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Bu tez kapsaminda, orjinal nitelikte 10 adet tiyofen igerikli yeni 1,2,4-triazol tiirevi
bilesigin sentezi gergeklestirilmistir. Calismamizin ilk asamasini, 1,3,4-oksadiazol halkasi
iceren tiyofen igerikli triazol tiirevi 4-amino-1-((5-merkapto-1,3,4-oksadiazol-2-il)metil)-3-
(tiyofen-2-il metil)-1H-1,2,4-triazol-5(4H)-on (46) sentezi olusturmaktadir. Sentezlenen bu
bilesigin, hidrazin hidrat ile reaksiyonundan oksadiazol halkasinin triazol-tiol’e doniismesi
ile 4-amino-1-((4-amino-5-merkapto-4H-1,2,4-triazol-3-il)metil)-3(tiyofen-2-il-metil)-1H-
1,2,4-triazol-5(4H)-on (47) bilesigin sentezi gergeklestirilmistir. Anahtar niteligindeki bu
triazol-tiol tiirevi bilesigin 4 farkli tiyofen karboksi aldehitle reaksiyonu sonucu, Schiff
bazi igeren 1,2,4-triazol-5(4H)-on (48a-d) tiirevleri sentezlenmistir. Calismamizin son
sentez asamasini ise, 48 nolu bilesiklerin formalin/morfolinle Mannich baz1 reaksiyonu
sonucu morfolin halkas1 igeren 1,2,4- triazol -5(4H)-on (49a-d) tirevi bilesikler
sentezlenmisgtir. Sentezlenen tiim bilesiklerin antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteleri test
edilmistir. Orjinal nitelikteki 10 adet bilesigin yap: aydmlatilmas: FT-IR, 'H-NMR,
BCNMR (APT) ve LC/MS-MS spektroskopi yontemleri kullanilarak yapilmis ve

sentezlere iligkin reaksiyon mekanizmalari 6nerilmistir.

Anahtar Kelimeler: Tiyofen, triazol, oksadiazol, triazol-tiol, Schiff bazi, morfolin,
antioksidan ve antimikrobiyal aktivite
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In this project, 10 original compounds thiophene containing new 1,2,4-triazole derivates
were synthesized. The first stage of our work form to synthesize containing thiophene and
oxadiazole ring triazole derivative 4-amino-1-((5-mercapto-1,3,4-oxadiazole-2-yl)methyl)-
3-(thophene-2-yl-methyl)-1H-1,2,4-triazole-5(4H)-one  (46) compound. 4-amino-1-((4-
amino-5-mercapto-4H-1,2 4-triazole-3-yl)metil)-3(thiophene-2-yl-methyl)-1H-1,2,4-

triazole-5(4H)-one (47) synthesis was performed by the reaction of synthesized this
compound with hydrazine hydrate and conversion to the oxadiazole ring, triazole-thiol.
Containing Schiff base 1,2,4-triazole-5(4H)-one (48a-d) derivatives were synthesized from
this triazole-thiol derivative compounds of the key attribute by the reaction with 4 different
thiophene carboxy aldehyde. In the final stage of our studies the 1,2,4- triazole -5(4H)-one
(49a-d) derivative of compounds which insist of morpholine ring were synthesized
Mannich bese reaction resulting with 48(a-d) compounds formalin/morpholine. All
compounds were investigated for antioxidant and antimicrobial activity. The structure of
10 new compounds synthesized in this study were analyzed by IR, *H-NMR, **C-NMR,
MS spectroscopy and reaction mechanisms were proposed for the general methods

established in the study.

Key words: Thiophen, triazole, oxadiazole, triazole-thiol, Schiff base, morpholine,
antioxidant, antimicrobial activity

VI



Sekil 1.

Sekil 2.

Sekil 3.

Sekil 4.

SEKILLER DiZiNi
Sayfa No

DPPH antioksidan aktivite tayininde numunelerin Troloks standardi ile
SC50 degerlerinin gosterildigi grafik.........ccovveiiiiiiiieiiiieiec e 35

Sentezlenmis bilesiklerin DPPH radikal temizleme testindeki zamana bagl
absorbans degisimi @rafiil .......cccccociiiiiiiiiii i 35

Sentezlenmis bilesiklerin demir (III) indirgeme / antioksidan gii¢ (FRAP)
yontemiyle belirlenmesinde standart olarak kullanilan Troloks igin
Kalibrasyon Grafifi. ......ccovecviiieiieniiiii e 37

Sentezlenmis bilesiklerin demir (III) indirgeme / antioksidan gii¢ (FRAP)
yontemiyle belirlenmis uM TEAC degerleri ........occovvviiiiiiiiiiiiiiciicen 37



Tablo 1.
Tablo 2.
Tablo 3.

Tablo 4.
Tablo 5.
Tablo 6.

Tablo 7.
Tablo 8.

Tablo 9.

Tablo 10.
Tablo 11.

Tablo 12.

Tablo 13.
Tablo 14.

TABLOLAR DiZiNi

Sayfa No
46 Nolu bilesigin IR spektral verileri (ATR, ¢m™,07) v.vvevveveereesreeiseieesennes 25
46 Nolu bilesigin *H-NMR spektral verileri (400 MHz, DMSO-dg/ 8).............. 25
46 Nolu bilesigin “*C-NMR (APT) spektral verileri (100 MHz,
DIMSO-05/ ) ..ottt ettt ne e 25
47 Nolu bilesigin IR spektral verileri (ATR, cm™ 07t 26
47 Nolu bilesigin "H-NMR spektral verileri (400 MHz, DMSO-dg/ 8).............. 26
47 Nolu bilesigin **C-NMR (APT) spektral verileri (100 MHz,
DY 1@ o P ) SRS 26
48(a-d) Nolu bilesiklerin IR spektral verileri (ATR, cm™ ,07) ..cvevivveererieeene, 27
48(a-d) Nolu bilesiklerin *H-NMR spektral verileri (400 MHz,
DY 1@ e P ) RSOSSN 28
48(a-d) Nolu bilesiklerin "*C-NMR (APT) spektral verileri (100 MHz,
DIMISO-05/ 8) ...veuveviitiiieieeee sttt bbbttt ne e 29
49(a-d) Nolu bilesiklerin IR spektral verileri (ATR, cm™ ,07) covvevevereiereeen, 31
49(a-d) Nolu bilesiklerin *H-NMR spektral verileri (400 MHz,
DIMSO-05/ 8) ...veveriiriiieiieieete ettt ettt ne e 32
49(a-d) Nolu bilesiklerin **C-NMR (APT) spektral verileri (100 MHz,
DIMSO-05/ 8) ...vevereiriiieieitie ittt st st ne e 33
46, 47, 48(a-d) ve 49(a-d) Nolu bilesiklerin LC-MS verileri..........cccccoevvvrnennne. 34
46, 47, 48(a-d), 49(a-d) Nolu bilesiklerin antimikrobiyal aktivite verileri
(GTIL) e 38



APT
bs

d

DMSO
DMF
DPPH

E.n.

FRAP
FT-IR
LC/MS-MS
m

ppm

R

S

T™MS

°c
BC-NMR
'H-NMR

KISALTMALAR DiZiNi

: Bagli Proton Testi
- Genis singlet
: Dublet
: Dimetil Siilfoksit
: Dimetilformamit
: 2,2-difenil-pikrilhidrazil
: Erime noktasi
: Demir (111) indirgeme / antioksidan giic
: Furier transfer-infraret Spektroskopisi
: S1v1 kromatografisi-kiitle spektrumu
: Multiplet
: Milyonda bir kisim
- Alkil
- Singlet
: Tetrametilsilan
: Santigrat derece
: Karbon-13 Niikleer Magnetik Rezonans

: Proton Niikleer Magnetik Rezonans

Xl



1. GENEL BiLGILER
1.1. Giris

Son yillarda 5 {iyeli heterosikliklerin (triazol, tiyodiazol, tiyazol, oksazol, oksadiazol,
pirazol, imidazol v.s) oldukca farkli ve dikkat ¢ekici biyolojik 6zellikleri sebebiyle bir¢ok
calisma grubu tarafindan, dikkat ¢ekici bulunan ilgili bilesikler iizerine yogun sentez ve
biyolojik inceleme c¢alismalar1 yapilmistir. Bu tiir bilesiklerin antimantar [1, 2, 3],
antibakteriyal [4, 5], antiviral [6], antiinflamatuar [7], antikonviilsan [8], antidepresan,
antitiiberkiiloz [9], antitiimoral [10], antihipertansiyon, analgesik [11], enzim inhibitorii
[12], hipoglisemi [13], sedatif [14], antiparazit, herbisidal, insektsidial aktivite 6zellikleri
bir ¢ok aragtirma grubu tarafindan literatiirlerde bildirilmektedir [15].

Triazoller, heterosiklik bilesiklerin 6nemli bir sinifin1 olusturmakla beraber bu
¢ekirdegin benzo kaynasmis halkalari, g¢esitli alkil ve diger fonksiyonel gruplar i¢eren
tirevleri de olduk¢a dikkat ¢ekmektedir. Bunlarin pek cogu patent haline getirilmis
olmakla birlikte giiniimiizde ticari olarak da kullanilmaktadir [16].

Yapilan literatiirel ¢alismalar dogrultusunda, triazol halka sistemini tasiyan
bilesiklerin uzun yillardan beri pek ¢ok tarim zararlisina karsi antimantar ilaclar olarak

kullanildig1 ortaya konulmustur [17]. Ornek olarak 1, 2, 3 ve 4 bilesikleri verilebilir.

o
Cl©/ <N\|N cl AR
Cl (T

Triadim (1) Tebukonazol (2)

Cl OH
OH

O
" _N\N O/ NN
\J c <\N i

Unikonazol (3) Paklobutrazol (4)



Ote yandan baz1 3,4,5-trifenil-1,2,4-triazol tiirevlerinin (5) dzellikle uyuma hastaligi
olarak bilinen Chagas hastaligina karsi olduk¢a etkili ilaglar sinifindan oldugu

bilinmektedir [18].

SO4H

Diger taraftan DNA ve RNA viriislerine kars1 etkili bir antiviral ilag olarak dizayn
edilen ribavirin (6), biinyesinde formilamit-1,2,4-triazol ¢ekirdegi ihtiva eden bir bilesiktir
[19].

0]

/\Q/TNZ_LNHZ

HO OH

(6)

Baz1 1,2,4-triazollerin 4-amino-5-merkapto tiirevlerinin (7) kanser tiimorlerine karsi

etkili bilesikler olduklari belirlenmistir [20].

N—N N—N
HS—(NKO i :: 5 J( )—SH
H

|
NH,

(7)
Ayrica 1,2,4-triazol tiirevleri ve onlarin izoesterleri olarak diisiiniilen bazi tiyazol

tiirevlerinin antikanser ilaglarin molekiiler yapilarinda yer aldigi belirtilmektedir (8, 9, 10)

[21].
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Enzim inhibisyon o6zelliklerinin ortaya konmasini amaglayan bir c¢alismada
sentezlenen 3-stiril-1,2,4,-triazol-3(5)-on bilesiginin 5-lipoksigenaz ve siklooksigenaz
enzimleri i¢in inhibitor 6zelligi gosterdigi bulunmustur. Sentezi gerceklestirilmis olan
1,2,4-triazol-3(5)-on halkasini igeren bilesigin (11) 5-lipoksigenaz inhibitorii oldugu,

siklogenaz enzimine kars1 ise zayif inhibe edici 6zellik sergiledigi belirtilmistir [22].

