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Alzheimer son zamanlarda ¢ok yaygin olarak goriilen bir demans hastaligidir ve kesin
tedavisi yoktur. Beyindeki ndrotransmitterlerin azalmasina neden olan bu hastalikta en fazla
azalma gosteren ndrotransmitter asetilkolindir. Hastaligin tedavisi ya da engellenebilmesi
icin asetilkolinin yikimi azaltilmalidir bu ise ancak asetilkolini yikan astilkolinesterazin
(AChE) inhibisyonu ile miimkiindiir. Bilimsel arastirmalarla heniiz biitirilkolinesterazin
(BChE) farmakolojik rolii kesin olarak belirlenmis olmasada, enzimin dejeneratif
degisiklikler ile beyindeki asetilkolin hidrolizi sirasinda dengeleyici bir role sahip

olabilecegi bildirilmistir. Tedavi amaciyla giiniimiizde Takrin ve Rivastigmin gibi
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kolinesteraz inhibitorleri kullanilmakta olup bilinen bir¢ok yan etkileri bulunmaktadir.
Piperidin yapisinda bulunan ve Alzheimer tedavisinde ila¢ olarak kullanilan donepezil ise
diger ilaglara gore daha secicidir, yan etkileri daha az goriilmektedir ve merkezi sinir
sistemindeki asetilkolinesterazlara yiiksek oranda 0zgiil olmasi ilacin Onemli bir
stlinliigtidiir. Donepezil gibi birgok piperidin tiirevi farmakolojik olarak aktif bilesiklerin ve
onemli ilaclarin temel yapisini olusturmaktadir.

Calismamizda  piperidin  tiirevi  olan  (1-metil-4-hidroksi-4-fenilpiperidin-3-
il)(fenil)metanon, (1-etil-4-hidroksi-4-fenilpiperidin-3-il)(fenil)metanon bilesiklerinin AChE
ve BChE enzimleri iizerindeki inhibisyon etkileri in vitro olarak incelenerek, ICso ve ki
degerleri hesaplanmis ve inhibisyon tiirleri belirlenmistir. Ayn1 zamanda bilesiklerin 7 farkli
sus lzerindeki antibakteriyel aktiviteside belirlenmistir. Pozitif kontrol olarak
Ampisilin/Sulbaktam ve basitrasin kullanilmistir.

(1-metil-4-hidroksi-4-fenil piperidin-3-il)(fenil)metanon bilesigi i¢in ICso degerleri
(AChE: 4.584 uM; BChE: 51.448uM) ve ki degerleri (AChE: 0.00344+0.00071; BChE:
0.05406+0.01009) olarak; (1-etil-4-hidroksi-4-fenil piperidin-3-il)(fenil)metanon bilesigi
icin ICso degerleri (AChE: 4,312 uM; BChE: 47.968 uM) ve ki degerleri (AChE:
0.003047+0.00060; BChE: 0.0440440.05109) olarak hesaplanmistir. Maddelerin inhibisyon
tirleri yarismasiz olarak belirlenmistir. Piperidin tiirevi iki bilesiginde AChE enzimi
tizerindeki inhibisyon etkilerinin ¢ok daha yiiksek oldugu, BChE enzimini ise daha diisiik
diizeyde inhibe ettikleri belirlenmistir. BChE; AChE eksikliginde ve yoklugunda kolinerjik
iletimde koregiilator olarak gorev yaptigindan dolayi bu tip ikili inhibitérlerin, AChE segici
ajanlardan daha uzun siireli etkinlik saglayabilecegi ve dolayisiyla Alzheimer hastaligi
acisindan 6nemli oldugu diisiiniilmektedir. Ayn1 zamanda bu bilesiklerin ¢alisilan suslarin
cogu iizerinde antibiyotiklerden daha yiliksek zon ¢ap1 olusturmalar1 ve gii¢lii antibakteriyel
aktiviteye sahip olmalar1 dolayisiylada elde edilen tiim sonuglarin farmakoloji alaninda
etken maddelerin tespitinde ve yapilacak yeni caligmalar i¢in yol gosterici olabilecegi

diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Alzheimer, Antibakteriyel, Inhibitdr, Kolinesteraz, Piperidin
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BUTYRYLCHOLINESTERASE ENZYMES and ANTIBACTERIAL ACTIVITIES of
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Department of Biotechnology

Supervisor: Assoc. Prof. Sevim Beyza OZTURK SARIKAYA

2021, 52 pages

Alzheimer's is a very common dementia disease recently and there is no cure.
Acetylcholine is the neurotransmitter that decreases most in this disease, which causes a
decrease in neurotransmitters in the brain. The degradation of acetylcholine must be
reduced in order to treat or prevent the disease, but this is only possible with the inhibition
of astilcholinesterase (AChE), which degrades acetylcholine. Although the pharmacological
role of butyrylcholinesterase (BChE) has not been determined with scientific research yet, it
has been reported that the enzyme may have a balancing role during degenerative changes
and acetylcholine hydrolysis in the brain. Cholinesterase inhibitors such as Tacrine and
Rivastigmine are currently used for treatment and they have many known side effects.
Donepezil, which is in the structure of piperidine and used as a drug in the treatment of

Alzheimer's, is more selective than other drugs, with less side effects. its high specificity for
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acetylcholinesterases in the central nervous system is an important advantage of the drug.
Many piperidine derivatives such as donepezil constitute the basic structure of
pharmacologically active compounds and important drugs.

In our study, the inhibition effects of piperidine derivative (1-methyl-4-hydroxy-4-
phenylpiperidin-3yl)methanone, (1-ethyl-4-hydroxy-4-phenylpiperidin-3yl)methanone
compounds on AChE and BChE enzymes were examined in vitro, ICso and ki values were
calculated and inhibition types were determined. At the same time, the antibacterial activity
of the compounds on 7 different strains was determined. Ampicillin / Sulbactam and
bacitracin were used as positive controls.

ICso values (AChE: 4.584 uM; BChE: 51.448uM) and ki values (AChE:
0.00344+0.00071; BChE: 0.05406+0.01009) for (1-methyl-4-hydroxy-4-phenylpiperidin-
3yl)methanone compound; ICso values (AChE: 4.312 uM; BChE: 47.968 uM) and ki values
(AChE: 0.003047+£0.00060; BChE: 0.04404+0.05109) for (1-ethyl-4-hydroxy-4-
phenylpiperidin-3yl)methanone compound were calculated. The inhibition types of the
substances were determined as noncompetitive. It was determined that the inhibition effects
on the AChE enzyme were much higher in the two compounds of piperidine derivatives, and
they inhibited the BChE enzyme at a lower level. Since BChE acts as a correlator in
cholinergic transmission in the deficiency and absence of AChE, it is thought that such dual
inhibitors may provide longer-term efficacy than AChE selective agents and are therefore
important for Alzheimer's disease. At the same time, it is thought that all the results obtained
may be a guide for the determination of active substances in the field of pharmacology and
for new studies to be carried out, since these compounds form a higher zone diameter than

antibiotics on most of the strains studied and have strong antibacterial activity.

Keywords: Alzheimer, Antibacterial, Inhibitor, Cholinesterase, Piperidin
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1. GENEL BIiLGILER
1.1. Giris

1.1.1. Enzimler

Enzimler, canli organizmlarda biyokimyasal reaksiyonlari hizlandiran biyolojik
katalizorlerdir (Robinson, 2015). Ilk kesfedilen enzim, 1833 yilinda Payen ve Persoz
tarafindan, arpadan izole edilmis olan nisastanin sekere doniisiimiinii katalize eden
amilazdir. Bu kesif 20. yiizyilin baslarinda ticari ekmek yapim ve bira iiretim tekniklerinin
yani sira fermantatif enzimlerin gelisimine onciilliik etmistir. Ik olarak Sumner 1926'da
tirenin amonyak ve karbonata hidrolizini katalize eden bir enzim olan kristalize iireaz1 izole

ederek kristallendirmistir (Sumner, 1926).

1.1.1.1. Enzimlerin Simiflandirilmasi ve Mekanizmasi

Substratlar enzimlerin etki ederek iirtine doniistiirdiikleri maddelerdir. Enzimler
adlandirilirken substrat adimin sonuna “-az” eki getirilerek veya onlar1 bulan kisilerin
adlartyla taminmaktadirlar (Ornegin, iireaz, tripsin ve pepsin gibi). Bu isimler enzimlerin
bilgilerini tam olarak karsilayamadigindan dolay1 Uluslararas1 Biyokimya birligi tarafindan
sistematik bir siniflandirma yapilmis ve 4 rakamli enzim kod numarasi (EC) ile
adlandirilmigtir. Enzimler 7 ana grup altinda siniflandirilmistir. (Tipton ve Boyce, 2000;
Keha ve Kiifrevioglu 2012; Tao vd., 2020).

Bunlar; oksidasyon tepkimelerini kolayca katalizleyen oksidorediiktazlar, bir
bilesikteki amino, karboksil yada fosfot gruplarini bagka bir bilesige transfer eden
transferazlar, ester, eter ve glikozid gibi veya C-X, P-N gibi baglara su katilmasini
katalizleyen hidrolazlar, substratlarindan grup uzaklastirip ¢ift baglarin olusumunu
katalizleyen liyazlar , geometrik, optik veya yapisal izomerlerin birbirine doniisiimlerinde
katalizleyen izomerazlar , ATP (Adenozin trifosfat) ve GTP (guanzin trifosfat) gibi
bilesiklerden fosfat baginin kopmasi sonucu ortaya ¢ikan yiliksek enerji yardimiyla iki
molekiiliin baglanmasi reaksiyonunu katalizleyen ligazlar ve molekiillerin hiicresel zarlar
tizerinde hareketini ve ayrilmasini saglayan translokazlardir (McDonald ve Tipton, 2014;
Tao vd., 2020).

Yapisal caligmalar sayesinde arastirmacilar, enzim katalizinin, aktif bdlge olarak



bilinen enzim yapist i¢inde gomiilii bir cepte gergeklestigini ortaya koymustur. X-1sin1
kristalografisinden elde edilen deneysel kanitlarla, bu islemin nasil gergeklestigini
aciklamak i¢in bir model Onerilmistir. Enzim ve substrat iliskisini agiklayan en bilindik
model indiiklenmis uyum modelidir (Koshlend 1958). Baslangi¢ta enzim ve substrat
etkilesimi zayif oldugundan Oncelikle enzim ve substratlar aktif bolgede yapilarinda biiyiik
konformasyonel degisikliklere neden olabilecek bir kompleks olustururlar. Boylece
baglanma giiclenmis olur. Baglanma olduktan sonra alternatif reaksiyon mekanizmalariyla
enzimler, reaksiyonun ge¢is halinin serbest enerjisi diigiiriirler. Bir veya daha fazla
reaksiyon ara maddesi tretilir, bu daha sonra {riine doniigiir. Substrat enzime
yaklastiginda, molekiiler tanima gergeklesir ve kompleks enzim substrati aktif maddenin
substratinin cesitli amino asitlerle etkilesimlerinden kaynaklanir. Karmasik formasyonu
yonlendiren iki tiir etkilesim vardir: Bunlar elektronlarin paylasimini iceren kovalent
etkilesimler ve elektrostatik, dipol, hidrojen bagi, hidrofobik ve van der Waals kuvvetlerini
iceren kovalent olmayan etkilesimlerdir. Kovalent olmayan etkilesimler ayrica gegis
durumunu stabilize ederek ve zemin durumunu kararsizlastirarak enzim katalizine katkida
bulunurlar. Bireysel olarak zayif olmalarina ragmen, toplu olarak ge¢is durumu
olustugunda maksimum diizeyde giiclii bir etkilesim kurarlar (Fershett 1999 ; Silverman,
2002).

Bir enzimin aktif bolgesi, yaklasik on ile on iki amino asit igerir. Katalitik amino
asitler olarak bilinen yaklasik ii¢ veya dordii, biyokimyasal reaksiyonun katalizinde
dogrudan yer alir ve katalitik siteyi olustururlar (Gutteridge ve Thornton, 2005). Rolleri
mekanizmada yaptiklar1 spesifik kimyasal fonksiyona gore tanimlanir. Enzimlerin bir ¢ok
biyoteknolojik uygulama alanlar1 vardir. Ornegin; tatlandiric1 ajanlar ve antibiyotiklerin
modifikasyonunda deterjan liretiminde ve ¢esitli temizlik triinlerinde kullanilirlar. Ayrica

adli ve gevresel uygulamalar gibi klinik alanlarda kilit rol oynarlar (Robinson, 2015).

1.1.1.2. Enzim Inhibisyonu

Enzimlerin aktivitelerine etki eden baz1 etken maddeler bulunmaktadir. Enzim
etkinligini tamamen durduran veya azaltan etken maddelere inhibitdér denilmektedir.
Meydana gelen bu olaya ise inhibisyon denilmektedir. (Keha ve Kiifrevioglu, 2012).

Dontisiimsiiz inhibisyonlarda; enzimin aktif bdlgesine inhibitor kovalent baglanir ve

enzim yapisini bozarak aktivitesini diisiirebilir yada aktiveteyi bitirebilir. Toksik sinir



gazlariin kompleks olusumu ile asetilkolinesteraz (AChE) enzimini inhibe etmeleri bu tip
inhibisyona ornek olarak gosterilebilir.

Doniigiimlii inhibisyonlar ; inhibitor etkenligi bakimindan ii¢ kisimda incelenir.

