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OZET

Bu calismada; literatiirde verilen yonteme gore sentezlenmis ve molekiiler yapilart FTIR
ve 'H-NMR spektroskopik teknikleri kullamlarak karakterize edilmis, urasil iceren azo
boyarmaddeleri, 6-amino-5-[(4-nitrofenil) diazenil] pirimidine-2,4(1H,3H)-dion (1) ve 6-
amino-5-[(4-bromofenil)diazenil]pirimidin-2,4(1H,3H)-dion  (Il) tizerine, molekiiler
modelleme c¢alismas1 ve antiparaziter aktivite calismasi gerceklestirilmigtir. Molekiiler
modelleme calismasinda; oOncelikle, Bilesik I ve II’nin olasi tautomerik formlarimin
molekiiler yapilar1 optimize edilmis ve molekiiler toplam enerjileri hesaplanmistir. Her iki
bilesik icin gaz fazinda ve DMSO c¢oziiciide, en diisiik enerjili ve dolayisiyla en kararli
form olarak belirlenen imin-diketo-hidrazon formlar1 dikkate alinarak; hesaplamalar,
Yogunluk Fonksiyoneli Teorisi (DFT) yontemi ile gergeklestirilmistir. Bilesik I ve II'nin
imin-diketo-hidrazon formlarinin optimize geometrileri, IR ve *H-NMR spektral verileri,
DFT/B3LYP/6-311++G(d, p) yontemi ile elde edilmis ve, teorik spektral veriler deneysel
olanlarla karsilagtiritlmistir. Antiparaziter aktivite ¢alismasinda; Bilesik | ve I, Leishmania
infantum, Leishmania major, Leishmania tropica promastigotlart ve Trichomonas
vaginalis trofozoitlerine kars1 ilk kez test edilmistir. Laysmanya promastigotlarina kars1 in
vitro antilaysmanyaz aktiviteler, alamar mavisi eklenmis sivi mikrodiliisyon yontemi ile ve
in vitro trikomonasidal aktiviteleri, Trichomonas vaginalis parazitlerine karsi triptikaz
maya Oziitli maltoz (TYM) ortami kullanilarak test edilmistir. Testlerde; antilaysmanyaz
etki Minimum Inhibitér Konsantrasyon (MIK) degerlerinin ve trikomonasidal etki
Minimum Letal Konsantrasyon (MLK) degerlerinin standart ilaglar igin elde edilen
degerlerle karsilastirilmasi ile belirlenmistir. Teorik c¢alisma ileride ilag gelistirme
caligmalarinda  kullanilabilecek, antiparaziter 0Ozellik gosteren ajanlarin  yapisal
Ozelliklerinin ortaya konulmasi agisindan 6nemlidir. Bu ¢alismalar antiparaziter aktivite
sonuclari ile birlikte degerlendirildiginde ilag tasarimi ve gelistirilmesi ¢alismalarina katki
saglayacak ve bu calismalarda dikkate alinacak kimyasallar1 belirlemede yol gosterici
olacaktir.
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ABSTRACT

In this study; molecular modelling and antiparasitic activity study were carried out on azo
dyes containing uracil, 6-amino-5-[(4-nitrofenil) diazenil] pirimidine-2,4(1H,3H)-dion (1)
and 6-amino-5-[(4-bromofenil)diazenil]pirimidin-2,4(1H,3H)-dion (11), which were
synthesized using the method given in the literature and whose molecular structures were
confirmed using FTIR and *H-NMR spectroscopic methods. In molecular modeling study;
firstly, the molecular structures of the possible tautomeric forms of compounds I and Il
were optimized and their molecular total energies were calculated. In the gas phase and
DMSO solvent for both compounds, as taking into account the imine-diketo-hydrazone
forms, which were determined as the lowest energy and therefore the most stable form, the
calculations were carried out by the Density Functional Theory (DFT) method. Optimized
geometries, IR and 'H-NMR spectral data of the imine-diketo-hydrazone forms of
compounds | and Il were obtained by the DFT/B3LYP/6-311++G(d, p) method and,
theoretical spectral data were compared with experimental ones. In antiparasitic activity
study; compounds | and Il were tested for the first time against to the parasites Leishmania
infantum, Leishmania major, Leishmania tropica promastigotes, Trichomonas vaginalis
trophozoits. In vitro antileishmanial activities against Leishmania promastigotes were
tested by microdilution broth assay with alamar blue and, in vitro trichomonacidal
activities against Trichomonas vaginalis parasites were tested using trypticase extract-
maltose (TYM) medium. In tests; antileishmanial and trichomonacidal effects were
determined by comparing the obtained Minimum Inhibitor Concentration (MIC) and
Minimum Lethal Concentration (MLK) values with those obtained for standard drugs. The
theoretical study is important in terms of revealing the structural properties of antiparasitic
agents that can be used in drug development studies in the future. When these studies are
evaluated together with antiparasitic activity results, they will provide an important
contribution to drug design and development studies and will be guiding in determining the
chemicals to be considered in these studies.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, agiklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Aciklamalar

p Elektron olasilik yogunlugu

Kisaltmalar Aciklamalar

DFT Yogunluk Fonksiyoneli Teorisi

DMSO Dimetil stilfoksit

DNA Deoksiribo Niikleik Asit

Exc Degis-tokus korelasyon enerjisi

ET Kinetik enerji

Ev Potansiyel enerji

Ej Elektronlarm birbirini itmesinden kaynaklanan enerji
Exc Arta kalan diger elektron-elektron etkilesimlerini
FBS Fetal Bovin Serum

FT-IR Fourier Transform Infrared Spektrofotometre
GIAO Gauge-including Atomic Orbital

HF Hartree-Fock

LCAO Atomik Orbitallerin Lineer Kombinasyonu
MIK Minimum Inhibitér Konsantrasyon

MLK Minimum Letal Konsantrasyon

MO Molekiiler Orbital

N.K. Negatif Kontrol

NMR Niikleer Manyetik Rezonans

oD Optik Yogunluk

PBS Phosphate-buffered saline

P.K. Pozitif Kontrol

PPP Pariser Parr Pople
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Kisaltmalar Aciklamalar

RNA Ribo Niikleik Asit

RPMI Roswell Park Memorial Institute
SCF Hartree-Fock Alan

TMS Tetra Metil Silan

TYM Triptikaz Maya Ekstresi Maltoz

WHO World Health Organization






1. GIRIS

Laysmanyazis, laysmanya parazitlerinin neden oldugu ve bazi kum Sineklerinin 1sirmasi ile
bulasan, klinik ve epidemiyolojik bakimdan farklilik gdsteren, tiim diinyada 6nemli bir
saglik problemi olan bir hastaliktir (Cattand ve digerleri, 2006; Siilleymanoglu ve digerleri,
2017).

Laysmanyazis’in ii¢ farkli klinik formu bulunmaktadir: Visseral Laysmanyazis (VL, Kala-
Azar), Kutandz Laysmanyazis (KL, Sark Cibani1) ve Mukokutanéz Laysmanyazis (MKL)
(Herwaldt, 1999). Akdeniz havzasinda laysmanyazise neden olan ii¢ laysmanya tiirii
vardir. Leishmania infantum (L.infantum) VL’ye, Leishmania major (L.major) ve
Leishmania tropica (L.tropica) KL ye neden olmaktadir. Ayrica L.infantum’un da KL’ye
neden oldugu nadir de olsa tespit edilmistir (Belazzoug, 1992). Laysmanyazis biiyiik
oranda belirli alanlarda cografik dagilim gostermekle birlikte hastaligin orani giderek
artmaktadir (Desjeux, 2001).

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan 6 6nemli tropikal hastaliktan biri kabul edilen
laysmanyazis, 98 ililkede endemik olarak gozlenen bir hastaliktir. Bes kitada 350 milyon
insan risk altindadir. Her yil yeni hasta sayisimin VL i¢in 500.000, KL i¢in 1.500.000
oldugu tahmin edilmektedir (Erhan ve digerleri, 2008).

Bes degerli (Pentavalent) antimon tiirevleri, Sodyum stibogluconate (Pentostam®) ve
megluminantimoniat  (Glucantime®)  laysmanyazis  i¢in  geleneksel  tedavi
yontemlerindendir, ancak arastirmacilar bu ilaglara direng gelistigini bildirmislerdir. Bu
nedenle, Amfoterisin B ve lipit formiilasyonlari, enjekte edilebilir paromomisin ve oral
miltefosin gibi yeni tedavi yaklagimlari ortaya ¢ikmustir. Hastalia karst etkili bir
profilaktik as1 heniiz yoktur. Kullanilmakta olan ilaglarin toksik etkileri ve bu ilaglara kars1

artan diren¢ nedeniyle, yeni terapotik ajanlarin kesfi ve gelistirilmesi 6nem kazanmaktadir.

Laysmanya tiirlerinin promastigot formlarinin canliligini ve ¢ogalmasint belirlemek icin
kullanilan yontemlerden biri, kolorimetrik yontemlerdir. Alamar mavisi, kolay kullanima,

diisiik maliyeti, cevre dostu ve kolay aktarilabilme gibi bir takim avantajlara sahip olmasi



nedeniyle, L.major promastigotlar ile ila¢ tarama testinde uygulanabilir bir kolorimetrik

gosterge olmustur (Siileymanoglu ve digerleri, 2017).
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Sekil 1.1. Leishmania spp. yasam dongiisii (Kum sinekleri ve insanda) (Aronson ve Magill,
2020).

Trichomonas vaginalis (T. vaginalis) sadece trofozoit formda bulunan, kamg¢ili ve tek
konagi insan olan bir protozoan parazittir (Schwebke ve Burgess, 2004). T. vaginalis’in
neden oldugu trikomoniyaz, viral ve bakteriyel etkenlerin disinda, cinsel yolla bulasan
enfeksiyonlar (CYBE) arasinda en sik goriilenidir (Ozcel ve digerleri, 2007). DSO
verilerine gore 2008 yilinda tiim diinyada 276,4 milyon yeni T. vaginalis olgusunun ortaya
ciktig1 ve Avrupa’da toplam 46,8 milyon CYBE olgusundan 22.6 milyonunun; Dogu
Akdeniz Bolgesi’nde 26,4 milyon olgudan 20,2 milyonunun ve Giineydogu Asya
Bolgesi’nde 78,5 milyon olgudan 42,9 milyonunun T.vaginalis ile enfekte oldugu tahmin
edilmektedir (WHO, 2008). Tiirkiye'de son yillarda yapilan ¢alismalarda ise farkli ¢alisma
gruplarinda T.vaginalis goriilme sikliginin % 0,3 ile % 9,0 arasinda degisen oranlarda
oldugu bildirilmistir (Ertabaklar ve digerleri, 2016).



Trikomoniyazis insandan insana genellikle cinsel temas yolu ile bulasmaktadir. Bu nedenle
cinsel olgunluktaki kadinlarda hastaligin goriilme orani daha yiiksektir (Saygi, 2009).
Cinsel temas disinda sik olmamakla birlikte alafranga tuvaletler, havuzlar, tuvalet kagidi
ve steril olmayan jinekolojik muayene aletler ile de saglikli bireylere bulasabilmektedir
(Altintag, 2002). T.vaginalis kozmopolit bir dagilim goéstermekte ve kadinlarda %S8,1
erkeklerde %1,0 prevalansa sahip oldugu tahmin edilmektedir. Yaygimnligin etkileyen esas
faktorlerin ise cinsel iliskideki partner sayisi, yas ve disik egitim diizeyi oldugu

bildirilmistir (Kissinger, 2015).

A\ enfektif evre
A teshis evresi

Trichomonas vaginalis

Ortadan 2 ye
bolinerek cogalir

Trofozoit prostetik
sekresyonlarda agzindayerlesim gosterir
bulunur

Trofozoit vaginaveyauretra

Sekil 1.2. T.vaginalis’in yasam dongiisii (https://www.cdc.gov/dpdx/trichomoniasis/)

Trikomoniyazisin tedavi edilmedigi durumlarda kadinlarda, vulva veya vajinada yanma, az
veya siddetli kasinti, beyazdan hafif sariya kadar degisebilen kokulu ve koptklii vajinal
akinti; erkeklerde ise belirgin bir semptom goriilmemesi ile birlikte nadiren iiretradan gelen
beyaz bir akinti ve idrara c¢ikildiginda yanma hissi gibi ciddi semptomlara neden

olabilmektedir (Ozcel ve digerleri, 2007). Parazitin, gebelerde prematiire dogumlara veya


https://www.cdc.gov/dpdx/trichomoniasis/

diistik dogum agirlikli bebek dogumlarina ve insan immiin yetmezlik virusunun (HIV)

bulasma riskinde artisa sebep olabilecegi bildirilmistir (Kissinger ve Adamski, 2013).

