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OZET
Biit-2-endioik asit bis-(benzil-fenil-amit) Tiirevi Bilesiklerinin Sentezi,
Asetilkolinesteraz ve Butilkolinesteraz Enzimlerine Kars1i  Aktivitelerinin

Arastirilmasi

Amag: Bu tez calismasinda amag, meta-siibstitiie benzanilin tiirevi baslangi¢
bilesiklerinden (la-s) hareketle, biit-2-endioik asit bis-(4-siibstitiie benzil-3-siibstitiie
fenil-amit) bilesiklerini (2a-s) sentezlemek ve bunlarin ChE enzimleri iizerindeki
aktivitelerini, molekiiler modelleme ve metal selasyon calismalariyla destekleyerek

arastirmaktir.

Materyal ve Metot: Biit-2-endiamit tlirevi bilesikler (2a-S), baslangig
bilesiklerinin (1a-s) trietilamin varhiginda fumaril kloriir ile 0 °C’ de 12 saat
karistirilmasiyla sentezlendi. Bilesiklerin kolinesteraz enzimlerine karsi inhibisyon
aktiviteleri kolorimetrik EIman yontemi kullanilarak 6l¢iildii. Aktivite sonuglarina gore
en glicli inhibitor bilesikler icin enzim kinetigi, metal selasyon ve molekiiler

modelleme ¢aligmalar1 yapildi.

Bulgular: Hedef bilesiklerin kimyasal yapilari *H-NMR, *C-NMR ve kiitle
spektroskopik yontemleriyle aydinlatildi. Biit-2-endiamit tiirevleri genellikle orta-
yiiksek diizeyde antikolinesteraz aktivite gosterdi ki bunlardan 20 ve 2p bilesikleri,
sirasityla. AChE ve BuChE enzimlerine karsi diisiik mikromolar konsantrasyonlarda
etkili en gliglii inhibitor bilesikler olarak bulundu. Bilesiklerin inhibisyon mekanizmasi
tipleri enzim kinetigi ¢alismalariyla belirlendi. 20 bilesiginin Cu*? ve Fe*? gibi metal
iyonlariyla selat yapma yetenegine sahip oldugu goriildii. Ayrica molekiiler simiilasyon
caligmalari, modellenen bilesikler olan 20 ve 2p bilesiklerinin AChE ve BuChE

enzimlerinin aktif bolgeleriyle bir¢ok etkilesmeler meydana getirdigini gosterdi.

Sonu¢: Bu ¢aligmada, 18 adet yeni biit-2-endiamit tiirevi bilesik sentezlendi ve
bunlarin kimyasal yapilar1 dogrulandi. Bu yeni bilesiklerin antikolinesteraz aktiviteleri
AChE ve BuChE enzimlerine kars1 degerlendirildi. Aktivite sonuglarina gore genellikle
sentezlenen bilesiklerin ¢ogunun ChE enzimlerinin her ikisine karsi etkili inhibitor

bilesikler oldugu bulundu.

Anahtar Kelimeler: AChE, BuChE, Molekiiler Modelleme, Selasyon



ABSTRACT
Synthesis of But-2-endioic acid bis-(benzyl-phenyl-amide) Derivatives,
Investigation of  Their  Activities Against Acetylcholinesterase and

Butylcholinesterase Enzymes

Aim: The aim of this thesis is to synthesize but-2-endioic acid bis-(4-substituted
benzyl-3-substituted phenyl-amide) compounds (2a-s) from the starting meta-
substituted benzaniline compounds (1a-s) and to investigate their activities on ChE

enzymes by supporting with molecular modeling and methal chelation studies.

Material and Method: But-2-endiamide compounds (2a-s) were synthesized
performed by stirring of the starting compounds (1a-s) with fumaryl chloride in the
presence of triethylamine at 0 °C for 12 hours. The inhibition activities of the
compounds against cholinesterase enzymes were measured by using colorimetric
Ellman assay. According to the activity results, the enzyme kinetic, metal chelation and

molecular modeling studies were carried out for the most potent inhibitor compounds.

Results: Chemical structures of the target compounds were illuminated by *H-
NMR, ®C-NMR and Mass spectroscopic methods. But-2-endiamide derivatives
generally showed moderate to high anticholinesterase activity in which compounds 20
and 2p were found as the most potent inhibitors acting in low micromolar
concentrations towards AChE and BuChE, respectively. The types of the inhibition
mechanism of the compounds were determined with enzyme kinetic studies. It was
shown that the compound (20) was able to chelate with metal ions such as Cu*? and
Fe*2. Also the simulation studies showed that modeled compounds 20 and 2p created

many interactions with the active sites of AChE and BuChE.

Conclusion: In this study, 18 new but-2-endiamide derivatives were synthesized
and their chemical sturctures were confirmed. Anticholinesterase activities of these new
compounds were evoluated aganist AChE and BuChE. According to the activity results,
generally most of the synthesized compounds were found as effective inhibitors aganist

both ChE enzymes.

Key Words: AChE, BuChE, Chelation, Molecular Modeling

\



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi
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AH . Alzheimer Hastaligi
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DTNB : Ditiyo-bis-nitrobenzoik asit
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1. GIRIS
Ik defa 1907 yilinda Alois ALZHEIMER adinda bir Alman doktor tarafindan
tanimlanan Alzheimer hastaligi; hafiza, konusma, yon bulma, insanlar1 tanima, problem
¢ozme gibi ¢esitli zihinsel islevlerin zamanla zayifladigi, giinliik isleri yerine getirme
yeteneklerinin azaldigr ve davramis bozukluklarinin goriilebildigi ilerleyici bir beyin

hastaligidir."

Kronik bir hastalik olmasi nedeniyle uzun bir tedavi siiresi olan Alzheimer
hastalig1, kalp hastaliklar1 ve kanserden sonra tedavi maliyeti en yiiksek hastaliklardan
birisidir. Ozellikle gelismis iilkelerde, yasam standartlarmin yiikselmesi ve saglk
hizmetlerinin gelismesine bagli olarak yasli niifusun artmasindan dolay1r Alzheimer

hastalig1 ¢agimizin énemli hastaliklar: arasmna girmistir.”

Alzheimer hastaligina neden olan patogenez ve patofizyolojik olaylar tam olarak
aydinlatilamadigindan bugiin i¢in Alzheimer hastaliginin tam Onleyici bir tedavisi
bulunmamaktadir. Alzheimer hastaliginda temel sorun néron kaybi ve kolinerjik
sistemdeki azalmadir. Noron kayb1 geri doniistiiriilememekle beraber kolinerjik etkinin

artirilmasi hastanin yasam kalitesinde ve hastaligin seyrinde diizelme saglamaktadir."

Yukarida sayilan sebeplerden otiirii Alzheimer hastaliginin tam kesin tedavisine
ve kolinerjik etkilerin artirnlmasina yonelik caligmalar son zamanlarda hiz
kazanmaktadir. Alzheimer hastaliginin tedavisinde ama¢ ndron kaybmi onlemek ve
kolinerjik aktiviteyi artirmaya yonelik istenmeyen yan etkileri azaltilmis veya olmayan
bilesikler gelistirmektir. Bu tez ¢aligmasi kapsaminda yapilan ¢alismalarin ana gayesi

bu alandaki ihtiyaclar1 kismen de olsa karsilamaya yoneliktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Alzheimer Hastahgi ve Tanisi

Alzheimer hastaligi (AH), kolinerjik eksiklik ile zihinsel islev bozuklugunun
baslangici, seyri ve derinligi arasinda net iligskinin kurulabildigi norodejeneratif bir
hastaliktir.? Bugilin diinyada 20 milyona yakin insanin Alzheimer hastaligina
yakalandig1 tahmin edilmektedir. Alzheimer hastaliginin goriilme sikligi, yas ile orantili
olarak artmaktadir. 65-70 yaslar aras1 % 1.5 iken, 85 yas sonrasinda % 6’ ya kadar
artmaktadir.® Devlet Istatistik Enstitiisii’ niin rakamlarina gore; Tirkiye’ de yaklasik
250.000 Alzheimer vakasi bulunmaktadir. Demans vakalarinin % 80’ ini teskil eden
Alzheimer hastalig, ilerleyici ve hastanin giinliik yasam aktivitelerini engelleyen apati,

ajitasyon, psikoz, anksiyete ve depresif semptomlarla karakterize olmaktadir.

Klinik olarak Alzheimer hastaligi tanisi asagidaki kriterlerin karsilanmasi
halinde konulabilir:
1- Hastada klinik olarak demans tanisinin konulmus olmasi,
2- Ilerleyici hafiza kaybinin ve en az iki farkli bilissel alanda fonksiyon bozuklugunun
olmasi,
3- Hastaligin baslangicinin 40 yas ve iizerinde olmasi,
4- Demansa neden olabilecek herhangi bir sistemik hastaligin ya da norolojik hastaligin
bulunmamasi.

Bellek kaybi ya da amnezi hastaligin degismez bulgusudur ve hastalik
cogunlukla ilk olarak yakin bellek bozuklugu ile baslar. Hastaligin ilerlemesi ile birlikte
lisan bozukluklar1 ortaya ¢ikar. Ayrica hastalifin seyri sirasinda depresyon, psikotik

semptomlar, ajitasyon ve agresyon gibi davranis bozukluklari meydana gelebilir.4



Alzheimer hastaligina beyinde norofibriler dejenerasyon sonucu meydana gelen
norofibril yumak (NFY) ve amiloid plak (AP) olarak adlandirilan olusumlarin neden
oldugu ileri siiriilen bagka bir sebep olarak gosterilmistir.

2.2. Alzheimer Hastaliginin Nedenleri

Alzheimer hastaliginin kesin nedeni bilinmemektedir. Alzheimer hastaliginin
bilinen en eski sebeplerinden birinin beyindeki kolinerjik kayip oldugu gosterilmistir.
Kolinerjik kavsak ve sinapslardan salinan asetilkolin miktarinin Alzheimer hastalarinda
azaldiginin saptanmasi ile asetilkolini hidroliz yoluyla parcalayan bir enzim olan
asetilkolinesterazin inhibe edilerek asetilkolin miktarmin artirilmasi seklinde bir
yaklagim ortaya cikmustir.” Temel bileseni hiperfosforilize olmus tau proteinleri olan
NFY’ lar hiicre iskeletinin biitiinliiglinli ve aksonal transportu bozarak hiicre dliimiine
neden olurlar. Amiloid, dejenere noron ve reaktif glia hiicrelerinden tesekkiil eden
heterojen yapilar olan amiolid plaklar, erken yastaki Down sendromlu hastalarda veya
normal yaslanmada da goriilebilmektedir. Ancak Alzheimer hastaliginda sayilar1 asiri
derecede artmaktadir.®

Alzheimer hastaligin1 karakterize eden distrofik ndritler ve plaklar icinde
bulunan apolipoprotein E (E4 alleli), hastaligin olusum mekanizmalarindan biri olarak
géstelrilmektedir.6 Baslica karaciger tarafindan sentezlenen bir plazma proteini olan
apolipoprotein E, diger proteinlerden farkli olarak merkezi sinir sisteminde astrositler,
Schwann hiicreleri ve oligodendrositler tarafindan da sentezlenir ve beyinde lipaz
aktivitesini bozarak yaslanmaya maruz kalan beyin bdlgelerinde kolesterol ve lipit
seviyesini degistirebilir.

Yukarida sayilan sebeplere ilaveten son zamanlarda Alzheimer hastaliginin bir
baska sebebininde beyinde biriken metal iyonlar1 oldugu diisiiniilmektedir. Alzheimer

hastaliginda metallerin roliinii agiklayan metal hipotezi; metal iyonlar1 ve AP peptidi,



metal iyonu anormal homeostazi arasindaki etkilesimlerin AH noropatogenezi ile
baglantili oldugunu belirtmektedir.”® Bu hipoteze dayanarak, metal-Ap peptidi
tiirlerinin norotoksisitesini azaltmak ve beyindeki metal iyonu homeostazisinin yeniden
dengelenmesi amaciyla metal selasyon tedavisi yoluyla metal-Af etkilesimlerinin
bozulmasi 6nerilmi$tir.10

2.3. Alzheimer Hastaliginin Evreleri

AH’ nin seyrinde yakinma ve bulgularin siddetine gore klinik tablo erken, orta
ve ileri olmak iizere ii¢ evreye ayrilabilir.

Erken evrede yakin bellek bozuklugu ve yeni bir bilginin 6grenilmesinde giicliik
onemli bir ozelliktir. Egyalarin yerlerini karistirmak, konusmalarin tekrarlanmasi, isim
unutkanliklari, konusurken kelime bulma giicliikleri, cep telefonu gibi kullanimi kismen
de olsa, karmagik olan cihazlarin kullaniminin 6grenilememesi gibi giigliikler bu evrede
goriilen genel dzelliklerdir.?

Orta evrede, baslangic belirtilerinin  agirlagmast  ve giinlik yasam
aktivitelerindeki bagimsizligin, cogu islevde kaybi1 s6z konusudur. Yeni bir bilgi
O0grenme tamamen durmustur. Var olan bilgi de geriye doniik bir kronolojik seyirle
kaybolma géstermektedir. Dilsel islevlerdeki bozulmalar, tutarli bir sohbeti siirdiirmeyi
olanaksiz kilacak diizeye ulasrmstur.22

Ileri evrede; hastanin en temel giinliik yasam aktivitelerini dahi siirdiirmeleri bir
bagkasinin yardimini gerektirmektedir. Beslenme, yikanma, giyinme gibi temel
fonksiyonlarda tamamen bagimli hale gelmistir. Zihinsel islevler en alt diizeye iner.
Yatak yarasi1 enfeksiyonlari, akciger embolisi veya enfeksiyonu, iiriner enfeksiyon,
beslenme bozukluklarinin yarattifi komplikasyonlar baglica 6lim nedenlerini

olusturur.22



2.4. Asetilkolin ve Kolinesterazlar

Alzheimer hastaliginda kolinerjik kayip sozkonusu oldugu i¢in, hastaligin
tedavisi hakkinda fikir iiretebilmek ic¢in asetilkolin ve kolinesterazlarin yapisinin
bilinmesi 6nem olusturmaktadir.

2.4.1. Asetilkolin Metabolizmasi

Asetilkolin, kolinerjik néronlarin govdesinde kolin ile asetilkoenzim A’ dan gelen
asetil’ in kolinasetiltransferaz (ChAT) tarafindan birlestirilmesi yoluyla olusmaktadir.

Olusan asetilkolin, aksonal transport yoluyla sinir uglarina tasinir ve sinaptik araliga

salinir (Sekil 2.1).

ChAT
(CHg)3N*CH,CH,0H + Asgtilkoenzim A ——— (CH;)3N*CH,CH,0COCH; + Koenzim A + H,0

Kolin Asetilkolin

Sekil 2.1. Asetilkolin Biyosentezi



sinir terminali

asetil-CoA

kolin
asetil transferaz

l/ \ e
tastyict

asetilkolinesteraz

asefat

asetilkolin
reseptor

Sekil 2.2. Asetilkolinesterazin Sinaptik Araliktaki Mekanizmasi

ChAT-pozitif noronlara kolinerjik noron, kolinesteraz-pozitif noérona ise
kolinoseptif (kolinejik lif alan) néron denilmektedir. Normal kolinerjik ileti, sinaptik
araliktaki asetilkolinin, kolinesteraz enzimleri tarafindan hizl katalitik hidrolizi yolu ile
sonlandirilmasma baghdir.'* Bu hidroliz sonucu sinaptik aralikta olusan kolin tekrar
presinaptik ndrona alinir ve asetilkolin sentezinde kullanilir. Asetilkolin molekiiliindeki
kolin’ in, besinler ve hiicre membranindaki fosfolipidler disindaki en énemli kaynagi,

bu geri aliman kolin’ dir. Kolinesterazlarin ortamda bulunmamasi, hem asetilkolin



sentezi i¢in gereken hiicre i¢i kolinin azalmasina hem de sinaptik araliktaki asetilkolin
etkisinin uzamasina yol agmaktadir.

Kolinesteraz inhibisyonu, asetilkolin yetmezligi ile ilerleyen Alzheimer hastaligi,
myastenia gravis gibi hastaliklarda sinaptik araliktaki asetilkolini arttirmak {izere tedavi
amacli kullanildig1 gibi 6ldiiriicti asetilkolinerjik uyarim yaratmak iizere kimyasal gaz
iiretiminde de kullaniimaktadir.**

2.4.2. Viicudumuzda Bulunan Kolinesterazlar

Insan beyni baslica iki tip kolinesteraz enzimi igerir; 7. kromozom tarafindan
kodlanan asetilkolinesteraz (AChE) ve digeri 3. kromozom tarafindan kodlanan

butilkolinesteraz (BuChE).*?

Sekil 2.3. Butilkolinesterazin 3 Boyutlu Yapisi

Farkli kromozomlarda kodlanmis olan her iki enzimin aminoasit dizilimleri % 65
oraninda birbirlerine benzemesine ragmen normal eriskin bir insanin beyninde AChE,
BUChE’ a gore daha yaygin bulunmaktadir.™

AChE’ nin kolinerjik iletimdeki rolii oldukga iyi bilinmekle birlikte BuChE’ nin

rolii yeterince anlasilmis degildir.* Normal beyinde sinaptik asetilkolin hidrolizinin



esas olarak AChE tarafindan yapildigi, BuChE’ nin buna ¢ok az katkisinin oldugu kabul

edilmektedir.®®

Beyindeki kolinesteraz aktivitesinin % 80’ inden AChE, geriye kalan % 20’
inden BUChE” nin sorumlu oldugu diisiiniilmektedir.’® Sinir sistemi gelisiminin erken
dénemlerinde BuChE diizeyleri yiiksektir, ilerleyen evrelerde bu diizey diismektedir.'?
Kolinerjik noronlarda AChE, hiicre govdesinde, aksonlarda ve dentrit uzantilarin
proksimalinde yer alir. BuChE ise hiicre govdesinde ve dendritlerde bulunur. Enzim
calismalarinda AChE’ nin korteksin biitiin boliimlerinde bulundugunu, BuChE’ nin ise

yalnizca beyaz maddeye yakin olan 6. tabakada yer aldigini gostermektedir.*’

Biyokimyasal c¢aligmalar, kolinerjik ya da kolinoseptif néron icermeyen ve
asetikolin reseptorii bulunmayan beyin alanlarinda da AChE aktivitesi oldugunu
gostermektedir. Noronal gelisimin farkli evrelerinde AChE aktivitesinde gecici artiglar
olmakta ve bu artisin miktarinin, hem aksonal biiyiime hem de kortikal néronlarin

sinaptogenez evresinde daha belirgin oldugu goze (;.':1rpmal<tad1r.18

Fareler iizerinde AChE ve BuChE enzimlerinin islevlerini daha iyi anlamak
amaciyla yapilan in vivo caligmalar neticesinde BuChE’ nin 6nemine dair mevcut

bilgilere Gnemli katkilar saglayan su sonuglar elde edilmistir;™* %

-AChE, kolinerjik néron gruplarinin  gelisimi  ve kolinerjik iletimin
stirdiiriilebilmesi i¢in mutlaka gerekli degildir,

-AChE’ nin yoklugu, sinaptik aralikta siirekli asetilkolinerjik uyarima yol ag¢ip
organizma i¢in Olimciil sonuglar yaratmamaktadir, yani asetilkolin hidrolizi
siirdiiriilebilmektedir,

-AChE yoklugunda noéronal gelisim durmamaktadir.



Bu etkiler, biiylik olasilikla, ortamda BuChE’ nin bulunmasi ile
gerceklesmektedir. Ote yandan AChE aktivitesinin olmamas1 dentritik cikintilarin
olusumunda, hiicre biiyiikliigli ve sayisi ile reseptor dansitesinde bazi1 anormalliklere yol
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agmaktadir.* Dolayisiyla tek basina ne AChE ne de BuChE, asetilkolin

metabolizmasinin ve kolinerjik iletimin saglikli islemesi icin yeterli de:gildir.zo’21
Oldukg¢a duyarli tekniklerin kullanildigr yukarida belirtilen ¢alismalarin sonuglarina

gore varilan nokta, hem AChE’ nin hem de BUChE’ nin noéronal gelisim ve kolinerjik

iletimde birlikte aktif rol oynadiklari seklindedir.??

2.4.3. Asetilkolinesteraz Enzimin Yapisi

Asetilkolinesteraz (AChE) enzimi insan kromozomunda tek bir gen tarafindan
kodlandirilimaktadir. Kodlu bolgede farkli sekilde baglanti yapmasi ile AChE’ nin farkli
molekiiler formlar1 olusmaktadir. Baglant1 olasiliklari, benzer o6zellikte fakat farkl
seliiler ve ekstraseliiler dagilim gostermektedir. Vertebralarda AChE’ nin ana dagilimi

beyin noron ve aksonlarinda ve de eritrositlerdedir.

