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ONSOZ

Ortadogu Teknik Universitesi'nde gordiigiim kimya egitimi sirasinda organik
kimya en c¢ok ilgimi ¢eken alandi. Bunun iizerine son simifta organokatalitik
enantiyoselektif sentez iizerine calistim ve bu caligmalar ileride calisacagim alanin
organik sentez icermesi gerektigini ¢linkii bu isten keyif aldigimi farketmeme neden
oldu. Lise yillarindan gelen ilag alanina duydugum ilgi beni Farmasotik Kimya
Anabilim Dali’nda yiikseklisans yapmaya yoneltti. Tez konumun esasini olusturan
indol tiirevi bilesiklerin sentezleri sayesinde ila¢ etken maddesi gelistirebilme alaninda
calisma imkan1 buldum. indol tiirevi bilesiklerin Medisinal Kimyadaki tartisiimaz
onemi nedeniyle bu konuda bir tez calismasi gergeklestirmek ve bu bilesiklerin
antioksidan aktivitelerini aragtirmak danigman hocam ile birlikte veridigimiz bir karar
oldu. Bilesiklerin sentezlenmesi sirasinda bazi zorluklar ile karsilassam da sonug
olarak 18’1 literatiirde bulunmayan toplam 19 adet melatonin analogu indol hidrazon
tiirevini sentezlemeyi basardim ve yapilarini ileri enstriimental tekniklerle aydinlattim.
Antioksidan ve kemopreventif aktiviteleri arastirilan bu indol hidrazon tiirevlerinin
standart madde olarak alinan melatoninden daha aktif Ozellik goOstermesi tez
calismamin basari ile sonuglandigini gostermektedir.

Kanser benim i¢in her zaman hassas bir konu olmustur. Kanserin aileme ve bana
gecmisimizde yasattigi acilar bana bir giin her ne alanda olursa olsun kanserli insanlar
icin birseyler yapma motivasyonunu kazandirmisti. Danigsman hocamla karar
verdigimiz indol tiirevlerinin antioksidan ve kemopreventif etkilerini arastirmak bana
kendi kendime yillar 6nce verdigim bir sézii tutmama sebep oldu.

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

Sentezledigim bilesiklerin 'H-NMR, 13C-NMR ve MASS analizlerinin
Olclilmesinde bana yardim eden Farmasotik Kimya Anabilim Dali Bagkani sayin Prof.
Dr. Hakan Goker’e ve elementel analizlerimi yapan Dog¢. Dr. Mehmet Alp’e
tesekkiirlerimi sunarim.

Aktivite tayin calismalarmi yapan Ege Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Toksikoloji Anabilim Dali 6gretim iiyesi sayin Prof. Dr. Hande Giirer-Orhan, ve
ekibine tesekkiirlerimi sunarim.

Her zaman 1ilgi ve desteklerini gordiiglim Farmasotik Kimya Anabilim Dali
Ogretim iiyesi hocalarima, caligmalarim sirasinda yardimlarin1 esirgemeyen Dr.
Cigdem Karaaslan, doktora ve yiikseklisans 0Ogrencisi olan arkadaglarima
tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

Canli organizmalar1 miikemmel sekilde ayarlanmis, karmasik ve hassas cihazlar
olarak diisiinebiliriz. Bu cihazlarin beklenen saglikli fonksiyonlar1 gosterebilmeleri
i¢cin yapilarinda bulunan kimyasallarin miikemmel bir denge i¢inde olmasi gerekir.
Fakat bu dengeyi tehdit eden bazi durumlar vardir. Bunlarin basinda oksidatif hasar
gelir ve bu aerobik solunum yapan her canlinin maruz kaldig: bir olaydir. Ek olarak
bazi ¢evresel ve fizyolojik faktorler oksidan miktarini artirarak bu riskin artmasina
katki saglayabilirler (Galano ve ark., 2017). Bu faktorlerden bazilari; radyason, hava
kirliligi, sigara ve alkol tiiketimi,baz1 ilaglarin yan etkileri ya da metabolik {iriinlerine
maruziyet, stres, enfeksiyonlar, iskemi, yaslanmadir (Lobo et al.,2010; Valko ve ark.,
2006 ve 2007; Galano ve ark., 2017)

QBEST RADIKALLERIN ()LL’SLD
'YONLASTIRIC
RADYASYON
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Sekil 1.1 Serbest Radikal Olusum Kaynaklar1!

Kaynagi ne olursa olsun, oksidanlar miktarlar1 fazla oldugu zaman kimyasal
hasara sebep olup lipidler, proteinler ve DNA gibi 6nemli biyomolekiillerde kalic
hasara sebep olabilmektedirler. Molekiillerde olusan oksidatif hasara oksidatif stres

denilmektedir (OS) ve bircok hastaligin sebebi olarak goriilmektedir. Bu

! www.mommysheefa.blogspot.com.tr



hastaliklardan bazilar1 hayati tehlike teskil edecek tiirdendir. Bunlardan bazilari;
Alzheimer’s (Swomley ve ark., 2015; Mota ve ark., 2015; Meraz- Rios) ve Parkinson’s
(Blesa ve ark., 2015; Sharma ve ark., 2015; Gaki ve ark., 2014) gibi dejeneratif
norolojik hastaliklar, ateroskleroz (Tousoulis ve ark., 2015; Li ve ark., 2014; Peluso
ve ark., 2012), kardiyovaskiiler hastaliklar (Siti ve ark., 2015; Popolo ve ark., 2013;
Miller ve ark., 2012), kanser (Thanan ve ark., 2014; Filaire ve ark., 2013; Paschos ve
ark., 2013) ve diyabettir (Rosales-Corral ve ark., 2015; Zephy ve ark., 2015). Sonug

olarak OS kars1 korunma hayati 6nem tasimaktadir.

Organizmamizda ihtiyacimiz olan korumayi saglayacak molekiiller
bulunmaktadir ve bunlara antioksidanlar denilmektedir. Viicudumuzda gorev yapan
baslica hiicre i¢i antioksidanlar siiperoksit dismutaz ( SOD ), katalaz ( CAT ) ve
glutatyon peroksidaz ( GPx ) enzimleridir. SOD yapisinda bakir, ¢inko ve manganez;
GPx ise selenyum iyonu icerdiginden dolayr bu enzimler metaloenzim adi ile
siniflanmaktadir. Hiicre dis1 antioksidanlara karsi ise baslica E ve C vitamini,
transferrin, albumin, bilirubin, betakaroten gibi maddeler gorev yapar (Halliwell,
1991).

Bunlar disinda 70 1i yillarda antioksidan aktivitesi kesfedilen bir nérohormon
olan melatonin (MLT) viicudumuzda antioksidan aktivite gosteren Onemli
bilesiklerden biridir.. Bu tez ¢calismasinda MLT analogu yeni indol tiirevi antioksidan
etkiye sahip molekiillerin sentezi yapilarak, kimyasal yapilarinin aydinlatilmasi,

antioksidan aktivite ve kansere kars1 kemopreventif etkileri arastirilmistir.

1.1. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Oksijen, yasamimiz i¢in gerekli bir elementtir. Hiicreler enerji iiretmek icin
oksijen kullanirken, ATP iiretimi sonucu mitokondrilerde serbest radikaller aciga
cikar. Bu yan triinler genellikle hiicrelerin redoks reaksiyonlar1 sonucu ortay c¢ikan
reaktif oksijen tiirleri (ROT) ve reaktif azot tiirleridir (RAT). Bu tiirler, hem yararh
hem de zararli 6zellikleri olabilen bilesiklerdir. Bu 6zellikler arasindaki hassas denge

hayati 6nem tasimaktadir (Pham-Huy ve ark., 2008).



Son yoriingesinde bir veya birden fazla eslesmemis elektronu bulunan atom,
molekiil ve iyonlara serbest radikal denilmektedir. Serbest radikaller tek elektron
tagidiklar1 i¢in c¢ok reaktif olup kimyasal reaksiyonlara karsi ¢ok duyarhidirlar. Bu
molekiiller zincirleme reaksiyonlarin olusumunu tetikler ve biyolojik 6nemi olan lipid,
protein ve DNA yapilarinin dahi etkilenebilecegi molekiiler hasara sebep olurlar
(Galano ve ark., 2017).

®

Antioksidan, serbest
radikale bir ekstra

O elektron verir.
Notralize edilmis serbest radikal.

- S Y - - Bu durum ¢ogu hastahg engeller ve
M\TI('"S'MDAN SERBE,ST T vaslanmay: yavaslatir.
(IYTD) RADIKAL (KOTU

Sekil 1.2 Serbest Radikallerin Antioksidanlarca Notralizasyonu 2

Serbest radikaller {i¢ elementten tiiremektedir. Bu elementler; oksijen, azot ve
kikiirttiir. Oksijen merkezli radikaller, reaktif oksijen tiirleri (ROT) olarak
anilmaktadir. Azot merkezli radikaller, reaktif azot tiirleri (RAT) ve kiikiirt merkezli
olanlar ise reaktif kiikiirt tiirleridir (RKT) (Caracho ve ark., 2012). In vivo ortamda
bulunan radikaller ¢ogunlukla ROT ve reaktif azot tiirlerindendir. En 6nemli reaktif
oksijen tiirleri; hidroksil (‘OH), alkoksil (‘OR), peroksil (OOR) radikalleri, siiperoksit
anyon radikali (O;™) dir. En 6nemli reaktif azot tiirlerine ise peroksinitrit ( ONOO"),
nitrik oksit (NO) ve nitrojen dioksit (NOy) 6rnek olarak gosterilebilir (Galano ve ark.,
2017).

2 www.glycansforlife.com



1.1.1. Serbest Radikallerin Ozellikleri

ROT ve RAT, serbest radikalleri tanimlamak icin kullanilan terimlerdir.
Bunlarin disinda radikal formunda olmayan reaktif tiirler de bulunmaktadir.
Radikaller, bu radikal olmayan reaktiflerden daha az stabil ve daha ¢ok reaktiftir. Bu
molekiiller; kimyasal baglarin kirilip her atomun bagdan gelen 1 elektronu almasiyla
(homolitik bag kirilmasi), radikal 6zelligi bulunmayan bir molekiilden elektron kaybi1
ile ya da radikal 6zelligi tasimayan bir molekiile tek elektron transferi sonucu olusur.
Eslesmemis elektronlar1 bulundugu i¢in serbest radikaller stabil degildir ve lipid,

protein ve DNA gibi organik yapilara zarar verebilir.

Diisiik ve yeterli konsantrasyonlarda ROT ve RAT hiicrelerin gelismesi ic¢in
gerekli yapilardir ve hatta viicudun koruma sisteminde kullanilan silahlardir
diyebiliriz. Ornek vermek gerekirse, fagositler (notrofiller, makrofajlar, monositler),
patojenik mikroplarin yok edilmesi i¢in ortama serbest radikal salarlar. Granulomatus
hastaligina sahip kisiler siiperoksit anyon radikalini iiretemezler ve bu yiizden bir¢ok
kalic1 enfeksiyona maruz kalirlar. Bunun yaninda fizyolojik gorevi hiicrelerarasi sinyal
iletimi olan radikaller bulunmaktadir ve bu radikaller sinyal kaskadlari olusmasini
saglarlar. Nitrik oksit kan akisini, trombosisi ve noron aktivitesini diizenler ve ek
olarak hiicreler arasi patojenleri ve tiimorleri yok etmede gorevlidir. Bu 6rneklerden
de c¢ikarabilecegimiz gibi, zararli olmayacak diisiikliikteki konsantrasyonlarda serbest

radikaller hayati onem tasimaktadir.

OS, fazla tretilen serbest radikallerin nétralizasyonu gerceklesemediginde
olusur. Sagliga zararli olan bu olay hiicre membranlarinda ve protein, lipid, lipoprotein
ve DNA gibi yapilar1 degistirebilir. Ornegin hidroksil radikali ve peroksinitrit
fazlaligindabu yapilar hiicre membranlarina ve lipoproteinlere zarar verebilir ve bu
olaya lipid peroksidasyonu denilmektedir. Lipid peroksidasyonu zincirleme radikal
reaksiyonlar1 sonucu olusur. Bu da ¢ok hizli yayildigi ve bir¢ok lipid molekiiliiniin

etkilendigi anlamina gelmektedir (Pham-Huy ve ark., 2008).



1.1.2. Serbest Radikallerin Olusumu

Hiicre icinde ROT ve RAT olusumu ya enzimatik ya da non-enzimatik yolla
gerceklesir. Enzimatik yolla iiretilen serbest radikallere solunum sistemi, fagositoz,
prostaglandin sentezi ve sitokrom P450 sisteminde karsilasilir. Ornegin siiperoksit
anyonu radikali O, hiicresel oksidaz sistemleri olan NADPH oksidaz, ksantin oksidaz
ve peroksidaz gibi hiicresel oksidaz sistemleri yolu ile sentezlenir. Olustugu andan

itibaren bir¢ok reaksiyona katilip ROT ve RAT olusumunu saglar.

Serbest radikaller ayn1 zamanda non-enzimatik yolla, oksijen molekiiliiniin
organik materyal ile ya da iyonlastirici radyasyon ile etkilesimi sonucu gergeklesebilir.
Ek olarak non-enzimatik oksidatif fosforilasyon sirasinda (aerobik solunum)

mitokondride de gergeklesir.

ROT olusumu Sekil 1.3. de 6zetlenmektedir. Hidroperoksil radikali, pH 7’de
stiperoksit anyonu radikaline (O ) parcalanir. Bu anyon olduk¢a reaktiftir ve bir¢cok
molekiil ile enzimatik ya da metal katalizi yolu ile etkileserek baska RAT olusumuna
zemin hazirlar. Siiperoksit iyonu siipeoksit dismutaz enzimi (SOD) ile yapilan
dismutasyon reaksiyonu sonucu hidrojen perokside detoksifiye edilmis olur.B olay
Haber-Weiss reaksiyonu olarak anilmaktadir. Hidrojen peroksit ise ardindan katalaz
(CAT) enzimi yolu ile su molekiiliine doniisiir. Eger hidrojen peroksit, Fe** gibi bir
demir katalizorii ile etkilesir ise Fenton reaksiyonu meydana gelir (Fe?" + H2O> —Fe**
+ OH- + OH") ve sonu¢ olarak hidroksil radikali olusur (Flora, 2009). RAT
molekiillerinden olan peroksinitrit (ONOO") sentezi ise NO- + O, — ONOO' seklinde
gerceklesir (Squadrito ve ark., 1998). NO' ise L- arginin molekiiliiniin sitrulin
molekiiliine oksidasyonu sirasinda nitrik oksit sentetaz enzimi sayesinde olur (Valko
ve ark., 2004).



Hidroperoksil Siiperoksit
Radikali pH 74 Radikali

0, ¢ +H'—>H0, — H'+0,"
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e+ 0, Peroksil
\ Radal]|

Hidrojen — ’ L -+ LOO" LN LOOH
ol il || 2P

HzOz_’ OH + OH-

\—’ OH:+e+H'
T 1,040,
Fet + 0, b Fe SOH-H 0K~

Sekil 1.3 Reaktif Oksijen Tiirlerinin Olugsumu (Carocho ve ark., 2013)

ROT ve RAT molekiilleri ya endojen ya da egzojen kaynaklar dolayisi ile
olusurlar. Endojen serbest radikallerin olusumuna; immiin hiicre aktivasyonu,
enflamasyon, stres, asir1 egzersiz, iskemi, enfeksiyon, kanser ve yaglanma sebep olur.
Egzojen serbest radikalleri olugturan nedenler arasinda ise; hava ve su kirliligi, sigara
ve alkol tiiketimi, metallere maruziyet (Cd, Hg, Pb, Fe, As), bazi ilaclar (siklosporin,
takrolimus, gentamisin, bleomisin), endiistriyel solvanlar, ¢esitli zararli yemek pisirme
yontemler (ayn1 yagi tekrar kullanmak, 1zgara yapmak gibi) ve radyasyon Ornek
verilebilir (Valko ve ark., 2007; Pham-Huy ve ark., 2008).

1.1.3. Biyolojik Sitemde Onemli Radikal Tiirleri

Her insan hiicresi giinde ortalama 10000 ila 20000 arasinda serbest radikalin
saldirisina maruz kalir (Valko ve ark., 2004). Serbest radikaller, OSe sebep olan
molekiillerdendir. Bu molekiillerin tasidiklar1 eslesmemis elektronlar, onlar1 oldukca
reaktif ve zararli molekiiller yapar. Hatta bu zarar biyolojik a¢idan ¢ok énemli olan
yapilara dahi, lipidler, proteinler ve DNA gibi, zarar verebilir (Galano ve ark., 2017).

ROT ve RAT serbest radikalleri tanimlamak i¢in kullanilan terimlerdir. Bunlarin

disinda radikal formda olmayan tiirevler de bulunmaktadir. Radikaller, bu radikal



olmayan reaktif molekiillerden hem daha az stabil hem de daha ¢ok reaktiftir. Serbest
radikal kaynakli oksidatif hasar ¢esitli mekanizmalar ile gergeklesebilir. Bunlardan
bazilar1 elektron transferi, hidrojen transferi ve doymamis kisimlara adisyondur. Bu
mekanizmalar sonucu olusan molekiiller kimyasal olarak modifiye edilmis
molekiillerdir ve bu yapisal modifikasyonlar biyomolekiillerin fonksiyonlarini saglikli

bir sekilde yerine getirmesini engeller (Galano ve ark., 2017).

1.1.3.1. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT)

Oksijen, fotosentez ve aerobik solunumdan dolay1 canlilar i¢in en Onemli
molekiillerdendir. Aerobik solunum yapan calilarin paradoksu sudur ki; oksijensiz
yasayamazlar fakat oksijen hayatlari i¢in ayn1 zamanda tehlikelidir (Andonova ve ark.,
2015). Oksijen hayati fonksiyonlarin gerceklesmesi i¢in gerekli olmakla beraber
dokularin yikimina ve fonksiyonlarin normal sekilde islememesine de sebep olabilir
(Valko ve ark., 2004).

18. yiizyilin sonlarinda, oksijenin saghiga yararli oldugu ve mental giigliiliik
kazandirdig1 sodylendi. Fakat Paul Bert’in de dedigi gibi, en iyi seyin bile fazlasi
zararhdir. Oksijenin de fazlasi beyin, cigerler ve ¢ogu diger organ ig¢in zararhdir
(Choudhari ve ark., 2014). 1954’te Gershman ve Gilbert (Gershman ve ark., 1954)
oksijenin bilinen negatif etkilerinin serbest radikallerden kaynaklandigini séyledi fakat
bu teori 1969 yilinda siiperoksit radikallerinin hidrojen peroksite doniismesini
saglayan siiperoksit dismutaz (SOD) enziminin bulunmasiyla kabul edildi ve serbest
radikal ¢alismalarinda yeni bir devir acildi (McCord ve ark., 1969). Serbest radikal
caligmalarindaki bir diger 6nemli gelisme de hidroksil radikalinin kesfidir (Mittal ve
ark., 1977).

Reaktif oksijen tiirleri; baz1 durumlarda biyolojik fonksiyonlar1 yerine getirmeleri
i¢in, bazen de metabolizma yan iirlinleri olarak tiretilirler (Shen ve ark., 1996). DNA
ve proteinlere verilen radikal kaynakli hasarlarin yasa bagli olarak ortaya ¢ikan kanser,
arteriyoskleroz, artrit, ndrodejeneratif hastaliklar ve daha baska hastaliklarin sebebi
oldugu o6ne siirtilmektedir (Ames ve ark., 1993; Halliwell ve ark., 1992). Tiim ROT

molekiilleri DNA’nin baz kismi1 ya da deoksiribozil kismu ile etkileserek, hasarli bazlar



ya da zincir kirilmasi gibi hasarlara sebep olabilir (Ward ve ark., 1988). Oksijenli
radikaller, ayn1 zamanda lipid ve proteinleri oksitleyerek olusan iiriinlerin de DNA’ya

zarar verecek yapilar olmasina sebep olurlar (Esterbauer, 1990).

Cizelge 1.1 Onemli Reaktif Oksijen Tiirleri

Radikal Yapida Diger Oksijenli Oksidanlar
Hidroksil (OH") Peroksinitrit ONOO-
Stiperoksit (O2) Hipokloroz Asit HOCI
Nitrik Oksit (NO-) Hidrojen Peroksit (H>0O,)
Peroksil (ROO") Singlet Oksijen ("!02)

Lipid Peroksil ( LOO) Ozon (03)

Alkoksil (ROY) Lipid Peroksit (LOOH)
Hidroperoksil (OOH")

Molekiiler oksijenin kendisi (dioksijen) bir bi-radikaldir. Bir atomun en diisiik
enerjiye sahip oldugu durumda oksijen biradikali iki tane paralel yonlii elektronu farkli
IT* orbitallerinde icerir. Normalde atomlar bu elektronlar1 birbirine anti-paralel yonde
tagirlar. Bu durum dioksijen molekiiliiniin diger molekiillerle reaktivitesini

acgiklamaktadir.

Dioksijen molekiiliine bir elektron eklenmesi ile siiperoksit anyonu radikali (O2™)
elde edilmektedir. Bir elektron daha eklendiginde ise peroksit dianyonu elde edilir
(02?). Dioksijen molekiiliinden siiperoksit anyonu olusumu ve nasil H>O elde edildigi
Sekil 1.4 de goriilmektedir (Valko ve ark., 2004).

+
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Sekil 1.4 Dioksijen Molekiiliinden Siiperoksit ve H>O» Eldesi

1.1.3.1.1. Siiperoksit Anyonu Radikali

Ultraviolet 1smlar ya da iyonlastiric1 radyasyon gibi yiiksek enerjiye maruziyet
iceren olagan dis1 durumlar harig, serbest radikaller genellikle elektron transfer

reaksiyonlar1 sonucu olusurlar. Bu islemler elektron transport zincirinden sizan



elektronlar sayesinde gerceklesir. (Fridovich ve ark., 1986). Canlilarda olustugu
belirlenen ilk radikal siiperoksit anyonu radikalidir (Cathcart, 2004).

Stiperoksit anyonu radikali bir¢ok farkli mekanizma sonucu olusabilir. Bunlardan
ilki mitakondrideki tretimdir. Biyolojik sistemlerde en ¢ok bulunan radkal olan
stiperoksit anyonu radikali ¢ogunlukla mitokondrilerde bulunur. Mitokondri enerji
tiretiminden ve hiicresel solunumdan sorumlu kii¢iik bir organeldir. Bu organel
belirtilen gorevleri elektron transport zinciri denilen bir mekanizma ile gerceklestirir.
Bu mekanizmada molekiiller arasinda elektron gecisi olur ve her elektron gecisi
kullanilabilir kimyasal enerji ortaya ¢ikartir. Oksijen bu zincirin son basamaginda yer
alir (Salvador ve ark., 2001; Hanukoglu ve ark., 1993). Bazen bu zincirden elektron
kagis1 olur. Kagan elektron, oksijen ile etkileserek siiperoksit anyonu radikalini
olusturur. Tiketilen oksijen molekiillerinin genel olarak % 1-3 kadar1 siiperoksit

anyonuna doniistiiriiliir (Brookes ve ark., 2002; Benzi ve ark., 1992).

HUCRE ICINDE
SUPEROKSIT
ANYONL
ukleus X
an 2
\ Peroksizom
\ Endoplazmik
Sitoplazma Retikulum
Zan —

Sekil 1.5 Hiicrede Siiperoksit Anyon Radikali Uretilen Béliimler

Memelilerin endoplazmit retikulumlarinda bulunan sitokrom P-450 siiperoksit
anyonu radikali olusumu i¢in bagka bir yoldur. Toksik molekiillerin detoksifikasyonu
sirasinda oksijen kullanilarak bu molekiiller oksitlenir. Oksitlenme ve ya sitokrom P-
450’nin gorev aldigi hidroksilasyon reaksiyonlarindan sizan elektronlar siiperoksit

anyonu radikalinin olusumuna sebep olur (Butler ve ark., 1993).

Basta dehidrogenaz ve oksidazlar olmak iizere bir¢ok enzimin katalitik etkisi

sirasinda siiperoksit radikali bir {iriin olarak olugabilir (Valko ve ark., 2004).



Son olarak siiperoksit anyon radikali 16kosit NADPH oksidaz enzimi sayesinde
de tretilebilmektedir. Bu enzim en fazla lokositlerde ve B- lemfositlerde bulunur.
Notrofil gibi bir fagosit hiicresi bir uyarici ile karsilastiginda yabanci molekiilleri
tanima oOzelligi vardir ve hemen solunum patlamasi denilen islemi gerceklestirir
(Thannickal ve ark., 2000). NAD(P)H oksidaz aktive oldugunda sitoplazmadan
NAD(P)H alir ve mikroorganizmalar1 yok etmek i¢in siiperoksit anyon radikalinin

tiretilmesini saglar (Vignais., 2002; Heerebeek ve ark., 2002).

20; + NAD(P)H — 20, + NADP! + H*

Sekil 1.6 Siiperoksit anyon radikali sentezi

Stiperoksit anyon radikali ¢ok tehlikeli bir oksidan olmak ile birlikte, viicutta
dismutasyon reaksiyonuna girebilir. Bu reaksiyon siiperoksit dismutaz enzimi (SOD)

sayesinde gergeklesir.

205+ 2H" - H,0, + O,

Sekil 1.7 Stiperoksit anyon radikalinin H>O>’e dismutasyonu

1.1.3.1.2. Hidrojen Peroksit

Dioksijen molekiiliinden iki elektron indirgenmesi ile peroksit iyonu elde edilir
(O2%). Hidrojen peroksit ise bu iyonun protonlanmis formudur. Bu oksidan bir serbest
radikal degildir fakat hiicrelere zararl etkileri vardir. Hidrojen peroksit hiicresel
membranlardan hizla difiize olarak genis alanlara yayilabilir ve daha 6nemlisi ¢ok
reaktif olan hidroksil radikalini olusturabilir (Andonova ve ark., 2015). Dismutasyon
reaksiyonu sonucu siiperoksit anyonu radikalinden SOD enzimi aracilig1 ile olusur.
Bunun disinda peroksitlerin in vivo ortamda olusumunun % 80’inden mikrozomlar
sorumludur (Fahl ve ark., 1984). Peroksizomlar hidrojen peroksit iiretir ve bu {iretim
en ¢ok karacigerde gergeklesir. Yag asitlerinin peroksizomlar araciligi ile oksidasyonu
sonucu hidrojen peroksit molekiillerinin {iretimine sebep olmaktadir (Valko ve ark.,
2004).
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1.1.3.1.3. Hidroksil Radikali

Hidroksil radikali, biyolojik sistemler i¢in en reaktif radikal tiirtidiir. Yar1 6mrii 1
ns’den kisadir, bu yiizden tiretildigi bolgede hemen reaksiyona girer. Bu radikal ¢esitli
mekanizmalar ile {iretilebilir. Bu mekanizmalardan ilki olan iyonlastirict radyasyon
yolu ile H,O molekiilii dekompozisyona ugrar ve bunun sonucu olarak OH- radikali ve
hidrojen atomlar1 olusur. Hidroksil radikali ayni zamanda alkilhidroperoksitlerin
fotolitik dekompozisyonu sonucu da olusabilir. OH-’in DNA’ya yakin iiretilmesi, bu
radikalin DNA bazi ya da DNA’nin deoksiribozil kismi ile etkilesmesine, bu da hasarli
DNA bazi olusumu ya da zincir kirilmasi yasanmasina sebep olabilir

(Balasubramanian ve ark., 1998).

Biyolojik sistemler i¢in en reaktif radikal olan hidroksil radikali, su dahil rastladig:

her biyomolekiille tepkimeye girer. Hidroksil radikalinin tepkimeleri baglica:

e Hidrojen ¢ikartma tepkimeleri
e Elektron transfer tepkimeleri

e Katilma tepkimeleri olarak siiflandirilabilir.

Biitiin bu reaksiyonlar, hidroksil radikalinin paylasilmamis elektron igeren dis
orbitaline elektron alma ilgisinden kaynaklanmaktadir (Valko ve ark., 2004). Katilma
tepkimeleri oOzellikle elektronca zengin molekiillerle (pilirin ve pirimidin bazlari,
aromatik aminoasitler) gerceklesir. Hidroksil radikalinin organik molekiillerden
hdrojen 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. Elektronca zengin
molekiiller hidroksil radikalinin ilk hedefleridir. Bu bilesikler baslica niikleik asitler,

proteinler ve lipidlerdir.

11



1.1.3.1.4. Peroksil Radikali

Peroksil radikalleri (ROO-) R grubuna bagli olarak yiiksek enerjili molekiillerdir.
En basit peroksil radikali dioksil radikalidir (HOO"), siiperoksit anyonu radikalinin
(O2) conjuge asididir. Sitozolde bulunan OOH/O;™ karisiminin %3 ’{iniin protonlanmis
form olmasmma ragmen (Grey ve ark., 2002), -OOH radikalinin yag asidi
peroksidasyonunu baslatan molekiil oldugu (Aikens & Dix., 1991) ve doymamis yag
asitlerinin, O, radikaline kiyasla, HOO: radikali ile 5 kat daha hizl1 reaksiyona girdigi
goriilmiistiir (Bielski, Arudi & Sutherland., 1983). Bu gozlemlerden yola ¢ikarak,
‘OOH/O>~ ikilisinden en ¢ok zararin peroksil radikali tarafindan olusturuldugunu

sOyleyebiliriz (Galano ve ark., 2017).

‘OOR radikalleri, lipid peroksidasyonu reaksiyonlarinin ana friinleridir ve
tiretildikleri yerlerden uzak konumlara difiize olabilirler (Marnett., 1987). Bunun
yaninda, ‘-OOR radikallerinin basarili bir sekilde siiptiriiliip OSe neden olabilecek
etkileri ortadan kaldirilabilen molekiiller oldugu one siirtilmiistiir (Terpinc &
Abramovic., 2010). Bunun sebebi ise yar1 omiirlerinin yeterince uzun olmasi ve bu

sayede antioksidanlarin bu radikallere etki edebilmeleridir (Sies., 1997).

Peroksil radikalleri; DNA kirilmas1 (Kanazawa ve ark., 2002), protein arka
iskeletinde modifikasyonlara (Razskazovskii & Sevilla., 1996) sebep olur. Ek olarak
siiperoksit radikalinin zararli etkilerini artirirlar (Basaga., 1990). Bu radikaller
zincirleme reaksiyonlar ile olusurlar. Zinciri baslatic1 grubun metilen grubundan bir
hidrojen atomu koparabilicek elektronegatiflikte olmasi1 gerekmektedir ve bu durumu

en iyi hidroksil radikali saglar.

-CHz- + OH — -CH- + H,0

Sekil 1.8 --CH- radikali olusumu

Aerobik kosullar altinda olusan --CH- radikali, dioksijen ile etkilesir ve peroksil

radikalini olusturur.
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-CH- + O, = -CHOOr

Sekil 1.9 Peroksil radikali olusumu

Sekil 1.9 da olusan peroksil radikali, herhangi bir komsu lipid molekiiliinden
hidrojen kopararak ayni islemin tekrari ile zincirleme reaksiyonlarin devamini saglar
(Sekil 1.10).

-CHOO' + -CH, - -CHOOH + -CH

Sekil 1.10 Peroksil radikalinin zincirleme reaksiyon baglatmasi

1.1.3.2. Reaktif Azot Tiirleri (RAT)

Reaktif azot tiirlerinin en Onemlileri olarak, nitrik oksit radikali (NO),
peroksinitrit (ONOO-), ve azot dioksit radikali (NO2)’ni sOyleyebiliriz. RAT,
radikaler ve non-radikaler olarak iki grup altinda asagidaki Cizelge 1.2." de

goriilmektedir.

Cizelge 1.2 Reaktif Azot Tiirleri

Non-Radikaler Radikaler
Peroksinitrik (ONOO-) Nitroz Oksit, NO.
Peroksinitroz Asit, ONOOH Azot Dioksit, NO2.
Nitroksil, NO- Peroksinitrit, ONOO.
Nitril Kloriir, NO2Cl

Nitrotil Katyonu, NO+
Dinitrojen trioksit, N203
Nitroz Asit, HNO2

1.1.3.2.1. Peroksinitrit

RAT’in fazla iiretimi nitrosatif strese sebep olur (Klatt ve Lamas, 2000; Ridnour
ve ark., 2004). Bu durum olusan RAT molekiillerinin biyolojik sistem tarafindan
notralize yada elimine edilemeyecek miktara ulagsmasi ile olur. Nitrosatif stres,

proteinlerin yapisini degistirebilir ve onlarin normal fonksiyonlarini inhibe edebilir.
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Immiin sistem hiicreleri hem siiperoksit anyonu radikalini hem de nitrik oksit
radikalini oksijenli solunum sirasinda olusturur. Bu kosullar altinda siiperoksit anyonu
radikali, nitrik oksit radikali ile reaksiyona girer ve oksidatif agidan ¢ok daha aktif olan
peroksinitrit anyonunu olustururlar (ONOO-). Bu radikal oksidasyon yapma
potansiyeline sahiptir ve DNA fragmantasyonu ile lipid peroksidasyonuna sebep
olabilmektedir (Carr ve ark., 2000).

NO-+ 02-. - ONOO-

Sekil 1.11 Peroksinitrit anyonu olusumu

1.1.3.2.2. Nitrik Oksit Radikali

Nitrik oksit, NO-, bir eslesmemis elektron ig¢eren kiigiik bir molekiildiir. NO:
Biyolojik dokularda nitrik oksit sentetaz (NOSs) adinda 6zel bir enzim tarafindan
sentezlenir. Bu enzim arjinin amino asidini sitrullin molekiiliine metabolize eder ve bu
sirada NO- radikali olusur (Ghafourifar ve Cadenas, 2005). Nitrik oksit, cok bulunan
bir reaktif radikaldir ve ¢esitli fizyolojik reaksiyonlarda gorevli bir biyolojik sinyal
molekiiliidiir. Bu reaksiyonlara oOrnek olarak; ndrotransmisyon, kan basinci
diizenlenmesi, savunma mekanizmasi ve immiin sistemdeki diizenlemeler verilebilir
(Bergendi ve ark., 1999). Bu olaganiistii 6zelliklerinden dolay1 NO-, 1992 yilinda yilin

molekiilii olarak Science Magazine dergisinde ilan edilmistir (Koshland, 1992).

