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OZET

Parkinson hastaligi (PH) diinya capinda en yaygin ikinci norodejeneratif hastaliktir.
Hastaligin nedeni beynin substantia nigra bolgesindeki dopaminerjik hiicrelerin limiidiir.
PH tedavisi i¢cin en etkili farmakolojik ilag dopamin oOnciisi olan (L-3,4-
dihidroksifenilalanin, L-DOPA) Levodopa’dir. Ancak L-DOPA’nin %]1-3 kadar kismi
beyne ulagir. Bu nedenle L-DOPA’dan maksimum verim elde edebilmek ve derisimini sabit
tutabilmek i¢in uygulanan yontemlerden biri katekol-O-metiltransferaz (KOMT) enzim
inhibitorlerini kullanmaktir. Tez kapsaminda, KOMT inhibitorlerine model olabilecek
triazol ve tetrazol temelli Schiff bazlarinin in siliko arastirmasi ve hiicre hatti1 sitotoksisite
tahminleri yapildiktan sonra hedef molekiillerin KOMT inhibisyonu i¢in uygun yapilar
oldugu sonucuna varilmis ve sentezleri gerceklestirilmistir. Sentezlenen alt1 Schiff bazi
tiirevlerinin yapilar1 elementel analiz, UV-GB, FT-IR, NMR ve HRMS yontemleri ile
karakterize edilmistir. Ardindan Schiff bazlarinin KOMT enzim inhibisyonu {izerine olan
arastirmalar1 sonucunda 2H5NB-5AT kodlu Schiff bazinin 56,48 pM ICso degeri ile en iyi
inhibisyon sonucunu gdosterdigi belirlenmistir. Molekiiler kenetleme analizleri sonucunda
tim Schiff bazlarinin KOMT enziminin aktif bolgesine Mg?* iyonu ve Glu249 amino asiti
ile etkileserek yerlesebildigi, ayrica en yiiksek baglanma skorlarmin 2H5NB-TRI kodlu
Schiff bazi i¢in —8,555 kcal/mol, 2HSNB-5AT kodlu Schiff bazi i¢in ise —8,191 kcal/mol
olarak belirlenmistir.
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ABSTRACT

Parkinson’s Disease (PD) is the second most common neurodegenerative disease worldwide.
The cause of the disease is the death of dopaminergic cells in the substantia nigra region of
the brain. The most effective pharmacological drug for PD treatment is Levodopa, a
dopamine precursor (L-3,4-dihydroxyphenylalanine, L-DOPA). However, only 1-3% of L-
DOPA reaches the brain. Therefore, one method used to maximize the efficiency of L-DOPA
and maintain its concentration is to use catechol-O-methyltransferase (COMT) enzyme
inhibitors. Within the scope of the thesis, triazole and tetrazole-based Schiff bases that could
serve as models for COMT inhibitors were investigated in silico, and cell line cytotoxicity
predictions were made. It was concluded that the target molecules were suitable structures
for COMT inhibition, and their synthesis was carried out. The structures of the six
synthesized Schiff base derivatives were characterized using elemental analysis, UV-Vis,
FT-IR, NMR, and HRMS methods. Subsequently, studies on the KOMT enzyme inhibition
of the Schiff bases revealed that the 2H5SNB-5AT Schiff base showed the best inhibition
result with an IC50 value of 56.48 uM. Molecular docking analyses revealed that all Schiff
bases could bind to the active site of the KOMT enzyme by interacting with the Mg** ion
and the Glu249 amino acid. And the highest binding scores were determined to be —8.555
kcal/mol for the Schiff base coded 2HSNB-TRI and —8.191 kcal/mol for the Schiff base
coded 2H5NB-5AT.
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1. GIRIS

Levodopa (L-DOPA) Parkinson hastaliinda (PH) en etkili semptomatik tedavi olarak
kullanilmaktadir [1, 2]. Ancak levodopa, periferde aromatik L-amino asit dekarboksilaz
(AADK) ve katekol-O-metiltransferaz (KOMT) enzimleri tarafindan hizla metabolize
edilmekte ve uygulanan dozun yalnizca yaklasik %]1'i beyine ulasabilmektedir [3]. Bu
nedenle, levodopanin biyoyararlanimin1 artirmak amaciyla AADK inhibitorleri
kullanilmaktadir. Bununla birlikte, levodopa dozunun yaklasik %901 yine KOMT tarafindan
3-O-metildopa'ya doniistiiriilmekte ve bu metabolit, kan-beyin bariyerinde levodopa ile
taginma i¢in rekabet etmektedir [3]. Bu durum, periferik levodopa metabolizmasini daha da
baskilayacak ek bir stratejiye olan ihtiyaci ortaya koymaktadir. Bu amagla, KOMT
inhibitorlerinin kullanimi1 giindeme gelmektedir [4]. Giiniimiizde klinik kullanim i¢in
yalnizca tic KOMT inhibitorii (entakapon, tolkapon ve opikapon) mevcuttur ve bu
inhibitorlerin her birinin ¢esitli yan etkileri bulunmaktadir. Tolkaponun karaciger
fonksiyonlar1 iizerinde olumsuz etkiler gosterebildigi bildirilirken [5] entakapon ve
opikapon daha giivenli kabul edilmektedir [5]; ancak bu bilesiklerin etkinliklerinin sinirl
olmas1 nedeniyle yiiksek dozlarda uygulanmalar1 gerekmektedir. Bu nedenle, daha etkili ve

daha giivenli yeni KOMT inhibitorlerinin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Sunulan tez calismasi, potansiyel KOMT inhibitorlerinin sentezi, karakterizasyonu,
inhibisyon 6zellikleri ve enzim-molekiil etkilesimlerinin incelenmesi iizerine hazirlanmigtir.
Onden bu bilesiklerin in siliko arastirmasi yapilmistir. In siliko arastirmasina gore tetrazol
ve triazol temelli Schiff bazlarinin kan-beyin bariyerini gecemedigi ve biyouyumlu oldugu
belirlenmistir. Alt1 yeni tetrazol ve triazol temelli Schiff bazlarinin yapisal karakterizasyonu,
elementel analiz ile birlikte FT-IR, NMR ve HRMS ve UV-GB spektroskopik yontemleri

kullanilarak gergeklestirilmistir.

Inhibisyon ¢alismalarinda 2HSNB-5AT koldu Schiff bazinin 56,48 uM ICso degeri ile en
belirgin inhibisyon etkisini gosterdigi gozlemlenmistir. Molekiiler kenetleme analizleri
sonucunda, tiim Schiff bazlarinin KOMT enziminin aktif bélgesine Mg?* iyonu ve Glu249
amino asiti ile etkileserek yerlesebildigi; ayrica en yiiksek baglanma skorlariin 2HSNB-
TRI kodlu Schiff bazi i¢in —8,555 kcal/mol, 2HSNB-5AT kodlu Schiff bazi i¢in ise —8,191

kcal/mol oldugu belirlenmistir.






2. GENEL BIiLGILER

2.1. Parkinson Hastahgi ve L-DOPA

Antik Hindistan'da “Kampavata” adiyla bilinen Parkinson hastaligi (PH), ilk kez 1817
yilinda James Parkinson tarafindan “titrek fel¢” (shaking palsy) olarak tanimlandi. James
Parkinson’un hastalar iizerindeki ¢alismalari, Jean-Martin Charcot tarafindan “maladie de
Parkinson” (Parkinson hastaligi) olarak tanimlamasiyla 6nem kazanmaya basladi [6].
Parkinson hastaligi (PH) diinya capinda en yaygin ikinci norodejeneratif hastaliktir ve
yaslanan niifusla birlikte toplumlar {izerinde artan bir sosyal ve ekonomik yiik
olusturmaktadir. Bu hastalik klinik olarak dort temel motor semptomdan olugur. Klasik
tetrad olarak ifade edilen bu semptomlar diisiik frekansh istirahat tremoru, yiiz ve ellerde
iskelet kaslarinin sertligi (rijidite), azalmis motor aktivite (bradikinezi) ve durus bozuklugu
(postiiral instabilite)'dur. 1980'li yillarda Parkinson hastaliginin g¢evredeki norotoksik
maddelerden  kaynaklanabilecegi  diisiincesi  N-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin
(MPTP)'nin bilinmesiyle 6nem kazandi. [7, 8]. Beyin i¢ine giren N-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridin (MPTP) molekiilii glial hiicreler tarafindan 1-metil-4-fenilpiridinyum
(MPP)’a doniismesiyle MPP tarafindan hiicre yikimi1 meydana geldigi ve serbest radikallerin
birikmesine neden oldugu ifade edilmektedir (Sekil 2.1).

monoamino oksidaz T +
\_/

+
MPTP MPP

Dopaminerjik

hticre 6limii

Sekil 2.1. Beyin icine giren N-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin (MPTP)’nin 1-metil-4-
fenilpiridinyum (MPP)’ye doniismesi ve dopaminerjik hiicre dliimiinii ifade eden
sematik gdsterim



Dopaminerjik hiicrelerin 6limii dopamin (DA) seviyelerinde dnemli bir diislise neden olur
ve bu da Parkinson hastaliginda yukarida bahsedilen kas sertligi, hareket yavagligi ve

istirahat tremoru gibi semptomlara neden olur [9].

Patolojik agidan bakildiginda, bu hastaligin nedeni substantia nigra pars compacta’daki
dopaminerjik hiicrelerin 6limidiir [10]. Substantia nigra Latince "siyah madde" anlamina
gelir. Dopaminerjik néronlardaki yiiksek néromelanin seviyeleri nedeniyle substantia nigra

boliimleri komsu alanlardan daha koyu goriinmektedir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Saglikli ve Parkinsonlu bireyde substantia nigra pars compacta’nin sematik
goriintiisii [10]

Parkinson hastalig1 tedavisinin altin standardi L-DOPA kullanim1 olmaktadir [11]. Sekil
2.3.’te formiilleri verilen dopamin 6nciisii olan L-DOPA kan-beyin bariyeri (KBB) boyunca
taginir [12]. Polarlig1 yiiksek olan dopamin molekiilii KBB’yi gecemez, gecebilmesi i¢in onu

tasiyacak aktif tasima proteinine ihtiyag vardir.

0

HO . )
HO L-Aminoasit
NH3 OH
HO NH,

HO
Dopamin L-DOPA

Sekil 2.3. Dopamin ve L-DOPA molekiilleri arasindaks farklilik

L-DOPA (1-3,4-dihidroksifenilalanin) 50 yillik kullanimdan sonra bile PH'nin semptomatik
tedavisi i¢in en etkili farmakolojik ilag olmaya devam etmektedir. L-DOPA, KBB’yi gectigi



gibi hem merkezi sinir sisteminde hem de periferde DA'ya doniisiir [12]. Ancak, tedavi
sirasinda L-DOPA’nin yipranmasi ve zamanla diger motor komplikasyonlarin (er ya da gec)
ortaya ¢ikmasi nedeniyle daha ileri tedavi adimlarina gerek duyulmaktadir [13]. KBB’yi
gecen L-DOPA’nin ancak %1-3 kadar kismi1 beyne ulasir [14] (Sekil 2.4). Bu nedenle, L-
DOPA’dan maksimum verim elde edebilmek i¢in uygulanan yontemlerden biri KOMT
inhibitorlerinin kullanimidir. Bu kullanim, L-DOPA derisimini stabil tutmaya yardimci

olabilmektedir [15].

DOPA dckarboksilaz Katekol-O-metil transferaz
(DDC) o (KOMT), Entakapon veya Opikapon inhibitor
O
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KOMT Subtantia nigra daki sinir hiicreleri
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Sekil 2.4. L-DOPA’nin kullanim yolunu ifade eden sematik gosterim
2.2. Katekol-O-Metiltransferaz (KOMT) Enzimi ve inhibisyon Mekanizmasi

Katekol-O-metiltransferaz (KOMT; EC 2.1.1.6) ilk olarak Axelrod ve Tomchick (1958)
tarafindan tanimlandi [16]. Karacigerde iiretilen ve metil grubu transferini saglayan S-
adenozil-L-metiyonin (SAM)’1 kullanarak katekol substratlarinin metilasyonunu katalize
ettigi ifade edilmektedir. Kofaktor olarak magnezyum igeren bu enzim, kataliz sonucunda
iiriin olarak O-metillenmis katekol ve S-adenozil-L-homosistein’i (Sekil 2.5A) olusturdugu
Gulberg ve Marsden tarafindan ifade edilmistir [17]. KOMT'un ii¢ boyutlu yapisinin sematik

gosterimi ilk kez Vidgren ve arkadaglari tarafindan ¢oztilmiistiir [18].

Vidgren ve arkadaglari, KOMT’un {i¢ boyutlu yapisim1 substrat S-adenozil-L-metiyonin
(SAM), inhibitor 3,5-dinitrokatekol ve bir magnezyum iyonu ile kompleks halinde ¢ozerek,

enzimin aktif bolgesinin ayrintili yapisal diizenlemesini ortaya ¢ikarmislardir (Sekil 2.5B).



Sekil 2.5. KOMT enziminin kataliz sonucu olusan O-metillenmis katekol ve S-adenozil-L-
homosistein (A) ve 3 boyutlu yapisinin (B) sematik gdsterimi

Wang ve digerleri, Sekil 2.6’da gosterilen pentasiklik triterpenlerin KOMT un baglanma

bolgesindeki inhibisyon mekanizmasi lizerine bir ¢aligma yapmislardir [19].

hidrofobik kahntilar
A0 = — @00
serbest KOMT SAM 3 BTD KOMT-substrat serbest KOMT  3-BTMD SAH
+ +
* inhibitér molekiilii *
H Yarsmasiz H varismal olmayan
+ ‘ + —
KOMT-inhibitéor SAM 3-BTD KOMT-substrat-inhibitor

Sekil 2.6. Pentasiklik triterpenlerin KOMT un katekol-baglanma bolgesindeki inhibisyon
mekanizmasi [19]

Bu calismada, (3-BTD) katekoliin i¢ cebiyle etkilesimde bulunurken KOMT tarafindan (3-
BTMD)'ye O-metillendigini ifade etmislerdir. Inhibitér molekiiliiniin, serbest KOMT
yapisinda bulunan hidrofobik kalintilar ile etkilesmesi nedeniyle, yarismali olmayan bir
inhibisyon mekanizmasimin meydana geldigini belirlemislerdir. Ayrica KOMT-substrat
kompleksi inhibitor molekiilii ile baglandiginda 3-BTD’den 3-DTMD’nin olusumunu
engelledigi belirtilmistir. Dolayisiyla, pentasiklik triterpenlerin KOMT un aktif bolgesinini



karisik (non-kompetitif + unkompetitif) bir inhibisyon mekanizmasi iizerinden inhibe

ettigini ifade etmislerdir [19].

2.3. Enzimi inhibitorleri

Enzim katalizli reaksiyonlarin hizimi etkileyen bilesiklerin modiilatér, moderator ya da
modifikator olarak adlandirildigi bilinmektedir [20]. Reaksiyon hizinda azalma meydana
geliyorsa bu olaya inhibisyon, artis oluyorsa aktivasyon denir. Enzim inhibisyonu, hem
enzim mekanizmalariin incelenmesinde [21] hem de farmakolojik ¢calismalarda [22] biiyiik

ilgi gérmektedir.

