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ONSOZz

Hidrazonlar, bir hidrazinin bir keton ya da aldehit ile kondenzasyonu ile elde edilir.
Tipik olarak, keskin erime noktalarina sahip kristalin yapili bilesiklerdir. Hidrozonlar
ve tiirevi bilesikler, kimya alaninda bilesiklerden ¢ok amagli bir simiftadir. Son
yillarda hidrazonlar, anti kanser, anti viral, anti-bakteriyel ve anti fungal ajanlar
olarak potansiyel uygulamalar1 nedeniyle genellikle yogun olarak arastirilmaktadir.
Bu bilesikler metal koordinasyonunda ¢ok yonlu 6zellikler gostermekte ve biyolojik
aktiviteleri gecis metallerine baglanmalariyla genellikle artmaktadir. Selasyon
tedavisi, agir metal zehirlenmesi tedavisinde en basarili yontemdir. Endiistrilesme,
cevrede agir metallerin artisina neden olmus ve saglik tizerindeki zararli etkileri
sonucunda, agir metallerin tayininde ve uzaklastirilmasinda bu sonuca bagli olarak
ilgi olusmustur.

Bu nedenle, bu calismada ¢esitli hidrazon tiirevleri sentezlenmis ve yapilart X-Isim
(XRD), Nukleer Manyetik Rezonans (H-NMR), Fourier Doniisiimlii Infrared
Spektrofotometre  (FTIR), Ultraviyole-Gortnir — spektrofotometre  (UV-VIS)
taramalar1 ve elementel analiz ile aydinlatilmistir. Tiim yeni sentezlenmis bilesikler,
serbest radikal sonimleme aktivitelerinin 2,2-difenil-1-picrylhydrazyl (DPPH)
metodu ile goriintlilenmesi i¢in denenmistir. Ayrica, bu yeni bilesiklerin
saflagtirillmis insan serum paraoksonazl Uzerine inhibitor etkileri in vitro olarak
incelenmistir.

Bu yiiksek lisans tezi Aksaray Universitesi Arastirma Kurulu (proje numarasi: 2015-
085) tarafindan finansal olarak desteklenmistir. Bu destegi icin Aksaray
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OZET

YENI HIDRAZON TUREVLERININ SENTEZLENMESI, RADIKAL
GIDERME AKTiVITELERININ VE INSAN SERUMUNDAN
SAFLASTIRILAN PARAOKSONAZ-1 ENZiMi UZERINE IN VITRO
INHIBISYONETKILERININ ARASTIRILMASI

Bu c¢alismada, dort yeni hidrazon tiirevi sentezlenmis ve yapilar1 X-Istn1 (XRD),
Nikleer Manyetik Rezonans (H-NMR), Fourier Dontisiimlic  Infrared
Spektrofotometre  (FTIR), Ultraviyole-Gortnir — spektrofotometre  (UV-VIS)
taramalar1 ve elementel analiz teknikleri ile aydinlatilmistir. Tiim yeni sentezlenmis
bilesikler, 2,2-difenil-1-picrylhydrazyl (DPPH) ydntemiyle serbest radikal giderme
aktiviteleri i¢in taramaya tabi tutulmustur. En diisiik ICso degerine (0,185 mg/mL)
sahip B-2,4-MBPyH bilesigi, DPPH igin en yiiksek serbest radikal giderme aktivitesi
gostermistir.

Paraoksonazl (PON1: EC 3.1.8.1) yiiksek yogunluklu lipoproteinlere (HDL) sikica
bagli, yapisinda kalsiyum igeren bir metalo enzimdir ve memelilerde diisiik
yogunluklu lipoproteinlerin (LDL) oksidasyonuna kars1 koruyucu etkisi
bulunmaktadir. Bu calismada, insan serum paraoksonazl (hPON1) enzimi, iki-
asamali yontem ile; amonyum siilfat ¢Oktiirmesi ve Sepharose-4B-L-tirozin-1-
naftilamin hidrofobik etkilesim kromatografisi kullanilarak saflastirilmistir.
Saflagtirilan enzimin SDS-poliakrilamid jel elektroforezinde, 43 kDa molekiil
agirhiginda tek bir band gostermistir. Saflastirilan enzim 21,22 U/mg spesifik
aktiviteye sahiptir. Kullanilan yontem ile % 17,484 verim ve 561,375 saflagtirma
derecesine ulagilmigtir. Ayrica, paraokson substrat olarak kullanilarak, saflastiriimis
enzimin Ky ve Vpma degerleri sirayla 0,018496 mM ve 114,96 U/mL olarak
belirlenmistir. Bu ¢alismada, sentezlenen yeni bilesiklerin saflastirilmig hPON1
Uzerine in vitro inhibisyon etkileri de incelenmistir. Sonuglar, tiim hidrazin
tirevlerinin  hPON1 enzim aktivitesini derisime bagli olarak inhibe ettigini
gostermistir. Calisilan hidrazon tlirevleri arasinda, en diisiik ICsp degerine (0,0138
mg/mL) sahip B-2,3-MBPyH bilesiginin hPON1 aktivitesi icin en etkin inhibitor
oldugu bulunmustur. Bu ¢alisma, hPON1 aktivitesinin, ¢aligilan hidrazon tiirevlerine
kars1 oldukca yiiksek derecede hassas oldugunu gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Schiff Bazi, Hidrazon Turevleri, DPPH, hPON1, Inhibisyon,
Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi.



ABSTRACT

SYNTHESIS OF NOVEL HYDRAZONE DERIVATIVES, SCREENING OF
THEIR FREE RADICAL SCAVENGING ACTIVITIES AND EVALUATION
OF THEIR IN VITRO INHIBITORY EFFECTS ON PURIFIED HUMAN
SERUM PARAOXONASE-1

In this study, four new hydrazone derivatives were synthesized and their structures
have been elucidated by X-Ray Diffraction (XRD), Nuclear Magnetic Resonance (H-
NMR), Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), ultraviolet-visible
spectrophotometry (UV-VIS) scanning and elemental analysis techniques. All the
newly synthesized compounds were subjected to screening for their free radical
scavenging activity by 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) method. Compound B-
2,4-MBPyH with the lowest ICs, value of (0.185 mg/mL) showed the highest free
radical scavenging activity of DPPH.

Paraoxonase-1 (PON1: EC 3.1.8.1) is a calcium-dependent enzyme associated with
high-density lipoproteins (HDLs) and has a protective effect against oxidation of
low-densitylipoproteins (LDLs) in mammals. In this study, human serum
paraoxonasel (hPON1) was purified using two-step procedures, namely ammonium
sulphate precipitation and Sepharose-4B-L-tyrosine-1-naphthylamine hydrophobic
interaction chromatography. SDS—polyacrylamide gel electrophoresis of the purified
enzyme showed a single band with an apparent MW of 43 kDa. The purified enzyme
had a specific activity of 21.22 U/mg. The overall purification fold and yield were
found to be % 17.484 and 561.375 respectively. Furthermore, using the paraoxon as
a substrate, we determined the K, and Vnma values of the purified enzyme, as
0.018496 mM and 114.955 U/mL, respectively. In this study, in vitro inhibition
effect of these synthesized novel compounds on purified hPON1 were also
investigated by using paraoxon as a substrate. The results showed that all the
hydrazone derivatives inhibited the hPON1 enzyme activity in a concentration-
dependent fashion. Among the studied hydrazone derivatives, B-2,3-MBPyH was
found to be the most effective inhibitor for hPON1 activity, with the lowest 1Cs
values of (0.0138 mg/mL). The present study has demonstrated that hPON1 activity
is very highly sensitive to studied hydrazone derivatives.

Key Words: Schiff Base, Hydrazone Derivatives, DPPH, hPON1, Inhibition,
Hydrophobic Interaction Chromatography.
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1. GIRIS

1.1 Schiff Baz1 ve Hidrazon

Schiff bazlarinin ve tiirevlerinin ¢ok biiyiik kismi, oksijene geri doniistimli baglanma
yetenekleri [1], olefinlerin hidrojenasyonundaki katalitik aktiviteleri [2], amino grup
transferi [3], fotokromik o6zellikler [4] ve bazi toksik metaller {izerinden kompleks
yapabilme yetenekleri [5] gibi ilgi c¢ekici ve Onemli Ozelliklerinden dolay1
calisilmigtir. Schiff bazlarmin gecis metal iyonlara karsi selasyonu igin yiiksek
ilgisi, kat1 komplekslerinin hazirlanmasinda degerlendirilmistir. Schiff bazlar1 primer
aminlerin ve karbonil bilesiklerinin kondenzasyon iiriinleridir ve Nobel odiilli
Alman kimyact Hugo Schiff tarafindan 1864’te kesfedilmistir [6]. Schiff baz
ligandlari, koordinasyon kimyasi alaninda, Ozellikle Schiff baz komplekslerinin
gelistirilmesinde metal iyonlariyla potansiyel kararli kompleksler olusturma

kabiliyetleri nedeniyle dnemlidir [7].

1 /R
\
2/C_N

R

R

R, R? ve /veya R®= alkil veya aril

Sekil 1.1: Schiff bazlarinin genel yapisi.

Schiff bazi, aril ya da alkil grubuna bagli azot atomu {izerinden azot-karbon ¢ifte
bag1 iceren fonksiyonel gruba sahip bir bilesiktir. Genel olarak, R grubu organik yan
zincir olmak tizere R'R*C=NR? formiiliindedir. Schiff bazlar1, genel yapisi RCH=NR
olan ikincil aldiminlerden kucuk farkla (azometinlerde karbon grubuna hidrojen
atomu baglhdir) azometin yapisina benzerdir. R® grubunun bir fenil ya da substitiie
fenil oldugunda, bir anilinden tiiretilen Schiff baz anil olarak adlandirilabilir. Schiff
bazlar1 ayrica iminler olarak da ifade edilmektedir. Schiff bazi azotu iizerindeki
zincir, biyolojik sistemlerdeki transaminasyon ve rasemizasyon reaksiyonlarinin
mekanizmalarini agiklamaya yardim eden imin grubunu kararl hale getirir. iminlerin

hazirlanmasi i¢in en yaygin metot Schiff tarafindan kesfedilen 6zgiin reaksiyondur

[8].



Schiff bazi, C=0 grubunun C=N=R grubuyla yer degistirdigi aldehitin ya da ketonun
azot analogudur. Schiff bazin bir aldehit ya da ketondan olusumu tersinir bir
reaksiyondur ve genellikle asit veya baz katalizi altinda ya da 1sitma ile
gerceklesmektedir. Bu olusum, genellikle {iriiniin ayrilmasina ya da suyun
uzaklastirilmasina veya her ikisi ile tamamlanmaya siiriiklenir. Baz1 Schiff bazlar
aldehitlere veya ketonlara ve aminlere sulu asit veya baz ile, asagidaki gibi geri

hidrolize edilebilir (Sekil 1.2).

0 OH HR
I
R—C—R + R—NH, —— R—Cli—R =——= R—C—R + H0
- - . .NHR . . . . . .
Aldehit veya keton  Primer amin karbinolamin ~ N-ikame edilmis imin  Su

Sekil 1.2:Schiff baz olusumu.

Schiff bazlari, enzimin substratin amino veya karbonil grubu ile etkilesimini i¢eren
bir ¢cok enzimatik reaksiyonda onemli ara iirlinlerdir. Katalitik mekanizmanin en
onemli tlirlerinden biri, genellikle bir enzimde lizin kalintis1 iizerinden birincil amin
imin ya da Schiff baz olusturmak igin substratin karbonil grubu ile kondenzasyonunu
iceren biyokimyasal siireglerdir. Schiff bazlarmin karbon azot ¢ifte bagi, karbon-
oksijen cifte bagina benzer olarak metal hidriir kompleksleri tarafindan kolayca
indirgenir. Bu sekilde indirgenme, amino bilesiklerindeki C=N bagimin doniistimii
icin biiyiik olasilikla en etkili ve uygun yontemdir. Schiff bazlar1 antimikobakteriyel
[9-11], antimikrobiyal [12] ve antikonviilsan [13] gibi ¢esitli biyolojik aktiviteler
gosterirler[14].

Schiff baz kompleksleri, sentetik esnekligi ve yapisal ¢esitliligi nedeniyle gecis metal
koordinasyon kimyasindaki en Onemli stereokimyasal modellerden biridir [15].
Schiff baz kompleksleri genellikle koordinasyon kimyasinda kataliz, enzimatik
reaksiyon, manyetizma ve molekiiler yap ile ilgili ligand olarak kullanilmaktadir. Bu
baglamda, alken epoksidasyonuna karsi verici ve katalitik ozellikleri bakimindan
simetrik olmayan salen tipi ligandlara benzerlikleri nedeniyle hidrazon ligandlar1 da
onemlidir [16]. Hidrazon ligandlar1 genellikle analitik kimyada gecis metal
baglayicilar1 [17, 18] ve eser metal iyonlarinin tayininde selatlayici ajan olarak
kullanilmaktadir. Cesitli kimyasal ve fotokimyasal reaksiyonlarda [19, 20], fen ve
teknoloji, tip alanlarinda ¢esitli endlstriyel uygulamalarda [21] da genis

uygulamalara sahiptir.



Hidrazon tiirevlerinin bazilari, anemi ve talasemi gibi genetik hastaliklarin
tedavisinde demir selatlayici ilaglar olarak uygulanmistir [22, 23].

Hidrazonlar, hidrazinlerin aldehitler ya da ketonlar ile pH 4-5’te kondenzasyonu [24]
sonucu olusan keskin erime noktasina sahip kristal yapili Dbilesiklerdir.
Fenilhidrazinler (ya da substitie halleri), aldehit (ya da substitue halleri) ve
ketonlarla diizenli yogunlasarak fenilhidrazonlar1 verir. Bu nedenle, bu bilesikler
aldehitlerin ve ketonlarin hangi hidrazonlardan olusturuldugunu belirlemek icin
kullanilabilir. Hidrazonlar, yiiksek molekiil agirliklar1 ¢ogu ¢oziicii igerisinde diisiik
¢Oziiniirliige neden oldugundan ve bu sekilde daha kolay izole edilebildiklerinden ve
tekrar kristallenebildiklerinden bu amag¢ i¢in ¢ogu zaman oksimlerden daha
uygundur. Hidrazonlar ve metal kompleksleri tip, teknoloji ve analitik kimya
alanlarinda, Ornek olarak aromatik hidrazon tiirevlerinin diisiik molekiil kiitleli
aldehit ve ketonlar derisimlerinin 6l¢iilmesinde kullanilmasi, genis ¢apta
uygulamalar1 i¢in 6zel ilgi kazanmistir. Hidrazonlar, potansiyel uygulamalari ve
antimikobakteriyel, antikanser, antiviral ve antifungal ajanlar olarak ¢ok cesitli
biyolojik uygulamalari nedeniyle yogun olarak incelenmistir.

Hidrazid ve hidrazon ligandlar yapisal esneklikleri nedeniyle selatlama kabiliyetleri
farklidir, iki disli veya ti¢ disli birim olarak gorev alabilirler [25]. Hidrazonlar ¢cok
yonlii selatlayici davranislari nedeniyle kapsamli arastirmalarin konusu olmustur, bu
nedenle analitik kimyada cesitli gecis metallerinin spektroskopik tayininde segici
metal ekstraksiyon ajani olarak yaygin olarak kullanilmaktadir.

Hidrazonlar, formazanlarin sentezi igin kullanmishidir. Formazonlar okside
olduklarinda tetrazolyum tuzlarmni olustururlar [26]. Tetrazolyum tuzlari hiicrelerde
enzimler tarafindan tekrar formazonlara doniistiiriiliir ve dokuyu boyar. Tetrazolyum
formazan sistemi canliligin bir gostergesi olarak kabul edilir [27].

Hidrazonlar ¢ogu ge¢is metal iyonu ile kolayca kararli kompleksler
olusturduklarindan metal komplekslerinin sentezi i¢in kullanighdirlar. Hidrazon
temelli kenetleme metodlar1 medikal biyoteknolojide tipi belirli kanser hiicresine
kars1 isaretlenmis antikor ilaglarin baglanmasi ic¢in kullanilmaktadir. Hidrazon-
temelli baglama metodlari, belirli bir tip kanser hiicresine karsi isaretlenmis
antikorlara ilaglarin baglanmasi i¢in medikal biyoteknolojide kullanilir. Hidrazon
temelli baglar notral pH degerinde (kanda) kararhidir, fakat hiicre lizozomlarinin

asidik gevresinde hizlica kirilir. ilag etkisini gosterdigi yerde, hiicrede salmir. Sulu



¢ozeltide alifatik hidrazonlar, analoglar1 oksimlere gore hidrolize 10%-10° kat daha
hassastir.

Yukarida belirtildigi ilizere, hidrazinler hidrazonlarin sentezi i¢in kullanilmaktadir.
Diazan veya tetrahidridodinitrojen (N-N) olarak isimlendirilen hidrazin, H,NNH,
(N2H4) kimyasal formiiliine sahip anorganik bir bilesiktir. Renksiz, amonyak benzeri
kokuya sahip yanici bir sividir. Cozeltide tutulmadig stirece tehlikeli sekilde kararsiz
ve oldukca toksiktir [28]. Hidrazin temel olarak polimer kopuklerinin
hazirlanmasinda koplrtiicii ajan olarak kullanilmaktadir, fakat belirgin uygulamalari
polimerizasyon katalizdrleri ve farmasotikler i¢in Onciil olarak kullanimini igerir.
Hidrazinler ¢esitli roket yakitlarinda ve hava yastiklarinda kullanilan gaz dnciillerinin
hazirlanmasinda kullanilir. Ayrica, hem niikleer hem de geleneksel elektrik santrali
enerji  donilistimlerinde korozyonu azaltmak amaciyla c¢Oziinmiis oksijen

derisimlerinin kontrolii i¢in oksijen tutucu olarak kullanilir.

1.2 Serbest Radikaller ve Antioksidanlar

Serbest radikaller son yoriingesinde eslesmemis elektron tastyan molekiillerdir. Bir
radikal, bir molekiildeki atomlar1 bir arada tutan kovalent bagin kirilmas1 ile kolayca
olusabilir ve olusan her bir yeni atom {izerlerinde eslesmemis bir elektron
bulundurur. Enzimatik bir reaksiyon esnasinda enzimin aktif bdlgesinde olusan
radikaller, protein molekiiliinden ayrilip baska molekiillerle etkilesime ge¢cmedigi
slirece radikal olarak kabul edilmezler. Radikaller eslesmemis elektronlar1 nedeniyle
oldukga reaktiftirler. Eslesmemis bir elektron varligi biitiin radikallerin ortak
ozelligidir. Cogu radikaller kararli degildirler ve oldukca reaktiftirler. Diger
molekdllerden elektron alabilmeleri veya elektron verebilmeleri nedeniyle oksitleyici
veya indirgeyici olarak davranirlar [29].

Radikaller oldukga reaktiftirler ve kendi orbitallerini tamamlamak i¢in diger komsu
molekiillerden bir elektron alarak zincir reaksiyonlarini baslatirlar. Gegis metalleri
(Fe, Cu, ve Mo vs.) son yoriingelerinde tek elektron tasimalarina ragmen genellikle
serbest radikal olarak kabul edilmezler. Cinkl oldukga kararlidirlar, zincir
reaksiyonlarin1 baslatmazlar ve hiicre icinde proteinlere bagli olarak bulunurlar.
Serbest radikaller hiicre iginde Onemli molekiillere baglanmasiyla hemostatik
bozulma ve hiicre hasarina yol acarlar. Vicuttaki her tirlu molekil serbest

radikallerin hedefidir. Bunlarin arasinda, lipidler, niikleik asitler ve proteinler baglica



hedeftirler. Serbest radikallerin cevresel faktorler, sagliksiz yiyecekler, sigara,
radyasyon ve buna benzeri nedenlerden dolay1 iiretildigi diisiiniilmektedir.

Serbest radikaller ve diger reaktif oksijen tiirleri (ROS) insan viicudunda normal
gerekli metabolik slrecler araciligiyla veya X-iginlari, ozon, sigara dumani, hava
kirliligi ve endiistriyel kimyasallara maruz kalma gibi bir takim dis kaynaklar nedeni
ile de Uretilmektedir [30]. Hucrelerde serbest radikal doniisiimii hem enzimatik hem
de enzimatik olmayan reaksiyonlarin sonucu olarak siirekli olusmaktadir.
Prostaglandinlerin sentezi ve solunum zinciri reaksiyonlar1 serbest radikallerin
tiretildigi enzimatik reaksiyonlardan bir ka¢ tanesidir [31]. Serbest radikaller ayni
zamanda iyonize reaksiyonlar tarafindan baslatilanlarda oldugu gibi oksijenin
organik molekillerle enzimatik olmayan reaksiyonu sonucunda da olusurlar.

Serbest radikal ¢evresindeki bir bilesik veya molekiilden bir elektron aldiginda yeni
bir radikal formu olusur. Yeni olusan radikal, hiicresel yap1 veya molekiillerden bir
elektron almaya calisarak eski haline donmeye ¢alisir. Boylece zincir reaksiyonlari
devam eder [32].

Oksijen iceren herhangi bir serbest radikal, reaktif oksijen tlrl olarak ifade edilir.
Oksijen merkezli serbest radikaller dis kabukta eslesmemis iki elektron igermektedir.
Bir gok hastalikta etkin olan oksijen i¢eren en onemli serbest radikaller, hidroksil
radikali, superoksit anyon radikali, hidrojen peroksit, singlet oksijen, hipoklorit,
nitrik oksit radikali ve peroksinitrit radikalidir. Bunlar oldukca reaktif turlerdir
proteinler, karbohidratlar ve lipidler gibi biyolojik molekillere zarar verirler [33].
Oksijen atomu farkli orbitallerde iki tane tek elektrona sahip bir biradikaldir. Bu
elektronlar ayni orbitalde hareket edemezler ¢iinkii paralel olarak donmektedirler
(aynt yonde donerler). Oksijen termodinamik acidan oldukga reaktiftir ancak, tek
elektronlar1 organik molekiillerin kovalent baginda bulunan eslesmis elektronlarla
kolaylikla reaksiyon veremeyebilir. Sonu¢ olarak, O, Kkatalizor gerektiren
reaksiyonlarda tek elektronlarin kabuliinde yavas reaksiyon verir (6rnegin metal
iceren enzimler). O,, ROS olusturmak i¢in tek elektronlar1 kabul eder. ROS oldukga
reaktif oksijen radikalleridir, ya da hiicre icerisinde kolaylikla bu reaktif radikallere
doniisen bilesikleridir. Oy’in indirgenmesiyle mitokondride olusturulan ROS’ler,
stiperoksit radikali (O,), radikal olmayan hidrojen peroksit (H20-), hidroksil radikali
(OH") dir (Sekil 1.3).
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Sekil 1.3: Okisjenin indirgenme basamaklari.

Oksijenin dort basamakta indirgenmesiyle siperoksit radikali, hidrojen peroksit,
hidroksil radikali ve su olusur. Bazen, siiperoksitin eslesmemis elektronu daha iyi
belirtilmek icin O, - seklinde yazilir. O, nin yar1 indirgenmis formu olan H,0, iki
elektron kabul eder bu nedenle bir oksijen radikal degildir. Olusum orani1 herhangi
bir zamanda mitokondriden gelen oksijen miktarina baglidir. Hidroksil radikali kisa
Omiirliidiir fakat wviicuttaki en zararli radikaldir. Organik radikalleri ve lipit
peroksitleri olusturan zincir reaksiyonlarini baslatir ve dogrudan bilesiklere ekler.
Siiperoksit anyonu oldukga reaktif olmakla birlikte lipid ¢oziiniirliigii sinirlidir uzaga
diflize olamaz. Bu tir bir radikal enzimatik olmayan Haber-Weiss reaksiyonlart ile
O, ve H,0,’ten olusabilir (Sekil 1.4).

+
0, +H,0—H= 0, +H,0 + OH

Sekil 1.4: Haber-Weiss reaksiyonu.

Hidrojen peroksit, aslinda bir radikal degildir, ROS gibi siiflandirilan zayif bir
okside edici ajandir, ¢linkii hidroksil radikali (OH") {iretir. Ayn1 zamanda bakir veya
demir’in H,0, ile etkilesimi ile OH’ olusur, enzimatik olmayan Fenton
reaksiyonunda hidrojen peroksitten hidroksil radikali olusumunu katalizlerler (Sekil
1.5). Hidrojen peroksit lipidde ¢oziiniir olmas1 nedeniyle membrandan difiize olabilir
ve mitokondri gibi Fe?* ve Cu iceren bélgelerde OH’ iiretimine sebep olur. Hidrojen
peroksit ayn1 zamanda fagositik hiicrelerde endojen ve enzimatik olarak iiretilen ve
guclu bir okside edici ajan olan hipoklorik asit (HOCI) icin prekirsordir. Bu
reaksiyonlar, substratlarin hiicre igerisinde bulunmasi ve kolayca etkilesime

girebilmesi nedeniyle 6nemlidir.

Fe2* Fe3*

H202 M» ‘OH + OH-

Sekil 1.5: Fenton reaksiyonu.



