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OZET

ASETILKOLINESTERAZ, BUTIRILKOLINESTERAZ VE KARBONIK
ANHIDRAZ I, I1 ENZIM INHIBITORLERI OLARAK YENI TIYAZOL
TUREVLERININ SENTEZI

Abdiillatif KARAKAYA

Farmas6tik Kimya Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Haziran 2024

Danisman: Prof. Dr. Yusuf OZKAY

Bu calismada, 5-nitro-tiyofen-2-karbaldehitine  tiyosemikarbazit ilavesi ile
tiyosemikarbazon  tiirevi elde edilmistir. ~ 2-Bromoasetofenon tiirevlerinin
tiyosemikarbazon tiirevi ile siklizasyonuyla yeni tiyazol tiirevleri (2a-2Kk) sentezlenmistir.
2a-2k bilesiklerinin asetilkolinesteraz (AChE), biitirilkolinesteraz enzimleri (BChE),
antioksidan ve karbonik anhidraz (hCA) I ve II izoform inhibitor aktiviteleri
arastirilmistir. Enzim inhibisyonuna iligkin ICso degerleri, hCA 1 i¢in 2,661-22,712 uM
ve hCA II i¢in 5,372-26,813 uM araliginda bulunmustur. Tiim tiirevlerin karbonik
anhidraz I ve II izoenzimlerinin aktivitelerini azalttigi ve yeni potansiyel inhibitor
molekiil aday1 olabilecegi sonucuna varilmistir. Bilesiklerin AChE ve BChE enzimlerine
kars1 diisiik etkiye sahip oldugu bulunmustur. Hedef bilesiklerin antioksidan 6zellikleri
DPPH ve demir iyon selatlama etkisi analizleri kullanilarak belirlenmistir. Ozellikle 2k
ve 2h bilesikleri 30,11 £+ 0,008 uM ve 30,21 + 0,006 uM ICso degerleriyle seride en
yiiksek antioksidan etkiye sahiptir. Etkili oldugu tespit edilen bilesiklerin ADMET
ozellikleri degerlendirilerek enzimle etkilesimleri molekiiler doking ydntemiyle

belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: AChE, BChE, Karbonik anhidraz I-II, Antioksidan, Molekiiler
doking, ADMET.
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ABSTRACT

SYNTHESIS OF NEW THIAZOLE DERIVATIVES AS INHIBITORS OF
ACETYLCHOLINESTERASE, BUTYRYLCHOLINESTERASE AND CARBONIC
ANHYDRASE I, I ENZYMES

Abdiillatif KARAKAYA

Department of Pharmaceutical Chemistry
Anadolu University, Institute of Graduate Education, June 2024
Supervisor: Prof. Dr. Yusuf OZKAY

In this study, thiosemicarbazone derivative were obtained by the addition of
thiosemicarbazide to the 5-nitro-thiophene-2-carbaldehyde. New thiazole derivatives (2a-
2k) were synthesized by cyclization of 2-bromoacetophenone derivatives with
thiosemicarbazone derivative. Acetylcholinesterase (AChE), butyrylcholinesteraseenzyme
(BChE), antioxidant, and human carbonic anhydrase (hCA) I, and II isoform inhibitory
activities of the compounds 2a-2k were investigated. ICso values for enzyme inhibition were
found to be 2.661-22.712 uM for hCA I and 5.372-26.813 uM for hCA II. It was observed
that all derivatives reduced the activities of carbonic anhydrase I and II isoenzymes and were
new potential inhibitor molecule candidates. The compounds were found to have low effects
against AChE and BChE enzymes. The antioxidant properties of the target compounds were
determined by using DPPH and ferric ion chelating effect assays. Especially compounds 2k
and 2h have the highest antioxidant effect in the series with ICso values of 30.11 + 0.008 uM
and 30.21 + 0.006 uM. ADMET properties of the compounds found to be effective were

evaluated and their interactions with the enzyme were determined by molecular docking.

Keywords: AChE, BChE, Carbonic anhydrase I-II, Antioxidant, Molecular docking,
ADMET.
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1. GIRIS VE AMAC

Alzheimer hastaligi, yavas yavas bilissel bozulma ve demans yoluyla yaglh insanlari
etkileyen ve yasla birlikte kotlilesen ndrobiligsel bir hastaliktir. Yagsam kalitesini yavagca
etkisi altina alir. Klinik olarak epizodik hafizada gerileme ve biligsel yeteneklerde
kademeli bir azalmayla karakterizedir. Alzheimer hastaliginin patogenezinde rol oynayan

temel yapilar norofibriler yumaklar ve amiloid plaklardir[1].

Normal Beyin sy Alzheimer Beyin

@

Ventrikiller / Genislemis ventrikiller
Beyin zari Kugulmus Beyin zari
Hipokampiis Kigulmis Hipokampis

Normal Norofibriler Amiloid —
Néronlar . Kk lakl Norofibriler yumak
noron yuma. plakiar olusumu ve AR plaklar

Sekil 1.1. Normal beyin ve Alzheimer beyin arasinda goriilen fizyolojik farkliliklar.

Alman doktor Dr. Alois Alzheimer, Alzheimer hastaliginin (AH) ilk teshisini 1906
yilinda koydu. 50 yasindaki Alzheimer hastas1 kadin hasta Auguste D'nin zihinsel saglik
sorunlar1 yasadig1 goriilityordu. Bununla birlikte, 1906'daki 6liimiinden sonra yapilan bir
otopsi sirasinda, artik daha ¢ok sinir iltihapl plaklari olarak adlandirilan ve beyninin sinir
hiicrelerini ¢evreleyen genis birikimler kesfedildi. Ayrica psikososyal bozulma,
haliisinasyonlar, sanrilar, paranoya, hafiza ve dil kayb1 gibi davranigsal semptomlar da
vardi. Hiicrelerin i¢inde norofibriler yumaklar (NFY'ler) olarak bilinen biikiilmiis lif
seritleri vardi. Hastaligin ilk kesfini Dr. Alois Alzheimer yapti ve hastaliga onun ismi
verildi[2]. Yas, bir biitlin olarak biligsel islevlerin ilerleyici kaybiyla karakterize edilen
nodrolojik bir hastalik olan AH i¢in en yaygin risk faktoriidiir. Hafizayi, bilisi ve davranisi
bozan, beyindeki hastaliklar veya travmadan kaynaklanan sorunlar i¢in daha genel bir
kelime demanstir. Bu degisiklikler normal rutinlerimizde aksamalara neden olur. Beyin
daha yavas ¢aligmaya ve beyin hiicreleri 6lmeye basladikca hastalik kotiilesir. Daha 6nce
kesfedilirse genellikle erken baslangicli AH olarak adlandirilir. AH'nin bilinen bir
tedavisi olmadigindan ilerlemesini durdurabilecek ilaglar vardir[3]. Su anda diinya
capinda yaklasik 44 milyon demans hastasi vardir. AH, demansin en biiyiik nedeni olarak

gosterilmektedir. Yash niifus orani arttikca AH insidansida artmaktadir. Diinya genelinde



artan yasli niifus sebebiyle 2050 yilina gelindiginde ise demans hastasi birey sayisi

giiniimiizden {i¢ kat fazla olacagi tahmin edilmektedir[4].

AH'li hastalarda tedavi yollarindan birisi olan asetilkolinesteraz inhibitorlerinin
(AChET'ler) aktifligi apolipoprotein E (APOE) genotipinden etkilenir. Apolipoprotein E
(APOE) genotipi AH i¢in ana risk faktoriidiir ve AChE tedavilerinde tedavinin temel
tagidir. Hafif ile siddetli AH'deki noropsikiyatrik semptomlar, belirli beyin bolgelerinde
kolinerjik reseptorlere baglanma miktarlarinin azalmasiyla iligkilidir. Yasli, saghkl
kisilerde azalan reseptdr baglanmasi, gecikmis islemeyle baglantili olabilir. [n vivo
kolinerjik reseptor baglanmasi, biyolojik terapétikler i¢in bir hedef olarak goriiliir ve
beyinde Alzheimer ve yaslanma ile iligkili diger dnemli degisikliklerle baglantilidir.
Klinik bozulma, medial 6n beyin ¢ekirdeklerinde olusan kolinerjik néronlarin énemli
Olglide basarisizligr ve asetilkolin aracili norotransmisyonda buna karsilik gelen bir
azalma ile iligkilidir. Neredeyse yirmi yildir pezil ve kolinerjik verici diizeylerini
diizenleyen diger ilaglar AH'nin semptomatik tedavisi olarak kullaniliyor[5]. Alzheimer
hastalarinda, anormal diizeyde AfB-amiloid plaklar, inflamasyon, T-protein birikmesi,
asetilkolin seviyelerinde diisiis ve oksidatif stres goriiliir[6]. Tiyazol tiirevi bilesikler
antikanser, antioksidan, antibakteriyel, antimikobakteriyel, antifungal ve antialzheimer
gibi bircok farmakolojik aktiviteye sahiptir. Ayni zamanda insan karbonikanhidraz
(hCA), asetilkolinesteraz (AChE) ve butirilkolinesteraz (BChE) enzim inhibisyonu
yaptig1 da bilinmektedir. Kolinesteraz inhibitorleri asetilkolinin (ACh) hidrolizinden
sorumlu enzimlerdir[7]. AChE ve BChE enzimleri norolojik ve bagisiklik fonksiyonlar
da dahil olmak flizere c¢ok cesitli olast beyin hastaligi siireclerinde rol oynar[8].
Galantamin, memantin, takrin, rivastigmin ve donepezil gibi ilaclar Alzheimer
hastaliginda  semptomatik tedavi i¢in  kullanilmaktadir. Bunlarin  arasinda
asetilkolinesteraz (AChE) inhibitorii olan donepezil dncelikli tercih haline gelmistir.
Donepezil referans alinarak olusturulan gesitli asetilkolinesteraz (AChE) inhibitorii

ilaglar da semptomatik tedavi i¢in kullanilmaktadir[9].
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Sekil 1.2. Alzheimer tedavisinde kullanilan bazi ilaglar [4].

Karbonik anhidraz (hCA) enzimi hiicre yiizeyinde karbondioksitin, bikarbonat anyon ve

protona geri doniistimlii hidrolizini katalize eden metaloenzimlerdir[10].

C02+H20 T HCO3_+H+ (1)

Giincel olarak 16 farkli hCA izoformu bulunmaktadir. Memelilerdeki CA'lar solunum ve
CO; taginmasi, pH ve CO2 homeostazisi, biyosentetik reaksiyonlar, kalsifikasyon ve
tiimor ilerlemesi gibi bir¢ok fizyolojik ve patolojik siiregte yer alir bu nedenler glokom,
epilepsi, dag hastaligi, iilser, osteoporoz, obezite, alzheimer ve kanser gibi cesitli
hastaliklarla baglantili oldugu bilinmektedir[11]. Bunlardan hCA-I ve hCA-II 6zellikle
beyin bolgesinde yogun olarak bulunduklarindan dolay1r Alzheimer gibi noérolojik
hastaliklarda odak noktas1 haline gelmistir[12]. Insan viicudundaki 12 hCA izoformu
arasinda ozellikle hCA 1 ve hCA 11, epilepsi tedavisinde oldugu kadar solunum, pH
dengesi, elektrolit salgilanmasi, patofizyoloji ve diyabette gérme kaybinin ilerlemesi ve
glokom gibi diger fizyolojik agidan hayati siireclerde de rol oynar[13—17]. Ancak tiim
yeniliklere ragmen hCA izoenzimlerini inhibe eden ilaglarin birgok yan etkisi
bulunmaktadir. Bilinen bu yan etkilerin coklugu nedeniyle, son zamanlarda dikkatler yeni

alternatif hCA inhibitdrlerinin kesfi lizerine yogunlagmistir.

CA I ve II inhibitorlerinin terapdtik uygulamalar: arasinda anti-Alzheimer tedavileri yer

alir [18]. Koroid pleksus veya merkezi sinir sisteminde hCA'larin tanimlanmasiyla ilgili



olarak, hCA I insanlarm omurilik motor noronlarinda eksprese edilir. Ote yandan
omurgali beyninde hCA 1I, koroid pleksusun yani sira oligodendrositler, miyelinli yollar,
astrositler ve miyelin kiliflarinda da bulunur. Degisen bilissel bozukluklar ile hCA II
seviyeleri arasindaki baglantiy1 gosteren ¢aligmalar bulunmaktadir[19,20]. Ayrica iki tip
enzim (AChE ve BChE) Alzheimer hastaligiyla baglantilidir. Arastirmacilar tarafindan
AP peptidlerinin Alzheimer tipi agregatlar halinde bir araya gelme seklini artirabilecekleri
ve bunun da bu agregatlarin ndrotoksik sonuglarini artiracagi kesfedilmistir. Kolinerjik
sistem, AChE inhibitorlerine vurgu yapilarak mevcut AD arastirmalarinin ana odak
noktasidir[20]. Canli metabolizma sirasinda serbest radikallerin ve reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) as1r1 iiretimi, proteinler, membran lipitleri ve niikleik asitler dahil olmak
iizere ¢esitli hiicresel makromolekiillere zarar verebilir ve sonugta hiicre O6liimiiyle
sonuglanabilir.  Antioksidanlar, serbest radikallerin iiretimini azaltarak canl
organizmalar1 zararli etkilerinden korur. Ayrica, kanser, ateroskleroz, romatoid artrit,
norodejeneratif, otoimmiin, kardiyovaskiiler ve yasa bagli hastaliklar da dahil olmak
iizere diinya capinda insanlart etkileyen gesitli 6nemli bozukluklar, ROS ve serbest
radikallerle iligkilendirilmistir[21]. Tiyazol, merkezi sinir sistemi (CNS) i¢in aktif
ilaclarin olusturulmasinda potansiyel olarak yararli bir iskele olarak kabul edilmistir.
Cesitli CNS hastaliklar1 halihazirda tiyazol bazli CNS ilaglar1 kullanilarak tedavi
edilmektedir ve cesitli tiyazol tiirevleri klinik arastirmalara tabi tutulmaktadir [22].
Tiyazol, elektron veren (-S-) ve elektron kabul eden (C=N) kisimlariyla son derece

Onemli ve reaktif bir heterohalkadir.

