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Yiksek Lisans Tezi
OZET

TIYOFEN-SCHIFF BAZI iICERIKLI KALKONLARIN SENTEZI VE BIYOLOJIK
OZELLIKLERININ INCELENMESI

Meltem TULUK

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali
Danisman: Dog. Dr. Yasemin UNVER
2018, 36 Sayfa, 10 Sayfa Ek

Bu tez ¢aliymasinda, 2 adet kalkon bilesigi ve 8 adet tiyofenli Schiff bazli kalkon tiirevleri
olmak {izere, orijinal nitelikte toplam 10 adet bilesik sentezlenmistir. Kalkon bilesikleri (3,6) 4-
aminoasetofenonun sirastyla S-feniltiyofen-2-karboksi aldehit ve benzo[b]tiyofen-2-karboksi
aldehitin baz esligindeki reaksiyonundan elde edilmistir. Elde edilen kalkon bilesiklerinin 4 farkli
tiyofen karboksi aldehit ile yag banyosunda yapilan reaksiyonundan 4 ve 7 nolu kalkon tiirevlerinin
sentezi saglanmustir. Sentezlenen bilesiklerin antimikrobiyal, antioksidan ve antileishmanya
aktiviteleri test edilmistir. Antimikrobiyal ve antileishmanial aktivite acisindan en etkili olan 4c ve
7c bilesigine ait Docking caligmalar1 yaptirilmistir. Sentezlenen bilesiklerin yap1 aydinlatilmasi FT-
IR, 'H-NMR ve *C-NMR (APT) spektroskopik yontemlerle yapilmustir.

Anahtar Kelimeler: Kalkon, Tiyofen, Schiff Bazi, Docking Calismasi, Antileismanial, Antioksidan
ve Antimikrobiyal Aktivite.
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SUMMARY

SYNTHESIS OF CHALCONES WITH THIOPHENE-SCHIFF BASE AND BIOLOGICAL
PROPERTIES

Meltem TULUK
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Supervisor: Assoc. Prof. Yasemin UNVER
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In this thesis, a total of 10 compounds were originally synthesized, including 2 chalcone
compounds and 8 thiophene Schiff-based chalcone derivatives. The compounds (3,6) were obtained
from the reaction of 4-aminoacetophenone with 5-phenylthiophene-2-carboxyaldehyde and benzo
[b] thiophene-2-carboxyaldehyde in the presence of base. The synthesis of the compounds 4-7 was
carried out in the oil bath with 4 different thiophene carboxy aldehydes and compounds 3-6.
Antimicrobial, antioxidant and antileishmanial activities of the synthesized compounds were tested.
Docking studies of 4c and 7c compounds, which are the most effective for antimicrobial and
antileishmanial activity, have been carried out. Structure analyses of the synthesized compounds
were carried out by FT-IR, '"H-NMR and *C-NMR (APT) spectroscopic methods.

Key Words: Chalcone, Thiophene, Schiff base, Docking Study, Antileishmanial, Antioxidant and
Antimicrobial Activity.

VIII



Sekil 1.
Sekil 2.

SEKILLER DiZiNi

Antileishmanial aktivite gorintileri...........occcveeeviiiiieeniiiiieeiiieeeens

Ligand etkilesim diyagramlar1 ve bilesik 4c ve 7c'nin baglanma pozu

IX



Tablo 1.
Tablo 2.

Tablo 3.

Tablo 4.
Tablo 5.

Tablo 6.

Tablo 7.
Tablo 8.

TABLOLAR DiZiNi

Sayfa No
3 ve 6 nolu bilesiklerin IR spektral verileri (ATR, cm™, v)....coooeveivnnnnne, 20
3 ve 6 nolu bilesiklerin "H-NMR spektral verileri (400 MHz, DMSO-
A6/ 8-ttt ettt et e aeas 20
3 ve 6 nolu bilesiklerin 3C-NMR (APT) spektral verileri (100 MHz,
DIMSO=A6/ 8) cnveeeitieiieeiie ettt ettt e 21
4 ve 7 nolu bilesiklerin IR spektral verileri (ATR, cm™ ,0) ....ccoovvvivinennnn. 22
4 ve 7 nolu bilesiklerin "TH-NMR spektral verileri (400 MHz, DMSO-
A6/ 8-ttt ettt ettt et e eaeas 23
4 ve 7 nolu bilesiklerin *C-NMR (APT) spektral verileri (100 MHz,
DIMSO=A6/ 8) +nveeeitieiieeiie ettt ettt et ettt ettt 23
Sentezlenen bilesiklerin antimikrobiyal aktivite verileri (ug/pl)................... 25

Bilesiklerin Leishmania infantum promastigotlarina karst minimal
inhibitor konsantrasyon (MIK) degerleri..........ccccevveiiiiiiiiniiiiiiiiieeee. 27



APT
bs

DMSO
DMF
DPPH
E.n.
FRAP
FT-IR

ppm

TMS

°C
I3C-.NMR
'"H-NMR

SEMBOLLER DiZiNi

: Bagli proton testi

: Genis singlet

: Dublet

: Dimetil Siilfoksit

: Dimetilformamit

: 2,2-difenil-pikrilhidrazil

: Erime noktasi

: Demir (IIT) indirgeme / antioksidan gii¢
: Furier transfer-infraret Spektroskopisi

: Multiplet

: Milyonda bir kisim

: Alkil

: Singlet

: Tetrametilsilan

: Santigrat derece

: Karbon-13 Niikleer Magnetik Rezonans

: Proton Niikleer Magnetik Rezonans

XI



1. GENEL BILGILER
1.1. Giris
Kalkonlar iki aromatik halkanin ii¢ karbonla birbirine baglandig1 ve diiz zincirinde a,

B-doymamis bir karbonil grubu iceren genel formiilleri asagida gdsterilen, basit kimyaya

sahip ve kolaylikla tiirevlendirilebilen 6nemli bilesiklerdir.

Kalkonlarin genel formiilii ve numaralandirilmast

Onemli heterohalkali bilesiklerin sentezi i¢in ¢ok uygun ara bilesikler olan
kalkonlarm antioksidan, antiviral, antimalarial, antitumor, antitiiberkiiloz, antiinflammatuar
ve antifungal gibi biyolojik etkilere sahip oldugu belirlenmistir (Rayees vd. 2016; Singh vd.
2014; Mayur vd. 2009; Soloman vd. 2009; Okafor vd. 2007; Bhale vd. 2013; Tilg vd. 2006;
Siddiqui vd. 2011; Lin vd. 2002). Ayrica, nobiletin, tangeretin ve combretastatin A-4 (CA-
4) olarak adlandirilan bazi polimetoksi kalkon tiirevlerinin ¢esitli insan kanser hiicrelerine
kars1 yiiksek oranda sitototoksite gosterdigi belirtilmistir (Salum vd. 2005; Ratkovi vd.
2008).

Biyolojik aktivitelere sahip dogal kalkon bilesiklerinden bazilar1 asagida verilmistir.
Metoksi ve hidroksi substitue kalkonlardan Flavokavain A’nin mesane kanserine ve
Flavokavain B’nin ise prostat kanserine karsi aktivite gosterdigi bulunmustur. Biiteinin
gogiis kanseri hiicreleri i¢in, Sappankalkonun antiinflammatuar, antihiperlipidemik, sedatif
ve anti-alerjenik etkileri oldugu bulunmustur (Zou vd. 2014; Kong vd. 2010; Kamal vd.
2011; Mai vd. 2014; Cao vd. 2013).
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Bitkilerden izole edilen formiilleri asagida gosterilen kalkon tiirevi bilesiklerin,
leishmania parazitine kars1 pozitif aktivite gosterdigi belirlenmistir (Kayser vd. 2001; Zai
vd. 1999).
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Yapilan bir diger ¢caligmada, 8-Floro-3,4-dihidroksikalkonlarin antitimdr aktiviteleri
incelenmis ve bu kalkonlarin fare bazofilik 16semi-1 hiicreleri (RBL-1) iizerinde 5-
lipoksigenaz inhibisyonu ve fare karaciger mikrozomlarinda Fe**-ADP indiiklenmis
NADPH bagiml lipid peroksidasyon iizerinde inhibisyon etkisi gosterdikleri belirlenmistir.
Ayrica 6-Floro-3,4-dihidroksi-2',4'-dimetoksikalkonun kullanilan bir insan kanser hiicre

kiiltiirti paneli (HCC paneli) lizerinde oldukga etkili oldugu goriilmiistiir (Kim vd. 2012).
So o
jopsoe
(l) F OH

Ayrica, kalkonlar biyolojik aktiviteleri yanisira, farkli tipteki optik materyallerde ve
holografik kayit teknolojisi ve polimerlerde UV-absorbsiyon filtresi gibi pek cok uygulama
alaninda da kullamilmakta olduklar1 bilinmektedir (Kayser vd. 2001). Ozellikle hidroksi



grubu iceren kalkonlar, gida endiistrisinde; antioksidan ve tatlandirici, kozmetikte; giinesten
koruyucu madde ve fotografik emulsiyon ajani olarak da kullanilmaktadirlar (Nakamura vd.
2002). Yine yapilan bir diger ¢calismada, kalkon-hidrazon tiirevi bilesiklerin biyolojik olarak
etkili sonuglar gosterdigi bilinmektedir (Raghav vd. 2014).

