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ONSOZ

Ilag etken maddelerinin sentezi ve kimyasal ézellikleri ilgimi ¢ektigi i¢in eczacilik
fakiiltesinde Ogrenim goérmeyi tercih ettim. Eczacilik egitimim sirasinda Farmasotik
Kimya Anabilim Dali’nda yiiksek lisans yapmaya karar verdim. Tez konumun esasin
olusturan indol tiirevi bilesiklerin sentezleri sayesinde ilag etken maddesi gelistirebilme
imkam buldum. Indol tiirevi bilesiklerin Medisinal Kimyadaki tartisilmaz &nemi
nedeniyle bu konuda bir tez ¢alismasi gergeklestirmek ve bu bilesiklerin antioksidan
aktivitelerini arastirmak danigsman hocam ile birlikte verdigimiz ortak bir karar oldu.
Bilesiklerin sentezlenmesi sirasinda bazi zorluklarla karsilagsam da 22 adet indol
hidrazid ve hidrazon tiirevi bilesigi basar1 ile sentezleyerek yapilarini ileri enstriimental
tekniklerle aydinlattim. Antioksidan aktiviteleri degerlendirilen bilesiklerimin standart
madde olan melatoninden ¢ok daha fazla aktif olmasi tez ¢alismamin basar ile
sonu¢landigini géstermektedir.

Yiiksek lisans ¢aligsmalarim sirasinda bilgi ve deneyimleriyle bana yol gosteren, her
zaman, her konuda destek olan ve yardimlarimi hi¢bir zaman esirgemeyen, bilgi ve
tecriibesini benimle paylasan, giiler yiliz ve sabirla beni dinleyen ve yonlendiren degerli
danismanim sevgili hocam sayin Prof. Dr. Sibel Siizen’e sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Farmasotik Kimya Anabilim Dali bagkani sayin Prof. Dr. Erdem Biiyiikbingél’e,
sentezledigim bilesiklerin "H-NMR, "*C-NMR ve MASS analizlerinde bana yardim
eden sayimn Prof. Dr. Hakan Goker’e ve elementel analizlerimi yapan Dr. Ecz. Mehmet
Alp’a tesekkiirlerimi sunarim.

Aktivite tayin ¢alismalarimi yapan Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Toksikoloji Anabilim 6gretim {iyesi sayin Prof. Dr. Tiillay Coban’ a tesekkiirlerimi
sunarim.

Her zaman ilgi ve desteklerini gordiigiim Farmasotik Kimya Anabilim Dali
Ogretim tiyesi hocalarima, ¢alismalarim sirasinda yardimlarini esirgemeyen doktora ve
Y lisans 6grencisi olan arkadaslarima tesekkiirlerimi sunarim.

Son olarak, TUBITAK Yurt I¢i Yiiksek Lisans Burs Programi (2210)
cercevesinde yiiksek lisans egitimim siiresince sagladiklar1 burs destegi icin TUBITAK’
a tesekkiirlerimi sunarim.
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5-HT 5-Hidroksi Triptamin

5-HTP 5-Hidroksi Triptofan

6-OHM 6-Hidroksi Melatonin

AAPH 2,2’-Az0-Bis (2-Amidinopropan) Dihidroklorid
AFMK N-Asetil-N’-formil-5-metoksikinuramin

AIS Amiyotropik Lateral Skleroz

CAT Katalaz

CDK Sikline bagimli kinazlar (Cyclin Dependent kinase)
CRF Kronik bobrek yetmezligi (Cronic Renal Failure)
DIM 3.3’-diindolilmetan

DMF N.N-Dimetilformamid

DMPO 5,5-dimetil pirolin N-oksit

DMSO Dimetil siilfoksit

DNA deoksiribo niikleik asit
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GSSG Glutatyon distilfit formu
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LP Lipid peroksidasyonu
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MDA Malondialdehit

mRNA Mesajci Ribo Niikleik Asit
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NOS Nitrik Oksit Sentaz

ONOO Peroksinitrit radikali

PBS Fosfat tampon tuzu (phosphat buffered saline)
POCl; Fosforoksikloriir

RAT Reaktif Nitrojen Tiirleri

ROB Reaktif oksijen Bilesikleri

ROT Reaktif Oksijen Tiirleri
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1.GIRIS

Reaktif oksijen tiirleri (ROT) ve reaktif azot tiirlerinin (RAT) hem yararli hem de
zararli etkileri bulunmaktadir. ROT’ larin yararlhh etkileri duisik ve orta
konsantrasyonda meydana gelmektedir. ROT’lar hiicresel yaslanma ve apoptosise

neden olur, bu yiizden anti-tiimérjenik tiir gibi rol oynarlar (Valko ve ark., 20006) .

Son yillarda yapilan arastirmalarda, reaktif oksijen tiirleri (ROT) ve reaktif
azot turlerinin (RAT) hayati 6nemi olan ¢ok sayida hastaligin olusumunda rol
oynadiklar1 belirlenmistir (Turens, 2003; Siegel ve ark., 2009). ROT’larin hayvan ve
bitki hiicre ve dokularinda sebep olduklar1 hasara oksidatif stres denmektedir.
Viicuttaki ROT olusumu ile bunlar1 detoksifiye eden antioksidanlar denge
halindedir. Bu dengenin ROT’larin lehine bozulmasiyla meydana gelen oksidatif
stres ¢ok sayida hastaliga neden olabilmektedir (Giirkok ve ark., 2009; Uttara ve
ark., 2009).

ROT larin organizmada olusturabilecegi baslica zararli etkiler asagidaki gibi
siiflanabilir.
1. DNA hasarlari
2. Lipidlerde bulunan doymamis yag asitlerinin oksidasyonu (lipid
peroksidasyonu)
3. Proteinlerin yapisinda bulunan aminoasitlerin oksidasyonu

4. Enzimlerin ko-faktorlerinin oksitlenme yoluyla inaktive edilmesi

Glinlimiizde yapilan arastirmalar Alzheimer (Guglielmotto ve ark., 2009),
Parkinson (Kedar ve ark., 1999, Zhou ve ark., 2008), Hungtington gibi
norodejeneratif hastaliklar basta olmak {izere, arterosikleroz (Szasz ve ark., 2007),
diyabet (Yim ve ark., 2007), romatoid artrit (Remans ve ark., 2005; Surapaneni ve

Venkataramana, 2007), yaslanmaya bagli bazi hastaliklar (Alexeyev, 2009),



otoimmiin hastaliklar (Fernandez ve ark., 2006) ve cesitli kanser tiirleri (Poeggeler
ve ark., 1999; Valko ve ark., 2006) gibi bir ¢ok 6nemli hastaligin olusumunda
serbest radikallerin biiyiik bir rolii oldugunu gostermektedir (Stizen 2006 ve 2007).

Hiicreler normal sartlar altinda kendilerini ROT’ lara karst organizmada
bulunan siiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatiyon peroksidaz gibi enzimler araciligi
ile savunurlar. Askorbik asit (C vitamini), tokoferol (Evitamini), {irik asit ve
glutatyon da hiicresel antioksidan olarak dnemli role sahiptir. Ancak sigara ve alkol
kullanim1 (Faux ve ark., 2009), radyasyon (Wan ve ark., 2006; Oztiirk ve ark.,
2005) ve cevresel kirliliklere (kimyasal atiklar vb) maruziyetin artmasiyla (Drew ve
Leeuwenburgh, 2002; DeLuca ve ark., 2009) viicudun korunma sistemleri serbest
radikallerin zararli etkilerini yok etmede yetersiz kalmakta, organizmadaki
antioksidan seviyesinde diisme meydana gelmekte ve bunun sonucu olarak da bir

cok hastalik ortaya ¢ikabilmektedir.

1.1.Serbest Radikallerin Tanimi ve Kimyasal Ozellikleri

Eslesmemis (tek) elektron iceren atom, molekiil veya iyonlar serbest radikal olarak
adlandirilir. Serbest radikaler sahip olduklar1 eslesmemis elektron nedeniyle
kararsiz(reaktif) halde bulunurlar; kararli hale ge¢mek igin ¢evrelerindeki

bilesiklerden tek elektron koparirlar ve boylece oksidasyon reaksiyonunu baslatirlar.

Organizmada oksidanlarla antioksidanlar arasinda olusan dengesizligin
oksidanlardan yana agir basmasiyla lipid, protein, DNA gibi énemli yap taslarinda

hasarlar ve buna bagli hastaliklar olusabilmektedir (Mergener ve ark., 2009).

Radikaller organizmada gerceklesen metabolik olaylarda, kimyasal
etkilesimlerde (polimer olusumu vb), fagositik hiicreler aracilig1 ile bakterilerin yok
edilmesinde, hiicre sinyallerinin iletilmesi (Pacher ve ark., 2007) gibi yasamsal

olaylarda &nemli rol oynayan parcaciklardir. Ornegin siiperoksit ve nitrik oksit



radikalleri damar fonksiyonlarimizi ilgilendiren biyolojik etkilesimlerde gorev

alirlar (Napoli ve Ignarro, 2009).

1.1.1.Radikallerin Olusum Mekanizmalari

Serbest radikallere maruziyet ve serbest radikal tiretimi stirekli ve kaginilmazdir.
Cesitli fiziksel etkenler ve kimyasal olaylar nedeniyle siirekli olarak serbest
radikallere maruz kaliriz. Hiicresel fonksiyonlarin ger¢eklesmesi sirasinda da ciddi

miktarda ve ¢esitlilikte radikal tiretilmektedir.

Serbest radikaller; kovalan baglarin homolitik kirilmasi,molekiiliin elektron

kaybetmesi, molekiile elektron transferi olmak tizere ti¢ temel mekanizma ile olusur.

1.1.1.1.Kovalan Baglarin Homolitik Kirilmasi

Kovalan bir bag, bagi olusturan atomlarin birer elektron alacagi sekilde kirilirsa
buna homolitik kirilma denir. Yiiksek enerjili elektromanyetik dalgalar, giines
1s1g1na maruziyet, peroksitler ve yiiksek sicaklik kovalan baglarin kirilmasina neden
olur. Homolitik bag kirilmalar1 genellikle benzer elektronegatiflik tasiyan atomlar
arasinda gergeklesir. En sik rastlananlart O-O ve O-N arasinda goriilen homolitik

yarilmadir.

1.1.1.2. Molekiiliin Elektron Kaybetmesi

Radikal 6zelligi bulunmayan bir molekiilden elektron kaybr sirasinda dis orbitalinde

eslesmemis tek elektron kalryorsa radikal formu olusur. Ornegin askorbik asit,



glutatyon ve tokoferoller gibi hiicresel antioksidanlar, radikal tiirlere tek elektron

vererek radikalleri indirgerken, kendilerinin radikal formu olusur.

1.1.1.3. Molekiile Elektron Transferi

Radikal 6zelligi tasimayan bir molekiile tek elektron transferi sonucu, dis orbitalinde
paylasilmamis elektron olusuyorsa bu tiir indirgenme, radikal olusumuna neden
olabilir. Ornegin molekiiler oksijenin tek elektron ile indirgenmesi, radikal formu
olan siiperoksidin olusumuna neden olur. Siiperoksit radikalinin yapimindaki artis

da, oksijenin diger radikal tiirlerinin olusumunu tetikler.

Viicudumuzda meydana gelen bir¢ok reaksiyonda oksijenin rolii biiyiiktiir. Bu
yizden, oksijen radikallerinin olusumu da kaginilmazdir. Bu radikallerin bir
boliminiin  olusumu bazi biyokimyasal tepkimeler i¢in gereklidir. Oksijen
radikallerinin ihtiyacin tizerinde {iretilmesiyle birlikte c¢esitli sorunlar baslar.
Oksidatif stres olarak adlandirilan oksijen radikallerinin gereginden fazlasinin

tiretimi sonucu olusan hiicresel hasarlara boliim 1.1.4 de ayrica deginilmektedir.



1.1.2. Serbest Radikal Olusumunda Etkin Olan Dis ve i¢ Kaynaklar
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Sekil 1.1. Serbest radikal olusum kaynaklar1 ve antioksidanlarla iligkisi !

Dis kaynaklar: Baglica c¢evresel kirlilikler, radyasyon, sigara, ultraviole 1sigia

maruziyet, pestisitler, anestezik ilaglar, endiistriyel solvanlar, ozon ve hipoksiya

sayilabilir.

I¢ kaynaklar . Baslica i¢ kaynaklar olarak ise hiicrelerdeki mitokondri faaliyetleri,

fagositler, ksantin oksidaz, demir vb gibi ge¢is metallerini i¢eren kimyasal olaylar,

agr1 olusumunda rol alan aragidonat yolagi, peroksizomlar, egzersiz, iltahap

olusumu ve iskemik reperfiizyon olarak verilebilir (Misra ve ark., 2009; Handerson

ve ark., 2009). Gegis metallerinden demirin yer aldigi Fenton—Haber Weiss

reaksiyonu sonucunda olusan OH radikali organizma icin zararli etkileri olan

onemli bir radikaldir.

' www.heattreat.ca/Degenerative-Disease



Fenton — Haber Weiss reaksiyonu, canli hiicrelerde cereyan eden ve hidrojen
peroksit ile siiperoksit anyonundan hidroksil radikalini olusturan bir reaksiyondur.

Dolayisiyla da oksitatif strese neden olan 6nemli kaynaklardan biridir.

Stiperoksit radikali, hiicre i¢i demir depolarindan demiri serbest hale getirir. +3
degerli demir stiperoksit tarafindan +2 degerlikli demire doniisiir. Serbest hale gegen

demir iyonu Haber-Weiss reaksiyonu gibi demir bagimli olan radikal {ireten

reaksiyonlarda kullanilabilir. 02_ ve Hzoz’ Fe ve Cu gibi gecis metallerinin

varliginda, gii¢lii bir reaktif olan OH iiretimine katkida bulunur.

Asagida verilen denklemde (Denklem 1.1.); 1 ve 2 numarali reaksiyonlar
demir/bakir katalizli Haber-Weiss reaksiyonlari, 3 ve 4 numarali reaksiyonlar ise

Fenton reaksiyonlari olarak adlandirilmaktadir.

2+ . - 3+

HO,+Fe — OH+OH +Fe (1)
1+ . - 2+

H0,+Cu — OH+OH +Cu )
3+ + 2+

HO,+Fe —HO+H +Fe (3)
2+ . - 3+

HO +Fe — OH+OH +Fe 4)

Denklem 1.1. Fenton — Haber Weiss reaksiyonu

Niikleusta OH radikali Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlar1 ile olusur. OH

radikalinin DNA’ya hasar verebilmesi i¢cin DNA’da veya ¢ok yakininda olusmasi

gerekmektedir. Bilindigi gibi, OH c¢ok reaktif oldugundan hiicre i¢inde olustugu
yerden diffiize olarak niikleusa ge¢mesi olasi degildir. Ancak membrani kolayca

gegebilen HzOz’nin niikleusta Fe-Cu iyonlar1 ile reaksiyona girerek hidroksil



radikallerini olusturabilir. DNA c¢ok sayida negatif yuikli fosfat gruplar

icerdiginden, cesitli katyonlar1 baglama yetenegine sahip biiyik bir anyon

+2/43 +142 .
durumundadir. Fe ve Cu iyonlar1 ya negatif yiklii DNA’ya siirekli bagli

bulunurlar ya da oksidatif stres altinda intraseliiler demir ve bakir tasiyan

proteinlerden ayrilarak DNA’ya baglanirlar. Bu baglanma ile DNA’y1 H202 in

hedefi haline getirirler. Hidrojen peroksit bir radikal degildir. Ancak aktivitesi ve
etkileri bakimindan radikallere benzer ve hidroksil radikali {iretiminden biiytik

6l¢ctide sorumludur (Sharpe ve ark. 2003).

1.1.3. Biyolojik Sistemde Onemli Radikal Tiirleri

Serbest radikaller paralel spinlerde bir ya da daha fazla eslesmemis elektron igerir
yani atomik orbitalde tek bir elektron bulunur. Bir ya da birden ¢ok c¢iftlenmemis
elektronun bulunmasi o maddenin manyetik bir alana ¢ekilmesine yol agar. Radikal
olustuktan sonra tek elektronunu bir baska molekiile verebilir ya da bir baska
molekiilden elektron alip ¢ift hale gelebilir ya da radikal olmayan bir yapiya
eklenebilir. Her durumda radikal olmayan yapi radikal hale gelir. Eslesmemis
elektronlar, atom ya da molekiilti daha reaktif yaparak bunlarin kimyasal aktivitesini

degistirir. Eslesmemis bu elektron herhangi bir atom ile kolaylikla birlesebilir.

Serbest radikaller yasam i¢in gereklidir. Elektron transferi enerji tiretimi ve
pek cok diger metabolik islevde temel olusturur. Ama eger zincir reaksiyonu
kontrolsiiz bir davranis gosterirse hiicrelere ve hatta bunlarin DNA’sina bile zarar
veren, kimyasal zincir reaksiyonlarini baglatabilir ve kanser olusturacak bir dizi olay
meydana gelebilir. Biyolojik sistemde, reaktif oksijen tiirleri (ROT) ve reaktif azot
tiirleri (RAT), olarak bilinen, radikaler ve non-radikaler sekilde bulunabilen iki grup

mevcuttur.



1.1.4. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT)

Reaktif Oksijen Tiurleri (ROT); oksijen tasiyan reaktif parcaciklardir ve
organizmada bir¢ok fizyolojik olayda rol oynarlar. Ancak bu pargaciklarin ¢ogu
radikal halde oldugu icin, gereginden fazla bulunmasi, DNA basta olmak iizere
organizma i¢in O6nemli birgok biyomolekiile hasar vererek yikimina yol acar.

Asagidaki verilen Cizelge 1.1. de 6nemli reaktif oksijen tiirleri verilmistir.

Cizelge 1.1. Onemli Reaktif Oksijen Tiirleri

Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT)

Radikaler Non-Radikaler

Hidroksil (OH") Peroksinitrit (ONOO )

Siiperoksit (0;7) Hipoklordz Asit (HOCI)

Nitrik oksit (NO") Hidrojen Peroksit (H,O; )

Peroksil (RO;) Singlet Oksijen (Oy)
LipidPeroksil Ozon (O3)

(LOO")

Alkoksil (RO") Lipid Peroksit (LOOH)
Hidroperoksil

(OOH ")

Normal fizyolojik sartlar altinda ROT nin {iretimi ve yikimi denge halindedir
(Huang ve ark. 2005). Ancak herhangi bir i¢ ya da dis faktér bu dengeyi bozabilir.

Ayrica bu denge ilerleyen yasla birlikte dogal olarak olumsuz yone dogru



kaymaktadir. Dengenin bozulmasiyla olumsuz yonde artan oksidatif stres birgok

hastaliga sebebiyet verebilir.

Cizelge 1.2. ROT olusturan baslica i¢ ve dig etkenler

ROT olusturan bashca | ROT olusturan baslhca
i¢ etkenler Dis etkenler
Mitakondri Radyasyon
Sitokrom P450 Ozon
Peroksizom Hiperoksiya
Inflamatuar hiicreler | Ksenobiyotikler

0,", H,0,, ‘OH ve singlet oksijen (102) onemli reaktif oksijen tiirleridir.
Genellikle hiicrelerde kullanilan oksijenin % 95°1i mitokondrilerde kademeli olarak
dort elektron eklenmesiyle suya indirgenir. Normal sartlarda bu mitokondriyal olay
esnasinda oksijenin % 1-2’si de siiperoksit radikaline doniistiiriiliir. Stiperoksit

anyonuna ikinci bir elektron eklenirse aslinda bir radikal olmayan hidrojen peroksit
H202’e indirgenir. H,O,’e tglincii bir elektron eklenirse ( OH ) olusur Asagida

verilen Denklem 1.2 de bu reaksiyon goriilmektedir.

0, 0" __ ,H0, ., *OH__,H0

Denklem 1.2. Siiperoksit ve H,O, olugumu
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Oksijen dort elektron alarak tiimiiyle indirgendiginde su olusur. Eger ard arda
elektron indirgenmesine ugrarsa biyolojik sistemlere zarar veren reaktif tiirevler

olusur (Halliwell and Guitteridge 2005).

1.1.4.1.Siiperoksit Anyon radikali (O;")

Canlilarda olustugu belirlenen ilk radikal siiperoksit anyon radikalidir (Cathcart,
2004). Superoksit radikalleri hiicrede oksidasyon reaksiyonu sirasinda ya da
oksidazlar gibi bazi enzimlerin aktivitesi sonucu olusurlar. Bu radikalin olusumu

dort farkli mekanizma ile gergeklesebilir:

1.) Indirgeyici ozellikteki biyomolekiiller, oksijene tek elektron verip
kendileri oksitlenirken siiperoksit radikali olusur. Hidrokinonlar, flavonlar, tiyoller,
katesolaminler, ferrodoksinler, indirgenmis niikleotidler gibi ¢ok sayida biyolojik
molekiil aerobik ortamda oksitlenirken stiperoksit yapimina neden olurlar.

2.) Basta ¢esitli dehidrogenazlar ve oksidazlar olmak tizere, bircok enzimin

katalitik etkisi sirasinda siiperoksit radikali bir tiriin olarak olusabilir.

3.) Mitokondrideki enerji metabolizmasi sirasinda oksijen kullanilirken,
tiiketilen oksijenin % 1-5 kadar1 siiperoksit yapimi ile sonlanir. Buradaki radikal
olusumu NADH-dehidrogenaz ve koenzim-Q gibi elektron tastyicilardan oksijene

elektron verilmesi ile olur.

4.) Aktive edilen fagositik 16kositler bol miktarda siiperoksit treterek
fagozom i¢ine ve bulunduklari ortama verirler. Antibakteriyel etki i¢in gerekli olan
bu radikal yapimi, daha reaktif tiirlerin olusumunu da baglatir. Yani radikal yapimi1

bazi hiicresel fonksiyonlar i¢in gerekli de olabilir.

Stiperoksit radikalleri, oksitleyici veya indirgeyici olarak davranabilir. Aldig
elektronu; metal iyonuna, sitokrom c’ye veya bir radikale verirse tekrar oksijene

oksitlenir. Oksijenden daha oksitleyici olan siiperoksit bir elektron daha alirsa
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peroksi anyonuna indirgenir. Bu tepkime biyolojik molekiillerin oksidasyonuna

neden oldugundan tercih edilmez.

Stiperoksit radikalleri siliperoksit dismutaz adi verilen bir enzimle inaktive
edilirler. Katalitik aktivitesi ¢ok yiiksek bir enzim olan siiperoksit dismutaz (SOD)
enzimi aerobik canlilarda stiperoksitlerin hidrojen peroksite ¢evrilmesini katalizler.
SOD tarafindan katalizlenen bu tepkime “dismutasyon tepkimesi” olarak
adlandirilir. ~ Siiperoksit, ozellikle hafif asidik kosullarda SOD olmadan
kendiliginden dismutasyonla da hidrojen peroksite cevrilebilir. SOD enziminin

yiiksek katalitik etkisi nedeniyle hiicrelerde siiperoksit birikimine izin verilmez.

Stiperoksit anyonu biiylik 6l¢tide, NADPH oksidaz enzim araciligi ile

fagositoz hiicrelerde patogenik mikroorganizmalar1 yok etmek i¢in tiretilir.

1.1.4.2. Hidrojen Peroksit (H,O;)

Hidrojen peroksit oksijenin enzimatik olarak iki elektronla indirgenmesi ya da
stiperoksitlerin enzimatik ve non-enzimatik dismutasyonu tepkimeleri sonucu
olusur. Yapisinda paylasilmamis elektron i¢cermediginden radikal 6zelligi tasimaz
(Subhashinee ve ark., 2005). Hidrojen peroksit tek basina serbest radikal
olmamasina ragmen yiiksek konsantrasyonlarda toksik olabilir ve daha da 6nemlisi
hidroksil radikali {tiretebilir ki bu da oksijen yapisindaki radikallerin en toksik
olanidir ve hiicrelerde hasara yol agar. Hidrojen peroksit hiicresel membranlardan
hizla difiize olarak genis alanlara yayilabilir. Hidroksil radikali hiicreler i¢in tek
yikict tiir olmamakla birlikte kimyasal yapisi sayesinde kendisine komsu
molekiilleri kolaylikla okside edebilir. Ayrica aktivitesi de yiiksek oldugundan
herhangi bir molekiille hizla reaksiyon vererek mitokondriyal DNA, membran

lipidleri ve karbonhidratlara da zarar verir.
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Hidrojen peroksidin oksitleyici bir tiir olarak bilinmesinin nedeni, demir, bakir
gibi metal iyonlariin varliginda hidroksil radikalinin onciilii olarak davranmasidir.
Hidrojen peroksit o6zellikle proteinlerdeki hem grubunda bulunan demir ile
tepkimeye girerek yiiksek oksidasyon diizeyindeki reaktif demir formlarini
olusturur. Bu formdaki demir ¢ok giiclii oksitleyici 6zelliklere sahip olup, hiicre
zarlarinda lipid peroksidasyonu gibi radikal tepkimeleri baslatabilir. Oksitleyici
0zelligi nedeniyle, biyolojik sistemlerde olusan hidrojen peroksitin derhal ortamdan
uzaklastirilmasi gerekir. Bu gorevi hiicrelerdeki 6nemli antioksidan enzimler olan

katalaz ve peroksidaz enzimleri yerine getirir.

1.1.4.3. Hidroksil Radikali (OH’)

Biyolojik ve kimyasal sistemlerde {iretilen hidroksil radikali ("OH) canlilarda
iyonlastirict radyasyonun etkisi ile sulu ortamda su molekiillerinin iyonlagmasi ile
meydana gelir. Bu tepkimeler ¢ok kisa silirede gergeklesir ve {iretilen ‘OH,
radyasyonun canlilardaki toksik etkisinden sorumlu baslica kimyasal tiirdiir (Bisby

ve ark., 2009; Davis ve ark., 2009).

Hidroksil radikalinin bir diger olusum sekli ise hidrojen peroksitin eksik
indirgenmesi ile olusur. Hidrojen peroksitin iki elektron ile indirgenmesi sonucu su
olusurken, tek elektron ile indirgenmesi ‘OH yapimina neden olur. Bu tiir
indirgenme Fe, Cu gibi metal iyonlar1 tarafindan Kkatalizlenir. Askorbik asit,
stiperoksit gibi indirgeyici bilesiklerin de bulundugu ortamda oksitlenen metal
iyonu, tekrar indirgendiginden hidrojen peroksitten, "OH yapimu siirekli bir duruma
gelir. Haber-Weiss tepkimesi ya da Fenton tepkimesi (Huong ve ark., 2007) olarak
adlandirilan bu tepkime ile "OH, viicutta iiretilen H,O, derisimi ve serbest metal
iyonunun varligma bagli olarak olusur. Siiperoksit hem H,0,’in Onciilii hem de

metalleri indirgeyici bir tlir oldugundan ve proteinlere bagli metallerin indirgenip
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serbest kalmasina da neden olabildiginden, biyolojik kosullarda siiperoksit
olusumunun arttigt ortamda ‘OH dretimi kagmilmazdir. Fenton tepkimesini

katalizleyen en aktif metal iyonlar1 demir ve bakirdir.

Biyolojik sistemler i¢in en reaktif tiir olan ‘OH, su dahil tiim ortamlarda
rastladigi her biyomolekiille tepkimeye girer. Hidroksil radikalinin tepkimeleri

baslica:
a) Elektron transfer tepkimeleri
b) Hidrojen ¢ikarma tepkimeleri

¢) Katilma tepkimeleri olarak siniflanabilir.

Biitiin bu tepkimeler, ‘OH radikalinin paylasilmamis elektron iceren dis
orbitaline elektron alma ilgisinden kaynaklanir. Katilma tepkimeleri, 6zellikle
elektronca zengin molekiillerle (piirin ve primidin bazlari, aromatik amino asitler
gibi) gercgeklesir. Hidroksil radikalinin organik molekiillerden hidrojen atomu alarak
suya indirgendigi tepkime, hidrojen ¢ikarma tepkimesi olarak bilinir. Hidroksil
radikali ile olusan en iyi tanimlanmis biyolojik hasar, lipid peroksidasyonu olarak
bilinen serbest radikal zincir reaksiyonudur. Her tiir biyolojik molekiil ‘OH’in bir
hedefi ise de 6zellikle elektronca zengin bilesikler ilkin hedeflerdir. Bu bilesikler

baslica niikleik asitler, proteinler ve lipidlerdir.

1.1.5. Reaktif Azot Tiirleri (RAT)

Reaktif azot tiirleri, radikaler ve non-radikaler olarak iki grup altinda asagidaki

Cizelge 1.3.’de goriilmektedir.
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Cizelge 1.3. Baslica Reaktif Azot Tiirleri

Reaktif Azot Tiirleri (RAT)

Non-Radikaler Radikaler

Peroksinitrit, OONO Nitroz oksit, NO’

Peroksinitrdz Asit, ONOOH Azot Dioksit, NO,’

Nitroksil, NO ™ Peroksinitrit, ONOO’

Nitril Kloriir, NO,Cl

Nitrotil Katyonu, NO"

Dinitrojen trioksit, N,O3

Nitroz Asit, HNO,

1.1.5.1. Nitrik oksit radikali (NO )

Nitrik oksit, hem fizyolojik hem patofizyolojik siire¢lerde onemli role sahip bir

serbest radikaldir.

Paylasgilmamis elektron aslinda nitrojen atomuna ait ise de, bu elektronun hem
nitrojen hem de oksijen atomu {izerinde delokalize olmasi nedeniyle tam radikal
Ozelligi tasimaz. Bunun sonucu, bilinen diger radikallere gore reaktivitesi

baskilandigindan olduk¢a uzun 6miirltudiir.

Viicudumuzda NO sentezini saglayan mekanizmalar ¢ok fazla degildir.

Organizmaya alinan nitro bilesiklerinin metabolizma tirtinli olarak olusumunun
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yanisira, nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi NO olusturan baglica kaynaktir (Poyton

ve ark., 2009; Suga ve ark., 2009).

NO sentezi bazi hiicrelerde bir reseptore bir stimiilatoriin baglanmasina veya

noronlarda bir sinir uyarisina yanit olarak meydana gelir. Nitrik oksit (NO)
muskarinik veya histamin reseptorleri gibi ¢esitli reseptorlerin aktivasyonu sonucu

L-arjinin ve oksijenden, nitrik oksit sentaz etkisiyle sentezlenir.

Q-
L-Arginine | > Citrulline
/RO semas >\

NADPH/O2 NADP+

Denklem 1.3. Nitrik oksit olusumu

Nitrik oksit, Fe-S proteinlerinden demiri ¢ikararak yerine kendisi baglanir,
bdylece Fenton reaksiyonunu stimiile eder ve bu mekanizma ile karsinogeneziste rol

oynar.

Radikal olarak reaktivitesi ¢ok yiiksek olmayan NO , metal iceren merkezler
ve radikaller ile biiyiik bir hizla tepkimeye girer. Oksijen radikallerindeki durumun
aksine, nitrik oksidi ortamdan temizleyen herhangi bir 6zel enzim yoktur. Aerobik

ortamda ise stabil degildir.
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1.1.5.2. Peroksinitritin olusumu

Stiperoksit radikalinin beyindeki ndronal ve endoteliyal nitrik oksit sentaz (NOS)
araciligr ile siirekli olusan nitrik oksit ile girdigi reaksiyon sonucu peroksinitrit
olusur (Beckman ve ark., 1990; Huie ve Padmaja, 1993; Chan, 1996). Fizyolojik pH
da ONOO" derhal ‘OH ve azot diokside (NO’) pargalanir. Boylece nitrik oksitin
fizyolojik etkisi inhibe edilir, oksidatif etkisi ortaya ¢ikar.

Peroksinitrit, nitrik oksit toksisitesinin baslica sorumlusudur. Peroksinitritin

proteinlere dogrudan zararli etkileri vardir ve azot dioksit (NO, ), hidroksil radikali

+

(OH), nitronyum iyonu (NO, ) gibi toksik tirtinlere doniisir.

