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Yiksek Lisans Tezi

OZET

YENI 3,5-DiSUBSTITUE PIRAZOLIN TUREVLERI VE BOR KOMPLEKSLERININ
SENTEZI, UV ABSORPSIYON OZELLIKLERI VE BIYOLOJIK AKTIVITELERININ
INCELENMESI

Zeynep HASIMOGLU

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali
Danisman: Dog. Dr. Nuran KAHRIMAN
2016, 87 Sayfa, 17 Sayfa Ek

Elektronca zengin azot atomu igceren pirazolin tiirevi bilesikler pek cok biyolojik ve
farmakolojik 6zellige sahiptirler. Kalkonlar ise bu bilesiklerin sentezi i¢in uygun ara iirlinlerdir.
Bunlarin yaninda, organik bor-flor bilesikleri (BODIPY; BOPIM gibi) gostermis olduklar1 boya,
floresan kemosensor, fotodinamik terapi ajani, iyon sensorii, giines pili sensorl, kuvvetli UV
absoplayici, enerji trasfer paketi gibi Ozellikleriyle bir¢ok bilim adaminin arastirma konusu
olmustur. Bu ¢aligmanin ilk boliimiinde azakalkon (1-3) ve diazaflavonlardan (10) yola cikilarak
yeni 3,5-disubstitue pirazolin tiirevleri (4-6) ve ardindan BODIPY bilesiklerine benzer yeni organik
bor 3-(2'-aminofenil),5-(2'-/3'-/4'-piridil)pirazolin (BOAPPY) (7-9) ve bordifloro 1,2'-diazaflavon
(BODAF) (11) komplekslerinin sentezi gerceklestirildi. Tkinci béliimde ise bu bilesiklerin UV
absorpsiyonlar1 ve floresans ozellikleri 6l¢iildii, antioksidan, enzim inhibisyon ve antibakteriyal
aktivite Ozellikleri arastirildi. Sentezlenen 4-6 nolu pirazolin tiirevleri ve 7-9, 11 nolu bor
kompleksleri yeni bilesikler olup, bu bilesiklerin antibakteriyal ve orta derecede enzim inhibisyon
aktivitelerinin oldugu, antioksidan aktivitelerde ise bazi bilesiklerin standarttan daha aktif oldugu
belirlendi. Ayrica sentezlenen bilesiklerin farkli ¢oziiciilerdeki absorpsiyon oOl¢limlerinde dalga

boyunda kaymalarin oldugu gézlemlendi.

Anahtar Kelimeler: Pirazolin, Azakalkon, Diazaflavon, BODIPY, BODAF, BOAPPY,
Antioksidan, Enzim inhibisyonu ve Antimikrobiyal aktivite.
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Master Thesis

SUMMARY

SYNTHESIS OF NEW 3,5-DISUBSTITUTED PYRAZOLINE DERIVATIVES AND BORON
COMPLEXES, INVESTIGATION OF THEIR UV ABSORPTION PROPERTIES AND
BIOLOGICAL ACTIVITIES

Zeynep HASIMOGLU

Karadeniz Technical University
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Chemistry Graduate Program
Supervisor: Assos. Prof. Nuran KAHRIMAN
2016, 87 Pages, 17 Pages Appendix

Pyrazoline, electron-rich nitrogen containing, derivative compounds have many biological
and pharmacological activities. The chalcones are the appropriate intermediates for the synthesis of
these compounds. In addition to these, organic boron-fluorine compounds (as BODIPY, BOPIM)
have become investigation subject of many scientists with the shown properties as dye, fluorescent
chemosensors, photodynamic therapy agent, ion sensor, sensitizers for solar cells and energy
transfer cassettes. In the first part of this study, synthesis of 1,3-disubtituted pyrazoline derivatives
(4-6) and organic boron 3-(2'-aminophenyl),5-(2'-/3'-/4'-pyridyl)pyrazoline (BOAPPY) (7-9) and
boron 1,2'-diazaflavone complexes (BODAF) (11) similar to BODIPY compounds starting from
azachalcones (1-3) and diazaflavone (10) were performed. In the second part, UV absorption and
fluorescence properties of these synthesized compounds were measured and antioxidant, enzyme
inhibition and antibacterial activities were investigated. The synthesized pyrazoline derivatives (4-
6) and boron complexes (7-9, 11) are novel compounds and it was determined that they had
antibacterial and moderate enzyme inhibition activities, and some of them had more antioxidant
activity than used standart. Also wavelength shifts were observed in the absorption measurement

of the synthesized compounds in different solutions.

Key Words: Pyrazoline, Azachalcone, Diazaflavone, BODIPY, BODAF, BOAPPY, Enzyme
inhibiton, Antioxidant and Antimicrobial Activities.
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Bitkiler sayisiz bilesik sentezleyebilme kapasitesine sahip olan canli tiirlerinden
biridir. Sentezledikleri pek ¢ok bilesik sayesinde doganin en énemli yapi taslari arasinda
yer almaktadirlar (Yilmaz Iskender, 2012). Evrenin bitkilere verdigi savunma
mekanizmalart géz oniine alindiginda, flavonoidler bu savunma mekanizmasinin 6nemli
bir kismini olustururlar. Bu bilesikler, dengeli ve saglikli beslenme ile niifusun daha uzun
yasam beklentisini gergeklestirebilecek olan tiirlerdir ve sadece bitkiler i¢in degil
hayvanlar iginde biiyiik bir biyolojik dneme sahiplerdir (Nay vd., 2002). ilag sanayisinde
kullanilan etken maddelerinin temeli de bitkisel kaynaklidir ve bitkilerden izole edilen
etken maddeler c¢esitli hastaliklarda tedavi amag¢li kullanilir. Fakat bu etken maddeler
bitkiler tarafindan az miktarda sentezlendiklerinden ve bunlarin temini i¢in dogaya verilen
zarardan dolayr bu ve benzer etkiyi gosterebilecek ¢esitli maddelerin sentetik olarak
tiretilmesi yoluna gidilmektedir (Erdemoglu ve Sener, 1999). Kalkonlar, UV koruyucular
ve bocek kovucular gibi c¢esitli fizyolojik fonksiyonlar1 gerceklestirmek iizere bitkilerde
sentezlenen flavonoid ailesinin bir iiyesidir. Flavonoid ailesinin 6énemli {iyelerinden olan
bu bilesikler ve bunlarin alternatif tiirevleri olan azakalkon ve diazaflavon bilesikleri ise
sahip olduklar1 genis biyolojik, farmakolojik (antibakteriyal, antitiiberklostatik,
antioksidan, enzim vb.) ve boya Ozelliklerinden dolayr son yillarin ilgi odagi haline
gelmiglerdir. Tarim ilaglari, giines kremleri, gida katki maddeleri gibi sayisiz alanlarda
kullanimlar1 mevcuttur (Climent vd., 2004). Kalkonlar, 1,3-diaril-2-propen-1-on iskeletini
icerdikleri i¢in bir¢ok bilesik sinifinin sentezinde ¢ikis maddesi olarak kullanilan 6zellikle
de 5, 6 ve 7 lyeli heterosiklik bilesiklerin sentezin de uygun ara iriinlerdir (Patel vd.,
2011; Pinto vd., 2003).

Elektronca zengin azot atomu igeren heterosiklikler c¢esitli biyolojik aktivitelere
sahiplerdir. Bes tiyeli heterosiklik bir sistem olan pirazolin tiirevi bilesiklerde kalkonlardan
baslanilarak sentezlenebilen, biyolojik olarak biiyiik 6neme sahip bir bilesik sinifidir
(Colotta vd., 1996; Patel vd., 2011). Bu bilesikler bir c¢ok ilacin temel yapisini
olusturmaktadirlar (Patel, 2011). Gostermis olduklar1 antikanser (Bardalai, 2012;),
antibakteriyal (Panchal, 2012;), antifungal, antiinflamatuvar, antidepresant (Patel, 2011),



zirai ilag (Pinto, 2003), antidiabetik, analjezik, antiviral (Mallikarjuna, 2012),
antitiiberkiiler (Ho, 2008) vb. ozellikleri farmakoloji, tip ve ziraatte bu bilesikleri 6ne
cikarmistir. Fenazon/ amidopiren/ metampiron (analjezik ve antipiretik), azolid/ tandearil
(anti-inflamatuvar), indoksakarb (insektisit) ve anturan (iirikosurik) molekiilleri, sayisiz
biyoaktif pirazolin smifi bilesiklerden sadece bir kagidir (Bardalai, 2012). Pirazol ve

tiirevlerini igeren bazi ila¢ molekiillerinin yapist Sekil 1°de gosterilmistir.

1

Sekil 1. Pirazol ve tiirevlerini i¢eren baz1 ilag molekiillerinin (aneljezik, antimikrobiyal,
antitiimor) yapisi
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Sekil 2. Kalkonlardan sentezlenen bazi bilesik siniflari

Bunlarin yaninda, boradiazaindasen (BODIPY) cekirdegi iceren bilesikler ve bor 2-
(2'-piridil)imidazol komplekslerinin (BOPIM) sentezi bilim ve teknolojide sahip olduklar1
genis uygulama alanlarindan &tiirii son otuz yilda oldukc¢a yaygmlasmistir. Ozellikle
organik bor-flor bilesikleri gdstermis olduklar1 boya, floresan kemosensor, fotodinamik
terapi ajani, iyon sensorii, giines pili sensorii, kuvvetli UV absoplayici, enerji trasfer paketi
gibi ozellikleriyle bir¢ok bilim adaminin aragtirma konusu olmustur (Atalar, 2009; Baki,
2001; Barin, 2009; Biiyilikcakir, 2009; Coskun, 2007; Ekmek¢i, 2008; Karolin, 1994;
Popere, 2011; Saxena, 1993; Wu, 2008).
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Sekil 3. BODIPY c¢ekirdegi



Ancak tipik boradiazaindasen ¢ekirdegi iceren bilesiklerin kiigiik Stokes kaymas1 ve
kendini sondiirme egiliminde olmalarindan dolay1r dezavantajli olduklar literatiirde
mevcuttur (Coskun, 2005; Gabe, 2004; Mao, 2012). Mao ve arkadaglar1 tarafindan yapilan
calismada boradiazaindasen c¢ekirdegi icermeyen ancak, bordifloro kompleksleri olan

bilesikler sentezlenmis olup bunlarin yiiksek Stokes kaymasina sahip oldugu belirtilmistir.
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Sekil 4. BOPIM bilesigi

1.2. Kalkonlar ve Azakalkonlar

Kalkonlar, bitkilerden izole edilebilen flavonoid tiirii bilesiklerin en genis ve en
temel tiyeleri olup, genis bir alanda biyolojik aktivite gosterdikleri bilinmektedir (Yilmaz
Iskender, 2012). Bu tiir bilesikler merkez heterosiklik halkasi bulunmayan (aril-C;-aril)
iskelet yapisina sahiplerdir. Numaralandirma soldaki A halkasindan baglanarak yapilir. Cs
kopriisiindeki karbonil grubu 1 numara, merkez karbon atomu C-a, A halkasina komsu
olan karbon C-f' ve B halkasina komsu olan ise C-f olarak ifade edilir. Kalkonlarin genel

formiilii ve geleneksel numaralandirilmas: Sekil 5°de gosterilmistir (Ugiincii, 2008).

Sekil 5. Kalkonlarin genel formillii ve geleneksel
numaralandirilmasi



Azakalkonlar ise kalkon bilesiklerine alternatif bilesiklerdir. Azakalkon
bilesiklerinde fenil halkalarindan birinin yerinde piridinil halkasi bulunur ve bu bilesikler,
azot atomunun bagli bulundugu pozisyona gore (E/Z)-2-, 3- veya 4- azakalkon olarak
adlandirilirlar (Nowakowska vd., 2001., Yaylh vd., 2007., Yayli vd., 2009). Bu tiir
bilesiklerin en belirleyici gruplari aromatik halka, olefenik bag, karbonil grubu ve bazik
azot atomudur (Yilmaz Iskender, 2012). Azakalkonlarm genel yapist Sekil 6’da

gosterilmistir.

Sekil 6. Azakalkonlarin genel yapisi

Azakalkonlar; substitue asetofenon ile piridin karboksi aldehidin veya asetil piridin
ile substitue benzaldehidin bazik ortamda reaksiyonlar1 sonucu sentezlenebilirler (Denklem

1 ve Denklem 2) (Yayl vd., 2006., Ugiincii, 2008).
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1.3. Flavonlar

Flavonoidler, dogada bulunan fenolik bilesiklerin en genis smnifi olustururlar.
Flavonlar ise flavonoid tiirli bilesiklerdir ve bu bilesiklerin hetero halkasinda C-2 ve C-3
atomlar1 arasinda ¢ift bagin bulunmasi flavonlar1 diger bilesiklerden ayiran karakteristik
ozelligidir. Flavonlar, dikkat ¢eken sar1 renklilikleriyle birlikte ¢cok genis bir biyolojik
aktiviteye sahip dogal organik bilesiklerdir (Harbone, 1988., Kahriman, 2011). iki fenil
halkast ve propan zincirinin birlesmesi sonucu (aril-C3-aril) konfigiirasyonunda

diizenlenmis olan 15 karbon atomlu flavon iskeleti Sekil 7°deki gibidir.

Sekil 7. Flavonlarin genel yapisi

Bazi flavon bilesikleri Sekil 8’de gosterilmistir.



Sekil 8. Bazi flavon bilesikleri (a) Primuletin (b) Kuarsetin (Kahriman, 2011).

1.4. Pirazol ve Pirazolin

Pirazol, komsu iki azot atomu tasiyan bes {liyeli monosiklik aromatik halka
yapisindadir (Kiiclikgiizel ve Senkardes, 2015) ve pirazol halkasinin kismi indirgenmis
tirevi olan ve ii¢ tautomerik yap1 gosteren dihidropirazol bilesikleri ise pirazolin
tiirevleridir (Elkanzi N.A.A., 2013., Salgin Goksen, 2015). Ik pirazol yapisini Knorr 1883
yilinda sentezlemistir (Kiiclikgiizel ve Senkardes, 2015). Pirazolin halkasinin
isimlendirilmesinde A’ -pirazolin veya 4,5-dihidro-(1H)-pirazol seklinde yapilan
adlandirmalar mevcut iken 2-pirazolin olarak adlandirilmasi daha ¢ok kullanilmaktadir

(Salgin Goksen, 2015). Pirazolin molekiillerinin tautomerik yapilar1 Sekil 9’daki gibidir.
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Sekil 9. Pirazolin molekiiliiniin tautomerik yapilar1 (Elkanzi N.A.A.,
2013).

Pirazol ve onun tiirevi pirazolin gibi kiiciik heterosiklik halkalar, sadece teorik olarak
degil ayn1 zamanda antienflamatuar, analjezik, antitumdr, anti-hipertansif, ates diisiiriici,
yatigtiricilar, antibakteriyel ve anti-diyabetik gibi 6nemli biyolojik 6zellikler
gostermektedirler (Shridev vd., 2015, Krishnakumar vd., 1998). Pirazolinler ilag ve
biyoaktif molekiil tasariminda olduk¢a c¢ok yer alirlar (Beyhan, 2011). Ayrica polar

coziiciiler i¢inde giiclii floresans o6zelligine sahip oldugu bilinen 2-pirazolinler 6nemli



Olclide kagit, plastik ve tekstil lifleri ve optik beyazlaticilar ve parlatici olarak da
kullanilmaktadirlar (Singh vd., 2012). Peshin ve arkadaslar tarafindan, 1959 yilinda 1-
asetil-3,5,5-trimetil-2-pirazolinin bazit maya kiif benzeri mantarlara karsi etkinligi
arastirmis (Peshin, 1959) ve giiniimiizde de bu tiir arastirmalar devam etmektedir. Pirazolin

yapist i¢ceren bazi genel ilag molekiillerinin yapist Sekil 10°da verilmistir (Khan vd., 2016).
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Sekil 10. Bazi1 genel ilag (antikanser, antidepresan) molekiillerinin yapisi

Ayrica pirazol ve pirazolinler hatirlamada zorluk, hafiza kaybi, oryantasyon
bozuklugu gibi c¢esitli etkilere sahip olan ve Alzheimer olarak bilinen hastaligin
ilerlemesini  durdurmak i¢in kullanilan anti-Alzheimer ilaglarin  yapisinda da
bulunmaktadirlar (Khan vd., 2016). Alzheimer ile ilgili ilk ilag, Dr. Ludwig Laqueur
tarafindan 1876 yilinda bulunmustur. Bu hastaligin baslica nedeni ise proteinlerin yanlig
katlanmasi, oksidatif stres, mitokondriyal bozukluklar, B-amiloid birikimi olmasidir
(Mishra, 2013., Singh vd., 2013).

Monoamin oksidaz-B (MAO-B) inhibitorlerinin Alzheimer hastaligi tedavisinde
kullanim1 oldukg¢a etkili bir yontemdir. Bunun nedenleri; serbest radikal olusumunu
azaltabilmesi, hiicre yikimina karst koruyucu bir etki gostermesi ve MAO-B inhibitorleri
norotoksik {irtin  salgilamasim1  azaltmasidir. Bu sebeplerden dolayi, analjezik,
antienflamatuar ve. MAO-B inhibisyonunu saglayabilecek c¢ift etkiye sahip yapilarin
sentezi gergeklestirilmektedir. Yapilan aragtirmalar dahilinde 1,3,5-trifenil-2-pirazolin
bilesiginin MAO inhibitor 6zellikleri arastirilmis ve yiiksek etkinlige sahip oldugu tespit
edilmistir (Kelekei vd., 2007).



Pirazol ve pirazolin ¢ekirdeklerini iceren yapilarin Alzheimer, kanser, AIDS ve kalp
damar hastaliklar1 gibi bir¢ok hastaligin tedavisinde ¢ok etkili olabilecegi bilinmekte ve
hastaligin ilerlemesini bastirmak i¢in umut olusturmaktadir (Kelek¢i vd., 2007). Alzheimer
hastalig1 tedavisinde kullanilan ve pirazolin yapisi igeren bazi ilaglarin molekiil yapilari

Sekil 11°de verilmistir.
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Sekil 11. Alzheimer hastalig1 tedavisinde kullanilan pirazolin yapisi igeren bazi ilaglarin
molekiil yapilar1 (Khan vd., 2016).

[1k pirazolin sentezi 1885 yilinda iki arastirmaci tarafindan yapilan ¢alismayla (Knorr
ve Blank, 1885) 1,3-difenil-5-metil pirazoliin etanol igerisinde sodyumla indirgenmesi

sonucu gergeklestirilmistir (Denklem 3) (Salgin Goksen, 2015).

e S e, N
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Denklem 3. 1,3-difenil-5-metilpirazol (Salgin Goksen, 2015).

Daha sonra ki yillarda Fischer ve Knoevenagel fenilhidrazin ve akroleinden halka
kapatilmasi yolu ile 1-fenil-2-pirazolin bilesigini elde etmislerdir (Fischer ve Knoevenagel,
1887) ve bu caligmalar ilerleyen zamanlarda diger pirazolin sentezi i¢in Oncii olmustur

(Denklem 4) (Salgin Goksen, 2015).
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Denklem 4. 1-fenil-2-pirazolin bilesigi (Salgin Goksen, 2015).

1.6. BODIPY

BODIPY  (4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indasen)  bilesikleri, giicli 151k
absorpsiyonu ve emisyonu yapan, absorpsiyon ve floresans pikleri keskin, diisiik Stokes
kaymas1 ve yiiksek kuantum verim degerlerine sahip foto kararli bilesikler olarak
giiniimiizde oldukca ¢ok iizerinde ¢alisilan bilesiklerdir (Boens vd., 2012).