Kompetitif (Yarismali) inhibisyon: Enzim aktif bolgesine baglanmak igin substrat ile
inhibitér yarisirlar. Inhibitdr enzimin aktif bolgesine yerlesirse enzimin aktvitesini azalltir
veya tamamiyle durdurabilirler.

Nonkompetitif (Yarismasiz) inhibisyon: Inhibitdr aktif olan enzime yada enzim
subustrat kompleksine baglanir ancak aktif bolgeden uzak sekilde baglanirlar bundan
dolay1 enzimin yapis1 bozulabilir aktivite diiser.

Unkompetitif (Yar1 yarismali) inhibisyon: Inhibitér enzim aktif bolgesine degil
sadece enzim substrat kompleksine ilgi duyar ve enzimin aktivitesini diisiiriir (Giirdol ve

Ademoglu, 2006; Telefoncu ve Kiling 2012).

1.1.2. Kolinesteraz Enzimleri

Insan viicudunda kolinesterazlarin iki formu vardir. Bunlar asetilkolinesteraz (AChE;
EC 3.1.1.7) ve biitirilkolinesterazdir (BChE; EC 3.1.1.8) (Shidore vd., 2016). Farkli
kromozomlarda kodlanan bu enzimlerin aminoasit dizilimleri % 65 oraninda birbirlerine
benzerlik gosterse de erigkin normal bir insanin beyninde BChE’ a gére AChE, daha
yaygin olarak bulunmaktadir. Beyindeki kolinesteraz aktivitesinin % 20’sinden BChE’ nin
geriye kalan biiyiik bir kismi1 olan % 80’inden ise AChE sorumlu oldugu diisiiniilmektedir.
(Greik vd., 2001).

1.1.2.1. Asetilkolinesteraz Enzimi

Iki tip 6nemli kolin esterazdan AChE, agirlikli olarak kolin esterlerini hidrolize eden
ve beyin, sinir ve kirmizi kan hiicrelerinde yiiksek konsantrasyonlarla karakterize edilen
spesifik bir esterazdir. BChE olarak adlandirilan diger tip ise, diger esterlerin yani sira
kolin esterlerini de hidrolize eden ve kan serumu, pankreas, karaciger ve merkezi sinir
sisteminde bulunan spesifik olmayan bir kolin esterazdir ("psddo" kolin esteraz olarak da
adlandirilir). Asetilkolinesterazin klasik etkisi, beynin ve otonom sinir sisteminin kolinerjik
sinapslarinda  asetilkolinin  hidrolizini  katalize etmektir. Butirilkolinesteraz  bu
fonksiyonlardan bazilarin1 paylassa da, beyindeki rolii belirsizligini korumaktadir (Das

2012).



Asetilkolin esteraz enzimi beyinde norotransmisyon olay1 gergeklesirken sinapsis
bolgesinde hiicre boliinmelerini kontrol altina alir, ndrotranmitterleri hidroliz eder.
Asetilkolinesteraz, sinir ucu oniinde biriken kimyasallar siipiirerek ortamdan uzaklastirir.
Bu sayede, elektron tasiyicilarin onii devamli olarak agilmak suretiyle sinirsel iletim
kesintiye ugramadan dengeli bir sekilde gerceklesir (Goger vd. 2013; Akincioglu vd.
2014).
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Sekil 1.1. Asetilkolinesterazin hidroliz reaksiyonu

AChE, bir saniyede 250.000 asetilkolin molekiiliinii hidrolize edebilen, 537 amino
asit uzunlugunda bir peptid monomerdir. AChE’nin molekiiler yapis1 14 alfa sarmal ile
cevrili 12 beta levhadan olusmaktadir. Asetilkolin esteraz enzimi {i¢ bolgeden olusmaktadir
bu bolgeler anyonik bdlge katyonik bolge ve aktif bolgedir. Amin grubu bulunan katyonik
bolgede Ser200, His440 ve Glu327 amino asitlerin aktifligi mecvuttur. Anyonik bdlgede
ise temel olarak Trp84 amino asidi bulunmakta aktif bolge ise hidrolizin gergeklestigi
bolge olarak tanimlanmakta olup asetilkolin baglanmasini ger¢eklestirmektedir (Tripathi,
2008).

Asetilkolinesteraz enziminin aktive inhibitorleri, Ellman ve arkadaglar1 tarafindan
spektrofotometrik yontem ile modifiye edilmistir. Asetilkolin estreaz enzim inhibtorleri
genellikle, silah sanayisinde (sinir gazi), pestisistlerde, tibbi tedavi amach olarak

kullanilirlar (Colovic vd., 2013).

1.1.2.2. Biitirilkolinesteraz Enzimi

Biitirilkolinesteraz (BChE) ise yaklasik olarak 342 000 Da agirliginda tetramerik bir
glikoproteindir (Barta vd. 2001). BChE c¢ogunlukla karaciger, plazma ve kas dokularinda
mevcut olan bir enzimdir. AChE"n bilinen klasik rolii kolinerjik sinapslardaki asetilkolini
hidrolize etmektir. BChE ise, sinaptik aralikta bulunmaz. Bilimsel arastirmalar heniiz bu
enzimin farmakolojik roliinii kesin olarak ortaya koyamasalar da, BChE’in dejeneratif

degisiklikler ile beyindeki asetilkolin hidrolizi sirasinda dengeleyici bir role sahip
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olabilecegi bildirilmistir. BChE; AChE eksikliginde ve yoklugunda kolinerjik iletimde
koregiilator olarak gorev yapmaktadir. (Guillou, 2000; Mack ve Robitzki, 2000; Suarez
vd., 2006; Chitransi vd., 2013).

BChE esas olarak glial hiicreleri ile iligkilidir ve saglikli beyin hiicrelerinde ¢ok daha
diisiik konsantrasyonlarda bulunurlar. Ancak, Alzheimer hastaligi siiresince, AChE
aktivitesi giderek azalirken BChE aktivitesi artar ve BChE daha sonra asetilkolin (ACh)
metabolizmas igin telafi edici bir mekanizma olusturur. Sonug olarak, ACh diizenlemesi
giderek BChE'ye bagimli hale gelebilir. Boylece ikili inhibitorler, AChE secici ajanlardan
daha uzun siireli etkinlik saglayabilir (Rodriguez-Franco vd., 2005)

BChE; serum, kalp, pankreas, karaciger ve beyinde expresse olmustur. Boslugun
tabaninda bulunan aktif bolgede, katalitik etkinlik i¢in subsratlarin karbonil gruplarina

veya psddosubsrat inhibitorlerine niikleofilik olarak saldirir ( Chiou vd. 2009).
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Sekil 1.2. Biitirilkoliesterazin hidroliz reaksiyonu

Biitirilkolinesteraz, asetilkolinesteraza benzer sekilde yapisinda esteraz, aril
acilamidaz ve peptidaz (proteaz) enzimatik aktiviteleri barindirirmaktadir. Organofosfat ve
karbamat yapili inhibitor bilesiklerinin asetilkolinesteraza ulasamadan dolagimdan
temizlenmesinde, asetilkolinesteraz yoklugunda kolinerjik sinir iletiminin kontroliinde
kokain, aspirin, amitriplin gibi bazi ilaglarin inaktivasyonu ve bambuterol, heroin gibi bazi
ilaclarin aktivasyonunda butirilkolinesterazin esteraz aktivitesi Oonem kazanmaktadir.
Seratonerjik ve kolinerjik sinir iletim sistemleri arasinda iletisim saglama islevinde ise
enzimin aril acgilamidaz aktivitesinin, ayrica Alzheimer hastaligimin gelismesi ve
ilerlemesindede enzimin peptidaz ve proteaz aktivitesinin 6nemi bulunmaktadir.
Asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz enzimleri insan kromozomlarimin farkli genlerinin
tirtinii olmalarina ragmen molekiiler formlar1 ve aktif merkez yapilar1 benzer iki enzimdir
ve bazi homologlart %65 ayni aminoasit dizisine sahiptir (Greig vd., 2001; Silman ve
Sussman, 2005; Ozcan, 2014).



Son caligmalarin, BChE ve AChE enzimlerinin plazma (serum), kirmizi kan
hiicreleri ve lokosit aktivitelerinin, Alzheimer hastaligi, diabetes mellitus, hipertansiyon,
insiilin direnci ve hiperlipidemi hastalarinda ytikseldigini ortaya ¢ikarmistir. BChE
aktivitesinin yagla ters orantili oldugu ve alblimin, kolesterol ve trigliseridlerin serum
konsantrasyonlar1 ve fazla kilo, obezite ve viicut yag dagilimi Ol¢iimleri ile pozitif bir
sekilde iligkili oldugu gozlemlenmistir. Alzheimer hastaligi, diabetes mellitus,
hipertansiyon, insiilin direnci ve hiperlipidemi, butirilkolinesteraz enziminin aktivitesi
artarken, hastaligin son asamalarinda veya bu hastaliklar ilerlediginde ve tedaviye kolayca
yatkin olunmadiginda butirilkolinesteraz aktivitesi diisik oldugu belirlenmistir. Bu
durumlar hastalik siireglerinde bu enzimlerin bir belirteg olarak kullanilabilecegini
gostermektedir (Alcantara vd., 2002; Mahmoud, 2006; Lampon vd., 2012)

Asetilkolin, anti-enflamatuar bir molekiil oldugundan, AChE ve BChE enzimlerinin
konsantrasyonlar1 arttiginda, asetilkolin seviyelerinin diismesine yol acacaktir. Bu durum
ise, asetilkolinin uyguladigi anti-enflamatuar (iltthap onleyici) etkilerin yokluguna veya

azalmasina yol agar (Das, 2012).

1.1.3. Kolinesteraz Enzimi ve Alzheimer Hastahg iliskisi

Alzheimer hastaligi, insanlarda ruh halini, iletisim sorunlarini ortaya koyan
insanlarda karakteristik Ozelliklerini etkileyen kompleks bir noron hastaligidir. Bazi
korteks ve korikal bolgelerde, sinaptik olaylarin sinir uyarimi gergeklesmesi esnasinda bazi
maddelerin kaybi ile gergeklesir. Bu eksikligin asetilkolinesteraz inhibitorleri ile
giderilebilecegi deneylerle belirlenmis ve ¢alismalar baslatilmistir. Bu tan1 Alman Norolog
bilim adami 1907 yilinda Alois Alzheimer tarafindan ortaya koyulmustur. Alzheimer
demans hastaliginin bir tipidir ancak her demans hastas1 Alzheimer degildir genellikle 65
yas Ustiinde goziikmektedir. Yani Alzheimer demansa sebep olan bir hastaliktir.

Demans hastalig1 beyindeki noronlarda kimyasal bir kayip olmadan sadece bunama
diye halk dili ile tabir edilir Alzheimer hastaliginda ise sinir uyarilarinin iletimi esnasinda
kimyasal kayiplar meydana gelmektedir(Mohsen vd., 2014).

Asetilkolin  viicutta karacigerde ve kan plazmasinda bolca bulunmaktadir.
Asetilkolin, merkez sinir sisteminde haberci olarak gorev yapmaktadir. Beyinde bir uyari
algiladig1 andan itibaren asetil ve kolin tranferaz enzimi sayesinde birlesip asetilkolini

olusturur ve beyindeki sinaptik arasindaki bosluga birakilir ve vesiikiiler olarak depolanir.



Daha sonrasinda asetilkolin postsinaptik resptorlere baglanir. Ileti diger sinir ucuna iletilir
ve resOptorlerden ayrilir bu esnada bazi kimyasal anyonik katyonik hiicre gecisleri
saglanmaktadir ve bosta kalan asetilkolin, asetilkolin esteraz enzimi tarafindan yikilir ve
ayrilir. Bu islev sonunda stirekli bir sekilde elektron gegislerinin devamliligi saglanmis
olur. Bu igslem siirekli devam eder ( Goger vd., 2013; Uraz vd., 2017).

Yar1 gecirgen bir yapiya sahip olan sinir hiicreleri asetilkolinesteraz enziminin
kimyasal islemler uygulanmasinda aktif rol oynamaktadir. Sinir hiicresi uyarildiginda
hiicre disina mV olarak yiiksek gelen akim hiicre icerisine diisiik mV olarak yansiyarak
depolarizasyon olay1 gerceklesmis olur. Depolarizyon diger sinir uglarinada yansiyarak
sinir demeti halinde iletim devam eder. Bunun temel nedeni baz1 iyonlarm (Na*, K* ,Mg?*
ve Ca?" gibi) demetin iizerindeki birikimlerinden kaynaklanmaktir. Uyarilan sinir hiicresi
uyarilma gerceklesirken asetilkolin sinapsin bosluguna salgilanir, sinir demeti kisa
oldugundan sinapsis boslugundan kolinestaraz enzimi tarafindan asetilkolin pargalanir ve
postsinaptik membranina ulagir. Uyarilma esnasinda depolarize olan hiicre, kanallarini
acarak Ca?" nin hiicre icerisine girmesini saglar. Ca?* sayesinde asetilkolinin veziikiillere
gitmesi saglanmis olur ve veziikiiller kanallarin1 tamamen a¢mis olur. Sinir demetleri
uyarildigindan dolayr agilmis bu kanallarda Na® ve K iyonlari siirekli olarak bolca
bulunmaktadir. Agilan kanallardan oncelikle Na* iyonu giris yapar depolarize olur, diger
uyarilarin devamliligini saglamak i¢in K* iyonunu tetikleyerek hiicre disina K™ iyonunu
cikarmig olur ve hiicreyi bu sefer repolarize etmis olur. Uyarinin sinir hiicresi ucuna
geldiginde Ca?* kanallar1 agilir ve bu esnada kreps gemberinden gelen asetil koenzim A ve
kolin kolintaransferaz enzimi ile birleserek asetilkolini olusturur. Ca?* hiicre kanallarmin
acilmasi ile hiicreye girer ve vesiikiillerde birikmis olan asetilkolini presinaptik bosluguna
ekzositoz ile ¢ikarmis olur. Postsinaptik bolgede bulunan asetilkolin, asetilkoinestaraz
enzimi tarafindan asetat ve kolin olarak parcalar. Kolini hiicre igerinde tekrar kullanimini
saglamak icin presinaptik bdlgeye yollar ve asetat hiicre disina ¢ikarilir (Nelson ve Cox,
2005; Yildiz, 2013).