Schiff bazlarinin antifungal, antibakteriyal, antitumor, antikanser, antiinflammatuar
gibi biyolojik 6zelliklere sahip olduklar: literatiirde belirtilmektedir (Khurshid vd. 2008;
Unver vd. 2014, 2016). Ozellikle, Schiff bazlarinin, antimikrobiyal aktivitelerde (Jiang vd.
2003), insektisitler iizerindeki sinerjik etkilerde (Siddiqui vd. 1988) ve bitki biiyiime
diizenleyicilerinde (Sar1 vd. 2003) oldukea etkili olduklar1 bilinmektedir. Ayrica, kiikiirt
iceren Schiff bazlarmin farmakolojik etkileri bu bilesiklerin sentezine olan Onemi
artirmaktadir (Unver vd. 2018; Vyas vd. 2011).

Dogal iiriinlerden elde edilen ve antimikrobiyal 6zellik gdsteren Schiff bazi grubu

iceren li¢ bilesik asagida verilmistir (Cleiton vd. 2011).

OH

Antimalarial Aktivite

Antibakterial Aktivite

OH

OH

R=H veva OH
Chitosan Tiirevi Antifungal Aktivite

Schiff bazlarinin diger 6nemli bir yan1 da ligant olarak kullanilabilmeleridir. Yapilan
caligmalarda ozellikle Schiff bazlariyla yapilan komplekslerin antibakterial, antikanser ve
antiviral ajan 6zelligine sahip olduklar1 ortaya konulmustur. Ligant olarak kullanilabilecek

bir Schiff bazi bilesigi asagida verilmistir (Daver vd. 2002; Zhang vd. 2012).
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Bir diger onemli heteohalka tiyofen olup, bu halkay1 iceren bilesiklerin anti-
inflammatuar, analjezik, antidepresan, antimikrobial ve antikonvulsant gibi biyolojik
aktivitelere sahip oldugu ortaya konulmustur. Ayrica tiyofen icerikli bazi ilaglar sara
hastaliginin tedavisinde aktif olarak kullanilmaktadir ve kullanilan bu ilaglarin bazilari

asagida verilmigtir (Ravi vd. 2009).

Tiagabine Etizolam Brotizolam
g, ]

Yapilan bir diger calismada, sentezlenen ve antiinflammatuar 6zellige sahip tiyofen

icerikli bilesikler asagida gosterilmistir (Khurshid vd.2008).

Yapilan ¢alismalar heteroatom iceren gruplarin metal korozyonuna karsi inhibitor
olarak kullanilabilecegini ortaya koymustur. Bircok heterosiklik bilesik polar gruplar1 ve pi
bag1 elektronlariyla korozyona kars1 inhibitor olarak kullanilabilir. Ozellikle asidik ¢ozelti
korozyonuna kars1 bu tiir 6zelliklere sahip organik bilesikler metal yiizeylere adsorplanarak

metallerin korozyonunu Onleyebilir. Tiyofen igerikli Schiff bazlarmin bu amagcla



kullanilabilirligi miimkiindiir. Bu amag i¢in sentezlenmis tiyofen icerikli iki bilesik asagida

verilmigtir (Issaadi vd. 2011).

Tiyofen halka sistemlerini i¢eren ¢esitli bilesiklerin endiistriyel uygulama alanlarinda
birgok amaca yonelik olarak kullanildig1 goriilmektedir. Isik yayan polimer diyotlar (PLED),
alan etkili polimer transistorler ve fotovolkanik hiicreler (PVC) gibi alanlarda konjuge
polimerler biiyiikk 6neme sahiptir. Giiniimiizde bu alanda yapilan ¢caligmalarda politiyofen ve
bunun tiirevleri lizerinde durulmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda politiyofen ve tiirevleri diger
konjuge polimerlerle karsilastirildiginda yiiksek yiik tasima kapasitesi ihtiva ettiklerinden
dolayt PLED ve PVC’lerin genis uygulama alanlarinda aktif materyaller olduklar1 ortaya
konulmustur. Bu durum baz aliarak yapilan bir ¢aligmada elde edilen politiyofen bilesigi

asagida gosterilmektedir (Bin vd. 2009).

OCgH47

gk o
-0,

Bu literatiirel veriler 151¢inda, antimikrobiyal, antioksidan ve antileishmanial

aktiviteye sahip olma ihtimali yiiksek, literatiirde mevcut olmayan, tiyofen kalkon ve
tiyofen-Schiff bazi i¢erikli yeni kalkon tiirevi molekiillerin sentezi amaglanmig ve ¢alismaya
ait sentez asamalarma iliskin denklem asagida gosterilmistir. Bu calisma kapsaminda

kullanilan tiyofen karboksaldehit tiirevleri gelisi gilizel degil, elde edilecek biyolojik



sonuglarin SAR ¢aligmasi yapilabilmesi ve bir baska projeye alt yap1 olusturmasi1 amaciyla

secilmislerdir.

X
g ) CHO
S
180-200 °C

4,7
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2. YAPILAN CALISMALAR

Sentezlenen bilesiklerin IR spektrumlar1 Perkin Elmer FT-IR 1600 FT-IR (4000-400
cm’!) spektrofotometre cihazi, 'H-NMR, 3*C-NMR spektrumlar1 Bruker marka 400 MHz’lik
NMR cihazinda DMSO-ds ¢oziiclisii ile alimmistir. Sentez ve yapr aydmlatilmasinda
kullanilan ¢oziicii ve kimyasal maddeler Fluka, Merck ve Aldrich firmalarindan temin

edilmis olup, ¢oziiciilerin tiimii uygun saflastirma ve kurutma islemlerinden gecirilmistir.

2.1. Orijinal Nitelikteki Bilesiklerin Sentezi
2.1.1. 1-(4-aminofenil)-3-(5-feniltiyofen-2-il)prop-2-en-1-on (3)

100 mL'lik silifli yuvarlak dipli balona, 4-aminoasetofenon (0.01 mol) ve 0.01 mol
NaOH’in 50 mL su ve 50 mL etanoldeki ¢ozeltisi ilave edildi. Yarim saat karistirildiktan
sonra 5-feniltiyofen-2-karboksaldehit (0.01 mol) ilave edildi. Reaksiyon oda sicakliginda
karistirilmaya devam edildi. Reaksiyon ilerleyisi TLC ile kontrol edilerek yaklasik 8 saat
sonunda sonlandirildi. Olusan kat1 {iriin etil alkol-su (2-1) ¢o6ziicii sistemiyle birka¢ kez
kristallendirilerek saflastirildi. Liyofilizatorde kurutuldu. E.n: 194-196 °C. Verim: %85.

Sentezlenen 3 nolu bilesik i¢in;

IR spektrumu, Ek Sekil 1

'"H-NMR spektrumu, Ek Sekil 2

BC-NMR (APT) spektrumu, Ek Sekil 3

Sentezlenen 3 nolu bilesige ait acik formiil agagida gosterilmistir:

NHz



2.1.2. 1-(4-aminofenil)-3-(benzo|b]tiyofen-2-il)prop-2-en-1-on (6)

100 mL'lik silifli yuvarlak dipli balona, 4-aminoasetofenon (0.01 mol) ve 0.01 mol
NaOH’in 50 mL su ve 50 mL etanoldeki ¢ozeltisi ilave edildi. Yarim saat karistirildiktan
sonra benzo[b]tiyofen-2-karboksaldehit (0.01 mol) ilave edildi. Reaksiyon oda sicakliginda
karistirilmaya devam edildi. Reaksiyon ilerleyisi TLC ile kontrol edilerek yaklasik 8 saat
sonunda sonlandirildi. Olusan kat1 {iriin etil alkol-su (2-1) ¢o6ziicii sistemiyle birka¢ kez
kristallendirilerek saflastirildi. Liyofilizatdrde kurutuldu. E.n: 206-208 °C. Verim: %90.