Son zamanlarda bu molekiillerin yapisinda gergeklestirilen kiigiik degisiklikler ile
BODIPY bilesikleri, kimyasal algilayicilar ve enerji transferi (Gol, 2016) gibi foto fiziksel
ozellikleriyle de oldukga avantajlidirlar (Valeur, 2001).

[lk BODIPY boyasi Treibs ve Kreuzer (Treibs ve Kreuzer, 1968) tarafindan
calisildigindan beri ¢ok sayida farkli BODIPY boyasi elde edilmis ve c¢esitli uygulama
alanlarinda kullanilmistir. BODIPY boyar maddesi olduk¢a kararli bir yapiya sahiptir ve
dis etkenlerin degismesiyle (pH ve polarite degisimlerinden) yapisinin etkilenmiyor
olmasi, bozunmamasi, yiiksek absopsiyon katsayisina, keskin emisyon pikine, iyi
fotokararliliga ve ¢ok yiiksek floresans quantum verimine sahip olmalarindan dolay:
oldukea tercih edilmektedirler (Baglan, 2014). O’shea, Nagano ve Akkaya ekibi tarafindan
sentezlenen BODIPY bazli kromofor boyalar Sekil 12°de verilmistir.
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Sekil 12. O’shea, Nagano ve Akkaya ekibi tarafindan sentezlenen BODIPY bazl
kromofor boyalar

Son yillarda ise keskin floresans degerleri ve yiiksek kuantum verimlilikleri
nedeniyle dipirometan bordifloriir (BODIPY) boyar malzemeleri yogun olarak
calisilmaktadir. Bu BODIPY boyalarinin sudaki ¢oziiniirliikleri az yada yokken, organik
¢oziiciilerdeki ¢oziiniirliikleri ise oldukga 1yidir (Loudet vd. 2007., Sahin, 2015). BODIPY
boyar malzemelerin benzaldehit tlirevleriyle 700 nm dalga boyu civarinda sogurma
ozellikleri gosterdikleri gozlenmistir (Kim vd. 2007, Zheng vd., 2008). Dipirometan ve
bordifloriir yapisi Sekil 13°de gdsterilmistir.

3, N o
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Sekil 13. Dipirometan (1) ve bordifloriir (2) yapisi

BODIPY ler, kolestroliin takibi ve hiicre igindeki yerini gostermek (Holtta-Vuori
vd., 2008; Liu vd., 2014), tek hiicrelilerdeki D vitaminin 6l¢timii ve yerini takip etmek
(Barsony vd., 1997), estradiol reseptorlerinin dagilimini belirlemek (Okamoto vd., 2012),
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insan hiicrelerinde progesteron reseptorlerini goriintiilemek (Weinstain vd., 2013), sahip
olduklar1 yiiksek floresans kuantum verimleri sayesinde viicut igerisinde takip olanagi
saglayabilmeleri nedeniyle de kanser hastaligini teshis edebilmek (Go6l, 2016) igin
kullanilabilecegi literatiirde mevcuttur.

O’shea ve ekibi tarafindan yapilan ¢aligmada kirmizi dalga boylarinda yiiksek 1s1n
absorpsiyonu yapan azadipirometan tiirevleri sentezlemis ve bu sentezlenen bilesiklerin
timorli hiicredeki toksisite verimlerine bakildiginda bazi azadipirometan tiirevlerinin
meme tiimorlerini ortadan kaldirdigini tespit edilmistir (Baglan, 2014).

Ayrica giiniimiizde insanoglunun maruz kaldig1 en biiyiik saglik sorunlarindan biri
olan kanserin yeni tedavi yontemi olarak kullanilan foto dinamik terapi (PDT) son
zamanlarda oldukca 6nemli hale gelmistir (Ertem vd., 2014). PDT, prensip olarak 1sik,
oksijen ve 1518a duyarlit madde (fotosensitizer) olmak iizere ii¢c temel bilesenden meydana
gelir ve fotosensitizer olarak kullanilan gruplardan birisi de 4,4-difloro-4-borata-3a-azonia-
4a-aza-s-indasen (BODIPY) bilesikleridir (Gol, 2016).

Suda ¢oziinebilen ve oldukg¢a kararli BODIPY boyalart ise Akkaya ve ekibi
tarafindan sentezlemistir (Baglan, 2014). BODIPY nin 3,5-pozisyonlarindan konjuge
gruplar ile birlestirilmesi sonucu 151n absorpsiyonunun dalga boyunun kirmiziya kaydigi
belirlenmistir. Sentezlenen bu BODIPY boyalar1 ile hastaligin tedavisinde ¢6ziim
saglayabilecek gerekli olan uzun dalga boylariin kullanilmasi ve boylelikle canli dokunun
daha derinlerine ulagilmasi miimkiin olacaktir (Baglan, 2014).

Biitiin bunlarin sonucunda uygulama alanlar1 asagidaki sekilde siralanabilir (Sahin,
2015);

e Fotodinamik terapi i¢in ajan,

e Enerji transfer kasetleri,

e Boyar madde ile duyarlastirilmis giines pilleri,

e Metal katyonlar1 i¢in kemosensor,

e Polimerler

1.7. Antioksidan ve Antimikrobiyal Bilesikler

Canl1 organizmalar icin siirekli gerekli olan bir molekiil olan oksijen, hem oksijenli

solunum kaynagi hem de enerji metabolizmasi i¢in gerekli bir elementtir ve yasam
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boyunca yararlari oldugu kadar bircok olumsuz etkiye de sebep oldugu bilinmektedir
(Diplock, 1998). Ciinkii oksijenli solunum sirasinda oksijenin tam olarak indirgenmesi ile
su molekiilii olusurken ayni zamanda eksik indirgenme {iriinleri olan serbest oksijen
radikalleri; stiperoksit, hidrojen peroksit, hidroksil radikalleri de beraberinde meydana
gelmektedir (Can, 2014).

Antioksidan, bu ve bunun gibi hiicrelere zarar veren radikallerin etkisiyle meydana
gelen oksidasyonu yavaslatan veya durduran ya da olugmasina engel olan, kanser kalp
hastaliklar1 gibi bir¢ok hastaliga neden olan ve erken yaslanmaya neden olabilecek zincir
reaksiyonlarmi onleyen her tiirlii molekiile denilmektedir (Young ve Woodside, 2001.,
Iskefiyeli, 2014).

Antimikrobiyal madde, bakteri ve mantar tiirlerini 6ldiiren veya cogalmalarini
engelleyen bilesiklerdir ve antimikrobiyal bir maddede olmasi gereken en Onemli
ozelliklerden bir taneside segici toksisitedir (Can, 2014., Iskefiyeli, 2014). Kanser
tedavisinde kullanilan kemoterapi de uygulanacak islemdeki antimikrobiyal madde diisiik
konsantrasyonlar da bile etkisini gdsterip canliya zarar vermemesi i¢inde ¢ok az toksik
olmasi gerekmektedir. Antimikrobiyal maddenin bu etkiyi ortaya ¢ikarabilmesi i¢in hedef
olarak memeli hiicrelerinden ¢ok mikroorganizmalar se¢ilmelidir. Bunun nedeni
bakterilerin prokaryot, memeli hiicrelerin ise 0karyot olmasidir ve prokaryot hiicrede var
olan, ancak 0karyot hiicrede bulunmayan bir molekiilii hedefleyen antimikrobiyal maddeler

istenilen yiiksek derecede segici toksik etkiye sahiptir. (Iskefiyeli, 2014).

1.7.1. Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri
1.7.1.1. Demir Indirgeyici Antioksidan Kapasite Olciimii (FRAP)

Oyaizu tarafindan 1986 yilinda gelistirilen yonteme gore indirgeme kuvveti,
numunelerin dolayli olarak toplam indirgeme potansiyelini gostermekte olup Fe™ — Fe™
indirgenmesi ile meydana gelen Fe™, 595 nm'de absorbans veren TPTZ (2.4,6-tris(2-
piridil)-s-triazin) renkli kompleksini olusturur ( Oyaizu 1986). Uygulanis1 basit ve hizl
olan FRAP yonteminin analiz sonuglari tekrarlanabilir. Fakat bu yontemin sorunlarindan
birisi, -SH gurubu iceren diisiik molekiil agirlikli antioksidanlar, bazi aminoasitlere, serum

proteinlerine, ayn1 zamanda lipoik asit ve baz1 aminoasitlere cevap vermiyor olmasidir(

Avan, 2014).
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Fe**-TPTZ + indirgen antioksidan > Fet> TPTZ (595 nm'de koyu mavi)

Sekil 14. Demir (III)’iin indirgenme reaksiyonu (Can, 2014).

1.7.1.2. DPPH" Radikal Siipiirme AKtivitesi

Antioksidanlarin serbest radikalleri temizleme kabiliyetini belirlemek i¢in kararl bir
yapiya sahip olan DPPH" radikali (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ticari olarak satin alinabilen
bir serbest radikaldir ( Iskefiyeli, 2014., Avan, 2014). DPPH" radikalinde bulunan serbest
elektronun delokalizasyonu 517 nm’de maksimum absorpsiyona sahip mor renge neden
olmaktadir (Cuendet vd. 1997., Avan, 2014). DPPH’ radikalinin antioksidanlarla
muamelesinden sonra bu radikalden kaynaklanan mor rengin siddeti azalmas1 absorbansin
diisiisiine sebep olacaktir ve bu renkteki azalma antioksidan varliginin bir Slgiisii olarak
kullanilir. Antioksidan iceren farkli numune konsantrasyonlariyla muamele edilen
DPPH”in absorbansindaki degisim kaydedilerek bu degerlere Kkarsihk gelen
konsantrasyonlarla grafik ¢izilir y=ax+b denkleminde DPPH" konsantrasyonunu yariya
diistiren numune miktar1 pg/mL cinsinden kaydedilir ve bu degere ICsy degeri denir. Bu
metodun en biiylik dezavantaji daha kompleks yapilardaki antioksidan igeren molekiillerin
sterik engellenmeye maruz kalmalar1 nedeniyle antioksidan 6zelligi yokmus gibi inaktif
olarak test edilmeleridir. Bu nedenle kullanilan bu tayin ydnteminde antioksidan
molekiiliin yapisi ve boyutu test sonucunu etkilemekte ve degistirmektedir. DPPH® radikal
aktivite temizleme metodu aktivite tayinlerinde kolay uygulanmasi ve ¢ok az vakit almasi
nedeniyle yontemler icinde en ¢ok tercih edilen yontemdir (Iskefiyeli, 2012). DPPH (2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil) radikalinin formiilii Sekil 15’de gosterilmistir.
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Sekil 15. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikalinin formiilii

1.7.1.3. Siiperoksit Dismutaz Aktivitesi
Siiperoksit dismutaz aktivitesi Beauchamp ve Fridovich tarafindan gelistirilen nitro

mavisi tetrazolyum (NBT) indirgeme metodu kullanilarak belirlenir (Beauchamp ve

Fridovich, 1971).

205_ + 2H+ﬂ> H202 + 02

1.7.1.4. Fosfomolibdenyum Indirgeyici Antioksidan Kapasite Ol¢iimii (PRAP)
Fosfomolibdenyum indirgeyici antioksidan kapasite Ol¢iim yontemi %10’luk

fosfomolibdik asit ve standart bilesik olarak kuersetin kullanilarak hesaplanir (Beauchamp

ve Fridovich, 1971).

1.7.1.5. Metal Selat Yapma Kapasitesi

Demir iyonu selatlama etkisi Chue ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilen metod

kullanilarak belirlenirr (Chua vd.,2008).

1.8. Enzim

Enzim protein yapisinda olan, dogal olarak sadece canlilar tarafindan iiretilebilen,

metabolizma olarak tanimlanan biitiin hiicre fonksiyonlariin gerceklestirilmesi i¢in gerekli
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olan biyolojik katalizorlerdir. Enzimler birbirlerine peptit bagiyla baglanan
aminoasitlerden olusur ve kendilerine 6zgii ii¢ boyutlu yapilar1 mevcuttur. Kendilerine ait
0zel yapilan ile enzimler diger katalizorlerle karsilastirildiklarinda oldukca 6nemlidir ve

endiistriyel potansiyel tasiyan dzelliklere sahiptir (Iskefiyeli, 2014).

1.8.2. Siiperoksit Dismutaz Enzimi

Stiperoksit Dismutaz Mc Cord ve Fridovich tarafindan 1968’de kesfedilmistir. Enzim
ve enzim olmayan antioksidanlar vardir ve siiperoksit dismutaz (SOD), antioksidan enzime
bir 6rnektir ve substrat olarak serbest radikal kullanan tek antioksidan enzim olarak bilinir
(Saral, 2013., Iskefiyeli, 2014). Antioksidan kategorisinde yer alan siiperoksit dismutaz
enzimi (SOD), bir siiperoksit molekiiliinii, oksijen (O,) molekiiliine yiikseltgeyip, diger
stiperoksit molekiiliinii hidrojen peroksite (H,O,)’e indirgeyerek serbest radikallerin
doniisiimiinii katalize ederek oksidatif stresi azaltir (Diplock, 1998., Ceritli, 2011., Oztiirk,
2015., Wang, 2016).

1.8.3. Asetilkolin Esteraz Enzimi Aktivitesi, Inhibisyonu ve Klinik Onemi

Asetilkolin esteraz enzimi sinaptik bosluklardaki asetilkolini, asetat ve koline
hidrolize eder ve asetilkolini inaktive ederek kolinerjik sinyal sonlandirilmasinda sorumlu
olan bir enzimdir (Chigurupat vd., 2016). Eger sinaptik bosluklardaki asetilkolin ¢cok fazla
hidrolize ugrarsa hiicrelerde sinir iletimi kesilir ve kiside Alzheimer hastalig1 goriiliir
(Melanson vd., 1985., Gokhan, 2013).

Alzheimer hastalig1 diinya capinda 20-30 milyon kiside goriiliirken sadece Amerika
da bu say1 4 milyon kisiye ulagsmistir. Bu oranlara bakildiginda Alzheimer hastalig1 diinya
da biiyiik bir sorun haline gelmistir ve giinden giine artarak ilerlemektedir. Bu hastaligin
ilerlemesini Onlemek icin klinik calismalarda ilaglar arasinda yeni bircok bilesik
gelistirilmeye  baglanmistir.  Bu  bilesikler arasinda anti-inflamatuar maddeler,
antioksidanlar, MAO-B inhibitorleri bulunmaktadir. Ayrica pirazol yapisinda olanlari iyi
analjezik, anti enflamatuar etkisi gostermistir ve pirazolin tiirevlerinin BSAO, SSAO ve
MAO inhibitor aktivesinin referans bilesiklere karsi daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Dahas1 bazi tedavisi olmayan hastaliklar icin, Parkinson tedavisinde (Chigurupati vd.,
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2016) ve asetilkolin esteraz aktivilerini de inhibe ettigi tespit edilmistir (Kelek¢i vd.,
2007). MAO inhibitorii olan ve yapisinda pirazolin halkasi ihtiva eden molekiil yapisi
Sekil 16°daki gibidir.

Sekil 16. MAO inhibitérii olan ve yapisinda pirazolin halkasi ihtiva eden molekiil
p
yapist (Salgin Goksen, 2015).

Pirazolin tiirevleri esteraz inhibisyonu ve gosterdigi radikalleri yok etme yetenegi ile
potansiyel bir anti-Alzheimer maddeleri olarak degerlendirilmistir. ~ Son yapilan
calismalarda pirazolin molekiillerini makul olarak baglayarak asetilkolin esterazi inhibe
ettigi belirlendi ve biyolojik aktivite deneyi gosterdi ki pirazol tiirevlerinden sentezlenen

bilesiklerden bazilar1 en giiclii asetilkolin esteraz engelleyici oldugu tespit edildi

(Chigurupati vd., 2016).

1.8.4. Tirosinaz Enzimi Aktivitesi, Inhibisyonu ve Klinik Onemi

Tirosinaz (E.C. 1.14.18.1) (Gawande vd., 2013) polifenol oksidaz (PPO) (Bandgar
vd., 2012) aktif merkezinde bakir bulunan ardigik iki farkli reaksiyonu katalizleyebilen,
mantarlarda, yiiksek bitkilerde ve hayvanlarda var olan oligomerik yapiya sahip bir
enzimdir.

Tirosinaz enziminin bugiine kadar calisilmis sentetik olarak iiretilen veya dogal
kaynakli bir¢ok sayida inhibitorii vardir. Polifenoller tirosinaz inhibitorleri i¢inde en fazla
bilinenidir. Ozellikle flavanoidler ( izoflavonoidler, izoflavonlar ) yap1 olarak tirosinaz
inhibitérii ve substratlar1 ile uyumludurlar. Pirazolinler, uzun zincirli lipitler, bilinen
tirosinaz inhibitorlerdir (Chang, 2009., Akin, 2012). Pirazolin yapist igeren tirosinaz

enzimi inhbitorleri Sekil 17°de gosterilmistir.
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Sekil 17. Pirazolin yapis1 igeren tirosinaz enzimi inhbitorleri (Zhou vd., 2013).

Tirosinaz enziminden 3,4 dihidroksifenilalanin (L-DOPA) sentezlenir ve L-DOPA
oksidasyon firiinlerinin varligi, Parkinson ve Huntington hastaliklar1 gibi cesitli norolojik
hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (Bandgar vd., 2012).

Ornek enzim olarak mantardaki tirosinaz enzimi kullanilmasiyla, anti-kanser, anti-
enflamatuar ve tirozinaz inhibe edici aktivite ozelligi ile 3,5-diaril-pirazol tiirevleri,
tirozinaz L-DOPA oksidasyonu iizerinden inhibisyon gostererek ve sonuclar dahilinde tiim
3,5-diaril pirazol tlirevlerinin tirosinaz inhibisyon agisindan incelendiginde, doza bagh
olarak inhibisyon gdsterdigi ortaya ¢ikmistir (Bandgar, 2010). Bu sonuglara bakilarak
pirazolin tiirevleri tirosinaz enziminin yeni inhibitdrleri olarak yerini almaya baglamistir

(Zhou vd., 2013).

1.9. Yap1 Aydinlatilmasinda Kullanilan Spektroskopik Yontemler

Enerjinin molekiillerle etkilesim sonuglarmin degerlendirilmesiyle molekiil hakkinda
bilinmeyen ve farkli bilgilere ulagilabilir. Bu nedenle UV (Ultraviyole), IR (Infrared),
Kiitle (MS), NMR (Niikleer Magnetik Rezonans) Spektroskopisi gibi yontemler
gelistirilmistir ( Ugiincii, 2008).

1.9.1. UV (Ultraviyole) Spektroskopisi

UV spektroskopisinde bilesik tizerine UV 1511 gonderildiginde, bu 151n sogurulur ve
bag orbitalindeki elektronlardan biri yon degistirmeden karsi-bag orbitaline gecer ve bu
olaya elektron gecisi denir. UV spektroskopisi bu elektron gegislerini kullanarak her dalga

boyunda bu sogurulan 15181n miktarin1 dlger ve bilesiklerin baglanma diizenleri hakkinda
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bilgi verir ( Ugiincii, 2008., Yilmaz Iskender, 2012). UV spektrumlar1 genellikle metanol,
etanol veya kloroformda alinabilir. Bu yontemde absorbansa (A) karsit dalga boyu (L)
grafigi ¢izilir. (Solomons, 2002; Baltaci, 2003).

1.9.2. IR (infrared) Spektroskopisi

Infrared spektroskopisi (IR), maddenin infrared 1smnlarni absorblamasi {izerine
kurulmustur ve maddelerin yapisinin aydinlatilmasinda kullanilan bir spektroskopik
yontemdir. IR 1ginlar1 organik bir molekiil tizerine gonderildiginde, bilesikteki atom veya
atom gruplarin1 bir arada tutan kovalent baglar etrafinda titresmesine sebep olur ve
bilesige bagli her fonksiyonel grup infrared isinlarini kendine 6zgii olarak absorblar. Bu
nedenle infrared spektroskopisi molekiildeki fonksiyonel gruplar hakkinda bilgi verir. Bu
yontemde bir infrared spektrumu % gegirgenlik veya absorbansa karsilik dalga sayisi (cm®

" grafigi cizilerek elde edilir (Field, 2002., Ugiincii, 2008).