Bu amagla bu calismada tiyazol tiirevi bilesiklerin sentezlenmesi ve bunlarin karbonik
anhidraz enzim inhibisyonu, antikolinesteraz, biitirilkolinesteraz ve antioksidan
aktivitelerinin arastirilarak literatiire yeni alternatif ila¢ adaylarinin sunulmasi
amaglanmistir. Baglanma etkilesimlerini aydinlatmak i¢in molekiiler yerlestirme
calismast da calismaya eklenmistir. ADMET c¢alismalarinda aktif bilesiklerin

fizikokimyasal 6zellikleri ve toksisitesi degerlendirilmistir.
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Sekil 1.3 Elde edilmesi planlanan bilesiklere (2a-2k) ait genel sentez semasi



2. KAYNAK BILGiSi

2.1.Tiyazol
2.1.1. Genel ozellikleri

Tiyazol molekiilii, birinci konumunda kiikiirt ve tiglincli konumunda azot tagiyan 5 iiyeli
heterosiklik halka sistemidir. Tiyazol genel formiilii C3H3NS seklindedir. Serbest tiyazol,
piridin gibi kokar ve soluk sar1 renktedi[23]. Tiyazol ve tiirevleri farmakolojik agidan
bircok kullanima sahiptir. Bunlar anti-inflamatuar, anti-Alzheimer, anti-hipertansif,
antioksidan ve antimikrobiyal (sulfazol, ritonavir, abafungin ve tiyazofurin) olarak
siralanabilir[24]. Ayn1 zamanda B vitamini ve penisilin gibi bircok dogal iirlinde tiyazol
halkas1 igerir. Bu caligsmada ise tiyazol halkasi igeren ¢esitli molekiillerin farmakolojik
etkileri incelenmistir. Bunlarin arasinda ise Ozellikle anti-Alzheimer etki iizerinde
durulmustur. Tiyazol modern medisinal kimya alaninda 6nemli bir yere sahiptir. Ciinkii
ilac kesif ve tasariminda sayisiz kullanimlar1 vardir. Tiyazol , B-laktam antibiyotiklerde,
Meloksikamda anti-inflamatuvar olarak, Rovukonazolde Antifungal olarak, ritonavirde
ise HIV/AIDS ilac1 olarak bulunur. FDA onayl ilaglarda furan, azoller, izotiyazol ve

tiyofen gibi heterosiklik halkalardan daha ¢ok bulunurlar[25].
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Sekil 2.1. Tiyazol halkast iceren ilaglara bazi érnekler.



2.1.2. Elektronik Yap:

Tiyazol kiikiirt ve azot atomu tagiyan aromatik bir yapidir. Dordiincii konumdaki elektron
2pz orbitalinde ve birinci konumdaki elektron 3pz orbitalinde delokalize halde
bulunmaktadir. Kiikiirt atomu iki elektrona katkida bulunurken ii¢ karbon atomu ve azot
atomu halkaya birer elektron vermektedir. Kiikiirt atomu spd hibritlegsmesi yapmaktadir.
Hesaplanmis &t elektron dansiteleri her atom i¢in Sekil 2.2°te gdsterilmistir[26].
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Sekil 2.2. Tiyazol halkast elektronik yapisi.

Tiyazol, halkasindaki d orbitallerden dolay1 rezonans yapiya sahiptir ve bu da bilesige
optikge aktiflik 6zelligi katmaktadir. Heteroatom yapisindaki bag yapmamis elektron

ciftleri rezonans ¢esitliligi saglamaktadir.
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Sekil 2.3. Tiyazol halkasi rezonans yapilart.

2.1.3. Tiyazol Halkas1 Sentez Metodlar

Tiyazol ve tiirevlerinin bircok sentez metodu vardir. Bazilarindan bu bdliimde
bahsedecegiz. Hantzsch (1889) sentez metotu, tiyazol i¢in ana sentez metodu olarak kabul
edilmektedir ve a-halokarbon bilesiklerinin tiyoamid ve tiyotire ile reaksiyonlarini ifade

eder (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Hantzsch'n tiyazol sentezi.



Tiyoamidin, alfa-halokarbonil {izerindeki alfa karbon atomuna niikleofilik saldirisiyla
olusan reaksiyonla tiyazol sentezlenebilir. Bu sentezin bir 6rnegi olarak 1,2-dikloro-1-
etoksietan ile tiyotire tlirevi bilesik reaksiyona sokuldugunda 2-aminotiyazol elde
edilmektedir (Sekil 2.5).

EtO NH,

N
\
p— + s)\NHz — “/\S>—NH2

Cl Cl
Sekil 2.5. Tiyoiire ve 1,2-dikloro-1-etoksietan ile 2-aminotiyazol sentezi.
Diger bir tiyazol sentez yontemi ise Cook-Heilborn metodudur. Bu metotta aminonitril,

karbon distilfid ile reaksiyona girmektedir. Bu metot ile 2,4-distibstitiie-5-aminotiyazol

tiirevleri sentezlenmektedir (Sekil 2.6).

NH,
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Sekil 2.6. Cook-Heilborn tiyazol sentezi.

Tiyazol tiirevleri, sitokiyometrik miktarlarda fosfor pentasiilfit varlifinda
acilaminokarbonil bilesiklerinin siklizasyonuna dayanarak Robinson-Gabriel yontemi ile

sentezlenebilir (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. Robinson-Gabriel tiyazol sentezi.

Wang ve digerleri, basit aldehitler, aminler ve kiikiirt ile oksijen varliginda bakir katalizli
basit bir oksidatif reaksiyon ile tiyazol elde etmistir (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8. Aldehit, amin ve elementel siilfiir ile tiyazol sentezi[27].



2.1.4. Alzheimer tedavisine konu olmus baz tiyazol tiirevleri

Leyla ve digerleri (2013) tarafindan yapilan ¢alismada Alzheimer tedavisinde etkin rol
oynayan, asetilkolin ve butirilkolin ndromediyatorlerini pargalayan kolinesteraz
enzimlerini inhibe eden bilesikler sentezlenmistir. Sentezlenen bilesiklerde tiyazol
yapisina ek olarak piperazin halkasida eklenmis ve bilesiklerin kolinesteraz aktiviteleri
pozitif kontrol olarak donepezil, substrat olarak da asetilkolin iyotit (ATC) ve butirilkolin
iyotit (BTC) (75 mM) kullanilarak 25°C'de 100 mM fosfat tamponunda (pH 8.0)
Ol¢iilmiistiir. Sentezlenen bilesikler butirilkolinesteraza (BChE) karsi inaktif olmasina
karsin asetilkolinesteraza (AChE) karst farkli derecelerde inhibitoér aktivite
gostermislerdir. Aralarinda yiiksek aktivite gosteren 5p (ECso = 0.27 + 0.001 uM)
bilesiginde piperazine ikinci konumdan siibstitiie olmus 2-furoil (heteroaril) yapisi

biyolojik aktiviteyi arttirmaktadir [28].

)
Sekil 2.9. 2-/4-(2-Furoil)piperazin-1-il]-N-[4-(2-metiltiyazol-4-il)fenilasetamit bilesigi.

Fazal ve digerleri (2015) tarafindan yapilan calismada cesitli tiyazol tiirevleri
sentezlenmistir. Sentezlenen bilesiklerin asetilkolinteraz (AChE) ve butirilkolinesteraz
(BChE) inhibitor aktiviteleri ve Alzheimer iizerinde etkileri arastirilmis. Sentezlenen
bilesikler fizostigmin ile karsilastirildiginda AChE inhibisyonlar1 21.3 + 0.08 ve 452.1 +
0.27 uM arasinda ¢ikmistir. Bilesiklerden 15 numarali analog (ECso = 21.3 + 0.50 uM)
aralarinda aktivitesi en yiiksek bilesiktir. Bu bilesigin yapisini inceledigimiz zaman bir
fenil halkasinda iki hidroksil grubu bulunmaktadir. Bu iki hidroksil grubu inhibisyonda
onemli bir yere sahiptir. Bunun sebebi ise hidroksil gruplariin hidrojen bagi olusumunda

rol oynamasidir[29].
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Sekil 2.10. (E)-4-((2-(4-(4-Klorofenil)tivazol-2-il) hidrazono)metil)- benzen-1,2-diol bilesigi.



Zhi-Qing ve digerleri (2016) tarafindan yapilan calismada Alzheimer tedavisinde
kullanilmak {izere g¢esitli tiyazol asetamid tilirevleri sentezlenmistir. Sentezlenen
bilesiklerin hedef bolgedeki inhibisyon potansiyelleri rivastigmin referans alinarak
Elmann metoduyla analiz edilmis ve bilesiklerin hem asetlikolinesteraz (AChE) hem de
butirilkolinesteraz (BChE) enzimlerine karst énemli dl¢iide inhibitor etkide olduklart
gosterilmistir. Yapi-aktivite caligmalari dogrultusunda asetamide bagli fenil grubuna
orto- konumundan elektron ¢ekici siibstitiient baglanmasi aktiviteyi azaltirken para-
konumundan elektron verici gruplarin baglanmasi aktiviteyi artirmaktadir. Bu bilesikler
arasinda en yiiksek inhibitor etkinligi, yapisinda p-metoksi grubu iceren 6d bilesigi

gostermistir. 6d AChE inhibisyonu ECso = 3.14 + 0.16 uM, BChE inhibisyonu ECso =

9.24 + 0.32 uM[30].
OCH,
O3 8 Lr
NN
H

Sekil 2.11. 2-(4-Metoksifenil)-N-(4-feniltiyazol-2-il)asetamid bilegigi.

Da-Hua Shi ve digerleri (2017) tarafindan yapilan ¢aligmada streptomises tiirlerinden
izole edilen 2-feniltiyazol tiirevi anithiactins-A bilesigi ¢ikis noktasi olarak belirlenmis.
Bu bilesikteki benzen halkasi ve tiyazol grubu asetilkolinesteraz (AChE) enzimine Trp84
iizerinden m-m bagi yapabilecegi gosterilmis. Galantaminin referans ilag olarak
kullanildig1 caligmada bilesikler arasinda inhibitor aktivitesi en yliksek olanin 5b-8 ( ECso
=4.81 uM) oldugu gosterilmistir[31].

H

Q/\/N\/\/O
S
|/
N
o
EtO
Sekil 2.12. Etil-2-[4-(4-{[2-(pirrolidin-1-il)etilJamino}butoksi)fenilJtiyazol-4-karboksilat bilesigi.
Zafer Sahin ve digerleri (2018) tarafindan yapilan ¢alismada tiyazol siibstitiie edilmis
benzilpiperazin bilesikleri sentezlenmis ve bunlarin kolinesteraz enzimlerine karst

inhibitor etkileri aragtirllmig. Yapilan molekiiler modelleme caligmalari, sentezlenen

bilesiklerin hedefin aktif bolgesindeki Trp286, Arg296 ve Tyr341 aminoasitlerine bag
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yaptiklari1  gostermektedir. Donepezilin referans olarak kullanildig1 ¢alismada
bilesiklerin arasinda en aktif olan ise 40 numarali bilesiktir (ECso = 0.8023 + 0.12
uM)[32].

/~—\ N
7/
OO

Cl

F

Sekil 2.13. 5-(4 -Florobenzoil)-4-fenil- 2-[4-(2-klorofenil)-piperazin-1-il]tiyazol bilesigi.

Seref Demirayak ve digerleri (2019) tarafindan yapilan ¢alismada piperazin-tiyazol tiirevi
yeni bilesikler sentezlenmis ve sentezlenen bu yeni bilesiklerin kolinesteraz enzimlerine
kars1 inhibitor etkileri arastirilmis. Takrinin referans ila¢ olarak se¢ildigi testten ¢ikan
sonuclara gore bilesiklerden alt1 tanesinin (4, 5, 16, 27, 37 ve 38) asetilkolinesteraz
(AChE) inhibisyon konsantrasyonu 0.268 puM ile 2.104 pM arasinda bulunmus.
Bunlardan 4-metoksi grubu igeren 5 numarali bilesik (ECso = 0.268uM) ve 4-metoksi ile
3-metil grubu iceren 38 numarali bilesik (ECso = 0.286 uM) en yiiksek AChE inhibitor
aktiviteyi gostermistir[33].

/—/ N
7
Wl

H;CO H;CO

Sekil 2.14. (4-Metoksifenil) [4-fenil-2-(4- fenilpiperazin-1-il)tivazol-5-ilJmetanon bilesigi (bilesik 5) ve 4-
(Metoksfenil) [4-fenil-2-(4- (p-tolil)piperazin-1-il)tiyazol-5-ilJmetanon bilesigi (bilesik 38).
Golaleh Ghotbi ve digerleri (2020) tarafindan yapilan ¢alismada tiyazol ve piridin grubu
iceren yeni bilesikler sentezlenmis. Sentezlenen bilesikler biiturilkolinesteraza (BChE)

kars1 diisiik inhibitor aktivite gosterirken, asetilkolinesteraza (AChE) karsi yiiksek

inhibisyon aktivitesi gdstermistir. Bunlarin arasinda AChE inhibitdr etkinligi en yiiksek
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olan bilesikler ise 7d ve 7j kodlu bilesiklerdir. (ECso degerleri sirasiyla 0.40 ve 0.69
uM)[34].

13 0
Q/QEM(N N
0 cli Cl
O fr T
N/NJWN N
H o

Sekil 2.15. [-(2-Florobenzil)-4-((4-okso-4-((4-fenilltivazol-2-il) amino) biitanamido) metil) piridin-1-ium
klorit bilesigi (7d) ve 1-(4-Florobenzil)-4-((4-okso-4-((4-feniltiyazol-2-il)amino)biitanamido)metil)
piridin-1-ium klorit bilesigi (7]).

Aya Y. Hemadia ve digerleri (2021) tarafindan yapilan ¢alismada yeni tiyazol tiirevi
bilesikler sentezlenmis ve bunlarin asetilkolinesteraz inhibitoér aktiviteleri incelenmis.
Bilinen donepezil bilesigiyle karsilastirilma yapildigina %25-50 seviyelerinde inhibisyon
gosteren bilesikler bulunmus. Bunlarin arasinda en yiiksek aktivite gosteren ise 10 (ECso

=103.24 nM) numaral1 bilesik olmustur[35].

OCH,

OCH;

Sekil 2.16. 2-/4-(p-Toliltiyazol-2-il)amino]-5-(3,4-dimetoksi-benziliden)-4, 5-dihidrotiyazol-4-on bilesigi.

Rafaqat Hussain ve digerleri (2022) tarafindan yapilan ¢aligmada benzimidazol bazli yeni
tiyazol tlirevleri sentezlenmis. Sentezlenen bilesiklerin in vitro olarak asetilkolinesteraz
(AChE) ve butirilkolinesteraz (BChE) enzimlerine karsi inhibitér potansiyelleri
arastirilmis. Incelenen tiim bilesikler kolinesteraz enzimlerine karsi iyi inhibisyon
potansiyeline sahip ¢ikmistir. ECso degerleri AChE i¢in 0.10 + 0.05 pM ile 11.10 = 0.30
uM arasinda ve BChE i¢in 0.20 + 0.050 uM ile 14.20 £ 0.10 uM arasinda ¢ikmustir.
Bilesikler arasinda 16 (ECso AChE = 0.20 £+ 0.050 uM and ECso BChE = 0.50 + 0.050
uM) ve 12 (ECso AChE = 1.40 + 0.10 uM ve ECso BChE = 2.10 + 0.10 ) numarali
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bilesikler en aktif olanlardir. Yap etki iligkileri incelendiginde elektron ¢ekici ve elektron

verici gruplarin etkisi ve siibstitiientlerin konumu aktiviteyi etkileyen temel

unsurlardir[36].
CH
O,N 3
H O,N O,N
S N H
N\\I/ \N’ WOH N S \N'N N oM
~ —
NH s/ @Y A p
NH S
Cl

Sekil 2.17. (E)-4-(2-(2-(2-((1 H-benzo[d]imidazol-2-il)thio)- I -(2-nitrofenil)etiliden) hidrazinil) tiyazol-4-
il)fenol bilesigi (16) ve (E)-4-(2-(2-(2-((1H-benzo[d]imidazol-2-il)tiyo)- 1-(4-metil-2- nitrofenil)etiliden)
hidrazinil)tiyazol-4-il)-2-kloro-5-nitrofenil bilesigi (12).