Sekil 2.4. Asetilkolinesteraz Enzimi U¢ Boyutlu Yapist



Enzimin alternatif bagimli ti¢ izoformu aydinlatilmisti. AChE’ nin tetrametrik
¢Oziinlir formu sinaptik boslukta lokalizedir. Glikofosfotidilinositol-bagli AChE-E
izoformu bir dimerdir. Diger alternatif izoformu ise monomerik AChE-R’ dir. Bu
formun noroprotektif  etki sagladigi diisiiniilmektedir.®® Asetilkolinesteraz enzim
inhibitorlerinin Alzheimer hastalarina uygunlanmasi, AChE-R izoformunun salinmasina
yol agar. Bu durum kognitif fonksiyonlarin artmasini saglamaktadir.

Asetilkolinesteraz’ in periferik ve aktif bolge olmak tizere iki baglanma bolgesi
vardir.?*

A. Periferik Bolge

Periferik anyonik bolge olarak adlandirilan periferik bolge aktif ¢ukurun agiz
kisminda bulunmaktadir. Temel olarak Trp279, Tyr70 aromatik aminoasit artigi
‘[aslmaktadlr.13

B. Aktif Bolge

Dar, uzun -20 A uzunlukta, hidrofobik bir ¢ukurdan olusmaktadir. Enzimin orta
kismina yakin bolgede yer alan en dar kismin ¢apmin 4.4 A oldugu saptanmgtir. Aktif
yorede 5 major baglanma bolgesi bulunmaktadir.*

1. Oksanyonik cukur: Glyl18, Gly119, Ala201 aminoasit arti1 tagitmaktadir.

2. Esteratik bolge: Cukurun dip kisminda katalitik iiclii olarak adlandirilan
Ser200-His440-Glu327 aminoasit artig1 bulunmaktadir.

3. Anyonik substrat baglanma boélgesi: Az sayida (-) yiikler, ¢cok sayida
aromatik aminoasit artig1 bulunmaktadir.

4. Selektif aromatik baglanma bdlgesi: Aril substratlarin baglnama yeridir.
Esteratik ve anyonik y6reye yakin bolgede bulunmaktadir.

5. Acil baglanma bélgesi: Asetilkolinin asetil grubunun baglandig1 bolgedir.

10



2.4.4. Alzheimer Hastahiginda Kolinesterazlarin Rolii

Kolinerjik eksikligin klinik tablo ile olan yakin iliskisi nedeniyle asetilkolinin
sinaptik aralikta daha uzun kalmasini saglamak, giiniimiizde hastaligin semptomatik
tedavisinde en sik uygulanan stratejidir. Bu amaca yonelik olarak en fazla kolinesteraz
enzim inhibitdrleri kullamlmaktadir.®®*® AH’ nin ileri dénemlerinde beyin AChE
aktivitesi % 55-67 oraninda azalirken BuChE aktivitesi artmaktadir.?’

Normal kontrollerle karsilastirildiginda AH’ de entorinal kortekste BuChE
glialar, AChE’ ye oranla daha fazladir?® Isik ve elektron mikroskopik incelemeler,
hastaligin patolojik isaretleyicileri olan amiloid plaklar ve ndrofibriler yumaklarda
AChE yam sira BuChE aktivitesinin de asir1 derecede arttigim gostermistir.™” 29.30

Guillozet ve arkadaglarinin 1997 yilinda yaptigi ¢aligmada, AH’ li beyinlerde
noritik plaklarin BuChE aktivitesi gosterdigi buna karsilik, ayni yaslardaki normal
kontrol beyinlerindeki amiloid plaklarin BuChE aktivitesi gostermedikleri bulunmustur.
Bu bulgularla, klinik olarak saptanabilir demans bulgularinin ortaya ¢ikmasindan yillar
once olugsmaya basladig1 diisiiniilen amiloid plaklarin noritik plaklara doniismesinde
BUChE’ nin etkileri oldugu ileri siiriilmektedir.

Bu sonuglar, AH’ nin tedavisinde, AChE’ nin yanisira BuChE’ nin de inhibe
edilmesinin hem beyin asetilkolin miktarint arttirmak hem de diffiz plaklarin noritik
plaklara doniistimiinii engellemek agisindan avantajli olacagini diisiindiirmektedir.**
Nitekim doku kiiltiirlerinde se¢ici BuChE inhibitorlerinin, beyin amiloid yiikii ile
yakindan iligkili olan amiloid prekiirsor proteininin hiicre-i¢i ve hiicre-dis1 diizeylerini
azalttig1 gosterilmistir. Baska c¢alismalarda da ayni ajanlarin uygulanmasinin yash
farelerde yeni bilgi Ogrenmeyi kolaylastirdigt ve asetilkolin diizeyini arttirdigi

saptanmlstlr.16’ 32
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AH’ de patolojik silirecin baslamasin1 engelleyen, klinik belirti ve bulgulari
geriye dondiiren tedavi halen yoktur. Dolayisiyla, hastaligin seyrinde ilimli etkileri
oldugu genel kabul gérmiis olan kolinesteraz inhibitorleri giiniimiizde AH’ nin
semptomatik tedavisinde en yaygin kullanilan ilaglardir. S6z konusu ilaglarin AChE ve

BUChE inhibisyonuna etkileri Tablo 2.1’ de gosterilmistir.'®

Tablo 2.1. Kolinesteraz inhibitorlerinin AChE ve BuChE Inhibisyonuna Etkileri

Ila¢ AChE inhibisyonu BUChE inhibisyonu
Takrin + +
Donepezil + -
Rivastigmin + +
Galantamin + -

Bu ilaglarla yapilan klinik ¢aligmalar birbirlerinden farkli sonuglar vermektedir.
Her iki enzimi de inhibe eden ilaglarin kullanilmasinin hem zihinsel islevler hem de
giinliik yasam aktiviteleri agisindan daha yararli oldugunu ileri siiren c¢aligsmalar
bulundugu gibi** sadece AChE’ yi inhibe eden ilaglarin kullaniminin yeterli geldigini
boylelikle BuChE inhibisyonundan ileri gelen kolinerjik yan etkilerin de olusmadigini
gosteren ¢alismalar da bulunmaktadir.

2.5. Alzheimer Hastahginda Noropatolojik Ozellikler

Alzheimer hastaliina tanisal yaklasimda, 6zellikle son yillarda, arastirmacilarin
elini giiclendiren ¢ok c¢esitli teknolojik arag-gerecler gelistirilmis olmasina karsin, AH’
nin kesin tanisini hasta yasarken koyabilmek olas1 degildir. Kesin tan1 biyopsi/otopsi

materyalinde karakteristik lezyonlarin gosterilmesi ile konulur.

Noron sayisinda azalma, sinaptik kayip, norotik dentritik uzantilarda kiigiilme,
graniilovakiioler dejenerasyon, gliozis, amiloid plaklar ve noérofibriller yumaklar,

giruslarda atrofi, sulkuslarda genislesme yaygin olarak karsilasilan bulgulardlr.34
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2.5.1. Amiloid Plaklar

AP’ lerin temel yapisimi AP peptidi olusturur. AP peptidi, bir ucu hiicre i¢inde
digeri hiicre disinda olmak {izere hiicre zarini1 enlemesine gegen AP prokiirsor proteinin
(ABPP), ¢Oziiniir olmayan pargalaridir. ABPP’ nin islevi yeterince bilinmemektedir.
ABPP metabolizmasi a, B, v sekretaz olmak iizere ii¢ enzim tarafindan gerceklestirilir.
a-sekretazlar AP peptidini orta noktalarindan keserler ve bdylece hiicre disinda,
¢oziinebilir olan APP parcasi ortaya ¢ikarirlar. B ve y sekretazlar tarafindan ortaya ¢ikan
iriinler ise ¢oziiniirliigli olmayan, amiloid plaklarin olusumunda rol oynayan hiicre dis1
pargalardir (Sekil 2.5).

Amiloid plaklarin, icerdikleri AP peptidinin yapisi ve toksisite potansiyeline gore
bazi tiirleri vardir: diffiiz, kompakt ve ndritik plak. Diffiiz plaklar, toksik etkisi ¢ok
sinirli olan ya da olmayan plaklardir. Pre-amiloid plaklar olarak kabul edilirler ve
demans1 olmayan yash bireyler de siklikla bulunurlar. Diffiiz plaklar ¢esitli nedenlerle
(enflamasyon, serbest radikallerin etkisi, oksidatif stres) kompakt plaklara
doniisebilirler. Kompakt plaklar toksik etkilidir ve noron dejenerasyonuna yol acarlar.
Noritik plaklar, dejenere olmus AP peptid igeren dentrit ve akson pargalarindan olusan
ve ¢ogu norofibriller yumak da iceren olusumlardir. Hem kompakt hem de noritik
plaklar AH’ 1i hastalarda yaygin olarak bulunur

Toksik olup olmama potansiyeline bakilmaksizin, plaklar, serebral korteksin
limbik yapilarindan ziyade neokortikal bolgelerinde yerlesme egilimindedirler. Bir diger
ilgi ¢ekici bulgu da, AH ile ilgili genetik mutasyonlarin tiimiiniin, amiloid plak olusum

mekanizmalari ile baglantili olmasidir.**
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Sekil 2.5. Amloid Plaklar

2.5.2. Norofibriler Yumaklar

NFY’ lerin temel yapisim1 fosforilize tau proteinleri olusturmaktadir. Tau,
mikrotiiblillere baglidir ve mikrotiibiillerin stabilizasyonunda, hiicre iskeletinin
biitlinliigliniin korunmasinda, aksonal transportta 6nemli rol oynar. AH siirecinde tau,
gereginden fazla fosforilize olur ve mikrotiibiillere baglanma kapasitesi azalir.
Baglanmayan tau proteini, ¢ift sarmalli lifler halinde hiicre ig¢ine ¢okerek NFY’ lari
olustururlar (Sekil 2.6). Akson ve denrit ¢ikintilarinda bulunan NFY’ lar noropil
iplikler olarak adlandirilirlar. Bu lezyonlarda amiloid plaklar da yer aldiginda ndritik
plak ortaya ¢ikmis olur. Hiicre i¢i olusumlar olan NFY” ler hiicre igine artik sigmayacak
derecede biriktiginde hiicreyi parcalarlar ve hiicre disina yayilirlar. Bunlara hayalet

yumak adi verilir.**
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Sekil 2.6. Norofibril Yumaklar

Goriiniir bir zihinsel islev bozuklugu olmayan, altmis yasini ge¢mis her bireyde
NFY bulunmaktadir. Amiloid plaklarda oldugu gibi NFY” lerin dagilim 6zelliklerinin
kendine 6zgii tarz1 vardir. Bu tarz, ayn1 zamanda, normal yaghliktan AH siirecine gegisi
ve hastaligin klinik olarak erken evreden ileri evreye dogru nasil doniistiiglinii de
yansitmaktadir. Ayni yasta fakat demansi olan bir bireyde NFY sayis1 daima artmistir.
NFY’ larn ilk goriildiikleri yer hafizayla baglantili bolgeleri etkileyen entorinal-
transentorinal korteks bolgesidir. Zamanla beynin diger korteks bolgelerini ve en
sonunda primer motor-duysal alanlar ekseninde yayilirlar. NFY’ larmn, limbik-
paralimbik-heteromodal neokortikal eksende dagilim ozelliklerini sistematik olarak
inceleyen ve bdylece AH’ nin patolojik olarak evrelere ayrilmasini yapan Braak ve
Braak’ tir.*®

Seksen bes otopsi olgusunu glimiis boyama yontemleriyle inceleyen Braak ve
Braak, tiim siireci 6 evreye ayirdilar. Evre I ve II’ nin erken AH’ yi, evre Il ve IV’ nin
orta evre AH’ yi, evre V ve VI’ nin ileri evre AH’ yi temsil ettigini ileri siirmislerdir

(Sekil 2.7).
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Normal Beyin Ik evre Orta evre Son evre

Sekil 2.7. Alzheimer Evreleri

2.6. Alzheimer Hastalig’ nda Metallerin Onemi

Beynin birgok hiicresel siirecinde metal iyonlar gérev almaktadir. Ileri yaslarda
bakir, aliiminyum, demir ve ¢inko gibi metal iyonlarinin beyinde daha yogun miktarda
oldugu belirlenmistir. Bir¢ok calisma gostermektedir ki Alzheimer hastaliginda non
fizyolojik aliiminyum iyonlar1 kadar bakir, ¢inko ve demir biyometalleri de dnemlidir.
Bu calismalara gore AH’ liginda bu metaller AP peptidinin agregasyonunu saglayarak
ve AP tarafindan reaktif oksijen tiirlerinin {retilmesi ile iki farkli sekilde etki
géistermektedir.36

Cu: AH patogenezinde bakirin rolii bircok dnemli ¢alismalarda incelemelere
konu olmustur.®” Bu calismalarda elde edilen en onemli bulgulardan biri beynin
ekstraseliiler boslugunda bakir fazlaliginin oldugu gérﬁlmﬁstﬁr.?’B Lovell ve arkadaglari
tarafindan yapilan caligmalarda 0.2-1.7 pmol konsantrasyonlarda normal beynin
ekstraseliiler siv1 ile karsilastirildiginda amiloid plaklarinda daha yiliksek miktarda bakir
oldugu bulunmustur.®® Bu ekstraseliiler stvida bulunan bakir birikimine AP peptidine
baglanmis olan bakir tarafindan gergeklestirilmis olabilir

Bakir iyonlarinin bir yandan amorf agregatlar1 gelistirdigi bir yandan da bakirin
fibril formlarini indirgedigi iddia edilmektedir.*® Bunun yanisira Ap peptidine bagli Cu,
Cu(Il) nin Cu(l)’ e indirgenmesi yoluyla hidrojen peroksit tiretimi ve fenton reaksiyon
yoluyla ¢ok toksik radikalin farkl tiirleriyle sonuglanabilir. Sonug olarak farkli néronal

Oliimler ve oksidatif strese bagli olay silsilesi meydana gelir.41
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Fe: Demir redoks aktif bir metaldir ve AH patolojosine katkisi hala net
degildir.Yapilan patolojik caligmalarda, AH plaklarinda demir konsantrasyonun
normalin neredeyse 3 kat1 kadar fazla oldugu tespit edilmistir.>®

Ek olarak demirin ndrofibril yumaklarla néronlarda biriktigi bulunmustur.** Fe*
iyonlar1 hiperfosforilize edilmis Tau proteini ile baglanir ve AH’ de ndrofibril

+2,5

yumaklarin olusmasina yol acar. Bu siirec Fe™ nin Fe™® vye indirgenmesi ile
diizeltilebilir.*®

Bununla birlikte, norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde potansiyel ila¢ olarak
kullanilmak iizere kullanilacak selatorlerin, belirli 6zelliklere sahip olmasi gerekir.
Bunlar; diisiik bir molekiil agirligina sahip olmali, kan-beyin bariyerini rahat
gecebilmeli ve Ozellikle bazi metal iyonlar1 hedeflemelidir. Selator bilesik, beyinde
proteinlerde fazla miktarda bulunan metal baglanabilmeli ve ¢oziiniirliigl artirarak fazla
miktardai metalin elimine olmasina olanak saglayabilmelidir. Son olarak, herhangi bir
selator ile yan etkileri azaltilmis ve diisiik toksisiteli bir ilag ile basarili bir tedavi
saglanabilir.36

2.7. Alzheimer Hastalig1 Tedavisinde Farmakolojik Yaklasim

Alzheimer  hastaligmin  patogenez ve  patofizyolojisi tam  olarak
aydinlatilamadigindan, bugiin i¢in yeterli ve tam 6nleyici bir tedavisi bulunmamaktadir.
Alzheimer hastaliginin standart ve etkin bir tedavi protokolii yoktur. Temel sorun néron
kayb1 ve kolinerjik sistemdeki azalmadir. Kolinerjik etkinligin arttirilmasi hastanin
yasam kalitesinde ve hastaligin ilerlemesinde diizelme saglarken néron kaybi geri
dontistiiriilemez. Alzheimer hastaliginda verilen kolinesteraz inhibitorleri mortaliteyi
etkilememekte, ancak hastanin yasam kalitesinde ve hastalik evresinde stabilizasyon

sag”glamaktadlr.43 Hastanin kognitif kapasitesinde bir degisiklik olmamasi ya da azalma

olmasi, tedavi basarisizligi anlamina gelmez. Bu sebeple ilaglara diizenli olarak devam
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edilmelidir. Ileri evre demansta tedavi tartismalidir. Ancak ortaya ¢ikan davranis
bozukluklarinin tedavisine katki agisindan kolinesteraz inhibitolerine devam edilebilir.*®
Alzheimer hastaliginda kullanilan ilag gruplar1 Sekil 2.8’ de gosterildigi sekilde

siniflandirilabilir:

Alzheimer Hastah Tedavisinde Kullanilan Ila¢ Gruplarmimn
Smiflandirilmasi

% Kolinesteraz Inhitorleri

% Metabolik ve Vaskiiler Etkili ; :
flaglar A XD % Biiyiime Faktorleri

Antioksidanlar

Nootropikler

“*Amiloid Olusumunu Etkileyen “wDigerleri
Bilesikler
Metal selatorler
Amiloid beta-peptid agst N ;
MAO inhibitorleri
Sekretaz Inhibitorleri "
NSAIL
Amiloid agregasyon inhibitorleri . .
Ostrojen ve Statinler

Sekil 2.8. Alzheimer Tedavisinde Kullanilan flag Gruplar
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2.7.1. Kolinesteraz inhibitérleri

Alzheimer hastaliginda, 6zellikle serebral korteks ve beyin sapinda kolinerjik
sistemle ilgili ndrotransmisyon yetmezligi, hastaligin patogenezini ve tedavi hedeflerini
belirlemektedir. Bu kolinerjik yetmezlik sonucunda amiloid plaklar ve ndérofibriler
yumaklar olugmaktadir. Kolinerjik sistem fonksiyonlarinin arttirilmast  onemli
diizelmeler saglamaktadir. Kolinesteraz inhibitorleri, asetilkolinin intrasinaptik
yikilimin1 geciktirmekte ve etkisini uzatmaktadir. Ayrica, muskarinik ve nikotinik
etkilerle toksik amiloid prekiirsor olusumunu azaltir, biiyiime faktorlerinin sentezini

4, 4 Kolinesteraz inhibitdrlerinin etkinligi,

arttirir, noronal dejenerasyonu azaltirlar.
saglam kolinerjik ndéronlarin varligina baglidir, bu sebeple tedaviye miimkiin oldugunca
erken baslanmalidir ve tedavi araliksiz siirdiiriilmelidir. Bu grup ilaglarin en sik yan
etkileri gastrointestinal sisteme aittir.

Takrin

Takrin, 1960’ larda siiksinilkolinin olusturdugu ¢izgili kas felcini uzatmak igin
kullanilmis olan bir ilagtir. Kan-beyin engelini geger, eliminasyon yarilanma Omrii
plazmada 3 saat olmasina ragmen beyinde bu siire beklenenden uzundur.
Asetilkolinesteraz ve butilkolinesterazin geri doniisiimlii, kompetitif inhibitoriidiir.
Deneysel c¢alismalarda serotonin, noradrenalin ve dopamin saliverilmesi ve
dontistimiint de arttirdig1 gosterilmistir. Hafif ve orta siddette Alzheimer olgularinda %
15-30 aras1 diizelme yaptig1, ilerlemis olgularda yeterli etki géstermedigi saptanmustir.

