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Oz - Bu galismada, 2-aminoasetofenon bilesiginden bagslanarak 2-,3-,4- bromo substitue azakalkon (1-3) bilesikleri sentez-
lendi. 1-3 Nolu bilesiklerinin katifaz ortaminda mikrodalga cihazi kullanilarak 2-, 3-, 4-bromo azaflavanon bilesikleri (4-6),
sirastyla %52, %89 ve %77 verimlerle sentezlendi. Sentezlenen bilesikler spektroskopik olarak *Hidrojen, *Karbon, Baglan-
mus Proton Testi (APT) NMR, Fourier Doniistiimlii Kiziltesi Spektroskopisi (FT-IR) Infrared ve Stvi kromatografi-kiitle spekt-
rometresi/kiitle spektrometresi (LC-MS/MS)yontemleriyle karakterize edildi. Sentezlenen bilesiklerin antimikrobiyal aktivite-
leri 12 ayr1 mikroorganizmaya (4 adet Gram pozitif, 7 adet Gram negatif ve 1 fungus) karsi disk diflizyon yontemi kullanilarak
test edildi ve minimum inhibisyon konsantrasyonu (MiK) hesaplandi. Sentezlenen azakalkon ve azaflavanon bilesikleri (1-6)
test edilen mikroorganizmalar arasinda en yiiksek etkiyi Candida tropicalis’a karg1 gosterdi. 3-Bromo azaflavanon (5) bilesigi
Gram pozitif Enterococcus feacalis, Staphylococcus aureus ve fungus Candida tropicalis’a karst etkili bulundu. Test edilen
higbir bilesik Gram negatif bakterilere karsi etkinlik gostermedi. Sentezlenen bilesikler arasinda en yiiksek aktiviteyi 6.25
png/mL’lik MIC degeri ile 2 numarali azakalkon bilesigi Candida tropicalis’a karsi gosterdi. Ayrica sentezlenen 1-6 nolu bile-
siklerin antioksidan aktiviteleri plazmanin demir indirgeme yetenegi (FRAP) ve 1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil kapasitesi (DPPH)
yontemlerine gore yapildi. Antioksidant testi sonucunda, 3-bromo kalkon (173,78+1,76 ve 0,48+0,01) ve 3-bromo azaflavanon
(279,05+1,77 ve 0,09340,001) bilesiklerinin en yiiksek antioksidan aktiviteye sahip olduklart goriildii.
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Abstract — In this study, 2-, 3-, 4-bromo azachalcones (1-3) were synthesized starting from the 2-aminoacetophenone. 2-, 3-,
4-bromo azaflavanones (4-6) were synthesized from the compounds 1-3 by using a microwave method in the solid phase envi-
ronment with the yields of 52%, 89%, and 77%, respectively. The synthesized compounds were characterized spectroscopically
(*H, 13C, Attached Proton Test (APT) NMR, Fouirer Transform Infrared Spectrophotometer (FT-IR) and Liquid Chromatog-
raphy-Mass Spectroscopy (LC-MS/MS). The antimicrobial activities of the synthesized compounds were tested against 12
different microorganisms (4 Gram positive, 7 Gram negative and 1 fungus) using the disk diffusion method and the minimum
inhibition concentration (MIC) was calculated. The synthesized azachalcone and azaflavanone compounds (1-6) showed the
highest efficacy against Candida tropicalis among the microorganisms tested. 3-Bromo azaflavanone (5) was found to be ef-
fective against Gram positive Enterococcus feacalis, Staphylococcus aureus and fungus Candida tropicalis. None of the com-
pounds showed activity against Gram-negative bacteria. Compound 2 showed the highest activity against Candida tropicalis
among the tested compounds with a MIC value of 6.25 ug/mL. In addition, antioxidant activities of synthesized compounds 1-
6 were performed according to FRAP and DPPH methods. As a result of the antioxidant test, it was observed that 3-bromo
chalcone (173.78+1.76 and 0.48+0.01) and 3-bromo azaflavanone (279.05+1.77 and 0.093+0.001) had shown the highest anti-
oxidant activity.
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1. Giris

