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OZET

YENI TIYAZOL-4-ON TUREVLERININ SENTEZi VE BIYOLOJIK
ETKINLIKLERININ ARASTIRILMASI

Burak YAVUZ
Farmasétik Kimya Anabilim Dali
Farmasotik Kimya Tezli Yiiksek Lisans Programi
Anadolu Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Ocak 2025
Danisman: Prof. Dr. Nalan GUNDOGDU-KARABURUN

Yasliliga bagli ve progresif bir profil ¢izen norodejeneratif hastalik olan ve iilkelere ciddi
bakim maliyetleri yiikiimliiliiglinii de beraberinde getiren Alzheimer hastaliginin (AH)
popiilasyonundaki artig sebebiyle ileriki donemde kanserden daha yaygin hale
gelebilecegi  diisliniilmektedir. Bu hastaligin tedavisi i¢in yapilan calismalar
etiyolojisindeki belirsizlikler nedeniyle rasyonel tedavi baglaminda amacina

ulagamamustir.

Bu yiiksek lisans tezi kapsaminda donepezilden ve literatiir taramasi1 sonucunda elde
edilen hedef bilesiklerin yapilarinda bulunan ve AChE, BChE, MAO-A veya MAO-B
inhibisyon aktivitelerine sahip oldugu gosterilen tiyazol, morfolin, hidrazon ve salkon
yapilarindan hareketle bir dizi yeni tiyazol-4-on tiirevi bilesik tasarlanip sentezlenmis ve

IR, H-NMR, 3C-NMR yéntemleriyle yapilar: tanimlanmustir.

Referans bilesiklerle birlikte yapilan ve degerlendirilen biyolojik aktivite sonuglarina
gbre en giiclii inhibitdr aktiviteyi basta AChE, BChE ve MAO-B enzimleri i¢in ‘4-
metoksi benziliden’ tiirevi 4c bilesigi ve buna en yakin profili sergileyen ve MAO-A’ya
karsi en etkili bilesik olan ‘4-dimetilamin benziliden’ tiirevi’ 4e bilesigi gostermistir.
AChE enzimi i¢in molekiiler yerlestirme ve molekiiler dinamik analizine tabi tutulan ve
enzimin aktif bolgeleriyle olan etkilesimleri incelenen bu bilesikler AH tedavisinde rol

istlenebilecek sonuglar gostermistir.

Anahtar Sozciikler: Alzheimer hastaligi, Kolinesteraz inhibitérleri, Monoamin

oksidaz inhibitorleri, Salkon, Molekiiler dinamik



ABSTRACT

SYNTHESIS OF NEW THIAZOL-4-ONE DERIVATIVES AND INVESTIGATION
OF THEIR BIOLOGICAL ACTIVITIES

Burak YAVUZ
Department of Pharmaceutical Chemistry
Pharmaceutical Chemistry Master's Program with Thesis
Graduate School of Anadolu University, January 2025
Supervisor: Prof. Dr. Nalan GUNDOGDU-KARABURUN

It is thought that Alzheimer's disease (AD), which is a neurodegenerative disease that is
progressive and age-related and brings serious care cost obligations to countries, may
become more common than cancer in the future due to the increase in its population.
Studies conducted for the treatment of this disease have not achieved their goal in the

context of rational treatment due to uncertainties in its etiology.

In this master's thesis, a series of new thiazol-4-one derivative compounds were designed
and synthesized based on thiazole, morpholine, hydrazone and chalcone structures found
in the structures of donepezil and target compounds obtained as a result of literature
review and shown to have AChE, BChE, MAO-A or MAO-B inhibitory activities and
their structures were identified by IR, *H-NMR, 3C-NMR methods.

According to the biological activity results performed and evaluated with reference
compounds, the most potent inhibitory activity was shown by the ‘4-methoxy
benzylidene’ derivative compound 4c for AChE, BChE and MAO-B enzymes, and the
‘4-dimethylamine benzylidene’ derivative compound 4e, which exhibits the closest
profile and is the most effective compound against MAO-A. These compounds, which
were subjected to molecular docking and molecular dynamics analysis for the AChE
enzyme and whose interactions with the active sites of the enzyme were examined,

showed results that could play a role in the treatment of AD.

Keywords: Alzheimer's disease, Cholinesterase inhibitors, Monoamine oxidase
inhibitors, Chalkon, Molecular dynamics



TESEKKUR
15/12/2024

Lisans egitiminden sonra ilk 8 yilin1 hastane eczacisi olarak gecirdigim meslek hayatimi
akademik yolda devam ettirme hevesimi gorerek beni dinleyip gerek hayat tecriibeleriyle
gerckse akademik donanimlariyla bana yol gosteren, desteklerini en ciddi manada igten
ve samimi duygularla her asamada hissettigim hocalarimdan saygideger hocam ve
danismanim Prof. Dr. Nalan GUNDOGDU-KARABURUN’a ve saygideger hocam Prof.
Dr. Zafer Asim KAPLANCIKLI’ya,

Tez ¢alisma siirecimde, her konuda bana kars1 destegini eksik etmeyen, beni saygiyla ve
sabirla dinleyip hangi durumda nasil yol izlemem gerektigini kendi yogun c¢aligma
temposunu bir kenara birakarak sahiplenici bir tavirla aktarmaya calisan, yogunlastigim
donemlerde nefes aldiracak alternatif yollar1 agmaya her zaman hazir olan sevgili hocam

Ogr. Gor. Dr. Asaf Evrim EVREN’,
Farmasotik Kimya Anabilim Dali’nin tiim degerli hocalarina,

Laboratuvar ¢alismalarinda hangi konuda olursa olsun yardimini esirgemeyen iyi niyetli

meslektagim Aybiike Ziileyha KAY A’ya tesekkiirlerimi sunuyorum.

Bu tezimi, belki bir¢cok seyden 6diin verme pahasina meslek hayatimi akademik yolda
devam ettirme kararimi saygi ve hosgoriiyle karsilayan, bana tez ¢aligma siirecim
boyunca katlanarak her zaman 6zverili davranan, her seyimi paylastigim, fedakar, sevgili
esim Aysegiil YAVUZ’a ve tabiki miniklerim Selim Ege ve Kerem Han’a; bugiinlere
kadar gelmemde sonsuz emegi olan, karsiliksiz sevgileriyle her zaman destek¢im olmus
ve yanimda durmus canim annem Remziye YAVUZ ve canim babam Ahmet YAVUZ’a

sonsuz sevgilerimle atfediyorum.
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https://avesis.anadolu.edu.tr/zakaplan

11/12/2024
ETiK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI,

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢calisma oldugunu; ¢alismamin hazirlik, veri toplama, analiz
ve bilgilerin sunumu olmak {izere tiim agsamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara uygun
davrandigimi; bu c¢alisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakcada yer verdigimi; bu calismanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullanilan “Bilimsel Intihal Tespit Programi™yla tarandigini ve
hicbir sekilde “intihal i¢ermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢calismamla
ilgili yaptigim bu beyana aykiri bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tim

ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi bildiririm.

Burak YAVUZ
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URETKEN YAPAY ZEKA KULLANIM BEYANI

Bu tezi hazirlarken ChatGPT, Gemini, DALL-E vb. iiretken yapay zeka programlarindan
destek almadigimi beyan ederim.
Herhangi bir zamanda, ¢alismamla ilgili yaptigim bu beyana aykiri bir durumun

saptanmast durumunda, ortaya ¢ikacak tiim ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi

bildiririm.

Burak YAVUZ
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1 GIRIS VE AMAC

Alman psikiyatrist Alois Alzheimer’dan adin1 alan ve en yaygin demans tiirii olan
Alzheimer hastaligi (AH) beynin en ¢ok etkilenen medial temporal lob ve neokortikal
yapilarda amiloid beta (AP) peptidinin birikmesi sonucu olusan néritik plaklar ve
norofibriler yumaklarla karakterize yavas ilerleyen bir ndrodejeneratif hastalik olarak
tanimlanabilir (De-Paula vd., 2012). Alzheimer hastaligina sahip kisiler, bilgi ve
depolama isleminden sorumlu olan sinir hiicrelerinin ilerleyici islev bozuklugu ve
Olimiinden kaynaklanan biligssel fonksiyonlarda gerilemenin yaninda derin kisilik
degisiklikleri yasarlar (Mattson, 2004). Daha ¢ok yash niifusu etkiledigi diisiiniilen
AH’nin genetik mutasyondan kaynakli bir tiirde patolojilerini gosterdigi ailesel AH
durumunda erken oOliimlere neden olabilmektedir ki bu sekilde 28 yasinda bir kiside
6liime neden oldugu goriilmiistiir (Kabir vd., 2021; Macha vd., 2021). Giinlimiizde sadece
semptomatik tedavisi mevcut olan AH bireyleri aileleriyle birlikte etkilemekte ve tilkelere
de belli bir ekonomik yiik getirmektedir. Yillik tahmini kiiresel maliyeti 1 trilyon
Amerika Birlesik Devletleri (ABD) dolar1 olan bu hastaliga sahip hasta sayisinin her 5
yilda bir iki katina c¢ikmasi ve 2050 yilma kadar da 152 milyona ulagmasi
ongoriilmektedir (Livingston vd., 2020; Yiannopoulou and Papageorgiou, 2020). Baska
bir raporda AH’l1 insanlarin sayisinin diinya genelinde 74,7 milyona ulastigi ve 2030
yilina kadar tahmini 2 trilyon ABD dolar1 bakim maliyeti yiikii getirecegi
diisiiniilmektedir (Bhushan vd., 2018). Bununla birlikte Diinya Saglik Orgiitii AH nin
oniimiizdeki yiizyilda Edinilmis Bagisiklik Yetersizligi Sendromu (Acquired Immune
Deficiency Syndrome, AIDS), kardiyovaskiiler sistem (KVS) hastaliklar1 ve kanserden
daha yaygin hale gelebilecegini bildirmistir (Kabir vd., 2021; Macha vd., 2021).

1.1  Alzheimer Hastali@inda Klinik ve Patolojik Bulgular

Alzheimer hastaliginin seyri ve semptomlar1 hakkinda bilgi saglayan nodropatolojik
degisiklikler; amiloid plaklar, norofibriler yumaklar, distrofik noritler, néropil iplikleri ve
beyindeki diger birikimlerle karakterize pozitif lezyonlar ve ndral, néropil ve sinaptik
kayba bagli biiyiik atrofiyle karakterize edilen negatif lezyonlardir (Serrano-Pozo vd.,
2011; Spires-Jones and Hyman, 2014; Singh vd., 2016). Bunlardan B sekretaz ve y-
sekretaz proteolitik pargalama enzimlerinin amiloid 6ncii proteinlerini (APP) birkag
aminoasit parcasina ayirmasiyla son formu AB40 ve AB42 olan ekstraseliiler birikintiler

seklindeki amiloid plaklar, noral perikaryal sitoplazmada, aksonlarda ve dendritlerde



birikebilen; sitoskeletal mikrotiibiillerin ve tiibiilinle iligkili proteinlerin kaybina yol agan
hiperfosforile edilmis tau proteinlerinin anormal filamentleri olan nérofibriler yumaklar
(NFTs) ve sinaptik kayip ilk sayilabilecek histopatalojik bulgulardandir (Cras vd., 1991;
Brion, 1998; Armstrong, 2009; Perl, 2010; Metaxas and Kempf, 2016; Breijyeh and
Karaman, 2020).

AH’de demans Oncesi evredeki sosyal geri ¢ekilme, karmasik is gorevlerinde performans
diisiikliigii, zorluklardan kaginma gibi bulgular klinik tan1 konulmadan yaklasik bes yil
once mevcut olabilir (Jost and Grossberg, 1995). Hafif evrede hastanin islerini organize
etme yeteneginin azalmasi sadece karmasik gorevlerde degil banka isleri gibi rutin ve
yemek hazirlama gibi giindelik hayat islerinde de kendini gostermeye baslar. Mekansal
hafiza bozukluklari, kelime dagarciginin azalmasi, kelime olusturmada semantik
bozukluklar da bu evrenin karakteristik bulgularidir (Chobor and Brown, 1990; Locascio
vd., 1995; Trobe vd., 1996). Yakin hafizanin ciddi bir sekilde bozuldugu orta dereceli
demans evresinde muhakame, planlama ve organize etme islevleri onemli 6l¢iide azalir;
kelime bozukluklart daha belirgin hale gelir (Beatty vd., 1988; Romero vd., 1995).

Hastaligin ileri evresinde ise hasta en temel ihtiyaglarin1 dahi ifade etmekte ve yapmakta
zorlanir. Hatta hastalarda bazen bakim miidahaleleri dahil cogu durumu yanls anlayip
yorumlama, agresif tepkilerde bulunma, anlamsiz bagirmalar ve saldirganlik durumu
gelisebilir (Franssen vd., 1993). Yasam beklentisi AH tanis1 konulduktan sonraki siirecte
ticte bir oraninda azalir ve en sik 6liim nedeni miyokard infarktiisii ve septisemi sonrasi

ortaya ¢ikan zatiirredir (Heyman vd., 1987; Forstl and Hewer, 1993).
1.2  Alzheimer Hastahiginda Gelistirilen Hipotezler ve Diger Faktorler

Etiyolojisi tam olarak anlasilamamis olan AH’da histopatolojik caligmalar AP, NFTs ve
sinaptik kayip gibi multifaktoriyel bozukluklar1 ortaya koymus ve bunlara iliskin
kolinerjik hipotez, amiloid kaskad hipotezi, tau hipotezi, mitokondriyal kaskad hipotezi,
oksidatif stres hipotezi, eksitotoksisite hipotezi, ndroinflamatuvar hipotez ve digerleri

(genetik ve gevresel faktorler) seklinde hipotezler 6ne stiriilmiistiir (Abdallah, 2024).

Peter Davies tarafindan AH’nin hafiza kayb1 gibi biligsel bozukluklarla beyindeki spesifik
kolinerjik eksiklikler arasindaki korelasyonun 1976 yilinda kesfedilmesi modern
norokimyaya kap1 agan bir doniim noktasi olmustur (Katzman and Bick, 2000). 70’lerin
baglarindan itibaren Alzheimer hastalarinin beyinlerinde bazal 6n beyin Kkolinerjik

noronlarmin erken kaybinin goézlemlenmesi sonucu gelistigini sdyleyebilecegimiz
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kolinerjik hipotez, merkezi sinir sistemi (MSS) nin kolinerjik noronlarinda ciddi hasar ve
kolinerjik norotransmisyonda azalma gozlemine dayanan ve AH’nin nedenlerini
aciklayan ilk hipotezdir (Davies and Maloney, 1976; Bartus vd., 1982). Asetilkolin (ACh)
seviyelerinin yani sira Kkolinasetiltransferaz (ChAT), muskarinik ACh reseptorleri
(mMAChR) ve nikotinik ACh reseptorleri (NAChR) baglanmast gibi kolinerjik
belirteglerdeki azalmalarla klinik demans dereceleri arasindaki korelasyon, kolinerjik
hipofonksiyonla biligsel bozukluk arasindaki iliskiye dikkat ¢ekmis ve AH ve yaslilikta
kolinerjik hipotezin formiile edilmesine yol agmistir (Nordberg, 1992; Bierer vd., 1995;
Bartus, 2000; Gsell vd., 2004).

Amiloid oncii proteinlerinden (APP) B sekretaz ve y-sekretaz ile tiiretilen Af’nin
par¢alanmasinin yas ve patalojik faktorler nedeniyle azalmasinin 6zellikle APso ve APas2
basta olmak iizere AP peptitlerinin agregasyonuna yol agtigini 6ne siiren ayrica kalitsal
AH i¢in en fazla kabul goren patolojik mekanizmalardan biri olmaya devam eden amiloid
kaskad hipotezi kapsaminda (Ricciarelli and Fedele, 2017; Kametani and Hasegawa,
2018; Paroni vd., 2019) onlarca y1l boyunca tiim AH patolojik degisikliklerin ana nedeni
olarak AP agregasyonu goriilmiis; bunlarin nérotoksisite, ndronal inflamasyon ve néron
kaybina sebep oldugu disiiniilmistiir (Chen, 2018; Zhang vd., 2023). Bu kapsamda AB’yi
hedef alan anti alzheimer ilaglar gelistirilmeye ¢alisgtlmistir (Sun vd., 2021; Liu vd.,
2022).

Tau hipotezi kapsaminda da tiibiilin toplulugunu ve islevlerini inhibe ederek hiicre i¢i
tasinmay1 bozan ek olarak da mitokondriyal membranin biitiinliigiine zarar vererek
mitokondriyal sisme ve fonksiyonel kusurlara yol agan hiperfosforile tau proteinleri bu
yiizden sitotoksik etki gosterir (Chen, 2018; Arnsten vd., 2021; Igbal, 2024). Alzheimer
hastalarinin beyinlerinde bulunan bu hiperfosforile tau proteinlerinin olusturdugu
norofibriler yumaklar ekstraseliiler olarak kiimelenen amiloid plaklarin aksine ndronal
hiicrelerin iginde birikir ve sonugta noronal 6liime neden olur (Maccioni vd., 2010;

Kametani and Hasegawa, 2018; Arnsten vd., 2021).

Oksidatif stres hipotezi kapsaminda da Alzheimer hastalarinin beyinleri reaktif oksijen
tiirleri (ROS) ve reaktif nitrojen tiirleri (RNS) aracili hasara iligkin siirekli kanitlar
sunmaktadir (Pratico, 2008). Genetik ve/veya gevresel faktorler 6zellikle de oksidatif

stres altinda mitokondriyal fonksiyonlarda meydana gelen degisikliklerle (Wang vd.,



2008; Swerdlow vd., 2014) amiloidoz ve tau fosforilasyonu arasinda artan bir sekilde

korelasyon tespit edilmistir (Swerdlow vd., 2010).

Bir diger hipotez olan eksitotoksisite hipotezi de AP’lerden 6zellikle Apaz
oligomerlerinin, iyono tropik glutamat reseptorlerinden (iGluR) 6zellikle kalsiyum
iyonlarma kars1 gegirgenligi nedeniyle basta (Guo vd., 2017; Hansen vd., 2017) N-metil-
D-aspartat reseptoric (NMDAR) ve metabotropik glutamat reseptorleri (mGluR)
tizerinden hem noronlardan hem de astrositlerden glutamat salimini artirip, ekstrasinaptik
NMDAR’lerinin (eNMDAR) ve dolayisiyla noronal O6liime yol acan yolaklarin
aktivasyonuna bagli olarak eksitotoksisiteye neden olabilecegiyle ilgilidir (Brito-Moreira
vd., 2011; Talantova vd., 2013).

Bazi calismalar AH’nin %80 oraninda genetik faktorlerden kaynaklandigini ileri
stirmiigtiir. Ailesel AH’da APP, presenilin-1 ve presenilin-2’de genetik mutasyonlar
tanimlanmistir ki AB’ nin ¢éziinmeyen tiiriiniin tiretimiyle iligkili enzimlerden biri olan y-
sekretaz presenilin-1 ve presenilin-2 tarafindan kodlanmaktadir. Sporadik AH’da da en
temel risk faktdrlerinden biri olarak goriilen; 34 ve 32 varyantlarinda polimorfizm tagiyan
apolipoprotein E (APOE) geni de dahil olmak iizere birden fazla gende polimorfizm
tanimlanmustir (Bertram vd., 2010; Tanzi, 2012; Andrade-Guerrero vd., 2023).

1.3 Alzheimer HastaliZinda Kolinerjik Hipotezin Yeri
1.3.1 Asetilkolin sentezi, depolanmasi, salgilanmasi ve inaktivasyonu

Kolinerjik hipotezin kavranmasi s6z konusu nérotransmiter olan ACh’nin fizyolojisine

egilmeyi gerektirmektedir.

Tanimlanan ilk norotransmiter olan ve periferik ve merkezi sinir sistemlerinde 6nemli ve
kritik bir rol oynayan ACh (asetilkolin), periferik sinir sistemi kapsaminda bakildiginda
otonom sinir sistemine ait tiim pregangliyonik parasempatik ve sempatik lifler (adrenal
medullay1 inerve eden ve norepinefrin/epinefrin (NE/E) salgisini uyaran lifler dahil), tiim
postgangliyonik parasempatik lifler ve ter bezleri, piloerektor kaslar ve bazi kan
damarlarina giden postgangliyonik sempatik liflerden salgilanir ki bu lifler kolinerjik
lifler olarak adlandirilir. Yine periferik sinir sistemi odaginda bakildiginda ACh somatik
sinir sisteminde motor sinir lifleriyle iskelet kasi arasindaki néromuskiiler kavsakta
istemli kas hareketlerini saglayan norotransmiter olarak gorev yapar (Loewi, 1921;
McCorry, 2007; H Ferreira-Vieira vd., 2016; Sam and Bordoni, 2023).



MSS odaginda bakildiginda ise hemen hemen beynin tim bdlgelerini inerve eden
kolinerjik lifler dikkat, motivasyon, hafiza, 6grenme, uyku ve uyaniklik gibi 6nemli
fizyolojik olaylarda kritik rol oynarlar (Voytko vd., 1994; Bucci vd., 1998; Woolf and
Butcher, 2011; H Ferreira-Vieira vd., 2016; Sam and Bordoni, 2023).

Presinaptik noéronlarin sitozoliinde (aksonlarin terminal uglarinda) mitokondriden
saglanan Asetil Co-A’nin, ¢cogu diyet kaynakli kolinle reaksiyonunun, ana lokasyonu
akson terminali olan kolin asetil transferaz (ChAT) enzimi tarafindan katalizlenmesi
sonucu ACh’nin sentezi gerceklesir ki bu 6nemli siiregte hiz sinirlayici basamak kolinin

presinaptik nérona geri alimidir (Leuzinger, 1969; Dey and Ray, 2018).

Sitozolde sentezlenen ACh molekiillerinin, gradient olusturmada kullanilan, enerjiye
bagimli H-ATPj,; protein pompasiyla daha 6nce asitlestirilen vezikiillere vezikiiler asetil
kolin tasiyicist (VACHT) tarafindan transferi saglanir ki burada iki vezikiiler proton
tasinan her bir ACh molekiiliine karsilik gelecek sekilde bir degis tokus sistemiyle
sinaptik vezikiillerin, nérotransmiterle dolmasi saglanir (Rebois vd., 1980; Whittaker,
1987; Muramatsu vd., 2018).

Aksiyon potansiyelinin olusmasiyla meydana gelen depolarizasyon sonrasi voltaj kapili
kalsiyum kanallarinin agilmasi kalsiyum akisina sebep olur. Daha sonra vezikiiler fiizyon
adimlarinda rol oynayan N-etilmaleimid duyarli faktor baglanma protein reseptorii
(soluble NSF attachment protein receptor, SNARE) proteinlerinin konformasyonel
degisikliklerini etkileyen, kalsiyum sensorii olarak gdrev yapan, bu akisi algilayip
kalsiyum baglayan sinaptotagmin bir diger konformasyonel diizenleyici kompleksin
proteinlerinin yerinden oynatilmasina sebep olur ve presinaptik zar ile vezikiiliin
flizyonunun gerceklesip norotransmiter ACh’nin sinaptik yariga salinmasina olanak

saglar (Han and Jackson, 2006; Krishnakumar vd., 2011; Ramakrishnan vd., 2012).

Kendine 6zgii nikotinik veya muskarinik reseptorlere kisa siireligine baglanip reseptorii
aktive ettikten sonra ayrilan ACh’nin etkisi, basta postsinaptik hiicre yiizeyinde serbest
olarak veya glikozilfosfatidilinositol (GPI) baglantili protein olarak yer alan asetilkolin
esterazlar (AChE)’lar olmak fiizere kolinesterazlar tarafindan hidroliz islemiyle
sonlandirilir (Blotnick-Rubin and Anglister, 2018). Noromuskiiler kavsak ve sinaptik
yarikta hizla gerceklesen bu islemle ACh kolin ve asetata hidroliz edilir. Burada
norotransmiterlerin presinaptik nérona alinip spesifik enzimlerle daha sonra inaktive
edilmesine karsilik ACh’nin salgilandig1 yerde ¢ok hizli bir sekilde (1 sn’de 5000 ACh

5



molekiilii bir AChE tarafindan hidroliz edilebilir) inaktive edilmesi bu mekanizmay1

benzersiz kilar (Potter vd., 1984).

Kolin esterlerini pargalayan yaygin bir serin hidrolaz sinifi olan kolinesteraz (ChE)’lar
oncelikle MSS’deki kolinerjik sinapslarda, noromiiskiiler kavsaklarda, kanda yer alan
AChE ve oncelikle karacigerde bulunan biitirilkolin esteraz (BUChE)’dir ki bunlarin
katalitik aktiviteleri benzer olsa da iyonik veya hidrofobik etkilesimlerde ayrildiklar
noktalar mevcuttur (Talesa, 2001; Eckroat vd., 2020). ACh hidrolizinden dolayisiyla
inaktivasyonundan esas olarak noronal kokenli olan AChE sorumludur ve yiiksek
katalitik verimlilikle calisir. Spesifik olmayan kolinesteraz veya psddokolinesteraz olarak
da bilinen BuChE ise esas olarak glial hiicrelerde yer alir ve daha ¢ok hidrolizde
destekleyici islev goriir (Lane vd., 2006; Li vd., 2017).

1.3.2 Alzheimer hastahginda kolinesterazlarin rolii ve kolinesteraz inhibitorleri

Biligsel bozulmayla ilintili olan kolinerjik aktivitedeki azalma ACh, ChAT seviyelerinin
azalmasiyla ve AChE enzim seviyeleriyle iligkilidir ki kolinesteraz inhibisyonunun,
nikotinik veya muskarinik reseptdrleri tonik olarak uyarmaya kiyasla ACh salimini dogal
uzaysal ve zamansal model olarak daha fazla giiclendirmesi nedeniyle dogrudan reseptor
agonisti tedavisine gore daha tercih edilebilir bir tedavi segenegi oldugu belgelenmistir
(Mesulam vd., 2002a; Mesulam vd., 2002b; Perrier vd., 2002; Glick vd., 2003). Bu
ylzden hafif ve orta evre AH’nin biligsel ve davranigsal semptomlarinin tedavisinde

palyatif olarak hala ana yaklasim kolinerjik nérotransmisyonu artirmaktir (Nordberg vd.,
2013).

AH tedavisini domine eden asetilkolinesteraz inhibitorleri (AChEI)’nin sadece palyatif
olmaktan ¢ikip hastalifin seyrini etkileyen ajanlar olarak hareket edebilecegini
diisiindiiren ve patogeneze etki eden AChE’nin nonklasik fonksiyonlar1 ve katkida
bulundugu kolinerjik modifikasyonlar ile ilgili bulgular mevcuttur (Rees and Brimijoin,
2003).

