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Bu tez caligmasi1 kapsaminda indol-triazol tiirevi bilesiklerin sentezlenmesi ve
insan karbonik anhidraz | ve II izoformlar1 {izerine inhibisyon etkilerinin incelenmesi

amaglanmistir. Oncelikle elde edilmesi amaclanan maddelerin enzim ile teorik
baglanma enerjileri molekiiler docking ile hesaplandi. Sonrasinda indol-3-propiyonik
asit ve tiyokarbohidrazit kondenzasyonundan elde edilen 4-amino-1,2,4-triazol-3-tiyon
cekirdeginin schiff bazi, tiyadiazol, tiyadiazin ve tiyoeter tiirevleri elde edildi.
Sentezlenen bilesiklerin kimyasal yapilar1 FT-IR, *H-NMR ve *C-NMR teknikleri ile

karakterize edildi ve karbonik anhidraz enziminin esteraz aktivitesine bakilarak, hCA I
ve hCAII iizerine inhibisyon etkileri incelendi. inhibisyon etkileri ICso degerleri olarak

ifade edildi.
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In this thesis, it was aimed to synthesize indole-triazole derivative compounds

and investigate their inhibition effects against human carbonic anhydrase | and Il
isoforms. First of all, theoretical binding energies of intended compounds with enzyme
was calculated with molecular docking. After that, Schiff base, thiadiazole, thiadiazine
and thioether derivatives of 4-amino-1,2,4-triazole-3-thion scaffold was synthesized,
which obtained from condensation of indole-3-propionic acid and thiocarbohydrazide.
Chemical structures of synthesized compounds were characterized with FT-IR,
'H-NMR and C-NMR techniques and inhibition effects on hCA | and hCAIl were
determined by the esterase activity of the carbonic anhydrase enzyme. Inhibition effects

were expressed as 1Csg values.
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1. GIRIS
1.1. Heterosiklik Bilesikler

Yapisinda bir ya da birkag karbon atomunun yerine baska elementlerin yer aldigi
halkal1 bilesiklere heterosiklik bilesikler ad1 verilir. Yagam tamamen piirin ve pirimidin
bazlar1 gibi heterosiklik bilesiklere dayalidir. Rus kimyacit Beketov heterosiklik
bilesikleri miicevherli yiiziiklere benzeterek karbonlarin yiiziigii olusturdugunu, farklh
bir atomun yani heteroatomun miicevher kismi1 oldugunu sdéylemistir. Farkli olmalarinin
ve dikkat ¢ekici Ozellikler gostermelerinin sebebi heteroatomdur. Genellikle yapidaki
heteroatom sadece oksijen, azot ve kiikiirt olarak sinirlanmis olsa da elde edilebilecek
bilesik tiirevleri neredeyse sayisizdir. Ornegin; Sikloheksanin bir karbonunu azot ile
degistirirsek heterosiklik bir bilesik olan piperidin elde ederiz. Benzer sekilde
benzenden piridin elde edilebilir. Heterosiklik olarak siniflandirilan organik bilesikler
muhtemelen organik bilesiklerin en ¢esitli ve biiylik kismidir. Organik kimya alaninda
giiniimiizde yapilan caligmalarin yarisina yakini bu alanla ilgilidir. Heteroatomlarin

tlirli, sayis1 ve pozisyonu siniflandirilmalarinit saglamaktadir (Pozharskii ve ark., 1997).

00 00

Sikloheksan Piperidin Benzen Piridin

Sekil 1.1. Sikloheksan, piperidin, benzen ve piridin halkalar1

Siklik hidrokarbonlar, sikloalkanlar (siklopropan, siklopentan vb.), sikloalkenler
(sikloheksen vb.) ve aromatik hidrokarbonlar (benzen, naftalin vb.) olarak
simiflandirildigr gibi heterosiklik bilesikleri de en basit anlamda heterosiklikalkanlar
(piperidin vb.), heterosiklikalkenler (1,2,5,6-tetrahidropiridin vb.) ve heteroaromatik
sistemler (pirimidin vb.) olarak siniflandirilir. Daha ayrintili bir smiflandirma
heteroatoma gore yapilabilir. Heterosikloalkanlar ve heterosikloalkenler benzedikleri
siklik olmayan bilesiklere benzer ozellikler gosterirler. Ornegin piperidin halkasi
alifatik sekonder aminlere ¢ok benzer kimyasal 6zellikler tagimaktadir (Pozharskii,

1997). Buna karsin heteroaromatik sistemler spesifik 6zellikler tasimaktadir. Ornegin



benzen ve piridin halkalarinin elektron diizeni birbirine benzer. Iki bilesikte de aromatik
n-elektron altilis1 vardir. Ancak yapida azot bulunmasi siklik molekiil yapisinda
birtakim degisikliklere sebep olmaktadir. Oncelikle azot atomunun dis kabugunda bes
elektron bulunurken karbon atomunda dort elektron bulunmaktadir. Azotun iki
elektronu karbonlar ile iskelet yapisim1 olusturan o-baglarimi olustururken {igiincii
elektronu da aromatik m-bulutunda yer alir. Kalan iki elektron ortaklanmamis olup sp?
orbitallerinde halka diizleminde bulunmaktadir (Sekil 1.2). Sahip oldugu ortaklanmamis
elektron ¢ifti sayesinde piridin halkasi diger aromatik halkalar ve benzene gore fazladan
birgok reaksiyon verir. Ikinci olarak azot karbondan daha elektronegatif oldugu igin
elektron yogunlugunu kendine ¢eker. Bu sebepten piridin halkasinin w-elektron bulutu

bozulmustur (Pozharskii, 1997).

9

NOD

0

Benzen Piridin
Sekil 1.2. Benzen ve piridin halkalarinin aromatik yapisi

Besli aromatik heterosiklik bilesikler benzenin bir C=C ¢ift baginin yerini
heteroatomun aldig1 bilesik gibi disiiniilebilir. Heteroatomun p-orbitalinde bulunan iki
elektron halkada altili elektron sistemini tamamlamak i¢in halkaya katilmis sekildedir
ve bu aromatiklik saglar. Aromatik bilesikler termodinamik kararliliga sahiptir.
Isinmaya kars1 direngleri yiiksektir ve indirgenme-yiikseltgenmeleri zordur. Elektrofilik,
niikleofilik ve radikalik tepkimeleri biiylik ¢ogunlukla hidrojen atomu siibstitiisyonu ile
gerceklesir. Bunun sebebi 6zel elektronik konfigilirasyonlaridir (Joule ve Mills, 2013).

Coklu heteroatom iceren halkalar nispeten dogada daha az bulunsalar da tibbi
kimya alaninda genis ve 6nemli calisma alanlar1 vardir. Genel olarak yapisinda azot
atomu igerenler biyoaktif bilesikler (Pardeshi ve ark., 2014), korozyon inhibitorleri
(Sripriya ve ark., 2013), pestisitler (Sengupta ve Garg, 2014), boyalar (Er ve ark., 2013),
asit-baz indikatorleri (Bulut ve ark., 2010) ve diger birgok sanayi uygulamasi (Cassani

ve ark., 2013) anlaminda énemlidir.



Bu tez ¢aligmasinda sentezlenen bilesikler ana grup olarak triazol ve indol tiirevi
olduklar1 i¢in bu halkalarin yapilar1 ayrintili olarak incelenmis, sentezlenen yan gruplar

(Schiff bazi, tiyadiazol ve tiyadiazin) hakkinda da kisa bilgiler verilmistir.

1.1.1. Triazol

(1 )
N—N

(5) 4 ) 3)
(I‘_‘I)

Sekil 1.3. 1,2,4-Triazol halkas1

Triazoller besli halkada {i¢ adet azot ve iki adet karbon atomu igeren dikkate
deger heterosiklik bilesiklerdir (Kharb ve ark., 2011). 1Ilk olarak 1885 yilinda Bladin
C2H3N3 kapali formiiliine sahip halka sistemine triazol ismini vermistir (Singh ve
Kandel, 2013). 1889 yilinda Andreocci, pirol halkasi tiirevi olarak gordigi igin
triazollere pirodiazol ismini kullanmistir (Potts, 1961).

HN—% N—NH
§/N QN

1H-1,2,3-triazol 2H-1,2,3-triazol
HN—N N—N
\ Ly
X, N
N H
1H-1,2,4-triazol 4H-1,2,4-triazol

Sekil 1.4. 1.2.3-triazol ve 1.2.4-triazol halkalar



Triazollerin  1,2,3-triazoller ve 1,2,4-triazoller olarak iki tane izomeri
bulunmaktadir. 1,2,3-triazoliin; 1H-1,2,3-triazol ve 2H-1,2,3-triazol olmak {izere ikKi
tautomeri vardir (Oziminski ve ark., 2003). 1,2,4-triazoliin ise 1H-1,2,4-triazol ve 4H-
1,2,4-triazol olmak iizere iki tautomeri vardir (Chawla ve Kaur, 2013). Birgok ¢alisma
1H-1,2,4-triazol’lin daha kararli oldugunu ortaya koymustur (Pinto ve ark., 2007).

Stibstitiie 1,2,4-triazollerden 3-merkapto-1,2,4-triazollerde iki tautomerik formda
bulunurlar. Hareketli hidrojen, azot iizerinde (tiyon) ya da kiikiirt tizerinde olabilir

(tiyol). Baskin olan tiyon formudur.

N—N N—NH
{3 — UK
N SH N S
H H
tiyol tiyon

Sekil 1.5. 3-merkapto-1,2,4-triazollerde tautomerik formlar

Triazol c¢ekirdeginin kararli olmasinin temel sebebi aromatikligidir.
n-baglarindan gelen elektronlar ve bir azot atomundan gelen elektron c¢ifti sayesinde
aromatik yap1 olusur (Kotelevskii ve Prezhdo, 2001). Aymi zamanda tautomerik
formlardan gelen rezonans da kararlilig: etkiler.

Triazoller antibakteriyel (Al-Majidi ve Saeed, 2013), antifungal (Lima-Neto ve
ark., 2012), antioksidan (Jamkhandi ve Disouza, 2013), antimalaryal (Patil ve ark.,
2010) ilaglar olarak kullanilmaktadir. Ticari olarak Fluconazole ve Itraconazole gibi
ilaglar da 1,2,4-triazol tiirevleridir.

Bu tez ¢alismasinin ana konusu 1,2,4-triazol halkasidir. 1,2,4-triazol halkasinin
iyonlagma potansiyeli 10.00 eV’dur. HOMO seviyesi 1,2,3-triazol kadar diisiiktiir.
Dipol momenti gaz fazinda 2.72 D’dir. Dioksanda &lgiilen maksimum UV absopsiyon
siddeti 205 nm’de (log € =0.2) gdzlenmektedir. 'H-NMR spektrumunda & =8.17 ppm’de
C-H ve § =15.1 ppm’de N-H pikleri bulunmaktadir. >*C-NMR’da tautomerlikten dolay1
sadece & =147.4 piki goriiliir.

Yapida bulunan her karbon atomu iki azot atomuna baghdir. Bu yiizden karbon

atomlarmin elektron noksanligr bulunur. MO hesaplamalar1 3 ve 5 pozisyonlari i¢in



0.744 m-elektron yogunlugu ortaya koymustur. Azot atomlarinin elektron yogunlugu
nispeten daha yiiksektir. 1,2,4-triazoller zayif bazlardir. N-H hidrojeni asidiktir (Eicher,
2013).

Neredeyse tiim 1,2,4-triazol tiirevleri oda sartlarinda katidir. Renkleri beyaz ve
koyu kahverengi tonlar arasinda degisiklik gostermektedir. Etanol, kloroform, dimetil
stilfoksit ve dimetil formamit gibi polar ¢oziiclilerde genellikle iyi ¢oziiniirler. Asidik ve
bazik ortamlarda protonlanarak ya da proton kaybederek tuz olusturabildiklerinden
¢Ozilinme egilimi gosterirler.

Triazol bilesiklerinin karakterizasyonunda infrared spektroskopisi ¢ok dnemlidir.
1570-1550 cm™’de absorpsiyon bantlart N=N bagmi, 1600-1411 cm™ bolgesindeki
bantlar da C=N bagin1 gosteren karakteristik verilerdir. 5-siibstitiie-4-amino-1,2,4-
triazol-3-tiyol bilesiklerinin tautomeri formu 1258-1166 cm™*’de C=S bag ve 2700-
2550 cm? civarinda karakteristik SH band:i ile anlasilabilir. Primer N-H gerilim
titresimleri 3350 ve 3250 cm™ civarinda iki zayif pik olarak gdzlenir. N-H band1 3200-
3100 cm? bolgesinde bulunur. *H ve ®C-NMR teknikleri yapilarin belirlenmesinde
onemlidir. Ozellikle tiyon-tiyol tautomerisinin karakterize edilebilmesi i¢in *C-NMR
teknigi giiclii bir aragtir. Tiyon formunda 164-173 ppm civarinda C=N (imin) ve 150-
160 ppm civarinda C=S (tiyonil) kimyasal kaymalar1 elde edilir. Tiyol formunda ise 50-
75 ppm civarinda tiyonil grubu yerine C-S kaymasi goézlemlenir. Kiitle
spektroskopisinde 1,2,4-triazoller Ni-N2 ve Ns-Ns baglarinin arasindaki bosluktan

dolay1 giiclii bir molekiiler iyon pikine sahiptir.