Kalkonlar, flavonoidler ailesinin dnciileri olan, bitkiler tarafindan iiretilen polifenolik bilesiklerin bir grubudur
(Arianingrum & Arty; 2018). Flavonlar, pirazolinler ve indol vb. gibi biyolojik 6neme sahip bir¢ok heterosiklik
bilesikler anahtar Onciiler olarak kalkonlar kullanilarak sentezlenebilir. Kalkonlar, yapisal olarak 1,3
konumlarindan iki fenil halkasinin baglandigi 15 karbondan olusmus propan zincir yapisindan olusur. (Roleira,
Varelaa, Gomes, Costa & Silva, 2021; Rozmer & Perjesi 2016, Valavanidis ve Vlachogianni 2013). Aromatik
halka yapisinda oksijen atomu bulunduran kalkonlar biyolojik agidan 6nemli yere sahiptir (Eddarir Cotelle,
Bakkour & Rolando, 2003; Forkman & Heller, 1999). Flavonoidler ve bunlarin alt siifi flavanonlar, dogada
antikanser veya antikanserojenik (antimutajenik) aktivitelere sahip oldugu bildirilen polifenolik bilesikler
olarak bulunur (Androutsopoulos, Papakyriakou, VVourloumis, Tsatsakis & Spandidos, 2010; Panche, Diwan
& Chandra, 2016). Flavanonlar genellikle 2'- substitue kalkonlarin (-OH, -NH>) asetik asit, etanol veya baska
¢Oziicii i¢inde; bir asit varliginda (siilfiirik asit, polifosforik asit gibi) veya bir baz katalizor varliginda (piridin,
DBU, TEA gibi), geleneksel 1sitma veya mikrodalga 1simasi altinda siklizasyon reaksiyonu ile sentezlenir
(Dongamanti, Naji, Bommidi&Rolando, 2016). Azaflavon bilesikleri, yapisinda piridil veya 1 konumunda azot
(N) bulunduran heterohalkali bilesikler olup genel olarak azakalkon ya da subtitue amino grubu bulunduran
kalkon bilesiklerinden baslanarak sentezlenirler (Yasar vd., 2008). Azaflavanon bilesikleri azaflavonoid sinifi
bilesiklerdir ve dihidrokinolinonlar olarak bilinirler (Nibbs & Scheidt; 2012; Sakirolla, Yaeghoobi&Rahman,
2012; Cheng, Zhao & Yu, 2014). Azaflavanon bilesiklerinin birbirinden farkli reseptor veya enzimler i¢in
ligand bulabilme kabiliyetlerinden dolay1 antimalaryal, sitotoksik ve mRNA inhibitdrii gibi birgok biyolojik
aktiviteye sahip olduklari, aday nonsteroid antiinflamatuar ilaglar (NSAID'ler) olarak énemli bir potansiyele
sahip oldugu bildirilmistir (Higuchi vd., 2009; Patti vd., 2012; Chandrasekhar vd., 2012). Azaflavon ve
azaflavanon bilesikleri yap1 olarak dogadaki bir¢ok bitkide bulunan bilesiklere benzer olmasi ve bu bilesiklerin
de cok cesitli biyolojik aktivite gdstermelerinden dolay1 literatiirde mevcut olan sentez yontemleri
degistirilerek farkli yontemlerle sentezlenme ihtiyaci baglamistir. Artan kimyasal atik ve sentez verimlerinin
yiikseltilmesi gibi sebeplerden dolay: giintimiizde organik kimyadaki sentezler de yesil kimya olarak bilinen
metodlara ilgi artmaktadir. Birbirinden farkli substitue gruplar1 bulunduran azaflavonon bilesiklerin sentezi,
geleneksel yontemlerle ya da degisik katalizorler varliginda mikrodalga cihazi ile yapildigi c¢alismalar
bulunmaktadir (Rosa, Seca, Barreto, Silva & Pinto, 2019; Nilsson, Nielsen, Liljefors, Nielson & Sterner, 2008;
Yayl, Ugiincii, Yayli, Demir & Demirbag, 2008). Bu bilesiklerin sentezi icin yapilan ¢alismalarda, amino
substitue  kalkonlar sentezlenerek halkalasma sonucundan azaflavanon bilesiklerinin  sentezi
gerceklestirilmistir (Rocha, Vaz, Pinto&Silva, 2019; Gupta, Jamatia, Patil, Ma & Pal, 2018; Chelghoum,
Bahnous, Bouraiou, Bouacida & Belfaitah, 2012).

Son yillarda sentez reaksiyonlarinda klasik yoOntemler yerine yeni sentez yontemlerinin kullanildig:
goriilmektedir. Bunun sebebi olarak klasik sentez islemlerinin uzun siireli olmasi, fazla miktarda ¢oziicii ve
reaktif kullanimi, tirtin veriminin diisiik olmasi gibi olumsuzluklar olabilir (Hayes, 2004; Safari, Naseh,
Zarnegar & Akbari, 2014). Bu olumsuz durumlari ortadan kaldirmak ya da en aza indirme ihtiyacindan 6tiird,
sentez alanindaki calismalarda farkli yontemlerin bulunmasi séz konusu olmustur. Bu anlamda mikrodalga
cihazinin kullanilmaya baglandig1 ¢alismalarin sayisinda oldukga artis goriilmektedir (Horihoski, Watanabe,
Narita, Suzuki & Serpone, 2018; Diaz- Ortiz, Prieto & Hoz, 2019). Bu sebeple mikrodalga cihaz1 yeni
potansiyel ilaglarin gelistirilmesinde 6nemli bir 1sitma kaynagi olarak kullanilmakta sentez alanindaki
caligmalarin odagi haline gelmistir (Mavandadi & Lidstrom; 2004). Mikrodalga destekli reaksiyonlar ¢oziicii
varliginda ve kati1 faz reaksiyonlar1 seklinde kullanilarak yapilmaktadir (Lidstrom, Tierney, Wathey &
Wetman, 2001; Murti, Patak & Patak, 2021).