N—NH

_//KO

H
(11)

Glukojen sentaz kinaz-3 (GSK-3B/3a) hiicre bdliinmesinde, yenilenmesinde,
farklilasmasinda rol oynamakta ve diizensizligi, aktivitesinin yiikselmesi felg, alzheimer ve
duygudurum bozuklugu olarak bilinen psikolojik rahatsizliklara sebep vermektedir. GSK-
3'tin inhibe edilmesinde ve aktivitesinin kontrol altinda tutulmasinda 2-anilin-5-fenil-1,3,4-
oksadiazol (12) bilesiklerinin olduk¢a iyi sonuglar verdigi gdzlemlenmis, ayrica hidrofilik
(suyu seven) ve hidrofobik (suyu sevmeyen) kisimlari mevcut olan yapinin hiicre

igerisinde daha aktif sonuglar verdigi belirtilmistir [23].
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Sistozomiyaz genel olarak Asya, Afrika ve Giiney Amerika topraklarinda goézlenen
bir tiir kronik parazitik hastalik olup sitmadan sonra en yaygin parazit (asalak) hastaligidir
ve diinya ¢apinda bir¢ok insanin oliimiine sebep verdigi bilinmektedir. 3-siyano-1,2,5-

oksadiazol-2-oksid (13)'in anti-sistozomiyaz aktivitesi gozlemlenmistir [24].
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N

Lipoksigenaz enzimleri; hem-grubu olmayan demir igeren dioksigenaz (oksijen
katilimini saglayan) olmakla birlikte bitki, hayvan ve insanlar da yag asidi hidroperoksit
reaksiyonunu katalizler. Insan lipoksigenazlari iltihap, sedef hastalii, meme ve prostat
kanserine sebep olacak sonuglar dogurmanin yaninda, prostat kanserinde de tiimdriin
biiyiimesine neden olmaktadir. Asagi da verilen 1,3,4-oksadiazol tiirevinin (14) ise

lipoksigenaz enziminin inhibe edilmesinde etkili oldugu belirlenmistir [25].
S8
o
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Bazi 1,2,4-triazol-tiol halka sistemine sahip bilesiklerin antikanser aktiviteleri

incelenmis olup Denklem 1'de sentez basamaklariyla birlikte gosterilmistir [26].
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Denklem 1

Son yillarda virlis ve bakterilerin etkilerinin azaltilmasi veya sonlandirilmasi adina
yeni sentezler ortaya konulmustur. Bu tip calismalarda tiyofen halka sistemi igeren
bilesiklerin antiinflamatuar (19, 20), antidepresan, analgesik, antikonviilsan ve
antimikrobiyal gibi biyolojik aktivitelere sahip oldugu ortaya konulmustur [27]. Ayrica

tiyofen igerikli bazi ilaglarin sara hastalig1 tedavisinde aktif rol oynadigi bilinmektedir (21,
22, 23) [28].
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Dogal iiriinlerden elde edilmis cesitli heterosiklik yapiya sahip schiff bazlarinin
antifungal (24), antibakteriyal (25) [29] aktiviteleri gbzlenmis ayrica antikanser aktivite
gosterdikleri de (26, 27) [30] belirlenmistir. Cesitli yapisal tiirde schiff bazilar1 renk ve
boyalarda, katalizorlerde, organik sentezlerde, polimer kimyasi alanlarinda ve ayrica schiff
bazlarinin insektisitler lizerinde sinerjik etkiye ve bitkinin biiylimesi iizerinde oldukca

etkili olduklar1 gézlenmistir [31].
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(25)
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OCH;4 Cl
Cl Cl
(26) 27)

Baz1 1,2,4-triazol halka yapisina sahip schiff bazi iceren molekiillerin antitiimér ve
antimikrobiyal aktiviteleri incelenmistir. Asagida ilgili schiff bazi igeren molekiillerin

sentezi Denklem 2'de belirtilmistir [32].
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Denklem 2
Yapilan diger bir ¢alismada flor ve nitro grubu i¢eren schiff bazlarinin bir ¢ok bakteri

tiirline kars1 aktiviteleri incelenmis ve olumlu sonucglar gézlemlenmistir. Bu yapilarin

sentez yontemi ise Denklem 3'de belirtilmistir [33].
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Denklem 3

Ayni sekilde, calismamizda da baslangi¢ bilesigi olarak kullanilmis olan hidrazit
tirevi 33 nolu bilesikten yola c¢ikilarak sentezlenmis schiff bazlarinin antioksidan ve
antimikrobiyal aktiviteleri incelenmis olup, ilgili sentez basamaklar1 Denklem 4'de

belirtilmektedir [34].
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35
Denklem 4

Bazi schiff bazlari ile olusturulan metal komplekslerinin oldukga etkili antibakteryal,
antikanser ve antiviral aktiviteleri, schiff bazlarindan kompleks olusturma ¢aligsmalarina hiz
vermektedir. Bu alanda kullanilan kompleks olusturucu bir schiff bazi 6rnegi (36, 37)

asagida verilmistir [35, 36].
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Bazi heteroatom igeren yapilarin metal korozyonuna karsi inhibitor olarak davrandigi
bilinmektedir. Ozellikle asidik ¢dzelti korozyonuna kars: bu tiir 6zelliklere sahip organik
bilesikler metal yiizeylere adsorplanarak metallerin korozyonunu 6nledigi belirtilmektedir.
Ozellikle tiyofen igeren schiff bazlarmin bu amag i¢in uygun olduguna iliskin deneysel

sonuglar ortaya konmustur (38) [37].
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(38)

Aktif hidrojen igeren bilesikler, aminler ve aldehit ile dogrudan dogruya
etkilestirilirse mannich bazi diye ifade edilen yapilar olusur. Mannich reaksiyonlar
aminoalkilasyon reaksiyonlart olarak bilinmektedir. Mannich bazlarmin antikanser
aktiviteleri lizerinde bir ¢ok calisma yapilmistir ve yapisinda triazol halka sistemi olan

schiff bazlarin antikanser etkiye sahip oldugu belirlenmistir (39) [38].




Mannich bazi ve schiff bazi yapilar igeren, ayni zamanda triazol halka sistemine
sahip bilesiklerin antibakteriyal, antitiiberkiiloz aktiviteleri incelenmis olup bu bilesiklerin

sentez yontemi Denklem 5'de belirtilmektedir [39].
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1)CS,, KOH, X Sl Cl H N
2)NH,NH, H,0 f NH2 RCHO iiN %
R
1) 6 saat CH,COOH

2) 6 saat 6 saat
geri sogutma geri sogutma “

w@s@’ 5

HN_O/HcHo @ %
cl

C,Hs0OH, 3-4 saat
geri sogutma

43
Denklem 5

Bazi schiff bazi igeren triazol yapisina sahip mannich bazlarinin g¢esitli tiirdeki
antikanser aktiviteleri (kan kanseri, hiicre dis1 akciger kanseri, kolon kanseri, merkezi sinir
sistemi kanseri, deri kanseri, yumurtalik kanseri, bobrek kanseri, prostat kanseri, meme
kanseri) incelenmis ve dikkate deger aktiviteler sergiledikleri belirlenmistir. Ilgili bilesigin

(45) sentezi Denklem 6’da gosterilmistir [40].

N O
—\ N
N—NH HN_ O, HcHO NN
M > Cl o s O:N
cl O" °'N" 7S ON DMEF 20-25 °C N o)
Ne O 2-3 saat Cl S \ / OCH;
(44) (45)
Denklem 6

Yukarida sunulan literatiirel veriler 1s18inda tiyofen halkasi tasiyan schiff ve mannich
bazlar1 iceren 1,2,4-triazol tiirevi bilesiklerin sentezini, antimikrobiyal ve antioksidan
ozelliklerinin incelenmesini amacglayan bu c¢alismada, 10 adet orijinal nitelikte madde

sentezlenmistir. Sentez asamalarina iliskin denklem asagida Denklem 7°de sunulmustur
[41].
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2. YAPILAN CALISMALAR

Deneysel ¢alismalar sirasinda; sentez ve yapi aydinlatilmasinda kullanilan ¢oziicii ve
kimyasal maddeler Fluka, Merck ve Aldrich firmalarindan temin edilmis olup, ¢oziiciilerin
tiimii uygun saflagtirma ve kurutma iglemlerinden gegirilmistir.

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

Sentezlenen bilesiklerin yap1 aydinlatilmasmna iliskin spektroskopik c¢aligsmalar
Karadeniz Teknik Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya béliimii ve Recep Tayyip Erdogan
Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya bolimiinde yapilmis olup; kullanilan cihazlarin marka ve
ozellikleri asagida belirtildigi gibidir.

IR Spektrumlari: Perkin Elmer FT-IR Spectrometer Frontier spektrometresinde ATR
sistemi ile kaydedilmistir. '"H-NMR, **C-NMR (APT) spektrumlari, Varian Mercury marka
400 MHz’lik NMR cihazinda DMSO-dg ¢6ziiciisii ile alinmistir. LC/MS spektrumlari,
Micromass Quatro LC-MS/MS cihazinda alinmistir.

Antioksidan analizler Karadeniz Teknik Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya
Boliimiinde Biyokimya Arastirma Laboratuarinda, antimikrobial analizler ise Recep
Tayyip Erdogan Universitesi Biyoloji Béliimiinde gergeklestirilmistir.

Deneysel ¢aligmalarin timii KTU Fen Fakiiltesi Kimya Boliimii Organik Kimya

Arastirma Laboratuvar’inda yapilmstir.

2.1. Orijinal Nitelikte Bilesiklerin Sentezi

2.1.1. 4-amino-1-((5-merkapto-1,3,4-oksadiazol-2-il)metil)-3-(tiyofen-2-il metil)-
1H-1,2,4-triazol-5(4H)-on (46)

250 mL'lik silifli yuvarlak dipli balona, 45 nolu bilesik (0.01 mol), CS; (0.01 mol) ve
KOH (0.01 mol)’ in 50 mL etanol ve 50 mL su igerisindeki ¢ozeltisi konuldu ve 8 saat geri
sogutucu altinda kaynatildi. Bu siire sonunda balon igerigi buharlastirildi ve kalint1 buz-su
karisimi iizerine dokiilerek pH: 3-5 olana dek seyreltik HCI ile birlikte asitlendirildi. Elde

edilen nihai iriin etil alkol-su (2-1) ¢oziicli sistemiyle birka¢ kez kristallendirilerek
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saflastirildi. Desikatorde, vakum altinda silikajel-blue yaninda kurutuldu. E.n.: 194-196 °C,
Verim: %90.

Sentezlenen 46 bilesigi i¢in;

IR spektrumu, Ek Sekil 1

Kiitle spektrumu, Ek Sekil 2

'"H-NMR spektrumu, Ek Sekil 3

BC-NMR (APT) spektrumu, Ek Sekil 4

Sentezlenen 46 bilesiginin acik formiilii asagida gosterilmistir:

H2N />\ SH

2.1.2. 4-amino-1-((4-amino-5-merkapto-4H-1,2,4-triazol-3-il)metil)-3(tiyofen-2-
ilmetil)-1H-1,2,4-triazol-5(4H)-on (47)

250 mL'lik yuvarlak dipli silifli balona, 46 nolu bilesik (0.01 mol), hidrazin hidrat
(0.03) ve 50-60 mL n-biitanol ilave edildi. Geri sogutucu altinda 4 saat isitilarak
karistirildi. Bu siirenin sonunda ortama KOH (0.03 mol) ilave edilerek olusan kati kisim
stiziildli ve saf su ile alinarak pH: 5-7 olana dek seyreltik HCI ile birlikte asitlendirildi.
Elde edilen nihai iiriin etil alkol-su (2-1) ¢oziicii sistemiyle birka¢ kez kristallendirilerek
saflagtirildi. Desikatorde vakum altinda silikajel-blue yaninda kurutuldu. E.n.: 216-218 °c,
Verim: %40.

