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OZET

Yiksek Lisans Tezi
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Nursen GUMECOGLU

Bursa Uludag Universitesi
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Damisman: Prof. Dr. Necdet COSKUN

Amino asit esterleri 1 metanol icerisinde formaldehit ile reaksiyona sokuldu ve yerinde
olusturulmus iminler, fenasil bromir oksim ile muamele edilerek karsilik gelen 4-fenil-
2,5-dihidro-1H-imidazol-3-oksitleri 2 elde edildi. 2 bilesiklerinin dimetil asetilen
dikarboksilat ile 1,3-dipolar siklokatilma reaksiyonu sonucunda 3 bilesikleri
sentezlendi. Bu bilesiklerin asetonitrilde piperidin varliginda halka agilma reaksiyonlari,
yuksek verimlerde imidazolleri 4 sagladi. Sentezlenen bilesikler, spektroskopik olarak
karakterize edildi ve C.albicans mantarina karsi in vitro antifungal aktivite agisindan
degerlendirildi.

Anahtar Kelimeler: 4-Fenil-2,5-dihidro-1H-imidazol-3-oksit, Tetrahidroimidazo [1,5-
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ABSTRACT

MSc Thesis

SYNTHESIS OF 1,4-DISUBSTITUTED IMIDAZOLE COMPOUNDS WITH AMINO
ACIDS AND DETERMINATION OF SOME BIOLOGICAL ACTIVITIES

Nursen GUMECOGLU

Bursa Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Organic Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. Necdet COSKUN

Amino acid esters 1 were reacted with formaldehyde in methanol and the in situ formed
imines treated with phenacyl bromide oxime to give the corresponding 4-phenyl-2,5-
dihydro-1H-imidazole-3-oxides 2. The 1,3-dipolar cycloaddition of the latter with
dimethyl acethylenedicarboxylate provided the cycloadducts 3-4. The reflux of these
compounds in acetonitrile in the presence of piperidine provided imidazoles 5 in high
yields. The synthesized compounds were characterized spectroscopically and evaluated
for in vitro antifungal activity against C.albicans fungus.

Key words: 4-Phenyl-2,5-dihydro-1H-imidazole-3-oxide, Tetrahydro imidazole [1,5-b]
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1. GIRIS

Imidazol, halkanin 1. ve 3. pozisyonlarinda N atomu bulunan diizlemsel bes iiyeli
heterosiklik bir bilesiktir. imidazol halkasi, purin, histamin ve histidin olmak uzere
bircok énemli dogal iiriiniin bir bilesenidir. imidazol bilesigi, cesitli biyolojik ve klinik
uygulamalari nedeniyle ilgi duyulan birgok biyoaktif heterosiklik bilesigin bir
bilesenidir ( Arellano ve ark, 2016).

Imidazol tiirevleri anti-bakteriyel, antifungal, antienflamatuar, analjezik aktiviteler,
antitliberkiiloz, antidepresan, antiviral ve anti-kanser gibi ¢esitli farmasotik 6zellikler
gosterir (Manocha, ve Wakode, 2016). Ayrica, bazilar1 floresan ajanlar olarak

uygulanmaktadir. Bazi 6nemli imidazol tiirevleri asagida gosterilmektedir.

N
< -
SV IS SN v

I 1I
Cl
N\
Cl FN N\ N\/\OH
/E;CO N\/) O2N
Cl Cl
v
III
HO  "8F
© NH, - NJ_/
N
NN \<@
Il\ N\\ / ’/N 0]
N N—N O
H
A% VI



Yukaridaki bilesiklerden 1-[(2-klorofenil)-difenilmetil] imidazol (1) (Klotrimazol);
1969'da kesfedilen genis spektrumlu antifungal aktiviteye sahip sentetik bir imidazol
tirevdir. 1-Siyano-2-metil-3-[2-[(5-metil-1H-imidazol-4-il)-metilsulfanil]-etil]-guanidin
(11) (Simetidin); asit reflii bozukluklari, peptik iilser, mide eksimesi tedavisi ve yonetimi
icin yaygin olarak kullanilan bir histamin tip 2 reseptor antagonistidir (Smith Kline ve
French 1970). 1- [2-(2,4-diklorofenil)-2-[(2,4-diklorofenil) metoksi] etil] imidazol (111)
(Mikonazol), Janssen Pharmaceutica tarafindan 1969'da sentezlenen bir imidazol
tirevidir. Mikonazol, halka kurdu, tinea versikolor ve cilt veya vajinadaki mantar
enfeksiyonlarmi tedavi etmek igin kullanilan bir antifungal ilagtir. 2-(2-Metil-5-
nitroimidazol-1-il)  etanol  (IV) (Metronidazol);  Fransa'min  Rhone-Poulenc
laboratuvarlarinda 1950’ler de sentezlenen metronidazol birgok anaerobik, bazi
protozoan ve paraziter enfeksiyonlarin tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir
nitroimidazol tlrevi antibakteriyal ajandir. 4-(dimetilamino diazenil)-1H-imidazol-5-
karboksamid (V) (Dakarbazin); Hodgkin hastaligi ve malign melanom tedavisinde
kullanilan intravendz yoldan uygulanan bir kemoterapi ilacidir (Shealy ve ark. 1962). 1-
(2-Nitro-imidazolil)-3-[*®F]fluoro-2-propanol (V1) ( [*®F] Floromisonidazol); pozitron
emisyon tomografisi (PET) ile in vivo olarak timor hipoksisini belirlemek icin bir
izleyici olarak yaygin kullanilan nitroimidazol tiirevidir. Akciger, beyin ve bas boyun
kanseri hastalarinda ve miyokard hastalarinin kalplerinde tiimér hipoksisini kantitatif

olarak degerlendirmek i¢in kullanilir (Jerabeck ve ark. 19869).

Imidazol tiirevleri biyolojik aktivitelerinin yam sira Suzuki, Stille ve Heck kenetlenme
reaksiyonlarinda katalizor olarak kullanilan Pd ve Ag gibi ge¢is metal komplekslerinde

ligand olarak kullanilmaktadirlar (Navarro ve Lippert 2001).

Imidazol halkas1, iyonik sivilar igin ¢ok ydnlii bir yap: iskeletidir. Imidazol bazli iyonik
stvilar, metal atomlarina koordine olabilme yetenekleri nedeniyle potansiyel su aritma

ajanlar1 dahil olmak tizere cesitli uygulamalarda kullanilmaktadir (Green ve Long,
2009).



Amino asitler ile aldehitler arasindaki reaksiyon daha o©nce farkli heterosiklik
bilesiklerin sentezlenmesi i¢in basarili bir sekilde kullanilmislardir. Fakat bunlar
dogrudan dogruya imidazollerin sentezi i¢in reaktifler olarak son yillarda kullanilmaya
baslanmistir. Bu ¢alismanin hedefi amino asit alkil esterden (1) yola ¢ikarak imidazolin
3-oksitlerin  (2) sentezlenmesi, devaminda bu Dbilesiklerin imidazole (4)
doniistiiriilmeleri ve sentezlenen imidazol bilesiklerinin (4) in vitro antifungal

aktivitelerini incelemektir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. imidazol

"Imidazol" 1887 yilinda Alman kimyager Arthur Rudolf Hantzsch tarafindan
isimlendirilmistir. Imidazol (1,3-diaza-2,4-siklopentadien), CsN2Hs molekiil formiiliine
sahip 1 ve 3 pozisyonlarda 2 azot atomu igeren diizlemsel bes iiyeli aromatik bir halka
sistemidir. Bilesigin sistematik adlandirilmas1 Sekil 2.1.1. de goriildigii gibi H bagh

olan azot atomundan baslanarak yapilir (Bhatnagar and Sharma, 2011).

Sekil 2.1.1 1,3-Diaza-2,4-siklopentadien

Asimetrik substittie imidazol turevlerinin isimlendirilmesinde imidazol halkasindaki
tautomeri dikkate almmaktadir. 4-metilimidazol ile 5-metilimidazol birbiri ile
tautomerik denge halindedirler ve bunlarin birbirinden ayrilmasi miimkiin degildir. Bu

bilesigin adlandirilmasinda 4(5)-metilimidazol seklinde yapilir. (Sekil 2.1.2.).