Cok gii¢lii bir prooksidan olan ONOO", SOD ile reaksiyona girerek giiglii bir
nitratlayict ajan olusturur. Sonucta hiicresel proteinlerin tirozin kalintilarinin
nitratlanmasi hiicresel disfonksiyon ve 6liime yol agabilir (Beckman ve ark., 1993;
Patel ve ark., 1999). ONOO" in iskemik beyin hasarindaki rolii son yillarda
arastirilmaya baslanmistir. Diger yandan, NO' in hem serebral vazodilatator rolii,
hem de noronal hasar yapici serbest radikal 6zelligi nedeniyle, iskemik noron
hasarindaki yeri konusunda celigkili goriisler bulunmaktadir ( Tominaga ve ark.,
1993). NO' in noéronal koruyucu seklinde mi yoksa N-metil-D-aspartat reseptor
aktivasyonu ardindan hasar verici mediatér olarak mi1 rol oynayacaginin radikalin
redoks durumu tarafindan belirlenecegi 6ne siiriilmektedir. Nitrik oksit ve yan
tirtinleri nitrit, nitrat, peroksinitrit ve 3-nitrotirosin yapilarinin vazodilatasyon,
immiin cevap gelistirme ve hiicresel iletisimde rolii oldugu bulunmustur (Drew ve
Leeuwenburgh, 2002). Hiicrelerde nitrik oksit sentaz enzimleri ile nitrik oksit
olusur. Olusan nitrik oksit diger formlarmna doniisebilir. Bu formlar da hiicrede

oksidatif hasarlara yol agabilirler.
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1.1.6. Oksidatif Hasar

Organizmada serbest radikallerin olusum hiz1 ile bunlarin ortadan kaldirilma
hiz1 bir denge i¢indedir ve bu duruma oksidatif denge denir. Oksidatif dengenin
prooksidanlar lehine kaymasi sonucu oksidatif hasar meydana gelir. (Velkova ve

ark, 2009).

[ E Vitamini

[

Enzimler
Hlcresel
Savuna

[ Oksidatif Stres ]

Sekil 1.2. Oksidatif stres

Oksidatif stres, ¢esitli mekanizmalar ile biyomolekiillerde hasara neden olur.
Oksidatif stres radikaler reaksiyonlar ile meydana gelir.Bu reaksiyonlar zincir
reaksiyonlar olup, genel olarak iic basamakta gerceklesir. Baslama basamagi,

radikalin olusumunu kapsar. Ilerleme basamagi ara iiriin olan serbest radikaller
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tizerinden yiiriir. Ilerleme reaksiyonlar1, ya sonsuza kadar devam eder ya da radikal

yakalayici maddeler yardimi ile sonlanir. Eger, serbest radikaller, radikal yakalayici

maddeler ile yakalanmazlar ise, sitotoksisite ortaya g¢ikar. Asagida Cizelge 1.4 de

serbest radikallerin etkiledigi molekiiller ve sonuglari verilmistir.

Cizelge 1.4. Serbest radikallerin etkiledigi molekiiller ve sonuglari

Etkilenen bilesik

Sonuglar

Amino asitler ve kiikiirt
iceren

Amino asitler

Protein denaturasyonu
Carpraz baglanma
Enzim inhibitasyonu

Organ ve Hiicre gegirgenliginde degismeler

Niikleik asit bazlar Hiicre gelisiminde degisme
Mutasyon

Karbonhidratlar Hiicre ylizey reseptorlerinde degisim

Doymamus lipitler Kolestrol ve yag asitlerinin oksidasyonu

Kofaktorler Nikotinamid ve flavin igeren kofaktorlerin aktifliginde
azalma
Askorbat ve porfirin oksidasyonu

Antioksidanlar Alfa-tokoferol ve Beta-karoten gibi antioksidanlarin
aktifliginin azalmasi

Proteinler Denaturasyon
Peptit zincirinde kirilmalar

DNA Baz modifikasyonlari

Zincirde kirilmalar

Hyaluronik asit

Synovial stvinin viskozitesinde degisim

ROT, RAT ve ozellikle .OH radikali lipitler, proteinler, karbonhidratlar ve

niikleik asitler gibi tiim hiicresel molekiillerle reaksiyona girerler (Halliwell and
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Guitteridge 2005). Oksidatif hasar, genellikle ROT’lerin lipidler, proteinler ve DNA

ile reaksiyona girmeleri sonucu olusmaktadir. Bunlarin en 6nemlileri;

Lipitlerde Oksidatif Hasar
Proteinlerde Oksidatif Hasar
DNA da Oksidatif Hasardir.

1.1.6.1. Lipitlerde oksidatif hasar

Lipitler, serbest radikallerin etkilerine kars1 en hassas olan biyomolekiillerdir. Hiicre
membranindaki kolestrol ve yag asitlerinin doymamis baglari, serbest radikallerle

kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon tirtinleri olustururlar.

Lipit peroksidasyonunun ilerlemesi ile basta membran akigkanligi olmak
tizere, tasiyict ve reseptor fonksiyonlu membran proteinlerinin aktiviteleri azalir.
Membran potansiyeli degisime ugrar ve sonugta membranlarin yapisal biitiinliikleri

bozulur (Sekil 1.3).
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Sekil 1.3. Lipid Peroksidasyonu *

Lipitler, membranin integral ve periferal proteinlerine ve DNA’ ya cok
yakin mesafede oldugundan, lipit radikalleri hiicrenin kritik Onem tasiyan
molekiillerine OH radikalinden daha etkin olarak hasar verebilirler (Halliwell and

Gutteridge 1984).

Lipit peroksidasyonu kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde

devam eder ve olduk¢a =zararhidir. Reaktif oksijen tiirleri (ROT) hiicre

membranlarinda lipit serbest radikalleri (L.) ve lipit peroksi radikallerinin (LOO.)
olugmasini saglar. Hiicre membranlarinda lipit peroksidasyonuna ugrayan baslica
yag asitleri poliansatiire yag asitleridir. Lipit peroksidasyonu genellikle yag
asitlerindeki konjuge ¢ift baglardan bir elektron iceren hidrojen atomlarinin
cikarilmasi ve bunun sonucunda yag asidi zincirinin bir lipit radikali niteligi
kazanmasiyla baslar. Lipit radikali (L.) dayaniksiz bir bilesiktir ve bir dizi

degisiklige ugrar. Lipit radikallerinin (L ) molekiiler oksijenle etkilesmesi sonucu

lipit peroksit radikalleri (LOO') olusur. Lipit peroksit radikalleri (LOO.) , membran

? http://www.vivo.colostate.edu
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yapisindaki diger poliansatiire yag asitlerini etkileyerek yeni lipit radikallerinin
olusumuna yol agarken kendileri de agiga cikan hidrojen atomlarini alarak lipit
peroksitlerine (LOOH) doniisiirler. Lipit peroksitleri (LOOH) yikildiginda ¢ogu
biyolojik olarak aktif olan aldehitler olusur. Bu bilesikler ya hiicre diizeyinde
metabolize edilirler yada baslangigtaki etki yorelerinden difiize olup hasar1 hiicrenin
diger boliimlerine yayarlar. Ug veya daha fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin
peroksidasyonunda malondialdehit (MDA) olusur. Malondialdehit idrarda ve kanda
ortaya ¢ikar. Bu nedenle, biyolojik materyalde malondialdehit (MDA) o6l¢iilmesi

lipit peroksit seviyelerinin indikatorii olarak kullanilir.

Sekil 1.4. Malondialdehit

1.1.6.2. Proteinlerde oksidatif hasar

Proteinler, serbest radikallerin etkilerine lipitlere gore daha dayaniklidirlar.
Proteinlerin  serbest radikal harabiyetinden etkilenme derecesi aminoasit
kompozisyonlarina baglhidir. Kiikiirt igeren ve doymamis bag igeren aminoasitlere
(triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, metiyonin, sistein ) sahip proteinler serbest
radikallerden kolaylikla etkilenirler. Bu etki sonucu 6zellikle siilfiir radikalleri ve
karbon merkezli organik radikaller olusur. Aktifligi bu amino asitlere bagli olan
cesitli enzimler radikallere maruz kalindiginda inhibe olurlar. Oksidatif hasarli olan
reseptdr, enzim ve transport proteinlerinin fonksiyonlarinda bozulma olabilir,

immiin sistemi uyaran yeni antijenik yapilar olusabilir.
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1.1.6.3. DNA’da Oksidatif Hasar ve Klinik Onemi

DNA hasarina neden olan sayisiz farkli etken vardir. Hasar kaynaklar1 dis veya i¢
kaynakli olabilir. Dis kaynaklar olarak ultraviole radyasyon, iyonize radyasyon,
sigara i¢cimi ve bircok kemoterapétikler sayilabilir (Debeleg-Biitiiner ve Kantarci,

2006).

Her tiirltii radyasyon (UV,goriinlir 151k, 1s1 ve X isinlart vb) hiicrelerde
iyonlarin, serbest radikallerin ve enerji kazanmis molekiillerin olusmasina neden

olur.

Hidroksil radikalleri, DNA daki heterosiklik bazlarla ve deoksiriboz-fosfatlarla
reaksiyon verirler. Reaksiyon sonucu, DNA bazlarin1t modifiye eder ve riboz-fosfat
zincirinin kirilmasina yol acar. Invitro olarak sulu ¢ozeltilerde yapilan ¢alismalarda,
hidroksil radikalinin, deoksiriboz ve tetrasiklik bazlarla kolaylikla reaksiyon verdigi
gozlenmistir. Fakat c¢ift zincirli DNA molekiiliinde, heterosiklik bazlar hidroksil
radikaline kars1 sterik olarak ¢ok iyi korunmuslardir. Ayrica enzimatik
antioksidanlar da, hidroksil radikalinin konsantrasyonunu diistirerek DNA y1

korurlar.

Aktive olmus nétrofillerden kaynaklanan hidrojen peroksit membranlardan
kolayca gecerek hiicre ¢ekirdegine ulasir DNA hasarina, hiicre disfonksiyonuna ve

hatta hiicre 6liimiine neden olabilir.

Stiperoksite maruz kalan DNA molekiilleri hayvanlara enjekte edildiginde
daha fazla antijenik 6zellik gosterir. Bu olduk¢a 6nemli bir etkidir, ¢linkii otoimmdiin
bir hastalik olan sistemik lupus eritematozus (SLE) ve romatoit artritte (RA)

dolasimda anti-DNA antikorlar bulunur.
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Gamma 1ginlar1 ve X 1ginlari, biyolojik molekiillerle reaksiyona girdiklerinde
reaktif iyonlar olustururlar. DNA da ise baz hasarina ve kaybina, tek veya ¢ift zincir
kiriklarina neden olurlar. Ozellikle, DNA tarafindan kuvvetlice absorblanan UV
isinlar1 pirimidin dimerleri olustururlar, bu dimerler replikasyonu bloke ederler.
Mitokondriyal solunum sonucu olusan serbest radikaller DNA da tek zincir
kiriklarina ve 8-oksoguanin ve timin glikol gibi hasarli bazlarin olugmasina sebep
olur (Croteau ve Bohr, 1997). DNA onarimindaki bozukluklar, meme, kolon ve cilt
kanseri gibi bir¢ok kanser tiirline neden oldugu gibi, ayrica, biiylime ve beyin

anomalilerine de sebep olur.

1.1.7. Oksidatif Stres ve Neden Oldugu Hastahklar

Oksidatif stres; siiperoksit anyon radikali ve hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen
tiirleri tarafindan baglatilir. Her iki reaktif oksijen tiirti de giiglii oksidanlardir, ancak
dokularda olusan zararli reaksiyonlar sonucunda daha da tehlikeli oksidanlar haline

dontisebilmektedirler (Jain, 2006).

Stiperoksit anyon radikali; degisik hiicre tiirleri tarafindan, solunum zinciri,
ksantin oksidaz, siklo—oksijenaz ve NADPH-oksidaz gibi enzimatik sistemler
tizerinden molekiiler oksijenden tretilebilir. Hidrojen peroksit ise stiperoksit
dismutasyonunun bir {iriinii olarak meydana gelir. Ayrica mono amin oksidaz gibi
bazi enzimler substratlarindan dogrudan hidrojen peroksit iiretebilirler. Fenton ve
Haber — Weiss reaksiyonlarinda; demir gibi gecis metalleriyle katalizlenen
reaksiyon sirasinda miyeloperoksidazin hidrojen peroksitten hipoklordz asit
tiretmesi sonucunda hidrojen peroksitin olduk¢a kuvvetli hidroksil radikaline
dontistigti goriiltir. Bu radikaller; lipidler, proteinler ve niikleik asitler gibi hassas
hiicreleri hedef alarak bu hiicrelerin inhibisyonuna neden olur ve degredasyonunu

hizlandirir. Boylelikle oksidatif stres gittik¢e artan hiicresel hasarlara yol agar.
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Oksidatif stres sonucunda goriilebilen rahatsizliklar genel olarak ti¢c grup
altinda toplanabilir:
1. Genetik hastaliklarin olusumu
2. Cevresel etkenlerle olusabilen hastaliklar (meslek hastaliklari, zehirlenmeler,
viriis ve bakteri enfeksiyonlari)
3. Hem genetik hem de ¢evresel (bronsial astim, diabetes mellitus, kanser,

kardiovaskiiler hastaliklar ve digerleri)

Oksidatif stresin; bircok hastaligin gelisimine molekiiler anlamda temel
olusturdugu goriilmektedir (Waris ve Ahsan 2006). Buna gére metabolizmada
tiretilen radikallerin fazlasinin olugsmamasi igin ¢ok erken safthalarda indirgenmesi
biyomolekiillerin korunmasi bakimindan hayati 6neme sahiptir. Radikaler
tepkimelerin sonlanmasi i¢in ise ya olusan radikallerin antioksidanlar ile
indirgenmesi, ya radikallerin birbirleri ile tepkimeleri ya da ortamda tepkimeye
girebilecek bilesik kalmamasi gerekmektedir. Cesitli kanser tiplerinin olusumunda
etkili olan oksidatif stres ve ROT c¢esitleri Cizelge 1.5 de, serbest radikallerin bazi

hastaliklarin olusumundaki rolii de Cizelge 1.6 de goriilmektedir.

Cizelge 1.5. Baz1 Kanser Tiplerinde Onemli Rol Oynayan ROT

Oksidatif Stres | Serbest Radikal Tipi Olusan Kanser Tiirii

Etkenleri

Sigara tiiketimi NO-x, OH Bronsiyal Karsinoma

Ultraviyole Isinlar1 ‘OH, Organik Melanoma ve diger cilt kanseri
Radikaller tiirleri

Yiyeceklerdeki Yag Lipid Peroksitler Gogiis ve kolon kanseri

Asitleri

Demir ve Bakir Iyonlar1 | ‘OH Kolon kanseri

Etanol Lipid Peroksitler Gogis kanseri, hepato

hiicresel karsinoma
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Cizelge 1.6. Serbest radikal hasarlarinin etkili oldugu hastaliklar

HASTALIK

SERBEST RADIKALLERIN
PATOFIZYOLOJIK ROLU

Arterosikleroz (Szasz ve ark., 2007)

Endotelyal disfonksiyon, makrofajlarin aktivasyonu

Miyokardiyal Enfaktiis
(Weinbrennerve ark., 2003)

Iskemik reperfiizyon hasar1 sonucunda miyosit nekroz

ve/veya apoptosis

Hiper Tansiyon (Anees ve ark., 2007)

Vaskiiler diiz kas hiicrelerinin proliferasyonu,

NADP/NADPH oksidaz iizerinden oksidan tiretimi

Diyabet (Yim ve ark., 2007)

ROT’nin olusumunu hizlandirdigi,  stiperoksidin

neden oldugu endotelyal disfonksiyon

Yaglanma (Miquel, 2002; Alexeyev
ve ark., 2009)

Hiicre hasarlar1 ve metabolik abnormaliteler

Kanser tipleri (Poeggeler ve ark.,

1999; Valko ve ark. 2006)

Gen mutasyonu ve hiicresel faaliyetlerin ileri derecede

bozulmasi

Parkinson (Kedar ve ark., 1999; Zhou
ve ark., 2008)

Mitokondriyal disfonksiyon

Alzheimer (Varadarajan ve ark.,

2000; Guglielmotto ve ark., 2009)

Beyinde amiloid peptid tirtinleri olusumu

Huntington (Schapira, 1999; Dang ve
ark., 2009)

Mitokondrial zayiflik

Otoimmiin Bozukluklar (Fernandez

ve ark., 20006)

Enflamasyon ve doku yikimlari

Yasa Bagli Dejenerasyon (Militante
ve Lombardini, 2004)

Fotokimyasal reaksiyonlar

Akut solun yetersizligi, enflamasyon
ve hiperoksiya (Remans ve ark.,
2005; Geronikaki ve Gavalas, 2006;

Surapaneni ve Venkataramana, 2007)

Enflamasyon ve endotelyal disfonksiyon
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1.2. Antioksidan Maddeler

Canlilarda, yasam icin gerekli biyolojik ve kimyasal aktivitelerin gergeklesmesi
sirasinda (6zellikle oksidasyon) serbest radikaller olusur. Serbest radikaller olduk¢a
aktif bilesiklerdir, farkli molekiillerle kolayca reaksiyona girer ve bulunduklari
hiicreye zarar verebilirler. Antioksidan savunma sistemi bu sirada devreye girer ve
antioksidanlar serbest radikallerle reaksiyona girerek serbest radikallerin hiicreye

zarar vermelerini Onlerler.

Insan antioksidan savunma sistemi; siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT)
ve glutatyon peroksidaz (GP) gibi enzimatik; urat, askorbat, glutatyon ve
flavonoidler gibi hidrofilik; tokoferoller, karotenoidler ve ubikinol gibi lipofilik
yakalayicilarla donatilmigtir. Bu savunma sistemi ayrica glutatyon rediiktaz ve
dehidroaskorbat rediiktaz gibi molekiiler antioksidanlarin okside olmus bi¢imlerini
azaltan enzimler de igermektedir. Bu yakalayicilarin disinda, glukoz-6-fosfat
dehidrojenazin NADPH 1n rejenerasyonunu gergeklestirmesi gibi hiicresel savunma
sistemleri de mevcuttur. Bunlardan bazilar1 hiicrenin  kendisi tarafindan
sentezlenirken askorbik asit, lipoik asit, polifenoller ve karotenoidler gibi biiyilik bir
kismi ise beslenme yoluyla alinan besinlerden sentezlenir. Hastalik durumunda
viicudun ROT’ne karsi koruma sistemi zayiflar ya da hasar goriir ve boylece
viicuttaki oksidan seviyesinde artis gozlenir. Bu durumlar karsisinda disaridan
alinacak antioksidanlar, oksidatif stresin yol acabilecegi hasarlar1 6nleme agisindan

hayati 6nem tasirlar.

1.2.1.Antioksidan Maddelerin Biyolojik Onemi

Antioksidan maddeler, oksidanlarin biyolojik hedeflerle reaksiyona girmesini,
radikal zincir reaksiyonlar1 olusturmalarini ya da oksijenin oldukga reaktif tirtinlere
dontismesini Onleyerek serbest radikallerin verecegi hasari en aza indirmeye

calisirlar (Azzi ve ark., 2004).
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Oksidatif  hasarlar ~ viicudumuzdaki  antioksidanlarin ~ oksidanlarla
dengesizligine ya da yetersizligine bagli oldugu gibi atmosferimizde bulunan
oksijen seviyesiyle de alakalidir (Benzie, 2003). Viicudumuz gerekli antioksidan
maddeleri kendisi sentezledigi gibi disaridan beslenme yoluyla da alabilir. Burada
onemli olan oksidan/antioksidan seviyesinin viicudun yasamsal fonksiyonlarini

diizgiin bir sekilde yerine getirecek oranda olmasidir.

Viicudun antioksidan seviyesinin diismesini 6nlemek ve/veya yeterli diizeyde
tutmak i¢in viicuda disaridan dogal antioksidan takviyesi almak, saglikli ve diizenli
beslenmeye dikkat etmek, spor yapmak, temiz havali yerlesim bolgelerinde
yasamak, havasiz ortamlardan kaginmak, sigara igmemek gibi dogal onlemler

alinmalidir.

Bunun yanisira metabolizmaya disardan aliman dogal desteklerin bazi
durumlarda yetersiz kaldig1 da g6z oniine alinarak son yillarda sentetik antioksidan
maddeler tizerine yapilan c¢alismalar gittikge artmakta ve daha etkili, dogal
antioksidanlara en yakin ozelliklere sahip, yan etkisi en az diizeye indirilmis

bilesiklerin sentezlenmesi amaglanmaktadir (Siizen, 2006).

Alzheimer ve parkinson gibi nérodejeneratif hastaliklarin olusumunda serbest
radikallerin 6nemli rolii oldugu bilinmektedir (Guglielmotto ve ark., 2009; Zhou ve
ark., 2008). Dolayisiyla bu hastaliklarin 6nlenmesi i¢in kan-beyin bariyerlerini kolay
asabilen, etkisi yiiksek ve hastaliklara spesifik, yan etkisi az antioksidan maddelerin

gerekliligi bir kez daha ortaya ¢ikmaktadir.

Viicudumuzdaki oksidan-antioksidan dengesi oksidanlar lehine bozulmasi
durumunda, oksidatif stres artar. Protein, karbonhidrat, DNA, niikleik asit,
doymamis lipitler gibi pek c¢ok yapinin oksidanlarla reaksiyona girmesi sonucu
yapist bozulur ve hiicre gelisiminde degisme, mutasyonlar, antioksidanlarin

aktifliginin azalmasi, protein denaturasyonu, hiicre geg¢irgenliginde degismeler gibi



28

pek ¢ok bozukluk meydana gelebilir. Antioksidanlarin varligi bu bozukluklarin

meydana gelmesini 6nleyerek pek cok hastaligin olusumunu o6nler. Ayrica, tim

sistemlerimizin diizenli bir sekilde ¢alismasini saglar.

ANTIOKSIDANLARIN ORGANIZMAYA FAYDALARI

Bobrek

Fonksiyon immun sistemi
larini Ureme sistemi Kuvvetlendirir Goz sagliginda
dizenler A  duzenler Savunma sistemini onemlidir Uyku
; diazenini

guclendirir

saglar

Obeziteyi
onler

Sinir sistemi
Fonksiyonlarini
dizenler

Sindirimi duzenler

Karacigeri
korur

Dis sagligi
acisindan
énemlidir

Yaslanma
Etkilerini
yavaslatir

Solunum
sistemini
dizenler

Sekil 1.5. Antioksidanlarin organizmaya faydalarr’

1.2.2. Antioksidan Maddelerin Siniflandirilmasi

Antioksidanlar, dogal ve sentetik antioksidanlar olmak tizere ikiye ayrilirlar. Dogal

antioksidanlar ise temel olarak enzimatik antioksidanlar ve non-enzimatik

antioksidanlar olarak iki ana grupta toplanmaktadirlar. (Sekil 1.6)

* bnsopp.blogspot.com/
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ANTIOKSIDANLAR
DOGAL ANTIiOKSIiDANLAR SENTETIK ANTIOKSIDANLAR
ENZIMATIK NON-ENZIMATIK
ANTIOKSIDANLAR ANTIOKSIDANLAR

Sekil 1.6. Antioksidan maddelerin gruplandirilmasi

1.2.2.1. Dogal Antioksidan Maddeler

Dogal antioksidanlar; temel olarak enzimatik ve non-enzimatik antioksidanlar
olmak tizere iki grupta toplanirlar. Enzimatik antioksidanlar organizma tarafindan
tiretilirken non-enzimatikler gidalar aracilifiyla beslenme yoluyla viicuda
alinmaktadirlar. Beslenme yoluyla almman antioksidan maddelerin basinda
polifenoller gelir. Bunun disinda vitaminler, karotenoidler, organosiilfiirlii bilesikler

ve mineraller de diger non-enzimatik antioksidan madde siniflarini olusturmaktadir.

A. Enzimatik Antioksidan Maddeler

Enzimatik antioksidan maddeler; baslica siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT),
glutatyon peroksidaz (GPx) enzimlerini igerir. SOD ve CAT gibi antioksidan

enzimler viicutta tiikenmezler ve ROT ile reaksiyona girecek yiiksek ilgiye
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sahiplerdir (Christofidou ve ark., 2006) ve dogada da bilinen en etkili antioksidan
maddelerin basinda gelmektedirler. Asagida Sekil 1.7. de Siiperoksit dismutaz,

katalaz, glutatyon peroksidaz enzimlerinin aktivitesi gosterilmistir.

Oy - P T

o hasan

Superoksit
dismutaz
e T
H,0, » oH My oo D
Kktalaz |
— Huge .
Ghutatiyon __hasan
peroksidaz
v
H,O

Sekil 1.7. SOD, Katalaz ve Glutatiyon peroksidaz aktivitesi 4

Stiperoksit Dismutaz: SOD dogada yaygin olarak oOkaryotik ve prokaryotik
organizmalarda da bulunur. Siiperoksit dismutaz; siiperoksit radikalinin hidrojen
peroksit ve molekiiler oksijene doniistimiinii katalizler. Boylelikle oksijene maruz

kalan tiim hiicreler i¢in antioksidan savunma saglar.

20 2+2H— HO+ Oy

Bir 6zelligi de peroksinitrit olusturabilen NO radikali gibi hedeflere ¢cok hizli
ulasabilmektedir (Tengattini ve ark., 2000 ). Bilinen ¢esitli SOD formlar1 vardir.
Bunlar bakir, ¢inko, mangan, demir ve nikel ko-faktorlii protein yapilaridir. insanlar

da ti¢ ¢esit SOD bulunmaktadir.

* www.ebi.ac.uk
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1) sitoplazmik SOD1 (CuZn-SOD)
2) mitokondrial SOD2 (Mn-SOD)
3) ekstraselluler SOD3 (Fe-SOD)

Mitokondri en onemli enzimatik antioksidan iiretici olmakla birlikte reaktif
oksijen tiirlerinin de en basta gelen hedefidir. Reaktif oksijen tiirleri, mitakondride
gecirgenligi azaltir. Membran gegirgenliginin azalmasi hiicrelerde apoptosis ve
nekroz olusumuna neden olur. Bu durumu engellemek i¢in mitokondride asirt ROT
ve serbest radikal birikimi oldugunda Mn-SOD miktar1 yilikselmektedir. Bu da
mitokondrinin kendini serbest radikallerin etkilerinden korumak i¢in Mn-SOD’ yi

kendi tirettigi bir savunma sistemi olarak kullandigini1 gostermektedir.

SOD enzimi her zaman H,0, donustiiriicti enzimi, katalaz ve glutation
peroksidaz’la konjuge halde calismaktadir. Hidrojen peroksit birikimini 6nlemek
icin Mn-SOD f{iretimiyle es zamanli olarak CAT ve/ veya GPx in de {iretilmesi

gerekir.

SOD1 enziminde mutasyon olugmast sonucu mekanizmast tam olarak
aydinlatilamamis olan ALS (Amiyotropik lateral skleroz) olarak bilinen motor
noron hastaligr olusur (Poulletier ve ark., 2009). Ayrica SOD1 inaktivasyonu
sonucunda hepatoselliiler karsinoma goriilmektedir. SOD kolon iltihabi olarak

bilinen kolit tedavisinde olduk¢a etkilidir.

Katalaz: Oksijene maruz kalan tiim canli organizmalarda bulunur. Genellikle
peroksizomlarda, daha az olarak sitozolde ve mikrozomal fraksiyonda bulunur. Dort
polipeptid zincirinin olusturdugu tetramer seklindedir. Her zincirde 500 den fazla
amino asit bulunmaktadir. Hidrojen peroksit ile reaksiyon vermesini saglayan dort
demir grubu tasimaktadir. Hidrojen peroksit organizmada metabolik olaylar sonucu
olusan zararli bir atik trlindiir. Hidrojen peroksitin molekiiler oksijene ve suya

par¢alanmasini saglayarak hiicreleri serbest radikallerin etkilerinden korur. Ayrica;
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peroksidatif reaksiyonlar sonucu olusan alkol, fenol, formaldehit ve formik asit gibi

toksik bilesiklerin etkilerini azaltmada da rol oynar.

Yapilan c¢alismalar SOD ve CAT’in yetersiz dagilimi ve elverissiz
farmakokinetik olusumlar nedeniyle etkilerini gosteremedigi durumlarda ¢esitli
hastaliklarin ortaya ¢iktigin1 kanitlamaktadir. Ornegin; CAT tiimor hiicrelerinin
metastazinda hidrojen peroksit seviyesini diistirecek sekilde hiicrelere ulagmalidir.

Ancak bu sekilde hiicre metastazini 6nleyebilir veya azaltabilir (Nishikawa, 2005).

Glutatyon peroksidaz (GPx): GP nin esas gorevi organizmayi oksidatif

hasardan korumaktir. Sitozolde bulunur, tetramerik yapidadir ve yapisinda dort
selenyum atomu igerir. Hidrojen peroksitin indirgenmesinden sorumludur. Tripeptid
glutation (GSH) ile konjuge halde ¢alisir. GSH hiicrelerde yiiksek konsantrasyonda
(mikromolar) bulunur. GSH, hidrojen peroksidi suya doniistiiriirken kendisi de
glutation disiilfit’e (GSSG) doniisiir. Olusan GSSG ise glutatiyon rediiktaz ile tekrar
glutation’a indirgenir. Biyokimyasal olarak lipid hidroperoksitlerin alkollere ve

H,0, in suya doniistimiinii saglar.

2GSH + H,0, — GS-SG + 2H,0

B. Non-Enzimatik Antioksidan Maddeler

Non-enzimatik antioksidanlar ise viicuda beslenme yoluyla alinmaktadir. Beslenme
yoluyla alinan antioksidan maddelerin basinda polifenoller gelir. Bunun disinda
vitaminler, karotenoidler, organosiilfiirlii bilesikler ve mineraller de diger non-
enzimatik antioksidan madde smiflarin1 olusturmaktadir. Onemli non-enzimatik

antioksidanlar asagida 6zetlenmektedir.
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E vitamini: Yagda ¢oziinen en 6nemli non-enzimatik antioksidandir. Membranlarin
oksidatif hasardan korunmasinda hayati onemi vardir. Peroksi radikalini hiicre
membranlarinda yakalayarak primer aktivitesini gosterir. E vitamini iginde alfa,
beta, gama ve delta tokoferolleri bulunur. Bunlarin i¢cinden 6zellikle Alfa tokoferol
onemli bir antioksidandir. Ozellikle bugday, musir, dari, piring gibi tahillarda ¢ok

bulunur.

C vitamini: Suda ¢oziinen en 6nemli non-enzimatik antioksidandir. Radikalleri
rediikleyerek etki gosterir. Ayrica E vitamininin radikal formunun diizenlenmesinde

de gorev alir.

Glutatiyon: ROT lara kars1 intraselliiler diizeyde aktivite gosteren en 6nemli non-
enzimatik antioksidandir. Bir tri peptid yapisindadir (glutamil-sisteinil-glisin).
Sistein  tasidigr  serbest siilfidril grubu (-SH) radikal yakalanmasinda

kullanilmaktadir.

Beta-karoten- Viicutta depolanarak A vitaminine de doniistiiriilen bu kirmizimsi-
turuncu pigment ¢ok gii¢lii bir antioksidandir ve bir¢cok kanser tiiriine yakalanma
riskini azaltmasiyla tinliidiir. Havug, 1spanak ve brokoli gibi yesil yaprakli sebzeler

ile kayis1 ve seftali gibi meyvelerde fazlasiyla bulunur.

Flavonoid - Bircok meyve ve sebzede yiiksek oranlarda bulunan sari-beyaz
pigmentlerdir. Bitkilerin ¢cogunda bulunan bu antioksidan, yine antioksidan olan C
ve E vitamininden ¢ok daha fazla miktarlarda bulundugu icin 6zellikle meyve ve
sebze agirlikli bir diyet ile viicuda fazla miktarlarda alinabilir. Elma, ¢ilek, tiziim

gibi meyveler, ¢ikolata ve dzellikle ¢ay, belli oranlarda flavonoid ihtiva eder.

KoenzimQ- Ozellikle kanser ve belli nérolojik hastaliklara olan pozitif etkileriyle
uzun sitiredir giindemde olan koenzim Q onemli bir antioksidandir. Hem viicut

tarafindan tretilir hem de beslenme yoluyla alinabilir. Her ne kadar ciger, kalp ve
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bobrek gibi et trilinlerinde ve balikta yiiksek oranda bulunsa da, diyete takviye

amacli alinan koenzim q haplari ile viicuda alinmasi daha etkilidir.

Urik _asit — Heterosiklik piirin tiirevidir. Giiclii rediiksiyon ajam1 ve elektron
dondriidiir. Bu nedenle giiclii antioksidan maddeler arasinda sayilmaktadir. insanda
kan plazmasindaki antioksidan etkinin %50 sinden sorumludur (Baillie ve ark.,

2007).

