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OZET

YENI PIRIMIDIN BIiLESIKLERININ VE BUNLARIN METAL
KOMPLEKSLERININ SENTEZi

Tayfur SAYLICA

Yiiksek Lisans Tezi, Kimya Anabilim Dali
Tez Danigsmani: Dog¢. Dr. Emrah GIZIROGLU
2016,49 sayfa

Bu calismada o-aminobenzoil ve p-aminobenzoil hidrazinin 1,3-dimetil-5-asetil
barbitiirik asit ile tepkimeleri sonucu iki yeni ligand H,L' (%72 verim) ve H,L’
(%79 verim) elde edilmistir. Sentezlenen bu bilesiklerin yapilari 'H-NMR, "“C-
NMR ve FT-IR spektroskopisi teknikleri kullanilarak dogrulanmustir. H,L'
bilesiginin kristal yapisi X-1sinlar1 kirinimi yontemi ile belirlenmistir. X-1sinlart
kirmimi yontemi kullanilarak yapilan analiz sonucunda bilesigin monoklinik
yapida ve P2, uzay grubuna sahip oldugu belirlenmistir. Sentezi gergeklestirilen
H,L' ve H,L? bilesiklerinin CuCl,.2H,O ve NiCl,.6H,0 ile tepkimeleri sonucu
mononiikleer metal kompleksleri  sentezlenmistir.  Sentezlenen  metal
komplekslerinin yapilarint aydinlatmak i¢in FT-IR ve elementel analiz teknikleri
kullanilmustir.

Ayrica tez kapsaminda sentezlenen H,L' ve H,L? bilesiklerinin antioksidan,
tirozinaz inhibisyonu ve antimikrobiyal aktiviteleri incelenmistir. Sonu¢ olarak
H,L' ve H,L* bilesiklerinin iyi diizeyde antioksidan ve orta diizeyde tirozinaz

inhibisyon aktivitesine sahip oldugu bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Barbitiirik asit, Hidrazin, Hidrazon, Antioksidan, Tirozinaz
inhibisyonu, Antimikrobiyal.
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ABSTRACT

SYNTHESIS OF NEW PYRIMIDINE COMPOUNDS AND THEIR
METAL COMPLEXES

Tayfur SAYLICA

M.Sc. Thesis, Department of Chemistry
Supervisor:Assoc. Prof. Dr. Emrah GIZIROGLU
2016, 49 pages

In this study H,L' (%72 yield) and H,L*(%79 yield) were synthesized by reaction
of o-aminobenzoyl ve p-aminobenzoyl hydrazine with 1,3-dimetyl-5-acetyl
barbituric acid. Their structures have been fully characterized by using FT-IR,
multinuclear NMR ('H, "°C) spectrometry. We also describe the X-ray crystal
structure of H,L', which crystallizes in the monoclinic P2,/n space group. H,L'
and H,L’ compounds were reacted with CuCl,.2H,O and NiCl,.6H,O gave
mononuclear metal complexes. Their structures were investigated by using FT-IR

and elemental analysis.

Furthermore, H,L' and H,L*> compounds were investigated for their tyrosinase
inhibition, antioxidative and antimicrobial activities. The results from biological
activity assays have shown that all of compounds have excellent antioxidan,

moderate tyrosinase inhibition activity.

Key Words: Barbituric acid, Hydrazone, Hydrazine, Antioxidan, Tyrosinase
inhibition, Antimicrobial.
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Bu tez ¢alismasinda, yiiriitiilen ¢alismalarin baslangi¢c noktasindan bitis noktasina
kadar beni her zaman deneyim, bilgi ve tecriibesiyle daha iyiye sabirla
yonlendiren, destegini hicbir zaman esirgemeyen ve her konuda yardimci olan
danmigman hocam Saym Dog. Dr. Emrah GIZIROGLU’ na, komplekslerin kristal
yapisinin aydinlatilmasi noktasinda yardimini esirgemeyen Saym Yrd. Dog. Dr.
Muhittin AYGUN’ e, bilesiklerin antioksidan ve antimikrobial aktivitelerinin
belirlenmesinde yardimlarini esirgemeyen Dog. Dr. Cengiz SARIKURKU ve Dog.
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gerceklesmesini saglayan Kimya Bolim Baskani Saym Prof. Dr. Mustafa
DEMIR’ e, yiiksek lisansimin en basindan sonuna kadar karsilastigimiz her
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1. GIRIS

Heterohalkal1 bilesikler ve bunlarin tiirevleri, organik kimya igerisinde hizl
gelisme gosteren ve zaman gegtikce Onemini arttiran  bir  bolimiinii
olusturmaktadir. Ozellikle tip alaninda kullanilmakta olan heterohalkali
bilesiklerin yapilarinda azot, kiikiirt ve oksijen element atomlar1 en yaygin olarak
bulunmaktadir.

Giliniimiizde 6zellikle tip alaninda yapilmakta olan kimyasal aragtirmalar biyolojik
aktiviteye sahip olabilecek yeni bilesiklerin sentezlenmesi ve farkli aktivitelerinin
belirlenmesi yoniinde yogunlasmistir. Tibbi alanda kullanilan pekcok ilag yapisal
olarak heterohalkali bilesikleri ihtiva etmektedir. Bu heterohalkali bilegikler kimi
zaman kendileri bir aktiviteye sahipken kimi zaman baska bir siibstitiient
baglandig1 zaman aktivite gostermektedir.

Pirimidin bilesikleri, yapisinda iki azot atomu bulunduran heterohalkali bir bilesik
sinifidir. Pirimidin sinifinin bir {iyesi olan barbitiirik asit ve tiirevleri oldukc¢a fazla
calismaya konu olmus bir bilesik sinifidir. Ozellikle hipnotik, sedatif ve anestetik
ilaclar gibi klasik tibbi uygulamalarin yani sira son yillarda anti-timdr, anti-kanser,
anti-osteoporpsiz gibi uygulamalarda da kullaniliyor olmasi bu alanda yapilan

calismalara hiz vermektedir..



1.1. Barbitiirik Asit
1.1.1. Tarihce

Barbitiirik asit tiirevleri 1863 yilinda malonik asit ile iirenin tepkimesi sonucu
Adolf von Baeyer tarafindan sentezlenmistir. Sonrasinda bu bilesiklerin hipnotik
ve sedatif Ozellikleri belirlenmis ve c¢ok wuzun yillardir ilag sanayinde
kullanilmaktadir.

Barbitiirik asit tlirevleri i¢cin bir bayan ismi olan “Barbara” ile “{ire (urate)”
kelimelerinin birlesmesi ile olusmus “barbiturate” adi1 kabul edilmis ve yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir. Sistematik olarak pirimidin-2,4,6-(/H, 3H, 5H)-trion
olarak adlandirilir. Adolf von Baeyer daha sonraki yillarda Organik Kimya
Alaninda Nobel Odiilii almistir (Westhorpe ve Ball, 2002). Barbitiiratlar agiz
yoluyla alindiklarinda bagirsak duvarindan hizlica emilirler, damar ve kas icine
siringa ile verildiginde daha hizli etki gosterirler. Barbitiirik asit tiirevleri canli
vucudunda karacigerde pargalanir ve bosaltim sitemi yardimiyla ile vucuttan
uzaklastirilir.

Barbitiirik asit farkli rezonans yapilarina sahiptir fakat en kararli yapi triketo

formu oldugu i¢in Sekil 1.1°deki gdsterim genel olarak kabul gormektedir (Tiiziin,

1996).
O- —~ .0
\_j”__/ \%f/
HN.  _NH
I

Sekil 1.1. Barbitiirik asit

Barbitiirik asitin sentezi i¢in zaman igerisinde yeni yontemler gelistirilmis
olmasina ragmen yaklasik yiizelli y1ldir malonik asit (yada malonik asit esteri) ile
iirenin tepkimesi ile sentezlenmektedir (Sekil 1.2).
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Sekil 1.2. Barbitiirik asitin sentez gemast

1.1.2. Genel Bilgi

Barbitiirik asit tiirevleri oldukga fazla sayidadir ve farkli tlirevleri siibstitiie
malonik asit esterleri ve siibstitiie iirelerin tepkimeleriyle elde edilirler (Sekil 1.3).

? R? RS (o]
OEt HN/ \
R! N .
+ o) » o R
R? -2EtOH )
OEt HN " R
(0] \R3 /

R!, RZ2R3 = Alkil, Aril
Sekil 1.3. Barbitiirik asit eldesi

Literatiir verileri incelendiginde barbitiirik asit tiirevleri hipnotik, antidepresan,
sedatif ve anestezik olarak kullanilmistir. Ancak bazi barbitiirik asit tiirevlerinin
pek ¢ok olumsuz yan etkilerinin bulunmasi sebebi ile giiniimiizde ticari olarak
kullanilan barbitiirik asit tiirevleri oldukga az sayidadir (Conrald vd., 1882; Fischer
vd., 1903).



1.1.3. Barbitiirik Asitlerin Adlandirilmasi

Heterohalkal1 bilesiklerin IUPAC kurallarina uygun olarak adlandirilmasinda
Hantzsch-Widman sisteminden yararlanilmaktadir. Buna gore barbitiirik asit
iskeleti 1 ve 3 konumlarinda azot atomlar igceren doymamis karakterde 6 {iyeli bir
halkaya sahip oldugu i¢in “1,3-diazin” ya da [IUPAC’in de kabul ettigi “pirimidin”
genel ismi ile adlandirilmaktadir. Barbitiirik asit ve tlrevleri 2, 4 ve 6
konumlarinda {i¢ tane karbonil grubu igerdikleri i¢in, pirimidin-2,4,6-(/H, 3H,
5SH)-trion seklinde adlandirilmaktadir. Bu bilesige kisaca, [IUPAC tarafindan da
kabul edilmis olan “barbitiirik asit” ad1 verilmektedir.

Sekil 1.4. Barbitiirik asitin adlandirilmasi

Bazi bilimsel yayinlarda ya da ticari amach olarak kullanilan isimler tautomer
yapilar1 da goz 6niine alinarak ayr1 ayri isimler verilmistir. Bunlar; Barbitiirik asit,
6-Hidroksiurasil Maloniliire, 2,4,6-Pirimidintriol, 2,4,6-(/H, 3H, J5H)-
pirimidintriol, 2,4,6-Trihidroksipirimidin, Trioksohekzahidropirimidin

Herhangi bir siibstitiientin varliginda, siibstitiientin konumu da belirtilerek bilesik

ya pirimidintrion ya da barbitiirik asid tiirevi olarak adlandirilir.

