T.C.
KAFKAS UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
KiMYA ANABILIiM DALI

HETERO HALKALI BAZI YENI BILESIKLERIN BIiYOLOJIK
AKTIVITELERININ iINCELENMESI

YONCA YILMAZ
Yiiksek Lisans Tezi

DANISMAN
Yrd. Do¢. Dr. Ahmet HARMANKAYA

OCAK-2018
KARS



T.C.
KAFKAS UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
KiMYA ANABILIiM DALI

HETERO HALKALI BAZI YENI BILESIKLERIN BIYOLOJIiK
AKTIVITELERININ INCELENMESI

Yonca YILMAZ
Yiiksek Lisans TEZI

DANISMAN
Yrd. Dog. Dr. Ahmet HARMANKAYA

OCAK-2018
KARS



T.C. Kafkas Universitesi Fen Bilimleri Enstitisi Kimya Anabilim Dah
Yiiksek Lisans dgrencisi Yonea YILMAZ in Yrd. Dog. Dr. Ahmet HARMANKAYA
damsmanhginda yiksek lisans tezi olarak hazidadigs “Hetero Halkah Bazn Yeni
Bilesiklerin Biyolojik Aktivitelerinin Incelenmesi” adli bu caligma. yapilan tez
savunmasi smavi sonunda jiri tarafindan Lisansiistd Egitim Ogretim Yonetmeligi

uyarinca degerlendirilerck oy . .biv)igi. .. .. ile kabul edilmistir.
A%/ 04/2018
Adive SOYADI imza
Baskan ¢ Prof. Dr. Haydar YOKSEK —@{

Uye : Yrd. Dog. Dr. Ahmet HARMANKAYA (Damgsman)

Uye ¢ Yrd, Dog. Dr. Namik KILING F. "?C/-Q-,— ;

Bu tezin kabuld, Fen Bilimleri Enstitiisi Yonetim Kurulu'nun ../ .. /2018 gln ve
...... Loy ... sayih karanyla onaylanmigtir,

Dog. Dr. Fikret AKDENIZ
Enstitd Midtr V.



ETiK BEYAN

Kafkas Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisi Tez Yazim Kurallarina uygun olarak

hazirladigim bu tez ¢alismasinda;

» Tez iginde sundugum verileri, bilgileri ve dokiimanlar1 akademik ve etik kurallar
cercevesinde elde ettigimi,

» Tim bilgi, belge, degerlendirme ve sonuglar1 bilimsel etik ve ahlak kurallarina
uygun olarak sundugumu,

» Tez calismasinda yararlandigim eserlerin tiimiine uygun atifta bulunarak kaynak
gosterdigimi,

» Kullanilan verilerde herhangi bir degisiklik yapmadigima,

» Bu tezde sundugum calismanin 6zgiin oldugunu,

bildirir, aksi bir durumda aleyhime dogabilecek tiim hak kayiplarini kabullendigimi

beyan ederim.

ﬁ

o

Yonca YILMAZ
18.01.2018



OZET
(Yiksek Lisans Tezi)

HETERO HALKALI BAZI YENI BILESIKLERIN BIYOLOJIK AKTiVITELERININ
INCELENMESI

Yonca YILMAZ

Kafkas Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Kimya Anabilim Dali
Damisman: Yrd. Do¢. Dr. Ahmet HARMANKAYA

Bu tez calismasinda, Oncelikle 3-alkil(aril)-4-amino-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on
bilesikleri elde edilmistir. 4-Hidroksi-3-metoksibenzaldehid ile trietilamin varliginda
benzoil kloriir ile reaksiyonundan elde edilen 4-formil-2-metoksifenil benzoat ile
sentezlenen bu bilesikler reaksiyona sokularak 6 adet literatiirde kayitli 4-(3-alkil/aril-
4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on-4-il-azometin)-2-metoksifenil  benzoat  bilesikleri

sentezlenmistir.

Tez ¢aligmasinin orjinal bolimiinde, 4-(3-alkil/aril-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on-4-
il-azometin)-2-metoksifenil benzoat’larin formaldehit varliginda morfolin ve 2,6-
dimetilmorfolin ile reaksiyonundan karsin gelen yeni 4-[1-(morfolin-4-il-metil)-3-
alkil(aril)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on-4-il-azometin]-2-metoksifenil benzoat ve 5
adet yeni 4-[1-(2,6-dimetilmorfolin-4-il-metil)-3-alkil(aril)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-
5-on-4-il-azometin]-2-metoksifenil benzoat bilesikleri elde edilmistir. 12 Adet yeni
sentezlenen heterosiklik bilesiklerin yapilar1 IR, **C-NMR ve 'H-NMR spektroskopik

metotlar1 ile karakterize edilmistir.



Calismada tgiincii olarak elde edilen yeni 4-[1-(morfolin-4-il-metil)-3-alkil(aril)-4,5-
dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on-4-il-azometin]-2-metoksifenil benzoat ve yeni 4-[1-(2,6-
dimetilmorfolin-4-il-metil)-3-alkil(aril)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on-4-il-

azometin]-2-metoksifenil benzoat’larin metal selat, indirgeme giicli ve serbest radikal
giderme aktivitesi metotlar1 kullanilarak in-vitro antioksidan ozellikleri arastirilmig ve

bulunan sonugclar tartigilmistir.

Calismada son olarak yeni bilesiklerin in-vitro antimikrobiyal 6zellikleri agar kuyucuk
yontemi ile 6 farklt mikroorganizmaya karsi incelenmis olup elde edilen sonuglar

degerlendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Schiff bazi, 4,5-Dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on, Mannich bazi,
Antimikrobiyal, Antioksidan.
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In this thesis, primarily 3-alkyl/aryl-4-amino-4,5-dihydro-1H-1,2,4-triazol-5-ones
compounds were obtained. The reactions of these compounds with 4-formyl-2-
methoxyphenyl benzoate which were obtained by reaction 4-hydroxy-3-
methoxybenzaldehyde with benzoyl chloride in the presence triethylamine and
registered in the literature six 4-(3-alkyl/aryl-4,5-dihydro-1H-1,2,4-triazol-5-one-4-yl-

azomethine)-2-methoxyphenyl benzoates were synthesized.

In the original part of the thesis work, 4-(3-alkyl/aryl-4,5-dihydro-1H-1,2,4-triazol-5-
one-4-yl-azomethine)-2-methoxyphenyl benzoates were treated with morpholine and
2,6-dimethylmorpholine in the presence of formaldehyde according to the Mannich
reaction to synthesize six novel 4-[1-(morpholin-4-yl-methyl)-3-alkyl (aryl)-4,5-
dihydro-1H-1,2,4-triazol-5-one-4-yl-azomethine]-2-methoxyphenyl benzoate and six
novel 4-[1-(2,6-dimethylmorpholin-4-yl-methyl)-3-alkyl(aryl)-4,5-dihydro-triazol-5-on-
4-yl-azomethine]-2-methoxyphenyl benzoate compunds, respectively. The structures of
synthesized twelve novel heterocyclic compounds were characterized by IR, **C-NMR

and *H-NMR spectroscopic methods.

Vi



In the thirdly section of the study, the synthesized novel 4-1-(morpholin-4-yl-methyl)-3-
alkyl/aryl-4,5-dihydro-1H-1,2,4-triazol-yl-azomethine]-2-methoxyphenyl benzoate and
the novel 4-[1-(2,6-dimethylmorpholin-4-yl-methyl)-3-alkyl(aryl)-4,5-dihydro-triazol-
5-on-4-yl-azomethyl]-2-methoxyphenyl benzoates were investigated in vitro antioxidant
properties by using free radical scavenging activity, reducing power and metal chelate
activity methods and the obtained results were discussed.

Finally, the new compounds were examined in-vitro antimicrobial properties against 6
different microorganisms by the agar well method and the obtained results were

evaluated.

Key words: Schiff base, 4,5-dihydro-1H-1,2,4-triazol-5-one, Mannich base,
Antimicrobial, Antioxidant.

2018, 120 pages
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ONSOZ

Bu tez calismasi, Kafkas Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Kimya Anabilim Dali

Yiiksek Lisans Programinda hazirlanmistir.

“Hetero Halkali Baz1 Yeni Bilesiklerin Biyolojik Aktivitelerinin Incelenmesi” baslikli
yiiksek lisans tez ¢alismasinda, oncelikle ¢alismada kullanilan 3-alkil/aril-4-amino-4,5-
dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on bilesikleri elde edilmistir. Elde edilen bu bilesiklerin
trietilamin ~ varhiginda,  4-hidroksi-3-metoksibenzaldehid’in ~ benzoil klorir ile
muamelesinden elde edilen 4-formil-2-metoksifenil benzoat ile muamelesinden 6 adet
4-(3-alkil/aril-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on-4-il-azometin)-2-metoksifenil benzoat

bilesigi sentezlenmistir.

Calismanin orjinal bolimiinde, 4-(3-alkil/aril-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on-4-il-
azometin)-2-metoksifenil benzoat bilesikleri formaldehit varliginda morfolin ve 2,6-
dimetilmorfolin ile reaksiyona sokularak 12 adet yeni 4-[1-(morfolin-4-il-metil)-3-
alkil(aril)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on-4-il-azometin]-2-metoksifenil benzoat ve 4-
[1-(2,6-dimetilmorfolin-4-il-metil)-3-alkil(aril)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on-4-il-

azometin]-2-metoksifenil benzoat bilesikleri elde edilmistir.

alismada, ikinci olarak sentezlenen toplam 12 adet yeni bilesigin yapilar IR, 13¢c.-
Calis P y sigin yap

NMR ve 'H-NMR spektroskopik yontemleri kullanilarak karakterize edilmistir.

Calismada, tglincii olarak 12 adet yeni sentezlenen 4-[1-(morfolin-4-il-metil)-3-
alkil/aril-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on-4-il-azometin]-2-metoksifenil benzoat ve
yeni 4-[1-(2,6-dimetilmorfolin-4-il-metil)-3-alkil/aril-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on-
4-il-azometin]-2-metoksifenil benzoat’larin metal selat, indirgeme giicii ve serbest
radikal giderme aktivitesi metotlar1 kullanilarak in-vitro antioksidan etkinlikleri

arastirilmis ve bulunan sonuglar tartigiimistir.
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Calismada son olarak yeni bilesiklerin in-vitro antimikrobiyal 6zellikleri agar kuyucuk
yontemi ile 6 farklt mikroorganizmaya karsi incelenmis olup elde edilen sonuglar

degerlendirilmistir.

Tez ¢alismalarim silirecinde  yanimda olan bilgisi ve desteginden her daim
faydalandigim danigsman hocam sayin Yrd. Dog¢. Dr. Ahmet HARMANKAYA' ya ¢ok

tesekkiir ederim.

Caligmalarimi yonlendiren, yoneten, her agamasini biiyiik bir 6zveri ve titizlikle takip
eden saygideger hocam, Prof. Dr. Haydar YUKSEK'e saygi ve tesekkiirlerimi sunmayi

bir bor¢ bilirim.

Antioksidan incelemelerinde ve sonuglarin yorumlanmasinda yardimini esirgemeyen
sayin hocam, Dog. Dr. Ozlem GURSOY KOL’a tesekkiir ederim. Antimikrobiyal
calismalarinda ve yorumlarinda desteklerini esirgemeyen sayin hocalarim Prof. Dr.
Muzaffer ALKAN'a ve Uzm. Fevzi AYTEMIiZ'e tesekkiirlerimi sunarim. Hem tez
stirecinde hem de manevi olarak benden yardimlarini esirgemeyen sayin hocalarim;
Yrd. Dog. Dr Murat BEYTUR' a, Yrd. Dog. Dr Hilal MEDETALIBEYOGLU'na ve
Yrd. Dog¢. Dr. Sevda MANAP'a ¢ok tesekkiir ederim. Yine bu siirecte manevi
desteklerini gordiiglim kiymetli dostlarim; Yesim AYDIN DURSUN’a, Uzm. Riiya
KAYA’ ya, Ebru AKUZUM’e ve Hatice iclal GOKCAN' a tesekkiirlerimi sunarim. Her
daim destegini gordiigiim sayin hocam Yrd. Dog. Dr. Ayse KANICI’ya, ¢alisma ve tez
siirecinde varligi ile bana giic veren sevgili arkadasim Doktora Ogrencisi Giil

OZDEMIR'e ve Organik Kimya Arastirma ekibine tesekkiirlerimi sunarmm.

Ayrica egitim hayatim boyunca maddi ve manevi desteklerini esirgemeyen aileme;

kardeslerime ve bilhassa anneme siikranlarimi sunarim.

Ocak 2018 Yonca YILMAZ
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1. GENEL BILGILER
1.1.Giris

Triazol bilesikleri, ila¢ etken maddesi, tarim ilact ve yapay akseptorler olarak
kullanilabilmesinin yani sira ¢ok molekiillii ligand olusturabilme 6zelliklerinden [1, 2]
dolayi, son derece cazip bir aragtirma alani haline gelmistir. Triazol tiirevlerinin zayif
etkilesimler iizerinden (koordinasyon bagi, iyon-dipol, van der-Waals kuvvetleri,
hidrofobik etki..vs gibi) biyolojik sistemdeki ¢esitli enzim ve reseptorlerle kolayca bag
yapabilmesi nedeniyle, bu bilesikler genis bir alanda biyolojik etki gosterebilmektedir
[3-5]. Diger spesifik ozelligi olan ¢ok molekiillii yapilar olusturabilmesi sayesinde
triazoller yeni ilaglarin gelistirilmesinde onem arz etmektedir [6-8]. Yeni ilaglarin
arastirma ve gelistirmelerinde triazol-esasli tlirevlerinin bir kismi genis Olcilide
hazirlanmis ve biyolojik faaliyetleri icin arastirilmistir. Ozellikle, antifungal ila¢ olarak
triazol bilesikleri klinik tedavide oldukg¢a Onemli bir rol oynamakta ve mantar
enfeksiyonunun tedavisi i¢in ilk segenek ilaglar olmustur. Bir¢ok triazol tiirevi giiclii
farmakolojik aktivitesi, diisiik toksisitesi, yan etkilerinin azligi, yiiksek biyo-ayarlanim,
1yi farmakokinetik 6zellik, ila¢ hedefleme, ila¢ uygulama cesitliligi, genis spektrumu ve
daha 1yi 1iyilestirici gibi etkilerinden dolay1 klinik ilag olarak kullanilmakta veya gesitli

hastaliklarin tedavisi i¢in aday haline gelmektedirler [9].

Heterosiklik bilesikler olan 1,2,4-Triazol ve tiirevlerinin antioksidan, antikanser,
antiinflamatuar, agri1 kesici ve antimikrobiyal 6zellikler gibi birgok ¢esitli farmakolojik
aktiviteye sahip oldugu rapor edilmistir [10-13]. Bu farmakolojik aktivitelere 6rnek
olarak, rizatriptan (antimigren ajan), flucanozal ve itraconazol (antifungal ajan),
ribavirin (antiviral ajan), alprazolam (anksiyolitik ajan) gibi tip diinyasinda en yaygin
kullanilan ilaglarin yapisinda triazol halkasinin oldugu bilinen molekiillerdir. Son
yillarda Mannich bazlarmin arastirildigi ¢ok sayidaki calismada antiinflamatuar,
antifungal, antibakteriyel, pestisit ve antimalarial 6zellikler gibi 1liml1 biyolojik aktivite
gosterdigi ve bircok kimya alaninda, 6zellikle ila¢ tasariminda ve tipta etkin bir sekilde
kullaniminin arttig1 desteklenmistir[ 14-17]. N-metilpiperazin substituentine sahip 1,2,4-

triazollerden tiiretilen Schiff-Mannich bazlar1 biyolojik olarak ©6nemli kullanim



alanlarina sahip [18, 19] ve farmasotik kimya acisindan ¢ok 6nemli heterosiklik yapist

olan bilesiklerdir [20-22].

1.2.Antimikrobiyaller

Antimikrobiyaller, mikroorganizmalarin (bakteri, protozoon, maya) cogalmalarini
engelleyen veya mikroorganizmalar1 Oldiiren maddelerdir. Antimikrobiyal &zellige
sahip maddelerin oOldiirticii etkisi “mikrobiosidal” olarak , mikroorganizmalarin
cogalmalarin1 engelleyen etki ise “mikrobiostatik etki” olarak adlandirilir. Canli
varliklarin dis yiiziiniin veya cansiz objelerin mikroplardan arindirilmasi i¢in kullanilan
dezenfektanlar ise “antimikrobiyal maddeler” olarak adlandirilirlar [23]. Fakat, gerek
bazi yan etkilere sahip olmalar1 gerekse de mikroorganizmalarda direng gelisimine
sebep olmalar1 nedeniyle antimikrobiyaller dezavantajlara da sahiptirler. Bu yiizden
kullanilacaklar1 zaman, etkene ve konakg¢iya ait faktorler de dikkate alinip buna gore
secilmeleri gerekmektedir. Bazi bakteri ve mantarlar tarafindan iretilebilen veya in
vitro olarak sentezlenebilen antibiyotik, bakterilerin tiremesini engelleyen veya onlari
oldiiren dogal maddelerdir. Penisilin, sefalosporinler ve makrolidler antibiyotiklerin
tipik Ornekleriyken, sentetik olarak sentezlenip fakat antibiyotiklerle ayni etkiyi
gosteren, siilfonamidler, kinolonlar, imidazoller ise “kemoterapotik ajanlar” olarak

adlandirilirlar [24].

Kuzey ltalya’da, 1991 yilinda bir buzulun altinda bulunan ve giiniimiizden yaklasik
5300 yil once yasadigi One siiriilen mumyanin rektumunda belirlenen “Piptoporus
betulinus” olarak adlandirilan mantarin mikobakteriler iizerinde antimikrobiyal
aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir. Bu bilgi, antimikrobiyal temellerinin o tarihlerde,
belki de ondan daha oncesinde kullanilmis olabilecegi diislincesini dogurmustur.
Tarihsel siire¢ igerisinde ise Louis Pasteur’iin 19. yiizyilda “bazi mikroorganizmalarin
digerlerini 6ldiirdiigiinii” goézlemlemesi, 1909 yilinda Alman bakteriyolog Paul
Ehrlich’in “salvarsan” olarak adlandirdig1 bir maddenin sifilizin erken doneminde etkili
oldugunu kesfetmesi, iskogyali bilim insani Alexander Fleming’in 1928 yilinda, bir
mantar kiiltlir filtratinin stafilokoklarin gelisimini onledigini tesadiifen fark edip bu

filtrata “Penicillium notatum” olarak adlandirmasi, yine 1940 yilinda Oxford



Universitesi’nden Ernst Chain ve Howard Florey’in bu kiiltiir filtratindan elde ettikleri
ve filtrattan ¢ok fazla etkinlige sahip “penisilin tozu” mucizesi, Alman bilim adam
Gerhard Domagk’m bir boya maddesinin streptokoklar1 yok ettigini bulmas1 ve Isveg
bilim adami Daniel Bovert’in ise bu maddeyi “siilfonamid” olarak adlandirmasi,
enfeksiyonlara karst miicadelede giiniimiize kadar gelistirilmis olan pek ¢ok antibiyotik
icin esin kaynagi olmustur. Antibiyotikler gelisiminde en 6nemli donemlerden biri;
Pasteur’iin dost mikroorganizmalarla 1ilgili sira dist bulusudur. Penisilin ve
siilfonamidlerden sonra daha etkili spektruma sahip penisilinler basta olmak tlizere hizl
bir sekilde yeni antibiyotikler gelistirilmis ve birgok enfeksiyon hastaliginin tedavisinde
basar1 elde edilmeye baglanmistir. Bunlar arasinda en Onemlilerinden birisi,
antibiyotikler i¢in “isim babas1” olan S. A. Waksman tarafindan bulunan ve tiiberkiiloz

hastaliginin tedavisinde ¢igir agan streptomisinin kesfidir [25].

1.2.1. Antimikrobiyallerin Siniflandirilmasi

Antibiyotikler; yapilari, etki spekturumlari ve etkin oldugu mikroorganizma tiirlerine

gore cesitli sekillerde siniflandirilmaktadirlar.

1.2.1.1.Yapilarina Gore Antimikrobiyaller

1. Dogal Antimikrobiyaller: Katki maddeleri, tirtindeki kaliteyi yiikseltmek, gidalar
muhafaza etmek ve raf kullanim siiresini artirmak gayesiyle iirline ilave edilen maddeler
olarak tarif edilirler. Antimikrobiyal katki maddeleri ise bu siirecler igerisinde
mikrobiyal liremeyi kontrol altinda tutmak i¢in kullanilmaktadirlar. Antimikrobiyaller,
dogal ve sentetik ortamlarda elde edilenler seklinde iki grupta incelenebilir. Dogal
olanlar hayvan, bitki ve mikrobiyal kokenli antimikrobiyaller olarak ifade edilirken,
sentetik olanlar ise, yasal izinlerle kullanilan asetat ve asetik asit, benzoat ve benzoik
asit, laktat ve laktik asit, sorbat ve sorbik asit, sulfit, nitrit ve nitrat olarak adlandirilan
antimikrobiyallerdir [26]. Katki maddesi ihtiva etmeme, daha az tuz i¢cerme ve siire¢

icerisinde daha az islem gdrme gibi koruyucu etkenlerin azalmasi nedeniyle gida



mikrobiyal lireme ve bozunma reaksiyonlar1 yoniinden riskli hale gelmekte, ayrica
tiriiniin raf 6mrii kisitlanmaktadir.

Tiketiciler, sentetik olanlardan ziyade bitki, hayvan ve mikrobiyal kaynakli olarak elde
edilen dogal antimikrobiyallerin kullanimina yonelik egilim gostermektedirler.
Gliniimiizde dogal olarak elde edilen antimikrobiyallerin bir kism1 gida muhafazasinda
kullanilirken bir kismi ise arastirilma asamasindadir. Yumurtada bulunan lizozim,
ovotransferrin ve avidin, siitteki laktoperoksidaz ve laktoferrin, kan serumundaki
transferin, hayvansal kaynakli dogal antibiyotiklere, fitoaleksinler, baharat ve sifali
bitkilerden elde edilen diisiik molekiil agirligina sahip “karvakrol”, “eugenol”, “timol”,
“sinnamik aldehid”, “allikin” gibi fenolik bilesenler, esansiyel yaglar ve ekstraktlar ise
bitkisel kaynakli dogal antimikrobiyallere 6rnek verilebilmektedir. Ayrica nisin ve
pediosin gibi bakteriyosinler ise mikroorganizmalardan elde edilen dogal

antimikrobiyaller arasinda yer almaktadir [26-28].

2. Yar Sentetik Antimikrobiyaller: Kimyasal olarak degistirilmis dogal bilesikler olan
yar1 sentetik ilaclar, toksisiteyi azaltmak ve etkinliklerini arttirmak icin gelistirilmistir.

Ampisilin ve amikasin bu tiir antimikrobiyallere 6rnek verilebilir [23, 24].

3. Sentetik Antimikrobiyaller: Laboratuarda kimyasal olarak sentezlenmis olan sentetik
antimikrobiyallerin etkinlikleri oldukc¢a fazladir ve diisiik toksisiteye sahiptirler. Ayrica
bu ilaglar salinana kadar bakteri bu bilesiklerle temas etmemektedir. Moxifloxacin ve

Norfloxacin sentetik antibiyotiklerdir [23, 24].

1.2.1.2. Etki Spektrumuna Gore Antimikrobiyaller

1. Mikrobiostatik: Mikroorganizmanin iiremesi esnasinda etki ederek g¢ogalmasini
engelleyen biyolojik veya kimyasal ajanlardir. Uygulama alanlarina gore antibiyotik,
antiseptikler ve dezenfektan olarak ayrilirlar. Bakteriyostatik antibiyotikler bakteriyel
protein sentezi, DNA replikasyonu veya diger bakteriyel hiicre metobalizmasini

engelleyerek etki gosterirler. Bu grup antibiyotikler arasinda tetrasiklinler,



stilfonamidler, spektinomisin, trimetoprim, kloramfenikol, makrolidler, lincosamidler

gibi bilesikler sayilabilir [23].

2. Mikrobiosidal: Mikroorganizmalar1 oldiiren bilesiklerdir. Bunlar dezenfektan,

antiseptik ve antibiyotik olarak siiflandirilirlar [23].

1.2.1.3. Hedef Mikroorganizmaya Gore Antimikrobiyaller

1. Antibakteriyal: Antibiyotikler, genellikle bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde
kullanilirlar. Insanlar ve hayvanlarda genellikle diisiik toksisite gosterirler. Fakat bazi
antibiyotiklerin uzun siire kullanimi1 bagirsak florasinin bakteri sayisini azaltarak
saglikli bireylerde negatif bir etki yapar. Bu tiir durumlarda tedavi siiresince veya
sonrasinda probiyotiklerin kullanimi 6nerilmektedir. Antibiyotik terimi orjinalinde canli
organizmadan elde edilen bilesik olarak anlasilsa da siilfonamidler gibi sentetik

antimikrobiyaller de vardir [23].

“Antibiyotikler, ilaglar arasinda en ¢ok kullanilan maddelerdir. Ayrica antibiyotikler
viral solunum sistemi hastaliklarinin tedavisinde de kullanilmaktadirlar. Direng
problemi, mevcut antibiyotiklere direng gosteren patojen bakterilere karsi etkili

ajanlarin arastirilmasi i¢in yeni ¢abalarin sarfedilmesini gerektirmektedir [23].”