Bilirubin — Hem katbolizmasinin {irtintidiir. Yapisinda dort adet pirol halkasi igerir.
Organizmada olusan oksidasyon zincirini kirarak gii¢li antioksidan aktivite

saglayan dogal bir bilesiktir (Yesilkaya ve ark., 1998)

Non-enzimatik antioksidanlarin gerekliligi ve onemi her ne kadar biliniyor
olsa da bu antioksidanlarin koruyucu ve/veya terapotik ajan olarak etkileri
fizikokimyasal ve biyofarmasdtik o6zelliklerinden kaynaklanan bazi problemler
icermektedir. Bazi vitaminleri de igeren birgok antioksidan madde diisiik
coziinirliikleri, diisiik gecirgenlikleri, stabiliteleri ve/veya sistemik dolagima karisan
ilag biyotransformasyonlar1 yliziinden diisiik oral biyoyararlanima sahiplerdir. Bu

nedenle bir¢ok durumda viicuda disardan antioksidan takviyesi gerekmektedir.

1.2.2.2. Sentetik Antioksidan Maddeler

Viicudumuzun iirettigi dogal antioksidanlar ve besinler yoluyla alinan antioksidanlar
bazen yeterli gelmemekte ve bunun sonucunda da c¢esitli hastaliklar ortaya
cikabilmektedir. Antioksidanlarin yetersizliginin temel nedenleri; ¢evresel etmenler,
yetersiz ve dengesiz beslenme, kotli ve sagliksiz yasam kosullari, viicut direncinin
baska hastaliklar yliziinden zayiflamasi, genetik hastaliklar gibi kisinin iginde
bulundugu ortama, yasam sekline ve biinyesine bagli olarak gelisen

oksidan/antioksidan dengesinin bozulmasidir. Bununla birlikte yaslanmayla ortaya
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cikan dogal bir dengesizlik de antioksidan ihtiyacini dogurmaktadir. Biitiin bu
nedenler ve ihtiyaclar goz oOniine alindiginda sentetik antioksidanlara duyulan
ihtiyag ortaya ¢ikmaktadir. Giintimiizde bu konuda bir¢cok ¢alisma yapilmakta ve
gerek antioksidan eksikligine bagli olarak ortaya c¢ikan hastaliklar1 Onlemede
gerekse bu nedenle olusan hastaliklar1 tedavi etmede bircok sentetik antioksidan
madde sentezlenmeye c¢alisilmakta ve giin gegtikge yan etkisi daha az, birden ¢ok

hastaliga etki edebilecek, dogala en yakin bilesikler sentezlenmektedir.

Dogada bulunan besinler igerisindeki antioksidan maddelere baktigimizda
indol tiirevi bilesiklerin ¢nemli bir yere sahip oldugunu gormekteyiz. Ornegin;
brokoli, kabak ve karnibahar igerisinde bulunan indol-3-karbinol oldukc¢a yiiksek
antioksidan aktiviteye sahiptir ve yapilan arastirmalar sonucunda bu maddenin
Ozellikle gogiis ve prostat kanserini Onledigi belirlenmistir (Jump ve ark., 2008).
Boliim 1.3 de anlatilacak olan ve viicudumuzda dogal olarak sentezlenen melatonin
de yapisinda indol halkasina sahip bir hormondur. Yiiksek antioksidan aktiviteye

sahiptir.

1.3. Melatonin

Melatonin, seratoninden hareketle ¢ogunlukla pineal bez de az miktarda da retina,
kemik iligi, deri ve gastrointestinal sistem de sentezlenen bir hormondur. Pineal
bezde ve retinadaki melatonin sentezini 1s1k inhibe eder, diger dokularda 1sik
melatonin sentezini inhibe etmez. (Sekil 1.8). Yesil 1sitk (505 nm), melatonin
tiretimini bastiran en etkili 1s1k dalgasidir (Brainard ve ark., 2001). Melatonin
sentezi bu nedenle gece veya karanlik yerlerde artar. Melatonin; aksam saat 21:
% den sonra salgilanmaya baslar, gece saat 02: ©°-04: ° arasi en fazla salgilanr,
sabah saat 07: ° de salgilanmasi azalir. Kandaki melatonin miktar1 geceleri en
yiiksek diizeyde iken giindiizleri minimum diizeye inmektedir. Melatonin’in etkisi

uykuyu saglayip ve diizenlemesidir. Giin 15181 ve suni 151k melatonin {iretimini
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dugtirtir. Ama karanlik odalarda gozii kapali olarak uyuyan vardiya isgileri,

melatonin tiretimini glindiiz saatlerinde de saglayabilirler.

o
Suprakiasmatik nuklei

Y

'; S"““‘_-f\'LSuperior servikal ganglion
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Sekil 1.8. Pineal bezin beyindeki lokasyonu ’

Melatonin sentezi g¢ocukluk evresinde maksimum diizeydeyken ergenlik
olusmasindan hemen Once azalir ve ergenlik baglar. Melatonin ergenligin
baslamasinda da 6nemli rol oynamaktadir. Melatonin sentez diizeyi 35-40 yasina
kadar sabit kalir, ilerleyen yasla beraber melatonin’in sentez diizeyinde diisiis
goriiliir. Yash insanlarda plazma melatonin diizeyinin diisiik olmasi bu insanlari
enfeksiyonel hastaliklara karsi daha zayif ve hassas konuma gelmelerinin
nedenlerinden biri olabilir. Yaslar1 60 ve iizeri olan kisilerde gece saatlerinde
melatonin diizeyinde artis gozlenmemektedir. Kisa omiirli fare ve kemirgenlerde
yapilan calismalarda (6zellikle yasli olanlarda) disaridan melatonin verilmesiyle
yasam siirelerinde artis gézlenmistir. Gece saatlerinde verilen melatonin daha etkili

olmustur (Pierpaoli ve ark, 1999).

5 www.ethesis.helsinki.fi
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Melatonin ¢ok 6nemli ve yararli bir antioksidandir. Vitamin C ve glutatyondan
farkli olarak, (Vit. C ve glutatyon, sadece sulu fazda; Vit. E ise sadece lipit fazda
aktive iken) melatonin hem sulu hemde lipit fazda aktivite gosterebilmektedir. Bu

Ozelligi sayesinde melatonin kan-beyin engelini gegebilir (Reiter ve ark., 2005).

Melatonin 6zellikle mitokondri ve hiicre niikleusunda daha yogundur.
Mitokondriyal DNA az miktarda DNA hasar1 onaran enzim igerdigi i¢in hasarlara
kars1t daha savunmasizdir. Ayrica mitokondrial DNA, nukleus DNA’dan daha az
koruyucu protein igermektedir. Melatonin mitokondri’ye kolaylikla penetere olup
hem direk olarak mitokondrial DNA’y1 hemde mitokondrial antioksidan enzimleri
indiikleyerek ciddi 6l¢tide mitokondri’yi oksidatif hasara karst korur (Mansouri ve

ark, 2001).

1.3.1. Melatoninin Biyosentezi

Pineal bezden iki grup endojen madde salinmaktadir. Bunlar, indolaminler ve
peptitlerdir. Indolaminler igerisinde en 6nemlisi 232 molekiil agirlikli N-asetil-5-
metoksitriptamin (melatonin) dir. Melatonin sentezi icin Oncelikle triptofan
aminoasitinin hiicre i¢ine alinmasi1 gerekmektedir. Hiicre igerisine alinan triptofan,
triptofan-5-hidroksilaz enzimi tarafindan 5-hidroksitriptofana (5-HTP), 5-HTP ise
aromatik aminoasit-dekarboksilaz ile serotonine, serotonin arilalkilamin-N-tranferaz
ile N-asetilserotonine ve N-asetilserotonin ise hidroksiindol-O-metiltransferaz

enzimi ile melatonine doniistiiriiliir (Denklem 1.4).
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Denklem 1.4. Melatonin biyosentezi

Melatonin  sentezlendikten sonra organizmada depolanmaz. Molekiil
agirhiginin diisiik olmasi ve lipofilik-hidrofilik 6zelliklerinden dolay1 pasif diftizyon
ile hizl1 bir sekilde hiicre disina atilir. Kanda bulunan melatoninin yaklasik % 70’ i
plazma albiiminine baglidir. Dolagimdaki melatonin, tiim biyolojik sivilara ve tiim

dokulara dagilir ( Cagnacci, 1996).

Triptofandan melatonin sentez yolaginda yer alan tiim bilesiklerin belli
diizeylerde antioksidan aktiviteleri vardir. 5-HTP’nin melatonin ve C vitaminiyle
karsilastirildiginda daha etkili radikal yakalayici oldugu belirlenmistir. Melatoninin
serotoninden daha potansiyel hidroksil radikal yakalayici oldugu bilinmektedir. 5-
hidroksitriptamin (5-HT, serotonin) ksantinoksidaz sistemi ile okside olarak
triptamin-4,5-dion yapisin1 verir. Triptamin-4,5-dion ve benzeri intrandronal
metabolitlerin ise noérodejeneratif beyin hastaliklarinin baslica nedeni oldugu

saptanmigtir (Wrona ve Dryhurst, 1998).
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1.3.2. Melatoninin Kimyasal Yapisi ve Antioksidan Ozellikleri
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Sekil 1.9. Melatonin

Melatoninin suda ve yagda ¢oziiniirliigii oldukca yiiksek oldugundan biitiin
hiicre zarlarindan kolayca gecerek hiicrelere ve hiicre organellerine hizla ulasir
(Reiter ve ark., 1998). Bu ozelligi lipidlerin, proteinlerin ve DNA’nin

korunmasinda oldukga etkilidir.

Yapilan calismalar melatoninin hidroksil radikalini, siiperoksit anyon
radikalini, peroksil radikalini, peroksinitril anyonunu, singlet oksijeni, hidrojen
peroksiti, nitrik oksiti ve hipoklor6z asiti notralize edebildigini gostermektedir
(Gupta ve ark., 2003). Ayrica peroksil ve hidroksil radikali yakalayici olarak da E

vitamininden daha etkilidir (Antunes ve ark., 1999).

Deneysel calismalar melatoninin 6ncelikli olarak hidroksil radikaline daha
sonra ise peroksinitrit anyonuna ve siiperoksit anyonuna karsi etkili oldugunu

gostermistir (Allegra ve ark., 2003).
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In vivo ¢aligmalarda melatoninin, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz,
glukoz-6-fosfat dehidrojenaz, stiperoksit dismutaz ve katalaz gibi antioksidatif
enzimlerin aktivitelerini arttirdigi, nitrit oksit sentetazin aktivitesini ise azalttigi
bulunmustur (Reiter ve ark., 2000; Tan ve ark., 2003; Tengattini ve ark., 2000).
Ayrica Alzheimer hastaliginin seyrinde olusan noéronal kayiplarin oksidatif strese
bagli olabilecegi diistiniilmektedir (Guglielmotto ve ark., 2009). Melatonin oksidatif
hasara kars1 noroprotektif etkilere sahiptir. Fareler tizerinde yapilan denemelerde

melatoninin beyin hiicrelerini ndrodejeneratif etkilerden korudugu saptanmistir.

Melatonin DNA molekiillerini, proteinleri ve biyolojik membran lipidlerini
serbest radikallerin zararli etkilerinden korur (Reiter ve ark., 1998). Melatoninin
olduk¢a kolay difiize olabilmesi serbest radikal yakalama kapasitesini arttiran bir
etkendir. Ciinkli molekiiler yapisi, tiim hiicre organellerine ulasmaya miisaittir ve
DNA’y1 koruyan hiicre gekirdegine bile etki edebilir (Reiter ve ark., 2005). In vivo
ve in vitro deneylerle melatonin ve benzeri indolaminlerin DNA ve hiicresel
membranlar1 karsinojenlerin meydana getirdigi oksidatif hasardan korudugu da
belirlenmistir. Bu ¢alismalar melatoninin makromolekiilleri oksidatif hasardan ve
kanserden korumada ve bu hasarlar1 azaltmada olduk¢a etkili oldugunu da
gostermistir  (Reiter, 1997). Hiicresel hasarlara karst melatonin ve diger
antioksidanlarin sahip oldugu bu koruma etkisi, karsinojenler yiiziinden kanser
riskinin arttigi durumlarda, indol tiirevi bu bilesikleri potansiyel terapétik ajan

durumuna getirmektedir (Karbownik, 2002; Tarzia ve ark., 2004).

N-asetil-serotonin (Sekil 1.9) oksidatif strese karsi biyolojik membranlari

stabilize edebilir (Garcia ve ark., 2001).
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Sekil 1.10. N-Asetil Seratonin

Tim indoller yiiksek elektroaktivite ve heteroatom halka sistemine sahip
maddelerdir. Yan zincirlerde farkli fonksiyonel gruplar tasirlar. Bu fonksiyonel
gruplar biiyiik 6l¢tide maddenin reaksiyonlarini ve serbest radikal yakalama giicii ve
etkinliklerini belirlerler. Triptofan metabolitleri ve diger indol tiirevlerinde oldugu
gibi melatoninde elektronca zengin aromatik bir halka sisteminde oldugu i¢in redoks
Ozeligine sahip bir maddedir. Bu nedenle indol aminler kolay elektron verici (donor)
olarak davranirlar. Buna gore de cesitli deneysel sistemlerde oksijen igeren
radikaller ve diger etkin radikallerin melatonin’i okside ettikleri goriilmiistiir. Ister
dogal ister suni olsun 1s13a maruz kalma melatoninin yikimini ciddi derecede

hizlandirir (Siizen ve ark., 2001 ve 2003).

6-hidroksimelatonin  (6-OHM) (Sekil 1.10) ve N-asetil-N-formil-5-
metoksikinurenamin (AFMK), melatoninin viicuttaki enzimatik
metabolitlerindendir. Ozellikle 6-OHM’nin oksidatif strese karst ideal bir

noroprotektif oldugu diistiniilmektedir.

CHs
OCH, < NHK
0

N
OH N

Sekil 1.11. 6-Hidroksimelatonin
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6-OHM’nin serbest radikal yakalama aktivitesi beyin hiicrelerinde in vitro
(Maharaj ve ark., 2003) olarak test edilmis ve lipid peroksidasyonunu azalttigi,
stiperoksit anyon olusumunu yavaslattigi ve potansiyel bir ndroprotektan oldugu

sonucuna varilmaistir.

Melatonin canlilarda hizla ana metaboliti olan 6-OHM’ye doniisiir. Bu ana
metabolit hidroksil yakalama yetenegine sahiptir (Matuszak ve ark., 1997, Maharaj
ve ark., 2005). 6-OHM’nin kimyasal yapis1 melatoninden sadece 6. karbon tizerinde
fazladan bir hidroksil grup i¢cermesiyle farklilasmakta olmasina ragmen antioksidan

etkisi melatoninden daha giigliidiir.

Melatoninin radikal yakalama kapasitesi bilinmekle beraber, serbest
radikallere ne sekilde etki ettiginin mekanizmast heniiz tam olarak
aciklanamamaktadir (Allegra ve ark., 2003). Melatoninin serbest radikallerle ve
reaktif tiirlerle ne sekilde etkilestigini gosteren mekanizma (Denklem 1.5) Tan ve
arkadaslar1 tarafindan agiklanmistir (Tan ve ark., 1998; Siizen, 2007; Bozkaya ve
ark., 2006).

Yapi-aktivite iliskilerini belirleyen analiz sonuglari degerlendirildiginde,
melatonin molekiiliiniin serbest radikal reaksiyonlarina karsi bariyer olusturan indol
halkasinin; yiiksek rezonans stabilitesine ve duisiik aktivasyon enerjisine ragmen
oksidanlarla etkilestiginde reaktif merkez olarak gorev yaptigi belirlenmistir
(Gurkok ve ark, 2009). Sahip oldugu metoksi ve amid gruplari melatoninin
antioksidan kapasitesine katkida bulunmaktadirlar. Ayrica N-C=O yapisindaki
karbonil grubu melatoninin ikincil reaktif tiirler yakalamasinda anahtar roli

oynamaktadir (Tan ve ark., 2002).
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Denklem 1.5. Melatoninin serbest radikalleri yakalama mekanizmasi (Tan ve ark., 1998)

1.3.3. Melatoninin Serbest Radikallerle Etkilesimi

Melatonin direkt (siiperoksit anyon radikali) O," yakalayici olarak diisiik yetenege
sahip goriinmektedir. Melatonin prekiirsorii seratoninin O, lizerinde melatoninde
gozlenmeyen bazi reaktiviteleri goriilmiistiir. Ancak melatoninin O," nin
dismutasyonunda 6nemli rol oynayan enzim familyasi olan SOD i¢in mRNA’y1

arttirdigini ileri stirtilmektedir (Kotler ve ark., 1998; Saran ve ark., 1990).

H,05 nin toksisitesi O," nin ki ile benzerdir. H,O,, Fenton ve Haber-Weiss

reaksiyonlar1 sonucu ‘OH radikaline donmektedir. Melatoninin H,O, tizerinde direkt
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reaktivitesinin olmadig1 preoksidaz-gayakol yontemi ile saptanmistir. Enzimler
H,O, yi OH' radikaline rediikleyerek non-toksik iiriinler olusturarak hiicrelerin

yasamasini saglarlar (Barlow-Walden ve ark., 1995).

Tan ve arkadaslar1 (1993) melatoninin OH" radikalinin yakalayic1 6zelligini ilk
saptayan arastiricilardir. Bunu belirlemek amaciyla H,O; yi ultraviyole 1siklarina
(254 nm) maruz birakarak OH' radikalini iiretmisler ve melatonini spin trapping ajan
olan 5,5-dimetil pirolin N-oksit (DMPO) ile OH" radikalini nétralize etmek igin

kullanmiglardir.

Matuszak ve arkadaslar1 (1997) bagska bir sistem kullanarak Fenton reaksiyonu
ile OH radikalini olusturmuslar ve indolaminlerin ¢ok etkili OH" yakalayicisi
oldugunu tespit etmislerdir. Yap1 aktivite ¢alismalari ile melatoninin yan zincirinde
asetil grubu ve indol ¢ekirdeginin besinci konumunda metoksi grubu oldugunda
melatonin OH’ yakalayic1 aktivitesinin arttigi gozlenmistir. Susa ve arkadaslari
(1997) OH’ radikalin sebep oldugu DNA hasarlarinin melatonin varliginda
azaldigini rapor etmislerdir. Bu sonuglara gére melatonin etkili bir serbest radikal
yakalayicit oldugu kanitlanmis ve radikallerin DNA {iizerinde yaptig1 hasarlari
azalttig1 belirlenmistir. Melatonin, sitotoksisite, lipid peroksidasyon ve DNA zincir
kirilmalarina karst etkili bir koruyucudur. OH’ radikalinin detoksifikasyonunda
melatonin elektron donérii olarak rol oynamaktadir. Olusan yapi, indolil katyon ya

da melatonil radikal olarak adlandirilir.

Melatonin singlet oksijen (Cagnoli ve ark., 1995) ve peroksil radikali tizerine
de yakalayici olarak etki gosterir. LOO" olduk¢a aktif bir radikaldir. Lipid
oksidasyonunu baglatir ve artmasindan sorumludur. Lipid peroksidasyonu 6zellikle
santral sinir sisteminde hasarlara neden olmaktadir. Melatoninin LOO" yu
detoksifiye etme yetenegi ilk olarak Pierri ve arkadaslari tarafindan (1995) ortaya

atitlmistir.  Melatonin, E  Vitamini, C Vitamini, GSH ve mannitoli
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karsilastirdiklarinda, antioksidan aktiviteleri Melatonin > E Vitamini > C Vitamini >
GSH > mannitol seklinde bir siralama ile bulunmustur. Scaiano’ya gore de (1995)

melatonin serbest radikalleri yakalama ag¢isindan E vitamini kadar etkilidir.

Nitrik Oksit (NO"), noronlarda 6nemli bir ikinci mesengerdir. O, Ile
etkilesimi sonucu peroksi nitrit anyonu (ONOO") olusturmaktadir. Bu durumda bu
islemlerde gorev alan nitrik oksit sentaz (NOS) bir prooksidatif enzim olarak
siniflandirilmaktadir. Son yillarda melatoninin fizyolojik konsantrasyonlarinin
hipotalamik NOS aktivitesini inhibe ettigi rapor edilmistir. Bu ¢aligmalar NOS’in
melatonin ile inhibisyonunun doza bagimli oldugunu gostermistir. NOS kalmodulin
tarafindan aktive edilen bir enzimdir. Melatonin kalmoduline baglanarak NOS’in
aktivitesini baskilamaktadir. Béylece NO™ sentezi azalmakta ve ONOO olusumu
baskilanmaktadir. (Szabo, 1996). Ayrica Cuzzocrea ve arkadaslar1 da (1998) cesitli
sekillerde melatoninin NOS aktivitesini inhibe ettigi ve ONOO™ ve OH' radikali igin

yakalayici oldugunu tespit etmislerdir.

1.3.4. Melatonin ve Melatonin Analogu Bilesikler ile ilgili yapilan Antioksidan
Aktivite Cahismalar

Enflamasyon, ¢ok sayida hiicresel ve molekiiler etkilesim sonucu kompleks bir olay
olarak ortaya c¢ikar. Siklooksijenaz-2(COX2), arasidonik asitten prostaglandin-2
sentezini katalizleyen 6nemli bir enzimdir. Ayrica COX2 bu fonksiyonun yanisira
enflamasyonun olusumunda da rol oynadigi gibi norodejeneratif ve kanser gibi
patolojik olaylara da eslik eder. Melatonin ve metabolitleri olan N-asetil-N,-formil-
S5-metoksikinurenamin  (AFMK) ve Nj-asetil-5-metoksikinurenamin (AMK)
siklooksijenaz-1(COX1)’in etkisi ve diizeyini etkilemeden COX2’in aktivitesini
Onler. Melatonin NOS ve COX2 enzimlerinin aktivitesini diistirerek hem nitrik oksit

(NO) hemde prostaglandin-2 iiretimini ve konsantrasyonunu azaltir. Giintimiizdeki
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calismalar melatonin’in anti-enflamatuvar etkili ajan oldugunu dogrulamaktadir.
COX2 ve NOS, melatonin ve metabolitleri olan AFMK ve AMK molekiillerinin
hedefi oldugu sdylenebilir. Dolayisiyla melatonin ve metabolitleri COX1 i inhibe
etmeyen yeni siif anti-enflamatuvar bilesikler olarak tizerinde ¢alisilmasi gereken

maddeler olarak goriilmektedir (Mayo ve ark., 2005).

Brassica (lahana) ailesine ait sebzelerin tiikketimi insanlarda ¢esitli kanserlerin
olusumunu engelledigi ve deney hayvanlarinda kanser insidansini azalttig1
bilinmektedir. Brassica ailesi sebzelerde indol-3-karbinol’un esas bilesigi oldugu
kanitlanmis  ve indol-3-karbinolun (I3K) hiicre siklusundaki G1 fazinin
durdurulmasini indiikledigi bunu da insan meme kanserinde, kanserli hiicrelerde
hiicre ¢ogalmasi yolaginda CDKG6 transkribsiyonu diistirip CDK2 kinaz’in

aktivitesini inhibe ederek gostermektedir.

Kiiltiir ortaminda olusturulan meme kanseri hiicrelerine 13K eklenmesi sonucu
ortamda hem I3K bulunur hemde I3K kondanse haline doniiserek 3,3’-
diindolilmetan (DIM) olusturur. 13K ve kanserli hiicrede 13K den olusan DIM’1n
kombinasyonu giiclii anti-proliferative etki gdstermektedir. DIM c¢ogalma
niteligindeki kanser hiicrelerinin ¢ogalma yolagini inhibe etmektedir. Ana bilesik
olan I3K’nin Yapi-aktivite iliskilerinin anti-proliferatif etkiyle olan iliskilerini
aydinlatmak i¢in indol ¢ekirdegi iceren bilesiklerin biyolojik aktiviteler tizerindeki
cesitli etkilerine bakilmistir. Hiicre siklusu {izerine spesifik etkili olan 3K
bilesiklerden N-alkoksi tiirevi bilesikler sentezlendi. Indol halkas1 i¢indeki azot
atomuna yan zincir olarak bir ile dort arast uzunlukta karbon iceren degisik
stibistitlient alkoksi gruplar takilmis ve sentezlenen bu tiirevlerin hiicre siklusunda
G1lfaz1 bloke etmelerine, DNA sentezini inhibe etme 6zelliklerine ve tiirevlerin doz-
yanit deneylerine bakilmistir. Tiim tiirevler meme kanseri hiicrelerine, igerdikleri
3K ¢ekirdegi dolayisiyla anti-proliferatif etki gostermektedirler. Ama N-
siibistitiient bilesikler 13K ye gére daha etkili olmustur. Bu etki nitrojen iizerinde

alkoksi grubunun karbon uzunlugu ile dogru orantilidir. Yapilan testlerde N-metoksi
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I3K den 23 kat daha diisiik konsantrasyonda 13K yapdigi anti-prolifertif etkiye
esdeger etki gostermektedir. (Jump ve ark., 2008).

Melatonin kanserli hiicrelerde onkostatik etki gosterebilmektedir. Bir¢ok
calismada, kanser olusturan genlerin aktivasyonu, tlimorlerin gelisimini durduran ve
yavaglatan  genlerin  inaktivasyonun’a, tiimorlerde  biiyime  faktorlerin
stimulasyonun’a HIF-1 Alfa protein ekspresiyonu eslik eder. Dolayisiyla HIF-1 Alfa
proteinin miktarinmn azaltilmasi kanser olusumunu azaltabilir. Melatonin HIF-1 Alfa
proteini inhibe etme O6zelligine sahiptir ve prostat kanserlerine karsi kullanilmasi

yararli olabilir (Park ve ark., 2009).

Melatonin c¢esitli patolojik durumlarda koruyucu rol oynadigi ¢ok sayida
bilimsel ¢alismada belirtilmektedir. Son zamanlarda melatoninin normal hiicreler
tizerinde anti-apoptotik ve kanserli hiicrelerde apoptotik stireci hizlandirdigini
kanitlayan c¢alismalar yaymlanmistir. Bu calismalar 1s1ginda melatoninin kanser
tedavisinde etkisi tizerine olan ilgi daha da artirmistir. Meme kanseri, ovaryum
kanseri ve kolon kanserlerine melatonin onkostatik etki gostermistir. Melatonin
kanserli hiicrelerde, hiicre 6limiinii hizlandirdig1 ve hiicre siklusunu durdurabildigin
icin kanser tedavisinde yararli olabilecegi belirtilmistir (Martin-Renedo ve ark.,

2008).

Bazi kardiyak durumlar, serbest radikallerin kalpte meydana getirdikleri hasar
ve enflamatuvar olusumlar sonucu olarak ortaya c¢ikmaktadir. Bu durumlarda
disaridan melatonin ve agonistlerinin alinmasi yararlidir. Zira melatonin dogrudan
serbest radikalleri siipiiriicti etkisi ve dolayli olarak antioksidan etkisi ile anti-
enflamatuvar etkileri sayesinde oksidan kokenli kardiyak hastaliklarda koruyucu
etki gostermektedir. Disaridan alinan melatonin hizli olarak tiim organlara
dagilmaktadir. Ciinkii melatonin tim morfofizyolojik baryerleri kolaylikla asarak
kalp hiicrelerine hizli bir sekilde girebilmektedir. Melatonin en yiiksek
konsantrasyonda mitokondride bulunur. Mitokondri serbest radikallerin ve oksidatif

stresin yogun oldugu bir interaselliiler bolge oldugundan melatoninin bu boélgede
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yiiksek konsantrasyonda bulunmasi ¢ok 6nemli ve yararlidir. Sonug olarak kardiyak
hastaliklarda melatonin, kardiyak ilaglarla birlikte koruyucu ajan olarak belli

dozlarda verilebilir (Tengattini ve ark., 2000).

Melatonin, subaraknoid hemoraji (SAH) ve bu durumlarda beyinde olusan
hasara karst koruyucu etki gostermektedir. Melatonin bu etkiyi SAH’in
indiiksiyonunu, vazospazmi ve endotellium hiicrelerde apoptosis’i inhibe ederek
gosterdigi dustinilmektedir. SAH’a eslik eden enflamatuvarin da, 6nlenmesinde
melatonin kullanilmasinda fayda var. Zira melatonin diger anti-enflamatuarlardan
farkl1 olarak daha az yan etkiye sahiptir. Hemde kan-beyin baryerini kolaylikla
asabildigi i¢cin daha avantajlidir (Ersahin ve ark., 2009).

Melatonin hayvanlar ve insanlrada hipnotik etki gosteren bir bilesiktir ve uyku
tizerinde terapotik etkisine biiyiik ilgi gosterilmektedir. Yasli insanlarda genelde
yaygin olarak goriilen uyku problemlerinin yas ilerlemesiyle birlikte melatonin
miktarindaki disiisle ilgili oldugu dusiiniilmektedir. Melatonin sirkadiyen ritmin
diizenlenmesini  saglar. Ayrica, alzheimer, parkinson gibi ndorodejeneratif
hastaliklarda, 6nemli kanserlerde antioksidatif etkisinden dolay1 protektiftir (Garratt

ve Tsotinis, 2007).

Organizmada antioksidan-oksidan dengesi oksidanlar lehine degismesiyle
meydana gelen duruma oksidatif stres denilir. Bu durum, hiicrelerde, dokularda ve
organizmada ¢ok sayida istenmeyen olaylara neden olmaktadir. Oksidatif stres,
iskemi-reperfiizyon, ateroskleros, kronik bobrek yetmezligi (CRF) gibi birgok
hastaliktan sorumlu ana etkendir. CRF tedavisinde uygulanan hemodiyaliz (HD)
stirecinde karsilagilan birgok komplikasyonda oksidatif stres esas rol oynamaktadir.
Hemodiyalizde, kanla HD membrani arasinda tekrarlanan temas neticesinde
endogenik inflamatuvar mekanizmasi aktiflesir ve bunun sonucu olarak ROT
miktarinda artig gézlenir. Ayrica HD uygulamasi sirasinda kanda bulunan iirik asit,
vitaminler v.s antioksidanlarin elimine olmasi da oksidatif stresi artirmaktadir.

Dolayisiyla CRF hastaliginda yukarida belirttigimiz nedenlerden dolay1 lipit
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peroksidasyonu artmaktadir. HD sirasinda bu oksidatif stresden kaynaklanan
hasarlart minimuma indirmek i¢in son zamanlarda sik araliklarla antioksidan etkili
bazi vitaminler (vit. C v.s) verilmektedir ki bu da c¢ok yliksek dozlarda bazi
antioksidanlarin  prooksidanlara doniisebilecegi ihtimali nedeniyle sakincali
olmaktadir. Bu nedenle HD sirasindaki oksidatif hasarlar1 onleyebilmek igin
antioksidan olarak melatonin verilmesi diger antioksidanlara kiyasla daha uygun

goriilmiustiir (Velkova ve ark, 2009).

Melatonin bazi yan etkileri olsa da farmasé6tik uyku haplarina kiyasla daha az
yan etkiye sahiptir ancak uzun stireli kullaniminin gilivenirligi bilinmemektedir.
Melatonin mental hastaliklarda, alerjik kisilerde, oto-immun hastaliklar1 olanlarda,

16semi hastalarinda kullanilmasi sakincali olabilir.

Melatonin farmakolojik konsantrasyonda hem mRNA diizeyini hem de 6nemli
antioksidan enzimlerin aktivitesini yiikseltebilir. Melatoninin serbest radikalleri
yakalama etkisi reseptorden bagimsizdir. Yapi-aktivite iliskilerinde yapilan
arastirmalara istinaden melatonin molekiiliinde, indol halkasi oksidan maddelere

kars1 aktif merkez olarak goriilmektedir.

Glinlimiizde melatonin ~ kullanimi  iki  6nemli problem nedeniyle
sinirlanmaktadir;
1. Melatoninin,  6-Hidroksimelatonin ~ ve  N(1)-asetil-N(2)-formil-5-
metoksikinuramin’e (AFMK) hizla metabolize oldugundan ¢ok kisa
biyolojik yarilanma 6mre sahip olmasi

2. Hedef organ ya da doku seg¢iciliginin olmamasidir.

Indol halkasinin sahip oldugu yiiksek rezonans stabilite ve diisiik aktivasyon
enerjisi serbest radikal reaksiyonlarina karsi bariyer olusturmaktadir. Giinlimiizde
indol halkas1 i¢eren bilesiklerin sentezi ve gelistirilmesi sonucu olarak melatoninin

cok sayida fizyolojik ozellikleri tanimlanmakta ve tartisilmaktadir. Ciinkii bu
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bilesikler yapisal olarak melatonine benzerlik gostermektedirler. Bununla birlikte
oksidatif strese bagli hastaliklarin klinik tedavisinde yeterli 6l¢tide bu bilesiklere
basvurulmamaktadir. Bu da yeterince etkin preparatin bulunmayisi, terapotik
kullanima elverissiz farmakokinetik 6zelliklere sahip olmasi, yan etkileri ve bu

maddelerin toksisitesi ile ilgili olabilir (Giirkok ve ark., 2009).

