DUZCE . LISANSUSTU EGITIM ENSTITUSU
UNIVERSITESI

YENI YONTEMLE SENTEZLENEN TETRAZOL TUREVLERININ
TiROZINAZ ENZiMi UZERINDEKI ETKINLIiGININ
INCELENMESI VE KREM FORMULASYONUNDA ETKEN
MADDE OLARAK KULLANILMASI

ELIiF AYDINLI

DOKTORA TEZi
DOGAL, BITKISEL ve KOZMETIK URUNLER
ANABILIM DALI

DANISMAN
PROF. DR. HAYDAR GOKSU

DUZCE, 2024



T.C.
DUZCE UNIVERSITESI
LiSANSUSTU EGITiM ENSTITUSU

YENiI YONTEMLE SENTEZLENEN TETRAZOL TUREVLERININ
TIiROZINAZ ENZiMi UZERINDEKI ETKINLIiGININ INCELENMESIi VE
KREM FORMULASYONUNDA ETKEN MADDE OLARAK KULLANILMASI

Elif AYDINLI tarafindan hazirlanan tez g¢alismasi asagidaki jiiri tarafindan Diizce
Universitesi Lisansiistii Egitim Enstitiisii Dogal, Bitkisel ve Kozmetik Uriinler Anabilim
Dali’nda DOKTORA TEZI olarak kabul edilmistir.

Tez Danismani
Prof. Dr. Haydar GOKSU

Diizce Universitesi

Es Damisman
Prof. Dr. Sevki ADEM

Cankir1 Karatekin Universitesi

Jiiri Uyeleri

Prof. Dr. Haydar GOKSU
Diizce Universitesi

Prof. Dr. Halil ibrahim UGRAS
Istanbul Gedik Universitesi

Dog. Dr. Meral KEKECOGLU
Diizce Universitesi

Prof. Dr. Hiiseyin SAHIN
Giresun Universitesi

Dog. Dr. Mustafa Zahrittin KAZANCIOGLU
Kilis 7 Aralik Universitesi

Tez Savunma Tarihi: 31/01/2024



BEYAN

Bu tez ¢alismasiin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina kadar
biitiin asamalarda etik dis1 davranigimin olmadigini, bu tezdeki biitiin bilgileri akademik
ve etik kurallar icinde elde ettigimi, bu tez ¢alismasiyla elde edilmeyen biitiin bilgi ve
yorumlara kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklar1 da kaynaklar listesine aldigimi, yine bu
tezin ¢alisilmasi ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici bir davranisimin

olmadigini beyan ederim.

31 Ocak 2024

Elif AYDINLI



TESEKKUR

Doktora 6grenimimde, bu tezin hazirlanmasinda ve yiiriitilmesinde gosterdigi her tiirlii
destek ve yardimdan dolay1 ¢ok degerli danisman hocam Prof. Dr. Haydar GOKSU’ya
en igten dileklerimle tesekkiir ederim. Tez izleme komitemde yer alan Prof. Dr. Halil
fbrahim UGRAS ve Do¢. Dr. Meral KEKECOGLU’na destekleri ve yardimlarindan

dolay1 tesekkiirlerimi sunarim.

Tez galismam boyunca enzim c¢alismalarinda sagladig1 degerli katkilarindan dolayi Prof.
Dr. Sevki ADEM’e, sentez maddelerinin aydinlatilmasinda cihaz destegi saglayan Prof.
Dr. Hiisnii GERENGI’ye, basta danisman hocam olmak iizere laboratuvar olanaklarini

sunan Kaynasli MYO yonetimi ve calisanlarina siikranlarimi sunarim.

Bu calisma boyunca yardimlarin1 ve desteklerini esirgemeyen sevgili aileme, sirasiyla
babam Ayhan, annem Emine AYDINLI’ya, kardeslerim Ebru ve E. Kismet

AYDINLI’ya sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Doktora egitimim boyunca 100/2000 Doktora Projesi bursu aldigim Yiiksek Ogretim
Kurumu Bagkanligi’na tesekkiirlerimi sunarim.
Bu tez calismasi, Diizce Universitesi BAP-2022.26.07.1280 numarali Bilimsel

Aragtirma Projesiyle desteklenmistir.

31 Ocak 2024 Elif AYDINLI



ICINDEKILER

Sayfa No

SEKIL LISTEST ...ttt vii
CIZELGE LISTESI .....oo oottt X
SIMGELER ..........ooiiiiniineieie et Xi
KISALTMALAR. ...ttt Xii
OZET ... X1l
ABSTRACT . \%
EXTENDED ABSTRACT ...ttt XV
Lo GIRIS ..ottt ettt 1
1.1.5-SUBSTITUE-1H-TETRAZOL TUREVLERI ..........cooooviiinininiinncns 2
1.2. KOZMETIKTE TETRAZOL TUREVLERI...........ccccocovviviiiniinirencsnnnn, 10
1.3. TIROZINAZ ENZIM ETKINLIGT ........cccoooiviiiiieiececcceee e, 12
1.4. MOLEKULER YERLESTIRME CALISMALARI...........c.cccccccoeveiinirinnne, 17
1.5. ADME OZELLIKLERININ TAHMINI.......coccooooiiiininnineeeeen, 18
1.6. KOZMETIK URUNLERE UYGULANAN TESTLER ...c.ccoovvovviriiieeirinn. 18
1.7. CALISMANIN AMACIH ..ottt sttt 20
2. MATERYAL VE YONTEM .......c.coovoiiieiieeeeeeeeeesee e, 24
2L MATERYAL ..ottt 24
22 YONTEM ...ccoooiiiiiiiiiisie ettt 26
2.2.1. Benzilidenmalononitril Tiirevlerin Sentezi....................cccccooiiiiiiinninnnn. 26
2.2.1.1. 2-benzilidenmalononitril (5) SENEZi..........ccocvviiiiiiiiice 26
2.2.1.2. 2-(4-hidroksibenziliden)malononitril (8) Sentezi............ccccceevvivevivenenne. 26
2.2.1.3. 2-(2,5-dimetoksibenziliden)malononitril (13) Sentezi ...........cc.ccecvevennnne. 27
2.2.1.4. 2-(3,4-dimethoksibenziliden)malononitril (16) Sentezi .............c.cccocu..... 28
2.2.1.5. 2-(3,4,5-trimetoksibenziliden)malononitril (19) Sentezi...........cc.cccveuee. 28
2.2.1.6. 2-(2-metilbenziliden)malononitril (22) SENtezZi........cccccvvvveiveveiiciirenee 29
2.2.1.7. 2-(4-metilbenziliden)malononitril (25) SENtezi........cccceveriiiiieiiiiennn, 30
2.2.1.8. 2-(2-fluorobenziliden)malononitril (28) Sentezi.........cccccovevvveviiieennnnn, 30
2.2.1.9. 2-(4-fluorobenziliden)malononitril (31) SENteZi.......cccccevevvviiiiiiienn, 31
2.2.1.10. 2-(3,4-diklorobenziliden)malononitril (34) Sentezi........c.ccccvvvvviveennnnns 31
2.2.1.11. 2-(5-bromo-2-metoksibenziliden)malononitril (37) Sentezi .................. 32
2.2.2. 5-Siibstitiie-1H-Tetrazol Tiirevlerin Sentezi................c....cccceevveiiiieiinnnn 33
2.2.2.1. 3-fenil-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril (6) SeNtezi...........ccocevvvvviivvenne 33
2.2.2.2. 3-(4-hidroksifenil)-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril (9) Sentezi................ 34
2.2.2.3. 3-(2,5-dihidroksifenil)-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril (11) Sentezi........ 35
2.2.2.4. 3-(2,5-dimetoksifenil)-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril (14) Sentezi ........ 36
2.2.2.5. 3-(3,4-dimetoksifenil)-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril (17) Sentezi ........ 37
2.2.2.6. 2-(1H-tetrazol-5-il)-3-(3,4,5-trimetoksifenil)akrilonitril (20) Sentezi..... 38
2.2.2.7. 2-(1H-tetrazol-5-il)-3-o-tolilakrilonitril (23) Sentezi.........ccccceevvervvenenne. 39
2.2.2.8. 2-(1H-tetrazol-5-il)-3-p-tolilakrilonitril (26) Sentezi.........ccccceecevruvenenne. 40

2.2.2.9. 3-(2-florofenil)-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril (29) Sentezi................... 41



2.2.2.10. 3-(4-florofenil)-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril (32) Sentezi................. 42

2.2.2.11. 3-(3,4-diklorofenil)-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril (35) Sentezi .......... 43
2.2.2.12. 3-(5-bromo-2-metoksifenil)-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril (38) Sentezi
.............................................................................................................................. 44
2.2.3. 5-Siibstitiie-1H-Tetrazol Tiirevlerin In Vitro ve In Siliko Yontemlerle
INCEIENMESI. ...ttt ettt 44
2.2.3.1. Molekiiler Yerlestirme CaltSmalari .............ccccccceueeiviuiiiiineiiiineiiinesiineanns 44
2.2.3.2. ADME Ozelliklerinin TaRmini ............c.ccceoeieeeisisisissieieissisesssessssesenn, 45
2.2.3.3. Tirozinaz Inhibitor AKIVILESi .........c.cccovceeeeeeesees e e, 45
2.2.4. Kozmetik Uriin Formiilasyonu ve Testleri .................cccccocevvvvevvreernnnne, 45
2.2.4.1. Mikrobiyolojik ANAlZ TSI ......cceeiieiiiiiiiicieseeeeee e 48
2.2.4.2. Antimikrobiyal Koruyucu EtKinlik TeSti .......cccccvevevivereiieieece e 49
2.2.4.3. Fizikokimyasal TESIEN .........c.ccviiiiiiiiiiee e 50
2.2.4.4. Anti Pigmentasyon [in Vitro Uriin TeSti .......c.cccoeveveereeeeeveeererenserennns 50
3. BULGULAR VE TARTISMA ...t 52
3.1. BENZILIDENMALONONITRIL TUREVLERI ..........cccoooviniiniinininnne, 54
3.1.1. Spektrumlarin Degerlendirilmesi..................ccooiiiiiiin, 57
3.2.5-SUBSTITUE-1H-TETRAZOL TUREVLERI ........ccovcoiviniiiinrnns 68
3.2.1. 5-Siibstitiie-1H- Tetrazol Bilesiklerinin Sentezi I¢in Optimizasyon
SAFTIATT ..o e 68
3.2.2. Yeni Yontemle Sentezlenen Tetrazol Tiirevleri ................c.cccooeeviiiininnn 69
3.2.1. Spektrumlarin Degerlendirilmesi...................cccooiiiiiniii 73
3.3. FT-IR SPEKTRUMLARININ KARSILASTIRILMASI...........cccoooiiniinnene 97
3.4. ENZIM-AKTIVITE CALISMALARLI..........c.cc.cooveviiireeeereeseeeereseenninen, 101
3.4.1. Molekiiler Yerlestirme Calismasi...............ccccccoviiiiiniiiniiiee e 101
3.4.2. In vitro Tirozinaz Enzim Calismalari..............c..c.cccocovvevvveveereesennnnnn, 102
3.4.3. Absorpsiyon, Dagilim, Metabolizma ve Eliminasyon (ADME) Ozellikleri
................................................................................................................................ 108
3.5. KOZMETIK URUN ANALIZLERI .........coooooiiiiiinnieeeeens 111
3.5.1. Mikrobiyolojik ANANZ TSt ......cceoviiiiiiriie e 111
3.5.2. Antimikrobiyal Koruyucu EtKinliK TeSti.........ccccccovvviieiiieiiiiiiiie e 112
3.5.3. Fizikokimyasal TeStIEr ..o 113
3.5.4. Anti Pigmentasyon In Vitro Uriin Testi ...........ccoccoovvvreereesveesrnernnnnnn, 114
A, SONUC ... e e e e e e e s aaans 117
9. KAYNAKLAR ..ot 120

OZGECMIS ..ottt 129



SEKIL LISTESI

Sayfa No

Sekil 2.1. 5-siibstitiie-1H-tetrazoliin genel OStErimi. ....cevvvvvivieeiiiie i 2
Sekil 2.2. a) Karboksilik asitin ve Tetrazoliin biyoizosterik gosterimi. b) Bir ilag

olan Tomelukast’in bioizosterik ve farmakofor 6zelliklerin gosterimi............ 3
Sekil 2.3. Tetrazol pargalarini iceren FDA onayli ve baz1 deneysel ilaglar...................... 4
Sekil 2.4. Tetrazol pargalar1 i¢eren bazi inhibitorlerin molekiil yapilari. .........cccocoveeneee. 5
Sekil 2.5. Tetrazollerin diger uygulamalarina dair molekiil yapilart. ..........coccoeveiiinnnn. 5
Sekil 2.6. 5-siibstitiie-1H-tetrazol igin genel reakSiyon. .....c.oovvveiiieeiiiieiiiie e 7
Sekil 2.7. Diinya capinda gilines kremlerinde kullanilan azot katkili kimyasal UV

FHEFEIET. . 11
Sekil 2.8. Keratin liflerini boyamak ve/veya agartmak i¢in tercih edilen tetrazollerin

ENEL GOSEEIIIMNL. 1..vviiveieiiie ettt eareennee s 12
Sekil 2.9. Melanin biyosentezinin gematik gOStErimi. ..........ccevvrverieiirieeiieiisne e 13
Sekil 2.10. Mantar (Agaricus bisporus) tirozinazin ¢ift ¢ekirdekli bakir baglama

bolgesinin geometrisi [60].......cccueivirieiieiiiiiiie i 14
Sekil 2.11. Melanin sentezinde tirozinaz enzimi ve inhibitdrlerinin ¢alisma prensibi. .. 15
Sekil 2.12. Baz1 tirozinaz inhibitorlerinin kimyasal yapilart. ..........cccceveeiienininiennnnn, 15
Sekil 2.13. Tirozinaz inhibitorii olan BMN ve tetrazol tlirevier. .........ccccccooccvvveeiiiinneenns 17
Sekil 2.14. Calismada 1ZIenen YOl..........cociiiiiiiiiiiiiii e 21
Sekil 2.1. Benzaldehit (4)’ten 2-benzilidenmalononitril (5) sentezi...........cccccceeveeveennen. 26
Sekil 2.2. 4-hidroksibenzaldehit (7)’den 2-(4-hidroksibenziliden)malononitril(8)

SBMEZI. ... ket e e e e e 26
Sekil 2.3. 2,5-dimetoksibenzaldehit (12)’den 2-(2,5-

dimetoksibenziliden)malononitril (13) SENtEZi.........ccceveeiveieiieircie e, 27
Sekil 2.4. 3,4-dimetoksibenzaldehit (15)’ten 2-(3,4-

dimethoksibenziliden)malononitril (16) SENtezi..........ccccovevveveiievr e, 28
Sekil 2.5. 3,4,5-trimetoksibenzaldehit (18)°den ........cccccveevieiiiieriee e 28
Sekil 2.6. 2-metilbenzaldehit (21)’den 2-(2-metilbenziliden)malononitril (22)

SEIERZI 1.ttt bbbt bbb 29
Sekil 2.7. 4-metilbenzaldehit (24)’den 2-(4-metilbenziliden)malononitril (25)

SEIERZI 1.ttt bbbt bbb 30
Sekil 2.8. 2-fluorobenzaldehit (27)’den 2-(2-fluorobenziliden)malononitril (28)

SEIERZI 1.ttt bbbt bbb 30
Sekil 2.9. 4-fluorobenzaldehit (30)’dan 2-(4-fluorobenziliden)malononitril (31)

K= 01 (=74 PSSRV PR SRRSO 31
Sekil 2.10. 3,4-diklorobenzaldehit (33)’den 2-(3,4-diklorobenziliden)malononitril

(B4) SENTEZI. ..ttt 31
Sekil 2.11. 5-bromo-2-metoksibenzaldehit (36)’dan 2-(5-bromo-2-

metoksibenziliden)malononitril (37) SENtEZI........cccvvereiiieniiiceeee, 32
Sekil 2.12. Benzaldehit (4)’ten 3-fenil-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril (6) sentezi. ....... 33
Sekil 2.13. 4-hidroksibenzaldehit (7)’den 3-(4-hidroksifenil)-2-(1H-tetrazol-5-

IDaKrloNItril (9) SENTEZI. ..occvveiiieiie e 34
Sekil 2.14. 2,5-dihidroksibenzaldehit (10)’dan 3-(2,5-dihidroksifenil)-2-(1H-

tetrazol-5-il)akrilonitril (11) SENtezi. ......ccceovvviiieiiieie e 35
Sekil 2.15. 2,5-dimetoksibenzaldehit (12)’den 3-(2,5-dimetoksifenil)-2-(1H-

tetrazol-5-il)akrilonitril (14) SENEZI. .....ccooceiieriiieiieeee e 36

Sekil 2.16. 3,4-dimetoksibenzaldehit (15)’ten 3-(3,4-dimetoksifenil)-2-(1H-tetrazol-

vii



5-1Dakrilonitril (17) SENTEZI. ..ocveeeeiieiieeeesee e 37
Sekil 2.17. 2-metilbenzaldehit (21)’den 2-(1H-tetrazol-5-il)-3-o-tolilakrilonitril (23)

=] 01 (=74 1SS TURTRTR 39
Sekil 2.18. 4-metilbenzaldehit (24)’den 2-(1H-tetrazol-5-il)-3-p-tolilakrilonitril (26)

=] 01 (=74 1SS TRUSURRR 40
Sekil 2.19. 2-fluorobenzaldehit (27)’den 3-(2-florofenil)-2-(1H-tetrazol-5-

ID)akrilonitril (29) SENTEZI. ....cveieeriiiie e 41
Sekil 2.20. 4-fluorobenzaldehit (30)’dan 3-(4-florofenil)-2-(1H-tetrazol-5-

1D)akrilonitril (32) SENTEZI. ....ccveveeiieii e s 42
Sekil 2.21. 3,4-diklorobenzaldehit (33)’den 3-(3,4-diklorofenil)-2-(1H-tetrazol-5-

1D)akrilonitril (35) SENTEZI. ...cveveeriieie e s 43
Sekil 2.22. 5-bromo-2-metoksibenzaldehit (36)’dan 3-(5-bromo-2-metoksifenil)-2-

(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril (38) SENTEZI. ......ccovvvriiiiieeee e, 44
Sekil 2.23. Krem bazinin hazirlanmasi a) FAZ A, FAZ B ve Faz karisimi. (b) Nihai

FOrMULASYON. ... 48

Sekil 3.1. 5-siibstitiie-1H-tetrazol tiirevlerinin farkli yontemlerle sentezi
(a)Benzaldehitten tek adimda tetrazol eldesi, (b) BMN’den tetrazol eldesi

(c)Benzaldehitten iki adimda tetrazol eldesi. ........cccvvvviveeiiiieiiiie e, 52
Sekil 3.2. 2-benzilidenemalononitril (5)’in a) *H NMR (400 MHz) ve b) 13C NMR

(100 MHZz) SpeKtrumlari. ........cocveiiieiiiiieiiiee s 57
Sekil 3.3. 2-(4-hidroksibenziliden)malononitrile (8)’in a) *H NMR (400 MHz) ve b)

13C NMR (100 MHZ) SPEKIIUMIATL. ......cvoveverreciesierereseeeeseseeiesesee s, 58
Sekil 3.4. 2-(2,5-dimetoksibenzilidene)malononitril (13)’iin a) *H NMR (400 MHz)

ve b) 33C NMR (100 MHZ) SpeKtrumlart. ............ccooeveeurvreersneeeesessssseesesenenes 59
Sekil 3.5. 2-(3,4-dimethoksibenziliden)malononitril (16)’nin a) *H NMR (400

MHz) ve b) 3C NMR (100 MHz) spektrumlar............cccecovecrerrverererersrnnnnn. 60
Sekil 3.6. 2-(3,4,5-trimetoksibenziliden)malononitril (19)’un a) *H NMR (400

MHz) ve b) 3C NMR (100 MHz) spektrumlar............cccecovevrevrvrrerenerrnnnnnn. 61
Sekil 3.7. 2-(2-metilbenziliden)malononitril (22) nin a)'H NMR (400 MHz) ve

b)3C NMR (100 MHZ) SPEKIIUMUL ..o 62
Sekil 3.8. 2-(4-metilbenziliden)malononitril (25)’in a) *H NMR (400 MHz) ve b)

13C NMR (100 MHZ) SPEKtIUMIATIL. ....c.ovvervrrereereeeeiereceesesee s, 63
Sekil 3.9. 2-(2-fluorobenziliden)malononitrile (28)’in a)*H NMR (400 MHz) ve

b)3C NMR (100 MHZ) SPEKIIUMUL «.....vvvereieieiciee e 64

Sekil 3.10. 2-(4-fluorobenziliden)malononitrile (31)’in a) *H NMR (400 MHz) ve...... 65
Sekil 3.11. 2-(3,4-diklorobenziliden)malononitril (34)’iin a)'H NMR (400 MHz )

ve b)13C NMR (100 MHZ) SPEKIIUMU. .......c.cvevviieieeeeeeeeee e, 66
Sekil 3.12. 2-(5-bromo-2-metoksibenziliden)malononitril (37)’nin a) *H NMR (400

MHz) ve b) £3C NMR (100 MHz) speKtrumlart. ............cccecevevevrerrerererernnnnnss 67
Sekil 3.13. 3-fenil-2-(1H-tetrazol-5-il )akrilonitril (6)’nin a) FT-IR, b) *H NMR (400

MH2), €) 13C NMR SPEKIIUMU. ......vvveeeiceceeececeeeeeeeeeeteee ettt 73
Sekil 3.14. 3-(4-hidroksifenil)-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril (9)’un a) FT-IR, b) H

NMR (400 MH2z), ¢) 23C NMR SPeKIrUMU. .......ccevrirreieeeeceeeeee s 75
Sekil 3.15. 3-(2,5-dihidroksifenil)-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril (11)’in a) FT-IR,

b) *H NMR (400 MHz), ¢) 3C NMR SPeKtrumu. ........cccoovvvrverrrrrerernenns 77
Sekil 3.16. 3-(2,5-dimetoksifenil)-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril (14)’{in a) FT-IR,

b) *H NMR (400 MHz), ¢) 3C NMR SPeKtrumu. ........cccoovvvrrrrrrrerernenns 79
Sekil 3.17. 3-(3,4-dimetoksifenil)-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril (17)’nin a) FT-IR,

b) *H NMR (400 MHz), ¢) 2C NMR Spektrumu. ..........ccccooevreererevcrererennn. 81

Sekil 3.18. 2-(1H-tetrazol-5-il)-3-(3,4,5-trimetoksifenil )akrilonitril (20)’nin a) FT-

viii



IR, b) *H NMR (400 MHz), ¢) 2C NMR spektrumu. .........c.cccovevevrrererrrnnnne, 83
Sekil 3.19. 2-(1H-tetrazol-5-il)-3-o-tolilakrilonitril (23)iin @) FT-IR, b) *H NMR

(400 MHZz), €) 13C NMR SPEKIIUMU. .....vovvererereieieeeeecee e 85
Sekil 3.20. 2-(1H-tetrazol-5-il)-3-p-tolilakrilonitril (26)’nin a) FT-IR, b) *H NMR

(400 MHZ), €) 13C NMR SPEKIIUMU. ..o 87
Sekil 3.21. 3-(2-florofenil)-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril (29)’un a) FT-IR, b) *H

NMR (400 MHz), ¢) 2C NMR SPeKIrUMU. .......ccevevevrrrieeieeeeceee e 89
Sekil 3.22. 3-(4-florofenil)-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril (32)’nin a) FT-IR, b) *H

NMR (400 MHz), ¢) 2C NMR SPeKIrUMU. .......coeveverrrerieieieeeeceeie e 91
Sekil 3.23. 3-(3,4-diklorofenil)-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril (35)’in a) FT-IR, b)

H NMR (400 MHZz), ¢) 13C NMR SPeKtrUMU. ..........ccoeerererrerrereerereeeeeeeenanes 93
Sekil 3.24. 3-(5-bromo-2-metoksifenil)-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril (38)’in a)

FT-IR, b) *H NMR (400 MHz), ¢) *°C NMR Spektrumu. ..........cccecevvevrvennes. 95
Sekil 3.25. 2-benzilidenemalononitril (5) ve 3-fenil-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril

(6)’nin FT-IR SpektrumIari..........ccceruerieiininiiiiieicee e 97
Sekil 3.26. 2-(4-hidroksibenziliden)malononitril (8) ve 3-(4-hidroksifenil)-2-(1H-

tetrazol-5-il)akrilonitril (9)’un FT-IR spektrumlart. ..........ccocevvrvnininniennnnn. 98
Sekil 3.27. 2-(3,4,5-trimetoksibenziliden)malononitril (19) ve 2-(1H-tetrazol-5-il)-

3-(3,4,5-trimetoksifenil)akrilonitril (20)’nin FT-IR spektrumlart.................. 98
Sekil 3.28. 2-(2-metilbenziliden)malononitril (22) ve 2-(1H-tetrazol-5-il)-3-o0-

tolilakrilonitril (23)’tin FT-IR spektrumlart. ...........cccccceeerenencnieniinieieeeen 99
Sekil 3.29. 2-(4-metilbenziliden)malononitril (25) ve 2-(1H-tetrazol-5-il)-3-p-

tolilakrilonitril (26)’nin FT-IR spektrumlart. ..........ccccoceeverininininiinieieee, 99
Sekil 3.30. 2-(2-fluorobenziliden)malononitril (28) ve 3-(2-florofenil)-2-(1H-

tetrazol-5-il)akrilonitril (29)’un FT-IR spektrumlart. .........c.ccocooovrvrninennnn. 100

Sekil 3.31. Bilesik (11) ve (35)’in referans ligand (39) ile ortiisen durumlari, a)
Bilesiklerin tirozinaz aktif bolgesine yonelik baglanma alani, b) Docking
bolgesi kirmizi renkle gosterilmistir, ¢) Enzimin aktif boslugundaki

MOIEKTIIET. ... e 105
Sekil 3.32. Enzimin aktif bolgesindeki hangi amino asitlerin referans molekiil ve

aktif molekiiller ile etkilesime girdigini gosteren diyagram. ...........ccccceennee. 106
Sekil 3.33. Bilesik (11) ve (35)’in tirozinaz ile protein-ligand etkilesim profillerinin

ve pozlarmin referans ligand ile karsilastirilmast..........cccoceeiiiiiiiininne, 107

Sekil 3.34. BOILED-Egg modelleri ve SwissADME tahmini kullanilarak elde
edilen (11), (35) bilesikleri ve tropolon (39) i¢in biyoyararlanim radar
01 1L o USSR 109



CIZELGE LIiSTESI

Sayfa No

Cizelge 1.1. Benzaldehitten 5-siibstitiie-1H-tetrazolleri i¢in model bir reaksiyon ve

literatlir GalISMAIATL. .........vveiiiiiiie e 7
Cizelge 1.2. Kozmetik iirtindeki mikrobiyolojik limitler. ..........cccooiiiiiiiiiiiiiin, 19
Cizelge 2.1. Krem formiilasyon ¢aliSmast. .........cccveivieiiiiieiiiiiesiiie e 46
Cizelge 2.2. Mikrobiyolojik analizde kullanilan materyal ve metot............ccc.ccevrnenne. 49
Cizelge 2.3. Koruyucu etkinlik testine ait deney ve inkiibasyon kosullart. ................... 50
Cizelge 3.1. Sentezde kullanilan reaktantlar ve sentezlenen Grinler............cccoveveeiinenns 53
Cizelge 3.2. Pd/AIO(OH) NPs (1) etkisinde sentezlenen BMN tiirevleri. ..................... 55
Cizelge 3.3. 3-(2,5-dimetoksifenil)-2-(IH-tetrazol-5-il)akrilonitril (14) sentezi igin

Optimizasyon KOSULLArT 2..........ccoiviiiiriiii e 68
Cizelge 3.4. Pd/AIO(OH) NPs (1) katalizor ile 5-siibstitiie-1H-tetrazol tiirevlerin

ONE-POL SENLEZIE. ...t et 70
Cizelge 3.5. Tetrazol bilesiklerin docking ¢aligmalarina ait Moldock Skorlari. .......... 101

Cizelge 3.6. Tirozinaz enzim aktivitesine karsi test edilen 5-siibstitiie-1H-tetrazol
tiirevlerinin ICsp degerleri. Degerler ili¢ bagimsiz denemenin ortalama SS

(Standart Sapma)’n1 temsil etmektedir..........covvveiiiiiiiiiiiiieice 102
Cizelge 3.7. Bilesikler (35), (11) ve tropolon (39) ile en ¢ok etkilesime giren amino

aSIt KAIINTATT. .o 105
Cizelge 3.8. Bilesik (11), (35) ve tropolon (39)’un ADME o6zelliklerinin tahmini. ..... 108
Cizelge 3.9. Krem i¢in yapilan mikrobiyolojik test sonuglari. ........ccccerverviivennennnn, 111
Cizelge 3.10. Kozmetiklerin 1g ya da 1 mL’sinde toplam canli aerobik mezofilik

mikroorganizma sayis1 ve toplam kiif-maya sayist. ........cccocoerivriicninnnnnne 112
Cizelge 3.11. Antimikrobiyal koruyucu etkinlik test sonuglart. ...........cccooeviiniiiennnn, 113
Cizelge 3.12. Fizikokimyasal test SONUGIarL. ..........ccoovviiiiiicni e 113

Cizelge 3.13. Tirozinaz enzim inhibisyonunun, melanosit hiicrelerinde 48 saat

sonunda doza bagli olarak gosterilmesi. Degerler bes bagimsiz

denemenin ortalama SS (Standart Sapma)’n1 temsil etmektedir.................. 115
Cizelge 3.14. Denemelere ait Multiple Comparisons Verileri...........ccocooeviiiiinnennenn, 115



ICso
mg
mL
mM

mmol
nm
-OCH;
-OH

ppm
viv

SIMGELER

Yiizde

Santigrat derece
Mikromolar
Angstrom
Santimetre
Yarim maksimal inhibitoér konsantrasyon
Milligram
Mililitre
Milimolar
Mikromolar
Milimol
Nanometre
Metoksi
Hidroksi
milyonda bir
Hacimce yiizde

Xi



KISALTMALAR

13C-NMR Karbon-13 niikleer magnetik rezonans spektroskopisi
"H-NMR Proton niikleer magnetik rezonans spektroskopisi
3D Ug boyutlu
AcOH Asetik asit
ADME Absorpsiyon, dagilim, metabolizma ve eliminasyon
ATR Attenuated Total Reflection
BBB Kan-beyin bariyerini
BMN Benziliden malononitril
CYP Sitokrom
DMF N, N'-dimetilformamit
DMSO Dimetilsiilfoksit
DMSO-ds Déteryumlu DMSO
e.n. Erime noktasi
EDTA Etilendiamin tetra asetik asit
ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay
EtOAc Etilasetat
EtOH Etanol
FBS Fetal bovine serum
FDA (Food and drug administration)
gida ve ilag dairesi
HCI Hidroklorik asit
HIA Bagirsak absorpsiyonu
HIV Human immunodeficiency virus
(Insan bagisiklik yetmezligi virtisii)
ITK Ince tabaka kromotografisi
L-DOPA 3,4-dihidroksi-L-fenilalanin
LTDg4 Leukotriene D4
MeOH Metanol
MN Malononitril
MOF Metal-organic frameworks
(metal organik kafes yap1)
NaN3 Sodyum azid
NPs Nanopartikiil
PEG Polietilen glikol
RMSD Root-mean-square deviation
(Kok ortalama kare sapmast)
SS Standart sapma
THF Tetrahidrofuran
TITCK Tiirkiye Ilag ve Tibbi Cihaz Kurumu
™ Test metaryali
TYRP Tirozinaza bagl protein
uv Ultraviyole

xii



OZET

YENi YONTEMLE SENTEZLENEN TETRAZOL TUREVLERININ
TIROZINAZ ENZiMi UZERINDEKI ETKINLIGININ iNCELENMESI VE
KREM FORMULASYONUNDA ETKEN MADDE OLARAK KULLANILMASI

Elif AYDINLI

Diizce Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Dogal, Bitkisel ve Kozmetik Uriinler Anabilim Dali
Doktora Tezi
Danisman: Prof. Dr. Haydar GOKSU

Ocak 2024, 128 sayfa

Bu calismada yeni bir sentez yontemiyle sentetik cilt beyazlatic1 ve leke onleyici bir
bilesigin eldesi ve krem formiilasyonunda kullanilmasi hedeflendi. Caligma dort
asamada gergeklestirildi. 1lk asamada molekiiler yerlestirme ¢alismasi yapildi. Sentezi
planlanan 5-siibstitiie-1H-tetrazol tiirevleri i¢in tirozinaz enzimini inhibe etme
potansiyeli olan tiirevler tespit edildi. Ikinci asama sentez asamasidir. Aril aldehit
tiirevleri kullanilarak aliiminyum oksi-hidroksit-destekli Pd nanopartikiil (Pd/AIO(OH)
NPs) etkisinde yeni metodoloji gelistirilerek benzilidenmalononitril (BMN) ve 5-
stibstitiie-1H-tetrazol tiirevleri sentezlendi. Yapilan denemelerle 2-24 saat araliginda
kantitatif verimlerle 11 adet BMN tiirevi ve 3-6 saat araliginda %60-95 verimlerle 12
adet 5-siibstitiie-1H-tetrazol tiirevi sentezlendi. Bilesiklerin yapilari *H NMR, *C NMR
ve FT-IR gibi spektroskopik yontemlerle karakterize edildi. Ucgiincii asamada 5-
slibstitiie-1H-tetrazol tiirevlerin tirozinaz enzim etkinlikleri in vitro olarak incelendi.
Enzim inhibisyon etkinligi en yiiksek olan 3-(3,4-diklorofenil)-2-(1H-tetrazol-5-
il)akrilonitril (35) (ICso: 45,00+3,28 uM) molekiilii i¢in in siliko (BOILED-Egg model
ve biyoyararlanim radari) testler gergeklestirildi. Dordiincii asamada 3-(3,4-
diklorofenil)-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril (35) ile krem formiilasyonu olusturuldu.
Elde edilen krem formiilasyona kozmetik {irlin testleri (mikrobiyolojik analiz,
antimikrobiyal koruyucu etkinlik testi, fizikokimyasal testler ve antipigmentasyon in
vitro lirlin testi) yapildi. Mikrobiyolojik analiz sonuglarina gore formiilasyon “Kozmetik
Uriinlerin Mikrobiyolojik Kontroliine iliskin Kilavuz” hiikiimlerine uygun oldugu
belirlendi. Krem formiilasyonunda S. aureus, P. aeruginosa, E. coli ve C. Albicans
mikroorganizmalarina rastlanmadi. Toplam aerobik mezofilik mikroorganizma ve
toplam kiif-maya sayisiin 102 cfu/g’yi asmadig tespit edildi. Antimikrobiyal koruyucu
etkinlik testi ile krem formiilasyon igeriginin mikroorganizma (S. aureus, P. aeruginosa,
E. coli, C. albicans ve A. brasiliesis) iiremesine karsi 1SO 11930 kabul kriterlerine
(kriter A) uygun oldugu tespit edildi. Anti pigmentasyon testi ile insan epidermal
melanosit hiicre hattina artan konsantrasyonlarda (25, 50, 100 ve 200 pg/mL) ilgili
formiilasyon uygulandi. Krem formiilasyonunun kontrol grubuna gére melanin sentezini
inhibe ettigi tespit edildi.

