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OZET

ALZHEIMER HASTALIGINA KARSI ETKIiLI OLABILECEK YENI BILESIKLERIN
TASARIMI, SENTEZI, BIYOLOJIK AKTIVITELERI VE MOLEKULER DOKING
CALISMALARININ DEGERLENDIRILMESI
Neslihan CONGER
Farmasotik Kimya Anabilim Dal1
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Temmuz 2023
Danisman: Prof. Dr. Yusuf OZKAY

Alzheimer hastaligit (AH) beyin hiicrelerinin zamanla o6limiine bagli olarak
bunama (demans), hafiza kaybi ve bilissel fonksiyonlarin azalmasiyla gelisen tibbi bir
durum olarak tanimlanir ve bunlarin yaninda yaygin olarak goriilen demans tiirii olan
norolojik bir hastaliktir. Hastalarin beyninde beta amiloid plaklarinin goriilmesiyle
beraber yavas yavas unutkanliklarla kendini belli etmeye baslar, giin gegtikce yakin
geemisi, aile ve arkadaslarin1 taniyamayacak kadar ilerleyebilir. En ileri evrelerinde ise

hastalar temel ihtiyaglarini karsilamayacak duruma gelir.

Yirttilen bu ¢alismada; hastaligin tedavisi i¢in tiyosemikarbazon tiirevi olan 12
bilesik sentezlenmistir. Bilesiklerin analizlerini *C-NMR, !H-NMR ve HRMS
spektroskopik yontemleri kullanarak ortaya ¢ikarilmistir. Bulunan bilesiklerin
monoaminoksidaz (MAO) enzimleri ve kolinesteraz iizerindeki inhibisyon etkileri
aragtirnlmistir. 3a, 3b, 3c, 3d, 3e, 3f, 3g, 3h, 3i, 3j, 3k, 3l koduna sahip bilesiklerin AH
lizerine aktif bir yap1 sergiledigi bulunmustur. In silico prosediirii kullanilarak molekiiler
kenetlenme caligmalart yapilmis olup AChE aktif bolgelerinde aktif bilesigin (3a)
baglanma modlarin1 tanimlamaya yarayan etkilesim sayis1 ve kalint1 grafikleri sunuldu.
Ozellikle Trp86, Tyr124, Glu202, Trp286, Phe295 ve Tyr341 ile bilesik 3a’nin kesintisiz

etkilesim igerisinde oldugu tespit edildi.

Tez kapsaminda sentezlenen bilesiklerin baglanma noktalar1 ve enzim aktif
bolgelerini aydinlatabilmek igin yapilan bu in silico ¢alismalarda 3a kodlu bilesigin

digerlerine gore aktifliginin ¢ok daha basarili oldugu goriilmiistiir.

Anahtar Sozciikler: Alzheimer, Asetilkolinesteraz, Monoaminoksidaz,

Tiyosemikarbazon.



ABSTRACT

DESIGN, SYNTHESIS, BIOLOGICAL ACTIVITIES AND EVALUATION OF
MOLECULAR DOCKING STUDIES OF NEW COMPOUNDS THAT MAY BE
EFFECTIVE AGAINST ALZHEIMER'S DISEASE
Neslihan CONGER
Department of Pharmaceutical Chemistry
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, July 2023
Supervisor: Prof. Dr. Yusuf OZKAY

Alzheimer's disease (AD) is defined as a medical condition that develops with
dementia (dementia), memory loss and decreased cognitive functions due to the death of
brain cells over time, and it is a neurological disease that is a common type of dementia.
With the appearance of beta amyloid plagues in the brains of the patients, it gradually
begins to manifest itself with forgetfulness, and it can progress to such an extent that it
cannot recognize the recent past, family and friends. In the most advanced stages, patients
become unable to meet their basic needs.

In this study carried out; 12 compounds, which are thiosemicarbazone derivatives,
have been synthesized for the treatment of the disease.Analyzes of compounds were
revealed using *C-NMR, H-NMR, and Mass spectroscopic methods. The inhibition
effects of the compounds found on monoaminoxidase (MAO) enzymes and
cholinesterase were investigated. It was found that compounds with the code 3a, 3b, 3c,
3d, 3e, 3f, 3g, 3h, 3i, 3j, 3k, 3l exhibit an active structure on AD. Molecular docking
studies were performed using the in silico procedure, and interaction number and residue
graphs were presented to identify the binding modes of the active compound (3a) at
ACNhE active sites. In particular, Trp86, Tyr124, Glu202, Trp286, Phe295 and Tyr341 and
compound 3a were found to be in uninterrupted interaction.

In these in silico studies carried out to elucidate the binding points and enzyme
active sites of the compounds synthesized within the scope of the thesis, the activity of

the 3a coded compound was found to be much more successful than the others.

Keywords: Alzheimer, Acetylcholinesterase, Monoaminoxidase, Thiosemicarbazone.
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1. GIRIS VE AMAC

Alzheimer hastaligi (AH), bunamanin en yaygin sekli olup baslangicta kendini
biligsel gerileme ile yavas yavas gosterip akabinde davranis, konusma, gorsel yonelim
ve motor sistemini etkileyen ilerleyici norodejeneratif bir hastaliktir (DeTure ve
Dickson, 2019). Semptomlar1 ortaya ¢ikmadan 20 yi1l veya daha once ortaya ¢iktigi
diisiiniilmektedir. Degisiklikler beyinde oldugundan fark edilmesi ¢ok giictiir. Yillar
siiren bu degisiminden sonra artik bireyler gozle goriiliir sorunlar yasamaya baslarlar.
Semptomlar, beynin diisiinme, hafiza ve Ogrenme ile ilgili kisimlarindaki sinir
hiicrelerinin hasar gérmesi ya da yok olmasi ile ortaya ¢ikar. Hastalik ilerledik¢e diger
kisimlarda da bu durum yasanir ve bireyler yataga bagimli hale gelebilecek bir duruma
gelebilir.

Alzheimer hastalifi son derece Oliimciil bir hastaliktir (2021 Alzheimer’s
Disease Facts and Figures”, 2021). Serebral korteks ve hipokampiisiin genis alanlarimni
etkiler. Genellikle anormallikler ilk once frontal ve temporal loblar1 igceren beyin
dokusunda saptanir, sonrasinda kisiden kisiye degisken oranlarda neokorteksin diger

kisimlarina ilerler (Sekil 1.1).

Amyloid plaque
- Amyloid plaque b yloid plaqu

B

Stagelandll Stage llland IV Stage Vand Vi

Severity

Sekil 1.1. Alzheimer hastaliginin patolojik evrimi (Masters vd., 2015).

AH, hiicre dis1 bosluklardaki plaklarda ¢dziinmeyen amiloid beta (Ap) formlarinin
birikmesi ve ndronlardaki nérofibriler yumaklarda (NFY) mikrotiibiil protein taunun
yigilmasi ile iligkilidir (Masters vd., 2015). Klinik olarak AH, ailesel ve sporadik olarak
iki boliimden olusur. Ailesel AH oran olarak daha az yer kaplayan kismini olusturur

(Bateman vd., 2012). 1990’larda erken baslangigli ailesel AH’nin baglanti analizleri,



amiloid oncii proteini (AOP), presenilin 1 (PSEN1) ve presenilin 2 (PSEN2) olmak
lizere i¢ gendeki mutasyonlarin ailesel AH’de yer aldigi belirlendi (Ertekin-Taner,
2007). Buradaki ii¢ genden ayr1 olarak, AH i¢in 20 den fazla genetik risk lokusu tespit
edilmistir (Cuyvers ve Sleegers, 2016). AH igin en giiglii genetik risk faktorii,
apolipoprotein E’nin (APOE) E4 alelidir (P.-P. Liu vd., 2019). APOE geninin sirasiyla
%8.4, %77.9 ve %13.7 frekanslarinda E2, E3 ve E4 olmak iizere ii¢ aleli vardir (Corder
vd., 1993). Sporadik AH’1n ortalama baslangi¢ yas1 80 olup AH vakalarinin %95'inden
fazlasin1 olusturur. Altinda yatan sebep ise AP peptidinin beyin dokusundan
temizlenememesidir. Ortalama hastalik stiresi 8-10 yildir. Klinik semptomatik
evrelerden Once tipik olarak yirmi yili asan klinik 6ncesi ve prodromal evreler gelir
(Masters vd., 2015).

Kolinerjik hipotez (Davies, 1976) amiloid hipotezi, tau yayilma hipotezi (Frost
vd., 2009) mitokondriyal kaskad hipotezi (Swerdlow ve Khan, 2004) kalsiyum
homeostazi hipotezi (Mattson vd., t.y.), inflamatuar hipotez (McGeer ve Rogers, 1992)
norovaskiiler hipotez gibi sporadik AH'nin nedenlerine iliskin ¢esitli agiklayict
hipotezler mevcuttur (ladecola vd., 1999). 2015 yilinda diinya ¢apinda demansh olan
insan sayist 47,47 milyon olarak tahmin edilmekte olup 2030'da bu say1 75,63 milyona
ve 2050'de 135,46 milyona kadar ¢ikmasi beklenmektedir. Ongériilen artislarm itici
giicli niifusun yasglanmasidir. Diisiik gelir ve orta gelirli {ilkelerde niifusun yaslanmasi
daha hizli gergeklesmektedir. 2015'ten 2050 yilina kadar demanshi hasta sayisi
Avrupa'da iki kattan daha az, Kuzey Amerika'da iki kat, Asya'da ii¢ kat ve Afrika ve
Latin Amerika’da dort kata kadar artmasi beklenmektedir. Demanslh kisilerin %37'si
yiiksek gelire sahip, %63'i diisiik ve orta gelire sahip tilkelerde yasamaktadir (Hampel
vd., 2018). AH’yi durduran bir ilag mevcut olmasa da FDA (U.S. Food and Drug
Administration) onayli Asetilkolin esteraz (AChE) inhibitorleri olan galantamin,
donepezil, rivastigmin ve N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptor antagonisti memantin,
AH hastaliginin semptomlarini gidermek suretiyle kullanilmaktadir (Ozgelik vd., 2019).

Bu ¢aligmalar sonucunda 12 tiyosemikarbazon tiirevi yeni bilesikler tasarlanip
sentezlenmistir. Bu tasarim sirasinda AChE enzim aktif kisimlan ile etkilesebilecek
kisimlara uyumlu olmasina dikkat edilmistir. Calismalar sonucunda sentezlenen
bilesiklerin yapi tayinini HRMS, 3C-NMR ve H-NMR spektroskopik yéntemleri ile
ortaya ¢ikarilmistir. Modifiye Ellman metoduyla aktivite ¢aligmalar1 in vitro ortamda



gerceklestirilip, Schrodinger programiyla ise molekiiler modelleme ¢alismalari in silico

olarak degerlendirilmistir.



2. KAYNAK BILGISI
2.1. Alzheimer Hastahg:
2.1.1. Alzheimer hastaligimin tanimi ve patalojisi

AH merkezi sinir sisteminin (MSS) norodejeneratif bir hastaligidir. Biligsel
islevlerin yaninda hafizada ilerleyici bozukluklar ve giinlik yasami siirekli etkileyen
ozellik kayiplartyla karakterize edilmektedir. MSS’de hiper-fosforile tau ve beta-
amiloid (AP) plaklarinin birikmesi patofizyolojik yanini agiklamaktadir. Alzheimer
hastalarinin birgogunun patogenezinde AB'nin yetersiz olarak uzaklastirilmasi, asir1 A
tiretiminden daha ¢ok Onem arz etmektedir. Bu tiir hastaliklarda sinaps kaybi ve
akabinde ndronal 6liimiin derininde yatan mekanizma sinaptik kompartmanlarda lokal
olarak ortaya ¢ikan apoptozisdir (Ozgelik vd., 2019).

AH 'nin tanisi, lezyonlarin yogunlugu, morfolojisi ve topografik dagilimindaki
tani, noropatolojik degisiklikleri saptayabilen boyama yontemleriyle kullanan beyin
bolgelerinin mikroskobik incelemesi ile yapilmasi veya daha dogrusu bulunmasi
miimkiindiir (Humphreys vd., 1994). Hiicre disarisinda amiloid plak ve hiicre icerisinde
NFY varliklar1 gereklidir. Bunlarin yaninda, distrofik noritler ve tau-pozitif ndropil
iplikleri, aktive edilmis reaktif astrositler ve mikroglia tespit edilebilmektedir. Bunlara
ek olarak eozinofilik graniilovakuolar dejenerasyon (GVD), hirano cisimcikleri ve
serebral amiloid anjiyopati de olmasi yaygindir. Bulunan lezyonlarin sonucu, en yaygin
olarak AH ile iligskili semptomlara sebep olan hassas kisimlardaki ndronlarin ve
sinapslarin kaybidir. Kanitlar, beyindeki yapisal degisikliklerden on yillar 6nce amiloid

birikimi ve tau patolojisinin, gelebilecegini diisiindiirmektedir (Jack vd., 1999).

2.1.1.1. Amiloid Plaklar

AOP’nin B ve y sekretazlarla anormal bir sekilde islenerek, iiretim ve klirens
yolunda dengesizlikler sonucu AB40 ve AP42 peptitlerinin hiicrenin diginda birikmesi
ile olusur. Peptitler, biiyiik oranda fibrilojenik beta kivrimli tabaka yapisina katlanir. A3
filamentler, 1s18a maruz kaldiginda kongofilik boyalar1 baglar ve amiloid polarize gift
kirilma {retir. AB42 en fibrilojenik olandir ve AH'deki amiloid plaklarinin en baskin
bilesenidir (Masters vd., 2015).

AH'de yaygin olarak gozlemlenen iki tip amiloid plak bulunmaktadir. Bu plaklar
yaygin plaklar ve yogun ¢ekirdek plaklardir. Yaygin plaklar noropilde olusur ve



thioflavin S, diger amiloid bag yapici boyalarla (6rn., Kongo kirmizisi) zayif olacak
sekilde boyanir, yogun ¢ekirdek plaklarinda ise yogun retikiiler veya yayilan kompakt
yogun amiloide sahip olup ve thioflavin S floresan mikroskobu ve Kongo kirmizisiyla
yogun bicimde pozitifti, bu da fazla fibrilojenik Ap formlar icerdigini
diistindiirmektedir (Thal vd., 2006).

2.1.1.2. Noritik Plaklar

Tau-pozitif noritlerini igceren c¢ekirdekli noritik plaklar genelde merkezi
yogunlukta amiloid zonuna sahip ve kompakt bir ¢ekirdek olusturabilir. Yogun olan
cekirdek, yayilan AR fibrilleri bazen gosterip plagin periferik bolgelerinde, aktive
edilmis mikroglialarin ve distrofik néritlerin yogunlastig1 yerler olarak goriiniir. Bu
durumda AB'nin néronal dejenerasyon ve bilissel gerilemesine sebep olur (Perl, 2010).

Yeni yapilan bu c¢alismalarda, hiicre kiiltiirii igeren modelide eksojen AR
fibrillerinin  6liimiine ayrica membran biitiinliiglinin  bozulmasina yol agtigini

goriilmektedir (Han vd., 2017).

2.1.1.3. Norofibriler Yumaklar (NFY) ve Noropil Iplikleri

NFY'ler ilk olarak, néronlarin hiicre yiizeyi yakinlarina kalinca demetler olusturan
“norofibriller” seklinde tanimlanmistir. AH'min noropatolojik tanisinda, amiloid
plaklarla beraber 6zellikle ¢ekirdekli noritik plaklar ve filamentli tau proteinlerini iceren
NFY’lerin olmasimi gerektirir. Ikinci olarak lezyonlarin bilissel bozulma ve amiloid
birikintilerinden daha iyi korele olabildigini gosteren kanitlarda vardir (DeTure ve
Dickson, 2019).

2.1.1.4. Graniilovakuolar Dejenerasyon (GVD)

1911'de Simchowitz ilk olarak GVD’yi tanimlayabilmistir. Her biri tipik yaklagik
olarak 1 um ¢apinda kiiciik, yogunca bazofilik graniil iceren, 2 ile 4 um ¢aplarinda
kiiciikce vakuollerin intrandronal kiimesinden olusmakta ve tam olarak anlasilmayan bir
lezyondur. Yapilar oncelikle hipokampusta birikip, ardindan entorinal kortekste ve
temporal neokortekste son olarak talamus, amigdala, singulat girus ve assosiasyon
kortekslerinde birikmektedir (Thal vd., 2011).



2.1.1.5. Hirano Cisimleri

Hirano cisimleri Guam hastalarindaki Parkinson hastaligi komplekslerine ilk
olarak, GVD'lerin ve NFY'lerin varliklarinda bulunan, fakat amiloid plaginin
bulunmadigi  eozinofilik  intrasitoplazmik  inkliizyon  cisimcikleri  olarak
tanimlanabilmistir. Cubuk benzeri inkliizyonlar, néronal dendritlerde bulunup, aktin ve
F aktin baglayic1 proteinlerce zengindir. Hematoksilen ve eozin boyama araciligiyla
goriilebilir. Orta ve yasli normal bireyler ve AH'ye ek olarak bazi bozukluklarda
bildirilmistir (Hirano, 1994). En ¢ok hipokampusun CA1l kisminda goriliirler. AH'de
normal kontrollere nazaran sik ve cokturlar. Yakin zamanlarda ise mutant aktin
baglayan proteinleri eksprese edebilen hayvan modelleriyle hirano cisimlerde azalmis
uzamsal ¢alisma bellegi ve bozulmus sinaptik tepkilerle iliskili oldugunu 6ne stirmiistiir

(Furgerson vd., 2014).

