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OZET

YENI TIYOSEMIKARBAZON TUREVLERININ SENTEZLERI VE DUAL ACHE
VE MAO-B INHIBITOR ETKILERININ ARASTIRILMASI
Ayse Nur UYTUN
Farmasotik Kimya Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Haziran 2022

Danigsman: Prof. Dr. Zafer Asim KAPLANCIKLI

Alzheimer hastalig1 genellikle davranissal semptomlar ile bilissel ve fiziksel islev
kaybi ile karakterize ilerleyici ve patofizyolojisi tam olarak bilinmeyen 6ltimciil kronik
bir hastaliktir. Demansin en yaygin nedenidir. Tau proteinlerinin hiperfosforilasyonu, f3
amiloid protein agregasyonu, ndrotransmitterlerin azalmasi ve oksidatif stres
mekanizmalart  Alzehimer hastaliginin  néropatolojik  bulgular1  olarak tahmin
edilmektedir ve semptomatik tedavisinde AChE inhibitorleri kullanilmaktadir.

Bu calismada; tiyosemikarbazon tiirevi 15 bilesik sentezlenmistir. Elde edilen
bilesiklerin analizi; 'H-NMR, 3C-NMR ve Mass spektroskopik yontemleri analiz
bulgular1 ile aydinlatilmistir. Elde edilen bilesiklerin kolinesteraz ve monoaminoksidaz
(MAO) enzimleri iizerindeki inhibisyon etkisi aragtirilmistir. Sentezlenen bilesiklerin
higbiri butirilkolinesteraz (BChE) enzimi iizerinde 6nemli bir aktivite gdstermemistir. 3b,
3¢, 3e, 3Kk, 31, 3m, 3n ve 30 kodlu bilesikler; Asetikolinesteraz (AChE) ve 3f, 3i, 3k, 3I,
3m, 3n, 30 kodlu bilesikler de MAO-B enzimleri iizerinde kayda deger inhibitor etki

gostermiglerdir.

Tez kapsaminda AChE ve MAO-B enzim aktif yorelerinin yapist molekiiler
modelleme ¢alismalar ile aydinlatilmistir. Secilen bilesikler i¢in docking calismalari
yapilarak enzim aktif bolgesi ile baglanma noktalar1 tespit edilmistir. AChE ve MAO-B
enzim aktif bolgeleri ile en gii¢lii etkilesim 3k kodlu bilesikte gézlenmistir.

Anahtar Sozciikler: Tiyosemikarbazon, Alzheimer, Monoaminoksidaz,

Asetilkolinesteraz, Doking.
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ABSTRACT

SYNTHESIS OF NEW THIOSEMICARBAZONE DERIVATIVES AND
INVESTIGATION OF DUAL ACHE AND MAO-B INHIBITORY EFFECTS
Ayse Nur UYTUN
Department of Pharmaceutical Chemistry
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, Jun 2022
Supervisor: Prof. Dr. Zafer Asim KAPLANCIKLI

Alzheimer's disease is a progressive and fatal chronic disease characterized by
behavioral symptoms and loss of cognitive and physical function. It is the most common
cause of dementia. Hyperphosphorylation of tau proteins, § amyloid protein aggregation,
reduction of neurotransmitters and oxidative stress mechanisms are predicted as
neuropathological findings of Alzheimer's disease and AChE inhibitors are used in the
symptomatic treatment.

In this study; 15 thiosemicarbazone derivative compounds were synthesized.
Analysis of the obtained compounds; 'H-NMR, "*C-NMR and Mass spectroscopic
methods are illuminated by the analysis findings. The inhibition effect of the obtained
compounds on cholinesterase and monoaminoxidase (MAQO) enzymes was investigated.
None of the synthesized compounds showed significant activity on butyrylcholinesterase
(BChE) enzyme. 3b, 3¢, 3e, 3k, 3l, 3m, 3n and 30 coded compounds;
Acethylcholinesterase (AChE) and 3f, 3i, 3k, 31, 3m, 3n, 30 coded compounds also
showed remarkable effects on MAO-B enzymes.

Within the scope of the thesis, the structure of AChE and MAO-B enzyme active
sites has been clarified by molecular modeling studies. For the selected compounds,
docking studies were performed and the enzyme active site and binding points were
determined. It was revealed that the strongest interaction with AChE and MAO-B enzyme

active sites was observed with the 3k coded compound.

Keywords: Thiosemicarbazone, Alzheimer, Monoaminoxidase, Acetlycholinesterase,

Docking.
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ETiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

24. 06. 2022

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢calisma oldugunu; calismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak iizere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu ¢aligma 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”nda tarandigini beyan
ederim. Herhangi bir zamanda, ¢caligmamla ilgili yaptigim bu beyana aykiri bir durumun
saptanmas1 durumunda, ortaya ¢ikabilicek tiim ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi

bildiririm.

Ayse Nur UYTUN
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1. GIRIS VE AMAC

Ik olarak 1907'de Alois Alzheimer tarafindan karakterize edilen Alzheimer
hastalig1 (AH), bilis, davranis ve fonksiyonel durumu kademeli olarak etkilemektedir ve
demansin en yaygin nedenidir [1]. Alzheimer hastaliginin altinda yatan patofizyolojik
mekanizmalar tam olarak bilinmese de B-amiloid plak olusumu, oksidatif stres,
kolinesteraz miktarinin azalmasi gibi nedenler 6ne siirilmiistiir [2]. AH’nin tedavisi
heniiz yoktur. Ilaglar bir siire AH semptomlarini azaltabilse de hastalik sonunda
Olimciildiir. Yaslanma AH i¢in en biiyiik risk faktdrii olmasina ragmen, AH'nin
yaslanmanin normal bir parcast olmadigi bilinmektedir. AH'nin kesin etiyolojisi
bilinmemektedir; bununla birlikte, cesitli genetik ve ¢evresel faktorlerin neden
olabilecegi diisliniilmektedir. Genetik faktdrler, hem erken hem de geg baslangicli AH ile
iligkilendirilmistir, ancak kalitsal AH formlar1 vakalarin %l'inden daha azinm
olusturmaktadir [3]. Yas, beyinin rezerv kapasitesinde azalma (6rnegin, beyin boyutunda
azalma, diisiik egitim diizeyi, azalmis zihinsel ve fiziksel aktivite), kafa travmasi, Down
sendromu ve depresyon Alzheimer hastalig ile iliskilendirilmis ¢evresel faktorlerdir [4].
Hafiza kaybi AH’nin en Onemli belirtisidir ve AH’nin baslangicinda fark
edilmeyebilmektedir. AH’nin erken evrelerinde 6grenmede giicliik, hafiza kaybi ve ruh
hali degisiklikleri gozlenirken ilerleyen donemlerde kisilik, muhakeme, konusma ve
mekansal yonelimde degisiklikler yasayabilmekte ve fonksiyonel diisiis yiiriime
degisiklikleri, yutma giicliikleri gézlenmektedir [5].

Artan kiiresel yasam siiresi ve yaglanan niifusla birlikte demans insidanst hizla
artmaktadir. 2030 yilina kadar demansli birey sayisinin 75,6 milyona yiikselecegi ve 2050
yilina kadar 135,5 milyona ulasacagi tahmin edilmektedir [6]. Artan vakalar ve hastaligin
radikal bir tedavisinin mevcut olmamasi {iilkeler iizerinde sosyal ve ekonomik anlamda
onemli bir yiik olusturmaktadir. Giiniimiizde AH nin tedavisinde AChE inhibitorleri olan
donepezil, rivastigmin, galantamin ve NMDA reseptor antagonisti olan memantin
kullanilmaktadir [7]. Bu ilaglar hastaligin semptomlarini nispeten 6nlemekte ve hastanin
yasam kalitesini nispeten yiikseltmektedir ancak tedavi etmemektedir. AH nin radikal
tedavisinin olmamasi, mevcut tedavilerin yetersizligi ve kullanilan ilaglarin potansiyel
yan etkileri bu alanda yeni ilag gelistirme ¢alismalarina hiz ve 6nem vermektedir. Diger
yandan AH’da gozlenen MAO-B enzim aktivasyonundaki artis, AH tedavisinde MAO

inhibitorlerininde alternatif bir tedavi yolagi olabilecegi hipotezini dogurmustur [8].



AH’nin giderek yayilan insidansi mevcut ilaglarin sayisinin azligi, bilim insanlarini
yeni ve etkili bilesiklerin gelistirilmesine tesvik etmektedir. Yeni ajanlar gelistirirken ise
tek hedefe yonelik olmasindan ziyade c¢oklu hedefi olan ajanlar tercih edilmektedir.
Boylece hasta birden ¢ok ila¢ kullanmak yerine tek ilag kullanacaktir. Hem hastaya
kullanim kolaylig1 sunmas1 hem de ayni1 anda AH’na sebep oldugu diisiilen birden fazla
yolag1 inhibe etmesi yeni dual etkili bilesikleri 6n plana ¢ikarmaktadir.

Bu c¢aligma kapsaminda 15 yeni tiyosemikarbazon tiirevi bilesik tasarlanmis ve
sentezlenmistir. Bilesiklerin tasarimi sirasinda hem AChE hem MAO-B enzim aktif
yoreleri ile etkilesebilecek farmakofor ve hacimsel gruplarin dogru yerlesimlerine dikkat
edilmistir.

AChE enzim yapist incelendiginde katyonik anyonik bolge ve periferik anyonik
bolge oldugu goriilmektedir. Donepezilin yapisi incelendiginde indanon halkas1 ve
benzilpiperidin yapis1 tasidigr goriilmektedir. Donepezilin yapisinda bulunan benzil
piperidin grubu enzimin katalitik anyonik bolgesi ile etkilesmektedir. Enzimin bu bolgesi
ile etkilesmesi i¢in yapimizda fenilpiperazin, 4-florofenilpiperazin ve 4-
florobenzilpiperazin yapilar1 tercih edilmistir. Boylelikle fenilamin ve benzilamin
arasindaki aktivite farkin1 kiyaslama imkani olusmustur. Tiyosemikarbazon yapisi hem
AChE hem de MAO inhibitorii olarak siklikla kullanilan bir farmakofor gruptur.
Tiyosemikarbazon grubu bu zengin aktivite profili i¢in secilmistir. Tiyosemikarbazon
kisminin kalintisina ise periferik anyonik bolge ile etkilesim kurabilecek aromatik ve
alifatik yapilar tercih edilmistir.

Sentez calismalar1 sonucunda elde edilen bilesiklerin yap: tayinleri HRMS, 'H-
NMR ve "3C-NMR spektroskopik yéntemleri ile yapilmustir. Aktivite ¢aligmalari
modifiye Ellman metodu ile in vitro olarak gerceklestirilmis ve molekiiler modelleme

caligmalar1 Schrodinger programi kullanilarak in silico degerlendirilmistir.



2. KAYNAK BILGISI
2.1. Alzheimer Hastahig:
2.1.1. Alzheimer hastaliginin tanim

AH bilissel ve fiziksel islevselligin kademeli olarak kayboldugu nérodejeneratif bir
hastaliktir [8]. AH ilk defa 1907 yilinda Dr. Alois Alzheimer tarafindan tanimlanmis olan
ve yalnizca hastalar1 degil hasta yakinlarini da etkileyen kronik bir hastaliktir. AH nin
altinda yatan nedenler tam olarak bilinememektedir ve tedavisi yoktur. Mevcut tedaviler
AH’nin semptomlarin1 6nlemek ve azaltmak i¢in kullanilmaktadir. AH’nin nedenleri
arasinda genetik ve ¢evresel faktorler de arastirilmistir ve genetik faktorlerin vakalarin
%1'inden daha azini olusturdugu gosterilmistir. Diinya genelinde 35 milyondan fazla
insan1 etkileyen bu rahatsizlik 65 yas iistii bireylerde demansin en yaygin nedenidir [4,
9]. Diinya genelinde demans vakalarinin %50-70’ini Alzheimer hastalar1 olusturmaktadir.
Noropsikiyatrik semptomlar ile baslayan AH hafiza kaybi ile kendini goéstermeye
baslamaktadir. Hastalik kademeli olarak ilerler ve bilissel bozukluklar, giinliik islerde
aksama, ruh hali ve davranis degisiklikleri, konusma esnasinda kelimeleri secememe,
fiziksel aktivitede gii¢liik gibi yasam kalitesini etkileyen durumlar meydana gelmektedir
[10]. Yasa bagh bir hastalik olmasi nedeniyle yasl popiilasyonun arttig1 iilkelerde 6nemli
bir saglik sorunu haline gelmektedir.

2.1.2. Alzheimer hastaliginin belirtileri

Genellikle noropsikiyatrik belirtilerle baslayan AH bilissel bozuklugun kademeli
ilerlemesi seklinde goézlemlenmektedir [10]. Hastalarda belirgin bir hafiza kaybi
gbzlenmektedir ve bu AH’nin en 6nemli belirtisidir [9]. Niifusa dayali ¢alismalarda AH
tanis1 konan hastalara bakildiginda noéropsikiyatrik semptomlarin genel niifusa gore ¢ok
daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. AH’da depresyon ve apati en sik goriilen semptomlar
arasindadir ve apati hemen hemen AH’nin tiim evrelerinde devam etmektedir. Hastalik
ilerledikge sanrilar ve saldirganlik yaygin hale gelmektedir [10] Baslangicta hafiza
bozuklugu, yakin hafiza kayb1 ve oOgrenememe seklinde gozlemlenip uzak hafiza
korunmaktadir [11]. Hastalik ilerledik¢e beyinde olusan patolojik degisiklikler nedeniyle
sanrilar, kisilik degisiklikleri, sirkadyen ritim ve yeme-igme bozukluklari, gérsel-uzaysal
becerilerde bozulma ve uzak hafizada da bozulma meydana gelmektedir [12, 13]. Bu
durum hastalarin yasam kalitesinde diisiise neden olmaktadir. AH orta evrelerinde
hastalar artik giinliik yasamda siklikla gerceklestirdigi aktiviteleri gerceklestirmede ve

kisileri-yerleri hatirlamada gii¢liik ¢ekmektedir. Hastaligin ileri evrelerinde ise hastalar



artik giinliik aktivitelerini yerine getirememeye baslamakta ve giyinme, yikanma, yeme-
icme gibi temel ihtiyaglari i¢in bakima ihtiya¢ duymaktadir.

Insiilin dengesinin bozulmasi, vaskiiler hasar, inflamatuar siirecler, kalsiyum
regiilasyon kaybi ve kolesterol metabolizmasindaki bozukluklar AH’ nin belirtilerinin
kisiye gore degismesinin nedenidir [4].

2.1.3. Alzheimer hastaliginin nedenleri ve tedavisi

AH’nin altinda yatan patofizyolojik mekanizmalar tam olarak bilinememekle
birlikte bu zamana kadar yapilan ¢alismalarda baslica nedenler sunulmustur [4]. AH nin
noropatolojik isaretleri arasinda beyindeki Ozellikli noronlarin ilerleyici kayba,
¢Oziinmeyen hiicre dis1 birikintiler olarak amiloid-beta (AP) fibrillerini iceren senil
plaklarin olusumu, norofibriler yumaklarin intranoral birikimi ve yaygin oksidatif hasar
yer almaktadir [14]. ileri yaslarda gergeklesen birlikte kafa travmasi, beyin hacmi ve
agirhginda azalma, amiloid Oncii protein ve presenilin genlerinin mutasyonlarini igeren
genetik faktorler ve yetersiz beslenme gibi cevresel faktdrler de AH’nin nedenleri
arasindadir [15].