2. Antiviral: “Antiviral ilaglar, viral enfeksiyonlarin tedavisi i¢in ozellesmis ilag
grubudur. Antibiyotiklerde oldugu gibi 06zel viriisler i¢in 06zel antiviraller
kullanilmaktadir. Konaga zarar1 oldukca azdir ve bodylece enfeksiyon tedavisinde
rahathikla kullanilabilirler. Antivirallerin, viicut disinda virlis partikiillerini aktif bir
sekilde deaktive eden virlisitlerden ayirt edilmesi gerekir. Mevcut antivirallerin ¢cogu
retrovirus enfeksiyonlarinin, o&zellikle de HIV’in tedavisinde kullanilmaktadir.
Antiretroviral ilaglarin onemli bir kismi proteaz inhibitorleridir. Uguk ve genital
herpesin etkeni olarak bilinen Herpes virus enfeksiyonlari ise niikleosid analogu asilovir
ile tedavi edilmektedir. Bes farkli hepatotropik virus tarafindan olusturulan Viral
hepatitis (A-E) de enfeksiyonun tipine gore antiviral ilaglarla tedavi edilmektedir.

Influenza A ve B viriisleri yeni influenza tedavisinin gelistirilmesinde ve oseltamivir
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gibi ndéroaminidaz inhibitdrlerine karst direncin ortadan kaldirilmasinda oldukca dnemli
hedeflerdir. Antiviral ilaglar viriisiin hiicreye girmeden once, ¢ogalma asamasinda veya
baz1 olgularda hiicreden salinmasi1 agsamasinda da etki gosterirler. Fakat antibiyotiklerde

oldugu gibi bazen antiviral ilaca direng gelisebilir [23].”

3. Antifungal: Antifungaller, mantar, kandidia, kriptokokokal menenjit gibi c¢esitli
mantar-maya enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan ilaglardir. Bakterilerin aksine
mantar ve insanlar 0karyotik canlilardir. Her iki tiire ait hiicreler molekiiler diizeyde
benzer olduklari i¢in antifungal bir ilacin infekte bir organizmada etki edecek hedef

bolgeyi bulmasi oldukea giictiir.

4. Antiparaziterler: Antiparaziterler nematod, cestod, trematod, infeksiyoz protozoa ve
amoeba gibi parazitlere karsi kullanilan ilaglardir. Antifungaller gibi infeksiyon

ajanlarini konaga ciddi zararlar1 olmadan 6ldirtrler [23].

5. Farmasétik Olmayan Antimikrobiyaller: Bircok kimyasal ve dogal bilesik
antimikrobiyal olarak kullanilmaktadir. Laktik asit, sitrik asit, asetik asit gibi organik
asitler ve tuzlari icerik ve dezenfektan olarak gidalarda kullanim alanina sahiptir. Cesitli
bitkiler enfeksiyonlarin  Onlenmesinde ve tedavisinde uzun zamandan beri
kullanilmaktadir. Bu bitkilerin ¢ogunun antimikrobiyal aktivitesi bilimsel olarak
incelenmis ve ¢ok sayida bitkisel iirliniin patojen mikroorganizmalarin {iremesini inhibe
edici etkinlige sahip oldugu saptanmistir. Bunlarin bir¢ogunun yapisi ve etki tarzlar
kullanilan giincel antibiyotiklerden farkli oldugu i¢in ¢apraz direng azaltilmasinda deger

arz etmektedir.

6. Esansiyel Yaglar: Yirmi bir bitkisel esansiyel yag ve iki esansin Escherichia coli,
Salmonella enteriditis, Campylobacter jejuni, Staphylococus aureus ve Listeria
monocytogenes gibi gida kaynakli patojenlere karsi etkinlikleri arastirilmistir. Defne,
tarcin, karanfil, kekik yaginin ¢ogu bakteri ilizerinde inhibitdr etkilerinin oldugu

saptanmustir [23].


http://en.wikipedia.org/wiki/Anti-fungal

7. Katyon ve Elementler: Hg?*, Cu** ve Pb®" gibi bir¢ok agir metal katyonlarnin
antimikrobiyal aktivitesi vardir, fakat diger canli organizmalar i¢in ¢ok toksik
olduklarindan infeksiy6z hastaliklarin tedavisinde kullanim alanina sahip degillerdir.
Kolloidal giimiis bilimsel etkinligi agik olarak kanitlanmadan alternatif tipta kullanilan

yaygin bir antimikrobiyaldir [23].

1.2.1.4. Etki Mekanizmalarina gore Antimikrobiyaller

Antimikrobiyallerin hiicre duvart sentezini inhibe etme, protein sentezini inhibe etme,
niikleik asit sentezini inhibe etme, membran biitiinliglinii bozma ve antimetabolit gibi
etki mekanizmalar1 vardir.

1.2.1.4.1. Hiicre Duvari Sentezini Inhibe Eden Antimikrobiyaller
1.2.1.4.1.1. p- Laktamlar

Bakterisidal etkiye sahip bu antimikrobiyaller, bakterilerin hiicre duvarinda bulunan
peptidoglikan yapmin sentezinde son basamakta gorevli olan transpeptidaz ve
karboksipeptidaz enzimlerini inhibe ederek hiicre duvari sentezini durdururlar [24, 31].
e Penisilinler Anti-pseudomonal penisilinler olarak adlandirilan
karboksipenisilinler ve {lreidopenisilinler, gram negatif bakterilere kars1
digerlerinden daha fazla etkinlik gosterirler [32]. Ozellikle enterokoklar ve
Pseudomonas tiirleri gibi antibiyotik direncinin sorun teskil ettii bakterilere

karsi etkilidirler [31, 32].
1.2.1.4.1.2. Glikopeptitler
Biiyiik polar molekiiler yapiya sahip olan vankomisin ve teikoplanin bu grup igerisinde

yer alir. Gram negatif bakterilerin hiicre duvarina penetre olamamalar1 nedeniyle,

alanlar1 aerob ve anaerob gram pozitif bakterilerle sinirlidir [33, 34].



1.2.1.4.1.3. Digerleri

Fosfomisin: Bakterisidal etkisini hiicre duvari sentezi i¢in gerekli olan MurA enzimine
baglanarak gdosterir. Bunun yanisira, iiropatojenik olarak Onemli bakterilerin
fimbriyalarinin sentezini ve hareket yetenegini de azaltir [35]. Gram negatif bakteriler
tizerindeki etkinligi (Pseudomonas tiirleri hari¢) daha fazladir. Genis spektrumlu B-
laktamaz (GSBL) sentezleyenler de dahil Klebsiella spp. ve E. coli gibi enterik basillere
ve vankomisine direngli enterokoklara kars1 etkilidir [35, 36]. Ust iiriner sistem
enfeksiyonlarinda kullanimi 6nerilmemekle beraber, komplike olmamais alt iiriner sistem

enfeksiyonlarinda oral tek doz tedavi avantaji vardir [35].

1.2.1.4.2. Protein Sentezini inhibe Eden Antimikrobiyaller:

30S Ribozomal alt initeye baglananlar (tetrasiklinler, glisilsiklinler ve
aminoglikozidler), 50S ribozomal alt {initeye baglananlar (linkozamidler,
kloramfenikol, makrolidler ve ketolidler, oksazolidinonlar ve streptograminler) ve

digerleri (nitrofurantoin) olmak iizere kisimlara ayrilmaktadir.

1.2.1.4.3. Niikleik Asit Sentezini inhibe Eden Antimikrobiyaller

Kinolonlar: DNA giraz enziminin inhbisyonu yoluyla DNA replikasyonunu bozarlar.
Birinci kusak kinolonlar; nalidiksik asit, oksolinik asit, sinoksasin, piromidik asit,
pipemidik asit, flumekin gibi kinolon tiirevleridir. Kinolonlar, gram negatif aerobik
bakterilere kars: etkiliyken, gram pozitif aerob ve anaeroblara etkisizdir [37]. Sistemik
enfeksiyonlarda diisiik serum diizeyleri nedeniyle kullanilamazken, idrarda yiiksek
konsantrasyonlara ulagmalari, {riner sistem enfeksiyonlarinda yaygin olarak
kullanilmalarina dolayistyla da hizli direng gelisimine neden olmustur [38]. ikinci kusak
kinolonlarin (siprofloksasin, ofloksasin, norfloksasin) gram negatif etkinligi daha iyi
olmakla beraber gram pozitif etkinlige de sahiptirler. Anaerob bakteriler {izerinde
etkinlikleri bulunmamaktadir [37, 39]. Uciincii kusak (levofloksasin) ve dordiincii kusak

(moksifloksasin ve gemifloksasin) kinolonlarin, 6zellikle pndmokoklara kargi olmak



lizere artmis gram pozitif etkinliklerinin yani sira anaeroblara karsi da giiglii etkiye

sahiptirler [37, 40].

1.2.1.4.4. Antimetabolitler

Trimetoprim-Siilfametoksazol: Bakteriler, DNA sentezi i¢in gerekli olan folik asidi
kendileri sentezlemektedir. Trimetoprim, folik asit sentezi esnasinda gorevli
dihidrofolat rediiktaz enzimini, siilfonamidler ise tetrahidropiteroik asit sentetaz
enzimini inhibe ederek DNA sentezini engeller. Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae ve Proteus mirabilis gibi bakterilere karsi etkili olmasi, renal dokulara ve
idrara yiiksek konsantrasyonda geg¢mesi nedeniyle, iiriner sistem enfeksiyonlarinda

ozellikle tercih edilirler [41-44].

1.2.1.4.5. Membran Biitiinliigiinii Bozan Antimikrobiyaller

Polimiksinler: Gram pozitif bakteriler, Neisseria tiirleri, Moraxella catarrhalis,
Helicobacter pylori, Vibrio tiirleri, Brucella tiirleri ve anaeroblar polimiksinlere dogal
olarak direngli olmakla birlikte insanlarda sadece polimiksin B ve polimiksin E
kullanilmaktadir [45, 46].

Daptomisin: Bakteri membraninin sentezini, bakteri duvari igerisindeki lipoteikoik
asidin i¢inde transmembran kanallar olusturarak engellerler. Bakterisidal etkiye sahiptir.
Metisiline direngli stafilokoklar, vankomisine direngli enterokoklar gibi gram pozitif
koklara; Lactobacillus, Pediococcus ve Leuconostoc tiirleri gibi vankomisine direncli
bakterilere, Bacillus ve Corynebacterium tiirlerine ve anaeroblara karsi etkilidir.
Komplike deri ve yumusak doku enfeksiyonlar1 ile Staphylococcus aureus

bakteriyemisinde kullanimi onaylanmistir [47].



1.2.2. Antimikrobiyal Diren¢

Antibiyotik direng, bakterilerin antibiyotik varliginda dahi iireyebilmeleri ve hastalik
yapabilmeleri durumudur. Baz1 antibiyotiklere direng dogal olarak mevcut iken bazilari
bakterilerde gelisen mutasyon yoluyla ortaya g¢ikmaktadir. Bu durumda antibiyotik
uygulamasi duyarli bakterilerin tiremesini durdurur veya oldiiriirken, direngli bakteriler
seleksiyona ugrayarak populasyona hakim hale gelirler. Antibiyotik kullanimi arttik¢a
dogal olarak diren¢ sorunu da artmaktadir. Eger 6nlem alinmaz ve antibiyotik kullanimi1
bu hizda devam ederse direng nedeniyle basit bir enfeksiyonun dahi 6ldiiriicii olabildigi

antibiyotik oncesi ¢aga donmek s6z konusu olabilecektir [47].

Antibiyotiklere kars1 diren¢ gdsteren bakteriler diinyada ve ililkemizde hastanelerin de
onemli Dbir sorunu haline gelmis bulunmaktadir. Antibiyotiklerin yanlig kullanimu,
hastalarin metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA), Vankomisine direngli
Enterokok (VRE) ve ¢oklu direncli gram negatif comaklar gibi bakterilerle kolonize
veya enfekte olabilmelerine neden olabilir. Uygun olmayan antibiyotik kullanimi
Clostridium difficile enfeksiyonlarinin insidansinda artis ile birliktelik gostermektedir.
Direngli bakterilerin ortaya ¢ikmasi, seleksiyonu ve yayilmasi hastanelerde hasta
sagligini tehdit etmektedir. Antibiyotiklere direncli bakterilerin yol agtigi enfeksiyonlar,
hasta morbidite ve mortalitesinin artmast ve hastanedeki yatig siiresinin uzamasi ile
sonuglanmaktadir. Antibiyotiklere direngli bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlar
ampirik antibiyotik tedavisinin uygun olma olasiligin1 azaltmakta ve uygun antibiyotik
tedavisinin gecikmesine yol a¢gmaktadir. Uygun olmayan veya gecikmis antibiyotik
tedavileri agir enfeksiyonu olan hastalarin daha kotii seyretmesi ve hatta §liimiine neden

olabilmektedir [47].

Hastanede yatan hastalarin antibiyotik tedavisi alma olasiliklar1 ¢ok yiliksek olup,
hastanelerde kullanilan antibiyotiklerin % 50’si uygun olmayan bir sekilde
kullanilmaktadir. Hastanelerde uygun olmayan antibiyotik kullanimlari, antibiyotiklere

direng gelismesini tetikleyen ana sebeplerden biridir [47].
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1.2.2.1. Antimikrobiyal Diren¢ Mekanizmalari

Bazi1 bakteriler bazi antibiyotikler i¢in hedef bdlgelerinin olmayisi ve antibotiklere karsi
gecirgen olmayislart nedeniyle dogal olarak direnglidirler. Diger bakteriler ise farkli

yollarla sonradan direng kazanabilmektedirler. Bunlar:

1. Hedef Bolgelerinin Degismesi: Antibiyotige affinitede azalma veya ilagtan
etkilenmeyen ilave hedef enzimlerin ortaya ¢ikmasina neden olabilir.

2. Ila¢ Alimindaki Degisiklikler: Permeabilitenin veya ilacin bakterinin disina
pompalanmasimin azalmast sonucu bakteri hiicrelerindeki etkili ilag
konsantrasyonu azalabilmekte ve direng sekillenebilmektedir.

3. Antibiyotik Inaktive Edici Enzimler: Bu durum &zellikle penisilin, sefalosporin ve
aminoglikozidlerde gortiilmektedir.

Ayrica ilag direnci bakteriler aras1 3 farkli genetik yolla gecebilmektedir:

1. Kromozomal mutasyon, ribozomal proteinler gibi protein degisimi veya enzim
degisimi ile gergeklesir. Bunun sonucu direng sekillenebilir. Her bakteriyel
boliinmeden sonra seleksiyon direngli popiilasyonlara sebep olabilir.

2. Plasmidler araciligiyla bazi antibiyotiklere direnc gelisebilmektedir.

3. Transpozonlar sayesinde direng sekillenebilmektedir.

Bakteriler aras1 direng ayrica 3 farkli fiziksel yolla gerceklesebilmektedir. Bunlar:

1. Konjugasyon

2. Transdiiksiyon

3. Transformasyon olarak siralanabilir [48, 49].

1.2.3. Antimikrobiyallerin Gelecegi ve Direncin Onlenmesi

Yeni antibiyotikler, 6zellikle direng sorununun asilmasi yoniinden, umut vaat etmekle
beraber, kisa siire once gram pozitif bakterilerin 6zellikle linezolide karsi direng
gelistirmis oldugu bilinmektedir. Tip diinyas1 pnomokoklarin telitromisine karsi
olusturdugu direng i¢in de alarm durumundadir. Hem istenmeyen etki 6zelliklerinin
daha iyi olmasi, hem de ilag etkilesimlerinin daha az olmasi bu yeni antibiyotik

gruplarinin  tedavide giivenle kullanilabilecegini disiindiirmekle beraber, pazara
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stiriildiikten kisa bir siire sonra ciddi istenmeyen etkileri nedeni ile piyasadan g¢ekilen
yeni antibiyotikler de bulunmaktadir. Bu yiizden ¢ogu yiiksek maliyetli olan bu yeni ilag
gruplarinin etkinlik ve giivenlilik yoniinden daha titiz bir sekilde degerlendirilmesi

gerekmektedir [49].

Son yillarda 6nemli bir sorun olarak karsimiza ¢ikan direng sorunu giiniimiiz
antibiyotiklerinin etkinligini biiyiik 6l¢tide sinirlandirmasinin yani sira, yeni gelistirilen
antibiyotik sayis1 giderek azalmaktadir. Bunun ana nedenlerinden birisi, ilag
firmalarmin kar edememe kaygisiyla parasal kaynaklarimi ve galisma ortamlarini,
antibiyotikler gibi daha kisa siireli kullanimlar1 olan ilaglardan ziyade kronik
hastaliklarin (6rn, hipertansiyon, diyabet, vs.) tedavisiyle alakali ilaglarin arastirilmasi

ve gelistirilmesine yonlendirmis olmalaridir.

S6z konusu antibiyotikler oldugunda, 6zellikle direng sorununu asabilmek, istenmeyen
etkileri ve ilag etkilesimlerini en aza indirmek amaciyla, yeni olmaktan da 6te yepyeni
hedeflerin ve mekanizmalarin belirlenmesi ve bunlara yonelik yepyeni antibiyotiklerin
gelistirilmesi gerekmektedir. Bunun i¢in akademi, biyoteknoloji, diizenleyici kuruluslar,
ilag endiistrisi ve saglik bakim hizmeti sunan kurumlar isbirligi i¢cinde ¢aligmalidir. Bu
arada daha spesifik hasta gruplari iizerinde yapilacak kontrollii caligmalarla da daha dar
spektrumlu antibiyotiklerin gelistirilmesi, boylece genis spektrumlu antibiyotiklerin
kullantminin getirdigi olumsuzluklarin 6nlenmesi saglanabilir [49]. Ayrica bakteriyel
diren¢ mekanizmalarinin daha iyi anlasilmasi, bilinen diren¢ mekanizmalarindan
etkilenmeyen yeni antibiyotiklerin gelistirilmesi, bakteriyel direng izlem programlarinin
gelistirilmesi, hastane infeksiyon kontrol programlarinin gelistirilmesi, antibiyotik
kullanim politikalarinin gelistirilmesi ve egitim gibi uygulamalar antimikrobiyallere
kars1 direncin  engellenmesinde  yapilabilecek diger uygulamalar arasinda

siralanabilmektedir [50].
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1.2.4. Antimikrobiyal Aktivite Diizeyinin Belirlenmesi

Mikroorganizmalar antibiyotiklere karsi ¢ok degisik sekilde duyarlilik gosterirler. Bu
durum, hem antibiyotiklerin yapisina ve hem de mikroorganizmalarin tliriine gore
degisim gostermektedir. Bu bakimdan gerek koruyucu amacla ve gerekse en onemlisi
sagaltim i¢in kullanilacak antimikrobial ilaglarin spesifik hastalik etkenine karsi olan
statik ve/veya sidal etkisinin ¢ok iyi belirlenmesi gerekmektedir. Antimikrobiyal
bilesiklerin mikroorganizmalar iizerindeki toksik etkisi belirlenirken ya siirenin
sabitlenip ve istenen inhibitor etkiyi saglayan konsantrasyonun belirlendigi ya da
konsantrasyonun sabit tutulup, istenen mikrobiyal seviyeye ulasilan siirenin belirlendigi
iki yol vardir [51, 52].

Antimikrobiyal duyarlilik testi epidemiyoloji ve terapétik sonuglarin tahmini igin
kullanilabilir. Onemli antibiyotiklerin hemen hemen tiim gruplar: (tetrasiklinler,
sefalosporinler, aminoglikozidler ve makrolidler) "altin ¢ag" olarak bilinen dénemden
sonra kesfedildi [53]. Giinlimiizde onun etkisi, ilaca direngli bakteriler ile iliskili
tedavilerdeki basarisizliklart dikkate degerdir ve halk sagligi bakimindan kiiresel bir
kayg1 olusturmaktadir [54, 55]. Bu yiizden, yeni antibiyotiklerin 6zellikle kesfi onemli
bir hedeftir. Dogal iriinler, glinlimiizde hala yeni ila¢ molekiillerinin baslica
kaynaklarindan biridir. Bunlar prokaryotik bakteriler, 6karyotik mikroorganizmalar,
bitki ve cesitli hayvan organizmalarindan elde edilmektedirler. Giiniimiize kadar
kesfedilmis antimikrobiyal bilesiklerin biiylik ¢cogunlugu mikrobial ve bitkisel {tirtinleri
kapsar [56].

Bitkisel ve diger dogal kaynaklar, kompleks ve yapisal olarak ¢esitli bilesiklerin biiyiik
bir ¢ogunlugunu karsilar. Son zamanlarda bir ¢ok arastirma, potansiyel antimikrobial
ajanlar olarak, bitkisel ve mikrobial ekstraktlar, esansiyel yaglar, saf ikincil metabolitler
ve yeni sentezlenmis molekiillere odaklanmistir [57-59]. Ancak, as1 hazirlama
teknikleri, a1 miktari, biiylime ortami, inkiibasyon kosullar1 ve bitis noktalar1 belirleme
gibi farkli nonstandardize yaklagimlarin kullanilmasindan dolayr bu dogal {iriinlerin
antimikrobial etkisisiyle ilgili yayinlanan makalelerde sonuclarin karsilagtirilmasinin

genellikle zor oldugu gortilmistiir.
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Son yillarda, cesitli kaynaklarda mikrobiyal direngle miicadele etmek igin yeni
antimikrobiyal ajanlarin arastirilmasi ve gelistirilmesine yoOnelik artan bir ilgi
olusmustur. Bu nedenle, antimikrobiyal aktivite tarama ve degerlendirme yontemlerine
bliyiik bir 6nem verilmektedir. Disk difiizyon, kuyucuk difiizyon ve sivi besi yeri ya da
agar dillisyonu gibi g¢esitli yontemler yaygin olarak kullanilir. Fakat, akim
sitofluorometrik ve biyoluminesans gibi metodlar yaygin olarak kullanilmamaktadir.
Ciinkii bu yontemler spesifik ekipman, tekrarlanabilirlik i¢cin daha fazla degerlendirme

ve standardizasyon gerektirmektedir [57-59].

1.2.4.1. Disk Difiizyon Yontemi

1940 yilinda gelistirilen agar disk difiizyon testi [60], rutin olarak antimikrobiyal
duyarlilik testi i¢in bir¢ok klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda resmi olarak
kullanilan bir yontemdir. Giintimiizde bakteri ve maya testleri i¢in bir¢cogu kabul edilen
ve onaylanan standartlar Klinik ve Laboratuar Standartlar1 Enstitiisii (CLSI) tarafindan
yayimlanmigtir  [61, 62]. Disk diflizyon yonteminde, kati agar test edilen
mikroorganizma ile inokule edildikten sonra ya agilan kuyucuklara antimikrobiyal
eklenmekte yada antimikrobiyal emdirilmis disk agar {lizerine birakilmaktadir. Agar
tizerinde antimikrobiyalin difiizlenebilme yetenegine bagli olarak inhibisyon zonlar
olugmakta, bu zonlarin c¢aplarimin Ol¢iimiiyle antimikrobiyal etki hakkinda bilgi

edinilmektedir [63-66].

Kirby-Bauer yontemi olarak da bilinen bu teknikte, test mikroorganizmanin 6-8 saatlik
buyyon kiiltiirinden (hafif bulanik) Mueller-Hinton agar plaklarina 0,1-0,2 ml
miktarinda ekilir ve bir bagetle iyice yayilir. Agarin yiizeyi oda sicakliginda kuruduktan
sonra, agarin ylizeyine ¢esitli konsantrasyonda degisik antibiyotikleri igceren diskler
yerlestirilir ve 24-48 saat inkube edilir. Bu siirenin sonunda diskler etrafindaki
inhibisyon zonlar1 kompas veya cetvelle Olgiilir ve standart zon tablosu ile
karsilastirilarak duyarli (S), indermediate (I) ve duyarsiz (R) olarak degerlendirme
yapilir. Ayn1 zamanda Kirby-Bauer yonteminde, bir ilacin sivi besiyerinde saptanan
MIK degeri (mg/ml) ile agar iizerindeki zon c¢api/mm Kkarsilastirilarak da duyarh

intermedier ve direncli bolgeler grafikte belirlenebilir. Bodylece, kandaki
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konsantrasyonunun ne olacag saptanir. Ayrica, zon c¢apina gore MIK degerlerini de
bulmak mimkiindiir. Disk difiizyon yontemi az masrafli, az zahmetli ve kolay
uygulabilirliginin yani sira, bir petri kutusunda 5-6 antibiyotige karsi duyarlilig

belirlemek ve en etkili olan ilaci saptamak miimkiindiir. Bu nedenle ¢ok fazla tercih

edilmektedir [64, 65].

Tablo 1.1. CLSI tarafindan onerilen disk difiisyon metodu igin kiiltiir ortami, mikrobik

inokiilum boyutu ve inkiibasyon kosullari.

Mikro Biiyiime Son inokulum inkiibasyon inkiibasyon  Ref.

organizma  Ortam Boyutu sicakh@ (°C)  zamam (h)

Bakteri MHA (0.5 McFarland) 3542 16-18 MO2-A [66]
(1-2)X10%kob/mL

Maya MHA-GMB (0.5 McFarland) 3542 20-24 M44-A [67]
(1-5)X10°cob/mL

Kiifler Desteklenmeyen  (0.4-5)X106 kob/mL M51-A [68]

MHA

MHA: Miieller Hinton Agar

GMB: ortama % 2 glikoz ve 0.5 mg / mL metilen mavisi takviye edilmistir.

1.2.4.2. Antimikrobiyal gradyan yontemi (E-test)

Antimikrobiyal gradyan yontemi, MIK degerini belirlemek icin diliisyon seyreltme
yontemleri ilkesini diflizyon yontemleri ile birlestirir. YOontem, agar ortaminda test
edilen antimikrobik maddenin bir konsantrasyon gradyaninin olusturulma olasiligina
dayanir. E-testler, bu teknigin ticari bir versiyonudur. Prosediirde, bir ugtan digerine
antimikrobiyal maddenin artan bir konsantrasyon gradyani ile emprenye edilmis bir

serit, onceden test edilen mikroorganizma ile inokiile edilen agar yiizeye birakilir.