1.1.1.1. 1,2,4-Triazoller icin sentez metotlari

1,2 4-triazollerin sentez yoOntemleri genellikle hidrazin ya da hidrazin
tiirevlerinden yola ¢ikilarak gergeklestirilmektedir.

Karboksilik asit hidrazitlerden;

Asit hidrazitlerden potasyum hidroksitli ortamda karbondisiilfiirle potasyum
ditiyokarbozinat tuzu elde edilir. Bu tuz hidrazin hidratla reaksiyona sokularak 1,2,4-
triazoller elde edilir (Abood Aday, 2013).



0 0
)k NH, CS,/KOH )L N _sK* NHZNHZ /4 )\
R~ ONT 2 2 R N7 R SH
H H H20

S NH2

1,3,5-tirazinlerden;
2-amino-4-hidroksi-1,3,5-triazin halkasinin hidroksil grubunun hidrazin grubu

ile yer degistirmesi sonucu 2-amino-4-hidrazine-1,3,5-triazinler hazirlanir ve

karbondisiiliir, asit kloriirler ve aldehitler ile reaksiyonlarindan 1,2,4-tirazol tiirevleri

elde edilebilir (Adil Salih ve Abd El-Latif Ibraheem, 2008).

I

/
leN
R)\N/)\NHz

OH NHNH2 N—N
)§ /M >\ NH
N7 SN NH,NH, N S,/KOH NI N :

)\ /J\
R H, R N7 TNH,
oé H
NO,

\

S
>:

Oksazollerden;
2-merkapto-benzoksazol halkasinin merkapto grubu hidrazin grubu ile

degistirilerek elde edilen iiriin, karbondistilfiir ile reaksiyona sokulur ve 1,2,4-triazoller

elde edilir (Askar ve ark., 2013).



HS
>§N
R N, NH,NH, R N NHy s, R N |
\C[ \>—SH _— \C[ \>—NH —_— > \C[ >7N

Ureden;

3-Benziliden fitalit ve f{renin mikrodalga yardimiyla gergeklestirilen
reaksiyonundan elde edilen tre tiirevi, hidrazin hidrat ile reaksiyona sokularak
1,2,4-triazol tirevi elde edilir (Younis, 2011).

/ R R
HN— NH, NH,NH,.H,0

N _NH, N
~ \
o ol \[c])/ HN\/<N
NH,
Tiyokarbohidrazitlerden;
Karboksilik asitlerin tiyokarbohidrazitle ¢6ziiclisiiz ortamda eritilmesi ile 1,2,4-

triazoller elde edilir.

1.1.1.2. Triazol halkasi reaksiyonlari

Elektrofilik katilma;

1,2,4-triazollin azot atomlarindan alkilasyon ya da agilasyonu N-N sisteminin
yiiksek niikleofilitesinden dolayr 1 konumunda meydana gelir (Balasubramanian ve
ark., 1994).



\
HN-N Mel, NaOMe N-

N MeOH N

Elektrofilik siibstitiisyon;
Karbon atomunda elektrofilik siibstitiisyon ¢ok yavas gerceklesmektedir. Klor ve
Brom ilavesi 1-halo ara basamag: iizerinden 3-kloro ya da 3-bromo-1,2,4-triazolleri

vermektedir. 3-halo-1,2,4-triazoller niuikleofilik olarak stibstitiie olabilirler.

HN-N Br,, NaOH HN-N
LD S N .
N N r
1.1.2. indol
(8)
) ©
(6) N
o PHO

Sekil 1.6. indol halkas1

Indol tiirevlerinin sentezlenmesi ve aktivitelerinin incelenmesi yiizyil askin
siiredir devam etmektedir. Ilk olarak 1866 yilinda sentezlenen ve kapali formiilii CsH7N
olan bisiklik yapida aromatik bir bilesik olan indol halkasini bir benzen ve bir pirol
halkasinin birlesimi olusturur. Halkanin aromatikliginin kaynagi, azot atomu tizerindeki
elektronlarin m-elektronlarina dahil olmasi ile 10 m-elektronuna sahip olmasidir. Dogada
bazi bakteriler tarafindan {iretildigi bilinmektedir. Hiicre i¢i sinyal molekiilii olarak
bakteriyel fizyolojide spor iiretimi, plasmit kararliligi, ilag¢ direnci, biyofilm olusumu ve
zarar verebilme gibi rollerde gorev alir (Lee ve Lee, 2010). Pirol halkasindan daha az
reaktiftir.



Indol tiirevleri boya ve pigment endiistrisinde, tarimda, veterinerlikte, diyet
tirtinlerinde ve psikiyatrik ilaglarda kullanilmaktadir (Barden, 2010). Ticari olarak
satilan Ziprasidone, Molindone, Sertindole, Lurasidone gibi ilaglar indol tiirevleridirler.

Indol halkas1 oda sicakhiginda katidir. Beyaz ile kehribar saris1 araliginda
renklerde yapraksi kristal yapidadir. Erime noktasi 52 °C, kaynama noktast ise 253
°C’dir. Komiir ve yasemin ¢i¢egi yaginda bulunur. Hayvansal ve ¢amura benzeyen kotii
bir kokuya sahiptir. Kanola tarlalarinin kokusunun biiyiikk oranda indolden
kaynaklandigr bulunmustur. % 0.1°den diisiik konsantrasyonlarda c¢i¢cek kokusuna
benzedigi i¢in parfimlerde kullanilir. Alkollerde ve propilen glikolde ¢6ziiniirken, suda
neredeyse ¢0ziinmez.

Indol halkasinda 3 nolu karbonun elektron yogunlugu daha fazladir. 5 ve 7
numarali Karbonlar ise 4 ve 6 numarali karbonlara gore daha yiiksek elektron
yogunluguna sahiptir, bu sebeple aromatik elektrofilik yer degistirme reaksiyonlar1 bu
karbonlar iizerinden meydana gelmektedir.

Etanolde ¢oziindiigiinde UV spektrumunda 216, 266, 270, 276, 278 ve 287
nm’de absobpsiyon pikleri verirler. *tH-NMR spektrumunda N-H protonu 10.1 ppm’de
diger protonlar aromatik bolgede gozlemlenir. 3 C-NMR’da 100-134 ppm araliginda
yedi adet pik bulunur.

1.1.2.1. indol i¢in Sentez Metotlar

Fenil hidrazinlerden;
Fenil hidrazinler aldehit veya ketonlarla kondenzasyon reaksiyonu ile aril
hidrazonlar verirler. Fischer indol sentezi ad1 verilen bu yontem ile aril hidrazonlarin da

asit katalizorliigiinde 1sitilmasi ve yapidan amonyak ayrilmasi seklinde indol tiirevleri

elde edilebilir (Robinson, 1963).

HN,NH2
O +
HY/A HN
T R \)k \
2
R, R,
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2-nitrotoluenden;
Benzen haklasinda birbirine gore orto konumlanan metil ve nitro gruplar iceren
2-nitro toluen etil okzalat tiirevleri ile reaksiyona sokularak elde edilen iiriinde nitro

grubu amine indirgenerek kondenzasyon ile indol halkasi sentezlenebilir (Li, 2009).

CO,Et
EtO,C
CH, (EtO,C)y Z SOK 0 e __
KOEt 25
O,N — = OyN _— HN

AcOH

Leimgruber-Batcho Indol Sentezi;
2-nitrotoluenin pirolidin igerisinde N,N-dimetil formamit dimetil asetal ile
reaksiyonundan elde edilen iriin indirgenerek indol halkasi elde edilir (Siu ve ark.,

2004).

N
O,N

2 AN PN

| R —— >

= Pirolidin

Madelung Sentezi;

Orto-N-asilamino toluen tiirevlerinin kuvvetli bazlar kullanilarak halka
kapatilma reaksiyonlar1 ile 2-siibstitiie indol tiirevleri elde edilir (Houlihan ve ark.,
1981).

CH,4

Na
H Na -
NY NaNH,, Et,0 111 A NH
—_—
o) B} I(
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1.1.2.2. indol Halkas1 Reaksiyonlar1

Elektrofilik siibstitiisyon reaksiyonlari;

Konjiige asidinin pKa’st -3,5 olan indol halkasinin bazlig1 pirol halkasina benzer
ozelliktedir. Aromatik 6zelliginden dolay1 N atomu iizerindeki elektronlar protonlamaya
acik degildir. Protonlanma daha ¢ok C-3 konumunda 3H-indolyum seklinde gerceklesir.
16,97 pKa ile yine pirola benzer sekilde N-H protonu ile asidik 6zellik gosterir.

/
—N
MezNH, CH20
Oy e, o
N HOAc N
H H
CH;1
NaNH,
N

\

Bir¢ok elektrofilik siibstitiisyon reaksiyonunda indol pirolden yavas ancak
benzo[b]furandan hizli reaksiyon verir. Hidrojen atomunun siibstitiisyonu tercihen 3-
pozisyonda gerceklesir. ki temel reaksyion tipi vardir; 3-konumuna saldir1 ile diisiik
enerjili iminyum yapist olusurken, 2-konumuna saldir1 ile yiiksek enerjili ortokinonoit

iminyum yapisi olusur.

Katilma reaksiyonlart;

Indollerin basing altinda hidrojenasyonu 2,3-dihidroindolleri olusturur. Indol
halkast tiirevleri kolayca oksitlenebilir. N-bromosiiksinimit gibi yiikseltgen maddeler ile
kolaylikla oksindoller elde edilebilir.

NBS/H,0
@ > \>_0H
N N
o o
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1.1.3. Schiff Bazlar

Yapisinda imin (C=N) grubu bulunan organik bilesiklere “Schiff bazlar1” adi
verilmektedir. i1k olarak 1864 yilinda Hugo Schiff tarafindan sentezlenmislerdir. Genel
formiilleri RCH=NR’dir ve formiildeki R’ler aril veya alkil siibstitiientleri ifade
etmektedir. Schiff bazlar1 aldehitler ya da ketonlar gibi karbonil bilesikleri ile primer
aminlerin kondenzasyonu sonucu elde edilirler ve baslangi¢ bilesigine gore aldimin ya
da ketimin olarak adlandirilabilirler. Azot atomu tizerinde aril grubu igeren Schiff

bazlar alkil grubu icerenlere gore daha kararlidirlar (Ozelcanat, 2008).

N

)(1 + R-NH, —> RIY R

Sekil 1.7. Schiff bazlarinin genel sentez yontemi

Iminler yapisinda bulunun azot atomu iizerinde bulunan bir ¢ift elektron
sayesinde kuvvetli ligandlar olarak kabul edilir ve ligand olarak ilk defa Pfeiffer ve
arkadaglar tarafindan 1933 yilinda kullanilmistir (Pfeiffer ve ark., 1933). O zamana
kadar kullanilan kiigiik molekiiller yerine ligand olarak kullanilabilmeleri agisindan
onemlidirler. Bu sebepten olusum mekanizmalar1 ve kompleks olusturabilme 6zellikleri
cok genis ¢apli olarak incelenmistir. Karbona goére daha elektronegatif olan azot atomu
imin bagmin polarlanmasina sebep olmaktadir. Bundan dolayr C=N bag: etrafindaki
donme C=C bagindakine gore daha kolay ger¢eklesmektedir ve stereoizomerleri
birbirine doniisebilirler. Schiff bazlarinin kararli olmalarinin sebebi azot atomu tizerinde
hidrojen bulundurmamalaridir. Azota elektronegatifligi yiiksek bir siibstitlient
baglandiginda kararlilik daha da artmaktadir. Diisiik pH’larda ise kendisini olusturan
amin ve karbonil bilesiklerine doniisiirler.

Schiff bazlarmin kullanim alanlar1 oldukga genistir. Ila¢ sanayisinde 6zellikle de
kemoterapik alanda kullanildigi bilinmektedir. Eser elementlerle yaptiklar selatlardan
dolay1 biyolojik aktiviteleri yiiksek olmasi sebebiyle farmasotik calismalarda yer
bulmaktadirlar. Bunlar disinda, polimer stabilizatorii olarak plastik sanayiinde, pigment
ve boya sanayiinde, elektronik endiistrisinde ve siv1 kristal teknolojileri gibi alanlarda

genis¢e kullanilmaktadirlar (Sarigiiney, 2012).
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1.1.3.1. Schiff Bazlary i¢in Sentez Metotlar:

Schiff bazlarinin olusum mekanizmasi1 iki basamakta gerceklesmektedir. ilk
basamakta primer aminle karbonil grubunun kondenzasyonu ile bir karbonilamin ara
bilesigi elde edilmektedir. Ikinci basamakta ise ara bilesik dehidrate olarak schiff bazi
olusur (Sarigiiney, 2012). Azometin bilesiklerinin sentezi ortam pH’1 ile yakindan

ilgilidir. Genel olarak pH 4-5 araliginda reaksiyon en yiiksek verimle gerceklesir.

