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OZET

Aminokalkonlardan 3,4-Dihidropirimidin-2-Tiyon Tiirevlerinin Sentezi,

Karakterizasyonu ve Biyolojik Aktivitesi

Aminokalkonlardan  3,4-Dihidropirimidin-2-Tiyon  Tiirevleri  sentezlenerck
antioksidan, antimikrobiyal, tirozinaz inhibitor aktivitelerinin incelenmesi ve molekiiler

docking ¢alismasinin yapilmast amaglanmstir.

Bu tez kapsaminda, alti adet 2-amino kalkon ve pirimidin-tiyon tiirevi
sentezlenmistir. Bu bilesiklerin antioksidan, antitirozinaz ve antimikrobiyal aktiviteleri test
edilmistir. 2-Amino asetofenon ile benzaldehit, 2,5-dimetoksi, 3-/brom/klor, baz igin
NaOH, ¢oziicii igin etanol ile su kullanilarak A1-A3 No’lu bilesikleri sentezlenmistir. Al-
A3 No’lu bilesikleri bazik ortamda tiyoiire ile reaksiyona girerek tiyopirimidin tiirevleri
(B1-B3) elde edilmistir. Sentezlenen bilesiklerin kimyasal yapilart NMR (‘*H-NMR, C-
NMR), FT-IR ve kiitle (LC-TOF-MS) spektroskopisi teknikleri ile aydinlatilmstir.
Bilesiklerin antioksidan (FRAP Tayini, CUPRAC Tayini), antimikrobiyal ve tirozinaz
inhibitor aktiviteleri Ol¢iilmiistiir. Sentezlenen bilesikler ve tirozinaz enzimi arasinda
atomik diizeyde baglanma modunu ve ligand-hedef etkilesimini belirlemek i¢in molekiiler

docking calismasi yapilmustir.

Sentezlenen tiim bilesiklerin degisik diizeylerde antioksidan aktivite gosterdigi
bulunmustur. Ozellikle B1 bilesiginin antioksidan aktivitesi diger bilesiklere gore daha
yiiksek tespit edilmistir. Tiim bilesiklerin test edilen mikroorganizmalarin bazilarina kars1
antimikrobiyal etki gosterdigi bulunmustur. Ozellikle B2 bilesigi test edilen
mikroorganizmalarin tiimiine karsi 1y1 bir antimikrobiyal aktivite sergilemistir. En yliksek
tirozinaz inhibisyonu gozlenen A2 ve A3 bilesiginin 1Cso degerleri sirastyla 138.151+0,94
pg/mL, 177,743+1,10 pg/mL olarak bulunmustur.

Yapilan bu tez ¢alismasi, yeni preklinik ¢alismalara Onciiliik ederek elde edilen

bilgiler eczacilik, kozmetik ve tip bilimlerinde literatiire katki saglayacaktir.

Anahtar Sozciikler: Aminokalkon, Pirimidin-tiyon, Tirozinaz inhibitor aktivite,

Antioksidanlar
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ABSTRACT

Synthesis, Characterization and Biological Activity of 3,4-Dihydropyrimidine-2-

Thione Derivatives from Aminochalcones

This study was conducted to synthesize 3,4-Dihydropyrimidine-2-Thione
Derivatives from aminochalcones. The antioxidant, antimicrobial, and tyrosinase inhibitory
activities of these compounds were examined and their molecular docking studies were

performed.

In this thesis, six 2-amino chalcone and pyrimidine-thione derivatives were
synthesized. The antioxidant, antityrosinase and antimicrobial activities of these
compounds were tested. Compounds A1-A3 were synthesized using 2-amino acetophenone
and 2,5-dimethoxy, 3-bromo, and 3-chloro-substituted benzaldehydes. NaOH was used as
the base, and ethanol and water as the solvent. Thiopyrimidine derivatives (B1-B3) were
obtained by reacting compounds A1-A3 with thiourea in basic medium. The chemical
structures of the synthesized compounds were elucidated by NMR (1H-NMR, C-NMR),
FT-IR, and mass (LC-TOF-MS) spectroscopy techniques. The antioxidant (FRAP Assay,
CUPRAC Assay), antimicrobial and tyrosinase inhibitory activities of the compounds were
measured. Moreover, molecular docking study was performed to determine the binding
mode and ligand-target interaction between the synthesized compounds and the tyrosinase

enzyme at atomic level.

It was found that all synthesized compounds showed different levels of antioxidant
activities. In particular, the antioxidant activity of compound B1 was found to be higher
than other compounds. All compounds also were found to have antimicrobial activity
against some of the tested microorganisms. In particular, compound B2 exhibited good
antimicrobial activity against all tested microorganisms. The 1C50 values of compounds
A2 and A3, which showed the highest tyrosinase inhibition, were determined as
138.151+£0.94 pg/mL and 177.743+1.10 ug/mL, respectively.

This thesis study can lead to new preclinical studies and the results obtained may

contribute to the literature in pharmacy, cosmetics and medical sciences.

Keywords: Aminochalcone, Pyrimidine-thione, Tyrosinase inhibitory activity,

Antioxidants
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1. GIRIS ve AMAC

Insan viicudundaki ¢esitli metabolik yolaklarda serbest radikallerin olusumu
gerceklesebilir. Serbest radikaller viicudun diizgiin ¢alismasi i¢in gerekli olan hiicresel
siirecleri engelleyen bir reaksiyona yol agabilir. Serbest radikaller genellikle viicudun
dogal antioksidan sistemi tarafindan yok edilir. Oksidatif stres, viicuttaki antioksidan
sistem ile reaktif oksijen tiirleri (ROT) ile arasindaki dengesizlik sonucu olugmaktadir.
ROT birikimi, kardiyovaskiiler hastaliklar, ateroskleroz, metabolik bozukluklar, diyabet ve
kanser gibi baz1 hastaliklarin gelisimine ve ilerleyisine neden olan hiicre ve doku hasarina
yol agmaktadir (1). Oksidasyon reaksiyonlar: viicut tizerindeki zararli etkilerinin yaninda
gida iriinlerinin bozulmasina, zararli bilesiklerin olugsmasina ve istenmeyen tatlarin

olusmasina da neden olmaktadir (2).

Tirozinaz enzimi viicutta vitiligo, psoriazis gibi melanin sentezinin az olmasindan
kaynaklanan hipopigmentasyon problemlerinde ve cilt lekesi gibi melanin sentezinin fazla
olmasindan kaynaklanan hiperpigmentasyon problemlerinde 6nemi olan bir enzimdir (3,
4). Ayrica tirozinaz enzimi gidalarin enzimatik oksidasyonunu (Esmerlesme reaksiyonlari)

katalize ederek kalite ve 6zelliklerinin degismesine neden olmaktadir (5).

Tirozinaz enzimi ile ilgili olan iiriinler genellikle kozmetik iiriinleridir. Tirozinaz
inhibisyonu yaparak antimelanojenik ozellikler gostermektedirler. Bu maddeler genel
olarak enzimin aktif bolgesine veya enzim-substrat kompleksine baglanirlar. Boylece
melanozom olusumunu engelleyerek, tirozinaz enzim aktivitesini azaltarak ya da
durdurarak etki gosterirler. Sonugta melanin iiretimi inhibe edilmis olur. Tirozinazi aktive
eden ajanlar hipopigmentasyon tedavisinde, inhibe eden ajanlar ise hiperpigmentasyon
tedavisinde kullanilabilir. Hidrokinon, arbutin, vitamin C ve Kkojik asit tirozinaz
inhibitorleri olarak bilinirler. Bunlarin cilt tahrigi, memeli hiicrelerinde mutajenik aktivite
ve melanositlerde sitotoksisite gibi yan etkileri de gdzlenebilmektedir (3, 6). Hidrokinonun
yol ac¢tig1 stabilite ve sitotoksisite sorunlar1 nedeniyle kozmetik {irinlerinde kullanimi
siirlandirilmistir.  Kojik asid hiicrelere uzun siire kullanildiginda kanserojen etki
yapabilmektedir. Bu nedenle giivenilir ve stabil olabilecek yeni dogal tirozinaz

inhibitdrlerinin arastirilmasi ihtiyact dogmustur.

Antibiyotikler morbidite ve mortalitesi yliksek olan bir¢cok enfeksiydz hastaligin
tedavisinde kullanilmaktadir (7). Giinlimiizde gesitli enfeksiy6z hastaliklarin tedavisi igin

dogal, yar1 sentetik ve sentetik antimikrobiyal ilaglar kullanilmaktadir. Antibiyotik direnci



diinyada kiiresel saglik problemi haline gelmistir. Bu nedenle daha iyi tolere edilen, daha

etkili ve daha giivenli yeni antimikrobiyal ilaglarin gelistirilebilecegi timit edilmektedir.

Flavonlar, flavonoller, kalkonlar ve pirimidin tiirevlerinin  antikanser,
antiinflamatuar, antibakteriyel, antitiiberkiiloz, antidiyabetik, antioksidan, antitirozinaz,
antimikrobiyal, antiviral, antimalaryal ve noroprotektif etkileri bulunmaktadir (8, 9).
Kalkonlar (1,3-diaril-2-propen-1-on) ve bunlarin heterosiklik analoglari flavonoid ailesine
aittir. Kalkonlar genis biyolojik aktiviteye, iyi biyoyararlanima ve diisiik yan etkilere
sahiptir (8, 9).

Piyasada kullanilan tirozinaz inhibitorii olan kojik asidin tedavi edici etkinliginin
yanisira uzun siire kullaniminda kanserojen etkisi gdzlenebilmektedir. Ila¢ kullaniminda
ortaya ¢ikabilecek yan etkilerin oldukga azaltilmasi ya da insan sagligi refahinin artirtlmasi
amaciyla kimyasal olarak sentezledigimiz bilesiklerin cilt problemlerinin tedavisinde
kullanilabilirligini irdelemek diisiincesiyle tez konumuz olusturulmustur. Bu baglamda
amacimiz; aminokalkonlardan 3,4-dihidropirimidin-2-tiyon tiirevlerini sentezlemek,
karakterizasyonunu gerceklestirmek ve bu bilesiklerin antioksidan, antimikrobiyal ve
antitirozinaz aktivitelerini aydinlatmaktir. Ayrica molekiiler modelleme c¢alismalari ile

yapi-aktivite arasindaki iliskinin aragtirilmasi da hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Flavonoidler ve Kalkonlar

Kimyasal olarak flavonoidler, heterosiklik bir piran halkasi (C) ile baglanmis iki
benzen halkasindan (A ve B) olusan on bes karbonlu bir iskeleti igerirler (Sekil 1).
Flavonoidlerin ¢esitli siniflari, hidroksilasyon seviyesi ve C halkasinin siibstitiie modeli
bakimindan farklilik gosterirken, bir sinif i¢indeki tek tek bilesikler, A ve B halkalarinin
siibstitiie modelinde farklilik gosterir. Boylece flavonoid ailesinin iiyeleri olusur. Bu
flavonoid ailesinin iiyeleri; flavon, flavanon, flavanonol, flavonol, katesin, antosiyanidin,

auron ve kalkondur (10).

Sekil 1. Flavonoidlerin genel yapisi (Bravo’dan, 10)

"Kalkon", dogal kalkon renginden tiireyen "bronz" anlamina gelen Yunanca
"kalkos" kelimesinden tiiretilmistir. Kalkon iskeletinin yapisal gosterimi Sekil 2’de

verilmistir. Kalkonlarin yapisinda iki aromatik halka, ti¢ karbonla birbirine baglanmistir.

Ayrica bu yapimin diiz zincirinde doymus bir karbonil grubu veya a, f-doymamis
karbonil grubu bulunur. Kalkonlar cis ya da trans konfigiirasyonunda bulanabilirler (Sekil

3) (11).
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Sekil 2. Kalkon iskeletinin yapisal gosterimi (Zhuang’dan, 8)
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trans kalkon cis kalkon

Sekil 3. Trans ve cis konfigiirasyonlarinda kalkonlar (Zhuang’dan, 8)

Kalkonlar, flavonoidler ailesine ait ikincil metabolitlerdir ve flavonoid biyosentetik
yolaklarin 6nemli ara maddeleridir (8, 11, 12). Kalkonlar; kolaylikla sentezlenebilmesi ve
stibstitlisyon ¢esitliligi saglayabilmesi Ozelliklerinden dolay1 bilhassa ila¢g kimyasi ve
organik kimya agisindan yogun arastirmalara konu olmustur. Kalkon bilesiklerini
hazirlamak i¢in en yaygin yontem Claisen-Schmidt kondenzasyonu yontemidir. Aldehit ve

ketonun baz veya asit katalizli kondenzasyonunu ve ardindan dehidrasyonunu igerir (Sekil

4) (13).
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Sekil 4. Kalkon sentezinin genel semasi (Irfan’dan, 13)

Kalkonlarin basit aromatik bilesiklerden sentezlenmesi kolaydir. Bu bilesikler
fonksiyonellestirilmis kalkon tiirevleri sentezlemek i¢in yapisal olarak kolayca modifiye
edilebilirler. Yapisal modifikasyon esas olarak her iki fenil halkasinda meydana
gelmektedir (8). Kalkonlarin yapisinda bulunan ii¢ karbon atomundan meydana gelen a, -
doymamis karbonil grubu, elektronlarin hareketini saglamaktadir. Bundan dolayr da
heterosiklik bilesiklerin sentezi icin baslangic maddesi olarak sikg¢a tercih edilmektedir.
Michael reaksiyonu karbon-karbon bagi olusumu igin en etkili yontemlerdendir ve sentetik

kimyada yaygin olarak uygulanilmaktadir (8, 14).

o, B doymamus ester, keton, nitro ve nitril bilesikleri gibi olefin ya da alkin gruplari
ille O, N, S ve C atomlar1 bulunduran niikleofiller arasinda konjuge katilmalar

gerceklesebilir (15). Bu katilmalara Michael katilma reaksiyonlart denir. Ornegin



kalkonlar, Keapl sisteinlerinin kovalent modifikasyonu yoluyla oksidatif strese karsi en
onemli savunma mekanizmalarindan biri olan Keapl-Nrf2-ARE yolunu modiile

edebilmektedir (16).
2.1.1. Kalkonlarin Biyolojik Aktiviteleri

Kalkonlar, flavonoid ailesinin Onemli bir iiyesidir. Meyveler (domates ve
narenciye), kabuklu yemigler ve sebzeler gibi bir¢ok yenilebilir bitkide bulunurlar. Dogal
kalkonlar ve bunlarin sentetik analoglar1 ¢esitli farmakolojik aktivitelere sahiptir (8, 17,
18). Ayrica, zararli mikroorganizmalardan, boceklerden ve hayvanlardan korumak igin
bitkilerin ikincil metabolitleri olarak islev goriirler (19). Kalkonlarin; antikanser,
antioksidan, antimalaryal, antitiiberkiiler, antiviral, antiinflamatuar, antidiyabetik,
antihistaminik, antiiilser ve antibakteriyel gibi ¢ok genis farmakolojik 6zelliklere sahip
oldugu bildirilmektedir (8, 11, 12, 19). Ayrica kalkonlar, pirimidin tiirevleri gibi
farmakolojik olarak aktif heterosiklik bilesiklerin sentezi i¢in baslangic maddesi olarak
kullanilirlar. Ayrica endiistride stabilize edici ve tatlandirici ajanlar, analitik ve

spektrometrik reaktifler olarak kullanilirlar (8, 11, 20).
2.1.2. Klinik Uygulamada Kalkonlar

Kalkonlar, genis farmakolojik aktivitelerinin yani sira sentezlenmesinin basit
olmasi nedeniyle yogun arastirmalara maruz kalmistir. Tablo 1'de gosterilen kalkonlar,

klinik uygulamada kullanilan kalkonlara 6rnek teskil etmektedir (17).