Anahtar Sézciikler: 5-siibstitiie-1H-tetrazol, Tirozinaz, Pd/AIO(OH) NPs, Krem
formiilasyon, /n vitro
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF TETRAZOLE DERIVATIVES SYNTHESIZED BY THE
NEW METHOD ACTIVITIES ON TYROSINASE ENZYME, AND ITS USE AS
AN ACTIVE INGREDIENT IN CREAM FORMULATION

Elif AYDINLI
Diizce University
Graduate School, Department of Natural, Herbal and Cosmetic Products
Doctoral Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Haydar GOKSU

January 2024, 128 pages

In this study, it was aimed to obtain a synthetic skin whitening and anti-blemish
compound by a new synthesis method and to use it in cream formulation. The study was
carried out in four stages. In the first stage, a molecular docking study was performed.
Derivatives with potential to inhibit the tyrosinase enzyme were determined for the 5-
substituted-1H-tetrazol derivatives planned to be synthesized. The second stage is the
synthesis stage. Benzylidenemalononitrile (BMN) and 5-substituted-1H-tetrazol
derivatives were synthesized by developing a new methodology under the influence of
aluminum oxy-hydroxide-supported Pd nanoparticles (Pd/AIO(OH) NPs) using aryl
aldehyde derivatives. 11 BMN derivatives were synthesized with quantitative yields in
the range of 2-24 hours and 12 5-substituted-1H-tetrazol derivatives were synthesized
with 60-95% yields in the range of 3-6 hours The structures of the compounds were
characterised by spectroscopic methods such as *H NMR, **C NMR and FT-IR. In the
third stage, the tyrosinase enzyme activities of 5-substituted-1H-tetrazol derivatives
were examined in vitro. In silico tests (BOILED-Egg model and bioavailability radar)
were performed for the molecule 3-(3,4-dichlorophenyl)-2-(1H-tetrazol-5-
yl)acrylonitrile (35), which has the highest enzyme inhibition activity (ICso: 45,00+3,28
uM). In the fourth stage, the cream formulation was created with 3-(3,4-
dichlorophenyl)-2-(1H-tetrazol-5-yl)acrylonitrile  (35). Cosmetic  product tests
(microbiological, antimicrobial protective activity, physicochemical tests and
antipigmentation in vitro product tests) were performed on the obtained cream
formulation. According to the microbiological analysis results, the formulation was
determined to comply with the provisions of the “Guide on Microbiological Control of
Cosmetic Products”. S. aureus, P. aeruginosa, E. coli and C. Albicans microorganisms
were not detected in the cream formulation. It was determined that the total number of
aerobic mesophilic microorganisms and total mold and yeast did not exceed 102 cfu/g.
With the antimicrobial protective effectiveness test, it was determined that the cream
formulation content complies with the ISO 11930 acceptance criteria (criterion A)
against the growth of microorganisms (S. aureus, P. aeruginosa, E. coli, C. albicans ve
A. brasiliesis). In the anti-pigmentation test, the relevant formulation was applied to the
human epidermal melanocyte cell line at increasing concentrations (25, 50, 100 and 200
pug/mL). The cream formulation was found to inhibit melanin synthesis compared to the
control group.

Keywords: 5-substituted-1H-tetrazole, Tyrosinase, Pd/AIO(OH) NPs, Cream
formulation, In vitro.
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EXTENDED ABSTRACT

INVESTIGATION OF TETRAZOLE DERIVATIVES SYNTHESIZED BY THE
NEW METHOD ACTIVITIES ON TYROSINASE ENZYME, AND ITS USE AS
AN ACTIVE INGREDIENT IN CREAM FORMULATION

Elif AYDINLI
Diizce University
Graduate School, Department of Department of Natural, Herbal and Cosmetic Products
Doctoral Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Haydar GOKSU
January 2024, 128 pages

1. INTRODUCTION

Tetrazoles are a class of heterocyclic compounds containing four nitrogen atoms in their
structure. If there is a free N-H bond at the nitrogen adjacent to the substituted carbon in
the heterocyclic ring, the compound is called a 5-substituted-1H-tetrazole derivative.
Tetrazoles are of great interest in drug design in medicinal chemistry, especially due to
their bioisosteres. It is possible to find tetrazole fragments in drugs approved by the
FDA (Food and Drug Administration). Losartan, valsartan and cardesartan are examples
of the best-known antihypertensive drugs. Molecules containing the tetrazole fragment
are resistant to metabolic degradation in biotransformations. Therefore, tetrazoles tend
to reduce side effects of drugs by increasing bioavailability and lipophilicity compared
to carboxylic acids. Thus, the importance of designed drugs in chemistry, pharmacy and
drug design has increased due to their physicochemical properties such as absorption,
distribution, metabolism and excretion. Computer-aided structure-based design studies
on the compatibility and interaction of tetrazole fragments with receptors in the design
of new inhibitors have recently shed light on synthetic approaches. Additionally, the
possibility of tetrazole derivatives as chelators of copper atoms was investigated by
molecular docking. Cyclooxygenase and xanthine oxidoreductase inhibitors are

inhibitors designed as drug candidates containing a tetrazole moiety.

Tetrazol and its derivatives have also been reported to be antibacterial, antifungal,
antiviral, anti-inflammatory, antimalarial, anticancer, antitumor, analgesic, anti-
proliferative agents, potential anti-HIV drug candidates, herbicidal and multifunctional

drug delivery agents. Examples of tetrazole compounds also exist in material science. It
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has important applications in the automobile industry as a gas generator for airbags, in
the defense industry as propellant components for modern explosives and rockets, and

in photography as a photostabilizer and anti-sludge.
2. MATERIAL AND METHODS

Chemicals and solvents used in the synthesis of the compounds were purchased from
Aldrich and Merck.

2.1. General procedure for the synthesis of tetrazole compounds

1,0 mmol of aryl aldehyde derivatives; 1,1 mmol of malononitrile; 1,2 mmol of sodium
azide (1,2 mmol) and Pd/AIO(OH) NPs (30 mg) catalyst were mixed in 10 mL of
ethanol in a flask with a magnetic stirrer. Reactions were controlled by thin layer
chromatography (TLC) (SiOz, hexane: ethyl actate (EtOAc)=4:1 (v/v)) and continued
for 3-6 hours under reflux. After the reaction was completed, the catalyst was removed
by simple centrifugation. The remaining filtrate was added with 30 mL of 2 N HCI
solution and mixed vigorously. The mixture was worked up twice with the help of ethyl
acetate. The separated organic phase was dried with anhydrous Na SOa. The solvent
was removed with the help of evaporator. Melting point determinations were recorded.
FT-IR (ATR), 'H NMR and ¥C NMR spectra were taken and the corresponding

tetrazole was obtained in high yield.
2.2 Molecular docking

In order to understand the possible binding positions of the synthesised compounds with
the tyrosinase active site, a molecular docking study was carried out using Molegro
Virtual Docker programme. The X-ray crystal structure of Agaricus bisporus tyrosinase
crystallised with tropolone was obtained from the RCSB Protein Data Bank (2Y9X).
Three-dimensional (3D) structures of tetrazole derivatives were created using
MarvinSketch software. The compounds were transferred to Molegro Virtual Docker.
To examine the interaction details of the molecules, ten docking trials were performed
for each molecule in Discovery Studio 2021 Client. At the end of the study, the fits with

the best scores were selected.
2.3. Prediction of ADME Properties

Absorption, Distribution, Metabolism and Excretion (ADME) properties were evaluated

using the Swis ADME online tool. Predictions were made for the physicochemical

XVi



properties, pharmacokinetics, drug similarities and medicinal chemistry compatibility of
reference molecule tropolon and the two molecules with the highest mushroom
tyrosinase inhibition. Furthermore, molecular docking, BOILED-Egg model and
bioavailability radar for these compounds were analysed for drug similarity and

evaluated as a whole.
2.4. In vitro tyrosinase inhibitory activity

Mushroom tyrosinase enzyme was used for tyrosinase inhibitory activity. For the
enzyme activity assay, 250 mL of reaction medium containing 0,5 mM L-DOPA and
100 mL of different concentrations of compounds in 50 mM phosphate buffer (pH 6,8)
was prepared. The reaction was carried out at 37 °C for a period of 7 min.
Measurements were read on a microtiter reader at 492 nm. Compounds dissolved in
1 mg/mL DMSO were diluted to the appropriate concentration. Measurements were
carried out with controls in reaction medium containing DMSO but not inhibitors. The
inhibitory effects of the compounds on tyrosinase activity were expressed as

concentrations inhibiting half of the enzyme activity (1Cso).
2.5.Cream Formulation Study

In the formulation; Phase A; 80,3% (Pure water, sodium polyacrylate, dicaprylyl
carbonate, polyglyceryl-3 caprate, sodium stearoyl glutamate) and Phase B; 19,7%
(3-(3,4-dichlorophenyl)-2-(1H-tetrazol-5-yl)acrylonitrile (35), glycerin, coco caprylate,
sorbitan caprylate, propanediol, benzoic acid, chamomile oil and essential oil) were
combined at room temperature and mixed until the mixture became homogeneous. The
analyzes of the obtained product were made in accredited laboratories. Microbiological
analysis, antimicrobial protective activity test, physicochemical analysis, and anti-
pigmentation (whitening effect) test were performed in accredited laboratories. Suitable

formulation for the final product was determined.
3. RESULTS AND DISCUSSIONS

The thesis study consists of four stages. In the first step, a computer assisted in silico
molecular docking study was carried out to guide the preliminary synthesis. Thus, both
time and chemicals are saved. The experimental tyrosinase inhibitor tropolone (moldock
score: -47.63) was determined to show a high level of ligand-protein interaction energy
compared to that of 5-substituted-1H-tetrazole derivatives (moldock score: -106,74 to
-77,35) 2-(1H-tetrazol-5-yl)-3-(3,4,5-trimethoxyphenyl)acrylonitrile (20) was calculated
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as the compound showing the highest inhibition with a moldock score of -106,74.
However, the moldock score of 3-(3,4-dichlorophenyl)-2-(1H-tetrazol-5-yl)acrylonitrile

(35), which we used as active ingredient in our studies, was -99,78.

In the second step, 5-substituted-1H-tetrazole derivatives were synthesised by
establishing a new methodology. Aluminium oxy-hydroxide-supported Pd nanoparticles
(Pd/AIO(OH) NPs) was chosen as catalyst and used for the first time for 5-substituted-
1H-tetrazole derivatives. In pre-experiments, optimisation studies were carried out to
determine parameters such as solvent, catalyst amount, reaction temperature. The ideal
amount for catalysis was 30 mg. Ethanol was good for synthesis and isolation. A one-
pot reaction combining aryl aldehyde derivatives with malonononitrile (2), sodium
azide (3) and aluminium oxy-hydroxide supported Pd nanoparticles (Pd/AIO(OH) NPs)
in the same vessel was determined as the ultimate method for 5-substituted-1H-tetrazole
derivatives. The ease of construction without multi-step preparations is one of the main
advantages of this protocol. Aluminium oxy-hydroxide-supported Pd nanoparticles
(Pd/AIO(OH) NPs) have been used for the synthesis of 5-substituted-1H-tetrazole
derivatives for the first time.In addition, BMN derivatives were used to elucidate the
structures of tetrazoles. For this purpose, BMN derivatives were also synthesised under
the influence of Pd/AIO(OH) NPs. While 11 synthesized BMN derivatives were
purified by silica-gel column, 12 5-substituted-1H-tetrazol derivatives were purified by
work up and crystallization processes. The structures of the compounds were
characterised by FT-IR, H/**C-NMR analysis. Melting points of each molecule were
determined.

In the third step, the inhibition of 5-substituted-1H-tetrazole derivatives against
mushroom tyrosinase was investigated in vitro. Compounds exhibiting inhibition in the
range of 1Cso 45,00+3,28 uM to 693,14+40,02 uM were found to show inhibition at
higher values than the reference molecule tropolone (39) with I1Csg 40,00 uM. The
molecule showing the strongest enzyme inhibition was 3-(3,4-dichlorophenyl)-2-(1H-
tetrazol-5-yl)acrylonitrile (35) with an ICso value of 45,004+3,28 pM. The second 3-
(2,5-dihydroxyphenyl)-2-(1H-tetrazol-5-yl)acrylonitrile (11) with an 1Cso value of
99,00+5,71 uM. In silico (molecular docking, BOILED-Egg model and bioavailability
radar) tests were performed for molecules (11), (35) and (39). The parameters of the
molecules such as lipophilicity, size, polarity, solubility, flexibility and saturation were
compared with the reference molecule through bioavailability radar. absorption,
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distribution, metabolism, and excretion (ADME) properties were interpreted to
understand drug similarity. The molecules fulfil all other physicochemical parameters
except saturation as in the reference molecule. The skin permeability of compound (5)
(Log Kp: -6.06 cm/s) was higher than the other two molecules. In this respect,
compound (35) may provide more benefit in skin applications than other compounds.
The molecules fulfil ‘Lipinsky’s Rule of Five’. When in vitro enzyme studies were
compared with in silico studies, it was found that the inhibitory activity ranking of the

molecules did not overlap.

In the last stage, the compound (35) showing the highest inhibition activity against
fungal tyrosinase was determined as the active ingredient and the cream formulation
was developed. In order to prove the effectiveness of the cream, microbiological,
antimicrobial protective activity, physicochemical and anti-pigmentation in vitro
activity tests were carried out in accredited laboratories. With the antimicrobial
protective efficacy test, it was concluded that the product’s ability to resist
contamination from external or internal contamination during use was at the appropriate
desired level. With the anti-pigmentation in vitro product test, a dose-dependent
inhibition of melanin synthesis was observed in the human epidermal melanocyte cell

line at the end of 48 hours. The cream proved to be anti-pigmentation.
4. CONCLUSION AND OUTLOOK

5-substituted-1H-tetrazole  derivatives  were  synthesized with  Pd/AIO(OH)
nanoparticles. Twelve different tetrazole derivatives were obtained by this method
under mild conditions. The effect of these derivatives against tyrosinase enzyme was
investigated and the results obtained were compared with the reference compound
(tropolone). In the studies, all the synthesized tetrazole derivatives were found to inhibit
tyrosinase enzyme. Especially two compounds, (11) and (35), showed very strong
inhibition of the enzyme. In addition, the cream formulation was prepared by selecting
compound (35) as the active ingredient with the highest inhibition activity. Tests
performed to determine the final cream formulation proved the anti-pigmentation

activity of the formulation. This also supports the in vitro enzyme study.
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1. GIRIS

Iklim kosullarindaki degisiklikler yer kiireye ulasan ultraviyole (UV) radyasyon
miktarinin son elli yilda 6nemli 6l¢iide artmasina neden olmustur. Dolayisiyla cilt
eskisinden daha ¢ok g¢evresel ve kimyasal etkilere maruz kalmaktadir. Tiim bu etkiler
cilt problemlerini, hatta cilt kanseri olusumunu tetiklemektedir. Cogu cilt sorunu
6limciil olmasa da estetik kaygilar nedeniyle kisileri psikolojik olarak etkilemektedir.
Melanin cildin rengini belirler. Ayrica melaninin, cildi ultraviyole (UV) radyasyonunun,
oksidatif stresin, toksik ilaglarin vb. yan etkilerinden bir kalkan gibi korudugu
bilinmektedir. Melanin {iretimini katalize eden anahtar hiz sinirlayict enzim tirozinaz
enzimidir. Cilt uzun sure kontrolsiiz bir sekilde UV gibi etkilere maruz kaldiginda ciltte
gerektiginden fazla melanin birikir. Bu asir1 pigmentasyonu azaltmak tirozinaz
seviyelerini diizenleyen molekiiler yolaklardaki hedef alanlara etki eden molekiilleri
gelistirmek kozmetik sorunlarin ve hastaliklarin tedavisinde kritik rol oynar [1]. Bu
baglamda melanin iiretimini segici ve etkili bir sekilde engelleyebilen tirozinaz
inhibitorleri olarak tasarlanan maddeler umut verici bir hedef olarak, kozmetikte leke
Onleyici ve cilt beyazlatma maddeleri olarak kullanilabilir [2], [3]. Bu maddelerden en
bilinenleri hidrokinon, kojik asit, a-arbutindir. Bunlar hiperpigmentasyonu, tedavi
etmek icin tibbi olarak kullanilmakla birlikte, ciltte lekeleri dnlemek ve ton esitlemek
amaciyla kozmetik formiillerde sik¢a tercih edilmektedir. Hidrokinon, tropolon,
deoksiarbutin, resorsinol, vanilin ve bunlarin tlirevleri gibi basit fenoller tirozinazin
olas1 inhibitorleri olarak bilimsel literatiirde rapor edilmistir [4]. Hidrokinon, kojik asit
ve arbutin vb. gibi organik molekiiller tirozinaz inhibitor etkisi gostermektedir. Bu
molekiiller cilt hastaliklarinin tedavisinde yaygin olarak kullanilmalarma ragmen
yapilan arastirmalarla 6zellikle hidrokinononun insan saghigi i¢in ¢esitli tehlikeleri
icerdigi tespit edilmis ve birgok iilkede formiilasyonlarda kullanilmasi yasaklanmistir
[2]. Ayrica rhododenol gibi bazi tirozinaz inhibitorlerinin melanositlere sitotoksik
oldugu ve vitiligoya yol a¢tig1 rapor edilmistir [5]. Bu nedenle melanojenez inhibisyonu
i¢cin kozmetik endiistrisi toksik olmayan yeni reaktifler gelistirmeye isteklidir. Bu ve
bunun gibi endiselerden dolayr melanojenez inhibisyonu i¢in kozmetik endiistrisi

alternatif molekiillerin sentezlenmesini olduk¢a 6nemsemektedir.



Deri pigmentasyonu (ten rengi) melaninler tarafindan belirlenir. Melaninler, cildin
ultraviyole 1sinlar gibi giines kaynakli hasarina karsi dogal korumasidir. Ancak ciltte
asirt melanin birikmesi, cilt problemleri olarak kabul edilen hiperpigmentasyona, cillere
ve yaslanma belirtilerine yol agar [1]. Melanin biyosentezi tirozinaz enzimi tarafindan
kontrol edilir. Melanin biyosentezi hem tirozinaz enzimini hem de tirozinaza bagh
proteinleri (TYRP-1 ve TYRP-2) iceren karmasik enzimatik reaksiyonlar biitiiniidiir.
Ayrica tirozinaz enzimi bir metalloenzim olup, aktif merkezinde {i¢ farkli amino aside
koordine edilmis iki farkli, tip 3 bakir merkezi vardir. Bu merkez antiferromagnetik
olarak baglanan bakir iyonlarindan ibarettir. Tirozinaz enzimi g¢alisirken bakir1 da
kullanmakta ve bir ligand gibi davranabilen bilesiklerle etkilesime girebilmektedir. Yani
tirozinaz aktif bolgedeki bakir iyonlarini selatlama yaparak tirozinaz aktivitesini inhibe
edebilir. Bunlardan biri de kojik asittir. Kojik asit bakir iyonlarmi selatlayarak

tirozinazin inhibisyonuna neden olur [3], [6].

1.1. 5-SUBSTITUE-1H-TETRAZOL TUREVLERI

Tetrazoller art arda baglanmis dort azot atomunun bes tiyeli heterosiklik halkay1 bir
karbon ve bir hidrojen atomuyla tamamlayarak olusturdugu bir yapidir. Nitrojen, karbon
ve hidrojen atomundan olusan bes iiyeli heterosiklik halkada siibstitiie karbona komsu
azotta serbest bir N-H bag1 bulunuyorsa bilesik bir 5-siibstitiie-1H-tetrazol tiirevi olarak
adlandirilir (Sekil 2.1).

Sekil 2.1. 5-siibstitiie-1H-tetrazoliin genel gosterimi.

Tetrazol tiirevleri, tarimda bitki biiyime diizenleyileri olarak, bitki koruma igin
herbisitler ve mantar Oldiiriiciiler olarak kullanilir. Tetrazollerin diger O6nemli
uygulamalari, malzeme biliminde, koordinasyon kimyasinda ve bir dizi sentetik
doniistimde ara iirlin olarak bulunabilir [7], [8]. Heterosiklik halkada art arda baglanmis
dort elektronegatif nitrojen atomuna sayesinde yiik halka etrafinda yer degistirerek
(delokalizasyon) biiyiik bir kimyasal enerji stogunun birikmesine neden olur. Halkadaki

bu enerji birikimi otomobil endiistrisinde hava yastiklar i¢in gaz iireteci, patlayicilar,
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fiizeler igin itici bilesenlerin olugmasini tetikler. Ayrica tetrazoller fotografik
emiilsiyonlarda fotostabilizator olarak malzeme bilimin 6nemli uygulamalari mevcuttur.
Tetrazol halkasinda koordinasyon baglarin1 olusturabilen dort nitrojen atomunun varligi
nedeniyle, tetrazollerin ligand olarak kullanilmasi, ¢esitli metal komplekslerinin elde
edilmesini saglar. Bu yetenek, agir metal iyonlarinin sivilardan uzaklastirilmasi ve
korozyona karsi metal korumasi i¢in formiile edilmis kimyasal sistemlerde basariyla

kullanilmaktadir [4].

Tetrazol fragmanlarimi igeren bilesiklerin 6nemli iki 6zelligi bilinmektedir. Bunlar
biyoizosterik ve farmakoforlar 6zelliklerdir. Tetrazol fragmanlar karboksilik grubunun
islevselligi ile karsilastirildiginda biyoizosterik 6zellik gostermesi nedeniyle metabolik
olarak kararli bir alternatiftir (Sekil 2.2.a). Bir ilag olan Tomelukast, karboksilik
izosterisiden 30 kat daha aktiftir ve biiyiime hormonu Leukotriene D4 (LTD4)’iin
sisteinilglisin ucunu taklit ederek LTD4 aktif bolgesiyle daha kolay etkilesime girer. Bu
da hem bioizosterik hem de farmakofor ozelliklerin gosterildigi calismalardan biri

olarak literatiirde mevcuttur (Sekil 2.2.b) [9].
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Sekil 2.2. a) Karboksilik asitin ve Tetrazoliin biyoizosterik gosterimi. b) Bir ilag olan

Tomelukast’in bioizosterik ve farmakofor 6zelliklerin gosterimi.

Tetrazol fragmani ile modifiye edilmis molekiiller, biyolojik doniisiimlerde metabolik
bozunmaya ve kimyasal oksidanlara karst direnclidir. Bu nedenle tetrazoller,
karboksilik asitlere kiyasla biyoyararliligi ve lipofilisiteyi artirarak ilaglarin yan
etkilerini azaltma egilimindedir [10]. Bu dogrultuda tasarlanan ilaglarin emilim,

dagilim, metabolizma ve atilim gibi fizikokimyasal ozelliklerinden dolay1 kimya,



farmasotik ve ilag tasariminda onemi artmakta tipta ilag sentezinde kullanim alani her
gecen giin genislemektedir. FDA (Food and Drug Administration) tarafindan onaylanan
birgok ilacin yapisinda da tetrazol pargalarini bulununmaktadir [9], [11]-[13]. Bir
anjiyotensin II reseptor antagonisti olan antihipertansif sartan ailesine ait Losartan ve
onun yapisal tiirevleri (Valsartan, candesartan vb.) en bilinen ilag 6rnekleridir (Sekil
2.3) [9]. Bunun yan sira deneysel ilaglar, ilag adaylari ve 6n ilag drnekleri de literatiirde
mevcuttur. Ayrica tetrazol ve tiirevlerinin antimikrobiyal, antialerjik, sitostatik,
nootropik, analjezik, antifungal [14], [15], antiinflamatuar [16], antibakteriyel [17],
antiviral [18], potansiyel anti-HIV ila¢ adaylar1 [19], [20], anti-malarial [21], antikanser
[22] antitumor [23] ve ¢ok islevli ilag tasiyict ajanlar [24] ve diger biyolojik aktivitelere
sahip oldugu rapor edilmistir (Sekil 2.3) [11], [25].
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Sekil 2.3. Tetrazol parcalarini igeren FDA onayli ve bazi deneysel ilaglar.



Tetrazol grubunun reseptorlerle uyumlulugu ve etkilesimi lizerine yeni inhibitorlerin
yapt bazli tasarimina iligkin g¢aligmalar son zamanlarda sentetik yaklasimlara 11k
tutmustur. Tetrazol parcgasi iceren molekiiller, siklooksijenaz inhibitdrleri olarak anti-
kanser ajanlar1 olarak degerlendirilmistir [26]. Bir ksantin oksidorediiktaz (XOR)
inhibitorii olarak hiperiiriseminin tedavisin i¢in bildirilmistir. o-amilaz ve enzimatik
olmayan glikasyonun inhibitorleri diyabetin tedavisine yonelik ila¢ adayi olarak
tasarlanmustir (Sekil 2.4) [27], [28]. Korozyon inhibitorii olarak da ticari {irlinlerde

piyasada bulunmaktadir.
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Sekil 2.4. Tetrazol pargalar1 i¢eren bazi inhibitorlerin molekiil yapilari.

Malzeme biliminin, otomobil endiistrisindeki hava yastiklart igin gaz jeneratori [29],
savunma endiistrisindeki modern patlayicilar[30], roketler igin itici bilesenler [31],
fotografcilikta fotostabilizator [32] ve glimiis halojeniir fotografik emiilsiyonlar igin etkili

ajanlar olarak ¢ok gesitli onemli uygulamalari vardir (Sekil 2.5) [33].
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Sekil 2.5. Tetrazollerin diger uygulamalarina dair molekiil yapilari.
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Tetrazol igeren tiirevlerin sentezi igin gesitli yontemler onerilmistir. ilk tetrazol 1885
yilinda Isvecli Kimyager JA. Bladin tarafindan disiyanofenilhidrazin ve nitrdz asit
reaksiyonundan sentezlendi [34], [35]. Daha sonra nitr6z asitin yerini sodyum azit
(NaN3) aldi. Sodyum azit kullanilarak yapilan ilk 6rnek Finnegan ve arkadaslari
tarafindan hazirlanmis olup 5-fenil-1-(agil)-1,2,3,4-tetrazolleridir. Zaman iginde bu ve
bunun gibi farkli protokoller denendi. Fakat bu yontemler yavas ve diisiik verimle
gerceklesmektedir. Ayrica, protokollerin birgogunda toksik metallerin, giiclii lewis
asitlerinin ve pahali reaktiflerin kullanilmasi, distik {iriin verimi, uzun reaksiyon
stireleri, sert reaksiyon kosullari, toksik ve patlayici olan hidrazoik asidin (HN3) varligi
gibi bazi dezavantajlari vardi [36]. Genel olarak reaksiyon geri sogutucu altinda yiiksek
sicaklikta gerceklestirilmektedir, bu amag i¢in kullanilan ¢dziiciiniin yiiksek sicakliga
dayanabilen yiiksek kaynama noktasina sahip olmasi gerekir. Yontemlerin ¢ogunda
bulunan dezavantajlarin varligi nedeniyle daha yararli, giivenli tekniklerin
gelistirilmesine hala ihtiya¢ duyulmaktadir. Kisa siirelerde, cevreci bir yaklasimla
ekonomik proseslerin gelistirilmesi sentezlenen maddelerin {iriine doniistiiriilmesi
acisindan oldukca onemlidir [36], [37].Ozellikle sentezlerde Dimetilformamid (DMF)
ve Dimetil siilfoksit (DMSO) gibi dipolar aprotik organik ¢oziiciiler kullanilirken yeni
yontemlerle daha 1liman kosullarda sentezler gerceklestirilmektedir. Mikrodalga

sistemler kullanarak ya da ¢oziicii olarak magnetize su kullanilarak reaksiyon siireleri

kayde deger bir sekilde kisaltilmistir [38], [39].

