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OZET

YENI HETEROSIKLIK BILESIKLERIN SENTEZi VE ASETILKOLIN ESTERAZ
VE MONOAMIN OKSIDAZ INHIBITOR ETKILERININ ARASTIRILMASI

Berkant KURBAN
Farmasotik Kimya Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Haziran 2023

Danigsman: Prof. Dr. Zafer Asim KAPLANCIKLI

Alzheimer Hastaligi (AH) basta olmak iizere nérodejeneratif hastaliklar insan
yasaminin kalitesini diisiirmekle beraber yiliksek mortaliteye sahip hastaliklardir. AH nin
patofizyolojisinin tam olarak agiklanamamis olmasi, AH tedavisinde heniiz istenilen
seviyede olunamamasi gibi sebeplerle birlikte AH ve diger ndrodejeneratif hastaliklarin
tedavisindeki gelismeler olduk¢a 6nemlidir.

Bu yiiksek lisans tezi kapsaminda, Donepezil’den hareketle tasarlanmis, piperazin
ve salkon yapilarini igeren bir dizi yeni bilesik tasarlanmis, sentezlenmis ve yapilar
aydinlatilmistir. Bilesiklerin yapilari aydinlatilirken IR, *H-NMR, *C-NMR ve HRMS
yontemlerinden faydalanilmstir.

Elde edilen bilesiklerin kolin esteraz enzimleri ve monoamin oksidaz enzimleri
tizerindeki aktiviteleri aragtirllmistir. Biyolojik aktivite testleri dogrultusunda bilesik
4g’nin asetilkolin esteraz enzimi ile etkilesimleri molekiiler docking ve molekiiler

dinamik yontemleri ile aciklanmustir.

Anahtar Sézciikler: Asetilkolin Esteraz Inhibitorleri, Monoamin Oksidaz Inhibitorleri,

Alzheimer Hastalig1, Piperazin, Salkon.



ABSTRACT

SYNTHESIS OF NEW HETEROCYCLIC COMPOUNDS AND INVESTIGATION
OF THE INHIBITORY EFFECTS OF ACETYLCHOLINE ESTERASE AND
MONOAMINE OXIDASE

Berkant KURBAN

Department of Pharmaceutical Chemistry

Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, June 2023

Supervisor: Prof. Dr. Zafer Asim KAPLANCIKLI

Neurodegenerative diseases, especially Alzheimer's Disease, reduce the quality of
human life and are diseases with high mortality. Developments in the treatment of AD
and other neurodegenerative diseases are very important due to reasons such as the
pathophysiology of AD has not been fully explained and the treatment of AD has not yet
been achieved at the desired level.

Within the scope of this master's thesis, a series of new compounds designed from
Donepezil, including piperazine and chalcone structures, were designed, synthesized and
their structures elucidated. While elucidating the structures of the compounds, IR, *H-
NMR, 3C-NMR and HRMS methods were used.

The activities of the obtained compounds on cholinesterase enzymes and
monoamine oxidase enzymes were investigated. In accordance with the biological
activity tests, the interactions of compound 4g with the acetylcholine esterase enzyme

were explained by molecular docking and molecular dynamics methods.

Keywords: Acetylcholine Esterase Inhibitors, Monoamine Oxidase Inhibitors,

Alzheimer's Disease, Piperazine, Chalcone
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ETIiK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢alisma oldugunu; ¢alismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak tizere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu c¢alisma kapsaminda elde edilen tim veri ve bilgiler igin
kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakc¢ada yer verdigimi; bu calismanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi”yla tarandigini ve
hicbir sekilde “intihal igermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢alismamla
ilgili yaptigim bu beyana aykiri bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim

ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi bildiririm.
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1. GIRIS

Norodejeneratif hastaliklar klinikteki yansimalari nedeniyle olduk¢a genis bir
siniflandirmaya sahiptir. Biligsel veya davranigsal bozukluklarin yani sira ekstrapiramidal
ve piramidal hareket bozukluklar1 norodejeneratif hastaliklarin karakteristik 6zellikleri
arasindadir. Norodejeneratif hastaliklar amiloid birikimi gosterenler, taupatiler,
siniikleinopatiler gibi basliklar altinda incelenebilir. Spesifik protein birikimi, oksidatif
stres, progresif noronal disfonksiyon, noroinflamasyon gibi bozukluklar nérodejeneratif
hastaliklara temel teskil etmektedir. Protein birikimi gibi bozukluklarla, heniiz hastaliga
dair bir semptom mevcut degilken karsilasilmasi miimkiindiir. Ayrica bireyde birden
fazla norodejeneratif hastalik ayn1 anda varlik gosterebilir. AH, ALS ve Parkinson
Hastalig1 en sik karsilagilan norodejeneratif hastaliklar arasindadir (Dugger ve Dickson,
2017; Q. Zhang vd., 2023).

Norodejeneratif hastaliklar arasinda en sik karsilastigimiz hastalik Alzheimer
Hastaligidir. Bunun yani sira AH tiim 6lim nedenleri arasinda kanser, kardiyovaskiiler
sistem rahatsizliklar1 gibi nedenlerin ardindan gelmektedir ve siiphesiz en fazla 6liime
sebebiyet veren norodejeneratif hastaliktir (Ahmad ve Anderson, 2021).

AH’nin tedavisinde cesitli yaklagimlar bulunmaktadir. Bu cesitliligin baslica
sebeplerinden biri hastaligin mekanizmasina ait farkli bakis agilarindan kaynakhidir. 3
amiloid tabaka ve reaktif oksijen tiirevleri gibi AH ile iliskilendirilen parametrelere
miidahale amaciyla kolin esteraz (ChE) inhibitorleri, MAO inhibitorleri ve steroidal
olmayan antiinflamatuarlar gibi ¢esitli gruplar AH tedavisinde kullanilmakta veya AH
tedavisinin gelecegi icin umut vadetmektedir. Bunun yani sira AH tedavisinde MAO
inhibitorlerinin tek baslarima degil diger grup ilaclarla kombinasyonlari uygun
goriilmektedir. Bu baglamda hem antiChE aktiviteye hem de MAO inhibisyonuna sahip
bilesikler AH tedavisinin gelecegi igin olduk¢a kiymetlidirler (Kinney vd., 2018;
Livingston vd., 2017; Scheltens vd., 2016; Selkoe ve Hardy, 2016; Thomas, 2000).

Donepezil oncelikli olmak kaydiyla FDA onayli ilaglar ve literatiirde yer alan
molekiiller incelendiginde AChE, BChE ve MAOQO B inhibitorii olarak tasarlanan ¢oklu
etkili bilesiklerin, AChE’1n periferal anyonik bolgesi ile etkilesecek bir aromatik gruba,
elektron yogunlugu yiiksek bir baglayict gruba ve Ozellikle AChE’in katalitik aktif
bolgesi ile etkilesecek ana merkezi teskil eden bir gruba sahip olan molekiiller tasarlamak
bu calismanin temel amaglarindadir. Periferal anyonik bdlge ile etkilesimi beklenen

aromatik grup i¢in dimetoksi-benzen yapisi tercih edilmistir. Elektron yogunlugu yiiksek
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baglayict grup i¢in salkon yapisi secilmistir. Katalitik anyonik bolge ile etkilesimi
beklenen molekiiliimiiziin ana merkezine piperazin halkasi olusturmaktadir (Sang vd.,
2022; Tok vd., 2022).

Bu tez calismasi kapsaminda tasarlanan molekiiller AChE, BChE ve MAO B
enzim inhibisyonunu ayn1 anda hedefleyen ve norodejeneratif hastaliklarin 6zellikle de
AH’nin tedavisini ¢oklu etki olusturarak hedefleyen molekiillerdir. AH gibi
norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde ¢ok sinirli sayida tedavi segenegi olmasi bunun
yani sira halihazirda kullanilmakta olan bilesikler tam olarak istenilen seviyede olmamasi
norodejeneratif hastaliklar ve ilgili enzimler iizerinde aktivite caligmalart yiirlitmeye
yonlendirmektedir. Ilgili molekiillerin tasarim siireglerinde daha &nce etkinlikleri
kanitlanmis farmakofor gruplarin yapi-etki iligkileri incelenmis ve bu gruplarda gerekli
goriilen modifikasyonlar yapilarak orijinal ilag adayr molekiiller tasarlanmis ve
sentezlenmistir. Sentezlenen bilesiklerin yapilari spektral yontemler kullanilarak
aydinlatilmistir. Biyolojik aktivite ¢aligmalar1 kapsaminda bilesiklerin ChE enzimleri ile
MAO enzimleri tizerindeki etkinlikleri arastirilmistir. Molekiiler docking ¢alismalari ile
elde edilen bilesiklerin AChE enzimi ile olan etkilesimlerinin tespit edilmesinden sonra
ve referans molekiil olarak secilen Donepezil ile AChE enzim etkilesimleri
kiyaslanmistir. Bu etkilesimler incelenitken AChE enziminin hangi aktif bolgeleriyle
bilesiklerin etkilesim igerisinde olduklar1 6zellikle irdelenmistir. Molekiiler docking
calismalari ile molekiiler dinamik ¢aligsmalar1 i¢in tercih edilecek bilesik de tespit edilmis
ve bilesik 49’nin AChE enziminin hangi bolgelerinde hangi aminoasitlerle etkilestigi ve
bu etkilesimlerin, AChE-bilesik 49 komplekslerinin ne kadar kuvvetli oldugu tespit
edilmistir (Tablo 1.1.).

Tablo 1.1. Hedeflenen bilesikler
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2. GENEL BILGILER
2.1. Alzheimer Hastalig1

AH hafiza, konugsma ve diisiinme gibi beyin sorumlulugundaki yetileri dogrudan
etkileyen bir norodejeneratif rahatsizliktir. Alois Alzheimer ilk olarak 1901 yilinda 51
yasinda bir kadin hastada rastladigi hastaligi, 1906 yilinda tanimlayarak AH’nin ilk kez
literatiire girmesini saglamistir (Soria Lopez vd., 2019). Diinya Saglik Orgiitii'ne gére
2050 yilinda basta AH kaynakli olmak tizere 139 milyon demans hastasi birey olmasi
beklenmektedir (WHO, 2021). Amerika Birlesik Devletleri’nde 65 yas iistii bireylerin
%10,7’sinde AH nedeniyle demans goriilmektedir (“2022 Alzheimer’s disease facts and
figures”, 2022). Ayn1 zamanda AH 6liime en ¢ok sebebiyet veren norodejeneratif hastalik
olmakla birlikte Tiirkiye’de her yil 10.000°den fazla 65 yas iistii bireyin Oliimiine
sebebiyet vermektedir (Ahmad veve Anderson, 2021; Bayraktar vd., 2022).

2.2. Alzheimer Hastahginda Risk Faktorleri

AH i¢in genetik faktorler tetikleyici olabilecegi gibi dis etkenler de hastaligin
gelisiminde rol oynayabilirler. 1., 14. ve 21. kromozomlarda meydana gelen
mutasyonlarin heniiz ileri yaslara gelmeden AH na sebebiyet verebilecegi bilinmektedir.
AH ile iliskilendirilen mutasyonlar amiloid B metabolizmasiyla iliskilendirilmektedirler.
Orta yash bireylerde yapilan ¢aligmalar arteriyal hipertansiyona sahip hastalar i¢in AH
riskinin belirgin bir sekilde arttigim gostermistir. Hipertansiyon, kan-beyin bariyerinin
vaskiiler biitiinliigiini. bozulmasina neden olarak beyin dokusuna protein
ekstravazasyonuna neden olabilir, boylece AH riskini artirabilir. Beyin dokularina protein
ekstravazasyonu hiicre hasarina, ndronal veya sinaptik fonksiyonlarda azalmaya,
apoptoza ve hatta biligsel bozulma ile sonuglanan amiloid B birikiminde artisa yol
acabilir. Fakat yapilan c¢alismalarda arteriyal hipertansiyon tedavisinin AH riskini
azaltmadig belirtilmistir. Yapilan calismalar tip II diyabetin bireylerde AH riskini
neredeyse iki katina ¢ikardigini gostermistir. Tip II diyabet inme i¢in bir risk faktori
olmakla birlikte, hipertansiyon gibi diger kardiyovaskiiler risk faktorlerine eslik
etmektedir. Ileri yas, kafa tramvalari, depresyon ve egitim seviyesi AH ile iliskilendirilen
diger risk faktorleridir (Borenstein vd., 2006; Kunkle vd., 2019; Reitz ve Mayeux, 2014).

2.3. Alzheimer Hastahgimin Patofizyolojisi

AH'min patofizyolojisi i¢in Onerilen birka¢ hipotez vardir. Bunlar arasinda

amiloid-Bp (AB) birikimi, tau-protein hiperfosforilasyonu, oksidatif stres, azalan



asetilkolin (ACh) seviyeleri, NMDA reseptorii hiper aktivasyonu, CREB (cAMP yanit
elementi baglayict protein) sinyal yolu ile gen transkripsiyonu, biyo-metal
dishomeostazisi vb. mevcut ilag¢ tedavisi yaklasimlari, ¢ok faktorlii rahatsizliga karsi,
hastaligin ilerlemesini engellemek i¢in tek bir molekiil ile ayni anda birden fazla hedefle
etkilesime girebilen ¢ok islevli inhibitérlerin tasarlanmasini igerir (Soria vd., 2019;

Shrivastava vd., 2022).
2.4. Alzheimer Hastahginda Tedavi Yaklasimlar:

Hastaligin patofiyolojisi heniiz tam olarak aydinlatilamamis olsa da kabul goren
cesitli yaklagimlar s6z konusudur, bu yaklasimlar: kolinerjik hipotez, amiloid hipotezi,

norodejeneratif taupatiler ve oksidatif stres hipotezidir.
2.4.1. Kolinerjik hipotez

1982 yilinda Bartus ve arkadaglarinin galismalarinin sonucunda ortaya c¢ik
kolinerjik hipotez giiniimiizde FDA onayli olarak AH tedavisinde aktif olarak kullanilan
Donepezil, Rivastigmin ve Galantamin ilag molekiillerinin dayandirildigi hipotezdir ve
Ozelligi nedeniyle diger hipotezlerden ayrismaktadir. Bu hipotez, AH’na sahip bireylerde
kolinerjik sistemde bir disiis gozlemlenmesine dayandirilir. Kolinerjik aktivitede bir
diistisle beraber azalan ACh seviyesi ve buna bagl olarak bireyde 6grenme ve hafiza
problemleri ortaya ¢iktig1 diisiiniilmektedir. Bu nedenledir ki kolinerjik aktiviteyi tekrar
yiikseltmek i¢in ACh’nin miktarini artirmak ¢6ziim olarak sunulmustur. ACh miktarini
artirmak i¢in ise yikimindan sorumlu AChE enziminin ihbitorleri kullanilmaktadir

(Bartus vd., 1982; Craig vd., 2011; Hampel vd., 2018).
2.4.2. Amiloid hipotez

Amiloid hipotez, AP proteinlerinin yanlis katlanmasi sonucu proteinlerin
birikmeye baslamasi ve AP plaklarinin olugmasi esasina dayanmaktadir. Ap olusumunun
asirilagmasiyla birlikte AH’nin ortaya ¢iktigi distiniilmektedir. AH’ na sahip bireylerin
PET goriintiilerinde anormal A tabakalar1 goriintiilenmektedir. Bu da AP birikiminin
AH’nin teshisi icin bir biyomarker olarak kabul edilebilecegini gdosterirken, A
birikiminin dnlenmesini ise AH tedavisi igin alternatif bir yol olarak sunmaktadir (J. A.