Tablo 1. Onaylanmis ve klinik olarak test edilmis baz1 kalkonlar (Maciejewska’dan, 16)

flag Aktivite Etki Mekanizmasi
Mukozal koruyucu H2-reseptdr antagonisti, Helicobacter pylori
Sofalcone Helicobacter pylori biiylimesinin  iizerinde dogrudan bakterisidal etkiye sahiptir
inhibitorii ve anti-iireaz aktivitesine sahiptir
Metokalkon Koleretik ve diiiretik PCSK9 enzim inhibitorii

Isoliquiritigenin

Antioksidatif, antitimor
antiaging, anti-inflamatuar, anti
diyabetik

Tirozinaz inhibitdrii

NMDA reseptor antagonisti
GABA-A benzodiapin reseptorii
Pozitif allosterik modiilator

Antikanser, antioksidan ve anti-

Farnesoid X reseptor agonistim, NFkB

Ksantohumol inflamatuar inhibitorii ve NRF2 inhibitori
Damar koruyucu Oksidatif stres inhibitorii
Hesperidin- metil Antioksidan Sitokin liretiminin inhibitorii
kalkon Antienflamatuvar NF-kB (Niikleer Faktor kappa B) Inhibitorii
Noroprotektif

2.2. Pirimidin Tiurevleri

Yillar boyunca, heterosiklik bilesikler, tibbi kimya arastirmalarindaki genis
uygulamalar1 nedeniyle ¢ok dikkat ¢ekmistir. Heterosiklik bilesikler, en az iki farkli atoma
sahip halkali bilesiklerdir. Bu bilesiklerde en yaygin bulunan atomlar azot, oksijen ve
kiikdirttiir (21). Heterosiklik bilesikler dogada bol miktarda bulunurlar. Pirimidin halkas,
dogada yaygin olarak bulunan heterosiklik aromatik bir bilesiktir. Pirimidinler, nitrojen
bazlar1 olarak adlandirilan nitrojen igeren molekiillerin en 6nemli iki biyolojik ailesinden
biridir (21, 22). Pirimidin halkasi ¢ok sayida dogal bilesigin yapisinda yer alir. DNA’nin
yapisinda bulunan timin bazi, RNA’nin yapisinda yer alan urasil bazi, DNA ve RNA’nin
yapisinda yer alan sitozin bazi, pirimidin halkasi igerir. Pirimidinler ve tiirevleri, birgok
dogal iiriin ve ilacta sik¢a bulunur. Antiviral, antioksidan, antihelmintik, antimikrobiyal
(23), anti-hepatit (24), anti-inflamatuar ozellikler (25), kanser kemoterapisinde (26) ve
kizamik hastalig1 tedavisinde (27) gibi ¢ok ¢esitli biyolojik aktiviteler gosterirler.

Tiyopirimidinler, antiviral, antitimor, anti-inflamatuar, analjezik, antikanser,
herbisidal, antileishmanial, antineoplastik, antioksidan, antimikrobiyal ve antitiiberkiiler
Ozellikler gosterir (23-25, 28-31). 2-merkaptopirimidinler olarak da adlandirilan 2-
tiyopirimidinler, pirimidinlerin en Onemli simiflarindan biridir. Kardiyotonik ilaglar,
antitliberkiiler ve antiinflamatuar ajanlarin hazirlanmasindaki genis uygulama alanlar
nedeniyle ilgi ¢ekici molekiillerdir (32-34). Tiyopirimidinlerin, akciger, karaciger, kolon

ve prostat hiicre hatlarina kars1 gliglii antitiimor aktiviteye sahip olduklar: bildirilmistir (32,



34, 35). Ayrica tiyopirimidin ¢ekirdegi igeren bilesiklerin 6nemli anti HIV aktivitesine
sahip oldugu rapor edilmistir (36).
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Sekil 5. Pirimidin ve tiyopirimidinin kimyasal yapilar1 (Lagoia’dan, 21; Khaldi’den, 23)

Aminopirimidin-2-on/tion tiirevleri, organik kimyada énemli bir baslangi¢ bilesigi
olarak goriilmektedir. Iyi bilinen kimyasal ve biyolojik &zellikleri nedeniyle, kalkon
tirevlerinin tiyoiire ile reaksiyonundan 2-tiopirimidin tiirevlerinin sentezi elde
edilebilmektedir (9, 37). Pirimidin ve tiyopirimidinin kimyasal yapilar1 Sekil 5’de
gosterilmektedir. Pirimidin yapist gosteren bilesiklerin farmakolojik etkilerinin olmasi
sebebiyle bu bilesiklerin sentezi giiniimiizde olduk¢a yogun bir arastirma konusunu

olusturmaktadir.
2.3. Serbest Radikaller

Serbest radikal, dis yoriingesinde bir veya daha fazla eslesmemis elektron igeren ve
bir atom veya molekiil olarak tanimlanabilmektedir. Bu molekiiller, eslenmemis
elektronlara sahip oldugundan dolay1 son derece reaktif ve kararsiz olarak bilinirler (1). Bu
nedenle protein, lipit, koenzimler, niikleotit ve DNA gibi ¢evrelerindeki ¢ogu molekiille
tepkimeye girme egilimleri olduk¢a yiiksektir ve dolayisiyla zararli etkiler meydana
getirirler (38, 39). Diabetes mellitus, nérodejeneratif hastaliklar, romatoid artrit, katarakt,
kardiyovaskiiler hastaliklar, solunum hastaliklar1 gibi ¢esitli insan hastaliklarinda ve ayrica

yaslanma siirecinde artan oksidatif strese yol agmaktadir (40, 41).

Reaktif oksijen tiirleri (ROT), oksidatif fosforilasyon sirasinda Oj'nin kismi
indirgenmesi nedeniyle olusan oldukca reaktif oksijen tlirevleridir. Siiperoksit radikali,
oksijen metabolizmasinin ilk ara trliniidiir. Stiperoksit radikali, hidroperoksil radikalini
olusturmak i¢in diisiik pH'da protonlanir. Siiperoksit radikali, hidrojen peroksit iiretiminde

ve viicuttaki ge¢is metallerinin indirgenmesinde rol oynar (42, 43).



Reaktif bir serbest radikal olan hidroksil radikali (OH"); karbonhidratlar, DNA,
lipidler ve proteinler dahil olmak {izere hem organik hem de inorganik molekiillerle
reaksiyona girebilir. H,O,, metal iyonlar1 (Fe*? veya Cu*) ile reaksiyona girdiginde Fenton
reaksiyonu gergeklesir. Haber-Weiss reaksiyonunda siiperoksit radikali ile H20;

reaksiyona girer (44).

Hidrojen peroksit (H,O,), diger molekiillerden elektronlari yakalayan siiperoksit
veya molekiiler oksijenden olusan radikal olmayan bir oksidandir. (45, 46). Olduk¢a reaktif
olan hidroksil radikali, biyolojik molekiillerle reaksiyona girerek hasara neden olabilir. (1,

47).

Singlet Oksijen (10;), DNA ve doku hasarina neden olabilen olduk¢a giiglii bir
oksitleyici ajandir (48).

HOCI + H,0, — 10, + H,O + CI

HOCI, aktive edilmis notrofiller tarafindan {iretilen miyeloperoksidaz enzimi
tarafindan katalize edilen bir reaksiyonda hidrojen peroksit ve kloriirden iiretilen ana

oksidandir.
H,O, + CI' — HOCI + OH

HOCI, oksidasyon ve klorlama reaksiyonlarinda yer alan giiglii bir reaktif tiirdiir
(40). Askorbat, iirat, piridin niikleotidleri ve triptofan dahil olmak iizere tiyolleri ve diger

biyolojik molekiilleri oksitleyebilir.

Siiperoksidin protonlanmasi ile meydana gelen perhidroksil radikali (HOO"), yag

asidi peroksidasyonunu baglatabilir (49).

Stiperoksit ile nitrik oksit molekiillerin tepkimeye girmesi sonucu peroksinitrit anyonu
(ONOO) olugmaktadir. Peroksinitrit anyonu fizyolojik pH’da azotdioksit ve hidroksil
benzeri radikaller meydana getirerek DNA’nin pargalanmasina ve lipit peroksidasyonuna
neden olmaktadir (50, 51).

Nitrik oksit (NO), nitrik oksit sentetaz enzimi (NOS) ile L-Arginin ve oksijenden
tiretilir (52, 53). Sulu ortamda ¢ok kisa yar1 Omriine sahiptir ve bu nedenle oldukg¢a

reaktiftir.



2.3.1. Serbest Radikallerin Zararh Etkileri

Serbest oksijen radikallerinin neden oldugu oksidatif stresin kanser, diyabet,
norodejeneratif bozukluklar, bronsit, amfizem ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi ¢esitli

hastaliklarin etiyolojisinde rol oynadigi gosterilmistir. (54, 55).

Serbest radikaller, deoksiribozlar ve niikleotid bazlar1 ile kolayca reaksiyona
girerek DNA'ya zarar verebilirler. H,O; hiicre zarindan gegerek g¢ekirdege ulasabilir ve
DNA bazlartyla reaksiyona girerek DNA hasarina neden olabilir (56). Bazen bu DNA
modifikasyonlarinin onarilamadigi durumlarda mutasyon, fonksiyon kaybi ve hiicre 6liimii

meydana gelmektedir (57).

Serbest radikaller ayrica hiicre zarindaki kolesterol ve doymamis yag asidi ile
kolayca reaksiyona girerek lipid peroksidasyonuna neden olurlar.  Lipid
peroksidasyonunda, hiicre zarlarindaki doymamis yag asitlerinde bulunan konjuge ¢ift

baglardaki bir hidrojen atomu ¢ikarilir ve peroksi radikalleri meydana gelir (58, 59).

Kiikiirt igeren amino asitlere sahip proteinler serbest radikallerden oldukg¢a kolay
etkilenirler. Ozellikle bu etkilenme sonucunda karbon merkezli organik radikaller ile siilfiir
radikalleri meydana gelir (60, 61). Serbest radikaller proteinlerle etkileserek {iglinciil
yapilarinda degisikliklere neden olarak immiinoglobulin G, albiimin ve hem igeren
proteinler gibi bircok biyolojik molekiilii etkileyerek fonksiyonlarini bozarlar (42, 52, 62).
Serbest radikaller DNA, RNA ve proteinlere zarar vererek koroner kalp hastaligi, diyabet,
romatoid artrit, hipertansiyon, kanser ve yaslanma gibi cesitli patolojik durumlarin

gelismesine yol agabilir (42, 52, 63).
2.4. Antioksidan Savunma Sistemleri

Antioksidan sistem, serbest radikal siipiiriicii 0Ozellikleri sayesinde, serbest
radikallerin neden oldugu hiicresel hasar1 engeller. Viicutta serbest radikal tiretimi ile
antioksidan seviyeleri arasinda bir denge vardir ve artan radikal seviyeleri ile bu denge
bozuldugunda oksidatif stres ve patolojik olaylar meydana gelir. (39, 40, 42).
Antioksidanlar: baslica iki grup altinda siniflandirabiliriz (Sekil 6) (1).
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Antioksidanlar Antioksidanlar
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Ksantin Oksidaz Stiperoksit dismutaz Melatonin

(SOD) Seruloplazmin

Inhibitorleri Glutatyon peroksidaz Transferrin
_ - (GSH-Px) Ferritin
Gida Antioksidanlan Rtz bin

Glutatyon S-

Bitkise] Antioksidainlar Transferazlar (GST) (L':lumtyon
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Katalaz (CAT
. atalaz ( I) Laktoferrin
Mitokondriyal sitokrom Albiimin

oksidaz sistemi

Hidroperoksidaz

Sekil 6. Endojen ve eksojen antioksidanlarin siniflandirilmasi (Badem’den, 43)

2.4.1. Endojen Antioksidanlar

Endojen antioksidanlari, enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar olarak 2
gruba ayirabiliriz (1).
2.4.1.1. Enzimatik Antioksidanlar

2.4.1.1.1. Siiperoksit dismutaz (SOD)

Siiperoksit dismutazlar, siiperoksit (O,") radikalini molekiiler hidrojen peroksit ve
oksijene pargalanmasimi katalize ederler. Insanlarda, siiperoksit dismutazin ii¢ farkli
izoenzimi mevcuttur (1). SOD1 sitoplazmada, SOD2 mitokondride ve SOD3 ekstraselliiler
stvida bulunur. SOD1 ve SOD3 bakir (Cu) ve ¢inko (Zn) i¢erirken SOD2 manganez (Mn)
igerir (54, 64).
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SOD
20,"+2H° — " H,0,+0;

2.4.1.1.2. Katalaz (CAT)

Katalaz, hidrojen peroksitin suya ve molekiiler oksijene doniisiimiinii katalize eden
hemoprotein enzimidir. Katalaz, yapisinda bir hem grubu ve dort protein alt birimi yer alir.
Her alt birim bir hem grubu ve bir NADPH molekiilii bulundurur. Tiim acrobik hiicrelerde
bulunur. Cizgili kaslar, miyokard, bobrek, eritrositler ve karaciger katalazin en bol oldugu
yerlerdir (65).

CAT
2H,0p ——» 2H,0+ 0,

2.4.1.1.3. Glutatyon peroksidaz (GPx)

GPx
H,O0, + 2GSH —» GSSG + 2H,0
GPx
ROOH + 2GSH —» ROH + H,O + GSSG

GPx, hidrojen peroksit ve organik hidroperoksitlerin parcalanmasini katalize eder

(40).
2.4.1.1.4. Glutatyon S-transferazlar (GST)

GST, detoksifikasyon  metabolizmasinda ve lipit  hidroperoksitlerinin
detoksifikasyonunda gorev alir. GST hiicresel makromolekiilleri reaktif elektrofillerin
saldirisindan koruma islevi goren bir detoksifikasyon enzimidir. Ayrica hiicrede lipofilik
veya hidrofilik bilesiklerin baglanmasi, metabolize edilmesi ve taginmasinda goérev

almaktadir (1, 66).
2.4.1.1.5. Mitokondriyal sitokrom oksidaz

Mitokondriyal sitokrom oksidaz (COX), siiperoksit radikallerinin azaltilmasinda rol

oynar.
2.4.1.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Indirgenmis glutatyon, koenzim Q, albiimin, lipoik asit, bilirubin, transferrin,

melatonin, seruloplazmin ve firik asit enzimatik olmayan antioksidanlardandir (67).
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Melatonin:  Triptofandan  sentezlenen lipofilik  antioksidandir.  Oksijen

radikallerinin temizleyicisi olarak gorev yaptigi bildirilmistir (68).

Seruloplazmin: Fe*"yi toksik olmayan Fe** formuna oksitleyebilen bakir iceren
bir ferroksidazdir (69).

Transferrin, Laktoferrin ve Ferritin: Dolasimda bulunan serbest Fe**ii hiicrelere
tasir ve ferritin dokularda bulunan Fe*i baglar. Hiicredeki demir iyonlarimin (Fe*?)

miktarini azaltarak Fenton reaksiyonunun gelismesini engellerler (55).

Bilirubin: Hem proteinlerinin katabolizmasindan iiretilir. Bilirubin, hiicreleri lipid

peroksidasyonuna kars1 korur (70).

Glutatyon: H,0,, serbest radikaller, disiilfidler ve askorbik asiti indirgeyerek
hiicreleri oksidatif strese karst koruyan bir tripeptittir. Ayrica hiicredeki proteinlerin tiyol

gruplarinin (-SH) indirgenmis durumunu da korur (71).

Urik asit: Hidrofilik bir antioksidandir. Ayrica Fe ve Cu gibi gecis metallerini
selatlayabilir (72).

Albiimin: Miyeloperoksidaz enzimi tarafindan aktive edilmis fagositlerde tiretilen

hipoklordz asidin neden oldugu oksidatif stresin azaltilmasinda rol oynar (73).
2.4.2. Ekzojen Antioksidanlar

Ksantin oksidaz inhibitorleri: Ekzojen antioksidan olarak bilinen Allopurinol,
hipoksantinin ksantin ve irik aside oksidasyonu sirasinda ksantin oksidaz tarafindan

olusturulan ROT u azaltir (74).