Enzim inhibitorleri genellikle iki gruba ayrilir [20]. Birinci grubu, tersinmez inhibitorler
olusturur. Tersinmez inhibitdrler enzim yiizeyinde fonksiyonel gruplarla etkilesim
sonucunda giiclii kovalent baglar olusturur. ikinci grubu ise enzim yiizeyinin farkl
bolgeleriyle kovalent olmayan etkilesimlerle, siizme veya diyaliz ile kolayca geri
kazanilabilen tersinir inhibitorler olusturur. Enzime baglanan tersinir bir inhibitor, enzim
aktivitesini kismen veya tamamen inhibe ederek azaltabilir. Dort tiir tersinir inhibisyon
bilinmektedir. Bunlar yarismali, yarigmasiz, yarigsmali olmayan ve karisik inhibisyon

turleridir.

Yarigmali inhibisyonda, substrat (S) ve inhibitor (I) birbirine benzerdir. Bu nedenle [ ve S'nin

ayn1 anda enzimin aktif bolgesine baglanmasi zorlasir (Sekil 2.7).

ES

E + U

El

7\

Sekil 2.7. Yarigmali inhibisyon tiirlinde enzimin aktif bdlgesine S ve I'nin baglanma
mekanizmasi

Yarigmali inhibisyon tiiriinde inhibitdr, aktif bolge icin substratla yarigtigindan, inhibisyon

derecesi, artan substrat konsantrasyonu ile azalir.



Yarigsmasiz inhibisyonda, S ve I yapilar1 birbirinden farklidir. Bu nedenle ayn1 anda enzimin
farkli bolgelerine baglanabilir ve aktif bolge igin yarismazlar (Sekil 2.8). Inhibisyon

derecesi, substrat konsantrasyonundaki degisimden etkilenmez.

o ge
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Sekil 2.8. Yarigmasiz inhibisyon tiirlinde enzimin aktif bdlgesine S ve I'nin baglanma
mekanizmasi

E + § _—— ES

Yarigsmali olmayan inhibisyonda, S enzime baglandiktan sonra I enzime baglanabilir. S'nin
baglanmasiyla enzim yapisinda bir degisiklik meydana gelir. Bylece inhibitoriin baglanma
yeri ag1ga cikar ve I baglanir (Sekil 2.9). Inhibisyon derecesi, substrat konsantrasyonundaki

degisimle artar.
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Sekil 2.9. Yarigmali olmayan inhibisyon tiirlinde enzimin aktif bolgesine S ve I'nin
baglanma mekanizmasi

i

Karigik inhibisyonda, S ve I enzime aynm anda iki farkli bolgeye birbirine bagimli olarak
baglanabilirler. S veya I'nin baglanma ilgisi digerinin baglanmasindan etkilenir (Sekil 2.10).

Inhibisyon derecesi, substrat konsantrasyonundaki degisimden etkilenir.



E + U 5("
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Sekil 2.10. Karisik inhibisyon tiiriinde enzimin aktif bolgesine S ve I'min baglanma
mekanizmasi

Inhibisyon tiiriinii belirlemek i¢in Lineweaver-Burk denklemi kullanilir [23,24]. Bu iliski

Denklem (2.1)’de verilmistir.

4 Voma (5] Voma @

V' ve Vmax sirastyla baglangic ve maksimum hizlar olup, Km bir inhibitoér varliginda

Michaelis-Menten sabitidir. Lineweaver-Burk grafigi, 1/V'ye kars1 1/[S] grafigidir.

Inhibitér varhiginda ve yoklugunda Lineweaver-Burk grafiginin kesisim noktasmin konumu

inhibisyon tiiriinii belirlemek i¢in kullanilabilir (Sekil 2.11).

b a
|/ © o
Vv '
/
ay
/ | |
o 0 1 2
Xa Kn K, _1
[8]

Sekil 2.11. Inhibitdr varhiginda ve yoklugunda (a: yarismali, b: yarismasiz, c: yarismali
olmayan ve d: inhibitor yoklugunda) Lineweaver-Burk grafigi
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2.4. KOMT Enzim Iinhibitorii

En 6nemli tic KOMT inhibitorleri entakapon, tolkapon ve opikapon'dur. Bu ilaglarin etki
mekanizmasi KOMT enziminin inhibisyonuna dayanir, boylece kanda daha yiiksek bir L-
DOPA derisimini saglanmis olur [25]. Entakapon KBB’yi gecemediginden KOMT'u
periferik olarak inhibe ederken, tolkapon KBB’yi gecerek L-DOPA’nin biyoyararlanimini
artirir [26]. Ancak tolkapon karaciger yetmezligi olusturur ve bu da klinik kullanimini
sinirlamaktadir. Ugiincii nesil inhibitdrler olarak ifade edilen “opikapon” diisiik toksisite ve
daha fazla etkinlik gosterse de KBB'yi gecememektedir [27]. Harrison ve digerleri 2015
yilinda 3-Hidroksi-4-piridinon ve 5-hidroksi-4-pirimidinonlar1 sentezleyerek, bu bilesiklerin
KOMT inhibitdrleri olarak giiclii yanit verdigini ve toksisitelerinin diisiik oldugunu ifade

etmislerdir [28] (Sekil 2.12).

=]

o
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A (IC5=400 nM) B (IC50=860 nM)

Sekil 2.12. Piridinon (A) ve primidinon (B) yapisindaki molekiiller

Kiss ve digerleri [29], uzun etkili ve periferalden gegen KOMT inhibitorleri olarak 1,2,4-

oksadiazol tiirevleri iizerinde calismiglardir (Sekil 2.13).

NO
NO; HO. /J:rq?
HO. A | =
| ~ N0
M ;L o HO™ ™~
HO” ™~ 0, I\
i Ao N._ 7
L
Cl._=="~._CH
T T 5 H
o ﬂ Ne
Naw - of T T
o e ([H;
A B

Sekil 2.13. Nitro ve hidrokso grubunu igeren heterosiklik molekiiller
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Tiirevlerden birinin entakapon ile karsilastirilabilir aktiviteye ve diigiik toksisiteye sahip
oldugunu ifade etmislerdir. Sekil 2.13B’de verilen molekiil Parkinson hastaligi i¢in L-DOPA

ile yardimci bir tedavi olarak hala klinik deney asamasindadir.

Borchardt ve digerleri [30], 5,6-dihidroksi indoliin 4. ve 7. konumunda metillenmis
analoglarindan olusan bir seri molekiil sentezlemigler ve sican karacigerinden elde edilen
KOMT’un inhibisyonunu degerlendirmislerdir. Bu molekiillerin inhibisyon kapasitesinin
oksijene bagl oldugunu, oksijen olmadiginda ¢alismadigini ifade etmislerdir. Bu durumu,
molekiilde oksijen atomunun bulunmamasi nedeniyle amino kromene ddniisiimiin
gerceklesememesiyle agiklamislardir. Perez ve digerleri [31], KOMT inhibisyonu igin
dihidroksinitrobenzaldehit ve hidroksimetoksinitrobenzaldehitlerin nitro tiirevlerini
sentezlemislerdir. Tiim bilesiklerin inhibitér 06zellik gdosterdigi, o6zellikle besinci
pozisyondaki elektron cekici siibstitliientin varliginin inhibisyon etkinligini artirdig1 rapor
edilmistir. Ayrica, tiim dihidroksinitrobenzaldehitlerin gii¢lii inhibisyon gosterdigi; bunlar
arasinda hidroksil grubuna orto konumunda nitro grubu tasiyan ve Sekil 2.14.’te verilen A,

B, C kodlu bilesiklerin daha gii¢lii inhibisyon sergiledigi belirtilmistir.

CHO CHO CHO CHO
[ /lx':,:\v,}lo_._ /’L“:;.\L [ /%T OH p ’Lxl
~F Yo 0N 7 ~ oH “‘-f’”’ oH ONT ™ op
OH OH NO, OCH
B C D

Sekil 2.14. Perez ve arkadaslarinin hazirladiklari nitrobenzaldehit tiirevleri

Pinheiro ve digerleri [32], KOMT inhibitorleri olarak bazi yeni katekollerin farmakodinamik
etkilerini incelemis; sican karaciger-beyin membranma bagli KOMT (MB-KOMT) ve
¢oziinlir KOMT (S-KOMT) aktiviteleri agisindan degerlendirme yapmislardir.

HO™ ™ HO ™
NO NO: NO
A (ICs= 16,1 nM) B (IC5=41,6 nM) C (IC5=27,1 nM)

Sekil 2.15. Calisilan katekollerin yapisi
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Sekil 2.15.°te verilen ilk iki molekiilin S-KOMT'a kars1 en iyi etkiyi gosterdigini; MB-
KOMT'a kars1 ise en iyi etkinin Sekil 2.15C’deki bilesik tarafindan sergilendigini

belirlemislerdir.

Pinheiro ve digerleri inhibisyon c¢alismalarinda elde ettikleri sonuglara dayanarak
nitrokatekol pargcasinin KOMT inhibisyonu i¢in ayricalikli bir yapi1 oldugunu ifade
etmiglerdir. Nitekim, nitrokatekol parcasi klinik olarak kullanilan tim KOMT
inhibitdrlerinde (Sekil 2.16) bulunmaktadir.

PN
N—N" 0
HO__~"= jﬂ. Vs T HO T ?a\//w T HO, ){ILII /\}“\ /'.A“:l“e
s A e wa . S A |
nc}’“x ,;/’J H\_,;JJ HO ﬂ\ _/;J HO |\ ,;;I L\ # N
NO é: I]\'O E NO
A (IC50=0,29 uM) B (IC50=0,14 pM) C (IC50=0,048 pM)

Sekil 2.16. KOMT inhibisyon ¢alismalar1 i¢in sentezlenen nitrokatekol tiirevleri

Baska bir caligmada [33], yine nitrokatekol tiirevlerinin KOMT'u yiiksek potansiyelde inhibe
ettigi gozlemlenmistir. Sekil 2.16A kodlu molekiiliin giiclii bir KOMT inhibitorii oldugu
(ICso = 0,29 uM), ayn1 molekiiliin ise orta derecede bir monoamin oksidaz-B (MAO-B)
inhibitorii olarak etki gosterdigi (ICso = 13,9 uM) belirtilmistir. Nitrokatekol tiirevi olan
Sekil 2.16B molekiiliiniin ise daha gii¢lii bir KOMT inhibitérii (ICso = 0.14 uM) oldugu rapor
edilmistir. Ayrica, Sekil 2.16.’da 6rnekleri verilen kalkonlarin, pirazolin tiirevlerini icermesi
durumunda, kalkonlara kiyasla daha etkili bir KOMT inhibisyonu sergiledigi ifade
edilmistir. Dolayistyla, pirazolin tiirevi molekiillerin (6rn., C molekiilii i¢in ICso= 0,048 uM)

giicliit KOMT inhibitorleri olabilecegi ifade edilmistir [34].

3-hidroksipiridin-4-on’dan tiiretilen on farkli bilesigi sentezleyen Johannie de Beer ve
arkadaslari, KOMT enzim inhibisyonu lizerine yaptiklar1 calismalar sonucunda R grubunda
-CH>CgHs siibstitlienti bulunan bilesigin en iyi inhibisyon sonucunu (ICso = 4,55 uM)
verdigini belirtmislerdir [35] (Cizelge 2.1).
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Cizelge 2.1. KOMT enzim inhibisyonu i¢in hazirlanan 3-hidroksipiridin-4-on tiirevlerine ait

ICs0 degerleri
Bilesik R KOMT ICso (uM)
1 -C¢Hs 10.9+1.06
2 -CH,C¢Hs 4.55+0.545 @)
3 -(CH>)2C6Hs 15.0£2.10
4 -(CH,)3CeHs 18.4+0.974
5 -(CH2)4CsHs 9.05+1.25 | |
6 -CeH1i 12.2+3.06
7 -CsHo 19.8+5.86 N
8 -(C¢Hys)-3"-Cl1 11.2+1.01 |
9 -(C¢Ha)-4"-Cl 9.31+2.94 R
10 -CH2(C¢Has)-4'- 5.76+0.664
Tolkapon CHs 0.0068
Entakapon 0.00047

Hidroksipiridinonu igeren ancak nitrokatekol yapisina sahip olmayan tiirevleri sentezleyen

Benfeito ve digerleri, bu bilesikleri KOMT inhibitdrii olan tolkapon ile karsilastirmislardir.

Sentezlenen bilesikler arasinda 1-(3,4-dimetilfenil)-3-hidroksipiridin-4(1H)-on bilesiginin,

tolkapon'a kiyasla daha giiclii bir inhibitdr oldugunu belirtmislerdir. Ancak, tolkaponun

aksine bu bilesigin KOMT enzimine kuvvetle baglanan bir inhibitor olmadigini “molekiiler

kenetleme” ¢alismalartyla vurgulamiglardir [36] (Sekil 2.17).

I e

HO
OH

:@V“ @

Sekil 2.17. Nirto grubu bulundurmayan hidroksipiridinon tiirevleri

Azot atomu iizerinde yedi farkl siibstitiiente sahip piridinon tiirevleri lizerine ¢alisan Bindra

ve digerleri (Sekil 2.18), R grubunda aromatik halkanin bulunmasinin en iyi KOMT

inhibisyonunu sagladigini (ICso = 220 nM) ifade etmislerdir [37].
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Sekil 2.18. Bindra ve digerleri tarafindan hazirlanan KOMT inhibitdrleri

Ayni arastirmacilar, N-benzil bilesigini orto ve para pozisyonlarindaki elektron cekici (-CI)
ve elektron verici (-CH3) gruplarla modifiye ederek KOMT inhibisyonunu incelemislerdir.
Elde edilen sonuglara gore, orto konumdaki elektron ¢ekici ve elektron verici gruplarin para
pozisyonuna kiyasla daha yiiksek inhibisyon gosterdigi belirlenmistir. Arastirmalarin
sonucunda, orto pozisyondaki -CH3 ve -Cl gruplarinin sirasiyla 50 ve 40 nM ICso degerleri

ile miikemmel inhibisyon etkisi sergiledigi rapor edilmistir [38] (Sekil 2.19).