Hardy ve Higgins, 1992; J. Hardy ve Selkoe, 2002; Jack vd., 2018).
2.4.3. Norodejeneratif taupatiler

Tau proteinleri biiylik ¢ogunlugu aksonlarda olmak tizere merkezi sinir sistemi

icerisinde yer alan mikrotiibiil ile iligkili protinlerdir. AH da dahil olmak iizere
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norodejeneratif hastaliklarla dogrudan iliskilendirilen tau proteinleri, olagan dis1 bir
fosforilasyona maruz kalip hiperfosforillenmis tau proteini halini aldiklarinda diger tau
iplik¢ikleriyle etkilesime girmeye baslarlar ve norofibriler yumaklarin olusmasina
sebebiyet verirler. Tau proteinlerinin norofibriler yumaklar olusturup mikrotiibiilleri
stabilize edememeye basladiklarinda norodejeneratif hastaliklarin  ortaya ¢iktig
diistintilmektedir (Lee vd., 2001).

2.4.4. Oksidatif stres hipotezi

Serbest radikaller ve reaktif oksijen tiirevlerinin (ROS) dengelerindeki bozulmalar
basta noron kaybi olmak {izere sinir sisteminde gesitli hasarlara sebebiyet vererek AH
gibi norodejeneratif hastaliklara neden olmaktadirlar. Serbest radikaller ve ROS
dengesinin bozulmasinda aliiminyum, demir ve civa gibi serbest radikallerin ve
ROS’larin olusumunu tetikleyen elementlerin rol aldigi diistiniilmektedir. Hidrojen
peroksit (H20z2), siiperoksit anyonlart (O2") ve hidroksil radikalleri (OHze), hiicrelerin
cekirdeklerine, DNA’larina, sitoplazmik proteinlerine ve membranlarina major hasarlar
vermektedirler. ROS’lar DNA oksidasyonu, protein oksidasyonu ve lipid peroksidasyonu
gibi reaksiyonlarin dogrudan etkeni olduklari i¢in bu hasarlarin olusmasina neden olurlar.
Antioksidan etkinlige sahip bilesiklerin AH ve diger norodejeneratif hastaliklarin hem
tedavisinde hem de noroprotektif etkileri nedeniyle erken donemde kullanilabilecegi

diistintilmektedir (Christen, 2000; Markesbery, 1997).
2.5. Alzheimer Hastahiginin Tedavisi

AH tedavisinde belirli diizeyde gelismis veya heniiz saglam temellere
oturtulamamis c¢alismalar bulunmaktadir. Bu c¢alismalardan 6nde gelenleri etki
mekanizmalart lizerinden gruplara ayirilacak olursa ndrotransmisyonun diizenlenmesi
esasina dayanan tedaviler, tau temelli tedaviler, amiloid temelli tedaviler, oksidatif stresin

baskilanmasini temel alan tedaviler, olarak inceleyebiliriz
2.5.1. Norotransmisyonun diizenlenmesi esasina dayanan tedaviler

ChE inhibitorleri, NMDA reseptor antagonistleri, GABAerjik modiilasyonlar,
serotonin reseptér modiilasyonlari, histaminerjik modiilasyon ve adenozin reseptor
modiilasyonu norotransmisyonun diizenlenmesi esasina dayanan tedaviler olarak kabul
edilir.
2.5.1.1. Kolin esterazlar ve inhibitéorleri

Ik olarak 1920°1i yillarda Loewi tarafindan tanimlanan kolinerjik sistem, gerek
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merkezi gerekse periferal sinir sisteminde siklikla karsilasilan bir aminoasit olan ACh’e
dayanmaktadir (Pohanka, 2011).

ChE enzimlerinin bilinen baslica gorevleri ACh’in hidrolizinin saglanmasidir.
ChE enzimleri AChE (EC 3.1.1.7.) ve BChE (EC 3.1.1.8) olmak {izere ikiye ayrilirlar.
AChE, substratinin ACh olmasi, AH gibi bazi nérodejeneratif hastaliklarda diisiik AChE
seviyelerinin gdzlemlenmesi ve norolojik hastaliklarda goriilen patolojik proteinlerin
adhesyonu, oksidatif stres, apoptoz vs. ile iligkilendirilmesi gibi nedenlerle
norodejeneratif hastaliklarin patofizyolojisinde oldukga 6nemli bir aktordiir. Kolinerjik
norotransmisyondaki yasanan olagan dist durumlar AH’nin ilerlemesi i¢in 6nemlidir, bu
nedenle Donepezil, Galantamin, Rivastigmin, Takrin ve Huperzin A gibi ChE
inhibitorleri, AH i¢in semptomatik tedaviler olarak kapsamli bir sekilde incelenmistir
Soreq ve Seidman, 2001; Anand ve Singh, 2013; Cheung vd., 2012; Pohanka, 2011;
Walczak-Nowicka ve Herbet, 2021).

Saglikli insan beyninde AChE aktivitesi BChE aktivitesini baskilamaktadir.
BuChE’1 AChE’dan ayiran en 6nemli 6zellik ACh konsantrasyonlarina verdigi kinetik
cevaplardir. Diisiik ACh konstantrasyonlarinda BChE, AChE hidrolizinde daha az
etkilidir fakat yiiksek ACh konsantrasyonlarinin AChE’1 inhibe ettigi durumlarda BChE
daha fazla etkinlik gostermeye baslar. AH’nda ise erken donemde spesifik beyin
bolgelerinde AChE kayb1 %85’e ulasabilir. Ayn1 zamanda BChE’1n 6zellikle G1 formu
hastaligin ilerleyisi ile birlikte artig gosterir. Bu durum BChE’1n saglikl bireylerde sahip
oldugu ACh’nin hidrolizindeki yardimci roliiniin ortadan kaldirip, ana roli
sahiplenmesine sebebiyet verir. Bu gibi nedenlerle AH’inda BChE’n inhibisyonu ACh
seviyelerindeki dengeyi gozetmek agisindan biiylik 6nem arz etmektedir (Greig vd.,
2005).

AP Dbirikimine sekretaz enzimlerinin islevlerinin bozukluklar1 da sebep
olabilmektedir. BACEL (B-site amyloid precursor protein cleaving enzyme 1) enziminin
inhibisyonu ile AB birikiminin 6niine gegilebilir dolayisiyla BACE1 enzim inhibitérleri
AH’inda ilag hedeflerinden biridir. AH’na sahip bireylerin beyinlerinde yapilan
caligsmalar gostermektedir ki AChE ile pre-amiloid birikmeler ve amiloid plak olusumlari

arasinda dogrudan bir baglant1 vardir (Tok vd., 2022).
2.5.1.2. Donepezil

Donepezil irreversibl bir sekilde AChE enzimini inhibe etmektedir. AChE



enziminin inhibisyon yiizdeleri kadar olmasa da bir miktar BChE enzimini de inhibe ettigi
bilinmektedir. Donepezil AH’ nin tedavisinde kullanilan sinirli sayidaki FDA onayli ilag
molekiiliinden biridir. Donepezil oral yolla alinmakla birlikte kan-beyin bariyerini
kolaylikla asabilmektedir. Ozellikle gastro-intestinal sistem iizerinde gosterdigi yan
etkileri bilinmektedir. Hafif veya orta siddette seyretmekte olan AH’nin tedavisinde
kullanilmakta olan Donepezil’in agir seyreden vakalarda olumlu etkileri rapor edilmistir.
Sahip oldugu yiiksek aktivite degerleri ve AH tedavisi i¢in onayl birka¢ molekiilden biri
olmast nedeniyle giiniimiizde AChE inhibitorleriyle ilgili yliriitiilen aragtirmalarda
siklikla referans molekiil olarak kullanilmaktadir (“2022 Alzheimer’s disease facts and

figures”, 2022; Colovi¢ vd., 2013; Petersen vd., 2005).
2.5.1.3. Takrin

AH’na yonelik olarak 1993 yilinda FDA tarafindan onaylanan ilk ChE inhibitorii
bilesik Takrin’dir. Kan-beyin bariyerini asabilmesi, uzun yarilanma Omrii gibi
Ozelliklerinin yani sira olduk¢a kuvvetli bir yan etki profiline sahiptir. Gilinlimiizde hem
radikal bir etkisi olmamasi hem de yan etki profili nedeniyle geg¢misteki kadar
kullanilmamaktadir (Ibach ve Haen, 2004).

2.5.1.4. N-metil-d-aspartat reseptor antagonistleri

Glutamat, beyindeki temel uyarici ndrotransmitterlerden biridir. Glutamaterjik
asirt uyarim séz konusu oldugunda noéronal hasarlar meydana gelebilir, bu durum
norodejeneratif hastaliklarla iliskilendirilmektedir. Glutamat bir dizi postsinaptik
reseptorii uyarmaktadir ve bunlardan biri de N-metil-d-aspartattir. N-metil-d-aspartat
hafiza, demans ve AH’nin patogenezinde dogrudan rol almaktadir. Giliniimiizde
memantin isimli N-metil-d-aspartat reseptor antagonisti AH tedavisinde kullanilmaktadir
(Reisberg vd., 2003).

2.5.1.5. GABAerjik modiilasyonlar

AH’na sahip bireylerde, beyin ve beyin omurilik sivisinda GABA veya somatostatin

diizeylerinde azalma dahil GABAerjik internéron bozukluguna dair kanitlar vardir

(Andrews-Zwilling vd., 2010).
2.5.1.6. Serotonin reseptor modiilasyonlari

Beynin 6grenme ve hafiza ile ilgili alanlar yiiksek konsantrasyonlarda 5-HT1A, 5-
HT4, 5-HT6 ve 5-HT7 reseptorleri bulunmaktadir. AH tedavisinde serotonomimetik

etkiye sahip selektif serotonin reuptake inhibitorleri ve MAO inhibitorleri tek baslarina
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veya AChE inhibitorleri ile birlikte kullanilmaktadirlar. Lekozotan, PRX-03140,
idalopirdin ve intepirdin gibi AH endikasyonu iizerinde faz galismalari devam eden
bilesikler bulunmaktadir (A. Kumar vd., 2015; P. Zhang vd., 2019).

2.5.1.7. Histaminerjik modiilasyon

Histamin Hs reseptorleri uyku basta olmak iizere cesitli bilissel aktivitelerle
iliskililerdir ve beynin ilgili bolgelerinde yiiksek miktarda bulunurlar. Reseptoriin aktive
edilmesi beyinde histamin salinimini engeller ancak asetilkolin, GABA, dopamin ve
adrenalin gibi ¢esitli norotransmitterlerin salinimini artirir. Birden fazla H3 reseptor
anagonistinin klinik oncesi ¢alismalart devam etmektedir. ABT-288, GSK-239512 ve
SUVN-G3031 gibi AH endikasyonu iizerinde faz ¢alismalar1 devam eden Histamin Hz
reseptorii blokort bilesikler bulunmaktadir (A. Kumar vd., 2015; P. Zhang vd., 2019).

2.5.1.8. Adenozin reseptor modiilasyonu

Adenozinin néromodiilasyon rolii ve norodejeneratif hastaliklarla olan baglantisi
arastirillmaktadir. In-vivo ¢alismalarda bir adenozin reseptor blokorii olan SCH58261°in
noroprotektif etkisi ortaya ¢ikmistir. Giintimiizde AD ilen olan baglantisi ve yeni reseptor

blokorlerinin kesfi tizerine ¢alismalar devam etmektedir (Chen vd., 2019).
2.5.2. Tau Temelli Tedaviler

Tau proteinleri mikrotiibiillerin olusmasindan sorumluyken hiperfosforilasyona
ugramalart sonucunda norofibriler yumaklar olusturmaya baslarlar. Norofibriler
yumaklarin birikmesiyle hiicre yapisinda bozunmalar meydana gelir ve son olarak
noronal Sliimler gerceklesi. Tau proteinleri ve norofibriler yumaklarin olusumu basta AH
olmak tizere norodejeneratif hastaliklarla iliskilendirilmektedirler (Hosseini-Gerami vd.,
2023; Prince vd., 2023). Tau proteini ve norofibriler yumaklar1 temel alan tedavi
yaklasimlart sunlardir: tau fosforilasyonun inhibisyonu, mikrotiibil stabilizasyonu, tau
oligomerizasyonunun engellenmesi, tau proteinlerinin bozunmasini arttirma ve tau

proteinlerini temel alan immiinoterapilerdir (A. Kumar vd., 2015).
2.5.2.1. Tau fosforilasyonunun inhibisyonu

Tau fosforilasyonun engellenmesiyle birlikte tau proteinlerinin islevlerini saglikli bir
sekilde deva ettirirken norofibriler yumaklarin olugsmasini engellemek amacglanmaktadir.

Ozellik kiigiik molekiiller bu aktivite i¢in 6n plana ¢ikmaktadirlar (Hosseini-Gerami vd.,
2023; Prince vd., 2023).

2.5.2.2. Mikrotiibiil stabilizasyonu



Tau-transgenik farelere mikrotiibiil dengeleyici pakli takselin uygulanmasi, hizl
aksonal tasimay1, mikrotiibiil yogunlugunu ve motor fonksiyonunu iyilestirmistir (A.