AChE’nin AP’ye pro-agregasyon aktivitesinin bulunmasi, amiloid plaklarin ve
norofibriler yumaklarin olusumunda kismen yer almasi, tek bagina  amiloid fibrillerden
daha sitotoksik oldugu gosterilen komplekslerin olusumuna katilmas1 gibi nonkatalitik
eylemlerden sorumlu tutulmasi da kolinerjik hipotezin bu enzimin artan aktivitesi tizerine
yogunlagmasina neden olmus ve AChE inhibisyonu AH’nin etkili tedavi yonetimi igin

kritik bir strateji haline gelmistir (Alvarez vd., 1997; Alvarez vd., 1998). AP tiretiminde
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rol oynayan PS-1’e (presenilin-1) dogrudan baglanan AChE bu enzimin ekspresyonunu
dolayisiyla bilissel islev bozukluguna sebep olan ve hizlandiran A seviyesini artirir
(Ramos-Rodriguez vd., 2013; Campanari vd., 2014). AP birikimini tesvik eden
cekirdeklestirici bir faktor olarak rol oynayan AChE’1n bu amiloid plaklar igerisinde yer
aldig1 soylenebilir (Alvarez vd., 1997; Rees vd., 2003). Ayrica AChE’nin; periferik
anyonik bolgesinde (peripheral anionic site, PAS) bulunan korunmus bir triptofan
(W279) iceren kiigiik peptidinin katilmasinin baglattig1 etkilesim sonucu AP peptitleriyle
meydana getirdigi kompleksler oldukga toksiktir ve fibrillerin uzamasini uyararak tesvik
eder (Alvarez vd., 1998; Inestrosa vd., 2008; Dinamarca vd., 2010; Carvajal and
Inestrosa, 2011; Price vd., 2020). Bu sebeplerden 6tiirii PAS bolgesine yonlendirilen
AChET’lerinin katalitik aktif bolgeye (catalytic active site, CAS) yonlendirilenlerin
aksine AChE’nin A filamentlerinin bir araya gelmesi tizerindeki etkisini azaltabildigi in

vitro calismalarla gosterilmistir (Carvajal and Inestrosa, 2011).

AH’nin patofizyolojisi icin gelistirilen hipotezlerden kolinerjik hipotez temelinde
gelistirilen AChEI’leri kapsaminda ACh hidrolizinde esas olan AChE terapdtik hedef
olarak rol oynasa da AH’nin geg evrelerinde beyin ACh seviyelerinin diigmesine karsin
BuChE seviyelerinin %120 oraninda yiikselerek katalitik aktivitesinin artmasi ve tipki
AChE gibi klasik fonksiyonlarmin yaninda AP plaklarin ve noérofibriler yumaklarin
olusmasini tesvik edecek nonklasik islevlere sahip olmasindan 6tiirii son donemde hem
AChE hem de BuChE’e etkili yani dual inhibisyona sahip AChET’leri gelistirmek i¢in
arastirmalar yapilmaktadir (Mesulam vd., 2002b; Anand and Singh, 2013; Li vd., 2017).

AH tedavisi i¢in Amerika Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmus ilaglardan
dort tanesi AH tedavisi i¢in onerilen ilk ve en gelismis ilag grubu AChEI’lerinden olan
takrin, donepezil, rivastigmin ve galantamindir, ancak bunlardan takrin hepatotokisite
basta olmak tizere cesitli yan etkilerinden dolay1 daha sonrasinda piyasadan ¢ekilmistir.
Bu AChEI ilaglarin etkilerinin sinaptik yarikta ACh ndrotransmiterinin hem etki siiresi
hem de konsantrasyonunun artmastyla iligkili oldugu, bunun sonucunda da AH’de azalan
kolinerjik reseptorlerin aktivasyonunu giiglendirdigi diistintilmektedir (Wright vd., 1993;
Giacobini, 1994; Herrmann vd., 2011).

1.3.2.1 Takrin

AChE ve BuChE’nin giiclii, nonkompetitif, reversibl inhibitérii olan ve bu

inhibisyonu enzimin CAS bdlgesiyle etkilesime girerek gerceklestiren akridin tiirevi
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takrin, 1993 yilinda FDA tarafindan AH tedavisinde onaylanan ilk jenerasyon ilagtir
(Horak vd., 2017; Przybytowska vd., 2019; Sharma, 2019). Nébetler ve senkop dahil
cesitli yan etkilere sebep olabilmesi ve kisa yar1 dmre sahip olmasindan kaynakli giinliik
stk doz rejimi nedeniyle zaten kullanimi sinirli olan ilag, BuChE afinitesinden
kaynaklandig: diisiiniilen karaciger toksisitesinden otiirli piyasadan ¢ekilmistir (Tumiatti
vd., 2010; Mehta vd., 2012).

Sekil 1.1’de de gosterilen tetrahidroakridin (THA) yapisindaki takrinin sahip oldugu
akridin kisminin enzimin aktif bolgesindeki Trp84’iin indol halkasina baglandig: iyi bir
sekilde belgelenmistir (Harel vd., 1993).

Sekil 1.1
1,2,3,4-Tetrahidroakridin-9-amin (Takrin)

NH,

1.3.2.2 Donepezil
FDA tarafindan hafif ila orta siddette AH tedavisi i¢in 1996 yilinda onaylanan hatta 2006

yilinda ileri evre AH’yi de kapsayacak sekilde endikasyonu genisletilen ikinci jenerasyon
ila¢ olan donepezil reversibl, nonkompetitif ve AChE igin oldukga selektif ayrica plazma
kolinesterazlarina gore daha potent, selektif santral kolinesteraz inhibitorii olarak gorev
yapan ve Sekil 1.2°’de de kimyasal yapis1 gosterilen piperidin tiirevi bir AChEI’dir
(Kosasa vd., 2000; Winblad, 2009).

Sekil 1.2

2-[(1-Benzilpiperidin-4-il)metil]-5,6-dimetoksi-2,3-dihidroinden-1-on (Donepezil)
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AChE’nin hem CAS hem de PAS bélgelerini ayn1 anda inhibe edebilen donepezil bunu,
yapisindaki N-benzilpiperidin gruplariyla CAS’taki anyonik alt bolgenin Trp84’liniin
indol halkasiyla ve yapisindaki indanon gruplariyla da PAS’taki Trp279’un indol
halkasiyla girdigi etkilesimlerle gergeklestirir (Villalobos vd., 1994; Silva vd., 2020).
AChE inhibisyonu amagli kullanilan donepezilin ek olarak AH’nin seyrinde rol oynayan
glutamat toksisitesine karsi kortikal noronlar1 koruma, AP iretimi ve toksisitesini
azaltma, apoptotik hiicre Oliimilinii 6nleme, inflamatuvar sitokinlerin ekspresyonunu
azaltma, nikotinik reseptorlerin ekspresyonunu artirma ve AChE’nin noéroprotektif bir
izoformunu indiikleme gibi molekiiler ve hiicresel seviyede fonksiyonlara sahip oldugunu
gosteren c¢alismalar mevcuttur (Takada vd., 2003; Jacobson and Sabbagh, 2008;
Mangialasche vd., 2010).

Donepezil %100’liik relatif oral biyoyararlanima sahip olmasi, eliminasyon yar1 dmriiniin
yaklagik 70 saat gibi bir siire olmasi1 sebebiyle giinde tek doz uygulanabilmesine olanak
tanimas1 ve hepatotoksisite riski olmadan miikemmel tolere edilebilirligi nedeniyle

AH’de en etkili ilag durumundadir (Shigeta and Homma, 2001; Seltzer, 2005; Atri, 2019).
1.3.2.3 Rivastigmin

Nikotinik veya muskarinik reseptorlere karsi seciciliginin olmamasi, kimyasal ve
enzimatik hidrolize kars1 dayaniksiz olmasina bagli olarak etki siiresinin ¢ok kisa olmasi
gibi gerekgelerle ACh’nin lizerinde yapilan modifikasyonlar sonucu elde edilen karbakol
ve betanekol gibi kolinerjik agonistler; sahip oldugu azot atomunun tizerindeki lokalize
elektronlar1 sayesinde elektrofil, karbonil karbonunu zayif niikleofil olan suya karsi
ilgisini azaltip daha az elektrofil hale getirerek hidrolize kars1 direncini artiran karbamoil
grubuyla, ACh’nin yapisindaki asetil grubunun degistirilmesiyle olusturulan alkil
karbamat yapili bilesiklerdir. AChE’yi yarigmali olarak inhibe eden bu karbamik asit ve
alkol esterleri muskarinik agonist etkilerinin yaninda AChE’yi karbamilleyerek ve belli
bir siire inaktif durumda tutarak zayif da olsa AChE inhibitor islevi goriirler (Nogrady
and Weaver, 2005; Balkan, 2021).

Bunun yani sira terapotik olarak etkili AChEI’lerinin kesfi Physostigma venenosum’dan
izole edilen ve glokom tedavisinde uzun yillardan beri kullanilmakta olan fizostigmin ile
ortaya c¢ikmistir. Stedman’in 1929 yilinda fizostigminin parasempatomimetik etki
mekanizmasinin AChE’yi inhibe etmesinden kaynakli oldugunu ispatlamasi sonucu,

rezonans yoluyla stabilize edilen fenoksit anyonlarinin alkoksit anyonlarina kiyasla daha



kolay serbest kaldig1 ve bdylece karbamat grubunun serine daha kolay transfer oldugu
fizostigmin ve diger aril karbamatlarin AChE’ye daha fazla afinite gosterdigi kanitlanmis
ancak ciddi yan etkiler, kisa yar1 omiir ve dar terapotik indeks nedeniyle kullanimi
sinirlandirilan fizostigmin daha sonraki ¢alismalar i¢in bir prototip bilesik olarak islev

gormiistiir (Nogrady and Weaver, 2005; Balkan, 2021).

Sekil 1.3
[3-[(1S)-1-(Dimetilamino)etil]fenil] N-etil-N-metilkarbamat (Rivastigmin)

ACh’de ve fizostigminde aktivite i¢in bulunmasi1 gerekli ozellikler 1s1¢inda yapilan
caligmalar sonucunda yeni AChEIDleri gelistirilmistir. Neostigmin, pridostigmin,
distigmin ve rivastigmin gelistirilen bu AChEI’lerine 6rnek olarak verilebilir ki bunlardan
kimyasal yapis1 Sekil 1.3’de gosterilen rivastigmin AH tedavisinde kullanilan santral
etkili, aril karbamat yapili, psddo-geri doniisiimsiiz AChEI’dir (Nogrady and Weaver,
2005; Balkan, 2021).

Enzimin esteratik bolgesindeki serin aminoasitinin hidroksil grubu sayesinde elektrofil
karbonil karbonuna niikleofilik atakta bulunarak kovalent baglanmasiyla asetil grubunu
koparmasi sonucu karboksilat esteri yapisindaki molekiiliin par¢alanmasi ve sonugta
asetillenmis enzim ve kolin molekiiliiniin olusmasi seklinde ilerleyen ACh hidroliz siireci;
AChE enziminin yeni ACh molekiillerini baglayabilmesi i¢in, olusan bu asetillenmis
enzimin hidrolizle deagilasyonu yani serbest kalmasi seklinde devam eden bir
mekanizmadir. Bu mekanizmada enzimin ACh gibi bir karboksilik asit esteri yerine bir
aril karbamat analogu olan rivastigmin ile agillenmesi sonucu asetillenmis enzime goére
hidrolize daha dayanikli ve enzimin ¢ok daha uzun siire inaktif durumda kalmasina sebep
olan karbamillenmis enzim olusur. ACh seviyelerine bu mekanizmayla etki etmesi ve
plazma konsantrasyonlar1 diigse bile etkisini uzun siire devam ettirmesi nedeniyle
rivastigmin psddo-geri doniistimsiiz AChEI olarak isimlendirilir (Polinsky, 1998; Balkan,
2021).
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FDA tarafindan 2000 yilinda hafif ila orta siddette AH tedavisi i¢in 2006 yilinda da hafif
ila orta siddette parkinson demansinin tedavisi i¢in onaylanmis olan rivastigmin AChE
ve BuChE’nin ikisinin de nonkompetitif inhibitorii konumundadir (Grossberg and Desai,
2003). Santral kolinerjik sistem i¢in iyi bir selektivite gosteren ve kan beyin bariyerini
kolayca gecebilen kiigiik bir molekiil olan rivastigmin ayrica AChE izoformlarindan
AH’nm ileri evresinde artan ve kolinerjik sinapslarda ACh hidrolizinde 6nemli bir rol
oynayan G; izoformu i¢in de ayr1 bir segicilige sahiptir. Bu sekilde rivastigmin AChE ile
birlikte AH’nin ileri evrelerinde AChE’nin aksine aktivitesinde artis oldugu gosterilen
BuChE iginde inhibitér etki gdstermesi; yine hastaligin ilerleyen sathasinda hidrolizde
rolii artan AChE’nin G: izoformuna ve santral kolinerjik sisteme olan selektivitesi
nedeniyle iyi bir farmakolojik profil ¢izmektedir (Gottwald and Rozanski, 1999; Jann,
2000; Farlow vd., 2005; Eldufani and Blaise, 2019; Marucci vd., 2021).

CYP450’lerle minimal diizeyde metabolize edilen ve plazma proteinlerine dnemli 6l¢iide
baglanmayarak ilag ilag etkilesimlerine daha az dahil olan ancak oral yoldan alindiginda
mide-bagirsakta (gastrointestinal, Gl) gesitli yan etkilere yol agabilen rivastigminin bu
yan etkilerini ve plazma konsantrasyonlarindaki dalgalanmalar1 azaltan, giinde bir kez
uygulanabilmesi sayesinde hasta uyuncunu artiran transdermal yama formiilasyonu FDA
tarafindan 2007 yilinda onaylanmistir (Polinsky, 1998; Singh vd., 2013; Szeto and Lewis,
2016; Kandiah vd., 2017).

1.3.2.4 Galantamin

Amaryllidaceae ailesine mensup Galanthus woronowii bitkisinden izole edilen {igilinciil
bir alkaloid olan galantamin hafif ila orta siddette AH tedavisi i¢in ilk olarak FDA
tarafindan 2001 yilinda onaylanmis BuChE yerine AChE icin selektif, reversibl ve
kompetitif AChEI’dir (Darvesh vd., 2003; Loy and Schneider, 2006; Colovi¢ vd., 2013;
Marucci vd., 2021). Ek olarak periferik dokulardan ziyade MSS selektivitesi gosteren
ozellikle serebral kortekste ACh diizeylerini, yikimini yavaglatarak artiran galantaminin
bu AChE inhibisyonu 06zelliginin yaninda nAChR’lerinin allosterik olarak
modiilasyonunda gdrev alarak bu reseptorleri ACh’ye karsi daha duyarl hale getirmesi
ve salimimini artirmasi sonucu benzersiz bir dual etki mekanizmasma sahip oldugu
gosterilmistir. Dahasi galantaminin glutamat ve serotonin diizeylerini de artirdigi

bildirilenler arasindadir (Seltzer, 2010; Marucci vd., 2021).
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Sekil 1.4°de kimyasal yapisi gosterilen ve kiigiik boyutu nedeniyle AChE’nin CAS
bolgesine baglanabilen, PAS bolgesini bloke edemeyen galantaminin, etkilesimini
yapisindaki tersiyer amin grubuyla anyonik bolgedeki Trp84 ve Phe330 aminoasitleri
arasinda olusturdugu su kopriisii araciligiyla; hidroksil grubuyla Glul99 arasinda
olusturdugu hidrojen bagi aracilifiyla ve agil baglama cebi (Phe288, Phe290) ile
gerceklestirdigi gosterilmistir (Pilger vd., 2001; Woodruff-Pak vd., 2002; Stavrakov vd.,
2020).

Sekil 1.4
(4aS,6R,8aS)-3-Metoksi-11-metil-4a,5,9,10,11,12-heksahidro-6H-benzo[2,3]benzofuro[4,3-cd]azepin-6-

ol (Galantamin)

1.4 Alzheimer Hastah@inda Monoamin Oksidaz Aktivitesinin Rolii
1.4.1 Monoamin oksidaz enzimi ve fonksiyonu

Mitokondriyal dig zara bagli olarak konumlanmis demir igeren flavoenzimler olan,
biyojenik monoamin yapili norotransmiterlerin oksidatif deaminasyonuyla bunlarin
seviyelerinin modiilasyonunda ve metabolizmasinda 6énemli rol oynayan bdylece dolayli
yoldan da c¢esitli nérodejenereatif hastaliklarda bir ¢arpan konumunda olan monoamin
oksidaz (MAOQ) enzimleri, substrat Ozgilligi ve dagildiklar1 doku g¢esitlilikleri
bakimindan farklilik gésteren MAO-A ve MAO-B olmak iizere iki izoformda bulunurlar
(Chen vd., 2004; Youdim vd., 2006). Daha ¢ok beyinde adrenerjik sinir terminallerinde
bulunan bu izoformlardan substrat 6zgiilliigii baglaminda norepinefrin, serotonin ve
epinefrin gibi daha biiyiik hacimli aminlerin deaminasyonundan sorumlu olan MAO-A
kalp, plasenta ve bagirsaklarda lokalize iken -fenil etilamin, benzilamin gibi gorece daha
kiiciik yapiya sahip aminlere &zgiilliigii olan MAO-B ise beyin glial hiicrelerinde,

karacigerde ve trombositlerde ozellikle dagilim gostermektedir. Substrat 6zgiilligi
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acisindan dopamin ve tiramin gibi bazi aminler her iki izoformun da oksidatif
deaminasyon aktivitesi i¢in ortak substrat durumundadir (Ramsay, 2012; Tripathi vd.,
2018; Yoshimoto vd., 2019).

MSS disindaki dokularda da bulunarak oksidatif deaminasyon yoluyla viicudu koruyan
veya bu aminlerin kan dolasimma girmesini engelleyen MAOQO'larin ayni zamanda
intrandronal yerlesimli olanlarinin sinir hiicrelerinde eksojen aminlere karsi protektif
ozellik gosterdigi ve MAO-B izoformunun da ek olarak kan-beyin bariyerinin kilcal
damarlarinda ayn1 koruyucu isleve sahip oldugu tespit edilmistir (Manzoor and Hoda,
2020; Behl vd., 2021).

1.4.2 Alzheimer hastahiginda monoamin oksidazlarin rolii ve MAO inhibisyonu

Cesitli amin yapili norotransmiterlerin metabolizmasinin ve serebral seviyelerinin
modiilasyonunda rol oynamasi nedeniyle ¢esitli nérodejeneratif bozukluklarla dogrudan
iligkili olan MAO enzimlerinin artan aktiviteleri AH’nin ilerlemesini tesvik eden
stireglere katki saglamasi nedeniyle 6nem arz etmektedir (Behl vd., 2021). Soyle ki
AH’de hipokampiiste ve serebral kortekste, beyinde bulunan ana izoform olan aktif
MAO-B’nin B-amiloid agregelerini ¢evreleyen reaktif astrositlerde 3 kattan fazla olacak
sekilde ekpresyonunun artmasi; enzimin fizyolojik fonksiyonu olan oksidatif
deaminasyonu sonucu olusan H2O2 (hidrojen peroksit), aldehitler ve siibstitiiec aminler
veya amonyak gibi norotoksik molekiillerin liretiminin artmasina neden olur. H,O- basta
olmak iizere bunlar, AH’de noérodejeneratif siireci tetikleyen ROS’un olusumunda rol
oynarlar (Emilsson vd., 2002; Rahman, 2007; Gulyas vd., 2011). Bu asamada aktivitesi
artmis MAO’nun olusturdugu oksidatif stresin NFT'lerin olusumuna da katkida
bulundugu gosterilmistir (Menazza vd., 2010). Ek olarak ise frontal kutup ve
hipotalamusta arttig1 gosterilen MAO-A'nin aktivitesinin AH hastalarinda, locus
ceruleusta nispeten diisme egiliminde oldugu ve bunun da néron sayisinin %80 oraninda

azalmasiyla sonuglandig tespit edilmistir (Burke vd., 1999).

Ap peptitlerinin APP (amiloid 6ncii proteini)’den olusum mekanizmasinda rol oynayan 3
ve y-sekretaz enzimlerinin yine AH’de artmis MAO aktivitesiyle daha aktif hale gelmesi
ve bunun da klasik histopatolojik bulgulardan olan amiloid plak olusumunu tetiklemesi
de MAQO’larin AH’ye katkisi olarak bildirilmistir (Cochet vd., 2013; Behl vd., 2021).

AH tedavisinde molekiiler biyoloji ve farmakoloji alanindaki arastirmalarin bir araya

getirilmesiyle olusturulan terapotik bakis agist kapsaminda MAOI'lerin; demir selatlayici
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ve antioksidan aktivitelerinin ilerletilmesi yoluyla sirasiyla tau proteininin
hiperfosforilasyonunu ve oksidatif stresi 6nlemenin amaglanmasi, bilissel bozukluklarda
norotransmiter dengesinin saglanmasi yoluyla iyilesme elde edilmesi, Ap ve APP gen
ifadesinin diizenlenerek nonamiloidojenik yola tesvik edilmesi gibi noroprotektif
islevlere sahip oldugu ortaya koyulmaktadir (Zheng vd., 2010; Weinreb vd., 2011).
Selektif MAO inhibitorleri selegilin ve rasagilinin, p42/44 mitojenle aktive edilen protein
kinaz (mitogen-activated protein Kinase 1, p42/44 MAPK) ve protein kinaz C (PKC)’nin
dahil oldugu belirli sinyal yolaklarmmin aktivasyonu araciligiyla noérodejeneratif
hastaliklarin hiicre kiiltiirlerinde ve hayvan modellerinde kanitlanan noroprotektif

aktivitesi buna 6rnektir (Cai, 2014).

Multifaktoriyel bir patojeniteye sahip norodejeneratif bir hastalik olan AH’nin , tek bir
terapotik hedef yerine ¢ok hedefli yonlendirilmis ligand (MTDL) stratejisi gelistirilerek
daha etkin bir sekilde tedavi edilmeye ve hastaligin seyrinin degistirilmeye ¢alisilmasiyla
bu tasarim stratejisi kapsaminda son donemde, Sterling ve arkadaslar1 tarafindan
karbamat yapili bir AChE inhibitorii olan rivastigmininin inhibitér kismu ve bir MAO
inhibitori olan rasagilinin farmakoforunu igeren yeni bir dual AChE ve santral selektif
MAO-A/B inhibitérii olan ladostigil sentezlenmis ve faz II asamasinda olan bu bilesigin
monoamin ve kolin ester diizeylerini artirarak AH'deki bilissel islevleri iyilestirebildigi
ve semptomlar1 hafifletebildigi bildirilmistir (Sterling vd., 2002; Wang vd., 2016; Ibrahim
and Gabr, 2019; Oh vd., 2021).

1.5  Alzheimer Hastah@min Tedavisi icin FDA’dan Onay Almis Diger flaclar

AH tedavisi i¢cin FDA’dan onay almis ilaglardan biri eksitotoksisite, sinaptik
disfonksiyon, ndronal hiicre 6limii ve biligsel islev bozuklugu olusmasina sebep olan
NMDAR (N-metil-D-aspartat reseptorii)’lerinin AH i¢in onay alan tek antagonisti olan
ve kimyasal yapis1 Sekil 1.5’te gosterilen memantindir (Huang vd., 2012; Liu vd., 2019;
Companys-Alemany vd., 2020).
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Sekil 1.5
(1r,3R,5S,7r)-3,5-Dimetiladamantan-1-amin (Memantin)

NH,

Diger onay almus ilag grubu olan ve son donemde amiloid plaklar izerindeki anti-amiloid
etkileri nedeniyle hastaligin seyrini degistiren dolayisiyla AH’de hastali§i modifiye edici
tedavi (DMT) kapsaminda ilk ilaglar olarak FDA tarafindan onay alan monoklonal
antikorlar ise hastaligin patogenezinde rol oynayan tau fosforilasyonu, néroinflamasyon
vs. bulgular1 hedefleyen ilaglarin gelistirilmesini tesvik etme anlaminda yeni bir donemin
kapisini aralamistir (Abe vd., 2017; Paganoni vd., 2020; Cummings, 2023; Leisher vd.,
2023). Bunlardan biri 2021°de FDA tarafindan gegici onay niteliginde hizlandirilmis
onay alan ancak ayni sekilde tasarlanmis iki faz III denemesinde elde edilen celiskili
sonuglar nedeniyle sonlandirilmis aducanumabtir (Budd Haeberlein vd., 2022;
Cummings vd., 2024). Diger ila¢ FDA tarafindan 6ncelikli olarak Ocak 2023’te Faz Ilb
caligmalar1 sonucunda hizlandirilmis onay alan ve ardindan da Faz III ¢alismalari sonrasi
standart onay1 verilen iki DMT ilagtan biri olan lecanemabtir (Logovinsky vd., 2016; van
Dyck vd., 2023; Cummings vd., 2024). 2 Temmuz 2024 te FDA tarafindan son onaylanan
monoklonal antikor ise en etkili anti-amiloid monoklonal antikor olarak kabul edilmis
donanemab olmustur (Demattos vd., 2012; Lowe vd., 2021; Leisher vd., 2023; U.S. Food
and Drug Administration (FDA), 2024).
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2 KAYNAK BILGISI
2.1 Tiyazol Halkas1 Hakkinda Genel Bilgiler

Bir tiir 1,3-azol yapisinda, bazlig1 zayif, azot ve kiikiirt tasiyan en 6nemli besli halka
sistemi sayilabilen tiyazol halkasi, azot atomunun halkanin 2.konumunda yer almasi
durumunda 1,2-azol yapisindaki izotiyazol adini almaktadir. Diizlemsel yapida ve
aromatik bir bilesik olan tiyazol halkasi Hantzsch-Widman adlandirma yontemine gore
elektronegatiflik siras1 da dikkate alinarak Sekil 2.1°deki gibi numaralandiriimakta ve

isimlendirmesi yapilmaktadir.

Sekil 2.1

Tiyazol ve Izotiyazoliin Yapi Formiilleri

3
4 M 4
b S ol /

1 1

Sekil 2.2’de gosterildigi tizere iki karbon atomunun doyurulmasiyla dihidrotiyazol ya da
tiyazolin; Ui karbon atomu ve azotun da doyurulmasiyla tetrahidrotiyazol ya da

tiyazolidin adin1 almaktadir.

Sekil 2.2
Dihidrotiyazol ve Tetrahidrotiyazol Yapr Formiilleri

SN GENS

Tiyazolin Tiyazolidin

Antibakteriyel etkili penisilin G (tiyazolidin), siilfatiyazol (tiyazol) gibi ilaclarda ve B1
vitamini (tiyamin) gibi fonksiyonel organik molekiillerde yer almasi nedeniyle hem
biyolojik hem de farmasétik olarak heterosiklik kimyada onemli bir yer edinmis ve

arastirma konusu olmustur (Tuncer, 2019).
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2.2  Tiyazol Halkasinin Baz1 Sentez Yontemleri
2.2.1 a-Halokarbonil bilesiklerinden sentez (Hantzsch sentezi; Tip 1)

Tiyoamit ve tiyoiire gibi niikleofilik reaktanlarla a-halokarbonil bilesiklerinin

siklizasyonu sonucu tiyazollerin elde edildigi en yaygin yontemdir (Ibrahim and Rizk,
2020).

2.2.1.1 Tiyoamidlerle reaksiyonlar

Tiyoamidler ve ¢esitli a-halokarbonil bilesikleri Sekil 2.3’te de gosterildigi tizere, 2., 4.
veya 5. pozisyonunda birka¢ fonksiyonel grubun alkil, aril, arilalkil veya heteroariliyle
¢ok sayida tiyazol vermek iizere reaksiyona sokulmaktadir (Willstatter and Wirth, 1909;
Ibrahim and Rizk, 2020).