Sitokrom P450 ile aktif metabolite doniisen takrinin kolinerjik yan etkiler disinda
hepatotoksisitesi nedeniyle kullanimi sinirli kalmis, hastalara ancak tolere edebildikleri
siirece Verilmistir.46 Takrin, ilag-ilag etkilesmeleri ve ilag-besin etkilesmelerinde sebep

oldugu 6nemli yan etkileri nedeniyle kullanimi kisithh kalmis olup yerine yeni

kolinesteraz inhibitdrleri gelistirilmeye baglanmastir.
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Sekil 2.9. Takrin: [1,2,3,4-Tetrahidroakridin-9-amin]
Galantamin
Galantamin, ¢ok yeni olarak tanimlanmuis, geri doniistimlii, kompetitif ve selektif
kolinesteraz inhibitoriidiir. Bunun yani sira nikotinik reseptorleri allosterik olarak
modiile ettigi bildirilmistir.*" Bu iki yonlii etki galantaminin, mevcut ilaglardan yarar

gérmeyen Alzheimer hastalarinda, kullanimini ¢ekici hale getirmis‘[ir.48

N
S
N
0

H

Sekil 2.10. Galantamin: (4aS,6R,8aS)-5,6,9,10,11,12-Hekzahidro-3-metoksi-11-metil-
4aH- [1]benzofuro[3a,3,2-ef] [2] benzazepin- 6-ol

Metrifonat

Nonselektif, uzun etkili geri doniisiimsiiz kolinesteraz inhibitorlerindendir.
Antihelmintik etkilidir.  Gilinde tek doz verilebilir. Kas gligsiizliigii yapar. Geri
dontisiimsiiz ~ kolinesteraz  inhibitorleri, yan  etkileri nedeniyle tedavide
kullanilmamaktadir. Bu sebeplerle Alzheimer hastaligi patogenezindeki kolinerjik
sistemdeki azalmaya etkili tek ilag grubu olan kolinesteraz inhibitdrlerinden, sadece

donepezil ve rivastigmin {ilkemizde kullanimdadir.*®
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Sekil 2.11. Metrifonat: Dimetil (2,2,2-trikloro-1-hidroksietil) fosfonat

Donepezil

Geri dontigimlii spesifik asetilkolinesteraz inhibitoriidiir. Hepatotoksik yan
etkilerinin olmamasi, kolinesteraz inhibitdrleri arasinda en az yan etkili ilag olusu ve
giinde tek doz kullanim olanagi, ilacin en Onemli awan‘[ajlarldlr.49 Akrin bagl
kolinesteraz inhibitorlerinin aksine piperedine baglidir ve hepatotoksik yan etkisi
yoktur.  Kognitif  fonksiyonlarda % 50-70 diizelme oldugu gosterilmistir.
Asetilkolinesteraz inhibisyonu olmadigi i¢in yan etkileri belirgin olarak azdir. Hafif ve
orta evre Alzheimer hastaliginda tercih edilirken, ileri evre demansta da limbik sisteme
olan etkileri ile davranis bozukluklari iizerine olumlu etkileri vardir.>® Nadir yan etkileri

arasinda bulanti, kusma, uykusuzluk, yorgunluk hissi vardir.®®

CHg

JD&@

Sekil 2.12. Donepezil: 2-[(1-Benzil-4-piperidil)metil]- 5,6-dimetoksi-2,3-dihidroinden-
1-on
Rivastigmin tartarat
Asetilkolinesteraz ve butilkolinesteraz: birlikte inhibe eder. Butilkolinesteraz
artis1 ile amiloid plaklarin olusumu ve Alzheimer hastaligi riski artis1 arasinda
korelasyon vardir. Istah, haliisinasyonlar, huzursuzluk, &fori, gece problemleri gibi
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davranis bozukluklaria diger kolinesterazlar gibi etkisi vardir.** Kognitif kapasiteye
etkisi, genel olarak % 30-50 diizelme yoniindedir.** Kognitif kapasiteye etkisi, genel
olarak % 30-50 diizelme yoniindedir.®® Gastrointestinal yan etkiler, doz arttirimi

gerekliligi sebebiyle donepezile gore daha fazladir.

CH CH-

Sekil 2.13. Rivastigmin: 3-[1-(Dimetilamino)etil]fenil N-etil-N-metilkarbamat

Fizostigmin

Alzheimer hastaliginda ilk olarak intraven6z veya oral fizostigmin denenmistir.
Fizostigmin, bir alkaloit olup salisilat ve siilfat tuzlar1 kullanilir. Sudaki soliisyonu
oldukca dayaniksizdir. Mide-barsak kanalindan ve tiim mukozalardan kolaylikla
absorbe edilir. Viicutta hidroliz suretiyle ¢cabuk inaktivasyona ugrar. Lipofilik olmasi
nedeniyle, santral sinir sistemine (SSS) girebilen bir ilagtir. SSS ve periferik sinir
sistemindeki kolinerjik sinapslarda asetilkolinesteraz enzimini geri doniisiimlii olarak
bloke ederek kolinerjik transmisyonu arttirir.

Fizostigmin, asetilkolin prekiirsorleri ile birlikte demans tedavisinde
kullanildiginda, bellek ve davranista istatistiksel olarak anlamli iyilesme saglamis,
ancak bu bulgular tekrarlanamamis ve hastalarin klinik iyilesmesinde bir gelisim

gbzlenememistir.”*
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Sekil 2.14. Fizostigmin: 1,2,3,3a,8,8a-Hekzahidro-1,3a,8-trimetilpirolo[2,3-b]indol-5-ol

Fenserin

Fenserin, fizostigminin fenilkarbamat tiirevi olup, fizostigmin ve takrine gore
toksisitesi daha azdir. Cabuk absorbe olur ve beynin kolinerjik fonksiyonunda uzun
siireli uyar1 yapar. Asetilkolinesteraz enzimi {izerindeki inhibe edici etkisini,
metabolitleri eserolin ve noreserolinin  4-hidroksifenilkarbamat tiirevleri ile
gostermektedir. Fenserinin bir diger o6zelligi de; asetilkolinesteraz inhibisyonu
yapmasinin yaninda, Alzheimer hastaliginin olusma mekanizmalarindan biri olarak
kabul edilen B-amiloid plak olusumunda rol oynayan B-amiloid prekiirsér proteinini

azaltmasidir.>® %

H3C

ZT

CHa
Sekil 2.15. Fenserin: Fenil-karbamik asit-1,3a,8-trimetil-1,2,3,3a,8,8a-
hekzahidropirolo[2,3-b]-indol-5-il] ester
Eptastigmin
Eptastigmin, uzun etki siireli, olduk¢a potent yeni bir kolinesteraz inhibitoriidiir.

Plasebo kontrollii Alzheimer tanis1 konulan 349 hasta iizerinde yapilan bir ¢alismada,
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tedavi sonrasi hastalarin bu ilaci iyi tolere ettigi ve kognitif performansda pozitif yonde
bir gelisme oldugu gésterilmistir.53
Ancak bu ilacin kolinerjik yan etkileri yan1 sira ndtropeni yaptigi ve hematoloji

yan etkilerinin olmasi bu ilacin kullanimini kisitlamastir.

H5;C

N
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S
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Sekil 2.16. Eptastigmin: Heptil-karbamik asit 1,3a,8-trimetil-1,2,3,3a,8,8a-hekzahidro-
pirolo[2,3-b]indol-5-il ester

Ganstigmin

Ganstigmin AH tedavisi i¢in gelistirilen yeni ¢ikmis oral olarak aktif secici
AChE inhibitoriidiir. Biitilkolinesteraza kiyasla bu bilesik AChE enzimine kars1 115 kat
daha giigliidiir. Ayrca bilesik periferik AChE inhibisyonundan ziyade merkezi AChE

inhibisyonu i¢in daha seg:icidir.54

CHs;

Sekil 2.17. Ganstigmin: 2-Etilfenil-karbamik asit-2,4a,9-trimetil-2,3,4,4a,9,9a-
hekzahidro-1-oksa-2,9-diaza-fluoren-6-il-ester
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Memantin

Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ilag Dairesi “Food and Drug
Administration” tarafindan Alzheimer hastalig1 tedavisi i¢in onay verilen son ajan olan
memantin, glutaminerjik eksitotoksisiteyi Onleyerek oOzellikle hipokampal ndronlar
tizerinde noroprotektif etkisiyle Alzheimer hastaliginda semptomatik diizelme
saglayabilir. Beyindeki ana norotransmiter olan glutamatin tiim beyin néronlarin % 70’
inde reseptorii bulunur ve memantin bir glutamat reseptorii olan N-metil-D-aspartat
antagonistidir. Glutamaterjik iletideki degisiklik bellek ve 6grenme igin belirlenmis en
iyi modeldir. Asir1 aktivasyonu néronal hiicre 6liimiine neden olur. Buna Alzheimer
hastaliginda biriken amiloid-B' nin glutamat alimini azaltarak, salinimini arttirarak ve
glutamat reseptdr aktivitelerini etkileyerek neden oldugu diisiiniilmektedir.>

Ik olarak diyabetli hastalarda kullanilan memantin, daha sonraki ¢alismalarda
ilag, hayvan modellerinde kognisyon ve 6grenme {lizerinde pozitif etkileri oldugu
gosterilmesinden sonra, son 15 yildir, 6zellikle Alzheimer hastaligi olmak {izere bir¢cok
demans tiirli tizerinde etkinligi calisilmistir. Calismalarda dikkat ¢eken husus yiiksek
etkinligin yaninda oldukgca diisiik oranlarda goriilen yan etkilerdir. Tiim bu ¢alismalarin
sonucu olarak memantin 2002 yilinda FDA tarafindan orta-ileri evre Alzheimer

hastalig1 tedavisinde ruhsatlandiriimugtir.>®

NH»>

.ull[//CH3
CHa

Sekil 2.18. Memantin: 3,5-Dimetiladamantan-1-amin
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Neostigmin
Neostigmin belli bir kas hastalig1 olan miyasteniya gravis hastaliginda kullanilir.
Alzheimer hastaliginda asetilkolin hidrolizini durdurarak kolinerjik etkiyi artirmasi
Ozelliginden faydalanilarak kullanilabilir. Oral biyoyaralanimi iyidir ve kan beyin
engelini kolayca geg:er.57
HsC CHg

\N

HaC—__\ |

@) N
: T
HsC
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Sekil 2.19. Neostigmin:3-{[(Dimetilamino)karbonil]oksi}-N,N,N-
trimetilbenzenaminyum

Ambenonyum klorit

Ambenonyum miyasteniya gravis hastaliginda asetilkolinesteraz ile yarigmali
inhibisyona girerek asetilkolini hidrolize eden bir bilesiktir. Asetilkolinesteraz
inhibitorii olan ambenoniyum kloriir yapisinda bulunan kuaterner amonyum yapisi
yiziinden kan beyin engelini ¢ok zor gectiginden Alzheimer hastaliginda
kullanilamamistir. Alzheimer hastaliginda yeni bilesiklerin degerlendirilmesinde in
vitro ¢alismalarda AChE ve BuChE’ a karsi etkinliginin Slgiilmesinde bir parametre

olarak kullanilmigtir.>®
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Sekil 2.20. Ambenonyum Kklorit: 2,2°-[(1,2-Dioksoetan-1,2-diil)diimino]bis[N-(2-
klorobenzil)-N,N-dietiletanaminyum]
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2.7.2. Metabolik ve Vaskiiler Etkili Ilaclar

Antioksidan laclar

Amiloid beta-proteini, serbest radikal olusumuna yol agar. Serbest radikal
birikimi ve lipid peroksidasyonu ile noron hasar1 gercgeklesir. Antioksidan ilaglar
amiloid proteinin toksisitesini azaltir. Serbest radikal antagonistleri (propentofilin,
pentoksifilin, ginkgobiloba ekstreleri), L-carnitine (mitokondrilerde uzun zincirli yag
asitlerinin birikimini azaltir), vitamin E ve vitamin C bu amagla kullanilabilir. Vitamin
E’ nin Alzheimer hastalig1 progresyonunu yavaslattigr bildirilmistir.*> Vitamin E ve C’
nin vaskiiler demansta etkileri daha belirgindir.

Ginkgobiloba ekstrelerinin Alzheimer hastaliginda kullanilmalar1 ile kognitif
diizelme oldugu gosterilmistir. Vaskiiler demans ve Alzheimer birlikteliginde etkileri
daha belirgindir.>®

Etki mekanizmalar1; kolinerjik ve seratonerjik sisteme etki, antioksidan etkiler,
platekelet agregasyonunun inhibisyonu, serebral hiicrelerin glikoz kullaniminin artmasi
ile olur.?® Ozellikle kolinesteraz inhibitdrleri ile birlikte kullanmm 6nerilmektedir.
Alzheimer hastaliginda tek basina kullanimlar1 uygun degildir.61

Pentoksifilin; antioksidan etkili, vazodilatasyon yapan, hipokampiisteki ndron

hasarini azalttig1 gosterilmis bir fosfodiesteraz inhibitoriidiir.

' CMN O IH3
3 )\ ‘ N/>
o]

CHj

Sekil 2.21. Pentoksifilin: 3,7-Dimetil-1-(5-okzo-hekzil)-3,7-dihidro-1H piirin-2,6-dion

27



2.7.3. Bilyiime Faktorleri

Sinir Biiyiime Faktorii (NGF)

Intratekal ve nazal sprey formlar1 vardir. Kullanimi zor, pahali ve etkileri
tartismalidir. Beyinde kolinerjik sistemi aktive eder. idebenon ve propentofilin gibi
ilaglar NGF’ yi stimiile ederek kognitif kapasitede diizelme saglayabilir. Ancak
calismalar kisithdir.

2.7.4. Amiloid Olusumunu Engelleyen ilaglar

Antiamiloid Strateji ve Alzheimer Asisi

Nérotik plaklar amiloid proteinlerinden olusur. Onciil madde olan amiloid
prekiirsor proteinlerinden, sekretaz enzimleri aracilifi ile amiloid protein olusur. Beta
ve gama sekretazlarin amiloid birikimi ve yikimi ile ilgili aktiviteyi azalttig
bilinmektedir.> Ayrica, apolipoprotein E; analogu maddelerin gelistirilmesi ile olusacak
ilaclar gelecekte tedavide kullanilabilir. AB42 proteinine karsi gelistirilen antikorlar
araciligi ile olusturulan Alzheimer asisinin ensefalit yapmasi sebebi ile as1 ¢aligmalarina
2001 yilinda ara verilmistir. Ancak giderek daha sik goriilen bir saglik sorunu haline
gelen demansin 6nlenmesine yonelik as1 ¢aligmalarinin siirmesi beklenmektedir.

B, 0, v -Sekretaz Inhibitorleri

Alzheimer hastaligini tedavi etmek veya olusumunu engellemek igin, AB42’° nin
neden oldugu amiloid plak olusumunu inhibe etmek ya da azaltmak en temel
yaklasimdir. Cokmek suretiyle plak olusumuna neden olan A peptit sentezinde rol alan
sekretaz enzimlerini inhibe etmek iizerine ¢aligmalar yapllmlstlr.62 APP’ nin AP
bolgesinde [ sekretaz enzim aktivitesini inhibe eden ¢esitli aspartil proteaz katalizorii
maddeler yapilmigtir. Bunlar genelikle aspartatlari kataliz eden iki hidroksietil grubu

igeren statin benzeri bilesiklerdir. Bu grup bilesiklerle hastaligin patogenezinde rol alan
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AP sentezi, baslangic doneminde inhibe edilmis olur. Ancak bu tiir bilesiklerin
membrandan gegisi zaylftlr.63

Amiloid Agregasyon Inhibitorleri

Mutasyona bagli olusan AP’ larin fibrillerde ve oligomerlerde birikmesini veya
toplanmasini durdurmak, noérotik plaklarin olusmasini engellemektedir. Bazi kritik
konsatrasyonlarda AP’ lar soliisyon igerisinde stabil olarak kalmamakta ve
<;6kmek‘[edir.64

Kolilamit PP1 368, D-peptid PP1 1019 ve L-peptid iAB5p bilesiklerinin yapilari
in vitro deneyler sonucunda fibril olusumunu engelledigi ve bdylece AP ¢dkmesini
onledigi bulunmustur. Alzheimer hastaliginin tedavisinde katkist olabilecegi

dﬁsﬁnﬁlmektedir.65

2.7.5. Digerleri

Metal Selatorleri

Beyinde biriken metal iyonlar1 AP agregasyonuna sebep olarak Alzheimer
hastaliginin olusumuna yol agar. Alzheimer hastalifina beyinde biriken bu metalleri
uzaklagtirmak amaciyla metal selatorler kullanilabilir. Bu amacla dezferroksamin ve
kliokinol isimli metal selatorler kullanilmistir. Metal iyonlarmin azaltilmasi veya
uzaklastirilmasi beyinde Af birikimini azaltarak hastaligin ilerlemesini yavaslatmistir.

MAO-B Inhibitorleri

Alzheimer hastaliginda beyin MAO-B aktivisinde, 06zellikle hipokampiiste
belirgin artis oldugu tespit edilmistir. Bu enzim ile oksidatif hasarin arttirildig
distiniilmektedir.  Selegilin  gibi MAO-B inhibitorleri  Alzheimer tedavisinde

denenmistir.
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Sekil 2.22. Selegilin: N-Metil-N-(1-fenilpropan-2-il)prop-1-in-3-amin

Antienflamatuvar Ilaclar

Amiloid proteinine bagli hasarin enflamasyon araciligit ile oldugu
diisiniilmektedir. Norodejenerasyona yol agan inflamatuar mekanizmalar kompleman
aktivasyonu, mitokondri aktivasyonu, sitokin reaksiyonlari seklindedir. Norotik plaklar
beta-amiloidden ve bir¢ok enflamasyon iiriiniinden olusmaktadir. Bu enflamatuvar
mediatorler, amiloid plagi ¢6ziinmez ve kompakt bir hale getirirler. C-reaktif protein ve
antikimotripsin gibi akut faz reaktanlar1 Alzheimer hastalarinda yiiksek bulunmustur.®
Antikimotripsin amiloid proteinin en onemli bilesenidir. Steroid ya da NSAI
kullananlarda Alzheimer hastalifinin daha az goriildiigi gésterilmistir.G7 Indometazin
bu amagla 6nceki yillarda siklikla demans tedavisinde kullanilmig ancak belirgin yan

etkileri nedeni ile kullanimi azalmlstlr.68

(0]
Cl
N
CH3
o J

0]

Sekil 2.23. indometazin: (1-(4-Klorobenzoil)-5-metoksi-2-metil-1H-indol-3-il)-asetik
asit
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Ostrojen

Ostrojenin  Alzheimer hastaligindan koruyucu etkisinin oldugunu gosteren
calismalar vardir.®® Ostrojen sinir bilyiime faktdriinii arttirir, amiloid metabolizmasinda
rolii ve antioksidan etkileri vardir. Ostrojenin beta-amiloid peptid birikimini
azaltabilecegi in vitro ortamda gosterilmistir. Halen Gstrojenin Alzheimer hastaligini

Onleyici etkilerini inceleyen uzun siireli caligmalar stirmektedir.

HO

Sekil 2.24. Ostrojen: 13-Metil-7,8,9,11,12,13,14,15,16,17-dekahidro-6H-
siklopenta[a]fenantren-3,17-diol
Statinler
Son yillarda hiperlipidemi igin statin kullanan hastalarda, ila¢ kullanmayanlara
ve normolipidemik kisilere gore demans riskinin daha az oldugunu bildiren yayinlar
vardir.”® Statinlerle tetiklenen kolestrol diizeyindeki azalma, APP metabolizmasini
degiistirdigi ve AP’ nin lretimin azalttigi distiniilmektedir. Statinlerin demanstaki

koruyucu ve tedavi edici yonleri konusunda ¢alismalar siirmektedir. &
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H3C

Sekil 2.25. Simvastatin: 1S,3R,7S,8S,8aR)-8-{2-[(2R,4R)-4-Hidroksi-6-oksotetrahidro-
2H-piran-2-il]etil}-3,7-dimetil-1,2,3,7,8,8a-hekzahidronaftalen-1-il 2,2-dimetilbutanoat

2.8. Enzim Kinetigi

Enzim kinetigi, enzimler tarafindan katalizlenen kimyasal reaksiyonlarin
bilimidir. Enzim kinetiginde reaksiyon hizi olgiiliir ve reaksiyon sartlarini degistirmenin
etkisi arastirilir. Bir enzimin kinetiginin bu sekilde c¢alisilmasit enzimin katalitik
mekanizmasini, metabolizmadaki roliinii, aktivitesinin nasil kontrol edildigini ve bir ilag
veya zehrin enzimi nasil inhibe edebilecegini ortaya koyabilir.

Enzim o6l¢iimleri; enzim reaksiyonunun hizini dlgen laboratuvar yontemleridir.
Enzimler katalizledikleri reaksiyonlar tarafindan tiiketilmedigi i¢in, enzim dl¢limlerinde
reaksiyon hizimi takip etmek igin genelde ya substrat konsantrasyonu ya da iiriin
konsantrasyonu izlenir. Olgiim igin spektrofotometrik ve radyometrik dlgiimler gibi pek
cok yontem vardir.?