Nitrik oksit (NO) oksijen iceren bir serbest radikaldir, O, gibi yasam igin gerekli
olmakla birlikte, toksiktir. NO tek elektrona sahiptir ve bu nedenle Fe*" gibi tek
elektron igeren diger bilesiklere baglanir. Bir gaz olarak, sitozol ve lipid zarlarmin
icinden gecerek hiicre i¢ine girer. Diisiik konsantrasyonlarda bir nérotransmitter ve
bir hormon gibi davranarak fizyolojik olarak vasodilatasyona (damar genislemesi)
neden olur. NO, Nitrik oksit sentaz enzimleri tarafindan arjininden sentezlenir. Su ve
lipid membranlardan difuize olarak hedef hiicre igine girebilme kabiliyiteine sahiptir.
Hedef hiicrelerde Fe-hem grubu iceren guanilil siklaz enzimine yiksek afinite ile
baglanarak boylelikle bir sinyal ileti kaskatin1 baslatarak fizyolojik etkisini gosterir.
Nitrik oksit birgok molekiile nonspesifik baglanarak hizli bir sekilde inaktive edilir
bu nedenle NO dreten hicreler hedef hicrelere yakin olmahdirlar. Yiksek
konsantrasyonlarda, nérodejeneratif hastaliklarada sebep olabilen, daha reaktif ve
daha toksik olan nitrojen ve oksijeni igeren reaktif nitrojen tarlerini (RNOS)
olusturmak tizere O, veya slperoksite baglanir.

Vicutta, dokuya 6zel ti¢ farkli nitrik oksit sentaz (NOS) izoformu vardir. Bunlar
néronal nitrik oksit sentaz (NNOS), induklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) ve
endotelyal nitrik oksit sentazdir (eNOS). Norotransmitter ve hormon fonksiyonu igin
gerekli kiiciik miktarlarda NO’nun iiretimi i¢in nNOS ve eNOS miktarlar1 Ca?*
konsantrasyonu tarafindan diizenlenir. Bunun aksine iNOS, makrofajlar ve beyin
astroglia hiicreleri gibi benzer hiicre tiplerinde ve ¢ogu immiin sistem hiicrelerinde
mevcuttur. Nitrik oksit sentazin bu izoformu gen transkripsiyonunun indiiklenmesi
ile kontrol edilir ve Ca®* konsantrasyonundaki degisimlerden etkilenmez.
Mikroorganizmalarin dldiiriilebilmesi i¢in yliksek ve toksik seviyelerde NO {iretir.
Yiksek konsantrasyonlardaki NO seviyeleri, RNOS uretimi ve NO toksisitesi ile
iliskilidir.

Antioksidanlar, in vivo ve in vitro olarak, oksidasyondan reaksiyonlarinin zincir
kirilmasinda ve serbest radikallerin giderilmesinde olduk¢a 6nemli rol oynarlar.
Antioksidanlar diger molekiillerin oksidasyonunu Onlerler [34]. Antioksidanlar
viicudu serbest radikallerin zararl etkilerinden korur. Bir ¢ok bilim adami bu zararin
kanser, aterosikleroz ve diger hastaliklarin gelisimine neden olan bir faktér oldugunu
distinmektedir.

Antioksidan “oksidasyona kars1” anlamina gelmektedir. Antioksidanlar, lipidleri
radikallerce olusturulan peroksidasyondan korurlar. Antioksidanlar elektron vererek

serbest radikalleri notralize igin yeterince kararhidir, boylece serbest radikallerin
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hasar olusturma kapasitesi azalir. Antioksidanlar radikal giderici, hidrojen verici,
elektron verici, peroksit pargalayici, singlet oksijen giderici, enzim inhibitord,
sinerjist ve metal selatlayic1 ajan olarak hareket ederler. ROS giderimi igin hicre ici
ve hiicre dis1 ortamda hem enzimatik hem de enzimatik olmayan antioksidanlar
mevcuttur [35].

Serbest radikal bir antioksidandan elektron aldiginda, oksidasyonun zincir
reaksiyonu kirilir ve artik hiicreye zarar veremez [36]. Elektron verdikten sonra
antioksidan bir serbest radikal haline gecer; ancak, antioksidan bu durumdayken
elektronlar reaktif hale gegmeden degisime uyum saglayabilmeleri nedeniyle zararl
degildir. Insan viicudunda gelismis bir antioksidan savunma sistemi vardir. Bu diisiik
molekiiler agirlikli antioksidanlar giivenli bir sekilde serbest radikallerle etkilesime
girerler ve hayati molekuller zarar gérmeden 6nce zincir reaksiyonunu bitirirler.
Glutatyon, ubikinol ve iirik asit gibi baz1 antioksidanlar viicutta normal metabolizma

sirasinda tretilmektedir [37]. Diger hafif antioksidanlar diyette bulunur.

e Antioksidan Tdrleri

e Enzimatik:
1. Stiperoksit dismutaz (SOD).
2. Katalaz.

3. Glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktaz.

o Enzimatik olmayan:

1. Vitamin E (o-tokoferol).

2. Vitamin C (askorbik asit).

3. Karotenoidler.

4. Endojen antioksidanlar (lrik asit, melatonin).

5. Diger diyet antioksidanlari (Flavonoidler).

Radikal giderici aktivitenin tayinini belirlemek i¢in bir takim metodlar
gelistirilmistir. Bunlardan 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) en yaygin uygulanan
spektrofotometrik metoddur ve giivenilirligi ylksek bir yontemdir [38]. DPPH
kararli ve ticari olarak temin edilebilen birkac organik azot radikallerinden birisidir.
DPPH metodu, aktif oksijeni tiirlerini gideren bilesiklerin 6n taramasini miimkiin
kilan Ornek bir yontem olarak ele alimir. DPPH radikalleri serbest oksijen

radikalerinden daha kararli ve calisilmasi onlardan daha kolay oldugundan dolayz,



DPPH yontemi farkli fenolik bilesiklerin antioksidan aktivitelerinin Sl¢iilmesinde
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. DPPD kararli serbest radikal molekiillerden
olusan koyu renkli kristal yapida bir tozdur. DPPH serbest radikal metodu, etanol
icinde mor renkli soliisyon iireten elektron transferine dayali bir antioksidan
yontemidir. Oda sicakligindakararli olan bu serbest radikal, antioksidan bir molekiil
varliginda indirgenir, sar1 renkli etanol soliisyonu verir.

DPPH  metodu, antioksidanlarla DPPH'in  reaksiyon sonucu, DPPH
konsantrasyonundaki degisimlerin spektrofotometrik olarak oSlgiilmesiyle kolay ve
hizl1 bir yontem saglar [39]. DPPH yontemi, bitki biyokimyasinda, bitki blinyesinde
bulunan bilesiklerinin radikal giderici etkilerinin degerlendirilmesinde yaygin olarak

kullanilmaktadir (Sekil 1.6).

O,N O,N
i
N—N> NO, + R& —= N—N NO,
Q,N O,N
Difenilpikrilhidrazil (serbest radikal) Difenilpikrilhidrazin (radikal olmayan)

Sekil 1.6: DPPH’in serbest radikalle reaksiyonu.

DPPH baslica iki uygulamaya sahiptir; bunlardan en 6nemlisi ortak bir antioksidan
testi olan, radikalleri de kapsayan kimyasal reaksiyonlar1 goriintiileme [40] ve digeri
ise elektron paramanyetik rezonans sinyallerinin pozisyon ve yogunlugunun bir
standartidir. DPPH 1yi bilinen bir radikaldir ve diger radikaller i¢in ise temizleyicidir.
Bu nedenle, DPPH ilave edilmesine bagli olarak bir kimyasal reaksiyonun hizinin
azalmasi, bu reaksiyonun radikal dogasinin bir gostergesi olarak kullanilmaktadir,
clnki 515-528 nm civarinda gii¢lii absorpsiyon bandi vardir. Test antioksidanin
DPPH’a kars1 radikal giderme kapasitesinin Ol¢iilmesini temel alir. DPPH’daki
azotun tek elektronu, antioksidandaki bir hidrojenin ilgili hidrazine ulastirilmasiyla
indirgenir. DPPH’mn bir antioksidan ile veya indirgen bilesik ile reaksiyonu ilgili
hidrazini DPPH-H’1 iretir, bu Sekil 1.7°de gosterildigi gibi mordan sariya renk
degisimi ile takip edilebilir. Bu 6zellik reaksiyonun gorsel olarak izlenmesine olanak

verir ve baslangi¢ radikal miktar1 optik absorpsiyondaki degisimden veya DPPH’1n



EPR sinyalinden sayilabilir [41]. DPPH" absorbansi 517 nm de antioksidan varliginda
antioksidandan hidrojen transferi nedeni ile diiser, boylece kararli DPPH-H bilesigi

olusur.

(DPPH") + (H—A) — DPPH—H + (A")
Mor Sari

Sekil 1.7: DPPH’daki mordan sariya renk degisimi.

1.3 Paraoksanaz Enzimi Hakkinda Genel Bilgiler

Enzimler makromolekuler biyolojik katalizorlerdir. Enzimler kimyasal reaksiyonlari
hizlandirir veya kataliz eder. Siirecinin basinda molekiiller substratlar olarak
adlandirilir ve enzim bunlar iirlinler olarak adlandirilan farklt molekiiller haline
dontstiirlir. Neredeyse hiicredeki tiim metabolik siliregler yasami siirdiirmek adina
yeterince hizli oranlarda gergeklesmesi i¢in enzimlere ihtiyag duyar [42]. Hiicrede
gerceklesen metabolik yolaklari hiicrede yapilan enzim gruplari belirler.

Enzimlerin 5,000°den fazla biyokimyasal reaksiyon tipini katalizledigi bilinmektedir
[43]. Enzimlerin ¢ogunlugu protein yapili olmakla birlikte bazi RNA molekilleri de
tepkimeleri katalizler. Enzimlerin 6zgiilligli benzersiz ii¢ boyutlu yapilarindan
kaynaklanmaktadir. Enzimler aktivasyon enerjisini diisiirerek reaksiyon hizm
arttirirlar. Enzim aktivitesi diger molekiiller tarafindan etkilenebilir: inhibitdrler
enzim aktivitesini diisiiren molekiillerdir ve aktivatorler ise enzim aktivitesini arttiran
molekdllerdir.

Paraoksonaz (PON1; EC 3.1.8.1), esteraz aktivitesi gosteren yiksek dansiteli
lipoprotein (HDL) ile iligkili ve kalsiyum bagimli bir enzimdir. Organofosfatlari,
aromatik esterleri ve laktonlar1 hidroliz eder. HDL’yi oksidasyona karsi korur. Ilk
olarak 1946 yilinda Abraham Mazur tarafindan hayvan dokularinda bu enzimin
varligi bildirilmistir [44]. Bunu 1950 ‘lerin basinda insan serum Paraoksonaz
(hPON1) enziminin tanimlanmasi takip etmistir. PON1 ester gruplarini ve enzimin
ilk aktivite tayininde substrat olarak kullanilan paraoksonu hidrolize edebilmesi
nedeniyle paraoksonaz olarak isimlendirildi.

PONL1 esteraz aktivitesine sahiptir ve organofosfat (OP), paraokson, diazokson,
ksenobiyotikler, fenilasetat (arilesteraz aktivitesi), artomatik karboksilik asit esterleri
ve soman, sarin gibi sinir gazlarimi bozunmaya ugratabilir [45] ve insektisidleri

hidrolize edebilme yetenegindedir [46].
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Sekil 1.8: Paraokson, diazokson ve fenil asetatin PON1 tarafindan hidrolizi ve sinir
ajanlari sarin ve somon’un yapilari.

CoHs—0J| Metabolit  CoHs—O_I]|
_P—0 NO, —— _P—0 NO,
C2H5_O CZHS 0

Paration Paraokson
Paraoksonaz
0
C2H5—O\||
_P—OH + HO NO,
C2H5_O
DEP PNP

Sekil 1.9: Paration insektisid metabolizmasi.
PONI, OP bilesiklerinin ve diger suni substratlarin detoksifikasyonunda 6nemli rol
oynar boylece bu kimyasallarin toksisitesine karsi bireyin duyarliligin1 6nemli dl¢iide
degistirebilir [47]. Dolasimda hPONI1 seviyeleri OP’lara direngle korele oldugu
bildirilmistir [48], PONI1, in vivo olarak biyotemizleyici olarak hareket eder [49].
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OP’lara yonelik katalitik aktivitesinin dogal olarak diisiik seviyeler olmasina ragmen
optimizasyon tizerine kullanigl ve etkili bir katalitik olabilir.

In vivo’da siklosarin gibi organofosfat sinir ajanlari, asetil kolinesterarazin (AChE)
aktif bolgesinde yer alan serin aminoasit kalintisi ile kovalent bag olusturmak {izere
reaksiyona girer. AChE’1 inaktive ederek bir norotransmitter olan asetilkolinin
hidrolizini Onler ve bogularak Olime yol agar. Butlrilkolinestreraz (BchE)
organofosfatlarla ayni1 yolla reaksiyona girer ve sinir maddelerini temizlemek icin
kan dolasimina enjekte edilerek konsantrasyonlarinin azaltip toksik olmayan dozlara
diistirebilir. Ciinkii, BChE stoikiometrik tutucudur ve terapdtik agidan etkin

olabilmesi i¢in biiylik konsantrasyonlar1 gerekmektedir.

o

n
Serin Rezidiisii ] HyC PT*DO
B OH Sikdosarin . + HE
—
Sitokiyometrik
AChE ve BChE Reaksiyon Deaktif Enzim

Sekil 1.10: Siklosarin’in AChE’1n aktif bolgesinde yer alan serin amino asidi ile
etiklesimi.
1994 yilinda Gupta ve ark. tarafindan, OP’mn hizli hidrolizini katalizlemek i¢in serum
PONI1 tasarlanmistir. Bir PONI1 molekiilii binlerce hidroliz reaksiyonunu
katalizlemektedir ve sonu¢ olarak organofosfatlarin konsantrasyonunu toksik-
olmayan seviyelere azaltmak icin gerekli olan enzim miktar1 BChE i¢in gereken

miktardan ¢ok daha disiiktiir.

0 O
PON I -
H3C—B—O@ + H,0 H@—IT—O@ +2H + F
|
o

F Katalitik Reaksiyon

Sekil 1.11: Serum PONI tarafindan OP’1n hidrolizi.

PONI1 bir memeli enzimi olup baslica karacigerde sentezlenir ve seruma salgilanir,
burada HDL’ler ile birlesir ve diisiik-yogunluklu lipoproteinlerin (LDL) (kotii
kolesterol) oksidasyonuna kars1 koruyucu etkiye sahiptir [50].
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PONI karaciger hiicrelerindeki kolesterol sentezinde onemli bir denge unsurudur,
clinkii aterosklerozun baglangic ve gelisimini igeren lipid oksidasyon seviyesini
diisiiriir. Salgilanan protein onciil hidrofobik diziyi siirdiiriir, bu PON1’in HDL ile
birlesmesi i¢in yapisal gerekliliktir. [51, 52]. Insan ve sigir serumunda, diger memeli
serumlarinda da oldugu gibi, paraksonazin N-ug¢ yap1 bolgeleri (domainleri) HDL nin
apolipoprotein A1’i (Apo Al) ile birlesir [53, 54].

PONI1 in dogal fonksiyonu laktonaz ile iliskilendirilir, ve lipofilik laktonlar 6ncelikli
substratidir [55]. Diger taraftan, PON1 organizmanin anti-oksidant sisteminde
6nemli, bir rol oynamaktadir; yiikseltgenmis fosfolipidleri hidroliz eder ve sinir
sistemini, dolasima giren organofosfatlarin nérotoksisitesine karsi korur [56]. Her ne
kadar onceleri paraoksonaz toksikolojide incelendiyse de, anti-aterojenik, anti-
inflamatuvar ve HDLnin antioksidant ozellikleri gectigimiz yillarada fazlasiyla
calistlmistir [57-61]. Birgok ¢alisma PONI in antiaterojenik, antiinflamatuvar
ozellige sahip oldugunu gostermistir.

Insanlardaki PON1 gen ailesi kromozom 7q21.3-22.1’in uzun kolunda yan yana
hizalanmis ii¢ iiyeye sahiptir; PON1, PON2 ve PON3 [62]. Bu gen bilyiik yapisal
benzerlikler gosteren ve ortak evrimsel kokenden meydana gelen gen eslesmesi

tarafindan olusturulmustur.

e PONI karacigerde sentezlenmektedir plazmada HDL ile birlikte tasinmaktadir.
PONI1 43 kDa molekiil agirliginda, 354 amino asitten olusan bir proteindir.
Antioksidan olarak fonksiyonu; LDL oksidasyonunu &nlemektir. Serum
konsantrasyonlari, serum okside LDL seviyelerinden ve inflamatuar
degisimlerden etkilenir. Organofosfat substratlara geri doniisiimlii olarak
baglanarak hidroliz eder. Bodylece PONI dolasima giren organofosfat
norotoksisitesine karsi sinir sisteminde temel korumayi olusturmaktadir. PONI,
PON3 c¢ogunlukla karacigerde ve daha diisiik seviyelerde bdobrekte
sentezlenmektedir.

e PON2, hiicreleri oksidatif hasara karsi koruyan ¢ogunlukla hiicre iginde ekspre
edilen bir proteindir. Beyin, karaciger, bobrek, testis de dahil olmak iizere bir¢cok
dokuda ifade edilmesi ve birden fazla mRNA formlarina sahip olmasina karsin

serumda tespit edilemez.
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e PON3, PON1’e benzer aktivite gostermektedir fakat substrat 6zgiilliigii farklidir.
Serum PON3 aktivitesi PON1’den 100 kat daha diisiiktiir. PON3 bobrekte diisiik
seviyelerde bulunmaktadir. Ek olarak, okside lipidler ve inflamasyon tarafindan

diizenlenmez [63].

PONI, alti-kanath beta-pervane bir yapidir, her bir yaprak 4 beta-tabakasi igerir ve
enzimin merkez kisminda yap1 ve katalitik aktivitesinin korunmasi icin gerekli olan
iki kalsiyum atomu vardir. Kovalent baglarindaki N terminal ve C terminal uglar
enzimlerde daha nadir p-tabaka olustururlar. Pervanenin en {ist kismina yerlesen ii¢
heliks, HDL parcacigina baglanir [64].

PONI1 43 kDa molekiil agirliginda, 354 amino asitten olusan bir glikoproteindir. Her
molekiil toplam agirlig1 % 15.8’ini olusturan ii¢ karbohidrat zinciri igerir. izoelektrik
noktasi 5,1°dir. Amino asit kompozisyonu yiiksek 16sin igerigi disinda bir 6zellik

goOstermez [65].

Sekil 1.12: PON1’1n ii¢ boyutlu yapisi.

PON1 ve PON3 karacigerde sentezlendikten sonra salinarak HDL’ye bagl sekilde
dolagimda bulunur. Periferal hiicrelerden HDL kolesterol transportunun saglanmasi
ve platelet aktive edici faktoriin baglanmasi, LDL’nin PON1 ve PON3 enzimleri
tarafindan oksidasyonunu o6nler [66]. HDL yaklasik 10 nm ¢apinda bir komplekstir.
Bilesimindeki ( fosfolipid, kolesterol ve kolesterol esterleri) ana membran bileseni,

Apolipoprotein Al ve aromatik sarmallar yer alir [67].
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Bazi HDL partikiillerinin PON 1 tagmasi

Serbest kolestrol ve
fosfolipidlerin tek

A-I =
& tabakah yiizeyi

Paraoksonaz (PON1) HDL
partikiillerini iceren agrhkh
olarak apolipoprotein A-I ve
apolipoprotein J (klusterin)
aracihgrvla arilesteraz ve
laktonaz enzimini tasmmaktadsr.

Kolesteril ester ve trigliseridin Paraoksonaz HDL nin

hidrofobik ¢ekirdegi oksidasyon sonucu LDL ye
doniismesini Snlemekten
sorumhudur.

apoA-II =

Sekil 1.13: HDL partikullerinin PON1 tasimasi.

Q‘;; HDL

Hidrofobik i¢c kisim

m

Sekil 1.14: PON1’in HDL’ye baglanmasi.

Enzimin aktif bolgesindeki His-His ¢ifti, kalsiyum iyonlar1 ve su molekiilleri, esteraz
aktivitesinde o6nemli rol oynar. Aktif bolgede His-His cifti molekilin gucini
niikleofil su molekiilleri tarafindan bir proton verilmesiyle arttirir. Hidroksil iyonlar

karbonil veya fosfat esterlerine saldirir.
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Sekil 1.15: Paraoksonaz’in katalitik mekanizmasi.

Nikleotid dizisinde herhangi nadir bir degisiklik Mutasyon, genellikle hastaliga
neden olurlar fakat her zaman degil [68]. Niikleotid dizisindeki bu degisim fenotipik
degisikliklere neden olabildigi gibi olmayabilir de. Mutasyonlar aileden (genetik
mutasyonlar1) aktarilabilir veya bireyin yasami boyunca edinilebilir (somatik
mutasyonlar) ve kanser gibi insan hastaliklarinin baslica siiriictisiidiir.

Polimorfizm, % 1 ya da daha yiiksek bir frekansa sahip bir populasyonda meydana
gelen DNA dizisindeki bir varyasyondur. Polimorfizm en yaygin tiirii tek bir baz
ciftindeki varyasyonu igerir. Popiilasyondaki yiliksek goriilme sikligi, bir
polimorfizmin notr ya da yararli olacak sekilde dogal olarak meydana geldigini
onermektedir. Polimorfizmler boyut olarak c¢ok biiyiik olabilir ve DNA’nin uzun
dizilerini kapsar, bu tek niikleotid polimorfizmi (SNP) olarak adlandirilir [69].
Polimorfizmler ayrica mutasyonlarda oldugu gibi bir veya daha fazla niikleotid
degisimleri olabilmektedir.

PON1 geninin promotor bolgesinde PON1 ekspresyonunu ve bdylece serum PON1
konsantrasyonunu etkileyen dort polimorfizm (-107C>T, -162A>G, —824G>A, —
907G>C) belirtilmistir [70]. —107C>T polimorfizmi PON1 dlzeylerinin en énemli
genetik belirleyicisidir [71]. PON1 geninin kodlama bdlgesi iki polimorfik bdlge
icermektedir; pozisyon55 de I6sin (L) ve metiyonin (M) (55 L>M) transizyonu ve
Pozisyon192 de glutamin (Q) vearjinin (R) (192Q>R) transizyonu. 55 L>M
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polimorfizmi, PON1 promotor bodlgesinde polimorfizmle baglantisi nedeniyle enzim
konsatrasyonlarini etkiler [72].

55 L>M polimorfizmi PON1’in HDL’ye baglanmasinda 6énemli rolii olan PON1 N-
terminal bolgesinde yer alir. 192Q>R polimorfizmi enzimin hidrolitik aktivitesinde
substrat spesifik farkliliklardan sorumludur [73]. Paraokson en etkin olarak 192R
izoformu tarafindan hidroliz edilir ve diazokson, somon ve sarin en etkin olarak
192Q izoformu tarafindan hidroliz edilir [74]. Kandaki paraokson hidroliz
(paraoksonaz aktivitesi) kapasitesi genellikle PON1 enzim etkinligi i¢in bir gosterge
olarak kullanilir. Bu enzim aktivitesi 192Q>R polimorfizminin ve PON1 enziminin
konsantasyonundaki varyasyonun kombine etkilerini yansitmaktadir. 192.
pozisyonda (QR) amino asit dizileri 2 allozime yol agmaktadir. /n vitro da Q allozimi
LDL’de lipid peroksitlerin birikimine kars1 R alloziminden daha fazla koruma saglar
[75]. PON 1 geninin ikinci bir egzonik polimorfizmi amino asit 55 (L M)
pozisyonunda meydana gelir.

Bu polimorfizm ayrica 192 polimorfizm daha az olmasina ragmen PON1 aktivitesini
etkiler. Insan PON1 geninde polimorfizmler koroner arter hastalik riskiyle iliskilidir,

enzimin koruyucu fonksiyonu i¢in kanit sunar [76,77].
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2. LITERATUR OZETI

Nobel ddiillii Alman kimyact Hugo Schiff tarafindan 1864 yilinda ilk defa kesfedilen
Schiff bazlar1 birincil aminler ve karbonil bilesiklerinin kondenzasyonu sonucu
olusan iirlinleridir. Schiff bazlar1 koordinasyon kimyasinda oldukga etkili olmakla
beraber 6zellikle metal iyonlarinin kararli halde tutulmasi agisindan komplekslerinin
elde edilmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir.

Hidrazonlar, hidrazinler aldehit veya ketonlarla yogunlastiginda; aldehidlerin
fenilhidrazinlerle pH 4-5’de kondenze oldugu zaman olusmaktadir ve tipk olarak
keskin bir erime noktasina sahip kristalin bir bilesiktir. Hidrazonlar ve bu ligantlarin
metal kompleksleri tip, teknoloji ve analitik kimya alanlarinda dikkate deger bir ilgi
gormektedir. Ayrica, aromatik hidrazonlar ve diisiik molekiil agirligina sahip bazi
aldehit ve ketonlarin konsantrasyonlarinin 6l¢iilmesinde kullanilmaktadir.