Sentezlenen 6 nolu bilesik i¢in;

IR spektrumu, Ek Sekil 4

'H-NMR spektrumu, Ek Sekil 5

BC-NMR (APT) spektrumu, Ek Sekil 6

Sentezlenen 6 nolu bilesige ait acik formiil asagida gosterilmistir:

2.1.3. 3-(5-feniltiyofen-2-il)-1-(4-((-tiyofen-2-ilmetilene)amino)fenil)prop-2-en-1-
on (4a)

100 mL’lik yuvarlak dipli balona, 3 nolu kalkon bilesigi (0.01 mol) ve tiyofen-2-
karboksaldehid (0.01 mol) ilave edilerek, magnetik karistirict yardimiyla yag banyosu
icerisinde 180-200 C’de TLC ile kontrol edilerek 2-3 saat 1sitilarak karistirildi. Reaksiyon
sonucunda elde edilen nihai iirtin DMF-su (2:1) ile kristallendirilerek saflastirildi.
Desikatdrde, vakum altinda silikajel-blue yaninda kurutuldu. E.n.: 178-180 "C, Verim: %83.

Sentezlenen 4a bilesigi i¢in;

IR spektrumu, Ek Sekil 7

'H-NMR spektrumu, Ek Sekil 8

BC-NMR spektrumu, Ek Sekil 9

Sentezlenen 4a nolu bilesige ait agik formiil agagida gosterilmistir:



are SO

2.1.4. 1-(4-((-(5-bromotiyofen-2-il)metilene)amino)fenil)-3-(5-feniltiyofen-2-
i prop-2-en-1-on (4b)

100 mL’lik yuvarlak dipli balona, 3 nolu kalkon bilesigi (0.01 mol) ve 5-bromotiyofen-
2-karboksaldehid (0.01 mol) ilave edilerek, magnetik karistirici yardimiyla yag banyosu
icerisinde 180-200 "C’de TLC ile kontrol edilerek 2-3 saat 1sitilarak karistirildi. Reaksiyon
sonucunda elde edilen nihai iirtin DMF-su (1:1) ile kristallendirilerek saflastirildi.
Desikatdrde, vakum altinda silikajel-blue yaninda kurutuldu. E.n.: 200-202 “C, Verim: %85.

Sentezlenen 4b bilesigi i¢in;

IR spektrumu, Ek Sekil 10

'"H-NMR spektrumu, Ek Sekil 11

BC-NMR spektrumu, Ek Sekil 12

Sentezlenen 4b nolu bilesige ait acik formiil asagida gosterilmistir:
S > Br
S aat ety

2.1.5. 1-(4-((-(5-nitrotiyofen-2-il)metilene)amino)fenil)-3-(5-feniltiyofen-2-
il)prop-2-en-1-on (4¢)

100 mL’lik yuvarlak dipli balona, 3 nolu kalkon bilesigi (0.01 mol) ve 5-nitrotiyofen-
2-karboksaldehid (0.01 mol) ilave edilerek, magnetik karistirict yardimiyla yag banyosu
igerisinde 180-200 ‘C’de TLC ile kontrol edilip 2-3 saat sitilarak karistirildi. Reaksiyon
sonucunda elde edilen nihai iirtin DMF-su (1:1) ile kristallendirilerek saflastirildi.

Desikatdrde, vakum altinda silikajel-blue yaninda kurutuldu. E.n.: 222-224 °C, Verim: %76.
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Sentezlenen 4c bilesigi i¢in;

IR spektrumu, Ek Sekil 13
'"H-NMR spektrumu, Ek Sekil 14
BC-NMR spektrumu, Ek Sekil 15

Sentezlenen 4c¢ nolu bilesige ait agik formiil agagida gosterilmistir:
9 ° NO
Oy~

2.1.6. 1-(4-((-(3-metiltiyofen-2-il)metilene)amino)fenil)-3-(5-feniltiyofen-2-
i prop-2-en-1-on (4d)

100 mL’lik yuvarlak dipli balona, 3 nolu kalkon bilesigi (0.01 mol) ve 3-metiltiyofen-
2-karboksaldehid (0.01 mol) ilave edilerek, magnetik karistirici yardimiyla yag banyosu
icerisinde 180-200 °C’de TLC ile kontrol edilip 2-3 saat isitilarak karistirildi. Reaksiyon
sonucunda elde edilen nihai iirtin DMF-su (1:2) ile kristallendirilerek saflastirildi.
Desikatdrde, vakum altinda silikajel-blue yaninda kurutuldu. E.n.: 149-150 °C, Verim: %70.

Sentezlenen 4d bilesigi i¢in;

IR spektrumu, Ek Sekil 16

'"H-NMR spektrumu, Ek Sekil 17

BC-NMR spektrumu, Ek Sekil 18

Sentezlenen 4d nolu bilesige ait agik formiil asagida gosterilmistir:

a0 \m

2.1.7. 3-(benzo[b]tiyofen-2-il)-1-(4-((tiyofen-2-ilmetilene)amino)fenil)prop-2-en-
1-on (7a)

100 mL’lik yuvarlak dipli balona, 6 nolu kalkon bilesigi (0.01 mol) ve tiyofen-2-
karboksaldehid (0.01 mol) ilave edilerek, magnetik karistirict yardimiyla yag banyosu
icerisinde 180-200 °C’de TLC ile kontrol edilip 2-3 saat 1sitilarak karistirildi. Reaksiyon
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sonucunda elde edilen nihai iirtin DMF-su (2:1) ile kristallendirilerek saflastirildi.
Desikatdrde, vakum altinda silikajel-blue yaninda kurutuldu. E.n.: 229-231 °C, Verim: %85.
Sentezlenen 7a bilesigi i¢in;
IR spektrumu, Ek Sekil 19
'H-NMR spektrumu, Ek Sekil 20
BC-NMR spektrumu, Ek Sekil 21

Sentezlenen 7a nolu bilesige ait agik formiil agagida gosterilmistir:

2.1.8. 3-(benzo[b]tiyofen-2-il)-1-(4-((5-bromotiyofen-2-ilmetilene)amino)fenil)
prop-2-en-1-on (7b)

100 mL’lik yuvarlak dipli balona, 6 nolu kalkon bilesigi (0.01 mol) ve 5-bromotiyofen-
2-karboksaldehid (0.01 mol) ilave edilerek, magnetik karistirici yardimiyla yag banyosu
icerisinde 180-200 °C’de TLC ile kontrol edilip 2-3 saat 1sitilarak karistirildi. Reaksiyon
sonucunda elde edilen nihai iirtin DMF-su (1:2) ile kristallendirilerek saflastirildi.
Desikatdrde, vakum altinda silikajel-blue yaninda kurutuldu. E.n.: 203-205 °C, Verim: %92.

Sentezlenen 7b bilesigi i¢in;

IR spektrumu, Ek Sekil 22

'"H-NMR spektrumu, Ek Sekil 23

BC-NMR spektrumu, Ek Sekil 24

Sentezlenen 7b nolu bilesige ait agik formiil asagida gosterilmistir:
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2.1.9. 3-(benzo[b]tiyofen-2-il)-1-(4-((5-nitrotiyofen-2-ilmetilene)amino)fenil)
prop-2-en-1-on (7¢)

100 mL’lik yuvarlak dipli balona, 6 nolu kalkon bilesigi (0.01 mol) ve 5-nitrotiyofen-
2-karboksaldehid (0.01 mol) ilave edilerek, magnetik karistirici yardimiyla yag banyosu
icerisinde 180-200 ‘C’de TLC ile kontrol edilip 2-3 saat sitilarak karistirildi. Reaksiyon
sonucunda elde edilen nihai iirtin DMF-su (1:1) ile kristallendirilerek saflastirildi.
Desikatdrde, vakum altinda silikajel-blue yaninda kurutuldu. E.n.: 224-226 “C, Verim: %89.