HsC o CoHs o]
N\ 7 \_ 7
/N——‘C N——2C
o——C CH, S—— C/ CH,
\ \
/N e C\\ /N _— C\\
HaC o CoHa o
1,3-dimetilpirimidin- 1,3-dietil-2-tiyooksodihidropirimidin-
2,4,6(1H,3H,5H)-trion 4,6(1H,5H)-dion

Sekil 1.5. Barbitiirik asit tiirevlerinin adlandirilmasi



1.1.4. Barbitiirik Asitlerin Ozellikleri
1.1.4.1. Barbitiirik Asidin Fiziksel Ozellikleri

Kuvvetli bir asit olan barbitiirik asitin sudaki pKa’s1 4,06 dir. Asidik 6zelliklerin
devam ettirebildigi su ve metanol gibi ¢oziiciilerde kismen ¢oziiniir. Barbitiirik
asidin asit 6zelliginin artmasinin nedeni hidroksil gruplarinin sayisinin artmasidir.
Ornegin; (2,4-Hidroksi pirimidinin) pKa degeri 9,45 olan zayif bir asitken,
barbitiirik asit ise kuvvetli bir asittir (Elderfield, 1959).

1.1.4.2. Tautomerlik (enol — ketol tautomerisi)

Hareketli ve aralarinda bir denge hali olan barbitiirik asidin dort farkli sekilde
olusumu vardir. Barbitiirik asitin keto yapisindaki 2, 4 ve 6 konumu karbonil
bagini gostermektedir. Enol yapisinda ise bu karbon atomlari, aktif hidrojenlerin
komsu baglardan goégiinden dolayr hidroksil gruplari ile birlesmis sekilde
bulunmaktadir.

Sulu ¢ozeltisinde H* iyonu fazla olan gozeltilerde keton yapisi varken, bazik
ortamlarda ise baslica enolik yap1 ortaya ¢ikmaktadir. Coziiciiye ve hidrojen iyonu
konsantrasyonuna bagli olarak karbonil baglarinin biri, ikisi ya da her ii¢li de
enolizasyon isleminden etkilenebilmektedir. Genelde, molekiilin mono-enol
yapisinin sekildeki konfigiirasyonda oldugu kabul edilmekte ve sulu sistemlerde
pH 5-8 arasinda iken bilesik biiyiik bir olasilikla bu yapida bulunmaktadir.
Barbitiirik asidin mono enol yapisinda oldugunu belirleyen bilim insanlart Wood
ve Anderson’ dur. Sulu sistemlerde mono-enol yapisinin pH’1 5-8 arasindadir.
Wood ve Anderson barbitiirik asidin mono-enol yapisim fizikokimyasal l¢timler

ve UV analizleri sonucunda ispatlamislardir.
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Sekil 1.6. Barbitiirik asitin keto-enol tautomerligi

Pirimidintrion bilesiklerinde keto-enol tautomerliginin yami1 sira laktam-
laktimtautomerligi de bulunmakta yani amido-imidoltautomerik sistemi
gozlenmektedir (Finar, 1986).

Barbitiirik asidin 5 konumuna alkil, aril ya da agil gruplarmin baglanmasiyla
olugan tiirevleri aktivite gostermektedir. Ama barbitiirik asit kendi bagmna

farmakolojik olarak aktivite gostermemektedir.

1.2. Schiff Bazlan
1.2.1. Schiff Bazlarin Ozellikleri

Karbonil bilesiklerinin primer aminlerle kondenzasyon reaksiyonlar1 sonucu
olusan bilesiklere “‘Schiff Bazlari’> denir. Imin bilesiklerini ilk olarak bir Alman
Kimyact olan Schiff sentezlemistir. C=N ¢ift bagina azometin denir. Burada
karbonil bilesikleri amino gruplariyla kondenzasyon reaksiyonu verdiklerinden

dolay1 azot ile karbon arasinda ¢ift bag olusur (Sekil 1.7).
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Sekil 1.7. Schiff bazlarimin genel gosterimi

N-siibstitiie iminler primer aminlerle aldehidlerin reaksiyonu sonucu olusur.
Secilen aminin aromatik amin olmasi durumunda elde edilen imin bilesigi daha
kararlidir. Ayrica alifatik aldehitlerden olusan Schiff bazlari hizli bir sekilde
polimerlesebilir ve kararsizdir, aromatik aldehitlerden olusan Schiff bazlar1 kararl
ve hidrolize kars1 direnglidir. Ketonlardan Schiff bazlar1 elde etmek icin yiiksek
sicaklik, uygun pH aralifi, uzun reaksiyon siiresi, katalizor se¢imi ve ortamda
olugan su ile azeotrop karisim olusturabilecek uygun bir ¢oziiciiniin secilmesi
gerekmektedir.

1.2.2. Schiff Bazlarinin Sentez Mekanizmasi

Schiff bazlarinin sentezi iki basamakta gerceklesmektedir. Ik basamakta primer
amin bilesigi karbonil karbonuna atakta bulunur ve bir ara iiriin olusur. Ikinci
basamakta ise bu ara iiriiniin dehidrasyona ugramasiyla imin bilesigi olusur. Schiff
bazlarin1 biitiin birincil amin bilesikleri verebilir. Ancak amonyagin olusturdugu

Schiff bazlar1 oldukg¢a kararsizdir ve kolay bir sekilde polimerlesebilir.
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Sekil 1.8. Schiff bazi olusum mekanizmasi

Aldol reaksiyonlar ile Schiff bazlarinin olusum mekanizmasi olduk¢a benzerdir. -
NH, ve C=0 gruplarina bagli siibstitiientlerin farkli elektronegativite degerleri
tepkimenin hizim1 dogrudan etkilemektedir (Tiirkoglu, 2007). Schiff bazlarindaki
imin gruplarinin rezonansinin fazla olmasi kararlilig1 olumlu yonde etkilemektedir.
Azometinler syn- ve anti- olmak iizere iki farkli izomer halinde bulunabilirler. Bu
izomerler alkenlerdeki cis-trans izomerligine oldukca benzerdir. Bu izomerlerin

aralarindaki enerji farklari ¢ok diisiik oldugundan izolasyonlari ¢ok zordur.
1.2.3. Schiff Bazlarina Ph’in Etkisi

Kondenzasyon bilesiklerinde karbonil bilesikleri elektrofil olarak, reaktif ise
niikleofil olarak bulunurlar. Reaksiyon esnasinda elektrofil ile niikleofil ne kadar
kuvvetliyse, reaksiyon o kadar kolay gerceklesir. Reaksiyon ortami eger asidikse,
elektrofil olan karbonil bilesiginin elektrofilik giicii artarken, reaktifin niikleofilik
giicli azalmaktadir (Sekil1.9) (Celebier, 2004).
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Sekil 1.9. Asidik ortamda elektrofilik giiciin artis1, niikleofilik giiciin azalis1

Bazik ortamda gergeklesen reaksiyonlarda bazlarin karbonil karbonuna katilmasi
karbonil bilesiginin elektrofilik giiciinii azaltir (1,1-Diolat). Reaktifin su ile
etkilesmesiyle dengeye kadar olusan amonyum katyonundan, proton kopmasiyla
reaktifin niikleofilik giiciinde artis gergeklesir (Sekil 1.10).
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Sekil 1.10. Bazik ortamda elektrofilik giiclin azalisi, niikleofilik giiciin artis1
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1.2.4. Schiff Bazlarinin Metal Kompleksleri

Schiff bazlarinin yapisindaki azot atomunun metallere karsi iyi bir ligant olarak
davranmas1 sebebiyle bu bilesiklerin pek ¢ok metal kompleksi sentezlenmis ve
farkli uygulama alanlari bulunmustur. Ornegin pek cok Schiff bazi-metal
komplekslerinin biyolojik aktiviteleri ve farkli tepkimelerdeki katalitik 6zellikleri
belirlenmistir (Akpolat, 2008) (Gokge, 2012).

1.3. Oksidasyon ve Antioksidanlar

Oksidasyon bir atomdan digerine elektron transferi olup oksijenli yasamin temel
bir pargasini temsil eder. Serbest radikallerin olusumu elektron akisi ¢iftli olmaya
basladigr zaman gergeklesir. Elektriksel olarak yiiklenmis bilesikler kendilerini
yiiksiizlestirmek icin elektron yakalayabilmek icin diger bilesikleri aramaya
baslarlar. Biyolojik sistemlerdeki yaygin serbest radikallerle tepkime olusturan
oksijen tiirleri olarak adlandirilan hidrojen peroksit (H,O,), siiper oksit anyon
radikali (O,"), azot monoksit (NO.), peroksil (ROO"), alkoksil (RO") ve hidroksil
(OH") radikalleri ve tepkime olusturan azot bilesikleri olarak adlandirilan
peroksonitrit (ONOO-) omek verilebilir. Tepkimeyi meydana getiren oksijen
tiirlerinin canli organizmalarda iiretimi gevresel faktor ve bazal metabolizma ile
baglant1 i¢indedir. Eger tepkime olusturan oksijen tiirleri antioksidanlar tarafindan
derhal durdurulmazsa cesitli hiicresel bilesenler oksitlenebilir (Nollet ve Toldra,
2010).