1. Basamak katilma

/\ :a-: :6H

R V.. N Q |
>:O: + R—NH, >~ R | R =~ R | R
Ny R R
2. Basamak ayrilma
/\ +
. OH H+ (’OHZ + _H+
R+NHR = R | (_,NHR =~ R—7=NHR R |—NR
R ) R ) -H0 R R

1.1.4. Tiyadiazol

Yapisinda iki azot ve bir kiikiirt igeren besli heterosiklik halka sistemlerine
tiyadiazol adi verilmektedir. Yapisinda iki adet ciftli bag bulunan tiyadiazol halkas1
aromatik bir halkadir. Dogada; 1,2,3-tiyadiazol, 1,2,4-tiyadiazol, 1,2,5-tiyadiazol ve
1,3,4-tiyadiazol olmak iizere dort izomerik formu bulunmaktadir. Bu tez kapsaminda
sentezlenen ve hakkinda daha genis bilgi verilecek olan 1,3,4-tiyadiazol diger
izomerlere gére daha fazla cahisilmistir (Hu ve ark., 2014). Ilk olarak 1882 yilinda
Hermann Emil Fischer tarafindan sentezlenmis ancak yapisi 1956 yilinda Goerdeler ve
arkadaglar1 tarafindan aydmlatilmistir (Goerdeler ve ark., 1956). 1,3,4-tiyadiazoliin

kaynama noktast 203 °C, erime noktasi 45 °C’dir.
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1,2,3-tiyadiazol 1,2,4-tiyadiazol 1,2,5-tiyadiazol 1,3,4-tiyadiazol

Sekil 1.8. Tiyadiazol molekiil yapilari

1,3,4-tiyadiazol halkas1 kiikiirt atomunun indiiktif etkisinden dolay1 zayif bazik
karakterlidir. Asidik c¢ozeltilerde goreceli olarak kararli olmasinin yani sira bazik
cozeltilerde halka agilmasina yatkindirlar. Halka yapisinda bulunan azot atomlarinin
elektron cekici 6zelliginden dolayr halka elektronca fakir oldugu i¢in elektrofilik yer
degistirmeye karsi inert ve niikleofilik saldiriya yatkindir. 2-pozisyonunda halojen
iceren tlirevleri niikleofillerle reaksiyona girmeye daha yatkin oldugu icin ara f{iriin
olarak kullanilmaktadir. 1,3,4-tiyadiazol kimyasinin gelismesi, fenilhirazinler ve
hidrazinlerin kesfedilmesiyle olmustur. Niikleofilik saldirt 2 ve 5 konumlarina
oldugunda ¢ok cesitli tiirevler elde edilebilir. Bu sebeple farmasotik, tarimsal ve
materyal kimyasinda genisce calisilmistirlar. Bunun diginda antimikrobiyal (Sah ve
ark.), antitiiberkiiloz (Kolavi ve ark., 2006), antioksidan (Khan ve ark., 2010),
antienflamatuar (Hafez ve ark., 2008), antikonvulsant (Gupta ve ark., 2008),
antidepresan (Purohit ve ark., 2011), antihipertensif (Hasui ve ark., 2011), antikanser
(Noolvi ve ark., 2011) ve antifungal (Zoumpoulakis ve ark., 2012) ¢alismalar1 igeren
genis biyolojik aktiviteye sahiptirler. En ¢ok bilinen tlirevlerinden biri karbonik

anhidraz enzimi inhibitorid olarak siklikla kullanilan asetazolamit’dir.

1.1.4.1. Tiyadiazol Sentezi

1-4 dikarbonil ya da agil hidrazitlerin P.Ss ya da Lawesson reaktifi gibi fosforik
stlfiir reaktifleri ile siilfiirlenmesi ile 1,3,4-tiyadiazoller elde edilebilir. Tiyohidrazinler
ya da benzeri bilesiklerin halka kapanmasi ile de elde edilebilirler. Ornegin
tiyosemikarbazitlerin dehidrasyonu ile halka kapanmasiyla 1,3,4-tiyadiazol tiirevleri
elde edilir. Yine bir bagka yontem olarak 1,3,4-oksadiazollerin oksijen grubunun kiikiirt

ile degistirilmesi yontemi ile elde edilebilirler.
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1.1.5. Tiyadiazin

Tiyadiazin halkalar1 yapisinda iki azot ve bir kiikiirt atomu igeren altili halka
sistemleridir. 1,2,4-tiyadiazin, 1,2,6-tiyadiazin, 1,3,4-tiyadiazin ve 1,3,5-tiyadiazin

olmak lizere dort adet izoformu bulunmaktadir.

S< _S< S S
NH N~ "NH
T O O

1,2,4-tiyadiazin  1,2,6-tiyadiazin  1,3,4-tiyadiazin 1,3,5-tiyadiazin

Sekil 1.9. Tiyadiazin molekiil yapilar

Literatiir arastirmalarina gore birgok tiyadiazin tiirevi, antifungal (Holla ve ark.,
2001), antibakteriyal (Friedman ve ark., 2001), antimikrobiyal (Walker ve Smith, 1971),
antienflamatuvar (Sahin ve ark., 2001), kardiyovaskiiler (Palaska ve ark., 2002),
antiHIV (Mullican ve ark., 1993) ve antidepresan (Mullen ve ark., 1988) gibi ¢aligmalar

i¢in kullanilmaktadir.
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1.2. Karbonik anhidraz enzimleri

Enzimler canlilar tarafindan sentezlenen ve metabolizmadaki kimyasal
reaksiyonlar1 hizlandiran biyolojik Katalizorlerdir. Karbonik anhidraz enzimi (CA) ilk
olarak memelilerin eritrositlerinden 1933 yilinda saf olarak elde edilen, alti farkli gen
ailesine sahip, Okaryot ve prokaryotlarda bulunan, ¢inko igeren metaloenzimlerdir
(Lindskog, 1997). Ilk defa sigir eritrositlerinde kesfedilen CA sonraki yillarda insan
eritrositleri, balik eritrositleri, sican eritrositleri, sigcan tiikiirigii, sigir 16kositleri, sigir
kemigi, bitkisel kaynaklar ve gesitli bakterilerden saflagtiritlmis ve karakterize edilmistir
(Goger, 2014).

Sekil 1.10. Karbonik Anhidraz Il Enzimi

Bu enzimler basit bir fizyolojik reaksiyon olan karbon dioksitin bikarbonata ve
protona hidrasyonunu ve bikarbonatin dehidrasyonunu doniisiimlii olarak katalizler ve
bu reaksiyon; solunum ve akcigerler ile dokular arasinda CO2/Bikarbonat taginmasi, pH
ve CO: homeostazi, bazi doku ve organlarda elektrolit salinimi, biyosentetik
reaksyionlar, kemik emilimi, kireglenme, tiimorijenisite ve bircok baska fizyolojik ve
patolojik siireglerle ilgilidir (Chegwidden ve ark., 2000). Karbonik anhidraz, enzimler

arasinda en yiiksek doniisiim (turnover) sayisina sahip olanlar arasindadir (1,3-1,9 x 108
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s1) (Khalifah, 1971). Enzimin memelilerdeki mol kiitlesi 30000 Da civarmdadir
(Krungkrai ve ark., 2001).

Cco, + H,0 === HCO; + H'

Sekil 1.11. Karbondioksitin bikarbonata ve protona geri doniisiimlii hidrasyonu

Yikimla iiretilen Bikarbonat kan
karbondioksit plazmasinda ¢oziiniir|
eritrosite gecer

CcO, Kloriir-bikarbonat HCOx + CI

degistirme proteini
Soluyan dokularda

4% Kearbamik hibidiag
CO; + HQ) =——» HCO: +H*

| C0O; + H0 +———————— HCO3 + H*
; karbonik anhidraz

Akcigerlerde

CO2 HCO; + CI
Karbondioksit eritrositi Bikarbonat kan
terkeder ve soluk vermeyle plazmasindan eritrosite
atihr geger

Sekil 1.12. Ornek olarak eritrosit membraninin kloriir bikarbonat degistiricisi (Ekinci, 2006).

Karbondioksitin bikarbonata geri doniisiimlii hidrasyonu iki basamakli bir
reaksiyonla gerceklesir. Ilk basamakta HCOs iyonu olusur. Ikinci basamakta ise

¢inkoya bagli su molekiiliinden bir proton baska bir akseptore transfer olur.
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H,0

EZn?"-OH + CO, === EZn?>'-HCOj; EZn**-OH, + HCHO;

EZn*'-OH, === EZn*'-OH" + H"
Sekil 1.13. Karbondioksit hidrasyon reaksiyonunun iki basamakli gosterimi

Ayni canl tiirlinde aymi reaksiyonu katalizleyen ancak fiziksel ve kimyasal
ozellikleri farkli olan enzimlere izoenzim adi verilir. Izoenzimlerin substrat ve
inhibitorlere karsi ilgileri, aminoasit say1 ve siralari, izoelektrik pH degerleri, her alt
tinitenin ayr1 geninin olmasi, dokulardaki lokalizasyonu ve elektroforetik hareketlilikleri
farklidir (EKinci, 2006).

Insanlarin da dahil oldugu yiiksek omurgalilarda 16 farkli a-CA izoenzimi ya da
CA ile iligkili protein (CARP) tanimlanmistir (Gul ve ark., 2016). Karbonik anhidraz
enzimi gen aileleri; o-CA (omurgalilar, algler, bakteriler ve yesil bitkilerin
sitoplazmalar1), B-CA (bakteriler, algler ve hem cift hem tek c¢enekli bitkiler), y-CA
(arkea ve bazi bakteriler), 5-CA (Su yosunlari), -CA (Kemolitotrof bakteriler) ve n-CA

(Plazmodyumlar) olarak siiflandirilirlar.
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Cizelge 1. o-CA izoenzimleri

. Hiicrealt1 . Hiicrealt1
fzoenzim Lokalizasyonu fzoenzim Lokalizasyonu
CAI Sitozol CARP VIII Sitozol
CAIl Sitozol CAIX Transmembran
CA I Sitozol CARP X Sitozol
CA IV Membrana baglh CARP XI Sitozol
CA VA Mitokondri CA Xl Transmembran
CA VB Mitokondri CA Xl Sitozol
CA VI Tiikiiriik Salgisinda CA XIV Transmembran
CA VII Sitozol CA XV Membrana bagl

Karbondioksitin bikarbonata tersinir hidrasyonu disinda a-CA’lar siyanatin
karbamik asite ya da siyanamitin iireye hidrasyonu, aldehitlerin gemdiollere hidrasyonu,
karboksilik ya da siilfonik asit esterlerinin hidrolizi gibi reaksiyonlar1 da katalizlerler.
Bu izoenzimlerin ¢ogu klinik uygulamalart olan inhibitdrlerin tasarimi i¢in 6nemli birer

hedeftirler.
0=C=0 + H,0 === HCO; + g
O=C=NH + H,0 =—= H,NCOOH
HN=C=NH + H,0 === H,NCONH,

RCHO + H,0 === RCH(OH),

RCOOAr + H,O0 =—= RCOOH + ArOH
RSO:;AI' + Hzo s RSO3H + ArOH
ArF + H,O =— HF + ArOH

PhCH,0COClI + H,0 === PhCH,0H + CO, + HCI

RSO,CI + H,0 == RSOz;H + HCI

Sekil 1.14. o0-CA'lar tarafindan katalizlenen reaksiyonlar
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1.2.1. Karbonik Anhidraz izoenzim Yapilar1 ve Reaksiyon Mekanizmalari

Bu calismada a-CA kategorisinde olan hCA 1 ve hCA 1l izoenzimleri ile
calisildigr i¢in bu Kkategorinin bilgilerine deginilecektir. X-igin1 kristalografisi
calismalarinda tiim katalitik olarak aktif karbonik anhidraz izoenzimlerinin aktif
bolgelerinin merkezinde, iic histidin kokii (His 94, His 96, His 119) ve su
molekiilii/hidroksil iyonu ile koordine halde, aktif bolgedeki 15 A derinligindeki bir
oyugun tabaninda metal iyonu bulundugu ortaya ¢ikmustir (Stams ve Christianson,
2000). Cinkonun bir tarafinda aktif bolgenin derinliklerinde hidrofobik aminoasitler
(Val 121, Val 143, Leu 198, Thr 199-CHs, Val 207, ve Trp 209) ve aktif bolge ¢ikisina
dogru hidrofilik aminoasitler (Tyr 7, Ash 62, His 64, Asn 67, Thr 199-Oy, ve Thr 200-
Oy1) bulunmaktadir. Cinkoya bagli su molekiilii; Glutamik asitin (Glu 106) karboksilat
kismiyla sirayla koprii olugturan Tirozin 199’un (Thr 199) hidroksil grubu ile hidrojen
bag1 yapmaktadir. Bu etkilesim cinkoya bagli su molekiiliiniin niikleofilik 6zelligini
arttirmakta ve molekiile uygun bir CO, molekiiliinii yonlendirmektedir (Supuran ve
ark., 2004). Enzim, ¢inko (II) iyonu kismina (Zn*?) hidroksil grubunun bagh oldugu
aktif formunda CO. molekiiliine saldirarak ¢inko iyonuna bagli HCOs iyonunu
olusturur. Daha sonra bikarbonat, su molekiilii ile yer degistirir ve katalitik olarak aktif
olmayan enzimin asidik formu olusur. Ikinci basamakta ginkoya bagli su molekiiliinden

bir proton baska bir akseptore transfer olur (Sekil 1.15).
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Hidrofobik Cep
)
‘OH ‘OH \C
~_ 7\

. ~op
His 947\ “His 119 His 947\ His 119

His 96 His 96

-BH"
0
H_ +

+OHZ \O%

+ o

/Z|nzi it \2;/
His94” \ CHis119  _pco,  His94” \ “His 119

His 96 His 96

Sekil 1.15. a-CA’larin katalitik mekanizmasi

Karbonik anhidraz enziminin katalizindeki hiz smirlayici basamak ikinci
reaksiyondur. Katalitik olarak ¢ok aktif olan CA Il, CA IV, CAV, CA VIl ve CA IX da
ikinci reaksiyon aktif bolge girisinde bulunan His 64 kokii ile desteklenir. CA Il bu

yiizden bilinen en aktif enzimlerden biridir.