1.9.3. Kiitle Spektrometresi

Kiitle spektrometresi kendine 6zgii bir diizenek kullanilarak pozitif yiiklii parcaciklar
olusturulmasi, bu parcaciklarin kiitle/yiik (m/z) oranlarina gore ayrilmalari, belirlenmeleri
ve bunlardan faydalanilarak molekiilin yapisin1 belirlemek i¢in yapilan metotlar
topluluguna kiitle spektroskopisi denir. Bu yontem ile molekiiliin ve o molekiilii olusturan
fonksiyonel gruplarin kiitleleri belirlenebilir. (Ugiincii, 2008., Yilmaz iskender, 2012.,
Giindiiz, 1999).

1.9.4. NMR (Niikleer Manyetik Rezonans) Spektroskopisi

NMR, temel olarak hidrojen ('H) ve karbon-13 (**C) gibi cekirdeklerin manyetik
ozelliklerinden yararlanilarak meydana getirilmis spektroskopi yontemlerinden biridir.
NMR spektroskopisi, diger yontemlerin aksine tek basina molekiiliin yapisi hakkinda
detayli bilgi verir. Yani bu yontemle bilesigi olusturan atomlarin birbirlerine baglanis

sekilleri, bagli olan fonksiyonel gruplari, konfigiirasyon ve konformasyon tayini

yapilabilir. (Balc1, 2000; Solomons, 2002., Yilmaz Iskender, 2012).
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1.9.5. Kromatografi

Kromatografinin ilk uygulamasini Rus botanik¢i Mikhail Tswett 1903 yilinda bitkiler
tizerindeki renk pigmentlerinin bantlar iizerinde renklere ayrismasiyla bulmustur ve bu
ylzden “chromatography” olarak adlandirmistir. Kromatografi, kimyasal bir karigimin
bilesenlerinin biri sabit faz ve digeri hareketli faz olmak iizere birbiriyle karigmayan iki faz
arasinda degisik hizlarda hareket etmelerine dayanarak yapilan bir ayirma, saflastirma ve
belirlemede kullanilan analitik bir tekniktir. Kromatografik analizler bilesiklerin fiziksel ve
kimyasal Ozelliklerindeki farklardan faydalanilarak bir karigimi olusturan bilesiklerin
birbirinden ayrilmasi esasina dayanan bir yontemdir ve adsorbsiyon, iyon degistirme,
dagilma ve jel kromatografisi olarak etkin maddeye gére smmiflandirilabilir (Ugiincii, 2008.,

Yasar, 2009., Kahriman, 2011., Can, 2014).

1.9.6. Kolon Kromatografisi

Miktar1 fazla olan karigimlarin ayrilmasinda kullanilan bir kromatografi yontemidir.
Ayrilma, sabit faz ile ¢oziicii arasinda elde edilmek istenen bilesiklerin polaritelerine ve
¢oOziiniirliiklerine gore hareket esasina dayanir. Hangi yontem uygulanmak isteniyorsa o
yonteme gore adsorbsiyon, iyon degistirme, dagilma ve jel kromatografisi olarak
isimlendirilebilir. Kolon kromatografisinde dolgu maddesi olarak silikajel, aliiminyum
oksit, seliiloz gibi maddeler kullanilabilir ve yapilan islemde ayrilmasi istenen bilesiklerin

ozelliklerine gore dolgu maddeleri asidik, bazik veya nétral olabilir (Ugiincii, 2008).

1.9.7. ince Tabaka Kromatografisi

Adsorpsiyon veya dagilma kromatografisine benzeyen ince tabaka kromatografisi
(ITK) bilesiklerin ayrilmasi, ¢alismada elde edilen herhangi bir karisimin plaka iizerindeki
sabit fazda ayr1 ayri yerlerde toplanmasiyla kag bilesenden olustugunu ve bu maddelerin
kalitatif analizi i¢in kullanilabilir. ince tabaka kromatografisinde sabit faz1 bir plaka
lizerine yayilmis ince silika jel veya aliimina tabakasi kolon dolgu maddesidir ve cam,
plastik veya aliiminyum plakalar iizerine 0.25-3 mm kalinliginda yayilarak kaplanir (

Ucgiincii, 2008., Kahriman, 2011).
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1.10. Floresans, Fosforesans ve Stokes Kaymasi

25 Santigrat derece oda sicakliginda bir kimyasal tiirdeki ¢ogu parcacik temel enerji
seviyesinde bulunur. Pargaciklar 151 absorbladigi zaman, yapisinda bulunan elektronlar
temel enerji seviyesinden uyarilmis enerji diizeyine ulasirlar. Bu duruma uyarilmis hal
denir. Isin absorbsiyonu sonucu uyarilan elektronun uyarilmis diizeyden temel diizeye
foton vererek geri doner. Bu olaya floresans denir.Uyarilan bu elektronun temel enerji
diizeyine donerken izleyebilecegi farkli yollar vardir. Bu yollar Jablonski Diagrami ile
gosterilir. Jablonski diyagrami bir molekiiliin uyarilmalar1 ve bu uyarilmalarin hangi
yollarla sonlandigin1 gosterir. Isin absorplayan bir kimyasal tiirde temel diizeyde bulunan
elektron daha yiiksek enerjili diizeye c¢ikar. Uyarilmis halde bulunan singlet enerji
diizeyindeki bir elektorunun uyarilmis triplet enerji seviyesine gecisi, yasakli olmasina
kars1 bu olay bir¢ok molekiilde meydana gelebilir. Triplet uyarilmis diizeyden temel singlet
diizeyine gecerken yapilan foton 1s1masina ise fosforesans denir ( Teknikel, 2013., Baglan
2014).

Temel enerji seviyesine donerken yayilan 15181in absorbe edilen i1sindan daha az
enerjiye sahip oldugu Jablonski Diagrami ile agik¢a kanitlanmistir. Neden bu durumun
meydana geldigi ise, emisyon ve absorpsiyon dalga boylari arasinda enerji farkinin
meydana gelmesinden kaynaklandig1 ortaya ¢ikmustir ve bu enerji farkina Stokes Kaymasi
denilmektedir (Baglan 2014).

Mevcut olan ve kullanilan geleneksel boyalarin tiimii, 15181 absorbe eder ve geriye
kalan kismi yansitir. Bu yansitilan 151k gozle goriinlir ve goriinen sey ise maddenin
rengidir. Floresans boyalar ise geleneksel boyalardan oldukga farkli bir 6zellik gosterirler.
UV-Vis bolgede 1s1n absorpsiyon bandi gozlenen sentezlenen organik boyalar, nerdeyse
tiim UV-Vis bolgeyi kapsar. Floresans boyalarin avantajlar1 yaninda suda ¢oziintirlik ve
polar ¢oziiciide istiflenme ile floresans azalmasi gibi dezavantajlart da mevcuttur (Baglan,

2014). Baz1 floresan 6zellikli boyar maddelerin molekiil yapilar1 Sekil 18’de gosterilmistir.
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Sekil 18. Bazi floresan 6zellikli boyar maddelerin molekiil yapilar1 (Baglan, 2014).



2. YAPILAN CALISMALAR
2.1. Coziiciiler ve Kimyasallar

Bilesiklerin sentezlenmesinde kullanilan 2'-amino asetofenon, 2-, 3-, 4-piridin
karbosialdehit, bortrifloriir dietileter kompleksi, hidrazinmonohidrat ve trietilamin Merck,
Fluka, ve Sigma-Aldrich marka olup analitik safliktadir. Sentezde, saflastirmada, UV
absorpsiyon Ol¢iimlerinde ve diger enstriimental cihazlarda analiz yapilirken kullanilan
etanol, metanol, diklorometan, kloroform, dietil eter, etil asetat, diklorometan, asetonitril,
aseton, DMF, DMSO gibi ¢oziiciiler Merck marka olup analitik safliktadir. Yine NMR
alinirken kullanilan CDCl3;, CD;0D ve DMSO-dg da Merck marka olup %99.8 safliktadir.

2.2. Enstriimentasyon

Sentezlenen bilesiklerin NMR spektrumlarinin bir kismi Varian Mecury 200 MHz
NMR cihazi, bir kismi ise Agilent 400 MHz NMR cihazinda alindi. UV spektrumlari
Unicam UV2-100 spektrofotometre cihazi, IR spektrumlari Perkin-Elmer 1600 FT-IR
(4000-400 cm™) spektrofotometre cihazi, kiitle spektrumlari MicromassQuattro LC-
MS/MS spektrofotometre cihazi kullanilarak alindi. Elementel analizleri Costech ECS
4010 cihazinda ve tek kristal X-Ray yapi analizi ise STOE IPDS II marka X-Ray
difraktometre cihazinda yapildi.

Diazaflavon sentezinde Milestone marka laboratuar tipi mikrodalga firin kullanildi.
Saflastirmalarda kolon kromatografisi (KK) ve ince tabaka kromatografisi (ITK) yaninda
kristallendirme kullanildi. Erime noktalar1 mikroskoba bagli Thermo-var cihazi
kullanilarak tayin edildi.

'H ve COSY NMR spektrumlart TMS pikine gére, °C ve APT spektrumlari ise
CDCl; (6=77.0 ppm) ve DMSO-ds (6=39.7 ppm) ¢oziicli pikine gore ayarlandi. Kiitle
spektrumlari elektron sprey (ES) yontemi kullanilarak alindi.

Kolon kromotografisinde (KK) normal faz 230-400 mesh silikajel kullanilirken, ince
tabaka kromatografisinde (ITK) normal faz silikajel 60 F,s4 kullanildi. ince tabakadaki

ayrilmalarin kontrolii i¢in kabin i¢inde bulunan 254 nm’ lik UV lamba kullanildi.
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UV absorbsiyonlar1 olgiiliirken ¢oziicii olarak, kloroform, aseton, DMF, etil asetat,
metanol, etanol, DMSO, asetonitril, kloroform ve metanol kullanildi. Aym
konsantrasyondaki ¢ozeltiler 10 mm’lik kuartz hiicrelere konularak, 200-700 nm
bolgesinde ve 25 °C’ de 6lgtimler yapildi. NMR spektrumlart alinirken ¢6ziicii olarak
CDCl; ve DMSO-ds kullanildi. Numuneler kuartz NMR tiiplerine konularak ol¢limler
yapildi. FT-IR spektrumlari kati numuneler iizerinden ve 400-4000 cm™ bdlgesinde
Olctimler yapilarak alindi.

Antioksidan, asetilkolinesteraz ve tirosinaz enzimlerinin aktivite Olgiimleri i¢in
kullanilan 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH), gallik asit (GA), askorbik asit (AA),
bitirilhidroksianisol (BHA), trizma-baz, etilendiamintetraasetik asit (EDTA), L-
metiyonin, riboflavin, nitro blue tetrazolium (NBT), siiperoksitdismutazenzimi,
fosfomolibdikasit, ferrozin, trikloroasetikasit, asetilkolinesteraz enzimi, asetilkoliniyodiir,
tirosinaz, L-DOPA, kojik asit kimyasallar1 Sigma- Aldrich (St. Louis, MO, USA)’dan satin

alinmustir.

2.3. Bilesiklerin Sentezi

2.3.1. 4-6 Nolu Bilesiklerin Sentezi

Hedeflenen pirazolin bilesiklerinin sentezlenmesinde ilk olarak baslangi¢ bilesikleri
olan 2'-amino siibstitiie azakalkon (1-3) bilesiklerinin sentezleri gerceklestirildi. Bu
amagla, Claisen-Schmidt kondenzasyonu kullanilarak 2-aminoasetofenon ile 2-, 3- ve 4-
piridinkarboksialdehit, baz olarak NaOH ve ¢dziicii olarak etanol ve su kullanilmasi ile oda
sartlarinda 16-24 saat karistirilarak etkilestirildi. Uriin gerektiginde kolon kromatografisi

ile saflastirildi (Denklem 5).
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NH, Y

+ | NaOH
CH; _ H —_—

Denklem 5. 1-3 Nolu kalkonlarin sentez semasi

Daha sonra sentezlenen bu azakalkon bilesiklerinden (1-3), ayri ayri1 aliman 10
mmol’liik kisimlar 20 mL kuru etanolde ¢oziildii ve iizerine stokiyometrik miktardaki 10
mmol hidrazin monohidrat ilave edildi. Reaksiyon igerigi 2 mL glasiyel asetik asit
ilavesinden sonra 6-12 saat geri sogutucu altinda 1sitildi. Reaksiyonlarin ilerleyisi ince
tabaka kromatografisi (ITK) ile kontrol edildi. Tamamlanan reaksiyon karisimlar1 1 gece
kendi halinde bekletildi. Olusan kristaller siiziildii ve soguk etanolle tekrar yikandi.
Kurutulan kristaller iizerinden saflik kontrolii yine ITK ile yapildi. Eger kristallenme
olmadi ise ¢oziicii evapore edildikten sonra, karistm buzlu su igerisine bosaltildi. Olusan
kat1 siiziildli, kurutuldu ve etanolden kristallendirildi. Elde edilen pirazolin tiirevlerinin
muhtemel tautomerlerinden birinin ana bilesen olarak olustugu ise tek kristal X-Ray yap1

analizi sonucu belirlendi (Denklem 6).

| HsOH
+ NH,NH,.H,0 _CoHsOH _

CH;COOH
0] Geri sogutma
6-12 saat
l1: X=N,Y=Z=H
2: Y=N, X=Z=H
3: Z=N, X=Y=H

Denklem 6. 4-6 Nolu pirazolin bilesiklerinin kalkonlardan sentez semasi
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2.3.2. 7-9 ve 11 Nolu Bilesiklerin Sentezi

» 7-9 nolu bilesiklerin sentezi:

Saf haldeki pirazolin tiirevlerinden ayr1 ayri alinan 8.4 mmol’lik kisimlar 20 mL
kuru diklorometanda ¢ziildii. Uzerine 10.2 mL trietilamin ilave edilerek azot ortamda bir
siire karistirildi. Devaminda stokiyometrik miktardaki bor triflotiir dietileter kompleksi
damla damla ilave edildi. Eter kompleksinin damladig1 yerde limon saris1 renginde ¢okelek
olusumu gozlemlendi. Azot ortaminda 15 dk daha karistirildiktan sonra, olusan ¢okelekler
stizlildii ve soguk diklorometanla yikandi. Devaminda ise su ile yikanarak liyofilizatorde
kurutuldu. Limon saris1 ¢okeleklerin saflik kontrolii ince tabaka kromotografisi (ITK) ile
yapildi. Elde edilen f{irlinlerin hedeflenen ydnde oldugu spektroskopik yontemlerle
desteklendi.

Floresans boyalar ailesinin en Onemli iyelerinden biri olan boradiazaindasen
(BODIPY) bilesikleridir. Bu ¢alismada elde edilen pirazolin tiirevleri (4-6) kuru
diklorometanda ¢6ziildii ve iizerine trietilamin ilave edilerek bir siire karigtirildi.
Sonrasinda bor trifloriir dietileter kompleksi ilave edilerek bordifloro-pirazolin

kompleksleri (7-9) elde edildi (Denklem 7).

BF;.Et,O kompleksi

-
>

CH,Cl,, Et3N
inert ortam

Denklem 7. 7-9 Nolu bordifloro-pirazolin komplekslerinin sentez semasi

» 11 nolu bilesigin sentezi:
1 nolu azakalkon bilesiginden alinan 20 mmol kloroformda ¢oziildii ve K-10 Klay‘in
(katalizor) belirli miktarlariyla karistirildi. Katalizoriin madde ile tamamen homojenize

olmast i¢in yapilan bu islemin ardindan karisimin ¢oziiclisli uygun sicaklikta evaporatorde
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uzaklastirildi. Tamamen ¢oziiciisii buharlasan kati karisim Milestone marka multimod
mikrodalga cihazina ait reaktdre konuldu ve igerisine magnet ile birlikte daha ¢ok 1s1
absopsiyonu i¢in veflon atildi, ardindan reaktdr kapatilarak cihaza yerlestirildi. Optimum
sartlar olan 110 °C” de 700 watt’lik enerjiyle mikrodalgaya tabi tutuldu ( Kahriman, 2011).
Reaksiyonun ilerleyisi ince tabaka kromatografisi (ITK) ile kontrol edildi. 2 Dakika sonra
reaksiyonun tamamlandigi belirlendi. Tamamlanan reaksiyon karigimi metanolde ¢oziildi
ve ardindan siiziilerek katalizérden uzaklastirildi. Coziiciisii uzaklastirilan reaksiyon
karigimi kolon kromatografisi ile saflagtirildi. Boylelikle 10 nolu bilesik elde edildi. Bunun
devaminda bu bilesikten 10 mmol alinarak 30 mL kuru diklorometanda ¢ziildii. Uzerine
15 mL trietilamin ilave edilerek azot ortamda bir siire karistirildi. Devaminda
stokiyometrik miktardaki bor triflotiir dietileter kompleksi ile azot ortaminda damla damla
ilave edildi. Bor triflotiir dietileter kompleksinin damladig1 yerde pembe renkte ¢okelek
olusumu gozlemlendi. Azot ortaminda 15 dk daha karistirldiktan sonra, olusan ¢okelek
stizlildii ve saf su ile yikandi. Liyofilizatorde kurutulan bilesigin ince tabaka kromotografisi
(ITK) ile saflik kontrolii yapildi. Yiiksek verimle elde edilen iiriiniin hedeflenen yénde
oldugu spektroskopik yontemlerle desteklendi.

Bu calismada sentezlenen diger bir bilesik ise bordifloro-diazaflavon kompleksleridir
(11). Baslangic maddesi olan diazaflavon (10) bilesigi kuru diklorometanda ¢6ziildi
lizerine trictilamin ilave edilerek bir siire karistirildi. Sonrasinda bor trifloriir dietileter

kompleksi ilave edilerek bilesik elde edildi (Denklem 8).

A o/
o F—B—R"X
N — / |
N =
| BF;.Et,O kompleksi |
CH,Cly, EGN
O inert ortam
0O
10 11

Denklem 8. 11 Nolu bordifloro-diazaflavon kompleksinin sentez semasi
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2.4. Antibakteriyal Aktivitelerin Belirlenmesi

Calisma kapsaminda sentezlenen 7 adet yeni bilesigin farkli mikroorganizmalar
tizerine olan antibakteriyal etkisinin belirlenmesinde, Uluslararasi Clinical and Laboratory
Standards Institue'niin standardize etttigi sivi diliisyon metodu kullanildi (APPROVED
STANDART, CLSI DOCUMENT MO07-A8, 2009; KASPADY, 2009). Bu metoda gore
bilesiklerin  farkli  konsantrasyon serileri hazirlandi ve minimal inhibisyon
konsantrasyonlar1 (MIK) belirlendi. MiK yéntemi igin kullanilacak olan bakteriler gliserol
stoklarindan 3 mL LB (Larua Bertani besiyeri, % 1 tripton, % 0,5 maya oziitii ve % 0,5
NaCl igeren pH=7,2, 121 °C de otoklavlanarak steril edilmis) besiyerine ekildi ve 37 °C* de
gece boyu inkiibe edildi. Elde edilen oOncii kiiltiir tekrar aynmi sekilde gece kiiltiirii
yapildiktan sonra, spektrofotometre kullanilarak 600 nm de absorbanslari belirlendi.
CLSI'nin belirttigi iizere kullanilacak bakteri yogunlugu OD 600=0,004'e ayarlandi.
Sentezlenen bilesikler, DMSO igerisinde son konsantrasyonlart 1000 mikrogram/mililitre
olacak sekilde ¢oziildii. Steril plakalarda bu bilesiklerin 1000-2 mikrogram/mililitre seri
sulandirilmalar1 yapildi ve bakteriler ile inokiile edildi. Inokiilasyon sonras plakalar 37 °C
18 saat inkiibe edildi. Calismada ayn1 zamanda, negatif kontrol olarak sadece 100 pg/mL
ampisilin antibiyotigi iceren LB besiyerleri kullanildi ve bakterilerin biiyiimedigi gézlendi.
Pozitif kontrol olarak herhangi bir antibiyotik ve bilesik icermeyen LB besiyeri ve ¢oziicii
kontrolii icin DMSO igeren LB besiyeri inokiiliim yapildiginda ise biiyiime gozlendi. MiK
degeri, biiylimenin olmadig1 ilk konsantrasyon olarak tespit edildi. Calismamizda 2 adet
gram pozitif (Bacillus subtilis ATCC 663 ve Staphylococcus epidermidis 14990) ve 4 adet
gram negatif bakteri (Klebsiella pneumonie ATCC 13883, Proteus vulgaris ATCC 13315,
Salmonella typhimurium ATCC 14028, Enterobectercloaceae ATCC13047) kullanilmistir.