1.3.1. Antioksidanlar

Canli hiicrelerindeki karbonhidratlar, yaglar, proteinler ve DNA gibi bilesiklerin
okside olmasini engelleyen veya geciktiren bilesiklere antioksidan bilesikler denir
(Ertirk, 2006). Antioksidanlar iki milyar yi1l dnce siyanobakteriler fotosentez
yapmaya baslamasi ile ortaya ¢ikan oksijen zehirliligine karsi savunma
mekanizmasidir. Siyanobakteriler tirettikleri oksijene maruz kaldiklarindan ve
daha sonra gelismis olan yesil bitkiler vitamin C ve E, polifenoller ve
karotenoidler gibi antioksidanlarca zengindirler. Antioksidanlarin ¢ogunu
sentezleyemeyen insanlar ve hayvanlar yedikleri bitkilere bagimli kalirlar. Bu
durum sulu ortamda da bdyledir ve 6ziinde bu maddeler fotosentetik canlilar
tarafindan liretilerek besin agina katilirlar (Nollet ve Todra, 2010). Antioksidanlar,

ya serbest radikallerin olusumunu Onleyen ya da varolan radikalleri siipiiren,
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bdylece hiicrenin zarar gérmesini engelleyen ve yapisinda genellikle fenolik
fonksiyon tasiyan molekiillerdir (Diri, 2006a). Gidalar1 serbest radikallerin
etkisinden korumak igin kullanilan katki maddeleri antioksidanlardir. Yapay
antioksidanlar endiistriyel {iretimlerde yiyeceklerin uzun siire dayanabilmesi i¢in
kullanilir. Dogal antioksidanlarin maliyeti yiliksek oldugundan dolay1 20. yiizyilin
baslarindan itibaren yapay antioksidanlar kullanilmaya baslanmistir. Fakat yapay
antioksidanlar zehirli etkileri ve kansere yol acabileceginden dolay1 tip
kullanilmalarina siirlamalar getirilmistir. Bitkisel kaynakli dogal antioksidanlarin
kalp damar sagligi ve kanser agisindan olusabilecek sorunlari azaltici etkisi
bilinmektedir (Kilig, 2005). Beslenmenin saglik tizerindeki etkilerinin yam sira
uzun yasam iizerindeki etkinliginin ortaya konmasindan sonra 6zellikle gelismis
iilkelerde dogal antioksidan tiiketimi daha fazla ilgi gormektedir (Velioglu, 2000).
Besinlere ilave edilen antioksidan 6zellikli bilesikler sentetik (butil hidroksitoluen
ve butil hidroksianisol gibi) olabilecegi gibi genellikle bitkilerden elde edilen
dogal antioksidan bilesikler (rutin ve keatekol gibi) de olabilir. Bu bilesikler hem
besin koruma &zellikleri hem de metabolizmaya girdikten sonra antioksidan olarak
davranip hiicreyi oksitleyici maddelere karsi koruma o&zellikleri bilinmektedir
(Yavager, 2011).

1.3.2. Antioksidanlarin Siniflandirilmasi

Antioksidanlar farkli sekillerde simiflandirilabilirler. Ornegin yapilar1 goz 6niine
alimdiginda; enzimatik ve enzimatik olmayan seklinde siniflandirilabilirken
¢Oziiniirlikleri go6zoniine alindiginda yagda c¢oziinenler ve suda ¢dziinenler
seklinde siniflandirilabilir. Ancak antioksidanlar en temelde iki gruba ayrilir

bunlar dogal ve sentetik antioksidanlardir.
1.3.3. Dogal Antioksidanlar

Dogal antioksidanlar meyvelerde, bitkilerde, mantarlarda ve mikroorganizmalarda
bulunurlar. Dogada antioksidan olarak davranan bilesikler genelde polifenol tiirevi
bilesiklerdir. Bu bilesiklere 6rnek olarak tokoferoller, flavonoitler, karotenoitler ve
cesitli organik asitler verilebilir. Dogal antioksidanlar genelde iyi ¢oziiniirliige
sahiptir. Gerek polar gerekse apolar yapidaki pek ¢ok ¢oziiciide ¢oziinebilirler.
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1.3.4. Yapay (Sentetik) Antioksidanlar

Yapay antioksidanlar gidalarin kalitesinin korunmasi ve uzun siire bozulmakdan
muhafaza edilmesi icin kullamlmaktadir. Ozellikle kolay bir sekilde okside
olabilen yaglarin oksidasyonunun Onlenmesi i¢in yapay antioksidanlar
kullanilmaktadir. Yapay antioksidanlarin en ¢ok kullanilanlart biitil hidroksitoluen
(BTH), biitillenmis hidroksianisol (BHA), propil gallat (PG), oktil gallat (OG),
dodesil gallat (DG), tersiyer biitilhidrokinon (TBHQ), eritorbik asit, sodyum
eritorbat ve nordihidroguairatik asittir. Kanserojen etkiler gibi bircok saglik riskine
yol agabileceginden dolay1 bu sentetik antioksidanlarin gidalarda kullanimi yasal
limitlerle sinirlandirilmigtir (Kaitaranta, 1992; Altug, 2001; Chol, 2005; Venkatesh
and Sood, 2011).

1.4. Tirozinaz Enzimi

[k olarak 1856 yilinda Schobenbein tarafindan mantarin iginde tirosinaz enzimi
kesfedilmistir. Tirosinazin sistematik adi; 1,2-benzendiol oksijen oksirediiktaz dir.
Tirosinaz, molekiiller oksijeni kullanarak monofenollerin  o-difenollere
hidroksilasyonlarini ve o-difenollerin o-kinonlara dehidrojenasyonlarini katalizler
ve olusan kinon bilesikleri enzimatik olmayan bir polimerizasyona ugrarlar (Atlow
vd.,1984). Afinite kromotografisiyle ilk saflastiritlan enzim olma 0&zelligine
sahiptir. Tirozinaz enzimi molekiiler oksijeni organik (fenolik) bir molekiiliin
yapisina dogrudan katilabilme 6zelligine sahip enzimler arasinda ilk tanimlanan

enzimdir.

Meyve ve sebzelerin depolanmasinda iiriiniin kalitesinin ve ekonomik degerinin
belirlenmesinde tirosinaz enzimi ¢ok dnemlidir.Tirozinaz melanin olusumunda da

gorev almasindan dolay: tibbi alanda ilgi ¢ekmektedir.
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2. KAYNAK OZETi

Siibstitiie barbitiirik asitlerin antikonvulsant olarak kullanilmaya baslandigi 1911
yilindan bu giine kadar pekgok barbitiirik asit tiirevi sentezlenmis ve biyolojik
aktiviteleri incelenmistir. Glinimiizde farkli ticari isimler altinda ¢esitli barbitiirik
asit tlrevleri satilmakla beraber halen yeni barbitiirik asit tiirevlerinin
sentezlenmesi ve biyolojik aktivitelerinin belirlenmesi alaninda olduk¢a yogun
calismalar yapilmaktadir. Medikal olarak kullanilan barbitiirik asit tiirevleri
incelendiginde 5- pozisyonunda iki alkil grubu bulunan barbitiirik asit tiirevlerinin
daha etkin olduklar1 goriilmektedir. Bu amagla Juric ve Neuman (2001) barbitiirik
asitin 5- pozisyonuna alkil grubu baglamak igin yeni bir yontem gelistirmislerdir.
Gelistirilen bu yontemde ilk olarak barbitiirik asit tiirevleri ile farkli aldehit ve
ketonlarin Knoevenagel kondesyonu gerceklestirilmis ve sonrasinda elde edilen
alken tiirevi palladyum ve platinyum katalizorliiginde indirgenmistir (Sekil 2.1).

Bu yonteme gdére mono ve di-C-alkilat barbitiirat tiirevlerini sentezlemek i¢in
degisik katalitik indirgeyici kullanmislardir. Platin ve palladyumun uygun
oldugunu denemelerle bulmuslardir. Aldehit ve ketonlar, barbitiirik asit tiirevleri
ile paladyum ve platin katalizorliigiinde tepkimeye sokularak mono ve di-C-alkilat

barbitiirik asit tiirevleri sentezlenmistir.

R1\ (0] R1\ (6] R, o)
N /R3 N Rj3 \N R
o:< co=d — o:< — N o:< 4
TR \
N R4 N R4 N \R4
/ / /
R; o} R; o} R,

Ry, Ry, R3, Ry: H veya Alkil

Sekil 2.1. Alkil barbitiirik asit tiirevlerinin sentezi

Hasi vd. (2016) bis(N-(3-metoksi-salisiliden )-4-amino-fenil) eter’in Mn(III) ve
Cu(Il) komplekslerini sentezlemislerdir. Sonrasinda sentezlenen bilesiklerin
antioksidant aktivitelerini belirlemek i¢cin DPPH, superoksit, hidrosilve ABTS
radikal giderim testleri uygulanmis ve bakir kompleksinin mangan kompleksine
kars1 daha iyi radikal giderimi yaptigi belirlenmstir. Ayrica bu bilesiklerin

Escherichia coli ve Bacillus subtilis bakterilerine kars1 aktiviteleri incelenmis ve
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yine bakir kompleksinin mangan kompleksine gore daha iyi aktivite gosterdigi
belirlenmistir.

Giziroglu vd. (2013) o-hidroksibenzil hidrazin ve p-hidroksibenzil hidrazin ile 1,3-
dimetil-5-asetil barbitiirik asitin tepkimesi sonucu iki farkli benzoilhidrazin tiirevi
sentezlemis ve bunlarin bakir(Il) kompleksini izole etmislerdir. Ayrica 1,3-
dimetil-5-asetil barbitiirik asit o-hidroksibenzoil hidrazin-Cu(Il) kompleksini
kristal yapisi tek kristal X 1sinlarin kirmim yontemiyle belirlendi Elde edilen
ligantlarin ii¢ farkli izomere sahip olabilecekleri ongoriilmiis ve NMR analiz
sonucu (II) numarali izomerin ¢ozelti ortaminda en kararli izomer oldugu
belirlenmistir (Sekil 2.2). Elde edilen bilesiklerin fosfomolibdenyum, FRAP ve
DPPH yontemlerine gore antioksidant aktiviteleri incelenmis ve ligantlarin ¢ok iyi
diizende antioksidan aktivite gosterdikleri gorilmiistiir.

Jo R = T\q
@ \ / (I
Y
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Sekil 2.2. 1,3-dimetil-5-asetil-barbiturik asit aroil hidrazon bilesiklerinin
tautomerik yapilart

Ismail vd. (2015) Witting tepkimesi kullanarak yeni stilben tiirevleri
sentezlemislerdir (Sekil 2.3). Sentezlenen stilben tiirevlerinin tirozinaz inhibisyon
aktivitesi incelenmis ve sonug olarak yapida elektron ¢ekici gruplarin (-CN) ve
aromatik halkanin para pozisyonuna baglh hidroksi veya halojenlerin bulunmasi
durumunda bu stilben tiirevlerinin ciddi diizeyde tirozinaz inhibisyonu gosterdigi
belirlenmistir. Sentezlenen stilben tiirevlerinden (E)-2,3-Bis(4-Hidroksifenil)
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akrilonitril’in tirozinaz enzim inhibitorlerinin degerlendirilmesi i¢in standart
olarak olarak kullanilan resveratrol’lin iki kat1 daha etkin oldugu bulunmustur.

