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YENI MAKROSIKLIK MOLEKULLERIN SENTEZI,
SPEKTROSKOPIK KARAKTERIZASYONU
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ANTIMIKROBIYAL AKTIiVITELER

Mustafa Ulvi GURBUZ
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Haziran 2012

Tez Damismani: Prof. Dr. Naz Mohammed AGH ATABAY

OZET

Aza-tiya iceren 6 farkli diaminli ligantin sentezi (Li—Lg) ve bu ligantlarin, 2
farkli asitkloriirle (isoftaloil kloriir ve piridin-2,6-dikarbonil dikloriir) ¢ok seyreltik
ortamda (CH,Cl,), [1+1] kondenzasyon reaksiyonuyla yeni 12-iiyeli halkali amitlerin
sentezi gergeklestirilmistir (M3—Mi,). Diaminli ligantlarin ve makrosiklik bilesiklerinin
yapisal Ozellikleri elementel analiz, Kiitle spektroskopisi, FT-IR, 'H, BC NMR
spektroskopileri ile incelendi. Sekiz makrosiklik amitin (Ms-Mj;) antimikrobiyal ve
antifungal aktiviteleri disk difiizyon yontemi ve minimum inhibitor konsantrasyonu
(MIC) seyreltme yontemiyle de bir¢ok bakteri ve maya kiiltliriine kars1 uygulanarak
incelendi. Sonuglar bazi bilinen ticari antibiyotik ve antifungi ajanlarla karsilastirildi.
Ayrica makrosiklik amitlerin (M1, Ms, Mg) Na* ve K iyonlarina kars1 gecirgenligi

arastirildi.

Anahtar Kelimeler: Antifungal; Disk difiizyon; Iyon gecirgenligi; Makrosiklik.



SYNTHESIS, SPECTROSCOPIC CHARACTERIZATION AND
BIOLOGICAL ACTIiVIiTY OF NEW MACROCYCLIC
MOLECULES

Mustafa Ulvi GURBUZ

M. S. Thesis - Chemistry
June 2012

Supervisor: Prof. Dr. Naz Mohammed AGH ATABAY

ABSTRACT

The synthesis of six different types of aza-thia containing diamine ligands (L;—
Ls) and under high dilution conditions [1+1] condensation reaction of these ligands
with two varieties of acid chloride (pyridine-2,6-dicarbonyl dichloride or isophthaloyl
chloride) were performed to synthesize new 12-membered macrocyclic amides. The
structural feature of the diamine ligands and their macrocyclic compounds were studied
by elemental analysis, Mass spectroscopy, FT-IR, *H and *3C, NMR spectroscopies.
The antimicrobial and antifungal activities of eight cyclic amide (Ms—Mj;) were
analyzed by using disk diffusion process and the minimal inhibitory concentration
(MIC) dilution method, against several bacteria and yeast cultures. Results are
compared with commercial antibiotics and antifungal agents. Besides, permeability of
some cyclic amides (My, Ms, Mg) against to Na* and K" ions were investigated.

Keywords: Antifungal; Disk diffusion; lon permeability; Macrocyclic.
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SEMBOLLER VE KISALTMALAR

() PO 1,3-Bis(2-aminotiyofenoksimetil)benzen

(1) IR 1,3-Bis(2-amino-4-klorotiyofenoksimetil)benzen

(1) PR 2,4-Bis(2-aminotiyofenoksimetil)mesitilen

() PO 2,4-Bis(2-amino-4-klorotiyofenoksimetil)mesitilen

(Ls)eouvennnnne 1,2,3,5-tetrakloro-4,6-Bis(2-aminotiyofenoksimetil)benzen

() PR 1,2,3,5-tetrakloro-4,6-Bis(2-amino-4-klorotiyofenoksimetil)benzen

(My).......... 1,7(1,3),4,10(1,2)-tetrabenzen-3,11-ditiyo-5,9-diaza-6,8-
dioksosiklododecaphane

(My).......... 1(1,3),4,10(1,2)-tribenzen-3,11-ditiyo-5,9-diaza- 6,8-diokso-7(2,6)
piridinesiklododecaphane

(M3).......... 4* 10*-dikloro-1,7(1,3),4,10(1,2)-tetrabenzen-3,11-ditiyo-5,9-diaza-6,8-
dioksosiklododecaphane

(Ma).......... 4* 10*-dikloro-1(1,3),4,10(1,2)-tribenzen-3,11-ditiyo-5,9-diaza-6,8-
diokso-7(2,6)piridinsiklododecaphane

(Ms).......... 12*®_trimetil-1,7(1,3),4,10(1,2)-tetrabenzen-3,11-ditiyo-5,9-diaza-6,8-
dioksosiklododecaphane

(Me).......... 12*®_trimetil-1(1,3),4,10(1,2)-tribenzen-3,11-ditiyo-5,9-diaza-6,8-diokso-
7(2,6)-piridinsiklododecaphane

(M7).......... 4* 10*-dikloro-1%*°-tetrametil-1,7(1,3),4,10(1,2)-tetrabenzen-3,11-ditiyo-
5,9-diaza-6,8-dioksosiklododecaphane

(Mg).......... 4* 10*-dikloro-1%*®-tetrametil-1(1,3),4,10(1,2)-tribenzen-3,11-ditiyo-5,9-
diaza-6,8-diokso-7(2,6)-piridinsiklododecaphane

(Mo).......... 12*5®_tetrakloro-1,7(1,3),4,10(1,2)-tetrabenzen-3,11-ditiyo-5,9-diaza-
6,8-dioksosiklododecaphane

(Mgo)......... 124 tetrakloro-1(1,3),4,10(1,2)-tribenzen-3,11-ditiyo-5,9-diaza-6,8-

diokso-7(2,6)-piridinsiklododecaphane
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(M11).......... 1242 4% 10%-heksakloro-1,7(1,3),4,10,(1,2)-tetrabenzen-3,11-ditiyo-5,9-
diaza-6,8-dioksosiklododecaphane

M12).oone... 12458 4% 10*-heksakloro-1(1,3),4,10,(1,2)-tribenzen-3,11-ditiyo-5,9-
diaza-6,8-diokso-7(2,6)-piridinsiklododecaphane

DMSO..........Dimetilsiilfoksit

CDCls......... Triklorometan

(1 Erime noktasi

NMR........... Niikleer Magnetik Rezonans

FT-IR.......... Matematiksel Fourier Doniistimiilii Kizil 6tesi spektroskopisi

MIC............ Minimum engelleyici konsantrasyon

Oueeaieaians egilme

Ve gerilme

Sttt singlet

d...............dublet

| PO triplet

dd.............. dubletin dubleti

tdooooiinn tripletin dubleti

Joo kuplaj sabiti


http://tr.wikipedia.org/wiki/Matematik
http://tr.wikipedia.org/wiki/Fourier_D%C3%B6n%C3%BC%C5%9F%C3%BCm%C3%BC

BOLUM 1
GIRIS

Penicillium Notatum adli kiifte kesfedilen Penisilin, giiglii bir antibiyotik olarak
bilinmekte ve antibakteriyel ajan olarak kullanilmaktadir. Amit bagi igeren bu tiir
bilesiklerin farmakolojik aktiviteleri nedeniyle, dogal kokenli maddelerden izole
edilmesi ve sentetik yontemlerin iyilestirilmesi bu ilgiyi arttirmaktadir [1-7]. Farkli
yapisal oOzellikleri olan ve biyolojik metabolizmalarda yeni ilag gelistirmek igin
alternatif yol olan makrosiklik peptitlerin  ve onlarin sentetik analoglarinin
olusturulmasi zengin bir kaynak olarak ilgi cekmeye devam etmektedir [8—14].

Halkal1 peptitler, hiicredeki 6zel molekiileri hedef almak ve uygun bir etkilesim
icin hassas bir islevsellik saglamak, kisitli yapisi ile ribozom araciligiyla iiretilmemek
gibi bircok ortak oOzellige sahiptirler. Halkali peptitler proteolitik enzimlere karsi
direngli oldugundan asiklik peptitlere gore avantajlidirlar [12,14]. Bu ligantlarin siklo
katilma reaksiyonu yontemiyle amin ve Kkarboksilik asitler araciligiyla sentezi
literatiirde yaygin bir hale gelmistir [15—18].

Sentetik degisiklikler icin yapisal yonliiliigi ve uygunlugu nedeniyle, amit
sikloheterofanlar piridin tnitesi ile birleserek ¢ok farkli 6zellikleri saglayacaktir. Bu
maddelerin olas1 bir uygulama yontemi olan organik katalizér ve metal ile kompleks
olusturularak yapilarin molekiiler 6zelligini arttirabilir. Yapilan g¢aligmalarda azot,
kiikiirt ve oksijen igeren hetero dondr atomlarina sahip aza-okso-tiyo multi-donor
makrosiklik ligant serileri rapor edilmis ve birgok potansiyel donér merkezine sahip
olduklarindan ve biyomolekiillere baglanabilme o6zelliginden dolay1 cesitli metal
iyonlarina koordine olabilmektedirler [19-21].