2.5. Antioksidan Aktivitelerinin Belirlenmesi

2.5.1. DPPH Radikal Siipiirme Aktivitesinin Belirlenmesi

Numunelerin 2,2-difenil-1-pikril hidrazil (DPPH) radikal siiplirme aktivitesi, Blios
yontemine gore gergeklestirilmistir (Blois, 1958). DPPH radikali kararli bir radikaldir ve
tek bir elektron varligi nedeniyle 517 nm’de giiclii absorpsiyon bandi gosterir. Bu

absorpsiyon, radikal siipiiriiciilerin hidrojen atomu veya elektron verebilme yatkinliklar
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etkisiyle DPPH’1n metanoldeki ¢dzeltisinin mor renginin acilmasiyla azalir. Ik olarak
metanolde ¢oziilen numunelerin stok ¢ozeltisi 2.5 mg/mL olacak sekilde hazirlandi. Daha
sonra deneyde kullanilmak {izere 10 pg/mL, 25 pg/mL ve 50 pg/mL calisma cozeltileri
hazirlandi ve 0.4 mM DPPH’in metanoldeki ¢ozeltisi {izerine ilave edildi. Karanlik bir
ortamda oda sicakliginda 30 dakika inkiibasyonun ardindan 517 nm’de absorbans
Olctlmiistiir (Agmek). 0.4 mM 1 mL DPPH metanoldeki c¢ozeltisinin 517 nm’deki
absorbansi Ol¢iilmiistiir (Akontro). Standart olarak GA, AA ve BHA kullanilmistir. DPPH
serbest radikal siipiirme aktivitesi, DPPH radikallerinin inhibisyonu (%lI) seklinde farkli
konsantrasyonlart i¢in 1 numarali formiilden hesaplanmistir. Tiim deneyler li¢ tekrarli

gerceklestirilmis ve standart sapmasi (SD) hesaplanmuistir.

Formiill . % inhibisyon = 2£-4%%¢k 5 100 (1)

Aornek

2.5.2. Siiperoksit Dismutaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Stiperoksitdismutaz  aktivitesi Beauchamp ve  Fridovich (Fridovich ve
Beauchamp,1971) tarafindan gelistirilen nitro mavisi tetrazolyum (NBT) indirgeme
metodu kullanilarak belirlenmistir. O, ’nin miktar1 ve baskilanma orant 560 nm’deki
absorbans Olgiilerek belirlenmistir. Siiperoksit radikalleri (O,7) 100 pL 0.1 mM EDTA,
100 pL 2 uM riboflavin, 100 pL 13 mM L-metiyonin ve 100 pL 75 uM NBT igeren 50
mM fosfat tamponundan (pH=7.8) olusan sistem ile Olgiilmiistiir. Numunelerin farklt
konsantrasyonlarda (10 pg/mL, 25 pg/mL ve 50 pg/mL) hazirlanmis ¢ozeltileri radikal
iireten bu ¢ozelti sistemlerine ilave edilerek her bir reaksiyon karistmi 10 dakika floresan
1s1¢1nda inkiibe edildikten sonra 6rneklerin absorbansi 560 nm’de Ol¢iilmiistiir. Test edilen
numuneyi icermeyen karigimin absorbansi kontrol olarak kullanilmistir. Standart olarak
SOD, AA ve BHA kullanilmigtir. NBT indirgenmesinin ylizde inhibisyonu (%l) Formiil
1’de verildigi hesaplanmistir. Tiim deneyler ii¢ tekrarli gerceklestirilmis ve standart

sapmasi (SD) hesaplanmustir.
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2.5.3. Fosfomolibdenyum indirgeyici Antioksidan Kapasite Ol¢iimii (PRAP)

Fosfomolibdenyum indirgeyici antioksidan kapasite oOl¢lim yontemi %10’luk
fosfomolibdikasit kullanilarak hesapland1 ve standart bilesik olarak kuersetin kullanilmistir
(Falcionivd., 2002). Ilk olarak etanol icerisinde %10’luk fosfomolibdenyum c¢ozeltisi
hazirlandi ve son hacim 1 mL olacak sekilde orneklerin ¢esitli konsantrasyonlari (10
png/mL, 25 pg/mL, 50 pg/mL) cozeltiye ilave edilmistir. Karigim 80 °C’de 30 dakika
inkiibe edilmistir. Bu sure sonunda karigimlarin absorbanslart 600 nm’de okundu ve
kuersetin ile karsilastirilarak fosfomolibdenyum indirgeyici antioksidan kapasitesi
belirlenmigtir. Tiim deneyler {i¢ tekrarli gerceklestirilmis ve standart sapmast (SD)

hesaplanmustir.

2.5.4. Metal Selat Yapma Kapasitesi

Demir iyonu selatlama etkisi Chue ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilen metod
kullanilarak belirlenmistir (Chua vd., 2008). Kisaca orneklerin farkli konsantrasyonlarinin
(125 pg/mL, 250 pg/mL, 500 pg/mL) 740 pL ‘sine 20 uL 2 mM FeCl, ilave edilmistir.
Daha sonra 40 pL. 5 mM ferrozin ilavesi gerceklestirilmistir. 10 dakika oda sicakliginda
inkiibe olduktan sonra numunelerin absorbansi 562 nm’de o6l¢iilmiis ve 1 numarali
formiilden % inhibisyonu hesaplanmistir. Standart olarak EDTA, GA, BHA kullanilmaistir.

Tim deneyler li¢ tekrarli gerceklestirilmis ve standart sapmasi (SD) hesaplanmustir.

2.5.5. Demir Indirgeyici Antioksidan Kapasite Ol¢iimii (FRAP)

Demir-indirgeyici antioksidan kapasite Ol¢limii Oyaizu ve arkadaslari tarafindan
gelistirilen metoda gore belirlenmistir (Oyaizu vd., 1986). Kisaca; 1 mL 6rnek ¢ozeltilerine
1 mL pH=6,6 fosfat tampon ve 1 mL potasyumferrisiyanid ¢6zeltisine ilave edilmistir.
Karisim 50 °C’de 20 dakika inkiibe edildikten sonra {izerine 1 mL %10’luk trikloroasetik
asit ilave edilmistir. Karisim hizla ¢alkalandiktan sonra 1 mL saf su ilave edilmistir. Son
olarak 100 pL %0,15 FeCls ilave edildikten sonra 30 dakika inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyonun ardindan &rneklerin 700 nm’de absorbanslar1 dl¢iilmiis ve standart olarak

kullanilan BHA esdegeri olarak verilmistir (BHA, mg/g numune).
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2.6. Enzim Inhibisyonlari

2.6.1. Asetilkolinesteraz Enzimi inhibisyonu

Numunelerin  AChE inhibisyon aktiviteleri, ticari olarak temin edilebilen
galantaminhidrobromiir bilesigi referans alinarak kolometrik Ellman ve Ingkaninan metodu
kullanilarak degerlendirilmistir (Ellman vd., 1961, Ingkaninan vd., 2000). Numuneler
farkli konsantrasyonlarda (25 pg/mL, 50 ug/mL, 100 pg/mL) 50 mM Tris tampon ¢ozeltisi
(pH=8.0) ile seyreltilmistir. Tris tampon ¢ozeltisinden 50 pL, 3 mM DTNB c¢ozeltisinden
125 pL, 25 pL 0.2 U/mL konsantrasyondaki enzim (AChE) ¢ozeltisinden ve farkl
konsantrasyonda 25 pL numune kuyucuklara eklenerek olusan karisim 25°C’ de 15 dakika
inkiibasyona birakilmistir. 15 dakikalik inkiibasyonun ardindan her bir kuyucuga 25 pL
hacimde 15 mM konsantrasyonda substrat (ATCI) c¢ozeltisinden ilave edilecek ve
reaksiyon karigimlarinin  absorbanslart 412 nm’de mikroplak okuyucu (UV-
Spektrofotometre, MultiskanGo) okutulmustur. Asetilkolinesterazinhibisyonu (%l)
seklinde farkli konsantrasyonlari i¢in 1 numarali formiilden hesaplanmistir. Tiim deneyler

tic tekrarli gerceklestirilmis ve standart sapmasi (SD) hesaplanmustir.

2.6.2. Tirosinaz inhibisyonu

Numunelerin tirosinaz inhibisyon kapasitesi, Masuda ve ark. tarafindan gelistirilen,
3,4-dihidroksi-L-fenilalanin’in (L-DOPA) substrat olarak kullanildigi modifiye dopakrom
yontemi ile spektrofotometrik olarak tayin edilecektir (Masuda vd., 2005). Standart olarak
alfa-kojikasit’in kulanildig1 deneyler, 96 kuyucuklu mikroplak kullanilarak mikroplak
okuyucuda (Uv-Spektrofotometre, MultiskanGo) gergeklestirilmistir. Deney protokoliine
gore; hazirlanan numunelerin (50 pg/mL, 100 pg/mL, 250 pg/mL) her birinden 20 pL
alarak, daha onceden her birine 100 pL fosfat tamponu (pH=6.8) eklenmis kuyucuklara
ilave edilmistir. Bunun iizerine 20 pL 250 U/mL tirosinaz enzimi ve 20 uL. L-DOPA
cozeltisi ilave edilmistir. 10 dakika inkiibasyon siiresinden sonra, mikroplaklar
spektrofotometre cihazina yerlestirilerek, 6rnekler ve kontroliin absorbanslari 475 nm
dalga boyunda okundu ve tirosinaz inhibisyonlar1 Formiil 1’e goére hesaplanmistir. Tim

deneyler {i¢ tekrarl gergeklestirilmis ve standart sapmasi (SD) hesaplanmistir.
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2.7. UV-Vis Absorpsiyon Olgiimleri ve Spektrum Uzerine Coziicii Etkisinin
Incelenmesi

Sentezlenen 7 adet bilesigin farkli ¢oziiciilerde ayn1 molaritedeki ¢ozeltilerinin UV-
Vis spektrumlart Unicam UV2-100 spektrofotometre cihazinda alindi. Bu amagla 4-6 nolu
bilesiklerin 6.30x10° M, 7-9 nolu bilesiklerin 5.25x10° M ve 12 nolu bilesigin ise
2.50x107° M’lik cozeltileri farkli ¢oziiciilerde (DMSO, DMF, etil asetat, etil alkol, metanol,
asetonitril, aseton ve kloroform) hazirlanarak UV absorpsiyonlar1 olgiildii. Bilesiklerin
coziiclilerdeki kararhiliklari, ¢akistirllmali spektrumlarda ¢oziiciiden meydana gelen olasi

absorbans farkliliklar arastirildi ve molar absorplama katsayilar1 hesaplandi.

2.8. Floresans Ol¢iimleri

Bilesiklerin ¢ozeltilerinin hazirlanmasinda metanol (Sigma-Aldrich, 34885 kodlu
HPLC saflikta) kullanildi. Absorpsiyon ve emisyon spektrumlarin alinmast i¢in bu
¢oOzeltilerin belli hacmine ayni hacimde deiyonize su ilave edildi. UV-vis absorpsiyon
spektrumlarinin alinmasinda ThermoEvolution 60 Spektrofotometre kullanildi. Emisyon
spektrumlar1 PTI QM-4-2006 model spektroflorimetre ile alindi. Cozeltinin karigtirilmasi
icin Labnet Model No 50100-320 V vorteks kullanildi.

2.8.1. Spektrofotometrik Olgiimler

Ligandin metanolde 1,00.10°-5,00.10° M konsantrasyon arahinda cozeltileri
hazirlandi. 2 mLIligand ¢ozeltilerine 2 mL saf su eklenerek oda sicakliginda 5 dak. vorteks
calkalayict ile c¢alkalandi. Olusan ¢ozeltilerin 200-800 nm’ler arasi absorpsiyon
spektrumlari alindi. Uygun absorbans degerleri 1,29x10”° M ligand ¢ozeltisi i¢in elde
edildi.
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2.8.2. Spektroflorimetrik Ol¢iimler

1,29x10” M ligand ¢ozeltilerinin floresans spektrumu alindi. Bunun igin 340 nm’de
numune uyarildi. Slitaraligr 1 nm olarak ayarlandi. Emisyon spektrumu 350-700 nm’ler

arasinda elde edildi.



3. BULGULAR

3.1. Sentezlenen Bilesikler

Calisma genel olarak dort bolimden olugmaktadir. Birinci kisimda kalkon
bilesiklerine alternatif olarak literatiirde mevcut olan 3 adet 2'-amino substitue azakalkon
klasik yontemle oda sartlarinda karistirilarak ve 1 adet flavonoid analogu olan diazaflavon
bilesiginin ise mikrodalga yontemi ile sentezi gergeklestirildi (1-3, 10). Calismanin ikinci
asamasinda ilk kisimda sentezlenen azakalkonlardan pirazolin tiirevlerinin sentezi (4-6) ve
liclincli kisimda ise pirazolin ve diazaflavon bilesiklerinin bordifloriir kompleksleri
sentezlendi (7-9, 11). Bu calismada 7 adet yeni bilesik sentezlendi. Dordiincii asamada,
elde edilen bilesiklerin antibakteriyal, antioksidan, enzim inhibisyon aktiviteleri ve UV
absorpsiyon Ozellikleri ile floresans ozellikleri tayin edildi. Bilesiklere ait formiiller ve

adlandirmalar Sekil 19°deki gibidir.

N™ ™ =~ "N
NH2 | = NH2 NN |
O O
(2E)-1-(2-aminofenil)-3-piridin- (2E)-1-(2-aminofenil)-3-piridin-
2-ilprop-2-en-1-on 3-ilprop-2-en-1-on
1) 2

Sekil 19. Sentezlenen bilesiklere ait formiiller ve adlandirmalari
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Sekil 19°un devami

=~ °N
NH; A |
O
(2E)-1-(2 -aminofenil)-3-piridin- 3-(2'-aminofenil),5-(2'-piridil)pirazolin
4-ilprop-2-en-1-on ya da 2-(5-piridin-2-il-4,5-dihidro- 1 H-
3) pirazol-3-il)anilin

(C))

3-(2'-aminofenil),5-(3'-piridil)pirazolin 3-(2'-aminofenil),5-(4'-piridil)pirazolin
ya da 2-(5-piridin-3-il-4,5-dihidro-1H- ya da 2-(5-piridin-4-il-4,5-dihidro-1H-
pirazol-3-il)anilin pirazol-3-il)anilin

(©))

Bordifloro 3-(2'-aminofenil),5-(2'- Bordifloro 3-(2'-aminofenil),5-(3"-piridil
piridil)pirazolin )pirazolin (BOAPPY 2) (8)
(BOAPPY 1)
()
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Sekil 19°un devami

T
N | —
|
0]
Bordifloro 3-(2'-aminofenil),5-(4'- 2-piridin-2-ilkinolin-4(1H)-on
piridil)pirazolin (BOAPPY 3) (10)
(€))
F
)
F—/B/\ﬁ X
N | P
|
o
Bordifloro 1,2'-diazaflavon (BODAF)
(11)

Calismada sentezlenmis olan bilesikler ile ilgili yapilmis olan literatiir arastirmasi
ile sadece baslangi¢ azakalkonlarinin ve diazaflavonun litaratiirde bilinen bilesikler oldugu
belirlenmigtir. Calismadaki hedef bilesikleri olan pirazolin (4-6) ve organo bor
komplekslerine (7-9, 11) ise literatlirde rastlanmamistir. Calisma kapsaminda sentezlenmis
bilesiklerden 4 nolu bilesigin literatiirde tautomeri mevcut olup, nitro kalkonlarin halka
kapanmas1 ve ardindan indirgenme reaksiyonunun gergeklestirilmesi olmak {izere iki
basamakta sentezlenmistir. Azakalkondan tek basamakli sentezine ise literatiirde
rastlanmamustir.

Caligmanin devaminda ise sentezlenen bilesiklerin degisik c¢oziiciilerdeki UV
absorbanslar1 ve floresas ozellikleri 6l¢iilmiis (Qiong, 2012), biyolojik aktivite testlerinde
ise DPPH (Cuendet, 1997), SOD (Fridovich ve Beauchamp, 1971), PRAP (Falcionivd.,
2002), metal selat yapma (Chua vd., 2008) ve FRAP (Benzie, 1996, 1999; Oyaizu, 1986)
yontemleri ile antioksidan aktivite, asetilkolinesteraz ve tirosinaz enzim inhibisyon
aktiviteleri ve s1vi diliisyon metodu ile minimal inhibisyon konsantrasyonlari1 belirlenerek

antibakteriyel aktivite tayinleri yapilmistir (Amelia, 2006; Approved standart, CLSI
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Document M07-A8, 2009; Demirbag, 1997, Ertiirk, 2006; Kaspady, 2009; Kiiciik, 2006,
2007; Ozer, 2007; Perez,, 1990; Willanova, 1993; Yayli, 2006).

3.2. Antibakteriyal Aktivite Sonuglari

Calismada sentezlenen yeni 4-9 ve 11 nolu bilesiklerin antibakteriyal aktiviteleri 6
bakteri (Tablo 2) {izerinde siv1 diliisyon metodu kullanilarak belirlenmistir. Bu metoda
gore bilesiklerin farkli konsantrasyon serileri hazirlandi ve minimal inhibisyon
konsantrasyonlar1 (MIK) 6l¢iilmiistiir. MiK degeri, biiyiimenin olmadig ilk konsantrasyon
olarak tespit edilmistir. Elde edilen MIK degerleri Tablo 2 de verilmistir.