Ph3
é NaOH/HZO Iz/Hcgzan
2
§ O /

Ry, Ry: -F, -Br, -Cl, -CN, -NO,, OCH3

Ry

Sekil 2.3. Witting reaksiyonu kullanilarak stilben sentez tepkimesi

Liao vd. (2016) (-)-B-pinen’in 3-siyanopiridin tiirevlerini domino tepkimesi
iizerinden sentezlemisler ve bu bilesiklerin antimikrobiyal aktivitelerini
incelemislerdir (Sekil 2.4). Sentezlenen bu bilesikler dort bakteri (Klebsiella
pheumoniae, Enterobacter  aerogenes, Staphylococcus  epidermidis),
Staphylococcus aureus ve bir mantara (Candida albicans) karsi aktiviteleri
incelenmigtir. Yapilan testler sonucu yapida iki flor bulunduran tiirevin S.

epidermidis ve C. albicans’a kars1 oldukca iyi antimikrobial aktivite gosterdigi

tesbit edilmistir.
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Sekil 2.4. Pinenin heterosiklik tiirevleri

Jiang vd. (2013)’de simetrik olmayan yeni kurkumin tiirevlerini sentezlemis ve
bunlarin tirozinaz inbisiyon aktivitelerini incelemiglerdir (Sekil 2.5). Sentezlenen

kurkumin tiirevleri igerisinden monohidroksil ve dihidroksil tiirevleri standart
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olarak kullanilan 4-butilresorsinol ve kojik asitten daha iyi tirozinaz enzim
inhibisyonu gostermislerdir.

R: H, OH, OCH3, Br

Sekil 2.5. Simetrik olmayan kurkumin tiirevleri

Dhorajiya vd. (2013) yaptiklar1 ¢alismada adenin, guanin, sitozin, 2-aminopiridin,
2-amino-5-metil-tiyazol siibstitiieli oniki farkli amin-barbitiirik asit tiirevi
sentezlemislerdir (Sekil 2.6). Sentezlenen bu bilesiklerin antikanser aktivitesini
belirlemek i¢in yapilan testler sonucu sentezlenen bilesiklerden adenin ve sitozin
stibstitiieli tiyobarbitilirik asit tlirevlerinin kanser hiicrelerine karsi Onemli

sitotoksik etki gosterdikleri bulunmustur.
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Ar: adenin, guanin, sitozin, 2-aminopiridin, 2-amino-5-metil-tiyazol

Sekil 2.6. Amin-barbitiirik asit tiirevleri

Elde edilen sonuglar sentezlenen bilesik tiirlerinin kan beyin bariyerinden az
gectigini gosterdi. H1 reseptdrlerinin bloke edilmelerini ortaya ¢ikardi.
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Soukup vd. (2016) bu c¢alismalarinda degisik alkil gruplarina sahip bir seri 5-
hidroksikinolinyum tuzlar1 sentezlemis ve bu bilesiklerin antibakteriyel ve
antifungal aktivitelerini incelemislerdir (Sekil 2.7). Yapilan ¢aligmalar sonucu Cyy
ve Cis karbon sayisina sahip tlirevler Staphyloccocus aureus bakterisine karsi
miikemmel diizeyde aktivite gdstermislerdir.Bilesiklerin tamaminin antifungal
ozellikleri ¢ok dikkate deger olmadig1 bulunmustur.

OH OH

X s CH,CN Xy g°

- A0

n: 8, 10, 12, 14, 16

Sekil 2.7. 5-Hidroksikinolinyun tuzlarinin sentezi

Bukhari vd. (2009) oldukga bilinen bir flavanoid olan Kuersetinin Cu(Il) ile
olusturdugu kompleksin yapisini incelemistir (Sekil 2.8). Job metodu kullanilarak
Kuersetinin Cu(II) kompleksinin 1:2 (L:M) oraninda olustugu belirlenmis ve elde
edilen bu kompleksin DPPH radikali giderim aktivitesi incelenmistir.
Flavanoidlerin yapilarindaki hidroksi gruplarindan dolay1 kuvvetli radikal giderim
aktivitesine sahip olduklar1 bilinmektedir. ilgingtirki bu ¢alismada elde edilen
Kuersetin-Cu(Il) kompleksi serbest haldeki kuersetinden daha fazla radikal

giderimi yapmustir.

OH

OH
HO (o] O
O CuSO0,. 5H,0
—_—
OH

OH o

SO4.(Hy0),

Sekil 2.8. Kuersetin-Cu(Il) kompleksi
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal

Deneylerde kullanilan reaktiflerin bir kismu, ilgili literatiirde kaynak alinarak
sentezlenmistir. Bir kismi ise Aldric, Fluka, Acros ve Merck gibi firmalardan
almmustir. Reaktifler firmadan alindigi gibi kullanilmis saflagtirma islemi

yapilmamustir.

Deneylerde kullanilan 5-asetilbarbitiirik asit (Jursic ve Neumann, 2001), p-
aminobenzoil asit hidrazin ve o-aminobenzoil asithidrazin bilesikleri (Kémurcu

vd., 1995; Singh vd., 1999) literatiirde belirtilen yontemlerle sentezlenmistir.
3.2. Yontem

Deneysel caligmalarda kullanilan cam malzemeler kullanilmadan 6nce 1sitilmis,
yiiksek vakum altinda tam olarak kurutulmus ve argon ile yikanmistir.

Infrared spektrofotometresi: IR spektrumlari Adnan Menderes Universitesi
Merkez Arastirma laboratuvarinda bulunan Varian 900 FT-IR model
spektrofotometrede KBr pellet ile alinmistir.

Niikleer Magnetik Rezonans Spektroskopisi: 'H-NMR spektrumlari Bruker
Ultrashield 400 Plus model cihaz ile yaptirilmistir. Kimyasal kayma degerleri ()
ppm olarak ve J degerleri Hz olarak verilmistir.

X-ginlart  kirmim  lglimleri Xcalibur Eos Difraktometresi ile yapilmustir.
Olgiimler oda sicakliginda yapilmistir. Data ¢oziimleri igin Olex2, ShelXS ve
ShelXL programlari kullanilmigtir.

Erime Noktasi Tayin Cihazi: Sentezlenen bilesiklerin erime noktalart Adnan
Menderes Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boéliimii'nde bulunan
Electro Thermal 9200 model cihaz ile tespit edilmistir.
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3.3. Deneysel Calismalar
3.3.1. 5-Asetilbarbitiirik Sentezi

0,1 mol, 6,4 g 1,3-dimetilbarbitiirik asit lizerine %95’lik asetik anhidritten 150 mL
eklendi. Karigim iizerine iki ii¢ damla konsantre siilfiirik asit damlatildi. Geri
sogutucu altinda yaklasik 1 saat kaynatildi. Siire bitiminde karigim 1/2 oraninda,
¢eker ocakta uguruldu. Ugurma islemi yapildiktan sonra 10 °C ye kadar buz-su
banyosunda sogutuldu. Elde edilen madde siiziildii, 6nce sicak suyla ardindan
asetonla yikandi ve oda sicaklifinda kurumaya birakildi (Verim 7.5 g, %90, Erime
noktast: 92 °C Molekiil agirligi: 197 gmol™).

\N 4 O o (0] \ 2
XN NF @D N O
o:< + , | H A ( c// + CH;COOH
N HsC HsC N \
/ le) / @)

Sekil 3.1. 5-Asetilbarbitiirik asit sentezi (ABA)

3.3.2. O-Aminobenzoil Hidrazin Sentezi

10 mmol 1.48 ml, etil-o-aminobenzoat iizerine %50’lik 2,5 ml hidrazin hidratin
asirist ilave edildi. Karisima etanol eklenerek 4 saat geri sogutucu altinda
kaynatildi. Elde edilen ¢okiintii siiziildii ve saf suyla yikanip kurumaya birakild:
(Verim %70, Erime noktast: 215 °C Molekiil agirligi: 152 gmol™).

(o}
o}
/ 4
¢ +HN—NH, ———> C
-C,H;OH
o= CyHs NH——NH,

NH, NH,

Sekil 3.2. o-Aminosibenzoil hidrazin sentezi
3.3.3. P-Aminobenzoil Hidrazin Sentezi

10 mmol, 1.48 ml etil-p-aminobenzoat iizerine %50’lik 2.5 ml hidrazin hidratin
asirist eklendi. Karisima etanol ilave ederek 4 saat geri sogutucuda kaynatildi.
Kaynatma islemi sona erdikten sonra g¢okelek siizildii, saf su ile yikandi ve
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kurumaya birakildi (Verim: %70, Erime noktasi: 215 °C, Molekil agirligi: 152
gmol™).

0 0
/ /
H,N c + HN—NH, —— 3 H,N c
\ CyHsOH \
0—CuHs HN—NH,

Sekil 3.3. p-Aminobenzoil hidrazin sentezi

3.3.4. 1,3-Dimetil-5 Asetil Barbitiirik Asit O-Aminobenzoil Hidrazin (H,L")
Sentezi

10 mmol, 1.52 g o-aminobenzoil hidrazin etanoldeki 50 ml ¢dzeltisine,10
mmol,1.98 g 1,3-dimetil-5 asetil barbitiirik asit yine etanoldeki ¢ozeltisine ilave
edildi. Karisima iki damla asetik asit eklenerek 24 saat geri sogutucuda kaynatildi.
Sonrasinda elde edilen beyaz ¢okelek siiziildii, soguk etanol ve dietil eter ile
yikand: ve vakum altinda kurutuldu (Verim: %72, Erime noktasi: 266 °C Kristal
yapt CCDC kayit numarasi 936065).

'"H-NMR (400 MHz, DMSO-d¢): § 13.76 (s, 1H) N-NH-C2; 8.04 (br, 3H) (C9-
NH); 7.60 (d, Ju = 8.0 Hz, 1H); 7.25 (t, Juu = 7.2 Hz, 1H); 6.79 (d, JHH = 7.2
Hz, 1H); 6.59 (t, Jun = 8.0 Hz, 1H); 3.40 (s, 3H); 3.19 (s, 3H); 2.70 (s, 3H) ppm.

“C-NMR (100 MHz, DMSO-de): & = 171.5, 167.3, 150.7, 150.3, 133.2, 128.5,
116.7,114.8, 110.7, 88.7, 27.5, 16.7 ppm.

FT-IR (KBr) v: 3450, 3333, 3240, 3055, 2955, 1696, 1621, 1586 cm™.

MS (m/z) 332 (M+1).

N\
NH, C

Sekil 3.4. 1,3-Dimetil-5 asetil barbitiirik asit o-aminobenzoil hidrazin sentezi
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3.3.5. 1,3-Dimetil-5 Asetilbarbitiirik Asit P-Aminobenzoil Hidrazon (H,L?)
Sentezi

10 mmol 1.52 g p-aminobenzoil hidrazin etanoldeki 50 ml ¢ozeltisine, 1,3-dimetil-
5 asetil barbitiirik asitin (1.98 g, 10 mmol) yine etanol ¢ozeltisi ilave edildi.
Karisima iki damla asetik asit eklenerek 24 saat geri sogutucuda kaynatildi.
Sonrasinda elde edilen beyaz ¢okelek siiziildii, soguk etanol ve dietil eter ile
yikandi ve vakum altinda kurutuldu (Verim: %79, Erime noktasi: 273 °C).