Dogal ve sentetik makromolekiiller son yillarda 6nemli derecede bir gelisim

gostermislerdir; multi-fonksiyonel karmagsik materyaller olarak organik kimya ve



koordinasyon kimyasinda, antimikrobiyal ve antikanser uygulamalar1 olarak ilag
kimyasinda, boya ve fotografcilik alaninda da yeni malzemeler olarak
kullanilmaktadirlar [22—-27].

Halkali amitler, molekiiler reseptorler ve anti HIV aktif ajanlar igeren
substratlarin biyolojik etkilesiminde molekiiler tanitici olarakta denenmektedir [28].
Bir¢ok onemli biyolojik fonksiyon i¢in doganin makrosiklik ligantlar1 ve onlarin
kompleklerini tercih ettigi bir gergektir. B12 vitaminin olusumu, memelilerde oksijenin
tasinimi ve diger solunum sistemleri bu biyolojik fonksiyonlara birka¢ 6rnektir. In vivo
calismalarda, halkali peptitlerin lineer halde olanlara goére daha kararli oldugu
dolayisiyla ilag¢ tasinimi iginde daha elverisli ve kismen proteolitik bozunmaya da daha
dayanikli olmalar1 diger bir 6zelligidir [29].

Baz1 kiikiirt iceren makrosiklikler, yumusak agir metal zehirlenmelerinin
bertarafinda kritik rol oynamislardir. Ciinkii makrosiklik yap1 i¢indeki kiikiirt atomlari
cogu toksik olan bu metallerin (Hg, Cd, v.b.) tutulmasinda 6nemli ajanlar olarak
kullanalabilirler [30,31].

Bazi makrosiklik bilesikler potasyum iyonlar1 ile kompleks olustururarak hiicre
zarmin lipid engelini gegmesinde yardimci olurlar [32—34]. Halkali peptitlerdeki
bosluklar sayesinde biyolojik acidan énemli iyonlar1 (K*, Na*...) nétr molekiilleri (O,
CO;...) veya diger iyonlar1 tasimasi igin kullanilabilirler [35—38].

Makrosiklik ligantlarin yapisal 6zellikleri elemental analiz, Kiitle spektroskopisi,
FT-IR, 'H ve 3C NMR spektroskopisi yontemleri kullanilarak karakterize edilmistir.
Birkag seri makrosiklik bilesigin (Ms—Mi,) antimikrobiyal aktiviteleri bazi bakterilere
(Gram+ ve Gram-— bakteri) karsi ve antifungal aktiviteleri de birka¢ maya kiiltiiriine
kars1 iki farkli yontemle belirlenmistir. Bu yontemler, antibiyotiklerin seri halde
seyreltildikten sonra mikroorganizmalar ile etkilestirildigi ‘seyreltme yontemi’ ve besi
yerine test edilecek kiiltiirin g¢ekilmesinden sonra besi yeri yiizeyine test maddesi
emdirilmis disk yerlestirmek suretiyle yapilan ‘diffiizyon yontemleri’dir.

Makrosiklik amitlerin belli bir oyuk ¢ap1 olmasi dolayisiyla biyolojik sistemlerde
gerceklesen iyon transfer olaymnin benzer bir seklini siklofan yapilarla yapilmasi

amaglanmaktadir. Bilesikler, IUPAC Simiflandirmasi Fan Sistemi ile verilmistir [39,40].



BOLUM 2

DENEYSEL

2.1 GENEL YONTEMLER

Tiim kimyasallar ve ¢oziiciiler reaktif sinifindadirlar ve saf olarak alinmislardir.
CH.CI, (CaH) ve THF (benzofenon ve Na) geri sogutucu altinda kaynatilarak
kurutuldu. Erime noktas1 Elektrotermal 9100 cihaziyla dlciildi. Elementel analiz Flash
2000 cihaziyla 6lgiildii. FT-IR spektrumlari (4000—600 cm™) Perkin Elmer BX
Spektrometresi ile kaydedildi. *H (400 MHz) ve **C (100 MHz) spektrumlari CDCl3
veya DMSO-dg’da kaydedildi. Kimyasal kaymalar TMS’le iliskili olarak ppm seklinde
ifade edildi. Kiitle (ESI) spektrum analizleri pozitif iyon modeline dayanarak m/z
oraninda Olglim yapilarak kaydedildi. Baz1 bilesikler ChemBioDraw Ultra 11.0 ve
Cache programlari kullanarak ¢izildi ve optimize edildi. Disk difiizyon ve seyreltme
yontemleri kullanarak antimikrobiyal aktiviteler, gram-positif ve gram-negatif

bakterilere ve maya kiiltiirlerine kars1 degerlendirildi.

2.1.1. Ligantlarin Sentez Yontemi

2-Aminotiyofenol ve 2-amino-4-klorotiyofenoksimetil bilesikleri giiglii bazlar
yardimiyla (KOH veya Na/EtOH) benzil halojenlerle Sp2 reaksiyon verirler. Olusan

iriin soguk suya atilarak yikandi ve uygun ¢oziiciilerde kristallendirildi.



+ Cl \/Y\/CI +

SH HS

Na | EtOH

X NH, H,N X

L;: X =H, Y =m-ksilen

L,: X =ClI, Y = m-ksilen

Ls: X =H, Y =2,4-mesitilen

Ly: X =CI, Y = 2,4-mesitilen

Ls: X =H, Y =2,4,5,6-tetrakloro-m-ksilen
Le: X =ClI, Y = 2,4,5,6-tetrakloro-m-ksilen

Sekil 2.1. Diaminli ligantlar i¢in sentez yolu (L;—Lg).

2.1.1.1. 1,3-Bis(2-aminotiyofenoksimetil)benzen (L)

Saf EtOH (5 mL) igerisinde (0.25 g, 11 mmol) Na ile etoksit olusturularak
geleneksel 1sitma yontemi ile saf EtOH (5 mL) igerisindeki 2-aminotiyofenol (1.25 g,
10 mmol) ile reaksiyona sokuldu. 30 dakika boyunca o,a-dibromo-m-ksilen (0.87 g, 5
mmol) kat1 halde azar azar ilave edildi. Karisim 3 saat boyunca 60°C sicaklikta
karistirildi. Coziicti doner buharlastiricida uguruldu ve kalan kisim 1000 mL soguk suya
atildi. Stizme islemi yapildiktan sonra olusan yagimsi madde CH,Cl, ¢oziiciiyle alinarak
aktif karbon ve kuru MgSQO, ile saflastirildi. Elde edilen agik sar1 sivi madde kurutuldu.
(1.50 g, 85%). FT-IR (sivi, cm™): 3444, 3348 v(N-H), 3058 v(C—H), 2920 v(C—H),
1604 v(C=C), 748 3(C—H). 'H NMR (CDCly), 84 ppm: 3.87 (s, 2CH,), 4.26 (s, 2NHy),
6.62 (td, J; = 7.5, J, = 1.3 Hz, 2H,), 6.69 (dd, J; = 8, J, = 1 Hz, 2Hy), 6.93 (t, J = 1.5 Hz,
Hc), 6.99 (dd, J1 = 7.5, J, = 1.5 Hz, 2Hy), 7.11 (td,J; = 7.5, J, = 1.5 Hz, 2Hy), 7.11 (t, J



= 7.5 Hz, H,), 7.20 (dd, J; = 7.6, J, = 1.5 Hz, 2H,). *C NMR (CDCl3), 3¢ ppm: 39.53
(CH,), 114.95, 117.42, 118.52, 127.38, 128.39, 129.43, 130.10, 136.54, 138.41, 148.61.

e

Sekil 2.2. Makrosiklik ligant L;,
2.1.1.2. 1,3-Bis(2-amino-4-klorotiyofenoksimetil)benzen (L)

L; ligantinda yapilan yontemin aynisi tekrarlandi. Ag¢ik sar1 sivi madde elde
edildi (1.83 g, 87%). FT-IR (stvi, cm™): 3458, 3357 v(N—H), 3048 v(C—H), 2920
v(C—H), 1596 v(C=C), 702 §(C—H). *H NMR (CDCls), 8y ppm: 3.81 (s, 2CH,), 4.36 (s,
2NHy), 6.62 (dd, J;=8.2, J, = 2.1 Hz, 2H,), 6.72 (d, J = 2.3 Hz, 2Hs), 6.88 (s, H¢), 7.02
(dd, J; = 7.7, J, = 1.6 Hz, 2Hg), 7.1 (d, J = 8 Hz, 2Hp), 7.17 (t, J = 7.6 Hz, H,). *C NMR
(CDCl3), d¢c ppm: 39.46 (CH,), 114.47, 115.53, 118.41, 127.70, 128.57, 129.39, 135.80,
137.75, 138.20, 149.59.