NO;, sulu ortamda ¢ok kisa bir yar1 émre sahiptir. Oksijen konsantrasyonu daha
az olan ortamlarda NO- Yar1 omrii daha uzundur (15 saniyeden uzundur). Hem sulu
hem de lipid fazda ¢6ziinebilir oldugu icin sitoplazma ve plazma membranlarinda
difiizyona ugrar (Chiueh, 1999). Ekstraseliiler ortamda, NO- oksijen ve su ile

reaksiyona girer ve nitrat ve nitrit anyonlarini olusturur.
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1.1.4. Oksidatif Hasar

Reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi ve notralizasyonu arasindaki denge ¢ok
onemlidir. Eger ki bu olusan denge ROT nin fazla iiretimi yoniinde bozulursa hiicreler

OSin zararlan ile yiizlesirler (Wiernsperger, 2003).

Tahminlere gore bir insan hiicresi giinde hidroksil radikali ve onun gibi diger
serbest radikaller tarafindan yaklasik 10° kere saldiriya ugrar. (Valko ve ark., 2004).
ROT ve RAT molekiillerinin asil hedefleri DNA, RNA, proteinler, lipidler,
karbonhidratlardir. (L ve ark., 2010; Craft ve ark., 2012)

1.1.4.1. Lipidlerde Oksidatif Hasar

Lipid peroksidasyonu olarak da bilinen lipid molekiillerinin oksidasyonu islemi,
yag asitlerinin yan zincirlerinden 1 hidrojen atomu koparma yolu ile bir radikal
tarafindan baglatilir. Yag asidinde ne kadar ¢ok cifte bag var ise, hidrojen koparma
islemi bir o kadar kolaylasir. Bu durumda bir tek ¢ift bagi olan ya da ¢ift bagi olmayan
yag asidi yan zincirleri lipid peroksidasyonuna karsi direnglidir diyebiliriz. H atomu
koparildiktan sonra molekiil oksijen ile reaksiyona girip peroksit radikalini olusturur.
Bu reaktif yap1, ¢evresindeki molekiillerden 1 H atomu koparip ayni islemin tekrarina

yani zincirleme reaksiyonlara sebep olur (Carocho ve ark., 2013).

Lipid peroksidasyonunu baslatan ana radikal hidroksil radikalidir (Sekil 1.12). Bu
radikal, Fenton reaksiyonu ile hidrojen peroksidin metal iyonlariyla tepkimeye girmesi
sonucu olusur.

L-H+ OH —» H20 + L

Sekil 1.12 Lipid Peroksidasyonu Baslangici

Karbontetrakloriir’iin oksijen ile birlesmesi sonucu olusan troklorometil radikali

de lipid peroksidasyonunu baslatan radikallerdendir (Sekil 1.13)

15



L-H + CCLI302 —» L + CCI:0H

Sekil 1.13 Lipid peroksidasyonunun triklorometil radikali ile baglamasi

Coklu cift bag1 olan yag asitleri, hidroperoksil radikali dolayis1 ile lipid

peroksidasyonunun zararlarini Sekil 1.14’de gosterildigi sekilde gorebilirler.

L-H+ HO> — L+ H,O,

Sekil 1.14 Coklu ¢ift bagi olan yap asitlerinin hidroperoksil radikali ile lipid
peroksidasyonu

Son olarak, lipidlere verilen oksidatif hasara singlet oksijen de sebep
olabilmektedir fakat bu reaksiyon zincirleme reaksiyonlar olusturmaz (Halliwell ve
ark., 1993).

1.1.4.2. Proteinlerde Oksidatif Hasar

Proteinler ii¢ farkli sekilde oksidatif modifikasyona ugrayabilirler:

e Spesifik bir aminoasidin oksidatif modifikasyonu ile
e Serbest radikal kaynakli peptit boliinmesi ile

e Lipid peroksidasyonu liriinleri ile reaksiyon sonucu ¢apraz bag olusumu ile

Metiyonin, sistein, fenilalanin, triptofan, tirosin, arjinin ve histidin aminoasitlerini
igeren proteinlerin oksidasyona karsi duyarli oldugu goriilmiistiir (Freeman ve ark.,
1982; Cecarini ve ar., 2007; Goodglick ve ark., 1992). Serbest radikallerden dolay1
proteinlerde meydana gelen degisimler, enzim proteolizinin artmasi ile dogru orantili
degisim gosterir. Proteinlerde goriilen oksidatif hasar enzimleri, reseptorleri ve
membran transport mekanizmalarii etkileyebilir. Oksidatif yollarla hasar goren
proteinler ¢ok reaktif gruplar tasiyor olabilirler ve bu gruplar hiicre zarin1 ve daha
bircok hiicresel islevi etkileyebilir. Protein molekiillerinin oksidasyonuna genellikle
peroksil radikalleri sebep olur. Proteinlerin oksidasyonu sinyal iletim

mekanizmasininda, enzimlerin  aktivitesininde, 1s1 kararliliginda, proteoliz
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duyarliliginda degisimler olugsmasina ve dolayisiyla yaslanmaya sebep olur (Lobo ve
ark., 2010)

1.1.4.3. DNA’da Oksidatif Hasar

Bir¢ok deneyin sonucunda da goriildiigii tizere DNA ve RNA oksidatif hasara
duyarl yapilardir. Hidroksil radikalinin tim DNA parcalari ile reaksiyona girebildigi,
hem piirin hem pirimidin bazlarina, hem de deoksiriboz omurgasina zarar verebildigi
bilinmektedir (Dizdaroglu ve ark., 2002; Valko ve ark., 2004). Genetik materyalde
meydana gelen kalict degisiklikler mutagenez, kanser ve yaslanmanin ilk adimidir.
Aragtirmalara gore mitokondri DNA’s1 OSe daha ¢ok maruz kalir ve bu durumun
kanser dahil bir¢ok hastaligin olusumunda etkisi goriilmektedir. Oksidatif niikleotidler
olan glikol, dTG ve 8-hidroksi-2-deoksiguanozin’in DNA’da UV isinlar1 ya da serbest
radikaller dolayisiyla olusan oksidatif hasar sirasinda miktarinin arttigi gézlenmistir.
Bu sebeple 8-hidroksi-2-deoksiguanozin molekiiliiniin OS i¢in bir biyolojik belirteg

olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (Hattori ve ark., 1997).

1.1.5. Oksidatif Stres ve Neden Olabilecegi Hastalhiklar

Serbest radikal olusumu ve antioksidan koruma sistemi arasindaki denge
bozulunca OS meydana gelmektedir. Bu olay sirasinda lipid, protein ve DNA gibi
bircok yapiya hasar gelebilir. Kisa siireli OS; travma, enfeksiyon, hipertansiyon,
toksinler ve ¢ok fazla egzersiz yapmaktan dolay1 hasar almis dokularda olusabilir. Bu
dokular ksantin oksidaz, lipogenaz, siklooksigenaz gibi radikal iiretici enzimler
tiretirler. Ardindan fagosit oksidasyonunu saglar, serbest demir ve kobalt salinimin
saglar, oksidatif fosforilasyon sirasinda elektron tasima zincirini engellerler ve
fazladan ROT firetirler (Stefanis, Burke &Grenee., 1997). Kanserin baslangi¢ ve
ilerleyisi, radyasyonun yan etkileri, ROT ve antioksidan koruma sistemi arasindaki
dengenin bozulmasindan kaynaklanir (Lobo ve ark., 2010). OS’in rol aldig1 diisiiniilen

hastaliklar Sekil 1.15 de goriilmektedir.
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Sekil 1.15 Oksidatif Stres Kaynakli Olusabilen Hastaliklar

1.1.5.1. Oksidatif Stres ve Kardiyovaskiiler Hastaliklar

Kalp hastaliklar1 tiim 6liimlerin yarisinin kaynagi olarak, en ¢ok dliime sebep olan
rahatsizliklar listesinde birinciligini  hala korumaktadir. Oksidatif olaylar
kardiyovaskiiler hastaliklar1 tetikleyebilir, bu ylizden Omiir uzunlugu ve saglik
tizerinde bu olaylarin énemli bir yeri vardir. Coklu ¢iftbagi olan yag asitleri (Poly
unsaturated fatty acids- PUFA) diisiik yogunluklu lipoproteinlerin biiytlik bir kismini
olusturur (Low Density Lipoprotein- LDL) ve bu lipid molekiillerinin oksidasyonu
arteriosklerozda onemli rol oynar (Esterbauer, Pubi & Dieber-Rothender., 1991). Kan
damar1 duvarlarinda {i¢ c¢esit hiicre bulunmaktadir. Bunlar; endotel hiicreler, kas
hiicreleri ve makrofajlardir. Bu hiicreler serbest radikal salgilarlar ve bu durum da lipid
peroksidasyonunun baglamasina sebep olur (Neuzil, Thomas & Stocker., 1997).
Yiiksek miktarlardaki oksitlenmis lipid hiicreleri, kan damari duvarlarinin hasar
gormesini saglar ve koptik hiicreleri olusur. Oksitlenmis LDL molekiilleri aterojendir
ve aterioskleroz plaklarinin olusmasini saglar. Dahasi, oksitlenmis LDL yapilar

sitotoksiktir ve direkt olarak endotel hiicrelere hasar verirler (Lobo ve ark, 2010).
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1.1.5.2. Oksidatif Stres ve Yaslanma

Insan viicudu yaslanma durumu ile siirekli bir savas icerisindedir. Arastirmalara
gore, serbest radikallerin hiicrelere verdigi hasar yaslanmaya sonuglanan patolojik
degisimlere sebep olur (Ashok ve Ali, 1999). Yaslanma mekanizmasinin etkisi en gok
DNA’da ya da hiicresel ve fonksiyonal hasar olarak goriiliir (Cantuti-Castelvetri ve
ark., 2000). Serbest radikallerin rediiksiyonu ve ya iiretiminin azaltilmasi, yaslanmay1
geciktirip hastaliklar1 6nleyebilir ya da geciktirebilir.. Calismalara gére OS, yaslanma
siirecinde daha fazla gereklesmektedir. Bu durumda antioksidan korumasi ile

yaslanma durumu geciktirilebilir.

1.1.5.3. Oksidatif Stres ve Kanser

Kanser, hiicrelerin denetimsiz ve anormal ¢ogalmasi durumununun oldugu bir
hastaliklar grubudur (Todd ve Wong, 1999). Arastirmalardaki gelismelere ve tedavi
yontemlerine ragmen, diinyada en c¢ok Oliimiin sebebi olan ikinci hastaliktir
(Awadallah ve ark., 2013). Kanserin gelisimi karsinojenez olarak adlandirilir ve
inisiasyon (baslangic), promosyon (artma) ve progresyon (ilerleme) sathalarindan
olusur. Baglangic¢ safhasi gen dizilimini diizenleyen epigenom, kromozom ve DNA
molekiillerinde meydana gelen hasarlar ile kendini gosterir. Enflamasyon ile genomik
olarak kararsiz hiicrelerin biiyiidiigii goriiliir. Ilerleme safhasinda ise hiicreler
cogalirken kotli huylu tiimorlere doniisiir (Poirier, 1987). Sekil 1.16’da ROT’tan

baslayarak karsinojeneze kadar giden mekanizma goriilmektedir.
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Sekil 1.16 ROT un kanser olusumundaki rolii

Aragtirmalara gore oksidatif DNA hasari, kanserin gelismesine neden olan
baslica sebeptir (Valko ve ark., 2007). Kanserin baslamasi ve ilerlemesi, kromozomal
bozukluklar ve serbest radikaller tarafindan onkojen aktivasyonu ile alakalidir. Cok
sik goriilen hasarlardan biri de hidroksillenmis DNA bazlaridir, bu durum kimyasal
karsinogenezde énemlidir (Valko ve ark., 2004; Halliwell., 2007). Bu {iriiniin tiretimi
normal hiicre gelismesi ile ¢atismaktadir ve sonug¢ olarak genetik mutasyonlar ve
normal gen transkripsiyonunda degisimler meydana gelir. Oksidatif DNA hasarlar
cesitli sekillerde gergeklesebilir. Bunlara drnek olarak;

e DNA yapisinda ( baz ve karbonhidrat kismi1) modifikasyonlar
e Bag kirilmalar
e DNA- protein ¢apraz baglar1 olusumu

e Baz olmayan DNA yapilar1 6rnek verilebilir.

ROT, indirekt yol ile DNA ile reaksiyona girer ve bunu DNA yerine 6rnegin
fosfolipid yapilar1 ile etkileserek yapar. Fosfolipid yapilarimin yogunlugu diger
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yapilara kiyasla daha fazladir ve ROT un ilk hedefidir. Bu yapilar ile verilen lipid
peroksidasyonu reaksiyonlari sonucu reaktif karbonil ara iiriinleri olusur. Bunlara
ornek olarak; 4-hidroksinonenal (4-HNE) ve akrolein aldehitleri ve malondialdehit
(MDA) ve glioksal dialdehitleri, 4-okso-trans-2-nonenal ketoaldehiti gibi {iriinler elde
edilir. Olusan karbonil iirtinleri serbest radikaller ile karsilastirildiginda, bu aldehitler
ylksiiz olduklari i¢in hidrofobik membranlardan ve hidrofilik sitozollerden daha rahat
gecerler ve dolayisiyla ROT un ulagim alanin1 daha ileriye tasimis olurlar. Sadece bu
Ozellige dayanarak bile karbonil bilesiklerinin ROT’tan daha yikict olduklarinm
sOyleyebiliriz. Bu sayede, olusan bilesikler niikleofilik makromolekiiller olan protein,
DNA, aminofosfolipid gibi yapilarla reaksiyona girip onlarin kimyasal, non-enzimatik

ve irreversibl modifikasyonuna sebep olurlar (Negre- Salvayre ve ark., 2010).

(0] 0] @) OH

Malondialdehit (MDA) 4-hidroksinonenal (4-HNE)
@) H H 0]
X O
Y Y&o PP
H H
H
akrolein glioksal 4-okso-trans-2-nonenal

Sekil 1.17 Lipid Peroksidasyonu Uriinleri

Hem malondialdehit hem de 4-hidroksinonenal DNA’nin azot igeren bazlarina
geri doniisiimsiiz olarak baglanabilir. Bu sayede hiicre korumasi mekanizmasina
ragmen hiicrede bulunabilir ve sonug olarak mutasyonlara sebep olurlar (Andonova ve
ark., 2015).

ROT tiimor baslangicina katkida bulunan bir mutajenlendir ve DNA ve RNA’daki
guanin bazini oksitleyerek 8-hidroksiguanin olusumunu saglar (Floyd, 1990). 8-OHG,
DNA replikasyonu sirasinda adenin ile eslesir ve sonrasinda G’nin T ile C ise A ile
substitiisyonu gerceklesir (Cheng ve ark., 1992). Sonug olarak gen transkripsiyonu
degisir ve DNA mutasyona ugramis olur. Olusan 8-OHG molekiilii kanserin en 6nemli

biyolojik isaretlerindendir (Andonova ve ark., 2015).
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Guanin (G) OH eklenmesi sonucu

guanin radikali 8-hidroksiguanin

Sekil 1.18 8-OHG olusumu

Ornek olarak, sigara tiiketimi ve asbestos gibi bulasic1 olmayan hastaliklardan
kaynaklanan kronik enflammasyonlar akciger kanseri ve tiimorlerin gelismesinde
onemli katki saglar (Willcox, Ash &Catignani., 2004). Baska bir 6rnek ise, cokc¢a yag
tikketimi ile 16semi, gogiis, yumurtalik ve rektum kanseri arasindaki iliskinin lipid

peroksidasyonundaki artis oldugu sdylenebilir (Young& Woodside., 2001).

1.1.5.4. Oksidatif Stres ve Norodejeneratif Hastahiklar

Alzhemer’s, Parkinson’s hastaliklari, ¢oklu skleroz, amyotropik latera skleroz
(ALS), hafiza kayb1 ve depresyon gibi hastaliklarda OSin etkisi arastirilmaktadir
(Halliwell., 2001). Ornegin Alzheimer’s hastaligi kapsamindaki yapilan
arastirmalarda su goriilmiistiir ki, OS noron kaybinda ve dementia gelismesinde
onemli rol oynamaktadir (Christen., 2000). Toksik bir peptid olup Alzhemer’s hastasi
olan kisilerin beyinlerinde bulunan B- Amyloid’in iiretimi OS kaynakhdir ve

norodejeneratif proseste onemli rol oynar. (Butterfield., 2002).

Parkinson’s hastalign Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO) bulgularma gore 6 ila 10
milyon insanin sahip oldugu Alzheimer’s hastaligindan sonra en ¢ok rastlanan
norodejeneratif hastaliktir. Bu hastalik beyindeki noéronlarin kaybina sebep
olmaktadir. Yaslanma, genetik faktorler ve ¢evresel faktorler hastaligin ilerlemesini
saglayabilecek riskler arasindadir. Dopaminerjik ndéronlarin kaybolmasinin baslica
sebebi olarak OS goriilmektedir. Lipid peroksidasyonunun o6zellikle Parkinson’s
hastalig1 disinda Huntington hastaligi, ALS ve Alzheimer hastaligi ile de iliskili
oldugu bilinmektedir (Tsang & Chung., 2009).
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1.2. Antioksidanlar

Biyolojik sistemlerin, OSe karsi koymak i¢in kullandig1 molekiiller antioksidanlar
olarak bilinmektedir. Antioksidanlar, bir serbest radikale bir elektron bagislayabilen
ve bu sayede radikalin zararli etkisini azaltan molekiildiir. Diistik molekiiler agirliga
sahip olan antioksidan molekiiller, serbest radikallerle giivenli bir sekilde etkilesirler
ve hayati onemi olan molekiiller zarar gormeden zincir reaksiyonlarini engellerler. Bu
molekiiller ya endojen antioksidanlar olarak, glutatyon ve iirik asit gibi, viicutta
bulunurlar veya egzojen antioksidanlar olarak yiyecekler yardimi ile disaridan temin
edilirler. Antioksidanlarin gorevi, serbest radikallerin fazlasini nétralize etmek,
hiicreleri serbest radikallerin toksik etkilerinden korumak ve hastaliklardan

korunmasini saglamaktir (Pham- Huy ve ark., 2008).

Halliwell ve arkadaslarinin (1995) yaptig1 tanimda gore antioksidan kelimesi,
diisiik konsantrasyonlarda bulunmasina ragmen oksidasyonu erteleyen ya da
engelleyen molekiil olarak belirtilmistir ama sonrasinda ‘’hedef molekiile gelecek
oksidatif hasar1 erteleyen, 6nleyen ve ya diizelten molekiiller’” olarak tanimlamislardir
(Halliwell, 2007). Ayn1 y1l Khlebnikov ve arkadaslarina gére (2007) antioksidanlar
“direkt olarak ROT molekiilleri siipiiren, antioksidan koruma sistemini indirekt olarak
yoluna sokan, diizenleyen, ya da ROT iiretimini engelleyen molekiillerdir”.
Antioksidan molekiillerin sahip olmas1 gereken bir baska 6zellik ise, radikal molekiilii

stipiirdiikten sonra olusan radikalin stabil bir molekiil olmasidir (Halliwell, 1990).

1.2.1. Antioksidan Koruma Sistemi

Antioksidanlar; radikal stipiiriicii, hidrojen donoérii, elektron dondrii, peroksit
ayristirici, singlet oksijen sondiiriicli, enzim inhibitorii, sinerjist ve metal selatlari
olusturucu olarak gorev yapabilir. (Frie, Stocker & Ames., 1988). Antioksidanlar, bir
serbest radikali yok ettiginde, kendisi oksitlenir. Bu yiizden antioksidan kaynaklar1 her
zaman yenilenmelidir. Bir antioksidan bazi sistemlerde antioksidan etki gdsterirken,
digerlerinde pro-oksidan yani toksik ROT ve ya RAT iireten bir molekiil olarak islev
gorebilir (Young & Woodside., 2001).
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Antioksidanlar, iki farkli mekanizma ile etkilerini gdsterirler. Bunlardan ilki
zincir-kiric1 mekanizmadir. Bu mekanizmaya gore bir serbest radikal elektron
saldiginda ya da bir elektron aldiginda, baska bir serbest radikal olusur. Bu islem ya
bir zincir kirici antioksidan tarafindan (Vitamin C, E, karotenoidler gibi) olusan radikal
stabil hala getirilene, ya da radikal molekiil zararsiz bir molekiile disintegre olana
kadar devam eder. Bu mekanizmaya en giizel verilebilecek ornek lipid
peroksidasyonudur. ROT ve RAT molekiillerinin ortadan kaldirilmasini saglayan
ikinci mekanizma ise koruyucu mekanizmadir. Bu mekanizmada siiperoksit dismutaz,
katalaz ve glutatyon peroksidaz gibi antioksidan enzimler ya zincirleme reaksiyonu
baslatan serbest radikalleri siipiirerek ya da yine bu reaksiyonlara sebep olabilecek Fe
ve Cu gibi gecis metallerini stabilize ederek zincir reaksiyonlarin baslangicini

Onleyerek gerceklestirir (Young & Woodside., 2001).

1.2.2. Antioksidan Etkinin Seviyeleri

Antioksidanlar, diger kimyasallarin oksidasyonunu yavaslatan ya da engelleyen
molekiillerdir ve bdylece oksidasyonun viicutta olusturdugu zararli etkilere karsi
cikarlar. Oksidasyon reaksiyonlari, daha sonrasinda zincirleme reaksiyonlara sebep
olabilecek serbest radikallerin olusumuna neden olabilir. Antioksidanlar, bu
zincirleme reaksiyonlara radikal ara iirlinleri ortamdan uzaklastirarak ve baska

oksidasyon reaksiyonlarina da kendileri oksitlenerek engel olabilir.

Antioksidanlar, radikaller ile Sekil 1.19°da goriilen yollardan biri ile etkilesirler.

(1) Hidrojen ayrilmas1 X-+IH — XH + -
(2) Adisyon X +C=C - X-C-C
(3) Elektron transferi X +IH —» X +IH" - X"+ + H"

Sekil 1.19 Antioksidanlar ve Serbest Radikaller Arasindaki Reaksiyonlarin

Mekanizmalari

Antioksidanlarin etki seviyeleri sira ile; koruyucu, radikal siipiiriicli, tamir edip

bastan baslatan ve adaptasyon seviyeleridir. Bu etkinin ilk seviyesi, ilk savunma hatti,
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olan koruyucu antioksidanlar, serbest radikallerin olusumunu engellerler. /n vivo
ortamda serbest radikallerin olusumlarinin mekanizmasi ve olustuklar1 yerler kesin
olarak bilinmemesine ragmen, metal kaynakli hidroperoksit ve hidrojenperoksit
dekompozisyonu radikallerin olusum sebebi olarak goriilmektedir. Bu reaksiyonlari
bastirmak i¢in bazi antioksidanlar, hidroperoksit ve hidrojenperoksitleri alkol ve suya

radikal molekiilii olusturmadan indirger.

Ikinci savunma hatt1, zincirleme reaksiyonlarin baslamasini ya da zincirleme
reaksiyonlarin ilerlemesini 6nlemek i¢in serbest radikalleri siipiiren antioksidanlardir.
Endojen radikal siipiiriicti bazis1 hidrofilik bazisi lipofilik bir¢ok antioksidan molekiil
bilinmektedir. Vitamin C, iirik asit, bilirubin, albiimin ve tiyoller hidrofilik, vitamin E

ve ubikinol ise lipofilik radikal siipiiriicii antioksidanlardir.

Uciincii savunma hattin1 ise tamir edici antioksidanlar olusturur. Proteolitik
enzimler, proteinazlar, proteazlar ve peptidazlar memeli hiicrelerinin sitozoliinde ve
mitokondrilerinde bulunur. Bunlar oksidatif yollarla modifiye edilmis proteinleri tanir,

ayirir ve uzaklastirirlar ve bu yolla onlarin birikmesini engellemis olurlar.

Bunlarin disinda DNA koruma sistemi oksidatif hasara karsi koruma sisteminde
etkilidir. Glikozilaz ve niikleazlar gibi birgok enzim hasarli DNA’lar1 onarir.

Adaptasyon denilen bir fonksiyon da vardir ki, baz1 antioksidanlar, serbest
radikallerin iiretimi ve reaksiyonlar1 i¢in gonderilen sinyaller, dogru bdlgede
antioksidanlarin olusumu ve bdlgeye antioksidan transportasyonuna sebep olurlar
(Lobo ve ark., 2010; Niki., 1993).

1.2.3. Dogal Antioksidanlarin Cesitleri

Dogada bulunan antioksidanlar enzimatik ve non-enzimatik olarak iki farkli gruba
ayrilir. Enzimatik antioksidanlar ise primer ve sekonder enzimatik antioksidanlar
olarak iki ayr1 gruba boliiniir. En etkili antioksidan enzimler olan primer enzimler;
glutatyon peroksidaz (GPx), Siiperoksit dismutaz (SOD) ve Katalaz (CAT)
enzimleridir, bu enzimler serbest radikallerin ya olusumunu engeller ya da

noétralizasyonunu saglar. Oksitlenmis glutatuyonu (GSSG) rediikleyen glutatyon
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rediiktaz (GR) ve NADPH rejenerasyonunda gorevli olan glukoz-6-fosfat
dehidrojenaz serbest radikalleri direkt olarak ndtrallestirmezler fakat diger endojen

antioksidanlarin etkilerini destekleyici 6zellikleri vardir (Carocho., 2013).

Non-enzimatik antioksidanlar ya metabolik ya da besin kaynakli
antioksidanlardir. Metabolik antioksidanlar, metabolik yollarla endojen olarak viicut
igerisinde Uretilen antioksidanlardir. Bunlara 6rnek olarak; glutatyon, lipoic asit, L-
arjinin, koenzim Q10, melatonin (MLT), iirik asit, bilirubin, metallerle ¢elat olusturan
proteinler, transferrin verilebilir. Besin kaynakli antioksidanlar ise viicutta
iiretilemeyen molekiillerdir. Bunlar besinler araciligi ile disaridan takviye ile alinir.
Bunlara 6rnek olarak; vitamin E, vitamin C, karotenoidler, baz1 metaller (Selenyum,
magnezyum, ¢inko), flavanoidler, omega-3 ve omega-6 yag asitleri verilebilir (Droge.,
2002; Willcox, Ash & Catignani., 2004). Antioksidanlarin smiflandirilmas1 Sekil
1.20’de goriilmektedir.

[ ] Kofaktirler Vitaminler ve Tiirevleri
Primer Enzimler I Sekonder Enzimler Koenzim Q10 A Vitamini (Retinol)
J X C Vitamini (Askorbik Asit)
Siiperoksit Dismutaz Glutatyon Rediiktaz Mineraller E Vitamini (Tokoferol &
Katalaz Tokotrienoller)
Glutatyon Peroksidaz Glukoz-6-fosfat Cinko K Vitamini
Irojens Selenyum . "
dehidrojenaz : I Karotenoidler ]
Organosilfir Beta-Karoten
| Bilesikleri Likopen
Lutein
Flavonoitler Zeaksant
I | Alil Siilfid e
T \
Indoller o et
Flavonoller Flavanoller Antosiyaninler Glutatyon Protein hp'd,' (?Imn%nn Nitrojen
: Bilesikleri
» . -— , . . g
Kuersetin Katesin Sivanidin
Kaemprefol Pelagonidin Pelargonidi Urik Asit
- Fenolik Asitler
Izoflavonoitler Flavanonlar I I Flavonlar I
Genistein Hesperidin Krisin | ]
Hidroksisinamik Asitler Hidroksibenzoik Asitler
Ferulik Asit Gallik Asit
p-Kumarik Asit Elagik Asit

Sekil 1.20 Antioksidanlarin Siniflandirilmasi
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Cve E Vitaminleri
Beta-Karoten

Katalaz

Glutatyon
Peroksidaz

E

Cift Kath
Lipid
Tabakast

Mn
E Vitamini SOD + Glutatyon Peroksidaz+ GSH
Beta« Karoten

Sekil 1.21 Antioksidanlarin Hiicre I¢indeki Konumlari

Sekil 1.21°de hangi antioksidan sistemlerinin hangi radikal ya da oksidana kars1 etkili

oldugu goriilmektedir.

Cizelge 1.3 Cesitli serbest radikaller ile oksidanlar ve alakali antioksidan sistemleri

Serbest Radikal ya da Oksidan Antioksidan Sistem
Stiperoksit Anyonu Siiperoksit Dismutaz (SOD)
Hidroksil Radikali SOD, Mn-SOD, Cu, Zn-SOD, Glutatyon

Singlet Oksijen Tokoferoller, Ubikininler
Peroksit Radikali Karotenoidler
Hidrojen Peroksit Katalaz, Se-glutatyon peroksidaz
Hidroperoksitler Glutatyon peroksidaz/ rediiktaz

Gegis Metalleri Celatlayicilar
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1.2.3.1. Enzimatik Antioksidanlar

Hiicreler OS’ten antioksidanlarla birbirleriyle ektilesim iginde olan antioksidan
enzimlerin ag1 sayesinde korunurlar (Sies., 1997). Ornegin, siiperoksit anyon radikali
oksidatif fosforilasyon iglemi sirasinda tiretilir, ilk olarak hidrojen peroksite dontisiir
ve sonrasinda indirgenerek su molekiilii elde edilir. Bu detoksifikasyon mekanizmasi
bircok enzimin sayesinde gergeklesir. ilk olarak siiperoksit dismutaz enzimi ilk
basamagi katalizler ve sonrasinda katalaz ve gesitli peroksidaz enzimleri hidrojen

peroksidi ortamdan uzaklastimay1 saglar.(Magnenat, Garganoam& Cao., 1998).

1.2.3.1.1. Glutatyon Peroksidaz

Bu enzim iki farkl sekilde bulunmaktadir; selenyuma bagh olarak (GPx), ve
selenyumdan bagimsiz olan glutatyon-s-transferaz (GST). Bu antioksidan enzimler
birbirinden farklidir. GPx H,O, ve ya organik peroksitlerin (ROOH) su ve ya alkole
indirgenmesini saglar (Sekil 1.22) (Rahman, 2007).

H>0, + 2GSH — 2H,0 + GSSG
ROOH + 2GSH — ROH + GSSG + H20

Sekil 1.22 Organik peroksitlerin su ve ya alkolle GSH varliginda indirgenmesi

Bu siireg, hiicrelerde bulunan bir tripeptid olan GSH varliginda gergeklesir. GSH,
GPx’1n katalitik reaksiyonu sirasinda GSSG molekiiliine doniisiir (Rahman, 2007).

Bobrekler glutatyon peroksidazin plazma formunun sentezlendigi ana organdir. Bu
enzim her dokuda bulunmaktadir fakat en ¢ok karaciger hiicrelerinin glutatyon
peroksidaz acisindan en zengin hiicreler oldugu tespit edilmistir (Young & Woodside.,
2001). GSH tripeptidinin GPx aktivitesi i¢in ortamda bulunmasi zorunludur. Bu da
glutatyon rediiktaz enzimi ile olusan GSSG molekiillerinin tekrardan GSH’a

indirgenmesi sirasinda saglanir (Sekil 1.23) (Young & Woodside., 2001).
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GSSG + NADPH + H" - NADP" + 2GSH

Sekil 1.23 GSSH’nin GSH’a indirgenmesi

1.2.3.1.2. Katalaz (CAT)

Katalaz, antioksidan enzim oldugu ilk tanimlanan molekiildiir (Young ve
Woodside., 2001). Bu enzim bitkilerde, hayvanlarda ve aerobik solunum yapan
bakterilerde hiicrelerin peroksizom organelinde bulunur (Mates, Perez-Gomez & De
Castro., 1999). Hidrojen peroksit oksidanini su ve molekiiler oksijene iki basamakli
bir reaksiyon ile doniistiiriir (Denklem 16,17) (Young ve Woodside., 2001). Bu
enzimin 1 molekiilii yaklasik 6 milyon hidrojen peroksidi su ve oksijene
dontstiirebilmektedir (Valko ve ark., 2006).

Katalaz-Fe (III) + H,O> — Bilesik I
Bilesik I + H,O, — Katalaz-Fe (IIT) + 2H,O + O2

Sekil 1.24 Katalaz enziminin H>O’1 su ve oksijene parcalamasi reaksiyonu

Katalaz enzimi biitiin dokularda bulunur fakat en fazla aktivitesi karaciger ve

eritrositlerde goriilmektedir (Young ve Woodside., 2001).

1.2.3.1.3. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Bir metaloenzim olan siiperoksit dismutaz (SOD) viicuttaki en etkili antioksidan
enzimlerdendir ve hatta viicudun reaktif oksijen tiirlerine kars1 ilk savunmasi bu enzim
ile olur (Pham-Huy ve ark., 2008). Siiperoksit Dismutaz (SOD) enzimi hidrojen
peroksit oksidaninin hidrojen perokside dismutasyonunun gergeklesmesini saglar
(Sekil 1.25). Olusan hidrojen peroksit daha sonra katalaz ya da glutatyon peroksidaz

ile uzaklastirilabilir.

20% + 2H" - H20; + O,

Sekil 1.25 Siiperoksit anyon radikalinin H>O>’ e dismutasyonu
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Memeli hiicrelerinde siiperoksit dismutaz ii¢ farkli sekilde bulunur, her biri
hiicrelerin farkli boliimlerinde ve farki dokularda yer alir (Liou, Chang, Geuze., 1993;
Karlsson, Sandstrom& Edlung., 1993; Weisiger & Fridovich., 1973). Bunlar Bakir
Cinko Siiperoksit Dismutaz (CuZnSOD), Manganez Siiperoksit Dismutaz (MnSOD).
Hiicredis1 Siiperoksit Distumaz (ECSOD). dir.