'H-NMR (400 MHz, DMSO-de): & 13.75 (s, 1H) N-NH-C2; 10.94 (s, 1H) (C9-
NH); 7.65 (d, Jug = 8.8 Hz, 2H); 6.63 (d, Jyyg = 8.5 Hz, 1H); 5.95 (br, 2H) —-NH,;
3.39 (s, 3H); 3.19 (s, 3H); 2.68 (s, 3H) ppm.

BC-NMR (100 MHz, DMSO-dg): & = 1714, 165.2, 153.0, 150.7, 129.6, 117.0,
112.7, 88.6, 27.5, 16.7 ppm.

FT-IR (KBr) v: 3486, 3378, 3226, 3030, 2951, 1705, 1650, 1608, 1590 cm’".

MS (m/z) 332 (M+1).

o]
0 \N 0 0
i / i
H,oN C + 0 ¢ ———» HoN C 0
\ :< \ HO \ /
HN—NH, N HN—NH N
/ 0 \C_ >:O
/ N
g\

Sekil 3.5. 1,3-Dimetil-5 asetil barbitiirik asit p-hidroksibenzoil hidrazin sentezi

3.3.6. [Cu(L")(DMSO)] Ve [Cu(L*)(DMSO)] Komplekslerinin Sentezi

H,L' ve H,L? ligandlarmm (1.66 g, 5 mmol) etanoldeki siispansiyonu hazirlandu.
Uzerine CuCl,.2H,0’ nun (0.85 g, 5 mmol) veya NiCl,.6H,O’ nun (1.18 g, 5
mmol) saf sudaki ¢ozeltisi (15 mL) ve DMSO (10 mL) ilave edildi. Karisima
esdeger miktarda etanolde hazirlanmig KOH (0,56 g, 10 mmol) ¢ozeltisi ilave
edildi ve 4 saat geri sogutucu altinda kaynatildi. Elde edilen karigim siiziildii ve
oda sicakliginda kurutuldu (Sekil 3.6) ve (Sekil 3.7) (Verim: %75
[Cu(L)(DMSO)], %73 [Ni(L)(DMSO)], %65 [Cu(L*}(DMSO)], %68
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[Ni(L*)(DMSO)] Erime noktasi: >350 °C) Elementel analiz: [Cu(L1)(DMSO)] i¢in
C: 43.12, H: 4.83, N: 14.75 (Hesaplanan C: 43.17, H: 4.90, N: 14.81),
[Cu(L2)(DMSO0)] i¢in C: 43.15, H: 4.80, N: 14.73 (Hesaplanan C: 43.17, H: 4.90,
N: 14.81). [Ni(L1)(DMSO)] i¢in C: 43.55, H: 4.88, N: 14.85 (Hesaplanan C:
43.61, H: 4.95, N: 14.90), [Ni(L2)(DMSO)] i¢in C: 43.54, H: 4.88, N: 14.79
(Hesaplanan C: 43.61, H: 4.95, N: 14.90).

i
\N C\N/N\\
JOUS,
o N o %\O
| o HoN
L'
N

M: Ni2*, Cu?"

Sekil 3.6. [Cu(L")(DMSO0)] ve [Ni(L")(DMSO)] komplekslerinin molekiil yapis1

M: Ni?", Cu?"

Sekil 3.7. [Cu(L*)(DMSO0)] ve [Ni(L*)(DMSO)] komplekslerinin molekiil yapisi
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3.3.7. Antioksidan Ve Tirozinaz inhibisyon Aktivitesi
3.3.7.1. Tirozinaz inhibisyon Aktivitesi

Tirozinaz inhibisyon aktivitesi L-DOPA ‘nin substrat olarak kullanildig
dopakrom metoduna gore Olciilmiistiir (Erdogan vd., 2012; Zengin vd., 2014).
Bilesiklerin tirozinaz inhibisyon degerleri %50 inhibisyon gosteren derisimleri
(ICs0) olarak verilmistir.

3.3.7.2. Fosfomolibdenyum Metodu Kullanilarak Toplam Antioksidan
Kapasitenin Belirlenmesi

igerisinde farkl1 derisimlerde H,L' ve H,L* bulunan 0.1 ml DMSO ¢bzeltilerine 3
ml reaktif ¢ozeltisi (0.6 M H,SO4, 28 mM Na;PO, ve 4 mM (NH,),MoOy,) eklendi.
Karisim 95 °C’de 90 dakika inkiibe edildikten sonra oda sicakligina getirildi ve
695 nm’de absorbans degeri olciildii (Giziroglu vd., 2013).Orneklerin toplam
antioksidan kapasiteleri %50 inhibisyon gosteren derisimleri (ICsy) olarak

verilmistir.
3.3.7.3. Serbest Radikal Siipiiriim Miktarlarinin Belirlenmesi
1,1-difenil-2- picrylhydrazyl (DPPH) radikal siipiiriim aktivitesi

ierisinde farkli derisimlerde H,L' ve H,L? bulunan 1 ml DMSO c¢ozeltisi,
DPPH’mm 0.004% ‘lik metanol ¢ozeltisine(4ml) ilave edildi. 30 dakika oda
sicakliginda beklenildikten sonra 517 nm de absorbans 8l¢iimii yapildi. Orneklerin
DPPH radikalini siipiiriim aktiviteleri %50 inhibisyon gosteren derisimleri (ICs)
olarak verilmistir. (Giziroglu vd., 2013; Zengin vd., 2014; Sarikurkcii vd., 2011;
Sarikiirkcii vd., 2014).

[2,2 Azino-bis (3-etilbenzohiazloine siilfonik asid)] (ABTS radikal siipiiriim
aktivitesi)

ABTS " radikal katyonu, 2.45 mM K,S,0z ¢6zeltisinin 7.4 mM ABTS ¢ozeltisine
oda sicakliginda ilavesi sonucu elde edilmistir. Karisim yaklagik 15 dakika
karanlikta bekletildikten sonra 734 nm’de absorbans degeri 0.700 +0.020 olacak
sekilde MeOH ilave edildi. Icerisinde farkli derisimlerde H,L; ve H,L, bulunan 1
ml DMSO g¢ozeltisine hazirlanan ABTS™ radikal katyonu ¢Ozeltisi (2 ml) ilave
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edildi. 30 dakika oda sicakliginda beklenildikten sonra 734 nm’ absorbans
degerleri olgiildii. H,L' ve H,L” nin ABTS" katyon radikali siipiiriim aktiviteleri
troloks esdeger olarak hesaplandi (mg TEs/g 6rnek) (Giziroglu vd., 2013; Zengin
vd., 2014; Sarikurkcii vd., 2011; Sarikurkcii vd., 2014).

3.3.7.4. indirgeme Giiciiniin Belirlenmesi
CUPRAC testi

ierisinde farkli derisimlerde H,L' ve H,L* bulunan 0.5 ml DMSO ¢bzeltilerine
strastyla 1 ml (10 mM) bakir(I) kloriir, 1 ml (1M, pH:7.0) amonyum asetat ve 1
ml (7.5 mM) neoukuproin ¢ozeltileri ilave edildi. 30 dakika oda sicakliginda
inkiibe edildikten sonra 450 nm’ de absorbans degerleri 6l¢iildi. Bilesiklerin
CUPRAC indirgeme potansiyelleri absorbanst 0.500 yapan derisim (ECs,) olarak
verildi (Giziroglu vd., 2013; Sarikurkcii vd., 2014; Zengin vd., 2014).

FRAP testi

H,L' ve H,L’ bilesiklerinin Fe**/Fe’* indirgeme potansiyelleri FRAP yontemiyle
belirlendi. Asetat tamponu (0.3 M, pH: 3.6), 40 mM HCI i¢inde hazirlanan 2.4,6-
tris(2-pyridyl)-s-triazine (TPTZ) (10 mM) ve FeCl; (20 mM) c¢ozeltilerinin
hacimce 10:1:1 oraninda karistirtlmasi ile olusturulan FRAP reaktifi (2 ml),
igerisinde farkli derisimlerde H,L' ve H,L* bulunan 0.1 ml DMSO c¢dzeltilerine
eklendi. Oda sicakliginda 30 dakika beklenildikten sonra 593 nm’deki absorbans
degerleri Olciildii. Bilesiklerin FRAP indirgeme potansiyelleri absorbansi 0.500
yapan derisim (ECsg) olarak verildi (Giziroglu vd., 2013; Sarikurkcii vd., 2014;
Zengin vd., 2014).

Selatlama kapasitesinin belirlenmesi

ierisinde farkli derisimlerde H,L' ve H,L? bulunan 2 ml DMSO ¢ézeltisine 0.05
ml FeCl, (2 mM) ¢ozeltisi eklendi. Daha sonra 0.2 ml ferrozin (5 mM) ¢dzeltisinin
ilave edilmesiyle tepkime baglatildi. Ferrozin yerine metanol/su (0.2 ml)
kullanilarak herbir érnek i¢in koér numune hazirlandi. Daha sonra hem koér hem de
orneklerin 562 nm’deki absorbans &lgiimleri yapildi. Orneklerin selatlama
kapasiteleri ornekler igin Olciilen absorbans degerlerinden her bir 6rnek igin
hazirlanan kor karigima ait absorbans degerleri ¢ikartilarak selatlama kapasitesi
%350 inhibisyon gosteren derisim (ICsy) olarak verilmistir (Zengin vd., 2014).
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3.3.7.5. Antimikrobiyal Aktivite

H,L' ve H,L* bilesiklerinin antimikrobiyal aktiviteleri agar kuyucuk difiizyon
yontemiyle kullanilarak belirlenmistir. Bu amagla Geobacillus stearothermophilus
DSMZ 22, Bacillus sphaericus DSM 396, M. luteus ATCC 934, L. plantarum
DSM 20174, Listeria monocytogenes, Enterococcus faecalis ATCC 51299, S.
aureus ATCC 25923, E. coli ATCC35218, L. innocua DSM 20649, Leuconostoc
mesenteroides DSM 20343, Bacillus sp. (soil isolate), B. mycoides DSM 299,
Serratia marcescens (soil isolate), L. Acidophilus DSM 20079, L. sakei DSM
6333, Pectobacterium carotoyorum DSM 30168 kiiltiirleri Muller Hinton (MH)
stvi besi kaplarma ekildi. 0.5 MacFarland standardinda (10° cfu/ml) ayarland.