NADPH oksidaz inhibitorleri: NADPH oksidaz, elektron donoérii olarak NADPH
kullanarak siiperoksit veya H,O; iiretmek igin elektronlarin O'ye transferini katalize eder.

Bu nedenle hiicre disi sivilarda ROT seviyelerinin artmasina katkida bulunur (1).

Gida antioksidanlari: Biitil hidroksianisol (BHA), Ter-butilhidrokinon (TBHQ)
ve Biitil hidroksitoluen (BHT) olarak bilinen gida antioksidanlari lipid peroksidasyonunu

onlemeye yardimei olmak igin gida koruyuculari olarak kullanilirlar (75, 76).

Bitkisel Antioksidanlar: En onemli dogal antioksidan maddeler bitkilerde
(sebzeler, meyveler, otlar, yagl tohumlar, tahillar) bulunur. Bu maddelerin antioksidan
ozelliklerini, flavonoidler, fenolik asitler, karotenoidler (A Vitamini), E Vitamini ve C

Vitamini gibi bilesenler olusturur (50, 77).
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2.5. Enzimler Hakkinda Genel Bilgiler

Enzimler, organizmadaki metabolik reaksiyonlar1 hizlandiran ve biyolojik
katalizorler olarak islev gdoren proteinlerdir. Enzimlerin katalitik aktivitelerinin kimyasal
katalizorlerden 10° -10™° kat daha fazla oldugu bilinmektedir. Enzimler oksidorediiktazlar,
transferazlar, hidrolazlar, liyazlar, izomerazlar ve ligazlar olmak tizere 6 sinifa ayrilir (43,

78, 79).

Oksidorediiktazlar: Oksidasyon indirgeme reaksiyonlarini katalize eden tiim

enzimler bu sinifa aittir. Tirozinaz enzimi bu smifin iyi bir 6rnegidir.

Transferazlar: Bir grubu (6rnegin, bir metil grubu veya bir glikozil grubu) bir

bilesikten (verici) digerine (alic1) aktaran enzimlerdir.

Hidrolazlar: C-C, C-N ve C-O baglarinin ve fosforik anhidrit baglar1 dahil olmak

tizere diger baz1 baglarin su yardimiyla hidrolitik ayrilmasini katalize ederler.

Liyazlar: C-O, C-N, C-S ve C-C baglarin1 hidrolitik ve oksidatif disindaki farkli

bir mekanizma ile yikan enzimlerdir.

Izomerazlar: Molekiil i¢i yeniden diizenleme ile bir molekiil i¢indeki yapisal veya

geometrik degisiklikleri katalize eden enzimlerdir.

Ligazlar: GTP veya ATP'deki bir difosfat baginin hidrolizi tarafindan saglanan

enerjiyi kullanarak iki molekiiliin birlesmesini katalize ederler.
2.5.1. Enzim Inhibisyonu

Enzim katalizli reaksiyonun hizin1 azaltabilen veya Onleyebilen maddelere

inhibitor, enzim katalizinin engellenmesine de inhibisyon denir.
2.5.1.1. Geri Doniisiimlii (Reversibl) Enzim Inhibisyonu

Tersinir enzim inhibisyonlarinda, substrat veya enzim konsantrasyonunda meydana

gelen bir degisiklik, inhibitér madde ile enzim arasindaki iliskiyi etkilemektedir (79).
2.5.1.1.1. Yarismal (Kompetatif) Enzim inhibisyonu

Substrata yapisal olarak benzeyen bir madde enzimin aktif bolgesine baglandiginda
substrat ile enzim arasindaki etkilesimi engelleyerek enzimin katalitik etkisini yavaglatir.
Ornegin, siiksinat dehidrojenaz tarafindan siiksinik asidin fumarik aside déniistiiriildiigii

krebs dongiisiinde, yapisal olarak fumarik aside benzeyen malonik asidin varligi bu
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reaksiyonu yavaglatir. Enzim katalizli bir reaksiyonda maksimum hizin (Vmax) yarisina
karsilik gelen substrat konsantrasyonu Km degeri olarak ifade edilir. Azalan bir Km degeri,
enzimin substrata artan afinitesini gosterir. Yarismali enzim inhibisyonunda Vmax degeri

degismezken Km degeri artar (43, 79, 80).
2.5.1.1.2. Yarismal Olmayan (Nonkompetatif) Enzim Inhibisyonu

Inhibitdr ve substrat arasinda yapisal bir benzerlik yoktur. Inhibitdr, enzimin aktif
bolgesi disinda bir bolgeye baglanir ve iiriin olusum hizini azaltir. Bu inhibisyon tipinde

Km degeri degismeyip reaksiyonun Vmax degeri azalir (79).
2.5.1.1.3. Yarismasiz (Ankompetitif) Enzim inhibisyonu

Inhibitér, enzimin aktif bolgesinden farkli bir bolgeye geri doniisiimlii olarak

baglanir. Bu inhibisyon tipinde Vmax ve Km azalir (79).
2.5.1.2. Geri Doniisiimsiiz (Irreversibl) Enzim inhibisyonu

Inhibitér, enzimin aktif bolgesindeki fonksiyonel bir gruba kovalent olarak
baglanarak enzimi inaktive eder. Inhibitér-enzim bag1 o kadar giicliidiir ki, inhibisyon fazla
substrat ilavesiyle tersine g¢evrilemez (79). Bakteri hiicre duvarlarinda peptidoglikan
tabakasinin olusumundan sorumlu olan transpeptidaz enzimine geri doniisiimsiiz olarak

baglanan penisilin antibiyotikleri 6rnek olarak verilebilir (81).
2.5.2. Tirozinaz

Tirozinaz enzimi (EC 1.14.18.1) oksidorediiktaz sinifi i¢inde yer alan bir enzimdir.
Bu enzim ayni zamanda fenolaz, monofenol oksidaz, polifenol oksidaz veya katekolaz
olarak da bilinir (82).
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Tirozinaz, melanin {iretimi i¢in hiz sinirlayict enzimdir. Tirozinaz enzimi ile
tirozinden melaninin olusum asamalar1 sekil 8'de goOsterilmistir (86). Epidermiste
oksidasyon ve indirgeme siirecinde yer almaktadir. Enzimin katalize ettigi bu kimyasal
reaksiyonlar, melanogenez siirecinde temel 6neme sahiptir (82). Tirozinaz, bakteri, mantar,
bitki ve memelilerde melanin pigmentlerinin {iretiminde rol oynayan ve bakir igeren bir
oksidaz enzimidir. Monofenollerin difenollere ve ardindan kinonlara oksidasyonunu
katalize ederek etki etmektedir. Bu islemi, kinonlarin melanin pigmentlerine
polimerizasyonu takip etmektedir (84, 85). Tirozinazin etkisiyle ortaya ¢ikan asir1 pigment
tiretimi, deride hiperpigmentasyon ile ilgili farkli rahatsizliklara neden olabilir (87). Asiri
melanin  birikimi, insanlarda hiperpigmentasyon, ¢il, melazma, lentigo, efelid,
hiperpigmentasyon, gebelik yarasi, yaslilik lekeleri ve melanom gibi dermatolojik

durumlara neden olmaktadir (88).

Tirozinaz, dopaminin dopamin kinon tiirevlerine oksidasyonunu katalize edip
beyinde noromelanin birikimine neden olmaktadir. Parkinson hastaliginda néromelanin
iceren noéronlarn, o6zellikle de O©nemli nigra dopaminerjik noronlarin segici bir
dejenerasyonu vardir. Insan tirozinazinin substantia nigra'da asir1 ekspresyonu, nigral

dopaminerjik néronlarda ndromelaninin yasa bagli {iretimi ile sonuglanir.

Sekil 9. Melanin yapisi (Kondo ve Hearing’den, 85)

Ayrica tirozinaz sebze, icecek ve meyvelerde istenmeyen esmerlesmeden sorumlu
olup, besin kalitesinin diismesine ve ekonomik kayiplara neden olmaktadir (3, 89). Bundan
baska melanin, yara iyilesmesi sirasinda bocekler i¢in bir savunma molekiilii olarak énemli

bir role sahiptir (90).
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Bakteriyel melanin, bakterileri UV radyasyonundan (91) ve selat metallerinden
koruyarak cevresel stres altinda bakterinin hayatta kalmasina katkida bulunabilir (92).
Ayrica polimiksin B, kanamisin, tetrasiklin ve ampisilin gibi antibiyotikleri notralize

edebilir ve bu antibiyotiklerin gerekli inhibitér dozunu artirabilir (93).
2.5.2.1. Tirozinaz enziminin inhibitorleri ve aktivatorleri

Meyve veya sebzelerin kararmasi gibi istenmeyen reaksiyonlar1 6nlemek igin gida
endistrisinde tirozinaz inhibitérleri ve tirozinaz aktivatorleri iizerinde c¢alismalar
yapilmistir.  Sodyum dodesil siilfat (SDS) gibi deterjanlar, tirozinaz enzim
aktivatorlerindendir. Uziimlerden izole edilen tirozinaz aktivitesi, asidik bir ortama veya
iire ¢ozeltisine maruz birakildiginda 4-10 kat arttig1 bulunmustur. Aktivatorlerin etkileri,
tirozinazin optimum pH'ma, optimum sicakliina ve substrat 6zgiilliigiine baglidir. Bu
faktorler tirozinazin kaynagina gore degisir. Ornegin, turptan ekstrakte edilen tirozinazin
aktivitesini Cu®’nin arttirdifi, patatesten ekstrakte edilen tirozinazi ise etkilemedigi
belirtilmistir. Tirozinaz aktivatorlerinin etki mekanizmasi tam olarak anlasilmamistir.
Ancak bazi ¢aligmalar aktivatorlerin, tirozinaz gibi bakir igeren enzim monomerlerinden
oligomerler olusturarak enzimi biyolojik aktivite igin gerekli polimer yapisina getirdigini
gostermektedir (94, 95).

Karbon monoksit, siyaniir, askorbik asit, azidler ve sodyum dietil-ditiyokarbamat
(DICEA) gibi baz1 spesifik ligandlar tirozinaz enziminin prostetik grubundaki bakir ile
selatlanarak tirozinazi inhibe etmektedir. Floriir, bakladan elde edilen tirozinazi yarismal
olmayan bir sekilde inhibe ederken borat ve polivinilpirrolidin (PVP), tirozinazi yarigmali
olarak 1inhibe etmektedir. PVP gibi c¢oziinebilir polimerler tarafindan tirozinazin
inhibisyonu, ortama anyonik deterjan eklenerek tersine g¢evrilebilmektedir (95). Ayrica
fenil hidrazin, ferrosiyaniir, askorbik asit, hidroksil ve amin gallik asit gibi indirgeyici
maddeler mantardan izole edilmis tirozinaz enzimini inhibe eder. Bu maddeler tirozinazin
prostetik grubundaki Cu #'min indirgenmesine neden olmaktadir (96). Tirozinaz
inhibitorleri anormal melanin {iretiminin neden oldugu bir¢ok cilt bozuklugunun

tedavisinde kullanilabilmektedir (3).
2.5.2.2. Dogal Kaynaklardan Elde Edilen inhibitorler

Tirozinaz enzimi ig¢in inhibitor olarak kullanilan bilesiklerin ¢ogu bitki ve
mantarlardan elde edilmektedir (95). Fenoller, aldehitler ve diger tiirevler dogal

kaynaklardan elde edilen tirozinaz inhibitorlerindendir. Aloesin, anisik asit, arbutin, kumik
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asit, anakardik asit, p-kumarik asit, kemferol, 4-hidroksi-3-metoksi sinamik asit,
metallotiyonin, kojik asit, azelaik asit, agaritin, oksiresveratrol, 3,4-dihidroksi sinnamik

asit dogal tirozinaz inhibitorlerindendir (97).

Fenoller, kemferol, cesretin, gallik asit, luteolin 4'-0-glukozit ve luteolin 7-O-
glukozit gibi bir¢ok fenolik bilesik, enzimin aktif bolgesinde bulunan bakir ile selat
olusturma yeteneklerinden dolay1 dnemli bir tirozinaz enzim inhibisyonuna sahiptir (98).
Ayrica D-glukoz ile ¢apraz esterlesme ile olusturulan gallik asit ve tiirevlerinin giiclii
tirozinaz inhibitér etkilerinin oldugu bildirilmistir (99). p-Kumarik asit, tirozinazin
katekolaz ve kresolaz aktivitesini inhibe eder. p-Kumarik asit’in para pozisyonundaki

hidroksi grubu, kresolaz aktivitesini arttirirken katekolaz aktivitesini azaltmistir (97).

Oksiresveratrol, oldukga gii¢lii antitirozinaz aktivitesine sahip fenolik bir bilesiktir.
Inhibitér etkisinin, yapisinda ¢ok sayida hidroksi grubunun bulunmasindan kaynaklandig
diistiniilmektedir (100).

Bitkilerden izole edilen aldehitler ve tiirevlerinin, enzimlerin yapisindaki amino
gruplart gibi niikleofilik gruplarla reaksiyona girdigi bilinmektedir. Aldehit ve tiirevleri
enzimlerin yapisindaki amino gruplart ile etkilesimde bulunarak Schiff bazlarim

olustururlar ve bundan dolay1 antitirozinaz 6zellige sahip oldugu sdylenmektedir (101).

Mantar kaynaklarindan elde edilen tirozinaz inhibitorleri arasinda Kojik asit,
Azelaik asit ve Metallotiyonin bulunur (102). Kojik asit, tirozinazin yapisinda bulunan

bakir iyonunu selatlayarak enzimin aktivitesini dnemli 6l¢lide inhibe edebilmektedir (103).

Tirozinaz inhibitdrleri potansiyel antibakteriyel ajanlar olabileceginden tirozinaz
inhibitdrleri olarak adlandirilan tiim bilesikler i¢in antibakteriyel analizler yapmak faydali
olacaktir (104). Kojik asit, antibakteriyel aktiviteye sahip en yaygin kullanilan tirozinaz
inhibitorlerinden birisidir (105, 106). Kojik asit, arbutin, hidrokinon, L-askorbik asit,
ellagik asit ve azelaik asit gibi tirozinaz inhibitorleri cilt beyazlatma maddeleri olarak
kullanilmaktadir (105).

Hidrokinon (HK), memeli hiicrelerinde potansiyel olarak mutajeniktir. HK,
ignelenme hissi, tahrig, kontakt dermatit, gegici eritem, I6koderma, yanma, tirnaklarda
kestane lekeleri, hipokromi ve okronoz gibi bir dizi yan etkiye yol agabilir (107). HK,
giivenlik endiselerine ragmen diinya ¢apinda en ¢ok tercih edilen cilt beyazlatici bir

ajandir. HK, tirozinaz enzimini inhibe ederek melanine doniisiimii engeller. Ayrica DNA
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ve RNA sentezini, melanositlerde melanozomlarin olusumunu ve ayrismasini engeller.
Tirozinaz inhibitorlerinin yan etkileri konsantrasyona baghdir. Tahrig, kuruluk, kasimnti,
alerjik reaksiyonlar ve tirnak hiperpigmentasyonu gibi yan etkiler nedeniyle %5'ten yiiksek
konsantrasyonlar Onerilmez. Ayrica, uygulama alami disindaki bolgelerde de vitiligo
benzeri depigmentasyonlar olusabildiginden yan etkiler sadece uygulama yeri ile smirlt
degildir. HK, yiiksek reaktivitesinden dolayr melanositler igin giiclii sitotoksik ve
mutajenik bir bilesiktir (99, 108). Tirozinaz tarafindan metabolize edilince aktiflesen
Hidrokinon Monobenzil Eter, melanositlerde kalic1i hasara neden olan serbest radikalleri
olusturan tirozinaz inhibitoridir (95). Topikal kortikosteroidler cilt beyazlatma
aktivitesine sahiptir. Ancak yan etkileri nedeniyle uzun siireli kullanimlar1 kisithidir.