S-siibstitlie-1H-tetrazol tiirevleri i¢in de literatiirde cesitli yontemler Onerilmistir.
S-siibstitiie-1H-tetrazol tiirevlerinin hazirlanmasina yonelik geleneksel yontem, bir
organonitril ve bir azit tuzunun [2+3] halka katilmasidir (Sekil 2.6). Ilk bilesen olan
nitrilin iki atomuyla, ikinci bilesen olan azidin ii¢ atomu reaksiyona girerek tetrazol
halkas1 olugsmaktadir. Boylece 5-siibstitiie-1H-tetrazol dogrudan sentezlenebilir. Diger
bir yontem de 2012°de Tisseh ve calisma arkadaslar tarafindan gelistirilen, cok
bilesenli (multi-component) bir domino Knoevenagel kondenzasyonu ve 1,3-dipolar
halka katilmasi reaksiyonlarini igeren ¢ok asamali sentezin one-pot (tek-kap ya da tek
adimlt) prosesidir. Boylece bu proses reaksiyon siiresini azaltir, ¢ok adimli reaksiyonlari
ve bunlarin saflastirma adimlarini en aza indirir ve karmasik iiriin izolasyonu olmadan

5-substitute 1H-tetrazolleri elde edilir [36].
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Sekil 2.6. 5-siibstitiie-1H-tetrazol i¢in genel reaksiyon.

Ayrica pek ¢ok teknikte oldugu gibi siklizasyon reaksiyonlarinda da katalizér 6nemli bir
rol oynar. 5-siibstitiie-1H-tetrazollerin sentezi i¢in kullanilan ilk katalizérler homojen
katalizorlerdir. Homojen katalizorler sikici ayirma prosediirleri, zayif geri kazanim ve
geri doniistiiriilebilirlik gibi dezavantajlara sahiptir. Bu zorluklarin iistesinden gelmek
icin heterojen katalizorler gelistirilmistir. Buna ragmen reaksiyonlarin ¢ogunda sert

kosullar geregi uzun reaksiyon siiresine ihtiya¢ duyuldugu goriilmektedir.

Literatiirde  5-substitute-1H-tetrazol tiirevlerinin sentezi ig¢in ¢esitli yontemler
onerilmistir. Cizelge 1.1°de ise malononitril (MN), sodyum azid (NaNs) ve ¢esitli
aromatik aldehitlerden tiirevlendirilen 5-substitute-1H-tetrazollerine ait bir model

reaksiyon verileri gosterilmektedir.

Cizelge 1.1. Benzaldehitten 5-siibstitiie-1H-tetrazolleri i¢in model bir reaksiyon ve
literatiir caligmalart.

HN-N
(I) NC NN
©)+ NC O CN + NaN, _ Kawalizor | S
¢coziicii F/ —
Giris  Aldehit MN BMN NaNs Katalizor Coziicii Siire Verim Sicaklik Ref.
(mmol) (mmol)  (mmol) (mmol) (dk) 06) OC
1 - - 1 15 Cu-MOF PEG 20 90 110 [5]
2 1 1 - 15 FesOs@BNPs- Coziiciisiiz 55 96 70
CPTMS [34]
-Chitosan-Pd(0)
3 1 1 - 1,5 BNPs@SiO2- Coziiciisiiz 55 96 70 [37]
TPPTSA
4 1 1 - 1,0 Nano-Fe3O4 Coziciisiiz 35 92 250 W [38]
5 1 1 - 1,0  Magnetize su H20- 15 96 40
Magnetize (3]




Cizelge 1.1. (Devami)Benzaldehitten 5-siibstitiie-1H-tetrazolleri i¢in model bir
reaksiyon ve literatiir calismalari.

Giris  Aldehit MN BMN NaNs Katalizor Coziicii Siire  Verim Sicakhk Ref.
0, oy
(mmol) (mmol)  (mmol) (mmol) (dk) 06) ¢
6 1 1 - 1,2 Nano-NiO DMF 360 90 70 [40]
7 1 1,1 - 1,2 Nano-ZrP207 DMF 40 93 70
[41]
NPs
8 1 1,1 - 1,2 Nano-Fe304 / EtOH 300 92 80 [42]
Cu(Il@MNP
9 1 1,1 - 1,2 - EtOH 120 70 [43]
10 1 1 - 1,5 Nano-Fe304- Coziiclisiz 150 90 80 [44]
CNT-SOsH
11 1 1 - 2,0 FesO:@fibroin- Coziiclisiiz 40 89 100 [45]
SOsH
12 1 1 - 2,0 - H20 * 81 50 [46]
13 1 1 - 2,0  Inmetali MeOH- 20 60 50 [47]
THF
14 1 1 - 2,0 Mg metali MeOH- 3 69 50 [47]
THF
15 1 1 - 2,0 Zn metali AcOH- 150 64 50 [47]
THF
16 - - 2 1,4 Ni- PEG-400 * 80 120
SMTU@bohmit [48]
*~24 saat

5-substitute 1H-tetrazollerin geleneksel sentezi, nitrillerin azidlere [2+3] halka katilmasi
ile gerceklestirilmektedir (Cizelge 1.1). Bunun yami sira ¢ok bilesenli (multi-
component) domino Knoevenagel kondenzasyonu ile 1,3-dipolar halka katilmasi teknigi

de literatiirdeki diger sentez yontemidir (Cizelge 1.1, Giris 2-15).

Reaksiyonlarin geneline bakildiginda c¢ogu benzaldehit, MN ve NaNs ii¢ bilesenli

reaksiyonu one pot yontemle sentezlenmistir.

S5-siibstitiie-1H-tetrazollerin bu prosesleri i¢in ¢esitli katalizérler ve farkli ¢oziicli
sistemleri Onerilmistir. Bu tiir sentezlerde homojen veya heterojen katalizorler

kullanilmaktadir [34], [49], [50].

Heterojen katalizorler minimum miktarda bile yeterli performans1 gosterir, santrifiijleme
gibi basit yontemlerle geri kazanilabilir, tekrar kullanilabilir olmasi nedeniyle geri
dontisimii  destekleyen malzemelerdir. Ayrica farkli cevresel kosullar altinda
kararliliklarin1 korurlar. Ancak, ylizey alanlart smmirhidir ve katalitik aktiviteleri ve
secicilikleri diistiktiir. Partikiil boyutunu azaltarak aktif yiizey alan1 genisletilerek bu

sorunun istesinden gelinmistir.



Katalizoriin yan1 sira sentezler, farkli ¢oziicii sistemlerinde (magnetize su, su, metanol,
etanol, DMF, PEG, Iyonik sivilar gibi) ya da ¢dziiciisiiz sistemlerde gergeklestirilmistir.
Ayrica sentezler ultrasonikasyon, mikrodalga gibi g¢esitli ¢evre kosullarinda da
yuriitiilmistir. Cizelge 1.1, Giris 5’teki magnetik su 6rnegi de reaksiyon sisteminde
hem katalizor hem de ¢oziicii gorevi gormiis oldukca ilging denemelerden biridir.
Cizelge 1.1’de Giris 1, 5-9, 12-16’da c¢oziiclili ve Giris 2-4, 10, 11°de ¢oziiciisiiz
yontemlerle yapilmis denemelerdendir. Reaksiyon verimlerinin oldukga yiiksek oldugu

Cizelge 1.1°de goriilmektedir.

Literatiirden alinan ve Cizelge 1.1°de sunulan 6rneklerde reaksiyon siirelerini kisaltmak
ve sicakligr diisiirmek amaciyla ¢ok ¢esitli katalizorler kullanilmasinin yani sira son
zamanlarda Ozellikle nano bazli katalizorler dikkat ¢ekmektedir. Nano-Cu-MOF [5],
nano-FesOs [38], nano-NiO [40], nano-ZrP,O7 [41] gibi nanopargagik temelli
katalizorlere 6rneklerdir (Cizelge 1.1, Giris 1, 4, 6, 7). Fe3O4@BNPs-CPTMS-Chitosan-
Pd(0) [34], BNPs@SiO2-TPPTSA [37], Ni-SMTU@boehmite [48] katalizorler bohmit
nanopargaciklar (BNP’ler) ile, FesOs-CNT-SOsH [44] Kkatalizor manyetik karbon
nanotlip ile FesOs@ fibroin-SOsH [45] katalizér manyetik nano-biyokompozit ile
modifiye edilmis farkli malzeme igeriklerine sahip katalizorler de rapor edilmistir

(Cizelge 1.1, Giris 2, 3, 16).
Tetrazollerin sentez yontemlerine dair ¢alismalar sdyle siralanabilir:

Behrang Salahshournia ve arkadaslarinin ¢alismasinda ¢evre dostu olan nitelendirdikleri
PEG ortaminda ¢esitli nitrillerin ve sodyum azidin [3+2] halka katilma reaksiyonu
yoluyla 5-substitute-1H-tetrazollerin hazirlanmasi i¢in geri doniistiiriilebilir bir nano-
katalizor olan Cu-MOF kullanarak %90’a varan verimlerle yaklagik 20 dk’da elde
edilmislerdir (Cizelge 1.1, Giris 1) [5].

Minoo Khodamorady ve Kiumars Bahrami 2019’da ilk kez bir manyetik boehmit
nanopargacik (MBNPs) tabanli (Fe3Os@BNPs-CPTMSChitosan-Pd(0)) katalizoriinii
kullanarak 100°C’de ¢oziiciisiiz kosullar altinda NaNs, malononitril ve ¢esitli aromatik
aldehitlerden karisimi ile % 97 verimle 5-substitute-1H-tetrazolleri sentezlenmislerdir
(Cizelge 1.1, Giris 2) [34].

Minoo Khodamorady ve arkadaslar1 yaptigi c¢alismada ise bir nanokatalizor
BNPs@SiO,—-TPPTSA varliginda, benzaldehit, sodyum azit, malononitrilin one pot

reaksiyonu sonucunda 5-siibstitiie-1H-tetrazolleri  (2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril



sentezi) % 96’ya varan verimle 100 °C’de 55dk’da solventsiz kosullarda homoselektif

olarak sentezlemeyi basarmislardir (Cizelge 1.1, Giris 3) [37].

Mohammad Bakherad ve arkadaslarinin 5- siibstitue 1H- tetrazolleri sentezi i¢in suyu
manyetize ederek hem ¢6ziicti hem de katalizor olarak kullanmay1 6nerdikleri (one pot)
tic bilesenli sentez literatiirdeki diger sentez yontemlerine gore oldukca ilgi cekicidir.
Bu yontemle, benzaldehit, malononitril ve sodyum azidin ii¢ bilesenli reaksiyonunu
farkli siirelerde manyetize olmus su kullanarak 40 °C’de 15 dakikada %96 verimlere
kadar elde edilmistir. Boylece yeni, verimli, katalizorsiiz, ¢evreci ve uygun bir yontem

literatiire kazandirilmistir. (Cizelge 1.1, Giris 5) [39].

Xiaofeng Yuan ve arkadaslari Nano-Fe3O4/Cu(Il)@MNP araciligi ile, ¢oziicii olarak
kullandiklar1 EtOH (10 mL) igerisine aldehit (I mmol), malononitril (1,1 mmol),
sodyum azit (1,2 mmol) ve optimizasyonunu 80 °C’de gerceklestirdikleri sentez ile
5-substitute-1H-tetrazollerini elde etmislerdir (Cizelge 1.1, Giris 8) [42].

Ahmad Nouri Parouch ve arkadaglar tarafindan yapilan ¢aligmada ise ilk kez fibroin
tabanli manyetik 6zellik gosteren ve reaksiyon sonrasinda miknatisla ayrilabilen bir
biyo-nanokatalizor olarak elde edilen FesOs @fibroin-SOsH, aril aldehit, malononitril
ve sodyum azit iceren solvent karisimina dahil edilip 100 °C’de 40 dk karistirilarak
tetrazol tiirevleri %89 verimle elde edilmistir. Ayrica c¢alisma grubu aril halkasi
tizerindeki elektron saglayan ve c¢eken siibstitliient pozisyonlarinin, reaksiyon verim ve

stirelerine etki etmedigi sonucuna varmiglardir (Cizelge 1.1, Giris 11) [45].

Cherif Behlou ve arkadaslar1 In, Mg veya Zn metal iyonlarini kullanarak ii¢ farkli metot
ile 1H tetrazol tiirevlerini sentezlemeyi amacladilar. Karbonil bilesigi, malononitril ve
sodyum azid ve metal iyonlarmin dahil edildigi reaksiyonlar1 50 °C’de su iginde %50-

69 verimle gergeklestirmislerdir (Cizelge 1.1, Giris 13-15) [47].

1.2. KOZMETIKTE TETRAZOL TUREVLERI

Giliniimiizde kozmetik sektoriinde kullanilan bir¢ok {iiriinde azot bazli bilesikler
kullanilmaktadir. Azoller, ¢oziiniirliigli ve bimolekiiler hedeflere baglanma afinitesini
artirabilen hidrojen bag1 ve dipol etkilesimi gibi ¢esitli kovalent olmayan etkilesimler
uygulayabilir ve bu da onlar1 yararli farmakoforlar haline getirir [51]. Ayrica imidazol,
benzimidazol, diazol, triazol ve tiirevlerini igceren heterosiklik bilesikler giines

kremlerinde UV filtre olarak kozmetik amach kullanilmaktadirlar. Bu bilesikler
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fotostabildir (Sekil 2.7) [52]. Tetrazoller de azot bakimindan zengin biyogiivenlik

agisindan klinik ¢alismalara konu olmus ve ilag olarak da kullanilmaktadir.

(6]
jop, o ®
NI SN NJQN NI SN
P I P
HN” N7 NH HN N/)\NH O N O
o; io oi Eo/\(\/\ o; io oi Eo
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o, / S ©
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Bemotrizinol Bisdisulizol disodyum Benzotriazol  Hidroksifeniltriazin
ailesi ailesi

Sekil 2.7. Diinya ¢apinda gilines kremlerinde kullanilan azot katkili kimyasal UV
filtreler.

Tetrazol bilesiklerinin keratin liflerinin 6zellikle insan sag1 {izerinde kullanima yonelik
renklendirici ve agartici maddelere dahil edilebilecegi ve bu maddelerin performansinda
bir artisa yol agabilecegi bulunmus ve Alman Patent Ofisi tarafindan patentlenmistir.
Tetrazol(ler) bu igerikler de kullanim amacina bagl olarak agirlikca %0,1 ila 12,5 gibi

dar kantitatif araliklarda kullanilir.

Geleneksel sa¢ boyalar1 genellikle en az bir gelistirici ve en az bir baglayict maddeden
olusur ve ayrica pigmentler de igerebilir. Bugiin geleneksel sa¢ boyalarinda bulunan
renklendirici ve/veya agartma maddeleri optimal olarak kabul edilebilir durumda
degildir. Ayrica bu irlinlerin hem {iiretiminde hem de islenmesinde hala birtakim
dezavantajlar ve problemler mevcuttur. Bu igerikler, temel bir bilesen olarak en az bir

tetrazol ve/veya tetrazol tiirevi igerir. I nolu molekiil ile II nolu molekiil birbirinin
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tautomeridir ve birbirlerine doniisebilir. Ayrica III nolu molekiildeki 5 numarali
karbonda bulunan farkli fonksiyonel gruplar araciligi ile farkli kimyasal ozellik

gostermektedirler.

N

Risy-N . _N

-\ N= ,
)N\ N N=-R; X o

=N N Rr\—

RJ R; R,

1

w

Sekil 2.8. Keratin liflerini boyamak ve/veya agartmak igin tercih edilen tetrazollerin

genel gosterimi.

Tetrazol pargasi igeren 2-(tetrazol-54-il)-benzoksazol tiirevleri de agirlik¢a %0,01-10
(0,1-5) konsantrasyonda, kozmetik bilesenlerde, giinesten koruyucu (maksimum
emilimi, 280 ila 320 nm ultraviyole araliginda) ve giines yanigini 6nleyici bilesenlerde,
sulu emiilsiyonlar, macunlar ve cilt losyonlarinda antiinflamatuar maddeler olarak

kullanilabilecegine dair bilgiler patent igeriklerinde mevcuttur [53], [54].

1.3. TIROZINAZ ENZIM ETKINLIiGi

Degisen iklim, ¢evre kosullari, UV radyasyon, hormonel faktorler, kozmetikler ve
ilaglara bagh yan etkiler, modern hayatin getirdigi estetik kaygilar gibi nedenlere baglh
olarak cilt sorunlarindan muzdarip olan kisiler bu sorunlar1 hafifletmek ya da ortadan
kaldirmak amaciyla son yillarda tip ve kozmetik alaninda cilt beyazlatici ve leke
onleyici ajanlara ilgi gostermektedir. Oyle ki Global Industry Analysts, Inc. tarafindan
hazirlanan bir rapora gore, kiiresel cilt beyazlatma pazarmin 2030 yilina kadar 15,7

milyar dolara ulasacagi tahmin edilmektedir [55].

Melanin, memelilerde, deride, gozlerde, i¢ kulakta ve sagta bulunur. Pigmentasyonunda
anahtar rol oynar. Melanin, UV radyasyon, oksidatif stres, toksik ilaglar vb. yan etkilere
kars1 adeta dogal bir koruma kalkani olusturur. Melanin sentezi melanositlerin igindeki
melanozom organellerinde gergeklesir. Melanin biyosentezinin anahtar hiz siirlayict
katalitik adim1 Tirozinaz enzimi tarafindan kontrol edilir. Tirozinaz (EC 1.14.18.1),
L-tirozin ve 3,4-dihidroksi-L-fenilalanin  (L-DOPA) dopakinona  doniistiiren
monofenolaz ve difenolaz reaksiyonlarini katalize eder. Monofenolaz fazinda hTYR,

L-tirozini dopakinona oksitlerken, L-tirozini da L-DOPA’ya hidroksile eder, difenolaz
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fazinda ise L-DOPA’nin dopakinona oksidasyonunu katalize eder [56]. Bundan sonra
reaksiyon, farkli formlara doniisen iki tiir melanin sentezlerine dogru dallanir. Bunlar,
kahverengimsi-siyah ¢oziinmeyen pigment eumelanin; kirmizimsi-sar1 ¢oziiniir polimer
yapil1 pigment feomelanindir. Farkli tiirlerde karmasik enzimatik reaksiyonlari i¢eren bu

stireg Sekil 2.9 ile gorsellestirilmektedir [3].
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Sekil 2.9. Melanin biyosentezinin sematik gosterimi.

Bu siirecin diizenlenmesinde ii¢ enzim kritik rol oynar. Insan tirozinazi (hTYR),
tirozinazla iligkili protein-1 (TYRP-1) ve tirozinazla iliskili protein-2 (TYRP-2). hTYR
biniikleer bakir merkezi igerirken, TYRP-1 ve TYRP-2 biniikleer ¢inko merkezi tasir.
Ayrica melanogenez, melanositlerdeki MAPK, MC1R/a, PI3K/Akt, Wnt/b-katenin ve
nitrik oksittin dahil oldugu sinyal mekanizmalar1 tarafindan diizenlenir [57]. Sinyal
yollarinin bozulmasiyla birlikte tirozinazin anormal ekspresyonu veya aktivasyonu séz
konusu olabilir. Tirozinaz ve iliskili enzimlerin ekspresyonunu azalirsa albinizm,

vitiligo, kloazama ve melazma hastaliklariyla iliskilendirilirken; tirozinaz ekspresyonu
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anormal derecede yiikselirse malign melanomayla, ¢il, kahverengi lekeler, yashlik
lekelerine  neden olan hiperpigmentasyonla ile iliskilendirilmektedir  [2].
Hiperpigmentasyon Oliimciill olmasa da yasam kalitesini biiyiik Olgiide etkileyerek
kisilerin psikolojisini olumsuz yo6nde etkileyebilmektedir [3]. Ayrica literatiirde,
melanin birikiminin alzheimer ve parkinson hastaliklariyla iligkilendirildigi ¢aligmalar

mevcuttur [4].

Tip 3 bakir iceren bir metalloenzim olan tirozinaz enzimi, aktivitesinde bakir1 kofaktor

olarak kullanir (Sekil 2.10) [13], [58]-[60].
szez

His296
@

P His263

His259

Sekil 2.10. Mantar (Agaricus bisporus) tirozinazin ¢ift ¢ekirdekli bakir baglama

bdlgesinin geometrisi [60].

Melanin biyosentezinde tirozinin melanine iki asamali doniisiime izin verir. Enzimin
katalize ettigi reaksiyonlar ile tirozin L-DOPA ve dopakinona doniisiir. Dopakinon da
melanin pigmentini iireterek polimerlesir. Bu siliregte hiz belirleyen anahtar enzim
tirozinaz ile inhibitér madde kenetlenerek melanin {retimini azaltir (Sekil 2.11).
Tirozinaz inhibitorleri, enzim substrat etkilesimini inhibe eden tirozinaz enziminde
bulunan bakir metal iyonu ile selatlama yaparak veya melanin olusumu siirecinde yer
alan oksidasyon siirecini engelleyerek islev goriir [61]. Bdylece tirozinaz inhibitorleri
asirt melanin olusumunu etkili bir sekilde inhibe edebilir. Ayrica tirozinaz inhibitorleri,
meyve ve sebzelerin enzimatik esmerlesmesini Onlemek amaciyla gida koruyucu

maddeler olarak ve kozmetikte beyazlatict maddeler olarak kullanilabilir [3].
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Sekil 2.11. Melanin sentezinde tirozinaz enzimi ve inhibitdrlerinin ¢alisma prensibi.

Cok sayida tirozinaz inhibitorii dogal ve sentetik olarak bulunmus ve rapor edilmistir.
Hidrokinon, o-arbutin, kojik asit, retinoid, azelaik asit, resveratrol, kaftarik asit,
krizosplenetin ve feniletil resorsinol vb. maddeler tirozinaz inhibitorleri olarak

tamimlanmustir (Sekil 2.12).

OH
@ HO/O/O% © N HO
AL
H uls OH o = OH

Hidrokuinon Arbutin Kojik asit
OH
POV
HOOC\/\/\/\/COOH
OH
Azelaik asit Resveratrol

Sekil 2.12. Bazi tirozinaz inhibitdrlerinin kimyasal yapilari.

Hiperpigmentasyonu tedavi etmek i¢in en sik kullanilan ila¢ olan hidrokinon Amerika
Birlesik Devletleri’'nde, tirozinaz aktivitesini inhibe eden tirozinaz igin bir
psodosubstrattir [3]. Kozmetikte giines kremlerinde ve bazi krem formiilasyonlarda leke
Onleyici olarak kullanilmaktadir. Kojik asit ve arbutin gibi molekiiller de tirozinaz
inhibitor olarak bilinen, cilt hastaliklarinin tedavisinde yaygin olarak kullanilmis fakat
son arastirmalara dayali olarak insan sagligi i¢in cesitli tehlikeler igerdigi bulunmustur
[2]. Resveratrol de iyi bilinen tirozinaz inhibitdrlerindendir. Fakat kimyasal kararsizligi

ve diisiik ¢ozliniirligii nedeniyle kozmetikte yaygin olarak kullanilamaz [3].

Literatiirde dogal ve sentetik birgok maddenin anti-melanojenik ve anti-tirozinaz
aktivite ¢alismalar1 sinirh sayida in vitro nispeten fazla in siliko olarak olasi yapilari
molekiiler modelleme ¢aligmalar1 ile tahmin edilmeye calisilmistir. Bunlardan biri de

tetrazol tiirevi bilesiklerdir. Literatiire kazandirilmis pek c¢ok tetrazol tiirevi mevcuttur
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fakat olasi tirozinaz aktivitesi nedeniyle bu ¢alismada 5-siibstitiie-1H-tetrazol tiirevler
tizerine odaklandik. Tetrazol halkasinda koordinasyon baglarmni olusturabilen dort
nitrojen atomunun varhig1 ayrica, tetrazollerin ligand olarak kullanilmasi, c¢esitli metal
komplekslerinin elde edilmesini saglar. Selatlama yetene§i onlara metalloenzimler ile
koordine olarak enzimin etkinligini azaltan yonde inhibisyona neden olabilen etkiler
gdstermesine neden olabilmektedir. Ornegin kozmetiklerde en bilinen leke dnleyici ajan
olarak kullanilan kojik asit, tirozinazin aktif bolgesinde bakir iyonlar1 ile selat
olusturarak melanin sentezini inhibe ederek azaltmistir. Ayrica kojik asit gibi yapilar
tetrazollerde de oldugu gibi heterosiklik yapilardir. Bu bilgiden yola c¢ikilarak yeni bir
yontemle sentezlenen tetrazol fragmanlarini igeren bilesiklerle bir metalloenzim olan
tirozinaz enzimin aktivasyonunu gostermek bu calismanin hedefleri arasindadir. Daha
once bu gibi bilesiklerin enzimin aktif bolgesindeki iki bakir atomuyla etkilesime
girebilecegi gosterilmistir. Ayrica FDA tarafindan onaylanan bir¢ok ilacin yapisinda
bulunan tetrazol pargalarinin biyogiivenlik agisindan giivenilir oldugu kanisina
varilabilir. Bu bilgiler 1s18inda biyolojik aktif molekiiller olan 5-siibstitiie-1H-
tetrazollerinde de tirozinaz aktivitesi gosterebilecegi diisliniilmiistiir. Literatiirde
tetrazollerin tirozinaz enzimini inhibe edebildigine dair smirli sayidaki calisma
mevcuttur. Tetrazol fragmanlari iceren molekiillere yonelik calismalarda, tirozinaz
inhibitorlerinin tasarim siirecinde ¢ogunlukla molekiiler yerlestirme modelleme

calismalar1 yapilmstir.

Literatiirde en bilinen inhibitdr olan hidroksikinon gibi fenolik molekiillerin alternatif
azol tiirevlerinin (diazol, triazol vb.) potansiyel tirozinaz inhibitér aktivite
gosterebilecegine dair molekiiler yerlestirme modellemelerin yapildigr in siliko
caligmalar olast potansiyel inhibitorleri sentezlemek amaciyla yakin zamanda

yapilmistir [2], [62].

Literatiirde tez kapsaminda belirledigimiz 5-siibstitiie-1H-tetrazol tiirevlere en yakin
bilesikler tarandiginda Joonhyeok Choi ve galisma arkadaslarmin in siliko ¢alismasi
gbze carpmistir. Joonhyeok Choi ve caligma arkadaslarin yapi tabanli sanal tarama
tahmini calismalarina gore; tetrazol ve triazol pargalarini igeren bilesikleri, dikopper
katalitik merkezi ile etkilesime giren yeni baglayici ¢ekirdekler olarak tanimlamislardir.
Triazol ve tetrazol fonksiyonel parcalarin potansiyel bir tirozinaz enzim inhibitorii
olarak melanin olusumunda yer alan oksidasyon siirecini inhibe edebilecegi

vurgulanmugtir (Sekil 2.13) [63].
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Ancak ¢ok az sayida calisma bir adim daha ileri giderek mantar tirozinazina karsi in
vitro inhibitér potansiyellerini aragtirdi. Rabia ve arkadaslar1 sentezledikleri
1,3-oksazin-tetrazol hibritlerin tirozinaz inhibisyon sergiledigini molekiiler yerlestirme
analizi ile gosterilmistir ve bunlarin mantar tirozinazina karsi inhibitor potansiyelleri in

vitro ¢alismalarla dogrulanmistir (Sekil 2.13) [64].
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Sekil 2.13. Tirozinaz inhibitorii olan BMN ve tetrazol tiirevler.

B. Lee ve arkadaslar1 tarafindan sentezlenen BMN tiirevler insan deri modeli B16F10
hiicrelerinde alfa-melanosit uyarict hormon kaynakli melanin birikimini toksisiteye
neden olmadan azalttigini bildirmislerdir. BMN tiirevleri tetrazol sentez asamasinda bir

ara Uriin olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Sekil 2.13) [65].

Sonug olarak literatiirdeki calismalar gézden gegirildiginde 5-siibstitiie-1H-tetrazol
tiirevlerinin anti-melanojenik ve anti-tirozinaz aktivite sergileme potansiyelinin oldukga
yiiksek oldugu goriilmektedir. Daha ¢ok molekiiler modelleme ¢aligmalarina konu olan

tetrazol tiirevleri yeni ¢alismalar i¢in umut vadeden potansiyel molekiillerdir.

1.4. MOLEKULER YERLESTIRME CALISMALARI

Aktif bir bilesigin hedef proteinine baglanma mekanizmasi in vitro ve in vivo
yaklagimlarin yani sira molekiiler yerlestirme simiilasyonu gibi in siliko yaklagimlar
kullanilarak da incelenebilir. Molekiiler yerlestirme bir protein-ligand kompleksinin

olas1 baglanma yapisini, baglanma modunu ve baglanma kalintilarin1 tahmin etmeyi

17



saglayan bilgisayar destekli hesaplama yontemidir. Temel olarak, molekiiler
yerlestirme, ligandin protein baglama bolgesine geometrik olarak uyan molekiilii
bulmamiz1 saglar. Inhibitorlerin gelistirilmesindeki amagcta belirli bir hedef proteine
giiclii bir sekilde baglanabilen bir molekiil bulmaktir. Boylece proteini inhibe etme
potansiyeline sahip hedefe en yakin olasi ligand bulunabilir. Ligandin bir protein
molekiiliine baglanma giicli, baglanma siirecindeki serbest enerji degisimi tarafindan

yonetilir [66]. MolDock puanlamada hidrojen bagi dikkate alinmaktadir [67].

1.5. ADME OZELLIiKLERININ TAHMINi

Absorpsiyon, dagilim, metabolizma ve eliminasyon (ADME) 6zellikleri, bilesiklerin
viicuda alindiktan hedef proteinine ulagsmasina siirecinde elimine edilme yetenegini
aciklamaya yonelik tahminde bulunur. ila¢ tasariminda hesaplamali yaklasim, kiigiik
molekiillii ila¢ adaylarinin 6zelliklerini belirlemek amaciyla Lipinski ve arkadaslar
tarafindan gelistirilmistir. Lipinski’ye gdre bir molekiiliin ilag aday1 olabilmesi igin bes
kriteri karsilamasi gerekir: Toplam hidrojen bag vericisi sayist 5’ten biiyiik olmamali,
toplam hidrojen bag alicis1 10’dan biiylik olmamali, molekiiler agirlik 500 g/mol altinda
olmali ve log P degeri 5’ten kiigiik olmalidir [68]. Oral ilag olma olasilig1 olan aktif
bilesiklerin fizikokimyasal 6zelliklerin degerlendirilmesi ilaglarin kesif ve gelistirmesi

asamasinda numune erisimi sinirl olan maddeler i¢in 6nemli hale gelmistir [69].

1.6. KOZMETIK URUNLERE UYGULANAN TESTLER

Kozmetik {irlinler, steril olmayan farmasétik iirlinler grubuna dahil oldugundan
kozmetik {irlin igeriginde bulunan maddeler, mineraller, su, sicaklik, pH gibi
parametreler kontamisyona neden olmaktadir. Koku, gaz olusumu, renk ve iiriin
viskozitesinde  degisiklik mikroorganizma iiremesine bagli olarak {riinde
kontaminasyonun gostergesi olabilir. Uriin giivenligi testleri ile kozmetik {iriinlerin
tiiketici tarafindan kullanilmasiyla ilgili bozulma veya enfekte olma gibi giivenlik
sorunlarinin tistesinden gelmeyi amaglamaktadir. Bu dogrultuda mikrobiyolojik testler,
kimyasal kirletici madde testi, koruyucu etkinlik testi, {iriin stabilite testi, {riin

performans testleri yapilmaktadir.