2.1.1.6. Sinaptik Kayp

Limbik sistem ve neokorteksdeki sinaptik bir hasar hafizanin bozulmasina sebep
olur. Genellikle hastaligin erken evrelerinde goriilmektedir. Sinaptik kayip
mekanizmalari, mitokondriyal hasar, aksonal tasima, oksidatif stres ve sinaptik
bolgelerdeki tau ve AP birikimi gibi fraksiyonlara katkida bulunan diger siireglerde
olabilen kusurlar1 igermektedir. Bu siiregler aksonal distrofinin, pre-sinaptik uglarin ve
dendritik dikenlerin kaybina yol agmaktadir (Overk ve Masliah, 2014).

2.1.1.7. Alzheimer Hastalig1 Patogenezi

En yaygin olarak yasin en biiylik etkenlerinden biri oldugu, ge¢ baslangich
karakterizasyonunda AH demansi, klinik olarak diger bilissel islevler ve ilerleyici hafiza
kayb1 vardir. AB anormallikleriyle dogrudan baglantili hastaligin erken baslangigh
otozomal dominant formlar1 aksine, patofizyolojik olaylar dizisi ge¢ baslangigh
hastalikta tam anlamiyla anlasilamamistir. Giincel kanitlar, ge¢ baslangic gdsteren
hastaligin, gesitli molekiiler yollar arasinda anormal etkilesimi igeren grift poligenik
olan hastalik oldugunu gdstermektedir. Ilerleyici yasin giiclii risk faktdrii oldugu
goriilmiis ve kanitlanmigtir (Hebert vd., t.y.). Arkasindan APOE4 alleli (C.-C. Liu vd.,
2013), yasam tarz1 Ve kardiyovaskiiler hastaliklar risk faktorlerindendir (De Bruijn ve
Ikram, 2014). Alzheimer hastaliinin noéropatolojik 6zellikleri olarak, NFY’lerde

hiperfosforile tau ve plak kisimlarinda AP ve gibi normal olmayan proteinlerin
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birikimini igerir, bdoylece biiyiik sinaps, dendrit ve sonucunda néron kayiplarma yol
agmaktadir.

Arastirmalar1 ~ sonucu, hastaligin  ilerlemesini  ve  klinik  belirtilerinin
degistirilebilmesini, durdurabilmek veya geciktirebilmek i¢cin miidahalelere

yonlendirme olmustur (Hampel vd., 2018).

2.1.1.8. Kolinerjik Hipotez ve Norotransmisyon

2.1.1.8.1 Kolinerjik Hipotez

Asetilkolin, énemli bir ndrotransmiter olup; korteks ve bazal 6n beyin, bazal
ganglionlar boyunca aktivasyona sahiptir (Mesulam, 2013). Peter Davies ve AJF
Maloney Kolinerjik hipotezi 1976 yilinda Onermistir (Davies, 1976). AH’nin
noropatolojik tani ve teshisini degerlendiren galismalarda, hastaligin prodromal veya
asemptomatik evrelerinde cikan kolinerjik lezyonun, postsinaptife nazaran esasen
presinaptik oldugunu gostermistir. Farkli deyisle, kolinerjik kayip, Meynert'in niikleus
bazalisi kolinerjik néronlar ve serebral kortekse yansitilan aksonlarin dejenerasyonuna
dayandirilmaktadir. Kolinerjik lezyonlarin pargasi olarak, muskarinik reseptorler ve
serebral korteksin nikotinik reseptorleride degisiklige ugramaktadir. Caligmalar,
serebral korteksin nikotinik reseptoér kaybi yasadigimi gostermektedir (Nordberg ve
Winblad, 1986).

Serebral korteksin muskarinik reseptorleriyle alakali olarak, muskarinik
reseptorlerin - (¢ogunlukla postsinaptik) azalmamasi, bu durumua nazaran M2
reseptorlerin (¢ogunlukla presinaptik) azalmasiyla dikkat ¢ekmistir (Mash vd., 1985).
Bunlarla beraber, kalan postsinaptik M1 reseptorleri icin islevsiz olma gibi kanitlar
bulunmaktadir (Jiang vd., 2014). Bu nedenden 6tiirti, bazal kolinerjik olan noronlarin
progresif kaybi, serebral korteksle, hipokampus ve amigdalada sonra anterograd kortikal
kolinerjik deafferentasyonuyla miithim bir noérokimyasal olay temsil edilmektedir
(Sassin vd., 2000). Belirtilmis oldugu tizere, cogunlukla korunuyor olan M1 reseptorleri
aksine, kortikal olan nikotinik reseptor kaybi bulunmaktadir. Postsinaptik a7 nikotinik
reseptorii, 6grenme ve hafizanin bileseni olan hipokampal uzun vadede giiglenmeye
katkida bulunmakta olan néronal atesleme oranini yiikseltir (Francis vd., 2010).

Bu sebeple, hastalikta degisen nikotinik ve muskarinik reseptdr dagiliminin
paternleri, sinaptik fizyolojide olusan bozulmalar yolu ile serebral korteks ve limbik

boliimlerin birden fazla fonksiyonunu etkilemesi olagandir (Ikonomovic vd., 2007).
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AH’nin kolinerjik lezyonlar1, kortekste ve limbik alanlarda sinaptik iletimi bozar ve bu
duruma ek olarak, noroplastisitenin de bir¢ok yoOniinii ayrica serebral hemodinamik
stireclerinide etkileme durumuna sahiptir (Hampel vd., 2018). Ana patolojik 6zellikler
icin bakmak gerekirse sadece AP plaklart ve NFY’ler olamakla beraber, degismis
instilin direnci, noroinflamasyon, oksidatif stres ile serebrovaskiiler anormallikler
bulunmaktadir. Bu isaretlerin kolinerjik lezyonlar ile karmasik ve karsilikli etkilesimleri
vardir. Onceden yapilmis olan &lim sonrasindaki ¢alismalarda, Kortikal Kkolinerjik
innervasyon kayiplarinin, Meynert'in niikleus bazalisinde bulunan NFY ile alakadar
oldugunu géstermistir (Braak ve Del Tredici, 2013). On beyin kolinerjik néronlari, NFY
olusumuna ve norofibriler dejenerasyona en duyarli hiicre govdeleri arasinda
bulunmaktadir (Mesulam, 2013). Kolinerjik anormalliklerin AR patolojisiyle arasinda
kokli iliskiler bulunmaktadir. Enzim Kolin asetiltransferazin azalan aktivasyonunun AH
olanlarin 6limden sonra beyinde artis yapan ndritik plakla iliskilendirilmistir (Perry
vd., 1978). Hayvan deneylerinde, Kolinerjik tiiketimin, AP birikmesine ve tau
patolojisinde bilissel bozulmalara katkida bulundugu yinelenmektedir (Ramos-
Rodriguez vd., 2013). AH hastalarindan beynin sistematik biyokimyasal incelemesi
sonucunda, normal beyinle karsilastirilir ve serebral kortekstele beraber tiim alanlarda
asetilkolinestereraz aktivitesinde miktarca azalma oldugu goriilmiistiir (Davies, 1976).
Bowen ile ¢alisma arkadaslar1 1976'da 6liim sonrasinda insan beyin dokusunun serebral
korteksine bakilinca Kolin asetiltransferaz aktivitesinde azalma oldugu bildirmistir
(Bowen vd., 1976).

In vitro calismalarda, AB peptidiyle kolinerjik sinir iletimi inhibe edildigi
goriilmektedir (Kar vd., 2002). Diger ¢alismalar ise, presinaptik kolinerjik terminaldeki
nikotinik ile muskarinik asetil kolin reseptorlerinin sayisinda yasanan azalmanin bilissel
islevide azalttigini gostermistir (Whitehouse vd., 1988). Hastalardan alinan biyopsi
dokusunda Olim sonrasi beyin dokular1 ile biyokimyasal arastirmada, kolin
asetiltransferaz aktivitesi, asetilkolin sentezin, kolin alim ve asetilkolin salimimlarinda
iyi bir oranda azalma oldugu goriilmiistir (Barage ve Sonawane, 2015). Ayrica, yash
olan insanlarda giiglii antikolinerjik ilaca maruziyette artan demansin riskleri arasinda
iliskiler bulunmustur (Coupland vd., 2019). Donepezil, rivastigminle galantamin dahil
ti¢ asetilkolinesteraz inhibitorii, tedavi i¢in FDA’ dan olur alabilmistir. Nikotinik ile
muskarinik asetilkolin reseptor agonistleride kolinerjik sinir iletimini artirma tizerindeki

etkilerini degerlendirebilmek adina klinik deneylere sokulmustur (Ju ve Tam, 2022).



2.1.1.8.2 AH'de Glutamaterjik Norotransmisyon

Beyinde bulunan birincil uyarict ndrotransmiter glutamat, glutaminaz aracilig ile
glutaminden {iretilir, gamaaminobiitirik asidin (GABA) ise onciisiidiir. Beyinde bolca
bulunan L-Glutamat, serbest amino asitin ve omurgali merkezi sinir sisteminin (MSS)
baslica uyaricisi olan ndrotransmitterdir. Ogrenme ve hafizanin olusumunda biiyiik
oranda 6nemli oldugu bilinen uzun vadeli giiclenmelerde glutamaterjik nérotransmisyon
basrollerden birini oynamaktadir (Granger vd., 2013). Glutamat reseptorleri, G
proteinine bagli olan metabotropik glutamat reseptorleri ile ligand kapili iyonotropik
glutamat reseptorleri olan iki aileden olusur (Reiner ve Levitz, 2018). Metabotropik
glutamat reseptorleriyle glutamat baglanmasi sonucunda, inositol fosfat iiretimi ve
hiicreler iki ¢oklu sinyal yoluna etki eden ikinci mesaj sinyallesmesine yol agmaktadir.
Iyonotropik glutamat reseptdrleriylr glutamatin baglanmasiyla hizli uyarici akimlar
retili. AMPA reseptorleri ile kainat reseptorleri, fazlaca artan glutamat
konsantrasyonlarinda hizli reseptorlerdir. AMPA Na* ile Ca?" icin gegirgendir. Kainat
reseptorleri Na* ve K™ igin esasen gegirgen olmaktadir.,, AMPA ve kainat reseptérlerine
gére NMDA reseptorleri daha da yavas olan bir aktivasyon ve ¢ok daha yiiksek Ca®*
gecirgenligi sergilmektedir. Glutamat, NMDA reseptorleri iizerine baglanan reseptor
ko-agonistiyle beraber, reseptor kanallarimin (Mg?"  iyonlar1 blogunu serbest hale
getirebilmek i¢in ¢ok giiclii postsinaptik membran depolarizasyonuyla birlesir. A¢ilan
bu NMDA reseptdrleri, uyarici postsinaptik akimlara yol agan Na*, K* ile Ca?"'nin
hiicre i¢ kismina gegisine izin verir. Hipokampusta AMPA reseptorleri ve NMDA
reseptorlerinin asag1 regiilasyonuyla beraber sinaps kayiplar ile glutamaterjik islev
bozukluklar1 goriilmiistiir (Jacob vd., 2007). Glutamaterjik sinyallemede uygun olmayan
aktivasyon eksitotoksisiteyle sonuglanir (Rudy vd., 2015).

Bu teoriyle, rekabet¢i olmayan NMDA reseptor antagonisti goérevi yapan
memantin, klinikte orta siddetli olan AH tedavisi i¢in gelistirilip onay alinmustir.
Glutamat salimminda azaltmaya gidilmesi yolu ile néroprotektif etki verebilmek adina

AH ilag gelistirme Klinik deneylerde de ajanlar bulunmaktadir (Ju ve Tam, 2022).

2.1.1.8.3 AH'de GABAerjik Nérotrasmisyon
Memeli merkezi sinir sistemindeki GABA, baslica inhibitoér ndrotransmiterdir.

Beyinde uyarici ve engelleyici dengenin saglanmasinda énemli rol oynamaktadir (Smart



ve Stephenson, 2019). Arastirmalar, GABAerjik yapilanmanin hastaligin patogenezine
katkida bulundugunu 6ne stirmiistiir (Govindpani vd., 2017).

Presinaptik noronlarda bulunan GABA, vezikiiler GABA tasiyicis1 arcilifiyla
sinaptik vezikiiller kisminda toplanir. Sinaptik araliga saliniminin ardindan, inhibitor
postsinaptik potansiyeli olusturabilmek adina ya iyonotropik GABAa reseptorlerine
veya postsinaptik zar listlinde bulunan metabotropik GABAD reseptor kismina baglanir.
GABA sinaptik yariktan temizlenerek zara bagl farklit GABA tasiyicilarinin aracilik
yaptigi noronlar ve astrositler tarafindan alinir. Astrositlerde GABA, GABA
transaminaz ve siiksinat semialdehit dehidrojenaz tarafindan ¢ift asamali bir
reaksiyonda siiksinat i¢in katalize edilir. Siiksinat glutamat {retebilmek ig¢in
trikarboksilik asit dongiisiine geri dondiiriiliir, sonra ise glutamin sentaz araciligi ile
glutamine dontstiiriliir.

Glutamin sonrasinda astrositlerden salinarak ve presinaptik noronlara taginmis
olur. GABA'min GABAa reseptorlerinin ortosterik kismina baglanmasiyla, Clakisi
arkasindan hiperpolarizasyon ile inhibisyonu tetikler [51]. GABA'nin GABADb
reseptorlerinde ortosterik kismina baglanmasiyla da, birlestirilmis G proteininin ayrisir,
arkasindan presinaptik Ca?* giris kanal1 inhibisyonu ve postsinaptik K* akis kanali i¢in
aktivasyona yol acar. Ayrica hiicre i¢i siklik AMP seviyesi bu ayrismada azaltabilir.
Siklik AMP sinyali ise, uyaric1 glutamaterjikle kolinerjik sinaptik plastisiteyi diizenler
(Terunuma, 2018). Uyaric1 ve engelleyici dengenin beyin salinimlari i¢in gerekli oldugu
ve fonksiyonel salimimin bozulmasinin hafiza agiklarina sebep oldugu bulunmustur
(Missonnier vd., 2020). GABAerjik disfonksiyonun epilepsi ve status epileptikus
gelisiminde rol aliyor gibi bir durum 6ne siiriilmiistiir (Jonesdavis ve Macdonald, 2003).
Dolayisiyla gelismis ve gelisen GABAerjik inhibisyonu hedeflemenin tedavi igin
degerli terapotik bir segenek olabilecegi varsayilmistir. Anti-epilepsi etkinligi olan

ajanlar klinik deneylerde de yer almistir (Xu vd., 2020).

2.1.1.8.4 AH'de Monoaminerjik Nérotransmisyon

Monoaminerjikteki eksikliklerin dopaminerjik ile noradrenerjik ve serotonerjik
norotransmisyonlarin  AH'de gériildigi one siriilip bildirilmistir.  Monoamin
norotransmitterleri, postsinaptik zarda karsilik bulan reseptorlere baglanip islevlerini

yerine getirirler. Dopaminerjik eksiklik en fazla rijidite, istirahat tremoru, bradikinezi ile
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Parkinson hastaliginda goriilmiistiir (Cacabelos, 2005). Bilissel bozuklugu veya hafif
AH'si olan hastalarin %50'si ve tizeri bazal ganglionlarda rijidite, istirahatte titremeye,
Parkinsonizm teshisi konulmustur (Sasaki, 2018). Dopaminerjik eksiklik, hastalarda
bilissel islev bozukluklariyla anlamlandirilmisgtir (Cordella vd., 2018). Dopaminerjik
disfonksiyonun ise AD'deki noropsikiyatrik belirtilerden sorumlu olabilecegi
distintilmistir. Dopamin agonistleriyle beraber dopamin geri alim inhibitérleri,
AH'deki birgok semptomu iyilestirmek i¢in klinik deneylere sokulmustur (Mitchell vd.,
2011). AH'deki biligsel bozuklugun siddetiyle iliskili noron kayiplar1 ve Locus
coeruleus gibi noradrenerjik nérodejenerasyona ait raporlar tutulmustur.

Biligsel bozulmalar, yaslanma ve AH'de locus coeruleus tauopatisiyle korelasyon
goriilmistir (Grudzien vd., 2007). Beyin norepinefrin seviyelerinin yiikselmesi, AH
hayvan modellerinde vadesi uzun giiclenme eksiklikleriyle, biligsel disiisler ile
ndroinflamasyon gibi AH islev bozuklugunu tam tersine ¢evirebilir. Bu sebeple, Locus
coeruleus noradrenerjik sistem biligsel islevi stirdiirebilmek icin gereklidir ve AH'de
bilisi iyilestirmeyi hedef olarak koyabilir. Normal olarak noradrenerjik sinir iletimlerini
stirdiirebilmeyi amacglayan ajanlar, AH tedavisi i¢in klinik deneylerde goriilmektedir
(Ardestani vd., 2017).

Hem AH hastalari hem de AH hayvan modelleri iizerine kapsamli olarak
serotonerjik denervasyonla serotonerjik degisiklikser gézlenmistir. Tim bunlarin AH
patogeneziyle iligkili oldugu goriilmiistiir (Ouchi vd., 2009). Serotonin geri alim
inhibitorleri ya da serotonin reseptor agonistleri ya da antagonistler araciligiyla
serotonerjik fonksiyon restorasyonuyla davranissal ve biligsel belirtileri modiile ettigi
kanitlanabilmistir. Bu sebepten, serotonerjik sistemi hedefleyerek, AH semptomlari
tedavisi icin umut verici yaklasimlar séz konusu olacaktir. AH tedavisine uygun ve
yonelik calismalarda serotonerjik sistemleri hedef alan ajanlar bulunmakatadir
(Bostanciklioglu, 2020).