Presinaptik néron

Sekil 1.3. Asetilkolinesteraz enziminin sinir hiicreleri aksiyon
boyunca kimyasal islevi (Y1ldiz 2013)

Alzheimer hastaligl, beyindeki kimyasal olaylar esnasinda geceklesirken yukarida
belirtilen kimyasal olaylarin olugmasi ile demans hastaligindan farkli oldugu
goriilmektedir. Bu  hastalikta  asetilkolin  presinaptikte  azalmasindan  dolay1
asetilkolinestaraz enziminin aktivitesininde azalmasi gerekmektedir bunu saglamak
amaciyla bazi inhibitérler kullanilmaktadir. (Nelson ve Cox, 2005). Butirilkolinesteraz
(BChE), AChE'nin aktivitesinin bir ortak diizenleyicisi olarak gorev yaptigindan her iki
enzimin inhibitorii olarak islev goren terapotik maddeler, Alzheimer hastaligina ilave

faydalar saglayabilirler (Meena vd., 2013).

1.1.4. Kolinesteraz inhibitorleri

Asetilkolinesteraz enziminin aktive inhibitorleri, Ellman ve arkadaglar1 tarafindan
spektrofotometrik yontem ile modifiye edilmistir. Asetilkolin estreaz enzim inhibtorleri
genellikle, silah sanayisinde (sinir gazi), pestisistlerde, tibbi tedavi amacli olarak
kullanilirlar (Colovic vd., 2013).

Tibbi olarak asetilkolin estereaz enzimi, beyindeki norotransfer agidan ¢cok dnemlidir.
Asetilkolin; miktarina gére Alzheimer hastaliginda biiyiik bir etkendir ancak inhibitorler
sayesinde bu miktarin azaltilmasi yolunda ¢esitli epoksitler kullanilmis ancak viicutta yan
etkileri olmasi sebebiyle kullanilmaktan vazgec¢ilmistir.(Mohsen vd., 2015).

Rivastigmin, Donopezil, Galantamin ve Takrin FDA (Amerikan Ila¢ Dairesi) nin
belirlemis oldugu ilaglar olarak kullanilmaktadir ancak giiniimiizde halen asetilkolinestreaz
enzimi inhibitdrleri caligmalar1 hizla devam etmektedir. (Sharma vd, 2011). Rivastigmin ve
galantamin bitkisel kaynakli; takrin ve donepezil ise sentetik ilaglardir.

Takrin; asetilkolinesteraz enzimi inhibOrii olarak kullanilan ilk inhib6tordiir.
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Asetilkolinesteraz yaninda butirilkolinesteraz ve diger kolinesterazlar1 da inhibe eder.
Hepatotoksisitesi ve gastrointestinal yan etkileri kullanimint siirlamaktadir. Takrinin
yiiksek dozlarinin Alzheimer hastaliginda orta derecede etkin oldugunda birlesilmektedir
(Yiiksel 2000; Qizilbash vd., 2007).

Donopezil icin 1980°1i yillarda ¢alismalara baglanmis olup su anda en ¢ok kullanilan
inhibitordiir. Merkezi sinir sistemindeki asetil kolin esterazlara yiiksek oranda 6zgiil olmasi
ilacin 6nemli bir tstlinliigiidiir. Butirilkolinesteraz tizerindeki etkisi daha azdir. Donepezil
HCI; beyaz kristal toz seklinde olan kloroform, su ve glasiyelasetikasitle ¢oziinebilir bir
bilesiktir. Yarilanma omrii yaklasik 70 saattir. Cinsiyet, irk ve sigara aligkanliginin bilesigin
plazma konsantrasyonlar1 tizerinde 6nemli bir etkisi bulunmamaktadir. Alinan dozun %
57’si idrarla atilirken, % 17’si degismeden atilip % 15’1 ise digki ile atildigi tespit
edilmistir. Donepezil beyine kolayca niifuz eder ve plazma kolinesteraza gore, daha etkili
ve secici beyin kolinesteraz inhibitorii olarak goérev yapar. Bu nedenle giivenilirdir,
hepatotoksik etkisi yoktur, ve tolere edilmesi hepatik hasarli hastalarda iyidir
(Sugimotovd., 2002; Reyes,2004). Donepezil, Alzheimer i¢in dizayn edilen piperidin
yapisinda  asetilkolinesteraz  inhibitoriidiir. ~ DOniistimlii  ve  yarismasiz  olarak
asetilkolinesterazi inhibe eder. Takrin BChE ve AChE ayni derecede inhibe ederken
donepezil AChE’yi daha fazla inhibe eder (Cakiroglu, 2009; Kog, 2010; Rodrigues, 2014).

Rivastigmin ise kalabar fasulyesinin zehirli tohumlarindan tretilmis olup sentetik bir
inhibitordiir. Kapsiil ve sivi olarak Parkinson hastaliginda ila¢ tedavisi olarak
kullanilmaktadir. Fenil karbamat yapisinda asetilkolinesteraz inhibitoriidiir. Enzime esterik
bolgesinden baglanir ve bdlgeden ¢ok yavas ayrilir. Bu 6zelligi ile yalanci geri doniislii
inhibisyona neden oldugu kabul edilir. Rivastigmin kortikal ve hipokampal alanlardaki
asetilkolinesterazi beynin diger bolgelerine gore daha fazla inhibe eder. Ayrica
biitirilkolinesterazi da inhibe eder. Bu 6zelligi ile rivastigmin solunum ve ekstrapiramidal
sistem yan etkilerine yol agmadan 06zgiil olarak bellek bozukluklarini diizeltir (Yiiksel,
2000; Rodrigues, 2014).

Galantamin ; dogal olarak bulunan tek inhibitordiir. Kardelen ve nergiz ¢icegindeki
alkoloidlerin yapisinda bulunmakla beraber dogal {iretimi 1958 yilinda iiretilmeye
baslamistir.  Asetilkolinesteraz enzimi inhibitorlerinden bir de ilag olarak kullanilan
Huperzin A bulunmaktadir. Huperzin ve kurtpengesi bitkisinden alkoloidlerinin
saflastririlmasi sonucu elde edilmistir. ICso ve K; caligmalar1 yapildiktan sonra inhibitoriin

cok ciddi sonuglar verdigi goriilmektedir. Huperzin A inhibitorii giinlimiizde Alzheimer
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hastalig1 tedavisinde kullanilmaktadir ve halen iizerinde calismalar devam etmektedir
(Raves, 1997; Tang ,1999; Heinrich, 2004; Drtinova, 2014).

Giliniimiizde savag silah1 olarak kullanilan organofosfat yada karbamat yapili sinir
gazlari, insektisit olarak kullanilan benzer kimyasallar ile zehirlenmelerde, BChE
profilaktik amacla kullanilmaktadir. Enzim, siiksinilkolin, aspirin, kokain gibi ester
yapidaki ilaglari, organofosfat pestisitleri ve kimyasal savas ajanlarini pargalama 6zelligi
nedeniyle hem farmakolojik hem de toksikolojik a¢idan Onemlidir. Kolinesteraz
inhibitorleri, sadece savaslarda kullanilan kimyasal silah degil, Alzheimer, myastenia
gravis veya glokom gibi hastaliklarda da ilag olarak kullanilan maddelerdir (Massoulie vd.,
1993; Bodur ve Cokugras, 2006).

Ayn1i zamanda inhibitorlerin seciciligi karsilastirildiginda; donepezil ve galantamin,
AChE i¢in goreceli segicilige sahipken, takrin ve rivastigminin hem AChE hem de
BChE'yi birlikte inhibe ettigi gorilmektedir. AChE ve BChE, AChnin sinaptik
hidrolizinde eszamanli olarak aktif goriinmekte, norotransmiter etkisini sonlandirmakta ve

ACh diizeylerini birlikte diizenlemektedir (Mesulam 2003; Lane vd. 2006).

1.1.5. Piperidin Yapisi ve Klinik Onemi

Piperidin yapisinda bulunan donepezil asetilkolinesteraz inhibitoriidiir ve Alzheimer
tedavisinde kullanilan klinik bir ilagtir. Diger ilaclara gére daha segici bir etkiye sahiptir ve
merkezi sinir sistemindeki asetilkolinesterazlara yiiksek oranda 6zgiil olmasi ilacin 6nemli
bir tstlinliigiidiir. Butirilkolinesteraz iizerindeki etkisi daha azdir. Bu 6zelligi ile takrin ve
fizostigminden ayrilir. Diger ilaglarla karsilagtirildiginda donepezilin yan etkileri daha az
goriilmektedir ve bilissel bozukluklarla beraber davranigsal belirtileride diizeltmektedir.
Klinik caligmalarda Alzheimer hastaligindaki ilerlemeyi durdurdugu, bilissel islevleri
onemli derecede diizelttigi belirtilmistir (Yiiksel, 2000).

Azot atomu iceren heterosiklik bilesiklerin igerisinde piperidin yapilar1 ayri bir
oneme sahiptir. Piperidinler bazi farmasdtiklerin iiretiminde ve ayrica gida katki maddesi
olarak kullanilmaktadirlar. Piperidinler sebzeler de dahil olmak {izere cesitli gida

tirtinlerinde dogal olarak bulunmaktadir (Neurath vd., 1977).
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Sekil 1.4. Piperidin

Endiistride ¢dziicii, sertlestirici, ara madde, katalizér ve kompleks yapici ajan olarak
kullanilirlar. Ilag endiistrisinde, lokal anestezikler, analjezikler, antimikrobiyal ilaglar ve
diger farmasoétik tirtinlerin yapisinda bulunmaktadir. Piperidin halkasi bir antidepresan ilag
olan paroksetin gibi, klinikte kullanilan bir¢ok etken maddenin de ana iskeletini
olusturmaktadir. Kimyasal piperidin halkas1 tasiyan bilesiklerin antioksidan, antikanser,
antibakteriyel, antifungal, antililser ve antihiv gibi farmakolojik aktiviteleri bulundugu

calismalardan bilinmektedir. (Thomas vd., 2013; Kaya, 2018).

1.1.6. Onceki Calismalar

Piperidin halkasi, proton alici olarak goérev yapan {gilinciil bir azot elementine
sahiptir. Boylece, azot elementi kuarterner forma doniisiir ve elektrostatik ¢ekim ile
AChE'nin anyonik bolgesi ile etkilesime girebilir. Bu etkilesim nedeniyle, piperidin
tirevleri genellikle AChEmin yeni inhibitér adaylar1 olarak bilinirler. Son calismalarda,
piperidin halka sisteminin énemi iizerinde durulmustur. ( Ozturan Ozer vd., 2013; Levent
vd., 2016)

Altintop ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir ¢aligmada, piperidin tiirevlerinin, AChE
aktivitesi lizerindeki diger heterosiklik bilesiklerden daha etkili oldugu gosterilmistir
(Altintop vd., 2013). Alzheimer hastaliginin tedavisi icin yeni ilaclar gelistirmek amaciyla,
bir grup N'-2- (4-Benzilpiperidin- / piperazin-1-il) asilhidrazonlar1 sentezlemislerdir.
Asetilkolinesteraz, butirilkolinesteraz enzim inhibisyon deneyleri sonucunda, bilesiklerin
hem asetilkolinesteraz hem de butirilkolinesteraz't orta dilizeyde inhibe ettigini
gozlemlemislerdir (Ozturan Ozer vd., 2013).

Yine Levent ve arkadaslar1 2016 yilinda antikolinesteraz etkilerini gdzlemlemek
amaciyla bazi yeni piperidin tlirevleri (4-Piperidin-1-il-asetofenon, 4- [4- (Piperidin-1-il)
fenil] -2-aminotiyazol gibi) sentezlemislerdir. Bilesiklerin enzim iizerinde inhibisyonu
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gbzlenmis olup en iyi AChE inhibisyonunun % 73.07 ve % 59.26 inhibisyon oranlariyla
sirastyla 1 uM ve 0.1 uM konsantrasyonlarda 3,4-dikloro-N- (4- (4- (piperidin-1-il) fenil)
tiazol-2-il) benzamid bilesigi tarafindan olustugu bildirilmistir(Levent vd., 2016).