Kalkonlardan flavanon sentezi, genellikle polar 6zellikteki ¢oziiciiler kullanilarak ya da kati faz reaksiyonlari
ile beraber yapilmaktadir. Genellikle aseton, metanol, etanol gibi polar ¢oziicii ortaminda mikrodalgada
flavanon bilesiklerinin sentezlendigi birgok ¢alisma mevcuttur (Sinyeue vd., 2022; Tehseen, Ghori, Khatoon,
Sajid & Nafees, 2021; Rahim, Bhuiyan, Matin, Ali & Kabir, 2018). Mikrodalga 1sinlariyla flavanon
bilesiklerinin sentez reaksiyonunda kati faz ortaminda sentezlenmesi de yapilmaktadir (Albogami, Alkhathlan,
Saleh & Elazzazy, 2014). Reaktant bilesikler aliimina, silika, Klay, N-bromo sukkinimit (NBS) gibi kati
maddelerle veya 1,2,4-tri kloro benzen (TCB) gibi siv1 ¢oziiciiler olarak kullanilarak, mikrodalga isinlarinin
daha kuvvetli sekilde absorbe edilmesini ve reaksiyon ortaminin homojen bir sekilde 1sinmasi saglanir (Silva,
Silva, Tome & Cavaleiro, 1999; Patoilo, Silva, Pinto, Tome&Cavaleiro, 2007; Varma, 2002; Kahriman vd.,
2012).
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Bu calismada genis biyolojik aktivite yelpazesine sahip olan heterohalkali azaflavanon bilesiklerinin
sentezlenmesi ve bu bilesiklerin ¢esitli biyolojik aktivite caligmalarinin yapilmasi amaglanmistir. Bu ¢alisma
kapsaminda, sentezi yapilan toplam 6 adet kalkon ve flavanon bilesiklerinin literatiirde sentezlerinin mevcut
oldugu gorilmektedir (Zhao vd., 2013; Santos vd., 2017; Varma & Saini, 1997). 2-/3- bromo substitue
azaflavanon bilesiklerinin (4,5) mikrodalga cihazi kullanilarak sentezlenmesi ve sentezlenen azaflavanon
bilesiklerinin biyolojik aktivite ¢aligmalarina dair herhangi bir ¢alismanin mevcut olmadigr goriilmiistiir. Bu
amagla bu ¢alismada, hem azaflavanon bilesiklerinin sentezinde yeni yontemler kullanilarak sentez yapilmasi
hem de antimikrobiyal, antioksidan aktivitelerinin tayin edilmesi ilk kez bu c¢alismada yapilmistir
(Bhattacharya, Kundu & Maiti, 2010; Zhu vd., 2021; Li, Jin, Yu &Su, 2009; Saito, Moriya & Akiyama, 2015;
Derebli vd., 2016).

2. Materyal ve Yontem

Bu ¢alismada, ¢alismaya konu olan farkli konumlardaki 1-,2-,3- bromo substitue azakalkon bilesikleri Claisen-
Schmidt kondenzasyonu yontemiyle sentezlendi. Sentezlenen kalkon bilesiklerinden baslanarak, laboratuvar
tipi mikrodalga cihazinda, molekiil i¢i halkalagsma reaksiyonu iizerinden farkli konumlarda brom igeren
azaflavanon bilesiklerinin sentezi yapilmistir. Sentezlenen 6 bilesik, disk difiizyon yontemi ardindan minimum
inhibisyon konsantrasyonu yontemi kullanilarak toplam 12 adet Gram pozitif, Gram negatif ve fungus
mikroorganizma Tlzerindeki antimikrobiyal aktiviteleri, DPPH ve FRAP yontemleri kullanilarak da
antioksidan aktiviteleri tespit edildi.

2.1.Enstriimentasyon

Saflagtirma ve sentez islemleri sirasinda kullanilan tiim kimyasallar Merck ve Sigma-Aldirich, etanol, me-
tanol organik ¢oziiciileri %98 saflikta olup fraksiyonlu destilasyon yapilarak sentez ve analiz islemlerinde kul-
lanildi. NMR alinirken kullanilan CDCl3 ve CD30D Merck marka olup % 99.8 safliktadir. UV spektrumlari
25 °C’de, Unicam UV2-100 Spektrofotometresinde alindi. Kiitle spektrumlari Micromass Quattro LC-MS/MS
cihazinda alindi. Erime noktalari mikroskoba bagli Thermo-var cihazi kullanilarak tayin edildi. IR spektrum-
lar1 ise KBr tabletleri halinde veya NaCl iizerinde CHClz ve CH3OH ¢6ziiciileri yardimiyla Perkin-Elmer 1600
Series FT-IR (4000-400 cm™) spektrofotometresinde alindi. NMR spektrumlar1 Varian Mercury 200 MHz
NMR cihaz1 kullanildi.

2.2. (1-3) Nolu Azakalkon Bilesiklerin Sentezi

Claisen-Schmidt kondenzasyon reaksiyonu ile 1-3 Nolu brom substitue azakalkon bilesiklerin sentezlen-
mesi i¢in uygulanan prosediir literatiirde verildigi gibi gergeklestrildi (Zheng vd., 2013; Cheng vd., 2014). 2-
amino asetofenon (1,0 g, 0,007 mol) ile 2-, 3- ve 4-bromo benzaldehit (1,36 g, 0,007 mol), baz olarak NaOH
(1.0 g, 0,025 mol) ve ¢ozmek i¢in etanol ve NaOH ¢6zmek i¢in saf su kullanilmistir. Reaksiyonlar 0-5 °C
araliginda yapilmis olup reaksiyonlara ait genel reaksiyon denklemi Sekil 1’de verilmistir. Reaksiyon ortami-
nin soguk olmasina dikkat edilerek kloroform ¢oziicii sisteminde asidik TLC ile reaksiyon ilerleyisi kontrol
edilerek olusan kati iirlin ortamdan ayrild1 ve kolon kromatografisi ile saflastirma sonrasi sar1 renkli iiriinler
'H-NMR, BC/APT-NMR ve COSY spektroskopisi alinarak literatiirdeki verilerle karsilastirildi.