X5 X7:-CH;s X7:Cl Xy:sabit

Sekil 2.19. Bindra ve digerleri tarafindan hazirlanan KOMT inhibitorleri
2.5. ila¢ Kimyasinda Triazoller ve Tetrazoller

Hetero halkal1 bilesikler, sentetik ilag {iretiminde adeta bir ilham kaynag1 olup kimyagerlerin
ve biyologlarin yogun ilgisini cekmektedir. ilag gelistirme siirecindeki en 5nemli adimlardan
biri uygun ve etkili molekiillerin tasarlanmas1 oldugundan, bu siirecte heterosiklik yapilarin
siklikla tercih edildigi goriilmektedir [39]. Heterosiklik yapilarin sahip olduklari polarlik,
hidrojen bag1 yapabilme kapasitesi ve lipofiliklik 6zellikleri sayesinde klinik ilag adaylar

arasinda onemli bir yer tuttugu bildirilmektedir [40, 41]. Heterosiklik yapilar arasinda yer
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alan triazol ve tetrazol halkalarimin Onemli farmakolojik etkilere sahip oldugu
dogrulandigindan, ila¢ molekiilii tasariminda yaygin olarak kullanilmaktadir. Triazol, iki
karbon ve li¢ azot atomu; tetrazol ise bir karbon ve dort azot atomu iceren bes lyeli
heterosiklik halkalardir. Antiviral [42], antikanser [43, 44], antibakteriyel [45] noroprotektif
[46] ve antioksidatif gibi ¢ok ¢esitli biyoaktivitelere sahip molekiillerin yapisinda triazol
veya tetrazol igeren yapilarin oldugu goriilmektedir. Bes {liyeli aromatik heterosiklik
yapilarin, azot atomlarca zengin olmalar1 ve yogun bir elektron bulutu igermeleri, yiiksek
biyolojik aktivite ve diisiik toksisite gibi avantajlar saglamaktadir [47]. Son yillarda, triazol
ve tetrazol iskeleti igeren bir¢ok bilesigin in vitro ve in vivo kosullarda noroprotektif etkiler
gosterdigi kanitlanmistir. Literatiir incelendiginde [48-50], noron hasarini geri dondiirmek
ya da daha ileri hasarlarin olugmasini engellemek amaciyla triazol veya tetrazol ajanlar
iizerine yapilan ¢aligmalarinin giderek arttig1 gériilmektedir. 2017 yilinda Torres ve digerleri
[48], yeni bir 1,2,3-triazol baglantili kumarin hibrit ailesinin AChE inhibitdér aktivitesini
aragtirmig ve hibrit molekiilin (Sekil 2.20A) 200 pM derisimde %59,52 inhibisyon

gosterdigini bildirmislerdir.
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Sekil 2.20. Triazol veya tetrazol ajanlar

C.F. Zhang ve digerleri, Sekil 2.20B’de gosterilen molekiilii sentezlemis [49], ve bu bilesigin

amiloid plakalariin agregasyonunu 48 saat siireyle sabitledigini belirtmislerdir.

Lipinski kurallarina ve kan-beyin bariyeri gecirgenligine uygun olan bu bilesigin, Alzheimer
hastaliginin tedavisi i¢in ¢ok islevli bir aday molekiil olarak ileri ¢alismalar agisindan umut

vadettigi ifade edilmistir.
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2021 yilinda Kavita Bhagat ve digerleri [51], triazol igeren kumarin hibrit molekiillerini
tasarlamis ve sentezlemis; bu bilesiklerin AChE enzimine karst inhibitér potansiyellerini
biyolojik olarak degerlendirmislerdir. Hibrit molekiiller olan Sekil 2.20C ve 2.20D’de
verilen bilesiklerin, AChE'ye kars1 sirastyla 110 nM ve 502 nM ICso degerleri ile en iyi

inhibitorler arasinda yer aldig: ifade edilmistir.

Kaur ve digerleri [52], yeni bir triazol bazli molekiilii ¢coklu hedefe yonlendirilmis ligandlar
olarak tasarlamis ve bu ligandlarin reaktif oksijen tiirlerinin liretimini engelledigini,
Alzheimer hastaliinin tedavisi i¢in umut vadeden Oncii Dbilesikler oldugunu
vurgulamiglardir. 2020 yilinda Jain ve digerleri [53] tarafindan, biligsel demansi tedavi
etmek ve AChE'yi inhibe etmek amaciyla triazol-oksadiazol grubu igeren bir dizi yeni
molekiil sentezlenmis ve test edilmistir. Bu molekiiller arasindan Sekil 2.20E’de verilen

bilesigin giiclii bir AChE inhibitorii oldugu ve antioksidan 6zellik gosterdigi ifade edilmistir.

Secici serotonin geri alim inhibitorlerinden biri olan escitalopram molekiiliine triazol ve
tetrazol gruplart ekleyerek bu bilesiklerin AChE ve BChE'ye karsi etkilerini arastirmak
amaciyla sentez ve karakterizasyon ¢aligmalarin1 gergeklestiren Mehr-un-Nisa ve digerleri
[54], escitalopram-triazol/tetrazol tiirevlerinin kolinesterazlara karsi inhibitér aktivite
gosterdigini; 6zellikle de BChE'ye karsi inhibitor aktivitesinin AChE'ye kiyasla daha yiiksek

secicilik sergiledigini bildirmislerdir.

Tetrazol molekiilii zayif asidiktir ve asitligi karboksilik asitlere yakindir (pKa=4,76). Ancak
karboksilik asit gruplarina kiyasla daha kararli olmas1 nedeniyle yeni gelistirilen ilaglarda
tercih edilmektedir [55]. Tetrazollerin karboksilik asitlerin yerine kullanilmasinin nedeni,
lipofiliklik ve biyoyararlanimi artirict 6zelliklere sahip olmalaridir. Ayrica, ilaglarin yan
etkilerini azaltma potansiyeline sahip olduklar bildirilmektedir [56]. Yarim yiizyildan fazla
bir siiredir tetrazol igeren molekiillerin biyoaktif Ozellikleri arastirilmakta olup, bu
aragtirmalar glinlimiizde de devam etmektedir. Nhung ve digerleri (piridin-2-il)tetrazol
iskeletini tagiyan yeni tetrazol tiirevlerini AChE {izerindeki inhibitor etkileri acisindan

degerlendirmislerdir.

Amin igeren tetrazol grubunun (Sekil 2.21), 75 uM derisimde %?23,7 inhibisyon oranina
ulasarak en yiiksek inhibisyon yiizdesine sahip oldugunu; bunun nedeninin ise daha fazla

sayida hidrojen bagi yapabilme kabiliyetine sahip olmasindan ve bdylece enzimin aktif
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bolgesiyle daha gliclii etkilesimler olusturabilmesinden kaynaklanabilecegi ifade edilmistir.

[57].

e
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Sekil 2.21. (piridin-2-il) tetrazol iskeletini tagiyan yeni tetrazol tlirevi

Son yillarda literatiirde yayimlanan ¢aligmalar incelendiginde, basit sentez yaklasimlari
dikkate alinarak triazol veya tetrazol iskeletlerinin farmakodinamik 6zellikli molekiillere
baglanmasiyla ¢oklu hedefe yonelik ligandlarin (MTDL'ler) olusturuldugu goriilmektedir
[58, 59]. Ornegin, ¢oklu hedefe yonelik triazol/tetrazol ligandlar1 sentezleyen
arastirmacilarin, bu bilesiklerin hem hiicre dis1 amiloid- (AP) plak birikimlerini durdurdugu

hem de antioksidan 6zellik gosterdigi Jones ve digerleri tarafindan belirtilmistir [60].
2.6. In Siliko

Ilag kesfi {izerine yapilan yogun ¢alismalar sonucunda, potansiyel farmakolojik aktiviteye
sahip cok sayida molekiil elde edilmistir. Geleneksel yontemlerle yeni aday bilesikleri
gelistirmek, tasarlamak ve pazara sunmak zaman alic1 bir siire¢ oldugundan, son yillarda
molekiilleri tarayan ve bunlar arasindan en giivenilir olan1 segmeye olanak taniyan in siliko
teknikler kullanilmaya baslanmistir. In siliko ydntemlerle, uygun sentezlenebilirlik ve
biyolojik aktivite potansiyeline sahip molekiiller tasarlanarak 6n elemeye tabi tutulmaktadir.
Ayrica, molekiillerin emilim, dagilim, metabolizma ve atilim (ADME) 6zellikleri ile ilag
benzerligi hakkinda bilgi edinilmektedir. Bu sayede, ila¢ kesfinin erken asamalarinda elde
edilen ADME sonuglari, klinik faz deneyleri sirasinda farmakokinetikteki basarisizliklarin
azaltilmasma katki saglamaktadir [61]. Lipinski’nin bes kuralina gore biyoyararlanim
ozelliklerini tahmin etmek amaciyla gesitli bilgisayar tabanli modeller kullanilmaktadir [62].
Bunlar arasinda en yaygin kullanilanlardan biri SwissADME olarak adlandirilan yazilimdir.
SwissADME web sayfasina dogrudan erisim icin http://www.swissadme.ch adresi

kullanilmaktadir.
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Asagida, SwissADME yazilimi kullanilarak bir molekiil i¢in farmakokinetik parametrelerin

tahminine iliskin 6rnek bir uygulama gosterimi sunulmustur (Sekil 2.22 ve Sekil 2.23).
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Sekil 2.22. SwissADME yaziliminin kullanilmasi ile ilgili islemlerin ilk goriintiisii
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Sekil 2.23. SwissADME analizleri sonucu molekiiliin 6zelliklerinin ortaya ¢ikisi ile ilgili
gorsel
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Farmakokinetik ve Lipinski Kurah Degerlendirmesi

Farmakokinetik tahmin ve Lipinski kurali degerlendirmesi SwissADME yazilimi
(http://www.swissadme.ch/index.php) kullanilarak, sitotoksik etkilerin tahmini ise “Cell
Line Cytotoxicity Predictor” araci (http://www.way2drug.com/cell-line) kullanilarak
yapilmustir.

3.2. Molekiiler Kenetleme

Molekiiler kenetlemede Schrodinger Maestro (Schrodinger Release, 2021-1) programi
kullanilmistir. LigPrep modiilii ile Schiff bazlarinin iki boyutlu kimyasal yapisi programa
aktarilmistir. Protein Data Bank’ta (PDB) 4XUE kodlu yap1 kullanilmistir [63].

3.3. Kullanmilan Cihazlar

Fourier doniigiimlii kizilotesi spektroskopisi (FT-IR): Sentezlenen Schiff bazlarinin FT-IR
spektrumlarmin dl¢iimii, oda kosullarinda Thermo Scientific Nicolet IS5 elmas mercekli

ATR baslig1 igeren cihaz kullanilarak 4000 cm™-450 cm™ araliginda yapilmustir.

'H ve 13C niikleer manyetik rezonans spektroskopi: 'H ve '*C NMR spektrumlari, ODTU
analiz laboratuvarinda bulunan Bruker Avance 300 MHz’lik (~7 Tesla) spektrometresi

kullanilarak alinmistir.

UV-GB spektrofotometresi: Schiff bazlarinin UV-GB spektrumlari, UV-1800 ENG240V
soft model spektrofotometresi kullanilarak 500 nm-200 nm aralifinda oda kosullarinda

Olcgtilmiistiir.

Yiiksek ¢oziiniirliiklii kiitle spektrometresi (HRMS): Sentezlenen Schiff bazlarinin kiitle
spektrumlarinin l¢iimii, ODTU analiz laboratuvarinda bulunan Waters SYNAP GI MS
cihazi kullanilarak (ES+/ES-) modunda, 50-1000 m/z araliginda yapilmistir.

Erime noktast tayini: Erime noktasi tayini i¢in Stuart SMP30 model cihaz kullanilmastir.


http://www.swissadme.ch/index.php
http://www.way2drug.com/cell-line
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Floresans spektrometresi: Sentezlenen Schiff bazlarinin KOMT enzimine inhibitor

etkilerinin belirlenmesi i¢in Hitachi F-7000 floresans spektrometre cihazi kullanilmigtir.

Calkalamali su banyosu: Inhibisyon deneylerinde reaksiyon karisimlarimnin inkiibasyonu igin

Wisebath WSB-18 calkalamal1 su banyosu kullanilmistir.

pH metre: Tris-HCl pH=7.4 ¢0zeltisinin pH ayarlamasi icin WTW SERIES 720 inoLAB

cihazi kullanilmistir.

Etiiv: Schiff bazlariin tam kurutulmasi i¢in etiiv ZRD-5110 cihazi kullanilmistir.

3.4. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Deneysel calismalar sirasinda kullanilan kimyasal maddelerin bilgileri Cizelge 3.1° de

listelenmistir.

Cizelge 3.1. Kimyasal listesi

Kimyasal Madde Kodu Firma
5-Aminotetrazol 102458317 Sigma Aldrich
3-Hidroksi-4-nitrobenzaldehit 1065821 Fluka
2-Hidroksi-5-nitrobenzaldehit 12352100 Sigma Aldrich
3,4-Dihidroksi benzaldehit 1001501325 Sigma Aldrich
3-Amino-1H-1,2,3-triazol 20240820 Thermos scientific
Metanol 24229 Sigma Aldrich
Etanol 1.00983.2511 Merck

Dimetil Siilfoksit 914.036.2501 ISO LAB
Katekol-o-metiltransferaz (2215 U/mg) 9012-25-3 MCE

Entakapon 130929-57-6 Cayman Chemical
Eskiiletin 305-01-1 Cayman Chemical
S-(5-Adenozil)-L-metiyonin iyodiir 3493-13-8 Merck

Tris-HCI 102493095 Sigma-Aldrich
NaOH 30167 BDH Chemicals
MgClLx6H,0 M9272 ACS

3.5. Hazirlanan Cozeltiler

1 M NaOH c¢ozeltisi: 4 g NaOH katisi tartilip 100 mL saf suda ¢oziildii.

50 mM 500 mL Tris-HCI (pH 7,4) tampon ¢dzeltisi: 3,90 g Tris-HCI katis1 tartilip ~200 mL
saf suda ¢oziildii. pH = 7.4‘e ayarlamak i¢in 1 M NaOH’den faydalanildi ve hacim 500

mL’ye tamamlandi.
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100 mM 250 mL MgCl,-6H>0 (Ana stok) ¢ozeltisi: 4,08 g MgCl,-6H>O katist tartilip 250

mL saf suda ¢oziildii. 4 mM MgCla ¢ozeltisi ana stoktan hazirlandi.

Eskiiletin stok ¢ozeltisi (10 mM, DMSO): 8,91 g eskiiletin tartilip 5 mL DMSO’da ¢oziildii.
Hazirlanan ¢ozeltiden 1mL alinarak eppendorf tiiplere konulup -20 °C’de karanlik kosullarda

saklandi. Calisma Oncesi, Tris-HCI tamponu ile seyreltilerek ara stoklar hazirlandi (40 uM).

SAM-I stok ¢ozeltisi (10 mM, Tris-HCl1): 5 mg SAM-I katis1 1,15 mL Tris-HCI tamponunda
¢oziildii. Hazirlanan ¢6zeltiden 50 pL alinarak eppendorf tiiplere konulup derin dondurucuda

-80 °C’de saklandi. Caligma 6ncesi Tris-HCI tamponu ile seyreltilerek ara stoklar hazirlandi

(400 pLM).

KOMT enzim ¢ozeltisi: 1 mg KOMT enzimi (2215U/mg) 10 mL Tris-HCI tamponunda
kii¢iik hacimlerde ¢oziilerek ana stok hazirlandi. Cozeltiden ImL alinarak eppendorf tiiplere
konulup derin dondurucuda -80 °C’de saklandi. Calisma oOncesi Tris-HCl tamponu ile

seyreltilerek 0,0035U/mL enzim ¢6zeltisi hazirlandi.