Bu yontem, antibiyotik, antifungal ve antimikrobakterilerin tayininde kullamilir [70].
MIK degeri, serit ile bliylime inhibisyonu elipsinin kesisim noktasinda belirlenir. Bunu
uygulamak kolaydir; bu nedenle, klinisyenlerin taleplerini karsilamak icin rutin olarak

kullanilir.
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1.2.4.3. Tiip Diliisyon Yontemi

Bu teknik antimikrobiyal ilaglarin MIK (minimal inhibitér konsantrasyonu) ve MLK
(minimal letal konsantrasyonu) degerlerini belirlemede yardimci olur. Bu amagla,
Mueller-Hinton buyyonunda antimikrobiyal ilacin 2 veya 10 katli dilusyonlar1 yapilarak
gittikce azalan yogunlukta ilag igeren dilusyonlar: elde edilir. Ornegin, ilag 1 ml'de 256
pg'dan baslayarak, 256, 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1 pg/ml giderek azalan sekilde iki kath
sulandirilir. iclerine, test edilecek mikroorganizmanin 24-48 saatlik sivi besiyeri
kiiltiriinden 0.1 ml. ekilir ve iyice karistirildiktan sonra 24-48 saat 37 °C' de inkube
edilir. Tiiplerdeki iireme gozle degerlendirilir. Bdylece liremenin olmadigi son dilusyon
MIK degeri olarak kabul edilir. Uremenin olmadigi bu son dilusyondan alinan 0.1 ml.
miktarindaki inokulum 10 ml sivi besiyerine veya agara ekilerek uygun bir siire
inkubasyonda tutulur. Tiipte iiremenin olmamas1 MLK degerini, iiremenin olmast MiK
degerini yansitir. Agarda ya bazi koloniler meydana gelecek veya hi¢c koloni

olusmayacaktir. Koloni olusursa MIK degerini, olusmazsa MLK degerini belirler [64].

1.2.4.4. Tiirbidimetrik Yontem

Bu yontem hassasiyeti diisiik olmakla beraber, tahrip edici olmayan, diisilk maliyetli,
hizli bir yontemdir. Mikrobiyal gelisim egrisinin {ist kisimlarini tespit edebilmektedir.
Besiyeri ortamindaki canli mikroorganizma sayimi ve sonuglart karsilagtirmak suretiyle
kalibrasyon gerektirmektedir. Farkli gelisim asamasindaki bakteri hiicrelerinin sayisina
gore absorbanstaki degisim Olglilmekte, mikrobiyal populasyon tahmin edilmektedir
[51, 64].

Spektrofotometrede  anlamhi  okuma igin mikrobiyal yiik 10°-10"  kob/ml
seviyelerindedir.  Cogalma asamasinda olan <10 kob/ml  seviyesindeki
mikroorganizmalar bu yontem ile tespit edilememekte, absorbansta herhangi bir artis
gozlenememektedir. Bu dezavantajin iistesinden gelmek amaciyla belirli zaman

araliklarinda 6rnek alinarak bakteriyel gelisimin izlenmesi yararli olmaktadir [63, 65].
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1.3. Oksidatif Stres, Serbest Radikaller ve Antioksidanlar

1.3.1. Oksidatif Stres

Oksijen hiicrede enerji tiretim siireglerinde kullanilan ve canlilar igin hayati nemi olan
bir molekiildiir. Enerji iiretim siirecinin dogal bir yan iriinii olan serbest oksijen
radikalleri potansiyel olarak zararli etkileri olan yiiksek oranda reaktif molekiillerdir

[71].

Hiicrelerimizde DNA’ya, proteinlere ve lipidlere zarar veren serbest radikallerin zararh
etkilerinden korunabilmek ic¢in bunlar1 nétralize eden antioksidanlar iiretilmektedir.
Serbest radikallerin olusum hizi1 ve bunlarin antioksidanlar tarafindan noétralize edilme
hiz1 arasinda bulunan denge sayesinde hiicre serbest radikallerin olumsuz etkilerinden
korunmaktadir. Fakat bu denge serbest radikaller lehine bozulursa, yani yapimdan daha
yavas notralize edilirse, hiicrede serbest radikallerin miktar1 artar. Hiicrede serbest
radikallerin artis1 ve hiicre fonksiyonlari {izerinde yaptiklart olumsuz etkiye (oksidatif
hasara) “Oksidatif Stres” denir. Bu durum ozetle; serbest radikal olusumu ile
antioksidan savunma mekanizmasi1 arasindaki ciddi dengesizligi gostererek doku

hasarina yol agmaktadir [71, 72].

1.3.2. Serbest Radikaller

Elektronlar, orbital ad: verilen yerlerde bulunurlar ve bir orbitalde ters spinli iki elektron
bulunabilir. Organizmada, neredeyse tim elektronlar elektron ¢ifti halinde bulunur.
Ciinkii elektron ciftleri oldukga kararlidir. Bir bag koptugunda elektronlar ya birlikte
kalir (heterolitik parcalanma) ya da ayrilirlar (homolitik pargalanma). Eger birlikte
kalirlarsa kimyasal bag heterolitik olarak pargalanir, homolotik olarak parcalanir ise
serbest radikaller olusur. Serbest radikaller yiiksek enerjili eslesmemis elektronlar
icerirler ve eslesmis elektronlart ayirip onlarin fonksiyonlarina engel olurlar. Bu
ozellikleri sayesinde serbest radikaller hem tehlikeli hem de kullaniglidirlar. Bu yiizden,
serbest radikaller yasam i¢in gereklidir. Elektron transferi, enerji iiretimi ve pek c¢ok

diger metabolik olayda onemli molekiillerdir. Sayet kontrolsiiz reaksiyon verirlerse
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hiicrede hasarlara neden olurlar. Elektron genelde cift halde bulunurken, serbest
radikaller bu elektronlar1 birbirinden ayirarak reaksiyonu durdururlar. Sonugta serbest
radikal kendi -elektronunu esler, diger elektron serbest radikal haline gecer.
Ortaklanmamis elektron igeren serbest radikaller oldukg¢a aktif olduklarindan niifuz

edici ozellikleri vardir [73].

Serbest radikaller {i¢ ana yolla olusmaktadirlar [74-76].

a) Kovalent Baglarin Homolitik Boliinmesiyle: Kovalent bagin ayrismasi esnasinda

bagin yapisindaki iki elektronun her biri ayr1 ayr1 atomlar tizerinde kalir.

XY — > X- Y- (1)

b) Normal Bir Molekiiliin Elektron Kaybetmesiyle: Radikal ozelligi olmayan bir
molekiilde elektron kaybi esnasinda dis orbitalde ortaklanmamis elektron kalirsa radikal
formu olugur. Ornegin, tokoferol ve askorbik asit gibi antioksidanlar, radikal tiirlere tek

elektron verip bunlar1 indirgerken, kendilerinin radikal formu olusur.

¢) Normal Bir Molekiile Tek Bir Elektron Transferiyle: Radikalik 6zellik gostermeyen
bir molekiile tek elektron transferiyle dis orbitalinde eslesmemis elektron olusursa bu
tiir indirgenme radikal olusumuna neden olabilirmektedir. Ornegin, molekiiler oksijen

tek elektron ile indirgenenirse, radikal formu olan siiperoksidi meydana gelir.

0, + € —» Oy @)

Biyolojik bir sistemde serbest radikaller en fazla elektron transferi neticesinde
olusmaktadirlar. Serbest radikaller pozitif yliklli, negatif yiiklii veya notral olabilirler.
Biyolojik sistemlerde en onemli radikaller, serbest oksijen radikalleri (SOR) olmakla

beraber; C, N, S tiirevi olan radikaller ve inorganik molekiiller de vardir [74, 75].
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1.3.3. Reaktif Oksijen Tiirleri

Biyolojik sistemlerde bulunan en onemli serbest radikaller, fiziksel ve kimyasal
etkenlerle, metabolik reaksiyonlar esnasinda zorunlu olarak olusan oksijen
radikalleridir. Siiperoksit radikali (O,"), kendisi radikal olmayan hidrojen peroksitin
(H2,O,) hidroksil radikali (OH) gibi radikaller “reaktif oksijen tiirleri (ROT)” olarak
bilinirler [75]. ROT’lar serbest radikal zincir reaksiyonlarini baslatarak, hiicrede organik
radikaller (R"), peroksil (peroksi) radikalleri (ROO"), alkoksil (alkoksi) radikalleri (RO),
tiyil radikalleri (RS’) gibi 6nemli karbon merkezli serbest radikallerin olusumuna neden
olurlar. Tiyil radikallerinin tekrar oksijenle reaksiyona girmesi sonucu siilfenil (RSO)
veya tiyil peroksil (RSOy) gibi radikaller de olusabilmektedir [74, 75, 77].

Reaktiflik durumu ortamda bulunan molekiil ve radikale baghdir. iki serbest radikalin
ortaklanmamig elektronlarinin kovalent bag iizerinden birlesebilmesi sonucunda olusan
tirler de reaktif olabilmektedir. Buna tipik 6rnegini NO' ve O, ’in ¢ok hizli reaksiyonu

sonucu olusan nonradikal bir {irlin olan peroksinitrit olusturur [75]:

O, + NO- ——»  ONOO ©)

Diger yandan bir serbest radikal, radikal olmayan bir madde ile reaksiyona girerek yeni
bir radikal olusturabilir. Biyolojik molekiillerin biiyiik bir kismi radikal olmadig: i¢in,
in-vivo sartlarda reaktif bir radikalin olusumu, genellikle zincir reaksiyonunun

baslamasina yol acabilir [75, 78].

1.3.3.1. Siiperoksit Anyonu (O5)

Hemen hemen tiim oksijenli solunum yapan hiicrelerde oksijenin bir elektron alarak
indirgenmesi neticesinde siiperoksit radikali olusmaktadir. Siiperoksit radikalinin

baslica olusum yollar asagida verilmektedir [75, 79, 80]:
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1. Aerobik bir ortamda katekolaminler, tiyoller, rediikte flavinler, hidrokinonlar ve
tetrahidrofolatlar gibi biyolojik molekiillerin otooksidasyonu neticesinde siiperoksit
meydana gelir.

2. Virlis veya bakteriyi inaktive etmek amaciyla uyarilmis fagositik hiicreler
(notrofiller, monositler, makrofajlar, eozinofiller) bol miktarda siiperoksit iiretirler.

3. Mitokondride ger¢eklesen enerji metabolizmasi sirasinda olusan elektron sizintisi
ile kullanilan oksijenin %1-3"1i siiperoksit radikali yapimi ile sonlanir.

4. Indirgenmis gecis metallerinin otooksidasyonu siiperoksidi olusturabilir.
cut/ Fe* + 0, —» Cu*/ Fe¥ + O, (4)

Stiperoksit radikali H,O, kaynag1 ve gecis metal iyonlarinin indirgeyicisi olmasinin yant
sira  hiicresel kosullarda hem  yiikseltgeyici hem de indirgeyici olarak
davranabilmektedir. Ornegin; ferrisitokrom C ile reaksiyonunda indirgeyici olarak bir
elektronunu kaybedip oksijene doniisiirken, epinefrin oksidasyonunda ise yiikseltgen
olarak davranip, bir elektron alarak H,O;’ye indirgenir [74, 75]. Siiperoksit radikali
diisik pH degerlerinde daha reaktiftir ve yiikseltgen olan perhidroksil radikalini (HOy)
olusturmak iizere protonlanir. Siiperoksit ve perhidroksil radikallerinin bir dismutasyon

reaksiyonu iizerinden birbiriyle reaksiyona girmesi sonucu H,O, olusur [75].

HOQ. + 02. + H+ —_— 02 * H202 (5)

1.3.3.2. Hidrojen Peroksit (H,0,)

Cevresindeki molekiillerden, molekiiler oksijenin iki veya siiperoksidin bir elektron

almas1 sonucu H,0, meydana gelir [75].

O, 4+ 2¢ + 2H" —» H,0, ©6)

02.- + e + 2H+ —_— H202 (7)
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H.,0, yapisinda ortaklanmamis elektron bulundurmadigi igin radikal olarak kabul
edilmemekle beraber, biyolojik membranlar1 kolayca gegip, hiicrelerin arasina veya
igine kolayca difiize olabilmesi ve uzun 6miirlii bir yiikseltgen olmasi1 6nemlidir [75, 79,
80].

Bir radikal olmadigi halde, H,O,, ROT igine girer ve serbest radikal biyokimyasinda
onemli rol oynar. Ciinkii gecis metal iyonlar1 varliginda Fenton reaksiyonu, siiperoksit
radikali varliginda ise Haber-Weiss reaksiyonu tizerinden en reaktif ve daha ¢ok hasar

verici olan hidroksil radikaline doniisiir [75, 81].

Katalizorsiiz oldugu i¢in oldukga yavas ilerleyen Haber-Weiss reaksiyonu, siiperoksidin
direkt olarak H,O; ile reaksiyonudur,. Demirle katalizlenen Fenton reaksiyonu ise ¢ok
hizlidir. Bu reaksiyonda once ferri demir (Fe3+) siiperoksit tarafindan ferro demire
(Fe?") indirgenir. Sonra Fenton reaksiyonu ile H,O,’den ‘OH ve "OH iiretilir. Reaksiyon

mekanizmasi asagidaki sekildedir [75]:

OZ._ + Fe3+ E— (o)) + F92+
H,0, + Fe* — OH™ + OH + Fe (Fenton Reaksiyonu) (8)
Net 0, + Hy0, —_— 0, + OH™ + 'OH (Haber-Weiss Reaksiyonu)

1.2.3.3. Hidroksil Radikali (OH)

Hidroksil radikali gegis metalleri varliginda H,O’nin indirgenmesi (Fenton reaksiyonu)

veya suyun yiiksek enerjili iyonize radyasyona maruz kalmasi sonucu ile olusur [75].

Yarilanma omrii ¢cok kisa olmasina ragmen, ortamda rastladigi her biyomolekiille
tepkimeye girmesi ve biiyiikk hasara neden olmasi, kendisinin en reaktif ve hasar verici
radikal tiiri olmasina neden olmustur [74, 75, 79]. Tiyoller ve yag asitleri gibi
molekiillerden bir proton kopararak tiyil radikalleri (RS’), karbon merkezli organik
radikaller (R’), organik peroksitler (RCOQ") gibi yeni radikallerin olusmasina neden

olur.
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RSH + OH —» R-S + H,0 (©)]

i i
—C¢— + OH —— —C— + HO (10)
H

Hemen her tiir biyolojik molekiille reaksiyona girmesine ragmen o6zellikle elektronca
zengin yapilar ana hedefidir. Niikleik asitler (purin ve pirimidin bazlar1) ve proteinler

(aromatik amino asitler) ile gesitli radikalik tepkimeler verir [75].

1.3.3.4. Singlet Oksijen (*O,)

Molekiiler oksijenin elektronlarindan birinin enerji alarak kendi spininin ters yoniinde
olan bagka bir orbitalle yer degistirmesiyle singlet oksijen olusur. Singlet oksijen
ortaklanmamis elektronu olmadigr ic¢in radikal degildir. Oksijenin ortaklanmamig
elektronlar1 paralel spinli oldugundan oksijendeki spin kisitlamasi singlet oksijende
yoktur ve oldukg¢a reaktif bir oksijen bilesigidir [74, 75, 77]. Delta ve sigma olmak
tizere iki sekli vardir. Delta sekli daha diisiik enerjili (92 kj) oldugundan sigma sekline
(155 kj) gore daha uzun yar1 dmirlidiir [75, 82].

Viicutta, pigmentlerin (flavin iceren niikleotidler, retinal, bilirubin) oksijenli ortamda
15181 absorblamasiyla, O, ’nin dismutasyon reaksiyonu sirasinda, porfirya gibi porfirin

metabolizmasi hastaliklarinda olusabilir [75, 80].

1.3.4. Diger Reaktif Tiirler

1.3.4.1. Azot Oksit (NO)

Renksiz gaz seklinde bulunan azot oksit (NO-) tek sayida elektron i¢eren inorganik bir
serbest radikaldir. Bakteriler, sigara dumani ve egzoz gazlari reaktif azot oksitleri iiretir.

Fizyolojik sartlar altinda bir¢ok fonksiyonda rol oynayan hiicre i¢i konsantrasyonu fazla
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arttiginda noéron 6limii ile sonuglanan ve toksik olaylar1 baslatan NO kararli bir serbest
radikaldir. Azot oksit, biyolojik sistemlerde O, O, ve gegis metalleriyle reaksiyona
girerek metal ve tiyol igeren proteinlerle yiiriiyen reaksiyonlarin, enzim aktivitelerinde
zayiflamaya neden olur. Azot oksitin elektron transport zincirindeki demir igeren
komplekslere saldirmasi, bozulmus enerji metabolizmasiyla sonuglanir. Azot oksit

olusumunun artmast sinir hiicrelerinde tahribata yol agar [82, 83].

1.3.4.2. Azot Dioksit (NOy)

Azot dioksit, azot oksitin oksijen ile reaksiyona girmesi sonucu meydana gelen oldukca
zehirli ve c¢ok giiglii bir oksidandir. Oksijen rediiksiyonu sirasinda NO’ye maruz
kalmas1 durumunda arasidonik asit metabolizmasinin NO2 konsantrasyonuna bagl
olarak degistigi  goriilmektedir. Diisik miktarda NO;’nin arasidonik asit

metabolizmasini biiylik oranda artirdig1 goézlenmistir [84, 85].

1.3.4.3. Peroksinitrit (ONOQO")

Reaktif  bir oksijen tiirevi olan, dogrudan proteinlere zarar veren peroksinitrit
sliperoksitin nitrik oksit ile birlesmesi sonucu meydana gelir. Peroksinitritin azot dioksit
(NOy), hidroksil radikali (OH") ve nitronyum iyonu (NO,") gibi farkli toksik iiriinlere
doniisebilir [84].

1.3.4.4. Hipoklorik Asit (HOCI)

Hipoklorik asit radikal degildir ancak ROS arasinda yer almaktadir. Fagositik hiicreler
tarafindan bakterilerin Oldiiriilmesinde 6nemli rol oynar. Aktive olmus ndtrofiller,
monositler, makrofajlar ve eozinofiller tarafindan iretirler. Radikal tiretimi fagositik

hiicrelerin bakterileri ldiirmesinde biiyiik 6neme sahiptir [86]
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1.3.5. Serbest Radikal Kaynaklar:

Biyolojik sistemlerdeki serbest radikal olusumu, normal metabolik olaylarin seyri

esnasinda ve organizmanin ¢esitli dis etkilere maruz kalmasiyla meydana gelir. Serbest

radikaller, iyonize radyasyon, stres yapict durumlar, enzimatik ve enzimatik olmayan

reaksiyonlar sonucunda viicuttaki biyolojik fonksiyonlarin yan iiriinii olarak olusurlar.

I- Biyolojik Kaynaklar

Radyasyon

Aktive olmus fagositler

Antineoplastik ajanlar: nitrofurantion, bleomisin, doxorubicine

Bagimliliga sebep olan maddeler: alkol ve uyusturucu maddeler

Cevresel ajanlar (hava kirliligi yapan fotokimyasal maddeler; hiperoksi,
pestisitler, sigara dumani, solventler, anestezikler, aromatik hidrokarbonlar)

Stres

1- intraselliiler Kaynaklar

Kiictlik molekiillerin otooksidasyonu

Enzimler ve proteinler: ksantin oksidaz, triptofan dioksijenaz, hemoglobin
Mitokondrial elektron transportu

Endoplazmik retikulum ve niikleer membran elektron transport sistemleri
(sitokrom P-450, sitokrom bs)

Peroksizomlar: oksidazlar, flavoproteinler

Plazma membrant: lipoksijenaz, prostaglandin sentetaz, fagositlerde
NADPH oksidaz, lipit peroksidasyonu

Oksidatif stres yapici durumlar: iskemi, travma, intoksikasyon

Hiicrelerde serbest radikal {iretimi, baz1 yabanci toksik maddeler tarafindan da biiyiik

oranda artirilabilir. Bu maddeler ya dogrudan serbest radikal iretirler ya da serbest

radikallerin ortadan kaldirilmasini saglayan antioksidan aktiviteyi diisiiriirler [87].
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1.3.6. Serbest Radikallerin Zararh Etkileri

Serbest radikaller; hiicrelerin lipit, protein, karbohidrat, DNA ve enzim gibi tiim
bilesiklerine etki ederler. Mitokondrilerdeki aerobik solunumu ve kapiler permeabiliteyi
bozar, hiicrenin elektrolit kaybina ve trombositlerin agregasyonuna sebep olurlar.
Ayrica proteaz, fosfolipaz, elastaz, siklooksigenaz, ksantin oksidaz, lipooksigenaz,
triptofan dioksigenaz ve galaktoz oksidaz gibi hidrolitik enzimleri aktiflestirirken alfa 1-

antitiripsin gibi antiproteolitik enzimleri inaktif hale getirirler [74].

1.3.6.1. Lipit Peroksidasyonu

Biitiin membran lipitleri poliansatiire yag asitleri igerirler ve serbest radikal hasarina
kars1 hassastirlar. Poliansatiire yag asitleri (PUFA), C=C yapisinda karakteristik ¢ift
baga sahiptir. Hassas olan bu yapidan hidrojen atomlarinin hidroksil radikalleri
tarafindan koparilmasi sonucu dien konjugatlar olarak bilinen peroksit iiriinler meydana
gelir. Molekiil ici ¢ift baglarinin degismesiyle dien konjugatlarinin daha sonra oksijenle
etkilesmesi sonucu lipit peroksil radikalleri olusur. Lipit peroksil radikalleri, membran
yapisindaki diger poliansatiire yag asitlerini etkileyerek yeni lipit radikallerinin
olusumuna yol acarken, kendileri de aciga c¢ikan hidrojen atomlarini alarak lipit

hidroperoksitlerine doniistirler [74].

1.3.6.2. Protein Oksidasyonu

Proteinler serbest radikal etkisine karsi poliansatiire yag asitlerinden daha az hassastirlar
ve baglayan zarar verici zincir reaksiyonlarinin hizla ilerleme ihtimali daha azdir.
Proteinlerin serbest radikallerden etkilenme dereceleri amino asit bilesimlerine baglidir.

Serbest radikaller proteinleri yiikseltgeyebilirler. Amino asitlere ve disiilfit (S-S)
baglarina saldirirlar ve 6zelikle siilfiir radikalleri ve karbon merkezli radikaller meydana
getirirler. Bu reaksiyonlar sonucunda immunoglobiilin G ve alblimin gibi fazla sayida
disiilfid bag1 bulunduran proteinlerin ii¢c boyutlu yapilar1 bozularak fonksiyon kaybina
ugrarlar ve proteolitik yikim gosterirler [74].
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1.3.6.3. DNA Oksidasyonu

Kararli bir molekiil olan DNA endojen etkenlerin yan1 sira elektromanyetik, ultraviyole
ve X-isinlart gibi eksojen kaynaklarin tesirinde de kimyasal oksidatif hasara maruz
kalabilmektedir. Serbest radikaller nedeniyle DNA’nin yapisinin degismesi sonucunda
hiicrede mutagenez, karsinogenez ve hiicre 6liimii meydana gelmektedir.

Hidroksil radikali, deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona girer ve degisikliklere yol
acar. Aktive olmus notrofillerden kaynaklanan hidrojen peroksit membranlardan

kolayca gecerek ve hiicre ¢ekirdegine ulasarak DNA hasarina neden olabilir.

Oksidatif hasara bagli olarak DNA’da, tek ve cift dal kiriklari, abazik alanlar, baz
modifikasyonlari (baz katilimi, bazlarda yeniden diizenlenme), seker hasar1 olusabilir ya
da DNA ile protein arasinda capraz baglanma olabilir. Bu lezyonlardan bazilari
fizyolojik kosullarda da meydana gelebilmektedir. Oksidatif modifikasyon sonucunda

DNA antijenik karakter kazanmakta ve sonug olarak anti DNA antikorlar1 olusmaktadir

[88-91].

1.3.6.4. Karbonhidrat Oksidasyonu

Glikoz, mannoz ve deoksi sekerler otooksidasyonla hidrojen peroksit, peroksitler ve
okzoaldehidler meydana getirirler. Olusan okside formlar diabet ve sigara i¢imi ile
iliskili kronik hastaliklarda ©nemli rol oynar. Okzoaldehidler; DNA, RNA ve
proteinlere baglanabilme ve aralarinda capraz bag olusturabilme 6zelliklerinden dolay1

antimitotik etki gosterirler. Kanser ve yaslanma olaylarinda etkin rol oynarlar [17].