T.C. Saglik Bakanlig1 Tiirkiye Ilag ve Tibbi Cihaz Kurumu (TITCK)’nin Kozmetik

Yonetmeligi’nde ‘bir kozmetik iirliniin giivenli oldugunu gostermek amaciyla bir
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giivenlilik degerlendirmesinin yapilmasin1 ve iriine iligkin gilivenlilik raporunun
diizenlemesi zorunlu kilinmistir. Bitmis kozmetik iirtinde insan sagligi icin giivenlilik
degerlendirme raporunda yapilmasi gereken testlere dair gerekli kosullar soyle
siralanmaktadir: Kozmetik iirliniin kantitatif ve kalitatif bilesimi, kozmetik {irliniin
fiziksel ve kimyasal oOzellikleri buna bagli olarak makul Ongoriilebilir depolama
kosullar1 altinda kozmetik iriinlerin stabilitesi, kozmetik {riinin mikrobiyolojik
spesifikasyonlar1 ve kalitesini ortaya koyan koruyucu tarama-zorlama (challenge test)
testleri, kozmetik {iriin maruziyeti ve igerigin toksikolojik profili dikkate alinarak
kozmetik giivenlilik raporu hazirlamak yonetmelik geregi zorunludur. Ayrica testler lyi
Laboratuvar Uygulamalart Prensiplerine gore uluslararasi standartlara uygun olarak
yapilmasi gerektigi yonetmelikte bildirilmistir. Bitmis {iriine yapilan testlerde, kozmetik
tirtinlerin 1 gr ya da 1 mL’sinde patojen olmayan mikroorganizma (Bakteri, kiif, maya)
oranlar1 Avrupa standartlarinda ISO 17516: 2014°e gore belirlenmis limitler dahilinde
yonetmelikte bildirildigi gibi kabul edilmistir (Cizelge 1.2).

Cizelge 1.2. Kozmetik iiriindeki mikrobiyolojik limitler.

Mikroorganizma Tipi Kategori 1 Kategori 2

Toplam aerobik mezofilik <1 x 10%cfu/ g veya mL? <1 x10° cfu/ g veya mLP

mikroorganizma (Bakteri+kiiftmaya)

Escherichia coli 1 g ve mL’de bulunmamali 1 g ve mL’de bulunmamali
Pseudomonas aeruginosa 1 g ve mL’de bulunmamali 1 g ve mL’de bulunmamali
Stapphylococcus aureus 1 g ve mL’de bulunmamali 1 g ve mL’de bulunmamali
Candida albicans 1 g ve mL’de bulunmamali 1 g ve mL’de bulunmamali

Plak sayim yonteminin dogal degiskenligi nedeniyle, USP-Amerikan Farmakopesi Boliim 61 veya EP-
Avrupa Farmakopesi Boliim 2.6.12 ye gore, Sonuglarin yorumlanmast, a> 200 CFU / g veya ml, b> 2000
cfu/g veya ml ise sonuglar sinir dis1 kabul edilir.

Not: Sabouraud Dekstroz agarinda bakteri kolonileri tespit edildiginde, antibiyotik iceren Sabouraud
Dekstroz agar kullanilabilir.

Kozmetik tiriinlerin stabilitesine ve acildiktan sonra kullanim siiresine iliskin kilavuzda
ve Kozmetik Uriinlerde Giivenlilik Degerlendirmesine Iliskin kilavuzdaki bilgiler
dogrultusunda yeni kozmetik {iriin testlere tabi tutulur [70]. Yonetmelik geregi kozmetik
tirtiniin 6zelligi veya etkisinin gerektirdigi durumlarda, kozmetik iiriiniin sahip oldugu
iddia edilen etkiye iliskin kanit icin ek testlere gerek duyulabilir. Ornegin anti
pigmentasyon etki gostermesini bekledigimiz krem formiilasyon i¢in anti pigmentasyon

in vitro {irlin testi gergeklestirilmistir.

Mikrobiyolojik testler, yeni iiretilen {irlin i¢eriginde kullanilan bilesenlerin kalitesini ve
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tiretim siirecinin sterilitesini dogrulamak amaciyla, bakteri ve mantarlar da dahil olmak

tizere potansiyel olarak zararli mikrobiyal kirletici maddelerin varligini degerlendirir.

Tipik olarak gercgeklestirilen mikrobiyolojik testlerin amaci, iiretimde kullanilan
bilesenlerin kalitesinin yanm1 sira {retim silirecinin sterilitesini  dogrulamaktir.
Tiiketicilerin gilivenliginin saglanmasi temel amactir. Kirletici madde sayimlarinin

smirlari, gegerliklik diizeyleri ve diger gereklilikler TITCK tarafindan belirlenmistir.

Koruyucu etkinlik testinde, kozmetik iiriin numunelerine laboratuvar kosullarinda
olusturulan c¢esitli bakteri ve mantarlar enjekte edilir ve test siliresi boyunca bu
kontaminasyona seviyelerine ait sayisal veriler degerlendirilir. Test sonugu
mikrobiyolojik kirleticilerin yeniden ¢ogaldig: tespit edilen kozmetik tiriinler igin iiriin
yeniden formiile edilir. Testte degerlendirilen patojenler Stophylococcus aureus,
Pseudomonos aeruginosa, Escherichia coli, Candida albicans ve Aspergillus brasiliesis

gibi mikroorganizmlardir.

Koruyucular genellikle kozmetik preparatlara, tiriin tiiketici tarafindan ilk kez acgildiktan
sonra mikrobiyolojik kirleticilerin biiytimesini 6nlemek i¢in eklenir. Kozmetik {iriinlerin
orijinal ambalaji agilmadan 6nce normal depolama ve son kullanici tarafindan tiiketimi
stiresince bozulma veya kontamine olama olasiligina karst mikrobiyolojik olarak stabil

kalmasi i¢in formiile eklenen koruyucu/larin etkinliginin test edilmesi gerekmektedir.

1.7. CALISMANIN AMACI

Bu calismada sentezlenmesi planlanan benzilidenmalononitril (BMN) ve BMN
bilesiklerinin tiirevlendirilmesi ile elde edilen 5-siibstitiie-1H-tetrazol tiirevleri de bir
ligand gibi davranarak metallerle etkilesime girebilen bilesiklerdir (Sekil 2.14.
2.Asama). Dolayisiyla 5-siibstitiie-1H-tetrazol tiirevlerinin tirozinaz enziminin aktif
bolgesinde yer alan bakir iyonlariyla etkilesime girebilecegi disiiniilerek ¢alisma
planlanmistir. Ayrica literatiirde benzer bilesiklere ait fonksiyonel gruplarin enzimin

farkl1 bolgeleriyle etkilesime girdigi ornekler de mevcuttur (Sekil 2.14) [57].
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1. Asamada, sentezlenmesi planlanan 5-siibstitiie-1H-tetrazoller belirlendi ve in siliko

molekiiller modelleme ¢aligmasi yapildi (Sekil 2.14.1.Asama).

2. Asamada, teorik calisma sonucu etkinligi yiiksek olan bilesikler arasindan segilen 5-
siibstitiie-1H-tetrazol tiirevinin sentezine yonelik yontem gelistirildi. Bu sentezlerde ii¢

ihtimal belirlendi (Sekil 2.14.2. Asama).

L Ihtimal: Aril aldehit tiirevleri kullanilarak tek adimda 5-siibstitiie-1H-tetrazol

tirevleri sentezlemek,

1I. Ihtimal: Once benziliden malononitril tiirevleri sentezlenip saflastirildiktan

sonra 5-siibstitiie-1H-tetrazol tiirevlerini elde etmek,

III. Ihtimal: Ticari olarak temin edilecek benziliden malononitril tiirevleri

kullanilarak 5-stubstitiie-1H-tetrazol tiirevleri sentezlemek.

Oncelikli olarak IJhtimal denendi. Bilesiklerin sentezleri basarili bir sekilde
gerceklestirildi. Ayrica Il. ihtimalin ilk adimi olan BMN tiirevlerinin sentezleri de

gerceklestirildi.

Bu ¢aligmada, multi-component domino reaksiyonlarin (MDR) one-pot prosesi igin bir
heterojen katalizor aliiminyum oksi-hidroksit-destekli Pd nanopartikiili Pd/AIO(OH)
nanopargaciklari (NP’ler) kullanildi. Boehmit nanopartikiil (aliminyum hidroksit)
destekli bu katalizorler yiizeyinde yliksek yogunluklu hidroksil gruplar iceren stabil
yapiya sahiptir. Ayrica bu destekleri igeren katalizorler biyolojik olarak yiiksek verimli
aktif bilesikler tiretmek icin elveriglidir [49]. Ticari 6lgekteki sentezler diisiiniildiigiinde
kolayca erisilebilen bu ticari katalizor (Pd/AIO(OH) NPs) geri kazanilabilir ve yeniden
kullanilabilir oldugu igin tercih edilmistir [71]. Pd nanopartikiillerinin oksi-hidroksit
icerisine gomiilmesi ile ylizey alam1 biiylimiis ve katalizor giicii artmistir. Tez
calismasinda da kullanilan Pd/AIO(OH) nanopartikiiller ¢oziici igermeyen kosullar

altinda bile oda sicakliginda yiiksek secicilik ve reaktivite gostermistir.

Sentezlerde Pd/AIO(OH) NPs katalizorii ¢alismanin en 6nemli unsurudur ve sentezin
Ozglinligiinii ortaya koymaktadir. Literatirde, Pd/AIO(OH) nanopartikiiller bu tez
calismasinin disinda da benzil alkollerin oksidasyonu [72], aril halojeniirlerin
dehalojenasyonu [73-75], c¢apraz kenetlenme reaksiyonu [76], aril aldehitlerden
knoevenagel yogunlagmasi ile benzilidenmalononitril (BMN) tiirevlerinin sentezi [71],

azidoarenlerin anilin tiirevlerine doniistiiriilmesi [77], birincil aminlerin rasemizasyonu
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[78], aromatik/alifatik nitro bilesiklerinin birincil aminlere indirgenmesi [79], anilinin
N-arilasyonu [80], akridindion tiirevlerinin one-pot multi-component sentezi [81],

olefinik hidrojenasyon ve aerobik alkol oksidasyonu [82] i¢in basariyla uygulanmustir.

Bu tez ¢alismasinda ise ilgili katalizoriin etkisinde oda sartlarinda, diisiik sicaklikta, kisa
reaksiyon siirelerinde, MeOH ve/veya su vb. gibi ¢oziicii ortamlarinda denemeler

yapild.
Sentezlenen yapilar *H/**C-NMR analizi ile karakterize edildi.

3. asamada, ikinci asamada sentezlenen molekiillere in vitro testler yapildi.
Sonuglardan elde edilen ICso degerlerine gore kozmetik formiilasyonda en etkin
inhibitdr etkinligi gosteren bilesik tespit edildi. Krem formiilasyon i¢in etken madde
belirlendi. Ayrica in vitro enzim calismasiyla tespit edilen en yiiksek inhibisyon
gosteren iki bilesik i¢in molekiiler docking calismasi ile enzim-ligand etkilesimleri
molekiiler seviyede daha ayrintili incelenerek BOILED-Egg model, biyoyararlanim
radart gibi diger bilgisayarli destekli in siliko ¢alismalarla birlikte yorumlandi ve
molekiillerin ilag benzerlik ve farmakokinetik gostergelerine dair ADME 6zellikleri i¢in

tahminlerde bulunuldu. (Sekil 2.14.3.Asama).

4. agsamada, etkinligi yiiksek olan 5-siibstitiie-1H-tetrazol tiirevi i¢in krem formiilasyon
caligmalar1 yapildi. Formiilasyon g¢alismalari sonucunda elde edilen {iriinlin akredite
laboratuvarlarda mikrobiyolojik analiz, antimikrobiyal koruyucu etkinlik testi,
fizikokimyasal analiz ve anti-pigmentasyon (beyazlatici etki) testi yapildi ve nihai iiriin

icin uygun formiilasyon belirlendi (Sekil 2.14.4.Asama).
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. MATERYAL

Bilesiklerin sentez ¢alismalarinda kullanilan kimyasal maddeler; Pd/AIO(OH) NPs (1),
CH2(CN)2 (2), NaNsz (3), aldehitler, Na2SO4, HCI ¢ozeltisi ve diger ¢oziiciiler Sigma-
Aldrich ve Merck firmalarindan satin alindi. Tim ¢alismalarda kullanilan n-hekzan
(%96), etil asetat(%99,5), diklorometan(%99,9), etil alkol(%99,9), metil alkol(%99,8)

gibi ¢oziicliler herhangi bir isleme tabi tutulmadan dogrudan kullanild:.

Sentezlerle ilgili tim kati maddeler “RADWAG” marka Elektronik Terazide 0,0001
g’lik hassasiyet ile olgiildii. Gerektigi taktirde katt maddeler “ISO LAB Laborgerate
GmbH” marka ultrasonik banyo ile ¢oziildii. Reaksiyonlar 25 mL’lik balon jojolerde
“SCILOGEX” marka manyetik karistirma 1siticilar1 kullanilarak geri sogutucu altinda
gerekli sartlar saglanarak gergeklestirildi. Reaksiyonlarin ilerlemesi, Silika jel 60 F254
kaplanmis aliiminyum plakalar (merck) kullanilarak ince tabaka kromatografisi (ITK) ile
kontrol edildi. Mobil faz olarak etil asetat-heksan (1:4) karisimi kullamildi. Uriinlerin
olusumu ITK plakalar {izerinde 254-366 nm dalga boylar1 araliginda bir UV lambasi
(CAMAG) ve kabin altinda incelenerek gozlemlendi. Reaksiyon sonunda reaksiyon
karisimin1 - ¢oktiirmek amaciyla “Elektro-mag MB815M” marka santrifiij cihazi
kullanildi. 48 °C’de, 1300 W’de “Heidolph” marka evaporator cihazi kullanilarak iiriin
izolasyon ¢oziiciilerinden ayristirildi. Kati bilesikler icin erime noktasi tayinleri
“STUART SMP40” marka erime noktasi cihazi kullanilarak gergeklestirildi. Proton ve
karbon-13 NMR spektrumlari, Giresun Universitesi GRUMLAB’da “Bruker AVANCE
11 400 MHz NMR” spektrometresi (proton i¢in 400 MHz ve karbon i¢in 100 MHz)
kullanilarak oda sicakliginda alindi. Kimyasal kaymalar (6), TMS (Tetrametilsilan)
dahili standardina goére milyon basina parca (ppm) cinsinden rapor edildi. Coziicli
olarak DMSO-ds kullanildi. Etkilesme sabitleri (J degerleri) hertz (Hz) cinsinden rapor
edildi. Proton spektrumlarindaki boliinme modelleri tekli (s), genis tekli (bs), ikili (d),
ikililerin ikilisi (dd), dortliilerin ikilisi (dq), t¢li (t), dortli (q) ve coklu olarak
siiflandirildi. FT-IR spektrumlari, Attenuated Total Reflection (ATR) yontemiyle bir
“Agilent Technologies Cary 630 FTIR Attenuated Total Reflection” FT-IR
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spektrometresi kullanilarak 400-3750 cm™' aralifinda kaydedildi.

Tirozinaz enzimi (mantar tirozinaz enzimi), enzim substrati (L-DOPA), tampon
¢ozeltisi i¢in kullanilan disodyum hidrojen fosfat dodekahidrat (Na2HPO4.12H20) ve
sodyum fosfat (Na2HPOs4), NaCl, etanol, metanol, HCI, DMSO Sigma-Aldrich’ten
temin edildi. Enzim ¢aligmalari i¢in tim maddeler “RADWAG AS220 R2” analitik
hassas terazi ile ol¢iilmiistiir. GLF saf su cihazi, pH Metre, VELP TX4 Digital Vortex
Mixer, Biotek Epoch2 spektrofotometre-multiplate reader, otomatik pipet, 96

kuyucuklu plate ise enzim ¢alismalarinda kullanilan diger ekipman veya cihazlardir.

In siliko caligmalarda molekiiler yerlestirme (Molekiiler Docking) c¢alismast Molegro
Virtual Docker programi kullanilarak gergeklestirilmistir. RCSB Protein Data Bank’tan
Tropolon ile kristalize edilen Agaricus bisporus tirozinazinin X-1sin1 kristal yapisi, (2Y9X)
elde edildi. Bilesiklerin ii¢ boyutlu (3D) yapilari, MarvinSketch programi kullanilarak
olusturuldu. Protein, Molegro Virtual Docker programina aktarildi. Discovery Studio 2021
Istemcisinde bilesiklerin enzimle etkilesim ayrintilarim incelendi. In siliko ADME

ozellikleri ise SwWisADME ¢evrimigi aracini kullanarak degerlendirildi.

Krem formiilasyon caligsmalarinda kullanilan Cosmedia® Ace, Eumulgin SG, Gliserin,
Cetiol® C, Nipaguartd SCE, papatya yagi, esans gibi tiim kimyasal ve yardimci
maddeler Sigma-Aldrich ve BASF firmalarindan temin edildi.

Krem formiilasyon igin yapilan anti-pigmentasyon testlerinde ATCCD’den temin edilen
insan epidermal melanosit hiicre hatti (Primary Epidermal Melanocytes; Normal,
Human, Adult (HEMa) PCS-200-013™) ve %10 FBS ve %2 glutamin ile desteklenmis
DMEM (ATCC Kat N0:30-2006) o6zel besiyeri kullamldi. Orneklere ait absorbans
degerleri Thermo Fisher, multiscan FC microplate reader Eliza kit okuyucuda 450 nm

absorbansda alinarak degerlendirilme yapildu.

Elde edilen nihai krem formiilasyon testleri (mikrobiyolojik, antimikrobiyal koruyucu

aktivite, fizikokimyasal) i¢in hizmet alim1 gerceklestirilmistir.
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2.2. YONTEM

2.2.1. Benzilidenmalononitril Tiirevlerin Sentezi

2.2.1.1. 2-benzilidenmalononitril (5) Sentezi

H__O
z \\N
N N///\\\N PA/AIOOH)NPs
4 2

EtOH

Sekil 2.1. Benzaldehit (4)’ten 2-benzilidenmalononitril (5) sentezi.

Benzaldehit (4) (1 mmol; 0,1016 mL; 106,12 g/mol; 1,044g/mL), malononitril (2)
(2 mmol; 0,1321g, 66,06 g/mol) ve 30 mg Pd/AIO(OH) NPs (1) katalizor 10 mL
etanolde 78 °C’de kum banyosunda magnetik karigtirict yardimiyla karigtirildi. Ince
tabaka kromatografisi (ITK) (n-heksan-EtOAc, 4:1) ile izlenen reaksiyon 2 saatte
tamamlandi. Reaksiyon karisimi santrifiij edildi ve katalizor reaksiyon ortamindan
uzaklastirildi. Coziicli evaporator yardimi ile uzaklastirildi. Ham tiriin etil asetat-hekzan
(1:4) ¢oziicii karisiminda silika-jel kolonda saflastirildi. Uriin %95 iizerinde verimle
elde edildi. 2-benzilidenmalononitril(5)’in DMSO-ds ile 'H NMR ve BC NMR

spektrumlari alindi.

2.2.1.2. 2-(4-hidroksibenziliden)malononitril (8) Sentezi

N
I|I
H__O H
z \\N
N N///\\\N PA/AIO(OH) NPs
EtOH
OH OH

7 2 8
Sekil 2.2. 4-hidroksibenzaldehit (7)’den 2-(4-hidroksibenziliden)malononitril(8) sentezi.

4-hidroksibenzaldehit (7)(1 mmol; 0,1221 g; 122,12 g/mol), malononitril (2) (2 mmol,
0,1321g; 66,06 g/mol) ve 30 mg Pd/AIO(OH) NPs (1) katalizor 10 mL ectanolde 78
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°C’de kum banyosunda magnetik karistirict yardimiyla karistirildi. Ince tabaka
kromatografisi (ITK) (n-heksan-EtOAc, 4:1) ile izlenen reaksiyon 2 saatte tamamlandi.
Reaksiyon karisimi santrifiij edildi ve katalizor reaksiyon ortamindan uzaklastirildi.
Coziicli evaporator yardimu ile uzaklastirildi. Ham {iriin etil asetat-hekzan (1:4) ¢oziicli
karisiminda silika-jel kolonda saflastirildi. Uriin %95 iizerinde verimle elde edildi. 2-(4-
hidroksibenziliden)malononitril (8)’in DMSO-ds ile *H NMR ve *C NMR spektrumlari

alindi.

2.2.1.3. 2-(2,5-dimetoksibenziliden)malononitril (13) Sentezi

H__O H NG
é P
N N///\\\N PA/AIOOH) NPs
EtOH
cl) 0

12 2 13

Sekil 2.3. 2,5-dimetoksibenzaldehit (12)’den 2-(2,5-dimetoksibenziliden)malononitril
(13) sentezi.

2,5-dimetoksibenzaldehit (12) (1 mmol; 0,1661 g¢g; 166,17g/mol), malononitril (2)
(2 mmol; 0,1321g; 66,06 g/mol) ve 30 mg Pd/AIO(OH) NPs (1) katalizér 10 mL
etanolde 78 °C’de kum banyosunda magnetik karistirict yardimiyla karistirildi. Ince
tabaka kromatografisi (ITK) (n-heksan-EtOAc, 4:1) ile izlenen reaksiyon 3 saatte
tamamlandi. Reaksiyon karigimi santrifiij edildi ve katalizor reaksiyon ortamindan
uzaklastirildi. Coziicii evaporator yardimi ile uzaklastirildi. Ham iiriin etil asetat-hekzan
(1:4) ¢bziicii karisiminda silika-jel kolonda saflastirildi. Uriin %95 iizerinde verimle
elde edildi. 2-(2,5-dimetoksibenziliden)malononitril (13)’iin DMSO-ds ile *H NMR ve
13C NMR spektrumlari alindi.
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2.2.1.4. 2-(3,4-dimethoksibenziliden)malononitril (16) Sentezi

N
I|!
H__O H
z \\N
N N///\\\N PA/AIOOH) NPs
EtOH
T T
O\ O\
15 2 16

Sekil 2.4. 3,4-dimetoksibenzaldehit (15)’ten 2-(3,4-dimethoksibenziliden)malononitril
(16) sentezi.

3,4-dimetoksibenzaldehit (15) (1 mmol; 0,1661 g; 166,17g/mol), malononitril (2)
(2 mmol; 0,1321g; 66,06 g/mol) ve 30 mg Pd/AIO(OH) NPs (1) katalizér 10 mL
etanolde 78 °C’de kum banyosunda magnetik karistiric1 yardimiyla karistirildi. ince
tabaka kromatografisi (ITK) (n-heksan-EtOAc, 4:1) ile izlenen reaksiyon 2 saatte
tamamlandi. Reaksiyon karisimi santrifiij edildi ve katalizor reaksiyon ortamindan
uzaklastirildi. Coziicli evaporator yardimi ile uzaklastirildi. Ham tiriin etil asetat-hekzan
(1:4) ¢bziicli karisiminda silika-jel kolonda saflastirildi. Uriin %95 iizerinde verimle
elde edildi. 2-(3,4-dimethoksibenziliden)malononitril (16)’nin DMSO-ds ile *H NMR
ve 13C NMR spektrumlart alind.

2.2.1.5. 2-(3,4,5-trimetoksibenziliden)malononitril (19) Sentezi

N
|1
H__O H
Y
N N///\\\N Pd/AIé)t(é):)NPs .
T LT T LT
O O
18 2 19

Sekil 2.5. 3,4,5-trimetoksibenzaldehit (18)’den
2-(3,4,5-trimetoksibenziliden)malononitril (19) sentezi.

3,4,5-trimetoksibenzaldehit (18) (1 mmol; 0,1962 g; 196,20g/mol), malononitril (2)
(2 mmol, 0,1321g; 66,06 g/mol) ve 30 mg Pd/AIO(OH) NPs (1) katalizér 10 mL

28



etanolde 78 °C’de kum banyosunda magnetik karistirict yardimryla karistirildi. Ince
tabaka kromatografisi (ITK) (n-heksan-EtOAc, 4:1) ile izlenen reaksiyon 3 saatte
tamamlandi. Reaksiyon karisimi santrifiijj edildi ve katalizor reaksiyon ortamindan
uzaklastirildi. Coziicli evaporator yardimi ile uzaklastirildi. Ham {iriin etil asetat-hekzan
(1:4) ¢oziicii karisiminda silika-jel kolonda saflastirildi. Uriin %95 iizerinde verimle
elde edildi. 2-(3,4,5-trimetoksibenziliden)malononitril (19)’un DMSO-ds ile *H NMR
ve 13C NMR spektrumlari alindi.

2.2.1.6. 2-(2-metilbenziliden)malononitril (22) Sentezi

H O H
N
N N///\\\N PUAIOOH) NPs
EtOH
21 2

22

Sekil 2.6. 2-metilbenzaldehit (21)’den 2-(2-metilbenziliden)malononitril (22) sentezi.

2-metilbenzaldehit (21) (1 mmol; 0,1156 mL; 120,15 g/mol; 1,039 g/mL), malononitril
(2) (2 mmol; 0,1321g; 66,06 g/mol) ve 30 mg Pd/AIO(OH) NPs (1) katalizor 10 mL
etanolde 78 °C’de kum banyosunda magnetik karistirict yardimiyla karistirildi. Ince
tabaka kromatografisi (ITK) (n-heksan-EtOAc, 4:1) ile izlenen reaksiyon 3 saatte
tamamlandi. Reaksiyon karisimi santrifiij edildi ve katalizor reaksiyon ortamindan
uzaklastirildi. Coziicii evaporator yardimi ile uzaklastirildi. Ham iiriin etil asetat-hekzan
(1:4) ¢oziicii karisgiminda silika-jel kolonda saflastirildi. Uriin %95 iizerinde verimle
elde edildi. 2-(2-metilbenziliden)malononitril (22)’nin DMSO-ds ile *H NMR ve C
NMR spektrumlari alindi.
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2.2.1.7. 2-(4-metilbenziliden)malononitril (25) Sentezi

H.__O H
N
. N///\\\N PA/AIOOH)NPs
EtOH
24 2

25

Sekil 2.7. 4-metilbenzaldehit (24)’den 2-(4-metilbenziliden)malononitril (25) sentezi.

4-metilbenzaldehit (24) (1 mmol; 0,1101 g; 120,15 g/mol; 1,091 g/mL), malononitril (2)
(2 mmol; 0,1321g; 66,06 g/mol) ve 30 mg Pd/AIO(OH) NPs (1) katalizér 10 mL 78
°C’de kum banyosunda magnetik karistirict yardimiyla karistirildi. Ince tabaka
kromatografisi (ITK) (n-heksan-EtOAc, 4:1) ile izlenen reaksiyon 2 saatte tamamlandh.
Reaksiyon karigimi santrifiij edildi ve katalizor reaksiyon ortamindan uzaklastirildi.
Coziicii evaporator yardimi ile uzaklagtirildi. Ham {iriin etil asetat-hekzan (1:4) ¢oziicii
karisiminda silika-jel kolonda saflastirildi. Uriin %95 iizerinde verimle elde edildi. 2-(4-
metilbenziliden)malononitril (25)’in DMSO-ds ile *H NMR ve *C NMR spektrumlari

alindu.

2.2.1.8. 2-(2-fluorobenziliden)malononitril (28) Sentezi

H__O H AN
SN
F F
.\ N///\\\N PU/AIOOH)NPs
EtOH
27 2
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Sekil 2.8. 2-fluorobenzaldehit (27)’den 2-(2-fluorobenziliden)malononitril (28) sentezi.

2-fluorobenzaldehit (27) (1 mmol; 0,1054 mL; 124,11 g/mol; 1,178 g/mL), malononitril
(2) CH2(CN)2 (2 mmol; 0,1321g; 66,06 g/mol) ve 30 mg Pd/AIO(OH) NPs (1) katalizor
10 mL etanolde 78 °C’de kum banyosunda magnetik karigtirici yardimiyla karigtirildi.
Ince tabaka kromatografisi (ITK) (n-heksan—-EtOAc, 4:1) ile izlenen reaksiyon 24
saatte tamamlandi. Reaksiyon karigimi santrifiij edildi ve katalizor reaksiyon
ortamindan uzaklastirildi. Céziicii evaporatdr yardimi ile uzaklastirildi. Uriin %95

tizerinde verimle elde edildi. Ham {iriin etil asetat-hekzan (1:4) ¢oziicii karisiminda
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silika-jel kolonda saflastirildi. 2-(2-fluorobenziliden)malononitril (28)’in DMSO-ds ile
'H NMR ve *C NMR spektrumlari alind.

2.2.1.9. 2-(4-fluorobenziliden)malononitril (31) Sentezi

N
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EtOH
F F
30 2 31

Sekil 2.9. 4-fluorobenzaldehit (30)’dan 2-(4-fluorobenziliden)malononitril (31) sentezi.

4-fluorobenzaldehit (30) (1 mmol; 0,1073 mL; 124,11 g/mol; 1,157 g/mL), malononitril
(2) CH2(CN)2 (2 mmol; 0,1321¢; 66,06 g/mol) ve 30 mg Pd/AIO(OH) NPs (1) katalizor
10 mL etanolde 78 °C’de kum banyosunda magnetik karistirict yardimiyla karistirildi.
Ince tabaka kromatografisi (ITK) (n-heksan-EtOAc, 4:1) ile izlenen reaksiyon~ 24
saatte tamamlandi. Reaksiyon karisimi1 santrifiij edildi ve katalizor reaksiyon
ortamindan uzaklastirildi. Céziicii evaporatdr yardimi ile uzaklastirildi. Uriin %95
tizerinde verimle elde edildi. Ham {iriin etil asetat-hekzan (1:4) ¢oziicii karigiminda
silika-jel kolonda saflastirildi. 2-(4-fluorobenziliden)malononitril (31)’in DMSO-ds ile
'H NMR ve *C NMR spektrumlari alind.

2.2.1.10. 2-(3,4-diklorobenziliden)malononitril (34) Sentezi

N
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Sekil 2.10. 3,4-diklorobenzaldehit (33)’den 2-(3,4-diklorobenziliden)malononitril (34)

sentezi.

3,4-diklorobenzaldehit (33) (1 mmol; 0,1750 g; 175,01g/mol), malononitril (2)
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(2 mmol; 0,1321g; 66,06 g/mol) ve 30 mg Pd/AIO(OH) NPs (1) katalizér 10 mL
etanolde 78 °C’de kum banyosunda magnetik karistirict yardimiyla karigtirildr. Ince
tabaka kromatografisi (ITK) (n-heksan-EtOAc, 4:1) ile izlenen reaksiyon 4 saatte
tamamlandi. Reaksiyon karisimi santrifiijj edildi ve katalizér reaksiyon ortamindan
uzaklastirildi. Coziicii evaporator yardimi ile uzaklastirildi. Ham iiriin etil asetat-hekzan
(1:4) ¢oziicii karisiminda silika-jel kolonda saflastirildi. Uriin %95 iizerinde verimle
elde edildi. 2-(3,4-diklorobenziliden)malononitril (34)’iin DMSO-ds ile *H NMR ve *C
NMR spektrumlari alindi.

2.2.1.11. 2-(5-bromo-2-metoksibenziliden)malononitril (37) Sentezi
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Sekil 2.11. 5-bromo-2-metoksibenzaldehit (36)’dan 2-(5-bromo-2-
metoksibenziliden)malononitril (37) sentezi.