Entakapon stok c¢ozeltisi (11 mM, DMSO): 5 mg entakapon katis1 1,5 mL DMSO’da
coziildi. Hazirlanan c¢ozeltiden 0,5 mL alinarak eppendorf tiiplere konulup derin
dondurucuda -80 °C’de saklandi. Kullanim 6ncesi Tris-HCI tamponu ile seyreltilerek 220

uM ara stok hazirlandi.

3,4ADHB-5AT stok cozeltisi (1 A4x1072 M, DMSO): 0,0072 g 3,ADHB-5AT katis1 tartilip
2,5mL DMSO’da ¢oziildi. Calisma 6ncesi Tris-HCI tamponu ile seyreltilerek 7 mM ara stok

hazirland.

2H5NB-5AT stok ¢ozeltisi (1,2x102 M, DMSO): 0,0072 g 2H5NB-5AT Kkatisi tartilip 2,5
mL DMSO’da ¢oziildii. Calisma 6ncesi Tris-HCI tamponu ile seyreltilerek 1,2 mM ara stok

hazirland.

3H4NB-5AT stok ¢ozeltisi (1,2x102 M, DMSO): 0,0072 g 3H4NB-5AT katis1 tartilip 2,5
mL DMSQO’da ¢o6ziildii. Calisma 6ncesi Tris-HCI tamponu ile seyreltilerek 2,5 mM ara stok

hazirland.
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3,ADHB-TRI stok ¢ozeltisi (1,4x102 M, DMSO): 0,0072 g 3,4DHB-TRI katis1 tartilip
2,5mL DMSO’da ¢6ziildii. Calisma oncesi Tris-HCI1 tamponu ile seyreltilerek 1,4 mM ara

stok hazirlanda.

2H5NB-TRI stok ¢ozeltisi (1,2x102 M, DMSO): 0,0072 g 2H5NB-TRI katis1 tartilip 2,5 mL
DMSO’da ¢oziildii. Calisma oncesi Tris-HCI tamponu ile seyreltilerek 1,2 mM ara stok

hazirland.

3H4NB-TRI stok ¢ozeltisi (1,2x102 M, DMSO): 0,0072 g 3H4NB-TRI katis1 tartilip 2,5 mL
DMSO’da ¢oziildii. Calisma oncesi Tris-HC1 tamponu ile seyreltilerek 2,5 mM ara stok

hazirland.
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4. DENEYSEL YONTEM

4.1. Schiff Bazlarinin Sentezi
4.1.1. 3,4DHB-5AT Schiff bazinin sentezi

2,5x107 mol (0,213 g) 5-aminotetrazol tartild1 ve 20 mL metanolde ¢oziildii. Bu ¢ozelti, iki
boyunlu cam balona konularak geri sogutucu altinda manyetik karistiricida karistirilarak
1s1t1ldi. 15 dakika sonra, cam balonda bulunan ¢6zelti iizerine 20 mL metanol i¢inde ¢6zlinen
2,5x107% mol (0,345 g) 3,4-dihidroksi benzaldehit ilave edildi. Hazirlanan bu ¢ozelti,
manyetik karigtiricida 60 °C’de geri sogutucu altinda yaklagik 6 saat karistirildiktan sonra
sicak stizme ile behere alindi. Behere alinan karigim yaklasik 15 giin boyunca bekletildi.

Olusan 3,4DHB-5AT kodlu Schiff baz siiziildii, etiivde 50 °C’de kurutuldu (Sekil 4.1).

Verim %73.
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Sekil 4.1. 3,4-dihidroksi benzaldehit ve 5-aminotetrazoliin kondenzasyon tepkimesi
4.1.2. 3,SDHB-5AT Schiff bazinin sentezi

2,5x107 mol (0,213 g) 5-aminotetrazol tartild1 ve 20 mL metanolde ¢oziildii. Bu ¢ozelti, iki
boyunlu cam balona konularak geri sogutucu altinda manyetik karistiricida karistirilarak
1s1tildi. 15 dakika sonra, cam balonda bulunan ¢6zelti iizerine 20 mL metanol i¢inde ¢6zlinen
2,5 x10° mol (0,345 g) 3,5-dihidroksi benzaldehit ilave edildi. Hazirlanan bu ¢ozelti,
manyetik karistiricida 60 °C’de geri sogutucu altinda yaklasik 6 saat karistirildiktan sonra
sicak siizme ile behere alindi. Behere alinan karisim 20 giin boyunca bekletildi. Olusan
3,5DHB-5AT kodlu Schiff baz siiziildi, etiivde 50 °C’de kurutuldu. (Sekil 4.2). (Saf halde
elde edilemedi).
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Sekil 4.2. 3,5-dihidroksi benzaldehit ve 5-aminotetrazol arasindaki kondenzasyon tepkimesi
4.1.3. 2HSNB-5AT Schiff bazinin sentezi

2,5x107 mol (0,418 g) 2-hidroksi-5-nitrobenzaldehit tartildi ve 20 mL metanolde ¢oziildii.
Bu ¢o6zelti, iki boyunlu cam balona konularak geri sogutucu altinda manyetik karistiricida
karigtirilarak 1sitildi. 15 dakika sonra, cam balonda bulunan ¢ozelti iizerine 20 mL metanol
icinde ¢dziinen 2,5x10° mol (0,213 g) S-aminotetrazol ilave edildi. Hazirlanan bu ¢dzelti,
manyetik karistiricida 60 °C’de geri sogutucu altinda yaklagik 6 saat karistirildiktan sonra
sicak siizme ile behere alindi. Behere alinan karigim yaklasik 10 giin boyunca bekletildi.
Olusan 2HSNB-5AT kodlu Schiff baz siiziildi, etiivde 50 °C’de kurutuldu (Sekil 4.3).
Verim %80.
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Sekil 4.3. 2-hidroksi-5-nitrobenzaldehit ve 5-aminotetrazol arasindaki kondenzasyon
tepkimesi

4.1.4. 3BH4NB-5AT Schiff bazinin sentezi

2,5x107 mol (0,418 g) 3-hidroksi-4-nitrobenzaldehit tartildi ve 20 mL metanolde ¢6ziildii.
Bu ¢ozelti, iki boyunlu cam balona konularak geri sogutucu altinda manyetik karistiricida
karistirilarak 1sitildi. 15 dakika sonra, cam balonda bulunan ¢6zelti tizerine 20 mL metanol
icinde ¢dziinen 2,5x10° mol (0,213 g) 5-aminotetrazol ilave edildi. Hazirlanan bu ¢dzelti,

manyetik karistiricida 60 °C’de geri sogutucu altinda yaklasik 6 saat karigtirildiktan sonra
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sicak siizme ile behere alindi. Behere alinan karisim 15 giin boyunca bekletildi. Olusan

3H4NB-5AT kodlu Schiff bazi siiziildii, etiivde 50 °C’de kurutuldu (Sekil 4.4). Verim %42.
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Sekil 4.4. 3-hidroksi-4-nitrobenzaldehit ve 5-aminotetrazol arasindaki kondenzasyon
tepkimesi

4.1.5. 3,4ADHB-TRI Schiff bazinin sentezi

2,5x107 mol (0,210 g) 3-amino-1H-1,2,4-triazol tartildi ve 20 mL metanolde ¢ziildii. Bu
cozelti, iki boyunlu cam balona konularak geri sogutucu altinda manyetik karistiricida
karigtirilarak 1sitildi. 15 dakika sonra, cam balonda bulunan ¢ozelti iizerine 20 mL metanol
i¢inde ¢dziinen 2,5x107 mol (0,345 g) 3,4-dihidroksi benzaldehit ilave edildi. Hazirlanan bu
cozelti, manyetik karistiricida 60 °C’de geri sogutucu altinda yaklasik 6 saat karistirildiktan
sonra sicak siizme ile behere alindi. Behere alinan karigim 10-15 giin boyunca bekletildi.
Olusan 3,4DHB-TRI kodlu Schiff baz: siiziildii, etiivde 50 °C’de kurutuldu (Sekil 4.5).
Verim %37.
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Sekil 4.5. 3,4-dihidroksi benzaldehit ve 3-amino-1H-1,2,4-triazol arasindaki kondenzasyon
tepkimesi

4.1.6. 3,5DHB-TRI Schiff bazinin sentezi

2,5x107 mol (0.210 g) 3-amino-1H-1,2,4-triazol tartild1 ve 20 mL metanolde ¢ziildii. Bu
cozelti, iki boyunlu cam balona konularak geri sogutucu altinda manyetik karistiricida
karistirilarak 1sitildi. 15 dakika sonra, cam balonda bulunan ¢6zelti tizerine 20 mL metanol

icinde ¢dziinen 2,5x107 mol (0.345 g) 3,5-sihidroksi benzaldehit ilave edildi. Hazirlanan bu
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cozelti, manyetik karistiricida 60 °C’de geri sogutucu altinda yaklasik 6 saat karistirildiktan
sonra sicak siizme ile behere alindi. Behere alinan karigim 20 giin boyunca bekletildi. Olusan
3,5DHB-TRI kodlu Schiff baz1 siiziildii, etiivde 50 °C’de kurutuldu (Sekil 4.6). (Saf halde
elde edilemedi).
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Sekil 4.6. 3,5-dihidroksi benzaldehit ve 3-amino-1H-1,2,4-triazol arasindaki kondenzasyon
tepkimesi

4.1.7. 2H5NB-TRI Schiff bazimin sentezi

2,5x107 mol (0,418 g) 2-hidroksi-5-nitrobenzaldehit tartildi ve 20 mL metanolde ¢6ziildii.
Bu ¢d6zelti, iki boyunlu cam balona konularak geri sogutucu altinda manyetik karistiricida
karistirilarak 1sitildi. 15 dakika sonra, cam balonda bulunan ¢6zelti iizerine 20 mL metanol

icinde ¢dziinen 2,5x10 mol (0,210 g) 3-amino-1H-1,2,4-triazol ilave edildi.
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Sekil 4.7. 2-hidroksi-5-nitrobenzaldehit ve 3-amino-1H-1,2,4-triazol arasindaki kondenzasyon
tepkimesi

Hazirlanan bu ¢6zelti, manyetik karistiricida 60 °C’de geri sogutucu altinda yaklasik 6 saat
karistirildiktan sonra sicak siizme ile behere alindi. Behere alinan karigim 15 giin boyunca
bekletildi. Olusan 2H5NB-TRI kodlu Schiff bazi siiziildii, etiivde 50 °C’de kurutuldu (Sekil
4.7). Verim %76.
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4.1.8. 3H4NB-TRI Schiff bazinin sentezi

2,5x10 mol (0.418 g) 3-hidroksi-4-nitrobenzaldehit tartild1 ve 20 mL metanolde ¢oziildii.
Bu ¢ozelti, iki boyunlu cam balona konularak geri sogutucu altinda manyetik karistiricida
karistirilarak 1sitildi. 15 dakika sonra, cam balonda bulunan ¢6zelti tizerine 20 mL metanol
icinde ¢oziinen 2,5x10~ mol (0.210 g) 3-amino-1H-1,2,4-triazol ilave edildi. Hazirlanan bu
¢ozelti, manyetik karistiricida 60 °C’de geri sogutucu altinda yaklasik 6 saat karistirildiktan
sonra sicak siizme ile behere alindi. Behere alinan karisim 15 giin boyunca bekletildi. Olusan

3H4NB-TRI kodlu Schiff baz siiziildii, etiivde 50 °C’de kurutuldu (Sekil 4.8). Verim %67.
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Sekil 4.8. 3-hidroksi-4-nitrobenzaldehit ve 3-amino-1H-1,2 4-triazol arasindaki kondenzasyon
tepkimesi

4.2. Katekol-O-Metiltransferaz (KOMT) Enzim Aktivitesi Olciimii

Sentezlenen Schiff bazlarinin KOMT enzimine inhibitor etkileri floresans spektrometre
cihazi kullanilarak belirlenmistir. Enzim aktivitesi 6l¢iimiinden dnce 1,2x102 M (2H5NB-
5AT, 3H4ANB-5AT, 2H5NB-TRI ve 3H4NB-TRI) ve 1,4x10M (3,4DHB-5AT ve 3, 4DHB-
TRI) stok Schiff baz1 ¢ozeltileri DMSO’da hazirlandi. 2HSNB-TRI, 2H5NB-5AT kodlu
Schiff bazlarnin ara stok cozeltileri 1,2x10° M, 3H4NB-TRI, 3H4NB-5AT kodlu Schiff
bazlarmnin ara stok cozeltileri 2,5x10° M, 3, 4DHB-5AT kodlu Schiff bazinin ara stok
¢ozeltisi 7x10° M ve 3,4DHB-TRI kodlu Schiff bazinin ara stok ¢ozeltisi 1,4x10~ M olarak
Tris-HCl1 (pH = 7,4) tamponu ile hazirlandi. Enzim aktivitesi 6l¢limii sonucunda her bir
cozeltinin son derisimleri 24,8 uM -246 uM araliginda elde edildi. Enzim aktivite 6l¢limii
sirasinda eskiiletin ve S-(5-Adenozil)-L-metiyonin iyodiir (SAM) substratlar1 kullanildi.
Pozitif kontrol olarak entakapon kullanildi. Inhibisyon deneylerinde entakapon ve

inhibitorler i¢in uygulanan protokol Cizelge 4.1-4.5te verilmistir.
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Cizelge 4.1. Entakapon inhibitdriin inhibisyon protokolii

Inhibitér Inhibitér Enzim Eskiiletin SAM MgCl Tris-HCI
(son derigim | (220 uM) | (0,0035U/mL) | (40uM) | (400uM) | @mM) | (50 mM)
uM)
8,8 100 pL 10 25 50 62,5 2252.5
13,2 150 pL 10 25 50 62,5 2202,5
17,6 200 uL 10 25 50 62,5 2152,5
22 250 uL 10 25 50 62,5 2102,5
26,4 300 uL 10 25 50 62,5 2052,5
30,8 350 uL 10 25 50 62,5 2002,5
35,2 400 uL 10 25 50 62,5 1952,5

Cizelge 4.2. 2H5NB-TRI, 2H5NB-5AT kodlu Schiff bazlarmin inhibisyon protokolii

Inhibitér Inhibitdr Enzim Eskiiletin SAM MgCl, | Tris-HCI
(son derigim uM) (1,2 mM) (0,0035U/mL) | (40 uM) (400 uM) (4mM) (50 Mm)

25 50 L 10 25 50 62,5 2302,5

50 100 uL. 10 25 50 62,5 22525

75 150 uL. 10 25 50 62,5 2202,5

100 200 uL 10 25 50 62,5 21525

125 250 uL 10 25 50 62,5 2102,5

Cizelge 4.3. 3,4DHB-TRI kodlu Schiff bazmin inhibisyon protokolii

Inhibitor Inhibitor Enzim Eskiiletin SAM MgCl, Tris-HCI
(son derigim pM) (1,4 mM) (0,0035U/mL) | (40 uM) | (400 uM) (4mM) | (50 Mm)