Siklikla kalic1 depigmentasyona neden olurlar (109).

Tretinoin, zayif bir cilt aydinlatma aktivitesine sahiptir. Melanin {iretimini
engelleyerek ve keratinositler i¢inde melanozomlarin yayilmasini saglayarak etki eder.
Ayrica epidermisin yenilenme hizin1 da arttirir. Uygulama yerinde tahris ve dehidrasyon

yaygin yan etkileridir.

L-Askorbik Asit, melanin olusumunu baskilar. Ayrica, oksitlenmis melanin
formlarin1  da azaltir. L-Askorbik asit 1siya duyarli oldugundan ve kolayca
pargalandigindan, cilt aydinlatma maddesi olarak kullanimi verimli degildir. Magnezyum-

L-askorbil-2-fosfat gibi daha kararli formlar gelistirilmis ve tipta kullanilmistir.

Retinoik Asit, tirozinaz ve tirozinaz ile ilgili protein 1 (TRP-1) sentezini inhibe
ederek melanin biyosentezini 6nemli Ol¢iide bloke eder. Yan etkileri arasinda hafif

kizariklik ve kuruluk yer alir.

Ellagik Asit, dogal olarak olusan bir polifenoldiir. Gii¢lii bir antioksidan gorevi
goriir ve tirozinaz aktivitesini bloke edebilir. Ellagik asidin bakir iyonlari ile kolaylikla
selat olusturarak tirozinaz aktivitesini azalttig1 diisiintilmektedir. Ellagik asit ¢oziinmez ve

bu nedenle biyoyararlanimi zayiftir (110).

Arbutin, tirozinaz enzimini inhibe ederek melanin sentezini azaltir veya inhibe eder.
Arbutin, yaban mersini bitkisinden elde edilen glikozillenmis bir hidrokinondur. Bir
tirozinaz inhibitorii gorevi goriir ve hidrokinondan daha giivenli bir terapdtik indekse

sahiptir.
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Azelaik asit, melazma ve post-inflamatuar hiperpigmentasyon ve akne tedavisinde
kullanilmaktadir. Azelaik asit de tirozinaz inhibitorii gorevi goriir ve hidrokinona alternatif

olarak onerilmistir (3, 111).

B3 vitamininin aktif formu olan Niasinamid, melanositlerden keratinositlere

melanozomlarin transferini engelleyerek etki gosterir (112).

Salisilik asit ve o-hidroksi benzoik asit, tirozinaz inhibitorleri olarak islev goriir
(113). Kojik asit, kanserojen olmasindan dolay1r kozmetikte kullanimi sinirlandirilmistir
(114, 115). Bu nedenle, ilag benzeri ozelliklere sahip yeni tirozinaz inhibitorlerinin

gelistirilmesine biiyiik ihtiya¢ duyulmaktadir.
2.5.2.3. Tirozinaz Inhibitérlerinin Uygulamalari

Tirozinaz inhibitdrleri baslica gida ve kozmetik endiistrilerinde kullanilmaktadir.
Tirozinaz, proteinlerin amino ve siilthidril gruplariyla etkilesir. Sebzelerin, iceceklerin ve
meyvelerin istenmeyen sekilde esmerlesmesine neden olarak, besin kalitesinin diigmesine
ve ekonomik kayiplara neden olur. Gida endiistrisinde meyve ve sebzelerin ekonomik
degerini korumak i¢in tirozinaz inhibitorleri kullanilsa da toksik olmayan tirozinaz

inhibitorlerine ihtiyag oldugu kabul edilmektedir (102, 116).

Melanin, bocekler i¢in bir savunma molekiilii olarak 6nemli rol oynar. Boceklerin
hayatta kalmas1 ve pestisit direnci i¢in gereklidir. Bu nedenle tarimda hasere kontroliinde

uygulanan stratejilerden biri de tirozinaz enziminin inhibisyonudur (117).

Melanin ayrica cildi UV ve ROT hasarina karsi korur. Hiicrelerde bulunan
pigmentlerin rastgele diizensiz dagilimi ile hiperpigmentasyon ya da hipopigmentasyon,
yasa bagli lekeler, ¢il, aktinik hasarlar ve melazma gibi dermatolojik rahatsizliklar
meydana gelebilir (3). Bu nedenle, farmasétik ve kozmetik endiistrilerinde, dogal kaynakli
ve melanin olusumunu engelleyen yeni tirozinaz inhibitérlerinin - bulunmasi

aragtirmacilarin ilgi odagi haline gelmistir.

Tirozin sinir hiicrelerinde L-DOPA'ya ve daha sonra bir dekarboksilasyon
reaksiyonu ile dopamine doniisiir (82). Tirozinaz, beyindeki dopaminerjik néronlar hasar
goriirse katekolamin sentezinin devamini saglar (Sekil 10). Dopaminin oksitlenmesi
sonucu okside dopamin tiirevleri olarak bilinen dopamin kinonlarin Parkinson hastalig ile
iliskili norotoksisiteye neden oldugu bildirilmistir. Bu nedenle Tirozinaz inhibitorleri,

Parkinson hastaliginin tedavisi i¢in yeni stratejilerden biri olabilir (4, 118).
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Sekil 10. Tirozinazin enzimatik etkisi sirasinda katekol o-kinonlarin ve diger reaktif
oksijen tiirlerinin tiretilmesi (Hasegawa’dan, 4)

2.6. Antibakteriyeller

Bakteriyel patojenlerde antibiyotik direnci endise verici seviyelere ulagmustir.
Antibiyotik direnci, bu ilaglarin asir1 ve yanlis kullanimi sonucunda ortaya ¢ikmigstir. Ne
yazik ki, antibiyotik kesfi ve gelisimindeki yavas ilerleme, klinik kullanim igin yeni
bilesiklerin sinirl bir mevcudiyetine yol agmistir, bdylece antibiyotik direncinin morbidite
ve mortalite oranlart lizerindeki yiikiinii agirlastirmistir (7). Antibiyotik direnci, saglik,
veterinerlik, gida ve tarim sektdrlerinin yanisira yasamin her agamasinda insanlar1 etkileme
potansiyeline sahiptir. Bu da onu diinyanin en acil halk sagligi sorunlarindan biri haline
getirmektedir (119). Bazi bakteriler belirli antibiyotik tiirlerine dogal olarak direnglidirler.
Bakteriler zamanla birgok direng 6zelligi kazanabildikleri i¢in farkli antibiyotik tiirlerine
kars1 direngli hale gelebilmektedir (120). Metisiline Direngli Staphylococcus Aureus
(MRSA), antibiyotige direngli bakterilerden birisidir. Tip merkezlerinde MRSA, cesitli
enfeksiyonlarin yani sira pnomoniye de neden olmaktadir. Treptococcus pneumoniae

bakterileri, pndmoni ve bir¢ok hastaliga neden olmaktadir.
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Yedigimiz gidalar Enterobacteriaceae tiirleri tarafindan kontamine olursa gida
zehirlenmesine veya gastroenterite neden olabilmektedir (121). Bu nedenle yeni
antibakteriyel ajanlarin kesfi giiniimiiziin 6nemli arastirma konularindan biri olmustur.
Antibiyotikler, bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde yogun ve bilingsiz olarak
kullanildiginda, direncli bakteri suslarinin ve antibiyotik direncinin ortaya ¢ikmasina neden
olmaktadir. Bu durum, morbidite, mortalite ve saglik bakim maliyetlerini artirarak ve
tedavi etkinligini azaltarak halk sagligi igin bir tehdit olusturmaktadir (122). Yeni
antibiyotiklerin gelistirilmesine ragmen; bakteriler tarafindan zamanla direncin yeniden
olusturulmas1 sorunu, bilim insanlarmi siirekli olarak yeni antimikrobiyal kaynaklari
kesfetmeye sevk etmistir (123). Antibakteriyel ilaglar igin ti¢ hedef vardir: (a) bakteri hiicre
duvari veya plazma zar1 biyosentezi; (b) bakteriyel protein sentezi; ve (c) bakteriyel DNA
replikasyonu ve onarimi (122). Antibiyotiklerin bakteriyel siirecleri nasil bozabilecegini ve

antibiyotik direncli bakterilerin kullandig1 yontemleri Sekil 11'de gosterilmistir (124).
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Makrolidier Makrolidler Trimetoprim
Aminoglikozidier Rifamisinler

Sekil 11. Antibiyotiklerin ana hedefleri ve bakteriyel direng mekanizmalari (117)
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Biyokimyasal Analizlerde Kullanilan Kimyasallar ve Coziiciiler

Bilesiklerin  sentez  ve  karakterizasyon ¢alismalarinda  kullanilan  2-
aminoasetofenon, 2,5-dimetoksi benzaldehit, 3-bromo benzaldehit, 3-kloro benzaldehit,
tiyoiire, metalik sodyum, etanol, metanol, DMSO (dimetil siilfoksit), etil asetat ve n-
hegzan Sigma-Aldrich (Munich, Almanya)’den temin edilmistir. NMR ¢oziiciisii olarak
DMSO kullamilmistir (Merck, %99.8). Biyolojik aktivite ¢alismalarinda kullanilan
tirozinaz, kojik asit, NaH,PO4, Na;HPO,, L-DOPA, TPTZ, HCI, FeCl;, asetik asit,
metanol, etanol, NaOH, troloks, Na,COs;, CuCl,.2H,0, NH4;CH3COO ve neokuproin
Sigma-Aldrich (Munich, Almanya)’den temin edilmistir. Biyolojik aktivite ¢aligmalarinda

kullanilan ¢6ziiciiler ve hazirlaniglar1 Tablo 2°de gosterilmistir.

Tablo 2. Biyolojik aktivite ¢alismalarinda kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlaniglart

Cozelti Hazirlanisi

HCI (40 mM): 25 mL saf suyun tizerine % 37’lik HCI’den 340 pL ilave edildi ve son hacim
100 mL olacak sekilde saf suyla tamamlandi.

TPTZ (10 mM): 234.249 mg TPTZ tartild1 ve 75 mL 40 mM’lik HCl i¢inde ¢oziildii.

FeCl; (20 mM): 324.4 mg FeCl; distile su ile 100 mL’ye tamamlandi.

Asetat Tamponu (300 2.325 g NaCH3COO.3H,0’ya 12 mL glasiyel asetik asit ilave edildi ve hacim

mM, pH 3,6) distile su ile 750 mL’ye tamamlandi.

FRAP Reaktifi Sirastyla 300 mM pH 3.6 asetat tamponu, 10 mM TPTZ, 20 mM FeCl;'in

10:1:1 oraninda karistirilmasiyla taze olarak hazirlandi.

Trolox (0.25 mg/mL) 2.5 mg trolox’un 10 mL metanol iginde ¢o6ziilmesiyle bir stok soliisyon
hazirlandi. Trolox 1000, 500, 250, 125, 62.5 uM konsantrasyonlarda
metanolle seyreltilerek hazirland:.

10 mM CuCl,.2H,0 92.4 mg CuCl,.2H,0 50 mL distile su ile ¢oziilerek hazirlandi (pH:7’ye NaOH
ilave edilerek ayarlandi).

1M CH3COONH;, 3.8 g CH3COONH, 50 mL saf su ile ¢oziildii (pH:7’ye NaOH ilave edilerek
ayarlandz).

75 mM Neokuproin 78 mg neokuproin 50 mL metanol iginde ¢oziildii.
¢oOzeltisi

L- DOPA c¢ozeltisi (2.5 0.0049259 L-DOPA 10 mL fosfat tamponu (pH 6.8) iginde c¢oziilerek
mM) hazirland:.

Kojik asit standard1 (500, 2.5 mg kojik asit 5 mL fosfat tamponu ¢ozeltisinde ¢oziildii. Hazirlanan 500
100, 50, 25 mg/mL) mg/mL  kojik asit ¢0Ozeltisi tampon ¢ozelti ile seyreltilerek istenilen
derisimlerdeki ¢ozeltileri hazirlandi.

Tirozinaz Enzim 1 mg tirozinaz 25 mL tampon iginde ¢6ziilmesiyle 25 m’Llik bir stok soliisyon
Cozeltisi (5571 U/mg) hazirlanir. Enzim ¢ozeltisi 5.16 mL stok ¢ozelti alinarak tampon ile 10 m’'ye
tamamlanarak hazirlanir.
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3.2. Biyokimyasal Analizlerde Kullanilan Cihazlar

Calismalarda kullanilan cihazlar marka/model olarak Tablo 3’de gosterilmistir.

Tablo 3. Calismalarda kullanilan cihazlar

Cihaz Ad1 Marka/Model
Hassas Terazi OHAUS Pioneer
Istticih Magnetik karistirict Heidolph MR
Vakum pompasi Millipore

Cam Geri Sogutucu PYREX™

NMR Spektrometresi

Bruker 400 MHz NMR cihazi,

UV Spektrofotometresi

Unicam UV2-100 spektrofotometresi

Kiitle Spektrometresi

Micromass Quattro LC-MS/MS

Elementel Analiz

Costech ECS 4010

Rotary evaporator

Heidolph Hei-VAP Precision

IR Spektrofotometresi

Perkin-Elmer 1600 FT-IR (4000-400 cm-1) spektrofotometresi

Erime noktasi belirleme cihazi

Thermo-var cihazi

pH metre

OHARUS

Saf Su Cihazi

Thermo Scientific

Vorteks karistirici

Heidolph Reax Top Vortex Mixer

Hassas Terazi

OHAUS Pioneer

Yari otomatik pipetler

Eppendorf

inkiibator

Memmer

Mikro plate okuyucu

BMG Labtech Spectrostar Nano

'H spektrumlart TMS pikine, APT spektrumlari ise DMSO ¢oziicii pikine (8 40.0
ppm) gore ayarlanmustir. Kiitle spektrumlari elektron sprey (ES/EI) yontemi ile tayin
edilmistir. Kolon kromatografisinde (KK) normal faz 230-400 mesh silika jel, normal faz
silika jel 60 F254 ve aliiminyum oksit kapl aliiminyum plakalar ince tabaka
kromatografisinde (ITK) kullamlmistir. Ince tabakada bulunan béliinmelerini kontrol
etmek i¢in kap iginde 254 nm'lik bir UV lambasi ve renklendirici olarak iyot (UV olmayan
aktif maddelerde) kullanilmistir. ITK islemlerinde ¢oziicii olarak kloroform ve metanol

kullanildi.
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3.3. Deneysel Calisma Asamasi
3.3.1. Bilesiklerin Sentezi, Saflastirmasi ve Karakterizasyonu Calismalar
3.3.1.1. A1-A3 No’lu Bilesiklerin Sentezi

Al-A3 No’lu amino sibstitiie kalkon bilesikleri, klasik Claisen-Schmidt
kondenzasyonu yontemi kullanilarak sentezlendi (125). Baslangig olarak 2-amino
asetofenon, sirasiyla bilesikler A1-A3'i elde etmek i¢in 2,5-dimetoksi benzaldehit, 3-
bromo benzaldehit, 3-kloro benzaldehit ile reaksiyona sokuldu. Reaksiyonda, baz olarak
NaOH ve ¢oziicli olarak etanol ile su kullanilmistir. Reaksiyonlar oda kosullarinda (= 25

°C) gergeklestirilmistir (126-128). Reaksiyonlar ve yapiliglar1 asagidaki gibidir.