1.2.2. hCA Enzim izoformlarmmin lokalizasyonu ve Gorevleri

hCA 1 izoenzimi insan eritrositlerinde bulunur ve kandan saflastirildiginda 12
mg/g hemoglobin olarak bulunmustur. Yine insan eritrositlerinde hCA 11 izoenzimi de
bulunmaktadir. Insan kanindan saflastirildiginda 2 mg/g hemoglobin olarak
bulunmustur. Bu iki izoformun en 6nemli fonksiyonu dokularin kilcal damarlarinda
olusan CO2’nin HCOz37e, akcigerlerde ise HCO3tin CO2’ye doniismesini katalizlerler.
hCA 1 eksikligi sendromu belirlenmis ancak herhangi bir klinik semptomla alakasi
bulunamamistir. G6z lensi, kornea ve silyer epitelyumunda hCA Il kana nispeten bol
miktarda bulunur. Glokoma hastaliginin tedavisi i¢in yapilan arastirmalar sonucunda

onemli oldugu ortaya ¢ikmigtir. Bobrek korteksinde membrana yapisik halde bulunur ve
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Na" ve H20’nun geri emilmesini saglar. Mutasyona ugradiginda beyinde kalsifikasyon,
osteoporoz ve renal tiibiiler asidoz gériiliir (Wambo ve ark., 2016). Iskelet kaslarinda
hCA III bulunmaktadir ve laktik asit-laktat dengesinde 6nemli bir yer tutmaktadir. Kas
dokusunun Kkapilerine CO; difiizyonunu kolaylastirict bir gorevi bulunmaktadir
(Cabiscol ve Levine, 1996). Bu enzim de hCA | ve hCA Il gibi p-nitrofenilasetati
hidroliz etme aktivitesine, bununla birlikte fosfataz aktivitesine sahiptir (Engberg ve
ark., 1985). hCA IV ve hCA VI sinyal izoenzimleri olup, hedef doku ve organlara
sinyal iletiminde gorevlidirler. hCA V ise bazi dokularin mitokondri matrikslerine
yerlesmis olarak, karbamoil fosfat sentetaz | ve piruvat karboksilaz enzimlerine
bikarbonat iyonu saglar. Bu izoenzim ayni zamanda lipogenez olayinda da etkilidir
(Hazen ve ark., 1996). Tikiiriik bezlerinde hCA VI ve hCA VII izoenzimleri
bulunmaktadir. hCA VI insan tiikiiriigiinden izole edilmis olup, pH dengesini sagladig:
diistiniilmektedir. hCA VII ise tiikiiriikte bikarbonat salgilanmasi ic¢in katkida
bulunmaktadir (Lakkis ve ark., 1996).

1.2.3. Enzim Inhibisyon Tiirleri

+'_.®_.=+®

Enzim Substrat E-S Kompleksi Reaksiyon Enzim
Uriinleri

Sekil 1.16. Enzim-Substrat etkilesimi

Enzimatik reaksiyonlar; substratin enzimin aktif bolgesine baglamasiyla enzim-
substrat kompleksi (ES) olusmasi, daha sonra ise serbest enzim ve iirtinlere doniismesi
seklinde ger¢eklesmektedir (Sekil 1.16). Enzimlerin inhibisyonu, doniisimlii ve
doniisiimsliz olmak tizere iki cesittir. Doniisiimlii inhibisyonda enzim ve inhibit6riin
etkilesimi denge reaksiyonu seklinde gergeklesmektedir. Doniistimlii inhibisyon {i¢ ana
baglikta incelenir. Bu basliklar; yarismali (kompetitif) inhibisyon, yarismasiz
(nonkompetitif) inhibisyon ve yar1 yarismali (unkompetitif) inhibisyondur. Yarigmali

inhibitorlerin yapist substrata benzerlik gostermektedir ve enzimin aktif bdlgesine
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baglanirlar. Bu sekilde substrat enzime baglanamaz (Sekil 1.17). Substratin
konsantrasyonu arttirilirsa inhibisyonun etkisi azalir. Enzimin Vmax (maksimum hiz)
degeri degismezken Km (Vmax degerinin yarisina ulasilmasi igin gereken substrat

miktar1) degeri artar.

reakquon
+ —_
yok

Enzim Yarigmali Enzime bagl Inhibitdr Substratin
Inhibitdr Substrat baglanma bolgesini
engelliyor

Sekil 1.17. Yarigmali inhibisyonda Enzim-Substrat etkilesimi

Yarigsmasiz inhibisyonda inhibitdr ve substrat yapisi benzer degildir ve her ikisi
de ayn1 anda enzime baglanabilir. Inhibitér enzimin aktif bdlgesi disinda bir yere
baglanarak enzimi inhibe eder (Sekil 1.18). Yarigsmasiz inhibisyonda enzimin katalitik
aktivitesi inhibitor tarafindan diistiriiliir, enzimin substratla reaksiyona girme hizinda
azalma meydana gelir. Substrat konsantrasyonu arttirilsa da inhibisyon ortadan

kalkmaz. Enzimin Vmax degeri azalirken Km degeri ise sabit kalir.

1cak§1yon
yok

Enzim Yarigmasiz Enzime bagh Substratin enzimin
Inhibitér Substrat sekli bozuldugu i¢in
baglanamiyor

Sekil 1.18. Yarismasiz inhibisyonda Enzim-Substrat etkilesimi

Bir diger inhibisyon tiirii yar1 yarismali inhibisyondur. Bu inhibisyonda inhibitor

serbest enzime degil, enzim-substrat kompleksine baglanir (Sekil 1.19). Daha ¢ok
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birden fazla substratl sistemlerde gecerlidir, Vmax azalir. Uglii kompleksin olusumu
enzim-substrat kompleksinin olusumunu azaltacagindan enzim-substrat kompleksinin

olusma dengesi saga kayar ve Km degeri kiigiiliir.

-®2-@

Enzim Substurat E-S Kompleksi  Yar1 yarigmali E-S kompleksine
inhibitor baglanan inhibitor
trtinlerin olusumunu
engelliyor

Sekil 1.19. Yari yarigmali inhibisyonda Enzim-Substrat etkilesimi

Yarigmali Yarigsmasiz Yar1 yarigmali

———————————————— Vlllﬂ\ H‘,,ﬁ,V‘__,____._,_VmI\
N
=~ o ____A,_..—..-_w—»v‘_"“"_V|nn\0 T R T T e V max

i

- i il
Km Km' [S]- mM Km Km' [S], mM K,,,' Km [SJq mM

Vmax degismez Vmax azalir Vmax azalir
Km artar Km degismez Km azalir

Sekil 1.20. Inhibisyon tiirleri igin Vmax Ve Km degerleri

1.2.4. Karbonik Anhidraz Enzimi inhibisyon Mekanizmalar

1.2.4.1. Cinko Baglayic1 Karbonik Anhidraz Inhibitorleri

En az 20 farkli klinik uygulamasi bulunan stilfonamitler en 6nemli CAl sinifidir.
Bununla birlikte omurgali canlilarda bulunan katalitik olarak aktif CA izoformlarinin
cogunu inhibe ettikleri i¢in bir¢cok yan etki gdstermektedirler. Ayn1 zamanda yalnizca o

degil diger CA ailelerinin de inhibe etmektedirler. Bu yiizden izoform segici yeni
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inhibitorlerin sentezi onem kazanmaktadir. Primatlarda aktif kisimlart birbiri ile aym
mimariye sahip 12 katalitik aktif izoform oldugu diisiiniiliince bu oldukg¢a zor bir istir.
Insanlarda bulunan tiim izoformlarda aktif bdlgenin yaris1 hidrofilik yaris1 da hidrofobik
koklerden olusur ve merkezde ¢inko ligandi olarak {i¢ adet korunmus Histidin rezidiisii
bulunmaktadir. Ancak aktif bdlge oyugunun orta ve ¢ikisa yakin kisimlarindaki
aminoasit koklerinde onemli farkliliklar bulunmaktadir. Genel olarak siilfonamitler bu
kisimlarla etkilesim gostermeyerek aktif bolgenin dibinde ¢inko atomuyla etkilesim
gostermektedir. Bu aminoasit farkliliklar: izoform segici yeni tiirlerin sentezlenebilmesi
icin alternatif yaklasimlar ortaya ¢ikarmaktadir. En yaygin yaklagim “kuyruk”
yaklasimidir. Aromatik veya heterosiklik bilesiklerin kuyruk kisimlarina farkli gruplar
baglanarak farkli aminoasit kokleri ile baglanabilmeleri saglanmaktadir.

Cinko baglayict inhibitorlerin genel mekanizmasi enzim deprotonlanmis
haldeyken anyonik halde Zn(Il) iyonuna tetrahedral geometriyle baglanmalari
seklindedir. X-Isin1 kristalografik kanitlarinin ortaya koydugu kadartyla Zn(Il) ile
baglanan kisimlar ayni zamanda Thr199 ve Glul06 gibi rezidiilerle de etkilesim

gostererek “kapi koruyucu” olarak davranirlar.

1.2.4.2. Cinko ile Koordine Su/Hidroksit iyonuna Baglanan Inhibitorler

Bu tiire 6rnek olarak ilk kez fenol kullanilmigtir (Supuran, 2016). Bu mekanizma
ile inhibisyon etkisi gosteren bilesikler aktif bolgenin iki yarist ile de etkilesime
girebilen bir iskelete bagli, baglanict bir grubun varligiyla karakterize edilebilirler.
Cinko baglayici inhibitorlerden farklari, metal iyonu ile direk bir baglantilarinin
olmayigidir. Baglanici grup olarak fenolik OH, primer amin, COOH, COOMe ve SOsH
gruplar1 kullanilabilir. Inhibitér molekiiliiniin H atomu ile ¢inkoya bagli OH grubu
arasinda hidrojen bagi olusur. Buna ek olarak kap1 koruyucu Thr 199 ‘un NH grubu ile
kuyruk kismi arasinda ikinci bir hidrojen bagi olusur. o ve B CA’lardan farkli gen

ailelerine ait enzimler i¢in bu mekanizma pek calisilmamastir.
1.2.4.3. Aktif Bolge Girisini Tikayarak Karbonik Anhidraz inhibisyonu
Bu mekanizma ile ¢alisan inhibitorler ¢inko baglayici ya da ¢inko ile koordine

olan su molekiiliine baglanan inhibitdrlere gore ¢ok daha uzaga, aktif bolgenin girisine

baglanirlar. Bu molekiillerde aromatik heterosikik veya alifatik bir iskelete bagl
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yapiskan bir grup bulunur. Bu mekanizma ilk olarak kumarinler i¢in tanimlanmistir. Bu
mekanizmanin en onemli 6zelligi inhibitériin izoformlarda farkliliklar gosteren aktif
bolge girisine baglanmasidir. Bu sekilde izoforom segici inhibitorlerin sentezlenmesi

kolaylagmaktadir.