Trikomoniyazisin tedavisinde giincel olarak 5-nitroimidazol tiirevleri (metronidazol,
ornidazol, tinidazol) kullanilmakta olup bu ilaglar DNA hasarina neden olarak parazitin
hiicre oliimiine neden olmaktadir. Metronidazol ilk tercih edilen ilag olmasina karsin
mutajenik ve karsinojenik etkileri bulunmasinin yani sira plasentadan gecebilmesi
nedeniyle de gebelikte kullanimi smnirli oldugu bildirilmistir. Bu sebeplerden dolay1
trikomoniyazis tedavisinde alternatif olabilecek tedavi yontemleri arastirilmaktadir
(Cudmore ve digerleri, 2018). Ayrica iilkemizde ve diger iilkelerde metronidazole direngli

T. vaginalis izolatlarinin bulundugu saptanmistir (Ertabaklar ve digerleri, 2016).

Azo bilesikleri, antibakteriyel, antifungal, antitiimor, antioksidan aktiviteler gibi tip ve
farmakoloji alanlarinda potansiyel uygulamalara sahiptir (Khanmohammadi ve digerleri,
2017; Mohammadi ve digerleri, 2015; Gouda ve digerleri, 2016; Wamhoff ve digerleri,
1992). Ayrica kullanimlart kolaydir ve nispeten ucuz olmalarinin yani sira tekstil
uygulamalarinda da giicli renkler ortaya koymaktadirlar. Bu yonleriyle azo
boyarmaddeleri bilimsel g¢alismalarda oldukc¢a dikkat ¢ekmektedirler (Kirkan ve Gup,
2008; Seferoglu, 2009).

Bu tezde; literatiirde verilen yontem (Yazdanbakhsh ve digerleri, 2010; Seferoglu ve Ertan,
2008) kullamilarak sentezlenmis ve yapilari, FTIR ve *H-NMR spektroskopik yéntemleri
kullanilarak dogrulanmis, urasil iceren azo boyarmaddeleri, 6-amino-5 - [(4-nitrofenil)
diazenil] pirimidin-2,4 (1H, 3H) -dion (1) ve 6-amino-5 - [(4-bromofenil) diazenil]
pirimidin-2,4 ( 1H, 3H) -dion (Il) {izerine ¢alisilmistir. Bilesik 1 ve II’nin molekiiler
modelleme c¢alismas1 GaussView 5 (Dennington ve digerleri, 2009) programi ve Gaussian
09 (Frisch ve digerleri, 2009) paket yazilimi kullanilarak; Yogunluk Fonksiyoneli Teorisi
(DFT) DFT/B3LYP yontemi ile gerceklestirilmis, antiparaziter aktiviteleri sivi
mikrodiliisyon yontemi ile in vitro olarak test edilmistir. Testlerde, urasil igeren azo
boyarmaddelerinin standart L.infantum, L.tropica ve L.major parazitlerinin {izerine
etkinligi Minimum Inhibitsr Konsantrasyon (MIK) degerleri ve T.vaginalis’e karsi
Minimum Letal Konsantrasyon (MLK) degerleri saptanarak, standart kontrol ilaglardan
(sirasiyla  Amfoterisin B ve Metranidazol) elde edilen degerlerle karsilastirilarak

belirlenmistir.



Bu ¢alismada, Bilesik I ve II’'nin molekiiler yapilarina ait yapisal parametreler, molekiiler
modelleme ¢alismasi ile belirlenmis, IR ve 'H-NMR spektral verileri elde edilmis, spektral
veriler deneysel olanlarla karsilagtirilarak degerlendirilmis ve bu bilesikler, secilen
parazitler L.infantum, L.tropica, L.major promastigotlar1 ve T.vaginalis trofoziotlerine
karsi, sirasiyla antilaysmanyaz ve trikomonasidal aktiviteleri agisindan ilk kez test

edilmistir.

Urasil igeren azo boyarmaddelerinin antilaysmanyaz, ve trikomonasidal aktivitelerinin in
Vvitro olarak ortaya konulmasi, bu hastaliklarla miicadele etmek igin yapilan ¢aligmalara
katki saglamak amaciyla, ilag hammaddesi olarak kullanilabilecek bilesiklerin ¢esitliligini

artirmak ac¢isindan son derece 6nemlidir.






2. GENEL BILGILER

2.1. Urasil ve Tirevleri

Tiim organizmalarin temel yasam siireclerinin ilk basamaginda bulunan niikleik asitlerin
(DNA ve RNA) en 6nemli bilesenleri piirin ve pirimidin bazlar1 olan adenin, guanin,
sitozin, timin ve urasildir. Bundan dolayr bu biyomolekiiller ve tiirevleri, biyolojik
yasamda biiyiik 6neme sahiptir. Ozellikle urasil ve baz tiirevlerinin, ilgi ¢ekici biyolojik

ve kemoterapotik 6zellikler gosterdigi gozlenmistir (Rastogi, 2011).

Temel biyolojik siireglerde gerekli enzimlerin sentezlenmesinde ribozomlarin ve fosfatin
baglanmasinda 6nemli bir yere sahip olan pirimidinler grubuna ait urasil tiirevleri (Garrett
ve Grisham, 1997), 6nemli farmakolojik aktiviteler de gostermektedir (Palafox ve
digerleri, 2007).

Pirimidin halkasinin C5 ve C6 atomlarina yerlesimle olusturulan sentetik pirimidinler
iizerinde yapilan arastirmalar, dikkat ¢ekici biyolojik ve farmakolojik 6zelliklerin varligini
ortaya koymaktadir (Soni ve digerleri, 1996). Bu nedenle urasil tiirevleri antitimor,

antibakteriyel ve antiviral 6zellik gdsteren ilaglarda kullanilir (Palafox ve digerleri, 2007).

2.2. Azo Boyarmaddeleri

Renklendiriciler, boyarmadde ve pigmentler olarak ikiye ayrilir.  Sentetik
boyarmaddelerden azo boyarmaddeleri ilk defa, Ch. Méne tarafindan 1861°de Anilin Saris1
ve 1863’de C. Martius tarafindan Bismark Kahverengisi olarak iiretilmistir. Bu
boyarmaddeler iki basamakta diazo-kenetlenme yontemiyle elde edilmistir (Zollinger,
1991). 1870’lerde suda ¢6ziinmesi ve yiine kars1 etkisi yiiksek olan azo boyarmaddelerinin
gelisme siireci hiz kazanmistir (Eyiiboglu ve digerleri, 1983). 1912 yili itibariyle de azo
boyarmaddelerinin metal kompleksleri sentezlenmeye baslanmis ve 1950 sonrasinda da
heterosiklik bilesiklerden reaktif boyarmaddeler ortaya konarak dayanikliliklari artan

boyarmaddeler sentezlenmistir (Giimriik¢iioglu ve Kocaokutgen, 1990).



Boyarmaddeler sinifinin yaklasik %70’ini azo boyarmaddeleri olusturmaktadir (Patai,
1975). Azo boyarmaddelerinin boyama giiciiniin yiiksek olmasi, kolay elde edilmeleri,
kullanim amaglarindaki ¢esitlilik, genis renk skalasina ve cok iyi renk hashigima sahip
olmalari, ham maddelerinin kolay ulasilabilir ve diisiik maliyetli olmasi nedeniyle

boyarmaddeler arasinda biiyiik 6neme sahiptir (Gordon ve Gregory, 1983).

Az0 boyarmaddeleri, yapilarindaki kromofor grubu olan, azo (-N=N-) grubu ile
karakterize edilmektedirler. Karbon atomlari, sp2 hibritlesmesine ugrayan azot atomlari ile
baglanmaktadir (Zollinger, 1991). Azo grubuna baglanan bu karbon atomlarindan biri
aromatik (benzen, naftalin ve tiirevleri) veya heterosiklik halka, digeri ise aromatik ya da

enollesebilen alifatik zincire bagl bir grup olabilmektedir.

Dogal boyarmaddeler azo grubu igermemektedir, dolayisiyla azo boyarmaddelerinin timii
sentetiktir. Azo boyarmaddeler sulu ¢ozeltiler icinde basitge sentezlenebilirler ve baslangig
maddelerinin degistirilebilir olmasi nedeniyle farkli 6zelliklere sahip olacak sekilde elde
edilebilirler (Baser ve Inanici1, 1990).

Azo boyarmaddelerinin yapisal ve elektronik ozelliklerini ortaya koymak ig¢in hem
deneysel teknikler hem de teorik yontemler kullanilarak yeni azo boyarmaddelerinin
sentezlenmesi ve bunlarin karakterize edilmesi gereklidir. Kuantum kimyasal hesaplama
yontemleri (Ramachandran ve digerleri, 2008; Lewars, 2016) malzemelerin yapisal,
titresimsel ve elektronik o6zelliklerinin tanimlanmasinda ve aydinlatilmasinda fayda
saglarlar. Baz1 azo boyarmaddelerinin yapilari FTIR, *H-NMR ve **C-NMR gibi deneysel
teknikler ve teorik yaklasimlar kullanilarak karakterize edilmistir (Sener ve digerleri,
2017).

Kapal1 formiilleri ayni, atomlarinin uzayda ii¢ boyutlu diizenlenmesi bakimindan farkli
organik bilesikler izomer olarak adlandirilirlar. Azo boyarmaddelerinde geometrik izomeri
ve tautomeri olmak lizere iki gesit izomerlesme gozlenmektedir. Azo boyarmaddeleri, -
N=N- kopriisiinde yer alan m bagi nedeniyle donme engeline sahiptir ve bu durum
geometrik izomeriye neden olmaktadir. Tautomeri; genel anlamda degerlik tautomerisi ve
proton tautomerisi olarak iki grupta incelenmektedir. Azo boyarmaddelerinde goriilen
tautomeri formu proton tautomerisidir. Tautomerlesme olayinda daima bir ¢ bagi kopmasi

ve olusmas1 durumu s6z konusudur. Proton molekiilden ayrilarak ayni1 molekiildeki farklh



bir atoma baglanir. Bu proton gocleri genel olarak heteroatoma (O, S, N) bagh
hidrojenlerin yer degistirmesi sonucu olusur. Bu yer degistirme asit veya baz kullanilarak
katalizlenir. Amino ve hidroksi grubu igeren boyarmaddelerde; amino-imino, keto-enol,
azo-hidrazon gibi dengeler goriilmektedir. Azo boyarmaddelerinin hangi tautomerik
formda bulundugunun belirlenmesi olduk¢a Onemlidir. Hidroksil grubu igeren

boyarmaddelerde azo-hidrazon tautomerlesmesi gozlenir (Reichardt, 1998).

Tautomeri ile ilgili ¢alismalarda yapi aydimlatmasi icin FTIR, *C-NMR ile *H-NMR, UV
ve X 1gin1 kirinimi (XRD) yontemleri kullanilmaktadir. Ayrica ilgili bulgular1 desteklemek
amactyla PPP, MO ve DFT yaklagimlar1 kullanilarak hesaplamalar yapilmaktadir (Gordon
ve Gregory, 1983; Lycka ve digerleri, 1989).

2.2.1. Azo boyarmaddelerinin sentez yontemleri
Temelde azo boyarmaddeleri, azo grubunun olusturulmasina dayanan sentez yontemi ve
yapisinda azo grubu bulunan bilesiklerin kullanildigi sentez yontemi olmak tizere iKi

yontem ile sentezlenmektedir.

Azo grubu iceren bilesiklerle vapilan sentez yontemi

Azo grubu igeren bilesiklerle yapilan sentez yonteminde; korunmus amino gruplarinin
acilmasi, amino azo bilesiklerinin agillenmesi, fenolik hidroksi gruplarmin agillenmesi

veya alkillenmesi ve metal- kompleks olusturmasi tepkimelerinden yararlanilmistir.

Azo grubunun olusturulmasina dayanan sentez yontemi

Azo grubunun olusturulmasina dayanan sentez yonteminde; kenetlenme tepkimesi,
aminlere nitro bilesiklerinin katilmasi, nitro bilesiklerinin indirgenmesi ve amino
bilesiklerinin yiikseltgenmesi tepkimeleri kullanilmistir. Literatiirde en ¢ok tercih edilen

yontem kenetlenme tepkimesidir.

Azo grubunu olusturmak i¢in gerceklestirilen kenetlenme tepkimeleri “azo kenetlenmesi”
olarak da adlandirilmaktadir. Bu tepkimeler, aromatik birincil aminden elde edilen

diazonyum tuzu ile -OH, -NH,, -NH(R) gibi siibstitiientleri igeren aromatik yapida olan
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kenetleme bileseninin karsilikli etkilesimi ile meydana gelir. Sentez, diazolama ve

kenetleme olmak tizere iki asamada gerceklesir.

Diazolama asamasinda tepkime sulu ortamda gerceklesir. Aromatik aminler suda
coziinmemeleri nedeniyle sulu asitte ¢oziilerek tuzlarina dontstiiriiliir ve sogukta doymus
NaNO, c¢ozeltisiyle etkilestirilerek diazonyum tuzuna doniistiiriiliirler. Kenetlenme
asamasinda ise, diazonyum Katyonu elektrofil gorevi goriir ve aromatik amin olarak
kullanilan bilesik elektrofilik atak yaparak proton ayrilmasiyla azo boyarmadde bilesigini

olusturur. Tepkime ortami1 n6tr veya zayif asitlidir (Yazdanbakhsh ve digerleri, 2010).

Diazolama Tepkimesi

HCI, NaNO:
» Ar-NSCI”

I_r_l

diazonvum tuzu

Ar-NHa
08

Kenetlenme Tepkimesi

NH2 NH?
H20 )\ New AT
ST ~N = =N~
Ar-NjCI™ + >
)\ I}UC )\
O M O (8] rlq o

Aromatik amin

Sekil 2.1. Azo grubunun olusturulmasina dayanan sentez tepkimesi

2.3. Molekiiler Modelleme

Molekiiler modelleme, ¢esitli hesaplama yontemleri kullanilarak, bilgisayar ortaminda
molekiillerin 6zelliklerinin ve davranislarmin belirlenmesidir. Molekiillerin atomlarinin
kartezyen koordinatlari, bag uzunluklari, bag acilart ve dihedral agilar1 (atomik

pozisyonlarmin), atom pozisyonlarina ve yarigaplarina bagli olarak molekiiler yiizeyleri,
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atomik mesafeleri, tipleri ve bag diizenlemelerinden elde edilen enerjileri molekiiler

modelleme ile elde edilebilmektedir (Dirlik, 2013; Goziitok, 2009; Kaya, 2013).