Hayat Ullah ve digerleri (2023) tarafindan yapilan ¢aligmada tiyazol-tiyoiire hibrit
bilesikler sentezlenmis, bu bilesiklerin asetilkolinesteraz (AChE) ve biitirilkolinesteraz
(BChE) inhibisyonu in vitro olarak incelenmis. Sentezlenen tiim bilesikler standart ilag
olan donepezile (ECso = 2.16 + 0.12 ve 4.5 £ 0.11 uM) kuyasla iyi sonuglar vermistir
[ECso = 0.30 £ 0.05 ve 15.40 £ 0.30 uM (AChE), 0.40 + 0.05 ve 22.70 + 0.40 uM
(BChE)]. Sentezlenen bilesikler arasinda aktivitesi en yiiksek olan 11 (ECso =0.30 + 0.05
& 0.40 = 0.05 uM) numarali bilesiktir[37].

WNME%I:\

@)
Sekil 2.18. /-(2-([1,1"-Bifenil]-4-il)tiyazol-5-il)-3-(3-morfolinopropil)tiyoiire bilesigi.

Belma Zengin Kurt ve digerleri (2015) tarafindan yapilan bir ¢alismada
benzensiilfonamid siibstitiie edilmis yeni kumarinil-tiyazol {itrevleri sentezlenmistir.
Bunlarin, saflastirilmis insan karbonikanhidraz I ve II (hCA I ve II) enzimlerine karsi
inhibitor etkileri karbondioksitin (CO») substrat olarak kullanildigi calismada incelenmis.
Aralarinda 5f (ECso = 5.63 - 8.48 uM) bilesigi en yiiksek inhibitor etki gosteren
olmustur[38].
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Sekil 2.19. 2,5-Dimetil-N-(4-(2-okso-2H-kromen-3-il)tiyazol-2-il) benzen- siilfonamid bilesigi.

Soner Kiligaslan ve digerleri (2016) tarafindan yapilan bir ¢aligmada siilfonamid grubu
tastyan yeni tiyazol tiirevleri sentezlenmis ve sentezlenen bu bilesiklerin, izole edilmis
insan karbonikanhidraz I ve II (hCA I ve II) enzimleri iizerindeki inhibitor etkileri
incelenmis. Insan karbonikanhidraz (hCA) enzimleri afinite kromotografisi ile
eritrositlerden izole edilmistir. Yapilan in vitro ¢calismalarda sentezlenen bilesiklerin hCA
enzimlerine kargi inhibitor etkili olduklari bulunmus ve bunlarin arasinda en aktif olani

ise 5b (ECso = 0.35 uM; K;: 0.33 mM) kodlu bilesik olmustur[39].

O

I
S S

OZNW I ™ NH,
N= 0

Sekil 2.20. 4—(4—(4-Nitrofenil)tiyazol-2-il-amino)benzenesiilfonamid bilesigi.

Yakup Budak ve digerleri (2017) tarafindan yapilan ¢aligmada metanizoindol-1,2-dion
iceren yeni pirazol-tiyazol tiirevleri sentezlenmistir. Bunlarin insan karbonikanhidraz
(hCA) I ve II enzimlerine kars1 inhibitor etkilerinin K; parametresine gore degerleri hCA-
IT i¢in 18.90 + 2.37 — 58.25 + 13.62 nM ve hCA-I i¢in 5.72 + 0.98 — 37.67 + 5.54 nM
araligindadir. Sentezlenen bilesikler arasindan Sa-i  kodlu bilesikler insan
karbonikanhidraz (hCA) I ve II izoformlarna karsi inhibitoér etkiye sahip oldugu
bulunmus[40].

S
X
\

Ar
(6]

Sekil 2.21. Pirazol-tiyazol tiirevi bilesikler.
Edita Capkauskaite ve digerleri (2018) tarafindan yapilan bir calismada tiyazol para-
siibstitlie veya meta-siibstitiie edilmis yeni benzensiilfonamid tiirevleri sentezlenmis ve

bu bilesiklerin, 12 adet insan karbonikanhidraz (hCA) enzimlerine karsi affiniteleri

degerlendirilmis. Bu degerlendirme yapilirken florometrik tayin yontemleri ve in vitro
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caligmalardan yola ¢ikarak enzimin aktif bolgesinde bulunan katalitik ¢inkoya (Znll) bag
yapabilme kapasiteleri incelenmis. Sentezlenen bilesikler 1-4 (a-¢) hemen hemen tim

insan karbonikanhidraz enzimlerine kars1 inhibitor etki gostermisler[41].

Ry
N R
RHN~( | 2
S

1 : R1=SOQNH24 R2=H

2 R1=SOQNH2; R2 =Cl a. R3=H
3: R;=H,R,=SO,NH, b: Rs=allil
4: R1=Cl. R2=SOZNH2 C R3=fenil

Sekil 2.22. Sentezlenmiy bilesiklerin [1-4(a-c)] genel yapisi.

Baijayantimala Swain ve digerleri (2019) tarafindan yapilan calismada siilfonamid
olmayan yeni tiyazol bilesikleri sentezlenmis ve bu bilesiklerin insan karbonikanhidraz I
ve II (hCA I ve II) enzimlerine karsi inihibitor etkileri arastirilmis. Bu bilesiklerin ¢cogu
hCA II enzimine kars1 iyi aktivite gostermis ancak hCA I enzimine kars1 yeterli aktivite
saglanamamis. R siibstitisyonu 4-OMe, 4-Br ve 4-NH> olan bilesikler di- ve tri -OMe

olanlara kars1 daha iyi inhibitdr potansiyel oldugunu gostermistir[42].

Sekil 2.23. 2-Morfolin-4-feniltiyazol-5-il akrilamid tiirevi bilesikler.

Nurcan Berber ve digerleri (2020) tarafindan yapilan ¢aligmada tiyazol grubu iceren yeni
benzensiilfonamid tiirevleri sentezlenmistir. Bu bilesiklerin ECso ve inhibisyon sabiti (K;)
degerleri incelenmis. Biitiin ¢alismalar sentezlenen bilesiklerin inhibisyon potansiyelleri
oldugunu gostermis. Aralarinda insan karbonikanhidraz I (hCA I) enzimine karsi en
yiiksek inhibitor etkiyi 5¢ (91.9 ile 516 nM arasinda), hCA II enzimine kars1 ise 5g (62.79
nM) bilesigi vermistir[43].
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Sekil 2.24. 5c bilesigi i¢in Ri=H-, R2=4-F- ve 5g bilesigi i¢cin Ri=H-, R2=4-OMe-.

Belgin Sever ve digerleri (2021) tarafindan yapilan calismada tiyazol ve pirazol
gruplarindan yola ¢ikarak yeni hibrit enzim inhibitorleri sentezlenmis. Bu bilesiklerin
insan karbonikanhidraz I ve II (hCA I ve II) enzimlerine karsi inhibitor etkileri
incelenmis. Bunlarin yani sira asetilkolinesteraz (AChE) inhibitor etkileri de incelenmis.
Bunlarin arasindan hCA enzimlerine kars1 yliksek aktivite gosteren bilesik 4f (hCA T igin
13.35+2.74 nM ve hCA Il i¢in 7.01 £+ 1.03 nM) kodlu bilesik olmustur[44].

Sekil 2.25. [-[4-(4-Siyanofenil)tivazol-2-il]-3-(4-piperidinofenil)-5-(4- florofenil)-2-pirazolin (40)
bilesigi.

Amit Kumar ve digerleri (2022) tarafindan yapilan ¢calismada kuyruk-yaklasim tabanl
siilfanilamid ve metanilamid igeren yeni aril-tiyazol tlirevi bilesikler sentezlenmis.
Sentezlenen bilesiklerin in-vitro goriintilleme yontemleri ile insan karbonikanhidraz I ve
IT (hCA I ve II) enzimlerine karsi inhibitor etkileri incelenmis. Bilesikler arasindan
siilfonilamid igeren tiirevlerin (4a-4k) hCA I ve hCA II enzimlerine kars1 daha yiiksek
aktivite gosterdikleri belirtilmis. Metanilamid tiirevlerinin (5a-5k) ise hCA IV ve hCA
IX enzimlerine kars1 etkin oldugu gézlemlenmis. Aralarinda en yiiksek aktiviteye sahip

bilesik 4b (hCA I igin 40.6 nM ve hCA II i¢in 81.1 nM) kodlu bilesiktir[45].
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Sekil 2.26. (E)-4-(5-metil-4-(1-(2-(4-(p-tolil)tiyazol-2-il)hidrazono)etil)-1H-1,2,3-triazol-1-
il)benzenesiilfonamid (4b) bilesigi.

Nurcan Berber ve digerleri (2023) tarafindan yapilan ¢aligmada yeni fenil-tiyazol tiirevi
bilesikler sentezlenmis ve bu bilesiklerin in vitro olarak insan karbonikanhidraz enzim
izoformlarina (hCA 1, II, IX ve X) kars1 olan inhibitor etkileri arastirilmis. Aralarinda

inhibitor etkinligi en yiiksek olan 5j (hCA I i¢in ECs50=13.33 mM ve hCA 1I i¢in
ECs0=15.90 mM) bilesigidir[46].
N

N
=
N NO,

Sekil 2.27. (E)-N-(4-(4-klorofenil)-3-(4-nitrofenil)tiyazol-2(3H)-iliden)izokinolin-5-amin (5j) bilesigi.

w2

A\
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3. GERECLER

3.1.Kullanilan Maddeler

5-Nitro-tiyofen-2-karbaldehitine
Tiyosemikarbazit
2’-Bromo-4-nitro-asetofenon
2’-Bromo-4-siyano-asetofenon
2’-Bromo-4-floro-asetofenon
2’-Bromo-4-fenil-asetofenon
2’-Bromo-4-bromo-asetofenon
2’-Bromo-4-metil-asetofenon
2’-Bromo-4-kloro-asetofenon
2’-Bromo-2,4-difloro-asetofenon
2’-Bromo-2,4-dimetoksi-asetofenon
2’-Bromo-2,4-dikloro-asetofenon
2’-Bromo-3-nitro-asetofenon

Etil asetat

Ethanol

Etil asetat

Silikajel 60 F254 kapli aliiminyum ITK plag:

Petrol eteri

5,5’ -dithio-bis(2-nitrobenzoic)asit

18

: Merck, Almanya
: Merck, Almanya
: Merck, Almanya
: Merck, Almanya
: Merck, Almanya
: Merck, Almanya
: Merck, Almanya
: Merck, Almanya
: Merck, Almanya
: Merck, Almanya
: Merck, Almanya
: Merck, Almanya
: Merck, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Tekim, Tiirkiye
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Merck, Almanya

: Merck, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya



3.2. Kullanilan Cihazlar

Magnetik  tabanli  1sitict : Heidolph, MR 3003, Almanya
karistirici

Elektronik terazi : Schimadzu, Libror EB-330 HU, Japonya
Ultraviyole lambasi : Camag, Cabinet, Isvicre

Erime derecesi tayin cihazi : Mettler Toledo-MP90 Melting Point System
Niikleer magnetik rezonans

spektrometresi : Bruker, UltraShield 300 MHz, ABD

Kiitle spektrometresi : Shimadzu, LCMS-IT-TOF, Japonya
Mikroplaka okuyucu : BioTek-Synergy H1, ABD

Vorteks : Wisemix, Gliney Kore

Steril Kabin : Class II TypeA2 (CHC-222A2-60), Giiney Kore
Inkiibator : Heraeus, Almanya
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4. YONTEMLER

4.1. Sentez Calismalar:

4.1.1. 2-((5-Nitro-tiyofen-2-il)metilen)hidrazin-1-karbotiyoamid (1) sentezi:
5-Nitro-tiyofen-2-karbaldehit ve tiyosemikarbazit etanol igerisinde ¢oziindiiriilmiistiir.
Daha sonra geri ¢eviren sogutucu altinda 3 saat karistirilmistir. Reaksiyon bitiminde

karigim buz banyosunda sogutulup, ¢oken iiriin siiziilerek alinmigtir.

S
O:N i D_\
S 7\
UCHG oo NN
H J—NH,
1 S

Sekil 4.1. 2-((5-Nitro-tiyofen-2-il)metilen) hidrazin- 1-karbotiyoamid (1) tiirevinin eldesi igin reaksiyon

denklemi.
4.1.2. Hedef Bilesiklerin Sentezi (2a-2Kk):
2-((5-Nitro-tiyofen-2-il)metilen)hidrazin-1-karbotiyoamid ve uygun 2-bromoasetofenon
tiirevi etanol igerisinde ¢ozlindiirlilmiistiir. Daha sonra geri ¢eviren sogutucu altinda 4

saat karigtirllmistir. Reaksiyon bitiminde karisim buz banyosunda sogutulmustur. Coken

iirlin siiziilerek alinmig ve etanolden kristallendirilmistir.

O,N_ _S
ON_ 2 \
0 \ / _
D_\\ N // \ \Q/\N NH .
N-NH R, =

— Br S
J—NH, %
1 S 2 a-k

Sekil 4.2. Hedef Bilesiklerin eldesi i¢cin reaksiyon denklemi

4.2. ITK Cahsmalari ve Rf Degerlerinin Saptanmasi

Gergeklestirilen biitiin sentez ¢aligmalarmin kontrolii ITK uygulamalari ile yapilmustir.
ITK icin hazirlanan numunelerde etanol ¢éziicii olarak kullanilmistir. Numuneler silika
jel 60 F254 kapli, dnceden uygun ¢oziicii karisimlari ile doyurulmus aliiminyum plaklara
kilcal boru ile uygulanmistir. Petrol eteri: Etil asetat (3:1) karisim1 hareketli faz olarak
kullanilmistir. Lekeler UV 15181 altinda (254 nm ve 366 nm) saptanmistir. ITK kontroliine

gore reaksiyonlar sonlandirilmigtir.
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4.3.Erime Noktalarinin Tespiti

Sentezlenen final bilesikleri bir ucu kapali kilcal borulara 2 cm kadar konulup Mettler

Toledo-MP90 Melting Point System kullanilarak erime dereceleri tespit edilmistir.

4.4."H NMR Spektrumlariin Alinmasi

Sentezlenen final bilesiklerin DMSO-d¢ igindeki ¢ozeltilerinin '"H-NMR spekrumlari
Bruker 400 MHz’lik NMR spektrometresi kullanilarak elde edilmistir.