Kumar vd., 2015).
2.5.2.3. Tau oligomerizasyonunun engellenmesi

Astemizol, lansoprazol gibi ilaglar tau proteinlerine baglanirken yiiksek afinite
gostermektedirler ve bu sayede dolayli olarak tau-tau etkilesimlerini engellemis olurlar

(A. Kumar vd., 2015).
2.5.2.4. Tau proteinlerinin bozunmasini artirma

HSP 90 proteini tau proteinlerinin bozulmasini dnlemektedir. Kurkumin Hsp90’1
inhibe ederek hem yeni norefibriler yumaklarin olusmasini engeller hem de halihazirda

mevcut olan norefibriler yumaklarin ¢6ziilmesini saglar (A. Kumar vd., 2015).
2.5.3. Amiloid temelli tedaviler

AH iizerine yapilan arastirmalarda, sekretazlarin AB olusumundaki roliine dikkat
cekilmektedir. Genel olarak siireg, B-sekretazin (BACEL), sAPPB ve APP-C99
olusturmak i¢in amiloid 6ncii proteinini (APP) pargaladiginda ve ikinci bir proteazi, yani
v-sekretazi igleyen APP-C99'u igerdiginde baslatilir. BACEI, endozomlarda ve
lizozomlarda asidik bir ortam olustugunda ideal aktivitesini gosteren bir tip-I
transmembran aspartik asit proteazdir (Mohamed vd., 2016; Ulku vd., 2023).

2.5.4. Oksidatif stresin baskilanmasini temel alan tedaviler

Antioksidan bilesikler ROS’lar1 inaktive etmek icin ROS’lar ile reaksiyona girerler.
Antioksidanlar sahip olduklar1 terapotik potansiyelleri nedeniyle dikkat c¢eken
bilesiklerdir. Yapilan ¢alismalar AH tedavisi iizerine olumlu etkilerinin oldugunu
gostermistir (Barnham vd., 2004).

2.6. Monoaminoksidazlar ve Inhibitérleri

MAO (EC 1.3.3.4) monoamin norotransmitterleri ve ksenobiyotik aminlerin
katabolizmasinda kilit bir enzimdir (Naoi vd., 2011).

Cogu memeli dokusunda iki MAO izoenzimi (MAO A ve MAO B) mevcuttur. Bu
iki izoenzimden MAO A diisiik konstanstrasyonlarda klorjilin tarafindan inhibe edilir ve
5-HT’nin oksidasyonunu katalizler, MAO B ise diisitk konsantrasyonlarda L-deprenil
(selejilin) tarafindan inhibe edilir ve substrat olarak benzilamin ile 2-feniletilamini tercih
eder (Youdim vd., 2006).
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MAO A oncelikli olarak norepinefrini ve serotonini oksitler, selektif olarak
klorgilin tarafindan inhibe edilirken, MAO B ise 6ncelikli olarak dopamini deamine eder
ve L-deprenil tarafindan geri doniisiimsiiz olarak inhibe edilir. Ayn1 zamanda MAO B
siklikla yapisinda hidroksil grubu bulundurmayan fenilamin, benzilamin v.b. non-polar
aromatik aminleri hedef almaktadir. Her iki izoform da noropsikiyatrik ve ndrodejeneratif
bozukluklarin tedavisinde 6nemli ilag¢ hedeflerindendir (Chimenti vd., 2009; Naoi vd.,
2011).

MAO tarafindan katalize edilen reaksiyon, hidrojen peroksit iiretir. Bu molekiiliin
de bir reaktif oksijen tiirevi (ROS) kaynagi olma ihtimali MAO aktivitesi sonucu
norotoksik etki goriilme olasiligini diistindiirmektedir. Bu baglamda, ROS ve diger reaktif
tiirlerin normalde katalaz ve siiperoksit dismutaz gibi enzimler tarafindan metabolize
edildigi ve bu enzim sistemlerinin islev bozuklugunun nérodejeneratif hastaliklarda bir
faktor olabilecegi diistiniilmektedir. MAO inhibitorlerinin bu nedenle, oksidatif stres ile
iligkili inmeyi ve diger doku hasarlarin1 yonetmede yararli olabilecegi diisiiniilmektedir

(Finberg ve Rabey, 2016; Fisar, 2016; Youdim vd., 2006).

MAO A inhibitorleri antidepresan ve anksiyolitik olarak kullanilirken, MAO B
inhibitorleri Parkinson ve Alzheimer hastalar1 icin kullanilmaktadir. Ornek vermek
gerekirse, selejilin, rasajilin gibi selektif MAO B inhibitorleri giiniimiizde Parkinson
tedavisinde aktif olarak kullanilmaktadir. Etki ve yan etki profilleri nedeniyle yeni
selektif MAO B inhibitorlerinin kesfi, basta AH ve PH olmak {izere nérodejeneratif
hastaliklarin tedavisi i¢in olduk¢a biiyilk 6nem arz etmektedir (Cacabelos, 2017
Gonzalez-Reyes vd., 2017; Thomas, 2000).

2.7. Coklu Etkiye Sahip Bilesiklerin Onemi

Yalnizca AChE, BChE veya MAO B enzimini inhibe eden bilesiklere nazaran
coklu etkiye sahip bilesikler iizerine ¢ok sayida calisma yiiriitiilmiistiir. Yapilan
calismalar gostermistir ki tek bir molekiil ile birden fazla enzimin inhibe edilebilmesi bir
cok avantaja sahiptir. ChE enzimleri ile MAO B enzimini ayni anda inhibe eden
bilesiklerin ndroprotektif etkiye sahip olmasi beklenirken ayni zamanda B amiloid plak
olusumunun Onlemesi, ideal asetilkolin seviyesinin yakalanmasi ve buna benzer
gosterdikleri etkinliklerden dolay1 AH gibi norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde yeni
bilesiklerin kesfi adina oldukg¢a 6nemli bir yere sahiptirler (Uddin vd., 2020; Unzeta vd.,
2016; Xie vd., 2015).
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2.8. Piperazin ve Salkon Yapilarimin Incelenmesi

Piperazin 2 sekonder azot atomuna sahip, 6 tiyeli diazosiklo alkan sinifina ait bir
halka yapisidir. Piperazinin sahip oldugu diizlemsel olmayan esnek yapisi sayesinde
piperazin hedef enzimlerle hidrojen baglar1 sayesinde etkilesebilir. Farkli endikasyon
gruplarina ait birgok ila¢ etkin maddesinin yapisinda piperazin bulunmaktadir. Piperazin
sahip oldugu hidrofobik karakteri nedeniyle dahil oldugu yapinin kan-beyin bariyerini
asmasina yardimci olabilecegi icin AH, Parkinson Hastalig1 ve diger nérodejeneratif
hastaliklarin tedavisine yonelik aragtirmalarda siklikla kullanilmaktadir (Carradori ve
Silvestri, 2015; Mathew vd., 2021).

Salkonlar bir enonlar grubuna ait olmakla birlikte yiizyil1 askin siiredir organik
sentezde ayricalikli bir yapir olmustur. Kostanecki ve Tambor 1899 yilinda, 1,3-
difenilprop-2-en-1-onu sentezleyip rapor ederek ilk kez salkon kavramini literatiire
sokmuglardir. Salkonlar iki aromatik grup arasinda kendi eksenleri etrafinda donebilen
tiglii karbon ftiniteleri bulunduran a, B- doymamig ketonlardir. Yapi igerisinde baglayici
gbrevini istlenen salkon yapist noroinflamasyonun, amiloid ve tau birikiminin
onlenmesini saglamakla birlikte bir cok farkli aktiveye sahip bilesige temel teskil
etmektedir. Salkonlarin yapilarimin igerisinde bulunduklar1 bilesiklerin MAO B
aktivitelerini selektif bir sekilde arttirdiklar1 bilinmektedir (Carradori ve Silvestri, 2015;
Mallia ve Sloop, 2023; Mathew vd., 2021; Sang vd., 2022).

2.9. Yapisinda Piperazin ve/veya Salkon Iceren Bilesiklerin Aktivite Calismalar

Sang ve digerleri (2021) tarafindan yapilan bir ¢alismada bir dizi yeni salkon
yapisi igeren bilesik sentezlenmis sonrasinda ise biyolojik aktiviteleri incelenmistir.
Yapilan  ¢aligmalar  sonucunda  sentezlenen  bilesiklerden  (E)-1-(4-(4-((2-
(Dimetilamino)benzil)(ethil)amino)biitoksi)-2-hidroksifenil)-3-(4-
(dimetilamino)fenil)prop-2-en-1-on, AChE enzimine karsi I1C50=0.13uM degeriyle ve
MAO B enzimine karst I1C5=1.0 uM degeriyle etkinlik gostererek yeni sentezlenen
bilesikler arasinda en aktif olan bilesik olmustur. AP agregasyonunun inhibisyonunda da

en etkili bilesik olmustur (Sekil 2.1.).
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Sekil 2.1. 1-(4-(4-((2-(Dimetilamino)benzil) (ethil)amino)biitoksi)-2-hidroksifenil)-3-(4-

(dimetilamino)fenil)prop-2-en-1-on

-

El-Damasy ve digerleri (2023) tarafindan yapilan bir ¢aligmada piperazin halkasi
ve salkon yapisi iceren yeni bilesikler sentezlenmistir. Calismalar sonucunda elde edilen
bilesiklerin aktiviteleri incelendiginde en aktif bilesik olan (E)-3-(4-floro-3-
(triflorometil)fenil)-1-(4-(4-metilpiperazin-1-il)fenil)prop-2-en-1-on, 1Cso= 8.10+0.69
uM degeriyle AChE enzimine karsi ve 1C50=0.71£0.03 uM degeriyle MAO B enzimi
tizerinde etkinlik gostermistir (Sekil 2.2.).

eanee
N

Sekil 2.2. 3-(4-Floro-3-(triflorometil)fenil)-1-(4-(4-metilpiperazin-1-il)fenil)prop-2-en-1-on

Sasidharan ve digerleri (2021) tarafindan en aktifi 1-[4-(morfolin-4-il)fenil]-3-
fenilprop-2-en-1-on olmak {iizere bir dizi yeni salkon tiirevi sentezlenmis ve aktiviteleri
incelenmistir. Ilgili bilesik ICso= 16.1+2.24 pM degeriyle AChE enzimine karsi ve
1C50=0.030+£0.062 uM degeriyle MAO B enzimi iizerinde etkinlik gostermistir (Sekil
2.3).

0
7
(\N
0

Sekil 2.3. 1-[4-(Morfolin-4-il)fenil]-3-fenilprop-2-en-1-on

Moya-Alvarado ve digerleri (2021) tarafindan yeni salkon tiirevi bilesikler
sentezlenmistir. Sican MAO enzimlerine karsi etkinlikleri incelenen bilesikler sican

MAO B enzimine segicilik  gOstermislerdir.  Bilesiklerden  (E)-3-(3-(3-
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hidroksifenil)akriloil)-7-metoksi-2H-kromen-2-on, 1Csp=0.76+0.08 uM degeriyle MAO

B enzimi tizerinde etkinlik gostermistir (Sekil 2.4.).
_0 0._0
T,
(0]
Sekil 2.4. 3-(3-(3-Hidroksifenil)akriloil)-7-metoksi-2H-kromen-2-on

Mellado ve digerleri (2021) tarafindan yeni salkon tiirevi bilesikler
sentezlenmistir. Sentezlenen bilesiklerin MAO A ve MAO B enzimlerine karsi
etkinlikleri ~ incelenmistir.  Bu  bilesiklerden  (E)-3-(4-Hidroksifenil)-1-(2,2-
dimetilkroman-6-il)prop-2-en-1-on, MAO A enzimine karsi etkinlik gostermezken,
1C50=0.17+0.001 uM degeriyle MAO B enzimi iizerinde etkinlik gostermistir (Sekil 2.5.).

RPN IS
=
0
Sekil 2.5. 3-(4-Hidroksifenil)-1-(2,2-dimetilkroman-6-il)prop-2-en-1-on

lacovino vd. (2021) tarafindan yeni salkon yapisi i¢eren bilesikler sentezlenmistir.
Sentezlenen bilesiklerin MAO A ve MAO B enzimlerine karsi etkinlikleri incelenmistir.
Bu bilesiklerden (E)-3-Fenil-1-(3-(triflorometil)fenil)prop-2-en-1-on, MAO A enzimine
kars1 Ki=(4.6£0.5)x10° nM degeriyle, Ki=5.0£0.5 nM degeriyle MAO B enzimi iizerinde
etkinlik gostermistir (Sekil 2.6.).
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¢
Sekil 2.6. 3-Fenil-1-(3-(triflorometil)fenil)prop-2-en-1-on

Mohammadi-Khanaposhtani vd. (2022) tarafindan bir dizi piperazin halkasi
iceren bilesik sentezlenmis ve aktiviteleri incelenmistir. Ilgili bilesikler {izerinde yapilan
calismalar sonucunda  2-[(3-Kloro-4-florofenil)amino]-2-oksoetil-4-fenilpiperazin-1-
karboditiyoat, AChE enzimine kars1 Ki=10.63+1.73 nM degeriyle etkinlik gdstermistir
(Sekil 2.7.).
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Sekil 2.7. 2-[(3-Kloro-4-florofenil)amino]-2-oksoetil-4-fenilpiperazin-1-karboditiyoat

Brunetti ve digerleri (2022) tarafindan bir dizi piperazin halkas1 iceren bilesik
sentezlenmis ve aktiviteleri incelenmistir. Yapilan caligmalar sonucunda bilesiklerden N-
(2-(4-Benzilpiperazin-1-il)etil)-2-(4-kloro-2-nitrofenoksi)asetamit, AChE enzimine kars1
IC50=0.0008 £+ 0.0002 uM degeriyle etkinlik gostermistir (Sekil 2.8.).

Cl\QNoz
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Sekil 2.8. N-(2-(4-Benzilpiperazin-1-il)etil)-2-(4-kloro-2-nitrofenoksi)asetamit

Kaur ve Bansal (2022) tarafindan bir dizi piperazin halkasi iceren bilesik
sentezlenmis ve aktiviteleri incelenmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda bilesiklerden 1-
(2'-Hidroksi-4',6'-dimetoksifenil)-4-(piperazin-1-il)biitan-1-on, AChE enzimine karsi
1C50=0.73 £ 0.04 uM degeriyle etkinlik gostermistir (Sekil 2.9.).

OH O NH
.