Sentezlenen 7c bilesigi i¢in;

IR spektrumu, Ek Sekil 25

'H-NMR spektrumu, Ek Sekil 26

BC-NMR spektrumu, Ek Sekil 27

Sentezlenen 7c¢ nolu bilesige ait agik formiil agagida gosterilmistir:

2.1.10. 3-(benzo|b]tiyofen-2-il)-1-(4-((3-metiltiyofen-2-ilmetilene)amino)fenil)
prop-2-en-1-on (7d)

100 mL’lik yuvarlak dipli balona, 6 nolu kalkon bilesigi (0.01 mol) ve 3-metiltiyofen-
2-karboksaldehid (0.01 mol) ilave edilerek, magnetik karistirici yardimiyla yag banyosu
icerisinde 180-200 ‘C’de TLC ile kontrol edilip 2-3 saat sitilarak karistirildi. Reaksiyon
sonucunda elde edilen nihai iirtin DMF-su (1:3) ile kristallendirilerek saflastirildi.
Desikatdrde, vakum altinda silikajel-blue yaninda kurutuldu. E.n.: 218-220 °C, Verim: %78.

Sentezlenen 7d bilesigi i¢in;

IR spektrumu, Ek Sekil 28

'H-NMR spektrumu, Ek Sekil 29

BC-NMR spektrumu, Ek Sekil 30

Sentezlenen 7d nolu bilesige ait acik formiil asagida gosterilmistir.
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2.2. Sentezlenen Bilesiklerin Biyolojik Aktivite Tayinleri

2.2.1. Antimikrobiyal Aktivite Test Yontemi

Sentezlenen bilesiklerin antibakteriyel aktivitesi Muller—Hinton Broth (MHB, Merck,)
siv1 besiyeri ve antifugal aktivitesi Sabouraud Dextrose Broth (SDB, Merck) sivi besiyeri
kullanilarak cift kat seri sulandirim mikrodiliisyon sivi test metodu kullanilarak yapild.
Oncelikle elimizde -80°C’de derin dondurucuda saklanmis olan bakteri izolatlari, Nutrient
Agar Kkat1 besiyerlerine pasajlanarak saflik kontrolii yapilarak canlandirildi. Uremis olan
bakteri kolonilerinden 6ze yardimiyla alinarak icerisinde 2 mL MHB besiyeri bulunan steril
cam tiiplere konuldu. Bu kiiltiir tiipleri inkiibatorde 37°C’de bir gece bekletilerek iiremesi
saglandi. Bir gece bekletilmis standart kiiltiir izolatlar1 MHB besiyeri eklenerek her ml’sinde
107-10® kob/mL (koloni olusturan birim) arasida olacak sekilde McFarland 0,5 bulaniklig:
standardina gore ayarlanarak hazirlandi.

Benzer sekilde mantar izolatlar1 derin dondurucudan ¢ikartilarak Sabouraud Dextrose
Agar (SDAB, Merck) besiyerinde canlandirilarak saflik kontrolii yapildi. Ureyen
kolonilerden alinarak 2 mL SDB besiyerine konularak inkiibatérde 37°C’de bir gece
bekletilerek iiremesi saglandi. Ureyen mantar izolatlar1 SDB besiyeri eklenerek her ml’sinde
10°-10° kob/mL (koloni olusturan birim) arasinda olacak sekilde McFarland 0.5 bulaniklig1
standardina gore ayarlanarak hazirlandi.

Sentezlenen kat1 haldeki bilesiklerin stok soliisyonu test edilen mikroorganizmalara
kars1 inhibitor etki gdstermeyen ve orani %10’u ge¢meyen dimetil siilfoksit, (DMSO,
Sigma-Aldrich, USA) alkol veya diger ¢oziiciiler icerisinde ¢oziilecek ve son
konsantrasyonu 25 mg/mL olacak sekilde bakteriler icin MHB siv1 besiyeri, mantarlar i¢in
SDB besiyeri i¢erisinde hazirlandi. Bu hazirlanmis olan stok soliisyon 0.45 pum capl steril
membran filtreden gegcirilip siiziilerek ve steril bir tiip icerisinde toplanarak sterilizasyonu

saglandi.
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2.2.1.1. Antimikrobiyal Aktiviteye Bagh MIK Degerinin Belirlenmesi

Antibakteriyel aktivite icin bilesigin minimal inhibisyon konsantrasyonu (MIK)
belirleme islemi diiz tabanli 96 kuyucuklu steril mikroplakalar kullanilarak yapildi. Test
edilecek her bir bakteri izolat1 i¢in mikropleytin 12 kuyucuk iceren bir siras1 kullanildi.
Oncelikle biitiin kuyucuklara steril 100 uL. MHB besiyeri eklendi ve ilk kuyucuga test
edilecek bilesigin stok soliisyonundan 100 puL almarak son konsantrasyonu 12.800 pg/ml
olacak sekilde eklenerek pipetle karistirildi. Sonra bu ilk kuyucuktan 100 pl alinarak 2.
kuyucuga aktarilarak bilesigin konsantrasyonu 6.400 pg/mL’ye, yani yariya diisiiriilerek
indirildi ve bu kuyucuktan da ayni sekilde 100 pL almarak 3. kuyucuga aktarildi. Bu sekilde
bu islem tekrarlanarak 10. kuyucuga kadar seri sulandwrim yapilarak bilesigin
konsantrasyonu son kuyucukta 25 pg/mL olacak sekilde ayarlanildi. Negatif kontrol olarak
kullanilan 11. kuyucuga bilesigin stok soliisyonundan 100 pL ilave edildi. Pozitif kontrol
olarak kullanilan 12. kuyucuga ise bilesik eklenmedi. Kuyucuklarda seri sulandirimi
yapilmig olan bilesigin iizerine daha O6nce hazirlanmis olan standart bakteri izolatindan
negatif kontrol kuyucugu hari¢ hepsine 100 pL eklendi. Bu islem test edilecek tiim farkl
bakteri izolat1 i¢in ayni1 sekilde yapildi.

Mikroplaklarin tizeri steril kapaklari ile kapatilarak, kontaminasyonu engellemek i¢in
kenarlar1 parafilm ile sarildi. Pleytler 37°C’de intobatdrde 20 saat inkiibasyona birakildi. Bu
stirenin sonunda kapaklar acilarak tiim kuyucuklarin {izerine 20 pL steril alamar mavisi
(Sigma-Aldrich, USA) stok soliisyonundan eklendi. Tekrar inkiibatorde 4 saat inkiibe edildi.
Son inkiibasyon sonrasinda kuyucuktaki karigimin pembe renge donmesi pozitif bakteriyel
iireme olarak yorumlanirken, mavi rengin degismeden kalmas1 bakteri tiremesinin olmadig1
seklinde yorumlanmistir. MiK degeri maviden pembeye doniismeyen en son kuyucuk olarak
belirlenmistir.

Antifungal aktivite calismasinda kat1 besiyeri olarak SDA kullanilirken, sivi besiyeri
olarak SDB kullanilmistir. Diger biitiin islemler antibakteriyel aktivite caligmasinda
yapildig1 gibi ayn1 sekilde antifungal aktivite ¢alismasi icin de yapilmuistir. MIK degeri
bakteriler i¢in 24 saat sonra, mantarlar i¢in 24-48 saat sonrasinda gozlemlenerek kaydedildi.
Ayrica bakteriyel ¢caligma i¢in Amikasin ve Ampisilin, mantar ¢aligmasi i¢in Flukonazol
standart ilag olarak kontrol amaglh kullanildi. Antibakteriyel aktivite sonucu, standart bakteri
izolatlarmin amikasin antibiyotigine karst MiK yorumlama kriterleri CLSI’e (Clinical and

Laboratory Standards Institute) gore yapildi
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Antifungal aktivite sonucu MIK degerleri Flukonazol standart antifungal ilactn MiK
degerleri ile karsilastirildi. Testin gecerliligi, tiim pozitif ve negatif kontrollerin ¢aligmasina
gore belirlendi (tiim negatif kontroller mavi kalmali, tiim pozitif kontroller pembe renge
dontismelidir). Elde edilen sonuglar dogrultusunda sentezlenmis bilesiklere farkli yapilar

eklenerek antimikrobiyal aktivitesinin arttirilip arttirilamayacagi degerlendirildi.

2.2.1.2. Alamar Mavisinin Hazirlamasi

Toz haldeki alamar mavisi (Sigma-Aldrich, USA) antimikrobiyal aktivitenin
incelenmesinde indikatdér boya olarak kullanildi. Alamar mavisinin stok soliisyonu
hazirlandiktan sonra 0.45 pm ¢apli steril membran filtreden gecirilip siiziilerek ve steril bir
tiip i¢erisinde toplanarak sterilizasyonu saglandi.