1.2.4.4. Aktif Bolgenin Disina Baglanan Karbonik Anhidraz Inhibitérleri

Bu tip inhibitorlerde bilesik, enzimin aktif bolgesinin disina baglanir ve enzimin
proton alisverisini engeller. Enzimde bulunan His 64 koki esnek yapida olup, metale
yakin olan “i¢” ve aktif bolge disina dogru olan “dis” olmak iizere iki konformasyonda
bulunur. i¢ konformasyonunda ¢inko ile koordine olan su molekiilinden bir proton
alarak kokiin imidazol kismi1 protonlanir ve dis konformasyonda protonu cevreye verir.
Bu tip inhibitérler bu siireci bloke ederek enzimin katalitik iglevini yavaslatirlar

(Supuran, 2016).
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2. KAYNAK ARASTIRMASI

Sentezlenen madde tiirevleri ve yapilan enzim inhibisyon ¢alismalar ile ilgili

literatiir arastirmasi agsagida 6zetlenmistir.

Kamel ve Abdo (2014) 1,24-triazol, triazoltiyadiazin ve triazoltiyadiazol
tiirevleri sentezlemis ve in vitro sitotoksisitelerini Ol¢erek anti kanser oOzelliklerini

calismislardir.

|

N~ NH, b -
W A @/LN @

(1) N N%

| B (5)

N
\
N — @XN}S 3)
N/ | N__— N/
Y—SH R

Sentezledikleri maddelerden (3) p-klorofenil tiirevi CHS 282 kodlu mide kanseri

standard ile ayni sitotoksik etkiyi gostermistir.

Cheeseright ve ark. (2009) esit miktarlarda asit tiirevi ve tiyokarbohidraziti
erime noktalarina kadar 1sitarak gergeklestirdikleri reaksiyon ile 4-amino-1,2,4-triazol-

3-tiyol halkasi elde etmislerdir.

N—N

L

OH Ry
NH,
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Bu halkadan elde edilen tiirevlerin, iltithap tedavisi i¢in 6nemli oldugunu
anlattiklart p38 Kinaz enzimini inhibe edebilme yetenegi iizerine yukaridaki sekilde

goriildiigii gibi teorik ¢alismalar gergeklestirmiglerdir.

Gowda ve ark. (2011) c¢alismalarinda 2-(3-okso-2,3-dihidro-4H-1,4-benzo
tiyazin-4-il)asetik asit ile tiyokarbohidrazitin eritilmesi reaksiyonu ile 4-[(4-amino-
5-sulfanill-4H-1,2,4-triazol-3-il)metil]-2H-1,4-benzotiyazin-3(4H)-on  ve tiirevlerini

sentezlemislerdir.
S S
S
)J\ 140 °C
N O + HzN\N N P NH2 —_— N O
H H
kco H N
2 N
N\/<
/
H,N
SH

Elde ettikleri bilesiklerin analjezik ve antienflamatuar ¢alismalarini yapan ekip

tibbi ilag tiretiminde kullanilabileceklerini ortaya koymustur.

Hasan ve ark. (2011) organik asitleri konsantre stilfiirik asit katalizorliigiinde

metanol ile reaksiyona sokarak ester elde etmisler, elde edilen esteri hidrazin hidrat ile
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geri sogutucu altinda kaynatarak asit hitrazitleri, onlar1 da potasyum hidroksitli ortamda

karbon disiilfit ile reaksiyona sokarak oksadiazol-2-tiyol tiirevlerini elde etmislerdir.

N—N @Sy piridin NN A
/« »\ 2P /4 »\ R,COOH /« »\
R N g = R x SH — > R N S
\ Trietilamin | PFA \
N NH, N

SH

Bir sonraki basamakta hidrazin hidrat ile kondenzasyon yapilarak 4-amino-
1,2,4-triazol-3-tiyol tiirevi bilesikler elde edilen g¢alismanin devaminda antifgungal

aktivite tayini yapmislardir.

Aggarwal ve ark. (2011) sentezledikleri nalidiksik asit temelli 4-amino-1,2,4-
triazolden yola ¢ikarak piridinli ortamda karbon disiilfit ile 3-siibstitiie-1,2,4-triazolo
[3,4-b] [1,3,4] tiyadiazol-6-tiyol, polifosforik asitli ortamda uygun karboksilik asitlerle
1-etil-7-metil-3-(6-fenil-1,2,4-triazolo  [3,4-b] [1,3,4] tiyadiazol-3-il)-1,8-naftridin-

4(1H)-on ve tiirevleri, kuru benzen igerisinde oksalil kloriir ile 3-(1-etil-7-metil-4-okso-
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1,4-dihidro-1,8-naftridin-3-yl)-5H-[1,2,4]-triazolo [3,4-b] [1,3,4]-tiyadiazin-6,7-dion,
kuru asetonitril i¢erisinde kuru potasyum karbonatli ortamda fenasil bromiir tiirevleri ile
1-etil-7-metil-3-(6-fenil-7H-1,2,4-triazolo [3,4-b] [1,3,4] tiyadiazin-3-yl)-1,8-naftridin-

4(1H)-on ve tiirevlerini elde etmisler ve antimikrobiyal 6zelliklerini ¢alismislardir.

Xu ve ark. (1999) uygun alifatik dikarboksilik asitler ile tiyokarbohidraziti
eriterek gerceklestirdikleri reaksiyon ile elde ettikleri madde tlirevlerinin yapilarimi

infrared spektroskopisi ve *H-NMR teknikleri ile aydinlatmislardir.

N—N N—N, N—N N—N,
s W D o = I s
N N N N
d (CHy, L d (CHy,

N-H gerilmesi titresimi igin karakteristik 3080-3286 cm™ absorpsiyon bantlar
gdrmiislerdir. 1220-1265 cm™’de gozlemledikleri bantlart C=S bagma atfetmis ve
yapmin tiyon tautomerik formda oldugunu agiklamislardir. *H-NMR spektrumunda
6 13.46 ve 13.62 ppm’de -NH ve -NH: protonlarinin singlet piklerini gézlemleyerek
FT-IR calismasini ispatlamislardir.

Kaplancikli ve ark. (2008) bu tez kapsamindakine benzer sekilde indol-3-asetik
asitten ¢ikarak 4-amino-1,2,4-triazol-3-tiyol tiirevleri elde etmisler ve Micrococcus
luteus, Bacillus cereus, Proteus vulgaris, Salmonella typhimurium, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Candida albicans ve Candida glabrata mikroorganizmalarina

kars1 antimikrobiyal aktivite tayini yapmisglardir.
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Tiim bilesiklerin FT-IR spektrumlarinda 1630-1430 cm™ araliginda C=C ve
C=N bantlarini, schiff bazi tiirevlerinde 1380-1365 cm™’de C=S gerilim bantlarini
gozlemleyerek yapmin tiyon formunda oldugunu ortaya koymuslardir. Indol halkasima
ait NH protonu 6 10.90 ppm’de rezonans olurken CH2 protonlar1 & 4.20 ppm’de

rezonans olmustur.

Haggam (2016) bir¢cok 4-amino-1,2,4-triazol-3-tiyol tiirevi sentezlemis ve

bunlarin antimikrobiyal aktivite ¢aligmalarini yapmislardir.
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Cizelge 2. Haggam'in ¢alismasinda sentezlenen bilesiklerin antimikrobiyal aktivite sonuglar1

Gram +
S. aureus S. epidermidis  P. aeruginosa E. coli
Bilesik No. ATCC 6538 ATCC 12228 ATCC 9027 ATCC 10536
3 7.0 12.0 4.0 6.0
4 9.0 14.0 4.0 11.0
6 10.0 11.0 3.0 7.0
7 7.0 10.0 7.0 12.0
8 7.0 9.0 3.0 9.0
9 7.0 12.0 3.0 7.0
10 11.0 14.0 4.0 10.0
13 8.0 10.0 3.0 8.0
14 8.0 13.0 4.0 7.0
18 3.0 3.0 3.0 3.0
Cefotaxime 10.0 16.0 5.0 10.0

Sentezlenen tiim bilesikler icerisinde etil kloroasetat veya etil bromasetat ile elde

ettikleri 1,2-Bis-[4-amino-5-karboetoksimetiltiyo-4H-(1,2,4-triazolo-3-il)]-etan bilesigi

referans olarak kullanilan nistatin ilacindan bile daha yiiksek aktivite gostererek bu

halka sisteminin daha ayrintili ¢alisilabilmesi igin yol agmustir.

Awadallah ve ark. (2018) indole tiirevi bilesikler sentezleyerek bazi insan

karbonik anhidraz enzimlerini inhibe edebilme 6zelliklerini ¢calismislardir.
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Cizelge 3. Awadallah'in ¢alismasinda sentezlenen bilesiklerin karbonik anhidraz enzimine karsi
inhibisyon sonuglar1

Kia (nM)

Bilesik hCA | hCA Il hCA IV hCA IX
4a 88.5 575.8 2744.6 327.4

4b 8576.7 >10000 >10000 1615.9

4c >10000 >10000 >10000 >10000

4d >10000 >10000 >10000 >10000

de >10000 >10000 >10000 >10000

4f 7534.5 8288.3 >10000 1314.5

Referans inhibitor olarak asetazolamit kullanilan ¢alismalarinda insan karbonik
anhidraz I, II, IV ve IX enzimlerine karsi en iyi etkiyi primer amin tiirevi olan

stilfonamit yapilariyla elde ettiklerini ortaya koymuglardir.

Tirkoglu ve ark. (2017) affinite kromatografisi ile insan karbonik anhidraz
izoenzimlerini  saflagtirmig  ve urasil tiirevleri tarafindan  inhibisyonlarini
spektrofotometrik olarak Olgmiislerdir. 4-nitrofenilasetatin 4-nitrofenole 25 °C’de 3
dakika igerisinde doniislimiinde 348 nm’de absorbans degisimini Olgcerek
gerceklestirilen inhibisyon Ol¢iimii  sonucunda stibstitiie hidroksilik bilesiklerin

potansiyel olarak iyi karbonik anhidraz inhibitorii oldugunu ortaya koymuslardir.
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Ekinci ve ark. (2013) 1.4 mL 0.05 M Tris-SO4 tamponu (pH 7.4), 1 mL 3 mM 4-
nitro fenil asetat (NFA), 0.5 mL H20 ve 0.1 mL enzim ¢ozeltisi igeren 3 mL’lik kiivet
igerisinde NFA’nin 348 nm’deki absorbans degisimini Uv-Vis Spektrofotometre ile
takip ederek tiyazolidin temelli madde tiirevlerinin karbonik anhidraz enzimini inhibe
edebilme kapasitesini Ol¢gmiislerdir. Schrodinger molekiiler modelleme paketinin

Glide/induced fit docking modiilii ile Molekiiler Docking ¢alismalarint yapmislardir.

Sekil 2.1. Kullanilan bilesikler ile Karbonik anhidraz I enzimi arasinda etkilesimi 6ngéren Molekiiler

Docking ¢aligmasi

Sekil 2.2. Kullanilan bilesikler ile Karbonik anhidraz Il enzimi arasinda etkilesimi ongoren Molekiiler

Docking ¢aligmasi

Tiyazolidin-4-on tilirevlerinin potansiyel olarak inhibitér c¢alismalarinin

yapilabilecegini ortaya koymuslardir.
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Supuran (2018) ¢aligmasinda karbonik anhidraz enzimini inhibe edebilecek 10
adet bilesik ile inhibisyon mekanizmasinin karbon veya kiikiirt temelli ¢inko baglayict

gruplardan (ZBG) hangisinin daha etkili oldugunu ortaya koymustur.

o  Kuyruk

AKktif bolgenin
hidrofilik kismm

Iskele Yap

[ SO
j: ”,.—"’LBG AKtif bolgenin
SN hidrofobik kism

: /Z\n_\

His . Hisy g
1594 Hisgg 1

5 adet benzensiilfonik asit ve 5 adet benzoik asit tiirevinden elde ettigi maddeleri
13 farkli izoenzim formu ile test ettigi c¢alismasinin sonucu olarak siilfonamit
tirevlerinin karbonik anhidraz inhibitorii elde etmek i¢in en iyi ZBG olduklarmi

gostermistir.

Thr199

Sekil 2.3. inhibisyonu yiiksek maddelerin karbonik anhidraz enziminin Cinko kismiyla etkilesimi
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Cinkoya bagli su molekiilii ile etkilesim halinde olan tiirevlerin veya diger
yollarla baglanan maddelerin inhibisyon mekanizmalarinin farkli oldugunu ve bunlarin

aydinlatilmasi gerektigini belirtmistir.