H
N N
o —

Sekil 2.1.2 4(5)-Metilimidazol

Oda sicakliginda kati olan imidazol suda ¢dziinen renksiz veya soluk sar1 renkli bir
bilesiktir. Erime noktasi 89-91 °C’tir. Molekiiller aras1 H-bag1 yapabilmesi (Sekil 2.1.3.)
nedeniyle imidazol (256 °C) diger 5 tiyeli heterosiklik bilesiklerden oksazol (69 °C) ve

tiyazolden (117 °C) daha yuksek kaynama noktasina ve daha yiiksek dipol momentine



sahiptir (imidazolun dipol momenti 3.67 D; oksazol, 1.4 D; tiyazol, 1.6 D'dir) (Joulr,
J.A. ve Mills, K., 2010).

H“~ —
/= NN

NH
N\\\\/N\H///N\?l \Q/

Sekil 2.1.3 Imidazolde molekiiller aras1 hidrojen bag1 olusumu

Imidazoliin Sekil 2.1.4. goriildiigii gibi iki azot atomundan N-3 (piridin tipi) goreceli
baziktir ve N-1 (pirol tipi) goreceli bazik degildir. Bir asit olarak, imidazoliin pKa'si
14.5 dir. Bir baz olarak, konjuge asidinin pKa's1 yaklasik 7'dir. Amfoter 6zellik gosterir.
(Solomons, 2014).

pirol tipi azot

(: l\‘i/Z\NH

piridin tipi azot
Sekil 2.1.4. Imidazol yapisinda azot atom tiirleri

Imidazoliin yapisina katkida bulunan rezonans yapilar (Sekil 2.1.5.) incelendiginde
elektrofilik ataga en yatkin konum imidazol halkasinda C-4 ve C-5 karbonlar1 oldugu
gorilmektedir. C-2'ye yapilan saldirinin, 3 pozisyondaki N tarafindan son derece
istenmeyen bir durum oldugu goriilmektedir. Niikleofilik atak ise C-2 karbonundan
gerceklesir (Joulr, J.A. ve Mills, K., 2010.).
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Sekil 2.1.5. iImidazoliin rezonans yapisi (mesomerik yapilar)

2.2. imidazol Sentezi

Imidazol ilk kez 1858'de Alman-ingiliz kimyager Heinrich Debus tarafindan glioksal,
formaldehit ve amonyagin kondenzasyon reaksiyonundan elde edilmistir. Gegmisten

gunlmize imidazol sentezi igin gesitli yontemler gelistirilmistir.

Radziszewski sentezi

Amonyak varliginda a-dikarbonil bilesiginin bir aldehit veya keton ile kondenzasyon
reaksiyonu ile imidazol sentezi rapor edilmistir (Radzisewski, Br. 1882). Ornegin;
amonyak varliginda benzil ile benzaldehitin tepkimesi sonucunda 2,4,5-trifenilimidazol
(Seki 2.2.1.) sentezlenmistir (Pradhan ve Khan), 2015.

Benzil Benzaldehit 2,4 ,5-trifenil imidazol

Sekil 2.2.1 Radziszewski imidazol sentezi



Wallach sentezi

Wallach, Ber. (1876), N, N’-dimetil oksamid, fosfor pentaklorir ile muamele edilerek,
hidroiyodik asit ile indirgeme Uzerine N-metil imidazoller (Sekil 2.2.2.) sentezlenmistir
(Manocha, ve Wakode, 2016).

o K HI e
\N)KWN\ + PCls — » N/
|

H O

N,N'-dimetil oksamid

Sekil 2.2.2 Wallach imidazol sentezi

Tetrahidroimidazo-[1,5-b]izoksazollerden imidazollerin sentezi

Tetrahidroimidazo-[1,5-b]izoksazollerin termal veya bazik kosullarda halka agilma
reaksiyonlar1 sonucunda imidazoller (Sekil 2.2.3.). %67-85 verimle sentezlenmistir
(Coskun ve ark. 2001,2010).

RN A veya baz

/l\ COzMe

N

R1 O ’ R/N\/(
COzMe R

pu—

N

1

Sekil 2.2.3 Tetrahidroimidazo-[1,5-b]izoksazollerden imidazol sentezi

4,5-di (furan-2-il)-1H-imidazol tirevlerinin sentezi

4,5-di(furan-2-il)-IH-imidazol turevinin (V) bir dizi siklo-kondenzasyon ve niikleofilik
katilma reaksiyonu ile %59-89.8 verimle sentezlendigi bildirilmistir (Sekil 2.2.4.).
Reaksiyona, 1,2-di(furan-2-il)-2-hidroksietanon 11 verecek sekilde furan-2-karbaldehit I
ve vitamin B ile baslanarak, bir ara Urlin olusturulmustur. 11, benzil Klorir veya allil

Klorlr, piridin varliginda reaksiyona sokularak 111 elde edilmistir. 11l amonyum asetat



ile mikrodalga altindaki reaksiyonu sonunda sibstitie edilmis difuran imidazol IV
sentezlenmistir ve devaminda 1\VV’Un bilesik V’i olusturmak i¢in NaH / THF icerisinde

benzil veya allil klorurler ile reaksiyonu gergeklestirilmistir (Chen, Y. ve ark. 2013).

0
. . O
O ono  VitaminBy /7 , _Reoc oor
I NaOH  ° \ N \ 0
OH / | 0 \
| 2 0 /
11 N
111
N L \ 1 E1 ° \
R N R
CH3;COONH, \(kl ) R'CI \(’L ) N
MW o NaH/THF o
130 °C 7 //
v v

Sekil 2.2.4 1,2,4-Tristibstitiie edilmis 1H-imidazollerin sentezi

1,4,5-Trisiibstitiie edilmis imidazollerin sentezi

Triflorometil grubu igeren 1,4,5-trislibstitiie edilmis imidazollerin sentezi igin iki
bilesenli kondenzasyon reaksiyonu, tosilmetilizosiyanat ile trifloroasetimidoil klortrleri
iceren van Leusen reaksiyonu kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu yonteme gore, %61-
78 verimlerle triflorometil iceren 1,4,5-trisiibstitiie edilmis imidazollerin (Sekil 2.2.5.)

sentezleri rapor edilmistir (Alexander, S. B ve ark. 2014).

OTs
AT NaH, THF N
)NL + Tso/\Nf%@ - QNI
ClI” ~CF, Al CF;

Sekil 2.2.5 1,4,5-Trisubstitue imidazolerin sentezi



1,2,4,5-Tetrasiibstitiie edilmis imidazollerin sentezi

1,2,4,5-Tetrasiibstitiie edilmis imidazoller (V) SiO2-Pr-SOzH (propan silfonik asit
islevsellestirilmis silika) Katalizori bazli, 1,2-diketonlar I; aril aldehitler 11, amonyum
asetat Il ve siibstitiic edilmis aminler IV ile ¢oziiciisiiz kosullarda bir tek kap
reaksiyonu sonucu %85-95 verim ile (Sekil 2.2.6.) sentezlenmistir (Ziarani, G. ve ark.
2014).

Ph

$i0,-Pr-SO,H IN\>_®, R
N

140 °C Ph 5>)

Sekil 2.2.6 SiO2-Pr-SOsH katalizorliigiinde 1,2,4,5-tetra slbstittie imidazollerin (V)

sentezi

55 3

0
1

Amino asit alkil ester hidroklorurler ile imidazol sentezi

Basit bir ortamda amino asit alkil ester hidroklorlrlerden ve 2-oksoaldehitlerden
selenyum dioksit katalizli kondenzasyon reaksiyonu ile yeni amino asit substitue
edilmis imidazoller (Sekil 2.2.7.) (verim%89) ilk kez sunulmustur (Anil K. Padala,
2015).

N o R
R 0 SeO,/piridin > '
/:-\ * )J\ R"JS’N COZR
R'O,C NH,.HCI OHC R" MeCN /
N\/\R..

r.t

Sekil 2.2.7 Selenyum dioksit katalizli imidazol sentezi



1,2-Diaril-imidazollerin sentezi

Aril veya heteroaril izosiyanurler ve azometin ylidlerinin giimiis Kkatalizli aerobik
oksidatif [3+2] siklokatilma reaksiyonu sonucunda ~%85 verim ile 1,2-
diarilimidazollerin (Sekil 2.2.8.) sentezi rapor edilmistir (Zhongyan Huve ark. 2017).