Qee

Sekil 2.3. Makrosiklik ligant L.



2.1.1.3. 2,4-Bis(2-aminotiyofenoksimetil)mesitilen (L3)

Saf EtOH (5 mL) igerisinde (0.25 g, 11 mmol) Na ile etoksit olusturularak
geleneksel 1sitma metodu ile 2-Aminotiyofenol (1.25 g, 10 mmol) reaksiyona sokuldu.
30 dakika boyunca 2,4-Bis(klorometil)mesitilen (1.08 g, 5 mmol) kat1 halde azar azar
ilave edildi. Karisim 3 saat boyunca 60°C sicaklikta karistirildh. Coziicii doner
buharlastiricida uguruldu ve kalan kistm 1000 mL soguk suya atildi. Filtre edilerek
beyaz kati madde elde edildi (1.67 g, 85%). E.n. 115°C. FT-IR (kati, cm™): 3427, 3313
v(N-H), 3054 v(C—H), 2910 v(C—H), 1599 v(C=C), 739 (C—H). *H NMR (CDCls), 8
ppm: 2.3 (s, 2CH3), 2.33 (s, CH3), 3.97 (2CH,), 4.28 (s, 2NH>), 6.66 (td, J; = 7.5, J, =
1.1 Hz, 2H,), 6.72 (dd, J, = 7.9, J, = 1.1 Hz, 2Hy), 6.83 (5, Ha), 7.12 (td, J, = 7.7, J, =
1.5 Hz, 2Hg), 7.32 (dd, J; = 7.7, J, = 1.4 Hz, 2H,). **C NMR (CDCls), 8¢ ppm: 15.26
(CH3), 19.83 (2CHj3), 35.04 (2CH,), 114.91, 118.37, 118.86, 130.02, 130.29, 132.13,
136.20, 136.31, 136.54, 148.61.

e

Sekil 2.4. Makrosiklik ligant Ls.
2.1.1.4. 2,4-Bis(2-amino-4-klorotiyofenoksimetil)mesitilen (L4)

Ls ligantinda yapilan yontemin aynisi tekrarlandi. Beyaz kati madde elde edildi
(1.92 g, 83%). E.n.152°C. FT-IR (kat1, cm™): 3420, 3307 v(N—H), 2950 v(C—H), 1600
v(C=C), 780 3(C—H). '"H NMR (DMSO-ds), 3 ppm: 2.23 (s, 2CHs), 2.30 (s, CHa),
3.94 (s, 2CHy), 5.66 (s, 2NHy), 6.5 (dd, J; = 8, J, = 2.3 Hz, 2H,), 6.79 (d, J = 1.5 Hz,
2Hg), 6.83 (s, Ha), 7.11 (d, J = 8 Hz, 2Hy). *C NMR (DMSO-ds), 8¢ ppm: 14.92 (CH3),
19.31 (2CHs), 37.74 (CH,), 113.14, 115.21, 115.91, 129.73, 131.60, 133.84, 135.66,
136.21, 136.34, 150.69.



@ee

Sekil 2.5. Makrosiklik ligant L.
2.1.1.5. 1,2,3,5-tetrakloro-4,6-Bis(2-aminotiyofenoksimetil)benzen (Ls)

L3 ligantinda yapilan yontemin aynisi tekrarlandi. Beyaz kat1 madde elde edildi
(1.96 g, 80%). E.n. 150°C. FT-IR (kat1, cm™): 3414, 3309 v(N—H), 3071 v(C—H), 2955
v(C—H), 1609 v(C=C), 739 §(C—H). *H NMR (CDCls), 8, ppm: 4.24 (s, 2CH,), 4.42
(s, 2NH,), 6.62 (td, J; = 7.5, J; = 1.4 Hz, 2H,), 6.7 (dd, J1 = 8, J, = 1.3 Hz, 2Hg), 7.14
(td, J1 = 7.6, Jo = 1.5 Hz, 2Hy), 7.23 (dd, J; = 7.6, J, = 1.5 Hz, 2H,). **C NMR (CDCly),
Sc ppm: 36.86 (CHy), 114.87, 115.96, 118.49, 130.98, 131.41, 133.74, 134.62, 135.03,
137.39, 149.26.

Qee

Sekil 2.6. Makrosiklik ligant Ls.
2.1.1.6. 1,2,3,5-tetrakloro-4,6-Bis(2-amino-4-klorotiyofenoksimetil)benzen (Lg)

L3 ligantinda yapilan yontemin aynisi tekrarlandi. Beyaz kat1 madde elde edildi
(2.4 g, 86%). E.n. 181°C. FT-IR (kat1, cm™): 3421, 3321 v(N—H), 3001 v(C—H), 2958
v(C—H), 1601 v(C=C), 717 §(C—H). *H NMR (DMSO-ds), 8 ppm: 4.17 (s, 2CHy),
5.76 (s, 2NH,), 6.41 (dd, J; = 8 J, = 1.8 Hz, 2Hp), 6.76 (d, J = 1.8 Hz, 2H), 6.92 (d, J =



8.3 Hz, 2H,). *C NMR (DMSO-dg), 8¢ ppm: 35.53 (CH,), 112.30, 113.21, 115.63,
130.04, 132.53, 134.14, 135.11, 135.47, 137.94, 151.74.

Q17>

Sekil 2.7. Makrosiklik ligant L.
2.1.2. Genel Makrosiklik Bilesiklerin Sentez Yontemi

250 mL ti¢ boyunlu reaksiyon balonunda kuru CH,Cl, (50 mL) ve kuru piridin
(3 mL) karigtirildi. Damlatma hunilerin birine CH,Cl, (50 mL) ¢oziiciisii igerisinde
diaminli madde (1 mmol) ve diger damlatma hunisine CH,Cl, (50 mL) ¢6ziiciisii
icerisinde diasitli madde (1 mmol) konuldu. Argon atmosferi altinda 0°C sicaklikta 5
saat boyunca damla damla maddeler ilave edildi. Bir gece oda sicakliginda karistirildi.
Coziicii doner buharlastiricida uguruldu ve 1000 mL soguk suyla atildi. Kurutulup

uygun coziiciilerle (aseton, DCM gibi) saflastirma islemi yapildi.

Diasit ( 50 ml CH,ClI,)

50 ml CH,CI, + 5 ml piridin

Soguk su

Manyetik Kar.

Sekil 2.8. Deney diizenegi.



/

X NH, H,N X z
cl
.
S/\Y/\S F

CH,CI, | Piridin

=4
AN
z

X NH HN X
[ I o /\Y /\S I ]
Sekil 2.9. Makrosiklik bilesikler i¢in sentez yolu (M1—Mj1,).

Mi: X =H, Y = m-ksilen, Z=CH

Ma: X =H, Y =m-ksilen, Z=N

Ms: X = CI, Y = m-ksilen, Z=CH

My X =CI, Y =m-ksilen, Z=N

Ms: X = H, Y = 2,4-mesitilen, Z = CH

Me: X =H, Y = 2,4-mesitilen, Z=N

M7: X =CI, Y = 2,4-mesitilen, Z= CH

Mg: X =CI, Y = 2,4-mesitilen, Z=N

Mg: X = H, Y = 2,4,5,6-tetrakloro-m-ksilen, Z = CH
Mio: X =H, Y = 2,4,5,6-tetrakloro-m-ksilen, Z = N
Mi1: X =ClI, Y = 2,4,5,6-tetrakloro-m-ksilen, Z = CH
Mio: X =CI, Y = 2,4,5,6-tetrakloro-m-ksilen, Z = N

Cl
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2.1.2.1. 1,7(1,3),4,10(1,2)-tetrabenzen-3,11-ditiyo-5,9-diaza-6,8-
dioksosiklododecaphane (M,)

Beyaz kati iiriin elde edildi (0.347 g, 72%). E.n. 205°C. MS (ESI) m/z,
CasH22N20,S; hesaplanan: 482.1 bulunan: 483.2 [M + H]. FT-IR (kat;, cm™): 3308,
3247 v(N-H), 3063 v(C—H), 2918 v(C—H), 1682 v(C=0), 1647 5(N-H), 1578 v(C=C),
1513 §(N—H), 744 8(C—H).'H NMR (DMSO-ds), 84 ppm: 4.22 (s, 2CHy), 7.17 (m, H,
2H,), 7.30 (td, J; = 7.5, J, = 1.0 Hz, 2H,), 7.37 (td, J; = 7.6, J, = 1.1 Hz, 2H), 7.73-7.82
(M, 2Hg, 2Hp, Ha, Hi), 8.12 (dd, J; = 7.8, J, = 1.0 Hz, 2Hy), 8.59 (s, Hj), 10.08 (s, 2NH).
3C NMR (DMSO-dg), 8¢ ppm: 38.94 (CH,), 124.58, 125.60, 126.19, 127.95, 128.01,
128.02, 129.44, 129.79, 130.10, 131.19, 132.88, 134.97, 137.32, 137.85, 165.23 (CO).

e

Sekil 2.10. Makrosiklik Bilesik M;.

