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ONSOZ

Tez ¢alismalarimla is hayatim ¢ogu zaman cakigsa da en sonunda yiiksek lisansimi
tamamlayabildim. Bu siire¢ icerisinde A.U. Eczacilik Fakiiltesi Dekam Prof. Dr
Seckin Ozden’e, Farmasotik Kimya Anabilim Dali 6gretim iiyeleri hocalarima ve
aragtirma gorevlisi arkadaslarima ilgi ve destekleri i¢cin ¢ok tesekkiir ederim. Tez
calismamdaki biyolojik analizleri gergeklestiren A.U. Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik
Toksikoloji Anabilim Dali 6gretim iiyesi Prof. Dr. Tiillay Coban’a ve spektral
analizlerimin gerceklestirilmesi sirasindaki yardimlarindan dolayr A.U. Eczacilik
Fakiiltesi Farmasotik Kimya Anabilim Dali 6gretim iiyesi ve Eczacilik Fakiiltesi
Merkez Laboratuart sorumlusu Prof. Dr. Hakan Goker’e igten tesekkiirlerimi
sunarim.

Tiim bunlarin yam sira bilesiklerim sentezlenene kadar defalarca yapilan
deneylerde, bozulan, saflagsmayan, parcalanan bilesiklerimin yarattigi moral
bozukluklarinda hi¢bir zaman benden timidini kesmeyen, her zaman giiler yiiziiyle
bana destek olan, biitiin mesleki bilgi ve becerilerini ihtiyacim oldugu her an benimle
paylasan, beni yonlendiren, hayal kirikligi yasadigim zamanlarda ‘Sen yaparsin!’
diyerek yiireklendiren ve gercekten de bunu basarmami saglayan, kisin kar yagarken
bile benim yanimda kalip bana gii¢ veren, is yasantim dolayisiyla yetistiremedigim,
yapamadigim islerde bana yardimci olan, her seyden 6nemlisi bu isi basarmam igin
bana INANAN, mesleki anlamda gelismem igin beni seminer, sempozyum gibi
bilimsel etkinliklere katilmaya yonlendiren, mesleki paylasimimiz disinda her tiirli
sorunuma kendi kiziyla ilgilenir gibi yaklasip bana ikinci bir anne olan canim hocam
Dog. Dr. Sibel Siizen’in hakkim1 6deyemem. O olmasaydi bu yiiksek lisans sanirim
yarida kalirdu.

Tabi birde yiiksek lisans1 birakmamam ic¢in bana siirekli baski (!) yapan,
vazgectigim anlarda kolumdan siiriikkleyerek okula getiren, meslegime olan agkimi
gordiigiinde yillardir 6zenle sakladigi, aransa da diinyanin en iyi laboratuarlarinda
bile bulunamayacak giizellikteki geri sogutucusunu hi¢ diisiinmeden bana hediye
eden (04.05.06), bunaldigim anlarda beni bu sehirden kagirarak nefes almami ve
yenilenmemi ve bdylece de daha istekle yiiksek lisansima devam etmemi saglayan,
oburlugumdan bikmayan, her zaman maddi ve manevi destegini yanimda hissettigim,
bir araya gelince kimyanin, kimyaciligin, kozmetik diinyasinin altin1 {istiine getirecek
hayaller kurabildigim yegane insan Kim. Miih. Ilker Dursun. Sen olmasan 2006 daha
25 yasinda olmama(!) ragmen c¢ok zor gecerdi.

Yiiksek lisansim sirasinda ayni evi paylastigim, bu isin zorluklarini birlikte
yasayip birlikte gogiis gerdigimiz, dert ortagim, hastalandigimda bana ila¢ alip kosa
kosa eve gelerek corba yapan, o tez yazarken ben uyusam da bana kizamayan,
ailesinin yanina donerek burada beni yalmiz biraktig1 i¢in hep yoklugunu hissettigim,
iniversite hayatimin yedi senesini birlikte gecirdigim kardesim Yiik. Kim. Miih.
Birgiil Sentiirk’iin de destegini unutamam.
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Pazar giinlinii evde uyuyarak gecirmek yerine okula gelip ben deney yaparken
basimda bekleyen ve onun geldigi her zaman, hi¢ bilgisi olmadigi halde nasil
oldugunu anlamadigim bir sekilde sentezledigim indol-3-karboksaldehiti saf olarak
elde etmemi saglayan Mehmet Karaodabasi’na da ayrica tesekkiir ederim. Maddi
manevi elinden gelenin en fazlasim vermeye ugrastigin ve bundan asla sikayet
etmedigin igin.

Ayrica bana her zaman okulla ilgili olarak miisamaha gosteren, deneylerim
yada seminerim oldugunda hep anlayisla karsilayarak izin veren, yiiksek lisansimla ig
hayatim birlikte gotiirebilmemi saglayan Cag Kozmetik San. Tic. Ltd, Sti. ve Dervis
Deterjan Kimya San. Tic. Ltd Sti.’ne de anlayislann ve destekleri icin tesekkiir
ederim.

Ve son olarak; bana her zaman giivenen, bu isin altindan kalkabilecegimi
bilen, her an maddi — manevi destegini yanimda hissettigim aileme, ama en dnemlisi
bana su yada bu meslegi se¢ demeyerek karar1 bana birakan ve boylece
hayallerimdeki sehirde hayallerimdeki boliimlerde okumami saglayan, bana hep
inanan, ne is yaparsam yapayim onemli olanin mutlu olmak ve meslegini severek
yapmak oldugunu gosteren, meslegine asik bir kimyager diinyaya getiren biricik
Anneme sonsuz tesekkiirlerimle...
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SIMGELER ve KISALTMALAR

Siklik 3-Hidroksimelatoninin
5-Bromoindol-3-karboksaldehit
5 — Hidroksi triptamin

5 — Hidroksi triptofan

6—Hidroksimelatonin
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2,2%-Az0-Bis (2-Amidinopropan) Dihidroklorid

N'-asetil-N*-formil-5-metoksikinuramin
Katalaz

6-metoksi-diindolilmetan
N,N-Dimetilformamid

5,5-Dimetil pirolin N-Oksit

Deoksiribo Niikleik Asit
1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil
Etilendiamin tetraasetikasit

Etanol

Glutatyon Peroksidaz

Glutatyon

Glutatyon disiilfit formu

Yiiksek Performans Sivi Kromatografisi
Indol-3-karboksaldehit

Indol-3-asetik asit

Indol-3-aldehit

Indol-3-biitirik asit

Indol-3-etanol

Indol-3-metanol

Indol-3-propiyonik asit

Ince Tabaka Kromatografisi
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Nikotinamit Adenin Diniikleotid Fosfat
Sodyum Hidroksit
Nitroblue tetrazolyum
Azotdioksit Radikali
Nitrik Oksit Sentaz
Peroksinitrit Radikali
Fosforoksikloriir

Reaktif Azot Tiirleri
Reaktif Oksijen Tiirleri

Siiperoksit dismutaz
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1.GIRIS

1.2. Serbest Radikaller ve Antioksidan Maddelerin Onemi

Giiniimiizde yapilan arastirmalar Alzheimer (Varadarajan ve ark., 2000), Parkinson
(Kedar ve ark., 1999), Hungtington (Schapira ve ark.,1999; Tabrizi SJ ve ark., 2000)
gibi norodejeneratif hastaliklar basta olmak iizere, arterosikleroz (Szasz ve ark.,
2007), diyabet (Yim ve ark., 2007), romatoid arterit (Remans ve ark., 2005;
Surapaneni ve ark., 2007), yaslanmaya bagli bazi hastaliklar (Miquel, 2002)
otoimmiin hastaliklar (Fernandez ve ark., 2006) ve cesitli kanser tiirleri (Poeggeler ve
ark., 1999; Valko ve ark., 2006) gibi bir ¢cok 6nemli hastaligin olusumunda serbest
radikallerin biiylik bir rolii oldugunu gostermektedir (Stizen 2006 ve 2007). (Sema

1.)

SIGARA, PULMONER
ALKOL VE RADYASYON HASTALIKLAR
CEVRESEL

KIRLETICILER
KARDiYOVASKULER
HASTALIKLAR
'S
HUCRESEL N .
DOKU NOROLOJIK
HASARLARI HASTALIKLAR
DENGESIiZ BESLENME
VE OKSIJEN EKSIKLIGI, YASLANMA
CEVRESEL ETKENLER (Hiicre 6liimlerinde
artis)

Sema 1. Serbest radikallerin olusum nedenleri ve verdigi hasarlar

Insan viicudunda dogal olarak bulunan bircok antioksidan madde ve
antioksidan enzimler serbest radikallerin etkilerini biiyiik dl¢iide onlese de sigara ve
alkol kullantmi (Wu ve Cederbaum, 2003; Kumar ve Vasudevan, 2005), radyasyon

(Wan ve ark., 2006; Oztiirk ve ark., 2005), stres ve 6zellikle cevresel etkenlerin de



artmasiyla (Drew ve Leeuwenburgh, 2002; Kelly ve Sandstrom, 2004) viicudun
korunma sistemi serbest radikallerin etkilerini yok etmede yetersiz kalmakta,
organizmadaki antioksidan seviyesinde diisme meydana gelmekte ve bunun sonucu

olarak da bir ¢ok hastalik ortaya ¢ikmaktadir.

Viicudun antioksidan seviyesinin diigmesini dnlemek ve/veya yeterli diizeyde
tutmak icin viicuda disaridan dogal antioksidan takviyesi almak, saglikli ve diizenli
beslenmeye dikkat etmek, spor yapmak, temiz havali yerlesim bolgelerinde yagamak,

havasiz ortamlardan kacinmak, sigara icmemek gibi dogal énlemler alinmalidir.

Bunun yani sira metabolizmaya disardan alinan dogal desteklerin yetersiz
kaldig1 da g6z Oniine alinarak son yillarda sentetik antioksidan maddeler iizerine
yapilan calismalar gittikce artmakta ve daha etkili, dogal antioksidanlara en yakin
ozelliklere sahip, yan etkisi en az diizeye indirilmis bilesiklerin sentezlenmesi

amagclanmaktadir (Stizen, 2006).

1.1.1. Serbest Radikallerin Tamm ve Kimyasal Ozellikleri

Serbest radikaller; paylasilmamis elektron cifti bulunduran, oksidatif strese neden
olan, kimyasal reaksiyonlara karst c¢ok duyarli, aktif kimyasal parcalardir.
Organizmada  oksidanlarla  antioksidanlar arasinda olusan  dengesizligin
oksidanlardan yana agir basmasiyla lipid, protein, DNA gibi énemli yap1 taslarinda

hasarlar ve buna baglh hastaliklar olusmaktadir (Poeggeler ve ark., 1999).

Bu tamimdan da anlasilacagi gibi serbest radikaller hiicreyi hasara ugratir,
kolaylikla okside olarak hiicrenin yapisin1 bozarlar. Orbitallerinde bulundurduklari
paylasilmamis elektron sayesinde kolaylikla reaksiyon verebilirler ve bu yiizden de

oldukg¢a reaktiftirler. Tablo 1. de baglica reaktif oksijen ve azot tiirleri goriilmektedir.



Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT)

Reaktif Azot Tiirleri (RAT)

Radikaler

Non-Radikaler

Radikaler

Non-Radikaler

Nitroz oksit

Hidroksil OH’ Peroksinitrit Peroksinitrit OONO™
ONOO" NO'

Siiperoksit O, Hipokloroz asit Azot dioksit Peroksinitroz asit
HOCI NO,’ ONOOH

Nitrik oksit NO" | Hidrojen peroksit Nitroksil NO~
H,0,

Peroksil RO, Singlet oksijen ~ '0, Nitril kloriir NO,Cl

Lipid peroksil Ozon O3 Nitrotil katyonu NO™

LOO’

Alkoksil RO* Lipid peroksit Dinitrojen trioksit N,O3
LOOH

Hidroperoksil Nitroz asit HNO,

OOH"

Tablo 1. Baslica Reaktif Oksijen ve Nitrojen Tiirleri.

Icinde yasadigimiz cevrede cesitli fiziksel etkenler ve kimyasal olaylar

nedeniyle siirekli olarak serbest radikallere maruz kaliriz. Hiicresel fonksiyonlarin

gerceklesmesi sirasinda da ciddi miktarda ve cesitlilikte radikal iiretilmektedir. Bu

radikaller genel olarak ii¢ temel mekanizma ile olusur;

a) Kovalent Baglarin Homolitik Kirilmasi:

Yiiksek enerjili elektromanyetik dalgalar ve yiiksek sicaklik kimyasal baglarin

kirilmasina neden olur. Kirilma sirasinda bag yapisindaki iki elektronun her biri ayr

ayr1 atomlar iizerinde kalir ve bu tiir kirllmalar homolitik kirilma olarak adlandirilir.




b) Normal Bir Molekiiliin Elektron Kaybetmesi:

Radikal 6zelligi bulunmayan bir molekiilden elektron kaybi sirasinda dis orbitalinde
paylasilmamis elektron kaliyorsa radikal formu olusur. Ornegin askorbik asit,
glutatyon ve tokoferoller gibi hiicresel antioksidanlar, radikal tiirlere tek elektron

verip radikalleri indirgerken, kendilerinin radikal formu olusur.

¢) Normal Bir Molekiile Elektron Transferi:

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

oksijenin diger radikal tiirlerinin olusumu i¢in tetik fonksiyonu goriir.

Viicudumuzda meydana gelen bir ¢ok reaksiyonda oksijenin rolii biiyiiktiir.
Bu yiizden oksijen radikallerinin olusumu da ka¢imilmazdir. Bu radikallerin bir
bolimiiniin olusumu bazi biyokimyasal tepkimeler icin gereklidir. Oksijen
radikallerinin ihtiyacin {izerinde {iretilmesiyle birlikte cesitli sorunlar baslar.
Oksidatif stres olarak adlandirilan oksijen radikallerinin gereginden fazlasinin

tiretimi sonucu olugan hiicresel hasarlara boliim 1.1.4 de ayrica deginilmektedir.

1.1.2. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT)

Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT); oksijen tasiyan reaktif parcaciklardir ve organizmada
bir ¢ok fizyolojik olayda rol oynarlar. Ancak bu pargaciklarin ¢ogu radikal halde
oldugu i¢in, gereginden fazla bulunmasi, DNA basta olmak iizere organizma i¢in

onemli bir cok biyomolekiiliin hasar gorerek yikimina yol acar (Sema 2.)



ROT olusturan ROT olusturan
bashca ic etkenler bashca dis etkenler
Mitokondri Radyasyon
Sitokrom P450 Ozon
Peroksizomlar Hiperoksiya
Enflamatuar Hiicreler Ksenobiotikler
—_—

Antioksidanlar

Enzimatik

Non-enzimatik v

Oksidatif Hasar
Lipid, DNA, Protein v.b biyomolekiiller

Sema 2. I¢ ve dis etkenlerin yaratti§1 oksidatif hasarm olusumu

Normal fizyolojik sartlar altinda ROT nin iiretimi ve yikimi denge halindedir
(Huang ve ark. 2005). Ancak herhangi bir i¢ ya da dis faktor bu dengeyi bozabilir.
Ayrica bu denge ilerleyen yasla birlikte dogal olarak olumsuz yone dogru
kaymaktadir. Dengenin bozulmasiyla olumsuz yonde artan oksidatif stres, bir ¢cok

hastaliga sebebiyet verebilir.

Canlilarda olustugu belirlenen ilk radikal; stiperoksit anyon radikalidir
(Cathcart, 2004). Bu radikalin olusumu dort farkli mekanizma ile gerceklesebilir:

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

molekiil aerobik ortamda oksitlenirken siiperoksit yapimina neden olurlar.

2.) Basta cesitli dehidrogenazlar ve oksidazlar olmak iizere, bir cok enzimin

katalitik etkisi sirasinda siiperoksit radikali bir iiriin olarak olusabilir.

3.) Mitokondrideki enerji metabolizmas1 sirasinda oksijen kullanilirken,
tilketilen oksijenin % 1-5 kadan siiperoksit yapimi ile sonlanir. Buradaki radikal
olusumu NADH-dehidrogenaz ve koenzim-Q gibi elektron tasiyicilardan oksijene

elektron verilmesi ile olur.



4.) Aktive edilen fagositik lokositler bol miktarda siiperoksit iireterek
fagozom icine ve bulunduklar1 ortama verirler. Antibakteriyel etki icin gerekli olan
bu radikal yapimi, daha reaktif tiirlerin olusumunu da baglatir. Yani radikal yapimi

bazi hiicresel fonksiyonlar i¢in gerekli de olabilir.

Hiicresel kosullarda {iiretilen siiperoksit, oksitleyici veya indirgeyici olarak
davranabilir. Aldig1 elektronu metal iyonuna, sitokrom c’ye veya bir radikale verirse
tekrar oksijene oksitlenir. Oksijenden daha oksitleyici olan siiperoksit bir elektron
daha alirsa peroksi anyonuna indirgenir. Bu tepkime biyolojik molekiillerin
oksidasyonuna neden oldugundan tercih edilmez. Aerobik canlilarda siiperoksitlerin
hidrojen peroksite cevrilmesi katalitik aktivitesi cok yiiksek bir enzim olan
siiperoksit dismutaz (SOD) tarafindan katalizlenir. SOD tarafindan katalizlenen bu
tepkime ‘“dismutasyon tepkimesi” olarak adlandirilir. Siiperoksit, ozellikle hafif
asidik kosullarda SOD olmadan kendiliginden dismutasyonla da hidrojen peroksite
cevrilebilir. SOD enziminin yiiksek katalitik etkisi nedeniyle hiicrelerde siiperoksit

birikimine izin verilmez.

Hidrojen peroksit (H,O;), oksijenin enzimatik olarak iki elektronla
indirgenmesi ya da siiperoksitlerin enzimatik ve non-enzimatik dismutasyonu
tepkimeleri sonucu olusur. Yapisinda paylasilmamis elektron icermediginden radikal
ozelligi tasimaz (Subhashinee ve ark., 2005). Hidrojen peroksit tek basia serbest
radikal olmamasina ragmen yiiksek konsantrasyonlarda toksik olabilir ve daha da
onemlisi hidroksil radikali iiretebilir ki bu da oksijen yapisindaki radikallerin en
toksik olanidir ve hiicrelerde ve makromolekiillerde hasara yol acar. Hidrojen
peroksit hiicresel membranlardan hizla difiize olarak genis alanlara yayilabilir.
Hidroksil radikali hiicreler icin tek yikici tiir olmamakla birlikte kimyasal yapisi
sayesinde kendisine komsu molekiilleri kolaylikla okside edebilir. Ayrica aktivitesi
de yiiksek oldugundan herhangi bir molekiille hizla reaksiyon vererek mitokondrial

DNA, membran lipidleri ve karbonhidratlara da zarar verir.



Hidrojen peroksidin oksitleyici bir tiir olarak bilinmesinin nedeni, demir,
bakir gibi metal iyonlarmin varhiginda hidroksil radikalinin Onciilii olarak
davranmasidir. Hidrojen peroksit ozellikle proteinlerdeki hem grubunda bulunan
demir ile tepkimeye girerek yiiksek oksidasyon diizeyindeki reaktif demir formlarini
olusturur. Bu formdaki demir ¢ok giiclii oksitleyici 6zelliklere sahip olup, hiicre
zarlarinda lipid peroksidasyonu gibi radikal tepkimeleri baslatabilir. Oksitleyici
ozelligi nedeniyle, biyolojik sistemlerde olusan hidrojen peroksitin derhal ortamdan
uzaklastirilmast gerekir. Bu gorevi hiicrelerdeki onemli antioksidan enzimler olan

katalaz ve peroksidaz enzimleri yerine getirir.

Biyolojik ve kimyasal sistemlerde iiretilen hidroksil radikali (OH) canlilarda
iyonlastirict radyasyonun etkisi ile sulu ortamda su molekiillerinin iyonlagmasi ile
meydana gelir. Bu tepkimeler c¢ok kisa siirede gerceklesir ve iiretilen "OH,
radyasyonun canlilardaki toksik etkisinden sorumlu baslica kimyasal tiirdiir (Biaglow

ve ark., 1997).

Hidroksil radikalinin bir diger olusum sekli ise hidrojen peroksitin eksik
indirgenmesi ile olusur. Hidrojen peroksitin iki elektron ile indirgenmesi ile su
olusurken, tek elektron ile indirgenmesi "OH yapimina neden olur. Bu tiir indirgenme
demir, bakir gibi metal iyonlar1 tarafindan katalizlenir. Askorbik asit, siiperoksit gibi
indirgeyici bilesiklerin de bulundugu ortamda oksitlenen metal iyonu, tekrar
indirgendiginden hidrojen peroksitten ‘OH yapimu siirekli bir duruma gelir. Haber-
Weiss tepkimesi ya da Fenton tepkimesi (Hong ve ark., 2007) olarak adlandirilan bu
tepkime ile "OH, viicutta iiretilen H,O, derisimi ve serbest metal iyonunun varligina
bagh olarak olusur. Siiperoksit hem H,O;’in 6nciilii hem de metalleri indirgeyici bir
tiir oldugundan ve proteinlere bagh metallerin indirgenip serbest kalmasina da neden
olabildiginden, biyolojik kosullarda siiperoksit olusumunun arttigi ortamda "OH
tiretimi kaginilmazdir. Fenton tepkimesini katalizleyen en aktif metal iyonlar1 demir

ve bakirdir.