1.3.7. Antioksidan Savunma Sistemleri

Canlilar serbest radikallerin zararli etkilerini 6nlemek i¢in hem hiicre igerisinde hem de

hiicre membraninda etki gosteren pek ¢ok koruyucu mekanizmaya sahiptirler. Bu

mekanizmalar hem serbest radikal olusumunu engellemek hem de olusan bu serbest

radikallerin  olumsuz yonlerini yok etmek amaciyla olusturulmustur. Canl
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organizmalarin olusturdugu bu sisteme “Antioksidan Savunma Sistemi” veya kisaca
“Antioksidanlar” adi1 verilmektedir. Antioksidanlar endojen ve ekzojen kaynakli olarak
ikiye ayrilmaktadir. Bununla beraber serbest radikal olusumunu engelleyenler ve
mevcut radikalleri etkisiz hale getirenler veya enzim ve enzim olmayanlar seklinde de
siiflandirilabilmektedir [89, 91]. Biyolojik sistemlerde bulunan tiim antioksidanlar
Tablo 1.2°de gosterilmistir. Enzimatik olan ve enzimatik olmayan tiim antioksidanlarin
bes degisik mekanizma ile etkili olduklar1 diistiniilmektedir. Bu mekanizmalar su

sekilde siralanabilir:

1.  Lokal oksijen konsantrasyonunu azaltmak.

2. OH, Oy gibi anahtar ROT’ni ortadan kaldirmak yoluyla zincir reaksiyonunun
baslamasini engellemek.

3. Peroksitleri pargalayarak onlarin zincir reaksiyonunu olusturan radikallere
dontigiimiinii engellemek.

4. Katalitik metal iyonlarini baglayarak, radikal olusumunun basglamasini engellemek.

5. Baslamis olan bir zincir reaksiyonunu kirmak.
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Tablo 1.2. Biyolojik Sistemlerde Bulunan Antioksidanlar

Enzimatikler

Speroksit dismutaz

GSH-peroksidaz

Katalaz

Yardimci enzimler

NADP-kinon

Oksidorediiktaz

Epoksi hidrolaz

Konjugasyon enzimleri: GSH-S-transferaz
UDP-glukronil transferaz
Siilfonil transferazGSH-rediiktaz

NADPH saglayici enzimler: Glukoz-6-fosfotaz
6-fosfoglukona dehidrogenaz
Izositrat dehidrogenaz
Malik enzim

Enzimatik olmayanlar

Alfa-takoferoller (vit E)

Askorbikasit (vitC)

Glutatyon (GSH)

Flavanoidler

Beta-karoten (vitA)

Urat

Bilirubin

Mannitol

Sistein

Metiyonin

Melatonin

Sitokrom P-450

Hemoglobin

Miyoglobin

Plazma proteinleri: Seruloplazmin
Ferritin
Albiimin
Transferin
Laktoferrin

Bu mekanizmalardan ilk ikisi ile islev gdren antioksidanlar, birincil savunma hattini
olusturmaktadir. Enzim olmalar1 nedeniyle, normal kosullarda antioksidan gorevleri
bitince degismeden ortamda kalirlar. Son {i¢ mekanizma ile islev goren antioksidanlar
ise ikincil antioksidan savunma hattin1 olustururlar. Bu maddeler koruyucu islevleri

sirasinda tiiketilirler [92].
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1.3.8. Antioksidan Aktivitesi Belirleme Metotlar:

Antioksidan aktivitesi belirleme metotlar1 yedi baslik altinda incelenebilir [93-99].

1. Oksijen Radikal Absorbans Uygulamasi (ORAC): Peroksil-radikal etkilesimli
oksidasyonlarin antioksidan soniimlendirilmelerini 6lger ve H-atomu transferi yoluyla,
klasik radikal zincir kirilma antioksidan aktivitesi tarzini yansitmaktadir [100]. Temel
uygulamada, tampon ¢ozeltide 2,2°-Azobis(2-amidinopropan)-dihidrokloriir’iin termal
parcalanmasiyla iiretilen peroksi radikalleri veya Cu*?-H,0, den elde edilen hidroksil
radikalleri yiikseltgenebilir bir protein substrat olan floresant prob ile reaksiyona girerek
floresans ile kolayca kantitatif olarak tayin edilebilecek tiirde floresant olmayan bir
iriine doniisiir. Prob ile peroksil radikallerinin reaksiyonu ilerledik¢e zamanla floresans

yogunlugu kaybi olusur.

2. Total Antioksidan Aktivite Tayini: Bu metotta antioksidan aktivitesi B-Karoten
yontemine gore belirlenmektedir. Bu islem i¢in aktivitesi ol¢iilecek olan 6rnegin stok
¢ozeltisi hazirlandiktan sonra uygun tampon ¢ozelti ile esit hacimde, B-Karoten-linoleik
asit emiilsiyonu eklenmekte, inkiibasyonu 50 °C’de yapilmakta ve kontrol olarak
tampon ¢ozelti ile B-Karoten-linoleik asit esit karisimlar1 kullanilmaktadir. Her 30
dakikada bir, 470 nm’de UV spektrofotometresi ile kore kars1 absorbans1 alinmaktadir.

Inkiibasyon, kontroliin minimum absorbansa ulasmasiyla sona erdirilmektedir [94].

3. DPPH Radikali Giderme Aktivitesi Tayini: Bu islemde O6rnegin stok c¢ozeltisi
hazirlandiktan sonra esit konsantrasyonda DPPH' ¢6zeltisiyle muamele edilmekte ve 30
dakika karanlikta bekletilen karistmin 517 nm’de UV spektrofotometresi ile kore karst
absorbansi1 alinmaktadir [95, 96].

4. ABTS Katyon Radikali Giderme Aktivitesi: Bu yontemde ABTS (2,2'-azino-bis(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)) katyon radikali giderme aktivitesi ABTS’ nin
potasyum persiilfat ile muamelesinden olusan ABTS™ ile belirlenmektedir. Bunun igin,

ornegin stok ¢ozeltisi hazirlandiktan sonra esit konsantrasyonlarda ABTS™ ¢ozeltisiyle
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muamele edilmektedir ve 734 nm’de UV spektrofotometresi ile kore karst absorbansi

alinmaktadir [97].

5. Siiperoksit Anyon Radikal Giderme Aktivitesi Tayini: Bu yontemde siiperoksit anyon
radikal giderme aktivitesi NADH-PMS-NBT (Nikotinamid adenin diniikleotid- fenazin
metosiilfat-nitroblue tetrazolyum) sistemine gore in-vitro belirlenmektedir. Bu islem
icin Ornegin stok ¢ozeltisi hazirlandiktan sonra esit hacimde uygun tampon ¢ozeltide
¢Oziindiirilmiis NADH ve NBT konulmaktadir. Esit hacimde PMS ile muamele
edildikten 5 dakika sonra karisimin 560 nm’de UV spektrofotometresi ile kore karsi

absorbansi alinmaktadir [96].

6. Metal Baglama Aktivitesi Tayini: Metal baglama aktivitesi Fe(Il)-Ferrozin yontemine
gore belirlenmektedir. Bu islem igin 6rnegin stok ¢ozeltisi hazirlandiktan sonra Fe (II)
ve ferrozin reaktifleri eklenmekte ve 562 nm’de UV spektrofotometresi ile kore karsi
absorbansi alinmaktadir [96-98].

7. Indirgeme Giicii: Oyaizu yontemine gore pH=6,6 ortaminda &rnegin stok ¢dzeltisi
hazirlandiktan sonra potasyum ferrisiyaniir ile muamele edilerek 50 °C’de 20 dakika
inkiibasyona tabi tutulmaktadir. Esit hacimde trikloroasetik asit ile muamele edildikten
sonra ise Fe (III) ile reaksiyona sokularak 700 nm’de UV spektrofotometresi ile kore

kars1 absorbansi alinmaktadir [99].

1.4. 3-Alkil(Aril)-4-amino-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on Bilesiklerinin Sentez

Yontemleri ve incelenen Baz1 Reaksiyonlari

1,2,4-Triazol ve 4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on halka sisteminin olusturulmasina
yonelik bazi yontemler gelistirilmistir:  3-Alkil(aril)-4-amino-4,5-dihidro-1H-1,2,4-
triazol-5-on (2) bilesiklerinin en basit iiyesi olan 4-amino-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-
5-on (1) bilesigi ilk kez etil ortoformatin karbohidrazid ile reaksiyonundan elde
edilmistir (Denklem 11) [101].
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I 100°C N| i
HC(OCHs)s + HNNH—C—NHNH, 200C» |- /K + 3CHsCH,OH  (11)
N0
|

NH,
1

Bagka bir caligmada etil ortoformat yaninda etil ortoasetat ve etil ortopropionat
kullanilmis ve 2 tipi 3-metil-4-amino-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on (2a) ve 3-etil-4-
amino-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on (2b) bilesikleri ile 2 bilesigi elde edilmistir
(Denklem 12) [102].

O N——NH
I
RC(OC;Hs); + H,NNH—C—NHNH, —» )|\ /Jk + 3CH;CH,OH (12)
RTONT S0
NH> R: Hicin 1
R: CHsicin 2a
R: CoHg Igln 2b

Calismada hidrokloriirleri (3) seklinde reaksiyona sokulan, iminoesterlerin eldesinde,
ortoesterlerden, karbonil bilesiklerinden, amidlerden, iminokloriirlerden ve bazi
doymamis sistemlerden baslayan yontemler [103] 6rnek olarak verilebilirse de 3 tipi
bilesiklerin sentezinde Pinner Yontemi [104] en uygun yontem olarak kullanilmistir. Bir
nitril, bir mutlak alkol (genellikle mutlak etanol) ile susuz bir ¢oziicii (genellikle susuz

dietil eter) icinde HCI gaz1 ile sogukta muamele edilir (Denklem 13).

R
| ® 0

R—C=N + ROH + HClgg =—— (|3:NH2CI (13)
OR'

3 Tipi bilesiklerin Pinner yontemine gore sentezlendigi reaksiyonun muhtemel
mekanizmasi, asidik ortamda protonlanmis nitril ile bir alkoliin niikleofilik katilmasi

tizerinden yiiriimektedir (Denklem 14) [105].
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Calismada da kullanilan 2 tipi bilesiklerin sentezi i¢in en uygun yontemde ise, 3 tipi
alkil imidat hidrokloriirlerin soguk mutlak etanollii ortamda etil karbazat ile
muamelesinden elde edilen [106-112] ester etoksikarbonilhidrazonlar (4) hidrazin hidrat

ile kaynar sulu ortamda muamele edilmislerdir (Denklem 15 ve 16) [108-114].

R R
| @ O //O 0-52C | Y
IC:NH2c3| +  H,NNH—C Lo%, C‘::NNH—C\ + NH.Cl (15)
OR' OCyHsg OR' OC,Hsg
3 4 R": CoHs
R 0 N—NH
C=NNH—C¢” +  HNNH, ——> PR )% +  2C,HsOH (16)
| N R N 0
OR' OC,Hs |
NH,
4 2
R
2a| CHj
2b| CH,CHj
2C CH2C5H5

2d CH2C5H4CH3 (p-)
2e CH,CeH4CI (p-)
2f CH2C6H4OCH3 (p-)

3-Alkil/Aril-4-amino-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on (2) bilesiklerinin 1980’11
yillardan sonra bir¢ok reaksiyonu incelenmis ve karsin olan heterosiklik bilesikler elde
edilmis ve baz1 Ozellikleri incelenmistir. 3-Alkil/Aril-4-amino-4,5-dihidro-1H-1,2,4-
triazol-5-on (2) bilesiklerinin reaksiyonlarmin incelendigi iki farkli ¢alismadan birinde
suksindialdehid serisi ile 2,5-dimetoksitetrahidrofuran reaksiyon kosullarina bagh
olarak asetik asitli ortamda N,N'-bagli biheterohalkali bilesik olan 3-alkil(aril)-4-(pirrol-
1-il)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on (5) ve nétral ortamda (nitrobenzen) N,N'-bis-(3-
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alkil-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on-4-il)-1,4-butandiimin (6) bilesiklerini, digerinde
ise asetonil aseton ile N,N'-bagli biheterohalkali bilesik olan 3-alkil(aril)-4-(2,5-
dimetilpirrol-1-il)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on (7) bilesiklerini olusturdugu rapor
edilmistir (Denklem 17-19) [108, 110, 111, 115, 116].

Nl—NH 0 0 Nl—NH
CH,COOH
+ H—C—CH,CH,—C—H 10O 17
R)\'Tl \O 2 2 -ZHZO R T)%O ( )
NH, N
|
2 5
NN 0 0 NN N—NH
CeHsNO,
2 + H—C—CHyCH,—C—H -~oMsNOz_ 18
RN X0 2 -2H,0 R)\N/go R)\N/go( )
NH, N=CHCH,CH,CH=N
2 6
Nl—NH 9 O Nl—NH
) + CH3—C—CHyCH,—C—CHz ———> ) (17)
R)\N %O -2H,0 R)\N %O
' |
NH CHs _N_ _CHs

Baz1 heterohalkali amino bilesiklerinin sulfonik asit kloriirleri ile sulfonilamino
tirevlerini verdikleri bilinmektedir [117-119]. Nitekim son yillarda yapilan bir
calismada 2 tipi bilesiklerin benzen sulfonilkloriir, p-toluen sulfonil kloriir ve naftalen-
2-sulfonil kloriir ile reaksiyonlar1 incelenmis ve karsin olan sirayla 3-alkil(aril)-4-
benzensulfonilamino-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on  (8), 3-alkil(aril)-4-(p-toluen-
sulfonilamino)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on  (9) ve 3-alkil(aril)-4-(naftalen-2-
sulfonilamino)-4,5-dihidro-1H-1,2 4-triazol-5-on  (10) bilesikleri sentezlenmis ve

antibakteriyel 6zellikleri incelenmistir (Denklem 20-22) [117].
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Aldehid ve ketonlarin primer aminler ile reaksiyonlarindan olusan imin tipi Schiff

bazlar1 kimyanin birgok alaninda, tipta, sanayide, teknolojide genis bir kullanim alani

bulmustur. Bir primer amin gibi hareket eden ve N-NH, grubu igeren 2 tipi bilesiklerin

baz1 aromatik ve/veya heteroaromatik aldehidlerle reaksiyonlar1 incelenerek karsin olan
heteroaromatik Schiff bazlar1 (11) elde edilmistir (Denklem 23) [110, 111, 120, 121].
Nitekim 2 tipi bilesiklerin piridin-2-karboksi, piridin-3-karboksi aldehid ve piridin-4-

karboksi aldehid ile muamelesinden 12 tipi heterosiklik Schiff bazlar1 elde edilmis ve

bu bilesiklerin antifungal aktivite gosterdikleri belirlenmistir (Denklem 24) [122].

Nl—NH N——NH
)% +  AICHO . /J\ (23)
R)\'Tl 0 -H,0 )\ITI \O
NH, N=CH—Ar
2 11
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N|_NH @ N|_NH
; CHO ——> PN (24)

R ITI N
NH, N=CH
N
2 12

Bir baska ¢alismada, 2 tipi bilesiklerin bazi1 aromatik aldehidler ile reaksiyonundan 11
tipi heterosiklik bilesikler elde edilmis ve bu bilesiklerin antitiiméral ve anti-HIV

aktiviteleri incelenmistir (Denklem 25) [123].

N—— NH N—— NH _
)|\ /g + ACHO ——» )|\ /Jx Ar T os)
ITI o) -H20 R ONT o 7
N

Hy Ill:CH—Ar @
2 11 @)

Benzer nitelikteki iki ayr1 g¢alismadan birinde 2 tipi bilesiklerin heteroaromatik
aldehidler olan furfural (furan-2-karboksialdehid) ve tiyofen-2-karboksialdehid ile
reaksiyonlar1 incelenerek 3-alkil(aril)-4-(2-furilmetilenamino)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-
triazol-5-on (13) ve 3-alkil(aril)-4-(2-tiyenilmetilenamino)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-
5-on (215) bilesiklerinin sentezi gergeklestirilmis, digerinde ise bu bilesiklerin asetik
anhidrid ile reaksiyonlari incelenerek 14 ve 16 tipi N-asetil tiirevleri elde edilmistir.
Ayrica 14 tipi bilesiklerin potansiyometrik olarak asitlik sabitleri tayin edilmistir.
Bundan bagka 15 ve 16 tipi bilesiklerin biyolojik aktivite incelemeleri ¢ok yakin bir
zamanda yapilmistir (Denklem 26 ve 27) [124-127].
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_COCH;
Nl—N
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|
N=CH—
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N—— NH ] Nl—NH
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+ CHO
NH, N:CH—|\ |
s
2 15
+ (CH3C0),0 27)
-CH3COOH
_COCHj
Nl—N
K —
N=CH—
g
16

Son zamanlarda 2 tipi bilesiklerle ilgili yapilan iki farkli ¢alismadan birinde 2 tipi
bilesiklerinin 3,4-dihidroksibenzaldehid ile muamelesinden Schiff bazlari olan 17 tipi 3-
alkil(aril)-4-(3,4-dihidroksibenzilidenamino)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on

bilesikleri elde edilmis ve bu bilesiklerin susuz ortamda potansiyometrik olarak

titrasyonlar1 yapilarak yar1 noétralizasyon yontemi ile pKay degerleri bulunmus ve

antioksidan 6zellikleri incelenmistir [128, 129]. Bu calismada ayrica 17 tipi bilesiklerin
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N- ve O-metil tiirevleri (18) ve ayrica 17 tipi bilesiklerin asetik anhidrid ile
reaksiyonundan 19 tipi N-asetil tiirevlerininde sentezlendigi bildirilmistir (Denklem 28).
Diger ¢alismada ise 2 bilesiklerinin 4-hidroksibenzaldehid ile muamelesinden olusan ve
Schiff bazlar1 olan 20 tipi 3-alkil(aril)-4-(4-hidroksibenzilidenamino)-4,5-dihidro-1H-
1,2,4-triazol-5-on bilesikleri elde edilmis, N- ve O-metil tiirevleri ve asetil tiirevleri (21
ve 22) sentezlenmis ve bu bilesiklerin antioksidan O6zellikleri incelenmistir [130,

131]. Bu calismada ayrica 34 tipi bilesiklerin susuz ortam titrasyonlari incelenerek pKga

degerleri belirlenmistir (Denklem 29).

S8 /K + HO CHO WR)L /Ko OH (28)
I |

2 17
X
-.9(0
& NUANNGA
O O™ (OGN,
>
Xg\o‘e‘m o0
X
CHa COCHs
N—N N—N
PPN OCH; PPN OCOCH3
RN Yo R I?I
N=CH OCH3; N=CH OCOCH;
18 19
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Nl—NH Nl—NH
+ HO—<: >—CHO ————> (29)
R N)%O -H,0 R)\TJ%O

Son yillarda hidroksibenzaldehidlerin bazi agil kloriirler veya sulfonil kloriirler ile
reaksiyonundan sentezlenen yeni benzaldehid tiirevlerinin 2 tipi bilesiklerle muamelesi
ile de elde Schiff bazlar1 edilmistir. Bu amagla gergeklestirilen bir ¢alismada, 2 tipi
bilesiklerin 3-hidroksibenzaldehidin trietilamin varliginda sogukta 4-nitrobenzoil kloriir
ile muamelesinden elde edilen (Denklem 30) 23 tipi 3-(4-nitrobenzoksi)benzaldehid ile
ayr1 ayr reaksiyonundan 24 tipi 3-alkil(aril)-4-[3-(4-nitrobenzoksi)benzilidenamino]-
4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on bilesikleri sentezlenmis ve ayrica sentezlenen 24 tipi
bilesiklerin asetik anhidrit ile muamelesinden N-asetil tiirevleri (25) de elde edilmistir
(Denklem 31 ve 32) [132, 133].

i
BN
c—Cl + 30
@ @ “Hor @wo 0

23

N——NH N—NH

)l\ /k AcOH

Il
O NO,
ROTNTTO o T/ko @ (@
NH, N=CH
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o-C NO, +(CH3CO),0 o-C NO,
oo -CHycooH — R™RT 0 (32)
N=CH N=CH
24 25

Izobutiroil kloriir ve o-toluoil kloriir ile 4-hidroksi-3-metoksibenzaldehidin sogukta
trictilamin varhiginda reaksiyonlar1 sonucu 3-metoksi-4-izobutiroiloksibenzaldehid ve
yeni  3-metoksi-4-(2-metilbenzoksi)benzaldehid bilesikleri elde edilmis ve bu
bilesiklerin  3-alkil(aril)-4-amino-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on  bilesikleri ile
muamelesinden 3-alkil(aril)-4-(3-metoksi-4-izobutiroiloksibenzilidenamino)-4,5-
dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on ve 3-alkil(aril)-4-[3-metoksi-4-(2-metilbenzoksi)-
benzilidenamino]-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on  bilesikleri sentezlenmistir. Elde
edilen bilesiklerin asetik anhidrid ile muamelesinden N-asetil tiirevleri olan sirasiyla 1-
asetil-3-alkil(aril)-4-(3-metoksi-4-izobutiroiloksibenzilidenamino)-4,5-dihidro-1H-
1,2,4-triazol-5-on ve 1-asetil-3-alkil(aril)-4-[3-metoksi-4-(2-metilbenzoksi)-
benzilidenamino]-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on bilesikleri sentezlenmistir. Ayrica,
sentezlenen bilesikler formaldehit varliginda morfolin ve 1-metilpiperazin ile muamele
edilerek sirastyla 1-(morfolin-4-il-metil)-3-alkil(aril)-4-(3-metoksi-4-
izobutiroiloksibenzilidenamino)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on, 1-(1-metilpiperazin-
4-il-metil)-3-alkil(aril)-4-(3-metoksi-4-izobutiroiloksi benzilidenamino)-4,5-dihidro-
1H-1,2,4-triazol-5-on, 1-(morfolin-4-il-metil)-3-alkil(aril)-4-[3-metoksi-4-(2-
metilbenzoksi)-benzilidenamino]-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on ve 1-(1-
metilpiperazin-4-il-metil)-3-alkil(aril)-4-[3-metoksi-4-(2-metilbenzoksi)-
benzilidenamino]-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on bilesikleri elde edilmistir ve bu
bilesiklerin in-vitro antimikrobiyal, in-vitro antioksidan 6zellikleri incelenmis olup elde

edilen sonuglar degerlendirilmistir [134].
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Son yillarda yapilan bir ¢alismada 4-(substitue-arilidenamino)-5-metil-1,2,4-triazol-2-

on’lardan (36) 37 tipi Mannich bazlar sentezlenmis ve yedi tip bakteriye karsi test
edilmistir. 36 tipi bilesikler (R*=2-hidroksifenil, NR;=2-(4-morfolinil)etilamino)
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S.aureus haricinde bu calismada kullanilan bakteri tiirlerinin tamamina karst en az

Ampicilin kadar aktiflik gostermistir [135].

_CH—NR,
N—— NH N—N
)l\ /L + HCHO + NHR, — > )l\ )Q (42)
CHs ITI o -H,0 CHs I?I O
N=CH—R! N=CH—R!
36 37

Mannich bazlarmin antibakteriyel ve antimikobakteriyel 6zellikleri iizerine yapilan bir
diger ¢alismada 38 tipi 2,3-dihidro-1,2,4-triazol-3-on tiirevinden sentezlenen 39 tipi
Mannich bazlarinin morfolin ya da piperidin tiirevleri mitkemmel, genis spektrumlu
antibakteriyellerdir ve M.smegmatis’e karst antimikobakteriyel incelemesi bu
bilesiklerin referans ilag Streptomycin ile esit giice sahip oldugunu gostermistir

(Denklem 43) [136].

CH,—NR,
Nl—)N\H Nl—N
+ N
kﬂN/\ kAN/\
\N \N
=~
38 39 =

Triazol halkasinin 5 pozisyonunda substituent olarak 2-kinolin grubuna sahip 1,2,4-
triazol-3-on’lardan (40) 41 tipi Mannich baz1 sentezlenmis ve antibakteriyel aktiviteleri
incelenmis ve onlarin E.coli ve P.aeruginosa iizerindeki etkilerinin referans ilag

Ampicilinle kiyaslanabilir diizeyde oldugu bildirilmistir (Denklem 44) [137].

_CH—N o]
N—NH — N—N —
N | k + HCHO + HN 0O ___» N | /L
= | N \ / HO z | N~ O
(44)
NS
CoHs N CoHs
40 41
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Son zamanlarda yapilan farkli bir ¢alismada, fenil-pirazol ve piperazin grubu igeren
1,2,4-triazol-5-tiyon (42) ve bis(1,2,4-triazol-5-tiyon) tiirevleri (43) kisa siirede oda
sicakliginda farkli 1,2,4-triazol-5-tiyoller substitue piperazinler ve formaldehid
kullanilarak Mannich reaksiyonu araciligiyla sentezlenmistir (Denklem 45) [138].
Sentezlenen bilesiklerin biyolojik aktiviteleri incelenmis ve uygun herbisit ve nemli

fungusidal etkinliklere sahip olduklari tespit edilmistir [138].

B R / /N_ Cl
. N cl wa RW—N

0 / /
vN/iﬁ\SH ' +HV\/_\\1H—O’ N\N/\\\S N\N/\\\S (45)

N | S— — E N/_\N =
__/

42 43

Mannich bazlar1 {izerine yapilan bagka bir ¢alismada, 4-Substitue-5[4-(4-X-
fenilsulfonil)-fenil]-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiyonlarin (47, 48) Mannich bazi
tirevleri sentezlenmis (Denklem 46) ve IR, NMR ve elementel analiz spektroskopik
yontemleri kullanilarak karakterize edilmistir. Sentezlenen bilesiklerin potansiyel

antibakteriyel etkileri incelenmistir [139-141].

CsH/NCS g 1) CS,/KOH
ethanol l NHNH 5y N,H, %85
reflux

“ NH NH ﬂ
(0]
NaOH (46)
morpholine ArCH=0
CHF;O CH4COOH
Reflux morpholine
CH,0

Reflux

N—N—CHN O

i | o
x s L : e
o s X i NS
CH,CH,CHg 0o |

47 48
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Yapilan bagka bir calismada, farkli aril izotiyosiyanatlarla 3-klorobenzoik asit
hidrazidin reaksiyonundan yiiksek verimlerde tiyosemikarbazid tiirevleri (49)
sentezlenmistir. NaOH c¢ozeltisiyle muamele edilen bu bilesikler siklizasyona ugrayarak
1,2,4-triazol-5-tiyon tiirevleri (50) olusturulmus, formaldehid ve pirolidinle reaksiyona
sokularak 1,2,4-triazol halkasi iceren yeni Mannich bazi tiirevleri (51) elde edilmistir
Denklem 47). Sentezlenen bu bilesiklerin in-vitro antibakteriyel aktiviteleri

incelenmistir [142].