Tablo 1. Caligmalarda kullanilan mikroorganizmalar ve ATCC numaralari

Mikroorganizma ATCC Numarasi
G+

Bacillus subtilis ATCC 6633
Staphylococcus epidermidis ATCC 14990
G-

Klebsiella pneumonia ATCC 13883
Proteus vulgaris ATCC 13315
Salmonella typhimirium ATCC 14028
Enterobacter cloaceae ATCC 13047

G+: Gram pozitif, G-: Gram negatif

Elde edilen sonuglara gore, bilesiklerin kullanilan test mikroorganizmalarina karsi
genel olarak iyi derecede aktif oldugu belirlendi. Sentezlenen yeni pirazolin bilesiklerinden
4 (piridin azotu 2 pozisyonunda) nolu bilesigin diger pirazolin bilesiklerine gore 6zellikle
de G+ bakterilere kars1 (Bs: 18.75, Se: 18.75 nug/mL) daha aktif oldugu goriildii. Pirazolin
bilesikleri arasinda en az aktif olanin ise biitiin bakterilere kars1 150 pg/mL’lik bir minimal
inhibisyon konsantrasyonuna sahip 5 (piridin azotu 3 pozisyonunda) nolu bilesik oldugu
elde edilen sonuglar dogrultusunda belirlendi. Sentezlenen pirazolin bilesiklerini (4-6)
molekiil yapist bakimindan farklilandiran tek nokta piridin halkasindaki azot atomunun

pozisyonu olup, aktivitelerdeki farkliligin kaynagini olusturmaktadir.
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Tablo 2. Antibakteriyal aktivite sonuglari

Minimal Inhibisyon Konsantrasyonlar1
Bilesik | Konsantrasyon (MIK: pg/mL)
No (Stok, ng/mL) G+ G-
Bs Se St Ec Py Kp
4 1000 18.75 | 18.75 | 75 75 75 75
5 1000 150 150 150 150 150 150
6 1000 75 37.5 75 75 75 75
7 1000 75 75 75 75 37.5 37.5
8 1000 94 | 18.75 | 75 150 150 150
9 1000 150 150 150 150 150 150
11 1000 18.75 | 4.7 | 18.75 | 18.75 | 18.75 18.75
DMSO + + + + + +
LB + + + + + +
LB+amp. 100 mg/mL 100 100 100 100 100 100

Bs:Bacillus  subtilis ATCC 6633, Se:Staphylococcus epidermidis ATCC 14990
Kp:Klebsiella pneumonia ATCC 13883, Pv:Proteus vulgaris ATCC 13315, St:Salmonella
typhimirium ATCC 14028, Ec:Enterobacter cloaceae ATCC 13047, LB: Lysogeny Broth,
Amp: Ampicillin, G+: Gram pozitif, G-: Gram negative, (-): Aktivite yok (+): Aktivite var

Pirazolin bilesiklerinden sentezlenen bordifloriir komplekslerine bakildiginda, 8 nolu
bilesigin (BOAPPY 2) ozellikle test edilen G+ bakterilere (Bs:9.40, Se: 18.75 pg/mL), 7
nolu bilesigin (BOAPPY 1) ise 37.5-75 pg/mL araliginda G- bakterilere kars1 aktif oldugu
goriildii. Sentezlenen bordifloro-pirazolin komplekslerinden en az aktif olanin ise 9 nolu
bilesik (BOAPPY 3) oldugu tespit edildi.

Calismada sentezlenen biitiin bilesikler arasinda hem G+ hem de G- bakterilere kars1
en aktif olan bilesik ise 1,2'- bordifloro diazaflavon kompleksi olan 11 nolu BODAF
bilesigidir. Bu bilesik 6zellikle 4 pg/mL’lik bir sonugla G+ bir bakteri olan Se’ ye kars1 en

yiiksek aktivitesini gostermektedir.

3.3. Antioksidan Aktivite Sonug¢lari
3.3.1. DPPH Radikal Siipiirme Aktivitesinin Belirlenmesi
Incelenen bilesiklerin radikal siipiirme aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla hizli, basit

ve uygun bir yontem olan DPPH radikallerini siiplirme aktivitesi incelendi. Bu amacla

metanol icerisindeki DPPH ¢6zeltisinin absorbansindaki diisme bilesiklerin ilavesiyle takip
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edildi. Bu yontem de serbest radikal siipiiriiciiler ya da hidrojen verici bilesikler sebebiyle
DPPH’dan kaynaklanan radikalin inaktif olmasi ve bu nedenle DPPH c¢ozeltisinin mor
renkten sar1 renge doniisiimii gozlenmektedir. Bu caligmada standart olarak GA, AA ve
BHA kullanilmistir. Calismada elde edilen sonuglar Tablo 3 ve Sekil 20°de verilmistir.
Sonuglar incelendiginde en yiiksek aktiviteye 4 nolu bilesigin sahip oldugu goriiliirken, 11
nolu bilesik ise en az aktiviteye sahipoldugu belirlendi. 50 pg/mL konsantrasyonda
bilesiklerin DPPH radikal siipiirme aktivitesi siralanirsa; 4 (96.76 + 0.06%) > 5 (96.31 +
0.23%) > 6 (96.12 + 0.40%) > GA (95.46 = 0.24%) > AA (95.20 + 0.04%) > BHA (91.30
+ 0.51%) > 7 (89.01 £ 0.58%) > 9 (70.82 £ 1.19%) > 8 (70.34 £ 0.99%) > 11 (13.91 £
1.60%) seklinde bulunmustur.

Tablo 3. Bilesiklerin ve standartlarin DPPH radikal siipiirme aktivitesi (%)

10 ug/mL 25 ug/mL 50 ug/mL

4 54,86 + 0,56 88,01 + 0,88 96,76 + 0,06
5 42,01 £0,52 70,0 = 1,73 96,31 £ 0,23
6 34,04 £0,37 56,91 + 1,09 96,12 £ 0,40
7 27,44 + 0,86 46,41 + 1,03 89,01 + 0,58
8 15,83 + 0,57 34,07+ 0,79 70,34 £ 0,99
9 15,88 £ 0,33 35,75+ 0,67 70,82 + 1,19
11 2,50+ 0,20 6,42 + 0,32 13,91 + 1,60
GA 95,30+ 0,18 95,40 + 0,20 95,46 + 0,24
AA 38,02+0,11 89,59 + 0,49 95,20 + 0,04
BHA 30,31 + 0,20 74,48 + 0,23 91,30 + 0,51

DPPH: 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil, GA: Gallik asit, AA: Askorbik asit,

BHA: Biitilhidroksianisol
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DPPH

@10 pg/mL w25 pug/mL 1150 pg/mL

100
90
80

20 : .
60 5
50
40
30
20 -
10
8 9 11 GA

0 4 5 6 7 AA | BHA
10 pg/mL| 54,86 | 42,01 | 34,04 | 27,44 | 15,83 | 15,88 | 2,5 | 95,3 |38,02|30,31
M25pg/mL| 88,01 | 70 |56,91|46,41 (34,07 |35,75| 6,42 | 95,4 | 89,59 | 74,48
150 pg/mL| 96,76 | 96,31 | 96,12 | 89,01 | 70,34 | 70,82 | 13,91 | 95,46 | 95,2 | 91,3

Numune

%inhibisyon

Sekil 20. Bilesiklerin ve standartlarin DPPH radikal siipiirme aktivitesi (%)

3.3.2. Siiperoksit Radikali Siipiirme Aktivitesinin Belirlenmesi

Oksidasyon biyolojik prosesler i¢in enerji iiretildiginden dolayi, yasayan birgok
organizma i¢in Onemlidir. Bununla birlikte hidroksi radikali, siiperoksit anyonlar gibi
reaktif oksijen tiirler serbest radikallerin olusumunda dnciidiirler ve olusan bu tiirler birgok
hastaligin sebebi olarak goriilmektedir. Bu ¢alismada bilesiklerin siiperoksit radikal
stipiirme aktivitesi incelendi. Yapilan ¢alismalar sonrasinda ortamda olusturulan siiperoksit
radikallerinin siipiiriilme aktivitesi yiizdeleri, ayn1 yontemle test edilen ticari SOD enzimi,
AA ve BHA i¢in hesaplanan yiizdeler ile karsilastirilmistir. Bu sonuglar Tablo 4 ve Sekil
21°de verilmistir. 4 Nolu bilesik sentezlenen diger bilesikler ile karsilagtirildiginda en
yliksek siiperoksit radikal siipiirme aktivitesine sahip oldugu goriiliirken, 11 nolu bilesik ise
DPPH radikal siipiirme aktivitesinde oldugu gibi en diisiik aktiviteye sahiptir. 50 pg/mL
konsantrasyonda standartlarin ve sentezlenen bilesiklerin aktivite siralamasi; SOD (89,05 +
0,11%) > BHA (72,05 + 0,15%) > AA (51,94 £ 0,42%) > 4 (40.33 £ 0.56%) > 5 (39.14 +
0.30%) > 6 (3598 + 0.57%) > 8 (29.96 + 0.94%) > 7 (25.73 £ 0.52%) > 9 (23.55 +
0.62%) > 11 (19.08 £ 0.81%) seklindedir.
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10 ug/mL 25 ug/mL 50 ug/mL

4 22,55+1,19 32,37 +£2,30 40,33 £0,56
5 23,57 +0,49 32,16 £0,19 39,14 £ 0,30
6 18,29 +£0,14 24,49 £ 0,39 35,98 £0,57

7 14,13 £ 0,28 16,37 £ 0,31 25,73 £0,52
8 14,01 £ 0,34 22,43 £1,62 29,96 + 0,94
9 13,52+ 1,17 20,61 £ 0,51 23,55 +0,62
11 8,55+0,40 14,80 £ 0,22 19,08 £ 0,81
SOD 86,38 £0,18 87,30 = 0,20 89,05+ 0,11
AA 16,86 £ 0,19 40,67 = 0,62 51,94 £ 0,42
BHA 40,81 £ 0,54 64,82 +0,18 72,05 +£0,15

SOD: Siiperoksit dismutaz, AA: Askorbik asit, BHA: Biitirilhidroksianisol

100 H10 ug/mL  ®25pug/mL 150 pg/mL
80
60

girrrrmri

% inhibisyon

0 s - - F - F - F - F_ & —F - F - F .
4 5 11 SOD AA BHA

10 pg/mL| 22,55 23,57 18,29 14,13 14,01 13,52 8,55 86,38 16,86 40,81
25 pg/mL|32,37 32,16 24,49 16,37 22,43 20,61 14,8 87,3 40,67 64,82
150 pg/mL| 40,33 39,14 35,98 25,73 29,96 23,55 19,08 89,05 51,94 72,05

Numune

Sekil 21. Bilesiklerin ve standartlarin siiperoksit radikal siipiirme aktivitesi (%)

3.3.3. Antioksidan Kapasitenin (PRAP)

Fosfomolibdenyum Indirgeyici
Belirlenmesi

Bu calismada fosfomolibdenyum indirgeyici antioksidan kapasitesi fosfomolibdik
asit kullanilarak 600 nm’de o6l¢iildii, standart olarak kuersetin kullanildi. Bu ¢alismada

ylksek absorbans gosteren bilesiklerin yiiksek indirgeyici potansiyele sahip oldugu
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bilinmektedir. Sonucglar Tablo 5 ve Sekil 22’de ayrintili sekilde verilmistir. 25 pg/mL
konsantrasyon’da bilesiklerin ve standartlarin indirgeyici antioksidan kapasitesi siralanirsa;
4 (0.8035 + 0.014) > QE (0.6628 £ 0.001) > 6 (0.5855 +0.001) > 5 (0.5795 £ 0.007) > 7
(0.4031 + 0.004) > 9 (0.3417 + 0.009) > 8 (0.3311 = 0.006) > 11 (0.1817 + 0.006) seklinde

oldugu goriilmektedir.

Tablo 5. Bilesiklerin ve standartin PRAP aktivitesinin belirlenmesi

10 ug/mL 25 ug/mlL 50 ug/mL
4 0,4338 + 0,009 0,8035 +0,014 1,3032 + 0,047
5 0,3532+ 0,016 0,5795 £ 0,007 0,9192 + 0,013
6 0,3707 £ 0,001 0,5855 + 0,001 0,9193 £ 0,016
7 0,2311 £ 0,006 0,4031 + 0,004 0,6054 + 0,004
8 0,2075 £ 0,006 0,3311 £ 0,006 0,4811 £ 0,01
9 0,2326 = 0,007 0,3417 + 0,009 0,5328 £ 0,015
11 0,1507 = 0,005 0,1817 £ 0,006 0,2447 + 0,002
Kuersetin 0,3754 + 0,001 0,6628 + 0,001 1,0707 + 0,005
PRAP
1,5 H10 pg/mL 25 pg/mL 1450 pg/mL
T .
[ = =
S 1 Z
e
e -
© —
dl ol o
2
2 I
DO N e W
4 5 6 7 8 9 11 QE
10 pg/mL| 0,4338 | 0,3532 | 0,3707 | 0,2311 | 0,2075 | 0,2326 | 0,1507 | 0,3754
M 25 pg/mL| 0,8035 | 0,5795 | 0,5855 | 0,4031 | 0,3311 | 0,3417 | 0,1817 | 0,6628
50 ug/mL| 1,3032 | 0,9192 | 0,9193 | 0,6054 | 0,4811 | 0,5328 | 0,2447 | 1,0707
Numune

Sekil 22. Bilesiklerin ve standartin degisik konsantrasyonlardaki PRAP degerleri

3.3.4. Metal Selat Yapma Kapasitesinin Belirlenmesi

Gegis metalleri insan viicudunda enzim aktivitelerini saglamak amaciyla

olduk¢a Onemli elementlerdir. Fakat ayni zamanda eslesmemis elektron ciftleri
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hizlica peroksit’ten alkoksi radikaline doniismektedir. Bu yiizden antioksidanlar
tarafindan gecis metallerinin selatlanmasi oksidasyon prosesleri i¢inde oldukca
onemlidir. Bu calismada metal selatlama aktivitesi EDTA, GA ve BHA ile
karsilagtirilarak hesaplandi. Bu ¢alismada 125 pg/mL, 250 pg/mL ve 500 pg/mL
konsantrasyonlarda ¢alisilmistir. Sonuglar ayrintili bir sekilde Tablo 6 ve Sekil 23°de
verilmistir. 125 pg/mL konsantrasyonda bilesiklerin ve standartlarin metal selatlama
aktivitesi siralandiginda; EDTA (95.66 £ 0.01%) > 4 (51.42 + 0.88%) > 7 (40.28 +
1.16%) > GA (15,51 £0,08%) > 6 (12.20 + 0.55%) = 8 (12.20 = 1.94%) > 5 (11.98 +
0.19%) > BHA (11,55 + 0,03%) > 9 (4.16 + 0.56%) > 11 (3.66 + 0.13%) seklinde

oldugu goriilmektedir.

Tablo 6. Bilesiklerin ve standartin metal selat aktivitesinin belirlenmesi

125 ug/mL 250 ug/mL 500 ug/mL

4 51,42 £0,88 62,89 + 1,30 66,97 + 0,64

5 11,98 £0,19 21,10+ 0,34 34,01 £0,34
6 12,20 £ 0,55 24,48 +£ 0,84 34,81 £0,19

7 40,28 £ 1,16 42,75+ 1,24 45,64 +£0,48

8 12,20 £ 1,94 16,40 £ 1,13 23,89 +£0,58
9 4,16 0,56 14,43 £0,73 23,93 +0,59
11 3,66 +0,13 13,95+0,18 17,14 £ 0,43
EDTA 95,66 + 0,01 95,80 £ 0,02 96,14 + 0,05
GA 15,51 £0,08 18,96 +£ 0,34 24,35 +0,15
BHA 11,55 +0,03 17,47 £0,12 22,44 £0,14

EDTA: Etilendiamintetraasetik asit, GA: Gallik asit, BHA: Biitirilhidroksianisol
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Demir iyonu Selat Yapma

8125 pg/mL 250 pg/mL 4500 pg/mL

100
90
80
5 70
g e
2 50 :
<
£ 40 .
X 30 | .
20 '
10 || |
0 | = 5 & F B 5 = - B B
4 5 6 7 8 9 11 | EDTA| GA |BHA
M 125 pg/mL| 51,42 (11,98 | 12,2 | 40,28 | 12,2 | 4,16 | 3,66 | 95,66 | 15,51 | 11,55
4250 ug/mL| 62,89 | 21,1 | 24,48 |42,75| 16,4 | 14,43 | 13,95 | 95,8 | 18,96 | 17,47
14500 pg/mL| 66,97 | 34,01 | 34,81 | 45,64 | 23,89 | 23,93 | 17,14 | 96,14 | 24,35 | 22,44

Numune

Sekil 23. Bilesiklerin ve standartin degisik konsantrasyonlardaki metal selat baglama
degerleri

3.3.5. Demir Indirgeyici Antioksidan Kapasite Ol¢iimii (FRAP) Belirlenmesi

Demir indirgeyici antioksidan kapasite yoOntemi bilesiklerin antioksidan
potansiyellerini belirlemek i¢in oldukca basit bir yontemdir. Bu ¢alismada ilk olarak BHA
(0.015625, 0.03125, 0.0625, 0.125, 0.25 mg/mL) standart grafigi olusturuldu ve
bilesiklerin demir indirgeyici kapasiteleri mg BHA /gram numune cinsinden hesaplandi.
Bilesiklerin BHA esdegeri olarak indirgeyici antioksidan kapasitelerini Tablo 7’de
verilmistir. Bilesiklerin indirgeyici antioksidan kapasiteleri siralanirsa; 4 (416.91 + 3.82) >
7 (392.89 +3.14) > 6 (291.30 + 0.84) > 5 (279 £ 4.52) >9 (278.27 +4.41) > 8 (273.16 +
3.12) > 11 (55.05 £ 2.94) seklinde oldugu goriilmektedir
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Tablo 7. Bilesiklerin demir indirgeyici antioksidan kapasitelerinin (FRAP) mg
BHA/gram numune cinsinden belirlenmesi

FRAP (700 nm) mg BHA / gram numune
416,91 + 3,82
279 + 4,52
291,30 + 0,84
392,89+ 3,14
273,16 £ 3,12
278,27 + 4,41
55,05+2,94

(R QAN

[
[y

FRAP: Demir Indirgeyici Antioksidan Kapasite, BHA: Biitilhidroksianisol

FRAP

1,4 ~

y =4,5633x+ 0,17
1,2 -

0,6 -

04 -

Absorbans (700 nm)

0,2 -

0 T T T T T 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3
mg/mL BHA

Sekil 24. BHA standart grafigi

3.4. Enzim Inhibisyonlar
3.4.1. Asetilkolinesteraz Enzimi Inhibisyonu
Alzheimer hastaligt (AD) hafiza kaybi, konusma zorlugu gibi kavramsal

fonksiyonlara zarar veren bir hastalik olarak tanimlanmistir. AD gelisen tilkelerde artan yas

poplilasyonu sebebiyle olduk¢a 6nemli bir hale gelmistir. Asetilkolinesteraz inhibitorleri
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kolinerjik hipotez sebebiyle bu hastalign tedavisinde kullanilmaktadir. Kolinerjik hipotez
bu hastalik i¢in en ¢ok kabul goren hipotezdir. Bu hastaligin tedavisinde asetilkolinesteraz
inhibitorleri kullanilarak beyindeki asetilkolin miktarinin artmasi amaglanmaktadir. Bu
calismada yeni sentezlenen pirazolin ve flavon bilesiklerinin asetilkolinesteraz inhibisyonu
Elman ve Ingkaninan’nin yontemi kullanilarak gerceklestirilmistir. Sonuglar Tablo 8 ve
Sekil 25’de ayrintili bir sekilde verilmistir. Bu calismada bilesiklerin AChE inhibisyon
yiizdeleri 25 pg/mL, 50 pg/mL ve 100 pg/mL konsantrasyonlarind Ol¢iilmistiir. 100
ng/mL konsantrasyonda en yliksek inhibisyon yiizdesine sahip olan bilesik 7 nolu bilesik
(43,68 £ 0,22%) olmustur. 25 pg/mL konsantrasyonda ise 5 ve 6 nolu bilesiklerde aktivite
gbzlenmez iken, 4 (16,92 + 0,37%) nolu bilesik ise yine en yiiksek aktiviteyi gdstermistir.
Sonuglar referans olarak kullanilan galantamin ile karsilastirilldiginda, yeni sentezlenen
pirazolin ve flavon bilesiklerinin 6nemli AChE inhibitor potansiyeline sahip oldugu

gorilmistir.