1.3.5. Melatonin Analogu Sentetik Antioksidan Bilesikler

1.3.5.1. Antioksidan Etki Gosteren Non-Steroidal Anti-enflamatuvar indol

Tiirevi Bilesikler

Siklooksigenaz, arasidonik asitten prostanoidlerin sentezi sirasinda rol oynayan bir
enzimdir. Siklooksigenaz-1 ve 2 olmak tizere iki izoformu vardir. Bir indol tiirevi
olan indometazin siklooksigenaz-1 ve 2 yi inhibe eder (Niwa ve ark., 2001). Ayrica
serbest radikal olusumunu oOnledigi saptanmistir (Torres ve ark., 2004).
Siklooksigenaz-2 inhibisyonu enflamasyonun 6nlenmesinde kritik bir rol oynarken
bu inhibisyon norodejeneratif hastaliklar ve bazi kanser tiplerinin 6nlenmesi ile de
iligkilendirilmistir. Bu nedenle ROT lerine karsi anti-enflamatuvar bilesiklerin
kullanilmast terapotik bir deger ifade etmektedir. Organizmada sikloksigenaz
aktivitesinin uyarilmasi sonucunda biyolojik sivilarda peroksit radikallerinin
olustugu saptanmistir. Bununla beraber enflamasyon sirasinda H,O, olustugu
belirlenmistir. Tiim bu bulgular nonsteroidal antienflamatuvar ilaglarin serbest
radikalleri yakalama kapasitesi olabilecegini gostermistir. Elektron spin rezonans
calismalar1 ile Etodolak (1,8-dietil-1,3.,4,9-tetrahidropirano-[3,4-bJindol-1-asetik
asit) ve indometazin (2-[1-(4-klorobenzoil)-5-metoksi-2-metil-indol-3-il]asetik asit)
(Sekil 1.12) yapilariin direk stiperoksit yakalama aktivitesi oldugu belirlenmistir
(Ikeda ve ark., 2001). Baska bir c¢alismada indometazin, asemetazin (1-[p-
klorobenzoil]-5-metoksi-2-metilindol-3-asetik  asit  karboksimetil ester) ve

etodolak’in (()-1,8-dietil-1,3,4,9-tetrahidropirano-(3,4-b)indol-1-asetik asit) anti-
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enflamatuvar etkilerinin bir 6l¢tide de ROT ve RAT yakalama kapasitesine bagl
oldugu belirlenmistir (Mouithys-Mickalad ve ark., 2000; Dannhardt ve ark., 2001).
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Sekil 1.12. Indometazin (1), asemetazin (2) ve etodolak (3)

Non-steroidal anti-enflamatuvar bilesiklerin H,O, yakalama kapasitelerini
arastirmak icin yapilan baska bir ¢calismada indol tiirevi (indometazin, asemetazin,
etodolak), pirol tiirevi (tolmetin, ketorolak), oksazol tiirevi (oksaprozin), indene
tiirevi (sulindak) ve metabolitleri (sulindak siilfit ve siilindak siilfon) kullanilmistir
(Costa ve ark., 2005). Sonuglar endojen antioksidanlar melatonin ve glutation ile
karsilastirildiginda, antioksidan aktiviteleri sirasiyla sulidak siilfon > sulindak stilfit
> GSH > sulindak > indometazin > asemetazin > etodolak > oksaprozin > ketorolak
> melatonin > tolmetin seklinde oldugu goriilmiistiir. Bu sonug¢ da anti-enflamatuvar
aktivitenin ROT ve RAT yakalama kapasitesi aracili1 ile oldugunu gosteren diger

bir bulgudur (Mouithys-Mickalad ve ark., 2000; Fernandes ve ark., 2004).

1.3.5.2. indole Yapisik Halka Sistemi Iceren Antioksidan Bilesikler

Indol halkas1 tasidif1 terapotik deger nedeniyle medisinal kimya igin 6nemli

kondanse halkalardan biridir (Borza ve ark., 2005). Indol azotu siibstitiite olsun ya
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da olmasin, halkanin 3. konumu her zaman reaksiyonlara agik bir durumdadir. Bu
konumun bir elektrofil ile siibstitlisyonu benzenin aromatizasyonunu bozmadan
kararli bir ara iiriin olusmasimi saglar. Indol halkas: iki totomerik formda bulunur.
Bunlar daha kararli olan enamin ve 3H-indol ya da imin formlaridir. Indol
halkasindaki 2. ve 3. karbonlar arasinda yer alan pi bagt sikloadisyon
reaksiyonlarina olanak saglar. Intramolekiiler sikloadisyonlar, intramolekiiler
olanlara kars1 daha kolay olusur. Indol halkasinin bu 6zelliklerinden faydalamlarak

sentezlenen bir¢ok bilesikte antioksidan aktivite gézlenmistir.

Stobadin ((—)-cis-2,8-dimetil-2,3,4,4a,5,9b-hekzahidro-1H-pirido[4,3-b]indol)
(Sekil 1.13) piridoindol yapisi tasityan kardiyoprotektif ve antioksidan 6zellikde bir
bilesiktir (Majekova ve ark., 2006). Stobadin yapisi esas alinarak yiiksek
antioksidan etkili, serbest radikal yakalayict ve noroprotektif etkili tiirevler

gelistirilmistir (Stolc ve ark., 2006).

Sekil 1.13. Stobadin tiirevi antioksidan bilesiklerin genel formiilii (R: ¢esitli alkil
gruplari)

TPBIA  (1-p-Toluensiilfonil-6,7,8,9-tetrahidro-N,N-di-n-propil-1 H-benz[g]
indol-7-amin) (Sekil 1.14) dopamin reseptorleri ile etkileserek antioksidan aktivite
gostermektedir (Demopoulos ve ark., 1995). TPBIA bilesiginin lipofil 6zellikde
olmast kan-beyin engelini ge¢mesini saglar ve boylece noroprotektif etki

gosterebilir (Zika ve ark., 2004).
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Sekil 1.14. TPBIA (1-p-toluensiilfonil-6,7,8,9-tetrahidro-N,N-di-n-propil-1H-benz [g]indol-7-

amin)

Ayrica DTBHB (N-[2-(5-metoksi-1H-indol-3-il)etil]-3,5-di-ter-butil-4-
hidroksibenzamid) ve GWC20 [(R,S)-1-(3-metoksifenil)-2-propil-1,2,3, 4-
tetrahidro-B-karbolin] (Sekil 1.15) melatoninden daha etkili antioksidan bilesikler

oldugu saptanmistir (Gozzo ve ark., 1999).

OH
/ \ NN H
N
o
N
g - N\ !
N
o
GWC20 DTBHB

Sekil 1.15. GWC20 ve DTBHB

1.3.5.3. Bilinen Antioksidan Molekiillerle Kondanse indol Tiirevi Bilesikler

Antioksidan bilesikler degisik kimyasal yapilara sahiptirler. Bilinen dogal ya da
sentetik antioksidan bilesiklerle kondanse edilen indol ya da melatonin halkasi,

antioksidan aktivitede artis saglamaktadir.
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Retinoid tiirevi bilesikler antioksidan aktiviteye sahip Onemli bir sinifi
olusturur. Bir seri retinoid-melatonin tiirevi bilesik tetrahidrotetrametilnaftalen
karboksilik asitten hareketle sentezlenmis (Sekil 1.16) ve etkili lipid peroksidasyon
inhibe edici etkide olduklar1 bulunmustur (Ates-Alagoz ve ark., 2006).

o)
NH "
R;: H  COCF,
R1
R ONH/

\ R,, H, OCH;, Br,
N
|
Rs

Rj: H, CHj;, C,Hs, i-Pr, n-Bu, Bn, p-F-Bn, o,p-diCl-Bn

Sekil 1.16. Tetrahidronaftalen-indol tiirevi bilesiklerin genel formiili

Ayrica indol ve lipoik asit tiirevi bilesikler (Sekil 1.17) ile yapilan
calismalarda da 6nemli antioksidan aktivite belirlenmistir (Giirkan ve ark., 2005).

Bazi tiirevler lipoik asitten daha etkili antioksidan aktivite gostermistir.
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MC@

R: alky and phenyl derivatives

A\

N
\NM
H

R: H, OCHj, Br, NO,, CH,

R: H, OCH;

Sekil 1.17. indol-lipoik asit tiirevi bilesikler

Benzimidazol ve indol halkalarinin kondanse formlar1 da antioksidan aktivite
gosteren bilesikler sinifindadir. 6-Floro-5-siibstitiie-benzimidazol tiirevlerinin indol
ve 1,1,4,4-tetrametil-1,2,3,4-tetrahidro-naftalen gruplari ile birlestirildigi bilesikler
cok etkili siiperoksit anyon yakalayicisi olarak bulunmustur (Sekil 1.18). Indol
halkasinin 5. konumunda p-fenil piperazin bulunan tiirevlerde en yiiksek aktivite

gozlenmistir (Ates-Alagoz ve ark., 2005).

R, R

R cl H
N O/ N—

/ \ \ / Br

R F HsC N— OCH;
N
N\ H —

H3C'N N_

e
ol

Sekil 1.18. indol-benzimidazol tiirevi bilesiklerin genel formiilii
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Bisindolilmaleimid tiirevi bilesiklerin (Sekil 1.19) oksidatif strese bagli hiicre
Oluimlerini 6nledigi belirlenmistir (Asakai ve ark., 2002; Katoh ve ark., 2005). Yap1
aktivite iligkileri bisindolilmaleimidlerdeki indol halkasinin ko-planar olmasi
aktivite icin 6nemli oldugunu gostermistir. Indolilmaleimid analoglar1 ile yapilan
calismalarda  2-(1H-Indol-3-il)-3-pentilamino-maleimid  yapisinin  en  etkili

antioksidan tiirev oldugu goriilmiistiir (Dado ve ark., 2005).

R: H, CH;, OCH,, Br, CL F

R: H, CH,

R;: H, (CH,);-NH,, (CH,);N(CH3),

Sekil 1.19. Bisindolilmaleimid tiirevi bilesiklerin genel formiilleri

1.3.5.4. Alkil ve/veya Aril Substitiie Indol Tiirevi Bilesikler

Indol tiirevi bilesiklerin antioksidan aktiviteleri taranirken indole-3-propionik asitin
(IPA) oksidatif stresi engelledigi bulunmustur (Morita ve ark., 1992; Karbownik ve
ark., 2005). IPA endojen elektron donoérii gibi davranarak ROT detoksifikasyonunu
saglar. IPA ayrica giiglii bir hidroksil yakalayici ve oldukg¢a bilinen bir antioksidan

olan glutatyon (Hardeland ve ark., 1999) gibi davranmaktadir. Melatoninin ortamda



57

bulunmadig1 durumlarda IPA giiclii bir oksidandir (Chyan ve ark., 1999; Poeggeler
ve ark. 1999).

IPA nin radikal yakalama kapasitesi melatonin de dahil olmak tizere bir ¢ok
bilinen antioksidan bilesikten fazla c¢ikmistir. IPA (OXIGON) nin etkili bir
antioksidan bir bilesik oldugu kanitlanmistir. Ayrica beta-amiloid fibril olusumunu
inhibe ettigi icin noroprotektif aktivitesi de goriilmustiir (Bendheim ve ark., 2002).
IPA esas alinarak sentezlenen N-H ve N-siibstitiie indol-3-propanamid tiirevleri

(Sekil 1.20) yiiksek etkili antioksidan aktivite géstermislerdir (Olgen ve ark., 2007).

R4 Rz
CH5-CH5-CO-NH-(CH »)n R3
N Rl,2,3 : H, F, Cl
n:0,1

Sekil 1.20. N-H ve N-siibstitiie indol-3-propanamid tiirevlerinin genel formiilii

Ayrica anti lipid peroksidaz etkili ve sliperoksit olusumunu engelleyen bazi
N-H ve N-suibstitiie indol ester tiirevleri de (Olgen ve Coban, 2003) (Sekil 1.20) de
goriilmektedir. N-siibstitiie indol 2- ve 3-karboksamid tiirevlerinin ROT lar
yakalama kapasitesinin yiiksek oldugu da belirtilmistir (Olgen ve Coban, 2002;
Aboul-Enein ve ark., 2004).
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0 ) \R4
\ o \ 0
N N
I |
R1 R3

R R;3 : H, benzoil tiirevleri

R» R4 : Fenil, pirolidin, siklopropil, piperidin tiirevleri

Sekil 1.21. N-H ve N-siibstitiie indol ester tiirevlerinin genel formiilii

Bir ¢ok c¢alismada antioksidan bilesiklerin ROT lerini azalttigi i¢in
miyokardial enfarktiisii engelledigi belirtilmektedir (Das ve ark., 2006; Riccioni ve
ark., 2007). Triazol yapist iceren indol tiirevleri (Andreadou ve ark., 2002;
Varvaresou ve ark., 2000) etkili antioksidan aktivite gosteren bilesikler olarak

tanimlanmigtir (Sekil 1.22) (Andreadou ve ark., 2002; Andreadou ve ark., 2003).

X \ _
\ R /N NH X: H, Br, Cl, NO,
/
N (CHz)“{ %S R: H, CH,
\
NH,

Sekil 1.22. Triazol yapisi igeren indol tiirevi bilesiklerin genel formiilii

Indol halkasmmn 5. konumunda metoksi ve agilamino gruplar tasiyan
tiirevlerinde (Sekil 1.23) halkanin 3. konumuna bagh lipofilik/hidrofilik gruplara
bagli olarak gosterdikleri antioksidan aktivite ol¢lilmiistiir (Mor ve ark., 2004).
Melatonin analogu N-[2-(5-metoksi-1H-indol-2-il)etilJasetamid en etkili tiirev

olarak bulunmustur.
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Ry NHR, RitHe COCH;.COCH;

Rj \ R,: H, Br

Ry: H, OH, OCH,, OCH,CH,OH

Iz

R4
R,: H, OCH,4

Sekil 1.23. 5-Metoksi ve agilamino gruplar1 degistirilen indol tiirevi bilesikler

Melatonin halkasinin 5. konumundaki metoksi grubunun yerinin degistirilmesi
ya da kaldirilmasi ve indol azotunun baska hetero atomlarla yer degistirmesi halinde
de antioksidan etkili tlirevlere ulasilmistir (Sekil 1.24) (Spadoni ve ark., 2006). 5-

alkoksi-2-(N-a¢ilaminoetil)indol en etkili tiirev olarak belirlenmistir.

X:NH, S, N-CH,
|

\
R \ NHCOR 1 R:H,F, CH;, OCH;

=T~ R,: CH;, CH,COOH

Sekil 1.24. 2-N-agilaminoetil tiirevi bilesikler

MAO inhibit6rii olarak bilinen N-(2-propinil)2-(5-benziloksi-indol)metilamin
(PF 9601N) bilesiginin noroprotektif ve antioksidan etkiye sahip oldugu
kanitlanmistir (Sanz ve ark., 2004). Bu bilesikten hareketle sentezlenen yeni
tirevlerde (Sekil 1.25) yapilan yapr aktivite iliskilerine gore indol halkasinin 5.
konumunda yer alan benziloksi, hidroksil veya metoksi gruplarinin antioksidan
aktiviteyi etkiledigi belirlenmistir. Ayrica 2. konuma takilan amin gruplart ele

alindiginda en etkili tiirevler primer amin tasiyanlar olarak belirlenmistir.
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R4

R, Ry, Rs: H, alkil tiirevleri
R4: benziloksi, OCH;, OH

\ NYRZRS

[
R4

Sekil 1.25. Triptamin ve N-alkil siibstitiie melatonin analoglari

Fischer indol sentez yontemi kullanilarak sentezlenen 2-fenil indol tiirevleri
(Sekil 1.26), melatonine karsi denendiklerinde yiiksek oranda lipid
peroksidasyonunu 6nleyen etkiler gostermistir (Stizen ve ark., 2006). 2. Konumda
yer alan fenil tizerinde F, Cl, NO, gibi elektron ¢ekici gruplar bulundugunda en
yiksek aktivite elde edilmistir. Deneyler sonucunda melatonin ve 2-fenil indol

tiirevi bilesiklerin hidroksil radikali yakalayicisi oldugu belirlenmistir.

Rz Rs3 Ry R, ,: H,NO,
Ry ’
\ O R5 R3,4,5,6: H, OH Cl, NOz, NH2, CH3
N
H Re R;: H, CHO

R,

Sekil 1.26. 2-Fenil indol tiirevi bilesiklerin genel formiili

Melatoninden hareketle, 5. konumundaki metoksi grubu yerine hidrojen veya
brom yerlestirilerek sentezlenen indol hidrazid/ hidrazon tiirevlerinin (Sekil 1.27),
melatonin ile kiyaslandiginda daha fazla antioksidan aktiviteye sahip olduklari
belirlenmistir(Glirkok ve ark., 2009). 5. konumda H veya Brom bulunmasinin
antioksidan aktivitede anlamli bir degisime neden olmadig1 goriilmiistiir. Aromatik
yan zincirde fenil halkasinin p konumunda klor veya brom igeren bilesiklerde en
yiiksek antioksidan aktivite elde edilmistir. Izonikotinik asit ve anisik asit

tiirevlerinde ise antioksidan aktivite gézlenmemistir.
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N—_
~ / Ar
R N
N
H
R: H, Br

Ar: Fenil, Piperidin ve indol tiirevleri

Sekil 1.27. Indol hidrazid / hidrazon tiirevi bilesiklerin genel formiilii

Melatoninden hareketle, 5. konumundaki metoksi grubu kaldirilarak ve indol
azotu metillenerek, sentezlenen indol hidrazid/ hidrazon tiirevlerinin (Sekil 1.28),
melatonine kars1 denendiklerinde daha gii¢lii antioksidan aktivite gosterdikleri
belirlenmistir. (Shirinzadeh ve ark., 2010). o-m halojen aromatik yan zincir iceren
bilesiklerde en yiiksek antioksidan aktivite elde edilmistir. Halojen atom icermeyen

izonikotinik asit ve anisik asit tiirevlerinde ise antioksidan aktivite gézlenmemistir.

) oo e @
lHE ‘ @ @OCHS

Sekil 1.28. 1-metil-indol hidrazid/hidrazon tiirevi bilesiklerin genel formiilii

1.3.5.5. Antioksidan Etkili Diger Sentetik Indol Tiirevi Bilesikler

Calismalar melatonin metabolite ve analogu olan bir ¢ok bilesigin de antioksidan

etkisi oldugunu gostermektedir (Ximenes ve ark., 2005) . Ornegin melatonin
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metaboliti AFMK, etkili bir antioksidan tiirevdir (Ressmeyer ve ark., 2003). Ayrica
melatonin prekiirsorii  N-asetilserotonin, ve diger bir melatonin metaboliti 6-
hidroksimelatonin de melatoninden daha etkili antioksidan bilesikler olarak

gosterilmektedir (Zhang ve ark., 1999).

Hipnotik bir bilesik olan Zolpidem [N,N,6-trimetil-2-p-tolil-imidazo (1,2-a)
piridin-3-asetamid L-(+)] (Sekil 1.29) bilesiginin tartarat tuzu melatonin kadar etkili
bir lipid peroksidasyonu Onleyici bilesik olarak bulunmustur (Garcia-Santos ve ark.,

2004).

N(CHa),

Sekil 1.29. Zolpidem [N,N,6-trimetil-2-p-tolil-imidazo (1,2-a) piridin-3-asetamid L-(+)]

Indol halkasinda yapilan selektif hidrojenasyon sonucunda elde edilen 2,3-
dihidromelatonin  (Sekil 1.30) DPPH radikalini yakalanmada ve lipid
peroksidasyonu Onlemede etkili bir antioksidan olarak bulunmustur (Gasparova ve

ark., 2006).

H3CO NHCOCH,
H
-
H
N
H

Sekil 1.30. 2,3-dihidromelatonin tiirevi bilesiklerin genel formiilii
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Statin sinifi bir ila¢g olan Fluvastatin (Sekil 1.31) hiperkolesterolemi ve
kardiovaskiiler hastaliklarin 6nlenmesinde kullanilir. Bu  bilesigin  ROT leri
yakalama kapasitesinin oldugu belirlenerek antioksidan kapasitesi oldugu
bulunmustur. Serbest radikalleri yakalama yetenegi olan bu bilesigin NADPH
oksidaz aktivitesini inhibe edebildigi ve oksidatif stresi onledigi bulunmustur. Bu
ozellikleri nedeniyle fluvastatin atherosklerozun énlenmesinde kullanilmasi gereken

onemli ilaglardan biri oldugunu kanitlamistir (Bandoh ve ark., 2003).

\\ OH

FZ

N OH
/)\\ HOOC

Sekil 1.31. Fluvastatin (7-[3-(4-florofenil)-1-(1-metiletil)-1H-indol-2-il]-3,5-dihidroksi-
hept-6-enoik asit)

Antioksidan o6zellikleri incelendiginde substitiie indolin-2-on ve indolin-2-
tiyon tiirevi bilesiklerin (Sekil 1.32) iyi bir serbest radikal yakalayic1 olduklar
bulunmustur (Aboul-Enein ve ark., 2005).

CH-R
X: Okso ve tiyo
X R: Floro, kloro, nitro, metoksi ve amino
E fenil tiirevleri, imidazol, fenil propenil

Sekil 1.32. indolin-2-on ve indolin-2-tiyon tiirevi bilesiklerin genel formiilii
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1.4. Indol Halkasmin Kimyasal Ozellikleri

Indol (2,3-benzopirol) bircok dogal maddenin yapisinda bulunan heterosiklik bir
halkadir. Bir ¢ok terapotik maddenin igeriginde yer aldigi i¢in farmasotik agidan
O6nemli bir halka sistemidir (Stizen ve Biiylikbingol, 1998 ve 2000; Stizen ve ark.,
2000). Triptofan, serotonin, melatonin gibi 6nemli endojen maddelerin ana yapisini

olusturur.

Indol halkas1 yapisindaki azot atomu nedeniyle baz gibi diisiiniilse de sadece
zayif bazik karakterdedir ve asitler karsisinda tuzlarini zorlukla olusturur. Azot
atomunun elektronlar1 halka i¢inde delokalize olur. Bu delokalizasyon nedeniyle
indol halkas1 3. konumundan elektrofilik siibstitiisyonlara aciktir. Insanda melatonin

hormonuna karsilik bitkide indol-3-asetik asit bulunmaktadir.

Elektronca zengin yapisi nedeniyle indol kolayca okside olur. 2. ve 3.
karbonlar arasindaki ¢ifte bag nedeniyle sikloadisyon reaksiyonlarina agiktir. indol
ve tiirevi bilesikler karbon bazli elektrotlar aracilifi ile oksitlenebilirler.
Elektrokimyasal c¢alismalar ile gelistirilen voltametrik yontem sonucu indol
yapisinin oksidasyonunun azot atomundan basladigi ve benzen halkasinin
hidroksilasyonu ile sonlandigi gosterilmistir (Stizen ve ark., 2001 ve 2003; Bozkaya
ve ark., 2006). Bu yontem ile in-vitro olarak indol ve tiirevi bilesiklerin olasi

metabolitleri tespit edilebilir.

1.4.1. indol Halkasinin Genel Sentez Yontemleri

Indol halkasinin sentezi igin birgok sentez yontem gelistirilmistir. Bunlardan en

Onemli olan iki yontem asagida verilmistir.
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Fischer Indol Sentezi
R1
R4
H \
+ —_— R,
_NH, o .
N Re H

Denklem 1.6. Fischer indol sentezi

En eski indol sentez yontemlerinden biridir. 2. ve 3. konumda siibstitlientler

istenen indol tlirevlerinin sentezi i¢in idealdir .

Leimgruber-Batcho Indol Sentezi

NH, NH,
H,0

HsC OCH,
X ]
©j H ©i\/ >
NO, : Nj NO, Raney-Ni H

Denklem 1.7. Leimrruber-Batcho indol sentezi

Indol ve siibstitiie indollerin sentezi icin etkili ve yiiksek verimli bir

yontemdir.(Batcho ve Leimgruber, 1984)

Bu yontemlerin yanisira son yillarda yapilmis yeni indol sentez yontemleri

asagida belirtilmektedir.
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1. 2-Etinilanilinin siklizasyonu ile 1. ve 2. konumlardan ve ayrica indoliin fenil
halkas1 iizerinde siibstitiientler bulunan indol halkasi sentezi Sakai ve arkadaslari

(2008) tarafindan gergeklestirilmistir.

B
i
] = & mol-% InBr, _ R @*R" R H Bn Ac
ey toluene P‘{ BCo,
|§| reflux, 0.5 - 20 h R R": Ar, alkyl

Denklem 1.8. 2-Etinilanilinin siklizasyonu ile indol sentezi

2. 2-alkinilanilin tiirevlerinden hareketle diger bir indol sentez metodu Arcadi ve

arkadaslar1 (2004) tarafindan gerceklestirilmistir.

Hl
4 mol% NasuCl, - 2 Hy0
. - R SR
EtOH (cosobent H,O) M
H

MH,, rt., 2.5-20h

Denklem 1.9. 2-Alkinilanilin tiirevlerinden hareketle indol sentezi
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3. 2-bromotrifloroasetanilid ile 1-alkinin Cul/L-prolin varliginda verdigi reaksiyon

tirtind indol turevlerini vermektedir (Liu ve Ma 2007).

1.1eq. By 2mok% Cul, 2 eq. K,C0,
_I:I - 1
H@ T B mal-% L-proline . Rmm
NHCOCF, DMF,B0°C, 24 h N

Denklem 1.10. 2-bromotrifloroasetanilid ile 1-alkinin Cul/L-proline varliginda indol sentezi

4. 2-etinilanilin tlirevlerinin bakir katalizorlugiinde verdigi siklizasyon tirtinii

indollerdir (Hiroya ve ark., 2004).

RQT— R' 02eq CufOCOCF)., R _mg.
- N
- H,0 / MeOH (1:1) '.
N—S0.R 2 '
H=0 rt.10-72h SOR

Denklem 1.11. 2-etinilanilin tiirevlerinin siklizasyonu ile indol sentezi

1.4.2. indol-3-karboksaldehit Sentezi

Vilsmeier-Haack Formilasyonu

Cok kullamlan bir yontemdir. Indol 3. karbondan elektrofilik siibstitiisyona agik

oldugu i¢in kolay ytirir.
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\ DMF / POCl; / 0° \

.
Y o

N
H

Iz

Denklem 1.12. Vilsmeier-Haack formilasyonu

1.5. Melatonin Analogu Antioksidan Bilesiklerin Gerekliligi

Indol tiirevi bilesikler medisinal kimya da onemli bir terapdtik ajan sinifim
olusturmaktadirlar (Siizen ve Biiylikbingol, 1998 ve 2000 Li ve ark., 2009; Vine ve
ark., 2009). Bu bilesikler hayvanlarda, bitkilerde ve mikroorganizmalarda bulunan

genis bir bilesik sinifin1 tegkil ederler.

Indol tiirevlerinin antioksidan aktiviteleriyle ilgili son gelismeler bu
bilesiklerin antioksidan 6zelliklerinin dikkate alinmasinin gerekliligini ve dnemini
gozler Oniine sermektedir. Potansiyel antioksidan olarak gelistirilmekte olan
ilaclarda dikkat edilmesi gereken en onemli nokta in vivo ortamda oksidatif hasar

azaltmasi ve istenmeyen yan etkilere sebep olmamasidir.

Endojen bir antioksidan olan melatonin yagda ¢oziinebildigi i¢in hiicresel
membranlara girerek yag asitlerinin polar baslari ile baglanabilir. Melatoninin bu
ozelligi lipidlerdeki oksidatif hasar1 azaltmasini saglar. Cogu ¢alisma melatoninin

noroprotektif etkisinin antioksidan aktivitesine dayandigini gostermektedir.

Diger melatonin analogu bilesiklerin ¢ogununda antioksidan aktiviteye sahip
olduklar1 bilinmektedir ve melatoninin serbest radikal yakalama o6zelliginin de
kimyasal yapisiyla alakali oldugu bulunmustur (Oosthuizen ve Greyling, 1999;

Poeggeler ve ark., 2002). Bu indolamin, elektronca zengin bir indol hetero
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halkasindan meydana gelmekte ve ayrica metoksi ve aminoasetil zincirleri
icermektedir. Bu gruplar melatoninin serbest radikal yakalama 6zelligi i¢in temel

olusturmaktadir.

Melatonin serbest radikal yakalama o6zelliklerinden dolay1 en ¢ok arastirilan
indol tlirevi bilesiklerin basinda gelir. Bu bilesik E vitamininin hidroksil radikal
yakalama aktivitesinden daha fazla aktiviteye sahiptir (Reiter ve ark., 2000). Indol
tiirevi bilesiklerin oksidasyonu siiresince pirol halkasinin azot atomundan bir
elektron ayrilir ve bir radikal katyon meydana gelir. Pirol halkasinin bu
kapasitesinden dolay1 3-siibstitlie-indolik bilesiklerin antioksidan aktivitesi
molekiildeki diger fonksiyonel gruplardan da etkilenmektedir. Reaktif hidroksil
grubuna sahip antioksidanlar genellikle hidrojen donérleridir. Bu yiizden serbest
radikalleri azaltirlar. Bu da radikal zincir reaksiyonlarini destekleyerek lipid

peroksidasyonunu azaltir.

Melatonin bir¢ok fizyolojik olayin diizenlenmesinde yer alir ama iki 6nemli
problem (Stizen, 2006 ve 2007; Ates-Alag6z ve Stizen, 2001) melatoninin terapotik
ajan olarak kullanimini kisitlamaktadir. Birincisi; yarilanma dmriiniin ¢ok kisa (15-
30 dakika) olmasi, ikincisi ise hedef bolgelerde segiciliginin olmamasidir. Melatonin
gibi indol tiirevleri, yiiksek rezonans stabilitesine ve halka tizerinde bir ¢ok degisik
stibstitiiente sahip heterosiklik aromatik bir halka yapisina sahiplerdir. In vivo ve in
vitro ¢esitli deneyler bir¢ok melatonin analogu bilesiginin melatoninden daha iyi
antioksidan 6zelliklere sahip olduklarin1 gostermistir. Bu da yan etkisi az, sitotoksik
etkileri giderilmis, serbest radikal yakalama aktivitesi yiiksek yeni bilesiklerin

sentezlenmesinin gerekliligini gostermektedir.

1.6. Tez Calismasinin Amaci ve Onemi

Organizmamizin yiiksek oranda oksidatif strese maruz kalmasi sonucunda bir ¢ok

kardiyovazikiiler, romatizmal, oto-immiin ve norolojik hastaligin gelismesinde
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serbest radikallerin rol oynadigi bilinmektedir (Maccarrone ve Ullrich, 2004).
Organizmamiz enzimatik ve non-enzimatik bir¢ok antioksidan yardimi ile bu zararl
etkilerden korunmaya calisir. Ancak giiniimiiz kosullarindaki endiistriyel gelismeler,
sehir hayati ve c¢evresel kirlilik faktorleri organizmanin bu koruma silahlarinm
yetersiz birakmakta ve bircok durumda disaridan takviye antioksidan madde

kullanimina gerek goriilmektedir (Kelly, 1998).

Bilinen en etkili endojen antioksidan maddelerden biri de melatonindir
(Tomas-Zapico ve Coto-Montes, 2007; Reiter ve ark., 2009). Bu aktivitesini serbest
radikalleri yakalayarak bazi mekanizmalarla gosterir. Etki mekanizmasi ile ilgili
arastirmalar halen devam etmekte ancak melatonin molekiilii basta hidroksil radikali
olmak {iizere bircok radikali etkisiz hale getirerek organizmayi korumaktadir. Bu
gliclii etkisine ragmen melatonin kullanimi bir¢ok durumda yetersiz kalmaktadir.
Uzun stireli kullanimi libido ve disiik tansiyona neden olmakta, nérolojik,
otoimmiin, kanser gibi hastaliklar1 ve alerjisi bulunan kisilerde kullanilamamaktadir.
Ayrica ¢ok kisa yart omri olmasi etki yerine ulagsmadan pargalanmasina neden
olmakta ve melatonin hedef organlara segici etki gosterememektedir. Bu
nedenlerden dolayr son yillarda melatoninin ana halka sistemi indol ele alinarak
melatonin analogu bilesiklerin sentezlenmeleri ile ilgili ¢aligmalar yapilmaktadir

(Stizen 2007).