Sekil 2.3

2-, 4-, 5-Trisiibstitiie Tiyazoliin Sentezi

5 MH, Rz N
N
R + }\ - | >7R
? S Ry 5
X R3

2.2.1.2 N-siibstitiie tiyoiire ile reaksiyonlar

2-Monosiibstitiie veya disiibstitlie aminotiyazoller Sekil 2.4’te gosterildigi {iizere
halokarbonil bilesiklerinin N-siibstitliie tiyoiire bilesikleriyle reaksiyonuyla elde

edilmektedir (Sarkis and Al-Azawe, 1973).

Sekil 2.4

Siibstitiie Edilmis Aminotiyazollerin Sentezi

R NH. R N
0 2\ . | \>—NHFE1
Rs + s
NHR, Q S
b 3
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2.2.1.3 Tiyokarbamik asit esterleriyle reaksiyon

a-Halokarbonil bilesiklerinin tiyokarbamatlarla kondensasyonunun Sekil 2.5’teki gibi 2-

hidroksitiyazol tiirevlerini verdigi reaksiyonlardir (Erian vd., 2003; Pola, 2016).

Sekil 2.5

2-Hidroksitiyazol Tiirevlerinin Sentezi

Rs 0 NH Rz N
)\ — | %OR,
" 87 ToR, R~ S

R4 X

2.2.2 a-Aminonitril bilesiklerinden sentez (Cook-Heilbron sentezi; Tip I1)

Bu sentez sinifi, aminonitrilin ditiyoasitlerin ve karbon disiilfiiriin tuzlar1 ve esterleri ile
hafif kosullarda etkilesimi yoluyla 2. pozisyonda farkli siibstitiite edilmis 5-aminotiyazol
verdigi reaksiyonlardir (Cook vd., 1949b; Cook vd., 1949a; Tomassetti vd., 2019).

2.2.2.1 Karbon disiilfiir ile reaksiyon

Karbon disiilfiiriin a-aminonitrillerle kondansasyonu, Sekil 2.6’da gosterildigi gibi 2-
merkapto-5-amino tiyazolleri verir Ki, bu 2. pozisyonda siibstitiie edilmemis 5-amino
tiyazollere dontistiiriilebilmektedir (Cook vd., 1947; Cook vd., 1948).

Sekil 2.6

5-Aminotiyazol Tiirevlerinin Sentezi

R_ _NH,

R N
;/ + S§S=C=5 — ;[ \>—SH
7 NH S

M

2.2.2.2 Ditiyoasitlerin esterleri ve tuzlari ile reaksiyon

Hem ditiyoformik hem de ditiyofenasetik asitlerin tuzlari veya esterlerinin, daha iyi bir
verimle 5-aminotiyazoller vermek iizere Sekil 2.7°deki gibi a-aminonitrillerle girdigi

reaksiyonlardir (Hoggarth, 1947).
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Sekil 2.7

5-Aminotiyazol Tiirevlerinin Sentezi

R MNH

2 R N
SH
N
+ R1—<§ S— | >7F*'~'1

N

2.2.3 Acilaminokarbonil bilesikleri ve fosfor pentasiilfiir ile reaksiyon ve ilgili

yogunlasma (Gabriel sentezi) (Tip III)

[lk olarak 1910 yilinda Gabriel tarafindan tanimlananan ve yiiksek sicaklikta yiiriitiilen
bu reaksiyonda Sekil 2.8’de gosterildigi gibi fosfor pentasiilfiir, agilaminoketon ile iyi bir
verimle 2-fenil-5-alkiltiyazol vermektedir (Jacques, 1979).

Sekil 2.8
2-Fenil-5-Alkiltiyazol Tiirevierinin Sentezi

R R R N
MH M Ps5g N

A == e Y T
0 O R, S

OH HO

2.2.4 Nitro-olefinlerin tiyobenzamidlerle reaksiyonu

Son zamanlarda, organokatalizor amagli ticari olarak temin edilebilen 1,8-
diazabisikloundek-7-en (DBU) kullanilarak nitro-olefinlerden 1,3-tiyazollerin olusumu
icin gelistirilen bu yontem, Sekil 2.9’da gosterildigi tizere nitro-olefinlerin tert-biitil
hidroperoksit (TBHP) ile tek kapta epoksidasyonunu ve ardindan tiyobenzamidlerle
reaksiyonunu igermektedir (Weil vd., 2011; Frija vd., 2016).
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Sekil 2.9
Nitro-Olefinlerden Tiyazol Sentezi

|\H ™ NO. a) TBHP; DBU N S
I b) S I

R' 7 TNH, R’

]

2.3 Anti-Alzheimer Aktivite Calismalarina Konu Olan Tiyazol Tiirevlerinin

AChE ve MAO Inhibisyon Aktivitelerinin incelenmesi

Raza ve arkadaslari, 2012 yilinda yeni AChE inhibitorleri arayisinda kumarinlerin daha
once gozlemlenmis biyolojik aktivitesi baz alinarak 3-tiyazolokumarinil Schiff-baz
tiirevlerini tasarlamiglar ve yeni sentezlenen tiyazol tiirevlerinin tiimiiniin, AChE ve
BChE'nin giiclii rekabet¢i inhibitorleri oldugunu tespit etmislerdir. Sekil 2.10°da
gosterilen 3-bromo tiirevinin (R = 3-Br), AChE'ye kars1 en giiglii bilesik oldugu (ki degeri
=1,05+0,3 uM) ve ek olarak, 2-benziloksi tiirevinin de (R = 2-OCH2Ph), BChE'ye kars1
miitkemmel inhibisyon gosterdigi bulunmustur (ki degeri = 0,041 + 0,002 uM) (Raza vd.,
2012).

Sekil 2.10
(E)-3-(2-(2-(3-Bromobenziliden)hidrazinil)tiyazol-4-il)-2H-kromen-2-on (sol) ve (E)-3-(2-(2-(2-

Benziloksibenziliden)hidrazinil)tiyazol-4-il)-2H-kromen-2-on (sag)
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Chen ve arkadaslarmin 2007 yilindaki ¢alismasinda tiyazol-diamid tiirevlerinin

0._0O

Alzheimer'm ilerlemesini yavaglatmak amaciyla vy-sekretaz inhibitor aktivitesi
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degerlendirilmis ve tiyazollerin C-5'teki uzun yan zincirinin tiim hiicre giiciinde dnemli
bir yere sahip oldugu sonucuna ulasilmistir. Neredeyse tiim bilesiklerin, ICso'leri 100'den
az olan iyi y-sekretaz inhibitor aktivitesi gosterdigi saptanmis olan bu calismada y-
sekretaz baglanma denemeleri i¢in radyoaktif etiketli bir ligand olarak sentezlenen bilesik

Sekil 2.11°de gosterilmistir (Chen vd., 2007).

Sekil 2.11
Radyoaktif Etiketli Bir Ligand Olarak Sentezlenen vy -Sekretaz Inhibitorii Tiirev

ﬂN%HNTi

HO 8]
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Shiradkar ve digerleri 2007 y1l1 ¢aligmasinda triazolil tiyazol tiirevlerinin AH tedavisi i¢in
yeni siklin-bagiml kinaz 5/p25 inhibitorleri (cdk5/p25) olarak sentezini tanimlamustir.
Bilesiklerin potansiyel inhibitdr aktiviteleri sintilasyon yakinlik analizlerinde (SPA)
degerlendirilmis ve tiyazolin C-2'sinde asetilamino veya Kkloro-asetilamino
stibstitiientleri tastyan ve Sekil 2.12°de gosterilen iki 4-klorobenzamit tiirevlerinin en
yiiksek giice sahip oldugu gosterilmistir (Sirastyla cdk5 ICso 30 ve 42 nM) (Shiradkar vd.,
2007).
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Sekil 2.12

(N-[3-({2-[(2E)-2-Benzilidenhidrazino]-2-oksoetil }siilfanil)-5-({2-[(2-kloroasetil)amino]-1,3-tiyazol-4-
il}metil)-4H-1,2,4-triazol-4-il]-4-klorobenzamid) (iist) ve (N-[3-({2-[(2E)-2-Benzilidenhidrazino]-2-
oksoetil}siilfanil)-5-({2-[ (asetil)amino]-1,3-tiyazol-4-il}metil)-4H-1,2,4-triazol-4-il]-4-klorobenzamid)
(alt)

2024 yilinda Khan ve digerleri tarafindan yeni bir tiyazol-tiyadiazol bazli Schiff baz
tiirevleri serisi (1-16) sentezlenmis ve bu bilesikler asetilkolinesteraz (AChE) ve
biitirilkolinesteraz (BuChE)'ye karsi inhibitoér profilleri agisindan incelenmistir. Tim
bilesikler, standart ila¢ donepezil ile karsilastirildiginda (AChE ve BuChE ig¢in sirasiyla
ICs0=3.87 £ 1.14 uM ve 3.56 = 2.52 uM) AChE igin ICso= 1.87 + 1.47 ila 27.4 + 2.45
uM ve BuChE i¢in 1.72 + 1.43 ila 29.4 + 1.87 uM araliginda miilkemmel inhibitor aktivite
gostermistir. Tiim serinin iiyeleri arasinda, Sekil 2.13’te sahip olduklar: ortak ana iskeleti
ve siibstitiientleri belirtilen R=2,4-dikloro (1Cs0=3,49 + 1,20 uM, 3,18 0,27 uM), R=4-
nitro (1Cs0=3,20 £ 1,14 uM, 3,21 £ 0,49 uM), R=4-triflorometil (1Cs0=1,87 £ 1,47 uM,
1,72 + 1,43) ve R=2-hidroksi-4-floro ( 1Cso = 2,18 + 1,02 uM, 2,02 £+ 0,49 uM) tiirevleri
AChE ve BChE'ye kars1 dikkate deger bir potent gostermis ve anti-Alzheimer ajanlari
olarak ortaya ¢ikmistir (Khan vd., 2025).
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Sekil 2.13
(E)-1-(Suibstitiiefenil)-N-(5-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)— 1, 3,4-tiyadiazol-2-il)metanimin (R: 2,4-dikloro; 4-

nitro; 4-triflorometil; 2-hidroksi-4-floro)

Mahmood ve digerlerinin 2024 yilinda yiiriittiigli ve potansiyel anti-Alzheimer ajanlari
olarak 3, 4-dietoksi siibstitiie tiyoiireler ve tiyazol analoglarin1 gelistirmeyi amaglayan
arastirma projesi kapsaminda toplamda on tiirev sentezlenmistir. Hedeflenen enzimlerin
aktif ceplerindeki bilesiklerin elektronik 6zelliklerini ve anti-Alzheimer potansiyelini
degerlendirmek  i¢in  gerekli  hesaplamalar ve  molekiiler = modellemeler
gerceklestirilmistir. In vitro testler sirasinda, tiim analoglarin belirli bir derecede inhibe
edici potansiyel sergiledigi belirlenmis ve bazi analoglarin Alzheimer hastaligiyla iliskili
enzimleri, yani monoamin oksidaz-A, monoamin oksidaz-B, asetilkolinesteraz (AChE)
ve biitirilkolinesteraz1 (BChE) inhibe etmede miilkemmel bir potansiyele sahip oldugu
bulunmustur. Bu analoglardan Sekil 2.14’te de gosterilen tiyazol tiirevi N-(4-kloro-3-
(triflorometil)fenil)—4-(4-klorofeniltiyazol-2(3H)-iliden)— 3,4-dietoksibenzamid bilesigi
BChE ig¢in 0,51 £ 0,01 uM'lik bir ICso degeri ve donepezil ile karsilastirilabilir bir
potansiyel gostermistir (Mahmood vd., 2024).

Sekil 2.14
(E)-N-(4-Kloro-3-(triflorometil)fenil) — 4-(4-klorofeniltiyazol-2(3H)-iliden)— 3,4-dietoksibenzamid

Cl
[.ll F
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Shaw ve digerlerinin 2024 yilinda yaptig1 calisma benzotiyazol tiirevlerinin gliglii MAO
inhibitorleri olarak etki ettigini gdstermistir. Bu bulgulara dayanarak, mevcut caligma
grubu on li¢ 2-metilbenzo[d]tiyazol tlirevini sentezlemis ve bunlarin in vitro MAO
inhibisyon o&zelliklerini degerlendirmistir. Sonuglar, benzotiyazol tlirevlerinin insan
MAO-B'nin gii¢lii ve secici inhibitorleri oldugunu, tiim bilesiklerin ICso degerlerinin <
0,017 uM oldugunu gostermistir. Sekil 2.15’te de kimyasal yapisi verilen en giicli MAO-
B inhibitériiniin (6. konumundan siibstitiic olan benzo[d] tiyazoliin 4-nitrobenziloksi
tiirevi) ICso degeri 0,0046 uM iken, en giiclii MAO-A inhibitoriiniin (5. konumundan
slibstitiie olan benzo[d] tiyazoliin 4-klorobenziloksi tiirevi) ICso degerinin 0,132 uM
oldugu gosterilmistir (Shaw vd., 2024).

Sekil 2.15
2-Metil-6-((4-nitrobenzil)oksi)benzo[d]tiyazol (sol) ve 5-((4-Klorobenzil)oksi)-2-metilbenzo[d]tiyazol

- 0 S [3’@}_
G on

Biger ve digerleri tarafindan yapilan 2024 yili calismasinda, 5-metil-4-fenil-2-

(sag)

aminotiyazol ve 4-fenil-2-aminotiyazoliin serbest amino gruplarini korumak igin
stilfonamid, amid ve fenil amino gruplar1 iceren tiyazol tiirevleri sentezlenmis ve N-
korumal1 tiyazol tiirevlerinin halojenlenmis reaksiyonlar1 arastirllmistir. Bu
tirevlendirme caligmalar1 genelinde N-korumali tiyazol tiirevlerinin insan karbonik
anhidraz [, I (hCA [, hCA 1II) ve asetilkolinesteraz (AChE) iizerindeki inhibisyon etkileri
arastirtlmis ve bunlar arasinda en iyi sonuglar, Sekil 2.16’da kimyasal yapilar1 verilen,
hCA TI'e kars1 46.85 £+ 7.18 nM ki degeriyle N-(4-feniltiyazol-2-il)benzamit bilesiginden;
hCA 1I ve AChE enzimlerine karsi da sirasiyla 35.01 + 8.33 nM ve 19.58 + 3.28 nM k;
degerleriyle  4-metil-N-(5-metil-4-feniltiyazol-2-il)benzensiilfonamit ~ bilesiginden
almmistir. Ayrica, in siliko ¢alismalarda en iyi sonuglari veren bu tiirevlerin hedef

enzimin aktif bolgeleriyle etkilesime girdigi gozlenmistir (Biger vd., 2024).
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Sekil 2.16
4-Metil-N-(5-metil-4-feniltiyazol-2-il) benzensiilfonamit (sol) ve N-(4-Feniltiyazol-2-il)benzamit (sag)
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Dincel ve digerleri tarafindan 2023 yilinda yapilan calismada tiyosemikarbazid kismi
tasiyan ve gesitli spektral yontemlerle karakterize edilen imidazo[2,1-b]tiyazol
tiirevlerinin asetilkolinesteraz (AChE) inhibitor aktiviteleri in vitro olarak incelenmis ve
aktivite mekanizmasiyla ilgili 0Ongori saglamak i¢in in silico ¢alismalar
gerceklestirilmistir. Bu tiirevler arasinda en iyi biyolojik aktiviteyi %69,92 enzim
inhibisyon degeri (0,08 mg/mL'lik son konsantrasyonda) ve 0,0245 mg/mL 1Csg degeriyle
Sekil 2.17°deki 2-(2-(6-(4-florofenil)imidazo[2,1-b]tiyazol-3-il)asetil)-N-fenetilhidrazin-
1-karbotiyoamit bilesigi gostermistir (Dincel vd., 2024).

Sekil 2.17
2-(2-(6-(4-Florofenil)imidazo[2,1-b]tiyazol-3-il)asetil)-N-fenetilhidrazin-1-karbotiyoamit
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Ullah ve digerleri tarafindan 2022 yilinda yapilan bir ¢aligmada tiyazol tasiyan on dort
adet tiyolire tlirevi sentezlenerek Kkarakterize edilmis, asetilkolinesteraz ve
biitirilkolinesteraz inhibitor aktiviteleri test edilmistir. Tiim tiirevler, standart ilag olan
eserin'e (AChE i¢in ICso = 0,85 + 0,0001 ve BChE i¢in 0,04 + 0,0001 uM) kiyasla 2,10
+ 0,02 ila 109,40 + 0,04 uM (AChE i¢in) ve 3,10 + 0,01 ila 102,20 + 0,04 uM (BChE
i¢in) arasinda degisen cesitli ICso degerlerine sahip inhibitor aktivitesi ortaya koymus ve
bunlar arasinda Sekil 2.18’de ortak yapilar1 ve siibstitiientleri verilen R: 2,3- diklorofenil,
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R: 3,4- diklorofenil, R: 2- metoksifenil ve R: 3- metoksifenil tirevleri asetilkolinesteraza
kars1 miikemmel inhibitor aktivitesi gosterirken, R: 4-nitrofenil tiirevinin ise 1Cso = 3,10
+ 0,01 uM degeriyle biitirilkolinesteraza kars1 en etkili inhibisyon derecesine sahip

oldugu tespit edilmistir (Ullah vd., 2023).

Sekil 2.18
N-(Siibstitiie)-2-(2-(2,5-dimetiltiyazol-4-il)asetil)hidrazin-1-karbotiyoamit (R: 2,3- diklorofenil; 3,4-

diklorofenil; 2- metoksifenil; 3- metoksifenil; 4-nitrofenil)
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Korkmaz ve digerleri tarafindan 2022 yilinda yapilan bir ¢aligmada 2-aminotiyazol
tiirevlerinin karbonik anhidraz I-II izoenzimleri, asetilkolinesteraz (AChE) ve biitiril-
kolinesteraz (BChE) inhibisyon aktivite potansiyelleri incelenmistir. Bu tlirevlerden hCA
I'e kars1 en iyi inhibisyonu Sekil 2.19°da da gosterilen 0.008 + 0.001 uM k;j degeriyle 2-
amino-4-(4-klorofenil)tiyazol bilesigi ve hCA II, AChE ve BChE'ye karsi sirasiyla 0,124
+0,017,0,129+ 0,030 ve 0,083 £ 0,041 uM ki degerleriyle en iyi inhibisyonu da 2-amino-
4-(4-bromofenil)tiyazol bilesigi gostermistir. Molekdiler yerlestirme analizi sonuglarina
gore de sirasiyla -6,75, -7,61, -7,86, -7,96 kcal/mol tahmini baglanma enerjisi ile hCA 1,
hCA II, AChE, BChE'ye kars1 en yiiksek inhibitor potansiyeline sahip bilesigin, 2-amino-
4-(5,6,7,8-tetrahidro-2-naftil)tiyazol oldugu belirlenmistir (Korkmaz, 2023).

Sekil 2.19
2-Amino-4-(4-klorofenil)tiyazol, 2-Amino-4-(4-bromofenil)tiyazol ve 2-Amino-4-(5,6,7,8-tetrahidro-2-
naftil)tiyazol
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Khan ve digerleri tarafindan 2024 yilinda yapilan bir ¢alismada, 14 adet kaynasmis triazol
tiyazol tlirevi sentezlenmis ve AChE ve BChE'ye karsi inhibitdr potansiyelleri
arastirilmistir. Standart ilag olarak AChE i¢in 10.60 +0.20 uM ve BChE i¢in 11.80 +0.49
uM ICsp degerlerine sahip olan donepezilin kullanildig1 bu ¢alismada serideki tiim
analoglar, genis bir inhibitdr potansiyel araligi gostermis (AChE i¢in ICso= 7.20 = 0.10
ila 17.50 + 0.10 uM ve BuChE i¢in ICsp= 8.10 + 0.20 ila 18.20 + 0.10 uM) ve bunlarin
arasinda, AChE ve BChE i¢in sirasiyla 7.20 = 0.10 ve 8.10 = 0.20 uM ICsg degerlerine
sahip olan ve Sekil 2.20°de gosterilen 4-(6-(4-(triflorometil)fenil)-(1,2,4)triazolo[3,4-
b](1,3,4)tiyadiazol-3-il)benzen-1,2-diol bilesigi, p- trifloro metil grubu sayesinde ¢ok iyi
bir inhibisyon giicii gostermistir (Khan vd., 2024).

Sekil 2.20
4-(6-(4-(Triflorometil)fenil)-(1,2,4)triazolo[3,4-b](1,3,4)tiyadiazol-3-il)benzen-1,2-diol
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Gouleni ve digerleri tarafindan 2023 yilinda yapilan bir ¢aligmada, tiyazol ve sinamoil
gruplarinin birlestirilmesiyle elde edilmis bir seri yeni stiril-tiyazol hibriti (6a—p) rasyonel
olarak tasarlanip sentezlenmis ve Alzheimer hastaliginin (AH) tedavisi i¢in potansiyel
adaylar olarak ¢coklu hedefli ligand stratejisiyle AP1-42 agregasyonu ve AChE inhibisyon
ozellikleri agisindan degerlendirilmistir. Bu hibritler arasinda en umut verici olan, AP1-
42'ye maruz kalan insan noroblastoma hiicre hattinda hiicre canliliklarini 6nemli 6l¢iide
artirabilen iki hibrit sirasiyla, 375,6 + 18,425 mU mL ™! ve 397,6 + 32,152 mU mL 'de
yiiksek AChE inhibitor 6zellikleri sergilemis ve bu ikisi arasinda da Sekil 2.21°de
gosterilen 4-(4-metoksifenil)-2-(4-metoksistiril)tiyazol hibritinin sonuglara gore %80'in
tizerinde Onleyici aktivite ile AB1-42 agregasyonuna karsi en yiiksek inhibisyon profiline

sahip oldugu gorilmistiir (Gouleni vd., 2023).
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Sekil 2.21
(E)-4-(4-Metoksifenil)-2-(4-metoksistiril)tiyazol

/O\Q\//\</8 |

Hussain ve digerleri tarafindan 2022 yilinda yapilan bir ¢aligmada Alzheimer hastaliginin
tedavisi icin hedef olan asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz enzimlerine karsi
inhibisyon potansiyellerinin tespiti i¢in yeni bir benzoksazol bazli 20 adet 1,3-tiyazol
hibrit serisi sentezlenmis ve karakterize edilmistir. Sentezlenen bilesikler arasinda, Sekil
2.22°de de gosterilen, AChE’e karst ICso = 0.38 £ 0.016 uM degeriyle 2-((2-(3,4-
diklorofenil)-2-(2-(4-(4-nitrofenil)tiyazol-2-il)hidrazono)etil)tiyo)benzo[d]oksazol

bilesigi ve BChE’e karst ICso=1.33 £ 0.05 uM degeriyle 4-(2-(2-(2-(benzo[d]oksazol-
2-iltiyo)-1-(3,4-diklorofenil)etiliden)hidrazinil)tiyazol-4-il)fenol  bilesigi en gigli
inhibisyon profiline sahip bilesikler olarak tespit edilmistir ve yiiriitiilen molekiiler

yerlestirme c¢alisma sonuglariyla bu veriler desteklenmistir (Hussain vd., 2023).

Sekil 2.22
(E)-2-((2-(3,4-Diklorofenil)-2-(2-(4-(4-nitrofenil)tiyazol-2-il)hidrazono)etil)tiyo)benzo[d] oksazol (sol) ve
(E)-4-(2-(2-(2-(Benzo[d]oksazol-2-iltiyo)-1-(3,4-diklorofenil)etiliden)hidrazinil)tiyazol-4-il)fenol (sag)

Cl Cl
Cl Cl

Sever ve digerleri tarafindan 2020 yilinda yapilan bir calismada Alzheimer hastaliginin
tedavisinde onemli hedefler olan asetilkolinesteraza ve ek olarak insan karbonik
anhidrazlarina kars1 inhibisyon potansiyellerini belirlemek iizere tiyazol ve pirazolinin
molekiiler hibridizasyonuna dayali olarak yeni tiyazolil-pirazolinler tasarlanmistir ve
Claisen-Schmidt reaksiyonu, 2-pirazolin halka sisteminin olusumu ve Hantzsch tiyazol
sentezi olmak iizere ii¢ basamakli bir sentetik yol ile bu bilesikler sentezlenmistir. /n vitro
ve in silico ¢alismalarin ardindan AChE, hCA I ve hCA 1I iizerine inhibisyon etkileri

bakimindan bu sentezlenen tiirevler arasinda Sekil 2.23’te de gosterildigi lizere sirasiyla
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‘fenil’ tlirevi (3a), ‘4-siyanofenil’ tiirevi (3f) ve ‘4-klorofenil’ tiirevi (3d) bilesiklerinin,

en umut verici tiirevler oldugu ortaya koyulmustur (Sever vd., 2020).

Sekil 2.23

1-(4-Feniltiyazol-2-il)-3-(4-morfolinofenil)-5-(4-florofenil)-2-pirazolin (3a); 1-[4-(4-Klorofenil)tiyazol-2-
il]-3-(4-morfolinofenil)-5-(4-florofenil)-2-pirazolin (3d) ve 1-[4-(4-Siyanofenil)tiyazol-2-il]-3-(4-
morfolinofenil)-5-(4-florofenil)-2-pirazolin (3f)
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Ghotbi ve digerleri tarafindan 2020 yilinda yapilan bir ¢alismada, Alzheimer hastaliginda
terapotik hedefler olan asetilkolinesteraz ve B-amiloid agregasyonu (A) inhibisyonunu
aragtirmak tiizere yeni bir tiyazol-piridinyum hibrit serisi tasarlanip sentezlenmistir.
Tiimiiniin AChE i¢in selektif oldugu bu bilesiklerden Sekil 2.24’te de gosterilen ‘2-
florobenzil’ tiirevi ve ‘2-bromobenzil’ tiirevi sirasiyla 0,40 ve 0,69 uM ICso degerleriyle
standart 1la¢c donepezilden daha az ancak buna benzer olarak en 1yi AChE inhibitor giicii
gosterse de, buna ilave olarak bu bilesiklerin, sirasiyla %20,38 ve %42,66 degerleriyle,
10 uM konsantrasyonda test edilen donepezile (%14,70) gore daha giiglii B-amiloid
agregasyonu (AP) inhibisyon ozelliklerine sahip oldugu tespit edilmistir (Ghotbi vd.,
2020).
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Sekil 2.24
1-(2-Florobenzil)-4-((4-okso-4-((4-feniltiyazol-2-il)amino) biitanamido)metil) piridin-1-yum kloriir (sol) ve
1-(2-Bromobenzil)-4-((4-okso-4-((4-feniltiyazol-2-il) amino) biitanamido)metil)piridin-1-yum bromiir (sag)
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Zengin ve digerleri tarafindan 2018 yilinda amiloid-p (AP) agregasyonu ve
asetilkolinesteraz (AChE) inhibisyon profillerinin arastirilmasi amaciyla azol/piperazin
kisimlariyla siibstitiie edilmis bir seri yeni 2-fenilbenzo[d]tiyazol potansiyel ikili
inhibitorler olarak tasarlanip sentezlenmistir. Tim tiirevler hem asetilkolinesteraza
(AChE) hem de biitirilkolinesteraza (BChE) karsi zayif inhibisyon ozellikleri
gostermesine karsin imidazol halkasi iceren ve Sekil 2.25’te de gosterilen 2-[4-(1H-
imidazol-1-il)fenil]benzo[d]tiyazol bilesiginin %49,2 degeriyle AP140 Vve %60,6
degeriyle de APi-42 agregasyonunu giiclii bir sekilde inhibe ettigi gosterilmistir (Zengin
vd., 2019).

