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OZET

YUKSEK LiSANS TEZI

1,2,3-TRIAZOL BILESIKLERININ SENTEZI, KARAKTERIZASYONU,
ANTIOKSIDAN AKTIVITELERI VE BAZI METABOLIK ENZIMLERE
KARSI IN VITRO INHIBISYON ETKILERI

Serap KIZILKAYA

Mus Alparslan Universitesi
Fen Bilimleri Enstittsu
Kimya Anabilim Dah

Danmisman: Prof. Dr. Ercan BURSAL

Sentetik organik kimyada yeni ilag kesfi ve gelistirilmesindeki 6neminden dolayi heterosiklik
motiflerin sentezlenmesi ve turevlendirilmesi konusu bu bilesiklere olan ilgiyi her gecen gin
artirmaktadir. 1,2,3-Triazol ve ftalimit halkalarinin biyolojik 6nemi nedeniyle, arastirma ilgimiz daha
etkili yeni bir motif olusturmak i¢in her iki parcayr nasil birlestirecegimiz olmustur. Her iki birim de ¢ok
genis biyolojik aktivite araliklarina sahip oldugundan ve ilaglardan biyokonjugasyon ile cok cesitli
biyolojik aktivite gosteren bilesikler hazirlamada ki yararlari nedeniyle bu tez ¢aligmasinda yeni hibrit
1,2,3-triazol ve ftalimit halkasi iceren tiirevlerin sentezi hedeflenmistir. Bu amagla, ¢alismanin ilk
basamaginda; oncelikle ftalimit (1) baslangi¢ bilesiginden, anahtar bilesik A3 literatlirde bilinen bir
yontemle sentezlendi. A3 bilesiginin Cu*? katalizérliigiinde cesitli azit tiirevleri (A4, A5, A6) ile 1,3-
dipolar siklokatilma tepkimesi gergeklestirilerek literatirde olmayan hedef trlnler T7, T8, T9 bilesikleri
sentezlendi. Sentezlenen bu hedef trinlerin (T7, T8, T9) yapilar1 *H-NMR,**C-NMR, HRMS, FT-IR ve
EN tayinleri ile karakterize edildi. Calismanin ikinci basamagmda ise, sentezlenen yeni triazol
bilesiklerinin (T7, T8, T9) tirozinaz, asetilkolinesteraz ve pankreatik lipaz enzimlerine karsi in vitro
inhibisyon c¢alismalar1 yapilarak bunlara ait ICso degerleri ve potansiyel inhibitér etkileri belirlendi.
Ayrica, sentezlenen triazol bilesiklerinin (T7, T8, T9) antioksidan aktivitelerini belirlemek icin ise
ABTS" katyon radikali giderme aktivitesi, DPPH serbest radikal giderme aktivitesi, FRAP ve CUPRAC
metotlariyla indirgeme kapasitesi analiz metotlart ¢aligildi.

2022, 90 Sayfa

Anahtar Kelimeler: 1,2,3-Triazol, Antioksidan Aktivite, Asetilkolinesteraz, Enzim Aktivitesi,
Ftalimit, Pankreatik Lipaz, Tirozinaz



ABSTRACT

MS THESIS

SYNTHESIS, CHARACTERIZATION, ANTIOXIDANT ACTIVITIES, AND IN
VITRO INHIBITION EFFECTS OF 1,2,3-TRIAZOLE COMPOUNDS AGAINST
SOME METABOLIC ENZYMES

Serap KIZILKAYA

Mus Alparslan University
Natural and Applied Science
Department of Chemistry

Advisor: Prof. Dr. Ercan BURSAL

Due to their importance in the discovery and development of new drugs in synthetic chemistry,
the subject of synthesis and derivatization of heterocyclic motifs gains increasing interest day by day.
Because of the biological importance of 1,2,3-triazole and phthalimide rings, our research interest has
been how to combine both fragments to create a more effective new motif. Since both units have very
wide biological activity ranges and their usefulness in preparing compounds with a wide variety of
biological activity from drugs by bioconjugation, the synthesis of new hybrid 1,2,3 triazole and
derivatives containing phthalimide ring was targeted in this thesis study. For this purpose, in the first step
of the study, the key compound A3 were synthesized by a method known in the literature from the
starting compound phthalimide (1). By performing the 1,3-dipolar cycloaddition reaction of the A3
compound with various azide derivatives (A4, A5, A6) under Cu*? catalysis, the target products T7, T8,
T9 compounds, which have not yet been reported in the literature, were synthesized. The structures of the
target products (T7, T8, T9) were characterized by *H-NMR,3C-NMR, HRMS, FT-IR and MP
determinations. In the second step of the study, in vitro inhibition studies of the newly synthesized
triazole compounds against tyrosinase, acetylcholinesterase and pancreatic lipase enzymes were
performed by measuring their 1Cso values and potential inhibitory effects. Also, ABTS* cation radical
scavenging activity, DPPH free radical scavenging activity, reducing capacity according to FRAP and
CUPRAC methods were studied to determine the antioxidant activities of the synthesized compounds
(T7, T8, T9).

2022, 90 Pages

Keywords: 1,2,3-Triazole, Acetylcholinesterase, Antioxidant Activity, Enzyme Activity,
Pancreatic Lipase, Phthalimide, Tyrosinase
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SIMGELER ve KISALTMALAR

1,3-DPCA : 1,3-Dipolar Siklokatilma

ABTS ; 2,2"-Azino-bis 3-etilbenzotiazolin-6-silfonik asit
BHT : Butil Hidroksi Toluen

CAT ; Katalaz

Cu-AAC X Bakir Katalizli-Azit-Alkin Siklokatilma

d ; Dublet

DCM : Diklorometan

DMF : Dimetilformamid

DPPH : 2,2-Difenil-1-pikril-hidrazil

E.N. X Erime Noktasi

FDA ; Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi

GSH-Px : Gulutatyon Peroksidaz

HRMS : Yuksek Cozundrlikli Kutle Spektroskopisi
IR : Infrared

m : Multiplet

NMR : Nukleer Manyetik Rezonans

0.S. : Oda Sicaklig1

PUFA : Coklu Doymamis Yag Asidi

Q X Kuartet

ROS : Reaktif Oksijen Turleri

RUuAAC : Rutenyum Katalizli-Azit-Alkin Siklokatilmasi
S : Singlet

SOD : Slperoksit dismutaz

SPAAC ; Gerilim Destekli Azid Alkin Siklokatilma Reaksiyonu
TBHQ : Tert-Bdtilhidrokinon

TBMP : 2-Tert-Bitil-4-Metilfenol

TLC : Ince Tabaka Kromatografisi

uv : Ultraviyole
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1. GIRIS

Azot igeren heterosiklik bilesikler amino asitler, niikleotitler, biyojen aminler vb.
gibi temel yap1 taslarinin bir parcasi olduklar1 i¢in yasam i¢in vazgegilmez Oneme
sahiptirler. Azot igeren heterosiklik bilesikler arasinda ayricalikli yapi motifleri olan
triazoller kimya ve tibbi kimya gibi alanlarda ¢ok farkli amaglar igin
kullanilabilmektedirler. Bu bes iiyeli heterohalkali yapiy:r ihtiva eden bilesiklerin
sentezine yonelik ¢alismalar her gecen gun daha da ilgi cekmektedir. Kigciik ve basit
triazol  ¢ekirdegi, antimikrobiyal, antitiimdr, antitiiberkiiloz, antikonviilsan,
antidepresan, antimalaryal ve antienflamatuar aktivitelere sahip birgok bilesikte
bulunur. Triazoller ¢ok cesitli biyolojik aktiviteler sergiler ve trazodon (antidepresan
ilag), rizatriptan (antimigren ilag), hekzakonazol (antifungal ilag) ve alprazolam
(hiptonik, yatistiric1 ve sakinlestirici ilag) gibi bir¢ok giiclii, biyolojik olarak aktif
bilesigin yapisinda yer alir. Giiniimiize kadar, triazol halkasmnin modifikasyonlari
gelistirilmis, giiclii ve daha az toksisite ile oldukg¢a etkili oldugu kanitlanmaistir.

Triazoller, iki karbon atomu ve ii¢ azot atomu iceren aromatik bes tyeli
heterosiklik bilesiklerdir. Triazol, C2HsNs molekiler formiliine sahiptir ve (¢ azot
atomunun nispi pozisyonlarinda farklilik gosteren iki izomeri vardir. Bunlarin her

birinde, azota bagli bir hidrojenin oldugu iki tautomeri de vardir (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1. Triazolun izomerleri ve tautomerleri

ki izomerden biri 1,2,3-triazol; renksiz, tatlimst, higroskopik kristaller, erime

noktasi 24 °C, kaynama noktas1 209 °C suda ¢6zilinen formlar olustururken digeri 1,2,4-



triazoller ise erime noktast 121 °C, kaynama noktas1 260 °C ve suda ¢ozUnir renksiz
kristaller olustururlar.

Dogada bulunmamasina ragmen 1,2,3-triazoller farmasotikler, organik sentez,
polimer kimyasi, supramolekiiler kimya, biyokonjugasyon, kimyasal biyoloji, floresan
goriintiileme, malzeme bilimi ve endiistride genis bir uygulama alanina sahiptir (Dheer
ve ark., 2017; Schulze ve ark., 2014; Liang ve ark., 2011; Ngo ve ark., 2016; Astruc ve
ark., 2012; Wang ve ark., 2016).

1.1. 1,2,3-Triazol Bilesiklerinin Genel Ozellikleri

1,2,3-Triazol bilesiklerinin oldukca genis bir biyolojik aktivite araligina sahip
olmasi, bu bilesiklere olan ilgiyi her gecen giin artirmaktadir. 1,2,3-triazol birimi,
antitimor, antimikrobiyal, anti HIV, antiviral ve antifungal gibi cesitli biyolojik aktivite
g0Osteren dnemli heterosiklik bilesiklerdir (Zhang ve ark., 2014) (Sekil 1.2).
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Sekil 1.2. Biyolojik olarak aktif triazol bilesik drnekleri

1,2,3-triazoller, ylksek kimyasal stabilite (yuksek sicaklikta bile oksitleyici ve
indirgeyici kosullarin yanisira genellikle asidik veya bazik hidrolize karsi inert),
aromatik karakter, gucli dipol momenti (4.8-5.6 Debye) ve hidrojen baglama yetenegi
gibi ¢ok sayida faydali 6zellige sahiptir (Meldal ve Tornoe 2008). Bu muhtesem



Ozellikler, slbstitie 1,2,3-triazol motifini yapisal olarak amid bagma benzeterek bir
amid bagmu taklit eder (amid bag1 biyoizosteri).

1,2,3-Triazoller;

I.  yikseltgenme ve indirgenmeye kars1 kararlilik
ii.  asidik ve bazik hidrolize kars1 kararlilik
iii.  hidrojen baglanma etkilesimlerine katilabilme
iv. m-istifleme etkilesimi ve dipol-dipol etkilesimleri gibi benzersiz 6zelliklere
sahiptirler (Haider ve ark., 2014). (Kimyada, pi istifleme (n—n istifleme olarak
da adlandirilir), aromatik halkalar arasinda pi baglar1 igerdikleri i¢in c¢ekici,
kovalent olmayan etkilesimleri ifade eder).

Antikonvilsan ila¢g rufinamid, genis spektrumlu sefalosporin antibiyotik
sefatrizin, antikanser ilag karboksiamidotriazol (CAI) ve p-laktam antibiyotik
tazobaktam gibi 1,2,3-triazol ¢ekirdege sahip birgok 6nde gelen tibbi bilesik piyasada
mevcuttur (Agalave ve ark., 2011) (Sekil 1.3).
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Sekil 1.3. Baz1 6nemli 1,2 3-triazol tiirevleri

Yeni ilag kesfi ve gelistirilmesindeki oneminden dolayi, siibstitiie-1,2,3-triazol
biriminin sentezinde klasik veya alternatif reaksiyon yontemleri kullanilarak metal

katalizor iceren (Cu, Ru) veya metal katalizOr icermenyen sartlarda ¢ok sayida yeni



sentez metotlart gelistirilmistir. Cok yonlii uygulamalar1 sayesinde 1,2,3-triazollerin
sentezi kapsamli bir arastirma konusu olmustur. Bu onemli yapinin hazirlanmasina
yonelik sentetik metodolojiler genel olarak dort kategoriye ayrilabilir (Sekil 1.4) (Jalani
ve ark., 2017):
I.  Huisgen 1,3-dipolar siklokatilma reaksiyonu
ii.  Metal katalizli 1,3-dipolar siklokatilma reaksiyonu (CuAAC, RuAAC)
iii.  Gerilim destekli azid alkin siklokatilma reaksiyonu (SPAAC)

iv.  1,2,3-Triazollerin metal icermeyen sentezi
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1,2,3-Triazollerin metal icermeyen sentezi

Sekil 1.4. 1,2,3-Triazollerin genel sentez yontemleri

1.2.1,2,3-Triazollerin Genel Sentez Yontemleri

1.2.1. Huisgen 1,3-dipolar siklokatilma reaksiyonu

Huisgen 1960’larda triazollerin sentezini derinlemesine inceleyen ilk kisiydi
(Huisgen 1963). Bir azit ve bir alkin arasinda 1,3-dipolar siklokatilma reaksiyonu ile
1,2,3-triazol sentezi Huisgen reaksiyonu olarak adlandirilmaktadir (Huisgen 1984).

Huisgen reaksiyonunda 1,4 ya da 1,5 dislbstitlie 1,2,3-triazol regioizomerleri meydana



gelir. Huisgen’in 1,3-dipolar siklokatilma reaksiyonu, 1,2,3-triazollerin en basit ve atom
acisindan ekonomik bir sentezi olmasma ragmen yiiksek reaksiyon sicakligi ve zayif
bolgesel secicilik (1,4- ve 1,5-izomerlerin karigimlart) bu yontemi yetersiz kilar
(Huisgen 1961).

1.2.2. Metal (Cu, Ru) katalizli 1,3-dipolar siklokatilma reaksiyonu

2001 yilinda Sharpless ve grubu, degerli yeni bilesiklerin hizli sentezi igin bir
dizi son derece glvenilir, pratik ve secici reaksiyonlar igin “klik kimya” terimini icat
etmistir. Klik reaksiyonlar1 modiiler, yliksek verimli, genis kapsamli, yalnizca zararsiz
yan OrGnler  dreten  (kromatografi olmadan  giderilebilen), stereospesifik,
gerceklestirilmesi kolay ve tehlikesiz ¢oziicii gerektiren reaksiyonlardir (Sharpless ve
ark., 2001).

2002'de Sharpless ve Meldal gruplar1 bagimsiz olarak literatiirde klik kimyasinin
baslica orneklerinden biri olarak tanimlanan Huisgen'in azid-alkin siklokatilmasinin
bakir katalizli (CuAAC reaksiyonu) bir tirevini ortaya ¢ikardi (Sharpless ve ark., 2002;
Meldal ve ark., 2002). CuAAC reaksiyonunun benzersiz avantajlari; miilkemmel
substrat kapsami, belirgin atom ekonomisi, iyi bolgesel segicilik (sadece 1,4-izomer),
yiiksek iirtin verimi ve hafif reaksiyon kosullaridir (Wang ve ark., 2003; Wu ve
ark.,2004; Chan ve ark.,2004; Himo ve ark., 2005).

2005 yilinda Fokin ve arkadaslari, rutenyum siklopentadienil kompleksleri
(RUAAC) ile 1,5-distibstitiie 1,2,3-triazol sentezi i¢in etkili bir yaklasim gelistirdiler. I¢
alkinler de bu protokolde etkilidir ve tamamen substitiie 1,2,3-triazoller sentezlenir
(Zhang ve ark., 2005) (Sekil 1.5).

Cp*RuClI(PPh3), (1-2 mol %) R N

R-N; + R—— > \[ N
Dioksan, 80 °C, 2-12 h “

Sekil 1.5. RUAAC ile 1,5-dislbstitiie 1,2,3-triazollerin sentezi

Ozellikle ilaglardan biyokonjugasyon ile ¢ok cesitli biyolojik aktivite gosteren
bilesikler hazirlamada ki yararlar1 nedeniyle; Huisgen’in siklokatilma reaksiyonunu
temel alan klik kimyas1 son yillarda biiytik ilgi gérmiistiir. Cu (I)’in yan1 sira Ru, Ni, Pt

ve Pd gibi cesitli gecis metalleri de Kkatalizor olarak kullanilmistir. Kullanilan



katalizorler reaksiyon hizini artirmanim yaninda regioselektivite ve verimin artirilmasini

da saglamistir (Zhang ve ark., 2005; Rasmussen ve ark., 2007) (Sekil 1.6).
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Sekil 1.6. 1,2,3-Triazol sentezinin regioselektivitesi

1.2.3. Gerilim destekli azid alkin siklokatilma reaksiyonu

Modern bilim ve teknolojide klik kimyasinin ezici popiilaritesine ragmen,
metallerin kullanim1 hiicresel toksisite nedeniyle biyolojik sistemde ciddi endise
yaratmaktadir. Bertozzi ve calisma arkadaslari, biyokonjugasyon icin gerilim destekli
azid-alkin sikloadisyon (SPAAC) reaksiyonunun ilging bir protokoliinii arastirdi. Bu
reaksiyonun itici giicii, herhangi bir katalizor olmaksizin fizyolojik kosullar altinda
ilerleyen sikloalkinlerdeki biiyiik halka gerginliginin serbest birakilmasiydi (Codelli ve
ark., 2008) (Sekil 1.7).
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Sekil 1.7. Gerilim destekli azid alkin siklokatilma reaksiyonu

1.2.4. 1,2,3-triazollerin metal icermeyen sentezi

Organokatalitik reaksiyonlar, dipolarofiller olarak enaminler, enolatlar

kullanilarak 1,2,3-triazollerin sentezinde biiyiik ilgi gormiistiir. Ayrica aktiflestirilmis



alkenler, triazol olusumu i¢in faydali bir substrat olarak belirlenmistir. Ramachary ve
arkadaslar1 1,2,3-triazollerin L-prolin katalizli sentezini bir enamin aracili [3+2]-

siklokatma reaksiyonu yoluyla gelistirmistir (Ramachary ve ark., 2008) (Sekil 1.8).

Ts\
i Ds AN HN-1
o \
N~ ~COOH (20 mol %) N N
R— + H rL +
DMSO, rt, 1-24 h A

0O=S=0 ' '
_R -R )

0” o ,113 0% 0 0¥ 0

Sekil 1.8. 1,2,3-triazollerin L-prolin katalizli [3+2]-siklokatma reaksiyonu

1.3. Antioksidanlar

Antioksidanlar reaktif oksijen tiirlerinin olugsmasim1 veya bunlarin ortaya
cikardigi toksik etkilerinin giderilmesini, serbest radikallerin yakalanmasini ve onlarin
etkisiz hale getirmesini saglayan maddelerdir (Elliot 1999). Antioksidanlar biyoanalitik
kimyagerler, doktorlar, diyetisyenler gibi farkli disiplinlerde ¢alisanlar ile tiketiciler
icin ortak bir ilgi alandir. Antioksidan bilesikler genellikle elektron veya H transferi
yoluyla oksidan tiirlerini azaltma yetenegine sahiptirler. Oksidasyonu inhibe ederek
gidalarm bozulmaya karsi korunmasina hizmet ederler (Shahidi ve ark., 2015).
Antioksidanlarin gidalarin bozulmalarini 6nlemek ve émriinii uzatmak i¢in kullanilmasi
eski zamanlara kadar dayanmaktadir (Gutteridge ve ark., 2018).