Vats ve ark. (2018) hidroksimetil, karboksilik asit, karboksilik asit hidrazit,
karboksamit ve benzensiilfonamit iceren 1,2,3-triazol karboksilat tiirevleri
sentezlemisler ve hCA I, hCA II, hCA IV ve hCA IX izoformlarina karsi inhibisyon

potansiyellerini ortaya koymuslardir.

o}
OH
R
N
H,O,NS
Q
0
OFEt H
NH, R R ©

R

e
—_—

N

—
N
- N\ 4 B 4
/©/N\N//N /©/ ’ /©/N\N
H,O,NS H,0,NS H,0,NS
0

R= 4-CH3 C6H4

4-Cl C6H4
4-Br C6H4 -

2-Pridil Na
2-Tiyenil
H,0,NS

Bulut ve ark (2018) asitlerden yola gikarak esterleri ve hidrazin hidrat ile elde
ettikleri asit hidrazit tiirevlerinden 4-amino-1,2,4-triazol-3-tiyol tiirevlerini elde etmis ve
antioksidan 6zellikleri yaninda karbonik anhidraz ve asetilkolinesteraz enzimlerine karsi
inhibisyon  ¢alismislarim1  p-nitrofenil  asetat ile  spektrofotomertik  olarak

gergeklestirmislerdir.



R

—N

Iy

SH

R: a=fenil
b=etil

c=3-metoksifenil
d=1-naftil
e=3-(4-morfolino)propil

Sekil 2.4. Sentezlenen bilesiklerin insan karbonik anhidraz I, II ve asetilkolinesteraz enzimlerine
inhibisyon etkileri
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Cizelge 4. Bulut'un ¢aligmasinda sentezlenen bilesiklerin karbonik anhidraz enzimine karg1 inhibisyon

sonuglari

ICso (NM) Ki (nM)
Bilesik

hCAl r? hCAll r? AChE r? hCA hCA Il AChE
4a 5.02 0.9840 5.33 0.9628 4192 0.9815 5.26 7.66 87.26
4b 6.93 0.9658 8.66 0.9863 60.95 0.9667 10.06 7.25 51.33
4c 2.72 0.9688 3.93 0.9912 14.05 0.9946 242 3.96 8.47
04d 3.28 0.9909 4.03 0.9853 20.48 0.9911 4.16 3.55 56.20
4e 3.6 0.9730 5.25 0.9704 3421 0.9894 3.74 5.24 25.41
AZA 13.62 0.9712 1981 0.9706 - - 12.08 18.22 -
Tacrine - - - - 282.38 0.9807 - - 158.28

Sentezledikleri bilesikler calisilan enzimlere karsi nanomolar seviyede giiclii

inhibisyon etkileri gostermistir. Buna bagli olarak bazi hastaliklarin tedavisi icin

kullanilabileceklerini ortaya koymuslardir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Tez kapsaminda sentezlenen biitiin bilesiklerin erime noktalar1 EZ-Melt Melting
Pointing Apperatus erime noktasi tayin cihazinda tayin edilmistir. Infrared spektrumlar1
ATR prob ile Thermo Nicolet IS5 FT-IR spektrometresinde almmustir. H (400 MHz)
ve BC-NMR (100 MHz) spektrumlar1 Atatiirk Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya
Laboratuvarinda Varian-Mercury NMR cihazinda kaydedilmistir. Calismalar sirasinda
kullanilan kimyasal malzemeler Sigma Aldrich ve Merck firmalarindan saglanmais,
coziicliler ise yerli ve yurt dis1 kaynaklardan temin edilmistir. Gergeklestirilen sentez
calismalar1 NEU AKEF Organik Kimya Arastirma Laboratuar1 II de, enzim inhibisyon
aktivite ¢aligmalar1 Samsun Ondokuz Mayis Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarimsal
Biyoteknoloji Boliimiinde, Molekiiler Docking ¢alismalar1 Bahgesehir Universitesi Tip
Fakiiltesi Biyofizik bolimiinde gergeklestirilmistir.

3.1. Sentez ve Karakterizasyon

3.1.1. 5-(2-(indol-3-il)etil)-4-amino-1,2,4-triazol-3-tiyol (1)

Yag banyosunda 100 ml’lik basinca dayanikl: tiip igerisine 2,50 g (9,64 mmol)
indol-3-propiyonik asit konulup 1sitilarak, erime noktasi olan 133 °C’de erimesi
saglandi. Uzerine 1.02 g (9.64 mmol) tiyokarbohidrazit ilave edilerek Karigim 2 saat
karigtirlldi. 100 °C’nin altina kadar sogumasi beklendikten sonra iizerine 50 ml sicak saf
su ilave edildi ve baget ile karistirildi. Olusan kat1 madde siiziilerek saf su ile yikandi,
etanol:su (1:1) karisimu ile kristallendirildi (Sevaille ve ark., 2017).

Verim: % 80. E.n.: 176 °C.

FT-IR (cm™); 3416 (NH.), 3273 (NH), 2959 (Ar-CH), 1627 (C=C), 1594 (C=N),
1313 (C=9S).
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IH-NMR (400 MHz, DMSO-ds); & 13,48 (s, 1H, triazol-NH), 10.83 (s, 1H, indol
“NH), 7.56 (d, 1H, Ar-H, J=7.9), 7.36 (d, 1H, Ar-H, J=7.9 Hz), 7.17 (s, 1H, Ar-H), 7.08
(t, 1H, Ar-H, J=7.4 Hz), 6.99 (t, 1H, Ar-H, J=7.4 Hz), 5.64 (s, 2H, NH>), 3.10 (t, 2H,
CHy, J=8.0 Hz), 3.00 (t, 2H, CH2, J=8.0 Hz).

13C-NMR (100 MHz, DMSO-de); & 165.78, 151.95, 136.20, 126.88, 122.47,
120.97, 118.26, 118.19, 112.92, 111.38, 25.48, 21.55.

3.1.2. Etil 2-((5-(2-(1H-indol-3-il)etil)-4-amino-4H-1,2,4-triazol-3-yl)tiyo)asetat (2)

N-N Q EtOH N-N
| \! + Br _— = ] \

NH, NH, 0
@

50 ml’lik dibi diiz balon igerisine 10 ml etanol, 0,186 g (0,72 mmol) (1), 100 ul
(0,72 mmol) trietilamin ve 80 ul (0,72 mmol) etil bromoasetat ilave edilerek 8 saat geri
sogutucu altinda kaynatildi. Reaksiyon iTK ile takip edilerek bitirildi. Oda sicakligina
kadar sogutulan reaksiyon karigiminin ¢oziiciisii, diisiik basing altinda uzaklagtirildu.
Elde edilen kati, etanolden kristallendirildi.

Verim: % 69. E.n.: 126-127 °C.

FT-IR (cm™); 3382 (NH>), 3140 (NH), 2920 (Ar-CH), 1723 (C=0), 1620 (C=C),
1575 (C=N), 679 (C-S-C).

'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds); 6 10.87 (s, 1H, indol -NH), 7.56 (d, 1H, Ar-H,
J=7.8 Hz), 7.35 (d, 1H, Ar-H, J=7.8 Hz), 7.19 (s, 1H, Ar-H), 7.08 (t, 1H, Ar-H, J=7.1
Hz), 6.99 (t, 1H, Ar-H, J=7.1 Hz), 6.22 (bs, 2H, NH>), 4.11 (q, 2H, O-CH>, J=6.6 Hz),
3.96 (s, 2H, S-CH>), 3.20 (t, 2H, CH2, J=7.7), 3.12 (t, 2H, CH2, J=7.7), 1.18 (t, 3H, CHjs,
J=6.6 Hz).

13C-NMR (100 MHz, DMSO-ds); & 168.18, 156.40, 152.04, 136.21, 126.80,
122.56, 121.01, 118.26, 112.77, 111.41, 61.28, 32.89, 24.67, 21.63, 13.96.
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3.1.3. 3-(2-(1H-indol-3-il)etil)-[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]tiyadiazol-6-tiyol (3)

_ Pridin___ PN

ridin

)\SH T CS) Trictlamin / )\
HN N S

W=

50 ml’lik dibi diiz balon igerisine 0,210 g (0,82 mmol) (1) konularak 5 ml piridin
ile ¢oziildii. Uzerine birka¢ damla trietilamin ve 260 pl (4.37 mmol) karbondisiilfiir
ilave edildi. 115 °C’de 6 saat geri sogutucu altinda kaynatildi. Reaksiyon
tamamlandiktan sonra sogumaya birakildi. Oda sartlarina gelen reaksiyon karigimi buz-
su tlizerine dokiilerek seyreltik HCI ¢ozeltisi ile hafifge asidik oluncaya kadar
asitlendirildi. Olusan kat1 siizlildii ve saf su ile yikandi, etanolden kristallendirildi.

Verim: % 70. E.n.: 180-181 °C.

FT-IR (cm); 3274 (NH), 2956 (Ar-CH), 2771 (SH), 1627 (C=C), 1594 (C=N),
680 (C-S-C).

'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds); & 13,44 (s, 1H, -SH), 10.81 (s, 1H, indol —NH),
7.53 (d, 1H, Ar-H, J=7.7 Hz), 7.33 (d, 1H, Ar-H, J=7.7 Hz), 7.15 (s, 1H, Ar-H), 7.06 (t,
1H, Ar-H, J=7.5 Hz), 6.97 (t, 1H, Ar-H, J=7.5 Hz), 3.07 (t, 2H, CH, J=7.9 Hz), 2.97 (,
2H, CH2, J=7.9 Hz).

13C-NMR (100 MHz, DMSO-ds); & 165.76, 151.93, 136.20, 126.88, 122.47,
120.95, 118.24, 118.18, 112.92, 111.38, 25.48, 21.55.

3.1.4. 3-(2-(1H-indol-3-il)etil)-6-(4-formilbenzil)-[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4
tiyadiazol (4)

H
N-N N-N

N+ O _Pocl; BN
Y/ N~ “SH 0] /) N

HN ) HN v
NH, OH N

C))
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50 ml’lik dibi diiz balon igerisine 0,174 g (0,67 mmol) (1), 0,1 g (0,67 mmol) 4-
formilbenzoik asit ve 5 ml fosforil Kloriir konularak 3 saat geri sogutucu altinda
kaynatildi. Daha sonra reaksiyon karsimi sogumaya birakilip, buz-su karisimi {izerine
dokiilerek potasyum karbonat ¢ozeltisi ile notralize edildi. Olusan kat1 siiziilerek saf su
ile yikand1 ve etanol ile kristallendirildi.

Verim: % 75. E.n.: 255 °C bozunma.

FT-IR (cm™); 3341 (NH), 1701 (C=0), 1681 (C=C), 1608 (C=N), 666 (C-S-C).

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg); &10.73 (s, 1H, indol —-NH), 10.01 (s, 1H,
aldehit-H), 8.02 — 6.96 (m, 9H, Ar-H), 3.04 (t, 2H, CH, J=7.7 Hz), 2.91 (t, 2H, CHy,
J=7.7 Hz).

13C-NMR (100 MHz, DMSO-ds); &189.04, 163.17, 157.43, 145.60, 140.22,
136.84, 131.40, 129.01, 126.67, 123.51, 121.34, 119.12, 118.30, 111.26, 108.51, 26.09,
23.75.

3.1.5. 3-(2-(1H-indol-3-il)etil)-6-(4-klorofenil)-7H-[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]
tiyadiazin (5)

_ Cl _
PN, KOs _ )N
) N~ “SH / )\S
HN Br N

| HN |
NH2 O N S
®

Cl

50 mI’lik dibi diiz balon igerisine 0,163 g (0,63 mmol) (1), 0,2 g (1,45 mmol)
susuz potasyum karbonat, 0,147 g (0,63 mmol) 2-bromo-4'-kloroasetofenon ve ¢oziicii
olarak 5 ml kuru asetonitril konuldu. 6-7 saat geri sogutucu altinda kaynatilan reaksiyon
FT-IR ile takip edilerek bitirildi. Reaksiyon karisimi soguduktan sonra kirilmis buz
tizerine dokiildii. Elde edilen kati siiziilerek saf su ile yikandi, etanol:su (2:1) karigimi
ile kristallendirildi.

Verim: % 78. E.n.: 170-171 °C.

FT-IR (cm™); 3308 (NH), 2912 (Ar-CH), 1688 (C=C), 1588 (C=N).

'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds); & 10.80 (s, 1H, indol -NH), 7.99 — 6-95 (m,
9H, Ar-H), 3.39 (s, 2H, tiyadiazin-H), 3.07-3.02 (m, 4H, CH>).
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13C-NMR (100 MHz, DMSO-ds); & 158.45, 156.19, 154.63, 150.38, 148.25,
136.20, 134.92, 130.93, 126.90, 125.12, 123.14, 122.42, 120.93, 118.21, 116.20,
113.45, 111.35, 41.95, 24.88, 22.18.

3.1.6. 3-(2-(1H-indol-3-il)etil)-6-(4-bromofenil)-7H-[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]
tiyadiazin (6)

QJM )\SH \©Y K,CO, QJM Tﬁ)\s

(5) numarali maddenin sentez metodu uygulanmustir.

Verim: % 76. E.n.: 168-169 °C.

FT-IR (cm™); 3308 (NH), 2912 (Ar-CH), 1687 (C=C), 1583 (C=N).