2.3. (4-6) Nolu Azaflavanon Bilesiklerin Sentezi

Ilgili azakalkon bilesiginden 0,5 g (0,0016 mol) tartilarak iizerine 5 g K-10 Klay ilave edildi. Karigim iize-
rine kloroform ilave edilerek ¢oziildi. K-10 Klay ve kalkon karisimi evaporatorde kuruluga kadar cekildi.
Karisim, magnetle beraber mikrodalga cihazinin reaktorde cihaza yerlestirildi. 350 Watt 80 °C ‘de 25 dk mik-
rodalga 151m gonderilerek reaksiyonun takibi asidik TLC kullanilarak yapildi. Kontrollii olarak yapilan bu is-
lem 75 dk sonrasinda bitirildi. K-10 Klayle beraber bulunan iiriinii ortamdan almak i¢in reaktor igerigi kloro-
formda ¢oziilerek siizme islemiyle ayrildi ve evaporatorde ¢oziiciisii uzaklastirildi. Sentezlenen yagimsi tiriin-
lerin kolon kromatografisi ile saflastirma sonras1 *H-NMR, *C/APT-NMR ve COSY spektrumlari alindi.

2.4. Antimikrobiyal Aktivite Testi

Sentezlenen toplam 6 adet bilesigin antimikrobiyal aktivitelerinin bulunmasi i¢in disk difiizyon yontemi
uygulanarak duyarli bulunan mikroorganizmalara karst minimum inhibisyon konsantrasyonu (MiK) metodu
uygulandi. American Type Culture Collection'dan (ATCC) elde edilen 11 bakteri tiirline (4 Gram pozitif bak-
teri, 7 Gram negatif bakteri) ve 1 fungusa kars1 ayr ayr test yapilarak aktivite tayini yapildi.
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Mikrorganizmalar sirasiyla; Bacillus subtilis (B. subtilis) ATCC 6633, Enterococcus faecalis (E. faecalis)
ATCC 29212, Staphylococcus aureus (S. aureus) ATCC 25923, Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis)
ATCC 12228, Escherichia coli (E. coli) ATCC 25922, Klebsiella pneumonia (K. pneumonia) ATCC 13883,
Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) ATCC 27853, Proteus vulgaris (P. vulgaris) ATCC 13315, Salmo-
nella typhimirium (S. typhimirium) ATCC 14028, Yersinia pseudotuberculosis (Y. pseudotuberculosis) ATCC
911, Enterobacter cloaceae (E. cloaceae) ATCC 13047, Candida tropicalis ATCC 13803 (C. tropicalis’dir.
Standart antibakteriyel ilag olarak Kanamisin kullanilmistir. Stok ¢ozeltiler ve ¢oziicii kontrolii igin metanol
kullanildu.

2.4.1. Disk Difiizyon Yontemi

Sentezlenen bilesiklerin metanoldeki ¢ozeltilerinin antimikrobiyal aktivite tayini i¢in ilk olarak disk difiiz-
yon yontemi kullanildi (Amelia vd., 2006; NCCLS, 1993). Her bakteri kiiltiirit Muller-Hinton broth'a agilana-
rak 37°C'de 16 saat inkiibe edildi. Optik yogunluk degeri ODg2s = 0.08-0,1'e ayarlandi. Her bir bakteri stispan-
siyonundan 100 pL, Mueller-Hinton agar ylizeyine yerlestirildi. Petri kaplar1 37°C'de 24 saat inkiibe edildi.
Kanamisin, 10 pg/disk'te pozitif referans olarak kullanildi. Cozeltilerin inhibisyon 6lgiimii i¢in toplam ¢ap
Olciimii yapildi. Her plaka, 10 uL metanol ve bir antibiyotik disk igeren bos bir disk tasidi. Her madde i¢in
yapilan deneme ¢ tekrar halinde yapildi. Bilesiklerin metanoldeki ¢ozeltisiyle emprenye edilmis disklerin
etrafindaki > 6 mm ¢apindaki inhibisyon bolgesi olan bakteriler, minimum inhibitor konsantrasyon (MIC) i¢in
kullanild1.

NH,
=z | . Z
NaOH A Br K-10 Klay MD A g,
EtOH N A 350 W, 45 dk N~
O 49 —> —_—
H N
| X 0
>
X=2-/3-/4-Br 1-3 4-6