4.5.3C NMR Spektrumlariin Alinmasi

Sentezlenen final bilesiklerin DMSO-ds igindeki ¢ozeltilerinin '*C-NMR spekrumlari
Bruker 400 MHz’lik NMR spektrometresi kullanilarak elde edilmistir.

4.6. AChE ve BChE inhibitor aktivitelerinin belirlenmesi

Sentezlenen tiyazol tiirevi bilesiklerin AChE ve BChE enzimlerine karst inhibisyon

potansiyelleri aragtirilmistir.

Ellman'in modifiye spektrofotometrik yontemi ile bilesiklerin AChE ve BChE inhibitor
aktiviteleri belirlenmistir. Kolinesteraz inhibisyon caligsmalari i¢in elektrikli yilan balig
AChE (Type-VI-S, EC 3.1.1.7, Sigma) ve at serumu BChE (EC 3.1.1.8, Sigma) enzimleri
kullanilmistir. Substrat olarak asetiltiyokolin iyodiir ve biitiriltiyokolin kloriir, (Sigma,
St. Louis, MO, ABD) kullanilmistir. Kolinesteraz aktivitesinin dl¢iimii i¢in 5,5 -dithio-
bis(2-nitrobenzoic)asit (DTNB, Sigma, St. Louis, MO, ABD) kullanilmistir. Diger
reaktifler ve kosullar, kisaca, 50 mM Tris HCI tamponu (pH 8.0), 6.8 mM DTNB, 2 ul
numune soliisyonlar1 ve 10 ul AChE/BChE soliisyonu, ¢ok kanalli otomatik pipetle
(Thermo Fisher Scientific, ABD) 96'lik mikroplakaya eklenmistir. Daha sonra reaksiyon,
10 ul asetiltiyokolin iyodiir/biitiriltiokolin kloriir ilave edilerek baglatilmistir.
Asetiltiyokolin iyodiir/biitiriltiyokolin kloriirlin hidrolizi, 96 kuyucuklu bir mikroplaka
kullanilarak 412 nm dalga boyunda enzimler tarafindan katalize edilen DTNB'nin
tiyokolinlerle reaksiyonunun bir sonucu olarak sari 5-tiyo-2-nitrobenzoat anyonunun
olusumuyla izlenmistir. Olgiimler ve hesaplamalar Skanlt Software 2.4.5 RE for
Varioskan Flash yazilimi1 kullanilarak degerlendirilmistir. AChE ve BChE'nin inhibisyon
ylizdesi, (E-S)/E x 100 formiilii kullanilarak, numunelerin bos numuneye (DMSO ve

metanol) gore reaksiyon hizlarinin karsilastirilmasiyla belirlenmistir.

E; test numunesi olmadan enzimin aktivitesidir.
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S; test numunesi ile enzimin aktivitesidir. Deneyler {i¢ tekrar olarak gerceklestirilmistir.

Donepezil hidrokloriir (Sigma-Aldrich, ABD) referans bilesik olarak kullanilmistir.

4.7. Antioksidan aktivite calismalari

4.7.1. Demir iyonu kenetleme etkisi

Tim bilesiklerin ve referanslarin demir iyonu selatlayict etkisi Chua ve ark.'nin
yontemiyle test edilmistir. Kisaca, etanol (%80) icerisinde ¢oziindiiriilmiis bilesiklerin
cesitli seyreltileri, 2 mM FeCl, ¢ozeltisi (200 uL) ile inkiibe edildi. Reaksiyon, karigima
800 uL 5 mM ferrozin (Sigma, St. Louis, MO, ABD) ilave edilerek baslatildi ve 10 dakika
boyunca ortam sicakliginda bekletildi. Reaksiyon karisiminin absorbansi, bos olarak
etanole (%80) kars1 bir spektrofotometre (Varioskan Flash, Thermo Scientific, ABD)
kullanilarak 562 nm'de 6lgiildii. Ferrozin-Fe?" kompleksi olusumunun inhibisyon orani

asagidaki sekilde hesaplandi:

%l = [(Akontrol - Aérnek)/ Akontrol] x 100

Burada Axontol, kontrol reaksiyonunun (yalnizca FeCls ve ferrozin iceren) absorbansidir
ve Asmek, bilesiklerin/referansin absorbansidir. Analizler ii¢ tekrar halinde gergeklestirildi

ve sonuglar, S.E.M. ile ortalama degerler olarak ifade edildi [38-39].

4.7.2. DPPH Radikal Aktivitesi

2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikal aktivitesini taramak i¢in Blois'in UV yontemi
kullanildi. Bu yonteme gore bilesiklerin ve referans molekiiliin (galik asit) 40 uM ve 100
uM konsantrasyonlart 20 pL metanol igerisinde hazirlandi. Her ¢o6zeltiye metanol
icindeki 180 pL 0,15 mM DPPH c¢ozeltisi ilave edildi. Oda sicakliginda 20 dakika
inkiibasyonun ardindan kalan DPPH miktar1 520 nm'de (Varioskan Flash, Thermo
Scientific, ABD) 6l¢iildii. DPPH radikal temizleme aktivitesi yiizdesi asagidaki formiille
hesaplandi.

%I = [(Akontrol - Aémek)/ Akontrol] x 100

burada Axontrol, kontrol reaksiyonunun absorbansidir ve Agsmek, ekstraktlarin/referansin
absorbansidir. Deneyler ii¢ kopya halinde yapildi ve sonuglar S.E.M. ile ortalama degerler
olarak ifade edildi (standart hata ortalamasi) [47].
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4.8. Karbonik Anhidraz I/II inhibisyon Testi

Calismada kullanilacak hCA I ve II izoformlarinin her ikisi de daha dnce Sepharose-4B-
L-Tirosin-siilfanilamid  afinite kromatografisi yontemi kullanilarak saflastirilan,
karakterize edilen ve stoklanan enzimlerdir. Yeni sentezlenecek bu molekiillerin bu
enzimlerin aktivitesi lizerindeki etkisi esteraz yontemi kullanilarak arastirilmistir.
Verpoorte testi, her iki izoformun aktivitesini spektrofotometrik olarak degerlendirmek
icin kullanilmistir. p-Nitrofenolat1 6nciisii olan p-nitrofenilasetattan 348 nm'de (25 °C) ii¢
dakikada doniistiiren CA miktarina bir CA birimi denir. Elde edilen veriler, hCA 1 ve
hCA 1I izoenzimlerinin aktivitelerinin %50'sinin inhibe edildigi yeni tiyazol tiirevi
konsantrasyonlarint (ICso) hesaplamak i¢in kullanilmistir. Caligmada standart madde

olarak asetazolamid (AAZ) kullanilmistir.

4.9. Molekiiler Doking

Schrodinger yazilimindaki Glide modiilii, XP modunda molekiiler yerlestirmeyi
gerceklestirmek i¢in kullanildi[48]. Ligandlar, optimal bag hizalamas1 ve atamasi, enerji
minimizasyonu, hidrojen eklenmesi ve yerlestirme ¢aligmalar1 i¢in dosyay1 maestro dosya
formatinda kaydetmeyi igeren Ligprep modiilii kullanilarak hazirlandi[49]. Insan
karbonik anhidraz I (PDB ID: 7PLF) ve insan karbonik anhidraz II'nin (PDB ID: 7M26)
protein yapilar1 Maestro'ya aktarildi ve protein hazirlama sihirbazi kullanilarak hazirlandi
[49,50]. llgili adimlar: hidrojenlerin eklenmesi, yiiklerin atanmasi, OPLS kuvvet
alanindan faydalanilarak Epik (pH 7,0 + 2,0) kullanilarak sicak durumlarin iiretilmesi
[51]. Ayrica reseptdr 1zgara olusturma modiilii kullanilarak ligandi merkezleyen bir
1zgara olusturuldu. Programi dogrulamak icin yeniden yerlestirme ¢alismalar1 yapildi ve
RMSD, siiperpozisyonla belirlendi [52]. Schrodinger'in Maestro modiiliindeki ligand
yerlestirme programi kullanilarak molekiiler yerlestirme simiilasyonlar1 gergeklestirildi.
Van der Waals yarigcap dlgeklendirme faktorii ve kismi yiik kesme degeri sirasiyla 1,0 ve
0,25'e ayarlanirken diger parametreler varsayilan ayarlarda kaldi. Yerlestirme Ekstra
Hassasiyet (XP) modunda gergeklestirildi. Etkilesimler analiz edildi ve ligand etkilesimi

sekmesi kullanilarak 2 boyutlu etkilesim goriintiileri olusturuldu.

4.10. ADMET ¢ahismalari
ADME (Absorbsiyon, Dagilim, Metabolizma, Eliminasyon) olarak bilinen
farmakokinetik siirecler, ilaclarin viicutla nasil etkilesime girdigine dair 6nemli bilgiler

saglar [53,54]. Ilag gelistirmede, tahmine dayali ADME verileri potansiyel miisterileri
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optimize etmede kritik oneme sahiptir. Bu c¢alisma i¢in, tahmine dayali hesaplama
yontemleri kullanarak ADME degerlerini hesaplamak igin Isvigre Biyoenformatik
Enstitiisii'niin Isvicre ADME web sunucusunu kullandik [55]. Ek olarak, kiigiik
molekiillerin farmakokinetik 6zelliklerini ve toksisitelerini tahmin etmek i¢in pkCSM
web sunucusundan yararlanildi [56]. Bu, molekiiliin SMILES dizisinin saglanmasini,
sunucu programinin calistirllmasini ve elde edilen tahmine dayali verilerin analiz

edilmesini igeriyordu.
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5. BULGULAR ve TARTISMALAR
5.1. Sentez Calismalari

5.1.1. 2-((5-Nitro-tiyofen-2-il)metilen)hidrazin-1-karbotiyoamid (1) sentez
mekanizmasi

S H S S
B\QN\ oo omd L -
H

Hz Z "N NH2
H

w2

2

NO, NO, NO,

2 2

Sekil 5.1. 2-((5-Nitro-tiyofen-2-il)metilen) hidrazin- I -karbotiyoamid (1) bilesiginin mekanizmasi

5.1.2. Hedef Bilesiklerinin Sentezi (2a-2Kk)

CS/\ Br o j/

S
JL’?. N Br H_©® )\ .
HC=N-NH N-H —_— _CN“HN-N=CH
S H 0" Ph | S
0N Z N0,
N
O,N 0,
_ S
Br HU.O Ph /S / P
j/ = CH
CH IILI
> 1 — >
P N N
S
HN”HN-N=CH HNYS N
s lN/\B\ /N® OH
- . /
2~vo H™ g02)"Ph ("H  Ph
2 H S)
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O,N O,N 0N
2 2 2
= — =
CH CH © CH
g] 1 B‘I‘_) II{]
| | |
HN S HN S H HN S
| i H A
N N ®, N
OH ~ &«O\
Ph 'U-Br Ph 7 g Ph

Sekil 5.2. Hantzsch tiyazol sentezi mekanizmast
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4-(4-Nitrofenil)-2-(2-((5-nitrotiyofen-2-il)metilen)hidrazinil)tiyazol (2a):

OzN S ~ lg N N02
T WY
S
Verim: % 78. E.n. 263.4 °C.

"H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): 8 = 7.46-7.47 (1H, m, tiyofen CH), 7.82 (1H, s, tiyazol
CH), 8.09-8.11 (3H, m, 1,4-disiibstitiiebenzen, tiyofen CH), 8.21 ( 1H, s, CH=N), 8.27
(2H, d, J= 8.88 Hz, 1,4-dislibstitliecbenzen), 12.86 (1H, s, NH).

BC-NMR (100 MHz, DMSO-ds): 8(ppm): 108.01, 110.32, 124.64, 126.85, 126.88,
128.54, 131.34, 135.32, 140.82, 147.41, 154.42, 170.85.

HRMS (m/z): [M+H]" Hesaplanan: C14HoNs504S>: 376.0169; Bulunan: 376.0183.
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Formula Predictor Report - YK-1_84.lcd

Data File: C:\LabSolutions\Data\Analiz\uac\YK-1_84.lcd

Page 10of 1

Eimt  Val. Min Max Elmt  Val. Min Max Elmt  Val. Min Max Elmt | Val. | Min_Max Use Adduct
H 1 9 40 o 2 0 4 S 2 2 2 Ru 2 0 0 H
C 4 9 40 F 1 0 0 Cl 1 0 0 Pd 2 0 0
N 3 0 6 P 3 0 0 Br 1 0 0 | 3 0 0

Error Margin (ppm): 5 DBE Range: 5.0-25.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use MSn Info: yes
Max Isotopes: 3 Isotope RI (%): 1.00 Isotope Res: 9000
MSn Iso RI (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 200
Event#: 1 MS(E+) Ret. Time : 5.027 -> 5.707 Scan# : 755 -> 857
6.000e5+
5.500e5
5.000e57
4.500e5
4.000e5
3.500e54 376.0183
3.000e5
2.500e5
2.000e5
1.500e5 377.0222
1.000e51
5.000e4 L m 394.3470
0
100.0 150.0 200.0 250.0 300.0 350.0 400.0 450.0 500.0 550.0
Measured region for 376.0183 m/z
376.0183
100.04
50.01
377.0222
ﬁ\ 378&1 58
ol . . . , ] . .
375.5 376.0 376.5 377.0 377.5 378.0 378.5 379.0
C14 H9 N5 O4 S2 [M+H]+ : Predicted region for 376.0169 m/z
376.0169
100.04
50.0+
377.0193
A\ 378.0146
o . , ‘ N — -
375.5 376.0 376.5 377.0 377.5 378.0 378.5 379.0
Rank Score Formula (M) lon | Meas.m/z Pred. m/z Df.(mDa) Df. (ppm) Iso DBE
1 72.65 C14 H9 N5 04 S2 [M+H]+ 376.0183  376.0169 1.4 3.72 77.95 13.0

Sekil 5.5. 2a Bilesigine ait Kiitle spektrumu
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4-(4-Siyanofenil)-2-(2-((5-nitrotiyofenil-2-il)metilen)hidrazinil)tiyazol (2b):

02N S ~ IE N CN
S

Verim: % 81. E.n. 276.6 °C.

"H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): 8 = 7.45-7.46 (1H, m, tiyofen CH), 7.74 (1H, s, tiyazol
CH), 7.87 (2H, d, J=8.24 Hz, 1,4-disiibstitiiebenzen), 8.02 (2H, d, J=8.16 Hz, 1,4-
disiibstitiiebenzen), 8.08-8.09 (1H, m, tiyofen CH), 8.21 (1H, s, CH=N), 12.82 (1H, s,
NH).

BC-NMR (100 MHz, DMSO-ds): 8(ppm): 109.28, 119.40, 122.81, 126.59, 128.47,
131.34, 133.23, 135.95, 147.47, 149.04, 150.21, 155.01, 171.05.