Calismalarda hidrazonlar ve piperidin halkasi iceren bilesikler, ilag tasariminda
faydali substratlar olarak kabul edildiginden bir c¢alismada, etil 4-oksopiperidin-1-
karboksilat ve 2,6-difenilpiperidin-4-on'dan tiiretilen yeni benzoil hidrazonlarin
sentezlenmesi amaclanmistir. Sentezlenen bilesikler, antioksidan, antikolinesteraz ve
antikanser aktiviteleri acisindan incelenmistir. Sentezlenen 19 bilesikten en yliksek
antikolinesteraz  aktivitesine sahip olan bilesigin  N'-(2,6-difenilpiperidin-4-il)-4
klorobenzohidrazid oldugu gozlmlenmistir. Diger bilesikler AChE enzimi i¢in 50-100mM
arasinda BChE ise 50,00-155,57 uM ICso degerlerine sahipken bu bilesigin ICso degerleri
siarsiyla 41,19 uM ve 31,30 uM olarak bulunmustur. Ayrica bilesigin BChE enzimi i¢in
kullanilan standart galantaminden (BChE ICs0:46,03uM) daha iyi bir inhibitér oldugu da
gozlemlenmistir (Karaman vd., 2016).

Bu sekilde piperidin tiirevlerinin sentetik olarak sentezlendigi calismalar disinda
bitkilerden izole edilen dogal bilesiklerden yeni piperidin tiirevi bilesiklerinin sentezi ve
aktivitesinin incelenmesi gibi ¢alismalarda mevcuttur. Cassia spectabilis (DC) Irwin et
Barn (Leguminosae) isimli baklagiller bitkisi ¢igeklerinin etanol ekstraktindan izole edilen
spektalinden yeni piperidin alkoloidleri sentezlenmistir (2R, 3R, 6S) -2-Metil-6- (13-
oksotetradesil)-piperidin-3-il asetat hidrokloriir ve tert-biitil (2R, 3R, 6S)-2-metil-6-(13-
oksotetradesil)-piperidin-3-il  karbonat  hidrokloriir  bilesiklerinin ~ rat  beyni
asetilkolinesterazini inhibe ederek, 7,32 ve 15,1 mM'lik ICso degerleri sergiledikleri ve
sirastyla rat beyni butirilkolinesteraza karst1 21 ve 9,5 kat daha az etkili olduklar
goriilmiistiir. Bu yar1 sentetik bilesiklerin, beyin asetilkolinesteraza karst onemli bir
secicilikle in vivo kolinesteraz inhibitorleri olarak gorev yapabilecegi belirtilmistir (Viegas
vd., 2005).

Piperidin tiirevleri ile ilgili belirtilen enzimler iizerinde yapilan ¢alismalar dikkate
alindiginda, yaptigimiz literatiir taramasi sonucu ¢aligmamizda kullanilacak olan 1-etil-4-
hidroksi-4-fenil piperidin-3-il) (fenil) metanon ve (1-metil-4-hidroksi-4-fenil piperidin-3-
i) (fenil) metanon bilesiklerinin AChE ve BChE enzimleri ile ilgili yapilan enzim kinetigi
calismalarina rastlanamamustir.

Iag iiretiminde 6nemli olan diger bir 6zellikte kullanilacak bilesiklerin atimikrobiyal
aktiviteye sahip olmalaridir.
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Farmasotik kimya alaninda Cirdakli tarafindan bazi N-(4-Siibstitiiebenziliden)-5-
Fenil-1,3,4-Tiyadiazol-2-Amin Tiirevleri Uzerinde yapilmis, bilesiklerin S. aureus, P.
acruginosa, E. faecalis, E. coli 'ye kars1 etkileri incelenmistir. Calisma sonucunda piperidin
ve piperizin tiirevi olan (N-(4-(4-benzilpiperazin-1-il)benziliden)-5-fenil-1,3,4-tiyadiazol-
2-amin ve N-(4-(4-benzilpiperidin-1-il)benziliden)-5-fenil-1,3,4-tiyadiazol-2-amin) iginde
bulundugu bazi maddelerin digerlerine gore yiiksek aktiviteye sahip oldugu gorilmiistiir
(Cirdakl1 2018).

Bagka bir calismada 50 adet alkaloid yapisindaki piridin ve piperidin tiirevi
indirgenme iirlinleri sentezlenmis antimikrobiyal aktivite ¢aligmalarinda; en iyi aktiviteyi
sirastyla alkil bilesikleri, metil siibstitlie, metoksi siibstitiie ve amino siibstitiie bilesiklerin
gosterdigi belirlenmistir. Tamamen indirgenmis bilesiklerin, piperidin halkas1 ve aromatik
halka fonksiyonel gruplarini igeren bilesiklerin daha yiiksek antimikrobiyal etkinlige sahip
olduklar1 bildirilmistir (Iskender Yilmaz, 2012). Piperidin tiirevlerinin antimikrobiyel
aktiviteye sahip oldugu ¢alismalardan goriilmektedir.

Piperidin bilesikleri ile ilgili bulunan c¢alismalarin sonuglar1 yapilan ¢alismamiz ile

karsilastirilarak tartisma kisminda da ayrica verilmistir.

1.1.7. Calismanin Amaci

Alzheimer son zamanlarda ¢ok yaygin olan bir demans hastaligidir ve hastaliginin
kesin tedavisi yoktur. Giinlimiizde kullanilan tedavi yontemleri hastaligin belirtilerini
ortadan kaldirmaya yoneliktir. Bu amaca yonelik olarak Takrin ve Rivastigmin gibi kolin
esteraz inhibitdrleri genel olarak kullanilmaktadir fakat bunlarin yan etkileride oldukga
fazladir. Piperidin yapisinda bulunan donepezilde Alzheimer tedavisinde kullanilan klinik
bir ilagtir. Diger ilaglara gore daha segici bir etkiye sahiptir ve merkezi sinir sistemindeki
asetil kolin esterazlara yliksek oranda 6zgiil olmasi ilacin dnemli bir istiinliigiidiir. Diger
ilaclarla karsilastirildiginda donepezilin yan etkileri daha az goriilmektedir ve biligsel
bozukluklarla beraber davramigsal belirtileride diizeltmektedir. Donepezil gibi bir¢ok
piperidin tiirevi farmakolojik olarak aktif bilesiklerin ve Onemli ilaglarin temel yapisini
olusturmaktadir. Azot atomu igeren heterosiklik bilesiklerin igerisinde piperidin yapilari
ayr1 bir 6neme sahiptir. Bir¢ok biyolojik ve medikal 6neme sahip dogal ve dogal olmayan
bilesiklerin yapisinda piperidin iskeleti bulunur. ila¢ endiistrisinde, lokal anestezikler,

analjezikler, antimikrobiyal ilaglar ve diger farmasdtik iriinlerin yapisinda bulunurlar.
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Yapilan ¢alisma ile piperidin yapisinda olan (1-metil-4-hidroksi-4-fenil piperidin-3-
il)(fenil)metanon, (1-etil-4-hidroksi-4-fenil piperidin-3-il)(fenil)metanon maddelerinin ve
donepezilin AChE ve BChE enzimleri iizerinde kinetik ¢alismalar1 yapilmig, ICso, Ki
degerleri ve inhibisyon tiirleri belirlenmistir. Calismada ayrica maddelerin 7 bakteri susu
tizerindeki antibakteriyel aktiviteleri incelenmistir. Bu ¢alismadaki hedeflerimiz;

Kinetik g¢aligmalarla piperidin tiirevi bilesiklerin ve donepezilin asetilkolinesteraz
enzimi tizerindeki etkisinin belirlenmesi,

Kinetik caligmalarla piperidin tiirevi bilesiklerin biitirilkolinesteraz enzimi tizerindeki
etkisinin belirlenmesi,

Kinetik ¢aligmalar sonucu her bir madde icin ayr1 ayri Michelis Menten grafikleri
cizilerek ICso (Enzim aktivitesini yariya diisiiren inhibitér konsantrasyonu) degerlerinin
hesaplanmasi,

Kinetik ¢alismalar sonucu her bir madde i¢in Lineweaver burk grafikleri ¢izilerek, ki
degerlerinin hesaplanmasi ve inbisyon gesitlerinin belirlenerek karsilastirilmast,

Piperidin tiirevi maddelerin farkli suslar (S.aureus ATCC: 29213, Klebsiella
pnemoniae BL 2003, E.coli 35218, E.coli 25922, E. Feacalis ATCC 29212, P.aeruginosa
27853, P. Putida BC1617 gibi ) kullanilarak antibakteriyel aktivitelerinin belirlenmesidir.

Son konsantrosyanlar1 30mg/mL olacak sekilde hazirlanan etanol ve DMSO’da
¢Ozlinmiis maddelerin 7 bakteri susu lizerindeki antimikrobiyal aktiviteleri disk diflizyon
yontemi ile belirlenmistir. Hazirlanan Hinton agarli petrilere yiizey yayma metodu ile 100
puL konsantrasyonda bakteri silispansiiyonlart inokiile edilmistir. Pozitif kontrol olarak
Ampisilin/Sulbaktam ve basitrasin kullanilmigtir.

Literatiirde c¢alismamiz igin sentezi yapilmis olan (1-metil-4-hidroksi-4-fenil
piperidin-3-il)(fenil)metanon ve  (1-etil-4-hidroksi-4-fenilpiperidin-3-il)(fenil)metanon
bilesikleri icin asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz enzimleri {izerinde inhibisyon
etkilerinin incelenmesiyle ilgili kinetik caligmalara rastlanamamistir. Ayni sekilde bu
bilesikler i¢in disk diflizyon yontemi kullanilarak yapilan antibakteriyel aktivitelerinin
belirlenmesi amaciyla yapilan ¢aligmalara da rastlanamamuistir.

Caligsma sonuglari biitiin olarak degerlendirildiginde; antibakteriyel etkiye sahip olan,
ve Alzheimer hastalig1 tizerinde etkili olabilecek yeni piperidin tiirevi inhibitorler literatiire
kazandirilmis olacaktir. Maddelerin antibakteriyel etkilerininde belirlenmesiyle elde
edilecek sonuglar farmokolojide hizla artan antibiyotik ve antibakteriyel direncin

onlenmesine de yardimci birer etken olacaktir.
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2. YAPILAN CALISMALAR
2.1. Numunelerin Temini
Calismamizda kullanilan (1-metil-4-hidroksi-4-fenil piperidin-3-il) (fenil) metanon

ve (1-etil-4-hidroksi-4-fenil piperidin-3-il) (fenil) metanon bilesikleri Dog¢ Dr. Ahmet Afsin

Kaya tarafindan sentezlenerek tarafimiza verilmistir.

Sekil 2.1. (1-metil-4-hidroksi-4-fenil piperidin-3-il)(fenil)metanon

OH O

N

)

Sekil 2.2. (1-etil-4-hidroksi-4-fenil piperidin-3-il)(fenil)metanon



2.2. Test Bakterilerinin Temini

Calismamizda 7 standart mikroorganizma susu kullanilmistir. Standart suslar
OXOID ve Atatiirk Universitesi kiiltiir koleksiyonundan temin edilmistir. Kullanilan
bakteriler Tablo 2.1°de gosterilmektedir. Bakterilerin hassasiyetini belirleyebilmek ve
kullanilan yontemin kontrolii igin Amphisilin/sulbactam ve Basitrasin standart antibiyotik

diskleri kullanilmastir.

Tablo 2.1. Kullanilan bakteriler ve kodlarn

Bakteri Bakteri Kodu
S.aureus ATCC 29213
E.faecalis 29212 2STIK
E.coli 25922
P.aeruginosa 27853

E.coli 35218
P.putida BC 1617
Klebsiella pnemoniae | BL 2003

2.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Analiz yapilirken kullanilan kimyasal malzemelerin tiimii analitik safliktadir.
Asetilkolinesteraz, biitirilkolinesteraz, biitirilkoliniyodiir, asetilkoliniyodiir, Tris, HCI,

Mueller Hinton agar, etanol gibi kimyasallar Sigma-Aldrich’den temin edildi.

2.4. Calismada Kullanilan Alet ve Cihazlar

Gida mithendisligi bolimiinde tez igin gerekli olan cihazlar mevcuttur.

Tablo 2.2. Yararlanilan alet ve cihazlar

Cihazin ada Marka/Model
1) Hassas terazi Ohaus
2) pH metre InoLab WTW
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Tablo 2.2. (devami)

3) Mikrobiyoloji kabini Biosafety Cabinett
4) UV-VIS Spektrofotometre WVR

5) Vorteks karistirici Labnet VX100

6) Inkiibator Niive

7) Magnetik Karigtiric WiseStir

2.5. Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

Arastirma stiresince kullanilan ¢ozeltilerin kullanilis yerleri ve hazirlanis sekilleri

asagida verilmistir.

2.5.1. Asetilkolinesteraz Enziminin Aktivite Ol¢iimiinde Kullamlan Cézeltiler

1. 1 M’lik Tris-HCl Tamponunun Hazirlanmasi: 30.27 g Tris alindi ve S5SmM’lik
0.370 g EDTA 200 mL destile suda ¢oziildii pH metre kullanilarak pH’s1 8’e ayarland1 ve
toplam hacim 250 mL’ye destile su ile tamamlanda.

2. 10mM’lik Asetilkolin Iyodat Cozeltisinin Hazirlanmasi: 0.145 gr asetilkolin
Iyodat alind1 ve 50 mL destile suda ¢oziildii.

3. 10 mM’lik DTNB (5,5’-Ditiyo-bis (2-Nitrobenzoik Asit) Cozeltisinin
Hazirlanmasi: 0.01 g DTNB ve 0.5 g sodyum sitrat alind1 50 mL destile suda ¢6ziildii.