1.2.3.2. Non- Enzimatik Antioksidan Molekiiller

Non-enzimatik antioksidanlar metabolik ve besin kaynakli olarak ikiye ayrilirlar.
Endojen antioksidanlardan olan metabolik antioksidanlar viicutta iiretilirler. Egzojen
antioksidanlardan olan besin kaynakli antioksidanlar ise viicutta iiretilemezler ve bu
ylzden disaridan takviye ile ya da besinlerle alinirlar. Bazi 6nemli antioksidanlar

asagida ozetlenmistir.

1.2.3.2.1. Glutatyon (GSH)

Bir diisiik molekiiler agirligina sahip bir tripeptit olan glutatyon (L-y-glutamil-L-
sisteinil-glisin), genel olarak sitozolde bulunur fakat onun disinda mitokondri,
peroksizomlar, niiklear matriks ve ER’da da bulunur (Li & Schellhorn., 2007). GSH
tiim hiicrelerde bulunur, fakat ana olarak karacigerden iiretilir ve salinir. Glutatyon,
‘OH, LOO-,ONOO" ve H,0; serbest radikal ve reaktif oksijen tiirlerinin potansiyel
stipiirticii antioksidani olarak gore yapar (Wu ve ark., 2004). Protein distilfid baglarinin
diizenlenmesi, elektrofil ve oksidan molekiillerin yapisindaki sistein amino asidi
sayesinde ortamdan uzaklastirilmasi gibi gorevleri vardir (Mari ve ark., 2009). Ek
olarak en onemli 6zelliklerinden bir baskasi1 da yiikseltgenmis C ve E vitaminlerini
aktif formlarina geri indirgeyebilirler (Valko ve ark., 2006). Molekiiliin yapisindaki

sistein indirgeyici bir ajandir ve ona antioksidan 6zelligini kazandirir (Meister., 1988).

1.2.3.2.2. A Vitamini

Bir diger ad1 retinol olan A vitamini karacigerde tiretilen bir karotenoittir ve -
karoten molekiiliiniin yikimi sonucu olusur. A vitaminin izole edilebilecek ¢ok fazla

formu bulunmaktadir. Deri, g6z ve i¢ organlara faydasi oldugu bilinmektedir.
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Antioksidan olmasini1 saglayan o6zellik ise peroksil radikalleri ile birlesip lipid
peroksidasyonunu onlemeleridir (Palace ve ark., 1999; Jee ve ark., 2006).
1.2.3.2.3. Koenzim Q10

Biitiin hiicrelerde ve membranlarda bulunur. Solunum zincirinde ve diger hiicresel
metabolizmalarda 6nemli gorevi vardir. Bu enzim lipid peroksil radikallerinin
olusumunu onler. Olusan lipid peroksil radikallerini nétralize etme 6zellikleri de
bulunmaktadir. Bunlarin disinda vitamin E rejenerasyonunu saglayamasidir (Turunen
ve ark., 2004).

1.2.3.2.4. Urik Asit

Urik asit, piirin niikleotid metabolizmasinin insanlardaki sonug {iriiniidiir. Bébrek
filtrasyonundan sonra iirik asidin %901 viicut tarafindan reabsorbe edilir. Bu durum
iirik asidin viicut i¢in gerekli ve dnemli bir gorevi oldugunu gosterir. Urik asit okso-
hem oksidanlarinin fazla iiretimini, hemoglobinin peroksitlerle reaksiyonu sonucu
engellerler. Ek olarak iirik asit, peroksidasyon ile eritrositlerin lizisini engeller ve
singlet oksijen ve hidroksil radikallerinin potansiyel siipiiriiciisiidiir (Kand’ar ve ark.,
2006).

1.2.3.2.5. Melatonin (MLT)

Bir indolamin olan MLT (N-asetil-5-metoksitriptamin) nérohormondur, triptofan
molekiiliinden tiiremektedir ve agirlikli olarak omurgali canlilarin beyin epifizinden
sentezlenir (Rahman., 2007). MLT salgilanmasi sirkadiyen yol ile gergeklesir ve en
cok gece vakti salgilanir. Multifonksiyonel bir molekiil olan MLTin OSe kars1 savasan
cok onemli bir antioksidandir (Reiter ve ark., 2003). Bu molekiiliin hiicre zarlarim
lipid peroksidasyonuna kars1 vitamin E’nin iki kati kadar giicte korudugu ve -OH
stipiirme yeteneginin GSH’dan bes kata daha fazla oldugu kanitlanmistir (Miller ve
ark., 2010; Solkoff ve ark., 1998). Daha fazlasi, MLTin antioksidan aktivitesinin
vitamin C, vitamin E ve B-karoten’den daa fazla oldugu gosterilmistir. MLTin bir
baska 6zelligi ise kendisi gibi metabolitleri de radikal siipiiriicii 6zellik tasimaktadirlar

(Korkmaz ve ark., 2009). Bunun disinda antioksidan enzimleri OSe kars1 koruyabilir.
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Mitokondriden ETC sirasinda elektron sizmasini ve serbest radikal olusumunu azaltir
(Anisimov ve ark., 2006).

1.2.3.2.6. Askorbik Asit (C Vitamini)

Ayni1 zamanda askorbik asit olarak da anilan C vitamini suda ¢6zilinen ¢ok giiclii
bir antioksidandir. Genellikle taze meyvelerde ve sebzelerde bulunur (Pham-Huy ve
ark., 2008). Sentezi ¢ogu bitkide ve hayvanda D-glukoz ve D-galaktoz’dan olur. insan
viicudunda L-gulonolakton oksidaz enzimi bulunmadigr i¢in C vitaminini
sentezleyemez, bu yilizden besin kaynakl olarak disaridan almasi gerekmektedir
(Naidu., 2003; Padayatty ve ark., 2003). Askorbik asit antioksidan aktivitesi olan iki
bilesik igermektedir: L-askorbik asit ve L-dehidroaskorbik asit. Bu asit siiperoksit
anyonu radikali, hidrojen peroksit, hidroksil radikali, singlet oksijen, HOCI ve nitrojen
oksit (NO) oksidanlarini siipiirebilir (Barros ve ark., 2011). Bu asidin asil aktif formu
olan L-askorbik asit yiiksek elektron-bagislayict 6zelliginden dolay1r ¢ok giiclii
antioksidandir (Valente ve ark., 2011). Serbest radikalleri E vitamini ile ortak olarak

stipiirtir ve ayrica hiicredeki GSH miktarim arttirir (Valko ve ark., 2006).

1.2.3.2.7. E Vitamini

E vitamini, yagda ¢oziinen yiiksek antioksidan potansiyeli olan bir vitamindir.
Kiral bir bilesiktir ve sekiz stereoizomeri bulunmaktadir. Bunlarin i¢inde a-tokoferol
insanlarda en biyoaktive olanidir. Insanlarda ve hayvanlarda yapilan ¢alismalara gore
d-a-tokoferol, rasemik karistmindan iki kat daha etkili antioksidan aktivite
gostermektedir (Nyugen, He & Pham-Huy., 2006). Yagda ¢oziinebilir oldugu i¢in E
vitamini hiicre zarlarini lipid peroksidasyonundan korur. E vitaminin kolon, prostat,
gogls kanseri, baz1 kardiyovaskiiler hastaliklar, iskemi, katarakt, artritis ve bazi

norodejeneratif hastaliklardan korunmada etkili oldugu sdylenmektedir (Pham-Huy ve
ark., 2008).
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1.2.3.2.8. B-Karoten

B-Karoten, yagda ¢oziinen bir karotenoittir. Provitamin olarak kabul edilir ¢ilinkii
sonrasinda aktif A vitaminine (retinol) doniistiiriiliirler. Cok gii¢lii ve singlet oksijeni
en iyi yakalayan antioksidandir. Genellikle sebzelerde, tahillarda, yag ve havug, yesil
bitkiler, 1spanak, kabak gibi sebzelerde bulunur (Pham-Huy ve ark., 2008; Willcox,
Ash, Catignani., 2004).

1.2.3.2.9. Flavonoidler

Flavonoidler c¢ogu bitkide bulunan polifenolik bilesiklerdir. Bunlarin bazi
hastaliklar1 6nledikleri ya da erteledikleri 6ne siiriilmektedir. Bu hastaliklardan bazilar
kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, artritis, yaslanma, katarakt, hafiza kaybi, felc,
Alzheimer’s hastaligi, enfalamasyonlar ve baz1 enfeksiyonlardir. Cogu bitki
flavonoidlerin farkli kombinasyonlarini icermektedir. Bu yiizden farkl bitkiler insan
tizerinde farkh etkiler gostermektedir (Hanneken ve ark., 2006). Flavonoidlerin ana
kaynaklari; yesil ¢ay, iizim (kirmizi sarap), elma, kakao (¢ikolata), ginkgo biloba,
soya fasulyesi, zerdecal, sogan ve brokolidir (Pham-Huy ve ark., 2008).

1.2.4. Sentetik Antioksidanlar

Viicudumuzun {irettigi dogal besinler araciligi ile alinan antioksidanlar bazen
yeterli gelmemekte ve bunun sonucunda da ¢esitli hastaliklar ortaya c¢ikabilmektedir.
Antioksidanlarin yetersizliginin temel nedenleri; ¢evresel etmenler, yetersiz ve
dengesiz beslenme, kotii ve sagliksiz yasam kosullari, viicut direncinin zayiflamasi,
genetik hastaliklar gibi kisinin i¢inde bulundugu ortama, yasam sekline ve biinyesine
bagl olarak oksidan/antioksidan dengesi bozulabilir. Bununla birlikte yaslanma ile
azalan viicuttaki antioksidan miktar1 da beraberinde disaridan takviye ihtiyacinm
dogurmaktadir. Biitlin bu nedenler ve ihtiyaglar goéz Oniine alindiginda sentetik
antioksidanlara duyulan ihtiya¢ ortaya ¢ikmaktadir. Giliniimiizde bu konuda birgok
calisma yapilmakta ve antioksidan eksikligine bagli olarak ortaya ¢ikan hastaliklari

Oonlemede gerekse bu nedenle olusan hastaliklar1 tedavi etmede bir¢ok sentetik
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antioksidan madde sentezlenmeye calisilmakta ve giin gectikce yan etkisi daha azi

birden ¢ok hastaliga etki edebilecek, dogala en yakin bilesikler sentezlenmektedir.

1.3. Melatonin

MLT (N-asetil-5-metoksitriptamin), bir triptofan metabolitidir. Ilk olarak
ineklerin beyin epifizinde kesfedilen MLT kii¢iik bir molekiildiir (Lerner ve ark.,
1958). Bu molekiiliin ilk gézlenen fonksiyonu hem karada hem suda yasayan canlilarin
dermal melanozomlarinda bulunan melanin graniillerinin, kurbaga deri hiicresi
niikleusunun etrafina toplanarak deri renginde ac¢ilmaya sebep olmasidir (Lerner ve
ark., 1959a). Sonug¢ olarak yeni kesfedilen molekiilin adi MLT olarak
kararlastirilmistir. Bu isimdeki ‘mela-° molekiiliin melanin tizerindeki etkisinden, °-
tonin’ ise molekiiliin serotonin molekiiliinden sentezlenmesinden dolay1 eklenmistir
(Axelrod & Weissbach., 1960). Pineal gland yani beyin epifizinin bir organ olarak
tanimlanmasi, Lerner ve arkadaslar1 tarafindan MLT molekiiliiniin izolasyonu ve

kesfinin yapildigi (1958, 1959b) 1950’11 yillarin sonlarina dayanir.

MLT ile ilgili en erken bulgulardan biri, pineal gland’den Oncelikle geceleri
sentezlenip salgilanmalaridir. Buradan sunu ¢ikarabilirizz MLT hormonunun
salgilanmasina giinesin diinyanin etrafinda doniisii sayesinde olusan karanlik ve
aydinlik dongiiniin o anki durumuna gore karar verilir (Axelrod ve ark., 1965). Sonug
olarak MLT seviyesi geceleri, giindiizlere kiyasla daha ¢oktur. MLT hormonunun bu
0zelligi onu ¢evresel fotoperiyodik degisimler hakkinda i¢ organlara bilgi vermesi i¢in

1yi bir sinyal molekiilii yapar (Tan ve ark., 2015).
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Sekil 1.26 Melatonin Salgilanmasinin Gece Giindiiz Dongiisiine Gore Degisimi

Bu dogal hormon viicutta pineal gland disinda ayni zamanda retinada,
gastrointestinal sistemde, kemik iliginde, 16kositlerde, lemfositlerde ve deride biiyiik
miktar1 giiniin karanlik donemi olan gece vakti kana ve beyin-omurilik sivisina salinir
(Bonnefont-Rousselot & Collin, 2010). MLT, beyin omurilik s1visini kolayca gecebilir

ve biitiin hiicrelere girebilir. Bunun sebebi ise hem lipofilik hem de hidrofilik yapisidir.

MLT’in bir¢ok fizyolojik fonksiyonu bulunmaktadir (Ates-Alagoz & Suzen.,
2001). Baslica fonksiyonlar1 sirkadyen ritmi diizenlemek, serbest radikallerin
zararlarim  diizeltmek, immiin sistemi giliclendirmek ve biyomolekiillerin
oksidasyonunu direkt ya da indirekt yollarla 6nlemektir (Suzen ve ark., 2000). Viicutta

bu molekiiliin eksikligi ya da indirgenmesi, bir¢ok fonksiyonun kontroliinii elinde
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bulundurdugu igin zararh etkilere sebep olabilir. Insiilin direnci, glukoz intoleranst,
uyku bozukluklari, metabolik sirkadyen sisteminde diizensizlikler ve metabolik
hastaliklar MLT eksikligi sonucu olusabilecek komplikasyonlardan bazilaridir

(Hardeland ve ark., 2011; Cippola-Neto ve ark., 2014).

Bu molekiiliin en énemli dzelliklerinden biri ise antioksidan etkisidir. Oyle ki,
MLT’in antioksidan kapasitesi (AOC) iizerinde o kadar ¢ok bilgi toplanmistir ki, bu
molekiiliin asil gorevinin canli organizmalar1t OS’ten korumak oldugu bir hipotez ile

One siirtilmiistiir (Tan ve ark., 2010).

1.3.1. Melatonin Sentezi

MLT sentezi ile ilgili caligmalarin ¢ogunlugu omurgalilar {izerinde o6zellikle
memelilerde yapilmistir. Memelilerde, MLT sentezinin baslangi¢ prekiirsorti gerekli
amino asitlerden triptofandir. Triptofan, ileriki adimlarda MLT sentezi ile
sonuglanacak serotonin molekiiliiniin miktarin1 belirler ve 06zellikle gece vakti
maksimum miktarina ulasir (Sugden, 2003). MLT sentezinin memelilerdeki klasik
yolag1 Sekil 1.27°de goriilmektedir. Denklemdeki siyahlar sadece hayvanlarda goriilen
mekanizmays1, yesil sadece bitkilerde goriileni, kirmizi ise hem hayvan hem bitkilerde

goriilen adimlar1 ifade etmektedir.

Triptofan
TPHH l | TD

S-hidroksitriptofan [riptamii

AAAD
I [SH
ASMT

S-metoksitriptamin e—— Serotonin

SN\TI laxar  CAMT/ASMI J

> £

|

N-asetilserotonin

\'\\”l CAMT/ ASMT
|

SNAT SNAT ‘

Melatonin

Sekil 1.27 Melatonin molekiiliiniin bitkilerde ve hayvanlarda sentezlenisi
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Memelilerdeki triptofan molekiiliiniin metabolizasyonu sirasinda, triptofan
hidroksilaz enzimi bu molekiilii 5-hidroksitriptofan bilesigine doniistiiriir (5-HTP).
Olusan 5-HTP, 5-hidroksitriptofan dekarboksilaz enzimi aracilifi ile de serotonin
(SRT) molekiiliine doniisiir. Diger taraftan bitkilerde triptofanin SRT’e doniisiimii
bitkilerde farkli bir mekanizma ile gergeklesir. Ilk olarak triptofan molekiilii, triptofan
dekarboksilaz ile triptamine doniisiir. Sonrasinda ise olusan triptamin, triptamin
hidroksilaz enzimi yardimi ile SRT e doniistiiriiliir. SRT molekiili elde edildikten
sonra bitkilerde ve memelilerde 6nce N-asetilserotonin (NAS- normelatonin olarak da

bilinir) sonrasinda da MLT molekiiliine doniistiiriiliir (Galano ve ark., 2017).

Memelilerde ve bitkilerde serotoninin sentez mekanizmasinda goriilen farkliliklar
Sekil 1.28 ve 1.29°da goriilmektedir.

0
OH NH,
triptofan 5- hldrok3|tr|ptofan
NH, hldroksnaz HO NH, karboksnaz
\
NH

Triptofan 5-hidroksitriptofan Serotonin
(5HTP) (SRT)

Sekil 1.28 Memelilerde serotonin molekiiliiniin triptofandan sentezi

triptofan triptamin
NH, dekarboksﬂaz hldroksnaz HO
/ NH NH

Triptofan Triptamin Serotonin
(SRT)

Sekil 1.29 Bitkilerde serotonin molekiiliiniin triptofandan sentezi

Serotonin molekiiliinden ise MLT sentezi bitkilerde ve memelilerde ayni

mekanizma ile gerceklesir. Bu mekanizma Sekil 1.30° da goriilmektedir.
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Sekil 1.30 Serotonin molekiiliinden melatonin sentezi

Bu mekanizmada serotonin N-asetiltransferaz (SNAT) MLT sentezinde iizerinde
en ¢ok ¢alisilan enzimdir. SNAT, MLTin iiretim reaksiyonlarinda hiz belirleyici enzim
olarak kabul edilmistir. Bu diistince SNAT enziminin aktivitesinin belirgin bir
sirkadyen ritim gostermesi ve bagl oldugu ritmin MLT miktar1 ile baglanti

gostermesinden ortaya ¢ikmuistir.

Bu yirmidort saatlik donglide, SNAT ve MLT {iretimi 6n hipotalamusta bulunan
bliyiik sirkadyen saati sayesinde gerceklesir, bu bolgeye suprakiazmatik cekirdek
(SCN) denilmektedir (Hastings ve ark., 2008). Her gece SCN, pineal gland’e
elektriksel sinyal gonderir, post-gangliyonik sempatik sinirlerden pinealositlere
norepinefrin (NE) salgilanmas1 gerceklesir. B1-adrenerjik reseptorlerine gelen NE |

arttirtlmig MLT tiretimi ve sekresyona sebep olur (Maronde & Stehle, 2007).

MLT molekiiliiniin geceleyin en yiiksek degerine wulasan iiretimi tim
omurgalilarda gériilen bir 6zelliktir. Insanlarda MLT ritmi dogum ile gelen bir &zellik
degildir fakat dogumdan sonra gelen alt1 ay icerisinde gerceklesir. Orta yaslara kadar
devam eden MLT miktarinin geceleri maksimum degerini gostermesi, orta yaslardan
sonra yasliliga dogru hem diger memeliler hem de insanlarda bozulmalar gostermeye
baslar (Reiter ve ark., 2010). MLT sentezinde belli yaslardan itibaren goriilen azalma

negatif sonuglar dogurabilir.
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1.3.2. Melatonin Metabolizasyonu

MLT genel olarak enzimatik, non-enzimatik yollarda ya da ROT ve ya RAT
oksidanlari ile reaksiyon sonucu gibi ii¢ farkli yol ile metabolize olabilir (Tan ve ark.,
2007a). MLT molekiiliiniin mitokondrilerdeki metabolizmasi soyledir: Burada MLT
non-enzimatik yol ile parcalanir. Bu islem sirasinda kullanilan enzim sitokrom C
olarak bilinmektedir ve MLT molekiiliinii N1-asetil-N2-formil-5-metoksikinuramin
(AFMK)’e doniistiiriir (Semak ve ark., 2008). Bu enzim ayn1 zamanda bakterilerde de
goriilmektedir. Bu bilgi ile bakterilerin de sitokrom C yardimi ile MLTi AFMK’e
dontstiirebilecegi ongoriisiinde bulunabiliriz. Buradan sitokrom C’nin MLTi ilk
parcalayan enzim, AFMK’nin non-enzimatik proses ile MLT metabolizmasinin ilk

iirlinii oldugunu ¢ikarabiliriz (Tesoriere ve ark., 2001).

4-Nitromelatonin AFMEK., AMK
N1-nitrozomelatonin AMMC, AMNK

] AMK oligomer

t
Nitrozomelatonin Kinuramin
0°
«®
'?4,: )
Melatonin
S
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Hidroksillenmis Melatonin Siklik Melatonin

' |

2-hidroksimelatonin

Siklik melatonin

Siklik 2-hidroksimelatonin
Siklik 3-hidroksimelatonin )

4-hidroksimelatonin
6-hidroksimelatonin

Beta-hidroksimelatonin

Sekil 1.31 Melatoninin metabolizasyon gesitleri

MLT genel olarak karacigerde mikrozomal sitokrom P450 tarafindan 6-
hidroksimelatonin (6-HMLT)’e metabolize edilir. CYP1A1 ve CYP1A2 genleri, bu
metabolizma isleminden sorumludur. 6-HMLT daha sonrasinda faz 1II
reaksiyonlarindan olan siilfat ya da glukuronik asit konjugasyonu reaksiyonlarina

girerler. 6-Sulfatoksi MLT siilfotransferaz enzimi sonucu elde edilen tiriindiir ve idrar
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ile viicuttan atilir. Glukuronik asit ile konjugasyonu sonucu olusan iiriin, 6-hidroksi
MLT glukuronid, ise 5’-difosfo-glukuronosiltransferaz enziminin aktivitesi sonucu
olusur (Chowdhury & Maitra, 2012).
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Sekil 1.32 Melatonin sentezi ve metabolizasyonu
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Enzimatik reaksiyonlar disinda, MLT hiicrelerde non-enzimatik yol ile de
metabolize edilebilir. MLT molekiilii 2 tane hidroksil radikali ile etkilestigi zaman,
siklik 3-hidroksimelatonin metabolitinin olugmas1 muhtemeldir (Hardeland, 2005).
Bunun yaninda MLT’in non enzimatik reaksiyonlar1 sonucu; 2-hidroksimelatonin, 4-
hidroksimelatonin, N-nitrosomelatonin, N-(1-formil-5-metoksi-3-okso-2,3-dihidro-
1 H-indol-2-ilidenmetil) asetamid, AFMK ve AMK molekiilleri de metabolit olarak
olusurlar (Tan ve ark., 2015) .

Beyinde, MLT kinuramin tiirevlerine, AFMK ve indolamine-2,3-dioksigenaz gibi
(IDO), metabolize edilir. AFMK daha sonrasinda deformilasyon reaksiyonu ile
enzimatik yol ile ya da kendi kendine daha stabil bir metabolit olan N1-asetil-5-
metoksikinuramin (AMK)’e doniistiiriiliir. Bu molekiil MLT in ilkel ve birincil aktif

metabolitidir (Tan ve ark., 2007).

1.3.3. Melatoninin Kimyasal Ozellikleri

MLT, besinci konumunda metoksi grubu, ii¢iincii konumunda ise bir amin grubu
tagtyan bir indolamindir. Molekiiler agirligr 232.2 g/mol’diir ve logP degeri 1.4’
esittir. Bu molekiiliin suda az ¢oziinebilirlik ve yagda yiiksek ¢oziintirliik 6zelligi
vardir bu da MLT’e fizyolojik bariyerleri kolaylikla gegme 6zelligi kazandirir. Dort
hidrojen bag1 akseptorii, 2 bag dondrii ve 4 yonii degistirilebilir bagi bulunmaktadir.
Molar refraktivite degeri 65.6’dir, topolojik polar yiizey alan1 54.12 A2 ve pKa degeri
12.3’tiir. Fizyolojik pH’da (7.4) MLTin nétral formu asit-baz formlarina kiyasla daha
fazla bulunmaktadir (Galano ve ark, 2016).
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Sekil 1.33 Melatonin (N-asetil-5-metoksitriptamin, MLT)
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1.3.4. Melatoninin Antioksidan Ozellikleri

MLTin en 6nemli 6zelliklerinden biri ROT ve RAT molekiillerinin énemli bir
kismini siiplirebilmebilmesidir. MLT molekiilii -‘OH (Yoshida ve ark., 2003), RO
(Scaiano., 1995; Reiter ve ark., 2001), CC1300 (Galano., 2011), 'O, (Cagnoli ve ark.,
1995; Matuszak ve ark., 2003) ve ‘NO (Escames ve ark., 1997; Siu ve ar., 2004) gibi
radikalleri etkili bir sekilde siiplirebilmektedir. Sonug olarak, in vivo serbest radikal
olusumu kaynakli molekiiler hasar1 azaltir (Melchiorri ve ark., 1994). MLT aym
zamanda lipid peroksidasyonunu da onler (Zavodnik ve ark., 2006). Ek olarak MLT
metabolize olduktan sonra olusan metabolitleri de antioksidan aktivite gosterirler.
Yani antioksidan aktivitede bir azalma olmaz. Metabolitleri ile birlikte gosterdigi bu
antioksidan etki antioksidan zinciri olarak bilinmektedir (Tan ve ark., 2000; Rosen ve
ark., 2006; Tan ve ark., 2007). Bu durum da MLT’1 diisiik konsantrasyonlarda bile

OSe kars1 koruyucu etkisini olaganiistii basaril kilar.

Bir diger yandan MLT; glutatyon, askorbik asit ve Trolox’un antioksidan
koruyucu etkilerini arttirir (Poeggeler ve ark., 1995; Gitto ve ark., 2001). Bu durum,
MLT’in  belirtilen antioksidanlarin  elektron transferi ile rejenerasyonunu
saglamasindan ileri gelmektedir. Hasar almis biyolojik hedeflerin onarimini yapmak
da ikinci derece antioksidan kapatiseye dahildir. MLT molekiilii oksitlenmis DNA’nin
onarimina destek olur (Tan ve ark., 2002). Bu durum MLT’in guanozin radikalini
guanozine elektron transferi ile doniistiirmesinden kaynaklanmaktadir. Ikinci derece
antioksidan o6zelligi de gosteren bir molekiil olarak MLT, aym1 zamanda singlet

oksijenin ('0») sitotoksik etkilerine kars1 ¢gikmaktadir (Cagnoli ve ark., 1995).

MLT molekiilii; Al, Cd, Pb, Zn, Fe ve Cu metalleri ile birleserek celat olusturur
(Limson ve ark., 1998) ve Cu(lIl), Fe(Il), Zn(II), Al(II) ve Mn(II) metallerinin
amyloid-f proteini ile etkilesimi sonucu serbest radikal olusumunu azaltirlar (Zatta ve
ark., 2003). MLT ayni1 zamanda Cu(II)/H>O> kaynakli protein hasarini azaltir (Mayo
ve ark., 2003) ve Cu kaynakl lipid peroksidasyonuna karsi koruma saglar (Parmar ve
ark., 2002). Bu bilgilere dayanarak MLT’in ¢ok islevli bir molekiil oldugunu sonucuna

varabiliriz.
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1.3.5. Melatonin Metabolitlerinin Antioksidan Ozellikleri

MLTin direkt radikal siipiiriicii aktivitesinin oldugu yaklasik 25 yildir
bilinmektedir (Tan & Chen ve Poeggeler, 1993). MLT bir radikal siipiiriicii olarak etki
gosterdiginde, 2 serbest radikal siipiirdiigli zaman, siklik 3-hidroksimelatonin
(c30HM) molekiilii olusur (Tan, Manchester & Reiter, 1998). Antioksidan aktivitesi
test edildigi zaman c¢30HM molekiiliiniin de radikal detoksifikasyonunda
kullanilabilecek antioksidan etkiye sahip oldugu ortaya ¢ikt1 (Galano ve ark., 2014;
Tan ve ark., 2014). Sonrasinda ayni 6zelligi ¢c30HM’in metabolizasyonu sonucu
ortaya c¢ikan NI1-Asetil-N2-formil-metoksikinuramin (AFMK) ve N-Asetil-5-
metoksikinuramin (AMK) molekiillerinin de tasidigi belirlendi (Tan ve ark., 2000; Tan
ve ark., 2002). MLT molekiiliine 6zel bu durum, metabolitlerinin de antioksidan

aktivite tasimasi durumu, MLTin antioksidan zinciri olarak bilinmektedir.

Bir serbest radikal siipiiriicii ve antioksidan molekiil olan MLT molekiiliiniin
antioksidan zinciri, onu diger klasik antioksidanlardan ayirmaktadir. Oyle ki,
molekiiliin birincil, ikincil ve hatta {iclincii jenerasyon metabolitleri antioksidan etki
tasimaktadir. Bu demektir ki, 1 MLT molekiili 10’a yakin ROT molekiiliinii
stipiirebilirken, klasik antioksidanlar ise en fazla bir ROT e kadar oksidan stipiirebilir.
MLTin antioksidan aktivitesi vitamin C, vitamin E, glutatyon ve NADH gibi
antioksidanlar ile in vivo ve in vitro ortamda karsilastirilmistir (Tan ve ark., 2003;
Lowes ve ark., 2013; Gitto ve ark., 2001). Buradaki dikkat ¢ekici nokta, MLTin
hiicreleri diger antioksidanlara kiyasla in vivo ortamda daha iyi koruyabilmesi
olmustur (Sharma & Haldar, 2006; Ortiz ve ark., 2013). Bunun 6nemli sebeplerinden

birt de MLTin antioksidan zinciridir.
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Sekil 1.34 Melatonin Antioksidan Zincirinin Serbest Radikallerle Etkilesimi

Bir¢ok caligma gostermistir ki, siklik-3-hidroksimelatonin, MLT molekiiliiniin
kendisinden daha fazla antioksidan aktivite gostermektedir (Tan ve ark., 2014).
Metabolitinin kendisinden daha fazla antioksidan aktivite gOstermesi durumu ayni
zamanda ti¢lincii jenerasyon metabolit olan AMK icin de gegerlidir (Ressmeyer ve
ark., 2003). AFMK in etkisi ise diger metabolitlere gore daha azdir fakat bu metabolit
2 elektron birden bagislayabilme 6zelligine sahiptir.(Tan ve ark., 2001)

MLT ve metabolitlerinin birlesmis antioksidan kapasiteleri bir birimden fazla
radikali ya da oksidani silipiirmelerinin sebebidir. Daha oncesinde de belirtildigi gibi
MLT ¢oklu fonksiyon gdsteren bir molekiildiir. Radikal siipiirmenin yaninda, ikincil

antioksidan aktivite olarak bilinen etkileri de gosterirler. Bu duruma 6rnek olarak
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metal c¢elatlar1 olusturmalar1 verilebilir. Bu olusturulan c¢elatlar hidroksil gibi
radikallerin inhibisyonuna sebep olabilir ve bdylece onunla gelen OS 6nlenmis olur.
Burada 6nemli olan nokta ise MLT ve metabolitlerinin antioksidan aktivitede “is
bolimii” yapmalaridir. Bazilar radikal siipliriicii olarak etki gosterirken, digerleri
metal ¢elatlayicilar olarak etkili olabilirler (Alvarez-Diduk ve ark., 2015). Bu sayede
metallerin sebep olabilecegi OSin Oniine gecilir ve protein, lipid oksidasyonu,

mitokondri ve DNA hasar1 gibi sorunlar 6nlenmis olunur (Galano ve ark., 2016).

MLT analogu biyolojik 6nemi olan baz1 molekiiller Sekil 1.35°de goriilmektedir.
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Sekil 1.35 Melatonin ve analogu olan bazi bilesikler
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1.3.5.1. Siklik 3-hidroksimelatonin (¢c3OHM)

HO
O@f@
and
H @)

Siklik 3-hidroksimelatonin (c30OHM), ilk olarak insan ve farelerin idrarinda
MLTin bir metaboliti olarak bulunmustur (Tan ve ark., 1998). MLTin bir¢ok ROT ve
RAT ile etkilesimi sonucu ¢c3OHM iiretilir. Bu metabolitin her bir molekiilii, iki ABTS
katyon radikalini indirgeyebilir (Tan ve ark., 2003) ve bodylece Fenton reaktanlari
dolayisiyla olusabilecek OS 6nlenmis olunur (Lopez-Burillo ve ark., 2003). C30HM
hipervalent hemoglobini indirgemede MLTe kiyasla 2 ile 3 kat arasinda daha etkilidir
(Tan & Reiter, yaymlanmamis gézlemler) . Bu metabolit ayn1 zamanda -OH (Tan ve
ark., 2014; Lopez-Burillo ve ark., 2003; ,Galano ve ark., 2014) ve ‘-OOR (Galano ve
ark., 2014) radikallerini de siiplirebilmektedir. Ek olarak Cu(II)-askorbat
karisimlarindan kaynaklanan OSi engeller ve bu yol ile -‘OH olusumunu 6nler (Galano

ve ark., 2015).

1.3.5.2. N1-asetil-N2-formil-5-metoksikinuramin (AFMK)

Bu metabolitin bir molekiilii 2 elektron bagislama 6zelligine sahiptir (Tan ve ark.,
2001). Analizler gostermistir ki, diisiik konsantrasyonlarda bu elektron sayis1 dort ve
daha fazlas1 dahi olabilmektedir (Rosen ve ark., 2006). AFMK’in, O»-. Radikalini
stipiirebilme yetenegi MLT ile ayn1 oldugu goriilmiistiir (Maharaj ve ark., 2002). Bu
metabolit; lipid peroksidasyonunu, oksidatif DNA hasarmi ve H>O> ve amyloid-3

kaynakli noron hiicresi hasarii engeller. Cu(Il)-askorbat karisimindan kaynaklanan
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OSi Cu metali ile ¢elat olusturarak 6nler (Galano ve ark., 2015). Bu metabolitin ayni
zamanda anti-eflammatuvar ve immiinregiilator aktivitesi bulunmaktadir (Tan ve ark.,
2007).