2.1.2.2. 1(1,3),4,10(1,2)-tribenzen-3,11-ditiyo-5,9-diaza- 6,8-diokso-7(2,6)
piridinesiklododecaphane (M,)

Beyaz kati {iriin elde edildi (0.3 g, 62%). E.n. 167—-169°C. Bulunan (hesaplanan)
[C27H21N30,S;]: C, 68.88 (67.06); H, 4.44 (4.38); N, 8.92 (8.69); S, 13.32 (13.26). FT-
IR (kati, cm™): 3314, 3280 v(N—H), 3055 v(C—H), 2922 v(C—H), 1682 v(C=0), 1576
v(C=C), 1505 §(N-H), 746 8(C—H). 'H NMR (CDCls), 84 ppm: 3.67 (s, 2CH,),
6.88-8.26 (m, 15H), 10.58 (s, 2NH). *C NMR (CDCls), 8¢ ppm: 41.06 (CH,), 120.67,
124.17, 124.79, 125.17, 126.97, 127.74, 128.27, 129.87, 135.92, 137.32, 139.04,
139.23, 148.78, 160.74 (CO).
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Sekil 2.11. Makrosiklik Bilesik M.

2.1.2.3. 4*10*dikloro-1,7(1,3),4,10(1,2)-tetrabenzen-3,11-ditiyo-5,9-diaza-6,8-
dioksosiklododecaphane (Ms)

Beyaz kat1 iiriin elde edildi (0.479 g, 87%). E.n. 230°C. FT-IR (kat1, cm™): 3329
v(N-H), 2922 v(C-H), 1677 v(C=0), 1567 v(C=C), 1505 §(N-H), 705 8(C—H). *H
NMR (DMSO-dg), 34 ppm: 4.23 (s, 2CH,), 7.17 (m, H¢, 2Hg), 7.37 (dd, J; = 8.5, J, = 2.3
Hz, 2He), 7.77 (t, J = 7.8%(2) Hz, Hy), 7.84 (M, 2Hy, Ha), 7.86 (s, 2Hs), 8.13 (dd, J1=7.5,
J,=1.3 Hz, 2Hg), 8.53 (s, Hi), 10.18 (s, 2NH). °C NMR (DMSO-dg), 8¢ ppm: 38.95
(CH,), 123.69, 125.78, 125.82, 128.03, 128.66, 129.57, 129.79, 131.49, 132.13, 134.52,
134.66, 137.17, 139.22, 165.27 (CO).

Q29

Sekil 2.12. Makrosiklik Bilesik M.
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2124 4* 10*-dikloro-1(1,3),4,10(1,2)-tribenzen-3,11-ditiyo-5,9-diaza-6,8-diokso-
7(2,6)piridinsiklododecaphane (My)

Beyaz katt iiriin elde edildi (0.386 g, 70%). E.n. 70°C. FT-IR (kati, cm™): 3344,
3266 v(N-H), 3090 v(C—H), 2916 v(C~H), 1690 v(C=0), 1565 v(C=C), 1508 5(N-H),
733 8(C—H). *H NMR (DMSO-ds), 811 ppm: 4.19 (s, 2CHj), 7.10 (d, J = 1.3 Hz, 2Hy),
7.31 (dd, J, = 8.5, J, = 2.3 Hz, 2H.), 7.56 (s, Hc), 7.83 (d, J = 8.5 Hz, 2Hg), 7.95 (d, J =
2.3 Hz, 2Hy), 8.26 (t, J = 8.2 Hz, Hp), 8.39 (M, H,, 2H,), 11.01 (s, 2NH). **C NMR
(DMSO-ds), 5c ppm: 39.02 (CH,), 122.66, 125.51, 125.65, 127.85, 127.97, 128.05,
128.20, 132.23, 134.99, 136.97, 139.18, 140.57, 148.22, 161.82 (CO).

ae2e

Sekil 2.13. Makrosiklik Bilesik M.

2.1.2.5. 1**C_trimetil-1,7(1,3),4,10(1,2)-tetrabenzen-3,11-ditiyo-5,9-diaza-6,8-
dioksosiklododecaphane (Ms)

Beyaz kat iiriin elde edildi (0.393 g, 75%). E.n. 292°C. Bulunan (hesaplanan)
[C31H2sN20,S;]: C, 71.05 (70.96); H, 5.41 (5.38); N, 5.16 (5.34). MS (ESI) m/z,
Ca1H25N»0,S; hesaplanan 524.70; bulunan: 525.12 [M + H]. FT-IR (kati, cm™): 3323,
3174 v(N—H), 3060 v(C—H), 2963 v(C—H), 1679 v(C=0), 1577 v(C=C), 1514 3(N—H),
747 §(C—H). 'H NMR (CDCls), 84 ppm: 2.31 (s, 2CHs), 2.52 (s, CHa), 4.19 (s, 2CHy),
6.82 (s, Ha), 7.21 (td, J1= 7.6 J, = 1.4 Hz, 2H,), 7.39 (td, J; = 7.8, J, = 1.5 Hz, 2Hy),
7.64 (t,J = 7.8 Hz, Hy), 7.69 (dd, J; = 7.8, Jo = 1.3 Hz, 2Hy), 7.89 (t, J = 1.5 Hz, Hy),
8.14 (dd, J; = 7.8, J, = 1.8 Hz, 2H,), 8.29 (dd, J; = 8.2, J, = 1.1 Hz, 2H), 8.87 (s, 2NH).
3C NMR (CDCls), 8¢ ppm: 15.94 (CHs3), 19.91 (2CHs), 37.41 (CH,), 121.78, 121.96,
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125.26, 126.32, 128.97, 130.13, 130.51, 132.00, 132.41, 133.79, 133.85, 135.99,
136.20, 138.35, 165.63 (CO).

e

Sekil 2.14. Makrosiklik Bilesik Ms.

2.1.2.6. 1***-trimetil-1(1,3),4,10(1,2)-tribenzen-3,11-ditiyo-5,9-diaza-6,8-diokso-
7(2,6)-piridinsiklododecaphane (Mg)

Beyaz kat iiriin elde edildi (0.383 g, 73%). E.n. 273°C. Bulunan (hesaplanan)
[C30H27N302S;]: C, 68.51 (68.54); H, 5.17 (5.18); N, 7.73 (7.99). MS (ESI) m/z,
CaoH27N30,S; hesaplanan: 525.68; bulunan: 526.158 [M + H]. FT-IR (kati, cm™): 3382,
3256 v(N-H), 3055 v(C—H), 2970 v(C—H), 1689 v(C=0), 1577 v(C=C), 1521 8(N-H),
741 8(C—H). 'H NMR (CDCls), 84 ppm: 2.22 (s, 2CHs3), 2.30 (s, CHs3), 4.03 (s, 2CHy),
6.48 (s, Ha), 7.19 (td, J; = 7.5%(2), J, = 1.3 Hz, 2H,), 7.36 (td, J; = 7.7%(2), J, = 1.4 Hz,
2Hg), 7.78 (dd, J, = 7.5, J, = 1.3 Hz, 2Hy), 7.93 (dd, J; = 8, J, = 0.8 Hz, 2H,), 8.15 (t, J =
7.8%(2) Hz, Hy), 8.5 (d, J = 7.5 Hz, 2Hy), 10.57 (s, 2NH). *C NMR (CDCls), 8¢ ppm:
15.91 (CHs), 20.24 (2CHj3), 36.73 (CH,), 122.71, 125.58, 125.89, 127.63, 130.11,
130.15, 131.75, 135.60, 135.76, 136.96, 139.40, 139.60, 148.57, 161.46 (CO).
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Sekil 2.15. Makrosiklik Bilesik M.