2.1.1.8.5 AH'deki Diger Norotransmisyonlar

Kannabinoid sinir iletimiyle oreksinerjik sinir iletimi gibi diger sinir iletileri
motor dgrenme ile néropsikiyatrik yonlerde bulunur. KB! reseptér aktivasyonuyla,
hiicre ici Ca?" konsantrasyonunun, glutamat salinimi, ndrotrofin ekspresyonu ile
norojenezi diizenledigi ortaya kondu. KBz aktivasyonu ise, mikrogliada sitokin salinimi

yapmada rol oynar ve AH'nin inflamatuar patolojisinde ©One siiriilmiistiir. Oreksin
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norotransmitteri, uyaniklik, istah ve ruh halini diizenleme islevlerine sahiptir.
Arastirmalar, oreksinerjik sinyal aktivasyonuna sahip olmasiyla uyku-uyaniklik
dongiilerini degistirebildigini, AP ve tau patolojisinin yardim ettigi ndrodejenerasyonu
indiikledigini ileri siirmiistiir. Bu sebepledir ki, klinik ¢alismalar AH'deki semptomlari

kannabinoid ve oreksin ile ilgili ¢aligmalar goriilmektedir (Liguori, 2016).

2.1.1.9. Tau-Proteini Hipotezi

AH néropatolojik olarak, tau proteinleri ile olusum yapan intrandronal norofibriler
lezyon varliginin olmasiyla tanimlanmistir (Barage ve Sonawane, 2015). Mikrotiibiille
iligkili proteinler ailesine ait olan tau proteinleri esasen noronlarda bulunur (Tucker,
1990). Eriskin beyninde, kromozom 17'ye ait uzun kolda yer alan tek bir genden
alternatifce eklemeler yolu ile tiiretilen tau proteinlerinde alt1 adet izoform
tamimlanmistir  (Andreadis ve Brown, t.y.). Mikrotiibiil olusumlarinda ve noronal
mikrotiibiil aglarinin stabilizasyonunu korumada 6nemli olarak bulunmaktadir (Lee vd.,
1989). Tau proteinindeki en ilging 6zellik ise proteinin karboksi terminal yarisinda yer
alan 18 amino asidin biiyiik oranda korunuyor veya dort defa tekrar eden bir mikrotiibiil
baglanma kisminin varhigidir. Buradaki mikrotiibiil baglanma kismi, mikrotiibiil
polimerizasyonu ve stabilizasyonuyla alakalidir. Tau'nun amino terminal kismi, asidik
amino asitlerden ve projeksiyon alani seklinde adlandirilan bazik prolince zengin
bolgeden olusur. Projeksiyon alani, plazma zartyla hiicre iskeleti elamanlar etkilesime
girebilmektedir (Brandt vd., 1995). Bu proteininin fosforilasyonu, siire¢ olarak fetal
evreden sonra eriskin evreye kadar gelisimsel bir sekilde diizenlenmektedir.
Olgunlasamamis bir beyinde tau proteini, en kisa izoformlarda olan altinci ve sekizinci
bolgede fosforile edilmis olur, oysa olgunlasmis beyinde alt1 tane izoformda iki ya da ii¢
fosforilasyon bolgesi mevcut gorinmektedir (Ksiezak-Reding vd., 1992). Tau
proteininin mikrotiibiilleri baglayabilme kapasitesi, treonin-serin fosforilasyonunu
modiile ederek translasyondan sonra etkili bir bigimde diizenlenebilmektedir. Tau'nun
mikrotiibiil baglanabilme bolgesi, serin ve treonle dort dizi tekrardan sonra hemen
arkasindan prolin olusur. Bu amino asitlerin aktive edilisi glikojen sentaz kinaz 3,
mitojenle aktive olan protein kinaz araciligi ile hiperfosforile sekindedir. Ayni sekilde,
Akt, Fyn ve mikrotiibiil afinite diizenleyici kinazlar proline ve bunun gibi elik olmayan
kinazlarda tau proteininin hiperfosforilasyonunda kendini gostermektedir. Tau'nun

hiperfosforilasyonu, mikrotiibiillere kars1 afinitesinde azaltma gostertmektedir
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(Mazanetz ve Fischer, 2007). Patolojik durumlar altinda, sitozolde hiperfosforile olmus
tau proteinlerinin seviye 6l¢timlerinde anormal olarak artis gozlemlenmistir (Kuret vd.,
2005). Hiperfosforile olmus tau proteinleri, NFY sarmal filamanlar ve diiz filamanlar
seklinde polimerize edilmistir (Kopke vd., 1993). Normal olmayan big¢imde
hiperfosforile halinde tau proteininin yigilimi, NFY’lerde tek degil, ayn1 zamanda da
AH beyninin sitozoliinde bulunmaktadir. Normal tau fonksiyonlarun kayiplari ile hiicre
iskeletinin  diizenleyici ve yapisal fonksiyonlarinda patolojik bozulmalara Yol
acabilmektedir. Durum olarak, mevcut morfolojinin korunabilmesi, aksonal tasima,
norodejenerasyon Ve sinaptik fonksiyon bozuklugu gibi néronlarin normal olan hiicresel
fonksiyonlarmida etkilemektedir (Roy vd., 2005). Genetik calismalarda goriinen, tau
geninde bulunan mutasyonlarm, kromozom 17’yle beraber baglantili frontotemporal
demansa ayrica parkinsonizme sebep oldugunu gostermektedir (Poorkaj vd., 1998).

Hizli fibrilizasyona ugrayan, frontotemporal demansla parkinsoniz-17 vakalari,
hiperfosforile tau'lu filament igeren kapanimlar gostermektedir (Nacharaju vd., 1999).
Mutant olan tau proteini ¢ok basit bir sekilde fosforile olmakta ve defosforilasyona az
egilimli olmaktadir. Bu duruma bagli olarak mikrotiibiill baglama 06zelliklerinde
bozulmalara yol agmaktadir (Dayanandan vd., 1999). Tau hiperfosforilasyonuyla tau
kinazlarin ve tau fosfatazlarin diizenlenmesi birbirleriyle ek iligkiler gdzlemlenmistir.
Siklik AMP'ye GSK-3pB, CDK, bagimli protein kinaz ve stresle protein kinaz gibi birkag
tau kinazi, tau'yu in vitro sekilde fosforile edebilme yetenegine sahiptir (Ferrer vd.,
2005). Bu sebeple, tau hiperfosforilasyonuyla sorumlu kinazlarin inhibisyonu, tau

birikimlerini blokajlayabilmek adina strateji olarak goriilmektedir.

2.1.1.10. Amiloid Kaskadi Hipotezi

[k olarak 1991 senesindeJohn Hardy ile beraber David Allsop énemistir (Hardy
ve Allsop, t.y.). Bu hipotezde, hastaliktaki ndrodejenerasyonun, beynimizin c¢esitli
bolgelerinde bulunan AR plaklarin anormal olarak birikmesi One siirlilmektedir. A
plaklarindaki birikimin hipoteze uygun olarak, noritik hasarlar1 barindiran bir kaskada
patolojik tetikleyici gorevi gérmekte, tau proteini aracilifiyla NFY olusumlar1 AH'de
noronal fonksiyon bozulmalarina ve hiicrenin 6liimiine sebep olmaktadir (Barage ve
Sonawane, 2015). Genetik ve patolojik kanitlarda, AB plaklarinin birikmesi,
agregasyonun hastaligin ilk sebepleri oldugu hipotezini destek (Kayed vd., 2003).
Temel proteinli bilesen olan AB peptidlerinden AB plaklari olusur (Masters vd., 1985).
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AB peptitleri, yaygin olarak dagilmis Bsekretaz ve vy-sekretazin sirali enzimatik
etkilerinden proteolitik olacak sekilde tiliretilen 39-43 amino asit kalintili peptit olarak
bilinir (Coulson vd., 2000). Saglikl1 olan néronlarda, ii¢ adet alana sahip AOP iki tane
yontem ile hidrolize edilmektedir. Ik olan yéntem o yolundan gegmektedir. AOP, a -
sekretaz arkasindan y-sekretaz araciligiyla hidrolize edilmektedir, bu siiregte
¢oziinemeyen AP iiretemez. Ikinci olan ydntem B yolundan ge¢mektedir. AOP, B-
sekretaz ardindan vy-sekretaz araciligiyla hidrolize edilmekte ve ¢oziinmeyen Af
tiretilmektedir. AB peptitleri birleserek toplanir ve hiicre i¢in bozulan A plaklarini
olusturmaya baslar (Salehi vd., 2004). Yiiksek konsantrasyona sahip ise AB proteini
olgunlasmis ndéronlara norotoksiktir, bunlar dendritik ve aksonal atrofiye sebep olurken
noronal oliime kadar gitmektedir (Yankner vd., 1990). Coziinmeyen AR seviyelerinin
sebebi bilisin azalmasiyla iligkilidir (Wang vd., t.y.). AB, in vivo sekilde hipokampal
uzunca siireli giiclenme durumunu inhibe etmektedir (Walsh vd., 2002). AB plaklar
olustugu zaman, hiicrede minumum {i¢ temel soruna sebep olabilirler. AB plaklari iki
tane saglikli olan noron arasina yerlesebilir ve bu plaklar arasindaki sinyal siire¢lerini
bozabilir (Salehi vd., 2004). Noronlar sinyal gonderemediginde, beyin hasar gorecek ve
hafiza islevlerini ve buna benzer bazi islevlerini kaybedecektir. Ayrica ek olarak bir
bagisiklik tepkisi seklinde AB peptitleri, ¢evresindeki néronlara zaraa ve hasar
verebilecek iltihaplanmalara yol acabilecegide bildirilmektedir (Walsh vd., 2002). A3
plaklar1 anjiyopati olarak bilindigi kan damarlarinin da dis tarafinda birikebilir.
Anjiyopati sonucunda kanama ya da damarin yirtilmasi gibi durumlara neden
olabilmektedir (Ashrafian vd., 2021). Daginik plak olusumu ve AB birikimi bolgesel
mikroglial aktivasyona, sitokin salinimlara, reaktif astrositoza yanita yol acamaktadir.
Ayrica AH’de sinapslarin kaybi, ndron kayiplar1 ve yaygin serebral atrofiyle karakterize
olan ¢evreli aksonlar, dendrit ve noronal hiicre govdelerindeki birgok yonlii
biyokimyasal olan ve yapisal degisikliklere sebep olmaktadir (Barage ve Sonawane,
2015). Yapilan genetik tiim ¢aligmalar, ailesel hastalikla ile iliskili gen mutasyonlarini
anlayabilmek adina 6nemlidir. Bunlara ek olarak ¢alismalar, ge¢ baslangigli ailesel AH
icin doza bagiml risk faktorii olabilen APOE geni E4 alelini tanimlamistir. APOE, A3
peptit agregasyonunda artis yapmakta beynin temizlenmesini bozmaktadir (Saunders,
2000).
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2.1.2. Alzheimer hastaliginin tedavisi

AH'nin kronik ve derin etkilerine nazaran, bulunan tedaviler tam olarak terapotik
etkiler elde edememekte ve hastaligin ilerlemesini maalesef durduramamaktadir.
Bugiin, FDA tarafindan AH i¢in bes ila¢ onay almistir: rivastigmin, donepezil, takrin,
galantamin ve memantin. Bu ilaglardan ilk dordi asetilkolinesteraz inhibitorlerine ait

olup (AChEI'ler), sonuncusuysa bir NMDAR antagonistidir (Kevadiya vd., 2019).

2.1.3. Asetilkolinin mekanizmasi

Kolin-O-metiltransferaz enzimi yardim ve araciligiyla Asetil-CoA ve kolinden
sentezlenmesi ile vezikiiller halinde presinaptik terminalde paketlenmektedir. Aksiyon
potansiyeli presinaptik néronun terminaline ulastiktan sonra, voltaj kapili olan Ca*?
kanallarmin agilim tetiklenir. Ca*? iyonlari, sinaptik bosluga ekzositoz araciligiyla
vezikiilleri ACh’yi serbest hale ge¢irmek i¢in uyarir (Sekil 2.1).

Sinaptik bosluga gecen ACh postsinaptik reseptorlere baglanip aktive ederek
hiicrenin depolarize olmasini saglar (Sekil 2.2.). Ayn1 anda AChE ACh’yi kolin ve
asetata hizla hidroliz edip, deaktive hale getirir, sinir impulsu daralir. ACh’nin resentezi

icin Kolin hiicreye presinaptik terminal tarafindan yeniden alinir (Shen vd., 2002).

CH , . ~ CH, O
HyCo T+ Kolin-O-metil  H;C._I+
B ™ + AsetilCoA _transferaz N —~ ;
Hg(_'/ OH A === HyC (0] CH;
Kolin Asetilkolin

Sekil 2.1. Asetilkolin sentezi

, 0 .
CH, 0 . CHy

H;"-KIL— )L AChE /U\ B

He” 07 el H & 0 H,e” N oH
Asetilkolin Asetat Kolin

Sekil 2.2. Asetilkolin hidrolizi

2.1.3.1. Asetilkolinesteraz (AChE) enzimi

Kolinerjik sinir sisteminde bulunan AChE, merkezi sinir sistemi ile beraber

periferik sinir sisteminide igeren enzimlerden bir tanesidir. Eritrositlerde, kolinerjik
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noronlarda plazmadave noromuskiiler kavsak postsinaptik u¢ kisminda g¢ok yiiksek
konsantrasyonda bulunmaktadir (Islam ve Tabrez, 2017). AChE, 15 a-heliks yapisiyla
cevrili, biiyiikk ¢ogunlugu B yapraklarindan olusur. Ug boyutlu yapist 1991 yilllarinda
Torpedo californica da yapilan X-151m1 analiz yontemiyle belirlenmistir. Bu yapinin
kesfedilmesi ACh i¢in protein baglama cebinin gorsele dokiilmesine olanak saglamigtir

(Massoulié vd., 1993).

2.1.3.1.1 Katalitik aktif bélge (CAS) ve Periferik anyonik bolge (PAS)

AChE aktif bolge iki baglanma alt kismindan olusur. Birincisi, "Katalitik anyonik
site" (CAS)’ dir. His440, Glu327 ve Ser200'den olusan katalitik ti¢liiyli kismi, ACh'deki
ester baglarinin hidrolizinde gorevlidir. CAS'in anyonik alt tinitesi gorevi Tyrl30,
Trp84, Gly199, His444 ve His441 amino asitlerinden olusur. ACh kuaterner amino
grubu ile Trp 84'in yan zinciri indol bir katyon-m etkilesimi yapar. Ligandlarin
taninmasinda gorevli amino asit ise Phe330’dur. Diger baglanma alt {initesi olan
"Periferik Anyonik site” (PAS)’ dir. En biiyiik bileseni ise Trp279'dir. Bu bdlge Tyr70,
Tyrl2, Tyr334, Trp279 ve ASP72 amino asitlerini de igermektedir. Ala201, Gly118 ve
Gly119 peptidik amino gruplari ile yapilan oksianyon deligi esteratik alt iinite iginde

baska onemli fonksiyonlu birimlerdendir (Koganci ve Aslim, 2016).

2.1.3.2. Asetilkolinesteraz Inhibitorleri (AChEI)

Kolinerjik sistem, erigkin baglangigli  biligsel bozukluktan etkilenen
norotransmitter Sistemlerden sadece biri olmayip, AH dahil yetigskin baslangich
meydana gelen 6grenme ve hafiza bozuklugunun patofizyolojisinde eksik bir kolinerjik
ndrotransmisyon islevi olarak rol oynamaktadir. Bu hipotez, AH’deki hipokampus ve
serebral korteks gibi bilisle ilgili beyin kisimlarinda asetikolin, biyosentetik enzim kolin
asetiltransferazin azalmasinin norokimyasal olarak gosterilmesi ile desteklenmistir
(Amenta vd., 2001).

Kolinerjik noérotransmisyon, AH'de ve demans bozukluklarinda bozulmus bilissel
islevde anahtar bir role sahiptir. Tau hiperfosforilasyonuna, AR birikimine ve
immiinoterapiye karsi gelmeye yonelik tedaviler Onerilmistir, fakat etki saglamada
basarisiz olmus ve faz II veya III klinik denemelerinde durdurulmustur (Madav vd.,
2019). Giiniimiizde, kolinerjik nérotransmisyonun giiclendirilmesi, hafif ve orta evre

AH'nin davranigsal ve bilissel semptomlarinin semptomatik tedavisinde ana yaklagimin
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devam ettirmektedir. Bu strateji boyutunda hipokampal asetilkolin salinimini artiran bir
ajan olan ksanomelin, linopirdin gibi muskarinik astilkolin reseptdr agonistleri,
fizostigmin ve takrin gibi asetilkolinesteraz (AChE) inhibitorleri olan farkli molekiiller
kullanilmigtir. Beyinde iki kolinesteraz, AChE ve butirilkolinesteraz (BuChE)
tarafindan hidrolitik olarak asetilkolin pargalanir. AH hastalarinin beyin dokusunda
AChE, hipokampus ve serebral kortekste asetilkolinin bozulmasina katkida bulunan
BuChE'den ¢ok daha fazladir (Nordberg ve Winblad, 1986). Ilk olarak, bozulmus
kolinerjik sinir iletimini yiikseltmeye yonelik terapétik —stratejiler, AChEQ’lerin
tanimlanmasin1  6n  plana koymustu. Daha sonraki ¢aligmalarda ise AH
patofizyolojisinde hem BUChE hem de AChE' nin aralarindaki iligkiyi tanimlamis ve
hem BuChE hem de AChE' nin inhibisyonunun terapétik ilgisini ortaya koymustur
(Lane wvd., 2005). Calismalar, AH tedavisinde terapotik bir strateji olarak
inhibisyonunun tanitilmasina biiyiikk oranda katki saglamistir. BuChE ve AChE
(kolinesteraz) inhibitorleri (ChE-I), beyin asetilkolin diizeylerini yiikselterek,
ndrotransmisyonunu artirarak ndrotransmiterin bozulmasini 6nler. ChE-I'ler, AHnin
semptomatik tedavisi icin spesifik endikasyon i¢in ABD ve Avrupa'da izin verilen ilk
ilaglardi. ChE-i'ler, AChE, BuChE ve diger kolinesterazlar1 inhibe ettiklerinde
nonspesifik ve sadece AChE'yi inhibe ettiklerinde spesifik olarak smiflandirilir. Bu
ilaglar ayrica enzim inhibisyonunun derecesine gore tersinede ¢evrilebilir, geri
dondiiriilemez veya yalanci geri dondiiriilemez olarak siiflandirilabilir (Giacobini,

1998).