NC R? N\>/R1
AgCO5 (%30 mol) T\\N

1,4-dioksan, 40 °C

RINTR2 +

COPh COPh

Sekil 2.2.8 1,2-Diarilimidazollerin sentezi
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2.3. imidazollerin Farmakolojik Profili
Antifungal ajanlar olarak imidazoller

Mantarlar, maya, kiif ve dermatofit olmak iizere {i¢ gruba ayrilirlar. Mantar
enfeksiyonlarr daha ¢ok deri ve mukoz membranlarda gorilur. Bunlar lokal ve yiizeysel
enfeksiyonlardir. Birgok mantar, endojen (C.albicans) veya ekzojen (Cryptococcus,
Aspergillus) enfeksiyonlara neden olabilir (Kathiravan ve ark, 2012).

Azol grubu antifungal ajanlar (Sekil 2.3.1.) 1944 yilindan beri invazif fungal
enfeksiyonlarn (kandidiyazis, kriptokok menenjiti) tedavisinde kullanilan farmasotik
bir fungustatiktir (I.Koksal ve F. Aksoy, (2008).

Ekinokandinler (anidualfungin,
kaspofungin ve mikafungin), glukan
biyosentezini inhibe eder.

Sertakonazol, sterol olmayan
lipitlere baglanir ve hiicre zan

biitiinligiinii bozar Hiicre

duvan g
-~ &

Endoplazmik \\77 JU N
retikulum € ———,
\

Hiicre &
Mebram

Azoller, ergosterol biyosentezini
inhibe eder.

Florositozin, niikleik asit sentezini
inhibe eder.

Polenler,ergosterole baglanarak
membran biitiinkigiini bozar.

Sekil 2.3.1 Antifungal ajanlarin hiicresel hedefleri.
*Antifungal ajanlar, mantarlarin {i¢ hiicresel bilesenini hedefler. Azoller, mantar
hicresinin endoplazmik retikulumunda ergosterol sentezini inhibe eder. Amfoterisin B
gibi polenler mantar zarindaki ergosterol'e baglanir, zar yapisinda ve fonksiyonunda

bozulmaya neden olur. Florositozin DNA sentezini inhibe eder. (Patil ve ark., 2015)

Azol grubu antifungal ajanlar, mantar hiicre membranindaki ergosterol sentezini

sitokrom P450 enzimi aracilig1 ile 14-a-sterol-demetilasyon (Sekil 2.3.2) basamaginda

11



inhibe ederek membran gecirgenligini bozarlar yani lanesteroliin ergosterol’e
doniistimiinii inhibe ederler. Ergosterol sentezinin inhibisyonu hiicre gecirgenligini
arttirarak hiicre i¢inde bulunan fosforlu bilesikler ile potasyumun hiicre disina

cikmasina yol acar. BOylece mantar zarinda ergosteroliin tiilkenmesi, yapiy1 ve mantar

zarmin birgok fonksiyonunu ve mantar blylUmesinin inhibe eedecek sekilde bozar
(Bhattacharya ve ark., 2018).

Squalene Squalene-2,3-epoxide Lanosterol
(4,4,14a-Trimetil kolesta 8,24-dienol)

4 .4-Dimetil zimosterol Zimosterol
4,4-Dimetil kolesta-8,14,24-trienol ’ (Kolesta 8,24-dienol)

HO

Fekosterol

ergosta 8,24[26}-dienol) (ErgosItEar%O;tggiltrienol)

Sekil 2.3.2 Ergosterol biyosentezi (FLU; Flukanazol, ITRA; Itrakonazol, VOR;
Vorikanazol)

Zhao ve ark. (2017) Candida albicans ve Cryptococcus neoformans'a karst miikemmel
antifungal aktiviteleri olan bir dizi yeni bifenil imidazol turevi sentezlemistir.
Sentezlenen bilesiklerden izobutil (S)-2-(2-fluoro-[1,1-bifenil]-4-karboksamido)-3-(1H-
imidazol-1-il) propanoat (Sekil 2.3.3.) C.albicans suslarma kars1 0.03125 pg / mL

12



araliginda minimum inhibitdr konsantrasyon (MIK) degerleriyle standart ilaca

(Flukanazol) gore iyi bir aktivite gostermistir.

A
O O

Sekil 2.3.3 izobiitil (S)-2-(2-fluoro-[1,1-bifenil]-4-karboksamido)-3-(1H-imidazol-1-il)

propanoat

Antibakteriyel aktivite

Patojenik mikroorganizmalar, gliniimiizde kullanilan antimikrobiyal maddelere karsi
diren¢ mekanizmalarin1 siirekli olarak gelistirdiginden, yeni ve giiclii bakterisitlerin

kesfi, bakteriyel direnci agsmanin ve etkili tedaviler gelistirmenin en iyi yoludur.

Rajkumar ve ark. (2014) 1-(2-(4,5-dimetil-2-fenil-1H-imidazol-1-il)etil)piperazin
tirevlerini sentezlemislerdir. Sentezlenen tiim bilesikler, in vitro antimikrobiyal
caligmalari i¢in incelenmistir. Yeni sentezlenen bilesikler arasinda 1-(2-(4,5-dimetil-2-
(tiofen-2-il)-1H-imidazol-1-il)etil)  piperazinin  (Sekil 2.3.4.) E.coli, S.aureus,
P.aeuruginosa ve S.typhi bakteri suslarina karsi standart ilaca (Ciprofloxacin) kiyasla %

45.4 daha fazla antibakteriyel aktivite gosterdigi belirlenmistir.

HN

Sekil 2.3.4 1-(2-(4,5-Dimetil-2-(tiofen-2-il)-1H-imidazol-1-il) etil) piperazin

13



Antienflamatuvar aktivite

Bir analjezik veya agri kesici, analjezi saglamak, agridan kurtulmak i¢in kullanilan ilag
grubunun herhangi bir Gyesidir. Analjezik ilaglar, periferik ve merkezi sinir sistemleri

tizerinde gesitli sekillerde etki eder.

Husain, A. ve ark. (2013), bir dizi 1,2,4-trisbstitle-IH-imidazolleri sentezlemislerdir ve
bu bilesikleri antienflamatuvar aktiviteleri agisindan incelenmislerdir. Sentezlenen
bilesiklerden, 4-(4-metoksifenil)-2-(4-nitrofenil)-1-fenil-1H-imidazol (Sekil 2.3.5.)

standart ilaca (Indometasinine) gore %58.02 daha aktif bulunmustur.
MeO
N
s

Sekil 2.3.5 4-(4-Metoksifenil)-2-(4-nitrofenil)-1-fenil-1H-imidazol
Antitiberkuloz aktivite

Tuberkiloz (TB), genellikle Mycobacterium tuberculosis (MTB) bakterilerinin neden
oldugu, esas olarak akcigerleri etkileyen potansiyel olarak ciddi bir bulasici hastaliktir.
Anti-tiiberkiiloz ilaglar, enfeksiy6z hastalik tiiberkiilozun (TB) tibbi tedavisine yardimci

olan ilaclardir.

Gupta ve ark. (2004) bir dizi halka-substitiie edilmis-1H-imidazol-4-karboksilik asit
trevini ve 3-(2-alkil-1H-imidazol-4-il)-propiyonik asit tlrevlerini sentezlemistir ve
Mycobacterium tuberculosis H37Rv suslar1 {izerinde ilaca-duyarli ve ilaca-direngli
antitiberklloz aktivitelerini incelemistir. Sentezlenen Dbilesikler arasinda 2,5-
disikloheksil-1H-imidazol-4-karboksilik asit etil ester (Sekil 2.3.6.), 6.25 pg/ml

konsantrasyonunda, %99 inhibisyon sergiledigi belirlenmistir.
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Sekil 2.3.6 2,5-Disikloheksil-1H-4-imidazol karboksilik asit etil ester

Antidepresan aktivite

Bu ilaglar, biiyiik depresif bozukluklarin, anksiyete bozukluklari, obsesif kompulsif
bozukluk, yeme bozukluklari, kronik agri, néropatik agr1 ve bazi durumlarda horlama,
migren, dikkat eksikligi hiperaktivite bozuklugu, uyku bozukluklari ve bagimlilik gibi

diger durumlarin tedavisinde kullanilir.

Volke ve ark. (2003), 1-(2-triflorometil fenil) imidazol (Sekil 2.3.7.) sentezlemistir ve
secici NOS (nitrik oksit sentaz) inhibitéru Gzerindeki aktivitesi incelenmistir. Cesitli
nitrik oksit sentaz inhibitorlerinin (NOS), hayvan modellerinde antidepresan ve

anksiyolitik benzeri 6zelliklere sahip oldugu gosterilmistir.