2.5.2. Biitirilkolinesteraz Enziminin Aktivite Ol¢iimiinde Kullanilan Cézeltiler

1. I M’lik Tris-HCl Tamponunun Hazirlanmast: 30.27 g Tris alindi ve SmM’lik
0.370 g EDTA 200 mL saf suda ¢6ziildii, pH metre ile pH’s1 8’e ayarland1 ve toplam hacim
saf su ile 250 mL’ye tamamlandi.

2. 5SmM’lik Biitirilkolin Kolin Iyodat Cézeltisinin Hazirlanmasi: 0.007 gr biitirilkolin
kolin iyodat alinarak 50 mL saf suda ¢ozildii.

3. 035mM’lik DTNB (5,5’-Ditiyo-bis (2-Nitrobenzoik Asit) Cozeltisinin
Hazirlanmasi: 0.0035 g DTNB alind1 25 mL saf suda ¢oziildii.
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2.5.3. Antibakteriyel Aktivite Tayininde Kullanilan Besiyeri ve Bakteri
Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

0.29 g Mueller-Hinton Agar (MHA)tartilarak 100 mL saf su igerisinde eritilip
sterilizasyon amaciyla 121 °C’de 15 dakikaligina otoklava konuldu. Sonrasinda steril pedri
kaplarina aktarildi. MHA agar {izerine saf bakteri kiiltiirlerinin ekimi yapildi. Bakteri

kiiltriilerinin ¢ogalmasi amaciyla 37 °C’de 24 saat etiivde inkiibe edildi.

2.6. Kolinesteraz Enzim Aktivitesi Tayini

2.6.1. Asetilkolinesteraz enzim aktivitesi

(1-metil-4-hidroksi-4-fenil piperidin-3-il) (fenil) metanon ve (1-etil-4-hidroksi-4-
fenil piperidin-3-il) (fenil) metanon bilesiklerinin asetilkolinesteraz enzimi tizerindeki
etkisinin arastirilmasi amaciyla 6ncelikle saf asetilkolinesteraz enzimi hazir olarak temin
edildi. Enzim, aktivitesinin korunacagi uygun tampon ¢oziiclide ¢oziilerek partisyonlara
ayrilarak buzdolabinda uygun sartlarda saklandi.

Enzim aktivitesi yonteminin esasi asetilkolinin kolinesterazlarla par¢alanmasi sonucu
olusan tiyokolinin 5,5’ ditiyobis (2-nitrobenzoik asit)le reaksiyona girerek renkli bir iiriin
olusturmas1 ve bu iirlinliin 412 nm’de absorbans gostermesi dayanir. (Ellman vd., 1961).
Asetillkolinesteraz enzim aktivitesi Olglimiinde DTNB ve asetillkolin iyodiir substrat
olarak kullanilirlar.

1 mL’lik kiivet hacmi i¢in; reaksiyon karigimindaki maddeler ve miktarlar1 sirasiyla

asagidaki tablodaki gibi uygulandi.

Tablo 2.3. Asetilkolinesteraz enzim aktivite tayin yontemi icin kullanilan kiivet igerigi ve

miktarlari
Kullanilan Maddeler Numune Tiipii (nL) Kontrol tiipii (pL)
Tris/HCI 100 100
Saf su 780 800
DTNB 50 50
Enzim ¢ozeltisi 20 -
Asetilkoliniyodiir 50 50
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2.6.2. Biitirilkolinesteraz Enzim Aktivitesi

(1-etil-4-hidroksi-4-fenil piperidin-3-il) (fenil) metanon ve (1-metil-4-hidroksi-4-
fenil piperidin-3-il) (fenil) metanon bilesiklerinin biitirilkolinesteraz enzimi tizerindeki
etkisinin arastirilmas1 amaciyla oncelikle saf asetilkolinesteraz enzimi hazir olarak temin
edildi. Enzim, aktivitesinin korunacagi uygun tampon coziiciide ¢oziilerek partisyonlara
ayrilarak buzdolabinda uygun sartlarda saklandi.

Kolinesterazlarin katalizi ile  asetilkolinin tiyokolin ve asetata parcalanma
reaksiyonu sonucu ag¢iga c¢ikan {riiniin 412 nm’ de absorbsiyon gostermesiyle enzim
aktivitesi Ol¢iilmiis olur (Ellman vd., 1961).

Biitirilkolin Esteraz enzim aktivitesi Ol¢iimiinde DTNB ve biitirilkolin 1iyodiir
substrat olarak kullanildi. 1 mL’lik kiivet hacmi i¢in; reaksiyon karigimindaki maddeler ve

miktarlar sirastyla asagidaki tablodaki gibi uygulandi.

Tablo 2.4. Biitirilkolinesteraz enzim aktivitesi tayin yontemi i¢in kullanilacak kiivet icerigi
ve miktarlari

Kullanilan Maddeler Numune Tiipii (uL) Kontrol tiipii (nL)
Sodyum fosfat(NaH2PO4) 100 100
Saf su 780 800
DTNB 50 50
Enzim ¢ozeltisi 20 -
Biitirilkoliniyodiir 50 50

2.7. Kolinesteraz Enzimleri Uzerinde Yapilan Kinetik Calismalar

2.7.1. 1Cs0 Degerlerinin Bulunmasi ile flgili Calismalar

Her iki enzim icinde ayr1 ayr1 Tablo 2.3. ve 2.4.’deki gibi reaksiyon karigimlari
ayarlandiktan sonra 1 dakikada bir absorbans degeri okunarak ve 5 dakika sonunda

25°C’de 412 nm’de son absorbans degeri okunadu. Baslangic ve son okunan degerler

arasindaki fark kaydedildi. Bu islemler her enzim ve her madde i¢in 5 farkli inhibitor
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konsantrasyonu tekrarlandi. Inhibisyon etkisi gdsteren her molekiil igin aktivite (%)-[l]

grafigi cizilerek ICso degerleri hesaplandi (Ozturk Sarikaya 2015).

2.7.2. Ki Degerlerinin Bulunmasi ve Inhibisyon Tiiriiniin Belirlenmesi ile Tlgili
Cahismalar

Piperidin tiirevi bilesiklerin ki degerlerini belirlemek amaciyla en az 5 degisik
substrat ve 3 farkli inhibitdr konsantrasyonu kullanilarak optimum sartlarda aktivite
Olgtimii yapildi. Her inhibitor igin ayr1 ayr1 Lineweaver-Burk grafigi ¢izilerek, grafikten ki
degerleri hesaplandi. Her madde i¢in ayri ayr1 inhibisyon tiirleri belirlendi. Sonuglar

literatiirlerle karsilagtirilarak yorumlandi (Ozturk Sarikaya 2015).

2.8. Antibakteriyel Aktivite Tayin Yontemi

2.8.1. Disk Difiizyon Yontemi

Piperidin tlirevi maddelerin antibakteriyel aktivitesinin belirlenmesi amaciyla disk
difiizyon yontemi kullanildi (Ayaz, 2008). Maddelerin son konsantrasyonlar1 30 mg/mL
olacak sekilde etanol ve DMSO (dimetil siilfoksit)’da ¢oziilerek hazirlandi. Hazirlanan
Hinton agarli petrilere yiizey yayma metodu ile 100 uL. konsantrasyonda S.aureus ATCC:
29213, K. pnemoniae BL 2003, E. coli 35218, E.coli 25922, E. feacalis ATCC 29212,
P.aeruginosa 27853, P. Putida BC1617 gibi bakteri siispansiiyonlar inokiile edildi. Ekim
islemi tamamlanan petriler 15 dakika kadar bekletildi. Pozitif kontrol i¢in hazirlanan
antibiyotikli diskler ve maddelerin uygulanacagi bos diskler numaralandirildi. Pozitif
kontrol olarak Ampisilin/Sulbaktam ve basitrasin kullanildi. Cozeltilerin uygulandigi
disklere niifuzu i¢in 10-15 dakika bekletilerek, petriler diiz bir sekilde 37 °C’de 24 saat
inkiibasyona birakildi (Ozkan, 2009). Inkiibasyon sonrasinda diskler etrafinda olusan

inhibisyon zonlarinin g¢aplari milimetrik cetvel ile 6lgiildi (Ebrahimabadi vd., 2010).
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3. BULGULAR
3.1. Kolinesteraz Enzimleri Uzerinde Yapilan Kinetik Cahisma Sonuclar

3.1.1. Asetilkolinesteraz Enzimi Uzerinde Inhibisyon Etkisi Gosteren Piperidin
Tiirevi Maddeler ile Ilgili Sonuclar

Asetilkolinesteraz enzimi i¢in; doygun substrat konsantrasyonlarinda piperidin tlirevi
bilesiklerin inhibisyon etkileri incelendi. Ellman ve arkadaslar1 (1961) tarafindan
gelistirilen yontemle dlgiimler yapildi. Inhibisyon gériilen her molekiil icin Aktivite (%)-[I]
ve Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi. Cizilen grafiklerden ICso ve ki degerleri hesaplandi.
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y= 100e-1517x
20 R?=10,9938
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w20
O T T T T T 1
0,000 0,002 0,003 0,005 0,006 0,008 0,009
(1-metil-4hidroksi-4-fenil piperidin-3-il) fenil metanon (mM)

Sekil 3.1. (1-metil-4-hidroksi-4-fenil piperidin-3-il)(fenil)metanon bilesiginin AChE
enzimi {lizerindeki etkisini belirlemek amaciyla bes farkli inhibitor
konstrasyonunda ¢izilen Aktivite(%)-[Konsantrasyon] grafigi
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Sekil 3.2. (1-metil-4-hidroksi-4-fenilpiperidin-3-il)(fenil)metanon bilesiginin AChE enzimi
tizerindeki etkisini belirlemek amaciyla bes farkli substrat konsantrasyonu ve ii¢
farkl1 inhibitor konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi

100
y = 1009-160,7X
\ R2 = 0,9944
80

60

40

Enzim Aktivitesi (%0)

20

\\0

0,000

0,002 0,003 0,005 0,006 0,008 0,009
(1-etil-4hidroksi-4-fenil piperidin-3-il) (fenil) metanon (mM)

Sekil 3.3. (1-etil-4-hidroksi-4-fenil piperidin-3-il)(fenil)metanon bilesiginin AChE enzimi
iizerindeki etkisini belirlemek amaciyla bes farkli inhibitor konstrasyonunda
cizilen Aktivite(%)-[Konsantrasyon] grafigi
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Sekil 3.4. (1-etil-4-hidroksi-4-fenil piperidin-3-il)(fenil)metanon bilesiginin AChE enzimi
tizerindeki etkisini belirlemek amaciyla bes farkli substrat konsantrasyonu ve li¢
farkli inhibitor konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi

Tablo 3.1. Asetilkolinesteraz enzimi lizerine inhibisyon etkisi gosteren bilesiklerin ICso
degerleri, ki degerleri ve inhibisyon tiirleri

Inhibitér 1Cs0 (M) ki ortalamazo inhibisyon

tiirii

(1-metil-4-hidroksi-4-fenilpiperidin-3- 4.584 0.00344+0.00071  Yarigmasiz

il)(fenil) metanon

(1-etil-4-hidroksi-4-fenilpiperidin-3- 4.312 0.003047+£0.00060  Yarigmasiz
il)(fenil) metanon
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3.1.2. Biitirilkolinesteraz Enzimi Uzerinde Inhibisyon Etkisi Gosteren Piperidin
Tiirevi Maddeler ile Ilgili Sonuclar

Biitirilkolinesteraz enzimi icin; doygun substrat konsantrasyonlarinda piperidin
tiirevi bilesiklerin inhibisyon etkileri incelendi. Ellman ve arkadaslar1 (1961) tarafindan
gelistirilen yontemle dlgiimler yapildi. Inhibisyon gériilen her molekiil i¢in Aktivite (%)-[1]

ve Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi. Cizilen grafiklerden ICso ve ki degerleri hesaplandi.
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Sekil 3.5. (1-metil-4-hidroksi-4-fenilpiperidin-3-il)(fenil)metanon bilesiginin BChE enzimi
tizerindeki etkisini belirlemek amaciyla bes farkli inhibitor konstrasyonunda
cizilen Aktivite(%)-[Konsantrasyon] grafigi
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Sekil 3.6. (1-metil-4-hidroksi-4-fenil piperidin-3-il)(fenil)metanon bilesiginin BChE

enzimi lzerindeki etkisini belirlemek amaciyla bes farkli substrat
konsantrasyonu ve {i¢ farkli inhibitdr konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-
Burk grafigi
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Sekil 3.7. (1-etil-4-hidroksi-4-fenil piperidin-3-il)(fenil)metanon bilesiginin BChE enzimi

iizerindeki etkisini belirlemek amaciyla bes farkli inhibitor konstrasyonunda
cizilen Aktivite(%)-[Konsantrasyon] grafigi
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Sekil 3.8. (1-etil-4-hidroksi-4-fenil piperidin-3-il) (fenil) metanon bilesiginin BChE enzimi
izerindeki etkisini belirlemek amaciyla bes farkli substrat konsantrasyonu ve ii¢
farkl1 inhibitor konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi

Tablo 3.2. Biitiirilkolinesteraz enzimi {lizerine inhibisyon etkisi gosteren bilesiklerin ICso
degerleri, ki degerleri ve inhibisyon tiirleri

