elde edilen sonuglar uyum gostermektedir. Calismada test edilen 11
bilesigin hepsi az da olsa antioksidan etki gostermektedir. DPPH testinde bilesiklerin
DPPH ile reaksiyonlarmmin yavas seyrettigi ve 60 dakikalik siirede tamamlanmadigi
gbzlenmistir. Antioksidan aktivite 6l¢lim sonuglari antimikrobiyal aktivite sonuglariyla
ortiismektedir.

Orjinal nitelikteki 11 adet bilesigin, antimikrobiyal aktiviteleri yapilan caligmalar
kisminda sunulan literatiirel yontemlere gore, gram pozitif ve gram negatif bakterilere,
maya ve mantarlara kars1 test edilmistir. Ozellikle tiyosemikarbazit tiirevleri igeren
tiyofen-triazol bilesiklerinin (21a-d) son derece etkili antimikrobiyal etkiye sahip oldugu,
diger bilesiklerinde orta derecede aktiviteye sahip olduklar: belirtilmistir.



6. ONERILER

Bu ¢alismada tiyofen-triazol halkasini igeren ve N-1 pozisyonunda tiyosemikarbazit,
triazol-tiol(tion) ve tiyodiazol gibi farkli substitiientler tasiyan azol smifi bilesikler
sentezlenmistir. Sentezlenen bilesiklerden O6zellikle tiyosemikarbazit tiirevi olarak ifade
ettigimiz 21(a-d) bilesiklerinde hem antimikrobiyal hem de antioksidan aktivitenin
gbzlemlenmis olmasi molekiiliin biyolojik anlamda etkin {initesinin tiyosemikarbazit
oldugu sonucunu ortaya koymustur. Antioksidan aktivitenin ayni zamanda baglica kanser
mekanizmalarinda onleyici bir etki yaptig1 bilindiginden sentezlenen bu bilesiklerin 6nemi
daha artmaktadir. Bu nedenledir ki, 6zellikle tiyosemikarbazit fonksiyonuna sahip farkli
heterohalkalar igeren molekiillerin hazirlanmasinin  daha etkin biyolojik Sonuglar ortaya

koyabilecegi diisiiniilmektedir.
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Ek Sekil 37. 22d bilesiginin IR spektrumu (KBr)
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