Biyolojik sistemler icin en reaktif tiir olan ‘OH, su dahil tiim ortamlarda
rastladign her biyomolekiille tepkimeye girer. Hidroksil radikalinin tepkimeleri

baslica:
a) Elektron transfer tepkimeleri
b) Hidrojen ¢ikarma tepkimeleri
c) Katilma tepkimeleri olarak siniflanabilir

Biitiin bu tepkimeler, ‘OH radikalinin paylasilmamis elektron iceren dig
orbitaline elektron alma ilgisinden kaynaklanir. Katilma tepkimeleri, o6zellikle
elektronca zengin molekiillerle (piirin ve primidin bazlari, aromatik amino asitler
gibi) gerceklesir. Hidroksil radikalinin organik molekiillerden hidrojen atomu alarak
suya indirgendigi tepkime, hidrojen c¢ikarma tepkimesi olarak bilinir. Hidroksil
radikali ile olusan en iyi tanimlanmis biyolojik hasar, lipid peroksidasyonu olarak
bilinen serbest radikal zincir reaksiyonudur. Her tiir biyolojik molekiil ‘OH’ in bir
hedefi ise de 6zellikle elektronca zengin bilesiklerdir. Bu bilesikler baslica niikleik

asitler, proteinler ve lipidlerdir.

1.1.3. Reaktif Azot Tiirleri (RAT)

Reaktif azot tiirlerinin baslicalart; nitrik oksit radikali (NO°), peroksinitrit radikali
(ONOO) ve azot dioksit radikalidir (NQy’). Siiperoksit radikalinin beyindeki néronal
ve endoteliyal nitrik oksit sentaz (NOS) araciligi ile siirekli olusan ve bir gaz radikal
olan nitrik oksit ile girdigi reaksiyon sonucu peroksinitrit olusur (Beckman ve ark.,
1990; Hue ve Padmaja, 1993; Chan, 1996). Fizyolojik pH da ONOQO™ derhal ‘OH ve
azot diokside (NO,.) parcalanir.

Cok giiclii bir prooksidan olan ONOO", SOD ile reaksiyona girerek giiclii bir
nitratlayict ajan olugturur. Sonugta hiicresel proteinlerin tirozin kalintilarinin
nitratlanmas hiicresel disfonksiyon ve oliime yol agabilir (Beckman ve ark., 1993;

Patel ve ark., 1999). ONOO" in iskemik beyin hasarindaki rolii son yillarda



arastirilmaya baslanmistir. Diger yandan NO' in hem serebral vazodilatator rolii, hem
de noronal hasar yapici serbest radikal 6zelligi nedeniyle, iskemik néron hasarindaki
yeri konusunda celiskili goriigler bulunmaktadir ( Tominaga ve ark., 1993). NO' in
noronal koruyucu seklinde mi yoksa N-metil-D-aspartat reseptdr aktivasyonu
ardindan hasar verici mediator olarak m1 rol oynayacaginin radikalin redoks durumu
tarafindan belirlenecegi 6ne siiriilmektedir. Nitrik oksit ve yan {iriinleri nitrit, nitrat,
peroksinitrit ve 3-nitrotirosin yapilarinin vazodilatasyon, immiin cevap gelistirme ve
hiicresel iletisimde rolii oldugu bulunmustur (Drew ve Leeuwenburgh, 2002).
Hiicrelerde nitrik oksit sentetaz enzimleri ile nitrik oksit olusur. Olusan nitrik oksit
diger formlarina doniisebilir. Bu formlar da hiicrede oksidatif hasarlara yol

acabilirler.

1.1.4. Oksidatif Stres ve Serbest Radikallerin Neden Oldugu Hastaliklar

Okidatif stres; siiperoksit anyon radikali ve hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen
tiirleri tarafindan baglatilir. Her iki reaktif oksijen tiirii de gii¢lii oksidanlardir, ancak
dokularda olusan zararli reaksiyonlar sonucunda daha da tehlikeli oksidanlar haline

doniisebilmektedirler (Jain 2006).

Siiperoksit anyon radikali; degisik hiicre tiirleri tarafindan, solunum zinciri,
ksantin oksidaz, siklo—oksijenaz ve NADPH-oksidaz gibi enzimatik sistemler
tizerinden molekiiler oksijenden iiretilebilir. Hidrojen peroksit ise siiperoksit
dismutasyonunun bir iiriinii olarak meydana gelir. Ayrica mono amin oksidaz gibi
bazi enzimler substratlarindan dogrudan hidrojen peroksit iiretebilirler. Fenton ve
Haber — Weiss reaksiyonlarinda; demir gibi gec¢is metalleriyle katalizlenen reaksiyon
sirasinda miyeloperoksidazin hidrojen peroksitten hipokloréz asit iiretmesi
sonucunda hidrojen peroksitin oldukca kuvvetli hidroksil radikaline doniistiigii
goriiliir. Bu radikaller; lipidler, proteinler ve niikleik asitler gibi hassas hiicreleri
hedef alarak bu hiicrelerin inhibisyonuna neden olur ve degredasyonunu hizlandirir.

Boylelikle oksidatif stres gittikce artan hiicresel hasarlara yol agar.
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Oksidatif stresin; neden oldugu sonuglara bakilarak, bir c¢ok hastaligin
gelisimine molekiiler anlamda temel olusturdugu goriilmektedir (Waris ve Ahsan
2006). Buna gore metabolizmada iiretilen radikallerin fazlasinin olusmamasi i¢in ¢ok
erken sathalarda indirgenmesi biyomolekiillerin korunmasi bakimindan hayati 6neme
sahiptir. Radikaler tepkimelerin sonlanmasi igin ise ya olusan radikallerin
antioksidanlar ile indirgenmesi, ya radikallerin birbirleri ile tepkimeleri ya da
ortamda tepkimeye girebilecek bilesik kalmamasi gerekmektedir. Cesitli kanser
tiplerinin olusumunda etkili olan oksidatif stres ve ROT c¢esitleri Tablo 2. de, serbest

radikallerin bazi hastaliklarin olusumundaki rolii de Tablo 3. de goriilmektedir.

Oksidatif Stres Etkenleri Serbest Radikal Tipi Olusan Kanser Tiirii

Sigara tiiketimi NO-x, OH Bronsiyal Karsinoma

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

Yiyeceklerdeki Yag Lipid Peroksitler Gogiis ve kolon kanseri

Asitleri

Demir ve Bakir Iyonlar ‘OH Kolon kanseri

Etanol Lipid Peroksitler Gogiis kanseri, hepato hiicresel

karsinoma

Tablo 2. Baz1 Kanser Tiplerinde Onemli Rol Oynayan ROT
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HASTALIK SERBEST RADIKALLERIN
PATOFiZYOLOJiK ROLU
Endotelyal  disfonksiyon,  makrofajlarin
Arterosikleroz (Szasz ve ark., 2007)
aktivasyonu
Miyokardiyal Enfaktiis Iskemik reperfiizyon hasar1 sonucunda

(Weinbrennerve ark., 2003)

miyosit nekroz ve/veya apoptosis

Hiper Tansiyon (Anees ve ark.,

2007)

Vaskiiler kas hiicrelerinin

NADP/NADPH

diiz
proliferasyonu, oksidaz

tizerinden oksidan iiretimi ve endotelyal

disfonksiyon

ROT’nin olusumunu hizlandirdigi,
Diyabet (Yim ve ark., 2007) siiperoksidin neden oldugu endotelyal

disfonksiyon

Yaglanma (Miquel, 2002)

Hiicre hasarlar1 ve metabolik abnormaliteler

Kanser tipleri (Poeggeler ve ark.,

1999; Valko ve ark. 2006)

Gen mutasyonu ve hiicresel faaliyetlerin ileri

derecede bozulmasi

Parkinson (Kedar ve ark., 1999)

Mitokondriyal disfonksiyon

Alzheimer (Varadarajan ve ark.,
2000; Zhu ve ark., 2000)

Amiloid peptid iirlinleri olusumu, beyin

hiicrelerinde olusan nérotoksisite

Huntington (Schapira, 1999; Tabrizi
ve ark., 2000)

Mitokondrial zayiflik

Otoimmiin Bozukluklar (Fernandez

ve ark., 2006)

Enflamasyon ve doku yikimlar1

Yasa Bagli Dejenerasyon (Militante
ve Lombardini, 2004)

Fotokimyasal reaksiyonlar

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

Surapaneni ve ark., 2007)

Enflamasyon ve endotelyal disfonksiyon

Tablo 3. Serbest radikal hasarlarinin etkili oldugu hastaliklar
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1.2. Antioksidan Maddeler

Insan antioksidan savunma sistemi; siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve
glutatyon peroksidaz (GPx) gibi enzimatik; iirat, askorbat, glutatyon ve flavonoidler
gibi hidrofilik; tokoferoller, karotenoidler ve ubikinol gibi lipofilik yakalayicilarla
donatilmistir. Bu savunma sistemi ayrica glutatyon rediiktaz ve dehidroaskorbat
rediiktaz gibi molekiiler antioksidanlarin okside olmus bicimlerini azaltan enzimler
de icermektedir. Bu yakalayicillarin disinda, glukoz-6-fosfat dehidrojenazin
NADPH’1m rejenerasyonunu gerceklestirmesi gibi hiicresel savunma sistemleri de
mevcuttur. Bunlardan bazilar hiicrenin kendisi tarafindan sentezlenirken askorbik
asit, lipoik asit, polifenoller ve karotenoidler gibi biiylik bir kismi ise beslenme
yoluyla alinan besinlerden sentezlenir. Hastalik durumunda viicudun ROT’ne kars1
koruma sistemi zayiflar ya da hasar goriir ve boylece viicuttaki oksidan seviyesinde
artig gozlenir. Bu durumlar karsisinda disaridan alinacak antioksidanlar, oksidatif

stresin yol agabilecegi hasarlar1 onleme agisindan hayati 6nem tasirlar.

Kan-beyin bariyerlerine niifuz eden antioksidan maddelerin gerekliligi bir cok
onemli norodejeneratif hastalikta ortaya c¢ikmaktadir. Bu durumda yapilmasi
gereken; viicutta uygun sekilde dagitilabilen, etkisi yiiksek ve hastaliklara spesifik

etkili, diisiik yan etkilere sahip yeni antioksidan maddelerin sentezlenmesidir.

1.2.3. Antioksidan Maddelerin Tamim ve Biyolojik Onemi

Antioksidanlar; serbest radikallerin olusumunu yok eden ya da azaltan ve zararl
etkilerini yok etmeye calisarak olusabilecek biyolojik hasarlar1 onlemeye calisan
bilesiklerdir. Bu bilesikler; oksidanlarin biyolojik hedeflerle reaksiyona girmesini,
radikal zincir reaksiyonlar1 olusturmalarin1 ya da oksijenin oldukg¢a reaktif iiriinlere
doniismesini Onleyerek serbest radikallerin verecegi hasari en aza indirmeye c¢alisirlar

(Azzi ve ark., 2004; Bagchi ve Puri, 1998).



13

Anaerob canlilar hari¢ oksijen, tiim sistemler icin yasamsal éneme sahiptir.
Bu yiizden de aerobik sistemlerde ROT; anahtar rolii oynar ve biyomolekiillerin
fonksiyonlarim degistiren oksidatif hasarlar meydana getirebilir. Oksidatif hasarlar
viicudumuzdaki antioksidanlarin oksidanlarla dengesizligine ya da yetersizligine
bagl oldugu gibi atmosferimizde bulunan oksijen seviyesiyle de alakalidir (Benzi,
2003). Viicudumuz gerekli antioksidan maddeleri kendisi sentezledigi gibi disardan
beslenme yoluyla da alabilir. Burada 6nemli olan oksidan/antioksidan seviyesinin
viicudun yasamsal fonksiyonlarin1 diizgiin bir sekilde yerine getirecek oranda

olmasidir.

1.2.2. Antioksidan Maddelerin Smiflandirilmasi

Dogal antioksidanlar; temel olarak enzimatik antioksidanlar ve non-enzimatik
antioksidanlar olarak iki ana grupta toplanmaktadirlar. Bunlarin disinda sentetik
olarak iiretilen antioksidanlarda mevcuttur. Enzimler, diisiik mol kiitleli molekiiller
ve enzim kofaktorleri viicutta iiretilmektedirler yani enzimatik antioksidanlardir.
Non-enzimatik antioksidanlar ise viicuda beslenme yoluyla alinmaktadir. Beslenme
yoluyla alinan antioksidan maddelerin basinda polifenoller gelir. Bunun disinda
vitaminler, karotenoidler, organosiilfiirlii bilesikler ve mineraller de diger non-

enzimatik antioksidan madde siniflarini olusturmaktadir. (Sema 3.)
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ANTIOKSIDANLAR
ENZIMATIK ANTIOKSIDANLAR NON-ENZIMATIK ANTIOKSIDANLAR
Primer Enzimler Mineraller Vitaminler
SOD, CAT,GPx [ Cinko, Selenyum A,C,E K
Karotenoidler P Organosiilfiir
B-karoten, likopen, lutein [~ Bilesikleri
Sekonder Enzimler Allil Siilfit
Glutatyon rediiktaz, ; ’
< Indoller
Glukoz-6- fosfat Diisiik Mol Kiitleli Antioksidanlar
dehidrojenaz Glutatyon, iirik asit
Kofaktorler
Koenzim Q10
Polifenoller
v v
| Flavonoidler | | Fenolik Asitler
Hidroksi-
X , Sinnamik
A 4 Asitler
Flavonoller Flavanoller Antosiyanidinler
Quercetin, Catechin Siyanidin,
kaemferol EGCG Pelagonidin
Hidroksi-
r Y Y Benzoik
Isoflavanoidler Flavanonlar Flavonlar Asitler
Genistein Hesperitin Chrysin

Sema 3. Antioksidan maddelerin gruplandirilmasi

1.2.2.1. Enzimatik Antioksidan Maddeler

Enzimatik antioksidan maddeler; baslica siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT),
glutatyon peroksidaz (GPx) enzimlerini icerir. SOD ve CAT gibi antioksidan
enzimler viicutta tilkenmezler ve ROT ile reaksiyona girecek yiiksek ilgiye

sahiplerdir. Bu yiizden de enzimlerin oksidatif hasarlara kars1 daha etkili bir koruma
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sagladiklan diistiniilmektedir (Christofidou ve ark., 2006). SOD ve CAT dogada da
bilinen en etkili antioksidan maddelerin basinda gelmektedir. insan viicudunda iic
cesit SOD vardir. Bunlar; CuZn-SOD, mitokondriyal Mn-SOD, ve ekstraselliiler
SOD. CAT da eritrositlerden akcigerlere kadar canli hiicrelerinde bolca bulunur.
SOD dogada yaygin olarak okaryotik ve prokaryotik organizmalarda da bulunur ve
oksijen ve hidrojen peroksitten siiperoksit dismutasyonu ile katalizlenir (McCord,
1986). CAT ise hiicreleri hidrojen peroksitin molekiiler oksijen ve suya
parcalanmasiyla olusan serbest radikallerin etkilerinden korur. Buna ek olarak CAT
peroksidatif reaksiyonlarin olusturdugu alkoller, formaldehit, formik asit ve fenoller
gibi toksik bilesiklerin etkilerini azaltmada da rol oynar. Bu serbest radikal
yakalayici enzimler bir ¢ok doku, organ ve hiicre yapisinda bulunmaktadirlar.
Mitokondri en onemli enzimatik antioksidan iiretici olmakla birlikte reaktif oksijen
tirlerinin de en basta gelen hedefidir. Mitokondride asir1 ROT ve serbest radikal
birikimi sonucunda Mn-SOD miktar1 yiikselmektedir. Bu da mitokondrinin kendini
serbest radikallerin etkilerinden korumak igin Mn-SOD’ yi kendi iirettigi bir
savunma sistemi olarak kullandigin1 gostermektedir. Yaslanma ya da mitokondrial
hastaliklarin neden oldugu oksidatif stresin tiistesinden gelmek i¢in Mn-SOD
tiretimiyle es zamanl olarak CAT ve/veya GPx’in de hidrojen peroksit birikimini
onlemek i¢in iiretilmesi gerekmektedir. ROT mitokondride birikerek mitokondriyal
gecirgenligi azaltir ve mitokondriyal membranlarin potansiyelini diistiriir. Bu da

hiicrelerde apoptosis ve nekroz olusumuna neden olur.

Yapilan calismalar SOD ve CAT’in yetersiz dagilimi ve elverissiz
farmakokinetik olusumlar sonucu etkilerini gosteremedigi durumlarda hastaliklarin
ortaya ¢iktigini kanmitlamaktadir. Ornegin; CAT tiimor hiicrelerinin metastazinda
hidrojen peroksit seviyesini diisiirecek sekilde hiicrelere ulagmalidir. Ancak bu

sekilde hiicre metastazinm 6nleyebilir veya azaltabilir (Nishikawa, 2005).

Oksidatif hiicresel metabolizmalarda {retilen fazla miktarda hidrojen
peroksitin neden oldugu siiperoksit anyon radikali ROT’nin verdigi hasarlarin
basinda gelir. Siiperoksit; siiperoksit dismutaz tarafindan hidrojen peroksit ve

oksijene parcalanir.
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1.2.2.2. Non-Enzimatik Antioksidan Maddeler

Insanlarin beslenme sekilleri ve aliskanliklari yillardan beri siirekli degismektedir.
Bu gelisim siireci ge¢misten bugiine kadar disaridan beslenme yoluyla antioksidan
maddeler aldigimiz1 kanitlamaktadir. Yiizyillardan beri tesvik edilen organize tarim
bizleri antioksidanlarca zengin beslenme seklinden yoksun birakmaya baslamistir.
Insanlarin antioksidan savunma sistemi disardan non-enzimatik antioksidanlar

almadiklari siirece zayif diismektedir.

Askorbik asit biyolojik sivilarda ¢oziinebilen énemli bir antioksidandir. insan
metabolizmas1 askorbik asidi endojen olarak sentezleyememektedir. Ancak
metabolizmamiz askorbik aside biiyiik ihtiya¢ duymaktadir. Askorbik asit ancak
besinler yoluyla viicuda alinabilmektedir.  Askorbik asit diginda; E vitamini,
koenzim Q10, karotenoidler ve polifenoller gibi disaridan besin yoluyla viicuda
alman antioksidanlar da insan sagligi i¢in 6nem tagimaktadirlar. Gen mutasyonuyla
olusan kanser tiirlerinin bir cogunun hayat sartlarinin ve beslenme seklinin degisime

ugramasiyla ortaya ¢iktig1 tahmin edilmektedir.

Non-enzimatik antioksidanlarin gerekliligi ve onemi her ne kadar biliniyor
olsa da bu antioksidanlarin koruyucu ve/veya terapotik ajan olarak etkileri
fizikokimyasal ve biyofarmasotik oOzelliklerinden kaynaklanan bazi problemler
icermektedir. Bazi vitaminleri de igeren bir cok antioksidan madde diisiik
cOziiniirliikleri, diisiik gecirgenlikleri, stabiliteleri ve/veya sistemik sirkiilasyona
karisan ilac biyotransformasyonlar1 yiiziinden diigsiik oral biyoyararlanima
sahiplerdir. Bu nedenle bir ¢ok durumda viicuda digsardan antioksidan takviyesi

gerekmektedir.
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1.2.2.3. Sentetik Antioksidan Maddeler

Viicudumuzun iirettigi dogal antioksidanlar ve besinler yoluyla alinan antioksidanlar
bazen yeterli gelmemekte ve bunun sonucunda da c¢esitli hastaliklar ortaya
cikabilmektedir. Antioksidanlarin yetersizliginin temel nedenleri; ¢evresel etmenler,
yetersiz ve dengesiz beslenme, kotii ve sagliksiz yasam kosullari, viicut direncinin
baska hastaliklar yiiziinden zayiflamasi, genetik hastaliklar gibi kisinin icinde
bulundugu ortama, yasam sekline ve biinyesine bagli olarak gelisen
oksidan/antioksidan dengesinin bozulmasidir. Bununla birlikte yaslanmayla ortaya
cikan dogal bir dengesizlik de antioksidan ihtiyacim1 dogurmaktadir. Biitiin bu
nedenler ve ihtiyaclar g6z oniine alindiginda sentetik antioksidanlara duyulan ihtiyag
ortaya cikmaktadir. Giiniimiizde bu konuda bir ¢ok ¢alisma yapilmakta ve gerek
antioksidan eksikligine bagli olarak ortaya ¢ikan hastaliklar1 dnlemede gerekse bu
nedenle olusan hastaliklarnn tedavi etmede bir cok sentetik antioksidan madde
sentezlenmeye calisilmakta ve giin gectikce yan etkisi daha az, birden ¢ok hastaliga

etki edebilecek, dogala en yakin bilegikler sentezlenmektedir.