1 1
NH NCS NH NH
o o= T o
R
R O
Cl Cl

49

%2 NaOH

| /l§s HCOH | /l§s

Pirolidin
EtOH
1H
R R
Cl Cl

51 50

4-Anilino-5-fenil-4H-1,2,4-triazol-3-tiyol (52) Mannich bazlar1 (53) elde etmek igin
formaldehid ve farkli aminlerle reaksiyona sokuldugu rapor edilmistir. Formaldehidle
52 bilesiginin iliskili 2-hidroksimetil tiirevlerini (54) olusturmustur. Bazi tiyollerle
reaksiyonu sonucu karsilik gelen siilfid tiirevli 5-fenil-4H-1,2 4-triazole-3-tiyon (55)
bilesikleri sentezlenmistir. Sentezlenen Mannich bazi tiirevleri iy1 antibakteriyel

aktivite gostermistir [143].
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Imidazolin-2,4-dion’larin yeni Mannich bazlarmin bilgisayar destekli tasarmmi 5-HTia
reseptorleri i¢in potansiyel afiniteleri bir¢cok bilesigin tanimlanmasina yol agmistir ve
onlarin sentezi ve degerlendirmesi sonunda arzu edilen farmakolojik profile sahip olan 56

bilesiklerinin elde edilmesine yol agmustir [144]. Bir ya da iki aminoetil grubuna sahip

fenolik Mannich baz1 kisimli N-substitue kinoksalin-2-karboksamitlerin  bir serisi

sentezlenmis ve SHTj reseptor aktivitesi degerlendirilmistir [145, 146]. 57 bilesikleri

ilml  aktivite sergilemislerdir ve ¢ift Mannich bazlar1 genel olarak tek Mannich

bazlarindan daha az aktiftirler [145]. Klorun metoksi grubuyla yer degistirmesi daha

giicsiiz 57 bilesiklerine neden olurken kinoksalin halkasinin 3 pozisyonunda etoksi grubu

bulunduran bilesikler de zayiftirlar [146].

R OCHs
CH,—NR
NH Q z e
N C
0% NJ%O Cl | A “NH OH
LN P
CH-N N NN g R2
56 57
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Giiglii ve etkili D4 reseptor ligantlari olarak 58 tipi L-745,870 [147] ve 59 tipi FAUC 113
[148], dopamin reseptorlerine baglanma yetenegine sahip yeni kimyasal maddeler
tasarlanmis ve sentezlenmistir. Ancak bu analoglarin ¢ogunlugu ya secilmis bir (hetero)
aromatik substratin bir halometil tiirevinden bir halojen atomunun uygun olan substitue
piperazin varliginda bir formil-substitue (hetero) aromatik substratin rediiktif
aminasyonuyla gozlemlenmistir. Mannich reaksiyonu dopamin reseptdor baglama
yetenegini degerlendirmede ligantlarin sentezi hesaplandigi zaman literatiir taramasi
birka¢ 6rnek ortaya ¢ikarmistir. Ek olarak, 58 ve 59 tipi ligantlarin olusumu i¢in kullanilan
pirrolo[2,3-b]piridin ve pirazolo [1,5-a]piridin halka sistemleri, imidazo[1,2-a] piridin, 60
tipi Mannich bazlar1 verimli amilometilasyonda bir azaindol halka sisteminin diger bir
6rnegidir [149]. Dy reseptdr afiniteleri, Dy secici ligant [°H]SCH 23390 ve domuz striatal
membranlar bir deney kullanilarak dlgiiliirken, pirrolden tiiretilen 60 tipi adaylar ve 61 tipi
c¢esitli Mannich bazlariin reseptor baglama profilleri Dayzun, Dakisa, D3 V€ Dy 4 klonlanmis
insan reseptor alt gruplar igin [*H]spiperon ile yarisma yetenekleri dlgiilerek in vitro da
belirlenmigtir. 60 ve 61 tipi tiim Mannich bazlari, D, reseptor alt gruplart i¢in secici
ligantlardir ve bir imidazo[1,2-a]piridin iskeletli adaylar es bir pirrol halkasina sahip
olanlardan daha giigliidiir. 60 Tipi en giiglii Mannich baz1 (R=2-C,Hs0, 2,3-Cl,3-CF3)
diisiik nanomolar alanda dopamin D4 reseptor i¢in bir afinite gostermistir ve bu reseptor alt

tipleri igin segicilikleri referans ilag clozapini asmistir [149].

CHz=N N <: :> Cl CH2-N N@CI
Sl o

A\ N =
/
N H AN N\N
58 59
/T R R
CH2-N N CH2-N N@
Z NN HN T\
NS \N AN
60 61

46



Ayni bir pirrolo[2,3-d]primidine sahip 62, 63 ve 64 tipi (R'=H ya da ClI) Mannich
bazlarimi iceren adaylarin g¢esitli kiigiik serileri D1, Dayzun, Dakisay D3 Ve Dag dopamin
reseptOr alt gruplan i¢in ligant olarak degerlendirilmis ve sentezlenmistir fakat dopamin
reseptOr testinin higbiri i¢in afinite fark edilir degildir. Bu serilerdeki en giiclii baglanma
sirasiyla 2,4 ve 1,9 nM K; degerleri ile dopamin reseptorde 62 (R=2-CH30) ve 64
(R'=H,R=2-CH;0) bilesikleri i¢in kaydedilmistir [150].

0]

PR R © CHp— v N
L OO Hﬁi&cﬁ@

(CHg)N (CHN” N7 N
62 63
R
Rl / \
CH—N N
A \__/
N N N\
/L )\ CHj
NS
(CHzeN” "N~ N

64

Yeni heteroaromatik iskeletler, potansiyel D4 reseptorleri olarak 65, 66 ve 67 Mannich
bazlarinin sentezinde kullanilmistir [151]. Pirrolo[2,3-c]pirimidin halka sisteminden
tiiretilen 65 bilesigi D44 reseptdriinde secicidir. Imidazo[1,2-c]pirimidinlerden tiiretilen 67
Mannich bazlarinin degerlendirmesi substituentlerin yapist ve sayisina bagl olarak farkl
sonuclarin ¢ikmasmma neden olmustur. Bu yiizden, substitue olmamis iskeletlerden
tiiretilen 66 bilesikleri ve 7-metilimidazo[1,2-c]pirimidinden tiiretilen Mannich bazlarinin
tamami1 dopamin Dy reseptoriinde etkili olmamiglardir. Dimetil-substitue imidazo[1,2-
c]pirimidinlerden tiiretilen Mannich bazlar1 i¢in baglanma analizinin sonuglar1 66
bilesiklerinin dopamin D4 reseptorii baglama afinitesine sahip oldugunu gostermistir. 67
Mannich bazlar1 dopamin D, reseptorii icin iyi afiniteye sahiptirler abcak pirrolidinin

morfolinle yer degistirmesi afiniteyi 6nemli dl¢lide diistiriir.

47



65 66 67

Mannich bazlarinda 4-arilpiperazinilin diger monosiklik ve bisiklik amin gruplariyla yer
degistirmesinin D,, D3 ve D4 dopamin reseptorlerinin afinitesi iizerindeki etkileri de
incelenmistir [151]. 3-(4-klorofenil)-8-azabisiklo[3.2.1]oktan-3-ol’den tiiretilen 68 tipi
Mannich bazlar1 dopamin D3 reseptorii igin 1limli afinite ve 1limli segicilik gostermislerdir.
69 tipi pirrolidinol analoglart dopamin reseptérlerinin tiim alt kiimeleri i¢in zayif
baglanma afinitesine sahiptir ve 70 tipi homopiperazin analogu D4 reseptdrii i¢in 1liml
baglanma afinitesine sahiptir. 3,9-diazabisiklo[4.2.1]nonan halka sisteminden tiiretilen 71
bilesikleri bu ¢alismada incelenen tiim dopamin reseptorleri i¢in zayif baglanma afinitesi
gostermistir. 72 bilesigi test edilen bilesikler arasinda en yiiksek D3 afiniteye sahip bilesik
olmasina ragmen Dj’e karsi zayif segicilige sahiptir. 2-(2-pirimidinil)piperazin’den
tiiretilen 73 Mannich bazlar1 1liml1 dopamin D4 reseptdr afinitesine sahiptir ancak D, ve

D3 alt kiimelerinde iyi se¢icilige sahiptirler.
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1.5. Yeni Bilesiklerin Sentezi

Tez kapsaminda sentezi planlanan orijinal bilesiklerin elde edilmesinde kullanilan 2 tipi

3-alkil(aril)-4-amino-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-onlarin

gerceklestirilmistir. Bu amagla, oncellikle karsin olan nitrillerden baslanarak Pinner
Metoduna gore [104] Denklem 13 uyarinca literatiirde kayith 3 tipi iminoester
hidrokloriirler (alkil imidat hidrokloriirler) olan etil imidoasetat hidrokloriir (3a), etil
imidopropiyonat hidrokloriir (3b), etil imidofenilasetat hidrokloriir (3c), etil imido-p-

metilfenilasetat hidroklortir (3d), etil imido-p-metoksifenilasetat hidrokloriir (3¢) ve etil

71

HO

sentezi

imido-p-klorofenilasetat hidrokloriir (3f) bilesikleri elde edilmistir.

R—C=N + ROH + HCI()
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Calismada, 3 bilesiklerinin Denklem 15 uyarinca etil karbazat ile ayr1 ayr
muamelesinden yine literatiirde kayitli 4 tipi ester etoksikarbonilhidrazonlar olan etil
asetat etoksikarbonilhidrazon (4a), etil propiyonat etoksikarbonilhidrazon (4b), etil
fenilasetat etoksikarbonilhidrazon (4c), etil p-metilfenilasetat etoksikarbonilhidrazon
(4d), etil p-metoksifenilasetat etoksikarbonilhidrazon (4e) ve etil p-klorofenilasetat
etoksikarbonilhidrazon (4f) bilesikleri sentezlenmis ve Denklem 16 uyarinca hidrazin
hidrat ile ayr1 ayr1 muamelesinden calisma igin gerekli olan ve literatiirde kayith
bulunan 2 tipi 3-metil-4-amino-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on (2a), 3-etil-4-amino-
4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on (2b), 3-benzil-4-amino-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-
5-on (2c), 3-p-metilbenzil-4-amino-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on  (2d), 3-p-
metoksibenzil-4-amino-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on (2e) ve 3-p-klorobenzil-4-
amino-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on (2f) bilesikleri elde edilmistir.

R
. @ e Va 0-5°C | V
C|§:NH2C| + H,NNH—-C e C‘::NNH—C\ + NH4CI (15)
OR' OC5Hsg OR' OC,Hsg
3 4 R': CoHs
R o) N——NH
\ V4 I
C=NNH-—-C + H,NNH, —_— )\ I~ + 2C,HsOH  (16)
\ N R N 0
OR' OC,Hs |
NH,
4 2
R
2a CH3
2b| CH,CH3
2c CH2C5H5

2d CH,CgH4CH3 (p-)
2e| CH,CgH,CI (p-)
2f| CH,CgH4OCH; (p-)

Calismada, 2 tipi bilesiklerin 4-hidroksi-3-metoksibenzaldehidin trietilamin varliginda
benzoil kloriir ile muamelesinden elde edilen 4-benzoksi-3-metoksibenzaldehid (74) ile

ayr1 ayri reaksiyonlari incelenerek 75 tipi 6 adet 4-[3-alkil(aril)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-
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triazol-5-on-4-il-azometin]-2-metoksifenil benzoat bilesikleri olan sirasiyla 4-[3-metil-
4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on-4-il-azometin]-2-metoksifenil benzoat (75a), 4-[3-
etil-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on-4-il-azometin]-2-metoksifenil benzoat (75b), 4-
[3-benzil-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on-4-il-azometin]-2-metoksifenil benzoat
(75c), 4-[3-p-metilbenzil-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on-4-il-azometin]-2-
metoksifenil benzoat (75d), 4-[3-p-metoksibenzil-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on-4-
il-azometin]-2-metoksifenil benzoat (75e) ve 4-[3-p-klorobenzil-4,5-dihidro-1H-1,2,4-
triazol-5-on-4-il-azometin]-2-metoksifenil benzoat (75f) bilesikleri elde edilmistir
[152].

OCHj OCHj

0 0
Il [l
OHC@—OH + CI—C© WE:N & om@—o—c@ (50)
-HCl
74

N—NH
N— NH OCHs

)l\ /k ? /,k /go OCH30

R~ NS0 + OHC o—c@ - RN o (51)
| -H0 N=CH 0—C
NH,
2 74 75

Calismanin orijinal bdliimiinde, 75 tipi bilesikler Mannich reaksiyonu uyarinca
formaldehit ve morfolinle muamele edilerek karsin olan 76 tipi Mannich bazlari olan 4-
[1-(morfolin-4-il-metil)-3-metil-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on-4-il-azometin]-2-
metoksifenil benzoat (76a), 4-[1-(morfolin-4-il-metil)-3-etil-4,5-dihidro-1H-1,2,4-
triazol-5-on-4-il-azometin]-2-metoksifenil benzoat (76b), 4-[1-(morfolin-4-il-metil)-3-
benzil-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on-4-il-azometin]-2-metoksifenil benzoat (76c),
4-[1-(morfolin-4-il-metil)-3-(p-metilbenzil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on-4-il-
azometin]-2-metoksifenil benzoat (76d), 4-[1-(morfolin-4-il-metil)-3-(p-metoksibenzil)-
4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on-4-il-azometin]-2-metoksifenil benzoat (76e) ve 4-[1-
(morfolin-4-il-metil)-3-(p-klorobenzil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on-4-il-

azometin]-2-metoksifenil Benzoat (76e) bilesikleri sentezlenmistir (Denklem 52).
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Sentezlenen 75 tipi bilesikler ikinci olarak, mannich reaksiyonu uyarinca formaldehit ve
2,6-dimetilmorfolinle muamele edilerek karsin olan 77 tipi Mannich bazlar1 olan 4-[1-
(2,6dimetilmorfolin-4-il-metil)-3-etil-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on-4-il-azometin]-
2-metoksifenil  benzoat (77b), 4-[1-(2,6-dimetilmorfolin-4-il-metil)-3-benzil-4,5-
dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on-4-il-azometin]-2-metoksifenil benzoat (77c), 4-[1-(2,6-
dimetilmorfolin-4-il-metil)-3-(p-metilbenzil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on-4-il-
azometin]-2-metoksifenil benzoat (77d), 4-[1-(2,6-dimetilmorfolin-4-il-metil)-3-(p-
metoksibenzil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on-4-il-azometin]-2-metoksifenil benzoat
(77e) ve 4-[1-(2,6-dimetilmorfolin-4-il-metil)-3-(p-klorobenzil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-
triazol-5-on-4-il-azometin]-2-metoksifenil benzoat (77¢) bilesikleri sentezlenmistir
(Denklem 53).

CHs
N|_ NH /CHZ—N 0]
OCH3 CH N— N _<
R)\N/go 0 3 I CH3
| O — /k OCHj
N=CH o—C + HN O+ HCHO ————> R l}l o <|3| (53)
-2
\—QCHg N=CH o—c@
75 77

Calisma kapsaminda sentezlenen 12 adet yeni bilesigin yapist IR, 'H-NMR ve Bc-
NMR spektroskopik yontemleri kullanilarak aydinlatilmistir.

Tez kapsaminda, sentezlenen 12 yeni heterosiklik bilesigin agar kuyucuk yontemi ile
Bacillus Substilis (ATCC11774), Bacillus Cereus (ATCC11778), Staphylococcus
aureus (ATCC6538), Escherichia coli (ATCC25922), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC27853) ve Klebsiella pneumonia (ATCC4352) bakterilerine karsi olan

antimikrobiyal etkinlikleri test edilmistir.
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Calismada son olarak, sentezlenen 12 yeni bilesigin 3 farkli yontemle (indirgeme giicii,
serbest radikal giderme aktivitesi, metal selat aktivitesi) in-vitro antioksidan ozellikleri

incelenerek elde edilen bulgular yorumlanmaistir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Sentez

Bu calisma Kafkas Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Kimya Béliimii Organik Kimya
Arastirma Laboratuarinda gerceklestirilmistir. Calismada kullanilan kimyasal maddeler
Merck, Fluka ve Aldrich firmalarindan saglanmistir. Gerekli ¢oziiciiler ise yerli ya da
yurt dis1 kaynaklardan temin edilmistir. Ayrica antimikrobiyal aktivitede kullanilan tiim
test mikroorganizmalar Bacillus  Substilis (ATCC11774), Bacillus Cereus
(ATCC11778), Staphylococcus aureus (ATCC6538), Escherichia coli (ATCC25922),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC27853) ve Klebsiella pneumonia (ATCC4352)

Mikrobiyolojik Cevre Koruma Laboratuarlar1 Sirketinden (Fransa) temin edilmistir.

Calisma kapsaminda sentezlenen bilesiklerin erime noktalart Stuart SMP30 marka
erime noktasi tayin cihazinda tayin edilmistir. Yapt aydinlatilmasinda kullanilan IR
spektrumlari galismanin vyiiriitiildiigii, Kafkas Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi
Organik Kimya Arastirma Laboratuarinda, ALPHA-P BRUKER FT-IR
spektrometresinde alinmistir. 'H-NMR ve *C-NMR spektrumlar1 Mersin Universitesi
lleri Teknoloji Egitim, Arastirma ve Uygulama Merkezinde, BRUKER
ULTRASHIELD PLUS BIOSPIN marka 400 MHz’lik NMR cihazinda alinmistir.

Calismada sentezlenen bilesiklerin antimikrobiyal &zellikleri Kafkas Universitesi

Egitim Fakiiltesi Mikrobiyoloji Arastirma Laboratuvarinda incelenmistir.
Calismada sentezlenen bilesiklerin antioksidan &zellikleri Kafkas Universitesi Fen-

Edebiyat Fakiiltesi Kimya Bolimii Organik Kimya Arastirma Laboratuarinda
incelenmistir. PG Instruments Ltd T80 UV/VIS Spektrofotometresi kullanilmistir.
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2.1.1. 4-[1-(Morfolin-4-il-metil)-3-metil-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on-4-il-
azometin]-2-metoksifenil Benzoat (76a):

/CHZ—
N——N

)y )\O ook _

II

100 mL’lik Yuvarlak dipli balonda 4-(3-metil-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on-4-il-

H3C

azometin)-2-metoksifenil benzoat (75a) (3.52 g, 10 mmol) bilesigi 40 mL etil alkolde
¢ozilldi. Bu ¢ozeltiye morfolin (0.87 g, 10 mmol) ve formaldehid (%37) ¢ozeltisi (1.62
g, 20 mmol) ilave edilerek 2 saat geri sogutucu altinda reflux edildi. Sicaklik oda
sicakligina gelene kadar bekletildi ve -18 °C’de bir gece bekletildi. Cokelek siiziildi,
soguk etil alkol ile yikandi. Desikatorde kurutuldu ve etil alkol ile kristallendirildi. Elde
edilen kristaller (3.17 g, % 70.31 verim) etil alkolden iki kez daha kristallendirdi ve
vakumda altinda kurutulduktan sonra 76a bilesigi olarak adlandirildi. E.n: 148 °C. IR:
1743, 1694 (C=0), 1598 (C=N), 1252 (COO0), 776 ve 700 (monosubstitue aromatik
halka) cm™. *H-NMR (DMSO-ds): 8 2.37 (s, 3H, CHs), 2.61 (t, 4H, CH,NCH,; J=4.40
Hz), 3.59 (t, 4H, CH,OCH,; J=4.40 Hz), 3.87 (s, 3H, OCHa), 4.57 (s, 2H, NCH,N),
7.43 (d, 1H, ArH; J=8.00 Hz), 7.55 (dd, 1H, ArH; J=8.00 Hz, 2.00 Hz), 7.63 (d, 1H,
ArH; J=1.60 Hz), 7.65-7.68 (m, 2H, ArH), 7.77-7.82 (m, 1H, ArH), 8.15-8.17 (m, 2H,
ArH), 9.75 (s, 1H, N=CH). *C-NMR (DMSO-ds): & 10.96 (CH3), 49.98 (CH,NCH,),
56.06 (OCHj3), 65.94 (NCH;N), 66.04 (CH,OCH,), 111.59; 120.74; 123.67; 128.43;
129.04 (2CH); 129.86 (2CH); 132.48; 134.17; 141.94; 150.24 (ArC), 143.14 (Triazol
Cs), 151.40 (Triazol Cs), 153.69 (N=CH), 163.78 (COO).

IR : Ek Sekil 1
'H-NMR (DMSO-dg)  : Ek Sekil 2
3C-NMR (DMSO-dg) Ek Sekil 3
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2.1.2. 4-[1-(Morfolin-4-il-metil)-3-etil-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on-4-il-
azometin]-2-metoksifenil Benzoat (76b):

/CHZ—
N——N

)\ )\ OCH3
CH3CH,

II

100 mL’lik Yuvarlak dipli balonda 4-(3-etil-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on-4-il-
azometin)-2-metoksifenil benzoat (75b) (3.66 g, 10 mmol) bilesigi 40 mL etil alkolde
¢ozildi. Bu ¢ozeltiye morfolin (0.87 g, 10 mmol) ve formaldehid (%37) ¢ozeltisi (1.62
g, 20 mmol) ilave edilerek 2 saat geri sogutucu altinda reflux edildi. Sicaklik oda
sicakligina gelene kadar bekletildi ve -18 °C’de bir gece bekletildi. Cokelek siiziildi,
soguk etil alkol ile yikandi. Desikatorde kurutuldu ve etil alkol ile kristallendirildi. Elde
edilen kristaller 3.32 g, % 71.42 verim) etil alkolden iki kez daha kristallendirdi ve
vakumda altinda kurutulduktan sonra 76b bilesigi olarak adlandirildi. E.n: 143 °C. IR:
1738, 1692 (C=0), 1596 (C=N), 1258 (COO0), 776 ve 702 (monosubstitue aromatik
halka) cm™. *H-NMR (DMSO-dg): & 1.27 (t, 3H, CH,CHs; J=7.60 Hz), 2.62 (t, 4H,
CH;NCHg; J=4.40 Hz), 2.78 (q, 2H, CH,CH3; J=7.60 Hz), 3.59 (t, 4H, CH,OCHj;
J=4.40 Hz), 3.87 (s, 3H, OCHj3), 4.58 (s, 2H, NCH2N), 7.43 (d, 1H, ArH; J=8.00 Hz),
7.55 (dd, 1H, ArH; J=8.00 Hz, 2.00 Hz), 7.64 (d, 1H, ArH; J=1.60 Hz), 7.65-7.68 (m,
2H, ArH), 7.77-7.82 (m, 1H, ArH), 8.15 (m, 2H, ArH), 9.75 (s, 1H, N=CH). **C-NMR
(DMSO-ds): 6 9.99 (CH,CHs), 18.40 (CH,CHs), 50.00 (CH2NCH,), 56.05 (OCHj3),
65.98 (NCH;N), 66.04 (CH,OCH,), 111.64; 120.63; 123.70; 128.43; 129.04 (2CH);
129.86 (2CH); 132.51; 134.18; 141.93; 150.37 (ArC), 146.87 (Triazol C3), 151.40
(Triazol Cs), 153.72 (N=CH), 163.79 (COO).

IR ; Ek Sekil 4
'H-NMR (DMSO-dg) Ek Sekil 5
C-NMR (DMSO-dg) : Ek Sekil 6
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2.1.3. 4-[1-(morfolin-4-il-metil)-3-benzil-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on-4-il-
azometin]-2-metoksifenil Benzoat (76c):

100 mL’lik Yuvarlak dipli balonda 4-(3-benzil-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on-4-il-
azometin)-2-metoksifenil benzoat (75c) (4.28 g, 10 mmol) bilesigi 40 mL etil alkolde
¢ozildi. Bu ¢ozeltiye morfolin (0.87 g, 10 mmol) ve formaldehid (%37) ¢ozeltisi (1.62
g, 20 mmol) ilave edilerek 2 saat geri sogutucu altinda reflux edildi. Sicaklik oda
sicakligina gelene kadar bekletildi ve -18 °C’de bir gece bekletildi. Cokelek siiziildi,
soguk etil alkol ile yikandi. Desikatorde kurutuldu ve etil alkol ile kristallendirildi. Elde
edilen kristaller (3.71 g, % 70.49 verim) etil alkolden iki kez daha kristallendirdi ve
vakumda altinda kurutulduktan sonra 76c bilesigi olarak adlandirildi. E.n: 125 °C. IR:
1739, 1705 (C=0), 1579 (C=N), 1250 (COO0), 774 ve 714 (monosubstitue aromatik
halka) cm™. *H-NMR (DMSO-dg): 8 2.63 (t, 4H, CH,NCH,; J=4.40 Hz), 3.60 (t, 4H,
CH,0OCHg; J=4.40 Hz), 3.86 (s, 3H, OCHpg), 4.15 (s, 2H, CH,Ph), 4.62 (s, 2H, NCH;N),
7.26-7.27 (m, 1H, ArH), 7.33-7.42 (m, 5H, ArH), 7.47 (dd, 1H, ArH; J=8.00 Hz, 1.60
Hz), 7.58 (d, 1H, ArH; J=1.60 Hz), 7.63-7.67 (m, 2H, ArH), 7.78-7.82 (m, 1H, ArH),
8.14-8.17 (m, 2H, ArH), 9.70 (s, 1H, N=CH). *C-NMR (DMSO-ds): 5 31.06 (CH,Ph),
50.01 (CH;NCHy), 56.03 (OCHj3), 66.05 (NCH;N+CH,0CHy), 110.81; 121.28; 123.64;
126.79; 128.42; 128.52 (2CH); 128.82(2CH); 129.04(2CH); 129.86(2CH); 132.44;
134.18; 135.72; 141.96; 150.26 (ArC), 144.94 (Triazol C3), 150.26 (Triazol Cs), 153.07
(N=CH), 163.78 (COO0).