Ekimleri tamamlanan besiyerleri {izerinde, steril cam boru kuyucuklar acildi ve her
bir kuyucuga H,L' ve H,L* bilesiklerden 50 pL (20 mg/mL, DMSO’da)
damlatildi. Besiyerleri bakteriler i¢in uygun olan sicaklikta inkube edildi ve 24
saat inkubasyon sonrasi inhibisyon zonu 6l¢tildii.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu tez kapsaminda p-aminobenzoil hidrazin, o-aminobenzoil hidrazin ve 5-
asetilbarbitiirik  asit (ABA) bilesikleri literatiirde  belirtildigi  bigimde
sentezlenmistir (Singh vd., 1999; Komurcu vd., 1995). Sonrasinda literatiirde
bulunmayan 1,3-dimetil-5 asetil barbitiirik asit o-aminobenzoil hidrazin (H2L1) ve
1,3-dimetil-5 asetilbarbitiirik asit p-aminobenzoil hidrazin (H,L?) ligandlar
sentezlenmistir. Sentezi gerceklestirilen bu ligandlarmm bunlarm Cu(Il) ve Ni(Il)
ile metal kompleksleri sentezlenmistir.

Sentezlenen ligandlari yapilar1 "H-NMR, ’C-NMR, FT-IR, X-Ray spektroskopisi
ve elementel analiz yontemleri kullanilarak aydinlatilmigtir. Metal kompleksleri
bilinen tiim c¢oziiciilerdeki ¢oziiniirliigli oldukca diisiiktiir. Bu sebeple Ni
komplekslerinin NMR analizleri yapilamamigtir. Ayn1 zamanda uygun kristaller
elde edilemedigi i¢in  X-Ray spektroskopisi kullanilarak kristal yapisi
aydinlatilamamistir. Komplekslerin formiilleri FT-IR, elementel analiz degerleri

ve literatiir verilerine gore dnerilmistir.

Senetezlenen bilesiklerin biyolojik aktiviteleri incelenmistir. Bu amagla ilk olarak
antioksidan aktiviteleri belirlenmistir. Antioksidan aktivitelerinin belirlenmesi i¢in
alt1 farkli antioksidan aktivite test yontemi kullanilmistir. Bunun yanisira
Tirozinaz inhibisyon aktivitesi ve 17 farkli mikroorganizmaya kars1 antimikrobiyal

aktiviteleri belirlenmistir.
4.1. Sentez ve Spektroskopik Yap1 Analizi

Benzoil hidrazin bilesikleri aromatik esterler ile hidrazinlerin tepkimleleri sonucu
elde edilmektedir. Bu bilesikler karbonil bilesiklerine kars1 olduke¢a etkin katilma
tepkimeleri vermektedir. Tez kapsaminda literatiirlere gore elde edilmis olan o-
aminobenzoil hidrazin (1a) ve p-aminobenzoil hidrazin (1b) bilesikleri 1,3-dimetil-
S-barbitiirik asit ile tepkimeye sokulmus ve sirasiyla 1,3-dimetil-5 asetilbarbitiirik
asit o-aminobenzoil hidrazon (H,L') ve 1,3-dimetil-5 asetilbarbitiirik asit p-
aminobenzoil hidrazon (H,L?) elde edilmistir (Sekil 4.1).



27

70 N o
(e}
o ‘ H 6 5
o N o 13 N A8 4 N
_NH, 14 I>NT ~
H 10 H 2 6
+ le) N 11 le)
>~ Ry 13 R, 1 9
Ry R4 12
la-1b S
H,L' - H,L?
| la ve Hle 1b ve H2L2
R;| NH, H
R, H NH,

Sekil 4.1. Bilesiklerin sentezi

Gergeklestirilen  tepkimeler sonucu elde edilen bilesiklerin  yapisal
karakterizasyonlar ilk olarak NMR spektroskopisi kullanilarak yapilmistir. H,L'
ve H,L? bilesiklerinin'H-NMR (DMSO-ds) spektrumlari incelendiginde 13.76
ppm (H,L') ve 13.75 ppm (H,L?) deki piklerin N-NH-C2 protonlarmdan
kaynaklandig: belirlenmistir. H,L* bilesiginin amid protonu (C9-NH) 10.94 ppm
de H,L' bilesiginin ise 8.04 ppm’de goriilmektedir. 8.04 ppm de goriilen pik
yapidaki —NH, pikleri ile iist iiste ¢akigmaktadir. H,L* bilesiginin -NH,
protonlar1 5.95 ppm’ de ¢ikmustir. H,L' bilesiginin -NH, protonlarmin diisiik
alana kaymasinin sebebi molekiil i¢i hidrojen bagi oldugu diisiiniilmektedir
(Sekil 4.2 ve Sekil 4.3).

118
270

—340

Intensity

Sekil 4.2. H,L' bilesiginin "H-NMR (DMSO-d;) spektrumu
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Sekil 4.3. H,L? bilesiginin 'H-NMR (DMSO-dg) spektrumu

H,L' ve H,L? bilesiklerinin BC.NMR (DMSO-dg) spektrumlar1 incelendiginde
karbonil karbonlar1 (C9) sirasiyla 167.3 ppm ve 165.2 ppm’de goriilmektedir.
H,L' i¢in 150.3 ppm ve 88.7 ppm de, H,L* igin 150.7 ppm ve 88.6 ppm de goriilen
pikler sirastyla NH-C2=C3 karbonlarina aittir (Sekil 4.4 ve Sekil 4.5) (Jursic and
Neumam, 2001; Singh vd., 1999; Komurcu vd., 1995; Castineiras vd., 2012;
Charisiadis vd., 2014).
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Sekil 4.4. H,L' bilesiginin *C-NMR (DMSO-de) spektrumu
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Sekil 4.5. H,L? bilesiginin BC-.NMR (DMSO-dg) spektrumu

H,L' ve H,L? bilesiklerinin ¢ozelti ortaminda enamin formundami yoksa imin
formundami bulundugunu anlamak i¢in H,L* bilesiginin '"H-""C HETCOR analizi
yapilmig ve Sekil 4.6’ da spektrum verilmistir.
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Sekil 4.6. H,L? bilesigi i¢cin 'H—">C HETCOR spektrumu
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'H-""C HETCOR analizi sonucuna gore sadece —CHj protonlar1 ve aromatik
protonlar karbon atomlar1 ile etkilesmektedir. Bu sonug HL' ve H,L?
bilesiklerinin ¢ozelti ortaminda enamin formunda oldugunu gostermektedir (Sekil
4.7).

0 O NYO o ] 0) IL\]/O
Ar)kH/N\ N\ ey Ar)kH/Nw)\%‘/N\
(@)

A B

Sekil 4.7. H,L' ve H,L? bilesiklerinin imin (A) ve enamin (B) tautomerik formlari

H,L' ve H,L? bilesiklerinin Infrared spektrumlari incelendiginde ~1585 cm™ den
~1705 cm"’ye kadar amid I bandlar1 goriilmektedir. Bunlardan bazilar iist iiste
cakismistir. H,L' i¢in 3450 cm™ ve 3333 cm™ de, H,L? icin ise 3486 cm™ ve 3378
cm’' goriilen pikler -NH, ‘ye ait simetrik ve asimetrik gerilme titresimleridir. NH
(amide) gerilme titresimleri H,L' igin 3240 cm™” H,L’ icin ise 3226 cm de

goriilmektedir.

Tek Kristal X-1smnlar1 kirmimi yontemi i¢in uygun kristaller DMSO igerisinde oda
sicakliginda elde edilmistir. Tek Kristal X 1ginlart kirinimi yontemine goére yapilan
yap1 analizine gore H,L' bilesigi C;sH;;NsO, kapali formiiline sahiptir. H,L'
bilesigi barbitiirik asit ve o-aminobenzoil grubu i¢ermektedir ve monoklinik kristal
yapisina sahiptir. Kristal P2, uzay grubuna sahiptir.Sekil 4.8 de H,L' kodlu
bilesigin ORTEP diyagrami verilmistir.
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Sekil 4.8. H,L' bilesiginin ORTEP diyagranm

Sekil 4.8 incelendiginde H,L' bilesigi diizlemsel ve NMR analizi sonucu onerilen
yapt ile birebir ortiismektedir. Cozelti ortaminda oldugu gibi kat1 fazda da molekiil
enamin formunda (C2 ve C3 karbonlari arasinda ¢ift bag) oldugu goriilmektedir.
H,L' bilesigi i¢in segilmis geometrik parametreler tablo 4.1° de verilmistir.

Tablo 4.1. Bag uzunluklar ve agilar

0(1)-C(9) 1.2192) 0(4)-C(6) 1.248(2)
N(1)-N(3) 1.390(2) N(4)-C(6) 1.389(2)
C(3)-C(6) 1.435(2) C(9)-C(10) 1.4702)
C()-NG)-N(1)  124.83(15) N(3)-C(2-C(3)  118.54(15)
0(4)-C(6)-C(3)  124.65(15) 0O(1)-C(9)-N(1)  118.579(17)

H,L' bilesigi i¢in N1-C9, N3-C2 ve C2-C3 bag uzunluklar sirasiyla, 1.373(2),
1.312(2) ve 1.424(2) (A)’dur. Bunun yanisira N1-C9- C10 ve C2-C3-C6 agilar
strastyla 116.32(16) ve 119.62(16) (°) ‘dir. Kristal yapisi igerisinde ¢ok miktarda
N-H...O hidrojen bag1 bulunmatadir (Tablo 4.2).
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Tablo 4.2. Molekiil i¢i ve Molekiiller arasi etkilesimler

D-H...A D-H () H--AA) D --- A(A) D-H:- A(")
N1-HI - 04’ 0.78(4) 2.52(4) 3.160(2) 141(4)
N2 -H2A --- 027 0.89(2) 2.16(2) 3.038(2) 167(2)
C7-H7C+- 06" 1.02(3) 2.52(3) 3.509(3) 162(2)
N2 -H2B - Ol 0.89(3) 2.01(2) 2.698(2) 133(2)
N3 -H3 - Ol 0.92(3) 2.17(2) 2.531(2) 102(2)
N3 —H3 - 04 0.92(3) 1.78(3) 2.538(2) 138(2)
C7-H7A - O3 0.95(3) 2.28(3) 2.707(3) 106(2)
C8 —HS8C --- 03 1.00(4) 2.31(4) 2.712(3) 103(3)
Cl1-HIA N1 0.96 231 2.796(2) 111
Cl1-HIB ---02 0.96 2.45 2.784(3) 100
Cl1—HID 02 0.96 2.02 2.784(3) 135

D: wverici, A: akseptor. Simetri doniisiimleri esit atomlarin iretilmesinde
kullanilir.( it 1-x,-y,-z. ii: X,-1+y,z. iii: 2-x,1-y,-z)Tablo 4.2’ de detaylar1 verilen
molekiil i¢ci ve molekiilleraras1 etkilesimler sonucukristal 6rgii sistemi dimer
yapinin sonsuz lineer olarak karali bulunmasini saglar (Sekil 4.9).

n* DdlLl(\ P !
,4-.__‘ - K e, -

(b)

(a)

Sekil 4.9. H,L' bilesigindeki molekiiller arasi etkilesimler



H,L' bilesigi i¢in yapilan X-1sinlart kirinimi analiz verileri tablo 4.3’te verilmistir.