110 200 uL 10 25 50 62,5 2152,5

140 250 uL 10 25 50 62,5 2102,5

170 300 uL 10 25 50 62,5 2052,5

200 350 uL 10 25 50 62,5 2002,5

230 400 pL 10 25 50 62,5 1952,5

Cizelge 4.4. 3H4ANB-TRI, 3H4NB-5AT kodlu Schiff bazlarinin inhibisyon protokolii

Inhibitér Inhibitdr Enzim Eskiiletin SAM MgCl, | Tris-HCI
(son derisim uM) | (2,5mM) | (0,0035U/mL) | (40 uM) | (400 uM) | (4 mM) | (50 mM)

50 50 uL 10 25 50 62,5 2302,5

100 100 puL 10 25 50 62,5 22525

150 150 uL. 10 25 50 62,5 2202,5

200 200 uL 10 25 50 62,5 21525

250 250 uL 10 25 50 62,5 2102,5

Cizelge 4.5. 3,ADHB-5AT kodlu Schiff bazinin inhibisyon protokolii

Inhibitor Inhibitor Enzim Eskiiletin SAM MgCl, Tris-HCI
(son derisim pM) (7 mM) (0,0035U/mL) | (40puM) | 400 puM) | A mM) | (50 mM)

140 50 uL 10 25 50 62,5 2302,5

280 100 pLb 10 25 50 62,5 2252,5

420 150 pL 10 25 50 62,5 2202,5

560 200 pL 10 25 50 62,5 2152,5

700 250 uL 10 25 50 62,5 2102,5
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Enzim aktivite 6l¢timleri, 2,5 mL toplam hacimde cam reaksiyon tiiplerinde gerceklestirildi.
Reaksiyon bilesenleri Cizelge 4.1-4.5’te verilen hacimlerle tiiplere eklendi. KOMT enzim
aktivitesini belirlemek ic¢in inhibitor ve SAM’in olmadigr kosullarda reaksiyon
bilesenlerinin eklendigi tlipler hazirlanip, 37 °C’de ¢alkalamali su banyosunda {i¢ dakika 6n
inkiibasyona birakildi. On inkiibasyondan sonra SAM c¢ozeltisi eklendi, ii¢ dakika daha
inkiibasyona birakildi ve floresans siddeti 6l¢iildii. Daha sonra ayni islemler inhibitor
eklenerek yapild1 ve floresans spektrometresinde 6l¢iim yapildi. Her inhibitor derisimi i¢in
deneyler {i¢ tekrar halinde yapilarak elde edilen degerlerin validasyona gore ortalamasi alindi
(Validasyon katsayist = 5-10 %). % inhibisyon degerleri hesaplanip inhibitor derisimlerine
karst % inhibisyon degerleri arasindaki iliski grafige aktarildi. Bu egriler tizerinden her

inhibitdr i¢in ICso degerleri hesaplandi.






5. SONUCLAR

Tez kapsaminda sentezlenen triazol ve tetrazol temelli azometin bilesikleri i¢in dngdriilen

geometrik sekil ve [IUPAC adlandirilmasi Cizelge 5.1°de verilmistir.

Cizelge 5.1. Schiff bazlariin sembolleri, molekiil yapilar1 ve adlandirmalari

Sembol Molekiil Yapist Adlandirma
3,4 DHB-5AT oH (E)-4-((1H-tetrazol-5-ylimino)methyl)benzene-
" 1,2-diol
N e OH
N Vi
1o
3,5DHB-5AT 24 (E)-5-((1H-tetrazol-5-ylimino)methyl)benzene-
" 1,3-diol
NN Ve (Saf halde elde edilemedi)
Lo
N OH
2H5NB-5AT HO (E)-2-((1H-tetrazol-5-ylimino)methyl)-4-
" Q nitrophenol
N A
N~ Vi
Lo
N NO,
3H4ANB-5AT il (E)-5-((1H-tetrazol-5-ylimino)methyl)-2-
" nitrophenol
NN Vi NO,
Lo
3,4 DHB-TRI OH (E)-4-((1H-1,2,4-triazol-3-
@7 ylimino)methyl)benzene-1,2-diol
N o OH
)
HN—
3,5DHB-TRI O (E)-5-((1H-1,2,4-triazol-3-
ylimino)methyl)benzene-1,3-diol
N Vi (Saf halde elde edilemedi)
HN~— />7 "
N OH
2H5NB-TRI HO (E)-2-((1H-1,2,4-triazol-3-ylimino)methyl)-4-
nitrophenol
N s
= /
HN~—_ />_ "
N NO,
3H4NB-TRI OH (E)-5-((1H-1,2,4-triazol-3-ylimino)methyl)-2-
nitrophenol
N g NO.
= Vi 2
HN— />_ "
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5.1. ADME Sonuglar

Cizelge 5.2°de sentezlenen azometin bilesiklerinin SMILES kodlar1 ve biyoyararlanim
radarlar1 verilmektedir. Cizelge dikkatlice incelendiginde, sentezlenen bilesiklerin
lipofiliklik, esneklik, polarlik ve ¢6ziiniirliiklerinin biyoyararlanim radari sinirlari i¢erisinde
kaldig1 goriilmektedir. Bu sonug, ilgili molekiillerin potansiyel bir ilag molekiilii olma
ihtimalini desteklemektedir. Ciinkii biyoyararlanim radari, sentezlenmesi hedeflenen her
molekiiliin lipofiliklik, esneklik, polarlik, ¢oziiniirliilk, mol kiitlesi ve doymamislik olmak
iizere alt1 temel fizikokimyasal parametre agisindan degerlendirilmesini saglar. Bu
parametrelerin belirlenen sinirlar i¢inde olmasi, molekiiliin ideal bir ilag aday1 olabilecegini

gostermektedir.

Cizelge 5.2. Triazol ve tetrazol temelli azometin bilesikleri i¢in SMILES kodlar1 ve
biyoyararlanim radarlari

Sembol Biyoyararlanim radar1
SMILES kodu
3,4 DHB-5AT LIPOFILIKLIK
Oclcee(cc1O)/C=N/cInnn[nH]1
ESNEKLIK MOL KUTLESI
DOYMAMISLIE POLARLIK
COZUNURLUK
3,5DHB-5AT LIPOFILIKLIK
Oclce(/C=N/c2nnn[nH]2(cc(c1)O _ ) _
(Saf halde elde edilemedi) ESNEKLIK ’ MOL KUTLESI
DOYMAMISLIK P POLARLIK
COZUNURLUK
2HS5NB-5AT LIPOFILIKLIK
Oclcee(ccl/C=N/cInnn[nH]1)[N+](=0)[O]
ESNEKLIK MOL KUTLESI
DOYIV[AI\HSLIK'"'EJ"  PoLARLK
COZUNURLUK
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Cizelge 5.2 (devam). Triazol ve terazol temelli azometin bilesikleri i¢in SMILES kodlar1 ve

biyoyararlanim radarlari

Sembol
SMILES kodu

Biyoyararlanim radari

3H4NB-5AT
[O-]IN+](=O)clccc(eccl10)/C=N/clnnn[nH]1

ESNEKLIK

DOYMAMISLIK ~

LIPOFILIKLIK

GOZUNURLUK

MOL KUTLESI

POLARLIK

3,4 DHB-TRI
Oclcee(ccl1O)/C=N/cIn[nH]enl

ESNEKLIK

DOYMAMISLIK “

LIPOFILIKLIK

COZUNURLUK

MOL KUTLESI

POLARLIK

3,5DHB-TRI LIPOFILIKLIK
Oclcce(CNe2n[nH]en2)cee(c1)O ESNEKLIK MOL KUTLESI
(Saf halde elde edilemedi) /:’\
\
S
DOYMAMISLIK POLARLIK
COZONURLUK
2HSNB-TRI LIPOFILIKLIK
Oclcec(cel/C=N/cIn[nH]en1)[N+](=O)[O-] i e
DOYMAMISLIK POLARLIK
COZUNURLUK
3H4NB-TRI LIPOFILIKLIK
[O-][N+](=O)clcce(cc10)/C=N/cIn[nH]cnl
ESNEKLIK MOL KUTLESI
DOYMAMISLIK” - POLARLIK
COZUNURLUK

Cizelge 5.3’te sentezlenen triazol ve tetrazol temelli Schiff bazlarinin secilmis ADME sonuglart

verilmektedir. Biitlin Schiff bazlarinin Lipinski kuralina uydugu, biyoyararlanim skorlarmin 0,55’ten

biiyiik olmastyla orta diizeyde molekiillerin oral yol ile alindiginda %10’dan fazla biyoyararlamm

gosterebilecegi goriilmektedir [64]. Cizelge 5.3 farmakokinetik olarak incelendiginde, ilgili
bilesiklerin bagirsaktaki emilimlerinin yiiksek oldugu ve CYP1A2 ile CYP2CI9 Kkaraciger

enzimlerini inhibe etmedigi goriilmektedir; béylece metabolik agidan giivenli molekiiller olabilecegi

sOylenebilir. Buna ek olarak cizelgedeki sonuclar, sentezlenen Schiff bazlarinin KBB gecirgenliginin

olmadig1 ihtimalini vermektedir. Tez kapsaminda sentezlenen molekiillerin kan-beyin bariyerini

gecmemesi ve boylece periferide bulunan KOMT enzimini inhibe etmesi hedeflenmistir. Ayrica
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Schiff bazlarmin suda ¢oziiniirliiklerinin 1yi olarak ADME sonuglarinda yer almast, bilesiklerin ilag
tasarimi agisindan yiiksek biyoyararlamim potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir.

Cizelge 5.3. Sentezlenen schiff bazlarimin farmakokinetik ve ilag benzerligi agisindan
ADME sonuglari

Sembol

Farmakokinetik (secilen)

ilag benzerligi

3,4ADHB-5AT

GI emilimi: Yiiksek

KBB Gegirgenligi: Yok

P-gp substrati: Yok

CYP1A2 inhibitorii: Yok

CYP2C19 inhibitorii: Yok

Log Kp (cilt gegirgenligi): -7,22 cm/s
Suda ¢bziiniirliik: Tyi

Lipinski: Evet

Biyoyararlanim Skoru:

0,56

3,5DHB-5AT
(Saf halde elde edilemedi)

GI emilimi: Yiiksek

KBB Gegirgenligi: Yok

P-gp substrati: Yok

CYP1A2 inhibitorii: Yok

CYP2C19 inhibitorii: Yok

Log Kp (cilt gegirgenligi): -7,22 cm/s
Suda ¢oziiniirliik: fyi

Lipinski: Evet

Biyoyararlanim Skoru:

0,56

2H5NB-5AT

GI emilimi: Yiksek

KBB Gegirgenligi: Yok

P-gp substrati: Yok

CYP1A2 inhibitorii: Yok

CYP2C19 inhibitorii: Yok

Log Kp (cilt gegirgenligi): -7,27 cm/s
Suda ¢éziiniirliik: Tyi

Lipinski: Evet

Biyoyararlanim Skoru:

0,56

3H4ANB-5AT

GI emilimi: Yiiksek

KBB Gegirgenligi: Yok

P-gp substrati: Yok

CYP1A2 inhibitorii: Yok

CYP2C19 inhibitori: Yok

Log Kp (cilt gegirgenligi): -6,87 cm/s
Suda ¢bziiniirliik: Tyi

Lipinski: Evet

Biyoyararlanim Skoru:

0,56

3 4DHB-TRI

GI emilimi: Yiiksek

KBB Gegirgenligi: Yok

P-gp substrati: Yok

CYP1A2 inhibitorii: Yok

CYP2C19 inhibitori: Yok

Log Kp (cilt gegirgenligi): -6,90 cm/s
Suda ¢bziiniirliik: Tyi

Lipinski: Evet

Biyoyararlanim Skoru:

0,55

3,5DHB-TRI
(Saf halde elde edilemedi)

GI emilimi: Yiiksek

KBB Gegirgenligi: Yok

P-gp substrati: Yok

CYP1A2 inhibitorii: Yok

CYP2C19 inhibitori: Yok

Log Kp (cilt gegirgenligi): -6,78 cm/s
Suda ¢bziiniirliik: Tyi

Lipinski: Evet

Biyoyararlanim Skoru:

0,55

2H5NB-TRI

GI emilimi: Yiiksek

KBB Gegirgenligi: Yok

P-gp substrati: Yok

CYP1A2 inhibitorii: Yok

CYP2C19 inhibitérii: Yok

Log Kp (cilt gegirgenligi): -6,95 cm/s
Suda ¢bziiniirliik: Tyi

Lipinski: Evet

Biyoyararlanim Skoru:

0,55

3H4NB-TRI

GI emilimi: Yiiksek

KBB Gegirgenligi: Yok

P-gp substrati: Yok

CYP1A2 inhibitorii: Yok

CYP2C19 inhibitérii: Yok

Log Kp (cilt gegirgenligi): -6,56 cm/s
Suda ¢bziiniirliik: Tyi

Lipinski: Evet

Biyoyararlanim Skoru:

0,55
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5.2. Hiicre Hatt1 Sitotoksisite Tahmini

Sentezlenen triazol ve tetrazol temelli Schiff bazlarinin seg¢ilmis organlarda hiicre hatti

sitotoksisite tahminleri Cizelge 5.4 te verilmistir.

Schiff bazlarinin Pa (aktif olma olasilig1) degerinin Pi (pasif olma olasilig1) degerinden
yiiksek oldugu Cizelge 5.4’te goriilmektedir. Bu sonuglar Schiff bazlarinin farmakolojik
olarak aktif olabilecegi, 6zellikle T hiicreli akut lenfoblastik 16semi hiicre hattina kars1 etkili

olabilecegini gostermektedir.