\O O/

Sekil 2.9. 1-(2'-Hidroksi-4',6"-dimetoksifenil)-4-(piperazin-1-il) biitan-1-on

Merde ve digerleri (2022) tarafindan bir dizi piperazin halkasi igceren bilesik
sentezlenmis ve aktiviteleri incelenmistir. Yapilan ¢caligsmalar sonucunda bilesiklerden 6-
(4-(4-Metoksifenil)piperazin-1-il)-2-((5-tiyokso-4-(p-tolil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-
3-il)metil)piridazin-3-on, AChE enzimine karsi Ki=3.73 + 0.9 nM degeriyle etkinlik
gostermistir (Sekil 2.10.).
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Sekil 2.10. 6-(4-(4-Metoksifenil)piperazin-1-il)-2-((5-tiyokso-4-(p-tolil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-3-
il)metil)piridazin-3(2H)-on

Osmaniye ve digerleri (2022) tarafindan bir dizi piperazin halkasi igeren bilesik
sentezlenmis ve aktiviteleri incelenmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda bilesik lerden (4-
(2-(Dimetilamino)etil)piperazinlil)(4(1(prop2inlil)-1H-
benzo[d]imidazol2il)fenil)metanon, AChE enzimine karsi K;=0.0019 uM degeriyle,
MAOQO B enzimine kars1 Ki=0.034 uM degeriyle etkinlik gostermistir (Sekil 2.11.).

Sekil 2.11. (4-(2-(Dimetilamino)etil)piperazinlil) (4(1 (prop2in-1il)- 1 H-
benzo[d]imidazol2il)fenil)metanon

Sar1 ve Yilmaz (2021) tarafindan bir dizi piperazin halkas1 iceren bilesik sentezlenmis
ve aktiviteleri incelenmistir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda bilesiklerden 1-(2'-Hidroksi-
4’ 6'-dimetoksifenil)-4-(piperazin-1-il)biitan-1-on, AChE enzimine kars1 ICs0=1.17 0.7
uM degeriyle etkinlik gostermistir (Sekil 2.12.).

Sekil 2.12. 1-(2"-Hidroksi-4',6"-dimetoksifenil)-4-(piperazin-1-i/) biitan-1-on

Makhaeva ve digerleri (2021) tarafindan bir dizi piperazin halkasi igeren bilesik
16



sentezlenmis ve aktiviteleri inlenmistir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda bilesiklerden N-
(2,3,5,6,7,8-Hegzahidro-1H-siklopenta[b]kinolin-9-il)-2-[4-(4-
nitro-fenil)piperazin-1-il]-asetamid, AChE enzimine karsi ICso= 1.83 + 0.03 uM
degeriyle etkinlik gostermistir (Sekil 2.13.).

o
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Sekil 2.13. N-(2,3,5,6,7,8-Hegzahidro-1H-siklopenta[b]kinolin-9-il)-2-[4-(4-nitro-fenil)-piperazin-1-il]-
asetamid

Rodriguez-Lavado ve digerleri (2020) tarafindan bir dizi piperazin halkasi igeren
bilesik sentezlenmis ve aktiviteleri inlenmistir. Yapilan c¢alismalar sonucunda
bilesiklerden 1-(4-(3-(5-Floro-1H-indol-3-il)propil)piperazin-1-il)-2-(4-(4-
florobenzoil)piperazin-1-il)etan-1-on, AChE enzimine kars1 ICso= 3.4 + 0.4 uM degeriyle
etkinlik gostermistir (Sekil 2.14.).
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Sekil 2.14. 1-(4-(3-(5-Floro-1H-indol-3-il)propil)piperazin-1-il)-2-(4-(4-florobenzoil)piperazin-1-il)etan-

1-on

Mozaffarnia ve digerleri (2020) tarafindan bir dizi piperazin halkasi i¢eren bilesik
sentezlenmis ve aktiviteleri inlenmistir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda bilesiklerden 2,3-
Dihidro-5,6-dimetoksi-2-[4-(4-(3-klorobenzil)-4-metilpiperazinyum-1-il)benzilidin]-
1H-inden-1-on bromiir, AChE enzimine kars1 ICs0= 0.32 + 0.011 pM degeriyle etkinlik
gostermistir (Sekil 2.15.).
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Sekil 2.15. 2,3-Dihidro-5,6-dimetoksi-2-[4-(4-(3-klorobenzil)-4-metilpiperazinyum-1-il)benzilidin]-1H-
inden-1-on bromiir

Sahin ve digerleri (2021) tarafindan bir dizi piperazin halkasi iceren bilesik
sentezlenmis ve aktiviteleri inlenmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda bilesiklerden 4-(3-
Metilfenil)-2-(4-(2-metoksifenil)piperazin-1-il)tiyazol, AChE enzimine karst ICso= 1.15
£ 0.14 uM degeriyle etkinlik gostermistir (Sekil 2.16.).

i\
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Sekil 2.16. 4-(3-Metilfenil)-2-(4-(2-metoksifenil)piperazin-1-il)tiyazol

Tripathi ve digerleri (2019) tarafindan bir dizi piperazin halkasi iceren bilesik
sentezlenmis ve aktiviteleri inlenmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda bilesiklerden 2-
(2,4-Diflorofenil)-5-(4-(piridin-2-il)piperazin-1-il)-1,3,4-oksadiazol, AChE enzimine
karst ICso=0.054 + 0.002 uM degeriyle etkinlik gostermistir (Sekil 2.17.).
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Sekil 2.17. 2-(2,4-Diflorofenil)-5-(4-(piridin-2-il)piperazin-1-il)-1,3,4-oksadiazol

Gutti ve digerleri (2019) tarafindan bir dizi piperazin halkasi igeren bilesik
sentezlenmis ve aktiviteleri inlenmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda bilesiklerden (4-

(5-Aminobenzo[d]oksazol-2-il)piperazin-1-il)(4-bromofenil)metanon, AChE enzimine
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karst ICso=0.052 =+ 0.010 uM degeriyle etkinlik gostermistir (Sekil 2.18.).

Br
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Sekil 2.18. (4-(5-Aminobenzo[d]oksazol-2-il)piperazin-1-il)(4-bromofenil)metanon

HoN

Umar ve digerleri (2019) tarafindan bir dizi piperazin halkast iceren bilesik
sentezlenmis ve aktiviteleri inlenmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda bilesiklerden 2-(4-
Metilpiperazin-1-il)-N-(1H-pirazolo[3,4-b]piridin-3-il)asetamid, AChE enzimine kars1
I1C50=10.0048 £ 0.001 uM degeriyle etkinlik gostermistir (Sekil 2.19.).
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Sekil 2.19. 2-(4-Metilpiperazin-1-il)-N-(1H-pirazolo[3,4-b]piridin-3-il)asetamid

Tripathi ve digerleri (2019) tarafindan bir dizi piperazin halkasi iceren bilesik
sentezlenmis ve aktiviteleri inlenmistir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda bilesiklerden 5,6-
Difenil-3-okso-2-(2-(4-benzilpiperazin-1-il)etil)-1,2,4-triazin, AChE enzimi {izerinde
IC50=0.2 £ 0.01 uM degeriyle etkinlik gostermistir (Sekil 2.20.).
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Sekil 2.20. 5,6-Difenil-3-o0kso-2-(2-(4-benzilpiperazin-1-il)etil)-1,2,4-triazin

Osmaniye ve digerleri (2019) tarafindan bir dizi piperazin halkasi igeren bilesik
sentezlenmis ve aktiviteleri inlenmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda bilesiklerden 2-(2-
(4-(4-(4-Florofenil)piperazin-1-il)benziliden)hidrazinil)-4-(4-metoksifenil)tiyazol,
AChE enzimine kars1 ICso= 0.0317 £ 0.001 pM degeriyle etkinlik gostermistir (Sekil
2.21)).
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Sekil 2.21. 2-(2-(4-(4-(4-Florofenil)piperazin-1-il)benziliden)hidrazineil)-4-(4-metoksifenil)tiyazol

Knez ve digerleri (2022) tarafindan bir dizi piperazin halkasi igeren bilesik
sentezlenmis ve aktiviteleri inlenmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda bilesiklerden 2-(4-
(3-(Benziloksi)benzil)piperazin-1-il)-2-oksoetil asetat, MAO B enzimine karsi ICso=
19.25 + 4.89 uM degeriyle etkinlik gostermistir (Sekil 2.22.).
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Sekil 2.22. 2-(4-(3-(Benziloksi)benzil)piperazin-1-il)-2-oksoetil asetat

El-Halaby ve digerleri (2021) tarafindan bir dizi piperazin halkasi igeren bilesik
sentezlenmis ve aktiviteleri inlenmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda bilesiklerden 2-(4-
(4-(2-Etoksifenil)piperazin-1-il]fenil}-5-metil-1H-benzo[d]imidazol, MAO B enzimine
kars1 ICso=0.053 + 0.002 uM degeriyle etkinlik gostermistir (Sekil 2.23.).

o

JorSetere

Sekil 2.23. 2-(4-(4-(2-Etoksifenil)piperazin-1-il]fenil}-5-metil-1H-benzo[d]imidazol
Kumar ve digerleri (2018) tarafindan bir dizi piperazin halkasi igeren bilesik
sentezlenmis ve aktiviteleri inlenmistir. Bu ¢alismalar sonucunda bilesiklerden (4-

Benzhidrilpiperazin-1-il)(fenil)metanon, MAO B enzimine karsi ICso= 0.08 — 0.003 uM
degeriyle etkinlik gostermistir (Sekil 2.24.).
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Sekil 2.24. (4-Benzhidrilpiperazin-1-il)(fenil)metanon

Mishra ve digerleri (2022) tarafindan bir dizi piperazin halkasi iceren bilesik
sentezlenmis ve aktiviteleri inlenmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda bilesiklerden (E)-
5,6-Dimetoksi-2-(4-(4-(pirimidin-2-il)piperazin-1-il)benziliden)-2,3-dihidro-1H-inden-
1-on, AChE enzimine kars1 ICso= 0.025 +0.001 uM degeriyle etkinlik gosterirken BChE
enzimine kars1 ise 1Cs50=2.434 + 0.03 uM degeriyle etkinlik gostermistir (Sekil 2.25.).

Sekil 2.25. (E)-5,6-Dimetoksi-2-(4-(4-(pirimidin-2-il)piperazin-1-il)
benziliden)-2,3-dihidro-1H-inden-1-on

Singla ve digerleri (2016) tarafindan bir dizi piperazin halkasi igeren bilesik
sentezlenmis ve aktiviteleri inlenmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda bilesiklerden 4-[3-

(4-Fenilpiperazin-1-il)propoksi]-2H-kromen-2-on, AChE enzimine karsi ICso= 2.42 +
0.042 uM degeriyle etkinlik gostermistir (Sekil 2.26.).
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Sekil 2.26. 4-[3-(4-Fenilpiperazin-1-il)propoksi]-2H-kromen-2-on
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Kaya ve digerleri (2016) tarafindan bir dizi piperazin halkasi igeren bilesik
sentezlenmis ve aktiviteleri inlenmistir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda bilesiklerden N'-
(4-Hidroksibenziliden)-2-(4-(4-nitrofenil)piperazin-1-il)asetohidrazid, AChE enzimine
kars1 ICso=29.5 + 2.12 mg/mL degeriyle etkinlik gostermistir (Sekil 2.27.).

O¢tﬁ

Sekil 2.27. N'-(4-Hidroksibenziliden)-2-(4-(4-nitrofenil)piperazin-1-il)asetohidrazid

Piplani ve digerleri (2015) tarafindan bir dizi piperazin halkasi iceren bilesik
sentezlenmis ve aktiviteleri inlenmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda bilesiklerden N-
(4-(3-(4-(4-Florofenil)piperazin-1-il)propoksi)fenil)asetamid, AChE enzimine karsi
ICs0=0.49 + 0.84 uM degeriyle etkinlik gostermistir (Sekil 2.28.).
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Sekil 2.28. N-(4-(3-(4-(4-Florofenil)piperazin-1-il)propoksi)fenil)asetamid

Meena ve digerleri (2015) tarafindan bir dizi piperazin halkasi igeren bilesik
sentezlenmis ve aktiviteleri inlenmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda bilesiklerden 3-(4-
Benzilpiperidin-1-il)-N-(piridin-3-ilmetil)propan-1-amin, MAO B enzimine kars1 ICso=
2.13 £ 1.45 nM degeriyle etkinlik gosterirken BChE enzimine karsit ICso= 81.70 + 3.37
nM degeriyle etkinlik gostermistir (Sekil 2.29.).
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Sekil 2.29. 3-(4-Benzilpiperidin-1-il)-N-(piridin-3-ilmetil)propan-1-amin

Zhang ve digerleri (2015) tarafindan bir dizi piperazin halkasi igeren bilesik

sentezlenmis ve aktiviteleri inlenmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda bilesiklerden N-
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(2-(Dimetilamino)etil)-2-(5-hidroksi-3-(4-hidroksifenil)-4-okso-4H-kromen-7-
iloksi)asetamid hidrokloriir, MAO B enzimine karsi ICso= 2.75+0.28 umol/L degeriyle
etkinlik gostermistir (Sekil 2.30.).
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Sekil 2.30. N-(2-(Dimetilamino)etil)-2-(5-hidroksi-3-(4-hidroksifenil)-4-okso-4H-kromen-7-

iloksi)asetamid hidrokloriir

Parambi ve digerleri (2019) tarafindan bir dizi piperazin halkasi igeren bilesik
sentezlenmis ve aktiviteleri inlenmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda bilesiklerden 1-
(2,3-Dihidro-1,4-benzodioksin-6-il)-3-(4-florofenil)prop-2-en-1-on, MAO B enzimine
karg1 ICs0=0.0021 + 0.00012 uM degeriyle etkinlik gostermistir (Sekil 2.31.).
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Sekil 2.31. 1-(2,3-Dihidro-1,4-benzodioksin-6-il)-3-(4-florofenil)prop-2-en-1-on

Mathew ve digerleri (2019) tarafindan bir dizi piperazin halkasi igeren bilesik
sentezlenmis ve aktiviteleri inlenmistir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda bilesiklerden3-(3-
Florofenil)-1-[4-(morfolin-4-il)-fenil]prop-2-en-1-on, MAO B enzimine karsi ICso=
0.087 £ 0.008 uM degeriyle etkinlik gostermistir (Sekil 2.32.).
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Sekil 2.32. 3-(3-Florofenil)-1-[4-(morfolin-4-il)-fenil]prop-2-en-1-on

3. GERECLER
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3.1. Kullanilan Maddeler

Tablo 3.1. Tez calismasinda kullanilan maddeler

Bilesik

Firma, Ulke

4-Asetamidobenzaldehit
3’, 4’-Dimetoksiasetofenon
Potasyum hidroksit
Metanol

Hidroklorik asit

Etanol

Kloroasetil klortir
Trietilamin
Tetrahidrofuran
1-Metilpiperazin
1-Etilpiperazin
1-Izopropilpiperazin
1-Allilpiperazin
1-(Prop-2-in-1-il)piperazin
1-(2-Metoksietil)piperazin
3-(1-Piperazinil)-propanol
1-[2-(Dimetilamino)etil]-piperazin
1-[3-(Dimetilamino)propil]-piperazin
1-(Metilstilfonil)piperazin
1-(Etansiilfonil)piperazin
1-Siklopentilpiperazin
Aseton