Alamar mavisi lenfositlerde ve diger hiicre hatlarinda proliferasyon (¢ogalma) ve
sitotoksisite aragtirmalar1 i¢cin kullanigl bir yontem oldugu bilinmektedir. Alamar mavisi
metabolik aktivitenin tespitine dayanan bir florometrik/kolorometrik iireme indikatoriidiir
(OBrien vd. 2000). Bu boya hiicre canlilig1 ve toksisite, hiicresel biiyliime 6l¢iimleri i¢in
cesitli deneylerde kullanilan ve uzun inkiibasyon siiresi boyunca canli hiicreler i¢in toksik
etki gdstermeyen bir maddedir (Mikus vd. 2000).

Sentezlenen bilesiklerin antibakteriyel aktivitesinde kullanilan bakteriler;

1. Escherichia coli ATCC 25922,

2. Bacillus subtilis subsp. spizizenii ATCC 6633,

3. Staphylococcus aureus ATCC 25923,

4. Klebsiella pneumonia ATCC 700603,

5. Yersinia pseudotuberculosis ATCC 911,

6. Bacillus cereus RSKK 709,

7. Acinetobacter baumannii RSKK 02026,
8. Enterobacter cloacea ATCC 13047,
Sentezlenen bilesiklerin antifungal aktivitesinde kullanilan maya;

9. Candida albicans ATCC 14053

Standart bakteri ve maya izolatlar1 Amerikan tipi kiiltiir koleksiyonundan (ATCC:
American Type Culture Collection) ve Refik Saydam kiiltiir koleksiyonundan (RSKK) elde

edilmistir.
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2.2.2. Antioksidan Aktivite Yontemleri

2.2.2.1. DPPH Yontemi

Hazirlanan tiim bilesiklerin antioksidan aktiviteleri literatiirde tanimlanan yontemler
izlenerek yapildi (Cuendet vd. 1997; Burits and Bucar 2000). Bu yontemde, hidrojen
atomlar1 veya elektron veren bilesiklerin, radikal 2,2-difenilpikrilhidrazil (DPPH)’yi
temizlenmesi ve karakteristik mor renginin spektrofotometrik yontemle belirlenmesi esasina
dayanir. Yani, materyal ne kadar gii¢lii antioksidan &zellige sahipse metanolik DPPH
cozeltisinin rengini o kadar cok agmasi beklenir. Bu yontemde test edilecek olan
numunelerin, ¢esitli derisimlerde hazirlanan 50 puL’lik metanol i¢inde hazirlanan ¢ozeltisi
%0.004°lik (w/v) DPPH ¢ozeltisinin 5 mL’si ile karistirildi. 30 dakikalik karanlikta
inkiibasyon sonrasinda, drneklerin absorbanst 517 nm’de 6lgiildii. Oziitlerin absorbans
degeri bos kontrole (50 uL metanol) kars1 degerlendirildi. Her bir 6ziitiin ve bos kontrol
testlerinin absorbans degerleri kullanilarak bilesik % inhibisyon degerleri asagida verildigi
sekliyle hesapland1 (Burits ve Bucar, 2000).

Elde edilen % inhibisyon degerleri numune derigimlerine karsi grafige gegirilerek her
bir 6ziitiin %50 renk ac¢ilimmi saglayan derisimleri %50 inhibisyon (ICso) degeri olarak
hesaplandi. Pozitif kontrol olarak BHT ve askorbik asit (bilinen diger antioksidan
bilesiklerde olabilir) gibi sentetik antioksidanlar kullanildi.

2.2.2.2. Demir Indirgeme/Antioksidan Gii¢c (FRAP) Tayini

Bu yontem, ferrik 2,4,6-tripyridyl-striazin kompleksinin (Fe3+ -TPTZ) antioksidan
molekiiller, varliginda Fe2+-TPTZ’ye indirgenmesine dayanir (Benzie and Strain 1999).
TPTZ, FeCl; ve asetat tamponu igeren 3 mL FRAP reaktifi ve 100 pL bilesik 6rnekleri
karistirildiktan 4 dakika sonra spektrofotmetrede 593 nm’de absorbansi okundu.
Kalibrasyon i¢in Troloks’un (bilinen ve kullanilan diger standart antioksidan bilesiklerde
kullanildi) degisen konsantrasyonlar1 (100-1000 pM) kullanildi. Analizler ii¢ tekrarl

yapilarak ol¢iimlerin + standart sapma degerleri hesaplandi.
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2.2.3. Antileishmanial Aktivite Test Yontemi

2.2.3.1. Leishmania infantum Promastigotlarinin Hazirlanmasi

Antiparazitik aktivite ¢aligmasinda, aksenik standart MON-183 (Montpellier sistemi)
Leishmania infantum promastigot izolatlar1 kullanilmistir. Temin edilen standart izolatlar,
icerisine %1 Penisilin (P3032 Sigma-Aldrich USA), %10 Fetal Bovin Serum (FBS F4135
Sigma-Aldrich USA), Streptomisin (S9137 Sigma-Aldrich USA) ve (100.000 iinite penisilin
ve 10 mg streptomisin) eklenmis RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute) (R8758
Sigma Aldrich USA) besiyerinde ¢ogaltilmis ve pasajlanarak devamliligi saglanmigtir.

Standart promastigot izolatlar1 liretildikleri besiyerinden 20 mL almarak steril falkon
tiiplerine aktarildi ve 10 dakika 1.000 g’de santrifiij edildi. Daha sonra tiiplerdeki siipernatant
atilarak ¢okeltide bulunan promastigotlarin iizerine yaklasik 40 mL steril PBS eklendi ve
diistik devirde vortekslendi. Bu hazirlanan ¢6zelti 10 dak. 1.000 g’de santrifiij edildi ve islem
i¢c kez tekrarlanarak promastigotlarin PBS ile yikanmasi saglandi. Son olarak,
promastigotlar, RPMI-1640 ile hemasitometre kullanilarak 2.5x10” hiicre/mL'lik bir hiicre

sayisina seyreltilmistir.

2.2.3.2. In Vitro Antileishmanial Aktivite Testi

Dimetilsiilfoksit (DMSO)/H20 (%10) icerisinde ¢oziilen bilesiklerin stok ¢ozeltileri,
1s1 ile inaktive edilmis %10 FBS iceren RPMI-1640 besiyeri eklenmesiyle 40 mg/mL'lik
konsantrasyonda olacak sekilde hazirlandi ve 0.45-um membran filtre (Millipore, ABD) ile
sterilize edildi. Antileishmanial aktivite testi 96 kuyucuklu mikroplaklarda yapildi Ilk
olarak, tiim kuyucuklara 100 pL antibiyotik eklenmemis RPMI-1640 besiyeri eklendi. i1k
kuyucuklara hazirlanmig olan bilesik stok ¢ozeltisinden 100 pL eklendi ve pipetlenerek
karigmasi saglandi. Sonra bu kuyucuktan 100 pL alinarak 2. kuyucuga eklendi ve karistirildi.
Ayni sekilde 2. kuyucuktan 3. kuyucuga aktarilarak seri diliisyonla 6. kuyucuga kadar iglem
tekrarlanarak son kuyucuktan alinan ¢ozelti disar1 atildi. Diliisyon oranlar1 20 000 pg/mL ile
625 pg/mL arasinda yapildi. Bu kuyucuklarin iizerine 100 pL 6nceden hazirlanmis olan
Leishmania infantum promastigot izolatlar1 eklendi. Negatif kontrol olarak 7. kuyucuga
sadece 100 puL stok ¢ozeltiden, pozitif kontrol olarak 8. kuyucuga sadece 100 pL standart
parazit izolat1 ilave edildi. Mikroplakalar 27°C'ye ayarlanmis sogutmali etiivde 20 saatlik
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inkiibasyondan sonra iizerine 20 pL alamar mavisi (Resazurin sodium salt R7017 Sigma
Aldrich ABD) (0.1 mg/mL olarak hazirlanmis ve filtrasyon ile sterilize edilmis) eklendi.
Tekrar 27°C’de 4 saat daha inkiibasyona birakilmig ve mikroplakalar 24, 48 ve 72 saat sonra
gorsel olarak degerlendirildi. Ayrica tiim kuyucuklardan 30 pL 6rnek alinarak lam-lamel
arasinda taze preparat hazirlanarak promastigotlarm canliliklar1 gozlemlenerek, c¢ikan
sonuclar dogrulandi. Amfoterisin B standart kontrol ilaci olarak kullanilmigtir. Her bir test

iki kez tekrarlanmistir.