Sekil 2.25
2-[4-(1H-Imidazol-1-il)fenil]benzo[d]tiyazol
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Ramzan ve digerleri tarafindan 2017 yilinda yapilan bir ¢alismada 1,3-tiyazol ve 1,3,4-
oksadiazol igeren yeni bi-heterosiklik bilesikler Alzheimer hastaligt ve diyabetin
terapotik hedefleri dogrultusunda ChE’lere (kolinesterazlar), iireaza ve a-glukozidaza
karst enzim inhibit6r aktivitesi agisindan tasarlanip sentezlenmis ve test edilmistir. Bu
tirevler arasinda en yiiksek inhibitor etkilere, Sekil 2.26’da ortak iskeletleri ve
stibstitiientleri belirtilen, AChE'ye kars1 17,25 £ 0,07 uM'lik ICso degeriyle 3-nitrofenil
tiirevi; BChE'ye kars1 56,23 + 0,09 uM’lik ICso degeriyle 2-nitrofenil tiirevi; iireaza kars1
161,26 + 0,23 pM’lik 1Cso degeriyle 3-klorofenil tiirevi ve a-glukozidaz igin de 57,35 +
0,17 uM “lik ICso degeriyle 2-metil-3,5-dinitrofenil tiirevinin sahip oldugu gosterilmistir
(Ramzan vd., 2018).
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Sekil 2.26
2-[(5-(Stibstitiie)-1,3,4-0ksadiazol-2-il)siilfanil]-N-(4-metil-1,3-tiyazol-2-il)asetamit (R: 3-nitrofenil; 2-

nitrofenil; 3-klorofenil; 2-metil-3,5-dinitrofenil)
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Sun ve digerleri tarafindan 2015 yilinda yapilan bir ¢alismada ¢ok iyi bir verimle
sentezlenen ve spektroskopik ve elementel analizlerle karakterize edilen yeni bir tiyazol
asetamid serisi in vitro asetilkolinesteraz (AChE) ve biitirilkolinesteraz (BChE) inhibitor
aktiviteleri agisindan degerlendirilmistir. Sentezlenen tiirevler arasinda ICso = 3,14 + 0,16
uM degeriyle en giigliit AChE inhibisyon profiline sahip bilesik, ayn1 zamanda BChE'ye
kars1 da 2,94'liikk bir segicilik indeksi (SI) gostermis ve Sekil 2.27°de kimyasal yapisi
verilen bu bilesigin ayrica AH'ye kars1 olasi oncii molekiil olarak farmakolojik profilini

orneklemek i¢in toksisite ve yerlestirme ¢alismasi da gergeklestirilmistir (Sun vd., 2016).

Sekil 2.27
2-(4-Metoksifenil)-N-(4-feniltiyazol-2-il)asetamit

Jadoon ve digerleri tarafindan 2022 yilinda yapilan bir ¢alismada monoamin oksidazin
iki izoformuna (MAO-A / MAO-B) karsi inhibisyon potansiyelleri agisindan
degerlendirilmek tizere tiyazolidin-2,4-dion bazli analoglar tasarlanip sentezlenmistir.
Sonuglara gore Sekil 2.28°de gosterilen bu bilesiklerden MAO-B izoformu i¢in sirasiyla
0.013 £0.01 uM ve 0.008 £ 0.01 uM ICso degerlerine ve sirastyla 228 ve 226 secicilik
indeksi degerlerine sahip piridinil hidrazon tiirevi bilesik ve tiyofenil hidrazon tiirevi
bilesigin referans ilag olan safinamidden daha yiiksek bir aktivite gosterdigi ortaya
konulmustur. Molekiiler yerlestirme c¢alismalari, hem MAO-A hem de MAO-B
izoformlarma karsi baglanma enerjisi degerlerini karsilastirarak in vitro deneysel

sonuglart ve segiciligi desteklemistir (Jadoon vd., 2022).
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Sekil 2.28
5-((Z)-4-(Benziloksi)benziliden)-3-((2-((E)-1-(piridin-4-il)etiliden)hidrazinil)metil)tiyazolidin-2,4-dion
(sol) ve 5-((Z)-4-(Benziloksi)benziliden)-3-((2-((E)-1-(tiyofen-2-il) etiliden)hidrazinil)metil)tiyazolidin-
2,4-dion (sag)
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2.4 Morfolin Halkas1 Hakkinda Genel Bilgiler

Amin ve halkali eter fonksiyonel gruplarina sahip alt1 iiyeli heterosiklik bir kimyasal
bilesik olan morfolin, yapisindaki amin nedeniyle bazik 6zellik gostermekte ve eslenik
(konjuge) asidi de morfolinyum olarak adlandirilmaktadir. C4H9NO kapali formiiliine
sahip olan morfolin halkasinin genel yapis1 ve IUPAC kurallarina gore isimlendirmesi

Sekil 2.29°da verilmistir.

Sekil 2.29

Morfolin Halkasi Genel Yapisi ve Numaralandiriimasi
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Analjezik, antienflamatuvar, antikanser, antidepresan, antimikrobiyal ajanlar vb. olarak
yaygin kullanimi bulunan morfolin tlirevlerinin endiistriyel uygulamalarda katalizor,
ylizey aktif ajanlar, kauguk kimyasali vb. olarak da kullanimlar1 mevcuttur (Kumar and

Kapur).
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2.5  Morfolin Halkasinin Baz1 Sentez Yontemleri
2.5.1 Aminoalkoller iizerinden yiiriiyen reaksiyonlarla morfolin aldesi

Degisik kosullar altinda gerceklestirilebilen bir molekiil i¢i siklizasyonu i¢eren morfolin
halkasinin sentezinde siklizasyon asamasi genellikle baz aracili bir SN reaksiyonu veya
bir gegis metali aracili alilik siibstitiisyonu gegirmis siibstitiic 1,2-amino alkolii temelli

olmustur (Chrysselis vd., 2000; Blagg vd., 2007).

Degisen reaktiflere ve kosullara gore amino alkoller tizerinden morfolin eldesi Sekil 2.30,

Sekil 2.31 ve Sekil 2.32° de gosterilmeye ¢alisiimustir.

Sekil 2.30
a) DEAD, PhsP, toluen; b) 4 N HCl/dioksan, sonra 5 % NaOH (Nishi vd., 2000). (Boc: tersiyer-
biitiloksikarbonil, DEAD: dietil azodikarboksilat, TBDMS: tersiyer-biitildimetilsilil)

HD‘"‘*’AN OTBDMS OTEDMS OH
| 0
Boc 3 ED ., b E “rs,
—_— ’ e
M
Cl r‘l*‘ ©\C| H @m
Boc Cl |
Sekil 2.31

a) Kloroasetil klorit, NaOH, H,O, DCM, rt, 30 dk., sonra ag. KOH, IPA, rt, 2 saat; b) BH3 - THF, reflux,
3 saat, sonra aq. HBr, reflux, 1 saat (Blagg vd., 2007). (DCM: diklorometan, IPA: izopropil alkol)

D ey e
H s H
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Sekil 2.32
Reaksiyon kosullar1: Aseton, rt (Chrysselis vd., 2000).

2.5.2 SnAP (Stannyl Amin Protokolii) yontemiyle morfolin eldesi

Son donemde morfolinlerin sentezinde en Onemli adimin Bode grubu tarafindan
gelistirilen stannyl amin protokolii (SNAP) oldugu muhtemeldir (Vo vd., 2013; Luescher
vd., 2014). SnAP reaktifinin (2-((tribiitilstannil)metoksi) etan-1-amin veya tiirevleri) bir
aldehitle reaksiyona girmesi ve ardindan radikal bazli stokiyometrik Cu' aracili
siklizasyonun yapilmasi sonucu morfolinlerin elde edildigi; Sekil 2.33 ve Sekil 2.34’te
de reaksiyon Ornekleri verilen bu yontem ¢ok genis substrat kapsamina sahip olmasi
(alifatik, aromatik ve heteroaromatik aldehitler kullanilabilir), koruyucu gruplara ihtiyag
duymamasi ve genel olarak veriminin iyi olmasi nedeniyle dikkat ¢gekmektedir (Vo vd.,
2013).

Sekil 2.33

SnAP Yontemiyle Morfolin Sentezi; a) 4 A MS, DCM (0.2 M), rt, 2 saat; b) Cu(OTf)2 (1.0 eq.), 2,6-lutidin
(1.0eq.), 4 : 1 CHCI/HFIP (0.05 M), rt, 12 saat (Luescher vd., 2014). (MS: molekiiler elekler, OTf:
triflat, HFIP: hekzafloroizopropanol)
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Sekil 2.34

SnAP Yontemiyle Spirosiklik N-Heterosiklikler ve a-Triflorometil Morfolin Analoglarinin Sentezi; a) 3 A
MS, CsHs, 82 °C, 12 saat; b) Cu(OTf)2 (1.0 eq.), 2,6-lutidin (1.0 eq.), 3 : 1 HFIP/DCE (0.05 M), rt, 14
saat; ¢) polimer bagh trifenilfosfin, THF, 55 °C,12 saat (Siau and Bode, 2014). (DCE: 1,2-dikloroetan).

UVSHHU3 SHBLI3 O
L
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NH,

2.5.3 SLAP (Silikon Amin Protokolii) yontemiyle morfolin eldesi

Bode grubu tarafindan SnAP'ye esdeger olarak organotin reaktiflerinden kaginmak
amaciyla gelistirilen bir diger protokol de kalay reaktifleri yerine silikon kullanan silikon
amin protokolii (SLAP) diir (Jackl vd., 2017). Akis kosullar altinda gergeklestirilebilme
ozelligide olan ve Sekil 2.35’te de reaksiyon denklemi gosterilen bu protokolde doniisiim
icin organik fotoredoks katalizorii 2,4,6-trifenilpirilyum tetrafloroborat ve mavi 151k

gerekmektedir (Kourounakis vd., 2020).

Sekil 2.35
SLAP Yéntemiyle Morfolin Sentezi; a) 4 A MS, MeCN, rt; b) 2,4,6-Trifenilpirilyum tetrafloroborat (5 mol
%), TMSOTf (1.30 eq.), MeCN/HFIP 10 : 1, mavi 151k (Jackl vd., 2017). (TMSOTT:

trimetilsililtriflorometansiilfonat).

SiMes
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2.6 Anti-Alzheimer Aktivite Calismalarina Konu Olan Morfolin Tiirevlerinin

AChE ve MAO Inhibisyon Aktivitelerinin Incelenmesi

Lee ve digerleri tarafindan 2023 yilinda dokuz adet morfolin tiirevi halojenli salkon tiirevi
sentezlenmis ve monoamin oksidaza (MAQO) karst inhibitér aktiviteleri
degerlendirilmistir. MAO-B'ye karsi en yiiksek inhibitor aktiviteyi Sekil 2.36’da
gosterilen bilesiklerden 0.065 pM'lik bir ICsg degeriyle ‘3-klorofenil’ tiirevi gostermek
tizere ‘4-florofenil’ tiirevi de I1Cso = 0.095 uM degeriyle yeterli derecede gii¢lii inhibitor
aktivite gostermistir. Yine segicilik indeksi degerleri sirasiyla 66.15 ve 80.11 olmak iizere
MAO-B i¢in MAO-A'ya gore yiiksek olan bu tiirevler sirasiyla 0,024 + 0,00062 ve 0,041
+ 0,0028 puM'lik ki degerlerine sahip rekabet¢i MAO-B inhibitorleri olarak tespit
edilmislerdir (Lee vd., 2024).

Sekil 2.36
(2E)-1-(4-Florofenil)-3-[4-(morfolin-4-il)fenil]prop-2-en-1-on (sol) ve (2E)-
1-(3-Klorofenil)-3-[4-(morfolin-4-il)fenil] prop-2-en-1-on (sag)

0 O
o0, -
Lo

0

Aktas ve digerleri tarafindan, 2-kloro-4-florobenzil grubu tasiyan NHC ligandi igeren
yeni bir paladyum bazli (NHC)Pd(II)(Morp) kompleksi (NHC: N-heterosiklik karben,
Morp: morfolin) hazirlanmis ve bu kompleksler *H, *C NMR, FTIR spektroskopik ve
elementel analiz yontemleri ile karakterize edilmistir. Ayrica, tiim kompleksler
asetilkolinesteraz (AChE) ve biitirilkolinesteraz (BChE) enzimleri iizerinde oldukca
giiclii inhibisyon etkileri gostermistir (Ki degerleri sirastyla AChE ve BChE i¢in 97.84 +
8.971la 132.28 £ 11.63 uM ve 18.24 +2.08 1la 39.08 £ 5.28 uM araligindadir). Molekiiler
yerlestirme calismasiyla molekiiler diizeyde hedef AChE ve BChE enzimlerine karsi
potansiyel aktiviteye sahip kompleks tiirevleri Sekil 2.37’de gosterilmistir. (Aktas vd.,
2024).
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Sekil 2.37
Dibromo[1-(2-kloro-4-florobenzil)-3- metilbenzimidazol-2-iliden] morfolin palladyum(ll) (R:metil;

benzil; 2- metilbenzil; 2,3,5,6- tetrametilbenzil ve X:Cl veya Br)

Abdelli ve digerleri tarafindan nitril, amin, ester, fosfonat veya keton fonksiyonel
gruplarini tastyan yeni morfolin tiirevlerinin sentezleri agiklanmigtir. Tiim bilesikler,
kolay ulasilabilir reaktanlardan baslayarak, hafif kosullar altinda bir Mannich
reaksiyonunu takiben Michael katilma reaksiyonunu igeren iki adiml bir islemle yiiksek
verimlerde basariyla sentezlenmistir. Bu morfolin igeren bilesik sinifinin insan legumain
(AEP) ve kolinesteraz (AChE ve BChE) enzimlerine kars1 potansiyel inhibitdr aktivitesini
arastirmak igin in silico bir degerlendirme yapilmistir. Molekiiler yerlestirme ¢alismasi,
tiim bilesiklerin ili¢c enzimle orta ila yiiksek afinite ile etkilesime girdigini gostermistir.
Bunlarin arasinda Sekil 2.38’de gosterilen 3-morfolino-2-(((3-(triflorometil)benzil)
amino)metil)propannitril’in karsilik gelen referans tirtinlere kiyasla ti¢ enzime karsi en iyi

baglanma afinitesini uyguladigi goriilmiistiir (Abdelli vd., 2024).

Sekil 2.38

3-Morfolino-2-(((3-(triflorometil)benzil)amino)metil)propannitril

F

Zaib ve digerlerinin yaptig1 caligmada pirimidin-morfolin hibritlerinin giiglii kolinesteraz
inhibitorleri olarak tasarimi ve kesfi aragtirilmigtir. Pirimidin heterosiklik ¢ekirdeginde

yapisal cesitliligi tanitmak icin paladyum katalizli Suzuki-Miyaura c¢apraz baglanti
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reaksiyonu kullanilmig ve ticari olarak temin edilebilen bir dizi boronik asit, yiiksek
islevsel grup toleransi gostererek basarili bir sekilde birlestirilmistir. 2 konumundan bir
‘m-tolil” ile siibsititiie edilmis pirimidin halkasi tasiyan 4-(2-(m-tolil)pirimidin-4-
il)morfolin , neostigmin‘den (ICso = 16,3 + 1,12 uM) ~38 kat daha gii¢lii bir deger olan
0,43 + 0,42 uM'lik bir inhibitor potansiyeliyle AChE'ye kars1 oncii bir aday olarak ortaya
cikmisg ve Sekil 2.39°da gosterilen bu bilesik 2,5 + 0,04 uM'lik bir ICso degeriyle BChE'ye
karsida oncii inhibisyon gostermistir. Sonug¢ olarak, arastirilan pirimidin-morfolin
iskeleti, Alzheimer tedavisinde gelistirilmeye deger bir potansiyel ortaya koymaktadir
(Zaib vd., 2023).

Sekil 2.39
4-(2-(m-Tolil)pirimidin-4-il)morfolin

Sicak ve digerlerinin yaptig1 caligmada, morfolin ve tiyazolidin bazli yeni 5-
(siibstitiie)benziliden)-2-(morfolinoimino)-3-feniltiyazolidin-4-on bilesikleri sentezlenip
antikolinesteraz, tirozinaz ve iireaz inhibisyon aktiviteleri ile antioksidan aktiviteleri SAR
(yap1 aktivite iliskileri) ile birlikte degerlendirilmistir. Sentezlenen bilesiklerden
kolinesteraz inhibisyonunda, Sekil 2.40°da gosterilen 2-(morfolinoimino)-3-fenil-5-(4-
(pirolidin-1-il)benziliden)tiyazolidin-4-on (ICsp: 17.41 +0.22 uM) AChE'ye kars1 en aktif
bilesik olarak 6n plana ¢ikmistir (Sicak vd., 2023).
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Sekil 2.40
2-(Morfolinoimino)-3-fenil-5-(4-(pirolidin-1-il)benziliden)tiyazolidin-4-on
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Mathew ve digerleri tarafindan morfolin ve imidazol bazl bilesikler iceren iki seri florlu
salkon sentezlenmis ve rekombinant insan monoamin oksidaz MAO-A/B'ye ek olarak
asetilkolinesteraz inhibitor aktiviteleri degerlendirilmistir. Tiim morfolin bazli bilesikler,
24 ile 54 uM arasinda degisen ICso degerleriyle asetilkolinesteraza karsi orta diizeyde
inhibisyon gostermistir. MAO inhibitor aktivitesi temelinde de morfolin iceren
salkonlarin, en basta Sekil 2.41°de de gosterilen 3-(3-florofenil)-1-[4-(morfolin-4-
il)fenil]prop-2-en-1-on bilesiginin, 517.2'lik yiiksek secicilik indeksi (SI) ile rekombinant
insan MAO-B (ICso = 0.087 uM) igin giiglii inhibitér aktivitesi olmak {iizere, geri
doniistimlii oldukca segici MAO-B inhibisyon etkinligine sahip oldugu ancak imidazol
bazli tiim florlu salkonlarin ise her iki izoformda da zayif MAO inhibisyon aktivitesi

gosterdigi sonucuna varilmistir (Mathew vd., 2019).

Sekil 2.41
(2E)-3-(3-Florofenil)-1-[4-(morfolin-4-il)fenil]prop-2-en-1-on

'ORa ol
£

Repsold ve digerleri tarafindan 2017 yilinda yapilan bir caligmada asetilkolinesteraz
(AChE) ve monoamin oksidaz B (MAO-B) inhibisyon &zelliklerine sahip olan kumarin

iskeletine dayali ¢ok hedefli yonlendirilmis 6ncii yapilar tasarlamak amaciyla bu iskelete
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dayal1 yeni morfolino, piperidino, tiyofen ve erusik asit konjugatlari sentezlenmistir. Bu
sentezlenen konjugatlar arasinda Sekil 2.42°de gosterilen h(MAO-B igin ICs0 = 0,372 uM
degerine sahip olan kumarin-morfolin eter konjugati 4-[2-(morfolin-4-il)etoksi]-2H-
kromen-2-on bilesiginin kumarin kisminin enzimin aktif bolgesinin substrat boslugunu,
morfolin kisminin ise giris boslugunu isgal ederek en giicli hMAO-B inhibisyon
aktivitesine sahip oldugu; eeAChE i¢in ise sirasiyla 100 pM'de %57,43 ve 1 uM'de
%30,90°1lik degere sahip olan kumarin-piperidin konjugatlar1 4-metil-7-[2-(piperidin-1-
il)etoksi]-2H-kromen-2-on  bilesigi ve 7-[2-(piperidin-1-il)etoksi]-2H-kromen-2-on
bilesiginin en giiclii AChE inhibisyon aktivitesine sahip oldugu ortaya konulmustur

(Repsold vd., 2018).

Sekil 2.42
4-[2-(Morfolin-4-il)etoksi]-2H-kromen-2-on; 7-[2-(Piperidin-1-il)etoksi]-2H-kromen-2-on ve 4-Metil-7-
[2-(piperidin-1-il)etoksi]-2H-kromen-2-on
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2.7  Hidrazon Fonksiyonel Grubu Hakkinda Genel Bilgiler

Azinler (aldazinler ve ketazinler) olarak bilinen ve ayn1 zamanda Sschiff bazi ailesine ait
ozel bir bilesik sinifi olan hidrazonlar Sekil 2.43’te gosterildigi tizere (R1R2-C=N-NH)
genel formiiliine sahiptir (Kajal vd., 2014).

Sekil 2.43

Hidrazonlarin Genel Yapist
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Adlandiriimalar1  Sekil 2.44’te goriildiigii iizere RCH=N-NH. ve RiR2-C=N-NH:
bilesikleri karsilik gelen aldehit veya ketonun adinin ardindan "-hidrazon" sozciigii
eklenerek yapilabilmektedir. Eger bilesigin ana grup olabilecek 6ncelikli bir siibstitiienti

varsa "hidrazono-" oneki eklenerek isimlendirilebilirler (ITUPAC, 1993).

Sekil 2.44
Asetaldehit hidrazon (sol) ve 2-Hidrazono-1-siklohekzankarboksilik asit (sag)

’_,&EN'_.-NH? - MNHE
H
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Sekil 2.45’te goriildiigii iizere X=N-NHR veya X=N-NR!R? yapisinda olanlarda: baska
hi¢ bir grup birincil grup olarak dncelige sahip degilse, siibstitiie edilmis hidrazonlar
olarak; eger R siibstitlienti birincil grup oncelige sahipse, bivalan bir radikal =X ile
stibstitlie edilmis bilesik RH'nin hidrazino tiirevleri olarak; X birincil grup olarak dncelige
sahipse, bilesik XHz'nin hidrazono tiirevleri olarak.isimlendirilmektedirler (IUPAC,
1993).

Sekil 2.45
Biitanon dimetilhidrazon (sol); p-Izopropilidenhidrazinobenzoik asit (orta) ve 4-Dimetilhidrazono-1-

siklohekzankarboksilik asit (sag)
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Ayrica Sekil 2.46°da gosterildigi gibi yapidaki radikalin ismine -hidrazin son ekinin ve
karbonil grubu igermesi durumunda da -hidrazit son ekinin getirilmesiyle de isimlendirme

yapilabilmektedir.
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Sekil 2.46
Benzilidenhidrazin (sol) ve N’-(1-feniletiliden)benzohidrazit (sag)
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Tiiberkiiloz, ciizzam ve ruhsal bozukluklar gibi hastaliklarin tedavisinde mantar oldiiriicti
ve ilag olarak kullanilan ve boya endiistrisinde de olduk¢a 6nemli bir yere sahip olan
hidrazonlarin yapisindaki her iki azot atomu da amino tipi azot daha reaktif olmakla
birlikte niikleofilik ve karbon atomu da hem niikleofilik hem de elektrofilik 6zellik
gostermektedir (Syeda vd., 2018).

Kishner ve Wolff tarafindan ilk defa 1911 yilinda aldehit ve ketonun, hidrazin
(NH2=NH>) ile potasyum hidroksit (KOH) ortamindaki muamelesi sonucu kesfedilen,
uctaki azot atomu iizerindeki serbest elektron c¢iftinin elektrofil karbonil grubuna
niikleofilik saldirisi sonucu meydana gelen ve Sekil 2.47°de denklemi verilen
reaksiyonda ara tiriin olarak hidrazonlarin olustugu goriilmiistiir (Kishner, 1911; Wolff,
1912).

Sekil 2.47
Wolff-Kishner Indirgenme Tepkimesi
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2.8 Hidrazon Fonksiyonel Grubunun Baz Sentez Yontemleri
2.8.1 Aldehit ve ketonlarmm hidrazinler ile kondensasyonu sonucu hidrazon eldesi

Aldehit ve ketonlarin alkanlara doniistiiriilmesi reaksiyonu olan Wolff-Kishner
indirgenme tepkimesinde ara iiriin olarak elde edilebilen hidrazonlar; metanol, etanol
biitanol, tetrahidrofuran (THF) vb. uygun ¢oziicii ortaminda uygun keton ya da
aldehitlerin hidrazin/hidrazitler ile geri sogutucu altinda kondenzasyonu sonucu

Sekil 2.48°de gosterildigi gibi sentezlenebilmektedir (Uppal vd., 2011).
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Sekil 2.48
Aldehit veya Ketonlarin Hidrazinlerle Kondensasyonuyla Hidrazon Eldesi (Day and Whiting, 1988).
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2.8.2 Japp-Klingemann reaksiyonu ile hidrazon eldesi

Sekil 2.49°da gosterildigi gibi diazonyum tuzlarindan ve bir f-keto-asitten (veya p-keto-
esterden) veya bir enaminden aromatik hidrazonlar sentez edilebilmektedir (Japp and
Klingemann, 1887).

Sekil 2.49

S-Keto asit veya [-Keto ester ile Diazonyum Tuzlarindan Aromatik Hidrazonlarin Sentezi
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2.8.3 Michael katilmasi reaksiyonuyla hidrazon eldesi

Amin ve hidrazinlerin nitrostirenlere ‘Michael Katilmasi’, hafif, katalitik olmayan
kosullar altinda retro-aza-Henry tipi bir islemle Sekil 2.50°de de gosterildigi lizere N-
metil/fenil siibstitiie benzil hidrazonlar sentezlenebilmektedir (Kallitsakis vd., 2018).

Sekil 2.50

Nitrostirenlere ‘Michael Katilmasi’ Yoluyla Benzil Hidrazon Bilesiklerinin Sentezi
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2.9 Anti-Alzheimer Aktivite Calismalarina Konu Olan Hidrazon Tiirevlerinin
AChE ve MAO Inhibisyon Aktivitelerinin Incelenmesi

Tripathi ve digerleri tarafindan 2016 yilinda yapilan ¢alismada bir seri 2-amino-6-
nitrobenzotiyazol tiirevi genisletilmis hidrazonlar tasarlanip sentezlenmis ve MAO-A ve
MAO-B inhibisyon aktiviteleri aragtirilmistir. MAO-B inhibitor aktivitesi en yiiksek olan
bilesigin ICso = 1,8 + 0,3 nm, se¢icilik indeksi [SI] = 766,67 degerleriyle N’-(5-kloro-2-
oksoindolin-3-iliden)-2-(6-nitrobenzotiyazol-2-ilamino)asetohidrazit, buna karsin en
aktif MAO-A inhibitorii olan bilesigin de ICso = 0,42 + 0,003 mm degeriyle N’-(1-(4-
bromofenil)etiliden)-2-(6-nitrobenzotiyazol-2-ilamino)asetohidrazit oldugu sonucuna
ulasilmistir. Yapi-aktivite iliskisi (SAR) ¢aligmalari, gii¢ i¢cin 6nemli olan birkag yapisal
yonii ve etilen ara parcasinin MAO-B inhibitdr giicline katkisini, minimal veya hig
norotoksisite olmadan ortaya koymustur. Bu kapsamda Sekil 2.51°de de yapis1 gdsterilen
(N’-(5-kloro-2-oksoindolin-3-iliden)-2-(6-nitrobenzotiyazol-2-ilamino)asetohidrazit)'in,

daha ileri optimizasyon caligsmalari, bu bilesikleri MAO-B ile iliskili ndrodejeneratif
hastaliklar icin potansiyel terapdtik ajanlar olarak gelistirmek i¢in 6nemli hale gelmistir

(Tripathi and Ayyannan, 2016).