2.1.3.2.1 Takrin

m
N.-’
Sekil 2.3. Takrin molekiiliiniin kimyasal yapisi
Takrin, AH tedavisinde klinik kullanima sokulan ilk AChE inhibitoridiir (Sekil
2.3). Alzheimer tipi hafif-orta dereceli demans tedavisinde uygun olarak goriiliip ve

kullanilmistir. Tedavi edilen hastalarin bir kisminda alanin aminotransferaz ytlikselmesi

normalin {i¢ kati, bulanti ve kusma, ishal, dispepsi veya anoreksiya, miyalji
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gozlendiginden, yan etkileri sebebiyle 2013 yilinda takrinin piyasadan cekilmistir
(Marucci vd., 2021).

2.1.3.2.2 Donepezil

0

) S
Sekil 2.4. Donepezil molekiiliiniin kimyasal yapist

Donepezil, 2010 yilinda AH tedavisi i¢in ABD'de onaylanmistir (Sekil 2.4.). %
100 biyoyararlanima sahiptir ve 3-4 saat icinde plazma zirvesine ulasip metabolize olur.
Yaklasik 60-90 saatlik bir yar1 d6mre sahiptir. Donepezil hafif ila orta derecede AH ve
aktivitesi olan hastalarda birincil tedavi olarak kabul edilip ve gesitli klinik ¢alismalarda

analiz edilmistir (Marucci vd., 2021).

2.1.3.2.3 Rivastigmin

Sekil 2.5. Rivastigmin molekiiliiniin kimyasal yaptst

Geri doniistimlii ¢ift AChE / BuChE inhibitoridiir (Sekil 2.5.). Serebral olarak
korteks, AChE sinir sinaptik kavsaklarinda bulunurken, BuChE glial hiicreleri ve
kolinerjik noérotransmisyonu modiile eder. Diger AChE inhibitorlerinden farkli olarak,
hepatik Sitokrom P-450 (CYP-450) sistemi rivastigmin metabolizmasinda rol oynamaz.
Rivastigmin kisa bir farmakokinetik yar1 6mre sahipken, plazma konsantrasyonu AH'li

hastalarda rivastigmin, saglikli yasli hastalara gore %30-50 daha yiiksektir (Marucci
vd., 2021)
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2.1.3.2.4 Galantamin

Sekil 2.6. Galantamin molekiiliiniin kimyasal yapist

Galantamin, nergis soganlar1 dalil olmakla beraber fazlaca bitkide bulunan bir
alkaloid tiiriidiir (Fraser vd., 2016). AChE'nin segici rekabetgi ve geri dontisiimlii bir
Inhibitoriidiir, ndrotransmitteri yavaslatarak serebral korteksteki ACh seviyelerini
yiikseltir (Sekil 2.6.). Birden fazla yapilan klinik ¢alismada hasta {izerinde ajitasyon,
anksiyete, disinhibisyon ve anormal hareketler gibi davranissal semptomlar1 azalttig

goriilmistiir (Marucci vd., 2021).

2.1.3.3. N-Metil-D-Aspartat Reseptirii (NMDAR) Antagonisti

NMDAR'in nérondaki lokalizasyonuyla beraber iki gruba ayrilirlar:

1) Sinaptik NMDAR'larin néronlar iizerinde presinaptik ve postsinaptik konumlari
bulunur. Presinaptik olan reseptorler, néronal aglarin sinaptik iletimi rol oynar. Ancak
ikisi de hayatta kalma genlerinin ve noéronal koruyucunun aktivasyonunda rol
oynamaktadir.

2) Ekstrasinaptik ise NMDAR'lar dendritlerde bulunup, aktive edilebilmeleri i¢in
glutamat konsantrasyonunun yiiksek olmasi gerekmektedir. Bunun yaninda AR
iiretiminin  diizenlenmesinde ve dolayisiyla AH'nin noéropatolojisinde de islev
gormektedir. Memantin, AH tedavisine ve ekstrasinaptik NMDAR'lara karsi
onaylanmisg tek antagonisttir (Folch vd., t.y.).

2.1.4. Aktivite calismalarina konu olmus tiyosermikarbazon tiirevleri

Sekil 2.7. 3-Asetilkumarin tiyosemikarbazon
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Tiyosemikarbazon tiirevi bilesikler stiine yapilan galismalardan Varma ve
digerlerinin  sentezleyebildikleri  3-asetilkumarin  tiyosemikarbazon  bilesiginin
IC50=11.02 uM degeri bulunmus (Sekil 2.7). Inhibitér etkinligi AChE enzimine kars: bu
sekilde gozlemlenmistir (Varma vd., 2021).

Sekil 2.8. 2,2’-(Piridin-2,5-diildikarbonil)bis [N fenil-hidrazinkarbotiyoamid]
Tiyosemikarbazon tiirevi bilesikler {stliine yapilan calismalardan Bulut ve
digerleriyle yiiriitilen g¢aligmanin sonucunda 2,2'-(Piridin-2,5-diildikarbonil)bis [N-
fenil-hidrazinkarbotiyoamid] bilesigi IC50=3.07+0.76 uM degerinde bulunmustur (Sekil
2.8). Inhibitér etkinligi AChE enzimine karsi bu sekilde gozlemlenmistir (Bulut vd.,
2018).

Sekil 2.9. 2,2"-(Piridin-2,5-diildikarbonil)bis [N-etilhidrazinkarbotiyoamid]

Tiyosemikarbazon tiirevi bilesikler iistiine yapilan c¢alismalardan Bulut ve
digerleriyle yiiriitillen ¢alismanin sonucunda 2,2'-(Piridin-2,5-diildikarbonil) bis [N-
etilhidrazinkarbotiyoamid] bilesigi 1Cs0=38.014+6.73 pM degerinde bulunmustur (Sekil
2.9). Inhibitor etkinligi AChE enzimine karsi bu sekilde gdézlemlenmistir (Bulut vd.,
2018).

Sekil 2.10. 2,2"-(Piridin-2,5-diildikarbonil)bis [N-(1-naftil)hidrazinkarbotiyoamid]
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Tiyosemikarbazon tiirevi bilesikler {iistiine yapilan c¢alismalardan Bulut ve
digerleriyle yiiriitillen ¢alismanin sonucunda 2,2'-(Piridin-2,5-diildikarbonil)bis [N-(1-
naftil)hidrazinkarbotiyoamid] bilesigi 1Cs0=13.67+3.30 uM degerinde bulunmustur
(Sekil 2.10.). Inhibitér etkinligi AChE enzimine kars1 bu sekilde gézlemlenmistir (Bulut
vd., 2018).

Sekil 2.11. 2,2"-(Piridin-2,5-diildikarbonil)bis[N-(p-metoksifenil)hidrazin karbotiyoamid]

Tiyosemikarbazon tiirevi bilesikler Ustiine yapilan c¢alismalardan Bulut ve
digerleriyle yiiriitiilen ¢alismanin sonucunda 2,2'-(Piridin-2,5-diildikarbonil) bis[N-(p-
metoksifenil) hidrazin karbotiyoamid bilesigi 1Cs50=26.92+5.72 uM degerinde
bulunmustur (Sekil 2.11). Inhibitér etkinligi AChE enzimine karst bu sekilde
gozlemlenmistir (Bulut vd., 2018).
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Sekil 2.12. 2,2'-(piridin-2,5-diildikarbonil)bis(N-4-(3-

izotiyosiyanatpropil)morfolinhidrazinkarbotiyoamid)

Tiyosemikarbazon tiirevi bilesikler iistiine yapilan ¢alismalardan Bulut ve
digerleriyle yiiriitiilen ¢alismanin sonucunda 2,2'-(piridin-2,5-diildikarbonil)bis(N-4-(3-
izotiyosiyanatpropil)morfolinhidrazinkarbotiyoamid) bilesigi 1C50=15.41+1.01 uM
degerinde bulunmustur (Sekil 2.12.). Inhibitdr etkinligi AChE enzimine kars1 bu sekilde
gbzlemlenmistir (Bulut vd., 2018).
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Sekil 2.13. 2-((2-Klorokinolin-3-il)metilen)-N-(2-morfolinoetil) hidrazin-1-karbotiyoamid

Tiyosemikarbazon tiirevi bilesikler {istiine yapilan ¢aligmalarda yukaridaki yapi
bulunmustur (Sekil 2.13). Zaib ve digerleriyle yiiriitillen ¢alisma sonucunda 2-((2-
Klorokinolin-3-il)metilen)-N-(morfolinoetil) hidrazin-1-karbotiyoamid bilesigi
IC50=2.95+ uM degeriyle inhibitdr etkinligini AChE enzimine kars1 bu sekilde ortaya
koymustur (Zaib vd., 2021).

Cl N
N N
K/ \/\N)LN, NN O/
H H
Sekil 2.14. 2-((2-Kloro-6-metoksi kinolin-3-il)metilen)-N-(2-morfolinoetil) hidrazinkarbotiyoamid

Tiyosemikarbazon tiirevi bilesikler iistiine yapilan ¢aligmalarda yukaridaki yapi
ortaya konmustur (Sekil 2.14). Zaib ve digerleriyle yiiriitiilen ¢alisma sonucunda 2-((2-
kloro-6-metoksi kinolin-3-il)metilen)-N-(2-morfolinoetil) hidrazinkarbotiyoamid
bilesigi ICs0=0.12+0.02 pM degeriyle inhibitor etkinligini AChE enzimine karsit bu
sekilde ortaya koymustur (Zaib vd., 2021).

Cl N O
A R W
K/N\/\N N,N\ NS
H H

Sekil 2.15. 2-((2-Kloro-7-metoksi kinolin-3-il)metilen)-N-(2-morfolinoetil) hidrazin-1-karbotiyoamid

Tiyosemikarbazon tiirevi bilesikler iistiine yapilan ¢aligmalarda yukaridaki yapi
ortaya konmustur (Sekil 2.15). Zaib ve digerleriyle yiiriitiilen ¢alisma sonucunda 2-((2-
Kloro-7-metoksi  kinolin-3-il)metilen)-N-(2-morfolinoetil) hidrazin-1-karbotiyoamid
bilesigi 1C50=5.53+0.11 pM degeriyle inhibitor etkinligini AChE enzimine karsi bu
sekilde ortaya koymustur (Zaib vd., 2021).
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Sekil 2.16. 2-((2-Kloro-7-metilkinolin-3-il)metilen)-N-(2-morfolinoetil) hidrazin-1-karbotiyoamid

Tiyosemikarbazon tiirevi bilesikler {istiine yapilan ¢aligmalarda yukaridaki yapi
ortaya konmustur (Sekil 2.16.). Zaib ve digerleriyle yiiriitiilen ¢alisma sonucunda 2-((2-
Kloro-7-metilkinolin-3-il)metilen)-N-(2-morfolinoetil)hidrazin-1-karbotiyoamid bilesigi
1C50=5.55 £ 0.01 uM degeriyle inhibitor etkinligini AChE enzimine kars1 bu sekilde
ortaya koymustur (Zaib vd., 2021).

O/\ s Cl /N Cl
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Sekil 2.17. 2-((2-Kloro-7-diklorokinolin-3-il)metilen)-N-(2-morfolinoetil) hidrazin-1-karbotiyoamid

Tiyosemikarbazon tiirevi bilesikler iistiine yapilan calismalarda yukaridaki yapi
ortaya konmustur (Sekil 2.17.). Zaib ve digerleriyle yiiriitiilen ¢calisma sonucunda 2-((2-
Kloro-7-diklorokinolin-3-il)metilen)-N-(2-morfolinoetil) hidrazin-1-karbotiyoamid
bilesigi 1Cs0=10.5 = 0.16 uM degeriyle inhibitor etkinligini AChE enzimine kars1 bu
sekilde ortaya koymustur (Zaib vd., 2021).

LS
N)J\N,N\ NS
H H
Sekil 2.18. 2-((2-klorokinolin-3-il)metilen)-N-fenilhidrazin-1-karbotiyoamid

Tiyosemikarbazon tiirevi bilesikler {istliine yapilan calismalarda yukaridaki yapi
ortaya konmustur (Sekil 2.18). Zaib ve digerleriyle yiiriitiilen ¢alisma sonucunda 2-((2-
klorokinolin-3-il)metilen)-N-fenilhidrazin-1-karbotiyoamid bilesigi 1Cso= 23.2+1.28
uM degeriyle inhibitor etkinligini AChE enzimine kars1 bu sekilde ortaya koymustur
(Zaib vd., 2021).
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Sekil 2.19. 2-((2-kloro-6-metoksikinolin-3-il)metilen)-N-fenilhidrazin-1-karbotiyoamid

Tiyosemikarbazon tiirevi bilesikler {istiine yapilan ¢aligmalarda yukaridaki yapi
ortaya konmustur (Sekil 2.19.). Zaib ve digerleriyle yiiriitiilen ¢alisma sonucunda 2-((2-
kloro-6-metoksikinolin-3-il)metilen)-N-fenilhidrazin-1-karbotiyoamid bilesigi
1C50=34.2+1.02 uM degeriyle inhibitor etkinligini AChE enzimine kars1 bu sekilde
ortaya koymustur (Zaib vd., 2021).

LA WL
N)J\N,N\ NN

H H
Sekil 2.20. 2-((2-kloro-6-metilkinolin-3-il)metilen)-N-fenilhidrazin-1-karbotiyoamid

Tiyosemikarbazon tiirevi bilesikler iistiine yapilan c¢alismalarda yukaridaki yapi
ortaya konmustur (Sekil 2.20). Zaib ve digerleriyle yiiriitiilen ¢alisma sonucunda 2-((2-
kloro-6-metilkinolin-3-il)metilen)-N-fenilhidrazin-1-karbotiyoamid 1C50=49.3+2.49 uM
degeriyle inhibitor etkinligini AChE enzimine karsi bu sekilde ortaya koymustur (Zaib

vd., 2021).
DI I
N)J\N/N\ ™

H H
Sekil 2.21. 2-((2-Kloro-7-metoksikinolin-3-il)metilen)-N-fenilhidrazin-1-karbotiyoamid

Tiyosemikarbazon tiirevi bilesikler {istiine yapilan caligmalarda yukaridaki yapi
ortaya konmustur (Sekil 2.21.). Zaib ve digerleriyle yiiriitiilen ¢alisma sonucunda 2-((2-
kloro-7-metoksikinolin-3-il)metilen)-N-fenilhidrazin-1-karbotiyoamid ICso= 60.9 + 6.57
uM degeriyle inhibitor etkinligini AChE enzimine kars1 bu sekilde ortaya koymustur
(Zaib vd., 2021).
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Sekil 2.22. 2-((2-Kloro-7-metilkinolin-3-il)metilen)-N-fenilhidrazin-1-karbotiyoamid

Tiyosemikarbazon tiirevi bilesikler lstline yapilan c¢alismalarda yukaridaki yapi
ortaya konmustur (Sekil 2.22). Zaib ve digerleriyle yiiriitiilen ¢alisma sonucunda 2-((2-
kloro-7-metilkinolin-3-il)metilen)-N-fenilhidrazin-1-karbotiyoamid 1Cs0=46.5+3.12 uM
degeriyle inhibitor etkinligini AChE enzimine karsi bu sekilde ortaya koymustur (Zaib

vd., 2021).
QI WTIT
N)J\N/N N

H H
Sekil 2.23. 2-((2,7-Diklorokinolin-3-il)metilen)-N-fenilhidrazin-1-karbotiyoamid

Tiyosemikarbazon tiirevi bilesikler {istiine yapilan ¢aligmalarda yukaridaki yapi
ortaya konmustur (Sekil 2.23.). Zaib ve digerleriyle yiiriitilen ¢alisma sonucunda 2-
((2,7-diklorokinolin-3-il)metilen)-N-fenilhidrazin-1-karbotiyoamid ICso= 47.1+£1.45 uM
degeriyle inhibitor etkinligini AChE enzimine karsi bu sekilde ortaya koymustur (Zaib

Vd., 2021).
\/(<;>

H H
Sekil 2.24. 2-(Benzofuran-2-il metilen)-N-(2-metoksietil) hidrazin-1-karbotiyoamid

Osmaniye ve digerlerinin yapmis oldugu bu c¢alisamada tiyosemikarbazon
tirevleri sentezlenerek AChE ve MAO-B inhibitérlerine etkileri ortaya konulmustur
Sekil 2.24.). Bakilan aktivite sonuglarinda 2-(Benzofuran-2-il metilen)-N-(2-
metoksietil)hidrazin-1-karbotiyoamid bilesiginin 1Cs0=0.042 + 0.002 uM degeriyle
AChE enzimine yonelik inhibitor etkinlik sergiledigi ortaya konulmustur (Osmaniye

vd., 2021).
S \/EQ
/O\/\N)]\N/N\ S

H H
Sekil 2.25. 2-(Benzo[b]tiyofen-2-il metilen)-N-(2-metoksietil) hidrazin-1-karbotiyoamid
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3. GERECLER

3.1. Kullanilan Maddeler

3,5-Dimetilpiperidin
Dimetilsiilfoksit
Donepezil
4-Etilpiperazin
Etanol
4-Fenilpiperazin
4-Florobenzaldehit
4-Formilpiperazin
[zotiyosiyonat
4-Metilpiperazin
4-Metoksifenilpiperazin
4-Nitrofenilpiperazin
Piperidin

Potasyum karbonat

: Sigma, Almanya
: Euroisotop, Almanya
: Merck, Almanya
: Sigma, Almanya
: Merck, Almanya
: Sigma, Almanya
: TCI, Japonya

: Sigma, Almanya
: TCI, Chemicals

: Sigma, Almanya
: Sigma, Almanya
: Sigma, Almanya
: Sigma, Almanya

: Sigma-Aldrick, Almanya
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3.2. Kullanilan Cihazlar

Elektronik terazi

Niikleer manyetik rezonans

spektrometresi

Ultraviyole lambasi

Mikroplate okuyucu

Robotik pipetleme tablasi
Manyetik tabanli 1sitic1 karistirict
Kiitle spektrometresi

Erime derecesi tayin cihazi

: Shimadzu, Libror EB-330 HU, Japonya

: Bruker, UltraShield 300 MHz, ABD

: Camag, Cabinet, Isvicre

: BioTek-Synergy H1 ABD

: BioTek-Preccision XS, ABD

: Heidolph, MR 3003, Almanya

: Shimadzu, LCMS-IT-TOF, Japonya

: Mettler Toledo-MP90 Melting Point System
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4. YONTEMLER
4.1. Sentez Calismalari

4.1.1. Tiyosemikarbazid tiirevlerinin sentezi (1a — 1b) (Yontem A)

H
O Noe?S _0O N\H/NHNHZ
NH,NH,.H,0 1
\O > \O

Etanol
Buz Banyosu (Bilesik 1a)

S
//C\
S e oy
0 Etanol e}

Buz Banyosu
(Bilesik 1b)

Sekil 4.1. Tiyosemikarbazid tiirevierinin sentezi (1la—1b)

[zotiyosiyanat tiirevleri absolii etanolde ¢dziindiiriilmiistiir. Elde edilen karisim
buz banyosuna alimmistir. Baska bir beherde hidrolin hidrat absolii etanolde
¢oziindiiriilmiis ve bu karisim bir ayirma hunisine almmustir. Izotiyonat ¢ozeltisine
damla damla ilave edilmistir (Sekil 4.2). Damlatma islemi tamamlandiktan sonra
reaksiyon ITK bakilarak sonlandirilmistir. Sonlandirma basamaginda c¢oken iiriin
stiziilerek alinmis ve absolii etanol ile ve yikanarak kurutulmustur.