Sekil 1. 1-6 Nolu bilesiklere ait genel sentez denklemi

2.4.2. Micro-seyreltme Yontemi

Disk diflizyon testinde, sentezlenen bilesiklerin metanol ¢6zeltilerinin duyarli oldugu bulunan bakteri sus-
lar1 lizerinde MIC degerleri belirlendi. Bakteri suslarinin inokulumlart 12 saat agar kiiltiirlerinden hazirlandi
ve slispansiyonlar 0,5 McFarland standart bulaniklia ayarlandi. Metanolde ¢oziilen ekstraktlar dnce test edi-
lecek en yiiksek konsantrasyona (500 pg/mL) seyreltildi ve ardindan Muller-Hinton broth bulunan test 1
mL’lik test tiiplerinde 500 pg/mL ile 0,49 arasinda bir konsantrasyon araligi elde etmek igin seri 2 kat seyrelt-
meler yapildi. Muller-Hinton suyu igeren test tiipleri. Cozelti ortamindaki bilesiklerin bakteri suslarina karst
MIC degerleri, bir mikro-kuyu seyreltme yontemi bazinda belirlendi (Murray, Baron, Pfaller, Tenover
&Yolke, 1995; Hajlaoui vd., 2009). Pozitif kontrol i¢in standart ila¢ olarak Kanamisin, 500-0,49 ug/mL kon-
santrasyon araliginda Muller-Hinton broth'da hazirlanarak kullanildi. 96 oyuklu plakalar, seyreltilmis bilesigi
iceren 200 pL Muller-Hinton broth'un her bir oyuga dagitilmasiyla hazirlandi1 ve her oyuga 12 saatlik agar
kiltiirlerinden 5 puL 0,5 McFarland ilave edildi. Her kuyunun igerigi 24 saat 37°C sicaklikta inkiibe edildi. Her
ortamda mikrobiyal biiylime, spektrofotometre (Molecular Devices, SpectraMax M2) kullanilarak 600 nm'de
ilgili absorbans (Abs) okunarak belirlendi ve her kuyudan 10 pL numuneler Muller-Hinton agar ortamina kap-
lanarak dogrulandi. Bu ¢alismada yapilan antimikrobiyal aktivite testleri kullanilan her organizma i¢in 2 tek-
rarl1 yapildi.
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2.5. Antioksidan Aktivite Testi

2.5.1. FRAP Yontemi

FRAP ydnteminde sentezlenen bilesiklerin 1 mg/mL konsantrasyonlardaki metanoldeki ¢ozeltileri hazir-
land1. Standart olarak Troloks kullanildi. Numune korii digindaki sentezlenen her bilesik ve standart ¢ozelti
icine 3 mL FRAP reaktifi ilave edildi. Standart ve numune kor ¢ozeltilerine 100 pl sentezlenen bilesiklerin
cozeltileri eklendi. 20 dakika bekletilerek spektrofotometre de 595 nm’de absorbanslari 6l¢iildii (Benzie ve
Strain, 1999).

Elde edilen absorbans degerleri, indirgeme potansiyeli yiiksek antioksidan madde askorbik asit ile yapilan
caligma sonuglariyla karsilagtirildi. Bu yontemde, artan absorbans degeri artan indirgeme kuvvetini goster-
mektedir.

2.5.2. DPPHe Yontemi

DPPHe radikali (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ile yapilan bu test i¢in radikal metanol iginde ¢oziildii (Cuen-
det, Hostettman, Potterat & Dyatmiko, 1997). Sentezi yapilan kalkon ve azaflavanon bilesiklerin ve standart
bilesiklerin (BHT, Troloks, C vitamini) farkli konsantrasyonlarda ¢ozeltileri hazirlandi. 1/2 seyreltme isle-
miyle 4 seyreltme yapildi. Numune ¢ozeltilerinin her birinin {izerine 750 uL. DPPHe ¢ozeltisi ilave edildi.
Numune ¢ozeltileri ve standart ¢ozeltiler icin iki tekrar calismasi yapildi. Ayrica numune/standart her bir kon-
santrasyonu igin birer kor ve her bir numune ¢oziiciisii icin de ii¢ paralel ¢alisildi. Inkiibasyon siiresi 50 dk
sonunda 517 nm’de absorbanslar okundu. Absorbans-konsantrasyon grafigi ¢izilerek radikal miktarini yariya
indiren numune konsantrasyonu olan 1Cso degerleri (mg/mL) hesaplandi.

3. Bulgular ve Tartisma

3.1. (1-6) Nolu Bilesiklerinin Sentezi

(1-3) Nolu bilesikler olan kalkon bilesiklerinin sentezleri literatiirde belirtildigi sekilde yapildi (Zheng vd.,
2013; Cheng vd., 2014; Praveen, Parthasarathy, Kumar & Perumal, 2015). Sentezlenen kalkon bilesiklerinden
ilgili flavanon bilesiklerinin sentez mekanizmasi Sekil 1’de gdsterilmistir.

keto-enol
taotomeri

Sekil 2. 4-6 Nolu bilesiklerin genel sentez mekanizmasi
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Bu calismada, farkli konumlarda bromo substitue azaflavanon bilesikleri mikrodalga cihazinda kati faz
ortaminda yagimsi halde saf halde elde edildi. Literatiire bakildiginda bromo substitue azaflavanon
bilesiklerinin sentezlendigi ¢aligmalara rastlanilmaktadir (Saito vd., 2015; Gorepatil vd., 2018; Li vd., 2009;
Ahmed, Konduru, Praven, Kumar, Kamaluddin 2013). Fakat 5 ve 6 numaral1 azaflavanon bilesiklerinin ilk kez
mikrodalgada sentezledigi sdylenebilir. Azaflavanon bilesiklerindeki (4-6) a,B-doymamis karbonil grubuna ait
cifte bagin etkilesme sabitleri 15.6, 15.8 ve 15.6 Hz’lik ¢ifte bag protonlarinin etkilesme sabiti degerleriyle
trans izomer yapisinda oldugu bulunmustur.