Sekil 2.51

N’-(5-Kloro-2-oksoindolin-3-iliden)-2-(6-nitrobenzotiyazol-2-ilamino)asetohidrazit

° NH
>\ N oy
/N N
0N S H /\ﬂ/
0
Cl

Kumar ve digerleri tarafindan 2022 yilinda yapilan bir ¢alismada degisken aril grubuna
sahip bir dizi piperonilik asit tiirevi hidrazon sentezlenmis ve ChE'ler ve MAQO'lara kars1
aktiviteleri incelenmistir. Sonuglar hidrazonlarin miikemmel kolinesteraz inhibisyon
profili sergiledigini ek olarak da N'-(2,3-diklorobenziliden)benzo[d][1,3]dioksol-5-
karbohidrazit bilesiginin, AChE (0,048+0,007 uM), BChE (0,89+0,018 uM) ve MAO-B
(0,9540,12 uM) enzimlerine kars1 umut verici dual inhibitor profili ¢izdigini gostermistir.
Farmakokinetik ¢alismalar, Sekil 2.52’de gosterilen bilesigin AChE enzimini rekabetci
bir sekilde geri doniisiimlii olarak inhibe ettigini (Ki=8.0+£0.076 nM) ve MAO-B'ye kars1
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rekabet¢i olmayan ve geri doniisiimlii bir inhibisyon profili sergiledigini ortaya

koymustur (ki=9.6+0.021 uM) (Kumar vd., 2023).

Sekil 2.52
(E)-N"-(2,3-Diklorobenziliden)benzo[d][1,3]dioksol-5-karbohidrazit
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Prinz ve digerleri tarafindan Alzheimer hastaligina neden olan faktorler konusunda giiglii
hipotezlerden biri olan kolinerjik hipotez dogrultusunda sinaptik araliktaki asetilkolin
konsantrasyonunu artirmak i¢in hem asetil hem de biitirilkolinesterazin inhibisyonuna ek
olarak amiloid B fibrillerinin olusumunun inhibisyonunu saglamak amacli 2013 yilinda
yapilan ¢aligmada 1,4-stibstitiie 4-(1H)-piridilen-hidrazon iskeletine sahip yakin zamanda
tanimlanmis bir AChE inhibitoriine dayanarak, bir madde kiitliiphanesi olusturulmus ve
bunlar AChE, BChE ve fibril olusumu inhibisyon testlerine tabi tutulmustur. Sekil 2.53’te
gosterilen p-nitrosiibstitiie bilesik, nanomolar konsantrasyon araliginda (ICsp = 90 nM)
anti-AChE aktivitesi gosterirken, bisnaftil siibstitiie bilesigin AChE/BChE'nin en iyi
genel inhibitori oldugu ve fibril yikimini artirdigt bulunmustur (Prinz vd., 2013).

Sekil 2.53
4-((4-Nitrobenziliden)hidraziniliden)-1-(3-fenilpropil)-1,4-dihidropiridin (sol) ve 4-((Naftalen-1-
ilmetilen)hidraziniliden)-1-(naftalen-2-ilmetil)-1,4-dihidropiridin (sag)

2. N
/N\N/ = O

Bolognino ve digerlerinin 2021 yilinda yaptig1 bir ¢aligmada asil olarak malign hipertermi
tedavisinde kullanilan ancak Alzheimer hastaliginin da i¢inde bulundugu nérodejeneratif
hastaliklarin tedavisi i¢in bir potansiyel teskil ettigi son donemlerde degerlendirilmis olan
dantrolenin 21 adet kendine benzer hidrazit ve hidrazon analogu, hedef enzimler olan
MAO ve AChE inhibisyonu i¢in yapi-aktivite iliskilerini (SAR'ler) kesfetme amaciyla

sentezlenmistir. Yeni sentezlenen bilesiklerin cogu MAO A veya AChE'ye nispeten
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MAO B'ye kars1 segicilik gostermis olup bunlardan Sekil 2.54’te gosterilen sekonder
aldimin ve fenilhidrazon tiirevleri sirasiyla 0,68 ve 0,81 uM'lik ICso degerlerine ulagmus;
bu bilesikler ayn1 zamanda oksidatif hasardan hiicre korumasinda ve karnitin/agilkarnitin

tastyicisinin aktivasyonunda etkili bir sonug ortaya koymustur (Bolognino vd., 2021).

Sekil 2.54
(4-(5-(((2-Kloro-4-hidroksifenil)imino)metil)furan-2-il)benzonitril (sol) ve 4-(2-((3-Metoksifenil)
metiliden)hidrazinil)benzen-1-silfonamid (sag)

[ N H
\ HCO =~ _N
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Abid ve digerleri tarafindan 2017 yilinda yapilan bir ¢alismada 3-formilkromon'dan
tiretilen bir dizi siilfonil hidrazon sentezlenmistir. Bu bilesiklerin tiimiiniin ICsg
degerlerinin diisiik mikromolar aralikta oldugu tespit edilmis olup (ICso = MAO-A igin
0,33-7,14 IM ve MAO-B i¢in 1,12-3,56 IM) bunlarin arasinda Sekil 2.55’te de
gosterildigi tizere en aktif MAO-B inhibitoriiniin (rekabetgi inhibisyon moduna sahip)
1,12 £ 0,02 IM ICso degerine sahip ‘6-floro’ tiirevi ve 0,33 £ 0,01 IM ICso degerine sahip
‘6-kloro’ tiirevinin ise en aktif MAO-A inhibitérii (rekabetgi olmayan inhibisyon modu)
oldugu belirlenmistir (Abid vd., 2017).

Sekil 2.55
N’-[(E)-(6-Floro-4-okso-4H-kromen-3-il)metiliden]-4-metilbenzensiilfonohidrazit (sol) ve N’-[(E)-(6-
kloro-4-okso-4H-kromen-3-il)metiliden]-4-metilbenzensiilfonohidrazit (sag)
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Yang ve digerleri tarafindan yapilan 2022 yili calismasinda Alzheimer hastali§inin
ilerlemesinde birer carpan olan bozulmus néronal Ca?* homeostazindan kaynakl
kalsiyum diizensizligi ve diisiik asetilkolin seviyelerini regiile etme temelli bir yaklagimla

kalsiyum salinimlariin (depo asir1 yiiklenmesi kaynakli Ca?" salinimi [SOICR]) ve
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asetilkolinesterazin (AChE) es zamanl olarak engellenmesi hedeflenmis ve bu amacla
baz1 dantrolen tlirevleri ryanodin reseptorii ve AChEmin ikili inhibitorleri olarak
tanimlanmistir.  Bu  hedef  dogrultusunda  aromatik  gruplu  iki  seri
asilhidrazon/stilfonilhidrazon tiirevi sentezlenmistir. Hedef bilesikler, pozitif kontroller
olarak dantrolen ve donepezil kullanilarak in vitro SOICR ve AChE'yi inhibe etme
kabiliyetleri acisindan degerlendirilmis ve Sekil 2.56’da yapisi gosterilen N’-((5-(4-
nitrofenil)furan-2-il)metilen)benzensiilfonohidrazit bilesigi , SOICR'ye (inhibisyon (%)
= 90,1, ICs0 = 0,162 uM) ve AChE'ye (inhibisyon (%) = 93,5, ICso = 0,372 uM) kars1
giiclii ve dengeli bir inhibisyon saglamis, ayrica beyin dilimlerinde hipokampal uzun
vadeli potansiyasyonu (LTP) 6lcerek sinaptik giicii artirabilecegi ortaya koyulmustur

(Yang vd., 2023).

Sekil 2.56
(E)-N"-((5-(4-Nitrofenil)furan-2-il)metilen)benzensiilfonohidrazit

Tok ve digerleri tarafindan 2024 yilinda yapilan bir calismada antioksidan ve kolinesteraz
aktiviteleri degerlendirilmek {izere klopidogrel bisiilfat bazli bazi yeni hidrazon
tiirevlerinin sentezi gergeklestirilmistir. Sentezlenen bu bilesiklerden 4-metoksi tiirevi
bilesigin en yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu ve Sekil 2.57°de gosterilen 2-
bromo tiirevi bilesiginde AChE ve BChE'ye kars1 sirastyla 8,540 + 0,015 uM ve 7,980 +
0,026 uM ICso degerleriyle serideki en yliksek inhibisyon profiline sahip oldugu
gosterilmis ve Alzheimer hastalifina karst miicadelede yeni ajanlar gelistirmek iizere
daha ileri ¢alismalar i¢in umut vadedici bir aday olarak degerlendirilmistir (Tok vd.,

2024b).
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Sekil 2.57
2-(2-Klorofenil)-2-(6,7-dihidrotiyeno[3,2-c]piridin-5(4H)-il)-N-(2-bromobenziliden)asetohidrazit

Cl

=z

Tok ve digerleri tarafindan 2024 yilinda yapilan bir ¢aligmada, ‘donepezil’ yapisina
dayanan piperidin kalintis1 i¢eren bir dizi hidrazon tiirevi tasarlanmis ve sentezlenmistir.
Cesitli spektroskopik tekniklerle karakterize edilen ve in vitro antioksidan ve kolinesteraz
aktiviteleri degerlendirilen bu bilesikler arasinda en yiiksek antioksidan aktiviteyi ‘5-
metilfuran’ grubu tasiyan bilesik; ‘donepezil'den de iki kattan daha fazla olacak sekilde
(Donepezil igin ICso = 38.842 + 0.053 uM) en yiiksek AChE inhibisyonunu da Sekil
2.58’de yapilar verilen 14.124 + 0.084 ve 17.968 + 0.072 uM'lik ICso degerleriyle
sirastyla ‘4-siyanofenil’ ve ‘4-bromofenil’ tiirevi bilesikler gostermistir. Ek olarak ‘4-
bromofenil’ tiirevi bilesik 13.505 um'lik ICso degeriyle donepezil'den yaklasik ti¢ kat daha
yiiksek olacak sekilde serideki en yiiksek BChE inhibisyon aktivitesini gdstermistir (Tok
vd., 2024a).

Sekil 2.58
4-Metil-1-(4-(((1-(4-bromofenil)etiliden)hidrazono)metil)fenil)piperidin (sol) ve 4-Metil-1-(4-(((1-(4-
siyanofenil)etiliden)hidrazono)metil)fenil)piperidin (sag)
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Macedo ve digerleri tarafindan 2022 yilinda yapilan bir ¢calismada daha 6nce bildirilen
N-benzil-(3-hidroksi)piperidin-agil-hidrazon tiirevlerinin daha dnce sentezlenen serisine
kiyasla gelistirilmis ¢ok hedefli AChE inhibitérleri olarak tasarlanan yeni seri 13 adet N-
benzil-(4-hidroksimetil)piperidin agil-hidrazon tiirevi sentezlenmis ve bu tiirevler, AChE
enzimi ile etkilesim bigimleri acisindan in silico olarak ve kolinesterazlarin segici
inhibisyonu, hiicresel antioksidan ve ndoroprotektif aktiviteler {izerindeki etkilerinin
degerlendirilmesi i¢in in vitro olarak incelenmistir. Bu tiirevler arasinda ICsp = 5,9 uM,
SI> 5,1 degeriyle en iyi ve se¢ici AChE inhibitor aktivitesinin yani1 sira en iyi antioksidan
etkiye sahip ‘2-hidroksi’ siibstitiisyonu tastyan ve Sekil 2.59°da kimyasal yapis1 verilen
bilesigin ayn1 zamanda noroprotektif etkilere sahip oldugu gosterilmistir (Vaz vd., 2022).

Sekil 2.59
(E)-N’-(2-Hidroksibenziliden)-4-((4-(hidroksimetil)piperidin-1-il)metil)benzohidrazid
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Kursun-Aktar ve digerleri tarafindan 2021 yilinda yapilan bir ¢calismada hidrazonlarin
antikolinesteraz, tirozinaz, iireaz gibi enzim inhibisyonu ve antioksidan aktiviteleri
acisindan yiiksek potansiyel tagimast kapsaminda 3,5-dimetoksi-4-
hidroksibenzaldehitten baslanarak bir seri benzoil hidrazon bilesigi sentezlenmistir. Bu
sentezlenen tiirevlerin arasinda antioksidan aktivite degerlendirmesinde [-karoten-
linoleik asit ve ABTS katyon radikal siipiiriicii aktivitelerinde, {i¢ adet bilesik one ¢cikmis
ve AChE ve BChE enzimlerine kars1 da sirasiyla 40.07 £ 0.25 uM/mL ve 52.39 + 0.49
uM/mL ICsp degerleriyle en iyi inhibitor aktiviteyi Sekil 2.60°da yapis1 verilen ‘4-nitro’
tiirevi bilesik gostermistir (Aktar vd., 2022).
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Sekil 2.60
N’-(4-Hidroksi-3,5-dimetoksibenziliden)-4-nitrobenzohidrazit

2.10 Salkonlar Hakkinda Genel Bilgiler

Sekil 2.61°de gosterildigi tizere li¢ karbonlu bir alkenon {initesiyle birbirine baglanan iki
aromatik halkadan olusan a, p doymamuis ketonlar olan salkonlarin ¢ekirdegi ya da iskeleti
benzil asetofenon veya benziliden asetofenon seklinde kimyasal olarak
isimlendirilebilirse de [IUPAC adi 1,3-difenil-prop-2-en-1-on ya da 1,3-difenil-2-propen-
1-on olarak belirtilmektedir (Jasim vd., 2021).

Sekil 2.61
Konfigiirasyonuna Gore Salkon Iskelet Yapilart

(E)- Salkon (2)-Salkon

Flavanoid ailesine mensup dogal bitkisel kaynakli ya da sentetik olan ve flavanoidlerin
biyosentezinde ara {iriin olarak bulunan bu bilesikler antibakteriyel, antienflamatuvar,
antikanser, antioksidan, antidiyabetik, antiparazitik olmak {izere genis biyolojik aktivite

spektrumu gostermektedirler (Jasim vd., 2021).
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2.11 Salkon Fonksiyonel Grubunun Bazi Sentez Yontemleri
2.11.1 Claisen Schmidt kondensasyonuyla (CSC) salkonlarin sentezi

Temel olarak, ilk defa 1880-81'de L. Claisen (Cabrera vd., 2007) ve J. G. Schmidt (Lv
vd., 2010)’in, bir aldehit ve bir keton arasindaki baz katalizli yogunlasma ile ortaya
cikardiklart ve raporunu yazdiklar1 ‘Claisen Schmidt kondensasyonu (CSC)’ metoduyla
sentezlenmektedirler. Aldol kondensasyonu bir enol veya bir enolat iyonunun, bir
karbonil bilesigiyle reaksiyona girerek bir B-hidroksil aldehit veya B-hidroksil keton
olusturdugu ve ardindan dehidratasyonla konjuge bir enonun elde edildigi bir reaksiyon
olmakla birlikte CSC’de temelde yalnizca bir a-hidrojeni olan bir keton ile a-hidrojeni

olmayan bir aldehit arasindaki ¢apraz bir aldol kondensasyonudur (Mulugeta, 2022).

Farkli katalizér veya reaksiyon kosullar1 (homojen veya heterojen) kullanilarak
olusturulan farkli CSC varyasyonlari arasinda salkon sentezi i¢in en yaygin olani CSC'nin

sulu baz katalizli metodudur (Lakshmi Kantam vd., 2005).
2.11.1.1 Katalizor olarak NaOH ve KOH in kullanildigi salkon sentezi

Cabrera ve arkadaslari, Sekil 2.62°de gosterildigi lizere anhidro etanolde katalizor olarak
NaOH (3.0 esdeger) kullanarak bir dizi siibstitiie salkon sentezlemis ve daha sonra
reaksiyon karigimi seyreltik HCI ile ndtralize edilip tirlinlerin ¢ogu metanolden yeniden

kristallendirilmistir (Cabrera vd., 2007).

Sekil 2.62
NaOH Kullanilarak Yapilan Salkon Sentezi

kY 3
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R’=H R=H, 4-Cl, 2-Br, 4-Br, 4-OCHs, 4-SCHs, 4-NHCOCH;
R’=2’-OH R=4-NO,, 2-NO3, 4-Cl, 4-Br, vb.

Katalizor olarak CSC’de yaygin olarak kullanilan bir diger baz olan sulu KOH
kullanilarak Sekil 2.63’te gosterildigi lizere siibstitiie edilmis salkonlar sentezlenmistir

(Corma and Garcia, 2003).

o1



Sekil 2.63
KOH Kullamilarak Yapilan Salkon Sentezi

R-_f | + - AR i)50% KOH, EtOH, 12 h
= | = i} 2 W HCI, pH= 3-4
O O
R’ R
H
4-OMe
H
3,4-0-CH,-O-
3,4,5-OMe
3-OMe, 4-OH  3,4,5-OMe, etc.
21112 H2SO4 ve HCI’nin kullanmildig salkon sentezi

Sipos ve digerleri Sekil 2.64’te de verildigi iizere mutlak etanolde doymus HCI gazi
kullanarak  4-hidroksi  benzaldehitin farkli siibstitiie edilmis asetofenonlarla
yogunlastirilmasini saglamis ve salkon tiirevleri sentezlemislerdir (Sipos and Sirokman,
1964).

Sekil 2.64
Absolii Etanolde HCI Kullanilarak Yapilan Salkon Sentezi

OH OH
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I | + H —= R _:
= abs. E1OH = =
0 O

R’= 3-NO3, 2-OH, 4-NO,, 3-OH, 4-NO, 3-OH, 6-NO;
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2.11.1.3 Heterojen ve cevre dostu yontemler kullanarak galkon sentezi

Biiyiilk miktarda sulu atik {reten diger homojen olarak katalizli organik sentez
yontemlerinin aksine ¢evresel olarak zararsiz reaksiyon kosullar1 altinda salkon

sentezlemek i¢in yontemler gelistirilmistir (Mulugeta, 2022).
2.11.1.3.1 Mikrodalga sinimi kullanilarak salkon sentezi

Sekil 2.65°te gosterildigi lizere salkon sentezi amaciyla PEG-400'deki katt K2COz (%10
mol) karistmi 90-120°C'de 1,5-2,5 saat karistirilmis ve iriin, katalizoriin soguk sulu

yikama ile ¢ikarilmasindan sonra yeniden kristallendirilmistir (Mulugeta, 2022).

Sekil 2.65
KoCOs, PEG-400 Kullanilarak Yapilan Salkon Sentezi

| = n KaCOs, PEG-400 = S
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R=H, 4-CHjs, 4-OCHj3, 4-Cl, 4-NO;

2.11.1.3.2 Ultrasonik isinimi kullanmilarak salkonlarin sentezi

Solhy ve arkadaslari, suyla birlikte yardimci katalizor olarak kullanmak iizere yeniden
kullanilabilir hidroksiapatit [Cai10(POas)s(OH)2] sentezlemis ve Sekil 2.66’da goriildiigii
lizere bunu on bes siibstitiie edilmis salkonun sentezi i¢in kullanmislardir (Dong vd.,

2008).
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Sekil 2.66
Yeniden Kullanilabilir Hidroksiapatit Kullanilarak Yapilan Salkon Sentezi

R'—! o= . | R‘_R Hidroksiapatit |g'_: = = :—H
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4-Cl 4-Cl 4-Cl

H 3-NO; 4-NO2 3-NO2 4-OMe 3-NO2
4-OMe 4-OMe 4-OMe
4-OH 4-OH 4-OH

2.11.1.3.3  Ionik stvilar kullanilarak salkonlarin sentezi

Son yillarda, geri kazanim, yeniden kullanim kolaylig1 gibi geleneksel organik ¢oziictilere
nispeten daha avantajli 6zellikleri nedeniyle iyonik sivilar ugucu organik ¢oziiciilere gore
daha yesil bir alternatif haline gelmeye baslamistir (Al-Masum vd., 2011). Bu dogrultuda
Dong ve digerleri, salkonlar sentezlemek icin Sekil 2.67°de gosterildigi lizere CSC'yi
katalize etmek amaciyla bazi siilfonik asit fonksiyonellestirilmis goreve 6zgii iyonik

stvilar (TSIL) kullanmistir. Yedi TSIL incelenmis ve CSC'yi etkili bir sekilde katalize

ettigi bulunmustur (Dong vd., 2008).

Sekil 2.67
Stilfonik Asit Fonksiyonlu TSIL Katalizli Salkon Sentezi

2.11.2 Diger yontemlerle salkonlarin sentezi

Claisen-Schmidt kondensasyonu haricinde salkonlarin sentezi igin gelistirilen bazi

reaksiyonlarla da salkonlar elde edilebilmistir.
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2.11.2.1 ‘Suzuki Reaksiyonu’ ile galkonlarin sentezi

En giiclii C-C bag-olusum reaksiyonlar1 arasinda olan paladyum katalizli ¢apraz-
baglanma reaksiyonlar1 (Suzuki reak.) da salkon sentezinde uygulanabilmektedir
(Mulugeta, 2022).

Eddarir ve digerleri tarafindan sinamoil kloriirler ile fenilboronik asitler veya benzoil
klortirler ile fenil vinil boronik asitler arasindaki Suzuki reaksiyonu baz alinarak
salkonlarin sentezi igin Sekil 2.68’de gosterildigi gibi bir yontem gelistirilmistir (Al-
Masum vd., 2011).

Sekil 2.68

‘Suzuki Reaksiyonu’ ile Salkon Sentezi

R R
(PPha)Pd G g
R’ Cl CszC0O3, toluen R S

HO

-

OH

211.2.2 ‘Wittig Reaksiyonu’ ile salkonlarin sentezi

C-C cift baglariin regio ve stereokontrollii yapimi i¢in gii¢lii bir yontem olan ‘Wittig
reaksiyonu’ ayrica salkonlarin sentezlenmesinde de kullanilmistir (Chen vd., 2005;
Kumar vd., 2008). Bu yontemlerde, Sekil 2.69’da da gosterildigi tizere kararli bir ylid'in
aldehitlerle reaksiyonu, istenen salkonlarin sentezlenmesinde kullanilmistir (Mulugeta,
2022).

Sekil 2.69
Wittig Reaksiyonu’ ile Salkon Sentezi
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2.12 Anti-Alzheimer Aktivite Calismalarina Konu Olan Salkon Tiirevlerinin
AChE ve MAO Inhibisyon Aktivitelerinin incelenmesi

Delogu ve digerlerinin 2024 yilinda yaptig1 calismada benzotiyofen iskeletine sahip
heterosiklik bilesikler tasarlanip sentezlenmis ve kolinesterazlara (ChE) karsi inhibitor
aktiviteleri ve SH-SYS5Y hiicrelerinin yasayabilirligi degerlendirilmistir. Benzotiyofenler
ve benzotiyofen-salkon hibritleri hem asetilkolinesteraza hem de biitirilkolinesteraza
kars1 test edilmis ve ilging yapi-aktivite iliskileri ortaya g¢ikarilmistir. Sonug¢ olarak,
benzotiyofen-salkon hibritlerinden Sekil 2.70’de gosterilen 3-(4-klorobenzoil)-2-(4-
klorofenil)benzotiyofen’in ICso = 62,10 uM degeriyle en iyi AChE inhibitorii ve 3-(4-
aminobenzoil)-2-(4-aminofenil)benzotiyofen’in de 1Cso = 24,35 uM  (referans bilesik
olan galantamininkine (ICsp = 28,08 uM) benzerdir) degeriyle en iyi BChE inhibitorii
oldugu ortaya konmustur (Delogu vd., 2024).

Sekil 2.70
3-(4-Klorobenzoil)-2-(4-klorofenil)benzotiyofen (sol) ve 3-(4-Aminobenzoil)-2-(4-aminofenil)benzotiyofen

(sag)

Bajad ve digerlerinin yaptig1 2023 yili ¢calismasinda heterojen ve cok faktorlii yapiya
sahip Alzheimer hastaliginin tedavisi i¢in son donemde gelistirilen c¢oklu hedefli
yonlendirilmis ligand (MTDL) kesfi biiyiik ilgi gormektedir. Bu dogrultuda N-aril
piperazin kismi tagiyan ¢oklu hedeflenebilir salkon tiirevleri tasarlanmis, sentezlenmis ve
degerlendirilmistir. ~ Sentezlenen tiim  bilesikler, asetilkolinesteraz ~ (AChE),
biitilkolinesteraz (BChE), pB-sekretaz-1 (BACE-1) ve amiloid  (AP) agregasyonunun
inhibisyonu acisindan taranmistir. Tiim tiirevler arasinda, Sekil 2.71°de gosterilen salkon
iskeletinde siibstitiie edilmemis benzilpiperazin pargasi ve para-bromo siibstitiienti
tastyan salkon iskeleti iceren bilesik, secilen hedeflere karsi dengeli bir inhibitor profili
ortaya koymustur. Bulgular, ayricalikli bir salkon iskeleti iceren bilesigin AH
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terapotiklerinin gelistirilmesinde Oncii bir molekiil olarak hareket edebilecegini one

stirmistiir (Bajad vd., 2024).

Sekil 2.71
(E)-3-(4-(4-Benzilpiperazin-1-il)fenil)-1-(4-bromofenil) prop-2-en-1-on

Q 5

Abdalla ve digerleri 2023 yilinda yaptig1 bir calismada Alzheimer hastaliginin
tedavisinde dnemli bir hedef haline gelen AChE' nin inhibisyonunda giiclii bir potansiyele
doniisen salkon bazli bir dizi bilesigin sentezine odaklanmis ve ¢esitli spektroskopik
yontemlere dayanarak bu bilesikleri karakterize etmistir. AChE'ye karsi taranan bu salkon
tiirevlerinin cogu, AChE'ye kars1 gii¢lii bir inhibitor aktivite gdstermistir. Bu tiirevlerden
Sekil 2.72°de kimyasal yapis1 verilen 1-(4-(benziloksi)fenil)-3-(4-nitrofenil)prop-2-en-1-
on bilesigi, pozitif bilesik galantamin ile karsilastirildiginda asetilkolinesteraza karsi en

gliclii inhibitor aktiviteyi gostermistir (Abdalla Ali vd., 2024).

Sekil 2.72
(E)-1-(4-(Benziloksi)fenil)-3-(4-nitrofenil)prop-2-en-1-on
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Sharma ve digerleri tarafindan 2023 yilinda yapilan bir ¢alismada Alzheimer hastaliginin
tedavisinde birden fazla isleve sahip olmasi hedefiyle sentezlenen N-metilpiperazinil ve
piperidinil alkil-O-salkon tiirevleri asetilkolinesteraz (AChE) aktivitesi, AGE'ler ve
serbest radikal olusumunun inhibisyonu i¢in in vitro deneylerle degerlendirilmistir.
Sentezlenen bilesiklerden AChE'nin hem CAS hem de PAS bolgesi ile ayni anda ¢ift
baglanma 6zelligi yerlestirme caligmalariyla ortaya ¢ikarilmis ve kimyasal yapist Sekil
2.73’te verilmis 1-(2,4,6-trimetoksifenil)-3-(4’-(2’-(p-metilpiperazinil)etoksi)
fenil)prop-2-en-1-on bilesigi 1Cso = 11.6 nM degeriyle ICso= 15.68 nM degerine sahip
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referans bilesik donepezil'den daha gii¢lit AChE inhibitor aktivitesi gostermis ve AGE'ler
ve serbest radikal olusumu inhibisyonu igin iyi bir profil ¢izmistir.(Sharma vd., 2023).