1.3.5.3. N-asetil-5-metoksikinuramin (AMK)

0 0
/O NJ\
H
NH,

AMK, MLTin AFMK metabolitinin deformil formudur ve hem enzimatik hem de
non-enzimatik yollar ile tiretilebilir (Shida ve ark., 1994). ROT siipiirmede ve protein
oksidasyonunu oOnlemede AMK, AFMK’den daha istiindiir (Ressmeyer ve ark.,
2003). Bunun yaninda; RAT (Guenther ve ark., 2005; Tapias ve ark., 2009) ve diger
oksidanlar1 (Behrends ve ar., 2004; Kuesel ve ark., 2010) siiplirmede iyi bir
antioksidandir. Direkt antioksidan etkilerinin yaninda, AMK ndronal nitrik oksit
sentetaz enzimini inhibe eder ve bu yolla hiicre i¢i NO seviyesini diisiiriir (Entrena ve
ark., 2005 Leon ve ark., 2006). Tipk: prekiirsoriit MLT gibi AMK de, mitokondriden
elektron sizmasini azaltarak ATP iiretimini arttirir (Hardeland, 2005). Hem AFMK
hem de AMK’nin ‘OH radikalini siiplirmekte etkili olmasinin en énemli sebebi, ortam
polaritesinden bagimsiz olarak bu radikale karsi gosterdikleri aktivitedir. Bu iki
metabolit ayn1 zamanda -OOCI; radikalini siiplirmekte de yiiksek aktivite gosterir iken,

‘OOH radikalini siiplirmek agisindan etkisizdirler.

AFMK ile AMK ortam polaritesinden bagimsiz olarak birbiri ile
karsilastirildiginda, AFMK’in AMK’den daha giigsiiz bir radikal siipiiriicli oldugunu
gormekteyiz. Bu yiizden MLT AFMK’e metabolize oldugunda radikal siipiirebilme
etkisi azalmaktadir. Bunun yaninda AMK’in radikal siiplirebilme aktivitesi ortam
polaritesine bagimlidir. Sulu soliisyonlarda AMK MLTden daha hizli etki gosterir.
Dolayis1 ile MLT sulu ortamda AMK’e metabolize edildiginde radikal siipiirme
aktivitenin arttig1 goriiliir. Non-polar ortamlarda ise AMK ve MLTin relatif radikal
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siipiirme aktiviteleri radikale baglidir. Arastirmalara gore, lipid ortamlarda, MLT
‘OOH ve ‘OO0OCCI; radikallerini siiplirmekte 1yi iken, AMK ise ‘OH siipiirmekte iyi
aktivite gosterir (Galano ve ark., 2013).

1.3.5.4. 5-Hidroksitriptofan (SHTP)

5-HTP OS-kaynakli hasar1 inhibe etmede 6nemli bir antioksidandir. Antioksidan
Ozelliklerinden ilki enflammasyon hastaliklarinda faydali olmasidir (Christen ve ark.,
1990). Bu antioksidan Fe-kaynakli lipid peroksidasyonunu engeller (Cadenas ve ark.,
1987) ve Fe-askorbat karisimdan kaynaklanan lipid ve protein oksidasyonunu engeller
(Millan-Plano ve ark., 2010). Bu aktiviteleri oksidasyona sebep olan metaller ile selat
olusturarak gosterir (Weber ve ark., 1971). Aym zamanda insanlarda UV-15181
kaynakli monosit apoptozisini engeller (Lysen ve ark., 2003), insan fibroblastlarinda
tert-butilhidroperoksit kaynakli oksidatif hasar1 engeller (Bae ve ark., 2010),
membranin akigkan yapisin1 OS durimuna kars1 korur (Reyes-Gonzales ve ark., 2009)
ve pro-enflammatuvar mediyatorlerin {iretimini azaltarak enflamasyon ve kolajen-
kaynakl1 artritisi engeller (Yang ve ark., 2015). In vitro ortamda yapilan arastirmalara
gore, 5-HTP -OH siipiirmekte MLT, Trolox (Herraiz ve ark., 2004) ve askorbik asitten
(Keithahn ve ark., 2005) daha iyidir. Bunun yaninda 5-HTP metaboliti, o, a-difenil-3-
pikrihidrazil (DPPH) radikalini siiplirmekte de etkilidir ve linoleik asidin
peroksidasyonunu %95 oraninda 6nleyebilir (Siddhuraju ve ark., 2003). Ek olarak NO
radikalini siipiirmekte (Noda ve ark., 1999), hiperglisemi kaynakli OSi 6nlemede
(Derlacz ve ark., 2007), etkilidir fakat bu etki MLT’in etkisinden daha azdir.
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1.3.5.5. Serotonin (5-HT)

NH,

HO

Serotoninin sulu fazda ya da su-membran arayiiziinde, membranlar1 lipid
peroksidasyonuna karst serbest radikal siipiiriicii 6zelligi ile korudugu ileri
stiriilmiistiir (Daniels ve ark., 1996). Koruyucu aktivitesi sayesinde, beyinde hasar olan
ya da enflammasyon boélgeleride serotonin salgilandiginda merkezi sinir sisteminde
ikincil doku hasar1 engellenmis olunur (Huether ve ark., 1997). 5-HT nin antioksidan
aktivitesinin kiyaslanmasinda farkli metodolojiler ve referans bilesikler olarak
hidroksianizol (BHA), biitillenmis hidroksi toluen (BHT), alfa-tokoferol ve Trolox
kullanilmigtir (Sarikaya ve ark., 2015). Sonuglarda 5-HT’in lipid peroksidasyonunu
onlemede etkili oldugu ve bu etkinin referans molekiillerdekinden daha fazla oldugu
goriilmiistiir. Bunun yaninda 5-HT antioksidani DPPH, 2,2'-azino-bis(3-etilbenzo-
tiyazolin-6-siilfonik asit (ABTS™), hidrojen peroksit (H202) ve N,N-dimetil-p-
fenilendiamin (DMPD) radikallerini siipiirebilme yetenegine sahiptir (Giilgin ve ark.,
2008). DMPD siipiirebilmede 5-HT in aktivitesi, MLTden daha fazladir.

5-HT’in néronal hiicreler iizerindeki antioksidan kapasitesi, beyin sinaptozomal
parcalarinda meydana gelen Fe(Il) ve askorbat kaynakli oksidatif hasar arastirilarak
incelendi. Oksidasyonun 5-HT tarafindan basarili bir sekilde azaltildig1 goriildi ve
bunun yaninda ‘OH radikali {iretimi de azaltilmis oldu. Ek olarak, 5-HT ferrik iyonu
(Fe(Ill)) rediikleyici 6zellik ve Fe(Il) selatlayici aktivite de gosterir (Sarikaya ve
Giilgin, 2008).
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1.3.5.6. N-Asetilserotonin (NAS)

HN~<

HO

Ir=

NAS, MLT’in hem prekiirsorii hem de bir metabolitidir (Garcia ve ark., 2001).
MLT molekiiliiniin %15’inin NAS’e demetilasyon ile metabolize edildigi hipotez
edilmistir, bu sirada MLTin bazi yararh etkilerinin NAS’e gectigi diisiiniilmektedir.
Ayrica NAS’in ROT kars1 antioksidan aktivitesinin, MLT den daha fazla oldugu
goriilmiistir (Wolfler ve ark., 1999). Bu molekiil, 6-hidroksidopamin kaynakli
norotoksisiteye karst koruma saglar (Aguiar ve ark., 2005). NAS ayni zamanda
antioksidan ve aktiviteler tagimaktadir (Oxenkrug ve ark., 2001). Bunun yaninda
amyloid-B kaynakli norotoksisiteye karsi koruma saglar (Bachurin ve ark., 1999) ve
151k ile dejenerasyona ugrayan retinal fotoreseptor hiicrelerini korur (Tosini ve ark.,
2012). H2O> kaynakli hiicre Sliimlerini inhibe eder ve hepatosit hiicrelerde ROT
tretimini engeller (Jiang ve ark., 2014). Demir, H>O, ve 2,2'-azobis-(2-
amidinopropan) (AAPH) oksidanlar1 sayesinde olusan lipid peroksidasyonunu
engeller (Galano ve ark., 2016). Arastirmalar sonucu goriilmiistiir ki, farelere yapilan
NAS takviyesi sonucunda, lipid peroksidasyonunda azalma ve bobrek ve beyinde

glutatyon peroksidaz miktarinda artisg goriilmiistiir (Oxenkrug ve ark., 2001).

NAS, bakir kaynakli lipid oksidasyonunu (Seeger ve ark., 1997; Siu ve ark., 2001)
ve Cr(IIT) kaynakli DNA oksidatif hasarlarini inhibe eder (Qi ve ark., 2000). Ayn
zamanda Fe-askorbat karisimlarindan kaynaklanan lipid peroksidasyonunu, Fe-
kaynakli lipid peroksidasyonunu ve de lipid otooksidasyonunu inhibe eder
(Karbownik ve ark., 2001). NAS’in antioksidan etkilerinin; yaslanma Kkarsiti,
antihipertansif, antidepresan ve antitiimor etkilerini pekistirebilecegi diistiniilmektedir
(Oxenkrug ve ark., 2005). Bunun disinda NAS ve metabolitlerinin; OS kaynakli hiicre

Oliimii, mutagenez ve kanser, sepsis, post-iskemik travma, Parkinson’s ve Alzheimer’s
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hastaliklarinda faydali olabilecegi diisiiniilmektedir. NAS’in aym1 zamanda kendi
kendini koruyan retinanin antioksidan sisteminde, fotoreseptor hiicrelerde etkili bir

serbest radikal siipiiriicii olabilecegi diisiiniilmektedir (Longoni ve ark., 1997).

1.3.5.7. 6-Hidroksimelatonin (6-OHM)

HO N

6-OHM, etkili bir antioksidan olmanin yaninda, NAS ile birlikte MLT’in
viicuttaki antioksidan aktivitesinin biiyiik bir kisminindan sorumlu olan molekiillerden
biridir. Ayni1 zamanda NAS ve 6-OHM, MLT den daha hidrofiliktir, serbest radikal
stipiirme islemlerini genellikle sulu ortamda gergeklestirebilirler, su-lipid araytiziinde.
MLT ise lipid ¢ift tabakalar1 arasinda pozisyon alir ve membran proteinlerini OSin

zararh etkilerine kars1 korur (Slominski ve ark., 2014).

6-OHM, tiyobarbitiirik asitten kaynaklanan lipid peroksidasyonunu inhibe eder
(Pierrefiche ve ark., 1993). Bu molekiiliin antioksidan kapasitesinin MLT’ den daha
fazla oldugu diisliniilmektedir. Bunun sebebi ise MLT’den farkli olarak fenil
halkasinda ek bir hidroksil grubu bulundurmasidir. Siyaniir kaynakli OSe karsi
koruma saglar (Maharaj ve ark., 2003). Bu molekiil, 102’1 hizli bir sekilde
sondiirebilir (Matuszak ve ark., 2003), bu durum da 6-OHM’in noroprotektif

etkilerinin olabilecegi ¢ikarimini yapmamizi saglar (Maharaj ve ark., 2005).

Ikincil antioksidan aktivite kapsaminda ise, 6-OHM, UV-radyasyonu temelli
olusan OSe kars1 koruma saglamaktadir (Maharaj ve ark., 2002). Hatta, 6-OHM’in,
glines kremlerinin i¢ine katilan MLT’in korumasini saglayan molekiil oldugu ileri

stiriilmiistiir. Ayrica aragtirmalara gore bu molekiil, Fe-kaynakli lipid
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peroksidasyonunu azaltabilir (Maharaj ve ark., 2006). Gortildiigii tizere 6-OHM ben
birincil hem de ikincil antioksidan aktivite gosterebilmektedir (Alvarez-Diduk ve ark.,
2015).

1.3.6. Melatoninin ve hastaliklar iizerine etkileri

1.3.6.1. Melatoninin Anti-Enflammatuvar Etkisi

Onceden de bahsedildigi gibi, MLT beyin epifizi disinda immiin sistem
hiicrelerinin de dahil oldugu bir¢ok dokudan sentezlenebilmektedir. MLT in immiin
sistem hiicrelerini, reseptorleri araciligi ile etkiledigine inanilmaktadir. Lokositler
tizerinde ML T’ in hem membran hem de niikleer reseptorleri bulunmaktadir. Uyarilmis
lemfositlerin proliferatif yanitlar1 bu reseptorler tizerinden MLT diizenler (Szczepanik,
2007). MLT ayn1 zamanda T lemfositlerin , monositlerin, dogal 6ldiiriicli hiicrelerin,
graniilositlerin ve hiicrelere bagli olan sitotoksisitenin aktivasyonunu saglar ve in vivo
antikor kaynakl1 cevaplarin olusmasini saglar (Lissoni ve ark., 2008). In vitro ortamda,
glukokortikoidlerin immiin sistem iizerindeki etkisi MLT tarafindan diizenlendigi
goriilmiistlir. Bu molekiiliin hiicresel bagisikligin diizenlenmesinde immiinomodiilator
etki gosterdigi bilinmektedir. MLT in immiin sistem {izerindeki diizenleyici 6zelligi
mevsimlere bagimlidir (Esposito ve Cuzzocrea, 2010; Kostoglou-Athanassiou, 2013).
Buradan sonug olarak, immiin sistem ve endojen sirkadyen sistem arasindaki iletisimin

MLT sayesinde saglandigini ¢ikartabiliriz (Karaaslan ve Suzen, 2015).

Immiin sistemin bircok 6zelligi giinliik bir ritme dayali olarak gergeklesir. Bu
durum bagisikligin saglikli devamliligi i¢in ve dogru immiinn sinyallerinin cevap
olarak gonderilmesi i¢in 6nemlidir. Bir diger taraftan ise, bagisiklik sisteminin
cevaplar sirkayden ritimde degisikliklere sebep olur, var olan hassas dengeyi bozar
ve hastaliklarda da kendini belli eder (Cermakian ve ark., 2014). MLT bunun yaninda
hem pro-enflamatuvar hem de anti-enflamatuvar 6zellige sahip bir molekiildiir. Bu
ozelliklerin ikisini de gosteren molekiil etki seklini etkilesecegi hiicre tiiriine gore
belirler (Mauriz ve ark., 2013). MLT, 16koasit ¢ogalmasinin giinliik (diurnal) ritmini,

sitokin liretimini, NK hiicre aktivitesini etkiler.
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1.3.6.2. Melatonin ve Sedef Hastahgi

Sedef hastalig1, psoriasis, yaygin goriilen, kronik, tekrarlayabilen iltihapli bir deri
hastaligidir ve cesitli sebepler ile beraber kisilerin genetik gegcmisinden kaynaklanarak
ortaya cikar. Bazi endokrinopatilerde; Cushing’s hastaligi, Klinefelter’s sendromu,
Turner’s sendromu, sarcodiosis ve sedef hastaligt MLT hormonunun metabolizmada
yetersiz bulunmasi ile iliskilendirilmistir (Grivas ve Savvidou, 2007). Enflamatuvar
etiyolojisi olan bu hastaliklarin tedavisinde MLT, hastaligin gidisatini iyilestirir. Bu
kapsamda, hastalarin geceleri sentezledikleri MLT miktar1 ile hastalig1 tasimayan
kisilerin geceleri sentezledikleri MLT miktar1 karsilastirilmis ve hastalarda MLT
miktarinin az oldugu goriilmiistiir (Morrey ve ark., 1994). Bu tiir MLT eksikliginden
kaynaklanan hastaliklarin tedavisinde, bu molekiiliin agonisti olan agomelatin (Sekil

1.36) ya da MLT salgilanmasini diizenleyen ajanlar kullanilir.

Sekil 1.36 Agomelatin

1.3.6.3. Multipl Skleroz ve Melatonin

Multipl skleroz (MS) hastaligi, merkezi sinir sistemi hastaliklarindan geng
yetigskinlerde en c¢ok goriileni olan demiyelinizan hastaliktir. MS etiyolojisinde
cevresel faktorler cok onemli yer tasimaktadir. Yapilan ¢calismalarda OSin bu hastaliga
sebep olabilecek etmenlerden oldugu goriilmiistiir (Adamczyk-Sowa ve ark., 2014).
Bilindigi lizere MLT antioksidan 6zellik tasir ve bu yiizden MS hastaligi tedavisi
kapsaminda MLT iizerinde ¢alismalar yapilmistir (Mehta ve ark., 2010; Golan ve ark.,
2013). Arastirmalar sonucunda, MLT ’in MS hastalig1 sebebi ile ilerlemis insomniasi
bulunan hastalarda kullanilabilecegi goriilmiistiir. Uyku bozukluklar1 olan bir
hastalikta sirkadyen ritmin diizenlenmesi faydali olabilir bu nedenle bu alanda daha

fazla caligmalar yapilmalidir. (Karaaslan ve Suzen, 2015).

53



MLT’in antioksidan 6zelligi disinda kuvvetli bir noroprotektan olusu MLT
lizerinde daha c¢ok arastirmalar yapilmasimi saglamistir. MLTin OSi ve lipid
peroksidasyonunu azaltmasi ve kirmizi kan hiicrelerindeki antioksidan enzimlerin
aktivitelerini arttirmasini incelemek i¢in MS hastalar1 test edilmistir. Hastalara 30 giin
boyunca 10 mg MLT verildi. Sonunda; hastalarin SOD, GPx miktarlarinda artis ve
hastalarin eritrositlerinde MDA miktarlarinda azalma goriildii. Bu sonuglar MLT’in
MS hastalig1 tedavisinde ciddiye alinarak arastirilmasi gereken bir konu oldugunu

gostermektedir (Miller ve ark., 2013).

1.3.6.4. Alzheimer Hastalig1 ve Melatonin

Norodejeneratif hastaliklar (ND), néron kaybi ile meydana gelen kronik ve
ilerleyen bir hastaliklardir. Alzheimer’s hastalifi (AD) bu hastaliklarin en ¢ok
karsilagilan tiirlerindendir. Bu hastalifa sebep olan spesifik ndérodejenerasyonun
kaynagi bilinmemekle birlikte, serbest radikal hasari, mitokondri fonksiyon
bozukluklar1 ve eksitotoksisite mekanizmalarinin néronlarin 6liimiinden sorumlu

oldugu diistiniilmektedir (Reiter ve ark., 1998).

Yaglanmanin en bilinen etkilerinden biri MLT seviyesinde olusan azalmadir. Bu
ylizden yaslanma ile gelen, serbest radikal kaynakli ndérodejeneratif hastaliklarin
Onlenmesi i¢in disaridan diizenli sekilde antioksidan alinmalidir (Johnson ve ark.,
2013). MLT ile tedavinin AD disinda bipolar bozukluk ve depresyon gibi birgok
hastalikta etkili oldugu goriilmiistiir. Ozellikle MLT ve prekiirsorii olan N-

asetilserotonin bu hastalikta kullanilirlar (Anderson ve Maes, 2014).

Bir hastanin AD oldugunu anlamanin bir yolu amyloid-B (AB) peptidlerinden
olusan plaklarin gériilmesidir. Ozellikle kolesterol miktarindaki degisimler ve
beyindeki MLT miktariin azalmasindan dolay1 yaslanma da AD gelismesinde 6nemli
bir etmendir. 30 mol % MLT’in anyonik membranlara eklenmesinin, AP plagim

azalttig1 goriilmiustiir (Dies ve ark., 2014).
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Kurkumin-MLT tiirevleri iizerinde AD kapsaminda arastirmalar yapilmistir ve
(Chojnacki ve ark., 2014) iiretilen tiirev ciddi norolojik koruma etkisi gostermistir.
Bunun yaninda yeni norojenik, antioksidan, kolinerjik ve ndro koruma saglayan MLT-
N,N-dibenzil(N-metil)amin tiirevleri gelistirilmistir (Lopez-Iglesias ve ark., 2014).
Bunlar diisiik konsantrasyonlarda noron hiicrelerini mitokondri kaynaklit OSe kars1
korumakta, antioksidan Ozellikler gostermekte ve insan asetilkolinesteraz enzimini
inhibe etmektedir. Diisiik toksisiteleri bulunur ve merkezi sinir sistemine sizabilirler.
Bu prototip molekiiller, AD arastirmalarinda faydali olabilir (Karaaslan ve Suzen,
2015) .

1.3.6.5. Parkinson Hastalig1 ve Melatonin

Parkinson hastaligi, merkezi sinir sisteminin dejeneratif bir hastalifidir. Bu
hastalikta beyinin bir boliimii zamanla hasar alir. Zamanla beyin sapi, bazal 6nbeyin
ve hipotalamusta (Abbott ve ark., 2005) norotransmitter eksikligi ile olusan néron

kayb1 goriiliir.

Uyku bozukluklar1 PD hastalarinda 6nemli bir sorundur. Bu sorun hastalarin
yaklasik 2/3 inde insomnia, hizl1 g6z hareketi (REM), uyku aliskanlig1 bozuklugu ve
glin icinde uyuklama gibi Ozellikler ile goriilmektedir. Bu 6zelliklerin kognitif
bozukluklara ve bunakliga sebep oldugu ileri siiriilmiistiir. (De Cock ve ark., 2008;
Postuma ve ark., 2012).

Sirkadiyen ritim bozukluklari, PD hastalarinda goriilen 6nemli sorunlardandir.
Yapilan ¢alismalarda dopaminerjik tedavi uygulanan hastalarda MLT salgisinda
tyilesmeler ile birlikte sirkadiyen ritimde diizelme goriilmiistiir (Fertl ve ark., 1991).
Fakat bunun yaninda MLT uygulanan hastalarin sirkadiyen ritmi (DLMO) ve uyku
diizeni (HSO) arasinda uyusmazliklar ortaya ¢cikmistir (Bolitho ve ark., 2014).
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1.3.6.6. Bipolar Hastalk ve Melatonin

Yiiksek morbidite ve mortalite ile seyreden kronik bir hastalik olan Bipolar
Hastalig1 (BD), c¢ok sik goriilen diinya niifusunun % 1-4’{inii etkisi altina alan bir
hastaliktir (Leboyer ve ark., 2010). Olanzapine bipolar hastalarina genellikle verilen
ve yan etkileri bulunan bir ilagtir. MLT’in olanzapin ilacinin yan etkilerini azaltmasi
hedeflenen bir ¢calismada, olanzapin ve lityum karbonat ile yapilan MLT takviyesinin,
kolesterol seviyesindeki artisi inhibe ettigi ve plaseboya kiyasla sistolik kan basincini
kontrol ettigi goriilmiistiir (Mostafavi ve ark., 2014). Ek olarak baska bir ¢alismada da
MLT takviyesinin, ikinci-jenerasyon antipsikotiklerin yan etkilerini azalabilecegi

hipotezi 6ne siiriilmiistiir (Romo-Nava ve ark., 2014).

Baska bir ¢alismada ise MLT’in koruyucu etkileri iizerinde ¢alisilmig, uvabain
maddesinden kaynaklanan manik durum incelenmistir. MLT, uvabain kaynakl
hiperlokomosyon ve beyinde olusan OSe kars1 fareleri korudugu goriilmiistiir. Bu
calisamadan, antioksidan etkilerinden dolayi1 MLT’in antimanik-benzeri etki
gosterdigini ve bipolar hastaligi calismalarinda dikkat edilmesi ve arastirilmasi

gereken bir molekiil oldugunu ¢ikarabiliriz (Souza ve ark., 2014).

1.3.6.7. Diyabet ve Melatonin

Diyabet, yliksek kan seker degeri tasiyan yaygin bir hastaliktir. Arastirmalar
gostermistir ki hiperglisemi MLT sentezini negatif yonde etkilemektedir. Diyabetin
negatif etkilerini diizeltebilmek i¢in MLT kullanilabilecegi o©ne siirtiilmiistiir.
Diyabetin en 6nemli sonuglarindan biri de OSe sebep olmasidir. MLT iiretiminin
azalmas1 ROT ve RAT oksidanlarinin hiicrelere zarar vermesine sebep olabilir
(Amaral ve ark., 2014). Bu ylizden MLT destegi diyabetik hayvanlarda OSi azaltmak
i¢in faydalidir (Tan ve ark, 2007; Niedowicz ve ark., 2005).

MLT miktarinda ¢esitli sebeplerle meydana gelen azalma; insiilin rezistansi,

glukoz intoleransi, uyku bozuklugu, metabolik sirkadiyen bozukluguna sebep olup
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obezite ile sonuglanabilir. Arastirmalara gére MLT takviyesi viicudun yeniden saglikli

bir yapiya kavusmasini saglayabilir (Cippola-Neto ve ark., 2014).

Bunlara ek olarak, MLT’in metabolik risk faktorlerini azalttigi ydniindeki
caligmalarda, diyabetik hastalarin kalplerinin ¢ok sayida apoptotik hiicreye sahip
oldugu goriilmiistiir. Bu kapsamda MLT’in kardiyomiyopatiye karsi iyilestirici
0zelligi olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Amin ve ark., 2014). Yaslanma durumu belli
pankreatik genlerde degisime ve insiilin salgilanmasi ile glukoz metabolizmasi gibi
sistemlerde degisime sebep olur. Bu durumlar da sonug¢ olarak enflamasyonlara ve
OSe sebep olur. Yash farelere MLT verilmesi farelerin pankreatik islevlerinin
tyilesmesine ve enflamasyon ile OSin azalmasina sebep olmustur (Tresguerres ve ark.,
2013).

1.3.6.8. Kanser ve Melatonin

Son on yilda yapilan aragtirmalarda sirkadiyen ritmi degistirmek ya da bozmanin
insanlarda kansere sebep olabilecegi ileri siiriilmektedir. MLT’in onkostatik etkisi
antikanser korumaya katkida bulunmaktadir (Kostoglou-Athanassiou ve ark., 2013).
MLT’in bir¢ok insan kanseri tiiriinde antitimor etki gosterdigi bilinmektedir (Paroni
ve ark., 2014). MLTin; prostat, kolorektal, sinirsel, yumurtalik, meme, servisk,
sarkoma, hepatoseliiler karsinom, melanom, larenks karsinomu ve deri karsinomu

tiimorlerinde onkostatik etkisi goriilmiistiir (Mediavilla ve ark., 2010).

Son yillarda yapilan ¢aligmalar gostermistir ki MLT; timdr baslama, biiylime ve
gelismesini Onleyebilir. ROT ve RAT bilindigi iizere kanserin baslamasina sebep
olabilirler ve tliimdriin gelismesini biliytime ile iligkili genlerin degismesini saglayacak
sinyallerin gonderilmesi ile gerceklestirebilir (Cerutti ve ark., 1994, Karbownik ve
ark., 2001). Dolayistyla, MLT’ in iyi bilinen bir antioksidan olarak serbest radikal
kaynakli kanser olusumuna karsi koruyucu etkilerinin olmasi beklenmektedir. Bu
hipoteze dayali olarak, MLT’in, serbest radikallerden kaynaklandig1r bilinen
iyonlagtirict radyasyon temelli DNA hasarina karsi koruyucu etki gosterdigi

bulunmustur (Karbownik ve ark., 2000, Vijayalaxmi ve ark., 2004).
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Serbest radikal siipiirme 6zelliginin yaninda, MLT in hiicrelerarasi antioksidan
korumay1 siiperoksit dismutaz ve katalaz gibi antioksidan enzimleri ve GSH gibi
antioksidan molekiilleri tetikleyerek (Sanchez-Sanchez ve ark., 2011), ek olarak da
nitrik oksit sentetaz gibi prooksidan enzimlerin ekpresyonunu engelleyerek
gerceklestirebilir (Crespo ve ark., 1999). MLT’in bu antioksidan aktivitelerinin
antikanser aktivitesine katkida bulundugu diisiiniilmektedir (Karbownik ve ark., 2001,

Di Bella ve ark., 2013, Chowdhury ve ark., 2013).

Ksenobiyotikler
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Biyoaktivasyon $ MLt MLT
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inisiasyon l < DNA hasar
Apoptoz
DNA hasarn
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|
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t indirgeyici lac
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Sekil 1.37 Kimyasal karsinojenezde MLT’in muhtemel rolleri

Ostrojenler normal meme bezlerinin gelisme, bilyiime ve farklilasmasi icin
gerekli bir hormondur. Menstriiel dongiiyli kontrol eder ve ayni1 zamanda kalp ve
kemiklere de etki ederler. Ayn1 zamanda bir kadinin meme kanseri olmasinin sebebi
de uzun siire Ostrojene maruz kalmis olmasidir (Cos ve ark., 2014). Cogu calisma
gostermistir ki, MLT meme bezindeki kotii huylu hiicrelerin cogalmasini engeller (Cos

ve ark., 2000).

58



MLT, meme kanserinde tiimdr g¢ogalmasimi ve Ostrojen kaynaklt meme
tiimorlerinin biiyiimelerini 6nleme islemini iki yolla gergeklestirebilir. Bunlardan ilki,
noroendokrin iireme eksenini azaltarak Ostrojen miktarinin azalmasini saglamak,
digeri ise tiimor hiicreleri arasinda farkli sinyal yollar1 olusturmasidir (Cos ve ark.,
2014; Giirer-Orhan ve ark., 2017).

MLT’in kanser inhibisyonu mekanizmasi; MLT’in antioksidan etkisi, dstrojenin
lokal sentezlendigi bolgelerde bulunan enzimlerin modiilasyonu, anti-anjiyojenez,
immiin sistem aktivasyonu ve epigenetik faktorleri igermektedir. Bu molekiiliin timor
baskilayict etkisi ve MT1 reseptorii iceren ¢esitli tiimoriin bulunmasi, bu reseptoriin
oral kanser gelisiminde 6nemli rol oynayabilecegini gostermektedir (Cutando ve ark.,
2014).

Lissoni ve arkadaslarun yaptig1 arastirmalara gore, vaskiiler endotelyal biiyiime
faktorii (VEGF) olan hastalarda, MLT tiimoriin biiylimesini bir anti-anjiyojenik
molekiil olarak engelleyebilir (Lissoni ve ark., 2001). Baska bir calismada ise, MLT’in
hiicre biliyiimesini engelleyen ve apoptoz olusmasina sebep olan etkileri incelenmistir
(Cui ve ark., 2006). Sonug olarak MLT hiicre 6liimii ve hiicre siklusu arrestine sebep
olmus ve bu ylizden hepatokarsinoma terapisinde MLT’in faydali olabilecegi

goriilmiistiir (Martin-Renedo ve ark., 2008).

1.3.7. Sentetik Melatonin Analoglari

MLT molekiiliiniin terapotik agidan ilgi ¢ekici birgok 6zelligi bulunmaktadir.
Sagliga olan ¢esitli faydalarinin yaninda, MLT toksisitesi ¢ok diisiik (Jahnke ve ark.,
1999) ve fizyolojik bariyerleri gegebilen bir molekiildiir. Ek olarak antioksidan
kapasitesi, metabolizasyon sonrasi azalmaz. Bu sebeplere bakildiginda MLT'in
sentetik tlirevlerinin arastirilmas1 kagmilmaz olmustur. Bu arastirmalarda genel
strateji, MLT’de bulunan indol halkas1 sabit tutularak bagli olan gruplarin
degistirilmesi ve ¢esitlendirmeler olmustur (Galano ve ark., 2017; Siizen, 2013; Siizen
ve ark., 2006; Stizen ve ark., 2012; Ates-Alagoz ve ark., 2005¢; Glirkok ve ark., 2009;
Shirinzadeh ve ark., 2010; Yilmaz ve ark., 2012; Siizen ve ark., 2013).

59



1.4. indoller

Indol molekiilii ilk olarak 1866 yilinda oksindoliin, toz formdaki ¢inko ile
distillasyonu reaksiyonundan elde edildi. Dogal olarak bulunan indigo boyasi ile olan
iliskisinden dolay1 kimyada onemli bir yeri vardir. Bu boyanin kimyasal yollarla
indirgenmesi ile indoksil, oksindol ve en sonunda indol molekiilii elde edilir.

Indol kémiir katraninda ve aym zamanda ¢ogu bitkinin esansiyel yaglarinda
bulunur. Ayn1 zamanda amino asitlerden trptofan, bitkilerin biiyiime hormonu olan
indol 3-asetik asit, “brucine” ve “psilecene” alkaloidlerinde ve boyalarda bulunur.
Indol halkas1 (Sekil 1.38) bir benzen halkasmin pirol halkasina 2 ve 3 numarali

konumlardan baglanmasi ile olusur.

Iz

Sekil 1.38 indol Molekiilii

Indol halkasinin IUPAC adi 1H-benzo [b] pirol’diir. Atomlarin
numaralandirilmasi sekilde goriildiigii gibi azot atomundan baslayip saat yoniiniin tersi
yonde birlesmis halkalarin ¢evresinde ilerlemektedir. Kopriibasi karbonlar1 3a ve 7a

olarak numaralandirilmistir (Bansal, 2005).

