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OZET

4-AMINOTETRAHIDROKINOLIN TUREVLERININ SENTEZI ve
ASETILKOLINESTERAZ ENZiMi UZERINE iNHiBiSYON ETKILERININ
INCELENMESI

OGUZ, Ercan
Yiiksek Lisans Tezi, Biyomiihendislik Anabilim Dali

1. Tez Damgmani: Dr. Ogr. Uyesi Fikret TURKAN
2. Tez Damismant: Dr. Ogr. Uyesi Mustafa Zahrettin KAZANCIOGLU

Ekim 2020,79 sayfa

Bu tez c¢alismasinda 4-aminotetrahidrokinolin tiirevleri Povarov reaksiyon
yontemi kullanilarak sentezlendi. Sentezlenen molekiillerin karekterizasyonlar1 *H, **C
NMR, IR ve LC-MS-MS de yapildi. Sonraki asamada bu molekiillerin asetilkolinesteraz
enzimi lizerine inhibisyon etkileri incelendi. Standart inhibit6r olarak 9-Amino-1,2,3,4-
tetrahydroacridine hydrochloride hydrate (Takrin) kullanildi. Yapilan ¢alisma
sonucunda bilinen (4) ve ilk kez sentezi yapilan (4), 8 farkli 4-aminotetrahidrokinolin
tirevinin IC50 degerleri hesaplandi. Elde edilen degerlerin 0,22 pM- 0,36 uM
araliginda oldugu bulundu. Molekiiller i¢in Lineweaver-burk grafikleri ¢izilerek
sirastyla ortalama Kj sabiti hesaplandi ve elde edilen verilerin 0,50 uM ile 1,13 uM
araliginda oldugu goriildii. Calismanin son basamaginda Takrin molekiiliiniin ICsg
degeri 0.770 uM ve Kj degeri ise 0.880 uM olarak hesaplandi. Ayrica DTNB ve AChI
substratlar1 i¢in Vmax ve Ky degerleri sirasiyla 0,106 EU/ml, 0,096 EU/ml ve 1.637
uM, 1.021 pM olarak hesaplandi. Veriler degerlendirildiginde ¢aligilan organik
molekiillerin tamaminin standart inhibitdre benzer 6l¢iide inhibisyon etkisi gosterdigi
gbzlendi.

Anahtar Kelimeler: Asetilkolinesteraz, Alzheimer, Takrin, 4-aminotetrahidrokinolin,
inhibisyon



ABSTRACT

SYNTHESIS AND INVESTIGATION OF 4-AMINOTETRAHYDROKINOLINE
DERIVATIVES ON INHIBITION EFFECTS OF ACETYLCHOLINESTERASE
ENZYME.

OGUZ, Ercan
Master Thesis, Department of Bioengineering
1. Thesis Advisor: Assis. Prof.Dr. Fikret TURKAN
2. Thesis Advisor: Assist Prof. Dr. Mustafa Zahrettin KAZANCIOGLU
October 2020, 79 Pages

In this thesis, 4-aminotetrahydroquinoline derivatives were synthesized by using
the Povarov reaction method. Characterization of synthesized molecules was done in
'H, ¥C NMR, IR, and LC-MS-MS. In the next step, the inhibition effect of these
molecules on the acetylcholinesterase enzyme was investigated. 9-Amino-1,2,3,4-
tetrahydroacridine hydrochloride hydrate (Tacrin) was used as a standard inhibitor. As a
result of the study, IC50 values of 8 different 4-amino-tetrahydro quinoline derivatives,
known (4) and synthesized for the first time (4), were calculated. It was found that
obtained values were between the 0.22 uM and 0.36 uM. The average KI constant was
calculated by drawing Lineweaver-burk graphs for the molecules and it was seen that
the obtained data ranged from 0.50 uM to 1.13 uM. In the last step of the study, the
IC50 value of the Tacrine molecule was calculated 0.770 pM, and the KI value was
calculated 0.880 uM. Besides, Vmax and KM values for DTNB and AChI substrates
were respectively calculated 0.106 EU / ml, 0.096 EU/ ml and 1.637 uM, 1.021 pM.
When the data were evaluated, it was observed that all of the studied organic molecules
had an inhibitory effect similar to the standard inhibitor.

Keywords: Acetylcholinesterase, Alzheimer, Tacrine, 4-aminotetrahydroquinoline,
Inhibition
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1.GIRIS

Gilinliimiiz toplumunda refah seviyesinin ylikselmesi, egitim seviyesinin artmasi
ve teknolojideki ilerlemeler sayesinde oOzellikle tip ve saglik alanlarinda yeni
uygulamalarin 6nii a¢ilmis tan1 ve tedavilerde kullanilmak {iizere farkli, yenilik¢i
hizmetler uygulamaya konulmustur. Bilim diinyasindaki gelismelerle birlikte insan
Omrili uzamaya baslamis ve boylece yash niifus orani artmistir. Bu artisla birlikte yash
populasyonda demansin bir tiirli olarak ortaya ¢ikan Alzheimer hastaliginin goriilme

sikliginda artis olmustur (Sugimoto et al.,2002).

Demans, bir insanin giinliik aktivitelerini gergeklestirebilme becerisini etkileyen;
problem ¢ozme, dil becerisi, hafiza ve diisiinme becerilerindeki azalma ile karakterize
olan durumlar i¢in kullanilan genel bir ifadedir (Francis et al.,1999). Demans
vakalarinin yarisindan fazlasin1 Alzheimer hastaligi (AH) olusturmaktadir (Sadashiva ve
ark.,2006). Giiniimiizde diinya ¢apinda yaklasik 35 milyon insanda Alzheimer hastaligi
goriilmekte ve bu hastaligin ileriki zamanlarda artis gostererek 2050 yilinda 150 milyon
insanda goriilecegi tahmin edilmektedir (Singh et al.,2013). Gelismis iilkelerde yash
niifusun oliimiine yol acan Alzheimer hastaliginin dordiincii sirada yer almasi bu

hastaligin tedavisinin 6nem kazanacagii gostermektedir (Anand et al.,2014).

Kolinerjik sistemin bozulmasi, buna bagli kolinerjik ndéronlarin kaybi ile
meydana gelen norofibrillerin diiglimlenmesi ve amiloidlerin ortaya ¢ikmasi Alzheimer

hastaligina sebep olmaktadir (Nordberg and Svensson,1998).

Alzheimer hastaligimin erken teshisi oldukca zordur c¢iinkii bu hastaligin
belirtileri olan hafiza kaybi, bunama, moral bozuklugu gibi belirtilerin genellikle
yaslilikla birlikte ortaya ¢ikigr diisiiniilmektedir. Alzheimer Hastaligi (AH) goriilen
beyinlerde korteks ve hipokampuste, asetilkolinesteraz enzimi (AChE) nin aktivitesinin
artt1g1, buna baglh olarak ACh seviyesinin ve aktivasyonunun diistiigii bildirilmistir

(Mann, 1989).

Giintimiizde Alzheimer hastaliginin tedavisinde kullanilan en belirgin yontem
asetilkolinesteraz inhibitorleridir (AChEi). Bu ilaglarin ¢ogunu bitkisel kokenli
maddeler olusturur. Fakat simdiye kadar AChE inhibitorii ilaglar1 kullanilarak Klinik

caligmalarda ve pratikte istenilen basar1 tam olarak elde edilememistir. Bundan dolayz,
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Alzheimer hastaliginin tedavisine yonelik klinik, epidemiyolojik ve deneysel
calismalarda alternatif ilaclarin ve tedavi ydntemlerinin O6nemi vurgulanmaktadir

(Francis et al.,1999).

Son yillarda Alzheimer hastaliginin tedavisi ile ilgili yapilan ¢alismalar, daha
etkin ve yan etkisi daha az olan tedavi edici 6zelligi bulunan, yeni ila¢ uygulamalarinda
koruyucu ozelliklere sahip yeni AChEi’lerinin kesfi ve gelistirilmesini hedef alan
stratejilere gore planlanmaktadir. Sunulan ¢alismada yeni inhibitorlerin kesfedilmesi
amaglanarak yeni 4-Aminotetrahidrokinolin tiirevleri sentezlenip ve daha Once
sentezlenmis baz1 4-Aminotetrahidrokinolin tiirevlerinin asetilkolinesteraz enzimi

tizerine inhibisyon etkileri incelendi.

1.1. Enzimler
Enzimler, Biyokimyasal reaksyonlar1 hizlandiran, protein yapisinda olan ve
brekasiyonlar1 katalizleyen biyolojik katalizorlerdir. Canlilarin yasamlarini daha kolay

devam ebilmeler i¢in son derece énemli bir yere sahipler(Ince, 2006).

Enzim galismalar1 yalnizca biyoloji alaninda ¢alisanlarla sinirli kalmamus, proses
tasarimcilart ve miihendisleri, kimya miihendisleri ve diger bilim alanlarinda calisan

aragtirmacilarin da ilgi alanina girmislerdir (Sargin, 2003).

Insanlarin enzimlerden yararlanmasi ¢ok eskiye dayanmaktadir. Insanlar farkinda
olmadan enzimlerden peynir, bira, sarap vb. maddelerin yapiminda yararlanmis ve ilag
olarak kullanmislardir. Enzimlerin hiicre dis1 aktivitelerinin oldugu ilk kez 1783 yilinda

Spallanzi tarafindan atmacanin mide suyunun eti eritebildigi gosterilerek kanitlanmstir.

Daha sonra 1811 yilinda Kirchoff, bugday nisastasinin zamanla sekere
dontistiigiinii saptamistir (Aygan, 2008). Enzimlerin varligi 1700’lerde konusulmaya
baslanmistir. Nisastanin parg¢alanmasi bitkilerde ve tiikriik bezinde elde edilen salgilarla,
etin pargalanma calismalar1 ise 1800’li yillarinda mide 6z sivist kullanilarak
calisilmigtir. Sekerin alkole fermente edilmesi sonucunda bu reaksiyonun bazi
molekiiller tarafindan gerklestirildigi saptanmistir. Frederick W. Kiihne tarafinda bu
molekiiller 1878 yilinda, biyolojik reaksiyonlar1 hizlandiran biyokatalizorler olarak
tanimlanmis ve “hiicrede bulunan” anlamina gelen “enzim” deyimini ilk kez

kullanmistir (Nelson and Cox,2005).



Endiistri alanin tamamina yakin alanlarinda kullanilan enzimler bitkilerden
mikroorganizmalardan, hayvanlardan ve mantarlardan saglanmaktadir. Giiniimiizde
endiistriyel katalizorler olarak enzimlerin kullanim alanlarinin artis1 ile birlikte
kullanimlar1 da artmaktadir . Son yillarda 3000.den fazla enzim bulunmus ve bulunan
enzimlerin yarisindan fazlasi endiistriyel ve biyoteknolojik uygulamalar vasitasi ile
tanimlanmistir. Bu kadar ¢ok enzimin bulunmasina ragmen Endistriyel taleplerinin
yeterince karsilanmamustir (Patel ve et ol. 2005). Enzimler giiniimiizde gida ve yem
teknolojisinde, deterjanlarda, tekstil endiistrisinde, hastaliklarin teshisinde ve daha
bircok alanda kullanim alanina sahiptir. Enzim teknolojisi ekonomi, verim ve ekolojik
dengenin korunabilmesi gibi ihtiyaclar sayesinde hizla gelismekte ve siirekli olarak eski
uygulama alanlarindan farkli yeni endiistriyel sektorler igerisinde yerini almaktadir

(Sargin,2003).

Enzimler, hiicrelerde meydana gelen reaksiyonlar1 hizlandiran, canli
metabolizmasii diizenleyen kiigiik molekiilerdir. RNA’nin bazi katalitik molekiilleri
hari¢ biitiin enzimler protein yapili kimyasal katalizorlerdir. Katalitik etkiye sahip
enzimlerin Kkatalitik aktiviteleri, enzim yapisinda bulunan dogal proteinlerin
konformasyon saglamligina baglidir. Protein konformasyonu ne kadar saglam ise enzim

katalitik aktivitiesi o kadar kuvvetli olur (Tiirkan, 2015).

Enzimler cep ya da 06zel bir bosluga sahipler bu 6zel bosluklar enzim
molekiillerinde farklilik gosterir. Enzim molekiillerin aktif bolgesi substratin ii¢ boyutlu

yapisina uyumlu yapidadir.



Substrat

Urtinler

Akif bélge

Serbest enzim Enzim-substrat Serbest enzim
kompleksi

Sekil 1. 1. Anahtar kilit modeli (Anonim, 2020)

1.1.2. Enzim Aktiflik Birimleri
Enzimler ¢ok az bir miktarla biyolojik ortamlarda reaksiyonlari
gerceklestirebilirler. Enzim miktarlarinin az olmasindan dolayr miktar dlgiimii yerine

aktivite 6l¢limii yapilmaktadir (Tiirkan,2009).

1.1.2.1. Enzim Aktivitesi
Bir tepkimenin hizi enzim aktivitesiyle iliskilidir. Belirli bir siirede, optimum
kosullarda, enzim etkisiyle substrati {iriine doniistiiren enzim miktar1 olarak

tanimlanmaktadir.

1.1.2.2. Enzim Unitesi (EU)
25 °C’de, optimum kosullarda, bir dakikada 1 pM substrati iirline ¢eviren enzim

miktaridir.

1.1.2.3. Katal
Bir mol substrati bir sanyede reaksiyona sokan enzim miktaridir. Katal, ¢ok
biiyiik bir biktar1 temsil eden bir birimdir. Uluslararasi enzim komisyonu tarafindan

belirlenmistir.

1.1.2.4. Spesifik Aktivite
Bir miligram (mg) protein basina diisen enzim aktivitesine spesifik aktivite
denmektedir. Enzim iinitesi(EU)/mg protein seklinde elde edilmektedir. Spesfik aktivite

ayn1 zamanda enzimin saflik derecesini gostermektedir.



1.1.2.5. Turnover Sayis1 (molar aktivite)

Birim zamanda bir tek enzim tarafindan {iriine doniisen substratin molekiil
sayisina denir. ‘kcat’ sembolii ile gosterilir.Biyokimyasal reaksiyonlarin geneli enzimler
tarafindan gergeklesir. Ayn1 zamanda canlilar tarafinda sentezlen enzimler matabolik
tepkimeleri hizlandirarak tepkime sonunda yapilarinda bir degisiklik olmadan %100

verimle ¢alismaktadirlar (Berg ve ark at 0l.2014).

Enzimler spesifik molekiilerdir. Etki ettikleri reaksiyon c¢esitlerinde kullanilan
substrata kars1 onemli derecede spesifik katalizorlerdir. Bu sebepten dolay: katalizorler
hiicre i¢i tepkimelerde yan f{irlin olusturmadan etkilerini gdsterirler. Hiicre ici
gerceklesen biyokimyasal reaksiyonlarda enzim saniyeler icinde reaksiyonun
gerceklesmesini sagliyor. Enzimsiz gerceklesen bir reaksiyon igin ¢ok uzun bir siireye
ihtiya¢ olmasina kars1 enzim kullanilan ayni reaksiyon saniyeler i¢cinde substratin iiriine

doniismesini saglayarak reaksiyon tamamlanir (Sonmez,2016).

Enzimler ya ayni fonksiyonel gruba etki eder ya da bir enzim sadece bir
substrata etki etmektedir. Enzimler spesifik oldugu kadar ¢ok yiiksek segicilige de
sahiptirler. Bu seciciligi proteinleri olusturan aminoasit sayisi, ¢esidi, dizilim sirasi,
molekiil yapis1 gibi etkenlerden kaynaklanmaktadir. Enzimler protein yapilidir fakat
protein olmayan kismi da mevcuttur. Protein olan kismina apoenzim protein olmayan
kismina ise kofaktér veya koenzim denilmektedir. Protein kismina eklenen organik
molekiillere (koenzim A, NAD+, FAD) koenzim veya protein kisma eklenen metal
iyonlarina (Zn*?, Fe*? vd.) kofaktor denilmektedir. Enzimlerin kofaktér ve koenzim
kisimlarin tiimiinii igererek olusan katalitik aktif haline ise haloenzim denilmektedir.
Baz1 enzimlerin protein kism1 hem kofaktdr hem de koenzim gruplarina birlikte ihtiyag
duyar. Yani enzimin aktivite gosterebilmesi ig¢in koenzim ve kofakrériin de olmasi
gerekmektedir (Tirkan 2015).Enzimler tek baslarina aktivite gostermezken ya bir
koenzim ile aktivite gosterir ya da bir kofaktor ile birlikte aktivite gosterirler
(Yildirimoglu, 2009; Fennema, 1985).