AH’nin patofizyolojisi baslica amiloid kaskat ve kolinerjik hipotez olarak ele
alinmaktadir [9]. Amiloid kaskat hipotezi, amloid peptidlerin iiretimi ve klirensi
arasindaki dengesizligin, birikmesi ve toplanmasi sonucu plak olusumunu 6ne stirmiistir.
Bu AP peptidlerinin noéronlar i¢in zararli boyutlarda birikmesi, néronlarin 6liimiine ve
AH’na sebep olmaktadir. Amloid plaklar 36 ile 43 aminoasitten olusan A peptidleridir.
Beyin ve serebral vaskiilatiirde bulunan hiicre dis1 lezyonlardir. AB peptidleri, amloid
oncii proteinlerinin islenmesi yoluyla iiretilmektedir [4]. Bu islem y-sekretaz, -sekretaz
ya da o-sekretaz enzim aktiviteleri tarafindan saglanmaktadir. Ilk olarak a-sekretaz ya da
B-sekretaz enzimi amloid Oncili proteini keser ve ikinci kesim y-sekretaz tarafindan
gerceklestirilir. {1k kesilme B-sekretaz tarafindan gergeklesir ise AP peptidi olusur ve bu
durumda AH’nda AP peptidini olusturan yolun daha aktif oldugu ya da Ap temizlenme
mekanizmasinda bir bozukluk oldugu diisiiniilmektedir [4, 16]. Bununla birlikte Ap’nin
varliginin AH’ nin birincil patalojik nedenlerinden olup olmadig1 veya AfB’nin alternatif
bir patolojinin sonucu olup olmadigi tam olarak bilinmemektedir [4, 6].

Kolinerjik hipotez ilk olarak 30 y1l kadar dnce ortaya atilan ve AH’1 agiklayan en
yaygin teoridir. ACh’nin hidrolizi AChE tarafindan ger¢eklesmektedir. Kolinerjik
hipoteze gore kolinerjik sinapstaki ACh miktarini artirmak i¢in, AChE’nin inhibisyonu

gerekmektedir [17]. AH’da meydana gelen ndron kaybina paralel olarak kolinerjik,



nonkolinerjik, seratonerjik, dopaminerjik gibi bircok ndrotransmitterin azaldigi
gozlemlenmektedir. AH’da gozlemlenen hafiza kaybi, 6grenmede ve kavramada giicliik
gibi biligsel bozukluklarin agiklanmasinda kolinerjik sistem en ¢ok iligkili olanidir, bu
nedenle kolinerjik bozukluk ve AH arasinda dogrudan iliski oldugu diistiniilmektedir
[18].

AH’nin patofizyolojisini ortaya ¢ikarmak icin yapilan c¢alismalarda, tau
proteinlerinin hiperfosforilasyonunun da AH’na neden olabilecegi One siiriilmiistiir.
Mikrotiibiileri stabilize eden ve hiicre iskeletinin biitiinliigliniin saglanmasinda rol
oynayan tau proteinleri, norofibriler yumaklarin ana bilesenini olusturmaktadir. Merkezi
sinir sistemi ndronlarinda ¢ok sayida bulunan bir proteindir. Hiperfosforillenmis tau
proteini, sinir hiicrelerinin i¢inde noérofibriler yumaklarin olusmasina ve hiicre iskeletinin
bozulmasina neden olmaktadir. Hiicre iskelet biitiinliigiinlin bozulmasi néronlarin
transport sisteminin ¢okmesine neden olmaktadir. Sinir iletiminin bozulmasinin ardindan
ndron 6liimii gergeklesmektedir [3, 19].

Giliniimiizde AH’nin tedavisi, hastaligin semptomlarini iyilestirmeye yonelik olarak
yapilmaktadir ve AH’n1 tamamen 1iyilestiren bir tedavi heniiz bulunamamistir. AH’ nda
goriilen hafiza kaybi1 ve biligsel bozukluklar kolinerjik sistemde ACh eksikligi ile
iliskilendirilmis olup tedavide, sinaptik aralikta asetilkolin miktarinin artiriimasi
hedeflenmistir. Bu ilaglar ACh’i sinaptik aralikta hidroliz ederek etkisini sonlandiran
kolinesteraz enzimlerini inhibe etmektedir [20]. ACh’in hidrolizinin inhibisyonu ile
kolinerjik aktivitenin iyilestirilmesi hastaligin ilerlemesini yavaslatir ve hastanin yasam
kalitesini artirir ancak meydana gelen noron kaybini geri dondiiremez [21]. Donepezil,
galantamin ve rivastigmin AH tedavisinde kullanilan AChE inhibitorleridir. Takrin,
AH’nda kullanilmaya baslanan FDA tarafindan onaylanan AchE inhibitorlerinin ilkidir
[22]. Giinlimiizde tedavide kullanilan AChE inhibitorlerinin 6zellikle gastrointestinal yan
etkilerinin olmas1 ve semptomatik tedaviye yonelik olmalar1 AH tedavisi i¢in yeni ilag
arastirmalarinin artarak devam etmesinin nedeni olmaktadir. AH tedavisinde MAO
inhibitorleri ve N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptdr antagonistleri diger tedavi
seceneklerini olusturmaktadir [4, 8, 12].

Asetilkolinesteraz1 geri doniisiimlii olarak inhibe eden Huperzine A, Huperzia
serrata'dan izole edilen bir alkaloiddir Huperzin A’nin AH nin semptomatik tedavisinde
etkili oldugunu gosteren calismalar bulunmaktadir ancak tedavideki yerini belirlemek

icin daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir [23].



Ostrojen replasman tedavisi ile AH insidansinin diistiigiinii 6ne siiren galismalar
olmasia ragmen prospektif klinik denemeler biligsel bozuklugun tedavisinde Gstrojen
kullanimini desteklememektedir. Soya iceren gidalarin ve takviyelerin i¢inde bununan
fitoostrojenler AH tedavisinde Onerilmstir ancak bu tiir kullanimi destekleyen higbir
caligma bulunmamaktadir. Yapilan baz1 ¢alismalarda nonsteroid antiinflamatuar ilaglarin
(NSAID) AH’a kars1 koruyucu oldugu o6ne siiriilmiistiir ancak buna karsilik yapilan
prospektif klinik denemelerde nonsteroid antiinflamatuar ilaglarin ve steroidlerin AH’na
karst 6nemli diizeyde koruyuculugunun olmadigi ortaya ¢ikmistir. Ayni1 zamanda bu
ilaglarin gastrointestinal yan etkilerinin olmasi nedeniyle AH tedavisinde kullanilmalar1
desteklenmemektedir. AH’nin Patofizyolojik nedenleri arasinda oksidatif stres yer
almaktadir. Bu nedenle AH tedavisinde antioksidanlarin kullanimina iliskin ¢alismalar
yapilmistir ve E vitamini takviyesinin AH iizerindeki etkileri degerlendirilmistir. Ancak
biligsel fayda goézlemlenmemistir, bununla birlikte yiiksek doz E vitamini mortaliteyi
artirmaktadir. Tiim bu c¢alismalar g6z oniline alindiginda AH tedavisinde E vitamini
kullanim1 da Onerilmemektedir. Kan akisini artirma, trombosit aktive edici faktor
reseptOrlerini antagonize etme, monoamin oksidazi inhibe etme ve bir antioksidan olarak
etkinlik gosterme potansiyeli géz oniine alindiginda Ginkgo biloba AH tedavisinde
kullanimi i¢in incelenmistir fakat yapilan ¢aligmalar yetersizdir. Yapilan c¢alismalarda
biligsel bozuklukta 6nemli bir diizelme gézlenmememistir [4, 24]

Farmakolojik tedavinin yaninda AH’nin gelismesini 6nlemede 6zellikle orta yas
grubunda yasam tarzi degisikliginin de umut vadettigi diisliniilmektedir. Yasam tarzi
degisikligi ilag tedavisiyle birlikte uygulanmalidir. Diinya saglik orgiitii AH riskini
azaltmak ve hastaliga maruz kalan kisilerde ilerleyisi durdurmak icin ilag tedavisine ek
olarak haftalik en az 150 dakika egzersiz onermektedir. Egzersize ek olarak dans, masaj,
miizik, sanat terapisi, aile liyelerinin ses ve goriintli kayitlar1 gibi farmakolojik olmayan
tedavilerde AH tedavisinde uygulanan diger yontemlerdir [12, 24].

AH tanis1 konulduktan sonra hasta yakinlari hastaligin seyri ve mevcut tedaviler
hakkinda bilgilendirilmelidir. Hastanin yagsam kalitesini artirmak, hastaligin ilerlemesini
yavaslatmak amaciyla giiriiltii, televizyon gibi arka planda ¢ok fazla dikkat daginikligina
sebep olan tetikleyicilerden hasta uzak tutulmali, bunun yaninda agri, aglik, susuzluk,
kabizlik, yorgunluk, enfeksiyonlar, kisisel bakim, sicaklik, korku ve hayal kirikliklar1 gibi
kisisel etkenler de hasta igin tetikleyici olabilmektedir. Bu nedenle hasta yakini bu

tetikleyicilere kars1 dikkatli olmalidir [24].



2.1.4. Kolinesteraz enzimi ve inhibitorleri

AH’nin nedenleri tam olarak bulunamamakla birlikte AH’na neden olabilecek
hipotezler 6ne siiriilmiistiir. Kolinerjik hipotez bunlardan biridir. AH’da meydana gelen
néron ve norotransmitter kaybi sinapslardaki ACh miktar1 ile iligkilendirilmistir.
Kolinerjik hipotez, AChE'nin inhibisyonunun, ACh'nin hidrolizini 6nleyecegi ve boylece
kolinerjik sinapstaki ACh seviyesinin artacagi varsayimina dayanmaktadir [17]. Yapilan
calismalarda, AChE inhibisyonu ile ACh miktarinin artmasi, AH nin erken evrelerindeki
kognitif yetmezligi yavaslatabildigi gosterilmistir [9].

Kolinesteraz enzimleri omurgalilarda AChE ve biitirilkolinesteraz (BChE) olarak
ikiye ayrilmaktadir. Bu iki izoform arasindaki en Oonemli farklardan biri yerlesim
bolgeleridir. AChE en yiiksek konsantrasyonlarda eritrositler ve beyinde bulunurken;
BChE santral sinir sistemi, pankreas, karaciger ve serumda bulunmaktadir [22]. ChE
inihibitorlerinin gelistirilmesinde ise asil 6nemli enzim AChE’dir. Bunun sebebinin
AChE enziminin baska enzimlerde bulunmayan aktif bolge ve katalitik bolgeden

olustugunun diisiiniilmesidir [17].
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Sekil 2.1. AChE inhibitorlerinin fonksiyonlar

Beyindeki ACh’1n sinapstaki varligt AChE enziminin etkinligine baghdir. Uretilen
ACh presinaptik noronlardaki vezikiillerde depolanir ve ACh vezikiillerden sinaptik
aralifa salinir. Sinaptik araliga salinan ACh molekiilii yiiksek oranda postsinaptik
reseptorlere baglanir. Reseptorlere baglanamayan ACh molekiilleri AChE tarafindan

hidrolize ugrar. Postsinaptik norona baglanan ACh molekiilleri, sinir uyarisinin diger



norona iletilmesinin ardindan reseptdrden ayrilir ve AChE tarafindan hidroliz edilir.
Aciga cikan kolin yeniden kullanilmak iizere presinaptik ndrona gonderilir [9]. AChE
inhibitdrleri bu dongilide sinapslardaki ACh’nin miktarini artirmak i¢in AChE’1 inhibe
ederek ACh’nin hidrolizini 6nlemekle sorumludur.

2.1.5. AChE enziminin Kristal yapisi ve tedavide kullanilan AChE inhibitorleri

AChE’in aktif bolgesi iki ayr1 ligand baglanma bolgesi tasimaktadir. Bu aktif
bolgede yaklasik 20 A uzunlugunda ve en dar yerinin ¢ap1 4,5 A olan dar ve uzun enzim
c¢ukurunun dip kisminda, Ser200, His440 ve Glu327 olmak iizere ii¢ amino asit ve 14
aromatik amino asit artigindan olusan bir esteratik bolge bulunmaktadir. AChE aktif
yoresi, serin amino asidi tastyan bir esteratik bolge, bu bolgeye 14.7 A mesafede bulunan
anyonik bolge ve hidrofobik bolge olmak {izere lic major bolgeden meydana gelmektedir.
Ser200, His440, Glu327 amino asitleri katalitik {i¢lii denilen, derin ve dar bogazin
tabanini olusturmaktadir ve bu yapidaki serin aminoasidinin hidroksil grubu, histidin
aminoasidinin imidazol grubu ve glutamat aminoasidinin karboksil grubu katalitik
ticliinlin 6nemli noktalaridir [19].

Perifik anyonik bolge (PAS), katalitik ¢ukurun giris kisminda ve esteratik bolgeye
14 A uzakligindadir. Periferik anyonik bdlge, allosterik aktivatorler ve inhibitorler icin
ortiisen baglanma bolgelerini kapsar. PAS inhibitorlerinin, vadiye giren veya ¢ikan
ligandlar icin sterik blokaj ve katalitik merkez konformasyonunun ve verimliliginin
allosterik degisiminin bir kombinasyonu yoluyla katalizi etkiledigi gosterilmistir [25].

AP peptidin periferal anyonik yore ile etkilesimi AChE-AP stabil kompleksi ile
amiloid plaklarin olusmasina ve kolinerjik ndronlarda hasara neden olmaktadir. Bu
nedenle PAS umut vadeden ilaclarin hedefleri arasindadir ve AChE enziminin kristal
yapisinin ¢éziimlenmesinin ardindan PAS'in kesin yapisini ve isleyisini anlamak i¢in

bir¢ok girisimde bulunulmustur.

2.1.5.1. Donepezil
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Sekil 2.2. Donepezil Ilacimn Kimyasal Yapis



Donepezil, 1997 yilindan itibaren AH tedavisinde kullanilmaya baslanan selektif
ve reversible AChE inhibitoriidiir. Kimyasal olarak indanonbenzilpiperidin tiirevidir.
Donepezil hafif ve orta dereceli AH’ nin tedavisinde, yarilanma dmriiniin uzun olmasi
nedeniyle giinde bir kere kullanilabilir olmasi, yiyeceklerle birlikte kullanildiginda
emiliminin 6nemli diizeyde etkilenmemesi ve diger ilaglarla etlikesiminin az olmasi

nedeniyle diger AChE inhibitdrleri arasinda en ¢ok tercih edilen ilagtir [26].

2.1.5.2. Rivastigmin

Sekil 2.3. Rivastigmin’in Kimyasal Yapisi

Rivastigmin nonselektif ve irreversible AChE inhibitoriidiir. Hafif ve orta dereceli
AH tedavisinde kullanilan, karbamat tiirevi bir ilagtir. Hem AChE’1 hem de BChE’1
inhibe etme Ozelligine sahiptir. Kan-beyin bariyerini asma yeteneginin kisitli olmasi ve
ilk gecis etkisi nedeniyle oral formunun yeterince etkili oldugu diisiintilmemektedir [21].

2.1.5.3. Galantamin

Sekil 2.4. Galantaminin kimyasal yapisi

Galantamin segici ve reversible AChE inhibitorii olan tersiyer bir alkoloiddir.
AChE enzimini inhibe ederek ACh’in hidrolizini reversible olarak engellemektedir ve bu
nedenle diisiinme oOgrenme ve hafizadaki bozukluklarin ilerlemesini Onledigi
diisiiniilmektedir. Ancak hastalik ilerledikce, kolinerjik noronlarin sayisi azaldikca

Galantamin’in etkisi giderek zayiflayabilmektedir [27].



2.1.5.4. Takrin
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Sekil 2.5. Takrinin kimyasal yapisi

Takrin orta ve ileri evre AH tedavisinde kullanilanilan AChE ve BChE enzimlerinin
reversibl inhibitoriidiir. AH tedavisinde kullanilan ilk AChE inhibitoriidiir. Kan-beyin
bariyerini agabilmesine ragmen hepatoksisite gibi ciddi yan etkileri nedeniyle giiniimiizde
klinik olarak kullanilmamaktadir. Ciddi yan etkilerinin yaninda giinlik doz miktarinin
fazla olmasi1 da gilinlimiizde kullanilmamasinin bir diger sebebidir. Takrin AChE
inhibisyonuna ek olarak, H>O> tarafindan indiiklenmis apoptotik yolagi antagonize etme,
reaktif oksijen tilirlerinin iiretimini azaltma, AP tarafindan indiiklenmis oksidatif stresi

azaltma ve tau proteinin fosforilasyonunun oénleme gibi etkilere de sahiptir [28].