I,
N
N
=/
Seki 2.3.7 1-(2-Triflorometil fenil) imidazol

Antikanser aktivite

Antikanser ilaglar kanser gelisiminden sonra kanser hiicrelerini tahrip eder veya inhibe

ederek kanserojen etkilerini ortadan kaldirir veya kanserin gelisimini engeller.

Yusuf Ozkay ve ark. (2010), bircok yeni 2-sustitlie edilmis-N-[4-(1-metil-4,5-difenil-
1H-imidazol-2-il) fenil] asetamid sentezlemistir. Bilesiklerin kolon (HT-29) ve meme

(MCF-7) karsinoma hiicre hatlarina karsi antikanser aktivitesini belirlemek igin
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sitotoksisite ve antikanser aktivitesi degerlendirmistir. Sentezlenen bilesiklerden 2-(4-
metil-4H-1,2,4-triazol-3-il)-stlfanil-N-[4-(1-metil-4,5-difenil-1H-imidazol-2-
il)fenil]asetamit (Sekil 2.3.6.1.) standart ilag cis-platin ile karsilastirildiginda iyi bir

aktivite sergiledigi tespit edilmistir.

O N N\N
| \>—©7NHCOCHZS—</j
o '

Sekil 2.3.8 2-(4-Metil-4H-1,2,4-triazol-3-il)-stlfanil-N-[4-(1-metil-4,5-difenil-1H-
imidazol-2-il) fenil] asetamit
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3. MATERYAL
Calismada kullanilan cihazlar

Nukleer manyetik rezonans spektroskopisi

Calismada sentezlenen bilesiklerin 'H NMR ve 3C NMR spektrumlart Eskisehir
Osmangazi Universitesi merkezi arastirma laboratuvart JEOL ECZ500R cihazinda
kaydedilmistir.

Infrared spektrometresi

Calismada sentezlenen bazi bilesiklerin infra-red spektrumlart GFER A.S’de (FTIR)
Jasko, FT-IR 6800 spektrofotometre cihazinda kaydedilmistir.

Erime noktasi cihazi

Kat1 bilesiklerin erime noktalar1 Elektrotermal Digital erime noktasi cihazi ile

Olcllmiistir.
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Calismada kullanilan kimyasallar

2-Bromoasetofenon
Hidroksilamin Silfat
(S)-(-)-a-Metilbenzilamin
L-Alanin metil ester hidroklorir
L-Valin metil ester hidroklorur
L-Aspartik asit dimetil ester hidroklorur
Glisin

Formaldehit %37

Sodyum karbonat

Sodyum sulfat

Metanol

Etanol

Kloroform

Etil asetat

Hekzan

Benzen

Petrol eteri

Diklorometan

Asetonitril

Dimetil asetilen dikarboksilat
Piperidin

Hidroklorik asit %37
Amonyak

Silikajel

Candida albicans

DMSO

Sabouraud

RPMI-1640 Medium
Microplate (U)

(Sigma-Aldrich, 349887)
(Acros, 10039-54-0)
(Sigma-Aldrich, 115568)
(Sigma-Aldrich, 330639)
(Sigma-Aldrich, 860271)
(Sigma-Aldrich, 456233)
(Sigma-Aldrich, 635782)
(Sigma-Aldrich, 252549)
(Sigma-Aldrich, 223530)
(Sigma-Aldrich, 238597)
(Meck, 82283.2500)
(818670.2500)

(Merck, 822265.2500)
(Merck, 100864-2500)
(Tekkim)

(Merck, 101782.2500)
(Merck, 101775.5000)
(Merck, 822271,2500)
(Merck, 15500-2500)
(Sigma-Aldrich, S55918-029)
(Merck, 22299-050)
(ISOLAB, 106.2501)

(Merck, 1.07739.1000)
(ATCC 10231)
(Merck, 8.02912.2500)
(B.D, 9144647)
(Sigma, SLBS6936)
(BRAND, 1090302)
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3.3. YONTEM
Amino asit metil ester hidroklorir 1 sentezi

Genel prosedir; Amino asitin (0.07 mol) metanol (10 mL) icerisinde buz
banyosundaki ¢ozeltisine tiyonil klorir (0.1 mol) damla damla ilave edilerek (1 saat)
karigtirildi.  Tiyonil kloriir ilavesinden sonra reaksiyon oda kosullarinda 24 saat
karistirtlmaya devam edildi. Reaksiyon tamamlandiktan sonra ¢oziicli fazlas1 vakum

altinda uzaklastirild1 ve lirtin vakum altinda kurutuldu (Moshikur, R. M. ve ark., 2018).

Glisin metil ester hidroklorar (1a)

H o Verim %90 (7.20 g). Beyaz kristal, En. 175 °C (Moshikur, R. M.
H/NQJ\O/ ve ark., 2018, 175 °C). IR (ATR) Vn*-+ 2691-2637; Vc=0 1743; Ve-
HCI oc 1243 cm-*.
1a

4-Fenil-2,5-dihidro-1H-imidazol-3-oksitlerin 2 sentezi

Genel prosedir; Amino asit metil ester hidrokloriir veya amin (5 mmol) metanol (8
mL) igerisindeki ¢6zeltisi izerine sodyum karbonat (2.5 mmol, 0,265 g) ve formaldehit
%37 (5§ mmol, 0,4 mL) ¢ozeltisi ilave edildi ve reaksiyon geri sogutucu altinda 1sitilarak
1 saat karistirildi. Reaksiyona fenasil bromiir oksim (5 mmol, 1.07 g) ve sodyum
karbonat (2,5 mmol, 0,265 g) ilave edilerek 1 saat oda sicakliginda karistirilmaya
devam edildi. Reaksiyon takibi ITK ile yapildi. Reaksiyon durdurulduktan sonra
stiziiliip soguk metanol (3x5 mL) ile yikandi. Sivi kisim {iriin olarak ayrildi ve diisiik
basing altinda déner buharlastirici ile ¢dziiciisii uguruldu. Uriin flas kromatografisi ile
saflagtirildi (%75/25, EtAc/Hekzan) ve vakum etiiviinde kurutuldu (KARGAR, A.
2018).
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1-(2-Metoksi-2-oksoetil) -4-fenil-2,5-dihidro-1H-imidazol 3-oksit (2a)

OY\N/SN—‘O@ Verim %60 (0,703 g). Beyaz kristal, En. 76 °C. IR (ATR) Vc=0
_© 1 1738; Ve=n-0 1581; Ve=n-0 1275 cm-1. 'H NMR (500 MHz, CDCls)
§8.22 —8.19 (m, 2H), 7.47 — 7.43 (m, 3H), 4.94 (t, J = 3.1 Hz, 2H),
4.39 (t, J = 3.1 Hz, 2H), 3.75 (s, 3H), 3.60 (s, 2H). *C NMR (126
MHz, CDCl3z) 6 170.25, 130.90, 128.78, 128.77, 127.28, 126.80,
83.34, 58.30, 55.30, 52.27.Hesaplanan: Ci2H14N203 (234,26) C, 61.53; H, 6.02; N,

11.96; O, 20.49

2a

S)-4-Fenil-1-(1-feniletil) -2,5-dihidro-1H-imidazol 3-oksit (2b)

Verim %73 (0,972 g). Beyaz kristal, En. 151-152 °C (lit.149-152

©/L N/ﬁ)/‘)@ °C). IR (ATR) Vcen-0 1572; Ve=n-o 1233 cm-! (Arya KARGAR,
\\b 2018). *H NMR (600 MHz, DMSO-ds) & 8.28 — 8.19 (m, 2H), 7.57

—7.43 (m, 3H), 7.43 — 7.34 (m, 4H), 7.35-7.26 (m, 1H), 4.69 (d, J=

9.5 Hz, 1H), 4.58 (d, J=9.5 Hz, 1H), 4.31-4.12 (m, 1H), 4.16-4.00
(m, 1H), 3.81 (g, J = 6.5 Hz, 1H), 1.35 (t, J=19.8 Hz, 3H). 3C
NMR (150 MHz, DMSO-ds) 6 136.5, 131.3, 126.6, 128.6, 127.9, 127.2, 126.3, 83.5,

82.4, 62.5, 55.9, 23.1, 22.2. Hesaplanan: C17H1sN20 (266,34) C, 76.66; H, 6.81; N,
10.52; O, 6.01.