HRMS (m/z): [M+H]" Hesaplanan: CisHoNs0.S>: 356.0270; Bulunan: 356.0279.
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Formula Predictor Report - YK-3_85.Icd

Data File: C:\LabSolutions\Data\Analiz\uac\YK-3_85.lcd

Page 1of 1

Elmt  Val. Min Max Elmt Val.| Min Max _Elmt | Val. Min Max Eimt Val. Min Max Use Adduct
H 1 9 40 o} 2 0 4 S 2 2 2 Ru 2 0 0 H
o] 4 9 40 F 1 0 0 Cl 1 0 0 Pd 2 0 0
N 3 0 6 P 3 0 0 Br 1 0 0 | 3 0 0

Error Margin (ppm): 5 DBE Range: 5.0-25.0 Electron lons: both

HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use MSn Info: yes
Max Isotopes: 3 Isotope RI (%): 1.00 Isotope Res: 9000
MSn Iso RI (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 200
Event#: 1 MS(E+) Ret. Time : 4.187 ->4.973 Scan# : 629 -> 747
1.300e6+
1.200e6+
1.100e6+
1.000e6+
9.000e5
8.000e5; 356.279
7.000e5
6.000e5
5.000e54
4.000e5
3.000e5 357.0314
2 000651 358.0256
1.000e5
0 , r , bt . - . . .
100.0 150.0 200.0 250.0 300.0 350.0 400.0 450.0 500.0 550.0
Measured region for 356.0279 m/z
356.0279
100.04
50.01
357.0314
ﬂ\ 356.0256
0 b v " : /]\ r .
355.5 356.0 356.5 357.0 357.5 358.0 358.5 359.0
C15 H9 N5 02 S2 [M+H]+ : Predicted region for 356.0270 m/z
356.0270
100.04
50.04
357.0295
A 358.0247
0 T T T T ./l\ T o
355.5 356.0 356.5 357.0 357.5 358.0 358.5 359.0
Rank Score Formula (M) lon Meas. m/z  Pred. m/z_Df (mDa) Df. (ppm) Iso  DBE
1 8377 C15HIN502S2 [M+H]+ 356.0279  356.0270 09 253 87.10 140

Sekil 5.8. 2b Bilesigine ait Kiitle spektrumu
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4-(4-Florofenil)-2-(2-((5-nitrotiyofenil-2-il)metilen)hidrazinil)tiyazol (2c):

ON_S ,E N F
Ty f@
S

Verim: 77 %. E.n. 232.7 °C.

"H-NMR (400 MHz, DMSO-d¢): & = 7.21-7.25 (2H, m, tiyazol CH, tiyofen CH), 7.40-
7.43 (2H, m, 1,4-disiibstitiicbenzen), 7.85-7.89 (2H, m, 1,4-disiibstitlicbenzen), 8.07-8.08
(1H, m, tiyofen CH), 8.18 (1H, s, CH=N), 12.74 (1H, s, NH).

BC-NMR (100 MHz, DMSO-ds): 8(ppm): 105.19, 115.87, 116.08, 127.94, 128.02,
128.24, 131.34, 134.77, 147.67, 150.07, 160.92, 163.36.

HRMS (m/z): [M+H]" Hesaplanan: Ci14HoN4O>FS,: 349.0224; Bulunan: 349.0227.
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Formula Predictor Report - YK-4_86.lcd

Data File: C:\LabSolutions\Data\Analiz\uac\YK-4_86.Icd

Page 1of 1

Elmt | Val. Min Max Elmt Val.| Min Max _Elmt | Val. Min Max _Elmt Val Min Max Use Adduct
H 1 9 40 (o} 2 0 4 S 2 2 2 Ru 2 0 0 H
C 4 9 40 F 1 1 1 cl 1 0 0 Pd 2 0 0
N 3 0 6 P 3 0 0 Br 1 0 0 | 3 0 0
Error Margin (ppm): 5 DBE Range: 5.0-25.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use MSn Info: yes
Max Isotopes: 3 Isotope RI (%): 1.00 Isotope Res: 9000
MSn Iso RI (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 200
Event#: 1 MS(E+) Ret. Time : 5.347 -> 6.027 Scan# : 803 -> 905
5.500e6-
5.000e6+
4.500e6
4.000e6
3.500e6- 349 0227
3.000e6+
2.500e6-
2.000e6-
1.500e67 350.0262
1.000e6- 351.0208
5.000e5
O-— T T T T T T T T
100.0 150.0 200.0 250.0 300.0 350.0 400.0 450.0 500.0 550.0
Measured region for 349.0227 m/z
349.0227
100.04
50.01
350.0262
A 351.0208
04 At e T T T T £
348.5 349.0 3495 350.0 350.5 351.0 3515 352.0
C14 H9 N4 02 F S2 [M+H]+ : Predicted region for 349.0224 m/z
349.0224
100.04
50.01
350.0249
A\ 351.0198
o . . | . | — .
348.5 349.0 3495 350.0 350.5 351.0 3515 352.0
Rank Score Formula (M) lon | Meas.m/z Pred. m/z Df (mDa) Df. (ppm) Iso. DBE
1\ 100.00 C14 HO9 N4 O2 F S2 [M+H]+ 349.0227 349.0224 0.3 0.86 100.00 12.0

Sekil 5.11. 2¢ Bilesigine ait Kiitle spektrumu
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4-([1,1'-Bifenil]-4-il)-2-(2-((5-nitrotiyofenil-2-il)metilen)hidrazinil)tiyazol (2d):

O,N S \ ,E N O
Ty
S

Verim: % 79. E.n. 247.0 °C.

'"H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): & = 7.34-7.38 (1H, m, tiyofen CH), 7.44-7.50 (4H, m,
monosiibstitiiebenzen, tiyazol CH), 7.69-7.73 (4H, m, monosiibstitiiebenzen, 1,4-
disiibstitiiebenzen), 7.93 (2H, d, J=8.28 Hz, 1,4-disiibstitliecbenzen), 8.09-8.10 (1H, m,
tiyofen CH), 8.21 (1H, s, CH=N), 12.79 (1H, s, NH).

BC-NMR (100 MHz, DMSO-ds): 8(ppm): 109.07, 116.37, 118.10, 124.06, 126.55,
126.95, 127.36, 127.98, 128.25, 129.44, 131.37, 140.03, 145.87, 153.75, 155.86, 169.12.

HRMS (m/z): [M+H]" Hesaplanan: C20H14N402S2: 407.0631; Bulunan: 407.0648.
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Formula Predictor Report - YK-6_88.lcd

Data File: C:\LabSolutions\Data\Analiz\uac\YK-6_88.Icd

Page 1of 1

Elmt | Val. Min Max Elmt Val. Min Max Emt Val. Min Max Elmt Val. Min Max Use Adduct
H 1 9 40 (0] 2 0 4 S 2 2 2 Ru 2 0 0 H
C 4 9 40 F 1 0 0 Cl 1 0 0 Pd 2 0 0
N 3 0 6 P 3 0 0 Br 1 0 0 I 3 0 0
Error Margin (ppm): 5 DBE Range: 5.0-25.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use MSn Info: yes
Max Isotopes: 3 Isotope RI (%): 1.00 Isotope Res: 9000
MSn Iso RI (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 200
Event#: 1 MS(E+) Ret Time:1.413->1413 Scan#:213->213
8.000e51
7.000e5]
6.000e5]
500054 407.p648
4.000e57
3.000e5
2 000651 408.0668
409.0632
1.000e57
ol : : : . S - : .
100.0 150.0 200.0 250.0 300.0 350.0 400.0 450.0 500.0 550.0
Measured region for 407.0648 m/z
407.0648
100.04
50.04
408.0668
409&632
407.0 407.5 408.0 408.5 409.0 409.5 410.0
C20 H14 N4 02 S2 [M+H]+ : Predicted region for 407.0631 m/z
407.0631
100.04
50.04
408.0658
409.0615
. | | G | S
407.0 407.5 408.0 408.5 409.0 409.5 410.0
Score Formula (M) lon Meas. m/z  Pred. m/z Df (mDa) Df (ppm) Iso DBE
1 84.86 C20 H14 N4 02 S2 [M+H]+ 407.0648  407.0631 17 418 9218 16.0

Sekil 5.14. 2d Bilesigine ait Kiitle spektrumu
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4-(4-Bromofenil)-2-(2-((5-nitrotiyofenil-2-il)metilen)hidrazinil)tiyazol (2e):

OzN S ~ IE N Br
S

Verim: % 82. E.n. 238.2 °C.

"H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): 8 = 7.43-7.44 (1H, m, tiyofen CH), 7.50 (1H, s, tiyazol
CH), 7.59 (2H, d, J=8.53 Hz, 1,4-dislibstitiicbenzen), 7.79 (2H, d, J=8.52 Hz, 1,4-
disiibstitiiebenzen), 8.08-8.09 (1H, m, tiyofen CH), 8.19 (1H, s, CH=N), 12.76 (1H, s,
NH).

BC-NMR (100 MHz, DMSO-de): 8(ppm): 121.19, 128.00, 128.32, 131.35, 132.06,
132.18, 134.90, 135.21, 147.60, 150.11, 154.71, 170.18.

HRMS (m/z): [M+H]" Hesaplanan: Ci14HoN4O2S,Br: 408.9423; Bulunan: 408.9440.
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Formula Predictor Report - YK-6_88.lcd

Data File: C:\LabSolutions\Data\Analiz\uac\YK-6_88.lcd

Page 1 of 1

Eimt Val. Min Max Elmt  Val. Min Max Elmt  Val. Min Max Elmt | Val. Min Max Use Adduct
H 1 9 40 o 2 0 4 S 2 2 2 Ru 2 0 0 H
(&3 4 9 40 F 1 0 0 Cl 1 0 0 Pd 2 0 0
N 3 0 6 P 3 0 0 Br 1 1 1 | 3 0 0
Error Margin (ppm): 5 DBE Range: 5.0-25.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use MSn Info: yes
Max Isotopes: 3 Isotope RI (%): 1.00 Isotope Res: 9000
MSn Iso Rl (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 200
Event#: 1 MS(E+) Ret. Time : 8.427 -> 9.107 Scan# : 1265 -> 1367
7.000e5
6.000e5
5.000e5
410/p418
4.000e5 408.9440
3.000e5
2.000e5
409.9453
1000851 411.9456 ﬂ
ol . . . . — . . .
100.0 150.0 200.0 250.0 300.0 350.0 400.0 450.0 500.0 550.0
Measured region for 408.9440 m/z
100.0~ 410.9418
' 408.9440
50.01
409.9453 411.9456
0 T T /‘\- T T T T
408.5 409.0 409.5 410.0 410.5 411.0 411.5 412.0
C14 H9 N4 02 S2 Br [M+H]+ : Predicted region for 408.9423 m/z
410.9402
100.07 408.9423
50.04
409.9448 411.9427
0+ T T ﬂ\v T r T A\.
408.5 409.0 409.5 410.0 410.5 411.0 411.5 412.0
Rank Score Formula (M) lon | Meas.m/zZ Pred. m/z Df. (mDa) Df. (ppm) Iso DBE
1 73.36 C14 H9 N4 02 S2 Br [M+H]+ 408.9440  408.9423 1.7 4.16  79.65 12.0

Sekil 5.17. 2e Bilesigine ait Kiitle spektrumu
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4-(4-Metilfenil)-2-(2-((5-nitrotiyofenil-2-il)metilen)hidrazinil)tiyazol (2f):

OzN S ~ lg N
S

Verim: 76 %. E.n. 246.4 °C.

1H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): 6 = 2.30 (3H, s, CH3), 7.20 (2H, d, J=8.04 Hz, 1,4-
disiibstitiiebenzen), 7.34 (1H, s, tiyazol CH), 7.43-7.44 (1H, m, tiyofen CH), 7.72 (2H, d,
J=8.00 Hz, 1,4-disiibstitiicbenzen), 8.08-8.09 (1H, m, tiyofen CH), 8.18 (1H, s, CH=N),
12.73 (1H, s, NH).

13C-NMR (100 MHz, DMSO-ds): 8(ppm): 21.27 (CH3), 120.12, 122.04, 125.92, 128.18,
129.69, 131.37, 135.68, 137.48, 147.76, 150.02, 155.09, 169.51.

HRMS (m/z): [M+H]" Hesaplanan: CisH12N402S2: 345.0474; Bulunan: 345.0483.
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Formula Predictor Report - YK-7_89.lcd

Data File: C:\LabSolutions\Data\Analiz\uac\YK-7_89.lcd

Page 10of 1

Elmt | Val.| Min_ Max Elmt | Val.| Min Max Elmt_ Val.| Min Max Elmt | Val.| Min Max Use Adduct
H 1 9 40 (0] 2 0 4 S 2 2 2 Ru 2 0 0 H
C 4 9 40 F 1 0 0 Cl 1 0 0 Pd 2 0 0
N 3 0 6 P 3 0 0 Br 1 0 0 | 3 0 0
Error Margin (ppm): 5 DBE Range: 5.0-25.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use MSn Info: yes
Max Isotopes: 3 Isotope RI (%): 1.00 Isotope Res: 9000
MSn Iso RI (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 200
Event#: 1 MS(E+) Ret. Time : 6.560 -> 7.400 Scan# : 985 -> 1111
3.500e67
3.000e6
2.500e6
2.000e6 345.p483
1.500e6
1.000e6
346.0512
347.0461
5.000e5
O0-— T T T T T My T T T
100.0 150.0 200.0 250.0 300.0 350.0 400.0 450.0 500.0 550.0
Measured region for 345.0483 m/z
345.0483
100.0q
50.01
346.0512
347.0461
0 D . . /I\ T i
344.5 345.0 345.5 346.0 346.5 347.0 347.5 348.0
C15 H12 N4 02 S2 [M+H]+ : Predicted region for 345.0474 m/z
345.0474
100.04
50.04
346.0500
ﬂ\ 347.0450
: . . . .  — -
344.5 345.0 345.5 346.0 346.5 347.0 347.5 348.0
Rank Score Formula (M) lon Meas. m/z  Pred. m/z Df. (mDa) Df. (ppm) Iso  DBE
1 88.47) C15H12 N4 02 S2 [M+H]+ 345.0483  345.0474 0.9 2.61 9218  12.0

Sekil 5.20. 2f Bilesigine ait Kiitle spektrumu
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4-(3,4-Diklorofenil)-2-(2-((5-nitrotiyofenil-2-il)metilen)hidrazinil)tiyazol (2g):

Cl
S

Verim: % 76. E.n. 223.8 °C.

"H-NMR (400 MHz, DMSO-d¢): 8 = 7.44-7.45 (1H, m, tiyofen CH), 7.65 (2H, d, J=8.64
Hz, 1,3,4-trisiibstitiiecbenzen), 7.82 (1H, dd, J1=1.88 Hz, J2=8.44 Hz, 1,3,4-
trisiibstitiiebenzen), 7.34 (1H, s, tiyazol CH), 8.06-8.09 (2H, m, tiyofen CH), 8.19 (1H, s,
CH=N), 12.78 (1H, s, NH).