2.1.6. MAO enzimi ve inhibitorleri

MAO, hem merkezi sinir sisteminde, hem de periferal ndronlarda ve dokularda
bulunan ve oksidatif deaminasyon reaksiyonunu katalizleyen flavoenzimlerdir [29].
MAQ’lar, substrat ozgiilliigline ve duyarliligima bagl olarak dopamin, adrenalin ve
noradrenalin gibi katekolamin ndrotransmittleri ve serotonin katabolizmasindan sorumlu
iki izoform MAO-A ve MAO-B’den meydana gelmektedir. Bu iki izoformun aktif
bolgeleri ayni olmasina ragmen substrat, enzim gibi ligand tanima bolgeleri birbirinden
farklidir ve ayni substrat ve inhibitorlerle farkli etkilesim gostermelerinin sebebi MAO-
A ve MAO-B’nin {i¢ boyutlu yapisinin farkli olmasidir. 2002 yilinda MAO’larin kristal
yapilarinin  kesfedilmesinin ardindan MAO-A ve MAO-B’nin ndorotransmitterlerin
oksidasyonundan sorumlu oldugu ortaya ¢ikmistir [18]. MAO-A, MSS’de serotonin ve
noradrenalinin deaminasyonundan sorumludur. MAO-B ise dopamin, norepinefrin ve
epinefrin dahil olmak iizere monoaminlerin oksidatif deaminasyonunda islev gérmektedir
[30]. Farkli MSS hastaliklar1 i¢in ila¢ hedefi haline gelmislerdir. MSS’indeki MAOQO'lar
AH’da goriilen norolojik ve psikiyatrik bozukluklarla iligkili olmaktadir ve MAO-B
aktivitesinin yasla orantili artti§1 ve bu artigin, glial hiicre proliferasyonu ile baglantili

noron kaybindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir [31].
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MAO-B inhibitérleri norotransmitterleri diizenleme ve oksidatif hasar1 inhibe etme
kapasitesine sahip oldugundan, AH’na kars1 etkili olabilecek potansiyel ilaglar olarak

distiniilmektedir [32, 33].

2.1.6.1. Selejilin
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Sekil 2.6. Selejilin’in kimyasal yapisi

Deprenilin R-(-)-izomeri olan selejilin, Josef Knoll tarafindan yetmisli yillarda
bulunmustur [31]. Deprenil molekiiliiniin ilk sentezlenme amaci enerji verici olarak
kullanim1 olmustur. Daha sonra bu molekiiliin antidepresan etkileri test edilmistir. MAO-
B inhibitdrii (irreversibl) olarak nitelendirilmesi ise 1960’11 yillarda olmustur. Enzime
kars1 olan yiiksek afinitesi ve segiciligi ile dikkat ¢ekmistir [29]. Selejilin, beyindeki
dopamin miktarini MAO-B’yi inhibe ederek artirmasi sebebiyle Parkinson hastaliginda
da kullanilmaktadir.

2.1.7. NMDA reseptor antagonistleri

Mevcut tedavide kullanilan ve NMDA (N-metil-d-aspartat) reseptoriinii antagonize
ederek glutaminerjik sinir iletimini bloke eden tek ilag memantindir. Glutamat
glutaminden glutaminaz enzimi ile sentezlenen beyinde, Ogrenme ve hafizayi
giiclendirmede onemli rol oynayan onemli bir noérotransmitterdir. NMDA reseptor
antagonistleri, NMDA reseptorlerinin glutamat ile asir1 etkinligine karsi etkili olmakta ve
noronal hiicre 6liimiine ve bilissel islev bozukluguna neden olabilecek anormal glutamat
etkilerini bloke etmektedir. Hafizayr koruyup ve giiclendirmesi NMDA reseptor

antagonistlerinin AH’da kullanilmasini saglamaktadir [24, 34].
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2.1.7.1. Memantin

NH,

Sekil 2.7. Memantinin kimyasal yapisi

Memantin gliniimiizde orta ile siddetli Alzheimer tedavisinde kullanilan mevcut tek
NMDA antagonistidir. Memantin diisiik afiniteli ve nonkompetitiftir. NMDA
reseptOrlerini antagonize ederek glutamaterjik sinir iletimini bloke etmektedir. NMDA
reseptorlerinin  ve glutaminerjik sistemin morfin bagimliligiyla iliskisi oldugu
bilinmektedir. Bu nedenle memantin morfin bagimliliginda da kullanilmakta ve
yoksunluk sendromunu azaltmada endikedir [34]. Donepezil ile kombinasyon halinde
kullanildiginda bilis ve islev bozukluklari {izerinde olumlu sonuglar gézlenmistir. Genel
olarak, memantin klinik ¢alismalarda 1yi tolere edilmis olsa da bas agrisi, kabizlik, kafa

karisiklig1 ve bas donmesi gibi yan etkileri gdzlenmektedir [4].

2.2. Antikolinesteraz ve MAO-B Inhibitér Aktivite Cahsmalarina Konu Olmus

Tiyosemikarbazon Tiirevleri

Yildiz ve digerleri tarafindan yapilan ¢alismada yeni tiyosemikarbazon tiirevleri
sentezlenmis ve AH’na karsi etkileri incelenmistir. Yapilan aktivite c¢alismalari
sonucunda (E)-2-((4,6-dimetoksi-3-fenil-1H-indol-7-yl)metilen)-N-metilhidrazin-1-
karbotiyoamid bilesigi 1C50=30.39+0.24 uM degeri ile AChE enzimine kars1 inhibitor
etkinlik gostermistir [35].

Sekil 2.8. (E)-2-((4,6-dimetoksi-3-fenil-1 H-indol-7-yl)metilen)-N-metilhidrazin- 1-karbotiyoamid

Osmaniye ve digerleri tarafindan yapilan g¢alismada yeni tiyosemikarbazon
tirevleri sentezlenmis ve AChE inhibitdr etkileri incelenmistir. Yapilan aktivite
calismalari  sonucunda  2-(Benzofuran-2-il  metilen)-N-(2-metoksietil)hidrazin-1-
karbotiyoamid bilesigi 1Cs0=0.042 = 0.002uM degeri ile AChE enzimine kars1 inhibitor
etkinlik gostermistir [36].
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Sekil 2.9. 2-(Benzofuran-2-il metilen)-N-(2-metoksietil) hidrazin- 1-karbotiyoamid

Yeni tiyosemikarbazon tiirevleri sentezi ve AChE inhibitor etkileri incelendigi Zaib
ve digerleri tarafindan yapilan ¢alismada 2-((2-kloro-6-metoksi kinolin-3-il)metilen)-N-
(2-morfolinoetil) hidrazinkarbotiyoamid bilesigi ICs50=0.12 = 0.02uM degeri ile AChE

enzimine kars1 inhibitor etkinlik gostermistir [37].
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Sekil 2.10. 2-((2-Kloro-6-metoksi kinolin-3-il)metilen)-N-(2-morfolinoetil) hidrazinkarbotiyoamid

Tiyosemikarbazon tiirevleri iizerine yapilan baska bir calismada Varma ve digerleri
sentezledikleri 3-asetilkumarin tiyosemikarbazon bilesigi ICso=11.02 pM degeri ile

AChE enzimine kars1 inhibitor etkinlik gozlemiglerdir [38].

Sekil 2.11. 3-Asetilkumarin tiyosemikarbazon
Bulut ve digerleri tarafindan yapilan c¢alismada yeni 2,2'-(Piridin-2,5-
diildikarbonil) bis[/N-(p-metoksifenil) hidrazin karbotiyoamid bilesigi 1Cs50=3.07+0.76
uM degeri ile AChE enzimine kars1 inhibitor etkinlik géstermistir [39].

s=( S>\—NH

Sekil 2.12. 2,2"-(Piridin-2,5-diildikarbonil) bis [N-(p-metoksifenil) hidrazin karbotiyoamid
2.3. Antikolinesteraz Aktivite Calismalarina Konu Olmus Piperazin Tiirevleri
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Brunetti ve digerleri tarafindan yapilan c¢alismada yeni piperazin tiirevleri
sentezlenmis ve AH’ye karsi etkileri incelenmistir. Yapilan aktivite ¢alismalart N-(2-(4-
Benzilpiperazin-1-il)etil)-2-(4-kloro-2-nitrofenoksi)asetamid bilesigi 1Cs50=0.0008 =+
0.0002 uM degeri ile AChE enzimine kars1 inhibitor etkinlik gostermistir [40].
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Sekil 2.13. N-(2-(4-Benzilpiperazin- 1-il)etil)-2-(4-kloro-2-nitrofenoksi)asetamid

Mohammadi-Khanaposhtani ve digerleri tarafindan yapilan ¢alismada piperazin
iceren yeni bilesikler sentezlenmis ve AChE enzim inhibitor etkinlikleri incelenmistir.
Elde edilen aktivite sonuglarina gore 2-[(3-kloro-4-florofenil) amino]-2-oksoetil 4-
fenilpiperazin-1-karboditiyoat bilesigi ICs50=10.63+1.73.uM degeri ile AChE enzimine
kars1 inhibitor etkinlik gostermistir [41].

Sekil 2.14. 2-/(3-Kloro -4 florofenil) amino] -2 -oksoetil 4-fenilpiperazin-I -karboditiyoat

Yeni piperazin tlirevleri lizerine Kaur ve digerleri tarafindan yapilan ¢alismada
piperazin igeren bir seri bilesik sentezlenmistir. Spektroskopik yontemler ile yapilar
aydinlatilan bilesiklerin aktivite potansiyelleri in vitro yontemler ile test edilmistir. Elde
edilen sonuglara gore 3-(2-Hidroksi-4,6-dimetoksifenil)-3-oksopropilpiperazin-1-

karboksilat bilesigi 1Cs50=13.86 = 0.65 uM degeri ile AChE enzimine karsi inhibitor
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Sekil 2.15. 3-(2-Hidroksi-4, 6-dimetoksifenil)-3-oksopropilpiperazin-1-karboksilat

etkinlik gostermistir [42].
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Osmaniye ve digerleri tarafindan yeni piperazin tiirevleri lizerine yapilan ¢alismada
piperazin igeren yeni tiirevler sentezlenmis ve AChE-MAO-B dual inhibitor etkileri
incelenmistir. Spektroskopik yontemler ile yapilari aydinlatilan bilesikler arasindan {4-
[2-(Dimetilamino)etil [piperazin-1-il} {4-[ 1-(prop-2-in-1-il)-1 H-benzo[d]imidazol-2-
il]fenil} metanon bilesigi ICs50=0.024+0.001 uM degeri ile AChE enzimine kars1 inhibitor
etkinlik gostermistir. Bilesigin doking caligsmalari ile enzim aktif bolgesinde donepezil

gibi davrandig1 ve piperazin kisminin enzim aktif bolgesindeki katalitik anyonik bolge ile

-0
SN

N—
/

Sekil 2.16. {4-/2-(Dimetilamino)etil[piperazin-1-il}{4-[1-(prop-2-in-1-il)-1 H-benzo[d]imidazol-2-
il]fenil}

etkilestigi goriilmiistiir [43].

Ramrao ve digerleri tarafindan yapilan ¢alismada bir seri yeni piperazin tiirevi
bilesik sentezlenmis ve AChE inhibitor etkinlikleri in vitro olarak degerlendirilmistir.
Yapilan aktivite calismalari sonucunda 1-benzil-4-(2-(4-(4, 5-difenil-1H-imidazol-2-
il)fenoksi)etil)piperazin bilesigi ICs0=0.416 + 0.018.uM degeri ile AChE enzimine kars1
inhibitor etkinlik gostermistir [44].

)
AN sas

Sekil 2.17. I-Benzil-4-(2-(4-(4, 5-diphenil-1H-imidazol-2-il)fenoksi)etil)piperazin

15



3. GERECLER
3.1. Kullanilan Maddeler

4-Fenilpiperazin : Merck, Almanya
4-Florofenilpiperazin : TCI, Japonya
4-Florobenzilpiperazin : Acros Organics, Almanya
4-Florobenzaldehit : TCI, Japonya

Etil izotiyosiyonat : TCI, Japonya

Allil izotiyosiyonat : TCI, Japonya

Fenil izotiyosiyonat : TCI, Japonya
4-Metoksifenil izotiyosiyonat : TCI, Japonya
4-Klorofenil izotiyosiyonat : TCI, Japonya

Hidrazin hidrat : Sigma-Aldrich, Almanya
Etanol : VWR Chemicals, Fransa
Dimetil formamit : VWR Chemicals, Fransa
Potasyum karbonat : Sigma-Aldrich, Almanya
DIMETILSULFOKSIT-ds : Euroisotop, Almanya
AChE-E.C.3.1.1.7, electric eel : Sigma, Almanya
BChE-E.C. 3.1.1.8, equine serum : Sigma, Almanya

Jelatin : Sigma-Aldrich, Almanya
Asetiltiyokolin iyodiir (ATC) : Fluka, Almanya
Biitiriltiyokolin iyodiir (BTC) : Fluka, Almanya

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

Sodyum bikarbonat : Merck, Almanya
Potasyum dihidrojen fosfat : Merck, Almanya
Dimetilstilfoksit : Merck, Almanya
Donepezil : Merck, Almanya

16



Takrin

Monoamine Oxidase-A human
Monoamine Oxidase-B human
Horseradish Peroksidaz
Ampliflu ™ Red

Triamin

Moklobemid

Selejilin

PBS

Etanol

Etil asetat

Petrol eteri

Potasyum karbonat

: Merck, Almanya

: Biovision, Almanya

: Biovision, Almanya

: Sigma, Almanya

: Sigma, Almanya

: Sigma, Almanya

: Sigma, Almanya

: Sigma, Almanya

: Gibco, Birlesik Krallik

: Merck, Almanya

: Carlo Erba Reagents, Fransa
: VWR Chemicals, Fransa

: Sigma-Aldrich, Almanya

Silikajel 60 F254 kapli aliiminyum ITK plag: : Merck, Almanya
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3.2. Kullanilan Cihazlar

Elektronik terazi
Erime derecesi tayin cihazi
Kiitle spektrometresi

Manyetik tabanli 1sitic1 karistirict

Niikleer manyetik rezonans spektrometresi
Ultraviyole lambasi
Mikroplate okuyucu

Robotik pipetleme tablasi

: Shimadzu, Libror EB-330 HU, Japonya

: Mettler Toledo-MP90 Melting Point System
: Shimadzu, LCMS-IT-TOF, Japonya

: Heidolph, MR 3003, Almanya

: Bruker, UltraShield 300 MHz, ABD

: Camag, Cabinet, Isvicre

: BioTek-Synergy H1 ABD

: BioTek-Preccision XS, ABD



4. YONTEMLER
4.1. Sentez Calismalari
4.1.1. 4-Siibstitiie benzaldehit tiirevlerinin sentezi (1a-1¢) (Yontem A)

Sekonder amin tiirevleri (0.01 mol) ve 4-Floro benzaldehit (0.01 mol, 0.88 mL)
DMF igerisinde c¢oziindiiriilmiistiir. Reaksiyon ortamina katalizor olarak potasyum
karbonat (0.01 mol, 1.38 g) ilave edilmistir. 36 saat boyunca geri ¢eviren sogutucu altinda
kaynatilan rekasiyon igerigi ITK kontrolii ile sonlandirilmistir. Sonlandirma asamasinda
reaksiyon igerigi buzlu suya dokiilmiis ve ¢oken iiriin siiziilerek alinip kurutulmustur.

Kuruyan ham iirlin etanolden kristallendirilmistir.