2b

(R)-1-(1-Metoksi-3-metil-1-oksobutan-2-il)-4-fenil-2,5-dihidro-1H-imidazol 3-oksit
(2¢)

~
OY\N/EEN—O@ Verim %30 (0,414 g). Sarimst sivi. IR (ATR) V=0 1726; Vc=n-0
_0 7 1585; Vc=n-0 1227 cm-1.'H NMR (600 MHz, CDCls) & 8.13 (dd,

J=3.4, 2.2 Hz, 2H), 7.41 — 7.32 (m, 3H), 5.10-5.04 (m, 1H), 4.81-
4.76 (M, 1H), 4.44 (d, J = 14.5 Hz, 1H), 4.16 (d, J = 14.5 Hz, 1H),
2c  3.64-3.58 (m, 3H), 3.55 (d, J = 2.9 Hz, 1H), 3.01 (dd, J= 9.7, 2.5
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Hz, 1H) 1.02-0,97 (m, 3H), 0,90-0,83 (m, 3H). *C NMR (151 MHz, CDCls) & 172,
130, 128, 127.7, 127.2, 126.8, 80, 69.9, 54.6, 51.6, 29.2, 19.6, 19.4. Hesaplanan:
C1sH20N203 (276,34) C, 65.20; H, 7.30; N, 10.14; O, 17.37.

(R)-1-(1-Metoksi-3-metil-1-oksopropan-2-il)-4-fenil-2,5-dihidro-1H-imidazol-3-

oksit (2d)

2d

Verim %24 (0,298 g). Sarimsi sivi. IR (ATR) Vc=0 1730; Vc=n-0
1580; Vc=n-0 1204 cm-! (Arya KARGAR, 2018).H NMR (600
MHz, CDCl3) 6 8.29 — 8.19 (m, 2H), 7.57 — 7.42 (m, 3H), 5.06-4.94
(m, 2H), 4.46-4.37 (m, 2H), 3.75 (s, 3H), 3.69-3.61 (m, 1H), 1.45
(t, J = 6.1 Hz, 3H). 3C NMR (150 MHz, CDCl3) § 172.8, 137.2,
130.7, 128.6, 127.2, 126.7, 80.6, 58.6, 55, 52.1, 16.12. Hesaplanan:

C13H16N203 (248,28) C, 62.89; H, 6.50; N, 11.28; O, 19.33

(R)-1-(1,4-dimetoksi-1,4-dioksobutan-2-il)-4-fenil-2,5-dihidro-1H-imidazol ~ 3-oksit

(2e)

o

O O

~

)\:
\\{A—N/Swo@
5 7

2e

Verim %45 (0,689 g). Sarimst sivi. IR (ATR) Vc=0 1727; Vc=n-0
1578; Vc-n-0 1233 cm-! (Arya KARGAR, 2018). 'H NMR (600
MHz, CDCl3) & 8.15 (s, 2H), 7.49 — 7.31 (m, 3H), 4.95 (d, J = 18.7,
Hz, 1H), 4.42-4.30 (m, 1H), 3.98 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 3.81-3.73 (m,
1H), 3.70-3.65 (m, 3H), 3.62 (s, 3H), 3.48-3.35 (m, 1H), 2.89-2.59
(m, 2H). 3C NMR (150 MHz, CDCls) § 171.5, 170.7, 130.8, 128.6,
126.7, 80.4, 68.7, 59.4, 54.8, 52.4, 35.5, 34.6. Hesaplanan:
C15H18N205 (306,32) C, 58.82; H, 5.92; N, 9.15; O, 26.12.
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Tetrahidroimidazo [1,5-b]izoksazollerin 3 sentezi

Genel prosediir; Imidazolin 3-oksit 2 (3 mmol) benzen (20 mL) igerisindeki ¢ozeltisine
DMAD (12 mmol, 1.704 g) eklendi. Reaksiyon geri sogutucu altinda 1 saat 1sitilarak
karistirildi. Reaksiyon kontrolii ITK ile yapildi. Céziicii ve DMAD fazlahg diisiik
basing altinda uzaklastirildi. Uriin sicak petrol eteri (3x5 mL) ile ekstrakte edildi. Eter
fazlar1 birlestirildi ve NaSOs ile kurutuldu ve suzildi. Elde edilen suzintinin
¢oziiclisii evaporator ile uzaklastirildi ve vakum altinda kurutuldu (Coskun ve ark.
2001). Elde edilen diastereomer karisgimlarmin varligi 'H NMR ile tespit edildi ve

karisim olarak bir sonraki imidazol sentez basamaginda kullanildilar.
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1,4-Disuibstitiie imidazollerin 4 sentezi

Genel prosedir; bilesik 3 (0,33 mmol) asetonitril (5 mL) icerisindeki c¢ozeltisine,
piperidin (1 mL) eklenmis ve reaksiyon karigimi geri sogutucu altinda 30 dk boyunca
isitilarak karistirildi. Reaksiyon kontrolii ITK ile yapildi. Céziicii doner buharlastirici ile
ucuruldu. Reaksiyon karisiminin asidik ve bazik kosullarda ekstraksiyonu yapildi. Ilk
olarak ekstraksiyon balonuna alinan reaksiyon karisimma HCl %37 (1 mL) ilave
edildikten sonra petrol eteri (3x5 mL) ile ekstraksiyon yapildi ve sulu faz iirlin olarak
ayrildi. Temiz bir ekstraksiyon balonuna alinan sulu faza NHz %25 (3 mL) ilave edildi
ve dietil eter ile(3x5 mL) ekstraksiyon yapildi. Eter fazi iiriin olarak ayrildi ve NaxSO4
ile kurutulduktan sonra slzildi. Elde edilen stzintinln coziclsl evaporator ile

uzaklastirildi ve vakum altinda kurutuldu (Coskun ve ark. 2001).
Metil 2-(4-fenil-1H-imidazol-1-il) asetat (4a)

o Verim %50 (0,216 g). Sarimsi stvi. *H NMR (500 MHz, DMSO-ds)
NNy
o — 8 7.70 — 7.67 (m, 2H), 7.63 (d, J = 1.2 Hz, 1H), 7.56 (d, J = 1.2 Hz,

-

1H), 7.32 —7.28 (m, 2H), 7.17 — 7.13 (m, 1H), 4.96 (s, 2H), 3.66 (s,

3H).13C NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 169.54, 140.92, 139.21,

4a 135.11, 129.22, 126.80, 124.71, 117.50, 52.82, 47.92. Hesaplanan:

C12H12N20 (216,24) C, 66.65; H, 5.59; N, 12.96; O, 14.80.

(S)-4-fenil-1-(1-feniletil) -1H-imidazol (4b)

Verim %62 (0,051 g). Sarimst s1vi. *H NMR (500 MHz, DMSO-
Ny de) 5 7.81 (d, J = 1.4 Hz, 1H), 7.76 (d, J = 1.4 Hz, 1H), 7.71 —
= 7.69 (m, 2H), 7.35 - 7.23 (m, 7H), 7.14 — 7.10 (m, 1H), 5.50 (q, J
= 7.1 Hz, 1H), 1.78 (d, J = 7.1 Hz, 3H). 3C NMR (126 MHz,
DMSO-ds) 6 142.96, 141.14, 137.26, 135.09, 129.21, 128.96,
128.21, 126.69, 126.62, 124.64, 114.80, 56.22, 21.80.
Hesaplanan: C17H1sN2 (248,33) C, 82.22; H, 6.49; N, 11.28.

2b
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Metil (S)-3-metil-2-(4-fenil-1H-imidazol-1-il) butanoat (4c)

124.76, 124.74,

Verim %60 (0,155 g). Sarimsi stvi. *H NMR (500 MHz, DMSO-ds)
§7.73 (dd, J = 2.8, 1.4 Hz, 2H), 7.72 (d, J = 1.2 Hz, 1H), 7.69 (d, J
= 1.2Hz, 1H), 7.32 — 7.28 (m, 2H), 7.15 (ddd, J = 5.2, 2.4, 1.2 Hz,
1H), 4.76 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 3.68 (s, 3H), 2.41 — 2.35 (m, 1H),
0.90 (d, J = 6.7 Hz, 3H), 0.73 (d, J = 6.7 Hz, 3H). 13C NMR (126
MHz, DMSO-de) 6 170.60, 140.98, 138.59, 134.80, 129.01, 126.89,
115.60, 65.33, 53.02, 31.50, 19.48, 18.80. Hesaplana: C1sH1gN20>

(258,32) C, 69.74; H, 7.02; N, 10.84; O, 12.39.