5-bromo-2-metoksibenzaldehit (36) (1 mmol; 0,2150 g; 215,04 g/mol), malononitril (2)
(2 mmol; 0,1321g; 66,06 g/mol) ve 30 mg Pd/AIO(OH) NPs (1) katalizor 10 mL
etanolde 78 °C’de kum banyosunda magnetik karigtirict yardimiyla karigtirildi. Ince
tabaka kromatografisi (ITK) (n-heksan-EtOAc, 4:1) ile izlenen reaksiyon 2 saatte
tamamlandi. Reaksiyon karisimi santrifiij edildi ve katalizor reaksiyon ortamindan
uzaklastirildi. Coziicli evaporator yardimi ile uzaklastirildi. Ham tiriin etil asetat-hekzan
(1:4) ¢oziicii karisiminda silika-jel kolonda saflastirildi. Uriin %95 iizerinde verimle
elde edildi. 2-(5-bromo-2-metoksibenziliden)malononitril (37)’nin DMSO-ds ile *H
NMR ve B*C NMR spektrumlari alind.
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2.2.2. 5-Substitiie-1H-Tetrazol Tiirevlerin Sentezi

2.2.2.1. 3-fenil-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril (6) Sentezi

N=N

1 \
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Sekil 2.12. Benzaldehit (4)’ten 3-fenil-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril (6) sentezi.

Benzaldehit (4) (1 mmol; 0,1016 mL; 106,12 g/mol; 1,044g/mL), malononitril (2)
(1,2 mmol 0,0727g; 66,06g/mol), sodyum azid (3) (1,2 mmol; 0,0780g; 65,01 g/mol) ve
0,03 g Pd/AIO(OH) NPs (1) katalizér karisigmina 10 mL etanol ilave edilerek geri
sogutucu altinda karistirildi. Ince tabaka kromatografisi (ITK) (etil asetat:hekzan, 1:4)
ile takip edilen reaksiyon 5 saatte tamamlandi. Reaksiyon ortamindan katalizoriin
uzaklastirilmas1 icin santrifiij islemi uygulandi. Organik fazlar birlestirildikten sonra
tizerine 30 mL, 2 N HCI ¢ozeltisi ilave edilerek siddetli bir sekilde karistirildi. Cokelti
olusumu gozlendi. Daha sonra karisim 2 kez 20 mL etilasetat ile work up yapildi.
Ayrilan organik faz susuz NaSOs ile kurutuldu. Coziicii evaporatdr yardimi ile
uzaklastirildi. Olusan {irtin sirasiyla 10 mL diklorometan ve 10 mL aseton ile iki kez
yikandi. Filtre kagidinda kalan kati kissm 10 mL metanol ile kristallendirilerek
saflastirildi ve ¢Oziicii uzaklastirildi. 3-fenil-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril  (6)’nin
DMSO-ds ile tH NMR ve 3C NMR spektrumlari alindi ve %95 verimle ilgili tetrazoliin
elde edildigi tespit edildi.
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2.2.2.2. 3-(4-hidroksifenil)-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril (9) Sentezi

N=N
i \
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EtOH
OH OH
7 2 9

Sekil 2.13. 4-hidroksibenzaldehit (7)’den 3-(4-hidroksifenil)-2-(1H-tetrazol-5-

il)akrilonitril (9) sentezi.

4-hidroksibenzaldehit (7) (1 mmol; 0,1221g; 122,12g/mol), malononitril (2) (1,1 mmol;
0,0727g; 66,06g/mol), sodyum azid (3) (1,2 mmol; 0,0780g; 65,01 g/mol) ve 0,03 g
Pd/AIO(OH) NPs (1) katalizér karisimina 10 mL etanol ilave edilerek geri sogutucu
altinda karistirildi. Ince tabaka kromatografisi (ITK) (etil asetat:hekzan, 1:4) ile takip
edilen reaksiyon 5 saatte tamamlandi. Reaksiyon ortamindan katalizoriin
uzaklastirilmas icin santrifiij islemi uygulandi. Organik fazlar birlestirildikten sonra
tizerine 30 mL, 2 N HCI ¢ozeltisi ilave edilerek siddetli bir sekilde karistirildi. Cokelti
olusumu gozlendi. Daha sonra karisim 2 kez 20 mL etilasetat ile work up yapildi.
Ayrilan organik faz susuz NaSOs ile kurutuldu. Coziicii evaporatdr yardimi ile
uzaklastirildi. Olusan {irtin sirasiyla 10 mL diklorometan ve 10 mL aseton ile iki kez
yikandi. Filtre kagidinda kalan kati kissm 10 mL metanol ile kristallendirilerek
saflastirild1 ve ¢oziicli uzaklastirildi. 3-(4-hidroksifenil)-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril
(9)’un DMSO-ds ile TH NMR ve *C NMR spektrumlari alind1 ve %95 verimle ilgili
tetrazoliin elde edildigi tespit edildi.
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2.2.2.3. 3-(2,5-dihidroksifenil)-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril (11) Sentezi

N=N
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Sekil 2.14. 2,5-dihidroksibenzaldehit (10)’dan 3-(2,5-dihidroksifenil)-2-(1H-tetrazol-5-
il)akrilonitril (11) Sentezi.

2,5-dihidroksibenzaldehit (10) (1 mmol; 0,1382 g; 138,19 g/mol), malononitril (2)
(1,2 mmol; 0,0727g; 66,06g/mol), sodyum azid (3) (1,2 mmol; 0,0780g; 65,01 g/mol)
ve 0,03 g Pd/AIO(OH) NPs (1) katalizor karistmma 10 mL etanol ilave edilerek geri
sogutucu altinda karistirildi. Ince tabaka kromatografisi (ITK) (etil asetat:hekzan, 1:4)
ile takip edilen reaksiyon 5 saatte tamamlandi. Reaksiyon ortamindan katalizoriin
uzaklastirilmasi i¢in santrifiij islemi uygulandi. Organik fazlar birlestirildikten sonra
tizerine 30 mL, 2 N HCI ¢ozeltisi ilave edilerek siddetli bir sekilde karistirildi. Cokelti
olusumu gozlendi. Daha sonra karisim 2 kez 20 mL etilasetat ile work up yapildi.
Ayrilan organik faz susuz NaSOs ile kurutuldu. Coziicii evaporatdr yardimi ile
uzaklastirildi. Olusan {irtin sirasiyla 10 mL diklorometan ve 10 mL aseton ile iki kez
yikandi. Filtre kagidinda kalan kati kistm 10 mL metanol ile kristallendirilerek
saflastirildt  ve  ¢oziici  uzaklastinldi.  3-(2,5-dihidroksifenil)-2-(1H-tetrazol-5-
il)akrilonitril (11)’in DMSO-ds ile *H NMR ve *C NMR spektrumlar1 alindi ve %79

verimle ilgili tetrazoliin elde edildigi tespit edildi.
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2.2.2.4. 3-(2,5-dimetoksifenil)-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril (14) Sentezi
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Sekil 2.15. 2,5-dimetoksibenzaldehit (12)’den 3-(2,5-dimetoksifenil)-2-(1H-tetrazol-5-
il)akrilonitril (14) Sentezi.

2,5-dimetoksibenzaldehit (12) (1 mmol; 0,1662 g; 166,17 g/mol), malononitril (2)
(1,2 mmol 0,0727g; 66,06g/mol), sodyum azid (3) (1,2 mmol; 0.0780g; 65,01 g/mol) ve
0,03 g Pd/AIO(OH) NPs (1) katalizor karistmina 10 mL etanol ilave edilerek geri
sogutucu altinda karistirildi. Ince tabaka kromatografisi (ITK) (etil asetat:hekzan, 1:4)
ile takip edilen reaksiyon 5 saatte tamamlandi. Reaksiyon ortamindan katalizoriin
uzaklastirilmas icin santrifiij islemi uygulandi. Organik fazlar birlestirildikten sonra
tizerine 30 mL, 2 N HCI ¢ozeltisi ilave edilerek siddetli bir sekilde karistirildi. Cokelti
olusumu gozlendi. Daha sonra karisim 2 kez 20 mL etilasetat ile work up yapildi.
Ayrilan organik faz susuz NaSOs ile kurutuldu. Coziicii evaporatdr yardimi ile
uzaklastirildi. Olusan {irtin sirasiyla 10 mL diklorometan ve 10 mL aseton ile iki kez
yikandi. Filtre kagidinda kalan kati kissm 10 mL metanol ile kristallendirilerek
saflastirildt  ve ¢ozlicii uzaklastirildi.  3-(2,5-dimetoksifenil)-2-(1H-tetrazol-5-il)
akrilonitril (14)’iin DMSO-ds ile *H NMR ve BC NMR spektrumlari alind1 ve %73

verimle ilgili tetrazoliin elde edildigi tespit edildi.
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2.2.2.5. 3-(3,4-dimetoksifenil)-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril (17) Sentezi
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Sekil 2.16. 3,4-dimetoksibenzaldehit (15)’ten 3-(3,4-dimetoksifenil)-2-(1H-tetrazol-5-
il)akrilonitril (17) sentezi.

3,4-dimetoksibenzaldehit (15) (1 mmol; 0,1662 g; 166,17 g/mol), malononitril (2)
(1,2 mmol; 0,0727g; 66,06g/mol), sodyum azid (3) (1,2 mmol; 0,0780g; 65,01 g/mol)
ve 0,03 g Pd/AIO(OH) NPs (1) katalizor karisimima 10 mL etanol ilave edilerek geri
sogutucu altinda karistirldi. Ince tabaka kromatografisi (ITK) (etil asetat:hekzan, 1:4)
ile takip edilen reaksiyon 5 saatte tamamlandi. Reaksiyon ortamindan katalizoriin
uzaklastirilmas: i¢in santrifiij islemi uygulandi. Organik fazlar birlestirildikten sonra
tizerine 30 mL, 2 N HCI ¢ozeltisi ilave edilerek siddetli bir sekilde karistirildi. Cokelti
olusumu gozlendi. Daha sonra karisim 2 kez 20 mL etilasetat ile work up yapildi.
Ayrilan organik faz susuz NaSOs ile kurutuldu. Coziicii evaporatdr yardimi ile
uzaklagtirildi. Olusan {iriin sirastyla 10 mL diklorometan ve 10 mL aseton ile iki kez
yikandi. Filtre kagidinda kalan kati kissm 10 mL metanol ile kristallendirilerek
saflastirildt  ve ¢oziici  uzaklastirildi.  3-(3,4-dimetoksifenil)-2-(1H-tetrazol-5-il)
akrilonitril (17)’nin DMSO-ds ile *H NMR ve *C NMR spektrumlar1 alindi ve %79

verimle ilgili tetrazoliin elde edildigi tespit edildi.
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2.2.2.6. 2-(1H-tetrazol-5-il)-3-(3,4,5-trimetoksifenil)akrilonitril (20) Sentezi
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Sekil 2.50. 3,4,5-trimetoksibenzaldehit (18)’den 2-(1H-tetrazol-5-il)-3-(3,4,5-

trimetoksifenil)akrilonitril (20) sentezi.

3,4,5-trimetoksibenzaldehit (18) (1 mmol; 0,1962 g; 196,20 g/mol), malononitril (2)
(1,2 mmol; 0,0727g; 66,06g/mol), sodyum azid (3) (1,2 mmol; 0,0780g; 65,01 g/mol)
ve 0,03 g Pd/AIO(OH) NPs (1) katalizor karisimima 10 mL etanol ilave edilerek geri
sogutucu altinda karistirildi. Ince tabaka kromatografisi (ITK) (etil asetat:hekzan, 1:4)
ile takip edilen reaksiyon 5 saatte tamamlandi. Reaksiyon ortamindan katalizoriin
uzaklastirilmas icin santrifiij islemi uygulandi. Organik fazlar birlestirildikten sonra
tizerine 30 mL, 2 N HCI ¢ozeltisi ilave edilerek siddetli bir sekilde karistirildi. Cokelti
olusumu gozlendi. Daha sonra karisim 2 kez 20 mL etilasetat ile work up yapildi.
Ayrilan organik faz susuz NaSOs ile kurutuldu. Coziicii evaporatdr yardimi ile
uzaklastirildi. Olusan {irtin sirasiyla 10 mL diklorometan ve 10 mL aseton ile iki kez
yikandi. Filtre kagidinda kalan kati kissm 10 mL metanol ile kristallendirilerek
saflastirildi  ve ¢Oziicii uzaklastirildi.  2-(1H-tetrazol-5-il)-3-(3,4,5-trimetoksifenil)
akrilonitril (20)’nin DMSO-ds ile *'H NMR ve *C NMR spektrumlari alind1 ve %85

verimle ilgili tetrazoliin elde edildigi tespit edildi.
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2.2.2.7. 2-(1H-tetrazol-5-il)-3-o-tolilakrilonitril (23) Sentezi
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Sekil 2.17. 2-metilbenzaldehit (21)’den 2-(1H-tetrazol-5-il)-3-o-tolilakrilonitril (23)

sentezi.

2-metilbenzaldehit (21) (1 mmol; 0,1156 mL; 120,15 g/mol; 1,039 g/mL), malononitril
(2) (1,2 mmol; 0,0727g; 66,06g/mol), sodyum azid (3) (1,2 mmol; 0,0780g; 65,01
g/mol) ve 0,03 g Pd/AIO(OH) NPs (1) katalizor karistmina 10 mL etanol ilave edilerek
geri sogutucu altinda karistirildi. Ince tabaka kromatografisi (ITK) (etil asetat:hekzan,
1:4) ile takip edilen reaksiyon 5 saatte tamamlandi. Reaksiyon ortamindan katalizoriin
uzaklastirilmas: i¢in santrifiij islemi uygulandi. Organik fazlar birlestirildikten sonra
tizerine 30 mL, 2 N HCI ¢ozeltisi ilave edilerek siddetli bir sekilde karistirildi. Cokelti
olusumu gozlendi. Daha sonra karisim 2 kez 20 mL etilasetat ile work up yapildi.
Ayrilan organik faz susuz NazSOs ile kurutuldu. Coziicii evaporatdr yardimi ile
uzaklagtirildi. Olusan {iriin sirastyla 10 mL diklorometan ve 10 mL aseton ile iki kez
yikandi. Filtre kagidinda kalan kati kistm 10 mL metanol ile kristallendirilerek
saflastirildi ve ¢oziicii uzaklastirildi. 2-(1H-tetrazol-5-il)-3-o-tolilakrilonitril (23)’iin
DMSO-ds ile *H NMR ve *C NMR spektrumlari alind1 ve %85 verimle ilgili tetrazoliin
elde edildigi tespit edildi.
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2.2.2.8. 2-(1H-tetrazol-5-il)-3-p-tolilakrilonitril (26) Sentezi
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Sekil 2.18. 4-metilbenzaldehit (24)’den 2-(1H-tetrazol-5-il)-3-p-tolilakrilonitril (26)

sentezi.

4-metilbenzaldehit (24) (1 mmol; 0,1101 mL; 120,15 g/mol; 1,091 g/mL), malononitril
(2) (1,2 mmol; 0,0727g; 66,06g/mol), sodyum azid (3) (1,2 mmol; 0,0780g; 65,01
g/mol) ve 0,03 g Pd/AIO(OH) NPs (1) katalizor karistmina 10 mL etanol ilave edilerek
geri sogutucu altinda karistirildi. Ince tabaka kromatografisi (ITK) (etil asetat:hekzan,
1:4) ile takip edilen reaksiyon 5 saatte tamamlandi. Reaksiyon ortamindan katalizoriin
uzaklastirilmas: i¢in santrifiij islemi uygulandi. Organik fazlar birlestirildikten sonra
tizerine 30 mL, 2 N HCI ¢ozeltisi ilave edilerek siddetli bir sekilde karistirildi. Cokelti
olusumu gozlendi. Daha sonra karisim 2 kez 20 mL etilasetat ile work up yapildi.
Ayrilan organik faz susuz NaSOs ile kurutuldu. Coziicii evaporatdr yardimi ile
uzaklastirildi. Olusan {irlin sirastyla 10 mL diklorometan ve 10 mL aseton ile iki kez
yikandi. Filtre kagidinda kalan kati kistm 10 mL metanol ile kristallendirilerek
saflastirildi ve ¢oziicii uzaklastirildi. 2-(1H-tetrazol-5-il)-3-p-tolilakrilonitril (26)’nin
DMSO-ds ile *H NMR ve *C NMR spektrumlar1 alind1 ve %73 verimle ilgili tetrazoliin
elde edildigi tespit edildi.
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2.2.2.9. 3-(2-florofenil)-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril (29) Sentezi
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Sekil 2.19. 2-fluorobenzaldehit (27)’den 3-(2-florofenil)-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril
(29) sentezi.

2-fluorobenzaldehit (27) (1 mmol; 0,1054 mL; 124,11 g/mol; 1,178 g/mL), malononitril
(2) (1,2 mmol; 0,0727g; 66,06g/mol), sodyum azid (3) (1,2 mmol; 0,0780g; 65,01
g/mol) ve 0,03 g Pd/AIO(OH) NPs (1) katalizor karistmina 10 mL etanol ilave edilerek
geri sogutucu altinda karistirldi. ince tabaka kromatografisi (ITK) (etil asetat:hekzan,
1:4) ile takip edilen reaksiyon 5 saatte tamamlandi. Reaksiyon ortamindan katalizoriin
uzaklastirilmasi i¢in santrifiij islemi uygulandi. Organik fazlar birlestirildikten sonra
tizerine 30 mL, 2 N HCI ¢ozeltisi ilave edilerek siddetli bir sekilde karistirildi. Cokelti
olusumu gozlendi. Daha sonra karisim 2 kez 20 mL etilasetat ile work up yapildi.
Ayrilan organik faz susuz NaSOs ile kurutuldu. Coziicii evaporatdr yardimi ile
uzaklastirildi. Olusan {irtin sirasiyla 10 mL diklorometan ve 10 mL aseton ile iki kez
yikandi. Filtre kagidinda kalan kati kistm 10 mL metanol ile kristallendirilerek
saflastirildi ve ¢oziici uzaklastirildi. 3-(2-florofenil)-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril
(29)’un DMSO-ds ile *H NMR ve ¥C NMR spektrumlar1 alindi ve %95 verimle ilgili
tetrazoliin elde edildigi tespit edildi.
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2.2.2.10. 3-(4-florofenil)-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril (32) Sentezi
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Sekil 2.20. 4-fluorobenzaldehit (30)’dan 3-(4-florofenil)-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril
(32) sentezi.

4-fluorobenzaldehit (30) (1 mmol; 0,1073 mL; 124,11 g/mol; 1,157 g/mL), malononitril
(2) 1,1 mmol; 0,0727¢; 66,06g/mol), sodyum azid (3) (1,2 mmol; 0,0780g; 65,01 g/mol)
ve 0,03 g Pd/AIO(OH) NPs (1) katalizor karisimima 10 mL etanol ilave edilerek geri
sogutucu altinda karistirldi. Ince tabaka kromatografisi (ITK) (etil asetat:hekzan, 1:4)
ile takip edilen reaksiyon 5 saatte tamamlandi. Reaksiyon ortamindan katalizoriin
uzaklastirilmas: i¢in santrifiij islemi uygulandi. Organik fazlar birlestirildikten sonra
tizerine 30 mL, 2 N HCI ¢ozeltisi ilave edilerek siddetli bir sekilde karistirildi. Cokelti
olusumu gozlendi. Daha sonra karisim 2 kez 20 mL etilasetat ile work up yapildi.
Ayrilan organik faz susuz NaSOs ile kurutuldu. Coziicii evaporatdr yardimi ile
uzaklagtirildi. Olusan {iriin sirastyla 10 mL diklorometan ve 10 mL aseton ile iki kez
yikandi. Filtre kagidinda kalan kati kissm 10 mL metanol ile kristallendirilerek
saflastirildi.ve ¢ozlicli uzaklastirildi.  3-(4-florofenil)-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril
(32)’nin DMSO-ds ile *H NMR ve *C NMR spektrumlar1 alindi ve %95 verimle ilgili
tetrazoliin elde edildigi tespit edildi.
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2.2.2.11. 3-(3,4-diklorofenil)-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril (35) Sentezi

N=N
] \
HN__N
H__O
"~
NaN; SN
. N///\\\N PA/AIOOH) NPs
EtOH
Cl Cl
Cl Cl
33 2 35

Sekil 2.21. 3,4-diklorobenzaldehit (33)’den 3-(3,4-diklorofenil)-2-(1H-tetrazol-5-
il)akrilonitril (35) sentezi.

3,4-diklorobenzaldehit (33) (1 mmol; 0,1750 g; 175,01 g/mol), malononitril (2)
(1,2 mmol; 0,0727g; 66,06g/mol), sodyum azid (3) (1,2 mmol; 0.0780g; 65,01 g/mol)
ve 0,03 g Pd/AIO(OH) NPs (1) katalizor karisimima 10 mL etanol ilave edilerek geri
sogutucu altinda karistirldi. Ince tabaka kromatografisi (ITK) (etil asetat:hekzan, 1:4)
ile takip edilen reaksiyon 5 saatte tamamlandi. Reaksiyon ortamindan katalizoriin
uzaklastirilmas: i¢in santrifiij islemi uygulandi. Organik fazlar birlestirildikten sonra
tizerine 30 mL, 2 N HCI ¢ozeltisi ilave edilerek siddetli bir sekilde karistirildi. Cokelti
olusumu gozlendi. Daha sonra karisim 2 kez 20 mL etilasetat ile work up yapildi.
Ayrilan organik faz susuz NaSOs ile kurutuldu. Coziicii evaporatdr yardimi ile
uzaklagtirildi. Olusan {iriin sirastyla 10 mL diklorometan ve 10 mL aseton ile iki kez
yikandi. Filtre kagidinda kalan kati kissm 10 mL metanol ile kristallendirilerek
saflastirild1 ve ¢oziicli uzaklastirildi. 3-(3,4-diklorofenil)-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril
(35)’in DMSO-ds ile *H NMR ve 3C NMR spektrumlari alind1 ve %72 verimle ilgili
tetrazoliin elde edildigi tespit edildi.

43



2.2.2.12. 3-(5-bromo-2-metoksifenil)-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril (38) Sentezi

N=N
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Sekil 2.22. 5-bromo-2-metoksibenzaldehit (36)’dan 3-(5-bromo-2-metoksifenil)-2-(1H-
tetrazol-5-il)akrilonitril (38) sentezi.

5-bromo-2-metoksibenzaldehit (36) (1 mmol; 0,2150 g; 215,04 g/mol), malononitril (2)
(1,2 mmol; 0,0727g; 66,06g/mol), sodyum azid (3) (1,2 mmol; 0,0780g; 65,01 g/mol)
ve 0,03 g Pd/AIO(OH) NPs (1) katalizor karistmima 10 mL etanol ilave edilerek geri
sogutucu altinda karistirldi. Ince tabaka kromatografisi (ITK) (etil asetat:hekzan, 1:4)
ile takip edilen reaksiyon 5 saatte tamamlandi. Reaksiyon ortamindan katalizoriin
uzaklastirilmas: i¢in santrifiij islemi uygulandi. Organik fazlar birlestirildikten sonra
tizerine 30 mL, 2 N HCI ¢ozeltisi ilave edilerek siddetli bir sekilde karistirildi. Cokelti
olusumu gozlendi. Daha sonra karisim 2 kez 20 mL etilasetat ile work up yapildi.
Ayrilan organik faz susuz NazSOs ile kurutuldu. Coziicii evaporatdr yardimi ile
uzaklagtirildi Olusan iiriin sirasiyla 10 mL diklorometan ve 10 mL aseton ile iki kez
yikandi. Filtre kagidinda kalan kati kistm 10 mL metanol ile kristallendirilerek
saflastirildi ve ¢oziicii uzaklastirildi.  3-(5-bromo-2-metoksifenil)-2-(1H-tetrazol-5-
il)akrilonitril (38)’in DMSO-ds ile *H NMR ve *C NMR spektrumlari alindi ve %60

verimle ilgili tetrazoliin elde edildigi tespit edildi.

2.2.3. 5-Siibstitiie-1H-Tetrazol Tiirevlerin In Vitro ve In Siliko Yontemlerle

Incelenmesi
2.2.3.1. Molekiiler Yerlestirme Calismalari

Sentezlenen bilesiklerin tirozinaz aktif bolgesi ile olast baglanma konumlarinin
anlasilmas1 amaciyla, Molegro Virtual Docker programi kullanilarak bir molekiiler
yerlestirme calismasi gerceklestirildi [83]. Tropolon ile kristalize edilen Agaricus
bisporus tirozinazinin X-1s11 kristal yapisi, RCSB Protein Data Bank’tan (2Y9X) elde
edildi [84]. Bilesiklerin 3D yapilari, MarvinSketch program kullanilarak olusturuldu.
Protein, Molegro Virtual Docker’a aktarildi. Kristal yapi, suyu uzaklastirilarak ve eksik
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amino asitleri optimize edilerek yerlestirme i¢in hazirlandi. Kiigiik molekiiller i¢in
baglanma bolgesi, tiim koordinatlarin hesaplandig1 bir referans ligand olarak tropolon
(39) segilerek tanimlandi. Discovery Studio 2021 Istemcisinde etkilesim ayrintilarini
incelemek i¢in her molekiil icin on yerlestirme denemesi gerceklestirildi ve en iyi

puanlara sahip uyumlar se¢ildi.

Calismamizda insan tirozinazina benzerliginden dolayr mantar tirozinazi (Agaricus
bisporus) kullanildi. Bu 6zellik onu gida endiistrisi i¢in enzimatik esmerlesme,
kozmetik endiistrisi i¢in hiperpigmentasyona yonelik tirozinaz inhibitorlerinin

gelistirilmesi agisindan uygun bir model haline getirmektedir.
2.2.3.2. ADME Ozelliklerinin Tahmini

Yeni bilesiklerin  fizikokimyasal  6zelliklerinin, farmakokinetiklerinin, ilaca

benzerliginin ve tibbi kimya uyumunun tahmini i¢in, SwisADME c¢evrimi¢i araci

kullanilarak ADME o6zellikleri degerlendirildi [85].
2.2.3.3. Tirozinaz Inhibitor Aktivitesi

Tirozinaz inhibe edici aktivite, daha Once bildirilen yontemlerde oldugu gibi bir
mikroplate okuyucu kullanilarak 492 nm’de mantar tirozinaz enzimi kullanilarak
Olciildii. Enzim aktivitesi i¢in reaksiyon ortami (250 mL), 50 mM fosfat tamponunda
(pH 6.8) 0.5 mM L-DOPA ve 100 mL farkli konsantrasyonlarda bilesikleri igermektedir
[86]. Reaksiyon, 37 °C’de 7 dakikalik bir siire boyunca gergeklestirildi. Bilesikler,
1 mg/mL DMSO igerisinde ¢dziindiiriildii ve uygun konsantrasyona seyreltildi. Inhibitér
icermeyen ancak reaksiyon ortaminda DMSO igeren kontrollerle Olctimler
gerceklestirildi. Bilesiklerin tirozinaz aktivitesi iizerindeki inhibe edici etkileri, enzim

aktivitesinin (ICso) %50’sini inhibe eden konsantrasyonlar olarak ifade edildi.

2.2.4. Kozmetik Uriin Formiilasyonu ve Testleri

Krem formiil igerigi 5-siibstitiie-1H-tetrazol tiirevi igin in vitro mantar tirozinazina karsi
yapilan test sonucu dikkate alinarak formiilize edildi. Enzim inhibisyonu en gii¢lii (1Cso
45 uM) olan 3-(3,4-diklorofenil)-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril (35) bilesigi krem

formiilasyon i¢in etken madde olarak kullanildi.

Tiim hesaplamalar 100 mL krem igin yapilmistir. ICsp degerine gore yapilan
hesaplamalarla 100 mL kremde kullanilmasi gereken etken madde 1,2 mg olarak
belirlendi (Denklem (2.1)-(2.3)).
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M = 45uM = 45.10"° M 2.1)
n = M.V, n=4510"°M.0,1L, n =4,5.10"°mol (2.2)
m = n.MAise m = 4,5.107° mol. 266,09 g/mol = 0,0012 g = 1,2 mg (2.3)

Krem iiretimi i¢in 5-siibstitiie-1H-tetrazol tlirevinin ve diger maddelerin oranlar tespit
edildikten sonra krem formiilasyonlart olusturuldu. 5-siibstitiie-1H-tetrazol tiirevi
haricindeki igerikler grubumuzun 6nceki ¢alismalardaki deneysel tecriibeleri ve literatiir
destekleri ile hazirlandi. Krem formiil icerigi iki faz halinde hazirlanarak etken madde

icine dahil edildi.

Cizelge 2.1°de ve krem formiilasyonunda etken madde olarak kullanilan 3-(3,4-
diklorofenil)-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril  (35)’in ve diger maddelerin yiizdeleri
verilmistir. 1Cso degerine gére 100 mL krem i¢in tespit edilen etken madde orani toksik
ozelligi de dikkate alinarak 10 ila 15 katina kadar kullanilabilir. Formiilasyonda tespit

edilen etken madde oraninin on iki buguk kat1 (15 mg) kullanildu.

Cizelge 2.1. Krem formiilasyon ¢aligmasi.

Adi Icerik Fonksiyon Yiizde
oran (%)
Saf Su Su Cozicii 78,00
< Cosmedia® Ace Sodyum poliakrilat, Viskozite 2,00
N Dikaprilil karbonat, Kontrolii
L Poligliseril-3 kaprat
Eumulgin SG Sodyum Stearoil Glutamat ~ Emiilgator 0,30
3-(3,4-diklorofenil)-2- Tetrazol Etken Madde 0,015
(1H-tetrazol-5- etken maddesi
il)akrilonitril (35)
on Gliserin Gliserin Nemlendirici 3,00
N Cetiol® C5 Koko kaprilat Yumusatici 8,00
E Nipaguartd SCE Sorbitan kaprilat, Koruyucu 1,00
Propandiol, Benzoik asit
Papatya yag1 Yag Yumusatici 5,685
Esans(narcicegi) Esans Koku 2,00

Krem formiilasyonda tetrazol (35) etken maddesinin yanisira, kivamlastirici, emiilgator,
koruyucu gibi farkli dogal icerikler kullanildi. Formiilasyonda gliserin hem nemlendirici
ozellik gosterir hem de ¢oziicii olarak etkin bir igeriktir. Sodyum poliakrilat, dikaprilil
karbonat, poligliseril-3 kaprat bilesenlerinin oldugu karisim kivamlastirict 6zelliginden

dolay1 kullanildi. Koko kaprilat, gliserine destek alt katman bir nemlendirici 6zelligi
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gostermesinin yani sira etken madde igeren yapinin ¢oziinmesinde katkist vardir.
Formiilasyonda yag ve su fazini birlestirmek adina sodyum stearoil glutamat bir
emiilgatér olarak kullanildi. Sorbitan kaprilat, propandiol ve benzoik asit igerikli

karisim ise koruyucu amaci ile formiilasyona dahil edildi.

Formiilasyon hazirlamada etken maddenin homojen olarak dagilimi ve ¢oziiniirligi
onemli bir parametredir. Bu nedenle dagilim ve ¢oziintirliiglin sorun olma olasilig1
degerlendirildi. Bu amagla etken maddenin oncelikli olarak gliserin, koko kaprilat,
sorbitan kaprilat, propandiol, benzoik asit karisimi igerisinde ¢dziinmesi saglandi ve

homojen bir karigim elde edildikten sonra krem formiilasyonu olusturuldu (Sekil 3.1).