1.1.3. Enzim Inhibisyonu
Enzimlerin hiicre i¢i ve hiicre dis1 aktivitelerini disiiriilmesine hatta
durdurmasina neden olan bazi bilesikler mevcuttur. Enzim aktivitesini degistiren bu

bilesiklere inhibitér ve gerceklesen bu olaya ise inhibisyon denilmektedir (Tiirkan
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2015). Biyolojik katalizorleri kontrol eden ve bazi durumlarda canli sistem igin yararli
bazi durumlarda ise zarari olan kiiciik molekiillerdir. Geri dontisiimlii (reversibl) ve geri
doniisiimsiiz (Irreversibl) olmak iizere iki ¢esit enzim inhibisyonu vardir. Geri
donilisiimsliz enzim inhibisyonunda enzim inhibitérden ayrildigi zaman tekrar eski
aktifligini kazanir fakat geri doniislimsiiz enzim inhibisyonunda inhibitér enzimden
ayrildigt halde enzim inaktif halde kalmaya devam etmektedir (Tiirkoglu ve
Camas,1996).

Enzim ile inhibitér baglanmasi1 genelde kovalent bagla birbirlerine baglanirlar
veya ayrigsmasi zor olan kopleks olustururlar. Noronlar arasinda uyarilarin iletiminde
gorev alan bir norotransmiter olan asetilkolin ara maddesini katalizleyen

asetilkolinesteraz enzimin inhibisyonuna sebep olmaktadir.

Geri doniisimsiiz enzim inhibisyonda maksimum hiz (Vmax) azalirken Michaelis-

Menten sabiti olan Ky degeri sabit kalir (Tiirkoglu ve Camas, 1996).

k1l k3
. k2
|
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EI

Sekil 1. 2. Doniistimsiiz inhibisyonun reaksiyon semasi
Déniistimli inhibisyonda hiicre i¢i reaksiyonlarda bir denge hali s6z konusudur.
Enzim-inhibitér kompleksi ¢ok hizli ayrisabilir. Geri domiisiimli inhibisyonuna

verilebilecek en belirgin 6rnek yarigmali (kompetitif) inhibisyondiir.



1.1.3.1. Geriye Déniisiimlii (reversibl) inhibisyonlar

Geriye doniisiimlii (reversibl) inhibisyonlarda inhibitorlerin enzimlere baglanma
sekline gore yarismasiz (nonkompetitif) Inhibisyon, yarismali (kompetitif) inhibisyon,

ve yari yarigmali (unkompetitif) inhibisyon olarak bulunmaktadir.

kil
k2

I
ki ki “
EEEE—
e

EI =5 ESI

Sekil 1. 3. Doniisiimlii inhibisyonun reaksiyon semasi

1.1.3.1.1. Yarismah (kompetitif) inhibisyon

Inhibitér, enzimin aktif bolgesine substratla yarisarak baglanir. Inhibitor
molekiilii ile substrat yapilar1 birbirlerine benzedikleri i¢in enzim ile inhibitér kolay bir
sekilde birbirlerine baglanirlar, ancak {iriin olusamamaktadir. Bu tiir inhibitorler
enzimin substarata baglanmasin1 engelleyen maddelerdir. Yarigsmali inhibisyonda
maksimum hiza (Vpax) ulasmak i¢in daha fazla substrata ihtiyag vardir. Ortamdaki
substrat miktarinin artmasiyla birlikte enzimin inhibitdre olan ilgisi azalir ve bdylece
inhibisiyon ortadan kalkmis olur. Inhibitér varliginda enzimin substrata olan ilgisi

azalir, boylece Ky degeri artar Vmax degeri ise degismez.

1.1.3.1.2. Yarismasiz (nonkompetitif) inhibisyon

Yarigsmasiz inhbisyonda, inhibitor ile subsrat molekiilii yap: olarak birbirlerine
benzemez substratla inhibitdr enzime farkli bolgelerde baglanirlar. Yarismasiz inhibitor,
ya ES kompleksine ya da serbest enzime baglanarak tepkimenin hizimi diigiiriirler. Bu

tip inhibitorler substrat molekiiliin miktarinin artmasi inhibisyonu ortadan kaldirmaz.



1.1.3.1.3. Yar1 Yarismah (unkompetitif) Inhibisyon
Yar1 Yarismali(unkompetitif) inhibisyon durularinda Inhibitér direk ES

kompleksine baglanir. Inhibitdriin baglanmasiyla iiriin olusumu sonlanir.

1.1.4. Enzimlerin Hizin1 Etkileyen Faktorleri
Enzim aktivitesini etkileyen bir¢ok faktor var fakat en onemli faktorler; pH,

sicaklik, enzim derisimi, substrat derisimi, tiriin derisim

1.1.4.1. Enzim Derisim

Reaksiyonun olusmasint ve hizim1 etkileyen faktorlerden biri de enzim
derisimidir. Substrat derisimi yeterli diizeyde ise enzim derisimi artik¢a tepkimenin hizi
artar. Enzim substrat doygunlugu saglandiginda tepkimenin hizi sabit kalir belli bir siire
sonra ortamin substrat diizeyi azaldiktan sonra tepkimenin hiz1 da yavas yavas azalmaya

baslar ve belli bir degere gelip sabit kalir.

1.1.4.2. Substrat Derisimi
E+S s ES sSE+U

Tepkimedeki E: enzimi, S: substarti, ES: enzim substrat kompleksini, U ise
triinii temsil etmektedir. Bu denklem 1913 yilinda L. Michaelis ve M. Menten
tarafindan onerilmektedir. Tepkimeye gore sabit enzim derisiminde substrat derisiminin
artmast tepkime hizin1 da artirir. ES etkilesimi tamamlandiktan sonra enzim aktif
bolgesi doygunluga ulasir. Enzim derisiminde oldugu gibi tepkimenin hiz1 yavas yavas

azalarak belli bir sabitlige yaklagir (Yavuz,2005).

E+S s ES s E+U

Vmax.[S]
Km+[S]

Tepkime hiz1: V =

Esitligi elde edilir; bu esitlikteki Vmax, maksimim hizi, Ky ise Michaelis-

Menten sabiti olarak adlandirilir.
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Sekil 1. 4. Michael Menten grafigi (Anonim, 2015)

Vmax degeri enzim substrat kompleksi maksimum degere ulaginca Vmax degeri
bulunur, Ky degeri ise Vmax’m yarisi kadar substrat konsantrasyon degerine denk

gelen kisimdir.
Vmax/2= Ky olur.

Kwm degeri enzim substrat iliskisi ile degerlendirilir. Ky degeri enzim substrat
ilgisi ile ters orantilidir. Yani Ky degeri kiigiik ise enzimin substrata olan ilgisi biiyiik

Kwm degeri biiyiikse enzim substrat ilgisi azdir (Michaelis and Menten, 1913).

1.1.4.3. Sicakhk

Enzimler belli bir sicaklik degeri araliginda ¢aligirlar. Sicaklin artisiyla birlikte
tepkimenin hiz1 da artar belli bir sicaklik degerinden maksimum hiz degerine ulasir.
Sonra tepkime hiz1 giderek azalir ve enzimin ii¢ boyutlu yapisinda denatiirasyon olmaya
baslar. Sicakliklarin ¢ok diisiik olmasi durumunda enzim bozulmadan inaktif olarak
kalir ¢aligmaz. Denatlirasyon sebebiyle enzim aktifligi azalmaya baslar. Sicaklgin
artistyla azalan enzim aktifligi olayr termal denatiirasyon olarak adlandirilir.

Sicakliklarin degisiminden dolay1r Vmak ve Ky degerleri de degismektedir.

1.1.4.4. pH

Her enzimin aktiflik gdsterdigi bir pH deger araligi vardir. Bazi enzimler pH
degerinin diisiik oldugu asidik ortamda aktivite gosterirler, baz1 enzim ¢esitleri ise pH
degerinin yiiksek oldugu yani bazik ortamda daha iyi aktivite gosterirler. Dolayisiyla

enzim aktif bolgesinde iyonik bir bolge bulunmaktadir. Ortamin degigsmesi durumunda



aktif bolgedeki iyonik bdlgede degisir ve enzim aktivitesinde bir degisme meydana

gelerek enzimin ¢alisma hizi diiser enzim inaktif forma doniisiir.

1.1.4.5. Uriin Derisimi
Enzimin aktif oldugu sartlar saglandiktan sonra enzim sustrat kompleksi

meydana gelir.
E+S = ES
Enzim substrat komleksinden sonra {iriin meydana gelir.

Reaksiyon sonunda enzimler degismeden ¢ikarlar yani en son basamakta iiriin ve enzim

yer alir.
E+S s ES s E+U

Biyokimyasal reaksiyonlar devam eder ve bir tepkimenin {iriinli baska bir tepkimenin
substratr olabilir. Uriin olusumu artik¢a enzim aktivitesi azalir. Bdylece {iriin enzimi
kontrol altinda tutar. Iyonik siddet, kofaktdr konsantrasyonu, zaman ve inhibitdr ve
aktivator konsantrasyonu gibi diger etkenlerinde enzim hizi lizerinde 6nemli derecede

etkileri bulunmaktadir.

1.1.5. Asetilkolinesteraz Enzimi (AChE)

Sistematik ismi asetilkolin asetilhidrolaz [EC.3.1.1.7] olan ve hidrolaz sinifinda
yer alan bir enzimdir. Genel olarak asetilkolinesteraz olarak bilinen bir enzimdir. Bilim
diinyasinda kullanilan diger isimleri; gercek kolinesteraz, kolinesterazi ve eritrosit

kolinesterazidir.

Insanlarda 7. kromozom ile kodlanan asetilkolinesterazin farmakolojik &nemi
basta Alzheimer olmak {izere bir¢cok hastaligin tedavisi i¢in kullanilan ilaglarin ve zirai
ilag olarak kullanilan pestisitlerin hedefinde bulunmasindan kaynaklanir (Akgiin ve ark.

,2004; shen et al. 2002).

1.1.5.1. Asetilkolinesteraz Enzimin Yapisi

Asetilkolinesteraz enzimi, 537 amino asit uzunlugunda olan ve 1 saniyede
250,000 asetilkolin molekiiliinii katalizleyen bir katalizordiir. [lk olarak 1991 yilinda
Sussman tarafindan X 1511 kullanilarak AChE enzimin yapisi belirlenmistir (Sussman
et al.,1988).
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Asetilkolinesteraz enziminin katalitik mekanizmasi1 ve inhibitorlerinin etki
tarzinin bilinmesi AChE enzimin ii¢ boyutlu yapisinin incelemesi ile anlagilmaktadir.
Bu enzim 1988’dekristalize edilmistir. AChE’nin molekiiler yapis1 14 alfa sarmal ile

gevrili 12 beta kirmali levhadan meydana gelmektedir (Nogrady and Weaver,2005).

Biyolojik bir ester olan asetilkolin merkezi sinir sisteminde ¢ok bulunan bir
norotransmitterdir. Kolinerjik ve nonkolinerjik sinirlerde yer alan postsinaptik
membranlar yiizeyinde bulunan 6nemli bir maddedir. Asetilkolin, tiikiirik ve salgi
bezlerindeki ayrismanin uyarilmasina, solunum yollarimin kasilmasina, kalp
kasilmalarinin inhibisyonuna, kan damarlarindaki diiz kaslarin gevsemesine, sinir
uyarisinin devamliligina yol agmakta ve ekstrapiramidal sistemin dengeli ¢alismasini

saglamaktadir (Wilson and Nachmansohhn, 1954).

Asetilkolinesteraz

- ~ :j\:) /
\ | / Asetilkolin

Sekil 1. 5. Astilkolinesteraz Enzimin Ug¢ Boyutlu Yapist

1.1.5.2. AChE’nin ACh Hidrolizindeki Gorevi

Asetilkolinesteraz enzimin en 6nemli biyolojik rolii; asetilkolin molekiiliiniin
sinaptik boslukta serbestkalmasi ile olusan sinirsel impulsu hemen ortadan kaldirmaktir.
Asetilkolinesteraz enzimi, ACh’nini asetat ve koline hidrolizini katalizleyerek sinaptik

bosluktan asetilkolin molekiilnu kaldirmaktadir.

Asetilkolin (ACh) en yaygin bulunan ve ayni zamanda ilk olarak kesfedilen
norotransmitter maddelerdendir ve solunum ara {iriinii olarak koenzim A’dan yine lipit

metabolizmasindaki etkili roliiyle bilinen kolinden meydana gelmektedir (Bear et al.
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2001). ACh, presinaptik noronlarin 6zel bir veziikiiliinde depolandiktan sonra Ca*?
iyonuna bagl bir sekilde ekzositoz islemiyle sinaptik bosluga salinir daha sonra ACh
reseptorlerine (AChR) baglanir, hiicreler arasinda iletisim saglandiktan sonra asetilkolin
reseptorden tekrar ayrilir. Sinaptik boslugunda ya da kavsak aralifinda
birikenreseptorlerden ayrilan norotransmiter olan ACh molekiilleri, ACh molekiilene
Ozgii olan AChE enzimi ile parcalanarak asetilkolini kavsak araliginda vesinaptik
boslugunda kaldirilir, hidroliz sonucundaagiga ¢ikan asetat ve kolin tekrar kullanilarak,
Transporter molekiillerle asetilkolin sentezlenmek iizere presinaptik ndérona gonderilir

(Serdaroglu, 2011; Thacker, 2003; Pillay,2003).

1.1.5.3. Asetilkolinesteraz Enziminin Fonksiyonlar

Birgok in vivo ve in vitro ¢alismasinda AChE enziminin morfometrik siire¢lerde
sinir sistemindeki hiicre farklilagsmasi ve sinaptojenezde hiicre adezyonunda ve hiicre
gociinde apoptotik yolaklarda etkili oldugu gosterilmistir. AChE’nin ilk biyolojik rolii
AChE’nin sinaptik boslukta serbest kaldigi zaman olusan sinirsel implusu hizla
sonlandirmaktir. AChE’nini asetat ve koline hidrolizini katalize ederek sinaptik
bosluklarda ACh’yi ortadan kaldirir. AChE ‘nin tiimor baskilanmasindaki goérevi AChE
inhibitorlerinin  zirai  alanlardaki  kullanimimin ¢esitli  tiimorleri  indikledigi
bilinmektedir. Hem in vitro hem in vivo ¢alismalar, AChE diizeylerinin apoptotik
hiicrelerde arttig: tespit edilmektedir. Ornegin sigan bobrek hiicrelerinde (NRK) apoptoz
sirasinda yiiksek oranda AChE oldugu gostermektedir (Sahin, 2002).

1.1.5.4. Asetilkolinesteraz Enziminin Biyolojik Onemi

Alkaloid sinifinda yer alan asetilkolin, tanimlanan ilk ve en ¢ok bilinen
norotransmitterdir (sinirsel uyari ileticisi). Kapali formiili;
CH3COOCH2CH2N+(CH3)3 olan asetilkolin, kolinasetiltransferaz ezimi tarafindan
gerceklestirilen reaksiyon sonucunda olusan asetik asit ile kolinin birlesiminden elde
edilir. 1914 yilinda ingiliz bilim adam1 Henry Hallet Dale tarafindan tanimlanmisg, 1921
yilinda ise Avustralyali bilim adami Otto Lewi tarafindan, kurbaga kalpleri {izerinde
yapilan deneyler sonucunda, bir nérotransmitter oldugu kanitlanmistir. Bu bulus bilim
adamlarina 1936'da Nobel Odiilii kazandirmustir. Asetilkolin, giiniimiizde Parkinson
hastaliklarinda ve AH tedavisinde kullanilmistir (Kent, 2000).
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Kolinerjik sinir uglarinda kolinasetiltransferaz (ChAT) enzimi tarafindan
kolinin asetil-CoA ile enzimatik asetilasyonundan sentezlenmektedir. Sinir uclarmdaki
mitokondrilerde sentezlenen asetilkoenzimA asetilin kaynagidir. Kolin kaynaklar1 ise
genel olarak; snaps boslugunda asetilkolin yikimi, viicutta fosfolipid (fosfatidilkolin)
yikimiyla agia ¢ikan ve beslenmeyle alinan kolindir. Kolin sinir ucuna sinaps veya
kavsak araligindan aktif transportla alinmaktadir. Kolinin asetillenmesi ise sitoplazmada

gerceklesmektedir (Anonim, 2016)

1.1.6. Asetilkolin

Astilkolin (Ach), Henry Hallett Dale tarafindan kalp dokusunda kesfedilmis,
daha sonra Otto Loewi tarafindan bir ndrotransmitter oldugu gosterilmistir. Asetilkolin
otonomik ve somatik sinir sisteminde major norotransmitterdir. ACh, sinir impulslarinin
noromiiskiiler kavsaklarda kimyasal yol ile iletilmesinde gorev alir ve kaslar1 aktive
etmektedir. Asetilkolin, bir¢ok organizmanin parasempatik sinir sisteminde bulunan
biyolojik bir esterdir. Merkezi sinir sisteminde yer alan asetilkolin, kimyasal bir
transmitter olup ayni zamanda tanimlanan ilk nérotransmiterdir. Merkezi Post sinaptik
hiicre yiizeyindeki kendine has reseptorlere baglanip hiicre zarina gegen asetilkolin,
sinaptik vezikiillerde yer alan 6zel bir vezikiilde depolamir ve Ca®* iyonuna bagli bir

sekilde ekzositoz islemiyle sinaptik bosluklara salinir (Perry et al.,1999).