Vicutta Uretilen serbest radikallerin lipidler, proteinler ve DNA gibi
biyomakromolekiiller iizerinde oksidatif hasara neden olabilecegi diisiiniildiigiinde,
reaktif tlrlerini temizleyerek bu hasar1 geciktiren veya dnleyen antioksidanlarm 6nemi
g6z ardi edilemez. Antioksidanlar, iiretilen radikal tiirlerin tipine ve korunan hedef
molekiiliin tipine bagh olarak farkli islevlere sahip olabilir (Halliwell 1995).
Antioksidanlar, fazla reaktif tlrli dengeleyerek dejeneratif hastalik gelisme riskini
azaltabildiklerinden, insan sagligi icin hayati onem tasirlar (Shahidi 2015). Ayrica
viicuttaki  oksidanlar ¢esitli hastalik durumlarinda artabileceginden eksojen
kaynaklardan antioksidan alim1 ¢ok dnemlidir. Baz1 antioksidanlar viicutta dogal olarak
sentezlenebilirken, bazilar1 beslenme yoluyla alinir. Cesitli antioksidan siniflar1 arasinda
enzimatik antioksidanlar; Sdperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), Glutatyon
peroksidaz (GSH-Px), hidrofilik antioksidanlar; drat, askorbat, glutatyon, flavonoidler

ve lipofilik antioksidanlar; tokoferoller, karotenoidler ve ubiquinol yer almaktadir



(Ratnam ve ark., 2006). Saghga vyararli etkilerinin yan1 swra gidalarda, gida
takviyelerinde ve ilaglarda bulunan antioksidanlar raf 6mrinl uzatir.

Antioksidanlar, etki mekanizmalarina bagli olarak birincil veya ikincil
antioksidanlar olarak siniflandirilabilir. Birincil antioksidanlar radikal tiirleri H atomu
veya elektron transferi yoluyla temizlerken, ikincil antioksidanlar prooksidan
katalizorleri etkisiz hale getirir. Sentetik antioksidanlar birincil antioksidanlar olarak
bilinmesine ragmen, konsantrasyonlarmma bagli olarak toksik ve kanserojen
olabilecekleri bildirilmistir (Shahidi 2015).

Antioksidanlar ayrica savunma mekanizmalarma gore (i) Onleyici, (ii) radikal
sipiiricii ve (ill) enzim tamircisi olmak iizere ii¢ alt gruba ayrilir. Bitki bazl
antioksidanlar genellikle hidrofiliktir ancak tokoferoller, K vitamini ve karotenoidler
hidrofobiktir. Urik asit ve askorbik asit suda ¢oziiniir antioksidanlardir (Haida ve
Hakiman 2019). Fenolik antioksidanlarin eslenik baz (tuz) formu, sulu fazda ana serbest

asitten (asit formunun pKa'nin tizerindeki pH'ta) daha fazla ¢6ziinir.

1.3.1. Enzimatik antioksidanlar

Slperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) en
iyi bilinen antioksidan enzimleridir. ROS ic¢in yuksek afiniteye sahip olduklarindan
oksidatif stres durumunda daha etkili koruma saglarlar (Ratnam ve ark., 2006).

Koenzim Q10 yagda ¢6ziinen bir antioksidandir ve radikal siiptiriici etkisinin
yani sira ¢esitli A (retinol), C (askorbik asit) ve E vitaminlerinin yenilenmesinde ve
lipidler, DNA ve proteinler gibi biyomakromolekiillerin bozunmasmin engellenmesi
gibi metabolik olaylarda da rol oynar (Houston 2005).

Bir metalloenzim olan SOD, tiim hiicre alt1 bolimlerinde bulunan en etkili
enzimatik antioksidanlardan biridir ve yuksek miktarlardaki ROS'un toksik etkilerine
kars1 koruyucu bir ajan olarak gorev yapar (Gill ve Tuteja 2010). SOD, siperoksitin
oksijen ve hidrojen peroksite dismutasyonunu katalize eder. insan viicudunda metal
kofaktorlerine gore U¢ tip SOD enzimi: sitozolik CuzZn-SOD, mitokondriyal Mn-SOD
ve Fe-SOD bulunmaktadir (Ratnam ve ark., 2006; Gill ve Tuteja 2010). Hidroksil
radikallerinin gecis metali katalizli olusumunu 6nlemeye yardimci olur (Gill ve Tuteja
2010).

Katalazlar, tetramerik hem grubuna sahip enzimlerdir ve g¢esitli katabolik
olaylarda yer alan oksidazlar tarafindan peroksizomlarda firetilen H2O>’nin

detoksifikasyonunda yer alirlar (Gill ve Tuteja 2010). Hidrojen peroksitin toksik
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olmayan su ve oksijen {iriinlerine ayrigma reaksiyonunu katalize eder (Chelikani ve ark.,
2004).
2H,0,— 2H,0 + Oz

Dakikada yaklagik 6 milyon H20. molekuluni parcgalayabilen bu enzim ¢ok
yiiksek turnover oranina sahiptir (Gill ve Tuteja 2010). Ek olarak, CAT'in peroksidatif
reaksiyon yoluyla bazi toksik bilesikler tizerinde de etkili oldugu bildirilmistir (Ratnam
ve ark., 2006). Katalazlar (hidroperoksidazlar) bugiine kadar kapsamli olarak
calisgilmistir, monofonksiyonel katalazlar, bifonksiyonel katalazlar ve manganez iceren
300'den fazla tip katalaz bulunmaktadir (Chelikani ve ark., 2004).

Ote yandan, farkli oksidasyon durumlarmndaki Fe, Cu ve Mn gibi gegis metalleri
hem prooksidan hem de antioksidan olarak davranabilir. Bu metaller elektronlarini
radikaller olusturmak i¢in transfer edebilir ve oksidatif strese neden olabilir. Ayni
zamanda bu metaller antioksidan enzimlerinin aktif redoks merkezlerini olusturduklar1
icin biyolojik antioksidan savunma sisteminde Onemli rol oynarlar. Superoksit
dismutazdaki Cu, Zn ve Mn metalloenzimlerin aktif merkezleri olarak superoksit
anyonunu hidrojen peroksite doniistiiriirken, katalazdaki Fe hidrojen peroksiti suya

ayristirir.

1.3.2. Enzimatik olmayan antioksidanlar

E vitamini, karotenoidler, polifenoller ve askorbik asit onemli fizyolojik
fonksiyonlara sahip enzimatik olmayan antioksidanlardir ve viicutta sentezlenemedikleri
icin beslenme yoluyla alinmalar1 gerekir. E vitamini, dort farkli tokoferol ve dort farkli
tokotrienol olmak iizere sekiz formda bulunur, esas olarak kullanilan sekli a-
tokoferolddr.

Koenzim Q10 (CoQ10) veya ubiguinon, benzokinon halkasmin bir izoprenoid
zinciri ile konjugasyonu ile sentezlenir ve biyolojik sistemde bulunur, ancak vicuda
ATP Uretimi yoluyla daha fazla enerji vermek icin diyetle desteklenebilir.

Beslenme ve diyet, antioksidan savunma mekanizmasinin énemli bir pargasidir
(Ratnam ve ark., 2006). Glutatyon, {irik asit ve bilirubin de insan sivilarinda bulunan
kiclik molekdler kitleli antioksidanlardir (Byers ve Perry 1992).

Vitamin C ve E, B-karoten (aslinda bir provitamin A karotenoid) ile birlikte
antioksidan vitaminleri olarak bilinir ve oksidatif hasarin neden oldugu bazi

hastaliklarin 6nlenmesinde 6nemli bir rol oynar (McCall ve Frei 1999).
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Butil hidroksi anisol (BHA), butil hidroksi toluen (BHT), tert-bitil hidrokinon
(TBHQ), 2-tert-butil-4-metilfenol (TBMP) gibi bazi fenolik bilesikler, gida katki
maddesi olarak kullanilan sentetik antioksidanlar olarak adlandirilirlar. Bu sentetik
antioksidanlar, reaksiyon denklemleriyle gosterildigi gibi, lipit peroksidasyonunda yer
alan radikal zincir reaksiyonunu o6nlemek i¢in hidrojen atomlarini lipit radikallerine
aktarir.

ROO-* + ArOH— ROOH + ArO*ROO- + RH — ROOH + Re (+O2— ROO¢)

Radikal olusumunu ve lipid oksidasyonunu onleyen BHA, kuru tahillarda,
karisimlarda veya tathilarda ve 6zellikle kizarmis tiriinlerde koruyucu olarak kullanilan,
1stya dayanikli sentetik bir antioksidandir. Yiiksek dozlarda alindiginda tiimor baslatict
olabilecegi bildirilmistir.

Yuksek konsantrasyonlarda, C ve E vitaminleri prooksidanlar olarak hareket
edebilir (Hamre ve ark., 2004). a, B, y ve d-tokoferoller ve a, B, y ve &-tokotrienoller
olmak tizere toplam 8 ¢esit E vitamini mevcuttur. Bunlar arasinda a-tokoferol en fazla
etkili olanidir. Bunun nedeni yapisindaki 6 numarali karbona bagl -OH grubudur (Rizvi
ve ark., 2014).

Kromanol halkasindaki -OH grubunun H atomu, delokalize ve stabilize bir
eslesmemis elektrona yol acan bir serbest radikale verilebilir; ortaya ¢ikan E vitamini
radikali, lipid peroksidasyonunun zincir reaksiyonunu sona erdirmek icin Kinetik olarak
inerttir (Rungratanawanich ve ark., 2018).

Vitamin E, lipid peroksit radikallerine karsi reaksiyon yetenegi sayesinde yagda
¢oziinen ve zincir kiran bir antioksidandir ve bu radikalin yeni bir PUFA (coklu
doymamis yag asidi) ile reaksiyona girmesini engeller. Lipid peroksidasyonuna karsi
savunmada yer alan E vitamini radikali, su-lipid ara yiziinde C vitamini tarafindan E
vitaminine donistiiriilerek (Hamre ve ark., 2004), uygun redoks potansiyelleri yoluyla C
vitamini tarafindan E vitamininin yenilenmesini saglar. E vitamininin bir diger 6nemli
rolii de midede N-nitrozo bilesiklerinin olusumunu engelleyerek gesitli hastaliklara karsi
koruyucu etki gostermesidir. Boylece E vitamini hem dogrudan bir radikal supirici
olarak hem de SOD, CAT, GPx gibi ¢esitli enzimleri diizenleyerek bir antioksidan
gorevi gorebilir (Vertuani ve ark., 2004).

Askorbik asit, bitkilerde yaygimn olarak bulunan suda ¢oziiniir bir antioksidandir;
sulu ortamda oldukga etkili bir radikal siipiiriicii ve indirgeyici ajandir (Hamre ve ark.,
2004). C vitamininin 6nemli gorevlerinden biri de midede N-nitrozo bilesiklerinin

olusumunu engellemek ve kolajen olusumunu desteklemektir. Bu nedenle kanser basta


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/chromanol
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/polyunsaturated-fatty-acid
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0731708521005884#bib110
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0731708521005884#bib110
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olmak flizere ¢esitli hastaliklara karsi koruyucu etkisi vardir (Byers ve Perry 1992). C
vitamini ayrica lipid peroksidasyonunda énemli bir rol oynayan a-tokoferoliin dogrudan
ROS siipiiriiciisii ve geri doniistiiriictisii olarak da gorev yapabilir. Ayrica kan-beyin
bariyerini gegcemeyen ilaglarin tagmmasmdaki roli nedeniyle ndérodejeneratif

hastaliklarin 6nlenmesinde de 6nemlidir (Vertuani ve ark., 2004).

OH OH
Ho\)\;o—\{o (HsC)sC C(CHa)s
HO OH
CHj3
Askorbik asit (Cvitamini) BHT
OH OH
OH
C(CHa)3
C(CHa)3
C(CHa)3
O
N \ OH
BHA il TBHQ
CHs

CH3

Alfa Tokoferol

Sekil 1.9. Baz1 enzimatik olmayan antioksidanlar

1.4. Enzimler

Enzimler herhangi bir degisiklige maruz kalmadan canli hiicrelerde meydana
gelen kimyasal reaksiyonlarin hizini artiran protein yapisinda biyolojik katalizorlerdir.
Enzim Katalizli reaksiyonlarin reaktanlarina substrat denilmektedir. Her enzim, belirli
bir substrat ya da substratlar icin oldukca spesifiktir. Butin enzimler protein
yapisindadir. Bununla birlikte, protein olmayan kofaktér adi verilen bir bilesen
olmadan, bircok enzim proteini katalitik olarak aktif degildir. Apoenzim, enzimlerin
inaktif protein bilesenlerine, aktif enzime (kofaktér dahil) ise holoenzim denir.
Kofaktor, koenzim olarak organik bir bilesik olabilecegi gibi bir metal iyonu da olabilir.
Bazi enzimler, kofaktorleri digerlerinden daha siki baglar. Bir kofaktdr, enzime zarar

vermeden ayrilmasi zor olacak kadar siki baglandiginda, bazen prostetik grup olarak
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adlandirilir (Palmer ve Bonner 2011). Biyolojik ve kimyasal reaksiyonlarda verimliligi
ve hizi artirmalari, substratlarina spesifik olmalari, yiliksek safliklari, ¢cevreye zararsiz
olmalar1 ve 1liman reaksiyon kosullarinda bile olduk¢a aktif olmalar1 gibi essiz
ozelliklerinden dolay1 enzimlerin olduk¢a genis uygulama alanlar1 mevcuttur (Homaei
ve ark., 2013; Illanes ve ark., 2012; Pera ve ark., 2015). Enzimlerin benzersiz
Ozelliklerine ragmen karmasgik yapilarindan dolayi {iretim ve saflagtirma maliyetlerinin
yiiksek olmasi, dogal olmayan veya ekstrem kosullarda diisiik dayaniklilik ve aktiviteye
sahip olmalari, yiiksek substrat ve/veya iriin konsantrasyonlarinda kolayca deaktive
olmalar1 gibi dezavantajlar1 da kullanimlarmi kisitlayabilmektedir (Cacicedo ve ark.,

2019; Moehlenbrock ve Minteer, 2017).

1.4.1. Enzimlerin tarihgesi

On dokuzuncu yiizyila kadar siitiin eksimesi ve sekerin alkole fermantasyonu
gibi silireglerin ancak canli bir organizmanin etkisi ile gerceklesebilecegi
disiiniiliiyordu. 1833'te, sekeri parcalayan aktif madde kismen izole edildi ve diastaz
(simdi amilaz olarak biliniyor) adi verildi. Kisa bir siire sonra, mide suyundan diyet
proteinini sindiren bir madde c¢ikarildi ve pepsin adi verildi. Bu ve diger aktif
miistahzarlara fermentler genel ad1 verildi.

Justus von Liebig, bu mayalarin canli hiicrelerden elde edilen cansiz malzemeler
olabilecegini fark etti, ancak Louis Pasteur ve digerleri, yine de mayalarin canl
malzeme icermesi gerektigini savundu. Bu anlasmazlik devam ederken, maya terimi
yavas yavas enzim adi ile degistirildi. Bu ilk olarak 1878'de Wilhelm Kfthne tarafindan
onerildi (Yunanca, enzume 'maya' anlamma gelir). Eduard ve Hans Buchner kardesler,
1897'de, bir maya hicresi 0ziiti eklendiginde seker fermantasyonunun
gerceklesebilecegini gosterdiler (Palmer ve Bonner 2011).

Canli hiicre olmamasina ragmen 1926'da James Sumner, bakla ekstraktlarindan
iireaz1 kristallendirdi ve sonraki birkac yil i¢inde bir¢ok baska enzim saflastirildi ve
kristallestirildi. Saf enzimler elde edildikten sonra yapilar:1 ve 6zellikleri belirlenebilir.
Gilinlimiizde enzimler hala akademik arastirmalar i¢in de Onemli bir konu
olusturmaktadir. Hastanelerde taniya yardimci olarak arastirilirlar ve eylem 6zgulltkleri
nedeniyle analitik reaktifler olarak biiyiikk degere sahiptirler. Enzimler, tarihin
baslangicindan beri kullanilan bir¢ok islemi siirdiirerek ve genisleterek endiistride hala

yaygimn olarak kullanilmaktadir (Palmer ve Bonner 2011).
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1.4.2. Enzimlerin adlandirilmasi ve siniflandirilmasi

Enzimlere "-az' ile biten isimler verme konusunda ge¢misten gelen bir gelenek
vardir. Bunun tek bilyiik istisnasi, proteolitik enzimlerdir, yani isimleri genellikle '-in’
ile biten proteinlerin parcalanmasinda rol oynayanlardir, Orn. tripsin. Enzimlerin
isimleri genellikle ilgili substrat1 gdsterir laktaz, disakkarit laktozun bilesen
monosakkaritler, glukoz ve galaktoza hidrolizini katalize eder:

C12H22041 + HO === CgH1206 + CeH1205
laktoz glukoz galaktoz

Laktaz adi, kullanissiz, ancak daha kesin olan laktozazin bir daralmasidir. Ilki
kulaga daha hos geldigi i¢in kullanilir. Bu enzim veya diger pek ¢ok enzim adina
katalize edilen reaksiyonun tiiriinii gdsteren hicbir sey yoktur. Ornegin fumaraz, laktaza
benzer sekilde hidrolitik bir reaksiyonu katalize ettigi varsayilabilir, ancak aslinda
fumarat1 malat olusturmak i¢in hidratlar:

0 0 O OH, O
0-C—-C=C-C-0 + H,0
H H

fumarat malat

Diger enzimlerin adlari, 6rn. transkarboksilaz, substratlar1 (transkarboksilaz
durumunda metilmalonil-CoA ve piruvat olan) belirtmeden reaksiyonun dogasini
belirtir. Katalaz gibi bazi isimler ne substrati ne de reaksiyonu gosterir (katalaz hidrojen
peroksitin ayrigsmasina aracilik eder).

Enzim Komisyonu, katalize edilen toplam reaksiyon temelinde enzimleri alt1 ana
smifa ayirdi. Her enzime, noktalarla ayrilmis dort elementten olusan bir kod numarasi

verildi. Ik basamak, enzimin ana smiflardan hangisine ait oldugunu gosterir:

Ik Enzim Simifi Katalizlenen Reaksiyon Tipi
Basamak
1 Oksidoreduktazlar Oksidasyon/Rediiksiyon reaksiyonlari: Substratlar arasinda

yukseltgenme-indirgenme reaksiyonlarini katalizleyen enzimlere
oksidorediiktazlar denilmektedir. Bu gruba ornek olarak
dehidrogenazlar, oksidazlar, rediktazlar, oksigenazlar ve
peroksidazlar gibi enzimler 6Ornek wverilebilir. Bu gruplarin
koenzimleri ise FADH,;, NADH ve NADPH’tir.

2 Transferaz Iki molekiil arasinda bir atom veya grubun transferi (diger
siniflardaki reaksiyonlar hari¢): Substratlarin arasinda Hidrojen
disindaki  gruplarin  transferini  Kkatalizleyen  enzimlere
transferazlar denir. Bu enzimlerin transfer ettigi gruplara fosfat,
aldehit, keton gruplari 6rnek olarak verilebilir.

3 Hidrolaz Hidroliz reaksiyonlari: Eter, ester, glikozid, peptid ve anhidrit
gibi baglarm yanmi sira C-X, P-N gibi baglara su molekiiliiniin
katilmasi ile hidrolizi katalizleyen enzim grubudur. Esteraz, lipaz,
glikozidaz, fosfataz, proteinaz ve bitin niikleaz enzimleri bu
gruba girer.




14

4 Liyaz Substrattan bir grubun ¢ikarilmasi1 (hidroliz ile degil):
Oksidasyondan ve hidrolizden farkli bir mekanizma ile komsgu
karbonlardan gruplarin uzaklastirilmast ile ¢ift bag olusturan
veya ¢ift baga katilma reaksiyonlarini katalizleyen enzimlere
liyazlar denir. Bu grubun enzimleri hidratasyon ve dehidratasyon
reaksiyonlarini katalizlerler.

5 Izomerazlar Izomerizasyon reaksiyonlari: Yapisal, optik veya geometrik
izomerlerin  birbirine doniistimlerini  katalizleyen enzimlere
izomerazlar denilmektedir. Epimerazlar, mutazlar ve rasemazlar
bu grubta bulunan enzimlerdir.