H. Abel-wahab [78], calismasinda, hidrazon ligandlar1 ve metal komplekslerinin
sentezlenmesini ve antimikrobiyal, ¢irime ve alev Onleyici epoksi formdillerdeki
katkilarin potansiyel uygulamalar1 kapsamli bir sekilde rapor edilmistir. o-
hidroksiasetofenon benzohidrazon (HBH) olarak adlandirilan arilhidrazonlarin
divalent (Coll) ve trivalent (CrlIl ve Felll) metal kompleksleri izole edilmis ve
cesitli spektroskopik yontemlerle karakterize edilmistir. Ilgili ligandlar ve bu
yapilarin metal kompleksi epoksi reginelerine katilmistir ve laboratuvar kosullarinda
elde edilen iirlinler tahta ve ¢elik paneller iizerinde bulunan firgalar1 kaplamada
uygulanmistir. Bunun neticesinde, oksijen indeksi degerlerinden yola ¢ikilarak elde
edilen triinlerin alevlenmeye karsi geciktirme Ozellikleri pozitif bir sekilde rapor
edilmistir. Biyolojik aktivite sonuglari neticesinde HBH ligantlarinin ve bunlarin
metal komplekslerinin antimikrobiyal aktiviteleri ile beraber ciirimeye karsi
direnglerinin olduk¢a yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ilgili yapilarin fiziksel
Ozellikleri ayrica incelenmistir. Sonug olarak bu katkilarin epoksi reginesi Uzerine
esneklik veya sertlik agisindan herhangi bir etkisi bulunmamistir. Buna karsin,
yapinin parlakliginin aromatik halkalar neticesinde arttig1 tespit edilmistir. Ayrica,

carpmaya karsi dayaniklili§i metal iyonlarinin etkisi ile arttig1 saptanmistir.



T. Tung ve calisma arkadaglart [79] tarafindan 4-bromobenzaldehit ve 2-
hidrazinopiridin yapilarinin tepkimesi sonucu sentezlenen N-(4-bromo benziliden)-
N-(2-piridil) hidrazin yapist cesitri spektroskopik yontemlerle (‘*H NMR, ultraviolet—
visible (UV-VIS), IR spektroskopileri) ve X-ray difraksiyon yontemi ile karakterize
edilmistir. UV-VIS ¢alismalar1 sonucunda p-Br ve 0-Py substitlientleri neticesinde
olusan hipsokromik etki ile Amax degerinin mavi bolgeye dogru kaydigi tespit
edilmistir. Ayrica, ¢Oziicliniin UV-VIS absorbsiyonu iizerine etkisi ¢alisilmis ve
polaritesi yiksek ¢oziculerin ilgili Amax degerini batokromik bolgeye kaydirdig tespit
edilmistir.

D. Sarigol ve calisma arkadaslar1 [80] tetrahidrokarbazol hidrazin ve aromatik
aldehitlerin tepkimesi sonucu sentezlenen acil hidrazon yapilar1 ¢esitli spektroskopik
yontemlerle (IR, 'H NMR, APT-NMR, kiitle spektroskopileri) ve DFT metodu
kullanilarak B3LYP/6-311++G(d,p) teori seviyesinden DMSO ¢6ziiclisiinde yapilan
teorik hesaplamalar neticesinde karakterize edilmistir.

C. Sankar ve caligma arkadaslari [81] tarafindan sentezlenen 2,6-diarilpiperidin-4-on
hidrazon yapusi gesitli spektroskopik yontemlerle (elemental analiz, IR, *H NMR, *C
NMR and 2D NMR spektroskopileri) karakterize edilmistir. Ayrica 3,3-dimetil-2r-
6c-diarilpiperidin-4-on N-izonikotinoyilhidrazon yapisi X-ray difraksiyon yontemi
ile karakterize edilmistir.

R. Anbazhagan ve ¢alisma arkadaslar1 [82] tarafindan 1-(1-(4-izobutilfenil etiliden)
tiyosemikarbazid ile 2-bromoasetofenon yapilarinin tepkimesi sonucu sentezlenen 1-
(1-(4-izobdtilfenil)etiliden-2-(4-feniltiyazol-2-il) hidrazin yapisi ¢esitli spektroskopik
yontemlerle karakterize edilmistir. Ayrica, ilgili bilesiklerin in vitro antimikrobiyal
aktiviteleri test edilmistir.

D. Debnath ve ¢alisma arkadaslari [83] tarafindan sentezlenen 1,3-dimetil-5-
(arilazo)-6-amino-urasil yapilart ¢esitli spektroskopik yontemlerle ve X-ray
difraksiyon analizi ile karakterize edilmistir. Ilgili yapilarin solvakromik ve
fotofiziksel ozellikleri cesitli solventler kullanilarak incelenmistir. Sonug¢ olarak,
polar aprotik coziiciilerin ilgili yapida solvakromik ozelliklerin artmasina neden
oldugu tespit edilmistir.

M. V. Pillai ve c¢alisma arkadaslar1 [84] tarafindan sentezlenen 3-alkil-2,6-
diarilpiperidin-4-on bilesiklerinin siyanoasetil hidrazon yapilar ¢esitli spektroskopik
yontemlerle (IR, Kitle, 'H NMR, ®CNMR, H-'H COSY ve 'H-“C COSY

spektroskopileri) karakterize edilmistir. Bunun yani sira sentezlenen bilesiklerin
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cesitli mikroorganizmalara karsi antimikrobiyel aktiviteleri disk diflizyon yontemi
kullanilarak incelenmistir. Cogu bilesik E. aerogenes bakterisine karst oldukca
yiiksek aktivite gostermistir. Diger yapilar tiim organizmalara kars1 dikkate deger bir
aktivite gostermektedir.

V. Meenatchi ve c¢alisma arkadaslari [85] tarafindan sentezlenen 4-benzopiridin
izonikotinoyil hidrazon monohidrat yapisi tek kristal olarak yavas ¢6ziicii ugurma
teknigi kullanilarak etanol ¢ozeltisinde elde edilmistir. Ilgili yapr gesitli
spektroskopik yontemler yardimi ile karakterize edilmis, ayrica tek krisital yapisi
XRD teknigi kullanilarak analiz edilmistir. Termal analizleri TG/DTA yardimi ile
incelenerek ilgili yapilarin termal kararliliklart belirlenmistir. Kristal bilesiklerin
SEM (Taramali elektron mikroskopu) c¢aligmalari sonucunda yiizey morfolojisi
arastirllmistir.  Kiitle spektroskopisi neticesinde 1ilgili bilesiklerin molekiiler
agirliklari belirlenmistir.

P. Davidovich ve ¢alisma arkadaslar1 [86] tarafindan sentezlenen izatin Schiff baz
cesitleri ilag kimyasi alaninda siklikla kullanilan endojen dogal bilesikler sinifina
girmektedir. Ilgili bilesikler cesitli spektroskopik yontemlerle ve X-ray difraksiyon
analizi ile karakterize edilmistir.

A. Fekri ve cgalisma arkadaslar1 [87] tarafindan Ni(Il), Co(II), Cu(Il) ve Vo(ll)
metalleri ile  sentezlenen  2-(2,4-Diklorofenoksi)-N’-(2-hidroksibenziliden)
asetohidrazin kompleksleri gesitli spektroskopik yontemlerle karakterize edilmistir.
Ayrica elde edilen bilesiklerin manyetik dl¢timleri yapilmistir. Bunun yani sira gram
pozitif (Staphylococcus aureus), gram negatif (Escherichia coli ve Pathogenic fungi)
bakterilerine karst MIC (Minimum inhibasyon konsantrasyonlari) metodu
kullanilarak antimikrobiyal aktivite testleri gerceklestirilmistir. Antioksidan ve
sitoksik aktivite testleri ¢esitli metotlar (ABTS - Tirevlendirilmis serbest radikal
metodu ve in vitro Ehrlich Ascites) kullanilarak incelenmistir. Sonug olarak ilgili
kompleks bilesiklerin askorbik asit referans alinarak inhibitor antioksidan aktivite
gosterdigi sonucuna varilmistir. Dahasi, ilgili kompleks bilesikler ligandlara kiyasla
tiimor hiicrelerini dikkate deger bir oranda inhibe etmistir.

F. Guntepe ve ¢alisma arkadaslar1 [88] tarafindan sentezlenen 2-bromo-4-kloro-6-[4-
(3-metil-3-fenil-siklobutil)-tiyoazol-2-ilThidrazonometilfenol yapilari cesitli

spektroskopik yontemlerle ve X-ray difraksiyon analizi ile karakterize edilmistir.
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I. P. lvanov ve galisma arkadaslar1 [89] tarafindan sentezlenen 4-hidrazino-N-hekzil-
1.8-naftalinimid bilesiklerinin florokromes-aril hidrazon tiirevleri kati halde elde
edilmistir. Florokromes tlirevlerinin kati halde edilmeleri materyal biliminde
kullanilmalari agisindan oldukca énem arz etmektedir. "H NMR spetroskopisi sonucu
elde edilen pikler iizerine siibstitiient etkisi incelenmistir. ilgili bilesikler icin kiitle
spektroskopisi sonuglarina gore elektrosprey iyonizasyon metodunun oldukga uygun
oldugu sonucuna varilmistir. Son olarak elde edilen bilesiklerin in situ enzim
aktiviteleri irdelenmis ve elde edilen sonuglar rapor edilmistir.

M. B. Ummathur ve calisma arkadaslar1 [90] tarafindan alifatik diaminler (1,2-
diaminoethan, 1,3-diaminipropan ve 1,6-diaminohekzan) ile 3-[2-(1,3-benzotiyoazol-
2-il) hidraziniliden]pentan-2,4-dione yapilarinin tepkimesi sonucu sentezlenen 3-[2-
(1,3-benzotiyoazol-2-il)hidraziniliden]pentan-2,4-dion yapist g¢esitli spektroskopik
yontemlerle karakterize edilmistir. Netice itibariyle, ilgili yapinin keto-imin hidrojen
baglar ile olustugu ve tepkimeye giren yapilarinin birbirlerine gore sirasiyla oraninin
2:1 oldugu saptanmistir. Ni(II), Cu(Il) and Zn(IT) komplekslerinin analitiksel, fiziksel
ve spektroskopik verileri neticesinde imino ve hidrazon yapilarindaki azot
atomlariin ilgili metallere koordine oldugu, buna karsin karbonil gruplarinin ilgili
koordinasyona herhangi bir katkisinin olmadig1 sonucuna varilmistir.

T. Tun¢ ve calisma arkadaslar1 [91] tarafindan salisilaldehit (5 mmol) ve 2-
aminofenol (5 mmol) maddelerinin kaynayan etanol icerisinde tepkimesi sonucu
sentezlenen 2-{(E)-[hidroksifenil)imino]metil}fenol yapisi ¢esitli spektroskopik
yontemlerle ve X-ray difraksiyon analizi ile karakterize edilmistir. Elde edilen
karisima uygulanan kristallendirme islemi CHCIls-EtOH  ¢Ozuculerinin  (3:1)
oraninda karisimiyla gerceklestirilmistir. Ilgili yapmin kristal formu bir birimde
birbirine benzer iki molekiil oldugunu gostermektedir

M. A. Ashraf ve calisma arkadaslar1 [92] tarafindan sentezlenen 2-amino-
benztiyazol, 4-amino-salisilik asit ve 4-aminofenol yapilar1 ¢esitli spektroskopik
yontemlerle karakterize edilmistir. Ayrica ilgili bilesiklerin ve metal komplekslerinin
mantar ve maya bakterilerine karsi in vitro biyolojik aktivite testleri
gerceklestirilmistir.  Sonu¢ olarak metal komplekslerinin  ligantlara  gore
aktivitelerinin daha fazla oldugu rapor edilmistir.

H. Khanmohammadi ve ¢alisma arkadaslar1 [93] tarafindan 4-amino-3-(4-piridin)-5-
merkapto-1,2,4-triazol ile ¢esitli aldehit ve dialdehitlerin tepkimesi sonucu

sentezlenen Schiff bazlarinin yapisi ¢esitli spektroskopik yontemlerle karakterize
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edilmistir. Bunun yani sira, ilgili bilesiklerin antibakteriyel (Escherichia coli ve
Staphylococcus aureus) ve antifungal (Candida albicans) aktiviteleri disk diflizyon
metodu kullanilarak test edilmistir.

B. K. Kaymakg¢ioglu ve calisma arkadaslar1 [94] tarafindan bazi aktif hidrojen
bilesikleri ile 4-amino-3,5-di/1,3,5-trimetilpirazol yapilarinin tepkimesi sonucu
sentezlenen yeni hidrazon molekiilleri cesitli spektroskopik yontemlerle karakterize
edilmistir. Mycobakterium tuberculosis H37Rv bakterisine kars1 gergeklestirilen in
vitro antitiiberkiiloz aktiviteleri rapor edilmistir. Edle edilen bilesiklerin
Mycobakterium tuberculosis bakterisini 30% civarinda inhibe ettigi sonucuna
varilmstir.

Antioksidanlar biyolojik sistemlerde serbest radikallerin temizligi acisindan oldukca
onemli bir rol oynamaktadir. Genel olarak molekiillerin oksidasyonunun inhibe eden
ve bu tip zararlara kars1 molekiiler sistemi koruyan molekiiller olarak bilinirler.

C. Vanucci-bacqué ve ¢alisma arkadaslar1 [95] tarafindan siibstitiie benzaldehitlerden
sentezlenen yeni hidrazon tiirevleri potansiyel antiaterojenik yapilar olarak
bilinmektedir. ilgili bilesiklerin antioksidant ve sitoprotektif 6zellikleri incelenmistir.
Bununla beraber siiperoksit (O?) anyonlarmmn inhibisyonuna yénelik cesitli
calismalar1 yapilmistir. Sitoprotektif etki, ortamda sitotoksik oksidizie LDL
varliginda hiicre yasam siiresi baz alinarak degerlendirilmistir.

O.A. EL-gammal ve c¢alisma arkadaslar1 [96] tarafindan sentezlenen 2-asetilpiridin-
a-naftoksiasetilhidrazon (HA;PNA) yapisi ve bu yapinin metal kompleksleri (Ni(Il),
Co(Il), Cu(l1), Cd(I1), Mn(11), Hg(11) and UO,*") ¢esitli spektroskopik yéntemlerle
karakterize edilmistir. Bununla beraber ilgili ligandlarin ve metal komplekslerinin
antibakteriyel, antioksidant, antitimoér ve radikal temizleyici (DPPH) in vitro
aktiviteleri (Ehrlich ascites) rapor edilmistir.

E. Giziroglu ve ¢alisma arkadaslari [97] tarafindan o-hidroksibenzoil hidrazin ve p-
hidroksibenzoil hidrazinin 1,3-dimetil-5-asetil-barbiturik asit ile etanol icerisinde
tepkimesi sonucu sentezlenen tridente ligantlart (1,3-dimetil-5-asetilbarbiturik asit o-
hidroksibenzoil hidrazol (H,L;) ve 1,3-dimetil-5-asetilbarbiturik asit p-
hidroksibenzoil hidrazol (H,L;) ¢esitli spektroskopik yontemlerle karakterize
edilmistir. DMSO ile karali hale getirilmis bakir(Il) kompleksleri, [Cu(L1)(DMSO)]
and [Cu(L2)(DMSO)], 1:1 oraninda (CuCl,.5H,0:H,L4/H,L;) DMSO/Su karisiminda
tepkimeye sokularak ilgili yapilarin metal kompleksleri elde edilmistir. Biitiin yapilar

X-ray difraksiyon analizi ile aydinlatilmistir.
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N. Belkheiri ve calisma arkadaslari [98], tarafindan siringaldehit yapilarindan
sentezlenen yeni hidrazon tiirevleri ve bu yapilarin antioksidan 6zellikleri yakin bir
zamanda rapor edilmistir. Cesitli yontemler uygulanarak 2,2,-difenil-1-pirilhidrazil
(DPPH) ve 2,2-azinobis(3-etilbentiyazolin-6-siilfonik asit (ABTS") radikalleri
uzerine ilgili molekiiller kullanilarak inhibisyonlar1 test edilmistir. Ayrica, siiperoksit
anyonlarin olusumu ve lipoprotein oksidasyonu ile antioksidan Ozellikleri
kesfedilmistir.

Paraoksonaz bir¢ok memeliden saflastirilmistir ancak sadece insan, sigan ve tavsan
PON1 proteinleri kapsamli olarak karakterize edilmistir [99-101]. PONL1
aktivitelerinin gesitliligi farkli memelilerde, paraokson substrat olarak kullanilarak
Alridge tarafindan incelenmistir [102]. Serumlar i¢inde en yiiksek aktiviteye tavsanin
ve en diisiigiine siganin sahip oldugunu bulmustur. Kuslarin ¢ok diisiik serum
paraoksonaz aktivitesine sahiptir [103]. Cok diisiik serum PONI aktivitesine sahip
olan baliklar, OP insektisite karsi ¢ok duyarlidir [104]. Sigirlar icin PON1 ¢alismalari
¢ok kisithdir.

Tuk ve arkadaslari [105,106] hamile, erken laktasyon ve gec laktasyon st
ineklerinde PONI1 aktivitesini arastirmistir. Hemen dogum sonrasin PON
aktivitesinde gozlenen azalmasinin nedenlerini; 1) yag mobilizasyonu ve karaciger
hicrelerinde tigliserid birikimi, karaciger hasarina veya 6liimiine neden olabilecegi,
2) kan kolesterol HDL azalmasi, 3) oksidatif stresin artmasi, 4) tim bunlarin
kombinasyonu, olabilecegini 6nermislerdir.

Farkli kaynaklardan PON enzimi icin farkli saflagtirma protokolleri kullanilmistir.
Miyomote ve arkadaslar1 sigir PON’un insan ve tavsan homolog proteini oldugunu
HDL fraksiyonundaki [107], apolipoproteininde N-terminal aminoasit metodu
kullanarak belirlemislerdir. Sigir PON ayrica preperatif SDS-PAGE ve
immunoblotting kullanilarak serum HDL fraksiyonlarindan izole edilmistir [108].
PON’un dort saflagtirma basamagi, Agaroz Mavi, Sephadex G-200, DEAE-Trisakril
M Sephadex G-75 kullanarak, tavsandan 73,1 kat ve insan serumundan 62,1 kat
saflagtirildigr rapor edilmistir [109]. Koyun serum paraoksonaz etanol, pH ve iyonik
siddet fraksiyonlamasi ile 330-385 kat saflastirilmstir [110]. Rodrigo ve arkadaslari
[111] hidroksiapatit adsorpsiyon kromatografisi ile DEAE-Sefaroz CL-6B (izerine,
spesifik olmayan afinite kromatografisi ile Sibakron Mavisi F3GA Uzerine ve anyon

degisim kromatografisi ile Mono Q HR 5/5 {izerine karaciger paraoksonaz 415 kat
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saflagtirmislardir. Ayrica sican karacigeri PON3 yedi basamaktan olusan bir
protokolle 177-kat saflatiriimigtir [100].

Literatiir arastirmasi yapildiginda, hidrazon tirevlerinin sentezi ile ilgili bircok
calisma oldugu goriilmektedir. Ote yandan, bu bilesiklerin hPON1 (izerine inhibitor
etkileri hakkinda hi¢ bir veri bulunmamaktadir. Bu nedenle biz ¢alismamizda yeni
hidrazon tiirevleri sentezledik ve kimyasal yapilarmi karakterize ettik. Ve, yeni
sentezlenen tiim bilesiklerin serbest radikal temizleme aktivitesi DPPH metodu
kullanilarak belirlenmistir. Bu yeni maddelerin ayrica saflastiritlmis hPON1 Ulzerine

In vitro inhibitor etkileri de degerlendirilmistir.
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3. MALZEME ve YONTEM
3.1 Malzemeler

3.1.1 Deneylerde kullamlan kimyasal maddeler

Bu c¢alismada kullanilan 5-bromo-2,3-dimetoksibenzaldehid (%97), 5-Bromo-2,4-
dimetoksibenzaldehid (%99), 3,5-Bis (triflorometil) benzaldehit (%97), 2,4-bis
(triflorometil) benzaldehit (%98), 2-hidrazino benzotiyazol (%97), 2-hidrazinopiridin
(%97), aseton, etanol, metanol, N,N-Dimetil formamid, HCI, NaOH, DPPH, DMSO,
Sepharose-4B jel, 1-naftilamin, CNBr, NaHCOj L-tirozin, NaNO,, Na,HPO,
(NH;)2SO4, NapHPO,, Tris-baz, CaCl,, paraokson ve elektroforez igin kullanilan

kimyasallar Sigma Chem. Co.'dan saglandi, diger tiim kimyasallar analitik saflikta

hem Sigma-Aldrich hem de Merck' ten satin alindi.

3.1.2 Deneylerde kullamlan alet ve cihazlar

Bu ¢alismada, asagida yer alan alet ve cihazlar kullanildi:

Buz Makinesi
Elektroforez Sistemi
Kromatografik Kolon
Magnetik Karistirict
Otomatik Pipet

pH metre

Sogutmal1 Santrifiij

UV Spektrofotometre

Vorteks
Terazi
Gradient Mikser

Jel Gorlntiileme Sistemi

Fiocchet AF10

Hoefer, HSI

Sigma (1.5 % 10 cm)

WiseStir MSH-20A

Transferpet, Nichipet EX

Hana pH 211 Microprocessor
Sigma 3K15

CARY 1E, UV-Visible
Spectrophotometer-VARIAN
Fisons Whirl Mixer

Precise XB 220A

Atta magnetic stirrer and the gradient tube
Gel Doc-H Imaging System (UVP)



3.1.3. Deneylerde kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanislar:

e DPPH radikali giderme aktivitesinde kullanilan ¢ozelti;

0,1 mM DPPH c¢ozeltisi: 3,9432 mg DPPH 100 mL saf etil alkolde yaklasik 30
dakika manyetik karistirici kullanilarak ¢oziildi. Her bir deney igin taze ¢ozelti
hazirlandi. Deney esnasinda ¢6zeltinin bulundugu balon joje aliiminyum folyo ile

sarilarak karanlik bir ortamda muhafaza edildi.

¢ Hidrofobik jelin sentezinde kullanilan tamponlar;

0,1 M NaHCO3 tamponu (pH 10,0): 8,401 g (0,1 mol) NaHCO3; 950 mL distile suda
coziilerek, 1 N NaOH ile pH’ s1 10,0’ a getirildi ve son hacim distile su ile 1L’ ye
tamamlandi.

0,2 M NaHCO3; tamponu (pH 8,8): 8,401 g (0,1 mol) NaHCO3 450 mL distile suda
¢oziilerek, 1N NaOH ile pH’ s1 8,8’¢ getirildi ve son hacim distile su ile 500 mL’ ye
tamamlandi.

0,01 M Na,HPO,4 tamponu (pH 6,0): 1,42 g (0,01 mol) Na,HPO,4 950 ml distile suda
coziilerek, 1N NaOH ile pH ‘s1 6,0 ‘a getirildi ve son hacim distile su ile 1 L’ ye

tamamlandi.

¢ Hidrofobik jelin dengelenmesi icin kullanilan tampon;
1 M (NH,),SOgiceren, 0,1 M Na,HPO, tamponu (pH 8,0): 14,2g (0,1 mol) Na;HPO,
ve 132,14 gr (1 mol) (NH4),SO4 950 mL distile suda ¢oziilerek, 1IN HCI ile pH’s1

8,0’e getirildi ve son hacim disitile su ile 1L’ye tamamlandi.

¢ Hidrofobik jele baglanmig PON enziminin eliisyonu i¢in kullanilan tamponu;
0,1M Na,HPQO, tamponu (pH 8,0): 14,2g (0,1 mol) Na,HPO, 950 mL distile suda
coziilerek, IN HCI ile pH’st 8,0’e getirildi ve son hacim distile su ile 1L’ye

tamamlandi.

e Paraoksonaz enzim aktivitesi 6l¢limiinde kullanilan bazal aktivite tamponu;

2 mM CaCl, iceren, 100 mM Tris-baz tamponu (pH 8,0): 3,0285 g (25 mmol) Tris-
Baz, 200 mL distile suda ¢6zildi. 1 N HCI ile pH’1 8,0°e getirildi. 0,0555 g (0,5
mmol) CaCl; katilarak son hacim 250 mL’ye tamamlandi.

Substrat ¢ozeltisi (2mM paraoksan ¢ozeltisi): 10,8 ul paraokson, 1 ml asetonda iyice
cozildikten sonra (zerine 1 mL bazal aktivite tamponu eklendi ve iyice

karistirildiktan sonra kullanildi.
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e Amonyum siilfat ¢coktiirmesi sonucunda olusan ¢okelegin alindig1 tampon,;

0,1 M Tris-baz tamponu (pH 8,0): 1,211 g (0,01 mol) Tris-Baz 95 ml distile suda
¢oziilerek, 1IN HCI ile pH’1 8,0’a getirildi ve son hacim distile su ile 100 mL’ye
tamamlandi.

Proteinlerin kantitatif tayininde kullanilan ¢ozelti: 100 mg Coomassie brillant blue
G-250, 50 ml etanol de ¢oziildii. Bu ¢6zeltiye 100 ml %95’lik fosforik asit ilave

edildi. Cézeltinin son hacmi distile su ile 1L’ye tamamlandi.

e SDS-PAGE'de kullanilan numune tamponu;

0,5 M Tris-HCI (pH 6,8) 2,5 mL
% 10’luk SDS 4,0 mL
Gliserol 2,0 mL
-merkaptoetanol 1,0 mL
Bromfenol mavisi 0,01g

Distile su 0,5mL

e SDS-PAGE'de kullanilan tank tamponu;

Tris-HCI 309
Glisin 14,4 g
SDS 109

Distile su ile ¢zeltinin son hacmi 1 L’ ye tamamlanur.

e SDS-PAGE'de kullanilan ayirma ve yigma jellerinin hazirlanisi;

SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan jel karigimlarinin hazirlanis1 ve kullanilan
miktarlar1 Cizelge 3.1°de verilmistir.

SDS-PAGE'de kullanilan renklendirme ¢ozeltisi; 0,66 g Coomassie brillant blue G-
250, 120 mL metanolde ¢ozlldli. Bu ¢Ozeltiye 24 mL saf asetik asit ve 120 mL
distile su ilave edildi.