Dogada bulunan besinler igerisindeki antioksidan maddelere baktigimizda
indol tiirevi bilesiklerin 6nemli bir yere sahip oldugunu gormekteyiz. Ornegin;
brokoli, kabak ve karnabahar igerisinde bulunan indol-3-karbinol oldukca yiiksek
antioksidan aktiviteye sahiptir ve yapilan arastirmalar sonucunda bu maddenin
ozellikle gogiis ve prostat kanserini onledigi belirlenmistir (Siizen ve Biiyiikbingél,
2000). Boliim 1.3 de anlatilacak olan ve viicudumuzda dogal olarak sentezlenen
melatonin de yapisinda indol halkasina sahip bir hormondur. Yiiksek antioksidan

aktiviteye sahiptir.
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1.3. Melatonin

1.3.1. Melatoninin Kimyasal Yapisi ve Antioksidan Ozellikleri

Melatonin (N-metoksitriptamin); beyinde bulunan pineal salgi bezinden salgilanan
bir hormondur (Sekil 1.). Karanlikla birlikte pineal salgi bezinin uyarilmasiyla
salgilanmaya baslar ve bu ylizden de geceleri maksimum konsantrasyona ulasir
(Reiter, 1991; Mor ve ark., 2004). Melatonin basta uykunun diizenlenmesi (Haimov
ve ark., 1995) olmak iizere bir ¢ok fizyolojik olayda rol alir. Kardiovaskiiler sistemde
(Arangio ve ark., 1999), sindirim sisteminde (Motilva ve ark., 2001) ve ozellikle de
viicudun biyolojik ritminin (Martin ve ark., 2002; Reiter, 1980) diizenlenmesinde yer
alan Onemli bir hormondur. Ayrica beyin hiicrelerinin yenilenmesinde ve
korunmasinda etkili bir antioksidandir (Lezoualch ve ark., 1996). Melatonin ayrica
hiicreleri oksidatif stresten koruyan, serbest radikal yakalama aktivitesi yiiksek bir
molekiildiir (Maharaj ve ark., 2002). Pineal bezler disinda retinada ve gastrointestinal

bolge gibi viicudun ¢esitli kisimlarinda tiretilir.

Melatonin biyosentezi beyindeki pineal bezde triptofandan baslar. Triptofan,
triptofan-5-hidroksilaz enzimi tarafindan 5-hidroksitriptofana (5-HTP), 5-HTP ise
aromatik aminoasit-dekarboksilaz ile serotonine, serotonin arilalkilamin-N-tranferaz
ile N-asetilserotonine ve N-asetilserotonin ise hidroksiindol-O-metiltransferaz

enzimi ile melatonine doniistiiriiliir (Sema 4.).
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v
3 Melatonin

Sekil 1. Melatonin salgilanmasindan sorumlu pineal bezin beyindeki konumu.

Hy- CH COOH H,-CH,-NH,

H,-CH-COOH
NH2 \

N
H

H,-CH,-NH-CO-CH,
H4CO H,-CH,-NH-CO-CHj4

Sema 4. Melatonin biyosentezi
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Triptofandan melatonin sentez yolaginda yer alan tiim bilesiklerin belli
diizeylerde antioksidan aktiviteleri vardir. 5-HTP’nin melatonin ve C vitaminiyle
karsilastinldiginda en etkili radikal yakalayici oldugu belirlenmistir. Ayrica
melatoninin de serotoninden daha potansiyel hidroksil radikal yakalayici oldugu
bilinmektedir. 5-hidroksitriptamin (5-HT, serotonin) ksantinoksidaz sistemi ile
okside olarak triptamin-4,5-dion yapisim1 verir. Triptamin-4,5-dion ve benzeri
intrandronal metabolitler norodejeneratif beyin hastaliklarimin baslica nedenidir

(Wrona ve Dryhurst, 1998).

N-Asetil-serotonin, melatoninin pineal bezlerden salgilanmasi sirasindaki
sentez basamaklarindan birinde yer alir ve melatonin gibi antioksidan etkiye sahiptir.
Ayrica N-asetil-serotoninin lipid peroksidasyonunu azaltic1 ve serbest radikal
yakalayici dzellikleri 6ne ¢ikmaktadir. N-asetil-serotonin ve melatonin askorbat_Fe™™
iyonlan iizerindeki koruyucu etkisi in vitro deneylerle test edildiginde (Gavazza ve
Catals, 2004) N-asetil-serotoninin melatoninden 20 kat daha fazla etkili oldugu

gbzlenmistir.

Melatonin ve N-asetil-serotonin gibi triptofan tiirevleri serbest radikal
yakalama aktivitesine sahiplerdir. Deneysel calismalar melatoninin 6ncelikli olarak
hidroksil radikaline daha sonra ise peroksinitrit anyonuna ve siiperoksit anyonuna
karsi etkili oldugunu gostermistir (Allegra ve ark., 2003). N-Asetil-serotonin (Formiil
1.); oksidatif strese karsi biyolojik membranlar stabilize etme kabiliyetindedir (

Garcia ve ark., 2001).

H,-CH,-NH-CO-CH
HO

| N\

N
H

Formiil 1. N-Asetil serotonin
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Melatoninin suda ve yagda ¢oziiniirliigii oldukc¢a yiiksek oldugundan biitiin
hiicre zarlarindan kolayca gecerek hiicrelere ve hiicre organellerine hizla ulasir
(Reiter ve ark., 1998). Bu 6zelligi lipidlerin, proteinlerin ve DNA’nin korunmasinda

oldukga etkilidir.

Yapilan c¢alismalar melatoninin hidroksil radikalini, siiperoksit anyon
radikalini, peroksil radikalini, peronitril anyonunu, singlet oksijeni, hidrojen
peroksiti, nitrik oksiti ve hipoklordz asiti nétralize edebildigini gostermektedir
(Gupta ve ark., 2003). Ayrica peroksil ve hidroksil radikali yakalayic1 olarak da E

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

In vivo caligmalarda melatoninin, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz,
glukoz-6-fosfat dehidrojenaz, siiperoksit dismutaz ve katalaz gibi antioksidatif
enzimlerin aktivitelerini arttirdigi, nitrit oksit sentetazin aktivitesini ise azalttigi
bulunmustur (Reiter ve ark., 2000; Tan ve ark., 2003). Ayrica Alzheimer’s
hastaliginin seyrinde olusan noronal kayiplarin oksidatif strese bagli olabilecegi
diisiiniilmektedir (Oliveri ve ark., 2000; Smith ve ark., 2000 ). Melatonin oksidatif
hasara karst noroprotektif etkilere sahiptir. Yapilan calismalar bu diisiinceyi
dogrulamaktadir. Fareler {iizerinde yapilan denemelerde melatoninin beyin

hiicrelerini nérodejeneratif etkilerden korudugu saptanmistir.

Melatonin DNA molekiillerini, proteinleri ve biyolojik membran lipidlerini
serbest radikallerin zararli etkilerinden korur (Reiter ve ark., 1998). Melatoninin
olduk¢a kolay difiize olabilmesi serbest radikal yakalama kapasitesini arttiran bir
etkendir. Ciinkii molekiiler yapisi, tim hiicre organellerine ulagsmaya miisaittir ve
DNA’y1 koruyan hiicre cekirdegine bile etki edebilir. /n vivo ve in vitro deneylerle
melatonin ve benzeri indolaminlerin DNA ve hiicresel membranlar1 karsinojenlerin
meydana getirdigi oksidatif hasardan korudugu da belirlenmistir. Bu g¢alismalar
melatoninin makromolekiilleri oksidatif hasardan ve kanserden korumada ve bu
hasarlar1 azaltmada oldukga etkili oldugunu da gostermistir (Reiter, 1997). Hiicresel
hasarlara karsi melatonin ve diger antioksidanlarin sahip oldugu bu koruma etkisi,

karsinojenler yiiziinden kanser riskinin arttig1 durumlarda, indol tiirevi bu bilesikleri
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potansiyel terapotik ajan durumuna getirmektedir (Karbownik, 2002; Tarzia ve ark.,

2004).

Diger indol tiirevleri (Jovanovich, 1992) gibi melatonin de elektronca zengin
bir halka sistemine sahiptir. Bu 6zelliginden dolay1 indirgenme ve yiikseltgenme
reaksiyonlarini kolaylikla verebilir (Siizen ve ark., 2001 ve 2003) ve elektron donorii

olarak davranabilir (Paez ve ark., 1998; Zoulis ve ark., 1990).

Kiitle spektroskopisi ve 'H NMR analizleriyle siklik 3-hidroksimelatoninin,
(3-OHM) melatoninin metaboliti oldugu belirlenmistir (Tan ve ark., 1998). Bu
metabolite insan ve si¢an idrarinda rastlanmistir. Metabolizma reaksiyonlar sirasinda
melatoninin 2 OH" yakalamasi sonucu 3-OHM olusmaktadir. Bu sonuglar in vitro
ortamda iiretilen OH" ile 3-OHM iiretimi dogru orantilidir. Melatonin gergekte tiim
hayvan tiirlerinde var oldugundan 3-OHM’nin idrarda bulunmas1 sasirtict bir sonug
degildir. Bu yiizden 3-OHM, insan ve hayvan tiirlerinde OH' radikalini in vivo olarak

goriintillemeyi saglayan onemli bir gostergedir.

6-hidroksimelatonin (6-OHM) (Formiil 2.) ve N-asetil-N-formil-5-
metoksikinurenamin, melatoninin viicuttaki enzimatik metabolitlerindendir. Ozellikle

6-OHM’nin oksidatif strese kars1 ideal bir noéroprotektif oldugu diistiniilmektedir.

H\n/CH3
HyCO 0

N
HO H

Formiil 2. 6-Hidroksimelatonin

6-OHM’nin serbest radikal yakalama aktivitesi beyin hiicrelerinde in vitro

(Maharaj ve ark., 2003) olarak test edilmis ve lipid peroksidasyonunu azalttigi,
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siiperoksit anyon olusumunu yavaslattifi ve potansiyel bir noroprotektan oldugu

sonucuna Varllmlstlr.

Melatonin canlilarda hizla ana metaboliti olan 6-OHM’ye doniisiir. Bu ana
metabolit hidroksil yakalama yetenegine sahiptir (Matuszak ve ark., 1997). 6-
OHM’nin kimyasal yapis1 melatoninden sadece 6. karbon iizerinde fazladan bir
hidroksil grup icermesiyle farklilagmakta olmasma ragmen antioksidan etkisi

melatoninden daha giicliidiir.

Pineal bir hormon olan melatonin, Fe* iyonlarin1 da igeren bir dizi metal
iyonuna baglanabilir. (Limson ve ark., 1998). 6-OHM’nin demire baglanabilirligi
denenmis ve melatoninden daha giiclii serbest radikal yakalayici oldugu goriilmiistiir

(Mabharaj ve ark., 2003).

Melatoninin radikal yakalama kapasitesi bilinmekle beraber, serbest
radikallere ne sekilde etki ettiginin mekanizmas1 heniiz tam olarak
aciklanamamaktadir (Allegra ve ark., 2003). Melatoninin serbest radikallerle ve
reaktif tiirlerle ne sekilde etkilestigini gosteren mekanizma (Denklem 1) Tan ve
arkadaslan tarafindan aciklanmistir (Tan ve ark., 1998; Siizen, 2007; Bozkaya ve
ark., 20006).
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H,-CH,-NH-CO-CH; o
H3CO. H,-CH,-NH-CO-CH;
. H,CO.
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Denklem 1. Melatoninin serbest radikalleri yakalama mekanizmas1 (Tan ve

ark., 1998)

Yapi-aktivite iligkilerini belirleyen analiz sonuglar1 degerlendirildiginde,
melatonin molekiiliiniin serbest radikal reaksiyonlaria karsi bariyer olusturan indol
halkasinin; yiiksek rezonans stabilitesine ve diisiik aktivasyon enerjisine ragmen
oksidanlar etkilestiginde reaktif merkez olarak gorev yaptigi belirlenmistir. Sahip
oldugu metoksi ve amid gruplarn melatoninin antioksidan kapasitesine katkida
bulunmaktadirlar. Ayrica N-C=0O yapisindaki karbonil grubu melatoninin ikincil

reaktif tiirler yakalamasinda anahtar rolii oynamaktadir (Tan ve ark., 2002).
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1.3.2. Melatoninin Serbest Radikallerle Etkilesimi

Melatonin direkt (siiperoksit anyon radikali) O, yakalayici olarak diisiik yetenege
sahip goriinmektedir. Melatonin prekiirsorii seratoninin O, iizerinde melatoninde
gozlenmeyen baz1 reaktiviteleri gOriilmiistir. Ancak melatoninin O, nin
dismutasyonunda 6nemli rol oynayan enzim familyasi olan SOD i¢in mRNA’y1

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

H,0O, nin toksisitesi O, nin ki ile benzerdir. H,O,, Fenton ve Haber-Weiss
reaksiyonlar1 sonucu OH' radikaline donmektedir. Melatoninin H,O, {izerinde direkt
reaktivitesinin olmadig1 preoksidaz-gayakol yontemi ile saptanmistir. Enzimler H,O»
yi OH radikaline rediikleyerek non toksik iiriinler olusturarak hiicrelerin yagsamasini

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

Tan ve arkadaslar (1993) melatoninin OH" radikalinin yakalayici 6zelligini
ilk saptayan arastiricilardir. HyO; yi ultraviyole 1siklarina (254 nm) maruz birakarak
OH' radikalini liretmisler ve melatonini spin trapping ajan olan 5,5-dimetil pirolin N-
oksit (DMPO) ile c¢ok toksik olan OH  radikalini notralize etmek igin

yarigtirmiglardir.

Matuszak ve arkadaslart (1997) baska bir sistem kullanarak Fenton
reaksiyonu ile OH radikalini olusturmuslar ve indol aminlerin cok etkili OH
yakalayicist oldugunu tespit etmislerdir. Yapi aktivite calismalari ile melatoninin yan
zincirinde asetil grubu ve indol ¢ekirdeginin besinci konumunda metoksil grubu
oldugunda melatonin OH™ yakalayict aktivitesinin arttifi gozlenmistir. Susa ve
arkadaslar1 (1997) OH 1n sebep oldugu DNA hasarlarinin melatonin varliginda
azaldigim1 rapor etmisglerdir. Sonuglara goére melatonin etkili bir serbest radikal
yakalayicidir ve bu radikalin DNA iizerinde yaptig: tipik hasarlar1 azaltmaktadir. Bu
nedenle melatonin, sitotoksisite, lipid peroksidasyon ve DNA zincir kirilmalarina

kars1 etkili bir koruyucudur. OH" radikalinin detoksifikasyonunda melatonin elektron
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donorii olarak rol oynamaktadir. Bunu yaparken olusan yapi, indolil katyon ya da

melatonil radikal olarak adlandirilir.

Melatonin singlet oksijen (Cagnoli ve ark., 1995) ve peroksil radikali {izerine
de yakalayici olarak etki gosterir. LOO™ oldukca yikict bir radikaldir. Bu sadece
reaktivitesinden degil aynm1 zamanda lipid oksidasyonunu baslatmasi ve
artirmasindan kaynaklanmaktadir. Lipid peroksidasyonu ozellikle santral sinir
sisteminde hasarlara neden olmaktadir. Melatoninin LOO™ yu detoksifiye etme
yetene8i ilk olarak Pierri ve arkadaglar1 tarafindan (1995) ortaya atilmistir.
Melatonin, E Vitamini, C Vitamini, GSH ve mannitolii karsilastirdiklarinda,
Melatonin > E Vitamini > C Vitamini > GSH > mannitol seklinde bir siralama
bulunmustur. Scaiano’ya gore de (1995) melatonin serbest radikalleri yakalama
acisindan E vitamini kadar etkilidir. Sonu¢ olarak melatoninin bir lipid

peroksidasyon inhibitorii oldugu herkesce kabul edilen bir olgudur.

Nitrik Oksit (NO™), néronlarda onemli bir ikinci mesajcidir. O, ile etkilesimi
sonucu Peroksi Nitrit Anyonu (ONOO’) nu olusturmaktadir. Bu durumda bu
islemlerde gorev alan nitrik oksit sentetaz (NOS) bir prooksidatif enzim olarak
siniflandirilmaktadir. Son yillarda melatoninin fizyolojik konsantrasyonlarinin
hipotalamik NOS aktivitesini inhibe ettigi rapor edilmistir. Bu ¢alismalar NOS’in
melatonin ile inhibisyonunun doza bagimli oldugunu gostermistir. NOS kalmodulin
tarafindan aktive edilen bir enzimdir. Melatonin kalmoduline baglanarak NOS’in
aktivitesini baskilamaktadir. Boylece NO™ sentezi azalmakta ve ONOO™ olusumu
baskilanmaktadir. (Szabo, 1996). Ayrica Cuzzocrea ve arkadaslar1 da (1998) cesitli
sekillerde melatoninin NOS aktivitesini inhibe ettigi ve ONOOQO™ ve OH" radikali i¢in

yakalayici oldugunu tespit etmislerdir.
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1.3.3. Melatonin Analogu Sentetik Antioksidan Bilesikler

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

Tiirevi Bilesikler

Siklooksigenaz (COX), arasidonik asitten prostanoidlerin sentezi sirasinda rol
oynayan bir enzimdir. Siklooksigenaz-1 ve 2 olmak iizere iki izoformu vardir. Bir
indol tiirevi olan indometazin siklooksigenaz-1 ve 2 yi inhibe eder (Niwa ve ark.,
2001). Ayrica serbest radikal olusumunu 6nledigi saptanmistir (Torres ve ark., 2004).
Siklooksigenaz-2 inhibisyonu enflamasyonun onlenmesinde kritik bir rol oynarken
bu inhibisyon norodejeneratif hastaliklar ve bazi1 kanser tiplerinin onlenmesi ile de
iliskilendirilmistir. Bu nedenle ROT lerine karsi anti-enflamatuvar bilesiklerin
kullanilmas1 terapotik bir deger ifade etmektedir. Organizmada sikloksigenaz
aktivitesinin uyarilmasi sonucunda biyolojik sivilarda peroksit radikallerinin
olustugu saptanmistir. Bununla beraber enflamasyon sirasinda H,0O, olustugu
belirlenmistir. Tiim bu bulgular nonsteroidal antienflamatuvar ilaglarin serbest
radikalleri yakalama kapasitesi olabilecegini gostermistir. Elektron spin rezonans
calismalan ile etodolak (1,8-dietil-1,3,4,9-tetrahidropirano-[3,4-bJindol-1-asetik asit)
ve indometazin (2-[1-(4-klorobenzoil)-5-metoksi-2-metil-indol-3-yl]asetik  asit)
(Formiil 3) yapilarmin direk siiperoksit yakalama aktivitesi oldugu belirlenmistir
(Ikeda ve ark., 2001). Baska bir calismada indometazin, asemetazin (1-[p-
klorobenzoil]-5-metoksi-2-metilindol-3-asetik asit karboksimetil ester) ve etodolakin
anti-enflamatuvar etkilerinin bir 6l¢iide de ROT ve RAT yakalama kapasitesine bagli

oldugu belirlenmistir (Mouithys-Mickalad ve ark., 2000; Dannhardt ve ark., 2001).
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0 o]
OH O~ COOH
H5CO. H5CO
CH3 \ CH3 \ O
N N
o) o] N
OH
o]
Cl Cl
1 2 3

Formiil 3. indometazin (1), asemetazin (2) ve etodolak (3)

Non-steroidal anti-enflamatuvar bilesiklerin H,O, yakalama kapasitelerini arastirmak
icin yapilan bagka bir ¢alismada indol tiirevi (indometazin, asemetazin, etodolak),
pirol tiirevi (tolmetin, ketorolak), oksazol tiirevi (oksaprozin), indene tiirevi
(sulindak) ve metabolitleri (sulindak siilfit ve siilindak siilfon) kullanilmistir (Costa
ve ark., 2005). Sonuglar endojen antioksidanlar melatonin ve GSH ile
karsilastirlldiginda, antioksidan aktivite sirasimin  sulindak ~ siilfon>sulindak
siilfit>GSH>sulindak>indometazin>asemetazin>etodolak>oksaprozin>ketorolak>me
latonin>tolmetin seklinde oldugu goriilmiistiir. Bu sonu¢ da anti-enflamatuvar
aktivitenin ROT ve RAT yakalama kapasitesi araciligi ile oldugunu gosteren diger

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

1.3.3.2. indole Yapisik Halka Sistemi Iceren Antioksidan Bilesikler

Indol halkasi tasidig1 terapotik deger nedeniyle medisinal kimya icin ©nemli
kondanse halkalardan biridir (Borza ve ark., 2005). Indol azotu siibstitiite olsun ya da
olmasin, halkanin 3. konumu her zaman reaksiyonlara acik bir durumdadir. Bu
konumun bir elektrofil ile siibstitiisyonu benzenin aromatizasyonunu bozmadan
stabil bir ara iiriin olusmasim saglar. Indol halkas1 iki totomerik formda bulunur.