Potasyum karbonat

Petrol eteri

Etil asetat

ITK plag: (Silikajel 60 F254 kapli aliiminyum)
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Acros, Belcika

Alfa Aesar, USA

Sigma, Almanya

Merck, Almanya

Merck, Almanya

Tekim, Tiirkiye

Merck, Almanya

Merck, Almanya

Merck, Almanya

Merck, Almanya

Merck, Almanya

Acros, Belcika

Alfa Aesar, USA

Alfa Aesar, USA

Merck, Almanya

Merck, Almanya

Fluka, Almanya

Fluka, Almanya

TCI, Japonya
Sigma-Aldrich, Almanya
TCI, Japonya
Sigma-Aldrich, Almanya
Merck, Almanya

Merck, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Merck, Almanya



DMSO-ds

AChE-E.C.3.1.1.7, electric eel
BChE-E.C. 3.1.1.8, equine serum

Jelatin

Asetiltiyokolin iyodiir (ATC)
Biitiriltiyokolin iyodiir (BTC)

Merck, Almanya
Sigma, Almanya
Sigma, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Fluka, Almanya
Fluka, Almanya

5,5’-Ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit) (DTNB) Sigma, Almanya

Sodyum bikarbonat

Sigma, Almanya

Potasyum dihidrojen fosfat : Sigma, Almanya Sigma, Almanya
Dimetilsiilfoksit Sigma, Almanya
Donepezil Sigma, Almanya
Takrin Sigma, Almanya

Monoamine Oxidase-A human
Monoamine Oxidase-B human

Horseradish Peroksidaz

Ampliflu ™ Red
Moklobemid

Selejilin

Sigma, Almanya
Sigma, Almanya
Sigma, Almanya
Sigma, Almanya
Sigma, Almanya

Sigma, Almanya

3.2. Kullanilan Cihazlar

Tablo 3.2. Tez ¢alismasinda kullanilan cihazlar

Cihaz

Firma/Model, Ulke

Elektronik terazi

Manyetik tabanli 1sitic karistirict
Ultraviyole lambasi

Erime derecesi tayin cihazi

Infrared spektrofotometresi

Niikleer manyetik rezonans

Shimadzu, Libror EB-330 HU, Japonya
Heidolph, MR 3003, Almanya
Camag, Cabinet, Isvicre

Mettler Toledo-MP90 Melting Point
System

Shimadzu-IR Affinity-1S, Japonya
Bruker, UltraShield 300 MHz, ABD
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spektrometresi
Kiitle spektrometresi
Vortex

Steril Kabin

Inkiibator
Robotik pipetleme tablasi

Mikroplate okuyucu
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Shimadzu, LCMS-IT-TOF, Japonya
Wisemix, Kore

Class 1l TypeA2 (CHC-222A2-60),

Kore

Heraeus, Almanya
BioTek-Preccision XS ABD
BioTek-Synergy H1 ABD



4. YONTEMLER
4.1. Sentez Calismalari
4.1.1. N-(4-(3-(3,4-Dimetoksifenil)-3-oksoprop-1-en-1-il)fenil)asetamid (A)
(Yontem A)

Metanol igerisinde potasyum hidroksit (100 mmol, 5.6 g) ¢oziilmistiir. Cozeltiye
once 3,4-dimetoksiasetofenon (100 mmol, 18.0 g) ardindan 4-asetamidobenzaldehit (100
mmol, 16,3 g) eklenerek oda 1sisinda karismaya birakilmistir. 48 saatlik karigtirma
isleminin sonrasinda renkli ¢okelek olusmustur ve bu c¢okelek siiziilerek reaksiyon

ortamindan alinmustir. Elde edilen iriin ilk olarak kurutulmustur. Daha sonra etanolden
kristallendirilmistir (Sekil 4.1.).
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Sekil 4.1. N-(4-(3-(3,4-Dimetoksifenil)-3-oksoprop-1-en-1-il)fenil)asetamid (A) sentezi i¢in reaksiyon
denklemi

4.1.2. 3-(4-Aminofenil)-1-(3,4-dimetoksifenil)prop-2-en-1-on (B) (Yontem B)

Su (60 mL) ve HCI (20 mL) karisimi igerisinde N-(4-(3-(3,4-Dimetoksifenil)-3-
oksoprop-1-en-1-il)fenil)asetamid (A) (70mmol, 22.75 g) ¢6ziindiiriilmiistir. Ardindan
deney balonu geri geviren sogutucu altinda 12 saat boyunca kaynatilmistir. Reaksiyonun
tamamlanmasinin ardindan deney ortamina buzlu su eklenmis ve amonyak ile nétralize
edilmistir. Coken madde ilk olarak siiziilerek alinmis, su ile yikanmis, kurutulmustur. Bu

islemlerin ardindan etanol yardimu ile kristallendirme islemi gergeklestirilmistir (Sekil
4.2)).
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Sekil 4.2. 3-(4-Aminofenil)-1-(3,4-dimetoksifenil)prop-2-en-1-on (B) sentezi i¢in reaksiyon denklemi

4.1.3. 2-Kloro-N-(4-(3-(3,4-dimetoksifenil)-3-oksoprop-1-en-1-il)fenil)asetamid (C)
(Yontem C)
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Bir balonda 3-(4-Aminofenil)-1-(3,4-dimetoksifenil)prop-2-en-1-on (B) (33
mmol, 9.34 g), THF (30 mL) igerisinde ¢oziilmiistiir. Daha sonra iizerine TEA (33 mmol,
4.63 mL) ilavesi gerceklestirilmis ve balon manyetik karistirici tizerinde hazir bulunan
buz banyosu igerisine alinmistir. Bu islemin ardindan bir damlatma hunisine THF (10
mL) i¢erisinde ¢oziilmiis kloroasetil kloriir (33 mmol, 2.63 mL) koyulmustur. Bu islemin
ardindan karigsmakta olan 3-(4-Aminofenil)-1-(3,4-dimetoksifenil)prop-2-en-1-on (B)
cOzeltisinin iizerine kloroasetil kloriir ¢ozeltisi damlatilmak suretiyle eklenmeye
baslanmistir. Damlatma isleminin tamamlanmasinin ardindan deney balonu 1 saat
boyunca karistirilmaya devam edilmistir. Damlatma islemi ile birlikte kloroasetil kloriir
ilavesinin sonlanmasinin ardindan 1 saat boyunca karistirma islemine devam edilmistir.
Reaksiyonun bittigi ITK ile teyit edildikten sonra THF ortamdan uzaklastirilmis ve
bakiye su ile yikandiktan sonra siiziilmiistiir. Yikama isleminin ardindan kurutulan ham

iiriin daha sonra etanolden kristallendirilmistir (Sekil 4.3.).

o (@)
0L, e BT
TEA /THF Cl -
o NH, \)J\H 0
Sekil 4.3. 2-kloro-N-(4-(3-(3,4-dimetoksifenil)-3-oksoprop-1-en-1-il)fenil)asetamid (C) sentezi igin
reaksiyon denklemi

4.1.4. Hedef bilesiklerin sentezi (4a-4n) (Yontem D)

2-Kloro-N-(4-(3-(3,4-dimetoksifenil)-3-oksoprop-1-en-1-il)fenil)asetamid (C) (1
mmol, 0,36 g) ve K,COs ( Immol, 0.138 g) bir balona alinmis ve aseton (30 mL)
icerisinde ¢oOziilmiis ve ¢ozeltinin igerisine uygun piperazin tiirevi (Immol) ilave
edilmistir. Bu igslemin ardindan reaksiyon karisimi 12 saat boyunca geri ¢eviren sogutucu
altinda, manyetik 1sitici karistirict tizerinde 40°C’de karistirilmistir. Reaksiyonun
tamamlandig1 ITK ile teyit edildikten sonra karisim agz1 acik bir kaba aktarilmis ve ceker
ocak icerisinde aseton ortamdan uzaklastirilmistir. Daha sonra kalan bakiye su ile

yikanmis ve siliziilmiistiir. Kurutulan ham iiriin etanolden kristallendirilmistir (Sekil 4.4.).

O o}
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Sekil 4.4. Hedef sonug bilesiklerin sentezi igin reaksiyon denklemi

4.2. ITK Cahsmalari ve Rf Degerlerinin Saptanmasi

Bahsi gecen tiim sentez c¢alismalarinda ilgili reaksiyonlarin tamamlanip
tamamlanmadiginin kontrolii ITK uygulamalari ile yapilmistir. Reaksiyon basladiktan bir
siire sonra belirli araliklar ile reaksiyon ortamindan numune alimmistir. Daha sonra
reaksiyonun baglangi¢ maddeleri ve reaksiyon ortamindan alinan numuneler etanolde
¢Oziilmiis vaziyette iken sabit faz olan silikajel 60 F254 kapli aliiminyum plakalara kilcal
borular yardimi ile uygulanmistir. Bu islemin ardindan plakalar hareketli faz tanklarina
alinmis ve burada gerek baslangic maddelerinin gerekse triinlerin silikajel {izerinde
stirliklenmesi saglanmigtir. Plaklar {izerindeki lekelerin tayininde, 254 nm ve 366 nm
dalga boylarindaki ultraviyole 1siklardan faydalanilmigtir. iITK sonucu dogrultusunda
reaksiyonun tamamlandigina karar verilirse reaksiyona son verilmis, heniiz reaksiyonun
tamamlanmadigina karar verildiyse reaksiyon devam edilmistir. ITK uygulamalarinda
kullanilacak olan hareketli fazlarin se¢imi, farkli ¢oziiciilerin karigimlarindan meydana
gelen ¢oziicli sistemlerinin denenmesiyle gergeklestirilmistir. Bu denemeler sonucunda
petrol eteri:etil asetat (3:1) ¢oziicii sistemi yontem A, B ve C ile yiiriitiilen reaksiyonlarin
kontrolii i¢in, petrol eteri : etil asetat (1:1) ¢6ziicii sistemi ise yontem D’de yer alan
reaksiyonun kontrolii i¢in ideal hareketli fazlar oldugu uygun goriilmiistiir.

4.3. Erime Noktalarinin Tespiti

Tez calismlar1 dahilinde sentezlenen bilesiklere ait erime noktalar1 (E.N) tayin
edlirken “Mettler Toledo MP90 Melting Point System” adli cihaz kullanilmistir.
Uglarindan yalnizca bir agik olan kapiler borulara yarim santimetrelik seviyelere
ulagincaya degin Sentezlenen maddeler doldurulmus, ardindan bu kapiler borular cihazin
ilgili haznelerine yerlestirilmis ve islemler baglatilmistir. Daha sonra islemler bittiginde

cihazdan alinan videolar izlenmis ve erime noktalar1 kaydedilmistir.
4.4. IR Spektrumlarimin Eldesi

“Shimadzu-IR Affinity-1S” cihazi ile sentezlenen bilesiklere ait IR spektrumlari
elde edilmistir. IR spektrofotometresinin ATR boliimiine sentezlenen maddelerin tatbik

edilmesiyle spektrumlar elde edilmistir.
4.5. 'H-NMR Spektrumlarimn Eldesi

'H-NMR  spektrumlarmin eldesinde Bruker 300 MHz’lik NMR cihazi
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kullanilmistir. Elde edilen bilesikler DMSO-ds igerisinde ¢oziildiikkten sonra

tetrametilsilan (TMS) refarans bilesigi ile ilgili spektrometreye uygulanmislardir.
4.6. BC-NMR Spektrumlarinin Eldesi

BC-NMR spektrumlarinin eldesinde Bruker 300 MHz’lik NMR cihazi
kullanilmistir. Elde edilen bilesikler DMSO-de igerisinde ¢oziildiikkten sonra

tetrametilsilan (TMS) refarans bilesigi ile ilgili spektrometreye uygulanmiglardir.
4.7. Kiitle Spektrumlarimin Eldesi

Tez dahilinde sentezlenen bilesiklere ait kiitle spektrumlarinin eldesinde, ilk
olarak sentezlenen bilesikler asetonitril icerisinde c¢oOziilmiiglerdir. Daha sonra bu
cozeltiler “LCMS-IT-TOF (Shimadzu, Kyoto, Japonya)” cihazina enjeksiyon yoluyla
tatbik edilmis ve elektron sprey iyonizasyon (ESI) iyonlastirma tekniginden
faydalanilarak negatif ve pozitif modda spektrumlar alinmistir.

4.8. Biyolojik Aktivite Calismalari

Tez dahilinde sentezlenen bilesiklerin MAO ve ChE inhibisyon potansiyelleri
arastirilmistir. Biyolojik aktivite ¢alismalarinin her basamaginda kullanilacak distile
sular, Milipor/Milli-Q Synthesis A10 adli saflastirma cihazindan temin edilmistir.
Biyolojik aktive ¢calismalar1 i¢in gerekli olan tiim ¢ozeltilerin yeni hazirlanmis olmasina
ve 1 hafta igerisinde tiiketilmesine dikkat edilmistir. Ilgili calismalar icin hazirlanan
cozeltilerin taksim edilmesi, 96 kuyucuklu plakalara test edilecek bilesiklerin, enzim-
substrat ¢ozeltilerinin tatbiki islemlerinde “BioTek-Precision Power (Amerika Birlesik
Devletleri)” robotik pipetleme sistemi kullanilmustir.

BioTek-Synergy H1 Microplate Reader (Amerika Birlesik Devletleri) cihazi
enzim protokoliiniin olusturulmasinda, takibinde ve spektrofotometrik Olgiimlerin
yapilmasinda kullanilmistir. %2 oraninda hazirlanmis dimetilsiilfoksit (DMSO) ¢ozeltisi
ile bilesiklerin 102 M ve 10* M olmak iizere iki farkli konsantrasyonda ¢dzeltileri
hazirlanmig ve bu ¢ozeltiler biyolojik aktive caligmalarinda kullanilmigtir. Aktivite
degerlerinin tespiti hususunda her bilesik icin %0 ile %100 arasinda degerler
belirlenmistir.