Tablo 8. Bilesiklerin ve standartin asetilkolinesteraz inhibisyon degerleri

25 ug/mL 50 ug/mL 100 ug/mL

4 16,92 + 0,37 26,84 + 0,24 42,53 +1,54

5 ND 17,86 + 1,19 26,72 + 1,80

6 ND 24,33 +0,75 30,24 + 0,70

7 15,85 + 0,86 24,96 + 0,88 43,68 £ 0,22

8 15,52 + 1,57 26,30 + 0,09 42,29 + 1,99

9 13,72 + 0,50 24,38 + 0,83 34,25+ 0,49

11 12,39 +£2,90 20,81+ 0,15 23,54+ 0,41
Galantamin 82,89 +£ 0,22 83,81 £ 0,53 85,41 £0,51
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Asetilkolinesteraz

% 25 pug/mL W50 pg/mL 4100 pg/mL

80

70
c
.% 60
2 50
=
§ 40

30

20

10

0 B -
4 5 6 7 8 9 11 Galantamin

M 25 pg/mL 16,92 15,85 15,52 13,72 12,39 82,89
B 50 pg/mL 26,84 17,86 24,33 24,96 26,3 24,38 20,81 83,81
14100 pg/mL| 42,53 26,72 30,24 43,68 42,29 34,25 23,54 85,41

Numune

Sekil 25. Bilesiklerin ve standartin asetilkolinesteraz inhibisyon degerleri

3.4.2. Tirosinaz Inhibisyonu

Parkinson hastalig1 beyindeki dopaminerjik néronlarin yetersizliginden kaynaklanan
norodejeneratif hastaliklardan biridir. Tirosinaz enzimi melanin sentezinin olusumunu
saglarken olusan melanin, néromelanin olusumuna katkida bulunur. Bu yiizden tirosinaz
inhibisyonu bu hastaligin tedavisinde icin olduk¢a onemlidir. Bu amagla arastirmacilar
Parkinson hastaliginda kullanilmak {izere yeni inhibitdr arayislarinda bulunmaktadir. Bu
calismada yeni sentezlenen pirazolin ve flavon bilesiklerinin tirosinaz inhibisyonlari
Masuda ve arkadaglarinin gelistirdigi yonteme gore incelenmistir. Sonuglar Tablo 9 ve
Sekil 26’da ayrintili bir sekilde verilmistir. Bu c¢aligmada tirosinaz inhibisyonlart 50
png/mL, 100 pg/mL ve 200 pg/mL konsantrasyonlarda galigilmistir.

200 pg/mL konsantrasyonda bilesiklerin tirosinaz aktivitesi siralanirsa; Kojik asit
(86,12 £ 0,21%) > 4 (61,17 £ 1,18%) > 7 (59,19 £ 0,70%) > 5 (58,16 £+ 1,86%) > 6 (52,94
+2,31%) > 8 (39,72 £ 1,39%) > 9 (%35,85 +£ 0,23) > 11 (29,95 £+ 0,72%) seklinde oldugu

goriilmektedir
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Tablo 9. Bilesiklerin ve standartin asetilkolinesteraz inhibisyon degerlei

50 ug/mL 100 ug/mL 200 ug/mL
4 23,76 = 1,90 38,25 +1,43 61,17+ 1,18
5 28,46+ 1,70 40,85 + 1,65 58,16 £ 1,86
6 30,72 £ 1,85 42,98 1,15 52,94 £2,31
7 30,19 £ 0,77 42,97+ 1,41 59,19 +£0,70
8 27,31 + 0,80 31+0,12 39,72 + 1,39
9 18,98 £ 0,67 23,98 + 0,62 35,85+ 0,23
11 16,18 +£ 0,62 23,14+ 0,10 29,95+ 0,72
Kojik Asit 84,90 +£ 0,42 85,27 £ 0,25 86,12+ 0,21
Tirosinaz
M50 ug/mL #4100 pg/mL 14200 pg/mL
100
80
c
S 60
2
N -
£ 40
N
20
= N e N | — . — .
4 5 6 7 8 9 11 Kojik Asit
H 50 pg/mL 23,76 28,46 30,72 30,19 27,31 18,98 16,18 84,9
100 pg/mL| 38,25 40,85 42,98 42,97 31 23,98 23,14 85,27
14200 pg/mL| 61,17 58,16 52,94 59,19 39,72 35,85 29,95 86,12

Sekil 26. Bilesiklerin ve standartin tirosinaz inhibisyonun degerleri

3.5. Floresans Ol¢iim Sonuglar

Calismada sentezlenen yeni bilesiklerin UV-Vis absorpsiyon ve floresans
spektrumlari alindi. Bunun i¢in kismi sulu ortamlar tercih edildi. Bilesiklerin metanoldeki
¢Oziiniirliikleri ¢ok iyi oldugundan oncelikle bu ¢dziicii ligandlar1 ¢dzmek ic¢in kullanildi.

Bununla beraber yeni bilesiklerin analitik amagli ligandlar olarak tayin metotlarinda



49

kullanilma ihtimali dogrultusunda bahsedilen spektrumlar metanol/su ortaminda alindi.
Sekil 27-34 arasinda gosterilen sekiller yeni bilesiklerin UV-Vis absorpsiyon ve floresans

spektrumlarini gostermektedir.

Absorbans

430

Dalga Boyu (nm)

Sekil 27. 4 ve 7 Nolu bilesiklerin UV-Vis absorpsiyon spektrumlari. Konsantrasyon:
1,29x10°M. Coziicii: metanol/su (1/1)

Sekil 27’de gorildigi gibi 4 nolu bilesik 330 nm’de maksimum absorpsiyon
vermektedir. Molar absorplama katsayisi 1.5x10° L.mol™.cm™dir. Bu bilesigin bordifloriir
kompleksi olan 7 nolu bilesik ise ayn1 dalga boyunda maksimum absorpsiyon vermektedir.
Ancak bu dalga boyundaki molar absorplama katsayis: 3.9x10° L.mol™.cm™ dir. Yani
bordifloriir kompleksi olan 7’nin absorpsiyon 6zelligi 4 bilesigine gore daha fazladir. Bu
Ozellik spektrumun tiim araligindaki dalga boylari i¢in gegerlidir. Normalde BF; ile olusan
altili selat yapiya sahip 7 bilesiginde pirazolin halkasindaki C=N azotu iizerindeki
ortaklanmamis elektron ¢iftinin bor atomu tarafindan kullanilmasi sonucunda n—n* gegisi
ihtimali azalmistir. Bundan dolay1 7 nolu bilesikte 330 nm merkezli olan pikin absorpsiyon
siddetinin azalmasi beklenebilirdi. Ancak tersine absorpsiyon siddeti 7 nolu bilesikte
artmistir. Bunun nedeni piridin halkasindaki azot atomunun pirazolin halkasina olan
konumunun orto konumu olmasidir. Bdylece piridin azotu ile pirazolin halkasinin NH
protonu arasinda bir hidrojen bagi olusmasi pirazolin halkasindaki C=N azotunun elektron

yogunlugunu artiracaktir. Bu da n—n* gecisi ihtimalini artiracaktir. Dolayisiyla 7 nolu
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bilesikte beklenenin aksine 330 nm odakli bandin absorpsiyon siddetinin artmasina sebep

olacaktir.
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Sekil 28. 4 ve 7 Nolu bilesiklerin floresans spektrumlari. Konsantrasyon: 1,29x10°M.
Coziicli: metanol/su (1/1)

Sekil 28’den goriildigli gibi 4 nolu bilesik 407 nm’de maksimum emisyon
vermektedir. Bu bilesigin bordifloriir kompleksi olan 7 nolu bilesik ise daha yiiksek
floresans siddetine sahiptir ve 10 nm’lik bir kirmiziya kayma gostermektedir. Floresans
siddetinde % 41 artis olmustur. Floresans siddetindeki bu artis bortrifloriir ile olusan altil1
selat halkas1 molekiiliin esnekligini azaltmaktadir. Boylece rijit molekiiliin olusumu 7 nolu
bilesigin floresans siddetini artirmaktadir. Benzer durumlarin Ornekleri literatiirden
bilinmektedir (Qiong, 2012). Kirmiziya kaymanin nedeni piridin halkasindaki orto
pozisyonundaki azot atomudur. Azot atomu iizerindeki ortaklanmamis elektron g¢iftleri
halkanin molekiilin elektron delokalizasyonuna katki saglamaktadir. Bu da floresans

emisyonunu kolaylastirmakta ve emisyon dalga boyunu artirmaktadir.
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Sekil 29. 5 ve 8 Nolu bilesiklerin UV-Vis absorpsiyon spektrumlari. Konsantrasyon:
1,29x10°M. Céziicii: metanol/su (1/1)

Sekil 29’dan goriildiigii gibi 5 nolu bilesik 330 nm’de maksimum absorpsiyon
vermektedir. Molar absorplama katsayist 1.1x10*L.mol".cm™’dir. Bu bilesigin bordifloriir
kompleksi olan 8 nolu bilesik ise ayn1 dalga boyunda maksimum absorpsiyon vermektedir.
Ancak bu dalga boyundaki molar absorplama katsayis1 4.1x10° L.mol”.cm™’dir. Yani
bordifloriir kompleksi olan 8 nolu bilesik 5 nolu bilesige gore daha diisiik absorplama
kabiliyetine sahiptir. Bu durum biitiin dalga boyu aralig1 i¢in gegerlidir. 5 ve 8 nolu
bilesikler i¢in elde edilen bu sonu¢ 4 ve 7 nolu bilesikler i¢in elde edilenlerden tamamen
farklidir. Bu durum piridin halkasindaki azot atomunun pozisyonu ile ilgilidir. BF; ile
olusan altili selat yapr pirazolin halkasindaki C=N azotu iizerindeki ortaklanmamis
elektron ciftinin bor atomu tarafindan kullanilmasi sonucunda n—n* gecisi ihtimali
azalmistir. Bundan dolay1 7 nolu bilesikte 330 nm merkezli olan pikin absorpsiyon siddeti

azalmustir.



52

800000
8
600000
1]
=l
=
2
2 400000
h 5
o
L°
o
200000
0
350 370 390 410 430 450 470 490
Dalga Boyu (nm)

Sekil 30. 5 ve 8 Nolu bilesiklerin floresans spektrumlari. Konsantrasyon: 1,29x10°M.
(Coziicli: metanol/su (1/1)

Sekil 30’dan goriildigi gibi 5 nolu bilesik 414 nm’de maksimum emisyon
vermektedir. Bu bilesigin bordifloriir kompleksi olan 8 nolu bilesik ise daha yiiksek
floresans siddetine sahiptir. Floresans siddetinde % 67 artis olmustur. Bununla birlikte 7
bilesiginin aksine 8 bilesiginin floresans spektrumu 5 bilesigininkiyle karsilagtirildiginda
13 nm’lik bir maviye kayma gostermektedir. Bunun sebebi 8 bilesiginde piridin
halkasindaki azot atomunun meta pozisyonunda olmasi ve dolayisiyla pirazolin halkasina
uzak konumundan dolay1 elektron ciftinin pirazolin halkasinin elektron yogunlugunu
artirmasinda yetersiz kalmasi olabilir. Bu nedenle konjugasyon azalmistir ve bu da

emisyon siddetinin daha yiiksek enerjiye ya da maviye kaymasina sebep olmustur.
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Sekil 31. 6 ve 9 Nolu bilesiklerin UV-Vis absorpsiyon spektrumlari. Konsantrasyon:
1,29x10°M. Coziicii: metanol/su (1/1)

Sekil 31°’den goriildiigii gibi 6 nolu bilesik 333 nm’de maksimum absorpsiyon
vermektedir. Molar absorplama katsayis1 7.6x10° L.mol™.cm™"dir. Bu bilesigin bordifloriir
kompleksi olan 9 nolu bilesik ise hemen hemen aymi dalga boyunda maksimum
absorpsiyon vermektedir. Ancak bu dalga boyundaki molar absorplama katsayist 3.3x10°
L.mol™.cm™dir. Bu sonu¢ 5-8 bilesiklerinin durumuna benzemektedir. Sebebi de 5 ve 8

nolu bilesikler i¢in aciklanan duruma benzerdir.
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Sekil 32. 6 ve 9 Nolu bilesiklerin floresans spektrumlari. Konsantrasyon: 1,29x10-5M.
Coziicli: metanol/su (1/1)

Sekil 32’den goriildiigli gibi 6 nolu bilesik 424 nm’de maksimum emisyon
vermektedir. Bu bilesigin bordifloriir kompleksi olan 9 nolu bilesik ise daha yiiksek
floresans siddetine sahiptir ve 8 nm’lik bir maviye kayma gostermektedir. Floresans
siddetinde ise % 73 artis olmustur. Bunun sebebi 9 bilesiginde piridin halkasindaki azot
atomunun para pozisyonunda olmasi ve dolayisiyla pirazolin halkasina uzak konumundan
dolay1 elektron ciftinin pirazolin halkasinin elektron yogunlugunu artirmasinda yetersiz
kalmasi olabilir. Bu nedenle kongugasyon azalmistir ve bu da emisyon siddetinin daha

yliksek enerjiye ya da maviye kaymasina sebep olmustur.
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Sekil 33. 11 Nolu bilesigin UV-Vis absorpsiyon spektrumu

Caligmada absorpsiyon ve floresans spektrumlari incelenen bir diger yap: 11 nolu
bilesiktir. Bu bilesik digerlerinden farkli olarak bir flavanoid bilesiginin bordifloriir
kompleksidir. Sekil 33’den goriildiigii gibi diger bilesiklerden farkli olarak 520 nm’de bir
absorpsiyon bandi daha vermektedir. Bu band karbonil oksijenine ait ortaklanmamis
elektron ¢iftinin n—n* gecisi ile ilgilidir. Molar absorplama katsayisi 8.1x10" L.mol™.cm’

" dir. 347 nm’deki pikin molar absorplama katsayis1 ise 8.9x10* L.mol™.cm™dir.
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Sekil 34. 11 Nolu bilesigin floresans spektrumu. Uyarict dalga boyu 300 nm.

Sekil 34, 11 nolu bilesigin floresans spektrumunu gdstermektedir. Uyarma dalga
boyu olarak 300 nm’deki 1s1n kullanilmistir. Sekil 34’den goriildiigii gibi 11 nolu bilesik
333 ve 408 nm’lerde iki emisyon piki vermektedir. 333 nm’deki pikin siddeti daha
yiiksektir.

3.6. UV-Vis Absorpsiyon Spektrumu Uzerine Coziicii Etkisinin incelenmesi

Sentezlenen 7 adet bilesigin farkli ¢oziiciilerde ayn1 molaritedeki ¢ozeltilerinin UV-
Vis spektrumlar1 alindi. Bilesiklerin  ¢dziiciilerdeki  kararliliklari, c¢akistirilmal

spektrumlarda ¢6ziicliden meydana gelen olas1 absorbans farkliliklari arastirildi.
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Sekil 35. 4 Nolu bilesigin UV-Vis absorpsiyon spektrumu iizerine c¢oziicli etkisi
(6.30x10° M)

Sekil 35, 4 nolu bilesigin 6.30x10° M ¢dzeltisinin gesitli ¢oziiciilerdeki UV-Vis.
Absorpsiyon spektrumlarini gdstermektedir. Sekil 35°den goriildiigii gibi incelenen
¢oOziiciiler arasinda metanol, asetonitril, etilasetat ve kloroformda yaklasik 341 nm’de bir
absorpsiyon piki vermektedir. Bununla birlikte dimetilformamid icin bu pikte 5 nm,
etanolde ise 10 nm kirmiziya kayma gozlenmektedir. Bu dalga boyundaki absorpsiyonun
siddeti dimetil formamid i¢in en yiiksektir. Bu durumdaki molar absorplama katsayisi
9.8x10° L.mol'.cm™dir. ilging bir sekilde etanolde en diisiik molar absorpsiyon

goriilmektedir. Etanol i¢in molar absorplama katsayisi 1.6x10° L.mol™.cm™dir.
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Sekil 36. 5 Nolu bilesigin UV-Vis absorpsiyon spektrumu iizerine c¢oziicli etkisi
(6.30x10° M)

Sekil 36, 5 nolu bilesigin 6.30x10° M ¢dzeltisinin ¢esitli ¢oziiciilerdeki UV-Vis.
Absorpsiyon spektrumlarini  gostermektedir. Sekil 36’dan goriildiigii gibi incelenen
¢oOziiciiler (metanol, asetonitril, etilasetat, etanol ve dimetilformamidde ve kloroform) bir
iki nm farklilikla 340-345nm arasinda absorpsiyon piki vermektedirler. Bu sonug¢ ¢oziicii
polaritesinin 5§ nolu bilesigin absorpsiyon o6zelliklerinde onemli bir farkliliga sebep
olmadigini gostermektedir. Sekil 35 ve Sekil 36 karsilastirildiginda bu dalga boyunda
sadece etil asetat i¢in absorpsiyon siddetinde onemli degisiklik vardir. 5 nolu bilesik i¢in
molar absorplama katsayisi 4 nolu bilesige gore etilasetat durumunda yaklasik %50

azalmistir. Asetonitril durumunda ise diger ¢oziiciilerde hemen hemen ayni kalmistir.
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Sekil 37. 6 Nolu bilesigin UV-Vis absorpsiyon spektrumu iizerine ¢oziicli etkisi
(6.30x10° M)

Sekil 37, 6 nolu bilesigin 6.30x10° M cozeltisinin ¢esitli ¢oziiciilerdeki UV-Vis.
Absorpsiyon spektrumlarint gostermektedir. Sekil 37°den goriildigii gibi ¢oziiciilerin 6
nolu bilesigin absorpsiyon spektrumu tizerindeki etkisi 4 ve 5 nolu bilesiklerinkinden
oldukca farkhidir. Coziicliler 345 nm odakli absorpsiyon bandinda 6nemli bir kaymaya
sebep olmamakla birlikte 4 ve 5 nolu bilesiklerin aksine metanolde 340 nm’deki
absorpsiyon siddeti asetonitrildekine gore daha yiiksektir. Bununla birlikte absorpsiyonun
siddeti 5 nolu bilesik i¢in bu iki ¢oziicii durumunda da 4 ve 5 nolu bilesiklerdeki duruma
gore onemli dlgiide azalmistir. Bu azalma metanol ve etanol durumunda %60°tan fazladir.
DMF i¢in % 50 azalma goézlenirken asetonitril i¢in ise %80°den fazladir. Kloroform i¢in bu
ti¢ bilesigin 340 nm’deki absorpsiyon siddeti neredeyse ayni kalirken etilasetat durumunda
6 nolu bilesik i¢cin bu dalga boyunda absorpsiyon siddeti 5 nolu bilesige gore %70
artmistir. Oysa 4 nolu bilesige gore sadece %42 artmistir. Bu sonug etilasetat i¢in bu
bilesiklerin yapisindaki piridin azotunun konumunun bilesigin molar absorplama

ozelliklerinde degisiklige sebep oldugunu gostermektedir.
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Sekil 38. 7 Nolu bilesigin UV-Vis absorpsiyon spektrumu iizerine ¢oziicli etkisi
(5.25x10° M)

Sekil 38, 7 nolu bilesigin 5.25x10° M cozeltisinin gesitli ¢oziiciilerdeki UV-Vis.
Absorpsiyon spektrumlarin1 gostermektedir. Sekil 38’den goriildiigli 7 nolu bilesigin
metanoldeki spektrumu bu bilesigin baslangic maddesi 4 nolu bilesik i¢in metanoldeki
spektrumla benzerdir. Sadece 340 nm’deki absorpsiyonun siddeti borfrifloriir kompleksi 7
icin 4’¢ gore yaklasik %50 azalmistir. Bununla birlikte asetonitril durumunda bu dalga
boyundaki pikin absorpsiyon siddetinde az bir azalmaya ilaveten 410 nm’de yeni bir
absorpsiyon piki gézlenmistir. Bu sonug literatiire gore bordifloriir bilesikleri i¢in beklenen
bir sonuctur. Etanol i¢in de 340 nm dalga boyunda bir absorpsiyon azalmasi gdzlenirken
metanoldekine benzer sekilde yeni bir absorpsiyon piki gézlememistir. Bununla birlikte
DMF ve DMSO i¢in asetonitrildeki gibi yaklasik 410 nm’de yeni absorpsiyon pikleri
gbzlenmistir. Ayrica tiim ¢oziiciiler i¢in 340 nm civarindaki pikin absorpsiyon siddetinde

azalmalar gézlenmistir.
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Sekil 39. 8 Nolu bilesigin UV-Vis absorpsiyon spektrumu iizerine ¢oziicli etkisi
(5.25x10° M)