SDS-PAGE'de kullanilan renk agma ¢ozeltisi; % 7,5 asetik asit, % 5 metanol ve %
87,5 distile su icermektedir. Bu amacla 75 mL asetik asit ve 50 mL metanol, 875 mL

saf su ile karistirildi.
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Cizelge 3.1 SDS-PAGE'de kullanilan jel karisimlarinin miktarlari.

Ayirma Jeli

Yigma Jeli

%10

%3

Akril amid/Bis

Akril amid 15¢

Bis 0449

Alinarak son hacim destile su ile 50 mL'ye

tamamlanir.

16,65 mL

2,6 mL

Destile su

20,1 mL

12,2 mL

1,5 M tris-HCL (pH 8,8)

Tris-HCI 11,82

Alinarak pH 8,8 oluncaya kadar 0,1 M
NaOH ilave edilerek son hacim destile su

ile 50 mL'ye tamamlanir.

12,5mL

0,5 M Tris-HCI (pH 6,8)
Tris-HCI 3,949
Alnarak pH 6,8 oluncaya kadar 0,1 M

NaOH ilave edilerek son hacim destile su

ile 50 mL'ye tamamlanir.

50mL

% 10 'luk SDS
SDS 1g
Alinarak son hacim destile su ile 10 mL'ye

tamamlanir.

0,5 uL

200 pL

TEMED

25 uL

20 puL

%10'luk amonyum persulfat

Amonyum persiilfat 19
aliarak son hacim destile su ile 10 mL'ye

tamamlanir.

750 uL

400 pL
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3.2 Yontemler

3.2.1 Hidrazon bilesiklerinin sentezi

3.2.1.1 1-(5-bromo-2,3-dimetoksibenziliden)-2-(piridin-2-il)hidrazin (B-2,3-MB

PyH) bilesiginin sentezi:

B-2,3-MBPyH bilesigi, Sekil 3.1'de goriildiigii gibi hazirlandi. Sicak metanol (20
mL) igerisinde hazirlanmis 2-hidrazinopiridin (0,546 g, 0,005 mol) c¢ozeltisi, sabit
karistirma ile, sicak metanol (30 mL) igerisinde hazirlanmis olan 5-Bromo-2,3-
dimetoksibenzaldehid (1,225 g, 0,005 mol) c¢o6zeltisine yavas yavas ecklendi.
Kondensasyon reaksiyonu asidik kosullarda gergeklestiginden sentez pH 4-5'te
yapildi. Reaksiyon yaklasik olarak 30 dakikada gergeklestirildi. Olusan soluk sar1
renkli kristal tizeri kapatilarak 3 giin sureyle ¢eker ocakta birakildi ve suzuldi. Ag¢ik
sart renkli ¢okelti sicak metanol i¢inde ¢Ozuldl, 3 saat siireyle geri sogutucuda

refluks edilerek tekrar kristallenmesi igin 2 gin sureyle ¢eker ocakta birakildi ve

stzaldu.
N
C=N—NH X
| + H,0
OCH3 NH OCH =
OCH, OCH,

Sekil 3.1: 1-(5-bromo-2,3-dimetoksibenziliden)-2-(piridin-2-il)hidrazin (B-2,3-
MBPyH) bilesginin sentezi.

3.2.1.2 1-(5-bromo-2,4-dimetoksibenziliden)-2-(piridin-2-il)hidrazin (B-2,4-MB
PyH) bilesiginin sentezi:

B-2,4-MBPyH bilesigi, Sekil 3.2'de gorildigii gibi hazirlandi. Sicak metanol (20
mL) igerisinde hazirlanmig 2-hidrazinopiridin (0,546 g, 0,005 mol) cozeltisi, sabit
karistirma ile, 25-30 °C, sicak aseton ¢ozeltisinde (30 mL) hazirlanmis olan 5-
Bromo-2,4-dimetoksibenzaldehid (1,225 g, 0,005 mol) cozeltisine yavas yavas
eklendi. Kondensasyon reaksiyonu asidik kosullarda gerceklestirildi. Sentez pH 4-
5'te yapildi. Reaksiyon yaklasik 30 dakikada tamamlandi. Soluk sar1 renkteki Kristal
3 giin siireyle lizeri kapatilarak ¢eker ocakta birakildi ve bu sure sonunda stzuldu.
Elde edilen acik sar1 ¢okelti sicak metanol i¢inde ¢Ozuldu, 3 saat slreyle geri
sogutucuda refluks edildi, tekrar kristallenmesi icin 2 gin sureyle ceker ocakta
bekletildi ve stizuldu.
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C N-NH
U + H,0
H,CO OCHg4 H,CO OCH,4
Hz

Sekil 3.2: 1-(5-bromo-2,4-dimetoksibenziliden)-2-(piridin-2-il)hidrazin (B-2,4-
MBPyH) sentezi.

3.2.1.3 1-(2,4-bis(triflorometil)benziliden)-2-(piridin-2-il)hidrazin (2,4- FMBPy
H) bilesiginin sentezi:

2,4-FMBPyH bilesigi, Sekil 3.3'te de goriildiigli gibi hazirlandi. Sicak metanolde (20
mL) icerisinde hazirlanan 2-hidrazinopiridin(0,546 g, 0,005 mol) c¢o6zeltisi sabit
karistirma ile, 25-30 °C, sicak metanol(25 mL) icerisinde hazirlanmis olan 5-Bromo-
2,4-Bis(triflorometil) benzaldehid (1,21 g, 0,005 mol) c¢o6zeltisine yavas yavas
eklendi. Kondensasyon reaksiyonu asidik kosullarda, pH 4-5'te, gerceklestirildi.
Reaksiyon yaklasik 30 dakikada tamamlandi. Soluk sar1 renkteki kristal 3 gin
stireyle tizeri kapatilarak ¢eker ocakta birakildi ve suzildi. Agik sar1 renkli ¢okelek
sicak metanol iginde ¢0zildl, 3 saat siireyle geri sogutucuda refluks edilerek tekrar

kristallenmesi icin 2 glin siireyle ceker ocakta bekletildi ve stzuldu.

0 H
| ! N
L @ + H,0
FsC CF, N NH F4C CF, Z
H,N

Sekil 3.3: 1-(2,4-bis (triflorometil) benziliden)-2-(piridin-2-il) hidrazin (2,4-
FMBPyH) sentezi.

3.2.1.4 1-(3,5-bis (triflorometil) benziliden)-2-(benzo[d] tiazol-2-il) hidrazin
(3,5-FMBThH) bilesiginin sentezi:
3,5-FMBThH bilesigi, Sekil 3.4'te de goriildigii gibi hazirlandi. Sicak metanol (25
mL) igerisinde hazirlanmig olan 2-hidrazinobenzotiazol (0,826 g, 0,005 mol)
cOzeltisi sabit karistirmayla, sicak metanolde (25 mL) hazirlanmis olan 3,5-Bis
(triflorometil) benzaldehid (1,21 g, 0,005 mol) ¢ozeltisine yavas yavas eklendi.
Kondensasyon reaksiyonu asidik kosullarda gerceklestiginden sentez pH 4-5'te
yapildi. Reaksiyon yaklasik 30 dakikada tamamlandi. Soluk sar1 renkli kristal 3 gln

stireyle tlizeri kapatilarak geker ocakta birakildi ve siiziildii. Soluk sar1 renkli ¢okelti
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sicak metanol i¢inde ¢oziildii, 3 saat siireyle geri sogutucuda refluks edildi, tekrar

kristallenmesi icin 2 glin boyunca ¢eker ocakta bekletildi ve suzuldd.

3C

Ow_H
™ F
N\ II' N
+ >—I?IH - (IZZN—N</ +H,0
e CF, ST NH, H S
F

3C

Sekil 3.4: 1-(3,5-bis (triflorometil) benziliden)-2-(benzo[d] tiazol-2-il) hidrazin (3,5-
FMBThH) sentezi.

3.2.2 Antioksidan aktivitenin belirlenmesi

3.2.2.1 DPPH radikal giderme aktivitesi

Hidrazon tarevlerinin radikal giderme yetenegi Blois (1958), metodu kullanilarak
etanol ¢Ozeltisindeki DPPH' in (2,2-difenil-1-pikril hidrazil) indirgenmesine
bakilarak spektrofotometrik yontemle tespit edildi. Hidrazon tiirevi bilesikler DMSO'
da ¢oziildii ve her bir bilesik farkli konsantrasyonlarda (1, 2, 3, 4 ve 5 mg/mL)
hazirlandi. BTH'in (biitillenmis hidroksitoluen) ayni konsantrasyonlar pozitif kontrol
olarak kullanildi. Daha sonra, toplam hacim etanolle 1,5 mL'ye tamamlandi. Son
olarak, 0,1 mM DPPH radikal ¢6zeltisinin 0,5 mL'si test tlplerinin herbirine ilave
edildi ve karigim vorteks edildi. Karanlikta oda sicakliginda 30 dak inkiibasyondan
sonra, spektrofotometre yardimiyla, kor olarak etanole karsi, absorbanstaki azalma
570 nm'de 6lguldl. Radikal giderme aktivitesi asagidaki denklemden hesaplandi:

DPPH Glderme AktiViteSI (%) [(Akontro| 'A{jmek) /Akontr0| ]XlOO (3.1)

Burada, Axontrol, kontrol reaksiyonunun absorbansi ve Agmek, hidrazon tirevi
bilesikler/standart antioksidan (BTH gibi), varligindaki absorbanstir. ICsy degeri, test
edilen hidrazon tiirevi bilesiginin % 50 DPPH giderme konsantrasyonudur ve bu
deger hidrazon turevilerinin konsantrasyonuna karst DPPH giderme yuzdesi

grafiklerinden yararlanarak hesaplandi.
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3.2.3 Hidrofobik etkilesim kromatografisi ile paraoksonaz saflastirilmasi
3.2.3.1 Hidrofobik afinite kolonunun hazirlanisi

3.2.3.1.1 CNBr ile Sepharose-4B'deki OH gruplarimin aktivasyonu

10 mL Sepharose-4B jeli, saf su ile iyice yikanarak dekante edildi. Esit hacimde
distile su ile birlestirildi. Karigtirilmakta olan jel siispansiyonuna 4 g CNBr hepsi
birden katildi. pH metre kullanilarak siispansiyonun pH’s1 4M NaOH ile hemen 11°¢
cikarildi ve reaksiyon bu pH’da muhafaza edildi. Reaksiyona pH degismeyene kadar
devam edildi (10-15 dk). Cok miktarda buz siispansiyona katildi ve karisim bir
bunher hunisine nakledildi. Daha sonra 250 mL soguk 0.1M NaHCO3 tamponu (pH
10.00) ile yikandi.

OCN
+ CNBr

W

OH
NCOQ

Sepharose-4B Aktiflesmis matriks

Sekil 3.5: Sepharose-4B aktivasyonu.

3.2.3.1.2 L-tirozin baglanmasi

CNBEr ile aktiflestirilmis matriks tizerine, 20 mL’sinde 15 mg tirozin iceren 0,1 M
NaHCO3 tamponunun (pH 10,00) soguk ¢ozeltisi ilave edilerek 90 dk karistirildi.
Bundan sonra siispansiyon 16 saat 4 °C’de bekletildi.

Bu surenin bitiminde yikama suyu 280 nm’de absorbans vermeyinceye kadar bol su
ile yikandi. Bdylece reaksiyona girmeyen tirozin tamamen uzaklastirilmis oldu.
Yikama 100 mL 0,2 M NaHCO; tamponu (pH 8,8) ile tekrarlandi. Tirozinle
modifiye sepharose-4B ayni tamponun 40 mL’si igine alind1.

COOH

|
HH, —Cl—CH:, 4©x_ OH
H
L-Tirozin Iir
N, N SO COOH
) o=
HCO
Aktiflesmis matriks Sepharose-4B-L-Tirozin

Sekil 3.6: L-tirozin baglanmasi.
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3.2.3.1.3 1-Naftilamin'in diazotasyonu ve Sepharose-4B-L-tirozin'e baglanmasi
25 mg 1-naftilamin 0 °C civarinda 10 mL 1 M HCI icerisinde ¢ozuldl. 75 mg
NaNO, ihtiva eden 0 °C’deki 5 mL c¢ozelti, 1-Naftilamin ¢ozeltisine damla damla
katild1. (1-Naftilamin ¢6zeltisi hazirlanirken etanol ilave edildi ve 1sitildi) 10 dk
reaksiyondan sonra diazolanmis bulunan 1-Naftilamin, 40 mL Sepharose-4B-L-
tirozin sispansiyonuna ilave edildi. pH 9,5’a ¢ikarilarak sabit tutuldu ve 3 saat oda
sicakliginda karistirildi. Daha sonra 1 L saf su ve ardindan 200 mL 0,01 M Na;HPO,
(pH 6,0) tamponu ile yikandi ve ayn1 tamponda muhafaza edildi.

-

I

—_— CiOiH

|
NH—(:]H—GH, OH

Sepharose-4B-L-Tirozin

HNEHCr

Diazolanmis-1-naftilamin

s
W
—C COOH
¢
HMH—CH—CH, OH
\
M=HN

Sepharose-4B-L-Tirozin-1-Naftilamin

Sekil 3.7: 1-naftilamin baglanmasi.

3.2.3.2 Kanin toplanmasi ve santrifiij
Insan serumu 34 mL taze insan kanindan izole edildi ve kuru tiiplere konuldu. Kan
numuneleri 40 dk boyunca 5000 rpm'de santrifiij edildi ve 24 mL serum ayrildi. Tlk

olarak, serum PON1 enzimi amonyum sulfat cokturmesiyle izole edildi.
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3.2.3.3 Amonyum sulfat ¢okttirme arahgmin belirlenmesi

Amonyum siilfat c¢oktiirmesi, ¢oziiniirliikklerin  degistirilmesi ile proteinleri
saflagtirmak i¢in kullanilan bir yontemdir. Bu metod, salting-out olarak da bilinen
daha genel teknigin spesifik durumudur. Amonyum siilfat ¢oziiniirliiliigiiniin oldukca
yiiksek olmasindan dolay1 yiiksek iyonik siddetli tuz ¢ozeltilerinin hazirlanmasinda
siklikla kullanilir. Amonyum siilfat ¢6ktiirme islemi ilk saflastirma asamasi basamagi
olarak secildi. Oncelikle, farkli amonyum siilfat araliklar1 serum PON1 enzimi igin
incelendi.

Coktiirme araligi serum PON1 enzimi icin % 0-60 olarak bulundu. Cokelek, 40 dak
boyunca 15000 rpm'de santrif(j ile elde edildi, 100 mM pH 8,0 Tris-baz tamponunda
tekrar ¢oziildii ve kromatografik islemlerde kullanildi. Kullanilan amonyum stilfatin

uygun konsantrasyonlar asagidaki formiille belirlenmistir:

_1.77xVxX(S, - S,)

NH,), SO
g(NH,),S0, 3545,

(3.2)

V: Serum hacmi
S1: Baslangigtaki % doygunluk

S,: Finaldeki % doygunluk

3.2.3.4 Hidrofobik etkilesim kromatografisi

Amonyum sulfat ¢oktirmesi sonrasi elde edilen ¢okelek 4 mL denge tamponunda
(pH 8,0) tekrar ¢ozildl ve hidrofobik etkilesim kromatografisi kolonuna yuklenmek
icin hazirlandi. Sepharose-4B-L-tirozin-1-naftilamin yapisina sahip hidrofobik
kolona yuklenmeden dnce ¢okeltinin nihai tuz konsantrasyonu 1 M amonyum sulfata
ayarlandi. Hidrofobik kolon laboratuvarimizda sentezlendi. Kolon 1 M amonyum
stlfat iceren 0,1 M Na,HPO, tamponuyla (pH 8,0) dengelendi. Paraoksonaz enzimi
kolondan amonyum sulfat iceren ve icermeyen 0,1 M Na,PO, tamponu (pH 8,0)

vasitasiyla amonyum sulfat gradienti ile elue edildi.
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3.2.3.5 Paraoksonaz enzim aktivite tayini

Paraoksonaz aktivitesi, Gan ve arkadaslar1 (1991) tarafindan agiklanan metoda gore,
substrat olarak paraoksan kullanilarak, p-nitrofenol olusumundan dolay1
absorbanstaki artigin  spektrofotometrik olarak  olgilmesiyle nicel olarak
belirlenmistir. Enzim aktivite tayini, 412 nm'de p-nitrofenol degerine bakilarak
yapilmaktadir.  p-nitrofenoliin molar ekstinksiyon katsayisi (e= 17,100 M™* cm™ pH
10,5) enzim aktivitesinin hesaplanmasinda kullanilmistir. PON1 aktivitesinin birimi
analiz kosullar1 altinda dakika basina olusturulan 1 pmol 4-nitrofenol olarak
tanimlanmaktadir. Reaksiyonda, p-nitrofenoliin gorintist 37 °C'de 2 dk boyunca
otomatik kaydeden spektrofotometre (Biotek automated recording ) yardimiyla 412
nm' de takip edildi. Nihai 2 mM substrat konsantrasyonu enzim analizi boyunca

kullanild1 ve tiim 6l¢iimler iki defa yapildu.

H H

2 0] _ 2_ @)
" TONE _ponz, TR TOSNE L o NO
H2 /P N03 2 v 3
HsC-C —O H,C-C —O
Paraokson Dietil fosfat p-Nitrofenol

Sekil 3.8: PONL1 ile paraoksan reaksiyonu.

Paraoksonaz enzim aktivitesi asagidaki formiille hesaplanir:
EU, Aktivite (V)= [T,(mL)*x(OD)*(1000)]/[(€412)*(E\)x(d/cm)] (3.3)

Burada;

Ty: Toplam hacim

OD: Dakika basina absorbanstaki degisim
€:17,200 Mcm™*

Ey: Enzim hacmi

3.2.3.6 Toplam protein tayini

280 nm'deki absorbans Olcimi, amonyum sulfat ¢oktlirmesi ve kolondan alinan
eluatlardaki proteinleri izlemek i¢in kullanildi. Kantitatif protein tayini ise,
Bradford'a (Bradford, 1976) gore ,standart olarak sigir serum albimini kullanarak

595 nm'deki absorbans 6lgiimleriyle belirlendi.

35



3.2.3.7 Optimum sartlarda Ky, ve Vmax degerlerinin bulunmasi

Km Ve Vimax degerlerinin tespit edilmesi amaciyla optimum sartlarda (37 ‘C’de ve 0,1
M pH 8 Tris-baz tamponunda) paraokson substratinin sekiz farkli konsantrasyonunda
enzim aktivitesi 6l¢iimii yapildi. Her 6lcum iki defa tekrarlanarak, bulunan degerlerin
ortalamasi alindi. 1/V ve 1/[S] degerleri bulunarak Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi.

Km Ve Vmax degerleri grafigin denklemlerinden yararlanilarak bulundu.

3.2.3.8 Hidrazon bilesiklerinin ICsy degerlerinin bulunmasi

Hidrazon tdrevlerinin inhibisyon c¢alismalar1 i¢in, farkli konsantrasyonlardaki
hidrazon tlrevleri reaksiyon ortamina eklenmistir. 2mM sabit paraokson substrat
konsantrasyonunda ¢alisildi.  Paraoksonaz aktivitesi, hidrazon tirevlerinin
mevcudiyetinde, paraoksan substratinin hidrasyonunun izlenmesiyle tespit edilmistir.
Herbir hidrazon tiirevinin farkli konsantrasyonlari ig¢in % aktivite degerleri,
Microsoft Office 2010 kullanilarak regrasyon analiziyle tespit edilmistir. Hidrazon
tirevleri icermeyen PONL1 enzim aktivitesi % 100 aktivite olarak kabul edilmistir.
Hidrazon turevleri icin % 50 inhibisyona neden olan inhibitér konsantrasyonlari

(ICso degerleri) grafiklerden elde edilmistir.

3.2.3.9 Sodyum dodesil sulfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile
enzim safliginin kontrolii

Sodyun dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi enzimin safligini kontrol etmek
amaciyla yapilmistir. Bu yontem Laemmli'ye gore, sirasiyla, % 3 ve % 12 akrilamid
konsantrasyonlarinda, 0,1 SDS iceren, yigma ve yuritme jelleri hazirlanarak
yapilmigtir [112]. Ornek (20 pg) elektroforez ortamina uygulanmistir. Elektroforez
jeli % 0,1'lik Commassie brillant blue R-250, % 50 metanol ve % 10 asetik asit
iceren cozelti icinde 1 buguk saat siire ile boyandi ve daha sonra boya icermeyen
ayn1 ¢Ozeltide birkac defa taze ¢ozelti degistirilerek boya uzaklastirildi.

Elektroforetik drnek fotograflanmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1 Hidrazon Turevlerinin Sentezi ve Karakterizasyonu
Bu ¢alisma kapsaminda dort farkli hidrazon tiirevi sentezlendi ve yapilart NMR, UV-

VIS, FTIR, X-1s51m1 ve elementel analiz metodlar ile karakterize edildi. Sentezlenen
hidrazon tdrevlerinin (Turev 1. B-2,3-MBPyH; Turev 2: B-2,4-MBPyH; Tirev 3:
2,4-FMBPyH; Tirev 4: 3,5-FMBThH) deneysel sonuglari asagida verilmistir.

4.1.1 Tarev 1: B-2,3-MBPyH
Bu hidrazon tiirevini hazirlamak i¢in 2-hidrazinopiridin c¢ozeltisi 5-bromo-2,3-

dimetoksibenzaldehit ¢Ozeltisine yavas yavas eklendi ve iiriin olarak soluk sar1 renkli
bir kristal elde edildi.

4.1.1.1 FTIR spektrumu

Sekil 4.1: B-2,3-MBPyH' nin FTIR spektrumu.
IR spektrumunda, Schiff bazinin N-H bandi yaklagik 3188,6’de ve aromatik C-H
bantlari zayif ve genis bantlar seklinde 29356 cm™de gozlendi. Imin grubu
lizerindeki hidrojen 1596,8 cm™de gozlendi. C = N ve C = C aromatik gerilmeleri
1579,2-1533,8 cm™ *de gozlendi. CH, CH,, CHs, pikleri 1473,9-1426,9 cm™ ’de
gozlendi. C-O grubu 1072,3cm™ ’de gozlendi. IR spektrumunda yaklasik olarak
815,10 cm™ *deki bant C- Br gerilimini gostermektedir.
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4.1.1.2 Elementel analiz verileri

i
Br C=N—NH Mo
OCH 4 e

Cizelge 4.1: B-2,3-MBPyH’nin deneysel verileri.

Elementel Analiz

% C % N %H
Molekuler Molekuler Verim
Kisaltma Formiil Agirhik Renk % Hesaplanan Bulunan Hesaplanan Bulunan Hesaplanan Bulunan
B-2,3-MBPyH  Cy4H14N3BrO; 335,898 Soluk sar1 75,25 50,015 47,345 12,504 11,354 4,168 3,975




4.1.1.3 UV-VIS absorpsiyonu

Ultraviole-gorunur (UV-VIS) absorpsiyonunda Schiff bazinin yapisina bagl olarak
Amax pik degerleri genellikle 250-450 nm’de g6zlemlenmistir. Pikler molekuldeki
HC=N ve aromatik C=C gruplarina baglh n-n* ve mn-n* gegislerinden
kaynaklanmaktadir. Bu ¢alismada DMSQO’da A; =335 nm ve X, =348 nm’de gozlenen
iki tane Amax vardir, absorbans degerleri 4,437°dir. Amax degerlerindeki kaymada
toplamda iki etki vardir. Birincisinde, Br, induktif olarak elektron c¢ekicidir, fakat
rezonans araciligiyla, elektron verici etkileri birbiri Gzerine Kkarsit yonde
yilklemektedir. Ikincisinde piridin halkasindaki N atomu iizerindeki eslesmemis
elektron, rezonans ylziinden elektron verici grup olarak davranamamaktadir. N’in
eslesmemis elektronlari yiiziinden, piridin formlar1 gili¢lii molekiiller aras1 hidrojen

baglar1 ve elektron-verici etkisiyle o-konumunda séndurilmektedir.