BC-NMR (100 MHz, DMSO-de): &(ppm): 111.84, 115.10, 126.03, 127.63, 128.42,
130.33, 131.33, 131.39, 131.93, 135.10, 141.88, 147.49, 150.18, 170.09.

HRMS (m/z): [M+H]" Hesaplanan: C14HgN402S2Clz: 398.9538; Bulunan: 398.9549.
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Formula Predictor Report - YK-9_91.lcd Page 1of 1
Data File: C:\LabSolutions\Data\Analiz\uac\YK-9_91.Icd
Eimt Val. Min Max _Emt Val. Min Max Eimt Val. Min_ Max Eimt  Val. Min_ Max Use Adduct
H 1 8 40 [¢] 2 0 4 S 2 2 2 Ru 2 0 0 H
C 4 9 40 F 1 0 0 Cl 1 2 2 Pd 2 0 0
N 3 0 6 P 3 0 0 Br 1 0 0 | 3 0 0
Error Margin (ppm): 5 DBE Range: 5.0-25.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use MSn Info: yes
Max Isotopes: 3 Isotope RI (%): 1.00 Isotope Res: 9000
MSn Iso RI (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 200
Event#: 1 MS(E+) Ret. Time:1.160 Scan#:175
8.000e5
7.000e5
6.000e5
5.000e53 398 4549
4.000e57 400.9513
3.000e54
2.000e57
399.9566 [} 4029497
1.000e5]
ot : : : : ——— I . : :
100.0 150.0 200.0 250.0 300.0 350.0 400.0 450.0 500.0 550.0
Measured region for 398.9549 m/z
398.9549
100.0q
400.9513
50.04
402.9497
399.9566
401.9598 ﬂ\
398.5 399.0 399.5 400.0 400.5 401.0 401.5 402.0 402.5 403.0
C14 H8 N4 02 S2 CI2 [M+H]+ : Predicted region for 398.9538 m/z
398.9538
100.04
400.9510
50.04
399.9564 402.9482
0 1 T 1 T T T T T ﬂ\
398.5 399.0 399.5 400.0 400.5 401.0 4015 402.0 4025 403.0
Rank Score Formula (M) lon Meas. m/z  Pred. m/z Df. (mDa) Df. (ppm) Iso  DBE
1 77.31 C14H8N4 02S2CI2 [M+H]+ 398.9549  398.9538 1.1 276 8087 120

Sekil 5.23. 2g Bilesigine ait Kiitle spektrumu
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4-(2,4-Diflorofenil)-2-(2-((5-nitrotiyofenil-2-il)metilen)hidrazinil)tiyazol (2h):

F
O,N S - ,II;IT N F
)™y J/\O/
S

Verim: % 79. E.n. 240.6 °C.

"H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): 6 = 7.44-7.45 (1H, m, tiyofen CH), 7.52-7.53 (1H, m,
tiyazol CH), 8.06-8.09 (2H, m, 1,24-trislibstitiebenzen), 8.17 (1H, s, 1,2,4-
trisiibstitiiebenzen), 8.20 (1H, s, CH=N), 8.45 (1H, br.s, tiyofen CH), 11.81 (1H, s, NH).

BC-NMR (100 MHz, DMSO-de): &(ppm): 102.21, 109.99, 115.54, 119.25, 122.42,
124.83, 127.32, 133.13, 134.42, 135.60, 142.31, 151.96, 152.32, 169.89.

HRMS (m/z): [M+H]" Hesaplanan: C14HgN4O2F2S2: 367.0129; Bulunan: 367.0135.
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Formula Predictor Report - YK-9_91.Icd

Data File: C:\LabSolutions\Data\Analiz\uac\YK-9_91 Icd

Page 10f 1

Elmt Val. Min Max _Elmt Val. Min Max Elmt Val. Min Max _Elmt Val. Min Max Use Adduct
H 1 8 40 (o} 2 0 4 S 2 2 2 Ru 2 0 0 H
C 4 9 40 F 1 2 2 Cl 1 0 0 Pd 2 0 0
N 3 0 6 P 3 0 0 Br 1 0 0 | 3 0 0
Error Margin (ppm): 5 DBE Range: 5.0-25.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use MSn Info: yes
Max Isotopes: 3 Isotope RI (%): 1.00 Isotope Res: 9000
MSn Iso RI (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 200
Event#: 1 MS(E+) Ret. Time : 7.493 -> 7.493 Scan# : 1125 -> 1125
3.500e6
3.000e6
2.500e6
367.p135
2.000e6
1.500e6
1000263 368.0181
369.0117 :
5.000e5]
0 T T T T T T T T T
100.0 150.0 200.0 250.0 300.0 350.0 400.0 450.0 500.0 550.0
Measured region for 367.0135 m/z
367.0135
100.04
50.04
368.0181
369.0117
0L o b . : /I\ . -
366.5 367.0 367.5 368.0 368.5 369.0 369.5 370.0
C14 H8 N4 02 F2 S2 [M+H]+ : Predicted region for 367.0129 m/z
367.0129
100.07
50.04
368.0155
A 369.0104
o . . . . | — .
366.5 367.0 367.5 368.0 368.5 369.0 369.5 370.0
Rank Score Formula (M) /lon Meas.m/z  Pred. m/z Df. (mDa) Df. (ppm) Iso. DBE
1 97.92 C14H8N4 02 F2S2 [M+H]+ 367.0135  367.0129 0.6 163 9949 120

Sekil 5.26. 21 Bilesigine ait Kiitle spektrumu
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4-(2,4-Dimetoksifenil)-2-(2-((5-nitrotiyofenil-2-il)metilen)hidrazinil)tiyazol (21):
S el
S X, -N__N
ON \<\J/\N T \/)/@OCH;g
Verim: % 75. E.n. 221.1 °C.

'"H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): 8 = 3.78 (3H, s, OCH3), 3.89 (3H, s, OCH3), 6.59 (1H,
dd, J1=2.40 Hz, J2=8.68 Hz, 1,2 4-trisiibstitiiecbenzen), 6.63-6.64 (1H, m, 1,2,4-
trisiibstitiiebenzen), 7.27 (1H, s, tiyazol CH), 7.42-7.41 (1H, m, tiyofen CH), 7.91 (1H, d,
J=8.64 Hz, 1,2 4-trisiibstitiiebenzen), 8.08-8.07 (1H, m, tiyofen CH), 8.17 (1H, s, CH=N).

3C-NMR (100 MHz, DMSO-ds): 8(ppm): 55.71 (OCH3), 55.96 (OCH3), 99.07, 105.46,
111.99, 116.17, 120.89, 127.99, 128.87, 130.11, 131.39, 136.55, 147.98, 149.89, 158.21,
170.09.

HRMS (m/z): [M+H]" Hesaplanan: CisH14N404S2: 391.0529; Bulunan: 391.0539.

50



BRUKER
No parameters
BRUKER

| £
| <%
| o
,
,
I OE-
ﬁ .
| 9TE"6€
iLvUe ' Fe vZG 6€
e | 09€°0¥F
Ly 1 895°0%
78%°C -
3872 W EIL"SS
67°¢ Fo 296°6S
|
IBLTE~_ \x [s€€
-887e—" TN b \80E
| S
, Fw N TLO 66—
| = SSP G0T—
. | W €66 TTT~_
ILS"9 7 > 0LT 9TT~_
78579 Fe G88°0TT ~_
16679 | W 686°L2T
20979 ) /00t = 998" 82T~
56979 3 20t TIT°0ET—7
:&.m\ N T Lec te17,
ILT L~ J L1770 ~ 675" 9€T
v L— M RCTIRS 9L6" LIT~"
Ly L W _ Q 768 67T —
5687 L~ N /980 S
126" L~ —= 60 5By 1127851 —
#o.w\ ] 960 i
780°8 , =
LT"8 , 2 S80°0LT—
| Fo ~
W N
W =
W N
| E w
z
53
ur

No parameters

ppm

20

40

140 120 100 80 60
51

160

180

Sekil 5.28. 21 Bilesigine ait >C NMR spektrumu



Formula Predictor Report - YK-10_92.lcd

Data File: C:\LabSolutions\Data\Analiz\uac\YK-10_92.lcd

Page 1 of 1

Elmt Val. Min Max Eimt | Val.| Min Max Elmt Val. Min Max Eimt | Val.| Min Max Use Adduct
H 1 8 40 o 2 0 4 S 2 2 2 Ru 2 0 0 H
C 4 9 40 F 1 0 0 Cl 1 0 0 Pd 2 0 0
N 3 0 6 P 3 0 0 Br 1 0 0 | 3 0 0
Error Margin (ppm): 5 DBE Range: 5.0-25.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use MSn Info: yes
Max Isotopes: 3 Isotope RI (%): 1.00 Isotope Res: 9000
MSn Iso RI (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 200
Event#: 1 MS(E+) Ret. Time: 5.480 Scan# : 823
4.500e64
4.000e64
3.500e64
3.000e64
2 50061 391.p539
2.000e64
1.500e64
392.0576
1.000e6 393.0512
5.000e59 l
0+ T T b T T T . T T T
100.0 150.0 200.0 250.0 300.0 350.0 400.0 450.0 500.0 550.0
Measured region for 391.0539 m/z
391.0539
100.04
50.04
392.0576
A\ 393.0512
0 e i ; - . /I\ ; ;
390.5 391.0 391.5 392.0 392.5 393.0 393.5 394.0
C16 H14 N4 O4 S2 [M+H]+ : Predicted region for 391.0529 m/z
391.0529
100.07
50.04
392.0556
393.0509
: . . . . | — -
390.5 391.0 391.5 392.0 392.5 393.0 393.5 394.0
Rank Score Formula (M) lon Meas. m/z  Pred. m/z Df. (mDa) Df. (ppm) Iso DBE
1 71.00 C16 H14 N4 04 S2 [M+H]+ 391.0539  391.0529 1.0 256 7389 120

Sekil 5.29. 2: Bilesigine ait Kiitle spektrumu
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4-(2,4-Diklorofenil)-2-(2-((5-nitrotiyofenil-2-il)metilen)hidrazinil)tiyazol (2j):

Cl
H
S X. .N N

Verim: % 78. E.n. 238.5 °C.

"H-NMR (400 MHz, DMSO-d¢): & = 7.48-7.53 (2H, m, tiyazol CH, tiyofen CH), 8.06-
8.09 (2H, m, tiyofen CH, 1,2,4-trislibstitiiebenzen), 8.17-8.19 (2H, m, CH=N, 1,2,4-
trisiibstitiiebenzen), 8.44 (1H, s, 1,2,4-trislibstitliecbenzen), 11.81 (1H, s, NH)

BC-NMR (100 MHz, DMSO-d¢): 8(ppm): 128.02, 128.35, 129.67, 130.26, 130.89,
131.35, 132.08, 132.65, 133.17, 135.70, 147.21, 150.14, 151.19, 170.60.

HRMS (m/z): [M+H]" Hesaplanan: C14HgN4O02S2Cla: 398.9538; Bulunan: 398.9547.
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Formula Predictor Report - YK-13_94 Ilcd

Data File: C:\LabSolutions\Data\Analiz\uac\YK-13_94 Icd

Page 1of 1

Elmt | Val.| Min Max Eimt |Val. Min Max Emt Val.| Min Max Elmt Val. Min Max Use Adduct
H 1 8 40 [¢) 2 0 4 S 2 2 2 Ru 2 Oi 0 H
C 4 9 40 F 1 0 0 cl 1 2 2 Pd 2 0‘ 0
N 3 0 6 P 3 0 0 Br 1 0 0 | 3 0 o0
Error Margin (ppm): 5 DBE Range: 5.0-25.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use MSn Info: yes
Max Isotopes: 3 Isotope RI (%): 1.00 Isotope Res: 9000
MSn Iso RI (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 200
Event#: 1 MS(E+) Ret. Time: 1.960 Scan# : 295
8.000e5
7.000e5
6.000e54
5.000e54 398.8547
4.00065] 400.9522
231.p021
3.000e57
2.000e5 350 1450 402.9503
1.000e5] | 399.9590 5441914
1
O T T T T . T T T
100.0 150.0 200.0 250.0 300.0 350.0 400.0 450.0 500.0 550.0
Measured region for 398.9547 m/z
398.9547
100.0q
400.9522
50.04
399 9590 402.9503
ﬂ\ 401 fism ﬂ\
398.5 399.0 399.5 400.0 400.5 401.0 401.5 402.0 402.5 403.0
C14 H8 N4 02 S2 CI2 [M+H]+ : Predicted region for 398.9538 m/z
398.9538
100.04
400.9510
50.04
399.9564 402.9482
0+ 1 T A\. T U T T T A.
398.5 399.0 399.5 400.0 400.5 401.0 401.5 402.0 402.5 403.0
Rank Score Formula (M) lon Meas.m/z_ Pred. m/z_Df (mDa) Df. (ppm) Iso  DBE
1 82.05 C14 H8 N4 02 S2 CI2 [M+H]+ 398.9547  398.9538 0.9 226 8472 120

Sekil 5.32. 2j Bilesigine ait Kiitle spektrumu
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4-(3-Nitrofenil)-2-(2-((5-nitrotiyofenil-2-il)metilen)hidrazinil)tiyazol (2k):

" NO,
S X. .N N
o -

Verim: % 78. E.n. 244.0 °C.

'"H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): & = 7.46-7.47 (1H, m, tiyofen CH), 7.69-7.73 (1H, m,
1,3-disiibstitiiebenzen), 7.77 (1H, s, tiyazol CH), 8.09-8.10 (1H, m, tiyofen CH), 8.15(1H,
dd, J1=1.60 Hz, J2=8.12 Hz, 1,3-dislibstitiiebenzen), 8.21 (1H, s, CH=N), 8.30 (1H, d,
J=8.16 Hz, 1,3-disiibstitiicbenzen), 8.66-8.67 (1H, m, 1,3-disiibstitiiebenzen), 12.87(1H,
s, NH).

BC-NMR (100 MHz, DMSO-ds): 8(ppm): 114.74, 117.23, 120.12, 121.94, 124.25,
126.36, 128.28, 132.22, 135.30, 138.37, 149.91, 152.98, 156.82, 169.70.

HRMS (m/z): [M+H]" Hesaplanan: C14HoNs504S>: 376.0169; Bulunan: 376.0183.
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Formula Predictor Report - YK-13_94

lcd
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5.2. Sentez Calismalarinin Degerlendirilmesi

Bu c¢aligmada, yeni tiyazol tiirevleri 2a-2k sentezlendi. Bilesiklerin sentezi iki asamada
gerceklestirildi. Ik asamada S5-nitrotiyofen-2-karbaldehit bilesigi tiyosemikarbazit ile
reaksiyona sokularak tiyosemikarbazon bilesigi elde edildi. Ikinci asamada, birinci
asamada elde edilen tiyosemikarbazon bilesigi, 2-bromoasetofenon tiirevi bilesiklerle

reaksiyona sokularak tiyazol tiirevi bilesikler elde edildi.