Giliniimilizde, farmakoloji alaninda yeni ilaclarin gelistirilmesinde, hesaplama yontemi
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. ilag etken maddelerini sentezlemeden &nce yapilan
molekiil modelleme ¢aligmalarindan elde edilen veriler kullanilarak, tasarlanacak kilavuz
bilesiklerin belirlenebilmesi miimkiin olmaktadir (Arisoy ve Temiz Arpaci, 2016).
Molekiiler modelleme ile molekiiller farkli agilardan goriilebilmekte, geometrileri ve
izometrik yapilart belirlenebilmekte, enerjileri hesaplanabilmekte, IR, UV ve NMR
spektrumlar1 ve Molekiiler Orbital (MO) diyagramlar1 elde edilebilmektedir (Popelier,
2000).

Bilgisayarli hesaplama yontemlerinde, molekiiler yap1 ve spektroskopik 6zellikleri dikkate
alan, molekiiler mekanik ve elektronik yap1 olmak iizere iki temel kuram vardir. Elektronik
yap1 yontemleri, kuantum mekaniksel yasalar1 kullanir. Ayrica, yart deneysel ve ab-initio
yontem olarak iki kisma ayrilmaktadir. Ab-initio yontemi i¢in siklikla kullanilan

yaklagimlar, Hartree-Fock Alan (SCF) ve Yogunluk Fonksiyoneli Teorisidir (DFT).

HF modelinde, elektron-elektron etkilesimleri igin ortalama bir potansiyel temel alinir. Bu
yaklagim, molekiil frekanslarinin hesaplanmasi ve molekiil geometrisinin belirlenmesi igin
kullanilmaktadir. DFT modelinde ise, molekiil dalga fonksiyonlar1 yerine, elektron olasilik
yogunlugu (p) kullanilir. Bu model, molekiil 6zelliklerinin ortaya konulmasinda ¢ok daha

dogru sonuglar vermektedir.

2.3.1. Hartree-Fock alan teorisi

Hartree-Fock (HF) yontemi, ¢oklu elektron igeren atom ve iyonlarin 6zelliklerinin biiyiik
bir kismin1 hassas olarak tanimlamaktadir. Cikis noktasi, zamandan bagimsiz pargacik
modeli olan bu yaklagim, 1928’de Hartree tarafindan formiile edilmistir. Bu yaklasimda
elektron-elektron itmesi hesaba katilmaz, her bir elektron ¢ekirdegin ¢ekici alani ve diger
elektronlarin itme etkilesmelerinin ortalama etkisini hesap ederek etkin bir potansiyelde
hareket eder. Boylelikle ¢ok elektronlu sistemde yer alan her bir elektron, kendi dalga

fonksiyonu ile tanimlanur.
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HF yontemi atomik dalga fonksiyonlari ve enerjilerinin elde edilmesinde ilk adim
sayilabilir. HF yontemi, sadece atomlara degil bir molekiil veya katidaki elektronlar gibi

baska sistemlere de uygulanabilir (Leach, 2001).

HF teorisinin avantaji ¢ok elektronlu Schrodinger denklemini basit tek elektronlu
denklemlere doniistiirmesidir (Yilmaz, 2011). En Onemli problemi ise, molekiiler bir
sistem iginde yer alan, ozellikle karsit spinli elektronlar arasindaki korelasyonlari

tanimlamada yetersiz olmasidir (Arslan, 2005).

2.3.2. Yogunluk fonksiyoneli teorisi (DFT)

Yogunluk fonksiyoneli teorisi (Density Functional Theory, DFT) yogun madde
tanimlamada 6nemli bir “ab initio” yaklagimidir (Akgeng, 2010). DFT yontemi, elektron
yogunluk fonksiyonu ile elektron korelasyon modelinin ilkelerine dayanmaktadir. Temel
seviye enerjisinin elektron yogunlugu (p) ile ifade edildigi, 1964 yilinda yayinlanan
Hohenberg-Kohn teoremi bu yontemlerin temelini olusturmaktadir (Y1lmaz, 2011). Yerel
yogunluk yaklagimi ile de bagdastirilan DFT yontemi, molekiillerin taban durum

ozelliklerinin hesaplanmasinda istenilen dogrulugu saglamaktadir (Akgeng, 2010).

Bu teorem; V(r) <> n(r) seklinde ifade edilebilirken, taban durum enerjisinin, yogunlugun
fonksiyoneli olarak ifadesi, E[n(r)] = F[n(r)]+] n(r)V(r)d3r seklindedir. Bu ifadede F[n(r)],
yogunlugun evrensel bir fonksiyoneli olmakla birlikte (Nagy, 1998), bu evrensellik
F[n(r)]’nin V(r) potansiyeline bagl olmamasi ve atomlar, molekiiller veya katilar gibi tiim

sistemler i¢cin aymi sekle sahip olmasindan kaynaklanmaktadir (Harbola ve Banerjee,

2003).

DFT’nde, ¢ok pargacik dalga fonksiyonu yerine, temel degisken olarak, tek parcacik
yogunlugunun kullanilmas1 ve dolayisiyla, sadece ii¢ uzaysal koordinatin fonksiyonu
olmast sonucu; DFT ¢ok biiyiikk sistemlerin hesaplanmasinda oldukca kolaylik
saglamaktadir (Hohenberg ve Kohn, 1964).

DFT, yogun madde fizigi ve malzeme biliminde yaygin bir sekilde kullanilan, gilincel ve
deneylerle uyumlu sonuglar veren, hesaplamalara dayali bir yontemdir. Metaller, yar1

iletkenler ve yalitkanlarin temel durum Ozelliklerini belirlemede de oldukca basarilidir
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(Akgeng 2010). DFT oldukga giivenilir bir yontemdir (Xiaohong ve digerleri, 2010) ve
deneysel ile hesaplanmis frekanslar karsilastirildiginda, HF yonteminden daha uyumlu

sonuglar vermektedir (Schoone ve digerleri, 2003).

2.3.3. Becke, 3 Parametreli, Lee-Yang-Parr (B3LYP) karma yogunluk fonksiyoneli
teorisi

Dalga mekanigine dayanan HF teorisi, kinetik enerji i¢in anlamli bir ifade vermekte, fakat
korelasyon enerjilerinin hesaplanamamasi nedeniyle degis tokus enerjisi i¢in iyi sonug
vermemektedir. DFT yonteminde ise, kinetik enerji i¢in uygun sonuglar elde
edilememesine karsin, korelasyon enerji terimleri uyumlu bir bigcimde hesaplanabilmekte
ve degis tokus enerji terimi i¢inde anlamli bir ifade elde edilebilmektedir. Tam enerji
ifadesinin elde edilebilmesi amaciyla saf HF ya da saf DFT modellerinin yerine, bu
modellerin her birine ait enerji ifadelerinin, toplam elektronik enerji ifadesinde
kullanilmalar1 sonucu, karma (hibrit) modeller iiretilmistir. Karma modeller toplam enerji,
bag uzunluklari, iyonizasyon enerjileri gibi birgok biiyiikliigii saf modellere gore ¢ok daha

iyi hesaplamaktadirlar.

Literatiirde siklikla karsilasilan enerji  fonksiyonelleri; H28, TF27 (kinetik enerji
fonksiyoneli); F30, D30 (degis tokus enerji fonksiyoneli); LYP, VWN (korelasyon enerji
fonksiyonelleri) seklindedir (Kurt,2003).

Bir karma modelde bu enerji ifadeleri bir araya getirilerek yeni bir enerji ifadesi elde

edilmektedir. Becke, degis tokus ve korelasyon enerjisi E*® icin asagidaki karma modeli

ortaya koymustur.
XC
Exarma = CurEfF + CpprEQSr

Bu formiilde C’ler sabittir. Becke’nin 6nermis oldugu karma modeller BLYP ve B3LYP’
dir. Bu modellerden en iyi sonug veren Becke karma yontemi LYP korelasyon enerjili ve

ii¢c parametreli B3LYP’dir. B3LYP modelinin degis-tokus ve korelasyon enerjisi;
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E¥suyp = Etpa * Co(Efir - ERSiyp) + C1AEggg + Evwns + C2(Efyp - EGwns)
Ifadesi ile verilmektedir.

EX5a @ yerel degis-tokus enerjisi

EXgg : Becke 88 degis-tokus enerjisi

ESwns - Vosko, Wilk ve Nusair korelasyon enerjisi

Co, C; ve C,: Deneysel degerlerden tiiretilmis sabitlerdir. Degerleri sirasiyla 0,2; 0,7; 0,8
dir.

B3LYP modelinde bir molekiiliin toplam elektronik enerjisi,
EpsLyp =ET + EV + E) + Ef5ivp

seklinde ifade edilmektedir.

EXS.vp : B3LYP degis-tokus ve korelasyon enerjisidir (Becke, 1993; Yilmaz, 2011).

2.3.4. Temel setler

Elektronik yapi hesaplama yontemlerinin ¢ogunda, bir baz seti, sistemin bilinmeyen
molekiiler orbitallerini (MO) temsil etmek amaciyla kullanilir. Orbitallerin matematiksel
tanimi, temel set olarak tanimlanmaktadir. Her bir molekiiler orbital, temel baz set olarak
bilinen atomik orbital terimlerinin dogrusal toplamiyla (LCAO: Atomik Orbitallerin Lineer
Kombinasyonu) ifade edilmektedir. Bu setler orbitallerin sekline gore Gaussian-tip

fonksiyonlarin lineer kombinasyonlarin1 kullanmaktadir.
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Baz setleri, orbitallerin en temel hallerini tanimlayan kiigiik 6l¢ekli baz setleri ve orbitalleri
cok daha detayli tanimlayan genisletilmis baz setleri olmak iizere iki ana kategoride
incelenir. Genisletilmis baz setleri polarizasyon fonksiyonu iceren (Polarised Basis Sets)
ve difiizyon fonksiyonu igeren baz setleri (Diffuse Basis Sets) seklinde ¢esitli baz setlerini
icermektedir. Polarizasyon fonksiyonu igeren baz setlerine 6-31G(d) ve 6-31G(d,p);
difiizyon fonksiyonu igeren baz setlerine ise 6-31+G ve 6-31++G Ornek verilebilir
(Bagkose, 2011).

2.4. Gaussian 09 Paket Yazilimi

Bu ¢alismada, Gauss serisinin son {iriinii olan Gaussian 09 paket yazilimi kullanilmistir.
Gaussian 09; molekiiler mekanik, yari-deneysel ve ab-initio yontemleri igeren ve her {i¢
yontem i¢in birgok teori ve temel set segenegine sahip, olduk¢a kapsamli bir programdir.
Gaussian 09 ile molekiillerin geometrik optimizasyonlar1 yapilabilir, enerjileri, enerjiye

bagl titresim frekanslari, kuvvet sabitleri ve dipol momentleri hesaplanabilir.

Gaussian 09; molekiil dalga fonksiyonunun kararliligini test edebilmekte ve potansiyel
enerji ylizeyinde dolasarak gegis hallerini, tepkime yollarini ve minimumlart
tarayabilmektedir. Ek olarak, IR ve Raman spektrumlari, termokimyasal 6zellikleri, bag ve
tepkime enerjileri, molekiil orbitalleri, atom yiikleri, ¢cok kutuplu momentler, NMR ve
manyetik duyarlilik titresimsel siddetleri, elektron ilgisi ve iyonlagma enerjileri,
kutuplanabilirlik ve hiperkutuplanma, elektrostatik potansiyel ve elektron yogunlugu gibi
bircok 6zelligin atomlar ve molekiiller i¢cin hesaplanmasina olanak saglar. Bu 6zelliklerin
tamami gaz fazinda, ¢ozelti icinde ve kristal yapilarinda hesaplanabilmektedir (Frisch ve
digerleri, 2009).

2.4.1. Gauss View 5.0.8

Gauss View 5.0.8 Gaussian paket programlari i¢in giris dosyalarinin hazirlanmasi ve
Gaussian ¢iktilarinin gorsellestirilmesi amaciyla hazirlanmig bir grafik ara yiizdir. Gauss
view molekiilleri gorsellestirerek istenen yonde dondiiriilmesine, hareket ettirilmesine ve
molekiillerde degisiklik yapilmasina olanak saglar. Program karmasik hesaplamalar i¢in de
giris dosyalarinin kolaylikla hazirlanmasini saglar. Gaussian programi ile gerceklestirilen

hesaplamalarin sonuglar1 grafiksel olarak incelenebilir, optimize edilmis molekiiler yapilar,
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molekiiler orbitaller, elektrostatik potansiyel yiizeyi, atomik yiikler, IR, Raman, NMR,
VCD spektrumlari, titresim frekanslarina bagli normal mod animasyonlar1 elde edilebilir

(Foresman ve Frisch, 1996).