6 Ligazlar Bir niikleosit trifosfatta pirofosfat baginin pargalanmasiyla
birlesen iki molekiiliin sentetik birlesmesi: Iki molekiiliin sentetik
birlesmesi, bir niikleozid trifosfatta pirofosfat bagmin
parcalanmasi ile birlestiginde yiiksek enerjili  fosfatli
molekillerden fosfat baglarinin koparilmasi ile agiga ¢ikan enerji
kullanilarak her iki molekilin C-O, C-S, C-N ve C-C arasinda
baglanmasi reaksiyonlarinin katalizini gergeklestiren enzimlerdir
(Keha ve Kiifrevioglu 2020).

1.4.3. Enzim inhibisyonu

Enzim inhibisyonu, enzim aktivitesinin in vitro veya in vivo olarak bazi
bilesiklerin etkisiyle azalmasi ya da yok olmasidir. Inhibisyona sebep olan kiigiik
molekiil agirhima sahip bilesikler veya iyonlar inhibitdr olarak adlandirilir. ilaglar ve
toksik maddeler de inhibitor gibi davranarak enzimleri inhibe edebilirler.
Biyokimyacilar i¢in enzim inhibisyonu, enzim etki mekanizmalar1 ile metabolik yollarm
aydinlatilmasi oldukga elzemdir (Keha ve Kiifrevioglu 2020). Enzim inhibisyonu geri
dontisimlic ve geri doniisiimsiz inhibisyon olarak iki biiyiik sinifta incelenir. Geri
donilistimlii inhibisyonda, inhibitér ortamdan uzaklastirildiginda enzim aktivitesini
tekrar kazanmaktadir.

Ug tip geri doniisiimlii inhibisyon vardir;
I.  Yarismali inhibisyon (Kompetitif)
ii.  Yarismasiz inhibisyon Tip I (Nonkompetitif)
iii.  Yarismasiz inhibisyon Tip Il (Unkompetitif)

1.4.3.1. Yannismah inhibisyon (kompetitif)

Yarigmali inhibisyonda, yap1 olarak substrata benzeyen inhibitor enzimin aktif
bolgesine baglanabilmek igin substrat ile yarig halinde olmasma ragmen enzim
tarafindan  {iriine  doniistiiriilemezler. Yarigmali  inhibisyonda  substratin
konsantrasyonunu artirarak inhibitoriin etkisini ortadan kaldirabiliriz. Enzimin Vmax

degeri degismez (Giirdol 2015; Keha ve Kiifrevioglu 2020) (Sekil 1.10).
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> E+P

Vhax degismez

El

Sekil 1.10. Yarigmali inhibisyon (Kompetitif) gosterimi

1.4.3.2. Yanismasiz inhibisyon tip | (nonkompetitif)

Nonkompetitif inhibisyonda inhibitér substrat ile yapisal bir benzerlik
gostermedigi icin enzimin aktif bolgesine degil enzimin farkli bir bolgesine baglanir. Bu
nedenle substratin konsantrasyonunda ki degisiklikler inhibisyonu etkilemez.
Yarigmasiz inhibisyonda inhibitdr etkisini, turnover sayisimi diisiirerek gosterir ve
enzimin Vmax degeri azalir, Km degeri ise degismez ve sabit kalir (Giirdol 2015; Keha ve
Kiifrevioglu 2020) (Sekil 1.11).

E+S ~———= ES m——= ESI

V max azalir
Y K, sabit
E+P

Sekil 1.11. Yarismasiz inhibisyon Tip | (Nonkompetitif) gdsterimi

1.4.3.3. Yanismasiz inhibisyon tip 11 (unkompetitif)

Yar1 yarigsmali (Unkompetitif) inhibisyonda inhibitér enzimin aktif bolgesine
baglanmak yerine enzim-substrat kompleksine baglanmaktadir.  Substratin
konsantrasyonu arttirtlirsa inhibisyonun artacagi bilinmektedir. Bu inhibisyon tiiriinde
tek substratli reaksiyon yerine ¢ift substrathi reaksiyonlar yaygindir. Bu inhibisyonda
ortamdan ES kompleksi uzaklastig1 i¢in Km azalir ve ESI kompleksinin miktar1 arttig1
icinde Vmax azalir (Keha ve Kiifrevioglu 2020) (Sekil 1.12).
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I
K
V max azalir
\/ K, azalir
E+P

Sekil 1.12.Yarismasiz inhibisyon Tip II (Unkompetitif) gosterimi

1.4.3.4. Geri doniisiimsiiz inhibisyon

Bu inhibisyon tiirlinde inhibitdrler enzime kovalent olarak baglanabilmenin yani
sira enzimin aktifliginin devam edebilmesi i¢in gerekli olan gruplar1 bozabilir ya da bu
grupla kovalent olmayan baglarla yap1 olusturabilirler. Geri doniisiimsiiz inhibitorlerin
Ozel bir smifi vardir ve bunlara intihar inaktiflestiricileri denilmektedir. Bu molekiiller
enzime baglanincaya kadar aktif olmayip baglandiktan sonra enzimin birkag
basamaginda calisir fakat iiriine doniismek yerine enzimi geri doniisiimsiiz olarak
inaktif duruma getirir. Bu bilesikler normal olarak enzim mekanizmasmi kullanarak
enzimi inaktif duruma getirdikleri icin mekanizmaya bagli inaktiflestiriciler olarak
bilinmektedirler. Intihar inaktiflestiriciler akilli ilag iiretiminde ve bu ilaglarm yan

etkilerinin giderilmesinde oldukca 6nemlidir (Nelson ve Cox 2013).

1.4.4.Tirozinaz enzimi

Tirozinaz (TYR, EC 1.14.18.1), Parkinson hastaligi gibi ndrodejeneratif
bozukluklarda rol oynayan ayrica kozmetik ve gida endiistrileri i¢in Onemli olan
melanin-esmerlesme reaksiyonlaria neden olan memelilerde, bitkilerde, mantarlarda ve
bakterilerde bulunan, melanogenezde hiz sinirlayict bir enzimdir. Memeli tirozinaz
ailesine ait olan insan tirozinazi (h TYR), tip 3 bakir igeren bir metalloenzim ve 529
aminoasitten olusan bir glikoproteindir. Aktif bolgesinde, manyetik olarak bagli iki
bakir iyonu (Cua Ve Cup), met durumunda bir hidrokso ligandi ile baglanir ve alt1 histidin
ile koordine edilir (Olivares ve Solano 2009). h TYR'nin birincil islevi, monofenolaz
olarak davranarak L-tirozini L-DOPA'ya oksitlemek ve ardindan bir difenolaz olarak
davranarak L-DOPA'y1 dopakinona doniistirmektir (Fogal ve ark., 2015). Bu gift
oksidasyon iglemi melanin olusumuna yol agar. Diger iki enzim olan tirozinazla ilgili

proteinler 1 ve 2'nin (h TYRP1 ve h TYRP2) de melanin iiretimine katildigi
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bilinmektedir. Melanogenezin son uriinleri eumelanin (koyu kahverengiden siyaha bir
pigment) ve feomelanindir (sarvkirmizi bir pigment) (Ito 2003). Melanogenez, deride,
sa¢ koklerinde ve gozlerde bulunan 6zel bir dendritik hiicre turt olan melanositlerde
meydana gelir. Hiicre alt1 diizeyde, melaninler melanozomlarda depolanir ve Snemli
Olgiide cildi UV radyasyonuna ve serbest radikallere karsi korur. Bununla birlikte,
anormal melanin Gretimleri, melazma, lentigo, konjenital melanositik nevis,
erythormelanosis follicularis faciei ve colli, post-inflamatuar hiperpigmentasyon ve
eritema diskromicum perstans gibi patolojik durumlara neden olabilir (Maymone ve
ark., 2017). Cinkd h TYR, melanogenezin ilk iki adimini Katalize eder, melanin
iretimini bastrmak veya azaltmak i¢in yapilan c¢abalarin ¢ogu, etkili TYR
inhibitorlerinin  gelistirilmesine yoneliktir. Bu stratejinin etkili oldugu ve TYR
inhibisyonu 1ile tretilen melanin seviyeleri arasinda giiclii bir korelasyon oldugu
kanitlanmistir (Roulier ve ark., 2020). Bu nedenle h TYR, melanogenezi azaltmak igin
cekici bir hedef olarak kabul edilir, ancak h TYR'nin yiiksek fiyat1 ve stabil formlarda
tretimleriyle ilgili zorluklar nedeniyle nadiren kullanilir (Roulier ve ark., 2020).
Potansiyel tirozinaz inhibitérlerinin TYR inhibitér aktivitesini test etmek icin, mantar
(Agaricus bisporus) tirozinaz (ab TYR), ulasilabilirligi, diisiik maliyeti ve glivenilir
sonuglar1 nedeniyle bir ¢calisma modeli olarak yaygin olarak kullanilmaktadir. Mantar
tirozinazlar notr veya hafif asidik pH degerlerinde optimum aktivite gosterirler.

Kojik asit (Goncgalez ve ark., 2013), hidrokinon, monobenzil hidrokinon, arbutin
(Heilgemeir ve Balda 1981; Kumar ve ark., 2013), salisilhidroksamik asit (Breathnach
ve ark., 1989), azelaik asit (Garcia-Lopez 1989), rusinol (Khemis ve ark., 2007),
feniletil resorsinol (Képke ve ark., 2019), tiazolil resorsinoller (Mann ve ark., 2018) ve
kortikosteroidler (Breathnach ve ark., 1989; Garcia-Lopez 1989) gibi binlerce TYR
inhibitord (Ashraf ve ark., 2015; Ashraf ve ark., 2017; Rafig ve ark.,2019; Nazir ve
ark.,2020; Nazir ve ark., 2021) bildirilmistir. Bu inhibitérler hiicre bazli tahlillerde
muikemmel anti-melanojenik etkiler gostermistir (Chang ve ark., 2009; Yun ve ark.,
2015; Do Hyun Kim ve ark., 2017; Pillaiyar ve ark., 2018; Kim ve ark., 2018; Jung ve
ark., 2018). Bununla birlikte, bu inhibitérlerin bircogunun, hayvan ve insan
modellerinde deri kanseri, geri doniisii olmayan depigmentasyon ve dermatit gibi ciddi
yan etkileri oldugu da bildirilmistir (Halaouli ve ark., 2006). Hidrokinon ve kojik asit
kanserojen (Oba 2013), nefrotoksik (Boatman ve ark., 1996) ve genotoksik (Barneda-
Zahonero ve ark., 2012) etkiler nedeniyle ¢ogu lilkede yasaklanmigtir. Arbutin (dogal

bir tirozinaz inhibitorii) daha az yan etkiye sahiptir ancak stabilite sorunlar1 vardir,


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2001037022000447#b0055
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ornegin 20 °C'de ve cilt mikroflorasinda termodegradasyon ile hidrokinon ve D-glukoza
hidrolize edilir (Coiffard ve ark., 1999; Bang ve ark., 2008).

Sekil 1.13. Insan tirozinaz enziminin (monomer) kristalografik yapist (5M8L) PDB
DOI: 10.2210/pdb5M8L/pdb
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Sekil 1.14. Tirozinaz enziminin mekanizmasi

1.4.5. Asetilkolinesteraz (AChE) enzimi

Asetilkolinesteraz enzimi (AChE; EC 3.1.1.7), saglikli insan beyninde viicudun
geri kalan dokularindan ¢ok daha yiiksek oranlarda bulunan ndrotransmiter bir molekiil
olan asetilkolini hidrolize eden bir enzimdir. Norodejeneratif bir hastalik olan
Alzheimer hastaligina, AChE aktivitesine sahip bir amiloid proteinin olusumu neden
olmaktadir. Alzheimer tanismm konulmasinda rol oynayan en etkili bulgu

norotransmiter asetilkolin ile ilgili bir madde olan kolinerjik kayiptir. AChE inhibisyonu
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ile bu tarz hastaliklarin tedavisi, kullanilan yaygmn yontemler arasindadir (Lolak ve ark.,
2020). Asetilkolin, organizmada kolinerjik noronlar ve snapslarda, néromuskiler
kavsakta, eritrositlerde, akciger, dalak, beynin gri maddesinde bulunan enzimin en
onemli substratidir ve bunu hizla hidroliz eder. Bunun yani sira AChE kolin esterlerini
de substrat olarak kullanilabilmektedir (Rosenberry 1975; Harel ve ark., 1996).

CHs i 0 CH
+ AChE 3
N \
H,C ; ~—0 CHs - H C)]\O_ . H3C—N+\/\
HaC 3 OH
H3C
asetilkolin asetat kolin

Sekil 1.15. Asetilkolinin AChE ile hidroliz reaksiyonu

AChE enzimlerini inhibe edebilen ilaglar kolinesteraz inhibitorleri veya
antikolinesterazlar olarak adlandirilirlar. Santral ve periferal kolinerjik fonksiyonu
guclendiren kolinesteraz inhibitorleri (asetilkolinesterazlar) asetilkolinesterazin yikimini
inhibe ederler. Il. Diinya Savasindan 6nce tersinir kolinesteraz inhibitorleri biliniyorken
savas esnasinda ¢ok daha uzun slreler etki gdsterebilen ayn1 zamanda oldukga toksik
etkili bilesikler olan tersinmez inhibitorler de gelistirilmistir. Organofosfath pestisidler
asetilkolinesterazlarm 6nemli inhibitorleri olarak bilinmektedir. Bu pestisitler enzimi
inhibe ederek merkezi sinir sistemini ve cevresel sinir sistemini etkilemektedirler.
Asetilkolinesterazin biyotemizleyici olarak kullanimi organofosfatlarin sebep oldugu
cesitli  zehirlenmelerin  tedavisinde kullanilabilen yeni bir yOntemdir. Bu
biyotemizleyicilerin ila¢ olarak kullanilabilmesi i¢in yeterli duzeylerde elde
edilebilmeli, ylksek transformasyon sayisina sahip olmali, dolasim sirasinda daha uzun
yart Omre sahip olmali ve immuno uygunluk goOstermesi sahip olmasi gereken

ozelliklerdir (Targiani ve ark., 2010).
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Sekil 1.16. Alzheimer hastaligi tedavisinde kullanilan bazi kolinesteraz inhibitérleri

Klinik olarak Myastenia Gravis (MG), glokom, Alzheimer Hastaligi gibi
olduk¢a genis araliklarda ve ¢ok g¢esitli hastaliklarda kolinesteraz inhibit6rleri
kullanilmaktadir. Ik zamanlarda Alzheimer hastaligmin tedavisi icin takrin
kullanilmisken sonraki zamanlarda donepezil, rivastigmin ve galantamin kullanilmistir.
Asetilkolinesteraz (AChE) ve butirilkolinesterazin (BChE) her ikisini de takrin ve
rivastigmin inhibe ederken, donepezil ve galantamin sadece asetilkolinesterazi (AChE)

inhibe etmektedir.

Sekil 1.17. Asetilkolinesteraz enziminin (monomer) kristalografik yapisi
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1.4.6. Pankreatik lipaz enzimi

Insan pankreas lipaz1 (triagilgliserol agil hidrolaz EC 3.1.1.3), karboksil esteraz
ile ilgili insan lipaz ailesinin en ¢ok calisilan iiyesidir. Saflagtirilmig insan pankreas
lipazi, molekiiler agiwrligr 46.000 Da olan 449 amino asitten olusan dogal bir
glikoproteindir. Pankreatik lipaz, diyet yaglarmin sindirimi ve emilimi i¢in kritik 6neme
sahiptir. Pankreatik lipaz genellikle pankreas tarafindan salgilanir ve yagin, kolesterol
esterlerinin ve yagda ¢oziinen vitaminlerin hidrolizine ve sindirimine katilmak icin
duodenuma aktarilir (Carriére ve ark., 1994). Lipaz turl bir enzim olan pankreatik lipaz
trigliserit molekillerini hidroliz eden, kolipaz ve safra asitlerini ise kofaktor olarak
kullanan bir enzimdir. Hidroliz sonucu monoagilgliserol ve yag asitleri agiga cikar. Ince
bagirsaklarda emilen trigliserit hidroliz Grlnleri (monoagilgliserol ve yag asitleri), epitel
hlcrelerde baska enzimler tarafindan viicuda dagitilmak tizere, yeniden trigliserite
dontistiiriilerek silomikronlar i¢inde lenf sistemine salgilanir. En iyi etkiyi notr pH'da
gOsterir. Pankreatik lipaz, salgilandigi haliyle aktiftir. Pankreas tarafindan salgilanan en
bol lipolitik enzimler, pankreas trigliserit lipazi (PTL veya PNLIP) ve aile iiyeleri,
pankreas lipazi ile ilgili protein 1 (pancreatic lipase-related protein) (PNLIPRP1 veya
PLRPI1) ve pankreas lipazi ile ilgili protein 2'dir (PNLIPRP2 veya PLRP2). Ailenin
diger {yelerinden farkli olarak, PNLIPRP2, o&zellikle yeni doganlar i¢in lipid
sindiriminde temel bir rol oynar. Pek ¢ok deneysel veriyle onaylanan PNLIPRP2
mRNA deneysel sonuglart PNLIPRP2'nin emziren memelilerde siit yag1 sindiriminde
onemli bir rol oynayabilecegini diistindiirmektedir (Li ve ark., 2007; Andersson ve ark.,
2011).

PNLIPRP2 eksikligi olan emen farelerin steatore (yagh digki) ve yag emilim
bozukluguna sahip oldugu ve diskidaki sindirilmemis ve kismen sindirilmis
trigliseritlerin dnemli 6lciide arttig1 ve buna kilo alma egrisinde 6nemli bir diisiis eslik
ettigi bulundu (D’ Agostino ve ark., 2004; Huggins ve ark., 2003; De Caro ve ark., 2004;
Gilham ve ark., 2007; D’Agostino ve ark., 2011). PNLIPRP2 sadece pankreastan degil,
belirli kosullar altinda sitotoksik T lenfositler (CTL) gibi ¢esitli doku ve hiicre
tiplerinden de salgilanir. Bazi sitotoksik T-hicresi aracili liziz tiplerinde yardimct bir rol
oynayabilir (Alves ve ark., 2009).

Pankreatik lipaz enziminin diyet yagmin metabolizmasinda 6nemli bir rol
oynadig1 ve ince bagirsaktan emilimini engelledigi ¢ok aciktir. Viicutta beyaz yag

dokusu olarak depolanan fazla yaglar obeziteye neden olur. Bu enzimin inhibitdrleri,
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obezitenin temel nedenini dogrudan etkiler. Bu nedenle, obezite ve ilgili hastaliklarin
yonetimi icin iyi bilinen bir hedeftir. Bu enzimin inhibisyonu, kiresel olarak
arastirmacilar1 cezbetmektedir, ciinkii Amerikan Gida ve Ilag Idairesi (FDA) tarafindan
onay almis piyasada tek anti-obezite ilaci (orlistat) bir pankreatik lipaz inhibitorudir
(Heck ve ark., 2000).