1.1.6.1. Asetilkolin Sentezi

Asetilkolin, organizmada Kolin ile, Asetil-Co-enzim-A’ dan asetil transferaz
yardimiyla bir a¢il grubunun transfer edilmesiyle sentezlenir. Asetilkolin sentezi, sinaps
araliginda serbest kalan kolin, besinlerden alinan ekzojen kolin ve viiciitta yikilan
fosfolipitlerden aciga cikan kolin ile asetilkoenzim A’nin kolinasetil transferaz enzimi
yardimiyla katalizlenmesi sonucu gerceklesmekte ve presinaptik ugta vezikiillerde

depolanmis bir sekilde bulunmaktadir (Akgiin ve ark., 2004; perry,1999).

1.1.7. Alzheimer Hastahg:

Alzheimer hastaligi, genel olarak yaslilikla ortaya ¢ikan ve unutkanlik olmak
tizere gesitli zihinsel ve davranigsal bozukluklara neden olan geri doniisii olmayan
ilerleyici bir beyin hastaligidir (Francis et al., 1999; Mann, 1989. Alzheimer hastaligi ilk
olarak, 1906 yilinda Alois Alzheimer isimli Alman psikiyatrist tarafindan
tanimlanmistir (Forstl and Kurz, 1999). Alzheimer hastaligi, genellikle 65 yas iisti
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popiilasyonu etkilemekle birlikte (Anonim,2016), diisiikk seviyede de olsa Alzheimer
hastaliginin erken onseti gen¢ yaslarda da goriilebilmektedir. 65 yas iistii insanlarin
yaklasik %10; 85 yas iistli insanlarda ise ortalama her iki kisiden birinde yani diinya
nisunun %50’lik bir kisimda Alzheimer hastaligina rastlamak miimkiindiir 2009 Eyliil
ay1 itibariyle diinya ilizerinde 35 milyona yakin Alzheimer hastasinin bulundugu, bu

oranin 2050 yilinda 115 milyona ¢ikacagi tahmin edilmektedir (Forstl and Kurz, 1999).

Amerika’da her 67 saniyede bir kiginin Alzheimer hastaligina yakalandigi, 2050
yillarinda ise her 33 saniyede bir kisinin Alzheimer hastaliina yakalanacagi tahmin
edilmektedir. Tiirkiye’de ise Yapilan arastirmalara gore ortalama 300 bin Alzheimer
hastas1 oldugu ve geng niifusun giderek yaslanacagi bir iilke olarak bu oranin daha da

artacagi beklenmektedir (Forstl and Kurz, 1999).

Yaslanmayla birlikte Alzheimer hastaliginin goriilme olasiligi artmakta ancak
Alzheimer hastaligi normal yaslanmanin kaginilmaz bir sonucu olarak goriilmemelidir

(Forstl and Kurz, 1999).

Halk arasinda "bunama" olarak bilinen demans; dil, hafiza bozuklugu, kavrama,
duygusal davraniglar ya da kisilik ve 6grenme becerileri (hesap yapma, soyut diistinme
ve yargilama) dahil mental fonksiyonda ¢esitli problemlerle ortaya ¢ikmakta ve kiginin
giinliik yasantisin1 etkilemektedir. Demansin ¢ogu c¢esidi, geri doniisiimsiizdiir

(dejeneratiftir) (Singh et al., 2013).

Bilinen bazi hastaliklarla ortaya ¢ikan, beyin islevlerindeki kaybi tanimlanan
demansin temel nedeni Alzheimer hastalig1 olarak bilinmektedir. Her Alzheimer hastasi
demanslt bir hastadir, ama her demans hastasi Alzheimer hastasi degildir. Ciinkii
Alzheimer hastaligindan baska; Down sendromu, frontotemporal lobar dejenerasyonu,
vaskiiler demans, Lewy cisimcikli demans, Huntington hastaligi, karma demans,
Parkinson hastaliginda goriilen demans, Creutzfeldt-Jakob hastaligi ve normal basing

hidrosefalisi da demansa neden olabilmektedir (Sahin,2002).
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1.1.7.1. Alzheimer Hastahginin Belirtileri
Erken teshisle belirti ve bulgulan fark etmek genellikle zordur. Fakat belirtiler
genelde genetik yap1 6zellikleri, yasam tarzi, kiiltiirel birikim ve yasam tecriibelerine

gore kisiden kisiye farklilik gostermektedir (Korolev,1017).
Alzheimer hastaliginin belirtileri genel olarak su sekilde siralanir (Anonim, 2014,2017).

» Karar verme gii¢liigii
» Giinliik yagsam aktivitelerini etkileyen hafiza kayb1
> Var olan becerilerin kaybu, Iletisim bozuklugu
» Oryantasyon bozukluklari, Unutkanlik
» Soyut diislineme
» Davranig bozuklugu
» Kisilik degisikligi

Alzheimer hastaligmmin en giiglii belirtilerinin basinda unutkanlik gelmektedir.
Alzheimer hastalgina yakalanan insanlar genelikle giinliik yasantisinda 6grendigi
bilgileri hatirlayamama ve yeni bilgiler 6grenmede giicliik ¢ekme, konusma bozuklugu,
karar verme giigligli, tamidig1 kisileri taniyamama, yolunu kaybetme gibi zihinsel
bozukluklarin yani sira, depresyon, saldirganlik, huzursuzluk, hayaller gérme, uyku

bozukluklar1 ya da amagsizca dolasma gibi ruhsal bozukluklar da goriilebilmektedir
(Anonim, 2016).

1.1.7.2. Alzheimer Hastaligin Kolinerjik Sistemle iliskisi

Kolinerjik sistem, Noron ucu ile konrol edilen noroefektor kavsak iletimi
saglayan kimyasal araci asetilkolin olan duyusal, biligssel ve motor goérevlerini diizenli
yiiriitmesini saglayan onemli bir néromedyator sistemdir. Alzheimer hastaligin 6nemli
bir belirtisi olan biligsel bozukluklarla ilgili yapilan ¢alismalarda kolinerjik disfonksiyon
ile iligkili oldugu gosterilmistir (Bymaster at al., 2002; Dean et al., 1996). Kolinerjik
sistem Alzhemirli beyinlerde Onemli bir etkiye sahiptir. Alzheimer hastalarmin
beyinlerinde yapilan ¢alismalar sonucunda asetilkolin reseptorleri olan muskarinik ve
nikotinik reseptorlerin sevyesinde bir diisiis oldugu gorillmiistiir (Scarr and Dean,
2008).
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1.1.8. Asetilkolinesteraz inhibitorleri (AChEI)

Asetilkolinesteraz enzimini inhibe eden ilaglara asetilkolinesteraz inhibitorleri
veya antikolinesterazlar  denilmektedir. Asetilkolin’i  yikimin1  inhibe eden
Asetilkolinesteraz ~ inhibitorleri  santral ~ve  periferal  kolinerjik  islevini
giiclendirmektedirler. Sadece reversibl kolinesteraz inhibitorleri II. Diinya Savasi’ndan
once bilinirken savas sirasinda uzun siire etkili ve asir1 derece toksik bilesikler olan
irreversibl bilesikler gelistirilmeye baslanmistir. Klinik c¢alismalarinda, kolinesteraz
inhibitorleri basta Alzheimer hastaligi olmak iizere myastenia gravis ve glokom gibi

hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Jeger, 2013).

AChE enziminin esterik 6zellige sahip ajanlar irreversibl, anyonik 6zellige sahip
ajanlar ise reversibl inhibisyona ugrarlar. AChE enziminin substrati olan kolin ve asetik
asit, reversibl inhibisyona ugradigi fizostigmin ve irreversibl inhibisyona ugradigi
diizopropil florofosfat ile olan reaksiyonlar1 gosterilmektedir (Nordberg and Svensson,
1998; Akgiin ve ark.,2004).

1.1.8.1. Alzheimer Hastahginda Kullanilan Kolinesteraz Inhibitér ilaclar
Alzheimer hastaliginin temelini olusturan kolinerjik varsayim, Alzheimer
hastaliginda tedavi ic¢in kullanilan ilk ilaglarin temelini olusturmaktadir. Alzheimer
hastaliginda  goriilen  kolinerjik  eksikligin, Alzheimer hastaliginin sebebini
olusturmaktan daha ¢ok Alzheimer hastaliginin sonucu olarak ortaya ¢iktig1 anlasilsa da
giiniimiizde Alzheimer hastaliginin tedavisinde kullanilan ilaglarin etki mekanizmasi bu

varsayima dayanmaktadir (Singh et al.,2013)

Gegici olarak tedavilerde kullanilan ilk AChE ihibitorii ilag, 1992 yilinda
aminoakridin tilirevilerinde olan bilesik takrin (Cognex®) kullanima sunulmustur.
Siirekli olarak tedavilerde kullanilan asetilkolin ve butirilkolinesteraz enzim inhibitorii
takrinin, butirilkolinesteraz inhibisyonu asetikolinesteraza gore daha fazladir. Hafif ve
orta derece Alzheimer hastaliinda kullanilmaya baslanilan takrin, giliniimiizde
potansiyel karaciger toksisitesi ve serum aminotransferaz seviyelerinin diizenli holter

tabi aletinin gerektirmesi nedeniyle seyrek olarak kullanilmaktadir (Kayaalp, 2002)

16



1.1.8.1.1. Takrin
Takrin (9-amino-1,2,3,4-tetrahidroakridin), 1960 yillarinda ¢izgili kas felci igin
kullanan bir ilagtir. Bu ilacin plazmada eliminasyon bozunma siiresi 3 saat olmasina

ragmen beyinde Takrin’in bozunumu 3 saatten daha fazladir.

Takrin, kan-beyin bariyerini asabilen tersiyer amin yapida olan bir ilagtir.
Merkez sinir sistemine gegerek etkisini beyindeki muskarinik reseptorlerden birini aktif

hale getirerek gdsterir.

Alzheimer tedavisinde kullanilan Takrin, Asetilkolinesteraz ve biitilkolinesteraz
enzimlerine kompetatif baglanarak inhibe eder. Yapilan deneysel calismalarda dopamin,
serotonin ve ndradrenalin salgilanmasint artirarak Alzhemir hastalarinda %15-30 arasi
bir diizelme oldugu gozlemlenmistir. Alzheimer hastaligi ilerleyen hastalarda fazla
etkisinin olmadigi goézlemlenmistir. Bazi yan etkilerinden (ilag-besin, ilag-ilag
etkilesimi) dolayr kullanimi pek fazla yaygin olmadigi, yerine yeni inhibitorler

gelistirilmistir (Sirvio,1999).

N

Z
NH,

Sekil 1. 6. Takrin: [1,2,3,4-Tetrahidroakridin-9-amin]

1.1.8.1.2. Donepezil

Donepezil, Demans hastaligun bir ¢esidi olan Alzheimer hastaligin tedavisinde
kullanilan geri donusiimii olan bir inhibitérdiir. Eliminasyon yar1 6mrii 70 saat olmasina
ragmen yaslilarda bu siire 100 saate kadar devam edebilir. Karaciger hiicrelerine zararh
(hepatotoksik olmamasi) olmamasi, giinliik kullanimin tek doz olmasi ve asetilkolin
esteraz inhibitorlerin arasinda en az yan etkiye sahip olmasi gibi avantajlar1 bu ilagi

diger ihibitorlere gore Alzheimer tedavisinde c¢ok onemli bir yere getirmektedir.
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(Wilkinson and Murray, 2001). Bu ilag hafif ve orta derece Alzheimer hataliginda etkisi
goriilirken ileri evre alzheimer hastaliginda tercih edilen bir ila¢g degildir.
Paleopmamalian beyinde olan etkilerinden dolayr davranis bozukluklar1 iizerinde
olumlu etkilere sahiptir. Bulanti, kusma, yorgunluk hissi, uykusuzluk gibi nadir goriilen
yan etkisi vardir (Burns,1999).

1.1.8.1.3. Fizostigmin

Kolinerjik sinir sisteminde geri doniisimli olan bir antikolinesteraz
inhibitoriidiir. Santral ve beraberinde periferik antikolinerjik toksisite varliginda
fizostigmin tercih edilir. Sulu soliisyonlarin 6mrii olduk¢a kisadir. Mukozalarin
tamaminda emilimi hizli olmasindan dolay viiciittaki inaktivasyon siiresi ¢ok kisadir.
Santral sinir sistemine kolaylikla gecebilen lipofilik bir yapidadir. Fizostigmin,
asetilkolinesteraz enzimini inhibe ederek asetilkolinin muskarinik reseptorlere
baglanmasini kolaylastrir (Breteler et al, 1991). Hizli verilmesi takiben brankospazm,
bradikardi, bulanti, kusma ve diyare gibi yan etkileri vardir. Kolinerjik kriz sirasinda

atropin ile tedavi edilmelidir (Yavuz, 2005).

1.1.8.1.4. Rivastigmin Tetrat

Alzheimer, Parkinson hastaliklarin tedavisinde hafif ve orta derece sidette sahip
hastalikta tercih edilir. Ileri evre hastalikta tercih edilen bir ilag degildir. Alzeheimer
hataligi enzimlerin aktifligiyle orantili olarak artar. Boylece alzhemir hastaligin
siddetini azaltmak i¢in bii ilag terih edilir. Bu ila¢ hem asetilkolinestraz enzimini hem de
biitilkolinesteraz enzmini birlikte etki eder. Ilag oral ya da transdermal olarak verilebilir.
Transdermal yolla verilmesi kusma, bulanma gibi yan etkilerinin prevalansini azaltir.
Yan etileri arasinda; kusma-bulanma halisiinsyon, uyku problemleri, huzursuzluk gibi

davranig bozukluklara yol agan etkilere sahiptir.

1.1.9. Organik Bilesiklerin Ozelikleri
1.1.9.1. Kinolin

1984 yilinda Ferdinand Runge tarafinda komiir katraninda elde edilmistir.
Heterosiklik, aromatik ve organik bir bilesik olan kinolin, renksiz, nem ¢ekici ve keskin
kokuya sahip bir maddedir. CgH;N formiiliine sahip olan Kinolinin molekiil agirlig
129.16 g, kaynama sicakligi ise 239 °C dir. Bu molekiil, 1-azanaftalin, benzo(b) pridin
veya 1-benzazin gibi farkli isimler ile de bilinir (Dingil, 2008).
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Sekil 1. 7. Kinolin ve izokinolin Yapisi

Kinolin yapisinin biyolojik sistemlerde ve ila¢ yapimindaki kullanimi, ilag
sirketlerinin ve arastirmacilarin ilgisini ¢ekerek kinolin i¢in uygun sentez yontemleri
stirekli giindemde yerini korumustur. Antibakteriyel, anti inflamatuarlar, antifungal,
antitiiberkiiler, HIV inhibitorii ve anti timdr gibi farmakolojik ve ¢esitli fizyolojik
aktiviteler gostermesinden dolayi kinolin ve tiirevlerine olan yogun incelemeler ve ilgi
gittikge artmaktadir (Okten ve ark. 2015).

Gliniimiizde, metoksi ve hidroksi gruplarmi biinyesinde barindiran
kinolin halkasinin C-8 bdlgesindeki kinolin tiirevlerinin sentezlenmesiyle, insan rahim
agiz1 kanseri (HeLa), sican glioblastoma (C6), insan adenokarsinomuna (HT29),
hiicrelerine kars1 kuvvetli stotoksik etkileri bulunmustur. 8- siibstitiie kinolin
tirevlerinin bazi tiirlerinin arasinda,7-bromo-8- hidroksi, 7-siyano-8-hidroksi-, 5,7-
dibromo-8-hidroksikinolin, 5,7-disiyano-8-hidroksikinolinler C6, HT29 ve Hela
hatlarin1 karhiicre 6liimiinii (apoptoz) indiikleyerek rekombinant DNA enzimi olan
topoizomerazl enzimini inhibe ettigi rapor edilmistir (Okten ve ark., 2017). Okten ve
grubu tarafinda yapilan arastirmalara gére N-oksit, metoksi, nitro, siyano ve fenil
gruplariin, kanser hiicre hatlarinda antiproliferatif aktivite gosteren yeni bilesikler

sentezlenmistir.