4.8.1. Antikolinesteraz enzim aktivite calismalar:

Modifiye Ellman metodu ile tez dahilinde elde edilen bilesiklerin AChE ve BChE
enzimlerine kars1 géstermis olduklart inhibitor aktiviteleri incelenmistir (Acar Cevik vd.,
2019; Demir Ozkay vd., 2016, 2017; Ellman vd., 1961; Hussein vd., 2018; Levent vd.,
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2017; Osmaniye vd., 2019; Saglik vd., 2014, 2016, 2022; Tok vd., 2019).
4.8.1.1. AChE ve BChE enzim ¢dzeltilerinin hazir hale getirilmesi

Ik olarak %]1°lik jelatin ¢ozeltisi hazirlanmistir. Daha sonra bu ¢dzelti liyofilize
halde bulunan AChE / BChE enzimlerini ¢ozmek amaciyla kullanilmistir. Jelatin ¢ozeltisi
igerisinde 500U/mL konsantrasyonda AChE / BChE enzimi olacak sekilde yeni bir enzim
¢Ozeltisi hazirlanmistir. Bu islemin ardindan hazirlanmis olan enzim ¢ozeltisinden 1mL
alimmis ve 100 mL’lik bir balon jojeye aktarilmistir. Daha sonra balon jojeye su ilavesi
ile hacim 100 mL’ye tamamlanmistir. Bu islemlerin sonucunda 5 U/mL konsantrasyon
degerine sahip stok enzim ¢ozeltisi elde edilmistir. Yeni hazirlanan stok enzim ¢ozeltisi,
her biri 0.7 mL olacak sekilde taksim edilmis ve -20 °C’de muhafaza edilmistir. Aktivite
caligmalarindan Once stok enzim c¢ozeltileri oda 1sisina getirilmis ardindan
konsantrasyonlarin metoda uygun olmasi adina her bir ¢ozelti 1.4 mL’ye su ile
tamamlanmustir. Elde edilen 2,5 U/mL’lik enzim ¢ozeltileri enzim aktivite ¢alismalarinda
kullanilmistir.

4.8.1.2. Asetiltiyokolin iyodiir (ATC) ¢ozeltisinin hazir hale getirilmesi (0.075 M)

Ik olarak ATC (0.217 g) tartimi gergeklestirilmis ardindan bir miktar suda
¢Ozlilmiistiir. Cozme isleminin tamamlanmasindan sonra 10 mL’ye su ile
tamamlanmistir. Daha sonra hazirlanan ¢ozelti, kullanilmadan evvel 0.4 mL’lik
porsiyonlar halinde -20 °C *de saklanmistir.
4.8.1.3. Biitiriltiyokolin iyodiir (BTC) ¢izeltisinin hazir hale getirilmesi (0.075 M)

Ilk olarak BTC (0.237 @) tartim1 gerceklestirilmis ardindan bir miktar suda
¢Oziilmiistiir. Co6zme isleminin tamamlanmasindan sonra 10 mL’ye su ile
tamamlanmistir. Daha sonra hazirlanan ¢ozelti, kullanilmadan evvel 0.4 mL’lik
porsiyonlar halinde -20 °C’de saklanmustir.
4.8.1.4. 5-5-Ditiyobis(2-nitrobenzoik asit) (DTNB) soliisyonunun hazir hale getirilmesi

(0.01 M)

Ik olarak DTNB (0.396 @) tartimi gerceklestirilmis ardindan bir miktar suda
¢oOziilmiistiir. C6zme isleminin tamamlanmasindan sonra bu ¢6zeltiye NaHCO3 (0.15 g)
ilave edilmis ve hacim 100 mL’ye su ile tamamlanmistir. Daha sonra hazirlanan ¢6zelti,
kullanilmadan evvel 3 mL’lik porsiyonlar halinde -20 °C’de saklanmistir.

4.8.1.5. Fosfat tamponunun hazir hale getirilmesi (pH=8.0)

Potasyum dihidrojen fosfat (13.61 g) tartim isleminin tamamlanmasiyla birlikte 1
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L su igerisinde ¢oziilmiistiir. Ardindan pH metre yardimi ile bu ¢ozeltinin pH’s1 0.1 N
NaOH ¢ozeltisi ile kontrolli bigimde 8.0+0.1’e ayarlanmistir. Daha sonra hazirlanan
ayarli tampon ¢6zelti tek kullanimlik ve 0.22 pm por ¢ap1 olan filtrelerden siiziilmiis ve
aktivite c¢aligmalarinda kullanilabilecek tampon ¢ozelti elde edilmistir. Hazirlanan
¢ozelti, kullanilmadan evvel 4°C’de saklanmistir.

4.8.1.6. AChE ve BChE inhibisyon ¢alismasi

Kolorimetrik Ellman metodunun modifiye edilerek elde edilen bilesiklerin enzim
inhibisyonlari incelenerek antikolinesteraz enzim aktivite ¢alismalar1 gergeklestirilmistir
(Acar Cevik vd., 2019; Demir Ozkay vd., 2016, 2017; Ellman vd., 1961; Hussein vd.,
2018; Levent vd., 2017; Osmaniye vd., 2019b; Saglik vd., 2014, 2016, 2022; Tok vd.,
2019). Inhibisyon calismalarini baslatmadan &nce ilk olarak tiim ¢dzeltiler 20-25 °C’ye
getirilmistir. Calismalar esnasinda 96 adet kuyucuga sahip plaklar kullanilmistir. Her bir
hiicreye eklenecek ¢ozeltiler sonucunda her hiicrede 210 pLL hacme ulasilmistir. Bu 210
uL’lik hacme iki farkli test ¢ozeltisiyle ulasilmistir. Bunlardan ilki olan birinci test
¢ozeltisi her kuyucuk icin, 20 pL enzim ¢ozeltisi, 20 uL. DTNB ¢d6zeltisi ve 70 pL fosfat
tamponu icermektedir. Ikinci test ¢ozeltisi ise her kuyucuk igin 10 pL ATC/BTC ve 70
uL fosfat tamponu icermektedir. Enzim inhibitorlerinin de ilavesiyle birlikte her
kuyucukta 10 uLL ATC/BTC, 20 uL enzim ¢ozeltisi, 20 uL inhibitor ¢ozelti, 20 uL DTNB
¢ozeltisi, 140 pL fosfat tamponu olmak tizere her bir kuyucukta 210 pL hacim elde
edilmistir.

Ilk olarak 110 uL birinci test ¢dzeltisinden ve degisik konsantrasyonlarda 20 pL
inhibitor bilesiklerin ¢6zeltilerinden Biotek Precision XS (Amerika Birlesik Devletleri)
robotik sistemi yardimi ile 96 kuyucuklu plakalara ilave edilmistir. Inhibitér bilesikler
her bir konsantrasyon i¢in 4 tekrarli olacak sekilde plaklara uygulanmistir. Hazirlanan
plakalar, BioTek-Synergy HI (Amerika Birlesik Devletleri) adli mikroplaka
okuyucusuna koyularak ilk adimda 5 dakikalik bir karistirma isleminin sonrasinda 15
dakikalik bir inkiibasyon siireci 25 °C’de gergeklestirilmistir.

15 dakikanin sonunda inkiibasyon tamamlanmis ve mikroplaka okuyucusunun
dispenser haznesinin igerisinde yer alan ikinci test ¢ozeltisine ait stoktan 80 pL
hacimlerde her bir kuyucuga ilave edilmistir. Ikinci test ¢ozeltisinin ilavesinin ardindan
30 saniyelik karistirma islemi gergeklestirilmistir. Deneyin bir sonraki asamasinda 412
nm dalga boyunda ilk absorbans okumasi yapilmistir. Reaksiyonun devam etmesini

saglamak i¢in 5 dakika siirecek bir karistirma islemi gercgeklestirilmis ve bu siirenin
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bitiminde ikinci absorbans okumasi yapilmistir. Asagidaki formiilde (1), yapilan okuma
islemleri sonucunda elde edilen iki absorbans degeri arasindaki farklar kullanilarak %

inhibisyon oranlar tespit edilmistir:

% Inhibisyon =[(A(K)'31(('2))1?;))'“8))] x 100

B : Blank (Inhibitor bilesik ve substrat igermeyen kuyucuk)
K : Kontrol (Sadece inhibitor bilesik iceren kuyucuk)
A(B) : Blank kuyucuguna ait absorbans degerleri arasindaki okuma farki
A(K) : Kontrol kuyucuguna ait absorbans degerleri arasindaki okuma farki
A(l) : Inhibitér maddelere ait absorbans degerleri arasindaki okuma farki
Elde edilen bilesiklere ait I1Cso degerlerinin hesaplanmasinda Microsoft Office
Excel-2013 programi kullanilmustir. Ilgili programin non-lineer regresyon analizinin
sigmoid doz-yanit modelinden yardim alinarak inhibisyon egrileri ¢izilmistir.

4.8.2. Monoamin oksidaz enzim aktivite calismalari

Elde edilen bilesiklerin, MAO A ve MAO B enzimlerine kars1 gostermis olduklari
inhibitor aktivitelerinin tespiti fluorometrik metod ile gergeklestirilmistir (Tok vd., 2019).

MAQO enzimlerinin inhibisyon deneylerinde kullanilmak iizere ayn1 giin igerisinde
3 farkli ¢6zelti hazirlanmistir. Bu ¢ozeltilerden ilki, sentezlenen bilesiklerden ve referans
ilag bilesiklerinin farkli konsantrasyonlarda hazirlanan inhibitér madde ¢ozeltileridir.
Ikinci ¢ozelti ise enzim ¢ozeltileridir. Bu ¢ozeltiler hazirlanirken ilk olarak fosfat
tamponu igerisinde hMAO A (0.5 U/mL) ve rekombinant hMAO B (0.64 U/mL)
enzimleri ¢oziiliir ve ¢ozeltinin hacmi son olarak 10 mL’ye tamamlanarak hazirlanmistir.
Bu islemin ardindan son olarak ¢alisma ¢ozeltileri hazirlanir, bu sathada fosfat tamponu
igerisinde Horseradish Peroksidaz (200 U/mL, 100 pL), tiramin (100 mM, 200 pL) ve
Ampliflu ™ Red (20 mM, 200 pL) ¢ozdiirilir ve ¢ozeltinin hacmi 10 mL’ye
tamamlanmistir. Siyah renkli ve diiz tabanli 96 kuyucuklu mikro test plakasinin her bir
kuyucuguna 20 pL inhibitor ¢6zeltilerinden, 100 pL her iki enzim ¢6zeltisinden birinden
ilave edilmistir. Daha sonra 30 dakika siiren ve 37 °C’de ilerleyen inkiibasyon siireci
tamamlanmistir. Inkiibasyon isleminin tamamlanmasinin ardindan 100 pL ¢alisma
cozeltisi eklenmistir ve bdylece reaksiyon baslatilmistir. Bu islemin ardindan 30 dakika
boyunca 37 °C’de inkiibasyona devam edilmistir. Fakat bu ikinci inkiibasyon siireci
esnasinda 5 dakikalik periyotlarla fliioresan (Ex/Em=535/587 nm) ol¢iimii yapilmaistir.

Daha sonra kontrol deneyi ise inhibitor ¢ozelti yerine %2 oraninda DMSO ¢6zeltisinin
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tatbik edilmesiyle gerceklestirilmistir. Inhibitérlerin horseradish peroksidaz iizerindeki
inhibitor etkinliklerinin takibi i¢in ise enzim ¢ozeltileri yerine %3 oraninda H.O; (20
mM) ¢ozeltisi kullanilmis ve béylece paralel okumalar yapilarak horseradish peroksidaza
kars1 inhibitér aktiviteler kontrol altina alinmistir. Kor, kontrol ve tiim inhibitor
konsantrasyonlarindan her biri dort tekrar olacak sekilde uygulanmis ve asagidaki

denklem (2) yardimiyla inhibisyon degerleri hesaplanmistir:

%lnhibition === =R 00 2)

FCt2 : Kontroliin t2 zaman araliginda 6lgiilen fliioresans degeri
FCt1 : Kontroliin t1 zaman aralifinda 6l¢iilen fliioresans degeri
FIt2 : Inhibitériin t2 zaman araliginda 6lgiilen fliioresans degeri
FItl : Inhibitdriin t1 zaman araliginda Slciilen fliioresans degeri
Elde edilen bilesiklere ait 1Cso degerlerinin hesaplanmasinda Microsoft Office
Excel-2013 programinda non-lineer regresyon analizinin sigmoid doz-yanit modeli

kullanilmis ve ¢izilen inhibisyon egrilerinden ICso degerleri hesaplanmustir.
4.9. Molekiiler Docking Calismalar:

Tez dahilinde sentezi gergeklestirilen bilesikler arasindan AChE, BChE ve MAO
B enzimlerine kars1 en etkili bilesik olarak 6n plana ¢ikan 4g kodlu bilesigin AChE enzimi
ile olas1 etkilesim ve baglanma noktalarini ortaya ¢ikarmak amaciyla, yapr temelli in
silico docking metodu uygulanmistir. Bu baglamda AChE enzimi i¢in PDB: 4EY7
(Cheung vd., 2012)kristal yapisi Tlizerinden protein-ligand etkilesim analizi
gerceklestirilmistir.

[lk olarak kristal yap1 Schrédinger Suite 2015 Update 2'de (Schrodinger, L., 2016)
yer alan “Protein Preparation Wizard” protokolii uygulanmis ve kristal yap1 docking
calismalarina hazir hale getirilmistir. Daha sonra bag uzunluklar1t OPLS 2005 kuvvet alani
kullanilarak diizenlenmis ve yiiklii amino asitlerin tlizerindeki atomlarin belirtilen ortam
kosullarindaki olasi yiikleri otomatik olarak belirlenmistir. LigPrep 3.8 (Release, S.,
2016) modiilii ile molekiiler docking g¢alismalart yiiriitiilecek bilesikler docking igin
hazirlanmistir. Grid olusturulurken Glide 7.1 (Schrodinger, L. Glide, 2016) kullanilmis
ve yine ayni modiliin yardimi ile single precision (SP) ile docking calismalari

tamamlanmistir.
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4.10. Molekiiler Dinamik Calismalari

Molekiiler dinamik (MD) simiilasyonlari bir ilag-reseptdr kompleksi i¢in aktif bir
bolgedeki bir ligandin zamana bagli stabilitesini degerlendirmek i¢in Onemli bir
hesaplama araci1 olarak kabul edilmektedir, bu ¢alisma kapsaminda ise bilesik 4g igin
yaptlmistir  (Liu vd., 2018). Yerlestirme sonucundan belirlenen komplekslerin
kararliligin1 saglamak icin 100 ns boyunca MD simiilasyonlar1 gergeklestirilmistir.
Dinamik ¢aligmalari, desmond uygulamasini (Schrodinger Release 2018-3: Prime, 2018),
3 noktali (TIP3P) bir su modeli ve ardindan kompleksin enerji minimizasyonu
(Sureshkumar vd., 2018) ile transfer edilebilir bir molekiiller aras1 potansiyele sahip
Schrédinger Suite'in standart kuvvet alan1 (OPLS3e) kullanilarak gergeklestirilmistir. Tek
degerli iyonlarin fizyolojik konsantrasyonunu simiile ederken bir yandan da sistemin
notralizasyonunu saglamak amaciyla Na* ve Cl iyonlari kullanilarak 0.15 M'lik bir nihai
tuz konsantrasyonu saglar (S. Release, 2014). Sabit sicaklik (310.55 K) ve basing
(1.01325 bar), topluluk sinifi olarak NPT (sabit sayida parcacik, basing ve sicaklik) ile
kullanilmistir. Hareket denklemlerini biitiinlestirmek icin RESPA entegratorii
(Humphreys vd., 1994) kullanilmistir. Simiilasyon sicakligini sabit tutmak i¢in NH
termostatlar1 (Hoover, 1985) kullanilmis ve basinct kontrol etmek igin MTK yontemi
(Martyna vd., 1994) uygulanmistir. Uzun menzilli elektrostatik etkilesimler, pmE
yontemi (Essmann vd., 1995) ile hesaplanmistir. Van der Waals ve kisa menzilli
elektrostatik etkilesimler igin siir 9,0 A olarak ayarlanmistir. Sistemin dengelenmesi,
sistemi yavasca gevsetmek icin kullanilan bir dizi sinirlandirilmis minimizasyon ve
molekiiler dinamik simiilasyonlarindan olusan Desmond'da saglanan varsayilan
protokolle gergeklestirilmistir. MD simiilasyonu, yukaridaki ayarlar kullanilarak ve
sistem kurulumunun tamamlanmasinin ardindan gerceklestirilmistir. Rg (donme
yarigapi), kok ortalama kare dalgalanma (RMSF) ve kok ortalama kare sapma (RMSD)
degerleri Desmond uygulamasi (Schrodinger Release 2018-3: Prime, 2018) tarafindan

hesaplanmustir.