Sentezlenen 47 bilesigi i¢in;

IR spektrumu, Ek Sekil 5

Kiitle spektrumu, Ek Sekil 6

'"H-NMR spektrumu, Ek Sekil 7

BC-NMR (APT) spektrumu, Ek Sekil 8

Sentezlenen 47 bilesiginin acik formiilii asagida gosterilmistir:
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2.1.3. 1-((5-merkapto-4-(tiyofen-2-ilmetilenamino)-4H-1,2,4-triazol-3-il)metil)-3-
(tiyofen-2-ilmetil)-4-(tiyofen-2-ilmetilenamino)-1H-1,2,4-triazol-5(4H)-
on (48a)

100 mL’lik yuvarlak dipli balona, 47 nolu bilesik (0.01 mol) ve 2-
tiyofenkarboksaldehid (0.02 mol) ilave edilerek, magnetik karistirict yardimiyla yag
banyosu icerisinde 160-170 °C’ye kadar 2-3 saat isitilarak karistirildi. Reaksiyon
sonucunda elde edilen nihai triin DMF-su (3-1) ile saflastirildi. Desikatérde, vakum
altinda silikajel-blue yaninda kurutuldu. E.n.: 181-182 oC, Verim: %87.

Sentezlenen 48a bilesigi i¢in;

IR spektrumu, Ek Sekil 9

Kiitle spektrumu, Ek Sekil 10

'H-NMR spektrumu, Ek Sekil 11

BC-NMR spektrumu, Ek Sekil 12

Sentezlenen 48a bilesiginin acgik formiilii asagida gosterilmistir:
\
S
/
—N
\
/ N
O 7 N S
\ N
\ —
=

SH

w
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2.1.4.  1-((5-merkapto-4-((5-nitrotiyofen-2-il)metilenamino)-4H-1,2,4-triazol-3-
il)metil)-4-((5-nitrotiyofen-2-il)metilenamino)-3-(tiyofen-2-ilmetil)-1H-
1,2,4-triazol-5(4H)-on (48b)

100 mL’lik yuvarlak dipli balona, 47 nolu bilesik (0.01 mol) ve 5-nitro-2-
tiyofenkarboksaldehid (0.02 mol) ilave edilerek, magnetik karistirict yardimiyla yag
banyosu igerisinde 160-170 °C’ye kadar 2-3 saat isitilarak karistirildi. Reaksiyon
sonucunda elde edilen nihai triin DMF-su (3-1) ile saflastirildi. Desikatérde, vakum
altinda silikajel-blue yaninda kurutuldu. E.n.: 130-131 °C, Verim: %75.

Sentezlenen 48b bilesigi i¢in;

IR spektrumu, Ek Sekil 13

Kiitle spektrumu, Ek Sekil 14
'"H-NMR spektrumu, Ek Sekil 15
BC-NMR spektrumu, Ek Sekil 16

Sentezlenen 48b bilesiginin agik formiilii asagida gosterilmistir:

~

S
—N

NN

N/

DO hsT

\\ °© N7 x S
S \ —
O,N N/kSH

2.1.5. 4((5-bromotiyofen-2-il)metilenamino)-1-((4-(5-bromotiyofen-2-
il)metilenamino)-5-merkapto-4H-1,2,4-triazol-3-il)metil)-3-(tiyofen-2-
ilmetil)-1H-1,2,4-triazol-5(4H)-on (48c)

100 mL’lik yuvarlak dipli balona, 47 nolu bilesik (0.01 mol) ve 5-bromo-2-
tiyofenkarboksaldehid (0.02 mol) ilave edilerek, magnetik karistirici yardimiyla silikon
yag banyosu icerisinde 160-170°C‘ye kadar 2-3 saat isitilarak karistirildi. Reaksiyon
sonucunda elde edilen nihai tiriin DMF-su (3-1) ile saflastirildi. Desikatorde, vakum
altinda silikajel-blue yaninda kurutuldu. E.n.: 225-226 OC, Verim: % 82.
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Sentezlenen 48c bilesigi i¢in;

IR spektrumu, Ek Sekil 17

Kiitle spektrumu, Ek Sekil 18
"H-NMR spektrumu, Ek Sekil 19
BC-NMR spektrumu, Ek Sekil 20

Sentezlenen 48c bilesiginin agik formiilli asagida gosterilmistir:

\ /

w
Z/

Br SH

2.1.6. 1-((5-merkapto-4-((3-metiltiyofen-2-il)metilenamino)-4H-1,2,4-triazol-3-
il)metil)-4-((3-metiltiyofen-2-il)metilenamino)-3-(tiyofen-2-ilmetil)-1H-
1,2,4-triazol-5(4H)-on (48d)

100 mL’lik yuvarlak dipli balona, 47 nolu bilesik (0.01 mol) ve 3-metil-2-
tiyofenkarboksaldehid (0.02 mol) ilave edilerek, magnetik karistirici yardimiyla silikon
yag banyosu igerisinde 160-170°C‘ye kadar 2-3 saat 1sitilarak karistirildi. Reaksiyon
sonucunda elde edilen nihai iriin DMF-su (3-1) ile saflastirildi. Desikatorde, vakum
altinda silikajel-blue yaninda kurutuldu. E.n.: 160-161 OC, Verim: % 75.

Sentezlenen 48d bilesigi i¢in;

IR spektrumu, Ek Sekil 21

Kiitle spektrumu, Ek Sekil 22

'H-NMR spektrumu, Ek Sekil 23

BC-NMR spektrumu, Ek Sekil 24

Sentezlenen 48d bilesiginin a¢ik formiilii asagida gdsterilmistir:
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2.1.7. 1-((2-(morfolinometil)-4-(-tiyofen-2-ilmetilenamino)-5-tiokso-4,5-dihidro-
1H-1,2,4-triazol-3-il)metil)-3-(tiyofen-2-ilmetil)-4-(tiyofen-2-
ilmetilenamino)-1H-1,2,4-triazol-5(4H)-on (49a)

100 mL’lik yuvarlak dipli balona, 48a nolu bilesik (0.01 mol), formalin (0.02 mol),
morfolin (0.01 mol) ve 20 mL DMEF ilave edilerek, magnetik karistirict yardimiyla oda
sicakliginda bir gece karistirildi. Reaksiyon sonucunda balon igerigine su ilave edilerek 1
gece buzlukta bekletildi. Elde edilen nihai {irtin DMF-su (2-1) ¢6ziicii sistemiyle birkag kez
kristallendirilerek saflastirildi. Desikatdorde, vakum altinda silikajel-blue yaninda
kurutuldu. E.n.: 144-145 °C, Verim: %84.

Sentezlenen 49a bilesigi i¢in;

IR spektrumu, Ek Sekil 25

Kiitle spektrumu, Ek Sekil 26

'"H-NMR spektrumu, Ek Sekil 27

BC-NMR spektrumu, Ek Sekil 28

Sentezlenen 49a bilesiginin ac¢ik formiilii asagida gosterilmistir:

—N
\
N/N N \
@J/ T % N/N\/@
\ ¢ N /&

Z\l S
9
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2.1.8. 1-((1-(morfolinometil)-4-((5-nitrotiyofen-2-il)metilenamino)-5-tiokso-4,5-
dihidro-1H-1,2,4-triazol-3-il)metil)-4-((5-nitrotiyofen-2-
il)metilenamino)-3-(tiyofen-2-ilmetil)-1H-1,2,4-triazol-5(4H)-on (49b)

100 mL’lik yuvarlak dipli balona, 48b nolu bilesik (0.01 mol), formalin (0.02 mol),
morfolin (0.01 mol) ve 20 mL DMF ilave edilerek, magnetik karistirict yardimiyla oda
sicakliginda bir gece karistirildi. Reaksiyon sonucunda balon igerigine su ilave edilerek 1
gece buzlukta bekletildi. Elde edilen nihai iiriin DMF-su (2-1) ¢6ziicli sistemiyle birka¢ kez
kristallendirilerek saflastirildi.  Desikatorde, vakum altinda silikajel-blue yaninda
kurutuldu. E.n.: 140-141 °C, Verim: %80.

Sentezlenen 49b bilesigi i¢in;

IR spektrumu, Ek Sekil 29

Kiitle spektrumu, Ek Sekil 30

'"H-NMR spektrumu, Ek Sekil 31

BC-NMR spektrumu, Ek Sekil 32

Sentezlenen 49b bilesiginin a¢ik formiilii asagida gosterilmistir:

~
s
—N
N N
N/
I\ —no,
~ b N)N/NVE}
S \N/&

O,N < s
Cd

2.1.9. 4-((5-bromotiyofen-2-il)metilenamino)-1-((4-((5-bromotiyofen-2-
il)metilenamino)-1-(morfolinometil)-5-tiokso-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-
3-il)metil)- 3-(tiyofen-2-ilmetil)-1H-1,2,4-triazol-5(4H)-on (49c)

100 mL’lik yuvarlak dipli balona, 48c nolu bilesik (0.01 mol), formalin (0.02 mol),
morfolin (0.01 mol) ve 20 mL DMF ilave edilerek, magnetik karistirict yardimiyla oda
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sicakliginda bir gece karigtirildi. Reaksiyon sonucunda balon icerigine su ilave edilerek 1
gece buzlukta bekletildi. Elde edilen nihai iiriin DMF-su (2-1) ¢6ziicii sistemiyle birkag kez
kristallendirilerek saflastirildi.  Desikatorde, vakum altinda silikajel-blue yaninda
kurutuldu. E.n.: 163-164 °C, Verim: %84.

Sentezlenen 49c bilesigi i¢in;

IR spektrumu, Ek Sekil 33

Kiitle spektrumu, Ek Sekil 34

"H-NMR spektrumu, Ek Sekil 35

BC-NMR spektrumu, Ek Sekil 36

Sentezlenen 49c bilesiginin agik formiilii asagida gosterilmistir:

2.1.10. 4-((3-metiltiyofen-2-il)metilenamino)-1-((4-(3-metiltiyofen-2-
il)metilenamino)-1-(morfolinometil)-5-tiokso-4,5-dihidro-1H-1,2,4-
triazol-3-il)metil)- 3-(tiyofen-2-ilmetil)-1H-1,2,4-triazol-5(4H)-on (49d)

100 mL’lik yuvarlak dipli balona, 48d tipi bilesik (0.01 mol), formalin (0.02 mol),
morfolin (0.01 mol) ve 20 mL DMF ilave edilerek, magnetik karistirici yardimiyla oda
sicakliginda bir gece karistirildi. Reaksiyon sonucunda balon icerigine su ilave edilerek 1
gece buzlukta bekletildi. Elde edilen nihai {irin DMF-su (2-1) ¢6ziicii sistemiyle birka¢ kez
kristallendirilerek saflastirildi. Desikatorde, vakum altinda silikajel-blue yaninda

kurutuldu. E.n.: 220-221 °C, Verim: %87.
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Sentezlenen 49d bilesigi i¢in;

IR spektrumu, Ek Sekil 37

Kiitle spektrumu, Ek Sekil 38
"H-NMR spektrumu, Ek Sekil 39
BC-NMR spektrumu, Ek Sekil 40

Sentezlenen 49d bilesiginin agik formiilii asagida gdsterilmistir:

2.2. Sentezlenen Bilesiklerin Biyolojik Aktivite Tayinleri

Sentezlenen 10 adet orijinal nitelikteki bilesiklerin biyolojik aktivite testleri ve bu

testlere iligkin materyal metot ve sonuclar asagida belirtilmistir.