5.
45 -
4

3,5 -

Absorbans
(=]
un

240 260 280 300 320 340 360 380 400
Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.2: B-2,3-MBPyH i¢in UV-VIS absorpsiyonu.
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4.1.1.4 NMR spektrumu

(o
T
=N—NH_ _MNsq2¢
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Sekil 4.3: B-2,3-MBPyH icin NMR spektrumu.
'"H-NMR verileri 8,205 ppm’de goriillen tek pikin C7 imin protonu (izerindeki
hidrojene ait ve 8,093 ppm’de goriilen ikili pikin piridin halkasindaki C12 tizerinde
bulunan hidrojene ait, 7,626 ppm’de goriilen ti¢lii pikin piridin halkasindaki C10
uzerinde bulunan hidrojene ait oldugunu, 7,57 ppm’deki tek pikin C1 izerindeki yani
Br’a bagl komsu karbonun tizerindeki hidrojene ait oldugunu, 7,24 ppm’de goriilen
pikin C9 aromatik halka Uzerinde bulunan hidrojene ait oldugunu, 7,14 ppm’deki
pikin C3 Uzerindeki hidrojene ait, 6,76 ppm’de goriilen iiglii pikin C11 tizerindeki
hidrojene ait oldugunu, 3,827 ppm ve 3,73 ppm’de goriilen piklerin C4, C5
uzerindeki OCHgs grubundaki hidrojene ait ve 3,3 ppm ile 2,48 ppm’de goriilen

piklerin DMSO ¢oziiciisiine ait oldugunu gostermektedir.
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4.1.1.5 X-Istm kirinmim ¢alismasi

Birim hucre tespitinde ve veri toplamada kullanilan kristal ve enstrimantal
parametreler Cizelge 4.2°de 6zetlendi. Kirinim dlgtimleri, Bruker SMART BREEZE
CCD difraktometresi tizerinde oda sicakliginda gergeklestirildi. Goriintii almak igin
grafit monokromatiklestirici MoKa 1s1ma (A= 0,71073 °A) ve Ao=5° ile salinim
taramalar1 teknigi veri toplamada kullanildi. Kafes parametreleri F*>24(F?) ile tiim
yansimalarin temeli en kiiciik kareler metoduyla belirlendi. Yogunluklarin
entegrasyonu, Lorentz icin diizeltme, polarizasyon etkileri ve hiicre aritma
(saflagtirma) Crystal Clear (Rigaku/MSC, Inc., The Woodlands, Teksas) yazilimi
kullanilarak gerceklestirildi. Yapilar SHELXS-97 kullanilarak dogrudan yontemlerle
cozildu ve SHELXL-97 programi kullanarak tam matrisin en kiiglik kareler
prosediirii ile arindirildi (saflastirildil). Tim hidrojensiz atomlar anizotropik yer
degistirme parametreleri kullanilarak H8B, H8C ve H2 haricinde idealize edilmis
pozisyonlarda yer alan hidrojen atomlari ise izotropik olarak saflastirildi. Molekiiliin
¢izimi % 50 olasilik ile ORTEP (Oak Ridge Termal Elipsoid Parsel Programi)’te
gerceklestirildi, yer degistirme termal elipsoidleri ve atom-etiketleme semas: sekil
4.4’te gosterildi. H8B, H8C ve H2 haricindeki, H atomlar1 C—H =0,93 °A ile
geometrik olarak konumlandr ve Uiso(H) = 1,2 Ueq(C) ile kendi ana atomu (zerine

binmeye zorlandi.

Sekil 4.4: B-2,3-MBPyH’ in ORTEP ¢iziminin, % 50 olasilik seviyesinde ve
etiketleme semasinda yer degistirme elipsoidiyle gosterimi.
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Cizelge 4.2: B-2,3-MBPyH igin kristal verileri ve yap1 saflagtirma detaylari.

Kimyasal formdil C14H14N3BrO,
Molekiil agirlig: 336,19

Kristal sistem Triklinik

Uzay grubu P-1

Z 2

Kristal rengi Soluk sar1

a,b,c 7,4810(3), 10,2720(4), 10,8102(5)
o 117,203(2)

B 103,823(2)

Y 93,051(2)

V 704,62(5)

Dy 1,585 g cm*
Isinim, A MoKa, 0,71073 °A
u 2,922 mm™

T 293(2) K

Tmin, Tmax 0,128, 0,449
Tarama modu ®/20

Tarama aralif1

-9<h<9,-13<k<13,-14<1<14

Kristal boyutu

1,195 x 0,965 x 0,326

6mina ema\x 2,218, 28,232
1> 206 (I) ile yansima sayist 3395
Saflagtirma parametresinin sayisi 184

S 1,066

Son R endeksleri [I > 26 (I)] 2576

WR (1) 0,1010
Apmaxs APmin 0,896, -0,420

B-2,3-MBPyH’1n yapis1 uzay grubu P-1 ile triklinik kafes igine kristalize olmaktadir.
Asimetrik birimin ORTEP gorunumi Sekil 4.5°te gosterilmekte ve secilen bag
mesafeleri, agilar1 ve torsiyon agist Cizelge 4.4, Cizelge 4.5 ve Cizelge 4.6’da
sunulmaktadir. Asimetrik birim bir Schiff bazi molekiilii icermektedir. Molekiilde,
benzen ve piridin halkalar1 ve hidrazon kopriisii pratikte ayni1 diizlemdedir. Bagliktaki
bilesigin molekiilleri azometin C=N giftli bag etrafinda 178,81(19)° 'lik bir N2-N1-
C9-C6 torsiyon agist ile, bir E-konfigurasyonunu benimsemektedir. N2—C10 ve
N1-N2 bag mesafeleri sirastyla 1,372(3) °A ve 1,362(3) °A arasindadir. N1-C9 cift
bag 1,272(3) °A ‘dir (degerindedir).

Cizelge 4.3: Hidrojen bag mesafeleri (°A) ve agilari (°).

D_H._ A d(D—H) (°A) d(H.A) (CA) d(D.A) (°A) D_H_.A ()
C8_H8B—Brl 0,96 3,02 3,744(3) 133,8
C8-H8C-O1 0,96 2,47 3,012(4) 115,5

N2—H2—N3 0,86 2,26 3,097(3) 133,8
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Sekil 4.5: B-2,3-MBPyH’1n b-ekseni boyunca kristal paketinin gérunimda.

Sekil 4.5°te goruldigi gibi, her bir enantiomer bas-kuyruk molekiler ciftleri
olusturmaktadir. Molekiiller arasi hidrojen bagi, hidrojen koprusinin N atomuna
(N2) baglhh H atomu arasinda ve komsu molekiilin [N2 H2 --- N3] piridin
halkalarinin N atomu (N3) arasinda gozlenmistir. Molekiiller arasi hidrojen bagi
mesafeleri ve bag acilar1 Cizelge 4.3’te listelenmistir. Ayrica, n-m etkilesimleri
paketleme diyagramindan (Sekil 4.6) gorilebilmektedir. Molekuller aras1 7z—z ve
hidrojen baglayici etkilesimler molekiilleri baglayabilmekte ve bu etkilesimler,

kristal yapisinin stabilizasyonunda 6nemli bir rol oynamaktadir.

Sekil 4.6: B-2,3-MBPyH’1n a-ekseni boyunca kristal paketinin gérianimd.
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Cizelge 4.4: B-2,3-MBPyH’1n bag mesafeleri (°A).

Bag mesafeleri (°A)

Bri—C2 1,900(2)
02—C5 1,378(3)
02—C8 1,424(3)
01-C4 1,360(3)
01-C7 1,432(3)
N1-C9 1,272(3)
N1-N2 1,362(3)
N2—C10 1,372(3)
N2—H2 0,8600
N3—C10 1,335(3)
N3—C14 1,345(3)
C6-C5 1,387(3)
C6-C1 1,391(3)
C6-C9 1,466(3)
C9—H9 0,9300
C1-C2 1,372(3)
Cl—H1 0,9300
C4-C3 1,372(3)
C4-C5 1,404(3)

C10-C11 1,393(4)
C3-C2 1,383(4)
C3—H3 0,9300

C11-C12 1,366(4)

C11-H11 0,9300

C14—C13 1,366(4)

Cl4—H14 0,9300

C12—C13 1,388(4)

C12—H12 0,9300

C7—H7A 0,9600

C7—H7B 0,9600

C7—H7C 0,9600

C13—H13 0,9300

C8—H8A 0,9600

C8—HSB 0,9600

C8—HSC 0,9600

44



Cizelge 4.5: B-2,3-MBPyH’1n bag agilari (°).

Bag agilari (°)

C5-02-C8
C4-01-C7
C9—N1-N2
N1-N2—C10
N1-N2—H2
C10—-N2—H2
C10-N3-C14
C5-C6-C1
C5-C6-C9
C1-C6-C9
N1-C9-C6
N1-C9—H9
C6—C9-H9
C2—-C1-C6
C2—-Ci-H1
C6—-Cl-H1
01-C4-C3
01-C4-C5
C3—-C4-C5
02—-C5-C6
02-C5-C4
C6-C5-C4
N3—C10 N2
N3—-C10-C11
N2—C10-C11
C4-C3-C2
C4—C3—H3
C2—C3—-H3
Cl-C2-C3
Cl1-C2-Br1
C3—C2-Br1
C12-C11-C10
Cl2—C11-H11
C10-C11-H11
N3—-C14-C13
N3—-C14-H14
C13-C14-H14
C11-C12-C13
C11-C12—-H12
C13-C12—-H12
O01-C7-H7A
01-C7-H7B
H7A—-C7—-H7B
01-C7—-H7C
H7A-C7—H7C
H7B—C7-H7C
C14-C13-C12
C14-C13-H13
C12—C13—-H13
02—C8-H8A
02—-C8-H8B
H8A—-C8—-H8B
02—-C8-H8C
H8A—-C8—-H8C
H8B—C8—H8C

113,36(19)
117,4(2)
117,2(2)
118,8(2)

120,6
120,6
116,6(2)
119,2(2)
120,2(2)
120,6(2)
120,3(2)
119,9
119,9
119,0(2)
120,5
120,5
124,6(2)
115,7(2)
119,7(2)
119,7(2)
119,5(2)
120,7(2)
115,0(2)
122,9(2)
122,1(2)
118,7(2)
120,6
120,6
122,6(2)

118,86(19)

118,53(17)
118,7(3)

120,6
120,6
124,6(3)
117,7
117,7
119,5(3)
120,2
120,2
109,5
109,5
109,5
109,5
109,5
109,5
117,6(3)
121,2
1212
109,5
109,5
109,5
109,5
109,5
109,5
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Cizelge 4.6: B-2,3-MBPyH 1n torsiyon agilari.

Torsiyon agilari (°)

C9—N1—-N2—C10 176,3(2)
N2—N1-C9—C6 178,81(19)
C5-C6—C9—N1 -179,4(2)
C1-C6-C9—N1 -1,0(3)
C5-C6—C1—C2 0,8(3)
C9-C6—C1-C2 -177,6(2)
C7-01-C4-C3 0,0(3)
C7—01—C4—C5 179,7(2)
C8-02—C5-C6 107,4(3)
C8-02—C5-C4 -74,9(3)
C1-C6—C5-02 179,8(2)
C9—C6—C5-02 -1,8(3)
C1-C6—C5-C4 2,1(3)
C9—C6—C5-C4 -179,5(2)
01-C4-C5-02 -0,7(3)
C3-C4-C5-02 178,9(2)
01-C4—-C5-C6 177,0(2)
C3-C4—C5-C6 -3,3(3)
C14—N3—C10—N2 179,7(2)
C14—N3-C10—C11 -0,4(4)
N1—N2—C10—N3 -179,8(2)
N1-N2—C10—C11 0,3(3)
01-C4—C3-C2 -178,7(2)
C5-C4—C3-C2 1,7(3)
C6-C1-C2—C3 -2,5(3)
C6-C1-C2—Brl 175,10(16)
C4-C3-C2-C1 1,2(4)
C4—C3—C2-Brl -176,35(17)
N3—C10—C11—-C12 0,9(4)
N2—C10—C11—C12 -179,2(2)
C10—N3-C14—C13 -0,6(4)
C10—C11-C12—C13 -0,4(4)
N3—C14—C13—C12 0,9(5)
C11-C12—C13—C14 -0,4(4)
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4.1.2 Tarev 2: B-2,4-MBPyH
Bu hidrazon tlrevini hazirlamak igin 2-hidrazinopiridin ¢ozeltisi 5-Bromo-2,4-

dimetoksibenzaldehit ¢6zeltisine yavas yavas eklendi ve iiriin olarak soluk sar1 renkli

bir kristal elde edildi.

4.1.2.1 FTIR spektrumu

ST
Br (13:H—HH H&x =
. ‘ n

«f H,CO OCH, 3

T T T
A0 N a0 N e e - 1800 T 1200 ] -] EHLD

Sekil 4.7: B-2,4-MBPyH i¢in FTIR spektrumu.

Bu yap1 sayesinde, Schiff bazinin IR spektrumunda, N-H bandi yaklasik 3191,8 cm’
“de ve aromatik C-H bantlari zayif ve genis bantlar seklinde 2949,3cm™de
gozlendi. imin grubu izerindeki hidrojen 1593,8 cm™ *de gozlendi. C=Nve C=C
aromatik gerilmeleri 1560,4-1538,4 cm™’de gozlendi. CH, CH,, CHg, pikleri 1496,0-
1435,5 cm™de gozlendi. C-O grubu 1085,9 cm™ *de gozlendi. IR spektrumundaki
bant yaklasik olarak 808,35 cm™ de C- Br gerilme moduna tahsis edilebildi.
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4.1.2.2 Elementel analiz verileri

|
B[ =MN- N
g C=N-NH__N_
H,CO OCHj =

Cizelge 4.7: B-2,4-MBPyH’nin deneysel verileri.

Elementel Analiz

% C % N %H
Molekiiler Molekiiler Verim
Kisaltma Forml Agirhik Renk % Hesaplanan Bulunan Hesaplanan Bulunan Hesaplanan Bulunan
B-2,4-MBPyH  Cy4H14N3sBrO; 335,898 Soluk sar1 81,884 50,015 55,874 12,504 12,99 4,168 4,88




4.1.2.3 UV-VIS absorpsiyonu

Ultraviole-goriinidr (UV-VIS) absorpsiyonunda Amax pik degerleri Schiff bazinin
yapisina bagh olarak genellikle 250-450 nm’de gozlemlenmistir. Pikler molekiildeki
HC=N ve aromatik C=C gruplarna bagh n-t* ve =n-n* gecislerinden
kaynaklanmaktadir. Bu ¢alismada DMSO’da A3 =295 nm ve A, =360 nm’de gozlenen
IKi tane Amax vardir, absorbans degerleri 4,018 ve 3,944°dir. Amax degerlerindeki
kaymada toplamda iki etki vardir. Birincisinde, Br, indiiktif olarak elektron ¢ekicidir,
fakat rezonans araciligiyla, elektron verici etkileri birbiri {izerine karsit yonde
yiiklemektedir. Ikincisinde piridin halkasindaki N atomu iizerindeki eslesmemis
elektron rezonans yiziinden elektron verici grup olarak davranamamaktadir. N’in
eslesmemis elektronlar1 yiiziinden, piridin formlar1 gii¢lii molekiiller arasi1 hidrojen

baglar1 ve elektron-verici etkisiyle o-konumunda séndurilmektedir.
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Sekil 4.8: B-2,4-MBPyH icin UV-VIS absorpsiyonu.
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4.1.2.4 NMR spektrumu

P B i H 2 a4

Sekil 4.9: B-2,4-MBPyH icin NMR spektrumu.

'"H-NMR verileri 8,217 ppm’de goriilen kaymadaki tek pikin C7 imin grubu
uzerindeki hidrojene ait, 8,056 ppm’de goriilen ikili kayma pikinin piridin
halkasindaki C12 iizerinde bulunan hidrojene ait, 7,982 ppm’de goriilen tek pikin C1
tizerindeki hidrojene ait oldugunu, 7,637 ppm’de goriilen kaymadaki tglii pikin
piridin halkasindaki C10 tizerinde bulunan hidrojene ait, 7,183 ppm’deki ikili pik C9
tizerindeki hidrojene ait oldugunu gostermekte, 6,77 ppm’de goriilen tek pikin C4
Uzerinde bulunan hidrojene ait, 6,741 ppm’de gorilen uclu piklerin C11 Gzerindeki
hidrojene ait, 3,906 ppm ve 3,886 ppm’de goriilen piklerin C3 ve C5 iizerindeki
OCHg3 grubundaki hidrojenlere ait oldugunu ve 3,308 ppm ile 2,482 ppm’de goriilen

piklerin DMSO ¢oéziiciisii ile ilgili oldugunu gostermektedir.
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4.1.2.5 X-Istm kKirnmim ¢alismasi

Birim hucre tespitinde ve veri toplamada kullanilan kristal ve enstrimantal
parametreler Cizelge 4.8’de 6zetlendi. Kirinim dlgtimleri, Bruker SMART BREEZE
CCD difraktometresi tizerinde oda sicakliginda gergeklestirildi. Gorlintli almak icin
grafit monokromatiklestirici MoKa 1s1ma (A= 0,71073 °A) ve Ao=5° ile salinim
taramalar1 teknigi veri toplamada kullanildi. Kafes parametreleri F*>24(F?) ile tiim
yansimalarin temeli en kiiciik kareler metoduyla belirlendi. Yogunluklarin
entegrasyonu, Lorentz icin diizeltme, polarizasyon etkileri ve hiicre aritma
(saflagtirma) Crystal Clear (Rigaku/MSC, Inc., The Woodlands, Teksas) yazilimi
kullanilarak gerceklestirildi. Yapilar SHELXS-97 kullanilarak dogrudan yontemlerle
¢cozildi ve SHELXL-97 programi kullanarak tam matrisin en kiigliik kareler
prosedirii ile saflastirildi. Tlm hidrojensiz atomlar anizotropik yer degistirme
parametreleri kullanilarak H8B, H2 ve H13 haricinde idealize edilmis pozisyonlarda
yer alan hidrojen atomlari ise izotropik olarak saflastirildi. Molekilun gizimi % 50
olasilik ile ORTEP (Oak Ridge Termal Elipsoid Parsel Programi)’te gergeklestirildi,
yer degistirmetermal elipsoidleri ve atom-etiketleme semasi Sekil 4.10°da gosterildi.
H8B, H2 ve H13 haricindeki, H atomlari C—H =0,93 °A ile geometrik olarak
konumlandi ve Uiso(H) = 1,2 Ueq(C) ile kendi ana atomu tizerine binmeye zorland:.

Sekil 4.10: B-2,4-MBPyH’ in ORTEP ¢iziminin, % 50 olasilik seviyesinde ve
etiketleme semasinda yer degistirme elipsoidiyle gosterimi.
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Cizelge 4.8: B-2,4-MBPyH i¢in kristal verileri ve yap1 saflastirma detaylari.

Kimyasal formdil C14H14N3BroO,
Molekiil agirligi 336,19

Kristal sistem Monoklinik

Uzay grubu P 21/c

z 2

Kristal rengi Sar1

ab,c 11,0126(6), 15,9440(9), 8,2463(5)
o 90

V 1423,17(14)

Dy 1,569 gcm?
Isinim, A MoKa, 0,71073 °A
u 2,922 mm™

T 293(2) K

Tminu Tmax 0,166, 0,745
Tarama modu ®/20

Tarama aralig

-14<h<14,21<k<21,-10<1< 10

Kristal boyutu

0,968 x 0,633 x 0,108

Omin, Omax 1,881, 28,377
1> 20 (1) ile yansima sayis1 3525
Saflagtirma parametresinin sayisi 184

S 1,061

Son R endeksleri [I1 > 20 (1)] 2158

WR (1) 0,1289
Apmaxs APmin 0,853, -0,358

B-2,4-MBPyH’in yapist uzay grubu P 21/cile monoklinik kafes igine kristalize
olmaktadir. Asimetrik birimin ORTEP gorinumi Sekil 4.11°de gosterilmekte ve
secilen bag mesafeleri, agilar1 ve torsiyon agis1 Cizelge 4.10, Cizelge 4.11 ve Cizelge
4.12°de sunulmaktadir. Asimetrik birim bir Schiff bazi molekiilii icermektedir.
Molekiilde, benzen ve piridin halkalari ve hidrazon koprisu pratikte ayni
duzlemdedir. Basliktaki bilesigin molekilleri azometin C=N ¢iftli bag etrafinda
178,3(3)° 'lik bir N2-N1-C9-C3 torsiyon agisi ile, bir E-konfigurasyonunu
benimsemektedir. N2—C10 ve N1-N2 bag mesafeleri sirasiyla 1,362(4) °A ve

1,373(3) °A arasindadir. N1-C9 ¢ift bag 1,277(4) °A degerindedir.

Cizelge 4.9: Hidrojen bag mesafeleri (°A) ve agilar1 (°).

D—H.A dD—H)(A) dH.A) CA) dD.A)(CA) D-H.A()
C8-H8B-01 0,96 2,63 3,409(4) 138,9

N2—H2—N3 0,86 2,28 3,122(4) 167,8
C13—H13-Br1 0,93 3,05 3,534(4) 1141
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Sekil 4.11: B-2,4-MBPyH’1n b-ekseni boyunca kristal paketinin gérianimu.

Sekil 4.11°de gorildigt gibi, her bir enantiomer bas-kuyruk molekiler ciftleri
olusturmaktadir. Molekiiller arasi hidrojen bagi, hidrojen kopriisinin N atomuna
(N2) bagli H atomu arasinda ve komsu molekiilin [N2 H2 --- N3] piridin
halkalarinin N atomu (N3) arasinda gozlenmistir. Molekiiller arasi hidrojen bagi
mesafeleri ve bag acilar1 Cizelge 4.9’da listelenmistir. Ayrica, n-nt etkilesimleri
paketleme diyagramindan (Sekil 4.12) gorulebilmektedir. Molekiller arasi z—z ve
hidrojen baglayici etkilesimler molekiilleri baglayabilmekte ve bu etkilesimler,

kristal yapisinin stabilizasyonunda 6nemli bir rol oynamaktadir.

Sekil 4.12: B-2,4-MBPyH’1n a-ekseni boyunca kristal paketinin gérianimd.
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Cizelge 4.10: B-2,4-MBPyH’1n bag mesafeleri (°A).

Bag mesafeleri (°A)

Br1-C1
01-C6
01-C8
02-C4
02-C7
N3—-C10
N3-C14
N1-C9
N1-N2
N2—C10
N2—H2
C10-C11
C6-C5
C6-C1
C3-C2
C3-C4
C3-C9
C4-C5
C5-H5
C9—H9
Cc2-C1
C2—H2
C11-C12
Cl1-H11
C8—H8A
C8—H8B
C8-H8C
C14-C13
Cl4—H14
C12-C13
Cl2—H12
C13-H13
C7—-H7A
C7-H7B
C7—H7C

1,886(3)
1,356(3)
1,418(4)
1,370(4)
1,413(5)
1,343(4)
1,344(5)
1,277(4)
1,373(3)
1,362(4)
0,8600
1,397(5)
1,384(4)
1,384(4)
1,383(5)
1,396(5)
1,466(4)
1,393(4)
0,9300
0,9300
1,375(4)
0,9300
1,369(5)
0,9300
0,9600
0,9600
0,9600
1,363(6)
0,9300
1,388(6)
0,9300
0,9300
0,9600
0,9600
0,9600
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Cizelge 4.11: B-2,4-MBPyH’1n bag agilar1 (°).

Bag agilari (°)
C6-01-C8 118,7(3)
C4-02-C7 118,4(3)
C10-N3-C14 116,9(3)
C9—N1-N2 116,8(3)
C10—N2—-N1 118,7(3)
C10—N2—-H2 120,6
N1-N2—H2 120,6
N3—C10-N2 115,1(3)
N3—-C10-C11 122,6(3)
N2—-C10-C11 122,3(3)
01-C6-C5 124,3(3)
01-C6-C1 116,9(3)
C5-C6-C1 118,8(3)
C2—-C3-C4 117,4(3)
C2—-C3-C9 121,1
C4—-C3-C9 121,4(3)
02-C4-C5 122,9(3)
02-C4-C3 116,0(3)
C5-C4-C3 121,0(3)
C6—-C5-C4 120,3(3)
C6—C5-H5 119,9
C4-C5-H5 119,9
N1-C9-C3 119,7(3)
N1-C9—-H9 120,1
C3—-C9-H9 120,1
C1-C2-C3 121,8(3)
C1-C2—H2 119,1
C3-C2—H2 119,1
Cl12—C11-C10 118,7(3)
Cl12—C11-H11 120,6
C10—-C11-H11 120,6
C2—C1-C6 120,6(3)
C2—C1-Br1 120,5(3)
C6—-C1-Br1 118,8(2)
01-C8-H8A 109,5
01-C8-H8B 109,5
H8A—-C8—-H8B 109,5
01-C8-H8C 109,5
H8A—-C8—-H8C 109,5
H8B—C8—H8C 109,5
N3—C14-C13 124,2(4)
N3—C14—-H14 117,9
C13—C14-H14 117,9
C11-C12-C13 119,3(4)
C11-C12—-H12 120,4
C13-C12—-H12 120,4
Cl14-C13-C12 118,3(4)
C14-C13-H13 120,9
C12—C13-H13 120,9
02—C7—H7A 109,5
02—-C7—-H7B 109,5
H7A-C7—H7B 109,5
02—-C7—-H7C 109,5
H7A-C7—H7C 109,5
H7B—C7—-H7C 109,5
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Cizelge 4.12: B-2,4-MBPyH’1n torsiyon agilari.

Torsiyon agilar1 (°)

C9—N1-N2—C10 175,8(3)
C14—N3—C10-N2 177,4(3)
C14-N3-C10-C11 -1,1(5)

N1-N2—C10—N3 174,2(3)

N1-N2—C10—-C11 -7,3(5)
C8-01-C6-C5 -1,1(5)
C8-01-C6-—C1 179,1(3)
C7—02—C4—C3 178,1(3)
C2—C3-C4—02 179,6(3)
C9—C3-C4—02 -2,2(5)
C2—-C3-C4—C5 -0,9(5)
C9-C3-C4—C5 177,3(3)
01-C6-C5-C4 -179,2(3)
C1-C6—C5-C4 0,6(5)
02—C4-C5-C6 179,1(3)
C3-C4—C5-C6 -0,4(5)
N2—N1-C9—C3 178,3(3)
C2—C3-C9—N1 4,5(5)
C4—C3-C9—N1 -173,6(3)
C4—C3-C2-C1 1,9(5)
C9-C3-C2-C1 -176,2(3)

N3—C10—C11—-C12 0,0(5)

N2—C10—C11—-C12 -178,4(3)
C3-C2-C1-C6 -1,7(5)
C3-C2—-C1-Brl 179,1(3)
01-C6-C1-C2 -179,8(3)
C5-C6-C1-C2 0,4(5)
01-C6—C1-Brl -0,6(4)
C5-C6—C1—Bri 179,6(2)

C10-N3—C14—C13 1,0(5)

C10-C11-C12—C13 1,2(5)
N3—C14—C13—C12 0,2(6)

C11-C12-C13—C14 -1,3(5)
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4.1.3 Turev 3: 2,4-FMBPyH
Bu hidrazon tlrevini hazirlamak igin 2-hidrazinopiridin cozeltisi (0,005 mol)
civarinda yavas yavas 2,4-bis(triflorometil) benzaldehit ¢ozeltisine (0,005 mol)

eklendi. Sonucta sar1 renkli Schiff bazi elde edildi.