4.1.2. 4-Siibstiiie benzaldehit tiirevlerinin sentezi (2a-2f) (Yontem B)

/ N\ DMF /N
R-N NH + F CHO ———» R-N N@—CHO
/ K2COs /

reflux
(2a-2f)

Sekil 4.2. 4-Siibstiiie benzaldehit tirevierinin sentezi (2a-2f)

Pipereazin tiirevleri ve 4-florobenzaldehit DMF igerisinde ¢oziindiiriilmiistiir
(Sekil 4.1). Potasyum karbonat katalizor olarak ortama eklenmistir. Elde edilen
reaksiyon karisimi yaklasik 36 saat saat geri ¢eviren sogutucu altinda kaynatilmistir.
ITK bakilarak reaksiyon bitimine karar verildikten sonra reaksiyon icerigi sogutulmus
ve buzlu suya dokiilmiistiir. Coken {iriin siiziilerek alinmis ve buzlu suya dokiilmiistiir.

Coken tirlin stiziilerek alinmis, kurutulmus ve etanolden kristallendirilmistir.
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4.1.3. Tiyosemikarbazon tiirevlerinin sentezi (3a-31) (Yontem C)

H
_O N\H/NHNHz @ EtOH
+
S — requx

(1a) (2a-2f)

NHN :

(3a-3f)

H
o) N\[rNHNHz _EOH
<O S \ / O reflux

(1b) (2a-2f)
o NH N
<oj©/ S
(3g-31)
Bilesik R
3a Metil
3b Etil
3c Formil
3d Fenil
3e 4-Metoksifenil
3f 4-Nitrofenil
39 Metil
3h Etil
3i Formil
3j Fenil
3k 4-Metoksifenil
3l 4-Nitrofenil

Sekil 4.3. Tiyosemikarbazon tiirevlerinin sentezi (3a-3l)
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Sentezlenen N-siibstitiietiyosemikarbazit tiirevleri (la ve 1b) ve 4-siibsstitiie
benzaldehit tiirevleri (2a-2f) etanol icerisinde ¢ozlindiiriilmiis ve karisim geri ¢eviren
sogutucu altinda 8 saat boyunca kaynatilmistir. Sabit araliklarla deneyin tamamlanip
tamamlanmadigi ITK ile kontrol edilmistir. Reaksiyon tamamlandiktan sonra ¢dken

maddeler siiziilerek alinmistir (Sekil 4.4.).

4.2. ITK Cahsmalar

Tiim sentez caligmalari boyunca reaksiyonlarin sonlanip sonlanmadigini ITK
bakilarak kontrol edilmistir. Deney siirecinde baglangi¢ maddeleri ve alman
numunelerin ve etanoldeki ¢ozeltisi ile adsorban olarak kullanilan silikajel 60 F254
kapli, 6nceden uygun ¢oziicii karisimlariyla doyurulmus aliiminyum plaklara kilcal
borular yardimi ile uygulanip Petrol eteri-etil asetat (3:1) ¢oziicii sisteminin kullanildigi
hareketli faz igerisinde siiriiklenmistir. Ultraviole (254 nm ve 366 nm) 15181 altinda
absorbsiyon noktalar1 bakilip belirlenmistir. Reaksiyonlar ITK yardimmu ile siirdiiriiliip,

sonlandirilmistir.

4.3. Erime Noktalarinin Tespiti

Mettler Toledo-MP90 Melting Point System erime derecesi tayin cihazi
kullanilarak gergeklestirilen tayinide kapiler borulara minimal sekilde maddeler

konulup erime dereceleri tayin edilmistir.

4.4, 'H-NMR Spektrumlariin Alinmasi

Sentezlenen bilesikler, Bruker 300 MHz NMR spektrometresi cihazi kullanilarak
1H-NMR spektrumlari elde edilmistir. Dimetilsiilfoksit-d6 (Dimetilsiilfoksit-d6) ¢oziicli

olarak kullanilmistir.

4.5. 3C-NMR Spektrumlarinin Alinmasi

Sentezlenen bilesikler, Bruker 75 MHz NMR spektrometresi cihazi kullanilarak
13C-NMR spektrumlart elde edilmistir. Dimetilsiilfoksit-d6 (Dimetilsiilfoksit-d6)

¢Oziicl olarak kullanilmustir.
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4.6. Kiitle Spektrumlarimin Alinmasi

LCMS-IT-TOF (Shimadzu, Kyoto, Japonya) cihazinda elektron sprey iyonizasyon
(ESI) iyonlastirma teknigiyle bilesiklerin kiitle spektrumlart elde edilmistir. Coziicii
olarak DMSO kullanilmistir.

4.7. Biyolojik Aktivite Calismalari

Bu calismada sentezlenen bilesiklerin  kolinesteraz, monoamin oksidaz
tizerlerindeki inhibisyon durumu arastirilmistir ve enzim aktif bolgesindeki yerlesimini
gozlemlemek amaciyla molekiiler yerlestirme c¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Aktivite
calismalarinda Milipor, Milli-Q Synthesis A10 saflastirma cihazindan hareketle ortaya
konulan distile su kullanilmistir. Tiim ¢6zeltilerin taze hazirlanarak maksimum 1 hafta
araliginda tiiketilmesine dikkat edilmistir. BioTek-Precision Power (Amerika Birlesik
Devletleri) robotik pipetleme sistemi yardimiyla test bilesiklerinin 96 kuyucuklu
plakalara uygulanmasi, enzim substrat c¢ozeltilerinin ilave edilmesi islemleri
gerceklestirilmistir. Enzim protokoliiniin olusturulmasi, izlenmesi ve spektrofotometrik
Olglimlerin alimmasi1 islemleri, BioTek-Synergy H1 Microplate Reader (Amerika
Birlesik Devletleri) cihazinda ise enzim protokolii islemleri, spektrofotometrik dlgiimler

alinmasi ve izlenimler gerceklestirilmistir.

4.8. Molekiiler Modelleme Calismalari

Aktif bilesiklerin molekiiler modelleme c¢alismalar1 enzimlerinin Kristalleri
kullanilmistir. Doking calismalar1 Schrédinger Suite 2020 Update 2 programi
kullanilarak standart prosediirler ile gergeklestirilmistir. LigPrep 3.8, Glide 7.1 ara
ylzleri kullanilarak single precision (SP) ile docking islemi gergeklestirilmistir.
Standart prosediirler kullanilarak grid dosyalar1 hazirlanmis olup ChemDrawn programi
sentez calismalar1 sonucunda elde edilen tlirevlerin (3a-31) molekiil sekilleri ile
cizilmistir. Doking prosediirii baslatilip pozlar iki boyut ve {i¢ boyut olarak alinarak

sunulmustur.
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5. BULGULAR VE TARTISMALAR

5.1. Sentez Calismalari

5.1.1. N-(3,4-Dimetoksifenil)-2-(4-(4-metilpiperazin-1-il)benziliden)hidrazin-1-
karbotiyoamid (3a)

Sekil 5.1. N-(3,4-Dimetoksifenil)-2-(4-(4-metilpiperazin-1-il)benziliden)hidrazin-1-karbotiyoamid (3a)
Yontem C’ye gore sentezlenmistir. Deneysel E.n: 187-3 °C — 185.2 °C. Verim: %85.

!H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): 6 = 2.21 (3H, s, -CH?3), 2.41-2.44 (4H, t, J=8.97
Hz, piperazin) 3.21-3.25 (4H, t, J=10.17 Hz, piperazin), 3.74 (3H, s, -OCHs3), 3.75 (3H,
s, -OCHs), 6.90-6.96 (3H, m, Ar-H), 7.05-7.08 (3H, dd, J=8.67 Hz, Ar-H), 7.20-7.21
(1H, d, J=2.34 Hz, Ar-H), 7.69-7.72 (2H, d, J=8.85 Hz, Ar-H), 8.03 (1H, s, -CH=N-),
9.85 (1H, s, -NH), 11.56 (1H, s, -NH).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-dg): & = 46.24, 47.54, 54.89, 55.96, 56.07, 111.05,
111.48, 114.80, 118.36, 124.19, 129.31, 132.74, 143.67, 146.80, 148.39, 152.54,
175.75.

HRMS (m/z): [M+H]* hesaplanan: C21H27Ns02S: 414.1958; bulunan: 414.1958.
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Formula Predictor Report - DAN-3_105.lcd Page 1of 1
Data File: C:\LabSolutions\Data\Analiz\derya\DAN-3_105.Icd
Elmt Val. Min Max Eimt Val. Min Max Elmt Val. Min Max Eimt  Val. Min Max Use Adduct
H 1 6 46 o] 2 0 6 S 2 0 2 Ru 2 0 0 H
Cc 4 5 36 F 1 0o 0 Cl 1 0 o0 Pd 2 0 0
N 3 0 6 P 3 0 0 Br 1 0 0 | 3 0 0
Error Margin (ppm): 5 DBE Range: 0.0-40.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use MSn Info: yes
Max Isotopes: 3 Isotope Rl (%): 1.00 Isotope Res: 9000
MSn Iso RI (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 50
Event#: 1 MS(E+) Ret. Time : 4.747 Scan#: 713
3.500e6
3.000e64
2.500e6
414.1958
2.000e6
1.500e6+ 533.2830
436.1774
1.000e6 412.1840 534.2908
437.1794
5.000e5
o m 'I-L TTSRYIT (INTY B! TS PP | BROPT 1 B - .
100.0 1500 2000 250.0 300.0 350.0 400.0 450.0 5000 550.0 600.0 650.0 700.0
Measured region for 414.1958 m/z
414.1958
100.01
50.04
415.1997
WIS A\ 416.1985
e At o o : : A : : :
414.0 414.5 415.0 415.5 416.0 416.5 417.0 417.5
C21 H27 N5 02 S [M+H]+ : Predicted region for 414.1958 m/z
414.1958
100.04
||
50.0- H
il 415.1986
I\ |
| |‘ i 416.1959
1R M
L L : ‘ ———y
414.0 4145 415.0 4155 416.0 416.5 417.0 4175
Rank Score Formula (M) lon Meas. miz  Pred.m/z Df. (mDa) Df. (ppm) Iso DBE
2 6995 C21H27N5028 [M+H]+ 414.1958  414.1958 -0.0 0.00 69.95 11.0

Sekil 5.4. Bilesik 3a’ ya ait kiitle spektrumu
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5.1.2. N-(3,4-Dimetoksifenil)-2-(4-(4-etilpiperazin-1-il)benziliden)hidrazin-1-
karbotiyoamid (3b)

_0O NH K/Nv
90
Sekil 5.5. N-(3,4-Dimetoksifenil)-2-(4-(4-etilpiperazin-1-il)benziliden)hidrazin-1-karbotiyoamid (3b)
Yontem C’ye gore sentezlenmistir. Deneysel E.n: 197-5 °C — 199.7 °C. Verim: %80.

!H-NMR (300 MHz, DMSO-dg): 8 = 1.03-1.05 (2H, t, J=7.23 Hz -CH?3), 2.32-
2.39 (2H, q, J=7.19 Hz, -CH2-), 2.46 (4H, y, piperazin), 3.21-3.23 (4H, y, piperazin),
3.74 (3H, s, -OCHs3), 3.75 (3H, s, -OCHs3), 6.90-6.96 (3H, m, Ar-H), 7.05-7.09 (1H, dd,
J=6.3 Hz, Ar-H), 7.20-7.21 (1H, d, J=2.38 Hz, Ar-H), 7.69-7.72 (2H, d, J=8.85 Hz, Ar-
H), 8.03 (1H, s, -CH=N-), 9.85 (1H, s, -NH), 11.57 (1H, s, -NH).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 6 = 12.45, 47,65, 52.08, 52.65, 55.95, 56.01,
56.06, 56.12, 111.03, 111.47, 113.69, 114.76, 118.34, 124.18, 129.31, 131.93 132.73,
143.67, 146.79, 148.39, 152.56, 175.74.

HRMS (m/z): [M+H]* hesaplanan: C22H29Ns02S: 428.2115; bulunan: 428.2127.
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Formula Predictor Report - DAN-4Y _137.lcd

Data File: C:\LabSolutions\Data\Analiz\derya\DAN-4Y_137.lcd

Page 10of 1

Elmt Val. Min Max Elmt Val. Min Max Elmt Val. Min Max Elmt Val. Min Max Use Adduct
H 1 6 46 o] 2 0 4 S 2 0 2 Ru 2 0 0 H
C 4 5 36 F 1 0 0 Cl 1 0 0 Pd 2 0 0
N 3 0 6 P 3 0 0 Br 1 0 0 | 3 0 0
Error Margin (ppm): 5 DBE Range: 5.0-30.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use MSn Info: yes
Max Isotopes: 3 Isotope RI (%): 1.00 Isotope Res: 8000
MSnlso RI (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 50
Event#: 1 MS(E+) Ret. Time: 3.013 Scan# : 453
3.500e6
3.000e6
2.500e6+
428.0127
2.000e6
1.500e6
1.000e6 429.2232
396.2443
5.000e51 198.6543 214.1310 426.2004
394.3498 433.3142
0,
1000 1500 200.0 250.0 3000 3500 400.0 450.0 500.0 5500 600.0 650.0 700.0
M d region for 428.2127 m/z
428.2127
100.04
50.0
429.2232
J 28.3888 430.2113 431.2037
D ik A= ] T T T T T N T
428.0 428.5 429.0 429.5 430.0 430.5 431.0 4315
C22 H29 N5 02 S [M+H]+ : Predicted region for 428.2115 m/z
428.2115
100.04
i
50.04
| | 429.2143
il I
| ,/\ 4302118
|
- N — - P
428.0 428.5 429.0 429.5 430.0 430.5 431.0 4315
Rank Score Formula (M) lon Meas. m/z  Pred.m/z Df. (mDa) Df. (ppm) Iso  DBE
1 56.85 C22H29N502 S [M+H]+ 428.2127  428.2115 1.2 280 59.53 11.0

Sekil 5.8. Bilesik 3bye ait Kiitle Spektrumu
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5.1.3. N-(3,4-Dimetoksifenil)-2-(4-(4-formilpiperazin-1-il)benziliden)hidrazin-1-
karbotiyoamid (3c)

Sekil 5.9. N-(3,4-Dimetoksifenil)-2-(4-(4-formilpiperazin-1-il)benziliden)hidrazin-1-karbotiyoamid (3c)
Yontem C’ye gore sentezlenmistir. Deneysel E.n: 145 °C — 147.5 °C. Verim: %79.
!H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & = 3.22-3.29 (2H, m, piperazin), 3.42 (2H, v,

piperazin), 3.50-3.52 (2H, m, piperazin), 3.73-3.74 (2H, m, piperazin), 3.75 (3H, s, -
OCHj3), 3.76 (3H, s, -OCHs3), 6.91-6.98 (2H, m, Ar-H), 7.01-7.08 (3H, m, Ar-H), 7.20-
7.21 (A1H, m, Ar-H), 7.73-7.75 (1H, m, Ar-H), 7.77 (1H, s, CHO), 8.04-8.09 (1H, s, -
CH=N-), 9.88 (1H, s, -NH), 11.60 (1H, s, -NH).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds): & = 47.49, 48.83, 55.95, 56.05, 111.03, 111.43,
115.01, 115.58, 118.39, 124.55, 129.36, 132.71, 143.58, 146.79, 148.37, 152.28,
175.77.