Inhibitér 1Cs0 (M) ki ortalamazo inhibisyon

tiirii

(1-metil-4-hidroksi-4-fenilpiperidin-3- 51.448 0.05406+0.01009  Yarigsmasiz
il)(fenil)metanon

(1-etil-4-hidroksi-4-fenilpiperidin-3-il) 47.968 0.04404+0.05109  Yarismasiz

(fenil)metanon
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3.1.3. Asetilkolinesteraz Enzimi Uzerinde inhibisyon Etkisi Gosteren Donepezil
ile Ilgili Sonuc¢lar

Asetilkolinesteraz enzimi igin; doygun substrat konsantrasyonlarinda donepezil
standart maddesinin inhibisyon etkisi incelendi. Ellman ve arkadaslar1 (1961) tarafindan
gelistirilen yontemle dlgiimler yapildi. Inhibisyon gériilen standart madde igin Aktivite

(%)-[1] ve Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi. Cizilen grafiklerden ICsp ve ki degerleri
hesaplandi.
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Sekil 3.9. Donepezilin AChE enzimi {izerindeki etkisini belirlemek amaciyla bes farkli
inhibitor konstrasyonunda ¢izilen Aktivite(%)-[Konsantrasyon] grafigi
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Sekil 3.10. Donepezilin AChE enzimi iizerindeki etkisini belirlemek amaciyla bes farkli
substrat konsantrasyonu ve ii¢ farkli inhibitér konsantrasyonunda c¢izilen
Lineweaver-Burk grafigi

Tablo 3.3. Asetilkolinesteraz enzimi iizerine inhibisyon etkisi gosteren donepezilin ICso
degeri, ki degeri ve inhibisyon tiirii

Inhibitor 1Cs0 (UM) ki ortalamazc inhibisyon

tiirii

Donepezil 0.032 0.00004+0.00000 Yarigmasiz

3.2. Antibakteriyel Aktivite Sonuclari

Son konsantrosyanlart 30mg/mL olacak sekilde hazirlanan etanol ve DMSO’da
¢Oziinmiis maddelerin 7 bakteri susu tlizerindeki antimikrobiyal aktiviteleri disk diflizyon
yontemi ile belirlendi. Pozitif kontrol olarak Ampisilin/Sulbaktam ve Basitrasin kullanildi.

Disklere maddeler ve antibiyotiklerden 100 pL inokiile edildi.
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Tablo 3.4. Etanolde ve DMSO’da ¢oziinen (1-metil-4-hidroksi-4-fenilpiperidin-3-
il)(fenil)metanon  bilesiginin (30 mg/mL) ve pozitif kontrollerin
(Ampisilin/Sulbaktam, Basitrasin) 7 bakteri susuna karsi olusturduklari
inhibisyon zon ¢aplari

INHIBiSYON ZON CAPLARI (mm)
BAKTERILER Madde Madde

Ampisilin/

(Etanol)  (DMSO)  sulbaktam Basitrasin
S. aureus ATCC 29213 32 30 23 25
E. coli 35218 29 24 9 )
E. coli 25922 26 19 17 18
K.pnemoniae BL 2003 21 13 9 )
E. faecalis ATCC29212 20 17 21 22
P.aeruginosa 27853 18 9 18,5 21
P. putida BC1617 23 20 11 9

Tablo 3.5. Etanolde ve DMSO da ¢oziinen (1-etil-4-hidroksi-4-fenilpiperidin-3-
il)(fenil)metanon bilesiginin (30 mg/mL) ve pozitif kontrollerin
(Ampisilin/Sulbaktam, Basitrasin) 7 bakteri susuna karsi olusturduklar
inhibisyon zon ¢aplari

INHIBISYON ZON CAPLARI (mm)
BAKTERILER Madde Madde

Ampisilin/

(Etanol)  (DMSO)  sulbaktam Dasitrasin
S. aureus ATCC 29213 32 17 23 25
E. coli 35218 25 16 9 )
E. coli 25922 21 10 17 18
K.pnemoniae BL 2003 19 - 9 )
E. faecalis ATCC29212 21 - 21 22
P.aeruginosa 27853 14 - 18,5 21
P. putida BC1617 21 12 11 9
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Sekil 3.11. Disklere emdirilen maddelerin

(A bilesigi etanol (1), B
bilesigi etanol (2), A bilesigi
DMSO (3) B bilesigi
DMSO’da (4)  ¢oziilerek
hazirlandi) S. aureus ATCC
29213 iizerinde olusturduklar
inhibisyon zonlar1

Sekil 3.12. Disklere emdirilen maddelerin
(A bilesigi (1), B bilesigi
etanol (2), A bilesigi DMSO
(3) B bilesigi DMSO’da (4)
¢oziilerek hazirland1) E. coli
35218 tlizerinde olusturduklar
inhibisyon zonlar1

30



Sekil 3.13.

Disklere emdirilen maddelerin
(A bilesigi etanol (1), B
bilesigi etanol (2), A bilesigi
DMSO (3) B bilesigi
DMSO’da (4)  c¢oziilerek
hazirlandi) E. coli 25922 susu
lizerinde olusturduklart
inhibisyon zonlar1

Sekil 3.14.

Disklere emdirilen maddelerin

(A bilesigi etanol (1), B
bilesigi etanol (2), A bilesigi
DMSO (3) B  bilesigi
DMSO’da  (4)  ¢oziilerek

hazirlandr) Klebsiella
pnemoniae tizerinde
olusturduklar1 inhibisyon
zonlar1
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Sekil 3.15.

Disklere emdirilen maddelerin
(A bilesigi etanol (1), B
bilesigi etanol (2), A bilesigi
DMSO (3) B  bilesigi
DMSO’da (4)  c¢ozilerek
hazirlandr) E. faecalis
iizerinde olusturduklari
inhibisyon zonlar1

Sekil 3.16.

Disklere emdirilen maddelerin
(A Dbilesigi etanol (1), B
bilesigi etanol (2), A bilesigi
DMSO (3) B  bilesigi
DMSO’da (4) c¢ozilerek
hazirlandr) P.aeruginosa
ilizerinde olusturduklari
inhibisyon zonlar1
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Sekil 3.17. Disklere emdirilen maddelerin
(A bilesigi etanol (1), B
bilesigi etanol (2), A bilesigi
DMSO (3) B bilesigi
DMSO’da (4)  ¢oziilerek
hazirlandi1) P. putida iizerinde
olusturduklari inhibisyon
zonlar1

Yukaridaki bilesikler A ve B olarak adlandirilmistir A: (1-etil-4-hidroksi-4-fenil
piperidin-3-il)(fenil)metanon B: (1-metil-4-hidroksi-4-fenil piperidin-3-il)(fenil)metanon
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4. TARTISMA

Donepezil gibi bir¢ok piperidin tiirevi farmakolojik olarak aktif bilesiklerin ve
onemli ilaglarin temel yapisini olusturmaktadir. Azot atomu igeren heterosiklik bilesiklerin
igerisinde piperidin yapilar1 ayr1 bir 6neme sahiptir. Bir¢ok biyolojik ve medikal 6neme
sahip dogal ve dogal olmayan bilesiklerin yapisinda piperidin iskeleti bulunur. Piperidinler
bazi farmasotiklerin iiretiminde ayrica gida katki maddesi olarak kullanilmaktadirlar.
Calismamizda, sentezi yapilmis olan iki piperidin tiirevi etanol igerisinde c¢oziilerek
kullanilmistir (Img/mL). Her bir maddenin kolinesteraz enzim aktivitesi belirlenerek 1Cso
ve ki degerleri bulunmustur. Ayrica bilesiklerin 7 farkli sus tizerindeki antimikrobiyal
aktiviteleri disk difiizyon yontemi ile belirlenmistir. Maddelerin son konsantrasyonlart 30
mg/mL olacak sekilde etanol ve DMSQO’da ¢oziilerek hazirlanmistir. Pozitif kontrol olarak
Ampisilin/Sulbaktam ve basitrasin kullanilmigtir. Petrilere numune ve pozitif kontrollerden
100 uL inokiile edilmistir.

(1-metil-4-hidroksi-4-fenil piperidin-3-il) (fenil) metanon, (1-etil-4-hidroksi-4-fenil
piperidin-3-il) (fenil) metanon bilesiklerinin ve donepezil AChE ve BChE enzimleri i¢in
ICso Ve kidegerleri Tablo 3.1., Tablo 3.2. ve Tablo 3.3. de verilmistir. (1-metil-4-hidroksi-
4-fenil piperidin-3-il) (fenil) metanon bilesigi i¢in ICsg degerleri (ICso ache: 4.584 uM; ICso
Bche: 51.448uM) ve ki degerleri (ki ache: 0.00344+0.00071; ki sche: 0.05406+0.01009)
olarak hesaplanmistir. (1-etil-4-hidroksi-4-fenil piperidin-3-il) (fenil) metanon bilesigi igin
ICso degerleri (ICso ache: 4.312 uM; ICso Bche: 47.968 puM) ve ki degerleri (Ki Ache:
0.003047+0.00060; ki sche: 0.04404+0.05109) olarak; donepezilin ise 1Cso degeri (AChE:
0.032uM) ve ki degeri (AChE: 0.00004+0.00000) olarak hesaplanmistir. Bilesiklerin
inhibisyon tiirleri yarismasiz olarak belirlenmistir.

Piperidin tiirevleri ile ilgili olarak farkli bilesiklerin sentezlendigi bir ¢alismada, bu
bilesiklerin AChE ve BChE enzimleri {izerindeki etkileride incelenmistir. N-
benzilpiperidin tiirevlerinin (ICso: 20-42uM) AChE'yi N-benzilpirolidin olanlardan daha
1yl inhibe ettigi belirlenmistir.

Ancak bu tiirlerin BChE iizerinde etkili olmadigi gozlemlenmistir. 1-benzil-4 -
[(ksantin-8-il) -metoksimetil] - piperidin tiirevleri ise ¢ok daha iyi AChE inhibisyonu
sergilemistir (ICso: 0.75 -1.0 uM). Bu tiirevler ayrica BChE'yi de inhibe ettiginden (ICso =

0.4-2.5 uM), Alzheimer hastaligi i¢in yeni tedavilerin arastirilmasinda ilging ikili



inhibitorler olarak diigiiniilmistiirler (Rodriguez-Franco vd., 2005).
Kang ve arkadaglarmin 2013 de yapmis olduklart bir ¢alismada yeni bir 9-(1-
(stibsitiie-benzil)piperidin-4-il)-2-kloro-9H-purin-6-amin  tiirevleri serisi tasarlanarak

sentezlenmis (Sekil 4.1.) ve bunlarin AChE inhibe edici aktiviteleri incelenmistir.

N=\ _—
Ar H / N I
[ \l/ R
N. _-N

Cl

Sekil 4.1. Sentezlenen 9-(1-(stibsitiie-benzil)
piperidin-4-il)-2-kloro-9H-purin-6-
amin tlirevleri i¢in genel kimyasal
yap1 (Kang vd. 2013)

Bu sonuglara gore 26 bilesikten genel yapida aril grubu olarak 3,4-dimetoksifenil
bagli 13 bilesikten 100uM konsantrasyonda R grubuna benzil (%14.57) ve 3-klorobenzil
(%11,03) gruplar1 bagli olan bilesiklerin digerlerine gore daha yiiksek inhibisyon
yiizdelerine sahip oldugu goriilmiistiir. Aril grubu olarak benzo[d][1,3] dioksol-5-il bagl
13 bilesikten ise R grubuna 3-siyanobenzil (%15.42) ve 4-metoksibenzil (%11.21) bagh
bilesiklerin digerlerine gore daha iyi inhibisyon etkisi gosterdigi gozlemlenmistir. Bu
caligmada standart olarak kullanilan donepezil ise ayni konsantrasyonda %80.07
inhibisyon etkisi gostermistir. Caligmada bu dort bilesigin, 100 uM konsantrasyonda %
10'dan fazla inhibitér ylizdesi ile AChE'ye karsi orta diizeyde aktivite gosterdigi
belirtilmistir (Kang vd. 2013).

Bir bagka caligmada sentezlenen 18 piperidin tiirevinin (Sekil 4.2.) asetilkolinesteraz
ve biitirilkolinesteraz  enzimleri  lizerindeki inhibisyon etkileri incelenmistir.
Asetilkolinesteraz enzimi i¢in ICso degerlerinin (6.62-41.28 uM) biitirilkolinesteraz enzimi
igin ise (13.78-53.36 uM) arasinda degistigi gozlemlenmistir. 2-(1-((4-florofenil) siilfonil)
piperidin-4-il) -3 - ((1-metil-1,2,5,6-tetrahidropiridin-3-il) metil) tiazolidin-4-on bilesiginin
her iki enzim {izerinde en etkin inhibitoér oldugu gorilmiistiir (ICsoache:6.62+0.41; ICsosche:
13.78+0.48). Standart olarak kullanilan neostigminin ICsgo degerleri ise sirastyla AChE i¢in
2.05 £0.07 BChE i¢in ise 3.64 £0.19 olarak hesaplanmuistir.
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Sekil 4.2. 2-(1-((4-florofenil) siilfonil)piperidin-4-il)-3 -
((1-metil-1,2,5,6-tetrahidropiridin-3-il)  metil)
tiazolidin-4-on bilesigi kimyasal yapist (Kumar
vd. 2015)

Bu bilesik diger bilesiklerle ve standartla kiyaslandiginda benzen siilfonil grubunun
para pozisyonunda bulunan flor atomunun, kolinesteraz aktivitesi tlizerinde onemli bir
etkiye sahip olabilecegi belirtilmistir. Aksine benzil bagh bilesikler, benzen siilfonil ve
benzoil tiirevleri ile karsilastirildiginda hem AChE hem de BChE inhibisyonuna kars1 zay1f
aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir. Bu durumun, piperidin ve aril substitiisyonu arasinda
karbonil veya siilfonil grubunun varligimin AChE / BChE inhibisyonunda 6nemli bir rol
oynadigimi gosterdigide ayrica belirtilmistir. Calismada bilesige bagli olan aril siilfonil /
benzoil grubuna sahip bilesikler arasinda, farkli bilesikler, fenil halkasina bagli atomlara /
gruplara bagl olarak farkli aktivite araligi sergilemislerdir (Kumar vd. 2015).