[(E)-1-(2-aminofenil)-3-(2,5-dimetoksifenil)prop-2-en-1-on] (A1) Sentezi

o) NH,
OCHj
/@i/ 10'uk % NaOH %'
+ —_—
(o) Etanol
H,CO Z '

2-Aminoasetofenon 2,5-Dimet0ksibenzaldehit

Bir beher (250 mL) igerisinde, NaOH'yi (1g, 25 mmol) ¢6zmek i¢in saf H,O ve etil
alkolden (1:1, 10 mL) ¢oziicli karigim1 kullanildi. Reaksiyon karisimi, buz banyosunda
(0~5°C) sicaklikta sogutularak 15 dakika boyunca manyetik karistirici ile karistirildi. 2 ml
etil alkol i¢inde ¢oziinmiis 1,35 g (0.01 mol) 2-amino asetofenon, NaOH ¢d6zeltisine ilave
edildi ve 15 dakika boyunca karistirildi. 3 ml etil alkolde ¢6ziinmiis 1.66 g (0.01 mol) 2,5-
dimetoksibenzaldehit sogutulan ¢ozeltiye yavas yavas eklendi. Reaksiyon karigimi, oda
sicakliginda 12 saat karistirilarak ve TLC ile kontrol edilerek sonlandirildi. Cokelti, vakum
pompast kullanilarak siiziildii ve saf su ile yikandi. ITK kullanarak saflig1 kontrol edildi.

Olusan saf sar1 ¢okelti desikatorde kurutuldu.

Verim (%) 190

Rf : 0.66 (hegzan -dietil eter, 2:1)
Erime noktasi (°C) 101

'"H-NMR Spektrumu Ek1

3C-NMR (APT) Spektrumu : Ek 2

25



[(E)-1-(2-aminofenil)-3-(3-bromofenil)prop-2-en-1-on] (A2) Sentezi

] Fluk %0 NaOH
J_mml

2-Aminoasetofenon 3-Bromobenzaldehit A2

Bir beher (250 mL) igerisinde, NaOH'yi (1g, 25 mmol) ¢6zmek i¢in saf H,O ve etil
alkolden (1:1, 10 mL) ¢oziici karigimi kullanildi. Reaksiyon karisimi, buz banyosunda
(0~5°C) sicaklikta sogutularak 15 dakika boyunca manyetik karistirici ile karistirildi. 2 ml
etil alkol i¢inde ¢6ziinmiis 1,35 g (0.01 mol) 2-amino asetofenon, NaOH c¢ozeltisine ilave
edildi ve 15 dakika boyunca karistirildi. 3 ml etil alkolde ¢6zlinmiis 1.85 g (0.01 mol) 3-
bromobenzaldehit sogutulan ¢ozeltiye yavas yavas eklendi. Reaksiyon karisimi, oda
sicakliginda 12 saat karistirilarak ve TLC ile kontrol edilerek sonlandirildi. Cokelti, vakum
pompasi kullanilarak siiziildii ve saf su ile yikandi. ITK kullanarak safligi kontrol edildi.

Olusan saf sar1 ¢okelti desikatorde kurutuldu.

Verim (%) 192

Rf : 0.64 (hegzan -dietil eter, 2:1)
Erime noktasi (°C) : 97

'H-NMR Spektrumu :Ek 3

3C-NMR (APT) Spektrumu : Ek 4

[(E)-1-(2-aminofenil)-3-(3-klorofenil)prop-2-en-1-on] (A3) Sentezi

li:l] ik %0 NaOH
F1a|m]

2-Aminoasetofenon J3-klorobenzaldehit
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Bir beher (250 mL) igerisinde, NaOH'yi (1g, 25 mmol) ¢d6zmek i¢in saf H,O ve etil
alkolden (1:1, 10 mL) ¢oziici karigimi kullanildi. Reaksiyon karisimi, buz banyosunda
(0~5°C) sicaklikta sogutularak 15 dakika boyunca manyetik karistirici ile karistirildi. 2 ml
etil alkol i¢inde ¢oziinmiis 1,35 g (0.01 mol) 2-amino asetofenon, NaOH ¢d6zeltisine ilave
edildi ve 15 dakika boyunca karistirildi. 3 ml etil alkolde ¢6zlinmiis 1.40 g (0.01 mol) 3-
klorobenzaldehit sogutulan ¢o6zeltiye yavas yavas eklendi. Reaksiyon karisimi, oda
sicakliginda 12 saat karistirilarak ve TLC ile kontrol edilerek sonlandirildi. Cokelti, vakum
pompasi kullanilarak siiziildii ve saf su ile yikandi. ITK kullanarak safligi kontrol edildi.

Olusan saf sar1 ¢okelek desikatorde kurutuldu.

Verim (%) . 76

Rf : 0.63 (hegzan -dietil eter, 2:1)
Erime noktasi1 (°C) : 101

'"H-NMR Spektrumu :Ek5

B3C-NMR (APT) Spektrumu: Ek 6
3.3.1.2. B1-B3 No’lu Bilesiklerin Sentezi

[4-(2-aminofenil)-6-(2,5-dimetoksifenil)-3,4-dihidropirimidin-2(1H)-tion] (B1)

O
~ S
4 * )J\ T0-80 °C - & saal A+
HaN NH,  NaOEt

dpaLre

250 mL'lik bir balon igerisinde 5 mmol kalkon (A1) bilesigi, 20 mL kuru etanol ile
¢oziildi. Ardindan 0.38 g (5mmol) tiyolire ve 10 mL sodyum etoksit (g) ilave edildi.
Karisim, geri sogutucu kullanilarak ve azot atmosferi altinda 70-80°C sicakliklar arasinda
sitilarak  karistirildi. Reaksiyon Ince Tabaka kromatografisi (ITK) ile takip edildi.
Ardindan Reaksiyon karisimi bir gece boyunca bekletildikten sonra vakum pompasi
yardimiyla siiziildii. Elde edilen kati toplandi, su ile yikandi ve Etanol iginde tekrar
kristallendirilmistir. Olusan kristaller krozeden siiziiliip, liyofilizatorde kurutuldu ve saf
madde elde edildi.
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Verim (%) : 80

Rf : 0.68 (hegzan -dietil eter, 2:1)
Erime Noktasi (°C) : 194-195

'H-NMR Spektrumu Ek7

3C-NMR (APT) Spektrumu : Ek 8

LC/MS-MS Spektrumu "Ek9

FT-IR Spektrumu : Ek 10

[4-(2-aminofenil)-6-(3-bromofenil)-3,4-dihidropirimidin-2(1H)-tion] (B2)

" r
_ B o
i ) J\ 70-80 °C - 8 saat
‘ NH, “ HNT NH,  NaOER
¥ 5"

Tiyoiire

250 mL'lik bir beher igersinde 1.4 g (5 mmol) A2 kalkon bilesigi 20 mL etanol ile
¢oziildi. Behere 0.38 g (Smmol) tiyoiire ve 10 mL sodyum ekoksit ilave edildi. Karisim,
geri sogutucu kullanilarak ve azot atmosferi altinda 70-80°C sicakliklar arasinda 1sitilarak
karistirildi. Reaksiyon Ince Tabaka kromatografisi (ITK) ile takip edildi. Ardindan
reaksiyon karigimi etil asetat/su ile 3 kere ekstrakte edildi. Etil asetat kismi balona alinip
evapore edildi. Elde edilen ham karigim, hegzan-etil asetat 100 mL (4:1), 100 mL (4:2),
100 mL (1:1) ¢oziicii sistemleri kullanilarak kolon kromatografisiyle (2x50 cm, silika jel-
230-400 ag, 40 g) analiz edildi. Toplanan fraksiyonlar ince tabaka kromatografisi ile
kontrol edilmistir ve NMR cihaziyla yardimiyla saf yagli B2 bilesigi tayin edilmistir.

Verim (%) .48

Rf : 0.70 (hegzan-dietil eter, 1:3)
Erime Noktas1 (°C) - yagh

'"H-NMR Spektrumu ' Ek 11

3C-NMR (APT) Spektrumu : Ek 12

LC/MS-MS Spektrumu - Ek 13

FT-IR Spektrumu :Ek 14
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[4-(2-aminofenil)-6-(3-klorofenil)-3,4-dihidropirimidin-2(1H)-tion] (B3)

Ha H, NaOEr

5 3 2
B . Cl 5
‘ . ‘ . )J\ e -
- + —h.
4 3 3 M M
¥ ¥

Tiyotire

B3

250 mL'lik bir beher igersinde 1.5 g (5 mmol) bagil A2 Kalkon 20 mL etanol ile
¢oziildi. Behere 0.38 g (5mmol) tiyoiire ve yeni hazirlanmig 10 mL sodyum etoksit ilave
edildi. Karisim, geri sogutucu kullanilarak ve azot atmosferi altinda 70-80°C sicakliklar
arasinda 1sitilarak karistirildi. Reaksiyon Ince Tabaka kromatografisi (ITK) ile takip edildi.
Reaksiyon Ince Tabaka kromatografisi (ITK) ile takip edildi. Ardindan reaksiyon karisimi
etil asetat/su ile 3 kere ekstrakte edildi. Etil asetat kismi1 balona alinip evapore edildi. Elde
edilen ham karisim, hegzan-etil asetat 100 mL (4:1), 100 mL (4:2), 100 mL (1:1) ¢dziicii
sistemleri kullanilarak kolon kromatografisiyle (2x50 cm, silika jel-230-400 ag, 40 g)
analiz edildi. Toplanan fraksiyonlar ince tabaka kromatografisi ile kontrol edilmistir ve

NMR cihaziyla yardimiyla turuncu kat1 saf B3 bilesigi tayin edilmistir.

Verim (%) . 78

Rf : 0.69 (hegzan-dietil eter, 1:3)
Erime noktasi (°C) s yagh

'"H-NMR Spektrumu ' Ek 15

3C-NMR (APT) Spektrumu : Ek 16

LC-MS/MS Spektrumu s Ek 17

'"H-NMR Spektrumu ' Ek 18

3.3.2. Biyolojik Aktivite Calismalari
3.3.2.1. Sentezlenen Bilesiklerin Antioksidan Aktivite Calismalari

Sentezlenen bilesiklerin antioksidan aktiviteleri, ferrik indirgeyici antioksidan giic

(FRAP) ve Cu(ll) iyon indirgeme kapasitesi (CUPRAC) incelenerek belirlenmistir.
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3.3.2.1.1. Ferrik Indirgeyici Antioksidan Giic (FRAP) Tayini

Bu yoOntemin prensibi, antioksidanlarin varliginda Fe(Ill)-TPTZ (2,4,6-tris(2-
piridli)-S-triazin) kompleksinin mavi renkli Fe(Il)-TPTZ'ye indirgenmesine baglidir. Renk
yogunlugu antioksidanin giicii ile dogru orantilidir ve iiretilen renk 595 nm’de en yiiksek
absorbans degerini verir (129, 130). Bu yontemde, sentezlenen tiim bilesiklere ait
numuneler, 10 mg/mL konsantrasyonunda hazirlanmigtir. Troloks’un 62.5, 125, 250, 500,
1000 uM konsantrasyonlarinda hazirlanan metanolik ¢ozeltileri kullanilmistir. Deney,

asagida verilen prosediire uygun olarak gergeklestirilmistir.

Ik olarak FRAP reaktifi (taze olacak sekilde) ve test ¢dzeltileri hazirlanmistir. 50
uL numune/standart soliisyonlar1 test 1, test 2 ve test 3 ve numune kori tiiplerine
pipetlenmistir. Reaktif korii sirasia ise 50 uL numune/standart ¢oziiciisii pipetlenmistir.
Spektrofotometrenin dalga boyu 595 nm’ye ayarlanmustir. Test 1, test 2, test 3 ve reaktif
kori tiiplerine (20 sn araliklarla) 1.5 mL FRAP reaktifi ilave edilmis ve karistirilmistir.
Numune korii tiiplerine ise 1.5 mL su-metanol (2:3) (FRAP Reaktifi ¢oziiciisii) (20 s
araliklarla) ilave edilmistir ve karistirilmistir. Oda sicakliginda (25 °C) 20 dakika inkiibe
edilmistir ve absorbans degerleri 595 nm’de okunmustur. Calisma {i¢ tekrarh

gerceklestirilmistir.

Trolox’un standart kalibrasyon egrisi ¢izilmistir ve numunelerin FRAP degeri,
grafik yardimiyla bulunmustur. FRAP degerleri, g numune basina pM olarak

hesaplanmuistir.
3.3.2.1.2. Cu (II) iyonu Indirgeyici Antioksidan Kapasite (CUPRAC) Tayini

CUPRAC yontemi, elektron veren antioksidanlarin varliginda bakir(IT)-neocuproin
kompleksinin (Cu(ll)-Nc) bakir(I)-neocuproine (Cu(l)-Nc) indirgenmesi esasina dayanir.
Olusan sari-turuncu (Cu(l)-Nc) kompleksin yogunlugu 450 nm’de spektrofotometrik
olarak Olciiliir. Absorbans degerleri, test edilen bilesiklerin antioksidan giicii ile dogru
orantilidir (130, 131). Bu yontemde, sentezlenen tiim bilesiklere ait numuneler, 10 mg/mL
konsantrasyonunda hazirlanmistir. Troloks’un 62.5, 125, 250, 500, 1000 uM

konsantrasyonlarinda hazirlanan metanolik ¢ozeltileri kullanilmistir.

Prosediirler sirasiyla; Test c¢ozeltileri ve reaktifler hazirlanmistir (3 paralel
calisilmistir). 500 puL numune/standart test 1, test 2, test 3 ve numune korii tliplerine

pipetlenmistir. Reaktif kori tiiplerine 500 pL numune/standart ¢oziiciisii eklenmistir.
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Spektrofotometre 450 nm dalga boyuna ayarlanmigtir. Tim tiiplere 1000 pL
NH4CH3COO ¢ozeltisi ve 1000 uL CuCl,.2H,0 ¢ozeltisi eklenmistir. Test 1, test 2, test 3
ve reaktif korii tiiplerine 1000 uL neocuproin reaktifi eklenirken, numune korii tiiplerine
1000 pL metanol (neocuproin reaktifi ¢oziiclisi) 20 saniye arayla pipetlenmistir.
Karanlikta oda sicakhiginda (25 °C) 30 dakika bekletilmistir. Ilk tiipten baslanarak 30
dakika sonra ilk tiip alinip plastik bir kiivete aktarilmistir ve 450 nm’de tiim tiiplerin
absorbanst okunmustur. Sonuglar TEAC (Trolox esdeger antioksidan kapasite) (uM)

olarak ifade edilmistir.
3.3.2.2. Tirozinaz Inhibitér Aktivitesi Tayini

Orneklerin tirozinaz enzim inhibisyonu aktivitesi L-DOPA substrat1 ile dopakrom
metoduna gore belirlenmistir (43). Sentezlenen bilesikler fosfat tamponu (pH 6.8) ve
DMSO ile c¢oziilmiistir ve 10 mg/mL konsantrasyonunda ¢ozeltileri hazirlanmistir.
Numuneler ve standart (a-kojik asit) fosfat tamponu (pH 6.8) ile 25, 50, 100 ve 200 pg/mL
konsantrasyonlarda olacak sekilde seyreltilmistir. Orneklerin 6lgiimleri, 96 kuyucuklu bir
mikroplaka kullanilarak 492 nm dalga boyunda bir ELISA okuyucusu kullanilarak
yapilmistir.

Deney protokolii A, B, C ve D harfleri verilerek olusturulmustur. Bu harfleri i¢ceren

kuyucuklara

A: 40 pL tirozinaz ¢ozeltisi (46 tinite/ mL), 120 pL fosfat tamponu (pH=6.8);

B: 160 pL fosfat tamponu (pH 6.8);

C: 40 pL tirozinaz ¢ozeltisi (46 {inite/ mL), 40 pL numune/standart ¢ozeltsi, 80 pL
fosfat tamponu (pH 6.8);

D: 40 pL numune/standart ¢ozeltsi, 120 pL fosfat tamponu (pH 6.8) eklenmistir.

Karigimlar 23 °C’de 10 dk inkiibasyona birakilmistir. Her bir karigima 40 pL L-
DOPA cozeltisi ilave edilmistir. Tekrar 23 °C’de 10 dk inkiibasyon gerceklestirilmistir.
Daha sonra mikroplaklar ELISA cihazina yerlestirilmistir. 490 nm dalga boyunda

orneklerin ve kontrol numunesinin absorbanslar 6lgiilmiistiir.