2.4.2. Geometri optimizasyonu

Molekiiler geometri optimizasyonu, minimum enerjili noktalarin bulunmasi islemidir.
Minimum enerjili noktalarin bulunmasi i¢in ilk agsamada gradyent vektorii bulunmali, daha
sonra da bu vektorii sifir yapan noktalar tespit edilmelidir. Gradyent vektoriiniin sifir
oldugu bu noktalar minimum enerjili duruma karsilik gelmektedir ve molekiiliin bu

durumdaki geometrisi denge durumu geometrisi olarak adlandirilir.

Geometrik optimizasyon, potansiyel enerji yiizeyindeki minimumlar1 arastirarak molekiiler
sistemin denge yapilarini tahmin etmektedir. Minimum ve eyer noktalarinda enerjinin
birinci tiirevi yani gradyent sifirdir ve bu noktalar kararli noktalar olarak kabul
edilmektedir. Basarili geometri optimizasyonlar1 i¢in bu kararli noktalar1 bulmak
hedeflenmektedir. Optimizasyon belirlenmis bir giris geometrisi ile baslar ve her noktada
enerji ve gradyent hesaplanarak potansiyel enerji yilizeyini dolasir. Hesaplanan geometride
gradyent vektorii sifir ve bu kademede hesaplanan degerlerle bir sonraki kademede
hesaplanan degerler arasindaki fark ihmal edilebilir bir degerde ise optimizasyon

tamamlanmis olur (Sahin, 2013).

2.5. Antiparaziter Aktivite Belirleme Yontemleri

Enfeksiyon sirasinda canlidan alinan orneklerden iiretilen mikroorganizmanin, hangi
ilaglara ve bunlarin hangi yogunluklarina duyarli oldugu antiparaziter aktivite belirleme
yontemleriyle ortaya konulmaktadir. Diliisyon yontemleri ve molekiiler yontemler en sik
kullanilan antiparaziter duyarlilik testleridir. Genellikle mikrobiyoloji laboratuvarlarinda

diliisyon yontemleri kullanilmaktadir (Jorgensen, 2015).
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2.5.1. Diliisyon yontemi

Antiparaziter maddenin bir mikroorganizmanin iiremesini inhibe etmesi veya Oldiirmesi
icin gerekli olan minimum konsantrasyonunu belirlemek i¢in uygulanan ve kantitatif
sonuglar veren bir yontemdir. Bu sonuglari; inokulum yogunlugu, inkiibasyon siiresi ve
sicakligi, besiyeri ve antiparaziter maddenin stabilitesi etkilemektedir (Rios ve digerleri,
1988).

Sivi besiyerinde antiparaziter aktivitesi belirlenecek olan maddenin seri bir sekilde
sulandirim1  yapilir, duyarliligi  belirlenecek mikroorganizmanin  belirli  sayida

mikroorganizma igeren siispansiyonundan esit olarak eklenmesi ile yapilmaktadir (Murray

ve digerleri, 2009).
Uremenin olup olmadig1 bulaniklik tayini ile saptanmaktadir. Uremenin olmadig1 en diisiik
test edilen madde konsantrasyon degeri minimum inhibisyon konsantrasyon (MIK) olarak

tanimlanir (Burt, 2004).

Tiip Diliisyon Yontemleri

Tiip diliisyon yonteminin benzer prensiplere sahip olan, makrodiliisyon ve mikrodiliisyon
yontemleri olmak iizere iki sekili bulunmaktadir. Mikrodiliisyon yontemi daha az
miktarlarla ¢alisildigi  i¢in  makrodiliisyon yontemine gore daha ekonomiktir.
Mikrodiliisyon yonteminde 96 kuyucuklu plaklar (mikroplak) kullanilirken makrodiliisyon
yonteminde steril tlipler kullanilmaktadir (Mann ve Markham, 1998).

Antiparaziter madde 6zel ¢oziiciilerde hazirlanir ve kullanilacak sivi besiyerinde yari
yartya azaltilarak antiparaziter maddenin diliisyonlar1 yapilir. Mikroorganizmalarin
standart inokiilumu (1x106 CFU/ml) hazirlanarak, antiparaziterin farkli diliisyonlarini

iceren her bir tiipe veya kuyucuga esit miktarda ilave edilir.

Hazirlanan farkli konsantrasyonda antiparaziter madde diliisyonlarinin, belirli bir
konsantrasyondaki mikroorganizmaya karst etkisi incelenmektedir. Antiparaziter
duyarliligi test edilen mikroorganizmaya kars1 antiparaziter —maddenin etkili

konsantrasyonlari ile; iireme olup olmama durumuna gére MIK degeri belirlenmektedir



18

(Demirpek ve Dizer, 2010). Uremenin gdzlenmesinde, en ¢ok optik yogunluk (OD)
Olgimii ve canli mikroorganizmalarin sayimi yontemleri kullanilmaktadir (Mann ve

Markham, 1998).

2.5.2. Besiyeri

Besiyeri, laboratuvar ortaminda hazirlanmis sivi veya jel yapisinda olan,
mikroorganizmalar veya hiicrelerin  gelisimini  desteklemek igin kullanilan ve
mikroorganizmalarin gelistirilmesi, izolasyonu, kiiltiirasyonu, identifikasyonu ve sayimi
gibi farkli amaclara yonelik besleyici ortamlara verilen genel isimdir (Pitt, 1973).
Besiyerleri, mikroorganizma igin teshis yoniinden ¢ok Onemlidir (Clemmensen ve
digerleri, 2007).

Kullanim amacina gore besiyerlerinin sivi olan formlar1 bulunmaktadir (Mutlu ve digerleri,
1999). Kat1 formdaki besiyerleri agar, sivi formdaki besiyerleri buyyon veya broth olarak
adlandiriimaktadir (Ozgelik ve digerleri, 2011).

Mikroorganizmanin ihtiyaglarina gore besiyeri i¢in kullanilan maddeler; 6zellikle distile
su, karbon kaynagi (glikoz ve siikroz), azot kaynagi (pepton), fosfor kaynagi ve eser

elementler olmak tizere degisiklik gosterebilmektedir (Mutlu ve digerleri, 1999).

2.5.3. Minimum inhibitér konsantrasyon

Antiparaziter aktivite belirleme testlerinde duyarlilig: test edilen mikroorganizmaya karsi
iiremenin olmadigi en diisiikk antiparaziter madde konsantrasyonu Minimum Inhibitor

Konsantrasyon (MIK) degeri olarak belirlenmektedir (Demirpek ve Dizer, 2010).

Antiparaziter bir madde igin hesaplanacak olan MIK degerini, inkiibasyon sicaklig,
inokulum miktari, ¢alisilan mikroorganizma gibi analiz kosullar1 etkilemektedir (Courvalin

ve digerleri, 2010).
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2.5.4. Minimum letal konsantrasyon
Antiparaziter aktivite belirleme testlerinde, duyarlilig1 test edilen mikroorganizmaya karsi

herhangi bir iiremenin olmadig1 (61diigii) konsantrasyon Minimum Letal Konsantrasyon
(MLK) olarak belirlenmistir (Baygar, 2015: 45).
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3. MATERYAL VE METOD

Bu tez ¢alismasi, literatiirde verilen (Yazdanbakhsh ve digerleri, 2010; Seferoglu ve Ertan,
2008) diazo-kenetlenme yontemine gore sentezlenmis ve yapist FTIR ve ‘H-NMR
spektroskopik teknikleri ile dogrulanmis urasil iceren azo boyarmaddeleri; 6-amino-5 - [(4-
nitrofenil) diazenil] pirimidin-2,4 (1H, 3H) -dion (1) ve 6-amino-5 - [(4-bromofenil)
diazenil] pirimidin-2,4 (1H, 3H) -dion (I1) tizerine gergeklestirilmis, bilesiklerin FTIR ve
'"H-NMR spektrumlarindan elde edilen spektral veriler, hesaplamalardan elde edilen teorik

degerler ile karsilastirilmistir. Calismada kullanilan urasil igeren azo boyarmaddelerinin

sentez tepkimesi Sekil 3.1°de verilmektedir.

3.1. Urasil iceren Azo Boyarmaddelerinin Sentezi

Kullanilan kimyasal maddeler

N,N-Dimetilanilin, KOH, 4-Brom, derisik HCI asit, NaNO, ve 6-Amino urasil MERCK
firmasindan satin alinmis ve ileri saflagtirma yapilmadan kullanilmistir. Saf su

laboratuvarda elde edilmistir.

Kullanilan cihazlar

Urasil igeren azo boyarmaddelerinin (I, II, Sekil 3.1), 'H-NMR spektrumlar1 Varian-
Mercury 400 MHz lik NMR cihazinda DMSO-d6 ¢oziiciisii ve TMS standardi kullanilarak,
FTIR spektrumlari ise Perkin Elmer FTIR 1600 (4000-400 cm™) spektrofotometre
cihazinda kaydedilmistir. Bilesik I igin; FTIR spektrumu, Ek Sekil 1°de ve 'H-NMR
spektrumu, Ek Sekil 2°de verilmektedir. Bilesik II i¢in; FTIR spektrumu, Ek Sekil 3’te ve
'H-NMR spektrumu Ek Sekil 4’te verilmektedir. Spektrumlardan elde edilen spektral

veriler, DFT hesaplamalarinin sonuglari ile karsilastirilarak degerlendirilmistir.

6-Amino-5-[(E)-(4-nitrofenil)diazenil]pyrimidin-2,4(1H,3H)-dion’un sentezi (I):
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Diazonyum tuzu cozeltisinin hazirlanmasi

Aromatik amin (4-Nitroanlin, 2 mmol) 1.5 mL derisik HC1 ve 4 ml su karisim iginde
¢oziliir. Karisim bir tuz / buz banyosunda sogutulur ve sonra soguk 3 ml su iginde NaNO,
(2 mmol) ¢ozeltisi siirekli karistirilarak damla damla ilave edilir. Elde edilen diazonyum

tuzu bir tuz / buz banyosu i¢inde sogutulur.

Kenetlenme bileseni ¢ozeltisinin hazirlanmasi

6-Aminourasil (2 mmol) tizerine, seyreltik KOH c¢ozeltisinde ¢oziilir ve tuz / buz

banyosunda sogutulur.

Tuz/buz banyosunda sogutularak ve siirekli karigtirarak; hazirlanan kenetlenme bileseni
¢ozeltisine hazirlanan diazonyum tuzu ¢6zeltisi damla damla ilave edilir. Bu arada tepkime
ortamina sodyum asetatin sulu ¢ozeltisinden ilave edilir ve ¢ozeltinin pH’nin 4-6 arasinda
kalmasi saglanir. Karisim sogukta 1 saat daha manyetik karistiriciyla karigtirtlir. Olusan
ham kat1 azo boyarmadde siiziiliir, kurulur. Daha sonra, boyarmadde N,N-dimetilformamid
icinde kaynatilarak ¢oziiliir. Coziindiikten sonra olusan ¢ozeltiye ¢okme baslayana kadar
damla damla su ilave edilir. Tepkime Kkarisim ¢6kme tamamlanincaya kadar oda

sicakliginda bekletilir. Olusan kati1 boyarmadde siiziiliir ve kurutulur.
6-Aamino-5-[(E)-(4-bromfenil)diazenil]pyrimidin-2,4(1H,3H)-dion’un sentezi (11):

Bilesik II, Bilesik I’in sentezi i¢in verilen deneysel yolla, aromatik amin olarak 4-

Bromanilin kullanilarak sentezlenmistir.

Nz NH NH, NH,
NaNO, , HCI H N
~ H
o] N o] /J\
R R | © '}' ©
H H
R=NO, 6-amino-5-[(E)-(4-nitrofenil)diazenil]pyrimidin-2,4(1H,3H)-dion (I)

R=Br  6-amino-5-[(E)-(4-bromfenil)diazenil]pyrimidin-2,4(1H,3H)-dion (I1)

Sekil 3.1. Urasil igeren azo boyarmaddelerinin eldesi.
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3.2. Molekiiler Modelleme

Bilesik I ve II’nin molekiiler modelleme ¢alismasi, Gaussian 09 paket yazilimi (Frisch ve
digerleri, 2009) kullanilarak; Yogunluk Fonksiyoneli Teorisi (DFT), (DFT/B3LYP)
yontemi (Peng ve digerleri, 1996; Stephens ve digerleri, 1994) ile gergeklestirilmistir.
Hesaplamalarda, bilesiklerin yapisal parametreleri, IR ve *H-NMR spektral verileri elde
edilmistir. Calismada, grafik ara yiizeyleri i¢in GaussView 5 (Dennington ve digerleri,

2009) molekiiler gorsellestirme programi kullanilmistir.
3.2.1. Geometri optimizasyonu

Bilesik I ve II’'nin molekiiler yapilarina ait parametreler teorik olarak belirlenmistir.
Hesaplamalar 6-311++G(d,p) temel seti kullanilarak DFT/B3LYP yontemi (Peng ve
digerleri, 1996; Stephens ve digerleri, 1994) ile yapilmis ve molekiillerin yapis1 optimize
edilerek ii¢ boyutlu molekiiler yapisi belirlenmis, bag uzunluklari, bag acilari, dihedral

acilar gibi yapisal parametreleri elde edilmistir.
3.2.2. Spektral analiz

Bilesik I ve II igin, IR titresim frekanslar1; gaz fazinda hesaplanmis, teorik titresim frekans
degerlerinin, kat1 halde kaydedilmis deneysel frekans degerleri ile uygunlugu iki dlgek
faktoriiyle saglanmigtir. DFT/B3LYP/6-311G++(d,p) yontemi i¢in; hesaplanan frekanslar,
1700 cm™in altindaki degerlerde 0,983 ve 1700 cm™Yin iizerindeki degerlerde 0,958
katsayisiyla carpilarak olgeklendirilmistir (Abbas ve digerleri, 2014; Gokce ve digerleri,
2016).