Cizelge 5.4. Secilmis organlarda hiicre hatti sitotoksisite tahmini

Sembol Pa Pi Hiicre hatt1 Hiicre hatti tam ad1 Doku Timor tipi
3,4ADHB- 0,400 | 0,117 | Hs 683 Oligodendrogliom Beyin | Gliom
SAT 0,223 0,169 | MKN-7 Mide karsinomu Mide Karsinom

0,075 | 0,028 | CCRF-SB Cocukluk ¢ag1 T hiicreli | Kan Losemi
akut lenfoblastik 16semi
3,5DHB- Hiicre hatti sitotoksisite
S5AT tahmini yapilamadi
(Saf halde
elde
edilemedi)
2H5NB- 0,086 | 0,014 | CCRF-SB Cocukluk ¢agi T hiicreli | Kan Losemi
SAT akut lenfoblastik 16semi
3H4NB- 0,119 | 0,111 | SK-N-SH Noroblastom Sinir Noroblastom
SAT sistemi
0,076 | 0,025 | CCRF-SB Cocukluk ¢agi T hiicreli | Kan Losemi
akut lenfoblastik 16semi
3,4ADHB- 0,368 | 0,144 | HS 683 Oligodendrogliom Beyin | Gliom
TRI 0,230 | 0,150 | MKN-7 Mide karsinomu Mide Karsinom
0,061 0,037 | MT4 Yetiskin T hiicreli akut | Kan Losemi
lenfoblastik 16semi
0,067 | 0,046 | CCRF-SB Cocukluk ¢agi T hiicreli | Kan Losemi
akut lenfoblastik 16semi
3,5DHB- 0,301 | 0,216 | HS 683 Oligodendrogliom Beyin | Gliom
TRI 0,227 | 0,158 | MKN-7 Mide karsinomu Mide Karsinom
(Saf halde | 0,100 | 0,081 | D54 Glioblastom Beyin Glioblastom
elde
edilemedi)
2H5NB- 0,077 | 0,025 | CCRF-SB Cocukluk ¢agi T hiicreli | Kan Losemi
TRI akut lenfoblastik 16semi
Yetiskin T hiicreli akut
0,053 | 0,050 | MT4 lenfoblastik 16semi Kan Losemi
3H4NB- 0,068 | 0,042 | CCRF-SB Cocukluk ¢agi T hiicreli | Kan Losemi
TRI akut lenfoblastik 16semi

Sentezlenen Schiff bazlarinin gliom, 16semi, ndroblastom, karsinom gibi timor tiplerine etki

gosterebilecegi sOylenebilir. Schiff bazlarindan 3,4DHB-5AT’nin Pa>Pi degerinin daha
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biiylik oldugu, bu nedenle beyin dokusundaki gliom tiimor tipi icin etkili olabilecegi
goriilmektedir.

5.3. Element Analizleri ve Fiziksel Ozellikler

Schiff bazlariin C, H ve N yiizdeleri teorik olarak hesaplanmis ve sonuglar Cizelge 5.5.’te
verilmistir. Sonuglarin Onerilen yapilarla uyumlu oldugu goriilmektedir. Erime noktalari
dikkate alindiginda 2HSNB-TRI Schiff bazinin erime noktasinin daha biiyiik oldugu

gorilmektedir.

Cizelge 5.5. Schiff bazlariin element analizi sonuglar1 ve fiziksel 6zellikleri

Schiff Bazi Kapali1 Formiil Teorik Deger Erime Noktasi (°C)
Mol Kiitlesi % Analiz Renk
(g/mol) Sonucu
C H N

3,4ADHB-5AT | CsH7NsO» 46,83 3,44 34,13 122 - 126
205,17 46,79 3,92 33,73 sari

3,5DHB-5AT | CgH7Ns50, (Saf halde elde edilemedi)
205,17

2HSNB-5AT CsHeN6O3 41,03 2,58 35,89 160 - 164
234,17 41,27 2,76 35,53 sari

3HANB-5AT CsHeN6O3 41,03 2,58 35,89 164 -167
234,17 40,88 3,11 34,51 sari

3,4DHB-TRI CoHsN4O» 52,94 3,95 27,44 118 -122
204,19 52,90 443 27,04 kahverengi

3,5DHB-TRI | CoHsN4O; (Saf halde elde edilemedi)
204,19

2H5NB-TRI CoH7N50> 46,35 3,03 30,03 276 - 277
233,18 46,59 3,21 29,67 sari

3H4NB-TRI CoH7N50, 46,35 3,03 30,03 > 280
233,18 46,20 3,56 28,65 sari

5.4. Kiitle Spektrumlari

Bu ¢alisma kapsaminda sentezlenen tiim Schiff bazi tiirevlerine ait yiiksek ¢oziintirliiklii
kiitle spektrumlar1 (HRMS) kaydedilmis olup, elde edilen spektrumlar Sekil 5.1-5.6’da

ayrintili olarak sunulmustur.

HRMS spektrumlarinda goriildiigii iizere, tetrazol temelli Schiff bazlarindan 3,4DHB-5AT
kodlu Schiff bazinin molekiiler iyon piki 205,0521 m/z ve temel iyon piki 205,0522 m/z
olarak gozlendi. 2HSNB-5AT kodlu Schiff bazinin molekiiler iyon piki 234,0458 m/z ve
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temel iyon piki 233,0424 m/z olarak gozlendi. 3H4NB-5AT kodlu Schiff bazinin molekiiler
iyon piki 236,0608 m/z ve temel iyon piki 235,0580 m/z olarak gézlemlendi.

47411_20250630_01-N01 15 (0.586) Cm (12:25) 1: TOF MS ES-
6.11e+003
10— OH 204.0522
4 N/H /--IIIIGOH
o] I />—N
4 N‘RN
] 205.0521
{ 1810807
o] 1670044 189.0329 1930178 195.0495 2020390 207.0445 211.9454 2169458 2180671 220. 05231
- | Lo — ‘ — : —
185.0 190.0° 195.0 200.0 205.0 "2100 215.0 220.0
Sekil 5.1. 3,4DHB-5AT molekiiliiniin HRMS spektrumu
47411_20250630_02-N04 12 (0.484) Cm (11:18) 1: TOF MS ES-
5.43e4003
100 HO 233.0424
i H wu]
] N—" /f
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] N NO,
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o 1 205.0448 210.0048 21 8. 0350 220.0720 22? 0421 232.9505 ( 235 0439 243 0559 251.0529 254 1059 257. 02232
VRS AN —i 1 - o 2 3 e rr 3
205.0 210.0 215.0 2200 | 2250 2300 235.0 240.0 2450 | 2500 255.0
Sekil 5.2. 2H5NB-5AT molekiiliiniin HRMS spektrumu
47411_20250630_03-04 4 (0.172) Cm (1:6) 1: TOF MS ES+
3.36e+003
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1004 OH
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Sekil 5.3. 3H4NB-5AT molekiiliiniin HRMS spektrumu

Triazol temelli Schiff bazlarindan ise 3,4DHB-TRI kodlu Schiff bazinin molekiiler iyon piki
205,0764 m/z ve temel iyon piki 205,0726 m/z olarak gozlendi. 2HSNB-TRI kodlu Schiff
bazinin molekiiler iyon piki 235,0763 m/z ve temel iyon piki 234,0627 m/z olarak gozlendi.
3H4NB-TRI kodlu Schiff bazinin ise molekiiler iyon piki 235,0658 m/z ve temel iyon piki
234,0627 m/z olarak gozlemlendi.
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Sekil 5.4. 3,4ADHB-TRI molekiiliiniin HRMS spektrumu
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Sekil 5.5. 2H5NB-TRI molekiiliiniin HRMS spektrumu
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Sekil 5.6. 3H4NB-TRI molekiiliiniin HRMS spektrumu

5.5. FT-IR Analiz Sonuglar

Schiff Bazlarmin Bolim 3.2°de belirtildigi sekilde alinan FT-IR spektrumlarina ait

karakteristik pikler Cizelge 5.6’da spektrumlar da Sekil 5.7-5.12’de verilmistir. Triazol ve

tetrazol temelli Schiff bazlarinin O-H gerilme titresimleri 3133-3379 cm™! arasinda genis

bantlar seklinde gozlendi. Triazol ve tetrazoliin yapisinda bulunan N-H gerilme titresimleri

ise 3031-3402 cm’! araliginda belirlendi. Aromatik halkaya ait C-H ve C=C gerilme

titresimleri sirastyla 3055-3087 ve 630-638 cm™ arasinda gozlendi. Yine tiim Schiff

bazlarinda CH=N gerilme titresimi 1618-1646 cm™! arasinda gdzlemlendi. Aromatik halkada

yer alan NO»> grubuna ait simetrik ve asimetrik gerilme titresimleri sirasiyla 1321-1362 ve

837-865 cm'arasinda siddetli pikler olarak gdzlemlendi.



Cizelge 5.6. Schiff bazlarinin belirgin FT-IR titresimleri (cm™)
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Schiff Bazin

v O-H v N-H v C-H v CH=N v C=N/C-N v NO;
Sembolii v C=C
3,4ADHB-5AT | 3208 3327 3055 (Z2) 1646 1590, 1480, 1538 | -
633
3,5DHB-5AT (Saf halde elde edilemedi)
2H5NB-5AT 3133 3031 G 1628 1540 1570 1451 (z) 1338
(over lop) 638 837
3H4ANB-5AT 3264 3318 3064 1624 1438 1478 1520 1362
630 865
3,4DHB-TRI 3180 3402 3105 1622 1450, 1475, 1528 -
(over lop) 631
3,5DHB-TRI (Saf halde elde edilemedi)
2HS5NB-TRI 3133 3263 3087 (z) 1618 1460, 1478,1528 1342
623 865
3H4NB-TRI 3379 3177 3055 1626 1528, 1476, 1437 1321
(over lop) 635 850
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Sekil 5.7. 3,ADHB-5AT kodlu tetrazol temelli Schiff bazinin FT-IR spektrumu
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Sekil 5.8. 2H5SNB-5AT kodlu tetrazol temelli Schiff bazinin FT-IR spektrumu
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Sekil 5.9. 3H4NB-5AT kodlu tetrazol temelli Schiff bazinin FT-IR spektrumu
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Sekil 5.10.

3,4DHB-TRI kodlu triazol temelli Schiff bazinin FT-IR spektrumu
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Sekil 5.11. 2H5NB-TRI kodlu triazol temelli Schiff bazinin FT-IR spektrumu
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Sekil 5.12. 3H4NB-TRI kodlu triazol temelli Schiff bazinin FT-IR spektrumu

5.6. UV-GB Analiz Sonuglari

Triazol ve tetrazol temelli Schiff bazlarinin UV spektrumlart DMSO ¢o6ziiciisiinde alinmis

olup spektrumlar Sekil 5.13 ve 5.14’te sonuglar ise Cizelge 5.7°de verilmistir.

Tiim Schiff bazlarmin UV bélgesinde 306-341 nm araliginda, beklenen

gdzlemlenmistir. Imin grubuna ait n — 7* gecisleri ise 433-442 nm araliginda, daha zayif bantlar

n — 7 gegisleri

olarak gozlemlenmistir. -NO, grubuna ait n — ©* gecisi, 2HSNB-5AT kodlu tetrazol-Schiff

bazinda 378 nm dalga boyunda zayif bant olarak gozlemlenmis, ancak 3H4NB-5AT kodlu

tetrazol-Schift bazinda gecislerin iist tiste binmesi (overlop) nedeniyle gézlemlenememistir.

Cizelge 5.7. Schiff bazlarinin UV-GB sonuglari

Schiff Bazinin Sembolii Mmax) (am) Absorbans (A) € (L mol!' cm™)
n — *(imin)
n — 1 (arom.)
n — 7*(-NOy)
3,4DHB-5AT 442 0,01 10,4
316 1,66 720,4
3,5DHB-5AT (Saf halde elde edilemedi)
2H5NB-5AT 436 0,11 1,72 x 103
318 1,18 1,86 x 103
378 0,10 1,68 x 103
3H4NB-5AT 412-309 0,152-1,706 Hesaplanamadi
(overlop)
3,4DHB-TRI 433 0,012 1,25 x 102
341 1,78 1,85 x 104
3,5DHB-TRI (Saf halde elde edilemedi)
3H4NB-TRI 506 0,016 7,50 x 102
318 0,88 4,13 x 10*
2H5NB-TRI 435 1,71 1,78 x 10*
322 1,27 1,32 x 104
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Sekil 5.13. (a) 3,4ADHB-5AT, (b) 2H5NB-5AT ve (¢) 3H4NB-5AT kodlu tetrazol temelli
Schiff bazlarinin UV spektrumu
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Sekil 5.14. (a) 3,4DHB-TRI, (b) 2H5NB-TRI ve (c) 3H4NB-TRIi kodlu triazol temelli Schiff

3H4ANB-5AT kodlu tetrazol temelli Schiff bazinda imin ve -NO2 gruplarina ait n — n*
gecisleri ile aromatik halkadaki 1 — m* gecislerinin overlop yapmasindan dolay1 bu fi¢

gecise ait titresimler ayr1 ayr belirlenememistir. Dolayisiyla, 3H4NB-5AT kodlu tetrazol

bazlariin UV spektrumu

temelli Schiff bazinda bu gecisler birbirinden ayirt edilememistir.

Triazol ve tetrazol temelli Schiff bazlarindan 3H4NB-TRI kodlu Schiff bazinda belirgin bir
dondr-akseptor (yiik transferi) gegisi gozlenmistir. Bu gecisin, giiclii elektron cekici 6zellik
gosteren akseptor -NO» grubu ile elektron verici (donor) 6zellikteki -OH grubunun birbirine
komsu konumda bulunmasindan kaynaklandig1 distliniilmektedir. Bu konumlanma,

molekiilde etkili bir yiik transferi gegisinin olusmasina neden olabilir [65].
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5.7. 'TH-NMR ve 3C-NMR Analiz Sonuglari

Tetrazol temelli Schiff bazlarindan 3,4DHB-5AT kodlu Schiff bazinin, 'H-NMR spektrumu
300 MHz frekansta, DMSO-ds ¢oziiciisiinde kaydedilmistir (Sekil 5.15).

1 o
at O I W= MN
o ~ SN M
N ~ SN WA
< e RIS
- N NN O ©Y o
I I Nl
OH 'CH(arom
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_N i) OH | |
; > ¥4 @ d-DMSO
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Sekil 5.15. 3,4DHB-5AT kodlu Schiff bazinin 'H-NMR spektrumu

9,67 ppm’de gozlenen azometin (-CH=N-) sinyali keskin singlet karakterindedir; ancak
sinyal tabaninda belirgin bir genisleme mevcuttur. Bu durum, fenolik -OH protonunun
azometin azotu ile kurdugu hidrojen baglar1 ve hizli proton degisimine baglanmistir. Bu
nedenle fenolik -OH protonu spektrumda ayr1 bir pik olarak ayirt edilememistir. Ikinci
fenolik -OH sinyalinin ayr1 bir pik olarak gézlenmemesi, gii¢lii hidrojen bagi/ hizli degisim
ve sinyal Ortiismesiyle aciklanabilir. 14,28 ppm’de gozlenen genis sinyal tetrazol N-H
protonuna atanmistir. Aromatik bolgede 6,42 ppm’de gézlenen genis sinyalin integralinin
yiiksek olmas1 (=2-2,5H), iki aromatik proton sinyalinin kimyasal kaymalariin birbirine
cok yakin olmasi nedeniyle iist liste binmesiyle goriiniirde singlet karakteri vermesine
baglanmistir. Nitekim 7,29—-7,22 ppm (m, 0,46H) ve 6,95-6,86 ppm (m, 0,23H) bolgelerinin

toplam integrali ~1H olup, aromatik halkada beklenen toplam 3 protonun kalan ~2H’lik
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kisminin 6,42 ppm’deki Ortlismiis sinyal altinda yer aldig1 sonucunu desteklemektedir. 7,29

ve 6,95 ppm’de gozlenen sinyaller de aromatik halkadaki protonlara karsilik gelmektedir.

Tetrazol temelli Schiff bazlarindan 2HSNB-5AT kodlu Schiff bazinin 'H-NMR spektrumu
300 MHz frekansta, DMSO-ds ¢oziiciisiinde kaydedilmistir (Sekil 5.16).