Bunlar daha stabil olan enamin ve 3H-indol ya da imin formlaridir. Indol
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halkasindaki 2. ve 3. karbonlar arasinda yer alan pi bag: sikloadisyon reaksiyonlarina
imkan saglar. Intramolekiiler sikloadisyonlar, intermolekiiler olanlara karsi daha
kolay olusur. indol halkasinin bu 6zelliklerinden faydalanilarak sentezlenen bir ¢cok

bilesikte antioksidan aktivite gozlenmistir.

Stobadin ((-)-cis-2,8-dimetil-2,3,4,4a,5,9b-hekzahidro-1H-pirido[4,3-b]indol)
(Formiil 4.) piridoindol yapisi tasiyan kardiyoprotektif ve antioksidan ozellikde bir
bilesiktir (Majekova ve ark., 2006). Stobadin yapis1 esas alinarak yiiksek antioksidan
etkili, serbest radikal yakalayic1 ve noroprotektif etkili tiirevler gelistirilmistir (Stolc

ve ark., 2006).

Formiil 4. Stobadin tiirevi antioksidan bilesiklerin genel formiilii (R: ¢esitli
alkil gruplar1)

TPBIA (1-p-Toluensiilfonil-6,7,8,9-tetrahidro-N,N-di-n-propil- 1 H-benz
[glindol-7-amin) (Formiil 5.) dopamin reseptorleri ile etkileserek antioksidan aktivite
gostermektedir (Demopoulos ve ark., 1995). TPBIA bilesiginin lipofil 6zellikde
olmasi kan-beyin engelini ge¢mesini saglar ve boylece noroprotektif etki gosterebilir

(Zika ve ark., 2004).
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Formiil 5. TPBIA (1-p-toluensiilfonil-6,7,8,9-tetrahidro-N,N-di-n-propil-1H-benz [g]indol-7-
amin)

Ayrica DTBHB (N-[2-(5-metoksi-1H-indol-3-il)etil]-3,5-di-ter-butil-4-
hidroksibenzamid) ve GWC20 [(R,S)-1-(3-metoksifenil)-2-propil-1,2,3, 4-tetrahidro-
B-karbolin] (Formiil 6.) melatoninden daha etkili antioksidan bilesikler oldugu

saptanmustir (Gozzo ve ark., 1999).

OH

\
7

Iz

GWC20 DTBHB

Formiil 6. GWC20 ve DTBHB

1.3.3.3. Bilinen Antioksidan Molekiillerle Kondanse indol Tiirevi Bilesikler

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

antioksidan aktivitede artis saglamaktadir.
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Retinoid tiirevi bilesikler antioksidan aktiviteye sahip 6nemli bir sinifi olusturur. Bir
seri retinoid-melatonin tiirevi bilesik tetrahidrotetrametilnaftalen karboksilik asitten
hareketle sentezlenmis (Formiil 7.) ve etkili lipid peroksidasyon inhibe edici etkide

olduklar1 bulunmustur (Ates-Alagoz ve ark., 2006).

(e}
NH "
R;: H, COCEF;,
R
(e}
F{2 NH/
\ Rz: H, OCH3, Br,

N
;
8 Rj: H, CH;, C,Hs, i-Pr, n-Bu, Bn, p-F-Bn, o0,p-diCl-Bn

Formiil 7. Tetrahidronaftalen-indol tiirevi bilesiklerin genel formiilii

Ayrica indol ve lipoik asit tiirevi bilesikler (Formiil 8.) ile yapilan
calismalarda da Oonemli antioksidan aktivite belirlenmistir (Giirkan ve ark., 2005).

Bazi tiirevler lipoik asitten daha etkili antioksidan aktivite gostermistir.

MC@

R: alky and phenyl derivatives

R: H, OCH;, Br, NO,, CH,

R: H, OCH,

Formiil 8. indol-lipoik asit tiirevi bilesikler
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Benzimidazol ve indol halkalarinin kondanse formlar1 da antioksidan aktivite
gosteren bilesikler sinifindadir. 6-Floro-5-siibstitiie-benzimidazol tiirevlerinin indol
ve 1,1,4,4-tetrametil-1,2,3,4-tetrahidro-naftalen gruplan ile birlestirildigi bilesikler
cok etkili siiperoksit anyon yakalayicisi olarak bulunmustur (Formiil 9.). Indol
halkasinin 5. konumunda p-fenil piperazin bulunan tiirevlerde en yiiksek aktivite

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

R
H
0 Br
\ HsC-N
CN_ N
\_/

Formiil 9. Indol-benzimidazol tiirevi bilesiklerin genel formiilii

Bisindolilmaleimid tiirevi bilesiklerin (Formiil 10.) oksidatif strese bagli
hiicre 6liimlerini 6nledigi belirlenmistir (Asakai ve ark., 2002; Katoh ve ark., 2005).
Yap1 aktivite iliskileri bisindolilmaleimidlerdeki indol halkasinin ko-planar olmasi
aktivite icin 6nemli oldugunu gostermistir. Indolilmaleimid analoglar1 ile yapilan
calisgmalarda  2-(1H-Indol-3-il)-3-pentilamino-maleimid  yapistmn  en  etkili

antioksidan tiirev oldugu goriilmiistiir (Dado ve ark., 2005).
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R: H, CH;, OCH,, Br, CI, F

R: H, CH,

R;: H, (CH,)3-NH,, (CH,);N(CHjs),

Formiil 10. Bisindolilmaleimid tiirevi bilesiklerin genel formiilleri

1.3.3.4. AIKkil ve/veya Aril Substitiie indol Tiirevi Bilesikler

Indol tiirevi bilesiklerin antioksidan aktiviteleri taranirken indole-3-propiyonik asitin
(IPA) oksidatif stresi engelledigi bulunmustur (Morita ve ark., 1992; Karbownik ve
ark., 2005). IPA endojen elektron dondrii gibi davranarak ROT detoksifikasyonunu
saglar. IPA ayrica giiclii bir hidroksil yakalayici1 ve oldukca bilinen bir antioksidan
olan glutatyon (Hardeland ve ark., 1999) gibi davranmaktadir. Melatoninin ortamda
bulunmadig durumlarda IPA gii¢lii bir oksidandir (Chyan ve ark., 1999; Poeggeler
ve ark. 1999).

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

(Formiil 11.) yiiksek etkili antioksidan aktivite gostermislerdir (Olgen ve ark., 2007).
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Ry Re
CHy-CHy-CO-NH-(CHy)n Rs
N Ri,3:H,F Cl
n:0,1

Formiil 11. N-H ve N-siibstitiie indol-3-propanamid tiirevlerinin genel formiili

Ayrica anti lipid peroksidaz etkili ve siiperoksit olusumunu engelleyen bazi
N-H ve N-siibstitiie indol ester tiirevleri de (Olgen ve ark., 2003) Formiil 12. de
goriilmektedir. N-siibstitiie indol 2- ve 3-karboksamid tiirevlerinin ROT lari
yakalama kapasitesinin yiiksek oldugu da belirtilmistir (Olgen ve Coban, 2002;
Aboul-Anein ve ark., 2004).

o) SN
R R
\ o/ ? \ )
N N
I |
R1 R3

Ri R3 : H, benzoil tiirevleri
R Ry : Fenil, pirolidin, siklopropil, piperidin tiirevleri

Formiil 12. N-H ve N-siibstitiie indol ester tiirevlerinin genel formiili

Bir ¢ok c¢alismada antioksidan bilesiklerin ROT lerini azalttig1 igin
miyokardial enfarktiisii engelledigi belirtilmektedir (Das ve ark., 2006; Riccioni ve
ark., 2007). Triazol yapisi igeren indol tiirevleri (Andreadou ve ark., 2000;
Varvaresou ve ark., 2000) etkili antioksidan aktivite gosteren bilesikler olarak

tanmimlanmistir (Formiil 13.) (Andreadou ve ark., 2002; Andreadou ve ark., 2003).
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\ R / X: H, Br, Cl, NO,
/
N (CHz)“{ %S R: H, CH,

Formiil 13. Triazol yapisi iceren indol tiirevi bilesiklerin genel formiilii

Indol halkasmin 5. konumunda metoksi ve agilamino gruplar tasiyan
tirevlerinde (Formiil 14.) halkanin 3. konumuna bagh lipofilik/hidrofilik gruplara
bagh olarak gosterdikleri antioksidan aktivite Olg¢iilmiistir (Mor ve ark., 2004).
Melatonin analogu N-[2-(5-metoksi-1H-indol-2-il)etil]asetamid en etkili tiirev olarak

bulunmustur.

Re NiR,  RitH COCH;,COC;H;

Rs \ R,: H, Br

R;: H, OH, OCH,, OCH,CH,OH

Iz

R4
R,: H, OCH,

Formiil 14. 5-Metoksi ve agilamino gruplar degistirilen indol tiirevi bilesikler

Melatonin  halkasinin 5.  konumundaki metoksi grubunun yerinin
degistirilmesi ya da kaldirilmasi ve indol azotunun baska hetero atomlarla yer
degistirmesi halinde de antioksidan etkili tiirevlere ulasilmistir (Formiil 15.) (Spadoni
ve ark., 2006). 5-Alkoksi-2-(N-acilaminoetil)indol en etkili tiirev olarak

belirlenmistir.

X:NH, S, N-CH;
S

NHCO-Ri  R:H, F, CH;, OCH,

R

T~ R,: CH;, CH,COOH

Formiil 15. 2-N-agilaminoetil tiirevi bilesikler
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MAO inhibitorii olarak bilinen N-(2-propinil)2-(5-benziloksi-indol)metilamin
(PF 9601N) bilesiginin noroprotektif ve antioksidan etkiye sahip oldugu
kanmitlanmistir (Sanz ve ark., 2004). Bu bilesikten hareketle sentezlenen yeni
tirevlerde (Formiil 16.) yapilan yapr aktivite iliskilerine gore indol halkasinin 5.
konumunda yer alan benziloksi, hidroksil veya metoksi gruplarinin antioksidan
aktiviteyi etkiledigi belirlenmistir. Ayrica 2. konuma takilan amin gruplarn ele

alindiginda en etkili tiirevler primer amin tasiyanlar olarak belirlenmistir.

Ra

\ N 5 Ry, Ry, R3: H, alkil tiirevleri
3
\( R4: benziloksi, OCH3;, OH
N Re
A

Formiil 16. Triptamin ve N-alkil siibstitiie melatonin analoglar

Fischer indol sentez yontemi kullanilarak sentezlenen 2-fenil indol tiirevleri
(Formiil 17.), melatonine kars1 denendiklerinde yiiksek oranda lipid
peroksidasyonunu Onleyen etkiler gostermistir (Siizen 2006; Siizen ve ark., 2006). 2.
Konumda yer alan fenil iizerinde F, Cl, NO, gibi elektron c¢ekici gruplar
bulundugunda en yiiksek aktivite elde edilmistir. Deneyler sonucunda melatonin ve

2-fenil indol tiirevi bilesiklerin hidroksil radikali yakalayicisi oldugu belirlenmistir.

R,  Rs R R, ,: H,NO,
R+
\ O R5 R3,4,5,6: H, OH Cl, NOz, NHz, CH3
N
H Re R;: H, CHO

Ro

Formiil 17. 2-Fenil indol tiirevi bilesiklerin genel sentezleri
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1.3.3.5. Antioksidan Etkili Diger Sentetik indol Tiirevi Bilesikler

Calismalar melatonin metabolite ve analogu olan bir ¢ok bilesigin de antioksidan
etkisi oldugunu gostermektedir (Ximenes ve ark., 2006). Ornegin melatonin
metaboliti AFMK, etkili bir antioksidan tiirevdir (Ressmeyer ve ark., 2003). Ayrica
melatonin prekiirsorii N-asetilserotonin, ve diger bir melatonin metaboliti 6-
hidroksimelatonin de melatoninden daha etkili antioksidan bilesikler olarak

gosterilmektedir (Zhang ve ark., 1999).

Hipnotik bir bilesik olan Zolpidem [N,N,6-trimetil-2-p-tolil-imidazo (1,2-a)
piridin-3-asetamid L-(+)] (Formiil 18.) bilesiginin tartarat tuzu melatonin kadar etkili
bir lipid peroksidasyonu onleyici bilesik olarak bulunmustur (Garcia-Santos ve ark.,

2004).

N(CHs)z

Formiil 18. Zolpidem [N,N,6-trimetil-2-p-tolil-imidazo (1,2-a) piridin-3-
asetamid L-(+)]

Indol halkasinda yapilan selektif hidrojenasyon sonucunda elde edilen 2,3-
dihidromelatonin (Formiil 19) DPPH radikalini yakalanmada ve lipid peroksidasyonu

onlemede etkili bir antioksidan olarak bulunmustur (Gasparova ve ark., 2006).

Formiil 19. 2,3-dihidromelatonin tiirevi bilesiklerin genel formiili
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Statin smifi bir ila¢ olan Fluvastatin (Formiil 20.) hiperkolesterolemi ve
kardiovaskiiler hastaliklarin Onlenmesinde kullanilir. Bu bilesigin =~ ROT leri
yakalama kapasitesinin oldugu belirlenerek antioksidan kapasitesi oldugu
bulunmustur. Serbest radikalleri yakalama yetenegi olan bu bilesig§in NADPH
oksidaz aktivitesini inhibe edebildigi ve oksidatif stresi onledigi bulunmustur. Bu
ozellikleri nedeniyle fluvastatin atherosklerozun 6nlenmesinde kullanilmasi gereken

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

\\ OH

Z

N OH

/J\\ HOOC

Formiil 20. Fluvastatin (7-[3-(4-florofenil)-1-(1-metiletil)-1H-indol-2-il]-3,5-
dihidroksi-hept-6-enoik asit)

Antioksidan 6zellikleri incelendiginde substitiie indolin-2-on ve indolin-2-
tiyon tiirevi bilesiklerin (Formiil 21.) iyi bir serbest radikal yakalayici olduklar

bulunmustur (Aboul-Enein ve ark., 2005).

Frin X: Okso ve tiyo

X R: Floro, kloro, nitro, metoksi ve amino fenil
N tiirevleri, imidazol, fenil propenil
!

Formiil 21. indolin-2-on ve indolin-2-tiyon tiirevi bilesiklerin genel formiilii
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1.4. indol Halkasimn Kimyasal Ozellikleri

Indol (2,3-benzopirol) bir ¢ok dogal maddenin yapisinda bulunan heterosiklik bir
halkadir. Bir ¢ok terapdtik maddenin igeriginde yer aldigi igin farmasotik acidan
onemli bir halka sistemidir (Stizen ve Biiyiikbingol, 1998 ve 2000; Siizen ve ark.,
2000). Triptofan, serotonin, melatonin gibi 6nemli endojen maddelerin ana yapisini

olusturur.

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

hormonuna karsilik bitkide indol-3-asetik asit bulunmaktadir.

Elektronca zengin yapist nedeniyle indol kolayca okside olur. 2. ve 3.
karbonlar1 arasindaki ¢ifte bag nedeniyle sikloadisyon reaksiyonlarina aciktir. Indol
ve tirevi bilesikler karbon bazli elektrotlar araciligi ile oksitlenebilirler.
Elektrokimyasal caligsmalar ile gelistirilen voltametrik yontem sonucu indol
yapisinin  oksidasyonunun azot atomundan basladigt ve benzen halkasinin
hidroksilasyonu ile sonlandig1 gosterilmistir (Siizen ve ark., 2001 ve 2003; Bozkaya
ve ark., 2006). Bu yontem ile in vitro olarak indol ve tiirevi bilesiklerin olasi

metabolitleri tespit edilebilir.

1.4.1. indol Halkasinin Genel Sentez Yontemleri

Indol halkasinin sentezi igin yaklasik on gesit sentez yontemi gelistirilmistir. Bunlar

icinde en ¢ok kullanilan iki tanesi asagida belirtilmektedir.
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Fischer Indol Sentezi
Ry
Ry
H \
+ _— R,
_NHp 038 N

Denklem 2. Fischer indol sentezi

En eski indol sentez yontemlerinden biridir. 2. ve 3. konumda siibstitiientler istenen

indol tiirevlerinin sentezi i¢in idealdir (Biiyiikbing6l ve Siizen, 1994).

Leimrruber-Batcho Indol Sentezi

OCHj

l :[ HSCOI
NO

“ @
H - >
NO, Raney-Ni

—_—
) N
NH, NH,
H,0
Denklem 3. Leimrruber-Batcho indol sentezi

Indol ve siibstitiie indollerin sentezi icin etkili bir yontemdir. Yiiksek verimli bir

reaksiyondur ilag¢ endiistrisinde tercih edilir.

1.4.2. indol-3-karboksaldehit Sentezi

Iz
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Vilsmeier-Haack Formilasyonu

Cok kullanilan bir yontemdir. Indol 3. karbondan elektrofilik siibstitiisyona acik

oldugu i¢in kolay yiiriir (Biiyiikbingol ve Siizen, 1994).

\ DMF/ POCl, / o‘i \

>

N
H

Iz

Denklem 4. Vilsmeier-Haack formilasyonu

1.5. Melatonin ve Analogu Olan Maddelerin Gerekliligi

Indol tiirevi bilesikler medisinal kimya da ©nemli bir terapotik ajan smifini
olusturmaktadirlar (Siizen ve Biiyiikkbing6l, 1998 ve 2000). Bu bilesikler
hayvanlarda, bitkilerde ve mikroorganizmalarda bulunan genis bir bilesik sinifim

teskil ederler.

Indol tiirevlerinin antioksidan aktiviteleriyle ilgili son gelismeler bu
bilesiklerin antioksidan ozelliklerinin dikkate alinmasinin gerekliligini ve Onemini
gozler Oniine sermektedir. Potansiyel antioksidan olarak gelistirilmekte olan ilaglarda
dikkat edilmesi gereken en onemli nokta in vivo ortamda oksidatif hasar1 azaltmasi

ve istenmeyen yan etkilere sebep olmamasidir.

Endojen bir antioksidan olan melatonin yagda kolaylikla ¢oziinebildigi icin
hiicresel membranlara kolaylikla girerek yag asitlerinin polar baslar1 ile baglanabilir.

Melatoninin bu 6zelligi lipidlerdeki oksidatif hasar1 azaltmasini saglar. Cogu calisma
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melatoninin  noroprotektif  etkisinin  antioksidan  aktivitesine = dayandigini

gostermektedir.

Diger melatonin analogu bilesiklerin cogununda antioksidan aktiviteye sahip
olduklar1 bilinmektedir ve melatoninin serbest radikal yakalama ozelliginin de
kimyasal yapisiyla alakali oldugu bulunmustur (Oosthuizen ve Greyling, 1999;
Poeggeler ve ark., 2002). Bu indolamin, elektronca zengin bir indol hetero
halkasindan meydana gelmekte ve ayrica metoksi ve aminoasetil zincirleri
icermektedir. Bu gruplar melatoninin serbest radikal yakalama 6zelligi icin temel

olusturmaktadir.

Melatonin serbest radikal yakalama ozelliklerinden dolay1 en c¢ok arastirilan
indol tiirevi bilesiklerin baginda gelir. Bu bilesik E vitamininin hidroksil radikal
yakalama aktivitesinden daha fazla aktiviteye sahiptir (Reiter ve ark., 2000). Indol
tirevi bilesiklerin oksidasyonu siiresince pirol halkasinin azot atomundan bir
elektron ayrilir ve bir radikal katyon meydana gelir. Pirol halkasinin bu
kapasitesinden dolayr 3-siibstitiie-indolik  bilesiklerin antioksidan aktivitesi
molekiildeki diger fonksiyonel gruplardan da etkilenmektedir. Reaktif hidroksil
grubuna sahip antioksidanlar genellikle hidrojen donérleridir. Bu yiizden serbest
radikalleri azaltirlar. Bu da radikal zincir reaksiyonlarin1 destekleyerek lipid

peroksidasyonunu azaltir.

Melatonin bir ¢cok fizyolojik olayin diizenlenmesinde yer alir ama iki dnemli
problem (Siizen, 2006 ve 2007; Ates ve Siizen, 2001) melatoninin terapdtik ajan
olarak kullanimini kisitlamaktadir. Birincisi; yarilanma Omriiniin ¢ok kisa (15-30
dakika) olmasi, ikincisi ise hedef bolgelerde seciciliginin olmamasidir. Melatonin
gibi indol tiirevleri, yiiksek rezonans stabilitesine ve halka iizerinde bir ¢ok degisik
siibstitiiente sahip heterosiklik aromatik bir halka yapisina sahiplerdir. In vivo ve in
vitro ¢esitli deneyler bir ¢ok melatonin analogu bilesiginin melatoninden daha iyi

antioksidan 6zelliklere sahip olduklarin1 gostermistir. Bu da yan etkisi az, sitotoksik
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etkileri giderilmis, serbest radikal yakalama aktivitesi yiiksek yeni bilesiklerin

sentezlenmesinin gerekliligini gostermektedir.