Sekil 39, 8 nolu bilesigin 5.25x10° M ¢ozeltisinin ¢esitli ¢oziiciilerdeki UV-Vis.
Absorpsiyon spektrumlarint gostermektedir. Sekil 39°dan goriildiigii gibi metanol ve
asetonitrilin 8 nolu bilesigin absorpsiyon spektrumu iizerine etkisi 7 nolu bilesik i¢in olan
duruma benzerdir (Sekil 31). Ancak DMF, DMSO ve etanol i¢in hem 340 nm odakl pikin
hem de 410 nm deki yeni pikin absorpsiyon siddetleri 7 nolu bilesige gore daha yiiksektir.
Ozellikle etanol durumunda 410 nm’de 7 bilesigi igin gdzlenmeyen yeni pik 8 nolu bilesik
icin ¢ok diisiik absorpsiyon siddeti gostermekle birlikte farkedilmektedir. Bu sonug
bordifloriir komplekslerinde piridin azotunun konumunun yine bilesiklerin absorpsiyon

ozelliklerinde degisiklige sebep oldugunu gostermektedir.
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Sekil 40. 9 Nolu bilesigin UV-Vis absorpsiyon spektrumu iizerine ¢oziicli etkisi
(5.25x10° M)

Sekil 40, 9 nolu bilesigin 5.25x10° M ¢ozeltisinin ¢esitli ¢oziiciilerdeki UV-Vis.
Absorpsiyon spektrumlarini gostermektedir. Sekil 40’dan goriildiigii gibi metanol i¢in 340
nm’deki absorpsiyon siddeti 7 ve 8 nolu bordifloriir komplekslerine gore daha fazladir.
Ancak asetonitrilde bu dalga boyundaki absorpsiyon siddeti her ii¢ bilesik i¢in de hemen
hemen ayni kalmistir. Benzer sekilde diger bilesiklerde oldugu gibi asetonitril, etanol,
DMF ve DMSO i¢in 410 nm’de yeni absorpsiyon pikleri gozlenmistir. Sekil 39 ve Sekil 40
incelendiginde bu dalga boylarindaki absorpsiyon siddetlerinin 8 ve 9 bilesikleri i¢in ¢ok
farkli olmadig1 goriilmektedir. Bu sonuglar piridin azotunun konumundan ¢ok ¢oziicliniin
bilesiklerin ana iskeleti lizerinde absorpsiyon ozelliklerinde degisiklige sebep oldugunu

gostermektedir.
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Sekil 41. 11 Nolu bilesigin UV-Vis absorpsiyon spektrumu iizerine ¢0Oziicii etkisi
(5.25x10° M)

11 nolu bilesik diger bilesiklerden farkli olarak bir flavonoid bilesigi olan 10’un
bordifloriir kompleksidir. Sekil 41, 11 nolu bilesigin 2.50x10° M cozeltisinin cesitli
coziicilerdeki UV-Vis. absorpsiyon spektrumlarini gostermektedir. Sekil 41’ den
goriildiigii gibi bilesik 11 yaklasik 348 ve 524 nm’lerde iki absorpsiyon piki vermektedir.
Diklorometan hari¢ tiim ¢oziiclilerin bu dalga boylarindaki absorpsiyon siddeti iizerine
etkisi hemen hemen aynidir. Diklorometan ise bu dalga boylarinda absorpsiyon siddetinde
artisa sebep olmaktadir. Ayrica kloroform ve DMF durumunda 524 nm’deki absorpsiyon
bandinda 8 nm’lik bir maviye kayma gozlenmektedir. Bunun diginda 6nemli bir farklilik
gbozlenmemektedir. Bununla birlikte Sekil 41 incelendiginde 10 nolu bilesik ile 11 nolu
bilesigin metanoldeki absorpsiyon spektrumlariin olduk¢a farkli oldugu gorilmektedir.
Ayrica 10 nolu bilesigin metanoldeki ¢ozeltisi turuncu renkli iken 11 nolu bordifloriir

kompleksinin ayni ¢dziiciideki ¢ozeltisi pembe renklidir.
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Sekil 42. Kloroformda 10 ve 11 nolu bilesiklerin UV-Vis. Absorpsiyon spektrumlarinin
karsilastiriimasi (Konsantrasyon: 5x107 M)

Sekil 42°den 10 nolu floavonoid bilesiginin 286, 320 ve 482 nm’lerde absorpsiyon
bandlar1 verdigi goriilmektedir. 11 Nolu bordifloriir bilesigi i¢in ise 286 nm’deki band 295
nm’ye, 320 nm’deki bant 349 nm’ye ve 482 nm’deki band ise 521 nm’ye kaymaktadir.
Ozellikle yiiksek dalga boyundaki kirmiziya kayma 39 nm’lik énemli bir kaymadir. Diger
dikkati ¢eken oOzellik bu kaymalarla birlikte tlim absorpsiyon bandlarinin siddetindeki
azalmalardir. Bu azalmalar 6zellikle kisa dalga boylarinda 6nemli miktardadir. Uzun dalga

boyunda ise % 40’1n altindadir.

3.7. 5 Nolu Bilesigin X-RAY Analizi

Sentezlenen pirazolin bilesiklerinin ¢calismada onerilen tautomer yapisinda oldugu ise

5 nolu bilesigin tek kristal X-Ray analizi sonucu belirlenmistir.
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Sekil 43. 5 Nolu bilesigin tek kristal X-Ray ORTEP diyagramlari
(Siyah: karbon, C; mavi: azot, N; beyaz: hidrojen, H)



4. TARTISMA

Calisma kapsaminda 3,5-disubstitue pirazolin tiirevleri ve ardindan BODIPY
bilesiklerine benzer yeni organik bor 3-(2'-aminofenil),5-(2'-/3'-/4'-piridil)pirazolin
(BOAPPY) ve bordifloro-1,2'-diazaflavon (BODAF) kompleksleri olmak iizere 7 adet
bilesik (4-9, 11) sentezlendi. Bir sonraki adimda sentezlenen bu bilesiklerin UV
absorpsiyonlar1 ve floresans Ozellikleri Olgiildii, biyolojik aktivite arastirmalari ise
antioksidan, enzim inhibisyonu ve disk difiizyon antibakteriyal aktivite tayinleri yapilarak
tamamlandi. Bilesiklerin genel olarak antibakteriyal ve antioksidan olarak aktif oldugu
goriiliirken, orta derecede enzim inhibisyon aktivitelerine sahip olduklar1 belirlendi.

Caligmanin ilk kisminda 2'-aminoazakalkon (1-3) ve 1,2'- diazaflavon (10)
bilesiklerinin sentezi gergeklestirilmistir. 2’-aminoazakalkon (1-3) Claisen-Schmidt
reaksiyonuna gore 2'-amino asetofenonun bazik ortamda 2, 3 ve 4-piridin karboksialdehit
ile muamelesi sonucu 2'-amino siibstitiie azakalkon (1-3 nolu bilesikler) elde edildi.
Reaksiyonun ilk basamaginda sodyum hidroksit, keton molekiiliiniin a karbonundan bir
proton kopararak rezonans-kararli bir enolat anyonu olusturur. Daha sonra enolat anyonu
bir niikleofil olarak karbonil karbonuna saldir1 yaparak bir alkoksit iyonu olusturur ve
olusan alkoksit iyonu ortamda var olan su molekiilinden bir proton kopararak
uzaklagmasini saglar. Son basamakta ise olusan ara tliriinden bir su molekiiliiniin ayrilmasi
ile istenilen azakalkon bilesigi elde edilir (Solomons ve Frylhle, 2002). Elde edilen

bilesiklerin sentezi Sekil 44 ve Sekil 45°de ki olusum semalarina gore gerceklestirilmistir.

+ | NaOH
CH; _ H —_—

Sekil 44. 1-3 Nolu bilesiklere ait sentez semasi
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Sekil 45. 1-3 Nolu bilesiklere ait olusum mekanizmalari

Caligmanin ikinci kisminda azakalkonlara hidrazin hidratin asit katalizli Michael
katilmasi sonucu, halkalagma {iriinii olan 3,5-disubstitue 2-pirazolin bilesiklerinin (4-6) ve
son olarakta pirazolin ve diazaflavon bilesiklerinden organik bor komplekslerinin (7-9,11)
sentezi gerceklestirildi. Calisma kapsaminda sentezlenen 4 nolu bilesigin literatiirde
tautomerisi mevcuttur. Elde edilen bilesiklerin sentezi Sekil 46 ve Sekil 47° deki semalara

gore gerceklestirilmistir.

Y
IR
sz | | i
N =
NH2 | = NH2 Nl
+ NH,NH,.H,0 ﬂ»
CH;COOH
0 Geri sogutma
1: X=N, Y=Z=H 6-12 saat 4: X=N, Y=Z=H
2: Y=N, X=7=H 5:Y=N, X=Z=H
3: Z=N, X=Y=H 6: Z=N, X=Y=H

Sekil 46. 4-6 Nolu bilesiklerin sentez semasi
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Sekil 47. 4-6 Nolu bilesiklere ait olusum mekanizmalari

Elde edilen bilesiklerin yapilart 'H, APT, 'H-'H COSY NMR, LC-MS/MS,
elementel analiz, FT-IR sprektroskopisi ve ACD NMR programi kullanilarak aydinlatildi.

Sentezlenen Bilesiklere Ait Verim, Erime Noktasi, Rf, NMR, IR ve LC-MS/MS
Degerleri:

4 Nolu Bilesik: 3-(2’-aminofenil),5-(2’-piridil)pirazolin bilesigine ait spektral datalar ve
NMR spektrumlar1 Ek Sekil 1-4’de verilmistir.

Verim (%): 72.3; Erime noktasi (°C): 48-51; Rf: 0.62 (Dietileter-Metanol: 2-0.5)

FT-IR (cm™): 3418, 3307, 3054, 2926, 1611, 1590, 1321, 1156, 744.

"H-NMR (200 MHz, CDCl;, ppm): 8=3.3-3.2 (dd, J/=16.2/ 10.0 Hz, 1H, H-4,); = 3.6-3.5
(dd, J=16.0/ 8.2 Hz, H-4y,); 6=4.9 (dd, J=10.0/ 8.6 Hz, 1H, H-5); 6= 6.7 (d, J= 7.8 Hz, 1H,
H-3"); 6= 7.0 (t, 7.0 Hz, 1H, H-4"); 5= 6.9 (t, J/=7.0 Hz, 1H, H-5"); 6= 6.6 (d, J/=7.8 Hz, 1H,
H-6"); 6=38.5(d, J=5.0 Hz, 1H, H-3"); 6= 7.1 (t, J=7.2 Hz, 1H, H-4"); 6= 7.5 (t, J/=7.2 Hz,
1H, H-5"); 8= 7.3 (d, J=8.2 Hz, 1H, H-6"); 6=6.0 (bs, 2H, NH,).

BC-NMR (50 MHz, CDCls;, ppm): 153.1 (C-3), 40.7 (C-4), 62.4 (C-5), 114.1 (C-1"),
146.2 (C-2"), 114.9 (C-3"), 128.7 (C-4"), 115.5 (C-5"), 128.3 (C-6"), 161.0 (C-1"), 148.4 (C-
3"), 121.9 (C-4"), 136.4 (C-5"), 120.1 (C-6").

Pozitif LC-MS/MS m/z (%):239(100) [M+H]", 240(20) [M+2H]", 222 (25) [M-NH,]".
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Hesaplanan elementel yiizdeleri C4H 14Ny (238.29): C 70.57, H 5.92, N 23.51, bulunan: C
70.52, H 5.98, N 23.48.

5 Nolu Bilesik: 3-(2'-aminofenil),5-(3'-piridil)pirazolin bilesigine ait spektral datalar ve
NMR spektrumlar1 Ek Sekil 5-9° da verilmistir.

Verim (%): 76.1; Erime noktasi (°C): 89-92; Rf: 0.51 (Dietileter-Etilasetat: 2-0.5)
FT-IR (cm™): 3407, 3298, 3166, 3039, 1934 1615, 1578, 1425, 1158, 788.

"H-NMR (400 MHz, CDCl;, ppm): 8= 6.7 (bs, 1H, H-1 (NH)); =3.0-2.9 (dd, J=16.0/
11.0 Hz, 1H, H-4,); 6= 3.6-3.5 (dd, J=16.0/ 11.0 Hz, H-4y); 6= 4.77 (t, J/=10.6 Hz, 1H, H-
5); &= 6.7 (d, J= 8.6 Hz, 1H, H-3"); 6= 7.0 (t, 7.6 Hz, 1H, H-4"); 6= 6.5 (t, J=7.4 Hz, 1H, H-
5"); &=17.1 (d, J=7.4 Hz, 1H, H-6"); 6= 8.6 (s,1H, H-2"); 5= 8.5 (d, J/=5.2 Hz, 1H, H-4"); 6=
7.4 (t, J/=6.2 Hz, 1H, H-5"); 6=7.8 (d, J/=7.8 Hz, 1H, H-6"); 6=6.7 (bs, 2H, NH»).

BC-NMR (100 MHz, CDCl;, ppm): 152.6 (C-3), 42.5 (C-4), 60.4 (C-5), 114.6 (C-1'),
147.8 (C-2"), 115.4 (C-3"), 129.4 (C-4"), 115.5 (C-5"), 124.3 (C-6"), 139.0 (C-1"), 149.1 (C-
2"), 149.1 (C-4"), 129.4 (C-5"), 135.1 (C-6").

Pozitif LC-MS/MS m/z (%):239(100) [M+H]", 277(28) [M+K]", 240(20) [M+2H]", 222
(15) [M-NH,]".

Hesaplanan elementel yiizdeleri C;4H4N4 (238.29): C 70.57, H 5.92, N 23.51, bulunan: C
70.51, H 5.99, N 23.49.

6 Nolu Bilesik: 3-(2’-aminofenil),5-(4'-piridil)pirazolin bilesigine ait spektral datalar ve
NMR spektrumlar1 Ek Sekil 10-14” de verilmistir.

Verim (%): 88.7; Erime noktasi (C): 131-134; Rf: 0.60 (Dietileter- Etilasetat: 2-0.5)
FT-IR (cm™): 3370, 3349, 3283, 3168, 1943, 1622, 1623, 1577, 1495, 998, 820, 741.
"H-NMR (400 MHz, CDCl;, ppm): 8= 6.1-5.5 (bs, 1H, H-1 (NH)); 6=3.2-3.0 (dd, J=16.0/
9.8 Hz, 1H, H-4,); 6= 3.7-3.6 (dd, J=16.0/ 10.2 Hz, H-4y); &= 4.7-4.9, dd, J=10.2/9.8 Hz,
1H, H-5); 6= 6.7 (d, J= 8.6 Hz, 1H, H-3"); 6= 7.1-7.2 (t, 6.0 Hz, 1H, H-4"); 6= 6.7 (t, J=7.6
Hz, 1H, H-5"); 6= 7.1 (d, J=7.0 Hz, 1H, H-6"); 6= 7.3 (d, J=5.2 Hz, 2H, H-2"-6"); 6= 8.6
(d, J/=5.0 Hz, 1H, H-3"-5"); 6=5.9 (bs, 2H, NH,).

BC-NMR (100 MHz, CDCls, ppm): 153.3 (C-3), 42.5 (C-4), 61.5 (C-5), 114.2 (C-1"),
151.4 (C-2"), 115.6 (C-3"), 128.7 (C-4"), 116.3 (C-5"), 129.6 (C-6"), 146.6 (C-1"), 121.5 (C-
2"-6"), 150.1 (C-3"-5").
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Pozitif LC-MS/MS m/z (%):239(100) [M+H]", 277(20) [M+K]", 240(19) [M+2H]", 222
(22) [M-NH,]".

Hesaplanan elementel yiizdeleri C;4H14N4 (238.29): C 70.57, H 5.92, N 23.51, bulunan: C
70.55, H 5.95, N 23.49.

Pirazolin bilesiklerinin sentezinin devaminda, bilim ve teknolojide son 30 yilin en
ilgi ¢ekici konularindan olan BODIPY bilesiklerine benzer yeni BOAPPY ve BODAF
komplekslerinin sentezi, hem pirazolinlerden hem de diazaflavon bilesiklerinden
gergeklestirilmistir. Boradiazaindasen ¢ekirdegi iceren bilesikler boya, floresan
kemosensor, fotodinamik terapi ajani, iyon sensorii, giines pili sensorii, kuvvetli UV
absoplayici (Biiyiikgakir, 2009; Ekmeke¢i, 2008), enerji trasfer paketi gibi 6zellikleriyle
literatiirde Onemli yere sahiptirler. Bu tiir bilesiklerin literatiirde UV absorbanslarinin
ol¢iildiigii caligmalar mevcuttur. Ancak tipik BODIPY bilesiklerinin sahip oldugu kiigiik
Stokes kaymasi ve kendini sondiirme 6zellikleri bu bilesiklere alternatif bagka bilesiklerin
sentezine yol agmistir (Mao vd., 2012).

Literatiirdeki yontemler kullanilarak sentezlenen 3,5-disubstitue 2- pirazolin ve
diazaflavon bilesiklerinin bir Lewis asidi olan bor trifloriir ile bazik ortam reaksiyonundan
yeni bor kompleksleri bordifloro-pirazolin (BOAPPY) (7-9) ve bordifloro-diazaflavon

(BODAF) (11) kompleksleri sentezlenmistir ve UV absorbanslar1 degisik
coziiclilerde Olclilmiistiir. Sentezi gergeklestirilen bilesiklerin enzim inhibisyonu,
antioksidan ve antibakteriyal 6zellikleri olmak iizere biyolojik aktiviteleri arastirilmistir.
Bilesiklerin yapilar1 spektroskopik yontemlerle aydinlatildi. Bu tarz bilesiklerin
pirazollerden ve diazaflavonlardan sentezine literatiirde rastlanmamistir. (7-9, 11) Nolu

bilesiklerin olusum semasi Sekil 48’de gosterilmistir.
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Sekil 48. 7-9, 11 Nolu bilesiklerin sentez semasi

Sentezlenen Bilesiklere Ait Verim, Erime Noktasi, Rf, NMR, IR ve LC-MS/MS

Degerleri:

7 Nolu Bilesik: Bordifloro 3-(2'-aminofenil),5-(2'-piridil)pirazolin (BOAPPY 1) bilesigine
ait spektral datalar ve NMR spektrumlar1 Ek Sekil 15-18” de verilmistir. 2.5 ve 3.2

ppm’deki pikler ¢oziicii kaynakli piklerdir.

Verim (%): 68.9 ; Erime noktasi (°C): 128-131; Rf: 0.7(Dietileter- Metanol: 1-1)

FT-IR (em™): 3563, 3355, 3183, 2988, 1615, 1504, 1008, 762.

"H-NMR (400 MHz, DMSO-d, ppm): 5=3.6-3.5 (dd, J=16.8/8.4 Hz, 1H, H-4,); 6= 4.0-
3.9 (dd, J=17.2/ 10.8 Hz, H-4y); 6= 5.3, dd, J=10.4/8.8 Hz, 1H, H-5); 6= 7.1 (d, J= 8.0 Hz,
1H, H-3"); 6= 7.8 (t, 7.2 Hz, 1H, H-4"); 6= 6.9 (t, J=7.0 Hz, 1H, H-5"); 6= 7.2 (d, J=8.0 Hz,
1H, H-6"); 6= 8.8 (d, J/=5.6 Hz, 1H, H-3"); 6= 7.3 (t, J=7.2 Hz, 1H, H-4"), 6= 8.3 (t, J/=8.0
Hz, 1H, H-5"), 6= 7.9 (d, /=8.0 Hz, 1H, H-6").