4.1.3.1 FTIR spektrumu

Boad) o] e S e e pied HEged pted mw pecd i L

Sekil 4.13: 2,4-FMBPyH icin FTIR spektrumu.

Bu yap1 sayesinde, Schiff bazinin IR spektrumunda, N-H band: yaklasik 3200cm™de
ve C-H grubu zayif ve genis bantlar seklinde 2988,5 cm™’de gézlendi. Imin grubu
lizerindeki hidrojen 1601,6 cm™ ’de gozlendi. C=N ve C=C aromatik gerilmeleri
1582,8-1558,8 cm™’de gozlendi. CH, CH,, CHs, pikleri 1497,6-1305,6 cm™de

gozlendi.
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89

4.1.3.2 Elementel analiz verileri

|
N N
C=N-NH _-MN

F3C CF, =

Cizelge 4.13: 2,4-FMBPyH’nin deneysel verileri.

Elementel Analiz

% C % N % H
Molekiiler Molekuler Verim
Kisaltma Forml Agirlik Renk % Hesaplanan Bulunan Hesaplanan Bulunan Hesaplanan Bulunan
2,4-FMBPyH C14HoN3Fg 332,988 Sari 71,896 50,452 35,827 12,613 8,77 2,703 2,071




4.1.3.3 UV-VIS absorpsiyonu

Ultraviole-gorunur (UV-VIS) absorpsiyonunda Schiff bazinin yapisina bagl olarak
Amax pik degerleri genellikle 250-450 nm’de gézlemlenmistir. Pikler molekiildeki
HC=N ve aromatik C=C gruplarina bagh n-n* ve =n-n* gecislerinden
kaynaklanmaktadir. Bu ¢alismada DMSO’da A3 =298 nm ve A, =359 nm’de gozlenen
IKi tane Amax vardir, absorbans degerleri 3,835 ve 3,803’dir. Amax degerlerindeki
kaymada toplamda iki etki vardir. Birincisinde, CFs, induktif olarak elektron
cekicidir, fakat rezonans araciligiyla, elektron verici etkileri birbiri {izerine karsit
yonde yiiklemektedir. Ikincisinde piridin halkasindaki N atomu (izerindeki
eslesmemis elektron rezonans YyiUzunden elektron verici grup olarak
davranamamaktadir. N’in eslesmemis elektronlar1 yiizlinden, piridin formlar1 giicli
molekiiller arast hidrojen baglar1 ve elektron-verici etkisiyle o-konumunda

sondudrilmektedir.

45 -
4 4
35

3 4

25 1

Ahbsorhans

210 230 250 270 290 310 330 350 370 3%0 410 430 450
05 Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.14: 2,4-FMBPyHicin UV-VIS absorpsiyonu.
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4.1.3.4 NMR spektrumu

po 12 1] = . 4

Sekil 4.15: 2,4-FMBPyHicin NMR spektrumu.

'"H-NMR verileri 8,355 ppm’de goriilen kaymadaki tek pikin C7 imin grubu
Uzerindeki hidrojene ait, 8,449 ppm’de goriilen ikili kayma pikinin piridin
halkasindaki C12 iizerinde bulunan hidrojene ait, 8,157 ppm’de goriilen ikili pikin
C1 Uzerindeki hidrojene ait ve 8,017 ppm’de goriilen ikili pikin C2 uUzerindeki
hidrojene ait oldugunu gostermektedir. 7,978 ppm’de gorilen tek pikin C4
Uzerindeki hidrojene ait oldugunu gdstermektedir. 7,691 ppm’de goriilen kaymadaki
ucli pikin C10 (zerinde bulunan hidrojene ait, 7,325 ppm’deki ikili pik C9
Uzerindeki hidrojene ait oldugunu gostermekte ve 6,855 ppm’de goriilen tiglii pikler
C11 Uzerindeki hidrojene ait, 3,306 ppm ve 2,481 ppm’de goriilen pikler onlarin

DMSO coziictsune ait oldugunu gostermektedir.
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4.1.3.5 X-Istm kirnmim ¢alismasi

Birim hucre tespitinde ve veri toplamada kullanilan kristal ve enstrimantal
parametreler Cizelge 4.14’te 6zetlendi. Kirmnim 6l¢timleri, Bruker SMART BREEZE
CCD difraktometresi tizerinde oda sicakliginda gergeklestirildi. Goriintii almak igin
grafit monokromatiklestirici MoKa 1s1ma (1 = 0,71073 °A) ve Aow=5° ile salinim
taramalar1 teknigi veri toplamada kullamldi. Kafes parametreleri F? > 25 (F?) ile tim
yansimalarin temeli en kiiciik kareler metoduyla belirlendi. Yogunluklarin
entegrasyonu, Lorentz icin diizeltme, polarizasyon etkileri ve hiicre aritma
(saflagtirma) Crystal Clear (Rigaku/MSC, Inc., The Woodlands, Teksas) yazilimi
kullanilarak gerceklestirildi. Yapilar SHELXS-97 kullanilarak dogrudan yontemlerle
cozildu ve SHELXL-97 programi kullanarak tam matrisin en kiiglik kareler
prosediirii ile saflastirildi. Tiim hidrojensiz atomlar anizotropik yer degistirme
parametreleri kullanilarak H2, H6, H5, H2A ve H18 haricinde idealize edilmis
pozisyonlarda yer alan hidrojen atomlari ise izotropik olarak saflastirildi. Molekiiliin
cizimi % 50 olasilik ile ORTEP (Oak Ridge Termal Elipsoid Parsel Programi)’te
gerceklestirildi, yer degistirme termal elipsoidleri ve atom-etiketleme semasi Sekil
4.16’da gosterildi. H2, H6, H5, H2A ve H18 haricindeki, H atomlar1 C—H = 0,96,
0,86 ve 0,93 °A, ile geometrik olarak konumlandi ve Uiso(H) = 1,2 Ueq(C) ile kendi

ana atomu iizerine binmeye zorlandi.

Sekil 4.16: 2,4-FMBPyYH’ in ORTEP ¢iziminin, % 50 olasilik seviyesinde ve
etiketleme semasinda yer degistirme elipsoidiyle gosterimi.
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Cizelge 4.14: 2,4-FMBPYH igin kristal verileri ve yap1 saflastirma detaylari.

Kimyasal formli C14 Hg N3Fg

Molekiil agirlig: 333,24

Kristal sistem Monoklinik

Uzay grubu P21/n

z 2

Kristal rengi Sar1

ab,c 4,758(5), 10,749(5), 28,283(5)
o 90,000(5)

\ 1420,6(17)

Dy 1,558 g cm™®

Isinim, A MoKa, 0,71073 °A
u 0,150 mm™

T 293(2) K

Tins T max 0,868, 0,988

Tarama modu /20

Tarama araligi -6<h<5,-14<k<14,-38<1<38
Kristal boyutu 0,970 x 0,124x 0,082
Omin> Omax 1,440, 28,683

1> 20 (I) ile yansima sayist 7266

Saflagtirma parametresinin sayisi 416

S 0,943

Son R endeksleri [1 > 2c (I)] 1913

wR (1) 0,2656

APmax> APmin 0,499, -0,422

2,4-FMBPyH’in yapis1 uzay grubu P21/n ile monoklinik kafes igine kristalize
olmaktadir. Asimetrik birimin ORTEP goriiniimii Sekil 4.17°de gosterilmekte ve
secilen bag mesafeleri, agilar1 ve torsiyon agis1 Cizelge 4.16, Cizelge 4.17 ve Cizelge
4.18’de sunulmaktadir. Asimetrik birim bir Schiff bazi molekiilii igermektedir.
Molekiilde, benzen ve piridin halkalari ve hidrazon kopriisii pratikte ayni
dizlemdedir. Basliktaki bilesigin molekulleri azometin C = N ¢iftli bag etrafinda
179,9(9)° 'lik bir N2-N3-C6-C7 torsiyon agisi ile, bir E-konfigurasyonunu
benimsemektedir. N2—C5 ve N3—N2 bag mesafeleri sirasiyla 1,368(13) °A ve

1,349(11) °A arasindadir. N3—C6 ¢ift bag 1,265(12) °A degerindedir.

Cizelge 4.15: Hidrojen bag mesafeleri (°A) ve agilari (°).

D—H..A  dD—H)(CA) dH.A)(A) dD.A)(A) D—_H.A()
N2—H2—N1 0,86 2,20 3,061(8) 178,2
C6—H6—F2 0,93 2,55 3,083(9) 116,6
N5—H5—N4 0,86 2,19 3,050(8) 178,8
C2—H2A—-F8 0,93 2,60 3,418(8) 146,4
C18—H18F6 0,93 2,59 3,407(8) 1473
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Sekil 4.17: 2,4-FMBPyH’1n b-ekseni boyunca kristal paketinin gérinimd.

Sekil 4.17°de goruldigi gibi, her bir enantiomer bas-kuyruk molekiler ciftleri
olusturmaktadir. Molekiiller arasi hidrojen bagi, hidrojen kopriisinin N atomuna
(N2) bagli H atomu arasinda ve komsu molekiiliin [N2 H2 --- N3] piridin
halkalarinin N atomu (N3) arasinda gozlenmistir. Molekiiller arasi hidrojen bagi
mesafeleri ve bag agilar1 Cizelge 4.15’te listelenmistir. Ayrica, - etkilesimleri
paketleme diyagramindan (Sekil 4.18) gorulebilmektedir. Molekiller arasi z—z ve
hidrojen baglayici etkilesimler molekiilleri baglayabilmekte ve bu etkilesimler,

kristal yapisinin stabilizasyonunda 6nemli bir rol oynamaktadir.

Sekil 4.18: 2,4-FMBPyH’1n a-ekseni boyunca kristal paketinin gérinimd.
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Cizelge 4.16: 2,4-FMBPyH’1n bag mesafeleri (°A).

Bag mesafeleri (°A)

F11-C27
F1-C14
F3—C14

F10-C27
F4-C13
F7—C28
F2—C14
F9—-C28
F5-C13
N3—-C6
N3—N2

F12—-C27
N1-C1
N1-C5
N2—-C1
N2—H2
N6—C20
N6—NS
F8—C28

C6-C7
C6—-H6

C11-C10

C11-C12

Cli-H11
N4—-C15
N4—-C19

C21-C22

C21-C26

C21-C20
F6—-C13
N5-C19
N5—H5

C25-C24

C25-C26

C25-H25
Cl2—-C7

Cl2-C14

C20-H20

Co9-C8

C9-C10

C9—H9
C1-C2

C26-C27

C10-C13

C24-C23

C24-C28

C22-C23

C22—H22

C23—-H23

C19-C18

C7-C8
C2-C3
C2—H2A
C3-C4
C3—H3
C8-H8
C15-C16

1,318(9)
1,332(8)
1,324(8)
1,321(8)
1,324(9)
1,352(9)
1,323(8)
1,304(9)
1,338(9)
1,270(8)
1,361(7)
1,317(8)
1,335(8)
1,357(9)
1,392(8)
0,8600
1,279(8)
1,352(7)
1,310(9)
1,476(9)
0,9300
1,361(9)
1,387(9)
0,9300
1,332(9)
1,337(8)
1,389(9)
1,393(9)
1,471(9)
1,288(9)
1,380(8)
0,8600
1,367(9)
1,377(9)
0,9300
1,420(9)
1,494(10)
0,9300
1,365(8)
1,378(9)
0,9300
1,373(9)
1,529(10)
1,506(9)
1,387(9)
1,484(10)
1,368(9)
0,9300
0,9300
1,396(9)
1,380(9)
1,363(9)
0,9300
1,385(11)
0,9300
0,9300
1,381(10)
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C15-H15 0,9300
C18-C17 1,345(9)
C18-H18 0,9300
C17—C16 1,388(11)
C17—-H17 0,9300
Cl6—-H16 0,9300
C4-C5 1,356(10)
C4—H4 0,9300
C5—H5 0,9300
Cizelge 4.17: 2,4-FMBPyH’1n bag acilar1 (°).
Bag acilari (°)
C6-N3—N2 116,3(6)
C1-N1—C5 116,3(6)
N3—N2—C1 118,2(5)
N3—N2—H2 120,9
C1-N2—H2 120,9
C20—N6—N5 118,0(6)
N3—C6—C7 117,3(7)
N3—C6—H6 121,4
C7—-C6—-H6 121,4
C10-C11-C12 121,1(6)
C10-C11-H11 119,4
C12—C11-H11 119,4
C15-N4—C19 117,1(6)
C22-C21-C26 117,4(7)
C22-C21-C20 118,9(7)
C26—-C21-C20 123,6(6)
N6—N5—C19 117,9(6)
N6—N5—H5 121,1
C19—N5-H5 121,1
C24-C25-C26 121,0(7)
C24—-C25-H25 119,5
C26—-C25-H25 119,5
C11-C12-C7 119,5(6)
C11-C12-C14 119,3(6)
C7-C12-Cl4 121,1(6)
N6—C20—C21 120,0(6)
N6—C20—H20 120,0
C21-C20-H20 120,0
C8—C9—C10 119,9(6)
C8-C9—-H9 120,1
C10—C9-H9 120,1
N1-C1-C2 123,9(6)
N1—C1-N2 113,8(6)
C2—C1-N2 122,3(6)
C25-C26-C21 120,6(6)
C25-C26—C27 119,1(7)
C21-C26—C27 120,3(7)
C11-C10-C9 119,8(6)
C11-C10-C13 119,5(7)
C9-C10-C13 120,5(7)
C25-C24-C23 119,3(7)
C25-C24-C28 119,6(7)
C23-C24-C28 121,0(7)
C23-C22-C21 121,9(7)
C23-C22—-H22 119,0
C21-C22—H22 119,0
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C22-C23-C24
C22—-C23—-H23
C24-C23-H23
N4—C19—N5
N4-C19-C18
N5-C19-C18
C8-C7-C12
C8-C7-C6
C12-C7-C6
C3-C2-C1
C3—-C2—-H2A
C1-C2—H2A
F2—C14-F3
F2—C14—F1
F3—Cl14-F1
F2—C14-C12
F3—-C14-C12
F1-C14-C12
C2—-C3-C4
C2—C3—-H3
C4—C3—-H3
F9—-C28-F8
F9—-C28-F7
F8—C28—F7
F9—-C28-C24
F8—C28-C24
F7—C28-C24
F12—C27—F11
F12—C27—-F10
F11-C27—F10
F12—C27—-C26
F11-C27-C26
F10—C27-C26
C9-C8-C7
C9—-C8-H8
C7—-C8-H8
N4—-C15-C16
N4—-C15-H15
C16—C15-H15
F6—-C13—F4
F6—-C13—F5
F4—-C13—F5
F6—-C13—C10
F4—-C13—-C10
F5-C13-C10
C17-C18-C19
C17-C18-H18
C19-C18-H18
C18-C17-C16
C18-C17—-H17
C16-C17—-H17
C15-C16-C17
C15-C16-H16
C17—-C16-H16
C5-C4-C3
C5-C4—-H4
C3—C4—H4
N1-C5-C4
N1-C5-H5
C4—C5—H5

119,7(6)
120,1
120,1

114,2(6)

122,9(7)

122,8(7)

117,2(6)

121,1(6)

121,7(6)

118,6(7)
120,7
120,7

107,1(6)

105,1(6)

106,6(6)

114,2(7)

112,4(6)

110,9(7)

119,2(7)
120,4
120,4

106,9(8)

103,7(7)

104,8(7)

114,9(7)

112,4(8)

113,3(7)

107,3(7)

107,9(6)

106,9(7)

111,7(7)

111,3(6)

111,6(7)

122,4(7)
1188
1188

123,7(8)
118,1
118,1

106,8(7)

106,3(7)

104,2(7)

113,5(7)

112,8(7)

112,6(7)

118,5(7)
120,7
120,7

120,1(7)
120,0
120,0

117,6(8)
121,2
121,2

118,7(8)
120,6
120,6

123,4(7)
118,3
118,3
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Cizelge 4.18: 2,4-FMBPyH’1n torsiyon agilari.

Torsiyon agilari (°)

C6—N3—N2—C1 -179,0(6)
N2—N3-C6—C7 -179,9(6)
C20—N6-N5-C19 179,7(6)
C10—C11-C12—C7 1,6(10)
C10-C11-C12—C14 -179,9(7)
N5—N6—C20—C21 179,8(6)
C22—-C21-C20—N6 13,3(10)
C26—C21-C20—N6 -167,4(6)
C5-N1-C1-C2 1,1(11)
C5-N1-C1-N2 179,4(6)
N3—N2—C1-N1 179,0(6)
N3—N2—C1-C2 -2,7(9)
C24—-C25-C26-C21 -0,1(10)
C24—-C25-C26-C27 178,1(7)
C22-C21-C26-C25 -0,8(9)
C20—C21-C26—C25 179,8(6)
C22—-C21-C26-C27 -179,0(7)
C20—C21-C26—C27 1,6(10)
C12—-C11-C10—C9 -0,8(10)
C12—-C11-C10—C13 173,6(7)
C8-C9—C10—C11 -1,5(10)
C8-C9—C10—C13 -175,8(7)
C26—C25-C24—C23 0,8(10)
C26—C25-C24—C28 -175,7(7)
C26—-C21-C22—C23 1,1(10)
C20—-C21-C22-C23 -179,5(7)
C21-C22-C23-C24 -0,5(11)
C25-C24—C23-C22 -0,5(10)
C28-C24-C23-C22 176,0(7)
C15-N4—C19-N5 -179,8(6)
C15-N4—C19-C18 0,7(11)
N6—N5—C19—N4 -179.4(6)
N6—N5-C19—C18 0,1(10)
C11-C12-C7—C8 -0,3(9)
C14-C12-C7—C8 -178,7(7)
C11-C12—C7—C6 179,8(6)
C14—-C12—C7—C6 1,4(10)
N3—C6-C7—C8 -12,5(10)
N3—C6—C7—C12 167,4(6)
N1-C1-C2—C3 -0,9(11)
N2—C1-C2—C3 -179,0(7)
C11-C12—C14—F2 -115,9(7)
C7—C12—C14—F2 62,5(9)
C11-C12—C14—F3 6,4(10)
C7—C12—C14—F3 -175,2(6)
C11-C12-C14—F1 125,6(7)
C7—C12—C14—F1 -56,0(9)
C1-C2—C3-C4 0,7(11)
C25-C24—C28—F9 -30,2(11)
C23-C24-C28—F9 153,3(7)
C25-C24—C28—F8 92,3(9)
C23-C24—C28—F8 -84,1(10)
C25-C24—C28—F7 -149,1(7)
C23-C24—C28—F7 34,4(10)
C25—-C26—C27—F12 116,7(8)
C21-C26—C27—F12 -65,1(9)
C25-C26—C27—F11 -123,4(7)
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C21-C26-C27—F11
C25-C26-C27—-F10
C21-C26—-C27—F10
C10-C9-C8-C7
C12-C7-C8-C9
C6-C7—-C8-C9
C19—-N4-C15-C16
C11-C10-C13—-F6
C9-C10-C13—-F6
C11-C10-C13-F4
C9—C10—-C13—-F4
C11-C10-C13-F5
C9—C10—-C13-F5
N4-C19-C18-C17
N5-C19-C18-C17
C19-C18-C17-C16
N4-C15-C16-C17
C18-C17-C16-C15
C2—-C3-C4-C5
C1-N1-C5-C4
C3—-C4—-C5—-N1

54,3(9)
-4,2(10)
174,1(6)
2,9(11)
-2,0(10)
177,9(7)
-1,8(12)
-90,5(10)
83,9(10)
31,2(11)
-154,5(7)
148,8(7)
-36,9(11)
0,8(11)
-178,7(7)
-1,2(12)
1,4(14)
0,2(13)
-0,9(13)
-1,3(12)
1,2(14)
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4.1.4 Tarev 4: 3,5-FMBThH
Bu hidrazon turevini hazirlamak i¢in 2-hidrazinobenzotiyazol ¢ozeltisi (0,005 mol)
pcivarinda yavas yavas 3,5-bis (triflorometil) benzaldehid ¢dzeltisine (0,005 mol)

eklendi. Sonucta soluk sar1 renkli Schiff bazi elde edildi.

4.1.4.1 FTIR spektrumu

1L

L1 TR 200 o0 0 01 150 1600 1

Sekil 4.19: 3,5-FMBThH icin FTIR spektrumu.

Bu yap1 sayesinde, Schiff bazinin IR spektrumunda, N-H bandi yaklasik 3200 cm™
"de ve C-H grubu zayif ve genis bantlar seklinde 2885,2 cm™ *de gozlendi. imin
grubu Gizerindeki hidrojen 1609,3 cm™ ’de goézlendi. C=N ve C=C aromatik
gerilmeleri 1594,6-1574,9 cm™ *de gozlendi. CH, CH,, CHa, pikleri 1460,1-1437,7

cm™ *de gozlendi.
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0.

4.1.4.2 Elementel analiz verileri

Cizelge 4.19: 3,5-FMBThH’nin deneysel verileri.

Elementel Analiz

%C % N %H %S
Molekuler  Molekiler Verim
Kisaltma Forml Agirlik Renk % Hesaplanan Bulunan Hesaplanan Bulunan Hesaplanan Bulunan Hesaplanan Bulunan
3,5-FMB Soluk
ThH CisHgNzFeS  389,053. sar1 94,965 49,351 49,093 10,795 10,346 2,313 0,614 8,242 8,454




4.1.4.3 UV-VIS absorpsiyonu

Ultraviole-goriinidr (UV-VIS) absorpsiyonunda Amax pik degerleri Schiff bazinin
yapisina bagh olarak genellikle 250-450 nm’de gozlemlenmistir. Pikler molekiildeki
HC=N ve aromatik C=C gruplarna bagh n-n* ve =n-n* gecislerinden
kaynaklanmaktadir. Bu calismada DMSO’da A; =296 nm, A, =346 nm, A3 =362 nm ve
A4 =384 nm’de gbzlenen dort tane Amax vardir, absorbans degerleri 4,18, 4,242, 4,263
ve 4,165°dir. Amax degerlerindeki kaymada toplamda iki etki vardir. Birincisinde, CFs,
indiktif olarak elektron cekicidir, fakat rezonans araciligiyla, elektron verici etkileri
birbiri iizerine karsit yonde yiiklemektedir. Ikincisinde piridin halkasindaki N atomu
tizerindeki eslesmemis elektron rezonans Yylziinden elektron verici grup olarak
davranamamaktadir. N’in eslesmemis elektronlar1 yiizlinden, piridin formlar1 giicli
molekiiller arast hidrojen baglar1 ve elektron-verici etkisiyle o-konumunda

sondudrilmektedir.
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Sekil 4.20: 3,5-FMBThH icin UV-VIS absorpsiyonu.
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4.1.4.4 NMR spektrumu

Sekil 4.21: 3,5-FMBThH icin NMR spektrumu.

'"H-NMR verileri 8,321 ppm’de goriilen kaymadaki tek pikin C7 imin grubu
uzerindeki hidrojene ait, 8,076 ppm’de goriilen tek pikin C1 ve C5 (zerindeki
hidrojene ait oldugunu, 7,782 ppm’de goriilen tek kayma pikinin C3 (zerindeki
hidrojene ait, 7,293 ppm’de goriilen tiglii pikin C13 (izerinde bulunan hidrojene ait
oldugunu, 7,113 ppm’de goriilen kaymadaki ti¢lii pikin C12 (izerindeki hidrojene ait,
3,304 ppm ve 2,481 ppm’de goriilen piklerin DMSO ¢oziiciisii ile ilgili oldugunu
gOstermektedir.
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4.1.4.5 X-lsim kirnmim ¢alismasi

Birim hucre tespitinde ve veri toplamada kullanilan kristal ve enstrimantal
parametreler Cizelge 4.20’de oOzetlendi. Kirimim 6l¢iimleri, Bruker SMART
BREEZE CCD difraktometresi iizerinde oda sicakliginda gerceklestirildi. Goriintii
almak i¢in grafit monokromatiklestirici MoKa 1s1ma (A= 0,71073 °A) ve Aw=5° ile
salinim taramalar1 teknigi veri toplamada kullanildi. Kafes parametreleri
F?>20(F?ile tiim yansimalarin temeli en kiicikk kareler metoduyla belirlendi.
Yogunluklarin entegrasyonu, Lorentz icin dizeltme, polarizasyon etkileri ve hiicre
aritma (saflagtirma) Crystal Clear (Rigaku/MSC, Inc., The Woodlands, Teksas)
yazilimi kullanilarak gerceklestirildi. Yapilar SHELXS-97 kullanilarak dogrudan
yontemlerle ¢ozildi ve SHELXL-97 programi kullanarak tam matrisin en kiguk
kareler proseduri ile saflastirildi. Tiim hidrojensiz atomlar anizotropik yer degistirme
parametreleri kullanilarak H2A haricinde idealize edilmis pozisyonlarda yer alan
hidrojen atomlari ise izotropik olarak saflastirildi. Molekiiliin ¢izimi % 50 olasilik ile
ORTEP (Oak Ridge Termal Elipsoid Parsel Programi)’te gerceklestirildi, yer
degistirme termal elipsoidleri ve atom-etiketleme semasi1 Sekil 4.22°de gosterildi.
H8A haricindeki, H atomlar1 C—H =0,93 °A, ile geometrik olarak konumlandi ve

Uiso(H) = 1,2 Ueq(C) ile kendi ana atomu Gzerine binmeye zorlandi.