1.6. Tez Cahsmasimin Amaci ve Onemi

Organizmamizin yiiksek oranda oksidatif strese maruz kalmasi sonucunda bir ¢ok
kardiyovaskiiler, romatizmal, oto-immiin ve nérolojik hastaligin gelismesinde serbest
radikallerin rol oynadig1 bilinmektedir (Maccarrone ve ark., 2004). Organizmamiz
enzimatik ve non-enzimatik yoldan bu zararli etkilerden korunmaya calisir. Ancak
giiniimiiz kosullarindaki endiistriyel gelismeler, sehir hayati ve cevresel kirlilik
faktorleri organizmanin bu koruma silahlarini yetersiz birakmakta ve bir cok
durumda disaridan takviye antioksidan madde kullamimina gerek goriilmektedir

(Kelly, 1998).

Bilinen en etkili endojen antioksidan maddelerden biri de melatonindir
(Tomas-Zapico ve Coto-Montes, 2007). Melatonin aktivitesini serbest radikalleri
yakalayarak bazi1 mekanizmalarla gosterir. Etki mekanizmasi ile ilgili arastirmalar
halen devam etmekte ancak melatonin molekiilii basta hidroksil radikali olmak tizere
bir ¢ok radikali etkisiz hale getirerek organizmayi korumaktadir. Bu giiclii etkisine
ragmen melatonin kullanimi1 bir cok durumda yetersiz kalmaktadir. Uzun siireli
kullanimi libido ve diisiik tansiyona neden olmakta, norolojik, oto immiin, kanser
gibi hastaliklar1 ve alerjisi bulunan kisilerde kullanilamamaktadir. Ayrica ¢ok kisa
yar1 dmrii olmasi etki yerine ulasmadan parcalanmasina neden olmakta ve melatonin
hedef organlara secici etki gosterememektedir. Bu nedenlerden dolay1 son yillarda
melatoninin ana halka sistemi indol ele almnarak melatonin analogu bilesiklerin

sentezlenmeleri ile ilgili calismalar yapilmaktadir (Siizen 2007).

Indol halkas1 antioksidan aktivitenin goriilmesi icin bulunmasi gereken esas
yapidir. Benzofuran ve naftalen halkalar ile karsilastirildiginda daha iyi antioksidan

aktivite gosterdigi belirlenmistir (Gozzo ve ark., 1999). Indol halkasi yiiksek
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rezonans stabilitesi ve diisiik aktivasyon enerji bariyeri nedeniyle serbest radikaller
ile reaksiyona girmek icin cok uygundur (Tan ve ark., 2002). Radikal yakalama
mekanizmas1 incelendiginde karsilasilan varsayimlar: serbest radikali yakalamak
amaci ile indol halkasinin bir elektron vererek indolil katyon radikali olusturdugu ve

indol halkasinin 3. konumunda bulunan gruplarin radikali yakaladig1 seklindedir.

Bu tez calismasinda indol halkasi iizerinde 3. ve 5. konumda antioksidan
aktivite goOstermesi beklenen gruplarin yerlestirilmesi ile yeni bilesiklerin
sentezlenmesi, bu bilesiklerin yapilarinin ileri enstritmental tekniklerle aydimnlatilmasi
ve in vitro antioksidan aktivitelerinin DPPH ve siiperoksit radikalini yakalama

kapasiteleri Olciilerek test edilmesi planlanmastir.
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Sema 5. Melatonin molekiilii iizerinde gergeklestirilen degisiklikler

Tez calismamizda melatonin molekiiliiniin 3. ve 5. konumlarin1 kapsayan 3
ana bolgesinde degisiklikler gerceklestirdik. Yapilan degisiklikler ve nedenleri
asagidaki gibidir:
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I. Bolge : Melatoninin ana halkasi olan indoliin 5. konumunu olusturur. Bu konumda
metoksi grubu baghidir. Yapilan caligmalar halen metoksi grubunun antioksidan
aktivitedeki fonksiyonu iizerinde fikir birligine varilmadigim gostermektedir. Bazi
arastirmalar bu grubun antioksidan aktivitede direk bir etkisi olmadigim gostermekte
(Ates-Alagoz ve ark., 2005), bazi arastiricilar ise bu grubun halka iizerinde
bulunmasimin gerekli oldugu ya da hidroksil grubu ile yer degistirebilecegi
goriisiindedir (Gozzo ve ark., 1999). 5. Konumda klor tagiyan melatonin tiirevlerinde
antioksidan aktivite melatonine esdeger ¢ikarken iyot bulunan tiirevlerde aktivitenin
diistiigli gozlenmektedir (Poeggeler ve ark., 2002). Sentezlenen bilesiklerde bu
konumda siibstitiient bulunmadiginda ve brom gibi bir halojen bulundugunda
aktivitenin nasil etkilenecegi arastirilmak istenmistir. Brom bagh olan tiirevlere
iliskin detayli bir calisma bulunmadigi i¢in uygun bir fonksiyonlu grup oldugu

diistiniilmiistiir.

II. Bolge : Bu bolgeyi indol halkasinin 3. konumundan bagli olan amid zinciri
(asetamidoetil) olusturur. Arastirmalar antioksidan aktivite gosteren indol
bilesiklerinde yaklasik 5 karbon uzunlugunda bir zincirin varhigin1 gostermektedir.
Amid grubunun keton ile yer degistirdigi tiirevlerde aktivite degismemistir (Gozzo
ve ark., 1999). Amid karbonili aktivite icin ¢ok 6nemli bulunmustur (Tan ve ark.,
2002). Sentez edilen bilesiklerin bir grubunda bu karbonil yapisit korunmus ve zincir
izerinde olusturulan imin yapisi ile c¢ifte baglar arasinda konjugasyon saglanmis
(Yolak A), diger grubunda ise sadece imin yapisina yer verilmistir (Yolak B).
Uciincii grup bilesiklerde ise konjugasyon iki imin yapsi ile saglanmustir (Yolak C).

Bu grup bilesiklerde farkli olarak aromatik yan zincir indol halkasi olarak secilmistir.

IIL. Bélge : indol halkasmnin 3. konumuna bagl yan zincirin ucunda bulunan metil
yada asetil yapisidir. Amid grubu yerine amin grubu yer aldiginda prooksidan
aktivite gozlenmistir (Gozzo ve ark., 1999). Metil ya da asetil yapisinin hacimli
aromatik yapilarla degistirildigi yapilarda yiiksek antioksidan aktivite gozlenmistir
(Varvaresou ve ark., 2000), ancak halojenli tiirevler ile ilgili arastirmaya
rastlanmamistir. Bu nedenle halojen tasiyan aromatik yapilar secilmistir. Ayrica

indol halkasinin bilinen diger antioksidan bilesiklerle verdigi kondanse iiriinlerin de
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yiiksek antioksidan ozelliklerinin bulunmasi nedeniyle (Giirkan ve ark., 2005; Ates-
Alagoz ve ark., 2006) iki indol halkasi imin kopriileri ile birbirine baglanarak sentez

edilmesi uygun goriilmiistiir

Indol tiirevi bilesiklerin cok etkili antioksidan ozellige sahip oldugunun
belirlenmesi dolayis1 ile bu tez calismasi ile indol halka sistemi tasiyan melatonin
analogu bilesiklerin sentezlerinin yapilarak antioksidan aktivitelerinin arastirilmasi
gerceklestirilecektir. Bu aktiviteler melatonin ile karsilastirilarak yapi-aktivite
iliskileri gbézden gecirilecektir. Sentezlenen bilesiklerin daha Once tasarlanmamis
olan indole 3. konumdan baglanan hidrazin tiirevleri olmasi1 teze orijinallik
katmaktadir. Ayrica indoliin 5. konumunda siibstitiient bulunmadan ya da Br
bulundugunda aktivitenin ne sekilde etkilendigi arastirllacaktir. Tez calismasinda
sentezlenen orijinal olmayan bilesiklerin de daha dnce antioksidan aktivite yoniinden
arastirilmamis olmast da sentezlenen seri bilesiklere degisik bir bakis agisi

getirmektedir.

Bu arastirma indol tiirevi melatonin analogu antioksidan maddelerin
gelistirilmesine 151k tutacak ve calismalarimiz bu maddelere ait yeni tiirevlerin

sentezini ve daha ileri testleri iceren projelerle devam edecektir.
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2. GEREC VE YONTEMLER

2.1 Tasarlanan 1H -indol-3-karboksaldehit hidrazon Tiirevlerinin Genel Sentezi

(1a-j)

Et-OH
70-80 °C
Sodyum asetat
HoN—NH R Yolak A
H
(0]
R R
N\ _DME N\
—_—
POCl,
@
0 Et-OH
HoN—HN X—Rj 70-80 °C
\ Vi NH,-NH,.H,0
Yolak B Et-OH
70-80 °C

o) E— Yolak C
X—R
J_Q 3
(1k-n)
\
H H
N—N
R R
A\ /
N N
H H

(10-0)

Sema 6. 1H -Indol-3-karboksaldehit hidrazon tiirevlerinin sentezi



Bilesik R R, R,
la H H H
1b H H Br
1c H H F
1d H H Cl
le H Cl Cl
1f Br H H
1g Br H Br
1h Br H F
1i Br H Cl
1j Br Cl Cl
Tablo 4. Yolak A iiriinii bilesikler
Bilesik R R; X
1k H OCH; C
11 H H N
1m Br OCH; C
In Br H N

Tablo 5. Yolak B iiriinii bilesikler

H

-

R4

N
H
Bilesik R Ry
1o H indol
16 Br 5-Br-indol

Tablo 6. Yolak C iiriinii bilesikler
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Sentezlenmesi planlanan 1H-indol-3-karboksaldehit hidrazon tiirevlerine ulagsmak
icin birinci basamakta indol molekiiliiniin 3. konumuna, Vilsmeier yontemi ile N,N’-
Dimetil formamid (DMF) ve fosforoksikloriirii (POCI3) kullanarak aldehit grubu
takilmistir (Biiyiikbing6l ve Siizen 1994).

Ikinci basamaklarda ise ticari olarak temin edilen 5-bromo-1H-indol-3-
karboksaldehit ve sentezi yapilan 1H-indol-3-karboksaldehit bilesiklerinin (1)
iizerinden etanollii ortamda 70-80 °C da fenil hidrazin tiirevleri (Yolak A), anisik asit
hidrazidi, izonikotinik asit hidrazidi (izoniyazid) (Yolak B) ve hidrazin hidrat (Yolak
C) kullanilarak, fenil hidrazon (1a-j), anisik asit hidrazidi (1k, 1m), izonikotinik asit
hidrazidi (11, 1n) N,N’—bis—(indol—3—ilmetilen)hidrazin tiirevleri (10-0) elde edilmistir
(Sema 5).

2.2. Materyal ve Yontem

2.2.1. Kullanilan Arac ve Gerecler

Hassas terazi (Sartorius — CP 2245), geri ¢eviren sogutucu, doner buharlastirict
(Biichi Heating Bath B — 490 ve Rotavapor R-200), kurutma etiivii (Specac), Vakum
etivii (Vaciotem — Selecta), ¢esitli cam laboratuar malzemeleri, c¢esitli boyda
spatiiller, aliiminyum silika gel plaklar1 (Merck), desikator, eppendorf tiipler, ITK
yiirlitme tanki, siizge¢ kagidi (Orta gozenek) (Merck), cesitli boyda magnet, 1siticili

manyetik karistiric1 (Bunsen Agitador Megnetico MC8 ve ARE magnetic stirrer).

Elde edilen bilesiklerin yap1 aydinlatilmasi i¢in kullanilan enstriimantal

cihazlar boliim 2.2.3.2, 2.2.3.3 ve 2.2.3.4 de ayrica belirtilmistir.
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2.2.2. Kullamlan Kimyasal Maddeler

POCI; (Fluka), 1H-indol (Aldrich) , 5-bromo-1H-indol-3-karboksaldehit (Aldrich),
fenil hidrazin hidrokloriir (Aldrich), 4-bromo-fenil hidrazin hidrokloriir (Aldrich), 4-
floro-fenil hidrazin hidrokloriir (Aldrich), 4-kloro-fenil hidrazin hidrokloriir
(Aldrich), 3,4-dikloro-fenil hidrazin hidrokloriir (Aldrich), isonikotinik asit hidrazidi
(Merck), anisik asit hidrazidi (Aldrich), sodyum asetat (Aldrich), hidrazin hidrat
(Aldrich), silikagel (Merck), potasyum bromiir (KBr) (Aldrich), DPPH (Sigma),
ksantin oksidaz (Sigma), ksantin (Sigma), EDTA (Sigma), NBT (Sigma), melatonin
(Sigma), a-tokoferol (Sigma). Deneyler sirasinda kullanilan tiim solvanlar Aldrich ya

da Merck firmasindan temin edilmistir.

2.2.3 Sentez Edilen Maddelerin Analitik incelemelerinde Kullanilan Yontemler

2.2.3.1 Kromatografik Analizler

Sentez reaksiyonlar gerceklestirilirken, reaksiyonlarin izlenmesi, bitis siirelerinin
saptanmast ve safliklarimin degerlendirilmesi amaciyla Ince Tabaka Kromatografisi
(ITK) yonteminden yaralanilmistir. Bu amacla Kieselgel 60 GF 254 (Merck) ile
kaplanmis 0.2 mm kalinliginda hazir aliminyum plaklar kullanilmistir. Plaklardaki
madde lekelerinin belirlenmesi i¢cin UV (254 nm dalga boyu) 1s18indan

faydalanilmistir.

Sentezlenen {iriinlerin  saflastirilmast  amaciyla gerektiginde Kolon
Kromatografisi yontemi kullamilmistir. Bu amacla durgun faz olarak Silicagel 60,
230-400 mesh (Merck) hareketli faz olarak da ITK icin belirlenen solvan sistemi

kullanilmustir.

ITK ve Kolon Kromatografisi yontemlerinde kullanilan solvan sistemi ;

Etil asetat:Hekzan (1:1)
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2.2.3.2 Erime Noktas1 Tayinleri

Sentezlenen tiim maddelerin erime noktasi tayinleri Electrothermal 9100 cihaz ile

gerceklestirilmis ve sonuclar diizeltilmeden verilmistir.

2.2.3.3. Elementel Analiz Tayini*

Sentezlenen sonug iiriinlerin Elementel Analizleri LECO CNHS 932 cihazi

kullanilarak yapilmistir.

2.2.3.4 Spektral Analizler

FT-IR Spektra*

Sentezlenen iiriinlerin FT-IR spektral analizleri Jasco 420 Fourier FT-IR

Spektrofotometresinde gerceklestirilmistir.

NMR Spektra* (lH ve 13C)

Sentezlenen iiriinlerin 'H ve *C NMR spektral analizlerinde Varian Mercury 400

FT-NMR Spektrometresi kullanilmistir.
Kiitle (Mass) Spektra*
Sentezlenen iiriinlerin Mass analizleri, Waters ZQ mikromass LC-MS

spektrometresinde, Elektrosprey iyonizasyon (ESI) yontemi kullanilarak

gergeklestirilmistir.

* Elementel, NMR ve Mass Analizleri A.U. Eczacilik Fakiiltesi Merkez Laboratuarinda
gerceklestirilmistir.
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3.BULGULAR

3.1. Baslangic Maddesinin Sentezi

3.1.1. 1H-indol-3-karboksaldehit Sentezi (1)

Baslangic maddelerinin ilki olan 5-bromo-1H-indol-3-karboksaldehit ticari olarak
temin edilmis, ikinci baslangic maddesi olan 1H-indol-3-karboksaldehit ise
Vilsmeier yontemi kullanilarak 1H-indol molekiiliiniin 3. konumuna aldehit grubu
takilarak elde edilmistir (Shabica ve ark., 1946; James ve Snyder, 1959; Biiyiikbingol
ve Siizen 1994).

Vilsmeier yoOntemini ile aldehit sentezini gergeklestirmek icin havanin
neminden korunmayi saglayacak sekilde agzi lastik tipa ile kapatilmig bir balon i¢ine
21 mmol (1.5348 g ~ 1.63 ml) DMF konarak buz banyosu iizerinde manyetik
karistirict yardimi ile magnet varliginda karigmasi saglanarak sogutuldu. Sogutulmus
DMF iceren balona siringa yardimi ile 6 mmol (0.92 g ~ 0.55 ml) POCI; damla
damla 30 dakika siire i¢inde katildi. Reaksiyondan gaz c¢ikisinin saglanmasi igin
lastik tipaya bos bir siringa ucu takildi. POCls ilavesinden sonra, reaksiyon 5 dakika
buz banyosu iizerinde karistirildi ve 5 mmol 1H-indol (0.585 g), 6 mmol (0.4385g ~
0.5 ml) DMF icerisinde ¢oziilerek siringa yardimi ile yavag yavas ortama ilave edildi.
Ortam sicaklign 20-30°C’yi gecmeyecek sekilde ayarlanarak reaksiyon 30 dakika
karistirildi. Daha sonra reaksiyon karigimi kirilmis buza (~30g) dokiildii. Ekzotermik
reaksiyonun bitiminden sonra ortam % 40’lik NaOH ile alkalilestirildi. Olusan acik
sar1 kristaller stiziildii ve bol su ile defalarca yikandiktan sonra vakum etiiviinde
kurutuldu. Sonugta 0.11 g madde elde edildi. Verim % 77.24, E.n. 196-197 °C
(E.n.193-198 °C, James ve Snyder, 1959 )
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3.2. 1H-indol-3-karboksaldehit fenil hidrazon Tiirevlerinin Genel Sentezi (1a-j)

Bu amagla 1H-indol-3-karboksaldehit (0.145 g, 0.1 mmol) veya 5-bromo-1H-indol-
3-karboksaldehit (0.224 g, 0.1 mmol) 5 ml EtOH i¢inde ¢oziilerek 0.13 mmol fenil
hidrazin hidrokloriir veya tiirevi bilesiklerle 0.4 g sodyum asetatin 5 ml su
icerisindeki ¢ozeltisi varliginda karistirilarak 30 dakika su banyosu icerisinde, geri
sogutucu altinda reaksiyona sokuldu (Kidwai ve ark., 1994). Reaksiyon sonunda
olusan c¢okelek siiziilerek ayrildi. Elde edilen kristaller etanolden tekrar
kristallendirilerek saflastirildi. Maddelerin saflig1 ITK ile kontrol edilerek,
rekristalizasyonun gerceklestirilemedigi durumlarda kolon kromatografisi ile

saflastirma islemi yapildi.

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

H
N—NH

A\
la

N
H

0.14 g (0.1 mmol) 1H-indol-3-karboksaldehit, 5 ml EtOH igerisinde c¢oziiliip
icerisine 0.2 g (0.13 mmol) fenil hidrazin ve 0.4 g sodyum asetatin 5 ml sudaki
cozeltisi ilave edilerek su banyosu icerisinde, 30 dakika geri sogutucu altinda
reaksiyona sokuldu. Reaksiyon sonunda c¢ozelti sogutularak Boliim 3.2 de
tanimlanan yonteme gore reaksiyon tamamlandi. Sonugta %71.4 verimle 0.17 g

madde elde edildi. E.n. 196-198 °C (E.n 196-197 °C Kidwai ve Ark., 1994).
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Elementel Analiz: CsH;5N5 ; 235.27

% C % H % N
Hesaplanan: 76.57 5.56 17.86
Bulunan: 76.27 5.13 17.68

Kiitle m/z (ESD+ : 236 (M+1), 237 (M+2)
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'"H NMR & ppm (dg-DMSO+D,0): 6.53 (1H, t), 6.89 (2H, d), 7.01-7.07 (4H, m),
7.27 (1H, d), 7.48 (1H, s), 7.97 (1H, s, azometin-CH), 8.11 (1H,d), 9.70 (1H, s,
hidrazin-NH), 11.19 (1H, s, indol-NH)
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Spektrum 2. Bilesik 1a’nin '"H NMR spektrumu
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BC NMR & ppm (de-DMSO+D,0): 79.84, 112.06, 112.35, 113.49,118.17, 120.66,
122.32, 122.93, 124.92, 127.91, 129.74, 135.60, 137.69, 146.87 (azometin C=N).
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Spektrum 3. Bilesik 1a’nin 3C NMR spektrumu

100 180 160 140 120 100 8o 60 40 20

3.2.2. 1H-Indol-3-karboksaldehit (4-bromofenil)hidrazon (1b)

Z
[e—y
=a

0.14 g (0.1 mmol) 1H-indol-3-karboksaldehit, 5 ml EtOH igerisinde c¢oziiliip
icerisine 0.29 g (0.13 mmol) 4-bromofenil hidrazin ve 0.4 g sodyum asetatin Sml
sudaki ¢ozeltisi ilave edilerek su banyosu icerisinde, 30 dakika geri sogutucu altinda
reaksiyona sokuldu. Reaksiyon sonunda c¢ozelti sogutularak Boéliim 3.2 de
tanimlanan yonteme gore reaksiyon tamamlandi. Sonugta % 65.8 verimle 0.21 g

madde elde edildi. E.N. 180-183 °C (E.n 182 °C, Clevenger, 1962)

Elementel Analiz: C;sH;,N;Br ; 314.17

% C % H % N
Hesaplanan: 57.35 3.84 13.37
Bulunan: 57.65 3.73 13.41
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Kiitle m/z (ESD)+ : 314 (M", %100), 316 (M+2)

150 200 250 300 350 400

Spektrum 4. Bilesik 1b’nin kiitle spektrumu

'"H NMR $ ppm (dg-DMSO+D,0): 6.97 (2H, d), 7.15 (2H, m), 7.35 (2H, d), 7.40
(1H, d), 7.64 (1H, s), 8.10 (1H, s, azometin-CH), 8.20 (1H, d), 9.98 (1H, s, hidrazin-
NH) 11.35 (1H, brs, indol-NH)

Spektrum 5. Bilesik 1b’nin '"H NMR spektrumu
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BC NMR 6 ppm (de-DMSO+D,0): 108.72, 112.43, 113.24, 113.96, 120.78,
122.27, 123.02, 124.86, 128.47, 132.37, 136.60, 137.72, 146.10 (azometin C=N).
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3.2.3. 1H-indol-3-karboksaldehit (4-florofenil)hidrazon (1c)

Iz

0.14 g (0.1 mmol) 1H-indol-3-karboksaldehit, 5 ml EtOH igerisinde c¢oziiliip
icerisine 0.21 g (0.13 mmol) 4-florofenil hidrazin ve 0.4 g sodyum asetatin Sml
sudaki ¢ozeltisi ilave edilerek su banyosu icerisinde, 30 dakika geri sogutucu altinda
reaksiyona sokuldu. Reaksiyon sonunda c¢ozelti sogutularak Boéliim 3.2 de
tanimlanan yonteme gore reaksiyon tamamlandi. Sonugta % 57.51 verimle 0.15 g

madde elde edildi. E.n. 115-117 °C.