IR ; Ek Sekil 7
'H-NMR (DMSO-dg) Ek Sekil 8
C-NMR (DMSO-dg) : Ek Sekil 9
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2.1.4. 4-[1-(morfolin-4-il-metil)-3-(p-metilbenzil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on-
4-il-azometin]-2-metoksifenil Benzoat (76d):

CH2— N 0

/

N—N

A ocrs

100 mL’lik Yuvarlak dipli balonda 4-(3-(p-metilbenzil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-
on-4-il-azometin)-2-metoksifenil benzoat (75d) (4.42 g, 10 mmol) bilesigi 40 mL etil
alkolde ¢oziildii. Bu ¢ozeltiye morfolin (0.87 g, 10 mmol) ve formaldehid (%37)
cozeltisi (1.62 g, 20 mmol) ilave edilerek 2 saat geri sogutucu altinda reflux edildi.
Sicaklik oda sicakligima gelene kadar bekletildi ve -18 °C’de bir gece bekletildi.
Cokelek stiziildii, soguk etil alkol ile yikandi. Desikatorde kurutuldu ve etil alkol ile
kristallendirildi. Elde edilen kristaller (3.81 g, % 86.20 verim) etil alkolden iki kez daha
kristallendirdi ve vakumda altinda Kkurutulduktan sonra 76d bilesigi olarak
adlandirldi. E.n: 138 °C. IR: 1729, 1692 (C=0), 1589 (C=N), 1256 (COO), 862 (1,4-
disubstitue aromatik halka), 775 ve 702 (monosubstitue aromatik halka) cm™. *H-NMR
(DMSO-dg): & 2.27 (s, 3H, PhCH3), 2.63 (t, 4H, CH,NCH,; J=4.40 Hz), 3.60 (t, 4H,
CH,0OCHg; J=4.40 Hz), 3.87 (s, 3H, OCHpg), 4.09 (s, 2H, CH,Ph), 4.61 (s, 2H, NCH;N),
7.15 (d, 2H, ArH; J=8.00 Hz), 7.26 (d, 2H, ArH; J=8.00 Hz), 7.41 (d, 1H, ArH; J=8.00
Hz), 7.48 (dd, 1H, ArH; J=8.00 Hz, 2.00 Hz), 7.59 (d, 1H, ArH; J=1.60 Hz), 7.63-7.67
(m, 2H, ArH), 7.77-7.81 (m, 1H, ArH), 8.15-8.17 (m, 2H, ArH), 9.70 (s, 1H, N=CH).
BC-NMR (DMSO-dg): & 20.57 (PhCHs), 30.67 (CH,Ph), 50.01 (CH,NCH,), 56.00
(OCHg), 66.05 (NCH,N+CH,0CH>), 110.80; 121.29; 123.65; 128.42; 128.53 (2CH);
129.04 (2CH); 129.09 (2CH); 129.86(2CH); 132.46; 132.58; 134.18; 135.89; 141.96;
150.26 (ArC), 145.09 (Triazol Cs), 151.37 (Triazol Cs), 153.01 (N=CH), 163.78 (COO).

IR ; Ek Sekil 10
'H-NMR (DMSO-dg)  : Ek Sekil 11
3C-NMR (DMSO-dg) Ek Sekil 12
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2.1.5. 4-[1-(Morfolin-4-il-metil)-3-(p-metoksibenzil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-
on-4-il-azometin]-2-metoksifenil Benzoat (76e):

100 mL’lik Yuvarlak dipli balonda 4-(3-(p-metoksibenzil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-
triazol-5-on-4-il-azometin)-2-metoksifenil benzoat (75e) (4.58 g, 10 mmol) bilesigi 40
mL etil alkolde ¢oziildii. Bu ¢6zeltiye morfolin (0.87 g, 10 mmol) ve formaldehid (%37)
cozeltisi (1.62 g, 20 mmol) ilave edilerek 2 saat geri sogutucu altinda reflux edildi.
Sicaklik oda sicakligina gelene kadar bekletildi ve -18 °C’de bir gece bekletildi.
Cokelek siiziildi, soguk etil alkol ile yikandi. Desikatorde kurutuldu ve etil alkol ile
kristallendirildi. Elde edilen kristaller (4.08 g, % 89.08 verim) etil alkolden iki kez daha
kristallendirdi ve vakumda altinda kurutulduktan sonra 76e bilesigi olarak
adlandirildi. E.n: 107 °C. IR: 1735, 1703 (C=0), 1589 (C=N), 1245 (COO), 856 (1,4-
disubstitue aromatik halka), 756 ve 709 (monosubstitue aromatik halka) cm™. *H-NMR
(DMSO-dg): 6 2.62 (t, 4H, CH,NCHy; J=4.40 Hz), 3.60 (t, 4H, CH,OCHy,; J=4.40 Hz),
3.73 (s, 3H, OCHs-p), 3.87 (s, 3H, OCH3), 4.07 (s, 2H, CH,Ph), 4.61 (s, 2H, NCH;N),
6.91 (d, 2H, ArH; J=8.80 Hz), 7.30 (d, 2H, ArH; J=8.80 Hz), 7.42 (d, 1H, ArH; J=8.00
Hz), 7.49 (dd, 1H, ArH; J=8.00 Hz, 2.00 Hz), 7.61 (d, 1H, ArH; J=1.60 Hz), 7.63-7.67
(m, 2H, ArH), 7.78-7.81 (m, 1H, ArH), 8.15-8.17 (m, 2H, ArH), 9.71 (s, 1H, N=CH).
B3C-NMR (DMSO-ds): & 30.19 (CH,Ph), 50.01 (CH,NCH,), 55.03 (OCHs-p), 56.03
(OCHg), 66.05 (NCH,N+CH,0CH>), 110.88; 113.97 (2CH); 121.24; 123.66; 127.44;
128.42; 129.05 (2CH); 129.72 (2CH); 129.86(2CH); 132.47; 134.18; 141.96; 150.26;
158.15 (ArC), 145.24 (Triazol Cs), 151.38 (Triazol Cs), 153.09 (N=CH), 163.79 (COO).

IR : Ek Sekil 13
'H-NMR (DMSO-dg)  : Ek Sekil 14
3C-NMR (DMSO-dg) : Ek Sekil 15
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2.1.6. 4-[1-(morfolin-4-il-metil)-3-(p-kolorobenzil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-
on-4-il-azometin]-2-metoksifenil Benzoat (76f):

/CHZ—N 0
N—N —

)|\ OCH
3
o—Oon 0 2
N=CH o-c@

100 mL’lik Yuvarlak dipli balonda 4-(3-(p-klorobenzil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-
on-4-il-azometin)-2-metoksifenil benzoat (75f) (4.805 g, 10 mmol) bilesigi 40 mL etil
alkolde ¢ozildii. Bu ¢ozeltiye morfolin (0.87 g, 10 mmol) ve formaldehid (%37)
cozeltisi (1.62 g, 20 mmol) ilave edilerek 2 saat geri sogutucu altinda reflux edildi.
Sicaklik oda sicakligina gelene kadar bekletildi ve -18 °C’de bir gece bekletildi.
Cokelek siiziildi, soguk etil alkol ile yikandi. Desikatorde kurutuldu ve etil alkol ile
kristallendirildi. Elde edilen kristaller (4.64 g, % 82.75 verim) etil alkolden iki kez daha
kristallendirdi ve vakumda altinda kurutulduktan sonra 76f bilesigi olarak
adlandirildi. E.n: 129 °C. IR: 1735, 1703 (C=0), 1594 (C=N), 1261 (COO), 852 (1,4-
disubstitue aromatik halka), 778 ve 711 (monosubstitue aromatik halka) cm™. *H-NMR
(DMSO-dg): 6 2.62 (t, 4H, CH,NCHy; J=4.40 Hz), 3.60 (t, 4H, CH,OCH,; J=4.40 Hz),
3.86 (s, 3H, OCHs), 4.17 (s, 2H, CH,Ph), 4.61 (s, 2H, NCH,N), 7.39-7.44 (m, 5H,
ArH), 7.48 (dd, 1H, ArH; J=8.00 Hz, 2.00 Hz), 7.57 (d, 1H, ArH; J=1.60 Hz), 7.63-7.67
(m, 2H, ArH), 7.77-7.81 (m, 1H, ArH), 8.14-8.17 (m, 2H, ArH), 9.71 (s, 1H, N=CH).
BC-NMR (DMSO-dg): & 30.37 (CH,Ph), 49.99 (CH,NCH,), 56.04 (OCHs), 66.04
(CH,0CHy), 66.07 (NCH2N), 110.88; 121.27; 123.66; 128.42; 128.47 (2CH); 129.05
(2CH); 129.86 (2CH); 130.59 (2CH); 131.51; 132.39; 134.19; 134.71; 142.00; 150.24
(ArC), 144.62 (Triazol C3), 151.38 (Triazol Cs), 153.24 (N=CH), 163.77 (COO).

IR ; Ek Sekil 16
'H-NMR (DMSO-dg)  : Ek Sekil 17
3C-NMR (DMSO-dg) Ek Sekil 18
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2.1.7. 4-[1-(2,6-dimetilmorfolin-4-il-metil)-3-metil-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-
on-4-il-azometin]-2-metoksifenil benzoat (77a):

100 mL’lik Yuvarlak dipli balonda 4-(3-metil-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on-4-il-
azometin)-2-metoksifenil benzoat (75a) (3.52 g, 10 mmol) bilesigi 40 mL etil alkolde
¢ozilildi. Bu ¢ozeltiye 2,6-dimetilmorfolin (1.15 g, 10 mmol) ve formaldehid (%37)
cozeltisi (1.62 g, 20 mmol) ilave edilerek 2 saat geri sogutucu altinda reflux edildi.
Sicaklik oda sicakligina gelene kadar bekletildi ve -18 °C’de bir gece bekletildi.
Cokelek stiziildii, soguk etil alkol ile yikandi. Desikatorde kurutuldu ve etil alkol ile
kristallendirildi. Elde edilen kristaller (3.38 g, % 70.58 verim) etil alkolden iki kez daha
kristallendirdi ve vakumda altinda kurutulduktan sonra 77a bilesigi olarak
adlandirildi. E.n: 90 °C. IR: 1741, 1695 (C=0), 1595 (C=N), 1259 (COO), 753 ve 705
(monosubstitue aromatik halka) cm™. ‘H-NMR (DMSO-dg): & 1.05-1.15 (m, 6H,
2CHj3), 3.87 (s, 3H, OCHj3;), 4.58 (m, 4H, NH,N), 2.3-2.08, 2.33-2.37,-2.56-2.78,2.81-
3.56(m, 6H), 7.43 (d, 1H, ArH J=8.40Hz), 7.55-7.57 (m, 1H, ArH), 7.63-7.69 (m, 3H,
ArH), 7.77 (m, 1H, ArH), 8.15-8.17 (m, 2H, ArH), 9.76(s, 1H, N=CH). *C-NMR
(DMSO-d): & 10.98 (CH3), 17.90 ve 18.93 (2CHj3), 55.02 ve 55.60 (2CH,), 56.06
(OCH3), 65.26 (NCH;N), 71.03 (2CH), 11166 (CH), 120.68 (CH);
123.69(CH),128.43(C), 129.04(2CH), 129.85(2CH), 132.49(C), 134.17(CH),141.92(C),
150.28 (C) (ArC), 143.14 (Triazol Cj), 151.39 (Triazol Cs), 153.60 (N=CH), 163.78
(COO0).

IR : Ek Sekil 19
'H-NMR (DMSO-dg)  : Ek Sekil 20
3C-NMR (DMSO-dg) : Ek Sekil 21
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2.1.8. 4-[1-(2,6-dimetilmorfolin-4-il-metil)-3-etil-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on-
4-il-azometin]-2-metoksifenil benzoat (77b):

CH2—

ﬁol

N—N

)\ )\ OCH3
CH3CH,

100 mL’lik Yuvarlak dipli balonda 4-(3-etil-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on-4-il-
azometin)-2-metoksifenil benzoat (75b) (3.66 g, 10 mmol) bilesigi 40 mL etil alkolde
¢ozilildi. Bu ¢ozeltiye 2,6-dimetilmorfolin (1.15 g, 10 mmol) ve formaldehid (%37)
cozeltisi (1.62 g, 20 mmol) ilave edilerek 2 saat geri sogutucu altinda reflux edildi.
Sicaklik oda sicakligina gelene kadar bekletildi ve -18 °C’de bir gece bekletildi.
Cokelek stiziildii, soguk etil alkol ile yikandi. Desikatorde kurutuldu ve etil alkol ile
kristallendirildi. Elde edilen kristaller (3.45 g, % 70.14 verim) etil alkolden iki kez daha
kristallendirdi ve vakumda altinda kurutulduktan sonra 77b bilesigi olarak
adlandirildi. E.n: 122 °C. IR: 1741, 1695 (C=0), 1595 (C=N), 1259 (COO0), 753 ve 705
(monosubstitue aromatik halka) cm™. ‘H-NMR (DMSO-dg): & 1.05-1.15 (m, 6H,
2CHj3), 1.26 (t, 3H, CH,CHg3; J=7.20 Hz), 2.79 (q, 2H, CH,CHg;; J=7.20 Hz), 3.86 (s,
3H, OCHjs), 4.57-4.60 (m, 2H, NCH,N), 2.02-2.06, 2.25-2.28, 2.61-2.64, 2.80-2.82,
3.51-3.56 (m, 6H), 7.43 (d, 1H, ArH; J=8.00 Hz), 7.54-7.56 (m, 1H, ArH), 7.63-7.67
(m, 3H, ArH), 7.77-7.79 (m, 1H, ArH), 8.15-8.17 (m, 2H, ArH), 9.75 (s, 1H, N=CH).
B3C-NMR (DMSO-dg): & 10.05 (CH,CHs), 17.90 (CHCHj3), 18.40 (CH,CHj3), 18.94
(CHCHEg), 55.03 ve 55.63 (2CHy), 56.05 (OCHj3), 66.29 (NCH2N), 71.04 (2CH), 111.67;
120.57; 123.69; 128.43; 129.04 (2CH); 129.86 (2CH); 132.52; 134.18; 141.91; 150.38
(ArC), 146.87 (Triazol C3), 151.39 (Triazol Cs), 153.64 (N=CH), 163.78 (COO).

IR : Ek Sekil 22
'H-NMR (DMSO-dg)  : Ek Sekil 23
3C-NMR (DMSO-dg) : Ek Sekil 24
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2.1.9. 4-[1-(2,6-Dimetilmorfolin-4-il-metil)-3-benzil-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-
on-4-il-azometin]-2-metoksifenil benzoat (77c):

100 mL’lik Yuvarlak dipli balonda 4-(3-benzil-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on-4-il-
azometin)-2-metoksifenil benzoat (75c) (4.28 g, 10 mmol) bilesigi 40 mL etil alkolde
¢ozilildi. Bu ¢ozeltiye 2,6-dimetilmorfolin (1.15 g, 10 mmol) ve formaldehid (%37)
cozeltisi (1.62 g, 20 mmol) ilave edilerek 2 saat geri sogutucu altinda reflux edildi.
Sicaklik oda sicakligina gelene kadar bekletildi ve -18 °C’de bir gece bekletildi.
Cokelek stiziildii, soguk etil alkol ile yikandi. Desikatorde kurutuldu ve etil alkol ile
kristallendirildi. Elde edilen kristaller (3.90 g, % 70.31 verim) etil alkolden iki kez daha
kristallendirdi ve vakumda altinda kurutulduktan sonra 77c bilesigi olarak
adlandirildi. E.n: 147 °C. IR: 1739, 1706 (C=0), 1592 (C=N), 1254 (COO), 750 ve 714
(monosubstitue aromatik halka) cm™. ‘H-NMR (DMSO-dg): & 1.06-1.15 (m, 6H,
2CHj3), 3.86 (s, 3H, OCHj3), 4.15 (s, 2H, CH,Ph), 4.63 (s, 2H, NCH,N), 2.03-2.08, 2.24-
2.28, 2.60-2.64, 2.81-2.83, 3.51-3.56 (m,6H), 7.26-7.28 (m, 1H, ArH), 7.33-7.41 (m,
5H, ArH), 7.47-7.48 (m, 1H, ArH), 7.59-7.66 (m, 3H, ArH), 7.77-7.79 (m, 1H, ArH),
8.14-8.17 (m, 2H, ArH), 9.71 (s, 1H, N=CH). **C-NMR (DMSO-d¢): & 17.89 ve 18.93
(2CHj3), 31.02 (CH2Ph), 55.07 ve 55.67 (2CHy), 56.02 (OCHs), 65.78 (NCH2N), 71.02
(2CH), 110.87; 121.23; 123.64; 126.80; 128.42; 128.50 (2CH); 128.83 (2CH);
129.04(2CH); 129.86 (2CH); 132.46; 134.18; 135.76; 141.95; 150.27 (ArC), 144.92
(Triazol C3), 151.36 (Triazol Cs), 153.00 (N=CH), 163.78 (COO).

IR : Ek Sekil 25
'H-NMR (DMSO-dg)  : Ek Sekil 26
3C-NMR (DMSO-dg) : Ek Sekil 27
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2.1.10. 4-[1-(2,6-dimetilmorfolin-4-il-metil)-3-(p-metilbenzil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-
triazol-5-on-4-il-azometin]-2-metoksifenil benzoat (77d):

CH,

100 mL’lik Yuvarlak dipli balonda 4-(3-(p-metilbenzil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-
on-4-il-azometin)-2-metoksifenil benzoat (75d) (4.42 g, 10 mmol) bilesigi 40 mL etil
alkolde ¢oziildii. Bu ¢ozeltiye 2,6-dimetilmorfolin (1.15 g, 10 mmol) ve formaldehid
(%37) ¢ozeltisi (1.62 g, 20 mmol) ilave edilerek 2 saat geri sogutucu altinda reflux
edildi. Sicaklik oda sicakligina gelene kadar bekletildi ve -18 °C’de bir gece bekletildi.
Cokelek siiziildii, soguk etil alkol ile yikandi. Desikatorde kurutuldu ve etil alkol ile
kristallendirildi. Elde edilen kristaller (4.00 g, % 70.31 verim) etil alkolden iki kez daha
kristallendirdi ve vakumda altinda kurutulduktan sonra 77d bilesigi olarak
adlandirildi. E.n: 129 °C. IR: 1741, 1706 (C=0), 1579 (C=N), 1252 (COO0), 868 (1,4-
disubstitue aromatik halka), 748 ve 711 (monosubstitue aromatik halka) cm™. *H-NMR
(DMSO-dg): 6 1.06-1.10 (m) ve 1.15 (d, J=6.40 Hz) (6H, 2CHj3), 2.27 (s, 3H, PhCHy3),
3.87 (s, 3H, OCHpg), 4.09 (s, 2H, CH,Ph), 4.62 (s, 2H, NCH;N), 2.02-2.07, 2.25-2.28,
2.60-2.64, 2.81-2.83, 3.50-3.56 (m,6H), 7.15 (d, 2H, ArH; J=8.00 Hz), 7.26 (d, 2H,
ArH; J=7.60 Hz), 7.41 (d, 1H, ArH; J=8.00 Hz), 7.48-7.50 (m, 1H, ArH), 7.59-7.67 (m,
3H, ArH), 7.78-7.80 (m, 1H, ArH), 8.15-8.17 (m, 2H, ArH), 9.70 (s, 1H, N=CH). *C-
NMR (DMSO-de): 8 17.89 ve 18.93 (2CHj3), 20.56 (PhCH3), 30.63 (CH,Ph), 55.08 ve
55.68 (2CH), 56.01 (OCHj3), 65.76 (NCH,N), 71.02 (2CH), 110.87; 121.24; 123.64;
128.42; 128.54 (2CH); 129.05(2CH) (2CH); 129.86 (2CH); 132.48; 132.63; 134.18;
135.91; 141.94; 150.26 (ArC), 145.07 (Triazol Cg), 151.36 (Triazol Cs), 152.95
(N=CH), 163.78 (COO0).

IR ; Ek Sekil 28
'H-NMR (DMSO-dg) Ek Sekil 29
¥C-NMR (DMSO-dg) : Ek Sekil 30
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2.1.11. 4-[1-(2,6-dimetilmorfolin-4-il-metil)-3-(p-metoksibenzil)-4,5-dihidro-1H-
1,2,4-triazol-5-on-4-il-azometin]-2-metoksifenil benzoat (77e):

CH,-N 0
/
N—N

Py ocHs
I~ 3
CH30 CH; ITI =0 .

100 mL’lik Yuvarlak dipli balonda 4-(3-(p-metoksibenzil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-
triazol-5-on-4-il-azometin)-2-metoksifenil benzoat (75e) (4.58 g, 10 mmol) bilesigi 40
mL etil alkolde ¢6ziildii. Bu ¢ozeltiye 2,6-dimetilmorfolin (1.15 g, 10 mmol) ve
formaldehid (%37) ¢ozeltisi (1.62 g, 20 mmol) ilave edilerek 2 saat geri sogutucu
altinda reflux edildi. Sicaklik oda sicakligina gelene kadar bekletildi ve -18 °C’de bir
gece bekletildi. Cokelek siiziildii, soguk etil alkol ile yikandi. Desikatorde kurutuldu ve
etil alkol ile kristallendirildi. Elde edilen kristaller (4.36 g, % 74.60 verim) etil alkolden
iki kez daha kristallendirdi ve vakumda altinda kurutulduktan sonra 77e bilesigi olarak
adlandirildi. E.n: 113 °C. IR: 1740, 1706 (C=0), 1595 (C=N), 1247 (COO0), 868 (1,4-
disubstitue aromatik halka), 747 ve 713 (monosubstitue aromatik halka) cm™. *H-NMR
(DMSO-dg): 6 1.05-1.07 (m) ve 1.15 (d) (6H, 2CHj3), 3.87 (s, 3H, OCHg), 4.07 (s, 2H,
CH2Ph), 4.62 (s, 2H, NCH2N), 2.02-2.07, 2.28-2.32, 2.60-2.64, 2.80-2.83, 3.54-3.58
(m,6H), 6.90 (d, 2H, ArH; J=8.80 Hz ), 7.30 (d, 2H, ArH; J=8.40 Hz), 7.42 (d, 1H,
ArH; J=8.00 Hz), 7.49-7.51 (m, 1H, ArH), 7.61-7.67 (m, 3H, ArH), 7.78-7.79 (m, 1H,
ArH), 8.15-8.17 (m, 2H, ArH), 9.71 (s, 1H, N=CH). *C-NMR (DMSO-dg): & 17.89 ve
18.93 (2CHj3), 30.16 (CH,Ph), 56.03 (OCHj3), 65.76 (NCH;N), 71.02 (2CH), 110.95;
113.96 (2CH), 121.19; 123.65; 127.49; 128.43; 129.04(2CH); 129.73 (2CH); 129.86
(2CH); 132.49; 134.48; 141.95; 150.27; 158.16 (ArC), 145.22 (Triazol Cs), 151.37
(Triazol Cs), 153.02 (N=CH), 163.79 (COO).

IR ; Ek Sekil 31
'H-NMR (DMSO-dg) Ek Sekil 32
C-NMR (DMSO-dg) : Ek Sekil 33
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2.1.12. 4-[1-(2,6-dimetilmorfolin-4-il-metil)-3-(p-klorobenzil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-
triazol-5-on-4-il-azometin]-2-metoksifenil benzoat (77f):

CHj3

CH2—N 0
N—N

A ocHy -

100 mL’lik Yuvarlak dipli balonda 4-(3-(p-klorobenzil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-
on-4-il-azometin)-2-metoksifenil benzoat (125) (4.805 g, 10 mmol) 40 mL etil alkolde
¢oziildi. Bu ¢ozeltiye 2,6-dimetilmorfolin (1.15 g, 10 mmol) ve formaldehid (%37)
cozeltisi (1.62 g, 20 mmol) ilave edilerek 2 saat geri sogutucu altinda reflux edildi.
Sicaklik oda sicakligina gelene kadar bekletildi ve -18 °C’de bir gece bekletildi.
Cokelek stiziildii, soguk etil alkol ile yikandi. Desikatorde kurutuldu ve etil alkol ile
kristallendirildi. Elde edilen kristaller (4.25 g, % 72.13 verim) etil alkolden iki kez daha
kristallendirdi ve vakumda altinda kurutulduktan sonra 77f bilesigi olarak
adlandirildi. E.n: 127 °C. IR: 1740, 1705 (C=0), 1596 (C=N), 1252 (COO), 868 (1,4-
disubstitue aromatik halka), 746 ve 711 (monosubstitue aromatik halka) cm™. *H-NMR
(DMSO-dg): 8 1.05-1.14 (m, 6H, 2CH3), 3.86 (s, 3H, OCH3), 4.17 (s, 2H, CH,Ph), 4.62
(s, 2H, NCHN), 2.02-2.07, 2.28-2.32, 2.62-2.66, 2.80-2.85, 3.54-3.57 (m,6H), 7.40-
7.42 (m, 5H, ArH), 7.48-7.50 (m, 1H, ArH), 7.58 (m, 1H, ArH), 7.63-7.67 (m, 2H,
ArH), 7.78-7.79 (m, 1H, ArH), 8.14-8.17 (m, 2H, ArH), 9.72 (s, 1H, N=CH). *C-NMR
(DMSO-dg): & 17.88 ve 18.93 (2CH3), 30.34 (CH,Ph), 55.05 ve 55.65 (2CHy), 56.03
(OCHj3), 65.81 (NCHN), 71.02 (2CH), 110.95; 121.22; 123.65; 128.44; 129.04(2CH);
129.86 (2CH); 130.59 (2CH); 130.76 (2CH), 131.51; 132.41; 134.18; 134.77; 141.98;
150.26 (ArC), 144.61 (Triazol C3), 151.37 (Triazol Cs), 153.16 (N=CH), 163.77 (COO).