7

/\\Oio
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Orlistat

Sekil 1.18. Orlistatin agik yapisi

1.4.6.1. Pankreatik lipaz inhibitdrleri

Pankreatik lipaz inhibitorleriyle ilgili incelemeler ya dogal pankreas lipaz
inhibitorleriyle ya da pankreas lipaz inhibitorlerinin kesfinde kullanilan yaklagimlarla
ilgilidir (Birari ve ark., 2007; Buchholz ve Melzig 2015; Liu ve ark., 2020; Almasri
2020). Hepsi dogal pankreatik lipaz inhibitorlerinin bilesenlerini polifenoller,
saponinler, alkaloidler, triterpenler ve flavonoidler vb. olarak simiflandirdilar. Ancak,
sentetik pankreatik lipaz inhibitorleri ve bunlarin detayli yapi aktivite iliskisi (SAR)
caligmalari ile inhibitorlerin baglanma modlar1 hakkinda bir yayin bulunmamaktadir.
Bitki 6z ve mikrobiyal Urunler gibi dogal kaynaklardan sayisiz pankreatik lipaz
inhibitorii taranmustir. Orlistat, pankreatik lipaz enziminin geri doniisiimsiliz bir
inhibitdri  olan mikrobiyal (Streptomyces toxytricini) lipstatinden gelistirilmistir
(Weibel ve ark., 1987; Hochuli ve ark., 1987). Pankreatik lipazin obezite tedavisinde
kullanilan inhibitori orlistat adli bir ilagtir. Orlistat etken maddesi trigliseritlerin

sindirimini engelleyerek viicudun besinsel yag alimimi durdurur.
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Sekil 1.19. insan Pankreatik lipaz protein 1 ve 2 nin yapisi (pdb id: 2PPL ve 2PVS)

1.5. Cahismanin Amaci

Heterosiklik biyoaktif bilesiklerin énemli bir 6zelligi basta N, S ve O olmak
iizere ¢esitli heteroatomlar igermeleridir. Bu heteroatomlar hedef iskeletin aktivitesini,
bilesiklerin aktivitesini (veya toksikolojisini), hedef ilaglar ve farkli hedef inhibitorler
arasindaki etkilesimleri ve ayrica metabolizma ve farmakokinetigi etkileyebilirler.
1,2,3-Triazol iskelesinin, antimikrobiyal, antienflamatuar, sitotoksisite, antitimor,
antiviral, antimikobakteriyel, antifungal, antioksidan aktivite gibi ¢ok cesitli ve genis
spektrumda Ki 6zelliklerinden esinlenerek, yiiksek lisans tez ¢alismasi olarak sunulan bu
caligmanin birinci basamaginda potansiyel biyolojik aktif yeni ftalimit ve 1,2,3-triazol
hibrit tirevlerinin sentezi ¢alismanin ikinci basamaginda ise; nihai Grtnlerin tirozinaz,
asetilkolinesteraz ve pankretatik lipaz enzimlerinin in vitro inhibisyon galigmalar
gerceklestirilerek 1Cso degerleri hesaplanmasi, antioksidan etkilerinin incelenmesi ve
degerlendirilmesi amaglanmaktadir. Daha guvenli, daha gucli ve kararli tirozinaz,
asetilkolinesteraz ve pankreatik lipaz inhibit6rlerinin belirlenmesine yonelik arastirma
calismalar1 hedeflenmektedir. Nihai {iriinlerin farmasotik uygulamalar basta olmak

iizere birgok alanda yeni ¢alismalara onciiliik etmesi beklenmektedir.
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Sekil 1.20. Yeni 1,2,3-triazol bilesiklerinin sentez basamaklari
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2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Triazol Tiirevlerinin Biyolojik Aktivitelerine Dair Calismalar

1,2,3-Triazol, biyolojik olarak aktif bir¢cok bilesikte bulunabilen yaygin bir
birimdir (Dalvie ve ark., 2002; Agalave ve ark., 2011; Boechat ve ark., 2011; Haider ve
ark., 2014). 1,2,3-Triazol tirevlerinin antiviral (He ve ark., 2014), antiepileptik (Ulloora
ve ark., 2013), antibakteriyel, antifungal (Kaushik ve ark., 2014), antiprotozoal (Durust
ve ark., 2012), antioksidan (Mady ve ark., 2014), enflamatuar (Abuo Rahma ve ark.,
2014), ve antikanser (Wenjuan ve ark., 2013) aktiviteleri dahil olmak {izere genis bir
farmakolojik aktivite spektrumuna sahip oldugu bildirilmistir. 1,2,3-triazoller metabolik
bozunmaya kars1 kararhidir ve kolayca biyomolekiiler hedeflerin baglanmasini
destekleyen ¢oOzilinilirliigli artirabilen hidrojen bagi olustururlar. Benzersiz o6zellikleri

nedeniyle 1,2,3-triazoller ilag kesfinde ilgi ¢ekici yapilardir (Pedersen ve ark., 2011).

2.1.1. Antifungal aktivite

Krzysztof ve arkadaglar1 antimikrobiyal ve antifungal aktiviteler i¢in taranan bir
dizi (1a, 1b, 1c) 1,2,3-triazol bilesigi ve tlrevlerini sentezlemistir. 2a ve 2b bilesikleri
mikonazole kiyasla daha iyi antifungal aktivite gostermistir (Sztanke ve ark., 2008)
(Sekil 2.1).

N\
N
N

I
H,C—(CH,),-CHj;

(1a)R;=R,=H (2a)n=3
(1 b) R1 = H, R2 = OCH3

2 =
(1¢) Ry = R, = OCHj (2b) n=6

Sekil 2.1. Antimikrobiyal ve antifungal bilesiklerin yapilari

Rezaei ve arkadaglar1 (2009), sitokrom P450 14a-demetilazin (14pm)
inhibitorleri olarak yeni bir benzotriazol 1a, 1b, 1c ve 2a, 2b serisinin sentezini ve
degerlendirmesini tarif etmislerdir. Bilesikler, sanal bir kiitiiphane olusturularak ve
enzim aktif bolgesine yerlestirilerek tasarlanmistir. 1a, 1b ve 1c analoglari diisiik

antifungal aktiviteye sahipti. Aktivite, benzotriazol birimi (1b ve 1c bilesikleri) ile
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slibstitiie bir metoksi grubunun varligiyla azaltilmistir. Bilesik 2a, test edilen mantarlar
uzerinde guclu inhibe edici etkiye sahiptir (Sekil 2.1).

Kalluraya ve arkadaglar1 (1996) 3 bilesigini sentezledi. Daha sonra bazi N
kopruli heterosikliklerin sentezinde kullanildi, antibakteriyel ve antifungal aktiviteler
acisindan incelendi (Sekil 2.2).

N~N

Ar—0-H,c—¢ ) _ R= fenil, furil
N™ S 4-klorofenoksimetil,

Nﬁ) timoksi metil, vs.

3 R

Sekil 2.2. 3 Bilesiginin yapisi

2.1.2. Anti-inflamatuar aktivite

Enflamasyon, zara bagl fosfolipidlerin arasidonik asit (AA) saldigi, ardindan
sikloksijenaz (COX) ve 5-lipoksijenaz (5-LOX) yollarin1 kullanan biyotransformasyon
stirecleri tarafindan takip edilen viicut dokularmin karmasik biyolojik bir siirecidir.
Indometasin, ibuprofen ve naproksen gibi cesitli steroid olmayan anti-inflamatuar
ilaglar (NSAID'ler), sikloksijenaz1 engelleyerek arasidonik asit metabolizmasmi bloke
eder. Bununla birlikte, bu ilaglarla iliskili yan etkiler, tibbi kimyagerleri alternatif yap1
iskeleleri gelistirmeye yonelmistir.

Jung grubu, bir seri fenil-1H-1,2,3-triazol turevi sentezledi ve biyolojik
aktivitelerini inceledi. 25 mg/kg'lik ayn1 dozda, bilesik 4, mevcut anti-inflamatuar ilag

diklofenaktandan daha iyi etkiler gosterdi (Jung ve ark., 2015).

N=N
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Sekil 2.3. 4 Bilesiginin yapisi

Yar ve arkadaslari, klik kimyas1 yaklasimmi kullanarak in vivo anti-inflamatuar
aktivite icin 1,2,3-triazole bagli indol-3-glioksamid turevlerini sentezlemislerdir. Iki
bilesik 5 ve 6, sirastyla 0.058 ve 0.046'lik iyi COX-2 segicilik indeksi (COX-2/COX-1)
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ile mikemmel COX-2 (ICso 0:12uM) inhibisyon gosterdigini bildirmislerdir (Yar ve
ark., 2018) (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. 5 ve 6 Bilesiklerinin yapilari

2.1.3. Antituberkiloz aktivite

Mycobacterium tuberculosis'in neden oldugu bulasic1 hastaliklardan biri olan
tiberkiiloz (TB), diinya c¢apinda halk saghgi icin ciddi bir risk olmaya devam
etmektedir. Genel olarak, dogrudan gozlemlenen terapi stratejisi (DOTS), tiiberkiiloz
tedavisidir ancak coklu ilaca direncli TB'nin (MDR-TB) ve genis 6l¢iide ilaca direngli
TB'nin (XDR-TB) ortaya ¢ikmasi zorluklar yaratmistir. Bu nedenle, etkili TBC karsit
ilag adaylarinin belirlenmesi bliyiik ilgi gormiistiir.

Labadie ve arkadaslari, 1,2,3-triazol tiirevlerini sentezlemek icin klik kimyasini
kullandilar ve bunlar1 Mycobacterium tuberculosis ve Mycobacterium avium'a karsi
taramuglardir. Biyolojik tarama sonucu triazol 7 M. tuberculosis'e karsi standart ilaca

gore daha 6nemli aktivite gostermistir (Labadei ve ark., 2011) (Sekil 2.5).

Sekil 2.5. M. tuberculosis'e kars1 aktivite gosteren 1,2,3-triazol (7) bilesigi

[zoniazid tiirevleri, (E)-N’-[(1-aril)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metilen] izonikotinoil
hidrazidler, 8, minimum inhibitér konsantrasyon (MIC) degeri 0:62 pg/mL olan 6nemli

aktivite gostermistir (Boechat ve ark., 2011).
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Sekil 2.6. 8 Bilesiginin yapisi

Kantevari grubu, dibenzo[b,d]Jtiyofen bazli Mycobacterium tuberculosis
inhibitorlerinin  sentezi i¢in molekiiler hibridizasyon yaklagimi tanimladi. M.
tuberculosis susu H37Rv'ye kars1 in vitro aktiviteleri en giiglii bilesikler 9 ve 10, MIC=
0:78 pg/mL olarak bildirildi (Patpi ve ark., 2012) (Sekil 2.7).

CC CC
O3 av's
Cl F
9 10

Sekil 2.7. 9 ve 10 Bilesiklerinin yapisi

Zhang ve arkadaslar1 klik kimya stratejisi kullanarak sentezlenmis triazol bazli
benzofuran salisilik asit tiirevi bilesik 16'nin etkili hiicresel aktiviteye sahip gii¢lii bir

anti-TB terap6tik oldugunu bulmuslardir (Zhou ve ark., 2010) (Sekil 2.8).

1"

Sekil 2.8. 11 Bilesiginin yapist

2.1.4. Antikanser aktivite

Kanser 6nemli bir halk sagligi sorunudur ve diinya ¢apinda ikinci dnde gelen

6lum nedenidir. Taksol, vinkristin, vinblastin, kamptotesin tlrevleri, topotekan dabhil
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olmak iizere ¢ok sayida antikanser ajanin mevcut olmasma ragmen, farkli etki
bigimlerine sahip yeni bilesiklerin arastirtlmas: 6nemli ilgi gormiistiir.

Kallander ve grubu insan metiyonin aminopeptidaz tip 2 (hMetAP2) inhibitorleri
olarak 4-aril-1,2,3-triazol 12 bilesigini bildirdi. Bu molekillerin antikanser aktivitesi,
enzimin aktif bolgesine baglanmaya aktif olarak katkida bulunan triazol pargasinin N1

ve N2 azot atomlarindan kaynaklanmaktadir (Kallander ve ark., 2005) (Sekil 2.9).

Br s’
Br

12
Sekil 2.9. 12 Bilesiginin yapisi

Odlo ve g¢alisma arkadaslar1 (2008), combretastatin A-4'Un bir dizi cis 1,5-
distbstite 1,2,3-triazol analoglarimi agikladilar. Triazol tiirevlerinden biri 13,
nanomolar araliginda ICsg degerleri ile cesitli kanser hiicre hatlarina karsi etkili
sitotoksik aktivite gosterdi. Molekiiler yerlestirme (docking) ¢alismasi, triazol
parcasinin, ¢ok sayida amino asitle H bagi yoluyla B-tubulin ile etkilesime girdigini

gostermektedir.
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Sekil 2.10. 13 Bilesiginin yapisi

Triazol ile modifiye edilmis 20,30-dideoksi-20,30 dietantioribonikleozidler 14
serisi, kontrol ilac1 floksuridin ile karsilastirildiginda HepG2, A549 ve Hela hiicre
hatlarina kars1 6nemli dl¢lide daha iyi antitimor aktivite ve HepG2, LAC ve Hela hiicre

hatlarina kars1 daha yiiksek sitotoksisite sergilemistir (Yu ve ark., 2010) (Sekil 2.11).
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Sekil 2.11. 14 Bilesiginin yapisi

Rangappa ve arkadaslari, 1,2,3-triazole bagh bir dizi 1,2-benzisoksazol 15
hazirladilar ve insan akut miyeloid losemi (AML) hiicrelerine karsi kayda deger
antiproliferatif etkisini belirlediler. MTT testi kullanilarak, 3-(4-(4-fenoksifenil)-1H-
1,2,3-triazol-1 il benzo[d]izoksazolin MV4-11 hiicrelerine karsi 2 uM ICsg degeri ile en
guclu antiproliferatif ajan oldugu bulundu (2015) (Sekil 2.12).

15

Sekil 2.12. 15 Bilesiginin yapist

Miller ve grubu (2010), klik kimyasi1 yaklasimini kullanarak bir dizi N-((1-
benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il) metil) arilamit sentezini ger¢eklestirdi ve bunlarin ¢gogalma
antiproliferative onleyici aktivitelerini inceledi. Bilesik 16’dan biri, MCF-7 insan meme
timor hiicrelerine kars1 46 nM'lik bir ICso sergiledi (Sekil 2.13).

16

Sekil 2.13. 16 Bilesiginin yapist
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Lin ve arkadasglar1 (2010), bir dizi heterosiklik ile kaynasmis 1,2,3-triazol
sentezlediler ve sitotoksik aktivitelerini degerlendirdiler. A431 ve K562 insan timor
hiicre hatlarma kars1 1.9 pg/mL'den diisiik ICso degerleri ile 4-metoksifenil stibstittie 1,3
okzazoheterosiklik kaynasmis 1,2,3-triazol 17'nin en giiglii tiirev oldugu bulunmustur
(Sekil 2.14).

N~ OMe

17

Sekil 2.14. 17 Bilesiginin yapisi

Betulinik asidin 1,2,3-triazol tiirevleri Koul ve arkadaslar: tarafindan sentezlendi
ve dokuz insan kanser hiicre hattina kars: sitotoksik aktiviteleri degerlendirildi. Iki
molekil 18 ve 19, lésemi hiicre hattt HL-60'a (betulinik asitten 5-7 kat daha yiiksek
poteniyel) kars1 dikkate deger ICso degerleri (sirasiyla 2.5 ve 3:5 uM) sergiledi (Majeed
ve ark.; 2013) (Sekil 2.15).

Sekil 2.15. 18 ve 19 Bilesiklerinin yapisi

Bir dizi yeni 2°,3'-dideoksi-2',3'-dietandioribo niikleosid bir triazol halkasi 20
olarak modifiye edilerek antikanser aktiviteleri rapor edildi. Triazol halkali
nukleosidler, 6rn. 20a, 20b ve 20c, genis bir timdr hiicre dizisi yelpazesine yonelik
aktiviteyi onemli 6lgiide artrmistir (Yu ve ark., 2010) (Sekil 2.16).
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HO o N=N 20a R= -C<H
N\/)\R a R=-CgHs
20b R= -4FCgH,
Eis SEf 20c R= -40MeCgH,

Sekil 2.16. 20 Serisinin yapilari

2.1.5. Antiviral aktivite

Viral hastaliklara, bir organizmanin viicudunu enfekte eden viriisler neden olur.
Viral enfeksiyonlarin tedavisinde asilar ve antiviral ilaglar kullanilsada, yeni virtslerin
ortaya ¢ikmasi tiim diinyada saglik agisindan risk olusturmaktadir. Bu nedenle alternatif
antiviral ajanlarmn gelistirilmesi 6nemli bir 1lgi konusudur.

Boechat ve calisma arkadaglar1 1,2,3-triazol niikleozid ribavirin analoglarmin
sentezini bildirdiler ve antiviral aktivitelerini incelediler. Sentezlenen bilesik 21,
Influenza A ve insan immun yetmezlik virtsu tip 1'den (HIV-1 RT) ters transkriptaz
(RT) igin 1Cso degerleri sirasiyla 14 ve 3.8 UM ile gugliu aktivite sergiledi (Maria ve
ark., 2014).

Ribavirin analoglar1 (4,5-disubstitile 1,2,3-triazol nikleozidleri) Zeidler ve
arkadaglar tarafindan sentezlendi ve biyolojik aktiviteleri tarandi. 5-etinil nikleozid 22,
influenza A (HIN1, H3N2 ve H5NI1), influenza B, kizamik ve respiratuar sinsityal
virtislere karsi etkili virlis 6nleyici aktivite sergiledi (Krajczyk ve ark., 2014) (Sekil
2.17).

0 o}
O/
N N NH,
/ \ 17 \
BzO N_ HO N_
N N X
0" 0% X
0OBzOBz OH OH

21 22

Sekil 2.17. 21 ve 22 Bilesiklerinin yapilar

Ding grubu (2012), viriis niikleoproteinini hedef ald1 ve anti-grip ilac1 gelisimi
icin 1,2,3-triazol-4-karboksamid tiirevlerini sentezledi. Bilesik 23, 0.5 ila 4.6 uM
arasinda degisen ICsp degerleri ile ¢esitli H3N2 ve HINI influenza A virlis suslarinin

replikasyonunu inhibe etti (Sekil 2.18).



Sekil 2.18. 23 Bilesiginin yapisi
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Chande ve Jagtap (1997) substitie S-triazol ve kaynagmis halka heterosiklikleri

iceren organofosfor bilesiklerini 24 sentezlediler ve bocek Sldiirlicii aktivite agisindan

taradilar. Onemli aktiviteye sahip birkag bilesik bildirilmistir (Sekil 2.19).

Sekil 2.19. 24 Bilesiginin yapisi

Liu ve arkadaslari

24

(2000)

flor igeren, bir grup yogunlastirilmig

triazoletiadiazinon tdrevini 25 sentezlemis ve bunlar1 fungisidal ve insektisidal

aktiviteler agisindan degerlendirmislerdir. Bilesik 25, ev sivrisinek larvalarma (Cluex

pipiens molestus Forskae) karst 300 g L'de % 90 insektisidal aktivite gdstermistir

(Sekil 2.20).

Sekil 2.20. 25 Serisinin yapis1

25a
25b
25c
25d
25e
25f
25¢g
25h

R= 2-FCgH,4; R= CoH5
R= 3-FCgH,4; R= CoH5
R=4-FCgHy4; R= CoH5
R= 2,4-di-CI-5-F-CgH,; R= C,H5
R= 2-FCgHy4; R= CgHs
R= 3-FCgH,; R= CgHs
R= 4-FCgH,4; R= CgHs
R= 2,4-di-CI-5-F-CgH,; R™ CgH5



34

2.1.6. Antimalaryal aktivite

Bir dizi triazole bagh kalkon ve dienon hibrid bilesigi 26 sentezlendi ve in vitro
antimalaryal aktiviteleri agisindan degerlendirildi (Guantai ve ark., 2010). Birkag
kalkonklorokinolin hibrid bilesiginin aktif oldugu 3-{4-[1-(7-kloro-kinolin-4-il)-1H-
[1,2,3] triazol-4-il-metoksi]-3-metoksifenil}-1-(2,4-dimetoksifenil)-propenon  26a
Plasmodium falciparum'un D10, Dd2 ve W2 suslarma karsi en aktif olaniydi (Sekil
2.21).

0
MeO
[ N
o) =R

%N 26

N~N 26a R= 2'4-dion
fﬁ
Y |

N Cl

Sekil 2.21. 26 Bilesiginin yapisi

2.1.7. Antimikrobiyal aktivite

Mantar ve bakteriyel enfeksiyonlar, insan ve hayvanlarin yasami i¢in ciddi
endigeler yaratr. Mevcut ilaglarin etkisizligi ve artan direngli suslar, yeni
antimikrobiyal ajan siniflarmma onemli ilgi gosterilmesini gerektirmektedir. Agarwal ve
arkadaglari, klik kimyasi ile kalkonlarin ve flavonlarin 1,2,3-triazol tirevlerini
sentezlediler ve bunlarin antimikrobiyal ve antiplazmodiyal aktivitelerini taradilar. 27'yi
iceren birkag bilesik umut verici antifungal ve antibakteriyel aktivite gosterdi (Kant ve

ark., 2016) (Sekil 2.22).