BC-NMR (100 MHz, DMSO-dg, ppm): 156.1 (C-3), 46.3 (C-4), 60.0 (C-5), 114.4 (C-1"),
135.0 (C-2"), 125.7 (C-3"), 131.7 (C-4"), 125.0 (C-5"), 130.9 (C-6"), 156.2 (C-1"), 146.0 (C-
3"), 119.1 (C-4"), 143.2 (C-5"), 118.4 (C-6").
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Pozitif LC-MS/MS m/z (%): 200(50) [M-Pyr-BF,+K+2H]", 70(90) [M-BF,-NH]", 279
(100) [M-BF,-NH+K+H,0]".

8 Nolu Bilesik: Bordifloro 3-(2'-aminofenil),5-(3'-piridil)pirazolin (BOAPPY 1) bilesigine
ait spektral datalar ve NMR spektrumlari Ek Sekil 19-23" de verilmistir. '"H-NMR’inda

4.25 ppm ve 5.25 ppm civarinda goriilen pikler safsizlik kaynakl piklerdir.

Verim (%): 71.2; Erime noktasi (°C): 110-113; Rf: 0.69 (Metanol)

FT-IR (em™): 3567, 3384, 3198, 1616, 1568, 1467, 1034, 907, 761.

"H-NMR (400 MHz, CDCl3/CD;0D, ppm): 3=3-2.9 (dd, J=16.0/10.0 Hz, 1H, H-4,); 5=
3.8-3.7 (dd, J=16.0/ 11.6 Hz, H-4,); 6= 5.1, dd, J=11.6/10.0 Hz, 1H, H-5); 6= 6.9 (d, J=
8.0 Hz, 1H, H-3"); 6= 8.0 (t, 7.6 Hz, 1H, H-4"); 6= 6.8 (t, /=7.8 Hz, 1H, H-5"); 6= 7.4 (d,
J=7.8 Hz, 1H, H-6"); 6= 8.9 (s, 1H, H-2"); 6= 8.8 (d, /=5.2 Hz, 1H, H-4"), 8= 7.2 (t, J=7.2
Hz, 1H, H-5"), 8= 8.5 (d, J/=7.6 Hz, 1H, H-6").

BC-NMR (100 MHz, CDCl;/CD;0D, ppm): 164.6 (C-3), 46.2 (C-4), 60.0 (C-5), 117.8
(C-1", 133.8 (C-2"), 122.1 (C-3"), 141.9 (C-4"), 119.0 (C-5"), 141.5 (C-6"), 142.9 (C-1"),
144.7 (C-2"), 144.6 (C-4"), 129.7 (C-5"), 130.1 (C-6").

Pozitif LC-MS/MS m/z (%): 279 (20) [M-BF,-NH+K+H,0]", 239 (100) [M-BF,+2]".

9 Nolu Bilesik: Bordifloro 3-(2'-aminofenil),5-(4’-piridil)pirazolin (BOAPPY 3) bilesigine
ait spektral datalar ve NMR spektrumlart Ek Sekil 24-27° de verilmistir.

Verim (%): 70.4; Erime noktasi (°C): 82-85; Rf: 0.70 (Dietileter- Metanol: 1-1)

FT-IR (cm™): 3465, 3354, 3189, 3123, 1640, 1615, 1500, 1453, 1022, 999, 777, 755.
"H-NMR (400 MHz, CDCl;/CD;0D, ppm): 6=3.1-3.0 (dd, J=16.0/10.6 Hz, 1H, H-4,);
6=3.9-3.8 (dd, /=16.0/ 11.4 Hz, H-4y); 6= 5.2, dd, J/=11.4/10.4 Hz, 1H, H-5); 6= 6.9 (d, J=
7.8 Hz, 1H, H-3"); 6= 7.2 (t, 7.8 Hz, 1H, H-4"); 6= 6.8 (t, J/=7.0 Hz, 1H, H-5"); 6= 7.3 (d,
J=8.2 Hz, 1H, H-6"); 6= 8.1 (d, J/=5.8 Hz, 2H, H-2"-6"); 6= 8.8 (d, J/=5.0 Hz, 1H, H-3"-5").
BC-NMR (100 MHz, CDCl;/CD;0D, ppm): 163.0 (C-3), 46.2 (C-4), 61.0 (C-5), 112.8
(C-1"), 134.8 (C-2"), 126.3 (C-3"), 130.0 (C-4"), 125.7 (C-5"), 129.8 (C-6"), 150.4 (C-1"),
125.7 (C-2"-6"), 142.4 (C-3"-5").

Pozitif LC-MS/MS m/z (%): 237(10) [M-BF,]", 239 (100) [M-BF»+2]", 279 (30) [M-
BF,-NH+K+H,0]".
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11 Nolu Bilesik: Bordifloro 1,2'-diazaflavon (BODAF) bilesigine ait spektral datalar ve
NMR spektrumlart Ek Sekil 28-33” de verilmistir.

Verim (%): 80.3; Erime noktasi (°C): 165-169; Rf: 0.62 (Dietileter)

FT-IR(cm™): 3080, 2957, 2924, 1698, 1600,1586, 1467, 1305, 1230, 1052,1039, 953, 760,
746.

"H-NMR (400 MHz, CDCl3, ppm): 6= 6.5 (s, 1H, H-3); 6= 7.7 (d, J=7.8 Hz, 1H, H-5);
6= 7.0 (t, J=7.4 Hz, 1H, H-6); 6= 7.5 (t, J=7.2 Hz, 1H, H-7); 6= 7.4 (d, J=8.0 Hz, 1H, H-
8); 6= 8.7 (d, J=5.2 Hz, 1H, H-3"); 6= 7.5 (t, /=7.4 Hz, 1H, H-4"); 5= 8.0 (t, /=7.4 Hz, 1H,
H-5"); 6=7.6 (d, J/=9.0 Hz, 1H, H-6").

BC-NMR (50 MHz, CDCls, ppm): 155.0 (C-2), 94.2 (C-3), 181.9 (C-4), 125.8 (C-5),
114.3 (C-6), 141.1 (C-7), 121.8 (C-8), 142.6 (C-9), 121.5 (C-10), 150.6 (C-1"), 137.4 (C-
3), 125.2 (C-4"), 141.9 (C-5"), 121.9 (C-6").

YF.-NMR (400 MHz, DMSO-ds, ppm): -141.7

Pozitif LC-MS/MS m/z (%): 222(100) [M-BF,+H]", 239(60) [M-BF,+H,0]", 279(50)
[M-BF,+H,0+K+H]".

Hesaplanan elementel yiizdeleri Ci4sHoBF,N,O (270.05): C 62.27, H 3.36, N 10.37,
bulunan: C 62.22, H 3.41, N 10.35.




5. SONUCLAR

Calisma genel olarak dort bolimden olusmaktadir. Birinci kisimda kalkon
bilesiklerine alternatif olarak literatiirde mevcut olan 3 adet 2'-amino substitue azakalkon
bilesiginin oda sartlarinda karistirillarak ve 1 adet flavonoid analogu olan diazaflavon
bilesiginin de mikrodalga yontemi ile sentezi gergeklestirildi (1-3, 10). Calismanin ikinci
asamasinda ilk kisimda sentezlenen azakalkonlara hidrazin hidratin asit katalizli Michael
katilmasi sonucu, halkalagma {iriinli olan 3,5-disubstitue 2-pirazolin bilesikleri elde edildi
(4-6). Ugiincii asamada ise pirazolinlerden ve diazaflavondan bordifloriir kompleksleri
sentezlendi (7-9, 11). Boylelikle calisma kapsaminda literatiirde bulunmayan 7 adet
bilesigin sentezi gerceklestirildi. Ugiincii asamada, elde edilen bilesiklerin antibakteriyal,
antioksidan, enzim inhibisyon, UV absorpsiyon ve floresans ozellikleri tayin edildi.
Sentezlenen bilesiklerin yapilari; 200 ve 400 MHz NMR cihazlari, LC-MS/MS cihazi,
elementel analiz cihazi, FT-IR ve UV spektrofotometreleri ile ACD NMR programi
kullanilarak aydinlatildi. 1-11 nolu bilesikler; (2E)-1-(2-aminofenil)-3-piridin-2-ilprop-2-
en-1-on (1), (2E)-1-(2-aminofenil)-3-piridin-3-ilprop-2-en-1-on (2), (2E)-1-(2-aminofenil)-
3-piridin-4-ilprop-2-en-1-on (3), 3-(2'-aminofenil),5-(2'-piridil)pirazolin (2-(5-piridin-2-il-
4,5-dihidro-1H-pirazol-3-il)anilin) (4), 3-(2'-aminofenil),5-(3'-piridil)pirazolin  (2-(5-
piridin-3-il-4,5-dihidro-1H-pirazol-3-il)anilin) (5), 3-(2'-aminofenil),5-(4'-piridil)pirazolin
(2-(5-piridin-4-il-4,5-dihidro-1H-pirazol-3-il)anilin) (6), Bordifloro 3-(2'-aminofenil),5-(2'-
piridil)pirazolin (BOAPPY 1) (7), Bordifloro 3-(2'-aminofenil),5-(3'-piridil)pirazolin
(BOAPPY 2) (8), Bordifloro 3-(2'-aminofenil),5-(4'-piridil)pirazolin (BOAPPY 3) (9), 2-
piridin-2-ilkinolin-4(1H)-on (10), Bordifloro 1,2'-diazaflavon (BODAF) (11) olarak
adlandirildu.

Sentezlenen bilesikler iizerinde yapilan antimikrobiyal aktivite ¢alismalarinda MIK
(minimum ihhibisyon konsantrasyonu) yontemi kullanilmistir. Sentezlenen yeni pirazolin
bilesiklerinin MIK sonuglarinda, bu bilesiklerin Bacillus subtilis ATCC 6633,
Staphylococcus epidermidis ATCC 14990, Klebsiella pneumonia ATCC 13883, Proteus
vulgaris ATCC 13315, Salmonella typhimirium ATCC 14028, Enterobacter cloaceae
ATCC 13047 mikroorganizmalara kars1 genel olarak iyi derecede aktif oldugu belirlendi.
Fakat 4 nolu bilesigin diger bilesiklere gore Bacillus subtilis ATCC 6633, Staphylococcus
epidermidis ATCC 14990 mikroorganizmalarma karst daha aktif oldugu belirlendi.
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Sentezlenen bilesikler arasinda bu bakterilere karsi en az aktif olanin ise 5 nolu bilesigin
oldugu tespit edildi. Bordifloriir komplekslerine bakildiginda, 8 nolu bilesigin (BOAPPY
2) test edilen Bacillus subtilis ATCC 6633, Staphylococcus epidermidis ATCC 14990
mikroorganizmalarina karsi1 aktif oldugu tespit edildi. 7 nolu bilesigin (BOAPPY 1) ise
Klebsiella pneumonia ATCC 13883, Proteus vulgaris ATCC 13315, Salmonella
typhimirium ATCC 14028, Enterobacter cloaceae ATCC 13047 mikroorganizmalarina
kars1 aktif oldugu tespit edilirken, bordifloriir komplekslerinden en az aktif olanin ise 9
nolu bilesik (BOAPPY 3) oldugu goriildii. Calismada sentezlenen bilesiklerden 11 nolu
BODAF bilesigi kullanilan mikroorganizmalarin tiimiine karsi en aktif olan bilesiktir.

Sentezlenen 4-9, 11 nolu bilesikler antioksidan aktiviteler agisindan degerlendirilmis,
bu amagla literatiirde yaygin olarak kullanilan 5 yontem uygulanmistir.

Birinci yontem DPPH Radikal Siiplirme Aktivitesidir. 50 pg/mL konsantrasyonda
bilesiklerin DPPH radikal siipiirme aktivitesi siralanirsa; 4 > 5> 6 > GA > AA>BHA 7>
9 > 8 > 11 seklinde bulunmustur. Bu sonuglara bakilarak en fazla aktivite gosteren 4 nolu
bilesik iken, en az aktiviteye sahip olan 11 nolu bilesik oldugu tespit edilmistir.

Ikinci yéntem  Siiperoksit Radikali ~Siipiirme  Aktivitesidir. 50 pg/mL
konsantrasyonda standartlarin ve sentezlenen bilesiklerin aktivite siralamasi; SOD > BHA
>AA>4>5>6>8>7>9> 11 seklinde bulunmustur. Bu sonuglara bakildiginda 4
numarali bilesik en yiiksek siiperoksit radikal siipiirme aktivitesine sahip oldugu
goriiliirken, 11 numarali bilesik en diisiik aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir.

Kullanilar {i¢iincii yontem Fosfomolibdenyum Indirgeyici Antioksidan Kapasitenin
(PRAP) Belirlenmesi yontemidir. 25 pg/mL konsantrasyon’da bilesiklerin ve standartlarin
indirgeyici antioksidan kapasitesi siralanirsa; 4 > QE > 6>5>7>9 > 8 > 11 seklinde
oldugu goriilmektedir. Bu sonuglara bakilarak en yiliksek indirgeyici potansiyele sahip
olan, sentezlenen 4 nolu bilesiktir ve yine en az 6zelligi gosteren ise 11 nolu bilesik oldugu
tespit edilmistir.

Kullanilar dordiincii yontem Metal Selat Yapma Kapasitesinin Belirlenmesi
yontemidir. 125 pg/mL konsantrasyonda bilesiklerin ve standartlarin metal selatlama
aktivitesi siralandiginda; EDTA >4 >7 > GA > 6 =8 > 5> BHA > 9 > 11 seklinde oldugu
goriilmektedir. Bu sonuglara bakarak 4 nolu bilesigin metal selat yapma kapasitesinin en
yiiksek oldugu ve 11 nolu bilesigin kapasitesi ise en az oldugu goriilmektedir.

Kullanilan besinci yontem numunelerin ortamdaki demir (III) iyonlarim

indirgeyebilmesine dayali olan bir antioksidan aktivite tayin yontemidir. Bilesiklerin
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indirgeyici antioksidan kapasiteleri siralanirsa; 4 >7 > 6 > 5> 9 > 8 > 11 seklinde oldugu
goriilmektedir. Sonuglara bakacak olur isek 4 nolu bilesigin indirgeyici antioksidan
kapasitesinin en fazla, 11 nolu bilesigin ise en az oldugu tespit edilmistir.

Sentezlenen bilesiklerin enzim inhibisyonun degerlendirilmesinde iki enzimle
calisilmigtir. Bunlardan ilki asetilkolin esteraz enzimidir. Bu ¢alismada yeni sentezlenen
pirazolin ve flavon bilesiklerinin asetilkolinesteraz inhibisyonu Elman ve Ingkaninan’nin
yontemi kullanilarak gergeklestirilmistir. Sentezlenen bilesiklerin AChE inhibisyon
ylizdeleri 25 pg/mL, 50 pg/mL ve 100 pg/mL konsantrasyonlarinda Ol¢iilmiistiir. 100
ng/mL konsantrasyonda en yiiksek inhibisyon yiizdesine sahip olan bilesik 7 numarali
bilesik olmustur. 25 pg/mL konsantrasyonda ise 5 numarali ve 6 numarali bilesiklerde
aktivite gozlenmez iken, 4 numarali bilesik ise yine en yiiksek aktiviteyi gostermistir.
Calisilan enzimlerden ikincisi ise tirosinaz enzimidir. 200 pg/mL konsantrasyonda
bilesiklerin tirosinaz aktivitesi siralanirsa; Kojik asit>4>7>5>6> 8>9 > 11 seklinde
oldugu goriilmektedir. Elde edilen sonuclara bakildiginda 4 nolu bilesigin aktivitesinin en
fazla oldugu, en az aktiviteye sahip olan bilesigin ise 11 nolu bilesik oldugu tespit
edilmistir.

Calismada sentezlenen yeni bilesiklerin UV-Vis absorpsiyon ve floresans
spektrumlar1 alinmistir. Sentezlenen 4-9 nolu bilesiklerin UV-Vis absorpsiyon ve floresans
spektrumlarina ayr1 ayri incelendiginde Tablo 10’ da ki sonuglar elde edilmistir.

UV-Vis absorpsivon  Floresans spektrumlari

7>4 T>4
5>8 5>8
9>6 9>6

(Calismada absorpsiyon ve floresans spektrumlari incelenen bir diger yapi 11 nolu
bilesiktir. Diger bilesiklerden farkli olarak 520 nm’de bir absorpsiyon bandi daha
vermektedir. 11 nolu bilesik 333 ve 408 nm’lerde iki emisyon piki vermektedir. 333
nm’deki pikin siddeti daha yiiksek oldugu gozlemlenmistir.

(Calismada sentezlenen 7 adet bilesigin metanol, etanol, etilasetat, kloroform,
dimetilformamid, asetonitril olmak {izere farkli ¢oOziiclilerde ayni molaritedeki
¢ozeltilerinin UV-Vis spektrumlart alinmistir. Bilesiklerin ¢oziiciilerdeki kararliliklari,
cakistirilmali spektrumlarda c¢o6ziiciiden meydana gelen olas1 absorbans farkliliklari
arastirildiginda sonuglar bulgular kisminda Sekil 27-34’de detayli olarak verilmistir. Bu
sonuclara bakildiginda piridin azotunun konumundan ¢ok ¢oziiciiniin, bilesiklerin ana

iskeleti lizerinde absorpsiyon 6zelliklerinde degisiklige sebep oldugunu gostermektedir.



6. ONERILER

Pirazolin tiirevi bilesikler biyolojik olarak olduk¢a aktif olup, bu tez c¢aligmasi
sayesinde literatlire kazandirilan yeni pirazolin bilesiklerinin antibakteriyal ve antioksidan
ozelliklerinin belirlenmesi yaninda antikanser, antifungal, antiinflamatuvar, antidepresan,,
ziraii 1ilag, antidiabetik, analjezik, antiviral ve antitiiberkiilar gibi 0Ozellikleri de
aragtirilabilir. Hem pirazolinlerin hem de bunlarin bodifloriir komplekslerinin tez
calismasinda  kullanilan  antibakteriyal test mikroorganizmalar1t disinda baska
mikroorganizmalara karsida aktiviteleri arastirilabilir. Bilesiklerde bulunan aromatik
halkalar iizerinde nitrolama, siilfolama, halojenleme gibi reaksiyonlar gerceklestirilerek
elde edilecek bilesiklerin hem biyolojik hem de endiistriyel 6nemi arastirilabilir. Son
yillarin en Onemli degerlerinden biri olan bor iceren yeni komplekslerin floresans,
antioksidan ve antibakteriyal aktivite 6zelliklerinin yaninda, fotodinamik terapi ajani, iyon
sensoril, glines pili sensorii gibi 6zellikleri de arastirilabilir.

Elde edilen bilesiklerin astilkolinesteraz ve tirosinaz enzim inhibisyonlarinin yaninda
farkl1 hastaliklara sebep olan baska enzimler {izerinde de inhibisyon dereceleri
arastirilabilir

Tez ¢aligmast kapsaminda genis biyolojik aktivite skalasina sahip olan flavonoid
ailesinin azakalkon ve diazaflavon olmak iizere iki farkli iiyesi kullanilmigtir. Bu durum,
degisik siibstitiient iceren farkli kalkon, flavon, flavanon gibi bilesiklerin de bundan
sonraki caligmlarda hem yeni pirazolinlerin hem de bunlarin bordifloriir komplekslerinin

sentezinde kullanilabilecegini gostermektedir.
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