Sekil 2.73
1- (2,4,6-Trimetoksifenil)-3-(4-(2 ’-(p-metilpiperazinil)etoksi)fenil)prop-2-en-1-on

OCH; O

s (\N,f"
WN\)
H,CO OCH, 0

Li ve digerleri tarafindan 2023 yilinda yapilan bir ¢alismada Alzheimer hastaliginin
tedavisi i¢in birden fazla igleve sahip ajanlar gelistirmek amaciyla son donemde ilgi géren
¢ok hedefli yonlendirilmis ligandlar olarak bir dizi yeni salkon tiirevi gelistirilmis ve
bunlarin MAO inhibisyon aktiviteleri, anti-inflamasyon 06zellikleri ve noroprotektif
etkileri in vitro olarak degerlendirilmistir. Cogunun iyi segici MAO-B inhibitor aktivitesi
gosterdigi bu c¢alismada 0,092 uM'lik ICso degerleriyle en iyi MAO-B inhibisyon
aktivitesi goOsteren, buna ek olarak APi.42 agregasyonunu onemli 6l¢iide inhibe eden,
ayrica Glu-/ABzs-35'in indiikledigi PC12 hiicre hasar1 lizerinde 6nemli antiinflamasyon
ozelligi ve iyi noroprotektif etkiler gosteren Sekil 2.74°teki 1-(2,3-dihidrobenzofuran-5-
il)-3-(tiyofen-2-il)prop-2-en-1-on bilesigi ayni zamanda olumlu emilim, dagitim,
metabolizma ve atilim (ADME, absorption, distribution, metabolism, and excretion)
ozellikleri de gostermistir (Li vd., 2024).

Sekil 2.74

(E)-1-(2,3-Dihidrobenzofuran-5-il)-3-(tiyofen-2-il)prop-2-en-1-on
/s °

NS

o
Mathew ve digerleri tarafindan 2016 yilinda yapilan c¢aligmada, daha once ‘F’
fonksiyonel grubuna sahip bir seri metoksillenmis salkonun monoamin oksidaz-B'ye
(hMAO-B) karsi baglanma afinitesi tizerinde yaptiklar1 ve yliksek baglanma afinitesi
sonucuna vardiklar1 ¢alismanin devami olarak yine Alzheimer ve parkinson gibi cesitli

norodejeneratif bozukluklarin tedavisi kapsaminda, yapi-aktivite iligkilerinin daha iyi
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anlasilmasini saglamak i¢in hMAO inhibisyonlar1 agisindan bes yeni salkon tiirevi
incelenmistir. Sonuglar, bu bilesiklerin rekabet¢i bir inhibisyon moduna sahip geri
doniistimlii ve segici hMAO-B inhibitérleri oldugunu ve en aktif bilesigin 26,36'lik bir
secicilik indeksi ve hMAO-B'ye kars1 0.33 £+ 0.01 um 'lik bir k; degeri ile Sekil 2.75’te
gosterilen 1-(4-hidroksifenil)-3-[4-(triflorometil)fenil]prop-2-en-1-on bilesigi oldugunu
ortaya koymustur (Mathew vd., 2016).

Sekil 2.75
(2E)-1-(4-Hidroksifenil)-3-[4-(triflorometil)fenil]prop-2-en-1-on
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Anil ve digerleri tarafindan 2022 yilinda yapilan bir calismada asetilkolinesteraz ve
biitirilkolinesteraz enzimleri ve insan eritrosit karbonik anhidraz | ve Il (hCA | ve II)
izoenzimleri agisindan degerlendirilmek iizere bromobenzil ve metoksifenil gruplarina
sahip yeni halojenli salkonlar sentezlenmistir. AChE inhibisyonu agisindan 1,83 +0,21—
11,19 = 0,96 nM ki ve BChE inhibisyonu agisindan da 3,35 + 0,91-26,70 + 4,26 nM K;
deger araliklarina sahip oldukga giiclii inhibisyon profili gosteren bu tiirevler arasinda
Sekil 2.76°da gosterilen ‘4-klorofenil” ve ‘2-(triflorometil)fenil’ tiirevlerinin AChE ve
BChE'ye kars1 en aktif bilesikler oldugu tespit edilmistir (Anil vd., 2022).

Sekil 2.76
(E)-1-(3-Bromo-2-hidroksi-4,6-dimetoksifenil)-3-(4-klorofenil)prop-2-en-1-on (sol) ve (E)-1-(3-Bromo-2-
hidroksi-4,6-dimetoksifenil)- 3-(2-(triflorometil)fenil)prop-2-en-1-on (sag)

OH O
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Hasan ve digerleri tarafindan 2021 yilinda yapilan bir calismada Alzheimer hastaliginin

tedavisi i¢in AChE inhibitorii olarak degerlendirilmek {izere sekiz yeni salkon bazli
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kumarin tlirevi tasarlanip sentezlenmistir. Standart ila¢ olan ve 1,142 + 0,027 uM ICsp
degerine sahip galantamine gore, iKisi haricinde daha tistiin bir AChE inhibitor aktivitesi
gosteren bu tlirevler arasinda en giiclii inhibisyon profiline sahip tiirevin 0,42 + 0,019
uM'lik ICso degeriyle Sekil 2.77°de gosterilen tirev oldugu ve ek olarak bunun,
molekiiler yerlestirme ¢alismalarina gore AChE’nin hem CAS hem de PAS’1ile ikili yore
etkilesimine girerek enzimi iggal ettigi ortaya koyulmustur (Hasan vd., 2022).

Sekil 2.77
(E)-4-Metil-7-(4-(4-(3-(tiyofen-2-il)-akriloil)-fenoksi)-biitoksi)—2H-kromen-2-on

/ S
NS

)
Sang ve digerleri tarafindan 2021 yilinda yapilan bir ¢aligmada Alzheimer tedavisi igin
¢oklu hedef yonlendirilmis ligandlar (MTDL'ler) stratejisi temelinde yeni bir seri salkon-
E vitamini-donepezil hibriti tasarlanmis ve gelistirilmistir. Bu hibrit tiirevler arasinda
ratAChE 1Cso = 0,41 uM; eeAChE ICso = 1,88 uM degerleriyle ve AChE'nin hem CAS
hem de PAS’1ile ikili yore etkilesimine girerek en iyi AChE inhibisyon profillerinden
birini gosteren Sekil 2.78°deki bilesigin ayrica 25 uM 'de kendi kendine ve Cu?*-
indiiklenen A1 42 agregasyonunun inhibisyon potansiyeli olarak sirasiyla %78.0 ve
%93.5; kendi kendine ve Cu®'-indiiklenen birikmis APi 42 fibrillerinin pargalanma
potansiyeli olarak sirasiyla %72.3 ve %84.5 oranlarina sahip oldugu ortaya koyulmustur.
Ek olarak bu bilesigin H2O2-indiiklenen PC12 hiicre hasari iizerinde iyi bir néroprotektif

etki gostermesi de 6nemini artirmistir (Sang vd., 2022).

Sekil 2.78
(E)-1-(3,6-Dihidroksi-2,4-dimetoksifenil)-3- (4-((6-(etil-(2-metoksibenzil)amino)hekzil)oksi)fenil)prop-2-

en-1-on
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Tian ve digerleri tarafindan 2019 yilinda yapilan bir caligmada flurbiprofen-salkon hibrit
Mannich baz tiirevi Alzheimer hastaliina karsi ¢ok fonksiyonlu ajanlar olarak tasarlanip
sentezlenmis ve bu tiirevler arasinda Sekil 2.79°da gosterilen ‘pirolidin’ grubu tasiyan
tiirev 1Cso = 7.15 = 0.23 uM degeriyle AChE'nin en 6nemli inhibitorlerinden biri olarak;
ICs0= 0.43 £ 0.02 uM degeriyle MAO-B ve 25,0 uM'de sirasiyla %70,65 ve %54,89
degerleriyle kendi kendine ve Cu?*-indiiklenen Api-s2 agregasyon inhibisyonu agisindan
da en yiiksek inhibitor etkiyi gosteren bilesik olarak 6n plana ¢ikmistir. Ek olarak bu
bilesik gii¢lii bir antioksidan, anti-noroinflamatuvar aktivite ve metal selatlama 6zelligi

gostermistir (Tian vd., 2020).

Sekil 2.79
Metil (E)-2-(2-floro-4"-(3-(3-hidroksi-4-(pirolidin-1-ilmetil) fenil)akriloil)-/1, 1 -bifenil]-4-il) propanoat

Sang ve digerleri tarafindan 2019 yilinda yapilan bir calismada ¢ok hedefli yonlendirilmis
ligandlar stratejisi temel alinarak AChE/BChE ve MAO-A/MAO-B gibi hedef enzim
inhibisyonu, antioksidan aktiviteler, APi-42 agregasyon inhibisyonu, metal selatlama
ozellikleri ve H202 kaynakli PC12 hiicre hasarma karsi noroprotektif etkiler gibi in vitro
aktiviteleri degerlendirilmek ftizere bir seri salkon-O-karbamat tiirevi tasarlanip
sentezlenmistir. Bu tiirevler arasinda Sekil 2.80°de gosterilen ‘2-Hidroksifenil’ tiirevi ve
‘(Etil(metil)karbamoil)oksi’ tiirevi bilesikler selektif BChE inhibitoér aktivitesi i¢in
stirastyla 3,1 uM ve 1,2 uM ICso degerlerine; selektif MAO-B inhibitor aktivitesi i¢in
sirastyla 1,3 uM ve 3,7 uM ICso degerlerine ve sirasiyla %63,9 ve %53,1 kendiliginden
indiiklenen Af1-42 agregasyon inhibisyon oranlarina sahip olmakla birlikte, bu iki bilesik
arasinda da oOzellikle ‘2-hidroksifenil’ tiirevinin ORAC= 1,3 eq degeriyle giiglii
antioksidan aktivite ve ndroprotektif etki gosterdigi ek olarak da Cu?*-indiiklenen ApBi-s2

agregasyonunu inhibe edip pargalayabildigi ortaya koyulmustur (Sang vd., 2019).
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Sekil 2.80
(E)-3-(3-(2-Hidroksifenil)-3-oksoprop-1-en-1-il)feniletil (metil)karbamat (sol) ve (E)-3-(3-(2-
((Etil(metil)karbamoil)oksi)fenil)-3-oksoprop-1-en-1-il)feniletil(metil) karbamat (sag)
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Parambi ve digerleri tarafindan 2018 yilinda yapilan bir ¢caligmada daha once selektif
hMAO-B inhibitorleri oldugu bilinen bir dizi halojenli tiyofen salkon bazli bilesik ChE
inhibisyon yetenegi bakimindan degerlendirilmek iizere tasarlanmis ve sentezlenmistir.
Bu sentezlenen tiirevlerin 14-70 uM araligindaki ICsp degerleriyle ChE'yi orta derecede
inhibe ettigi ve bunlar arasinda da Sekil 2.81’de gosterilen 3-(4-klorofenil)-1-(5-
klorotiyofen-2-il)prop-2-en-1-on bilesigi ve 1-(5-bromotiyofen-2-il)-3-(4-
florofenil)prop-2-en-1-on bilesiginin, sirasiyla AChE (ICso= 14,76 uM) ve BChE'ye
(ICso=52.29 uM) karsi en giiglii inhibisyon profiline sahip oldugu gosterilmistir (Parambi
vd., 2019).

Sekil 2.81
3-(4-Klorofenil)-1-(5-klorotiyofen-2-il)prop-2-en-1-on (sol) ve 1-(5-Bromotiyofen-2-il)-3-(4-
florofenil)prop-2-en-1-on (sag)

Kang ve digerleri tarafindan 2017 yilinda yapilan bir ¢alismada amino-alkil, alkil, alkenil
ve amid yan zincirleri igeren 36 yeni kumarin-salkon hibridi sentezlenmis; AChE ve
BChE'ye karsi inhibisyon profilleri degerlendirilmistir. Sonuglar genel olarak, para-
stibstitiie amino-alkil gruplarina sahip bilesiklerin en giicli ve AChE i¢in selektif
aktiviteye sahip iken orto-siibstitiie analoglarin zit bir etki gdosterdigini ve terminal amin

gruplarinin amid, alkil veya alkenil gruplariyla degistirilmesiyle olusan bilesiklerin
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cogunun c¢ok zayif aktiviteye (AChE'ye karsi ICso > 500 pumol/L) sahip oldugunu
gostermistir. Bu tiirevler arasinda molekiiler yerlestirme sonuglarina gére AChE'nin hem
CAS'mma hem de PAS'ina baglanabilecegi gosterilmis olan Sekil 2.82’deki 3-(3-(4-(2-
(pirolidin-1-il)etoksi)fenil)akriloil)-2H-kromen-2-on bilesigi, 0,15 + 0,01 umol/L ICso
degeriyle AChE'ye karsi en iyi aktiviteyi, BChE’e kiyasla yiiksek secicilik (27,4) oraniyla
ortaya koymustur (Kang vd., 2018).

Sekil 2.82
(E)-3-(3-(4-(2-(Pirolidin-1-il)etoksi)fenil)akriloil)-2H-kromen-2-on
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Shah ve digerleri tarafindan 2016 yilinda yapilan bir ¢aligmada kolinesteraz (AChE ve
BChE) inhibitor aktiviteleri agisindan degerlendirilmek tizere Alzheimer hastaliginda
terapotik potansiyeli olan bir dizi yeni piperidil-tiyenil ve 2-pirazolin salkon tiirevi
sentezlenmis ve bunlarin tiimiiniin AChE'nin selektif inhibitorii oldugu tespit edilmistir.
Bu bilesiklerden Sekil 2.83°te de gosterildigi tizere piperidil salkon tiirevlerinden 0,16 +
0,008 uM ICso degerine sahip ‘3-klorotiyofen-2-il’ tiirevi ve 2-pirazolin salkon
tirevlerinden 0,13 + 0,006 uM ICso degerine sahip ‘5-metiltiyofen-2-il’ tiirevi bilesigin;
referans inhibitdr olan ICsp + SEM = 22,2 + 3,2 uM degerine sahip ‘neostigmin’ e kiyasla
yaklasik 142 ve 173 kat daha fazla inhibitor potansiyeli sergileyen, AChE'nin en etkili
inhibitorleri oldugu ortaya konulmustur (Shah vd., 2017).

Sekil 2.83
1-(3-Klorotiyofen-2-il)-3-(4-(piperidin-1-il)fenil)prop-2-en-1-on (sol) ve 2-Kloro-8-metil-3-(3-(5-
metiltiyofen-2-il)-4,5-dihidro-1H-pirazol-5-i))kinolin (sag)
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3 GERECLER
3.1 Kullamilan Maddeler

Morfolin : Merck, Almanya
4-Florobenzaldehit : Merck, Almanya
Tiyosemikarbazit : Merck, Almanya
Etil bromoasetat : Merck, Almanya
Benzaldehit : Merck, Almanya
4-Metilbenzaldehit : Merck, Almanya
4-Metoksibenzaldehit : Merck, Almanya
4-1zopropilbenzaldehit : Merck, Almanya
4-(Dimetilamino)benzaldehit : Merck, Almanya
4-Hidroksibenzaldehit : Merck, Almanya
4-Florobenzaldehit : Merck, Almanya
4-Klorobenzaldehit : Merck, Almanya
Potasyum karbonat : Merck, Almanya
Sodyum hidroksit : Merck, Almanya
Etanol : Merck, Almanya
Dimetilformamit : Merck, Almanya
DMSO-ds : Merck, Almanya
Petrol eteri : Merck, Almanya
Etil asetat : Merck, Almanya

Silikajel 60 F254 kapli aliiminyum ITK plag: : Merck, Almanya

AChE-E.C.3.1.1.7, electric eel : Merck, Almanya
BChE-E.C. 3.1.1.8, equine serum : Merck, Almanya
Dimetilsiilfoksit : Merck, Almanya
Jelatin : Merck, Almanya

64



Asetiltiyokolin iyodiir (ATC) : Merck, Almanya
Biitiriltiyokolin iyodiir (BTC) : Merck, Almanya

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

Sodyum bikarbonat : Merck, Almanya
Potasyum dihidrojen fosfat : Merck, Almanya
Potasyum hidroksit : Merck, Almanya
Donepezil : Merck, Almanya
Takrin : Merck, Almanya
Monoamine Oxidase-A human : Merck, Almanya
Monoamine Oxidase-B human : Merck, Almanya
Horseradish Peroksidaz : Merck, Almanya
Ampliflu ™ Red : Merck, Almanya
Triamin : Merck, Almanya
Moklobemid : Merck, Almanya
Klorjilin : Merck, Almanya
Selejilin : Merck, Almanya

3.2 Kullamlan Cihazlar

Elektronik terazi : Mettler Toledo, ABD

Erime derecesi tayin cihazi : Barnstead Electrothermal, Birlesik Krallik
Etliv : Heraeus, Almanya

Kizil 6tesi spektrofotometresi : Shimadzu-IR Affinity-1S, Japonya

Kiitle spektrometresi : Shimadzu, LCMS-IT-TOF, Japonya
Manyetik tabanli 1sitic karistiric : Heidolph, MR 3003, Almanya

Niikleer manyetik rezonans spektrometresi : Bruker, UltraShield 300 MHz, ABD

Steril kabin : Class Il TypeA2 (CHC-222A2-60), Giiney Kore
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Ultraviyole lambast : Camag, Cabinet, Isvigre

Vorteks : Wisemix, Gliney Kore
Robotik pipetleme tablasi : BioTek-Preccision XS ABD
Mikroplate okuyucu : BioTek-Synergy H1 ABD
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4 YONTEMLER
41  Sentez Cahsmalari
4.1.1 4-(Morfolin-4-il)benzaldehit sentezi (Yontem A)

Morfolin (0,057 mol, 5,0 g) ve 4-florobenzaldehit (0,057 mol, 7,07 g) tek boyunlu bir
balon igine alinarak, K>CO3 (0,086 mol, 11,82 g) varliginda dimetilformamit (DMF)
icinde 10 dk boyunca mikrodalgada reaksiyon gergeklestirilmistir. Reaksiyon bitimi ince
tabaka kromatografisi (ITK) ile kontrol edilip buzlu suya dokiilerek almmistir. Sudan

ayrigan kisim suyla yikanarak siizlilmiistiir.
4.1.2 2-(4-Morfolinobenziliden)hidrazin-1-karbotiyoamit sentezi (Yontem B)

Elde edilen 4-(morfolin-4-il)benzaldehit (0,04 mol, 7,65 @), etanol igerisinde
tiyosemikarbazit (0,04 mol 3,65 g) ile kaynatilarak karistirilmistir. Reaksiyon bitimi ITK
ile kontrol edilip ¢oken kisim siiziilerek alinmistir. Elde edilen firiin etanolden

kristallendirilmistir.
4.1.3 2-[2-(4-Morfolinobenziliden)hidrazinil]tiyazol-4(5H)-on sentezi (Yontem C)

Yontem B’de elde edilen 2-(4-morfolinobenziliden)hidrazin-1-karbotiyoamit (0,032 mol,
8,46 g) ile etil bromoasetat (0,032 mol, 5,34 @) etanol igerisinde kaynatilarak
karistirilmistir. Reaksiyon bitimi ITK ile kontrol edilip ¢ken kisim siiziilerek alinmistir.

Elde edilen iiriin etanolden kristallendirilmistir.

4.1.4 5-Siibstitiie benziliden-2-[2-(4-morfolinobenziliden)hidrazinil]tiyazol-4(5H)-

on tiirevlerinin sentezi (Yontem D)

Her bir tiirev icin, 2N sodyum hidroksitin etanoldeki ¢6zeltisi (50 ml) hazirlanip yontem
C’de elde edilen 3 nolu bilesik (0,026 mol, 7,91 g) ¢ozeltiye eklenip iizerine porsiyonlar
halinde benzaldehit tiirevleri (0,026 mol) ilave edilip kaynatilarak karistirilmustir.
Reaksiyon bitimi ITK ile kontrol edilip ¢oken kisim siiziilerek alinmistir. Elde edilen

sonug Uriinleri etanolden kristallendirilmistir.
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Sekil 4.1

Bilesiklerin Genel Sentez Semasi
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4.2  Ince Tabaka Kromatografisi (ITK) Calismalar

Sentez basamaklarindaki reaksiyonlarin devam edip etmedigi hakkinda bilgi sahip olmak

amach kontroller ITK uygulamalarryla yapilmistir. Bu ITK ¢aligmalar1 kapsaminda her

bir basamaktaki sentezlerde kullanilasn reaktantlarin ve reaksiyon ortamindan belli

periyotlarla alinan sonug iiriinlerinin etanoldeki ¢6zeltileri, kilcal borular kullanilarak

adsorban ozellikli silikajel 60 Fzs4 ile kapli, onceden uygun ¢oziicii karisimlart ile
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doyurulmus aliiminyum plakalara belli kurallar ¢ergevesinde uygulanmisgtir. Ardindan
plakalar, bu uygulamalarda daha ¢ok kullanilan petrol eteri:etil asetat (3:1) ve bilesiklerin
stiriiklenme durumuna gore bazen tercih edilebilen petrol eteri:etil asetat (1:1) veya gesitli
oranlardaki ¢6ziicti karisimlar1 gibi hareketli fazlarinin bulundugu tanklara yerlestirilmis
ve bilesiklerin bu fazlar i¢inde adsorban yiizeyde siiriiklenmesi saglanmistir. Yeterli
stiriiklenme siiresi sonunda 254 nm ve 366 nm olmak {izere ¢ift dalga boyunda ¢alisan
UV lamba kabininde plakalardaki lekelerin tayini sonrasi ilgili reaksiyonlarin devam

durumu belirlenmeye c¢aligilmistir.
4.3  Erime Noktalarinin Tayini

Sentezlerin sonucunda elde edilen bilesikler bir ucu agik kapiler borulara 2 cm olacak
sekilde doldurularak erime cihazinin ilgili haznelerine yerlestirilmis ve islemin
bitmesinin ardindan cihaz tarafindan kaydedilen videolar izlenerek ilgili bilesiklerin

erime noktalar1 kaydedilmistir.
4.4  Infrared (IR) Spektrumlarmmin Alinmasi

Sentezlenen bilesiklerin Shimadzu IRAffinity-1S cihazinin ATR boliimiine tatbiki

sonrast yiirliyen islemlerle IR spektrumlari alinmistir.
45  'H-Niikleer Magnetik Rezonans (*H-NMR) Spektrumlarinin Alinmasi

Tiim sentezler kapsaminda elde edilen iiriinlerin her birinin, déteryumlu dimetilsiilfoksit
(DMSO-ds) i¢inde hazirlanmis ¢ozeltileri halinde tetrametilsilanin (TMS) referans
standart olarak kullanildigi islemle Bruker 300 MHz spektrometresine uygulanmasi

sonucu ! H-NMR spektrumlari elde edilmistir.
4.6  3C- Niikleer Magnetik Rezonans (*3C-NMR) Spektrumlarinin Alinmasi

Tiim sentezler kapsaminda elde edilen iiriinlerin her birinin, déteryumlu dimetilsiilfoksit
(DMSO-ds) i¢inde hazirlanmis ¢ozeltileri halinde TMS’nin referans standart olarak
kullanildig1 islemle Bruker 300 MHz spektrometresine uygulanmasi sonucu *C-NMR

spektrumlari elde edilmistir.
4.7  Kiitle Spektrumlarinin Alinmasi

Tez kapsaminda elde edilen hedef bilesiklerin kiitle spektrumlari, metanol:asetonitril

(1:1) igerisindeki ¢ozeltilerinin “‘LCMS-IT-TOF (Shimadzu, Kyoto, Japonya)’’ cihazina
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enjekte edilerek elektron sprey iyonizasyon (ESI) iyonlastirma tekniginin kullanilmasi
yoluyla negatif ve pozitif modda elde edilmistir.

4.8  Biyolojik Aktivite Calismalar:

Tez biitiinlinde sentezi yapilan bilesiklerin kolinesteraz AChE, BuChE ve MAO
inhibisyon potansiyelleri arastirilmistir. Asamalarin timiinde kullanilan ultra saf suyun
Milipor/Milli-Q Synthesis A10 adli saflastirma cihazindan temin edilmis olmasi,
biyolojik aktivite ¢alismalarinda kullanilmas: gereken tiim ¢ozeltilerin yeni hazirlanmis
olmasi ve 1 hafta igerisinde tiiketilmesi g6z 6niinde bulundurulmustur. Enzim inhibisyon
calismasi i¢in hazirlanan ¢ozeltilerin porsiyonlar seklinde ayrilmasi, 96 kuyucuklu
plakalara test edilecek bilesiklerin ve enzim substrat ¢ozeltilerinin uygulanmasi gibi
islemlerde BioTek-Precision Power (Amerika Birlesik Devletleri) robotik pipetleme
sisteminden faydalanildigi bu aktivite ¢aligmalarinda enzim protokoliiniin olusturulmasi,
izlemi ve spektrofotometrik absorbans 6l¢iimlerinin yapilmasinda da BioTek-Synergy H1
Microplate Reader (Amerika Birlesik Devletleri) cihazi kullanilmistir. Tiim bilesiklerin
%2’lik dimetilsiilfoksit (DMSO) icinde 102 M ve 10* M olmak iizere iki farkl
konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltileri kullanilmis ve her bir bilesik igin %0 ile %2100

arasinda degisen ve inhibisyon oranini temsil eden aktivite degerleri tespit edilmistir.
4.8.1 Antikolinesteraz enzim aktivite calismalari

Tez kapsaminda sentezi gerceklestirilen bilesiklerin AChE ve BChE enzim inhibitor
aktiviteleri modifiye Ellman metodu ile arastirilmistir (Ellman vd., 1961; Saglik vd.,
2014; Ozkay vd., 2016; Saglik vd., 2016; Acar Cevik vd., 2017; Levent vd., 2017; Ozkay
vd., 2017; Hussein vd., 2018; Turan-Zitouni vd., 2018; Acar Cevik vd., 2019; Osmaniye
vd., 2019; Tok vd., 2019).