2.2.1. Antioksidan Aktivite Test Yontemi

Gilinlimiizde antioksidan kapasiteyi belirlemek i¢in bir¢ok yontem gelistirilmistir.
Caligmamizda, bilesiklerin antioksidan Ozellige sahip olup olmadiklarmi ve eger
antioksidan aktivite igeriyorlarsa aktivite derecelerinin belirlenmesinde, literatiirde yaygin
olarak kullanilan iki antioksidan tayin yontemi kullanilmistir. Bu yontemler DPPH radikal
temizleme aktivitesi ve demir indirgeme / antioksidan giic (FRAP) yontemleridir. Bu iki
yontem gida maddeleri ve Dbiyolojik materyallerin antioksidan aktivitelerinin

belirlenmesinin yaninda sentetik bilesiklerin aktivitelerinin belirlenmesinde de siklikla
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kullanilmaktadir [45]. Bu yoOntemlerden DPPH temizleme aktivitesi tayin yOntemi
literatiirde de en ¢ok kullanilan yontem olmasi agisindan énemlidir [46]. Bu metot radikal
temizleme aktivite tayinlerinde kolayligi ve kisa siirmesi nedeniyle siklikla
kullanilmaktadir. DPPH radikali toz halinde, kolaylikla temin edilebilen ve calisma
konsantrasyonuna gore hemen ¢oziiclide ¢oziinilip kullanilabilen bir reaktiftir. Bu metodun
onemli bir dezavantaji biiylik antioksidan molekiillerin sterik engellenmeye maruz
kalmalar1 nedeniyle inaktif olarak test edilmeleridir. Bu yontemde test edilen bilesigin {i¢
boyutlu yapisi ve boyutu énemlidir. DPPH’1n radikal bolgesinin i¢te bulunmasi nedeniyle
baz1 bilesikler bu bolgeye sterik engellemeden dolayr ulasamamaktadirlar ve test
sonucunda aslinda aktif olan bilesikler inaktif olarak bildirilmektedir. Bu gibi
dezavantajlardan dolayr DPPH testinde aktivitesi diisiik bildirilen bazi maddelerin baska
antioksidan tayin yontemleriyle yapilan caligmalarda yiliksek aktiviteli olabildigi
goriilmektedir.

Bir diger yaygin kullanilan yontem de demir indirgeme /antioksidan giic (FRAP)
testidir [47, 48]. Ik defa Oyaizu (1986) [47] tarafindan ortaya konan ve sonralar1 Benzie
ve Strain (1996) [48] tarafindan gelistirilen yonteme gore indirgeme kuvveti, numunelerin
dolayh olarak toplam indirgeme potansiyelini gostermekte olup Fe** — Fe*? indirgenmesi
ile meydana gelen Fe*?, 595 nm'de absorbans veren TPTZ renkli kompleksini olusturur.
FRAP yontemi, diger yontemlere gore kisa zamanda sonug veren, oldukc¢a basit ve ucuz
bir yontemdir. Bu 6zelliklerinden dolay:1 antioksidan aktivitenin belirlenmesinde yaygin
olarak kullanilmaktadir.

FRAP yonteminde, suda ¢oziniirliigii az olan ¢ok polar olmayan maddele
uygulanirken ¢ikabilecek ¢oziiniirliik sorunlarinin 6nlenmesi i¢in FRAP reaktifindeki
polar ortam (normalde sulu) degistirilerek metanol — su (3:2) karigimi kullanilmistir.

Calismada farkli antioksidan testlerin kullanilma sebebi arastirmalarda kullanilmakta
olan degisik antioksidan test yontemlerindeki reaksiyonlarin mekanizma ve kinetiklerinin,
¢oziicli ortamlariin, numune bilesik yapisi ve boyutundan etkilenmelerinin ve sicaklik, pH

ve matriks bilesenlerinden etkilenmelerinin ayni olmayisidir.

2.2.1.1. DPPH Temizleme Aktivitesi Tayini

DPPH" radikali  (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil)  kararlh  bir radikaldir  ve

denemelerimizde satin aliman bu radikalin 100 pM’lik metanol ¢o6zeltisi kullanildi.
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Calismada sentezlenmis olan bilesiklerin 10 mg/mL konsantrasyondaki ¢ozeltileri DMSO
¢oziiclisii kullanilarak hazirlandi. Calisma konsantrasyonlari belirlenirken 6n deneme
yapilarak her bilesik i¢in en uygun ¢alisma konsantrasyonu belirlendi. Stok ¢ozeltilerden
(10 mg/mL) ¢alisilacak konsantrasyonlar hazirlanirken seyrelme islemi metanol ¢oziiciisi
ile yapildi. Calismada her bir numune iki paralel olacak sekilde ayrica numune ve reaktif
korii de hazirlanarak pipetlendi. Numune ¢ozeltileri tizerine esit hacimde (750 uL) DPPH’
coOzeltisi, eklenerek cozeltiler vortekslendi ve oda sicakliginda 60 dakika inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda 517 nm’de absorbans degerleri odlgiilerek
absorbanslara karsilik gelen konsantrasyon degerlerinin grafikleri ¢izildi. Bu grafiklerden
elde edilen y=ax+b denkleminden DPPH® konsantrasyonunu yariya diisiiren numune
miktart mg/mL cinsinden belirlendi ve sonuglar SCsp degeri olarak ifade edildi.

Ayrica bu on numunenin belirlenen ICsp degerlerinde 100 uM DPPH reaktifi ile 60
dakika boyunca belirli araliklarda (10-20-30-40-50 ve 60 dk.) zamana bagli absorbans
degisimleri takip edildi.

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

Bu testte standart olarak kullanilan Troloks’un metanolik ¢ozeltisi 5 farkli
konsantrasyonda (1000 — 500 — 250 — 125 - 62,5 uM) hazirlandi. Numune ¢6zeltilerinden
2. numune hari¢ her biri 10 mg/mL olarak calisildi. Ikinci numunenin aktivitesi
digerlerine gore daha yiliksek oldugu i¢cin 10 mg/mL cok konsantre geldi ve 3 kat
seyreltilerek ¢aligildi.

Calismada kullanilan FRAP reaktifi taze hazirlandi. Bu amagla taze hazirlanmis
olan 150 mL 300 mM asetat tamponu (pH 3.6), 15 mL 10 mM TPTZ (2,4,6-Tris(2-
piridil)-s-triazin) (100 mM HCI’de) ve 15 mL 20 mM FeCl; ¢ozeltisi ile karistirildi.

Troloks ve numune ¢ozeltileri 3 paralel olacak sekilde ve ayni zamanda reaktif ve
numune korli de hazirlanarak 50’ser pL pipetleme yapildi. Daha sonra her birinin {izerine
1,5 mL FRAP reaktifi eklenerek karistirildi ve oda sicakliginda 20 dakika inkiibasyon
sonrast 595 nm’de absorbanslari okundu. Numune ile elde edilen absorbans degerlerinden
numune ve reaktif korlerinden elde edilen absorbanslar degerleri ¢ikarildi.

Numunelerin antioksidan degerleri, indirgeme potansiyeli yliksek ve ayni1 zamanda
standart bir antioksidan madde olan Troloks ile karsilastirilarak yorumlandi. Troloks igin

konsantrasyona kars1 absorbans grafigi cizildi. Bu yontemde, artan absorbans degeri artan
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indirgeme kuvvetini gostermektedir. Numunelerin antioksidan aktiviteleri, numunelerin
testte gosterdigi absorbans degerlerine Troloks i¢in ¢izilen absorbans — konsantrasyon
grafiginde karsilik gelen Troloks konsantrasyonu esdegeri cinsinden belirlendi ve Troloks

Esdegeri Antioksidan Kapasite (TEAC) olarak ifade edildi.

2.2.2. Antimikrobiyal Test Yontemi

Bu calismada kullanilan ve asagida verilen tiim mikroorganizmalar Hifzisthha Refik
Saydam Enstitiisiinden (Ankara) elde edilmistir. Bakteri olarak, Escherichia coli ATCC
35218, Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, Yersinia pseudotuberculosi ATCC 911,
Klebsiella pneumoniae ATCC 1388, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Staphylococcus
aureus ATCC 25923 ve Bacillus tropicalis ATCC 13803 suslar1 kullanilmistir. Kimyasallar
belirli konsantrasyonda DMSO’da ¢oziilmiistiir.

2.2.2.1. Agarkuyucuk Difiizyon Metodu

Kimyasallarin antimikrobiyal aktiviteleri olup olmadiginin Ol¢lilmesinde agar
kuyucuk difiizyon metodu kullanilmistir [42, 43]. Test edilecek bakterilerin bir gecelik
kiiltiirlerinden Mueller-Hinton sivi besiyeri i¢inde (MH) (Difco, Detroit, MI), yaklasik
olarak 10° kob/mL (koloni olusturan birim =colony forming unit) seklinde diliisyonlari
hazirlandi. Onceden hazirlanmis Mueller Hinton Agar besiyeri iizerine ekimleri yapilacak.
Mayalar i¢in maya ekstreli siv1 besiyeri (YEG) (Difco, Detriot, MI) kullanilarak 10’kob/ml
dilisyonlar1 yapild1 ve dnceden hazirlanmis Potato Dextrose agar (PDA) (Difco, Detriot,
MI) besiyerlerine ekildi. Ekimleri tamamlanan besiyerleri {izerinde, steril cam boru
yardimiyla 2 cm araliklarda, 5 mm c¢apinda kuyucuklar agilmistir. Her bir kuyucuga
kimyasal stok ¢ozeltilerden 0.1 ml damlatildi. Bakteri ihtiva eden petriler 24 saat, maya
ihtiva eden petriler 48 saat 35 °C’de inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra bir cetvel
yardimiyla inhibisyon zonlar1 6lgiildii. Standard kontrol ilag olarak bakteriler icin
Ampisilin  (10pg), mayalar icin flukonazol (5pg) ve standart c¢oziicii kontroli

kullanilmastir.
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2.2.2.2. Minimal Inhibisyon Yéntemi

Antimikrobiyal aktivite gosteren en az madde miktarinin belirlenmesi, baska bir
deyisle kantitatif etki degerinin belirlenmesi ic¢in sivi besiyerinde mikro diliisyon sivi
yontemi uygulanir ve minimal inhibisyon konsantrasyon (MIK) degeri mikrogram-mililitre
(ug/mL) seklinde belirlenir [44]. Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi igin Mueller-
Hinton sivi (MHB, pH.7.3) (Difco, Detroit, MI) ve antifungal aktivite belirlemek igin
Yeast Nitrogen Base (YNB, pH 7.0) (Difco, Detroit, MI) siv1 besiyerleri kullanildi.
Mikrodiliisyon tets i¢in ELISA playtleri kullanilmistir ve ¢6zlinmiis kimyasallarin 0.1
mL’si sivi besiyerleri ile seri sulandirimlari yapilmustir. Inokiile edilmis olan
mikroorganizmalarin bir gecelik kiiltlirlerinden McFarland 0.5 bulanikliliginda (1X108
kob/ml) sulandirim hazirlanip 1:10 sulandirilmis olan ve her bir kuyucuga 0.005 ml
mikroorganizma (son test konsantrasyonu 5x10* kob/kuyucuk) ilave edilmistir. Playtler
35°C’de 16-24 saat siire ile aerobik kosullarda etiivde bekletildi. MIK degeri,
mikrodiliisyon kuyucuklarindaki mikroorganizmanin iiremesi tamamen engellenmis ve
ciplak gozle belirlenebilen en diisiik antimikrobik madde konsantrasyonu olarak
belirlenmistir. Minimal bakterisit konsantrasyonu (MBK) belirlemek i¢in iireme olmayan
kuyucuklardaki diliisyon alinip agar plaklara ekilmis ve 35°C’de 16-24 saat de
inkiibasyona tabi tutulmustur. Plakta {iremenin olmadigt kuyucuktaki madde
konsantrasyonu MBK olarak belirlendi. Standard kontrol ila¢ olarak bakteriler igin
Ampisilin  (10pg), mayalar i¢in flukonazol (5pg) ve standart ¢oziicli kontrolii

kullanilmistir.