Krem formiilasyon igin Oncelikle Cizelge 2.1°de gosterildigi belirlenen oranlarda
maddelerden alinarak FAZ A ve FAZ B hazirlandi. Her fazin malzemesi farklh
beherlerde karistirildi. Her bir faz karisimi homojen hale getirildikten sonra FAZ A ve
FAZ B bir araya getirildi. Karistm homojen, yogun bir kivama gelene kadar karistirildi

(Sekil 2.23a). Analizler i¢in karisim numune kaplarina alindi (Sekil 2.23a ve b).
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FAZ A FAZ B Faz karigimi
b)

Nihai formiilasyon

Sekil 2.23. Krem bazinin hazirlanmasi a) FAZ A, FAZ B ve Faz karisgim1. (b) Nihai
formiilasyon.

Elde edilen kozmetik iiriin i¢in akredite laboratuvarlarda mikrobiyal analiz testi,
antimikrobiyal koruyucu etkinlik testi, fizikokimyasal testler, anti pigmentasyon in vitro
irlin testi yaptirildi. Testlerden olumlu sonuclar elde edildigi i¢in formiilasyonda

revizeye gerek duyulmadan nihai {iriin formiilasyonu olusturuldu.

2.2.4.1. Mikrobiyolojik Analiz Testi

Tiirkiye Ilag ve Tibbi Cihaz Kurumu ‘Kozmetik iiriinlerin stabilitesine Ve agildiktan
sonra kullanim siiresine iliskin kilavuzda belirtilen hususlar cergevesinde kozmetik
iirtinlerde gergeklestirilen mikrobiyolojik analizlerin temel amaci, iirtinlerin raf 6mrii ve
acik ambalaj siirecinde meydana gelebilecek degisikleri tespit edebilmektir. Kozmetik
tirtinlerin icerisindeki bilesiklerin mikroorganizma kontaminasyonu agisindan risklerini

ortaya koyarak insan sagligini korumak amaglanmaktadir [87].
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Mikrobiyolojik testler igin patojenler ve onlara ait analitik ydntemler, TITCK’nin
“Kozmetik Uriinlerin Mikrobiyolojik Kontroliine Iliskin Kilavuz’da belirtildigi haliyle
uyguland: (Cizelge 2.2).

Cizelge 2.2. Mikrobiyolojik analizde kullanilan materyal ve metot

Analiz Metot Kullanilan Besiyeri
Stophylococcys aureus Zenginlestirme ve kati Baird Parker Agar Medium
ATCC 6538 besiyerine ¢izgi ekim

Pseudomonos aeruginoso
ATCC 9027

Zenginlestirme ve kat1
besiyerine ¢izgi ekim

Cetrimide Agar Medium

Escherichia coli
ATCC 8739

Zenginlestirme ve kat1
besiyerine ¢izgi ekim

MacConkey Agar Medium Levine
eosin- Methylene Blue Agar
Medium

Candida albicans
ATCC 10231

Zenginlestirme ve kat1
besiyerine ¢izgi ekim

Sabouraud %4 Dextrose Agar +
Supplement

Kiif -Maya

Dokme plaka veya Yayma plaka

Sabouraud %4 Dextrose Agar +

Supplement
Polisorbat 80 ve Lesitin Iceren
Triptik Soy Agar

Aerobik mezofilik bakteri Dokme plaka veya Yayma plaka

Analizler; Staphylococcus aureus (TSE EN ISO 22718), Pseudomonas aeruginosa
(TSE EN ISO 22717), Escherichia coli (TSE EN ISO 21150) ve Candida albicans
(TSE EN ISO 18416) mikroorganizmalarimin tespitine yonelik olarak zenginlestirildi,
kat1 besiyerine ¢izgi ekim yapilarak Cizelge 3.9’da belirtilen agar ortaminda izolasyonu
her mikroorganizma igin bahsi gegen dort standart baz alinarak gerceklestirildi. Maya
ve kiifiin analizleri ise TSE EN ISO 16212 standardi ¢ercevesinde aerobik inkiibasyon

sonrasinda segici agar ortaminda koloniler sayildi [82].
2.2.4.2. Antimikrobiyal Koruyucu Etkinlik Testi

Test edilen kozmetik iiriin her mikroorganizma i¢in uygun miktarlarda steril kaplara
aktarildi. Inokiilasyon yapilan kaplara her susun yogunluk degerine uygun olarak
transferi yapildi. 1/10 ve 1/100 oraninda nétralizator hazirlanmis ve numunelere uygun
seyreltmeler yapildi. Her bir test mikroorganizmasi igin gereken siirede (0., 7., 14. ve
28. giin) hesaplanan yogunluk miktarma uygun olarak yapilan &rnek diliisyonlari,

logaritmik olarak degerlendirildi (Cizelge 2.3).
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Cizelge 2.3. Koruyucu etkinlik testine ait deney ve inkiibasyon kosullari.

Referans Suslar Metot Kullanilan besiyeri  Inkiibasyon Kosullar:
Pseudomonas aeruginosa Dokme Plaka  Tryptic Soy Agar 30°C-35°C

ATCC 9027/Lot 3270513

Staphylococcus aureus Dokme Plaka  Tryptic Soy Agar 30°C-35°C

ATCC 6538/Lot 220407

Escherichia coli Dokme Plaka  Tryptic Soy Agar 30°C-35°C

ATCC 8739/Lot 220403

Candida albicans Dokme Plaka  Sabouraud 20°C-25°C

NCPF 3179/Lot 040920028 %4 Dextrose Agar

Aspergillus brasiliensis Dokme Plaka  Potato Dextrose Agar  20°C-25°C

NCPF 2275/Lot 020620065

2.2.4.3. Fizikokimyasal Testler

Uriiniin renk ve goriiniimii fiziksel olarak, kokusu igin organoleptik teknigi ile
belirlendi. Yogunluk i¢in basit kiitle ve hacim hesab1 yapildi. pH ise pH metre
(Marka/Model:Milwaukee/ MW150 MAX) ile dl¢tildii.

2.2.4.4. Anti Pigmentasyon In Vitro Uriin Testi

Calisma kapsaminda tiim deneylerde ATCCD’den temin edilen insan epidermal
melanosit hiicre hatti kullanildi. Hiicreler %10 FBS ve %2 glutamin ile desteklenmis
DMEM (ATCC Kat N0:30-2006) ile melanosit hiicre kiiltiirii i¢in hazirlanmis 6zel
besiyerinde ¢ogaltilarak, %5 CO2’li etiivde 37 °C’de inkiibe edildi. ATCC’nin 6nerdigi
sekilde hiicrelerin tripsinazyonu i¢in %0,25 tripsin, %0,03 EDTA karigimi kullanildi.
Hiicreler rutin olarak 2 giinde bir beslenmis ve %85 doluluga ulastiklarinda pasajlandi.
Son pasajlamada T25 flasklara 30.000 hiicre/flask olacak sekilde ekim yapildi ve iki
giin sonunda %80 ve iizeri konfluent hale gelen hiicreler gruplara ait orneklerle
dozlanarak 48 saatlik inkiibasyona birakildi. Iki giin boyunca test materyali dozlarina
(25pg/mL, 50 pg/mL, 100 pg/mL, 200 pg/mL) maruz birakilan hiicrelerden lizat
hazirlanarak test zamanina kadar -20°C’de saklandi. Numune 6ziitii ve kontrol grubu 5
tekrarlt olarak calisildi. Kontrol grubu olarak sadece besiyer kullanildi. Numune
oziitlemesi ISO 10993-12 strandartlarina uygun olarak (72 saat 37 °C’de) yapild:. Insan
epidermal melanosit hiicre lizatlarindaki tirozinaz enzim miktari, 48 saatlik inkiibasyon
siireleri sonunda human tirozinaz ELISA kit kullanilarak belirlendi. Kit, tirozinaz
enzimine 6zel monoklonal antikor ile kaplanmis 96 kuyucuklu plakay1 i¢cermektedir.
Deneye baslamadan 6nce her bir kuyucuk dort kez 300 pL 1x yikama tamponu (Tween

20 ve PBS karisimi) ile yikandi. Belirlenen dozlarda uygulamasi yapilan test materyali
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gruplarindan ve kontrol grubundan 50’ser uL alinarak bu kuyucuklara eklendi. Iki saat
oda sicakliginda 200 rpm’de calkalayicida inkiibe edildi. Her bir kuyucuk dort kez 300
uL 1x yikama tamponu ile yikandi. Daha sonra her kuyucuga 100uL insan anti tirozinaz
antikoru tizerlerine ilave edildi. Bir saat oda sicaklifinda calkalayici ile inkiibasyona
birakildi. Her bir kuyucuk dort kez 300 puL 1x yikama tamponu ile yikandi. Her
kuyucugu 100 pL Avidin-HRP A (Avidin Peroksidaz A) soliisyonu eklendi ve 30 dk
oda sicakliginda calkalayici ile inkiibe edildi. Her bir kuyucuk bes kez 300 pL 1x
yikama tamponu ile yikandi. Her bir kuyucuga 100uL substrat F (yiiksek hassasiyetli
TMB) soliisyonunun eklenerek 10 dk oda sicakligi ve karanlikta inkiibe edildi.
Sonrasinda kuyucuklara baglanan tirozinaz miktarina bagli olarak mavi renk olusumu
gbzlendi. Her kuyucuga 100 uL durdurma soliisyonu eklenerek reaksiyon durduruldu ve
renk maviden sartya dondii. Orneklere ait absorbans degerleri Eliza kit okuyucuda
(Thermo Fisher, multi scan fc microplate reader) 450 nm’de absorbans alinarak

degerlendirilme yapildi.
Negatif kontrol (NK): Ultra saf su
Test materyali uygulama dozlar1 (w/v): 25 pg/mL, 50 pg/mL, 100 pg/mL, 200 pg/mL

Test metaryali (TM) Oziit hazirlama: Test materyali 0,1 gr/mL olarak icerisinde %0,05
DMSO bulunan DMEM besiyerinde c¢oziildii. 24 saat sonra 37 °C’de calkalamali
inkiibatorde 120 rpm ile inkiibasyona birakildi. Siire sonunda 0,22 um membran
filtreden gegirilerek test konsantrasyonlarinda kullanildi. ISO 10993-12 test standardina

gore Oziitleme yapildi.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

Tez calismasinda, 5-siibstitiie-1H-tetrazol tiirevinin sentezi birka¢ asamada planlandi.
[lk asamada aril aldehitlerden tek kademede tetrazol sentezi planlandi (Sekil 3.1. 5a).
Ikinci asamada ise ticari olarak temin edilen BMN tiirevlerinden yola ¢ikilarak
5-siibstitiie-1H-tetrazol tiirevi planlandi (Sekil 3.1. 5b). Son olarak ise aril aldehitlerden
oncelikle BMN tiirevlerinin sentezi sonrasinda ise 5-siibstitiie-1H-tetrazol tiirevlerinin

sentezi planlandi ( Sekil 3.1. 5¢).

a) 0
O A
L
-N o O Katalizor
HN\N‘,‘N O NCT N
M D Nan
NC._CN
b) c)

Sekil 3.1. 5-siibstitiie-1H-tetrazol tiirevlerinin farkli yontemlerle sentezi
(a)Benzaldehitten tek adimda tetrazol eldesi, (b) BMN’den tetrazol eldesi

(c)Benzaldehitten iki adimda tetrazol eldesi.

Yapilan denemelerde aril aldehit, malononitril ve sodyum azid ile tek kademede 12 adet
5-siibstitiie-1H-tetrazol tlirevleri basari ile sentezlendi. Gelistirilen bu yontemde
Pd/AIO(OH) nanopartikiilleri kullanildi. Bu nedenle diger asamalarin calismalari
gerceklestirildi. Ancak tetrazol tiirevlerinin spektroskopik verileri ile karsilagtirilmasi
amact ile gelistirilen yontemle 11 adet benziliden malononitril (BMN) tiirevleri

sentezlendi.

Sentezlenen BMN tiirevlerinin her biri icin *H NMR spektrumu, her bir 5-siibstitiie-1H-
tetrazol tiirevi icin ise H ve ¥C NMR ve FT-IR spektrumu almarak bilesikler

karakterize edildi. Sentezlenen BMN ve tetrazol tiirevleri Cizelge 3.1°de verildi.
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Cizelge 3.1. Sentezde kullanilan reaktantlar ve sentezlenen iiriinler.

Pd/AIO(OH) NPs CH2(CN)2 NaN3
1) ) 3)
Substrat (Aldehit) BMN Tiirev Tetrazol Tiirev
H H H H
& 4
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Cizelge 3.1 (Devami). Sentezde kullanilan reaktantlar ve sentezlenen iiriinler.

Substrat (Aldehit) BMN Tiirev Tetrazol Tiirev
F F F
o) /\ =N \ \'E
N/ ’\{/ N
(27) (28) (29)
H A Ho
E F F N«
< > ﬁo 4@_>7:N 4©_>_<\ N
/) / N~
N/ N/
(30) (31) (32)
Cl Cl Cl
H H H H
Cl Cl N~
CI—<E >—<O \ . \ \'E
/) N~
¢ /
(33) (34) (35)
Oo— o— N
H H BN\ N=p
7
)\ /N
@) - H
Br /4 H
Br N BY
(36) (37) (38)

3.1. BENZILIDENMALONONITRIL TUREVLERI

Tez ¢alismasi kapsaminda sentezlenen 5-siibstitiie-1H-tetrazol tiirevlerinin spektrum
sonuglari ile karsilagtirma yapilmasi amaci ile BMN tiirevlerinin sentezi gerceklestirildi.
Gelistirilen yontemde aril aldehit tiirevlerinin malononitrille etanolde kaynama
sicakliginda reaksiyonlar1 gergeklestirildi ve 2-24 saat araliginda kantitatif verimlerle
BMN tiirevleri elde edildi. Calismada iiriin verimlerinden ziyade BMN tiirevlerinin
yiiksek saflikta elde edilmesi 6nemli idi ve yapilan ¢aligsmalarla istenilen sonuglar elde

edildi.

Elde edilen BMN tiirevlerine ait genel reaksiyon denklemi, reaksiyon siireleri ve erime

noktalari (e.n.) Cizelge 3.2de verildi.



Cizelge 3.2. PdA/AIO(OH) NPs (1) etkisinde sentezlenen BMN tiirevleri.

PAAIO(OH) NPs (1)

(/:\>_<\H CHy(CN), (2)
R/_ @) EtOH

A
Giris Substrat BMN Tiirev Siire e.n.
(Saat) °C
1 9 83-85
5 9 165-168
3 3 98-100
4 2 145-147
5 3 133-135
6 3 104-106
7 2 134-136
8 24 116-118




Cizelge 3.2 (Devami). Pd/AIO(OH) NPs (1) etkisinde sentezlenen BMN tiirevleri.

Giris Substrat BMN Tiirev Siire e.n.
(Saat) °C
H H
= < > 6 F
9 5 4©§7:N 24 118-120
/)
N/
(30) (31)
Cl Cl
H H
10 cl Y Cl . 4 130-132
/
N/
(33) (34)
O— o—
H H
11 Y N =p 2 139-141
Br /
B NG
(36) (37)

Tim BMN tiirevleri aym reaksiyon sartlarinda sentezlenmesine ragmen
2,5-dihidroksibenzaldehit (10) ile gerceklestirilen reaksiyonda istenilen iiriin elde
edilemedi. NMR verilerine gore, planlanan BMN tiirevi yerine orto pozisyondaki -OH
grubu ile BMN tiirevindeki -CN grubu iizerinden halkalagma oldugu tespit edilmistir.
Bu nedenle (10) nolu bilesik iizerinden BMN elde edilemedi fakat tek kademede

tetrazol turevi elde edildi.
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3.1.1. Spektrumlarin Degerlendirilmesi

BMN(DMSO)
BMN(DMSO)-PROTON

—z

L\
\
\

4

L J

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
a) 12.0 115 11.0 105 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

sssssssssssss

162.05
1y
131.76
- £13U.96
1300
11469
11370
82.08

b)
Sekil 3.2. 2-benzilidenemalononitril (5)’in a) *H NMR (400 MHz) ve b) 3C NMR (100
MHz) spektrumlari.

2-benzilidenemalononitril (5):

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds)  8.58 (s, 1H), 7.97 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 7.71 (t, J = 7.4

Hz, 1H), 7.64 (t, J = 7.5 Hz, 2H). 3C NMR (100 Hz, DMSO-ds) & 162.05, 134.87,
131.76, 130.98, 130.02, 114.69, 113.70, 82.08.
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40HBMN(DMSO)
40HBMN(DMS0)-PROTON
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Sekil 3.3. 2-(4-hidroksibenziliden)malononitrile (8)’in a) *H NMR (400 MHz) ve b) *C
NMR (100 MHz) spektrumlari.
2-(4-hidroksibenziliden)malononitril (8):

IH NMR (400 MHz, DMSO-d6) & 8.32 (s, 1H), 7.90 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 6.98 (d, J =
8.8 Hz, 2H). 3C NMR (100 MHz, DMSO-ds) ¢ 164.35, 160.99, 134.35, 123.25, 117.09,
114.66, 75.57.
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25BMN(DMSO) PROTON+
25BTMN(DMSO0)-PROTON
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Sekil 3.4. 2-(2,5-dimetoksibenzilidene)malononitril (13)’iin a) *H NMR (400 MHz) ve
b) 3C NMR (100 MHz) spektrumlari.

2-(2,5-dimetoksibenziliden)malononitril (13):

IH NMR (400 MHz, DMSO-d6) & 8.45 (s, 1H), 7.55 (d, J = 3.1 Hz, 1H), 7.31 (dd, J =
9.2, 3.0 Hz, 1H), 7.20 (d, J = 9.3 Hz, 1H), 3.87 (s, 3H), 3.76 (s, 3H). 13C NMR (100
MHz, DMSO-ds) ¢ 156.08, 153.67, 153.16, 123.20, 120.50, 114.21, 112.99, 82.14,
56.91, 56.11.
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34MBMN(DMSO)+
34MBMN(DMS0)-PROTON
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Sekil 3.5. 2-(3,4-dimethoksibenziliden)malononitril (16)’nin a) *H NMR (400 MHz) ve
b) 3C NMR (100 MHz) spektrumlari.

2-(3,4-dimethoksibenziliden)malononitril (16):

'H NMR (400 MHz, DMSO-d6) ¢ 8.37 (s, 1H), 7.66 — 7.60 (m, 2H), 7.23 (d, J = 8.5
Hz, 1H), 3.90 (s, 3H), 3.80 (s, 3H). $3C NMR (100 MHz, DMSO-ds) 6 161.17, 154.90,
149.22, 127.77, 124.62, 115.31, 114.56, 112.49, 112.34, 77.18, 56.55, 55.94.
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345MBMN(DMSO)
345MBMN(DMS0)-PROTON
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Sekil 3.6. 2-(3,4,5-trimetoksibenziliden)malononitril (19)’un a) *H NMR (400 MHz) ve
b) 3C NMR (100 MHz) spektrumlari.

2-(3,4,5-trimetoksibenziliden)malononitril (19):

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) J 8.40 (s, 1H), 7.38 (s, 2H), 3.82 (s, 6H), 3.81 (s, 3H).
13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) § 161.46, 153.32, 143.32, 126.87, 114.88, 114.13,

108.89, 79.98, 60.94, 56.50.
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OTBMN(DMSO)
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Sekil 3.7. 2-(2-metilbenziliden)malononitril (22)’nin a)'H NMR (400 MHz) ve b)'3C
NMR (100 MHz) spektrumu.

2-(2-metilbenziliden)malononitril (22):

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 8.75 (s, 1H), 7.92 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.55 (m, 1H),
7.44-7.37 (m, 2H), 2.43 (s, 3H). 3C NMR (100 MHz, DMSO-ds) 6 161.32, 140.44,
134.02, 131.58, 130.99, 128.45, 127.00, 114.56, 113.61, 84.23, 19.74.
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PTBMN(DMS0)+
PTBMN(DMSO)-PROTON
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Sekil 3.8. 2-(4-metilbenziliden)malononitril (25)’in a) *H NMR (400 MHz) ve b) 13C
NMR (100 MHz) spektrumlari.

2-(4-metilbenziliden)malononitril (25):

IH NMR (400 MHz, DMSO-d6) 6 8.50 (s, 1H), 7.87 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.45 (d, J =
8.0 Hz, 2H), 2.42 (s, 3H). *C NMR (100 MHz, DMSO-ds) § 162.04, 139.42, 135.59,

131.76, 131.46, 129.90, 128.03, 114.70, 113.70, 81.75, 21.25.
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2FBMN(DMSO)
2FBMN(DMS0)-PROTON
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Sekil 3.9. 2-(2-fluorobenziliden)malononitrile (28)’in a)*H NMR (400 MHz) ve b)3C
NMR (100 MHz) spektrumu.

2-(2-fluorobenziliden)malononitrile (28):

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 8.60 (s, 1H), 8.07 (m, 1H), 7.76 (m, 1H), 7.50 — 7.43
(m, 2H). *C NMR (100 MHz, DMSO-ds) § 162.03, 159.52, 154.34, 137.09, 129.64,
125.90, 119.84, 116.87, 113.18, 85.37.
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Sekil 3.10. 2-(4-fluorobenziliden)malononitrile (31)’in a) *H NMR (400 MHz) ve
b) 3C NMR (100 MHz) spektrumu.

2-(4-fluorobenziliden)malononitril (31):

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 8.55 (s, 1H), 8.08 — 8.02 (m, 2H), 7.54 — 7.47 (m,
2H). 13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) & 166.93, 164.39, 160.64, 134.08, 133.99, 128.50,

117.53, 117.31, 114.63, 113.65, 81.63.
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Sekil 3.11. 2-(3,4-diklorobenziliden)malononitril (34)’iin a)*H NMR (400 MHz ) ve
b)*C NMR (100 MHz) spektrumu.

2-(3,4-diklorobenziliden)malononitril (34):

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 8.54 (s, 1H), 8.15 (s, 1H), 7.97-7.89 (m, 2H). 33C

NMR (100 MHz, DMSO-dg) ¢ 159.22, 137.06, 132.66, 132.63, 132.25, 132.05, 130.16,
114.26, 113.15, 112.56, 84.46.
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Sekil 3.12. 2-(5-bromo-2-metoksibenziliden)malononitril (37)’nin a) *H NMR (400
MHz) ve b) *C NMR (100 MHz) spektrumlari.

2-(5-bromo-2-metoksibenziliden)malononitril (37):

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 8.45 (s, 1H), 8.06 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 7.84 (dd, J =
9.0, 2.2 Hz, 1H), 7.22 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 3.91 (s, 3H). 3C NMR (100 MHz, DMSO-
ds) § 158.18, 155.34, 138.57, 131.55, 122.33, 115.27, 114.47, 113.31, 112.41, 84.31,

56.95.
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3.2. 5-SUBSTITUE-1H-TETRAZOL TUREVLERI

3.2.1. 5-Siibstitiie-1H- Tetrazol Bilesiklerinin Sentezi I¢in Optimizasyon Sartlari

S5-siibstitlie-1H-tetrazol  tiirevlerinin  sentezinde optimizasyon ¢alismalar1 icin
2,5-dimetoksibenzaldehit (12) tercih edildi. Sentezde katalizor olarak kullanilan
Pd/AIO(OH) nanopartikiiliniin (1) secilen bilesik tizerindeki etkileri aragtirildi.
Yontemin standardizasyonu farkli sicakliklarda, ¢oziicii ve katalizor miktarlarinda
gerceklestirildi. Baslangi¢ denemeleri apolar bir ¢oziicii ile gergeklestirildi. Ancak
reaksiyon sonucunda herhangi bir iirlin olusumu gézlenmedi (Sekil 3.3, giris 1). Polar
¢oziicliler olarak metilen klorlir, su, metanol ve etanoliin oda sicakligindaki
reaksiyonlar1 degerlendirildiginde tiriin olusumu gozlenmedi (Cizelge 3.3, girisler 2, 3,
5, 6).

Cizelge 3.3. 3-(2,5-dimetoksifenil)-2-(IH-tetrazol-5-il)akrilonitril (14) sentezi i¢in
optimizasyon kosullar1 2,

N=N
1 \
HN__N
H__O H
NS
CH2(CN),(2) NN
o< NaNs (3) O
o katalizér, ¢oziicii o ~o
(12) (14)

. . e Katalizor Sicakhk  Siire Verimb
Giris Coziicii

(mg) (O (saat) (%)
1 Toluen 30 110 6 Eser Miktar
2 CHCI2 30 25 6 Eser Miktar
3 H20 30 25 6 Eser Miktar
4 H20 30 100 6 12
5 MeOH 30 25 6 Eser Miktar
6 EtOH 30 25 6 Eser Miktar
7 EtOH 30 78 6 73
8 EtOH 30 78 4 73
9 EtOH 10 78 6 <50
10 EtOH - 78 6 ~40

aReaksiyon kogullari: Substrat (0,1 mmol), malononitril (0,11 mmol), sodyum azid (0,12
mmol), °PNMR verimi.
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Sulu ortamda gergeklestirilen reaksiyonun sicakligr arttirilmasina ragmen %12 verimle
iriin olusumu tespit edildi (Cizelge 3.3, giris 4). Etanoliin kaynama sicakligindaki
reaksiyondan maksimum verim elde edildi (Cizelge 3.3, giris 7). Katalizér miktarinin
azaltilmasiyla reaksiyon veriminde bir azalma gozlendi (Cizelge 3.3, giris 9).
Katalizoriin olmadig reaksiyon sartlarinda reaksiyon gergeklesti, ancak iiriin ¢ok diisiik
bir verimle elde edildi (Cizelge 3.3, giris 10). Sonug¢ olarak, 0,1 mmol 2,5-
dimetoksibenzaldehit (12), 30 mg katalizor (1), 5,0 mL etanol ile 3-(2,5-
dimetoksifenil)-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril (14)’iin sentezi gerceklestirildi (Cizelge
3.3, giris 8).

Aril aldehit tiirevleri, 5-siibstitiie-1H-tetrazol tiirevlerinin sentezi igin baglangig
malzemesi olarak kullanildi. Bu calismada aril aldehitlerden tek adimda tetrazol
tirevleri sentezlendi. Aril aldehit tiirevleri, benziliden malononitril bilesikleri
araciligiyla tetrazol tlirevlerine doniistii. Bu amacla reaksiyonun ara asamada kalmamasi
icin sicakligin dnemli bir parametre oldugu belirlendi. Reaksiyonun diisiik sicaklikta
tetrazol tiirevlerine doniismedigi ve benzilidenmalononitril asamasinda kaldig1 gozlendi.
Ayrica ¢Oziicii ortami da reaksiyonun seyrini etkiledi. Coziniirliigiin gii¢lii oldugu,
metanol ve etanol gibi polaritesi yiiksek c¢oOziiciilerde reaksiyonlar daha iyi verimle
tamamlandi. Ayrica reaksiyonlarda su gibi polar bir ¢dziicii kullanilmasina ragmen
istenilen verim elde edilemedi. Katalizor kullanilmadiginda oldukga diisiik verimle {iriin
elde edilmesinin yaninda reaksiyon siiresi olduk¢a uzadi. Yapilan denemeler ile

reaksiyon verimini etkileyen en 6nemli parametrenin katalizor oldugu ortaya konuldu.

Baz1 bilesiklerin sentezi sonucunda yapilan ITK’larda c¢ikis ve yan iiriinlerin
gozlemlenmesi tetrazol bilesigini bu karisimdan ayirmak igin ilave islemler gerektirdi.

Tetrazol bilesikleri work up ve kristallendirme islemleri ile saflastirildi.

3.2.2. Yeni Yontemle Sentezlenen Tetrazol Tiurevleri

5-siibstitiie-1H-tetrazol  tiirevleri igin  gerceklestirilen optimizasyon c¢alismalari
sonrasinda 12 adet tiirev sentezlendi. Cizelge 3.4’da bilesiklere dair NMR verimleri,

erime noktalar1 ve reaksiyon siireleri gosterilmistir.
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Cizelge 3.4. PA/AIO(OH) NPs (1) katalizor ile 5-siibstitiie-1H-tetrazol tiirevlerin one-
pot sentezi®.
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Cizelge 3.4 (Devami). Pd/AIO(OH) NPs (1) katalizor ile 5-stibstitiie-1H-tetrazol
tirevlerin  one-pot sentezi®.

. . Zaman VerimP e.n.
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S BY 4 NN
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aReaksiyon kosullart: aldehit (0.1 mmol), malononitril (0.11 mmol), sodyum azid (0.12), Pd/AIO(OH)
NPs (kiitlece %0,5 Pd) katalizér. "NMR verimi. *Erime noktasi tespit edilemedi.
5-siibstitiie-1H-tetrazol tiirevleri ayni sartlarda 3-6 saat araliginda %60 ila %095
verimlerle elde edildi. Bilesiklerin yapilar1 DMSO-ds ¢éziiciisiinde *H NMR ve 13C
NMR spektrumlart ile aydinlatildi. Heterojen katalizér olarak Pd/AIO(OH) NPs
kullanildi. Pd/AIO(OH) NPs (1)’in yiiksek verimlerle S5-siibstitiie-1H-tetrazollerin
hazirlanmasi igin etkili bir katalizor oldugu gosterildi (Cizelge 3.4). Benzaldehit (4) ve
4-hidroksi  benzaldehit (7), 3-fenil-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril (6) ve 3-(4-
hidroksifenil)-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril (9)’a 5 saat igerisinde %95 verimle
doniistiriildic  (Cizelge 3.4, giris 1, 2). 2,5-dihidroksibenzaldehit (10), 3-(2,5-
dihidroksifenil)-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril (11)’e 3 saat iginde %79 verimle
doniistirildic  (Cizelge 3.4, giris 3). 2,5-dimetoksibenzaldehit (12), 3-(2,5-
dimetoksifenil)-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril (14)’e 4 saat ic¢inde %73 verimle
doniistirildic  (Cizelge 3.4, giris 4). 3,4- dimetoksibenzaldehit (15), 3-(3,4-
dimetoksifenil)-2-(1H-tetrazol-5-ylakrilonitril  (17)’ye 5,5 saatte %79 verimle
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doniistiriildic.  (Cizelge 3.4, giris 5). 3,4,5-trimetoksibenzaldehit (18) ve
2-metilbenzaldehit (21), 2-(1H-tetrazol-5-il)-3-(3,4,5-trimetoksifenil)akrilonitril (20) ve
2-(1H-tetrazol-5-il)-3-o-tolilakrilonitril  (23)’e 4 saat icerisinde %85 verimle
donistirildi (Cizelge 3.4, giris 6, 7). 2-(1H-tetrazol-5-il)-3-p-tolilakrilonitril (26) 4
saat icinde %73 verimle elde edildi (Cizelge 3.4, giris 8). 3-(2-florofenil)-2-(1H-
tetrazol-5-il)akrilonitril (29) ve 3-(4-florofenil)-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril (32) %95
verimle elde edildi (Cizelge 3.4, giris 9, 10). 3,4-diklorobenzaldehit (33), 3-(3,4-
diklorofenil)-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril (35)’e 3 saatte %72 verimle doniistiiriildii
(Cizelge 3.4, giris 11). 5-bromo-2-metoksibenzaldehit (36), 3-(5-bromo-2-
metoksifenil)-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril (38)’e 5 saatte %60 verimle doniistirildi
(Cizelge 3.4, giris 12).