5. BULGULAR VE YORUM
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5.1. Sentez Calismalari
5.1.1. N-(4-(3-(3,4-Dimetoksifenil)-3-oksoprop-1-en-1-il)fenil)-2-(4-metilpiperazin-
1-il)asetamid (4a)

O
~ O
O d
N
H
Sekil 5.1. N-(4-(3-(3,4-dimetoksifenil)-3-oksoprop-1-en-1-il)fenil)-2-(4-metilpiperazin-1-il)asetamid (4a)

molekiiliiniin kimyasal yapisi

Deneysel E.N.: 68,6 °C. Verim: %81.

IR (ATR) vmaks (cm™): 3258 (N-H yapisina ait gerilim bandi), 1676 (salkon C=0
yapisina ait gerilim bandi), 1647 (amit C=0 yapisina ait gerilim bandi), 1148 (C-O
yapisina ait gerilim band).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-d6) & (ppm): 2.16 (3H, s, -CH3), 2.26-2.49 (8H, v,
piperazin), 3.14 (2H, s, -CH>), 3.86 (3H, s, -OCHs3), 3.87 (3H, s, -OCH3), 7.10 (1H, d, J=
8.59 Hz, trisiibstitiecbenzen), 7.60 (1H, d, J=1.95 Hz, Ar-CH), 7.69 (1H, s,
trisiibstitiicbenzen), 7.74 (2H, d, J=8.74 Hz, disiibstitiiebenzen), 7.83 (1H, m,
trisiibstitiiebenzen), 7.87 (2H, m, disiibstitiiecbenzen), 7.91 (1H, m, Ar-CH), 9.94 (1H, s,
sekonder amin).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-d6) & (ppm): 46.24, 53.16, 54.97, 56.05, 62.31, 111.10,
111.30, 119.71, 120.66, 123.72, 130.16, 130.27, 131.08, 141.14, 143.28, 149.22, 153.57,
169.12, 187.66.

HRMS (ESI) (m/z) [M+H]": C24H20N30s i¢in hesaplanan: 424.2231, bulunan:
424.2239.
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DOPNALAB

Item Value

Acquired Date&Time 17.05.2023 14:43:27

Acquired by System Administrator

Filename C:\Users\dopnalab\Desktop\MASAUSTU\derya\berkant\AL serisi\AL-11.ispd

Spectrum name AL-11

Sample name AL-1

Sample ID

Option

Comment

No. of Scans 15

Resolution 4 [cm-1]

Apodization Happ-Genzel

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
cm-1

110

%T

| ) |

100—

3008,95
2935,66

3257,77
2810,28
\

1570,06—

—T —T — T T
4000 3500 3000 2500 2000

Sekil 5.2. IR spektrumu (4a)
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3 8538858338 RBL3N3 &8 = BBII5/2
Current Data Parameters
NAME AL-1
EXPNO 1
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20230331
Time 15.23
INSTRUM  FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG 29
TD 16384
SOLVENT DMSO
NS 16
DS 0
SWH 6103.516 Hz
FIDRES 0.372529 Hz
AQ 1.3421773 sec
RG 10.2576
DW 81.920 usec
DE 6.50 usec
TE 354.8 K
D1 3.00000000 sec
TDO 1
==mm==== CHANNEL f| =====a==
SFO1 300.1818537 MHz
NUC1 1H
P1 13.00 usec
PLW1 10.00000000 W
F2 - Processing parameters
S| 65536
SF 300.1800000 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 0.30 Hz
GB 0
PC 1.00

'3 AL

T T T T T T T T T T T 1
11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
- olail+lail ol =] |+ ailes o Nl

Sekil 5.3. *H-NMR spektrumu (4a)
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Current Data Parameters

NAME AL-1
EXPNO 2
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20230331
Time 15.25
INSTRUM  FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zgpg

D 32768
SOLVENT DMSO
NS 2048

DS 4

SWH 24414.062 Hz
FIDRES 0.745058 Hz
AQ 0.6710886 sec
RG 501.187

DW 20.480 usec
DE 6.50 usec

TE 354.8 K

D1 1.00000000 sec

D11 0.03000000 sec
D31 0.00001500 sec
D32 0.89999998 sec
D40 0.00093990 sec

23
26
90.00 usec
1
CHANNEL f1 ========
75.4878687 MHz
13C
15.00 usec
15.00000000 W
======== CHANNEL 12 =—====—===
SFO2 300.1812007 MHz
NUC2 1H
CPDPRG[2 waltz16
PCPD2 90.00 usec
PLW2 10.00000000 W
PLW12 0.20863999 W
PLW13 0.10495000 W
F2 - Processing parameters
S 32768
SF 75.4803210 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 1.00 Hz
GB 0

PC 1.40

Sekil 5.4. 13C-Nl\ﬂi(°) spektrumu (4a)



Formula Predictor Report - AL-1_197.lcd Page 1 of 1
Data File: C:\LabSolutions\Data\Analiz\Serkan\AL-1_197.Icd
Eimt Val. Min Max Eimt  Val. Min Max Elmt  Val. Min Max Eimt Val. Min Max Use Adduct
H 1 0 30 (¢] 2 0 5 Cl 1 0 0 | 3 0 0 H
B 3 0 0 F 1 0 0 Br 1 0 0
C 4 0 32 P 3 0 0 Ru 2 0 0
N 3 0 5 S 2 0 2 Pd 2 0 0
Error Margin (ppm): 5 DBE Range: 5.0-25.0 Electron lons: odd
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use MSn Info: yes
Max Isotopes: 3 Isotope RI (%): 1.00 Isotope Res: 9000
MSn Iso RI (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 50
Event#: 1 MS(E+) Ret. Time : 1.893 Scan# : 285
6.000e6+
5.500e6
5.000e6
4.500e6-
4.000e6 i
3.500e6. 424.2239
3.000e6+
2.500e6
2.000e6
1.50066] 425.2275
1.000e61 2126140 MR
5.000e5-
04— Ly T T T T T T T T T T T T
100.0 150.0  200.0 250.0 300.0 350.0 400.0 450.0 500.0 550.0 600.0 650.0 700.0
Measured region for 424.2239 m/z
424.2239
100.0
50.04
425.2275
0 " I\ et —_— —— : 2% ;
424.0 4245 425.0 425.5 426.0 426.5
C24 H29 N3 O4 [M+H]+ : Predicted region for 424.2231 m/z
424.2231
100.04
\
50.0+ ‘ |
‘| ‘l 425.2262
I |
| | \
1\ |
0 ; | ; L1\ : . L .
424.0 4245 425.0 425.5 426.0 426.5
Rank Score Formula (M) lon Meas. m/z  Pred. m/z Df. (mDa) Df. (ppm) Iso DBE
1 97.78 C24 H29 N3 O4 [M+H]+ 424.2239  424.2231 0.8 1.89 100.00 12.0

Sekil 5.5. HRMS spektrumu (4a)
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5.1.2. N-(4-(3-(3,4-Dimetoksifenil)-3-oksoprop-1-en-1-il)fenil)-2-(4-etilpiperazin-1-
il)asetamid (4b)

O
ORI
K/N\)J\N O/
H

Sekil 5.6. N-(4-(3-(3,4-dimetoksifenil)-3-oksoprop-1-en-1-il)fenil)-2-(4-etilpiperazin-1-il)asetamid (4b)

molekiiliiniin kimyasal yapisi

Deneysel E.N.: 61,7 °C. Verim: %82.

IR (ATR) vmaks (cm™): 3271 (N-H yapisina ait gerilim bandi), 1678 (salkon C=0
yapisina ait gerilim bandi), 1647 (amit C=0 yapisina ait gerilim bandi), 1147 (C-O
yapisina ait gerilim band).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-d6) & (ppm): 0.98 (3H, t, J=7.17 Hz, -CHa), 2.14-2.44
(10H, m, piperazin, -CH-), 3.13 (2H, s, -CH>), 3.86 (3H, s, -OCHj3), 3.87 (3H, s, -OCHj3),
7.10 (1H, d, J= 8.56 Hz, trisiibstitiiebenzen), 7.60 (1H, d, J=1.93 Hz, Ar-CH), 7.69 (1H,
s, trisiibstitiiebenzen), 7.74 (2H, d, J=8.74 Hz, disiibstitiicbenzen), 7.83 (1H, m,
trisiibstitiiebenzen), 7.87 (2H, m, disiibstitiiecbenzen), 7.91 (1H, m, Ar-CH), 9.94 (1H, s,
sekonder amin).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-d6) & (ppm): 12.53, 52.07, 52.66, 53.31, 56.04, 62.39,
111.05, 111.28,119.71, 120.64, 123.71, 130.16, 130.26, 131.07, 141.15, 143.29, 149.2 0,
153.56, 169 12, 187.65.

HRMS (ESI) (m/z) [M+H]": C25H31N304 i¢in hesaplanan: 438.2387, bulunan:
438.2386.
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DOPNALAB

Item Value

Acquired Date&Time 17.05.2023 14:51:56

Acquired by System Administrator

Filename C:\Users\dopnalab\Desktop\MASAUST U\derya\berkant\AL serisi\AL-21.ispd

Spectrum name AL-21

Sample name AL-2

Sample ID

Option

Comment

No. of Scans 15

Resolution 4 [cm-1]

Apodization Happ-Genzel

1111

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
cm-1

100—

%T |

3080,32—
2968 45~
2939,527"

1
3271,27
2823,79—

125759
1240,23"
1161,1

1147,65
1018,417
756,10
756,10
410,84
L\

418,551

20— ———————
4000 3500

T T T T L

— T
1000 500
cm-1

— T T T T
3000 2000 1500

Sekil 5.7. IR spektrumu (4b)
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3 58385834LN8E8 -8 F8CE82I02YS38INRNLRR2I8]Y
Current Data Parameters
NAME AL-2
EXPNO 1
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20230331
Time 20.33
INSTRUM  FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG 29
D 16384
SOLVENT DMSO
NS 16
DS 0
SWH 6103.516 Hz
FIDRES 0.372529 Hz
AQ 1.3421773 sec
RG 8.12061
bw 81.920 usec
DE 6.50 usec
TE 358.2 K
D1 3.00000000 sec
TDO 1
m===mm=x CHANNEL fl s=m==m=x
SFO1 300.1818537 MHz
NUC1 1H
P1 13.00 usec
PLW1 10.00000000 W
F2 - Processing parameters
S| 65536
SF 300.1800000 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 0.30 Hz
GB 0
PC 1.00
ki A i[f LFr
T T T T T T T T T T 1
1 10 9 6 5 3 2 ppm

3.05 ~ =]
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5 8 8 ¢ %5 588 882 - 8 Zais 2 BRUKER
S A Rt ] (P

I T N 72 I VAR A\
Current Data Parameters
NAME AL-2
EXPNO 2
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20230331
Time 20.34
INSTRUM  FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zgpg
TD 32768
SOLVENT DMSO
NS 2048
DS 4
SWH 24414.062 Hz
FIDRES 0.745058 Hz
AQ 0.6710886 sec
RG 501.187
DW 20.480 usec
DE 6.50 usec
TE 358.1 K
D1 1.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
D31 0.00001500 sec
D32 0.89999998 sec
D40 0.00093990 sec
L4 23
L5 26
P32 90.00 usec
TDO 1
======== CHANNEL {1 ========
SFO1 75.4878687 MHz
NUC1 13C
P1 15.00 usec
PLW1 15.00000000 W
======== CHANNEL {2 ========
SFO2 300.1812007 MHz
NUC2 1H
CPDPRG[2 waltz16
PCPD2 90.00 usec
7 7 _r P _ PLW2 10.00000000 W
< PLW12 0.20863999 W
L PLW13 0.10495000 W
F2 - Processing parameters
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1 SI 32768
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 9 8 70 60 50 40 30 20 10 ppm Sy TD-AUGOSI0ME
SSB 0
LB 1.00 Hz
GB 0

PC 1.40

Sekil 5.8. 'H-NMR spektrumu (4b)
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Sekil 5.9. °C-NMR  spektrumu (4b)
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Formula Predictor Report - AL-2_198.lcd

Page 1 of 1

Data File: C:\LabSolutions\Data\Analiz\Serkan\AL-2_198.Icd

Eimt Val. Min Max Eimt Val. Min Max Elmt Val. Min Max Eimt Val. Min Max Use Adduct
H 1 0 32 (0] 2 0 5 Cl 1 0 0 | 3 0 0 H
B 3 0 0 F 1 0 0 Br 1 0 0
(o] 4 0 32 P 3 0 0 Ru 2 0 0
N 3 0 5 S 2 0 2 Pd 2 0 0
Error Margin (ppm): 5 DBE Range: 5.0 - 25.0 Electron lons: odd
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use MSn Info: yes
Max Isotopes: 3 Isotope RI (%): 1.00 Isotope Res: 9000
MSn Iso RI (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 50
Event#: 1 MS(E+) Ret. Time : 1.907 Scan# : 287
6.000e6
5.000e6+
4000564 4380386
3.000e6+
2.000e6
219.6224 439.2413
1.000e6 220.1227
01— / —— , . . ki , - - - :
100.0 150.0 200.0 250.0 300.0 350.0  400.0 450.0 500.0 550.0 600.0 650.0 700.0
Measured region for 438.2386 m/z
438.2386
100.0
50.0
439.2413
440.2443
0 . AN o —_ — . AN .
438.0 438.5 439.0 439.5 440.0 440.5
C25 H31 N3 O4 [M+H]+ : Predicted region for 438.2387 m/z
438.2387
100.0
|
50.0- ‘ \
‘I l 439.2419
il I
| Il
) , AN ; ; JAAN ; . VAN |
438.0 438.5 439.0 439.5 440.0 440.5
Rank Score Formula (M) lon Meas. m/z  Pred. m/z Df. (mDa) Df. (ppm) Iso  DBE
1 87.09 C25H31 N3 04 [M+H]+ 438.2386 438.2387 -0.1 -0.23 87.09 12.0

Sekil 5.10. HRMS spektrumu (4b)
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5.1.3. N-(4-(3-(3,4-Dimetoksifenil)-3-oksoprop-1-en-1-il)fenil)-2-(4-
izopropilpiperazin-1-il)asetamid (4c)

O Ao
S NOARe®

Sekil 5.11. N-(4-(3-(3,4-dimetoksifenil)-3-oksoprop-1-en-1-il)fenil)-2-(4-izopropilpiperazin-1-il)asetamid

(4c) molekiiliiniin kimyasal yapisi

Deneysel E.N.: 127,6 °C. Verim: %77.