3. BULGULAR

3.1. Bilesiklerin Spektroskopik Sonuclari

Calismamizda, literatiirde [34] verilmis olan sentez yontemi takip edilerek elde
edilen  2-(4-amino-5-okso-3-(tiyofen-2-ilmetil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-1-il)  aseto
hidrazit (33) bilesiginden KOH/CS; kullanilarak halka kapanmasi durumu sonucu 4-
amino-1-((5-merkapto-1,3,4-oksadiazol-2il)metil)-3-(tiyofen-2-il metil)-1H-1,2,4-triazol-
5(4H)-on (46) bilesigi sentezlemistir. Elde edilen 46 nolu bilesik ile Hidrazin hidrat
(%100) reaksiyonu sonucu 4-amino-1-((4-amino-5-merkapto-4H-1,2,4-triazol-3-il)metil)-
3(tiyofen-2-ilmetil)-1H-1,2,4-triazol-5(4H)-on (47) bilesigi sentezlenmistir. 47 nolu bilesik
kullanilarak sirastyla 2-tiyofenkarboksaldehit, 5-nitro-2-tiyofenkarboksaldehit, 5-bromo-2-
tiyofenkarboksaldehit, ~3-metil-2-tiyofenkarboksaldehit’lerin silikon yag banyosunda
reaksiyon vermesi sonucu 48(a-d) (Schiff bazlari) bilesiklerinin  sentezleri
gergeklestirilmistir. Schiff bazlarinin ayr1 ayri Formalin/ Morfolin ile reaksiyonlari sonucu
49(a-d) (Mannich bazlar) bilesikleri elde edilmistir.

Sentezi gerceklestirilen bilesiklerin yapisal analizleri FT-IR,"H-NMR, BC-NMR ve
LC-MS/MS spektral verileri kullanilarak yapilmistir. Elde edilen spektral veriler tablolar
halinde sunulmus olup, verilere iligkin degerlendirmeler tartisma boliimiinde ortaya
konmustur. Elde edilen tiim bilesikler kat1 formda olup FT-IR spektrumlar1 ATR sistemi
mevcut cihazla almmistir. "H-NMR spektrumlart DMSO-ds mevcudiyetinde kaydedilmis
ve spektrumlarda ¢oziicliye ait metil pikleri 2.50-2.60 ppm civarinda gozlenmistir.
Coziiciiniin igerdigi su pikleri 3.20-3.40 ppm araliginda ortaya ¢ikmustir. Bilesiklerin aym
dotero ¢oziicii icerisinde kaydedilen BC-NMR spektrumlarinda ¢oziiciiye ait karbon pikleri
38-42 ppm araliginda gozlenmistir. Spektrumlar icin standart kimyasal kayma noktasi
olarak ¢oziicii ortamina ilave edilmis olan TMS esas alinmistir.

Calismamizda sentez asamasinin birinci basamagini olusturan 46 nolu bilesik; 2-(4-
amino-5-okso-3-(tiyofen-2-ilmetil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-1-il)asetohidrazit’in etanol
-su (50:50) ortamina KOH’in sulu ¢ozeltisi ve CS,’nin molca karsilig1 ilave edilerek elde

edilmis olup, 46 nolu bilesige ait formiil agagida verilmistir.
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B = N\N

2
4-amino-1-((5-merkapto-1,3,4-oksadiazol-2il)metil)-3-(tiyofen-2-il metil)-1H-1,2,4-triazol-5(4H)-on (46)

Sentezlenen 46 nolu bilesige ait FT-IR, 'H-NMR ve “*C-NMR spektroskopik veri

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

Tablo 1. 46 Nolu bilesigin IR spektral verileri (ATR, cm™ ,v)

Bilesik No: NH, Cc=0 C=N C-0-C
46 3305-3199 1667 1581 1162

Tablo 2. 46 Nolu bilesigin *H-NMR spektral verileri (400 MHz, DMSO-d¢/ 3)

Bilesik No: Tiyofen CH, N-CH, Trz-NH, Tiyofen H SH
6.94 (s), 2H
46 4.09 (s), 2H 5.02 (s), 2H 5.39 (s), 2H 14,00 (s), 1H
) ) ) 7369 1H )

Tablo3. 46 Nolu bilesigin *C-NMR (APT) spektral verileri (100 MHz, DMSO-dg/ §)

Bilesik No: | Tiyofen CH, | N-CH, Tiyofen C C=N C=0 Oksadiazol C
125.63 (CH)
127.04 (CH) 159.49
46 25.39 40.51 127.37 (CH) 148.10 153.24 178.47
137.38 (C)

Sentezlenen 46 nolu bilesigin n-biitanollii ortamda hidrazin hidrat ile gerceklesen
reaksiyonu sonucu anahtar bilesik olan 47 nolu bilesik elde edilmistir. Sentezlenen 47 nolu

bilesige iliskin formiil asagida verilmistir.

N NH,
N« /
\ S H2N/ \ N\N)\SH

4-amino-1-((4-amino-5-merkapto-4H-1,2,4-triazol-3-il)metil)-3(tiyofen-2-ilmetil)-1H-1,2,4-triazol-5(4H)-on
(47)
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Sentezlenen 47 nolu bilesige ait FT-IR, 'H-NMR ve “*C-NMR spektroskopik veri

degerleri Tablo 4, Tablo 5 ve Tablo 6 da sirastyla sunulmustur.

Tablo 4. 47 Nolu bilesigin IR spektral verileri (ATR, cm™ ,v)

Bilesik No:

NH,

C=0

C=N

47

3301-3260

1699

1622

Tablo 5. 47 Nolu bilesigin *H-NMR spektral verileri (400 MHz, DMSO-dg/ &)

Bilesik No: Tiyofen CH, N-CH, Trz-NH, Tiyofen-H SH
6.93 (s), 2H
47 4.07 (s), 2H 4.92 (s), 2H 5.39 (s), 4H 13.63 (s), 1H
s ) ) 736 (9) 1 )

Tablo 6. 47 Nolu bilesigin *C-NMR (APT) spektral verileri (100 MHz, DMSO-dg/ 8)

Bilesik No: Tiyofen CH, | N-CH, Tiyofen C C=N Cc=0 Triazol-tiol C
125.55 (CH)
126.95 (CH) 147.38
47 25.44 40.57 127.34 (CH) 147.98 153.42 166.84
137.62 (C)

Sentezlenen 47 nolu bilesik kullanilarak sirasiyla 2-tiyofen karboksi aldehit, 5-nitro-
2-tiyofen karboksi aldehit, 5-bromo-2-tiyofen karboksi aldehit, 3-metil-2-tiyofen karboksi
aldehit’lerin silikon yag banyosunda reaksiyon vermesi sonucu 48(a-d) nolu (Schiff
bazlar1) bilesiklerin sentezleri gerceklestirilmistir. Sentezlenen 48(a-d) nolu bilesiklerin

sirastyla formiilleri asagida belirtilmistir.

N/N\[(N } \ N/N\[(N } \
N / N AN / N
o /N7 S o />N~ S
L ¢ Nl \ ¢ Ml
N/

SH AN S

1-((5-merkapto-4-(tiyofen-2-ilmetilenamino)-4H-1,2,4-triazol-3-il)metil) 3-(tiyofen-2-ilmetil)-4-(tiyofen-2-
ilmetilenamino)-1H-1,2,4-triazol-5(4H)-on (48a)
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—N —N
\ \

S =L S HN"[\

O2N SH O,N
1-((5-merkapto-4-((5-nitrotiyofen-2-il)metilenamino)-4H-1,2,4-triazol-3- |I)met|I) -4-((5-nitrotiyofen-2-
il)metilenamino)-3-(tiyofen-2-ilmetil)-1H-1,2,4-triazol-5(4H)-on (48b)

§ s
—N
HN
Br SH

4((5—bromot|yofen-2—|I)metlIenam|no)-1—((4-(5—bromotlyofen—2-|I)metiIenamino)-5-merkapto—4H—1,2,4-
triazol-3-il)metil)-3-(tiyofen-2-ilmetil)-1H-1,2,4-triazol-5(4H)-on(48c¢)

S S
S S

e e

N —_—— —N

H5;C \ H5;C

N/N \ CHs NN N \
S \N%SH S H\N/&S

1-((5-merkapto-4-((3-metiltiyofen-2-il)metilenamino)-4H-1,2,4-triazol-3-il)metil)-4-((3-metiltiyofen-2-
il)metilenamino)-3-(tiyofen-2-ilmetil)-1H-1,2,4-triazol-5(4H)-on (48d)

Sentezlenen 48(a-d) nolu bilesiklere ait FT-IR, *H-NMR ve *C-NMR spektroskopik

veri degerleri Tablo 7, Tablo 8 ve Tablo 9 da sirasiyla sunulmustur.