1.1.9.2. Tetrahidrokinolinler

Tetrahidrokinolinler, dogada yaygin olarak bulanan olduk¢a 6nemli bilesiklerdir.
Bu bilesiklerin ¢ogu biyolojik ve ilag aktivitesine sahip bilesiklerdir. Bu bilesiklerin
arasinda antibakteriyal etkiyi Martinella alkoloidleri gosterirken, Gephyrotoxin bilesigi
norolojik aktivite gosterir. Torcetrapib bilesigi ise kolestrol esterlerin transfer protein

inhibitoridiir. Ayrica L-689,560 bilesigi N-metil-D-aspartat reseptorlerin antagonistidir.
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Farmasotik Oneme sahip olan mitomycin C, gephyrotoxin ve xylopinine
bilesikleri bir¢ok dogal iiriinlerin temelini olusturan bu bilesikler trisiklik anilin
tiirevlerinden meydana gelmektedir. Mitomycin C antikanser olarak aktivite gosterirken,
gephyrotoxin bilesigi ise norolojik etkiye sahip bir bilesik olarak sentetik kimyacilarin
dikkatini iizerine ¢ekmistir.

Dogal bir antitiimdr antibiyotik olan dinemisin, tetrahidrokinolin sistemi {izerine
insa edilmis karmasik bir yapiya sahiptir. 1,2,3,4-tetrahidrokinolinlere olan en biiyilik
ilgi biyolojik aktivitelerinden kaynaklanmaktadir. Bu bilesiklerin birkag¢i dogal olarak

olusur.

Povarov reaksiyonu yontemi kulanarak 4-Aminotetrahidrokinolinin sentezi;
aromatik ya da alifatik aldehit, elektronca zengin olefinler (N-vinilkarbamat) ve
anilin’in Brensted asit veya Lewis asit katalize reaksiyonu sonuce gergeklesmektedir.
Povarov reaksiyonu yontemiyle 4-Aminotetrahidrokinolin bilesiklerinin sentezi tek

kademede yiiksek verimlerle olmaktadir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Taslimi ve ark.(2020), tarafindan asetilkolinesteraz, a-glikosidaz ve glutatyon S-
transferaz enzimleri lizerine benzensiilfonamid tlirevlerinin inhibitdr etkilerinin ve
biyolojik degerlendirmelerinin molekiil kilitlenmesi yontemi ile arastirilmasi yapilmis
calismada bilesiklerin bir¢ogunun enzim iizerinde inhibitdr etkisinin oldugu
bildirilmistir. Calismada, amin siilfonamid (1i-111) tiirevleri, metanol icinde NaBH4 ile
indirgenmis imin bilesikleri (1-11) ile hazirlanmistir. Sentezlenen benzensiilfonamid
tirevleri asetilkolinesteraz, glutatyon S-transferaz (GST) ve a-glikosidaz (a-GLY)
enzimleri iizerindeki inhibisyon etkisi belirlenerek. AChE ve a-GLY i¢in Ki degerleri
strastyla 2,26 + 0,45-3,57 + 0,97 ve 95,73 £ 13,67-102,45 = 11,72 mM araliginda, GST
icin Ki degerleri1 22.76 + 1.23-49.29 + 4.49 araliginda bulunmus, Siilfonamid
tirevlerinin genis bir biyolojik aktivite sergiledigi ve bir ilacin gelistirilmesinde

potansiyel tibbi molekiiller olarak islev gorebilecegi sonucuna varilmistir.

Tiirkan ve ark. (2020), tarafindan asetilkolinesteraz, butirilkolinsteraz ve alfa-
glikozidaz enzimleri iizerine inhibitor etkisi gosteren bazi metabolik maddelerin
antikanser oOzeliklerinin belirlenmesi ve molekiil kilitlenmesi ile ilgili yapilmis
caligmada Ki degeri 3.77+ 0.58 olan kobalt kompleksinin karsi a-glikosidaz enzimi
lizerinde en iyi inhibisyon etkiyi gosterdigi bildirilmis, ayni sekilde asetilkolinesteraz ve
butirilkolinesteraz enzimleri iizerinde inhibitor etkisi gosteren SM-Co kompleksi ile
aktiviteleri incelenerek Ki degerleri sirasiyla 74,23 + 5,02 mM ve 101,21 £ 12,84 mM

olarak elde edilmistir.

Taslimi et al. (2020), Kardiyovaskiiler sistemlerde yaygin kullanilan piridazin
cekirdeklerinden tiirevlenmis Pirazol [3,4-d] piridazin tiirevleri: Molekiiler yerlestirme
ve antikolinerjik potansiyeller olarak asetilkolinesteraz ve karbonik anhidraz enzimleri
izerine inhibitor etkilerinin Kiitle spektro analizi, NMR ve FT-IR teknikleri kullanilarak
incelenmis oldugu calismada Pirazol [3,4-d] piridazin bilesiklerinin karbonik anhidraz
(hCA T ve II) izoenzimleri ve asetilkolinesteraz (AChE) enzimleri {izerinde ¢ok iyi
inhibitor etki gosterdigi, Ki degerlerinin hCA I i¢in, 9.03 + 3.81-55.42 + 14.77 nM,
hCA 1I: 18.04 £ 4.55-66.24 + 19.21 nM ve AChE degerleri 394.77 + 68.13-952.93 +
182.72 nM olarak bulunmustur. Sonug olarak, hCA I, hCA II ve AChE enzimleri tim
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Pirazol [3,4-d] piridazin bilesikler tarafindan H baglari, elektrostatik ve hidrofobik
etkilesimlerle inhibe edildigi bildirilmistir.

Turhan ve ark.(2020) 3,4- dihydro- 12- aryl- 1H- benzo[b]xanthene- 1,6,11-
(2H,12H) trione bilesiklerinin aromatik aldehitler, 2-hidroksi-1,4-naftokinonun ve
dimedonun alt birimlerinin yesil ve yeniden kullanilabilir Bi (OTf) 3 varliginda tek
kapta yogunlastirilmasiyla elde edilmis kimyasal bilesiklerin karakterizasyonunun ve
butirilkolinesteraz (BChE), asetilkolinesteraz (AChE) ve glutatyon S-transferaz (GST)
enzimleri lizerine inhibitor etkilerinin arastirilmis oldugu ¢alismada; benzo[b]ksantin
tirevlerinin AChE, BChE, ve GST enzimleri tizerindeki inhibitor etkileri milimolar
diizeyde Ol¢iilmiis, en iyi inhiborlerin GST enzimi igin 4a (31.18 £ 6.13 mM) bilesigi,
AChE 4d (28.16 = 3.46 mM) ve BChE igin 4f (36.24 + 3.19 mM) bulunmustur. Sonug
olarak yeniden sentezlenmis bu bilesiklerin ¢alismada kullanilmis enzimler iizerinde iyi

bir inhibitor etkileri oldugu ortaya konmustur.

Akdeniz (2019), tarafindan bakteriler, viriisler ve ¢esitli hagerelerin insanlar,
cevre ya da gidalarina olan zararli etkilerini yok etmek amaciyla kullanilan
kimyasallarin (Propoksiir, oksamil, karbofuran, metomil, simazin ve karbaril) AChE ve
BChE enzimleri iizerindeki inhibisyon etkileri incelenmistir. Calisma sonucunda
enzimlerin aktiviteleri lizerine inhibisyon etkisi gosteren bu maddeler i¢in IC50

degerleri 0,544 ile 11,270 pM arasinda oldugu tespit etmistir.

Nunez ve ark.(2019) tarafindan Potansiyel kolinesteraz inhibitorleri olarak
tetrahidrokinolin-izoksazol / izoksazolin hibrit bilesiklerinin sentezi, enzim inhibisyon
denemeleri ve molekiiler modelleme denemeleri yapmis olduklar1 ¢alismalarinda 44
farkli Tetrahidrokinolin-izoksazol/Izoksazolin Hibrit bilesikleri katyonik Povarov
rekasiyonu yontemi ile 1,3-dipolar siklo (1,3-DC) N-alil / propargil THQ'lardan
sentezlenmis ve sentezlenen 44 farkli bilesik arasinda acetylcholinesterase (AChE) ve
butyrylcholinesterase (BChE) enzimleri iizerinde 6zellikle 5n hibrid bilesiginin AChE
(4.24 pM) tizerinde Onemli derecede inhibisyon etkisi gosterirken BChE iizerinde
secicilik indeksinin kabul edilebilir 6l¢iide oldugu (SI: 5.19), 6aa kompozisyonunun ise
BChE (3.97 uM) iizerinde 6nemli derecede inhibitor aktivitesi goriildiigii AChE enzimi
icin kabul edilebilir olgiide (SI: 0.04) seleksiyon indeksine sahip oldugu sonucuna

varilmistir.
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Karmaz (2018), tarafindan Imidan fosmet ve Vantex pestisitlerinin tespit
edilmesinde AChE immobilize nanopartikiillerin kullanilabilirliginin aragtiritlmis oldugu
calismada (2AEPS-SalBr) ve (2AEPS- SalBr-Pd) kodlu nanopartikiiller sentezlenmistir.
Tris(2-aminoetil) amin polimeri ile 5-brom-2-hidroksi benzaldehitin kondenzasyonu
sonucunda (2AEPS-SalBr) kodlu nanopartikiil, kalip metodu kullanilarak da (2AEPS-
SalBr-Pd) kodlu nanopartikiil sentezlemis. Sentezlenmis nanopartikiillerin yapilar1 FT-
IR, GPC, SEM/EDX ve element analiz yontemleri ile belirlenmistir. Km ve Vmax
degerleri; (2AEPS-SalBr)-AChE i¢in (pH:8, 50°C’de) 1,443 mM; 0,251 mM/dk,
(2AEPS-SalBr-Pd)-AChE i¢in (pH:8, 70°C’de) 0,680 mM; 0,157 mM/dak olarak

bulunmustur.

Yal¢in (2018), in silico ortamda Discovery Studio Client 3.5 (DSC) paket
programi kullanilarak Glikojen Sentaz Kinaz 33 (GSK-3f) ve Asetilkolinesteraz enzim
inhibitorleri ile farmakofor analiz ¢alismalar1 ve HipHop, 3D QSAR Farmakofor olmak
tizere iki farkli yontem kullanmis olduklari ¢alismalarinda, her iki metodla elde edilen
sonugclar istatistiksel olarak incelenmistir. Secilen tiim hipotezler ile ligand farmakofor
cakistirma yontemi kullanilarak test serisi ile uyumuna bakilmistir. Ayn1 zamanda,
GSK-3pB enzim inhibitorleri iizerinden 3D QSAR Farmakofor Gelistirme Yontemi ile
gelistirilmis bulgularin bir tanesi DSC igerisinde bulunan DrugLikeDiverse veritabani
ile taranmis ve ilag¢ benzeri molekiillerin uyumu kontrol edilmistir. Tiim sonuglart géz
onilinde bulundurarak ENA99104 bilesigi ¢coklu hedefe yonelik yeni ila¢ adayr molekiil
olarak sec¢ilmis. sonra ENA99104 bilesigi molekiiler doking ve molekiiler dinamik
simiilasyonuna birakilmis, ENA99104’iin Asetilkolinesteraz ve GSK-3[] enzimleri
tizerindeki inhibe edici Ozelligi sebebiyle Alzheimer Hastaligi i¢in yeni bir bilesik

olabilecegi dnerisinde bulunulmustur.

Gutierrez et al. (2015), Asetilkolinesteraz inhibitorii olarak Povarov rekasiyonu
kulanilarak Tetrahidrokinolin bilesiginin sentez ve karakterizasyonunun yapilmis
oldugu calismada alquenin aldehitler ve anilinlerin {i¢lii bilesenleri kullanilmistir. Sonug
olarak en aktif bilesiklerin IC50 degeri 193 ug/mL'olarak belirlenmis ve sentetik
heterosiklik tetrahidrokinolinlerin antikolinesterazik etkilere sahip olabilecegi sonucuna

varilmistir.
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Aynaci (2014), takrinin (9-amino-1,2,3,4-tetrahidroakridin) farkli aldehitler ile
(5-florsalisilaldehit, 5-bromsalisilaldehit ve 2-hidroksi-5-metilbenzaldehit) meydana
getirdigi yeni Schiff maddesinin tiirevlerini sentezlemis olduklar1 ¢alismalarinda bu
tirevlerin 13C-NMR, 1H-NMR, IR yontemler kullanilarak karakterizasyonu
yapilmistir. Sentezlenen bilesiklerin AChE enzimi {izerine inhibisyon etkisi tespit
edilmistir. Inhibisyon ¢alismas1 sonrasinda sentezlenen bilesiklerin IC50 degerlerinin
%10-%90 arasinda degisim gosterdigi bildirilmistir. Yapilmis olan calismada yeni
sentezlenen bilesiklerin AChE enzimini tersinir olarak inhibe ettigi, AH tedavisinde
kullanilan takrin ile karsilastirildiginda sentezlenen bilesiklerin AChE enzimi iizerine

inhisyon etkisinin daha fazla oldugu gézlemlenmistir.

Ozcan (2014), Asetilkolinesteraz enzimi insan eritrositlerinden CNBr ile aktive
edilen Sepharose 4B-L-Tirozin-Takrin afinite kromatografisi ile 658 kat, %23,5 verimle
saflastirilmis, enzim safligit SDS-PAGE ile kontrol edilmis ve tek bant elde etmislerdir.
Calismalarmin sonucunda AChl ve DTNB substratlar1 i¢in KM ve Vmax degerleri
sirastyla 0,11 mM, 0,031 mM ve 0,082 EU/ml, 0,16 EU/ml olarak bulunmustur. AChE
enzim aktivitesi tizerine vankomisin HCI, amikasin siilfat, pantoprazol, sefuroksim,
diltizem HCI, tenoksikam antibiyotikleri, essitalopram, mirtazapin, fluoksetin, trazodon
HCl, sodyum wvalproat, risperidon antidepresanlari, BHA ve BHT sentetik
antioksidanlari, 2,6-diizopropilfenol(propofol), 2,6-dimetilfenol, 2,6-ditertbutilfenol,
lidokain, bupivakain anestezikleri, etil alkol, aseton ve DMSO organik ¢oziiciileri gibi
farkli maddeler ile inhibisiyon etkleri incelenmis. In vitro inhibisyon etkisi gdsteren
maddeler essitalopram okzalat, mirtazapin, risperidon, fluoksetin, pantoprazol, 2,6-
diizopropilfenol, 2,6-dimetilfenol, 2,6-ditertbutilfenol, lidokain, bupivakain, BHA,
BHT, etanol, aseton, dimetilsiilfoksit i¢cin IC50 degerleri sirastyla 1,06 mM, 0,019 mM,
0,428 mM, 1,62 mM, 1,97 mM, 5,94 uM, 6,96 uM, 36,3 uM, 260 uM, 5 uM, 32,85
uM, 36,3 uM, 2,24 M, 0,51 M, 0,51 M olarak bulunmustur. Calismanin devaminda ayni
maddeler icin sirastyla ortalama Ki sabiti 1,30 mM, 0,012 mM, 0,23 mM, 1,48 mM,
1,26 mM, 3,93 uM, 2,06 uM, 18,9 uM, 14 uM, 13pu, 30,9 uM, 17,35 uM, 1,28 M, 0,19
M, 0,37 M olarak hesaplanmaistir.

Kivang (2010), tarafindan insan plazma ve eritrosit asetilkolinesteraz enzimi

lizerine bazi antibiyotik ve agri kesicilerin in vitro etkisi arastirilmistir. Calismada
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Iveral, Voltaren, Clin, Genta, Ampisina, Cefamezin, Andolor ve Kanovet olmak iizere 8
farkli ilagin insan eritrosit ve plazma asetilkolinesteraz enziminin aktivitesi {lizerine
etkileri arastirilmis ve bu ilaglardan Iveral, Voltaren, Clin, Genta, Ampisinanin insan
plazma AChE inhibe ettigi tespit edilmistir. Bu inhibitorlerin Lineweaver-Burk
grafiklerinden Ki degerleri hesaplamis ve Ki degerlerini sirayla 1,475 10-8 M, 1,364 10-
8 M, 0,804 10-5 M, 2,156 10-8 M,1,558 10-8 M olarak bulunmustur. Ayn1 sekilde bu
inhibitorlerin 3 farkli konsantrasyonuna kars1 % aktivite grafikler ¢izerek IC50 degerleri
hesaplanmis ve IC50 degerleri sirayla 1,89 10-8 M, 1,78 10-8 M, 0,5 10-6 M, 3,6 10-8
M, 1,4 10-6 M seklinde hesaplanmustir. Insan plazma AChE enzimi aktive eden grubun;
Cefamezin, Kanovit ve Andolor oldugu insan eritrosit AChE inhibe eden grubun ise;
Iveral, Voltaren, Clin, Genta ve Kanovit ilaclar1 oldugu bildirilmistir. Bu inhibitdrlere
ait Lineweaver-Burk grafiklerinden Ki degerleri hesaplanmis ve Ki degerleri; 1,61310-8
M, 0,99 10-8 M, 3,74 10-8 M, 1,16 10-8 M, 0,87 10-8 M’olarak bulunmustur. Bu
inhibitdrlerin 3 farkli konsantrasyonuna kars1 % aktivite grafiklerinden IC50 degerleri
hesaplanmis ve IC50 degerleri; 1,78 10-8 M, 1,39 10-8 M, 3,31 10-8 M, 8,50 10-9 M ve
1,65 10-8 M olarak elde edilmistir.