S\ DMF/K,COj 7\
R—N NH + F CHO —— R~—N N CHO
S A

Sekil 4.1. 4-Siibstitiie benzaldehit tiirevlerinin (1a-1c) sentezi

4.1.2. Tiyosemikarbazid tiirevlerinin sentezi (2a-2¢) (Yontem B)

Etanol igerisinde ¢oziindiiriilen izotiyosiyanat tiirevleri (0.01 mol) buz banyosuna
alinarak karistirilmaya baglanmistir. Bagka bir kapta hidrazin hidrat (0.03 mol, 1.20 mL)
etanol igerisinde ¢ozlindiiriilmiis ve elde edilen ¢6zelti ayirma hunisine alinmistir. Ayirma
hunisi yardimi ile damla damla izotiyosiyanat ¢ozeltisi igerisine ilave edilmistir.
Damlatma islemi bittikten sonra ITK kontrolii saglanmis ve c¢oken iiriin siiziilerek
alinmistir. Hidrazin hidratin fazlasin1 uzaklastirmak amaciyla iirtin soguk etanol ile

yikanmustir.

H H
NH,NH5.H,O N. _.N.
HE—N:C:S 2 2:-112 _ Rz/ (|:’|‘ NH2
Etanol S
Buz Banyosu
(2a-2e)

Sekil 4.2 Tiyosemikarbazid tiirevlerinin (2a-2e) sentezi

4.1.3. Tiyosemikarbazon tiirevlerinin sentezi (3a-30) (Yontem C)

Sentezlenen N-siibstitiietiyosemikarbazit tiirevleri (2a-2e¢) (0.001 mol) ve 4-

siibstitiie benzaldehit tlirevleri (1a-1¢) (0.001mol) etanol igerisinde ¢oziindiiriilmiis ve



karigim geri ¢eviren sogutucu altinda 6 saat boyunca kaynatilmistir. Bu siire boyunca
belirli araliklar ile ITK kontrolii saglanmistir. ITK uygulamas: ile reaksiyon bitimine

karar verildikten sonra reaksiyon igerigi oda 1sisina sogutulmus ve ¢oken {iriin siiziilerek

alimmustir.
s, R
/TN H H Etanol /N N—NE;_NH
R1—NL/N@0HO + Ry g NH, ———— R—N_ N 4
(1a-1c) (2a-2e) (3a-30)

Bilesik R R:

3a Fenil Etil

3b Fenil Allil

3¢ Fenil Fenil

3d Fenil 4-Metoksifenil

3e Fenil 4-Klorofenil

3f 4-Florofenil Etil

3g 4-Florofenil Allil

3h 4-Florofenil Fenil

3i 4-Florofenil 4-Metoksifenil

3j 4-Florofenil 4-Klorofenil

3k 4-Florobenzil Etil

31 4-Florobenzil Allil

3m 4-Florobenzil Fenil

3n 4-Florobenzil 4-Metoksifenil

3o 4-Florobenzil 4-Klorofenil

Sekil 4.3 Tiyosemikarbazon tiirevlerinin (3a-30) sentezi

4.2. ITK Cahsmalar

Biitiin sentez ¢alismalarinda reaksiyonun tamamlanip tamamlanmadig ITK ile
kontrol edilmistir. Deney ortaminda belirli zaman araliklarinda alinan numunelerin ve
baslangic maddelerinin etanoldeki ¢ozeltisi ile adsorban olarak kullanilan silikajel 60
F254 kapli, 6nceden uygun ¢oziicii karisimlartyla doyurulmus aliiminyum plaklara kilcal
borular yardimi ile uygulanip Petrol eteri-etil asetat (3:1) ¢oziicii sisteminin kullanildig
hareketli faz igerisinde siiriiklenmistir. Ultraviole (254 nm ve 366 nm) 15181 altinda
absorbsiyon noktalar1 saptanmistir. ITK stireci

sonucuna gore reaksiyon

yonlendirilmistir.



4.3. Erime Noktalarinin Tespiti

Mettler Toledo-MP90 Melting Point System erime derecesi tayin cihazi
kullanilarak gerceklestirilen erime noktast tayininde kapiler borularin 2 cm’i kadar

madde konulmustur.

4.4. "TH-NMR Spektrumlarmin Alinmasi
Elde edilen bilesiklerin 'H-NMR spektrumlari, Bruker 300 MHz NMR

spektrometresi cihazi kullanilarak elde edilmistir. Coziicli olarak dimetilsiilfoksit-de

(Dimetilsiilfoksit-ds) kullanilmstir.

4.5. BC-NMR Spektrumlarinin Alinmasi

Elde edilen bilesiklerin '*C-NMR spektrumlari, Bruker 75 MHz NMR
spektrometresi cihaz1 kullanilarak elde edilmistir. Coziicii olarak dimetilsiilfoksit-de

(Dimetilsiilfoksit-ds) kullanilmstir.

4.6. Kiitle Spektrumlarinin Alinmasi

LCMS-IT-TOF (Shimadzu, Kyoto, Japonya) cihazinda elektron sprey iyonizasyon
(ESI) iyonlagtirma teknigi kullanilarak bilesiklerin kiitle spektrumlari elde edilmistir.

Coziicii olarak metanol (>99%) kullanilmistir.

4.7. Biyolojik Aktivite Calismalari

Tez calismasinda sentezi tamamlanan bilesiklerin ChE ve MAO enzimleri {izerinde
inhibisyon etkinlikleri arastirilmistir. Yapilan biyolojik aktivite ¢alismalarinda kullanilan
distile suyu Milipor, Milli-Q Synthesis A10 saflastirma cihazindan elde edilmistir.
Calismalar zamani kullanilan tiim ¢ozeltiler yeni hazirlanmis ve 1 hafta icerisinde
tiikketilmistir. BioTek-Precision Power (Amerika Birlesik Devletleri) robotik pipetleme
sistemi kullanilarak enzim inhibisyon c¢alismas1 i¢in hazirlanmis solusyonlarin
porsiyonlar seklinde ayrilmis, test bilesiklerinin 96 kuyucuklu plakalara uygulanmis,
enzim substrat ¢ozeltilerinin ilave edilmistir. BioTek-Synergy H1 Microplate Reader
(Amerika Birlesik Devletleri) cihazi kullanilarakenzim protokolii olusturulmus, izlenmis

ve spektrofotometrik 6l¢iimlerin alinmasi islemleri yapilmaistir.



4.7.1. Antikolinesterazaktivite calismalar

Sentezlenen maddelerin AChE ve BChE enzim inhibitor aktivitelerinin

arastirtlmas1 modifiye Ellman metodu ile yapilmistir [2, 17, 45-54].

4.7.1.1. AChE ve BChEenzim soliisyonunun hazirlanmast

Liyofilize toz halde olan AChE/BChE enzimini ¢dzmek igin 500 U/mL
konsantrasyonda %1°lik jelatin ¢ozeltisi hazirlanmistir. Enzim ¢6zeltisinin 1 mL’1100
mL’ye tamamlamak icin balon joje i¢inde hacim su kullanilmistir. Bu islem sonrasinda
stok enzim ¢oOzeltisi 5 U/mL’ye seyreltilmistir. Elde edilen stok enzim solusyonu 0.7
mL’lik porsiyonlar seklinde -20°C’de muhafaza edilmistir. Enzim deneyine ge¢gmeden
hemen Once enzim ¢ozeltileri oda 1sisina getirilmis ve suyla 1.4 mL’ye tamamlanarak

metod konsantrasyonu olan 2.5U/mL’ye seyreltilmistir.

4.7.1.2. Asetiltiyokoliniyodiir (ATC) ¢ozeltisinin hazirlanmast (0.075 M)

Asetiltiyokoliniyodiir (0.217 g) bir miktar suda ¢oziindiirtildiikten sonra 10 mL’ye
tamamlamak icin su kullanilmigtir. Hazirlanan solusyon, kullanilana kadar 0.4 mL’lik

hacimler seklinde -20°C’de muhafaza edilmistir (163).

4.7.1.3. Biitiriltiyokoliniyodiir (BTC) ¢ozeltisinin hazirlanmasi (0.075 M)

Biitiriltiyokoliniyodiir (0.237 g) bir miktar suda ¢6ziindiiriildiikten sonra 10 mL’ye
tamamlamak i¢in su kullanilmistir. Hazirlanan solusyon, kullanilana kadar 0.4 mL’lik

hacimler seklinde -20°C’de muhafaza edilmistir (163).

4.7.1.4. 5-5-Ditiyobis(2-nitrobenzoik asit) (DTNB) soliisyonunun hazirlanmasi (0.01
M)

5-5-5-5-Ditiyobis(2-nitrobenzoik asit) (0.396 g) tartilmis ve bir miktar suyla
¢Oziindiiriildiikten sonra sodyum bikarbonat (0.15 g) eklenmistir. Toplam hacim suyla
100 mL’e tamamlanmistir. Hazirlanan soliisyon, 3 mL’lik hacimler seklinde 20°C’de

muhafaza edilmistir.



4.7.1.5. Fosfat tamponunun hazirlanmasi (pH=8.0)

Potasyum dihidrojen fosfatin (13.61 g) suda ¢oziilmesi icin 1 L su kullanilmistir.
Hazirlanan soliisyonun pH’s1 pH metre kullanilarak 0.1 N potasyum hidroksit soliisyonu
ile kontrollii bicimde 8.0+0.1’¢e ayarlanmistir. Ayarli tampon soliisyonunu siizmek i¢in
capt 0.22 pmpor olan tek kullanimlik filtreler kullanilmistir. Hazirlanan solusyon,

kullanilana kadar 4°C’de muhafaza edilmistir.

4.7.1.6. Test bilesiklerin ¢ozeltilerinin hazirlanmast

Test edilecek bilesiklerin 6n tarama niteligindeki enzim inhibitor aktivite
calismalart %2’lik dimetilsiilfoksit i¢inde hazirflanmis 102 ve 10*% M’k iki
konsantrasyonlar1 kullanilarak gerceklestirilmistir. inhibisyon oranlar1 %0-100 araliginda
degerlendirilmistir. ikinci asama enzim inhibisyon deneyinde ise 10 M konsantrasyonda
%50 ve daha fazla oranda inhibitdr aktivite gdsteren bilesiklerin seri seyreltmelerle 10
M konsantrasyona kadar konsantrasyonlar1 hazirlanarak gerceklestirilmistir. Boylelikle
secilen bilesiklerin 102-10° M konsantrasyon araliklarinda % inhibisyon oranlari

belirlenmis ve ICso degerleri hesaplanmistir.

4.7.2. AChE ve BChE inhibisyon ¢alismasi

Elde edilen tiim bilesikler dncelikle n tarama testine tabi tutulmustur. On tarama
testi bilesiklerin 107 ve 10% M’lik konsantrasyonda test ¢ozeltileri kullanilarak
gergeklestirilmistir.  Bilesiklerin  ¢ozeltilerini  hazirlamada ¢ozilicii olarak %2’lik
dimetilstilfoksit kullanilmistir. Aktivite degerleri %0-100 araliginda inhibisyon seklinde
degerlendirilmistir

Kolorimetrik Ellman metodu modifiye edilerek gergeklestirilen enzim inhibisyon
caligmalarina baglamadan 6nce test islemlerinde kullanilacak biitiin ¢6zeltiler 20-25°C’ye
getirilmistir. 96 kuyucuklu plaklar biyolojik aktivite calismalari siiresince kullanilmistir.
Her bir kuyucuga 210 pL hacimli ¢ozelti eklenmistir. Bu ¢ozeltinin igerigini; 140 uL
fosfat tamponu, 20 pL enzim soliisyonu, 20 pL inhibitor ¢ozelti, 20 uL. DTNB ¢d6zeltisi,
10 uL ATC/BTC cozeltileri olusturmaktadir. Cozeltiler, 96 kuyucuga da yetecek
miktarlarda iki farkl test ¢ozeltisi meydana getirecek sekilde karistirilmistir. Birinci test
cozeltisi; 1 kuyucuk icin 70 pL fosfat tamponu, 20 pL enzim ¢ozeltisi ve 20 pL DTNB
coOzeltisi, ikinci ¢ozelti ise; 1 kuyucuk i¢in 70 pL fosfat tamponu ve 10 uL ATC/BTC

¢oOzeltisi icerecek sekilde hazirlanmustir.



Biotek Precision XS robotik sistemi kullanilarak birinci test ¢ozeltisi ve farkli
konsantrasyonlarda hazirlanmis test bilesigi ¢ozeltileri (20 nuL) 96 kuyucuklu plakalara
eklenmistir. Bu asamada her bir bilesik i¢in dort tekrar olacak sekilde deney prosediirii
planlanmigtir. Hazirlanan plakalar BioTek-Synergy H1 mikroplaka okuyucusuna
yerlestirilerek 5 dk siire ilekaristirllmis ve hemen arkasindan 25°C’de 15 dakika
inkiibasyona birakilmistir. 15 dk’lik inkiibasyon siiresi sonunda mikro plaka okuyucusu
dispenser haznesinde bulunan ikinci test ¢ozeltisi her kuyucuga 80 pL olacak sekilde ilave
edilmistir. Bu ekleme isleminden sonra 30 sn’lik bir karistirma islemi daha yapilmistir.
30 sn sonunda 412 nm’de birinci absorbans okumasi gerceklestirilmistir. Reaksiyonun
devam etmesini saglamak adina mikro plakalar 5 dk daha karigsmaya birakilmis ve bu siire
sonunda ikinci absorbans okunmustur.

Iki okuma arasindaki absorbans farklar1 almarak % inhibisyon oranlari

hesaplanmustir.

4.7.3. Monoamin oksidaz enzim aktivite calismalari

Fluorometrik metod ile aragtirilan MAO-A ve MAO-B enzim inhibitdr aktiviteleri
icin tez kapsaminda elde edilen bilesiklerin ¢ozeltileri hazirlanmistir [33, 53-64].

Enzim inhibisyon ¢aligsmalar1 sirasinda kullanilan {i¢ farkli ¢6zelti giinliik olarak
hazirlanmistir. Bu ¢ozeltilerden ilki tez kapsaminda sentezi gergeklestirilen bilesikler ve
referans bilesiklerin ¢ozeltileridir. Ikinci olarak kullanilan ¢dzelti igin rekombinant
hMAO-A (0.5 U/mL) ve rekombinant h\MAO-B (0.64 U/mL) enzimleri fosfat tamponu
igerisinde ¢oOziindiiriilerek 10 mL hacimli ¢ozelti haline getirilmistir. Son ¢ozelti ise
Ampliflu ™ Red (20 mM, 200 pL), Horseradish Peroksidaz (200 U/mL, 100 uL) ve
tiramin (100 mM, 200 pL), fosfat tamponu icinde ¢oziindiiriilerek hacmi 10 mL’ye
tamamlanmigtir.

Birinci ¢ozeltiden 20 pL, ikinci ¢ozeltiden 100 pL alinarak siyah renkli diiz tabanh
96 kuyucuklu plakalara eklenmistir. Cozeltileri igeren plakalar 37°C'de 30 dakika inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra {iciincii ¢dzeltiden 100 pL ilave
edilerek reaksiyonun bagslamasi saglanmistir. Bu karisim 37°C'de 30 dakika inkiibe
edilmis ve 30 dk sonrasinda her 5 dakikada floresans ol¢lim yapilmistir. Floresans
Olclimiin dalga boyu Ex/Em=535/587 nm’dir. Blank kontrol olarak inhibitor bilesikleri
¢dzmede kullanilan %2’lik DIMETILSULFOKSIT kullanilmistir. Inhibitdrlerin

horseradish peroksidaz {izerine inhibitor etkisini kontrol etmek i¢in enzim soliisyonu



yerine %3 H202 (20 mM) kullanilarak paralel okuma yapilmistir. Blank, kontrol ve tim
inhibitdr konsantrasyonlart dortlii tekrar seklinde yapilmis ve yilizde inhibisyonlar

hesaplanmustir.

4.8. Molekiiler Modelleme Calismalari

Aktif bilesiklerin molekiiler modelleme ¢alismalart AChE (PDB: 4EY7 [65]) ve
MAO-B (PDB: 2V5Z [66]) enzimlerinin kristalleri kullanilarak gergeklestirilmistir.
Doking caligsmalar1 Schrodinger Suite 2020 Update 2 [67] programi kullanilarak standart
prosediirler ile gerceklestirilmistir. LigPrep 3.8 [68], Glide 7.1 [69] ara yiizleri

kullanilarak single precision (SP) ile docking islemi gerceklestirilmistir.