Indol halkas: yiiksek rezonans stabilitesi ve diisiik aktivasyon enerji bariyeri
nedeniyle serbest radikaller ile reaksiyona girmek i¢in ¢ok uygundur (Tan ve ark.,
2002). Radikal yakalama mekanizmasi incelendiginde karsilasilan varsayimlar:
serbest radikali yakalamak amaci ile indol halkasinin bir elektron vererek indolil
katyon radikali olusturdugu ve indol halkasinin 3. konumunda bulunan gruplarin

radikali yakaladig1 seklindedir.

Bu tez calismasinda melatonin yapist esas alinarak molekiil {izerinde bazi
degisiklikler yapilmistir. Bu amagla indol halkasinin 5. konumunda melatonin

yapisinda bulunan metoksi grubu kaldirilarak klor ile degistirilmistir. Boylece
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sentezlenecek tlirevlerde melatoninde bulunan metoksi grubunun yoklugu ve
yerinde bir klor atomu bulunmasinin antioksidan aktiviteye etkilerinin arastirilmasi
planlanmistir. Bu degisikligin yanisira melatonin molekiiliiniin 3. konumunda
bulunan yan zincir olan asetilamino grubu degistirilerek halojenli ve/veya halojensiz
aromatik yapilarin eklenmesi planlanmistir. Bu degisiklik gergeklestirilirken
aromatik yapilarin hidrazinleri kullanilarak indol halkasinin 3. Konumundan
hidrazonlar olusturulmasi amaglanmistir. Planlanan bu bilesiklerin sentezlenmeleri
amaciyla 5-Kloro-1H-indol-3-karboksaldehit baslangi¢ maddesinden hareketle 3.
konumdaki yan zincire farkli gruplar takilarak yeni bilesikler sentezlenmesi
planlanmigtir. Melatonin molekiilii {izerinde yapilmasi planlanan degisiklikler
asagida gosterilmektir. Sentezlenecek bu bilesiklerin yapilarinin ileri enstriimental
tekniklerle aydinlatilmasi ve in vifro antioksidan aktivitelerinin Olgiilerek test

edilmeleri tez ¢alismasinin ana konusunu olusturmaktadir.

Melatonin

NH\R

C \N/
A\

N
H

Sekil 1.33. Melatonin iizerinde yapilan modifikasyonlar



72

2. GEREC VE YONTEMLER

2.1. 5-Kloro-1H-indol-3-karboksaldehit hidrazon Tiirevlerinin Genel Sentezi
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Sekil 2.1 : 5-Kloro-1H- indol-3-karboksaldehit hidrazon tiirevlerinin sentezi
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kimyasal formiilleri
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2.2. Gere¢ ve yontem

2.2.1. Kullanilan Arac¢ ve Geregcler

Hassas terazi (Sartorius — CP 2245), Geri ¢eviren sogutucu, vakum etiivii (
Vacioten-Selecta), cesitli cam laboratuar malzemeleri, ITK tanki, siizge¢ kagidi
(orta gozenek) (Merck), ¢esitli boyda magnet, 1siticili manyetik karistirici (Bunsen

Agitador Megnetico MC8 ve ARE magnetic strirrer).

2.2.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

5-Kloro-1H-indol-3-karboksaldehit, fenil hidrazin hidrokloriir, 2,3-dimetilfenil
hidrazin hidrokloriir, 2.4-dimetilfenil hidrazin hidrokloriir, 2-florofenil hidrazin
hidrokloriir, 3-florofenil hidrazin hidrokloriir, 4-florofenil hidrazin hidrokloriir, 2.4-
diflorofenil hidrazin hidrokloriir, 2,5-diflorofenil hidrazin hidrokloriir, 3,5-
diflorofenil hidrazin hidrokloriir, 2-klorofenil hidrazin hidrokloriir, 3-klorofenil
hidrazin hidrokloriir, 4-klorofenil hidrazin hidrokloriir, 2,5-diklorofenil hidrazin
hidrokloriir, 3.,4-diklorofenil hidrazin hidrokloriir, 3,5-diklorofenil hidrazin
hidrokloriir, 2-bromofenil hidrazin hidrokloriir, 3-bromofenil hidrazin hidrokloriir,
4-bromofenil hidrazin hidrokloriir, izonikotinik asit hidrazidi, anisik asit hidrazidi,
hidrazin hidrat, KBr, de-DMSO ve sodyum asetat Aldrich firmasindan, silikagel
(Merck), melatonin, 5-(-6)-klorometil-2°,7’-diklorodihidro-floresin diasetat (DCFH-
DH), fosfat tampon tuzu (PBS), Trikloro asetik asit (TCA), Tert-butanol (TBA), N-
Hekzan, izopropil alkol, Trietilamin(TEA) Sigma firmasindan temin edilmistir.
Deneyler sirasinda kullanilan solvanlarin tamami Aldrich veya Merck firmasindan

temin edilmistir. Markasi belirtilmemis maddelerin markasi Aldrich’tir.
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2.2.3.Sentez Edilen Maddelerin Analitik incelemelerinde Uygulanan Yéntemler
2.2.3.1. Kromatografik analizler

Tez c¢alismasi siiresince, sentez reaksiyonlari gerceklestirilirken, reaksiyonlarin
izlenmesi, bitis siirelerinin saptanmasi ve safliklarinin degerlendirilmesi amaciyla
“Ince Tabaka Kromatografisi”® (ITK) yoénteminden yararlamlmistir. Bu amagla
Kieselgel 60 GF 254 (Merck) ile kaplanmis 0,2 mm kalinliginda hazir aliminyum
plaklar kullanilmigtir. Plaklardaki madde lekelerinin belirlenmesi i¢in UV (254 nm
dalga boyu) 1s1g¢indan faydalanilmistir.

ITK da kullanilan solvan sistemi ; Etilasetat:Hekzan (1:1) olmustur.

[zomeri olan bilesiklerde izomer oraninin belirlenmesi igin “Yiiksek Performansh
S1vi Kromotografisi”(YBSK) yonteminden faydalanilmistir. Bu amagla cihaz olarak
WATERS LC MODULE UV, kolon olarak ChiralPak AD kolon kullanilmistir.
Hareketli faz; Hekzan:Izopropil alkol:Trietilamin (87:13:1) olmustur.

2.2.3.2. Erime Noktas1 Tayinleri

Sentezlenen tiim bilesiklerin erime noktast dl¢timleri electrothermal 9100 cihaz ile

gerceklestirilmis ve sonuglar diizeltilmeden verilmistir.

2.2.3.3. Elementel Analiz Tayini®

Sentezlenen sonug {iriinlerin elementel analizleri LECO CNHS 932 cihazi

kullanilarak gergeklestirilmistir.
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2.2.3.4. Spektral Analizler®

FT-IR Spektra

Sentezlenen trilinlerin FT-IR spektral analizleri Jaco 420 Fourier FT-IR

Spektrofotometresinde gerceklestirilmistir.

NMR Spektra (IH ve 13C)

Sentezlenen iiriinlerin 'H ve *C NMR spektral analizleri Varian Mercury 400 FT-

NMR Spektrometresi kullanilarak gergeklestirilmistir.

Kiitle (Mass) Spektra

Sentezlenen iriinlerin Mass analizleri, Waters ZQ mikromass LC-MS
spektrometresinde  elektrosprey  iyonizasyon (ESI) yontemi  kullanilarak

gerceklestirilmistir.

® Elementel, NMR, FT-IR ve Mass Analizleri A.U. Eczacilik Fakiiltesi Merkez

Laboratuarinda gerceklestirilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Baslangic Maddesi

Sentez caligmalar1 sirasinda baslangic maddesi olarak kullanilan 5-kloro-1-H-indol-

3-karboksaldehit ticari olarak temin edilmistir.

3.2. 5-Kloro-1H-indol-3-karboksaldehit fenil hidrazon Tiirevlerinin Genel

Sentezi

1 mmol 5-Kloro-1H-indol-3-karboksaldehit 5 ml EtOH ig¢inde ¢dziilerek hazirlanan
¢ozeltiye, 1.3 mmol fenil hidrazin hidrokloriir veya tiirevleri ile 0.4 g (4.88 mmol)
sodyum asetat’in distile suda hazirlanan ¢ozeltisi eklendi. Reaksiyon su banyosu
icinde geri ¢eviren sogutucu altinda 70-80 °C da 30 dakika karistirildi ve
reaksiyonun bitis siiresi ITK ile kontrol edilerek belirlendi (Kidwai, 1994).
Reaksiyon sonunda olusan ¢okelek siiziilerek ayrildi. Gerektiginde elde edilen
kristaller EtOH dan tekrar kristallendirilerek saflastirildi. Kristaller vakum etiivde

kurutularak islem tamamlandi.

3.2.1. 5-Kloro-1H-indol-3-karboksaldehit fenil hidrazon (1a)

I_
C \,\/'\ < >

\

N
F
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179.6 mg (1 mmol) 5-Kloro-1H-indol-3-karboksaldehitin 5 ml EtOH ig¢indeki
cozeltisine, 260.1 mg (1.8 mmol) fenil hidrazin ile 4 g (4.88 mmol) sodyum asetatin
5 ml distile suda hazirlanan ¢6zeltisi eklendi. Olusan ¢okelekli karisim su banyosu
icinde geri ¢eviren sogutucu altinda 70-80 °C da 30 dakika karistirildi. Sonunda

cozelti sogutularak Boliim 3.2 de tanimlanan yonteme gore reaksiyon tamamlandi

ve % 78 verimle 210 mg madde elde edildi. E.n 118-119 °C (Bulatova ve ark, 1969).

Elementel Analiz: C;cH;5N3

%C %H %N
Hesaplanan:  66.79 4.48 15.58
Analiz: 66.30 4.37 15.02

"H-NMR Spektrumu (d-DMSO) dppm
6.69 (1H, t), 7.02 (2H, d), 7.18-7.25 (3H, m), 7.45 (1H, d), 7.72 (1H, s), 8.09 (1H, s,
azometin-CH), 8.22 (1H, d), 9.91 (1H, s, hidrazin-NH), 11.54 (1H,s,indol-NH) .

BC-NMR Spektrumu (d¢-DMSO) dppm
111.97, 113.17, 113.97, 118.37, 121.34, 122.84, 125.12, 125.88, 129.49, 129.82,
135.05, 136.12, 146.69 (azometin-C).

Kiitle Spektrumu m/z (ESI): 270 (M+1, %100), 272 (M+2)

IR Spektrumu (KBr Disk) em™:
1598 C=N (azometin) gerilim bandi. 3391 NH, gerilim bandx.
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Sekil 3.1. Bilesik 1a’nin 'H-NMR spektrumu
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Sekil 3.2. Bilesik 1a’nin "C-NMR spektrumu
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Defaultfile ]
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Sekil 3.3. Bilesik 1a’nin kiitle spektrumu
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Sekil 3.4. Bilesik 1a’nin IR spektrumu
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3.2.2. 5-Kloro-1H-indol-3-karboksaldehit(2,4-dimetilfenil) hidrazon (1b)

H
N CH;

Iz

179.6 mg (1 mmol) 5-Kloro-1H-indol-3-karboksaldehitin 5 ml EtOH ig¢indeki
cozeltisine, 310.8 mg (1.8 mmol) 2,4-dimetilfenil hidrazin ile 4 g (4.88 mmol)
sodyum asetatin 5 ml distile suda hazirlanan ¢6zeltisi eklendi. Olusan ¢okelekli
karisim su banyosu i¢inde geri ¢eviren sogutucu altinda 70-80 °C da 30 dakika
karigtirildi. Sonunda ¢ozelti sogutularak Béliim 3.2 de tanimlanan yonteme gore
reaksiyon tamamlandi ve % 77.8 verimle 231.7 mg madde elde edildi. E.n 148-149
°C.

Elementel Analiz: C,7H;c N5 Cl

%C %H %N
Hesaplanan:  68.57 542 14.11
Analiz: 68.87 5.08 13.51

"H-NMR Spektrumu (d-DMSO) dppm

2.19 (6H, d), 6.86 (1H, s), 6.96 (1H, d), 7.18-7.21 (2H, dd), 7.26 (1H, d), 7.44 (1H,
d), 7.71 (1H, d), 8.23 (1H, d), 8.31 (1H, s, azometin-CH), 8.98 (1H, s, hidrazin-
NH), 11.53 (1H, s, indol-NH).

BC-NMR Spektrumu (d¢-DMSO) dppm
17.38, 20.06, 111.14, 112.54, 113.18, 120.21, 120.57, 122.03, 124.31, 125.16,
126.15, 127.04, 128.53, 130.78, 135.37, 141.63 (azometin-C).
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Kiitle Spektrumu m/z (ESI): 298 (M+1, %100), 300 (M+2)

IR Spektrumu (KBr Disk) cm™:

1609 C=N (azometin) gerilim band1. 3316 NH, gerilim bandi.

Dides-15_01Dee3009

Archive ,
sasple directory: Didem-i9_0iDec2009
rra—
Pulse Sequance: aapul

Solvent: DMSO

Temp. 33.0C / 205.1 K
Marcury-400B8  -marcuryats-

Relax. delay 1.000 mec

L

13 iz 11 10 L] 8 7 L s 4

Sekil 3.5. Bilesik 1b’nin 'H-NMR spektrumu
P

pidem-19_01D8c2009-08123123

Archive direstesy: /export/Bome/vamrl/vnarsys/data
sample directory: Didem-19_01Dea009-08132132
Pile: cARBON

Pulse Sequence: aZpul
Solvent: meso

Tesp. 22.0C F 235.1 K
MaTcury-4008R  “marcuryd00*

Relax. dolay 1.000 sec
Fulse 45.0 degress

A2g. tims 1.199 mez

Widen 21141.6 ux

5000 repetitions

CBSERVE ©13, 100.6343841 MEs
DECOUPLE W1, 400.177T5358 Jax
Powsr 37 dB

continucusly on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING
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FT size 65536
Total tims 3 e, 10 mim, 7 ses

L 111

180 160 140 120 100 80

60

Sekil 3.6. Bilesik 1b’min >*C-NMR spektrumu
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Default file
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Sekil 3.8. Bilesik 1b’nin IR spektrumu
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3.2.3. 5-Kloro-1H-indol-3-karboksaldehit(2,3-dimetilfenil) hidrazon (1¢)

F.C Cks

T

™

179.6 mg (1 mmol) 5-Kloro-1H-indol-3-karboksaldehitin 5 ml EtOH ig¢indeki
cozeltisine, 310.78 mg (1.8 mmol) 2.4-dimetilfenil hidrazin ile 4 g (4.88 mmol)
sodyum asetatin 5 ml distile suda hazirlanan ¢6zeltisi eklendi. Olusan ¢okelekli
karisim su banyosu icinde geri ¢eviren sogutucu altinda 70-80 °C da 2 saat
karigtirildi. Sonunda ¢ozelti sogutularak Béliim 3.2 de tanimlanan yonteme gore
reaksiyon tamamlandi ve % 80.5 verimle 239.7 mg madde elde edildi. E.n 145-146
°C.

Elementel Analiz: C;;H;¢ N5 Cl

%C %H %N
Hesaplanan:  68.57 542 14.11
Analiz: 69.00 5.73 13.84

"H-NMR Spektrumu (d-DMSO) dppm

2.12 (3H, ), 2.23 (3H, s), 6.60 (1H, d), 7.04 (1H, t), 7.18-7.21 (1H, dd), 7.26 (1H,
dd), 7.45 (1H, d), 7.72 (1H, s, azometin-CH), 8.23 (1H, d), 8.35 (1H, s), 9.07 (1H, s,
hidrazin-NH), 11.55 (1H, s, indol-NH)

BC-NMR Spektrumu (ds-DMSO) Sppm
12.61, 20.16, 109.42, 112.51, 113.19, 118.56, 119.93, 120.56, 122.06, 124.34,
125.15,125.85, 128.67, 135.37, 135.71, 136.05, 143.79 (azometin-C).
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Kiitle Spektrumu m/z (ESI): 298 (M+1, %100), 300 (M+2)

IR Spektrumu (KBr Disk) cm™:

1582 C=N (azometin) gerilim bandi. 3410 NH, gerilim bandu.

Diden-20_01Dec2008

Archive v
sample directory: Didem-20_0iDec2o ™
Pilar Rovon

Bulse Sequesce: sipul
Solvent: mwsG
. 22.0€ / 295.1 B
Mercury-400EB “mercuryd00®

BATA PROCESSING
7 aizma 32768
Total time 0 min, 25 sec

B e e T

13 1z 11 10 L] 8 7

Sekil 3.9. Bilesik 1¢’nin 'H-NMR spektrumu

Digen-20_01Dec2009-12:10:14

Arenis
Sasmple directory: Dlides-10_01Dec2009-32:10:14
Pila: canmcn

Pulse sequance: sipul
Salvent: DMSC

Temp. 33.4 € / 205.1 K
Morcary-400BE  marcury&uos

Relax. delay 1.000 see

Ly

R EE R e e o e e e R R e e

180 160 140 120 100 a0 60

Sekil 3.10. Bilesik 1¢’nin "C-NMR spektrumu
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[Default file
Didern-20 378 (6.342) Cn (Cen,2, 80.00, HE) 1: Scan ES#+
) 208 41 57587
100
we [
!
Y
N
%
300.42
2
144.94
147.29 301.40
i F s 179.15229.42 396.58 437.91 538.76
i f I & i ; ‘ 650,46
Ghlu.l.u Al el cie 34%?5 00 3TOlas508 49145%%070 soa71 soser 63324 %504
L 10 200 250 300 350 400 450 00 580 BUO €50

Sekil 3.11. Bilesik 1¢’nin kiitle spektrumu

il L L al adaaaalaaagiaaas s biaaaliaae e boyasoaeslosyelonuslynaslosnalosnslogaglonsafonsslosasliosssionaslogsy
"m0 0 W0 IR0 NK0 280 20 300 00 0D 10 1100 1700 1600 1500 140 1%0 100 1M WD %0 B0 A 60 0 &0
Wavenumberfem-1]

Sample Name T
Resolution 2em-l
Accumulation 16
Apodization Cosine
Date/Time 0047109 7:54

Sekil 3.12. Bilesik 1¢’nin IR spektrumu



88

3.2.4. 5-Kloro-1H-indol-3-karboksaldehit(2-floro fenil) hidrazon (1d)

T

179.6 mg (1 mmol) 5-Kloro-1H-indol-3-karboksaldehitin 5 ml EtOH ig¢indeki
cozeltisine, 292.7 mg (1.8 mmol) 2-florofenil hidrazin ile 4 g (4.88 mmol) sodyum
asetatin 5 ml distile suda hazirlanan ¢ozeltisi eklendi. Olusan ¢okelekli karisim su
banyosu i¢inde geri ¢eviren sogutucu altinda 70-80 °C da 4 saat karistirildi. Sonunda
cozelti sogutularak Boliim 3.2 de tanimlanan yonteme goére reaksiyon tamamlandi

ve % 48 verimle 137.7 mg madde elde edildi. E.n 198-199 °C.

Elementel Analiz: C;sH;; N3 F Cl

%C %H %N
Hesaplanan:  62.62 3.85 14.60
Analiz: 62.70 3.96  14.11

"H-NMR Spektrumu (d-DMSO) Sppm

6.69-6.74 (1H, m), 7.10-7.18 (2H, m), 7.19 (1H, d), 7.22 (1H, d), 7.41-7.47(1H, m),
7.75 (1H, d), 8.22 (1H, s, azometin-CH), 8.34 (1H, s), 9.82 (1H, s, hidrazin-NH),
11.59 ( 1H, s, indol-NH).

BC-NMR Spektrumu (ds-DMSO) Sppm
112.94, 113.51, 114.04, 115.50, 115.68, 118.09, 118.16, 121.31, 122.94, 125.27,
125.75, 125.86, 130.08, 134.84, 134.94, 136.16, 137.94 (azometin-C).
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Kiitle Spektrumu m/z (ESI): 288 (M+1, %100), 290 (M+2)

IR Spektrumu (KBr Disk) cm™:
1622 C=N (azometin) gerilim bandi. 3751 NH, gerilim bandx.

Rolax. dslay 1.000 ssc
Pulse 45.0 dsgress
ime 1.997 mec

Width $403.0 Bz

16 repatitions

H1, 400.175963% bz
s1mG

+ Jaxport /home/vamrl fremrays/data
+ Didem-d_3SHevIQ0B-18:idide

aes0
Temp. 2.0 ¢ 4 288.1 K
Mazcury-4003n  ~marcurydoo*

Sekil 3.14. Bilesik 1d’nin "C-NMR spektrumu
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Default file
Didem-9 465 (7.807) Cn (Cen,2, 80.00, HY) 1: Scan ES+ |
100- 288.31 4,687
%

290.31

201.41
205,33 301,44

oz | 2wz AL T 252 e

[ TR I RPRRPITRO AN | W PORE ST Pl ' o m

175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575

86 42653 454.59 5190052856 57541

fz

Sekil 3.15.Bilesik 1d’nin kiitle spektrumu

T

ol bl as b sl b b bae dppns b bepns i digas Liaes Lopeabieas lasialiiailaiialiiialiaaslapialiiasliaaileiiy

4000 3800 3600 3400 3200 3000 2300 2600 2400 2300 200 1900 1800 1700 1600 1500 1400 1300 200 1100 1000 900 500 00 600 500 400
Wavenumber(crn-1] '

Sekil 3.16. Bilesik 1d’nin IR spektrumu
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3.2.5. 5-Kloro-1H-indol-3-karboksaldehit(3-floro fenil) hidrazon (1e)

ZT

179.6 mg (1 mmol) 5-Kloro-1H-indol-3-karboksaldehitin 5 ml EtOH ig¢indeki
cozeltisine, 292.7 mg (1.8 mmol) 3-florofenil hidrazin ile 4 g (4.88 mmol) sodyum
asetatin 5 ml distile suda hazirlanan ¢ozeltisi eklendi. Olusan ¢okelekli karisim su
banyosu i¢inde geri ¢eviren sogutucu altinda 70-80 °C da 4 saat karistirildi. Sonunda

cozelti sogutularak Boliim 3.2 de tanimlanan yonteme goére reaksiyon tamamlandi

ve % 35.1 verimle 101 mg madde elde edildi. E.n 176-177 °C

Elementel Analiz: CsH;; N; F Cl

%C %H %N
Hesaplanan:  62.62 3.85 14.60
Analiz: 62.71 3.85 13.37

"H-NMR Spektrumu (d-DMSO) dppm
6.48 (1H, t), 6.79 (2H, d), 7.23 (2H, t), 7.46 (1H, d), 7.77 (1H, s, azometin-CH),
8.16 (2H, d), 10.18 (1H, s, hidrazin-NH), 11.59 (1H, s, indol-NH).

BC-NMR Spektrumu (d¢-DMSO) dppm

98.17, 98.43, 104.25, 104.46, 108.17, 112.83, 114.05, 121.24, 122.93, 125.26,
125.84, 130.09, 131.32, 131.42, 136.14, 136.22, 148.57, 148.68 (azometin-C),
162.94, 165.32
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Kiitle Spektrumu m/z (ESI): 288 (M+1, %100), 290 (M+2)

IR Spektrumu (KBr Disk) cm™:
1616 C=N (azometin) gerilim bandi. 3675 NH, gerilim bandi.

Didem-10_03Dee2008

Rolax. delay 1.000 sec
egress

Sekil 3.17. Bilesik 1e’nin "H-NMR spektrumu

Dides-10_03Dec2008-12:08:00

Archive dizectory: /expart/hems/vessrl/se=rsys/gata
Sasple directory: Dides-10_030ec3008-13:105:00
Piler canmom

Pulse Sequesce: slpal

Solvent: oS
Temp. 31.0 € f 185.1 K
Marcucy-400BB  *mercuryd00+

Belax. delay 1.000 sec
Pulss 45.0 a

acg. 1.199 sac
Width 21143.5 Ex

T9- JHJ

e bl

NI,

T IR
200 l1s0 160 140 120 100 8o 60

Sekil 3.18. Bilesik 1e’mn “C-NMR spektrumu
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Default file |
Didem-10 319 (5.352) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Sean E5+
y 288,38 3.91e7
100 i
|
.
!
[+]
Y,
F
%
}
| :
290.39 i
i i
I |
145.03 g ;
!/ 1
! i
146.89 i |
152.31 BB s ;'
15231 429219 22032 27085 | : !
RN i ) i 1 30132 ) 3426438319 ‘0373 4see7 40158 sanss 39024
0 - - + - bk - - - - - : . fesere iz
150 175 200 226 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550

Sekil 3.19. Bilesik 1e’nin kiitle spektrumu

wT

=3
T

10 i [ i : shassbiasslineg : als L
D0 3800 3600 400 3200 3000 2M00 2600 200 2200 2000 1900 1800 1700 1600 1500 1400 1300 1200 1100 1000 0 B0 700 600 500 400

Wavenumber{cm-1]

Sekil 3.20.Bilesik 1e’nin IR spektrumu
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3.2.6. 5-Kloro-1H-indol-3-karboksaldehit(4-floro fenil) hidrazon (1f)

I=z

179.6 mg (1 mmol) 5-Kloro-1H-indol-3-karboksaldehitin 5 ml EtOH ig¢indeki
cozeltisine, 292.7 mg (1.8 mmol) 4-florofenil hidrazin ile 4 g (4.88 mmol) sodyum
asetatin 5 ml distile suda hazirlanan ¢ozeltisi eklendi. Olusan ¢okelekli karisim su
banyosu i¢inde geri ¢eviren sogutucu altinda 70-80 °C da 1 saat karistirildi. Sonunda

cozelti sogutularak Boliim 3.2 de tanimlanan yonteme gore reaksiyon tamamlandi

ve % 35.4 verimle 101.9 mg madde elde edildi. E.n 153-154 °C.

Elementel Analiz: C;sH;; N3 F Cl

%C %H %N
Hesaplanan:  62.62 3.85 14.60
Analiz: 62.46 3.70  14.44

"H-NMR Spektrumu (d-DMSO) Sppm

6.95-6.98 (2H, m), 7.04-7.09 (2H, t), 7.15-7.18 (1H, dd), 7.42 (1H, s), 7.70 (1H, d),
8.06 (1H, s, azometin-CH), 8.17 (1H, d), 9.85 (1H, s, hidrazin-NH), 11.51 (1H, s,
indol-NH).

BC-NMR Spektrumu (ds-DMSO) Sppm
112.75, 112.81, 113.06, 113.99, 116.21 116.43, 121.25, 122.87, 125.14, 125.85,
129.58, 135.29, 136.12, 143.47 (azometin-C), 154.82, 157.13

Kiitle Spektrumu m/z (ESI): 288 (M+1, %100), 290 (M+2)



IR Spektrumu (KBr Disk) em™:
1507 C=N (azometin) gerilim band1

Dides-3_08au02008-14:06:11

Archive o
Sample directory: Didem-3_08Asgd008-14:06:11
File:

Pulse Sequemcer sipul
Solvent: DMSO

Amblent tesperature
Marcary-400am  -marcurydoo-

Ealax. dslay 1.000 ssc

95

. 3462 NH, gerilim bandi.

Sekil 3.21. Bilesik 1f’nin '"H-NMR spektrumu
P

Didem-1_08AugZ008-14:30:42

4 Jaxport /home fvonsL frinraya/data
ry: Didem-3_0BAug2N08-14:20:42

Falax. dalay 1.000 mes
Pulss 45.0 degress

Acq. time 1.199 sec

Width 25125.6 Hx

2880 repatiticns

omsERVE C13, 100.6243082 sx
DECOUPLE m1, 400.1773539 Mz
Fower 37 aB

BATA PROCESSING
Lise brosdaniog 1.0 Nz

T aize 63526

Total tima 1 ke, 54 mis, 38 sec

Sekil 3.22. Bilesik 1fnin "C-NMR spektrumu
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|Default file
Didem3 383 (6.426) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
100 286.31 5.41e7
a ~——N—NH
N
N
H
F
%
290.27
290.46
|
140 88
143.02 4
94.20 286.29 281.38
. : ram 21132551 38121 441, 15\ lL 46026 52757 57118
1 - T miz
|- 150 175 200 225 250 275 3{!0 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600
. o y 1
Sekil 3.23. Bilesik 1f *nin kiitle spektrumu
%W .
i A
t 4 i A
J! H ‘ | W ]I=| i
LI | | / ! [
\ F |
0k
%T
0L
|
sk !
7L TSP TY TS FEPTY IYRE EYTY IYUTY ITTVATTNY FPTYY SUNEY NUTY PVTE FRPTY IUUTL INRTLINET] IRPTISTTRY CUPTLCURAE FARPY AURTY FRUTL FULPTIN
mimmifm%ﬂﬁﬁ%ﬂﬂl’ﬂﬂ“ﬂlﬂ!m?ﬂﬂﬂlmlm 1700 1600 BSOO 140D 1300 1200 1N D00 900 S0 WO 60 SO0 400

Wavenumberfom-1]

Sekil 3.24. Bilesik 1f’nin IR spektrumu
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3.2.7. 5-Kloro-1H-indol-3-karboksaldehit(2,4-diflorofenil) hidrazon (1g)

H
N F

C \N/
m
N
H

179.6 mg (1 mmol) 5-Kloro-1H-indol-3-karboksaldehitin 5 ml EtOH ig¢indeki
cozeltisine, 325.0 mg (1.8 mmol) 2,4-diflorofenil hidrazin hidrokloriir ile 4 g (4.88
mmol) sodyum asetatin 5 ml distile suda hazirlanan ¢6zeltisi eklendi. Olusan
¢okelekli karisim su banyosu iginde geri ¢eviren sogutucu altinda 70-80 °C da 3 saat
karigtirildi. Sonunda ¢ozelti sogutularak Béliim 3.2 de tanimlanan yonteme gore
reaksiyon tamamlandi ve % 87.2 verimle 266.6 mg madde elde edildi. E.n 128-129
°C.

Elementel Analiz: C,sH,, N3 F, Cl

%C %H %N
Hesaplanan:  58.93 3.30 13.75
Analiz: 58.87 3.07 13.35

"H-NMR Spektrumu (ds-DMSO) dppm
7.03-7.08 (1H, m), 7.14-7.20 (2H, m), 7.33-7.43 (2H, m), 7.72 (1H, d), 8.15 (1H, d),
8.30 (1H, s), 9.72 (1H, s, hidrazin-NH), 11.57 (1H, s, indol- NH).