Derebli ve ark. (2016), calismalarinda 2 amino asetofenondan baslayarak [C14dabco]Br katalizorii esliginde
4-brom subtituentininde iginde oldugu farkli substitue 2-azaflavanon bilesikleri sentezlemistir. Normal
prosediirden farkli olarak Derebli ¢alismasinda ¢o6ziiciisiiz ortamda %76 oldukga yiiksek verimle sentezi
gerceklestirmistir. Bir baska ¢alismada He ve ark., (2021), bizim ¢alismamiza benzer sekilde, farkli substitue
2 azakalkon bilesiklerinden katalizér varliginda 2-azaflavanon bilesikleri sentezlediler. Literatiirdeki yeni
caligmalarda siklikla goriilen bir yontem olan katalizér varliginda yapilan ¢alismada ZnCl; esliginde asetik
asit-asetik anhidrit ortaminda geri sogutucu altinda %74 verimle 4-bromo substitue 2-azaflavanon bilesiginin
sentezi yapilmustir. Pan ve ark., (2016) 36 saat 25 °C de pirolidin (2-pirolidinmetil]-8-kinolinamin) ortaminda
3-bromo subtitue azakalkon bilesiginden azaflavanon bilesigini %72 verimle sentezlemislerdir. Bizim
calismamizda farkli konumlardaki brom substitue 2-azaflavanon bilesiklerinin sentezi, ¢ok daha gevreye
duyarli, reaktan ve ¢oziicii kullaniminin en aza indirildigi bir cihaz ile literatiirdeki sentez ¢alismalarindan ¢ok
daha yiiksek verimlerle yapilmustir. Li ve ark. (2009), silikajelle beraber Yb(OTf)3 kullanarak su banyosunda
3 bromo azaflavanon bilesiginin oldugu farkli substitue gruplar bulunduran flavanon bilesikleri
sentezlemislerdir. Iki farkli metot uygulayarak yaptiklari sentez isleminde %50-87 verimlerle iiriin elde
etmislerdir. Calismada verilen NMR ve IR gibi spektroskopik veriler agisindan benzerlik oldugu
goriilmektedir.

3.1.1. [2-(2-bromofenil)-2,3-dihidrokinolin-4(1H)-on] (4)

Verim: %52, kati iiriin, Rf: 0.59 (kloroform); IR (KBr, cm™): 3327 (-NH), 1667 (C=0), 3013 (=CH), 2850-
2929 (-CH); UV-vis A nm (loge): 363 (2.8); *H-NMR (200 MHz, CDCl3-CD3;OD (20:1, §, ppm): [al-H: 4.6
(2H, t, J= 6.6 Hz), 2.7 (2H, AXy), ar-H: 7.8 (d, 1H, J= 7.0 Hz), 7.4 (m, 3H), 7.3 (m, 2H), 6.8 (d, 1H, J= 7.8
Hz), 6.7 (d, 1H, J= 7.4 Hz), -NH: 4.7 (bs, 1H). C-NMR (50 MHz, CDCI3-CDs0OD (20:1, §, ppm): 192.9
(C=0), 57.7 (CH2), 46.2 (CH2), ar-C [131.4 (CH), 118.5 (CH), 135.5 (CH), 116.0 (CH), 151.4 (CH), 118.8
(CH), 139.9 (CH), 122.0 (CH), 131.9 (CH), 128.2 (CH), 127.4 (CH), 131.7(CH)]. C15H1.NO"Br: 301 g/mol,
LC-MS/MS (m/z) (%) [M("Br-NHs]*: 284, hesaplanan 284(100).

3.1.2. [2-(3-bromofenil)-2,3-dihidrokinolin-4(1H)-on] (5)

Verim: %89, katz iiriin, Rf: 0.56 (kloroform); IR (KBr, cm™): 3327 (-NH), 1666 (C=0), 3064 (=CH), 2849-
2926 (-CH); UV-vis A nm (loge): 243 (4.3), 262 (4.0), 362 (3.6); *H-NMR (400 MHz, CDCI5-CDs0OD (20:1,
d, ppm): [al-H: 4.7 (2H, t, J= 5.6 Hz), 2.8 (2H, AXy), ar-H: 7.9 (d, 1H, J= 7.4 Hz), 6.7 (t, 1H, J=8.2 Hz), 7.4
(t,1H,J=7.4Hz),7.2 (d, 1H,J=7.4 Hz), 7.6 (s), 7.5 (d, 1H, J=7.8 Hz), 7.3 (t, 1H, J= 4.4 Hz), 6.8 (d, 1H, J=
7.8 Hz), -NH: 4.5 (bs, 1H). *C-NMR (50 MHz, CDCls-CDs0D (20:1, 8, ppm): 191.7 (C=0), 56.2 (CH>), 46.3
(CHy), ar-C [130.2 (CH), 118.4 (CH), 136.2 (CH), 115.0 (CH), 147.5 (CH), 118.6 (CH), 138.2 (CH), 127.9
(CH), 122.9 (CH), 131.8 (CH), 130.9 (CH), 129.9 (CH)]. C1sH12NO™Br: 301 g/mol, LC-MS/MS (m/z) (%)
[M(°Br-NHs]*: 284, hesaplanan 284 (25).