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg); 6 10.79 (s, 1H, indol —NH), 7.67 — 6-95 (m,
9H, Ar-H), 3.37 (s, 2H, tiyadiazin-H), 3.07 (t, 2H, CH2, J=7.9 Hz), 3.02 (t, 2H, CHy,
J=7.9 Hz).

3.1.7. 3-(2-(1H-indol-3-il)etil)-6-(4-nitrofenil)-7H-[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]
tiyadiazin (7)

N-N
HN ®
(5) numarali maddenin sentez metodu uygulanmustir.

Verim: % 64. E.n.; 123-124 °C.

FT-IR (cm™); 3183 (NH), 2921 (Ar-CH), 1600 (C=C), 1518 (C=N), 1343 (NO).
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'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds); & 10.68 (s, 1H, indol —-NH), 8.36 (t, 2H, Ar-H,
J=6.5), 8.07 (t, 2H, Ar-H, J=6.5), 7.67-6.93 (m, 5H, Ar-H), 3.41 (s, 2H, tiyadiazin-H),
3.23 (t, 2H, CHz, J=7.8 Hz), 3.13 (t, 2H, CHa, J=7.8 Hz).

3.1.8. 3-(2-(1H-indol-3-il)etil)-5H-[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]thiadiazin-6,7-dion (8)

0
N-N N-N
[ N, + T _ Benzen BN
/ N~ SH Cl / N
HN , S HN
NH,

®)

0)

50 ml’lik dibi diiz balon igerisine kuru 5ml benzen konularak, {izerine 0,20 g
(0,79 mmol) (1) ve 134 ul (1,58 mmol) okzalil kloriir ilave edildi. Geri sogutucu altinda
6 saat kaynatildi. Reaksiyon ITK ile takip edilerek bitirildi. Oda sicakligina gelen
reaksiyon karisiminin ¢6ziiciisii evoporatérde uzaklastirildi. Elde edilen kati, etanolden
kristallendirildi.

Verim: % 63. E.n.: 104-106 °C.

FT-IR (cm™); 3415, 3274 (NH), 2961 (Ar-CH), 1753 (C=0), 1726 (C=0), 1630
(C=C), 1597 (C=N).

'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds); & 10,82 (s, 1H, indol —-NH), 7.66-6.91 (m, 6H
Ar-H), 3.07-2.98 (m, 4H, CH>).

13C-NMR (100 MHz, DMSO-ds); & 188.62, 157.05, 151.89, 136.21, 128.20,
122.85, 122.37, 120.90, 118.47, 111.32, 110.91, 29.58, 21.38.

3.1.9. 5-(2-(1H-indol-3-il)etil)-4-(4-metilbenzilidenamino)-1,2,4-triazol-3-tiyol (9)

R N _ S0 I

SH H : SH
HN / ITT Dioksan N /) ITI
NH, o N

)
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50 mI’lik dibi diiz balon igerisine 0,179g (0,69 mmol) (1) ve 0,184 g (2,3 mmol)
4-metilbenzaldehit konularak 5 ml dioksan igeresinde siispanse edildi ve berrak bir
cozelti elde edilinceye kadar 1sitildi. Berraklasan ¢ozeltiye birkag damla siilfiirik asit
ilave edilerek 3 saat geri sogutucu altinda kaynatildi. iTK ile takip edilen reaksiyon
tamamlaninca, sogutularak saf su ile muamele edildi. Olusan kat1 siiziilerek saf su ile
yikandi, etanolden kristallendirildi.

Verim: % 84. E.n.: 167 °C.

FT-IR (cm™); 3312 (NH), 2928 (Ar-CH), 1603 (C=C), 1567 (C=N), 1300 (C=S).

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg); & 13,40 (s, 1H, triazol-NH), 10.41 (s, 1H, indol
—NH), 9.20 (s, 1H, schiff), 7.64 — 6.68 (m, 9H, Ar-H), 3.06 (t, 2H, CHz, J=7.8 Hz), 2.77
(t, 2H, CH, J=7.8 Hz), 2.07 (s, 3H, -CHa).

13C-NMR (100 MHz, DMSO-ds); & 165.74, 161.68, 156.04, 151.74, 135.61,
135.26, 130.76, 129.02, 127.47, 122.80, 120.72, 118.48, 117.87, 115.92, 115.25,
111.22, 110.05, 25.92, 20.82, 13.95.

3.1.10. 5-(2-(1H-indol-3-il)etil)-4-(4-hidroksibenzilidenamino)-1,2,4-triazol-3-tiyol
(10)

)\ HZSO4 N NH
HN / SH Dloksan

10)

OH

(9) numarali maddenin sentez metodu uygulanmustir.

Verim: % 78. E.n.: 150-152 °C.

FT-IR (cm™); 3271 (NH), 2930 (Ar-CH), 1598 (C=C), 1508 (C=N), 1302 (C=S).

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg); & 13,46 (s, 1H, triazol-NH), 10.62 (s, 1H, indol
—NH), 9.58 (bs, 1H, -OH), 9.22 (s, 1H, schiff), 7.62 — 6.69 (m, 9H Ar-H), 3.07 (t, 2H,
CHa, J=7.8 Hz), 2.79 (t, 2H, CH2, J=7.8 Hz).
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3.1.11. 5-(2-(1H-indol-3-il)etil)-4-(benzilideneamino)-1,2,4-triazol-3-tiyol (11)

/ + —_— /
SH H i S
HN / ITI Dioksan HN / N

NH, o

(9) numarali maddenin sentez metodu uygulanmustir.

Verim: % 73. E.n.: 130-131 °C.

FT-IR (cm™); 3279 (NH), 2941 (Ar-CH), 1597 (C=C), 1574 (C=N), 1339 (C=S).

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg); & 13,45 (s, 1H, triazol-NH), 10.53 (s, 1H, indol
—NH), 9.22 (s, 1H, schiff), 7.66 — 6.70 (m, 10H, Ar-H), 3.05 (t, 2H, CH>, J=7.8 Hz),
2.77 (t, 2H, CH2, J=7.8 Hz).

3.1.12. 5-(2-(1H-indol-3-il)etil)-4-(4-metoksibenzilidenamino)-1,2,4-triazol-3-tiyol
(12)

N-N O H.SO N-N
/ »\ + s BN / »\
SH H i SH
N / ITI \©\”/ Dioksan HN / ]TI
NH, o Ny

a1z)

(9) numarali maddenin sentez metodu uygulanmistir.

Verim: % 68. E.n.: 127-129 °C.

FT-IR (cm™); 3225 (NH), 1594 (C=C), 1511 (C=N), 1351 (C=S).

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg); § 13.44 (s, 1H, triazol-NH), 10.61 (s, 1H, indol
—NH), 9.21 (s, 1H, schiff), 7.63 — 6.68 (m, 9H, Ar-H), 3.94 (s, 3H, -CHz), 3.07 (t, 2H,
CHoy, J=7.8 Hz), 2.76 (t, 2H, CH, J=7.8 Hz).
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3.2. Karbonik anhidraz aktivitesi tayini

3.2.1. Esteraz aktivitesi tayini

Bu c¢alismada karbonik anhidraz aktivitesi tayini, enzimin esteraz aktivitesine
sahip olmasi esasina dayanilarak yapildi. Karbonik anhidraz, substrat olarak kullanilan
p-nitrofenil asetat1 p-nitrofenole hidroliz etmekte ve UV spektroskopisinde 348 nm’de
absorpsiyon (& 3ss= 5x10°M™* cm™) vermektedir (Verpoorte ve ark., 1967). 25 °C’de
kuvartz kiivetlere 1.5 ml substrat ve tamponlanmis enzim ¢ozeltisi (0.05 M Tris-SO4
pH= 7.4) konularak 3 dakika sonra 348 nm’de absorbans degeri kore karsi okundu.
Deneyde kullanilan p-nitrofenil asetat ¢ozeltisi gilinlilk olarak hazirlandi. Cozelti
hazirlanirken; p-nitrofenil asetat 27 mg tartilarak 1 ml aseton i¢inde ¢6ziildii ve hizlica

karistirilarak 49 ml saf suya yavas yavas ilave edildi.

3.2.2. inhibitérlerin 1Cso degerlerinin belirlenmesi

Sentezlenen indol-triazol tiirevi bilesiklerin farkli konsantrasyonlari i¢in hCA | ve hCA
IT aktivite Ol¢limii yapilarak, % aktivite-[l] grafikleri ¢izildi. Elde edilen egrilerin

denklemlerinden ICsp degerleri hesaplandi.

3.2.3.Inhibitérler icin Molekiiler Docking Cahsmasi

Sentezlenen inhibitor molekillerinin hCA | ve h,CA Il enzimlerinin aktif
bolgelerine baglanma sekillerini tahmin edebilmek i¢in MOE docking protokolleri
uygulandi. Enzimlerin aktif bolgeleri PDB dosyalarindan elde edilen ligandlar ile
tanimlandi. hCA | ve hCA II enzimlerinin kristal yapilar1 Protein Data Bank Serverdan
temin edildi (PDB kodlari; hCA I: 5e2m, hCA 1II: 4xel). Aktif bolge rezidiileri etrafinda

docklama simiilasyonlart MOE programu ile gergeklestirildi.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. Sentezlenen bilesiklerin yapilarinin Kkarakterize edilmesine ait c¢alisma

sonuclari

Sentezlenen bilesiklerin yapilarinin aydinlatilmasi icin FT-IR, 'H-NMR ve
13C- NMR teknikleri kullanildi. Calismamizda sentezlenen farkli madde tiirevlerinden
birer tanesinin analiz sonuglar1 ayrintili olarak agiklanmustir.

Indol-3-propiyonik asit ile tiyokarbohidrazitin kondenzasyonu ile elde edilen (1)
numaral1 bilesige ait *H-NMR spektrumu Sekil 4.1° de verilmistir. Bilesigin *H-NMR
spektrumunda triazol halkasina bagli NH2 protonu 5.64 ppm’de, indol halkasinda
bulunan NH protonu 10.83 ppm’de ve triazol halkasina ait NH protonu 13.48 ppm’de
goriilmektedir. Indol halkasinda bulunan azota komsu karbona bagli proton 7.17
ppm’de rezonans olmustur. *C-NMR spektrumunda (Sekil 4.2) 165.8 ppm’de C=S,
151.9 ppm’de C=N karbon atomlar1 rezonans olmustur. Bu sonuglar halkanin hangi
tautomerik formda oldugu hakkinda bilgi verip, yapinin tiyon formunda oldugunu
ortaya koymus ve FT-IR analizi (Sekil 4.3) ile de desteklenmistir. Triazol halkasina
bagli NH; piki 3416 cm™’de, triazol halkasmin N-H gerilme pikleri 3273 cm™°de, C=C
piki ise 1627 cm™’de goriilmektedir. S-H gerilme titresimleri 2560-2550 cm™
bolgesinde goriilmeyip, 1313 cm™’de C=S piki tespit edilmistir.
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(2) numarali bilesigin H-NMR spektrumu (Sekil 4.4) incelendiginde triazol
halkasma bagli NH2 protonlarinin 6.22 ppm’de yayvan bir pik verdigi goriilmiistiir.
Kiikiirt ve karbonil grubu arasinda kalan CH> protonlar1 3.96 ppm’de singlet vermis,
ester oksijenine bagli CH> protonlar1 4.11 ppm’de quartet verirken, en ugta kalan CHs
protonlart1 1.18 ppm’de rezonans olmuslardir. 7.19 ppm’de indol halkasinin 2
konumundaki karbona bagli proton rezonans olmustur. *C-NMR spektrumunda (Sekil
4.5); C=0 karbonu 168.2 ppm, N=C=S karbonu 156.4 ppm, oksijene bagli CH> karbonu
61.3 ppm ve metil karbonu 13.9 ppm’de rezonans olmuslardir. FT-IR spektrumunda
(Sekil 4.6); 3382 cm™°de triazol halkasinda bulunan NH; gerilme pikleri goriiliirken,
ester karbonil piki 1723 cm™’de, indol halkasinin N-H gerilme piki 3141 cm™*’de, C=N
piki ise 1575 cm™°de, C-S-C gerilme titresimleri ise 679 cm™ bolgesinde goriilmektedir.
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(3) numaral1 bilesigin *H-NMR spektrumunda (Sekil 4.7) triazol halkasina baglh
NH protonlarinin kayboldugu agik¢a goriilmiistiir. Indol halkasinda bulunan NH proton
piki 10.81 ppm’de rezonans olmus, yapiya yeni eklenen SH proton piki ise 13.44
ppm’de gorilmektedir. 7.15 ppm’de indol halkasinin 2 konumunda bulunan proton
rezonans olmustur. 3C-NMR spektrumunda (Sekil 4.8); SH grubuna bagli karbon
atomu 166 ppm’de, triazol halkasinda bulunan C=N karbonu 152 ppm’de, rezonans
olmustur. indol ve triazol halkalar arasinda bulunan karbon atomlar1 25 ppm ve 21
ppm’de rezonans olmuslardir. FT-IR spektrumunda (Sekil 4.9) 3274 cm™’de indol NH
grubunun gerilme piki, 2956 cm™’de aromatik CH gerilme piki, 2771 cm™¥’de SH
gerilime piki, 1594 cm™’de ise C=N gerilme piki bulunmaktadir.
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(5) numarali bilesik igin yapilan H-NMR spektrum (Sekil 4.10)
degerlendirmesinde, indol halkasinda bulunan NH proton piki 10.80 ppm’de, tiyadiazin
halkasinda bulunan CH2 protonlar1 ise 3.39 ppm’de, aromatik bolgedeki protonlar ise
7.99-6.95 ppm araliginda rezonans olmuslardir. *C-NMR spektrumunda ((Sekil 4.11);
tiyadiazin halkasinda, azota ikili bag ile bagl olan karbon atomu 158 ppm’de rezonans
olurken, tiyadiazin halkasinda bulunan CH> karbonu ise 42 ppm’de tespit edilmistir. FT-
IR analizinde (Sekil 4.12) yapida indol halkasinda bulunan NH grubunun gerilmesi
3308 cm™*’de, aromatik CH gerilmeleri 2912 cm™’de, C=C pikleri 1688 cm™’de, C=N
pikleri 1588 cm™*de goriilmektedir.
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(8) numarali bilesigin *H NMR spektrumunda (Sekil 4.13) indol halkas1 NH
protonu 10.82 ppm’de, aromatik bolge protonlari ise 7.66-6.91 ppm araliginda rezonans
olmuslardir. 3 C-NMR spektrumu (Sekil 4.14) incelendiginde azot atomunun yaninda
bulunan karbonil karbonunun 157 ppm’de, kiikiirt atomunun yaninda bulunan karbonil
karbonunun ise 188 ppm’de rezonans oldugu goriilmektedir. FT-IR spektrumunda
(Sekil 4.15); indol NH gerilimi 3274 cm™’de goriilmektedir. 2961 cm™’de aromatik CH
gerilmeleri bulunan spektrumda 1753 cm™’de kiikiirt atomuna komsu karbonil ve 1726