Metil (S)-2-(4-fenil-1H-imidazol-1-il) propanoat (4d)

oA,

_0O

4d

N, 12.17; O, 13.90.

Verim %40 (0,104 g). Sarimsi stvi. *H NMR (500 MHz, DMSO-ds)
07.73 (d,J=1.3 Hz, 1H), 7.72 - 7.69 (m, 2H), 7.33 — 7.26 (m, 3H),
7.17-7.12 (m, 1H), 5.22 (q, J = 7.3 Hz, 1H), 3.64 (s, 3H), 1.66 —
1.64 (d, J=7.3 Hz, 3H). 3C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 171.55,
140.85, 138.07, 134.96, 129.01, 126.79, 124.67, 115.41, 54.64,
53.15, 18.34. Hesaplanan: C13H14N202 (230,27) C, 67.81; H, 6.13;

Dimetil (S)-2-(4-fenil-1H-imidazol-1-il) stuiksinat (4e)

R

N

N
) 0
/O\[H "//)J\O/
O
4e

22.20.

Verim %42 (0,040 g). Sarimsi sivi. 'H NMR (500 MHz, ) § 7.76
(d, J=1.4Hz, 1H), 7.71 — 7.67 (m, 3H), 7.32 — 7.28 (m, 2H), 7.15
(dddd, J = 8.8, 4.6, 2.5, 1.4 Hz, 1H), 5.51 — 5.47 (m, 1H), 4.21 —
4.17 (m, 2H), 3.64 (s, 2H), 3.55 (s, 2H), 3.49 (s, 2H). *C NMR
(126 MHz, DMSO-dg) & 170.60, 167.45, 140.98, 138.59, 134.80,
129.01, 126.89, 124.76, 115.60, 65.33, 61.86, 53.02, 31.40.
Hesaplanan: CisH1sN204 (288,30) C, 62.49; H, 5.59; N, 9.72; O,
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Biyolojik Aktivite
in vitro antifungal aktivite

Sentezlenen bilesiklerden, 4a-e'nin cozeltileri dimetilsulfoksit (DMSO) kullanilarak
hazirland1 (Cizelge 3.3.1.). in vitro antifungal aktiviteleri Candida albicans (ATCC
10231) susuna karsi incelenmistir. Sabouraud Dextrose Agar, (L-glutamin iceriyor,
Sodyum bikarbonat icermiyor) C.albicans susunun uretilmesi igin kullanildi. Uretilen
sug inokilum 0.4x10° CFU/mL McFarland standardina gore hazirlandi. Hedef
bilesiklerin minimum inhibe edici konsantrasyonlarmi (MIK) belirlemek igin sivi
mikrodiliisyon yontemi kullanildi. 96 kuyucuklu ‘U’ mikro plakalar kullanildi. Her bir
kuyucuga 50’ser pL RPMI-1640, 50’ser pL C.albicans susu, 50’ser pL 4a-e
bilesiklerinin hazirlanan konsantrasyonlardan ilave edildi. 37 °C etiivde (24-48-72 saat)

inkiibasyona birakild1.

Cizelge 3.3.1. 4a-e Birinci seyreltme tablosu

Kaynak Stok ;iiz?zltiden DMSO (mL) Son
konsantrasyonu (ug/mL) alinacak miktar (mL) Konsantrasyon (pg/mL)

4000 Ana stok 1 5,25 640
640 Ana stok 1 1 320
640 Ana stok 1 3 160
640 Ana stok 1 7 80
80 1 1 40
80 1 3 20
80 1 7 10
10 1 1 5
10 1 3 2,5
10 1 7 1,25

4a-e’den hazirlanan birinci seriden ikinci bir konsantrasyon serisi DMSO icerisinde
hazirland1 (Cizelge 3.3.2.).
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Cizelge 3.3.2 4a-e ikinci seyreltme tablosu

Kaynak Stok ;iiz?zltiden DMSO (mL) Son
konsantrasyonu (ug/mL) alinacak miktar (mL) Konsantrasyon (pg/mL)

5 Anastok 1 1 2,5
2,5 1 1 1,25
1,25 1 1 0,625
0,625 1 1 0,312
0,312 1 1 0,156
0,156 1 1 0,078
0,078 1 1 0,039
0,039 1 1 0,019
0,019 1 1 0,001

96 kuyucuklu ‘U’ tabanli plakalar ¢ift olarak calisildi. MIK degeri, biiyiimesi olmayan
antifungal ajanin en diisiik konsantrasyonu olarak tanimlandi. Calisma Amerika klinik

ve laboratuvar standartlar1 enstitiisii (CLSI) standartlarina uygun olarak yapildi (Sekil

3.3.2).

Ozellikler CLSI M27-A3
Uygulanacak tur Candida
Inokulum 0.4x10% CFU/mL

Inokulum standardizasyonu

Spektrofotometrik

Besiyeri RPMI-1640 (%0.2 glukoz igerir)
Tampon MOPS, PH 7.0
Mikrodiliisyon plagi U tabanli

Sicaklik 37°C

Inkiibasyon siiresi 24-48 saat

Okuma

Gozle / spektrofotometrik (492 nm)

Son nokta (sinir deger)

Azol igin > %50 inhibisyon

Sekil 3.4.1 Candida i¢in CLSI standartlar
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Elde edilen sonuglar standart ilaglarin duyarlilik araligi ile karsilastirildi (Sekil 3.4.2.).

MIC Breakpoints and Interpretive
Categori mL
Antifungal Agent Species S| spp' | R
Voriconazole®+* <0.12 0.25-0.5 - 21
<0.5 1 = >2
<0.12 | 0.25-0.5 = =1
C. tropicalis <0.12 0.25-0.5 i =1
C. albicans <2 = 4 =8
C. glabrata™ = - <32 >64
C. krusei'! = = - -
C. parapsilosis <2 = =8
C. tropicalis <2 = =8

Sekil 3.3.2 24-saatlik inkiibasyondan sonra Candida spp. ve bazi antifungal ajanlarin in
vitro mikro dilisyon duyarlilik testi i¢in minimum inhibitér konsantrasyon sinir
degerleri (CLSI-M60). ‘S’ duyarli, ‘R’ diregli, ‘SDD’ doza bagli duyarli deger. I’
kategorisi, orta bolgeyi ifade eder.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4-Fenil-2,5-dihidro-1H-imidazol-3-oksitlerin 2 sentezi

Imidazolin 3-oksitlerin sentezi, daha énce laboratuvarimizda gelistirilen bir prosediir

kullanilarak gerceklestirildi (Coskun ve Cetin, 2010). Imidazolin 3-oksitler, hazirlanan

iminlerin halo oksimlerle bazik kosullardaki reaksiyonlarindan elde edilir.

Amino asit ester klorurlerin metanol iginde 6nce 1sitilarak formaldehit, devaminda oda

kosullarinda fenasil bromiir oksim ile reaksiyonu sonucu laboratuvarimizda (Arya
KARGAR 2018) bir seri 4-fenil-2,5-dihidro-1H-imidazol-3-oksitler 2 sentezlenmistir
(Sekik 4.1.). Sentezlenen firlinlerin karakterizasyonlar1 (Cizelge 4.1.) spektroskopik

yontemler ile gerceklestirilmistir.

1. H,CO;Na,C0O3(0.25eqv)
MeOH; 1h reflux
2.Ph(CNOH)CH,Br;

Ph

Na,CO3(0.25eqv); rt
R - / 5
NH; R’N\/(’l‘)\o

1

2

Sekil 4.1. 1-(2-Metoksi-2-oksoetil)-4-fenil-2,5-dihidro-1H-imidazol 3-oksit (2) sentezi

Cizelge 4.1. imidazolin 3-oksitlerin 2 E.N. ve izolasyon verimleri

Sira R E.N (°C) Verim (%)

2a -CH,CO:Me 76 60

2b -CH(CH3)CeH4 151-152 lit 73
149-152

2c -CH(CH(CH3)2)CO2Me Yagimsi 30

2d -CH(CH3)CO2Me Yagimsi 24

2e -CH(CO2Me); Yagimsi 45

Sentezlenen

imidazolin-3-oksitlerin

2a-e  CDClz’de  kaydedilen

'H NMR

spektrumlarinda sentezlenen 2a bilesigine ait C2 ‘ye bagli protonlar 4.94 ppm civarinda

ve C-5 ‘e baglh protonlar 4.39 ppm triplet olarak pik verdigi gbzlenirken C-4 ‘e bagh
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fenil halkasinin orto protonlari 8.20 ppm civarinda multiplet olarak pik verdigi
gozlenmektedir. *C NMR spektrumunda C-2 karbonu 83.34 ppm, C-4 karbonu 130.90
ppm, C-5 karbonunun 58.30 ppm civarinda rezonans oldugu goriilmektedir (Sekil 4.2.).