Elementel Analiz: C;sH;,NsF; 253.28

% C % H % N
Hesaplanan: 71.13 4.77 16.59
Bulunan: 70.72 4.71 15.98
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Kiitle m/z (ESI)+ : 254 (M+1, %100), 255 (M+2)
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Spektrum 7. Bilesik 1¢’nin kiitle spektrumu

"H NMR & ppm (d-DMSO+D,0): 6.90 (4H, m), 7.02 (2H, m), 7.27 (1H, d), 7.49
(1H, s), 7.96 (1H, s, azometin-CH), 8.09 (1H, d), 9.69 (1H, s) 11.22 (1H, brs)

Spektrum 8. Bilesik 1¢’nin '"H NMR spektrumu
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BC NMR 6 ppm (de-DMSO+D,0): 112.40, 112.87, 113.37, 116.14, 116.35,
120.72, 122.25, 123.00, 124.85, 128.01,135.87, 137.67, 143.62 (azometin C=N),
154.75, 157.06
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Spektrum 9. Bilesik 1¢’nin 3C NMR spektrumu

10 180 160 140 120 100 80 60 40 20

IR Spektrumu (KBr Disk) em™: 1615 C=N (azometin) gerilim bandi, 3373 N-H

gerilim bandi.
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Spektrum 10. Bilesik 1¢’nin IR spektrumu
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3.2.4. 1H-indol-3-karboksaldehit (4-klorofenil)hidrazon (1d)

H
N—NH Cl

1d

N

H
0.14 g (0.1 mmol) 1H-indol-3-karboksaldehit, 5 ml EtOH icerisinde c¢oziiliip
icerisine 0.23 g (0.13 mmol) 4-klorofenil hidrazin ve 0.4 g sodyum asetatin 5 ml
sudaki ¢ozeltisi ilave edilerek su banyosu icerisinde, 30 dakika geri sogutucu altinda
reaksiyona sokuldu. Reaksiyon sonunda c¢ozelti sogutularak Boéliim 3.2 de
tanimlanan yonteme gore reaksiyon tamamlandi. Sonugta % 88.9 verimle 0.24 g

madde elde edildi. E.n. 168-171 °C.

Elementel Analiz: C,sH;,N;ClI; 269.73

% C % H % N
Hesaplanan: 66.79 4.48 15.58
Bulunan: 66.21 4.42 15.52

Kiitle m/z (ESI)+ : 270 (M+1), 272 (M+2) 160 (%100)
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Spektrum 11. Bilesik 1d’nin kiitle spektrumu
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'"H NMR 6 ppm (dg-DMSO+D,0): 7.02 (2H, d), 7.16 (2H, m), 7.24 (2H, d), 7.41
(1H, d), 7.62 (1H, s), 8.10 (1H, s, azometin-CH), 8.21 (1H, d), 9.79 (1H, s, hidrazin-
NH) 11.36 (1H, brs, indol-NH)

Spektrum 12. Bilesik 1d’nin '"H NMR spektrumu

BC NMR 6 ppm (de-DMSO+D,0): 112.42, 112.21, 113.42, 120.81, 121.31,

122.22, 123.05, 124.79, 128.31, 129.54, 136.54, 137.66, 145.68 (azometin C=N).
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Spektrum 13. Bilesik 1d’nin BC NMR spektrumu

180 160 140 120 100 80 60 40 20
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IR Spektrumu (KBr Disk) em: 1599 C=N (azometin) gerilim bandi, 3302 N-H

gerilim bandi

Spektrum 14. Bilesik 1d’nin IR spektrumu

3.2.5. 1H-indol-3-karboksaldehit (3,4-diklorofenil)hidrazon (1e)

Cl

N—NH Cl
N
H

0.14 g (0.1 mmol) 1H-indol-3-karboksaldehit, 5 ml EtOH icerisinde c¢oziiliip

le

icerisine 0.28 g (0.13 mmol) 3,4-diklorofenil hidrazin ve 0.4 g sodyum asetatin 5 ml
sudaki ¢ozeltisi ilave edilerek su banyosu icerisinde, 30 dakika geri sogutucu altinda
reaksiyona sokuldu. Reaksiyon sonunda c¢ozelti sogutularak Boélim 3.2 de
tanimlanan yonteme gore reaksiyon tamamlandi. Sonugta % 94.5 verimle 0.29 g

madde elde edildi. E.n. 193-196 °C.

Elementel Analiz: C;sH;;N3Cl,; 304.18

% C % H % N
Hesaplanan: 59.23 3.64 13.81
Bulunan: 58.41 3.66 14.19
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Kiitle m/z (ESD)+ : 304 (M", %100), 306 (M+2)
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'H NMR & ppm (dg-DMSO+D,0): 6.86 (1H, dd), 7.04 (3H, m), 7.29 (2H, d), 7.55
(1H, s), 8.01 (1H, s, azometin-CH), 8.06 (1H, d,), 10.07 (1H, s, hidrazin-NH) 11.30
(1H, s, indol-NH)

Spektrum 16. Bilesik 1e’nin '"H NMR spektrumu
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BC NMR 6 ppm (de-DMSO+D,0): 112.31, 112.52, 112.75, 112.90, 118.66,
120.94, 122.05, 123.14, 124.75, 128.93, 131.57, 132.17, 137.70, 146.72 (azometin
C=N).

|
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Spektrum 17. Bilesik 1e’nin 3C NMR spektrumu

IR Spektrumu (KBr Disk) em™: 1590 C=N (azometin) gerilim bandi, 3384 N-H

gerilim bandi

Spektrum 18. Bilesik 1e’nin IR spektrumu
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3.2.6. 5-bromo-1H-indol-3-karboksaldehit fenil hidrazon (1f)

H
N—NH
Br

D it

N
H

0.22 g (0.1 mmol) 5-Bromo-1H-indol-3-karboksaldehit, 5 ml EtOH icerisinde
¢oziiliip icerisine 0.2 g (0.13 mmol) fenil hidrazin ve 0.4 g sodyum asetatin 5 ml
sudaki ¢ozeltisi ilave edilerek su banyosu icerisinde, 30 dakika geri sogutucu altinda
reaksiyona sokuldu. Reaksiyon sonunda c¢ozelti sogutularak Boélim 3.2 de
tanimlanan yonteme gore reaksiyon tamamlandi. Sonugta % 70.4 verimle 0.22 g

madde elde edildi. E.n. 114-116 °C.

Elementel Analiz: C;sH,N3Br ; 314.18

% C % H % N
Hesaplanan: 57.34 3.85 13.37
Bulunan: 57.10 3.91 13.01

Kiitle m/z (ESD)+ : 314 (M", %100), 326 (M+2)
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Spektrum 19. Bilesik 1f’nin kiitle spektrumu
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'H NMR & ppm (dg-DMSO+D;,0): 6.67 (1H, t), 7.01 (2H, d), 7.21 (2H, m), 7.28
(1H, m), 7.39 (1H, d), 7.68 (1H, s), 8.09 (1H, s, azometin-CH), 8.39 (1H, s), 9.94
(1H, s, hidrazin-NH) 11.65 (1H, brs, indol-NH)
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Spektrum 20. Bilesik 1f nin '"H NMR spektrumu

BC NMR 6 ppm (de-DMSO+D,0): 112.01, 113.08, 113.15, 114.46, 118.41,
124.46, 125.36, 126.63, 129.28, 129.81, 135.07, 136.40, 146.73 (azometin C=N).

180 160 140 120

Spektrum 21. Bilesik 1f’nin 3C NMR spektrumu
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IR Spektrumu (KBr Disk) em: 1598 C=N (azometin) gerilim bandi, 3385 N-H

gerilim bandi

Y
]
|

Spektrum 22. Bilesik 1f’nin IR spektrumu
3;‘

3.2.7. 5-bromo-1H-indol-3-karboksaldehit (4-bromofenil)hidrazon (1g)

H
N—NH Br
Br-

Iz

0.22 g (0.1 mmol) 5-Bromo-1H-indol-3-karboksaldehit, 5 ml EtOH igerisinde
¢oziiliip igerisine 0.29 g (0.13 mmol) 4-bromofenil hidrazin ve 0.4 g sodyum asetatin
5 ml sudaki ¢ozeltisi ilave edilerek su banyosu igerisinde, 30 dakika geri sogutucu
altinda reaksiyona sokuldu. Reaksiyon sonunda ¢ozelti sogutularak Boliim 3.2 de
tanimlanan yonteme gore reaksiyon tamamlandi. Sonugta % 62.1 verimle 0.24 g

madde elde edildi. E.n. 193-196 °C.

Elementel Analiz: C,sH;;N3Br,; 393.08

% C % H % N
Hesaplanan: 45.83 2.82 10.69
Bulunan: 45.58 2.70 10.67
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Kiitle m/z (ESD)+ : 393 (M", %100), 394 (M+1) 395 (M+2) 396 (M+3)
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Spektrum 23. Bilesik 1g’nin kiitle spektrumu

456

'"H NMR & ppm (de-DMSO+D,0): 6.81 (2H, d), 7.17 (1H, dd), 7.25 (3H, m), 7.59
(1H, s), 7.96 (1H, s, azometin-CH), 8.20 (1H, d), 9.97 (1H, s, hidrazin-NH) 11.55
(1H, brs, indol-NH)

Sample directory: &

i3 12 11 10 9 8 x 6 5 4 3 2 1 o 1

Spektrum 24. Bilesik 1g’nin '"H NMR spektrumu



70

BC NMR § ppm (de-DMSO+D,0): 108.99, 112.81, 113.27, 113.89, 114.53,
124.32, 125.48, 126.55, 129.78, 132.43, 136.11, 136.40, 145.95 (azometin C=N).

Spektrum 25. Bilesik 1g’nin 3C NMR spektrumu

180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 pp

IR Spektrumu (KBr Disk) em™: 1590 C=N (azometin) gerilim bandi, 3412 N-H

gerilim bandi

Spektrum 26. Bilesik 1g’nin IR spektrumu
T,

Liads Losantiasd Ll Ll liga i \
00 3800 3 W00 300 W0 2800 2600 2400 2200 2000 (000 1800 1700 1600 1SO0 1400 1300 1300 100 1000 000 KON
\(1‘”\
Sample Name SGO-1g
Resolution 2em-1
Accumulation 16
Apodization Closing ?C

Date/Time 25/03/107 17:09
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3.2.8. 5-bromo-1H-indol-3-karboksaldehit (4-florofenil)hidrazon (1h)

H
N—NH F
Br

A\

N 1h
0.22 g (0.1 mmol) 5-Bromo-1H-indol-3-karboksaldehit, 5 ml EtOH icerisinde
¢oziiliip igerisine 0.21 g (0.13 mmol) 4-florofenil hidrazin ve 0.4 g sodyum asetatin 5
ml sudaki ¢ozeltisi ilave edilerek su banyosu icerisinde, 30 dakika geri sogutucu
altinda reaksiyona sokuldu. Reaksiyon sonunda c¢ozelti sogutularak Boliim 3.2 de
tanimlanan yonteme gore reaksiyon tamamlandi. Sonugta % 45.2 verimle 0.15 g

madde elde edildi. E.n. 168-170 °C.

Elementel Analiz: C,sH; N;BrF; 332.17

% C % H % N
Hesaplanan: 54.23 3.34 12.65
Bulunan: 54.11 3.28 12.75

Kiitle m/z (ESI)+ : 332 (M", %100), 334 (M+2)
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Spektrum 27. Bilesik 1h’nin kiitle spektrumu
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"H NMR § ppm (d-DMSO+D,0): 6.82 (2H, m), 6.95 (2H, m) 7.16 (1H, d), 7.26
(1H, d), 7.56 (1H, s), 7.93 (1H, s), 8.20 (1H, s), 9.97 (1H, s) 11.43 (1H, brs)

Spektrum 28. Bilesik 1h’nin '"H NMR spektrumu

3C NMR 6 ppm (dg-DMSO+D,0): 112.0, 112.29, 113.67, 115.51, 123.56, 124.61,
125.79, 128.58, 134.51, 135.59, 142.72 (azometin C=N), 154.07, 156.38. 168.66

Spektrum 29. Bilesik 1h’nin 3C NMR spektrumu
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IR Spektrumu (KBr Disk) em: 1617 C=N (azometin) gerilim bandi, 3456 N-H

gerilim bandi

Spektrum 30. Bilesik 1h’nin IR spektrumu

3.2.9. 5-bromo-1H-indol-3-karboksaldehit (4-klorofenil)hidrazon (1i)

H
N—NH Cl
Br:

N .
1i

N
H

0.224 g (0.1 mmol) 5-Bromo-1H-indol-3-karboksaldehit, 5 ml EtOH igerisinde
¢oziiliip icerisine 0.23 g (0.13 mmol) 4-klorofenil hidrazin ve 0.4 g sodyum asetatin
5 ml sudaki ¢o6zeltisi ilave edilerek su banyosu igerisinde, 30 dakika geri sogutucu
altinda reaksiyona sokuldu. Reaksiyon sonunda ¢ozelti sogutularak Boliim 3.2 de
tanimlanan yonteme gore reaksiyon tamamlandi. Sonugta % 45.75 verimle 0.16 g

madde elde edildi. E.n. 165-167 °C.

Elementel Analiz: C,5H;;N3;BrCl; 348.63

% C % H % N
Hesaplanan: 51.68 3.18 12.05
Bulunan: 51.66 3.17 12.08
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Kiitle m/z (ESD)+ : 348 (M", %100), 350 (M+2) 352 (M+4)

Spektrum 31. Bilesik 1i’nin kiitle spektrumu

120 330 340 350 360 370 380

'H NMR & ppm (d-DMSO+D,0): 6.84 (2H, d), 7.12 (1H, d), 7.16 (1H, d), 7.18
(1H, d), 7.26 (1H, d), 7.59 (1H, d), 7.94 (1H, s, azometin-CH), 8.19 (1H, d), 9.93
(1H, s, hidrazin-NH) 11.45 (1H, brs, indol-NH)
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Spektrum 32. Bilesik 1i’nin '"H NMR spektrumu
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BC NMR & ppm (de-DMSO+D,0): 112.50, 112.93, 113.02, 114.18, 121.21,
123.99, 125.15, 126.22, 129.29, 129.38, 135.67, 136.06, 145.26 (azometin C=N).

Spektrum 33. Bilesik 1i’nin 3C NMR spektrumu

IR Spektrumu (KBr Disk) em™: 1599 C=N (azometin) gerilim bandi, 3411 N-H

gerilim bandi

Spektrum 34. Bilesik 1i’nin IR spektrumu
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3.2.10. 5-bromo-1H-indol-3-karboksaldehit (3,4-diklorofenil)hidrazon (1j)
Cl

N—NH Cl
Br-

=

0.22 g (0.1 mmol) 5-Bromo-1H-indol-3-karboksaldehit, 5 ml EtOH igerisinde
¢oziiliip icerisine 0.28 g (0.13 mmol) 3,4-diklorofenil hidrazin ve 0.4 g sodyum
asetatin 5 ml sudaki ¢ozeltisi ilave edilerek su banyosu igerisinde, 30 dakika geri
sogutucu altinda reaksiyona sokuldu. Reaksiyon sonunda ¢6zelti sogutularak Boliim
3.2 de tanimlanan yonteme gore reaksiyon tamamlandi. Sonugta % 56.3 verimle 0.22

¢ madde elde edildi. E.n. 135-137 °C.

Elementel Analiz: C5sH;(N;BrCl,; 383.07

% C % H % N
Hesaplanan: 47.03 2.63 10.97
Bulunan: 46.44 2.67 11.17

Kiitle m/z (ESI)+ : 384 (M", %100), 386 (M+2) 387, 388, 389
100 . 1

>
%

Spektrum 35. Bilesik 1j’nin kiitle spektrumu
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'H NMR & ppm (dg-DMSO+D,0): 6.90 (1H, dd), 7.18 (1H,d), 7.29 (1H, d), 7.40
(2H, d), 7.47 (1H, s), 8.11 (1H, s, azometin-CH), 8.32 (1H, s), 10.30 (1H, brs,
hidrazin-NH), indol-NH gozlenmedi.

Spektrum 36. Bilesik 1j’nin '"H NMR spektrumu

BC NMR 6 ppm (de-DMSO+D,0): 112.32, 112.56, 112.81, 113.37, 114.58,
118.85, 124.33, 125.49, 126.53, 130.22, 131,58, 132.28, 136.41, 137.11, 146.66

(azometin C=N).

200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ]

Spektrum 37. Bilesik 1j’nin 3C NMR spektrumu
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IR Spektrumu (KBr Disk) em: 1591 C=N (azometin) gerilim bandi, 3420 N-H

gerilim bandi
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Spektrum 38. Bilesik 1j’nin IR spektrumu

3.3. 1H-indol-3-aldehit anisik asit hidrazonu (1k, 1m) / izonikotinik asit

hidrazonu Tiirevlerinin Genel Sentezi (11, 1n)

Bu sentez yonteminde ise 0.05 mmol 1H-indol-3-karboksaldehit (0.073 g) veya 5-
bromo-1H-indol-3-karboksaldehit (0.112 g) EtOH (10 ml) icerisinde ¢oziiliir. Bu
¢Ozeltinin igerisine; 0.05 mmol izonikotinik asit hidrazidi (isoniazid) (0.083 g) veya
anisik asit hidrazidinin (0.069 g) 50 ml EtOH icerisindeki ¢ozeltisi ilave edilir ve 2.5
saat su banyosunda, geri sogutucu altinda reaksiyona sokulur. Reaksiyonun durumu
ince tabaka kromatografisi ile kontrol edilir ve gerekirse su banyosunda isitma
islemine bir siire daha devam edilebilir. Karisim soguduktan sonra ¢okelek siiziiliir
ve EtOH’den tekrar kristallendirilerek saflastirilir. Eger reaksiyon sonucunda ¢okelek
olusmamisg ise karigimin icerisindeki solvan doner buharlastiric1 vasitasiyla ucurulur
ve kalan madde uygun ¢oziicii ile kristallendirilerek saflastirilir (Kogyigit ve ark.,

2006).
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3.3.1. N-(4-metoksibenzoil)-N’-(indolil-3-metilen)-hidrazin (1k)
[4-metoksi benzoik asit (1H -indol-3-ilmetilen)hidrazid]

H (0]
N—NH OCHg

A\
1k

N
H

0.05 mmol (0.073 g) 1H-indol-3-karboksaldehit EtOH (10 ml) icerisinde ¢oziildii. Bu

¢ozelti igerisine 0.05 mmol (0.085 g) anisik asit hidrazidinin 50 ml EtOH igerisindeki

cozeltisi ilave edilerek 2.5 saat su banyosunda, geri sogutucu altinda reaksiyona

sokuldu. Daha sonra reaksiyon Boliim 3.3 de tarif edildigi sekilde tamamlandi.

Reaksiyon sonunda 0.068 g madde % 46.42 verimle elde edildi, E.n. 255-257 °C,

(E.n. 254-256 °C, Alemany ve ark., 1967).

Elementel Analiz: C7H;5N30,; 293.32

% C % H % N
Hesaplanan: 69.61 5.15 14.33
Bulunan: 68.88 5.55 14.51

Kiitle m/z (ESI)+ : 294 (M+1, %100), 295 (M+2) 316 (M+Na)
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Spektrum 39. Bilesik 1Kk’ nin kiitle spektrumu

55
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'H NMR 5 ppm (de-DMSO+D,0): 3.83 (3H, s, OCH3), 7.06 (2H, d), 7.18 (2H, m),
7.44 (1H, d), 7.81 (1H, s), 7.91 (2H, d), 8.30 (1H, d), 8.60 (1H, s, azometin-CH)
11.42 (1H, s, hidrazin-NH) 11.58 (1H, brs, indol-NH)

e

o \Q\ e e

Spektrum 40. Bilesik 1k’nin '"H NMR spektrumu

5 2 1
13 12 11 10 9 8 7 ® . . .