'H-NMR hesaplamalar icin; oncelikle Bilesik 1 ve II, IEFPCM yontemi kullanilarak,
B3LYP/6-311++G(d,p) diizeyde DMSO ¢oziiclisiinde yeniden optimize edilmis ve
hesaplamalar bu yapilar iizerinden gergeklestirilmistir. "H-NMR kimyasal kayma degerleri,
standart GIAO/B3LYP/6-311G++(d,p) (Gauge-Independent Atomic Orbital) yaklagimi
kullanilarak DMSO ¢oziiciide hesaplanmustir. (Ditchfield ve Chem, 1972; Wolinski ve
digerleri, 1990). GIAO/B3LYP/6-311G++(d,p) diizeyde elde edilen "H-NMR kimyasal
kayma degerleri, TMS standardinda, 31.9681 ppm degeri referans alinarak
olgeklendirilmistir (Siileymanoglu ve digerleri, 2019).
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3.3. In vitro Antiparaziter Aktivite

Bilesik I ve II’nin antiparaziter 6zellikleri; L.infantum, L.tropica, L.major promastigotlari

ve T.vaginalis trofoziotlerine karsi, sirasiyla antilaysmanyaz ve trikomonasidal aktiviteleri

test edilerek belirlendi. Calisma, sivi mikrodiliisyon yontemi (Microdilution broth assay)

ile in vitro olarak gergeklestirildi. Laysmanya promastigotlarina kars1 antilaysmanyaz ve

T.vaginalis’e kars1 trikomonasidal aktivite sonuglari, sirasiyla MIK ve MLK degerleri

dikkate alinarak degerlendirildi.

3.3.1. Antiparaziter aktivite testinde kullanilan arag ve gerecler

Antiparaziter aktivite belirleme testlerinde kullanilan cihaz ve geregler ile bunlarin

kullanim amagclar1 agagida yer almaktadir.

Derin dondurucu: Standart L.infantum, L.tropica, L.major ve T.vaginalis parazitlerinin
saklanmasi i¢in kullanildi.

Buzdolabi: Besiyerleri, kullanilan ¢ozeltilerin ve soliisyonlarin saklanmasinda (Argelik,
Tiirkiye) kullanildi.

Hassas terazi: Sentezlenen maddelerin ve besiyerlerinin tartilmasinda (Precisa, Isvigre)
kullanildi.

pH metre: Besiyerlerinin pH degerlerinin 6l¢iilmesinde kullanildi.

Vorteks: Sentezlenen maddelerin ¢oziilmesi ve standart parazitlerin hazirlanmasi
asamasinda karistirma islemleri i¢in (Boeco, Almanya) kullanildu.

Ependorf tiipii: (Copp Expell, 45316, Danimarka): Laboratuvarda analiz edilen
maddelerin ¢oziilmesi asamasinda kullanildi.

Etliv: Antiparaziter ¢alismada kullanilacak parazitlerin besiyerlerinde {iretilmesi icin
(JEIO TECH, Kore) kullanildi.

Otoklav: Soliisyonlarin ve besiyerlerinin sterilizasyon isleminde (ALP, Japonya)
kullanildi.

Isik Mikroskobu: Parazitlerin canlilik hareketlerinin gozlenmesinde kullanildi.

Pastor firmi: Cam tiiplerin sterilizasyon isleminde (JSR, Kore) kullanildi.

Laminar akimli  biyogiivenlik  kabini:  Antiparaziter deney c¢aligmalarinda

kontaminasyonu 6nlenmek i¢in (ESCO, ABD) kullanildi.
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e Otomatik pipetler: Tek kanalli veya sekiz kanalli otomatik pipetler mikropleytlere
antimikrobik madde ve parazitlerin aktarilmasi ve diliisyon islemlerinde (NICHIRYO,
Japonya) kullanildi.

e Steril 96 Kuyucuklu mikropleyt: Antiparaziter ¢alismalarda kullanildu.

3.3.2. Antilaysmanyaz aktivite

Laysmanya promastigotlarinin hazirlanmasi

Calismada aksenik standart L.infantum, L.tropica ve L.major suslart kullanilmistir.
Parazitin ¢ogaltilmas1 amaciyla temin edilen suslar, 50 ml’lik falkon tiipler igerisine %10
Fetal Bovin Serum (FBS F4135 Sigma-Aldrich USA), %1 Penisilin (P3032 Sigma-Aldrich
USA), Streptomisin (S9137 Sigma-Aldrich USA) (100.000 iinite penisilin ve 10 mg
streptomisin) ve fluconazole’den (2mg/ml) eklenmis RPMI-1640 (R8758 SigmaAldrich
USA) besiyerinde 27°C’de inkiibe edilmistir. Diizenli araliklarla ekim yapilarak kiiltiiriin

devamlilig1 saglanmustir.

Besiyerine ekim yapildiktan yaklasik 72 saat sonra kontrol edilmis ve elde edilen
promastigotlar, ¢ogaltildiklar1 besiyerinden 20 ml alinarak steril falkon tiiplerine aktarilmig
ve 10 dak. 1.000 g’de santrifiij edilmistir. Daha sonra tiiplerdeki siipernatant atilarak
¢okeltide bulunan promastigotlarin {izerine 10 ml steril Phosphate-buffered saline (PBS)
eklenmis homojen bir karisim olmasi amaciyla diisilk devirde vortekslenmistir. Bu
hazirlanan ¢ozelti 10 dak. 1.000 g’de santrifiij edilmistir. Siipernatan tekrar ¢ikartilmis ve
islem ii¢c kez tekrarlanarak promastigotlarin yikanmasi saglanmistir. Laysmanya
promastigotlart hemositometre (thoma lami) yardimiyla sayilmistir. Son konsantrasyonu

1x10° hiicre/ml olacak sekilde ayarlanmistir.

In vitro antilasmanvyaz aktivite deneyi

Antilaysmanyaz aktivite calismasi, Giresun Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji
Arastirma Laboratuari’nda yapilmistir. Calismada; Bilesik | ve Bilesik |1, her biri toplam
miktar1 %10’u gegmeyecek sekilde Dimethylsulfoxide (DMSO)/H,O (%10) igerisinde
¢oziilerek son konsantrasyonu 40 mg/ml olacak sekilde ¢oziildii. Cozelti iyice homojenize

edildikten sonra 0.45 pm por ¢apli membran filtreden gegirilerek steril edildi. Oncelikle
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steril 96’lik mikroplagin her kuyucuguna 100 pl RPMI-1640 besiyeri (FBS ilave edilmis)
eklenmistir. Daha sonra ilk kuyucuklarma her bilesikten 100 pl eklenmis ve otomatik
pipetle iyice karismas1 saglanmistir. Ik kuyucuktan 100 pl ¢ekilmis ve ikinci kuyucuga
eklenmis ve boylece 1/2 oraninda bilesik diliie edilmistir. Bu islem 10 kuyucuga kadar
tekrar edilmis ve onuncu kuyucukta iyice karistirildiktan sonra 100 pl karisim disari
atilmigtir. Boylece diliisyon oranlari 10.000-19 pg/mL arasinda olacak sekilde hazirlanmig
oldu. Seri diliisyondan sonra parazit yogunlugu ayarlanmis olan L. infantum, L. tropica ve
L. major promastigotlarindan kuyucuklara 100 pul eklenmistir. Negatif kontrol igin 40
mg/ml konsantrasyondaki stok ¢ozelti bilesiginden 100 pl 11. kuyucuga ve pozitif kontrol
icin 100 pul promastigot 12. kuyucuga eklenmistir.

Mikroplaklar 27°C’de etiivde 20 saat inkiibe edilmistir. Hazirlanmis olan tiim kuyucuklara
20 saatin sonunda 20 pl alamar mavisinden (0.1 mg/ml) (Resazurin sodium salt R7017
Sigma Aldrich USA) eklenmis ve 27°C’de 4 saat daha inkiibasyona birakilmistir.
Mikroplak 24, 48 ve 72 saat sonra degerlendirilerek sonuclar kaydedilmistir. Caligmada

kontrol ilac1 olarak da amfoterisin B kullanilmistir.

Uygulama iki kez tekrarlanmistir. Testlerde, pozitif kontrol kuyucugunda rengin maviden
pembeye degismesi, negatif kontrol kuyucugunda herhangi bir renk degisikligi
gozlenmemesi beklenmektedir.

3.3.3. Trikomonasidal aktivite

T.vaginalis trofozoitlerinin hazirlanmasi

Trikomonasidal aktivite ¢alismasinda, Aydin Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi,
Egitim ve Arastirma Hastanesi Parazitoloji Laboratuvarindan saglanan T.vaginalis suslari
kullanild1. Izolasyon igin aksenik triptikaz maya oziitii maltoz (trypticase yeast extract
maltose; TYM) besiyerine T.vaginalis suslariin ekimleri yapildi. Parazitin canliligim
stirdlirmesi icin, 48-72 saatte bir TYM besiyerinde pasajlandi. TYM besiyeri hazirlanirken;
20,0 g trypticase, 10,0 g yeast extract, 5,0 g maltose, 1,0 L-Cysteine HCI, 0,2 g L-
Ascorbic acid, 0,8 g KH,PO,4, 0,8 g K;HPO,, 0,5 g Bacto agar ve 900,0 ml damitik su
kullanild1 ve pH 6 olarak ayarlandi. Coziinme ve sterilizasyon saglamasi i¢in hazirlanan

besiyeri 121°C’de 15 dakika otoklavlandi. 45 °C’ye kadar sogutulan besiyeri i¢cine 6nceden
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56 °C’de 30 dakika inaktive edilmis 100 ml steril Fetal sigir serumu (FBS) aseptik olarak
eklendi. Antibiyotik olarak 100 1U/ml streptomisin ve 100 IU/ml penisilin eklenerek 10’ar
ml vida kapakli tiiplere dagitildi. Saf kiiltiirler elde edildikten sonra trikomonasidal etki

icin in vitro deney diizenegi olusturuldu.

In vitro trikomonasidal aktivite deneyi

T.vaginalis susu, antibiyotik (penisilintstreptomisin) ve FBS igeren TYM besiyerinde bes
kez pasaj yapilarak ¢alismaya baslandi. Bilesik | ve Il, 100’er mg olarak eppendorf
tiiplerde saklandi. Coziicii olarak %100 DMSO kullanildi ve hazirlanan stok ¢ozeltinin son
konsantrasyonlar1 10.000, 5.000, 2.500, 1.250, 625, 312.5 156.2, 78.1, pg/ml olacak
sekilde ayarlandi. Pozitif kontrol olarak metronidazole temin edildi ve son
konsantrasyonlar 800, 400, 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.1 1.56 pg/ml olacak sekilde
TYM besiyeri ile sulandirildi. Bilesik I ve II’nin in vitro duyarlilik testleri, 96 kuyucuklu U
tabanli steril hiicre kiiltiirii plaklarinda diliisyon yontemiyle arastirildi. Plaklar bir saat
37°C’de bekletildikten sonra 10%ml trofozoit olacak sekilde T.vaginalis trofozoitleri
eklendi ve 37°C’de aerobik ortamda 48 saat inkiibe edildi. Deney diizenegi hiicre kiiltiirii
plaklarinda ii¢ kuyucuk olacak sekilde ii¢ kez tekrarlandi. Inkiibe edilen plaklar 16, 24, ve
48 saatlerde invert mikroskobunda ve %0,5’lik trypan blue ile MLK degeri in vitro olarak
degerlendirildi. Lethal ylizde i¢in 100-(canli hiicre sayisi/toplam hiicre sayist x 100)
formiilti  kullanildi (Strober, 2015). Ayrica MLK igin hareketsiz T.vaginalis’lerin
bulundugu kuyucuklardan alinan trofozoitlerin canli olmadiklarim1 kanitlamak i¢in yeni

besiyeri kuyucuguna ekilip, 16, 24, ve 48 saatlerde lireme kontrolii yapilarak tanimlandi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Teorik Hesaplamalar

Urasil iceren azo boyarmaddeleri; 6-amino-5 - [(4-nitrofenil) diazenil] pirimidin-2,4 (1 H,
3H) -dion (1) ve 6-amino-5 - [(4-bromofenil) diazenil] pirimidin-2,4 ( 1H, 3H) -dion (11)’in
teorik calismasinda, Oncelikle bilesiklerin Sekil 4.1°de verilen olas1 tautomerik
formlarindaki molekiiler yapilari Optimize edilmis ve molekiiler toplam enerjileri
hesaplanmistir. En diisiik enerjili ve dolayisiyla en kararli tautomerik form belirlenmis ve
hesaplamalar bilesiklerin bu yapilar1 dikkate alinarak gerceklestirilmistir. Bilesik I ve
I’nin yapisal ve spektral parametreleri DFT/B3LYP/6-311++G(d,p) yontemi ile elde
edilmis, teorik IR ve *H-NMR verileri deneysel olanlarla karsilastirilmistir.