48400
83 34

O
Y\” ON- —o°

Y 130.90

[t} = 8.20 (m)
59.30 128.77

Sekil 4.2 2a’nin CDCls igerisinde alinan karakteristik NMR kimyasal kayma degerleri

Bilesiklerin IR spektrumlarinda Vc=o gerilme frekanslar1 1730 cm-!, Vc=n-o gerilme
frekanslar1 1580 cm-! ve Vc-n-o gerilme frekanslari 1230-1270 cm-! civarinda

gorulmektedir.

Tetrahidroimidazo [1,5-b]izoksazollerin 3 sentezi

Tetrahidroimidazo [1,5-bJizoksazoller ara Urin olarak sentezlenmeleri tasarlandi.
Reaksiyon, imidazolin-3-oksitlerin (2) DMAD ile 1,3-dipolar siklo-katilmasi sonucunda
tetrahidroimidazo [1,5-b]izoksazoller (3) (Sekil 4.3.) sentezlendi (Coskun ve ark. 2001,
2010).

DMAD

Ph Benzene pn CO2Me
/—\< reflux
N_ N-©O N—Cco,Me
RMN0 RN_N-g 2
2 3

Sekil 4.3. Tetrahidroimidazo [1,5-b] izoksazol (3) sentezi
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Cizelge 4.2.1 Tetrahidroimidazo [1,5-b]izoksazollerin 3 E.N., diastereoizomer oranlari
ve izolasyon verimleri

R Mp (°C) Diastereoizomer | Verim
Sira orani (%)
3a -CH2CO2Me Yagimsi - 80
3b -CH(CH3)CgHa4 Yagimsi 77-23 82
3c -CH(CH(CHa)2)CO2Me Yagimsi 33/67 95
3d -CH(CH3)CO2Me Yagimst 59/41 90
3e -CH(CO2Me); Yagimsi 49/51 52

Sentezlenen tetrahidroimidazo [1,5-b]izoksazollerden 3a’nin DMSO-de icerisindeki
H-NMR (500 MHz,) analizi sonucunda 7,63 ppm ve 7,57 ppm civarmda imidazol
halkasinda bulunan C-2 ve C-5 protonlarinin piklerine rastlanmistir. Tetrahidroimidazo
[1,5-blizoksazol (3a) ve imidazol (4a) 'H NMR spektrumlar1 karsilastirilarak da bu
durum dogrulanmustir (Sekil 4.4).

NC6
single_pulse 2 2
|

1l
A i

sffie fpise 1:7“1\5 “Wir_Mr
i ﬁ\“ l l
JUL L i

wona

‘ .
7.70 7.68 7.66 7.64 7.62 7.60 7.58 7.56
f1 (ppm)

Sekil 4.4 3a ve 4a 'H NMR spektrumlarinin karsilastirilmasi

ITK takibi sonucunda 3a’nin oda kosullarinda zamanla ilgili imidazoliine (4a)

dontistiigii tespit edilmistir. Bu sonu¢ NMR analizini dogrulamaktadir.
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Tetrahidroimidazo[1,5-b]izoksazollerden 3b-e DMSO-ds igerisindeki *H NMR (500
MHz,) analizi sonucunda diasterecizomer karisimi olduklart tespit edilmistir (Sekil
4.5)).

NC2
sirgle_pulse

| JﬁhM . (I 'MW e Al ,1,,,,)“1_..*

T T T T T T T T
4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0 05 0.0
f1 (ppm)

Sekil 4.5 3¢ *H-NMR spektrumu
1,4-Disiibstitiie imidazollerin 4 sentezi

Genel Prosediir 1 (KAPLAN, G. 2012); Imidazolin-3-oksit (1 mmol) DMSO (5 mL)
igerisinde 80 °C’ de ¢6ziiliir. NaOH (4 mmol, 160 mg) reaksiyon karigimina ilave edildi
ve sicaklik kapatildi. Reaksiyon ITK ile kontrol edildi. Reaksiyonda bir degisme
gozlenmedi. Imidazolin-3-oksit (2) kararliigin1 korudugu DMSO icerisinde NaOH ile
dehidrasyonu gerceklesmedi (Sekil 4.6.).

~ 1.DMSO0, 80 °C

o H
“\ ©)] 2.NaOH

2c

Sekil 4.6 2¢ Bilesiginin NaOH ile dehidrasyon reaksiyonu
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Genel prosediir 2 (Coskun ve ark, 2010); imidazolin 3-oksit (2) (1 mmol) benzen (7
mL) igerisindeki c¢ozeltisine DMAD (1,5 mmol) ilave edildi ve 1 saat isitilarak
karistirildi. Reaksiyonun ¢6ziiclisii ugurulduktan sonra tekrar DMSO’da ¢ozuldu ve 77
°C 1 saat karistirldi. Reaksiyon ITK ile kontrol edildi. ITK kontroliinde siiriikklenme
gozlendi. *H NMR kontroliinde imidazol tespit edilemedi. imidazolin 3-oksitlerin (2)
benzen igerisinde DMAD ile 1,3-dipolar siklo-katilma reaksiyonu sonucunda elde
edilen tetrahidroimidazo[1,5-b]izoksazollerin  (3) DMSO igerisinde 1Sitilmasi halka
acilma reaksiyonu ile sonu¢lanmamustir. Tetrahidroimidazo[1,5-b]izoksazollerin (3) bu

kosullarda yapisini korudugu gézlenmistir (Sekil 4.7. ).

DMAD

Ph Benzene COM
e
reflux Ph 2 DMSO
/ ; MeO,C, X
MeOZC\/N\/\N\Oe 2 N N\__co,Me ]
E @ \\ \oN—g reflux
2d 3d

Sekil 4.7 2d Bilesiginin 1,3-dipolar siklo-katilma ve devaminda halka agilma

reaksiyonu

Genel prosedir 3 (Coskun ve ark, 2001); Sentezlenen tetrahidroimidazo[1,5-
blizoksazollerin (3) asetonitril i¢erisinde piperidin ile 1sitilarak karistirilmasi sonucunda
imidazoller (4) sentezlendi. 3 bilesiklerinin piperidin varliginda halka agilma reaksiyonu
gerceklesti. Reaksiyon kontrolii ve takibi ITK ile yapildi. Elde edilen imidazol (4)
bilesiklerini saflastirmak i¢in Oncelikle asidik (HCl %37) kosullarda imidazolyum
tuzuna dondstiirildii ve dietil eter (3x5 mL) ile ekstraksiyon yapildi. Elde edilen sulu
faz baziklestirilerek (NHsz %25) dietil eter (3x5 mL) ile ekstraksiyon yapildi. Bazik
kosullarda imidazolyum tuzu tekrar imidazole doniiserek eter fazina alindi. Birlestirilen
eter fazlarinin ¢o6ziiclisii uguruldu ve vakum etiiviinde kurutuldu (Sekil 4.8.).

Imidazollerin 4a-e E.N. ve izolasyon verimleri Cizelge 4.3. goriilmektedir.
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CO,Me piperidin
2

Ph MeCN Ph
R—N\/N\g CO,Me reflux R_N\fN
3 4
Sekil 4.8 imidazol (4) sentezi
Cizelge 4.3 imidazollerin 4 E.N. ve izolasyon verimleri
Sira R E.N (°C) | Verim (%)
4a -CH,CO:Me Yagimsi 50
4b -CH(CH3)CeH4 Yagimsi 62
4c -CH(CH-(CHj3)2)CO2Me Yagimsi 60
4d -CH(CH3)CO2Me Yagimsi 40
de -CH(CO2Me); Yagimsi 42

Sentezlenen imidazollerin 4 DMSO-d¢’da kaydedilen 'H NMR (500 MHz,)
spektrumlarinda 4a’nin spektrumunu inceledigimizde imidazol halkasinda bulunan C-
2’ye bagli protonun 7.63 ppm civarinda, C-5’e bagli protonun 7.56 ppm civarinda
dublet halinde, C-4’e bagh fenilin orto protonlarininda 7.70 ppm civarinda multiplet
olarak pik verdigi gozlenmistir. *C NMR spektrumunda imidazol halkasinin C-2
karbonu 139.30 ppm, C-4 karbonu 140.80 ppm ve C-5 karbonunun 117.50 ppm

civarinda rezonans oldugu goriilmektedir (Sekil 4.9.).