Kiitle Spektrumu m/z (ESI): 306 (M+1, %100), 308 (M+3)

IR Spektrumu (KBr Disk) cm™:
1517 C=N (azometin) gerilim bandi. 3452 NH, gerilim bandu.
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Didem-31_26Hor2008

Archive "
Sample directory: Didem-21_26Wova003
Fila: wRoTON

Pulss Ssquance: slpul

solvent: Tmso
Temp. 32.0 € / 295.1 K
Mereury-400BE “mereurydd0®

Balax. delay 1,000 ses
Pulss 45.0 degrees

Acq. time 1.933 mec

Width £402.0 Ex

5 rapetitions

CBSERVE  m1, 400.1759761 Mz
DATA PROCESSING

T aize 32760
Total time 0 min, 75 sea

| )

L}
e s B L A s
13 12 11 10 9 8 7 13 5 4 3 2 1 -0 -1 ppm
. . . e 1
Sekil 3.25. Bilesik 1g’nin 'H-NMR spektrumu
Defauitfile
Didem-21 344 (5.767) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
306.32 7.29e7
100 ‘
g
O
NH
/
i, a
&
N
|
%
308.44
("
|
145.13
147.18 309.37
( 1192 256.22 480.11 568.19
A iy - iyl 2425037318 a31204406247150 7011 66000 7901 62388 63857,
-t T T T T T r e —— T T t T T miz
150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650

Sekil 3.26. Bilesik 1g’nin kiitle spektrumu
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%TWM

[ETETI P TS R RA R TENE FUNTE NOT L

plevotselnnslapn b len b b bl U e lara s bigey slagy FIFTETL FUTEY FET
4000 3200 3500 400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1900 100 1700 1600 1500 1400 1300 1200 1100 1000 900 R00 W0 600 500 400
Wavenumberfem-1]

Sekil 3.27. Bilesik 1g’nin IR spektrumu

3.2.8. 5-Kloro-1H-indol-3-karboksaldehit(2,5-diflorofenil) hidrazon (1h)

ZT

c S

Iz

179.6 mg (1 mmol) 5-Kloro-1H-indol-3-karboksaldehitin 5 ml EtOH ig¢indeki

cozeltisine, 259.4 mg (1.8 mmol) 2,5-diflorofenil hidrazin ile 4 g (4.88 mmol)

sodyum asetatin 5 ml distile suda hazirlanan ¢6zeltisi eklendi. Olusan ¢okelekli

karisim su banyosu ig¢inde geri ¢eviren sogutucu altinda 70-80 °C da 5 saat

karistirildi. Sonunda ¢ozelti sogutularak Boliim 3.2 de tanimlanan ydnteme gore

reaksiyon tamamlandi ve % 10.4 verimle 31.8 mg madde elde edildi. E.n 152-153

°C.
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Elementel Analiz: C,sH,, N3 F, Cl

%C %H %N
Hesaplanan:  58.93 3.30 13.75
Analiz: 58.78 3.17 13.48

"H-NMR Spektrumu (d-DMSO) dppm

6.40-6.45 (1H, m), 6.57-6.60 (2H, dd), 7.20-7.23 (1H, dd), 7.47 (1H, d), 7.81 (1H, s,
azometin-CH), 8.14 (1H, d), 9.78 (1H, s, hidrazin-NH), 10.40 (1H, s, indol-NH),
11.64 (1H, s, indolamin).

Kiitle Spektrumu m/z (ESI): 306 (M+1, %100), 308 (M+3)

IR Spektrumu (KBr Disk) cm™:
1517 C=N (azometin) gerilim bandi. 3407 NH, gerilim bandx.

e s T T

4 3 2 1 -0 -1 ppm

E
i

13 12 11 10 9

Sekil 3.28. Bilesik 1h’nin "H-NMR spektrumu
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Default file
Didem-23 346 (5.805) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1. Scan ES+
100 306.39 6.75e7
F
0
HH'
|
=N
Cl,
V.
N
%_
308.38
144.98
1486.72 irone 208:39
’ .31 342.51 357.20 47541 51031 54183
| P L L e ag7e 48088 T |
150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550
. o 1
Sekil 3.29. Bilesik 1h’nin kiitle spektrumu
100
FS
%I
]S
i
L | TYTTY PYYRU ITUNY FTTS PTTTY FYRTY PUUTY ITURY SRUTI NRUTY SRTEY PR FTINY FRVNY FEUTY FINEY FEUTY SYUELITTTU FVRUN[YTTY [PTTIRTTRARETL PUTTE MY
4000 3500 3600 MO0 30 3000 2800 2600 2400 00 2000 1300 1500 1700 1600 1500 1400 1300 10 1100 1000 900 B0 W0 600 S0 40

Wavenumber{cm-1]

Sekil 3.30.Bilesik 1h’nin IR spektrumu
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3.2.9. 5-Kloro-1H-indol-3-karboksaldehit(3,5-diflorofenil) hidrazon (1i)

7T

T

179.6 mg (1 mmol) 5-Kloro-1H-indol-3-karboksaldehitin 5 ml EtOH ig¢indeki
cozeltisine, 325.0 mg (1.8 mmol) 3,5-diflorofenil hidrazin hidroklortir ile 4 g (4.88
mmol) sodyum asetatin 5 ml distile suda hazirlanan ¢6zeltisi eklendi. Olusan
¢okelekli karisim su banyosu iginde geri ¢eviren sogutucu altinda 70-80 °C da 5 saat
karigtirildi. Sonunda ¢ozelti sogutularak Béliim 3.2 de tanimlanan yonteme gore
reaksiyon tamamlandi ve % 90 verimle 275.1 mg madde elde edildi. E.n 159-160
°C.

Elementel Analiz: C;sH;o N3 F, Cl

%C %H %N
Hesaplanan:  58.93 3.30 13.75
Analiz: 59.12 2.98 13.47

"H-NMR Spektrumu (d-DMSO) dppm
6.48 (1H, m), 7.07-7.23 (3H, m), 7.46 (1H, d), 7.79 (1H, s), 8.17 (1H, d), 8.36 (1H,
s), 10.12 (1H, s, hidrazin-NH), 11.66 (1H, s, indolamin).

BC-NMR Spektrumu (ds-DMSO) Sppm

92.49, 92.76, 93.02, 94.48, 94.76, 112.51, 114.13, 116.40, 121.17, 123.01, 125.39,
125.79, 130.68, 136.15, 137.33, 148.38, 148.74, 148.98, 149.14, 149.27 (azometin-
C), 150.69, 153.38, 162.92, 163.09, 165.33, 165.49
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Kiitle Spektrumu m/z (ESI): 306 (M+1, %100), 308 (M+3)

IR Spektrumu (KBr Disk) cm™:
1635 C=N (azometin) gerilim bandi. 3428 NH, gerilim bandi.

Diden-22_02Decz008

Arehive s o ¥
Sample directory: Didem-22_02Deciaos
o pROTON

Sekil 3.31. Bilesik 1i’nin 'H-NMR spektrumu

Didem-32_030Dec3003-13:106105

= faxpare/home enmrh /
dam-23_03D0e3009 -1

Sekil 3.32. Bilesik 1i’nin "C-NMR spektrumu
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Default ile
Didem-22 349 (5.853) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
100+ 306.37 1.1de8
IF
MQ
— ¥
Cl,
>
N
Oy
%DB.SB
145.16
e 347 59
146.84 .
: 17922 21334 27932 ’ 317645337 45061 536.56 598.67 86172,
180 200 250 300 350 400 450 500 550 60O B8O
Sekil 3.33. Bilesik 1i’nin kiitle spektrumu
30
[} Loaa s Laiaaesaida il laias il a i la il iiailiiiiliniilioiiloboalansalonsalesastosasliasalsseslinsalosnslosralasay
4000 IR0 360D MDD 3200 3000 200 2600 400 2200 2000 1900 1800 U700 1600 1500 140D N300 100 1100 1000 900 ED0 700 00 S0 400

Wavenumber{cm-1]

Sekil 3.34. Bilesik 1i’nin IR spektrumu
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3.2.10. 5-Kloro-1H-indol-3-karboksaldehit(2-klorofenil) hidrazon (1))

Cl

cl ~ .

Iz

179.6 mg (1 mmol) 5-Kloro-1H-indol-3-karboksaldehitin 5 ml EtOH ig¢indeki
cozeltisine, 322.3 mg (1.8 mmol) 2-klorofenil hidrazin ile 4 g (4.88 mmol) sodyum
asetatin 5 ml distile suda hazirlanan ¢ozeltisi eklendi. Olusan ¢okelekli karisim su
banyosu i¢inde geri ¢eviren sogutucu altinda 70-80 °C da 2 saat karistirildi. Sonunda

cozelti sogutularak Boliim 3.2 de tanimlanan yonteme goére reaksiyon tamamlandi

ve % 62.3 verimle 189.4 mg madde elde edildi. E.n 144-145 °C.

Elementel Analiz: C;sH;; N5 Cl,

%C %H %N
Hesaplanan:  59.23 3.65 13.81
Analiz: 59.29 342 13.67

"H-NMR Spektrumu (d-DMSO) dppm

6.73-6.77 (1H, t), 7.20-7.23 (1H, dd), 7.31 (2H, t), 7.48 (2H,t), 7.77 (1H, s,
azometin-CH), 8.20 (1H, d), 8.48 (1H, s), 9.48 (1H, s, hidrazin-NH), 11.64 (1H, s,
indol-NH).

BC-NMR Spektrumu (ds-DMSO) dppm
112.78, 113.59, 114.10, 116.40, 119.23, 121.23, 122.99, 125.34, 125.85, 128.80,
130.01, 130.38, 136.17, 138.96, 142.63 (azometin-C)

Kiitle Spektrumu m/z (ESI): 304 (M, %100), 306(M+2).
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IR Spektrumu (KBr Disk) cm™:

1598 C=N (azometin) gerilim bandi. 3323 NH, gerilim bandx.

Didem-14_16Nova0os

Archive

e -
Sample directory: Dides-14_26Hov20ns
rile: pRoTON

Pulse Sequenca: sZpul
Solvant:

Temp. 22.0 C / 295.1 K
Mercury-4000D  ~marcurydSo”

Relax. delay 1.000 sec
Fulse 45.0 degrees

13 12 11 10 9

A J LJ J\—[
L R T i | L | T T
7 6 5 4 3 2 1 -

T
1]

=1

Sekil 3.35. Bilesik 1j’nin '"H-NMR spektrumu

Didem-14_16Hav2008-09:48:12

Archive diractory: /export/homs/vesl/snmrsys/data
Bidan-14

Sample
File: CARBON
Pulss Sequence: sapud
Belvent: DHED

Tesp. 32.0 € f 295.1 K
Morcury-d00BE  *mereuryddo*

Relax. delay 1.000 ssc
Pulss 45.0 degress
Acg. time 1.195 mec
Width 25125.5 Hx
2240 repetiticas
OBSERVE €13, 100.6343053 M=
BECOUPLE M3, 400.1779559 MEx
Bower 37 AB
continucusly on
MALTZ-16 moulated
DATA PROCESSTHG
Line breadening 1.0 Hx
7T size §5536
Total time 3 br, 34 min, 28 sec

T T
160 140 120 100

Sekil 3.36. Bilesik 1j’nin "C-NMR spektrumu
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|Default file
|Didem-14 407 (6.824) Cn (Cen,2, 80.00, HY) 1: Secan ES+
004 304.33 1.1608
[~}
Ny
/
’,N
cl, : i
306.33 i
%_
122.14 308.40
ks 1|309.32
147.06 11309,
! IJr 167.14 293252253'38 269.37 277.28 1 345.37 38443  416.53 439.21 465.44Ii
GRAALERLAL AR Likid LA NS AR bt | T e ph e e MIIZ
| 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460

Sekil 3.37. Bilesik 1j’nin kiitle spektrumu

I l

plaebisie s bt eibsersbeses b ben b bisss b b leo b b bbb b b b

4000 3800 3600 M00 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1900 1D 1700 1800 1500 1400 1300 1200 1100 1000 90 0 W0 60 S0 40
Wavenumber[em-1]

Sekil 3.38. Bilesik 1j’nin IR spektrumu
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3.2.11. 5-Kloro-1H-indol-3-karboksaldehit(3-klorofenil) hidrazon (1k)

ZT

A\

179.6 mg (1 mmol) 5-Kloro-1H-indol-3-karboksaldehitin 5 ml EtOH ig¢indeki
cozeltisine, 322.3 mg (1.8 mmol) 3-klorofenil hidrazin ile 4 g (4.88 mmol) sodyum
asetatin 5 ml distile suda hazirlanan ¢ozeltisi eklendi. Olusan ¢okelekli karisim su
banyosu i¢inde geri ¢eviren sogutucu altinda 70-80 °C da 2 saat karistirildi. Sonunda
cozelti sogutularak Boliim 3.2 de tanimlanan yonteme gore reaksiyon tamamlandi

ve % 57.2 verimle 174.1 mg madde elde edildi. E.n 123-124 °C.

Elementel Analiz: C;sH;; N5 CL,

%C %H %N
Hesaplanan:  59.23 3.65 13.81
Analiz: 59.29 3.80 13.52

"H-NMR Spektrumu (d-DMSO) 8ppm

6.69-6.72 (1H, d), 6.87-6.90 (1H, d), 7.02 (1H, t), 7.17-7.23 (2H, m), 7.42-7.44 (1H,
d), 7.77 (1H, d), 8.09 (1H, s, azometin-CH), 8.16 (1H, d), 10.16 (1H, s, hidrazin-
NH), 11.59 (1H, s, indol-NH).

BC-NMR Spektrumu (de-DMSO) Sppm
110.69, 111.27, 112.83, 114.09, 117.68, 121.27, 122.96, 125.30, 125.86, 130.16,
131.46, 134.54, 136.15, 136.43, 148.08 (azometin-C)

Kiitle Spektrumu m/z (ESI): 304 (M, %100), 306(M+2).
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IR Spektrumu (KBr Disk) cm™:

1594 C=N (azometin) gerilim bandi. 3444 NH, gerilim bandu.

Diden-7_01Dec2003

Axchive
Sample directory: Didem-7_01Beel00s
FPile: PROTON

Pulse Ssquence: s2pul
Solvast: DHSO

Temp. 22.0 € / 3951 K
Wemeory-10088  *mereurydods

Ralax. dslay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Xeq. time 1.991 sse
Wideh 6402.0 mx

8 repatitions

Total time 0 min, 25 ssc

L e o

-0

-1

ppm

Sekil 3.39. Bilesik 1k’nin "H-NMR spektrumu

Dides-7_01Dec3008-18:45:13

Archive raxpore, ’
Sazple directory: Didem-7 01Dec2009-15:45:1%
Pile: canmom

Pulse Sequence: slpul
Solvent: DMz

Tesp. 31.0 € / 13851 K
Mergury-409EB  *mercury40®

Relax, delay 1.000 seg
Pulss 45.0 degress
Acg. time 1.195 mec

CRSEAVE G13, 100.6243052 iz
DECOUPLE M1, 400.1779559 ez
Power 37 dn

sontimucusly on

HLT2-16 modulated

DATA PROCESSING
Lins br 1.0 me
¥T eiza 65536
Total tims 3 hr, 10 min, 7 mac

LUl

I e o e A m

200 180 160 140 1z0 100 80

Sekil 3.40.Bilesik 1k’nin *C-NMR spektrumu
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Default file -
Didem-7 373 (6.258) Cn {Cen,2, 80.00, HY) 1: Scan ES+
304.36 1,258
100,
a 306.35
Ny
=N
%] Q,
V.
N
308.35
! 179.15 268.47 301,53 iw‘:”g""'s 372.21
167.01 : 213.37 229.41 244,65 29997 792250153 ] 345.34 361.55 27227 2g6.18

(O Mmooty T

T80 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400

- miz |

Sekil 3.41. Bilesik 1k’nin kiitle spektrumu

AT R AN ERRR] FEREE FRNSU AERSH ARURE ARRRUSUEEY FURNUSRETY FUNNE FRARARRURAATERU CERNARTARE FYARE STRTY ARTNA AUNTL AENTY FERRETHNY FYSRY TN

4000 3300 3600 400 3200 3000 2300 2600 400 200 2000 1900 1300 1700 1600 1500 1400 1300 1200 100 K000 900 800 00 600 SO0 400
Wavenumberfem-1)

o

Sekil 3.42. Bilesik 1k’nin IR spektrumu



111

3.2.12. 5-Kloro-1H-indol-3-karboksaldehit(4-klorofenil) hidrazon (11)

T

179.6 mg (1 mmol) 5-Kloro-1H-indol-3-karboksaldehitin 5 ml EtOH ig¢indeki
cozeltisine, 322.3 mg (1.8 mmol) 4-klorofenil hidrazin ile 4 g (4.88 mmol) sodyum
asetatin 5 ml distile suda hazirlanan ¢ozeltisi eklendi. Olusan ¢okelekli karisim su
banyosu i¢inde geri ¢eviren sogutucu altinda 70-80 °C da 2 saat karistirildi. Sonunda
cozelti sogutularak Boliim 3.2 de tanimlanan yonteme goére reaksiyon tamamlandi

ve % 76.8 verimle 233.7 mg madde elde edildi. E.n 185-186 °C.

Elementel Analiz: C;sH;; N5 CL,

%C %H %N
Hesaplanan:  59.23 3.65 13.81
Analiz: 59.03 3.41 13.62

"H-NMR Spektrumu (d-DMSO) 8ppm

7.00 (2H, m), 7.18-7.21 (3H, dd), 7.25-7.28 (2H, d), 7.45 (1H, d), 7.75 (1H, s), 8.10
(1H, s, azometin-CH), 8.18 (1H, d), 10.06 (1H, s, hidrazin-NH), 11.58 (1H, s, indol-
NH).

BC-NMR Spektrumu (ds-DMSO) Sppm
112.11, 112.52, 113.24, 120.42, 120.67, 122.14, 124.42, 125.03, 128.82, 129.14,
135.20, 135.34, 144.78 (azometin-C)

Kiitle Spektrumu m/z (ESI): 304 (M, %100), 306(M+2).
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IR Spektrumu (KBr Disk) cm™:

1595 C=N (azometin) gerilim bandi. 3448 NH, gerilim bandx.

Didem-15_2Enov008-11188:30

arenive
Sample directory: Dides-15. Z6Mov003-11:55130
Tile: FROTON

Pulse Sequence: alpul
Solvase: muso

Tesp. 32.0 € 7 3951 X
Mercury-40088  *mercusydoD®

Sekil 3.43.Bilesik 11’nin "H-NMR spektrumu

Didem-15_26Mov3008-11:58:39

arcniva . r
Sample directory: Didem-13 26Nova008-11:58133
Tile: cARBON

Pulse Sequence: sipul
Solvent: DMSO

Temp. 33.0 € 4 295.1 K
Mersury-40088  “marcuryddos

melax. delay 1.000 see

5000 zepetition
CBEERVE G313, 100.62343847 Mz
DECOOPIE 1, 400.1779559 M=
Power 37 B

cont imueusly on

WALTZ-16 modulated

BATA PROCESSING

is0 160 140 1zo 100 a0 60

0 ppm

Sekil 3.44. Bilesik 11’nin *C-NMR spektrumu
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Didem-15 367 (6.152) Cn (Cen,2, 80.00, HE)

113

1: Scan ES+

-y 304.33 1.21e8
@GI
NH
g
=N
<l
y;
N
306.33
%,
|
i
1
121.92 307.33 i
e 309.33
| 147.10 /1309
o,-L / 21320 26820 27942 |7 34531 39742 426545519 47749 50087 .
125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475

Sekil 3.45. Bilesik 1I’nin

kiitle spektrumu

Losaabssa s bbb biasabass ko boasbosnabopsabonrsdspssdonssbinssbsraploayulsssatsgsslossslisialangg

4000 10D 3600 MO0 1200 3000 200 260D 00 2000 2000 1900

Wavenumber|cm-1)

100 1700 1600 1500 1400 1300 |0 10 000 00 00 0 600 00 400

Sekil 3.46. Bilesik 1I’'nin

IR spektrumu
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3.2.13. 5-Kloro-1H-indol-3-karboksaldehit(2,4-diklorofenil) hidrazon (1m)

7T
O

TZ

179.6 mg (1 mmol) 5-Kloro-1H-indol-3-karboksaldehitin 5 ml EtOH ig¢indeki
cozeltisine, 384.3 mg (1.8 mmol) 2.,4-diklorofenil hidrazin ile 4 g (4.88 mmol)
sodyum asetatin 5 ml distile suda hazirlanan ¢6zeltisi eklendi. Olusan ¢okelekli
karisim su banyosu ig¢inde geri g¢eviren sogutucu altinda 70-80 °C da 2 saat
karistirildi. Sonunda ¢ozelti sogutularak Boliim 3.2 de tanimlanan ydnteme gore
reaksiyon tamamlandi ve % 57 verimle 214.0 mg madde elde edildi. E.n 197-198
°C.

Elementel Analiz: C,sH ;o N5 Cl;

%C %H %N
Hesaplanan:  53.20 2.98 12.42
Analiz: 53.34 2.82 1212

"H-NMR Spektrumu (d-DMSO) dppm
7.20-7.23 (1H, dd), 7.37-7.48 (4H, m), 7.79 (1H, s, azometin-CH), 8.15 (1H, d),
8.49 (1H, s), 9.63 (1H, s, hidrazin-NH), 11.67 (1H, s, indol-NH).

BC-NMR Spektrumu (ds-DMSO) Sppm
112.60, 114.19, 114.51, 116.84, 121.15, 121.69, 123.09, 125.46, 125.81, 128.88,
129.27,130.81, 136.22, 139.84, 141.80 (azometin-C)

Kiitle Spektrumu m/z (ESI): 338 (M", %100), 340 (M+2, %100), 342 (M+4).
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IR Spektrumu (KBr Disk) em™:
1596 C=N (azometin) gerilim bandi. 3442 NH, gerilim bandx.

- ‘

Azehive 5 ’
Sample directory: Didem-11 270002008
[rrg—

Fules saquencer eipel l
Solvent: TMSO

Temp. 21.0 € / 3041 %
Mexcury-4008B  “marcuryéso=

Relax. delay 1.000 sec

OBSERVE W1, 400.1759630 Mz
PROCESSTIG

oaTa
T wize 12768
Total time O mia, 35 sec

U | T T T T T T L
T & H] 4 3 2 2 -0 -1 ppm

I J“ A

13 12 11 10

Sekil 3.47. Bilesik 1m’nin 'H-NMR spektrumu

Didem-11 2705t3008-08134128

Archive directerys /: Fhoma e L frrmr aya dats
Sample directory: Dides-11_2700t2008-08:28:28
File: cameow

Fulse Saquence: szpul
Solvent:

oeeso
Temp. 31.0 G 4 2940 K
Mercury-400BD  “marcurydoo-

Folax. delay 1.000 ses
Pules 45.0 degreas

| R R e e e et - e - T i - T - T T
220 200 180 160 140 120 100 80 &0 40 20 0  ppm

Sekil 3.48. Bilesik 1m’nin “C-NMR spektrumu
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et fls— e e o = —
|Didem11 330 (5.532) Cn (Cen,2, 80.00, HY) 1: Scan ES+
160 338.24 5.42e7
34024 |
.
| *
.
[ 1 182.85
| 34224
|| ./
| I
.
i | 142,08
\ | 184.87
[ |
1 187.21 224.31 343.23
[ | ( f 368.44 501.28
| -0 : 559.41575,51
| 454,61 3

0 ; ' y f T Ty
125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525

L1

550 575 600 625 |

Sekil 3.49. Bilesik 1m’nin kiitle spektrumu

o
al
W
%
|
D'nulnhr|||r|n||||F||||||u||||||||n||n||||l|1|||||||u|||||||||||||||||||||r|nnnlnnh:uinu

4000 30D 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1900 1300 1700 §600 1500 1400 1300 1200 1000 1000 900 B0 N0 M S0 400

Wavenumber{cm-1]

Sekil 3.50.Bilesik 1m’nin IR spektrumu
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3.2.14. 5-Kloro-1H-indol-3-karboksaldehit(2,5-diklorofenil) hidrazon (1n)

ZT

Iz

179.6 mg (1 mmol) 5-Kloro-1H-indol-3-karboksaldehitin 5 ml EtOH ig¢indeki
cozeltisine, 384.3 mg (1.8 mmol) 2,5-diklorofenil hidrazin ile 4 g (4.88 mmol)
sodyum asetatin 5 ml distile suda hazirlanan ¢6zeltisi eklendi. Olusan ¢okelekli
karisim su banyosu ic¢inde geri ¢eviren sogutucu altinda 70-80 °C da 2 saat
karistirildi. Sonunda ¢ozelti sogutularak Boliim 3.2 de tanimlanan ydnteme gore
reaksiyon tamamlandi ve % 68 verimle 230.1 mg madde elde edildi. En 171-172
°C.

Elementel Analiz: C;sH;oN; Cl5

%C %H %N
Hesaplanan: ~ 53.20 2.98 12.42
Analiz: 52.50 2.78 12.48

"H-NMR Spektrumu (d-DMSO) Sppm
6.76-6.79 (1H, dd), 7.21-7.24 (1H, dd), 7.35 (1H, d), 7.43-7.49 (2H, m), 7.82 (1H,
s), 8.18 (1H, d), 8.52 (1H, s), 9.77 (1H, s, hidrazin-NH), 11.68 (1H, s, indol-NH).

BC-NMR Spektrumu (d¢-DMSO) dppm
112.54, 112.93, 114.22, 114.95, 118.41, 121.21, 123.07, 125.52, 125.86, 130.95,
131.43,133.43, 136.22, 140.15, 143.74 (azometin-C)

Kiitle Spektrumu m/z (ESI): 338 (M, %100), 340 (M+2, %100), 342 (M+4).
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IR Spektrumu (KBr Disk) em™:
1596 C=N (azometin) gerilim bandi. 3428 NH, gerilim bandx.

Dides16_18Dac2008

archive
Sasple airectory: Dideml6_18Dec2003

Pulse Sequence: sZpul
Solvest: Duso

Temp. 24.0 C 4 2371 K
File: PROTON

Marcory-400H8  “mereuryi00®

Sekil 3.51.Bilesik 1n’nin "H-NMR spektrumu

Didemls_1#Dec2009-13:31:19

Archive directory: Jexport/homevmmrlvemrays/data
Sample airectory! Didemié 18Deci00s-13131119
Pile: CARBON

Pulse Sequence: sipul
Solvent: EMBO

Temp. 34.0 € / 297.1 K
Mercury-400BE  “mercuryd0*

Relax. delay 1.000 sec

3712 reperitions
OBSERVE C13, 100.6241052 wux
DECOUPLE L, 400.1779559 itz
Powar 37 dB

DATA PROCESSING
Line hroadening 1.0 Ex

FT size £5536

Total time 3 hr, 10 min, T sea

[Raasas BEaas R R T R R R

200 180 160 140 1z0 100 B8O 60 40 20 0 ppm

Sekil 3.52. Bilesik 1n’nin "C-NMR spektrumu
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Default file o
Didem-16 518 (8.654) Cn (Cen,2, 80.00, HY) 1: Scan ES+
it 340.29 3.13e7
338.27
=]
| W)
=N g
| ]
A
N
H
%-
34237
(i
|
344 53
229.44 >
178.89 254.66 301.58 315.53]| 379.31 435.63
R e O i i e S 45461 50471 53310 54950 |
180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 1

420 440 460 480 500 520 540 560

Sekil 3.53. Bilesik 1n’nin kiitle spektrumu

obivva oo beneebioeilpnne e bonneloenadonnedonoeboaselonnslineedioarloorilopiabenesbosiaboeeilosailopiilioeilopsaliipiloialhiog

4000 3800 3600 3400 3200 3000 2600 2600 2400 2200 2000 190 100 1700 1600 1500 1400 1300 1200 1100 1000 %00 G0 0 &0 500 400
Wavenumber{cm-1]

Sekil 3.54. Bilesik 1n’nin IR spektrumu
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3.2.15. 5-Kloro-1H-indol-3-karboksaldehit(3,4-diklorofenil) hidrazon (10)

179.6 mg (1 mmol) 5-Kloro-1H-indol-3-karboksaldehitin 5 ml EtOH ig¢indeki
cozeltisine, 384.3 mg (1.8 mmol) 3,4-diklorofenil hidrazin ile 4 g (4.88 mmol)
sodyum asetatin 5 ml distile suda hazirlanan ¢6zeltisi eklendi. Olusan ¢okelekli
karisim su banyosu ig¢inde geri g¢eviren sogutucu altinda 70-80 °C da 2 saat
karistirildi. Sonunda ¢ozelti sogutularak Boliim 3.2 de tanimlanan ydnteme gore
reaksiyon tamamlandi ve % 65 verimle 220.3 mg madde elde edildi. E.n 142-143
°C.

Elementel Analiz: C,sH;o N5 Cl;

%C %H %N
Hesaplanan:  53.20 2.98 12.42
Analiz: 52.90 292 1224

"H-NMR Spektrumu (d-DMSO) dppm
6.89-6.92 (1H, dd), 7.15-7.20 (2H, m), 7.42 (2H, t), 7.77 (1H, d), 8.10 (1H, s,
azometin-CH), 8.14 (1H, d), 10.24 (1H, s, hidrazin-NH), 11.59 (1H, s, indol-NH).

BC-NMR Spektrumu (de-DMSO) Sppm
112.29, 112.63, 112.77, 114.11, 118.82, 121.20, 123.00, 125.36, 125.80, 130.47,
131.64, 132.24, 136.15, 137.12, 146.63 (azometin-C)

Kiitle Spektrumu m/z (ESI): 338 (M", %100), 340 (M+2, %100), 342 (M+4).
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IR Spektrumu (KBr Disk) em™:
1593 C=N (azometin) gerilim bandi. 3426 NH, gerilim bandx.

Didenm-2_09Ju1200%

Archive directory! fenpaTtJhome/vmmel/vonssy:/data
Sample directory: Didems2 03Jul2008
Pila: pROTOM

Fulme Sequence: sapul
Sclvent: THSO

Asbient cesperature
Marcury-400BB “mersuryd0or

Relax. delay 1.000 sec
Fulse 45.0 degress
Aeq. time 1.992 ses
Width 6402.0 Hz

Total time 0 min. 25 sec

Sekil 3.55. Bilesik 1o0’nun 'H-NMR spektrumu

Diden-2_097ul3008-16:116:27

Archive diractory: famporthome/vnmrl/vnarsys/date
sample directory: Didem-2 09Ju12008-16:16:27
Pile: eampon

Horcury-400BB  “mercuryd00"

Ralax. delay 1.000 ses
Fulse 45.0 degrees

Acq. tima 1.199 mec

wideh 25125.6 H

2000 repetiticas

OBSERVE €13, 100.6243053 iz
DECOUPLE ML, 440.1779550 iz

DATA PROCRSSING
Line broadening 1.0 me

PT size 65536

Total cime 1 hr, 16 min, 21 sec

220 200 180 160 140 1z0 100 80 60 40 20 o  ppm

Sekil 3.56. Bilesik 10’nun *C-NMR spektrumu
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o S ——— e -
|Didem-2 432 (7.249) Cn (Cen,2, 80.00, Hf) 1: Scan ES+
i 338.20 981e6]
!
1
!
| 340.27
| |
"‘NH i
@ J = [
A | i
N [+] ;
H
%7 1
|
|
167.12 [
5 342.29 :
|167.35 |
22951 24941 ‘ |
217.22 | | |
: bst_s? 97126 26003 30133 33647 i
[ itk |
180 180 200 220 240 260

Sekil 3.57. Bilesik 1o nun kiitle spektrumu

1o

%I

gl b biaelonnebonnidoaslanielsnnsdinedesoly e b s doers e iabueiaboees i ligisloisiliniolsiasloisilenoiliieibiioiliai

00 3600 3600 00 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1900 1800 1700 60O QSO0 1400 1300 10 1100 1000 %00 600 700 600 M 400
Wavenumber{cm-1)

Sekil 3.58. Bilesik 1o’nun IR spektrumu



123

3.2.16. 5-Kloro-1H-indol-3-karboksaldehit(3,5-diklorofenil) hidrazon (1p)

H

c \N/N
s T %
N

H

179.6 mg (1 mmol) 5-Kloro-1H-indol-3-karboksaldehitin 5 ml EtOH ig¢indeki
cozeltisine, 384.3 mg (1.8 mmol) 3.4-diklorofenil hidrazin ile 4 g (4.88 mmol)
sodyum asetatin 5 ml distile suda hazirlanan ¢6zeltisi eklendi. Olusan ¢okelekli
karisim su banyosu icinde geri ¢eviren sogutucu altinda 70-80 °C da 2 saat
karistirildi. Sonunda ¢ozelti sogutularak Boliim 3.2 de tanimlanan ydnteme gore
reaksiyon tamamlandi ve % 61 verimle 206.8 mg madde elde edildi. E.n 168-169
°C.

Elementel Analiz: C;sH;o N5 Cl5

%C %H %N
Hesaplanan: 53.20 2.98 12.42
Analiz: 53.32 2.89  12.30

"H-NMR Spektrumu (dg-DMSO) 8ppm
6.79 (1H, t), 6.95 (2H, d), 7.20-7.23 (1H, dd), 7.47 (1H, d), 7.82 (1H, s), 8.15 (2H,
t), 10.37 (1H, s, hidrazin-NH), 11.64 (1H, s, indol-NH).

BC-NMR Spektrumu (d¢-DMSO) dppm
109.36, 111.71, 113.38, 116.03, 120.40, 122.24, 124.64, 125.03, 129.96, 134.54,
135.37,136.95, 147.90 (azometin-C)

Kiitle Spektrumu m/z (ESI): 338 (M", %100), 340 (M+2, %100), 342 (M+4).