Absorbans degerlerini hesaplamak i¢in asagidaki formiil kullanilmistir. Degerler
yerlerine yazilarak drneklerin tirozinaz enzim inhibisyon degerleri bulunmustur. Her 6rnek
3 paralel olacak sekilde ¢alisilmistir.

% Inhibisyon = [ (A-B)- (C-D) ]/ (A-B) ] x100
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Buldugumuz sonuglar madde miktarinin logaritmasi ile % enzim inhibisyon (absis-
ordinat) degerleri grafige gecirilmistir. Elde edilen denklemden numunelerin enzim iizerine

olan IC50 degerleri hesaplanmustir.
3.3.2.3. Antimikrobiyal Aktivitelerin Belirlenmesi

Tez kapsaminda sentezlenen bilesiklerin antimikrobiyal aktivitelerinin tayin
edilmesinde Agar Kuyucuk Diflizyon Yontemi kullanilmistir. Caligmalar sirasinda
kullanilan test mikroorganizmalar1 Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Staphylococcus
epidermis (ATCC12228), Bacillus cereus (RSKK709), Escherichia coli (ATCC 25922),
Candida albicans (ATCC 10231) olarak belirlenmistir. Slyvka ve ark. (2022)’nin
yonteminde modifikasyonlar yapilarak ¢aligilmistir (132). Agar kuyucuk diflizyon testi igin
121 °C’de 15 dakika sterilize edilen Muller Hilton Agar, steril kabin i¢inde 20-25 mm
kalinliginda olacak sekilde petrilere dokiilmiistiir. Soguduktan sonra, bakteri yogunlugu 0.5
Mc Farlanda, maya yogunlugu 2.0 Mc Farlanda ayarlanmis olup ekiivyon ¢ubuguyla agar
yiizeyine yayilmistir. Sonrasinda agar ylizeyinde 6-7 mm capinda kuyucuklar acilmis ve
her bir kuyucuga 75 pL test bilesigi fraksiyonu koyulmustur. Petriler Candida albicans
i¢in 25 °C’de diger mikroorganizmalar i¢in ise 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmigtir.
Siire sonunda kuyucuklarin etrafinda olusan inhibisyon zon c¢aplart (mm) Olgiilmiistiir.
Caligmamizda standart madde olarak bakteriler i¢in ampisilin (10 pg) ve mayalar icin

flukonazol (Spg) kullanilmistir.
3.3.3. Molekiiler Docking Calismalar:

Sentezlenen B1-B3 bilesiklerinin tirozinaz enzimini inhibe etme potansiyelleri
molekiiler kenetleme c¢alismalar1 i¢inden test edildii. AutoDock Vina V.1.2.0. yazilimi
kullanilarak, sentezlenen bilesiklerin, Agaricus bisporus kristal tirozinaz proteini (PDB
kodu: 2Y9X) aktif bdlgesine baglanma afiniteleri molekiiler hedefleme yoluyla test edildi.
Bunun i¢in baslangigta, 2Y9X iic boyutlu (3D) yapisinda bulunan su molekiilleri
uzaklastirildi. Daha sonra, kristalografik bozukluklar1 ve doldurulmamis degerlik
atomlarim1 hazirlamak, diizeltmek i¢in hizli hazirlama secenekleri (Quick preparation
options) kullanildi. CHARRM kuvvet alanlar1 uygulanarak protein enerjisi en aza indirildi.
Sonug olarak, yerlestirme islemi i¢in gerekli olan amino asitler tanimlandi ve hazirlandi.
Chem-Bio Draw Ultral7.0 kullanilarak test edilen bilesiklerin 2D yapilari ¢izildi ve SDF
dosyalar1 olusturularak kaydedildi. AutoDock Vina yazilimi kullanilarak kaydedilen
dosyalar agildi, 3D yapilar protonlandi ve MMFF94 kuvvet alan1 (MMFF94 force field) ile
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0.1 RMSD de sentezlenmis her bir serbest enerjisi (kcal/mol) minimize edildi. Daha sonra
ligand hazirlama araglar1 ile minimize edilmis yapilar Docking’e hazirlandi. Molekiiler
Docking islemi, AutoDock Vina programi arayiiziinde docking secenegi secilerek her birr
bilesik icin birbirinden bagimsiz deneysel siirecler olarak gergeklestirildi. Ligandlarin
serbest hareket etmesine izin verilirken reseptor baglanma bolgesi sabit tutuldu. Molekiiler
hedefleme esnasinda her molekiiliin protein ile on farkli etkilesim pozu liretmesine izin
verildi. Daha sonra A. bisporus tirozinaz aktif bolgesi ile en uygun pozlarin Docking
puanlar1 (Enzim ligand kompleksinin serbest baglanma enerjisi) elde edildi ve Discovery
Studio 2019 Client yazilimi kullanilarak enzim ligand kompleks yapilariin 3D
goriiniimleri ve protein-ligand etkilesimlerini rezidii seviyesinde belirten 2D Plot analiz

verileri olusturuldu.
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4. BULGULAR
4.1. Bilesiklere Ait Formiiller ve Adlandirmalar

Kimyasal sentez ¢alismalar1 sonucunda 3 adet 2-amino substitiieli kalkon bilesigi
sentezlendi. Sentezlenen kalkon bilesiklerine tiyoiire eklenerek ii¢ pirimidin-tiyon bilesigi
sentezlenmistir. Bilesiklere ait kodlar, formiiller ve adlandirmalar Tablo 4’de

gosterilmistir.

Tablo 4. Sentezlenen bilesiklerin kisa kodlar1, adlar1 ve kimyasal yapilari

Kod Bil. Adx Kimyasal yam

(2)-1-(2-aminofenil)-3-(2,5-dimetoksifenil)prop-2-en-1-

Al
on

A2 (E)-1-(2-aminofenil)-3-(3-bromofenil)prop-2-en-1-on

A3 (E)-1-(2-aminofenil)-3-(3-klorofenil)prop-2-en-1-on

B1 4-(2-aminofenil)-6-(2,5-dimetoksifenil)-3,4-
dihidropirimidin-2(1H)-tion

B2 4-(2-aminofenil)-6,-(3-bromofenil)-3,4-dihidropirimidin-
2(1H)-tion

B3 4-(2-aminofenil)-6-(3-klorofenil)-3,4-dihidropirimidin-

2(1H)-tion
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4.2. A1-B3 No’lu Bilesiklerinin Yapilarinin Aydinlatilmasi

Sentezlenen 6 adet (A1-A3, B1-B3) bilesiklerin yapilarinin aydinlatilmasinda NMR
(*H-NMR, C-NMR), LC-TOF-MS ve FT-IR spektroskopik yontemlerden
yararlanilmistir. Bilesiklere dair spektrumlar Ek 1-18’de verilmistir. Sentezlenen A1-A3
nolu kalkon bilesikleri bilinmekte olup veriler literatiirdeki kalkon bilesiklerinin verileri ile
uyumludur (133), ACD-NMR programindan (134) yararlanilarak desteklenmistir. Diger

sentezlenen B1-B3 bilesikleri bu tezde ilk defa sentezlenmistir.

[(Z2)-1-(2-aminofenil)-3-(2,5-dimetoksifenil)prop-2-en-1-on] (A1) Sentezi

Bilesigine ait spektral veriler asagida verilmistir.
'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds (8, ppm): 3.7, 3.8 (s, 6H, -OCH3), 8.1 (1H, H-3,d, J= 7.6
Hz), 6.8 (1H, H-2, d, J= 8.4 Hz), Ar-H: [ 7.5 (d, 2H), 7.5 (d, 1H), 7.4 (brs, 2H,-NH,),
7.2 (t,1H, J=8.0 Hz), 6.9-7.0 (m, 1H), 6.8 (d, 1H, J=8.0 Hz), 6.2 ( t, 1H, J= 8.0 Hz)].
BC-NMR (APT) (100 MHz, DMSO-dg (8, ppm): 191.1 (Cy), 134.6 (Cs), 123.7(Cy),

56.11, 56.55 (-OCH3), Ar-C: [153.7 (C), 152.8 (C), 152.5 (C), 136.7 (CH), 131.8 (CH),
124.3 (C), 117.9 (C), 117.9 (CH), 117.3 (CH), 114.9(CH), 113.6(CH), 112.8(CH)].

[(E)-1-(2-aminofenil)-3-(3-bromofenil)prop-2-en-1-on] (A2)

Bilesigine ait spektral veriler agagida verilmistir.
'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds (8, ppm): 8.0 (1H, H-3, d, J= 15.2 Hz), 7.5-7.6 (m, 1H,
H-2,), Ar-H:[8.1 (s, 1H), 8.1 (d, 1H, J=8.4 Hz), 7.8 (d, 1H, J= 7.6 Hz), 7.5-7.6 (m,
2H), 7.4 (brs, 2H,-NH,), 7.4-7.3 (m, 1H), 7.2-7.3 (m, 1H), 6.8 (d, 1H, J= 8.4 Hz)].
BC-NMR (APT) (100 MHz, DMSO-ds (8, ppm): 190.4 (C;), 134.9 (C3), 125.3(C,), Ar-

C: [152.6 (C), 140.6 (CH), 138.0 (C), 133.0 (CH), 132.1 (CH), 130.3(CH), 130.0(CH),
128.4(CH), 122.8 (C), 117.7 (C), 117.3(CH), 114.8(CH)].

[(E)-1-(2-aminofenil)-3-(3-klorofenil)prop-2-en-1-on] (A3) Sentezi

Bilesigine ait spektral veriler asagida verilmistir.

'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds ( 8, ppm): 8.08-8.04 (m, 1H, H-3),7.6 (1H, H-2, d, J=
15.6 Hz), Ar-H: [8.08-8.04 (m, 1H), 8.1 (d, 1H, J= 8.0 Hz), 7.7 (t, 1H, J= 8.0 Hz), 7.4-
7.7 (M, 4H,(2H/-NH,)), 7.2-7.3 (m, 1H), 6.8 (d, 1H, J= 8.0 Hz), 6.6-6.7 (m, 1H)].
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BC-NMR (APT) (100 MHz, DMSO-dg (8, ppm): 190.1 (Cy), 140.7 (C3), 125.3 (Cy), Ar-
C: [152,6 (C), 137.7 (C), 134.9 (CH), 134.2 (C), 132.0 (CH), 131.0 (CH), 130.8 (CH),
128.1 (CH), 128.0 (CH), 117.7 (C), 117.3 (CH), 114.8 (CH)].

[4-(2-aminofenil)-6-(2,5-dimetoksifenil)-3,4-dihidropirimidin-2(1H)-tion] (B1)

Bilesigine ait spektral veriler asagida verilmistir.
FT-IR (cm-1): 747, 1044, 1185, 1272, 1489,1557,1615, 2938, 3124-3374.

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg ( &, ppm): 8.7, 9.4 (s, 2H, pirimidin/-NH), 5.0 (s, 1H,
pirimidin-Hg), 5.2 (s, 1H, pirimidin -Hs), 4.8 (s, 2H, -NHy), 3.7, 3.6 (s, 6H, -OCHj3), [ar-H:
7.0 (t, 1H, J= 8 Hz), 6.7-6.8 (m, 2H), 6.8-6.9 (m, 2H), 6.6 (d, 1H, J=8 Hz), 6.5 (t, 1H, J=8
Hz)].

APT-NMR (100 MHz, CDCl; 8, ppm): 55.8, 56.4 (-OCH3), 50.5 (pirimidin-Cs), 101.9
(pirimidin-Cs), 133.5 (pirimidin-C,4), 176.0 (C=S), ar-C [112.4 (CH), 112.5 (CH), 113.9
(CH), 115.6 (CH), 116.6 (CH), 119.1 (C), 133.0 (C), 129.3 (CH), 129.7 (CH), 145.9 (C),
149.8 (C), 153.7 (C)].

LC/ MS-MS: (m/z) (%) [M-CH3+H,0+H]": 345.81 (100),calc. 345.42.

[4-(2-aminofenil)-6-(3-bromofenil)-3,4-dihidropirimidin-2(1H)-tion] (B2)

Bilesigine ait spektral veriler asagida verilmistir.
FT-IR (cm-1): 748, 1182, 1245, 1314, 1472,1501,1544, 1614, 3174-3314.

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg ( &, ppm): 9.0, 9.5 (s, 2H, pirimidin/-NH), 5.0 (s, 1H,
pirimidin-Hg), 5.1 (s, 1H, pirimidin -Hs), 4.9 (brs, 2H, -NH,), [ar-H: 7.5 (s, 1H, 7.5 Hz),
7.5 (d, 1H, J=8 Hz), 7.3-7.4 (m, 2H), 7.0-7.1 (m, 2H), 6.7 (d, 1H, J=8 Hz ), 6.5-6.6 (m,
1H].

APT-NMR, (100 MHz, CDCl3 8, ppm): 54.7 (pirimidin-Cs), 102.5 (pirimidin-Cs), 133.5
(pirimidin-C,), 175.05 (C=S), ar-C [115.94 (CH), 116.44 (CH), 126.01 (CH), 129.60 (CH),
129.7 (CH), 119.2 (C), 122.1 (C), 129.9 (CH), 130.8 (CH), 131.4 (CH), 145.9 (C), 147.1
©1

LC/MS-MS :(m/z) (%) [M("Br)]": 359.71 (85), hesaplanan, 359.41; [M(®'Br)]": 361.81
(100), hesaplanan, 361.41.
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[4-(2-aminofenil)-6-(3-klorofenil)-3,4-dihidropirimidin-2(1H)-tion] (B3)

Bilesigine ait spektral veriler asagida verilmistir.
FT-IR (cm-1): 781, 1179, 1245, 1315, 1473,1491,1539, 1614, 2924, 3178-3310.

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg ( &, ppm): 9.6, 9.8 (s, 2H, pirimidin/-NH), 5.1 (s, 1H,
pirimidin -Hs), 5.0 (s, 1H, pirimidin —Hg), 4.9 (s, 2H, -NHy), [ar-H: 7.3-7.4 (m, 4H), 6.9-
7.1 (m, 2H), 6.7(d, 2H, J=8.0Hz)].

APT-NMR (100 MHz, CDCl; 8, ppm): 54.6 (pirimidin-Cg), 101.8 (pirimidin -Cs), 133.8
(pirimidin-C,), 175.3 (C=S), ar-C [115.8 (CH), 116.6 (CH), 125.6 (CH), 126.8 (CH),
128.0 (CH), 129.6 (CH), 129.9 (CH), 131.1 (CH), 133.7 (C), 145.9 (C), 147.2 (C)]

LC/ MS-MS: (m/z) (%) [M+H,0]": 333.21 (100),hesaplanan, 333.50.

4.3. Sentezlenen Bilesiklerinde Antioksidan Aktivite Calismalarina Ait Bulgular
4.3.1. Ferrik indirgeyici Antioksidan Gii¢ (FRAP) Tayini Sonuclari

Sentezlenen bilesiklerin FRAP degerleri troloks standardinin kullanildigi
kalibrasyon egrisinden yararlanilarak bulunmustur. Troloks i¢in hazirlanan kalibrasyon
egrisi Sekil 12°de gosterilmistir. Bilesiklerin FRAP degerleri Troloks ile karsilagtirilarak,
TEAC (uM) olarak Sekil 13’de ve Tablo 5’de verilmistir.