3 MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal
Molekiillerin sentezlenmesi ve enzim inhibisyongaligmalsar1 i¢in gereken tim

sarf malzemeler Sigma Aldrich Company’den temin edildi.

3.1.1. Kullanilan kimyasallar

Calisma boyunca laboratuvarda kullanilan  kimyasallar; 5,5-dithio-bis-(2-
nitrobenzoik asit (DTNB), astilkolin iyodat (AChI), trihidroksimetilaminometan
(Thris), hidroklorik asit (HCI), Takrin, sodyum fosfat, EDTA, sodyum sitrat

3.1.2. Kulanilan enzim
Asetilkolinesteraz enzimi (AChE)

3.1.3. Kullanilan alet ve cihazlar
Spektrofotometre: Cary 60 UV- Vis

pH metre: Mettler Toledo
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Karistiricr (Vortex): Wizelmix vm-10

Hassas terazi: Radwag

Kronometre: Hanhard, Electronische Digital-Stoppurh
Otomatik pipetler: Eppendorf

Saf su cihaz: RiOs™ 8

Saf su tanki: Millipore

Buzdolaplari: Argelik

Manyetik karigtirict: Wise Stir-MSH-20A

3.1.4. Kullanilan cozeltilerin hazirlanmasi

1. 1M Tris-HC1 5mM EDTA pH=8 (enzimin aktivite tayini i¢in kullanildi): 30,27 g Tris
tartildi, 5 mM’lik 0,370 g EDTA 200 ml destile suda ¢6ziildii. pH metre kullanilarak 1N
HCI ile pH=8'e olana kadar HCI ve daha sonra toplam hacim destile suyla 250ml’ye

tamamlandi

2. 10mM’1ik 0.290g 50 ml asetiltiyokolin iyodat (enzimin aktivite tayini i¢in kullanildi):

0,145gram asetil tiyokolin iyodat alinarak destile su ile 50 ml tamamland.

3. 10 mM’lik DTNB (5,5’-Ditiyo-bis (2-Nitrobenzoik Asit)) Cozeltisi: 0.2 g DTNB ve 1
g sodyum sitrat alind1 6nce bir miktar asetonda ¢oziildii sonra destile su ile100 mL

tamamlandi. DTNB (enzimin aktivite tayini i¢in kullanildi).

3.1.5. inhibitor Cézeltilerin hazirlanmas

Calismada kullanilan inhibitorlerin tamami (mk-3, mk-4, mk-5, mk-6, mk-42, mk-43-2,
mk-44-2, mk-45-2) i¢in 1mg tartildi ve 1ml etanolde c¢oziilerek stok c¢ozeltiler
hazirlandi. Daha sonra her bir inhibitor i¢in 100ul alinarak distile su ile 1000ul’ye

tamamlandi.

3.2. Metot
3.2.1. Organik Molekiillerin Sentezi
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3.2.1.1. 4-Aminotetrahidrokinolin Tiirevlerinin Sentezi
Bu ¢alisma kapsaminda N-vinilkarbamat 8, aldehit 6, anilin 9 ve organo-
katalizor 4 varliginda ¢esitli diastroselektif 4-aminotetrahidrokinolin tirevlerinin sentezi

Povarov reaksiyon yontemi kullanilarak gergeklestirildi. (Sekil.3.1)

NHCbz

NHCbz ©\
R1\©\ CH;3 kat. 4 R1\©\)I\CH3 O\P//O
+ 8 -
o\

NH
9 20

X

Ya

Iz
X
o
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R, 10
6 kat. 4

R, = Br, OMe
Sekil 3. 1. Povarov reaksiyonu

Calismada oOncelikli olarak ¢ikis bilesigi N-vinilkarbamat 8’in sentezi
gerceklestirildi, aldehit 6 ve organo-katalizor 4 bilesikleri ticari olarak elde edildikten
sonra Povarov reaksiyonu kullanilarak ilgili 4-aminotetrahidrokinolin tiirevleri elde

edildi (Dagousset et al. 2011; Liu et al., 2009).

N-vinilkarbamat 8’in  sentezi i¢in (E)-biitonoik asit 7’in  DPPA
(difenilfosforilazit) ile muamelesi sonucu izosiyanat tiirevi olusturuldu ve benzil alkol

ilavesiyle de N-vinilkarbamat 8 elde edildi (Sekil3.2). (Kazancioglu et al., 2019)

0 Q
1.DPPA, NEt; C 2.BnOH NHCbz
OH > {
| Nl
7 )|/ 8

Sekil 3. 2. N-vinilkarbamat 8 bilesiginin sentezi

4-aminotetrahidrokinolin tiirevi 10; anilin 9, N-vinilkarbamat 8 ve aldehit 6’1n
Bronsted asit 4 katalize Povarov reaksiyonu ile sentezlendi. Burada Farkli aldehit ve
anilin  tirevleri kullanilarak 8 fakli 4-aminotetrahidrokinolin tiirevi sentezi

gerceklestirildi.
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Sekil 3. 3. Farkli fonksiyonel grubu tasiyan 4-aminotetrahidrokinolin 10 ve 12 iskelet
yapilarini sentez yolu.

Iki farkli anilin tiirevinden c¢ikilarak 8 farkli 4-aminotetrahidrokinolin tiirevleri
sentezlendi. Bu 4-aminotetrahidrokinolin tiirevleriden literatiirde bilinen mk-3, mk-4,
mk-5 ve mk-6 bilesikleri 4-metoksianilinden ¢ikilarak %90’a yakin verimlerle
sentezlendi (Kazancioglu, 2020). Yeni tiirevlerimiz olan mk-42, mk-43-2, mk-44-2 ve
mk-45-2 bilesikleride 4-bromoanilin den ¢ikilarak %80’e yakin verimlerle elde edildi.
Her iki anilin tiirevlerinde de ayni aldehit tiirleri kullanildi. (Sekil 3.3)
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Sekil 3. 4. Farkli fonksiyonel grubu tasiyan 4-aminotetrahidrokinolin mk-3, mk-4, mk-
5, mk-6, mk-42, mk-43-2, mk-44-2 ve mk-45-2 turevlerinin sentezi

3.2.2. AChE Enziminin Aktivite Olciimii

AChE enziminin aktivite tayini, etkili antikolinesteraz aktivitesi olan bdcek
Oldiirticiilerin neden oldugu akut ve kronik zehirlenme olaylarinda tedaviye yanit igin
klinik olarak onemlidir. Eritrosit ve serum kolinesteraz aktivite degerleri c¢esitli
patolojik durumlarda anlamli klinik veriler olarak kabul edilir.

Asetilkolinesteraz  enzimi  asetilkolinin ~ (ACh) tiyokoline hidrolizini
katalizlemektedir. Tiyokolinin olusum orani, 5-tiyo-2-nitrobenzoik asitin olusumundan
kaynaklanan bir sar1 rengi treten 5,5’- ditiyobis (2-nitrobenzoik asit) (DTNB) ile
tiyokolinin reaksiyonunun takibi ile Sar1 renkli anyonun olusum orani 412 nm’de

olgtimler yapildi (Ellman et al. 1961).
Asetiltiyokoliniyodat — Tiyokolin + Asetat
Tiyokolin + DTNB —* 5-Tiyo-2-nitrobenzoik asit + Okside tiyokolin

Aktivite Olgtimleri genel olarak asagidaki formiil kullanilarak enzim tinitesi

hesaplanmaktadir (Asetiltiyokoliniyodat i¢in molar Absorbtivite kat sayis1 13,6).
EU/mL =AOD/13,6 x VC/VE x SF
EU = mL basina enzim iinitesi
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AOD =412 nm’de optik dansitenin dk. basina degisimi
VC = Kiivet hacmi

VE = Kiivetteki saf enzim ¢ozeltisi hacmi

f = Seyreltme faktorii

13.6 = 412 nm’de ve 37°C de 3m Masetiltiyokoliniyodiir’iin indirgenmesi sonucu

okunan OD, sabit degeridir (Porcelli et al.,1999)

Cizelge 3. 1. AChE enziminin aktivite 6l¢iimii i¢in gereken kimyasal ve miktarlari

Kullanilan Cozeltiler Kontrol Tiipii (ul) Numune Tiipii (ul)
Tris-HCI 100 100
DTNB 50 50
AChlI (Asetilkolintiyoiyodiir) 50 50
Saf su 770 760
Ornek - 10(degisken)
Enzim ¢ozeltisi 30 30
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Asetilkolinesteraz Enziminin AChl ve DTNB Substratlar i¢in Ky ve Vmax

Degerlerinin Tayin Etmesine Ait Calismasinin Sonuglari

Asetilkolinesteraz enziminin substrati olan DTNB i¢in Ky ve Vmax degerlerini

tayin etmek i¢in AChI konsantrasyonu sabit tutularak 5 farkli konsantrasyonlarda

DTNB substrat1 ile AChE’nin aktivite dl¢iimleri gergeklestirilerek elde edilen degerler
ile 1/[DTNB]-1/V grafigi ¢izildi. Cizilen grafigin denklemiyle Ky ve Vmax degerleri

hesapland1 (Sekil 4.1-4.2 ve Cizelge 4.1). Asetilkolinesteraz enzimin diger bir substrati

olan AChI icin Ky ve Vmax degerlerin belirlemesinde DTNB konsantrasyonu sabit

tutularak AChI’nin 5 farkli konsantrasyonlarda aktivite 6l¢timii yapilarak 1/[AChI]-1/V

grafigi olusturuldu ve grafik denklemi kullanilarak Ky ve Vmax degerleri hesaplandi

(Sekil 4.1- 4.2 ve Cizelge 4.1, Lineweaver and Burk, 1934).

1/V (E/U/ml) 1
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Sekil 4. 1. Asetilkolinesteraz enzimi ile sabit AChI konsantrasyonunda DTNB i¢in Ky
ve Vmax degerlerinin tayini grafigi
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Sekil 4. 2. Asetilkolinesteraz enzimi ile sabit DTNB konsantrasyonunda AChI i¢in Ky
ve Vmax degerlerinin tayini grafigi

Cizelge 4. 1. Asetilkolinesteraz enzimi icin DTNB ve AChI substratlari igin gy Ve
Vmax degerlerinin tayimnina ait calismanin sonuglari

Enzim Substrat Kwm Vmax
DTNB 1,637 0,106
AChE AChlI 1,021 0,096

4.2. 4-Aminotetrahidrokinolin Tiirevlerinin Asetilkolinesteraz Enzimin Uzerindeki
Inhibitor Etkisini Gosteren 1Csy Degerlerinin  Belirlenmesi ve Cahsmanin
Sonuglari

Asetilkolinesteraz enzimi (AChE) aktivitesi tizerine 8 farkli molekiil ile standart
inhibitor olan Takrin bilesiginin inhibisyon etkisi incelendi. AChE’nin aktivitesini
inhibe eden mk-3, mk-4, mk-5, mk-6, mk-42, mk-43-2, mk-44-2, mk-45-2 molekiilleri

ile sabit substrat konsantasyonlarda ve her molekiil i¢in 5 farkli konsantrasyonu
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kullanarak 1Csy (enzim aktivitesini yariya indiren inhibitér konsantrasyonu) degeri ile %
aktivite grafikleri ¢izerek (Sekil 4.3-4.11 ve Cizelgeler 4.2-4.10) olusturarak verildi.

Cizelge 4. 2. Asectilkolinesteraz enzimi lizerine mk-3 molekiiliiniin ICsq degerlerinin
belirlenmesinde  kullanilan  inhibitér ve substrat konsantrasyonlar1 ve bu
konsantrasyonlara karsilik gelen ¢ozeltilerin miktarlart

Tris-HCI (ul) 100 100 100 100 100 100
ACHhI (ul) 50 50 50 50 50 50
DTNB (ul) 50 50 50 50 50 50
Enzim (AChE) (ul) 30 30 30 30 30 30
Saf su (ul) 770 765 760 755 750 745
Inhibitor (ul) _ 5 10 15 20 25
Toplam hacim (ul) 1000 1000 1000 1000 1000 1000
Kiivetteki substrat kons. (uM) 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Kiivetteki inhibitor kons. (uM) _ 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
%Aktivite 100 81 53 40 27 22
100 <
90 -
80 - y = 100g-3098
R?=0,9909
70 -
-Iq—'l’ 60 4
=
£ 50 -
<
X 40 -
30 -
20 -
10 -
0 T T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Konsantrasyon (uM)

Sekil 4. 3. Asetilkolinesteraz enzimi aktivitesi lizerine mK-3 molekiiliniin farkli
inhibitor konsantrasyonlarla yapilan 6l¢iimlerde elde edilen %Aktivite-[mk-3] grafigi
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Cizelge 4. 3. Asectilkolinesteraz enzimi lizerine mk-4 molekiiliiniin ICsy degerlerinin

belirlenmesinde  kullanilan  inhibitor ve substrat konsantrasyonlari ve bu
konsantrasyonlara karsilik gelen ¢ozeltilerin miktarlar
Tris-HCI (ul) 100 100 100 100 100 100
AChI (ul) 50 50 50 50 50 50
DTNB (ul) 50 50 50 50 50 50
Enzim (AChE) (ul) 30 30 30 30 30 30
Saf su (ul) 770 765 760 755 750 745
Inhibitor (ul) _ 5 10 15 20 25
Toplam hacim (ul) 1000 1000 1000 1000 1000 1000
Kiivetteki substrat kons. (uM) 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Kiivetteki inhibitor kons. (uM) _ 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
%Aktivite 100 94 68 52 40 32
100 <
90 - y = 100e-2:21x
80 - R2=0,9708
70 -
8 60 7
= 50 -
X ,
< 40
> 30 -
20 -
10 -
0 T T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Konsantrasyon (uM)

Sekil 4. 4. Asetilkolinesteraz enzimi aktivitesi tizerine mKk-4 molekiliiniin farkl
inhibitor konsantrasyonlarla yapilan 6lgtimlerde elde edilen %Aktivite-[mk-4] grafigi
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Cizelge 4. 4. Asectilkolinesteraz enzimi {izerine mk-5 molekiiliiniin ICsy degerlerinin

belirlenmesinde  kullanilan  inhibitor ve substrat konsantrasyonlari ve bu
konsantrasyonlara karsilik gelen ¢ozeltilerin miktarlar
Tris-HCI (ul) 100 100 100 100 100 100
AChI (ul) 50 50 50 50 50 50
DTNB (ul) 50 50 50 50 50 50
Enzim (AChE) (ul) 30 30 30 30 30 30
Saf su (ul) 770 765 760 755 750 745
Inhibitor (ul) _ 5 10 15 20 25
Toplam hacim (ul) 1000 1000 1000 1000 1000 1000
Kiivetteki substrat kons. (uM) 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Kiivetteki inhibitor kons. (uM) _ 0,1 0,2 0,3 04 0,5
%Aktivite 100 78 60 47 36 27
100 <
%0 1 y = 100,99 2605
80 - R2=0,9994
70 -
2 60 -
2
£ 50 -
<
S 40 -
30 -
20 -
10 -
0 T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,6
Konsantrasyon (uM)

Sekil 4. 5. Asetilkolinesteraz enzimi aktivitesi tizerine mk-5 molekiiliiniin farkli
inhibitor konsantrasyonlarla yapilan 6lgiimlerde elde edilen %Aktivite-[mk-5] grafigi
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Cizelge 4. 5. Asetilkolinesteraz enzimi tizerine mk-6 molekiiliiniin ICsy degerlerinin

belirlenmesinde  kullanilan  inhibitér ve substrat konsantrasyonlart ve bu
konsantrasyonlara karsilik gelen ¢6zeltilerin miktarlar
Tris-HCI (ul) 100 100 100 100 100 100
AChI (ul) 50 50 50 50 50 50
DTNB (ul) 50 50 50 50 50 50
Enzim (AChE) (ul) 30 30 30 30 30 30
Saf su (ul) 770 765 760 755 750 745
Inhibitor (ul) _ 5 10 15 20 25
Toplam hacim (ul) 1000 1000 1000 1000 1000 1000
Kiivetteki substrat kons. (uM) 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Kiivetteki inhibitor kons. (uM) _ 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
%Aktivite 100 79 70 59 44 35
100 <
90 - y = 101,42e20
2 —
80 - R>=0,9855
70 -
3
S 60
X ,
< 90
S 40 -
30 -
20 -
10
0 T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,6
Konsantrasyon (uM)