5.3. Spektral Verilerin Degerlendirilmesi

Sentezlenen bilesiklerin yapilart 'H NMR, *C NMR ve HRMS spektroskopik yontemleri
kullanilarak aydinlatilmistir. Bilesiklerin yapisinda ortak olarak bulunan (NH) yapisina
ait proton 11.81-12.87 ppm araliginda singlet olarak gozlenmistir. Bilesiklerden metil
grubu tasiyan 2f bilesiginde metil grubuna ait protonlar 2.30 ppm de singlet olarak
gozlenmistir. 21 bilesigindeki metoksi gruplarina ait protonlar ise 3.78 ve 3.89 ppm de
singlet olarak gozlenmistir. Aromatik protonlar ise 6.59-8.67 ppm araliginda
gozlenmistir. Sentezlenen tiyazol tiirevi bilesiklerde ortak bulunan yapilar 3C NMR
spektrumlarinda beklenildigi yerlerde beklenildigi gibi pikler vermistir. Sentezlenen
bilesiklerin karbon sayilar1 dikkate alindigina spektrumlarda beklenen sayida karbon piki
elde edilmistir. Sentezlenen bilesiklerin kiitle spektrumlart incelendiginde bilesiklerin
hesaplanan molekiil agirliklarindan bir fazla sayisal degere sahip pikler elde edilmistir
(molekiiler iyon pikleri; M+1). Bilesiklere ait spektrumlar incelendiginde elde edilen

M-+1 piklerinin bilesiklerin molekiil agirliklari ile uyumlu oldugu tespit edilmistir.

5.4. AChE ve BChE Inhibitor Aktivitelerinin Degerlendirilmesi

Tiyazol tiirevlerinin AChE ve BChE'ye karsi etkileri, in vitro inhibisyon arastirmasi
kullanilarak analiz edildi. Sentezlenen tiim bilesikler (2a-2k) ve standart inhibitorler
(galantamin) i¢in elde edilen sonuglar (% inhibisyon) Tablo 1'de 6zetlenmistir. Sonuglar
belirlemek i¢in {i¢ bagimsiz deney, iki kopya halinde gergeklestirilmistir. Elde edilen
verilerden bilesiklerin zayif aktivite gosterdigi ortaya cikti. Tablo 5.1 incelendiginde
ozellikle bilesiklerin BChE'ye karsi etkisiz oldugu goriilmektedir. Antikolinesteraz
inhibitor etkisine gore fenil (21) halkasinin 2,4-dimetoksi grubunu tasiyan bilesigin seride
en etkili oldugu ve 50 uM konsantrasyonda AChE iizerinde %25,13 + 0,012 oraninda

inhibisyona neden oldugu gozlendi.

Tablo 5.1. Sentezlenen bilesiklerin 50 uM reaksiyon konsantrasyonunda % inhibisyon degerleri
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Bilesik kodu ACHE BCHE

2a 6.58 +0.007 NA

2b NA NA

2¢ NA NA

2d 7.33 +0.004 NA

2e NA NA

2f 2.11 £0.001 NA

2g NA NA

2h NA NA

21 25.13+£0.012 NA

2 13.52 = 0.006 1.68 = 0.001

2k NA NA
Gal HBr 97.89 = 0.01 62.48 = 0.01

5.5. Antioksidan aktivite calismalarinin Degerlendirilmesi

Hedef bilesiklerin antioksidan 6zellikleri DPPH ve ferrik iyon selatlama etkisi analizleri
kullanilarak belirlendi. Standart olarak gallik asit kullanildi. Sonuglar Tablo 2'de
ozetlenmistir. Bilesik sonuglarinin ICso degerleri Tablo 5.2'de 6zetlenmistir. Incelenen
sonuglar arasinda 1Cso degerleri ile DPPH testinde 1Cso degerleri ile 2k, 2h, 2b ve 21
bilesikleri (30,11 + 0,008 uM, 30,21 + 0,006 pM, 30,98 + 0,004 uM ve 31,04 + 0,008
uM) tesvik edici antioksidan ozellikler gostermistir. Ozellikle 2k ve 2h bilesikleri
referans ilag gallik asit ile karsilastirildiginda referans ilaca yakin antioksidan etkiye sahip

olduklar goriilmektedir.
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Tablo 5.2. 50 uM'de sentezlenen bilesiklerin DPPH serbest radikal temizleme aktivitesi ve ferrik iyon
selatlama etkisi (% + S.E.M inhibisyonu)

Bilesik kodu DPPH ION CHELATING
2a 1422+ 0.016 NA
2b 65.55 + 0.005 NA
2¢ 15.38 + 0.021 NA
2d 27.51+0.019 NA
2e NA NA
2f 60.57 = 0.003 NA
2g NA NA
2h 67.02 = 0.025 NA
21 65.27 +0.004 NA
2 60.93 = 0.006 NA
2k 67.34 = 0.003 NA
RUTIN 50 pm 13.21 £ 0.007
RUTIN 100 pm 28.14+0.011
BHT 50 pm 2.57 +0.004
BHT 50 pm 7.06 = 0.009
Gallik Asit 70.29 + 0.005

Tablo 5.3. DPPH serbest radikal temizleme aktivitesi i¢in sentezlenen bilesiklerin ICso degerleri (uM)

Bilesik kodu DPPH
2a > 60 uM
2b 30.98 £0.004
2¢ > 60 uM
2d > 60 uM
2e > 60 uM
2f 33.97 £0.002
2g > 60 uM
2h 30.21 £0.006
21 31.04 £0.008
2j 33.59 £ 0.005
2k 30.11 + 0.008

Gallik Asit 29.48+£0.014
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5.6. Karbonik Anhidraz I/II inhibisyon Testi Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Bu calismada, yeni sentezlenen tiyazol tiirevlerinin hCAI ve hCAu1 enzimleri lizerindeki
etkileri arastirilmis ve elde edilen degerler Tablo 5.4'te verilmistir. Yeni sentezlenen
tiyazol bilesiklerinin karbonik anhidraz 1 ve II izoenzimlerine karsi etkileri
spektrofotometrik olarak incelenmistir. Sentezlenen bilesikler 2a-2k, ICso degerleri 2,661
uM ila 21,215 uM arasinda degisen yaygin sitozolik hCA I izozimine ve ICso degerleri
5,372 uM ila 26,813 uM arasinda degisen sitozolik hCA II izozimine kars1 genel olarak
inhibisyon profilleri sergiledi. En iyi inhibitor molekiillerin % Aktivite-Inhibitdr
Konsantrasyon grafikleri Sekil 5.36'da verilmistir. Bu molekiillerin inhibisyon

potansiyelleri standart asetazolamid (AAZ) maddesinden daha iyi oldugu bulunmustur.

En aktif bilesik 2b, hCA I'de 2,661 uM'lik ICso degerine sahiptir. hCA I i¢in pozitif
kontrol olarak asetazolamidin (AAZ) ve tiyazol tlirevleri 2a-2k'nin ICso degerleri bu
caligmada asagidaki sirayla incelenmistir: bilesik 2b (2,661 uM, r2: 0,8744) < bilesik 2a
(3,878 uM, r2: 0,9596) ) < bilesik 2d (6,017 uM, r2: 0,8712) < bilesik 2g (8,580 uM, r2:
0,8298) <bilesik 2i (10,563 pM, 12: 0,9611) <bilesik 2f (11,749 uM, r2: 0,8879) <bilesik
2j (13,575) uM, r2: 0,9523) < bilesik 2h (14,307 uM, 12: 0,8854) < AAZ (18,11 uM, r2:
0,9387) < bilesik 2¢ (18,361 uM, r2: 0,9109) < bilesik 2k (21,215 uM, r2: 0,9405) <
bilesik 2e (22,712 uM, 12: 0,9762).

En aktif bilesik 2d, hCA II'de 2,661 uM'lik ICso degerlerine sahiptir. hCA I i¢in, pozitif
kontrol olarak asetazolamidin (AAZ) ve tiyazol tlirevleri 2a-2k'nin ICso degerleri bu
caligmada asagidaki sirayla incelenmistir: bilesik 2d (5,372 uM, r2: 0,9731) < bilesik 2b
(6,313 uM, 12: 0,9707) ) < bilesik 2a (8,278 uM, r2: 0,8422) < bilesik 2h (9,512 uM, r2:
0,9577) < bilesik 2g (12,398 uM, r2: 0,8751) < bilesik 21 (13,901 puM, r2: 0,9621) <
bilesik 2e (14,322) uM, r2: 0,9100) < bilesik 2f (16,968 uM, r2: 0,9413) < bilesik 2j
(18,890 uM, r2: 0,9157) < bilesik 2¢ (19,018 uM, r2: 0,9839)<AAZ (20,65 uM, r2:
0,9756) < bilesik 2k (26,813 uM, r2: 0,9534).

Bilesiklerin yapilar1 incelendiginde fenil halkasina bagli siyano grubunun (2b) hCAI
inhibisyonu arttirdig1, fenil halkasina fenil halkasinin siibstitiisyonu (2d) ise hCAII
inhibisyonunu arttirdig1 goriilmiistiir. Ayriva fenil halkasinda elektron ¢ekici grup olan —

NO; grubunun (2a) olmast da hCAI inhibiyon etkiyi arttirdig1 sonucuna varilmstir.
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Tablo 5.4. hCA I ve Il izoenzimlerini inhibe eden molekiillerin ICso degerleri.

Bilesik ICso (uM)

hCA 1 r’ hCA II r’

2a 3.878  0.9596 8.278 0.8422
2b 2.661 0.8744 6.313 0.9707
2c 18.361 09109 19.018  0.9839
2d 6.017  0.8712 5.372 0.9731
2e 22712 09762 14322 0.9100
2f 11.749 0.8879  16.968  0.9413
2g 8.580 0.8298 12398  0.8751
2h 14307 0.8854 9.512 0.9577
21 10.562  0.9611 13.901 0.9621
2j 13.575 0.9523 18.890  0.9157
2k 21.215 09405 26.813  0.9534
AZA 18.11  0.9387 20.65 0.9756
100 ®
120 -
— hCA I-IC, 80 ., hCA 1I-ICy,
[}
) b=
:4580 . . 3 60 e
£60 <40
< T .
<40 e . X e e e
o T ... 20 TS ™
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Sekil 5.36. En yiiksek inhibitor etki gésteren bilesiklerin % aktivite- inhibitor konsantrasyon grafikleri

5.7. Molekiiler Doking Calismalarinin Degerlendirilmesi
Insan karbonik anhidraz I (PDB ID: 7PLF) ve insan karbonik anhidraz II (PDB ID: 7M26)

tizerindeki dogrulama/yeniden yerlestirme ¢aligmalari, sirasiyla -3,84453 kcal/mol ve -
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4,44 kcal/mol baglanma enerjileri gosterdi. Referans RMSD degerleri 1,9804 A ve 1,3489
A idi (Sekil 1), kiiciik molekiiller i¢in kabul edilebilir araliktadir (0-3 A)[57,58].

Sekil 5.37. Ligandin birlikte kristalize edilmis pozunun, (a) 7PLF ve (b) 7M26 proteinlerinin aktif

bolgelerine yerlestirilmis pozuyla tist tiste getirilmesiyle olusturulan karsilastirmall bir goriiniim. X-ismni

kristalize pozu yesildir, pembe ise kenetlenme sonrast baglanma pozunu temsil eder.

2b ve 2d bilesiklerinin insan karbonik anhidraz I ve II' nin aktif bolgeleri igindeki
yerlestirme analizi, birlikte kristallesmis hallere kiyasla {istiin baglanma enerjileri
sergiledi. Tablo 5.5'de bu molekiiller i¢in 6zetlenmis baglanma afiniteleri ve kenetlenme

puanlar1 6zetlenmektedir.

Tablo 5.5. Insan karbonik anhidraz I (PDB: 7PLF) ve Insan karbonik anhidraz II (PDB: 7M26) ile

tasarlanan ligandlarin molekiiler yerlestirme analizi.

Ligandlarin Yerlestirme Puani/Baglanma Afinitesi ve Baglanma Enerjileri (kcal/mol)

Protein ID: 7PLF Protein ID: 7M26
Ligand (insan karbonik anhidraz I) Ligand (insan karbonik anhidraz IT)
Kodu Glide Kodu
Glide enerjisi Glide skoru Glide enerjisi
Skoru
I¢ Ligand | -3.84453 -35.9958 I¢ Ligand -3.36071 -38.9906
2b -4.10879 -45.3915 2d -4.29892 -41.3065

Analiz lizerine, 2b ve 2d bilesiklerinin, hem insan karbonik anhidraz I hem de II i¢in
dahili ligandlara kiyasla iistiin baglanma afinitesi sergiledigi bulunmustur. Spesifik olarak
2b ve 2d, dahili ligandlara gére daha yiiksek negatif baglanma enerjileri (sirasiyla -
4,10879 kcal/mol ve -4,29892 kcal/mol) sergiledi. Bu sonuglar, Tablo 5.6'da 6zetlendigi
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gibi, hidrojen baglari, van der Waals kuvvetleri ve hidrofobik etkilesimler dahil olmak

iizere saglam etkilesimleri gdstermektedir. Ayrica, ligandlarin optimal konformasyonu,

baglanma etkilesimlerinin giiclinii ve miktarimi biiyiik olgiide artirir. Pozitif entropi

degisiklikleri, 6zellikle hem ligand hem de protein baglanma sonrasinda konformasyonel

degisikliklere ugrarsa, negatif baglanma enerjisini de arttirabilir.

(a)

e (b)

Metal coordination
) e~ Pi-Pistacking

Sekil 5.38. Insan karbonik anhidraz I (PDB ID: 7PLF) ve Insan karbonik anhidraz II'nin (PDB ID:
7M26) aktif bolgesindeki (a) 2b ve (b) 2d gibi giiclii bilesiklerin 2D yerlestirilmis konformasyonlari.

Tablo 5.6. [nsan karbonik anhidraz I ve II'nin aktif bélgesindeki 2b ve 2d'nin etkilesim analizi

Sl. No.