2at
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Sekil 5.16. 2HSNB-5AT kodlu Schiff bazinin 'H-NMR spektrumu

Spektrumda 12,44 ppm’de gozlenen genis singlet sinyal, azometin azotu ile giiclii
intramolekiiler O-H---N hidrojen bagi yapan fenolik -OH protonuna atanmistir. Bu
etkilesim, -OH protonunun belirgin sekilde asag1 alana kaymasina ve sinyalin genis olarak
gozlenmesine neden olmustur. 9,55 ppm’de gozlenen singlet sinyal, Schiff bazi olusumunun
karakteristik gostergesi olan azometin (-CH=N-) protonuna karsilik gelmektedir. Aromatik
protonlara ait sinyaller 7,19-8,81 ppm araliginda gozlenmistir. 7,19 ppm’de gdzlenen dublet
sinyal, fenolik -OH grubuna orto konumda bulunan aromatik -CH protonu olarak
diisiiniilmiistiir. 7,19 ppm civarinda gbzlenmesinin, -OH grubunun elektron verici etkisi ile
azometin ve nitro gruplariin elektron g¢ekici etkilerinin dengelenmesi sonucu olabilecegi

distinilmiistiir. Daha asagi alanda gozlenen 8.81 ppm ve 8.44-8.27 ppm araligindaki
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sinyaller ise, -NO: grubunun etkisi altinda bulunan diger aromatik protonlara karsilik

gelmektedir.

Tetrazol temelli Schiff bazlarindan 3H4NB-5AT kodlu Schiff bazinin, 'H-NMR spektrumu
300 MHz frekansta, DMSO-ds ¢oziiciisiinde kaydedilmistir (Sekil 5.17).
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Sekil 5.17. 3H4NB-5AT kodlu Schiff bazinin 'H-NMR spektrumu

9,31 ppm (s, 1H) olarak gézlenen sinyal, Schiff baz1 olusumunun karakteristik gostergesi
olan azometin (-CH=N-) protonu olarak disiliniilmiistiir. 11,46 ppm (br s, 1H) sinyali,
bilesikte bulunan fenolik -OH protonuna karsilik gelmektedir. -OH protonunun bu bolgede
goriilmesi, yapida hidrojen bagi etkilesimlerinin bulundugunu; ayrica -OH grubunun orto
konumda olmamas1 nedeniyle 2-hidroksi-5-nitro tiirevindeki kadar (=12 ppm) asagi alana
kaymadigin1 gostermektedir. Aromatik bolgede 8,03 ppm ve 7,64-7,49 ppm araliginda
gozlenen sinyaller, aromatik halkadaki {i¢ tane -CH protonu ile uyumludur. Nitro grubunun
giiclii elektron g¢ekici etkisi nedeniyle, 6zellikle nitroya komsu protonun sinyalinin daha
asag1 alanda gézlenmesi beklenen bir durumdur. 7,64—7,49 ppm bolgesindeki integralin ~2H

olmasi, iki aromatik protonun ortliserek multiplet goriiniim olusturmasiyla agiklanmaistir.
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Triazol temelli Schiff bazlarindan 3,4DHB-TRI kodlu Schiff bazinin 'H-NMR spektrumu
300 MHz frekansta, DMSO-ds ¢oziiciisiinde kaydedilmistir (Sekil 5.18).
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Sekil 5.18. 3,4DHB-TRI kodlu Schiff bazinin 'H-NMR spektrumu

Spektrumda 13,87 ppm’de gozlenen genis singlet sinyal, 1,2,4-triazol halkasina ait N-H
protonuna atanmugtir. Bu protonun oldukg¢a asagi alanda gozlenmesi, triazol halkasinin
tautomerik yapis1 ve azometin azotu ile olusan intramolekiiler hidrojen baglar ile
aciklanabilir. 9,69 ve 9,40 ppm’de gozlenen genis sinyaller, 3,4-dihidroksi benzaldehit
biriminden kaynaklanan iki fenolik -OH protonuna karsilik gelmektedir. Bu protonlarin
genis sinyal vermesi, DMSO-ds ortaminda hidrojen bagi ve proton degisimi (exchange)
etkileri ile iliskilidir. 8,97 ppm’de tekli olarak gozlenen sinyal, Schiff bazi olusumunun
karakteristik gostergesi olan azometin (-CH=N-) protonu olarak degerlendirilmistir. 7,44
ppm’deki singlet sinyal, 1,2,4-triazol halkasinda bulunan C-H protonuna aittir. Aromatik
bolgede 7,27-6,87 ppm araliginda gdzlenen sinyaller ise benzen halkasindaki aromatik

protonlara karsilik gelmektedir.
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Triazol temelli Schiff bazlarindan 2HSNB-TRI kodlu Schiff bazinin 'H-NMR spektrumu
300 MHz frekansta, DMSO-ds ¢oziiciisiinde kaydedilmistir (Sekil 5.19).
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Sekil 5.19. 2H5NB-TRI kodlu Schiff bazinin "H-NMR spektrumu

Spektrumda 9,53 ppm’de godzlenen singlet sinyal, Schiff bazi olusumunu dogrulayan
karakteristik azometin (-CH=N-) protonu olarak degerlendirilmistir. 14,17 ve 13,08
ppm’deki genis singlet sinyaller sirasiyla 1,2,4-triazol N-H ve fenolik -OH protonlarina
karsilik gelmektedir. Bu protonlarin belirgin sekilde asagi alanda gozlenmesi, molekiil
icinde intramolekiiler hidrojen baglarinin (N-H:--N/O ve O-H::*N) varligindan
kaynaklanabilir.

Aromatik bolgede gozlenen sinyaller toplamda yaklasik 4H’ye karsilik gelmekte olup, bu
deger benzen halkasindaki {i¢ aromatik proton ile 1,2,4-triazol halkasina ait bir adet C-H
protonunun toplami ile uyumludur. 8,40-8,26 ppm araliginda gdzlenen c¢oklu piklere ait
integral alanin ~2H olmasi, bu bolgede bir aromatik proton ile triazol halkasina ait C-H
protonunun sinyallerinin birbirine ¢ok yakin kimyasal kaymalarda bulunmasi nedeniyle

ortiisebilecegi seklinde diigtintilmiistiir.
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Triazol temelli Schiff bazlarindan 3H4NB-TRI kodlu Schiff bazinin, 'H-NMR spektrumu
300 MHz frekansta, DMSO-ds ¢oziiciisiinde kaydedilmistir (Sekil 5.20).
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Sekil 5.20. 3H4NB-TRI kodlu Schiff bazinin 'H-NMR spektrumu

Spektrumda 9,20 ppm’de goézlenen singlet sinyal, Schiff bazi olusumunun karakteristik
gostergesi olan azometin (-CH=N-) protonuna atanmistir. 14,11 ppm’deki genis singlet
sinyal 1,2,4-triazol N-H protonuna, 11,36 ppm’de gdzlenen genis sinyal ise fenolik -OH
protonuna karsilik gelmektedir. Fenolik -OH protonunun 11,36 ppm’de gézlenmesi, -OH
grubunun azometin azotu ile gii¢lii selat tipi intramolekiiler hidrojen bag1 yapamadig: (orto-
OH bulunmamasi) durumuyla uyumludur. 7,56—8,01 ppm araligindaki sinyaller nitro
grubunun elektron ¢ekici etkisiyle elektron gekici siibstitiientlerin etkisiyle asagi alana
kayma goOsteren aromatik protonlara ve olasi sinyal ortiismeleri nedeniyle kismen triazol

halkasindaki C-H protonuna atanmuistir.

Tetrazol temelli Schiff bazlarindan 3,4DHB-5AT kodlu Schiff bazinin '3C-APT
spektrumunda sekiz karbon sinyali gozlenmistir. APT spektrumunda imin karbonu (-CH=N-

) ve aromatik C-H karbonlar1 ayn1 fazda (+), kuaterner karbonlar ise kars1 fazda (—) sinyal
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vermistir. 152—-146 ppm araliginda gozlenen sinyaller fenolik C-O karbonlar1 ve tetrazol
halkasinin kuaterner karbonuna atfedilmistir. 129 ppm’deki sinyal, imine grubuna bagh
aromatik ipso karbona karsilik gelmektedir. 125, 115 ve 114 ppm’deki sinyaller ise aromatik
C-H karbonlar1 olarak degerlendirilmistir (Sekil 5.21).
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Sekil 5.21. 3, 4DHB-5AT kodlu Schiff bazinin *C-APT spektrumu

Tetrazol temelli Schiff bazlarindan 2HS5NB-5AT kodlu Schiff bazmmn '*C-APT
spektrumunda toplam sekiz karbon sinyali goézlenmistir. APT’de C-H karbonlart (imin -
CH=N- ve aromatik CH’ler) aym fazda (+), kuaterner karbonlar (fenolik C-O, nitro
substitiientin oldugu karbon), CH=N’e bagli karbon ve tetrazoldeki C kars1 fazda (—)
gbzlenmistir. Imin karbonu 164 ppm, C-O ve tetrazol kuaterner karbonu 152 ppm; nitro
grubunun bagli oldugu karbonu 149 ppm de gozlenen piklere atanmistir. 154 ppm’de
gbzlenen sinyal fenolik C-O karbonu olarak degerlendirilmistir (Sekil 5.22).
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Sekil 5.22. 2H5NB-5AT kodlu Schiff bazinin '*C-APT spektrumu

Tetrazol temelli Schiff bazlarmdan 3H4NB-5AT kodlu Schiff bazmin C-APT
spektrumunda, Schiff bazi olusumunu destekleyen 164 ppm’de gbzlenen karakteristik sinyal
imin karbonuna (-CH=N-) aittir. 158 ppm’de gozlenen sinyal fenol grubun bagl oldugu
karbon (Ar-C-OH) atomu olarak degerlendirilmistir. 152 ppm’deki sinyal tetrazol halkasinin
karbonu olan Cit’e, 148 ppm sinyali ise elektron ¢ekici nitro grubuna bagli karbon (Ar-C-

NO.) atomu olabilecegi seklinde yorumlanmustir.

158 ppm’de gozlenen sinyal fenolik C-O karbonu olarak degerlendirilmistir. Aromatik
halkadaki karbonlara ait sinyallerin 120, 118 ve 114 ppm’de gézlenmesi beklenenle uyumlu

oldugu goriilmistiir (Sekil 5.23).
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Sekil 5.23. 3H4NB-5AT kodlu Schiff bazinin '*C-APT spektrumu

Triazol temelli Schiff bazlarindan 3,4DHB-TRI kodlu Schiff bazmnin '‘C-APT
spektrumunda toplam dokuz karbon sinyali gézlenmistir. Bu durum, bilesigin aromatik
halkaya ait alt1 karbon, imin grubuna ait bir karbon (-CH=N-) ve 1,2,4-triazol halkasina ait
iki karbon igermesi ile uyumludur. Schiff bazina 6zgii karakteristik sinyal olan imin karbonu

(-CH=N-) pozitif fazli olarak 162 ppm’de gozlenmistir.

Triazol halkasindaki (-C=N) kuaterner karbon, yine kuaterner karakterde olan aromatik
halka tizerindeki fenolik gruplara bagli karbonlar (Ar-C-OH) sirastyla 151, 148 ve 145 ppm
sinyallerine atanmustir. Imin grubunun aromatik halkaya baglandig1 karbon (Ar-C-CH=N)
kuaterner yapida oldugundan, 125 ppm’de gdzlenen sinyal bu karbona karsilik gelecek

sekilde degerlendirilmistir (Sekil 5.24).

136 ppm’deki pozitif sinyal triazol halkasindaki C-H karbonuna, 119, 118 ve 113 ppm’deki
pozitif sinyaller ise 3,4-disiibstitlie aromatik halkadaki C-H karbonlarina atanmistir. Elde
edilen 3C-APT verileri, imin grubunun olusumu ve aromatik/hetero halka karbonlarmin

beklenen bolgelerde gézlenmesi ile 6nerilen Schiff baz1 yapisin1 desteklemektedir.
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Sekil 5.24. 3. 4DHB-TRI kodlu Schiff bazinin *C-APT spektrumu

Triazol temelli Schiff bazlarindan 2H5SNB-TRI kodlu Schiff bazinin '*C-APT spektrumunda
165 ppm’de pozitif fazda gozlenen sinyal, Schiff bazina 6zgii imin karbonuna (-CH=N-),
161 ppm’de negatif fazda gozlenen sinyal ise fenolik grubun bagli oldugu karbon (Ar-C-
OH) atomu olarak degerlendirildiginde kondenzasyon tepkimesinin gerceklestigini

gostermektedir.

150 ve 140 ppm’de negatif fazda gozlenen sinyaller aromatik halka tizerindeki kuaterner
karbonlara (iminin bagh oldugu karbon, nitro grubunun bagli oldugu karbon) karsilik
gelmektedir. Ayrica 129 ppm’de negatif fazda gozlenen sinyal, 1,2,4-triazol halkasina ait

kuaterner karbonun varligini desteklemektedir.

Pozitif fazda gozlenen 131, 122, 120 ve 118 ppm sinyalleri ise triazol halkasinda bulunan C-
H karbonu ile aromatik halkadaki protonlu karbonlar olarak degerlendirilmistir (Sekil 5.25).



53

) <+ ™ ~ o < LN 00 O
2tri 0 o~ o~ o PUNERCEN
o N <)) o] N®O—=Oo
en - N ate—e
n o~ o =] — N O ®©
© © n < NMANNN—A
— — DI R i Jh
[ \ [/ SN

-Cnoz)

T T T T T T T T T T T T T T T T T 164
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
fl (ppm)

Sekil 5.25. 2H5NB-TRI kodlu Schiff bazinin *C-APT spektrumu

Triazol temelli Schiff bazlarindan 3H4NB-TRI kodlu Schiff bazinin '*C-APT spektrumunda
163(+), 1589(=), 151(-), 141(=), 132(+), 126(+), 119(+), 117(+) ve 118(-) ppm olmak iizere

toplam dokuz sinyal gozlenmistir.

Pozitif fazda yer alan 163 ppm sinyali Schiff bazina 6zgili imin karbonu (-CH=N-) olarak
degerlendirilmistir. Negatif fazda 159 ppm ve 151 ppm’de gdzlenen sinyaller sirasiyla
fenolik (Ar-C-OH) ve nitro (Ar-C-NO:) grubunun bagli oldugu karbonlar olarak
diisiiniilmiistiir. 139 ppm (—) deki sinyal imin grubunun bagli oldugu karbona (Ar-C-CH=N)

karsilik gelebilecegi diistiniilmiistiir.

Triazol halkasina ait C-H karbonu pozitif fazda 126 ppm’de, kuaterner karbonu ise negatif
fazda 151 ppm’de gozlenmistir. Pozitif fazda 119, 118,8 ve 118,1 ppm’de yer alan sinyaller
aromatik halkadaki protonlu karbonlar (aromatik C-H) olarak degerlendirilmis olup, bu

sinyaller bilesigin spektral verilerle uyumlu oldugunu desteklemektedir (Sekil 5.26).
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Sekil 5.26. 3H4NB-TRI kodlu Schiff bazinin *C-APT spektrumu
5.8. Katekol-O-metiltransferaz (KOMT) Enzim inhibisyon Sonuclari

Sentezlenen triazol ve tetrazol temelli Schiff bazlarinin katekol-O-metiltransferaz (KOMT)
enzim inhibisyon sonuclarna gore, ICso degerleri 56,48 — 555,5 uM araliginda oldugu

belirlenmistir.