R R R R
NH2 NH2 NHp
N N\N N X N\N N
— )\ e )‘\ E— N‘ N NN
Z )\
=
O N OH HO H (0] HO N OH

T-IV

| | X l

R

NH
N N N
R o e e
o” N No 07 N o Ho N7 o HO” N7 oM
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TV TVI
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R=NO, (Bilesik I ); R=Br ( Bilesik 1)

Sekil 4.1. Urasil igeren azoboyarmaddeleri, Bilesik I (R=NO2) ve Bilesik II'nin (R=Br)
olas1 tautomerik formlari.

4.1.1. Geometri optimizasyonu
Bilesik 1 ve II'nin, olas1 tautomerik formlarmnin; gaz fazinda ve DMSO ¢6ziiciide
DFT/B3LYP/6-311++G(d,p) yontemi ile elde edilen optimize edilmis yapilariin toplam

molekiiler enerjileri kcal/mol biriminde Cizelge 4.1°de verilmektedir.

Cizelge 4.1 den de gortilebilecegi gibi Bilesik I ve Il i¢in, gaz fazinda ve DMSO ¢6ziiciide

en diisiik enerjili ve dolayisiyla en kararli form T-V ile temsil edilen imin-diketo hidrazon
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formudur. Bu sonu¢ dikkate alinarak; teorik ¢alismadaki tiim hesaplamalar, bilesiklerin

imin-diketo-hidrazon formundaki yapilari iizerinden gergeklestirilmistir.

Cizelge 4.1. Bilesik I ve II’nin olas1 tautomerik formlarinin optimize yapilarinin toplam

molekiiler enerji degerleri.

Molekiiler Toplam Enerji (kcal/mol)

Tautomerik Bilesik I Bilesik I
formlar Gaz fazinda DMSO Gaz fazinda DMSO ¢oziiciide
¢Oziiclide

T-1 -637.217,9245 | -637.238,4632 | -2.123.752,0124 | -2.123.769,2692
T-11 -637.212,3128 | -637.234,2574 | -2.123.747,0222 | -2.123.765,6480
T-111 -637.212,3033 | -637.228,5193 | -2.123.746,0502 | -2.123.759,2638
T-1V -637.215,6497 | -637.229,2520 | -2.123.750,4153 | -2.123.760,9209
T-V -637.226,0562 | -637.240,1926 | -2.123.760,4652 | -2.123.771,1053
T-VI -637.204,5896 | -637.222,4125 | -2.123.739,0123 | -2.123.753,4402
T-VII -637.205,9427 | -637.222,0158 | -2.123.739,9742 | -2.123.752,7362
T-VIII -637.188,4565 | -637.206,8224 | -2.123.722,6581 | -2.123.737,8115

Bilesik I ve II'nin imin-diketo-hidrazon formunda optimize edilmis molekiiler yapilart

Sekil 4.2 ve 4.3°de, yapisal parametreleri, Cizelge 4.2-4.4'te sunulmaktadir.

Sekil 4.2. Bilesik I’in imin-diketo-hidrazon (T-V) formunda DFT/B3LYP/6-311G(d,p)
yontemiyle optimize edilmis molekiiler yapisi.
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Sekil 4.3. Bilesik II’in imin-diketo-hidrazon (T-V) formunda DFT/B3LYP/6-311G(d,p)
yontemiyle optimize edilmis molekiiler yapisi.

Bilesiklerin geometri optimizasyonu ile elde edilen yapisal parametreleri, tek kristal yapili
bilesiklerin X-1s11 difraksiyonu ile elde edilen yapisal parametreleri karsilagtirilarak
kullanilan yontemin ve segilen baz setinin uygunlugu ortaya konulabilir. Bu karsilastirma
spektral parametrelerin de dogru belirlenebileceginin bir gostergesi olarak onemlidir. Bu
nedenle, Bilesik I ve Bilesik II’'nin imin-diketo-hidrazon formlar1 i¢in elde edilen bazi
yapisal parametreleri, literatiirde verilen, tek kristal yapili benzer bilesiklerin yapisal

parametreleri ile karsilastirildi.

Bilesik 1 ve Bilesik II’'nin urasil halkalarindaki, C=0 bagi uzunluklari, imin-diketo-
hidrazon formlar1 i¢in sirasiyla 1.21/1.21 A olarak hesaplanmistir. Literatiirde, bu uzunluk
1.225 A’dur. C-N bag uzunluklari, sirastyla, 1.37/1.37 A olarak hesaplanmistir.
Literatiirde, bu uzunluk 1.373 A’dur (Das, Saikia, Sridhar ve Thakur, 2008). Bilesik I ve
Bilesik II'nin wurasil halkalarindaki N17-C1-N18 bag agilari, imin-diketo-hidrazon
formlar1 igin sirasiyla 114.34/114.30° olarak hesaplanmistir. Literatiirde, bu ag1 117.11°
olarak verilmistir (Das ve digerleri, 2008). Bilesik I ve Bilesik II’'nin C6—C5-N15 bag
acilari, imin-diketo-hidrazon formlar1 igin sirastyla 122.17/122.26° olarak hesaplanmustir.
Literatiirde, bu a¢1 122.3° olarak yer almaktadir. Bilesik I’'in N16—N15-H25 ve Bilesik
I’'nin N16-N15-H22 bag agisinin imin-diketo-hidrazon formlar: i¢in hesaplanan degerleri
strastyla 117.70/117.70°°dir. Literatiirde, bu ac¢1 115.0° olarak verilmektedir.
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C10-C5-N15-N16 torsiyon agis1 Bilesik I ve II’in imin-diketo-hidrazon formlari igin
sirastyla  180.0/179.9°  olarak hesaplanmistir.  Literatiirde, bu ag¢1 179.2° olarak
verilmektedir (Kennedy, McKellar ve Okoth, 2010). Bilesik I ve Bilesik II’nin,
literatiirdeki benzer tek kristal yapili bilesiklerin yapisal parametreleri ile uyumlu degerlere

sahip olmasi nedeniyle, uygun yontemin ve baz setinin se¢ildigi sonucuna varilabilir.

Cizelge 4.2. Bilesik I ve II’'nin imin-diketo-hidrazon (T-V) formlar1 i¢in DFT/B3LYP//6-
311++G(d,p) yontemi ile elde edilen bag uzunluklari.

Bag uzunluklar (A) Bilesik I | Bag uzunluklar (A) Bilesik II
C1-N17 1,373 C1-N17 1,373
C1-N18 1,403 C1-N18 1,401
C1-020 1,209 C1-020 1,211
C2-C3 1,487 C2-C3 1,483
C2-N17 1,401 C2-N17 1,402
C2-N21 1,272 C2-N21 1,273
C3-C4 1,474 C3-C4 1,468
C3-N16 1,307 C3-N16 1,311
C4-N18 1,376 C4-N18 1,379
C4-019 1,231 C4-019 1,232
C5-C6 1,401 C5-C6 1,398
C5-C10 1,403 C5-C10 1,399
C5-N15 1,398 C5-N15 1,405
C6-C7 1,386 Ce6-C7 1,390
C6-H11 1,080 C6-H11 1,081
C7-C8 1,393 C7-C8 1,393
C7-H12 1,081 C7-H12 1,082
C8-C9 1,392 C8-C9 1,392
C8-N22 1,473 C8-Br26 1,913
C9-C10 1,385 C9-C10 1,390
C9-H13 1,081 C9-H13 1,082
C10-H14 1,084 C10-H14 1,085
N15-N16 1,309 N15-N16 1,303
N15-H25 1,026 N15-H22 1,026
N17-H27 1,012 N17-H24 1,012
N18-H26 1,013 N18-H23 1,012
N21-H28 1,018 N21-H25 1,018
N22-023 1,225 | - e
N22-024 1,226 | - e




Cizelge 4.3. Bilesik I ve II’nin imin-diketo-hidrazon (T-V) formlar1 i¢in DFT/B3LYP//6-

311++G(d,p) yontemi ile elde edilen bag agilari.
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Bag acilar1 (°) Bilesik I Bag agilar1 (°) Bilesik II
N17-C1-N18 114,3 N17-C1-N18 114,3
N17-C1-020 1241 N17-C1-020 1241
N18-C1-020 121,5 N18-C1-020 121,6
C3-C2-N17 114,4 C3-C2-N17 114,4
C3-C2-N21 127,8 C3-C2-N21 128,0
N17-C2-N21 117,8 N17-C2-N21 117,6
C2-C3-C4 120,1 C2-C3-C4 120,3
C2-C3-N16 116,3 C2-C3-N16 116,2
C4-C3-N16 123,6 C4-C3-N16 123,5
C3-C4-N18 115,8 C3-C4-N18 115,9
C3-C4-019 123,3 C3-C4-019 123,5
N18-C4-019 120,9 N18-C4-019 120,6
C6-C5-C10 120,3 C6-C5-C10 120,0
C6-C5-N15 1222 C6-C5-N15 122,3
C10-C5-N15 117,5 C10-C5-N15 117,7
C5-C6-C7 119,6 C5-C6-C7 119,7
C5-C6-H11 119,8 C5-C6-H11 119,9
C7-C6-H11 120,6 C7-C6-H11 120,4
C6-C7-C8 119,5 C6-C7-C8 119,9
C6-C7-H12 1211 C6-C7-H12 119,9
C8-C7-H12 119,5 C8-C7-H12 120,2
C7-C8-C9 121,6 C7-C8-C9 120,8
C7-C8-N22 119,3 C7-C8-Br26 119,6
C9-C8-N22 119,1 C9-C8-Br26 119,6
C8-C9-C10 119,0 C8-C9-C10 1194
C8-C9-H13 119,7 C8-C9-H13 120,5
C10-C9-H13 121,3 C10-C9—H13 120,1
C5-C10-C9 120,0 C5-C10-C9 120,2
C5-C10-H14 120,0 C5-C10-H14 120,1
C9-C10-H14 120,0 C9-C10-H14 119,7
C5-N15-N16 121,6 C5-N15-N16 121,8
C5-N15-H25 120,7 C5-N15-H22 120,5
N16-N15-H25 117,7 N16-N15-H22 117,7
C3-N16-N15 1214 C3-N16-N15 1215
C1-N17-C2 128,1 C1-N17-C2 128,0
C1-N17-H27 115,9 C1-N17-H24 116,0
C2-N17-H27 116,0 C2-N17-H24 116,0
C1-N18-C4 127,2 C1-N18-C4 127,1
C1-N18-H26 115,6 C1-N18-H23 115,7
C4-N18-H26 117,2 C4-N18-H23 117,2
C2-N21-H28 110,3 C2-N21-H25 110,1
C8-N22-023 N e
C8-N22-024 1176 | - e
023-N22-024 12477 | - e
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Cizelge 4.4. Bilesik I ve II’nin imin-diketo-hidrazon formlar1 (T-V) i¢in, DFT/B3LYP//6-
311++G(d,p) yontemi ile elde edilen torsiyon agilart.

Torsiyon agilari (°) Bilesik I Torsiyon agilar (°) Bilesik II
N18-C1-N17-C2 -0,16 N18-C1-N17-C2 -0,1
N18-C1-N17-H27 -179,9 N18-C1-N17-H24 -179,9
020-C1-N17-C2 179,8 020-C1-N17-C2 179,9
020-C1-N17-H27 0,1 020-C1-N17-H24 0,1
N17-C1-N18-C4 -0,2 N17-C1-N18-C4 0,0
N17—-C1-N18-H26 -179,9 N17—C1-N18-H23 -179,9
020-C1-N18-C4 179,9 020-C1-N18-C4 179,9
020-C1-N18-H26 0,04 020-C1-N18-H23 0,0
N17-C2-C3-C4 -0,2 N17-C2-C3-C4 0,0
N17-C2-C3-N16 179,8 N17-C2-C3-N16 -180,0
N21-C2-C3-C4 179,8 N21-C2-C3-C4 -180,0
N21-C2-C3-N16 -0,14 N21-C2-C3-N16 0,0
C3-C2-N17-C1 0,25 C3-C2-N17-C1 0,1
C3-C2-N17-H27 179,9 C3-C2-N17-H24 179,9
N21-C2-N17-C1 -179,8 N21-C2-N17-C1 -179,9
N21-C2-N17-H27 -0,03 N21-C2-N17-H24 0,0
C3-C2-N21-H28 -0,01 C3-C2-N21-H25 0,0
N17-C2-N21-H28 -179,9 N17—C2-N21-H25 -179,9
C2-C3-C4-N18 0,06 C2-C3-C4-N18 0,0
C2-C3-C4-019 -179,9 C2-C3-C4-019 179,9
N16-C3-C4-N18 -179,9 N16-C3-C4-N18 179,9
N16-C3-C4-019 0,03 N16-C3-C4-019 0,0
C2-C3-N16-N15 179,9 C2-C3-N16-N15 -179,9
C4-C3-N16-N15 0,0 C4-C3-N16-N15 0,0
C3-C4-N18-C1 0,05 C3-C4-N18-C1 0,0
C3-C4-N18-H26 180,0 C3-C4-N18-H23 179,9
019-C4-N18-C1 -179,9 019-C4-N18-C1 -179,9
019-C4-N18-H26 0,0 019-C4-N18-H23 0,0
C10-C5-C6-C7 0,0 C10-C5-C6-C7 0,0
C10-C5-C6-H11 179,9 C10-C5-C6-H11 179,9
N15-C5-C6-C7 -179,9 N15-C5-C6-C7 179,9
N15-C5-C6-H11 0,0 N15-C5-C6-H11 0,0
C6-C5-C10-C9 0,0 C6-C5-C10-C9 0,0
C6-C5-C10-H14 179,9 C6-C5-C10-H14 -179,9
N15-C5-C10-C9 180,0 N15-C5-C10-C9 -179,9
N15-C5-C10-H14 0,0 N15-C5-C10-H14 0,0
C6-C5-N15-N16 0,0 C6-C5-N15-N16 0,0
C6-C5-N15-H25 179,9 C6-C5-N15-H22 179,9
C10-C5-N15-N16 180,0 C10-C5-N15-N16 179,9
C10-C5-N15-H25 0,0 C10-C5-N15-H22 0,0
C5-C6-C7-C8 0,0 C5-C6-C7-C8 0,0
C5-C6-C7-H12 179,9 C5-C6-C7-H12 -179,9
H11-C6-C7-C8 -179,9 H11-C6-C7-C8 -179,9
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Cizelge 4.4. (devam) Bilesik I ve II’'nin imin-diketo-hidrazon formlari (T-V) i¢in,
DFT/B3LYP//6-311++G(d,p) yontemi ile elde edilen torsiyon agilari.