27

Sekil 2.22. 27 Bilesiginin yapist
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Murugulla grubu, 1,2,3-triazolleri igeren teofilinin, (theophylline) varyant
niikleozit tiirevleri ile antimikrobiyal aktivitesini inceledi. Bilesik 28'in, 0.0156,
0.03125, 0.0625 mg/mL MIC degerleri ile {i¢ bakteri susu B. cereus, Escherichia coli ve
P aureoginosa'ya karsi giiglii ve etkili oldugu gosterildi. MIC degerleri 0.03125, 0.0156,
0.0625 mg/mL olan bilesik 29'un sirastyla S. aureus, B. cereus ve Escherichia coli'ye
kars1 etkili oldugu bulunmustur (Ruddarraju ve ark.; 2016) (Sekil 2.23).

o "{ 28 )\N N 29
Sekil 2.23. 28 ve 29 Bilesiklerinin yapist

Yeni 1,2,3-triazoller igeren diaril siilfon, Jergensen ve calisma arkadaslari
tarafindan sentezlendi ve biyolojik degerlendirmeleri de yapildi. Bilesik 30'un, 25
pug/mL'de MIC degeri olan en giiglii antifungal ajanlar oldugu bulundu (Mady ve ark.;
2014) (Sekil 2.24).

O-

oO=n=0

Sekil 2.24. 30 Bilesiginin yapisi

Zhou ve arkadaslar1 potansiyel antimikrobiyal aktivite i¢in bir dizi 1,2,3-triazol
turevli naftalimid bildirdi. Biyoaktif tahlil, 31'in mevcut ilaglardan Norfloxacin ve
Chloromycin'den daha iyi anti-Escherichia coli aktivitesi gosterdigini ortaya koydu
(Peng ve ark.; 2014) (Sekil 2.25).



36

N
/
N
|
O N (0]
Cl cl
Cl OO Cl

Sekil 2.25. 31 Bilesiginin yapisi

5-nitrofuran-triazol tiirevi Kamal ve grubu tarafindan hazirlandi ve biyolojik
aktivitesi incelendi. Diger bilesikler arasinda 32, C. albicans ve C. parapsilosis'e karsi
standart mikonazole (MIC= 7.8 pg/mL) ile karsilastirildigimnda umut verici
antibakteriyel aktivite (farkli bakteri suslarina karst MIC= 1.9 pg/mL) ve antifungal
aktivite (MIC= 3.9 ug/mL) sergiledi (Kamal ve ark., 2015) (Sekil 2.26).

NN cl

/ N\ K

Sekil 2.26. 32 Bilesiginin yapisi

Yeni bir katyonik antrakinon sinifi benzerleri 33 sentezlenmistir (Zhang ve ark.,
2011). Bunlar arasinda 33a, yiiksek aktivite (MIC <1 pg/mL) ve metisiline direngli
Staphylococus aureus (MRSA) dahil olmak iizere Gram pozitif patojenlere karsi
secicilik yaparken Gram negatif bakterilere kars1 miitevazi aktivite gosterdi. 33b ve 33c
bilesikleri, ticari olarak temin edilebilen diger katyonik antiseptik kimyasallarla
karsilastirilabilen MRSA ve vankomisine direngli Enterococcus faecalis (VRE) dahil

olmak tizere genis antibakteriyel aktivite sergiler (Sekil 2.27).

+ ,Me
N, 33a R= -CH,(CH,)sCHj
N 33b R= -CH,(CH,)1oCHs
N\R 33¢ R= -CH,(CH,)14CHs

o

Sekil 2.27. 33 Bilesiginin yapist
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Holla ve arkadaslar1 (2005) N-[1-arilmetilen]-1-[8-(triflorometil)kinolin-4-il]-5-
metil-1H-1,2,3-triazol-4-karbonhidrazidler ve 1-aril-4-{1-[8-(triflorometil)kinolin-4-il]-
5-metil-1H-1,2,3-triazol-4-il}prop-2-en-1-triazol ve Kkinolin birimleri iceren bir dizi
Schiff bazi sentezini gergeklestirdi. Bilesikler, E. coli, Psuedomonus aeruginosa,
Bacillus subtilis, Klebsiella pneumoniae, Aspergilus fumigatlar, Candida albicans,
Penicillium marneffei ve Trichophyton mentagrofitlerine karsi antimikrobiyal
aktiviteleri agisindan tarandi. En aktif bilesik 34, standardinkine neredeyse esit olan tiim

bakteriyel ve fungal suslara karsi maksimum antimikrobiyal aktivite sergiledi (Sekil
2.28).

CH,
34 35

Sekil 2.28. 34 ve 35 Bilesiklerinin yapilari

2.2. 1,2,3-Triazollerin Tirozinaz, Pankreatik Lipaz ve Asetilkolinesteraz

Enzimlerine Kars1 Etkileri

Enzimler, protein olarak da bilinen bir peptit bagi ile birlestirilen uzun bir amino
asit zincirinden olusan katalizorlerdir. Bunlar, substratin spesifik bolgesine baglanarak
herhangi bir reaksiyonu aktive etmek i¢in kullanilir. Enzimler, hareketlerinde 6zeldir ve
aktiviteleri, substratin konsantrasyonuna, sicaklik ve pH gibi diger fiziksel kosullara
baglidir. Bitki, hayvan ve mikroorganizma gibi ¢ok cesitli kaynaklardan elde edilebilen
enzimler santrifuj ve diger damitma yontemleri kullanilarak saflastirilabilirler, oysa
mikrobiyal enzimler, genis sicaklik ve pH araliklar1 nedeniyle bitki ve hayvanlardan
elde edilenlerden daha fazla uygulama bulurlar. Enzim Komisyonu ile enzimler
siniflandirilarak farkli EC kodlar1 ile isimlendirmeler yapilir. Bu komisyon tarafindan
enzimler yapilarina, islevlerine ve reaksiyonlarinin dogasma gore smiflandirilir.
Enzimler bir¢ok saglk sorununun ¢oziimiinde faydali olmakla birlikte insan

beslenmesindeki eksikliklerin giderilmesinde de kullanilmaktadir. Ayrica enzimler, gida
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endiistrisi, ilag endiistrisi, tekstil endiistrisi, polimer endiistrisi ve kagit endiistrisi dahil
olmak {izere bir¢ok endiistride bilesiklerin, {irlinlerin imalatinda veya bir¢ok biyolojik
ve kimyasal reaksiyonu hizlandirmak i¢in kullanilmaktadir.

Tirozinaz, melanin biyosentezinde ve pigmentasyonda fonksiyon goren, Cu
iceren glikoprotein yapisinda olan tirozinden dopa sentezini katalizleyen bir enzimdir.
Gida, farmakoloji, kozmetik ve ¢evre alanlarinda kullanimlar1 vardir. Cevresel etkenler
ve yasghlik neticesinde olusan derideki pigmentasyon problemlerinin ¢éziimii icin
tirozinaz enzimi inhibitorlerinin tespiti arastrmalari son yillarda gittikce Onem
kazanmustir. Tirozinaz enzimi inhibisyon calismalar1 igin farkli triazoller ile ilgili
calismalar c¢ok ilgi cekmekte ve onem kazanmaktadir. Bu calismalardan birinde, yeni
sentezlenen benzimidazol-1,2,3-triazol molekul serisinin  mantar tirozinaz enzim
inhibisyon etkisi arastirilmis ve referans ilag olan kojik asite esdeger ICso degerine sahip
oldugu rapor edilmistir (Mahdavi ve ark., 2018). Benzer sekilde triazol Schiff baz
tiirevlerinin tirozinaz enzimini kuvvetli bir sekilde inhibe ettigi bulunmustur (Yu ve
ark., 2015).

Tehrani ve grubu tarafindan 2019 yilinda triazolil-izoindolin-1,3-dion turevleri
sentezlendi ve karakterize edildi. Bilesikler, tirozinaz inhibitér aktiviteleri agisndan
degerlendirildi. Elde edilen verilere gore, 2-bromofenil ve 2-nitrofenil kisimlar1 i¢eren
bilesikler, sirasiyla 26.55 + 2.31 ve 26.20 = 1.55 pM ICso degerleri ile tirozinaza karsi
en gliclii bilesikler oldugu rapor edilmistir.

Ashooriha ve arkadaslar1 (2019) yeni gucli tirozinaz inhibitorleri bulmak
amaciyla, ariloksimetil-1H-1,2,3-triazol-1-il parcas1 tasiyan kojik asit tiirevlerini
tasarlad1 ve klik reaksiyonu yoluyla sentezledi. Tasarlanan molekiiliin ariloksi kismu,
molekiiler optimizasyon ve yapi-aktivite iliskileri ¢aligmasi i¢in degistirildi. TUm
bilesikler, referans ila¢ kojik asitden 0.06-6.80 UM araliginda ICsp degerleri ile ¢ok
glglu anti-tirozinaz aktivitesi gosterdi. Sonug¢ olarak Naftiloksi analoglarinin kojik
asitten 31-155 kat daha gii¢lii oldugu bulundu.

Obezite beslenme ve sosyal yasam sorunlari sebebiyle son yillarda insidansi
ivmeli bir sekilde yiikselen kiiresel ortak bir saglik problemi haline gelmistir. Obezite
durumu dislipidemi sonucunda koroner kalp hastaliklari, alkol kaynakli olmayan
karaciger yaglanmasi, hipertansiyon ve Diabetes mellitus gibi metabolik hastaliklarin en
onemli sebeplerinden sayilmaktadir. Pankratik lipaz enzimi ince bagirsakta lipidleri
pargalayarak silomikronlar olarak emilimini saglarlar. Bu sebeple pankreatik lipaz

inhibitorlerinin obezite ile miicadele etmede katkilar1 olduklar: diistiniilmektedir.


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/tyrosinase
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/kojic-acid
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/kojic-acid
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Pankreatik lipaz enzimi {izerine de farkl triazol tiirevlerinin inhibitdr etkileri
literatiirde genis bir sekilde bulunmaktadir. Literatirde 1,2,4-triazol bilesikleri ve
tiirevlerinin pankreatik lipaz enzimi lizerine inhibitor etkilerinin arastirildigi ¢cok sayida
calisma vardir (Mentese ve ark., 2013; Bekircan ve ark., 2014; 2015; Kahveci ve ark.,
2015). 1,2,3-Triazollerin pankreatik lipaz inhibitorii olarak arastirildigi yayin sayist ¢ok
azdir. Bu kapsamdaki bir calismada bir grup benzimidazol ve bisbenzimidazol
sentezlenmis ve pankreatik lipaz enzimini kuvvetli inhibe ettigi molekiiller rapor
edilmistir (Mentese ve ark., 2018).

Bir dizi geleneksel bitki, lipaz inhibe edici aktiviteler gosterdi. Bu ilhamla Jalaja
ve arkadaslar1 (2018) Curcuma amada'dan (E)-Labda-8(17),12 dien-15,16-dial izole
ettiler ve dogal kaynakli bir diterpenoid olan labdan ekli yeni triazol analoglarini
sentezlediler ve bunlar1 pankreas lipaz enzimine kars1 taradilar. /n vitro inhibitor
calismalarda, benzil azid siibstitiie bilesiklerin iyi ile orta diizeyde lipaz inhibitorleri
oldugu, buna karsin fenasil azidlerin siibstiiitiie edildigi hibritlerin ¢ogunun inaktif
oldugu bulunmustur. Para siibstitiie floro (33a), kloro (33b) ve tiyometil (33c) benzen
iceren bilesikler, sirasiyla 1.1+0.53, 1.25+0.78 ve 1.65+0.93 puM ICso degerine sahip
guclu lipaz inhibitorleridir. Bununla birlikte, triazol hibritlerine sahip sibstitle

olmayan, orto- ve meta-siibstitiic benzil azid orta derecede aktivite géstermistir.

R: F (33a)
R: CI (33b)
36 R SCH3 (33c)

Z

Sekil 2.29. Pankreatik lipaz inhibitorii olan 1,2,3-triazoller

Asetilkolinesteraz enzimi, merkezi ve periferal sinir sistemi, kolinerjik ve
adrenerjik sistem (parasempatik ve sempatik), sinir ve kas dokularinda, eritrositlerde ve
plasental dokularda bulunmaktadir. Asetilkolinesteraz sinaptik bosluklarda bulunan
asetilkolini, asetat ve kolin bilesiklerine doniistiiren bir enzimdir. Alzhemier’s
hastaliginin tedavisinde asetilkolin esteraz enzimi inhibitdrlerinin tespiti aragtirmalari

son yillarda gittikce 6nem kazanmustir.
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Asetilkolinesteraz enzimi inhibisyon arastirmalar1 i¢in de farkli triazoller ile
ilgili caligmalar ¢ok ilgi ¢ekmekte ve Onem kazanmaktadir. Alzheimer's hastaligi
tedavisinde kullanilan Asetilkolinesteraz enzimi inhibisyonu igin bir seri triazol
sentezlenmis ve 6nemli inhibisyon miktarlar1 belirtilmistir (Xu ve ark., 2019). Diger bir
calisgmada da Alzheimer's hastaligi tedavisinde kullanilan asetilkolinesteraz enzimi
inhibisyonu igin takrin-kumarin bagl bir seri 1,2.3-triazol tiirevleri sentezlenmis ve
enzim inhibisyon degerleri belirlenmistir (Najafi ve ark., 2017).

Anjaneyulu ve arkadaslar: tarafindan yakin zamanda yapilan bir ¢aligmada yeni
bir dizi fosforil/tiofosforil glukosil-1,2,3-triazol tiirevleri sentezlenmis ve AChE
aktivitesi arastirilmistir.  Sonuglar 1,2,3-triazol bilesiklerinin  AChE  inhbit6ri
olabileceklerini gostermistir (Anjaneyulu ve ark. 2021).

Najafi ve arkadaglarinin yapmis olduklar1 bir bagka ¢aligmada ise takrin-1,2,3-
triazol tiirevleri sentezlenmis AChE ve BChE aktivitesi arastirilmistir. Bazi takrin-1,2,3-
triazol turevlerinin oldukca yuksek anti-AChE ve anti-BChE aktivitesi gosterdikleri
rapor edilmistir (Najafi ve ark. 2017).

Samanesadat Hosseini (2022) ve grubu tarafindan yeni aril triazol asetamid
trevlerine konjuge 4-naftokinon sentezlenmistir. Sentezlenen bilesiklerin Anti-ChE
aktiviteleri incelenmistir. Sentezlenen tiirevler arasinda orto-klor pargasi tasiyan bilesik
en gii¢lii inhibitér oldugu deneysel sonuglar ile kanitlanmistir (Samanesadat Hosseini ve
ark., 2022).



41

3. MATERYAL ve YONTEM

Triazol iskelet yapisi iceren molekiiller, tibbi ve biyolojik acidan ilgi ¢eken
onemli yapi taslar1 olan kimya ve farmasotik kimya gibi alanlarda ¢ok farkli amaglar
icin kullanilan organik bilesiklerdir. Yeni 1,2,3-triazol bilesiklerinin sentezi ile ilgili
aragtirmalar her gecen gun artarak devam etmektedir. 1,2,3-Triazol bilesiklerinin
gostermis oldugu biyolojik aktivitelerden yola ¢ikarak, 1,2,3-triazol iskelet yapisini
iceren yeni bilesiklerin sentezi amaglandi. Yiiksek lisans tez ¢alismalari ti¢ basamaktan
olugmaktadir. Birinci basamak 1,2,3-triazol iskelet yapisi igeren yeni hibrit molekiillerin
sentezi, ¢aligmanin ikinci basamaginda; yeni sentetik bilesiklerin inhibisyon caligmalari
tirozinaz, asetilkolinesteraz ve pakreatik lipaz enzimleri ile in vitro gergeklestirilerek,
bunlara ait 1Cso degerleri hesapland1 ve potansiyel inhibitor etkileri belirlendi. Uglinc
basamakta ise sentezlenen yeni 1,2,3-triazol bilesiklerinin antioksidan aktivitelerini
belirlemek icin ABTS ve DPPH-radikal giderme metotlar1 ile FRAP ve CUPRAC
indirgeme kapasitesi tayini metotlar1 ayr1 ayr1 ¢alisilmistir. Bu dogrultuda, uygulanmasi
kolay olan, daha ucuz ve daha yiksek verimli sentezlere imkan saglayacak 6zgln sentez
yaparak enzim inhibisyonu ve antioksidan aktivite gibi biyolojik aktivite ¢alismalari

yapmay1 hedefledik.
3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler

Tez calismalar1 kapsaminda kullanilan kimyasal maddelerin saflik dereceleri
oldukea yiiksek olup herhangi bir saflastirma islemi yapilmadan kullanilmstir. Silikajel
60 HF2s4+366 (preperatif) (Merck) ince tabaka kromatografisi (ITK) icin, silikajel 60 (70-
230 mesh ASTM) (Merck) kolon kromatografisi i¢in kullanildi. Ftalimit (Merck),
azidometil benzonitril (Sigma), benzil azit (Sigma), 1-azidometil-2-metil benzen
(Sigma), lipaz (domuz pankreasindan) (Merck), asetilkolinesteraz (Sigma), tirozinaz
(Sigma), 4-nitrofenil butirat (Chempur), sodyum L-askorbat (Sigma), KH2PO4 (Sigma),
L-tirozin (Merck), Trisma (Merck), Asetilkolin iyodat (Merck), 5,5-dithio-bis-2-
nitrobenzoik asit (Sigma), 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (Sigma), 2,2°-azino-bis 3-
etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit (Sigma), potasyum persilfat (Sigma), CuCl, (Sigma),
neokuprin (Sigma), KsFe(CN)e (Sigma) Trikloroasetik asit (Sigma), FeCls reaktifleri ile
aseton (Merck), metanol (Merck), dikloro metan (DCM) (Honeywell), etilasetat
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(Honeywell), hekzan (Honeywell), dimetil formamit (DMF) (Honeywell) ¢ozlculeri
kullanilda.

3.1.2. Kullanilan cihazlar

e NMR analizleri Bruker Biospin Avance 111 400 MHz NMR Spektrometresi,
Kutle analizleri Agilent LC/MS-TOF Spektrometresi,

e IR spektrumlar1 Perkin Elmer Precisely Spectrum One FT-IR Spektroskopisi,
e Enzim Aktivasyonu Shimadzu UV-1601 Spektrofotometre

e Kurutma isleminde Nive EN 018 etiiv

e Karistirma ve 1sitma islemlerinde Heildoph magnetik 1siticili karistirici,

e (CoOziculerin uzaklastirilmasi islemlerinde, Heildoph rotary evaparator,

e Rad-wag marka analitik hasas terazi,

e Thermo Scientific erime noktasi 6lgim cihazi,

e Reaksiyonlarin ince tabaka kromotografisi ile takibi icin CAMAG marka UV-lamba
3.2. Cozeltilerin Hazirlanmasi

3.2.1. Tirozinaz enziminin aktivite ol¢iimlerinde kullanilan ¢ozeltilerin

hazirlanmasi

1. Fosfat tamponu (0.1 M, pH: 6,80); 1.36 g KH2PO4 bir miktar saf suda ¢6zildi ve pH:

6,80’¢ ayarlandiktan sonra saf su ile hacim 100 mL’ye tamamlandh.

2. L-tirozin ¢ozeltisi (10mg/mL); 10 mg L-tirozin 10 mL fosfat tamponunda (0.1M, pH:
6,80) ¢ozuldu.

3.2.2. Asetilkolinesteraz enzimi aktivite ol¢iimlerinde kullanilan c¢ozeltilerin

hazirlanmasi

1. Tris-HCI tamponu (1 M pH:8,0); 30,27 g Tris ile 0,370 g EDTA tartildi ve 200 mL
destile suda ¢ozildi. pH: 8,0’a (0,1 M HClI ile) ayarlanarak hacim saf su ile 250 mL’ye

tamamlandi.

2. Asetilkolin Iyodat ¢ozeltisi (10 mM’lik); 0,145 g Asetilkolin iyodat 50 mL saf suda

¢ozalda.
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3. DTNB (Ellman's Reagent) (5,5-dithio-bis-(2-nitrobenzoik asit) ¢ozeltisi (10 mM’lik);
0,01 g DTNB ve 0,5 g sodyum sitrat tartildi ve 50 mL saf suda ¢ozild.