4.8.1.1 AChE ve BChE enzim cozeltilerinin hazirlanmasi

Liyofilize halde bulunan AChE / BChE enzimlerinin ¢6zeltisini hazirlamak igin daha
once hazirlanmis %1°lik jelatin ¢6zeltisi ¢oziicli olarak kullanilmistir. 1 mL’de 500U
AChE / BChE enzimi olacak sekilde konsantrasyonu ayarlanan bu enzim ¢ozeltisinden 1
mL almmis ve 100 mL’lik bir balon jojeye aktarilarak hacmi suyla 100 mL’ye
tamamlanmustir. Daha sonra 5 U/mL enzim konsantrasyonundaki bu stok enzim ¢ozeltisi
0.7 mL’lik porsiyonlar halinde boliinerek -20°C’de muhafaza edilmistir. Aktivite

calismalarindan 6nce oda sicakligina getirilen daha sonrada her biri 1.4 mL’ye su ile
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tamamlanarak 2,5 U/mL’lik konsantrasyona seyreltilen enzim ¢ozeltileri aktivite

calismalari i¢in kullanima hazir hale getirilmistir.
4.8.1.2 Asetiltiyokolin iyodiir (ATC) ¢ozeltisinin (0,075 M) hazirlanmast

0,217 g kadar tartilan ATC bir miktar suda ¢6ziilerek ¢ozeltisi hazirlandiktan sonra suyla
10 mL’ye tamamlanip seyreltilmis ve 0,4 mL'lik porsiyonlara boliinerek aktivite

calismalarina kadar -20° C’de muhafaza edilmistir.
4.8.1.3 Biitiriltiyokolin iyodiir (BTC) ¢ozeltisinin (0,075 M) hazirlanmast

0,237 g kadar tartilan BTC bir miktar suda ¢oziilerek ¢ozeltisi hazirlandiktan sonra suyla
10 mL’ye tamamlanip seyreltilmis ve 0,4 mL'lik porsiyonlara bdliinerek aktivite

calismalarina kadar -20° C’de muhafaza edilmistir.
4.8.1.4 5,5-ditiyobis(2-nitrobenzoik asit) (DTNB) cozeltisinin (0,01 M) hazirlanmast

0,396 g kadar tartilan DTNB bir miktar suda ¢oziilerek ¢ozeltisi hazirlandiktan sonra 0,15
g NaHCO3 eklenmesinin ardindan suyla 100 mL'ye seyreltilmis ve 3 mL'lik porsiyonlara

boliinerek aktivite ¢alismalarina kadar -20°C'de saklanmustir.
4.8.1.5 Fosfat tampon ¢ozeltisinin hazirlanmas: (pH= 8.0)

13.61 g kadar tartilan potasyum dihidrojen fosfatin 1 L suda ¢oziilmesiyle hazirlanan ve
daha sonra 0.1 N potasyum hidroksit ¢ozeltisi ile bir pH metre yardimiyla, pH’1 8+0.1'e
ayarlanan bu tampon ¢ozelti 0.22 um gozeneklere sahip filtrelerden siiziilmiis ve ihtiyag

duyulana kadar 4°C'de saklanmustir.
4.8.1.6 AChE ve BChE igin inhibisyon ¢alismast

Sentezler sonucu elde edilen hedef bilesiklerin AChE ve BChE enzimlerini inhibe etme
kapasitesi, modifiye edilmis kolorimetrik Ellman metodu kullanilarak arastirilmistir
(Ellman vd., 1961; Saglik vd., 2014; Ozkay vd., 2016; Saglik vd., 2016; Acar Cevik vd.,
2017; Levent vd., 2017; Ozkay vd., 2017; Hussein vd., 2018; Turan-Zitouni vd., 2018;
Acar Cevik vd., 2019; Osmaniye vd., 2019; Tok vd., 2019). Kullanilacak tiim ¢ozeltilerin
20-25°C’ye getirilmesiyle baslayan inhibisyon aktivite ¢aligsmalart 96 adet kuyucuga
sahip plakalar kullanilarak yapilmistir. Bu ¢alismada her bir kuyucuga 20 pL enzim
cozeltisi, 20 pL DTNB c¢ozeltisi ve 70 pL fosfat tamponu igeren birinci test ¢ozeltisiyle
birlikte 20 pL inhibitdr ¢ozeltisi ve ardindan 10 pL ATC/BTC ve 70 pL fosfat tamponu

igeren ikinci test ¢ozeltisi ilavesi yapilmis ve son durumda her bir kuyucukta 10 uL
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ATC/BTC, 20 pL enzim ¢ozeltisi, 20 pL inhibitor ¢ozelti, 20 pL DTNB ¢ozeltisi, 140 uL.

fosfat tamponu olmak tizere 210 pL hacim elde edilmistir.

Baslangigta 110 pL birinci test ¢ozeltisi ve degisik konsantrasyonlarda, her biri 4 tekrarli
olarak plakalara uygulanacak sekilde alinan 20 pL hacimli inhibitor bilesik ¢ozeltileri
Biotek Precision XS (Amerika Birlesik Devletleri) robotik sistemi kullanilarak 96
kuyucuklu plakalara ilave edilmistir. ilk adimda BioTek-Synergy H1 (Amerika Birlesik
Devletleri) adli mikroplaka okuyucusuna yerlestirilip 5 dakikalik bir karistirma islemine

tabi tutulan plakalar sonrasinda 25°C’de 15 dakika inkiibasyon siirecine birakilmustir.

Bu inkiibasyon siiresinin sonunda her bir kuyucuga mikroplaka okuyucusunun dispenser
haznesinin igerisinde yer alan ikinci test ¢ozeltisi stogundan 80 uL hacimlerde ¢ozelti
eklenmis ve 30 saniyelik bir hizli karistirma islemine tabi tutulmustur. Bu asamada 412
nm dalga boyunda birinci absorbans okumasi ve reaksiyonun devami i¢in gerceklestirilen
5 dakikalik bir karistirma isleminin sonunda da ikinci absorbans okumasi yapilmistir.
Okunan iki absorbans degeri arasindaki fark kullanilarak asagidaki Formiil (1)’e gore

bilesiklerin % inhibisyon oranlar1 hesaplanmustir.

[(AK)-A(B)—(A(D—A(B))]
(A(K)-A(B))

% Inhibisyon = x100 (1)

B: Blank (Inhibitdr bilesik ve substratin ilave edilmedigi kuyucuk)
K: Kontrol (Sadece inhibitor bilesik ilave edilmemis kuyucuk)
A(B): Blank kuyucuguna ait absorbans degerleri arasindaki fark
A(K): Kontrol kuyucuguna ait absorbans degerleri arasindaki fark

A(I): Inhibitér maddelere ait absorbans degerleri arasindaki fark

S6z konusu bilesiklere ait degerler yardimiyla Microsoft Office Excel-2013 programinin
non-lineer regresyon analizinin sigmoid doz-yanit modeli kullanilarak ¢izilen inhibisyon

egrilerinden bu bilesiklerin ICso degerlerinin hesaplamasi yapilmistir.
4.8.2 MAO enzimleri i¢in inhibisyon ¢alismasi

Tez biitiiniinde sentezi gerceklestirilen bilesiklerin MAO-A ve MAO-B enzim inhibisyon

profilleri fluorometrik metod ile arastirilmistir (Tok vd., 2019). Bu metod kapsaminda
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gerceklestirilen enzim inhibisyon deneyinde giinliik bazda hazirlanan ii¢ farkli ¢ozeltiden
ilki, farkli konsantrasyonlarda hazirlanan sentezler sonucunda elde edilen hedef bilesikler
ve referans bilesiklerin ¢ozeltileridir. Ikincisi rekombinant hMAO-A (0.5 U/mL) ve
rekombinant hMAO-B (0.64 U/mL) enzimlerinin fosfat tamponu i¢inde ¢6ziindiirilmesi
sonrast hacimleri 10 mL’ye tamamlanan enzim ¢ozeltileridir. Son olarak tigiincii ¢ozelti
ise Horseradish Peroksidaz (200 U/mL, 100 puL), Ampliflu ™ Red (20 mM, 200 uL) ve
tiramin (100 mM, 200 pL), fosfat tamponu i¢inde ¢éziindiiriilmesi ve hacminin 10 mL’ye

tamamlanmasiyla hazirlanan ¢alisma ¢ozeltileridir.

Siyah renkli diiz tabanli 96 kuyucuklu mikro test plakasindaki her bir kuyucuga inhibitor
cozeltileriyle (20 pL) birlikte hMAO-A (100 puL) veya hMAO-B (100 pL)’lerden biri
eklenmis ve 30 dakika boyunca 37°C'de olmak {lizere inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon siiresinin bitiminde reaksiyonu baslatmak iizere calisma ¢dzeltileri (100 pL)
eklenmis ve karisim tekrar 37°C'de 30 dakika olacak sekilde, her 5 dakikada bir fliioresan
(Ex/Em=535/587 nm) Sl¢limiiniin yapildigi, bir inkiibasyon islemine tabi tutulmustur.
Inhibitdr soliisyonu yerine %2’lik DMSO kullanilarak gergeklestirilen kontrol deneyine
ek olarak horseradish peroksidaz iizerine inhibitor etkisini tahlil etmek i¢in de enzim
cozeltileri yerine %3 H202 (20 mM) kullanilarak paralel okuma yapilmis ve dortlii tekrar
seklinde uygulamalar1 gerceklestirilen blank, kontrol ve degisik konsantrasyonlardaki
inhibitor bilesiklerinden alinan verilere gore asagidaki Formiil (2) tizerinden s6z konusu

bilesiklerin yiizde inhibisyon oranlar1 hesaplanmaistir:

C FCt2—FCt1 )—(FIt2—FIt1
%Inhibisyon = ( FCtz)—F(cu )« 100 (2)

FCt.: Kontroliin t2 zamaninda 6l¢iilen fliioresans degeri
FCt:1: Kontroliin t1 zamaninda 6lgiilen fliioresans degeri
Flt,: Inhibitdriin t, zamaninda 6lgiilen fliioresans degeri

Flt1: Inhibitdriin t1 zamaninda 6lgiilen fliioresans degeri
S6z konusu bilesiklere ait degerler yardimiyla Microsoft Office Excel-2013 programinin

non-lineer regresyon analizinin sigmoid doz-yanit modeli kullanilarak ¢izilen inhibisyon

egrilerinden bu bilesiklerin ICso degerlerinin hesaplamasi yapilmistir.
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4.9  Molekiiler Yerlestirme Calismalar:

Tez biitiiniinde sentezi gergeklestirilen s6z konusu hedef bilesiklerin i¢inde AChE, BChE
ve MAO B enzimlerine karsi en etkili bilesik olarak 6n plana ¢ikan 4c ve MAO-A’ya
kars1 en etkili bilesik olan ve kolinesterazlara da 4c’nin ardindan en yiiksek aktiviteyi
gosteren 4e kodlu bilesigin ilgili enzimlerin aktif bolgeleriyle potansiyel baglanma ve
etkilesim noktalarii tespit etmek igin yapi temelli in silico yerlestirme metodu
kullanilmistir. Bu amagla AChE enzimi i¢in PDB: 4EY7 (Cheung vd., 2012) ve MAO-B
enzimi i¢in de PDB: 2V5Z (Binda vd., 2007) kristal yapilar1 tizerinde protein-ligand

etkilesim analizi gergeklestirilmistir.

Bu ¢alisma i¢in Oncelikle Schrodinger Suite 2015 Update 2'de (Schrodinger, 2016b)
mevcut olan Protein Preparation Wizard protokoliiniin uygulanmasiyla kristal yapisi
yerlestirme calismalar1 i¢in hazir hale getirilmis, bag uzunluklarin1 degistirmek veya
diizenlemek i¢in OPLS 2005 kuvvet alani kullanilmis, yiikli amino asitler iizerindeki
atomlarin belirtilen ortam kosullar1 altindaki potansiyel yiiklerinin otomatik olarak
hesaplanmasi saglanmigtir. LigPrep 3.8 (Release, 2016) modiilii ile yerlestirme
caligmalarina dahil edilecek bilesikler yerlestirme i¢in hazirlanmistir. Gridler Glide 7.1
(Schrédinger, 2016a) ile olusturulmus ve yerlestirme islemi yine ayni modiiliin single

precision (SP) yerlestirme siirlimiiyle gerceklestirilmistir.
410 Molekiiler Dinamik Simiilasyon (MDS) Cahismalari

Bir ilag-reseptor kompleksinin aktif bir bolgesinde bir ligandin zamana bagli kararliligini
degerlendirmek icin temel bir hesaplama yontemi olarak kabul edilen molekiiler dinamik
(MD) simiilasyonlari (Liu vd., 2018), bu tez kapsaminda etkili bulunan 4c bilesigi igin
uygulanmistir.  Yerlestirme ¢alismalart  sonucunda tespit edilen komplekslerin
kararliligimi saglamak i¢in 100 ns siiren MD simiilasyonlar1 gerc¢eklestirilmistir. MD
calismasi kapsaminda Schrodinger Suite'in standart kuvvet alan1 (OPLS3e) ve ii¢ noktali
aktarilabilir molekiiller arasi potansiyel (TIP3P) su modeliyle Desmond uygulamasi
gerceklestirilmis ve ardindan karmasik enerji indirgemesi yapilmistir (Sureshkumar vd.,
2018). Sistem tek degerlikli iyonlarin fizyolojik konsantrasyonunu taklit etmek i¢in, 0,15
M'lik bir son tuz konsantrasyonu elde etmek {iizere Na+ ve Cl- iyonlaryla
notrlestirilmistir (Release, 2017). Sistem kurulumunun tamamlanmasi sonrasinda, MD

simiilasyonu belirtilen ayarlarla c¢alistirllmis ve Desmond uygulamas: tarafindan Rg
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(jirasyon yarigap1), RMSF (kok ortalama kare dalgalanmasi) ve RMSD (kok ortalama

kare sapmasi) hesaplamasi yapilmistir.
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5 BULGULAR ve TARTISMALAR
5.1 Sentez Calismalari

5.1.1 4-(Morfolin-4-il)benzaldehit sentezi (1)

sk

Yontem A’ya gore sentezlenmistir.

Sekil 5.1
4-(Morfolin-4-il)benzaldehit Elde Edilmesi i¢in Ongériilen Reaksiyon Mekanizmast

O
N ° —
(0] N—H O 0 N*
/ H \__/ H H
P HF /~\ O
/N, - o N
o N .
\_/QHq K,CO; H
F: KF HCO5
H+
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5.1.2 2-(4-Morfolinobenziliden)hidrazin-1-karbotiyoamit sentezi (2)

S
%NHZ
N—N
d \NO_// H
AN
2

Yontem B’ye gore sentezlenmistir.

Sekil 5.2
2-(4-Morfolinobenziliden)hidrazin-1-karbotiyoamit Elde Edilmesi icin Ongériilen Reaksiyon

N

o

& :6_:
/ \ 9/—\H\ ,H H™ ~"H / \ + H NH
0 N :N—N 0 N N~ \n/ 2
/ H H* )~NH, EOH s Hy

Mekanizmas:

: H H -H,0
/N * N__NH, /N N NH,  —
O N N o N SN
/ H _/ H

ZT

H / \ N

NH
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0 N N~ \”/ 2 N - \ﬂ/
__/ H
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5.1.3 2-[2-(4-Morfolinobenziliden)hidrazinil]tiyazol-4(5H)-on sentezi (3)

Yontem C’ye gore sentezlenmistir.

Sekil 5.3
2-[2-(4-Morfolinobenziliden)hidrazinil]tiyazol-4(5H)-on Elde Edilmesi i¢in Ongériilen Reaksiyon

Mekanizmas:

H .
/ N\ x _N_ _NH
O\_/N N \ﬂ/ 2
/ N\ X N NH> /T N\ ~ _N NH> —_—
O N \l// o] O N g \l// 0 =
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H

78




5.1.4 5-Siibstitiie benziliden-2-[2-(4-morfolinobenziliden)hidrazinil]tiyazol-4(5H)-

on tiirevlerinin sentezi (4a-4h)

R
0}
=
N\
s
/N NN
g N 7 H
_/
4a-4h
Sekil 5.4
Hedef Bilesikler i¢in Ongériilen Reaksiyon Mekanizmast
oY) o) 2
2 H \/\r N n
R T -
Na*:0—H - — N-N
o N /' H ‘a:‘o N LIRS NO_//H
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o N 7 H o N 7oA R
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5.1.4.1 5-Benziliden-2-[2-(4-morfolinobenziliden)hidrazinil]tiyazol-4(5H)-on (4a)

4a

Yontem D’ye gore sentezlenmistir. Deneysel E.N: 234-236 °C. Goriiniim: Koyu sart1 toz
Verim: %83.

IR (ATR) vmaks(cm™?): 2972 (Aromatik C-H gerilim bandi1), 2899 (C-H gerilim band1),
1707 (Salkon C=O yapisina ait gerilim bandi), 1600 ve 1573 (C=C ve C=N gerilim
band1), 1494 (Aromatik C=C gerilim band1), 1228 (C-N gerilim band1), 1049 (C-O
gerilim bandi), 829 (1,4-disiibstitiic benzen diizlem disi deformasyon bandi), 746
(monosiibstitiie benzen diizlem dis1 deformasyon band).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 3.23 (brs, 2H, morfolin-CH>), 3.37 (brs, 4H,
morfolin-CH2), 3.82 (brs, 2H, morfolin-CHz), 7.26-7.32 (m, 3H, Ar-H), 7.46-7.51 (m,
3H, Ar-H), 7.63 (d, J=9.00 Hz, 2H, Ar-H), 7.79-7.83 (m, 2H, Ar-H), 8.35 (s, H, HN-
N=CH).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 49.94 (Morfolin N-CH>), 66.43 (Morfolin O-
CH>), 116.06, 116.35, 122.32, 128.14, 129.30, 132.73, 132.87, 136.50, 149.76, 161.54,
164.80, 174.69, 179.72 (tiyazolinon C=0).
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Sekil 5.5
Bilesik 4a’ya Ait IR Spektrumu
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Sekil 5.6

Bilesik 4a’ya Ait *H-NMR Spektrumu
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Sekil 5.7
Bilesik 4a’ya Ait **C-NMR Spektrumu
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5.1.4.2 5-(4-metilbenziliden)-2-[2-(4-morfolinobenziliden)hidrazinil]tiyazol-4(5H)-
on (4b)

4b

Yontem D’ye gore sentezlenmistir. Deneysel E.N: 186-189 °C. Goriiniim: Koyu
kahverengi toz. Verim: %79.

IR (ATR) vmaks(cm™): 2980 (Aromatik C-H gerilim bandi1), 2899 (C-H gerilim bandi),
1710 (Salkon C=0 yapisina ait gerilim bandi), 1600 ve 1573 (C=C ve C=N gerilim
band1), 1487 (Aromatik C=C gerilim band1), 1226 (C-N gerilim band1), 1049 (C-O
gerilim band1), 829 (1,4-disiibstitiie benzen diizlem dis1 deformasyon bandi).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 2.35 (s, 3H, CH3), 3.22 (brs, 2H, morfolin-
CH2), 3.42 (brs, 4H, morfolin-CH>), 3.75 (brs, 2H, morfolin-CH>), 7.24-7.30 (m, 5H, Ar-
H), 7.51 (d, J=6.00 Hz, 2H, Ar-H), 7.79-7.81 (m, 2H, Ar-H), 8.33 (s, H, HN-N=CH).
13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) 8 (ppm): 21.43 (Ar-CHs), 47.95 (Morfolin N-CH>),
66.42 (Morfolin O-CH), 116.08, 116.30, 129.50, 129.91, 132.69, 133.58, 137.89,
149.92, 161.96, 164.41, 173.68 (tiyazolinon C=0).
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Bilesik 4b’ye Ait 'H-NMR Spektrumu

L

CHO

*ROK

"
™
o~

£ M NN

o

7
23
Q
0
[4°)
6L
0
I
€

™

I

86

ppm




Sekil 5.10
Bilesik 4b’ye Ait ®C-NMR Spektrumu
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5.1.4.3 5-(4-metoksibenziliden)-2-[2-(4-morfolinobenziliden)hidrazinil]tiyazol-
4(5H)-on (4c)

O/

Yontem D’ye gore sentezlenmistir. Deneysel E.N: 188-190°C. Gorliniim: Ag¢ik
kahverengi toz. Verim: %78.

IR (ATR) vmaks(cm™): 2933 (C-H gerilim bandi), 1598 (C=C gerilim bandi), 1487
(Aromatik C=C gerilim bandi), 1253 (C-O gerilim band1), 1226 (C-N gerilim bandi),
1031 ve 1174 (C-O gerilim bandi), 821 (1,4-disilibstitiie benzen diizlem dis1 deformasyon
band).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 3.23 (brs, 2H, morfolin-CHy), 3.37 (brs, 4H,
morfolin-CHy), 3.76 (brt, J= 9.00 Hz, 2H, morfolin-CH>), 3.81 (s, 3H, OCHjs), 7.07 (d,
J=9.00 Hz, 2H, Ar-H), 7.25-7.32 (m, 3H, Ar-H), 7.57 (d, J= 9.00 Hz, 2H, Ar-H), 7.78-
7.83 (m, 2H, Ar-H), 8.33 (s, H, HN-N=CH).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 47.94 (Morfolin N-CHy), 55.70 (-OCHs3),
66.42 (Morfolin O-CH), 114.90, 116.07, 116.37, 123.21, 128.74, 129.39, 131.18,
132.62, 150.22, 151.14, 159.52, 161.60, 164.86 (tiyazolinon C=0).
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Bilesik 4c’ye Ait ®*C-NMR Spektrumu
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5.1.4.4 5-(4-izopropilbenziliden)-2-[2-(4-morfolinobenziliden)hidrazinil]tiyazol-
4(5H)-on (4d)

o)
=
N
>\»s
— N—N
o N4< >4/ H
__/

4d

Yontem D’ye gore sentezlenmistir. Deneysel E.N: 179-181 °C. Goriiniim: Kizil renkli
toz. Verim: %83.

IR (ATR) vmaks(cm™): 2958 (Aromatik C-H gerilim bandi1), 2900 (C-H gerilim bandi),
1598 ve 1573 (C=C ve C=N gerilim band1), 1487 (Aromatik C=C gerilim band1), 1226
(C-N gerilim bandi), 1047 (C-O gerilim bandi), 829 (1,4-distibstitiic benzen diizlem dis1
deformasyon bandu).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 1.23 (d, J=6.00 Hz, 6H, CH-CH3), 2.87-2.94
(m, H, CH-CHz), 3.19 (brs, 2H, morfolin-CHz), 3.36 (brs, 4H, morfolin-CH), 3.76 (brs,
2H, morfolin-CHy), 7.18-7.25 (m, 2H, Ar-H), 7.27-7.35 (m, 3H, Ar-H), 7.54 (d, J=9.00
Hz, 2H, Ar-H), 7.76-7.81 (m, 2H, Ar-H), 8.29 (s, H, HN-N=CH).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 24.23 (Ar-CH-CHs), 33.74 (Ar-CH-CHa)
48.22 (Morfolin N-CH>), 66.47 (Morfolin O-CH>), 115.19, 116.00, 121.52, 127.19,
129.43, 132.91, 134.44, 148.34, 150.61, 161.39, 164.65, 176.37, 180.99 (tiyazolinon
C=0).
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Bilesik 4d’ye Ait ®C-NMR Spektrumu

@ ==
g 28RS 28888
i &2 NS888
m | ZR2ETR
i T
¢
=)
5
& | ) c
54 it i =
g 1 a = it P
2 8 i 2 |iS9H m
m g oua i i a2 igBe 2988
£
=3
o
L S
o~
€T vT—
VL EE —
| 2
-
zZ 8y —
2
o
Lb 99 —
L ©
©
o
=1
=
6T STT ~—_
00°9TT— IS
2S 12T — -
6T LZT ~_
€V 62T —0
T6°TET ——
vb pET—" o
- =
-
PE 8P T —
T9°0ST —
=3
6€°T9T — -
S9°POT —
LETOLT — s
66°08T — o

95



5.1.45 5-(4-(dimetilamino)benziliden)-2-[2-(4-morfolinobenziliden)hidrazinil]
tiyazol -4(5H)-on (4e)

0
=
N
>\»s
N—N
d ‘NO_// H
__/

4e

Yontem D’ye gore sentezlenmistir. Deneysel E.N: 311-313 °C. Goriinim: Agik
kahverengi toz. Verim: %80.

IR (ATR) vmaks(cm™): 2922 (Aromatik C-H gerilim bandi, 1587 (C=C gerilim band),
1487 (Aromatik C=C gerilim band1), 1224 (C-N gerilim bandi), 1047 (C-O gerilim
band1), 812 (1,4-disiibstitiie benzen diizlem dig1 deformasyon bandi).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 2.98 (s, 6H, CH3), 3.21 (s, 4H, morfolin-CH>),
3.75 (brs, 4H, morfolin-CHy), 7.18-7.31 (m, 5H, Ar-H), 7.45-7.50 (m, 2H, Ar-H), 7.80
(d, J=6.00 Hz, 2H, Ar-H), 8.30 (s, H, HN-N=CH).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 41.43 (Ar-N-CHs), 48.06 (Morfolin N-CH>),
66.43 (Morfolin O-CH), 111.52, 112.60, 115.12, 116.07, 116.33, 123.33, 126.67,
129.35, 130.77, 131.17, 150.84, 161.51, 173.93 (tiyazolinon C=0).
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Bilesik 4e’ye Ait ®*C-NMR Spektrumu
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5.1.4.6 5-(4-hidroksibenziliden)-2-[2-(4-morfolinobenziliden)hidrazinil]tiyazol-
4(5H)-on (4f)

OH

Yontem D’ye gore sentezlenmistir. Deneysel E.N: 271-273 °C. Goriinim: Agik
kahverengi toz. Verim: %8L1.

IR (ATR) vmaks(cm™): 2956 (Aromatik C-H gerilim band1), 1641 ve 1600 (C=C ve C=N
gerilim band1), 1427 (Aromatik C=C gerilim bandi), 1220 (C-N gerilim bandi), 1118 (C-
O gerilim bandi), 842 (1,4-distibstitiic benzen diizlem dis1 deformasyon bandi).
'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 3.23 (brs, 2H, morfolin-CHy>), 3.43 (brs, 4H,
morfolin-CH2), 3.75 (brs, 2H, morfolin-CHz), 7.23-7.32 (m, 5H, Ar-H), 7.50 (d, J=9.00
Hz, 2H, Ar-H), 7.79-7.82 (m, 2H, Ar-H), 8.33 (s, H, HN-N=CH).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds)  (ppm): 47.70 (Morfolin N-CH>), 66.38 (Morfolin O-
CH»), 114.62,129.93, 138.13, 138.89, 151.11, 160.66, 169.42, 173.12 (tiyazolinon C=0).
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Bilesik 4f’ye Ait *C-NMR Spektrumu
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5.1.4.7 5-(4-florobenziliden)-2-[2-(4-morfolinobenziliden)hidrazinil]tiyazol-4(5H)-
on (49)

4g
Yontem D’ye gore sentezlenmistir. Deneysel E.N: 350 (+) °C. Goriiniim: Sar1 toz.
Verim: %82.
IR (ATR) vmaks(cm™): 2968 (Aromatik C-H gerilim band1), 1598 ve 1556 (C=C ve C=N
gerilim bandi), 1494 (Aromatik C=C gerilim bandi), 1222 (C-N gerilim bandi), 1045 (C-
O gerilim bandi), 817 (1,4-distibstitiic benzen diizlem dis1 deformasyon bandi).
'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 3.18 (brs, 4H, morfolin-CHy), 3.74 (brs, 4H,
morfolin-CHy), 6.97-7.04 (m, 3H, Ar-H), 7.16 (s, H, Ar-H), 7.46-7.55 (m, 2H, Ar-H),
7.59 (d, J=6.00 Hz, 3H, Ar-H), 8.19 (s, H, HN-N=CH).
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5.1.4.8 5-(4-klorobenziliden)-2-[2-(4-morfolinobenziliden)hidrazinil]tiyazol-4(5H)-
on (4h)

Cl

Yontem D’ye gore sentezlenmistir. Deneysel E.N: 350 (+) °C. Goriiniim: Sar1 toz.
Verim: %81.