Baz1 piperidinonlarin sentezi ve kolinesteraz enzimlerini belirlemek amaciyla yapilan
8 bilesigin sentezlendigi (Sekil 4.3.) baska bir ¢calismada ise galantamin ve rivastigmin

standart olarak kullanilmistir.

Sekil 4.3. Piperidinonlarin sentez reaksiyonu (Parlar, 2019)
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Calismada metil, metoksi, nitro, flor, klor, metil, nitrit ve brom gibi farkli gruplar,
her iki benziliden halkasinin para pozisyonlarina takilarak sentezlenmistir. Tim
bilesiklerin AChE sonuglarina gore 12.55-23.75 uM, BChE sonuglarina gore 17.28-59.96
puM araliginda inhibe edici aktiviteye sahip olduklar1 belirlenmistir. R grubu olarak nitro
grubu tasiyan bilesigin standart ilag rivastigminine (ICso = 10.87 uM) kiyasla 12.55 uM'lik
bir 1Cso degeriyle en yiiksek aktivite gosterdigi ve ayrica AChE i¢in BChE'ye gore en
yiiksek seciciligi sergiledigi goriilmiistiir. R grubuna klor baglh bilesik ise , ikili bir
inhibisyonla en iyi anti-BChE aktivitesi gosterdigi gozlenmistir (ICso sBche = 17.28 uM,
ICs0 ache = 18.04 uM). Verilere dayanarak, benzil kisimlart iizerinde para pozisyonlara
farkli gruplarin baglanmasiyla hem AChE hem de BChE enzim inhibisyonunda daha iyi
sonuclar elde edildigi goriilmiistiir. Ancak calismada inhibitor potansiyelleri ile gruplarin
elektron ¢ekme veya itme kuvvetleri arasinda herhangi bir iliski kurulamamistir (Parlar
2019).

Levent 2016 ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 ¢calismada donepezil molekiiliiniin ,
asetilkolin esteraz inhibitorii olarak gorev yaptigi ve bu nedenle, antikolinesteraz
aktivitesini degerlendirmek i¢in piperidin bilesiklerinin sentezinin, tibbi kimyada ¢ok
popiiler bir alan oldugunu belirtmis ve bu nedenle, olasi asetilkolinesteraz etkilerini
gozlemlemek igin bazi yeni piperidin tiirevleri sentezlemislerdir. 4-(piperidin 1-il)
grubunun ortak olarak bulundugu farkli 5 bilesigin inhibisyon oranlarmnin 1 ve 0.1 uM
konsantrasyonlarinda sirasiyla % 26.14-73,07 ve % 9.42- 59.26 araliklarinda oldugu
belirlenmistir. Dizide 4-dikloro-N-(4-(4-(piperidin-1-yl)phenyl)thiazol-2-yl)benzamide
bilesiginin, 1 uM ve 0.1 uM konsantrasyonlarinda % 73.07 ve % 59.26 inhibisyon oranlari
ile AChE'ye kars1 en aktif tiirev olarak bulunmustur.

Piperidin ve piperazin bilesiklerinin sentezlendigi bir c¢alismada 3-((4-
benzilpiperidin-1-il)(fenil)metil)-4-hidroksi-2H-kromen-2-on  bilesigi  i¢cin  32mM
konsantrasyonda AChE inhibisyonu %29.0 BChE inhibisyonu %12.2 iken; 3-((4-benzil
piperidin-1-il)metil)-4-hidroksi-2H kromen-2-on bilesigi igin sirastyla % 33.7 ve %9.0; 4-
hidroksi-3-(piperidin-1-ilmetil)-2H-kromen-2-on bilesigi icin sirasiyla %6.7 ve %17.7
olarak bulunmustur. Caligmada piperidin kismina benzil grubunun eklenmesi ile AChE
inhibitor aktivitesinde 6nemli bir artis oldugu gozlenmistir Ancak BChE igin tiim bilesikler

daha zayif inhibitor etkisi gosterirken piperidinler icinde en yiiksek 4-hidroksi-3-
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(piperidin-1-ilmetil)-2H-kromen-2-on  bilesiginin inhibisyonu en yiiksektir (Kiani
vd.2019).

Bagka bir c¢alismada ise bir dizi yeni sentezlenen N-alkil-N- (piperidin-1-il)
benzensiilfonamid ve N-aril / alkil ikameli-2 [(fenilsiilfonil) (piperidin-1-il) amino]
asetamid bilesiklerinin AChE ve BChE enzimleri {izerindeki etkileri incelenmistir.
Bilesikler icin AChE ve BChE enzimleri iizerinde [Cso deger araliklari sirasiyla 19.11-
399.11 uM; 4.21-137.24 uM olarak bulunmustur. Bilesiklerden N-alil-N-(piperidin-1-il)
benzensiilfonamid (ICso Bche: 4.4 £ 0.03 pmol/L) ve N-benzil-N-(piperidin-1-il)
benzensiilfonamid (ICso gche: 4.21 + 0.11 pmol/L) bilesiklerinin biitirilkolinesteraz
enzimine kars1 ¢ok yiiksek bir ICso degerine sahip olduklari goriilmiistiir. AChE enzimi
tizerinde ise asetamid bagli bilesikler igerisinde N- (2,6-dimetilfenil)-2-[(fenilsiilfonil)
(piperidin-1-il) amino] asetamid (19.11 + 0.32) ve benzensiilfonamid bagli bilesiklerden
ise N-alil-N- (piperidin-1 il) benzensiilfonamid bilesiginin (23.2140.17 pmol/L en yiiksek
ICs0 degerine sahip olduklar1 goriilmiistiir. Bu yiikseklikler muhtemelen allil ve benzil
gruplarinin N-ikamesinden kaynaklanmaktadir (Khalid ve Rehman 2012).

Yukarida belirtilen piperidin tlirevleri ile ilgili ¢alismalarda bulunan sonuglar ile
caliymamizda bulunan degerlerin benzer araliklarda oldugu gorilmektedir. Kiani ve
arkadaglarinin 2019°da yaptiklar ¢alismada piperidin kismina benzil grubunun eklenmesi
ile AChE inhibitor aktivitesinde énemli bir artis oldugu goézlenmistir. Ancak BChE icin
tim bilesikler daha zayif inhibitor etkisi gdstermistir. Yine yukarida belirtildigi lizere
Khalid ve Rehman 2012 de yaptiklar1 calismada ve benzeri ¢alismalarda benzil gruplarinin
inhibitor aktivitesi arttirict yonde etki gosterdigi belirtilmistir. Calismamizdaki
bilesiklerinde piperidin halkasinda para pozisyonunda bulunan OH ve bu halkaya bagh
olan 2 ayn fenil gruplarinin 6zellikle AChE {izerinde inhibitor aktivite etkisini arttirdigi
diistiniilmektedir.

Calismalardan donepezilin ¢ok iyi bir asetilkolinesteraz enzim inhibitérii oldugu
bilinmektedir. Donepezilin standart olarak kullanildigi ¢alismalar incelendiginde ICso
degerleri 0.058+0.002 puM, 0.029 = 0.002, 6.31 +£0.09 uM gibi degerler bulundugu
goriilmistiir (Mohsen, 2012; Li vd.,2013; Islam vd., 2019) . Piperidin tiirevleri ile ilgili
yapilan bir calismada ise sStandart olarak kullanilan donepezilin bilesiklerle ayni
konsantrasyonda %80,07 inhibisyon etkisi gosterdigi gozlenmis, ¢alismada kullanilan dort

bilesigin, 100 uM konsantrasyonda % 10'dan fazla inhibitor yiizdesi ile AChE'ye kars1 orta
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diizeyde aktivite gosterdigi belirtilmistir (Kang vd. 2013). Kiani ve arkadaslarinin 2019°da
yaptig1 bir c¢alismada ise asetilkolinesteraz enzimini donepezilin %100 inhibe ederken
kullanilan bilesiklerin %6.7-%33 arasinda inhibe ettikleri gézlenmistir. Bu ¢alismalardanda
anlagilacagi gibi piperidin tlirevleri ile yapilan ¢alismalarda standart donepezilin etkisi ¢ok
daha yiiksek bulunmustur. Calismamizda ICso degeri 0.032 mM olarak belirlenen
donepezilin yapilan ¢aligsmalarla benzer degere sahip oldugu gézlemlenmistir.

Yapilan ¢alismalara ve ¢alismamiza bakildiginda hem AChE’1 hem BChE’1 secicilik
gostermeden inhibe eden bilesiklerin varligi, calismamizda kullanilan bilesiklerin
inhibisyon diizeylerinin diger calismalarla kiyaslandiginda iyi bir degere sahip olusu ve
piperidin tiirevi maddelerin farmakolojide bir¢ok ilag¢ i¢in kullanildigi gibi nedenlerden
dolay1 ¢alisma sonuglar1 olduk¢a dnemlidir.

Biitiin sonuglar degerlendirildiginde bilesiklerin AChE enzimi iizerindeki etkisinin
cok daha iyi oldugu gozlemlenmis ve bilesiklerin iyi bir AChE inhibitéri oldugu
goriilmiistiir. Bununla birlikte bilesiklerin BChE enziminide inhibe etmelerininde ikili
enzim inhibitdrleri olarak gorev yaptiklarindan Alzheimer hastaligi agisindan 6nemli
oldugu diisiiniilmektedir.

Antibakteriyel aktiviteye sahip etken maddeler ge¢misten bugiine hem alternatif
tipda hemde ilag¢ endiistrisinde hastaliklarin iyilesmesi amagli kullanilmaktadir. Dogal veya
sentetik bilesiklerin ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitelere sahip olmalari; alternatif
tipda, eczacilikta, kozmetikte, besinlerin korunmasi gibi bir¢ok alanda dnemi biiyiiktiir. Bu
nedenle ge¢misten bugiine bir¢ok madde sentezlenmis ve antibakteriyel etkileri arastirilmis
ve halen arastirilmaya devam edilmektdir.

Dang ve arkadaglarinin 2007 yilinda yeni piperidin tiirevlerinin sentezlendigi bir
calismada bilesiklerin ¢ogunun, bazi bakteri tiirlerine karsi (Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa gibi) yiikksek in vitro antibakteriyel aktivite
gosterdigi belirlenmistir. 4-metilamino-3-metiloksim piperidin tiirevinin, gram-pozitif ve
gram-negatif organizmalara kars1 en gliglii antibakteriyel aktiviteyi sahip oldugu
gozlemlenmistir. Gram-pozitif bakteriler igin, 4- amino-3-alkiloksim piperidin serisi (Q1)
ve 3- amino-4-alkiloksim piperidin serisi (Q2) aktiviteleri arasinda Onemli bir fark
olmadigi; ancak Gram-negatif bakteriler i¢in Q1 serisinin, Q2 serisinden daha iyi aktivite

gosterdigi gozlemlenmistir.

39



Bunun sonucu olarak amin kisminin alkil grubunun boyutunun, antibakteriyel
aktivitenin belirlenmesinde 6nemli olabilecegi diisliniilmiistiir. Bununla birlikte bagli metil
grubunun optimal goriindiigii ancak metilamine baska bir metil grubunun eklenmesi veya
metilin bir siklopropil grubu ile degistirilmesi ile antibakteriyel aktivitenin azalmasina
neden oldugu diisiiniilmiistiir.

Sentezlenen 2,6-diarlypiperidin- asetil tiirevlerinin antibakteriyel aktivitelerinin
arastirtlmas1 amaciyla yapilan c¢alismada ise MIC testi uygulanmis, Linezolid ve
Trovafloksasin ilaglart pozitif kontrol olarak kullanilirken, DMSO negatif olarak
kullanilmistir. Test bilesikleri en fazla 128 ug / mL'lik  konsantrasyona kadar
hazirlanmistir. Bilesiklerin birka¢inin Staphylococcus aureus'a, Enterococcus faecalis'e ve
Enterococcus faecium'a karsi en diisitk MICgo degeri gosterdikleri ve en iyi sekilde inhibe
ettikleri gézlemlenmistir (16 pug / mL). (Aridoss vd.2008)

Baska bir calismada; alti yeni piperidin tiirevi ig¢in, sentezlenen bilesiklerin
antimikrobiyal aktiviteleri agar disk difiizyonu kullanilarak degerlendirildi. Etil 1- (4-
metil-3- (triflorometil) fenil) -4- (4-metil-3- (triflorometil) fenilamino)-2,6-di (piridin-3-il)
-1,2,5, 6-tetrahidro piridin-3-karboksilat bilesigi en az antibakteriyel aktivite gosterdi.
Metil 2,6-bis (4-siyanofenil) -1-p-tolil-4- (p-tolilamino) -1,2,5,6-tetrahidropiridin-3-
karboksilat bilesiginin, B. cereus, E. coli, S. aureus, B. subtilus, P. aurenginosa, Kl
pneumoniae ve M. luteus 'a karsi biiyiik inhibisyon etkileri ortaya ¢ikaran en giiglii inhibe
edici aktivite (> 6 mm inhibisyon zon ¢ap1) ve B. subtilus'a kars1 0.75 mg / ml ve B.
cereus, E. coli, S. aureus, P. aurenginosa, KI pneumoniae ve M. luteus’a kars1 1.5 mg/
ml'lik en iyi minimum inhibe edici konsantrasyon (MIC) sonuglarini sergiledi. Piperidin
halkas1 tlizerinde hem elektron veren hem de elektron c¢eken gruplarin antibakteriyel
aktiviteyi arttirdigi belirtilmistir (Naicker vd.2015).