cm™’de azot atomuna komsu karbonil gerilme pikleri bulunmaktadir.
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(9) numaral: bilesigin *H-NMR spektrumunda (Sekil 4.16) 13.40 ppm’de triazol
halkasina ait NH protonu piki, 10.41 ppm’de indol halkasinda bulunan NH protonu piki
ve 9.20 ppm’de Kkarakteristik schiff bazi protonu piki bulunmaktadir. Aromatik
bolgedeki protonlar 7.64-6.68 ppm araliginda rezonans olmustur. *C-NMR
spektrumunda (Sekil 4.17) 165.7 ppm’de C=S, 156 ppm’de imin karbonu
bulunmaktadir. 13.95 ppm’de benzen halkasina bagli metil karbonu rezonans olmustur.
FT-IR spektrumunda (Sekil 4.18); indol halkasinda bulunan NH gerilme pikleri
3312 cm™*de, aromatik CH gerilme pikleri 2928 cm™’de, C=C gerilme pikleri 1603 ve
C=N gerilme pikleri 1567 cm™’de goriilmektedir. 1300 cm™’de C=S piki tespit

edilmistir.
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4.2.Inhibitérler i¢cin ICso degerlerinin belirlenmesine ait calisma sonuglar

Tez kapsaminda hedef molekiil olarak sentezlenen bilesik tiirevlerinin farkl
konsantrasyonlarda ¢ozeltileri hazirlanarak insan karbonik anhidraz 1 ve II izoenzim
aktiviteleri iizerine etkileri arastirildi. Inhibisyon etkisi gdsteren tiirevler igin esteraz
aktivitesi metodu ile g¢alisilan bes farkli inhibitor konsantrasyonuna karsit % aktivite

grafikleri sekil 4.19-4.31°de gosterilmistir.
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Egrilerin denklemleri kullanilarak Iso degerleri hesaplandi ve tiim verilerin daha

iyi karsilastirilabilmesi i¢in bu degerler Cizelge 2’de gosterildi.

Cizelge 5. Sentezlenen bilesiklerin hCA I ve hCA 11 iizerindeki inhibisyon degerleri

1Cs0 (uM)

Bilesik hCA | hCA Il
(1) 0,06178 0,03246
) 0,03616 i
3) 0,05344 i
4) 0,05594 i
() - 0,02021
(6) 0,01277 0,02110
(7) - -

) 0,03190 0,01063
9) 0,01963 i
(10) 0,01919 -
(11) 0,05540 0,03627
(12) 0,04892 0,03443
AZA 0,01262 0,01208
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4.3.Molekiiler Docking Calismasina ait Bulgular

Docking; reseptor ve ligand molekiillerinin en iyi eslesmesini bulmak amaciyla
bilgisayarli madde dizayni i¢in kullanilan bir terimdir. Ligand molekiilii enzim ile bir
araya geldiginde enzimin aktif bolgesinde uygun sekilde yerlesmeye c¢aligir. Bilgisayar
her adimda farkli a¢1 ve pozisyonlar deneyerek en diisiik enerjili hali bulmaya calisir
(Varnali, 2012). Karbonik anhidraz enzimini inhibe edebilecek yeni molekiillerin
sentezinde maliyet ve is giliciinii azaltmak i¢in sentez ¢alismasinin Oncesinde bu
metottan faydalanilarak teorik molekiiler docking calismas1 Bahgesehir Universitesi Tip
Fakiiltesi Biyofizik Boliimiinde gergeklestirildi. Sentezlenecek ligand molekiilleri ile
hedef insan karbonik anhidraz enzim izoformlarina karsi baglanma enerjileri
hesaplandi. Hesaplanan teorik degerler asagida ¢izelge halinde verildi. Burada ligand ile
protein molekiilii arasinda baglanma enerjisinin diisilk olmasi, daha kolay baglanma
meydana gelebilecegini gosterdigi i¢in hedef izoformlar ile en iyi etkilesimin (7)
molekiiliinde olacagi goriilmektedir. Sekil 4.35-4.36’da (7) numarali bilesigin hCA | ve

hCA II izoformlart ile etkilesimi gosterilmistir.

Cizelge 6. Sentezlenen bilesiklerin hCA 1 ve hCA II izoenzimlerine kars1 olasi baglanma enerjileri

Bilesik hCA | hCA 1l
(kcal/mol) (kcal/mol)
(1) -4.56 -5.10
(2) -6.60 -6.62
(3) -4.91 -5.58
4) -5.96 -6.87
(5) -6.24 -6.86
(6) -6.60 -6.79
(7) -6.87 -7.04
(8) -5.40 -5.91
9) -6.25 -6.69
(10) -6.04 -6.40
(11) -6.06 -6.25
(12) -6.22 -6.60
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu c¢alismada indol ve triazol halkalarinin ¢ok yonli yapilarindan dolay:
karbonik anhidraz enzimine inhibisyon 6zelligi gosterebilecegi ihtimali diisiiniilerek,
indol-3-propiyonik asit ile tiyokarbohidrazit kondenzasyon reaksiyonundan 5-(2-(indol-
3-il)etil)-4-amino-1,2,4-triazol-3-tiyol molekiiliiniin sentezlenmesi ve farkli schiff bazi,
tiyadiazol, tiyadiazin ve tiyoeter tiirevlerinin elde edilmesi amaglandi. Bu ¢alismada
sentezlenen (1) numarali bilesik literatiire gore elde edildi (Sevaille ve ark., 2017).
Diger bilesikler ((2)-(12)) benzer ¢alismalardan esinlenilerek orijinal olarak sentezlendi
(Aggarwal ve ark., 2011).

Sentezlenen bilesiklerin yapilart FT-IR, H-NMR ve 13C-NMR teknikleri ile
aydinlatildi ve detayli bilgiler arastirma sonuclari kisminda sunuldu. Elde edilen
bilesiklerin karbonik anhidraz inhibisyon aktiviteleri hCA I ve hCA II izoenzimleri
lizerinde esteraz aktivitesine bakilarak test edilmistir ve sonuglar Cizelge 2’de
verilmistir.

Bilgisayar ile yapilan 6n ¢alisma sonuglari nitro grubuna sahip (7) numarali
triazol-tiyadiazin tiirevi bilesigin en yiiksek aktiviteyi gosterecegini ortaya koymustur.
Ancak literatiir bilgileri nitro grubunun sitozolik karbonik anhidraz izoenzimlerinin
aktif bolgesine tam olarak uyum saglamadigini, transmembran izoformlarla uyumlu
oldugunu gostermistir (Nocentini ve ark., 2016). Bu sebeple brom igeren (6) numarali
triazol-tiyadiazin tiirevi bilesik sitozolik hCAI’e daha kolay tutunmakta ve 0,012 uM ile
en yiiksek aktiviteyi gostermektedir.

Sentezlenen bilesiklerden (8) numarali bilesik, hCA II’ye karsi en yiiksek
inhibisyon etkisini 0,010 uM ile gostermektedir. Bu sonu¢ Supuran’m (2004)
literatiirinde  belirttigi  gibi, inhibitor molekiillerinde bulunan karbonil grubu
oksijeninin, hCA IT enziminin Gln 92 rezidiisiiniin amit azotuna bagl hidrojenler ile
giiclii hidrojen bagi olusturarak enzim-substrat etkilesimini engelledigi ic¢in ortaya
¢ikmaktadir (Supuran ve ark., 2004).

Yaptigimiz literatiir arastirmalarinda, karbonik anhidraz enzim inhibisyon
calismalarinda, tiyadiazin halkasinin kullanildigi c¢alismalara rastlanmamistir. Bu
yiizden mevcut besli halka olan tiyadiazol halkasi ¢alismalar ile ¢galismamizda yer alan
tiyadiazin halkasinin enzim ihibisyonu kiyaslanmis ve tiyadiazin halkasinin inhibisyon

etkinliginin yiiksek oldugu bulunmustur.
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Tez kapsaminda sentezlenen ana yapilarin karbonik anhidraz enzimini inhibe
etme mekanizmasi hakkinda yaptigimiz literatiir aragtirmalarinda, indol halkasinin
hacimli yapisindan dolay1 enzimin aktif bolgesi ile etkilesim gostermese de yapisinda
bulunan -NH grubu ile enzimin Glu 69 rezidiisii ile hidrojen bagi yaparak ligand-
reseptor kompleksinin kararli hale gelmesine yardimer oldugu goriilmektedir (Imran ve
ark., 2015). 1,2,4-Triazol molekiiliiniin inhibisyon mekanizmasi hakkinda yaptigimiz
arastirmalarda ise 4 numarali azot atomu ile karbonik anhidraz enziminin g¢inko
atomunun bozuk tetrahedral yapida baglandigi, su/hidroksil iyonu ile yer degistirmis
durumda olan triazol molekiiliiniin Thr-200 ‘iin Oy ‘i ve Thr-199’un amit azotu ile de
egilmis hidrojen baglar1 yaptig belirtilmistir. 1,2,4-triazol molekiilii ¢inkoya bagli su
molekiiliiniin yaninda, derin su molekiilerinin de (Wat-338 ve diger iki su molekiilii) yer
degistirmesine sebep olmaktadir (Supuran ve ark., 2003). Sentezledigimiz inhibitor
molekdilleri ((1)-(12)), bikarbonat anyonunun baglanacagi yeri isgal ettigi igin,
inhibisyon tiiriiniin yarismali inhibisyon oldugu sdylenebilir (Mangani ve Liljas, 1993).
Bu konunun daha agiklayici olmasi icin enzim kinetik ¢aligmalar1 gergeklestirilebilir ve
inhibisyon mekanizmasi aydinlatilabilir.

Bu calismadan elde edilen bulgu ve deneyimler, karbonik anhidraz enzimini
inhibe edebilecek yeni ve farkli madde tiirevlerinin elde edilebilece§ini ortaya
koymustur.  Sentezledigimiz Dbilesiklerin karbonik anhidraz enziminin diger
izoformlarina kars1 inhibisyon etkileri incelenebilir.

Giinlimiizde, karbonik anhidraz enzimini inhibe ederek tedavi edilebilen
hastaliklarin ilac1 olarak asetazolamit gibi siilfonamit tiirevi bilesikler kullanilmaktadir.
[zoform seciciligi diisiik olan bu tiir inhibitdrler hedef olmayan diger izoformlar1 da
inhibe ederek bir takim yan etkilere yol agmaktadir. Ayn1 zamanda niifusun kayda deger
bir kisminda siilfa alerjisi oldugu i¢in, bu tiir ilaglar ile tedavi edilemezler (Lomelino ve
ark., 2016). Siilfonamit tiirevi olmayan sentezledigimiz bilesiklerin, bir¢ok hastaligin
tedavisi i¢in ilag¢ olarak kullanilabilecek yeni yapilarin elde edilebilmesine 151k tutacagi

diistiniilmektedir.
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