2.3. Docking Protokolii

Molekiiler docking c¢aligmalar1 (Release vd. 2015) potansiyel aktif ligandlarin
muhtemel etkilesimleri incelemek i¢in Schrodinger, Maestro Molekiiler Modelling
platformu (version 10.1) kullanilarak gergeklestirilmistir. Trypanothione rediiktaz (TryR)
enzimin X-i1s1m1 kristal yapist PDBID 2JK6'y1 kullanarak Protein Veri Bankasindan
indirilmistir (Baioccoud vd. 2009). Protein yapisi, docking ¢alismasinda kullanilmadan 6nce
Schrodinger Maestro molekiiler modelleme paketinin protein hazirlama modiilii kullanilarak
hazirlanmistir. Protein hazirlama asamasinda, proteinlerin eksik yan zincirleri Prime araci
kullanilarak dolduruldu ve eksik aminoasit kalintilar1 giincellendi. Protein, liganddan
baglanma bolgesinin 5 A®’luk bdlgesi disinda kalan su molekiillerinin uzaklastirilmasiyla
yeniden optimize edildi.

Ligand optimizasyonu i¢in LigPrep modiilii kullanilarak nétr pH ve OPLS 2005
kuvvet alani sartlar1 altinda en diisiik enerji 3D yapilar1 elde edildi. Protein hazirlandiktan
sonra, tiim molekdiller reseptdr yapilarmin baglanma yerlerinde 20 A° yarigapindaki reseptor
1zgarasina yerlestirildi.

Proteinlerin aktif bolgelerindeki ligandlar ve protein arasindaki baglanma enerjilerinin
ve etkilesimlerinin tahmin edilmesi i¢in Induced Fit Docking protokolii ile birlestirilmis olan
Glide/XP ydntemi uygulanmustir. Indiiklenmis Fit Docking (IFD) yaklasimi, kenetlenme
simiilasyonlar1 boyunca hem ligand hem de aktif bolgedeki aminoasitlerin esnekligini saglar.
IFD-extended sampling protokolii altinda, enzim yeniden optimize edildi ve enzim kristal
yapisinda bulunan bagli ligand ¢evresinde i1zgara olusturuldu. Enzimin yan zincirleri
otomatik olarak kirpildi. Her ligand i¢in maksimum 80 poz olusturuldu. Prime yenilenmesi,
ligandin ¢evresinde 5 A°’luk alan i¢indeki protein kalintilar1 i¢in gergeklestirilmistir. Glide

redocking, en diisiik enerjili konformasyonlarin 30 kcal/mol yakinindaki yapilar igin
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gerceklestirildi. Docking skorlari, protein baglanma bolgesindeki her ligand i¢in en iyi pozu

degerlendirmek i¢in kullanild.



3. BULGULAR

3.1. Bilesiklerin Spektroskopik Sonuclari

Calismamizin sentez asamasina ait birinci basamagini olusturan 3 ve 6 nolu kalkon

bilesiklerine ait formiiller asagida verilmistir.

Sentezlenen 3 ve 6 nolu bilesiklere ait FT-IR, '"H-NMR ve '*C-NMR spektroskopik

verileri degerleri Tablo 1, Tablo 2 ve Tablo 3’de sirastyla sunulmustur.

Tablo 1. 3 ve 6 nolu bilesiklerin IR spektral verileri (ATR, cm™, v")

IR NH; =C-H C=0 C=C
3 3464,3331 3056 1643 1625,1584,1573
6 3474,3350 3058 1639 1615,1596,1590

Tablo 2. 3 ve 6 nolu bilesiklerin "H-NMR spektral verileri (400 MHz, DMSO-de/ 8)

'H-NMR NH: CH=CH-C=0 Tiyofen H Arom. H
3 6.19,s,2H | 7.54, bs, H> 7.88,d, 1H, J=8Hz 6.62,d, 2H
7.80, bs, Hi 7.61,d, 1H, J=8Hz 7.36-7.39, m, 1H
7.45-7.51, m, 2H
7.61,d, 2H
7.72-7.76, m, 2H
6 6.20,s,2H | 7.39-7.54, m, H, | 7.85-7.70, m, 1H 6.62,d, 2H
7.85-7.70, m, H; 7.39-7.54, m, 1H
7.85-7.70, m,3H
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Tablo 3. 3 ve 6 nolu bilesiklerin *C-NMR (APT) spektral verileri (100 MHz, DMSO-
ds/ 8)

BC-NMR (APT) | CiH=C,H-C=0O | Tiyofen C Arom. C Cc=0
3 134.59 C1 121.31 CH 113.27 2CH 185.61
133.79 C2 125.53 CH 125.68 C
140.08 C 126.04 2CH
146.29 C 128.94 CH; 129.76 2CH
131.44 2CH; 133.61 C
133.79 CH
154.37 C
6 135.01 C1 123.15 CH 113.152CH; 123.90 CH | 185.41
129.61 C2 139.86 C 124.83 CH
140.08 C 125.35C
140.82 C 125.41 CH
126.57 CH
131.54 2CH
154.45 C

Sentezlenen 3 nolu kalkon bilesiginin tiyofen-2- karboksaldehit, 5-bromotiyofen-2-
karboksaldehit,  5-nitrotiyofen-2-karboksaldehit,  3-metiltiyofen-2-karboksaldehit’lerin
silikon yag banyosunda reaksiyonu sonucu 4(a-d) nolu (Schiff bazlar1) bilesiklerin sentezleri
gerceklestirilirken, 6 nolu kalkon bilesigi ile ayni aldehit tiirevlerinin ayni reaksiyon
sartlarinda verdigi reaksiyonlar sonucu 7(a-d) nolu bilesikler sentezlenmis ve formiilleri

sirastyla asagida gosterilmistir.



»

Sentezlenen Schiff bazi icerikli kalkonlara 4-7 (a-d) ait FT-IR, 'H-NMR ve '*C-NMR

spektroskopik verileri degerleri Tablo 4, Tablo 5 ve Tablo 6’da sirasiyla sunulmustur.

Tablo 4. 4 ve 7 nolu bilesiklerin IR spektral verileri (ATR, cm™ ,v)

IR =C-H C=0 C=N C=C

4a 3055 1642 1582 1571

4b 3053 1643 1614 1578

4c 3097 1645 1579 1563, (1331,1509 NO»)
4d 3056 1652 1643 1572

Ta 3055 1654 1587 1528

7b 3056 1651 1578 1559

7c 3057 1652 1593 1584

7d 3055 1653 1599 1588
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Tablo 5. 4 ve 7 nolu bilesiklerin "H-NMR spektral verileri (400 MHz, DMSO-ds/ 8)

'H-NMR | N=CH CH=C,H-C=0 Tiyofen H Arom. H
4a 8.85,s, 1H 7.37-7.46, m, 1H, | 7.25, bs, 1H 7.37-7.46, m, SH
7.88-7.92, m, 1H; | 7.63-7.75, m, 3H | 7.63-7.75, m, 4H
8.16, bs, 1H
4b 8.81,s, 1H 7.61-7.66, m, 1H, | 7.40-7.48, m, 2H | 7.40-7.48, m, 4H
7.93, d,1H,; 8.20,d, 2H 7.61-7.66, m, 2H
7.76,d, 3H
4c 8.96, s, 1H 7.36-7.49, m, 1H, | 7.36-7.49, m, IH | 7.36-7.49, m, SH
8.16-8.20, m, 1H,; | 7.88-7.93, m, IH | 7.60-7.79, m, 4H
8.16-8.20, m, 2H
4d 8.83,s, 1H 7.42-7.90, m, 1H, | 7.07, bs, 1H 7.42-7.90, m, 9H
8.17, bs, 1H, 7.42-7.90, m, 2H
3.38, s, 3H (CHx3) 8.17,bs, 1H
7a 8.87,s, 1H 7.65-7.69, m, 1H, | 7.26-7.29, m, IH | 7.40-7.48, m, 3H
8.20,d, 1H, 7.40-7.48, m, IH | 7.91-7.92, m, 2H
7.78-7.79, m, 1H | 8.01-8.08, m, 3H
8.20,d, 1H
7b 8.77,s, 1H 7.58-7.64, m, 1H, | 7.38-7.44, m,2H | 7.38-7.44, m, 3H
8.16,d, 1H, 8.16,d, 1H 7.58-7.64, m, 1H
7.88,d, 1H
7.97-8.04, m, 3H
7c 8.96, s, 1H 7.62-7.66, m, 1H, | 7.43-7.49, m, IH | 7.43-7.49, m, 4H
7.99-8.06, m, 1H; | 8.20, bs, 2H 7.79, bs, 1H
7.89, bs, 1H
7.99-8.06, m, 2H
7d 9.01,s, 1H 7.89, d, 1H» 7.44-7.46, m,1H | 7.44-7.46, m,4H
3.31,s, 3H (CH3) | 8.20,d, 1H, 7.65,d, 1H 7.99-8.06, m, 3H
8.20,d, 1H 8.11,d, 1H