2.1.2.7. 4*10*dikloro-12*®-tetrametil-1,7(1,3),4,10(1,2)-tetrabenzen-3,11-ditiyo-5,9-
diaza-6,8-dioksosiklododecaphane (M;)

Beyaz kat iiriin elde edildi (0.450 g, 76%). E.n. 250°C. Bulunan (hesaplanan)
[Ca1Ha6C1N205S5]: C, 62.74 (62.73); H, 4.61 (4.41); N, 4.67 (4.72). MS (ESI) m/z,
Ca1H26C1oN20,S, hesaplanan: 593.59; bulunan: 594.57 [M + H]. FT-IR (kati, cm™):
3278 v(N-H), 3056 v(C—H), 2950 v(C—H), 1666 v(C=0), 1565 v(C=C), 1506 §(N—H),
730 5(C—H). '"H NMR (DMSO-ds), 4 ppm: 2.35 (s, 2CHs), 2.44 (s, CHy), 4.18 (s,
2CH,), 6.84 (s, Ha), 7.41 (dd, J; = 8.4, J, = 2.3 Hz, 2H,), 7.65 (s, Hy), 7.67 (d, J = 2.3
Hz, 2Hy), 7.81 (d, J = 8.5 Hz, 2Hy), 7.93 (dd, J; =7.8, J, = 1.5 Hz, 2H,), 8.21 (t, J=15
Hz, Hf), 10.08 (s, 2NH). *C NMR (DMSO-dg), 8¢ ppm: 15.03 (CHs), 19.34 (2CHy),
35.20 (CH,), 124.87, 126.13, 126.44, 129.50, 130.47, 130.51, 130.89, 131.49, 132.02,
133.48, 135.43, 135.78, 137.66, 138.78, 166.51 (CO).
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Sekil 2.16. Makrosiklik Bilesik M.

2.1.2.8. 4*10*dikloro-12*°-tetrametil-1(1,3),4,10(1,2)-tribenzen-3,11-ditiyo-5,9-
diaza-6,8-diokso-7(2,6)-piridinsiklododecaphane (Mg)

Beyaz kat1 {iriin elde edildi (0.457 g, 77%). E.n. 271°C. Bulunan (hesaplanan)
[C30H25C1N30,S,]: C, 60.69 (60.60); H, 4.17 (4.24); N, 7.04 (7.07). MS (ESI) m/z,
CaoH25CI,N30,S, hesaplanan: 594.57; bulunan: 595.64 [M + H]. FT-IR (kati, cm™):
3268 v(N-H), 3070 v(C—H), 2952 v(C—H), 1688 v(C=0), 1567 v(C=C), 1510 §(N—H),
734 3(C—H). 'H NMR (DMSO-ds), 8 ppm: 1.87 (s, 2CHs), 2.0 (s, CHs), 3.77 (s,
2CH,), 6.3 (s, Ha), 7.26 (dd, J, = 8.3, J, = 2.3 Hz, 2H,), 7.62 (d, J = 8.3 Hz, 2Hy), 8.23
(m, Hs, 2Hg), 8.36 (d, J = 2.5 Hz, 2H,), 10.86 (s, 2NH). **C NMR (DMSO-ds), 8¢ ppm:
14.68 (CH3), 19.11 (2CHs), 35.28 (CH,), 120.16, 123.90, 124.68, 124.79, 127.57,
129.47,131.16, 133.91, 135.49, 135.94, 136.89, 140.15, 148.49, 161.10 (CO).
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Sekil 2.17. Makrosiklik Bilesik Mg,

2.1.2.9. 1***%tetrakloro-1,7(1,3),4,10(1,2)-tetrabenzen-3,11-ditiyo-5,9-diaza-6,8-
dioksosiklododecaphane (M)

Beyaz kat1 iiriin elde edildi (0.440 g, 71%). E.n. 300°C iistii. Bulunan
(hesaplanan) [CysH1sCI4N20,S,]: C, 54.06 (54.21); H, 2.90 (2.92); N, 4.43 (4.52). MS
(ESI) m/z, CagH1CI4N,0,S; hesaplanan: 620.40; bulunan: 621.30 [M + H]. FT-IR
(kat1, cm™): 3267 v(N-H), 3060 v(C—H), 2950 v(C—H), 1667 v(C=0), 1580 v(C=C),
1520 3(N—H), 752 8(C—H). *H NMR (DMSO-dg), 8 ppm: 4.48 (s, 2CH,), 7.37 (dd, J;
=75,J, =15 Hz, 2H,), 7.43 (td, J, = 7.3, J, = 1.3 Hz, 2Hy), 7.62 (dd, J; = 6.3, ), = 1.4
Hz, 2Hq), 7.68 (t, J = 7.6 Hz, Hy), 7.9 (dd, J; = 7.8, J, = 1.3 Hz, 2H,), 7.97 (d, J = 7.8
Hz, 2H,), 8.26 (s, Hy), 9.89 (s, 2NH). *C NMR (DMSO-ds), 8c ppm: 38.13 (CH,),
124.88, 125.59, 126.65, 128.58, 129.37, 130.84, 132.38, 133.75, 130.12, 135.20,
135.25, 135.29, 135.36, 138.05, 165.99 (CO).
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Sekil 2.18. Makrosiklik Bilesik Mg.

2.1.2.10. 1***®_tetrakloro-1(1,3),4,10(1,2)-tribenzen-3,11-ditiyo-5,9-diaza-6,8-
diokso-7(2,6)-piridinsiklododecaphane (M)

Beyaz kat1 {iriin elde edildi (0.447 g, 72%). E.n. 175°C. Bulunan (hesaplanan)
[C27H17ClsN30,S,]: C, 52.29 (52.19); H, 2.85 (2.76); N, 6.63 (6.76). MS (ESI) m/z,
C,7H17CIuN30,S, hesaplanan: 621.38; bulunan: 622.39 [M + H]. FT-IR (kati, cm™):
3353, 3281 v(N-H), 3059 v(C—H), 1684 v(C=0), 1577 v(C=C), 1520 §(N-H), 744
8(C—H). NMR (CDCls), 8y ppm: 4.26 (s, 2CHy), 7.25 (td, J; = 7.5, J, = 1.1 Hz, 2Hy),
7.46 (td, J, = 7.8, J,= 1.4 Hz, 2H,), 7.83 (dd, J; = 7.8, J,= 1.3 Hz, 2Hg), 7.98 (d, J = 8
Hz, 2H,), 8.15 (t, J = 7.8 Hz, Hy), 8.47 (d, J = 7.8 Hz, 2H,), 10.36 (s, 2NH). *C NMR
(CDCly), 8¢ ppm: 39.61 (CH,), 122.96, 125.42, 126.37, 127.39, 131.06, 131.81, 132.95,
133.22, 135.99, 137.37, 137.82, 139.80, 148.18, 160.96 (CO).
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Sekil 2.19. Makrosiklik Bilesik M1g.

2.1.2.11. 1% 4% 10*-heksakloro-1,7(1,3),4,10,(1,2)-tetrabenzen-3,11-ditiyo-5,9-
diaza-6,8-dioksosiklododecaphane (M)

Beyaz kat1 {iriin elde edildi (0.537 g, 78%). E.n. 140°C. Bulunan (hesaplanan)
[C2eH16C1sN20,S;]: C, 48.84 (48.79): H, 2.40 (2.34); N, 4.25 (4.06). FT-IR (kat1, cm™):
3321 v(N-H), 3063 v(C—H), 2960 v(C-H), 1682 v(C=0), 1600 v(C=C), 1567, 1508
S(N-H), 714 8(C—H). *H NMR (DMSO-dg), 81 ppm: 4.49 (s, 2CH,), 7.44 (dd, J; = 8.5,
J2=2.3Hz, 2Hp), 7.70 (t J = 7.8 Hz, He), 7.76 (d J = 2.3 Hz, 2H,), 7.95 (d, J = 8.5 Hz,
2H,), 7.98 (dd, J; = 7.5, J,= 1.5 Hz, 2Hy), 8.17 (t, J = 1.5 Hz, Hy), 10 (s, 2NH).
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Sekil 2.20. Makrosiklik Bilesik M.

2.1.2.12. 1%*°® 4% 10%-heksakloro-1(1,3),4,10,(1,2)-tribenzen-3,11-ditiyo-5,9-diaza-
6,8-diokso-7(2,6)-piridinsiklododecaphane (M15)

Beyaz kat1 {iriin elde edildi (0.579 g, 84%). E.n. 278°C. Bulunan (hesaplanan)
[C27H15ClsN302S5]: C, 47.20 (46.98); H, 2.23 (2.19); N, 6.20 (6.09). MS (ESI) m/z,
C,7H15ClgN30,S, hesaplanan: 690.27; bulunan: 691.75 [M + H]. FT-IR (kati, cm™):
3348, 3273 v(N-H), 2959 v(C—H), 1694 v(C=0), 1570 v(C=C), 1523 §(N-H), 749
8(C—H). 'H NMR (DMSO-dg), 814 ppm: 4.26 (s, 2CHy,), 7.24 (dd, J;= 8.2, J, = 2.3 Hz,
2Hp), 7.77 (d, J = 8.3 Hz, 2H,), 8.06 (d, J = 2.3 Hz, 2H,), 8.17 (t, J = 7.8%(2) Hz, He),
8.47 (d, J = 7.8 Hz, 2Hg), 10.22 (s, 2NH). *C NMR (DMSO-ds), 8¢ ppm: 39.73 (CH,),
123.08, 125.77, 125.91, 126.55, 132.04, 132.85, 133.29, 136.05, 136.85, 138.53,
139.97, 140.72, 147.95, 160.91 (CO).
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Sekil 2.21. Makrosiklik Bilesik Mj5.