H11-C6-C7-H12 0,0 H11-C6-C7-H12 0,0
C6—-C7-C8-C9 0,0 C6-C7-C8-C9 0,0
C6-C7—C8-N22 179,9 C6-C7-C8-Br26 -180,0
H12-C7-C8-C9 -179,9 H12-C7-C8-C9 -180,0
H12-C7—C8-N22 0,0 H12-C7-C8-Br26 0,0
C7-C8-C9-C10 0,0 C7-C8-C9-C10 0,0
C7-C8-C9—H13 179,9 C7-C8-C9—H13 180,0
N22-C8-C9-C10 -179,9 Br26-C8-C9-C10 180,0
N22-C8-C9-H13 0,0 Br26-C8-C9-H13 0,0
C7-C8-N22-023 0,0 C8-C9-C10-C5 0,0
C7-C8-N22-024 -179,9 C8-C9-C10-H14 179,9
C9-C8-N22-023 180,0 H13—-C9-C10-C5 179,9
C9-C8-N22-024 0,0 H13-C9-C10-H14 0,0
C8-C9-C10-C5 0,0 C5-N15-N16-C3 -179,9
C8-C9-C10-H14 -179,9 H22-N15-N16-C3 0,0
H13—-C9-C10-C5 1799 |- | e
H13-C9-C10-H14 I e s
C5-N15-N16-C3 1799 |- ] e
H25-N15-N16-C3 00  |===eeem [ e

4.1.2. IR ve 'H-NMR hesaplamalari

Bilesik | ve II'nin IR ve *H-NMR hesaplamalari, en diisiik enerjili ve dolayisiyla en kararli
tautomerik form olarak belirlenen imin-diketo-hidrazon formlar1 dikkate alinarak
gerceklestirilmistir. Teorik IR ve 'H-NMR verileri deneysel verilerle karsilagtirilmis ve
Bilesik I ve Bilesik II i¢in teorik olarak elde edilen degerlerin deneysel veriler ile

uyumlulugu tartisilmigtir.

IR hesaplamalari, Bilesik I ve II i¢in gaz fazinda ve imin-diketo-hidrazon formlar: dikkate
alinarak; DFT/B3LYP/6-311++G(d,p) diizeyde gerceklestirilmistir. Bilesiklerin yapilarini
dogrulamak i¢in dikkate alinan bazi titresim bantlar1 ve bu bantlara karsilik gelen teorik IR

titresim frekanslar1 Cizelge 4.5’te verilmektedir.

Cizelge 4.5. degerlendirildiginde; N17—H/N1g—N17 gerilme bantlari; Bilesik I ve II’in FTIR
spektrumlarinda (Ek Sekil 2 ve 4) sirasiyla, 3116/3116 cm™ ve 3144/3144 cm™de
gozlenmis, Bilesik I icin 3452/3444 cm™ ve Bilesik II i¢in 3455/3448 cm™ olarak
hesaplanmistir. Np;—H imin bandi, Bilesik I/IT i¢in 3116/3099 cm™ olarak gbzlenmis ve
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sirastyla 3369/3369 cm™ olarak hesaplanmustir. Nis—H hidrazon bandi; Bilesik UII igin
3168/3216 cm™*de gozlenmis 3198/3195 cm™ olarak hesaplanmustir. Cizelge 4.5’te verilen

diger gerilme bantlarinin deneysel ve hesaplanan degerleri olduk¢a uyumludur.

Cizelge 4.5. Bilesik I ve II’nin deneysel ve, imin-diketo-hidrazon formlari igin
DFT/B3LYP/6-311G(d,p) yontemiyle hesaplanmuis teorik titresim
frekanslari (cm™).

Secilen titresim Deneysel (cm™) Hesaplanan (cm™)
frekanslar Bilesik I Bilesik II Bilesik I Bilesik II
Vv(N17—H) 3116 3144 3452 3455
V(N1g—H) 3116 3144 3444 3448
v(N23—H) imin 3116* 3099** 3369 3369
v(N1s—H) hidrazon | 3116* 3144%** 3198 3195
V(C1=02) 1737 1728 1730 1724
ng‘z‘:gi; 1222 igig 1650, 1664 1643, 1662
v(C=C) 1610 1619 1611 1600
v(C3=Ngs) 1552, 1502, 1458 | 1580, 1455 | 1561, 1545, 1472 | 1554, 1459

Titresim modlari: v, gerilme
*:3140-3092 araliginda 3116 cm™ merkezli, *: 3130-3068 araliginda 3099 merkezli

*kk

3158-3130 araliginda 3144 merkezli

Sekil 4.2 ve 4.3’ten de goriildiigii gibi Bilesik I ve II’'nin optimize molekiiler yapilart Nis—
H---O19 tipi molekiil i¢i hidrojen baglarinin varligin1 ortaya koyan en kararli yapida elde
edilmistir. Bu nedenle deneysel ve hesaplanan titresim frekans degerleri arasindaki sapma
degerleri kiiciiktiir ve Bilesik I/II i¢in sirasiyla 30/21 cm™ olarak elde edilen degerler
uyumlu kabul edilebilir. N37—H/Nig —Nj7 gerilme bantlari ve Nj;—H imin bantlar1 igin
gozlenen; Bilesik I i¢in sirasiyla 336/328 cm™ ve 253 Cm'l, Bilesik II i¢in sirasiyla 311/304
cm™ ve 270 cm™ olarak hesaplanan dikkate deger sapmalar molekiiller arast N—H---O tipi

giiclii hidrojen baglariin varligi ile agiklanabilir.

Bilesik 1 ve II'nin *H-NMR spektrumlari, DMSO-dg i¢inde kaydedilmistir. Bu nedenle,
oncelikle boyarmaddelerin molekiiler yapisi DMSO ¢oziicii i¢inde DFT/B3LYP/6-
311++G(d,p) yontemi ile imin-diketo-hidrazon (T-V) formu dikkate alinarak optimize
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edilmis ve GIAO *H-NMR hesaplamalari, DMSO ¢éziiciide, DET/B3LYP/6-311++G(d,p)
yontemi ile gergeklestirilmistir. Teorik "H-NMR spektral verileri deneysel degerleri ile
birlikte Cizelge 4.6'da verilmektedir.

Cizelge 4.6. Bilesik I ve II’'nin; DMSO-ds ¢6ziiclide deneysel ve, imin-diketo-hidrazon
formlar1 (T-V) i¢in, DMSO i¢inde DFT/B3LYP/6-311G(d,p) yontemiyle
hesaplanmis H izotropik kimyasal kaymalari (biitiin degerler ppm

biriminde).
Deneysel Hesaplanan
Atom T — P -
Bilesik I Bilesik 11 Bilesik [ Bilesik II
Ni5 —H 14,03 14,02 13,76 13,65
Ny —H 11,06 10,96 8,88 8,60
Ni7; —H 10,80 10,53 7,220 7,16
Nig-H 10,89 10,71 7,14 7,03
Hi1 7,84-7,82 7,65-7,62 8,26 8,16
Hio 8,32-8,29 7,60-7,52 8,66 7,75
His 8,32-8,29 7,60-7,52 8,68 7,70
Hi4 7,84-7,82 7,65-7,62 7,32 7,29

Cizelge 4.6’da verilen, Bilesik I ve II’'nin DMSO ¢bziiciide kaydedilen ve hesaplanan *H-
NMR kimyasal kaymalart degerlendirildiginde; Nis —H proton sinyalleri Bilesik I/II igin
sirasiyla 14,03/14,02 ppm’de gozlenmis ve 13,76/13,65 ppm olarak hesaplanmistir. Bu
sonuglar Bilesik I ve II’nin optimize molekiiler yapilarinin gosterdigi Nis —H---Oqg tipi
molekdil i¢i hidrojen baglarinin varlig ile uyumludur. N23—H, N17—H ve N1g—H protonlari,
Bilesik I i¢in, sirasiyla 11,06/10,80/10,89 ppm ve Bilesik II i¢in 10,96/10,53/10,71 ppm’de
gozlenmistir. Bu degerlerin hesaplanan kimyasal kayma degerlerinden sapma miktari,
Bilesik I icin, sirasiyla 2,18/3,58/3,75 ppm ve Bilesik II icin sirasiyla 2,36/3,37/3,68
ppm’dir. Deneysel kimyasal kayma degerlerinin, hesaplanan degerlerden dikkate deger

sapmalar1 N—H---O tipi molekiiller aras1 hidrojen baglarinin varligini ortaya koymaktadir.

Bilesik I ve II’nin birbirini destekleyen FTIR ve *H-NMR deneysel verilerinin (Ek Sekil 1-
4), Cizelge 4.6 ve 4.7°deki teorik verilerle birlikte degerlendirilmesi sonucunda, her iki
bilesik i¢cin Ongdriilen molekiil i¢i ve molekiiller arasi1 giiclii hidrojen baglarinin varlhig

literatiir ile uyumludur (Seferoglu ve digerleri, 2007; Seferoglu ve Ertan, 2008).



38

4.2. Antiparaziter Aktivite Sonuclar:

4.2.1. Antilaysmanyaz aktivite sonuglari

Bilesik | ve II'nin L.infantum, L.major ve L.tropica promastigotlarina karsi antiparaziter
aktiviteleri, Alamar mavisi eklenmis sivi mikrodiliisyon yontemi ile in vitro olarak
belirlendi ve MiK degerleri elde edildi.

Antilaysmanyaz aktivitenin degerlendirilmesinde negatif kontrolde alamar mavisinin renk
degistirmemesi beklenir. Ayrica pozitif kontrol olarak eklenen promastigotlarda herhangi
bir inhibe edici madde eklenmedigi icin canliligin devam etmesi beklendiginden mavi
rengin pembeye donmesi gerekir. Negatif ve pozitif kontrollerin ¢alismasi durumunda
maddelerin degerlendirilmesi yapilabilir. Yani kuyucuklarda mavi rengin degismemesi

canliligin olmadigin1 pembeye donmesi ise canliligin devam ettigini belirler.

Sonuglar Sekil 4.4 ve 4.5 ve 4.6°da gosterilmektedir. Testlerde elde edilen MIK degerleri
Cizelge 4.7°de verilmektedir. Elde edilen verilere gore, Bilesik I’in ¢alisilan tim
laysmanya tiirlerine karsi ¢alisilan konsantrasyonlarda etkisiz oldugu saptanmistir. Bilesik
II’nin ise sadece L.major promastigotlarma karsi etkili oldugu (MIK:2500) gozlenirken,
diger laysmanya tiirlerine karsi antilaysmanyaz aktiviteye sahip olmadigi saptanmustir.

Kontrol ila¢ olarak kullanilan amfoterisin B’nin ise tiim laysmanya tiirlerine karsi ¢alisilan

en diisiik konsantrasyonunun (MIK:19) bile etkili oldugu belirlenmistir.

S o o
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Amfoterisin B

Sekil 4.4. L.infantum promastigotlarina kars1 in vitro antilaysmanyaz aktivite; Bilesik I,
Bilesik II, Kontrol Ilaci, Amfoterisin B ve seyreltme konsantrasyonlar: 10.000-
19 pg/mL.
N.K. : Negatif Kontrol, P.K.: Pozitif Kontrol
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Sekil 4.5. L.tropica promastigotlarina kars1 in vitro antilaysmanyaz aktivite; Bilesik I,
Bilesik II, Kontrol ilaci, Amfoterisin B ve seyreltme konsantrasyonlar110.000-19
pg/mL.

N.K. : Negatif Kontrol, P.K.: Pozitif Kontrol
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Sekil 4.6. L.major promastigotlarina kars1 in vitro antilaysmanyaz aktivite; Bilesik I,
Bilesik II, Kontrol Ilaci, Amfoterisin B ve seyreltme konsantrasyonlar1 10.000-
19 pg/mL.
N.K. : Negatif Kontrol, P.K.: Pozitif Kontrol

Cizelge 4.7. Standart laysmanya promastigotlarina kars1 elde edilen Minimum Inhibitor
Konsantrasyon (MIiK) degerleri.

MIK Degerleri (ng/mL)
Bilesikler L.infantum L.tropica L.major
Bilesik | >10.000 >10.000 >10.000
Bilesik |1 >10.000 >10.000 2.500
Amfoterisin B <19 <19 <19
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4.2.2. Trikomonasidal aktivite sonuclar:

Bilesik | ve II'nin T.vaginalis promastigotlarina karsi antiparaziter aktiviteleri, invert
mikroskobunda 16, 24 ve 48 saatlerde %0,5°lik trypan blue ile MLK degeri in vitro olarak
degerlendirildi. Lethal yiizde i¢in 100-(canli hiicre sayisi/toplam hiicre sayist x 100)

formiili kullanildi.