Tablo 6. 4 ve 7 nolu bilesiklerin >*C-NMR (APT) spektral verileri (100 MHz, DMSO-

ds/ 8)
BC-NMR | C=0 N=CH 0=C-CiH=C;H- | Tiyofen C Arom. C
4a 187.46 156.50 120.53 CH 121.92 2CH
132.71 C; 121.26 CH 125.93 2CH
136.84 C; 125.75 CH 129.63 CH
135.17 CH 130.40 2CH
138.64 CH 131.36 2CH
139.58 C 13341 C
142.55C 135.25C
142.59 C 155.40 C
4b 187.74 155.46 132.41 C; 119.16 C 122.00 2CH
135.80 C; 120.78 CH 125.62 2CH
125.66 CH 129.07 CH
135.00 CH 129.82 2CH
136.87 CH 130.31 2CH
139.52 C 13241 C
144.36 C 133.47C
147.47 C 154.83 C




Tablo 6’nin devami
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BC-NMR | C=0 N=CH 0=C-CiH=C;H- | Tiyofen C Arom. C
4c 187.45 156.55 135.12 C; 120.57 CH 122.12 2CH
137.09 C; 125.65 CH 126.00 2CH
130.83 CH 129.19 CH
131.91 CH 129.83 2CH
140.01 C 129.98 C
146.37 C 130.45 2CH
146.58 C 135.20C
155.01 C 153.45C
4d 187.46 155.60 132.70 C; 120.02 C 122.06 2CH
13.75 (CH3) 135.05 G, 120.69 CH 126.13 2CH
129.18 CH 129.90 CH
131.46 CH 129.81 2CH
136.86 CH 130.34 2CH
139.49 C 133.51C
140.15C 133.60 C
144.77 C 155.08 C
Ta 187.85 156.26 131.01 C; 123.25 CH 121.97 2CH
135.31 G, 128.97 CH 123.38 CH
132.76 CH 125.19 CH
137.40 CH 125.63 CH
13991 C 127.11 CH
140.29 C 130.54 2CH
140.37 C 135.09 C
142.56 C 156.22 C
7b 187.46 155.90 130.55 C; 118.63 C 122.05 2CH
135.80 C; 123.25 CH 123.35 CH
130.55 CH 125.20 CH
137.47 CH 125.64 CH
13991 C 127.13 CH
140.19 C 130.55 2CH
140.35C 135.34C
144.29 C 155.38 C
Tc 187.90 156.05 133.29 C; 123.18 CH 122.31 2CH
137.53 C; 130.80 CH 123.37 CH
131.07 CH 125.04 CH
139.79 C 125.44 CH
140.20 2C 127.14 CH
148.32 C 130.55 2CH
154.02 C 136.08 C
153.67 C
7d 187.44 157.32 132.61 C; 120.00 C 122.15 2CH
14.01 (CH3) 137.43 C;, 121.98 CH 125.18 CH
130.16 CH 125.62 CH
130.93 CH 125.87 CH
139.92 C 127.59 CH
140.36 C 130.44 2CH
140.97 C 135.48 C
142.69 C 154.45 C




25

3.2. Antimikrobiyal Aktivite

Sentezlenen bilesiklerin antimikrobiyal aktivite sonuglar1 Tablo 7°de verilmistir. Elde
edilen sonuclara gore, maddelerden 4c ve 7c maddeleri, denenen mikroorganizmalara karst
kayda deger aktivite gostermislerdir. Buna ilaveten, 3, 4a, 4b, 4c, 7b ve 7¢ maddelerinin
antikandidal aktiviteye sahip olduklar1 tespit edilmistir. Aktivite gosteren maddeler
icerisinde en diisiik MIK degeri, yani en yiiksek antimikrobiyal aktivite, 9.7 pg/mL’lik MIK
degerleri ile, 7c maddesinde, C. albicans ve B. cereus mikroorganizmalarina karst
belirlenmistir. Bu madde bu deger ile test edilen maddeler icerisinde hem en yiiksek
antibakteriyel hem de en yiiksek antikandidal aktiviteye sahiptir. 4d, 6, 7a ve 7d
maddelerinin hi¢gbiri denenen mikroorganizmalara karsi aktivite gostermemislerdir. 3, 4a, 4b

ve 7b maddelerinde ise sadece antikandidal aktivite belirlenmistir.

Tablo 7. Sentezlenen bilesiklerin Antimikrobiyal Aktivite Sonuglar: (ug/uL)

= Maddeler Antibiyotikler
=

£

S £ = %
5 7 3
5 3 4a 4b 4c 4d 6 Ta 7b Te 7d % é S
e =
g < < =
=

E.coli >500 >500 >500 312,5 >500 >500 >500 >500 78 >500 7.8 0.5 N.T
B.s >500 >500  >500 78 >500 >500 >500 >500 19,5 >500 1.0 0.5 N.T
S.a >500 >500 >500 312,5 >500 >500 >500 >500 78 >500 0.5 1.0 N.T
K p >500 >500 >500 312,55 >500 >500 >500 >500 19,5 >500 N.A 0.5 N.T

Yp >500 312,5 >500 312,5 >500 >500 >500 >500 39 >500 125 N.T

B. c >500 >500  >500 156 >500 >500 >500 >500 9,7 >500 N.A 05 N.T

A b >500 >500 >500 312,5 >500 >500 >500 >500 78 >500 7.8 1.0 N.T

312,
5

Ca 78 39 3125 39 >500 >500 >500 312,5 9,7 >500 N.T N.T 1.5

E. c >500 >500 >500 312,5 >500 >500 >500 >500 >500 N.A 1.0 N.T

Maddelerin minimum inhibitdr konsantrasyonlar1 (MIK degerleri) pg/mL cinsinden
verilmistir ve ve 500 pg/mL’den biiyiikk MiK degerleri “>500png/mL” seklinde verilmistir.
B.s: Bacillus subtilis subsp. spizizenii, S.a: Staphylococcus aureus, K.p: Klebsiella
pneumonia, Y.p: Yersinia pseudotuberculosis, B.c: Bacillus cereus, A.b: Acinetobacter
baumannii, E.c: Enterobacter cloacea, C.a: Candida albicans. N.A: aktivite yok, N.T: test
edilmedi.
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3.3. Antileishmanial AKktivite

Calismada sentezlenmis bilesiklerin antileishmanial aktivitesi 96 kuyucuklu
mikroplaklarda sivi mikrodiliisyon alamar mavisi yontemi kullanilarak aragtirilmigtir.
Kuyucuklarda rengin maviden pembeye donmesi parazitin iiredigi, rengin degismeden
kalmasi ise parazitin iiremedigi seklinde degerlendirilmistir. Bilesiklere ait goriintii Sekil

1’de gosterilmistir. Aktiviteye ait veriler Tablo 8’de sunulmustur.

-

2 3
u ~a
L) —

Sekil 1. Antileishmanial aktivite goriintiiler

Calismada antileishmanial aktivite bakilan bilesiklerden 7c bilesigin (MIiK 2500
ng/mL) en cok etkili oldugu goriilmiistiir. Ayrica madde 4a ve 4c’nin (MiK 10000 pg/mL)
de calisilan en yiiksek konsantrasyonda etkili olduklar1 belirlenmistir. Caligilan diger

bilesiklerin ¢alisilan konsantrasyonlara antileishmanial bir aktivitelerinin olmadigt

belirlenmistir.
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Tablo 8. Bilesiklerin Leishmania infantum promastigotlarina karsi
Minimal Inhibitér Konsantrasyon (MiK) degerleri

Bilesik MIK degeri png/ml

1 3 >20.000
2 4a 20.000
3 4b >20.000
4 4c 20.000
5 4d >20.000
6 6 >20.000
7 Ta >20.000
8 7b >20.000
9 7c 2.500

10 7d >20.000
11 | Amfoterisin B <625

3.4. Docking Sonuclar:

Enzim (TryR), iki aktif siteden olusan bir dimerdir. Aktif alanlar, her iki A ve B
zincirinin etkilesimi ile olusur. Yeni sentezlenen bilesiklerin tiimii, ortak faktor FAD'nin
baglt oldugu, TryR'nin aktif bdlgesine yakin belirli bir konumda sabitlenir ( Release vd.
2015; Baioccoud vd. 2009; Verma vd. 2012). Ligandlarla baglanmaya etkilesimlere katilan
ve katilmayan aktif bolge yakinindaki amino asit kalintilar1 asagidaki gibidir: A zincirinden
LEU44, ALA46, VALSS, LYS60, THR160, SER162, TYR198, GLU202, ALA365 ve
PHE367 ve B zincirinden ASP35, VAL36, THR51, VALSS, LYS60, SER162, ASN179,
TYRI198 ARG287, ARG290, VAL460 ve HIS461. Ligant ile baslica hidrojen baglarini
olusturan aminoasitler ise ASP35, SER178, ASN179, ARG290, HIS461 ve ALA365
aminoasitlerdir. Aktif bdlge yapisi ligandlarin bu aminoasitler ile etkilesimiyle degisebilir
ve dolayisiyla inhibisyona neden olur. Ligand 7c, -10.989 kcal /mol ile en diisiik docking
skoruna sahipken onun ardindan -10.674 kcal/ mol docking skoru ile ligant 4c
bulunmaktadir.