Genel olarak aromatik halkaya bagli olan metil, hidroksi ve metoksi gibi elektron
saglayici gruplar ve halojen gibi elektron g¢ekici gruplar karbonil grubunun etkinligini
degitirmektedir. Cizelge 3.4’teki farkli reaksiyon verimleri ve siireleri bu 6zelliklerin
sonucunda ortaya g¢ikmaktadir. Ancak reaksiyonlarda elektronik etkilerin yani sira

¢oziicii sistemi, sicaklik ve sterik etkiler de reaksiyon verim ve siiresini etkilemektedir.
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3.2.1. Spektrumlarin Degerlendirilmesi
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Sekil 3.13. 3-fenil-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril (6)’nin a) FT-IR, b) *H NMR (400

MHz), ¢) 13C NMR spektrumu.
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3-fenil-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril (6):

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 8.40 (s, 1H, C=CH), 8.10 — 7.96 (m, 2H, ArH), 7.68
— 7.48 (m, 3H, ArH). 3C NMR (100 MHz, DMSO-ds) § 155.95, 148.86, 132.80,
132.63, 130.32, 129.78, 115.99, 97.42. FT-IR(cm™): 3591.9, 3186.1, 2223.3, 1563.5,
1451.2, 1370.4, 1294.6, 1213.7
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Sekil 3.14. 3-(4-hidroksifenil)-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril (9)’un a) FT-IR, b) *H
NMR (400 MHz), ¢) *C NMR spektrumu.
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3-(4-hidroksifenil)-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril (9):

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds)  10.64 (bs, 1H, OH), 8.21 (s, 1H, C=CH), 7.94 (d, J =
8.8 Hz, 2H, ArH), 6.97 (d, J = 8.7 Hz, 2H, ArH).23C NMR (100 MHz, DMSO-ds) &
162.12, 148.42, 133.03, 123.84, 116.82, 116.77, 92.36. FT-IR(cm™): 3385.9, 3107.5,
2222.3,1559.7, 1437.1, 1364.8, 1288.7
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Sekil 3.15. 3-(2,5-dihidroksifenil)-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril (11)’in a) FT-IR, b) *H
NMR (400 MHz), c) 13C NMR spektrumu.
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3-(2,5-dihidroksifenil)-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril (11):

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 10.09 (s, 1H, ArOH), 8.88 (s, 1H, C=CH), 7.37 (d, J
= 9.0 Hz, 1H, ArH), 7.22 (dd, J = 9.0, 2.9 Hz, 1H, ArH), 7.11 (d, J = 2.9 Hz, 1H, ArH).
13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) 6 157.60, 154.84, 153.88, 147.92, 124.04, 118.44,
118.29, 115.24, 113.80, 102.47. FT-IR(cm™): 3318.6, 3124.2, 2237.9, 1565.7, 1482.5,
1299.0, 1265.1
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Sekil 3.16. 3-(2,5-dimetoksifenil)-2-(1H-tetrazol-5-i
NMR (400 MHz), ¢) *C NMR spektrumu.
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(3-(2,5-dimetoksifenil)-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril (14):

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) ¢ 8.53 (s, 1H, C=CH), 7.72 (d, J = 2.7 Hz, 1H, ArH),
7.23-7.12 (m, 2H, ArH), 3.87 (s, 3H, OCHj3), 3.78 (s, 3H, OCHs). 3C NMR (100 MHz,
DMSO-ds) ¢ 155.92, 153.20, 153.16, 142.80, 121.39, 120.40, 116.06, 113.68, 113.00,
97.44, 56.80, 56.02. FT-IR(cm™): 3492.7, 3114.1, 2930.4, 2227.2, 1589.1, 1497.1,
1465.7, 1224.3, 1028.4
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Sekil 3.17. 3-(3,4-dimetoksifenil)-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril (17)’nin a) FT-IR, b)
'H NMR (400 MHz), c) **C NMR spektrumu.
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3-(3,4-dimetoksifenil)-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril (17):

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 8.29 (s, 1H, C=CH), 7.75 (s, 1H, ArH), 7.65 (d, J =
8.4 Hz, 1H, ArH), 7.19 (d, J = 8.5 Hz, 1H, ArH), 3.88 (s, 3H, OCHs), 3.84 (s, 3H,
OCHs). 3C NMR (100 MHz, DMSO-ds) & 155.93, 152.98, 149.18, 148.76, 125.86,
125.25, 116.69, 112.34, 93.40, 56.28, 55.93. FT-IR(cm™): 3180.7, 2210.8, 1584.4,
1513.2, 1447.3, 1340.6, 1245.2, 1140.0
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Sekil 3.18. 2-(1H-tetrazol-5-il)-3-(3,4,5-trimetoksifenil)akrilonitril (20)’nin a) FT-IR, b)
H NMR (400 MHz), c) **C NMR spektrumu.
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2-(1H-tetrazol-5-il)-3-(3,4,5-trimetoksifenil)akrilonitril (20):

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) ¢ 8.34 (s, 1H, C=CH), 7.45 (s, 2H, ArH), 3.86 (s, 6H,
OCHs3), 3.78 (s, 3H, OCHs). 3C NMR (100 MHz, DMSO-dg) § 153.42, 148.58, 141.40,
127.93, 116.54, 108.91, 108.13, 96.32, 60.78, 56.48. FT-IR(cm™): 3412.6, 3089.0,
2933.6, 2214.6, 1578.8, 1508.7, 1452.2, 1331.7, 1129.5
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Sekil 3.19. 2-(1H-tetrazol-5-il)-3-o-tolilakrilonitril (23)’iin a) FT-IR, b) *H NMR (400

MHz), ¢) 3C NMR spektrumu.
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2-(1H-tetrazol-5-il)-3-o-tolilakrilonitril (23):

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) ¢ 8.53 (s, 1H, C=CH), 7.97 (d, J = 7.4 Hz, 1H, ArH),
7.52-7.36 (m, 3H, ArH), 2.43 (s, 3H, CHs). *C NMR (100 MHz, DMSO-ds) ¢ 155.32,
147.74, 139.19, 132.13, 131.97, 131.27, 128.27, 126.83, 115.77, 99.63, 19.86. FT-
IR(cm™): 3390.2, 3170.1, 3092.8, 2217.4, 1599.0, 1451.1, 1373.9, 1281.4, 1223.9,
1025,2.
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Sekil 3.20. 2-(1H-tetrazol-5-il)-3-p-tolilakrilonitril (26)’nin a) FT-IR, b) *H NMR (400
MHz), ¢) 3C NMR spektrumu.
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2-(1H-tetrazol-5-il)-3-p-tolilakrilonitril (26):

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) ¢ 8.33 (s, 1H, C=CH), 7.93 (d, J = 8.1 Hz, 2H, ArH),
7.42 (d, J = 8.1 Hz, 2H, ArH), 2.41 (s, 3H, CHa). 13C NMR (100 MHz, DMSO-dg) ¢
155.92, 148.54, 143.42, 130.40, 130.01, 116.26, 96.19, 21.73. FT-IR(cm™): 3407.8,
3206.8, 3175.3, 2218.2, 1594.3, 1422.6, 1184.9
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Sekil 3.21. 3-(2-florofenil)-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril (29)’un a) FT-IR, b) *H NMR
(400 MHz), ) 3C NMR spektrumu.
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3-(2-florofenil)-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril (29):

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 8.4 (s, 1H, C=CH), 8.22 (m, 1H, ArH), 7.69 (m, 1H,
ArH), 7.51-7.40 (m, 2H, ArH).*.C NMR (100 MHz, DMSO-ds) & 162.46, 159.52,
140.07, 134.94, 129.19, 125.69, 120.67, 116.89, 115.42, 100.53. FT-IR(cm%): 3386.1,
2994.1, 1600.6, 1288.4, 1025.2
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Sekil 3.22. 3-(4-florofenil)-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril (32)’nin a) FT-IR, b) *H

NMR (400 MHz), ¢) *C NMR spektrumu.
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3-(4-florofenil)-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril (32):

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 8.41 (s, 1H, C=CH), 8.20-7.99 (m, 2H, ArH), 7.53-
7.39 (m, 2H, ArH). 23C NMR (100 MHz, DMSO-ds)  165.70, 163.19, 147.44, 133.10,
133.00, 129.39, 129.36, 117.14, 116.92, 116.02, 97.25. FT-IR(cm™): 3377.6, 3184.7,
3109.4, 2204.1, 1586.7, 1507.3, 1232.3, 1160.9
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Sekil 3.23. 3-(3,4-diklorofenil)-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril (35)’in a) FT-IR, b) *H
NMR (400 MHz), ¢) *C NMR spektrumu.
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3-(3,4-diklorofenil)-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril (35):

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 8.42 (s, 1H, C=CH), 8.27 (s, 1H, ArH), 8.03 (d, J =
8.3 Hz, 1H, ArH), 7.90 (d, J = 8.5 Hz, 1H, ArH). *C NMR (100 MHz, DMSO-ds) &
145.45, 134.85, 133.37, 132.42, 132.02, 131.94, 129.84, 118.96, 116.25, 115.70,
100.15. FT-IR(cm™): 3442.5, 3183.9, 3078.4, 2176.3, 1610.6, 1580.9, 1466.7, 1397.2,
1210.5,1027.3
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Sekil 3.24. 3-(5-bromo-2-metoksifenil)-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril (38)’in a) FT-IR,

b) *H NMR (400 MHz), ¢) *C NMR spektrumu.
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3-(5-bromo-2-metoksifenil)-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril (38):

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 8.46 (s, 1H, C=CH), 8.22 (d, J = 2.3 Hz, 1H, ArH),
7.77 (dd, J = 8.9, 2.4 Hz 1H, ArH), 7.21 (d, J = 9.0 Hz, 1H, ArH), 3.92 (s, 3H, OCHs).
13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) 6 157.84, 141.33, 136.52, 130.83, 123.35, 115.66,
114.88, 112.43, 99.55, 56.90. FT-IR(cm™): 3414.6, 3114.4, 3114.4, 2981.8, 2216.1,
1608.1, 1585.9, 1477.0, 1251.0, 1178.9, 1004.2
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3.3. FT-IR SPEKTRUMLARININ KARSILASTIRILMASI

Calismada sentezlenen bazi BMN ve tetrazol tiirevlerinin FT-IR spektrumlarindaki
karakteristik pikler karsilastirilarak yapilar aydinlatildi. Spektrumlarda BMN ve tetrazol

tirevlerinin fonksiyonel gruplar1 Ry ile ifade edildi.

BMN tiirevleri olarak 2-benzilidenemalononitril  (5), 2-(4-hidroksibenziliden)
malononitril (8), 2-(3,4,5-trimetoksibenziliden)malononitril (19), 2-(2-metilbenziliden)
malononitril (22), 2-(4-metilbenziliden)malononitril (25) ve 2-(2-fluorobenziliden)
malononitril (28); 5-siibstitiie-1H-tetrazol tiirevi olarak 3-fenil-2-(1H-tetrazol-5-
il)akrilonitril (6), 3-(4-hidroksifenil)-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril (9), 2-(1H-tetrazol-
5-il)-3-(3,4,5-trimetoksifenil)akrilonitril  (20), 2-(1H-tetrazol-5-il)-3-o-tolilakrilonitril
(23), 2-(1H-tetrazol-5-il)-3-p-tolilakrilonitril (26) ve 3-(2-florofenil)-2-(1H-tetrazol-5-
il)akrilonitril (29) tercih edildi (Sekil 3.25-Sekil 3.30).

Tiim bu molekiillerdeki en belirleyici sinyal yaklasik 2300 cm™’dir. Bu dalga sayis1
civarinda sinyal veren fonksiyonel grup nitril (-CN) grubudur. Diger taraftan yapisinda
hidroksi grubu barindiran molekiiller i¢in de 3500 cm™ civarinda yayvan bir bant olarak
gormek miimkiindiir. Nitril gruplarindaki sinyal kaymalar1 tetrazol bilesiklerinin
olusumuna dair 6nemli bir kanit olarak gosterilebilir. BMN tiirevlerinde iki adet nitril
grubu vardir. Reaksiyon sonrasi tetrazol halkasi olustugunda nitril grubu bir tane
kalmaktadir. Spektrumlardaki 2300 cm-1’deki sinyaller karsilagtirildiginda tetrazol
tirevlerindeki sinyal siddetlerinde azalma gozlemlendi. Bu da nitril grubunun
reaksiyona girdiginin gostergesidir.

—— BMN —— BT1

1

Transmittance
?I 1 I%OI 1 I4IOI 1 IGIOI 1 I8I0I 1 I1QOI

T I T T T T I T T T T T T T T T |
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Wavenumber (cm-1)

)
2500

Sekil 3.25. 2-benzilidenemalononitril (5) ve 3-fenil-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril
(6)’nin FT-IR spektrumlari.
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Sekil 3.26. 2-(4-hidroksibenziliden)malononitril (8) ve 3-(4-hidroksifenil)-2-(1H-
tetrazol-5-il)akrilonitril (9)’un FT-IR spektrumlari.
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Sekil 3.27. 2-(3,4,5-trimetoksibenziliden)malononitril (19) ve 2-(1H-tetrazol-5-il)-3-

(3,4,5-trimetoksifenil)akrilonitril (20)’nin FT-IR spektrumlari.
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Sekil 3.28. 2-(2-metilbenziliden)malononitril (22) ve 2-(1H-tetrazol-5-il)-3-o0-
tolilakrilonitril (23)’tin FT-IR spektrumlari.
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Sekil 3.29. 2-(4-metilbenziliden)malononitril (25) ve 2-(1H-tetrazol-5-il)-3-p-
tolilakrilonitril (26)’nin FT-IR spektrumlari.
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Sekil 3.30. 2-(2-fluorobenziliden)malononitril (28) ve 3-(2-florofenil)-2-(1H-tetrazol-5-
il)akrilonitril (29)’un FT-IR spektrumlari.
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3.4. ENZIM-AKTIVITE CALISMALARI

3.4.1. Molekiiler Yerlestirme Calismasi

Molekiiler yerlestirme sonuglarinin tirozinaz inhibisyon ¢alismalar1 ile uyumlulugunu
degerlendirmek amaciyla 5-siibstitiie-1H-tetrazol tiirevlerin ve referans molekiiliin
enzimin aktif bolgesindeki protein-ligand etkilesmeleri incelenerek Moldock Skorlari

hesaplandi. MolDock skor enerjisine gore Cizelge 3.5’te on iki bilesik siralanda.

Cizelge 3.5. Tetrazol bilesiklerin docking ¢alismalarina ait Moldock Skorlari.

Giris Inhibitor Moldock?®  H bag®
Skor
1 (20) -106,74 -4,51
2 (38) -105,81 0
3 (35) -99,78 -0,29
4 (23) -97,55 0
5 (14) -91,60 0
6 17) -89,45 -3,75
7 (11) -86,58 -2,50
8 9) -80,72 -2,50
9 (6) -78,40 0
10 (26) -77,35 0
11 (29) - -
12 (32) - -
13 Tropolon -47,63 -4,51

%En iyi baglanma afinitesini temsil etmektedir. Protein-ligand arasindaki ve ligandin kendi i¢ enerjisinin toplami
seklinde ifade edilmektedir. Protein-ligand etkilesim enerjisi; protein ve ligand arasindaki, H bagi, elektrostatik enerji
(Coloum potansiyeli) ve Sterik etkilesimler (van der Waals)’in toplamu seklinde ifade edilmektedir. Ligandin kendi i¢
enerjisi ise; ligand i¢i H bagi, sterik etkilesimer (van der Waals) ve ligand atomik baglarinin torsion enerjilerinin
toplamui seklinde ifade edilmektedir.

b Hidrojen bag enerjisi (kJ/mol).

MolDock skoru, hidrojen bagi, sterik ve elektrostatik etkilesimleri igeren ligand-
reseptOr arasindaki toplam afinite degerinin bir ifadesidir. MolDock skoru, dis ligand
etkilesimi art1 i¢ ligand etkilesiminden kaynaklanan toplam enerjidir. Dis ligand
etkilesimi, protein-ligand etkilesimi ve kofaktdr-ligand etkilesiminden olusan enerjinin
toplamudir. I¢ enerji etkilesimi, burulma gerilmesi, burulma gerilmesi sp?-sp?, sterik ve

elektrostatik gibi ligandin kimyasal yapisina bagli enerjinin toplamidir [88].

Elde edilen docking sonuglarina gore bilesik (20), (38), (35), (23), (14), (17), (11), (9),
(6), ve (26)’nin sirastyla -106,74; -105,81; -99,78; -97,55; -91,6; -89,45; -86,58; -80,72

gibi yiiksek moldock skorlara (kcal/mol-negatif enerji agisindan) sahip oldugunu
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goriildii. (29) ve (32) bilesikleri docking programi tarafindan hesaplama digina alindi ve

puanlama yapmadi. Cizelge 3.5’te {ist siradaki tetrazol tiirevler, tropolon (moldock skor:

-47.63) gibi deneysel tirozinaz inhibitorlerine kiyasla yiiksek diizeyde ligand-protein

etkilesim enerjisi sundugu belirlendi.

3.4.2. In vitro Tirozinaz Enzim Calismalan

Tirozinaz enzim aktivitesine karsi on iki bilesigin inhibe edici potansiyeli Cizelge

3.6’daki gibi sonuglandi ve referans molekiil tropolon ile karsilastirildi.

Cizelge 3.6. Tirozinaz enzim aktivitesine karsi test edilen 5-siibstitiie-1H-tetrazol
tirevlerinin 1Csg degerleri. Degerler ii¢ bagimsiz denemenin ortalama SS (Standart
Sapma)’n1 temsil etmektedir.

Giris Uriin ICso Giris Uriin ICso
(»M) (»M)
H oy H
1 \ \ ll{l 433,22+34.85 | 7 A\ A ,'}' 624,45+31,92
/4 - Y/ n-N
N N
(6) (23)
H H |
2 N M 288,81+17,61 | 8 L 346,57+21,69
/i N~ // N-N
N N
©) (26)
OH F
Aoy AN
N~ N~
3 NN 99004571 |9 N -
N
HO / N -
¢ ¥
(11) (29)
o/ H
H § F $ H\N
4 A\ \\ll}l 577,62+30,27 | 10 \ 'l{l 173,29+12,34
-N // N~
0 N
I N
(14) (32)
cl
\ H H H
© N\ N cl N
5 NI 693,14+40,02 | 11 N "N 45,00+3,28
—0 Vi N-N /NN
N N4
a7 (35)
o/ AN
\ H H O /N\hl
6 0 \ Nsn 653,52+45,60 | 12 /N -
\ N H
-N H
—0 N// N Br
(20) (38)
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Cizelge 3.6 (Devami). Tirozinaz enzim aktivitesine karsi test edilen S-siibstitiie-1H-
tetrazol tiirevlerinin ICso degerleri.

Giris Uriin ICs0 | Giris Uriin 1Cso

(»M) (M)
OH

13 @:o 40,00

Referans molekiil (39)

Tirozinaz enzim ¢aligmalar1 sonucunda artan inhibisyona gore (35), (11) (32), (9), (26),
(6) ve (14), (17), (20) ve (23) bilesikleri igin ICsp sirasiyla sirasiyla 45,00+3,28;
99,00+5,71; 173,29+12,34; 288,81+17,61; 346,57+21,69; 433,22+34,85; 577,62+30,27,
693,14+40,02; 653,524+45,60 ve 624,45+31,92 uM’dir. Enzim aktivitesine gore en
giiclii tirozinaz inhibitoérii olarak 45,00+3,28 uM’lik bir ICso degeriyle 3-(3,4-
diklorofenil)-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril (35) bilesigi tespit edildi. Daha sonra
99,00+5,71uM’lik ICso ile 3-(2,5-dihidroksifenil)-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril (11)
ikinci sirada geldi. Kahn ve arkadaslarinin literatiirdeki ¢alismasindan referans molekiil
tropolon (39)’un 1Cso’si 40,00 uM olarak bildirilmistir [89]. Buna gore tez
kapsamindaki in vitro ¢aligma sonuglari, bilesik 3-(3,4-diklorofenil)-2-(1H-tetrazol-5-
il)akrilonitril (35)’in referans molekiile esdeger inhibisyon potansiyeline sahip oldugunu

gosterdi.

Fenil halkasi lizerinde farkli konumlarda farkl: siibstitiientler eklenerek yeni molekiiller
tiiretilmis tetrazollerinin sonuglari herhangi bir grup eklenmemis ilk molekiil olan
3-fenil-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril (6) ile karsilastirdigimizda, molekiillerin enzime
kars1 inhibisyon etkisine para konumuna bagli gruplarin 6nemli katki sagladigi
sOylenebilir. Fenil halkasinin meta ve para konumunda iki klorlir grubu bulunduran
bilesik 3-(3,4-diklorofenil)-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril (35) 45,00+3,28 uM’lik ICso
degeri ile en giiclii tirozinaz inhibitor aday1 gibi goriiniirken fenil halkasinin 2- ve 5-
konumlarinda  iki  hidroksil  ikameli  3-(2,5-dihidroksifenil)-2-(1H-tetrazol-5-
il)akrilonitril (11) bilesigi (ICs0= 99,00+5,71 uM) ise ardindan gelir. Para pozisyonunda
flor ve metil gruplar ile (32) ve (26) molekiiliin inhibisyon potansiyeli artarken, orto
pozisyondaki metil grubu ile molekiil (23)’lin inhibisyon potansiyeli azalmis, flor ile
molekiil (32) herhangi bir inhibisyon etki gostermedigi goriildii. Bilesik (14), (17) ve
(20)’de goruldigit gibi metoksi siibstitiientleri, molekiiliin enzime kars1 inhibisyon

potansiyelini azaltti. Bunun nedeni, sterik engelleme sonucunda molekiil etkilesime

103



girdigi bolgeye yeterince yaklagsamamasi ya da —OCHs grubunun kavitideki amino
asitler ile daha az etkilesime girmesi olabilir. Ciinkii ayni pozisyonlarda hidroksi- ve
metoksi- gruplari bulunan molekiil (11) ve (14)’tn aktiviteleri karsilastirildiginda,
hidroksi- grubu bulunduran molekiil (11)’in inhibisyon potansiyeli artarken metoksi-
bulunduran molekiil (14)’{in inhibisyon potansiyelinin azaldigi gortildi. Bunun nedeni
hidroksi (-OH) gruplarinin hidrojen bagi yapabilme kapasitesi de olabilir. Benzer bir
aktivite degisikligi molekiil (17) ve (35)’de de gbzlemlendi. Tirozinaz in vitro enzim
calismasiin sonuglar1 incelendiginde 5-siibstitiie-1H-tetrazol tiirevinde bulunan fenil
grubu {iizerindeki fonksiyonel gruplarin, molekiiliin inhibisyon etkisini etkiledigi
goriildi.

Ligandlarin Tirozinaz enzimi (2Y9X)’e karsi baglanmasim1 ve yonelimlerini
degerlendirmek amaciyla in vitro enzim c¢aligmasinda en yiiksek aktivite gosteren iki
tetrazol tiirevi olan bilesik (11) ve (35) ic¢in molekiiler yerlestirme ¢alismalari
gerceklestirildi. Molekiiler yerlestirme (Docking), Molegro Virtual Docker programi
kullanilarak —gerceklestirildi ve yerlestirmenin dogrulanmasi, Kok-ortalama-kare
sapmas1 (Root Mean Square Deviation-RMSD) 2 A’dan az olan kenetlenmis ligand ile
co-kristalize ligandin iist iiste bindirilmesiyle gergeklestirildi. Yazilim tarafindan tahmin
edilen baglanma geometrilerinin referans ligand ile karsilagtirilmasi, ligandlarin aktif

bolgedeki konumlart ve enzim igin yerlesme boslugu Sekil 3.31°de gorsellestirildi.

Katalitik bolgedeki bakir iyonlar, tirozinaz enzim aktivitesine 6nemli bir katki saglar.
Bakir iyonlariin kararliligi His kalintilari ile saglanmaktadir. Sekil 3.31°de gorildigi
gibi, Bilesik (11) ve bilesik (35) biniikleer bakir blgesinin yakinina baglanan referans

ligand1 ile enzimin ayn1 bolgesinde etkilesime girmistir.
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. Bilesik 11

Bilesik 35

Tropolon

Iyonlar

Sekil 3.31. Bilesik (11) ve (35)’in referans ligand (39) ile ortiisen durumlari, a)
Bilegiklerin tirozinaz aktif bolgesine yonelik baglanma alani, b) Docking bolgesi

kirmizi renkle gosterilmistir, C) Enzimin aktif boslugundaki molekiiller.

Molekiiller yerlestirme sonuglarina gore bilesik (11) ve (35)’in en ¢ok etkilesime

girdikleri amino asitler ve bunlara ait enerji skorlar1 Cizelge 3.7°de verilmistir.

Cizelge 3.7. Bilesikler (35), (11) ve tropolon (39) ile en ¢ok etkilesime giren amino asit

kalintilari.
OH cl OH
H L H 4
A\ N~n Cl \ N"l:l (}O
HO /) \N ’l'{l / \N -N
N/ N /
Bilesik (35) Bilesik (11) Referans Ligand
(Tropolon) (39)
-86.5808 MolDock Skor -99.7873 MolDock Skor -47.639 MolDock Skor
Kalinti ID Toplam Kalmti ID Total Kalhnti ID Toplam
enerji enerji
Val 283 -17.80  Asn 260 -17.49  Val 283 -13.24
Asn 260 -15.84 His 263 -17.14  His 263 -10.45
His 263 -13.04  Val 283 -15.15  Asn 260 -5.87
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Cizelge 3.7 (Devami). Bilesikler (35), (11) ve tropolon (39) ile en ¢ok etkilesime giren
amino asit kalintilar1.

Kalint1 ID Toplam Kalmti ID Total Kahnti ID Toplam
enerji enerji

Phe 264  -10.83  Phe 264 -13.67  Ser 282 -5.39

His 85 -6.89 Ser 282 -6.27 Phe 264 -5.34

His 259  -5.04 Gly 281 -4.70 Gly 281 -3.72

Ser 282  -5.02 Met 280 -3.45 His 259 -2.10

His 61 -3.95 His 244 -3.23 Met 280 -2.09

Phe 292 -2.13 Val 248 -3.23 His 85 -1.74

Gly 281  -2.03 His 259 -2.56 Cu 1 -1.38

Glu 256  -1.87 His 61 -2.40 Ala 286 -1.13

Val 248  -1.57 Met 257 -2.25 His 61 -0.90

Phe 90 -1.25 His 85 -2.08

Met 280  -1.06 Cu 1 -1.56

His 296  -0.84 His 279 -0.54

His 244 -0.55 Phe 292 -0.50

Cu 1 1.11 Ala 286 2.81

Arg 268 2.00

Ala 286  2.96

Sekil 3.32°de segilen (11), (35) ve tropolon (39) bilesiklerinin Cytoscape yazilimi
kullanilarak en ¢ok baglandiklari aminoasit aglar1 gorsellestirildi [90]. Her iki bilesik de
(11), (35) kendisine benzer amino asitlere baglanarak referans ligandinin baglandigi
cebe yerlesmeyi basardi. Asn260, His263 ve Val283 amino asitlerin, tropolon ve test

edilen iki molekiiliin en ¢ok etkilesime girdigi ilk {i¢ amino asit kalintis1 oldugu

gorildi.
Tropolon
o) Val283 & Glu256
1
His279
Asn260 Phe264 Arg268
His263
Bilesik 35 His259 Bilesik 11 His296
His61 Met280
Cut
Phe90
Yot Ser282
His85
g P His244

Sekil 3.32. Enzimin aktif bolgesindeki hangi amino asitlerin referans molekiil ve aktif

molekiiller ile etkilesime girdigini gosteren diyagram.

Bilesik (35) ve (11)’in tirozinazin aktif bosluguna docking calismasi, bu tiirevlerin
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dikkate deger afinitesinden birka¢ molekiiler etkilesimin sorumlu oldugunun

varsayildigini géstermistir.

Sentezlenen bilesikler arasinda hedefe en yakin bilesigin (35) nolu bilesik olup, docking
(yerlestirme) puami -99,7873 MolDock Skoru olarak bulundu. Bu bilesik His259,
His263, His6l, His85, Val283 ve Val248 ile hidrofobik etkilesimler olusturmustur.
Benzen halkasindaki Klorlar, His259, His263, His6l, His85 ve Val285 amino
asitlerindeki alkil gruplari ile olan etkilesimlerine katkida bulunmustur. Bu etkilesimi,
tetrazol ve fenil halkalarinin sirasiyla Val248 ve Val283’iin metil grubu ile iki n-sigma
etkilesimi sergiledigini, fenil halkasinin His263 ile Pi-Pi Stacked etkilesimini
olusturdugunu ortaya koymustur. Phe292, Ser282, Met280, Gly281, Phe264, Asn260,
His244 ve Met257 ile de van der Waals etkilesimini olusturmustur (Sekil 3.33).

3D interaction diagram 2D interaction diagram van der Waals
N
& % PHE264 A\
Bilesik 11 .
e —Coll
/ )
: / o
/ VAL \
ASN269 283 \
« ¥ »H L
8 7 1 P
PHE
L w264 A
d HIs
4 o s ey Asl
‘ w 0
HIS259 W
N\ HIS263 A
MET
4280
N i
y
VAL
= 4283
HIS
4259
H
>/v\’km 4:263
Bilesik 35

.........

Interactions
G H [ AP Stacked ol

Bl Conventonsl Hydrogen Bond | Asded [
| Carben Hydrogen Bond Bl AaTshwed [T] PN

0

L]
&
H

Sekil 3.33. Bilesik (11) ve (35)’in tirozinaz ile protein-ligand etkilesim profillerinin ve

pozlarinin referans ligand ile karsilagtirilmasi.

Bilesik (11)’in tirozinaz baglanma bolgesindeki baglanma pozu, (-86,5808 MolDock
Skoru), Asn260’in oksijeni ile fenil halkasinin 2-pozisyonundaki siibstitute olan
hidroksil grubu arasinda bir hidrojen bagi etkilesiminin goézlendigi ortaya konuldu.

Ayrica, fenil halkasi Val283 ile =m-sigma etkilesimine, His263 ile Pi-Pi Stacked
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etkilesimine ve Ala286 ile pi-Alkil etkilesimine dahil oldu. Tetrazol halkasi, Phe264’iin
fenil grubu ile etkilesime girerek Pi-Pi Stacked etkilesimi olusturdu. Ayni zamanda
Phe292, His61, Ser282, Gly281, Val248, His259, Phe90, Glu256 ve His244 kalintisi ile
van der Waals etkilesimini de gosterdi (Sekil 3.33).

Bakir iyonu ve His263 arasindaki hidrofobik etkilesimin, substratin oryantasyonunda
onemli bir rol oynadig1 varsayilmaktadir [91]. Referans ligand Tropolon (39) gibi, her
iki molekiil de bu amino asitle farkli ve giiclii bir hidrofobik etkilesim sergileyebilir.
Ayrica bunun, enzim tizerindeki inhibitor etkileri i¢in 6nemli bir parametre olabilecegi

distiniildi.

3.4.3. Absorpsiyon, Dagilim, Metabolizma ve Eliminasyon (ADME) Ozellikleri

ADME ozellikler, c¢alisilan bilesiklerin farmakokinetigini, ilaca benzerligini ve
toksisitesini tahmin etmek icin kullanilir ve ilag¢ kesiflerine yonelik tiim kritik etkileri
ortaya ¢ikarmaya yardimci olur. Bilesik (11) ve (35)’in in siliko emilim, dagilim,
metabolizma ve atilim (ADME) 6zellikleri, SwissADME web araci kullanilarak tahmin
edildi. Karsilastirma amaciyla referans molekiil iizerinde (tropolon (39)) ADME
ozellikleri hesaplanarak Cizelge 3.8’da sunuldu. Bu bilesikler i¢in ADME o6zelliklerinin
yaninda BOILED-Egg modeli ve biyoyararlanim radari ilag benzerligi acisindan
incelenerek Sekil 3.34’te gosterildi.