IR Spektrumu (KBr Disk) cm™:

124

1594 C=N (azometin) gerilim bandi. 3453 NH, gerilim bandx.

Didemi?_1#Dec2008

ATchive QiTectory! /eXDOTT/home/VOErl/VEmrsys/data
Sample Airectory: Didem17 18Dec2003
Pile: SmOTON

Pulss Sequender azpul
Selvenr: DMsQ

Temp. 4.0 C J 237.1 K
Marcury-40038  “mercuryd00®

Relax. delay 1.000 ses
Pulss 45.0 degrass

Acq. time 1.992 sec

wideh 6402.0 Ex

8 repaticions
CBSERVE  EL, 400.1759650 mmz
DATA PROCESSING

PT alze 32768

Toral eims 0 mis, 25 see

JL .Ih;i

e —— —— : R —
13 12 i1 10 9 6 5 4 3 1 -0 -1 Ppm
. . . . e 1 k
Sekil 3.59. Bilesik 1p’nin 'H-NMR spektrumu
RE——
R ———
Sample directory: didemlT 18Dec00§
S
sk
Wercury-400BE  “mercuryd00®
L
=y
Acg. time 1.199 sec
wWidth 21141.6 Hx
e
e
e -
MALTZ- 16 modulated
o
S g ity
¥T size 65536
Total time ) hr, 10 min, 7 sec
! !
‘
‘
180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Sekil 3.60.Bilesik 1p’nin *C-NMR spektrumu
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|Defauit file - o
Didem-17 529 (8.851) Cn (Cen,2, BD.00, HY) 1: Scan ES+ |
By 33833 4.15¢7|
=]
/
=N g
i,
A
N
H
-
342.43
145.29
343.37
229.29 _ 381.36
. |225.49 27954 30142 39521 42556 49461 50679 54955 5B0.74
i | it " PRSI | PO . h r + :
| " 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575

Sekil 3.61.Bilesik 1p’nin kiitle spektrumu

%l

bk b Lo b Lo L D Do L b Lo o b e e L s s b o s s i e L e
4000 3300 3600 400 N0 J000 2800 2500 00 2200 2000 WO 1800 1700 1600 1500 MO0 1300 1200 1100 100 00 R0 00 &0 00 400
Wavenumber[cm-1]

Sekil 3.62.Bilesik 1p’nin IR spektrumu
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3.2.17. 5-Kloro-1H-indol-3-karboksaldehit(2-bromofenil) hidrazon (1r)

Br

ZT

C - _—

Iz

179.6 mg (1 mmol) 5-Kloro-1H-indol-3-karboksaldehitin 5 ml EtOH ig¢indeki
cozeltisine, 223.5 mg (1 mmol) 2-bromofenil hidrazin ile 4 g (4.88 mmol) sodyum
asetatin 5 ml distile suda hazirlanan ¢ozeltisi eklendi. Olusan ¢okelekli karisim su
banyosu i¢inde geri ¢eviren sogutucu altinda 70-80 °C da 1 saat karistirildi. Sonunda

cozelti sogutularak Boliim 3.2 de tanimlanan yonteme goére reaksiyon tamamlandi

ve % 77.3 verimle 269.4 mg madde elde edildi. E.n 183-184 °C.

Elementel Analiz: C;sH;o N3 Cl5

%C %H %N
Hesaplanan:  51.68 3.18 12.05
Analiz: 51.32 322 11.85

"H-NMR Spektrumu (d-DMSO) dppm

6.64-6.68 (1H, m), 7.18-7.21 (1H, dd), 7.30-7.34 (1H, m), 7.44-7.47 (3H, m), 7.74
(1H, s, azometin-CH), 8.19 (1H, d), 8.48 (1H, s), 9.21 (1H, s, hidrazin-NH), 11.5
(1H, s, indol-NH).

BC-NMR Spektrumu (ds-DMSO) Sppm
106.41, 112.77, 114.08, 114.12, 119.99, 121.24, 123.02, 125.40, 125.87, 129.34,
130.39, 133.24, 136.18, 139.14, 143.62 (azometin-C)

Kiitle Spektrumu m/z (ESI): 348 (M, %100), 350 (M+2, %100), 352 (M+4).
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IR Spektrumu (KBr Disk) cm™:

1588 C=N (azometin) gerilim bandi. 3447 NH, gerilim bandu.

Didem-1 077u13008

Archive
Sample iractory: Dldem-1_073u12008
wiie: FmoTON

Pulse Sequesce: sipul
Balvest: ouso

Ambieny tespezature
Wercury-4008B  “mercuryeoo®

Ralax. delay 1.008 sec
Fulss 45.0 degress

Acq. tims 1.992 ssc

wideh §403.0 Wa

@ Tepetirions
OBSERVE 1, 400.1758761 iz
DATA PROCESSTMG

PT alze 32768

Total time § min, 23 sec

12 12 11 e 2 ] 7 6 5 4 i -0
. il 1w 1
Sekil 3.63.Bilesik 1r’nin 'H-NMR spektrumu
S —
eyt
o
A ——
e
e i
£, -
Relax. delay 1.860 sec
s
)
P o]
ORSERVE €13, 1006243053 Mua
i
o For
WALTE- 16 modulated
a——
L -
T s St
!
‘ M L ks
220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20

Sekil 3.64.Bilesik 1r’nin "*C-NMR spektrumu
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Defaultfile ) i - ]
Didem-1 472 (7.916) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+ |
100+ 350.29 7.94e6|
‘ |

348.29 |

1

|

[

|
|
]

Q/Q_

244.58 271.45 301.30

25459 |
] dth gl !L!' | -
el Ml - Ll il bl alh gz

240 260 280 300 320 340 360 380 400 420

313.20

[ifi363-11) aga7s 41328

Sekil 3.65.Bilesik 1r’nin kiitle spektrumu

PP P PRTR PIL PL HTY FHTT FYUTT TYTTY IYTY FTTRUITETY FUVY VUL PYVY POUTY PRTTY UPTTY [RTTL INTRATTTNL FHUE FYRTY IHRTY NRTT POSTIITONI)

4000 3300 3600 00 3200 3000 2800 2600 2400 2300 2000 1900 1800 10 1600 1500 1400 1300 1200 1100 1000 90D RO0 00 60D SO0 400
Wavenumber{em-1]

Sekil 3.66. Bilesik 1r’nin IR spektrumu
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3.2.18. 5-Kloro-1H-indol-3-karboksaldehit(3-bromofenil) hidrazon (1s)

Br

ZT

Iz

179.6 mg (1 mmol) 5-Kloro-1H-indol-3-karboksaldehitin 5 ml EtOH i¢indeki
cozeltisine, 402.3 mg (1.8 mmol) 3-bromofenil hidrazin ile 4 g (4.88 mmol) sodyum
asetatin 5 ml distile suda hazirlanan ¢ozeltisi eklendi. Olusan ¢okelekli karisim su
banyosu i¢inde geri ¢eviren sogutucu altinda 70-80 °C da 1 saat karistirildi. Sonunda

cozelti sogutularak Boliim 3.2 de tanimlanan yonteme goére reaksiyon tamamlandi

ve % 92 verimle 320.7 mg madde elde edildi. E.n 133-134 °C.

Elementel Analiz: C,sH;o N5 Cl;

%C %H %N
Hesaplanan:  51.68 3.18 12.05
Analiz: 51.34 3.03 11.84

"H-NMR Spektrumu (d-DMSO) dppm

6.82-6.85 (1H, dd), 6.93-6.96 (1H, m), 7.15-7.22 (3H, m), 7.46 (1H, d), 7.77 (1H, s),
8.10 (1H, s, azometin-CH), 8.18 (1H, d), 10.14 (1H, s, hidrazin-NH), 11.59 (1H, s,
indol-NH).

BC-NMR Spektrumu (d¢-DMSO) dppm
111.02, 112.81, 114.07, 114.18, 120.53, 121.26, 122.94, 123.18, 125.28, 125.83,
130.14, 131.75, 136.13, 136.43, 148.18 (azometin-C)

Kiitle Spektrumu m/z (ESI): 348 (M", %100), 350 (M+2, %100), 352 (M+4).
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IR Spektrumu (KBr Disk) cm™:

1591 C=N (azometin) gerilim bandi. 3446 NH, gerilim bandu.

Bisem-8_02Dac2009

Archive

Sample directory: Didem-8_01Dec100s
File: PROTON

Fulse Saquence: sipul
Solvent: meS0

Temp. 33.0 C 4 395.1 K
Mercury-400BB  *mercury400®

Relax. delay 1.000 sec

Pulus 45.0 degrees

Acq. tims 1.992 asc

Width 6402.0 Mz

® repacicions

Wi, 400.1759643 was
-

s e o o T T [ I I T T T

Sekil 3.67. Bilesik 1s’nin "H-NMR spektrumu

Diden-8_0IDes2009-09:32:54

Arenive Qivectory: /espert/home/wamel/vimssys/dats
Sazple directory: Didem-8_03DecZ009-05:32154
Pile: CARBON

Fulse Sequence: spul

solvent: S0
Temp. 22.0 € / 295.1 K
Mercuzy-400BD  *mercury400+

Relax. delsy 1.000 sec
Pulss 45.0 degress

Rog. time 1.195 sec

Width 21141.6 Mz

5000 repeticions

CDSERVE 13, 100.6343053 wis
DECOURLE M1, 400.1775558 i
Powsr 37 aB

continucusly o

WALTZ-16 modulatsd

DATA FROCESSING

Line broaganing 1.0 mz

FT size 65536
Total time 3 hr, 10 min, 7 mes

Sekil 3.68. Bilesik 1s’nin *C-NMR spektrumu
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|Defauit fite -
|Didem-8 390 (6.540) Cn (Cen,2, 80,00, HY) 1: Scan ES+
1001 350.34 6.44e7
Br
348.34 w@
i
N
cl,
V.
¥
%_
352.39
] 145.02
| [1a711 si.54
. 1794 227.10 342.54 391.41 511.40 540,95
DBUJ. 98 P ' .279;60 . . 3 il 435.05| 475.08 52511 i
150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550

Sekil 3.69. Bilesik 1s’nin kiitle spektrumu

%T

Locosdeoaoloinalinanlivaelisag

Loasidonoalusiilonislons

3000 2800 2600 2400 2200 2000 1900 1800 1900 1600
Wavenumberfem-1]

ileaualeiialeniales
3800 3600 3400 3200

1500 1400 1300 1200 1100 1000 900 800 00 G S0 400

Sekil 3.70.Bilesik 1s’nin IR spektrumu
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3.2.19. 5-Kloro-1H-indol-3-karboksaldehit(4-bromofenil) hidrazon (1t)

H
¢ \N/NOBr

A\

N
H

179.6 mg (1 mmol) 5-Kloro-1H-indol-3-karboksaldehitin 5 ml EtOH ig¢indeki
cozeltisine, 402.3 mg (1.8 mmol) 4-bromofenil hidrazin ile 4 g (4.88 mmol) sodyum
asetatin 5 ml distile suda hazirlanan ¢ozeltisi eklendi. Olusan ¢okelekli karisim su
banyosu i¢inde geri ¢eviren sogutucu altinda 70-80 °C da 1 saat karistirildi. Sonunda

cozelti sogutularak Boliim 3.2 de tanimlanan yonteme goére reaksiyon tamamlandi

ve % 80.3 verimle 280 mg madde elde edildi. E.n 167-168 °C.

Elementel Analiz: C,sH;o N5 Cl;

%C %H %N
Hesaplanan:  51.68 3.18 12.05
Analiz: 51.35 3.0 11.99

"H-NMR Spektrumu (dg-DMSO) dppm
6.93 (2H, d), 7.16-7.19 (1H, dd), 7.34-7.43 (3H, m), 7.72 (1H, d), 8.08 (1H, s,
azometin-CH), 8.15 (1H, d), 10.05 (1H, s, hidrazin-NH), 11.55 (1H, s, indol-NH).

BC-NMR Spektrumu (de-DMSO) Sppm
108.96, 112.90, 113.87, 114.04, 121.22, 122.94, 125.24, 129.97, 132.43, 136.09,
136.13,145.92(azometin-C).

Kiitle Spektrumu m/z (ESI): 348 (M, %100), 350 (M+2, %100), 352 (M+4).
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IR Spektrumu (KBr Disk) cm™:
1594 C=N (azometin) gerilim bandi. 3422 NH, gerilim bandx.

Dldem-4_corugasns

Archive
Sasple dizectorys Didem-4_OfAugl0on
rile: FRoToM

Pales Sequence: sipul
Selvents meso

Aablent tempersturs
Marcury-400mn  "mazcurydoo*

R e e - T T T L T T T T T
13 12 11 10 ] ] 7 ] 5 4 3 z 1 -0 -1 pmm

Sekil 3.71.Bilesik 1t’nin 'H-NMR spektrumu

Dide=-3_1TX0g2008-11:47:49

Archive directory: /espert/homa/vomrl/vomrsys/date
Sampla directory: Dides-5_12augd008-1i:147149
Pilas cammow

Pulse Sequence: sapul
Salvent: D50

Xmbient Tesperature
Morousy-400BB  *mercurrd00"

Relax. delay 1.000 sec

2000 repetitions
oBSERVE ©13, 100.6243052 tais
DECOUPLE Wi, 4001778558 MEx

Total time 1 hr, 16 min, 21 sec

220 200 180 160 140 1zo0 100 80 &0 40 20 0 PP

Sekil 3.72.Bilesik 1t’nin “*C-NMR spektrumu
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|Default file . - o - - i 7‘
| Didem4 450 (7.546) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+

100- 350.27 1.13e7‘

348.29 ‘

| - —N—hH
1 140.98
N p
N
H

%]
| [142.94

| [ f1as.18
! | 352.28
|

194.20

193.92|
Y 217.02
21726 264 19

380.28 |

. 511.25 539 27
38227 24122 461 04 509.23 |

|271.43 301.57

! 577.68
L ! | "

4 i e
| 150 175 200 225 250 275 300 32

il . - miz |
5 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 |

Sekil 3.73.Bilesik 1t’nin kiitle spektrumu

I

0 seseloagglasnslosnobowsalosaalosnelonnilonsslopantonesloonlonunlosnnlospplosaaBaysbonasloiniloaauloosbonsilinselosaslospaloniy

4000 3800 3500 3400 3200 3000 MO0 2600 2400 2200 2000 1900 1500 1700 1600 1500 1400 1300 1300 1000 1000 90D 500 00 600 500 400
Wavenumbercm-1]

Sekil 3.74.Bilesik 1t’nin IR spektrumu
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3.3. 5-kloro-1H-indol-3-karboksaldehit izonikotinik asit hidrazonu (1u) / anisik

asit hidrazonu (1v) Tiirevlerinin Genel Sentezi

Bu sentez yonteminde, 0,5 mmol 5-kloro-1H-indol-3-karboksaldehit 10 ml EtOH
icerisinde ¢oziiliir. Bu ¢6zeltinin tizerine bilesik 1u eldesi i¢in 0,5 mmol izonikotinik
asid hidrazidi (isoniazid) veya bilesik 1v eldesi i¢in 0,5 mmol anisik asit
hidrazidinin 50 ml EtOH igerisindeki ¢ozeltisi ilave edilir. Karisim 2.5 saat su
banyosunda, geri ¢eviren sogutucu altinda reaksiyona sokulur ve ITK ile kontrol
edilir. Reaksiyon sonunda karisim sogutulur ve ¢okelek siiziilerek EtOH dan tekrar
kristallendirilerek saflastirilir. Eger reaksiyon sonunda c¢okelek olusmamis ise
karigimin igerisindeki solvan doner buharlastirict ier ugurularak kalan kati madde

uygun ¢oziicii ile kristallendirilerek saflastirilir (Kogyigit ve ark., 2006).

3.3.1 S5-kloro-1H-indol-3-karboksaldehit izonikotinoilhidrazon (1u)
[izonikotinik asit (1H-indol-3-ilmetilen)hidrazid]

NH

1 mmol 5-kloro-1H-indol-3-karboksaldehitin 10 ml EtOH igindeki ¢6zeltisine 0,5
mmol izonikotinik asit hidrazidinin 50 ml EtOH de hazirlanan ¢ozeltisi ¢ozeltisi
ilave edildi. Karisim 4 saat su banyosunda geri ¢eviren sogutucu altinda reaksiyona
sokuldu ve reaksiyon Béliim 3.3 de anlatildigi sekilde tamamlandi. Sonugta % 20

verimle 59.6 mg madde elde edildi. E.n 315-316 °C.
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Elementel Analiz: C,sH;;N,OClI

%C %H %N
Hesaplanan:  60.31 3.71 18.76
Analiz: 60.19 3.45 18.48

"H-NMR Spektrumu (d¢-DMSO) dppm

7.22-7.25 (1H, dd), 7.48 (1H, d), 7.83-7.85 (2H, d), 7.97 (1H, s, azometin- CH),
8.31 (1H, d), 8.61 (1H, s), 8.78-8.79 (2H, d), 11.83 (1H, brs, indol-NH), Hidrazin
NH gozlenmedi.

BC-NMR Spektrumu (ds-DMSO) dppm
111.91, 114.19, 121.79, 122.16, 123.39, 125.88, 126.00, 133.12, 136.24, 141.62,
146.30 (azometin-C), 150.21, 150.96, 161.62

Kiitle Spektrumu m/z (ESI) : 299 ( M+1, %100), 301 (M+2).

IR Spektrumu (KBr Disk) cm™
1662 C=N (azometin) gerilim bandi, 3441 N-H gerilim bandi
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SSuzen_2iMaya0es
Archive Pz
Sasple directory: SSuzen TiMay3008
Tite: PROTON

Pulse Sequences sigal
solvanc: oo

Jablent temperature
Mercury-4DONE  "mercuryd0o®

Tolax. dalay 1.000 mac
Pulas 45.0 s
Acq. Eime 1.392 sec

Width 6402.0 Ex

& repeciticns

casEmvE i, 400.17596%4 rax
DaTA PROCESSIMG

7T aize 32768

Total time O min, 33 sec

ll‘ x J
T T ey T e o

; -0 -1 ppm

Sekil 3.75.Bilesik 1u’nun "H-NMR spektrumu

S50zen_T1%ay300%

Archive directory: /export /hose/enscl/vimceys/data
Sample directory! SSUzen 21May2009
File: cammow

Fulse sequence: sZpul

Bolvent: meso
Asbient temperature
Mercury-400BD  “mercury400°

Rolax. delay 1.000 sec
Fulss 43.0 degs:
Aog. time 1.19% ssc
Width 31143.6 m

4544 reperitions

OESERVE €13, 100.6243052 Mz
DECOULE ML, 400.177355% Mz

Total time 3 br, 0 mim, 7 asc

Sekil 3.76. Bilesik 1Tunun "C-NMR spektrumu
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|Default file
SSuzen 130 (4.354) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
| 299.42 3.05e7
100,
-: i
‘ ] N
| %
| {
1 B
|
% i
301.45 |
! ( -
|
|
I‘
| s2158  3s255 |
| | 36223 |
| 143.39 Ey
1 b 364.34
|| | 150.15 18549217.15220.46 273.48 | |
Bl d L I Jj2a183 | , 11365'51 20742 44545610 48272 |
ol 4 - s e e emirbipitsnduin, ot mifz
140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 |
. e s .
Sekil 3.77. Bilesik 1u’nun kiitle spektrumu
110
100
wl
KT
o
wl
20 pasalaaaalasnalsinabossala galaaastos s daaualaaaataassloasalagaataaastasaslassaloaaabaaaleiaaloiaslosaataaaaliansloaaslassalisgy
400 380 3600 MO0 100 3000 2000 2600 2400 2200 2000 190 1500 1700 1600 1500 MOD 1300 1200 1100 000 00 S0 0 600 500 400

Wavenumberfem-1]

Sekil 3.78. Bilesik 1u’nun IR spektrumu
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3.3.2. N-(4metoksibenzoil)-N’-(5-kloro-1H-indolil-3-metilen)-hidrazon(1v)
[4-metoksi benzoik asit (5-kloro-1H-indol-3-ilmetilen)hidrazid]

NH
c \N/ \H/<j>—om-iE
N\

o]

N
H

0.5 mmol (89.8 mg) 5-kloro-1H-indol-3-karboksaldehitin 10 ml EtOH deki
cozeltisine 0,5 mmol (83 mg) anisik asit hidrazidinin 50 ml EtOH de hazirlanan
cozeltisi ilave edildi. Karigim 4 saat su banyosunda geri ¢eviren sogutucu altinda
reaksiyona sokuldu. Daha sonra reaksiyon Bélim 3.3 de anlatildigi sekilde
tamamlandi. Reaksiyon sonunda % 42 verimle 68.6 mg madde elde edildi. E.n 249-
250 °C.

Elementel Analiz: C,3H7N50,

%C %H %N
Hesaplanan:  62.30 431 12.82
Analiz: 59.82 4.60 12.09

"H-NMR Spektrumu (d¢-DMSO) dppm
3.04 (3H, s), 7.07 (2H, d), 7.21-7.23 (1H, dd), 7.47 (1H, d), 7.92 (3H, d), 8.33 (1H,
s), 8.59 (1H, s, azometin-CH), 11.49 (1H, s, hidrazin-NH), 11.77 (1H, s, indol-NH).

BC-NMR Spektrumu (de-DMSO) Sppm
56.10, 112.26, 114.10, 114.37, 121.87, 123.28, 125.69, 126.04, 126.61, 130.02,
132.34, 136.21, 144.53 (azometin-C), 162.45 (C=0), 162.71
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Kiitle Spektrumu m/z (ESI) : 328 (M+1, %100), 330 (M+3).

IR Spektrumu (KBr Disk) cm’
1647 C=N (azometin) gerilim bandi, 3330 NH-CO gerilim band.

Qidenll 21Dec2009

Archive
sample directory: didemis_3inec20os

Melaw. delay 1.000 seq
Pulse 45.0 dagrees
Aog. time 1.992 mec
Width £402.0 Hz

A | ]

T T T T T T T T T T T

13 12 11 10 9 8 7 L 5

Sekil 3.79. Bilesik 1v’nin '"H-NMR spektrumu

Didemls_31De=3008-11:36:30

Fulse 45.0 degzes

Sekil 3.80.Bilesik 1v’nin "C-NMR spektrumu
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Default file
Didem-18 254 (4.237) Cn (Cen,2, 80.00, HY) 1: Scan ES+
100, 328.42 6.12e7
o
mb
/
=N
o { o~CHs
N
N
o
330.41
ir” |
|
|
i
i
386.50 I
35042 1.64 |
o 35258 || 39327
| 177.26 : ;
olkaa .145..28‘, N 224?'2“;\ gs§,57??9 43 | L i “’ 418.15 44947 502".-‘[41 52810 579.'3;',1,2
150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 SO0 525 550 575
. . e 1
Sekil 3.81.Bilesik 1v’nin kiitle spektrumu
100
80
Wl
1S
ni"”l"“i“ alagiatesa o biiial MITTTACETTIFTRN] FURTY INATY FRRRU SNRRUNRETE FRRRUA] Lessalogoabianadaaiidigailosialorniley
W0 3300 30 MO0 300 3000 2000 2600 2400 00 2000 100 100 1700 1600 IS0 1400 1300 1200 100 1000 900 80 700 60 50 400

Wavenumberfcm-1]

Sekil 3.82.Bilesik 1v’nin IR spektrumu
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3.4. N,N’-bis-(5-kloro-1H-indol-3-ilmetilen) hidrazin Tiirevlerinin Genel

Sentezi

1 mmol 5-kloro-1H-indol-3-karboksaldehit ile 0,5 mmol hidrazin hidrat 20 ml
etanol i¢inde su banyosunda 4 saat siire ile reaksiyona sokulur. Reaksiyon sonunda

olusan ¢okelek stiziiliir ve etanolden kristallendirilir.

3.4.1. N,N’-bis-(5-kloro-1H-indol-3-ilmetilen) hidrazin (1y)

I=

1 mmol (179.6 mg) 5-kloro-1H-indol-3-karboksaldehit ile 0,5 mmol (25 mg)
Hidrazin hidratin 20 ml etanoldeki ¢ozeltisi su banyosunda geri ¢eviren sogutucu
altinda 4 saat reaksiyona sokularak, reaksiyonun ITK ile kontrol edildi. Reaksiyon
sonunda ¢okelek olusmadigi icin karigimin icerisindeki solvan doner buharlastirict
ile uguruldu ve kalan katt madde EtOH dan kristallendirilerek ayrildi. Reaksiyon
sonunda % 45.4 verimle 161.2 mg madde elde edildi. E.n 285-286 °C.

Elementel Analiz: C;sH,N4Cl,

%C %H %N
Hesaplanan:  60.86 3.41 15.77
Analiz: 60.75 3.28 13.48

"H-NMR Spektrumu (d¢-DMSO) dppm
7.23-7.26 (2H, dd), 7.51 (2H, d), 8.02 (2H, s, azometin-CH), 8.35 (2H, d), 8.93 (2H,
s), 11.90 (2H, brs, indol-NH).
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BC-NMR Spektrumu (d¢-DMSO) dppm
112.34, 114.27, 121.85, 123.29, 125.89, 126.41, 134.20, 136.33, 155.95 (azometin-
&)

Kiitle Spektrumu m/z (ESI) : 355 (M", %100), 357 (M+2, %100), 359 (M-+4).

IR Spektrumu (KBr Disk) cm™
1646 C=N (azometin) gerilim band1, 3420 N-H gerilim band1

Sekil 3.83.Bilesik 1y’nin "H-NMR spektrumu



144

407_0fmay2009-15:03:13
Archive directory: fexport/homs/vesel/vesrsys/data
Bample @irectory: 407_06May2008-15:01:13
Pile: canmom
Pulse Sequendes sipul
Solvene: omso

Asbient tesperature
Marcury-400BE  mereuryd00®

Relax. delay 1.000 sec

oo
1
200 100 80 60 40 20 0 ppm
. . . . * 13
Sekil 3.84.Bilesik 1y’nin “C-NMR spektrumu
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Sekil 3.85.Bilesik 1y’nin kiitle spektrumu
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Sekil 3.86. Bilesik 1y’nin IR spektrumu

3.5. Izomer Oranlarinin Belirlenmesi

5-Kloro-1H-indol-3-karboksaldehit(2-floro fenil) hidrazon (1d), 5-Kloro-1H-indol-
3-karboksaldehit(2-kloro ~ fenil)  hidrazon (1j) ve  5-Kloro-1H-indol-3-
karboksaldehit(2-bromo fenil) hidrazon (1r) bilesiklerinin MASS Spektrumlari
cekilirken izomer seklinde olduklar1 belirlenmistir. Bu maddeler {izerinde izomer

ayirimi ¢aligmalart yapilmis ve izomerlerin oranlar1 % olarak belirlenmistir.

Sentezlenen melatonin analoglarinin enansiyomerlerinin ayirimi i¢in HPLC de
kiral sabit faz tiirevi ayirim yontemleri kullanilmistir. Normal faz metodu ile ayirim
icin hareketli faz olarak farkli oranlarda n-heksan-alkol(metanol, etanol, 1-propanol,
2-propanol) ¢ozeltisi ; sabit faz olarak silika bazli amilaz tris-(S)-1-feniletilkarbamat
(Chiralpak AS) veya tris-3,5- dimetilfenilkarbamat (Chiralpak AD) kolonlar
kullanilmistir (Vaccher ve ark., 1998).
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Calisilacak dalga boyuna karar vermek icin UV-Spektrofotometre de tarama

yapilarak en uygun dalga boyu 254 nm olarak belirlenmistir.

HPLC kullanarak izomer ayirimi:

Cihaz: Waters LC Module Plus

Kullanilan Mobil Faz: n-heksan: izopropil alkol:trietilamin (87:13:1)
Kolon: Chiralpak AD 250x4,6 mm

Dalga boyu: 254 nm

Akis hizi: 1 ml/ dakika

Enjeksiyon hacmi: 50 pl

Coziict: Etil alkol

Kolon sicakligi: Oda sicakligi

Analiz siiresi: 30 dakika

3.5.1. 5-Kloro-1H-indol-3-karboksaldehit(2-floro fenil) hidrazon (1d) bilesiginin
izomer oranlarmin belirlenmesi

T

[zomer oraninin belirlenmesi Béliim 3.5 de tanimlanan yénteme gére yapilmustir.
Arka arkaya yapilan {i¢ enjeksiyonda izomer orani ortalama % 0.50; ana pik

ortalama % 99.5 olarak bulundu.
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Sekil 3.87. Bilesik 1d’nin HPLC kromotogrami

3.5.2. 5-Kloro-1H-indol-3-karboksaldehit(2-kloro fenil) hidrazon (1j) bilesiginin

izomer oranlarmin belirlenmesi

Iz

[zomer oraninin belirlenmesi Boliim 3.5 de tanimlanan yénteme gére yapilmustir.

Arka arkaya yapilan {i¢ enjeksiyonda izomer orani ortalama % 0.09; ana pik

ortalama % 99.90 olarak bulundu.
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Sekil 3.88. Bilesik 1j°’nin HPLC kromotogrami

3.5.3. 5-Kloro-1H-indol-3-karboksaldehit(2-bromo fenil) hidrazon (1r)
bilesiginin izomer oranlarmin belirlenmesi

Br

ZT

T

[zomer oraninin belirlenmesi Boliim 3.5 de tanimlanan yénteme gére yapilmustir.
Arka arkaya yapilan {i¢ enjeksiyonda izomer orani ortalama % 8.29; ana pik

ortalama % 91.71 olarak bulundu.
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Sekil 3.89. Bilesik 1r’nin HPLC kromotogrami

3.6. Sentez Edilen Bilesiklerin In vitro Biyolojik Aktivite Tayinleri

3.6.1. In vitro Antioksidan Aktivite Tayini

3.6.1.1. DPPH Uzerinden Serbest Radikal Yakalama Etki Tayini

Deneyin Prensibi :

1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH), kararli bir serbest radikaldir. Kirmiz1 renklidir
ve bu renk 517 nm de absorblanabilir. DPPH serbest radikalleri bir antioksidan
madde tarafindan yakalandiginda rengi kirmizidan sariya dogru doner. Bu renk
degisimi DPPH'!n antioksidan madde ile etkileserek 1,1-difenil-2-pikril hidrazine

dontismesi nedeniyle gozlenir (Sreeyan ve Rao, 1996). Kirmizi renkte olusan
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degisiklikler 517 nm de absorbans degerleri halinde okunarak maddelerin radikal

yakalama kapasitesi belirlenir (Blois, 1958).

DPPH c¢ozeltisi, bir hidrojen atomu verebilecek bir madde ile karistirildiginda,
mor-menekse rengin kaybolmasi ile birlikte indirgenmis forma doniismektedir.
DPPH radikali Z° ile ve dondr molekiil AH ile gosterilirse, primer reaksiyon su

sekilde gerceklesir:

7°+AH — ZH+A®

ZH, indirgenmis formu ve A°®, ilk basamakta olusan serbest radikali gostermektedir.
Bu radikal daha sonra tiim stokiyometriyi kontrol eden yani, indirgeyici bir molekiil
tarafindan indirgenen (rengi giderilen) DPPH molekiillerinin sayisi kadar reaksiyona
girecektir. Ustteki reaksiyon bu nedenle bir lipidin veya doymamis bir maddenin
otooksidasyonu gibi okside edici bir sistem i¢inde gerceklesen reaksiyonlar i¢in bir
temel olusturmaktadir. DPPH molekiili Z°, sistem i¢indeki aktiviteleri AH

tarafindan baskilanan serbest radikalleri temsil etmektedir.

Deneyin Yapilisi:

Sentezlenen maddelerin DMSO igerisinde 0,01M’lik ¢o6zeltileri hazirlandi. Bu
numunelerin tizerine DPPH (2x10., g/L) ¢ozeltisi ilave edilerek vorteksde karistirildi
ve karanlikta, oda sicakliginda 30 dakika bekletildi. Daha sonra her bir ¢ozeltide
olusan degisiklik 517 nm de absorbans degerleri okunarak kaydedildi. Dort farkl
konsantrasyonda hazirlanan numunelerin her bir konsantrasyona karsilik gelen %
inhibisyonlar1 hesaplanarak, bu sonuglardan hareketle ICsy degerleri hesaplandi.
Referans bilesik olarak sentezlenen maddelerin analogu ve gii¢li bir endojen
antioksidan madde olan melatonin ve a-tokoferol kullanildi. Sentezlenen bilesiklerin
radikal yakalama aktivitesi dlgiiliirken asagidaki denklemden faydalanildi. Sonuglar

Cizelge 3.1 de verilmektedir.
(ACGZﬁcﬁ - Anumune)
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% Radikal Yakalama Aktivitesi: | ] x 100 (A:

absorbans)

ACbzﬁcﬁ

Reaksiyon ortami: 100 uM DPPH (metanolde) ve degisik konsantrasyonlarda

sentez maddesi icermektedir. Her deney 2-4 6l¢iimiin ortalamasi olarak verilmistir.