1.4.1. Indoliin Fiziksel ve Spektroskopik Ozellikleri

Indol ve alkil indoller renksiz kati halde kristallerdir. indol 52°C’de erir ve

254°C’de kaynar. Cogu organik solvanda ¢oziiniir. Hos bir kokusu vardir ve parfiim
bazi olarak kullanilir, saf olmaya indol ve skatol (2-metilindol) ise hos olmayan
kokulara sahiptirler. Cogu indol stabildir. 2 numarali konumda alkil tasiyan indoller
sadece stabil degildir. Ornegin 2-metilindol koyu kahverengi siselerde bile saklansa
otooksidasyon reaksiyonu verir. Indoller Ehrlich testine cevap verir ve mavi renk

verirler.
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Indol molekiilii planar yapidadir ve 10 w elektronuna sahiptir, bunlarin sekizi
halka sisteminde ikisi ise azot atomu tlizerindeki elektronlardir. Bu ylizden bu molekiil

aromatik yapilidir diyebiliriz. Molekiiliin rezonans formlar1 Sekil 1.39°da

goriilmektedir.
oo — Gy — & g
- /
= N: ry N\: \N +v) N .
H H H H
a b c d

Sekil 1.39 Indol Molekiiliiniin Rezonans Formlar1

Rezonans yapilarinda goriildiigii iizere sadece Denklem 1.23°de ab ve d
yapilarinda benzen halka sistemi bozulmamistir, bu da belirtilen yapilar1 daha kararh
yapar. Dolayisiyla yapilacak herhangi bir elektrofilik atak elektron yogunlugunun
fazla oldugu 3 numarali konumda gergeklesir. Bu durumu daha iyi anlayabilmek i¢in
3 numarali konumdan elektrofilik siibsitlisyon mekanizmasi Sekil 1.40’ta

goriilmektedir.

N ~
H ”

Sekil 1.40 indol Molekiiliine Elektrofilik Siibstitiisyon Sekilleri

Sekil 1.40°ta da goriildiigii tizere, 3 numarali konumda yapilan bir siibstitiisyonu
icin gereken aktivasyon enerjisi diisiiktiir ¢linkli ara {iriinde olusan pozitif yiikiin
rezonans yolu ve nitrojenin serbest elektronlari ile stabilize edilmesi s6z konusudur. 2
numarali konumdan yapilacak herhangi bir siibstitiisyon ise benzen halkasimnin

biitlinliigiinii bozar (Sainsbury, 2002).
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1.4.2. Bashca indol Sentezi Reaksiyonlar

1.4.2.1. Fischer-indolizasyon Yontemi

Bu yontem indol sentezinin en ¢ok kullanilan yoludur. Bu yontemde 6nce bir
fenil hidrazin molekiilii o.-metilen grubu tasiyan bir aldehit ve ya keton ile reaksiyona
girer. Olusan hidrazon asit ile, genellikle hidroklorik asit, tepkimeye sokulur. [3,3]-
Sigmatropik degisim ile halka kapanmasi gergeklesir ve amonyum katyonu

molekiilden ayrilir. Sonug olarak indol molekiilii elde edilir.

R
R! H R’ gH
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+

H H H

H Rr? H R2 H R?

O =S ~©f%k'—©ﬁﬁ'*
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Sekil 1.41 Fischer-indolizasyonu Mekanizmas1

Bu yontem disinda fenil hidrazin yerine fenilhidroksilamin kullanimi da tercih
edilen bir yontemdir. Ornegin, N-(benziloksikarbonil)-fenilhidroksilamin
molekiiliiniin metil propiyonat ile reaksiyona sokulmasi ile olusan {iriin kendiliginden
[3,3]-sigmatropik  kaymas1  ile  sonu¢ olarak  1-(benziloksikarbonil)-3-

(metoksikarbonil)indol molekiiliinii olusturur (Sainsbury, 2002).

62



CO,Me CO,Me CO,Me

=—CO,Me k/l
o-u ® CO — \ -
N 1 ;\

| |
CO,Bn CO,Bn H* COaBn COan
J —H,0
CO:.V[C

A\

\
CO,Bn

Sekil 1.42 Fenilhidrazin yerine Fenilhidroksilamin Kullanildiginda Gériilen

Mekanizma

1.4.2.2. Wender Sentezi

Indol sentezinin birgok farkli yolu bulunmaktadir. Bunlardan biri de Wender
sentez yontemidir. Bu yontemde bir 2-bromo-N-(trifloroasetil)anilin THF igerisinde
BulLi ile deprotonlanir ve sonrasinda tert-BuLi ile dilityum iirlinii vermek iizere metal-
halojen yerdegistirmesi gerceklesir. Bu ara iiriine a-bromo keton eklenir. Reaktanlar
arasinda bir a-o karbon bagi olusur, sonrasinda da hidroksiindolin iiriiniinii
olusturmak tiizere siklizasyon ger¢eklesir. En son basamak olarak dehidrasyon sonucu

indol tiretilir (Sainsbury, 2002).
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Sekil 1.43 Wender Sentezi Mekanizmasi

63



1.4.2.3. Leimgruber-Batcho Sentezi

Heterosiklik halkada siibstitiisyonu olmayan indol molekiilleri istiyorsak Leimgruber-
Batcho yontemi kullanilir. 2-Nitrotoluen, pirolidin bazi ve N,N-dimetilformamid
dimetil asetal (DMFDMA) iceren bir karigimda isitilir ve sonug olarak [B-(N,N-
dimetilamino)-feniletilen molekiilii elde edilir. Bu molekiiliin ¢inko ve asetik asit ile

rediiksiyonu ile indol molekiilii elde edilir (Sainsbury, 2002).
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Sekil 1.44 Leimgruber-Batcho Sentezi Mekanizmasi

1.4.3. Indoliin Elektrofilik Siibstitiisyon Reaksiyonlari
1.4.3.1. 3 Numarah Konumdan Siibstitiisyon

Indol halkasinin piridinium-N-siilfonat ile siilfonasyonu, indolil-3 siilfonik asit
ile sonuglanir iken, piridin ile 0 °C’de bromlanmasi sonucu 3-bromoindol molekiilii
olusur. Isitilmis asetik anhidrid ve asetik asit karisimi ile asetilasyonu 1,3-diasetilindol
irlinii ile sonuglanir. Metilasyon reaksiyonu i¢in, DMF igerisinde metil iyodiirti 80-90
°C’ye kadar 1sitma gereklidir ve 3-metilindol iiriinii olusur. Bu molekiil 6nce 2,3-
dimetilindol ve en sonunda 1,2,3,3-tetrametil-3H-indoleniniyum {iriiniinlerini

olusturana kadar reaksiyona devam eder. Indol molekiiliiniin 3 numarali konumda
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gerceklestirdigi  belli  elektrofilik siibstitlisyon reaksiyonlart Sekil 1.45 ‘te
goriilmektedir (Sainsbury, 2002).
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Sekil 1.45 indol halkasina 3 numarali konumdan gerceklestirilebilecek siibstitiisyon

secenekleri

1.4.3.2. Vilsmeier Formilasyonu

DMF ve fosfor oksiklorid Vilsmeier reaksiyonuna girdigi zaman, N,N-
dimetilamino(kloro)metileniminyum katyonu olusur ve bu ara tiriin 5 °C’de indol ile
reaksiona girerek 3-(N,N-dimetilaminometilen)indolenin molekiiliinii olusturur.
Olusan iiriin seyrek NaOH ¢ozeltisi ile hidrojenlenir ise 3-formilindol molekiilii elde

edilir (Denklem 1.30) (Sainsbury, 2002).
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Sekil 1.46 Vilsmeier Reaksiyonu Mekanizmasi
1.4.3.3. Mannich Reaksiyonu

Mannich reaksiyonunun mekanizmasi Vilsmeier mekanizmasi ile benzerlik
gosterir. Iki reaksiyonda da elektrofil olarak metileniminiyum katyonu kullanilir.
Metileniminiyum ise formaldehit ile dimetilamin kondenzasyonu sonucu elde
edilebilir. Olusan metileniminiyum indol ile reaksiyona girerek 3-(N,N-
dimetilaminometil)indol molekiiliiniin eldesini saglar. Ek olarak, yan zincirdeki azot
atomuna bir metil daha katilarak trimetilamin eliminasyonu yapmasi saglanabilir.
Olusan iirlin, 3-metilenindoleniniyum tuzu, bir niikleofil ile reaksiyona sokularak
niikleofilik siibstitiisyon gerceklestirilebilir. Denklem 1.31° de verilen 6rnekte KCN
bazi niikleofil kaynag1 olarak kullanilmistir ve olusan nitrilin rediiksiyonu 6nemli

aminlerden triptamin olusumunu saglar (Sainsbury, 2002).
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Sekil 1.47 Mannich Reaksiyonu Mekanizmasi

1.4.4. Indol Tiirevi Sentetik Melatonin Analoglari ve Antioksidan Ozellikleri

Indol tiirevleri biyolojik 6nemi olan kimyasallardir ve mikroorganizmalarda,
bitkilerde ve hayvanlarda bulunup medisinal kimyada terapétik ajanlarin 6énemli bir
kismini olustururlar. Sentetik indol tiirevlerinin en 6nemli aktiviteleri; antikanser,
antioksidan, anti-romatoid, aldoz rediiktaz inhibitorii, antibakteriyel, antifungal,
antiviral, antimalaryal ve anti-HIV aktiviteleridir. Indolik bilesikler etkili

antioksidanlardir ve lipid ve proteinleri peroksidasyondan korurlar.

Son yillarda MLT iizerinde yapilan ¢aligmalar, bu molekiile olan ilginin daha da
artmasini saglamis ve sentetik MLT analogu indol tiirevi bilesiklerin arastirilmasina

sebep olmustur (Siizen ve ark., 2000).
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1.4.4.1. Anti-Enflamatuvar indol Tiirevleri

Siklooksigenaz (COX) arasinoid asitten protanoid sentezinde hiz belirleyici
enzimdir. iki izoformu bulunmaktadir: COX-1 ve COX-2. Bir indol tiirevi olan
indometazin molekiiliinin COX-1 ve COX-2 molekiillerini inhibe ettigi ve On-
muamelesi ile serbest radikal olusumunun 6nlendigi bilinmektedir (Niwa ve ark.,
2001, Torres ve ark., 2004). COX-2’nin enflamasyonlarin olusumunda ve hatta ¢ok
fazla bulundugu zaman kanser ve norodejeneratif hastaliklarda rol aldig
bilinmektedir. Bu nedenle radikal siipiiriici etkili anti-enflamatuvar ilaglarin bu
hastaliklarda kullanilmas1 terapotik acidan 6nemli olabilir. COX aktivitesinin
stimulasyonu ile biyolojik sivilarda peroksitlerin olustugu goriilmiistiir. Hidrojen
peroksitler bilindigi iizere enflamatuvar prosesler sirasinda iiretilir. Bu bulgulara gore,

nonsteroidal antienflamatuvar (NSAID) ilaclarin ¢esitli radikalleri siipiirebilir.

Elektron spin rezonans c¢alismalarina gore (ESR), etodolak ve indometazin
molekiillerinin direkt stiperoksit siiptirebilme aktiviteleri bulunmaktadir (Ikeda ve ark.,
2001). Yapilan bir ¢alismada NSAID ilaglardan indometazin, asemetazin ve etodolak
farkli ROT sistemlerinde test edilmis ve bu molekiillerin anti-enflamatuvar etkilerinin
ROT ve RAT siipiirebilmelerinden kaynaklandig1 sonucu ortaya ¢ikmistir (Dannhardt
ve ark., 2001; Mouithys-Mickalad ve ark., 2000).

@)

indometazin Asemetazin Etodolak

Sekil 1.48 Indometazin, Asemetazin ve Etodolak Yapist
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Costa ve arkadaslarinin yaptigi calismada (2005), non steroidal anti-
enflamatuvar ilaglardan indol tiirevleri (indometazin, asemetazin, etodolak), pirol
tiirevleri (tolmetin, ketorolak), oksazol tiirevi ( oksaprozin), indene tiirevi (sulindak)
ve metabolitlerinin (sulindak sulfit ve sulindak siilfon) H2O2 siipiiriicii aktiviteleri
arastirtlmistir. MLT ve GSH ile radikal siipiiriicii aktivitelerin karsilastirilmasinin
sonucunda biitiin NSAID ilaglarinin H2O2 siipiiriicii aktivitelerinin oldugu ortaya
cikmistir. laclar etkileri birbirleri ile karsilastirildiginda eti siras1 fazla olandan az
olana dogru sulindak siilfon ) sulindak siilfit ) GSH ) sulindak ) indometazin )
asemetazin ) etodolak ) oksaprozin ) ketorolak ) MLT ) tolmetindir. Bu sonuglar,
NSAID ilaglarin anti-enflamatuvar etkilerinin sebebinin, ROT ve RAT siipiiriicii

Ozellikleri olabilecegini gosterir (Mouithys-Mickalad ve ark., 2000; Fernandes ve ark.,
2004).

Indol molekiiliiniin 1 numarali konumunda siibstitiisyonu bulunan indol-2 ve 3-
karboksamit molekiillerinin radikal siipiiriicii 6zellikleri arastirilmistir ve COX-2
inhibitorii olduklar1 goriilmistiir (Olgen ve ark., 2002). Bunun yaninda indol-3-
asetamitler de antioksidan aktivite tasirlar (Olgen ve Coban, 2002; Olgen ve Coban,
2004). Ozellikle yan zincirinde klorofenil ve kloropiperidin tastyanlar siiperoksit
anyonu radikalini siipiirmede en etkili olanlardir. Indol-2-karboksamit tiirevlerinin
liclincii konumdan siibstitiie indol-3-karboksamitten lipid peroksidasyonunda daha
etkilidir. Ikinci konumda siibstitiisyonun lipid peroksidasyonunda daha etkili
olmasmin sebebi indol halkasina lipofilik gruplarin 1 numarali konumdan

baglanmalar1 olabilir (Suzen, 2007).

CH,CONHR3

N

N
Ry

Ry: fenil, benzil, benzoil tirevleri

Ry: fenil, benzil, triazin, piperidin tlrevleri

R4 fenil, benzil, piperidin turevleri

Sekil 1.49 N-Siibstitiie Indol-2-karboksamit ve indol-3-asetamitler
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Ek olarak N-H ve N- siibstitiie indol esterler COX-2 inhibitoriidiir ve lipid
peroksidasyonu ile siiperoksit anyonu inhibitorii etkiler gosterirler (Olgen ve Coban,

2002). Ozellikle pirolidin ve o-metilfenil gruplar1 indol esterlerde iki etkinin de artisin1

saglar.
Ri Ry
O
(0] R, : fenil, pirolidin, piperidin ve siklopropil tirevleri
N R, : H, benzoil turevleri
N A\
R, N
R

2

Sekil 1.50 N-H ve N-Siibstitiie Indol Tiirevleri

1.4.4.2. indole Yapisik Halka iceren Tiirevler

En oOnemli kondanse halka sistemlerinden biri indollerdir. N atomunda
siibstitiisyon olsun ya da olmasin, molekiile baglanacak olan elektrofilik 6zellikteki
gruplar 3 numarali konumdan baglanirlar. Elektrofilin bu konumdan baglanmasi
benzen halkasinin aromatikliginin bozulmadan azot atomundaki serbest elektronlar
sayesinde ara iiriiniin stabilizasyonunun saglanabilmesinden kaynaklanir. Indol
halkasinin iki totomerik formda bulunabilir. Bunlar daha stabil olan enamin formu ve
3-H-indol ya da imin formlandir. C-2 ve C-3 karbonlar arasindaki pi-bagi

sikloadisyon reaksiyonlarina daha agiktir (Suzen, 2007).

Stobadin ((-)-cis-2,3 dimetil-2,3,4,4a,5,9b-heksahidro-1H-pirido(4,3b) indol)
yapisinda piridoindol tasiyan kardiyoprotektif ve antioksidan aktiviteleri bulunan bir
ilag modelidir (Majekova ve ark., 2006). Stobadinden yola cikilarak daha iyi
farmakodinamik oOzelliklerde ve daha az toksisite iceren tiirevleri sentezlenmistir
(Stolc ve ark., 2006). Sentezlenen bilesiklerde antioksidan, noroprotektif aktivite

gozlenmistir. Stobadine kiyasla molekiillerin toksisitesi daha azaltilmistir.
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Sekil 1.51 Stobadin Tiirevleri

TPBIA (1-p-Toluensiilfonil-6,7,8,9-tetrahidro-N,N-di-n-propil-1H-
benz[g]indol-7-amin) molekiilii, farelerdeki merkezi dopamin reseptorleri ile
etkileserek antioksidan aktivite gostermektedir (Demopoulos ve ark., 1995). TPBIA
lipifilik 6zelliginden dolay1 kan-beyin bariyerini belli olgiide gecebilmektedir ve
bunun sayesinde fare karacigerlerinde peroksidasyonun onlendigi goézlenmistir (Zika
ve ark., 2004).

Sekil 1.52 TPBIA (1-p-Toluensiilfonil-6,7,8,9-tetrahidro-N,N-di-n-propil-1H-

benz[g]indol-7-amin)

Iki MLT analogu olan DTBHB (N-[2-(5-metoksi-1H-indol-3-il)etil]-3,5-di-tert-
butil-4-hidroksibenzamid) ve GWC20 [(R,S)-1-(3-metoksifenil)-2-propil-1,2,3,4-
tetrahidro-B-karbonil] molekiillerinin Cu2+ inhibitorii, serbest radikal kaynakli LDL
oksidasyonu inhibisyon aktiviteleri MLT ile karsilastirilmis ve bu molekiillerin
inhibisyon aktivitelerinin MLT den daha fazla oldugu ortaya ¢ikmistir. Bu sonugtan
da cikarabilecegimiz gibi, asetamidoetil yan zincirinin modifikasyonu ile lipid
peroksidasyonu inhibisyonu aktivitesi arasinda bir iligki bulunmaktadir. Asetamido
grubunun benzoil grubu ile yer degistirmesi daha antioksidan molekiiller vermektedir

(Gozzo ve ark., 1999; Bonnefont-Rousselot ve ark., 2002).
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Sekil 1.53 GWC20 [(R,S)-1-(3-metoksifenil)-2-propil-1,2,3,4-tetrahidro-3-karbonil]
ve DTBHB (N-[2-(5-metoksi-1H-indol-3-il)etil]-3,5-di-tert-butil-4-

hidroksibenzamid)
1.4.4.3. Antioksidan Molekiillerle Kondanse indol Tiirevleri

Terapotik ajanlar olarak degisik kimyasal yapiya sahip bir¢ok antioksidan
aragtiritlmistir ve arastirilmaktadir. Bilinen bir antioksidanin indol halkas1 ya da bir

MLT analogu ile kombinasyonu antioksidan kimyasinda yeni bir arastirma alanidir.

Retinoid-kaynakli bilesiklerin antioksidan aktivite gosterdigi bilinmektedir.
Tetrahidrotetrametilnaftalen karboksilik asit ve uygun MLT analogunundan hareketle
bir seri MLT analogu sentezlenmistir (Ates-Alagoz ve ark., 2006). Bu bilesiklerin lipid
peroksidasyonu inhibisyonunda ¢ok etkili olduklar1 goriilmiistiir. Bu deneyden
cikarilabilecek en 6nemli sonuglardan biri ise bir alkil grubunun indol halkasinin 1
numarali konumunda bulunmasi lipid peroksidasyonunu azaltan 6zelliklerden biridir
(Suzen, 2015).
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N/\/
R, : H, COCFy, N
R1
R
\(j\/\g 0]
N -
Rs R2 : OCHS3, Br, N

R3 : H, CH3, C,H5, i-Pr, n-Bu, Bn, p-F-Bn, 0,p-diCI-Bn

Sekil 1.54 Tetrahidronaftalen-indol Tiirevleri

Ayn1 zamanda, indol ve lipoik asit birlesimi ile olusan tiirevler iizerine
calisilmistir (Sekil 1.54). Uriinler lipid peroksidasyonu inhibisyonunda yiiksek aktivite
gostermistir. Ozellikle indol halkasinin 5 numarali konumundan siibstitiisyonu olan
tirlinlerden bazilar1 lipoi asitten daha yiiksek antioksidan aktivite gostermistir. Azot
atomuna bagli alkil gruplarinin uzaklastirilmasi inhibitor aktiviteyi azaltmistir. 5
numarali konumda bagli grup olmamasi durumundaki {riinler, yine 5 numaral
konumda elektron bagislayici gruplarin bagli oldugu {iriinlerden daha fazla aktivite

gostermigstir (Glirkan ve ark., 2005).

o

R: Alkil ve fenil tirevleri R: H, OCH3, Br, NO2, CH3 R: H, OCH,

Sekil 1.55 indol a-Lipoik Asit Tiirevleri

Benzimidazol halkasinin 2 numarali konumdan indol halkasinin 3 numaral
konumuna baglanmasi ile molekiiller sentezlenmis ve antioksidan aktiviteleri test
edilmistir (Ates-Alagoéz ve ark., 2005b). Kullanilan indol tiirevi ile benzimidazol
halkasi, S-siibstitiie-6-floro-2-(5-siibstitiie- 1 H-indol-3-il)- 1 H-benzimidazol

tiirevlerini vermektedir. Bu bilesikler in vitro ortamda siiperoksit anyonu radikalini
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stipiirmede ¢ok iyi antioksidan aktivite gostermislerdir. 5 numarali konumda p-fenil

piperazin i¢eren indol halkalar1 daha ¢ok antioksidan aktivite gostermisglerdir.

R1 R
Cl H
R / \Y
F 0] N— Br
__/
OCHj
O
Ry
N _/

O-

N N—
n_/

Sekil 1.56 Indol-benzimidazol Tiirevleri

Asakai ve arkadaslarinin yaptigi calismada ise, bisindolilmaleimid molekiiliiniin
Katoh ve ark., 2005). Bisindolilmaleimid molekiiliiniin yap1 aktivite ¢alismalarinda
goriilmiistiir ki, maleimid yapisinin indol halkas1 ile koplanar olmasi aktivite i¢in
onemli oldugu 6ne siiriilmiistiir. Sonuclarda, 2-(1H-indol-3-il)-3-pentilaminomaleimit
molekiilii en etkili hiicre 6liimii 6nleyici inhibitorii olarak tespit edilmistir (Dodo ve
ark., 2005). Ek olarak 3 numarali karbon atomunda heteroatom siibstitiisyonunun
onemli oldugu, heteroatomdaki serbest elektronlarin maleimid halkasinin

delokalizasyonu i¢n gerekli oldugu belirtilmistir.

R: H, CHg, OCHg, B, CI, F R: H, CH3

R1: H, (CH3)-NHy, (CH5)3N(CHj3),

Sekil 1.57 Bisindolilmaleimid Tiirevi Analoglari
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1.4.4.4. Alkil ve ya Aril Siibstitiie Indol Tiirevleri

Indol bilesiklerinin antioksidan ozellikleri taranirken, insanlarin plazma ve
beyin-omurilik sivisinda indol-3-propiyonik asit (IPA)’in bulundugu ve IPA’in OSi
onledigi gortilmiistiir. Hatta [PA’in radikal siipiiriicii aktivitesinin MLTden daha fazla
oldugu gorilmiistir. IPA’in beta-amiloid fibril formasyonunu inhibe ettigi ve
oksidotoksinlere karsi noroprotektif etki gosterdigi goriilmiistiir (Bendheim ve ark.,
2002).

IPA’den yola ¢ikarak N-H Ve N-siibstitiie indol-3-propanamit tiirevleri
sentezlenmistir (Sekil 1.58) ve faydalar1 SOD enzimi ve lipid peroksidasyonu
inhibisyonu tizerinden arastirilmistir. Sonuglarda bu molekiillerin SOD enzimi ve lipid
peroksidasyonu inhibisyonuna aktivitelerinin yiiksek oldugu goriilmiistiir (Olgen ve
ark., 2007).

Ri Ro
CH,CH,CONH(CHy)n Rs

A
N

R1’2’3 . H,F, Cl
d n: 0,1

Sekil 1.58 N-H ve N-Siibstitiie Indol-3-propanamit Tiirevleri

F

Bir bagka calismada N-H ve N-siibstitiic indol tiirevleri sentezlenmis ve bunlarin
antioksidan aktiviteleri incelenmistir. Sonuglarda goriilmiistiir ki molekiillerin ¢ogu

lipid peroksidasyonunu inhibe edici aktivite gdstermektedir (Olgen ve Coban, 2003).
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I \
N o N
R h:s

R4, Rs: H, benzoil tirevleri

R, R4 fenil, pirolidin, siklopropil, piperidin tirevleri

Sekil 1.59 N-H ve N-Siibstitiie Indol Tiirevleri

Cogu calismada belirtildigi gibi, antioksidanlar miyokardiyal enfarktiisii
azaltabilemektedir ve bu sayede ROT iiretimi ya da etkileri azaltilmis olunur (Das ve
ark.., 2006; Riccioni ve ark., 2007). Triazol yapis1 igeren indol tiirevleri
sentezlenmistir ve antioksidan aktiviteleri arastirilmistir (Varvaresou ve ark., 2000,
Andreadou ve ark., 2002), Tim bilesikler triazol yapisindan dolay1 antioksidan

aktivite géstermistir.

X X: H, Br, Cl, NO,
e
N~ R:H, CH
N CH)N—< NH » LA3

Sekil 1.60 Triazol Yapisi igeren Indol Tiirevleri

MLT ve analoglarmin antioksidan aktivitelerini kiyaslayan bir c¢alismada
(Poeggeler ve ark., 2002) MLT, triptamin, N-asetiltriptamin, serotonin, N-
asetilserotonin,  5-metoksitriptamin,  6-kloromelatonin ve  2-iyodomelatonin
molekiillerinin  hidroksil radikali siiplirme etkileri kiyaslanmistir. Sonuglarda
goriilmiistlir ki, S-metoksi grubunun oksijen merkezli radikallerin olusumunun tipki
serotoninde oldugu gibi (Perez-Reyes ve Mason, 1981) engellenmesinde onemli
oldugu goriilmiistiir. Dikkat ¢eken bagka bir nokta ise triptamin molekiiliiniin hidroksil
radikalini siipirmekte N-asetiltriptamin ve 5-metoksitriptamin molekiillerinden daha
etkili olmasidir. Bu sonuglardan, MLT ve analogu olan indol temelli bilesiklerin
radikal siiplirme aktivitesinin indol niikleusundan ¢ok bu niikleusa bagli fonksiyonel

gruplardan kaynaklandigini sdyleyebiliriz (Suzen, 2015).
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Indol halkasinda 5-metoksi ve acilamino gruplarinda degisikliklerle, yan zincirin
bulundugu konumun 6nemi ve lipofilik/hidrofilik denge antioksidan ve sitoprotektif
aktivite acisindan test edilmistir (Mor ve ark., 2004). Metoksi grubunun 5 numarali
karbon atomundan 6 numarali karbon atomuna yer degistirmesi, 2 numarali konumdan
brom siibstitiisyonu ve asetaminoaetil grubunun 3 numarali karbon atomundan 2
numarali karbon atomuna kaymasi gibi yapisal degisiklikler mevcut olan antioksidan

aktivitede degisime sebep olmamistir. MLT analogu N-[2-(5-metoksi-1H-indol-2-

il)etil]Jasetamit molekiilii arastirilan tiirevler arasinda antioksidan aktivitesi en yliksek

olanidir.

HN- R4 Ry : H, COCHg; COC,H5
R
2 R,: H, Br
Rs
b Rj3: H, OH, OCHz OCH,CH,OH
Ry N
H

R4 . H, OCH3

Sekil 1.61 5-Metoksi ve Acilamino Gruplarinda Degisiklik Olan Indol Tiirevleri

MLT molekiiliindeki 5-metoksi grubunun baska degisik elektronik ve lipofilik
Ozellikte siibstitlientler ile yer degistirmesi ve indoldeki azot atomunun metillenmesi
ya da azot atomunun kiikiirt atomu ile degistirilmesi gibi degisiklikler, 5-metoksi
grubunun indol halkasinin 4 numarali konumuna yer degistirmesini saglar ve en etkili
radikal siipiiriicli etki bu molekiillerde goriiliir fakat sitoprotektif etkileri azalmistir
(Spadoni ve ark., 2006). 5-alkoksi-2-(N-agilaminoetil)indol (Sekil 1.62) ise hem

antioksidan hem de sitoprotektif aktivite gdsteren bir tiirev olarak 6ne siiriilmiistiir.

Q X:NH, S, N-CH,
R
WNH R:H, F, CHg OCHjg
R A\
Z X Ry : CHs, CH,COOH
Sekil 1.62 2-N-agilaminoetil Tiirevleri

Bazi triptamin ve N-alkil-siibstitiie MLT analoglari, lipid peroksidasyonuna

karst onemli derecede aktivite gosterirler (Ates-Alagéz ve ark., 2005a). Azot
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atomundan yapilan alkil siibstitiisyonlar1 5 numarali konumdaki siibstitiisyondan

dolay1 6nemlidir ve antioksidan aktiviteyi degistirebilir.

HN- R
R1 . CH3, CZHS

Ry H, OCH,

A\
N R3: Alkil ve fenil tirevleri
Rs

Sekil 1.63 Triptamin ve N-alkil Siibstitiie MLT Analoglari

Bir MAO B inhibitorii olan N-(2-propil)-2-(5-benziloksi-indol)metilamin,
noroprotektif antioksidan aktivite gostermektedir (Sanz ve ark., 2004). Yapi-aktivite
iliskisi arastirmalarina gore, indol halkasinin 5 numarali konumunda benziloksi,
hidroksi ve metoksi gruplarindan birinin bulunmas1 antioksidan aktiviteyi
artirmaktadir. Molekiiliin 2 numarali konumundan yapilan amin siibstitiisyonlarinda
ise en ¢ok aktivite amin primer ise gézlenmistir ve en az aktivite de tersiyer aminlerde

gozlenmistir.

Rz

R4 )—Rs R, Ry Rs: H, alkil tirevleri
|l> NH
R, : Benziloksi, OCH5;, OH

Ry

Sekil 1.64 N-alkil 2-siibstitiic Melatonin Analoglari

Fischer indol sentezi yontemi ile 2-fenil-indol tiirevleri sentezlenmis ve bunlarin
lipid peroksidasyonu, siiperoksit anyonu radikali olusumu ve DPPH stabil radikal
stipiirme aktiviteleri MLT, BHT ve alfa-tokoferol ile karsilastirilmistir (Suzen ve ark.,
2006). Bilesikler lipid peroksidasyonunu tamamen inhibe etmektedirler. Elektron
cekici gruplar tagiyan bilesikler, F,Cl, NO2 gibi, lipid peroksidasyonu inhibisyonunda
en ylksek aktiviteyi gosterenler oldu ¢iinkii bu gruplarin elektronlar1 ¢ekme 6zelligi
indol halkasinin radikaller ile daha kolay etkilesmesini saglar. Arastirmalar sonucu
goriilmiistir ki, MLT ve 2-fenil-indol tiirevleri potansiyel hidroksil radikali

stipiirticiileridir.
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R; Rz Ry Rq2:H, NO,

Ry
O ’\T O RS R3,4,5,6: H, OH, Cl, NOZ, NH2, CH3

R, H Re R,: H, CHO

Sekil 1.65 2-Fenilindol Tiirevleri

Karaaslan ve arkadaslariin yaptig1 bir ¢alismada ise (2013) 2-(4-aminofenil)-
1H-indol ve 2-(metoksifenil)-1H-indol tiirevleri sentezlenmistir. Bilesikler, DPPH ve
stiperoksit radikal siipiirme testlerinde MLT ile kiyaslanabilir degerlerde antioksidan

aktivite géstermistir .

Stizen ve arkadaglart MLT molekiiliiniin analogu yeni bilesikler sentezleyerek,
bunlarin radikal siipiiriicli aktivitelerini ve oksidatif hasara kars1 koruyucu etkilerini
degerlendirmistir (Sekil 1.36). Bu kapsamda indol-3-propionamit tiirevleri (Siizen ve
ark., 2001; Ates-Alagdoz ve ark., 2005b), S-bromoindol tiirevleri (Gilirkok ve
ark.,2009), 2-p-florofenilindol tiirevleri (Siizen ve ark., 2013), N-metilindoltiirevleri
(Shirinzadeh ve ark., 2010), indolil-2-tiyohidantoin tiirevleri (Siizen ve ark., 2003), 5-
kloroindol tiirevleri ( Yilmaz ve ark., 2012) indol amino asitleri (Siizen ve ark., 2012)
ve 2-fenilindol tiirevleri (Bozkaya ve ark., 2006; Siizen ve ark., 2006) iizerinde
incelemeler yapilmistir. Calismalar gostermistir ki, tizerinde calisilan ¢ogu molekiil
ylksek antioksidan aktivite gostermistir (Ates-Alagdz ve ark., 2005a; Siizen ve ark.,
2006; Giirkok ve ark., 2009; Shirinzadeh ve ark., 2010; Yilmaz ve ark., 2012). Anisik
ve nikotinik asit hidrazid bilesikleri antioksidan aktivite gostermeyen bilesikler
olmuslardir (Giirkdk ve ark., 2009; Yilmaz ve ark., 2012) ve hatta bu bilesikler
prooksidan aktivite gostermislerdir. MLT molekiiliiniin 5 numarali karbon atomuna
metoksi grubu yerine F, Cl siibstitiisyonu (Giirkok ve ark., 2009; Yilmaz ve ark., 2012)
degisik elektrofilik ve lipofilik 6zelliklere sahip bir molekiil olustursa da antioksidan

aktiviteyi degistirememistir.
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Cizelge 1.4. Sentezlenen Melatonin Analoglari

Indol Tiirevleri Formiilii Literatiir
Indol-3- oH Siizen ve ark.,
R
propionamit 2001, Ates-
'\} Alagoéz ve ark.,
" 2005b
Indolil-2- 22 Siizen ve ark.,
s
tiyohidantoin Ri < - ;{j 2003
N O
H
2-fenilindol Rs Ry Ro Bozkaya ve ark.,
X
(/ 4 Ra 2006; Siizen ve
H
Ra ark., 2006
5-Bromo indol A " /@; Giirkok ve
4 y A N ark.,2009
N N
H H
Ar
=
=N
A\
N
H
N-metil indol fi Re= Halojen Ri.Re=Halolen | Shirinzadeh ve
Hw@ ark., 2010
N HN
Yoo
N
CHg
5-Kloroindol HN-R Yilmaz ve ark.,
=N
Cla { 2012
| .
H
Indol aminoasitleri /[2 Siizen ve ark.,,
/H,\'l'\l amino asit 2012
crd
Z N
H
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2-p-florofenil indol F Stizen ve ark.,

2013
X N-NH
m X:H, Br, Cl
N
R

R: H, CH,

Mono-Cl, di-Cl

H, Br, Cl Mono-F, di-F
o
Mono-Br
Di-CH,

Sekil 1.66 MLT Molekiilii Uzerinde Yapilan Degisiklikler

Yeni sentezlenmis bir dizi indol tiirevi MLT analoglar1 {izerinde
degerlendirmeler yapilmistir (Shirinzadeh ve ark., 2010). Azot atomundan metillenmis
tiirevler, azot atomunda H atomu bulunan tlirevlere kiyasla daha fazla antioksidan
aktivite gostermiglerdir. Ek olarak, MLT analoglarinin membran stabilizasyonu
etkileri lizerinde yapilan arastirmalarda, laktat dehidrojenaz (LDH) aktivitesinde
higbir artis goriilmemistir ve test edilen bilesiklerin higbirinde sitotoksik etki

goriilmemistir.