Cizelge 3.8. Bilesik (11), (35) ve tropolon (39)’un ADME o6zelliklerinin tahmini.

ADME ozellikleri Bilesik (11) Bilesik (35) Tropolon(39)

Molekiiler agirlik 229,19 g/mol 266,09 g/mol 122,12 g/mol

Hidrojen disindaki atom 17 17 9

sayisl

Aromatik halkadaki atom 11 11 7

sayisl

Fraksiyon Csp3 0,00 0,00 0,00

Dondiiriilebilir bag sayisi 2 2 0

H-bagi alici1 sayisi 6 4 2

H-bag1 dondr sayisi 3 1 1

Molar Refraktivite 58,15 64,12 34,74

TPSA (A?) 118,71 A2 78,25 A2 37,30

Log Pow (XLOGP3) 0,65 2.62 0,53

Log S (ESOL) -2,02 -3.49 -1,51

Coziniirliik 2,20e+00 mg/mL; 8,67e-02 mg/mL; 3,80e+00

9,61e-03 mol/l 3,26€e-04 mol/l mg/mL; 3,11e-02

mol/l

Klass Coziiniir Coziiniir Tyi ¢oziiniir

Gl absorpsiyon Yiiksek Yiiksek Yiiksek

BBB gecirgenligi Hayir Hayir Evet

P-gp substrat Hayir Hayir Hayir

CYP1A2 inhibitor Hayir Evet Hayir
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Cizelge 3.8 (Devam). Bilesik (11), (35) ve tropolon (39)’un ADME 6zelliklerinin

tahmini.
ADME ozellikleri Bilesik (11) Bilesik (35) Tropolon(39)
CYP2C19 inhibitor Hayir Hayir Hayir
CYP2C9 inhibitor Hayir Hayir Hayir
CYP2D6 inhibitor Hayir Hayir Hayir
CYP3A4 inhibitor Hayir Hayir Hayir
Log K, (Cilt gecirgenligi) -7,24 cm/s -6,06 cm/s -6,67 cm/s
Lipinski Uygun Uygun Uygun

BOILED-Egg, kiiciik molekiillerin polarite ve lipofiliklik 6zelliklerini hesaplayarak

calisan, beyin ve bagirsak emilimini gosteren bir grafiktir (Sekil 3.34) [85]. Beyaz

bolge, gastrointestinal absorpsiyon yoluyla yiliksek pasif tasima olasiligini gosterirken

sar1 bolge, kan-beyin bariyeri penetrasyonunun yiiksek olasiligini gostermektedir. Bu

molekiillerin ince bagirsak absorpsiyonu (HIA) olduk¢a yiiksek olmakla birlikte,

referans molekiil disinda kan-beyin bariyerini (BBB) pasif olarak gecemedikleri tahmin

edilmektedir. Kan-beyin bariyeri (BBB), beyni fiziksel ve biyokimyasal akistan

koruyan fiziksel bir bariyer olarak kabul edilir [85]. Hedefi beyin olmayan molekiillerin

bu engeli agmamis olmasi toksisite agisindan 6nemlidir [69].

BOILED-Egg

o
Tropolon
/

HO

o -
Bilesik 35

]
Bilesik 11

Biyoyararlamim Radar:
=)

Bilesik 11

Bilesik 35

Tropolon

Sekil 3.34. BOILED-Egg modelleri ve SwissADME tahmini kullanilarak elde edilen

(11), (35) bilesikleri ve tropolon (39) i¢in biyoyararlanim radar grafikleri.

Biyoyararlanim radarinda, pembe alan alt1 6zellik bakimindan en uygun aralig1 temsil

etmektedir. Biyoyararlanim radari; molekiillerin lipofiliklik, boyut, polarite, ¢oziiniirliik,
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esneklik ve doygunluk gibi fizikokimyasal Ozelliklerini hesaplayarak ilag benzerlik
Ozelliklerini hizli bir sekilde gosteren bir grafiktir (Sekil 3.34). Pembe alan, her
parametre i¢in en uygun araligir gosterir. Bilesik (11) ve (35)’in molekiiler agirliklar
sirasiyla 229,19 g/mol ve 266,09 g/mol’diir (Cizelge 3.8). Dolayisiyla bir bilesigin
fizikokimyasal Ozellikler agisindan degerlendirildiginde molekiiler agirliginin 150
g/mol<MW<500 g/mol araliginda olmasi gerektigi varsayildiginda bu iki bilesik ilag
olabilme sinirlar1 igerisindedir. Fakat referans molekiiliin 122,12 g/mol ile bu smirlarin
igerisinde yer almadig1 goriildii. Bu ¢ bilesik i¢in polarite (TPSA), suda ¢oziiniirliik
(log S(ESOL)) ve lipofilisite (XLOGP3) degerleri 6ngoriilen araliklarda oldugu tespit
edildi. Topolojik polar yiizey alan (Topological polar surface area-TPSA) molekiiliin
polaritesi hakkinda bilgi vermektedir. TPSA, 20A ile 130 A degeri arasinda ise
molekiiliin hiicre membranlarindan gegisi kolaylasir [92]. Bilesik (11), (35) ve referans
molekiil igin TPSA degeri bu degerler arasinda sirasiyla 118.71 A2, 78.25 A ve 37,3 A2
olarak hesaplandi. Bilesikler i¢in sudaki ¢oziinirliigiinii tahmin eden log S(ESOL-
Tahmini Coziiniirliik) olmasi gerektigi gibidir, 6’y1 asmadi ve bilesiklerin lipofilikligini
tahmin eden XLOGP3 ise -0,7 ila +6,0 araliginda hesaplandi (Cizelge 3.8)
[69]. Molekiilde diger bir biyoyararlanim gostergesi ise doygunluk (saturation-Csp®
Fraksiyon)’tur. Doygunluk sp® hibritlesmesi gdsteren karbonlarin molekiildeki toplam
karbon sayisina orami ile hesaplanir ve degeri (Csp® Fraksiyonu) en az 0,25 olmalidir.
Yeni molekiiller, referans molekiilde oldugu gibi doygunluk disindaki diger
fizikokimyasal parametreleri karsilamaktadir. Bir bilesigin memeli epidermisi yoluyla
taginmasina iliskin gecirgenlik, ondalik logaritmasi olarak belirlenmis ve Log Kp (cm/s
cinsinden) olarak ifade edilmistir. Log Kp, deri gegirgenliginin tahmin edilmesinde
kullanilir. Log Kp ne kadar negatif olursa molekiiliin deriden gegirgenligi o kadar az
olur. Bilesik (11), (35) ve referans molekiil i¢in sirasiyla -7,24 cm/s; -6,06 cm/s; -6,67
cm/s nisbeten daha az cilt gegirgenligi gosterebilir [69]. Bilesik (35)’in cilt gegirgenligi
diger iki molekiilden daha yiiksek oldugu c¢ikarimina varilabilir. Bu acidan cilt
uygulamalarinda bilesik (35) etken madde olarak daha yarar saglayabilir. Cizelge 3.7 de
gosterildigi gibi, molekiiller ‘Lipinski’nin Bes Kurali’na uygundur. Sitokromlar P450
(CYP), metabolizmada ilaglarin donistiiriilmesinde ve zararsiz hale getirilmesinde
gorev alan 6nemli bir enzim grubunu gésterir. Ilaglarin ¢ogunun biyotransformasyonu
Sitokromun bes ana izoformu (CYP1A2, CYP3A4, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6)
tarafindan  gergeklestirilir. Inhibisyonlar, diger ilaglarm ortadan kaldirilmasini

etkileyerek ya toksik etkilere ya da istenmeyen yan etkilere neden olabilir [93]. Yeni
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sentezlenen bilesiklerin bu izoformlara karsi inhibisyon potansiyeli Cizelge 3.8’de
gosterildi. Bilesikler, CYP izoformlarinin inhibitorii olmayanlar olarak puanlandi ve

sadece bilesik (11), CYP1A2’ye kars1 inhibisyon gosterdi [68], [94].

3.5. KOZMETIK URUN ANALIZLERI

3.5.1. Mikrobiyolojik Analiz Testi

Mikrobiyolojik analiz sonuglarina gore formiilasyon, ‘Kozmetik Uriinlerin

Mikrobiyolojik Kontroliine iliskin Kilavuz’ hiikiimlerine uygundur (Cizelge 3.9).

Cizelge 3.9. Krem i¢in yapilan mikrobiyolojik test sonuclari.

Analiz

Parametre Sonuglar Limit Metot **Uygunluk
Durumu

*Aerobik Mezofilik <10 <100 TS EN ISO 21149 U
Mikroorganizmalar-Bakteriler
kob/g-cful/g
*Staphylococcus aureus/g - - TS EN ISO 22718 U
*Pseudomonas aeruginosa/g - - TS EN ISO 22717 U
*Escherichia coli/g - - TS EN ISO 21150 U
*Candida albicans/g - - TS EN ISO 18416 U
*kiif ve maya kob/g-cfu/g <10 <100 TS EN ISO 16212 U

* Akreditasyon kapsaminda. **Uygunluk Durumu; U: Uygundur. - : Tespit edilmedi.

Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli ve Candida
albicans, kozmetiklerde temel potansiyel patojenlerdir. Kilavuzda belirtilen kategori
I’de veya kategori 2’de bu mikroorganizmalar, herhangi bir kozmetik {iriinde 1g ya da
ImL’sinde bulunmamalidir. Ayrica kilavuzda farkli cilt bolgeleri, farkli hassasiyete
sahip olabileceginden kozmetik {irlinler i¢in iki ayr1 kategori tanimlanmistir: Kategori 1:
3 yas alti cocuklara yonelik iirlinler, goz bdlgesine uygulanan {riinler, mukoz
membranlara uygulanan {irlinler, durulanmayan {iriinler olmak iizere siiflanmistir.

Kategori 2: Diger iirlinler, durulanan {iriinler olarak ayrilmistir.

Kategori 1I’de smiflandirilan kozmetiklerin 1g ya da 1 mL’sinde, Toplam Aerobik
Mezofilik mikroorganizma ve Toplam Kiif-Maya sayisinm, 10% cfu/g veya 102
cfu/mL’y1 asmamas1 gerektigi bildirilirken Kategori 2’de siniflandirilan kozmetiklerin
ise 1g ya da 1 mL’sinde, Toplam Aerobik Mezofilik mikroorganizma ve Toplam Kiif-
Maya sayisiin, 102 cfu/g veya 102 cfu/mL’yi asmamas1 gerektigi bildirilmistir (Cizelge
3.10) [70Q].
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Cizelge 3.10. Kozmetiklerin 1g ya da 1 mL’sinde toplam canli aerobik mezofilik
mikroorganizma sayisi ve toplam kiif-maya sayisi.

Smiflandirma Kriteri Kantitatif/nicel limitler:
Kategori 1* 3 yas alt1 cocuklara yonelik tiriinler (bakteri, maya ve kiif)
Goz bdlgesine uygulanan iiriinler 102 cfu/g ya da 10? cfu/ml’den fazla
Mukoz membranlara uygulanan iiriinler olmamalidir.

Durulanmayan iiriinler

Kategori 2*  Diger iiriinler, durulanan tiriinler 10® cfu/g ya da 10 cfu/ml’den fazla

olmamalidir.

*Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli ve Candida albicans
bulunmamalidir.

Tasarlanan krem formiilasyon durulanmayan iiriin kategorisine dahil edilerek

degerlendirilme yapilmis ve mikrobiyolojik testleri basariyla gegmistir.

3.5.2. Antimikrobiyal Koruyucu Etkinlik Testi

Koruyucu etkinliginin incelendigi bu test ile iiriiniin, i¢ ya da dis faktorlere karsi maruz
kalacagi herhangi bir mikrobiyolojik kirlenme ve bozulma durumuna karsi, iiriinde

kullanilan koruyucu/lar tarafindan korunup korunmadig: tespit edilir.

Challenge test (Koruyucu Etkinlik Testi) ile numuneler tizerinde laboratuvar
kosullarinda olusturulan yapay bir kontaminasyon ve bu kontaminasyona ait alinan
sayisal verilere gore {iirtinii kontamine etme riski bulunan Stophylococcus aureus,
Pseudomonos aeruginosa, Escherichia coli, Candida albicans ve Aspergillus brasiliesis

gibi mikroorganizmalara karsi uygunlugu degerlendirildi.

Testin sonucu, yapay olarak kontamine edilen mikroorganizma sayilarinin 0., 7., 14. ve
28. giin gibi belirlenen zamana bagli olarak igerigindeki mikroorganizmanin logaritmik

degisimi Cizelge 3.11’de gosterildi.
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Cizelge 3.11. Antimikrobiyal koruyucu etkinlik test sonuglari.

Mikroorganizma 0.Giin 7. Giin 14. Giin 28. Giin
*NO *N7 Log *N14 Log *N28 Log
(Log) (Log) azalma (Log) azalma (Log) azalma

Staphylococcus aureus
ATCC 6538/Lot 220407

Pseudomonas aeruginosa
ATCC 9027/Lot 3270513 6.92 1.00 5.92 1.00 5.92 1.00 5.92

6.85 1.00 5.85 1.00 5.85 1.00 5.85

Escherichia coli

ATCC 8739/Lot 220403
Candida albicans

NCPF 3179/Lot 040920028
Aspergillus brasiliensis
NCPF 2275/Lot 020620065  5-30

6.88 1.00 5.88 1.00 5.88 1.00 5.88
3.78 1.00 2.78 1.00 2.78 1.00 2.78

Uygulanmadi 1.00 248 1.00 2.48

Koruyucu etkinlik testi sonucu; bu kozmetik formiilasyonun Stophylococcus aureus,
Pseudomonos aeruginosa, Escherichia coli, Candida albicans ve Aspergillus brasiliesis
mikroorganizmalart i¢in ISO 11930:2012°de tanimlanan “Kriter A” kabul kriterlerine

gore uygun oldugunu gosterdi.

ISO 11930 Kabul Kriterleri (Kriter A) uyarinca bakteriler i¢in iiriin, 7. giinde ilk sayima
gore en az 3 log azalma gostermeli ve 14. ve 28. giinlerde 7 giinliikk sayima gore artis
gostermemelidir. Candida albicans 7 giinde en az 1 log azalmali ve 14. ve 28. giinlerde
7 giinliik sayima gore artis gostermemelidir. Aspergillus brasiliesis, 14. giinde ilk

sayidan itibaren artig gostermemeli ve 28. giinde en az 1 log azalma gdstermelidir.
Sonug olarak, Cizelge 3.11°deki verilere gore iiriin, yukaridaki tanimlanan bakterileri
i¢cin mikrobiyal liremeye kars1 korunaklhidir.

3.5.3. Fizikokimyasal Testler

Uriiniin pH, renk, koku, goriiniis, yogunluk gibi karakteristik &zellikleri belirlendi
(Cizelge 3.12). Kozmetik iiriinlerde mikroorganizmalarin iiremesine bagli olarak
meydana gelen kontaminasyonlarda tiriinde bu parametrelerde (renk, koku ve iiriiniin

etkinliginin azalmasi vb.) degisiklikler goriilebilir.

Cizelge 3.12. Fizikokimyasal test sonuglart.

Parametreler Analiz Sonugclari Metot

pH (25 C) 5.77 pH Metre

Renk Beyaz Fiziksel

Koku Karakteristik Organoleptik
Goriiniis Krem Fiziksel

Yogunluk 0.953 Agirlik/Hacim-W/V
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Kozmetik ve dermatolojik alaninda cilt yiizeyinin dogal pH’si, uygun iiriinlerin
gelistirilmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Saghikli bir cilt, mikrobiyom bariyeri,
kimyasal bariyer, fiziksel bariyer ve bagisiklik bariyerinin uyum i¢inde yiiriitiilen
fonksiyonlartyla dengelenmistir. Aksi taktirde pH’ya katkida bulunan bu faktorlerin cilt

bozukluklar1 ve hastaliklari ile iliskili oldugu goriilmektedir.

Saglikh bir cildin pH’s1 5 ila 5,5 arasinda kabul edilen degerlerde asidiktir. Alkali
pH’da mikroorganizmalarin artis1 s6z konusudur. Genelde kozmetik tirtinlerin pH’s1 5,5
civarinda iretilse de son caligmalarla viicut kismima bagli olarak pH 4,1 ile 5,8

arasindaki degerlerde 6l¢iildiiglinii ayrica cinsiyete, yasa, vb. faktorlere gore degistigi

bildirilmistir [95].

Kozmetik iriinlerde iireyen mikroorganizmalar nedeniyle pH degisimi olusabilir.
Ayrica zaman i¢inde igerigin bozunmasi yag ve su fazin birbirinden ayrilmasina ve

viskosite degisimine neden olabilir [96].

3.5.4. Anti Pigmentasyon In Vitro Uriin Testi

Tirozinaz memelilerde melanin pigmentinin biyosentezinde L-tirozin, L-DOPA’nin da
yer aldig1 bir dizi reaksiyonun sonucu melanine donligmesini katalize eden tip-3 bakir
igcerikli bir enzimdir. Cilt ve kil rengini belirleyen melanin pigmentleri, melanositlerde
gerceklesen biyokimyasal siirece tirozinaz enzimin katilmasiyla olusur. Burada tirozinaz
yapimui bloke edildiginde melanin yapimi ger¢eklesmez. Pigment olusumu azaldig: icin
cildin rengi agilir. Dolayisiyla anti pigmentasyon testlerinin amaci test materyalinin

tirozinaz enzimi inhibisyonu 6l¢iimlenerek anti pigmentasyon etkisi belirlenmektir.

Deneyler bes tekrar olarak yapilmis olup sonug, ortalama + standart sapma seklinde
verildi (Cizelge 3.13). Testte negatif kontrol (NK) olarak saf su kullanilmis ve test
materyalleri uygulama dozlart 25 pg/mL, 50 pg/mL, 100 pg/mL, 200 pg/mL

konsantrasyonlarinda insan epidermal melanosit hiicre hatt1 inhibisyonlar test edildi.
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Cizelge 3.13. Tirozinaz enzim inhibisyonunun, melanosit hiicrelerinde 48 saat sonunda
doza bagl olarak gosterilmesi. Degerler bes bagimsiz denemenin ortalama SS (Standart

Sapma)’n1 temsil etmektedir.

| —@— Enzim... |
120
100 - 98.1
1 96.2
00 NO&
éso —o 76.12°
-2 60
=
.8 40
20
0
0 25 50 75 100 125 150 175 200 225
Doz- konsantrasyon (pg/mL)
Tirozinaz Enzim inhibisyonu (%) + SS
NK TM 25 pg/mL | TM 50 pg/mL | TM 100 pg/mL | TM 200 pg/mL
100,00+ 0,00 | 98,10+ 0,60 96,20+ 1,24 82,06+ 4,08" 76,12+ 257"

NK: Negatif konrol, TM: Test materyali, * : p<0,05

Denemeler arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli olup olmadiginin belirlenmesi

amaciyla Anova testi uygulandi. Bu testte Significant degerine bakildiginda bu degerin

0,05’ten kiiciik oldugu goriildii. Bu sonug, testler arasinda %5 anlamlilik diizeyinde

anlamli bir fark oldugunu gostermektedir.

Bu anlamliligin hangi gruplardan

kaynaklandiginin incelenmesi i¢in post-hoc testlerinden Tukey HSD testi uygulandi.

Ayrica Denemelere ait Multiple Comparisons verileri Cizelge 3.14’te sunuldu.

Cizelge 3.14. Denemelere ait Multiple Comparisons verileri

Bagimli Degisken: Konsantrasyonlar

0 % 95°1ik Giiven Aralig1
Gruplar (J) Gruplar  Ortalama Standart Anlaml Alt Ust
(ug/mL) (ug/mL) Fark (1-J) Hata (Significant) Sinir Sinir

TukeyHSD 25 50 1,88600 1,58695 642 -2,6543 6,4263
100 16,02800 1,58695 ,000 11,4877 20,5683
200 2197600 158695 ,000 17,4357 26,5163
50 25 -1,88600 1,58695 642 -6,4263 2,6543
100 14142007 158695 ,000 9,6017 18,6823
200 20,9000 158695 ,000 15,5497 24,6303
100 25 160280  1,58695 000 -20,5683 -11,4877
50 141420 158695 ,000 -18,6823 -9,6017
200 504800 158695 ,009 1,4077 10,4883
200 25 22197607 158695 ,000 -26,5163 -17,4357
50 20,0900° 158695 ,000 -24,6303 -15,5497
100 5.94800°  1,58695 ,009 -10,4883 -1,4077
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Cizelge 3.14 (Devami). Denemelere ait Multiple Comparisons verileri.

?Zungeg)i L, 50 25 -1,88600  1,58695 512 -5,9999 2,2279
-slae

100 25 -16,0280°  1,58695 ,000 -20,1419 -11,9141

200 25 21,9760°  1,58695 ,000 -26,0899 -17,8621

* Ortalama fark 0.05 diizeyinde anlamlidur.
** Dunnett t-testleri bir grubu kontrol olarak ele alir ve diger tiim gruplar1 bununla karsilastirir.

Ortalama Fark (I-J) “*” isareti olan test gruplari arasinda anlamlilik oldugu seklinde
yorumlandi. Burada 100 pg/mL ve 200 pg/mL’lik deneme gruplar1 arasinda anlamlilik

vardir. Significant degerinin %5’ten kiigiik hesaplanmasi da bu durumun gostergesidir.

Testte uygulanan konsantrasyonlar kontrollii olarak artirildi. Konsantrasyon artigina
bagli olarak negatif kontrole gore {iriiniin inhibisyon etkisi artig gosterdi. Ancak bu artis
konsantrasyonla dogru orantili degildir. Bu sonuglara gore nihai {iriin tirozinaz enzimi
tizerinde inhibisyon etkisi gosterdi. Ayrica en iist diizeyde uygulanan konsantrasyon
icin (200 pg/mL) degerlendirme yapildiginda goriilmektedir ki etkili bir inhibisyon
miktart krem formiilasyon igeriginde kullandigimiz etken madde oraninin iizerinde
kaldi. Ciinkii kullanilan konsantrasyon krem {iriinii igin verilen degerdir.
Formiilasyonda kullanilan miktar ise bu degerin olduk¢a altindadir. Formiilasyonda
etken madde orani antipigmentasyon etkinin ortaya konulmasi agisindan yeterli
olmustur. Formiilasyon revize edildiginde etki degeri daha yiiksek bir {iriin elde etmek

de muimkiindiir.
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4. SONUC

Tez kapsaminda yeni gelistirilen bir yontemle 5-siibstitiie-1H-tetrazol tiirevleri

sentezlendi ve hiperpigmentasyona karsi etkili olabilecek bir iiriin ortaya konuldu.

Calisma dort asamada gergeklestirildi. Birinci asamada Sentez 6n denemelerine yon
vermesi i¢in in siliko molekiiler yerlestirme g¢alismasi ile tirozinaz enzimine uyumlu
bilesiklerin moldock skorlar1 hesaplanarak tahmin edildi. /n siliko molekiiler yerlestirme
caligmas1 Molegro Virtual Docker programi kullanilarak gerceklestirildi. Moldock Skor
degerleri -106,74 ile -77,35 araliginda on tetrazol molekiili program tarafindan
puanlandi. Tetrazol tiirevleri ile deneysel tirozinaz inhibitorii tropolon’un (-47.63)
moldock skorlart kiyaslandiginda tetrazol tiirevlerinin yiiksek diizeyde ligand-protein
etkilesim enerjisi gosterdigi belirlendi. 2-(1H-tetrazol-5-il)-3-(3,4,5-trimetoksifenil)
akrilonitril (20), -106,74 moldock puani ile en yiiksek inhibisyon gosteren bilesik olarak
hesaplandi. Ancak ¢alismalarimizda etken madde olarak kullandigimiz 3-(3,4-
diklorofenil)-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril (35)’in moldock puani ise -99,78’dir.

Ikinci adim 5-siibstitiie-1H-tetrazol tiirevlerinin sentezlendigi ve yeni bir metodolojinin
olusturuldugu adimdir. Yeni bir sentez metodolojinin gelistirilmesinde ¢oziicii, katalizor
miktari, reaksiyon sicakligi gibi parametrelerin tespiti icin optimizasyon caligmalari
yapildi. Bir dizi aril aldehit tiirevleri ile malononitril (2), sodyum azid (3) ve aliminyum
oksi-hidroksit-destekli Pd nanopartikiiliin (Pd/AIO(OH) NPs) etanol gibi polar bir
¢oziicii esliginde aynmi kapta bir araya getirildigi tek adimli (one pot) reaksiyon, 5-
slibstitiie-1H-tetrazol tlirevleri i¢in nihai yontem olarak belirlendi. Sentezin
Ozglinligiinii ortaya ¢ikartan unsur ise katalizordi. Aliminyum oksi-hidroksit-destekli
Pd nanopartikiilii (Pd/AIO(OH) NPs), 5-siibstitiie-1H-tetrazol tiirevlerinin sentezi igin
ilk kez kullanildi. Tetrazollerin yapilarinin aydinlatilmasinda BMN tiirevleri de
kullanildi. Bu amagla Pd/AIO(OH) NPs etkisinde BMN tiirevleri sentezlendi.
Sentezlenen 11 adet BMN tiirev silika-jel kolon ile saflagtirilirken 12 adet 5-siibstitiie-
1H-tetrazol tirev work up ve kristallendirme islemleri ile saflastirildi. Bilesiklerin
yapilart FT-IR, *H/®C-NMR analizi ile karakterize edildi. Her bir molekiiliin erime

noktalar1 belirlendi.
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Calismanin tglincli asamasinda, 5-siibstitiie-1H-tetrazol tiirevleri ve referans molekiil
(tropolon) mantar tirozinazina karsi in vitro enzim g¢alismalari ile incelendi. Sentezlenen
12 adet 5-siibstitiie-1H-tetrazol tiirevi i¢in tirozinaz enzim aktivitesini yariya diisiiren
inhibitor konsantrasyonlar1 (ICso) tespit edildi. (35), (11) (32), (9), (26), (6) ve (14),
(17), (20) ve (23) bilesikleri igin ICso sirastyla 45,00+3,28; 99,00+£5,71; 173,29+12,34;
288,81£17,61;  346,57+£21,69;  433,22+34,85;  577,62430,27;  693,14+40,02;
653,52+45,60 ve 624,45+31,92 uM’dir. Referans molekiil olarak kullanilan tropolon
(39)’un ICso degeri 40,00 uM’dir. En giiglii enzim inhibisyonu goésteren molekiil ise
45,00+3,28 uM ICsp degeri ile 3-(3,4-diklorofenil)-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril (35)
oldu. Ayrica ikinci olarak en yiiksek inhibisyon etkinligi gosteren molekiil 99,00+5,71
uM ICsp degeri ile 3-(2,5-dihidroksifenil)-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril (11)’dir. (11),
(35) ve (39) molekiilleri igin in siliko (molekiiler yerlestirme, BOILED-Egg model ve
biyoyararlanim radar1) testler gergeklestirildi. Ayrica molekiiler yerlestirme ile
belirlenen en uyumlu iki molekiil 3-(2,5-dimetoksifenil)-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril
(11) ve 3-(3,4-diklorofenil)-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril (35) ile ilgili olarak
farmakokinetik ve ila¢ benzeri tahminler i¢cin emilim, dagilim, metabolizma ve atilim
(ADME) modellemesi ile bazi fizikokimyasal ozellikler tespit edildi. Ayrica
biyoyararlanim radar1 araciligiyla molekiillerin lipofiliklik, boyut, polarite, ¢coziiniirliik,
esneklik, doygunluk gibi parametreler referans molekiille karsilastirildi. Gastrointestinal
emilim ve beyin penetrasyonu olasiligi BOILED-Egg modeli kullanilarak analiz edildi.
Analiz sonuglarina gére ilgili molekiiller Lipinskinin ‘Bes Kurali’na uygundu. /n vitro
enzim ¢aligmalari, in siliko molekiiler docking modellemeleri ile karsilagtirildi.

Molekiillerin inhibitor etkinlik siralamalarmimn ortiismedigi tespit edildi.

Teorik sonuglardaki farkliliklar beklenen bir siliregtir. Bu nedenle c¢alismalara
uygulamada elde edilen sonuglarla devam edilmistir. Sonug¢ olarak in vitro enzim
calismasi dogrultusunda krem formiilasyon igin etken madde olarak 3-(3,4-
diklorofenil)-2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril (35) secildi. Bilesik (35)’in haricen bir krem
formiilasyonda kullanilacag1 diistiniildiiglinde in vitro ¢alismalarin biyogiivenlik
acisindan in siliko caligmalardan daha giivenli oldugu disiiniilmektedir. Ayrica
calismanin son asamasinda nihai krem formiilasyonu belirlemek igin anti pigmentasyon
hiicre kiiltiirti (insan epidermal melanosit hiicre hatti) calismalar1 gergeklestirildi.

Sonuglarin in vitro enzim ¢alismasini destekler nitelikte oldugu goriildi.

Son agamada mantar tirozinazina karsi en yiiksek inhibisyon etkinligi gosteren bilesik
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(35) etken madde olarak belirlenerek krem formiilasyonu gelistirildi. Formiilasyonun
etkinligini kanitlamak adina akredite laboratuvarlarda mikrobiyolojik, antimikrobiyal
koruyucu aktivite, fizikokimyasal ve anti-pigmentasyon in vitro aktivite testleri
gerceklestirildi. Mikrobiyoloji analiz testi ile iriinlerin raf 6mrii ve agik ambalaj
siirecinde meydana gelebilecek mikrobiyolojik degisiklikler “Kozmetik Uriinlerin
Mikrobiyolojik  Kontroliine Iliskin  Kilavuz” hiikiimlerine uygun  bulundu.
Antimikrobiyal koruyucu etkinlik testi ile iriiniin kullanim esnasinda disardan ya da
igerikten gelebilecek kontaminasyona karst koyma oOzelliginin uygun ve istenilen
diizeyde oldugu sonucuna varildi. Anti pigmentasyon in vitro iiriin testi ile {iriiniin,
insan epidermal melanosit hiicre hattinda 48 saat sonunda doza bagli olarak melanin
sentezini inhibe ettigi belirlendi ve kremin cilt lekelerine kars1 hiicresel etkinligi ortaya

konuldu.

Sonug olarak bilesik (35)’in mantar tirozinazina karsi yapilan test sonucu ile krem
formiilasyonun insan epidermal melanosit hiicre hatt1 lizerinde uygulanan in vitro test
sonucunun  birbiri ile uyumlu olmasi ¢alismanin hedeflerine uygun olarak
sonuglandirilmasina yardimer olmustur. Elde edilen sonuglara gore 3-(3,4-diklorofenil)-
2-(1H-tetrazol-5-il)akrilonitril (35) molekiiliiniin sentezi igin pratik, ekonomik ve gevre
dostu bir yontem gelistirilmis ve (35)’in tirozinaz enzim inhibisyonu ig¢in etkili bir
bilesik oldugu ve krem formiilasyonunda kullanilmasi durumda da anti pigmentasyon

etkinligi olan bir {iriin elde edilmistir.

Bu tez ¢alismasinda olusturulan krem formiilasyonunun kozmetik sektorii i¢in yeni ve
katma degeri yiiksek bir {iriin olarak katki saglayacagi ongoriilmektedir. Bu calismalar
toksisite ve dermatolojik testlerle desteklenmesi durumunda {iriiniin ticarilesmesine

katk1 saglayacag diigiiniilmektedir.
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