3C NMR & ppm (dg-DMSO+D,0): 56.07 (CH3),112.46, 114.31, 120.99, 122.71,
123.25, 125.05, 126.79, 129.97, 130.70, 137.70, 145.09 (azometin C=N)., 162.37
(C=0), 162.64

Spektrum 41. Bilesik 1k’ nin 3C NMR spektrumu
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3.3.2. 1H-indol-3-karboksaldehit izonikotinoilhidrazon (11)
[izonikotinik asit 1H -indol-3-ilmetilen)hidrazid]

N—NH \ / N

11

Iz

0.05 mmol (0.07 g) 1H-indol-3-karboksaldehit EtOH (10 ml) icerisinde ¢oziildii. Bu
¢ozelti igerisine 0.05 mmol (0.068 g) isonikotinik asit hidrazidinin 50 ml EtOH
icerisindeki cozeltisi ilave edilerek 2.5 saat su banyosunda, geri sogutucu altinda
reaksiyona sokuldu. Daha sonra reaksiyon Boéliim 3.3 de tarif edildigi sekilde
tamamlandi. Reaksiyon sonunda 0.08 g madde % 62.4 verimle elde edildi. E.n. 230-
232 °C (E.n 230-232°C, Popp, 1984)

Elementel Analiz: C,sH,N,O; 264.29

% C % H % N
Hesaplanan: 68.17 4.58 21.19
Bulunan: 68.42 5.36 14.05

Kiitle m/z (ESI)+ : 265 (M+1, %100), 266 (M+2)
D e 8.24e
L2

o

T e Gl e S b 10.4C b 3082845 g¢ 51.06 404.89 417 04 158 0 99 08
O libhidadonl Mgl g e JZE52 i . - i e 2 m/z
100 150 200 250 300 350 400 450 500

Spektrum 42. Bilesik 11’nin kiitle spektrumu
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"H NMR § ppm (d¢-DMSO+D,0): 7.20 (2H, m), 7.47 (1H, d), 7.47 (1H, d), 7.86
(3H, t), 8.32 (1H, d), 8.65 (1H, s, azometin-CH), 8.78 (1H, d,) 11.68 (1H, s, hidrazin-
NH) 11.79 (1H, s, indol-NH)

Spektrum 43. Bilesik 11’nin '"H NMR spektrumu

BC NMR & ppm (d-DMSO+D,0): 111.41, 111.77, 120.43, 121.38, 121.88,
122.61, 124.23, 130.78, 136.98, 140.99, 146.08 (azometin C=N)., 150.14, 160.76
(C=0).

0 8 16 4 1] 6 40
0 1 1 12 00 a8 o

Spektrum 44. Bilesik 1’nin 3C NMR spektrumu
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3.3.3. N-(4-metoksibenzoil)-N’-(5-Bromo-indolil-3-metilen) hidrazin (1m)

[4-metoksi benzoik asit (5-bromo-1H-indol-3-ilmetilen)hidrazid]

H (0]
N—NH OCHj;
Br.

A\

N 1m
0.05 mmol (0.11 g) 5-bromo-1H-indol-3-karboksaldehit EtOH (10 ml) icerisinde
¢oziildii. Bu cozelti igerisine 0.05 mmol (0.085 g) anisik asit hidrazidinin 50 ml
EtOH icerisindeki ¢ozeltisi ilave edildi 2.5 saat su banyosunda, geri sogutucu altinda
reaksiyona sokuldu. Daha sonra reaksiyon Béliim 3.3 de tarif edildigi sekilde
tamamlandi. Reaksiyon sonunda 0.13 g madde % 68.3 verimle elde edildi. E.n. 266—
269 °C.

Elementel Analiz: C7H;sN;O,Br; 372.22

% C % H % N
Hesaplanan: 54.86 3.79 11.29
Bulunan: 54.23 4.00 11.33

Kiitle m/z (ESD)+ : 371 (M"), 372 (M+1), 374 (M+3, %100)

00 1.0
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Spektrum 45. Bilesik 1m’nin kiitle spektrumu
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'H NMR & ppm (d¢-DMSO+D,0): 3.85 (3H, s, OCH3), 7.08 (2H, d), 7.34 (1H, dd),
7.44 (1H, d), 7.93 (3H, t), 8.50 (1H, s,) 8.61 (1H, s, azometin-CH), 11.51 (1H, brs,
hidrazin-NH), 11.79 (1H, brs, indol-NH)

Spektrum 46. Bilesik 1m’nin '"H NMR spektrumu

3C NMR $ ppm (dg-DMSO+D,0): 55.30 (CH3), 111.38, 112.94, 113.56, 113.75,
124.09, 125.0, 125.88, 129.21, 131.31, 135.67, 143.81 (azometin C=N), 161.65
(C=0), 161.92, 167.63
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IR Spektrumu (KBr Disk) em! : 1617 C=N (azometin) gerilim bandi, 1653 C=0

(NH-CO) gerilim band.

| / | {4/ |
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Spektrum 48. Bilesik 1m’nin IR spektrumu

3.3.4. 5-Bromo-1H-indol-3-karboksaldehit  izonikotinoil  hidrazon
[izonikotinik asit 5-bromo-1H-indol-3-ilmetilen)hidrazid]

N—NH N
Br \ /

In

Iz

|
i

I'Mf
H\‘|

i

(1m)

0.05 mmol (0.112 g) 5-bromo-1H-indol-3-karboksaldehit EtOH (10 ml) igerisinde

¢oziildii. Bu ¢ozelti icerisine 0.05 mmol (0.068 g) izonikotinik asit hidrazidinin 50 ml

EtOH igerisindeki ¢ozeltisi ilave edildi ve saat su banyosunda, geri sogutucu altinda

reaksiyona sokulur. Daha sonra reaksiyon Boliim 3.3 de tarif edildigi sekilde

tamamlandi. Reaksiyon sonunda 0.14 g madde % 80.41 verimle elde edildi. E.n.

325-327 °C. (Lit. E.n. ulasilamadi. Patent: Rector ve ark., 1987)

Elementel Analiz: C;sH;;N,OBr; 343.18

% C % H % N
Hesaplanan: 52.50 3.23 16.32
Bulunan: 52.55 3.16 16.37
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Kiitle m/z (ESI)+ : 343 (M+1), 345 (M+2, %100), 346 (M+3)

DATH 1 U (FUUUJ W WS, WL, 1y
345,09

00 - 2

%

386 22
1

O.-lu-ll.lh,i:...u..w bkl . LK L A St e S R R 5
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Spektrum 49. Bilesik 1n’nin kiitle spektrumu

'"H NMR & ppm (d¢-DMSO+D,0): 7.35 (1H, dd), 7.44 (1H, d), 7.84 (2H, dd), 7.95
(1H, d), 8.46 (1H, d), 8.61 (1H, s, azometin-CH), 8.78 (2H, dd,) 11.82 (1H, s,
hidrazin-NH) 11.84 (1H, brs, indol-NH)

Spektrum 50. Bilesik 1n’nin '"H NMR spektrumu
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BC NMR 6 ppm (de-DMSO+D,0): 111.82, 113.92, 114.64, 122.15, 123.39,
124.82, 125.93, 126,65, 132.92, 136.50, 141.62, 146.36 (azometin C=N). , 150.25,
150.95, 161.63 (C=0)

Spektrum 51. Bilesik 1n’nin *C NMR spektrumu

3.4. N,N’-bis-(1H-indol-3-ilmetilen)hidrazin Tiirevlerinin Genel Sentezi (10-0)

0.1 mmol (0.032 g) Hidrazin hidrat; 0.1 mmol 1H-indol-3-karboksaldehit (0.145 g)
veya 5-bromo-1H-indol-3-karboksaldehit (0.224 g) ile etanollii ortamda (20 ml), su
banyosunda 4 saat siire ile reaksiyona sokuldu. Reaksiyon sonunda olusan c¢okelek

siiziildii ve etenolden kristallendirildi.

34.1. N,N’-bis-(1H-ind01-3-ilmetilen)hidrazin (10)

H H
N—N

N N

H H

1o
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0.1 mmol (0.032 g) Hidrazin hidrat; 0.1 mmol 1H-indol-3-karboksaldehit (0.145 g)
20 ml etanol icinde coziildii ve su banyosunda 4 saat siire ile reaksiyona sokuldu.
Olusan ¢okelek diklorometan: etilasetat (2:1) solvan karisiminda ¢oziildii. Siiziilerek
¢oziinmeyen kisim ayrildi. ITK ile kontrol edilerek coziinen kismin baslangic
maddesi oldugu kesinlestirildi. Coziinmeyen kisim etanolden kristallendirildi. 0.07 g
iirlin % 23.9 verimle elde edildi. E.n. 324-326 °C, (E.n 320-324 °C, Buu-Hoi ve Saint-
Ruf, 1967).

Elementel Analiz: CgH;4Ny; 286.32

%C %H %N
Hesaplanan: 75.51 4.92 19.56
Bulunan: 74.79 4.94 19.51

Kiitle m/z (ESI)+ : 287 (M+1, %100), 288 (M+2)

uu 28713 %
6.

%

Spektrum 52. Bilesik 10’nin kiitle spektrumu

150 200 250 300 350 400 450 500
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'H NMR & ppm (d-DMSO+D,0): 7.05 (4H, m), 7.32 (2H, d), 7.62 (2H, s), 8.19
(2H, d), 8.75 (2H, s, azometin-CH), 11.52 (1H, brs, indol-NH), diger indol-NH

gozlenmedi.

Spektrum 53. Bilesik 10’nin '"H NMR spektrumu

Ak 1 l\ I | f‘,l | : l

9 8 7 6 5

BC NMR 6 ppm (de-DMSO+D,0): 112.63, 112.81, 121.25, 122.82, 123.34,
125.43, 132.51, 137.90, 155.80 (azometin C=N).

Spektrum 54. Bilesik 10’nin 3C NMR spektrumu
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3.4.2. N,N -bis-(5-bromo-1H-indol-3-ilmetilen)hidrazin (15)

Br Br

Iz
Iz

16

0.1 mmol (0.032 g) Hidrazin hidrat; 0.1 mmol 5-bromo-1H-indol-3-karboksaldehit

(0.22 g) 20 ml etanol icinde ¢6ziildii ve su banyosunda 4 saat siire ile reaksiyona

sokuldu. Olusan c¢okelek ayrilarak EtOAc:Hekzan (1:1) solvan sistemi kullanilarak

kolon kromatografisi yontemiyle saflastirildi. 0.05 g. Madde % 11.6 verimle elde

edildi. E.n. 315-318 °C.

Elementel Analiz: CisH{,N4Br,; 444.13

% C % H % N
Hesaplanan: 48.68 2.72 12.62
Bulunan: 48.50 2.76 13.11

Kiitle m/z (ESI)+ : 445 (M+1, %100), 447 (M+2)

W1V
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Spektrum 55. Bilesik 16’ nin kiitle spektrumu
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'H NMR $ ppm (de-DMSO+D,0): 7.36 (2H, dd), 7.47 (2H, d), 8.00 (2H, s), 8.50
(2H, d), 8.93 (2H, s, azometin-CH), 11.90 (2H, brs, indol-NH)

Spektrum 56. Bilesik 16’ nin '"H NMR spektrumu

BC NMR 6 ppm (de-DMSO+D,0): 112.26, 113.93, 114.72, 124.89, 125.85,
127.07, 134.05, 136.61, 155.92 (azometin C=N).

Yo

Spektrum 57. Bilesik 16’ nin 3C NMR spektrumu
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IRSpektrumu (KBr Disk) em? : 1634 C=N (azometin) gerilim bandi.
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Spektrum 58. Bilesik 16’nin IR spektrumu

3.5. Sentez Edilen Bilesiklerin In vitro Biyolojik Aktivite Tayinleri

3.5.1. In vitro Antioksidan Aktivite Tayini

3.5.1. DPPH Uzerinden Serbest Radikal Yakalama Etki Tayini

Deneyin Prensibi :

1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH), kararli bir serbest radikaldir. Kirmiz1 renklidir
ve bu renk 517 nm de absorblanabilir. DPPH serbest radikalleri bir antioksidan

madde tarafindan yakalandiginda rengi kirmizidan sariya dogru doner. Bu renk

degisimi DPPH'n antioksidan madde ile etkileserek 1,1-difenil-2-pikril hidrazine

doniismesi nedeniyle gozlenir (Sreeyan ve Rao, 1996). Kirmizi renkte olusan

degisiklikler 517 nm de absorbans degerleri halinde okunarak maddelerin radikal

yakalama kapasitesi belirlenir (Blois ve ark.,1958).
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Deneyin Yapilisi:

Sentezlenen maddelerin DMSO igerisinde 0.01M’lik c¢ozeltileri hazirlandi. Bu

numunelerin iizerine DPPH (2x10 g/L) ¢ozeltisi ilave edilerek vorteksde karigtirild:
ve karanlikta, oda sicakliginda 30 dakika bekletildi. Daha sonra her bir ¢ozeltide
olusan degisiklik 517 nm de absorbans degerleri okunarak kaydedildi. Dort farkli
konsantrasyonda hazirlanan numunelerin her bir konsantrasyona karsilik gelen %
inhibisyonlar1 hesaplanarak, bu sonuclardan hareketle ICsy degerleri hesaplandi.
Referans bilesik olarak sentezlenen maddelerin analogu ve giiclii bir endojen
antioksidan madde olan melatonin ve a-tokoferol kullanildi. Sentezlenen bilesiklerin
radikal yakalama aktivitesi olgiiliirken asagidaki denklemden faydalanildi. Sonuclar

Tablo 7 ve 8 de verilmektedir.

(A(;(jzijci.i - Anumune)
% Radikal Yakalama AKktivitesi: [ -----------mmmmmmmmmmmmmem ] x 100 (A: absorbans)
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Madde Konsantrasyon (uM) % Inhibisyon ICsy (uM)
la 12.5 19+2.8 47
25 37+3.5
50 56 +2.8
100 78 £3.5
1b 12.5 42 +2.8 24
25 57+0.7
50 71 +£0.7
100 85+2.1
1c 12.5 25+14 37
25 41 +0.7
50 56 +2.8
100 65+42
1d 12.5 34 +0.7 20
25 73 +0.7
50 84 +3.5
100 84 +3.5
le 12.5 28+1.4 36
25 32+0.7
50 63+2.1
100 80 +2.8
1f 12.5 25+24 31
25 46 +1.2
50 65+0.7
100 74 +£0.7
1g 12.5 33+24 26
25 51+0.7
50 70 +£3.5
100 80 +2.8
1h 12.5 21 +2.1 34
25 41 +0.7
50 65+3.5
100 85+2.8
1i 12.5 34+2.1 22
25 61+2.1
50 80 +2.8
100 86 +£2.8
1j 12.5 41 +4.9 20
25 69 +49
50 82+14
100 84 +0.7
Melatonin 250 19+£2.8 800

500 33+2.1
1000 61 +2.8
Vitamin E 0.009 31+0.7 13
0.018 65+14
0.036 86 +0.7

Tablo 7. Sentezlenen maddelerin DPPH radikali yakalama etkileri® (ICs, uM)

"Her deger 2-4 bagimsiz deneyin ortalamasim vermektedir.
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Madde Konsantrasyon (mM) % Inhibisyon I1Csy (mM)
1o 0.125 12+14 0.37
0.25 41 +£0.7
0.5 62+2.1
1 81 2.8
10 0.125 EG 0.78
0.25 EG
0.5 31+14
1 67 £2.8
11 0.125 30+0.7 0.24
0.25 60+2.8
0.5 73+2.1
1 81 2.8
Melatonin 0.25 19+£2.8 0.8
0.5 33+2.1
1 61 £2.8
Vitamin E 0.009 31+0.7 0.013
0.018 65+14
0.036 86 +0.7

Tablo 8. Sentezlenen maddelerin DPPH radikali yakalama etkileri® (ICsy mM)
EG: Etki goriilmedi

"Her deger 2-4 bagimsiz deneyin ortalamasim vermektedir.

3.5.2. Siiperoksit Anyon Radikali Uzerinden Serbest Radikal Yakalama Etki

Tayini

Deneyin Prensibi :

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

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

SOD
20, + 2H — 0, + H,O,
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Deneyin Yapilisi:

Yontem ksantin ve ksantin oksidaz tarafindan olusturulan siiperoksit anyonunun
kimyasal madde ve standart madde varliginda nitroblue tetrazolyumun (NBT)
rediiksiyonuna dayanmaktadir (Cheng ve ark., 1998, Huong ve ark., 1998, Sang-
Myong ve ark., 2003). Reaksiyon karisimi 250 mikrolitre icinde 0.32 iinite ksantin
oksidaz, 50 ul 4 mM ksantin, 50 pul 50 mM fosfat tamponu (pH 7.8, 1 mM EDTA)
50 pl 225 pM NBT ve farkli konsantrasyonlarda sentezlenen kimyasal bilesikleri
icermektedir. Reaksiyonu baslatmak icin 40 pl ksantin oksidaz reaksiyon ortamina
ilave edilmis ve NBT’nin rediiksiyonu her bir madde icin spektrofotometrede 550
nm de 3 dk oOlciilmiistiir. Her deney ii¢ kez tekrar edilmis ve sonuglar kontrole karsi
% inhibisyon olarak verilmistir. Sentezlenen maddeleri icermeyen reaksiyon ortami
kontrol olarak alinmigtir. Melatonin pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Sentezlenen
bilesiklerin radikal yakalama aktivitesi Olgiiliirken asagidaki denklemden

faydalanilmistir. Sonuglar Tablo 9 ve 10 da verilmektedir.

(AKontrol - Anumune)
% Radikal Yakalama AKktivitesi: [ ------------mmmmmmmmmmmme ] x 100 (A: absorbans)

(AKontrol - Ablank)
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Madde Konsantrasyon %inhibisyon ICs¢ (mM)
(mM)

la 0.25 15+14 0.83
0.5 25+2.1
1 63 +2.8

1b 0.25 9+2.1 0.75
0.5 32+4.2
1 51+2.8

1c 0.25 12+2.8 0.69
0.5 34 +6.4
1 76 +£3.5

1d 0.25 EY 0.66
0.5 39+ 4.5
1 83+ 6.0

le 0.25 15+4.5 0.86
0.5 25+4.2
1 56 +6.0

1f 0.25 35+14 0.68
0.5 53+0.7
1 80 +3.5

1g 0.25 20+1.4 0.59
0.5 36 +£5.0
1 89 +2.38

1h 0.25 19+4.2 0.82
0.5 39+ 4.0
1 72 +6.0

1i 0.25 21 +£3.5 0.58
0.5 38+4.9
1 90+2.8

1j 0.25 4+ 1.4 0.98
0.5 22+238
1 53+7.0

Melatonin 0.25 24+1.4 0.64
0.5 48 +4.0
1 80 +3.5

Tablo 9: Sentezlenen maddelerin siiperoksit anyon radikali yakalama etkileri* (ICs

uM)
"Her deger 2-4 bagimsiz deneyin ortalamasini vermektedir.
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Madde Konsantrasyon(mM) | % Inhibisyon ICso (mM)
1k 0.25 EG
0.5 EG
1 EG
11 0.25 EG
0.5 6+0.7
1 41+2.8
1m 0.25 EG
0.5 22 ¥3.5
1 46 +4.0
In 0.25 EG
0.5 EG
1 25+2.4
1o 0.25 EG
0.5 EG
1 30+42
16 0.25 12 +0.7 0.93
0.5 31+14
1 52+2.8
Melatonin 0.25 24+ 14 0.64
0.5 48 £4.0
1 80 +3.5

Tablo 10: Sentezlenen maddelerin siiperoksit anyon radikali yakalama
etkileri® (ICso mM)

*Her deger 2-4 bagimsiz deneyin ortalamasini vermektedir.
EG: Etki Goriilmedi

3.5.3. Sentez Edilen Bilesiklerin Antioksidan Aktivitelerinin Degerlendirilmesi

DPPH iizerinden serbest radikal yakalama etkilerine bakildiginda genel olarak
sentezlenen tiim bilesiklerin melatoninden ¢ok daha fazla aktif olduklan
goriilmektedir. Maddelerin ICsy degerleri melatoninle karsilastirildiginda (Tablo 7),
melatoninden yaklagik 20-40 kat daha fazla aktif radikal yakalama kapasitesi
gosterdikleri bulunmustur. Bilesikler icinde en yiiksek aktiviteye sahip olanlart ICs
degerleri 20-26 mikromolar arasinda bulunan 1d, 1j, 1i ve 1b dir. Sentezlenen
bilesiklerden 16 melatonine ¢cok yakin, 1o ve 1l ise melatoninin 2 kat1 kadar aktivite
gostermekle beraber diger maddelere kiyasla daha az aktif bulunmustur (Tablo 8).