Stizen ve arkadaglariin (2013) yeni indol tiirevi MLT analogu bilesikler
tizerinde yaptiklar1 antioksidan aktivite ¢aligmalarinda, insan eritrositlerinde meydana

gelen oksidasyonu azaltabilecek molekiiller iizerinde ¢calismistir. Hidrazid bilesikleri
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disinda tiim sentezlenen iirlinler antioksidan aktivite gdostermistir. Siibstitiie halojen
bulunan bilesiklerde F olanlar en etkili olanlar olmus, CI ve Br bulunanlarda ise etki
benzer degerlerde fakat F bulunan tiirevlerinkinden daha az ¢ikmistir. Difloro

bilesikleri ise en aktif olanlar olmustur.

Triazoller ve tilirevlerinin {izerinde yapilan c¢alismalarda 1,3,4-tiyadiazol
molekiillerinin 6zellikle  antibakteriyel ve antioksidan aktivite gosterdikleri
goriilmiistiir (Bansod ve Kamble, 2012). Bu verilerden yola ¢ikarak 1,2,4-triazol ve
1,3,4-tiyadiazol tiirevleri sentezlenerek indol halkasinin aktivitesine etkileri
incelenmistir (Shirinzadeh ve ark., 2016). Sentezlenen bilesiklerin ¢ogunlugu radikal
stipiirticii aktivite gosterirken 2-(2-(1H-Indol-3-il)asetil)-N-
propilhidrazinkarbotiyoamid molekiiliiniin en yiiksek aktiviteyi gosterdigi

gorilmiistiir.

NH
\ A\
@é |

R: etil, propil ve ya halojen siibstitlisyonlu fenil grubu

T

Sekil 1.67 Hidrazinkarbotiyoamid ve 1,2,4-triazol-3-tiyol tiirevleri

Halojenli aromatik yan zincir tasiyan indol tiirevlerinin MLT’den daha
antioksidan olduklarinin goériilmesi iizerine, Giirer-Orhan ve arkadaslar1 (2016) daha
cok indol-3-aldehit hidrazon ve hidrazid tiirevleri {lizerinde arastirma yapmuistir.
Sonuglarda orto-halojenfenil ve 3,5-diflorofenil tasiyan indollerin amiloid-beta

kaynakl1 hasarlara kars1 en iyi korumay1 sergileyen molekiiller olduklar1 goriilmiistiir.
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Sekil 1.68 Indol-3-aldehit hidrazin ve hidrazid tiirevleri

Aromataz, androjenlerin Ostrojenlere doniismesini katalizleyen bir enzimdir ve
postmenapozal kadinlarda meme kanseri tasiya dokularda lokal Ostrojen iiretimini
saglar. Ostrojen inhibisyonunda etkili oldugu bilinen indol halkasinin 2-metil indol
hidrazon tiirevleri (Ozcan-Sezer ve ark., 2018) incelenmis ve 6zellikle m- ve p-
konumlarinda Cl atomu bulunan 2-metil indol hidrazon tiirevlerinin en yiiksek

aromataz inhibitorii etki gosterdikleri gézlenmistir.

HN-R
=N

R: Halojen substittie fenil grubu

Ir=z />>\
(@)
T
w

Sekil 1.69 2-Metil indol Hidrazon Tiirevleri

1.4.4.5. Diger Antioksidan Sentetik Indol Tiirevleri

Bir¢ok calismada MLT molekiiliin etkilerinin, MLT metabolitlerinden ya da
analoglarindan kaynaklandigini belirtmistir (Ressmeyer ve ark., 2003). Ornegin,
AFMK, MLT antioksidan zincirinin bir iirlinii, potansiyel radikal siipliriicii bir
molekiildir (Reiter ve ark., 2002). MLT prekiirsorii, N-asetilserotonin ya da 6-
hidroksimelatonin molekiillerinin MLT’den daha 1iyi antioksidanlar oldugu
sOylenmistir (Zhang ve ark., 1999).

Zolpidem, [N,N,6-trimetil-2-p-tolil-imidazo (1,2-a)piridin-3-asetamit L-(+)],
hipnotik bir imidazopiridin yapisidir. MLT ve Zolpidem’in koruyucu aktiviteleri
kiyaslandiginda Zolpidem tartarat tuzunun lipid peroksidasyonunda MLT kadar etkili
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oldugu fakat in vitro ortamda protein oksidasyonuna kars1 koruyucu etki gostermedigi

goriilmiistiir (Garcia-Santos ve ark., 2004).

Sekil 1.70 Zolpidem ([N,N,6-trimetil-2-p-tolil-imidazo (1,2-a)piridin-3-asetamit L-
(HD

MLT molekiiliiniin indol niikleusuna yapilan bir ¢ifte bagin rediiksiyonu, 2,3-
dihidromelatonin molekiilii ile sonug¢lanir (sekil). Bu molekiil DPPH radikalini
sondiirmede ve lipid peroksidasyonunu inhibe etmekte MLT’den daha fazla iyi

antioksidan aktivite géstermistir (Gasparova ve ark., 2006).

NHCOCH,

Sekil 1.71 2,3-Dihidromelatonin Yapisi

Bir statin grubu ila¢ olan Fluvastatin, hiperkolesterolemi ve kardiyovaskiiler
hastaliklarin tedavisinde kullanilan bir ilagtir. ROT miktarini azaltabilme 6zelligine
sahiptir. Antioksidan aktivitesi, radikal siiplirmek ile smirli olmayip, ayni zamanda
ROT iiretimini NADPH oksidaz aktivitesini inhibe ederek engellemesini de kapsar.
Fluvastatin’in bu 6zellikleri, onun ateroskleroz 6nlenmesinde faydali olabilecegini
gosterir (Bandoh ve ark., 2003).
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Sekil 1.72 Fluvastatin (7-[3-(4-florofenil)-1-(1-metiletil)-1H-indol-2-il])-3,5-
dihidroksihept-6-enoik asit

Bir grup indolin-2-on ve indolin-2-tiyon’un antioksidan aktiviteleri
incelenmistir. Sonuglara gore incelenen indolin tiirevlerinin radikal siiplirmede ve
belki de OSe karsi savasmada etkili olabilecek kaynaklar olduklar1 goriilmiistiir

(Aboul-Enein ve ark., 2005).

/ X:0,S8

X R: F, Cl, NO,, OCHg, amino fenil tirevleri, imidazol, fenilpropenil

Sekil 1.73 indolin-2-on ve indolin-2-tiyon Tiirevleri

Radikal olusumunu azaltan antioksidanlar, eksitotoksit yaralarin olusumunu
engellemede koruyucu etki gosterebilirler. Hidroksiindollerin etkili radikal
stipiirticiiler oldugu bilindigi i¢in, dnceden sentezlenmis bazi molekiiller iizerinde
calisilmistir (Buemi ve ark., 2013). Arastirilan molekiiller iginden en ¢ok antioksidan
Ozellik  gosteren molekiill  3,4-dihidroksi-N-[1-[2-(5-hidroksi-1H-indol-3-il)-2-

oksoetil]piperidin-4-il]Jbenzamit olmustur.

HN
Sekil 1.74 Tasarlanmis Hibrit Hidroksiindol Tiirevleri
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Antioksidan aktivite arastirmas1 yapilan bir baska c¢alismada 2-Indolil-
karbohidrazit ve 3-indolil karbohidrazit tiirevleri, 3-(3-hidrazinilpropil)-1H-indol, 3-
(1H-indol-3-il)propanhidrazit molekiillerinin DPPH testi ve lipid peroksidasyonunu
inhibisyonu aktiviteleri incelenmistir (Hadjipavlou-Litina ve ark., 2013). Bu
molekiillerin yapisinin yeni Alzheimer’s hastalig1 tedavisinde kullanilabilecek

ilaglarin dizaynina 151k tutacak yapilar oldugu ileri siirtilmiistiir.

OH
o)
N N\ /
N HN—N N HN—NH O O
H \>7R2 H ‘R1 /
R+ HN
Ry: CHg Ry: n-Bu, (CHy)sPh, etc

Rz: CH3, Bn, etc.

Sekil 1.75 Siibstitiie 2-Indolil Karbohidrazitler

2-oksindol tiirevleri ile ¢alkonlarin ayni yapida birlestirilmesi, yen farmakolojik
yonden aktif antioksidanlarin ortaya ¢ikigini1 saglamistir. Knoevenagel reaksiyonu ile
sentezlenen asetofenon ile siibstitlie edilmis izatinlerin antioksidan ozellikleri
aragtirilmistir (Gupta ve ark., 2012) ve 3-aroil-metilen-indol-2on tiirevlerinin biiyiik
bir kismi antioksidan aktivite gostermistir. Sonucglar gostermistir ki, oksindol
niikleusuna sahip heterosiklik sistemler diisiik konsantrasyonlarda ortadan iyiye
antioksidan aktivite gostermektedir. Bu antioksidan aktivite keto laktam halkasinin N-

H ve C=0 gruplariin serbest radikal siipiirme 6zelliklerinden kaynaklanmaktadir.

kgt
HN
@)

Sekil 1.76 3-Siibstitiie-2-oksindol Tiirevleri
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1.5. Melatonin Analogu Antioksidan Bilesikler Uzerindeki Cahsmalarin
Gerekliligi

Indol tiirevleri ilac arastirmalarinda ¢ok 6nemli heterosiklik bilesiklerdir. Hiicre
biyolojisinde onemli gorevleri vardir ve dogal ortamlarda bulunan bilesiklerdir.
Antioksidan etkileri gozlemlenen indol halkasinin MLT tiirevleri {izerindeki ilgi
gittikce artmaktadir. Yapilan aragtirmalar géz oniine alindiginda, antioksidan etki
gozlemlenen indol tirevi MLT analoglar1 iizerinden yeni antioksidan indol

tiirevlerinin arastirilmasinin gerekliligi kaginilmazdir.

MLT molekiiliiniin antioksidan aktivitesi lizerinde yapilan ¢alismalar ¢ok sayida
olmasina ragmen, bu aktivitenin kimyasi ile ilgili hala ¢caligmalar yapilmas1 gereken
alanlar bulunmaktadir. OS ve antioksidan koruma sistemleri kompleks fenomenlerdir
ve bir¢ok faktorden etkilenebilirler. Bunladan bazilari, molekiillerin bulundugu
ortamin polaritesi, sulu ortamlarin pH degerleri ve diger kimyasal bilesiklerin ortamda
bulunmasi olabilir. Bu gibi nedenlerin de detayli arastirmalarinin yapilmasi ve

tanimlanmasi gerekmektedir.

Antioksidan aktivite bir¢ok kimyasal yol ile ger¢eklesebilir. Bunlardan bazilari;
metal c¢elasyonu, singlet oksijen deaktivasyonu, UV radyasyonu absorbsiyonu,
hidrojen peroksidin radikal olmayan bilesiklere dekompozisyonu ve serbest radikal
stipiirmedir. Biitiin bu bahsedilen reaksiyon mekanizmalar1 bir yarisma i¢inde olup
antioksidan aktiviteye katki sagliyor olabilir. Ek olarak bu metodlar da yukarida

bahsedilen ¢evresel etmenlerden etkilenebilirler.

Bu konu giiniimiizde yasanan zorluklardan biri degisik fizyolojik kosullarda
MLT analoglarinin antioksidan aktiviteleri kapsaminda olusan ya da olusabilecek tiim
bilesiklerin tanimlanmasidir. Ayn1 zamanda olusan bilesiklerin 6zelliklerinin, oksidan
olup olmadiklari, 6grenilip DNA, protein ve lipid gibi yapilara zarar verip
veremeyeceginin 0grenilmesi gerekmektedir. Bagka bir arastirilmasi gereken konu ise
sentezlenen antioksidanlarin sik kullanilan ilaclarla muhtemel etkilesimleri ve olusan

tirlinlerin arastirilmasidir. Bunlarin disinda MLT molekiiliiniin terapdtik amaclarla
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kullannmim1 ~ kisitlayan 2 dezavantaji  bulunmaktadir. Bunlardan ilki, MLT
molekiiliiniin yarilanma &mriiniin ¢ok kisa olmasidir. ikincisi ise MLT in reseptor

seciciliginin olmamasidir (Siizen, 2006; Siizen, 2007; Ates ve Siizen;2001).

Antioksidan c¢alismalarindaki ana hedef ve MLT ailesi lizerindeki ¢alismalarda,
OSi ve onun zararh etkilerini inhibe edebilecek stratejilerin dizaynidir. Bu konu
detayli arastirma gerektirir ve bu da multidisipliner caligmalarin yapilmasi
zorunlulugunu beraberinde getirir. Bu durumda birbirinden farkli analizlerin
gerceklestirildigi kosullarin farkliligindan dolay1 degisik trendler ile sonuglanmasi

gortilebilir.

Genel olarak sentetik indol tiirevi MLT analoglari iizerinde toplanan bilgi dogal
MLT tiirevlerinden daha azdir. Bir diger taraftan da, simdiye kadar yapilan ¢caligmalar
OSe kars1 savagsma ve korunmada faydali olabilecek molekiiller sentezlendigini
gostermektedir. Dolayisiyla indol tiirevi MLT analoglar1 iizerindeki c¢aligmalarin

devam etmesi ilgi duyulan bir konu olmustur (Galano ve ark., 2017).

1.6. Tez Calismasinin Amaci

Giliniimiizde yapilan aragtirmalar kanser basta olmak {izere Alzheimer,
Parkinson, Hungtington gibi norodejeneratif hastaliklar, aterosikleroz, diyabet,
romatoid artirit, yaslanma, otoimmiin hastaliklar gibi bir¢ok Onemli hastaligin
patofizyolojisinde serbest radikallerin rolii oldugunu goéstermektedir (Siizen, 2006;
Karaaslan ve ark., 2015). Serbest radikaller; paylasilmamis elektron ¢ifti bulunduran,
OSe neden olan, kimyasal reaksiyonlara kars1 ¢ok duyarli, aktif kimyasal yapilardir.
Organizmada oksidanlarla antioksidanlar arasinda var olan dengenin oksidanlar lehine
bozulmasi ile lipid, protein, DNA gibi 6nemli biyolojik yapi taslarinda hasarlar ve
buna bagli hastaliklar olusmaktadir (Poeggeler vd. 1999; Kehrer vd. 2015).

Indol halkas1 tasryan MLT molekiiliiniin hiicreleri OSten koruyan, serbest
radikal yakalama aktivitesi yiiksek antioksidan ve antikanser etkilerinin oldugunun

anlasilmasindan sonra (Martin ve ark., 2002; Maharaj ve ark., 2002) bu halka sistemini
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iceren antioksidan ve antikanser aktiviteli tlirevlerin sentezlenmesi ¢alismalar1 da

Oonemli bir yer tutmaya baslamistir (Stizen vd. 2006; Karaaslan vd. 2013).

MLT ve N-asetil-serotonin gibi triptofan tiirevleri serbest radikal yakalama
aktivitesine sahiplerdir. Deneysel caligmalar MLTin oncelikli olarak hidroksil
radikaline daha sonra ise peroksinitrit anyonuna ve siiperoksit anyonuna karsi etkili
oldugunu gostermistir (Allegra vd. 2003). Indol ¢ekirdegi tasiyan MLT ve N-asetil-
serotonin, OS’ e kars1 biyolojik membranlar1 stabilize etme kabiliyetindedir (Garcia
vd. 2001). Antioksidan etkilerinin yan1 sira antiaging, antidepresan, antihipertensif ve

antitlimor etkileri de saptanmistir (Oxenkrug, 2005).

Bu tez calismasinda MLT yapis1 esas alinarak molekiil iizerinde bazi
degisiklikler yapilmistir. Bu amagla 6ncelikle indol halkasinin 5 numarali konumunda
bulunan metoksi grubunun olmadig tiirevler ile ¢alisilmasi planlanmistir. Bir numarali
konumda bulunan azot atomuna ise etil grubu siibstitiie edilmistir. Boylece
sentezlenecek tiirevlerde MLTde bulunan metoksi grubunun yoklugu ve azot atomu
tizerinde bulunan bir etil grubunun antioksidan aktiviteye etkilerinin karsilastirilmasi
hedeflenmektedir. Bu degisikliklere ek olarak MLT molekiiliinde indol halkasinin 3
numarali konumunda bulunan asetilaminoetil grubu degistirilmistir. Bu grup yerine
halojenli ve halojensiz fenil hidrazin gruplarin takilmasi ve indol halkasinin 3 numarali
konumunda hidrazonlarin olusturulmasi hedeflenmistir. Planlanan bu degisikliklerin
gergeklestirilmesi amaciyla ilk olarak baslangic {iriinii olan 1H-indol molekiiliine 3
numarali konumda ilk basamakta aldehit grubu takilmis ve 1H-indol-3-karbaldehit
bilesigi elde edilmistir. Sonraki basamakta 1H-indol-3-karbaldehit molekiiliine indol
halkasinin 1 numarali konumundan etil grubu eklenmis ve 1-etil-1H-indol-3-
karbaldehit molekiilii elde edilmistir. 1-Etil-1H-indol-3-karbaldehit molekiiliine ise 3
numarali1 konumdan fenil hidrazin tiirevleri takilarak hidrazon tiirevleri olusturulmasi
planlanmistir. MLT molekiilii iizerinde yapilan fonksiyonel grup degisiklikleri Sekil
1.77 de goriilmektedir. Sentezlenen tiim bilesiklerin yapilarinin ileri enstriimental
tekniklerle aydinlatilmasi ve in vitro antioksidan aktivitelerinin, sitotoksisitelerinin

Olgiilerek test edilmeleri bu tez ¢alismasinin ana amacini olusturmaktadir.
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Melatonin melatonin analoglari

Sekil 1.77 Melatonin iizerinde yapilan modifikasyonlar
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2. GEREC VE YONTEM
2.1. 1-Etil-3-((2-hidraziniliden)metil)-1H-indollerin Genel Sentezi
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Sekil 2.1 1-Etil-3-(2-hidraziniliden)metil-1H-indol Tiirevlerinin Sentezi
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Sekil 2.2 Sentezlenen 1-etil-3-(2-hidraziniliden)metil-1H-indol Tiirevlerinin

Kimyasal Formiilleri
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2.2. Gerec ve Yontem

2.2.1. Kullanilan Arac ve Gerecler

Hassas Terazi (Sartorius- CP 2245), geri ¢eviren sogutucu, vakum etiivii (Vacioten-
Selecta), gesitli cam laboratuvar malzemeleri, ITK tank, siizgec kagid1 (orta gdzenek)

(Merck), ¢esitli boyda magnet, 1siticilt manyetik karistirici (Isolab magnetic stirrer).

2.2.2. Kullamilan Kimyasal Maddeler

1H-indol, fenil hidrazin hidrokloriir, 2-florofenil hidrazin hidrokloriir, 3-florofenil
hidrazin hidrokloriir, 4-florofenil hidrazin hidrokloriir, 3,5-diflorofenil hidrazin
hidrokloriir, 2,4-diflorofenil hidrazin hidrokloriir, 2-klorofenil hidrazin hidrokloriir,
3-klorofenil hidrazin hidrokloriir, 4-klorofenil hidrazin hidrokloriir, 3,5-diklorofenil
hidrazin hidrokloriir, 2,4-diklorofenil hidrazin hidrokloriir, 3,4-diklorofenil hidrazin
hidrokloriir, 2,5-diklorofenil hidrazin hidrokloriir, 2-bromofenil hidrazin hidrokloriir,
3-bromofenil hidrazin hidrokloriir, 4-bromofenil hidrazin hidrokloriir, 3,4-dimetilfenil
hidrazin hidrokloriir, 2,4-dimetilfenil hidrazin hidrokloriir, o-tolilfenil hidrazin
hidrokloriir, NaOH, de-DMSO, sodyum asetat, MLT, MTT, Triton X-100, PBS,
DPPH, BHT, DCFH-DA, tripsin ve tetrazolyum tuzu Sigma-Aldrich firmasindan
temin edilmistir. CHO-K1 hiicre hatti ATCC, fetal sigir serumu olan FBS Gibco
(Grand Island, NY), sodyum piruvat Santa Cruz Biotech. Inc (Dallas, TX)
firmalarindan temin edilmistir. Deneylerde kullanilan solvanlarin tamami Aldrich

veya Merck firmasindan temin edilmistir.

2.2.3. Sentezlenen Maddelere Uygulanan Analitik Yontemler
2.2.3.1. Kromatografik Analizler

Tez c¢alismasi siirecinde, sentez reaksiyonlar1 gergeklestirilirken, reaksiyonlarin
izlenmesi, bitis silirelerinin saptanmasi ve safliklariin degerlendirilmesi amaciyla
“Ince Tabaka Kromatografisi” (ITK) yonteminden yararlanilmistir. Bu amagla

Kieselgel 60 GF (Merck) ile kaplanmis 0.2 mm kalinliginda hazir aluminyum plaklar
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kullanilmigtir. Plaklardaki madde lekelerinin belirlenmesi i¢in UV (254 nm dalga
boyu) 1s181indan faydalanimistir.
ITK’da kullanilan solvan sistemi; Etilasetat: Hekzan (3:1), (2:1), (1:1) olmustur.

2.2.3.2. Erime Noktas1 Tayinleri

Sentezlenen tiim bilesiklerin erime noktasi dlgiimleri Electrothermal 9100 cihazi ile

gergeklestirilmistir ve sonuglar diizeltilmeden verilmistir.

2.2.3.3. Elementel Analiz Tayini?

Sentezlenen sonug iiriinlerinin elementel analizi LECO CNHS 932 cihazi kullanilarak

gergeklestirilmistir.

2.2.3.4.Spektral Analizler?

NMR Spektra ('H ve 13C)

Sentezlenen iiriinlerin 'H ve '*C NMR spektral analizleri Varian Mercury 400 FT-
NMR Spektrometresi kullanilarak gerceklestirilmistir.

Kiitle (Mass) Spektra

Sentezlenen {irlinlerin Mass analizleri, Walters ZQ mikromass LC-MS
spektrometresinde  elektrosprey  iyonizasyon (ESI) yontemi  kullanilarak

gergeklestirilmistir.

3 Elementel, NMR ve Mass Analizleri A.U. Eczacilik Fakiiltesi Merkez
Laboratuarinda gergeklestirilmistir.
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3. BULGULAR
3.1. Baslangic Maddesi

Sentez ¢caligmalari sirasinda baslangi¢ maddesi olarak kullanilan 1 H-indol ticari olarak

temin edilmistir.

3.2. 1H-indol-3-karbaldehit sentezi (A)

Iz

Bu bilesigin sentezi Vilsmeier- Haack formilasyonu kullanilarak gerceklestirilmistir.
Agz1 kapal1 bir balonda 10 mmol (2.6 ml) DMF buz banyosunda magnetle siirekli
karigmasi saglanarak 10-20 °C’ye sogutulur. 1.2 ml POCl; damla damla ortama 30
dakika igerisinde katilir. Reaksiyon 5 dakika karistirilir. 8 mmol 1H-indol (937.2 mg),
0.64 ml DMF igerisinde ¢oziilerek damla damla reaksiyon ortamina ilave edilir.
Reaksiyon yag banyosu igerisinde 30°C’de 4 saat karistirilir ve reaksiyonun bitis
siiresi ITK ile kontrol edilerek belirlenir. Reaksiyonun ortami kuru buza dokiiliir. %40
NaOH ortam bazik olana kadar ilave edilit. Olusan ¢okelek siiziilerek ayrilir.
Gerektiginde elde edilen kristaller EtOH dan tekrar kristallendirilerek saflastirilir.
Kristaller vakum etiiviinde kurutulur. Ortalama verim %92 dir. E.n: 193-195 °C

(Biiyiikbingsl, 1994).
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3.3. 1-Etil-1H-indol-3-karbaldehit sentezi (B)

N

)

2 mmol (0.290 mg) bilesik A, 2.4 mmol (0.6 ml) dimetilsiilfoksit (DMSO) igerisinde
40°C de ¢oziiliir. Reaksiyon ortami buz banyosunda sogutulur ve %50 NaOH
cozeltisinden 0.1 ml eklenir. Devaml karistirilan ¢bzeltiye 30 dakika igerisinde 3
mmol (0.4 ml) dietilsiilfat eklenir. Reaksiyon yag banyosu igerisinde, oda sicakliginda
1 saat karistirilir, daha sonra reaksiyon ortaminin 1s1s1 1 saat igerisinde yavas yavas
arttirilarak 50°C ye getirilir. Bu sicakliga ulasan ¢6zeltinin rengi koyu kirmiziya déner
ve reaksiyonun bitimi ITK ile kontrol edilerek belirlenir. Elde edilen karisim 6 ml su
icerisine dokiiliir ve olusan cokelek siiziilerek ayrilir. Gerektiginde elde edilen
kristaller EtOH dan tekrar kristallendirilerek saflastirilir.. Kristaller vakum etiiviinde
kurutulur. Tekrarlanan reaksiyonlar sonucu goézlenen ortalama verim % 73 olarak

bulunmustur. E.n. :103- 105 °C (Suzdalev & Babakova, 2015).

3.4. 1-Etil-3-((2-fenilhidraziniliden)metil)-1H-indol Tiirevlerinin Genel Sentezi
©)

1 mmol (0.173 mg) Bilesik B nin 10 ml EtOH icinde ¢o6ziilmesi ile hazirlanan
¢Ozeltiye, 1.3 mmol fenil hidrazin hidrokloriir veya tiirevleri ile 0.4 g (4.88 mmol)
sodyum asetat’in distile suda hazirlanan ¢ozeltisi eklenir. Reaksiyon yag banyosu
igerisinde geri ¢eviren sogutucu altinda 70-80 °C da 3 saat karistirilir ve reaksiyonun
bitis siiresi ITK ile kontrol edilerek belirlenir (Kidwai, 1994). Reaksiyon sonucu
olusan c¢okelek stiziilerek ayrilir. Gerektiginde elde edilen kristaller EtOH dan tekrar
kristallendirilerek saflastirilir ve vakum etiivde kurutulur. % 36 - 92 Arasi verimle

hidrazon turevleri elde edilir.
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3.4.1. 1-Etil-3-((2-fenilhidraziniliden)metil)-1H-indol (C1)

1 mmol (0.173 mg) Bilesik B ile 1.3 mmol (0.14 ml) fenil hidrazin hidrokloriir
kullanilarak Boliim 3.4 de tanimlanan yonteme gore reaksiyon tamamlandi. % 57

verimle 149 mg madde elde edildi. E.n: 139-142 °C (Kalir ve Szara, 1966).

Elemental Analiz: C;7H7N3

% C %H %N
Hesaplanan 77.54 6.51 15.96
Analiz: 77.07 7.10 15.91

'TH-NMR Spektrumu (de- DMSO) Sppm

1.36 (3H, t, CH3), 4.20 (2H, q, CH>), 6.65 (1H, t, Ar-H), 7.01 (2H, d, J=7.6 Hz, Ar-H),
7.14-7.23 (4H, m, Ar-H), 7.48 (1H, d, J=8.4 Hz, Ar-H), 7.66 (1H, s, H-2), 8.07 (1H, s,
azometin-CH), 8.24 (1H, d, J=8.0 Hz, Ar-H), 9.82 (1H, s, hidrazin- NH)

I3C-NMR Spektrumu (de- DMSO) Sppm
15.25,40.38,109.95, 111.33,112.06,117.48,120.11, 121.84, 122.24, 124.73, 129.04,
129.46, 134.39, 136.45, 146.09

Kiitle Spektrumu m/z (ESI):
264 (M+1, %100)
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KD-20 680 (6.857) Cn (Cen2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
100 264.2 1.34e8
=
265.3
2627
N
172.3 262.3_
262.1_1266.2
236.8
271.7
obdd m s 4197 5088 %472 g5g0 7136 83899261 gg57 9859  1139.8 1276.01315-1/
T T BB LR RE T T T T T Y ™Y T t t T t T v -mi/z
200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 |

Sekil 3.1 Bilesik C1’in kiitle spektrumu

KD20 e
- Agilent Technologies

Sample Name:
KD20

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vnmrl/vamrsys/data

Sample directory:
KD20_20170526_01

FidFile: PROTON 01

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: May 26 2017

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.559 sec

Width 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE H1, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING

PT size 32768

Total time 0 min 31 sec

il

o L (N R i N e i L L

3 2 1 0 -1 ppm

L L o L et I LB

7 6 5 4

L S 2 LT e o L L LR

13 12 11 10 9 8

Sekil 3.2 Bilesik C1’in 'H-NMR spektrumu
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KD20

Sample Name:
KD20

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vomr1/vomrsys/data

Sample directory:
KD20_20170526_01

FidPile: CARBON_01

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: May 26 2017

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.304 sec

Width 25125.6 Hz

1256 repetitions
OBSERVE C13, 100.6243774 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 50 min

Agilent Technologies

L L L B L L L B B L L L B L L B B L L e L B B S L R R N R RN LR R

220 200

Sekil 3.3 Bilesik C1’in 3C-NMR spektrumu
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3.4.2. 1-Etil-3-((2-(2-florofenil)hidraziniliden)metil)-1H-indol (C2)

1 mmol (0.173 mg) Bilesik B ile 1.3 mmol (0.211 g) 2-fenil hidrazin hidrokloriir
kullanilarak Boliim 3.4 de tanimlanan yonteme gore reaksiyon tamamlandi. % 83

verimle 232.3 mg madde elde edildi. E.n: 119-122 °C

Elemental Analiz: C;7HsFN3 - 0.5H,O

% C %H %N
Hesaplanan 70.33 5.90 14.47
Analiz: 70.55 5.95 15.09

TH-NMR Spektrumu (de- DMSO) Sppm

1.35 (3H, t, CH3), 4.19 (2H, q, CH>), 6.66-6.69 (1H, m, Ar-H), 7.06-7.24 (4H, m, Ar-
H), 7.48 (2H, t, J=8.4 Hz, Ar-H), 7.68 (1H, s, H-2), 8.23 (1H, d, J=8.0 Hz, Ar-H),
8.32(1H, s, azometin-CH), 9.72 (1H, s, hidrazin-NH)

Kiitle Spektrumu m/z (ESI):
282 (M+1, %100)
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KD12 503 (5.072) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
282.2 1.34e8

100—‘

283.0

283.2

283.4
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255.4 g4 5

285.4
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Sekil 3.4 Bilesik C2’nin kiitle spektrumu

KD12

Sample Name:
KD12
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/bome/vomr1 /vomreys/data
sample directory:
KD12_20170515_01
FidFile: PROTON 01

- Agilent Technologies

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: May 15 2017

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.559 sec

Width 6402.0 Hz

8 repetitions
OBSERVE H1l, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 31 sec

A

| RS 5 e o B 4 28 e S U S LB i B ) T O 7 A 2 U o B

13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 -1 ppm

Sekil 3.5 Bilesik C2’nin 'H-NMR spektrumu
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3.4.3. 1-Etil-3-((2-(3-florofenil)hidraziniliden)metil)-1H-indol (C3)

L)
!