3.2.3. Pankreatik lipaz enzimi aktivite ol¢iimlerinde kullanilan c¢oézeltilerin

hazirlanmasi

1. 4-Nitrofenil butirat (L0mM); 17,5 pl 4-Nitrofenil butirat 10 mL asetonitrilde ¢ozulda.

Her 6lglimden 6nce taze olarak hazirland1.

2. Tris-HCI tamponu (0,05 M, pH=8,0); 1,5 g Tris tartild1 ve 200 mL saf suda ¢ozuldu.
Cozeltinin pH’s1 0,1 M HCI ile pH:8,0’a ayarland1 ve hacim saf su ile 250 mL’ye

tamamlandi.

3. Pankreatik lipaz; Enzim 5 mg/mL olacak sekilde 0,05 mM Tris-HCI, pH:8,0
tamponunda ¢ézildi. Coziilen enzim 4000 rpm’de 10 dk. santriifilj edilerek stipernatant
kullanildi.

3.2.4. DPPH serbest radikal giderme aktivitesi ile ilgili ¢ozeltilerin hazirlanmasi

1. DPPH-¢ozeltisi; Serbest radikal olarak 1 mM DPPH c¢ozeltisi icin aliminyum folyo
ile kaplanmis bir beher igerisinde 19 mg DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) 50 mL
etanolde tamamen ¢oziinlinceye kadar magnetik karistirici ile karanlik ortamda yaklagik

12 saat boyunca karistirild1.

3.2.5. ABTS" giderme aktivitesi tayini ile ilgili ¢ozeltilerin hazirlanmasi

1. ABTS (2,2 -azino-bis 3-etilbenzotiazolin-6-sulfonik asit) ¢ozeltisi (1 mM); 54 mg
2,2"-azino-bis 3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit Gzerine 100 mL saf su eklendi ve 6

saat karanlik ortamda manyetik karistirici ile karistirilarak ¢oziilmesi sagland.

2. Potasyum persulfat ¢cozeltisi (2,45 mM); 66,25 mg K.OgS, (potasyum persilfat) 0,1
M fosfat tamponunda (pH= 7,40) bir gece boyunca manyetik karistirict ile tamamen
¢Ozunlnceye kadar manyetik karistirict ile karistirildi ve hacim saf su ile 100 mL’ye

tamamlanarak hazirland.

3.2.6. Kuprak (CUPRAC) yontemi indirgeme kapasitesi tayini ile ilgili cozeltiler

1. CuCl; ¢ozeltisi (0,01 M); 85 mg CuCl, maddesi 50 mL saf suda ¢oziilerek hazirland.

2. Neokuprin ¢ozeltisi (7,5 mM); 78 mg neokuprin 50 mL etanolde ¢ozalda.
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3.2.7. Fe**-Fe?* indirgeme (FRAP) kapasitesi tayini ile ilgili cozeltiler
1. KsFe(CN)e ¢ozeltisi (%1); 1 g KsFe(CN)s 99 mL saf suda ¢6ziilerek hazirland.

2. TCA (Trikloroasetik asit) ¢ozeltisi (%10); 5 g TCA 45 mL saf suda cozllerek

hazirlandi.

3. FeClz ¢ozeltisi (%0,1); 0,1 g FeCls saf suda c¢ozllerek ¢dzeltinin son hacmi 100
mL’ye tamamlandi.

3.3. Yontem
3.3.1. Bilesiklerin sentez yontemleri

3.3.1.1. 2-(pent-4-in-1-il)izoindolin-1,3-dion bilesiginin (A3) sentezi

Calismanin ilk basamaginda tez kapsaminda hedeflenen yeni sentetik trtinlerin
ana iskeletini olusturan anahtar bilesik 2-(pent-4-in-1-il)izoindolin-1,3-dion bilesigi
(A3), 5-kloro-1-pentinin (2) ftalimid ile 70 °C'de K2COs/DMF karisimi i¢inde 24 saat
boyunca geri sogutucu altinda literatiirde bilinen bir yontemle sentezlendi (Yu ve ark.,
2009) (Sekil 3.1).

0 K,COs / DMF o
NH + CIW > N/\/\Z
70°C /24 h
o )
1 2 A3

Sekil 3.1. A3 Bilesiginin sentezi

3.3.1.2. 1,2,3-Triazol tirevlerinin sentezi

1,2,3-Triazol ve ftalimit halkalarinin biyolojik 6nemi nedeniyle, arastirma
ilgimiz biyolojik olarak daha etkili yeni bir motif olusturmak i¢in her iki parcay1 nasil
birlestirecegimiz olmustur. Her iki birim de ¢ok genis bir biyolojik aktivite araligina
sahip oldugundan ve ilaglardan biyokonjugasyon ile ¢ok cesitli biyolojik aktivite
gosteren bilesiklerin sentezlerinde kullanilmalar1 nedeniyle, bu ¢esitli ve heyecan verici
Ozelliklerinden esinlenerek, yeni hibrit 1,2,3-triazol ve ftalimit halkasi i¢eren tiirevlerin

(T7, T8, T9) sentezleri gergeklestirilmistir. Worell ve arkadaslarmin 2013 yilinda
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azitlerden 1,2,3-triazol sentezi igin Onerdikleri prosedir modifiye edilerek A3
bilesiginin Cu*? katalizorliigiinde cesitli azit tiirevleri (A4, A5, AG) ile 1,3-dipolar
sikloadisyon tepkimesi gergeklestirilerek literatiirde olmayan, hedef Grtnler olan yeni
T7, T8 ve T9 bilesikleri sentezlenmistir. BOylece, yeni sentetik 1,2,3-triazol turevleri
(T7, T8, T9) elde edilmistir. Hedef Grtnlerin (T7, T8, T9) yapilar1 IH-NMR,¥C-NMR,
HRMS, IR ve EN tayinleri yardimiyla karakterize edilmistir. Hedef Urunlerin
farmasotik uygulamalar basta olmak iizere bir¢ok alanda yeni g¢alismalara Onculik

etmesi beklenmektedir (Sekil 3.2).

= Nj
O R— | le)
A N =N
N M > N MN X
Sodyum L-askorbat | /_R
o} CuS0, .5 H20 o)
MeOH / r.t.
A3 R:H, T7
R: H, Ad -CHa, T8
-CHg3, A5 -CN, T9
-CN, A6

Sekil 3.2. 1,2,3-Triazol turevlerinin sentezi

3.3.2. Enzim aktivite yéntemleri

3.3.2.1. Tiroinaz enzimi aktivite yontemi

Sentezlenen 1,2,3-Triazol bilesiklerinin tirozinaz enzimi zerinde monofenolaz
aktivitesine bagli inhibisyonu spektrofotometrik olarak 490 nm’de absorbans vermesi
esasma dayanmaktadir. Absorbans Ol¢iimleri ¢oklu okuyucuda (multiplate reader) 96

kuyucuklu plateler kullanilarak yapildi (Zheng, 2008).

3.3.2.2. Asetilkolinesteraz enzimi aktivite yontemi

Asetilkolinesteraz enzimi asetilkolinin hidrolizini katalizleyerek asetilkolinin
tiyokolin ve asetata doniismesini saglayan bir enzim olarak bilinmektedir. Inhibisyon
calismalarinda kullanilan DTNB ise tiyokolin ile reaksiyonu sonucunda 5-tiyo-2-
nitrobenzoik asit olugmaktadir. 412 nm’de olusan sar1 renkli bilesigin renk siddeti
olcilda (Ellman ve ark., 1961).
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3.3.2.3. Pankreatik lipaz enzimi aktivite tontemi

Pankreatik lipaz enzim aktivite 6lgimuU para-nitro fenil biitiratin lipaz enzimiyle
parcalanma uriind olan p-nitro fenollin spektrofotometrik olarak 405 nm’de absorbans
vermesi esasina dayanmaktadir. Absorbans 6l¢iimleri 96 kuyucuklu plateler kullanilarak

multiplate reader da yapildi (Sridhar, 2020).

3.3.3. Antioksidan tayinleri

Antioksidan metotlarinda kullanilmak tizere hazirlanan 1,2,3-triazol numuneleri
10 mg/mL olarak hazirlandi. Antioksidan tayini yontemlerinde BHT, C vitamini, E
vitamini ve pirogallol standart maddeler kullanildi ve numunelerin antioksidan

aktiviteleri bu standartlar ile karsilastirmali olarak belirlendi.

3.3.3.1. DPPH serbest radikal giderme aktivite tayini

DPPH (2,2-difenil-1-pikril-hidrazil) radikalinin kullanildigt bu yontem
maddelerin radikal giderme aktivitelerini 6lgmede kullanilan en yaygm ve en genel
yontemlerden biridir. Blois metodunun (Blois, 1958) guncellenmis bir versiyonu DPPH
serbest radikal giderme aktivitesi tayininde kullanilmistir (Bursal ve ark., 2019). DPPH
radikali organik yapili 517 nm'de absorbans verebilen mor renkli radikaldir ve
antioksidan bilesikler ile reaksiyona girerek, radikal olmayan DPPH-H’a
doniismektedir. DPPH-H, 517 nm'de absorbans vermedigi i¢in azalan absorbans
miktarindan serbest radikal giderme aktivitesi ve antioksidan aktivite hesaplanmistir. Bu
yontemde DPPH radikali ile muhtemel antioksidan 6zelligi olan 1,2,3-triazol tlrevleri
ile reaksiyona girmesi saglanir. Reaksiyon sonucu meydana gelen sar1 rengin nedeni
DPPH radikallerini antioksidan maddelerin sar1 renkli difenil pikril hidrazin’e
indirgemeleridir. Yapilan bu ¢aligma sonucu 517 nm’de azalan absorbans degeri
reaksiyondan arta kalan DPPH (radikal) ¢6zeltisinin miktarini1 vermekte ve bu deger de

serbest radikal giderme aktivitesi olarak tanimlanmaktadir (Bursal ve ark., 2019b).

3.3.3.2. ABTS" katyon radikali giderme aktivitesi tayini

ABTS (2,2-azino-bis-3-etilbenzo-tiyazolin-6-siilfonik asit) radikal giderme
aktivitesi Aras ve grubunun bir ¢aligmasina gore belirlenmistir (Aras ve ark., 2016). 734
nm'de absorbans veren ABTS katyon radikali renkli organik bir bilesiktir. Antioksidan

maddeler ile reaksiyona gireren ABTS radikali, bir elektron aktararak radikal olmayan
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ABTS’ye doniisiir. Reaksiyon sonucu bu dalga boyundaki absorbansin azalmasi

antioksidan aktivitenin hesaplanmasinda kullanilmaktadir.

3.3.3.3. Fe**-Fe?" indirgeme (FRAP) yontemine gére indirgeme kapasitesi tayini

Numunelerin ferrik iyonlarmi (Fe®*) indirgeme kapasitesi FRAP yontemine gore
tayin edilmistir. indirgeme kuvveti tayini literatiirde mevcut olan bir galismaya gore
belirlenmistir (Bingdl and Bursal 2018). Bunun igin sentezlenecek 1,2,3-triazol turevi
maddelerinin 1 mg/mL konsantrasyonundaki c¢ozeltileri kullanilmistir. Bu ¢o6zeltiden
farkli derigsimlerde (10, 20 ve 30 pg/mL) miktarlar deney tiiplerine aktarildi, son hacim
saf su ile 1 mL'ye tamamlandi. Daha sonra deney tlplerine ayri ayr1 2.5 mL 0.2 M fosfat
tamponu (pH 6,60) ve 1 mL %1'lik potasyum ferrisiyanur [KsFe(CN)e] cozeltileri
eklenerek karisim 50 °C'de 20 dk. inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra deney tiiplerine
(reaksiyon karisimina) 1 mL %210'luk triklorasetik asit (TCA) ve %0.1'lik 0.25 mL
FeCls ilave edilerek absorbanslar 700 nm'de koére karsi okundu. Kor olarak saf su

kullanildi. Kontrol igin ise numune yerine saf su kullanildi.

3.3.3.4. Kuprak (CUPRAC) metoduna gore indirgeme kapasitesi tayini

Apak ve arkadaslarinin (2008) literatiire kazandirmis oldugu Kuprak (CUPRAC)
metoduna gére Kuprik iyonu (Cu?*) indirgeme kapasitesi tayinleri yapilmistir. Bunun
icin deney tiiplerine sirastyla 0.01 M'lik 0.25 mL CuCl; ¢ozeltisi, 0.25 mL 7.5x10° M
neokuprin ¢ozeltisi ve 0.25 mL 1 M amonyum asetat tamponu eklendi. Cozeltiler
calkalanip farkli derisimlerde (10-30 pg/mL) numune ve standartlar ilave edildi. Son
hacimler saf su ile 2 mL'ye tamamlandi. Oda sicakhiginda 30 dk. inkiibasyon sonrasi
450 nm'de absorbans degerleri kaydedildi. Artan absorbans degerleri reaksiyon

karisimmin artan kuprik iyon (Cu?*) indirgeme kapasitesini gdstermistir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI ve TARTISMA
4.1. Bilesiklerin Sentezi

4.1.1. 2-(pent-4-in-1-il)izoindolin-1,3-dion (A3) bilesiginin sentezi

(6]
=
(6]
A3

N-(4-Pentinil)ftalimid (A3) bilesigi 2009 yilinda Yu ve arkadaslarinin yapmis
oldugu calismanm, ¢esitli denemeler sonucunda modifiye edilerek; ftalimid (0,883 g, 6
mmol) ve K.COz (0,513 g, 5 mmol) DMF ortaminda 6 saat oda sicakliginda karistirildi.
Daha sonra reaksiyon ortamina 5-kloro-1-pentin (0,513 g, 5 mmol) ilave edilerek 70 °C
de 24 saat geri sogutucu (refluks) altinda 1sit1ldi. TLC (ITK) ile kontrol edilen reaksiyon
tamamlandiktan sonra oda sicakligina sogutuldu. Cozeltiye 25 mL H2O eklendi, Et.O
(20 mLx3) ile ekstrakte edilen karigimm organik fazi susuz Na;SOs ile kurutuldu,
stizuldu ve ¢odziicusi rotary evaporatorde uzaklastirilarak elde edilen ham Griin EtOH de
kristallendirilerek beyaz renkte kristal olarak elde edildi. Verim % 70, E.N: 89-90 °C

IH-NMR (400 MHz, CDCls, ppm): & 7.86-7.84 (m, 2H), 7.74-7.71 (m, 2H), 3.80 (t,
J=6.9Hz, 2H), 2.28 (td, J=6.9, 2.44 Hz, 2H), 1,97-1,90 (m, 3H).

13C NMR (100 MHz, CDCls, ppm) & 168.42, 134.01, 132.15, 123.30, 83.06, 69.11,
37.20, 27.33, 16.34.

IR (KBr, cm?): 3265.44, 1761.69, 1695.03, 1466.02, 1438.51, 1396.42, 1354.44,
1324.43, 1270.14, 1120.75.

4.1.2. 2-(3-(1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)propil)izoindolin-1,3-dion (T7) bilesiginin

sentezi
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50 mL’lik cam balonda 2-(pent-4-in-1-il)izoindolin-1,3-dion bilesigi (A3) (1.0
mmol) 25 mL metanolde ¢ozildu. Cozeltiye sirayla sodyum L-askorbat (1.0 mmol) ve
bakir(Il) asetat (0.2 mmol)’in sulu ¢ozeltileri ve (azidometil)benzen (A4) bilesigi (1.5
mmol) ilave edilerek 24 saat boyunca oda sicakliginda karistirildi, reaksiyon takibi TLC
ile yapildi. Reaksiyon tamamlandiktan sonra karigimin iizerine 50 mL CHCl. ilave
edilerek (2x20 mL) ekstrakte edildi. Organik faz Na>SO. (susuz) ile kurutularak
¢ozlcusl rotary evaporatorde uzaklastirildi. Ham tiriin kolon kromatografisi ile (50 cm
x 1 cm) EtOAc/n-Hekzan (% 20) ¢oziicii sisteminde saflagtirildi. 2-(3-(1-benzil-1H-
1,2,3-triazol-4-il)propil)izoindolin-1,3-dion (T7) %90 verimle beyaz renkli kat1 olarak
elde edildi. E.N: 106-107 °C

IH-NMR (400 MHz, CDCls, ppm) & 7.85 (dd, J = 5.5, 3.1 Hz, 2H), 7.73 (dd, J = 5.5,
3.0 Hz, 2H), 7.43-7.31 (m, 4H), 7.31-7.24 (m, 2H), 5.51 (s, 2H), 3.75 (t, J = 6.9 Hz,
2H), 2.77 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 2.07 (t, J = 7.2 Hz, 2H).

13C-NMR (100 MHz, CHCls, ppm) & 168.14, 147.03, 134.64, 133.72, 131.77, 128.79,
128.34, 127.68, 122.93, 120.80, 53.74, 36.99, 27.92, 22.80.

IR (KBr, cm®): 1770.27, 1697.22, 1496.47, 1438.20, 1397.17, 1366.66, 1333.37,
1218.19, 1187.77, 1103.35.

HR-ESI-MS (C20H1s8N40): m/z Bulunan: 347.1554 [M + H]* (Hesaplanan: 347.1508
[M +H]").

4.1.3. 2-(3-(1-(2-metilbenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)propil)izoindolin-1,3-dion  (T8)

bilesiginin sentezi

50 mL lik cam balonda 2-(pent-4-in-1-il)izoindolin-1,3-dion bilesigi (A3) (1.0
mmol) 25 mL metanolde ¢ozuldu. Cozeltiye sirayla sodyum L-askorbat (1.0 mmol) ve
bakir(I) asetat (0.2 mmol)’in sulu ¢ozeltileri ve 1-(azidometil)-2-metilbenzen (A5)

bilesigi (1.5 mmol) eklendi. Karisim 24 saat boyunca oda sicakliginda manyetik
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karistirict ile karistirildi, reaksiyon takibi TLC ile yapildi. Reaksiyon tamamlandiktan
sonra reaksiyon karigimina 50 mL CH.Cl ilave edilerek (2x20 mL) ekstrakte edildi.
Organik faz NaxSOs ile kurutulup, ¢Oziclsu rotary evaporatdrde uzaklastirildi. Ham
urun kolon kromatografisi ile (50 cm x 1 cm) EtOAc/n-Hekzan (% 20) ¢ozici
sisteminde saflastirildi.  2-(3-(1-(2-metilbenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)propil)izoindolin-
1,3-dion (T8) %88 verimle beyaz kat1 olarak elde edildi. E.N: 119-120 °C

IH-NMR (400 MHz, CDCls, ppm) & 7.85 (dd, J = 5.5, 3.1 Hz, 2H), 7.73 (dd, J = 5.4,
3.0 Hz, 2H), 7.34-7.19 (m, 4H), 7.14 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 5.51 (s, 2H), 3.75 (t, J = 7.0
Hz, 2H), 2.76 (t, J = 7.7 Hz, 2H), 2.29 (s, 3H), 2.12-2.00 (m, 2H).

13C NMR (100 MHz, CDCls, ppm) & 168.40, 147.09, 136.84, 133.98, 132.76, 132.05,
130.97, 129.24, 128.99, 126.63, 123.21, 120.86, 52.23, 37.30, 28.24, 23.11, 19.00.

IR (KBr, cm™): 1762.56, 1700.99, 1445.93, 1394.98, 1353.95, 1310.36, 1202.93,
1098.58.

HR-ESI-MS (C21H20N405): m/z Bulunan: 361.1712 [M + H]* (Hesaplanan: 361.1665
[M +H]").

4.1.4. 4-((4-(3-(1,3-dioksoizoindolin-2-il)propil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)metil)

benzonitril (T9) bilesiginin sentezi

50 mL lik cam balonda 2-(pent-4-in-1-il)izoindolin-1,3-dion bilesigi (A3) (1.0
mmol) 25 mL metanolde ¢ozuldi. Cozeltiye sirayla sodyum L-askorbat (1.0 mmol) ve
bakir(IT) asetat (0.2 mmol)’m sulu ¢ozeltileri ve 4-(azidometil)benzonitril (A6) bilesigi
(1.5 mmol) eklendi. Reaksiyon karisimi 24 saat boyunca oda sicakliginda manyetik
karigtiricr ile karigtirildi, reaksiyon takibi TLC ile yapildi. Bu siire sonunda reaksiyon
tamamlanmca karigima 50 mL CH>Cl, ilave edilerek (2x20 mL) ekstrakte edildi.