W F2

Sekil 4.22: 3,5-FMBThH’ in ORTEP ¢iziminin, % 50 olasilik seviyesinde ve
etiketleme semasinda yer degistirme elipsoidiyle gosterimi.
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Cizelge 4.20: 3,5-FMBThHigin kristal verileri ve yapi saflastirma detaylari.

Kimyasal formiil C16HoFgN3S
Molekiil agirligt 389,32

Kristal sistem Monoklinik

Uzay grubu P 21/n

z 4

Kristal rengi Soluk sar1

ab,c 15,7792(7), 4,6929(2), 21,7949(9)
o 90

V 1612,99(12)

Dy 1,603 gcm>
Isinim, A MoKa, 0,71073 °A
M 0,270 mm™

T 293(2) K

Tmins T max 0,728, 0,973
Tarama modu ®/20

Tarama arali1 21 <h<21,-65k<6,-27<1<29
Kristal boyutu 1,257, 0,142, 0,100
Omin, Omax 1,568, 28,338

1> 20 (I) ile yansima sayist 4027

Saflastirma parametresinin sayisi 231

S 1,051

Son R endeksleri [I > 26 (I)] 2113

wR (I) 0,2302

APrmaxs MPmin 0,865, -0,459

3,5-FMBThH’in yapis1 uzay grubu P21/n ile monoklinik kafes igine Kkristalize
olmaktadir. Asimetrik birimin ORTEP gorinimu Sekil 4.23°te gosterilmekte ve
secilen bag mesafeleri, agilar1 ve torsiyon acis1 Cizelge 4.22, Cizelge 4.23 ve
Cizelge 4.24’te sunulmaktadir. Asimetrik birim bir Schiff bazi molekiilii
icermektedir. Molekilde, benzen ve piridin halkalar1 ve hidrazon kopriisii pratikte
ayni diizlemdedir. Basliktaki bilesigin molekilleri azometin C = N ¢iftli bag
etrafinda -178,7(3)° 'lik bir N2-N3-C8-C9 torsiyon agisi ile, bir E-konfigtrasyonunu
benimsemektedir. C7— N2ve N3—N2 bag mesafeleri sirasiyla 1,352(5) °A ve
1,361(5) °A arasindadir. N3—C8 ¢ift bag 1,277(5) °A degerindedir.

Cizelge 4.21:Hidrojen bag mesafeleri (°A) ve agilari (°).

D—H..A  dD—H)(A) dH.A)(CA) dD.A) A D-H.A()

N2—H2A—N1 0,36 2,21 3,023(5) 156,5
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Sekil 4.23: 3,5-FMBThH’1n b-ekseniboyunca kristal paketinin gérinima.

Sekil 4.23’te gorildigi gibi, her bir enantiomer bas-kuyruk molekiler ciftleri
olusturmaktadir. Molekiiller arasi hidrojen bagi, hidrojen kopriisinin N atomuna
(N2) bagli H atomu arasinda ve komsu molekiilin [N2 H2 --- N3] piridin
halkalarinin N atomu (N3) arasinda gozlenmistir. Molekiiller arasi hidrojen bagi
mesafeleri ve bag agilar1 Cizelge 4.21°da listelenmistir. Ayrica, n-n etkilesimleri
paketleme diyagramindan (Sekil 4.24) gorulebilmektedir. Molekiller arasi z—z ve
hidrojen baglayici etkilesimler molekiilleri baglayabilmekte ve bu etkilesimler,

kristal yapisinin stabilizasyonunda 6nemli bir rol oynamaktadir.

Sekil 4.24: 3,5-FMBThH’1n a-ekseniboyunca kristal paketinin gérintmd.
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Cizelge 4.22: 3,5-FMBThH’1n bag mesafeleri (°A).

Bag mesafeleri (°A)

S-C6
S-C7
N3-C8
N3-N2
N1-C7
N1-C5
F6—-C16
C7-N2
C9-C10
Co-C14
C9-C8
C5-C6
C5-C4
C6-C1
C8—-H8
Cl10-C11
C10-H10
Cl14-C13
Cl4-H14
F5—-C15
Cl11-C12
C11-C16
C13-C12
C13-C15
F1-C16
F6—C15
C12-Ho00l
C4-C3
C4-H4
F4-C15
F3—-C16
C1-C2
Cl-H1
C3-C2
C3—-H3
C2—-H2
N2—H2A

1,733(5)
1,745(4)
1,277(5)
1,361(5)
1,304(5)
1,395(5)
1,287(7)
1,352(5)
1,389(6)
1,397(6)
1,454(6)
1,393(6)
1,404(6)
1,389(6)
0,9300

1,381(6)
0,9300

1,383(6)
0,9300

1,311(7)
1,383(7)
1,496(7)
1,385(7)
1,481(7)
1,297(7)
1,280(7)
0,9300

1,373(7)
0,9300

1,274(7)
1,260(7)
1,380(8)
0,9300

1,374(8)
0,9300

0,9300

0,8600
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Cizelged.23: 3,5-FMBThH’n bag agilar1 (°).

Bag acilari (°)

C6-5—C7 88,1(2)
C8—N3-N2 117,1(4)
C7-N1-C5 109,0(3)
N1-C7-N2 123,5(4)
N—1C7-S 117,3(3)
N2—-C7-S 119,2(3)
C10-C9-C14 118,5(4)
C10-C9—C8 119,8(4)
C14-C9-C8 121,7(4)
C6—C5—N1 115,5(4)

C6—C5—C4 119,2(4)
N1-C5-C4 125,3(4)
C1-C6—C5 121,4(5)

C1-C6=S 128,5(4)

C5—C6=S 110,0(3)
N3-C8—C9 120,4(4)
N3-C8-H8 119,8
C9-C8—H8 119,8

C11-C10-C9 120,9(4)
C11~-C10-H10 119,5
C9—C10-H10 119,5
C13-C14-C9 120,4(4)
C13-Cl14-H14 119,8
C9—C14-H14 119,8
C10-C11-C12 120,4(4)
C10-C11-C16 119,3(4)
C12-C11-C16 120,3(4)
C14-C13-C12 120,6(4)
C14-C13-C15 120,3(5)
C12-C13-C15 119,1(4)
C11-C12-C13 119,2(4)
C11~-C12-H00I 120,4
C13—C12—H00I 120,4

C3-C4—C5 118,6(5)
C3—C4—H4 120,7
C5—Ca—H4 120,7
F4—C15—F6 108,9(6)
F4—C15—F5 103,2(5)
F6—C15—F5 101,5(6)
F4—-C15—-C13 114,1(6)
F6—C15—C13 114,7(4)
F5—C15—C13 113,1(5)
F3—C16—F2 106,6(6)
F3—C16—F1 105,6(5)
F2—C16—F1 102,5(5)
F3-C16—-C11 113,5(5)
F2—C16-C11 113,9(4)
F1-C16—-C11 113,7(5)
C2-C1-C6 118,2(5)
C2—C1-H1 120,9
C6—C1—-H1 120,9
C4—C3-C2 121,7(5)
C4—C3—H3 119,2
C2—C3-H3 119,2
C3-C2-C1 120,8(5)
C3—C2—-H2 119,6
C1—C2—H2 119,6
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C7=N2-=N3 116,7(4)
C7=N2=H2A 121,7
N3—N2—H2A 1217

Cizelge 4.24: 3,5-FMBThH’1n torsiyon agilari.
Torsiyon agilari (°)

C5—N1-C7-N2 -177,5(4)
C5—N1-C7=S 1,0(5)
C6—=S—C7—-N1 -0,6(3)
C6—=S—C7—N2 177,9(3)

C7-N1-C5-C6 -0,9(5)

C7-N1-C5-C4 178,1(4)
N1-C5-C6-C1 180,0(4)
C4—-C5—-C6—-C1 0,9(7)
N1-C5-C6-S 0,4(5)
C4—-C5—-C6-=S -178,6(3)
C7-S-C6-C1 -179,4(4)
C7-S—C6—C5 0,1(3)

N2-N3-C8-C9 -178,7(3)

C10-C9—-C8-N3 173,0(4)

C14—-C9-C8-N3 -5,1(6)

C14-C9-C10-C11 1,3(6)
C8-C9-C10-C11 -176,9(4)
C10-C9-C14-C13 -0,4(6)
C8-C9-C14-C13 177,7(4)
C9-C10-C11-C12 -1,3(7)
C9—-C10-C11-C16 176,6(4)
C9—-C14-C13-C12 -0,4(7)
C9—-C14-C13-C15 -178,9(5)
C10-C11-C12-C13 0,3(7)
C16-C11-C12-C13 -177,5(4)
C14-C13-C12-C11 0,5(7)
C15-C13-C12-C11 179,0(5)
C6-C5—-C4-C3 -1,4(7)
N1-C5-C4-C3 179,7(5)
C14—-C13—-C15-F4 -138,4(6)
C12—-C13—-C15-F4 43,1(8)
C14—C13—-C15-F6 -11,8(9)
C12—-C13—-C15-F6 169,7(6)
C14—C13—-C15-F5 103,9(6)
C12—C13—-C15-F5 -74,6(7)
C10-C11-C16-F3 -74,6(7)
C12—-C11-C16-F3 103,3(7)
C10-C11-C16-F2 47,6(7)
C12-C11-C16-F2 -134,5(6)
C10-C11-C16-F1 164,6(5)
C12-C11-C16-F1 -17,5(7)

C5—-C6-C1-C2 0,5(7)
S—-C6—-C1-C2 180,0(4)
C5-C4-C3-C2 0,5(8)
C4-C3-C2-C1 1,0(9)
C6-C1-C2-C3 -1,5(8)

N1-C7-N2—N3 178,3(4)
S—C7-N2-N3 -0,2(5)

C8—=N3-=N2-C7 -176,8(4)
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4.2 DPPH Radikali Giderme Aktivitesi

1958 yilinda Blois metodu kullanilarak, hidrazon tiirevlerinin radikal giderme
aktivitesi DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) etanol ¢ozeltisinin azaltilmasina dayali
olarak spektrofotometrik metotla tespit edilmistir. Hidrazon bilesikleri DMSO ve
cesitli konsantrasyonlarda ¢ozilmistiir her bir (1, 2, 3, 4 ve 5 mg / mL) bilesik
belirtilen konsantrasyonda hazirlanmistir. BHT (butillenmis hidroksitoluen), benzer
bir konsantrasyonu, bir referans olarak kullanilmistir. % 50 inhibisyon (I1Csp)
saglayan hidrazon tiirevi bilesikleri kontrol edilen hidrazon tiirevi konsantrasyonuna
karst grafigin ¢izim inhibisyon yiizdesinden hesaplanmistir. Hidrazon tilrevi
bilesiklerinin referans1 olarak karsilastirmak icin, BHT antioksidan aktivitesi

arastirilmistir.

H
1

06 - P C=N—NH | e
OCH £

0.5 - QOCH,

©
i
1

Absorbans (517 nm)

03 - y = 0.0364x2 - 0.271x + 0.57
R2=0.9484
02 -
0.1 -
0 T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6

B-2,3-MBPyH (mg/mL)

Sekil 4.25: DPPH radikalleri Uzerinde B-2,3-MBPyH nin giderme aktivitesi.
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Sekil 4.26: DPPH radikalleri Gizerinde B-2,4-MBPyH’1n giderme aktivitesi.
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Sekil 4.27: DPPH radikalleri tizerinde 2,4-FMBPyH’nin giderme aktivitesi.
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y = 0.0534x2- 0.3693x + 0.588
Rz=0.8727

3,5-FMBThH (mg/mL)

Sekil 4.28: DPPH radikalleri tzerinde 3,5-FMBThH’ nin

giderme aktivitesi.
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y =0.2995x2 - 0.7083x + 0.685
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Sekil 4.29: DPPH radikaller tizerinde BHT nin (0.1-1.0 mg / mL) giderme aktivitesi.
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Sekil 4.30: DPPH radikalleri tizerinde BHT ’nin (1,0-5,0 mg / ml) giderme aktivitesi.

Cizelge 4.25: Test edilen hidrazon tirevlerinin 1Cso degerleri (radikal giderme
aktiviteleri icin) ve standart antioksidan BHT.

BHT(1.0-5.0 mg/mL)

Hidrazon tiirevleri 1Cs0 (Mg/mL)
B-2,3-MBPyH 1,273
B-2,4-MBPyH 0,185
2,4-FMBPyH 12,654
3,5-FMBThH 0,970

BHT(0.1-1.0 mg/mL) 0,677
1,706
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4.3 Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi (HEK) ile hPON1 Saflastirilmasi ve
Saflastirilan PON1 Aktivitesine Hidrazon Tirevlerinin Inhibisyon Etkilerinin
Incelenmesi

Ik olarak, amonyum siilfat yardimu ile ¢oktiiriilen hPON1 enzimi izole edilmistir (O-
60 %). Cokelti 15,000 rpm’de 20 dakika boyunca santrifiij edilerek toplanmistir ve
100 mM Tris-HCI tamponunda pH 8,00 tekrar ¢dziilmiistiir.Insan serumundan elde
edilen toplanmis ¢okelti amonyum siilfat ¢okeltmesi ile HEK’e tabi tutulmustur.
Hidrofobik etkilesim kolonuna yiikleme yapmadan once, hidrofobik jele etkili
baglanmasini gelistirme i¢in ¢okelti 1 M amonyum siilfat ile doyurulup kolon pH
8.00 1 M amonyum silfat iceren, 0.1 M Na;HPO, tamponu ile dengelenmistir.
hPON1 enzimi, 0.1 M Na,HPO, tamponunda (pH 8,00) amonyum siilfatin 1,0 M‘dan
0,0 M’a dogrusal gradiyent uygulanarak eliie edilmistir. Saflastirilan hPON1 enzimi
aktivitesini devam ettirmesi icin 2 mM CaCl, varliginda + 4 °C’de saklanmistir
[113].

4.3.1 HEK ile insan serumundan hPONL1 enziminin saflastirilmasi

4 - - 120
—a— Absorbance (280 nm)
351 —— Activity (EU/mLmin) | 1q0
3 .
£ -8 £
] S
£ 25 5
o 2 - 60 m
15}
o [5)
5 z
S 15 - >
a L -
< 02
1 .
- 20
0.5 -
0 T T T T T T ™~ 0

T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40
Fraksiyon sayisi

Sekil 4.31: Hidrofobik etkilesim kromatografisi ile insan kan serumundan PONL1'in
elisyon grafigi. Her bir fraksiyon, hem protein miktar1 (280 nm) hem de enzim
aktivitesi (412 nm) igin analiz edildi. Enzim aktivitesine sahip tiipler diger kinetik
caligmalar igin birlestirildi. Paraoksonaz aktivitesi "Materyal ve Metod" boliimiinde
aciklandigr gibi belirlenmistir.
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4.3.2 Kim, Vinax V& Viax / K degerlerin belirlenmesi

hPONL icin, Lineweaver-Burk grafigi ¢izilmistir, hPON1’ in Km, Vimax, V& Vmax/Kn
degerleri paraokson substrat konsantrasyonu i¢in (0,01-1 mM), 1/V’ye kars1 1/[S]
(Cizelge 4.26, Sekil 4.32) grafiginden hesaplanmistir. Ky ve Vg  degerleri
saflastirilan enzimden sirasi ile paraoksonaz enzim aktivitesi i¢in 0,018496 mM,
hPONL1 igin 114,955 U/mL’dir. “Katalitik gii¢” olarak adlandirtlan V ma/Kp, orani en
etkili substrat bulma parametresidir. Vma/Kn degeri (paraokson substrati ) hPON1
icin 6215,127 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.27).
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Cizelge 4.26: Insan serum PON1 enzimi i¢in paraokson substrat1 kullanilarak, Ki Ve Vimax degetlerinin tespitinde kullanilan ¢dzeltilerin

hacimleri, aktivite, 1/V ve 1/[S] degerleri.

Kuvetteki Substrat

100 Mm Tris Enzim Substrat Kuvetteki .
. . Konsantrasyonu [S] Aktivite
Tamponu (ul) Cozeltisinin Cozeltisinin Toplam AOD ]
] ] . (mM) (U/mL min) .
Hacmi (ul) Hacmi (ul) Hacim (ul) (412 nm) 1V x 10° 1/[S]
990 10 0,019 0,091 58,54 170,82 52,63
980 20 0,038 0,118 75,9 131,75 26,31
975 25 0,0476 0,124 79,77 125,36 21,01
970 30 0,057 0,139 89,41 111,84 17,54
50 1050
965 35 0,0666 0,144 92,63 107,96 15,02
960 40 0,076 0,147 94,56 105,75 13,16
950 50 0,095 0,149 95,85 104,33 10,53
940 60 0,114 0,150 96,49 103,64 8,77
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Sekil 4.32: hPON1’ in Lineweaver-Burk grafigi.

Cizelge 4.27: hPON1’ in kinetik degerleri.

Km(mM)

Vmax (U/m L) Vmax/ Km

hPON1 0,018496

114,955 6215,127
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Cizelge 4.28: hPON1'in saflastirilmasini igeren basamaklarin 0zeti.

Hacim Aktivite Top.JIa'\m Pr.oteln Topla.m Spegﬁk Top!am Toplam
Adimlar (mL) (U/mL) aktivite miktar1 protein aktivite verim saflastirma
(V) (mg/mL) (mg) (U/mg) (%) (Toplam)
Serum 34 51,94 1765,96 1372,33 46659,22 0,0378 100 -
Amonyum Silfat
Coktirmesi 25 65,471 1636,775 1032,4 25810 0,0634 92,685 1,67
Hidrofobik
Etkilesim 3 102,923 308,769 4,85 14,55 21,22 17,484 561,375
Kromatografisi




4.3.3 SDS-PAGE elektroforezi

Sekil 4.33 hPON1 enziminin molekiiler agirligi ve safligini belirlemek igin yapilan
SDS-poliakrilamid jel elektroforezini gostermektedir. Yiiksek bir saflikta enzim elde
edilmis durumdadir. hPON1 ve standart proteinler icin, Rf degerleri hesaplanmistir
ve Laemmli [112] prosedirine gore Rf degerine karsi log MW grafigi elde
edilmistir. hPONI1 i¢in molekiiler agirlik 43 kDa olarak gortilmektedir.

hPON MW (kDa)
— 1160
— 66.2

B 144

Sekil 4.33: hPONL1 igin SDS-PAGE.

Toplanmis fraksiyonlar amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve hidrofobik etkilesim
kromatografisi (Sepharose 4B-L-tirozin, 1-naftilamin) ile SDS-PAGE yaparak analiz
edildi (% 12 ve% 13) ve Coomassie Blue boyamasi ile belirlenmistir. Deneysel
sartlar method kisminda anlatilmigtir. 1.kolon hPON1, 2.kolon 3 pg molekiiler
agirliga sahip farkli standartlar; BSA (66,2 kDa), yumurta albimini (45,0 kDa),
laktat dehidrogenaz (35 kDa), Rease Bsp981 (E. coli) (25 kDa), p-laktoglobulin (18.4
kDa), lizozim (14,4 kDa). Saflastirilan hPON1 (cizgi 1), gorunur bir hareketle 43,0

kDa’ na karsilik gelen bir yiirlime isleminde bulunmustur.
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4.3.4 hPON1 aktivitesi Uzerine, paraokson substrati kullanmilarak, hidrazon
tarevlerinin 1Csy degerlerinin belirlenmesi

hPON1 enzim  aktivitileri her hidrazon turevinin  farkli  kiivetteki
konsantrasyonlarinin varliginda Olclilmistiir. Kontrol aktivitesi % 100 hidrazon
tirevinin varliginda oldugu farzedilip, her bir hidrazon tiirevi icin, her bir yilizde
aktiviteye kars1 hidrazon tiirevi konsantrasyon grafikleri ¢izilmistir. 1Cso degerleri B-
2,3-MBPyH, B-2,4-MBPyH, 2,4-FMBPyH ve 3,5-FMBThH igin siras1 ile 0,0138,
0,0215, 0,0353 ve 0,0320 mg/mL olarak hesaplanmistir. Bitiin test edilen hidrazon
tirevleri mg/mL seviyesinde hPON1 enziminin inhibe ettigi ve ¢aligilan hidrazon
tlrevleri arasinda , en disiikk ICsp degeri B-2,3-MBPyH i¢in 0,0138 mg/mL olup
hPONL1 icin en kuvvetli inhibitor olarak belirlenmistir (Sekil 4.34, Cizelge 4.29).
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Cizelge 4.29: hPON enzimi zerine inhibisyon etkisi gosteren B-2,3-MBPyH’1n I1Csy degerlerinin bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin miktarlari
ve bunlara karsilik gelen substrat, inhibitor konsantrasyonlari ve elde edilen sonuglar.

_ Enzim Substrat Inhibitor Kiivetteki inhibitor

100mM Tris .

- cozeltisinin ¢Ozeltisinin ¢Ozeltisinin konsantrasyonu AOD Aktivite
amponu ,
( Fi) Inhibitér hacmi (pl) hacmi (pl) hacmi (pul) [11(mg/mL)mM (412 nm) (U/mL min) % Aktivite

I
950 0,131 84,268 100
945 5 0,0045 0,087 55,964 66,412
940 10 0,0091 0,085 54,678 64,886
935 15 0,014 0,067 43,099 51,145
B-2,3-MBPyH 100 50

925 25 0,023 0,052 33,450 39,695
915 35 0,032 0,042 27,017 32,061
900 50 0,045 0,037 23,801 28,244
880 70 0,064 0,012 7,719 9,160
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ve bunlara karsilik gelen substrat, inhibitor konsantrasyonlari ve elde edilen sonuglar.

Cizelge 4.30: hPON enzimi zerine inhibisyon etkisi gosteren B-2,4-MBPyYH’1n I1Csy degerlerinin bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin miktarlari

100 mM Ergim Substrat Tnhibitor Klvetteki

o cozeltisi | cozeltisi hacmi Qozh‘;';'ms'i’“” kor']rs‘;‘r']?:r‘;;“gnu AOD Aktivite
(51) Inhibitor hacmi (pul) (ub) (ul) [1] (mg /mL)ymM (412 nm) (U/mL min) % Aktivite
950 _ — 0,102 64,614 100
940 10 0,0091 0,085 54,678 83,333
930 B-2,4-MBPyH 100 50 20 0,018 0,062 39,883 60,784
920 30 0,027 0,032 20,585 31,373
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Sekil 4.34: Saflagtirilan hPONL (zerine B-2,3-MBPyH’1n inhibisyon etkisi.Y lizde
aktiviteye kars1 B-2,3-MBPyH konsantrasyon grafigi.

H
120 -
Br

|
C=N-NH N
U
Ho N 0cH N

100

o]
o

% Aktivite
(o))
o

40

20 | y = -39954x2 - 1462.3x + 100
Rz2=1

O T T T T T 1
0 0.005 0.01 0.015 0.02 0.025 0.03

B-2,4-MBPyH (mg/mL)

Sekil 4.35: Saflastirilan hPON1 izerine B-2,4-MBPyH’1n inhibisyon etkisi.Yizde
aktiviteye kars1 B-2,4-MBPyH konsantrasyon grafigi.
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Cizelge 4.31: hPON enzimi zerine inhibisyon etkisi gosteren B-2,4-FMBPyYH’1n 1Csy degerlerinin bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin
miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, inhibitor konsantrasyonlari ve elde edilen sonuclar.

) . Kivetteki
100 mM Enzim Substrat Inhibitor o
. . L L inhibitorin
Tris cOzeltisinin | gozeltisinin cozeltisinin o
) konsantrasyonu AOD Akitivite o
tamponu . ) hacmi (pl) hacmi (pul) hacmi (pul) ] % Aktivite
Inhibitor [17 (mg/mL) (412 nm) (U/mL min)
)
950 _ _ 0,110 70,760 100
940 10 0,0091 0,092 59,181 83,636
930 20 0,018 0,076 48,889 69,091
2,4-FMB PyH 100 50
920 30 0,027 0,060 38,596 54,545
910 40 0,036 0,057 36,666 51,817
900 50 0,045 0,042 27,017 38,181
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Cizelge 4.32: hPON enzimi lzerine inhibisyon etkisi gosteren 3,5-FMBThH’1n 1Csy degerlerinin bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin miktarlari

ve bunlara karsilik gelen substrat, inhibitor konsantrasyonlari ve elde edilen sonuglar.

) Kivetteki
100 mM Tris gblzzer:filsqlnin Qbszl:etl)tsitsriitin ch)rzﬁelll:)lgl%rm korshalr?tlrt:;;gnu AOD Aktivite
T . e - 0 -y -
tamponu (pl) Inhibitor hacmi () hacmi () hacmi () [1] (mg/mL) (412 nm) (U/mL min) 0% AKkitivite
950 - - 0,144 92,631 100
940 10 0,0091 0,120 77,192 83,333
930 20 0,018 0,104 66,900 72,222
3,5-FMB ThH 100 50
920 30 0,027 0,076 48,888 52,777
910 40 0,036 0,069 44,386 47,917
900 50 0,045 0,049 31,520 34,027




120 - | N
100 |
o
2 80
=
3
S 60
40
20 y = 13621x2 - 1948.4x + 100
R? = 0.9886
0 T T T T 1
0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05

2,4-FMBPyH (mg/mL)

Sekil 4.36: Saflastirilan hPON1 (izerine 2,4-FMBPyH’1n inhibisyon etkisi.Yizde

aktiviteye kars1 2,4-FMBPyH konsantrasyon grafigi.
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Sekil 4.37: Saflagtirilan hPONL1 (zerine 3,5-FMBThH’1n inhibisyon etkisi.Ylizde

aktiviteye kars1 3,5-FMBThH konsantrasyon grafigi.
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Cizelge 4.33: hPON1uzerinde test edilen hidrazon tiirevlerinin ICs degerleri

(mg/mL).