N
N

)

1 mmol (0.173 mg) Bilesik B ile 1.3 mmol (0.211 g) 3-florofenil hidrazin hidrokloriir
kullanilarak Béliim 3.4. de tanimlanan yonteme gore reaksiyon tamamlandi. % 72
verimle 202.7 mg madde elde edildi. E.n: 124-125 °C

Elemental Analiz: Ci7Hi6FN3 - 0.5H20

% C %H %N
Hesaplanan 70.33 5.90 14.47
Analiz: 70.88 5.88 14.83

TH-NMR Spektrumu (de- DMSO) Sppm

1.37 (3H, t, CH3), 4.21 (2H, q, CHa), 6.41- 6.46 (1H, m, Ar-H), 6.76- 6.80 (2H, m, At-
H), 7.17- 7.25 (3H, m, Ar-H), 7.50 (1H, d, J= 7.6 Hz, Ar-H), 7.71 (1H, s, H-2), 8.09
(1H, s, azometin-CH), 8.20 (1H, dd, J;= 7.6 Hz, Jo= 1.6 Hz, Ar-H), 10.09 (1H, s,
hidrazin-NH)

Kiitle Spektrumu m/z (ESI):
282 (M+1; %100)
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Sekil 3.6 Bilesik C3’iin kiitle spektrumu

KD-11

Sample Name:
KD-11

Data Collected on:

mercury400-mercury400

Archive directory:

/home/vnmrl/vamrsys/data

Sample directory:

KD-11_20170417_01

FidFile: PROTON 02

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Apr 17 2017

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acq. time 2.559 sec
Width 6402.0 Hz

OBSERVE ~ H1, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING

FT
Tol

repetitions

size 32768
tal time 0 min 31 sec

KD-11 605 (6.100) Cn (Cen,2, 80.00, H) 1: Scan ES+
1001 282.4 1.34e8
"
2815
283.1
4
283.4
280.9
280.5
280.2_|[284.0
215125532796 2846
il T 3372 3716 41334374 4642 50145082 57369839 6202 6727
200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 880 575 600 625 650 675 e

e Agilent Technologies

R 0 G T P55 I W L T R

LINELE B e B e B L L B

8 7 6 5 4 3 2 1 ] -1

B U I UL TR [ S (IR A O O B

13 12 11 10 9

Sekil 3.7 Bilesik C3’iin '"H-NMR spektrumu

ppm
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3.4.4. 1-Etil-3-((2-(4-florofenil)hidraziniliden)metil)-1H-indol (C4)

F
HN’(J
/

—N

A\
N

)

1 mmol (0.173 mg) Bilesik B ile 1.3 mmol (0.211 g) 4-florofenil hidrazin hidrokloriir
kullanilarak Béliim 3.4. de tanimlanan yonteme gore reaksiyon tamamlandi. % 73

verimle 205.1 mg madde elde edildi. E.n: 105-107 °C

Elemental Analiz: C;7HsFN3-0.5H,O

% C %H %N
Hesaplanan 70.33 5.90 14.47
Analiz: 70.62 5.90 13.36

TH-NMR Spektrumu (de- DMSO) Sppm

1.37 (3H, t, CH), 4.18 (2H, q, CH), 7.01- 7.06 (4H, m, Ar-H), 7.14- 7.23 (2H, m, At-
H), 7.47 (1H, d, J= 7.6 Hz, Ar-H), 7.63 (1H, s, H-2), 8.08 (1H, s, azometin-CH), 8.22
(1H, d, J=7.6 Hz, Ar-H), 9.70 (1H, s, hidrazin-NH)

I3C-NMR Spektrumu (de- DMSO) Sppm
15.11,40.31,109.85, 111.95, 112.34,115.23,115.51, 120.03, 121.70, 122.16, 124.69,
129.38, 134.55, 136.42, 142.84, 154.00, 156.31

Kiitle Spektrumu m/z (ESI):
282 (M+1, %100)
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[;310 586 (5.909) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)
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283.4
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Sekil 3.8 Bilesik C4’iin kiitle spektrumu

KD-10

Sample Name:
KD-10

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vnmr1/vomrsys/data

Sample directory:
KD-10_20170428_01

Fidrile: PROTON_04

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Apr 28 2017

Temp. 50.0 C / 323.1 K
Operator: vomrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.559 sec

Width 6402.0 Bz

8 repetitions

OBSERVE H1, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 31 sec

L

[

4 Agilent Technologies

N B A S I B A A . . IS B W S e s L L L L L B BB NI I
[ T I T I T T I T T T T T T T T

13 12 11 10 9 8 7 6 5 4

Sekil 3.9 Bilesik C4’iin '"H-NMR spektrumu
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KD-10

Sample Name:
KD-10

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vomrl/vamrsys/data

sample directory:
KD-10_20170428_01

FidFile: CARBON_ 01

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Apr 28 2017

Temp. 37.0 C / 310.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degree
Acq. time 1.550 sec

Width 21141.6 Hz

1000 repetitions
OBSERVE C13, 100.6243846 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

PT size 65536

Total time 44 min

:,.-_ Agilent Technologies
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Sekil 3.10 Bilesik C4’iin 3C-NMR spektrumu
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3.4.5. 1-Etil-3-((2-(3,5-diflorofenil)hidraziniliden)metil)-1 H-indol (C5)

1 mmol (0.173 mg) Bilesik B ile 1.3 mmol (0.235 g) 3,5-diflorofenil hidrazin
hidrokloriir kullanilarak Boéliim 3.4. de tanmimlanan yOnteme gore reaksiyon

tamamlandi. % 83 verimle 249.3 mg madde elde edildi. E.n: 128- 130 °C

Elemental Analiz: C;7H5F2Nj3

% C %H %N
Hesaplanan 68.22 5.05 14.04
Analiz: 67.85 5.56 14.05

'TH-NMR Spektrumu (de- DMSO) Sppm
1.37 (3H, t, CH3), 4.21 (2H, q, CH»), 6.37 (1H, tt, J1=9.2 Hz, J,=2.0 Hz, Ar-H), 6.58
(2H, dd, Jav=10.4 Hz, Joc= 2.0 Hz, Ar-H), 7.21 (2H, pd, Jas=7.6 Hz, Joc= 1.6 Hz, Ar-
H), 7.50 (1H, dd, J1=6.4 Hz, J,= 0.8 Hz, Ar-H), 7.74 (1H, s, H-2), 8.10- 8.17 (2H, m,
azometin-CH), 10.31 (1H, s, hidrazin-NH)

Kiitle Spektrumu m/z (ESI):
300 (M+1, %100)
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KD13 331 (3.338) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1. Scan ES+
100, 300.4 8.67e7
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Sekil 3.11 Bilesik C5’in kiitle spektrumu

KD-13

Sample Name: - Agilent Technologies
KD-13

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vnnrl/vomrsys/data

Sample directory:
KD-13_20170429_02

FidFile: PROTON_02

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Apr 29 2017

Temp. 29.0 C / 302.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.559 sec

Width 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE H1, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING

PT size 32768

Total time 0 min 31 sec

| dw |

L RS o 0 [ e ) L2 R 5 ) T 2 R S L G T L e R YL (N S ) 7 B

13 12 11 10 9 8 i f 6 5 4 3 2 1 0 -1 ppm

Sekil 3.12 Bilesik C5’in 'H-NMR spektrumu
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3.4.6. 1-Etil-3-((2-(2,4-diflorofenil)hidraziniliden)metil)-1 H-indol (C6)

1 mmol (0.173 mg) Bilesik B ile 1.3 mmol (0.235 g) 2,4-diflorofenil hidrazin
hidrokloriir kullanilarak Boéliim 3.4. de tanimlanan yoOnteme gore reaksiyon

tamamlandi. % 89 verimle 266.1 mg madde elde edildi. E.n: 97- 100 °C

Elemental Analiz: C;7HsF2N3;— 0.25H,0

% C %H %N
Hesaplanan 67.20 5.14 13.83
Analiz: 67.04 5.13 14.23

TH-NMR Spektrumu (de- DMSO) Sppm

1.37 (3H, t, CH3), 4.20 (2H, q, CH>), 7.00- 7.05 (1H, m, Ar-H), 7.13- 7.25 (3H, m, Ar-
H), 7.42- 7.50 (2H, m, Ar-H), 7.69 (1H, s, H-2), 8.22 (1H, d, J= 7.2 Hz, Ar-H), 8.32
(1H, s, azometin-CH), 9.65 (1H, s, hidrazin-NH)

Kiitle Spektrumu m/z (ESI):
300 (M+1, %100)
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KD15 314 (3.166) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
o 300.2 1.34e8
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Sekil 3.13 Bilesik C6’nin kiitle spektrumu

KD15
- Agilent Technologies

Sample Name:
RD15

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vnnrl/vnmrsys/data

Sample directory:
KD15_20170413_01

FidFile: PROTON_02

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Apr 13 2017

Temp. 29.0 C / 302.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.559 sec

Width 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE  H1, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING

PT size 32768

Total time 0 min 31 sec
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3.4.7. 1-Etil-3-((2-(2-klorofenil)hidraziniliden)metil)-1 H-indol (C7)

1 mmol (0.173 mg) Bilesik B ile 1.3 mmol (0.233 g) 2-klorofenil hidrazin hidrokloriir

kullanilarak Béliim 3.4. de tanimlanan yonteme gore reaksiyon tamamlandi. % 53

verimle 156.4 mg madde elde edildi. E.n: 123-124 °C

Elemental Analiz: C;7HcCIN3

% C %H %N
Hesaplanan 68.75 5.42 14.11
Analiz: 68.42 5.83 14.15

TH-NMR Spektrumu (de- DMSO) Sppm

1.38 (3H, t, CH3),4.21 (2H, q, CH»), 6.72 (1H, td, J;=7.6 Hz, J, = 1.6 Hz, Ar-H), 7.17-
7.30 (4H, m, Ar-H), 7.49- 7.55 (2H, m, Ar-H), 7.70 (1H, s, H-2), 8.23 (1H, d, J=7.6
Hz, Ar-H), 8.46 (1H, s, azometin-CH), 9.34 (1H, s, hidrazin-NH)

I3C-NMR Spektrumu (de- DMSO) Sppm
24.82,50.08, 119.66, 121.33, 122.84, 125.22, 127.96, 129.95, 131.35, 131.96, 134.39,
137.66, 138.78, 139.90, 146.15, 147.89, 151.64

Kiitle Spektrumu m/z (ESI):
298 (M*, %100), 300 (M+2)

111
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Sekil 3.15 Bilesik C7’nin kiitle spektrumu

KD6

Sample Name:
KD6

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vomr1/vomrsys/data

sample directory:
KD6_20170320_01

FidFile: PROTON 02

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Mar 20 2017

Temp. 38.0 C / 311.1 K
Operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.559 sec

Width 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE H1, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING

PT size 32768

Total time 0 min 31 sec
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KD6

Sample Name:
XD6

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vnnrl/vmrsys/data

Sample directory:
KD6_20170320_01

Fidrile: current

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Mar 20 2017

Temp. 38.0 C / 311.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degr
Acq. time 1.304
Width 25125.6 Hz

448 repetitions
OBSERVE C13, 100.6234105 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 40 min
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3.4.8. 1-Etil-3-((2-(3-klorofenil)hidraziniliden)metil)-1 H-indol (C8)

1 mmol (0.173 mg) Bilesik B ile 1.3 mmol (0.233 g) 3-klorofenil hidrazin hidrokloriir

kullanilarak Béliim 3.4. de tanimlanan yonteme gore reaksiyon tamamlandi. % 36

verimle 107.4 mg madde elde edildi. E.n: 112-115 °C

Elemental Analiz: C;7HcCIN3

% C %H %N
Hesaplanan 68.75 5.42 14.11
Analiz: 67.16 5.42 14.04

TH-NMR Spektrumu (de- DMSO) Sppm

1.38 (3H, t, CH3), 4.21 (2H, q, CH>), 6.69 (1H, dd, J;= 7.6 Hz, J,=1.2 Hz, Ar-H), 6.95-
7.04 (2H, m, Ar-H), 7.19-7.26 (3H, m, Ar-H), 7.52 (1H, d, J= 7.6 Hz, Ar-H), 7.73 (1H,
s, H-2), 8.12 (1H, s, azometin-CH), 8.22 (1H, d, J= 6.8 Hz, Ar-H), 10.09 (1H, s,
hidrazin-NH)

I3C-NMR Spektrumu (de- DMSO) Sppm
15.16,40.37,109.43,109.97,110.45,111.60, 116.73, 120.23, 121.56, 122.28, 124.62,
130.05, 130.61, 133.69, 135.77, 136.42, 147.39

Kiitle Spektrumu m/z (ESI):
298 (M*, %100), 300 (M+2)
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Sekil 3.18 Bilesik C8’in kiitle spektrumu

KD-2
Sample Name: Agilent Technologies
KD-2
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home/vnmrl/vnmrsys/data
Sample directory:
KD-2_20170214_01
FidFile: PROTON_02

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Feb 14 2017

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.559 sec

Width 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE ~ H1, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 31 sec
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KD-2

Sample Name:
KD-2

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vnmrl/vanrsys/data

Sample directory:
KD-2_20170214_01

FidFile: current

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Feb 14 2017

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.304 sec

Width 25125.6 Hz

512 repetitions
OBSERVE C13, 100.6243863 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 40 min
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Agilent Technologies
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3.4.9. 1-Etil-3-((2-(4-klorofenil)hidraziniliden)metil)-1 H-indol (C9)

/O/Cl
HN
/

=N

A\
N

)

1 mmol (0.173 mg) Bilesik B ile 1.3 mmol (0.233 g) 4-klorofenil hidrazin hidrokloriir

kullanilarak Béliim 3.4. de tanimlanan yonteme gore reaksiyon tamamlandi. % 64

verimle 190.9 mg madde elde edildi. E.n: 136-138 °C

Elemental Analiz: C;7HcCIN3— 0.25H,0

% C %H %N
Hesaplanan 67.55 5.50 13.90
Analiz: 67.24 5.68 13.64

TH-NMR Spektrumu (de- DMSO) Sppm

1.38 (3H, t, CH3), 4.20 (2H, q, CH»), 7.03 (2H, d, J=8.4 Hz, Ar-H), 7.16-7.24 (4H, m,
Ar-H), 7.50 (1H, d, J=8.0 Hz, Ar-H), 7.68 (1H, s, H-2), 8.10 (1H, s, azometin-CH),
8.22 (1H, d, J=7.6 Hz, Ar-H), 9.95 (1H, s, hidrazin-NH)

I3C-NMR Spektrumu (de- DMSO) Sppm
15.12,40.36,109.92, 111.79, 112.68, 120.14, 120.56, 121.71, 122.24, 124.68, 128.75,
129.73, 135.255, 136.44, 144. 94

Kiitle Spektrumu m/z (ESI):
298 (M*, %100), 300 (M+2)
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Sekil 3.21 Bilesik C9’un kiitle spektrumu

KD1
Agilent Technologies

Sample Name:
KD1

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vamrl/vomrsys/data

Sample directory:
KD1_20170210_01

Pidrile: PROTON_04

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Feb 10 2017

Temp. 37.0 C / 310.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.559 sec

Width 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE ~ H1, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 31 sec
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KDL

sample Name:
KD1

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vnmrl/vamrsys/data

Sample directory:
KD1_20170210_01

FidFile: current

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso

Data collected on: Feb 10 2017

Temp. 37.0 C / 310.1 K
Operator: vomrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degr:
Acq. time 1.304 sec
Width 25125.6 Hz

320 repetitions
OBSERVE C13, 100.6243850 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 40 min

- Agilent Technologies
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3.4.10. 1-Etil-3-((2-(3,5-diklorofenil)hidraziniliden)metil)-1H-indol (C10)

1 mmol (0.173 mg) Bilesik B ile 1.3 mmol (0.278 g) 3,5-diklorofenil hidrazin
hidrokloriir kullanilarak Boéliim 3.4. de tanimlanan yoOnteme gore reaksiyon

tamamlandi. % 74 verimle 245.2 mg madde elde edildi. E.n: 167-168 °C

Elemental Analiz: C7H5CI)N3;— 0.25H,0

% C %H %N
Hesaplanan 60.64 4.64 12.48
Analiz: 60.49 4.67 12.84

TH-NMR Spektrumu (de- DMSO) Sppm

1.38 (3H, t, CH3), 4.20 (2H, q, CH»), 6.75 (1H, s, Ar-H), 6.94 (2H, s, Ar-H), 7.21 (2H,
p, J=7.2, Ar-H), 7.51 (1H, d, J= 7.2 Hz, Ar-H), 7.76 (1H, s, H-2), 8.11-8.15 (2H, m,
azometin-CH), 10.30 (1H, s, hidrazin-NH)

I3C-NMR Spektrumu (de- DMSO) Sppm
15.16,40.44,109.30, 110.13,111.22,115.87,120.41, 121.37, 122.38, 124.57, 130.68,
134.53,136.45, 137.18, 147.98

Kiitle Spektrumu m/z (ESI):
332 (M*, %100), 334 (M+2), 336 (M+4)
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Sekil 3.24 Bilesik C10’un kiitle spektrumu

KD-7

Sample Name:
KD-7

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vamr1/vomrsys/data

sample directory:
KD-7_20170411_01

FPidrFile: PROTON_02

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Apr 11 2017

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acqg. time 2.559 sec

Width 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE  H1, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 31 sec
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KD-7

Sample Name:
KD-7

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vnmr1/vomrsys/data

sample directory:
KD-7_20170411 01

FidPile: current

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)

Solvent: dmso
Data collected on: Apr 11 2017

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degr
Acq. time 1.304 sec
Width 25125.6 Hz

1088 repetitions
OBSERVE C13, 100.6243832 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 1 hr

- Agilent Technologies
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3.4.11. 1-Etil-3-((2-(2,4-diklorofenil)hidraziniliden)metil)-1H-indol (C11)

Cl

1 mmol (0.173 mg) Bilesik B ile 1.3 mmol (0.278 g) 2,4-diklorofenil hidrazin
hidrokloriir kullanilarak Boéliim 3.4. de tanimlanan yoOnteme gore reaksiyon

tamamlandi. % 53 verimle 176.4 mg madde elde edildi. E.n: 152-153 °C

Elemental Analiz: C7H;5Cl,N3

% C %H %N
Hesaplanan 61.46 4.55 12.65
Analiz: 59.86 4.71 12.70

TH-NMR Spektrumu (de- DMSO) Sppm

1.37 (3H, t, CHs), 421 (2H, q, CH»), 7.17-7.25 (2H, m, Ar-H), 7.33 (1H, dd, J;=9.2
Hz, J,= 2.4 Hz, Ar-H), 7.40-7.41 (1H, m, Ar-H), 7.51 (2H, d, J= 8.4 Hz, Ar-H), 7.73
(1H, s, H-2), 8.20 (1H, d, J= 7.6 Hz, Ar-H), 8.48 (1H, s, azometin-CH), 9.54 (1H, s,
hidrazin-NH)

I3C-NMR Spektrumu (de- DMSO) Sppm
15.22,40.48,110.10,111.47,114.07,115.94,120.41, 120.72, 121.72, 122.39, 124.65,
128.07, 128.39, 130.70, 136.51, 139.03, 141.15

Kiitle Spektrumu m/z (ESI):
332 (M*, %100), 334 (M+2), 336 (M+4)
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Sekil 3.27 Bilesik C11’1n kiitle spektrumu

KD8

Sample Name:
KD8
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home /vomr1/vomrsys/data
Sample directory:
KD8_20170514_01
FidFile: PROTON 01

Agilent Technologies

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: May 14 2017

Temp. 28.0 C / 301.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.559 sec

Width 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE H1, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 31 sec
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xD8
Sample Name:
xD8

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vnmrl/vomrsys/data

sample directory:
KD8_20170514_01

FidPile: CARBON_O01

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)

Solvent: dmso
Data collected on: May 14 2017

Temp. 28.0 C / 301.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degr

Acq. time 1.550 sec
Width 21141.6 Hz

1000 repetitions
OBSERVE C13, 100.6243801 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 44 min
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3.4.12. 1-Etil-3-((2-(3,4-diklorofenil)hidraziniliden)metil)-1H-indol (C12)

1 mmol (0.173 mg) Bilesik B ile 1.3 mmol (0.278 g) 3,4-diklorofenil hidrazin
hidrokloriir kullanilarak Boéliim 3.4. de tanimlanan yoOnteme gore reaksiyon

tamamlandi. % 70 verimle 233.3 mg madde elde edildi. E.n: 155-157 °C

Elemental Analiz: C;7H;5Cl2N3

% C %H %N
Hesaplanan 61.46 4.55 12.65
Analiz: 59.59 4.86 13.66

TH-NMR Spektrumu (de- DMSO) Sppm

1.37 (3H, t, CH3), 4.20 (2H, q, CH»), 6.96 (1H, d, J=8.4 Hz, Ar-H), 7.15-7.25 (3H, m,
Ar-H), 7.39 (1H, d, J=8.8 Hz, Ar-H), 7.50 (1H, d, J= 8.0 Hz, Ar-H), 7.73 (1H, s, H-
2), 8.10-8.18 (2H, m, azometin-CH), 10.17 (1H, s, hidrazin-NH)

I3C-NMR Spektrumu (de- DMSO) Sppm
15.19,40.46,110.10,111.47,111.61,112.06,117.92, 120.35, 121.57, 122.37, 124.64,
130.39, 130.86, 131.44, 136.49, 136.52, 146.00

Kiitle Spektrumu m/z (ESI):
332 (M*, %100), 334 (M+2), 336 (M+4)
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Sekil 3.30 Bilesik C12’nin kiitle spektrumu

KD-9

Sample Name: Agilent Technologies
KD-9

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vnmrl/vnmrsys/data

Sample directory:
KD-9_20170514_01

FidFile: PROTON_02

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: May 14 2017

Temp. 28.0 C / 301.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.559 sec

Width 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE ~ H1, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 31 sec
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KD-9

Sample Name:
XD-9

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vomr1/vamrsys/data

sample directory:
KD-9_20170514_01

Fidrile: current

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: May 15 2017

Temp. 28.0 C / 301.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.550 sec

Width 21141.6 Hz

512 repetitions
OBSERVE C13, 100.6243788 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

PT size 65536

Total time 1 hr, 50 min
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Sekil 3.32 Bilesik C12’nin 3C-NMR spektrumu
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3.4.13. 1-Etil-3-((2-(2,5-diklorofenil)hidraziniliden)metil)-1H-indol (C13)

Cl

1 mmol (0.173 mg) Bilesik B ile 1.3 mmol (0.278 g) 2,5-diklorofenil hidrazin
hidrokloriir kullanilarak Boéliim 3.4. de tanimlanan yOnteme gore reaksiyon

tamamlandi. % 89 verimle 296.7 mg madde elde edildi. E.n: 115-117 °C

Elemental Analiz: C;7H;5Cl2N3

% C %H %N
Hesaplanan 61.46 4.55 12.65
Analiz: 60.95 4.79 12.91

TH-NMR Spektrumu (de- DMSO) Sppm

1.38 (3H, t, CHs), 4.22 (2H, q, CHa), 6.73 (1H, dd, Jao— 8.8 Hz, Jn=2.8 Hz, Ar-H),
7.19-7.33 (3H, m, Ar-H), 7.4 (1H, d, J=2.8 Hz, Ar-H), 7.52 (1H, d, J= 7.2 Hz, Ar-H),
7.77 (1H, s, H-2), 8.14-8.16 (1H, m, Ar-H), 8.51 (1H, s, azometin-CH), 9.66 (1H, s,
hidrazin-NH)

I3C-NMR Spektrumu (de- DMSO) Sppm
15.21,40.49,110.21, 111.27,112.13,114.12, 117.48, 120.48, 121.31, 122.41, 124.68,
130.56, 130.87, 132.68, 136.49, 139.64, 143.01

Kiitle Spektrumu m/z (ESI):
332 (M*, %100), 334 (M+2), 336 (M+4)
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KD14 393 (3.963) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
3324 6.72e7
100~
332.1
334.4
°
334.8
335.4
335.6
330.8
336.2
171.8 336.9
192.0 229.4 294.9329.43 550.9 684.3
- 670.4684-
ARG AN B LI T R Rl L
200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700

Sekil 3.33 Bilesik C13’1in kiitle spektrumu

Agilent Technologies

Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home/vnmrl/vnmrsys/data
Sample directory:
KD-14_20170413_01
FidFile: PROTON_02

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Apr 13 2017

Temp. 29.0 C / 302.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.559 sec

Width 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE  H1, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 31 sec

| L]

LB S T o A N i G o R R L B

LI B B L B L U e T e

13 12 11 10 9 8 £ 6 5 4 3 2 1 0 -1 ppm

Sekil 3.34 Bilesik C13’iin '"H-NMR spektrumu
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KD-14

Sample Name:
KD-14

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vomr1/vonrsys/data

sample directory:
KD-14_20170413_01

FidFile: current

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)

Solvent: dmso
Data collected on: Apr 13 2017

Temp. 29.0 C / 302.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acq. time 1.550 sec
width 21141.6 Hz
384 repetitions
OBSERVE C13, 100.6243807 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB
continuously on
WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING
Line broadening 0.5 Hz
FT size 65536
Total time 55 min

L L L L L L L B B |

40

Agilent Technologies

20 0 ppm

60

P R L T BRI e e
180 160 140 120 100 80

Sekil 3.35 Bilesik C13’iin >*C-NMR spektrumu
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3.4.14. 1-Etil-3-((2-(2-bromofenil)hidraziniliden)metil)-1H-indol (C14)

1 mmol (0.173 mg) Bilesik B ile 1.3 mmol (0.291 g) 2-bromofenil hidrazin hidrokloriir
kullanilarak Béliim 3.4. de tanimlanan yonteme gore reaksiyon tamamlandi. % 80

verimle 275.1 mg madde elde edildi. E.n: 126-128 °C

Elemental Analiz: C;7HsBrNs

% C %H %N
Hesaplanan 59.66 4.71 12.28
Analiz: 59.15 4.90 12.47

TH-NMR Spektrumu (de- DMSO) Sppm

1.38 (3H, t, CH3), 4.22 (2H, q, CH>), 6.64-6.68 (1H, m, Ar-H), 7.17-7.34 (3H, m, Ar-
H), 7.44-7.53 (3H, m, Ar-H), 7.70 (1H, s, H-2), 8.23 (1H, d, J= 7.2 Hz, Ar-H), 8.47
(1H, s, azometin-CH), 9.11 (1H, s, hidrazin-NH)

I3C-NMR Spektrumu (de- DMSO) Sppm
15.17,40.41,105.49,110.00, 111.59, 113.60, 119.03, 120.29, 121.66, 122.29, 124.70,
128.55, 130.28, 132.33, 136.45, 138.38, 142.94

Kiitle Spektrumu m/z (ESI):
342 (M+, %100), 344 (M+2, %100)
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KD4 439 (4.426) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
342.2 5.82e7
100-
344.3
°\°,
344.8
341.2
345.3
125.9 @
340.9245:6
3406
340.0_4346.2
339.2
481.3 98086105 6912 74388353 85539322 955 4 11051 12032 12992
TRTRITY ORI PR b R PR AR A i AT GO <rbr A ihig-cmmoil M2
300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200
Sekil 3.36 Bilesik C14’1in kiitle spektrumu
KD4
Sample Name: - Agilent Technologies
KD4
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home/vnmrl/vnmrsys/data
Sample directory:
KD4_20170321_01
FidFile: PROTON_02
Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Mar 21 2017
Temp. 35.0 C / 308.1 K
Operator: vamrl
Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acq. time 2.559 sec
Width 6402.0 Hz
8 repetitions
OBSERVE H1, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING
FT size 32768
Total time 0 min 31 sec
l J o
e e o R B A
13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 -1 ppm

Sekil 3.37 Bilesik C14’iin "H-NMR spektrumu
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KD4
Sample Name:

XD4
Data Collected on:

mercury400-mercury400
Archive directory:

/home/vnmrl/vamrsys/data
Sample directory:

KD4_20170321_01
PidPile: current

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Mar 21 2017

Temp. 35.0 C / 308.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degr
Acq. time 1.550 s
Width 21141.6 Hz
192 repetitions
OBSERVE C13, 100.6243846 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

PT size 65536

Total time 33 min

g

Agilent Technologies

L B o e e e e L L B B R B I UL UL I LR RN I
20 0 ppm

180 160 140 120 100 80

Sekil 3.38 Bilesik C14’iin 3C-NMR spektrumu

60

40
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3.4.15. 1-Etil-3-((2-(3-bromofenil)hidraziniliden)metil)-1H-indol (C15)

1 mmol (0.173 mg) Bilesik B ile 1.3 mmol (0.291 g) 3-bromofenil hidrazin hidrokloriir
kullanilarak Béliim 3.4. de tanimlanan yonteme gore reaksiyon tamamlandi. % 87

verimle 297.4 mg madde elde edildi. E.n: 112-113 °C

Elemental Analiz: C;7H1sBrNs— 0.25H,0O

% C %H %N
Hesaplanan 58.89 4.90 12.12
Analiz: 58.73 4.95 12.32

TH-NMR Spektrumu (de- DMSO) Sppm

1.37 (3H, t, CHa3), 4.20 (2H, q, CH»), 6.80 (1H, d, J= 7.6 Hz, Ar-H), 6.98 (1H, d, J=
7.6 Hz, Ar-H), 7.12-7.25 (4H, m, Ar-H), 7.50 (1H, d, J= 6.8 Hz, Ar-H), 7.70 (1H, s,
H-2), 8.09-8.19 (2H, m, azometin-CH, Ar-H), 10.0 (1H, s, hidrazin-NH)

I3C-NMR Spektrumu (de- DMSO) Sppm
15.09,40.36,109.97,110.31, 111.59,113.42,119.62, 120.18, 121.49, 122.25, 124.66,
129.94, 130.87, 135.81, 136.43, 147.53

Kiitle Spektrumu m/z (ESI):
342 (M*, %100), 344 (M+2, %100)
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FE S i3] \
KD5 416 (4.195) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
100 3424 5.58e7
1 344.3
342.1
=
341.6
344.7
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341.4]
345.3
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Sekil 3.39 Bilesik C15’1n kiitle spektrumu

KDS-

Sample Name:
KD5-
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home/vnmxrl/vnmrsys/data
sample directory:
KDS-_20170320_01
FidFile: PROTON_02

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Mar 20 2017

Temp. 38.0 C / 311.1 K
Operator: vomrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acg. time 2.559 sec

Width 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE  H1, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING

PT size 32768

Total time 0 min 31 sec

|

- Agilent Technologies

I

l—fvv|||v1|||ry\|;-|||\|x|]vu\||w|1|‘-v.yiuv-.]rv.vyr||\|x||.|.||:\..|\||v.-[vx|v

13 12 11 10 9 8 7 6

Sekil 3.40 Bilesik C15’in '"H-NMR spektrumu

5 4 3 2 1 0 -1 ppm
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KD5-
% Agilent Technologies

Sample Name:
RDS-

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vnmrl/vomrsys/data

Sample directory:
KDS5-_20170320_01

PidFile: CARBON 01

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Mar 20 2017

Temp. 38.0 C / 311.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degree:

Acq. time 1.304 sec
Width 25125.6 Hz

1000 repetitions
OBSERVE €13, 100.6243866 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

PT size 65536

Total time 40 min

B B B i o L e e L e L L L R B R L R I R LR R R R
40 20 [ ppm

220 200 180 160 140 120 100 80 60

Sekil 3.41 Bilesik C15’in 3C-NMR spektrumu
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3.4.16. 1-Etil-3-((2-(4-bromofenil)hidraziniliden)metil)-1H-indol (C16)

1 mmol (0.173 mg) Bilesik B ile 1.3 mmol (0.291 g) 4-bromofenil hidrazin hidrokloriir
kullanilarak Béliim 3.4. de tanimlanan yonteme gore reaksiyon tamamlandi. % 70

verimle 238.4 mg madde elde edildi. E.n: 154-157 °C

Elemental Analiz: C;7HsBrNs

% C %H %N
Hesaplanan 59.66 4.71 12.28
Analiz: 59.43 4.83 12.48

TH-NMR Spektrumu (de- DMSO) Sppm

1.36 (3H, t, CH3), 4.19 (2H, q, CH»), 6.97 (2H, d, J=8.4, Ar-H), 7.15-7.24 (2H, m, Ar-
H), 7.32 (2H, dd, Ja»—= 11.6 Hz, Jue= 2.8 Hz, Ar-H), 7.49 (1H, d, J= 8, Ar-H), 7.69 (1H,
s, H-2), 8.08 (1H, s, azometin-CH), 8.20-8.22 (1H, m, Ar-H), 9.99 (1H, s, hidrazin-
NH)

I3C-NMR Spektrumu (de- DMSO) Sppm
15.24,40.42,108.04, 110.02, 111.81, 113.24, 120.24, 121.80, 122.32, 124.68, 129.93,
131.65, 135.38, 136.48, 145.32

Kiitle Spektrumu m/z (ESI):
342 (M*, %100), 344 (M+2, %100)
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KD3 467 (4.709) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
el 342.3 6.95¢7
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=
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Sekil 3.42 Bilesik C16’nin kiitle spektrumu

kD3
- Agilent Technologies

Sample Name:
KD3

Data Collected on:
mercury400-mexcury400

Archive directory:
/bome/vamr1/vomrsys/data

sample directory:
KD3_20170518_01

PidFile: PROTON 01

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: May 18 2017

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.559 sec

Width 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE H1, 400.1759761 Mz
DATA PROCESSING

PT size 32768

Total time 0 min 31 sec

I )

LI e e e e B B L e

13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 -1 ppm

Sekil 3.43 Bilesik C16’nin '"H-NMR spektrumu
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XD3

Sample Name:
KD3

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/bome/vomr1/vomrsys/data

sample directory:
KD3_20170518_01

PidFile: current

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: May 18 2017

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vomrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degr
Acq. time 1.550
Width 21141.6 Hz

192 repetitions
OBSERVE C13, 100.6243768 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

PT size 65536

Total time 1 hr, 28 min

L L “n

Agilent Technologies

L L e L B L L L L LN LU BLELELEL BN BN BRI B
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Sekil 3.44 Bilesik C16’nin 3C-NMR spektrumu
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3.4.17. 1-Etil-3-((2-(3,4-dimetilfenil)hidraziniliden)metil)-1H-indol (C17)

1 mmol (0.173 mg) Bilesik B ile 1.3 mmol (0.224 g) 3,4-dimetilfenil hidrazin
hidrokloriir kullanilarak Boéliim 3.4. de tanimlanan yoOnteme gore reaksiyon

tamamlandi. % 64 verimle 186.6 mg madde elde edildi. E.n: 135-137 °C

Elemental Analiz: Ci9H> N3

% C %H %N
Hesaplanan 78.32 7.26 14.42
Analiz: 77.73 7.46 14.40

TH-NMR Spektrumu (de- DMSO) Sppm

1.36 (3H, t, CHs), 2.14 (6H, d, fenil-CHz), 4.18 (2H, q, CH>), 6.78 (2H, d, J=10.0 Hz,
Ar-H), 6.95 (1H, d, J= 8.0 Hz, Ar-H), 7.14-7.22 (2H, m, Ar-H), 7.47 (1H, d, J= 7.6
Hz, Ar-H), 7.61 (1H, s, H-2), 8.03 (1H, s, azometin-CH), 8.23 (1H, d, J= 7.6 Hz, Ar-
H), 9.55 (1H, s, hidrazin-NH)

I3C-NMR Spektrumu (de- DMSO) Sppm
15.18, 18.47, 19.83, 40.32, 108.87, 109.85, 112.18, 112.88, 119.98, 121.75, 122.13,
124.76, 128.97, 129.97, 133.59, 136.31, 136.40, 144.21