Standart prosediirler kullanilarak hem AChE (PDB:4EY7) hem de MAO-B
(PDB:2V5Z) emzimleri i¢in grid dosyalar1 hazirlanmistir. Sentez ¢aligmalart sonucunda
elde edilen tiirevlerin (3a-30) molekiil sekilleri ChemDrawn programu ile ¢izilmis ve
Ligprep ara yiizl kullanilarak pH=7.4+1 degerlerine gore ligand formlar1 hazirlanmistir.
Elde edilen dosyalar ile doking prosediirii baglatilmis ve elde edilen pozlar iki boyutlu ve

tic boyutlu olarak alinarak sunulmustur.



5. BULGULAR ve TARTISMALAR
5.1. Sentez Calismalari

5.1.1. N-Etil-2-(4-(4-fenilpiperazin-1-il)benziliden)hidrazin-1-karbotiyoamid (3a)

OJ@
/\Nj\N»Nﬂ

H H
Sekil 5.1. N-Etil-2-(4-(4-fenilpiperazin- 1-il) benziliden) hidrazin- I -karbotiyoamid (3a)

Verim: %79.

HRMS (m/z): [M+H]" hesaplanan C20H25N5S: 368.1903; bulunan: 368.1894.

TH-NMR (Dimetilsiilfoksit-détoro, 300 MHz): 6 = 1.14 (CHs, 3H, t, J=7.1 Hz),
3.25-3.29 (piperazin, 4H, m), 3.37-3.40 (piperazin, 4H, m), 3.54-3.63 (-CH»-, 2H, m),
6.81 (Ar-H, 1H, t, J/=7.2 Hz), 6.98-7.03 (Ar-H, 4H, m), 7.21-7.27 (Ar-H, 2H, m), 7.65
(Ar-H, 2H, d, /=8.8 Hz), 7.96 (-CH=N-, 1H, s), 8.43 (-NH, 1H, t, /=5.9 Hz), 11.26 (-NH,
1H, s).

I3C-NMR (Dimetilsiilfoksit-détoro, 75 MHz): & = 15.23, 38.63, 47.79, 48.63,
115.16, 116.15, 119.67, 124.83, 128.94, 129.47, 142.73, 151.31, 152.27, 176.59.
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Sekil 5.2. 'H-NMR spektrumu (3a)

10



wdd oL og oE ot s oL il ool oL oTL oEL orL o5l oL oLl el il
L 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Y NNV
4 =3 = = = B 2
: BziakuEdse Ef ERE B OB :

15.3. BC-NMR spektrumu (3a)

Sekil
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5.1.2. N-Allil-2-(4-(4-fenilpiperazin-1-il)benziliden)hidrazin-1-karbotiyoamid (3b)

OJ@
vNiN'NMO/

H H
Sekil 5.5. N-Allil-2-(4-(4-fenilpiperazin-1-il)benziliden) hidrazin- 1 -karbotiyoamid (3b)

Verim: %80.

HRMS (m/z): [M+H]" hesaplanan C14H;sN203S3: 359.0552; bulunan: 359.0546.

TH-NMR (Dimetilsiilfoksit-ditoro, 300 MHz): § = 3.27-3.28 (piperazin, 4H, m),
3.37-3.39 (piperazin, 4H, m), 4.21 (Allil-H, 2H, t, J=5.6 Hz), 5.06-5.18 (Allil-H, 2H, m),
5.87-5.96 (Allil-H, 1H, m), 6.81 (Ar-H, 1H, t, J=7.2 Hz), 6.98-7.03 (Ar-H, 4H, m), 7.22-
7.27 (Ar-H, 2H, m), 7.67 (Ar-H, 2H, d, /=8.9 Hz), 7.97 (-CH=N-, 1H, s), 8.56 (-NH, 1H,
t,J=5.9 Hz), 11.36 (-NH, 1H, s).

I3C-NMR (Dimetilsiilfoksit-dotoro, 75 MHz): & = 46.15, 47.79, 48.62, 115.15,
115.89, 116.15, 119.67, 124.76, 128.99, 129.47, 135.77, 143.00, 151.31, 152.31, 177.11.
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5.1.3. N-fenil-2-(4-(4-fenilpiperazin-1-il)benziliden)hidrazine-1-karbotiyoamid (3c)

Sekil 5.9. N-fenil-2-(4-(4-fenilpiperazin-1-il)benziliden) hidrazine- I -karbotiyoamid (3c)

Verim: %77.
HRMS (m/z): [M+H]" hesaplanan C24H5NsS: 416.1903; bulunan: 416.1877.

TH-NMR (Dimetilsiilfoksit-détoro, 300 MHz): & = 3.27-3.29 (piperazin, 4H, m),
3.39-3.41 (piperazin, 4H, m), 6.81 (Ar-H, 1H, t, J=7.2 Hz), 6.98-7.04 (Ar-H, 4H, m),
7.19-7.22 (Ar-H, 1H, m,), 7.24-7.27 (Ar-H, 2H, m), 7.34-7.39 (Ar-H, 2H, m), 7.57-7.60
(Ar-H, 2H, m), 7.76 (Ar-H, 2H, d, J=8.9 Hz), 8.07 (-CH=N-, 1H, s), 10.01 (-NH, 1H, s),
11.68 (-NH, 1H, s).

I3C-NMR (Dimetilsiilfoksit-dotoro, 75 MHz): & = 47.71, 48.62, 115.05, 116.15,

119.67, 124.48, 125.58, 126.21, 128.46, 129.41, 129.47, 139.65, 143.86, 151.30, 152.46,
175.68.
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5.1.4. N-(4-Metoksifenil)-2-(4-(4-fenilpiperazin-1-il)benziliden)hidrazin-1-

karbotiyoamid (3d)
N :

/0\@\ S ﬁ N \)
N
N )L N~ =
H H
Sekil 5.13. N-(4-Metoksifenil)-2-(4-(4-fenilpiperazin-1-il) benziliden) hidrazin- I -karbotiyoamid (3d)

Verim: %81.
HRMS (m/z): [M+H]" hesaplanan C25H27N50S: 446.2009; bulunan: 446.2007.

TH-NMR (Dimetilsiilfoksit-détoro, 300 MHz): § = 3.26-3.29 (piperazin, 4H, m),
3.38-3.42 (piperazin 4H, m), 3.76 (-OCH3,3H, s), 6.81 (Ar-H, 1H, t, J=7.3 Hz), 6.92 (Ar-
H, 2H, d, /=8.9 Hz,), 6.98-7.04 (Ar-H, 4H, m), 7.21-7.27 (Ar-H, 2H, m), 7.40 (Ar-H, 2H,
d, J/=8.9 Hz), 7.75 (Ar-H, 2H, d, J/=8.9 Hz), 8.05 (-CH=N-, 1H, s), 9.91 (-NH, 1H, s),
11.59 (-NH, 1H, s).

I3C-NMR (Dimetilsiilfoksit-détoro, 75 MHz ): & = 47.73, 48.62, 55.65, 113.64,
115.07,116.15, 119.67, 124.61, 127.98, 129.34, 129.47, 132.54, 143.52, 151.31, 152.40,
157.27,176.12.
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5.1.5. N-(4-Klorofenil)-2-(4-(4-fenilpiperazin-1-il)benziliden)hidrazin-1-

~
cl . N
QAT

H H
Sekil 5.17. N-(4-Klorofenil)-2-(4-(4-fenilpiperazin-1-il)benziliden) hidrazin- 1-karbotiyoamid (3e)

karbotiyoamid (3e)

Verim: %78.

HRMS (m/z): [M+H]" hesaplanan C24H24NsSCl: 450.1514; bulunan: 450.1500.

TH-NMR (Dimetilsiilfoksit-détoro, 300 MHz): § = 3.27-3.29 (piperazin, 4H, m),
3.39-3.41 (piperazin, 4H, m), 3.76 (-OCH3, 3H, s), 6.81 (Ar-H, 1H, t, /=7.3 Hz), 6.98-
7.05 (Ar-H, 4H, m), 7.22-7.27 (Ar-H, 2H, m), 7.41 (Ar-H, 2H, d, /=8.8 Hz), 7.63 (Ar-H,
2H, d, J/=8.8 Hz), 7.76 (Ar-H, 2H, d, J=8.9 Hz), 8.07 (-CH=N-, 1H, s), 10.05 (-NH, 1H,
s), 11.76 (-NH, 1H, s,).

I3C-NMR (Dimetilsiilfoksit-détoro, 75 MHz): § = 47.68, 48.61, 115.02, 116.15,
119.67, 124.36, 127.82, 128.33, 129.47, 129.52, 138.65, 144.15, 144.19, 151.30, 152.51,
175.63.
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5.1.6. N-Etil-2-(4-(4-(4-florofenil)piperazin-1-il)benziliden)hidrazin-1-

O"O
/\N)SLN-N\¢©I/

H H
Sekil 5.21. N-Etil-2-(4-(4-(4-florofenil)piperazin-1-il) benziliden) hidrazin- 1-karbotiyoamid (3f)

karbotiyoamid (3f)

Verim: %80.

HRMS (m/z): [M+H]" hesaplanan C20H24NsFS: 386.1809; bulunan: 386.1798.

TH-NMR (Dimetilsiilfoksit-détoro, 300 MHz): 5 = 1.14 (-CH3, 3H, t, J=7.1 Hz),
3.19-3.23 (piperazin, 4H, m), 3.37-3.40 (piperazin, 4H, m), 3.56-3.60 (-CH»-, 2H, m),
6.99-7.11 (Ar-H, 6H, m), 7.65 (Ar-H, 2H, d, J/=8.9 Hz), 7.96 (-CH=N-, 1H, s), 8.43 (-
NH, 1H, t, J=5.9 Hz), 11.26 (-NH, 1H, s).

IBC-NMR (Dimetilsiilfoksit-dotoro, 75 MHz): § = 15.23, 38.63, 47.82, 49.43,
115.18, 115.82 (d, /=21.8 Hz), 117.97 (d, J=7.6 Hz), 124.85, 128.93, 142.69, 148.22 (d,
J=1.8 Hz), 152.24, 156.67 (d, J/=235.9 Hz), 176.59
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5.1.7. N-Allil-2-(4-(4-(4-florofenil)piperazin-1-il)benziliden)hidrazin-1-

karbotiyoamid (3g)
o)
N
T
Sy N

H H
Sekil 5.25.. N-Allil-2-(4-(4-(4-florofenil)piperazin-1-il)benziliden) hidrazin- 1-karbotiyoamid (3g)

Verim: %77.
HRMS (m/z): [M+H]" hesaplanan C21H24NsFS: 398.1809; bulunan: 398.1788.
TH-NMR (Dimetilsiilfoksit-détoro, 300 MHz): & = 3.19-3.23 (piperazin, 4H, m),
3.37-3.40 (piperazin, 4H, m), 4.21 (Allil-H, 2H, t, J=5.6 Hz), 5.07-5.18 (Allil-H, 2H, m),
5.87-5.93 (Allil-H, 1H, m), 6.99-7.11 (Ar-H, 6H, m), 7.66 (Ar-H, 2H, d, /=8.8 Hz), 7.97
(-CH=N-, 1H, s), 8.56 (-NH, 1H, t, J=5.9 Hz), 11.36 (-NH, 1H, s).
IBC-NMR (Dimetilsiilfoksit-détoro, 75 MHz): § = 46.14, 47.81, 49.43, 115.18,

115.81 (d, J=21.6 Hz), 115.88, 117.97 (d, J=7.6 Hz), 124.79, 128.99, 135.77, 143.00,
148.24, 152.29, 156.68 (d, /=235.9 Hz), 177.11.
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5.1.8. 2-(4-(4-(4-Florofenil)piperazin-1-il)benziliden)-/V-fenilhidrazin-1-
karbotiyoamid (3h)

Sekil 5.29. 2-(4-(4-(4-Florofenil)piperazin- 1-il) benziliden)-N-fenilhidrazin- I -karbotiyoamid (3h)

Verim: %90.

HRMS (m/z): [M+H]" hesaplanan C24H24NsFS: 434.1809; bulunan: 434.1794.

TH-NMR (Dimetilsiilfoksit-détoro, 300 MHz): & = 3.20-3.23 (piperazin, 4H, m),
3.39-3.40 (piperazin, 4H, m), 6.99-7.11 (Ar-H, 6H, m), 7.17-7.22 (Ar-H, 1H, m), 7.36
(Ar-H, 2H, t, J=7.8 Hz), 7.56-7.59 (Ar-H, 2H, m), 7.75 (Ar-H, 2H, d, /=8.9 Hz), 8.07 (-
CH=N-, 1H, s), 10.01 (-NH, 1H, s), 11.67 (-NH, 1H, s).

I3C-NMR (Dimetilsiilfoksit-détoro, 75 MHz): § = 47.74, 49.42, 115.08, 115.82

(d, J=21.9 Hz), 117.97 (d, J=7.6 Hz), 124.51, 125.58, 126.22, 128.46, 129.41, 139.64,
143.84, 148.22 (d, J~1.8 Hz), 152.43, 156.67 (d, J/=235.67), 175.69.
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5.1.9. 2-(4-(4-(4-Florofenil)piperazin-1-il)benziliden)-V-(4-metoksifenil)hidrazin-1-
karbotiyoamid (3i)

Sekil 5.33. 2-(4-(4-(4-Florofenil)piperazin-1-il)benziliden)-N-(4-metoksifenil) hidrazin- 1 -karbotiyoamid
(30)

Verim: %91.

HRMS (m/z): [M+H]" hesaplanan C22H26N402S: 411.1849; bulunan: 411.1854.

TH-NMR (Dimetilsiilfoksit-détoro, 300 MHz): & = 3.21-3.23 (piperazin, 4H, m),
3.38-3.41 (piperazin, 4H, m), 3.76 (-OCHj3, 3H, s), 6.92 (Ar-H, 2H, d, J/=8.9 Hz), 7.01-
7.11 (Ar-H, 6H, m), 7.39 (Ar-H, 2H, d, J=8.9 Hz), 7.75 (Ar-H, 2H, d, J/=8.8 Hz), 8.05 (-
CH=N-, 1H, s), 9.91 (-NH, 1H, s), 11.58 (-NH, 1H, s).

I3C-NMR (Dimetilsiilfoksit-détoro, 75 MHz): & = 47.76, 49.43, 55.64, 113.64,
115.09, 115.82 (d, J=21.9 Hz), 117.96 (d, J=7.6 Hz), 124.64, 127.98, 129.34, 132.54,
143.51, 148.23, 152.37, 155.11, 156.67 (d, J/=234.4 Hz), 157.27, 176,12.
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5.1.10. N-(4-klorofenil)-2-(4-(4-(4-florofenil)piperazin-1-il)benziliden)hidrazin-1-
karbotiyoamid (3j)

cl S N
AT

H H
Sekil 5.37. N-(4-klorofenil)-2-(4-(4-(4-florofenil)piperazin-1-il)benziliden) hidrazin- 1-karbotiyoamid (3j)

Verim: %79.
HRMS (m/z): [M+H]" hesaplanan C24H23NsFSCI: 468.1419; bulunan: 468.1400.

TH-NMR (Dimetilsiilfoksit-détoro, 300 MHz): & = 3.20-3.23 (piperazin, 4H, m),
3.39-3.42 (piperazin, 4H, m), 7.02-7.08 (Ar-H, 6H, m), 7.41 (Ar-H, 2H, d, J=8.8 Hz),
7.63 (Ar-H, 2H, d, J/=8.8 Hz), 7.76 (Ar-H, 2H, d, J/=8.9 Hz), 8.07 (-CH=N-, 1H, s), 10.05
(-NH, 1H, s), 11.75 (-NH, 1H, s).