Sekil 4.9 4a bilesiginin DMSO-ds karakteristik NMR kimyasal kayma degerleri
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Antifungal aktivite

Sentezlenen bilesiklerden 4a-e in vitro antifungal aktivitesi Candida albicans (ATCC

10231) standart susu {iizerinde test edildi. Testler ve degerlendirmeler CLSI

standartlara uygun olarak yapildi. Ik kontrol 24 saat sonra degerlendirildi (Sekil

4.10.).

4a-e azalan konsantrasyonlarnn —» —»
RPMI-1640 + C glbicgns.
1 RPMI-1640
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Kontrol kutucuklan

Sekil 4.10 4a-e Mikro seyreltme serisinin antiifungal duyarlilik kontrolii (24 saat)

[k 24 saat sonucunda kontrol kuyucuklarinda iireme gdzlenirken (4a-e) bilesiklerinin

diltisyonlarmn iceren kuyucuklarda herhangi bir iiremeye rastlanmadi. ikinci kontrol 48

saat sonra degerlendirildi (Sekil 4.11.).
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4a-e azalan konsantrasyonlann —» —» RPMI-1640 + C glbicans.
l RPMI-1640
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Kontrol kuyucuklan

Sekil 4.11 4a-e Mikro seyreltme serisinin antifungal duyarlilik kontrolii (48 saat)

48 saatlik inkiubasyonunu sonucunda kontrol kuyucuklarinda Greme artigi gozlenirken
(4a-e)’nin diliisyonlarmi iceren kuyucuklarda her hangi bir Greme go6zlenmedi.
Inkiibasyona devam edildi. 72 saat sonraki degerlendirilmede de kontrol kuyucuklarinda
tireme artisi gozlenirken 4a-e’nin dillisyonlarint iceren kuyucuklarda her hangi bir
ureme gozlenmedi (Sekil 4.12). Test iki defa tekrarlandi. ikinci ¢alisma sonucunda da

ayni sonuglar elde edildi.

MI-1640 + i
da-e azalan konsantrasyonlars —» —» RPMI-1640 + C.glpicans
RPMI-1640
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Kontrol kuyucuklar

Sekil 4.12 4a-e Mikro seyreltme antifungal duyarlilik kontrolii (72 saat)
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Bu sonuglar dogrultusunda birinci 4a-e konsantrasyon serisinden ikinci bir diltsyon
serisi daha hazirlanarak konsantirasyon araligi uzatildi.
Ayni1 kosullarda 4a-e’nin ilk Mikro seyreltme serisinden hazirlanan yeni bir seri ile test

tekrarlandi. 24 saat sonra ilk Ureme kontroll degerlendirildi (Sekil 4.13.).

4a-e azalan konsantrasyonlar1 —% —» RPMI-1640 + Calbicaus.
l RPMI-1640
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Kontrol kuyucuklan

Sekil 4.13 4a-e Mikro seyreltme serisinin antifungal duyarlilik kontrolii (24 saat)

Yapilan ilk kontrolde kontrol kuyucuklart diginda herhangi bir iireme godzlenmedi.

Inkiibasyona devam edildi ve ikinci kontrol 48 saat sonra degerlendirildi (Sekil 4.14.).
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4a-e azalan konsantrasyonlars —» —» RPMI-1640 + C.albicans.
l RPMI-1640
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Kontrol kuyucuklan

Sekil 4.14 4a-e Mikro seyreltme serisinin antifungal duyarlilik kontrolii (48 saat)

Inkiibasyon sonucunda kontrol kuyucuklar1 disinda iireme saptanmadi.Test sonuglari
ilk yapilan test ile benzerlik gosterdi. ikinci seyreltme araliginda da iireme saptanamadi.
Her iki seyreltme araliginda da sentezlenen bilesiklerden (4a-€) herhangi birinin MiK
degeri tespit edilemedi. Seyreltme limiti 0.001 pg/mL kadar inilmis olmasina ragmen
sentezlenen bilesiklerin (4a-e) Candida albicans (ATCC 10231) standart susuna kars1
oldukca etkili olduklar1 gdzlendi.
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5. SONUG

Tez kapsaminda uygulamalar sonucunda amino asit alkil ester tuzlar1 kullanilarak yeni

1H-imidazollerin sentezi 3 kademeli bir reaksiyon serisi sonucunda sentezlenmistir.

OY\N/@?N~8

_O

2a

Sekil 5.1 Tez kapsaminda sentezlenen imidazolin-3-oksitler (2)

Reaksiyon kosullarinin belirlenmesi amaci ile (S)-(-)-o-metilbenzilamin kullanildi. Tlk
asamada 3 bilesenli bir tek kap reaksiyonu ile imidazolin-3-oksitler (2) sentezlendi

(Sekil 5.1.). Sentezlenen bilesiklerin karakterizasyonu infrared (IR) ve nikleer manyetik

&

2d

2e

rezonanas (NMR) spektroskopisi ile yapildi.
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2a-e¢ Bilesiklerinin DMAD ile verdikleri siklo-katilma iiriinlerini olusturup piperidin
beraberinde reaksiyonlar1 karsilik gelen imidazolleri iyi verimlerle eldelerini

saglamistir. Bilesiklerin yap1 formiilleri asagidaki sekilde verilmistir (Sekil 5.3.).
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Sekil 5.3 Tez kapsaminda sentezlenen 1,4-dislbstitie imidazoller (4)

Sentezlenen bilesiklerin (4a-e) in vitro antifungal aktiviteleri standart C.albicans
(ATCC 10231) susu ile mikro dillisyon test yontemi kullanilarak ¢alisildi. C.albicans
susu kullanilarak yapilan in vitro incelemeler sonucunda 4a-e bilesiklerinin, CLSI
(M60) antifungal standart duyarlilik sonuglar ile karsilastirildiginda 4a-e’nin yiksek

antifungal etkinlige sahip oldugu saptandi.
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Sonuclarin degerlendirilmesi;

e 2a-e bilesiklerinin DMAD ile 1,3-dipolar siklo katilma reaksiyonu sonucunda
yuksek verimle tetrahidroimidazo [1,5-b]izoksazol (3a-e) bilesikleri
sentezlenmistir.

e Calismada sentezlenen tetrahidroimidazo [1,5-b]izoksazollerin (3a-e) *H-NMR
analizi sonucunda diastereoizomer oldugu tespit edilmistir.

e Yapilan ¢alisma ile amino asit metil ester kullanilarak yeni 1,4-distbstitie
imidazol bilesikleri (4b-e) literatiire kazandirilmistir.

e 4a-e bilesiklerinin in vitro antifungal aktivitesi Candida albicans (ATCC 10231)
standart susu lizerinde incelenmistir. Yapilan testler sonucunda 4a-e
bilesiklerinin Candida albicans (ATCC 10231) susu Uzerinde yiksek etkinlige
sahip oldugu tespit edilmistir.

e in vitro antifungal MIK degerlerinin belirlenebilmesi i¢in daha diisiik
konsantrasyonlarda testlerin tekrarlanmasi1 gerekmektedir.

e Bilesiklerin diger mantar suslar1 Uzerinde de aktivitesi belirlenerek ¢alismada
sentezlenen imidazollerin (4a-e) farmakolojik olarak etkinligi saptanabilir.

e Elde edilen imidazol bilesiklerinin (4a-e); analjezik, antienflamatuar,
kardiyovaskdler, antikanser, antiviral gibi diger biyolojik aktivitelerinin de
olabilecegi diislincesi ile (4a-€) yeni ¢alismalar planlanarak, ¢alismanin bilimsel

ve farmakolojik 6nemi arttirilabilir.
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EK 1 2 Bilesiklerinin Spektrumumlari
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EK 2 4 Bilesiklerinin Spektrumlar:
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