3.1.3. [2-(2-bromofenil)-2,3-dihidrokinolin-4(1H)-on] (4)

Verim: %77, katt iiriin, R¢: 0.51 (kloroform); IR (KBr, cm%): 3325 (-NH), 1670 (C=0), 3063 (=CH), 2853-
2926 (-CH); UV-vis A nm (loge): 234 (4.3), 262 (4.0), 364 (3.6); H-NMR (400 MHz, CDCls-CDsOD (20:1,
8, ppm): [al-H: 5.2 (2H, t, J= 8.6 Hz), 2.7 (2H, AX>), ar-H: 7.8 (d, 1H, J= 7.0 Hz), 6.8 (t, 1H, J= 7.4 Hz), 7.4
(t, 1H, J= 6.0 Hz), 7.3 (d, 1H, J= 7.2 Hz), 7.2 (d, 1H, J= 6.2 Hz), 7.7 (d, 1H, J= 6.2 Hz), 7.6 (d, 1H, J= 6.6 Hz),
6.6 (d, 1H, J=7.8 Hz), -NH: 4.7 (bs, 1H). C-NMR (50 MHz, CDCls-CDsOD (20:1, 3, ppm): 193.2 (C=0),
57.0 (CH,), 44.4 (CHy), ar-C [127.9 (CH), 118.7 (CH), 135.9 (CH), 116.4 (CH), 152.0 (CH), 119.1 (CH),
140.1 (CH), 133.5 (CH), 129.9 (CH), 123.1 (CH), 129.9 (CH), 133.5 (CH)]. C1sH130,7Br: 316, LC-MS/MS
(m/z) (%) [M("°Br-NHs]*: 284, hesaplanan 284 (40).
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3.2. Antimikrobiyal Aktivite

Sentezlenen kalkon ve flavanon bilesiklerinin ¢alisilan 11 bakteri ve 1 fungus iizerindeki antimikrobiyal
aktivite sonucu Tablo 1’de gosterildi. Sentezlenen bilesiklerin test edilen G (-) bakteriler lizerinde herhangi bir
etkiye sahip olmadig tespit edildi. G (+) bakteriler tizerindeki etkilerinin de genel olarak ¢ok diisiik oldugu
tespit edildi. 6 bilesik arasinda bakteriler lizerinde en etkili 5 numarali, 3-bromo substitue azaflavanon bilesigi
olup, G (+) bir bakteri olan E. feacalis e kars1 25 pg/mL etki gosterdi. Mikroorganizmalarin geneline bakildi-
ginda yine en etkili bilesigin 5 numarali 3-bromo substitue azaflavanon bilesiginin E. faecalis, S. epidermidis
ve C. tropicalis tizerinde etki gosterdigi tespit edildi. 3 numarali bilesik olan 4-bromo substitue azakalkon
bilesigi hari¢ diger bilesiklerin hepsinin, insanlarda cilt ve deri hastaliklarina sebep olan fungus ailesinden bir
mikroorganizma olan C. tropicalis iizerinde 6.25-100 pg/mL araliginda etkisinin oldugu bulundu. Bu bilesikler
icerisinde C. tropicalis’e karsi en yiiksek aktivite 6.25 pg/mL’lik MIC degeri ile 2 numarali bilesik 3-bromo
substitue azakalkon bilesiginde bulundu. Kontrol antibiyotigi olan Kanamisinin C. tropicalis iizerinde her-
hangi bir etkisi bulunmadi.

Tablo 1

1-6 nolu bilesiklerinin test edilen bakteri suslarina karst MIC degerleri (ug/mL)
Bacteriler Kanamisin 1 2 3 4 5 6
B. subtilis 0.196 100 - - - - -
E. faecalis 6.25 - - - - 25 -
S. aureus 0.782 - - - 100 - 100
S. epidermidis 0.392 - - - - 50 -
E. coli 1.562 - - - - - -
K. pneumonia 0.392 - - - - - -
P. aeruginosa -- - - - - - -
P. vulgaris 0.196 - - - - - -
S. typhimirium 1.562 - - - - - -
Y.pseudotuberculosis 0.782 - - - - - -
E. cloaceae 1.562 - - - - - -
C. tropicalis -- 100 6.25 - 100 25 100

B. subtilis: Bacillus subtilis ATCC 6633, E. faecalis: Enterococcus faecalis ATCC 29212, S. aureus: Staphylococcus aureus ATCC
25923, S. epidermidis: Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, E. coli: Escherichia coli ATCC 25922, K. pneumonia: Klebsiella
pneumonia ATCC 13883, P. aeruginosa: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, P. vulgaris: Proteus vulgaris ATCC 13315, S. typ-
himirium: Salmonella typhimirium ATCC 14028, Y. pseudotuberculosis: Yersinia pseudotuberculosis ATCC 911, E. cloaceae: Ente-
robacter cloaceae ATCC 13047, C. tropicalis: Candida tropicalis ATCC 13803.

Flor, klor ve brom substitue azaflavanon bilesiklerinin sentezi yapilan bir bagka ¢aligmada Praven ve ark.
(2015), azakalkon bilesiklerini dnce epoksitleri haline ¢evirerek Diklorometan ortaminda trifilik asit kullan-
diklar1 ¢alismadir. 3- ve 4-bromo azaflavanon bilesiklerini sirasiyla 45 ve 50 dk siire sonunda %81-84 verimle
sentezlemislerdir. Yapilan antimikrobiyal aktivite caligmasinda en yiiksek aktiviteyi Shigella flexneri (15-20
mm), Staphylococcus aureus MRSA (17-22 mm) ve fungus olan Candida albicans (10-18 mm) {izerinde goés-
termislerdir. Bu anlamda bizim ¢alismamizdaki fungus iizerindeki aktivite agisindan benzerlik gosterdigi soy-
lenebilir. Kahriman ve ark.,(2012) 1,3-Diaza-flavanon ve flavon bilesiklerini sentezleyerek antimikrobiyal ak-
tivitelerini caligmislardir. Calismada gram pozitif bakteriler {izerinde flavanon ve flavon bilesiklerinin yiiksek
aktivite gosterdiklerini bulmuslardir. Bu ¢alismada da Gram pozitif bakteriler olan E. faecalis, S. epidermidis
ve C. tropicalis mikroorganizmalari tizerinde aktivite bulunmus olmasi bakimindan bizim ¢alismamizi destek-
ler sekildedir.