I3C-NMR (Dimetilsiilfoksit-détoro, 75 MHz): § =47.11,49.42, 115.05, 115.82 (d,
J=21.8 Hz), 117.97 (d, J=7.7 Hz), 124.39, 127.82, 128.33, 129.49 (d, J=3.5 Hz), 138.65,
144.15, 148.23, 152.48, 156.68 (d, J/=236.0 Hz), 175.64.
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5.1.11. N-Etil-2-(4-(4-(4-florobenzil)piperazin-1-il)benziliden)hidrazin-1-

karbotiyoamid (3k)
I \/O/ N \) ]
~N A NS

H H
Sekil 5.41. N-Etil-2-(4-(4-(4-florobenzil)piperazin- 1-il)benziliden) hidrazin- I-karbotiyoamid (3k)

Verim: %86.

HRMS (m/z): [M+H]" hesaplanan C21H26NsFS: 400.1966; bulunan: 400.1957.

TH-NMR (Dimetilsiilfoksit-détoro, 300 MHz): 5 = 1.13 (-CH3, 3H, t, J=7.1 Hz),
2.46-2.50 (piperazin, 4H, m), 3.21-3.24 (piperazin, 4H, m), 3.50 (-CH»-, 2H, s), 3.55-3.59
(-CH»-, 2H, m), 6.93 (Ar-H, 2H, d, J/=8.9 Hz), 7.13-7.19 (Ar-H, 2H, m), 7.34-7.38 (Ar-
H, 2H, m), 7.61 (Ar-H, 2H, d, J/=8.9 Hz), 7.93 (-CH=N-, 1H, s), 8.39 (-NH, 1H, t, J=5.9
Hz), 11.23 (-NH, 1H, s).

I3C-NMR (Dimetilsiilfoksit-détoro, 75 MHz,): & = 15.22, 38.61, 47.75, 52.71,
61.49, 114.91, 115.39 (d, J=21.0 Hz), 124.51, 128.88, 131.19 (d, J/=7.9 Hz), 134.61 (d,
J=2.9 Hz), 142.74, 152.36, 161.74 (d, J=242.5 Hz), 176.56.
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5.1.12. N-Allil-2-(4-(4-(4-florobenzil)piperazin-1-il)benziliden)hidrazin-1-

L
S N .
\\/\NJ\N/N\}/@

H H
Sekil 5.45. N-Allil-2-(4-(4-(4-florobenzil)piperazin- 1-il) benziliden) hidrazin- I -karbotiyoamid (31)

karbotiyoamid (31)

Verim: %81.

HRMS (m/z): [M+H]" hesaplanan C2,H26NsFS: 412.1966; bulunan: 412.1949.

TH-NMR (Dimetilsiilfoksit-détoro, 300 MHz): § = 2.46-2.49 (piperazin, 4H, m),
3.21-3.24 (piperazin, 4H, m), 3.50 (-CH»-, 2H, s), 4.20 (Allil-H, 2H, t, J=5.6 Hz), 5.06-
5.17 (Allil-H, 2H, m), 5.86-5.95 (Allil-H, 1H, m), 6.93 (Ar-H, 2H, d, /=8.9 Hz), 7.13-
7.19 (Ar-H, 2H, m), 7.33-7.38 (Ar-H, 2H, m), 7.62 (Ar-H, 2H, d, J=8.9 Hz), 7.95 (-
CH=N-, 1H, s), 8.53 (-NH, 1H, t, J=5.9 Hz), 11.35 (-NH, 1H, s).

I3C-NMR (Dimetilsiilfoksit-détoro, 75 MHz): & = 46.14, 47.74, 52.71, 61.49,
114.90, 115.40 (d, J=21.1 Hz), 115.87, 124.45, 128.94, 131.19 (d, J=8.0 Hz), 134.61 (d,
J=2.9 Hz), 135.77, 143.02, 152.41, 161.74 (d, J/=242.4 Hz), 177.07.
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5.1.13. 2-(4-(4-(4-Florobenzil)piperazin-1-il)benziliden)-/N-fenilhidrazin-1-

(\N/\Q
s N g
QNJ\N’NM@

H H
Sekil 5.49. 2-(4-(4-(4-Florobenzil)piperazin-1-il) benziliden)-N-fenilhidrazin- I -karbotiyoamid (3m)

karbotiyoamid (3m)

Verim: %79.

HRMS (m/z): [M+H]" hesaplanan C2sH26NsFS: 448.1966; bulunan: 448.1964.

TH-NMR (Dimetilsiilfoksit-détoro, 300 MHz): § = 2.49-2.51 (piperazin, 4H, m),
3.24 (piperazin, 4H, y), 3.50 (-CH»-, 2H, s), 6.94 (Ar-H, 2H, d, J/=8.8 Hz), 7.15-7.19 (Ar-
H, 3H, m), 7.33-7.38 (Ar-H, 4H, m), 7.57 (Ar-H, 2H, d, J/=7.8 Hz), 7.71 (Ar-H, 2H, d,
J=8.8 Hz), 8.04 (-CH=N-, 1H, s), 9.98 (-NH, 1H, s), 11.66 (-NH, 1H, s).

I3C-NMR (Dimetilsiilfoksit-dotoro, 75 MHz): & = 47.67, 52.71, 61.49, 114.82,
115.41 (d, /=21.1 Hz), 124.17, 125.56, 126.17, 128.46, 129.36, 131.20 (d, J/=7.9 Hz, Ar-
H), 134.63, 139.63, 143.88, 152.55, 161.75 (d, J/=242.3 Hz), 175.63.
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5.1.14. 2-(4-(4-(4-Florobenzil)piperazin-1-il)benziliden)-/V-(4-

SRe!
0 s N .
O i LT

H H

metoksifenil)hidrazin-1-karbotiyoamid (3n)

Sekil 5.53. 2-(4-(4-(4-Florobenzil)piperazin-1-il)benziliden)-N-(4-metoksifenil) hidrazin- I -karbotiyoamid
(3n)

Verim: %77.

HRMS (m/z): [M+H]" hesaplanan C26H23NsOFS: 478.2071; bulunan: 478.2059.

TH-NMR (Dimetilsiilfoksit-détoro, 300 MHz): § = 2.48-2.49 (piperazin, 4H, m),
3.24 (piperazin, 4H, y,), 3.50 (-CH»-, 2H, s), 3.76 (-OCH3, 3H, s), 6.90-6.94 (Ar-H, 4H,
m), 7.12-7.18 (Ar-H, 2H, m), 7.33-7.41 (Ar-H, 4H, m), 7.71 (Ar-H, 2H, d, J=7.9 Hz),
8.03 (-CH=N-, 1H, s,), 9.88 (-NH, 1H, s,), 11.58 (-NH, 1H, s,).

I3C-NMR (Dimetilsiilfoksit-détoro, 75 MHz): 6 = 47.69, 52.72, 55.69, 61.49,
113.63, 114.83, 115.39 (d, J=21.1 Hz), 124.30, 127.95, 129.28, 131.19 (d, J/=7.9 Hz),
132.54, 134.61 (d, J=2.8 Hz, Ar-H), 143.57, 152.49, 157.26, 161.75 (d, J/=242.4 Hz, Ar-
H), 176.07.
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5.1.15. N-(4-Klorofenil)-2-(4-(4-(4-florobenzil)piperazin-1-il)benziliden)hidrazin-1-
karbotiyoamid (30)

Sekil 5.57. N-(4-klorofenil)-2-(4-(4-(4-florobenzil)piperazin- 1-il)benziliden) hidrazin- I -karbotiyoamid
(30)

Verim: %88.

HRMS (m/z): [M+H]" hesaplanan C,sH»sFSCI: 482.1576; bulunan: 482.1566.

TH-NMR (Dimetilsiilfoksit-détoro, 300 MHz): 5 = 2.49-2.50 (piperazin, 4H, m),
3.24 (piperazin, 4H, y), 3.50 (-CH»-, 2H, s), 6.94 (Ar-H, 2H, d, J=8.8 Hz), 7.16 (Ar-H,
2H, t, J/=8.8 Hz), 7.33-7.37 (Ar-H, 2H, m), 7.39-7.42 (Ar-H, 2H, m), 7.62 (Ar-H, 2H, d,
J=8.7Hz), 7.71 (Ar-H, 2H, d, J=8.8 Hz), 8.05 (-CH=N-, 1H, s), 10.03 (-NH, 1H, s), 11.74
(-NH, 1H, s,).

I3C-NMR (Dimetilsiilfoksit-dotoro, 75 MHz): & = 47.65, 52.70, 61.48, 114.79,
115.40 (d, J=21.0 Hz), 124.05, 127.78, 128.32, 129.41, 129.49, 131.19 (d, J=8.1 Hz),
134.61 (d, /=2.9 Hz), 138.64, 144.19, 152.60, 161.74 (d, J/=242.5 Hz), 175.58.
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5.2. Sentez Calismalarimin Degerlendirilmesi

Yiiriitiilen tez kapsaminda 15 yeni tiyosemikarabzon tiirevi bilesik sentezlenmistir.

Bilesiklerin sentezi iic basamakl1 bir yontem kullanilarak gerceklestirilmistir (Sekil 5.60).

Ilk olarak sekonder amin ve 4-floro benzaldehit reaksiyona sokularak 4-siibstitiie

benzaldehit tiirevleri sentezlenmistir. ikinci basamakta Izotiyosiyonat tiirevleri, hidrazin

hidrat ile reaksiyona sokularak tiyosemikarbazit tlirevleri elde edilmistir. Son olarak

sentezlenen 4-siibstitiie benzaldehit ve tiyosemikarbazit tiirevleri reaksiyona sokularak

tiyosemikarbazon tiirevleri elde edilmistir. Elde edilen bilesiklerin yapilari, 'H-NMR,

BC-NMR ve HRMS spektroskopik yontemleri ile aydimlatilmistir.

DMF/K,CO4 /~ N\
Ry—N NH + F CHO —— = R;—N N CHO
n_/ __/
(1a-1c)
NH,NH,.H,O H H
RZ—N:C:S 2 2:112 RZ/ \”’ \NHQ
Etanol
Buz Banyosu
(2a-2¢)
S Ro
'C-NH
H H Etanol N'NIH
/ g /
(1a-1c) (2a-2e) (3a-30)
Bilesik Ri R
3a Fenil Etil
3b Fenil Allil
3¢ Fenil Fenil
3d Fenil 4-Metoksifenil
3e Fenil 4-Klorofenil
3f 4-Florofenil Etil
3g 4-Florofenil Allil
3h 4-Florofenil Fenil
3i 4-Florofenil 4-Metoksifenil
3j 4-Florofenil 4-Klorofenil
3k 4-Florobenzil Etil
31 4-Florobenzil Allil
3m 4-Florobenzil Fenil
3n 4-Florobenzil 4-Metoksifenil
30 4-Florobenzil 4-Klorofenil

Sekil 5.60. Hedef bilesiklerin sentezi
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5.3. Spektral Verilerin Degerlendirilmesi

Sentez ¢alismalar1 sonucunda 15 adet yeni tiyosemikarbazon tiirevi bilesik elde
edilmistir. Bilesiklerin yapilarinin aydinlatilmasi i¢in spektroskopik yontemlere
basvurulmustur. Bu amacla HRMS, 'H-NMR, *C-NMR teknikleri kullanilmistir. Elde
edilen sonuglar tahmin edildigi gibidir. Tez kapsaminda tiim bilesiklerin analiz sonuglari

ve raporlar1 sunulmustur.

5.3.1. 'TH-NMR spektrumlarimin degerlendirilmesi

Tez kapsaminda elde edilen bilesiklerin alifatik ve aromatik protonlar1 beklenildigi
sekilde gozlenmistir. Bilesiklerin genel yapilar incelendiginde hepsinde ortak olarak
piperazin halka sistemi, tiyosemikarbazon yapist ve 1,4-disiibstitiie benzen halkasi
bulunmaktadir.

Ortak yapilar haricinde bilesik 3a, 3f ve 3k etil siibstitiienti igermektedir. Etil
yapisina ait protonlar 1.14 ppm de J=7.1 Hz degeri ile 3 protonluk triplet seklinde
gozlenmistir. Etil yapisina ait diger protonlar ise 3.54-3.63 ppm araliginda 2 protonluk
multiplet olarak kaydedilmistir.

Bilesik 3b, 3g ve 3l ise yapilarinda allil grubu tagimaktadir. Bu gruba ait protonlar
4.20-4.21 ppm de J= 5.6 Hz degeri ile 2 protonluk triplet olarak gozlenmistir. Allil
grubunun diger protonlar1 ise 5.06- 5.18 ppm degeri aralifinda 2 protonluk multiplet ve
5.87- 5.96 ppm degeri araliginda 1 protonluk multiplet olarak gozlenmistir.

Bilesiklerin hepsinde ortak olarak bulunan piperazin halkasi incelendiginde
bilesikler 3a-3j 3.19-3.29 ppm degerinde 4 protonluk multiplet ve 3.37-3.42 ppm
degerinde 4 protonluk multiplet olarak gézlenmistir. Bilesikler 3k-30’ya ait piperazin
protonlart ise 2.46-2.50 ppm degerinde ve 3.21-3.42 ppm degeri araliginda gozlenmistir.
Aradaki bu farkin bilesikler 3k-30’nun benzil yapisi tagimasindan kaynakli oldugu
distiniilmektedir.

Bilesiklerin hepsinde ortak olarak bulunan bir diger yap1 ise imin grubuna bagl
metilen protonudur. Bu gruba ait protonlar 7.95-8.07 ppm degerleri arasinda 1 protonluk
singlet pik seklinde gdzlenmistir. Imin yapisina yakin olan azot hidrojeni ise 11.26-11.76
ppm degerleri arasinda singlet olarak gozlenmistir.

Izotiyosiyanat kalintisindan gelen amin grubu ise 8.39-10.05 ppm degeri araliginda

gbzlenmistir. Etil grubu igeren bilesiklere (3a, 3f, 3k) ait amin grubu protonlar1 J=5.9 Hz

70



degeri ile triplet olarak gozlenmistir. Benzer sekilde allil grubu igeren bilesiklere (3b, 3g,
31) ait amin protonlar1 J=5.9 Hz degeri ile triplet olarak gézlenmistir.
Bahsi gecen bu protonlarin dignda kalan diger siibtitiie benzen protonlar: literatiir

verileri ile uyumlu olarak gozlenmistir.

5.3.2. 3C-NMR spektrumlarimin degerlendirilmesi

Tez kapsaminda elde edilen bilesiklerin '*C-NMR verileri incelendiginde yapidaki
tiim alifatik ve aromatik karbonlarin beklenildigi sekilde elde edildigi goriilmiistiir. C=S
grubuna ait pikler 175.58-177.11 ppm degerleri arasinda kaydedilmistir. Bu grup
haricinde kalan alifatik karbonlara ait pikler 15.22-61.49 ppm degerleri arasinda
gozlenirken; aromatik karbonlara ait pikler ise 113.63-161.75 ppm degerleri arasinda

gozlenmistir.

5.3.3. Kiitle spektrumlarimin degerlendirilmesi

Sentez edilen bilesiklerin kiitle spektrumlari yliksek c¢oziiniirliklii  kiitle
spektroskopisi cihazinda, elektron spray iyonizasyon teknigi ile pozitif modda
incelenmistir ve elde edilen kiitleler teorik kiitlelere en fazla 5 ppm uzaklikta aranmistir

ve sonuglar uyumlu olarak elde edilmistir.

5.4. Biyolojik Aktivite Calismalarinin Degerlendirilmesi
5.4.1. AChE ve BChE enzim aktivite calismalarinin degerlendirilmesi

Tez kapsaminda 15 adet yeni tiyosemikarbazon tiirevi bilesik sentezlenmis ve yap1
tayini ile yapilar1 aydilatilmistir. Elde edilen bu bilesiklerin kolinesteraz enzimine kars1
inhibitor etkinlikleri incelenmek iizere in vitro Ellman metodu kullanilmistir. Aktivite
testlerinde dncelikle tiim bilesiklerin ve referans ilaglarin 10~ ve 10* M konsantrasyonda
cozeltileri hazirlanmis ve AChE ve BChE enzimlerine karsi inhibitér etkileri
incelenmistir. Bu ilk adimda %50 iizeri inhibitor etkinlik gosteren bilesikler ikinci adim
aktivite testlerine tabi tutulmustur. Ikinci adimda ise bilesiklerin 103-10° M
konsantrasyonda bilesik ¢ozeltileri hazirlanmis ve aktif bilesiklerin 1Cso degerleri
hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar Tablo-5.1’de sunulmustur.