Tablo 7. 48(a-d) Nolu bilesiklerin IR spektral verileri (ATR, cm™ ,v°)

Bilesik No: NH C=0 C=N
48a 3101 1706 1651
48b 3098 1713 1639
48c 3097 1703 1589
48d 3102 1705 1586
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Tablo 8. 48(a-d) Nolu bilesiklerin *H-NMR spektral verileri (400 MHz, DMSO-dg/ §)

Bilesik No: Tiyofen CH, | N-CH, Tiyofen H N=CH SH(NH)
7.00-7.04 (m), 2H
7.26-7.32 (m), 2H
7.44-7.46 (m). 1H | 9.82(s), 1H
48a 428(9.2H | 52392 | pooted O | RE O UL | 14179, 14
7.92-7.93 (m), 1H
8.06 (s), 1H
7.05-7.09 (m), 2H
48b 440(s),2H | 535(s),2H |  7.49 (bs), 1H 18%28 | 1440(9), 1H
7.96-8.35 (m), 4H 63 (9),
7.04-7.06 (m), 2H
a8c 431(s),2H | 5.26(s),2H | 7.42-7.49 (m), 3H 1968098((2)' | 14.23(5), 1H
7.67-7.71 (m), 2H 08 (),
"2.30 (s), 6H
(2CH3) 9.90 (s), 1H
48d 5159, 2H | 6987.78(m), 7H | o T | 14119), 10
4.26 (s), 2H

"48d bilesigine ait Tiyofen gruplarina bagh Metil pikleri
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Tablo 9. 48(a-d) Nolu bilesiklerin “*C-NMR (APT) spektral verileri (100 MHz, DMSO-dg/

d)

Bilesik No:

Tiyofen CH,

N-CH,

Tiyofen C

C=N

C=0

Triazol-tiol(tion) C

48a

25.89

40.60

125.92 (CH)
127.21 (CH)
127.34 (CH)
128.74 (CH)
128.83 (CH)
131.85 (CH)
133.62 (CH)
134.63 (CH)
136.29 (C)
136.40 (CH)
137.14 (C)
138.16 (C)

146.25

149.33
158.85

149.74

145.37
162.58

48b

25.79

40.60

126.01 (CH)
127.22 (CH)
130.39 (CH)
130.69 (CH)
133.28 (CH)
134.72 (CH)
136.91 (C)
143.03 (C)
145.07 (C)
153.03 (C)
153.89 (C)

146.33

147.25
154.57

149.54

145.57
162.69

48c

25.83

40.61

118.13 (C)
120.12 (C)
125.96 (CH)
127.19 (CH)
127.30 (CH)
132.13 (CH)
132.25 (CH)
135.30 (CH)
137.04 (C)
137.07 (CH)
138.12 (C)
140.08 (C)

146.18

147.84
156.99

149.78

145.46
162.54

48d

14.25 (CH5)

25.89

40.61

125.87 (CH)
127.14 (CH)
127.27 (CH)
127.34 (CH)
130.20 (C)
131.00 (CH)
131.72 (CH)
132.60 (CH)
137.17 (C)
143.92 (C)
144.01 (C)
146.19 (C)

146.33

148.20
157.82

150.00

145.28
162.64

"48d bilesigine ait Tiyofen halkalarma bagh Metil pikleri




Sirastyla 48(a-d) nolu (Schiff bazlarinin) bilesiklerin ayri ayrt DMF ortaminda
Formalin/ Morfolin ile oda sicakliginda ki reaksiyonlari sonucu 49(a-d) nolu (Mannich

bazlar1) bilesikler elde edilmislerdir. Sentezlenen 49(a-d) nolu bilesiklerin sirasiyla

g\]
S
—
N
\

L OWYS

formiilleri asagida verilmistir.

CJ

1-((1-(morfolinometil)-4-(-tiyofen-2-ilmetilenamino)-5-tiokso-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-3-
il)metil)-3-(tiyofen-2-ilmetil)-4-(tiyofen-2-ilmetilenamino)-1H-1,2,4-triazol-5(4H)-on (49a)

1-((2-(morfolinometil)-4-((5-nitrotiyofen-2-il)metilenamino)-5-tiokso-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-
3-il)metil)-4-((5-nitrotiyofen-2-il)metilenamino)-3-(tiyofen-2-ilmetil)-1H-1,2,4-triazol-5(4H)-on (49b)
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4-((5-bromotiyofen-2-il)metilenamino)-1-((4-((5-bromotiyofen-2-il)metilenamino)-1-
(morfolinometil)-5-tiokso-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-3-il)metil)- 3-(tiyofen-2-ilmetil)-1H-1,2,4-triazol-
5(4H)-on (49c¢)

4-((3-metiltiyofen-2-il)metilenamino)-1-((4-(3-metiltiyofen-2-il)metilenamino)-1-(morfolinometil)-
5-tiokso-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-3-il)metil)- 3-(tiyofen-2-ilmetil)-1H-1,2,4-triazol-5(4H)-on (49d)

Sentezlenen 49(a-d) nolu bilesiklere ait FT-IR, 'H-NMR ve C-NMR
spektroskopik veri degerleri Tablo 10, Tablo 11 ve Tablo 12 da sirasiyla sunulmustur.

Tablo 10. 49(a-d) Nolu bilesiklerin IR spektral verileri (ATR, cem™,v)

Bilesik No: C=0 C=N C-0-C
49a 1706 1670 1112
49b 1706 1651 1263
49c 1704 1672 1266
49d 1701 1675 1114
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Tablo 11. 49(a-d) Nolu bilesiklerin *H-NMR spektral verileri (400 MHz, DMSO-dg/ §)

Bilesik - Morfolin ) “Morfolin |y e oH,| N-CHp+N-CH-N | Tiyofen H N=CH
No: | N-CH, | o<CH, |7 2 Prar iz Y )
49a |2.71(s), 4H| 354 (5), 4H | 4.15 (5), 2H | 5.05-5.17 (m), 4H | 6.91-7.93 (m), 9H | 9.66-9.80 (m), 2H
49b |2.71(s), 4H |3.54 (), 4H| 4.25 (5), 2H | 4.92-5.27 (m), 4H | 6.92-8.12 (m), 7H |  9.88 (s), 2H
49c |2.67 (), 4H| 353 (5), 4H | 4.14 (5), 2H | 4.89-5.14 (m), 4H | 6.90-7.53 (M), 7TH |  9.70 (bs), 2H

"2.30 (s), 6H

(2(:(2 ) 6.89-7.00 (m), 4H |  9:72(s), 1H
49d ¥ 1354 (s), 4H [4.16 (s), 2H| 5.04-5.12 (m), 4H |  7.32(5), IH 9.84 (s), 1H
7.72(s), 2H
2,67 (s), 4H ©)

"49d bilesigine ait Tiyofen halkalarina bagh Metil pikleri
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Tablo 12. 49(a-d) Nolu bilesiklerin **C-NMR (APT) spektral verileri (100 MHz, DMSO-

de/ 3)

Bilesik
No:

Tiyofen
CH,

N-
CH,

Morfolin
N-CH,

Morfolin
0O-CH,

N-CH,-
N

Tiyofen C

C=N

N=CH

C=0

C=S

49a

25.88

40.61

50.69

66.52

69.22

125.94 (CH)
127.22 (CH)

127.34(CH)
128.76 (CH)

128.88 (CH)
131.90 (CH)
133.94 (CH)
134.68 (CH)
136.06 (C)
136.81 (CH)
137.12 (C)
138.12 (C)

145.12
147.12

149.36
160.29

149.78

163.42

49b

25.85

40.54

50.64

65.36

66.67

126.01 (CH)
127.39 (CH)
130.34 (CH)
130.67 (CH)
133.26 (CH)
134.72 (CH)
136.79 (C)
143.05 (C)
153.05 (C)

145.02
146.33

147.25
160.10

149.56

162.74

49c

25.81

40.61

50.69

66.51

69.22

118.14 (C)
120.47 (C)
125.97 (CH)
127.22 (CH)
127.36 (CH)
132.15 (CH)
132.32 (CH)
135.33 (CH)
136.97 (C)
137.46 (CH)
137.87 (C)
140.05 (C)

145.05
145.55

147.85
158.41

149.84

163.32

49d

“14.29
(CHy)

25.89

40.61

50.70

66.52

69.23

125.89 (CH)
127.15 (CH)
127.26 (CH)
130.00 (C)
131.05 (CH)
131.67 (C)
131.72 (CH)
132.94 (CH)
137.11 (C)
143.96 (C)
145.04 (C)

145.39
146.71

148.21
159.30

149.92

163.57

49d bilesigine ait Tiyofen halkalarina bagh Metil pikleri
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Sentezlenen 10 adet orijinal nitelikteki bilesigin MS spektrum verileri, teorik
MA’lar1 (g/mol), molekiil formiilleri, [M]" (m/z), [M+1] (m/z), [M+2] (m/z), [M+K]
(m/z), [M+su] (m/z)olarak % Bagil Bolluklari ile Tablo 13’de verilmistir.

Tablo 13. 46, 47, 48(a-d) ve 49(a-d) Nolu bilesiklerin LC-MS/MS verileri

Bilesik No: Kapali Formiil MA (g/mol) (m/z)
46 C1oH10NsO,S; 310,35 311,26 (%50)
47 C1oH12NgOS; 324,38 363,04 (%100)
48a Ca0H16Ng0S, 512,64 513,05 (%50)
48b Ca0H14N 10054 602,64 602,21 (%50)
48c CaoH14BrNgOS, 670,44 670,75 (%40)
48d Ca2H20Ng0S, 540,70 541,17 (%100)
49a CasH2sNgO,S, 611,78 612,09 (%50)
49b CasH2sN1106S4 701,77 701,19 (%50)
49c CasHasBraNg0,S, 769,57 771,46 (%70)
49d CarH26Ng0,S, 639,83 641,56 (%20)

3.2. Sentezlenen Bilesiklerin Antioksidan Aktiviteleri

Calismada sentezlenmis 10 bilesigin antioksidan aktiviteleri DPPH radikal
temizleme aktivitesi ve demir indirgeme / antioksidan giic (FRAP) yontemleriyle
belirlendi.

DPPH radikali temizleme aktivitesi yontemiyle numunelerin 517 nm’de verdigi
absorbans sonuglarindan mg/mL cinsinden SCsg degerlerinin hesaplandigi konsantrasyon-
absorbans grafikleri olusturuldu. Elde edilen bu absorbans-konsantrasyon grafiklerinden
her bir numune i¢in maksimum absorbans degerini yariya diisiiren numune konsantrasyonu

yani SCsg degerleri hesapland1 (Sekil 1).
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Sekil 1. DPPH antioksidan aktivite tayininde numunelerin Troloks standardi ile SCsg
degerlerinin gosterildigi grafik

SCso degeri ile antioksidan aktivite arasinda ters oranti bulunmaktadir. Yani SCsy
degeri ne kadar kiigiikse antioksidan aktivite o kadar biiyiiktiir. Bu durumun tersi de
dogrudur. Bu duruma gore numuneler arasinda antioksidan Ozellikleri karsilastirildi.
Ayrica numunelerin kinetik aktivitelerini belirlemek icin lsaat siireyle, zamanla degisen

absorbans degerleri belirlendi. Elde edilen absorbans-zaman grafigi Sekil 2’de verilmistir.

- m-46
—— 47

-=-0--48a
--@--48b
—a— 48c
—8—48d
ceo@ees 493
—&— 4%

— 49 C

0 —8—49d
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Absorbans (517 nm)

Sure (dakika)

Sekil 2. Sentezlenmis bilesiklerin DPPH radikal temizleme testindeki zamana bagh
absorbans degisimi grafigi
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DPPH radikal temizleme aktivitesi testinde, numuneler arasinda antioksidan aktivite
acisindan karsilastirma yapildiginda en yiiksek SCsy degerine sahip olan bilesigin 49a
oldugu yani bu test i¢in en diisiik antioksidan aktiviteye 49a numunesinin, en diisiik SCsp
degerine sahip olan 47 bilesiginin ise en yliksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu
goriilmiistiir. Ayn1 zamanda yapisinda azot bulunan 47 bilesiginin, yapisinda oksijen ihtiva
eden 46 bilesiginden daha aktif oldugu, ve baslangic maddesi olan 47 bilesiginden
sentezlenen ve farkli fonksiyonel gruplara sahip schiff bazlarinin (48a+48b+48c+48d), bu
schiff bazlardan sentezlenen morfolinlerden (49a+49b+49¢+49d) daha yiiksek antioksidan
aktiviteye sahip olduklar tespit edilmistir. Ayrica benzer fonksiyonel gruplara sahip schiff
bazlarinin ve morfolinlerin, onlara bagli olan fonksiyonel gruplar1 arasinda da antioksidan
aktivitelerinin benzer oldugu goriilmiistiir.

Yapilan kinetik c¢aligmasinin DPPH antioksidan aktivite sonuglari ile uyum
gosterdigi belirlenmistir. Bu on bilesikten en aktif olanlarin sirastyla 47, 48b, 48d, 48c ve
48a bilesiklerinin oldugu goriilmiis, ayrica bu bilesiklerin 60 dakika sonunda
reaksiyonunun sona ermedigi, fakat diger bilesiklerin DPPH reaktifi ile reaksiyonlarinin 60
dakika i¢inde sonlandig1 goriilmiistiir.