Sekil 4. 6. Asetilkolinesteraz enzimi aktivitesi lizerine mK-6 molekiiliniin farkli
inhibitor konsantrasyonlarla yapilan 6l¢iimlerde elde edilen %Aktivite-[mk-6] grafigi
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Cizelge 4. 6. Asectilkolinesteraz enzimi lizerine mKk-42 molekiiliiniin ICsy degerlerinin

belirlenmesinde  kullanilan  inhibitér ve substrat konsantrasyonlart ve bu
konsantrasyonlara karsilik gelen ¢ozeltilerin miktarlar
Tris-HCI (ul) 100 100 100 100 100 100
AChI (ul) 50 50 50 50 50 50
DTNB (ul) 50 50 50 50 50 50
Enzim (AChE) (ul) 30 30 30 30 30 30
Saf su (ul) 770 765 760 755 750 745
Inhibitor (ul) _ 5 10 15 20 25
Toplam hacim (ul) 1000 1000 1000 1000 1000 1000
Kiivetteki substrat kons. (uM) 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Kiivetteki inhibitor kons. (uM) _ 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
%Aktivite 100 95 77 52 42 40
100 p y = 1006-1,925X
© R2=0,9365
90 -
80 -
70 -
[<5]
s %
£ 50 -
<
N 40 -
30 -
20 -
10 -
O T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,6
Konsantrasyon (uM)

Sekil 4. 7. Asetilkolinesteraz enzimi aktivitesi lizerine mk-42 molekiiliiniin farkl
inhibitor konsantrasyonlarla yapilan 6l¢iimlerde elde edilen %Aktivite-[mk-42] grafigi
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Cizelge 4. 7. Asetilkolinesteraz enzimi tizerine mk-43-2 molekiiliiniin ICsy degerlerinin

belirlenmesinde  kullanilan  inhibitor ve substrat konsantrasyonlari

konsantrasyonlara karsilik gelen ¢ozeltilerin miktarlar

ve bu

Tris-HCI (ul) 100 100 100 100 100 100
ACHhI (ul) 50 50 50 50 50 50
DTNB (ul) 50 50 50 50 50 50
Enzim (AChE) (ul) 30 30 30 30 30 30
Saf su (ul) 770 765 760 755 750 745
Inhibitor (ul) _ 5 10 15 20 25
Toplam hacim (ul) 1000 1000 1000 1000 1000 1000
Kiivetteki substrat kons. (uM) 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Kiivetteki inhibitor kons. (uM) r 0,1 0,2 0,3 04 0,5
%Aktivite 100 75 57 48 38 21
100 <
y = 98,938e2:556x
80 - R2=10,9898
40—'3 60 4
=
fra)
X~
<
N 40 -
20 -
0 T T T
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Konsantrasyon (uM)

Sekil. 4. 8. Asetilkolinesteraz enzimi aktivitesi tizerine mk-43-2 molekiiliiniin farkli
inhibitér konsantrasyonlarla yapilan Ol¢iimlerde elde edilen %Aktivite-[MK-43-2]

grafigi
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Cizelge 4. 8. Asetilkolinesteraz enzimi tizerine mk-44-2 molekiiliiniin ICsy degerlerinin

belirlenmesinde  kullanilan  inhibitér ve substrat konsantrasyonlart ve bu
konsantrasyonlara karsilik gelen ¢ozeltilerin miktarlar
Tris-HCI (ul) 100 100 100 100 100 100
AChI (ul) 50 50 50 50 50 50
DTNB (ul) 50 50 50 50 50 50
Enzim (AChE) (ul) 30 30 30 30 30 30
Saf su (ul) 770 765 760 755 750 745
Inhibitor (ul) _ 5 10 15 20 25
Toplam hacim (ul) 1000 1000 1000 1000 1000 1000
Kiivetteki substrat kons. (uM) 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Kiivetteki inhibitor kons. (uM) r 0,1 0,2 0,3 04 0,5
%Aktivite 100 79 62 49 40 31
100 4
y = 99,517¢-2:324x
80 - R2=0,9994
3 60 4
=
e}
kv
< 4
S 40
20 -
0 T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Konsantrasyon (uM)

Sekil.4.9. Asetilkolinesteraz enzimi aktivitesi lizerine mk-44-2 molekiiliiniin farkli
inhibitor konsantrasyonlarla yapilan Ol¢iimlerde elde edilen %Aktivite-[mk-44-2]

grafigi
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Cizelge 4. 9. Asctilkolinesteraz enzimi {lizerine mk-45-2 molekiiliiniin 1Cso degerlerinin

belirlenmesinde  kullanilan  inhibitor ve substrat konsantrasyonlart ve bu
konsantrasyonlara karsilik gelen ¢ozeltilerin miktarlar
Tris-HCI (ul) 100 100 100 100 100 100
AChI (ul) 50 50 50 50 50 50
DTNB (ul) 50 50 50 50 50 50
Enzim (AChE) (ul) 30 30 30 30 30 30
Saf su (ul) 770 765 760 755 750 745
Inhibitor (ul) _ 5 10 15 20 25
Toplam hacim (ul) 1000 1000 1000 1000 1000 1000
Kiivetteki substrat kons. (uM) 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Kiivetteki inhibitor kons. (uM) _ 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
%Aktivite 100 74 66 50 36 30
100 +
y = 100e-2421x
2 —
80 - 0,9882
60 -
3
=
< 40 -
S
=8
20 -
O T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
Konsantrasyon (uM)

Sekil.4. 10. Asetilkolinesteraz enzimi aktivitesi lizerine mk-45-2 molekiiliiniin farkli
inhibitor konsantrasyonlarla yapilan Olgimlerde elde edilen %Aktivite-[mk-45-2]

grafigi
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Cizelge 4. 10. Asctilkolinesteraz enzimi tizerine Takrin molekiiliiniin ICsy degerlerinin

belirlenmesinde  kullanilan  inhibitor

ve substrat konsantrasyonlar1 ve
konsantrasyonlara karsilik gelen ¢ozeltilerin miktarlari
Tris-HCI (ul) 100 100 100 100 100 100
ACHI (ul) 50 50 50 50 50 50
DTNB (ul) 50 50 50 50 50 50
Enzim (AChE) (ul) 30 30 30 30 30 30
Saf su (ul) 770 765 760 755 750 745
Inhibitor (ul) _ 5 10 15 20 25
Toplam hacim (ul) 1000 1000 1000 1000 1000 1000
Kiivetteki substrat kons. (uM) 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Kiivetteki inhibitor kons. (uM) _ 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
%Aktivite 100 77 69 50 44 25
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100 <

90 - y = 100e-0967
R?=0,9443

80 -

60 -

50 -

% Aktivite

30 -

20 -

0 0,25 0,5 0,75 1 1,25
Konsantrasyon (uM)

Sekil.4.11. Asetilkolinesteraz enzimi aktivitesi iizerine Takrin molekiiliiniin farkli
inhibitor konsantrasyonlarla yapilan 6l¢timlerde elde edilen %Aktivite-[ Takrin] grafigi

4.3. 4-Aminotetrahidrokinolin Tiirevlerinin Asetilkolinesteraz Enzimin Uzerindeki
Inhibitor Etkisini Gosteren Ki Degerlerinin Belirlenmesi ve Calismanin Sonuglari

Inhibisyon ¢aligmasinda Asetilkolinesteraz enzimi (AChE) aktivitesi iizerinde
mk-3, mk-4, mk-5, mk-6, mk-42, mk-43-2, mk-44-2, mk-45-2 molekiilleri ile standart
inhibitor olan Takrin bilesigi kullanildi. Bu galismada stok substrat ¢ozeltisi hazirlandi
ve stok ¢ozeltileri uygun seyreltme islemi uygulayarak bes farkli konsantrasyonlarda
substrat elde edildi. Yine ayni sekilde her bir substrat konsantrasyonu i¢in 1C50
caligmasinda elde edilen en uygun ii¢ farkli konsantrasyonda inhibitdr kullanarak bir 6n
calisma basamagi elde edildi. Asetilkolinesteraz enzimi igin KI belirlemesinde
kullanilan c¢ozelti miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen inhibitér molekiilerin
konsantrasyonlari ile gizelgeler olusturarak Cizelge 4.11-4.19° de verildi. Daha sonra
Asetilkolinesteraz enzimi i¢in {i¢ farkli konsantrosyonlarda 8 farkli inhibitér molekiilleri

kullanak 1/V ve 1/[S] degerleri belirlendi ve bu degerlerle Lineweaver-Burk grafigi
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cizilerek Sekil 4.12-4.20 Grafikleri elde edildi. Elde edilen grafiklerin denklemleri
kullanarak Ki degerleri ve inhibisyon tipi belirlendi.

Asetilkolinesteraz enzimi i¢in kullanilan biitiin inhibitoér molekiilleri i¢in inhibisyon
tipleri (yarsmali inhibitr, yari yarismali inhibitér, yarismasiz inhibitor) elde edilen

Lineweaver-Burk grafiklerine gore belirlenerek Kj degerleri asagidaki formiillerle

hesaplandi.
Yarismasiz ve vari varismal icin: Yarismal icin:
VmaxI = Vmax =+ (1 + [I] + KI) Kml = Km + (1 + [I] + Ki)
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Cizelge 4. 11. Asetilkolinesteraz enzimi iizerine mk-3 molekiiliiniin Ki degerlerinin
belirlenmesinde  kullanilan  inhibitér ve substrat konsantrasyonlart ve bu
konsantrasyonlara karsilik gelen ¢ozeltilerin miktarlari

Enzim

TrissHCI  AChl  DTNB SafsU  jpmibiter  Covettekd  Kiivetteki Toplam
) ) w (AChE) w @) subs. kons. inhibitor Hacim
) (uM) kons. (uM) ()
100 50 10 30 810 _ 0,1 _ 1000
100 50 20 30 800 _ 0,2 _ 1000
100 50 30 30 790 _ 0,3 _ 1000
100 50 40 30 780 . 0,4 _ 1000
100 50 50 30 770 r 0,5 _ 1000
100 50 10 30 800 10 0,1 0,1 1000
100 50 20 30 800 10 0,2 0,1 1000
100 50 30 30 790 10 0,3 0,1 1000
100 50 40 30 780 10 0,4 0,1 1000
100 50 50 30 770 10 0,5 0,1 1000
100 50 10 30 810 15 0,1 0,2 1000
100 50 20 30 800 15 0,2 0,2 1000
100 50 30 30 790 15 0,3 0,2 1000
100 50 40 30 780 15 0,4 0,2 1000
100 50 50 30 770 15 0,5 0,2 1000
100 50 10 30 810 20 0,1 0,3 1000
100 50 20 30 800 20 0,2 0,3 1000
100 50 30 30 790 20 0,3 0,3 1000
100 50 40 30 780 20 0,4 0,3 1000
100 50 50 30 770 20 0,5 0,3 1000
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20
+ Kontrol y =1,1183x + 7,1622
mIll:0,1 uM 16 - A y=1,021x + 6,4865
A12:0,2 uM . y =0,8532x + 5,3955
= =
*13: 0,3 uM E 12 y =0,7611x + 4,8045
=
g
e
-~ 8
I T 0 T T
-7 -2 3 8
1/[S] (nM)*

Sekil.4.12. Asetilkolinesteraz enzimi aktivitesi lizerine mKk-3 molekiiliiniin farkl
inhibitdr konsantrasyonlarla ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi

Cizelge 4. 12. Asetilkolinesteraz enzimi iizerine mk-4 molekiiliiniin Ki degerlerinin
belirlenmesinde  kullanilan  inhibitér ve substrat konsantrasyonlart ve bu
konsantrasyonlara karsilik gelen ¢ozeltilerin miktarlart

TriSHCI AChI DTNB Enzim Saf su inhibitbr ool Kiivetteki Toplam
(1) () (AChE) () (u) substrat inhibitor hacim (ul)
(uD) (ul) kons. (uM)  kons. (uM)
100 50 10 30 810 _ 0,1 _ 1000
100 50 20 30 800 _ 0,2 _ 1000
100 50 30 30 790 _ 0,3 _ 1000
100 50 40 30 780 _ 0,4 _ 1000
100 50 50 30 770 _ 0,5 _ 1000
100 50 10 30 800 10 0,1 0,1 1000
100 50 20 30 800 10 0,2 01 1000
100 50 30 30 790 10 0,3 01 1000
100 50 40 30 780 10 0,4 01 1000
100 50 50 30 770 10 0,5 01 1000
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100 50 10 30 810 15 0,1 0,2 1000

100 50 20 30 800 15 0,2 0,2 1000
100 50 30 30 790 15 0,3 0,2 1000
100 50 40 30 780 15 0,4 0,2 1000
100 50 50 30 770 15 05 0,2 1000
100 50 10 30 810 20 0,1 0,3 1000
100 50 20 30 800 20 0,2 0,3 1000
100 50 30 30 790 20 0,3 0,3 1000
100 50 40 30 780 20 04 0,3 1000
100 50 50 30 770 20 0,5 0,3 1000

Kontrol
* ieontro y =0,9331x + 6,0086
®11:0,2 M y = 0,8813% + 5,6013
A12:03 uM y = 0,7566x + 4,8903
X13: 0,4 M y = 0,6780x + 4,2692

1/V (E/U/ml) 1

(en]

-8 3 2 7 12
V[S] (uM)*

Sekil.4.13. Asetilkolinesteraz enzimi aktivitesi lizerine mKk-4 molekiiliiniin farkl
inhibitdr konsantrasyonlarla ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi

Cizelge 4. 13. Asetilkolinesteraz enzimi iizerine mk-5 molekiiliiniin Ki degerlerinin
belirlenmesinde  kullanilan  inhibitor ve substrat konsantrasyonlari ve bu
konsantrasyonlara karsilik gelen ¢ozeltilerin miktarlari

Tris-HCI AChl DTNB Enzim Saf su inhibitér Toplam

) ) (ul) (AChE) (ul) ) Kiivetteki Kiivetteki

substrat inhibitor  12CiM (D)
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) kons. (uM  kons. (uM)
100 50 10 30 810 _ 0,1 _ 1000
100 50 20 30 800 _ 0,2 _ 1000
100 50 30 30 790 _ 0,3 _ 1000
100 50 40 30 780 _ 0,4 _ 1000
100 50 50 30 770 _ 0,5 _ 1000
100 50 10 30 800 10 0,1 0,1 1000
100 50 20 30 800 10 0,2 0,1 1000
100 50 30 30 790 10 0,3 0,1 1000
100 50 40 30 780 10 0,4 0,1 1000
100 50 50 30 770 10 0,5 0,1 1000
100 50 10 30 810 15 0,1 0,2 1000
100 50 20 30 800 15 0,2 0,2 1000
100 50 30 30 790 15 0,3 0,2 1000
100 50 40 30 780 15 0,4 0,2 1000
100 50 50 30 770 15 0,5 0,2 1000
100 50 10 30 810 20 0,1 0,3 1000
100 50 20 30 800 20 0,2 0,3 1000
100 50 30 30 790 20 0,3 0,3 1000
100 50 40 30 780 20 0,4 0,3 1000
100 50 50 30 770 20 0,5 0,3 1000
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y =1,2831x + 6,1452

y = 0,8624x + 6,2092
y =0,7133x + 6,1619

+ Kontrol
mIl: 0,2 uyM y=1,011x + 6,1175
Al2:0,3 uM
*13: 0,4 uM -
E
2
=
2
o
I T T G T T T T T
-10 -7 -4 _-} | 2 5 8 11 14
1[S] (uM)*

Sekil 4. 14. Asetilkolinesteraz enzimi aktivitesi tizerine mk-5 molekiiliiniin farkli
inhibitdr konsantrasyonlarla ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi

Cizelge 4. 14. Asetilkolinesteraz enzimi iizerine mk-6 molekiiliiniin Ki degerlerinin
konsantrasyonlar1 ve bu

belirlenmesinde  kullanilan  inhibitér ve substrat
konsantrasyonlara karsilik gelen ¢ozeltilerin miktarlar

TrissHCl  AChl DTNB e Safsu  jumibigr | vettekl  Kivetteki - pqp0n
(AChE) substrat inhibitor
(u) (n)) () " (u) (D kons. (uM)  kons. (uM)  Macim (D
100 50 10 30 810 _ 0,1 _ 1000
100 50 20 30 800 _ 0,2 _ 1000
100 50 30 30 790 _ 0,3 _ 1000
100 50 40 30 780 ~ 04 ~ 1000
100 50 50 30 770 ~ 05 ~ 1000
100 50 10 30 800 10 0,1 0,1 1000

48



100 50 20 30 800 10 0.2 0.1 1000
100 50 30 30 790 10 03 0.1 1000
100 50 40 30 780 10 0,4 01 1000
100 50 50 30 770 10 05 0.1 1000
100 50 10 30 810 15 0.1 0.2 1000
100 50 20 30 800 15 0.2 0.2 1000
100 50 30 30 790 15 03 0.2 1000
100 50 40 30 780 15 0,4 0.2 1000
100 50 50 30 770 15 05 0.2 1000
100 50 10 30 810 20 0.1 03 1000
100 50 20 30 800 20 0.2 03 1000
100 50 30 30 790 20 03 03 1000
100 50 40 30 780 20 0,4 03 1000
100 50 50 30 770 20 05 03 1000
20 - _
+ Kontrol y = 0,5596x + 10,519
18 - y = 0,5948x + 8,5753
m11:03 16 y =0,5714x + 7,3155
M, = 0,5885x + 6,7207
10, —
uM =
E
2
=
r 0 T T
-20 -5 0 5 10