Bir enzim 6l¢iimii i¢in bir ilerleme egrisi 6rnegi Sekil 2.26° te gosterilmistir.
Enzim, reaksiyonun baglamasinda sonra kisa bir siire i¢in dogrusal sekilde {iriin
meydana getirir. Reaksiyon ilerledik¢e ve substrat tiiketildikce, hizi substrat doyum
seviyesinde olmadig siirece gittikge azalir. Ik ve en yiiksek hizi dlgmek icin, enzim
Ol¢timleri tipik olarak substratin sadece yiizde birkag tiiketilene kadar yapilir. Bu ilk hiz

doneminin uzunlugu Ol¢lim sartlarina baglhidir ve milisaniyelerden saatlere kadar
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degisebilir. Ancak, sivilarin ¢ok hizli kargsmasini saglayan araglar, bir saniyeden kisa

siirelerde ilk hizlarin 8lgiilebilmesini olanak verir.?

Uran

Zaman —

Sekil 2.26. Bir Enzim Reaksiyonu Igin ilerleme Egrisi

Enzim kinetiginin arastirilmasi iki temel nedenden dolay1 dnemlidir. Birincisi,
enzimlerin nasil galistigmin anlagilmasim saglar. Ikincisi, enzimlerin organizmalarda
nasil davrandigini 6ngérmeye yardimci olur.”

2.9. Kimyasal Reaksiyonlarda Kullamlan Sentez Yontemleri

2.9.1. Konvansiyonel (Klasik) Sentez Reaksiyonlari

Harici bir 1s1 kaynagi (6rnegin; yag ve su banyolar1, manyetik 1sitici-karistiricilar
v.b.) kullanilarak geleneksel olarak olarak gergeklestirilen organik sentez yontemleridir.
Bu yontemlerde sisteme enerji transfer etmek nispeten daha yavas, dolayisiyla uzun
stireli, enerji sarfi bakimindan maliyetli ve diislik verimli olabilmektedir. Cilinkii 1sinin
sisteme etki etmesi kullanilan 1s1 kaynagi ve cesitli metaryellerin 1s1 iletkenligine
baghdir. Negatif yonleri olmasia ragmen, giinlimiiz sentez kimyasinda reaksiyonlarin
bliyiilk cogunlugunun konvansiyonel 1sitma yontemleri kullanilarak yapildig:

gozlenmektedir.
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2.9.2. Mikrodalga Isima Destekli Sentez Reaksiyonlari

Organik sentezlerde ama¢ uygun sartlarda uygun iiriinlerle reaksiyonlarin
optimizasyonudur. Bir¢ok reaksiyonda bir veya birden fazla uzun periyotlarda ki 1sitma
islemi optmizasyonu zor ve zaman alici hale getirmektedir. Bu yiizden mikrodalga
yardimli 1sitma ile yapilan sentezlerin sonuglari bu yontemin ilag kimyasi i¢in ¢ok
degerli bir teknoloji oldugunu gostermektedir.

Mikrodalganin organik reaksiyonlar kullanilmasi 1980 lerin ortalarindan sonra
olmustur. ilk sonuglar 1986’ da Richard Gedye ve bir grup bilim adami tarafindan
verilmistir. Yapilan sentezlerin sonucunda mikrodalga enerjisi ile 1sitmada sentez i¢in
kullanilan ¢6ziiciilerin ¢abuk ve asir1 1sinmasi patlamalara neden olmustur. Bu nedenle
1990’ 1 yillarda baz1 bilimsel gruplar ¢oziiciisiiz reaksiyonlar1 denemeye baglamistir.”

Benzamit’in hidrolizi, mikrodalga destekli organik sentezin yaymlanmis ilk
ornegidir. Buna gore benzamit konvansiyonel yontemle 1 saatte % 90 oraninda hidroliz
olurken mikrodalga ile 1sitmada 10 dk’ da % 99 oraninda hidroliz olmustur.

Mikrodalga 1sitma ile yapilan kimyasal sentezlerde reaksiyon siireleri giinler ve
saatlerden dakikalara hatta saniyelere kadar azalma géstermistir.73

a. Mikrodalga Sentez Yonteminin Avantajlar

e Islem hiz1 klasik metotlardan daha hizlidir.

e Kimyasal maddeleri direkt olarak sitir.

e Karigimlarda segici 1sitma saglar.

e Mikrodalga ekipmanlar1 otomatik sistemlerle kolaylikla adapte edilebilir ve gii¢
seviyesi elektronik olarak goriilebilir.

e Klasik 1sitmanin aksine, sicaklik gradyeni iireten voliimetrik bir islemdir.
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Kayip faktorii sicaklik belirli bir kritik sicakliga ulastigi zaman hizla yiikselir ve
bu durum mikrodalga ile isitilan maddenin sicaklifinda ani bir yiikselme
meydana getirir.

Isitma dogrudan ve merkezdendir.

Enerji elekromanyetik dalgalarla tasindigindan ortamda enerji kayb1 meydana
gelmez, maddede sicaklik gradienti minimum olur.

Enerji maddenin i¢ine kadar niifuz ederek endiistriyel islemin daha aktif ve hizli
yapilmasini saglar.

Sistemler kolaylikla otomatize edilebilir.

Uzaktan etki yapar, enerjiyi malzemeye tasityan dogrudan bir ara¢ bulunmaz.
Kullanilan ortamda kirlenme olmadigindan sistemin daha saglikli ve temiz
olarak kullanilabilmesini ve sistemlerin kesikli ve siirekli olacak sekilde esnek
olarak uygulanabilmesini saglar.

b. Mikrodalga Reaksiyon Teknikleri

Geleneksel olarak organik sentezler harici bir 1s1 kaynagr yardimiyla

gerceklestirilir. Bu yontem sisteme enerji transfer etmek icin nisbeten yavas, az verimli,

diisiik etkili bir yontemdir. Zira, 1sinin niifuz etme derecesi kullanilan cesitli

materyallerin iletkenligine baglidir. Bu yolla 1sitmada reaksiyon kabinin sicakligi,

reaksiyon igeriginden daha fazladir. Bu durum etkili i¢ 1sitmanin miimkiin oldugu

mikrodalga 1s1ma metodundan farklidir. Mikrodalga 1s1ma metodunda mikrodalga

enerjisi reaksiyon ortamindaki molekiillerle direkt etkilesir. Mikrodalga yonteminde

kullanilan reaksiyon kaplar1 mikrodalga enerjisini gecirir ve bu durum inverted sicaklik

gradyamim etkiler.”
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Coziiciisiiz Reaksiyonlar

Bu reaksiyonlarda reaktifler ya mikro dalga geciren bir maddeyle (silika,
aliimina, kalay) sarilir ya da giiclii adsorbe edici 6zelligi olan inorganik bir destek
kullanilir. Ozellikle ilk yillarda bu teknoloji evde bulunan mikrodalga firinlarla giivenli
bir sekilde uygulanmlstlr.73

Coziiclisliz uygulamalara ek olarak faz transfer katalizi (PTC) kosullar1 da
mikrododalga destekli organik sentez tekniklerinde yaygin olarak kullanilir. Faz transfer
katalizlerinde reaktantlar ik ayr1 fazda bulunur. Bunlar sivi-siv1 veya sivi-kati olabilir.
Sivi-stivi PTC’ de fazlar birbiri i¢inde ¢oziinmediginden, iyonik reaktifler sulu fazda
¢oziinmiis halde bulunurken, substrattan kalanlar organik fazdadir. Ote yandan kati-sivi
PTC’ de iyonik reaktifler organik ortamda siispansiyon halinde kat1 halde kalabilirler.
Sulu veya kat1 fazdan organik faza anyonlarin transferi faz transfer kopleks ajanlarinin
gorevidir. Organik sentezlerdeki bu transferler genellikle atmosferik basingta ve acik
kaplarda gerg:eklestirilir.73

Coziicillii Reaksiyonlar

Mikrodalga sentezlerde organik ¢diiciilerin kullanimindan bagka su veya iyonik
stvilarin kullanimti son yillarda daha popiiler hale gelmistir.73

Genellikle 100 °C ve altinda gerceklesen reaksiyonlar i¢in ¢oziicli olarak su
kullanilir. Mikrodalga sentezler i¢in sicakligin 150-300 °C oldugu subkritik alanlarda
su Ozellikle dikkat ¢ekmektedir. Dielektrik sabiti su i¢in 25 °C’ de 78 iken, 300 °C’ de
20> dir. Ikinci sicakliktaki deger suyun, organik ¢oziiciilerden asetonun oda
sicakligindaki 6zellikleri ile benzerlik gosterir. Bu ylizden yiiksek sicakliklarda psddo
organik ¢oziicliler gibi davranan su, bazi organik substratlarin ¢éziinmesine izin verir.

Ayrica ¢evreye de zararli olmadigindan organik ¢oziiciilere gére daha avantajhdlr.73
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Iyonlarin tamamen olusumunu saglayan oda sicakligindaki iyonik sivilar
¢oOziiciilerin yeni bir sinifidir. Baz1 durumlarda onlar da reaktif olarak kullanilmaktadir.
Iyonik sivilar, organik ¢éziiciilerle karsilastirilamayacak derecede diisiik miktarda buhar
basincina sahiptir. Olusan organik iiriinler kolayca temizlenmektedir. Iyonik sivilar geri
donilistim oOzelligine sahiptir ve genis bir sicaklik araliginda tutusmama oOzelligi
oldugundan kullanimi kolaylastirir. Mikrodalga kimyasi agisindan onemli olan nokta
yiiksek polariteleri, katyon ve anyon gibi degiskenlere bagl olarak belirli uygulamalar
icin ayarlanabilir olmasidir.”

Iyonik sivilar mikrodalga aracili iyonik kondiiksiyon mekanizmalar1 ile yiiksek
verimli olarak etkilesirler. Onemli bir miktarda basing birikmesi olmadan hizli bir
sekilde 10 °C’ yi asan miktarlarda sicaklik artis1 saglarlar. Boylece kapali kaplarda
1sinma sonucu gerceklesen basing artiglart nedeniyle olusan giivenlik sorunlari
minimuma iner. Bu metot diger yontemlerle karsilagtirildiginda organik atik miktarin

en aza indirir ve reaksiyon siiresi azalir.”
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Sentez Calismalari

3.1.1. Sentez Calismalarinda Kullanilan Kimyasallar

Bilesiklerin sentezinde kullanilan 3-etilanilin, 3-fenetidin, 3-iyodoanilin, 3-
bromoanilin, 3-kloroanilin, 3-floroanilin, m-toluidin, m-anisidin, 3-triflorometilanilin,
tetrabiitil amonyum bromiir (TBAB), potasyum karbonat (K,COj3), trietilamin (TEA),
benzilkloriir, p-metilbenzilkloriir kimyasal maddeler Sigma-Aldrich firmasindan temin
edilmistir.

3.1.2. Sentez Cahismalarinda Kullanilan Yo6ntemler

Kromatografik Analizler

Sentez calismalar1 sirasinda tepkimeyi izlemek ve sentezlenen bilesiklerin
safliklarin1 kontrol etmek amaciyla ince tabaka kromatografisinden (I.T.K) yararlanildi.
L.T.K. icin 0.25 mm kalinliktaki silikajel 60 HF 254 (Merck Art 5715) hazir kromatografi
plaklar1 kullanildi. Kromotografi islemi oda sicakliginda yapildi ve siiriikleme islemi
kromatografi tankinin ¢oziicii buharlariyla doyurulmasindan sonra gergeklestirildi.
Siiriikleme isleminden sonra agik havada kurutulan plaklar {izerindeki lekelerin
belirlenmesinde 254 nm dalga boyundaki UV i1s18indan faydalanildi. Saflagtirma
islemlerinde kullanilan siitun kromotografisi yonteminde adsorban olarak silikajel 60
(0.063- 0.2 mm) kullanildi.

Spektral Analizler

Bilesiklerin UV spektrumlari, etanol c¢ozeltileri halinde 1 cm’ lik kuvartz
kiivetlerde Thermo Electron Hekios (o) (UVA114903, England) spektrofotometresinde
kaydedildi. Bilesiklerin 'H-NMR spektrumlart ve ¥3C-NMR spektrumlar1 400 (100)
MHz on a Varian spektrometresinde (Danbury, USA) Détorokloroform (CDCls)’ de

coziilerek alindi. Bilesiklerin kiitle spektrumlar1 pozitif (+) elektron sprey iyonizasyon
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yontemiyle (LC-MS) VG Waters Micromass ZQ (USA) spektrometresinde alinmstir.
Erime Noktas1 Tayinleri
Bilesiklerin erime dereceleri Electrothermal 9100 (USA) marka erime derecesi
tayini cihazi kullanilarak tespit edildi.
3.1.3. m-Siibstitiie Benzanilin Tiirevi Bilesiklerin Genel Sentez Yontemi (1a-5)

Meta-siibstitiie anilin (10 mmol), benzil kloriir veya p-metilbenzil kloriir (5
mmol) iizerine K,CO3; (6.25 mmol) ve TBAB (1 mmol) ilave edilerek bir baget
yardimiyla iyice karigtirildiktan sonra 150 W, 120 °C kosullarinda 5 dakika boyunca
mikrodalga 1gimaya tabi tutuldu. Ardindan karigim diklorometan (CH,Cl,) ile birkag
kez iyice karistirllmak suretiyle yikandi. Coziicli evaporator yardimiyla uzaklastirildi.
Bilesikler, hareketli faz olarak hekzan/etilasetat (9:1) ¢6ziicii karisiminin kullanildig
kolon kromatografisi (SiO,) yontemiyle saflastirildi. 1a-s bilesiklerinin sentezi Sekil
3.1’ de gosterilmistir.

3.1.4. Biit-2-endioik asit bis-(4-siibstitiie benzil-3-siibstitiie fenil-amit)
Tiirevi Bilesiklerin Genel Sentez Yontemi (2a-S)

Meta-siibstitiie benzanilin bilesigi (2 ekivalan) ve trietilamin’ in (TEA) (1
ekivalan) etilasetat (5 ml) igindeki ¢dzeltisi buz banyosu yardimiyla 0-5 °C’ ye kadar
sogutuldu. Bu karigima fumaril kloriir’ iin (1 ekivalan) etilasetat (5 ml) igerisindeki
cozelitisi 30 dakika boyunca damla damla ilave edildi. Karisim oda sicakliginda 12 saat
boyunca karismaya birakildi. Bu siire sonunda reaksyon ortamina 10 ml soguk su ilave
edildi ve karisgima (3*10 ml) etilasetat ile ekstraksiyon yapildi. Organik faz sodyum
stlfat (Na;SO,) yardimiyla suyundan kurtarildiktan sonra evaporator yardimiyla
ortamdan uzaklastirildi. Ham bilesik etanol kristalizasyonuna tabi tutularak biit-2-
endioik asit-bis (benzil-fenil-amit) diger ifadesi ile fumaramit tiirevi 2a-s bilesikleri elde

edildi (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Benzanilin (1a-s) ve Fumaramit (2a-s) Tirevi Bilesiklerin Genel Sentez

Y Ontemi

Biit-2-endioik asit bis-(benzil-m-tolil-amit) (2a)

Benzil-m-tolil-amin (0.3 g, 1,52 mmol) tizerine TEA (0.153 g, 1,52 mmol) ve 5

ml etilasetat ilave edilerek karistirildi.

Karisim 0-5 °C buz banyosunda sogutuldu ve 5

ml etil asetat i¢inde ¢ozlindiiriilmiis fumaril kloriir (0.116 g, 0.76 mmol) 30 dakika

icinde damla damla bu karisima ilave edildi. Olusan reaksiyon karisimi 12 saat oda

sicakliginda karigmaya birakildi. Reaksiyon karigimina su-etilasetat ekstraksiyonu

yapildi. Karisim iginde kalan suyu uzaklagtirmak i¢in Na,SO, kullanildi ve karigim

stizge¢ kagidindan siiziilerek filtre edildi. Evaporator yardimiyla karisimdaki organik
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¢oziicii ortamdan uzaklastirildi. Etanol kristalizasyonu yapilarak % 61 verimli 0.220 g

beyaz renkli kat1 2a bilesigi elde edildi. Bilesigin erime derecesi 180-184 °C’ dir.

@ Q

Biit-2-endioik asit bis-(benzil-m-tolil-amit)

UV Spektrumu (Sekil 3.2)

AP0 (log €) 298 (1,184)

maks
'H NMR (CDCls) (Sekil 3.3)
8 (ppm): 2.31 (s, 6H, 2xCHs), 4.88 (s, 4H, 2xCH,-N), 6.75-6.74 (d, 2H, J= 7.60 Hz),
6.81 (s, 2H, fumaril CH=CH), 6.89 (s, 2H), 7.13-7.11 (d, 4H, J= 7.60 Hz), 7.16-7.14 (m,
2H), 7.22-7.18 (m, 6H), 7.26-7.24 (d, 2H, J= 7.6 Hz).
3C NMR (CDCls) (Sekil 3.4)
8 (ppm): 21.29 (Ar—-CHs), 53.58 (CH2>-N), 125.28, 127.40 (CH=CH), 128.35, 128.49,
128.63, 129.06, 129.041, 132.07, 137.07, 139.75, 141.22, 164.43 (C=0).
Kiitle Spektrumu (Sekil 3.5)

ESI-MS m/z: [M+H] 475.1
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Biit-2-endioik asit bis-[(4-metil-benzil)-m-tolil-amit] (2b)

(4-Metil-benzil)-m-tolil-amin (0.3 g, 1,42 mmol) lizerine TEA (0.14 g, 1,42
mmol) ve 5 ml etilasetat ilave edilerek karistirildi. Karisim 0-5 °C buz banyosunda
sogutuldu ve 5 ml etil asetat i¢inde ¢oziindiiriilmiis fumaril kloriir (0.1 g, 0. 71 mmol)
30 dakika i¢cinde damla damla bu karigima ilave edildi. Olusan reaksiyon karisimi 12
saat oda sicakliginda karismaya birakildi. Reaksiyon karisimina su-etilasetat
ekstraksiyonu yapildi. Karisim iginde kalan suyu uzaklastirmak i¢in Na,SO,4 kullanildi
ve karisim siizge¢ kagidindan siiziilerek filtre edildi. Evaporator yardimiyla karisimdaki
organik ¢o6ziicii ortamdan uzaklastirildi. Etanol kristalizasyonu yapilarak % 55 verimli
0.180 g beyaz renkli kat1 2b bilesigi elde edildi. Bilesigin erime derecesi 202-204 °C’

dir.

@F ﬁ

Biit-2-endioik asit bis-[(4-metil-benzil)-m-tolil-amit]

UV Spektrumu (Sekil 3.6)

APV (log €) 297 (1,152)
'H NMR Spektrumu (CDCls) (Sekil 3.7)

8 (ppm): 2.29 (s, 6H), 2.32 (s, 6H), 4.83 (s, 4H, 2x CH,-N), 6.74-6.72 (d, 2H, J= 7.7
Hz), 6.81 (s, 2H, etilen protonlar1 CH=CH), 6.88 (s, 2H), 7.00 (bs, 8H, 7.12-7.10 (d, 2H,
J= 7.8 Hz), 7.22-7.18 (m, 2H).

3C NMR Spektrumu (CDCls) (Sekil 3.8)

& (ppm): 21.09 (Benzilik-CHs), 21.29 (Ar-CHs), 53.33 (CH,-N), 125.33, 128.50

(CH=CH), 128.61, 129.01, 129.37, 132.07, 134.06, 137.00, 139.69, 141.30, 164.38

44



(C=0).
Kiitle Spektrumu (Sekil 3.9)

ESI-MS m/z: [M+H]503.6
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Sekil 3.6. 2b Bilesiginin UV Spektrumu

Sekil 3.7. 2b Bilesiginin *H-NMR Spektrumu
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Biit-2-endioik asit bis-[benzil-(3-triflorometil-fenil)-amit] (2c)

Benzil-(3-triflorometil-fenil)-amin (0.3 g, 1,19 mmol) tizerine TEA (0.12 g, 1,19
mmol) ve 5 ml etilasetat ilave edilerek karistirildi. Karisim 0-5 °C buz banyosunda
sogutuldu ve 5 ml etil asetat i¢inde ¢oziindiirilmis fumaril kloriir (0.092 g, 0. 6 mmol)
30 dakika i¢cinde damla damla bu karigima ilave edildi. Olusan reaksiyon karisimi 12
saat oda sicakliginda karismaya birakildi. Reaksiyon karisimina su- etilasetat
ekstraksiyonu yapildi. Karisim iginde kalan suyu uzaklastirmak i¢in Na,SO,4 kullanildi
ve karisim siizge¢ kagidindan siiziilerek filtre edildi. Evaporator yardimiyla karisimdaki
organik ¢o6ziicii ortamdan uzaklastirildi. Etanol kristalizasyonu yapilarak % 52 verimli
0.180 g beyaz renkli kat1 2¢ bilesigi elde edildi. Bilesigin erime derecesi 161-165 °C’

dir.