Kod

Aktif bolge amino asit kalintilariyla kenetlenme etkilesimleri H-bag1 uzakhgi (A)

insan karbonik anhidraz I (PDB ID: 7PLF)

2b

H-bond- Lys170", His67 & Thr199

Hydrophobic- Pro3, Trp5, Val62, Phe91, Pro202, Pro201, Leul98, Leul4l, Alal21,

Vall43, Val207 & Trp209

n-n stacking- Hie64 & His200 1.68,2.02 & 221
m-cation- His200

Polar- Hie64, His67, Hie94, GIn92, His200, Thr199 & Hiell9

Insan karbonik anhidraz IT (PDB ID: 7M26)

2d

H-bond- NA

Hydrophobic-Val207, Trp209, Vall43, Leul4l, Leul98, Vall2l, Leu60, Ile9l,
Ala65, Glu109%, Arg58”, Hip64®, & Phel31
NA

n-1t stacking- His94
Salt bridge — Glu69*

Polar- Hiel19, Thr199, Thr200, His96, His94, GIn92, Asn62 & Asn67

65



Insan karbonik anhidraz I'in aktif bolgesindeki 2b'nin etkilesim analizi (PDB ID: 7PLF)

Yapisal olarak 2b bilesigi, 7PLF ile baglandiktan sonra Argl73 ile tek bir hidrojen bagi
olusturarak protein ile daha derin etkilesimi kolaylastirdi. Ek olarak, baglanma
arayliziinde ligandin stabilize edilmesi i¢in ¢ok dnemli olan ¢oklu amino asit kalintilari
(Ile60, Val62, Leul3l, Alal21, Leul4l, Vall43, Val207, Trp209, Leul98, Phe9l ve
TrpS) ile ¢esitli hidrofobik etkilesimlere girmistir. Gliglii baglanma afinitesi, polar
kalintilarin (Hie64, His67, Asn69, Hiel19, Ser197, Thr199, His200, His96, Hie94 ve
GIn92) varligina atfedilebilir, bu da molekiiliin aktif bolgeye uyma olasiligini arttirir ve
yapisal biitiinliik 6zelligini korur. Ayrica bilesigin katalitik bolge i¢indeki konumu, His67
ile n-m istiflenmesiyle stabilize edildi, bu da ligandlarin baglanmasin1 ve proteinin
enzimatik aktivitesini etkiledi. Bu etkilesimler enzim-substrat kompleksinin
stabilizasyonuna katkida bulunur ve katalitik kalintilarin enzimatik aktivite i¢in uygun
sekilde yonlendirilmesini saglar. Insan karbonik anhidraz I'in (PDB ID: 7PLF) aktif
bolgesindeki His200 ile n-katyon etkilesimi, baglanma cebi i¢indeki ligandlar: stabilize
eder. Bu etkilesim, His200'liin aromatik halkasinin delokalize m-elektron bulutu, bir
ligandin katyonik grubuyla etkilesime girdiginde meydana gelir. Optimum baglanma ve
katalitik aktiviteye yardimei olur. Bu etkilesimler, insan karbonik anhidraz I'deki substrat
tanima ve enzim fonksiyonunun molekiiler mekanizmalari hakkinda bilgi saglar.

Grafiksel gosterim, Sekil 5.38a'da gosterilmektedir.

Insan karbonik anhidraz Il'nin aktif bélgesindeki 2d'nin etkilesim analizi (PDB ID:
7M26)

7M26 ile baglandiktan sonra 2d, Trp5, Pro201 ve His96 (Sekil 5.38b) ile substrat tanima
ve baglanmaya katkida bulunabilecek {i¢ H bag1 olusturdu. Trp5, Pro201 ve His96 gibi
spesifik amino asit kalintilarina sahip hidrojen baglari, ligandlarin baglanma afinitesini
ve spesifikligini dogrudan etkileyerek enzimin katalitik aktivitesini etkileyebilir. Genel
olarak, bu hidrojen baglanma etkilesimleri, insan karbonik anhidraz II'nin islevsel
biitiinliigiinli ve onun substratlar veya inhibitorlerle etkilesime girme yetenegini korumak
icin gereklidir. Hidrofobik kalintilar (Hip64, Ala65, Trp209, Val207, Vall21, Vall43,
Leul4l, Phel31, Leul98 ve Pro202) toplu olarak, kataliz ve substrat baglanmasinda rol
oynayan kritik amino asit kalintilarinin uygun yonelimini korumak i¢in ¢ok dnemli olan
hidrofobik bir ¢ekirdek olusturur. Bu ¢ekirdek, aktif bolge i¢indeki enzim yapisinin genel

stabilitesine 6nemli dl¢iide katkida bulunarak uygun katlanma ve islevsellik saglar.
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Ek olarak bu kalintilar substratlarin aromatik kisimlariyla etkilesime girer. Ayrica His94'i
iceren -7 istifleme etkilesimleri aktif bolgenin yapisal biitiinliigii icin gereklidir. Bu
etkilesimlerin bozulmasi aktif bolge mimarisini dengesizlestirerek enzim fonksiyonunun
bozulmasina yol agabilir. Asn62, Asn67, GIn92, Hiel19, Ser197, Thr199 ve Thr200 gibi
polar kalintilar, hidrojen bagi ve elektrostatik etkilesimler yoluyla substrat baglanmasinda
rol oynar. Substratlar veya ligandlarla hidrojen baglarinin olusumunu kolaylastirarak

bunlarin aktif bolge i¢inde taninmasina ve baglanmasina yardimci olurlar.

Ozetle, bu nemli etkilesimler hedefin aktif bélgesindeki protein-ligand komplekslerini

stabilize ederek sonugta kenetlenme puanlarini arttirir.

5.8. ADMET ozellikleri

Tablo 5.7'de en aktif bilesiklerin (2b ve 2d) ayrintili ADME 6zellikleri 6zetlenmektedir.
ADMET verileri, bilesigin insan viicudundaki davranisina iliskin bilgiler sunar. 2b i¢in
96,44 ve 2d i¢in 117,16 olan molar kirilma degerleri normal araliga (30-140)
diismektedir, bu da genel molekiiler polariteyi gostermektedir. 2b icin 163,37 A2 ve 2d
icin 139,58 A2 topolojik polar yiizey alam (TPSA) degerleri, kan-beyin bariyerini
(TPSA<90 A?) ge¢mek de dahil olmak iizere hiicrelere niifuz etme yeteneklerini gosterir.
Coziiniirlik smifi lipofilitesi gibi ADMET' etkileyen ilag 6zellikleri, kabul edilebilir
degerleri gdsteren iLOGP ve SILICOS-IT kullanilarak degerlendirildi[59]. Ila¢ dagitimi
ve emilimi i¢in gerekli olan suda ¢oziiniirliik, 2b ve 2d i¢in sirasiyla -5,02 ve -6,56 log S
degerleriyle olumluydu. Tahmin edilen yiiksek gastrointestinal (GI) emilim (2b igin
%97,416 ve 2d icin %87,978), ayrica bunlarin potansiyel biyoyararliligini
desteklemektedir. Ila¢ etkilesimlerini anlamak icin ¢ok &nemli olan insan derisi
tizerindeki gecirgenlik kabul edilebilir bir araliktaydi (-5,30 ve -4,26 cm/s). Her iki
bilesigin de BBB gegirgenligi yoktur ve dolayisiyla CNS gegirgenliginin negatif oldugu
bulunmustur (2b ve 2d icin -2,025 ve -1,632 log PS). Sitokrom P450 enzimlerinin
(CYP'ler) inhibitor aktivite degerlendirmesi ortalama profilleri ortaya ¢ikardi.
Biyoyararlanim skorlar1 %355 olarak bulunmugtur. Abbott Biyoyararlanim puani,

deneysel ortamlarda her iki bilesik i¢in de olumlu bir sonug ortaya koydu.

PAINS ve Brenk teknikleri bazi ihlalleri tespit ederken sentetik erisilebilirlik tahminleri
tim bilesikler icin orta diizeyde zorluk gdsterdi. Renal atilim verileri genel sinirlar
icerisindeydi. Genel olarak tahmin edilen ADME verileri 6nerilen standartlarla tutarlidir;

her iki bilesik de potansiyel ilag adaylar1 olarak olduk¢a olumlu 6zellikler gostermektedir.
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Tablo 5.7. 2b ve 2d bilesikleri igin in silico ADME parametrelerinin tablo halinde gosterimi

Bilesik kodlari 2b 2d
Formiil Ci5HoNs02S2 C20H14N4O2S2
Fizyokimyasal Molekiiler agirhk 355.39 g/mol 406.48 g/mol
parametreler Mol. refraktivitesi 96.44 117.16
TPSA 163.37 A2 139.58 A2
ILOGP 1.89 2.55
Lipofiliklik
SILICOS-IT 3.22 4.73
-5.02
A -6.56
Su ¢oziiniirligii Log S (ESOL), Class Orta derecede
D Zayif ¢oziiniir
¢Ozunir
M Bagirsak emilimi (insan) 97.416 % 87.978 %
E
CNS gecirgenligi -2.025 log PS -1.632 log PS
BBB gecirgenligi No No
Farmakokinetik
Log Kp(deri gegirgenlig) -5.30 cm/s -4.26 cm/s
P
R CYP1A2 Yes Yes
o CYP2D6 No No
F Lipinski (Pfizer) Yes Yes
i Ghose (Amgen) Yes No
L ila¢ Benzerlik Veber (GSK) No Yes
i Kurallan Egan (Pharmacia) No No
Muege (Bayer) No No
Biyoyararlanim skorlari 0.55 0.55
PAINS 0 alarm 0 alarm
Medisinal Kimya Brenk 3 alarm 3 alarm
Sentetik erisilebilirlik 3.34 3.63
0.413 0.398
Total Klirens . .
Bosaltim (log ml/min/kg) (log ml/min/kg)
Renal OCT?2 substrat No No

Arastirilan  molekiillerin (2b ve 2d) toksisite profili, pkCSM web sunucusu

(https://biosig.lab.ug.edu.au/pkcsm/prediction)  ve  SwissADME  (http://www)
kullanilarak degerlendirildi. .swissadme.ch/). Mutajenik potansiyeli tahmin etmek i¢in
kullanilan AMES testi, tiim molekiiller i¢in negatif sonuglar verdi ve bu da AMES
toksisitesinin bulunmadigini gdsterdi. insan tiiketimi icin maksimum tolere edilen dozun

(MTD), 2b ve 2d i¢in sirastyla 0,051 ve 0,714 Log mg/kg/giin oldugu belirlendi; bu, 2b
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'nin daha yiiksek etki giicii sergiledigi, yerlesik protokoller dahilinde orta diizeyde bir
dozaj seviyesine isaret eder. Insan Ether-a-go-go-iliskili gen (hERG) I ve II
inhibisyonunun degerlendirilmesi, ventrikiiler aritmileri Onlemeye yonelik ilag
gelistirmede ¢ok dnemlidir. Hem 2b hem de 2d, hERG I ve II inhibisyonu gdstermedi, bu
da hERG II inhibisyonu sergileyen 2d disinda ventrikiiler aritmi riskini azaltti. Oral Sigan
Akut Toksisitesi (LDso) degerleri sirastyla 2,984 ve 2,528 mol/kg iken Oral Sigan Kronik
Toksisitesi (LOAEL) degerleri sirasiyla 1,455 ve 1,451 olup, olumlu bir giivenlik
profilinin gdstergesidir. Her ikisi de hepatotoksisite sergiledi. Her iki bilesik i¢in de ciltte
hassasiyet gozlenmedi. T. Pyriformis toksisitesi ve Minnow toksisitesi kabul edilebilir

diizeylerdeydi. 2b ve 2d i¢in Ongoriilen toksisite verilerinin sonuglari Tablo 5.8.'te

sunulmaktadir.

Tablo 5.8. 2b ve 2d bilesiklerinin tahmini toksisite verileri

Bilesik
Model ad1 Birimler
2b 2d

AMES toksisitesi Evet/Hayir Evet Evet
Maks. tolere edilen doz (insan) Log mg/kg/day 0.051 0.714
hERG I inhibitor Evet/Hayir Hayir Hayir
hERG II inhibitér Evet/Hayir Hayir Evet
Oral Sican Akut Toksisitesi (LD50) Mol/kg 2.984 2.528

Log
Oral Sican Kronik Toksisitesi (LOAEL) 1.455 1.451

mg/kg bw/day
Hepatotoksisite Evet/Hayir Evet Evet
Cilt Hassasiyeti Evet/Hayir Hay1r Hayir
T. Pyriformis toksisite Logug/L 0.655 0.299
Minnow toksisitesi Log mM 0.12 0.238
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6. SONUC ve ONERILER

Bu tez calismasi kapsaminda 11 adet yeni tiyazol yapisi tastyan bilesikler sentezlenmistir.
Bilesiklerin sentezi iki basamakta gerceklestirilmistir. Ilk basamakta aldehit tiirevi
tiyosemikarbazit ile reaksiyona sokularak tiyosemikarbazon tiirevi elde edilmistir. ikinci
basamakta ise tiyosemikarbazon tiirevleri 2’-bromoasetofenon tiirevleri ile reaksiyona
sokularak tiyazol halkasi kapatilmigtir. Sentezlenen bilesiklerin yapilart 'H NMR, *C
NMR ve HRMS spektroskopik yontemleri kullanilarak aydinlatilmigtir. Sentezlenen
bilesiklerin karbonik anhidraz enzim inhibisyonu, antikolinesteraz, biitirilkolinesteraz ve
antioksidan aktivitelerinin arastirilarak literatlire yeni alternatif ila¢ adaylarinin
sunulmast amacglanmigtir. Baglanma etkilesimlerini aydinlatmak i¢in molekiiler
yerlestirme ¢alismasi da ¢alismaya eklenmistir. ADMET c¢alismalarinda aktif bilesiklerin
fizikokimyasal 6zellikleri ve toksisitesi degerlendirilmistir. Tiyazol tiirevlerinin AChE ve
BChE'ye karsi1 etkileri, in vitro inhibisyon arastirmasi kullanilarak analiz edildi. Elde
edilen verilerden bilesiklerin zayif aktivite gdsterdigi ortaya ciktr. Ozellikle bilesiklerin
BChE'ye kars1 etkisiz oldugu goriilmektedir. Antikolinesteraz inhibitdr etkisine gore fenil
(21) halkasinda 2,4-dimetoksi grubunu tasiyan bilesigin seride en etkili oldugu ve 50 uM
konsantrasyonda AChE iizerinde %25,13 + 0,012 oraninda inhibisyona neden oldugu
gozlenmistir. Hedef bilesiklerin antioksidan 6zellikleri DPPH ve ferrik iyon selatlama
etkisi analizleri kullanilarak belirlendi. Ozellikle 2b, 21, 2k ve 2h bilesikleri referans ilag
gallik asit ile karsilagtirildiginda referans ilaca yakin antioksidan etkiye sahip olduklari
gorlilmektedir. Sentezlenen tiyazol bilesiklerinin karbonik anhidraz I ve Il izoenzimlerine
kars etkileri spektrofotometrik olarak incelenmistir. En aktif bilesik 2b, hCA I'de 2,661
uM'lik ICso degerine sahiptir. En aktif bilesik 2d, hCA II'de 2,661 uM'lik ICso degerlerine
sahiptir. Bilesiklerin yapilar1 incelendiginde fenil halkasina bagli siyano grubunun (2b)
hCALI inhibisyonu arttirdig, fenil halkasina fenil halkasinin siibstitlisyonu (2d) ise hCAII
inhibisyonunu arttirdig1 goriilmiistiir. Ozellikle 2b bilesiginin hCAI ve antioksidan etki
gostermesi bu bilesigin daha ileri arastirmalar icin potansiyel bir hedef olabilecegini

gostermektedir.
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