Hidrazon tiirevleri ICso ( mg/mL)
B-2,3-MBPyH 0,0138
B-2,4-MBPyH 0,0215
2,4-FMBPyH 0,0353
3,5-FMBThH 0,0320

Bu tezde yeni hidrazon tiirevleri sentezlenmistir.Daha sonra, IH NMR, FTIR, UV-
VIS, X-ray ve elementel analiz kullanarak karakterize edilmistir.Ardindan
antioksidan giderme aktivitesi arastirilmis ve hPON1 Uzerindeki etkisinin dl¢cuimi

yapilmistir.

Bu ¢alismanin ilk boliimii; 5-bromo-2,3-dimetilbenzaldehid (0,005 mol) igindeki bir
cozeltiye 2-hidrazinopiridin (0,005 mol), 5-bromo-2,4-dimetilbenzaldehit (0,005
mol) cozeltisine 2-hidrazinopiridin (0,005 mol), 2,4-bis (triflorometil) benzaldehit
cOzeltisine (0,005 mol) 2-hidrazinopiridin (0,005 mol) eklenerek 25-30 °C ve 3,5-bis
(triflorometil) benzaldehit (0,005 mol) cozeltisine 2-hidrazinobenzotiazol (0,005
mol) eklenmistir. 1- (5-bromo-2,3-dimetoksibenziliden) -2- (piridin-2-il) hidrazin (B-
2,3-MBPyH), soluk sar1 kristal, 1- (5-bromo-2,4-dimetoksibenziliden) -2- (piridin-2-
il) hidrazin (B-2,4-MBPyH) sar1 kristal, 1- (2,4-bis (triflorometil) benziliden) -2-
(piridin-2-il) hidrazin (2,4-FMBPyH) sar1 kristal ve 1-(3,5-bis(triflorometil)
benziliden) -2- (benzo [d] tiyazol-2-il) hidrazin (3,5-FMBThH) soluk sar1 bir kristal
elde edilmistir. Hidrazon tiirevleri sentezlendikten sonra daha biiyiik boyuta, daha saf
elde etmek ve biyolojik aktivitede kullanmak icin ( DPPH giderici aktivitesi gibi)
yeniden kristallendirilmistir. Calismanin ikinci bdliimiinde; Antioksidanlar, ROS
tiretimini ve lipid peroksidasyonu ile olusan yapiyr inhibe etmistir.Boylece hem
oksidatif hem de karbonil stresin engellenmesi saglanmistir. Cogu antioksidanlar,
hiicreye bagimli ve hiicreden bagimsiz sistemlerde LDL oksidasyonunu onler ve
aterosklerotik olusumunu geciktirir. Insanlarda ateroskleroza kars: etkinligi hakkinda
farkliliklar vardir; bu en azindan kismen elde edilen biyolojik plak i¢erisindeki RCC’
yi gidermek i¢in dogal kimyasal ve kabiliyetinden yoksun olmasi nedeni ile bir kez
adiktler proteinler {izerinde olusturulmustur. Ancak antioksidanlar erken
aterosklerotik lezyonlarin énlenmesinde c¢ok etkili kalir. Inflamatuar olaylar daha

gelismis lezyonlarin gelisiminde rol oynar [114,115].
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DPPH giderici aktivitesi antioksidan aktivite deneyi i¢in yontemlerden biridir.
DPPH" ¢ozeltisi koyu bir mor renge sahiptir. Antioksidant bilesiklerinin radikal
giderme aktivitesi 517 nm'de spektrofotometrik olarak olculebilir. Tim test edilen
hidrazonlar, 230 ve 350 nm arasindaki mevcut UV absorbansidadir ve 517 nm'de
DPPH absorbansinin azalmasi Kinetik olglimu etkilemez. BHT pozitif referans
antioksidan olarak kullanilmigtir. DPPH radikal 517 nm’de absorbans gosteren
radikal tarafindan mor renkli etanol ¢ozeltisi indirgeme {izerine agartilmasi bir
antioksidan veya hidrojeni atomu radikali yada DPPH" in tek elektronunun transferi
sayesinde olup koyu sar1 radikal olmayan formun fiiretimini azaltir. Bu azalma,
DPPH’1n radikal olmayan formlarinin artisi ile orantilidir [116].

Hidrazon tiirevlerinin antioksidan aktivitesine bakip, standart antioksidan BHT ile
karsilastirilmistir. Farkli konsantrasyonlarda her bilesigin farkli konsantrasyonlar1 ve
BHT’ nin ayn1 konsantrasyonlar1 (0,1-5 mg / mL); her 6rnek etanoldeki DMSO’ nun
0,1 mM’ min esit hacimleri (1,0 mL) hazirlanarak 517 nm’de 1 dakika boyunca
spektrofotometrik olarak farkli absorbanslarda 6l¢iilerek hazirlanmistir.

ICso degerleri B-2,3-MBPyH, B-2,4-MBPyH, 2,4-FMBPyH, ve 3,5-FMBThH igin
siras1 ile 1,273, 0,185, 12,654, ve 0,970 mg/mL’dir. BHT (0,1-1,0 mg/mL) igin
0,677, BHT (1,0-5,0 mg/mL) icin 1,706 olarak elde edilmistir. Eger hidrazon
threvlerinin 1Csp degerleri ve BHT arasinda karsilastirma yaparsak, B-2,4-MBPyH
hidrazon tlrevi DPPH’a kars1 en yiiksek etki gosteren antioksidan oldugu goriiliir.
Eger BHT ile karsilastirirsak, DPPH icin 0,677 degerindeki BHT (0,1-1,0
mg/mL)’den daha fazladir. Diger 1,706 degerindeki BHT (1,0-5,0 mg/mL) i¢in daha
etkili oldugu bulunur. Karsilastirmalarimiz neticesinde ICsy igin  sentezlenen
hidrazon tlrevleri antioksidan olarak kullanilabilir. Fakat diger biyolojik aktiviteler
icin de denenmelidir. Literatiirden alinan hidrazon (zerine antioksidan aktivitesi
caligmalar1 sinirli olsa da, hidrazon tiirevlerinin serbest radikale karsi i1yl bir
antioksidan oldugu kanitlanmistir.

N. Belkheiri vd., [98] hidralazin gibi hidrazon turevlerinin antiaterojenik aktivite
aracilif1 karbonil gruplan tarafindan giderme aktivitesinin etkili oldugu ve DPPH
caligmalar1 icin piridin halkasinin sahip karbonil grubuna komsu bilesiklerin en
diisiik ICsp degerine sahip hidrazonlar arasinda 17 ve 18 puM i¢in (E) -N
'(4Hidroksi-3,5-dimetoksibenziliden) izonikotinohidrazid ve (E) -N' (4-Hidroksi-3,5-

dimetoksi benziliden) izonikotinohidrazid oldugunu bulmustur.
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C. Vanucci-bacqué vd., [95], fenolik hidrazonlarin bazilarinin oksidatif stresi
engelleyip engellemedgini aragtirmiglardir. DPPH Uzerine fizikokimyasal 6zellikleri
ve radikal siiperoksit anyon giderme aktivitelerini arastirmislardir. Fenolik yap1
nedeni ile sentezlenen hidrazonlar 10 uM’ de yiiksek giicte antioksidan oOzelligi
sergilemislerdir. Hidrazonlar disinda ¢ok iyi radikal giderme yetenekleri oldugunu
gOstermektedir.

Calismanin  iglinci  bolimiinde ise hPONlenzimin hidrofobik etkilesim
kromatografisine ile saflastirilip ve hPONL1 (izerine hidrazon tirevlerinin inhibitor
etkileri arastirilmigtir. Paraokson substrati kullanilarak ICsy, Ky, Ve Vmax degerleri
belirlenmistir.

Taze insan kanindan 34 mL insan serumu izole edilip ve kuru bir tiipe alinmustir.
1,500 rpm’ de 20 dakika santrifij edilen kan orneklerinden 25 mL serumu
uzaklastirilmustir. ilk olarak hPON1 enzimi amonyum silfat ¢oktiirmesi ile izole
edilmistir. hPONT i¢in ¢okelti araligt % 0-60 [117]. Cokelti 40 dakika 15,000 rpm’
de santrifiij edilerek toplanmigtir. Yeniden 100 mM Tris—HCI tamponunda pH 8.00’
de ¢oziilmiistiir. Insan serumundan toplanan c¢okelti amonyum siilfat ¢okeltisi tabi
tutulup ardindan hPON1 enziminin saflastirma adimlarini azaltmak igin hidrofobik
bir jel kullanilmistir. N-terminali hidrofobik karakterli peptid sinyali olan jel PON1
icin dizayn edilmistir. APON1 enzimi pH 8,0’ de amonyum siilfat bulunmayan 0,1 M
Na,HPO, tamponu varliginda eliie edilmistir.

Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi (HEK) proteinlerin birbirinden hidrofobik
Ozellikleri ile ayrilamasi i¢in kullanilan ayirma teknigidir. Fenil, oktil yada butil gibi
hidrofobik gruplar (ligandlar) sabit kolana takilir. Kolon boyunca gegen proteinler
alanin, metiyonin, triptofan, ve fenilalanin gibi hidrofobik aminoasit zincir tarafi
sadece hidrofobisitesi protein konformasyonun sabit kalmasina yardim etmez. Aym
zamanda hidrofobik gruplar (ligand) kolon boyunca spesifik etkilesimlere de katkida
bulunur. Bir ¢ozeltideki protein molekilu bir su filmini Gzerinde tutar. Hidrofobik
etkilesim kromatografisinden dnce ylizey alanindaki diizenli yapidan iyonik olmayan
yapilardan arindirmalidir [118].

Hidrofobik etkilesim kromatografisi genellikle iyon degisim kromatografisinin
sartlarina karst diizenlenir. Adsorpsiyon adimi genellikle salting-out varligini
(sodyum kloriir yada amonyum sllfat gibi) gerektirir. Salting-out iyonlarinin azalist
cozeltideki su molekiillerinin kullantminm1 azaltirken, yiizey alani gerginligini azaltir

ve hidrofobik etkilesim kromatografisini arttirir. Buna karsin, salting-in yada
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katropik iyonlar (sodium tiyosiyanat gibi) yapiya su alarak iyonik olmayan
etkilesimleri onler. Bu teknik, amonyum sulfat gibi yuksek gugteki iyonik
tamponlarin kolona baslangicinda uygulanir. Tampondaki tuz solvent érneklerinin
¢Ozlinmesini azaltir béylece ¢Oziinme azalir, hidrofobik bolgeler ortam tarafindan
adsorplanmaya maruz kalir.

Daha fazla hidrofobik molekdl [119], daha az tuz baglanmasni ister. Proteinleri eltie
etmek icin, tuz konsantrasyonu, giderek artan hidrofobisite sirasina gore azaltilir.
Buna ek olarak, ayn1 zamanda, hafif elisyon organik dizenleyici veya deterjanin
kullanim1 yoluyla elde edilebilir. Sabit faz, diger molekiiller ile hidrofobik
etkilesimler olusturmak i¢in tasarlanmistir. Bu etkilesimler suda ¢ok zayif olup ancak
tampon tuzlari ilavesi ile hidrofobik etkilesimlere neden olur. Protein ve adsorban
yuku de hidrofobik adsorpsiyon derecesi tzerinde 6nemli bir etkiye sahip olabilir.
Net bir ylki olmayan protein (izoelektrik noktasinda) ile maksimum hidrofobiklige
sahip olacaktir [120].

Gan ve arkadaslar1 tarafindan paraoksona yonelik hPON1 aktivitesi
spektrofotometrik olarak tanimlanmistir [121]. Enzim deneyi, 412 nm'de, p-
nitrofenol tahminine dayanmaktadir. P-nitrofenol molar tilkenme katsayis1 (¢ = 017,
100 M'em™ pH 10,5), enzim aktivitesinin hesaplanmasi icin kullanilmistir.
Reaksiyon otomatik kayittaki bir spektrofotometrede 412 nm'de p-nitrofenol
gorintisu izleyenerek 37 ° C 'de 1 dakika boyunca takip edilmistir.

Hidrazon tirevleri ile hPONT1 inhibisyonu ¢alismalari i¢in hidrazon tiirevleri, farkli
konsantrasyonlarda, reaksiyon ortamina ilave edilmistir. Hidrazon tlrevleri ile
hPON1 aktivitesi paraokson hidrasyonunu izlenerek analiz edilmistir. Hidrazon
tiirevlerinin her biri farkli konsantrasyonlari icin hPONT1 aktivite yiizde degerleri,
Microsoft Office 2010 excel kullanarak regresyon analizi ile belirlenmistir. Hidrazon
tirevi olmayan hPON1 enzim aktivitesi % 100 aktivite olarak kabul edilmistir.
Hidrazon tarevleri icin inhibitér konsantrasyonunun % 50 inhibisyona (ICso
degerleri) kadar neden olan grafik ile belirlendi. hPON1 enziminin Ky ve Vmax
degerlerini elde etmek igin, substrat olarak paraokson kullanilip pH 8,00 ve 37 ° C'de
Olglilmiistiir. Lineweaver-Burk grafikleri yoluyla Kp ve Vma degerleri sirasi ile
0,018496 mM ve 114,955 U/mL olarak belirlenmistir. Vmax /Kn, ise 6215,127 olarak
bulunmustur. Hidrazon tirevi ile hPON1 igin 1Csy ve inhibisyon etkisini dlgmeye
baglamak i¢in SDS-PAGE elektroforez ile hPON1 karakterize edildi ve 43 kDa’da
bant elde edildi.
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SDS-PAGE proteinler (enzim) ayrilmasi ve karakterize etmek icin kullanilan en
yaygin analitik tekniklerdendir. Akrilamid ve bisakrilamid polimerlestirilir.
Akrilamid, tek basina dogrusal polimerler olusturur. Bisakrilamid poliakrilamid
zincirleri arasindaki c¢apraz baglar1 tamimladi. Bisakrilamidin yiiksek bir oram
akrilamide ve yliksek akrilamid konsantrasyonu diisiik elektroforetik hareketliligi
neden olur. Akrilamid polimerizasyonu ve bisakrilamid monoerleri amonyum
persiilfat (APS) tarafindan uyarilir ve kendiliginden serbest radikalleri olusturur
pargalanir. Bir serbest radikal sabitleyicisi olan TEMED genellikle polimerizasyonu
gelistirmek icin dahil edilir.

Sodyum dodesil siilfat (SDS) amfipatik bir deterjandir. Anyonik bir bas grubu ve
lipofilik kuyrugu vardir. iki amio asit arasma bir SDS molekiilii stokiyometrik olarak
kovalent olmayan bir sekilde baglanir. SDS proteinleri denatiire eder ve proteinleri
birbirinden aywrir (kovalent ¢apraz baglanma hari¢). Ayn1 zamanda negatif yiik
kazandirir. SDS varliginda bir proteinin yiikii maskelenir. SDS-PAGE sirasinda tiim
proteinler anota dogru gog¢ eder (pozitif yukli elektrot). SDS ile muamele edilen
proteinler benzer yik-kiitle oranina ve benzer sekillere sahip olurlar. PAGE
sirasinda, SDS ile muamele edilmis proteinlerin yer degistirme orani, molekiiler
agirlik ve yiik tarafindan belirlenmektedir [122].

Hidrazon turevleri ile hPONTI inhibasyonu igin farkli konsantrasyonlarda hidrazon
tlrevleri reaksiyon ortamina eklenmistir ve 37 °C 'de ve 1 dakika boyunca etkisi
spektofotometre ile Olgiilmiistiir ve biitiin hidrazon tirevlerini hPON1 inhibasyon
etkisini gostermistir. Hidrazon tirevlerinin 1Cso degerleri hPON1 (zerinde test
edilerek asagidaki sonuclar sirasiyla bulunmustur: 0,0138, 0,0215, 0,0353 ve 0,0320
icin B-2,3-MByH, B-2,4-MBPyH, 2,4-FMBPyH ve 3,5-FMBThH. B-2,3-MBPyH
hidrazon turevinin en ylksek 1Cso degeri 0,0138"tir.

M. Erzengin vd., [46], iki asamali prosedirlerle amonyum stlfat ¢oktirmesini
kullanarak hPON1 enzimini saflastirmistir ve Sepharose-4B-tirozin-1-naftilamin,
hidrofobik etkilesim kromatografisi, 06zellikle PONI1 enzimi tutan N-terminal
hidrofobik sinyal peptidi i¢in tasarlanmistir. Amonyum siilfat saflagtirllmast hPON1
enziminin % 60-80 araliginda baslangi¢ saflastirma asamasi igin segilmistir. Vax Ve
Km degerleri sirasiyla 0,666 mM ve 11,76 U/ml olarak bulunmustur. Sonra,
paraoksan substrati kullanarak saflastirilmig hPON1 Uzerinde dihidroksi kumarin
bilesiklerinin etkisini aragtirmislar ve ICsp degerini 0,012, 0,022 ve 0,003 mM olarak

bulmusglardir.
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S. Sinan vd., [123], hPONI saflastirmiglardir. Saflastirilmis enzimin Vyax ve Kp
degerleri sirasiyla 227,27 U/ml ve 4,16 mM olarak belirlenmistir. Saflastirilmig
hPON1 SDS-PAGE (izerinde 43 kDa'luk bir MW ile tek bir bant vermistir.

H. A. Alici vd., [124], Amonyum silfat ¢oktirmesinden DEAE-Sephadex anyon
degistirme kromatografisi, Sephadex 200 jel kromatografisi ile saflagtirilan hPON1 ,
in vitro ve in vivo olarak hPON1 (zerine yaygin olarak kullanilan damardan igeri
verilen anestetiklerin etkisi incelemislerdir. Amonyum siilfat ¢okeltmesi, % 60-80,
hPON1 enzimi i¢in baslangi¢ saflastirma asamasi igin se¢ilmistir ve molekiil agirlig
olan 43 kDa olan son saflagtirllmis hPON1 ile SDS-PAGE (izerinde tek bir protein
band1 oldugu bulunmustur.

D. Ekinci vd., [125], amonyum silfat ¢oktirmesinden, DEAE-Sephadex anyon
degisim kromatografisi ve Sephadex G-200 jel filtrasyon kromatografisi kullanilarak
saflastirilmig hPON1 aktivitesine yaygin olarak kullanilan antibiyotiklere etkisini
incelemislerdir. Amonyum siilfat ¢oktiirmesinden elde edilen hPON1 enzimi, % 60-
80 araliginda baslangi¢ saflastirma asamasi i¢in se¢ilmistir. Son saflagtirillmig hPON1
43 kDa'lik bir molekiil agirhiginda ve SDS-PAGE iizerinde tek bir protein bandi
vardi.

Z.Q. Samra vd., [126] kolesterol-konjuge manyetik nanopartikuller ve Sephadex
G75-kromatografik yontemleri kullanarak hPON1’i saflastirmislardir. Siipernatanti
ayirtp % 60-70 amonyum siilfat ¢okeltmesi ile karigtirmiglardir. Substrat olarak
paraoksonun Ky, degerini 1.3 olarak bulmuslardir. Saflastirdiklar1 enzimin, SDS-
PAGE’de 45 kDa'da tek bir bant ile analiz edilmistir.
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5. TARTISMA

Bu c¢alisma ii¢ ana boliime ayrilmistir; ilk boliimde, dort yeni hidrazon tiirevi
sentezlenmis ve yapilar1 XRD, H-NMR, FTIR, UV-VIS taramalar1 ve elementel
analiz teknikleri ile aydinlatilmistir. Ikinci béliimde, tiim yeni sentezlenen bilesikler
DPPH metodu ile serbest radikal giderme aktivitelerinin belirlenmesi icin
incelenmistir. Ugiincii boliimde ise, insan serum paraoksonaz 1 (nPON1) enzimi iKi
asamali yani amonyum siilfat ¢Oktiirmesi ve Sepharose-4B-L-tirozin-1-naftilamin
hidrofobik etkilesim kromatografisi islemleri kullanilarak saflagtirilmistir. Enzimin
safligt ~ SDS-PAGE ile incelenmistir. Paraokson substrat olarak kullanilarak,
saflastirilan enzimin Kp, ve Vnax degerleri belirlenmistir. Son olarak, sentezlenen yeni
bilesiklerin saflagtirllan hPONL1 zerine in vitro inhibisyon etkileri substrat olarak

paraokson kullanilarak incelenmistir. Bu ¢alismanin sonuglar1 kisaca siralanirsa;

e Bu calismada, 1-(5-bromo-2,3-dimetoksibenziliden)-2-(piridin-2-il)hidrazin (B-
2,3-MBPyH), 1-(5-bromo-2,4-dimetoksibenziliden)-2-(piridin-2-il) hidrazin (B-
2,4-MBPyH), 1-(2,4-bis(triflorometil)benziliden)-2-(piridin-2-il) hidrazin (2,4-
FMBPyH) ve 1-(3,5-bis(triflorometil)benziliden)-2-(benzo [d]tiazol-2-il) hidrazin
(3,5-FMBThH) olarak adlandirilan dort yeni hidrazon tiirevi sentezlenmistir.

e Yapilart XRD, H-NMR, FTIR, UV-VIS taramalar1 ve elementel analiz teknikleri
ile aydinlatilmastir.

e Tim yeni sentezlenen bilesiklerin serbest radikal giderme aktiviteleri DPPH
metodu ile incelenmistir. 0,185 mg/mL ile en diisiik ICso degerine sahip B-2,4-
MBPyH bilesigi, DPPH icin en yliksek serbest radikal giderme aktivitesi
gostermistir.

e hPONL1, iki asamali yani amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve Sepharose-4B-L-tirozin-
1-naftilamin hidrofobik etkilesim kromatografisi teknikleri kullanilarak
saflagtirilmistir.

e Saflagtirilan hPON1 enziminin SDS-PAGE 'de 43 kDa molekiil agirliginda tek bir

bant gézlenmistir.



e Saflastirilan hPON1 enzimi 21,22 U/mg spesifik aktiviteye sahiptir.

e hPONI igin saflastirma oran1 561,38-kat olarak bulunmustur.

e Substrat olarak paraokson kullanilarak, saflastirilan enzimin Kp, ve Vmax degerleri
sirayla 0,018496 mM ve 114,96 U/mL olarak belirlenmistir.

e Sentezlenen yeni bilesiklerin saflagtirllan hPONZ1 (zerine in vitro inhibisyon
etkileri paraokson substrat olarak kullanilarak incelenmistir. Sonuglar, tiim
hidrazon tiirevlerinin derisime bagimli olarak hPONL1 enzim aktivitesini inhibe
ettigini  gostermistir. Calisilan  hidrazon tlirevleri arasinda B-2,3-MBPyH
bilesiginin 13,8 pug/mL ile en diisiik ICsp degerine sahip oldugu, hPON1 aktivitesi

icin en etkili inhibit6r oldugu belirlenmistir.

Sonug olarak, bu caligma kapsaminda sentezlenen tiim yeni hidrazon tirevlerinin
serbest radikalleri giderebilme yetenegine sahip olduklar1 ortaya konmustur. Bu
nedenle, test edilen hidrazon tirevleri besin ve/veya farmasotik endistri igin
biyoaktif bilesik olarak {imit verici kaynak olarak degerlendirilebilir. Paraoksonazl
(PONI1: EC 3.1.8.1) HDL'ye bagl yapisinda kalsiyum iceren bir enzimdir ve
memelilerde LDL oksidasyonuna kars1 koruyucu etkiye sahiptir.

Ayrica bu ¢alisma, hPONT1 aktivitesinin ¢aligilan hidrazon tiirevlerine karsi oldukga
hassas oldugunu gostermistir. Tiim test edilen bilesikler hPON1 enzimine karsi
derisime bagimli olarak ¢ok iyi inhibisyon aktiviteleri gostermistir.

Yap1 aktivite iligkisi (SAR) c¢alismalari, 1-(5-bromo-2,3-dimetoksibenziliden)-2-
(piridin-2-il)hidrazin (B-2,3-MBPyH) ve 1-(5-bromo-2,4-dimetoksibenziliden)-2-
(piridin-2-il)hidrazin (B-2,4-MBPyH) bilesiklerinin yan halka tizerindeki dimetoksi
substitientinin, hPON1 aktivitesini inhibe edici temel faktor olabilecegini
sOyleyebiliriz. Bu bilesiklerin hPON1 aktivitesi Gizerindeki etkileri oldukga agiktir.
Sonu¢ olarak, hidrazon tiirevleri ile farkli kaynaklardan paraoksonaz iizerine
inhibisyon ¢aligmalarinin yoksunlugu nedeniyle, sonug¢larimizi karsilagtiracak yeterli
veri bulunmamakta ve dolayisiyla, paraoksonazlar arasindaki belirli benzerlikler ve
farkliliklar1 tespit etmek miimkiin degildir. Bu calisma paraoksonazin biyokimyasal
ozellikleri hakkindaki bilgilerin arttirilmasina katki saglamasina ragmen, hidrazon
tirevlerinin farkli kaynaklardan elde edilen paraoksonaz enzim aktivitesi iizerine

inhibitor etkilerinin analiz edilmesi i¢in daha ileri ¢alismalar gerekmektedir.
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