Table 4.3. H,L' bilesigi i¢in in X-Ismnlar1 Kirmimi Analiz Verileri

Empirical formula
Formula weight
Temperature (K)

Crystal system

Space group

a(A)

b (A)

c(A)

o (%)

B

v (®)

Volume (A%)

Z

Peale Mg/ mm3)

u (mm™)

F(000)

Crystal size (mm®)

20 range for data collection
Index ranges

Reflections collected
Independent reflections
Data/restraints/parameters
Goodness-of-fit on F2
Final R indexes [I>=2c ()]
Final R indexes [all data]

Ci5H17N504

331.33

293(2)

monoclinic

P2i/n

9.4023(4)

12.0864(4)

13.6165(6)

90

107.253(5)

90

1477.75(11)

4

1.489

0.111

696.0

0.477 x 0.333 x 0.191
6.232 to 52.742°
-11€£h<6,-15<k<11,-15<1<17
5870

3008[R(int) = 0.0167]
3008/0/273

1.036

R1=0.0451, wR2=0.1163
R1 =0.0660, wR2 =0.1319

Largest diff. peak/hole / e A-3 0.21/-0.22

H,L' ve H,L? bilesiklerinin FT-IR analizi sonucunda karbonil (C=0) gurubu
tiresim frekanslart H,L' icin 1660-1652-1614 ve 1580 cm™ de, H,L? icin ise,
1677-1638-1642 ve 1600 cm’de goriilmiistir. FT-IR analizi sonucu karbonil
bolgesinde goriilen dort pik bize molekiillerin keto formunda oldugu sonucunu
desteklemektedir. H,L' bilesigi i¢in ~3280-2610 cm™” deki genis pikin, (O-H...O)
molekiilerarasi giiglii hidrojen baglarina ait titresimler oldugu, H,L* bilesiginde ise
~3250 cmde goriilen pikin v(O-H) arasindaki titresimden kaynaklandig
diisiilmektedir.
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Sentezlenen metal komplekslerinin FT-IR analizi sonucunda giiglii v(S=0)
bandlar1 [Cu(L")(DMSO)] i¢in 1080 cm™ de, [Cu(L*)(DMSO)] i¢in 1098 cm™’ de
goriilmiistiir. [Cu(L")(DMSO)] ve [Cu(L*)(DMSO)] ne ait yeni C-O titresimine
sirastyla 1250 cm” ve 1240 cm™ de rastlanmistir. Spektrumda goriilen
[Cu(L")(DMSO)] igin 3425 ve 3331 cm™ ve [Cu(L*)(DMSO)] i¢in 3459 ve 3325
cm’ de goriilen pikler H,L' ve H,L? bilesiklerinde de benzer bolgelerde ¢ikmus ve
bu da bize aromatik halkadaki —NH, lerin metal ile herhangi bir etkilesimde
olmadigimi gostermektedir. Sonu¢ olarak metal komplesklerinin ¢oziintirlitk
problemleri sebebiyle daha detayli analizler yapilamamis ve elimizdeki veriler ve
literatiirde benzer yapidaki kompleksleri gozonlinde bulundurarak metal
komplekslerinin yapisinin sekil 4.10’daki gibi olabilecegi diistiniilmektedir.

Metal kompleslerinin yap1 analizlerinde FT-IR kullanilmistir (Sekil 4.10).

I
i C\N/N\\
/J‘\ * / i "
o N o '\4\0
| 0
g
N
M: NiZ*, Cu?*

Sekil 4.10. H,L' ve H,L* bilesiklerinin Cu®* ve Ni**komplekslerinin tahmini
yapilart

4.2. Antioksidan, Antimikrobial ve Tirozinaz inhibisyon Aktivite

Daha 6nce grubumuz tarafindan sentezlenen 1,3-dimetil-5-asetil barbiturik asit o-
hidroksibenzoilbenzoil hidrazin ve 1,3-dimetil-5-asetil barbiturik asit p-
hidroksibenzoilbenzoil hidrazin bilesiklerinin ¢ok kuvvetli antioksidan aktivite
gosterdikleri rapor edilmistir (Giziroglu vd., 2013). Bu tez kapsaminda 1,3-
dimetil-5-asetil barbiturik asit o-hidroksibenzoilbenzoil hidrazin ve 1,3-dimetil-5-
asetil barbiturik asit p-hidroksibenzoilbenzoil hidrazin ile yapisal benzerlik
gosteren H,L' ve H,L? bilesiklerinin antioksidan aktiviteleri ve endiistriyel olarak

antioksidan aktivite ile iligkili olan tirozinaz inhibisyonu ve antimikrobiyal
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aktiviteleri belirlenmistir. Tiim testler 3 defa tekrarlanip 3 ayr1 dl¢iimiin aritmetik
ortalamas1 alinarak hesaplanmigtir. Sentezlenen metal komplekslerinin farkll
coziiciilerde c¢oziniirlikkleri diisiik olmasi sebebiyle biyolojik aktivite testleri

uygulanamamugtir.

Antioksidan aktivitelerin belirlenebilmesi i¢in alt1 farkli test uygulanmustir.
Bunlardan ilki H,L' ve H2L2 bilesiklerinin radikal siipiirim aktivitelerinin
belirlenmesi amactyla yapilan 1,1-difenil-2-pikril hidrazil (DPPH) giderim testidir.
DPPH oda sicakliginda kararli ve 517 nm’de maksimum absorbansa sahip olan
serbest bir radikaldir. Bu radikal ozelligini gidermek ic¢in antioksidan
molekiillerden bir elektron ya da hidrojen radikalini kopararak radikal formda
olmayan ve renksiz 1,1-difenil-2-pikril hidrazin formunagelebilirler (Sekil 4.11).
Bu siire¢ spektroskopik olarak takip edilerek radikal giderim belirlenmektedir.

NO,

O,N NO
O,N NO3 - 2 zN + A
N
O O
NO, H
1,1-difenil-2-pikrilhidrazil 1,1-difenil-2-pikrilhidrazin
radikali

Sekil 4.11. DPPH radikalinin bir antioksidanla tepkimesi

Tablo 4.4 incelendiginde H,L' bilesiginin ICs, degerinin 0.37 mM oldugu ve
standart olarak kullanilan BHA (0.65 mM) ve BHT (0.72 mM)’ den iki kat daha
fazla etki gosterdigi bulunmustur. H,L* bilesigi ise bu standartlardan yaklasik bir
bucuk kat daha etkindir.

H,L' ve H,L? bilesiklerininserbest radikal siipiiriim aktivitelerinin testlerinin
belirlenmesi i¢in uygulanan diger bir test de ABTS radikal katyon testidir. Bu
testde tepkime ortaminda olusturulan ve 734 nm’ de absorbans veren ABTS
radikal katyonu antioksidanlar ile tepkimeye sokulmakta ve renksiz ABTS
molekiilii olusumu saglanmaktadir. Bu siire¢ tipki DPPH’da oldugu gibi
spektroskopik olarak takip edilebilir (Sekil 4.12).
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HO,S HO,S

i ] s S0,H . » ] s SO;H

ABTS katyon radikali koyu (mavi renkli) ABTS molekiilii (renksiz)

Sekil 4.12. ABTS katyon radikalinin bir antioksidanla tepkimesi

Tablo 4.4 incelendiginde H,L' ve H,L?> bilesiklerinin ICs, degerleri sirasiyla 5.96
mM ve 4.40 mM olarak belirlenmistir. Bu sonuglar standart antioksidan dan
troloksun ICsy degeriyle karsilastirildiginda yaklasik 4-6 kat daha azdir.

B grubu metalleri katalitik olarak radikal olusumunu baslattig1 ongoriilmektedir.
Bu sebeple antioksidan molekiillerin metal selatlama kapasitelerinin fazla olmasi
radikal olusumunu engelleyecegi diistiniilmektedir. Bu sebeple bir bilesigin
antioksidan aktivitesi degerlendirilirken Fe(Il) iyonlarin1 selatlama kapasiteleride
Olciilmektedir. Bu amagla yapilan testlerin sonucu Tablo 4.4’de verilmistir. Tablo
4.4’dende goriildiigi gibi H,L' bilesigi H,L* bilesiginden yaklasik ii¢ kat daha
fazla selatlama kapasitesine sahiptir. Bunun temel sebebi olarak H,L'” de bulunan
orto pozisyondaki —NH, gruplarinin selatlamaya katkida bulunuyor olmasi

gosterilebilir.

H,L' ve H,L’ bilesiklerinin tirozinaz inhibisyon aktiviteleri ICsy olarak Tablo
4.4’de verilmistir. H,L' bilesiginin tirozinaz enzim inhibisyonu H,L” bilesigine
gore daha etkilidir. HoL' bilesiginin daha etkili inhibisyon aktivite gostermesi
tirozinaz enzimi i¢inde bulunan bakir iyonlarnin orto pozisyondaki —NH,
grubunun yardimiyla daha iyi bir sekilde komplekslesmeye ugramis olabilecegi
seklinde agiklanabilir. Bu sonug¢ bilesiklerin metal selatlama kapasiteleri ile

uyumludur.



Tablo 4.4. H,L' ve H,L? bilesiklerinin radikal siipiiriim, metal selatlama ve tirozinaz inhibisyon aktivitesi test sonuglari

Bilesikler DPPH ABTS _ Metal _ Tirozinaz
radikal radikal katyon selatlama inhibisyon

H,L' 0.37+0.01 5.96+0.18 20.09+0.45 11.55+0.05

H,L’ 0.91+0.02 4.40+0.03 67.63+12.85 18.84+0.12

Standartlar

BHA 0.65+0.03 - - -

BHT 0.72+0.03 - - -

Troloks - 1.09+0.01 - -

Mannitol - - -

EDTA - - 0.13+0.01 -

Kojik asit - - - 1.4440.01

BHT, Butillenmis hidroksitoluen; BHA, Butillenmis hidroksianisol; EDTA, disodyum edetate.