Calismada kullanilan ikinci yontem olan FRAP testinde, numunelerin ortamdaki
demir (I1) iyonlarin1 indirgeyebilmesine dayali olan antioksidan aktivite, demir (II)
iyonlarinin TPTZ bilesigiyle olusturdugu kompleksin 595 nm’deki absorbansinin
dlgiilmesi yoluyla belirlenmektedir. Olgiilen absorbanslar Trolox ile hazirlanmis
kalibrasyon grafigi (Sekil 3) iizerinde degerlendirilip absorbansa karsilik gelen Trolox
konsantrasyonu kullanilarak Trolox Esdegeri Antioksidan Kapasite (TEAC) degerleri uM
olarak belirlenmistir. Calisilan bilesikler baslangic maddeleri ve bundan elde edilen farkli
yapidaki schiff bazlar1 ve morfolinler olacak sekilde ortalamalar1 alinarak gruplandirilip

Sekil 4’te gosterilmistir.
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Sekil 3. Sentezlenmis bilesiklerin demir (III) indirgeme / antioksidan gii¢
(FRAP) yontemiyle belirlenmesinde standart olarak kullanilan Trolox
icin kalibrasyon grafigi.

800 -
700 A
600 A

500 A

400 A
300 A
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100 +
0

48a+48b+48c+48d 49a+49b+49c+49d

TEAC (uM)

Sekil 4. Sentezlenmis bilesiklerin demir (III) indirgeme / antioksidan giic (FRAP)
yontemiyle belirlenmis uM TEAC degerleri.

FRAP testinde standart Trolox un kalibrasyon grafigi kullanilarak numunelerin her
biri i¢in elde edilen uM TEAC degerleri karsilagtirildiginda, DPPH testinde oldugu gibi
yapisal farkliliklar1 olan bilesiklerden 47 bilesiginin 46 bilesiginden daha yiiksek
antioksidan aktiviteye sahip oldugu, ayrica baslangic maddesi olan 47 bilesiginden
sentezlenen farkli fonksiyonel gruplara sahip schiff bazlarimin (48a+48b+48c+48d),
morfolinlerden (49a+49b+49c+49d) daha yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi
goriilmiistiir. Sonu¢ olarak bu iki antioksidan test sonucunda elde edilen verilerin

birbirileriyle uyumlu oldugu belirlenmistir.
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3.3. Sentezlenen Bilesiklerin Antimikrobiyal Aktiviteleri

Sentezlemis olan 6zgiin nitelikteki on (10) tip maddenin antimikrabiyal aktiviteleri

incelenmis olup, bu inceleme sonucunda ise schiff bazlarindan 48b nolu bilesik ve

mannich bazlarindan 49b nolu bilesigin antibakteriyal ve antifungal aktivitesinin oldukc¢a

iyi oldugu gozlenmistir.

Tablo 14. 46, 47, 48(a-d), 49(a-d) Nolu bilesiklerin Antimikrobiyal aktivite verileri (pg/ul)

Mikroorganizmalar ve Minimal Inhibisyon Konsantrasyonu

Bilesik
No Ec Yp Pa Sa Ef Bc Ms Ca Sc
46 125 125 125 - - - - 125 125
47 - - 500 250 - 250 62,5 125 125
48a 500 500 125 125 - 500 500 125 125
48b 3,9 7,8 31,25 0,98 15,6 0,98 7,8 15,6 3,9
48c 500 500 125 500 - - 250 125 125
48d - 500 500 500 - - 500 500 500
49a - 125 125 250 - - 500 250 125
49b 31,25 | 31,25 62,5 7,8 62,5 15,6 15,6 31,25 31,25
49c 500 125 125 500 - - 500 125 125
49d - 500 500 - - - - 500 500

Amp. 10 18 >128 35 10 15

Strep. 4

Flu. <8 <8

Escherichia coli ATCC 35218, Yersinia pseudotuberculosi ATCC 911, Pseudomonas aeruginosa ATCC
10145, Klebsiella pneumoniae ATCC 1388, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Staphylococcus aureus

ATCC 25923 ve Bacillus tropicalis ATCC 13803.



4. TARTISMA

4.1. Bilesiklerin Spektroskopik Verilerinin Degerlendirilmesi

Calismamizda, sentez asamasinin ilk basamagi olusturan triazol igeren hidrazit tiirevi
bilesik (33) literatiir [34]’e gore sentezlenmis ve spektral veriler bu kaynaktan temin
edilmistir. Hidrazit tiirevi bilesigin (33) CS; ve KOH ile reaksiyonu sonucu triazol igerikli

1,3,4-oksadiazol-2-tiol (46) sentezlenmis olup reaksiyona iliskin mekanizma asagida

sunulmutur.
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Sentezlenen 46 nolu bilesigin IR spektrumu (Ek Sekil 1) incelendiginde, 33 nolu
bilesikte 1716 cm™ de gozlenen triazol halkasindaki C=0O piki 1667 cm™ e kaymakta ve
hidrazit grubunda yer alan C=0 ya ait pik ise gozlenmemektedir. 1,3,4-oksadiazol-2-tiol
halkasindaki C-O-C bag ise 1162 cm™ de ortaya ¢ikmaktadir. *H-NMR spektrumunda (Ek
Sekil 3) ise, 33 nolu bilesigin hidrazit grubundaki 9.21 ppm de ortaya ¢ikan NH ve 4.20
ppmde gozlenen NH; pikleri ise ortadan kaybolmakta ve 1,3,4-oksadiazol-2-tiol halkasina
bagli SH 14.00 ppm de singlet ve 1 protona karsilik gelecek sekilde pik vermektedir. Ayni
bilesigin *C-NMR spektrumu (Ek Sekil 4) irdelendiginde, 1,3,4-oksadiazol-2-tiol
halkasina ait karbon pikleri 159.46 ve 178.47 ppm de gozlenmektedir. Kiitle spektrumu
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(Ek Sekil 2) ise, onerilen molekiil agirligin1 ve yapisim1 destekler nitelikte olup 311.26 da
M-+1 piki kaydedilmistir.

Calismamizin bu boliimiinde ise, 1,3,4-oksadiazol-2-tiol tiirevi bilesik (46) hidrazin
hidrat ile muamele edilerek amino-triazol-tiol (47) tiirevine doniistiiriilmiis ve reaksiyon

mekanizmasi asagida sunulmustur.

N-N NN _sH
e e

z oo e 7 N
M—& V NH,NH, — » /S\ \—{ HO INHNH,

H,N 46 HoN
l_Hzo

Sentezlenen 47 nolu bilesigin molekiiler yapisini teyit edici en 6nemli 'H-NMR
verisi (Ek Sekil 7), triazol-5(3)on halkasina bagli NH; ile ayn1 frekans da 5.39 ppm de 4
protona karsilik olarak ortaya ¢ikan triazol-tiola bagli NH pikinin varhigidir.”*C-NMR
spektrumunda (Ek Sekil 8) ise, 46 nolu bilesigin 1,3,4-oksadiazol-2-tiol halkasindaki
oksijen atomu yerine daha az elektronegatif olan azot atomunun girmesiyle olusan 47 nolu
bilesigin triazol-tiol halkasindaki karbonlara ait piklerin daha yukari alanda (147.38 ve
166.84 ppm) c¢ikmasi molekiiler yapidan beklenen sonu¢ olup yapiyr dogrulayic
niteliktedir. Kiitle spektrumunda (Ek Sekil 6), 363.04 de gozlenen M+K piki ise 47 nolu
bilesigin onerilen molekiil agirligini ve molekiiler yapisini desteklemektedir.

Calismamizin bu boliimiinde schiff bazi igerikli (48(a-d) nolu) bilesiklerin sentezinin
gerceklestirildigi bu asamada, 47 nolu triazol-tiol bilesiginin 4 farkli tiyofen-karboksi
aldehit ile reaksiyonu vukubulmaktadir ve reaksiyona ait mekanizma asagida
gosterilmistir. Sentezlenen 48(a-d) nolu bilesiklerde, kiikiirt ve azot atomlarin1 kapsayan
triazol-tiol ve triazol-tion formlarindan olusan bir tautomerinin ortaya ¢iktigi
belirtilmektedir. Nitekim bir sonraki sentez asamasi (49(a-d) nolu bilesikler), bu tautomer

form {izerinden ilerleyen reaksiyon iirliniiyle sonu¢lanmaktadir.
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Sentezlenen 48(a-d) nolu bilesiklere ait IR spektrumlari (Ek Sekil 9, Ek Sekil 13, Ek
Sekil 17, Ek Sekil 21) incelendiginde, 47 nolu bilesikte var olan 3301 ve 3260 cm™ de
gozlenen NH, ye ait pikler ortadan kaybolmustur. 48(a-d) nolu bilesiklerin 'H-NMR
spektrumlarinda (Ek Sekil 11, Ek Sekil 15, Ek Sekil 19, Ek Sekil 23) 5.39 ppm de 4
protona karsilik gelen NH; pikleri gozlenmemekle birlikte, olusan imin (N=CH) gruplarina
ait yeni pikler 9.82- 10.63 ppm araliginda 2 protona karsilik olarak sinyal vermektedir.
Triazole ait SH(NH) proton sinyalleri ise 14.11-14.40 ppm araliginda gozlenmektedir.
48(a-d) nolu bilesiklerin **C-NMR spektrumlarinda(Ek Sekil 12, Ek Sekil 16, Ek Sekil 20,
Ek Sekil 24), Imin grubuna ait karbon pikleri 147.25-158.85 ppm araliginda
gozlenmektedir. Kiitleye (Ek Sekil 10, Ek Sekil 14, Ek Sekil 18, Ek Sekil 22) ait spektral
veriler 48(a-d) nolu bilesiklerin Onerilen molekil agirliklari1 ve yapilarini teyit eder

niteliktedir.
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Calismamizin son sentez asamasini, schiff bazi igerikli 48(a-d) nolu bilesiklerin
formaldehit/morfolin ile olan reaksiyonu sonucu 49(a-d) nolu bilesiklerin eldesi

olusturmaktadir. Reaksiyon ilerleyisine ait mekanizma asagida sunulmustur.
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?\/\_/ H O\
S g
S _ __
H,0
_—
—N —N

(0]
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X:
Bilesik No: H "NO, Br “CHs
49 a b c d

Sentezlenen 49 nolu bilesiklerin molekiiler yapisinin olustuguna dair en 6nemli veri,
'H-NMR spektrumlarinda (Ek Sekil 27, Ek Sekil 31, Ek Sekil 35, Ek Sekil 39) yaklasik 14
ppm de ortaya ¢ikan SH(NH) pikinin ortadan kaybolmasi ve yerine morfolin halkasina ait
N-CH; i¢in 4.89-5.17 ppm ve O-CH, igin 3.53-3.54 ppm de yeni piklerin ortaya
cikmasidir. Ayrica N-CH,-N ait 'H-NMR sinyalleri 2.67-2.71 ppm araliginda
gbzlenmektedir.