@ Q

Biit-2-endioik asit bis-[benzil-(3-triflorometil-fenil)-amit]

UV Spektrumu (Sekil 3.10)

APV (log €) 301 (0,488)
'H NMR Spektrumu (CDCls) (Sekil 3.11)

d (ppm): 4.92 (s, 4H, 2xCH,-N), 6.83 (s, 2H, etilen protonlar1t CH=CH), 7.12-7.10 (m,
6H), 7.26-7.24 (m, 2H), 7.29-7.26 (m, 6H), 7.50-7.48 (d, 2H, J=7.8 Hz), 7.60 (s, 2H).
3C NMR Spektrumu (CDCls) (Sekil 3.12)

8 (ppm): 53.49 (CH,-N), 124.87, 125.20 (CH=CH), 127.85, 128.63, 130.41, 131.82,

132.29, 136.20, 141.65, 163.94 (C=0).
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Kiitle Spektrumu (Sekil 3.13)

ESI-MS m/z [M+H] 583.4
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Biit-2-endioik asit bis-[(4-metil-benzil)-(3-triflorometil-fenil)-amit] (2d)

(4-Metil-benzil)-(3-triflorometil-fenil)-amin (0.3 g, 1,13 mmol) {izerine TEA
(0.114 g, 1,13 mmol) ve 5 ml etilasetat ilave edilerek karistirildi. Karisim 0-5 °C buz
banyosunda sogutuldu ve 5 ml etil asetat i¢inde ¢6ziindiiriilmiis fumaril kloriir (0.087 g,
0. 57 mmol) 30 dakika i¢inde damla damla bu karisima ilave edildi. Olusan reaksiyon
karisimi 12 saat oda sicakliginda karismaya birakildi. Reaksiyon karigimina su-etilasetat
ekstraksiyonu yapildi. Karisim iginde kalan suyu uzaklastirmak i¢in Na,SO,4 kullanildi
ve karisim siizge¢ kagidindan siiziilerek filtre edildi. Evaporator yardimiyla karisimdaki
organik ¢o6ziicii ortamdan uzaklastirildi. Etanol kristalizasyonu yapilarak % 46 verimli
0.160 g beyaz renkli kat1 2d bilesigi elde edildi. Bilesigin erime derecesi 176-180 °C’

dir.

@ ﬁ

Biit-2-endioik asit bis-[(4-metil-benzil)-(3-triflorometil-fenil)-amit]

UV Spektrumu (Sekil 3.14)

APV (log €) 298 (0,715)

'H NMR Spektrumu (CDCls) (Sekil 3.15)

d (ppm): 2.29 (s, 6H, 2xAr-CH3), 4.87 (s, 4H, 2x CH,-N), 6.80 (s, 2H, etilen protonlari
CH=CH), 7.00-6.90 (d, 2H, J= 7.9 Hz), 7.05-7.03 (d, 4H, J=8.6 Hz), 7.11-7.09 (d, 4H,

J=7.8 Hz), 7.27-7.26 (m, 2H), 7.49-7.47 (d, 2H, J=7.4 Hz), 7.59 (s, 2H).
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3C NMR (CDCl5) (Sekil 3.16)

d (ppm): 21.08 (Ar-CH3), 53.25 (CH,-N), 125.11, 128.62 (CH=CH), 129.26, 130.35,
131.88, 132.28, 133.17, 137.57, 141.72, 163.90 (C=0).
Kiitle Spektrumu (Sekil 3.17)

ESI-MS m/z [M+H] 611.2
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Sekil 3.14. 2d Bilesiginin UV Spektrumu

51



a
)

IJ
=T |

B T S e .

60 65 60 458 40 238 30 28 20 18 1.0 ppm

i 1 L i i I

H 3 [

R e e

8.6 8.0 8.6

Sekil 3.15. 2d Bilesiginin 'H-NMR Spektrumu

e e — Jlull : . — -*-J-.--u

200 180 400 470 140 160 440 130 120 190 100 B0 WO YO @0 BO 040 230 30 ppm

Sekil 3.16. 2d Bilesiginin B3C-NMR Spektrumu

52



6119/

100 —

95—

a0

85—

&0

75—

6112

70—

T T T T T T T T
G610 G125 515 617.5 620 6225 625 6275

Sekil 3.17. 2d Bilesiginin Kiitle Spektrumu

Biit-2-endioik asit bis-[benzil-(3-etil-fenil)-amit] (2e)

Benzil-(3-etil-fenil)-amin (0.3 g, 1,4 mmol) lizerine TEA (0.14 g, 1,4 mmol) ve
5 ml etilasetat ilave edilerek karistirildi. Karisim 0-5 °C buz banyosunda sogutuldu ve 5
ml etil asetat i¢inde ¢oziindiiriilmiis fumaril klortir (0.1 g, 0. 7 mmol) 30 dakika iginde
damla damla bu karisima ilave edildi. Olusan reaksiyon karisimi 12 saat oda
sicakliginda karismaya birakildi. Reaksiyon karigimina su- etilasetat ekstraksiyonu
yapildi. Karisim iginde kalan suyu uzaklastirmak i¢in Na;SO, kullanildi ve karigim
stizge¢ kagidindan siiziilerek filtre edildi. Evaporator yardimiyla karisimdaki organik
¢ozilicii ortamdan uzaklastirildi. Etanol kristalizasyonu yapilarak % 16 verimli 0.052 g

beyaz renkli kat1 2e bilesigi elde edildi. Bilesigin erime derecesi 138-140 °C’ dir.
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Biit-2-endioik asit bis-[benzil-(3-etil-fenil)-amit] (2e)

CoHg

UV Spektrumu (Sekil 3.18)

APMSO (log €) 303 (1,958)

maks

'H NMR Spektrumu (CDCls) (Sekil 3.19)

d (ppm): 1.19-1.15 (t, 6H, 2xCH,CHj3), 2.62-2.57 (q, 4H, 2xCH,CH3), 4.88 (s, 4H,
2XCH3-N), 6.90 (s, 2H, etilen protonlar1 CH=CH) , 6.78-6.77 (d, 2H, J= 7.9 Hz), 7.15-
7.13 (m, 6H), 7.24-7.22 (m, 6H), 7.26 (s, 2H).

3C NMR Spektrumu (CDCls) (Sekil 3.20)

d (ppm): 15.21 (CH,—CHj3), 28.53 (CH,—CH3s), 53.50 (CH,—N), 125.37, 127.39, 127.79,
128.34, 128.69, 129.49 (CH=CH), 132.12, 137.12, 141.24, 164.47 (C=0).

Kiitle Spektrumu (Sekil 3.21)

ESI-MS m/z: [M+H] 503.8
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Biit-2-endioik asit bis-[(3-etil-fenil)-(4-metil-benzil)-amit] (2f)

(3-Etil-fenil)-(4-metil-benzil)-amin (0.3 g, 0.0013 mmol) iizerine TEA (0.132 g,
1,3 mmol) ve 5 ml etilasetat ilave edilerek karistirildi. Karisim 0-5 °C buz banyosunda
sogutuldu ve 5 ml etil asetat i¢inde ¢oziindiiriilmiis fumaril kloriir (0.1 g, 0. 65 mmol)
30 dakika iginde damla damla bu karisima ilave edildi. Olusan reaksiyon karigimi 12
saat oda sicakliginda karismaya birakildi. Reaksiyon karigimina su-etilasetat
ekstraksiyonu yapildi. Karisim iginde kalan suyu uzaklastirmak i¢in Na,SO,4 kullanildi
ve karisim siizge¢ kagidindan siiziilerek filtre edildi. Evaporator yardimiyla karisimdaki
organik ¢o6ziicii ortamdan uzaklastirildi. Etanol kristalizasyonu yapilarak % 50 verimli

0.175 g sar1 renkli kat1 2f bilesigi elde edildi. Bilesigin erime derecesi 171-173°C’ dir.

Biit-2-endioik asit bis-[(3-etil-fenil)-(4-metil-benzil)-amit]

UV Spektrumu (Sekil 3.22)

APV (log €) 296 (0,831)
'"H NMR Spektrumu (CDCls) (Sekil 3.23)

8 (ppm): 1.20-1.16 (t, 6H, 2xCH2CH3), 2.28 (s, 6H, 2x Ar-CHs), 2.63-2.58 (q, 4H,
2XCH,CHj3), 4.84 (s, 4H, 2XxCH»-N), 6.78-6.76 (bs, 4H), 6.88 (s, 2H, etilen protonlar1
CH=CH), 7.03 (bs, 8H), 7.15-7.13 (d, 2H, J= 7.69 Hz), 7.26-7.21 (m, 2H)

3C NMR Spektrumu (CDCls) (Sekil 3.24)

8 (ppm): 15.21 (CH,—CHs), 21.08 (Ar-CH3), 28.53 (CH,—CHs), 53.26 (CH2-N),

125.43, 127.41, 127.72, 128.67, 129.00, 129.44 (CH=CH), 132.12, 134.11, 137.00,
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141.32, 145.93, 164.42 (C=0).
Kiitle Spektrumu (Sekil 3.25)

ESI-MS m/z: [M+H]531.6
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Sekil 3.22. 2f Bilesiginin UV Spektrumu
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Sekil 3.23. 2f Bilesiginin *H-NMR Spektrumu
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Biit-2-endioik asit bis-[benzil-(3-metoksi-fenil)-amit] (29g)

Benzil-(3-metoksi-fenil)-amin (0.3 g, 1,4 mmol) tizerine TEA (0.14 g, 1,4 mmol)
ve 5 ml etilasetat ilave edilerek karistirildi. Karisim 0-5 °C buz banyosunda sogutuldu
ve 5 ml etil asetat iginde ¢6ziindiiriilmiis fumaril kloriir (0.1 g, 0. 7 mmol) 30 dakika
icinde damla damla bu karisima ilave edildi. Olusan reaksiyon karisimi 12 saat oda
sicakliginda karismaya birakildi. Reaksiyon karigimina su-etilasetat ekstraksiyonu
yapildi. Karisim i¢inde kalan suyu uzaklastirmak i¢in NaySO, kullanildi ve karigim
stizge¢ kagidindan siiziilerek filtre edildi. Evaporatér yardimiyla karisimdaki organik
¢oziicli ortamdan uzaklastirildi. Etanol kristalizasyonu yapilarak % 76 verimli 0.250 g

beyaz renkli kat1 2q bilesigi elde edildi. Bilesigin erime derecesi 180-182 °C’ dir.

S L

H3CO

SO

Biit-2-endioik asit bis-[benzil-(3-metoksi-fenil)-amit

OCHs

UV Spektrumu (Sekil 3.26)

AP0 (log €) 297 (1,158)

maks
'H NMR Spektrumu (CDCls) (Sekil 3.27)
8 (ppm): 2.31 (s, 6H, 2xOCHs), 4.89 (s, 4H, 2xCH,-N), 6.75-6.73 (d, 2H, J= 7.60 Hz),
6.81 (s, 2H, etilen protonlart CH=CH), 6.90 (s, 2H), 7.13-7.11 (d, 4H, J= 7.3 Hz), 7.16-
7.14 (m, 2H), 7.22-7.18 (m, 6H), 7.26-7.24 (d, 2H, J= 7.6 Hz).
3C NMR Spektrumu (CDCls) (Sekil 3.28)

§ (ppm): 21.09 (OCHs), 53.57 (CH2-N), 125.28, 127.39, 128.49, 128.63 (CH=CH),
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129.05, 129.41, 132.07, 137.07, 139.74, 141.22, 164.43 (C=0).
Kiitle Spektrumu (Sekil 3.29)

ESI-MS m/z: [M+H] 507.7
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Sekil 3.26. 2g Bilesiginin UV Spektrumu

Sekil 3.27. 2g Bilesiginin "H-NMR Spektrumu
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Biit-2-endioik asit bis-[(3-metoksi-fenil)-(4-metil-benzil)-amit (2h)

(3-Metoksi-fenil)-(4-metil-benzil)-amin (0.3 g, 1,3 mmol) iizerine TEA (0.132 g,
1,3 mmol) ve 5 ml etilasetat ilave edilerek karistirildi. Karisim 0-5 °C buz banyosunda
sogutuldu ve 5 ml etil asetat i¢inde ¢oziindiiriilmiis fumaril kloriir (0.1 g, 0. 65 mmol)
30 dakika iginde damla damla bu karisima ilave edildi. Olusan reaksiyon karigimi 12
saat oda sicakliginda karismaya birakildi. Reaksiyon karigimina su-etilasetat
ekstraksiyonu yapildi. Karisim iginde kalan suyu uzaklastirmak i¢in Na,SO,4 kullanildi
ve karisim siizge¢ kagidindan siiziilerek filtre edildi. Evaporator yardimiyla karisimdaki
organik ¢o6ziicii ortamdan uzaklastirildi. Etanol kristalizasyonu yapilarak % 37 verimli
0.130 g beyaz renkli kat1 2h bilesigi elde edildi. Bilesigin erime derecesi 192-194 °C’

dir.

Biit-2-endioik asit bis-[(3-metoksi-fenil)-(4-metil-benzil)-amit

UV Spektrumu (Sekil 3.30)

APV (log €) 296 (0,999)

'"H NMR Spektrumu (CDCls) (Sekil 3.31)

d (ppm): 2.28 (s, 6H, 2xAr-CHgs), 3.73 (s, 6H, 2xOCHg3), 4.84 (s, 4H, 2xCH,-N), 6.45
(s, 2H, etilen protonlar1 CH=CH), 6.56-6.54 (d, 2H, J= 7.6 Hz), 6.90 (s, 2H), 7.04 (bs,

8H), 7.23-7.21 (d, 2H, J= 8.0 Hz), 7.26-7.25 (m, 2H).
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3C NMR Spektrumu (CDCls) (Sekil 3.32)

& (ppm): 21.09 (Ar—CH3), 53.18 (OCHj3), 55.33 (CH2-N), 113.70, 113.93, 120.52,
128.66 (CH=CH), 130.30, 132.11, 134.03, 137.08, 142.42, 160.35, 164.32 (C=0).
Kiitle Spektrumu (Sekil 3.33)

ESI-MS m/z: [M+H]535.6
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Sekil 3.30. 2h Bilesiginin UV Spektrumu
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Sekil 3.31. 2h Bilesiginin *H-NMR Spektrum
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Sekil 3.32. 2h Bilesiginin 3C-NMR Spektrumu
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Biit-2-endioik asit bis-[benzil-(3-etoksi-fenil)-amit] (2i)

Benzil-(3-etoksi-fenil)-amin (0.3 g, 1,32 mmol) iizerine TEA (0.13 g, 1,32
mmol) ve 5 ml etilasetat ilave edilerek karistirildi. Karisim 0-5 °C buz banyosunda
sogutuldu ve 5 ml etil asetat i¢inde ¢ozliindiirilmis fumaril kloriir (0.1 g, 0. 66 mmol)
30 dakika i¢inde damla damla bu karigima ilave edildi. Olusan reaksiyon karigimi 12
saat oda sicakliginda karismaya birakildi. Reaksiyon karigimina su-etilasetat
ekstraksiyonu yapildi. Karisim iginde kalan suyu uzaklastirmak i¢in Na,SO,4 kullanildi
ve karisim siizge¢ kagidindan siiziilerek filtre edildi. Evaporator yardimiyla karigimdaki
organik ¢oziicii ortamdan uzaklastirildi. Etanol kristalizasyonu yapilarak % 55 verimli
0.190 g kahverenkli amorf 2i bilesigi elde edildi. Bilesigin erime derecesi 184-188 °C’

dir.
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Biit-2-endioik asit bis-[benzil-(3-etoksi-fenil)-amit]

OC,Hs

UV Spektrumu (Sekil 3.34)

AP0 (log £) 296 (1,039)
'H NMR Spektrumu (CDCls) (Sekil 3.35)

& (ppm): 1.39- 1.36 (t, 6H, 2x CH,CHs), 3.93-3.91 (g, 4H, 2xCH,CHs), 4.88 (s, 4H,
2XCH,-N), 6.50 (s, 2H, etilen protonlar1 CH=CH), 6.55-6.53 (d, 2H, J= 7.60 Hz), 6.92
(s, 2H), 7.17-7.15 (d, 4H, J= 7.6 Hz), 7.19-7.16 (m, 2H), 7.23-7.21 (m, 6H), 7.26-7.24
(d, 2H, J= 8.4 Hz).

13C NMR Spektrumu (CDCls) (Sekil 3.36)

& (ppm): 14.66 (OCH,CHs), 53.45 (OCH,CHs), 63.59 (CH2-N), 114.34, 120.29,
127.43, 128.39 (CH=CH), 128.66, 130.31, 132.11, 137.08, 142.31, 159.77, 164.39
(C=0).

Kiitle Spektrumu (Sekil 3.37)

ESI-MS m/z: [M+H] 536.8
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Sekil 3.37. 2i Bilesiginin Kiitle Spektrumu

69



Biit-2-endioik asit bis-[(3-etoksi-fenil)-(4-metil-benzil)-amit] (2j)

(3-Etoksi-fenil)-(4-metil-benzil)-amin (0.3 g, 1,24 mmol) tlizerine TEA (0.125 g,
1,24 mmol) ve 5 ml etilasetat ilave edilerek karistirildi. Karisim 0-5 °C buz banyosunda
sogutuldu ve 5 ml etil asetat iginde ¢6ziindiiriilmiis fumaril kloriir (0.095 g, 0. 62 mmol)
30 dakika i¢cinde damla damla bu karigima ilave edildi. Olusan reaksiyon karisimi 12
saat oda sicakliginda karismaya birakildi. Reaksiyon karigimina su-etilasetat
ekstraksiyonu yapildi. Karisim iginde kalan suyu uzaklastirmak i¢in Na,SO,4 kullanildi
ve karisim siizge¢ kagidindan siiziilerek filtre edildi. Evaporator yardimiyla karisimdaki
organik ¢o6ziicii ortamdan uzaklastirildi. Etanol kristalizasyonu yapilarak % 52 verimli
0.180 g beyaz renkli kat1 2j bilesigi elde edildi. Bilesigin erime derecesi 178-182 °C’

dir.

Biit-2-endioik asit bis-[(3-etoksi-fenil)-(4-metil-benzil)-amit]

UV Spektrumu (Sekil 3.38)

APV (log €) 296 (0,999)

'H NMR Spektrumu (CDCl3) (Sekil 3.39)

d (ppm): 1.40-1.37 (t, 6H, 2xAr-OCH,CHj3), 2.28 (s, 6H, 2xAr-CHz), 3.96-3.91 (q, 4H,
2XOCH,CHj3), 4.83 (s, 4H, 2xCH,-N), 6.50 (s, 2H), 6.54-6.52 (d, 2H, J= 8.05 Hz),
6.84-6.82 (d, 2H, J= 8.4 Hz), 6.90 (s, 2H, etilen protonlart CH=CH), 7.06-7.04 (bs, 8H),

7.26-7.19 (m, 2H).
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3C NMR Spektrumu (CDCls) (Sekil 3.40)

& (ppm): 14.66 (OCH,CHs), 21.08 (Ar-CH3), 53.19 (OCH,CH3), 63.59 (CH2-N),
114.27, 114.36, 120.35, 128.64 (CH=CH), 129.04, 130.26, 132.11, 134.06, 137.03,
142.39, 159.74, 164.34 (C=0).