Elde edilen sonuglar incelendiginde bilesiklerin hi¢birinin BChE enzimi tizerinde
aktivite gostermedigi goriilmiistiir. BChE daha ziyade perifer hiicrelerde bulundugu i¢in

AH hedefi AChE enzimi olmustur. Bu sebeple BChE enzimi iizerinde inhibitor etkinlik
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gostermemesi bilesiklerin degerini diisiirmemektedir. Tam aksine, se¢ici inhibitorler
sayesinde yan etki goriilme oran1 azalmaktadir.

AChE enzimi lizerindeki aktivite degerleri incelendiginde ise bilesikler 3b, 3¢, e,
3k, 31, 3m, 3n ve 30 6nemli aktivite profili sergilemislerdir. Bu bilesiklerin ICso degerleri
sirastyla 0.250+£0.012 puM, 0.378+0.017 uM, 0.192+0.009 pM, 0.033+0.001 pM,
0.092+0.004 uM, 0.046+0.002 uM, 0.077+0.003 uM, 0.115+£0.005 pM olarak
hesaplanmistir. Donepezil 1Cs50=0.0201+0.0014 uM degeri ile AChE enzimine karsi
aktivite sergilemektedir. Ozellikle bilesik 3k ICs50=0.033+0.001 uM degeri ile donepezile
yakin bir aktivite potansiyeli sergilemistir.

Aktivite sonuglarina bakildiginda benzil piperazin igeren bilesiklerin diger
bilesiklere kiyasla daha aktif olduklar1 goriilmiistir. Bu bilesikler arasindan ise
tiyosemikarbazon kalintisinda etil siibstitiienti tasiyan tiirev (3k) en aktif bulunmustur.
Tiyosemikarbazon kalintisina bagli siibstitiient hacmi arttikca aktivitenin azaldigi

goriilmektedir.

5.4.2. MAO-A ve MAO-B enzim aktivite calismalarinin degerlendirilmesi

AChHE enzimi yaninda bilesiklerin bilesiklerin dual etki potansiyellerini incelemek
i¢cin MAO enzim inhibitor aktiviteleri incelenmistir. Elde edilen sonuglar Tablo-5.1’de
sunulmusgtur. Selejilin ve moklobemid referans ilaglar olarak kullanilmistir. Aktivite
testleri iki adimda gerceklestirilmis ve ilk adimda yine 10~ ve 10 M konsantrasyondaki
bilesikler ve referans ilaglar hazirlanarak aktivite potansiyelleri incelenmistir. MAO-A
enzimi lizerinde elde edilen sonuglara gore bilesiklerin higbiri %50 {izerinde inhibitor
etkinlik gosterememistir.

MAO-B enzimi iizerinde yapilan g¢aligmalar incelendiginde selejilin referans
molekiiliiniin 1Cs50=0.0374+£0.0016 pM degeri ile aktivite gosterdigi bilinmektedir.
Bilesikler 3f, 3i, 3k, 31, 3m, 3n, 30 ise sirasiyla IC50=0.336+0.015 uM, 0.428+0.020 uM,
0.062+0.002 uM, 0.143+0.006 uM, 0.09440.004 uM, 0.183+0.008 uM, 0.241+£0.011 uM
degeri ile MAO-B enzimine karsi inhibitor etkinlik gdstermistir. Selejiline en yakin
aktivite potansiyelini ise bilesik 3k sergilemistir. Bilesik 3k hem AChE hem de MAO-B
enzimlerini Onemli diizeyde inhibe ederek dual etkili bilesik profili sergilemistir.
Bilesiklerin yapi-etki iligkilerinin daha yakindan incelenebilmesi i¢in in silico calismalar

gergeklestirilmistir.
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Tablo 5.1 Elde edilen bilesiklerin 10~ ve 10 M konsantrasyonlarinda AChE, BChE, MAO-A ve MAO-B enzimine kars1 % inhibisyon oranlar1 ve ICso (uM) degerleri

AChE % Inhibisyon BChE % Inhibisyon MAO-A % Inhibisyon MAO-B % Inhibisyon
Bilesik AChE BChE MAO-A MAO-B
ICso (uM) ICso (M) ICso (uM) ICso (M)

105 M 104 M 10°M 104 M 105 M 104 M 10°M 104 M
72.634 42,367 31232 23.532 42523 29.241 55.354 35.633

3a +2.164 +0.851 >100 +0.932 +0.748 >1000 +1332 +0.882 >1000 +1.336 +0.857 =100
88.415 85.484 0.250 35.941 30.314 45.341 26.665 62.487 42.741

3b 11.637 +1.051 +0.012 +1.055 10.836 >1000 +1.552 £0.937 >1000 11.632 £0.951 =100
83.174 76.151 0.378 30.469 21.168 40257 27.487 48.762 40.452

3¢ 12337 11275 +0.017 10.962 +0.774 >1000 +1.074 £0.827 >1000 +0.928 +0.974 >1000
46.898 38.728 28.157 24.479 38.189 24.824 46.518 41.867

3d +1.023 £0.974 >1000 +0.889 +0.851 >1000 £0.921 £0.737 >1000 +0.839 +0.851 >1000
89.562 87.461 0.192 25.748 20.820 46.464 30.199 54.996 43.948

3e +1.855 10.837 +0.009 +0.731 £0.810 >1000 11315 +1.087 >1000 +1.057 +0.766 =100
81.333 48.934 36.664 31.915 42.822 31.761 83.155 78.169 0.336

3f 12,167 £0.928 >100 11154 10.937 >1000 11432 0,851 >1000 +1.857 +1.864 +0.015
74.741 44.847 39.528 27.764 37.734 31.932 40.232 30.351

3g +1.985 +0.755 >100 +1.121 +0.762 >1000 +1.039 +0.947 >1000 +0.962 +0.919 >1000
49.928 37.585 30.399 21.067 38.651 30.245 42.841 31.420

3h £0.874 +£0.809 >1000 11.074 +0.889 1000 11231 £0.974 1000 +1.003 10,932 >1000

. 48.564 30.691 24.858 19.890 43.978 28378 84.678 77.575 0.428
3 +0.961 £0.917 >1000 +0.809 +0.832 >1000 11.634 £0.723 >1000 +1.557 +1.157 +0.020
. 69.054 41.536 28231 22.389 47.069 29.510 70.454 41.289

3j +1.864 +0.862 >100 +0.974 +0.737 >1000 +0.974 +0.957 >1000 +2.046 +0.822 >100

" 96.438 93.336 0.033 32.028 21.631 1000 40.128 24.068 1000 92.398 88.664 0.062
+2.632 +1.257 +0.001 +1.255 +0.830 +1.333 +0.857 +2.862 +1.337 +0.002
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3l 91.195 87.457 0.092 36.107 26.102 1000 38.633 32.199 1000 89.262 87.864 0.143
+2.164 +1.057 +0.004 +1.339 +0.851 +0.932 +0.857 +1.952 +2.237 +0.006
3 95.562 91.648 0.046 39.667 32.241 1000 48.308 36.741 1000 91.831 89.051 0.094
m +1.831 +2.157 +0.002 +1.064 +0.975 +1.839 +0.955 +2.354 +1.737 +0.004
3n 93.840 89.792 0.077 37.864 30.058 ~1000 41.451 34.608 1000 88.504 84.429 0.183
+1.678 +1.490 £0.003 +0.931 +0.820 +1.182 +0.734 +2.157 +1.904 +0.008
3 90.978 87.155 0.115 31.475 26.574 ~1000 40.740 30.965 ~1000 87.759 81.537 0.241
0 +2.261 +1.244 £0.005 £0.975 +0.822 +1.236 +0.864 +1.741 +1.065 +0.011
b 0 99.156 97.395 0.0201 ) ] ) ] )
onepezi +1.302 +1.255 +0.0014 ) ) ) i
Takri 99.827 98.651 0.0064 ] ] ) ) ) )
akrin - - - +1.378 +1.402 +0.0002
. 94.121 82.143 6.0613
Moklobemid - - - - - - +2.760 +2.691 +0.2625 - - -
Seleiilin ) ) ] ] ] 98.589 94.850 0.0374
eyt - - - - +2.055 +1.114 +0.0016
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5.5. Molekiiler Modelleme Calismalarinin Degerlendirilmesi

Tez kapsaminda sentezi gerceklestirilen, AChE ve MAO-B enzimleri iizerine
inhibisyon aktivitesi en yiliksek bulunan bilesikler 3k, 31, 3m, 3n ve 30 nun molekiiler
modelleme caligmalar1t AChE (PDB: 4EY7 [65]) ve MAO-B (PDB: 2V5Z [66])
enzimlerinin kristalleri kullanilarak gergeklestirilmistir. Doking ¢alismalar1 Schrodinger
Suite 2020 Update 2 [67] programi kullanilarak standart prosediirler ile
gerceklestirilmistir. LigPrep 3.8 [68], Glide 7.1 [69] ara ylizleri kullanilarak single
precision (SP) ile docking islemi ger¢eklestirilmistir.

Yapilan bir¢cok modelleme ¢alismasinda donepezilin ¢ift baglanma bdlgesi
0zelligi (dualbindingside-DBS) ile AChE enziminin her iki bolgesi ile de etkileserek
gecide cok iyi yerlestigi belirlenmistir. 2012 yilinda Cheung ve digerleri tarafindan
yapilan bir calismada donepezilin AChE enzim aktif bolgelerine baglanma noktalari
analiz edilerek donepezilin aktif bolgelerle olan etkilesimleri agiklanmistir. Enzim aktif
yoresi CAS ve PAS olarak nitelendirilen iki boliimden olusmaktadir. Donepezilin
yapisinda yer alan benzil halkasi ile Trp86 amino asidinin indol halkas1 arasinda tespit
edilen n- 7 etkilesimi CAS bdlgesinde goriilen bir etkilesimdir. Kimyasal yapida bulunan
karbonil oksijeni onemli bir etkilesime sahiptir. Indanon halkasinda yer alan karbonil
oksijeninin Phe338’in amino grubu ile bir hidrojen bagi olusturdugu tespit edilmistir.
PAS bolgesi incelendiginde ise indanon halkasi ile Trp286°daki indol halkas1 arasinda bir
n-m etkilesimi olusturugu goriilmektedir. Kimyasal yapinin orta kisminda bulunan
piperidin halkasinin hem CAS hem de PAS bdlgeleriyle van der Waals etkilesimi yaparak

enzim aktif bolgesine baglanmada katki sagladigi belirlenmistir [65].

Sekil 5.60 ve 5.61 incelendiginde bilesik 3k’nin AchE enzim aktif yoresi ile
etkilesimi goriilmektedir. Tiyosemikarbazid kisminin u¢ amini ile Tyr341 aminoasidinin
karbonil grubu arasinda bir hidrojen bag1 gézlenmektedir. Ayn1 aminoasidin fenil halkas1
ise piperazin halkasinin azotu ile katyon-m etkilesimi sergilemektedir. Piperazin
halkasinin azotu ayn1 zamanda Tyr337 aminoasidinin fenil halkasi ile katyon-r etkilesimi
olusturmustur. Piperazin halkasina bagli 4-florobenzil yapisina ait fenil halkas1 Tyr337
aminoasidinin fenil halkasi ile n-m etkilesimi olustururken; yapida bulunan diger fenil

halkas1 ise Trp286 aminoasidinin indol halkasi ile n-w etkilesimi olusturmustur.
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RP
8

Charged {negative) d Polar - Distance —e Pi-cation

Charged (positive) Unspecified residue —=  H-bond — Salt bridge
Glycine Water — Halogen bond Solvent exposure
Hydrophobic Hydration site — Metal coordination

Metal X Hydration site (displaced) e Pi-Pi stacking

Sekil 5.61. Bilesik 3k’nin iki boyutlu olarak AChE enzim aktif yoresiyle etkilesimi.

Sekil 5.62. Bilesik 3k 'nin ti¢c boyutlu olarak AchE enzim aktif bolgesiyle etkilesimi (Enzim aktif

bélgesindeki amino asitler gri renkli, bilesik 3k ise kirmizi renkli gésterilmigtir).
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Sekil 5.62 ve 5.63 incelendiginde bilesik 31'nin AchE enzim aktif yoresi ile etkilesimi
goriilmektedir. Tiyosemikarbazid kisminin amini ile Ser293 aminoasidinin hidroksil
grubu arasinda bir hidrojen bagi gézlenmektedir. Bilesik 31’nin fenil halkasi ile Tyr341
aminoasidinin fenil halkas1 arasinda n-m etkilesimi goriilmektedir. Piperazin halkasinin
azotu ile Tyr337 aminoasidinin fenil halkasi arasinda bir tane, Trp86 aminoasidinin indol
halkasi ile iki tane katyon-m etkilesimi sergilemistir. Trp86 aminoasidinin indol halkas1

ile 4-florobenzil halkas1 arasinda da n-w etkilesimi goriilmiistiir.

PHE —=
3

AL TRP
37
/ $ E

TYR

341
TRP
286

NA

/ O TYR
)k 133
N N

GLU
LEU 202
289 g /
TYR GLY o 120 SER
124 2 203 iéf
GLN PHE  mgu.. PHE /
295 GLY
Pl 6w ) SR __ VA 4 & :'4175 — s
292 293 294
w
) Charged (negative) Polar -~ Distance —a Pi-cation
) Charged (positive) ) Unspecified residue - H-bond — Salt bridge
Glycine Water Halogen bond Solvent exposure
Hydrophobic Hydration site — Metal coordination
) Metal X Hydration site (displaced) #— Pi-Pi stacking

Sekil 5.63. Bilesik 31'nin iki boyutlu olarak AChE enzim aktif yoresiyle etkilesimi.
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Sekil 5.64. Bilesik 3k 'nin ii¢ boyutlu olarak AchE enzim aktif bolgesiyle etkilesimi (Enzim aktif

bélgesindeki amino asitler gri renkli, bilesik 3k ise mavi renkli gésterilmistir).

Sekil 5.64 ve Sekil 5.65 incelendiginde bilesik 3m’nin AChE enzim aktif yoresi ile
etkilesimi goriilmektedir. Tiyosemikarbazid kisminin her iki amini ile Ser293
aminoasidinin  hidroksil grubu arasinda ikili hidrojen bagi gdzlenmektedir.
Tiyosemikarbazid kalintisina bagli fenil halkast GIn291 aminoasidinin karbonili ile
aromatik hidrojen bagi olusturmustur. Bilesik 3m’nin fenil halkas1 ile Tyr341
aminoasidinin fenil halkas1 arasinda n-m etkilesimi goriilmektedir. Piperazin halkasinin
azotu ile Tyr337 aminoasidinin fenil halkasi arasinda bir tane, Trp86 aminoasidinin indol
halkasi ile iki tane katyon-m etkilesimi gézlenmistir. Trp86 aminoasidinin indol halkas1
ile 4-florobenzil yapisi arasinda da iki tane n-m etkilesimi goriilmiistiir. Son olarak 4-

florobenzil yapisi ile Glu202 arasinda aromatik hidrojen bag1 gézlenmektedir.
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287

8 Charged (negative) d Polar - Distance —= Pi-cation
Charged (positive) Unspecified residue —» H-bond — Salt bridge
Glycine Water ~# Halogen bond Solvent exposure
8 Hydrophobic Hydration site — Metal coordination
Metal X Hydration site (displaced) = Pi-Pi stacking

Sekil 5.65. Bilesik 3m’nin iki boyutlu olarak AChE enzim aktif yoresiyle etkilesimi

Sekil 5.66. Bilesik 3m nin ti¢ boyutlu olarak AchE enzim aktif bolgesiyle etkilesimi(Enzim aktif

bélgesindeki amino asitler gri renkli, bilesik 3m ise sar1 renkli gésterilmigtir).
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Sekil 5.66 ve Sekil 5.67 incelendiginde bilesik 3n’nin AChE enzim aktif yoresi ile
etkilesimi goriilmektedir. Tiyosemikarbazid kisminin her iki amini ile Ser293
aminoasidinin hidroksil grubu arasinda ikili hidrojen bagi gézlenmektedir. Piperazin
halkasinin azotu ile Tyr337 aminoasidinin fenil halkas1 arasinda bir tane, Trp86
aminoasidinin indol halkas1 ile iki tane katyon-m etkilesimi sergilemistir. Trp86
aminoasidinin indol halkasi ile 4-florobenzil halkasi arasinda da bir tane n-rn etkilesimi

goriilmiistiir. 4-Florobenzil halkas1 ayn1 zamanda Gly120 ve Glu202 aminoasitlerinin

karbonil gruplari ile aromatik hidrojen bagi sergilemistir.