Bilesik 1k ise belirgin bir aktivite gosteremedigi i¢in bu tabloda yer almamaktadir.
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Melatoninle kiyaslandiklarinda cok iistiin aktiviteye sahip olan bilesikler E
vitamininden daha diisiikk serbest radikal yakalama kapasitesi gostermislerdir. E
vitamini ye en yakin aktivite degerlerini bilesik 1d, 1j, ve daha sonra bilesik 1i ve 1b

gostermistir.

Sentezlenen bilesiklerin siiperoksit radikali yakalama 6zellikleri ICs, degerleri
g6z Oniine alarak karsilastirma yapildiginda bilesiklerden 1k, 11, 1m, In ve 1o
hari¢ hepsinin etkili oldugu bulunmustur. Tiim bilesiklerin siiperoksit radikalini
yakalama ozellikleri melatonine yakin degerde (1c, 1d ve 1f ) veya ondan daha fazla
(1g ve 1i ) bulunmustur (Tablo 9). 16 melatonine gore daha az bir yakalama etkisi
gostermis ancak bu tabloda yer alan diger bilesiklere gore daha yiiksek aktivite

gostermistir (Tablo 10).

In vitro antioksidan aktivite sonuclari sentezlenen maddelerin hem DPPH
hem de siiperoksit radikalini yakalayicti oOzellikleri bakimindan paralellik
gostermistir. Bu agidan ele alindiklarinda Tablo 7 ve 9 da yer alan maddelerin
hemen hepsi serbest radikal yakalama kapasitesi olan maddeler olarak
bulunmuglardir. Tablo 8 ve 10 da yer alan maddeler serbest radikal yakalama
kapasiteleri diisilk ya da etkisiz bulunmuslardir. Etkili bulunan bilesiklerin ¢ogu
melatoninden daha aktiftir. Iki biyolojik deney arasinda karsilastirma yapildiginda,
sentezlenen maddelerin genel olarak DDPH radikali yakalama kapasiteleri,

Siiperoksit anyon radikali yakalama etkilerinden daha yiiksektir.
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4. TARTISMA

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

tiirevlerinin sentezleri ve antioksidan aktivitelerine ait veriye rastlanmamaistir.

Ayrica son yillarda yapilan ¢alismalarda Schiff baz1 (Li ve ark., 2007) ve
hidrazon (Chaston ve ark., 2004; Duarte ve ark., 2007) tiirevi bilesiklerde antioksidan
aktivite saptanmasi, indoliin 3. konumundan hidrazonlarim1 olusturma fikrini
gelistirmistir. Bu arada izonikotinik asit (Loots ve ark., 2005; Mauricio ve ark., 2003;
Hermes-Lima ve ark., 2001) ve anisik asit (Gorinstein ve ark., 2004) tiirevi
bilesiklerde de oksidatif strese karsi aktivite oldugunun saptanmasi bu bilesiklerin
hidrazin tiirevlerinin indoliin 3. konumuna baglandigindaki etkilerinin arastirilabilir

oldugunu gostermistir.

Melatonin ve antioksidan aktivitesi iizerine yapilan c¢alismalarda tam olarak
aydinliga kavusturulamayan konulardan bir de indol halkasinin 5. konumunda
bulunan metoksi grubunun antioksidan aktivitedeki roliidiir. Bazi arastiricilar 5.
konumda metoksi grubunun aktivite icin gerekli oldugunu savunurken (Sofic ve
ark., 2005) bir ¢ok arastirici da bu grubun antioksidan aktivitede biiyiik bir 6neminin
olmadigin1 ya da bu konumun bagka gruplarla siibstitiie edildiginde de yiiksek
antioksidan etki gozlendigini gostermektedir (Tan ve ark., 2002; Ates ve ark., 2005;

Keithahn ve ark., 2005). Halen bu grubun varliginin aktivitedeki Onemi
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belirlenememistir. Bu durum goze alinarak bu calismada sentezlenecek melatonin
analogu indol tiirevi bilesiklerin yarisinda 5. konumda bir siibstitiient
bulundurulmazken diger yarisinda Br atomu ile siibstitiisyon yapilmasi
diigiiniilmiistir. Br atomunun secilmesindeki baslica neden bu atomu igeren indol

tiirevi bilesikler ile ilgili antioksidan aktivite ¢calismalarinin yapilmamis olmasidir.

Bu sekilde tasarlanan maddeleri sentezlemek tizere gerekli olan baslangi¢
maddelerinden 1H-indol-3-karboksaldehit Vilsmeyer reaksiyonu (DMF/POCI;) ile
sentezlenmis, diger baslangic maddesi olan 5-bromo-1H-indol-3-karboksaldehit ise
ticari olarak temin edilmistir. Baglangic maddeleri (1) etanollii ortamda 70-80 °C de
fenil hidrazin tiirevleri, hidrazin hidrat, anisik asit hidrazidi ve izonikotinik asit

hidrazidi ile reaksiyona sokularak sonug iiriinlerine ¢evrilmistir.

Birinci grup sonug iiriinleri indol-fenil hidrazonlar (1a-j), ikinci grup iiriinler
indoliin anisik asit (1k, 1m) ile izonikotinik asit hidrazidleri (11, In) ve iigiincii grup
iirtinler ise N,N -bis-(1H-indol-3-ilmetilen)-hidrazin tiirevleri (1o-6) olarak elde
edilmistir. Sentezlenen tiim bilesiklerin saflik kontrolleri, E.n ve ITK incelemeleri
yapildiktan sonra yapilar elementel analiz, NMR ('H, "*C) ve Kiitle spektroskopisi

ile kanitlanmastir.

Sentezi yapilan bilesiklerin in vitro antioksidan aktivite tayinleri DPPH ve
siiperoksit radikali yakalama kapasiteleri oOlgiilerek test edilmistir. Sonuglar
incelendiginde antioksidan aktivite sonuglari, sentezlenen maddelerin hem DPPH
hem de siiperoksit radikalini yakalayic1 aktiviteleri bakimindan biiyiik bir paralellik
icinde bulunmustur. Bu ac¢idan ele alindiklarinda Tablo 7 ve 9 da yer alan indol-3-
hydrazon tiievi bilesiklerin (1a-1j) hemen hepsi serbest radikal yakalama kapasitesi
olan maddeler olarak bulunmuslardir. Tablo 8 ve 10 da yer alan izoniazid, anisik asit
hidrazidleri ve bis indol tiirevi bilesikler serbest radikal yakalama kapasiteleri diisiik
ya da etkisiz bulunmuslardir. Sentezlenen bilesiklerin ¢ogu melatoninden daha aktif
bulunmustur. Buna karsilik E vitamininden daha diisiik aktiviteye sahip oldugu

goriilmektedir. Sentezlenen bilesiklerde melatonin yapist esas alinmistir bu nedenle
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E vitamininden diisiik aktivite gozlenmesi sasirtict bulunmamustir. iki antioksidan
aktivite testi karsilastirildiginda, bilesiklerin genel olarak DDPH radikali yakalama
kapasitelerinin siiperoksit anyon radikali yakalama etkilerinden daha fazla oldugu
gozlenmistir. Bu sonuclar ele alindiginda ileri ¢alismalarda indol halkasinin 3.
konumunda siibstitiie fenil hidrazon bulunan tiirevlerinin sentezlenerek biyolojik

aktivite degerlendirilmelerinin yapilmasi uygun goriilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Melatonin hormonunun radikal yakalama etkisi 1993 yilinda tespit edilmis (Tan ve
ark., 1993) ve o giinden giiniimiize degin melatonin ya da melatonin analogu indol
tirevi bilesikler iizerinde calismalar siirmektedir. Yapi aktivite caligmalari indol
halkasinin oksidan maddelerle etkilesmede reaktif merkez olarak gorev yaptigini
gostermektedir. Bu 6zellik indol halkasinin yiiksek rezonans stabilitesi ve serbest
radikal ataklarina kars1 diisilk aktivasyonlu enerji bariyerine sahip olmasindan
kaynaklanmaktadir. Bununla birlikte 5. konumdaki metoksi ve 3. konumdaki amid

yan zinciri de antioksidan etkiye yardimci olmaktadir.

Bu tez calismasi ile melatonin yapisindaki ana halka sistemi olan indol
halkas1 ele alinarak 5. konumda metoksi grubu yerine Br yada H, 3. konumda ise
amid yan zinciri yerine cesitli hidrazid tiirevleri baglanarak imin yapisi
olusturulmustur. Boylelikle sentez edilen melatonin analogu bilesiklerin antioksidan

aktivitelerinin melatonin ile kiyaslamasi yapilmstir.

DPPH ve siiperoksit radikali yakalama kapasitelerine bakildiginda indol
halkasinin 3. konumunda siibstitiie fenil hidrazon igerdigi tiirevler (1a-1j) cok etkili
antioksidan maddeler olarak bulunmuglardir. Bu bilesiklerin DPPH radikali
yakalama kapasiteleri melatoninden ¢ok daha fazla bulunmus, siiperoksit radikali
yakalama kapasiteleri ise melatonine ¢ok yakin ya da daha fazla bulunmustur. Bu
bilesiklerin yapilarinda goriillen ortak o6zellik yapilarinda Br ve Cl atomlarn
bulunmasidir. En aktif tiirevler olan 1b ve 1¢ (ICsg 24 ve 20) indol halkasinin 3.
konumunda bagl olan fenil hidrazon yan zincirindeki fenil halkasi iizerinde para
konumunda Br ve CI icermektedir ve indol halkasinin 5. konumu H dir. Diger aktif
tiirevler 1i ve 1j (ICsp 22 ve 20) ele alindiginda 1i fenil halkasinda para konumunda
Cl, 1j ise fenil halkasinda meta ve para konumunda iki Cl atomu i¢ermektedir. Bu
bilesikler ayrica indol halkasinin 5. konumunda Br atomu tagimaktadir. Bu sonuglara
gore 5. konumda siibstitiient tasiyan tiirevlerde de siibstitiient olmayan tiirevlerde de

benzer yiiksek aktivite gozlenmesi bu konumun aktiviteden direkt sorumlu
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olmadigin1 ve yardimci bir etkisi olabilecegini gostermektedir. Bu sonug¢ Onceki
calismalarimizla paralellik gostermektedir (Ates-Alagoz ve Siizen, 2001; Siizen ve
ark., 2006). Ayrica 5. konumda Cl tasiyan melatonin tiirevlerinde antioksidan
aktivitenin melatonine esdeger oldugu saptanmistir (Poeggeler ve ark., 2002). 2-Fenil
indol tiirevleri, melatonine kars1 denendiklerinde yiiksek oranda lipid
peroksidasyonunu Onleyen etkiler gostermistir (Siizen 2006; Siizen ve ark., 2006). 2.
Konumda yer alan fenil iizerinde CI, F gibi elektron cekici gruplar bulundugunda en
yiikksek aktivite elde edilmistir. Bu sonuclar da, tez ¢aligmasinda elde edilen Cl
tagiyan tiirevlerde daha yiiksek aktivite gozlendigi sonucu ile paralellik

gostermektedir.

Yiiksek antioksidan aktivite gosteren bilesiklerin 3. konumdaki yan zincirde
bulunan fenil halkasinda tasidiklar1 halojen grubuna gore aktiviteleri siralandiginda;
5. konumda H bulunan tiirevler : Cl > Br > DiCl>F >H

5. konumda Br bulunan tiirevler : Cl > DiCl > Brl > H > F oldugu goriilmektedir.

Tablo 8 ve 10 da yer alan ve diisiik aktivite gosteren ya da aktivite
gostermeyen bilesikler indol halkasinin 3. konumunda izonikotinik asit ve anisik asit
hidrazidi icermekte yada bis-(1H-indol-3-ilmetilen)hidrazin yapis1 tasimaktadir. Bu
yan zincir olarak takilan gruplar tek baslarina antioksidan aktivite gostermekle
birlikte, indoliin 3. konumuna hidrazid seklinde baglandiklarinda yeni olusan
maddeler etkisiz bulunmustur. Melatonin ile karsilagtirildiklarinda 3. konuma takilan
bu yapilar uzaysal konum itibari ile melatoninin asetaminoetil yan zincirinden daha
fazla yer kaplamaktadir ve indol halkasinin radikal yakalamak i¢in indolil radikal
katyonu olusturmasina yardimci olmamaktadir (Poeggeler ve ark., 1999; Politi ve

ark., 1996).

Bu calismada sentezlenen maddelerin cogunun yiiksek antioksidan aktivite
gosterdigi bulunmustur. Ancak bu aktivite sadece DPPH ve siiperoksit radikali

yakalama kapasitelerinin sonuglarina gore degerlendirilmistir. Aktivite gosteren



106

bilesikler iizerinde daha ileri testler ve sitotoksisite testleri de yapilmasi

planlanmaktadir.

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

belirlenmistir.

1. Indol halkasiin 3. konumunda bulunan yan zincir antioksidan aktiviteyi
direk olarak etkilemektedir. Bu zincirde imin yapisi bulunmasi aktiviteyi
arttirmaktadir. Bu zincir 3 karbon atomu uzunlugunda oldugunda ve ucunda fenil
kalkasi igerdiginde etkili tiirevler elde edilebilir. Fenil halkas1 p konumunda halojen

(6zellikle Cl) igerdiginde aktivite yiikselmektedir.

2. Indol halkasi 5. konumunda bulunan siibstitiient direk olarak aktiviteyi
etkilememekle beraber, aktivite goriilmesine yardimci oldugu diisiiniilmektedir.

Bu veriler ele alindiginda bu calismanin ileri sathalarinda yukaridaki sonuglar
degerlendirilerek yeni bilesiklerin sentezlenmesi ve antioksidan aktivitelerinin

degerlendirilmesi diisiiniilmektedir.



107

OZET

Biyolojik Onemi Olan indol Tiirevi Bilesiklerin Sentezleri, Yapi Aydinlatmalar1 ve
Aktivitelerinin Degerlendirilmesi

Oksidatif stres nedeniyle artan reaktif oksijen tiirleri (ROT), kardiyovaskiiler, norodejeneratif
ve otoimmiin gibi bazi hastaliklarin olusumundan sorumlu tutulmaktadir. Enzimatik ve non-
enzimatik antioksidanlar cesitli mekanizmalarla biyolojik molekiillerin oksidatif hasarini
onlemeye calisir. Endojen bir hormon olan melatonin pineal bezinden geceleri salgilanir ve
uyku gibi biyolojik ritmi diizenler. Melatonin ve metabolitleri ROT/RAT lan1 bagar1 ile
yakalayabilen ¢ok etkili serbest radikal yakalayici olarak gosterilmektedir. Melatoninin
kisith biyoyararliligi ve ¢ok kisa olan yarilanma Omrii gibi farmakokinetik davranislari
nedeniyle, en yiiksek aktivite ve en diisiik yan etkiye sahip yeni antioksidan bilesikler
arastirilmaktadir.

Bu tez caligsmasinda on tanesi yeni (1c-1j, 1m, 16), diger alt tanesi daha onceden
sentezlenmis toplam on alti melatonin analogu indol tiirevi bilesik sentezlenmis ve IR, NMR,
Mass spektrometresi ve elementel analiz ile yapist aydinlatilmistir. Sentezi yapilan bilesikler
asagidaki gibi listelenebilir.

1H-Indol-3-karboksaldehit fenilhidrazon (1a)
1H-Indol-3-karboksaldehit (4-bromofenil)hidrazon (1b)

1 H-Indol-3-karboksaldehit (4-florofenil)hidrazon (1c)
1H-Indol-3-karboksaldehit (4-klorofeni)hidrazon (1d)
1H-Indol-3-karboksaldehit (3,4-diklorofenil)hidrazon (1e)
5-Bromo-1H-indol-3-karboksaldehit fenilhidrazon (1f)
5-Bromo-1H-indol-3-karboksaldehit (4-bromofenil)hidrazon (1g)
5-Bromo-1H-indol-3-karboksaldehit (4-florofenil)hidrazon (1h)
5-Bromo- 1H-indol-3-karboksaldehit (4-klorofenil)hidrazon (1i)
5-Bromo-1H-indol-3-karboksaldehit (3,4-diklorofenil)hidrazon (1j)
N-(4metoksibenzoil)-N’-(indolil-3-metilen)-hidrazin (1K)
1H-Indol-3-karboksaldehit izonikotinoilhidrazon (11)
N-(4metoksibenzoil)-N’-(5-Bromo-indolil-3-metilen)-hidrazin (1m)
5-Bromo- 1H-Indol-3-karboksaldehit izonikotinoilhidrazon (1n)
N,N.-bis-(1H—indol-3-ilmetilen)-hidrazin (10)

N,N -bis-(5-bromo- 1 H-indol-3-ilmetilen)-hidrazin (16)

Sentezlenen bilesiklerin antioksidan aktivitelerini arastirmak ve melatonin ile
karsilastirmak icin DPPH ve siiperoksit radikali yakalama aktiviteleri test edilmistir.
Sonuglara gore 1a-1j arasinda yer alan bilesikler 10° M ve 10™* M konsantrasyonda ¢ok iyi
aktivite gostermistir. Bu bilesiklerin serbest radikal yakalama kapasiteleri melatoninden
dikkat cekici bir sekilde yiiksek bulunmustur. Biitiin aktif tiirevlerin yapisinda halojen atomu
tagimast dikkat ¢ekmektedir. Genellikle indol halkasinin 5. konumunda ve yan zincirde,
aromatik fenil halkasinda iki halojen bulunduran tiirevlerin aktif olduklar1 gézlenmistir. (16
hari¢) Indol halkasinda yada aromatik halkada tek bir halojen iceren yada hi¢ halojen
icermeyen bilesiklerde ise ya hi¢ aktivite gozlenmemis yada diisiik aktivite gozlenmistir.

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

Synthesis, Structure Elucidation and Antioxidant Activity Evaluation of Biologically
Important Indole Derivatives

Increased levels of ROS due to oxidative stress have been found responsible in the progress
of certain diseases such as cardiovascular, neurodegenerative and autoimmune diseases.
Antioxidants, both enzymatic and non-enzymatic, prevent oxidative damage to biological
molecules by various mechanisms. An endogenous hormone melatonin, secretory product of
the pineal gland, is released at night to modulate circadian rhythms including sleepiness and
regulating body temperature, and is generally used to protect neurological systems from the
severe actions of free radicals occurred by oxidative stress. Therefore, melatonin and its
metabolites successively scavenge ROS/RNS which are referred to very hazardous free
radicals. Due to the limitations of pharmacokinetic behaviour of melatonin such as lower
bioavailability and short plasma half-life after oral administration, new antioxidant
compounds are required to possess relatively higher free radical scavenging activities than
melatonin.

This thesis consists of synthesis, structure elucidation (IR, NMR, Mass spectrometry,
and elemental analyses) and biological activity studies of ten novel melatonin derivatives
(1c-1j, 1m, 18) out of sixteen compounds in which the later six compounds were previously
synthesized. The list of compounds synthesized in this thesis is listed below.

1H-Indole-3-carboxaldehyde phenylhydrazone (1a)
1H-Indole-3-carboxaldehyde (4-bromophenyl)hydrazone (1b)
1H-Indole-3-carboxaldehyde (4-flourophenyl)hydrazone (1c)
1H-Indole-3-carboxaldehyde (4-chlorophenyl)hydrazone (1d)
1H-Indole-3-carboxaldehyde (3,4-chlorophenyl)hydrazone (1e)
5-Bromo-1H-indole-3-carboxaldehyde phenylhydrazone (1f)
5-Bromo-1H-indole-3-carboxaldehyde (4-bromophenyl)hydrazone (1g)
5-Bromo-1H-indole-3-carboxaldehyde (4-flourophenyl)hydrazone (1h)
5-Bromo-1H-indole-3-carboxaldehyde (4-chlorophenyl)hydrazone (1i)
5-Bromo-1H-indole-3-carboxaldehyde (3,4-dichlorophenyl)hydrazone (1j)
N-(4-methoxybenzoyl)-N’-(indolyl-3-methylene)-hydrazine (1K)
1H-Indole-3-carboxaldehyde isonicotinoylhydrazone (11)
N-(4-methoxybenzoyl)-N’-(5-Bromo-indolyl-3-methylene)-hydrazine (1m)
5-Bromo-1H-Indole-3-carboxaldehyde isonicotinoylhydrazone (1n)

N,N -bis-(1H-indole-3-ylmethylene)-hydrazine (10)

N,N -bis-(5-bromo-1H-indole-3-ylmethylene)-hydrazine (16)

In order to investigate the antioxidant activities of the synthesized compounds, the DPPH
and superoxide radical scavenging activity studies were performed. The results compared to
melatonin and vitamin E to those with synthesized compounds, indicated that 1a-1j showed
significantly higher free radical scavenging activities at 10° M and 10" M concentrations
when compared to melatonin. It is noteworthy that all the active compounds contain unique
molecular patterns related to location of halogen atoms within the molecules. Generally, it
can be said that the activity pattern might express the halogens which are mostly located at
the 5" position of indole ring and the aromatic phenyl ring of the side chain (carboxaldehyde
phenyl hydrazone), respectively, except 16 consists of bis-indole moiety which is considered
as halogen-located of indole-ring pattern. The compounds having only one halogen atom at
the indole phenyl ring, and either no halogens at both aromatic rings nor substituents other
than halogens showed lower or no biological activities.

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