Kiitle Spektrumu (Sekil 3.41)

ESI-MS m/z: [M+H] 563.1
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Sekil 3.38. 2j Bilesiginin UV Spektrumu
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Sekil 3.40. 2j Bilesiginin **C-NMR Spektrumu
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Biit-2-endioik asit bis-[benzil-(3-floro-fenil)-amit] (2k)

Benzil-(3-floro-fenil)-amin (0.3 g, 1,49 mmol) iizerine TEA (0.15 g, 1,49 mmol)
ve 5 ml etilasetat ilave edilerek karistirildi. Karisgim 0-5 °C buz banyosunda sogutuldu
ve 5 ml etil asetat i¢inde ¢ozlindiiriilmiis fumaril kloriir (0.113 g, 0. 74 mmol) 30 dakika
icinde damla damla bu karisima ilave edildi. Olusan reaksiyon karigimi 12 saat oda
sicakliginda karismaya birakildi. Reaksiyon karigimina su-etilasetat ekstraksiyonu
yapildi. Karisim iginde kalan suyu uzaklastirmak i¢in Na,SO, kullanildi ve karigim
stizge¢ kagidindan siiziilerek filtre edildi. Evaporator yardimiyla karisimdaki organik
¢ozilicii ortamdan uzaklastirildi. Etanol kristalizasyonu yapilarak % 73 verimli 0.260 g

kahverenkli renkli kat1 2k bilesigi elde edildi. Bilesigin erime derecesi 162165 °C’ dir.
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Biit-2-endioik asit bis-[benzil-(3-floro-fenil)-amit]

UV Spektrumu (Sekil 3.42)

A2%9 (log €) 301 (0,637)

maks
'H NMR Spektrumu (CDCls) (Sekil 3.43)
d (ppm): 4.90 (s, 4H, 2xCH2-N), 6.73 (s, 2H, etilen protonlar1 CH=CH), 6.78-6.76 (d,
2H, J= 7.9 Hz), 7.07-7.05 (m, 2H), 7.16-7.30 (d, 4H, J= 7.4 Hz), 7.30- 7.25 (m, 6H),
7.33-7.30 (d, 2H, J= 8.0 Hz).
3C NMR Spektrumu (CDCls) (Sekil 3.44)
d (ppm): 53.45 (CH2-N), 115.56, 115.67, 124.11, 127.70 (CH=CH), 128.56, 130.86,
130.95, 132.18, 136.50, 142.66, 161.67, 164.07 (C=0).
Kiitle Spektrumu (Sekil 3.45)

ESI-MS m/z: [M+H] 483.9
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Sekil 3.43. 2k Bilesiginin "H-NMR Spektrumu
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Biit-2-endioik asit bis-[(3-floro-fenil)-(4-metil-benzil)-amit] (2I)

(3-Floro-fenil)-(4-metil-benzil)-amin (0.3 g, 1,39 mmol) lizerine TEA (0.141 g,
1,39 mmol) ve 5 ml etilasetat ilave edilerek karistirildi. Karistm 0-5 °C buz banyosunda
sogutuldu ve 5 ml etil asetat i¢inde ¢oziindiirilmis fumaril kloriir (0.107 g, 0. 7 mmol)
30 dakika i¢cinde damla damla bu karigima ilave edildi. Olusan reaksiyon karisimi 12
saat oda sicakliginda karismaya birakildi. Reaksiyon karigimina su-etilasetat
ekstraksiyonu yapildi. Karisim iginde kalan suyu uzaklastirmak i¢in Na,SO,4 kullanildi
ve karisim siizge¢ kagidindan siiziilerek filtre edildi. Evaporator yardimiyla karisimdaki
organik ¢o6ziicii ortamdan uzaklastirildi. Etanol kristalizasyonu yapilarak % 34 verimli
0.120 g kahverenkli renkli kat1 2l bilesigi elde edildi. Bilesigin erime derecesi 189-191

°C’ dir.

)@F ﬁ

Biit-2-endioik asit bis-[(3-floro-fenil)-(4-metil-benzil)-amit]

UV Spektrumu (Sekil 3.45)

AP0 (log £) 301 (0,746)
'"H NMR Spektrumu (CDCls) (Sekil 3.46)

d (ppm): 2.29 (s, 6H, 2xAr-CHs), 4.85 (s, 4H, 2xCH,-N), 6.78-6.70 (m, 4H), 6.87 (s,
2H, etilen protonlari CH=CH), 7.03-7.01 (d, 4H, J=8.3 Hz), 7.06-7.04 (d, 4H, J= 8.3

Hz), 7.30-7.28 (d, 2H, J=8.0 Hz), 7.34-7.32 (m, 2H).
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3C NMR Spektrumu (CDCls) (Sekil 3.47)

8 (ppm): 21.11 (Ar-CHs), 53.19 (CH2-N), 115.38, 115.60, 124.15, 128.57 (CH=CH),
129.21, 130.81, 130.90, 132.18, 137.38, 142.73, 161.65, 164.13 (C=0).

Kiitle Spektrumu (Sekil 3.49)

ESI-MS m/z: [M+H]511.0
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Sekil 3.46. 21 Bilesiginin UV Spektrumu
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Sekil 3.48. 21 Bilesiginin *C-NMR Spektrumu
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Sekil 3.49. 21 Bilesiginin Kiitle Spektrumu

Biit-2-endioik asit bis-[benzil-(3-kloro-fenil)-amit] (2m)

Benzil-(3-kloro-fenil)-amin (0.3 g, 1,38 mmol) iizerine TEA (0.139 g, 1,38
mmol) ve 5 ml etilasetat ilave edilerek karistirildi. Karisrm 0-5 °C buz banyosunda
sogutuldu ve 5 ml etil asetat i¢inde ¢6ziindiiriilmiis fumaril kloriir (0.105 g, 0. 69 mmol)
30 dakika i¢cinde damla damla bu karisima ilave edildi. Olusan reaksiyon karigimi 12
saat oda sicakliginda karigmaya birakildi. Reaksiyon karisgimina su-etilasetat
ekstraksiyonu yapildi. Karigim iginde kalan suyu uzaklastirmak i¢in Na,SO,4 kullanildi
ve karisim siizge¢ kagidindan siiziilerek filtre edildi. Evaporator yardimiyla karisimdaki
organik ¢o6ziicii ortamdan uzaklastirildi. Etanol kristalizasyonu yapilarak % 44 verimli

0.155 g kahverenkli renkli katt 2m bilesigi elde edildi. Bilesigin erime derecesi 178—
180°C dir.
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Biit-2-endioik asit bis-[benzil-(3-kloro-fenil)-amit]

UV Spektrumu (Sekil 3.50)

APMSO (log €) 296 (1,078)

mals
'H NMR Spektrumu (CDCls) (Sekil 3.51)

& (ppm): 4.89 (s, 4H, 2xCH,-N), 6.84- 6.83 (d, 2H, J= 7.7 Hz), 6.86 (s, 2H, etilen
protonlart CH=CH), 7.03 (s, 2H), 7.15-7.13 (d, 4H, J= 8.1 Hz), 7.25-7.24 (m, 2H),
7.29-7.26 (m, 6H), 7.34-7.32 (d, 2H, J= 8.0 Hz).

3C NMR Spektrumu (CDCls) (Sekil 3.52)

8 (ppm): 53.51 (CH2-N), 126.68, 127.73, 128.21, 128.56 (CH=CH), 128.62, 128.69,
130.65, 132.20, 135.26, 136.42, 142.32, 164.04 (C=0).

Kiitle Spektrumu (Sekil 3.53)

ESI-MS m/z: [M+H]516.7

81



29601078
101
il
]
=
1]
2
B (5
1
00
235 260 280 300 320 340 360 3|0 390
Wavelength{nm]
Sekil 3.50. 2m Bilesiginin UV Spektrumu
/
H 3 "

Sekil 3.51. 2m Bilesiginin "H-NMR Spektrumu

82



(D S

e ' Vgt vogensnsseiny goosrsrseags ooy

M AGBAASM MhdAdaAAAL | (e ' ' | ' |
won WO AB0 70 180 180 140 100 20 10 00 w0 LU Ly L1 o a0 LU "

ppm

Sekil 3.52. 2m Bilesiginin *C-NMR Spektrumu

6.9

100

Ban: a4l

a0

&0

5366

5307

5179

70—

§18.7

&0

6387

50

5376

Sekil 3.53. 2m Bilesiginin Kiitle Spektrumu

83



Biit-2-endioik asid bis-[(3-kloro-fenil)-(4-metil-benzil)-amit] (2n)

(3-Kloro-fenil)-(4-metil-benzil)-amin (0.3 g, 1,29 mmol) iizerine TEA (0.13 g,
1,29 mmol) ve 5 ml etilasetat ilave edilerek karistirildi. Karisim 0-5 °C buz banyosunda
sogutuldu ve 5 ml etil asetat i¢inde ¢6ziindiiriilmiis fumaril kloriir (0.099 g, 0. 65 mmol)
30 dakika i¢cinde damla damla bu karigima ilave edildi. Olusan reaksiyon karisimi 12
saat oda sicakliginda karismaya birakildi. Reaksiyon karigimina su-etilasetat
ekstraksiyonu yapildi. Karisim iginde kalan suyu uzaklastirmak i¢in Na,SO,4 kullanildi
ve karisim siizge¢ kagidindan siiziilerek filtre edildi. Evaporator yardimiyla karisimdaki
organik ¢o6ziicii ortamdan uzaklastirildi. Etanol Kristalizasyonu yapilarak % 36 verimli
0.126 g kahverenkli renkli kat1 2n bilesigi elde edildi. Bilesigin erime derecesi 197—199

°C’ dir.

)@F ﬁ

Biit-2-endioik asid bis-[(3-kloro-fenil)-(4-metil-benzil)-amit]

UV Spektrumu (Sekil 3.54)

AN (log £) 296 (0,972)
'H NMR Spektrumu (CDCls) (Sekil 3.55)

d (ppm): 2.29 (s, 6H, 2xAr-CHjs) , 4.84 (s, 4H, 2x CH,-N), 6.81 (s, 2H, etilen protonlari
CH=CH), 6.84 (s, 2H), 7.02 (bs, 8H), 7.06-7.04 (d, 2H, J= 8.2 Hz), 7.28-7.24 (m, 2H),
7.32-7.30 (d, 2H, J= 8.0 Hz).

3C NMR Spektrumu (CDCls) (Sekil 3.56)

§ (ppm): 21.11 (Ar-CHs), 53.19 (CH2-N), 115.38, 115.60, 124.15, 128.57 (CH=CH),

84



128.69, 129.21, 130.81, 130.90, 132.18, 137.38, 142.73, 164.13 (C=0).
Kiitle Spektrumu (Sekil 3.57)

ESI-MS m/z: [M+H] 544.5
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Sekil 3.55. 2n Bilesiginin *H-NMR Spektrumu
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Sekil 3.57. 2n Bilesiginin Kiitle Spektrumu
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Biit-2-endioik asit bis-[benzil-(3-bromo-fenil)-amit] (20)

Benzil-(3-bromo-fenil)-amin (0.3 ¢, 1,14 mmol) tiizerine TEA (0.115 g,
1,14mmol) ve 5 ml etilasetat ilave edilerek karistirildi. Karisim 0-5 °C buz banyosunda
sogutuldu ve 5 ml etil asetat i¢inde ¢6ziindiiriilmiis fumaril kloriir (0.879 g, 0. 57 mmol)
30 dakika iginde damla damla bu karisima ilave edildi. Olusan reaksiyon karigimi 12
saat oda sicakliginda karismaya birakildi. Reaksiyon karisimina su- etilasetat
ekstraksiyonu yapildi. Karisim iginde kalan suyu uzaklastirmak i¢in Na,SO,4 kullanildi
ve karisim siizge¢ kagidindan siiziilerek filtre edildi. Evaporator yardimiyla karisimdaki
organik ¢o6ziicii ortamdan uzaklastirildi. Etanol Kristalizasyonu yapilarak % 56 verimli

0.194 g kahverenkli renkli kat1 20 bilesigi elde edildi. Bilesigin erime derecesi 174178

e
C%k

Biit-2-endioik asit bis-[benzil-(3-bromo-fenil)-amit

°C’ dir.

UV Spektrumu (Sekil 3. 58)

APV (log €) 296 (0,724)
'H NMR Spektrumu (CDCls) (Sekil 3.59)

O (ppm): 4.88 (s, 4H, 2x CH2-N); 6.85 (s, 2H, etilen protonlar1t CH=CH); 6.88 (bs, 2H);
7.14 (m, 4H); 7.21-7.20 (m, 4H); 7.24 (bs, 6H); 7.48-7.46 (d, 2H, J= 7.8 Hz).

3C NMR Spektrumu (CDCls) (Sekil 3.60)

§ (ppm): 53.54 (CH2-N), 123.10, 127.20, 127.74, 128.57, 128.63 (CH=CH), 130.91,
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131.06, 131.61, 132.20, 136.40, 142.42, 164.02 (C=0).
Kiitle Spektrumu (Sekil 3.61)

ESI-MS m/z: [M+H] 605.5

08 299.0; 0,724
06
ul]
]
=
P
£ 044
i
L]
I
02
00
235 260 280 300 320 340 360 380 390
Wavelengthinm)
Sekil 3.58. 20 Bilesiginin UV Spektrumu
/ .
R s 7 3 e e i
o 5/ 5 5

Sekil 3.59. 20 Bilesiginin *H-NMR Spektrumu
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Biit-2-endioik asit bis-[(3-bromo-fenil)-(4-metil-benzil)-amit] (2p)

(3-Bromo-fenil)-(4-metil-benzil)-amin (0.3 g, ,109 mmol) iizerine TEA (0.11 g,
1,09 mmol) ve 5 ml etilasetat ilave edilerek karistirildi. Karisim 0-5 °C buz banyosunda
sogutuldu ve 5 ml etil asetat i¢inde ¢6ziindiiriilmiis fumaril kloriir (0.083 g, 0. 54 mmol)
30 dakika i¢cinde damla damla bu karisima ilave edildi. Olusan reaksiyon karisimi 12
saat oda sicakliginda karismaya birakildi. Reaksiyon karigimina su-etilasetat
ekstraksiyonu yapildi. Karisim iginde kalan suyu uzaklastirmak i¢in Na,SO,4 kullanildi
ve karisim siizge¢ kagidindan siiziilerek filtre edildi. Evaporator yardimiyla karigimdaki
organik ¢o6ziicii ortamdan uzaklastirildi. Etanol Kristalizasyonu yapilarak % 59 verimli
0.200 g beyaz renkli kat1 2p bilesigi elde edildi. Bilesigin erime derecesi 196-198 °C’

dir.

)@F ﬁ

Biit-2-endioik asit bis-[(3-bromo-fenil)-(4-metil-benzil)-amit]

UV Spektrumu (Sekil 3.62)

APMSO (log €) 300 (0,991)

maks

'H NMR Spektrumu (CDCls) (Sekil 3.63)

d (ppm): 2.29 (s, 6H, 2xCHjs), 4.84 (s, 4H, 2x CH,-N), 6.83 (s, 2H, etilen protonlari
CH=CH), 6.87-6.85 (d, 2H, J= 8.0 Hz), 7.03-7.00 (d, 4H, J= 8.0 Hz), 7.06-7.00 (d, 4H,
J=8.0 Hz), 7.18 (s, 2H), 7.22-7.20 (d, 2H, J=8.0 Hz), 7.48-7.46 (m, 2H).

3C NMR Spektrumu (CDCls) (Sekil 3.64)

§ (ppm): 21.10 (Ar-CHs), 53.29 (CH2-N), 123.05, 127.24, 128.61, 129.21 (CH=CH),
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130.85, 131.06, 131.52, 132.21, 133.37, 137.40, 142.51, 163.98 (C=0).

Kiitle Spektrumu (Sekil 3.65)

ESI-MS m/z: [M+H] 634.3
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Sekil 3.62. 2p Bilesiginin UV Spektrumu

T e ds a8 & fe as 5 as ae w o i .

Sekil 3.63. 2p Bilesiginin "H-NMR Spektrum
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Biit-2-endioik asit bis-[benzil-(3-iyodo-fenil)-amit] (2r)

Benzil-(3-iyodo-fenil)-amin (0.3 g, 0. 97 mmol) iizerine TEA (0.11 g, 0. 97
mmol) ve 5 ml etilasetat ilave edilerek karistirildi. Karisim 0-5°C buz banyosunda
sogutuldu ve 5 ml etil asetat i¢inde ¢6ziindiiriilmiis fumaril kloriir (0.075 g, 0. 49 mmol)
30 dakika i¢cinde damla damla bu karigima ilave edildi. Olusan reaksiyon karisimi 12
saat oda sicakliginda karismaya birakildi. Reaksiyon karigimina su-etilasetat
ekstraksiyonu yapildi. Karisim iginde kalan suyu uzaklastirmak i¢in Na,SO,4 kullanildi
ve karisim siizge¢ kagidindan siiziilerek filtre edildi. Evaporator yardimiyla karisimdaki
organik ¢o6ziicii ortamdan uzaklastirildi. Etanol Kristalizasyonu yapilarak % 50 verimli

0.170 g beyaz renkli kat1 2r bilesigi elde edildi. Bilesigin erime derecesi 210-212 °C’

o
C%&

Biit-2-endioik asit bis-[benzil-(3-iyodo-fenil)-amit]

dir.

UV Spektrumu (Sekil 3.66)

AN (log £) 301 (0,550)
'H NMR Spektrumu (CDCls) (Sekil 3.67)

d (ppm): 4.87 (s, 4H, 2x CH,-N), 6.84 (s, 2H, etilen protonlar1 CH=CH), 6.91-6.89 (d,
2H, J= 7.6 Hz), 7.08-7.04 (m, 2H), 7.15-7.13 (d, 4H, J= 7.3 Hz), 7.24 (bs, 6H), 7.49 (s,

2H), 7.68-7.66 (d, 2H, J= 7.8 Hz).

93



3C NMR Spektrumu (CDCls) (Sekil 3.68)

§ (ppm): 53.55 (CH2-N), 127.72, 127.89, 128.55 (CH=CH), 128.66, 131.03, 132.21,
136.40, 136.84, 137.49, 142.30, 164.01 (C=0).

Kiitle Spektrumu (Sekil 3.69)

ESI-MS m/z: [M+H] 699.7
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Sekil 3.66. 2r Bilesiginin UV Spektrumu
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Sekil 3.68. 2r Bilesiginin **C-NMR Spektrumu
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Sekil 3.69. 2r Bilesiginin Kiitle Spektrumu

Biit-2-endioik asit bis-[(3-iyodo-fenil)-(4-metil-benzil)-amit] (2s)

(3-Iyodo-fenil)-(4-metil-benzil)-amin (0.3 g, 0. 928 mmol) iizerine TEA (0.093
g, 0. 928 mmol) ve 5 ml etilasetat ilave edilerek karistirildi. Karisim 0-5 °C buz
banyosunda sogutuldu ve 5 ml etil asetat i¢inde ¢oziindiiriilmiis fumaril kloriir (0.071 g,
0. 46 mmol) 30 dakika i¢inde damla damla bu karisima ilave edildi. Olusan reaksiyon
karisimi 12 saat oda sicakliginda karigmaya birakildi. Reaksiyon karigimina su-etilasetat
ekstraksiyonu yapildi. Karisim iginde kalan suyu uzaklastirmak i¢in Na,SO,4 kullanildi
ve karisim siizge¢ kagidindan siiziilerek filtre edildi. Evaporator yardimiyla karisimdaki
organik ¢o6ziicii ortamdan uzaklastirildi. Etanol kristalizasyonu yapilarak % 39 verimli
0.130 g beyaz renkli kat1 2s bilesigi elde edildi. Bilesigin erime derecesi 142147 °C’

dir.
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Biit-2-endioik asit bis-[(3-iyodo-fenil)-(4-metil-benzil)-amit]

UV Spektrumu (Sekil 3.70)

APV (log €) 307 (1,405)

maks
'H NMR Spektrumu (CDCls) (Sekil 3.71)

d (ppm): 2.30 (s, 6H, 2xAr-CH3), 4.60 (s, 4H, 2xCH,-N), 6.66 (s, 2H, etilen protonlari
CH=CH), 6.97-6.95 (d, 2H, J= 7.9 Hz), 7.05-7.01 (bs, 8H,), 7.08 (s, 2H); 7.13- 7.12 (m,
2H); 7.69-7.67 (d, 2H).

3C NMR Spektrumu (CDCls) (Sekil 3.72)

& (ppm): 21.15 (Ar-CHg), 51.58 (CH2-N), 128.21, 128.28, 129.26 (CH=CH), 129.45,
130.41, 132.73, 137.11, 137.37, 137.54, 140.35, 163.85 (C=0).

Kiitle Spektrumu (Sekil 3.73)

ESI-MS m/z: [M+H] 727.5
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3.2. Biyoaktivite Calismalari

3.2.1. Aktivite Calismalarinda Kullanilan Kimyasallar

Antikolinesteraz aktivite tayininde kullanilan ambenonyum dikloriir Tocris
firmasindan, Asetilkolinesteraz (AChE, E.C. 3.1.1.7, electric eel), biitilkolinesteraz
(BuChg, E.C. 3.1.1.8, equine serum), 5,5-ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit) DTNB,
asetiltiyokolin iyodiir (ATCI) ve Biitiltiyokolin iyodiir (BTCI), neostigmin bromiir,
galantamin hidrobromiir kimyasal maddeleri Sigma Aldrich firmasindan, metal selasyon
kapasitesi Ol¢timiinde kullanilan CuSO, ve FeSO, kimyasal maddeler ise Merck
firmasindan temin edilmistir.