IR (ATR) vmaks (cm™): 3269 (N-H yapisina ait gerilim bandi), 1680 (salkon C=0
yapisina ait gerilim bandi), 1649 (amit C=0 yapisina ait gerilim bandi), 1161 (C-O
yapisina ait gerilim band).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-d6) & (ppm): 0.96 (6H, d, J=6.51 Hz, -CH3), 2.36-2.44
(4H, y, piperazin), 2.56-2.72 (5H, m, piperazin, -CH-), 2.64 (1H, m, CH), 3.12 (2H, s, -
CHy), 33.86 (3H, s, -OCHs), 3.87 (3H, s, -OCHg), 7.10 (1H, d, J= 8.56 Hz,
trisiibstitiiecbenzen), 7.60 (1H, d, J=1.92 Hz, Ar-CH), 7.69 (1H, s, trisiibstitiiebenzen),
7.74 (2H, d, J=8.74 Hz, distibstitiicbenzen), 7.84 (1H, m, trisiibstitiiebenzen), 7.88 (2H,
m, disiibstitiiebenzen), 7.91 (1H, m, Ar-CH), 9.92 (1H, s, sekonder amin).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-d6) & (ppm): 18.73, 48.27, 53.72, 54.07, 56.05, 62.48,
111.09, 111.29, 119.74, 120.65, 123.71, 130.16, 130.26, 131.08, 141.15, 143.29, 149.22,
153.56, 169.14, 187.65.

HRMS (ESI) (m/z) [M+H]": C26H33N304 i¢in hesaplanan: 452.2544, bulunan:
452.2550.
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DOPNALAB

Item Value

Acquired Date&Time 17.05.2023 14:58:49
Acquired by System Administrator
Filename C:\Users\dopnalab\Desktop\MASAUSTU\derya\berkant\AL serisi\AL-31.ispd
Spectrum name AL-31
Sample name AL-3
Sample ID
Option
Comment
No. of Scans 15
Resolution 4 [cm-1]
Apodization Happ-Genzel

1_.
Abs |

0

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

cm-1

e TNV "~
%T L3 b

] g L ©3

= o o W o

80— 8 ° 83

1 N8

] 2

60— E’E

] &

. )

40—

04— 77 7T 7 T T T ] T T T [ T T T | T T T T T T T T 1

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

cm-1

Sekil 5.12. IR spektrumu (4c)
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8YNRBBICALRRTITIES 3 BRUKER
= Q22§ (>

Current Data Parameters

9.92
791
7.90
7.89
7.88
7.87
7.85
7.84
7.75
7.73
7.69
7.61
7.60
7.12
7.09
3.87
3.86
3.12
272
2.70
268
2.66
263
261
2.59
257
2.56
2.50
249
244
243
243
2.36
2.36

NAME AL-3
EXPNO 1
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20230331
Time 17.26

INSTRUM  FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1

PULPROG 29

T 16384
SOLVENT DMSO

NS 16

DS 0

SWH 6103.516 Hz
FIDRES 0.372529 Hz
AQ 1.3421773 sec
RG 11.3553

bw 81.920 usec

DE 6.50 usec

TE 355.9 K

D1 3.00000000 sec
TDO 1

m=m=mmms CHANNEL fl smm=mme
SFO1 300.1818537 MHz
NUC1 1H

P1 13.00 usec

PLW1 10.00000000 W

F2 - Processing parameters

S| 65536

SF 300.1800000 MHz
wbw EM

SSB 0

LB 0.30 Hz

GB 0

PC 1.00

L A L Lkr

T T T T T T

1 10 9
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Sekil 5.13. *H-NMR spektrumu (4c)
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190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 920 80 70 60 50 30 20 10 ppm
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Current Data Parameters

NAME AL-3
EXPNO 2
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20230331
Time 17.28
INSTRUM  FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zgpg

TD 32768
SOLVENT DMSO
NS 2048

DS 4

SWH 24414.062 Hz
FIDRES 0.745058 Hz
AQ 0.6710886 sec
RG 501.187

DW 20.480 usec
DE 6.50 usec

TE 356.1 K

D1 1.00000000 sec

D11 0.03000000 sec
D31 0.00001500 sec
D32 0.89999998 sec
D40 0.00093990 sec

L4 23

L5 26

P32 90.00 usec
TDO 1

======== °I>zzm—l ‘d —===z====¢
SFO1 75.4878687 MHz
NUC1 13C

P1 15.00 usec
PLW1 15.00000000 W
======== CHANNEL {2 ========
SFO2 300.1812007 MHz
NUC2 1H
CPDPRG[2 waltz16
PCPD2 90.00 usec
PLW2 10.00000000 W
PLW12 0.20863999 W
PLW13 0.10495000 W
F2 - Processing parameters
Si 32768

SF 75.4803210 MHz
wWDW EM

SSB 0

LB 1.00 Hz

GB 0

PC 1.40
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Sekil 5.14. 3C-NMR  spektrumu (4c)
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Formula Predictor Report - AL-3_199.lcd

Data File: C:\LabSolutions\Data\Analiz\Serkan\AL-3_199.Icd

Page 1 of 1

Eimt Val. Min Max Eimt  Val. Min Max Elmt  Val. Min Max Eimt Val. Min Max Use Adduct
H 1 0 35 (¢] 2 0 5 Cl 1 0 0 | 3 0 0 H
B 3 0 0 F 1 0 0 Br 1 0 0
C 4 0 32 P 3 0 0 Ru 2 0 0
N 3 0 5 S 2 0 2 Pd 2 0 0
Error Margin (ppm): 5 DBE Range: 5.0-25.0 Electron lons: odd
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use MSn Info: yes
Max Isotopes: 3 Isotope RI (%): 1.00 Isotope Res: 9000
MSn Iso RI (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 50
Event#: 1 MS(E+) Ret. Time : 1.933 Scan# : 291
5.500e6-
5.000e6-
4.500e6+
4.000e6-
3.500e6- 452.2550
3.000e6+
2.500e6-
i 453259
1.500e6 226.6302 ’
1.000e6 227.1312
5.000e5-
04— Tt T T T T T T | Iy T T T T T
100.0 150.0 200.0 250.0 300.0 350.0 400.0 450.0 500.0 550.0 600.0 650.0 700.0
Measured region for 452.2550 m/z
452.2550
100.0
50.0-
453.2596
454.2620
o i = N . , AN\ .
452.0 452.5 453.0 453.5 454.0 454.5
C26 H33 N3 O4 [M+H]+ : Predicted region for 452.2544 m/z
452.2544
100.0
|
?
50.0- l l‘
| |‘ 453.2575
| f
il I
I I 454.2604
0 L N L — — A
452.0 452.5 453.0 453.5 454.0 454.5
Rank Score Formula (M) lon Meas. m/z  Pred. m/z Df. (mDa) Df. (ppm) Iso DBE
1 87.25 C26 H33 N3 04 [M+H]+ 452.2550  452.2544 0.6 1.33 8798 12.0

Sekil 5.15. HRMS spektrumu (4c)
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5.1.4. 2-(4-Allilpiperazin-1-il)-N-(4-(3-(3,4-dimetoksifenil)-3-oksoprop-1-en-1-
il)fenil)asetamid (4d)

0]
eSVsance
K/N\)J\N o/
H

Sekil 5.16. 2-(4-Allilpiperazin-1-il)-N-(4-(3-(3,4-dimetoksifenil)-3-oksoprop-1-en-1-il)fenil)asetamid (4d)

molekiiliiniin kimyasal yapisi

Deneysel E.N.: 120,8 °C. Verim: %79.

IR (ATR) vmaks (cm™): 3265 (N-H yapisina ait gerilim bandi), 1680 (salkon C=0
yapisina ait gerilim bandi), 1649 (amit C=0 yapisina ait gerilim bandi), 1147 (C-O
yapisina ait gerilim band).

H-NMR (300 MHz, DMSO-d6) & (ppm): 2.37-2.44 (4H, y, piperazin), 2.51-2.63 (4H,
y, piperazin), 2.94 (2H, d, J=6.36 Hz, -CH), 3.14 (2H, s, -CH>), 3.86 (3H, s, -OCHj3),
3.87 (3H, s, -OCHg3), 5.14 (2H, m, -CH_z allil), 5.80 (1H, m, -CH allil), 7.10 (1H, d, J=
8.56 Hz, trisiibstitiiebenzen), 7.60 (1H, d, J=1.95 Hz, Ar-CH), 7.69 (1H, s,
trisiibstitiiecbenzen), 7.74 (2H, d, J=8.74 Hz, distbstitiiebenzen), 7.84 (2H, d, J=2.55 Hz,
distibstitiiebenzen), 7.88 (1H, m, trisiibstitiiebenzen), 7.91 (1H, m, Ar-CH), 9.93 (1H, s,
sekonder amin).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-d6) & (ppm): 52.85, 53.23, 56.06, 61.33, 62.33, 111.09,
111.30, 117.91, 119.72, 120.67, 123.72, 130.16, 130.27, 131.08, 136.07, 141.14, 143.28,
149.22, 153.57, 169.10, 187.65.

HRMS (ESI) (m/z) [M+H]": C26H31N304 i¢in hesaplanan: 450.2387, bulunan:
450.2388.
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Item Value
Acquired Date&Time 17.05.2023 15:05:12
Acquired by System Administrator
Filename C:\Users\dopnalab\Desktop\MASAUSTU\derya\berkant\AL serisi\AL-41.ispd
Spectrum name AL-41
Sample name AL-4
Sample ID
Option
Comment
No. of Scans 15
Resolution 4 [cm-1]
Apodization Happ-Genzel
Abs
0
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Sekil 5.17. IR spektrumu (4d)
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Current Data Parameters
NAME AL-4
EXPNO 1
PROCNO 1

INSTRUM  FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1

PULPROG 29

TD 16384
SOLVENT DMSO

NS 16

DS 0

SWH 6103.516 Hz
FIDRES 0.372529 Hz
AQ 1.3421773 sec
RG 9.85466

bw 81.920 usec

DE 6.50 usec

TE 352.7 K

D1 3.00000000 sec
TDO 1

m=mmmm== CHANNEL f m=m——mee
SFO1 300.1818537 MHz
NUC1 1H

P1 13.00 usec

PLW1 10.00000000 W

F2 - Processing parameters

S| 65536

SF 300.1800000 MHz
WDwW EM

SSB 0

LB 0.30 Hz

GB 0

PC 1.00

| L&F Ii M

T
11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

: EECEEl g W g [l



Sekil 5.18. *H-NMR spektrumu (4d)
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Current Data Parameters

NAME AL-4
EXPNO 2
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20230331
Time 11.10
INSTRUM  FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zZgpg

TD 32768
SOLVENT DMSO
NS 2048

DS 4

SWH 24414.062 Hz
FIDRES 0.745058 Hz
AQ 0.6710886 sec
RG 501.187

DW 20.480 usec
DE 6.50 usec

TE 352.5 K

D1 1.00000000 sec

D11 0.03000000 sec
D31 0.00001500 sec
D32 0.89999998 sec
D40 0.00093990 sec

L4 23
LS 26
P32 90.00 usec
TDO 1
=== n=>zzm—l ‘d sS=======

SFO1

75.4878687 MHz
NUC1 13C
P1 15.00 usec
PLW1 15.00000000 W
======== CHANNEL {2 ========
SFO2 300.1812007 MHz
NUC2 1H
CPDPRG[2 waltz16
PCPD2 90.00 usec
PLW2 10.00000000 W
PLW12 0.20863999 W
PLW13 0.10495000 W
F2 - Processing parameters
Sl 32768
SF 75.4803210 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 1.00 Hz
GB 0

PC 1.40



Formula Predictor Report - AL-4_200.lcd

Data File: C:\LabSolutions\Data\Analiz\Serkan\AL-4_200.Ilcd

Page 1 of 1

Eimt Val. Min Max Eimt  Val. Min Max Elmt  Val. Min Max Eimt Val. Min Max Use Adduct
H 1 0 35 (¢] 2 0 5 Cl 1 0 0 | 3 0 0 H
B 3 0 0 F 1 0 0 Br 1 0 0
C 4 0 32 P 3 0 0 Ru 2 0 0
N 3 0 5 S 2 0 2 Pd 2 0 0
Error Margin (ppm): 5 DBE Range: 5.0-25.0 Electron lons: odd
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use MSn Info: yes
Max Isotopes: 3 Isotope RI (%): 1.00 Isotope Res: 9000
MSn Iso RI (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 50
Event#: 1 MS(E+) Ret. Time : 1.733 Scan# : 261
6.000e6+
5.500e6+
5.000e6
4.500e6
4.000e6
3.500e61 450.2388
3.000e6+
290006 225.5206
2.000e6 451.2426
1.500e67 226.1222
1.000e6
5.000e5-
ol ok ; L , ; ; . ; ; ; ; ;
100.0 150.0 200.0 250.0 300.0 350.0 400.0 450.0 500.0 550.0 600.0 