Diger yandan aymi bilesilere iliskin "*C-NMR spektrumlarinda (Ek Sekil 28, Ek Sekil
32, Ek Sekil 36, Ek Sekil 40) morfoline ait N-CH, ve O-CH; nin sirasiyla 50.64-50.70 ve

65.36-66.52 ppm de gozlenmesi onerilen yapisal formiilleri dogrulamaktadir.
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4.2. Bilesiklerin Biyolojik Aktivitelerinin Degerlendirilmesi

4.2.1. Antioksidan Aktiviteler

Cesitli maddelerin antioksidan aktivitelerinin test edilmesinde en fazla tercih edilen
yontemler bu c¢alismada da kullanilmigtir. DPPH radikali temizleme aktivitesi test
¢ozeltisinde bulunan DPPH radikalinin test edilen madde tarafindan temizlenmesi (radikal
olmayan forma doniistiiriilmesi) ve dolayisiyla da 517 nm’de 6l¢iilen DPPH radikaline ait
absorbansin azalmasinin yilizde olarak ifade edilmesi esasina dayanmaktadir.

Caligmada kullanilan ikinci yontem ise test ortaminda bulunan demir (III) iyonunun
demir (Il) iyonuna indirgenmesine ve de ¢ozeltideki TPTZ nin demir (II) ile verdigi
kompleksin absorbansinin dl¢lilmesine dayanmaktadir.

Her iki yontem de sentetik bilesikler gibi farkli tlirden numunelerin antioksidan
aktivitelerinin  belirlenmesi ¢alismalarinda en ¢ok kullanilan antioksidan tayin
yontemlerindendir.

Kullanilan iki antioksidan aktivite tayin yonteminin sonuglar1 karsilagtirildiginda iki
teste numunelerin aktiviteleri arasinda bir uyum goziikse de farkliliklar da mevcuttur.
Farkliliklarin temelinde iki yontemdeki reaksiyon mekanizmalarinin farkliligi ve DPPH
radikali temizleme testinde sterik engellemenin olabilmesi yatmaktadir. Ayrica FRAP
testindeki ¢oziicii polaritesi de sonuglar1 farklilagtirabilmektedir.

Calismada sentezlenmis olan tiim bilesikler her iki yontemde de antioksidan aktivite
gostermistir. Iki testte goriilen ortak sonug en yiiksek antioksidan aktiviteye sahip olan
numunenin baslangic maddesi olan ve yapisinda azot bulunduran 47 bilesiginin oldugu
goriilmiistiir. Ayrica 60 dakika boyunca her bir bilesik i¢in yapilan kinetik ¢alismasi da

DPPH antioksidan aktivite belirleme testi ile paralel sonuglarin ¢iktigini1 gostermistir.

4.2.2. DPPH Radikali Temizleme Aktivitesi Tayini

DPPH radikali temizleme aktivitesi tayininde, sentezlenen bilesiklerin yapilarindaki
farkliliklara gore aktivite degerleri irdelendiginde, yapisinda farklilik olarak azot
bulunduran 47 bilesiginin, yapisinda oksijen bulunduran 46 bilesiginden 10 kattan daha
yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Diger yandan en yiiksek

antioksidan etkiye sahip olan 47 bilesiginden sentezlenen farkli fonksiyonel gruplara sahip
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48a, 48Db, 48c ve 48d numarali schiff bazlarinin baslangic maddesiyle yakin antioksidan
aktiviteye sahip olduklar1 gorilmiistiir. Ayrica elde edilen bu schiff bazlarindan
sentezlenen 49a, 49b, 49¢ ve 49d numarali morfolinlerin antioksidan aktivitelerinin
baslangi¢ maddelerine gore oldukga diisiik oldugu goriilmiistiir. Literatiirde morfolinlerin
daha diisiik antioksidan aktiviteye sahip oldugunu gosteren ¢aligmalar mevcuttur [49].
Calismada benzer gruplara sahip olan schiff bazlarinin ve morfolinlerin yapilarindaki
farkliliklara gore aktivitelerinin nasil degistigi incelendiginde iki grup arasinda uyumun
oldugu goriilmiistiir.

Kinetik ¢aligmasinda ise, SCsq degerleriyle paralel sonuclarin ¢iktigi goriilmiistiir. En
aktif bilesiklerin baslangi¢c maddesi olan 47 ve bu bilesikten sentezlenen 48b, 48d, 48c ve
48a schiff bazlarinin oldugu goriilmiistiir. Ayrica caligmada aktivite gosteren bilesiklerin,
DPPH radikali ile reaksiyonlarinin kinetigi agisindan zamanla absorbans degisimi
incelendiginde, ¢alismanin sonlandirildigir 60. dakikada reaksiyonlarin azalan oranla da
olsa hala devam ettigi gdzlenmistir.

Sonug olarak, Bilesiklerin DPPH radikal temizleme aktiviteleri ile bu bilesiklerle

yapilan kinetik ¢aligmasinin uyum i¢inde oldugu tespit edilmistir.

4.2.3. Demir (III) indirgeme / Antioksidan Gii¢c (FRAP) Tayini

FRAP testinde, numunelerin antioksidan aktiviteleri birbirileriyle kiyaslama
yapilirken baslangic maddesi olan 47 bilesiginden sentezlenen 48a+48b+48c+48d numarali
schiff bazlar1 ve bu schiff bazlarindan sentezlenen 49a+49b+49c+49d morfolinler toplam
aktivite degerlerinin ortalamasi alinarak siitun grafigi ¢izilmis (sekil-4) ve bu sekilde
yorumlanmistir. FRAP testi i¢in bilesiklerin antioksidan aktiviteleri incelendiginde DPPH
testinde oldugu gibi yapisinda azot bulunduran 47 bilesiginin, yapisinda oksijen
bulunduran 46 bilesiginden daha yliksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir.
Ayni sekilde 47 bilesiginden sentezlenen ve 458 uM TEAC degerine sahip olan schiff
bazlarinin (48a+48b+48c+48d), bu schiff bazlardan sentezlenen ve 309 uM TEAC
degerine sahip olan morfolinlerden (49a+49b+49¢+49d) daha yiiksek antioksidan
aktiviteye sahip oldugu gortilmiistiir.

Genel olarak sonuglar degerlendirildiginde iki antioksidan test yonteminin birbiriyle
uyumlu oldugu, ayrica yapilan kinetik ¢alismasinin da DPPH antioksidan test sonuglarini

destekledigi goriilmiistiir.



5. SONUCLAR

Bu ¢alismada, orjinal nitelikte 10 adet tiyofen tasiyan schiff bazi ve morfolin halkasi
iceren 1,2,4-triazol tlirevi bilesik sentezlenmis ve yapilar IR, 'H, BC-NMR ve MS
spektroskopik yontemlerle aydinlatilmistir. Ayrica, bilesiklerin sentezine iligkin reaksiyon
yollari tartisma kisminda sunulmustur.

Sentezlenen bilesiklerin, antimikrobiyal aktiviteleri yapilan calismalar kisminda
sunulan literatiirel yontemlere gore, bakterilere, maya ve mantarlara karsi test ettirilmistir.
Ozellikle nitro grubu tasiyan schiff bazi nitelikli 1,2,4-triazol tiirevi bilesik (48b) ile yine
nitro grubu ig¢eren schiff ve morfolin halkasi bulunduran triazol tiirevinin (49b) son derece
etkili antimikrobiyal 6zellige sahip oldugu, diger bilesiklerinde orta derecede aktiviteye
sahip olduklar1 belirtilmistir.

Calismada test edilen bilesiklerin, DPPH radikal temizleme aktivitesi ve demir
indirgeme / antioksidan giic (FRAP) yontemleriyle belirlenen antioksidan aktivitelerinin
her iki testte de her bir bilesigin aktivite gosterdigi goriilmiistiir. Belirli yapisal farkliliklara
sahip bilesiklerin, bu yapisal farkliliklardan kaynaklanan antioksidan aktivite sonuglart her
iki test icinde uyum gostermistir. iki dl¢iim yontemiyle elde edilen antioksidan aktivite
sonuglart karsilastirildiginda baslangic maddesi olan 47 bilesiginin her iki testte de diger
bilesiklere gore daha yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir. Antioksidan
testlerde yapisinda azot iceren 47 bilesiginin, yapisinda oksijen bulunduran 46 bilesiginden
daha aktif oldugu, ayrica baslangic maddesi olan 47 bilesiginden sentezlenen schiff
bazlariin (48a, 48b, 48c ve 48d), bu schiff bazlarindan sentezlenen morfolinlerden (49a,

49b, 49¢ ve 49d) daha yliksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir.



6. ONERILER

Bu ¢alismada, tiyofen halkasi tasiyan triazol-5(3) on igeren 1,3,4-oksadiazol-2-tiol
(46), triazol-tiol (47), schiff baz1 igerikli triazol-tiol(48(a-d)) ve hem schiff bazi hemde
morfolin initesi tasiyan triazol-tiol (49(a-d)) bilesiklerinin sentezi gergeklestirilmistir.
Yapilan antimikrobiyal ve antioksidan calismalar1 neticesinde, sentezlenen bilesiklerin
aktif olduklar1 ortaya konulmustur. Antimikrobiyal aktivitede de ozellikle nitro grubu
tasiyan triazol-tiol tiirevlerinin biyolojik etkileri bakimindan 6nemli sonuglar verdikleri
ortaya konulurken, antioksidan aktivite testleri sonucu, triazol-tiol tiirevi bilesigin ve schiff
bazi igerikli tiirevlerinin aktivitesinin ¢ok iyi oldugu belirlenmistir. Bu nedenledir ki, bu
fonksiyonel yapilari tasiyan farkli tiirevlerdeki triazol-tiol bilesiklerinin hazirlanarak daha

etkin biyolojik sonuclar ortaya koyabilecegi diisiiniilmektedir.
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Ek Sekil 12. 48a bilesiginin 100 MHz *C-NMR (APT) spektrumu (DMSO-ds)
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Ek Sekil 16. 48b bilesiginin 100 MHz *C-NMR (APT) spektrumu (DMSO-ds)
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Ek Sekil 22. 48d bilesiginin MS spektrumu
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Ek Sekil 24. 48d bilesiginin 100 MHz *C-NMR (APT) spektrumu (DMSO-ds)




64

974
95+

el

857

80

751

%T

704

651

60

55

5.

R

|
0802 X

. 28508
2053.026m-1

N
579.68ecm-1

A
1706 83cm-1

4000 3500 3000

2500

2000

cm-1

1500 1000 550

Ek Sekil 25. 49a bilesiginin IR Spektrumu (ATR)

100+

561.75

587.30

569.30 57534

568.55 583.34

570.31

597.12

591.45

591.70

598.19

598.56

603.53

619.83

617.38

612.09
611.97

611.46

608.51

647.65

641.48

649.60

626.57
632.80
650.73

636.82
647.46} 660.55

653.37
659.92

i3 ; i
560 565 570 575 580 585 500 595 600 605 610 615 620 625 630 635 640 645 650 655 660

m/z

Ek Sekil 26. 49a bilesiginin MS spektrumu
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Ek Sekil 28. 49a bilesiginin 100 MHz *C-NMR (APT) spektrumu (DMSO-ds)
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Ek Sekil 30. 49b bilesiginin MS spektrumu
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Ek Sekil 32. 49b bilesiginin 100 MHz *C-NMR (APT) spektrumu (DMSO-ds)
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Ek Sekil 34. 49c bilesiginin MS spektrumu
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Ek Sekil 36. 49¢ bilesiginin 100 MHz *C-NMR (APT) spektrumu (DMSO-ds)
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Ek Sekil 38. 49d bilesiginin MS spektrumu
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Ek Sekil 40. 49d bilesiginin 100 MHz *C-NMR (APT) spektrumu (DMSO-ds)
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