3.2.2. Aktivite Calismalarinda Kullanilan Yontemler

a. Kolinesteraz Inhibisyonunun Kolorimetrik Yéntemle Tayini (Ellman
Metodu)

Yontem, 405 nm absorbans degerindeki degisiklilerin Olglilmesi temeline
dayanmaktadir. Bu metod ilk olarak 1961 yilinda Ellman ve arkadaglar1 tarafindan
agiklanmistir.™

Ellman yonteminde asetilkolinin  oksi esterinin yerine tiyoesteri olan
asetiltiyokolin kullanilir. Asetilkolinesteraz asetiltiyokolini tiyokolin ve asetat haline
hidroliz eder. Olusan tiyokolin ise reajan olarak kullanilan DTNB 405 nm’ de absorbans

veren nitrobenzoata doniistiirtir (Sekil 3.74).
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H,0 + (CHg)sN*CH,CH,-S-CO-CH,

|

(CH3)3N+CH2CH2-S- + CH3COO' +2H*

(CH3)3N"CH,CH»-S™ + O,N S-S NO,

-00C CoOo

(CH3)sNCH,CH,-S-S NO, *+ O,N s

COO -00C

Sekil 3.74. Ellman Yo6nteminin Reaksiyon Mekanizmasi

b. AChE ve BuChE Inhibisyon Aktivitesi Ol¢iimii

Test bilesiklerinin AChE ve BuChE inhibisyon aktiviteleri, ticari olarak temin
edilebilen neostigmin bromiir, galantamin hidrobromiir ve ambenonyum dikloriir
bilesikleri referans alinarak kolometrik Ellman metodu kullanilarak degerlendirildi.74
Test bilesikleri dimetilsiilfoksit icinde ¢oziildii ve sonra farkli konsantrasyonlara 50 mM
Tris tampon c¢ozeltisi (pH 8.0) ile seyreltildi. Tris tampon ¢6zeltisinden 50 pl, 3 mM
DTNB c¢ozeltisinden 125 pl, 0.2 U/ml konsantrasyondaki enzim (AChE veya BuChE)
¢ozeltisinden 25 pul ve 0.195, 0.39, 0.78, 1.56, 3.13, 6.25, 12.5, 25, 50 ve 100 pg/ml gibi
10 farkli konsantrasyonda 25 pl inhibitor bilesigi kuyucuklara eklenerek olusan karisim
37 °C’ de 15 dakika inkiibasyona birakildi. 15 dakikalik inkiibasyonun ardindan her bir
kuyucuga 25 ul hacimde 15 mM konsantrasyonda substrat (ATCIl veya BTCI)
¢ozeltisinden ilave edildi. Reaksiyon karigimlarinin absorbanslari 412 nm’ de

mikroplate okuyucu (Bio-Tek ELx800, USA) yardimiyla her 45 sn’ de bir bir 6lgiim
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alinmak suretiyle okutuldu. Yapilan bu islem her bir pleyt i¢in iiger kez tekrarlandi.
Deney sonuclar1 ortalama standart sapmalar1 ile birlikte c¢alismada sunuldu. Test
bilesiklerinin %50 inhibe edici konsantrasyon degerleri (ICs), Olciimler ve

hesaplamalar GraphPad Prism yazilim1 kullanilarak degerlendirildi.

Tablo 3.1. 2a-s bilesiklerinin ICso (uM) degerleri ve enzim selektiviteleri

Bilesik R: R, ICso (M) Selektif Log P?
Secicilik®
AChE? BuChE”

2a CHj; H 42.19+£3.9 60.81£7.5 1.44 7.05

2b CH; CH,4 >100 6.59+2.1 0.066 8.02

2c CF; H 30.01£5.9 0.21£0.7 0.007 7.92

2d CF; CH; 81.89+£2.9 22.26+1.5 0.27 8.89

2e CyHs H 77.45+1.8 >100 1.29 7.88

2f CyHs CH; 2.15+6.5 >100 46.51 8.86

29 OCHj, H 0.2+0.1 2.79+0.3 13.95 5.82

2h OCHj, CH; 47.62+0.7 0.32+£2.5 0.007 6.80

2i OC,Hs H >100 0.05+5.4 0.0005 6.50

2j OCyH;s CH; 15.72+0.6 0.27+1.7 0.017 7.47

2k F H 24.18+£31.5 0.04+2.8 0.0016 6.39

2l F CH; 0.1440.2 18.7+£0.4 133.57 7.36

2m Cl H 35.42+3.6 0.08+4.6 0.002 7.19

2n Cl CH; 0.57+4.4 7.21+1.8 12.64 8.16

20 Br H 0.03+0.9 0.56+0.4 18.70 7.73

2p Br CH; 0.24+1.7 0.03+0.9 0.13 8.71

2r | H 0.53+0.5 3.5248.5 6.64 8.79

2s | CH; 0.95+6.8 1.06£1.2 1.12 9.76
Galantamin 1.05+0.45 13.22+0.46 12.6
Neostigmin 0.07+0.01 0.09+0.002 1.29
Ambenonyum 1.89+0.001 4.61+0.005 243

# AChE i¢in %50 inhibe edici konsantrasyonu
® BuChE i¢in %50 inhibe edici konsantrasyonu
¢ AChE igin segicilik = ICsy (BUChE)/ ICso (AChE).

Y Log P degerleri, Chemdraw Ultra versiyon 7.0 (Cambridge Soft., USA)
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C. Kinetik Cahismalar

Kinetik caligmalar i¢in seri igerisinden 20 ve 2p bilesikleri se¢ildi. Ciinkii bu
bilesiklerin AChE ve BuChE enzimlerine karsi en yiiksek inhibitor aktiviteye sahip
oldugu tespit edildi. Deney inhibitor bilesik olmadan ve inhibitor bilesik varliginda (20
ve 2p) 0.02, 0.03 ve 0.04 uM konsantrasyonlarda gergeklestirilmistir. Substrat
konsantrasyon araligi ise 0.1-1.5 mM araliginda tutulmustur. Elde edilen veriler

GraphPad Prism programina aktarilarak Lineweaver-Burk egrisi olusturulmustur (Sekil

3.75)."
g_
AChE, Bilesik 20 15- Bilesik 2p
*1 BuChE
a - 0uM b " e 0pM
6l - 0.02uM - 0.02uM
= 0.03 uM - 0.03 uM
. -+ 0.04 uM 104 - 0.04 uM
4_
« <
a e >
z £ s
=] { =
T 'é T T T VZ T T
o7 0.5 L0 05 7 0.5 1.0
/18], mMm™! 1/[S], mM™!
=24 -2-

Sekil 3.75. 20 (a) ve 2p (b) inhibisyonun Lineweaver-Burk grafigi

d. Cu*? ve Fe*? Metal Selasyonu Uzerinde Spektrofotometrik Cahsmalar

Metal selasyon caligsmasi, oda sicakliginda, ¢oziicii olarak etanol kullanilarak,
200 ile 500 nm arasinda degisen dalga boyu araliginda UV-vis spektrofotometre
(Thermo Electron HeAios) cihazi yardimi ile yapildi. 20 bilesiginin CuSO4 ve FeSOq4
yoklugunda ve varliginda 20 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra, UV
absorbans degerleri 1 cm genisligindeki kuvartz kiivet kullanilarak 6l¢iildii. Olgiimler
reaksiyon karisiminin son hacmi 3 ml, test bilesikleri ve metallerin birebir oranda final

konsantrasyonlar1 100 pM olacak sekilde yapildi. Olgiimler iier kez tekrar edildi.®?
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20-Cu*?

- e, —— 20-Fe+2

Absorbans

200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500

Dalga boyu (nm)

Sekil 3.76. 20 bilesiginin (100 pM) ve 100 uM Cu?ve Fe*ile olusturdugu
komplekslerin UV spektrumu

e. Molekiiler Modelleme

Molekiiler baglanma calismasi, Surflex-Dock (Sybyl-X 2.0 Tripos) programi
kullanilarak yapildi. En giicli inhibitor 6zellikte bulunan 20 ve 2p bilesiklerinin 3
boyutlu yapilart Sybyl Sketcher programi yardimiyla ¢izildi. Bu 3 boyutlu yapilarin
enerjileri, Gasteiger-Huckel sarj yontemi ile Tripos kuvvet alaninda maksimum
tekrarlanma sayis1 5000 olacak sekilde Steepest descent konjiige gradyan metodu
kullanilarak 0.001 kcal/mol gradyana kadar minimize edildi.

Simiilasyon sistemi, protein veri bankasindan elde edilen Torpedo Californica
(TCAChE-1AC])) ve insan biitilkolinesteraz (HuBuChE-1PO0I) enzimlerinin aydinlatilmig
kristal yapilari ile kuruldu. Molekiiler baglanma isleminin baslangicinda, tiim su
molekiilleri, ligandlar her iki enzimin kristal yapilarindan uzaklastirilirken ve etrafa
rastgele dagili halde bulunan tiim hidrojen atomlar1 enzim yapisina ilave edildi. Surflex-

Dock programi yardimiyla yapilan baglanma hesaplamalari, ligand tarafindan
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olusturulmus protomol (ligandin enzime baglandig1 bolge) ilizerinden yapildi. Esik

degeri olarak 0.5, bloat degeri olarak 0 parametreleri kullanildi.

Sekil 3.77. (a) 20-1ACJ ve (b) 2p-1P0I komplekslerinin molekiiler simiilasyonu
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4. BULGULAR

4.1. Deneysel ve Spektral Bulgular

Tez kapsaminda sentezi tasarlanan bilesikler basariyla sentezlenmis ve
saflagtinnlmistir. Bilesik sentezine iliskin deneysel veriler Tablo 4.1 ve Tablo 4.2° de
sunulmustur. Sentezlenen bilesiklerin yapisi ‘H-NMR, C-NMR ve ESI-MS
spektrumlari ile dogrulanmistir. Spektrumlar ve degerlendirmeleri materyal ve metod
boliimiinde detayli bir bi¢imde verilmis olup, bu spektral analizlerin toplu

degerlendirmeleri Tablo 4.3-4.6° de sunulmustur.
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Tablo 4.1. 1a-s bilesiklerinin genel sentezine iliskin veriler

Ry

ZT

Rz

Bilesik R R, Kimyasal Mol. Verim

Formiil Agirhk (%)
1a”™ CH; H CyHisN 197.12 60
1b CH; CH; CisHyN 211.14 45
1c’® CF; H CuH1F3N 251.09 38
1d CF; CH; CisH14F3N 265.11 58
le CzHs H CisHyN 211.14 42
1f CzHs CHs CisHioN 225.15 42
19" OCHj H CiH1sNO 213.12 65
1h OCH; CHs CisH7NO 227.13 56
1i OC;Hs H CisHy7NO 227.13 26
1j OC,Hs CH;, CisH1NO 241.15 35
1k’ F H CisH1,FN 201.10 65
1 F CH;, CuHFN 215.11 54
1m™ Cl H C13H1,CIN 217.07 58
in Cl CHs CuHuCIN 231.08 42
10% Br H CysH1,BIN 261.02 50
1p Br CH;, CHuBrN 275.03 36
1r® | H CyHpIN 309.00 40
1s | CH;, CHuIN 323.02 39
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Tablo 4.2. Sentezlenen 2a-s bilesiklerinin sentezine iliskin deneysel veriler

Bilesik Ry R, Kimyasal Mol. Erime Verim
Formiil Agirhik Derecesi (%)
(’C)
2a CHj,3 H CaH30N,0, 474.0 180-184 61
2b CH; CH; Ca4Hz4N,0, 502.2 202-204 55
2c CF3 H CaH24FgN,O, 582.2 161-165 52
2d CF; CH; Ca4HogFsN,0, 610.2 176-180 46
2e CyHs H Ca4H3sN,0, 502.6 138-140 16
2f C,Hs CH; CssH3sN,0; 530.5 171-173 50
29 OCHj, H CaH3N,04 506.6 180-182 76
2h OCH; CH; C34H34N,04 534.6 192-194 37
2i OC;Hs H Ca4H3sN,04 535.7 184-188 55
2j OC;,Hs CH; C3sH3sN,04 562.1 178-182 52
2k F H CaoH24F2N,0, 482.7 162-165 73
21 F CH; C3oH28F2N,0, 510.2 189-191 34
2m Cl H C3oH24CIoN,0, 515.4 178-180 44
2n Cl CH; Cs2H26CILN,0; 543.3 197-199 36
20 Br H CaoH24BrN,0O, 604.4 174-178 56
2p Br CH; Cs2H26BrN,0, 633.3 196-198 59
2r | H CaoH24I1,N,0, 698.6 210-212 50
2s | CH; CasHsloN,0, 726.4 142-147 39
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Tablo 4.3. Sentezlenen 2a-s bilesiklerinin *H-NMR verileri

Bilesik

o ppm

2a

2b

2c

2d

2e

2f

29

2h

2i

2j

2k

2l

2m

2n

20

2p

2r

25

2.31 (s, 6H, 2xCH3), 4.88 (s, 4H, 2xCH,-N), 6.75-6.74 (d, 2H, J= 7.60 Hz), 6.81 (s, 2H,
fumaril CH=CH), 6.89 (s, 2H), 7.13-7.11 (d, 4H, J= 7.60 Hz), 7.16-7.14 (m, 2H), 7.22-7.18
(m, 6H), 7.26-7.24 (d, 2H, J= 7.6 Hz).

2.29 (s, 6H), 2.32 (s, 6H), 4.83 (s, 4H, 2x CH,-N), 6.74-6.72 (d, 2H, J= 7.7 Hz), 6.81 (s,
2H, etilen protonlart CH=CH), 6.88 (s, 2H), 7.00 (bs, 8H, 7.12-7.10 (d, 2H, J= 7.8 Hz),
7.22-7.18 (m, 2H).

4.92 (s, 4H, 2xCH,-N), 6.83 (s, 2H, etilen protonlart CH=CH), 7.12-7.10 (m, 6H), 7.26-
7.24 (m, 2H), 7.29-7.26 (m, 6H), 7.50-7.48 (d, 2H, J=7.8 Hz), 7.60 (s, 2H).

2.29 (s, 6H, 2xAr-CHa), 4.87 (s, 4H, 2x CH,-N), 6.80 (s, 2H, etilen protonlari CH=CH),
7.00-6.90 (d, 2H, J= 7.9 Hz), 7.05-7.03 (d, 4H, J=8.6 Hz), 7.11-7.09 (d, 4H, J= 7.8 H2),
7.27-7.26 (m, 2H), 7.49-7.47 (d, 2H, J=7.4 Hz), 7.59 (s, 2H).

1.19-1.15 (t, 6H, 2xCH,CHj3), 2.62-2.57 (q, 4H, 2xCH,CH3), 4.88 (s, 4H, 2xCH,-N), 6.90
(s, 2H, etilen protonlart CH=CH) , 6.78-6.77 (d, 2H, J= 7.9 Hz), 7.15-7.13 (m, 6H), 7.24-
7.22 (m, 6H), 7.26 (s, 2H).

1.20-1.16 (t, 6H, 2xCH,CHj3), 2.28 (s, 6H, 2x Ar-CHjs), 2.63-2.58 (q, 4H, 2xCH,CHy), 4.84
(s, 4H, 2xCH,-N), 6.78-6.76 (bs, 4H), 6.88 (s, 2H, etilen protonlar1 CH=CH), 7.03 (bs,
8H), 7.15-7.13 (d, 2H, J=7.69 Hz), 7.26-7.21 (m, 2H).

2.31 (s, 6H, 2xOCHy), 4.89 (s, 4H, 2xCH,-N), 6.75-6.73 (d, 2H, J= 7.60 Hz), 6.81 (s, 2H,
etilen protonlar1 CH=CH), 6.90 (s, 2H), 7.13-7.11 (d, 4H, J= 7.3 Hz), 7.16-7.14 (m, 2H),
7.22-7.18 (m, 6H), 7.26-7.24 (d, 2H, J= 7.6 Hz).

2.28 (s, 6H, 2xAr-CH,), 3.73 (s, 6H, 2xOCHy5), 4.84 (s, 4H, 2XCH,-N), 6.45 (s, 2H, etilen
protonlart CH=CH), 6.56-6.54 (d, 2H, J= 7.6 Hz), 6.90 (s, 2H), 7.04 (bs, 8H), 7.23-7.21 (d,

2H. J= 8.0 H). 7.26-7.25 (m. 2H).
1.39- 1.36 (t, 6H, 2x CH,CHs3), 3.93-3.91 (q, 4H, 2XCH,CH3), 4.88 (s, 4H, 2xCH,-N), 6.50

(s, 2H, etilen protonlart CH=CH), 6.55-6.53 (d, 2H, J= 7.60 Hz), 6.92 (s, 2H), 7.17-7.15
(d, 4H, J= 7.6 Hz), 7.19-7.16 (M, 2H), 7.23-7.21 (m, 6H), 7.26-7.24 (d, 2H, J= 8.4 Hz).

1.40-1.37 (t, 6H, 2xAr-OCH,CHj), 2.28 (s, 6H, 2xAr-CHs), 3.96-3.91 (g, 4H,
2XOCH,CHy), 4.83 (s, 4H, 2xCH,-N), 6.50 (s, 2H), 6.54-6.52 (d, 2H, J= 8.05 Hz), 6.84-
6.82 (d, 2H, J= 8.4 Hz), 6.90 (s, 2H, etilen protonlar1t CH=CH), 7.06-7.04 (bs, 8H), 7.26-
7.19 (m, 2H).

4.90 (s, 4H, 2xCH,-N), 6.73 (s, 2H, etilen protonlar1t CH=CH), 6.78-6.76 (d, 2H, J= 7.9
Hz), 7.07-7.05 (m, 2H), 7.16-7.30 (d, 4H, J= 7.4 Hz), 7.30- 7.25 (m, 6H), 7.33-7.30 (d, 2H,
J=8.0 Hz).

2.29 (s, 6H, 2xAr-CHjy), 4.85 (s, 4H, 2xCH»-N), 6.78-6.70 (m, 4H), 6.87 (s, 2H, etilen
protonlart CH=CH), 7.03-7.01 (d, 4H, J=8.3 Hz), 7.06-7.04 (d, 4H, J= 8.3 Hz), 7.30-7.28
(d, 2H, J=8.0 Hz), 7.34-7.32 (m, 2H).

4.89 (s, 4H, 2xCH,-N), 6.84- 6.83 (d, 2H, J= 7.7 Hz), 6.86 (s, 2H, etilen protonlar
CH=CH), 7.03 (s, 2H), 7.15-7.13 (d, 4H, J= 8.1 Hz), 7.25-7.24 (m, 2H), 7.29-7.26 (m,
6H), 7.34-7.32 (d, 2H, J= 8.0 Hz).

2.29 (s, 6H, 2xAr-CHy) , 4.84 (s, 4H, 2x CH,-N), 6.81 (s, 2H, etilen protonlar1 CH=CH),
6.84 (s, 2H), 7.02 (bs, 8H), 7.06-7.04 (d, 2H, J= 8.2 Hz), 7.28-7.24 (m, 2H), 7.32-7.30 (d,
2H, J=8.0 Hz).

4.88 (s, 4H, 2x CH,-N); 6.85 (s, 2H, etilen protonlari CH=CH); 6.88 (bs, 2H); 7.14 (m,
4H); 7.21-7.20 (m, 4H); 7.24 (bs, 6H); 7.48-7.46 (d, 2H, J= 7.8 Hz).

2.29 (s, 6H, 2xCHy), 4.84 (s, 4H, 2x CH,-N), 6.83 (s, 2H, etilen protonlar1 CH=CH), 6.87-
6.85 (d, 2H, J= 8.0 Hz), 7.03-7.00 (d, 4H, J= 8.0 Hz), 7.06-7.00 (d, 4H, J= 8.0 Hz), 7.18 (s,
2H), 7.22-7.20 (d, 2H, J=8.0 Hz), 7.48-7.46 (m, 2H).

4.87 (s, 4H, 2x CH»-N), 6.84 (s, 2H, etilen protonlar1 CH=CH), 6.91-6.89 (d, 2H, J= 7.6
Hz), 7.08-7.04 (m, 2H), 7.15-7.13 (d, 4H, J= 7.3 Hz), 7.24 (bs, 6H), 7.49 (s, 2H), 7.68-
7.66 (d, 2H, J= 7.8 Hz).