Organik faz Na;SOs (susuz) Uzerinden kurutulup, ¢Ozucisu rotary evaporatorde



o1

uzaklastirildi. Ham tirlin kolon kromatografisi ile (50 cm x 1 cm) EtOAc/n-Hekzan (%
20) c¢ozicii sisteminde saflastirildi.  4-((4-(3-(1,3-dioksoizoindolin-2-il) propil)-1H-
1,2,3-triazol-1-il) metil) benzonitril (T9) %75 verimle beyaz kati olarak elde edildi.
E.N: 117-118°C

IH NMR (400 MHz, CDCls, ppm) & 7.86 (dd, J = 5.5, 3.0 Hz, 2H), 7.75 (dd, J = 5.5,
3.1 Hz, 2H), 7.72-7.66 (m, 2H), 7.46 (s, 1H), 7.35 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 5.60 (s, 2H),
3.75 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 2.80 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 2.10 (t, J = 7.1 Hz, 2H).

13C NMR (100 MHz, CDCls, ppm) & 168.46, 140.16, 134.06, 132.88, 132.02, 128.28,
123.26, 118.25, 112.62, 53.34, 37.09, 28.03, 22.92.

IR (KBr, cm™): 2233.50, 1760,63, 1695.42, 1435.01, 1397.14, 1359,97, 1327.85,
1238.85, 1212.61, 1115.26, 1052.61, 1021.57.

HR-ESI-MS (C21H17Ns0O2): m/z Bulunan: 372.1523 [M + H]* (Hesaplanan:
372.1461[M + H]*).

4.2. Sentezlenen Yeni 1,2,3-Triazol Tuarevlerinin Enzim Aktivite Tayinleri

4.2.1. Tirozinaz enziminin aktivite élcimleri

Tirozinaz enzim inhibisyon ¢alsmalar1 igin numuneler (10 mg/mL)
konsantrasyonlarinda hazirlanmak iizere 10 mg numune tartilarak 10 mL etanolde
¢6zildu. Calismalarda inhibitdrsiiz enzimin aktivitesi kontrol olarak kabul edildi. Enzim
aktivitesini inhibe eden ayr1 ayr1 5 farkli derisimde denemeler yapildi. Eklenen inhibit6r
miktarinda fosfat tamponu (0.1 M, pH: 6,80) hacminden azaltildi. Bu amagla
monofenolaz aktivitesi igin farkli derisimlerde drnekler alinarak (5-25 pl), L-tirozin (10
mg/mL) ve potasyum fosfat tamponu (0,1 M, pH 6,80) deney tiiplerine aktarilarak
karistirilmis ardindan karanlikta 10 dk. 37 °C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan
sonra 50 U/g mantar tirozinaz enzimi ilave edilerek mikroplate okuyucuda 490 nm’de
absorbanlar 6l¢iilmiistiir. Absorbans dlgiimlerine 1 dakikada bir olacak sekilde 5 dakika
boyunca devam edilmistir. Plate iceriginde kullanilan reaktifler ve kullanilan miktarlar:
Cizelge 4.1°de verilmistir. Enzim aktivitesini %50 azaltan degerin altinda ve tistiinde
derigimlerde dlgiimler alinarak Aktivite %-[ konsantrasyon (uM)] grafigi ¢izildi. Grafik
egrilerinden ICso degerleri (enzim aktivitesini %50 inhibe eden deger) hesaplandi
(Zheng, 2008).
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Cizelge 4.1. Tirozinaz enzim aktivite 6l¢limlerinde kullanilan reaktif ve miktarlar

Reaktant Pipetleme miktar: (uL)
Fosfat Tamponu (0,1M, pH: 6,8) 140-115
L-tirozin 40
Enzim (10 mg/mL) 20
Numune 0-25
Toplam 200
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(4.1)

Tirozinaz enzim ¢aligmasi sonuglara gore konsantrasyon degisken parametresine bagl

olarak aktivite sonuclar1 (%) grafik olarak Sekil 4.1.’de verilmistir.

Cizelge 4.2.Tirozinaz enzim inhibisyonunun 1Csy degerleri

Bilesik

1Cs0 (nM)

T7
T8
T9
Kojik Asit

24,1
29,2
37

19,2

*Kojik asit ICsp (uM) degeri Korkmaz ve Bursal (2022)’1n ¢aligmasindan referans alinmistir.

Tirozinaz
120
100
SR ——T7
L T8
g - s
= N /\0—,*-
< 40 N7
20
O T T 1
0 10 20 30 40
Inhibitér konsatrasyonu (uM)

Sekil 4.1. Tirozinaz enzimi aktivitesinin T7, T8, T9 bilesikleri ile inhibisyonu
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Sentezlenen bilesiklerin tirozinaz enzimi {izerine etkilerinin incelendigi ¢alisma
sonuglar1 ICso degerleri hesaplanmistir. Bu sonuglara gore sirasiyla 1Cso degerleri T7
icin 24,1 uM, T8 icin 29,2 uM ve T9 icin 37 uM olarak hesaplanmistir. Bu sonuglarin
standart kojik asit 1Cs0=19,2 uM ile karsilastirmalar1 yapildiginda, ICso degerlerinin
kojik aside gore daha yiiksek yani daha az inhibisyon etkilerinin olduklar1 bulunmustur.
Hesaplanan ICso degerleri bu bilesiklerin tirozinaz enzimine karsi orta diizeyde inhibit6r
etki gosterdigi seklinde yorumlanabilir. T7, T8 ve T9 bilesikleri arasinda T7 bilesiginin
ICs0 degerinin daha diisiik oldugu yani T8 ve T9 bilesiklerine gore daha iyi inhibisyon

etki gosterdigi anlasilmaktadir.

4.2.2. Asetilkolinesteraz enziminin aktivite 6lgimleri

Asetilkolinesteraz enzim inhibisyon ¢aligmalar1 igin numuneler 10 mg/mL
konsantrasyonlarinda hazirlanmak tlizere 10 mg numune tartilarak 10 mL etanolde
¢ozlldu. Calismalarda inhibitérsiiz enzim aktivitesi kontrol olarak kabul edildi. Enzim
aktivitesini inhibe eden ayr1 ayr1 5 farkli konsantrasyonda denemeler yapildi. Eklenen
inhibitér miktar1 saf su hacminden azaltildi. Plate igeriginde kullanilan reaktifler (Tris-
HCI1 Tamponu (1 M’lik, pH 8), Asetilkolin iyodat (10 mM’lik), DTNB (10 mM’lik),
Enzim (10 mg/mL), distile su ve numune) ve kullanilan miktarlar1 Cizelge 4.3‘de
verilmistir. Absorbans 6l¢iimleri 96 kuyucuklu plateler kullanilarak multiplate readerda
(Shimadzu UV-1601 spektrofotometre) yapildi. Absorbans 6lgtimleri her 1 dakikada bir
olacak sekilde 5 dakika boyunca devam edilerek absorbanslar1 Olgiiliip kaydedildi.
Enzim aktivitesini %50 azaltan degerin altinda ve iistiinde derisimlerde Ol¢tiimler alindi.
Aktivite %- [numune konsantrasyonu (uM)] grafigi ¢izildi. Grafik egrilerinden 1Csg

degerleri (enzim aktivitesini %50 inhibe eden deger) hesaplandi.

Asetilkolinesteraz inhibisyonu (%) = (Ak"“tml_ A““m““e) x 100 (4.2)

Axontrol
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Cizelge 4.3. Asetilkolinesteraz enzim aktivite 6lglimlerinde kullanilan reaktif ve miktarlar

Reaktant Pipetleme miktar1 (uL)

Tris-HCI Tamponu (1 M’lik, pH 8) 30
Asetilkolin iyodat (10 mM’lik) 10

DTNB (10 mM’lik): 10

Enzim (10 mg/mL) 10

Distile su 140-115
Numune 5-25

Toplam 200

Cizelge 4.4. Asetilkolinesteraz enzim inhibisyonunun 1Csq degerleri

Bilesik 1Cs0 (nM)
T7 63,1
T8 108,5
T9 57
Takrin 62,6
Asetilkolinesteraz
160.0
140.0
120.0 77—’6
g 100.0 Vi 7
g 80.0 \V =——— T8
£ 600 T
< 400 takrin
20.0
0-0 T T T 1
0 10 20 30 40
Inhibitoér konsatrasyonu (uM)

Sekil 4.2. Asetilkolinesteraz enziminin T7, T8, T9 bilesikleri ile inhibisyonu

Sentezlenen bilesiklerin asetilkolinesteraz enzimi Gzerine inhibisyon etkilerinin
incelendigi ¢aligma sonuclar1 ICso degerleri hesaplanmistir. Bu sonuglara gore sirasiyla
ICso degerleri T7 igin 63,1 uM, T8 icin 108,5 uM ve T9 igin 57 uM takrin icin 62,6 pM
olarak hesaplanmistir. Bu sonuglar takrin ile karsilastirildiginda, T7 bilesiginin 1Cso
degerinin takrine yakin oldugu, yani giiclii bir inhibitdr oldugu, T9 bilesiginin 1Cso
degerinin takrine gore daha diisiik yani daha fazla inhibisyon etkisinin oldugu, T8
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bilesiginin ise takrine gdére daha yliksek yani daha az inhibisyon etkisinin oldugu
gorulmektedir. T7 ve T9 bilesiklerinin asetilkolinesteraz enzimine karsi iyi diizeyde
guclu inhibitor etkisi gosterdigi fakat T8 bilesiginin daha diisiik diizeyde inhibisyon

etkisinin oldugu seklinde yorumlanabilir.

4.2.3. Pankreatik lipaz enziminin aktivite dlgtimleri

Pankreatik lipaz enzim inhibisyon c¢aligmalari i¢in numuneler (1 mg/mL)
konsantrasyonlarinda hazirlanmak tlizere 10 mg numune tartilarak 10 mL etanolde
¢ozildu. Calismalarda inhibitérsiiz enzim aktivitesi kontrol olarak kabul edildi. Enzim
aktivitesini inhibe eden ayr1 ayr1 10 farkli derisimde Olglimler alindi. Eklenen inhibitor
miktart tris-HCI1 tampon hacminden azaltildi. Plate i¢eriginde kullanilan reaktifler ve
miktarlar1 Cizelge 4.5°de verilmistir. Enzim aktivitesini %50 azaltan degerin altinda ve
ustiinde ki derisimlerde dl¢iimler almarak Aktivite %- [numune konsantrasyonu (uM)]
grafigi ¢izildi. Grafik egrilerinden ICso degerleri (enzim aktivitesini %50 inhibe eden
deger) hesaplandi (Sridhar, 2020).

Pankreatik lipaz inhibisyonu (%) = (Ak""m’l_ A"“m“"e) x 100 (4.3)

Akontrol

Cizelge 4.5. Pankreatik Lipaz enzim aktivite élciminlerinde kullanilan reaktif ve miktarlar

Reaktant Pipetleme miktar1 (uL)
20 mM Tris-HCI, pH:8,0 160-135
4-Nitrofenil butirat 20
Enzim (10 mg/mL) 20
Numune 5-25
Toplam 200

Cizelge 4.6. Pankreatik lipaz enzim inhibisyonunun ICs degerleri

Bilesik I1Cs0 (uM)
T7 59,8
T8 61,2
T9 94,6

Orlistat 58
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Sekil 4.3. Pankreatik lipaz enzimi aktivitesinin T7, T8, T9 bilesikleri ile inhibisyonu

Sentezlenen bilesiklerin pankreatik lipaz enzimi {izerine etkilerinin incelendigi
calisma sonuclart ICso degerleri hesaplanmistir. Bu sonuglara gore sirasiyla ICsp
degerleri T7 i¢in 59,8 UM, T8 icin 61,2 UM ve T9 i¢in 94,6 uM olarak hesaplanmistir.
Bu sonuglarm standart orlistat 1C5=58 uM ile karsilastirildiginda, T7 ve T8
bilesiklerinin ICso degerinin orlistat 1Cso degerine ¢ok yakin degerler oldugu pankreatik
lipaz enzimine kars1 iyi diizeyde gii¢lii birer inhibitor olabilecegi gorulmektedir. T9
bilesiginin 1Cso degerlerinin orlistata gore daha yuksek yani daha az inhibisyon
etkilerinin oldugu ve pankreatik lipaz enzimine karsi orta diizeyde inhibitor etki
gosterdigi seklinde yorumlanabilir. T7, T8 ve T9 bilesikleri arasinda T7 bilesiginin 1Cso
degerinin daha diisiik oldugu yani T8 ve T9 bilesiklerine gore daha iyi inhibisyon etki

gosterdigi anlasilmaktadir.

4.3. 1,2,3-Triazol tUrevlerinin antioksidan aktivite tayinleri

Bu calismada sentezi gergeklestirilen yeni 1,2,3-triazol tirevlerinin antioksidan
aktivite tayinlerinin belirlenmesinde uygulanan metotlar numuneler ile standart
antioksidan BHT, C vitamini (askorbik asit), E vitamini (a-tokoferol) ve pirogallol ile

karsilastirilarak gerceklestirildi.

4.3.1. DPPH serbest radikal giderme aktivitesi

Numunelerin serbest radikal giderme aktivitesi DPPH yonteminin gelistirilmis
yeni bir formuna gore gergeklestirildi. Serbest radikal olarak DPPH'm 0.1 mM'lik
¢ozeltisi kullanildi. Bunun i¢in 38 mg DPPH 100 mL etanolde yaklasik 12 saat boyunca
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manyetik karistirict ile tamamen ¢oziiniinceye kadar karistirildi. Sentezlenen triazol
tirevlerinin 1 mg/mL konsantrasyonunda ki ¢ozeltileri hazirlandi.  Mikroplate
kuyucuklarma sirasiyla degisik konsantrasyonlarda (10, 20 ve 30 ug/mL) sentezlenen
numune ¢ozeltileri ve standart olarak kullanilan antioksidan ¢ozeltileri (BHT, askorbik
asit, o-tokoferol, pirogallol) ile DPPH c¢ozeltisinden 50 pL ilave edildi. Toplam
hacimleri etanol ile 200 pL olacak sekilde tamamlandi. Karanlikta 30 dk. oda
sicakliginda inkiibe edildikten sonra UV-Vis spektrofotometre ile 517 nm’de
absorbanslar 6l¢ildi. 150 pL etanol ve 50 pL DPPH radikali ¢ozeltisi kontrol olarak
kullanildi. Kontrol absorbansmin (1.500-2.000) ayarlanmasi i¢in etanol ile seyreltilme
yapilarak ve etanol ile DPPH radikali orami revize edildi. Elde edilen absorbans
sonuglart kullanilarak yiizde DPPH serbest radikali giderme aktivitesi ve 1Cso degerleri
hesaplandi (Bursal ve ark., 2019a).

Cizelge 4.7. DPPH serbest radikal giderme aktivitesi absorbans degerleri

0 30 pL 60 pL 90 pL
BHT 1,399 0,873 0,511 0,341
Askorbik asit | 1,399 0,686 0,453 0,472
Tokoferol 1,399 1,201 0,902 0,559
Pirogallol 1,399 0,237 0,240 0,253
T7 1,399 1,423 1,462 1,516
T8 1,399 1,403 1,501 1,487
T9 1,399 1,479 1,499 1,477

DPPH METODU
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c 06 ——— —a— askorbik
8 04 asit
= 0 — —=—BHT
8 02 pirogallol
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Konsantrasyon (pg/ml)

Sekil 4.4. DPPH serbest radikal giderme aktivitesi grafigi
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DPPH serbest radikal giderme aktivitesi Absorbans (517 nm)-Konsantrasyon
(ng/ml) grafigine gore; DPPH-H, 517 nm'de absorbans vermedigi i¢in azalan absorbans
miktarindan serbest radikal giderme aktivitesi ve antioksidan aktivite belirlenir.
Sentezlenen T7, T8 ve T9 bilesiklerinin aktivitesi, a-tokoferol, BHT, C vitamini ve
pirogallol standartlarimin  DPPH  serbest radikalini giderme aktivitesi ile
karsilastirildiginda standart maddelerin absorbans degerleri, artan konsantrasyon ile
azalmistir. Absorbans degerlerindeki azalma yani antioksidan etki sirasiyla pirogallol, C
vitamini, BHT ve a-tokoferol’diir. En yuksek antioksidan etki pirogallol gostermistir.
T7, T8 ve T9 bilesiklerinin absorbans degerleri ise artan konsantrasyonlar igin artis
gostermistir. Bu durumda sentezi gerceklestirilen yeni 1,2,3-triazol bilesiklerinin

antioksidan 6zelliklerinin ¢ok az oldugu anlasilmaktadir.

4.3.2. ABTS katyon radikali giderme aktivitesi tayini

ABTS yonteminde ilk olarak ABTS radikalleri olusturuldu. Bunun icin ise
karanlik bir ortamda, 1:1 oraninda 2,45 mM K>S>0g (potasyum persiilfat) ve 2 mM
ABTS c¢ozeltileri 6 saat magnetik karistirici ile karistirildi. Hazirlanan bu radikalik
¢Ozeltinin kontrol numunesinin 734 nm’de 1,0+0,2 absorbans degerine ulagildi.
Mikroplate kuyucuklarma farkli derisimlerde (10, 20 ve 30 pg/mL) 1,2,3-triazol
numunelerinin ve standart olarak kullanilacak antioksidanlarin (BHT, askorbik asit, a-
tokoferol, pirogallol) iizerine 50 uL. ABTS radikal ¢ozeltisi ve distile su eklenerek son
hacim 200 pL’ye tamamlandi. 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon islemi sonunda
numunelerin 734 nm’deki absorbanslar1 kaydedildi. Kontrol olarak da 150 uL etil alkol
iizerine 50 uL ABTS radikali kullanild1 (Bursal ve ark., 2016b). Elde edilen absorbans
sonuglar1 kullanilarak yiizde ABTS katyon radikali giderme aktivitesi ve I1Cso degerleri
hesaplandu.

Cizelge 4.8. ABTS katyon radikali giderme aktivitesi tayini absorbans degerleri

0 30 60 90
BHT 1,164 0,093 0,053 0,056
Askorbik asit | 1,164 0,525 0,131 0,260
Tokoferol 1,164 0,782 0,475 0,183
Pirogallol 1,164 0,062 0,062 0,058
T7 1,164 0,989 1,116 0,987
T8 1,164 0,918 1,128 1,195
T9 1,164 0,987 1,138 1,100
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Sekil 4.5. ABTS katyon radikali giderme aktivitesi grafigi

Antioksidan maddeler ile reaksiyona gireren ABTS radikali, bir elektron
aktararak radikal olmayan ABTS’ye doniisiir. Reaksiyon sonucu bu dalga boyundaki
absorbansin azalmasi antioksidan aktivitenin hesaplanmasinda kullanilmaktadir.

ABTS katyon radikali giderme aktivitesi Absorbans (734 nm)-Konsantrasyon (pg/ml)
grafigine gore; azalan absorbans miktarindan serbest radikal giderme aktivitesi ve
antioksidan aktivite belirlenir. Sentezlenen T7, T8 ve T9 bilesiklerinin aktivitesi, o-
tokoferol, BHT, C vitamini ve pirogallol standartlarinin ABTS katyon radikali giderme
aktivitesi ile Kkarsilastirildiginda standart maddelerin absorbans degerleri, artan
konsantrasyon ile azalmistir. Absorbans degerlerindeki azalma yani antioksidan etki
sirasiyla pirogallol, BHT, C vitamini ve a-tokoferol’diir. En yiiksek antioksidan etki
pirogallol ve BHT gostermistir. T7, T8 ve T9 bilesiklerinin absorbans degerleri ise
artan konsantrasyonlar i¢in artis gostermistir. Yalniz 30 pg/ml konsantrasyonda bir
miktar azalma gozlemlenmistir. Bu durumda sentezi gergeklestirilen yeni 1,2,3-triazol

bilesiklerinin iyi antioksidan 6zelliklerinin olmadig1 anlagilmaktadir.