Elde edilen ICso degerleri Cizelge 5.8°de, bu degerleri veren % inhibisyon sonuglarina kars1

inhibitdr derigim grafikleri ise Sekil 5.27-5.29°da verilmistir.



Cizelge 5.8. Entakapon ve Schiff bazlarinin enzim inhibisyon sonuglari
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Sembol Molekiiliin Yapisi ICso (uM)
Entakapon A 30,06
O=N*
HO O
@W
HO ///C <\I‘\
3,4DHB-5AT OH 555,5
H
N i OH
A
Lo
2H5NB-5AT HO 56,48
N 74
Lo
N NO,
3H4NB-5AT OH 197,1
H
N il NO.
4
|| />—N/
N
3,4ADHB-TRI OH 164,2
N
L)
2HSNB-TRI HO 68,31
/N // ------ -uQ
HN—_ /: N
N NO,
3H4NB-TRI OH 134,6
HN—_ />7 §

Cizelge 5.8 incelendiginde, 2H5SNB-5AT kodlu Schiff bazinin ICso degerinin entakaponun
yaklasik iki kat1 oldugu goriilmektedir. Ayrica, 2H5NB-5AT kodlu Schiff bazi inhibisyon

etkinligi bakimindan entakapon’a en yakin degeri gostermektedir.
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Sekil 5.27. (a) 3,4DHB-5AT ve (b) 3,4DHB-TRI kodlu Schiff bazlarmm ICso sonuglarmi

veren grafikler
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Sekil 5.28. (a) 2HSNB-5AT ve (b) 2H5SNB-TRI kodlu Schiff bazlarinm ICso sonuglarimi

veren grafikler
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Sekil 5.29. (a) 3H4NB-5AT ve (b) 3H4NB-TRI kodlu Schiff bazlarinim ICso sonuglarmi

veren grafikler

Sekil 5.27-5.29°da verilen inhibitér derisimine karsilik % inhibisyon verilerini gdsteren

grafiklerdeki R? (dogrusal regresyon) katsayismin 0,9967-0,9656 araliginda olmasi, deney

sonuclarinin yliksek dogrulukla elde edilerek gilivenilir oldugunu gdstermektedir.
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5.9. Molekiiler Kenetleme Sonuglari

Sentezi ve karakterizasyonu yapilan 3,4DHB-5AT, 2HS5NB-5AT, 3H4NB-5AT,
3,4DHB-TRI, 2H5NB-TRI, 3H4NB-TRI kodlu alti Schiff bazi ile safsizlik iceren
3,5DHB-5AT ve 3,5DHB-TRI kodlu yapilarin hedef KOMT enzimine (PDB:4XUE)
nasil ve ne kadar giiclii baglandigi, bilgisayar ortaminda gerceklestirilen hesaplamali
modelleme yontemiyle tahmin edildi. Boylece en diisiik baglanma enerjisine sahip Schiff
bazlar belirlenerek, kenetleme skorlar1 Cizelge 5.9 ve Cizelge 5.10°da etkilesimlerinin

2D gosterimi ise Sekil 5.30-5.37’de verildi.

Cizelge 5.9. Molekiiler kenetleme calismasi sonucu tetrazol temelli Schiff bazlari i¢in elde
edilen kenetleme skorlar1

Sembol Molekiiliin yapisi Kenetleme skoru ICso
(kcal/mol) (uM)
3,ADHB-5AT » -6,323 555,5
T
A
3,5DHB-5AT 2 -5,763 Safsizlik icerdigi igin
L e inhibisyon calismasi
7" o yapilmadi
2H5NB-5AT ne -8,191 56,48
Y
'U\N/ " NO.
3H4NB-5AT o -6,887 197,1
O

Cizelge 5.10. Molekiiler kenetleme ¢alismasi sonucu triazol temelli Schiff bazlar1 i¢in elde
edilen kenetleme skorlar1

Sembol Molekiiliin yapisi Kenetleme skoru ICso
(kcal/mol) (M)
3,4DHB-TRI o -6,610 164,2
ey o
o
3,5DHB-TRI o -6,355 Safsizlik icerdigi igin
N e \ inhibisyon c¢aligsmasi
HEN/ 4 yapilmadi
OH
2HSNB-TRI R -8,555 68,31
/N //“““‘
Ao
N NO,
3H4NB-TRI oH -6,954 134,46
N e i NO
e
L
N
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Sekil 5.30. 3,4DHB-5AT kodlu tetrazol temelli Schiff bazinin KOMT enzimi ile
etkilesiminin 2D gosterimi
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Sekil 5.31. 3,5DHB-5AT kodlu tetrazol temelli Schiff bazinin KOMT enzimi ile
etkilesiminin 2D gosterimi
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Sekil 5.32. 2HSNB-5AT kodlu tetrazol temelli Schiff bazinin KOMT enzimi ile
etkilesiminin 2D gosterimi
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Sekil 5.33. 3H4NB-5AT kodlu tetrazol temelli Schiff bazinin KOMT enzimi ile
etkilesiminin 2D gosterimi
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Sekil 5.34. 3,4ADHB-TRI kodlu triazol temelli Schiff bazinin KOMT enzimi ile etkilesiminin
2D gosterimi
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Sekil 5.35. 3,5DHB-TRI kodlu triazol temelli Schiff bazinin KOMT enzimi ile etkilesiminin
2D gosterimi
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Sekil 5.36. 2H5SNB-TRI kodlu triazol temelli Schiff bazinin KOMT enzimi ile etkilesiminin
2D gosterimi
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Sekil 5.37. 3H4NB-TRI kodlu triazol temelli Schiff bazinin KOMT enzimi ile etkilesiminin
2D gdsterimi
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Molekiiler kenetleme analizleri, tiim bilesiklerin KOMT enziminin (PDB: 4XUE) aktif
bolgesine yerlesebildigini ve kritik Mg?" iyonu ile Glu249 amino asiti basta olmak iizere
onemli amino asitlerle potansiyel etkilesimler olusturabildigini gostermektedir. Tim
bilesikler icin etkilesimler hem kovalent olmayan hem de hidrofobik etkilesimler ile
gerceklesmistir. Etkilesimler ¢ogunlukla aromatik halka ile olmustur. Tetrazol ve triazol
halkasi ise n-it etkilesimi ile aktif bolge ile etkilesmistir. Sekiz ayr1 yapinin degerlendirildigi
calismada en yiiksek baglanma skorlarinin 2HSNB-5AT ve 2H5NB-TRI kodlu bilesikler ile
elde edildigi (8,191 ve —8,555 kcal/mol) belirlenmistir (Cizelge 5.9 ve Cizelge 5.10). Bu
bilesikler aromatik halkalarina bagl nitro grubu yoluyla aktif bolgenin énemli bir bileseni
olan Mg*" iyonu, Asn220 ve Glu249 amino asitleri ile koordinasyon yapmistir. Bu
etkilesimler hidrofobik etkilesimler ile de desteklendigi goriilmektedir (Sekil 5.32 ve Sekil
5.36). Diger bilesiklerde baglanma skorlar1 orta seviyede kalsa da etkilesim semalar
incelendiginde hepsinin aktif bolgedeki Onemli yapilarla etkilesim icinde oldugu

goriilmektedir. Bu durum ileri ¢aligmalar i¢in ligandlarin uygunluguna isaret etmektedir.



63

6. SONUC VE ONERILER

Schiff bazlarin Lipinski kuralina uydugu goriilmiistiir. Biyoyararlanim skorlarinin 0,55’ten
biiylik olmastyla, bu molekiillerin oral yol ile alindiginda %10’dan fazla biyoyararlanim
gosterebilecegi ADME sonuclarina gore belirlenmistir. Schiff bazlarinin bagirsakta
emiliminin yiiksek oldugu, bazi karaciger enzimlerini inhibe etmedigi farmakokinetik olarak
ele alindiginda metabolik acidan gilivenli olabilecegi belirlenmistir. Schiff bazlarinin Pa>Pi
olmasi nedeniyle farmakolojik olarak beyin dokusundaki gliom tiimér tipi igin etkili

olabilecegi hiicre hatt1 sitotoksisite tahminine gore belirlenmistir.

Schiff bazlarina ait erime noktalarinin 3,4DHB-TRI>3,4DHB-5AT>2H5NB-5AT>3H4NB-
SAT>2HSNB-TRI>3H4NB-TRI sirasinda arttign goriilmiistiir. Nitro siibstitiientli Schiff
bazlarinin erime noktalarinin daha yiiksek olmasi, nitro grubunun giiglii elektron c¢ekici
olmasi ve yliksek polariteye sahip yapisiyla molekiiller arasi etkilesimlerin artmasindan
kaynaklandig1 diistiniilmiistiir. Erime noktalarindaki bu farklililk London dagilim
kuvvetlerinin yani sira nitro grubunun olusturdugu molekiil i¢i veya molekiiller arasi

hidrojen baglarinin olusmasiyla agiklanmistir.

3,4ADHB-5AT kodlu Schiff bazinda -CH=N gerilme titresiminin daha yiiksek frekansta
gozlenmesi, -C=N baginin daha kuvvetli olmasindan kaynaklanmaktadir. 2HSNB-TRI kodlu
Schiff bazinda ise -C=N baginin daha zay1f olmas1 nedeniyle gerilme titresimi daha diisiik

frekanslarda ortaya ¢iktig1 goriilmuistiir.

Schiff bazlarindan 3H4NB-TRI kodlu Schiff bazinin -NO> ve -OH gruplarmin birbirine
komsu karbon atomlarinda bulunmasindan dolay1 bir yiik transfer ge¢isinin meydana geldigi

distinilmistir.

Tiim bilesiklerde triazol ve tetrazol N-H protonlart 14,28-14,2 ppm’de gézlenmis olup bu
durum tautomerizm ve hidrojen bagi egilimine baglanmistir. Fenolik -OH protonlarinin
kimyasal kaymalar: siibstitiisyon konumuna bagli olarak degismis; orto-hidroksi iceren

tiirevlerde intramolekiiler hidrojen bagi nedeniyle daha asagi alana kayma gortilmiistiir.



64

Triazol ve tetrazol iceren Schiff bazlar1 benzer aromatik sinyaller gdstermis, her iki halkaya
ait -C=N karbonlar1 *C-NMR’de ~150-155 ppm’de gdzlenmistir. Triazol tiirevleri ise

hetero halka -CH karbonunun pozitif fazda goriilmesiyle tetrazollerden ayirt edilmistir.

KOMT enzim aktivitesini yariya diisiiren en kiiciik derisim 2H5SNB-5AT ve 2H5NB-TRI
kodlu Schiff bazlarinda goriilmiistiir. Bu Schiff bazlarinin KOMT enziminin aktif bolgesine
Mg* iyonu ve Glu249 amino asiti ile etkileserek en yliksek baglanma skorlarina sahip

oldugu goriilmistiir.
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Ozet: Parkinson hastabg (PH) dinya ¢apinda en yaygin ikinei ndrodejeneratif hastaliktr. Patolajik
agudan bakildiginda, hastalifin nedeni “substantia nigra pars compacta™daki dopaminerjik hilcrelerin
oliimidir. Dopaminerjik hiicrelerin Gliimii dopamin (DA) seviyelerinde énemli bir dilgiise neden olur
ve bu da PH'inda kas seriligi, hareket yavashin ve stirahat tremor gibi semptomlara neden olur,
Levodopa (L-3 4-dihidroksifenilalanin, L-DOPA) 50 yillik kullanimdan sonra bile PH'nin semptomatik
tedavisi igin en ctkili farmakolojik ilag olmaya devam etmektedir. Levodopa kan-beyin bariyverini (KBB)
wectigi gibi hem Merkezi Sinir Sisteminde hem de periferde DA'ne diniistir. KBB gegen levodopanin
ancak %l-3 kadar ksm beyne ulagir. Bu nedenle, Levodopa’mn yipranma konfrolind saglamada
uygulan vinetimlerden birt, katckol-C-metil transferaz (KOMT) inhibitérlering kontrol altma almaktar.
Bu kontrol, levodopa konsantrasyonunu stabil tutmaya yardime olabilmektedir. Bu gahismada oncelikle
KOMT inhibitdelering model triazol temelli bilesiklerin in-siliko arastirmasi ve sitotoksik hiicre
tahminleri yapimugtr, Elde edilen sonuglarda, model bilegiklerin suda iyi goziincbildifi, bafirsake
yiksek oranda emlebildig, kan-beyin bariyerim  gegemedikler: ve P-gp substran olmadiklan
ehrlllmistir. Ayrica, Lipinski kurallarina uvduklari ve biyovararlamm skorlaruun 0,55-0,56 arasinda
oldugu belirlenmistiv, Bu deferlendirmeler sonucunda triazol temelli molekiillerin KOMT enzimi
inhibisyonu igin uvgun yaplar eldugu kanaatine vanlms ve sentezleri gergeklestinilmistir. Sentezlenen
trigzol temelli Schiff bazaticevierinin yapilari: Elementel analiz, UV-Vis, FT-IR, 'H-NMR ve "C-NMR
spekiroskopisi gibi karakterizasvon vintemleri ile aydmlatilougtir. Tesekkiir: Sunulan ¢ahismaya
verdikleri maddi destekten otird TUBITAK-1002A (1242774} ve Gaz Universitesi BAP birimi‘ne
tesekkilr ederim (FYL-2025-10040),

Anahtar Kelimeler: Parkinson, Komt, in-Siliko, Triazol, Schiff Baz

In=Siheo Inveshigation of the Pharmacokinetic Properties, Synthesis and Charactenzanon of
Trazole Based Heterocvelic Compounds

Abstract: Abstraci: Parkinson's disease (PIY is ihe second most common newrodegenerative disorder
worldwide. Pathologically, the disease is caused by the death of dopaminergic cells in the substantia
migra pars compacts. The death of dopaminergic cells causes a significant decrease in dopamine (DA)
levels, which in turn causes the symptoms of PD, such as muscle rigidity, bradykinesia, and resting
tremar, Levodopa (L-3 4-dihwdroxyphenylalaning, L-DOPA) remains the most effective pharmacologic
drug for the svmptomatic treatment of PLY, even atter 50 vears of use. Levodopa crosses the blood-bram
barrier (BBB) and is converted to dopamine both in the central nervous system and in the periphery.
Only ahout 1-3% of the levodopa that crosses the BBB reaches the brain, Therefore, ong of the common
strategies to control the attrition of Levodopa is to control catechol-0-methyl transferase (COMT)
inhibiters. This control may help 1o keep the levodopa concentration stable. In this study, in-silico
investigation and cytotoxic eell predictions of model triazole-based compounds for KOMT inhibitors
were performed. In addition, it was determined that they complied with Lipinski rules and their
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