Testlerde 16, 24 ve 48. saatlerde elde edilen MLK degerleri Cizelge 4.8'de verilmektedir.
Bilesik I ve Bilesik II'nin, 48 saat sonunda T.vaginalis trofozoitlerine kars1 elde edilen
sonuglarinin 151k mikroskobu ile ¢ekilmis goriintiileri, sirasiyla Sekil 4.7 ve 4.8°de
gosterilmektedir. Elde edilen verilere gore, Bilesik [ ve II, incelenen baz

konsantrasyonlarda trikomonasidal aktiviteye sahiptir.

Cizelge 4.8. T.vaginalis trofozoitlerine kars1 16, 24 ve 48. saat sonunda elde edilen
Minimum Letal Konsantrasyon (MLK) degerleri.

16.saat 24 .saat 48.saat )
B B B Metr_o_nldazole (ng/ml)
Konsantrasyon | = | T | s (2| 2|5 2| =Z| = (Pozitif kontrol)
(ng/ml) 5 E| 8B E| & B E
HEHHEHENEEE:
10.000 0/0[0]|O0O]|0O]O]100] 79| O
5000 0/0[0]|0]|0]|0]9 |3 ]| 0
2500 0/0|]0|O0O|0]0]|74] 0 0 16.h 24.h 48.h
1250 0/o|0|o0jO0|O|6L] O] O 800pg/ml
625 0/0[0]0]|0]|0]33] 0 0 0 75 100
3125 0/0[0]|0O]O0O]0O] O 0 0 0 59 100
156,25 0/0[0]|0]O0O]0O] O 0 0 0 43 100
78,125 0/]0|]0]|0O|0]0] O 0 0 0 25 100
39,062 0/0[0]|0O]O0O]0O] O 0 0 0 10 100
19,531 0/0[0]|0]O0O]0O] O 0 0 0 0 97
9,7656 0/0(0|0O]|O0O]0O] O 0 0 0 0 83
4,8828 0/0[0]|0]O0O]0O] O 0 0 0 0 67
2,4414 0/j]0|J]0|O0O|0]O0] O 0 0 0 0 57
1,2207 0/0[0]|0]O0O]0O] O 0 0 0 0 48
0,6103 0/0[0]O0O]O]O] O 0 0 0 0 0
0,3051 0/0(0|0O]|O0O]0O] O 0 0 0 0 0
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Sekil 4.7. Bilesik I’in T.vaginalis trofozoitlerine kars1 48 saat sonra gostermis oldugu
trikomonasidal aktivitenin mikroskobik goriintiisii

Sekil 4.8. Bilesik II’nin T.vaginalis trofozoitlerine kars1 48 saat sonra gostermis oldugu
trikomonasidal aktivitenin mikroskobik goriintiisii
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Arshad ve ark. dort seri heterosiklik bilesik olan tetrahidro-2H-1,3,5-tiyadiazin tiyon
tiirevleri sentezlemisler ve bunlarin, Leishmania major’e (promastigotlar) karst in vitro
antilaysmanyaz aktiviteleri i¢in degerlendirmisler. Bilesiklerin ¢ogunun standart
pentamidin (IC50 = 14.95 uM) ila¢ ile karsilastirildiginda IC50 = 15.48-39.36 uM
araliginda belirgin antilaysmanyaz aktivite gosterdigini belirtmislerdir (Arshad ve

digerleri, 2018).

Fonksiyonellestirilmis tetrahidrokinolinler ve kinolinin iyi derecede antilaysmanyaz
aktiviteye sahip oldugu, standart ilag amfoterisin B'ye L.infantum amastigotlarina karsi

benzer aktivite gosterdigi bildirilmistir (Tejeria ve digerleri, 2019).

Siileymanoglu ve ark. morfolinli 1,2,4-triazole tiirevlerinin antilaysmanyaz aktivitelerini
alamar mavisi eklenmis mikrodiliisyon ydntemiyle degerlendirmisler, her bilesigin
antiparaziter aktiviteye sahip oldugunu, ancak bilesiklerden birinin anlamli bir farkla daha

etkili oldugunu belirlemiglerdir (Siileymanoglu ve digerleri, 2018).

Raj ve ark. 22 farkl triazol, b-laktameizatinriazol konjugat ailesi i¢indeki anti-T.vaginalis
yap1 aktivitesini incelemisler, bilesiklerin T.vaginalis'e kars1 in vitro aktiviteleri her bilesik
icin 10 ve 100 mM'de belirlemisler, sentezlenen hibritlerin 18'nin 100 mM'de % 100
biiylime inhibisyonu gosterdigini belirtmisler (Raj ve digerleri, 2013).

Yeni sistosomisidal ajanlar gelistirmek i¢in S. mansoni'ye karsi ¢esitli yapilarda birgok azo
bilesigi test edilmistir. Bu bilesiklerin ¢ogu etkisiz olmasina ragmen, S. mansoni’ye karsi
fare, hamster ve maymunlarda 5- (4-amino-1 — napththyloazo) uracil (ANU) (II)

bilesiginin yiiksek diizeyde aktivite gosterdigi bildirilmistir (Elslager ve Worth, 1963).

Sentezlenmis altt yeni heterosiklik azo bilesikleri; benzimidazol, benzoksazol ve
benzotiazol, diazo birlesiklerini Staphylococcus aureus ve Escherichia coli suslarina karsi
in vitro antibakteriyel aktivitesi i¢in Resazurin mikrotitre deney yontemi (REMA) ile
degerlendirmisler. Antibakteriyel aktiviteler, minimum inhibitér konsantrasyonu (pug / mL
cinsinden MIC) kullanilmistir. Bu bilesiklerin, in vitro olarak iyi ile orta veya yiiksek

antibakteriyel aktivite sergiledigi belirtilmistir (Mishra ve digerleri, 2019).
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Urasil igeren azo boyarmaddeleri Bilesik I ve II’nin in vitro antilaysmanyaz ve
trikomonasidal aktivitelerinin belirlenmesi, ilag tasarimi ve gelistirme ¢alismalarina 6nemli
bir katki saglayabilir ve farmakolojik arastirmalarda kullanilabilecek bilesiklerin
cesitliliginin arttirilmas1 agisindan, bu c¢aligmalarda dikkate alinacak kimyasallarin

belirlenmesine rehberlik edebilir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tezde; literatiirde verilen yonteme (Yazdanbakhsh ve digerleri, 2010; Seferoglu ve
Ertan, 2008) gore sentezlenmis ve molekiiler yapilar, FTIR ve ‘H-NMR spektroskopik
yontemleri kullanilarak dogrulanmis, 6-amino-5 - [(4-nitrofenil) diazenil] pirimidin-2,4
(1H, 3H) -dion (1) ve 6-amino-5 - [(4-bromofenil) diazenil] pirimidin-2,4 ( 1H, 3H) -dion
(I1) bilesikleri tizerine molekiiler modelleme g¢alismasi ve antiparaziter aktivite ¢alismasi

gerceklestirilmistir.

Molekiiler modelleme ¢alismasinda; hesaplamalar DFT/B3LYP/6-311++G(d,p) yontemi
kullanilarak gergeklestirilmis, 6ncelikle Bilesik I ve II'nin olasi tautomerik formlarinin
molekiiler yapilar1 optimize edilmis ve en diisiik enerjili dolayisiyla en kararli tautomerik
formlar belirlenmigtir. Hesaplamalar her iki bilesigin, gaz fazinda ve DMSO ¢6ziicii iginde

en kararli formlarinin imin-diketo-hidrazon formu (T-V) oldugunu gostermektedir.

Bu nedenle hesaplamalar, Bilesik I ve II igin en olas1 tautomerik form olarak belirlenen
imin-diketo-hidrazon formlar1 igin gergeklestirilmis; bilesiklerin molekiiler yapilari
optimize edilerek yapisal parametreleri, bag uzunluklari, bag agilar1 ve torsiyon agilari elde
edilmistir. Bilesik I ve II’nin imin-diketo-hidrazon formundaki yapilart dikkate alinarak;
IR titresim frekanslar1 gaz fazinda ve 'H-NMR kimyasal kayma degerleri DMSO ¢o6ziiciide
hesaplanmis ve teorik spektral veriler bilesiklerin FTIR ve 'H-NMR spektrumlarindan elde
edilen deneysel verilerle karsilagtirilmistir. Bilesiklerin imin-diketo formundaki optimize
yapilart N—H---O tipi molekiil i¢i baglar1 ortaya koyan en kararli durumda elde edilmistir.
Bu nedenle ilgili IR ve NMR spektral datalar1 deneysel olanlarla uyumludur. Bununla
beraber; imin-diketo-hidrazon formlarinda bulunan Bilesik | ve II'nin; IR ve 'H-NMR
spektral verilerinde gozlenen ve birbirini destekleyen, deneysel degerlerden dikkate deger
sapmalar, bilesiklerin molekiiler yapisinda N-H---O tipi molekiiller aras1 gii¢lii hidrojen

baglarinin varligin1 gostermektedir.

Bilesiklerin antiparaziter aktiviteleri; L. infantum, L. major ve L. tropica promastigotlar: ve
T.vaginalis trofoziotlerine karsi sivi mikrodiliisyon yontemi (Microdilution broth assay) ile
in vitro olarak test edilmistir. Antilaysmanyaz aktivite MIK degerleri ve trikomonasidal

aktivite, MLK degerleri dikkate alinarak degerlendirilmistir.
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Antiparaziter aktivite ¢alismasinda; Bilesik | ve Il, L.infantum, L.tropica ve L.major
promastigot parazitlerine karsi ilk kez test edilmis ve in vitro antilaysmanyaz aktiviteler,
alamar mavisi eklenmis sivi mikrodiliisyon yontemi ile belirlenmistir. Testlerde
antiparaziter aktivite, bilesikler icin elde edilen MIK degerleri standart kontrol ilag

Amfoterisin B i¢in elde edilen MiK degerleri ile karsilastirilarak degerlendirilmistir.

Sonuglar; incelenen konsantrasyonlarda, Bilesik I’in, hi¢bir laysmanya tiiriine karsi
antilaysmanyaz aktiviteye sahip olmadigini, Bilesik II’nin L. major promastigotlarina karsi
etkili oldugunu ve galisilan diger laysmanya tiirlerine kars1 antilaysmanyaz aktiviteye sahip
olmadigimi1 gostermektedir. Daha yiiksek konsantrasyonlarin c¢aligilmasi durumunda,

bilesikler antiparaziter olarak etkili bulunabilir.

In vitro trikomonasidal aktivite testlerinde, 16. saatteki ilk degerlendirmede pozitif kontrol
de dahil olmak iizere, Bilesik I ve II eklenen tiim kuyucuklarda, hareketli T.vaginalis
trofozoitleri saptanmustir. 24. saat sonundaki ikinci degerlendirmede, Bilesik | ve 1l
herhangi bir lethal etki gostermemistir. Pozitif kontrolde ise kullanilan metronidazoliin en
yiikksek konsantrasyondan (800ug/ml) itibaren diger diliisyonlarda (400, 200, 100, 50
pg/ml) sirasiyla %75, %59, %43, %25 ve %10 lethal etki gosterdigi belirlenmistir.

Urasil igeren azo boyarmaddelerinin, T.vaginalis trofozitlerine karsi 48. saat
degerlendirilmesinde, Bilesik II’'nin 10.000 pg/ml diliisyonda %79, 5000 ng/ml diliisyonda
%35 lethal etki gosterdigi belirlenmistir. T.vaginalis trofozoitlerine karsi in vitro olarak
%100 lethal etki gosteren Bilesik 1’in konsantrasyonun 10.000 pg/ml oldugu saptanmistir.
Bu konsantrasyonda tireme olup olmadigini belirlemek i¢in deney sonunda kuyucuktaki
parazitler tekrar TYM besi ortamina alinarak kontrol edilmistir. Besi ortaminda parazitin
iiremesi saptanmamis ve %100 lethal etki dogrulanmistir. Ayrica Bilesik I'in, Bilesik
I’den daha etkili oldugu ve 5000 pg/ml, 2500 pg/ml, 1250 pg/ml ve 625 pg/ml
diliisyonlarda sirasiyla %96, %74, %61, %33 oraninda lethal etki gosterdigi belirlenmistir.

Sonug olarak, trikomonasidal aktivite ¢alismasinda, urasil i¢eren azo boyarmaddelerinin
%33 ile %100 oraninda letal etki gosterdigi ve ayrica T.vaginalis trofozoitlerine karsi

kullanilan maddelerin in vitro olarak doza bagl etki gosterdigi belirlenmistir.
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Bilesik I ve II'nin antiparatizer aktivite sonuglar1 degerlendirildiginde; iyi bir ilag aday1
olabilmeleri i¢in, ayrica deneysel hayvan modellerinde in vivo kontrol ¢alismalara ve

toksitite testlerine ihtiya¢ vardir.
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EK-1. Bilesik I ve Bilesik II’nin FTIR ve *H-NMR Spektrumlari
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EK-1. (devam) Bilesik I ve Bilesik II'nin FTIR ve 'H-NMR Spektrumlari
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