IR ; Ek Sekil 34
'H-NMR (DMSO-dg) Ek Sekil 35
C-NMR (DMSO-dg) Ek Sekil 36
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2.2. Antimikrobiyal Aktivite Tayini

Kullanilan tim test mikroorganizmalar Bacillus Substilis (ATCC11774) (Gram (+)
sporlu bakteri), Bacillus Cereus (ATCC11778) (Gram (+) sporlu bakteri),
Staphylococcus aureus (ATCC6538) ( Gram (+) kok), Escherichia coli (ATCC25922)
(Gram (-) enterik bakteri), Pseudomonas aeruginosa (ATCC27853) (Gram (-)),
Klebsiella pneumonia (ATCC4352) (Gram (-) kapsiillii bakteri) Mikrobiyolojik Cevre
Koruma Laboratuarlar1 Sirketinden (Fransa) temin edilmistir. Sentezlenen tiim

bilesikler, stok ¢ozeltilerinin hazirlanmasi i¢in dimetilsulfoksitte ¢oziilmiistiir.

2.2.1. Kullamlan Mikrooraganizmalar

2.2.1.1. Escherichia Coli

Genelde koli basili olarak bilinen Escherichia coli, memeli hayvanlarin kalin
bagirsaginda yasayan bakteri tiirlerinden biridir. Normalde bagirsakta yasadigi i¢in, E.
coli 'nin ¢evresel sularda varligi diski kirlenmesinin bir belirtisidir. E. coli, pediyatrist
ve bakteriyolog olan Theodor Escherich tarafindan bebek diskilarinda kesfedilmistir
[153]. Escherichia cinsi iginde en onemli tiir Escherichia coli’dir. Escherichia coli
bakterisinin boyu eninden daha uzundur. 2-6 um boyunda ve 1-1,5 pm eninde diiz
bakterilerdir. Gram negatif, bazen hareketli, fakiiltatif anaerop, 1-2 mm ¢apinda S tipi
koloniler yapan bakterilerdir. Ozellikle 44 °C de iiremesi diger bakterilerden ayrilmasini
saglar. Memelilerde ve kuslarda barsak floralarinda bulunur. Barsaktaki diger
bakterilerle dengeli olarak bulunur; barsaktaki beslenme ve kokusma gibi islemlerde
yardimci olur. Fakat canlinin bagisiklik sistemi zayifladigi zaman kana ve dokulara

yayilarak hastalik etkeni olugturur [154].

2.2.1.2. Bacillus Cereus

Bacillus cereus Gram-pozitif, fakiiltatif aerobik, spor olusturan bir bakteridir. Hiicreleri
biiyiikk ¢ubuk halindedir ve sporlar1 spor kesesini sisirmez. Bu ve diger 6zelliklerinin

yaninda biyokimyasal ozellikler de B. cereus varligini ayirt etmek ve dogrulamak
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amactyla kullanilmaktadir. Iki farkli metabolitin neden oldugu iki tip hastaligin
olmasma ragmen, B. cereus gida zehirlenmesi genel tanmmudir. Ishal tipi hastaliga,
yiiksek molekiil agirlikli proteinler sebep olurken, kusma (emetik) tipi hastaliga diistik
molekiil agirlikli, 1s1ya dayanikli peptitlerin neden oldugu bilinmektedir. Et, siit, sebze
ve balik gibi gidalar ishal tipi gida zehirlenmesiyle alakalidir. Kusma tipi salginlar,
genellikle piring iriinleri ile alakalidir. Patates, makarna ve peynir {riinleri gibi

bulasmis nisastali gidalar da bu tip salginlarla alakalidir [155].

2.2.1.3. Bacillus Substilis

Bacillus substilis; oksijenli solunum veya gegici oksijenli solunum yapan, 20-30
derecede iireyen bir bakteri cinsidir. Vejetatif sekilleri dayaniksiz olup, sporlari bazen
kaynama derecelerinde birkag saat dayanabilirler. Gram pozitiftir. Dogada ¢ok yaygin
olarak bulunur. Panoftalmi ve Iridosiklit gibi gdz enfeksiyonlarma neden olur. Toz,
toprak, su gibi temel alanlarda yerlestiklerinden besin maddelerine kolaylikla bulasirlar.
Ekmegin i¢ kismi piserken 100 °C derece olur. Bu sicaklikta 6lmezse bu bakteri,
ekmekteki karbonhidrat1 kullanarak ekmegin icinde lifli bir yap1 olustururlar. Ozellikle
siitte cogaldiklar1 zaman kazeini parcalayarak zehirli maddeler aciga ¢ikarirlar. Diger

besin maddelerinde tiredikleri zaman toksin olustururlar [153].

2.2.1.4. Staphylococcus aureus

Staphylococcaceae familyasindan bakteri tliridiir. Gram pozitiflerdendir. Yaklasik 20
tiirii bulunur. Hastahane infeksiyonu etkenidir. Insan cilt florasinda kommensal olarak
da bulunur. Staphylococcus aureus'un oksasilin'e direngli olup olmamasi onun
tanimlanmasinda etkilidir. Koyun kanli agarda altin saris1 koloniler tiretir. Bu yiizden
tiir ad1, altin anlamina gelen Latince aureus'dan tiiretilmistir. Bu bakterinin katalaz testi
olumludur [150]. Cesitli yilizeylerde glikokaliks denen olusumlar {iretir. Bagisiklik
sistemi zayiflamis kisilerde, asil enfeksiyon etkeniyle beraber goriilmesi, iyilesmeyi

geciktirir. Dig ortamda yaygin olarak bulunmaktadir. Egyalarin iizerinde, deride, burun
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mukozasinda, tozda ve toprak gibi yerlerde rastlanmaktadir. Ortam sartlarina iyi uyum
sagladiklar icin yaygm olarak goriilmektedir. Insanlarda cesitli enfeksiyonlara neden

olabilirler [156].

2.2.1.5. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa sporsuz, polar flagellali, hareketli, Gram negatif, genellikle
kapsiilsiiz mikroorganizmadir. Kiiltiirlerde bazen ikiserli, ancak c¢ogunlukla tek tek
goriilen ince diiz, ¢omaklardir. P. aeruginosa genel besiyerlerinde kolaylikla {irer.
Pseudomonadaceae familyasinin en ¢ok hastalik yapan tiiriidiir. Ik defa 1960’11 yillarda
insan patojeni olarak kabul edilmistir. Ciinki, kistik fibrozislii ve immiin sistemi
baskilanmis hastalarin viicudunda enfeksiyona neden olmustur. Hayvanlarda mastitis,
artiritis, enteritis, pneumonia, peritonitis ve iirogenital sistem infeksiyonlarina neden
olur. Glinlimiizde iiriner sistem, akciger, kan kaynakli bakteriyel enfeksiyonlarin dnemli

sebeplerinden biri olarak kabul edilmektedir [157].

2.2.1.6. Klebsiella Pneumonia

Klebsiella pneumoniae Gram negatif, kendiliginden hareketi olmayan, kapsiil igerisinde,
fermantasyon yapabilen bir bakteri tiiriidiir. Normal flora olarak, agiz, deri ve bagirsakta
olmasina ragmen, aspire edilmesi durumunda, akcigerde yikici hasarlara neden
olmaktadir [158] Klinik olarak incelendiginde Klebsiella siifinin Enterobacteriaceae
subesinin bir iyesidir. Son yillarda K. Pneumoniae nazokomiyal enfeksiyonlarda
onemli bir patojen olmustur. K. Pneumonia normal olarak toprakta bulunur ve

soylarinin 30%'u azot fiksasyonu ile aneorob olarak yasamlarini siirdiiriirler [159].
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2.2.2. Agar Kuyucuk Difiizyon Metodu

76 ve 77 Tipi bilesiklerin antimikrobiyal aktivitelerinin Ol¢iilmesinde agar kuyucuk
difiizyon metodu kullamilmistir [160, 161]. Test edilecek bakterilerin bir gecelik
kiiltiirlerinden Mueller Hinton s1vi besiyeri iginde, yaklasik olarak 10° cfu/ml seklinde
dilisyonlar1 ayarlanarak, onceden hazirlanmigs Muller Hinton agar besiyeri {izerine
ekimleri yapilmistir. Ekimleri tamamlanan besiyerleri tizerinde, steril cam boru
yardimiyla 2 cm araliklarda, 5 mm capinda kuyucuklar agilmis ve her bir kuyucuga
kimyasal stok c¢ozeltilerden 50 pL (250-500 pg/mL madde icerecek sekilde)
damlatilmistir. Bakteri ihtiva eden petriler 24 saat, maya benzeri mantar ihtiva eden
petriler 48 saat 35 'C’de inkiibe edilmis ve inkiibasyondan sonra bir cetvel yardimiyla
inhibisyon zonlar1 6l¢lilmiistiir. Standart kontrol ilag olarak bakteriler igin ampisillin (10
ug), mayalar i¢in Streptomisin ve Fluconazole (5 pg) ve standart ¢6ziicli kontrolii igin
DMSO kullanilmaistir.

2.3. Yeni Maddelerin Antioksidan Ozelliklerinin incelenmesi

2.3.1. indirgeme Giicii

Indirgeme giicii Oyaizu metoduna gore yapilmistir [99]. Bu metodun prensibi
antioksidan bilesiklerin K3sFe(CN)g, TCA ve FeCl; ile olusturdugu renkli komplekslerin
UV spektrofotometresinde 700 nm’de dl¢limiine dayanmaktadir. Reaksiyon karigiminin
absorbansindaki artts numunenin indirgeme giicii ile dogru orantilidir. Kullanilan
reaktifler sunlardir: Fosfat tamponu (0.2 M, pH = 6.6); KsFe(CN)s (%1); TCA ¢ozeltisi
(%10); FeCl; (% 0.1); a-tokoferol (1mg/mL); BHT (1mg/mL); BHA (1mg/mL).
Pipetlemeler Tablo 2.1’e gore yapilmistir.
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Tablo 2.1. indirgeme Giicii Tayininde ilave Edilen Reaktif Miktarlart

Reaktifler S; S, S3 N N, N3 Kor
Bilesik - - - 100puL 250uL 500uL -
Standart 100puL 250uL 500uL - - - -
Fosfat tamponu | 2.4 mL 225mL  2.0mL 2.4 mL 225mL  2.0mL -
KsFe(CN)g 2.5mL 2.5mL 2.5mL 2.5mL 2.5mL 2.5mL -

Deney tiipleri karigtirildi ve 20 dakika 50 °C’de inkiibasyona igin bekletildi.
Inkiibasyondan sonra oda sicakliginda deney tiipiinlerine 2.5 mL % 10’luk TCA
cozeltisi eklendi ve 10 dakika 3000 rpm’de santrifiijlendi. 2.5 mL Supernatant
kismindan alinarak farkli deney tiiplerine aktarilip ve 2.5 mL su, ardindan 0.5 mL FeCls
¢ozeltisinden ilave edildi. Kor ¢ozelti ise 2.5 mL deiyonize su, 0.5 mL FeClzve 2.5 mL
TCA  ¢ozeltisinden olugmustur. Elde edilen ¢ozeltinin  absorbanst UV

spektrofotometresinde 700 nm’de 6l¢iilmiistiir.

2.3.2. Serbest Radikal Giderme Aktivitesi

Bilesiklerin serbest radikal giderme aktivitesi tayini 1,1-difenil-2-pikril-hidrazilin
(DPPH') kullanildig1 Blois metoduna gore yapilmistir [95]. Metodun prensibi serbest
radikal toplayicilarinin renkli serbest radikal olan DPPH" ’1 indirgemesine dayanur.
DPPHkirmizi renkli kararli bir serbest radikaldir. Serbest radikaller antioksidan
bilesikler tarafindan giderildiginde renk kirmizidan sariya doner. Reaksiyon karisiminin
517 nm’deki absorbansindaki diisiis serbest radikal giderme aktivitesi ile dogru
orantilidir. Kullanilan reaktifler sunlardir: 0.1 mM DPPH (etanolde hazirlanmistir); o-
tokoferol (Lmg/mL); BHT (Img/mL); BHA (1mg/mL). Pipetlemeler Tablo 2.2°e gore
yapilmistir.
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Tablo 2.2. Serbest Radikal Giderme Tayininde Ilave Edilen Reaktif Miktarlar:

Reaktifler | S; S, S3 N N, Ns Kor Kontrol
Bilesik - - - 50uL 100puL 150uL - -
Standart 50uL 100uL 150uL - - - - -
Etilalkol | 295mL 290mL 285mL 295mL 290mL 285mL - 3mL
DPPH 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL 4 mL 1mL

Cozeltiler kanistinllip 30 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Absorbanslart UV
spektrofotometresinde 517 nm’de dlgiilmiistiir. Reaksiyon ortamindaki DPPH radikalini
giderme aktivitesi i¢in hesaplamalar asagidaki formiile gore hesaplanmistir: % Serbest
Radikal Giderme Aktivitesi = (Ao — A1/Ag) x 100

Ay: Kontrol reaksiyonunun absorbansi, A;: Numune veya standardin absorbansi

2.3.3. Metal Selat Aktivitesi

Metal selat aktivitesi tayini Dinis metoduna gore yapilmistir [98]. Metal selat aktivitesi
tayininin prensibi, ferrozin-Fe*? kompleks olusumunun inhibisyonuna dayanmaktadur.
Kullanilan reaktifler sunlardir: 2 mM FeCl,.4H,0; 5 mM ferrozin; o-tokoferol
(Img/mL); EDTA (Img/mL). Pipetlemeler Tablo 2.2°e gore yapilmistir.

Tablo 2.3. Metal Selat Aktivitesi Tayininde Ilave Edilen Reaktif Miktarlar:

Reaktifler S; S, S; N, N, N Kor Kontrol
Bilesik - - - 30 uL 60 uL 90 uL - -
Standart 30 uL 60 uL 90 uL - - - - -

Etanol 375mL  3.75mL 375mL 375mL 375mL 375mL 3.75mL 3.75mL
FeCl,.4H,0 | 0.05mL 0.05mL 005mL 0.05mL 0.05mL 0.05mL 0.05mL 0.05mL
Ferrrozin 0.2 mL 02mL 02mL 02mL 02mL 02mL - 0.2 mL

Numuneler ve standartlarin konsantrasyonlar1 30, 60 ve 120 pg/mL olacak sekilde ve
saf su ilave edilerek toplam hacimleri 200 pL olacak sekilde seyreltilmistir. Sonra
sirastyla FeCl,.4H,0, etil alkol ve ferrozin ilave edilerek karistirllmis ve oda
sicakliginda 10 dakika bekletilmistir. UV spektrofotometresinde 562 nm’de elde edilen

¢ozeltiler kore (ferrozin disindakiler) kars1 6lgiilmiistir.
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Ferrozin -Fe*’kompleks olusumunun inhibisyon yiizdesi asagidaki formiile gore
hesaplanmustir: Selat yiizdesi = (Ao — A1/Ag) X 100

Ay: Kontrol reaksiyonunun absorbansi, A;: Numune veya standardin absorbansi
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3. BULGULAR

Bu tez kapsaminda 12 yeni bilesigin yapilari IR, *H-NMR ve *C-NMR spektroskopik
degerleri sayesinde karakterize edilmistir. Sentezlenen tiim yeni heterosiklik Mannich
Bazlarinin antimikrobiyal aktiviteleri Agar Kuyucuk Diflizyon Yontemi ile incelenmis
olup, elde edilen bulgular 3.1°de verilmistir. Calismada tez kapsaminda sentezlenen 12
yeni bilesigin indirgeme giicii, serbest radikal giderme aktivitesi ve metal selat aktivitesi
metotlar1 gibi in-vitro antioksidan aktiviteleri incelenmis ve bulgular Tablo 3.2-4’de

verilmigtir.

3.1. Sentezlenen Bilesiklerin IR, *H-NMR ve *C-NMR Spektrum Verileri

Calismada sentezlenen bilesiklerin IR spektrumlari alinmig ve spektrumlarda ortaya
cikan karakteristik pikler degerlendirilerek yeni bilesiklerin yap1 aydinlatilmasinda

kullanilmistir.

Tez kapsaminda elde edilen bilesiklerin NMR spektrumlart DMSO-dg’da alinmis ve
spektrumlarda goriilen piklerin kimyasal kayma verileri degerlendirilerek bilesiklerin
yapilarinin ~ karakterize edilmesinde  kullamlmustir. 'H-NMR  spektrumlari
incelendiginde & 2.50-2.60 ppm civarinda DMSO-dg’nun yapisinda bulunan metil
protonlarma ait pikler gdzlenmistir. Bu pikler degerleri literatiirle uyumludur. Ilaveten
elde edilen spektrumlarda 6 3.50 ppm civarinda kullanilan DMSO-dg’nin igerdigi sudan
ileri gelen karakteristik H,O pikleri ortaya c¢ikmugstir. Spektrumlarin alinmasinda

standart olarak sifir1 belirlemek amaciyla tetrametilsilan (TMS) kullanilmigtir.

BC-NMR spektrumlarininda DMSO-dg’dan ileri gelen karakteristik karbon pikleri & 40

ppm civarinda gézlenmistir.
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3.2. Antimikrobiyal Incelemeleri

Calisma kapsaminda alti farkli mikroorganizma ile sentezlenen 12 yeni bilesigin

antimikrobial testleri yapilmis ve antimikrobial aktiviteleri asagidaki tabloda verilmistir.

Tablo 3.1. 76 ve 77 Tipi Bilesiklerin Bakterilere Karsin ZON Cap Degerleri

ZON cap degerleri (mm)

g 5 g
= E v é g & 8 8 =
2 2 =2 23 EE Bg g3 2
E 2 28 _ZEsET B:oFE ol 2
A ) m o & o O 2 e 3 @:C o o © 2| W <
1 76a 14 19 - - - -
3 76b 16 17 - - - -
2 76¢ 12 21 - - - -
4 76d 15 18 - - - -
6 76e 11 17 - - - -
5 76f 12 19 - - - -
7 T7a 18 21 - - - -
9 77b 21 23 - - - -
8 Tic 22 20 - - - -
10 77d 18 16 - - - -
12 T7e 19 17 - - - -
11 i 21 20 - - - -

Ampicillin X3261 33 36 36 35 37 34
N Neomycin X3385 17 17 17 16 13 16

Steptomycin X3385 12 12 12 11 21 10

3.3. Antioksidan incelemeleri

3.3.1. Indirgeme Giicii
Sentezlenen bilesiklerin indirgeme giici analizi farkli konsantrasyonlarda yapilmis, UV

spektrofotometrede 700 nm’de elde edilen absorbans degerleri Tablo 1.'de verilmistir.

Kontrol ¢ozeltisinin absorbansi 0.187 pg/mL’dir.
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Tablo 3.2. 76 ve 77 Tipi Bilesiklerin indirgeme Giicii

Bilesikler Indirgeme Giicii (ug/mL, 700 nm)
50 100 150

76a 0,188 0,191 0,194
76b 0,192 0,196 0,197
76¢C 0,205 0,196 0,195
76d 0,195 0,196 0,189
76e 0,209 0,192 0,191
76f 0,191 0,193 0,194
77a 0,192 0,197 0,197
77b 0,207 0,204 0,201
77c 0,201 0,199 0,187
77d 0,211 0,205 0,194
T7e 0,221 0,219 0,204
77f 0,208 0,203 0,200
BHT 0,604 1,122 1,541
BHA 0,920 1,722 2,640
a-Tokoferol 0,537 1,015 1,760

3.3.2. Serbest Radikal Giderme Aktivitesi

Sentezlenen bilesiklerin  serbest radikal giderme aktivite analizleri farkli
konsantrasyonlarda yapilmis, 517 nm’de UV spektrofotometresinde elde edilen
absorbans degerleri ve bu degerlere karsilik gelen % Serbest Radikal Giderme

Aktiviteleri Tablo 3.3’de verilmistir. Kontrol ¢6zeltisinin absorbansi 0.214 tiir.

Tablo 3.3. 76 ve 77 Tipi Bilesiklerin Absorbans Degerleri ve Kargin Olan % Serbest
Radikal Giderme Aktiviteleri.

Absorbans ve %Serbest Radikal Giderme Aktivitesi (ug/mL, %inh, 517 nm)
Bilesikler 12,5 25 375

A % Aktivite A % Aktivite A % Aktivite
76a 0,230 NEGATIF 0,236 NEGATIF 0,238 NEGATIF
76b 0,221 NEGATIF 0,225 NEGATIF 0,225 NEGATIF
76¢ 0,219 NEGATIF 0,224 NEGATIF 0,226 NEGATIF
76d 0,220 NEGATIF 0,218 NEGATIF 0,217 NEGATIF
76e 0,218 NEGATIF 0,224 NEGATIF 0,223 NEGATIF
76f 0,221 NEGATIF 0,218 NEGATIF 0,215 NEGATIF
77a 0,213 0,5 0,216 NEGATIF 0,216 NEGATIF
77b 0,216 NEGATIF 0,218 NEGATIF 0,219 NEGATIF
77c 0,215 NEGATIF 0,215 NEGATIF 0,228 NEGATIF
77d 0,213 0,5 0,221 NEGATIF 0,223 NEGATIF
T7e 0,223 NEGATIF 0,226 NEGATIF 0,226 NEGATIF
77f 0,218 NEGATIF 0,221 NEGATIF 0,225 NEGATIF
BHT 0,157 26,6 0,116 458 0,099 53,7
BHA 0,064 70,1 0,062 71,0 0,060 72,0
a-Tokoferol 0,063 70,6 0,062 71,0 0,057 73,4
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3.3.3. Metal Selat Aktivitesi

Sentezlenen bilesiklerin metal selat aktivite analizleri farkli konsantrasyonlarda
yapilmig, UV 562 nm’de spektrofotometresinde elde edilen absorbans degerleri ve buna
karsilik gelen % Metal Selat Aktiviteleri Tablo 3.42’te verilmistir. Kontrol ¢6zeltisinin
absorbansi 0.254’tiir.

Tablo 3.4. 76 ve 77 Tipi Bilesiklerin Absorbans Degerleri ve Karsin Olan % Metal
Selat Aktiviteleri

Absorbans ve % Metal Selat Aktivitesi (ug/mL, %inh, 562 nm)
Bilesikler 15 30 60

A % Aktivite A % Aktivite A % Aktivite
76a 0,045 82,3 0,044 82,7 0,043 83,1
76b 0,044 82,7 0,044 82,7 0,043 831
76¢ 0,046 81,9 0,045 82,3 0,044 82,7
76d 0,044 82,7 0,043 83,1 0,042 83,5
76e 0,046 81,9 0,044 82,7 0,043 83,1
76f 0,044 82,7 0,043 831 0,042 83,5
T7a 0,047 81,5 0,044 82,7 0,042 83,5
77b 0,046 81,9 0,045 82,3 0,044 82,7
T7c 0,046 81,9 0,046 81,9 0,045 82,3
77d 0,053 79,1 0,046 81,9 0,046 81,9
T7e 0,045 82,3 0,045 82,3 0,044 82,7
77t 0,048 81,1 0,048 81,1 0,045 82,3
a-Tokoferol 0,034 86,6 0,034 86,6 0,032 87,4
EDTA 0,092 63,8 0,081 68,1 0,077 69,7
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4. SONUCLAR VE TARTISMA
4.1. Sentezlenen Bilesiklere Ait Spektrum Verilerinin Yorumlanmasi

Yapilan Yiiksek Lisans tez ¢alismasi kapsaminda elde edilen bilesiklerin yapilart IR,
'"H-NMR ve *C-NMR spektrum verileri kullanilarak bulgular elde edilmis ve elde

edilen bu veriler literatiir verileri ile uyumlu oldugu gortilmustiir.

Calismada sentezlenen yeni 76 ve 77 tipi bilesiklerin IR spektrum degerleri verilmis
olup, IR spektrumlari incelenen 76 tipi bilesiklerin 1743-1735 ve 1705-1692 cm™
araliklarinda karbonil grubuna ait iki adet pik goriilmiistiir. Bundan bagka, 1598-1579
cm™ araliklarinda C=N gerilme titresimleri, 1262-1250 cm™ araliklarinda COO gerilme
titresimleri ve 778-774 ve 714-702 cm™ araliklarinda monosubstitue aromatik halka
titresimleri ortaya ¢ikmistir. 77 Tipi bilesiklerin IR spektrumlarinda ise 1741-1739 ve
1706-1695 cm™ araliklarinda iki adet C=0 piki goriilmiistiir. Ayrica 1597-1579 cm™
araliklarinda C=N gerilme titresimleri, 1254-1247 cm™ araliklarnda COO gerilme
titresimleri ve 753-746 ve 713-705 cm™ araliklarinda monosubstitue aromatik halka

titresimleri gorilmiistiir.