Kiitle Spektrumu m/z (ESI):
292 (M+1, %100)
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KD17 678 (6.836) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
100+ 292.3 1.33e8
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Sekil 3.45 Bilesik C17’nin kiitle spektrumu

KD-17

Sample Name: - Agilent Technologies
KD-17

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vamrl/vnmrsys/data

Sample directory:
KD-17_20170428_01

FidFile: PROTON_02

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Apr 28 2017

Temp. 31.0 C / 304.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.559 sec

wWidth 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE H1, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 31 sec

5 I A L [ UG o o [ i i D e L AU T B L L L L B i L UL LR

13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 -1 ppm

Sekil 3.46 Bilesik C17°nin '"H-NMR spektrumu
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- Agilent Technologies

KD-17

Sample Name:
KD-17

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vomrl/vomrsys/data

sample directory:
KD-17_20170428_01

FidFile: CARBON_01

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)

Solvent: dmso
Data collected on: Apr 28 2017

Temp. 31.0 C / 304.1 K
Operator: vomrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acq. time 1.304
Width 25125.6 Hz
1000 repetitions
OBSERVE C13, 100.6243812 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB
continuously on
WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING
Line broadening 0.5 Hz
PT size 65536
Total time 40 min

c

1Ll |

LI L o e L B L L L L L B I L L R I R I LS RIS RS IR R
80 60 40 20 0 ppm
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Sekil 3.47 Bilesik C17°nin '3C-NMR spektrumu

143



3.4.18. 1-Etil-3-((2-(2,4-dimetilfenil)hidraziniliden)metil)-1H-indol (C18)

1 mmol (0.173 mg) Bilesik B ile 1.3 mmol (0.224 g) 2.,4-dimetilfenil hidrazin
hidrokloriir kullanilarak Boéliim 3.4. de tanimlanan yoOnteme gore reaksiyon

tamamlandi. % 65 verimle 190.4 mg madde elde edildi. E.n: 135-139 °C

Elemental Analiz: Ci9H>1N;— 0,5H20

% C %H %N
Hesaplanan 75.98 7.38 13.99
Analiz: 76.85 7.42 13.84

TH-NMR Spektrumu (de- DMSO) Sppm
1.36 (3H, t, CHz3), 2.17 (6H, d, J= 4.0 Hz, fenil-CHz3), 4.19 (2H, q, CH»), 6.83 (1H, s,
Ar-H), 6.93 (1H, d, J=8.0 Hz, Ar-H), 7.14-7.23 (2H, m, Ar-H), 7.30 (1H, d, J=8.0 Hz,
Ar-H), 7.48 (1H, d, J=7.6 Hz, Ar-H), 7.64 (1H, s, H-2), 8.22-8.30 (2H, m, Ar-H,
azometin-CH), 8.89 (1H, s, hidrazin-NH)

I3C-NMR Spektrumu (de- DMSO) Sppm
15.24, 17.41, 20.13, 40.36, 109.91, 11.38, 112.19, 120.05, 121.76, 122.18, 124.80,
125.95,127.07, 129.26, 130.74, 135.50, 136.43, 141.79

Kiitle Spektrumu m/z (ESI):
292 (M+1, %100)
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KD18 692 (6.978) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
292.3 1.34e8
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Sekil 3.48 Bilesik C18’in kiitle spektrumu

KD-18 :

Sample Name: - Agilent Technologies
KD-18

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vnmrl/vnmrsys/data

Sample directory:
KD-18_20170429_01

Fidrile: PROTON_02

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Apr 29 2017

Temp. 29.0 C / 302.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.559 sec

Width 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE  H1, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING

PT size 32768

Total time 0 min 31 sec

L0t lAU

L. S PR vt N B i ) i I e L D L e L L L L L T B LR 2 N L ) LS

9 8 i 6 5 4 3 2 1 0 -1 ppm

13 12 11 10

Sekil 3.49 Bilesik C18’in 'H-NMR spektrumu
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KD-18

Sample Name:
KD-18

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vomr1/vomreys/data

sample directory:
KD-18_20170429_01

Pidrile: current

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Apr 29 2017

Temp. 29.0 C / 302.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.304 sec

Width 25125.6 Hz

576 repetitions

OBSERVE C13, 100.6243797 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

PT size 65536

Total time 40 min

| HH‘

Agilent Technologies
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Sekil 3.50 Bilesik C18’in 3C-NMR spektrumu

80

60

40

20

0 ppm

146



3.4.19. 1-Etil-3-((2-(o-tolilfenil)hidraziniliden)metil)-1 H-indol (C19)

1 mmol (0.173 mg) Bilesik B ile 1.3 mmol (0.159 g) o-tolilfenil hidrazin hidrokloriir
kullanilarak Béliim 3.4. de tanimlanan yonteme gore reaksiyon tamamlandi. % 92

verimle 255.6 mg madde elde edildi. E.n: 112-115 °C

Elemental Analiz: C;sH9N3— 0.75H,0

% C %H %N
Hesaplanan 74.32 7.10 14.45
Analiz: 74.23 6.86 13.60

TH-NMR Spektrumu (de- DMSO) Sppm

1.36 (3H, t, CH3), 2.19 (3H, s, fenil-CH3), 4.20 (2H, q, CH»), 6.62 (1H, t, J= 7.2 Hz,
Ar-H), 7.00 (1H, d, J=7.6 Hz, Ar-H), 7.10-7.23 (3H, m, Ar-H), 7.40 (1H, d, J=8.0 Hz,
Ar-H), 7.49 (1H, d, J=8.0 Hz, Ar-H), 7.67 (1H, s, H-2), 8.24 (1H, d, J=7.6 Hz, Ar-H),
8.33 (1H, s, azometin-CH), 9.01 (1H, s, hidrazin-NH)

I3C-NMR Spektrumu (de- DMSO) Sppm
15.28,17.53, 40.42, 109.99, 111.13, 112.10, 117.58, 119.98, 120.16, 121.80, 122.26,
124.78, 126.75, 129.60, 130.09, 136.11, 136.47, 143.98

Kiitle Spektrumu m/z (ESI):
278 (M+1, %100)
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KD19 644 (6.494) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
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Sekil 3.51 Bilesik C19’un kiitle spektrumu

KD19

Sample Name:
KD19
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home /vomrl/vonrsys/data
sample directory:
KD19_20170515_03
FidFile: PROTON_O1

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: May 15 2017

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acqg. time 2.559 sec

Width 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE H1l, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 31 sec
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i~ Agilent Technologies
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Sekil 3.52 Bilesik C19’un '"H-NMR spektrumu
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Agilent Technologies

KD19

Sample Name:
KD19

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vomrl/vomreys/data

Sample directory:
KD19_20170515_03

FidrPile: current

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: May 15 2017

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.550 sec

Width 21141.6 Hz

320 repetitions
OBSERVE C13, 100.6243762 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

PT size 65536

Total time 1 hr, 28 min

L o e e L B L L B L L L B L BB AL UL
60 40 20 0 ppm

180 160 140 120 100 80

Sekil 3.53 Bilesik C19’un 3C-NMR spektrumu
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3.5. Sentezlenen Bilesiklerin /n Vitro Biyolojik Aktivite Tayinleri

Sentezlenen bilesiklerin  sitotoksisiteleri degerlendirildi. Antioksidan

aktiviteleri tayini ve sitotoksisik etkileri aragtirilarak yorumlandi.

3.5.1. Sentezlenen Melatonin Analogu indol Tiirevi Bilesiklerin Antioksidan Etki
Profilleri

1. Radikal siipiiriicii aktivitenin DPPH deneyi ile arastirilmasi
2. DCFH yontemi ile hiicre i¢i ROT 6l¢iimii

Yontemleri ile arastirilmistir. Yontemlerin esaslar1 ve bulgular1 asagida 6zetlenmistir.

3.5.1.1. Antioksidan Deneylerde Kullanilan Kimyasallar

2,2 difenil-1-pikrilhidrazil, metanol, melatonin, BHT, DCFH-DA, PBS, DMSO
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO)’dan temin edilmistir.

3.5.1.2. Radikal Siipiiriicii Aktivitenin DPPH Deneyi ile Arastirilmasi

Yeni sentezlenen bilesiklerin radikal siipiiriicii aktiviteleri stabil bir serbest
radikal olan mor renkli 2,2,difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH)’in absorbansindaki
degisikligin oOlgiilmesiyle test edilmistir. DPPH 515 nm’de maksimum absorbansa
sahip stabil serbest radikaldir. DPPH molekiilii H" kaynagi antioksidan bir molekiille
etkilestiginde absorbans degerinde azalma olur ve bu azalma spektrofotometrik olarak

Olgiilebilir.

Deneyin Yapihisi:

%380’lik metanol-su(v/v) karisiminda hazirlanan 180 pul DPPH ¢ozeltisi(150
uM), 96 kuyucuklu plakaya eklenmis ve 20 ul test maddesiyle oda sicaklifinda
inkubasyona birakilmigtir. DPPH rediiksiyonu 517 nm dalga boyunda 30 dakika
boyunca mikroplaka okuyucuda izlenmistir. MLT ve BHT referans madde olarak
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kullanilmigtir. Radikal siipiiriicii aktivite, absorbanstaki azalma orani olarak ifade

edilmis ve formiildeki gibi hesaplanmistir:

Radikal siipiirticti aktivite (%) = [(Ao— A1/ Ao ) x100]

Ao:kontrol grubunun absorbansi, Ai. test maddesi igeren grubun absorbansi.

3.5.1.3. DCFH Yoéntemi ile Hiicre ici ROT Ol¢iimii

DCFH-DA (5-(-6)-klorometil-2°,7’-diklorodihidro-floresin diasetat) floresan
Ozellige sahip olmayan, lipid-¢coziinlir bir molekiildiir ve kolaylikla hiicre
membranlarindan hiicre i¢ine difiize olabilir. Hiicre i¢ine girdikten sonra intraseliiler
esterazlar tarafindan suda-¢6ziiniir, floresan olmayan 2°,7’ -diklorofloresin (DCFH)’e
hidroliz olur. DCFH ise reaktif oksijen bilesikleri varliginda floresan 6zellige sahip
2°,7° diklorofloresin (DCF)’e okside olur (Lautraite S. ve ark. 2003). Olusan DCFH’in
floresans siddetinin  488nm eksitasyon, 530nm emisyon dalga boyunda
spektroflorimetrik olarak dlgiilmesi ile ortamdaki reaktif oksijen bilesiklerinin varligi

degerlendirilir (Puntarulo ve Cederbaum 1998).

Deneyin Yapihsi:

Hiicreler tripsinlenmeyi takiben normal biiylime ortami i¢inde siyah 96
kuyucuklu plakalara 5x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekilmis, 37 °C ‘de %5
CO2’li ortamda 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Besi ortami1 uzaklastirilip hiicreler
DCFH-DA (20uM) igeren besi ortami ile 30 dk inkiibasyona birakilmistir. Siirenin
sonunda besi ortami uzaklastirilip PBS ile yikama yapilarak hiicrelere girmeyen
DCFH-DA ortamdan uzaklastirilmistir. Daha sonra test maddeleri (10 uM) ve cH>O»
(10 uM) eklenerek, floresans siddeti 60 dakika boyunca 488 nm eksitasyon, 530 nm
emisyon dalga boyunda izlenmis ve bilesiklerin DCFH oksidasyonu iizerine etkileri

degerlendirilmistir. Ortamdaki final DMSO orami %0.1 olacak sekilde ¢aligilmistir.
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3.5.2. Sitooksisite Calismasinda Kullanilan Kimyasallar

MDA-MB-231 Meme kanseri hiicre hatti (ATCC HTB-26), %10 fetalbovine
serum (FBS), 20 mM L-glutamin ve %1 penicillin/streptomycin iceren Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM) hiicre besiyerinde 37°C sicaklik ve %5 CO»

iceren kosullarda biiyiitiilmiistiir.

3.5.2.1. Cin Hamster1 Over Hiicre Hattinda Sitotoksisitenin MTT Yontemi

ile Arastirilmasi

Sar1 renkli bir tetrazolyum tuzu olan MTT (3-(4,5-dimetil-2-tiyazolil)-2,5-
difenil-2H-tetrazolyum bromiir) mitokondriyel aktivite varliginda mor renkli
formazan kristallerine doniisiir ve renk siddeti spektrofotometrik olarak 550 nm’de

Olciiliir (Mosmann, 1983).

Deneyin Yapihisi:

Hiicreler tripsinlenmeyi takiben normal biiylime vasati i¢inde 96 kuyucuklu
plakalara 5x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekilmis, 24 saat 37 °C, %5 CO’li
ortamda inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra test maddeleri final DMSO orani1 9%0.1
olacak sekilde 10 uM final konsantrasyonda eklenmis ve 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. Kontrol grubu olarak %0,1 DMSO igeren biiyiime ortami, pozitif kontrol
grubu olarak Triton X-100 (171 uM) kullanilmistir. Ortamdaki final DMSO oram
%0.1°dir. Inkiibasyon siiresinin sonunda hiicre canliligi MTT yontemi ile
degerlendirilmistir. Deney ortami uzaklastirilmis ve kuyucuklar tuzlu fosfat tamponu
(Phosphate Buffered Saline (PBYS)) ile yikanmistir. Final konsantrasyonu 1 mg/ml olan
MTT cozeltisi ile 4 saat inkiibasyon sonrasinda olusan mor renkli formazan kristalleri
DMSO’da ¢6ziilmiis ve absorbans degerleri 550 nm dalga boyunda Thermo/Varioskan
Flash mikroplaka okuyucuda 6l¢iilmiistiir.
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3.5.3. Biyolojik Aktivitenin Sonu¢larinin Degerlendirilmesi

3.5.3.1. Radikal Siipiiriicii Aktivitenin DPPH Deneyi ile Arastirilmasi

Sonuclar:

Yeni sentezlenen C kodlu bilesiklerin 1 puM, 10 pM ve 100 uM final
konsantrasyonlarinda radikal siiptiriicii aktiviteleri DPPH yontemi ile arastirilmistir
(Sekil 3.54). Buna gore tiim bilesiklerin konsantrasyona bagli olarak radikal siipiiriicii
aktivite gosterdigi bulunmustur. C17, C18 ve C19 disindaki bilesikler benzer
oranlarda radikal siipliriicli aktivite gostermistir. Bilesiklerin kimyasal yapilar1 goz
Oniine alindiginda ana yapiya bagl fenil halkasinda halojen yerine metil siibstiitisyonu
bulunmasinin (C17,C18, C19) radikal siipiiriicii aktiviteyi azalttig1 goriilmektedir. Bu
bilesikler benzer sekilde diger deney olan DCFH oksidasyonu iizerinde de indirgeyici

etki gdstermemistir.
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Sekil 3.54 C kodlu bilesiklerin radikal siipiiriicii aktivitelerinin DPPH yontemi ile
Olgiilmesi.
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Sekil 3.54’teki barlar dort farkli calismanin ‘ortamala+ standart sapma’ degerlerini
gostermektedir. BHT ve MLT referans olarak kullanilmistir. (BHT: Butillenmis
hidroksitoluen, MLT)
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3.5.3.2. DCFH Yoéntemi ile Hiicre ici ROT Ol¢iimii
Sonuclar:

Yeni sentezlenen bilesiklerin olas1 antioksidan etkileri hiicre temelli DCFH yontemi
ile arastirilmistir. Bilesiklerin CHO-K 1 hiicrelerinde kiimen hidroperoksit (cH203) ile
indiiklenen DCFH oksidasyonu iizerine olasi indirgeyici etkileri Sekil 3.55.°de
goriilmektedir. C2, C3 ve C5 disindaki bilesikler CH>O» ile indiiklenen DCFH
oksidasyonunu azaltmamistir. Hatta C12 ve C18 bilesikleri istatistiksel olarak anlamli

sekilde oksidasyonu artirici etki géstermistir.

Yiiksek radikal siipiiriicii aktivite gosteren bilesiklerin DCFH yonteminde etkili
olmamasi1 birka¢ sekilde yorumlanabilir. Bunlardan ilki ¢6ziiniirliik problemi
nedeniyle DCFH yonteminde 100 uM konsantrasyona ¢ikilamamis olmasidir. Radikal
stipiirticti aktivite degerlerine bakildiginda da bilesiklerin 10 uM konsantrasyondaki
etkilerinin ¢ok giiclii olmadig1 goriilmektedir. Bunun yaninda hiicre temelli bir yontem
olan DCFH deneyinde bilesiklerin hiicre membranindan yeterince difiize olamamis

olmas1 durumu da ayni1 etkinin goriilmemesini agiklayabilecek bir diger nedendir.
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Sekil 3.55 C kodlu bilesiklerin (10uM) CHO-K 1 hiicrelerinde kiimen hidrojen peroksit
(CH20y) ile indiiklenen DCFH oksidasyonu iizerine etkileri.
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Sekil 3.55°deki barlar dort farkli (n=4) calismanin yiizde olarak kontrole kiyasla
“ortalama =+ standart sapma” degerlerini gostermektedir. cH>O» kontrol grubu olarak
kullanildi. CH20, eklenmis biitiin 6rneklerin istatistikleri kontrol grubuna gore
yapilmistir. *p<0.05, ** p<0.005 (MLT)

3.5.3.3. Cin Hamster1 Over Hiicre Hattinda Sitotoksisitenin MTT Yontemi
ile Arastirilmasi

Sonuclar:

Yeni sentezlenen C kodlu bilesiklerin CHO-K 1 hiicrelerindeki sitotoksik etki
potansiyelleri MTT yontemiyle degerlendirilmistir. Sekil 1 de goriildiigii iizere
bilesiklerden bazilar1 hiicre canliligini istatistiksel olarak anlamli derecede azaltiyor
gibi gorlinse de hiicre canliliginin %80’in altina diismemesi bilesiklerin CHO-K1

hiicrelerinde 6nemli bir sitotoksisite potansiyeline sahip olmadigin1 géstermektedir.
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Sekil 3.56 C kodlu bilesiklerin (10uM) CHO-K1 hiicrelerinde, sitotoksik etki
potansiyelinin MTT yontemi ile degerlendirilmesine ait bulgular.

Sekil 3.56’daki barlar dort farkli (n=4) calismanin yiizde olarak kontrole kiyasla
“ortalama + standart sapma” degerlerini gostermektedir. *p<0,05 , ** p<0,005, ***

p<0,0005, her grubun ortalamasi kontrol grubu ortalamasi ile kiyaslanmistir. Triton-x
100 pozitif kontrol olarak kullanilmistir.
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4. TARTISMA

MLT serbest radikal yakalama 6zelliginden dolay1 en c¢ok arastirilan indol tiirevi
bilesiklerin basinda gelmektedir. Bu bilesikler E vitaminin hidroksil yakalama
aktivitesinden daha fazla aktiviteye sahiptirler (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-
siibstitiie-indol bilesiklerinin antioksidan aktivitesi molekiildeki diger fonksiyonel
gruplardan da etkilenmektedir. Bu bulgulardan hareketle 3-siibstiitiie indol
tiirevlerinin antioksidan oOzellikleri arastirilmis ve bir ¢ok indol tiirevi bilesige ait
calisma tespit edilmesine ragmen (Poeggeler ve ark., 1999; Politi ve ark., 1996;
Matuszak ve ark., 1997; Shirinzadeh ve ark., 2010), indol-3-hidrazin tiirevlerinin

sentezleri ve antioksidan aktivitelerine ait yeterli veriye rastlanmamaistir.

Ayrica son yillarda yapilan ¢alismalarda Schiff bazi (Li ve ark., 2007) ve hidrazon
tiirevi bilesiklerde antioksidan aktivite saptanmasi, indoliin 3 numarali konumundan

hidrazonlarini olusturma istegini dogurmustur.

MLT ve antioksidan aktivitesi iizerine yapilan caligmalarda tam olarak aydinliga
kavusturulmayan konulardan biri de indol halkasinin 5 numarali konumunda bulunan
metoksi grubunun antioksidan aktivitedeki roliidiir. Bazi arastiricilar 5 numaral
konumdaki metoksi grubunun aktivite i¢in gerekli oldugunu, geri kalan biiyiik
cogunluk ise bu grubun antioksidan aktivitede ¢cok 6nemli etkisi olmadigmni ileri
siirmektedir (Tan ve ark., 2003; Ates ve ark., 2005). Halen bu grubun varliginin
aktivitedeki Onemi belirlenememistir. Bu durum goéze alinarak bu ¢alismada
sentezlenecek MLT analogu indol tiirevi bilesiklerin tamaminda 5 numarali konumda

bir siibstitiient bulundurulmamustir.

Bu sekilde tasarlanan maddeleri sentezlemek amaci ile 1H-indol molekiiliinden 6nce

2 basamakli bir zincirleme reaksiyon ile 1-etilindol-3-karboksaldehit molekiilii
sentezlenmistir. Bu molekiil etanollii ortamda 80 °C’de fenil hidrazinler ile reaksiyona

sokulmustur ve sonug iirtinleri elde edilmistir. Sentezlenen indol-fenil hidrazonlarin
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saflik kontrolleri, ITK, erime noktas1 (E.N.) incelemeleri yapildiktan sonra, Kiitle

spektroskopisi, NMR ('H, '3C) ve elementel analiz ile kanitlanmistir.

Bu tez calismasinda MLT molekiiliiniin ana halka sistemi olan indol halkasi ele
alimarak 5 numarali konumda bulunan metoksi grubu yerine Hidrojen atomu, 3
numarali konumda bulunan amid yan zinciri yerine ¢esitli hidrazin tiirevleri ile beraber
imin yapilar1 olusturulmustur. Ek olarak indol halkasinda bulunan azot atomu etil
grubu ile siibstitiie edilmistir. Bdylece elde edilen MLT analogu bilesiklerin

antioksidan aktivitelerinin MLT ile kiyaslanabilmesi saglanmistir.

Tez calismasi kapsaminda sentezlenmesi planlanan molekiiller sentezlenmistir. Bu
calismada MLT molekiiliiniinde gerceklestirilen modifikasyonlardan en 6nemli olanm
3 numarali konumda yapilan modifikasyon olan hidrazin tiirevlendirmeleridir. Indol
halkas1 3 numarali konumdan elektronik siibstitiisyona miisait bir molekiildiir. Bu
kapsamda bos indol molekiiliine reaksiyonlarin ilk basamaginda 3 numarali konumdan
karbonil grubu katilmistir. Bir sonraki adimda ise 1 numarali konumda bulunan indol
halkasinin azot atomuna etil grubu katilmistir ve tiirevlendirme islemlerinde
kullanilacak olan 1-etilindol-3-karboksaldehit molekiili elde edilmistir. Bu
molekiilden hareketle hidrazinler ile verilen katilma reaksiyonlari sonucu yiiksek

verimde sonug tiriinleri elde edilmistir.

Ilk olarak sentezlenen bilesiklerin sitotoksik etkileri degerlendirilmistir.
Sitotiksisitenin MTT yontemi ile degerlendirmesinde, sonuglarda bazi molekiiller
hiicrelerin canliligin1 azaltiyor gibi goriinse de, hiicre canliligt % 80’in altina
diismedigi i¢in sentezlenen molekiillerin 6nemli bir sitotoksik potansiyele sahip

olmadigini soyleyebiliriz.

Radikal siipiiriicii aktivite kapsaminda yapilan ¢alismada antioksidan aktivite tizerine
yogunlasilmis ve sentezlenen bilesiklerin hiicre temelli DCFH yontemi ile antioksidan
etkileri arastirilmistir. Sonug olarak 3-florofenil hidrazin, 2-florofenil hidrazin ve 3,5-
diflorofenil hidazin tiirevi olan C2, C3 ve C5 bilesiklerinde iyi derecede antioksidan

aktivite gézlenmistir. Dikkat ¢eken bir sonug ise 3,4-diklorofenil hidrazin ve 2.,4-
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dimetilfenil hidrazin tiirevleri olan C12 ve C18 bilesiklerinde oksidasyonu arttirici etki
goriilmesi olmustur. Bu durum birkag¢ farkli sekilde yorumlanabilir. Bunlardan ilki,

¢cOziinlirlik problemi sebebi ile DCFH yonteminde 100uM konsantrasyona

cikilamamis olmasidir. Radikal siipiiriicli aktivite degerleri 10 uM konsantrasyonda

etkilerinin diisiik olmasi bu durumu ispatlamaktadir.

Son olarak, antioksidan aktivite incelenmesi kapsaminda yapilan bir bagka calismada,
bilesiklerin antioksidan aktiviteleri DPPH yontemi ile arastirilmis. Buna gore tiim
bilesiklerin konsantrasyona bagli olarak radikal siipiiriicii aktivite gosterdigi
bulunmustur. Sentezlenen bilesiklerden C17, C18, C19 disindaki digerleri benzer
oranda ve MLT molekiiline yakin antioksidan aktivite gdostermislerdir. Bu
bilesiklerden en yiiksek antioksidan aktivite gdsterenler 3-florofenil hidrazin, 2-
florofenil hidrazin ve 3,5-diflorofenil hidazin tiirevi olan C2, C3 ve C5 bilesikleridir.
Bunu yaninda, C17, C18 ve C19 isimli alkil-hidrazin tiirevleri MLT molekiiliinden
daha az antioksidan aktivite géstermistir. Buradan su sonucu ¢ikarabiliriz ki, kimyasal
yapilar1 goz oniline alindi§1 zaman siibstitiie fenil halkasinda elektron ¢ekici halojen
bulunmasi antioksidan aktiviteyi giiglendirmekte ve bu halojenin elektronegativitesi
arttitkca antioksidan aktivite en yiiksek degerine ulagsmakta, fenil halkasi iizerinde

elektron verici alkil gruplarmin bulunmasi ise antioksidan aktiviteyi diisiirmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez caligmasinda, MLT yapisindaki ana halka sistemi olan indol halkasi ele
alinmistir. MLT molekiiliiniin 5 numarali konumunda bulunan metoksi grubu
cikartilmis ve H atomu ile degistirilmis, indoldeki azot atomuna etil grubu katilmis ve
3 numarali konumda bulunan amid yan zinciri yerine c¢esitli hidrazin tiirevleri
baglanarak imin yapisi olusturulmustur. Boylelikle sentezlenen MLT analogu

bilesiklerin antioksidan aktiviteleri MLT ile kiyaslamasi yapilmustir.

Yiiksek antioksidan aktivite gosteren bilesikler indol halkasinin 3 numaral
konumundan yapilan stibstitiisyonda bulunan fenil halkasinda en elektronegatif
element olan F atomunu i¢cermektedir. Diisiik antioksidan aktivite gosteren bilesikler
ise yine ayni fenil halkas1 iizerinde halojen yerine alkil grubu bulundurmaktadir. Tiim
bilesikler antioksidan aktivite gostermesine ragmen halojen yerine elektron bagislayici
alkil siibstitiisyonu bulunan bilesiklerin antioksidan aktiviteyi dislrdiigiini ve
elektronca zengin bir elektronegatif grubun yapida bulunmasinin antioksidan

aktiviteyi arttirdigini sdyleyebiliriz.

Sentezlenen bilesikler MLT ile kiyaslandiginda daha yiiksek antioksidan aktivite
gostermiglerdir. MLT iizerinde 5 numarali konumda bulunan metoksi grubunun
sentezlenen tiirevlerde bulunmamasi aktiviteyi azaltmamistir. Benzer bir sekilde indol
halkasindaki azot atomunun MLT’de bulundurdugu H atomundan farkli olarak bu
tiirevlerde etil grubu ile siibstitiie edilmis olmas1 antioksidan aktivitede artisa sebep
oldugu disiiniilmektedir. Sentezlenen bilesiklerin molekiil yapis1 iizerinde
gerceklestirilen bu degisikliklerin antioksidan aktivitedeki artistan sorumlu oldugu

diistiniilmektedir.

Aragtirilan molekiiller arasindan fenil halkasi iizerinde F atomu tasiyan C2, C3 ve C5
molekiilleri hem 24 saatlik hem de 48 saatlik siirelerde yapilan deneylerde en
sitotoksik ve anti-proliferatif aktiviteyi goOsterenler olup antioksidan aktivite
arastirmalar1 ile paralellik gostermistir. Buradan elektron c¢ekici gruplarin

kemopreventif aktiviteyi arttirdigi sonucunu ¢ikarabiliriz.
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DPPH ve DCFH Deneylerinin sonuglar1 paralellik géstermekte her iki deneyde de
C2,C3 ve C5 bilesikleri yiiksek antioksidan aktivite gostermistir.

H
N
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H
Melatonin (MLT)
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HN ; HN : F /@\
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Sekil 5.1 Melatonin ve yliksek antioksidan ve kemopreventif aktivite gosteren

bilesiklerin genel formiilleri
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Sekil 5.2 Diisiik antioksidan aktivite gdsteren bilesiklerin genel formiilii

Bu ¢alisma sonucunda, MLT analogu bilesiklerin sentez ve antioksidan aktiviteleri

arastirilmasi {izerinde durulmasi gereken noktalar su sekilde belirlenmistir:
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1. Indol halkasinin 3 numarali konumunda bulunan yan zincir antioksidan
aktivitenin en 6nemli belirleyicisidir. Bu halkada imin yapisinin bulunmasi
antioksidan aktiviteyi arttirdig1 gibi ek olarak yapidaki fenil halkas1 tizerinde
ylksek elektronegativite 6zelligi olan halojen siibstitiisyonu bulunmasi

antioksidan aktivitenin en fazla oldugu {iriinlerin elde edilmesini saglar.

2. Indol halkasmin 5 numarali konumunda bulunan metoksi grubunun yoklugu
aktiviteyi olumsuz olarak etkilememistir, fakat aktivite goriilmesine yardimei

oldugu diisiiniilmektedir.

3. Indol halkasinin 1 numarali konumundan yapilan etil siibstitiisyonunun

antioksidan aktivitede artisa sebep oldugu diisiiniilmektedir.

Bu ¢alismanin ileri safhalarinda; yukaridaki sonuglar dikkate alinarak yeni bilesiklerin

sentezlenmesi ve antioksidan aktivitelerinin incelenmesi hedeflenmektedir.
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OZET

Melatonin Analogu Yeni Indol Tiirevi Bilesiklerin Sentezleri, Antioksidan ve
Kemopreventif Etkilerinin Degerlendirilmesi

Oksidatif stres (OS) nedeniyle artan reaktif oksijen tiirleri (ROT); kardiyovaskiiler ve
norodejeneratif gibi bazi hastaliklarin olusumundan sorumlu tutulmaktadir. Buna karsi,
enzimatik ve non-enzimatik antioksidanlar ¢esitli mekanizmalarla biyolojik molekiillerin
oksidatif hasarin1 6nlemeye ¢alisir. Endojen bir hormon olan melatonin (MLT), pineal gland
(beyin epifizi)’den geceleri salgilanir ve sirkadiyen ritmi diizenler. MLT ve metabolitleri
ROT’lar1 basar1 ile yakalayabilen c¢ok etkili serbest radikal siiplriiciileri olarak
gosterilmektedir. MLTin kisithh  biyoyararliligi ve c¢ok kisa yarilanma Omrii gibi
farmakokinetik davranislari nedeniyle, en yiiksek aktivite ve en diisiik an etkiye sahip yeni
antioksidan bilesikler arastirilmaktadir.

Bu calisma ile ondokuz adet yeni (C1 harig) melatonin analogu indol tiirevi bilesik
sentezlenmis ve Mass, NMR spektrometresi ve elementel analiz ile yapist aydinlatilmistir.
Sentezlenen bilesikler 3 numarali konumda halojen ya da alkil fenilhidrazin grubu tasiyan 1-
etil-3-((2-fenilhidraziniliden)metil)-1 H-indol tiirevleridir.

Sentezlenen tiirevlerin olas1 antioksidan ve sitotoksik etkileri 3 farkli yontemle arastirilmastir.
Bunlar; spektrofotometrik absorbans degerinde meydana gelen azalma ile Ol¢iilmesi
hedeflenen sitotoksisitenin MTT yontemi ile arastirilmasi, sentezlenen maddelerin radikal
stipliriicti aktivitelerinin DPPH yo6ntemi ile arastirilmasi ve DCFH oksidasyonunu 6nleyici
rediiktif potansiyellerinin incelenmesi olmustur. Sentezlenen maddelerin tamaminin
melatoninden yiiksek antioksidan ve kemopreventif aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Aktif
bilesiklerin yapilarinda bir ya da daha fazla halojen atomu tasimasi dikkat ¢ekmektedir.

Anahtar kelimeler: melatonin, indol tiirevleri, sentez, antioksidan aktivite, sitotoksisite
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SUMMARY

Synthesis and evaluation of antioxidant and chemopreventative activity of melatonin

analogue new indole derivatives.

Increased levels of reactive oxigen species (ROS) due to oxidative stress (OS) 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. Melatonin (MLT), an endogen
hormone, is the secreted from the pineal gland and is released at night. It modulates biological
rhythms such as circadian rhythm. MLT and its metabolites succesively scavenge ROS is
referred as very effective free radical scavenger. Because of MLT’s pharmacokinetic and
behaviour such as a limited bioavailability and a very short 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, nineteen new (except C1), MLT based new indole analogue derivatives were
synthesized and elucidated by Mass, NMR spectrometry and elemental analysis. The
synthesized compounds are 1-ethyl-3-((2-phenylhydrazinylidene)methyl)-1H-indole
derivatives which includes aklyl or halogen containing phenyl hydrazine groups.

To investigate the antioxidant acitivity of the synthesized compounds and to compare with
melatonin, three different in vitro assays were performed by evalutaing; the decrease in the
spectrophotometric absorbance to investigate cytotocsisity by MTT method, investigation of
radical scavenging activity by DPPH test, in cell ROS measurement by DCFH test which
measures the reductive potential to prevent oxidation of DCFH. Free radical scavenging and
chemopreventive activity of all compounds were found significantly higher than MLT. It is
important to note that all the active compounds contain one or more halogen atom in their
structure.

Key Words: melatonin, indole derivatives, synthesis, antioxidant activity, cytotoxicity
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