2.2. FARMAKOLOJi

Antimikrobiyal aktiviteler i¢in gram pozitife karsi (Escherichia coli, Enterobacter
Aerogenes, Klebsiella Pneumoniae, Salmonella Typhi, Salmonella Typhimurium,
Proteus Vulgaris, Pseudomonas Aeruginosa, Pseudomonas Fluorescens, Pseudomonas
Extorquens) gram negatife kars1 (Staphylococcus Aureus, Staphylococcus Epidermidis,
Bacillus Cereus, Bacillus Subtilis, Bacillus Brevis, Bacillus Megaterium, Micrococcus
Luteus, Micrococcus Flavus, Listeria Monocytogenes, Mycobacterium Smegmatis),
bakterileri ve maya kiltirine karsi (Kluyveromyces Fragilis, Rhodotorula
Rubra,Candida, Albicans,Candida, Parapsilosis,Candida, Tropicalis, Cryptococcus
Neoformans, Cryptococcus Laurentii, Hanseniaspora Guilliermondii, Debaryomyces

Hanseni) disk difiizyon ve seyreltme yontemi kullanilda.

2.2.1. Biolojik Veriler

Standardize edilen o6rnekler sunlardir: Amikacin (en ¢ok ciddi tedavilerde
kullanilir, bircok ilaca direng gosteren gram negatif bakteriler Pseudomonas
aeruginosa, Acinetobacter, Enterobacter ile hastane enfeksiyonlarindada kullanilir),
Cefotaxime (Gram pozitif ve Gram negatif bakterilere karsi genis spektrumlu aktiviteye
sahiptir), Ampicilin (Gram pozitif ve bazi gram negatif bakterilere niifuz edebilir),
Vancomycin (Gram pozitif bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde ve

korunma i¢in kullanilan glycopeptid antibiyotiktir).
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Nystatin: (Candida igeren, bir¢ok kiif ve maya enfeksiyonlarma duyarli olan
polien bir antifungal ilactir), Ketoconazole (cilt tedavisi ve mantar enfeksiyonlarini
onlemek i¢in kullanilan sentetik bir antifungal ilagtir), Clotrimazole (mantar
enfeksiyonlarmin tedavisinde yaygmn olarak kullanilan antifungal bir ilagtir),
Gentamicin (6zellikle Gram-negatif bakterilerin neden oldugu bircok cesit bakteriyel

enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan bir aminoglikozid antibiyotiktir) [41].

Amikacin: Bakteriyel inaktivasyona karsi yiiksek direng gosterir. Cogu bakteri
inaktif enzimler tarafindan saldirilara dayaniklidir. Bu Lhydroxyaminobuteroyl Amid
(L-HABA) tarafindan gergeklestirilir. Amino seker halkada Asetilasyonu,
fosforilasyonu ve adeninlesmeyi inhibe eden N-3 e bagli pargadir. (C-2, C-3, C-4) [41].

Cefotaxime: Hiicre duvarlarinin peptidoglikan sentezinin son transpeptidation
adimmi inhibe eden bir veya daha fazla penisilin baglayici proteinlere (PBPs)
baglanarak bakterilerin hiicre duvari sentezini inhibe eder. Hiicre duvari birlesimi
tutulurken Otolitik enzimlerin (otoliz ve miirein hidroliz) siirekli aktif olmas1 sebebiyle

bakteri pargalanmasi gerceklesir [41].

Nystatin: Mantar hiicre zarinin énemli bir bileseni olan ergosterolii baglar. Hiicre
icinde yeterli konsantrasyonda K* sizintisina ve mantar dliimiine yol agan porlara

doniisiir. Bu yiizden Ergosterol, mantarlar i¢in olduk¢a benzersizdir [41].

Ketoconazole: Antifungal olarak, mantar sentezini engelleyen ergosterole ve
yapisal olarak imidazole benzerdir. Ketoconazoleun esas isi tiim azol antifungal ajanlar

gibi, cytochrome alphademethylase enzimi (P45014DM) inhibe etmektir [41].

Ampicillin:  Agizdan alindiginda aktif Dbilesiktir ve genellikle yaygimn
enfeksiyonlara karsi ilk savunma hattidir. Elektron varligi nedeniyle bu bilesikler

direncli bir asittir.

Vancomycin: Hekzapeptidin sabit konformasyonu Vancomysin’in essiz

mekanizmasinin etkisi i¢in 6nemlidir. Bu etki hiicre duvarimin yapi taslar1 yerine bir
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protein ya da niikleik asit hedeflemeyi igerir. Ciinkii Vankomisin biiyiik bir molekiildiir

ve sterik engel gorevi goriir. Thetransglycosidase enzimlerinin erisimini engeller.

Gentamicin: Bakteriyal ribozomlara baglanma ile protein sentezi inhibe olur.
Baglanma 30S ribozamal alt birime ve mRNA boyunca ribozomun hareketinin
Onlenmesine Ozgiidiir. Boylelikle mRNA {izerinde tglii kod artik okunabilir. Bazi
durumlarda, protein sentezi sona erer ve kisaltilmis proteinler hiicre zar1 iginde baglanir.

Bu hiicre gegirgenliginin daha da artmasina sebep olabilir.

2.2.2. Yontemler
2.2.2.1. Disk difiizyon yontemi

Literatiirdeki sterilize edilmis antibiyotik diskler (6 mm) kullanildi. Deneyler i¢in
gerekli konsantrasyona gore makromolekiiler ligantlarin taze stok soliisyonlari
DMSO’da hazirlandi. Solventin bakteri biiylimesi iizerine etkisi yoktur. Bundan emin
olmak i¢in aynen deneylerde kullanilan prosediirler gibi DMSO takviye edilerek kontrol
tesleri yapildi. Tiim bakteriler sivi besiyerinde 24 saat i¢cin 30°C’ de inkiibe edildi.
Maya 48 saat Malt ekstrakti besiyerinde inkiibe edildi. Diskler soliisyon ile agilanmis
agara yerlestirilir ve sirasiyla bakteri ve maya igin 35°C (24 saat) ve 25°C (72 saat)
inhibe edildi. Her iki durumda da {i¢ niisha test yapilir ve ortalamasi alinarak son deger

bulundu [41,42].

2.2.2.2. Seyreltme yéntemi

Klinik mikrobiyal el kitabinda ki yontem takip edilerek, hazirlanan kiigiik sivi
besiyerinin antibakteriyel ve antifungal aktivitelere bakilir. Tiim bakteriler inhibe edilir
ve besin s1v1 besiyeri i¢inde 30°C’de 24 saat asilanarak aktive edilir. Tiim mayalar ise
malt ekstrakti besiyerinde 48 saat inkiibe edilir. Bilesikler (2 mg ml™) DMSO igerisinde
cozdiiriiliir sonra diizeltilmis Mueller Hinton besiyerinde seyreltilir. 200 pg ml’den 1.56
ug ml™ ya kadar MIC degerlerini belirlemek icin bilesiklerin iki kat seri
konsantrasyonlari istihdam edilir. Kiiltiirler 37°C’de (20 saat) yetistirilir.

Son agilama (mikroorganizmaya) yaklagik 106 cfu ml™ dir. Test kiiltiirleri

37°C’de (24 saat) inkiibe edilir. Antimikrobiyal ajanlarin diisiik konsantrasyonlarda 22
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mikroorganizmanin tam inhibisyonu sonucunda (MIC) pg ml™ degerleri temsil edilir.

Her iki durumda da ti¢ niisha testler yapilir ve sonug ifade edilir [43].

2.3. iYON TRANSFER

Na® ve K' iyonlarinin fiziksel ve kimyasal oOzellikleri birbirine oldukga
benzemektedir. Ozdes koordinasyon geometrisine sahip ve su molekiilleri ile benzer
baglar kurabilmektedir. Bu benzerlige ragmen biyolojik olaylarda transmembran
proteinler sorumlulugunda K* iyonu Na* iyonuna nazaran 10°-10* kat daha secicilikle
ayrim yapilabilmektedir. Ac¢ik gozenekleri ve farkli oyuk caplarina sahip yeni
siklophane yapilar amfipatik 6zellik gostermesiyle biyolojik sistemlerde iyon tasiminda
ve iyon filtreleme sistemlerinde yararli olacaktir [36].

Makrosiklik amit bilesigi (Mg) (65 mg 0.1 mmol) diklorometan ¢6ziiciisii iginde
coziilerek (60 mL) U tiipii (Sekil 3.39) seklindeki cam kapa aktarildi. Es zamanli olarak
U tiipiin bir kolonuna, NaCI (1.17 g/6 mL saf su) ¢ozeltisi koyulurken, diger kolona ise
6 mL saf su koyuldu. Bagka bir U tiipiine, benzer bir islemde KCI (1,49 g/6 mL saf su)
cozeltisi koyuldu. Diklorometan ¢ozeltisi 72 saat boyunca karistirildi. 72 saat sonra
kolonlardaki NaCl ve KCI miktar1 tespit edildi. Bu islem M; ve Mg bilesikleri i¢inde
uygulandi.