76 tipi bilesiklerin "H-NMR spektrumlarinda incelendiginde & 9.75-9.70 ppm arahiginda
N=CH protonlari, 8 4.62-4.57 ppm araliginda N-CH,-N protonlari, & 3.87-3.86 ppm
araliginda OCHj protonlari, 6 3.60-3.59 ppm araliginda CH,-O-CH, protonlart ve &
2.63-2.61 ppm araliginda CH,-N-CH, protonlar1 ortaya ¢ikmugtir. Ayrica, 76a
bilesiginde & 2.37 ppm’de CHj protonlart; 76b bilesiginde 6 1.27 ppm’de CH,CHs; 6
2.78 ppm’de CH,CHjz protonlar;; 76c bilesiginde 6 4.15 ppm’de benzilik CH;
protonlari; 76d bilesiginde 6 4.09 ppm’de benzilik CH, ve 2.27 ppm’de p-PhCHj;
protonlar1, 76¢ bilesiginde 6 4.07 ppm’de benzilik CH, ve 3.73 ppm’de p-PhOCH3;
protonlar1 ve 76f bilesiginde 6 4.17 ppm’de benzilik CH protonlari gdzlemlenmistir.
'H-NMR spektrumlarinda 77 tipi bilesikleri incelendiginde & 9.75-9.70 ppm arahiginda
N=CH protonlari, 6 4.60-4.57 ppm araliginda N-CH,-N protonlar1, & 3.87-3.86 ppm
araliginda OCHj3 protonlari, 6 3.56-3.50 ppm araliginda O-CHj; protonlari, & 2.85-2.60
ve 2.32-2.02 ppm araliginda N-CH, protonlar1, 6 1.15-1.05 ppm araliklarinda CH-CHj3
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protonlar1 ortaya g¢ikmistir. Bunlardan baska, 77a bilesiginde & 2.37 ppm’de CHjs
protonlart; 77b bilesiginde 6 1.26 ppm’de CH,CHs; 6 2.79 ppm’de CH,CH3; protonlari;
77c bilesiginde 6 4.15 ppm’de benzilik CH; protonlari; 77d bilesiginde 6 4.09 ppm’de
benzilik CH, ve 2.27 ppm’de p-PhCHj; protonlari, 77¢ bilesiginde & 4.07 ppm’de
benzilik CH; ve 3.72 ppm’de p-PhOCHj3; protonlart ve 77f bilesiginde 6 4.17 ppm’de

benzilik CH; protonlar1 goriilmistiir.

76 tipi bilesiklerin *C-NMR spektrumlari incelendiginde; & 163.79-163.77 ppm
araliginda COO, 6 153.73-150.01 ppm araliginda N=CH, & 151.40-150.26 ppm
araliginda triazol C-5, 6 146.87-143.14 ppm araliginda triazol C-3, 6 66.05-66.04 ppm
araliginda CH,-O-CHa, 6 66.05-65.94 ppm araliklarinda N-CH»-N, 6 56.05-56.03 ppm
araliklarinda OCHz ve o 50.01-49.98 ppm araliginda CH;-N-CH; karbonlari
gozlemlenmistir. 77 tipi bilesiklerde ise & 163.79-163.77 ppm araliginda COO, &
153.64-152.95 ppm araliginda N=CH, & 151.39-151.36 ppm araliginda triazol C-5,
146.92-144.61 ppm araliginda triazol C-3, & 71.04-71.02 ppm araliklarinda CH-O, §
66.29-65.78 ppm aralifinda N-CHj, 6 56.05-56.01 ppm araliginda O-CHs, 18.93-17.89
ppm araliklarinda CHCHj3; karbonlari g6zlemlenmistir. Sentezlenen bilesiklerin
yapisinda bulunan triazole C-3’e karbonuna bagli bulunan aromatik karbon verileri
altlart cizilerek materyal metod boliimiinde verilmis olup literatiirdeki degerlerle

uyumlu oldugu goriilmiistiir.

4.2. Antimikrobiyal Etkinlik Sonuclarimin Degerlendirilmesi

Tez kapsaminda yer alan 12 adet yeni Schiff baz-Mannich bazi bilesigin antimikrobiyal
Ozellikleri agar kuyucuk metodu ile arastirildi, Sentezlenen yeni bilesikler Bacillus
Substilis, Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumonia,
Staphylococcus aureus ve Escherichia coli bakterilerine karsi olan etkinlikleri test

edilmistir.
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Sekil 4.1. 76 ve77 Tipi bilesiklerin Bacillus Substilis’a kars1 agar kuyucuk difiizyon
metodu ile elde edilen ZON caplar1

Sekil 4.2. 76 ve 77 Tipi bilesiklerin Bacillus cereus’a karsi agar kuyucuk difiizyon
metodu ile elde edilen ZON ¢aplari

Sekil 4.3. 76 ve 77 Tipi bilesiklerin Pseudomonas aeruginosa’ya karsi agar kuyucuk

diflizyon metodu ile elde edilen ZON c¢aplari
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Sekil 4.4. 76 ve 77 Tipi bilesiklerin Klebsiella pneumonia’ya karsi agar kuyucuk
difiizyon metodu ile elde edilen ZON c¢aplar1

Sekil 4.5. 76 ve 77 Tipi bilesiklerin Staphylococcus aureus’a karsi agar kuyucuk
diflizyon metodu ile elde edilen ZON caplari

Sekil 4.6. 76 ve 77 Tipi bilesiklerin Escherichia coli’ya kars1 agar kuyucuk difiizyon

metodu ile elde edilen ZON ¢aplari
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Tablo 4.1. 76 ve 77 Tipi Bilesiklerin Bakterilere Karsin Aktiviteleri

ZON cap degerleri (mm)

3 @ 3
E : 2 tg =8 § £
2 = =2 |5 E2 BS Eg |2
T o & |3 & _rB9S g5 ¢ 2
& & 23 Sda 2B 5K alZp 3 dg
1 76a + ++ - - - -
3 76b ++ ++ - - - -
2 76¢C + +++ - - - -
4 76d + ++ - - - -
6 76e + ++ - - - -
5 76f + ++ - - - -
7 T7a ++ +++ - - - -
9 77b +++ +++ 5 - - -
8 77c +++ ++ - - - -
10 77d ++ ++ - - - -
12 T7e ++ ++ s - - -
11 i +++ ++ - - - -
A Ampicillin X3261 +++ +++ +++ +++ +++ +++
N Neomycin X3385 ++ ++ ++ ++ + ++
S Steptomycin X3385 + + + + +++ +

Inhibisyon zonu: (-) 6 mm; (+) 6-15 mm; (++) 15-20 mm; (+++) 20-25 mm [162].

Calisma kapsaminda sentezlenen Schiff-Mannich bazi tiirevli yeni 76 tipi bilesikler
Bacillus Substilis ve Bacillus Cereus’a karsi iliml1 aktiviteye sahip oldugu Tablo 4.1°de
goriilmektedir.  Ancak, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumonia,
Staphylococcus aureus ve Escherichia coli’ye karsi herhangi bir aktivite goriilmemistir.
Bacillus Substilis’a karst 76b bilesigi 1limh aktivite, 76a, 76c-f bilesikleri diisiik
aktivite, Bacillus Cereus’a kars1 76¢ bilesigi iyi aktivite, 76a, 76b, 76d-f bilesikleri ise

iliml1 aktivite gdstermislerdir.

Antimikrobiyal aktivite ¢alismasinda ayrica, 77 tipi bilesikler de incelenmis olup elde
edilen sonuglara gore yapilan degerlendirmeler Tablo 4.1°de verilmistir. Elde edilen bu
sonuglara gore sentezlenen yeni 77 tipi bilesikler de Bacillus Substilis ve Bacillus

Cereus’a kars1 ¢ok iyi aktiviteye gostermislerdir. Yine bu bilesiklerde de, Pseudomonas
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aeruginosa, Klebsiella pneumonia, Staphylococcus aureus ve Escherichia coli’ye karsi
herhangi bir aktivite goriilmemistir. Bacillus Substilis 'a kars1 77b, 77¢ ve 77f bilesikleri
iyi aktivite, 77a, 77d ve77e bilesikleri 1liml1 aktivite, Bacillus Cereus’a kars1 77a ve 77b

bilesikleri iyi aktivite, 76¢-f bilesikleri ise 1liml1 aktivite gostermislerdir.

Sonu¢ olarak, Ampicillin X3261, Neomycin X3385, Steptomycin X3385 gibi
referanslarla  sentezlenen  yeni  Schiff-Mannich  baz1  tiirevli  bilesikleri
karsilastirdigimizda, Bacillus Substilis ve Bacillus Cereus’a kars1 aktivite
gostermektedir, Diger bakteri tilirlerinde herhangi bir aktivite goézlemlenmemistir.
Sentezlenen yeni bilesiklerden ozellikle 76b, 77¢ ve 77f bilesikleri Bacillus Substilis’a
kars1, 76¢, 77a ve 77b bilesikleri ise Bacillus Cereus’a kars1 referans olarak kullanilan
Neomycin X3385, Steptomycin X3385’den daha 1iyi aktiviteye sahip oldugu

gozlemlenmistir.

4.2. Antioksidan Incelemesi Sonuglarinin Degerlendirilmesi

4.2.1. Indirgeme Giicii

Tez kapsaminda elde edilen bilesiklerin indirgeme giicii analiz sonuclar1 bulgular
boliimiinde Tablo 3.2°de verilmistir. Bu sonuglarina goére, sentezlenen yeni bilesiklerin
absorbans degerleri standartlara gore diisiik ¢ikmistir. Bu sonuglara gére sentezlenen
yeni bilesiklerin indirgeyici aktivitesinin bulunmadig1 goriilmistiir.

4.2.2. Serbest Radikal Giderme Aktivitesi

Sentezlenen bilesiklerin serbest radikal giderme aktivite testleri sonucunda ele gecen
bulgular Tablo 3’de verilmistir. 517 nm’de yapilan olglimlerde goriilecegi {iizere,

sentezlenen bilesikler kontrolden daha yiiksek absorbans degerlerine sahiptir. Bagka bir

deyisle, bilesiklerin radikal giderme 6zellikleri yoktur.
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4.2.3. Metal Selat Aktivitesi

Sentezlenen yeni Schiff-Mannizh baz1 bilesiklerin ve standartlarin  metal selatlama
aktiviteleri % inhibisyon olarak Sekil 4.7 ve 4.8’de gosterilmektedir. Tablo 4.4’te de
goriildiigli iizere, antioksidan standartlarla karsilastirildiginda, sentezi gergeklestirilen
76 ve 77 tipi bilesiklerin tamaminin absorbanslart anlamli olarak konsantrasyonun
artmasiyla azalmaktadir. Bu yiizden, metal selatlama aktiviteleri de artmaktadir. Hatta
bu yeni heterosiklik bilesiklerin, EDTA’ya yakin degerde aktivite gosterdikleri

goriilmektedir.

100 - 76a +—76b 76¢ 76d ¥— 76e 76f —=—EDTA —+H—a-Tok

-

E 0
£
=
Z
=
&
1723
=
=
=
X

0 T T 1

0 15 30 60

Konsantrasyon (ng/mL)

Sekil 4.7. 76 Tipi Bilesiklerin Konsantrasyona Kars1 % Metal Selat Aktiviteleri
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100 - —77b 77c 774 —+—TTe 77t ——EDTA

% Metal Selat Aktivitesi

0 T T
0 15 30
Konsantrasyon (pg/mL)

60

Sekil 4.8. 77 Tipi Bilesiklerin Konsantrasyona Kars1 % Metal Selat Aktiviteleri
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IR WA o \ T n f NAME 08-2017
EXPNO 341
PROCNO 1
Date_ 20170821
Time 5.37
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBO BB-
/ \ PULPROG Jjmod
/CHT o TD 65536
SOLVENT DMSO
_— \—/ NS 1024
DS 4
OCH3 SWH 24038.461 Hz
FIDRES 0.366798 Hz
H a0 1.3631988 sec
RG 2050
N CH DW 20.800 usec
DE 12.00 usec
TE 300.0 K
CNST2 145.0000000
CNST11 1.0000000
D1 2.00000000 sec
D20 0.00689655 sec
TDO 1
CHANNEL f1
" m N " h N " NUC1 13C
L i y 1 4 " i Pl 8.80 usec
P2 17.60 usec
PL1 -3.00 dB
PL1W 68.16146088 W
SFO1 100.6404331 MHz
HANNEL f2
CPDPRG2 waltzl6
NUC2 1H
PCPD2 78.00 usec
PL2 -5.00 dB
PL12 12.50 dB
PL2W 23.82984734 W
PL12W 0.42376125 W
SFO2 400.2016008 MHz
ST 32768
SF 100.6304203 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 1.00 Hz
GB 0
PC 1.40
T T T T T T T T I T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm
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1
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PL12 12.50 dB
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3 2 ) I DW 602888 usec
— — DE 12. usec
N=CH 0 C@ TE 300.0
D1 2.00000000 sec
TDO 1
HANNEL f1
NUC1 1H
Pl 10.40 usec
PL1 -5.00 dB
PL1IW 23.82984734 W
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SF 400.2000000 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 0.30 Hz
GB 0
PC 1.00
L
T T T T T T T T T T T
10 9 8 7 6 5 4 & 2 1 0 ppm
< olelo|ofH < o QS|
— N[N — N[M|™Mm ™M
A . . AW 1
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EXPNO 347
PROCNO 1
Date_ 20170821
Time 8.56
INSTRUM spect
/—\ PROBHD 5 mm PABBO BB-
CH,-N 0 PULPROG jmod
N/ TD 65536
N—N SOLVENT DMSO
Ak, oo .
HsC CH; ’T‘ ﬂ) SWH 24038.461 Hz
N=CH 0—C FIDRES 0.366798 Hz
AQ 1.3631988 sec
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DW 20.800 usec
DE 12.00 usec
TE 300.0 K
CNST2 145.0000000
CNST11 1.0000000
D1 2.00000000 sec
D20 0.00689655 sec
TDO 1
CHANNEL f1 ==
13C
8.80 usec
N . - " 17.60 usec
-3.00 dB
68.16146088 W
100.6404331 MHz
= = CHANNEL f2 ==
CPDPRG2 waltzl6
NUC2 1H
PCPD2 78.00 usec
PL2 -5.00 dB
PL12 12.50 dB
PL2W 23.82984734 W
PL12W 0.42376125 W
SFO2 400.2016008 MHz
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SSB 0
LB 1.00 Hz
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======== CHANNEL fl ========
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- L
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FIDRES 0.125483 Hz
20 3.9846387 sec
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DE 12.00 usec
TE 300.0 K
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TDO 1
= CHANNEL f1
NUC1 1H
Pl 10.40 usec
PL1 -5.00 dB
PL1W 23.82984734 W
SFO1 400.2024714 MHz
SI 32768
SF 400.2000000 MHz
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LB 0.30 Hz
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PC 1.00
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Cl CH, l‘\l 0 AQ 1.3631988 sec
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N=CH 0—C oW 20.800 usec
DE 12.00 usec
300.0 K
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0.00689655 sec
1
= CHANNEL f1
13c
8.80 usec
17.60 usec
-3.00 dB
68.16146088 W
100.6404331 MHz
CHANNEL f2
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NUC2 1H
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PL2 -5.00 dB
PL12 12.50 dB
PL2W 23.82984734 W
PL12W 0.42376125 W
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ST 32768
SF 100.6304203 MHz
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GB 0
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NAME 08-2017
EXPNO 315
PROCNO 1
Date 20170820
CH Time 15.16
3 INSTRUM spect
/—( PROBHD 5 mm PABBO BB-
PULPROG jmod
CH2>-N O D 65536
/ \—4 SOLVENT DMSO
NS 1024
— DS 4
SWH 24038.461 Hz
OCH3 FIDRES 0.366798 Hz
AQ 1.3631988 sec
RG 2050
DW 20.800 usec
N CH DE 12.00 usec
TE 300.0 K
CNST2 145.0000000
CNST11 1.0000000
D1 2.00000000 sec
D20 0.00689655 sec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
| NUC1 13c
8.80 usec
P2 17.60 usec
PL1 3.00 dB
PL1W 68.16146088 W
SFO1 100.6404331 MHz
==== CHANNEL f£2 ========
CPDPRG2 waltzlé
NUC2 1H
PCPD2 78.00 usec
PL2 -5.00 dB
PL12 12.50 dB
PL2W 23.82984734 W
PL12W 0.42376125 W
SFO2 400.2016008 MHz
SI 32768
SF 100.6304203 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 1.00 Hz
GB 0
PC 1.40
T T T T T T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 [0] ppm

Ek Sekil 21. 77a Bilesiginin *C-NMR (DMSO-ds) spektrumu
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12.53

spect

5 mm PABBO BB-
zg30

65536

DMSO

32

0
8223.685

0.125483
3.9846387
144
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1

CHANNEL f1

23.82984734
400.2024714
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NAME 08-2017
EXPNO 355
PROCNO 1
Date_ 20170821
Time 13.53
(:H3 INSTRUM spect
< PROBHD 5 mm PABBO BB-
PULPROG jmod
CH,-N (e} D 65536
/ SOLVENT DMSO
N N \—4 NS 1024
CHs DS 4
/L /J§ OCH; SWH 24038.461 Hz
FIDRES 0.366798 Hz
CH3CHy N 0 O AQ 1.3631988 sec
| Il RG 2050
N=CH 0—C DW 20.800 usec
DE 12.00 usec
TE 300.0 K
CNST2 145.0000000
CNST11 1.0000000
Dl 2.00000000 sec
D20 0.00689655 sec
DO 1
CHANNEL f1
NUC1 13C
Pl 8.80 usec
P2 17.60 usec
PL1 -3.00 dB
PL1W 68.16146088 W
SFO1 100.6404331 MHz
CHANNEL f2
CPDPRG2 waltzlé
NUC2 1H
PCPD2 78.00 usec
PL2 -5.00 dB
PL12 12.50 dB
PL2W 23.82984734 W
PL12W 0.42376125 W
SFO2 400.2016008 MHz
ST 32768
SF 100.6304203 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 1.00 Hz
GB 0
BC 1.40
T T T T T T T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Ek Sekil 24. 77b Bilesiginin BC-NMR (DMSO-ds) spektrumu
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spect
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80.6
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1

CHANNEL f1l ===

1H

10.40

-5.00
23.82984734
400.2024714
32768
400.2000000
EM

0
0.30
0
1.00




816

Transmittance [%]

NAME 08-2017
EXPNO 353
PROCNO 1
Date 20170821
Time 12.36
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBO BB-
PULPROG jmod
CHs TD 65536
/ ( SOLVENT DMSO
CH,-N o) NS 434
/ DS 4
N— N \—< SWH 24038.461 Hz
/l CH3 FIDRES 0.366798 Hz
. OCH AQ 1.3631988 sec
cH” SN0 ‘o 76 20
| I DW 2(1)2858 usec
— — DE . usec
N=CH 0—C TE 300.0 K
CNST2 145.0000000
CNST11 1.0000000
Dl 2.00000000 sec
D20 0.00689655 sec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
NUC1 13C
Pl 8.80 usec
" N i 17.60 usec
PL1 -3.00 dB
PL1W 68.16146088 W
SFO1 100.6404331 MHz
======== CHANNEL f2 ========
CPDPRG2 waltzl6
NUC2 1H
PCPD2 78.00 usec
PL2 -5.00 dB
PL12 12.50 dB
PL2W 23.82984734 W
PL12W 0.42376125 W
SFO2 400.2016008 MHz
ST 2768
SF 100.6304203 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 1.00 Hz
GB 0
PC 1.40
T T T T T T T T T T T I
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm
o o ewe 13
Ek Sekil 27. 77c Bilesiginin "C-NMR (DMSO-ds) spektrumu
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9.703
8.167
8.149
8.146
7.797
7.779
7.669
7.649
7.630
7.603
7.598
7.479
7.424
7.274
7.255
7.159
7.139
4.624
4.092
3.869
3.563
2.831
2.805
2.534
2.529
2.525
2.520
2.516
2.270
2.073
2.045
2.018
1.159
1.143
1.097
1.072

|

EXPNO 356
PROCNO 1
Date 20170818
Time 10.04
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBO BB-
PULPROG 2930
TD 65536
SOLVENT DMSO
NS 32
DS 0
CHs SWH 8223.685 Hz
FIDRES 0.125483 Hz
CHy-N 0 AQ 3.9846387 sec
/ RG 161
N—N DW 60.800 usec

CHs DE 12.00 usec
/l’\ /&O OCHg TE 300.0 K
HaC CH,” N o D1 2.00000000 sec
1

| Il
N=CH O,C@ TDO
= CHANNEL f1

23.82984734 W
400.2024714 MHz
32768
400.2000000 MHz
EM

0
0.30 Hz
0

1.00

v \

T T T T T
10 9 8 7 6 4 1 0 ppm

e 5 3 gk mm ]

Ek Sekil 29. 77d Bilesiginin *H-NMR (DMSO-dg) spektrumu
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NAME 08-2017

EXPNO 357

PROCNO 1

Date 20170818

Time 11.04

INSTRUM spect

CH3 PROBHD 5 mm PABBO BB-

/X PULPROG jmod

CH,-N o) TD 65536
/ \ < SOLVENT DMSO
N—N NS 1024

CH.
| /g ocHy 2 DS 4
Hs SWH 24038.461 Hz
Hﬁ—@cm NG} o FIDRES 0.366798 Hz

| I
_ _ aQ 1.3631988 sec
N=CH 0 C@ RG 2050
pW 20.800

usec

DE 12.00 usec
TE 300.0 K
CNST2 145.0000000

CNST11 1.0000000

2.00000000 sec

0.00689655 sec
1

= CHANNEL f1
Cl 13C

8.80 usec
17.60 usec
-3.00 dB
PL1W 68.16146088 W
SFO1 100.6404331 MHz
HANNEL f2
CPDPRG2 waltzlé
NUC2 1H
PCPD2 78.00 usec
PL2 -5.00 dB
PL12 12.50 dB
PL2W 23.82984734 W
PL12W 0.42376125 W
SFO2 400.2016008 MHz
SI 32768
SF 100.6304203 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 1.00 Hz
GB 0
PC 1.40
T T T T T T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Ek Sekil 30. 77 d Bilesiginin BC-NMR (DMSO-ds) spektrumu
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Ek Sekil 31. 77e Bilesiginin IR spektrumu
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\w\ah&"%/%y/ . /////R.%‘/ NAME 08-2017
hXEI\!O 360
E?S;TO 2017081513
- 2
/_< PROBHD 5 mm PABBO BB-
PULPROG zg30
CH,-N [¢] TD 65536
SOLVENT DMSO
N—N CHy i *
/L OCH3 SWH 8223.685 Hz
HaCO CH, N o 0 FIDRES 0.125483 Hz
I 7\\ AQ 3.984238; sec
N=CH 0=¢ e 60.800 usec
DE 12.00 usec
TE 300.0 K
D1 2.00000000 sec
TDO 1
HANNEL f1
NUC1 1H
P1 10.40 usec
PL1 -5.00 dB
PL1W 23.82984734 W
SFO1 400.2024714 MHz
ST 32768
SF 400.2000000 MHz
wWDwW EM
i 0.30 2
0
g(‘é 1.00
muLM M

T T T T T T T T T T T
10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

EE ol [ghes Eelgs 1

Ek Sekil 32. 77¢ Bilesiginin ‘H-NMR (DMSO-ds) spektrumu
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NAME 08-2017
EXPNO 361
PROCNO 1
Date_ 20170818
Time 13.23
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBO BB-
CH3 PULPROG Jmod
™ 65536
Jonen o oo
N N DS 4
| CHs SWH 24038.461 Hz
/k /\s OCHs FIDRES 0.366798 Hz
H3(;04<©>f(;|_|2 N o] (‘? gg 1.3631988 sec
lll:CH Ofc—@ DW 20.800 usec
DE 12.00 usec
trsT2 145.0000000
CNST11 1.0000000
D1 2.00000000 sec
D20 0.00689655 sec
TDO 1
‘ ‘ ‘ ‘ { ======== CHANNEL fl ========
| %‘ b NUC1 13C
l ’ ‘ { g ‘“ Pl 8.80 usec
P2 17.60 usec
PL1 ~3.00 dB
PL1W 68.16146088 W
SFO1 100.6404331 MHz
======== CHANNEL f2 ========
CPDPRG2 waltzl6
NUC2 1H
PCPD2 78.00 usec
PL2 -5.00 dB
PL12 12.50 dB
PL2W 23.82984734 W
PL12W 0.42376125 W
SFO2 400.2016008 MHz
ST 32768
SF 100.6304203 MHz
WDW EM
SSB 0
1B 1.00 Hz
GB 0
pC 1.40
T T T T T T T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm
: .. . 13
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11.10

spect

5 mm PABBO BB-
2930

65536

DMSO

32

0
8223.685

0.125483
3.9846387
90.5

300.0
2.00000000
1

CHANNEL f1

10.40

-5.00
23.82984734
400.2024714
32768
400.2000000
EM

0

0.30

0

1.00
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Hz
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NAME 08-2017
EXPNO 359
PROCNO 1
Date_ 20170818
CH Time 12.02
3 INSTRUM spect
cH h( i) PROBHD 5 mm PABBO BB-
- PULPROG jmod
A TD 65536
W‘A*N CHs SOLVENT DMSO
cl CH /J\NAO Octs e !
2 | I SWH 24038.461 Hz
N=CH 0o—C FIDRES 0.366798 Hz
20 1.3631988 sec
RG 2050
DW 20.800 usec
DE 12.00 usec
TE 00.0 K
CNST2 145.0000000
1.0000000
2.00000000 sec
0.00689655 sec
1
CHANNEL f1
13c
8.80 usec
17.60 usec
-3.00 dB
PL1W 68.16146088 W
SFO1 100.6404331 MHz
HANNEL f2
CPDPRG2 waltz16
NUC2 1H
PCPD2 78.00 usec
PL2 -5.00 dB
PL12 12.50 dB
PL2W 23.82984734 W
PL12W 0.42376125 W
SFO2 400.2016008 MHz
ST 32768
SF 100.6304203 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 1.00 Hz
GB 0
PC 1.40
T T T T T T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Ek Sekil 36. 77f Bilesiginin *C-NMR (DMSO-ds) spektrumu
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