IR (ATR) vmaks(cm™): 2966 (Aromatik C-H gerilim bandi), 1625 (Salkon C=0 yapisina
ait gerilim bandi), 1602 ve 1554 (C=C ve C=N gerilim band1), 1494 (Aromatik C=C
gerilim band1), 1224 (C-N gerilim bandi), 1049 (C-O gerilim band1), 815 (1,4-disiibstitiie
benzen diizlem dis1 deformasyon bandi).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 3.19 (brt, J= 9.00 Hz, 4H, morfolin-CHy),
3.74 (brt, J= 9.00 Hz, 4H, morfolin-CH2), 6.90-7.07 (m, 3H, Ar-H), 7.19 (s, H, Ar-H),
7.48-7.53 (m, 2H, Ar-H), 7.58-7.63 (m, 3H, Ar-H), 8.21 (s, H, HN-N=CH).
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5.2  Spektral Verilerin Degerlendirilmesi
5.2.1 IR spektrumlarinin degerlendirilmesi

Hedef bilesiklerde IR spektrumunun fonksiyonel grup bdlgesine diisen bandlar
incelenecek olursa; ortak aromatik yapilar olarak bulunan benzen halkalarindaki C-H
gerilim bandlar1 2922-2980 cm™ araliginda, alifatik yapilara ait C-H gerilim bandlar1 da
2899-2900 cm! araliginda gdzlenmistir. Hedef bilesiklerde bulunan aromatik yapilardaki
C=C gerilim bandlar1 1427-1494 cm™ ve diger C=C ve C=N gerilim bandlar1 da 1554-
1641 cm* araliginda gelmistir. C-N gerilim bandi 1220-1228 cm™ ve C-O gerilim band:
da 1031-1174 cm™ araliginda gelmistir. Salkon yapisindaki C=0O grubuna ait gerilim
band1 1625—1707 cm™ araliginda elde edilmistir.

IR spektrumunun parmak izi bolgesine diisen bandlardan hedef bilesiklerin yapilarinda
ortak olarak bulunan 1,4-disiibstitiie benzen diizlem dis1 deformasyon bandi 812-842 cm’
! araliginda ve 4a bilesigine ait monosiibstitiie benzen halkasina ait band da 746 cm™’de

elde edilmistir.
5.2.2 'H-NMR spektrumlarmin degerlendirilmesi

Hedef bilesiklerde ortak kimyasal yapida yer alan gruplardan morfolinin yapisindaki
protonlar genel itibariyla 3,17-3,82 ppm araliginda pikler vermistir. Bu pikler genellikle
yayvan singlet ve yayvan triplet seklinde olup esdeger sayilabilecek protonlar1 genelde
birlikte pik verirken kismen de olsa etkilesimlerden &tiirii bazilart farkli frekanslarda
pikler vermistir. Ortak yapida yer alan hidrazon yapisindaki azota ¢ifte bagla bagh
karbona ait proton, hedef bilesiklerin genelinde 8,19-8,35 ppm araliginda singlet seklinde

pikler vermistir.

4a bilesiginin yapisindaki monosiibstitiiie benzen ve tiim tiirevlerdeki 1,4-disiibstitiie
benzen yapilarina ait protonlar; salkon yapisinda bulunan, fenil halkasiyla tiyazol halkas1
arasindaki metiliden karbonuna ait protonun pikiyle birlikte 6,90-7,83 ppm araliginda
pikler vermistir. Bu pikler dublet ve diger piklerle karistigindan cogunlukla multiplet

seklinde gozlenmistir.

Benziliden yapisinin para konumunda farkli siibstitiientler tastyan hedef bilesiklerden 4b
bilesiginin bu konumda bulundurdugu metil grubuna ait protonlar 2,35 ppm’de singlet
seklinde; 4c¢ bilesiginin bu konumda bulundurdugu metoksi grubuna ait protonlar da daha

diisiik perdeleme etkisinden dolay1 6ngoriildiigii iizere daha yiiksek bir kimyasal kayma
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degeriyle 3,81 ppm’de singlet seklinde pik vermistir. 4d bilesiginin ise bu konumda
tasidigi izopropil grubunun terminal karbonlarina bagli protonlari 1,23 ppm’de dublet
seklinde ve orta karbonuna bagli protonu da 2,87-2,94 ppm’de multiplet seklinde pikler
vermistir. 4e bilesiginin bu konumda bulundurdugu dimetilamin yapisindaki terminal
karbonlara bagli protonlar ise heteroatoma (azot) komsuluklarindan dolay:r diisiik
perdeleme etkisiyle 2,98 ppm gibi daha yiiksek kimyasal kayma degerine sahip olmus ve

singlet seklinde pik vermistir.
5.2.3 3C-NMR spektrumlarmin degerlendirilmesi

Hedef bilesiklerin *C-NMR spektrumu incelendiginde iskelet yapi igerisinde yer alan
morfolin, tiyazolinon, benzen halkalar1 ve hidrazon yapisindaki toplam karbon sayisina
gbre Ongoriilen sayida pik elde edilmistir. Morfolin halkasindaki azota bagl karbonlara
ait pikler 47.70 - 49.94 ppm ve bu halkadaki oksijene bagli karbonlara ait pikler de 66.38
— 66.47 ppm araliklarinda elde edilmistir. 4b bilesiginde benzilidene para konumundan
bagli metil grubundaki karbona ait ve 4d bilesiginde benzilidene para konumundan bagl
izopropildeki metilen grubundaki karbona ait pikler sirasiyla 21.43 ve 33.74 ppm’de elde
edilmistir. 4d bilesiginde benzilidene para konumundan bagl izopropildeki terminal
karbonlara ait pik de 24.23 ppm’de godzlenmistir. 4C bilesiginin yapisinda bulunan
metoksi grubundaki karbona ait pik de 55.70 ppm’de elde edilmistir. Ek olarak 4e
bilesigindeki dimetil amin grubundaki metil karbonlarina ait pik de 41.43 ppm’de

gdzlenmistir.

Aromatik karbonlara ait pikler 111.52-176.37 ppm araliginda ve tiyazolinon karbonil
grubuna ait pikler de literatiir verileriyle uyumlu olarak 164.86-180.99 ppm’de elde

edilmistir.
5.3  Biyolojik Aktivite Calismalarinin Degerlendirilmesi

Referans bilesikler olarak AChE ig¢in donepezil, BChE ig¢in takrin, MAO-A i¢in
moklobemid ve klorjilin son olarak MAO-B i¢in de selejilinin kullanildig: ve ilgili hedef
bilesiklerle birlikte biyolojik aktivite profillerinin belirlendigi ¢alismalar dahilinde ilk
basamakta 102 ve 10* M konsantrasyonlarinda hazirlanan bu sonug¢ ve referans
bilesiklerinden 10 M konsantrasyonda >%50 inhibisyon oranina sahip olan bilesikler,
10° -10° M araliklarindaki seyreltilmis konsantrasyonlarinda inhibisyon oranlari
hesaplanmak iizere ikinci basamak igin segilmistir. ikinci basamakta da 102 -10° M

konsantrasyonlar1 araligindaki inhibisyon oranlarinin hesaplanmasi sonrast dogrusal
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olmayan regresyon analizi yardimiyla ¢izilen inhibisyon egrilerinden bu bilesiklerin 1Csg

degerlerinin hesaplamasi yapilmistir.
5.3.1 AChE ve BChE enzimlerinin aktivite calismalarinin degerlendirilmesi

Tablo 5.1°de verildigi iizere 8 adet sonug bilesigi (4a-4h) ve 2 adet referans bilesik
(donepezil ve takrin) iizerinde yapilan kolinesteraz enzim inhibisyonu aktivite
calismasinda sonug bilesikler arasinda AChE ve BChE igin en diisiik 1Cso degerleriyle en
ylksek inhibitor aktiviteyi 4c gostermistir. AChE ve BChE i¢in sirasiyla 0.065+0.002 uM
ve 0.380+0.017 uM’lik ICsp degerlerine sahip olan 4c, AChE inhibisyon aktivitesi i¢in
referans bilesik olan donepezilin 0.0201+0.0014 uM olan ICso degerinin biraz tizerinde
bir sonug gosterse de inhibitdr aktivite baglaminda donepezile yakin bir profil ¢izmistir.
Ek olarak bu bilesik BChE inhibisyon aktivitesi i¢in referans bilesik olarak segilen
takrinin 0.0064+0.0002 uM olan ICso degerinin tizerinde hesaplanmis 1Cso degeriyle
takrine kiyasla daha diisiik BChE inhbitor aktivitesi ortaya koymustur. Ayrica BChE
inhibisyonu i¢in sahip oldugu ICso degeriyle mukayese edildiginde AChE’ye gorece

selektivite gosterdigi goriilmiistiir.

ACHE inhibisyonu baglaminda 4c’den sonra en yiiksek inhibitor aktiviteyi 0.077+0.003
uM’lik 1Cso degeriyle gosteren 4e bilesigi ve ilgili enzim i¢in 0.128+0.005 uM’lik 1Cso
degerine sahip 4a bilesigi BChE inhibisyonu i¢in diisiik aktivite (1Cs0>100) gostermis
boylece AChE inhibisyonu igin segici bir profil ortaya koymustur. Yine bu bilesiklerden
4d ve 4f sirastyla AChE igin 0.174+0.007 uM ve 0.235+0.010 puM; BChE iginde
0.521+0.023 pM ve 0.411+0.017 pM’lik 1Cso degerleriyle her iki kolinesteraz enzimine

kars1 yeterli inhibitor aktivite gostermistir.

Bu hedef bilesiklerden AChE enzim inhibisyonu igin diisiik inhibitor aktiviteye
(ICs0>100) sahip olan 4b ve 4g bilesikleri BChE iginde oldukga diisiik inhibitor etki
(IC50>1000) gostermistir. 4h ise her iki kolinesteraz enzimi iginde oldukga diisiik

inhibitor etkiye (1Cs0>1000) sahip bilesik olarak tespit edilmistir.
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Tablo 5.1
Elde Edilen Bilesiklerin AChE, BChE, MAO-A ve MAO-B Enzimlerine Karst ICso (uM) Degerleri

Bilesik AChE BChE MAO-A MAO-B
0.128 0.311
4a oo >100 >100 0014
4b >100 >1000 >1000 >100
4 0.065 0.380 0.212 0.088
+0.002 +0.017 +0.009 10.003
0.174 0.521 0.115
4d 10.007 +0.023 >100 +0.004
0.077 0.184 0.107
e 10.003 =100 1+0.008 10.003
0.235 0.411 0.239
At +0.010 +0.017 500 +0.009
49 >100 >1000 >1000 >100
4h >1000 >1000 >1000 >1000
Donepezil 0.0201 - - -
P +0.0014
. 0.0064
Takrin - £0.0002 - -
. 6.0613
Moklobemid - - 10.2625 -
. 0.0625
Klorjilin - - 40,0028 -
Selejilin : : : 0.0374
10.0016

5.3.2 MAO-A ve MAO-B enzim aktivite calismalarinin degerlendirilmesi

Tablo 5.1°de verildigi iizere 8 adet sonug bilesigi (4a-4h) ve 3 adet referans bilesik
(moklobemid, klorjilin ve selejilin) iizerinde yapilan monoamin oksidaz enzim
inhibisyonu aktivite ¢aligmasinda en diisiik 1Cso degeriyle en yliksek inhibitor aktiviteyi

MAO-A enzimi i¢in 4e ve MAO-B enzimi i¢in de 4c bilesigi gostermistir.

MAO-A inhibisyon aktivitesi i¢in 0.184+0.008 pM’lik 1Cso degeriyle hedef bilesikler
arasinda en yiiksek aktiviteyi gosteren 4e’ten sonra yalnizca 4c bilesigi 0.212+0.009
uM’lik ICsp degeriyle yeterli inhibitor aktivite gdsterebilmis, ilgili enzim inhibisyon
aktivite caligmalari icin referans bilesik olarak se¢ilen moklobemid ve klorjilin inhibit6r
aktivitelerini sirastyla 6.0613+0.2625 ve 0.0625+0.0028 uM’lik 1Cso degerleriyle ortaya
koymustur. Boylece 4e ve 4c bilesiklerinin moklobemide gore yaklasik 30 kat daha iyi
MAO-A inhibisyon profili sergiledigi ortaya koyulmustur. 4a ve 4d bilesikleri 1Cs0>100

113



degerleriyle diisiik aktivite ve 4b, 4f, 4g, 4h bilesikleri de 1C50>1000 degerleriyle oldukca

diisiik aktivite gostermistir.

MAO-B enzimi i¢in 0.088+0.003 - 0.311+0.014 uM araliginda 1Cso degerleri gosteren
4a, 4c, 4d, 4e ve 4f bilesikleri inhibitor aktivite ortaya koymus; 0.088+0.003 uM’lik I1Cso
degeriyle en yiiksek inhibitor aktiviteyi 4¢ gdstermistir. ilgili enzim inhibisyon aktivite
calismalari i¢in referans bilesik olarak secilen ve inhibitor aktivitesini 0.0374+0.0016
uM’lik I1Cso degeriyle ortaya koyan selejiline gore 4c¢ yakin ancak gorece daha diisiik
aktivite sergilemistir. 4b ve 4g bilesikleri 1Cs50>100 degerleriyle diisiik aktivite;
IC50>1000 degeriyle 4h bilesigi ise oldukga diisiik aktivite gostermistir.

MAO enzimleri kapsaminda sonug olarak 4c ve 4e her iki izoenzime kars1 da inhibitor
aktivite gosterebilmis; 4a, 4d ve 4f MAO-B enzimine kars1 segici inhibisyon aktivitesi
ortaya koymus; 4b, 4g ve 4h bilesikleri de her iki enzime kars1 da diisiik veya olduk¢a

diisiik aktivite gostermistir.
5.4  Molekiiler Yerlestirme Calismalarinin Degerlendirilmesi

54.1 AChE enzimi iizerinde yapilan molekiiler yerlestirme calismalarinin

degerlendirilmesi

4c’ye yerlestirme sonuglari, AChE aktif tiibtiliindeki yerlesimleri (Sekil 5.27-Sekil 5.31),
fenil halkalar1 ile PAS bolgesinin Tyr72 ve Trp286 dongii bolgesi rezidiileri ile ve CAS
bolgesinin Trp86 ve His447 dongli bolgesi rezidiileri ile n-m etkilesimi yaptigini
gostermistir. Bununla beraber, Tyr133 (dongii bolgesi aminoasidi) ile morfolin oksijeni,
yine CAS boélgesinde hidrojen bagi olusturmustur. Ek olarak, 4c ile Tyr337 (a-heliks) ve
Tyr341 (dongli aminoasidi) aminoasitleri arasinda da aromatik hidrojen baglar

gozlemlenmistir.
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Sekil 5.27
Bilesik 4c 'nin AChE Enziminin Aktif Bélgesiyle Olan Etkilesiminin Iki Boyutlu Goriiniimii

TYR
341
PHE

338 ~— TYR
337
%)
N 86
al
\, = - /-445; a
/ zoz\
SER
203
N
k/ ¢
as1
126 (o]
\ »
\
. 8
N
TYR
133
6Ly

Sekil 5.28
Bilesik 4c 'nin AChE Enziminin Aktif Bolgesiyle Olan Etkilesiminin U¢ Boyutlu Goriiniimii

> N
YR 133
\ N AR 124 ~N

4e’ye ait yerlestirme sonuglarina gore, salkon yapisina ait fenil parcasi ile Tyr72 ve
Trp286 ve hidrazon ucuna bagh fenil halkasi ile de Tyr337 ve His447 arasinda m-m
etkilesimleri gozlemlenirken, Tyr124 ile N1 hidrazon ve Tyr133 ile morfolin oksijeni

arasinda hidrojen bag1 gozlemlenmistir.
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Sekil 5.29
Bilesik 4e 'nin AChE Enziminin Aktif Bélgesiyle Olan Etkilesiminin Iki Boyutlu Goriiniimii
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Sekil 5.30
Bilesik 4e 'nin AChE Enziminin Aktif Bolgesiyle Olan Etkilesiminin Ug Boyutlu Goriiniimii

\
S \/\ R 133

Tiim bu etkilesimler, aktif bilesiklerin morfolin ucunun katyonik-anyonik bdlgeye iyi bir
sekilde yaklastigini ve giliclii baglar olusturdugunu gosterirken, periferik bolgede de
enzim girisine uyum sagladigini ve buray1 kapadigini gostermistir. Ek olarak salkon-
tiyazolon-hidrazon kopriisii orta bolge kisminda hidrojen baglari olusturarak enzimin
inaktif halde kalmasii saglamakta, bdylelikle enzim inhibe olmaktadir. Daha 6nceki
calismalara (Evren vd., 2024; Nuha vd., 2024; Tutus vd., 2024a; Tutus vd., 2024b) benzer
sekilde bu tip bir yerlesme beklenen bir gdzlemdir.
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Sekil 5.31
Aktif Bilesikler 4c ve 4e 'nin AChE Aktif Yoresindeki Ust Uste Cakisik Pozu

54.2 MAO-B enzimi iizerinde yapilan molekiiler yerlestirme caliymalarinin

degerlendirilmesi

Aktif bilesiklerin (4c ve 4e) MAO-B enzim aktif yoresindeki molekiiler yerlestirme
sonuglar1 4c bilesigi i¢in (Sekil 5.32-Sekil 5.33) incelendiginde, salkon pargast FAD
proteinine yakin konumlanmis olup benzen halkasi ile Tyr188 (aromatik H bagi) ve
Tyr398 (n-m) etkilesimi gozlenmistir. Bu etkilesimlerin yaninda, tiyazolon azotu ile
Gly206 arasinda H-bagi olusurken aktif bolgenin girisine konumlanan fenilmorfolin
parcast Prol02 (mn-m) ve Trpl19 (H-bagi) ile etkilesimler gostermistir. Fenilmorfolin
pargasinin bu sekilde konumlanmasi enzim girisinde hidrofobik bir bariyer olusturdugu
onerilmektedir. Tiim etkilesimler, enzimin inaktif formunun kararli kalmasinda énemli

bir rol listlenmistir.
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Sekil 5.32
Bilesik 4c 'nin MAO-B Enziminin Aktif Bolgesiyle Olan Etkilesiminin Iki Boyutlu Goriiniimii
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Sekil 5.33
Bilesik 4c 'nin MAO-B Enziminin Aktif Bolgesiyle Olan Etkilesiminin Ug Boyutlu Goriiniimii

4e bilesigi igin (Sekil 5.34-Sekil 5.35) ise, benzer sekilde, salkon pargasi Cys172 (H
bagi), Tyr188 (H bagi) ve Tyr398 (aromatik H bagi) ile etkilesim gostermis olup ayrica

Phe343 (mn-m) aminoasidi ile etkilesim gdstermistir. Ortak yap1 olan fenilmorfolin kismu,
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Phel68 (n-m) ve 1le199 (n-m) aminoasitleri ile etkilesim gostermistir, bu nedenle bu
bolgede hidrofobik bir bariyer olusturmustur. Tiim bu etkilesimler, 4¢ bilesiginde oldugu
gibi enzimin inaktif formunun kararli kalmasini saglamistir. Sonugcta, iki aktif bilesigin
yerlestirme pozlar1 incelendiginde, Tyr188 ve Tyr398 ile olan etkilesimler baglanma
biciminde 6nemli bir rol oynamaktadir. Fenilmorfin kisminin enzim aktif bolgesinde
hidrofobik bir bariyer olusturmasi ise substart ve su gibi molekiillerin enzimin aktif

bolgesine girigini engelledigi diisiiniilmektedir.

Sekil 5.34
Bilesik 4e 'nin MAO-B Enziminin Aktif Bolgesiyle Olan Etkilesiminin Iki Boyutlu Goriiniimii
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Sekil 5.35
Bilesik 4e ’nin MAO-B Enziminin Aktif Bélgesiyle Olan Etkilesiminin Ug Boyutlu Gériingimii

»

5.5 MDS Calismalarinin Degerlendirilmesi

MDS c¢alismalart1 100 ns boyunca yiiriitiilerek enzim ile sentez bilesigi arasindaki
etkilesimler, etkilesim kararliliklar1 ve c¢evresel faktorlerin kompleks iizerindeki
etkinlikleri incelenmistir. Enzim-molekiil kararliliklarina ait bulgular (Sekil 5.36-Sekil

5.38)’de paylasiimistir.

Sekil 5.36
AChE ve 4c Kompleksinin MDS Sonucu 4c’ye Ait Fizikokimyasal Ozellikler

2 .
.
.

1

Time (nsec)
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Sekil 5.37
AchE ve 4c Kompleksine Ait RMSD Grafigi
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Sekil 5.38
AchE ve 4c Kompleksine Ait RMSF Grafigi

RMSF (A)

Residue Index

Bulgular géstermistir ki Rg degerleri 0.5 A degisikliginde, RMSD degerleri literatiire
uygun olarak 1-3 A araliginda (en yiiksek pik degeri 1.63 A) ve RMSF degerleri ise rijit
yapilar ve 4c ile bag yapan dongii aminoasitleri i¢in 1 A degerinin altinda pikler vermistir.
Bu veriler, sistem kararliligiin simiilasyon boyunca korundugunu gostermektedir.

Simiilasyon boyunca sistem kararlilig1 korundugundan &tiirii, elde edilen etkilesimler
(Sekil 5.39, Sekil 5.40, Sekil 5.41 ve (http-1)’deki video (2024, Aralik)) analiz edilmistir.
Bu verilere gore, yerlestirme sonuglarinda oldugu gibi PAS bélgesinde salkon yapisinin
ve buna bagli fenil halkasinin i1yi lokalize oldugu, buradaki dongili aminoasitleriyle n-nt
etkilesimini devam ettirdigi gézlemlenmistir. Enzimin orta vadi bolgesindeki dongii

aminoasitleriyle su ve metal (sodyum) iyonu aracilikli giiglii etkilesimler olusturdugu

121



tespit edilmistir. Bu sebeple tiyazolinon-hidrazon kalintisinin sistem kararliligi i¢in
anahtar bir rol tstlendigi onerilmektedir. Son olarak, fenil-morfolin yapisinin yine n-n
etkilesimleri ve su aracilikli hidrojen bagi olusturma yetenegi sayesinde CAS bdlgesine
1yi lokalize oldugu gbézlemlenmistir. En giiclii etkilesimler enzimin orta vadisi (Phe295)

ile hidrazon arasinda tespit edilmistir.

Sekil 5.39
AChE ve 4c ‘ye Ait MDS Sonucu Gézlemlenen Toplam Bag Sayist ve Rezidii Fraksiyonu

Time (nsec)

Sekil 5.40
AChE ve 4c ‘ye Ait MDS Sonucu Gozlemlenen Bag Tipleri-Rezidii Grafigi

Interactions Fraction
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Sekil 5.41
AChE ve 4c ‘ye Ait MDS Sonucu 2B Gésterimi
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*Bag kuvvetleri %20’den daha yiiksek olan etkilesimler pozlamada gosterilmistir.

Sonug olarak, AChE-4c kompleksine ait MDS bulgularindan yola ¢ikarak salkon-
tiyazolinon-hidrazon-morfolin birlesiminin potansiyel inhibisyon o6zelligi tasidigini,
salkon tizerindeki siibstitiientlerin hidrojen bagi yapmaya uygun olup fenil halkasini aktif
eden gruplardan oldugu durumda (hidroksi ve dimetilamin) diger gruplara gore daha aktif
bir inhibitor etkilesim gosterdigini sdylemek miimkiindiir. MDS ¢alismasi ile bu durumun
temel nedeninin PAS bélgesindeki aminoasitlerle m-n etkilesimini giiglendirmesi ve

ayrica ¢0ziicli maruziyetinin bu gruplarla bertaraf edilmesi oldugu diisiiniilmiistiir.
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6 SONUCLAR ve ONERILER
Bu yiiksek lisans tezi kapsaminda AChE, BChE, MAO-A ve MAO-B inhibisyon

profilleri incelenmek iizere bir dizi yeni ‘tiyazol-4-on’ tiirevi bilesik tasarlanip
sentezlenmis ve IR, *H-NMR, *C-NMR yo6ntemleriyle yapilari tanimlanmistir. Daha
sonra bu bilesikler referans bilesiklerle birlikte biyolojik aktivite ¢calismalarina ardindan
da etkili bulunan bilesikler molekiiler modelleme ¢alismalarina tabi tutulmustur.

Iki adet referans bilesikle (donepezil ve takrin) birlikte yapilan kolinesteraz enzim
inhibisyonu aktivite ¢calismasinda AChE ve BChE i¢in en yiiksek inhibitor aktiviteye en
diisiik 1Cso degerlerlerine sahip olan 4c bilesigi; bu degerleriyle referans bilesik
donepezile yakin bir profil sergilemistir, ancak BChE inhibisyon aktivitesi i¢in referans
bilesik olarak segilen takrinin ICso degerinin lizerinde hesaplanmis 1Cso degeriyle takrine
kiyasla daha diisik BChE inhbitor aktivite ortaya koymustur. Bu ozelligi yoniiyle
inhibisyon aktivitesi agisindan AChE’ye gorece selektivite gosterdigi diisiiniilmektedir.
Kolinesterazlarin inhibisyonunda 4c’den sonra en yiiksek inhibitor aktiviteyi yine
BChE’e kars1 olan yiiksek ICso degeriyle AChE’ye kars1 secici bir profil sergileyen 4e
bilesigi gdstermistir.

Ug adet referans bilesik (moklobemid, klorjilin ve selejilin) ile birlikte yapilan monoamin
oksidaz enzim inhibisyonu aktivite ¢alismasinda ise en diisiik 1Cso degeriyle en yiiksek
inhibitér aktiviteyi MAO-A enzimi i¢in 4e ve MAO-B enzimi igin de 4c bilesigi
gostermistir.

MAO-A inhibisyon aktivitesi i¢in hedef bilesikler arasinda en yiiksek aktiviteyi gosteren
4e’ten sonra yalmizca 4c bilesigi yeterli inhibitor aktivite gosterebilmis, ayrica bu
bilesiklerin referans bilesik olan moklobemide gore yaklasik 30 kat daha iyi MAO-A
inhibisyon profili sergiledigi ortaya koyulmustur.

MAO-B enzimi i¢in en yliksek inhibitor aktiviteyi gosteren 4C referans bilesik olarak
secilen selejiline yakin ancak gorece daha diisiik aktivite sergilemistir.

Kolinesterazlar ve monoaminoksidaz enzimlerine karsi en iyi inhibitor aktiviteyi gosteren
iki bilesik olan 4c ve 4e bilesiklerinin AChE i¢in yapilan molekiiler yerlestirme calisma
sonugclari; bu bilesiklerin sahip olduklart morfolin yapisiyla katyonik anyonik bolgeye iyi
bir sekilde yaklasacak ve baglanacak sekilde, periferik bolgede de enzim girisine olan
uyumuyla buray1 kapatacak sekilde AChE ile etkilestigini; ek olarak bulundurduklari
salkon-tiyazolon-hidrazon kopriisiiyle de orta bolge kisminda hidrojen baglari
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olusturarak enzimin inaktif halde kalmasini sagladiklarin1 ve boylece enzimin hem CAS
hem de PAS bolgeleriyle etkileserek inhibitor aktivite gdsterdiklerini ortaya koymustur.

Aktivite ve molekiiler modelleme sonuglarina gore sentezlenen hedef bilesiklerden en iyi
inhibitor aktiviteyi gosteren bu bilesiklerle benzer kimyasal yapilara sahip bilesiklerin
tasarlanip, sentezlenmesi ve yapilan modifikasyonlarla daha yiiksek inhibitor aktiviteye

sahip bilesiklerin elde edilmesi adina arastirmalara yon vermek amaglanmustir.
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