BOLUM 3

SONUCLAR VE TARTISMALAR

3.1. INFRARED SPEKTROSKOPI CALISMALARI
3.1.1. Diaminler ve Makrosiklik Bilesiklerin Spektroskopi Calismalar:

Li—Le ligantlarin spektrumlar1 3 karakteristik bolgeye ayrilarak incelenebilir:
3460-2900 cm™ arasinda —NH, (asimetrik ve simetrik gerilme), v(C—H) aromatik, v(C—
H) alifatik titresimler, 1610-1590 cm™ arasinda aromatik halka gerilmesi v(C=C) ve
780-702 cm™ arasinda ise 8(C=H) titresimi goriinmektedir. Ayrica 2-aminotiyofenol
ve 2-amino-4-klorotiyofenoksimetil de bulunan (-SH) pikinin (= 2550 cm™)
kayboldugunu titresim spektrumlarinda goériinmektedir.

Halkal1 bilesikler i¢in titresim spektrumlari, iki karakteristik bolgeleye ayrilarak
ele almabilir: 3380-3170 cm™ arasinda vas(N—H), vs(N—H) titresimleri, 1700—1500 cm™
arasinda ise v(C=0), v(C=C), 6(N—H) titresim dalgalar1 goriinmektedir. Ligantlarda
goriilen —NH, (N-H) (= 3400 cm™) ve asit kloriir COCI v(CO), (1750 cm™) gruplart
yapilan bilesiklerde gézlenmedi. Yapilan makrosiklik bilesiklerde peptit bagin olusumu
nedeniyle 1690-1660 cm™ arasinda v(C=0), ve 1523-1500 cm™ arasinda 8(N—H)

titresiminin goriilmesi amit baginin olustugunu gostermektedir (Sekil 3.1-3.12).

24
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3.2. NUKLEER MANYETIK REZONANS CALISMALARI
3.2.1. L;-Lg Niikleer Manyetik Rezonans Calismasi

'H NMR spektrumunda L;—Lg ligantlarinda bulunan —CH,— proton pikleri
3.80—4.25 ppm arasinda goriinmekte ve bu ligantlarda bulunan primer amino grup
protonlar1 4.20-5.70 ppm arasinda genis pik olarak gelmektedir. Aromatik protonlar
6.40—7.35 ppm arasinda pikler vermektedir. L3 ligantina D,0 ilave ederek NH, (4.28
ppm) pikinin kayboldugunu yerine DOH (4.78 ppm) pikinin geldigi goriildi. L3 ve Ly
de bulunan —CHs protonlar1 2.20-2.35 ppm arasinda gelmektedir. *C NMR
spektrumunda —CH,— karbon atomlar1 35—40 ppm arasinda, Lz ve L, de bulunan —CHjs
karbon atomlari 14.90—19.85 ppm arasinda, aromatik yapilardaki karbon pikleri
112.3-151.75 ppm arasinda goriinmektedir (Sekil 3.13—3.18).
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3.2.2. Makrosiklik Bilesiklerin Niikleer Manyetik Rezonans Calismasi

'"H NMR spektrumunda L;—Lg’da goriilen —NH, (4.26-5.76 ppm) piki kaybolarak
yerine makrosiklik bilesiklerde bulunan (CONH) amit bagindaki protonlar 8.85-11.05
ppm arasinda pikler vererek istenilen molekiiliin oldugunu bize gostermektedir.
Aromatik protonlarin ise 6.3—-8.6 ppm arasinda pikler verdigi goriinmektedir. Olusan
amit bagi metilen gruplarina uzak kaldig1 i¢in metilen gruplarinda kayma gézlenmemis,
ligantla hemen hemen ayni yerde pik vermistir.

BC NMR spektrumunda makrosiklik yapilardaki (2CH,) karbon atomlar
35.20-41.05 ppm arasinda goriinmekte ve ligantlarda bulunan metilen gruplarinin
onemli bir kimyasal kaymaya ugramadig: fikrini vermektedir. Asit kloriir yapisindaki
COCI v(C=0) grubu (= 170 ppm)’de pik verirken, makrosiklik yapilarin **C NMR
spektrumunda bu grup goériinmeyip Yyerine 160.70-166.50 ppm arasinda amit bagi
(CONH) piki olusarak istenilen bilesigin oldugu goriinmektedir. Ms—Mg de bulunan
(3CHj3) karbon atomlar1 herhangi bir kimyasal kaymaya ugramayarak 15.05—20.25 ppm

arasinda pikler verdigi goriinmektedir.
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3.3. KUTLE SPEKTRUM CALISMALARI
3.3.1. Makrosiklik Bilesiklerin Kiitle Spektrum Calismasi

Kiitle spektrumunda elektronik etki sayesinde halkali peptitlerin yapisinin
aydinlatilmas1 hakkinda 6nemli bilgiler vermektedir. Bu bilesiklerin ayni zamanda
parcalanmis molekiillere karsilik gelen iyon piklerine bakilarakta yapinin parcalanis
bi¢imini hakkinda fikir verebilir. Genellikle yapilan halkali peptitlerde [M + H]"
degerlerine bakildiginda bilesiklerin [1+1] katilma reaksiyonuna girdigi gériinmektedir.
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Sekil 3.31. M; Kiitle spekturumu.
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3.4. ANTIMIKROBIYAL AKTIiVITE CALISMALARI

Makrosiklik bilesiklerin antimikrobiyal aktiviteleri canli disinda inhibisyon
bolge(mm) ve MIC degerleri beraber karsilastirilmis ve sonuglart Tablo 3.1.-3.4.’de
verilmistir. Inhibisyon bolgesi, mikrobiyal ajan tarafindan mikrobiyal gelismenin
engellenmesinde etkilidir veya temiz bolgedir yani bulunmama gostergesidir. Eger
bakteriler antibiyotige duyarli ise disk yakinlarinda gelisemezler. Bélgenin boyutlar
organizmanin ne kadar duyarli oldugu ile orantilidir. Eger organizma antibiyotige
direngli ise diskin yukarisina dogru biiyiiyecektir. Yiiksek antimikrobiyal aktiviteye
karsilik gelen inhibisyon bolgesi daha biiylik olur diyebiliriz. Mikroorganizmalarin
biiylimelerini inhibe eden antimikrobiyal ajanlarin en diisiik konsantrasyonu MIC
degerlerini verir. Antibiyotiklerin antimikrobiyal aktivitesinin artmastyla MIC degerleri

azalmaktadir.

3.4.1. Ms—M3, Ligantlarinin Antibakteriyel Aktivite Calismasi

Biitlin bislesikler standart antibakteriyel ajanlarla karsilastirirsak gram negatif ve
gram pozitif bakterilere kars1 az oranda daha yiiksek antibakteriyel aktivite gosterir.
Ormegin Cefotaxim, Penicillin ve Ampilicin ile kiyaslayacak olursak Staphylococus



62

aureus ve Bacillus cereus karsi Mg liganti daha yiiksek antibakteriyel aktivite gosterir.
Veriler Mg ve My, ligantinin bazi bakterilere karsi (PE, AM, CT ve VA ya kars1 Listeria
monocytogenes, Proteus vulgaris) daha yiiksek aktiviteye sahip oldugunu
gostermektedir.

Fakat bazi ligantlar gram negatif ve gram pozitif bakterilere (Escherichia coli,
Micrococcus luteus, Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris) karsi ayn1 yada daha

diistik antibakteriyel aktiviteye sahiptir.