1,000 ~
0,900 - y =0,0008x + 0,1091
0,800 - R?=0,997
0,700 -
0,600 -
0,500 -
0,400 -
0,300 -
0,200 +
0,100 +
0,000

Absorbans (595 nm)

0 200 400 600 800 1000 1200
Troloks konsantrasyonu (uM)

Sekil 12. FRAP tayininde kullanilan troloks’a ait kalibrasyon grafigi
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0,000

Al A2 A3 Bl B2 B3

Sekil 13. Sentezlenen bilesiklerin FRAP degerleri

4.3.2. CUPRAC Tayini Sonuglari

Sentezlenen bilesiklerin CUPRAC degerleri troloks standardi kullanilarak elde

edilen kalibrasyon grafiginden yararlanilarak bulunmustur. Troloks i¢in hazirlanan

kalibrasyon grafigi Sekil 14’de gosterilmistir. Bilesiklerin CUPRAC degerleri Troloks ile
karsilagtirilarak TEAC (uM) olarak Sekil 15°de ve Tablo 5’de verilmistir.

1,800 -
1,600 -
1,400 -
1,200 -
1,000 -
0,800 -
0,600 -
0,400 -
0,200 -
0,000

Absorbans (450 nm)

y =0,0017x - 0,0325
R2=10,999

200 400 600 800

Troloks konsantrasyonu (uM)

1000 1200

Sekil 14. CUPRAC tayininde kullanilan troloks’a ait kalibrasyon grafigi
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Tablo 5. Test bilesiklerinin antioksidan aktivite tayini sonuglari

6000,000
5000,000
4000,000

3000,000

TEAC (uM)

2000,000
1000,000

0,000

Al A2 A3 Bl B2 B3

Sekil 15. Sentezlenen bilesiklerin CUPRAC degerleri

Test Bilesikleri CUPRAC TEAC(uM) FRAP TEAC(uM)
Al 3602.745 + 3.69 2238.083 £3.26
A2 4474510 £ 1.04 1801.417 £ 1.69
A3 2729.255 £ 2.54 2043.917 £ 0.82
B1 4812.078 £3.73 5389.750 + 1.36
B2 2989.412 +1.98 3675.583 +3.07
B3 4172941 £2.15 4862.250 £2.17

4.4. Tirozinaz Inhibitor Aktivite Sonuclar

Sentezlenen bilesiklerin ve kojik asitin % inhibisyonu ve ICsq degerleri Tablo 6°da

gosterilmistir. Kojik asit standardinin ve sentezlenen bilesiklerin % tirozinaz inhibisyon

grafikleri Sekil 16-22’da verilmistir.

Tirozinaz Inhibisyon (%)

100,000
90,000
80,000
70,000
60,000
50,000
40,000
30,000
20,000
10,000

0,000

y =47,5x - 32,977

R2=0,9889

0,5 1

15

Log [C]

2

2,5

Sekil 16. Kojik asitin tirozinaz enzim inhibisyonu grafigi
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Tirozinaz Inhibisyon (%)
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5,000

0,000

y = 29,465x - 33,036

R?2=0,9832

¢

1,5 2 2,5

Log [C]

Sekil 17. A1 bilesigin tirozinaz enzim inhibisyonu grafigi

Tirozinaz inhibisyon (%)
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40,00
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0 0,5
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Sekil 18. A2 bilesigin tirozinaz enzim inhibisyonu grafigi
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Tirozinaz Inhibisyon (%)
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Sekil 19. A3 bilesigin tirozinaz enzim inhibisyonu grafigi

Tirozinaz inhibisyon (%)
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Sekil 20. B1 bilesigin tirozinaz enzim inhibisyonu grafigi

41




Tirozinaz Inhibisyon (%)
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Sekil 21. B2 bilesigin tirozinaz enzim inhibisyonu grafigi
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Sekil 22. B3 bilesigin tirozinaz enzim inhibisyonu grafigi
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Tablo 6. Bilesiklerin tirozinaz inhibisyonu sonuglari

Test Bilesikleri Konsantrasyon % Inhibisyonu 1C5 Degeri (ng/mL)
25 pg/mL 35.185+£2.04
. . 50 pg/mL 43.827 +1.08
Kojik Asit 58.832 £ 1.67
100 pg/mL 64.321 +1.37
200 pg/mL 95.062 +2.96
25 pg/mL 7.051+2.17
50 pg/mL 16.218 £1.08
Al 657.844+1.19
100 pg/mL 29.103 £2.37
200 pg/mL 45.192 £ 1.66
25 pg/mL 13.462 £ 1.04
50 pg/mL 27.564 +2.08
A2 138.151 +£0.94
100 pg/mL 46.603 £2.37
200 pg/mL 75.577 £ 1.06
25 pg/mL 19.872 £2.23
50 pg/mL 35.449 +1.38
A3 177.743 £ 1.10
100 pg/mL 41923 £1.19
200 pg/mL 63.782 +£2.77
25 pg/mL 13.462 £ 1.14
50 pg/mL 22.436 +1.35
B1 863.194 +1.98
100 pg/mL 31.410+2. 71
200 pg/mL 43.333+£2.09
25 pg/mL 26.282 +1.03
50 pg/mL 33.974 £ 1.88
B2 271.038 +1.87
100 pg/mL 42.115+£2.37
200 pg/mL 55.064 + 1.46
25 pg/mL 14.744 £2.44
50 ng/mL 21.795+1.78
B3 515.706 = 1.75
100 pg/mL 33.974 £2.32
200 pg/mL 48.654 + 1.43

4.5. Antimikrobiyal Aktivite Tayin Sonuclar

Sentezlenen bilesiklerin agar kuyucuk difiizyon yontemi ile olusturdugu inhibisyon

caplart mm olarak Tablo 7°de verilmistir.
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Tablo 7. Sentezlenen bilesiklerin agar kuyucuk difiizyon yontemi
inhibisyon ¢aplar1 (mm)

ile olusturdugu

Mikroorganizmalar ve Zon Caplar: (mm)

Gram negatif Gram pozitif Maya mantari

Ornek Escherichia Bacillus  Staphylococcus  Staphylococcus Candida

coli cereus aureus epidermidis albicans
Al 10£0.20 - 9+0.14 - 7+0.19
A2 11+0.24 - 9+0.14 - 540.11
A3 10£0.18 - - 12+0.71 5+0.12
B1 - - 10+0.71 - -
B2 10+0.28 11+0.71 19+0.58 15+0.77 8+0.14
B3 - - 19+0.36 - -
Ampicillin 10 15 35 30 -
Fluconazole = - - - 25

Ec: Escherichia coli, Sa: Staphylococcus aureus, Bc: Bacillus cereus, Ca: Candida albicans, Se:

Staphylococcus epidermidis, Amp.: Ampisilin, Flu.: Flukonazol.

4.6. Docking calismalarin sonuc¢lar:

Yapilan molekiiler hedefleme analizleri neticesinde, B1-B3 bilesiklerinin tirozinaz

enzimi tizerindeki inhibisyon etkileri arastirilmistir. Bu is i¢in bilinen bir tirozinaz

inhibitori olan Kojik asit, standart kontrol grubu olarak kullanilmigtir. Elde edilen

molekiiler hedefleme bulgular degerlendirildiginde, B1-B3 bilesiklerinin, tirozinaz aktif

bolgesine, daha diisiik serbest baglanma enerjisi varliginda yiiksek baglanma afinitesi

gosterdigi anlasilmistir (Tablo 8). Bu baglamda en diisiik baglanma enerjili bilesik olarak
B2 bilesigi belirlenmistir (Tablo 8) (Sekil 25).
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Tablo 8. Standart (Kojik asit) ve B1-B3 molekiillerinin tirozinaz enzimi aktif bolgesine kars1 baglanma afiniteleri (kcal/mol) ile ilgili serbest
baglanma enerjileri ve etkilesimlerde fonksiyon géren amino asit rezidiilerinin listesi.

B3 B2 B1 Kojik asit Bilesik
N1C(\C=C(/NC1=S)c2c(cccc2)N)c3cc NIC(C=C(/NC1=S)c2c(cccc2)N NI1C(\C=C(/NC1=S)c2c(cccc2)N)c3 _ _ _ o
(cce3)Cl )c3cc(cee3)Br c(cce(c3)0C)0C C1=C(0C=C(C1=0)0)C0o Bilesik Yapist
Baglanma
-7.1 -7.2 -7.0 -5.7 Afinitesi
(kcal/mol)

HIS61 HIS85 HIS244 VAL248
HIS259 ASN260 HIS263 PHE264

HIS61 HIS85 HIS94 HI1S244
GLU256 HIS259 ASN260
HIS263 PHE264 ARG268

HIS61 HIS85 HIS94 HIS259

HIS61 HIS85 HIS244 VAL248 ASN260 HIS263 PHE264

MET257 HIS259 ASN260 HIS263

Ligand-protein

ARG268 MET280 GLY281 SER282  MET280 GLY281 SER282  PHE264 ARG268 MET280 GLY281 SHE';ZJS% 'l"/i{igg it;;ié cthdlesimindek
VAL283 ALA286 PHE292 VAL283 ALA286 PHE292 SER282 VAL283 ALA286 readuler
PHE292 HIS296
HI1S296
Center
-10, -28, -44 -10, -28, -44 -10, -28, -44 -10, -28, -44
xy,2)
Docking size
21,21,21 21,21, 21 21,21, 21 17,17,17

.y, 2)




Kojic acid

H61 \ AN\

+*'V283 —/
*’ — . S282
] A286 i

A >
@ F292.°
. F264
/ -
s
HS
A HIS ALA
A6] 4263 A'286
VAL
HIS A283
A259
HS R SER
hae g P A282 _AMZEBTO
W
PHE o
A:292
GLY
ASH A281
A:260
PHE
A:264

Interactions
| van der Wasls 42 ',I Sgme

soger ord [ | A# Stackes

Sekil 23. Kojik asid ve A. bisporus tirozinaz enzim kompleksine ait 3D ve 2D gorselleri
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B1 Bilesigi

ARG
HIS AT58
AS51
HI5
4253
PIET
A257
PHE
47258
3 . L
- &
AL
&2:E3 G
A281
SER
A232

Sekil 24. B1 bilesigi ve A. bisporus tirozinaz enzim kompleksine ait 3D ve 2D gorselleri
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B2 Bilesigi

G281
( F264

.~ ‘?268

MET
A280
PHE
Wi A292
4283
StR
A2 (oW ;
A261
HE
& ALA
B3
28 - A286
“ HIS
) ASS
L33 =
ARG . A263 k]
A268 - Al
AN HiS
w260 A295
M3
ATSS
L
A2id
Isteractions
van der Waals I | A5t
Corweriony Hydrogen Bord B »& Saded
BN &-Caton Bl 5 Tshaped
A-Sgms . =12y

Sekil 25. B2 bilesigi ve A. bisporus tirozinaz enzim kompleksine ait 3D ve 2D gorselleri
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B3 Bilesigi

_ A286292
M280
/N
282/ 15281
., Hze3
' \R268
. F264
H259 Le
IN260 - /
‘\
_‘ ’/
|
A")V;'J A 20
-
A5
‘;;'I 29
(133 o A‘I?J—‘n.
AJSy A9
e h’:‘ ‘ﬂ
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Sekil 26. B3 bilesigi ve A. bisporus tirozinaz enzim kompleksine ait 3D ve 2D gorselleri

Yapilan detayli incelemelerde, 6zellikle enzim aktif bolge rezidiileri ile ligand

molekiiller arasinda olugsmus bag-bag etkilesimleri irdelenmistir. Kontrol ligandi kojik asit

ile tirozinaz enzimi 2D etkilesim verileri incelendiginde, kojik asitin enzim aktif bolgesine

baglandig1 esnada sadece bir adet hidrojen bagi olusturdugu goézlemlenmistir (Sekil 23).

Ancak B1 ve B3 molekiillerinin 2D etkilesim verileri irdelendiginde ise, yiiksek baglanma

afinitelerine ragmen, her iki bilesigin de enzim aktif bolgesine baglandig1 esnada herhangi

bir hidrojen bagi olusturmadiklari, diger bir deyisle inihibisyon etkilerinin ¢ok kuvvetli

olmadigr sonucunda varilmistir (Sekil 24 ve Sekil 26). Ancak molekiiler docking
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caligmalarina konu B2 molekiilii i¢in 2D etkilesim diizlemi incelendiginde, B2 ligandinin
tirozinaz aktif bolge rezidiileri ile toplamda ii¢ adet hidrojen bag1 yapabildigi belirlenmistir
(Sekil 25). Bu durum, deneysel inhibisyon verileri ile 6nemli 6lgiide Ortiisme saglamistir
ve deneysel verileri destekleyici Ongoriiler saglamistir. Zira B2 molekiiliiniin deneysel
inhibisyon verileri (IC50 degeri), Bl ve B3 molekiiline kiyasla daha diisiik olarak
belirlenmistir. Bu nedenle, molekiiler hedefleme verilerinin bu baglamda deneysel

inihibisyon analiz sonuglar ile paralellik gosterdigi sonucuna varilmaistir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Melanin, UV kaynakli cilt bozukluklarina karst koruyucudur. Ancak anormal
melanin iiretimi insanlarda hem estetik hem de patolojik bir¢ok soruna neden olur (97).
Tirozinaz enzimi inhibitorleri, cilt beyazlatma etkileri i¢in kozmetik ve farmasdtik
alanlarda kullanilmaktadir. Bu inhibitorlerin ¢ogu advers reaksiyona ve diisiik stabiliteye
sahip oldugu i¢in ilag pazarinda kullanimi kisithdir (3). Tirozinazin vitiligo tedavisinde
rolii bulunmaktadir. Tirozinaz inhibisyonu hayvanlarda ¢ok sayida calismanin konusu
olmustur, ancak insanlar tizerinde yapilan arastirmalar kisitlidir. Tirozinaz inhibitorlerinin
vitiligo tedavisindeki vyeri, tirozinaz inhibitorlerinin mekanizmalar1 ve aktivitelerini
dogrulamak, giivenlik ve etkinliklerini artirmak i¢in ¢ok sayida ¢alismaya ihtiya¢ vardir
(102). Eczacilik, pestisit, tip, gida ve kozmetik endiistrisinde tirozinaz enzimi 6nemli bir
enzimdir. ilaglarm ortaya cikardign yan etkilerin azaltilmasi ve insan sagligi refahinin
geligtirilmesi amaciyla sentezledigimiz bilesiklerin cilt problemleri tedavisinde
kullanilabilirligi ~ diisiincesiyle proje sekillendirilmistir. Bu baglamda amacimiz;
““Aminokalkonlardan 3,4-Dihidropirimidin-2-Tiyon Tiirevlerinin Sentezi,

Karakterizasyonu ve Biyolojik Aktivitesi’ni aydinlatmaktir.

Calismamizda sentezlenen bilesiklerin antioksidan aktiviteleri FRAP ve CUPRAC
tayin yontemleri kullanilarak ol¢tilmistiir. Bu metodlara gore Bl bilesiginin en yiiksek
antioksidan aktivite gosterdigi bulunmustur. FRAP ve CUPRAC yontemleri, bir
antioksidanin in vitro indirgeme giiclinii degerlendirmek i¢in yaygin olarak kullanilan
yontemlerdendir. Antioksidanlarin indirgeme giicii ile antioksidan aktivitesi arasinda yakin
bir iliski vardir ve antioksidan kapasitenin genellikle artan indirgeme giicii ile arttig1
goriilmektedir (130). Kalkonlar, gii¢lii antioksidan aktiviteleri ile bilinmektedirler. Fenil
halkalarinda izoprenil gruplari bulunan bir¢ok hidroksi kalkon bilesigi antioksidan
aktiviteye sahiptir (20). Butein, sappankalkon ve okanin gibi dogal 3,4-dihidroksi
kalkonlar etkili antioksidanlardir (135).