Cizelge 3.1. Sentez edilen maddelerin DPPH radikal siipiiriicii aktivite

tizerinden hesaplanan ICs, degerleri*

Sentez maddeleri IC5o mM uM
la 0.042+ 0.002 42
1b 0.06 + 0.002 60
Ic 0.06 + 0.001 60
1d 0.019 + 0.002 19
le 0.021 + 0.001 21
1f 0.055 £ 0.004 55
lg 0.022 + 0.003 22
1h 0.022 +0.001 22
li 0.02 +0.002 20
1j 0.002 + 0.001 2
1k 0.024 + 0.002 24
11 0.023 + 0.001 23
Im 0.015+0.04 15
In 0.028 + 0.001 28
lo 0.02 +0.004 20
Ip 0.0195 £ 0.002 20
Ir 0.03 = 0.005 30
Is 0.019 +0.003 19
It 0.024 + 0.001 24
1u 0.65+0.02 650
1v - -
ly - -

BHT 0.015+ 0.002 15
Melatonin 0.78 £ 0.05 780

*Her deger 2-3 deneyin ortalamasi alinarak standart sapmalari ile birlikte
gosterilmistir.
En kiiciik ICsy degeri en aktif bilesigi gostermektedir.
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Sekil 3.90. Sentez edilen maddelerin DPPH radikal siipiiriicii aktivite iizerinden hesaplanan
ICsy degerleri grafigi

3.6.1.2. Siiperoksit Anyon Radikali Uzerinden Serbest Radikal Yakalama Etki
Tayini

Deneyin Prensibi :

Organizmada stiperoksit anyon radikali (O,") ksantin oksidaz ve substrati olan
ksantin enzimleri tarafindan {iretilir. Stperoksit dismutaz (SOD) siiperoksit
anyonundan hidrojen peroksit olusumunu katalizleyen bir enzimdir. SOD bu sekilde
stiperoksit anyonunun etkisiz hale getirilmesini saglayarak organizmada oksijen
toksisitesine karsi bir savunma saglar (Cheng ve ark., 1998; Huong ve ark., 1998;

Sang-Myung ve ark., 2003; Attar ve ark., 2006).

SOD
20" + 2H — 0, + HyO»
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Deneyin Yapilisi:

Yontem ksantin ve ksantin oksidaz tarafindan olusturulan siiperoksit anyonunun
sentez edilmis ve standart madde varliginda Sitokrom c’nin rediiksiyonunun
inhibisyonunun 6l¢timiine dayanmaktadir (McCord, 1986)

Reaksiyon ortami: 100 pl 4 mM ksantin, 400 pl sitokrom c, 0.1 M pH 7.8 fosfat
tamponu, degisik konsantrasyonlardaki sentez edilmis madde ve 40 pl ksantin
oksidaz icermektedir. Ksantin oksidaz karisima eklendikten sonra reaksiyon
karisiminin  absorbanst 550 nm’de Ol¢lilmiistiir. Siiperoksit anyon radikalini

stiptiriicti etki (%), 60 saniye sonra kontrole karsi, sitokrom c¢’nin rediiksiyonunun

inhibisyon derecesi olarak belirtilmigtir.

Sentezlenen maddeleri igermeyen reaksiyon ortami kontrol olarak alinmigtir.
Melatonin pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Sentezlenen bilesiklerin radikal
yakalama aktivitesi Ol¢iiliirken asagidaki denklemden faydalanilmistir. Sonuglar

Cizelge 3.2 de verilmektedir.

(AKontrol - Anumune)
% Radikal Yakalama Aktivitesi: [ - -1 x 100

(A: absorbans)

(AKontrol - Ablank
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Cizelge 3.2. Sentez maddelerinin siiperoksit radikal siipiiriicii etkisi

% Inhibisyon
Maddeler ImM 0.1 mM
la 64+3.0 P
1b P P
Ic P P
1d 39+75 P
le 7.0+ 1.5 P
1f EG EG
Ig P P
1h 45£2.0 EG
li 93+2.4 P
1j 79£2.5 EG
1k 88+4.8 P
11 46 1.7 P
Im 93+3.0 P
In 91+2.0 P
lo 89+£52 EG
Ip 95+ 1.0 EG
Ir 86+4.5 P
Is 81+£5.7 P
It 88+3.5 P
Iu P P
Iv P 25 +£1.2
ly P EG
Melatonin 80+1.5 20+x1.4

e Her deger 2-3 deneyin ortalamasi alinarak standart sapmalari ile birlikte gosterilmistir.
e EG Etki goriilmemistir.
e P prooksidan
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3.6.2. Sentez Edilen Bilesiklerin /n-vitro Antioksidan Aktivitelerinin

Degerlendirilmesi

DPPH iizerinden serbest radikal yakalama etkilerine bakildiginda (Cizelge 3.1.)
genel olarak sentezlenen tiim bilesiklerin (1u ve 1v hari¢) melatoninden ¢ok daha
fazla aktif olduklar1 goriilmektedir. Bilesikler i¢inde en yiiksek aktiviteye sahip
olan1t ICsy degeri 2 mikromolar olan 1j dir. Bunu 1Csy degerleri 2-20 mikromolar
arasinda bulunan 1d, 1i, 1m, lo, 1p ve 1s izlemektedir. Sentezlenen bilesiklerin
aktivite siralamasi le, 1g, 1h, 11, 1t, 1k, In ve 1r seklinde devam etmektedir. Son
sirada yer alan molekiiller ise 1a, 1f, 1b ve 1¢ olarak bulunmustur. Ancak son sirada
yer alan bilesikler bile melatoninden ¢ok daha aktif bulunmustur. Melatoninle
kiyaslandiklarinda ¢ok {istiin aktiviteye sahip olan bilesikler BHT ile
karsilastirildiklarinda, BHT ye esit ya da yakin radikal yakalama kapasitesi
gostermislerdir. 1j BHT den ¢ok daha aktif bulunmus, 1m ise BHT ile ayni derecede
antioksidan aktivite gostermistir. Diger bilesikler incelendiginde ICsy degerleri 15-
20 mikromolar arasinda bulunan 1v, 1d, lo, 1i ve 1p BHT ye yakin aktivite

gostermistir.

Sentezlenen melatonin analogu bilesiklerin stiperoksit radikali yakalama
ozellikleri konsantrasyona gore degiskenlik gostermektedir (Cizelge 1.2). ImM
konsantrasyondaki % inhibisyon degerleri incelendiginde sentezlenen bilesiklerden
1p, 1m, 1i, In, 1o, 1t, 1k, 1r ve 1s sirasiyla 95, 93, 93, 91, 89, 88, 88, 86 ve 81 mM
konsantrasyonlar1 ile melatoninden (80 mM) daha aktif bulunmustur. 1j ve 1a (79,
64 mM) melatonine yakin aktivite gosterirken 11, 1Th ve le (46, 45,7 mM)
melatonine gore daha diisiik inhibisyon oranlar1 gostermistir. 1f antioksidan aktivite
gostermemistir. 1b, le, 1g, lu, 1v ve 1y, bilesikleri ImM konsantrasyonda

prooksidan aktivite gostermistir.

In vitro antioksidan aktivite sonuclar1 sentezlenen maddelerin hem DPPH hem
de stiperoksit radikalini yakalayict o6zellikleri bakimindan tam bir paralellik

gostermemekle beraber 1a, 1j, 1Im, 1o ve 1s ve her iki in-vitro deneydede yiiksek
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aktivite gosterdigi icin dikkat ¢ekmektedir. Iki biyolojik deney arasinda
karsilagtirma yapildiginda, sentezlenen maddelerin genel olarak DDPH radikali
yakalama kapasiteleri, Siiperoksit anyon radikali yakalama etkilerinden ¢ok daha

yiiksektir.
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4. TARTISMA

Melatonin serbest radikal yakalama o6zelliklerinden dolay1 en ¢ok arastirilan indol
tirevi bilesiklerin basinda gelir. Bu bilesik E vitamininin hidroksil radikali
yakalama aktivitesinden daha fazla aktiviteye sahiptir (Reiter ve ark., 2000; Tan ve
ark., 1993). Indol tiirevi bilesiklerin oksidasyonu siiresince pirol halkasinm azot
atomundan bir elektron ayrilir ve bir radikal katyon meydana gelir. Pirol halkasinin
bu kapasitesinden dolay1 3-siibstitiie-indol bilesiklerinin antioksidan aktivitesi
molekiildeki diger fonksiyonel gruplardan da etkilenmektedir. Bu bulgulardan
hareketle 3-siibstitiie indol tlirevlerinin antioksidan 6zellikleri arastirilmis ve bir ¢ok
indol tiirevi bilesige ait caligma tespit edilmesine ragmen (Poeggeler ve ark., 1999;
Politi ve ark., 1996; Matuszak ve ark., 1997) indol-3-hidrazin ve hidrazon

tiirevlerinin sentezleri ve antioksidan aktivitelerine ait veriye rastlanmamustir.

Ayrica son yillarda yapilan caligmalarda Schiff baz1 (Li ve ark., 2007) ve
hidrazon (Chaston ve ark., 2004; Duarte ve ark., 2007) tiirevi bilesiklerde
antioksidan aktivite saptanmasi, indoltin 3. konumundan hidrazonlarin1 olusturma
fikrini gelistirmistir. Bu arada izonikotinik asit (Loots ve ark., 2005; Mauricio ve
ark., 2003; Hermes-Lima ve ark., 2001) ve anisik asit (Gorinstein ve ark., 2004)
tirevi bilesiklerde de oksidatif strese karsi aktivite oldugunun saptanmasi bu
bilesiklerin hidrazin tiirevlerinin indoliin 3. konumuna baglandigindaki etkilerinin

arastirilabilir oldugunu gostermistir.

Melatonin ve antioksidan aktivitesi lizerine yapilan c¢alismalarda tam olarak
aydinliga kavusturulamayan konulardan bir de indol halkasinin 5. konumunda
bulunan metoksi grubunun antioksidan aktivitedeki roliidiir. Bazi arastiricilar 5.
konumda metoksi grubunun aktivite i¢in gerekli oldugunu savunurken (Sofic ve
ark., 2005) bir ¢ok arastiricida bu grubun antioksidan aktivitede biiyiik bir dneminin

olmadigin1 ya da bu konumun baska gruplarla siibstitiie edildiginde de yiiksek
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antioksidan etki gozlendigini gostermektedir (Tan ve ark., 2002; Ates-Alagoz ve
ark., 2005; Keithahn ve Lerchl, 2005). Halen bu grubun varligmin aktivitedeki
Onemi belirlenememistir. Bu durum goze alinarak bu ¢alismada sentezlenecek
melatonin analogu indol tiirevi bilesiklerin 5. konumda CI atomu ile siibstitiisyon
yapilmast distintilmiistiir. Cl atomunun seg¢ilmesindeki baslica neden bu atomu
iceren indol tiirevi bilesikler ile ilgili antioksidan aktivite ¢alismalarinin yapilmamaig

olmasidir.

Giirkok ve arkadaslarimin (2009), melatonin analogu bilesiklerin sentez ve
antioksidan aktivitelerinin arastirilmasinda tizerinde yaptigi tez ¢alismasi sonucunda
sentezlenen 16 adet melatonin analogu bilesikte melatoninden ¢ok daha yiiksek
antioksidan aktivite gézlenmistir. Sentezlenen 16 bilesik su sekilde listelenebilir.
1 H-indol-3-karboksaldehit fenil hidrazon (1a), 1H-indol-3-karboksaldehit(4-
bromofenil) hidrazon (1b), 1H-indol-3-karboksaldehit(4-florofenil) hidrazon (1c),
1 H-indol-3-karboksaldehit(4-klorofenil) hidrazon (1d), 1H-indol-3-karboksaldehit
(2,4-diklorofenil) hidrazon (1e), 5-bromo-1H-indol-3-karboksaldehit fenil hidrazon
(1f), 5-bromo-1H-indol-3-karboksaldehit (4-bromofenil) hidrazon (1g), 5-bromo-
1 H-indol-3-karboksaldehit  (4-florofenil) hidrazon (1h), 5-bromo-1H-indol-3-
karboksaldehit (4-klorofenil) hidrazon (1i), 5-bromo-1H-indol-3-karboksaldehit
(3.4-diklorofenil) hidrazon (1j), N-(4metoksibenzoil)-N’-(1H-indolil-3-metilen)-
hidrazon (1k), 1H-indol-3-karboksaldehit izonikotinoilhidrazon (1I), N-
(4metoksibenzoil)-N’-(5-bromo-indolil-3-metilen)-hidrazon ~ (1m), 5-bromo-1H-
indol-3-karboksaldehit izonikotinoilhidrazon (1n), N, N’-bis-(1H-indol-3-ilmetilen)-
hidrazon (10), N, N’-bis-(5-bromo-1H-indol-3-ilmetilen)-hidrazon (16).

DPPH ve siiperoksit radikali yakalama kapasiteleri bakimindan yiiksek aktivite
gosteren bilesikler incelendiginde yeni sentezlenecek bilesikler i¢in durulmasi

gereken noktalar su sekilde belirlenmistir.

1. Indol halkasinin 3. konumunda bulunan yan zincir antioksidan aktiviteyi

direk olarak etkilemektedir. Bu zincirde imin yapisi bulunmasi aktiviteyi
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arttirmaktadir. Bu zincir 3 karbon atomu uzunlugunda oldugunda ve ucunda fenil
kalkas igcerdiginde etkili tlirevler elde edilebilir. Fenil halkas1 p konumunda halojen

(ozellikle Cl) i¢erdiginde aktivite yiikselmektedir.

2. Indol halkas1 5. konumunda bulunan siibstitiient direk olarak aktiviteyi

etkilememekle beraber, aktivite goriilmesine yardimci oldugu diistiniilmektedir.

Shirinzadeh ve arkadaslarinin (2010), yuriittigii tez calismasi sonucunda
melatonin yapisindaki ana halka sistemi olan indol halkasi ele alinarak 5. konuma
metoksi grubu yerine H, indol azotu tizerine CHj ve 3. konuma ise amid yan zinciri
yerine ¢esitli hidrazid tiirevleri baglanarak imin yapisi olusturulmustur. Melatonin
halkasindaki azot atomunun sentezlenen bilesiklerde metil ile siibstitiie edilmis
olmasi antioksidan etkide belirgin bir artis gozlenmesine neden olmustur.
Sentezlenen 19 adet melatonin analogu bilesik su sekilde listelenebilir. 1-Metilindol-
3-karboksaldehit fenil hidrazon (1a), 1-Metilindol-3-karboksaldehit(2-florofenil)
hidrazon (1b), 1-Metilindol-3-karboksaldehit(3-florofenil) hidrazon (1c), 1-
Metilindol-3-karboksaldehit(4-florofenil) hidrazon (1d), 1-Metilindol-3-
karboksaldehit (2,4-diflorofenil) hidrazon (1e), 1-Metilindol-3-karboksaldehit (2,5-
diflorofenil) hidrazon (1f), 1-Metilindol-3-karboksaldehit (3,5-diflorofenil) hidrazon
(1g), 1-Metilindol-3-karboksaldehit (2-klorofenil) hidrazon (1h), 1-Metilindol-3-
karboksaldehit (3-klorofenil) hidrazon (1i), 1-Metilindol-3-karboksaldehit (4-
klorofenil) hidrazon (1j), 1-Metilindol-3-karboksaldehit(2,5-diklorofenil) hidrazon
(1K), 1-Metilindol-3-karboksaldehit(3,4-diklorofenil) hidrazon (11), 1-Metilindol-3-
karboksaldehit(3,5-diklorofenil) hidrazon (1m), 1-Metilindol-3-karboksaldehit(2-
bromofenil) hidrazon (1n), 1-Metilindol-3-karboksaldehit (3-bromofenil) hidrazon
(1o), 1-Metilindol-3-karboksaldehit (4-bromofenil) hidrazon (1p), 1-metilindol-3-
karboksaldehit izonikotinoilhidrazon (1r), N-(4metoksibenzoil)-N’-(1-metilindolil-
3-metilen)-hidrazon (1s). Bu ¢alismada sentezlenen maddelerin ¢ogunun yiiksek

antioksidan aktivite gosterdigi bulunmustur.
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Bu ¢alisma sonucunda, melatonin analogu bilesiklerin sentez ve antioksidan
aktivitelerinin arastirilmasinda {izerinde durulmasi gereken noktalar su sekilde

belirlenmistir.

1. Indol halkasinin 3. konumunda bulunan yan zincir antioksidan aktiviteyi
direk olarak etkilemektedir. Bu zincirde imin yapisi bulunmasi aktiviteyi
arttirmaktadir. Bu zincir 3 karbon atomu uzunlugunda oldugunda ve ucunda fenil

halkasi igerdiginde etkili tiirevler elde edilebilir.

2. Indol halkasinin 5. konumunda bulunan siibstitiient direk olarak aktiviteyi

etkilememekle beraber, aktivite goriilmesine yardimci oldugu diistintilmektedir.

Bu veriler ele alindiginda bu ¢alismanin ileri sathalarinda yukaridaki sonuglar
degerlendirilerek 5. konumda Cl atomu tasiyan melatonin analogu bilesiklerin
sentezlenmesi ve antioksidan aktivitelerinin degerlendirilmesi diistiniilmuistiir.
Birinci grup sonug iiriinleri indol-fenil hidrazon tiirevleri (1a-1t), ikinci grup trtinler
indoliin izonikotinik asit ile anisik asit hidrazidleri (1u, 1v) ve {igiincii grup iirtin ise
N.N -bis-(1H-indol-3-ilmetilen)-hidrazin tirevi (ly) olarak elde edilmistir.
Sentezlenen tiim bilesiklerin saflik kontrolleri, E.n ve ITK incelemeleri yapildiktan
sonra yapilari elementel analizz, NMR (‘H, "C) ve Kiitle spektroskopisi ile

kanitlanmustir.

Sentezi yapilan bilesiklerin in vitro antioksidan aktivite tayinleri DPPH ve
stiperoksit radikali yakalama kapasiteleri Olgiilerek test edilmistir. Sonuglar
incelendiginde antioksidan aktivite sonuglari, sentezlenen maddelerin hem DPPH
hem de stiperoksit radikalini yakalayici aktiviteleri bakimindan yakin bir paralellik

saptansa da tam bir uyum gézlenmemistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Melatonin hormonunun radikal yakalama etkisi 1993 yilinda tespit edilmis (Tan ve
ark., 1993) ve o giinden giiniimiize degin melatonin ya da melatonin analogu indol
tiirevi bilesikler lizerinde calismalar siirmektedir. Yapi aktivite ¢alismalari indol
halkasinin oksidan maddelerle etkilesmede reaktif merkez olarak goérev yaptigini
gostermektedir. Bu 6zellik indol halkasinin yiiksek rezonans stabilitesi ve serbest
radikal ataklarina karsi diisiik aktivasyonlu enerji bariyerine sahip olmasindan
kaynaklanmaktadir. Bununla birlikte 5. konumdaki gruplar ve 3. konumdaki amid

yan zinciri de antioksidan etkiye yardimec1 olmaktadir.

Bu tez caligsmasi ile melatonin yapisindaki ana halka sistemi olan indol halkas1
ele alinarak 5. Konumda Cl, 3. konumda ise amid yan zinciri yerine ¢esitli hidrazid
tiirevleri baglanarak imin yapisi olusturulmustur. Boylelikle sentez edilen melatonin

analogu bilesiklerin antioksidan aktivitelerinin melatonin ile kiyaslamasi yapilmistir.

DPPH ve stiperoksit radikali yakalama kapasitelerine bakildiginda indol
halkasinin 3. konumunda stibstitiie fenil hidrazon igerdigi tiirevler (1a-1t) ¢ok etkili
antioksidan maddeler olarak bulunmusglardir. Bu bilesiklerin DPPH radikali
yakalama kapasiteleri melatoninden ¢ok daha fazla bulunmus, siiperoksit radikali
yakalama kapasiteleri ise melatonine ¢ok yakin ya da daha fazla bulunmustur. Bu
bilesiklerin yapilarinda goriilen ortak 6zellik yapilarinda Cl atomu (indoltin 5.
konumunda) ve 3. konumdaki yan zincirde bulunan fenil halkasinda bir ya da iki
adet klor atomu (1j, 1m, 1o) bulunmasidir. Bu sonu¢ Onceki g¢aligsmalarimizla
paralellik gostermektedir (Ates-Alagéz ve Stizen, 2001; Siizen ve ark., 2006).
Ayrica 5. konumda Cl tagiyan melatonin tiirevlerinde antioksidan aktivitenin
melatonine esdeger oldugu saptanmistir (Poeggeler ve ark., 2002). 2-Fenil indol
tiirevleri, melatonine karsi denendiklerinde yiiksek oranda lipid peroksidasyonunu

Onleyen etkiler gostermistir (Stizen 2006; Siizen ve ark., 2006). 2. Konumda yer alan



162

fenil tizerinde CIl, F gibi elektron ¢ekici gruplar bulundugunda en yiiksek aktivite
elde edilmistir. Bu sonuglar da, tez calismasinda elde edilen Cl tasiyan tiirevlerde
daha yiiksek aktivite gozlendigi sonucu ile paralellik gostermektedir.

Yiiksek antioksidan aktivite gosteren bilesiklerin 3. konumdaki yan zincirde bulunan
fenil halkasinda tagidiklar1 halojen grubuna gore aktiviteleri siralandiginda; Cl >

DiCl > Br ve ya F oldugu goriilmektedir.

Cizelge 3.1. ve Cizelge 3.2.” de yer alan ve diisiik aktivite gosteren ya da
aktivite gostermeyen bilesikler indol halkasinin 3. konumunda izonikotinik asit ve
anisik asit hidrazidi igermekte yada bis-(1/H-indol-3-ilmetilen)hidrazin yapisi
tasimaktadir (1u, 1v ve ly). Bu yan zincir olarak takilan gruplar tek baslarina
antioksidan aktivite gostermekle birlikte, indoliin 3. konumuna hidrazid seklinde
baglandiklarinda yeni olusan maddeler etkisiz bulunmustur. Melatonin ile
karsilatirildiklarinda 3. konuma takilan bu yapilar uzaysal konum itibari ile
melatoninin asetaminoetil yan zincirinden daha fazla yer kaplamaktadir ve indol
halkasinin radikal yakalamak i¢in indolil radikal katyonu olusturmasina yardimeci

olmamaktadir (Poeggeler ve ark., 1999; Politi ve ark., 1996).

Bu ¢alismada sentezlenen maddelerin ¢ogunun yiiksek antioksidan aktivite
gosterdigi bulunmustur. Ancak bu aktivite sadece DPPH ve siiperoksit radikali
yakalama kapasitelerinin sonuglarina gore degerlendirilmistir. Aktivite gosteren
bilesikler {izerinde daha ileri testler ve sitotoksisite testleri de yapilmasi

planlanmaktadir.

Bu ¢alisma sonucunda, melatonin analogu bilesiklerin sentez ve antioksidan
aktivitelerinin arastirilmasinda {izerinde durulmasi gereken noktalar su sekilde

belirlenmistir.

1. Indol halkasinin 3. konumunda bulunan yan zincir antioksidan aktiviteyi direk

olarak etkilemektedir. Bu zincirde imin yapist bulunmasi aktiviteyi arttirmaktadir.
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Bu zincir 3 karbon atomu uzunlugunda oldugunda ve ucunda fenil kalkasi
icerdiginde etkili tlirevler elde edilebilir. Fenil halkast p konumunda halojen

(ozellikle Cl) i¢erdiginde aktivite yiikselmektedir.

2. Indol halkasi 5. konumunda bulunan siibstitiient direk olarak aktiviteyi

etkilememekle beraber, aktivite goriilmesine yardimci oldugu diistintilmektedir.

Bu veriler ele alindiginda bu ¢alismanin ileri safthalarinda yukaridaki sonuglar
degerlendirilerek yeni bilesiklerin sentezlenmesi ve antioksidan aktivitelerinin

degerlendirilmesi diistintilmektedir.
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OZET

Melatonin Analogu Indol Tiirevi Yeni Bilesiklerin Sentezleri, Yap: aydinlatmalar: ve
Aktivitelerinin Degerlendirilmesi

Oksidatif stres nedeniyle artan reaktif oksijen tiirleri (ROT), kardiyovaskiiler,
norodejeneratif ve otoimmiin gibi bazi hastaliklarin olusumundan sorumlu tutulmaktadir.
Enzimatik ve non-enzimatik antioksidanlar ¢esitli mekanizmalarla biyolojik molekiillerin
oksidatif hasarin1 6nlemeye calisir. Endojen bir hormon olan melatonin pineal bezinden
geceleri salgilanir ve uyku gibi biyolojik ritmi diizenler. Melatonin ve metabolitleri
ROT/RAT lar1 bagari ile yakalayabilen ¢ok etkili serbest radikal yakalayici olarak
gosterilmektedir. Melatoninin kisith biyoyararliligi ve ¢ok kisa olan yarilanma 6mrii gibi
farmakokinetik davraniglari nedeniyle, en yiiksek aktivite ve en diisiik yan etkiye sahip yeni
antioksidan bilesikler arastirilmaktadir.

Bu caligma ile yirmi bir adet (yirmi tanesi orjinal, bir tanesi la daha Once
sentezlenmis) melatonin analogu indol tiirevi bilesik sentezlenmis ve IR, NMR, Mass
spektrometresi ve elementel analiz ile yapisi aydinlatiimistir.
5-Kloro-1H-indol-3-karboksaldehit fenil hidrazon (1a),
5-Kloro-1H-indol-3-karboksaldehit 2,4-dimetilfenil hidrazon (1b),
5-Kloro-1H-indol-3-karboksaldehit 2,3-dimetilfenil hidrazon (1c¢),
5-Kloro-1H-indol-3-karboksaldehit 2-florofenil hidrazon (1d),
5-Kloro-1H-indol-3-karboksaldehit 3-florofenil hidrazon (1e),
5-Kloro-1H-indol-3-karboksaldehit 4-florofenil hidrazon (1f),
5-Kloro-1H-indol-3-karboksaldehit 2,4-diflorofenil hidrazon (1g),
5-Kloro-1H-indol-3-karboksaldehit 2,5-diflorofenil hidrazon (1h),
5-Kloro-1H-indol-3-karboksaldehit 3,5-diflorofenil hidrazon (1i),
5-Kloro-1H-indol-3-karboksaldehit 2-klorofenil hidrazon (1j),
5-Kloro-1H-indol-3-karboksaldehit 3-klorofenil hidrazon (1K),
5-Kloro-1H-indol-3-karboksaldehit 4-klorofenil hidrazon (11),
5-Kloro-1H-indol-3-karboksaldehit 2,4-diklorofenil hidrazon (1m),
5-Kloro-1H-indol-3-karboksaldehit 2,5-diklorofenil hidrazon (1n),
5-Kloro-1H-indol-3-karboksaldehit 3,4-diklorofenil hidrazon (10),
5-Kloro-1H-indol-3-karboksaldehit 3,5-diklorofenil hidrazon (1p),
5-Kloro-1H-indol-3-karboksaldehit 2-bromofenil hidrazon (1r),
5-Kloro-1H-indol-3-karboksaldehit 3-bromofenil hidrazon (1s),
5-Kloro-1H-indol-3-karboksaldehit 4-bromofenil hidrazon (1t),
5-Kloro-1H-indol-3-karboksaldehit izonikotinoilhidrazon (1u),
N-(4metoksibenzoil)-N’-(5-Kloro-1H-indolil-3-metilen)-hidrazon (1v),
N,N’-bis-(5-kloro-1H-indol-3-ilmetilen) hidrazin (1y).

Sentezlenen bilesiklerin antioksidan aktivitelerini arastirmak ve melatonin ile
karsilagtirmak i¢in DPPH ve siiperoksit radikali yakalama aktiviteleri test edilmistir.
Sonuglara gore 1a-1t arasinda yer alan bilesikler DPPH testinde melatoninden ¢ok daha iyi
aktivite gostermigtir. Bilesiklerin biiyiik ¢ogunlugu stiperoksit radikali yakalama kapasitesi
bakimindam melatonine yakin ya da daha fazla antioksidan aktivite gostermistir. Biitiin
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aktif tuirevlerin yapisinda halojen atomu tasimasi dikkat ¢ekmektedir. Ancak 1u, 1v ve 1y
bilesiklerinde aktivite gézlenmemis ya da diisiik aktivite g6zlenmistir.

Anahtar Kelimeler : antioksidan aktivite, indol tiirevleri, melatonin, sentez.
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SUMMARY

Synthesis, Structure Elucidation and Activity Evaluation of New Melatonin Analogue
Indole Derivatives

Increased levels of ROS due to oxidative stress have been found responsible in the
development of some diseases such as cardiovascular, neurodegenerative and autoimmune
diseases. Antioxidants, both enzymatic and non-enzymatic, prevent oxidative damage to
biological molecules by various mechanisms. An endogen hormone melatonin is the
secretory product of the pineal gland and is released at night. It modulates biological
rhythms such as sleep. Melatonin and its metabolites successively scavenge ROS/RNS is
referred as very effective free radical scavenger. Because of melatonin’s pharmacokinetic
behavior such as a limited bioavailability and very short plasma half-life after oral
administration, new antioxidant compounds are under investigation to determine which
exhibit the highest activity with the lowest side effects.

With this study twenty one (twenty of them are new, one of them (1a) formerly
synthesized compounds) melatonin analogue indole derivatives were synthesized and
elucidated by IR, NMR, Mass spectrometry and elemental analysis.
5-chloro-1H-indole-3-carboxaldehyde phenyl hydrazone (1a),
5-chloro-1H-indole -3-carboxaldehyde (2,4-dimethylphenyl) hydrazone (1b),

5-chloro-1H-indole-3-carboxaldehyde (2,3-dimethylphenyl) hydrazone (1c),
5-chloro-1H-indole-3-carboxaldehyde (2-fluorophenyl) hydrazone (1d),
5-chloro-1H-indole -3-carboxaldehyde (3-fluorophenyl) hydrazone (1e),
5-chloro-1H-indole -3-carboxaldehyde (4-fluorophenyl) hydrazone (1f),
5-chloro-1H-indole -3-carboxaldehyde (2,4-difluorophenyl) hydrazone (1g),
5-chloro-1H-indole-3-carboxaldehyde (2,5-difluorophenyl) hydrazone (1h),
5-chloro-1H-indole-3-carboxaldehyde (3,5-difluorophenyl) hydrazone (1i),
5-chloro-1H-indole-3-carboxaldehyde (2-chlorophenyl) hydrazone (1j),
5-chloro-1H-indole-3-carboxaldehyde (3-chlorophenyl) hydrazone (1k),
5-chloro-1H-indole-3-carboxaldehyde (4-chlorophenyl) hydrazone (11),
5-chloro-1H-indole-3-carboxaldehyde (2,4-dichlorophenyl) hydrazone (1m),
5-chloro-1H-indole-3-carboxaldehyde (2,5-dichlorophenyl) hydrazone (1n),
5-chloro-1H-indole-3-carboxaldehyde (3,4-dichlorophenyl) hydrazone (10),
5-chloro-1H-indole-3-carboxaldehyde (3,5-dichlorophenyl) hydrazone (1p),
5-chloro-1H-indole -3-carboxaldehyde (2-bromophenyl) hydrazone (1r),
5-chloro-1H-indole -3-carboxaldehyde (3-bromophenyl) hydrazone (1s),
5-chloro-1H-indole -3-carboxaldehyde (4-bromophenyl) hydrazone (1t),
5-chloro-1H-indole-3-carboxaldehyde isonikotinoylhydrazone (1u),
N-(4-methoxybenzoyl)-N’-(5-chloro-1H-indolyl-3-methylene) hydrazine (1v), N,N -bis-(5-
chloro-1H-indole-3-ylmethylene) hydrazine (1y),

To investigate antioxidant activity of the synthesized compounds and to compare
with melatonin, DPPH and superoxide radical scavenging activities of the synthesized
compounds were tested. The results indicated that compounds 1a to 1t showed very good
activity comparing to melatonin in DPPH assay. Free radical scavenging activity of the
compounds was found close or higher than melatonin. It is noteworthy that all the active
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compounds contains halogen atom in their structure. However compounds 1u, 1v and 1y
showed lower or no activity.

Key words : antioxidant activity, indole derivatives, melatonin, synthesis.
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