HRMS (m/z): [M+H]* hesaplanan: C21H2sNsO2S: 428.1751; bulunan: 428.1745.
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Formula Predictor Report - DAN-5_109.Icd Page 1 of 1
Data File: C:\LabSolutions\Data\Analiz\derya\DAN-5_109.Icd
Eimt  Val. Min Max Eimt | Val. Min Max Elmt Val. Min Max Elmt  Val. Min Max Use Adduct
H 1 6 46 0 2 0 6 S 2 0 2 Ru 2 0 0 H
Cc 4 5 36 F 1 0 0 Cl 1 0 0 Pd 2 0 0
N 3 0 6 P 3 0 0 Br 1 0 0 I 3 0 0
Error Margin (ppm): 5 DBE Range: 0.0-40.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use MSn Info: yes
Max Isotopes: 3 Isotope RI (%): 1.00 Isotope Res: 9000
MSh Iso RI (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 50
Event#: 1 MS(E+) Ret. Time : 5.333 Scan# : 801
6.000e6
5.500e6-
5.000e6-
4.500e6
4000661 428.[1745
3.500e6- T
3.000e61 450.1565
2.500e6-
2.000e6
1.500e6- 429.1801
1.000¢6- 430.1799 4511613
5.000e5
ol o el |'..L.l, r.l |.‘..4 mlLrA..Ll N T USRI W . oy .
100.0 1500 200.0 250.0 300.0 350.0 400.0 450.0 500.0 550.0 600.0 650.0 700.0
Measured region for 428.1745 m/z
428.1745
100.04
50.04
429.1801
430.17
28.3541 301799
4280 4285 4290 4295 430.0 4305 431.0 4315
C21 H25 N5 O3 S [M+H]+ : Predicted region for 428.1751 m/z
428.1751
100.0q
i
500 |
\ | 429.1779
1 i
‘ f\ 430.1753
0 , \ . L . ; A . e .
428.0 428.5 429.0 429.5 430.0 430.5 431.0 431.5
Rank Score Formula (M) lon Meas. m/z  Pred. m/z Df. (mDa) Df. (ppm) Iso DBE
1 87.18 C21 H25N503 S [M+H]+ 428.1745 428.1751 -0.6 -1.40 88.06 12.0

Sekil 5.12. Bilesik 3¢’ ye Ait Kiitle Spektrumu
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5.1.4. N-(3,4-Dimetoksifenil)-2-(4-(4-fenilpiperazin-1-il)benziliden)hidrazin-1-
karbotiyoamid (3d)

Sekil 5.13. N-(3,4-Dimetoksifenil)-2-(4-(4-fenilpiperazin-1-il)benziliden)hidrazin-1-karbotiyoamid (3d)
Yontem C’ye gore sentezlenmistir. Deneysel E.n: 189.7-191.1 °C. Verim: %76.
!H-NMR (300 MHz, DMSO-dg): & = 3.27-3.29 (4H, m, piperazin), 3.39-3.42

(4H, m, piperazin), 3.75 (3H, s, -OCHgs), 3.76 (3H, s, -OCHs3), 6.81 (1H, t, J=7.2 Hz,
Monosiibstitiiebenzen), 6.93 (1H, d, J=8.7 Hz, Trisiibstitiicbenzen), 6.98-7.05 (4H, m,
Ar-H), 7.06-7.09 (1H, m, Ar-H), 7.20-7.27 (3H, m, Ar-H), 7.75 (2H, d, J=8.9 Hz, Ar-
H), 8.05 (1H, s, -CH=N-), 9.89 (1H, s, -NH), 11.61 (1H, s, -NH).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds): & = 47.72, 48.62, 55.94, 56.10, 111.03, 115.07,
116.14, 118.39, 119.67, 124.55, 129.36, 129.47, 132.71, 143.55, 146.79, 148.37,
151.30, 152.41, 175.78.

HRMS (m/z): [M+H]" hesaplanan: C2sH20N502S: 476.2115; bulunan: 476.2120.
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Formula Predictor Report - DAN-6_110.lcd

Data File: C:\LabSolutions\Data\Analiz\derya\DAN-6_110.lcd

Page 1 of 1

Elmt | Val. Min Max Elmt Val. Min Max Elmt  Val. Min Max Elmt  Val. Min Max Use Adduct
H 1 6 46 o 2 0 6 S 2 0 2 Ru 2 0 0 H
c 4 5 36 F 1 0 0 Cl 1 0 0 Pd 2 0 0
N 3 0 6 P 3 0 0 Br 1 0 0 | 3 0 0
Error Margin (ppm): 5 DBE Range: 0.0-40.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use MSn Info: yes
Max Isotopes: 3 Isotope Rl (%): 1.00 Isotope Res: 9000
MSn Iso Rl (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 50
Event#: 1 MS(E+) Ret. Time: 8.187 Scan# : 1229
2.200e74
2.000e7
1.800e7-
1.600e7
1.400e7 476.2120
1.200e7
1.000e7
8.000e61 498.1950
6.00026- 477.2148
4.000e6- 499.1960
2.000e6+
0l ; e T ) ‘ = Lobioey . y ‘ .
100.0 150.0 200.0 250.0 300.0 350.0 400.0 450.0 500.0 550.0 600.0 650.0 700.0
Measured region for 476.2120 m/z
476.2120
100.04
50.0
477.2148
478.2123
. PN M e =N . /l\ . . .
476.0 476.5 477.0 477.5 478.0 478.5 479.0 479.5
C26 H29 N5 02 S [M+H]+ : Predicted region for 476.2115 m/z
476.2115
100.0
50.0
477.2144
} 478.2125
‘ . - I/ — o
476.0 476.5 477.0 477.5 478.0 478.5 479.0 479.5
Rank Score Formula (M) lon Meas. m/z  Pred. m/z Df. (mDa) Df. (ppm) Iso DBE
1 89.03 C26 H29N502 S [M+H]+ 476.2120 476.2115 0.5 1.05 89.14 15.0

Sekil 5.16. Bilesik 3d’ ye Ait Kiitle Spektrumu
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5.1.5. N-(3,4-Dimetoksifenil)-2-(4-(4-(4-metoksifenil) piperazin-1-
il)benziliden)hidrazin-1-karbotiyoamid (3e)

| 0

o@r @ OO\

Sekil 5.17. N-(3,4-Dimetoksifenil)-2-(4-(4-(4-metoksifenil)piperazin-1-il)benziliden)hidrazin-1-
karbotiyoamid (3¢e)

Yontem C’ye gore sentezlenmistir. Deneysel E.n: 176.0°C — 179.2 °C. Verim: %80.

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg): & = 3.14 (4H, m, piperazin), 3.39 (4H, vy,
piperazin), 3.68 (3H, s, -OCHs), 3.74 (3H, s, -OCHgs), 3.75 (3H, s, -OCHs), 6.82-6.85
(2H, m, Ar-H), 6.91-6.97 (3H, m, Ar-H), 7.00-7.03 (2H, m, Ar-H), 7.05-7.09 (1H, m,
Ar-H), 7.20 (1H, m, Ar-H), 8.05 (1H, s, -CH=N-), 9.88 (1H, s, -NH), 11.60 (1H, s, -
NH).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): & = 47.85, 50.12, 55.64, 55.99, 111.03, 111.42,
114.73, 115.06, 118.22, 118.38, 124.51, 129.35, 132.71, 143.59, 145.66, 146.78,
148.36, 152.46, 153.63, 175.77.

HRMS (m/z): [M+H]" hesaplanan: C27H31N503S: 506.2220; bulunan: 506.2230.
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Formula Predictor Report - DAN-7_112.Icd

Data File: C:\LabSolutions\Data\Analiz\derya\DAN-7_112.lcd

Page 10of 1

Elmt Val. Min Max _Elmt Val. Min Max _Elmt Val. Min Max _Elmt Val. Min Max Use Adduct
H 1 6 46 0 2 0 6 S 2 0 2 Ru 2 0 0 H
c 4 5 36 F 1 0 0 Cl 1 0 0 Pd 2 0 0
N 3 0 6 P 3 0 0 Br 1 0 0 | 3 0 0
Error Margin (ppm): 5 DBE Range: 0.0-40.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply NRule: yes Use MSn Info: yes
Max Isotopes: 3 Isotope Rl (%): 1.00 Isotope Res: 9000
MSn Iso RI (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 50
Event#: 1 MS(E+) Ret. Time: 6.960 Scan# : 1045
3.000e7-
250071 506.2230
2.000e7+
1.500e77
507.2252
1.000e77 528.2037
508.2226 529.2073
5.000e6 zss.tm
‘ ‘ ; e — . + . T L . . -
100.0 150.0 200.0 250.0 300.0 350.0 400.0 450.0 500.0 550.0 600.0 650.0 700.0
Measured region for 506.2230 m/z
506.2230
100.0+
50.0+
507.2252
508.2226
06.4186 J (‘\
: ﬂ\]/‘l’-‘l\ —t N : J ' . D .
506.0 506.5 507.0 507.5 508.0 508.5 509.0 509.5
C27 H31 N5 03 S [M+H]+ : Predicted region for 506.2220 m/z
506.2220
100.0+
Il
(I
Il
50.01 |
“ |‘ 507.2250
[l l
| I 508.2233
i I
T ) I T T ‘ \ T T ‘I,P\\ T T T T
506.0 506.5 507.0 507.5 508.0 508.5 509.0 509.5
Rank Score Formula (M) lon Meas.m/z  Pred. m/iz_Df. (mDa) Df. (ppm) Iso  DBE
1 8526 C27H31N503S [M+H}+ 506.2230  506.2220 1.0 198 8740 150

Sekil 5.20. Bilesik 3¢’ ye Ait Kiitle Spektrumu
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5.1.6. N-(3,4-Dimetoksifenil)-2-(4-(4-(4-nitrofenil)piperazin-1-
il)benziliden)hidrazin-1-karbotioamid (3f)

N
S%NH X ‘
‘N\

Sekil 5.21. N-(3,4-Dimetoksifenil)-2-(4-(4-(4-nitrofenil)piperazin-1-il)benziliden)hidrazin-1-
karbotioamid (3f)

Yontem C’ye gore sentezlenmistir. Deneysel E.n: 195.0 °C-197.1 °C. Verim: %79.

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): 6 = 3.44 (4H, vy, piperazin), 3.64 (4H, vy,
piperazin), 3.74 (3H, s, -OCHzs), 3.75 (3H, s, -OCHgs), 6.90-6.93 (1H, m, Ar-H), 6.97-
7.00 (2H, m, Ar-H), 7.04-7.09 (3H, m, Ar-H), 7.20-7.21 (1H, d, J= 2,34 Hz, Ar-H),
7.74-7.77 (2H, d, J= 8,67 Hz, Ar-H) 8.05 (1H, s, -CH=N-), 8.06-8.09, (2H, d, J= 9,27
Hz, Ar-H), 9.88 (1H, s, -NH), 11.61 (1H, s, -NH).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): & = 47.85, 50.12, 55.64, 55.99, 111.03, 111.42,
114.73, 115.06, 118.22, 118.38, 124.51, 129.35, 132.71, 143.59, 145.66, 146.78,
148.36, 152.46, 153.63, 175.77.

HRMS (m/z): [M+H]" hesaplanan: C2sH2sNs04S: 521.1966; bulunan: 521.1960.
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Formula Predictor Report - DAN-8_1.lcd Page 10f 1

Data File: C:\LabSolutions\Data\Analiz\derya\DAN-8_1.lcd

Elmt Val. Min Max Elmt Val. Min Max Elmt Val. Min Max Eimt Val. Min Max Use Adduct

H 1 6 46 o} 2 0 6 S 2 0 2 Ru 2 0 0 H
C 4 5 36 F 1 0 0 Cl 1 0 0 Pd 2 0 0
N 3 0 6 P 3 0 0 Br 1 0 0 | 3 0 0
Error Margin (ppm): 5 DBE Range: 0.0-40.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use MSn Info: yes
Max Isotopes: 3 Isotope RI (%): 1.00 Isotope Res: 9000
MSn Iso RI (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 50

Event#: 1 MS(E+) Ret. Time: 7.533 Scan#: 1131

4.000e67

3500867

3.000e6+

2.500e6 521.196(

2.000e6 543.1764

1.500e61
522.2014

1.000e6 5441771
523.2008

5.000e51

by sy ‘. Al Lo .L.m..h‘.u.n sttt Lipnan iy ol .lhftLIu ul, J_lrL‘ i nil bop M sl

1000 1500 2000 2500 300.0 3500 400.0 4500 500.0 5500  600.0  650.0  700.0

Measured region for 521.1960 m/z

521.1960
100.04
50.04
522.2014
\ 523.2008
1| AN
521.0 521.5 522.0 5225 523.0 523.5 524.0 524.5
C26 H28 N6 04 S [M+H]+ : Predicted region for 521.1966 m/z
521.1966
100.04
|
Ml
|
50.0+ \ |
I 522.1994
[ ‘
i I
; | I 523.1977
I I\ /I
|"\"r"'v'j'\'|"11['1"1v'/'\'|
521.0 521.5 522.0 5225 523.0 523.5 524.0 524.5
Rank Score Formula (M) lon Meas. m/z_ Pred. m/z_Df. (mDa) Df. (ppm) Iso  DBE
1 90.09 C26 H28 N6 04 S [M+H]+ 521.1960  521.1966 -0.6 -1.15 9043  16.0

Sekil 5.24. Bilesik 3f” ye Ait Kiitle Spektrumu

55



5.1.7. N-(Benzo[d][1,3]dioksol-5-ilmetil)-2-(4-(4-metilpiperazin-1-
il)benziliden)hidrazin-1-karbotioamid (3g)

O
S
<O:©\/NH_<
NH—N \ /\
\—< >—N N—
7/
Sekil 5.25. N-(Benzo[d][1,3]dioksol-5-ilmetil)-2-(4-(4-metilpiperazin-1-il)benziliden)hidrazin-1-
karbotioamid (3g)

Yontem C’ye gore sentezlenmistir. Deneysel E.n: 115.1 °C-117.9 °C. Verim: %80.

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & = 2.20 (3H, s, -CH3), 2.43 (4H, y, piperazin),
3.21 (4H, vy, piperazin), 4.71-4.72 (2H, d, J=6.28 Hz, -CH3), 5.96 (2H, s, dioksol), 6.84-
6.96 (5H, m, Ar-H), 7.05-7.08 (3H, dd, J=8.67 Hz, Ar-H), 7.59-7.62 (2H, d, J=8.86 Hz,
Ar-H), 7.96 (1H, s, -CH=N-), 8.84 (1H, s, -NH).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-dg): & = 47.04, 47.55, 54.87, 56.63, 98.89, 101.21,
103.53, 107.28, 109.46, 113.77, 115.86, 124.41, 127.90, 130.04, 142.20, 144.34,
152.44,173.29, 177.21.

HRMS (m/z): [M+H]" hesaplanan: C21H2sNs02S: 412.1802; bulunan: 412.1803.
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Formula Predictor Report - DAN-11_4.lcd

Data File: C:\LabSolutions\Data\Analiz\derya\DAN-11_4.lcd

Page 1of 1

Elmt | Val. Min Max Elmt  Val. Min Max Eimt Val Min Max Eimt  Val. Min Max Use Adduct
H 1 6 46 o 2 0 6 S 2 0 2 Ru 2 0 0 H
Cc 4 5 36 F 1 0 0 Cl 1 0 0 Pd 2 0 0
N 3 0 6 P 3 0 0 Br 1 0 0 | 3 0 0
Error Margin (ppm). 5 DBE Range: 0.0-40.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use MSn Info: yes
Max Isotopes: 3 Isotope Rl (%): 1.00 Isotope Res: 9000
MSn Iso RI (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 50
Event# 1 MS(E+) Ret. Time: 4.440->5.000 Scan#: 667 -> 751
2.600e7
2.400e7
2.200e7
2.000e7
1.800e7-
1.600e7 412./1803
1.400e7
1.200e7
1.000e7
8.000e6 413.1827
6.000e6
4.000e6 414.1800 | 410.1646
2.000e6
G T T T T lL T l! L \L L l + T T T T T T
100.0 1500 200.0 2500 300.0 3500 400.0 450.0 500.0 550.0 600.0 650.0 700.0
Measured region for 412.1803 m/z
412.1803
100.04
50.04
413.1827
4141
12.3563 800
' VINDE.S NS ST : - — -
412.0 412.5 413.0 4135 414.0 414.5 415.0 415.5
C21 H25 N5 02 S [M+H]+ : Predicted region for 412.1802 m/z
4121802
100.04
50.04 ‘
/ l 413.1830
\ |
/ | 414.1802
|
| — i — - U
412.0 4125 413.0 4135 414.0 414.5 415.0 415.5
Rank Score Formula (M) lon Meas. m/iz  Pred. m/z Df. (mDa) Df. (ppm) Iso  DBE
1 100.00 C21 H25N502 S [M+H]+ 4121803  412.1802 0.1 0.24 100.00 12.0