“Inhibisyon konsantrasyonu (ICsy: mM),radikallerin50% ’sinin siipiiriildiigiinde

" Inhibisyon konsantrasyonu (ICsy: mM),Fe**-ferrozin kompleksinin 50%’sinin inhibe edildiginde
Inhibisyon konsantrasyonu (ICs,: mM), Tirozinaz enziminin 50%’sinin inhibe edildiginde

LE
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H,L' ve H,L? bilesiklerinin toplam antioksidan aktiviteleri fosfomolibdenyum
yontemi kullanilarak belirlenmistir.Temel olarak bu test, fosfomolibdenyum
reaktifi igerisindeki Mo(V1) katyonlarinin antioksidanlar ile Mo(V)’e indirgenmesi
ve bu tiirlin spektroskopik olarak takip edilmesi temeline dayanmaktadir. Tablo
4.5 incelendiginde H,L' ve H,L’ bilesiklerinin toplam antioksidan aktivite
degerlerinin birbirlerine oldukca yakin oldugu goriilmektedir (3.65 ve 3.90 mM).
Ayrica her iki bilesigin toplam antioksidan aktivite degerleri standart olarak
kullanilan askorbik asitin toplam antioksidan aktivite degerine (3.30 mM) oldukca
yakindir.

Tablo 4.5. H,L' ve H,L? bilesiklerinin toplam antioksidan ve indirgeme giicii
aktivitesi test sonuglari

Bilesikler Toplam antioksidan aktivite Indirgeme giicii
Fosfomolibdenyum” CUPRAC  FRAP

H,L' 3.65+0.05 13.62+0.76 1.17+0.01

H,L’ 3.90+0.33 10.96+0.12  1.17+0.01

Standards

Ascorbic acid 3.30+0.01 - -

Troloks - 0.66+0.02 0.26+0.01

"Etkili (effective) derisimi (ECso: mM) absorbansi 0.5 yapan 6rnek

H,L' ve H,L’ bilesiklerinin indirgeme giicii iki farkli yonteme gore test edilmistir.
Bu yontemlerden ilki CUPRAC yontemidir. Bu yontemin temeli Cu(II)’nin
antioksidanlar sayesinde Cu(l)’e indirgenmesine dayanmaktadir. Bu testte
antioksidanlar Cu(II)-neokuproin kompleksini Cu(I)-neukuproin kompleksine
indirgerler ve bu olaym spektroskopik olarak takip edilmesi sonucu antioksidan
kapasite belirlenebilir (Sekil 4.13).
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A-H

Cu(II)-neokuprain kompleksi (soluk mavi)  Cu(I)-neokuprain kompleksi (koyu kirmizi)
Sekil 4.13. Cu(Il)-neokuproin kompleksinin bir antioksidanla tepkimesi

Diger bir indirgeme giicii kapasitesi belirleme yontemi ise FRAP yontemidir. Bu
testte antioksidanlar Fe(Ill)-2,4,6-tris(2-pyridyl)-s-triazine (TPTZ) kompleksini
indirgeyerek koyu mavi renkli bir bilesik olan Fe(Il)-TPTZ kompleksine
doniismektedir (Sekil 4.14). Bu renkli kompleksin absorbansinin 593 nm’de

Olciilmesiyle indirgeme kapasitesi 6l¢tilmektedir.

B =
_N N

l\II SN N~ N
= I
C/HEJ\G YT S
=N, = N__= A-H =N, = “N__=
 FedID Fe(ID)
= |N - 'NF | SN L N |
= | =
=~ =N | = x N x
N N N N
- “ |
Fe(11I)-TPTZ kompleksi Fe(II)-TPTZ kompleksi (koyu mavi)

Sekil 4.14. Fe(Ill)-2,4,6-tris(2-pyridyl)-s-triazine (TPTZ) kompleksinin bir

antioksidanla tepkimesi

H,L' ve H,L? bilesiklerinin indirgeme giiciinii 6lgmek igin yapilan CUPRAC ve
FRAP testleri sonucu alinan sonuglar birbirlerini destekler niteliktedir (Tablo 4.5).
Her iki testtede alinan sonuglar H,L' ve H,L? bilesiklerinin indirgeme giicleri
birbirlerine yakin ancak standart olarak kullanilan troloksa gore oldukg¢a diisiik

etkiye sahiptirler.

Bu tez kapsaminda H,L' ve H,L* bilesiklerinin antioksidan ve tirozinaz enzim

inhibisyonu aktivitelerinin yan1 sira in vitro olarak on yedi farkli bakteriye karsi
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aktiviteleride belirlenmistir. Yapilan bu testlerden alinan sonuglar tablo 4.6’ da
verilmistir.

Tablo 4.6. H,L' ve H2L2 bilesiklerinin antimikrobiyal aktiviteleri
Zone ¢ap1 (mm)

H,L' H,L’

L plﬂnfﬂrum - -

Bakteri

L.innocua = -
E.coli - -
M.luteus - -
Listeria sp. - -
E.fecalis - -
S.aureus - -
L.mesenteroides - -
L.sakei - -
L.acidophilus - -
P.carotovorum - -
B.spharicus - -
B.mycoides - -
Bacillus sp. - -
B.thuringiensis - -
S. marcescens - -
G. stearothermophilus

DSMZ-22

Zone g¢ap1 24 saat inhibisyondan sonra dlgiilmiistiir
Konsantrasyon 10 mg/mL (DMSO).

Tablo 4.6° da gorildigi gibi H,L' ve H,L*> bilesikleri Geobacillus
stearothermophilus, Bacillus sphaericus, M. luteus, L. plantarum, Listeria
monocytogenes, Enterococcus faecalis, S. aureus, E. coli, L. innocua, Leuconostoc
mesenteroides, Bacillus sp. (soil isolate), B. mycoides, Serratia marcescens (soil
isolate), L. Acidophilus, L. sakei, Pectobacterium carotoyorum bakterilerine karsi
herhangi bir etki gdstermemistir. Literatiir verileri incelendiginde gerek barbiturik
asit gerekse hidrazin gruplarinin pekgok bakteriye kars1 etki gdstermis olduklarinin
belirlenmis olmasina ragmen H,L' ve H,L? bilesiklerinin segilen 17 bakteriye kars:
herhangi bir etki géstermemis olmas1 oldukca sasirticidir.
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5.SONUCLAR

Bu tez kapsaminda 1,3-dimetil-5-asetil barbitiirik asit o-aminobenzoil hidrazin
(H,L") ve 1,3-dimetil-5-asetil barbitiirik asit p-aminobenzoil hidrazin (HZLZ)
ligantlar1 aminobenzoil hidrazinler ile 1,3-dimetil-5 asetil barbitiirik asitin
tepkimesi sonucu sentezlenmistir. Sentezlenen bu bilesiklerin yapilari 'H-NMR,
13C—NMR, FT-IR ve elementel analiz teknikleri kullanilarak dogrulanmgtir. Hle
bilesiginin kristal yapisi X-1sinlar1 kirinimi yontemi ile belirlenmistir. X-1sinlart
kirmmimi yontemi kullanilarak yapilan analiz sonucunda bilesigin monoklinik
yapida ve P2;,, uzay grubuna sahip oldugu belirlenmistir. Sentezi gergeklestirilen
H,L' ve H,L’ bilesiklerinin uygun coziiciilerde ve ekivalent miktar baz varliginda
CuCl,.2H,0 ve NiCL.6H,O ile tepkimeleri sonucu mononukleer metal
kompleksleri sentezlenmistir. Sentezlenen metal komplekslerinin ¢oziiniirliik
probleminden dolay1 sadece FT-IR ve elementel analiz teknikleri kullanilarak yap1
aydmlatilmaya calisilmistir.

Sentezi gerceklestirilen alti adet bilesikten yalmzca H,L' ve H,L* bilesiklerine
biyolojik  aktivite  testleri  uygulanabilmistir. = Metal = komplekslerinin
¢ozlinlirlikklerinin diisiik olmas1 sebebiyle bu bilesiklere herhangi bir biyolojik
aktivite testi yapilamamaistir.

H,L' ve H,L? bilesiklerininin antioksidant aktivitelerini belirlemek icin alt1 farkli
test uygulanmistir. Bu testler: DPPH radikal giderimi, ABTS Radikal katyonu
giderimi, metal selatlama  giicii, toplam  antioksidan  belirleme,
(fosfomolibdenyum), CUPRAC ve FRAP testidir. H,L' ve H,L? bilesiklerine bu
testlerin uygulanmasit sonucu her iki bilesiginde oldukc¢a yiiksek oranda
antioksidan aktivite gosterdikleri bulunmustur. H,L' bilesigi ABTS ve CUPRAC
testleri hari¢ diger dort testte daha iyi sonug¢ vermistir. Bunun temel sebebi olarak
H,L' bilesiginin orto pozisyonunda bulunan -NH, gruplariin para pozisyonuna

gore antioksidan etkiyi artirdig1 sonucuna varilmaistir.

H,L' ve H,L’ bilesiklerininin tirozinaz inhibisyon aktivitelerini belirlemek igin
yapilan testler sonucunda her iki bilesiginde kullanilan kojik asit standartina gore
yaklastk on kat diisiik bir aktivite gosterdikleri bulunmustur. H,L' bilesiginin
tirozinaz inhibisyon aktivitesi H,L* bilesiginden daha yiiksektir. Bunun sebebi
olarak orto pozisyonunda bulunan -NH, gruplarinin tirozinaz enzimi iginde

bulunan bakir iyonlarini selatlama etkisinin fazla oldugu disiiniilmektedir.
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Antioksidan aktivite testlerinde yapilan metal selatlama kapasitesi 6l¢limiinde de
H,L' yiiksek kapasiteye sahip ¢ikmasi bu yorumu destekler niteliktedir.

H,L' ve H,L? bilesiklerin antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesi igin genis
spektrumda 17 adet bakteri kullanilmigtir. 10 mg/mL  (DMSO)’ lik bir
konsantrasyonda kullanilan bilesiklerin secilen bakterilerden higbirine karsi bir
etki gdstermemistir. Onceki ¢alismalar incelendiginde gerek barbitiirik asit gerekse
hidrazin gruplarinin pekg¢ok bakteriye karsi etki gostermis olduklarinin belirlenmis
olmasina ragmen H,L' ve H,L> bilesiklerinin segilen 17 bakteriye karsi herhangi
bir etki géstermemis olmasi oldukea ilging bir sonugtur.
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