1/[S] (mM)-1

Sekil 4. 15 Asetilkolinesteraz enzimi aktivitesi tizerine mKk-6 molekiiliinin farkli
inhibitdr konsantrasyonlarla ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Cizelge 4. 15. Asetilkolinesteraz enzimi iizerine mk-42 molekiiliiniin Ki degerlerinin
belirlenmesinde  kullanilan  inhibitér ve substrat konsantrasyonlart ve bu
konsantrasyonlara karsilik gelen ¢ozeltilerin miktarlar

Kiivetteki

Tris-HCI  ACh DTNB = Safsu  fpmibitor  0ve™eKl inhibitor  Toplam
) ) w 0w b kitﬁ(;a:/l 1 acim
m)
100 50 10 30 810 _ 0,1 _ 1000
100 50 20 30 800 _ 0,2 _ 1000
100 50 30 30 790 _ 0,3 _ 1000
100 50 40 30 780 ~ 0,4 ~ 1000
100 50 50 30 770 i 0,5 _ 1000
100 50 10 30 800 10 0,1 0,1 1000
0,1
100 50 20 30 800 10 0,1 1000
0,2
100 50 30 30 790 10 0,3 0,1 1000
100 50 40 30 780 10 0,4 0,1 1000
100 50 50 30 770 10 0,5 0,1 1000
100 50 10 30 810 15 0,1 0,2 1000
100 50 20 30 800 15 0,2 0,2 1000
100 50 30 30 790 15 0,3 0,2 1000
100 50 40 30 780 15 0,4 0,2 1000
100 50 50 30 770 15 0,5 0,2 1000
100 50 10 30 810 20 0,1 0,3 1000
100 50 20 30 800 20 0,2 0,3 1000
100 50 30 30 790 20 0,3 0,3 1000
100 50 40 30 780 20 0,4 0,3 1000
100 50 50 30 770 20 0,5 0,3 1000
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20 -

+ Kontrol
= 11:02 pM . 18 - y = 0,8262x + 9,2456
12: 0.3 uM g ij | 8 - 06016x + 77636
%13: 0,4 uM '@ 1 o+ ¥ =0,5931x + 6,6567
<
-

3
LIS] (nm

Sekil 4. 16. Asetilkolinesteraz enzimi aktivitesi tizerine mk-42 molekiiliinin farkl
inhibitdr konsantrasyonlarla ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi

Cizelge 4. 16. Asetilkolinesteraz enzimi iizerine mk-43-2 molekiiliiniin K;j degerlerinin
belirlenmesinde  kullanilan  inhibitdr ve substrat konsantrasyonlar1 ve bu
konsantrasyonlara karsilik gelen ¢ozeltilerin miktarlari

Tris-HCI AChl DTNB Enzim Saf su inhibitor Kiivetteki Kiivetteki Toplam
(ul) substrat inhibitor .
(u) (uD) (u) (AChE)  (u) hacim (ul)
kons. (uM)  kons. (uM)

(ub)

100 50 10 30 810 _ 0,1 _ 1000
100 50 20 30 800 _ 0,2 _ 1000
100 50 30 30 790 _ 0,3 _ 1000
100 50 40 30 780 _ 0,4 _ 1000
100 50 50 30 770 _ 0,5 _ 1000
100 50 10 30 800 10 0,1 0,1 1000
100 50 20 30 800 10 0,2 0,1 1000
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100 50 30 30 790 10 03 01 1000
100 50 40 30 780 10 0.4 01 1000
100 50 50 30 770 10 05 01 1000
100 50 10 30 810 15 01 02 1000
100 50 20 30 800 15 02 02 1000
100 50 30 30 790 15 03 02 1000
100 50 40 30 780 15 0,4 02 1000
100 50 50 30 770 15 05 02 1000
100 50 10 30 810 20 01 03 1000
100 50 20 30 800 20 02 03 1000
100 50 30 30 790 20 03 03 1000
100 50 40 30 780 20 0,4 03 1000
100 50 50 30 770 20 05 03 1000
+ kontrol 20 1
®I1:02 uM 18 y = 0,9897x + 7,7674
A12:03 uM . 187 A y=0,9043x + 7,0898
*13: 0,4 M z y = 0,7106x + 5,5784
S y = 0,6249x + 4,8853
=2
Z
o

U[S] (nM)*

11

Sekil 4. 17. Asetilkolinesteraz enzimi aktivitesi tizerine mk-43-2 molekiiliiniin farkli
inhibitdr konsantrasyonlarla ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Cizelge 4. 17. Asetilkolinesteraz enzimi {izerine mk-44-2 molekiiliiniin Ki degerlerinin

belirlenmesinde  kullanilan  inhibitor substrat konsantrasyonlar1 ve bu
konsantrasyonlara karsilik gelen ¢ozeltilerin miktarlari

Enzim .
Tris-HCI  ACh DTNB Safsu  junibier | ovettekl  Kivetteki - ponm

(AChE) substrat inhibitor

() (ul) kons. (uM kons, (uM)  Macim (uD)

100 50 10 30 810 _ 0,1 _ 1000
100 50 20 30 800 _ 0,2 _ 1000
100 50 30 30 790 r 0,3 _ 1000
100 50 40 30 780 r 04 B 1000
100 50 50 30 770 y 0,5 _ 1000
100 50 10 30 800 10 0,1 0,1 1000
100 50 20 30 800 10 0,2 0,1 1000
100 50 30 30 790 10 0,3 0,1 1000
100 50 40 30 780 10 0,4 0,1 1000
100 50 50 30 770 10 0,5 0,1 1000
100 50 10 30 810 15 0,1 0,2 1000
100 50 20 30 800 15 0,2 0,2 1000
100 50 30 30 790 15 0,3 0,2 1000
100 50 40 30 780 15 0,4 0,2 1000
100 50 50 30 770 15 0,5 0,2 1000
100 50 10 30 810 20 0,1 0,3 1000
100 50 20 30 800 20 0,2 0,3 1000
100 50 30 30 790 20 0,3 0,3 1000
100 50 40 30 780 20 0,4 0,3 1000
100 50 50 30 770 20 0,5 0,3 1000
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+ kontrol y =1,3479x + 5,8911
1l 02 WM y =0.9112x + 5.8476

il y = 0,7955x + 5,9562
412:03uM y = 0,5248x + 5,9471
% 13: 0,4 uM

1/V (E/U/ml) -1

12 -0 8 6 4 2,0 2 4 6 8 10 12
U[S] (uM)*

Sekil 4. 18. Asetilkolinesteraz enzimi aktivitesi lizerine mk-44-2 molekiiliiniin farkli
inhibitdr konsantrasyonlarla ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi

Cizelge 4. 18. Asetilkolinesteraz enzimi tizerine mk-45-2 molekiiliiniin Ki degerlerinin
belirlenmesinde  kullanilan  inhibitor ve substrat konsantrasyonlari ve bu
konsantrasyonlara karsilik gelen ¢ozeltilerin miktarlari

Enzim Kiivetteki
TrissHCl  AChl DTNB Safsu  jpnibitse  0VeKlinhibir  Toplam
) ) - (AChE) “ " substrat (o (M) aci a1
n n n n kons. (uM) u
(1))
100 50 10 30 810 _ 0,1 _ 1000
100 50 20 30 800 _ 0,2 _ 1000
100 50 30 30 790 _ 0,3 _ 1000
100 50 40 30 780 _ 0,4 _ 1000
100 50 50 30 770 _ 0,5 _ 1000
100 50 10 30 800 10 0,1 0,1 1000
0,1
100 50 20 30 800 10 0,1 1000
0,2
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100 50 30 30 790 10 0,3 01 1000
100 50 40 30 780 10 0,4 01 1000
100 50 50 30 770 10 0,5 01 1000
100 50 10 30 810 15 0,1 0,2 1000
100 50 20 30 800 15 0,2 0,2 1000
100 50 30 30 790 15 0,3 0,2 1000
100 50 40 30 780 15 0,4 0,2 1000
100 50 50 30 770 15 0,5 0,2 1000
100 50 10 30 810 20 0,1 0,3 1000
100 50 20 30 800 20 0,2 0,3 1000
100 50 30 30 790 20 0,3 0,3 1000
100 50 40 30 780 20 0,4 0,3 1000
100 50 50 30 770 20 0,5 0,3 1000
20
+ kontrol
mIl: 0,2 uM - 18 y =1,1218x + 6,0226
= 16
412:0,3 pM E 1 A y=0,9423x +5,9431
. )
H13:0.4uM S 10 y=0,7324x + 59514
> *+ y=051x+6,0339
S 10
8
4
2
I T T 0 T T 1
-12 -7 -2 3 8 13

U[S] (uM)*

Sekil 4. 19. Asetilkolinesteraz enzimi aktivitesi tizerine mk-45-2 molekiliiniin farkli
inhibitor konsantrasyonlarla ¢gizilen Lineweaver-Burk grafigi
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Cizelge 4. 19. Asetilkolinesteraz enzimi iizerine Takrin molekiiliiniin Kj degerlerinin
belirlenmesinde  kullanilan  inhibitér ve substrat konsantrasyonlart ve bu
konsantrasyonlara karsilik gelen ¢ozeltilerin miktarlar

Enzim Kiivetteki

Tris-HCI  AChl DTNB nche) SafSU  inhibitir Kﬁ;e“eki nhibitor O
substrat H
() () () I ) Do, (aM) rons (h h?:ll)m
100 50 10 30 810 ~ 0,1 ~ 1000
100 50 20 30 800 _ 0,2 _ 1000
100 50 30 30 790 _ 0,3 _ 1000
100 50 40 30 780 _ 0,4 _ 1000
100 50 50 30 770 _ 05 ~ 1000
100 50 10 30 800 10 0,1 0,1 1000
100 50 20 30 800 10 0,2 0,1 1000
100 50 30 30 790 10 0,3 0,1 1000
100 50 40 30 780 10 0,4 0,1 1000
100 50 50 30 770 10 0,5 0,1 1000
100 50 10 30 810 15 0,1 0,2 1000
100 50 20 30 800 15 0,2 0,2 1000
100 50 30 30 790 15 0,3 0,2 1000
100 50 40 30 780 15 0,4 0,2 1000
100 50 50 30 770 15 0,5 0,2 1000
100 50 10 30 810 20 0,1 0,3 1000
100 50 20 30 800 20 0,2 0,3 1000
100 50 30 30 790 20 0,3 0,3 1000
100 50 40 30 780 20 0,4 0,3 1000
100 50 50 30 770 20 0,5 0,3 1000
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+ kontrol

y = 2,3669x + 6,1855
y = 1,7481x + 6,2459

y =1,2356x + 6,2711
y =0,831x + 6,2598

mll: 0,2 uM
A12:0,3 uM
x13: 0,4 uM
E
S
=
2
—
2 i
I T T O T T
-12 -7 -2 3 8

1/[S] (nM)*

Sekil 4. 20. Asctilkolinesteraz enzimi aktivitesi tizerine Takrin (9-amino-1,2,3,4-
tetrahidroakridin) molekiiliiniin farkli inhibitor konsantrasyonlarla ¢izilen Lineweaver-

Burk grafigi

Cizelge 4. 20. Asetilkolinesteraz enzimi iizerine inhibisyonu arastirilan yeni sentezlenen

organik bilesiklerin ICsp, Ki ve inhibisyon tipi

Inhibitér maddeler 1Cs0 (1M) Ki (nM) Inhibisyon Tipi
mk-3 0,22 0,70+0,126 Yarismasiz
mk-4 0,31 0,66+0,485 Yarismasiz
mk-5 0,27 0,74+0,257 Yarismali

mk-6 0,34 1,30+0,715 Yar1 Yarigmali
mk-42 0,36 1,081+0,129 Yarismasiz
mk43-2 0,24 1,080+0,551 Yarismasiz
mk-44-2 0,24 0,370+0,330 Yarismali
mk-45-2 0,30 0,50+0,110 Yarismali
Takrin 0,77 0,880+0,093 Yarismali
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4.4. Deneysel

o 1.DPPA (1.1 ekv.)
NEts (1.1 ekv.)

OH 2.BnOH (3.0 ekv.) )l/

toluen, 80 °C, %78
80 mL toluen igerisinde ¢6ziinmiis (E)-butenoik asit (krotonik asit, 2.0 g, 22.8
mmol) ¢ozeltisine difenilfosforil azit (DPPA) (5.58 mL, 25.0 mmol) ve NEt3 (3.52 mL,

NHCbz

2

25.0 mmol) ilave edildi. Reaksiyon karigimi azot gazi ¢ikisi bitene kadar 80 °C’de
isitildr (yaklasik 3.5 saat). Karisim daha sonra oda sicakligina sogutulduktan sonra
benzil alkol (7.10 mL, 68.3 mmol) ilave edildi. Reaksiyon 36 saat karistirildiktan sonra
su ile sonlandirildi. Toluen uzaklastirildiktan sonra su fazi hekzan ile ekstrakte edildi.
Organik faz doygun tuz ¢ozeltisiyle yikandi. Na;SO, iizerinden kurutuldu, siiziildii ve
¢oziici diisiik basingta (10°C, 15 torr) uzaklastirildi. Ham karisim silika jel kolondan
hekzan-etil asetat (95:5) ile yiiriitiilerek 2 %78 verimle beyaz kati olarak elde edildi. 'H
NMR (300 MHz, CDCl3) & 7.36 (brs, 5H), 6.48 (t, J = 11.85 Hz, 1H), 6.34 (brs, 1H),
5.14 (s, 2H), 5.01 (dt, J = 6.7, 13.4 Hz, 1H), 1.65 (d, J = 7.5 Hz, 3H). Rf = 0.33 (1:9
EtOAC/hexanes).

|
o)
NHCbz ©/
§ NHCbz
R
1\@\ 2 (%10 mol)
NH

N
o
2 |
4

Ro

CH,Cl, , 0 °C, 24s

R: Br, OMe R: 2-C1,3-Cl
2-F,3-F

Sekil 4. 21. 5 numarali bilesigin sentezi
Genel Prosediir: Oda sicakliginda kuru diklorometan igerisinde ¢Oziinmiis
anilin (1 mmol) ¢ozeltisine ilgili aldehit (1 mmol) ilave edildi. 30 dakika karigtirildiktan

sonra, reaksiyon karistmi 0 °C’ye sogutuldu. Reaksiyon karisimma diklorometanda
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¢coziinmiis difenilfosfat katalizorii (0.1 mmol) ve N-vinilkarbamat (1.1 mmol) ilave
edildi. Karisim argon atmosferinde 0 °C’de 24 saat karistirildi. Ham karisim silika jel

kolona yiiklendi ve hekzan-etil asetat (95:5) ile yiiriitiildii.

NHCbz

mk-3

Agik sar1 kati; %96 verim; E.N: 110-111 °C; Rf:0.35 (Hekzan:EtOAc:% 4:1); H
NMR (400 MHz, CDCl3) & 7.90-7.10 (m, 9H), 6.90-6.66 (m, 2H), 6.50 (brs, 1H), 5.40-
5.10 (m, 2H), 5.00-5.10 (m, 2H), 3.7 (s, 3H), 2.2-2.0 (m, 1H), 0.9 (s, 3H).

10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0
f1 (pPm)

Sekil 4. 22. mk-3iin *H NMR spektrumu

mk-4 Cl

Acik sart kati; %85 verim; E.N: 140-142 °C; Rf:0.35 (Hekzan:EtOAc:% 4:1); *H
NMR (400 MHz, CDCl3) 6 7.38-7.33 (m, 6H), 7.34 — 7.19 (m, 3H), 6.77 (d, J = 3.3 Hz,
1H), 6.70 (dd, J = 8.9, 3.1 Hz, 1H), 6.50 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 5.19 (d, J = 3.4 Hz, 1H),
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4.83 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 4.11 (d, J = 10.0 Hz, 2H), 3.71 (s, 3H), 2.27 — 1.71 (m, 1H),
0.85 (d, J = 7.0 Hz, 3H).

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 515 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)

Sekil 4. 23. mk-4’iin *H NMR spektrumu
p

mk-5 F

Acik sar1 kat1; %90 verim; E.N: 141-143 °C; Rf:0.4 (Hekzan:EtOAc:% 4:1); 'H
NMR (400 MHz, CDCls) 6 7.51 (t,J = 6.7 Hz, 1H), 7.42 — 7.24 (m, 6H), 7.17 (t,J=7.2
Hz, 1H), 7.07 (t, J = 9.2 Hz, 1H), 6.82 — 6.73 (m, 1H), 6.71 (dd, J = 8.6, 2.7 Hz, 1H),
6.51 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 5.20-5.11 (m, 2H), 4.91 — 4.66 (m, 2H), 4.58 (d, J = 9.5 Hz,
1H), 3.71 (s, 3H), 2.14 - 1.99 (m, 1H), 0.92 (d, J = 6.6 Hz, 3H).