GLU __ SER
202
'
ILE
TR 451
p— 133
ASP
74
TYR ™" iy
124
aLy - - 2L I 6Ly
TRP 392 126 i
286 ;:F ey \
120 HIS
PHE 337 447
o 338
HIS
287
LEU
289
\ ' = TRP
GLN 86
291
GLU
292 ~e. SER
v 293 =~ VAL
— E
& 205 ~—————e—e__ PHE
297
) Charged (negative) Polar -+ Distance —e Pi-cation
.} Charged (positive) «) Unspecified residue - H-bond — Salt bridge
Glycine Water Halogen bond Solvent expasure
Hydrophobic Hydration site — Metal coordination
) Metal X Hydration site (displaced) e—e Pi-Pi stacking

Sekil 5.67. Bilesik 3n nin iki boyutlu olarak AChE enzim aktif yoresiyle etkilesimi.
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Sekil 5.68. Bilesik 3n 'nin ti¢ boyutlu olarak AchE enzim aktif bélgesiyle etkilegimi (Enzim aktif

bélgesindeki amino asitler gri renkli, bilesik 3n ise mor renkli gésterilmistir).

Sekil 5.68 ve Sekil 5.69 incelendiginde bilesik 30’nun AchE enzim aktif yoresi ile
etkilesimi goriilmektedir. Tiyosemikarbazid kisminin her iki amini ile Ser293
aminoasidinin hidroksil grubu arasinda ikili hidrojen bagi gozlenmektedir. Piperazin
halkasinin azotu ile Tyr337 aminoasidinin fenil halkasi arasinda bir tane, Trp86
aminoasidinin indol halkas1 ile iki tane katyon-m etkilesimi sergilemistir. Trp86
aminoasidinin indol halkasi ile 4-florobenzil halkasi arasinda da bir tane n-r etkilesimi
goriilmiistiir. 4-Florobenzil yapisi ayni zamanda Glu202 aminoasidinin karbonil grubu ile

aromatik hidrojen bag1 sergilemistir.
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) Charged (negative) Polar - Distance —=e  Pi-cation

) Charged (positive) ) Unspecified residue —*=  H-bond — Salt bridge
Glycine Water = Halogen bond Solvent exposure
Hydrophobic Hydration site — Metal coordination

) Metal * Hydration site (displaced) e—e Pi-Pi stacking

Sekil 5.69. Bilesik 30’nun iki boyutlu olarak AChE enzim aktif yoresiyle etkilesimi.

Sekil 5.70. Bilesik 30 'nun ii¢ boyutlu olarak AchE enzim aktif bolgesiyle etkilesimi (Enzim aktif

bolgesindeki amino asitler gri renkli, bilesik 3o ise yesil renkli gosterilmistir).
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Sekil 5.70 ve 5.71 incelendiginde bilesik 3k’nin MAO-B enzim aktif yoresi ile etkilesimi
goriilmektedir. Tiyosemikarbazid kisminin amini ile Prol102 aminoasidinin karbonil
grubu arasinda bir hidrojen bag1 gozlenmektedir. Tiyosemikarbazid kalintisina baglh etil
grubu ise [1e199 aminoasidinin karbonil grubu ile aromatik hidrojen bagi olusturmustur.
Son olarak 4-florobenzil yapisindaki fenil halkasi ile Tyr435 aminoasidinin fenil halkas1

arasinda n-m etkilesimi gorilmiistiir.

MET
/ &
PHE
343
LEU
—
LEU B TYR " o TYR
167 PHE TRP 376 GLN 60
168 119 206
CYs TYR
LEU 172 435 "= GLY
171 ¢ 434
LEU
164 K\
N+
N N
H N
H
ILE
316
TYR
PRO PRO 398
104 N\ PHE ~ 102 \
103 PHE
99
LLE - ILE
199 198
) Charged (negative) Polar - Distance —e Pi-cation
. Charged (positive) ) Unspecified residue —» H-bond — Salt bridge
Glycine Water Halogen baond Solvent exposure
Hydrophaobic Hydration site — Metal coordination
J  Metal X Hydration site (displaced) ®— Pi-Pi stacking

Sekil 5.71. Bilesik 3k 'nin iki boyutlu olarak MAO-B enzim aktif yoresiyle etkilesimi.
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Sekil 5.72. Bilesik 3k 'nin ii¢ boyutlu olarak MAO-B enzim aktif bélgesiyle etkilesimi (Enzim aktif

bolgesindeki amino asitler yesil renkli, bilesik 3k ise kirmizi renkli gosterilmistir. FAD ise

siyah renk ile belirtilmistir).

Sonug olarak tiim veriler incelendiginde bilesikler 3k-30 AchE enzimine karsi elde edilen
diger bilesiklerden daha aktif bulunmustur. Piperazin halkasina bagli benzil grubunun bu
aktivite farkini yarattigi diistiniilmektedir. Bu bilesikler kendi arasinda kiyaslandiginda
ise bilesikler 3m, 3n ve 3o0’nun bilesikler 3k ve 3I’ye gore daha aktif oldugu
goriilmektedir. Bu durumda tiyosemikarbazid kismina getirilen aromatik siibstitiientlerin
aktiviteyi arttirdigi diisiiniilmektedir. Aromatik yapi iceren bilesiklerin hepsi Glu202
aminoasidi ile aromatik hidrojen bagi olusturmustur. Aktivitede gdzlenen artis bu bag ile
de aciklanabilir. MAO-B enzimi ile gergeklestirilen calismalarda ise bilesik 3k’nin
potansiyel bir MAO-B inhibitdrii oldugu fark edilmistir. Ve yapilan in silico ¢alismalar
ile de bu kanitlanmistir. Bilesik 3k MAO-B enziminde FAD molekiiliine yakin bir sekilde
konumlanmaktadir. Ayrica MAO-B enzim aktif bolgesinde onemli aminoasitler ile
etkilesim gostermistir. Sonug olarak bilesik 31-30 AchE enzimi iizerinden inhibitor
etkinlik gosterirken; bilesik 3k ise AchE-MAO-B enzimleri {izerinden dual etkinlik

sergilemistir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Artan kiiresel yasam siiresi ve yaslanan niifusla birlikte demans insidansi hizla
artmaktadir. 2030 y1lina kadar demansli birey sayisinin 75,6 milyona yiikselecegi ve 2050
yilina kadar 135,5 milyona ulasacagi tahmin edilmektedir. Giiniimiizde AH’nin
tedavisinde AChE inhibitorleri olan donepezil, rivastigmin, galantamin ve NMDA
reseptOr antagonisti olan memantin kullanilmaktadir. Bu ilaglar hastaligin semptomlarini
nispeten Onlemekte ve hastanin yasam kalitesini nispeten yiikseltmektedir ancak tedavi
etmemektedir. AH’ nin radikal tedavisinin olmamasi, mevcut tedavilerin yetersizligi ve
kullanilan ilaglarin potansiyel yan etkileri bu alanda yeni ilag gelistirme ¢alismalarina hiz
ve 6nem vermektedir. Diger yandan AH’da gozlenen MAO-B enzim aktivasyonundaki
artis, AH tedavisinde MAO inhibitdrlerinin de alternatif bir tedavi yolag1 olabilecegi
hipotezini dogurmustur.

AH’nin giderek yayilan insidanst mevcut ve ilaglarin sayisinin azligi, bilim
insanlarini yeni ve etkili bilesiklerin gelistirilmesine tesvik etmektedir. Yeni ajanlar
gelistirirken ise tek hedefe yonelik olmasindan ziyade ¢oklu hedefi olan ajanlar tercih
edilmektedir. Boylece hasta birden ¢ok ila¢ kullanmak yerine tek ila¢ kullanacaktir. Hem
hastaya kullanim kolaylig1 sunmasi hem de ayn1 anda AH’na sebep oldugu diisiilen birden
fazla yolagi inhibe etmesi yeni dual etkili bilesikleri 6n plana ¢ikarmaktadir.

Diinya genelinde geriatrik poplilasyonun ve yaslhiliga baglh kronik hastaliklarin
sayisinin her gecen giin arttig1 bilinmektedir. Kronik hastaliklar saglik sisteminde en
yiiksek maliyet yaratan hastaliklardir. Yikict bir nérolojik hastalik olan AH demans tipi
hastaliklar igerisinde en yayginidir, diinya capinda milyonlarca insami etkilemekte ve
toplumlar iizerinde Onemli bir sosyoekonomik yiike neden olmaktadir. AH’in
onlimiizdeki yillar i¢in tahmin edilen prevelans rakamlar1 ger¢ekten endise vericidir. Su
anda FDA tarafindan AH tedavisi i¢in onaylanan ilaglar, genellikle ciddi yan etkileri
gostermelerinin yaninda radikal bir tedavi sunmamakta sadece hastaligin semptomlarini
tyilestirmek amaciyla kullanilmaktadirlar. Bu nedenle daha etkili yeni ajanlarin
gelistirilmesine duyulan ihtiyac giin gectik¢e artmaktadir. Hastaligin patogenezinin tam
olarak netlesmemesi ile birlikte hastalik siirecinin beyindeki plaklar ve norofibriler
yumaklar ile iligkili oldugu saptanmistir. Bunlarin esas nedeni azalan asetilkolin (ACh)
seviyesi agirlikli olarak kolinerjik sistemi etkileyen norodejeneratif siirecler, 6§renme
stireclerini ve hafiza olusumunu engelleyen diisiik ACh seviyeleri ile sonuclanir, AP

agregasyonu ve beyindeki tau proteinlerinin degisikliklerin kombinasyonu olmakla
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birlikte artmis MAO-B aktivitesi de sayilabilir. Azalan ACh seviyesine bagli olarak
degisen kolinerjik sistem dengelerindeki degisimin AH ile olan iligkisine kolinerjik
hipotez ad1 verilmektedir. Kolinerjik hipotez Alzheimer hastalarinda gézlenen kognitif
diisiislin agiklanmasina 6nemli katkida bulunmusg ayn1 zamanda AH tedavi stratejilerinin
ve ilag gelistirme c¢aligmalarinin birgogunun temelini olusturmustur. Bu sebeple AH’da
ACh seviyelerini arttirmak icin kullanilmakta olan AChE ilaglar arasinda rivastigmin,
donepezil, galantamin sayilabilir. Donepezil AH tedavisinde bu ilaglar arasinda en sik
recete edilen ajandir. Klinikte en sik kullanilan donepezil geri dontisiimlii ve selektif bir
AChE inhibitoriidiir. Donepezilin yapisi incelendiginde yapida bulunan benzilpiperidin
grubu dikkat ¢ekicidir ve bu grup enzim inhibisyonunda anahtar rol oynamaktadir.

Bu caligma kapsaminda 15 yeni tiyosemikarbazon tiirevi bilesik tasarlanmis ve
sentezlenmistir. Bilesiklerin tasarimi sirasinda hem AChE hem MAO-B enzim aktif
yoreleri ile etkilesebilecek farmakofor ve hacimsel gruplarin dogru yerlesimlerine dikkat
edilmistir.

AChE enzim yapisi1 incelendiginde katyonik anyonik bolge ve periferik anyonik
bolge oldugu goriilmektedir. Donepezilin yapisinda bulunan benzil piperidin grubu
enzimin katalitik anyonik bolgesi ile etkilesmektedir. Enzimin bu bdlgesi ile etkilesmesi
icin yapimizda fenilpiperazin, 4-florofenilpiperazin ve 4-florobenzilpiperazin yapilari
tercih edilmistir. Boylelikle fenilamin ve benzilamin arasindaki aktivite farkini kiyaslama
imkan1 olusmustur. Tiyosemikarbazon yapist hem AChE hem de MAO inhibitorii olarak
siklikla kullanilan bir farmakofor gruptur. Tiyosemikarbazon grubu bu zengin aktivite
profili i¢in secilmistir. Tiyosemikarbazon kisminin kalintisina ise periferik anyonik bolge
ile etkilesim kurabilecek aromatik ve alifatik yapilar tercih edilmistir.

Sentez calismalar1 sonucunda elde edilen bilesiklerin yap: tayinleri HRMS, 'H-
NMR ve BC-NMR spektroskopik yontemleri ile yapilmustir. Aktivite calismalari
modifiye Ellman metodu ile in vitro olarak gerceklestirilmis ve molekiiler modelleme
caligmalar1 Schrodinger programi kullanilirarak in silico degerlendirilmistir.

Aktivte caligmalar1 gercgeklestitilirken bilesiklerin dual etki profillerinin
incelenmesi amaciyla AChE, BChE, MAO-A ve MAO-B enzimleri iizerindeki inhibitor
etkileri incelenmistir. Elde edilen veriler sonucunda AChE enzimi {izerinde 6nemli
inhibisyon gosteren bilesikler (3b, 3¢, 3e, 3k, 31, 3m, 3n, 30) ve MAO-B enzimi iizerinde
onemli inhibisyon gosteren bilesikler (3f, 3i, 3k, 31, 3m, 3n, 30) olarak belirlenmistir. Bu

tiirevler icerisinde AChE enzimine kars1 en aktif bilesik olan 3k 1Cs50=0,033+0.001 uM
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degeri ile oOne c¢ikmistir. MAO-B enzimi {izerinde gercgeklestirilen caligsmalar
incelendiginde ise en aktif bilesigin ICs50=0.062+0.002 pM degeri ile 3k oldugu
belirlenmistir. Bilesiklerin yapilar1 incelendiginde benzil piperazin igeren grubun (3k-30)
fenil piperazin igeren bilesiklere (3a-3j) kiyasla daha aktif olduklar1 goriilmiistiir. Bu
bilgiden hareketle donepezilin de yapisinda bulunan benzil grubunun aktiviteyi pozitif
yonde etkiledigi diislinilmektedir. Benzil piperazin igeren tiirevler (3k-30) arasindan ise
bilesik 3k hem AChE hem de MAO-B enzimi iizerinde en yiiksek aktiviteye sahip olarak
dual etkili ilag tasarimina yonelik 6nemli bir bilesik olarak 6n plana ¢ikmistir. Aktif
bilesikler iizerinden gerceklestirilen molekiiler doking ¢alismalar1 aktivite ¢aligmalart ile
uyum igerisindedir.

In silico caligmalar sonucunda elde edilen wveriler incelendiginde 4-
florobenzilpiperazin kalintisinin AChE enziminin katalitik anyonik bdlgesine yerlestigi
goriilmektedir. Bilesikler arasinda sadece bilesik 3k Trp286 ile etkilesim gostermistir.
Bilesik 3k MAO-B enzimi iizerinde de FAD ile yakin bir yerlesim gdstermistir. FAD’1n
kendisinin de etkilesim yaptig1 ve MAO-B enzim aktif bolgesi i¢in olduk¢a 6nemli olan
Tyr435 aminoasidi ile n-n etkilesimi kurmaktadir.

Tez kapsaminda yapilan ¢alismalar sonucunda elde edilen bilesik 3k baz alinarak

daha aktif dual etkili bilesiklere ulasilmasi hedeflenmektedir.
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