Sigcan beyni homojenatinda, broussokalkon, konsantrasyona bagh bir sekilde demir
kaynakli lipid peroksidasyonunu inhibe ettigi bulunmustur. Ayrica brussokalkon’un
biitillenmis hidroksil toluen kadar etkili oldugu bildirilmistir (136). Yapilan bir ¢alismada
broussokalkon ve 3-hidroksiksantoangelol’iin, a-tokoferolden daha fazla radikal siipiiriicii
etkiye sahip oldugu bulunmustur. Broussokalkon A’nin konsantrasyona bagli olarak NO

olusumunu azalttig1 bildirilmistir (137).
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Emelda ve ark. Claisen-Schmidt kondensyonu ile yedi kalkon tiirevi sentezleyerek
antioksidan aktivitelerini c¢aligmiglardir. Okolo ve ark.’nin yaptigi calismada kalkon
bilesiklerin, in vitro demir iyonu selatlama aktivitelerine bakilarak antioksidan
potansiyelleri agisindan degerlendirildiginde standart olarak kullanilan EDTA'dan daha
yiiksek aktivite gosterdigi bildirilmistir (138).

Prasad ve ark. 16 adet 4-aminokalkon tiirevi sentezlemistir. Bu bilesiklerin
stiperoksit temizleme aktivitesini, hidroksil radikali temizleme aktivitesini, ABTS radikal
katyon temizleme aktivitesini ve lipid peroksidasyon inhibitor aktivitesini incelemislerdir.
Bu ¢aligmadan, benzen halkasmnin orto ve/veya para pozisyonlarinda elektron veren
gruplarin yer degistirmesinin kalkonlarin antioksidan aktivitesini artirabilecegi sonucuna

varilabilir (139).

Cesitli kalkonlarin gram pozitif bakterilere karsi yiiksek antibakteriyel aktiviteye
sahip oldugu bildirilmistir. Kalkonlarin bircok mikroorganizmaya karsi koruyucu etkileri
vardir. Calismamizda sentezlenen bilesiklerin, orta diizeyde antibakteriyel ve antifungal
aktivite gosterdigi bulunmustur. Ozellikle B2 bilesigi, test edilen tiim mikroorganizmalara

kars1 antimikrobiyal etki gostermistir.

Sugamoto ve ark. sentezledikleri kalkonlarin antibakteriyal etkinligini gram negatif
bakterilere (Escherichia coli, Proteus mirabilis, Pseudomonas fluorescens) ve gram pozitif
bakterilere (Bacillus subtilis, Staphylococcus epidermidis, Micrococcus luteus) karsi
incelemislerdir. Tim kalkonlarin gram negatif bakterilere karsi etki gostermedigini
bulmuslardir.  4-Hidroksiderrisin, isobavakalkon, ksantoangelol, ksantoangelol F,
bavakalkon ve broussokalkon B’nin gram pozitif bakterilere kars1 aktif bilesikler oldugunu

bulmuslardir (140).

Inamori ve ark. Angelica keiskei kokiinden izole edilen ksantoangelol ve 4-
hidroksiderrisin’in gram pozitif patojenik bakterilere kars1 antibakteriyel aktivite
gosterdigini  bulmuslardir (141). Kromann ve ark., Licochalcone A'nin lipofilik

karakterinin antibakteriyel aktivite igin gerekli oldugunu gostermislerdir (142).

Hatano ve ark., glikofenon ve glikoizoflavanon’nun metisiline direngli
Staphylococcus aureus ve metisiline duyarli Staphylococcus aureus’e karsi giiglii
antibakteriyal etki gosterdiklerini bulmuslardir (143). Selvakumar ve arkadaslari,
kalkonlarin ve oksazolidinonlarin antibakteriyel aktivitesini sinerjize etmek amaciyla hem

kalkon hem de oksazolidinon kisimlarina sahip birkag¢ hibrit bilesik sentezlemislerdir ve
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antibakteriyel aktivitelerini arastirmislardir. Aromatik halka yerine heterosikller i¢eren
hibrit molekiillerin aktif oldugu rapor edilmistir (144). Tomar ve ark., Piperazin igeren bir
dizi kalkon sentezledikleri ve sentezlenen tiim kalkonlarin da giiglii antimikrobiyal etki
gosterdigi rapor edilmistir (145). Ozellikle 10 ve 15 numarali bilesiklerin, S. aureus ve E.
coli'ye karsi ¢ok giiclii aktivite gosterdigi belirtilmistir (145). Kozlowska ve ark.,
sentezledigi 18 aminokalkon tiirevlerinin antimikrobiyal aktivitesini incelemislerdir. 0.25-
0.5 mg mL™* konsantrasyon araliginda test edilen tiim suslarin biliylimesini tamamen
sinirlayan 4’-aminokalkon varliginda oldugu belirtilmistir. En giiclii bakteriyostatik
aktivitenin, MIC = 0,0625 mg mL™" ile E. coli ATCC10536'nn biiyiimesini énleyen yeni
3'-amino-4-benziloksikalkon tarafindan oldugu rapor edilmistir (127).

Bir¢ok kalkonun, ¢esitli maya ve mantarlarin biiyiimesini engelledigi gosterilmistir.
Kalkonlarin antifungal etki mekanizmasinin mantar hiicre duvarinin baskilanmasiyla
iligkili oldugu dusiiniilmektedir. EISohly ve ark., izole edilen tiim bilesikleri mantar
patojenleri, Candida albicans ve Cryptococcus neoformans'a karsi degerlendirmistir.
Isobavachalcone olarak adlandirilan bilesik 2°nin test edilen mantar patojenlerine karsi
inhibitor aktiviteye sahip oldugu bulunmustur (146). Lopez ve ark., A ve B halkalarinda
farkl stibstitiientlere sahip kalkonlarin dermatofitlere kars1 aktif oldugunu gostermislerdir
(147).

Tirozinaz inhibitorleri kozmetik, eczacilik, tip, gida ve tarimda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Daha giivenli ve daha etkili tirozinaz inhibitorlerinin gelistirilmesi dikkat
¢ekici arastirma konular1 arasindadir (140). Calismamizda 6zellikle A2, A3 bilesiklerinin
ve kojik asitin 1Csy degerleri sirasiyla 138.151+£0.94, 177.743+1.10, 58.832+1.67 ug/mL

bulunmustur.

Nerya ve ark., meyan ekstresinde glabren ve isoliquiritigenin (2',4',4-
trihidroksikalkon), hem mono- hem de difenolaz tirozinaz aktivitelerini inhibe edebildigini
gostermislerdir. Glabren ve isoliquiritigenin'in tirozinaz aktivitesi iizerindeki etkilerinin
doza bagimli oldugunu ve melanositlerde melanin olusumunu inhibe etme yetenekleriyle
iliskili oldugunu belirtmislerdir. izoflavenlerin ve kalkonlarin potansiyel cilt beyazlatict
ajanlar olarak disiiniilebilecegini bildirmislerdir (148). Yapilan bir ¢aligmada tetra-
stibstitiiec edilmis hidroksil gruplari olan kalkonlar sentezleyerek tirozinaz inhibitor

aktivitelerini incelemislerdir. 2,4,3',4’-hidroksikalkon ve 2,4,2'4'-hidroksikalkon’un ¢ok
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aktif tirozinaz inhibitérii oldugunu belirtmislerdir. 2,4,2'.4'-hidroksikalkon’un 0.02 uM

konsantrasyonda en giiglii tirozinaz inhibitor aktivite gosterdigini bulmuslardir (149).

Jun  ve ark,  sentezledikleri 2',4' 6'-trihidroksikalkon, 2,2',3,4'6'-
pentahidroksikalkon, 2',3,4,4'5,6'-heksahidroksikalkon, 2',4',6'-trihidroksi-3,4-
dimetoksikalkon ve 2,2'.4,4',6'-pentahidroksikalkon’un giiglii tirozinaz inhibitor aktivite
gosterdigini bildirmislerdir. Yapi-aktivite iligkisi agisindan kalkon iskeletindeki 2'.4',6'-
trihidroksil alt yapisinin tirozinaz aktivitesinin inhibisyonu ig¢in etkili oldugu O6ne
stirilmistiir (150). Radhakrishnan ve ark., aminokalkon tiirevi bilesikler sentezlemislerdir.
Bu bilesikler daha sonra murin B16F10 melanom hiicre dizilerinde tirozinaz ve
melanogenez iizerindeki inhibe edici aktiviteleri agisindan degerlendirilmistir. iki yeni
amino kalkon bilesigi, kontrol kojik asitten (ICsp: 22.83 puM) daha yiiksek tirozinaz
inhibitor aktiviteleri (sirasiyla 9.75 puM ve 7.82 uM ICso degerleri) sergilemistir. Bu
calismanin, yeni amino kalkon bilesiklerinin depigmentasyon etkisinin, tirozinaz
aktivitesinin inhibisyonuna atfedilebilecegini ve amino kalkonlarin, depigmentasyon
maddeleri veya esmerlesme Onleyici gida katki maddeleri olarak kullanim i¢in umut verici

bir aday oldugunu 6ne belirtmislerdir (128).

Yeni sentezlenen bilesikler ve tirozinaz arasindaki olasi etkilesimi tanimlamak igin,
AutoDock Vina yazilimi kullanilarak molekiiler docking ¢aligsmasi yapilmistir. Tirozinazin
katalitik merkezi, Sekil 23-26'de gosterildigi gibi HIS61, HIS85, HIS259, HIS263 ve
HIS296 dahil olmak {iizere coklu histidin rezidiilerini barindiran dar bir hidrofobik cep

olarak goriiniir (151). Etkilesim detaylar1 Sekil 23-26 ve tablo 8'de gosterilmektedir.

Standart kojik asitin baglanma modu, tirozinaz hedef bolgesine karst -5.7
kcal/mol'lik bir enerji baglanmas1 sergilemistir. Kojik asit, tirozinaz aktif bolgesinde yer
alan MET280 ile hidrojen bag1 yaparak etkilesime girmistir. Ayrica HIS263 ile Pi-Katyon
bag1 ve VAL283 ile Pi-Sigma bag1 olusturmustur.

Bilesik B1'in baglanma modu, tirozinaz hedef bdlgesine kars1 -7.0 kcal/mol'liik bir
enerji baglanmasi sergilemistir. HIS61, HIS85, HIS244 ve VAL248 ile 4 Pi-Alkil bag ile
etkilesir. Ayrica, GLY281, PHE264, VAL283 ve MET257 ile karbon-hidrojen, Pi-Pi T-

sekilli, Pi-sigma ve Pi-Siilfiir bag etkilesimleri olusturmustur.

Bilesik B2'nin baglanma modu, tirozinaz hedef bdlgesine karsi -7.2 kcal/mol'liik bir

enerji baglanmasi sergilemistir. HIS244, ASN260 ve GLY281 ile 3 hidrojen bag ile
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etkilesime girdigi anlasgilmistir. Ayrica, ARG268 ile Pi-Katyon bagi, HIS263 ve PHE264

ile Pi-Pi baglari olusturmustur.

B3 bilesiginin baglanma modu, tirozinaz hedef bolgesine karsi -7.1 kcal/mol'liik bir
enerji baglanmasi sergilemistir. Pi-Pi T-sekilli baglarla HIS263, PHE264 ve SER282 ile
etkilesime girmistir. Ayrica VAL283 ile Pi-Sigma bagi ve ARG268 ile Pi-Cation bagi

olusturmustur.

Bu tez caligsmasi ile birlikte, sentezlenen bilesiklerin biyolojik aktivite ¢aligsmalari
ve molekiiler docking calismalar1 gergeklestirilmis olup; ¢alismalardan elde edilen veriler,
bu bilesiklerle ilgili var olan literatiir boslugunun doldurulmasina katki saglayacaktir.
Yapilan biyolojik aktivite c¢alismalarinin sonuglari, bilesiklerin iyi bir antioksidan,
antimikrobiyal ve antitirozinaz etkiye sahip oldugunu gostermistir. Elde edilen veriler,
literatiirdeki boslugun doldurulmasinin yanisira bu bilesiklerle ilgili yapilacak daha ileri

calismalara zemin hazirlamasi yoniinden 6nem arz etmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Sentezlenen tiim bilesiklerin degisik diizeylerde antioksidan aktivite gdsterdigi
bulunmustur. Ozellikle B1 ve B2 bilesiginin antioksidan aktivitesi diger bilesiklere gore
daha yliksek tespit edilmistir. Bu bilesiklerin antioksidan etkileri, DPPH siipiirme aktivitesi
ve hidroksil radikal siipiirme aktivite deneyleri gibi farkli in vitro antioksidan test

teknikleri kullanilarak daha fazla arastirilabilir.

Tim bilesiklerin test edilen mikroorganizmalarin bazilarina karsi antimikrobiyal
etki gosterdigi bulunmustur. Ozellikle B2 bilesigi test edilen mikroorganizmalarin tiimiine
kars1 iyi bir antimikrobiyal aktivite sergilemistir. Daha fazla mikroorganizma kullanilarak

antibakteriyel etkinlik arastirilabilir.

Test edilen bilesikler, gesitli diizeylerde tirozinaz inhibitor aktivite gostermistir.
Ayrica sentezlenen bilesikler ve tirozinaz enzimi arasindaki baglanma afinitesi docking
calismalariyla dogrulanmistir. En yiiksek tirozinaz inhibisyonu gozlenen A2 ve A3
bilesiginin ICsy degerleri sirasiyla 138.1514+0,94 pg/mL ve 177,743+1,10 pg/mL olarak
tespit edilmistir. Bu nedenle bilesiklerin TRP1 ve TRP2 inhibe edici aktiviteleri de
arastirilabilir. Bilesiklerin murin melanom B16F10 hiicre kiiltiirlinde melanin icerigi ve

hiicre canlilig1 iizerindeki etkileri de degerlendirilebilir.

Proje sonucunda sentezlenen bilesiklerden elde edilen veriler 1s1ginda tirozinaz
enzim inhibisyonu iyi olan bilesiklerin insanlarda hiperpigmentasyon ve gidalarda
esmerlesme reaksiyonlarmin Onlenmesi agisindan kullanilabilirligi  konusunda daha

kapsamli aragtirmalar yapilabilir.
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Ek 1. A1 Nolu bilesigin 1H-NMR spektrumu, (400 MHz, DMSO-d6)
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Ek 2. A1 Nolu bilesigin 13C-NMR (APT) spektrumu, (100 MHz, DMSO-d6)
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Ek 3. A2 Nolu bilesigin 1H-NMR spektrumu, (400 MHz, DMSO-d6)
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Ek 4. A2 Nolu bilesigin 13C-NMR (APT) spektrumu, (100 MHz, DMSO-d6)
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Ek 5. A3 Nolu bilesigin
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Ek 6. A3 Nolu bilesigin 13C-NMR (APT) spektrumu, (100 MHz, DMSO-d6)
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Ek 7. B1 Nolu bilesigin 1H-NMR spektrumu, (400 MHz, DMSO-d6)
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Ek 8. B1 Nolu bilesigin 13C-NMR (APT) spektrumu, (100 MHz, DMSO-d6)
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Ek 9. B1 Nolu bilesigin LC/MS-MS spektrumu
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Ek 10. B1 Nolu bilesigin FT-IR spektrumu
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Ek 11. B2 Nolu bilesigin 1H-NMR spektrumu, (400 MHz, DMSO-d6)
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Ek 12. B2 Nolu bilesigin 13C-NMR (APT) spektrumu, (100 MHz, DMSO-d6)
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Ek 13. B2 Nolu bilesigin LC/MS-MS spektrumu
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Ek 14. B2 Nolu bilesigin FT-IR spektrumu
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Ek 15. B3 Nolu bilesigin 1H-NMR spektrumu, (400 MHz, DMSO-d6)
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Ek 16. B3 Nolu bilesigin 13C-NMR (APT) spektrumu, (100 MHz, DMSO-d6)
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Ek 17. B3 Nolu bilesigin
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Ek 18. B3 Nolu bilesigin FT-IR spektrumu

94.8 _

90 |
1724

85 1 1674

|
2924
80 1
3310

3178 ‘ |
75 ] 1872 938,

70 4
I I 1031

45 ‘

%T 65 4 .
wT | 1070 996

60 1

55 |
1539 781

50 4

473 669
45 | 1454 I

1179
691
40 ]

371

4000.0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 650.0
cm-1

89