3.3. Antioksidan Aktivite

Brom siibstitiientinin farkli konumlardaki kalkon ve flavanon bilesikleri iginde 3 konumundaki bilesikler
olan 2 ve 5 bilesiklerinin antioksidan aktivitelerinin 6 bilesik i¢erisinde en yiiksek oldugu bulundu. Sentezlenen
bilesiklerde bulunun —NH; ve -NH gruplariin antioksidan aktivite gosterme egilimi artirdig1 bilinmektedir.
FRAP ve DPPH antioksidan aktivite test sonuglari standart sapmalar hesaplanarak verilmistir. Sonuglar genel
olarak degerlendirildiginde brom siibstitiientinin —-NH; ve —-NH subtituentinden uzakta bulunmasinin aktivite-
nin artmasi yoniinde etki sagladigi sdylenebilir.
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Tablo 2
1-6 nolu bilesiklerin FRAP ve DPPH Sonuglari

Numune FRAP (umol/g) DPPH (mg/mL)
1 81,642+1,231 0,583+0,011

2 173,783+1,763 0,484+0,012

3 59,794+0,983 0,819+0,015

4 237,333+1,295 0,122+0,009

5 279,052+1,773 0,093+0,009

6 231,056=+1,451 0,997+0,012
Troloks* 0,0034-+0,000

Yasar ve ark., (2008) yaptiklar1 calismada sentezledikleri hidroksi substitue flavanon bilesiklerinin
antimikrobiyal ve antioksidan tayinlerini yapmiglardir. DPPH tayini sonucunda flavanon bilesiginin gii¢lii
antioksidan gosterdigi, FRAP tayininde ise 268-283 umol degerinde aktivite gosterdigini bulmuslardir. Bu
baglamda bu calismada sentezi yapilan 3 adet azaflavanon bilesiklerinin FRAP degerlerine bakildiginda 231-
279 pmol olmas1 bakimindan literatiirdeki calismadaki gibi yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi soylenebilir.

Diger bir ¢aligsma Sinek, (2012), hidroksi substitue azakalkon, azaflavon ve azaflavanon bilesiklerinin sentez-
lerinin yapildig1 ¢aligmada azaflavanon bilesiginin sentezlenen bilesiklere kiyasla SCso= 0,512 mg/mL degeri
ile en yiiksek DPPH degerine sahip oldugunu bulmustur.

4. Sonuglar

Flavanoid sinifi bilesiklerden olan azaflavanon sinifi bilesikler hem biyolojik hem de endiistriyel dneme
sahiptir. Biyolojik aktivite olarak; antioksidan, antimikrobiyal, antialerjik, antihipertansif, antiiilserojenik,
antiviral genis bir yelpazeye sahiptir. Bunlarin yaninda boya endiistrisinde ve metaller tepkime girme
kabiliyetinden dolay1 besin, tekstil, deri, metaliirji, tip, ziraat gibi ¢ok farkli ve kullanimi oldukg¢a 6nemli olan
degisik alanlarda kullanimlar1 s6z konusudur. Bu ¢alismada azakalkon ve azaflavanon bilesiklerinin 6nce
sentezi, sonrasinda antimikrobiyal ve antioksidan Ozelliklerinin belirlenmesi amacglandi. Flavanon
bilesiklerinin literatiire bakildiginda, son yillarda farkli kanser hiicrelerine karsi aktivitelerinin bulundugu
caligmalar bulunmaktadir. Bu sebeple antioksidan ve antimikrobiyal aktive degerleri yiiksek bulunan bu
bilesiklerin, antialerjik, antimutajenik, kardiyoprotektif, enzimatik aktivite modiilatorleri ve antikanser gibi
birgok farkli biyolojik aktivite testleri uygulanabilir. Farkli biyolojik aktivite ¢alismalarinin yapilmasi igin
yeterli bilesik miktarlarinin sentezlenmesinde bu c¢alismada tercih edilen, ¢evre dostu mikrodalga cihazi
kullanilarak oldukga kisa siirede ve yiiksek verimde flavanon bilesikleri sentezlenebilir. Bunun yani sira; farkli
heterosiklik bilesiklerinin 6ncii molekiilleri olan flavanon bilesiklerinin pirazolin ve glikozit tiirevleri gibi
bir¢ok bilesige sentezi gerceklestirilerek aktivite ¢alismalari genisletilebilir.

Tesekkiir
Bu calismada antioksidan aktivite testlerini yapan, Prof. Dr. Hiiseyin SAHIN’e tesekkiirlerimizi sunariz.

Yazar Katkilan

Tayyibe Beyza Yiicel: Bilesiklerin sentezini tasarlamis ve yapmustir.
Seda Fandakli: Bilesiklerin sentezinde yardimci olmustur.

Ismail Demir: Calismanin antimikrobiyal aktivitesini yapmustir.

Nurettin Yayli: Bilesiklerin sentezini tasarlamis ve degerlendirmistir.
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Cikar Catismasi

Yazarlar ¢ikar ¢atismasi bildirmemislerdir.
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