3.4.2. Ms—M; Ligantlarinin Antifungal Aktivite Calismasi

Baz1 maya kiiltiirlerine kars1 makrosiklik bilesikler ile NY, KE ve CL standart
antifungal reaktifleri karsilagtirildi. Biitin bu Dbilesikleri standart reaktiflerle
karsilagtirirsak Mg, M1 ve Mj, bilesiklerinin  yiiksek aktiviteye sahip oldugu
goriilmektedir. Bu bilesikler arasindan Mg, M;j, bilesikleri NY, KE, CL ile
karsilastirildiginda Kluyveromyces Fragilis ve Debaryomyces hansenii’e karst daha
yiikksek aktivite gostermektedir. Mj; bilesigi Debaryomyces hansenii’ye karsi daha

yiiksek aktiviteye sahiptir.
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Tablo 3.1. (Ms—Ms) Bilesiklerinin ve standart reaktiflerin (inhibisyon zonu mm) In
vitro antimikrobiyal aktiviteleri

Mikroorganizma Ms M¢ M; Mg PE AM CT VA NY KE CL

Staphylococcus

10 14 16 18 13 16 12 13 - - -
aureus”
Bacillus cereus™ 12 14 17 19 14 12 14 18 - - -

Micrococcus luteus™ 13 14 15 17 36 32 32 34 - - -

Listeria

10 14 16 17 10 12 16 26 - - -
monocytogenes™
Escherichia coli 14 14 17 16 18 12 10 22 - - -
Proteus vulgaris 12 15 16 18 10 16 18 20 - - -
Klebsiella

12 15 18 16 18 14 13 22 - - -
pneumoniae
Pseudomonas

10 15 17 16 8 10 54 10 - - -
aeruginose

Kluyveromyces

13 16 17 30 - - - - 18 16 18
fragilis
Rhodotorula rubra 15 13 16 17 - - - - 18 22 16
Candida albicans 14 14 16 18 - - - - 20 21 15
Debaryomyces

12 14 16 17 - - - - 16 14 18
hansenii

Gram®, Gram~, PE, Penicillin G (10 Units); AM, Ampicillin 10 pg; CT, Cefotaxime 30
ug; VA, Vancomycin 30 pug; NY, Nystatin 100 ug; KE, Ketaconazole 20 pg; CL,
Clotrimazole 10 pg.
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Tablo 3.2. (Mg—M,) Bilesiklerinin ve standart reaktiflerin (inhibisyon zonu mm) In
vitro antimikrobiyal aktiviteleri.

Mikroorganizma Mg Myp My M PE AM CT VA NY KE CL

Staphylococcus
12 14 17 17 13 16 12 13 - - -
aureus™

Bacillus cereus” 12 12 15 19 14 12 14 18 - - -
Micrococcus

15 16 18 20 36 32 32 34 - - -
luteus™
Listeria

14 14 20 18 10 12 16 26 - - -
monocytogenes™

Escherichiacoli 15 14 17 19 18 12 10 22 - - -

Proteusvulgaris 12 15 20 18 10 16 18 20 - - -

Klebsiella

14 14 18 16 18 14 13 22 - - -
pneumoniae
Pseudomonas

10 14 16 18 8 10 54 10 - - -
aeruginose

Kluyveromyces

13 15 20 26 - - - - 18 16 18
fragilis
Rhodotorula

15 13 16 22 - - - - 18 22 16
rubra
Candida albicans 14 14 22 18 - - - - 20 21 15
Debaryomyces

12 14 20 19 - - - - 16 14 18
hansenii

Gram®, Gram™~, PE, Penicillin G (10 Units); AM, Ampicillin 10 pg; CT, Cefotaxime 30
ug; VA, Vancomycin 30 pug; NY, Nystatin 100 ug; KE, Ketaconazole 20 pg; CL,
Clotrimazole 10 pg.
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Tablo 3.3. (Ms—Mg) Bilesiklerinin ve standart reaktiflerin In vitro antimikrobiyal
aktiviteleri (MIC, pg/mL)

Mikroorganizma/Bilesik Ms Ms M- Mg GEN NY
Staphylococcus aureus” 25 125 125 625 25 -
Bacillus cereus” 25 125 125 625  6.25 —
Micrococcus luteus” 50 25 25 25 25 —
Listeria monocytogenes” 25 25 6.25 6.25 12.5 —
Escherichia coli™ 25 125 6.25 3.125 6,25 —
Proteus vulgaris™ 25 125 31125 6.25 6.25 —
Klebsiella pneumoniae™ 25 125 6.25 3125 6.25 —
Pseudomonas aeruginose 50 25 125 6.25 6,25 —
Kluyveromyces fragilis 25 125 125 6.25 — 6,25
Rhodotorula rubra 25 125 6.25 3.125 — 6,25
Candida albicans 125 125 3125 6.25 — 3,125
Debaryomyces hansenii 25 125 125 6.25 — 12,5

Gram®, Gram™, GEN, Gentamycin; NY, Nystatin.
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Tablo 3.4. (Mg—M3,) Bilesiklerinin ve standart reaktiflerin In vitro antimikrobiyal
aktiviteleri (MIC, pg/mL)

Mikroorganizma/Bilesik Mg Mp Mgy M1 GEN NY
Staphylococcus aureus” 25 25 6.25 6.25 25 —
Bacillus cereus” 25 125 125 6.25 6.25 —
Micrococcus luteus” 50 25 12.5 25 25 —
Listeria monocytogenes” 25 25 6.25 6.25 12.5 —
Escherichia coli~ 25 125 3125 6.25 6,25 —
Proteus vulgaris™ 25 125 3125 6.25 6.25 —
Klebsiella pneumoniae™ 25 125 6.25 3.125 6.25 —
Pseudomonas aeruginose 50 25 125 6.25 6,25 —
Kluyveromyces fragilis 25 125 3125 6.25 — 6,25
Rhodotorula rubra 25 125 6.25 3.125 — 6,25
Candida albicans 125 125 3125 6.25 — 3,125
Debaryomyces hansenii 25 125 6.25 6.25 — 12,5

Gram®, Gram~, GEN, Gentamycin; NY, Nystatin.
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3.5.1YON TRANSFER CALISMALARI

72 Saat boyunca karistirilan tiipiin kolonlarindaki tuz miktarlarin bakildiginda
My bilesigi i¢in K* iyonunun (500 mg) gectigi, Na’ iyonunun ise hi¢ ge¢medigi
gostermistir. Bu sonugla Na® iyonunun (0.95 A° iyon yarigapi) ¢ap1 ile makrosiklik
bilesiginin (Mg) ¢apimin uyusmadigi ama K (1.33 A° iyon yarigap1) iyonunun capi ile
makrosiklik bilesiginin (Mg) c¢apmin uyustugunu soyleyebiliriz. Baska bir deneyde
benzer siklophane bilesiginde (M1) ayn1 degerler kullanilarak yapildiginda herhangi bir
iyon transferi gozlenmedi. (Mg) siklophane bilesigi ile yapildiginda Na* (90 mg) ve K*
(169 mg) iyonunlarini1 gegirdigi yapilan deneyde goriildii.

NacCl
H.0 KCl

H,O

N

CH,CI, (60 mL) icinde
siklophane

Sekil 3.39. Iyon Transfer Semasi



BOLUM 4

SONUC VE YORUM

Bu ¢alismada yeni diaminlerin (L;—Lg) ve yeni makrosiklik amitlerin (M;—Myy)
sentezi gergeklestirilmistir. 6 farkli diamin (L;—Lg) ve 2 farkli diasit kloriir (piridin-2,6-
dikarbonil dikloriir ve isoftaloil kloriir) kullanilarak yeni 12-liyeli makrosiklik amitler
(M;—My,) sentezlenmistir. Elementel analiz, Kiitle spektroskopisi, FT-IR, *H NMR ve
3C NMR spektrumlart makrosiklik bilesiklerin ve diaminlerin saf oldugunu agik¢a
gostermektedir.

Makrosiklik amitlerin reaksiyonu, ¢ok seyreltik ortamda ve uzun siirelerde
gerceklestirilmesinden dolayr [1 +1] katilmasi vermesi kiitle spektrumlarinda
goriilmektedir. Diger spektrumlarda, maddenin saf olarak elde edildigini
dogrulamaktadir. Bu makrosiklik yapilarin erime noktalarina bakildiginda termal olarak
kararli oldugunu gormekteyiz. Coziiniirlikleri ise DMSO hari¢ diger organik
¢oOziciilerde ¢ok diistiktiir, suda hi¢ ¢6ziinmez.

Ms—Mi, ligandlarin antimikrobiyal ve antifungal aktiviteleri bazi bakteri ve
maya kiiltlirlerine kars1t disk diflizyon ve seyreltme yontemi ile belirlenmistir. Bazi
makrosiklik amitlerin baz1 maya ve bakteriler kars1 direngli oldugu gézlemlenmistir.
Disk difiizyon yontemi uygulanan Mg, M, makrosiklikleri Staphylococcus aureus ve
Bacillus cereus‘a kars1 piyasadaki bazi antibiyotiklerden daha yiiksek antimikrobiyal
aktivite gostermistir. Antifungal degerlere bakildiginda Mg Mi; ve My, bilesiklerinin
standart antifungallerden (NY, KE ve CL) daha etkili sonug (6zellikle, Kluyveromyces
fragilis ve Debaryomyces hansenii tiirlerine kars1) verdigi Tablo 3.1-3.2.°de

gosterilmistir.
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Iyon transfer calismalarinda, molekiiliin sekli ve diizlemdeki yeri énemli olup,
makrosiklik bilesiklerinin oyuk ¢apininda iyon taginiminda da 6nemli bir faktor oldugu
gozlemlenmistir. Iyon transfer calismasinda siklofan yapisinin biyolojik agidan énemli

olup potansiyel bir iyon filtreleme sistemi olarak kullanabilir.
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