2.30 (s, 6H, 2xAr-CHa), 4.60 (s, 4H, 2xCH,-N), 6.66 (s, 2H, etilen protonlart CH=CH),
6.97-6.95 (d, 2H, J= 7.9 Hz), 7.05-7.01 (bs, 8H,), 7.08 (s, 2H); 7.13- 7.12 (m, 2H); 7.69-
7.67 (d. 2H).
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Tablo 4.4. Sentezlenen 2a-s bilesiklerinin **C-NMR verileri

Bilesik

o ppm, 400 MHz

2a

2b
2c
2d

2e

2f

29
2h
2i

2j

2k
2l

2m
2n
20
2p
2r

2s

21.29 (Ar—CHj), 53.58 (CH,_N), 125.28, 127.40 (CH=CH), 128.35, 128.49, 128.63, 129.06,
129.041, 132.07, 137.07, 139.75, 141.22, 164.43 (C=O0).

21.09 (Benzilik-CHa), 21.29 (Ar-CHa), 53.33 (CH,-N), 125.33, 128.50 (CH=CH), 128.61,
129.01, 129.37, 132.07, 134.06, 137.00, 139.69, 141.30, 164.38 (C=O0).

53.49 (CH,—N), 124.87, 125.20 (CH=CH), 127.85, 128.63, 130.41, 131.82, 132.29, 136.20,
141.65, 163.94 (C=0).

21.08 (Ar-CHj), 53.25 (CH,-N), 125.11, 128.62 (CH=CH), 129.26, 130.35, 131.88, 132.28,
133.17, 137.57, 141.72, 163.90 (C=0).

15.21 (CH,-CHs), 28.53 (CH,-CHs), 53.50 (CH,-N), 125.37, 127.39, 127.79, 128.34,
128.69, 129.49 (CH=CH), 132.12, 137.12, 141.24, 164.47 (C=0).

15.21 (CH,-CHs), 21.08 (Ar— CHs), 28.53 (CH,-CH3), 53.26 (CH,-N), 125.43, 127.41,
127.72, 128.67, 129.00, 129.44 (CH=CH), 132.12, 134.11, 137.00, 141.32, 145.93, 164.42
(C=0).

21.09 (OCH,), 53.57 (CH,-N), 125.28, 127.39, 128.49, 128.63 (CH=CH), 129.05, 129.41,
132.07, 137.07, 139.74, 141.22, 164.43 (C=0).

21.09 (Ar-CHs), 53.18 (OCHy), 55.33 (CH,-N), 113.70, 113.93, 120.52, 128.66 (CH=CH),
130.30, 132.11, 134.03, 137.08, 142.42, 160.35, 164.32 (C=0).

14.66 (OCH,CH;), 53.45 (OCH,CHa), 63.59 (CH,-N), 114.34, 120.29, 127.43, 128.39
(CH=CH), 128.66, 130.31, 132.11, 137.08, 142.31, 159.77, 164.39 (C=0).

14.66 (OCH,CHa), 21.08 (Ar-CHa), 53.19 (OCH,CHa), 63.59 (CH,-N), 114.27, 114.36,
120.35, 128.64 (CH=CH), 129.04, 130.26, 132.11, 134.06, 137.03, 142.39, 159.74, 164.34
(C=0).

53.45 (CH,-N), 115.56, 115.67, 124.11, 127.70 (CH=CH), 128.56, 130.86, 130.95, 132.18,
136.50, 142.66, 161.67, 164.07 (C=0).

21.11 (Ar-CHy), 53.19 (CH,-N), 115.38, 115.60, 124.15, 128.57 (CH=CH), 129.21, 130.81,
130.90, 132.18, 137.38, 142.73, 161.65, 164.13 (C=0).

53.51 (CH,-N), 126.68, 127.73, 128.21, 128.56 (CH=CH), 128.62, 128.69, 130.65, 132.20,
135.26, 136.42, 142.32, 164.04 (C=0).

21.11 (Ar-CHy), 53.19 (CH,-N), 115.38, 115.60, 124.15, 128.57 (CH=CH), 128.69, 129.21,
130.81, 130.90, 132.18, 137.38, 142.73, 164.13 (C=0).

53.54 (CH2-N), 123.10, 127.20, 127.74, 128.57, 128.63 (CH=CH), 130.91, 131.06, 131.61,
132.20, 136.40, 142.42, 164.02 (C=0).

21.10 (Ar-CHs), 53.29 (CH,-N), 123.05, 127.24, 128.61, 129.21 (CH=CH), 130.85, 131.06,
131.52,132.21, 133.37, 137.40, 142.51, 163.98 (C=0).

53.55 (CH,-N), 127.72, 127.89, 128.55 (CH=CH), 128.66, 131.03, 132.21, 136.40, 136.84,
137.49, 142.30, 164.01 (C=0).

21.15 (Ar-CHy), 51.58 (CH2-N), 128.21, 128.28, 129.26 (CH=CH), 129.45, 130.41, 132.73,
137.11, 137.37, 137.54, 140.35, 163.85 (C=0).
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Tablo 4.5. Sentezlenen 2a-s bilesiklerinin ESI-MS verileri

Bilesik M*+1 Hesaplanan* M*+1 Olgiilen”
2a 475.0 475.1
2b 503.2 503.6
2c 583.2 583.4
2d 611.2 611.2
2e 503.6 503.8
2f 531.5 531.6
29 507.6 507.7
2h 535.6 535.6
2i 536.7 536.8
2j 563.1 563.1
2k 483.7 483.9
21 511.2 511.0
2m 516.4 516.7
2n 544.4 544.5
20 605.4 605.5
2p 634.3 634.3
2r 699.6 699.7
2s 727.4 727.5

*: ChemDraw 2007 versiyonu ile hesaplanan

. MS (LC-MS) VG Waters Micromass ZQ (USA) spektrometresinde bulunan
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Tablo 4.6. Sentezlenen 2a-s bilesiklerinin A max ve log € verileri

Bilesik A max* log ¢
2a 298 1.184
2b 297 1.152
2c 301 0.488
2d 298 0.715
2e 303 1.958
2f 296 0.831
29 297 1.158
2h 296 0.999
2i 296 1.039
2j 296 0.999
2k 301 0.637
21 301 0.746
2m 296 1.078
2n 296 0.972
20 296 0.724
2p 300 0.991
2r 301 0.550
25 307 1,405

* Thermo Electron Hekios (o) (UVA114903, England) spektrometresinde bulunan deger
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5. TARTISMA

5.1. Sentez Calismalari

Sentez siirecinin ilk basamaginda, baslangi¢ bilesikleri olan benzanilin tiirevi
(1a-s) bilesikler ¢o6ziiciisiiz faz transfer katalizli mikrodalga 1sitma yontemi kullanilarak
sentezlendi. Fumaramit (2a-s) tiirevi sonug bilesikleri daha 6nceki ¢alismamizda rapor
edilen benzer bir prosediir yard1m1yla83 16-76% reaksiyon yiizde verimleriyle basariyla
sentezlendi. Elde edilen spektroskopik bulgular tahmin edilen yapilarla birebir uyumlu
bulundu. Bilesiklerin sentez agsamalar1 Sekil 3.1 {izerinde gosterildi.

Proton niikleer manyetik rezonans (*H-NMR) spektrumunda, etilen kopriisii
protonlarinin rezonans sinyallerinin genellikle 6.45-6.90 ppm araliginda singlet olarak,
aromatik proton sinyallerinin ise 6.51 and 7.68 ppm araliginda geldigi goriildii. Azota
bagli metilen protonlar1 da 4.80-4.92 ppm araliginda singlet olarak goriildii.

Karbon niikleer manyetik rezonans (**C-NMR) spektrumunda Kkarbonil
atomlarinin karakteristik rezonans frekanslar1 genellikle 164.47-163.85 ppm araliginda
goriildii. Aromatik halkalara ait karbon atomlarinin sinyalleri 113.70-161.67 ppm dalga
araliginda ve azota bagli metilen karbonuna ait sinyal ise 51.58-63.59 ppm dalga
araliginda goriildii. Pozitif elektron iyonizasyonu yontemiyle elde edilen kiitle
spektrumlarinda goriilen molekiiler iyonizasyon pikleri (M") sentezlenen bilesiklerin
molekiil agirliklariyla tamamen uyumlu bulundu. Sonu¢ olarak degerlendirilen tiim
spektral veriler 15181nda sentezlenen bilesiklerin (2a-S) yapilart dogrulandi.

5.2. Kolinesteraz Inhibisyon Aktivitesi

Bilesiklerin (2a-s) AChE ve BuChE enzimlerine karsi inhibisyon aktiviteleri
Ellman’ in modifiye edilmis kolorimetrik yontemi kullanilarak 6lgiildii. Deneyde
neostigmin, ambenonyum ve galantamin gibi ticari kolinesteraz inhibitorii bilesikler

referans olarak kullanildi.
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Tiim test edilen bilesiklerin ICsq degerleri ve onlarin selektivite indeksleri Tablo
3.1’ de o6zetlendi. Tablo 3.1’ e bakildiginda tiim fumaramit tiirevi bilesiklerin (2a-S)
mikromolar konsantrasyonda her iki enzime kars1 iyi bir inhibisyon aktivitesi gésterdigi
gorildii. Sentezlenen bilesikler arasindaki 20 kodlu bilesik, referans bilesikler olan
neostigmin (ICsg= 0.07 uM), galantamin (ICsp= 1.05 uM) ve ambenonyum (ICso= 1.89
uM)’ dan sirasiyla 2.33, 35 ve 63 kat daha gii¢lii olmak iizere, AChE enzimine karsi
(ICso= 0.03 uM) seri igerisindeki en etkili bilesik olarak bulundu. Ayni1 zamanda BuChE
enzimine karsi en giliclii inhibisyon gosteren 0.03 pM ICsp degerine sahip 2p kodlu
bilesik ise referans bilesiklerden neostigmin (ICso= 0.09 uM), ambenonyum (ICsp= 4.61
uM) ve galantamin (ICsp= 13.22 uM)’ den sirasiyla 3, 154 ve 441 kat daha giiclii
inhibisyon gosterdigi tespit edildi.

Hedeflenen fumaramit tiirevi bilesikler (2a-s) farkli elektronik 6zelliklere sahip
cesitli meta siibstitiie anilin tiirevleri kullanilarak sentezlendi. Genel olarak bakildiginda
fenil halkasinin meta konumunda indiiktif olarak elektron gekici 6zellikte ve hidrojen
bagi yapabilme kapasiteleri olan halojen gruplar1 (F, Cl, Br, 1) tasiyan bilesikleri (2k-S)
hem AChE hem de BuChE enzimlerine kars1 seri i¢indeki en etkili bilesikler oldugu
goriilmektedir. Bu yaklasimi dogrulamak adina, Tablo 3.1’ e bakildiginda anilin
halkasina meta pozisyondan indiiktif olarak elektron verici 6zellikte metil (CH3) grubu
bagli bulunan 2a-b bilesikleri diisiik AChE inhibisyon aktivitesi gdstermesine karsin
ayni pozisyonda elektron ¢ekici o6zelligi yiiksek olan triflorometil (CF3) grubu bagh
bulunan 2c-d bilesikleri artmis bir AChE inhibisyonu gostermistir. Elektron verici
Ozellikte grup tasiyan bilesiklerden 2b (-CH3) ve 2i (-OC,Hs) bilesiklerinin de seri
icerisinde en zayif etkili AChE inhibitorleri olduklari, etil grubu tasiyan (2e ve 2f)
bilesikleri de BuChE enzimine kars1 en zayif etkili inhibitor bilesik olduklar1 saptandi.

Aktivite sonuglari, hem H bagi yapabilme hemde indiiktif olarak elektron ¢ekme giicii
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yiikksek olan meta-siibstitiie halojen gruplarinin hem AChE hem BuChE enzim
inhibisyonlarina karsi olumlu bir katki yaptigim1 gosterdi. Ayrica halojen tasiyan
bilesiklerin kendi aralarinda yapilan aktivite karsilastirmasinda, elektron cekici etkisi
yiiksek halojen tasiyan bilesigin her iki enzime kars1 da inhibisyon aktivitesinin yiiksek
oldugunu gostermesi elektronegativitenin kolinesteraz enzim inhibisyonunda ¢ok
Oonemli bir parametre oldugunu bizlere gosterdi.

Absorbsiyon, dagilim, metabolizasyon, atilim ve toksisite gibi fizikokimyasal
Ozelliklerden bir digeri olan lipofilisite, ila¢ tasarimi ve kesfinde kullanilan,
farmakolojik aktivite iizerinde énemli bir etkiye sahip bir diger parametredir. ilacin
etkisini gosterebilmesi i¢in kan beyin engelini gegmek zorunda olan sinir sistemi ilaglari
icin lipofiliklik ayr1 bir 6neme sahiptir. Bu anlamda aktivite sonuglar1 ve bilesiklerin
log P degerleri ¢alisma kapsaminda degerlendirilmis ancak aktivite sonuglari ve
lipofiliklik arasinda herhangi anlamli bir korelasyon bulunamamistir.  Calisilan
bilesiklerin partisyon katsayisinin logaritma (logP) degerleri ChemDraw Ultra ver. 7.0
(CambridgeSoft, USA) bilgisayar programi yardimiyla bulunmustur. Bilesiklerin Log P
degerleri Tablo 3.1’ de verilmistir.

5.3. Enzim Kinetigi Calismalan

Enzim kinetigi ¢alismasi igin, seri i¢erisinde en etkili AChE (20) ve BUChE (2p)
inhibitérii bulunan bilesikler secildi. Inhibisyon tipi, Lineweaver-Burk grafigi
yardimiyla aydinlatildi. Bu grafik, 20 inhibitér bilesiginin konsantrasyonunun
artmasiyla hem egimin hemde kesisim noktasinin arttigim1 gostermektedir ki bu da
karisik tipte (yarismali ve yarismasiz) inhibisyona isaret etmektedir (Sekil 3.75a). Bu
yiizden 20 bilesiginin, AChE enziminin hem katalitik aktif bolgesiyle hem de periferik

aktif bolgesiyle etkilestigi sdylenebilir. Sekil 3.75b’ de ise, 2p bilesiginin artan inhibitér
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konsantrasyonu ile Lineweaver-Burk dogrusu x eksenini ayni noktada keser ki bu da
tipik bir non-kompetitif (yarismasiz) inhibisyondur.

5.4. Molekiiler Modelleme Calismasi

Molekiiler modelleme ¢alismalari, seri igerisinde en etkili AChE inhibit6rii 20
bilesigi ve en etkili BuChE inhibitorii 2p bilesiginin ilgili enzimlerle olan muhtemel
etkilesimlerini incelemek tizere bir simiilasyon olarak tasarlandi. Bu simiilasyon
SYBYL X 2.0 bilgisayar programi yardimiyla gergeklestirildi. Enzimlerin 3 boyutlu
kristal yapilar1 protein veri bankasindan alindi. Simiilasyon sonuglart Sekil 3.77a’ da
goriildiigii lizere bize 20 bilesiginin Torpedo californica (TcAChE-1ACJ) enzimiyle
birden fazla baglanma yapabildigini gosterdi. 1ACJ-20 kompleksinde, 20 bilesiginin
molekiil yapisindaki karbonil grubunun, enzimin periferik aktif bolgesinde bulunan
Ser122 (2.0 A) aminoasitine ait OH grubu ve enzimin katalitik aktif bolgesinde Gly 118
(2.5 A) aminoasitine ait NH grubu ile hidrojen bag yaptigi goriilmektedir. Meta
konumundaki brom atomu ile enzimin orta gegitindeki Tyr70 (3.5 A) aminoasitinin -OH
grubunun aralarinda hidrojen bag:i yaptigi diistiniilmektedir. 3-Bromo fenil yapisinin
enzimin Trp84 and Phe330 aminoasit artig1 iizerinde lokalize oldugu goriilmektedir. Bu
fenil halkasi Phe330 aminoasidinin fenil halkasiyla paralel konumlanmakta ve m-n
etkilesim (3.3-3.7 A) gostermektedir.

Meta-siibstitiie fenil halkasi, enzimin katalitik aktif bolgesindeki Trp84 (3.5 A)
aminoasit artiginin —NH, grubu ile brom atomu arasindaki hidrojen bagi ve Trp84 (3.3-
3.7 A) artiginin indol parcasiyla fenil halkasmin n-n etkilesmesi gibi iki tip etkilesim
gostermektedir. Tim bu simiilasyon ¢aligmalar1 20 bilesiginin, AChE enziminin hem
katalitik hem periferik bolgesini etkiledigini gostermekte ve dolayisiyla kinetik
calismada da ortaya ¢ikan karisik tip (mixed-type) enzim inhibisyonu sonucunu

desteklemektedir.
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En giicli BuChE inhibitorii olan 2p bilesiginin, HUBUChE (1POI) enziminin
Thr120 ve Gly 116 aminoasit artiklariyla etkilesim gosterdigi goriildi (Sekil 3.77b). 2p
bilesigi molekiil yapisinda bulunan karbonil gruplarindan birinin, HUuBUChE enziminin
katalitik aktif bolgesindeki Thr120 (2.7 A) aminoasit artiginin OH grubu ile, yapida
bulunan diger karbonil grubunun ise Gly 116 aminoasit artiginin NH grubu ile hidrojen
bag etkilesmesi yaptig1 goriilmektedir. 2p bilesigi i¢in yapilan simiilasyon ¢alismalari
bu BuChE inhibitorii bilesigin enzimin sadece katalitik bolgesiyle etkilesime
girebildigini gostermektedir.

5.5. Metal Selasyon Etkisi

En gii¢lii inhibitor bilesik olan 20 bilesiginin Cu*? ve Fe*? gibi metaller ile selat
yapabilme yetenegini bulmak amaciyla 200-500 nm dalga boyu araliginda ¢oziicii
olarak etanol kullanilarak spektrofotometrik bir ¢alisma yapildi. 20 bilesiginin
etanoldeki ¢ozeltisinin UV absorbansi, Cu*? ve Fe*? ile titrasyonu sonucu degisiklik
gosterdi (Sekil 3.76). Her iki metal ile reaksiyon sonucu olgiilen absorbans degerinde
artis goriildii. Bu sonu¢ 20 bilesiginin gili¢lii bir kolinesteraz inhibitorii olmasinin

yaninda etkili bir Cu*? ve Fe*? metal selatérii oldugunu gostermektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Ozetle, bu ¢alisma kapsaminda 18 yeni fumaramit tiirevi bilesik sentezlendi ve
bunlarin asetilkolinesteraz ve biitilkolinesteraz enzimlerine karsi inhibisyon aktiviteleri
degerlendirildi. Etkili bulunan inhibitor bilesikler iizerinde enzim kinetigi ¢alismalari,
metal selasyon ve molekiiler modelleme calismalar1 yapildi. Inhibisyon aktivitesi
sonuglara gore genel olarak orta-yiiksek diizeyde antikolinesteraz etkiye sahip 2a-s
serisi fumaramit tiirevi bilesiklerinden, 20 bilesigi AChE enzimine kars1 ve 2p bilesigi
ise BuChE enzimlerine kars1 diisiik mikromolar konsantrasyonda seri igerisinde en etkili
bilesikler olarak saptandi. 20 bilesigi ICso= 0.03 uM konsantrasyonda seri i¢inde en
etkili AChE inhibitorii olarak bulundu. Ayrica 20 bilesigi BuChE enzimine karsi da
ICs50= 0.56 uM konsantrasyonda giiclii bir afinite gosterdi. Fakat seri igerisinde en etkili
BuChE inhibitérii 2p (ICsp= 0.03 uM) bilesigi oldu. Kinetik ¢alismalar bilesikler igin
inhibisyon mekanizmalarinin herbir enzime gore farklilik gosterebildigini ortaya koydu.
Zira 20 bilesigi AChE enzime karsi karigik tipte inhibisyon gosterirken, 2p bilesigi
yarismasiz enzim inhibisyonu gosterdi. Molekiiler baglanma ¢aligmalari, modellenen 20
bilesiginin TcAChE enziminin hem Katalitik hem de periferik aktif bolgelerinde ¢ok
sayida etkilesmeye girebildigini gosterdi. Bu sonug, 20 bilesiginin yiiksek inhibisyon
gliciinli ve inhibisyon mekanizmasini dogrular niteliktedir. Sonug olarak, elde edilen bu
bulgular 15181nda sentezlenen fumaramit tiirevi bilesiklerin kolinesteraz enzimlerinin her
ikisi iizerinde de etkili inhibitor bilesikler oldugu tespit edildi.

lleriki calismalarimizda bu kimyasal yap1 korunarak veya yapilacak ufak
modifikasyonlarla, Alzheimer hastalig1 basta olmak {izere diger sinir sistemi hastaliklari
tizerinde de etkili olabilecek yeni bilesiklerin sentezi ve ¢alismanin in vivo deneylerle

desteklenerek daha ileri diizeyde c¢aligmalar yapilabilecegi disiiniilmektedir.
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