Ligandlar ve TryR'nin aktif bdlgesi arasindaki etkilesime en 6nemli katkiy1 Hidrojen
bagi etkilesimleri saglamaktadir. Docking c¢alismalari, ligand 4c’nin enzimin aktif
bdlgesindeki en diisiik enerjili konformasyonunun, enzimin ASP35, ASN179 ve ARG290
amino asit kalintilar1 ile hidrojen bag1 meydana geldigini gostermistir. TYR198 aminoasidi
de ligant 4c’nin benzil grubu ile PiPi etkilesimi olusturur. Benzer etkilesimler, SER178,
HIS461 ve ALA365 amino asit kalintilar1 ile hidrojen bagi etkilesimi olusturan bilesik 7¢
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icin gosterilebilir. Detayl etkilesim diyagramlar1 Sekil 2°de gosterilmistir. Sekil TryR
enziminin aktif bdlgesi yakinlarindaki inhibisyona yol agan ligant molekiillerinin hidrojen

bag1 ve hidrofobik etkilesimlerle bu bolgedeki yerlesimini gostermektedir.

N THR :5\ )
VAL B: 335
B: 36 70 f4ay > LEU MET e
y Bl B3 3
lg‘ PHE. Ty 55\ ers
VAL 4
; GLY ==pg: 126/ : GLY __B:57
B35 B gy B: 294 iy

-~ Distance —  Salt bridge

& Charged (negative) Polar
W Charged (positive) W Unspecified residuc - H-bond Salvent expasure
Glycine Water —  Motal coordination
Hydrophahic: Hydration sitc es Pi-Pi stacking
L Moral X Hydration sitc {disphced) _—e  Pi-cation

a9 PHE
A 17— s

GLY

/A: E
CYS
: 57

VAL
ER
L 28 A‘Ser
,” ASN
J
o

Sekil 2. Ligand etkilesim diyagramlar1 ve bilesik 4c ve 7¢'nin baglanma pozu



4. TARTISMA
4.1. Sentez Cahsmalarina Ait Verilerin Degerlendirilmesi

Sentez caligmasinda ilk basamak, yeni kalkonlarm (3,6) sentezi olup, sentez yontemi

literatiirde mevcuttur ve reaksiyon mekanizmasi asagida gosterilmistir.

:0t
? ¢ H,N =CH
HZN‘Q‘“*C‘@'H —> |H2N KE_Hz - 2

)
:OH

X

o0 o HO:
0 :O) X H /
) o, % £ HZ’“@JLCJ
l_HZO
o / X
H,N C—
O
3,6

Sentezlenen 3 ve 6 nolu kalkon bilesiklerinin IR spektrumlari incelendiginde, NH>
grubuna ait gerilim bantlar1 3331-3464 cm aralifinda gozlenmektedir. Ayrica aldehit
grubuna ait fermi dublet bantlar kaybolmakla birlikte, keton grubuna ait C=0O titresim
bandma IR spektrumlarinda rastlanmamaktadir. "H-NMR spektrumlari incelendiginde,
CH=CH vinilik H’lara ait protonlar 7.39-7.85 ppm araliginda (/=8 MHz) ve bu karbonlara
ait kimyasal kayma degerleri 129.61-135.01 ppm araliginda '*C-NMR spektrumlarinda
gozlenmektedir. Ayrica sentez asamasinin bir diger basamagini ise Schiff bazlarinin sentezi
olusturmakla birlikte, 3 nolu kalkon {izerinden gosterilen reaksiyon mekanizmasi asagida

sunulmustur.
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Sentezlenen bilesiklere ait IR spektrumlar1 incelendiginde, baslangic kalkonlarinda
mevcut olan NH; titresim bandlaria rastlanmamaktadir. Schiff bazlarinin varligina isaret
eden HC=N imin grubuna ait proton sinyalleri 8.81-9.01 ppm araliginda 1 protona karsilik
gelecek sekilde singlet olarak 'H-NMR spektrumlarinda gézlemlenirken, imin grubuna ait
karbon sinyalleri 155.00-156.26 ppm araliginda *C-NMR spektrumlarinda yer almaktadir.
4-7 (a-d) bilesiklerinin 'H ve '*C-NMR spektrumlarina ait diger verileri de yapilari teyit eder
niteliktedir.



5. SONUCLAR

Bu tez caligsmasi igeriginde, orjinal nitelikte 10 adet tiyofen tagiyan Schiff bazi igerikli
kalkonlarm sentezi gergeklestirilmistir ve yapilar1 IR, '"H ve *C-NMR spektroskopik
yontemlerle aydinlatilmistir. Sentez asamalarmma ait reaksiyon ilerleyisleri tartigma
kisminda sunulmustur.

Bilesiklerin antimikrobiyal aktiviteleri iligkin, metod ve veriler sirasiyla yapilan
calismalar ve bulgular boliimiinde verilmistir. Bu sonuglara gore: maddelerden 4c ve 7c
maddeleri, denenen mikroorganizmalara kars1 kayda deger aktivite gostermislerdir. Buna
ilaveten, 3, 4a, 4b, 4c, 7b ve 7c maddelerinin antikandidal aktiviteye sahip olduklar1 tespit
edilmistir. Aktivite gosteren maddeler icerisinde en diisik MIK degeri, yani en yiiksek
antimikrobiyal aktivite, 9.7 pg/mL’lik MIK degerleri ile, 7c maddesinde, C. albicans ve B.
cereus mikroorganizmalarina karsi belirlenmistir. Bu madde bu deger ile test edilen
maddeler icerisinde hem en yiiksek antibakteriyel hem de en yiiksek antikandidal aktiviteye
sahiptir. 4d, 6, 7a ve 7d maddelerinin hi¢biri denenen mikroorganizmalara karsi aktivite
gostermemiglerdir. 3, 4a, 4b ve 7b maddelerinde ise sadece antikandidal aktivite
belirlenmistir.

Sentezlenen bilesiklere iliskin yapilan bir diger biyolojik ¢aligma Antileishmanial
aktivite olup, 4a ve 4c bilesikleri diisiik diizeyde (MIK = 20000 pg/mL), 7¢c nolu bilesik ise
daha yiiksek diizeyde (MiK = 2500 pg/mL) antiparaziter olarak etkili bulunmustur.

Antioksidan aktivite ¢aligmalarina ait olumlu sonuglar elde edilememistir.



6. ONERILER

Bu ¢aligmada, orijinal 2 adet kalkon tiirevi ve 8 adet kalkonlarin Schiff bazlarinin
sentezi gergeklestirilmistir. Yapilan antimikrobiyal aktivite testleri neticesinde, 4c ve 7c
maddeleri yani nitro grubu iceren kalkon tiirevleri, denenen mikroorganizmalara kars1 kayda
deger aktivite goOstermislerdir. Ayni1 sekilde, antileishmanial aktivite sonuclar1
degerlendirildiginde, 4c ve 7c nolu nitro grubu igeren Schiff bazli kalkon tiirevi bilesikler
antiparaziter olarak etkili bulunmustur. Ayrica 4c ve 7¢’nin yapilan Docking ¢aligmalari,
biyolojik aktivitelerdeki olumlu sonuglar1 desteklemektedir. Bu sonuglar neticesinde, 4c ve
7c benzeri farkli nitro tiirevleri igeren bilesiklerin sentezlenip, ilag adayr olarak ileri

calismalarina devam edilmesi diisliniilmektedir.
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