Sekil 5.28. Bilesik 39° ye Ait Kiitle Spektrumu
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5.1.8. N-(Benzo[d][1,3]dioksol-5-ilmetil)-2-(4-(4-etilpiperazin-1-
il)benziliden)hidrazin-1-karbotioamid (3h)

o S
<O:©\/NH_/<NH—N
L@N/_\NJ
7/
Sekil 5.29. N-(Benzo[d][1,3]dioksol-5-ilmetil)-2-(4-(4-etilpiperazin-1-il)benziliden)hidrazin-1-
karbotioamid (3h)
Yontem C’ye gore sentezlenmistir. Deneysel E.n: 146.0 °C — 149.5 °C. Verim: %75.
'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & = 0.99-1.04 (3H, t, J=7.15 Hz, -CHs), 1.90
(4H, s, piperazin), 2.32-2.39 (2H, q, J=7.15 Hz, CH2), 3.20-3,23 (4H, y, piperazin), 4.72
(2H, d, J=6.16 Hz, -CHg), 5.96 (2H, s, dioksol), 6.84 (2H, s, Ar-H), 6.91 (1H, s, Ar-H),
6.94-6.96 (2H, d, J=5.91 Hz, Ar-H), 7.60-7.63 (2H, d, Ar-H), 7.96 (1H, s, -CH=N-)
8.86 (1H, s, -NH), 11.39 (1H, s, -NH).
13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): & = 12.34, 21.59, 46.67, 47.59, 52.02, 52.55,
101.21, 108.38, 108.52, 114.81, 121.08, 124.35, 128.96, 133.97, 143.22, 146.45,
147.49, 152.43, 172.57, 175.77.
HRMS (m/z): [M+H]" hesaplanan: C22H27N5s02S: 426.1958; bulunan: 426.1945.
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Formula Predictor Report - DAN-12_5.lcd Page 10of 1
Data File: C:\LabSolutions\Data\Analiz\derya\DAN-12_5.Icd
Eimt Val. Min Max _Elmt Val. Min Max _Eimt Val. Min Max _Elmt Val. Min Max Use Adduct
H 1 6 46 0 2 0 6 S 2 0 2 Ru 2 0 0 H
c 4 5 36 F 1 [V ] Cl 1 0 0 Pd 2 0 0
N 3 0 6 P 3 (U] Br 1 0 0 | 3 0 0
Error Margin (ppm): 5 DBE Range: 0.0-40.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use MSn Info: yes
Max Isotopes: 3 Isotope RI (%): 1.00 Isotope Res: 9000
MSn Iso Rl (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 50
Event#: 1 MS(E+) Ret. Time:4.907 Scan#:737
3.000e7-
2.500e7-
2000671 4261945
1.500e74
1.000e7- 4271972
448.1760
5.000e6- 428.1965
0+ T Tl T T T o~ l" T T T T T
100.0 1500 2000 250.0 3000 350.0 400.0 4500 5000 550.0 600.0 650.0 700.0
Measured region for 426.1945 m/z
426.1945
100.0
50.01
427.1972
26,3729 428.1965
o : Mo e —— : _/lk : . .
426.0 426.5 427.0 4275 428.0 428.5 429.0 429.5
C22 H27 N5 02 S [M+H]+ : Predicted region for 426.1958 m/z
426.1958
100.0
50.01
| ‘ 4271987
I
|‘ \ I 428.1961
I
M I ] — i — - D
426.0 426.5 427.0 4275 428.0 428.5 429.0 429.5
Rank Score Formula (M) lon Meas. m/iz_ Pred. miz Df. (mDa) Df. (ppm) Iso DBE
1 8019 C22H27N502S [M+H]+ 426.1945  426.1958 -13 -3.05 8452 120

Sekil 5.32. Bilesik 3hye Ait Kiitle Spektrumu
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5.1.9. N-(Benzo[d][1,3]dioksol-5-ilmetil)-2-(4-(4-formilpiperazin-
lil)benziliden)hidrazin-1-karbotioamid (3i)

OD\/
S
<o NH—4
NH—N\ /\ /H
)N NG
NI

Sekil 5.33. N-(Benzo[d][1,3]dioksol-5-ilmetil)-2-(4-(4-formilpiperazin-lil)benziliden)hidrazin-1-
karbotioamid (3i)

Yontem C’ye gore sentezlenmistir. Deneysel E.n: 205.1 °C — 207.9 °C. Verim: %83.

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & = 3.19-3.52 (8H, m, piperazin), 4.72 (2H, d,
J=6.10 Hz, -CH3) 5.97 (2H, s, dioksol), 6.84 (2H, m, Ar-H), 6,96 (1H, s, Ar-H), 6.98-
7.01 (2H, m, Ar-H), 7.63-7.67 (2H, m, Ar-H), 7.97 (1H, s, -CH=N-), 8.07 (LH, s, CHO),
8.89 (1H, s, -NH), 11.14 (1H, s, -NH).

1BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds): & = 44.81, 46.67, 47.52, 48.81, 101.22, 108.40,
108.51, 115.08, 115.64, 121.08, 124.71, 125.03, 129.02, 133.97,143.14, 146.45, 147.50,
152.19, 161.34, 177.19.

HRMS (m/z): [M+H]* hesaplanan: C21H2sNsO0sS: 426.1954; bulunan: 426.1591.
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Formula Predictor Report - DAN-13_7.lcd Page 10f1
Data File: C:\LabSolutions\Data\Analiz\derya\DAN-13_7.lcd
Elmt Val. Min Max _Eimt Val. Min Max Elmt Val. Min Max _Elmt Val. Min Max Use Adduct
H 1 6 46 [¢] 2 0 6 S 2 0 2 Ru 2 0 0 H
Cc 4 5 36 F 1 0 0 cl 1 0 o Pd 2 0 0
N 3 0 6 P 3 0 0 Br 1 0 0 | 3 0 0
Error Margin (ppm): 5 DBE Range: 0.0-40.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use MSn Info: yes
Max Isotopes: 3 Isotope RI (%): 1.00 Isotope Res: 9000
MSn Iso RI (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 50
Event#: 1 MS(E+) Ret. Time: 5.667 Scané# : 851
1.800e7]
1.600e74
1.400e74
1.200e7]
1.00067] 4261591
8.000e6
6.000e6
427.1613 A48.1402
4.000e61 :
2.000e6
[V T T T y T Ay } r T 7 T T
1000 1500 200.0 2500 3000 3500 4000 4500 5000 5500 600.0 650.0 700.0
Measured region for 426.1591 m/z
426.1591
100.04
50.0+
427.1613
26.3391 J \ 428.1568
. TN | i — P
426.0 426.5 427.0 421.5 428.0 428.5 429.0 429.5
C21 H23 N5 03 S [M+H]+ : Predicted region for 426.1594 m/z
426.1594
100.04
50.0+ H
‘ | 427.1622
I I
|l
| |‘ jl\ 4281596
| \
i — | — N — e
426.0 426.5 427.0 4275 428.0 4285 429.0 429.5
Rank Score Formula (M) lon Meas. m/z  Pred. m/z_Df. (mDa) Df. (ppm) Iso  DBE
1 84.11 C21H23N503 S [M+H]+ 426.1591  426.1594 -03 -0.70 8411 130

Sekil 5.36. Bilesik 3i’ ye Ait Kiitle Spektrumu
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5.1.10. N-(Benzo[d][1,3]dioksol-5-iImetil)-2-(4-(4-fenilpiperazin-1-
il)benziliden)hidrazin-1-karbotioamid (3j)

o S
<oI>vNH_‘/<
7/
Sekil 5.37. N-(Benzo[d][1,3]dioksol-5-ilmetil)-2-(4-(4-fenilpiperazin-1-il)benziliden)hidrazin-
1-karbotioamid (3j)
Yontem C’ye gore sentezlenmistir. Deneysel E.n: 213°C — 215.2 °C. Verim: %77.
'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & = 3.25-3.27 (4H, v, piperazin), 3.65 (4H, v,
piperazin), 4.73 (2H, d, J=6.15 Hz, -CH3), 5.97 (2H, s, dioksol), 6.78-6.84 (3H, m, Ar-
H), 6,97-7.02 (5H, m, Ar-H), 7.21-7.26 (2H, m, Ar-H), 7.64-7.67 (2H, d, Ar-H), 7.98
(1H, s, -CH=N-), 8.89 (1H, s, -NH), 11.42 (1H, s, -NH).
13C-NMR (75 MHz, DMSO-de): & = 46.68, 47.76, 48.61, 101.22, 108.40, 108.52,
115.12, 116.14, 117.00, 119.66, 121.09, 124.71, 129.02, 129.46, 133.98, 143.16,
146.45, 147.50, 151.29, 152.32, 177.20.
HRMS (m/z): [M+H]" hesaplanan: C26H27N5s02S: 474.1958; bulunan: 474.1955.

68



—TET
=460
LE0

FEE

oL

L

|

Zl

>
oY
7
==

T
6T
14
ZE
ET
HEE
BT
BEE
T
FLY

[ e

ye Ait *H-NMR Spektrumu

5

3

Sekil 5.38. Bilesik

69



EELOL——
o¥EOL
£5m0L —

EELL~,

FLOLE—=
ML=
LYELL—
oLLEL—"

LLFEL =

EOBEL ~—_
LVEEL—

BEEEL ——

LIVEFL—
IR ——
LELFL—
OE LS h ———
EETEL—

OELLL ——

Sekil 5.39. Bilesik 3j’ ye Ait 3C-NMR Spektrumu

70

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
185 150 185 180 1?5 170 165 160 165 150 145 140 135 130 125 120 ME 110 108 100 &5

65 B0 B5 50 45 40 35 W 25 20 15

T

bi-]

80 85 B0



Formula Predictor Report - DAN-14_8.lcd Page 10f 1
Data File: C:\LabSolutions\Data\Analiz\derya\DAN-14_9.lcd
Eimt Val. Min Max Elmt Val. Min Max Elmt Val. Min Max Elmt Val. Min Max Use Adduct
H 1 6 46 0 2 0 6 S 2 0 2 Ru 2 0 0 H
c 4 5 36 F 1 0 0 Cl 1 0 0 Pd 2 0 0
N 3 0 6 P 3 0 0 Br 1 0 0 | 3 0 0
Error Margin (ppm): 5 DBE Range: 0.0-40.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use MSn Info: yes
Max Isotopes: 3 Isotope RI (%): 1.00 Isotope Res: 9000
MSn Iso Rl (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 50
Event#: 1 MS(E+) Ret. Time : 9.413 Scan#: 1413
3.000e7
2.500e7 47411955
2.000e74
1.500e7
475.1985
1.000e7
476.1945
5.000e6
100.0 1500 200.0 250.0 300.0 350.0 400.0 450.0 500.0 550.0 6000 650.0 700.0
Measured region for 474.1955 m/z
474.1955
100.04
50.04
47541985
476.1945
74.3835 A
474.0 4745 475.0 475.5 476.0 476.5 477.0 4715
C26 H27 N5 02 S [M+H]+ : Predicted region for 474.1958 m/z
474.1958
100.04
I
I
I
50.01 (Il
‘| 475.1987
\ |
il I
’ \ ‘ 476.1969
| ‘ ‘ ‘l J'P
T / I\ T T / M \\ T T “ T T - T
474.0 4745 475.0 475.5 476.0 476.5 477.0 4775
Rank Score Formula (M) lon Meas. miz  Pred. m/z Df. (mDa) Df. (ppm) Iso  DBE
1 86.36 C26 H27N502 S [M+H}+ 4741955  474.1958 -0.3 -063 86.36 16.0
Sekil 5.40. Bilesik 3]’ ye Ait Kiitle Spektrumu
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5.1.11. N-(Benzo[d][1,3]dioksol-5-ilmetil)-2-(4-(4-(4-metoksifenil)piperazin-1-
il)benziliden)hidrazin-1-karbotioamid (3k)

© S
CI et
NN c
s

Sekil 5.41. N-(Benzo[d][1,3]dioksol-5-ilmetil)-2-(4-(4-(4-metoksifenil)piperazin-1-il)benziliden)hidrazin-
1-karbotioamid (3K)

Yontem C’ye gore sentezlenmistir. Deneysel E.n: 202 “C — 204.2 °C. Verim: %78

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): 6 = 3.13 (4H, vy, piperazin), 3.37 (4H, vy,
piperazin), 3.68 (3H, s, -OCHs3), 4.72 (2H, d, J=6.16 Hz, -CH3), 5.97 (2H, s, dioksol) ,
6.82-6.85 (4H, m, Ar-H), 6,93-6.96 (3H, m, Ar-H), 6.98-7.01 (2H, m, Ar-H), 7.63-7.66
(2H, d, J=8.85 Hz, Ar-H), 7.97 (1H, s, -CH=N-), 8.89 (1H, s, -NH), 11.40 (1H, s, -NH).

1BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds): & = 46.67, 47.90, 50.11, 55.64, 101.22, 108.40,
108.52, 115.12, 118.23, 121.08, 124.67, 129.01, 133.98, 143.19, 145,66 146.45, 147.49,
152.37, 153,63, 177.19.

HRMS (m/z): [M+H]* hesaplanan: C27H20Ns03S: 504.2064; bulunan: 504.2076.
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Sekil 5.42. Bilesik 3k’ ya Ait *H
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Formula Predictor Report - DAN-15_11.lcd Page 10f 1
Data File: C:\LabSolutions\Data\Analiz\derya\DAN-15_11.lcd
Elmt Val. Min Max Eimt Val. Min Max Elmt Val. Min Max Elmt Val. Min Max Use Adduct
H 1 6 46 o} 2 0 6 S 2 0 2 Ru 2 0 0 H
C 4 5 36 F 1 0 0 Cl 1 0 0 Pd 2 0 0
N 3 0 6 P 3 0 0 Br 1 0 0 | 3 0 0
Error Margin (ppm): 5 DBE Range: 0.0-40.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use MSn Info: yes
Max Isotopes: 3 Isotope RI (%): 1.00 Isotope Res: 9000
MSn Iso RI (%): 10.00 MSh Logic Mode: AND Max Results: 50
Event#: 1 MS(E+) Ret. Time : 7.040 Scan#: 1057
1.300e74
1.200e74
1.100e74
1.000e74
9.000e6
8.000e6 504.2076
7.000e6
6.000e6
5.000e6
4.000e6- 505.2098
3.000e67 506.2067 526.1878
2.000e6
1.000e6+ l
0 et R P gl phoeat e t ey T T T
100.0  150.0 200.0 2500 300.0 350.0 400.0 450.0 500.0 550.0 600.0 650.0 700.0
Measured region for 504.2076 m/z
504.2076
100.07
50.04
505.2098
506.2067
0 T T R e T "A T T e T
504.0 504.5 505.0 505.5 506.0 506.5 507.0 507.5
C27 H29 N5 03 S [M+H]+ : Predicted region for 504.2064 m/z
504.2064
100.04
|
\
|
Il
50.04 | |
‘ ‘ 505.2093
\ ‘
| I
}' ‘ H 506.2077
|
i /||
0 : S — L : A : ———
504.0 504.5 505.0 505.5 506.0 506.5 507.0 507.5
Rank Score Formula (M) lon Meas.m/z  Pred. m/z Df. (mDa) Df. (ppm) Iso  DBE
1 96.55 C27 H29N503 S [M+H]+ 504.2076  504.2064 1.2 2.38 100.00 16.0

Sekil 5.44. Bilesik 3k’ ya Ait Kiitle Spektrumu
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5.1.12. N-(Benzo[d][1,3]dioksol-5-ilmetil)-2-(4-(4-(4-nitrofenil)piperazin-1-
il)benziliden)hidrazin-1-karbotioamid (3I)

o S
<OI>VNH_/<
NH—N\ /\
\_@N\_/NONOZ
Sekil 5.45. N-(Benzo[d][1,3]dioksol-5-ilmetil)-2-(4-(4-(4-nitrofenil)piperazin-1-il)benziliden)hidrazin-1-
karbotioamid (3I)
Yontem C’ye gore sentezlenmistir. Deneysel E.n: 206.9 °C — 208.5.°C. Verim: %78.
'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & = 3.42-3.43 (4H, y, piperazin), 3.61-3.63 (4H,
y, piperazin), 4.72 (2H, d, J=6.12 Hz, -CHgs), 5.96 (2H, s, dioksol) , 6.84 (2H, s, Ar-H),
6,95-6.98 (3H, m, Ar-H), 7.03-7.06 (2H, d, Ar-H), 7.64-7.67 (2H, d, J=8.82 Hz, Ar-H),
7.97 (1H, s, -CH=N-), 8.06-8.09 (2H, d, J=9.42 Hz, Ar-H), 8.89 (1H, s, -NH), 11.41
(1H, s, -NH).
BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds): & = 45.79, 46.23, 46.68, 46.95, 101.22, 108.39,
108.52, 112.94, 114.73, 121.09, 124.56, 126.24, 129.06, 132.01, 133.97, 143.16, 145,66
146.45, 147.50, 154.86, 177.19.