4.3.3. FRAP ybntemine gore indirgeme kapasite tayini

Numunelerin ferrik iyonlarmi (Fe®") indirgeme kuvveti FRAP yontemiyle tayin
edildi. Bu yontem i¢in farkli konsantrasyonlarda ki (10, 20 ve 30 pg/mL) numuneler
mikroplate kuyucuklarina eklendi, ayr1 ayr1 olarak 25 pL fosfat tamponu (0,2 M; pH
6,6) ve 25 pul %1°lik potasyum ferrisiyaniir ¢ozeltisi eklenerek 50 °C’de 20 dk. inkiibe
edildi. Inkiibasyon isleminden sonra 25 pL %10’luk triklorasetik asit (TCA) eklendi.
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Daha sonra 6.5 uL FeClz (%0.1°lik) ilave edildi. Distile su ile son hacim 200 pLye

tamamlanarak UV-Vis spektrofotometrede 700 nm’de absorbanslar 6lgiildii.

Cizelge 4.9. FRAP yontemine gore indirgeme kapasite tayini absorbans degerleri

0 30 60 90
BHT 0,186 1,124 1,296 1,659
Askorbik asit 0,186 1,284 1,680 1,787
Tokoferol 0,186 0,460 1,035 1,200
Pyrogallol 0,186 1,808 1,883 1,981
T7 0,186 0,131 0,151 0,160
T8 0,186 0,140 0,126 0,124
T9 0,186 0,111 0,144 0,168
FRAP METODU
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Sekil 4.6. FRAP yontemine gore indirgeme aktivitesi grafigi

FRAP yontemine gore indirgeme aktivitesi Absorbans (700 nm)-Konsantrasyon
(ug/ml) grafigine gore; artan absorbans miktarindan serbest radikal giderme aktivitesi
ve antioksidan aktivite belirlenir. Sentezlenen T7, T8 ve T9 bilesiklerinin aktivitesi, o-
tokoferol, BHT, C vitamini ve pirogallol standartlarimin FRAP yOntemine gore
indirgeme aktivitesi ile karsilastirildiginda standart maddelerin absorbans degerleri,
artan konsantrasyon ile artmistir. Absorbans degerlerindeki artma yani antioksidan etki
sirastyla pirogallol, C vitamini, BHT ve a-tokoferol’diir. En yiiksek antioksidan etki
pirogallol gostermistir. T7, T8 ve T9 bilesiklerinin absorbans degerleri ise artan
konsantrasyonlar i¢in hemen hemen sabit kalmig kayda deger bir artis gdstermemistir.
Bu durumda sentezi gergeklestirilen yeni 1,2,3-triazol bilesiklerinin FRAP ydntemine
gore antioksidan Ozelliklerinin olmadigt ya da ¢ok diisik oldugu seklinde

yorumlanabilir.
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4.3.4. Kuprak (CUPRAC) metoduna gore indirgeme kapasitesi tayini

Numunelerin kuprik iyonu (Cu?") indirgeme kapasiteleri CUPRAC metodu
kullanilarak hesaplandi. Bunun i¢in mikroplate kuyucuklarin her birine sirayla 50 pL,
0,01 M’lik CuCly, 50 pL, 7,5 mM neokuprin ¢ozeltileri ve 50 uL. 1 M potasyum asetat
tamponundan ilave edildi. Daha sonra, farkli konsantrasyonlarda (30-90 pug/mL) 1,2,3-
triazol numuneleri ile standart maddeler eklendi. Saf su ile 200 plL’ye tamamlanan
cozeltilerin 30 dk. inkiibasyon isleminden sonra UV-Vis spektrofotometrede 450 nm’de
absorbanslar1 okunarak kaydedildi (Apak ve ark., 2007).

Cizelge 4.10. Kuprak (CUPRAC) metoduna gore indirgeme kapasitesi tayini absorbans degerleri

0 30 60 90

BHT 0,239 0,590 1,032 1,284
Askorbik asit | 0,239 0,437 0,736 1,004
o-Tokoferol 0,239 0,299 0,317 0,422

Pirogallol 0,239 1,382 2,575 2,940
T7 0,239 0,280 0,286 0,243
T8 0,239 0,230 0,247 0,192
T9 0,239 0,202 0,232 0,233
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Sekil 4.7. Kuprak (CUPRAC) metoduna gdre indirgeme aktivitesi grafigi

Artan absorbans degerleri reaksiyon karisimmin artan kuprik iyon (Cu®")
indirgeme kapasitesini gostermistir. CUPRAC metodu indirgeme aktivitesi Absorbans
(450 nm)-Konsantrasyon (pg/ml) grafigine gore; artan absorbans miktarindan serbest

radikal giderme aktivitesi ve antioksidan aktivite belirlenir. Sentezlenen T7, T8 ve T9

bilesiklerinin aktivitesi, a-tokoferol, BHT, C vitamini ve pirogallol standartlarinin
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CUPRAC metoduna go0re indirgeme aktivitesi ile karsilastirildiginda standart
maddelerin absorbans degerleri, artan konsantrasyon ile artmustir. Absorbans
degerlerindeki artma yani antioksidan etki sirasiyla pirogallol, BHT, C vitamini ve o-
tokoferol’diir. En yiiksek antioksidan etki pirogallol ve BHT gostermistir. T7, T8 ve T9
bilesiklerinin absorbans degerleri ise artan konsantrasyonlar i¢in artis gostermememis
ya da ¢ok kiigiik degerde artis gdstermistir. Bu durumda sentezi gergeklestirilen yeni
1,2,3-triazol bilesiklerinin CUPRAC metodu igin iyi diizeyde antioksidan 6zelliklerinin

olmadig1 anlagilmaktadir.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

1,2,3-triazol halkasmin tibbi kimyada ayricalikli bir yapi iskelesi oldugu
giniimiize kadar yapilan c¢aligmalar sonucunda kanitlanmigtir. Bu umut verici
heterosiklik bilesiklerin istisnai Ozellikleri, malzeme biliminden biyokonjugasyona
kadar genis uygulama yelpazesini kolaylastirir. Yapilan yiiksek lisans tez kapsaminda,
1,2,3-triazol iskelet yapisi bulunan 1,4-disubititiie yeni molekiller (T7, T8, T9)
sentezlenerek yapilar1 aydmlatilmistir. Ardindan sentezleri gergeklestirilen bu yeni
bilesiklerin, tirozinaz, asetilkolinesteraz ve pankreatik lipaz enzim inhibisyon ve
antioksidan ¢aligmalar1 yapilmis olup 1,2,3-triazol halkasinin biyolojik aktivite etkileri
incelenmistir. 1,2,3-triazol halkali bilesikler, alkin ile azid bilesiklerinin klik reaksiyonu
sonucu elde edilerek yeni T7, T8 ve T9 bilesikleri sentezlenmistir. Hedef Grunlerin
sentez kademeleri; Sn? reaksiyonunun yam swa, Cu (II) Katalizli 1,3-dipolar
siklokatilma (veya [2+3] siklokatilma) reaksiyon yontemi ile gerceklestrildi. Tez
kapsaminda Sekil 5.1 genel semada gosterilen ¢esitli Kimyasal doniisiimler ile 1,2,3-
triazol halkas1 iceren (T7, T8, T9) 3 tane yeni bilesik sentezlenmis olup yapilar1 FT-IR,
'H-NMR, C-NMR ve HR-ESI-MS spektroskopik yontemleri kullanilarak karakterize
edilmistir. T7 bilesiginin *H-NMR spektrumunda & 7.85 (dd) ve 7.73 (dd) sinyalleri
ftalimit halka protonlarina, 6 7.43-7.31 (m) benzen halka aromatik protonlarma, 6 5.51
(s) benzil grubu protonlarma, & 3.75 (t) ftalimit N atomuna bagli -CH> protonlarma, o
2.77 (t) triazol halkasina bagl -CH> protonlarina, 6 2.07 (t) ise propil zincirindeki 2. -
CHz grubu protonlarma aittir. *C-NMR spektrumunda ise § 168.14 ppm’de karbonil
grubuna (C=0), 6 147.03-120.80 ppm aromatik halka karbonlarina ve triazol halka
karbonlarina, 6 53.74 ppm benzil, & 36.99, 27.92, 22.80 ppm’de ise propil karbonlarina
ait pikler ile T7 bilesigi karakterize edildi.

T8 bilesiginin H-NMR spektrumunda & 7.85 ve 7.73 (dd) sinyalleri ftalimit
halka aromatik protonlarma, & 7.34-7.19 (m) pikleri benzen halka aromatik protonlarina,
d 5.51 (s) benzil grubu protonlarmna, 6 3.75 (t) ftalimit N atomuna bagli -CH:
protonlarina, & 2.76 (t) triazol halkasmma bagh -CH> protonlarina, & 2.29 (s) metil
protonlarina, 6 2.12-2.00 (m) ise propil zincirindeki 2. CH> grubu protonlarina aittir.
13C-NMR spektrumunda ise § 168.40 ppm’de karbonil grubu (C=0), § 147.03-120.86
ppm ppm’de aromatik halka karbonlar1 ve triazol halka karbonlari, & 52.23 ppm benzil,
0 37.30, 28.24, 23.11 ppm’de propil karbonlar1 ve & 19.00 ppm’de ise metil karbonuna
ait sinyaller ile T8 bilesigi karakterize edildi.
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T9 bilesiginin *H-NMR spektrumunda & 7.86 ve 7.75 (dd) pikleri ftalimit halka
aromatik protonlarma, & 7.72—7.35 (m) pikleri benzen halka aromatik protonlarina, 6
5.60 (s) benzil grubu protonlarmna, & 3.75 (t) ftalimit N atomuna bagh -CH:
protonlarina, 6 2.80 (t) triazol halkasma bagl -CH> protonlarina, & 2.10 (t) ise propil
zincirindeki 2. -CH, grubu protonlarma aittir. 3C-NMR spektrumunda ise & 168.46
ppm’de karbonil grubu (C=0), é 140.16-123.26 ppm’de aromatik halka karbonlar1 ve
triazol halka karbonlari, 6 118.25 ppm’de -C=N karbonu, 6 53.34 ppm benzil, 6 37.09,
28.03, 22.92 ppm’de ise propil karbonlarma ait sinyallerin gézlenmesi bu bilesikler i¢in
onerilen yapilar1 dogrulamaktadir.

Sentezlenen bilesiklerin FT-IR spektrumlar: incelendiginde onerilen yapilara ait
karakteristik ~ bantlarin ~ gozlenmesi  bilesiklerin  yap1  Kkarakterizasyonunu
desteklemektedir. T7 bilesiginin karbonil grubuna (-C=0) ait titresim bantlar1 1697.22
cm?, triazol halkasmdaki (-N=N-) grubu titresim band1 1438.20 cm™’de, 1397.17 cm’
1de ki titresim bantlar1 ise triazol halkasmdaki (-C-N) grubuna ait titresim bantlaridir.
T8 bilesiginin karbonil grubuna (-C=0) ait titresim bantlar1 1700.99 cm?, triazol
halkasindaki (-N=N-) grubu titresim band1 1445.93 cm™’de, 1394.98 cm™’de ki titresim
bantlar1 ise triazol halkasindaki (-C-N) grubuna ait titresim bantlaridir. T9 bilesiginin (-
C=N) nitril grubu gerilme titresim band1 2233.50 cm™’de, karbonil grubuna (-C=0) ait
titresim bantlar1 1695.42 cm™’de triazol halkasindaki (-N=N-) grubu titresim bandi
1435.01 cm™°de, 1397.14 ve 1359.97 cm™’de ki titresim bantlar1 ise triazol halkasmdaki
(-C-N) grubuna ait titresim bantlaridir.
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Sekil 5.1. T7, T8, T9 Bilesiklerinin sentez basamaklari

Sentezlenen bilesiklerin tirozinaz, asetilkolinesteraz ve pankreatik lipaz enzim
inhibisyon ¢aligmalar1 in-vitro ortamda gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuclarda
sentezi gergeklestirilen bilesiklerden bazilarmm (T7 ve T9) standart ilaglar orlistat,
kojik asit ve takrin (ICsp) ile karsilastirldiginda yakin 1Cso degerleri obezite, Alzheimer
hastalig1 hiperpigmentasyon ve hipopigmentasyon gibi ¢alismalar igin énculiik etmesi
beklenmektedir.

Sentezleri gergeklestirilen yeni 1,2,3-triazol (T7, T8, T9) bilesiklerinin tirozinaz
enzimi tizerine etkilerinin incelendigi ¢alisma sonuglar1 sirasiyla T7 icin 24,1 uM, T8
icin 29,2 UM ve T9 igin 37 UM ICso olarak hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar kojik
asit (19,2 pM) ile karsilastirildiginda, 1Cso degerlerinin kojik aside gore daha yiiksek
yani inhibisyon etkilerinin daha az olduklar1 goriilmiistiir. Bu bilesiklerin tirozinaz
enzimine kars orta diizeyde inhibitor etkisi gosterdigi seklinde yorumlanabilir. T7, T8,
T9 bilesikleri arasinda bir kiyaslama yapilacak olursa T7 bilesiginin en diigiik 1Cso
degerlerine, daha yiiksek inhibisyon etkisi gdsterdigi T9 bilesigini ise en yiiksek 1Cso

degerlerine, daha diisiik inhibisyon etkisi gosterdigi anlagilmaktadir.
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Asetilkolinesteraz inhibitorleri (AChEi) Alzheimer hastaliginin tedavisine
yonelik en énemli ila¢ grubudur. Ancak piyasada bulunan AChEi (Asetilkolinesteraz
inhibitorleri) ilaglarin higbirinde istenilen basari elde edilememistir. Bu nedenle,
Alzheimer (zerinde etkili olabilecek koruyucu ve aynmi zamanda tedavi edici
potansiyellere sahip olan ajanlarin tespitene yonelik ¢aligmalar gin gectikge Gnem
kazanmustir. Sentezlenen yeni 1,2,3-triazol tirevlerinin asetilkolinesteraz enzimi Gizerine
inhibisyon etkilerinin incelendigi ¢alisma sonuglarinda 1Cso degerleri hesaplanmistir. Bu
sonuglara gore sirastyla ICso degerleri T7 igin 63,1 uM, T8 i¢in 108,5 uM ve T9 igin 57
MM takrin igin 62,6 UM olarak hesaplanmistir. Sonuglar takrin ile kiyaslandiginda, T7
bilesiginin 1Cso degerinin takrine yakin oldugu, T9 bilesiginin 1Cso degerinin takrine
gore daha diisiik yani daha fazla inhibisyon etkisinin oldugu, T8 bilesiginin ise takrine
gore daha yiiksek yani daha az inhibisyon etkisinin oldugu gorilmektedir. T7 ve T9
bilesiklerin asetilkolinesteraz enzimine kars1 iyi diizeyde inhibitor etkisi gosterdigi fakat
T8 bilesiginin daha diisiik diizeyde inhibisyon etkisinin oldugu seklinde yorumlanabilir.
Sonuglar T7 ve T9 1,2,3-triazol bilesiklerinin AChE inhbitérl olabileceklerini
gostermistir. T9 bilesiginin yiiksek inhibisyon etkisi yapisinda bulunan —CN grubundan
kaynaklandigi diisiiniilmektedir.

Sentezlenen bilesiklerin pankreatik lipaz enzimi {izerine etkilerinin incelendigi
calisma sonuglart ICso degerleri hesaplanmistir. Bu sonuglara gore sirasiyla ICsp
degerleri T7 icin 59,8 uM, T8 icin 61,2 UM ve T9 icin 94,6 UM olarak hesaplanmuistir.
Bu sonuglarin standart orlistat 1Cso 58 uM ile Karsilastirildiginda, T7 bilesiginin 1Cso
degerinin orlistat 1Cso degerine ¢ok yakin bir deger oldugu goriilmektedir. T8 ve T9
bilesiklerin 1Cso degerlerinin orlistata gore daha yuksek yani daha az inhibisyon
etkilerinin oldugu ve pankreatik lipaz enzimine karsi orta diizeyde inhibitor etki
gosterdigi seklinde yorumlanabilir. T7, T8 ve T9 bilesikleri arasinda T7 bilesiginin 1Cso
degerinin daha diisiik oldugu yani T8 ve T9 bilesiklerine gore daha iyi inhibisyon etki
gosterdigi, T9 bilesiginin ise en yiiksek 1Cso degerine en diisiik inhibisyon etkisine sahip
oldugu anlagilmaktadir.

Bilesiklerin DPPH radikal giderme c¢alismalarinda elde edilen veriler
incelendiginde sentezlenen T7, T8, T9 bilesiklerinin DPPH serbest radikal giderme
aktivitesi yontemine gore beklenen aktiviteyi gostermedigi, T7, T8, T9 bilesiklerinin
antioksidan madde olarak kullanimlarinm uygun olmadig: anlasilmaktadir.

ABTSe" radikal giderme aktivite sonuglarina gore, T7 bilesiginin T8 ve T9

bilesiklerine nazaran daha iyi antioksidan aktivite gosterdigi fakat BHT, askorbik asit,
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a-tokoferol, pirogallol standart maddelere gore antioksidan etkilerinin az oldugu
gorulmektedir.

FRAP yontemine gore indirgeme kapasite tayini absorbans degerleri
incelendiginde ise sentezlerini gergeklestirdigimiz 1,2,3-triazol bilesiklerinin FRAP
yontemi i¢in uygun olmadiklari, anitoksidan aktivitelerinin oldukca diisiik oldugu
gorulmektedir.

Tez kapsaminda sentezlenen yeni sentetik bilesiklerin antioksidan kapasiteleri
Cu*? indirgeme antioksidan kapasite yontemi (CUPRAC) yontemi ile belirlenmistir.
BHT, askorbik asit, a-tokoferol, pirogallol gibi standartlar kullanilmistir. Kuprak
(CUPRAC) metoduna gore indirgeme kapasitesi tayini absorbans degerleri de FRAP
yonteminde oldugu gibi standartlardan oldukca diisiik ¢ikarak antioksidan
aktivitelerinin diisiik oldugunu kanitlamaktadir.

Tez kapsaminda antioksidan aktivite tayini i¢in uyguladigimiz dort yontem H ve
elektron transferi ile oksidan tdrleri temizleyen yontemlerdir. T7, T8 ve T9
bilesiklerinin agik yapilar1 incelendiginde molekiiller tizerinde ABTS*, Fe*® veya Cu*?
katyonlarmma kolaylikla verilebilecek bir ¢ (elektron) ya da DPPH radikaline
verilebilecek bir H olmadigi i¢in T7, T8 ve T9 bilesikleri diisiik antioksidan aktivite
gostermistir ve bu durumda T7, T8 ve T9 bilesiklerinin antioksidan olarak
kullanilmalarinin uygun olmadigi anlagilmaktadir.

Literatirde 1,2,3-triazol bilesiklerinin antioksidan aktivite tayinleriyle ilgili
smirlt sayida ¢aligma mevcuttur. Bu da 1,2,3 triazollerin iyi antioksidan olmadiklarmin
kanit1 olabilir ya da 1,2,3 triazollerin antioksidan aktiviteleri ile ilgili yeterli ¢calisma
yapilmadigmi da gosterebilir.

Bu sonuclar, ftalimid-triazol hibrit yapisinin, yeni etkili pankreatik lipaz ve
asetilkolinesteraz inhibitorleri gelistirmek amaciyla sonraki optimizasyon icin dnemli
bir yap1 iskelesi olabilecegini gostermektedir.

Ilag kesfi, kimyasal biyoloji ve proteomik uygulamalarda en yaygin araglardan
biri olan “’Klik Kimyasint’’ tanittig1 i¢in Sharpless'e tesekkiir ederiz, kugkusuz yagamin

tyilestirilmesine yonelik bilim camiasma yeni bir yol agmustur.
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