MJLML -

T T T T T T T T T T
10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55

T T T T T T T T T
5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
f1 (ppm)

Sekil 4. 24. mk-5’in *H NMR spektrumu
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NHCbz

Acik sar1 kati; %86 verim; E.N: 129-131 °C; Rf:0.5 (Hekzan:EtOAc:%4:1); *H
NMR (400 MHz, CDCI3) & 7.45 — 7.29 (m, 6H), 7.14 (t, J = 10.2 Hz, 2H), 7.02 (td, J =
8.4,1.9 Hz, 1H), 6.77 (d, J = 2.7 Hz, 1H), 6.70 (dd, J = 8.6, 2.8 Hz, 1H), 6.50 (d, J = 8.6
Hz, 1H), 5.31 — 5.12 (m, 2H), 4.91 — 4.61 (m, 2H), 4.13 (d, J = 9.5 Hz, 1H), 3.71 (s,
3H), 2.10 - 1.85 (m, 1H), 0.86 (d, J = 6.6 Hz, 3H).

I A

T T T T T T T T T T
4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

T T T T T T T T T
10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0
f1 (ppm)

Sekil 4. 25. mk-6"nin *H NMR spektrumu

NHCbz

Br

mk-42 Cl

Agik sar1 sivi; %65 verim; Rf:0.6 (Hekzan:EtOAc:%4:1);1H NMR (400 MHz,
CDCI3) 6 7.50 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 7.45 — 7.21 (m, 8H), 7.17 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 6.58
(d, J =8.8 Hz, 1H), 6.44 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 5.31 — 5.08 (m, 2H), 4.89 — 4.79 (m, 1H),
4.71 (d, J = 10.2 Hz, 1H), 4.02 (s, 1H), 2.25 — 2.05 (m, 1H), 0.95 (d, J = 6.4 Hz, 3H).
3C NMR (100 MHz, CDCI3) & 156.6, 143.5, 139.1, 136.5, 133.9, 132.0, 131.3, 130.7,
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129.9, 129.0, 128.6, 128.2, 127.9, 127.4, 123.3, 116.7, 115.7, 109.6, 66.9, 57.2, 53.9,
40.0, 15.0; IR (neat, cm-1) 3310, 2900, 2890, 2798, 1704, 1531, 1191, 783; LCMS

(ES+) m/z hesaplanan Cy4H2,BrCIN,O, ([M+Na]") 507.0 bulunan 507.8.

T T T T T T T T T
70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20
f1 (ppm)

6
2
7
1
1
6
5
0
1
8
6
5
2
4
0
6
5
66.95
—57.19
—53.90
40.05

15.01

| xHUMM‘AMA‘ | [ |

T
40

T
30 20 10

T T T T T T T T
130 120 110 100 20 80 70 60 50
f1 (ppm)

Sekil 4. 26. mk-42"nin *H NMR ve *C NMR spektrumu
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Kahverengi kat1; %72 verim; E.N: 130-131 °C; Rf:0.6 (Hekzan:EtOAc:%4:1); 1H NMR
(400 MHz, CDCI3) & 7.44 — 7.21 (m, 9H), 7.16 (dd, J = 8.5, 2.2 Hz, 1H), 6.58 (d, J =
8.6 Hz, 1H), 6.42 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 5.28 — 5.10 (m, 2H), 4.90 — 4.65 (m, 1H), 4.16 (d,
J=9.5Hz, 1H), 4.05 (s, 1H), 3.68 (s, 1H), 2.09 — 1.87 (m, 1H), 0.86 (d, J = 6.6 Hz, 3H).
3¢ NMR (101 MHz, CDCl3) 6 156.8, 143.7, 143.3, 136.4, 134.7, 132.2, 132.0, 131.2,
130.3, 130.0, 128.6, 128.4, 128.2, 128.1, 128.0, 127.5, 125.9, 123.6, 116.7, 115.6,
109.7, 67.1, 62.1, 54.0, 40.5, 15.3.; IR (neat, cm-1) 3310, 2900, 2890, 2798, 1704, 1531,
1191, 783; LCMS (ES+) m/z hesaplanan Cy4H»,BrCIN,O, ([M+Na]") 507.0 bulunan

507.8.

T T T
5.5 5.0 4.5 4.0 3.5
f1 (ppm)

156.83
3.
3.
2.
1.
0.
0.
8.
8.
8.
7.
7.
3
5.
9.

4

4;

3.

k)

3

3

2

2

2

2

2

k

1

0!
—67.07

T
3.0

—62.06

|
)

— 5405

T T T T
2.5 2.0 1.5 0.5

40.46
1527

i N

| i uMm T i
0 1‘30 : !

T T T T T T T
190 160 150 144 120 110 920 80 70

100
f1 (ppm)

Sekil 4. 27. mk-43-2"nin *H NMR ve **C NMR spektrumu
NHCbz

Br

mk-44-2 F

T
60

T T T T
50 40 30 20
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Agik sart sivi; %80 verim; Rf:0.6 (Hekzan:EtOAc:%4:1); 1H NMR (400 MHz,
CDCI3) 8 7.51 — 7.22 (m, 7H), 7.21 — 7.13 (m, 2H), 7.12 — 7.03 (m, 1H), 6.59 (d, J = 8.8
Hz, 1H), 6.43 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 5.30 — 5.11 (m, 2H), 4.82 (t, J = 9.7 Hz, 1H), 4.74 (d,
J=11.7 Hz, 1H), 4.62 (d, J = 9.3 Hz, 1H), 2.16 — 2.03 (m, 1H), 0.93 (d, J = 6.6 Hz, 3H).
3C NMR (101 MHz, CDCls) § 162.0, 159.5, 156.7, 143.5, 136.5, 132.0, 131.2, 130.6,
1295, 129.4, 128.6, 128.2, 128.0, 124.7, 123.5, 116.7, 115.8, 115.7, 115.6, 109.6, 67.0,
54.6, 54.0, 39.8, 15.1; IR (neat, cm-1) 3305, 2920, 2913, 2798, 1710, 1533, 1192, 781,
LCMS (ES+) m/z hesaplanan CasH,,BrFN,O, ([M+Na]*) 491.1 bulunan 491.2.

‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)

TN | NS [V
\
‘
‘
‘ ‘
. | |
‘
L N T | J‘__N
190 180 170 160 150 140 130 120 110 . 50 80 70 60 S0 40 30 20 10

100
1 (ppm)

Sekil 4. 28. mk-44-2"nin *H NMR ve **C NMR spektrumu
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NHCbz

K-45-2
m F

Acik sart stvi; %74 verim; Rf:0.6 (Hekzan:EtOAc:%4:1); *H NMR (400 MHz, CDCI3)
3 7.45 - 7.21 (m, 5H), 7.14 (ddd, J = 17.5, 10.4, 6.0 Hz, 3H), 7.03 (td, J = 8.4, 2.0 Hz,
1H), 6.58 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 6.42 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 5.43 — 5.07 (m, 2H), 4.91 — 4.59
(m, 2H), 4.19 (d, J = 9.4 Hz, 1H), 4.07 (s, 1H), 3.68 (s, 1H), 2.07 — 1.81 (m, 1H), 0.87
(d, J = 6.6 Hz, 3H). *C NMR (101 MHz, CDCls) & 164.3, 161.9, 156.8, 145.4, 144.3,
143.3, 136.4, 132.0, 131.2, 130.4, 130.2, 128.6, 128.2, 128.0, 127.0, 1235, 123.3,
116.7, 115.6, 115.3, 115.0, 114.3, 114.1, 110.2, 109.6, 67.0, 62.0, 54.0, 40.5, 15.3; IR
(neat, cm-1) 3305, 2920, 2913 , 781; LCMS (ES+) m/z hesaplanan Cy;H»>,BrFN,0,
([M+Na]") 491.1 bulunan 491.2.

J

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
f1 (ppm)
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40.51
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Sekil 4. 29. mk-45-2’nin *H NMR ve *C NMR spektrumu

Asetilkolinesteraz enzimin (AChE) substratt olan asetilkolin miktarinda
meydana gelen degisikliklerden dolayr ¢esitli hastaliklarin ortaya c¢ikmasina sebep
olmaktadir. AChE ‘nin fazla salgilamasi ACh miktarinin azalmasma neden olur.
Asetilkolin (ACh) maddesinin azalmasi sonucunda ortaya ¢ikan en 6nemli hastalik,
Alzheimer hastaligidir. Bu hastaligin tedavisi i¢cin AChE’in fazla salgilanmasini
dengelemek i¢in ¢esitli calismalar yapilmistir. Bu ¢alismalarin en 6nemlisi ve en etkilisi
olan AChE’ nin inhibisyonuna neden olan molekiiller aranmistir. AChE’nin inhibitorleri

olarak en ¢ok kumarin tiirevleri tizerinde durulmus ve ¢alisilmistir (Jeger, 2013).

Bu calismada, asetilkolinesteraz enzimin substratlarina (DTNB, AChI) olan
ilgisini belirlemek amaciyla farkli konsantarsiyonda (en az bes farkli konsantrasyon) her
iki substrat i¢in enzim aktivite degerleri belirlenmistir. Elde edilen 1/V ve 1/S degerler
yardimiyla Lineweaver —Burk grafikleri ¢izilerek Ky ve Vmax degerleri hesaplanmistir
(sekil 4.1-4.2). Calismada kullanilan kimyasallarin tamami sabit tutularak DTNB
substrati i¢in Vmax = 0.106 EU/ml, Ky = 1,637 uM ve asetilkoliniyodat i¢cin Vmax =
0.096 EU/ml, Ky = 1.021 uM olarak tespit edildi.

Yapilan c¢alismada inhibisyon olaymin ©6nemi g6z Oniinde bulundurarak
tarafimizda yeni sentezlenen organik molekiillerin farkli konsantarsyonlarini kullanarak
asetilkolinesteraz enzimi {izerinde inhibisyon etkisi invitro sartlarda incelenmistir.

Calismamizda daha oOnce sentezlenen fakat asetilkolinesteraz enzimi {izerinde
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inhibisyon etkisi incelenmeyen 4 farkli organik molekiil ve tarafimizda sentezlenen 4
farkli molekiil inhibitdr olarak kullanlarak Ki ve ICsqg degerleri hesaplanmistir. Yine
ayni sekilde Takrin billesigi standart inhibitor olarak kullanilarak Ki ve ICsy degerleri
hesaplanip asetilkolinesteraz enzimi {izerinde inhibisyon etkisi incelenmistir.
Calismanin hassasligindan dolay1 asetilkolinesteraz enzimi iizerine inhibisyon etkisi
gosteran organik bilesikler i¢in Ki sabitinin ve inhibisyon ¢esidinin belirleme isleminde
her molekiil i¢in 5 farkli sabit inhibitér konsantrasyonu kullanilarak ve 1/V ve 1/ S
degerleri elde edilmistir. Bulunan degerler yardimiyla Lineweaver-Burk grafikleri

cizerek Ki degerleri ve inhibisyon ¢esitleri tespit edilmistir.

Asetilkolinesteraz enziminin aktivitesinin azalmasi insan sagligi iizerinde risk
teskil edebilir. Hastalik risk grubunda olan insanlarda enzim aktivite degiskenligi
onemli derecede dikkat edilmesi gereken bir konudur. Bundan dolayr enzim

inhibisyonunda etkili olan maddelerin arastirlmasi son derece dnemlidir.

Ozcan (2014), tarafinda yapilan bir c¢alismada insan eritrositlerinden
saflastirilarak karakterize edilen asetilkolinesteraz enzimi iizerinde inhibitor etkisini
gosteren bazi kimyasal maddelerin ICsg, Ki ve inhibisyon c¢esidini asagidaki gibi

bulmustur.

Mirtazapin: 1Csp =0,428 mM, Ki= 0,23+0,051mM yarismali inhibisyon olarak,
Fluoksetin: 1Csp = 1,62 mM, Ki= 1,48+0,66 mM yarismali inhibisyon, Risperidon: ICsg -
0,019 mM, Ki= 0,012+0,0018 mM yarismali inhibisyon, Antibiyotik Pantaprazol: ICs-
1,97 mM, Ki= 1,26 mM yarigsmali inhibisyon, Etanol: I1Cs,= 2,24 M, Ki= 1,28+0,52
mM yarismali inhibisyon, Lidokain: ICsp = 260 puM, Ki= 14,3+4,6 uM yarismasiz
inhibisyon, Bupivakain: I1Csp= 5 uM, Ki= 13,4+3,6 uM yarismasiz inhibisyon olarak

elde etmistir.

Asetilkoliniyodat substrati i¢in Ky=0,11 mM ve Vmax=0,082 EU/ml, DTNB
substrat1 i¢in Ky=0,031 mM ve Vmax =0,16 EU/ml olarak tespit etmistir.

Calismamizda aserilkolinesteraz enzimi tiizerinde inhibitor etkisini gosteren
organik bilesiklerin tamaminin ICsp, Ki degerlerini ve inhibisyon ¢esitlerinin sonuglari

Ozet olarak Cizelge 4.26 verilmistir.
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Yukarda yapilan calismaya gore Cizelge 4.26’da verilen Ki ve ICsg
degerlerimizle karsilastirildigimizda bizim molekiillerimizin mikromolar diizeyde ve

daha etkin inhibitor 6zelligi gostergi goriilmektedir.

Calismamizda Inhibitdr olarak kullanilan organik bilesiklere standart olarak
kullanilan takrin molekiilin ICs0=0.77 ve uM, Ki=0.88 uM olarak hesaplandi.
inhibisyon ¢esidi ise yarismali inhibisyon olarak belirlendi. Kullandigimiz
inhibitorlerden mk-42 molekiiliin 1Cso ve Ki degerleri Takrin molekiiliin degerine daha
yakindir. Standartin degerini diger inhibitor molekiilerin (mk-3, mk-4,mk-5, mk-6, mk-
43-2,mk-44-2, mk-45-2) degerleri ile karsilastirdigimizda standarda gore inhibisyon
etkisi daha yiiksek sonuglar elde etti.
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SONUC ve ONERILER

Asetilkolinestraz inhibitorleri AChE enzimini inhibisyona ugratarak asetilkolinin
yikimint da engellemis olmaktadir. Bunun sonucunda asetilkolinin konsantrasyonu ve
islevselligi devam etmektedir. AChE enzim inhibitorleri geri doniisiimlii, doniisiimsiiz
ve yar1 geri dontisiimlii olarak etki gostermektedirler. Yarismali ve yarismasiz geri
dontistimlii inhibitorler genellikle tedavi maksadiyla tercih edilmektedir. Karbamatlar,
donepezil, takrin, piperidinler, demekaryum, tetrahidroaminokidrin, galantamin, kafein,

fizostigmin, rivastigmin dnemli inhibitorlere 6rnek olarak verilebilir.

AChE inhibitorlerinin  gliniimiizde ©nemi Alzheimer hastaliinin tedavisinde
kullanilabiliyor olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu maksatla 4-aminotetrahidrokinolin
tirevi molekiillerin inhibitér olarak davranip davranmadigini arastirdik. Calisma

bulgular1 asagida siralanmaistir.

» Calismada 4 tanesi ilk defa sentezlenen olmak iizere toplamda 8 tane 4-
aminotetrahidrokinolin tiirevi molekiil inhibitor olarak c¢alisildi.

» Sentezlenen molekiiller %65-90 arasinda yiiksek verimlerle sentezlendi.

> Sentez molekiillerin *HNMR, CNMR, IR, erime noktasi ve LC-MS/MS de
yapi karekterizasyonlar1 yapildi.

> Inhibitdrlerin etkinligini standart inhibitér olarak kullanilan Takrin molekiiliinii
de calisarak kiyasladik.

> Inhibisyon ¢alismasi olarak ICsg ve Ki degerlerini spektrofotometrik ydntemle
caligildi. Sonuglar mikromolar diizeyde literatiire uyumlu olarak bulundu

» mk-3, mk-4, mk-42, mk-43-2, yarismasiz, mKk-6 yar1 yarigmali, diger
molekiillerde yarigmali inhibisyon tipi gosterdigi goriildii.

> Inhibisyon tipleri, inhibisyon diizeyleri ve standart inhibitdrle karsilastirildiginda
bu molekiillerin iyi birer inhibitér oldugu goriilmektedir. Bu molekiillerinin
cogunun standart inhibitérden daha etkin oldugu, bir kisminin ise standart
inhibitore yakin inhibisyon etki gosterdigi goriilmektedir.

» Calismanin in vitro kosullarda elde edilen sonuglarina bakilarak bu molekiillerin

Alzheimer hastaligun tedavisinde kullanilabilecegini soyleyebiliriz.
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» Caligma verilerinin ayrintili olarak in vivo kosullarda deney hayvanlari {izerinde
denenmesiyle ve gerekli faz calismalarindan sonra ilag olarak piyasaya

stiriilebilecegini onermekteyiz.
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