Ravindernath ve Reddy (2013), fenil halkasinda hidroksi, metil ve nitro ikameleri
iceren piperidin tiirevlerinin, test edilen bakteri tiirlerine kars1 yliksek antibakteriyel
potansiyele neden olan Onemli bir inhibisyonu ortaya ¢ikardigimi belirtmislerdir. Bu
durumunda calismada en yiliksek antibakteriyel aktiviteyi sergilemesinin nedeni olarak
sOylenilebilecegi bildirilmistir (Ravindernath ve Reddy 2015). 1-(4-{[(5-ikameli-1,3,4-
oksadiazol-2-il)tiyo metil } benzensiilfonil)-4-metilpiperidin tirevleri sentezlenerek
antibakteriyel etkileri incelenmistir. Sentezlenen bilesiklerin ¢ogu, hemen hemen tiim

tirlere kars1 (S. typhi (-), E. coli (-), P. aeruginosa (-), B. subtilis (+) ve S. aureus (+))
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degerli sonuglar gostermistir. Bilesikler igerisinde 6zellikle fenil baglh 1- (4 - {[(5-Fenil-
1,3,4-oksadiazol-2-il) tiyo] metil} benzensiilfonil) -4-metilpiperidin bilesiginin  P.
aeruginosa (-) disindaki tiim suslara kars1 etkili inhibitér oldugu gézlenmistir. Yine 1- [4 -
({[5- (2,4-Diklorofenil) -1,3,4-oksadiazol-2-il] tiyo} metil) benzensiilfonil] -4-
metilpiperidinbilesigi (6h), siprofloksasine gore 10.27 + 0.68, 10.37 £ 0.17 ve 10.76 + 0.10
umol / L MIC degerleri ile S. typhi (-), B. subtilis (+) ve S. aureus (+) 'a karst miikemmel
inhibisyon potansiyeli sergilemislerdir. Bilesigin bakterilere kars1 sirasiyla 7,83 + 0,78,
7,22 £ 0,67 ve 7,00 £ 1,54 pumol / pg MIC degerlerine sahip oldugu belirlenmistir. Bu
molekiiliin daha iyi aktiviteye sahip olmas1 durumunu, biyoaktif oksadiazol halkasina bagl
diklorofenil halkasinin varligina baglanilabilecegi bildirilmistir (Rehman vd. 2017).
Pandey ve Chawla 2012 yaptig1 ¢alismasinda 2,6-disiibstitiie piperidin-4-on tiirevleri
(4a-J) (Sekil 4.4) sentezlenerek, sentezlenen bilesiklerin antibakteriyel aktivitesi,
Staphylococcus aureus, Bacillus subtillis (Gram-pozitif) ve Escherichia coli, Pseudomonas
aerugenosa (Gram-negatif) olmak {izere dort farkli bakteri susuna karsi agar difiizyon

yontemi kullanilarak incelenmistir.

I
foane]
Bilesik kod numarasi R grubu Bilesik kod R grubu
numarasi

4a 4-Cl 4f N(CHs)2
4b 4-OCH3 49 3-NO2

4c 4-F 4h 2-NO;

4d 3-0C;Hs, 4-OH 4 3-Cl

4e 3-OCHs, 4-OH 4 2-Ar

Sekil 4.4. 2,6-disiibstitiie piperidin-4-on bilesigi genel yapis1 ve bilesik kod numaralar1 ve
R gruplar1 (Pandey ve Chawla 2012)
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Calismada test bilesiklerinin hem gram pozitif hem de gram negatif organizmalara
karst aktif oldugu bulunmustur. Bu bilesikler arasinda (10-100pg/ml) tiim bakteriler igin
zon caplar1 (mm) en fazla bulunan 4a, 4b, 4d, 4e, 4f ve 4g (Sekil 4.4.) bilesiklerinin giiclii

anti bakteriyel maddeler oldugu gézlenmistir.

Yapilan ¢alismalarda piperidin tiirevlerinin gram pozitif ve gram negatif dahil olmak
lizere bir dizi bakteri susuna karsi giiclii antibakteriyel yanit olusturduklar ve giiclii
antibiyotikler oldugu kanitlanmistir.

Yapilan bagka bir ¢alismada 6 farkli 4-Hidroksi-4-fenil piperidin tiirevi sentezlenerek
antibakteriyel etkileri arastirllmistir. Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Bacillus
thruingiensis, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus saprophyticus gram pozitif
bakterilerine kars1 diigiik zon caplart (4-5 mm) elde edilmis 1- (1 "- Etil fitalamid)-4-fenil-
4-hidroksi piperidinyum hidrobromiir bilesigi i¢in (VI) ise daha yiiksek zon caplar1 (14-
16mm) elde edilmis ve iyi antibakteriyel etki gosterdigi gériilmiistiir (Rafig vd., 2013).

Bilesik kod numarasi R grubu X
| OCoH11 Br
Il 02CsHsN> Cl
v OCi2H17 Br
\Y, OCsHy Cl
VI 0,C10HsN Br

Sekil 4.5. 4-Hidroksi-4-fenil piperidin tiirevi bilesikleri R ve X gruplar1 (Rafig vd., 2013)
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(1-metil-4-hidroksi-4-fenil piperidin-3-il)(fenil)metanon ve (1-metil-4-hidroksi-4-
fenil piperidin-3-il)(fenil)metanon bilesiklerinin disk diflizyon yontemi ile antibakteriyel
aktivitelerini belirlemek amacgh yaptigimiz ¢alismada etanolde ¢6ziinen (1-metil-4-
hidroksi-4-fenil piperidin-3-il)(fenil)metanon bilesiginin bakteri suslar1 iizerindeki etkisi
zon ¢aplart biiytikliiklerine gore; S. aureuSarcc 20213 (32) > E. c0lizs218 (29) > E. COlizse20(26) >
P. putidascie17(23) > K. pnemoniaesi2o03 (21) > E. faecalisatccaez12 (20) > P.
aeruginosazrsss (18) seklinde iken, DMSQO’da ¢oziinen (1-metil-4-hidroksi-4-fenil piperidin-
3-il) (fenil) metanon bilesiginin bakteri suslar1 iizerindeki etkisi ise zon biiyiikliiklerine
gore; S. aureusATCC29213 (30) > E. colizsois (24) > P. putidasciei7 (20) > E. colizsgrz (19) >
E. faecalisatccaen12 (17) > K. pnemoniaesizoos (13) > P. aeruginosazzsss (9) seklinde oldugu
gozlemlenmistir. Hem etanolde hemde DMSO’da ¢oziinmesiyle elde edilen maddenin
antibiyotiklerden daha yiiksek zon ¢ap1 olusturdugu, sadece DMSO’da ¢6ziinen maddenin
E. faecalisatcczo212 Ve P. aeruginosazrsss suslarinda antibiyotikli diklere yakin degerler
gosterdigi gortiilmiistiir (Tablo 3.1.)

Etanolde c¢oziinen (1-etil-4-hidroksi-4-fenilpiperidin-3-il)(fenil)metanon bilesiginin
ise bakteri suslar1 izerindeki etkisi zon ¢aplari biiyiikliiklerine gore; S. aureusarcc 2213 (32) >
E. coliss2is (25) > E. colize2(21) = P. putidascie17(20) = E. faecalisatcceoz12 (20) > K.
pnemoniaesi2o03 (19) > P. aeruginosazsss (14) seklinde iken, DMSO’da ¢6ziinen (1-etil-4-
hidroksi-4-fenil piperidin-3-il) (fenil) metanon bilesiginin bakteri suslari izerindeki etkisi
ise zon biiyiikliiklerine gore; S. aureusATCCog213 (17) >E. colizszig (16) > E. colizsgz (12)
seklinde oldugu diger suslar iizerinde etkli olmadig1 gézlemlenmistir. Hem etanolde hemde
DMSO’da ¢oOzlinmesiyle elde edilen maddenin etkili oldugu suslar {izerinde
antibiyotiklerden daha yiiksek zon ¢ap1 olusturdugu, sadece DMSQO’da ¢6ziinen maddenin
S. aureusATCCa9213 Ve E. colizsgoy suslarinda ve etanolde ¢oziinen maddenin ise P.
putidascie17 suslari tizerinde antibiyotikli diklere gore daha diisiikk zon ¢aplari olusturdugu
gorilmiistiir (Tablo 3.2.).

Calismada ayrica piperidin halkasina metil bagli bilesige ait zon ¢aplar1 ve etkili
oldugu sus sayisinin etil bagl olandan daha fazla olduguda gézlemlenmistir. Bu durum igin
yukarida anlatilan Dang ve arkadaglarinin 2007 yilinda yaptig1 ¢alisma sonucunda amin
kisminin alkil grubunun boyutunun, antibakteriyel aktivitenin belirlenmesinde 6nemli
olabilecegi ve bagh metil grubunun optimal goriindiigii ancak metilamine baska bir metil

grubunun eklenmesi ile antibakteriyel aktivitenin azalmasina neden oldugu goriisii dikkate
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aliabilir niteliktedir.

Yine yukarida verilen diger ¢alismalar goz oniine alindiginda bilesiklerin ¢ogunun,
Ozellikle baz1 bakteri tiirlerine kars1 (Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa
gibi) yiiksek in vitro antibakteriyel aktivite gosterdigi belirlenmistir (Dang vd. 2007; Aridoss
vd.2008; Ravindernath ve Reddy 2015). Benzer olarak ¢alismamiz kapsamindada ayni
tiirlerde yiiksek antibakteriyel etki gdzlemlenmistir.

Ayrica yukarida verilen caligmalarda fenil halkasinda hidroksi, metil ve nitro
ikameleri iceren piperidin tiirevlerinin varliginin test edilen bakteri tiirlerine karst en
yiiksek antibakteriyel aktiviteyi sergilemesinin nedeni olarak sdylenilebilecegi ve piperidin
halkasi1 lizerinde hem elektron veren hem de elektron ¢eken gruplarin antibakteriyel
aktiviteyi arttirdign bildirilmistir. (Ravindernath ve Reddy 2013; Naicker vd.2015).
Piperidin tiirevi indirgenme iriinleri sentezlenmis baska bir antimikrobiyal aktivite
calismasinda ise; en iyi aktiviteyi sirasiyla alkil bilesikleri, metil siibstitiie, metoksi
stibstitiie ve amino siibstitiie bilesiklerin gosterdigi belirlenmistir. Tamamen indirgenmis
bilesiklerin, piperidin halkas1 ve aromatik halka fonksiyonel gruplarini iceren bilesiklerin
daha yiiksek antimikrobiyal etkinlige sahip olduklar1 bildirilmistir (iskender Yilmaz,
2012). Calismamiz kapsaminda kullanilan maddelerin; piperidin halkasinin para
pozisyonuna bagli olan hidroksil, para ve orto pozisyonuna bagli olan fenil halkalarinin
ayrica piperidin halkasinin N atomuna bagli olan alkil gruplarinin bu gortisleri destekleyici

olarak gorev yaptiklar1 diisiiniilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Calisma kapsaminda (1-metil-4-hidroksi-4-fenil piperidin-3-il) (fenil) metanon ve (1-
etil-4-hidroksi-4-fenil piperidin-3-il) (fenil) metanon bilesiklerinin hem AChE ve BChE
enzimlerini inhibe ettigi gézlemlenmistir. Alzheimer hastalig1 siireci enzimler agisindan
distintildiigiinde, AChE aktivitesi giderek azalirken BChE aktivitesi arttifindan ve
sonrasinda BChE enzimi ACh metabolizmast i¢in telafi edici bir mekanizma
olusturdugundan dolayr ACh diizenlemesi giderek BChE'ye bagimli hale gelebilmektedir.
Bu nedenle calismada kullanilan piperidin tiirevi iki maddeninde 6zellikle AChE enzimi
tizerindeki inhibisyon etkilerinin ¢ok daha yiliksek oldugu ancak beraberinde BChE
enziminide inhibe ettikleri durum g6z oniine alindiginda bu tip ikili inhibitorlerin, AChE
secici inhibitdrlerden daha uzun siireli etkinlik saglayabilecegi ve Alzheimer hastalig
acisindan Onemli oldugu disiiniilmektedir. Aynm1 zamanda bu maddelerin giiglii
antibakteriyel aktiviteye sahip olmalar1 dolayisiylada elde edilen sonuglarin farmokolojide
hizla artan antimikrobiyal direncin 6nlenmesinde de yardimci birer etken olabilecegi ve

ilag etken maddelerinin belirlenmesinde yol gosterici olabilecegi diisiiniilmektedir.
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