HRMS (m/z): [M+H]" hesaplanan: C2sH26Ns04S: 519.1809; bulunan: 519.1808.
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Sekil 5.46. Bilesik 31’ ye Ait *H
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Formula Predictor Report - DAN-16_13.lcd Page 10of 1

Data File: C:\LabSolutions\Data\Analiz\derya\DAN-16_13.Icd

Elmt Val. Min Max Emt Val. Min Max Elmt Val. Min Max Elmt Val. Min Max Use Adduct
H 1 6 46 o] 2 0 6 S 2 0 2 Ru 2 0 0 H
C 4 5 36 F 1 0 0 Cl 1 0 0 Pd 2 0 0
N 3 0 6 P 3 0 0 Br 1 0 0 | 3 0 0
Error Margin (ppm): 5 DBE Range; 0.0-40.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use MSn Info: yes
Max Isotopes: 3 Isotope RI (%): 1.00 Isotope Res: 9000
MSn Iso RI (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 50
Event#: 1 MS(E+) Ret. Time : 8.320 Scan# : 1249
2.500e6
2.000e6
541.(1649
519.1808
1.500e6-
1.000e6
.17
520.1789 5421710
5.000e5
2171042 971141 4851913 557.1363
0-
100.0 1500 200.0 2500 300.0 3500 400.0 4500 5000 5500 600.0 650.0 700.0
Measured region for 519.1808 m/z
519.1808
100.04
50.04
520.1789
521.1843
19,3556 520.3679 ’
LV NOV RN |V , A
519.0 519.5 520.0 520.5 521.0 521.5 522.0 522.5
C26 H26 N6 04 S [M+H]+ : Predicted region for 519.1809 m/z
519.1809
100.04
If
50.04
Il
‘ ‘ 520.1837
I I
| l‘ (| 521.1821
i J \
- /- PN
519.0 519.5 520.0 520.5 521.0 521.5 522.0 522.5
Rank Score Formula (M) lon Meas. m/z  Pred. mfz Df. (mDa) Df. (ppm) Iso DBE
1 86.72 C26 H26 N6 04 S [M+HJ+ 519.1808  519.1809 0.1 -0.19 86.72 170

Sekil 5.48. Bilesik 3|’ ye Ait Kiitle Spektrumu
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5.2. Sentez Calismalarinin Degerlendirilmesi

Yapilan tez caligmalart kapsaminda 12 yeni tiyosemikarbazon tiirevi bilesik

sentezlenmistir. Bilesiklerin sentezi {ic basamakli yontem kullanilarak sentezlenmistir

(Sekil 5.49).
H
o NS _0 N\H/NHNHz
NH5NH,.H,0
g —_— ~ S
o O
Etanol
Buz Banyosu (Bilesik 1a)
X
//C\
SRR DR
o Etanol (0]
Buz Banyosu
(Bilesik 1b)
I\ DMF / \
R-N NH + F@CHO T on RN NOCHO
\ / K2003 \_/
reflux
(2a-2f)

H
_O N\n/ NHNH, EtOH
+ —< >—
S — reﬂux
(1a) (2a-2f)

Ho—{ )—N  N-R
H-N —/

(3a-3f)

H
O N \n/ NHNH2 EtOH
<O S \ / @ reflux

(1b) (2a-2f)

o NH N :
<o:©/ S
(3g-3))

Sekil 5.49. Hedef bilesiklerin sentezi
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5.3. Spektral Verilerin Degerlendirilmesi

Bu caligmalar sonucunda 12 adet yeni tiyosemikarbazon tiirevi bilesik ortaya
konmustur.  Spektroskopik  yontemlerle elde ettigimiz bilesiklerin  yapilari
aydmlatilmistir. 3C-NMR, HRMS, 'H-NMR, teknikleri bu amagla kullanilmistir.
Sonuglar beklenildigi gibi sonuglanmistir. Elde edilen tiim bilesiklerin analiz sonuglari

ve raporlar1 tez kapsaminda ortaya konmustur.

5.3.1. 'H-NMR spektrumlarmin degerlendirilmesi

Bu ¢aligmalar sonucunda bilesiklerin aromatik ve alifatik protonlar1 tahmin
edildgi gibi gelmistir. Yapilar incelendiginde c¢ogunlukla ortak yap1 olarak
tiyosemikarbazon yapisi ve piperazin halkasi bulunmaktadir. 2.4-2.5 civarinda gelen
pikler DMSO’ya aittir.

Ortak yapilar disinda bilesikler 3a ve 39’ de metil, 3b ve 3j’de etil, 3c ve 3i’de
formil, 3d ve 3j’de fenil, 3e ve 3k’da 4-metoksifenil, 3f ve 3I’de 4-nitrofenil
slibstitiientlerini igermektedir. Alinan pikler beklendigi sekilde literatiir verilerine uygun

olarak gelmistir.

5.3.2. 1*C-NMR spektrumlarinin degerlendirilmesi

13C-NMR sonuglar1 incelendigimizde yapida bulunan alifatik ve aromatik
karbonlarin beklenene uygun bir bi¢imde sonu¢ verdigi goriilmiistiir. 0-100 arasinda
alifatik,100-200 ppm arsinda aromatik yapilar gézlenmistir. 40 ppm civarinda gelen
pikler genel olarak DMSQ’ya aittir.

5.3.3. Kiitle spektrumlarinin degerlendirilmesi

Elde ettigimiz bilesiklerin kiitle spektrumlar1 yiiksek ¢oziiniirliiklii olan kiitle
spektroskopisi cihazi kullanilarak, elektrosprey iyonizasyon teknigiyle pozitif modda

incelenmis olup sonuglar uyumlu olarak kaydedilmistir.

5.4. Biyolojik Aktivite Caliymalarimin Degerlendirilmesi

Bu tez c¢alismasinda 12 adet tiyosemikarbazon tiirevi olan yeni bilesik
sentezlenmistir. Yap1 tayini yapilarak yapilari aydinlatilmistir. Sentezlenen bilesiklerin

in vitro Ellman metodu ile kolinesteraz enzimine karsi olan inhibitér etkinlikleri
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incelenmistir. Aktivite testlerine uygun olarak biitiin bilesikler ve referans ilaglar i¢in
10° ve 10% M konsantrasyonlarinda ¢ozeltiler hazirlanmis olup AChE ve BChE
enzimlerine kars1 olan inhibitdr etkilerine bakilmistir. ikinci adimda ise aktivite testleri
yapilmgtir. Bilesiklerimizin 103-10° M konsantrasyonlairnda ¢ozeltileri hazirlanip,
aktif bulunan bilesiklerimizin 1Cso degerleri hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar Tablo-
5.1’de sunulmustur. Sentezlenen bilesiklerimizin BChE enzimi {izerine aktivite
gosteremedigi anlasilmistir. AH hedefi AChE enzimi olarak goriilmektedir.

AChE enzimi lizerindeki aktivite degerleri incelendiginde ise bilesikler 3a ve
30’nin digerlerine nazaran ¢ok daha aktif oldugu goriilmektedir. ICso degerleri sirasiyla
0.030+0.001 uM ve  0.044+0.00uM  olarak  hesaplanmistir. ~ Donepezil
1C50=0.0201+0.0014 uM degeri ile AChE enzimine yonelik aktivite sergiledigi
goriilmektedir. Bilesik 3a 1C50=0.030+0.001 uM degeri ile donepezile yakin bir aktivite
gostermistir. Aktivite sonuglarinda (3a) bilesigi en aktif bulunmustur. Siibstitiient hacmi

arttikca Tiyosemikarbazon kalintisina bagli olarakta aktivitelerin azaldig1 gériilmiistiir.
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Tablo 5.1. Elde edilen bilesiklerin 10~ ve 10* M konsantrasyonlarinda AChE ve BChE enzimine kars1 %
inhibisyon oranlari ve ICso (uM) degerleri.

Fillesik ICa (M) ICa (M)
M 1M M 1M

3 06.041 05.084 0.030 60.493 36.547 100
78, +3.162 +2.554 +0.001 +2.463 +0.928

03.662 00.110 0.082 41.941 30.081

3h 094 #2987 w0003 #1310 zig L0
b oams W g s MO
e L Iyt R L
B om0 e a0

af 00.700 87.035 0.136 42.655 30.027 S1000
12,159 13018 0.008 1748 +1.050

05011 03.387 0.044 55550 35.697

=
3 2812 1607 0002 12061 0963 100
74l 4133 42195 28557
= =
3h 2841 095 W g s 1000
’ 164 85457 DISE e W@
3 2051 £1467 #0007 #1564 0957
. 69375 1813 12017 26119
> >
3 51838 0948 W yios s 1000
41090 4641 0585 0477
b b
3k £330 1120 W0 e 12 1000
nI3 B 4012 11254
= =
A B06 1313 W 66 som 1000
Cmis6 97395 00201
Donepezil

+].302 +].253 0.0014

) ) ) 99827 98.651 0.0064
R +1.378 +1.402 +0.0002
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5.5. Molekiiler Modelleme Calismalarinin Degerlendirilmesi

AChE aktif bolgelerinde aktif bilesigin (3a) baglanma modlarini tanimlamak i¢in
bir in silico prosediirii kullanilarak molekiiler kenetlenme galismalar1 yapildi. Insan
AChE (PDB ID: 4EY7) (Cheung vd., 2012) X-1s1n1 kristal yapilar1 Protein Veri Bankasi
sunucusundan almmistir (www.pdb.org, erisim tarihi 01 Subat 2023). Enzimlerin
yapilari, Schrodinger Maestro arayiizii kullanilarak olusturulmus ve ardindan
Schrédinger Suite 2020'nin Protein Hazirlama Sihirbazi protokoliine gonderilmistir.
Ligand, protonasyon durumlarint da dogru sekilde atamak icin LigPrep modiilii
(LigPrep | Schrodinger, t.y.) kullanilarak hazirlanmistir. Grid olusturma, Glide modiilii
kullanilarak gergeklestirilmistir ve kenetleme calismalari, standart prosediir (SP)

modunda gergeklestirilmistir.

5.5.1. Molekiiler Dinamik Calismalari

Bir ilag-reseptor kompleksi i¢in aktif bir bolgedeki bir ligandin zamana bagl
stabilitesini degerlendirmek i¢in Onemli bir hesaplama araci olarak kabul edilen
molekiiler dinamik (MD) simiilasyonlari, bu calisma kapsaminda bilesik 3a ig¢in
yaptlmisgtir (X. Liu vd., 2018). Yerlestirme sonucundan belirlenen komplekslerin
kararliligimi saglamak i¢in 100 ns boyunca MD simiilasyonlari gergeklestirilmistir.
Dinamik ¢alismalari, desmond uygulamasini, 3 noktali (TIP3P) bir su modeli ve
ardindan kompleksin enerji minimizasyonu (Sureshkumar vd., 2017) ile transfer
edilebilir bir molekiiller aras1 potansiyele sahip Schrodinger Suite'in standart kuvvet
alan1 (OPLS3e) kullanilarak gercgeklestirilmistir. Sistemin nétralizasyonu, tek degerli
iyonlarin fizyolojik konsantrasyonunu simiile etmek i¢in 0.15 M'lik bir nihai tuz
konsantrasyonu saglamak iizere Na* ve CI iyonlar1 kullanilarak saglanmistir. Sabit
sicaklik (310.55 K) ve basing (1.01325 bar), topluluk sinifi olarak NPT (sabit sayida
parcacik, basing ve sicaklik) ile kullanilmistir. Hareket denklemlerini biitiinlestirmek
icin RESPA entegratoriic (Humphreys vd., ty.) kullanilmistir. Simiilasyon sicakligini
sabit tutmak i¢in NH termostatlar1 (Hoover, 1985) kullanilmis ve basinci kontrol etmek
icin MTK yontemi (Martyna vd., 1994) uygulanmistir. Uzun menzilli elektrostatik
etkilesimler, pmE y6ntemi (Essmann vd., 1995) ile hesaplanmistir. Van der Waals ve
kisa menzilli elektrostatik etkilesimler icin siir 9,0 A olarak ayarlanmustir. Sistemin
dengelenmesi, sistemi yavasca gevsetmek icin kullanilan bir dizi smirlandirilmig

minimizasyon ve molekiiler dinamik simiilasyonlarindan olusan Desmond'da saglanan
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varsayilan protokolle gergeklestirilmistir. MD simiilasyonu, yukaridaki ayarlar
kullanilarak ve sistem kurulumunun tamamlanmasinin ardindan gergeklestirilmistir. Rg
(donme yaricapt), kok ortalama kare dalgalanma (RMSF) ve kok ortalama kare sapma

(RMSD) degerleri Desmond uygulamas: tarafindan hesaplandi.

5.5.2. Molekiiler Doking Calismalari

Bu tez kapsaminda sentezlenen bilesiklerden (3a-3l) en yiiksek aktivite
potansiyeline sahip olan bilesigin (3a) enzim aktif bdlgesindeki yerlesimini
gbozlemlemek amaciyla molekiiler yerlestirme ¢alismalar1 gerceklestirilmistir. Bu
amagcla protein veri bankasi araciliyla elde edilen AChE kristali (PDB ID:4EY7)
kullanilmistir (Cheung vd., 2012). Bilesik 3a’nin enzim aktif bolgesindeki yerlesiminin
ii¢ boyutlu gosterimi Sekil-5.50’de sunulmustur. Bu sekil incelendiginde bilesik 3a’nin

enzim aktif bolgesine tam olarak yerlestigi goriilmektedir.

Sekil 5.50. Bilesik 3a’nin AChE (PDB ID: 4EY7) enzim aktif bélgesine yerlesiminin ii¢ boyutlu

goriiniimii. Bilesik 3a turuncu ile renklendirilmistir.
Sekil-5.51 bilesik 3a’nin AChE enzim aktif bolgesi ile yerlesiminin iki boyutlu
goriintlislinii sunmaktadir. Buna gore bilesik 3a’nin 1,3,4-trisiibstitliebenzen halkasi ile
Trp286 aminoasidinin indol halkasi arasinda pi-pi etkilesimi goriilmektedir. Ikinci

olarak, 1,4-distibstitiiefenil halkas1 ile Tyr341 aminoasidinin fenil halkas: arasinda pi-pi
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etkilesimi goriilmektedir. Son olarak bilesik 3a’nin piperazin halkasinin protonize

olmus azotu ile Trp86 aminoasidinin indol halkasi arasinda katyon-pi etkilesimi

kaydedilmistir.
TRP
86
SER
293
) Charged (negative) Polar == Distance —e Pi-cation
) Charged (positive) ) Unspecified residue -» H-bond — Salt bridge
Glycine Water ~» Halogen bond Solvent exposure
Hydrophobic Hydration site — Metal coordination
) Metal X Hydration site (displaced) e—e Pi-Pi stacking

Sekil 5.51. Bilesik 3a’nin AChE (PDB ID:4EY7) enzim aktif bélgesi ile etkilesiminin iki boyutlu

goriintimii
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5.5.3. Molekiiler Dinamik Calismalari

MD simiilasyon yoOntemi, proteinlerin veya protein ligand komplekslerinin
dinamik davranigin1 arastirmak ig¢in yaygin olarak kullanilir. Bu tez ¢alismasi
kapsaminda, gelecek vaat eden molekiil (3a) ile AChE (PDB ID: 4EY7) arasinda olusan
kenetlenme kompleksinin stabilitesini degerlendirmek i¢in, agik bir hidrasyon

ortaminda 100 ns MD simiilasyon ¢alismas1 gergeklestirilmistir.

Sekil 52-53'de, sonuglar bilesik 3a-AChE enzim kompleksi i¢indir. MD
simiilasyonu sirasinda olusturulan modelin kararliligin1 6lgmek i¢cin RMSD, Rg ve
RMSF parametreleri kullanilmistir. Simiilasyonlar sirasinda modelin kararliligim
kontrol etmek icin RMSD kullanilmistir. Simiilasyon siiresinin bir fonksiyonu olarak
RMSD ¢izimi, Sekil 3A'da sunulmustur. RMSD degeri 1-3 arasinda olmalidir. Elde
ettigimiz grafik bu belirtilen degerler arasinda kaldig1 i¢in kararliligimizin korundugunu
soylemek dogru olacaktir. 4EY7-3a kompleks proteini RMSD analizine gore, simiile
edilen sistem oldukca etkili bir sekilde dengelenmistir. RMSD grafiginin uygun
parametreler icerisinde bulunmasi, bilesigin stabilitesini gostermektedir. Simiilasyon
stiresinin bir fonksiyonu olarak Rg grafigi, Sekil 3B'de rapor edilmistir. Elde edilen
sonuca gore, Rg grafigi, kararli kompleksler i¢in normal olan yaklasik 5.6 + 0.2°A

degerinde atonik dalgalanmalar gostermistir.
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Sekil 5.52. Bilesik 3a ve 4EY7 kompleksinin MD simiilasyon analizi stabilite ozellikleri (RMSD ve Rg)

strastyla A ve B béliimii olarak sunuldu.

Bireysel amino asitlerin, MD simiilasyon ¢alismasi sirasinda protein-ligand
kompleksinin stabilitesinde ¢ok Onemli bir rol oynadigr bilinmektedir. RMSF
parametresi, simiilasyon siiresi sirasinda protein zinciri boyunca bireysel kalinti
dalgalanmasini ve konformasyonel degisiklikleri gézlemlemek i¢in incelenebilir (Sekil
53). a-sarmal bolgeleri, RMSF grafiginde kirmizidir; B-bantli bolgeler mavi bir arka
planla temsil edilir; beyaz arka plan dongii bolgesini temsil etmektedir. Protein a-sarmal
ve P-sarmal bdlgeleri, proteinin ilmek bdlgesine kiyasla daha serttir. Ve buradaki
dalgalanmalar da daha az olmalidir. Her bir protein zinciri ve ligand arasindaki temas

eden kalintilarin katkisi, ¢izimin X ekseni tizerinde dikey yesil ¢izgilerle gosterilmistir.

RMSF raporuna gore, bilesik 3a, AChE proteininin 24 amino asidiyle etkilesim
halindedir. Bu aminoasitler su sekilde siralanabilir: Tyr72 (0,81 A), Asp74 (1.09 A),
Leu76 (0.95 A), Trp86 (0.71 A), Gly121 (1.08 A), Tyr124 (0.80 A), Gly126 (0.63 A),
Val132 (0.82 A), Glu202 (0.46 A), Ser203 (0.55 A), Trp286 (0.70 A), Leu289 (0.83 A),
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Glu292 (1.09 A), Ser293 (0.72 A), Phe295 (0.68 A), Arg296 (0.53 A), Phe297 (0.56 A),
Ser336 (0.57 A), Phe338 (0.75 A), Tyr341 (1.04 A), His447 (0.64 A), Gly448 (0.75 A),
Tyr449 (0.61 A), Ile451 (0.55 A). 4EY7-3a kompleksinde, simiile edilmis bilesigin
dalgalanmalarinda onemli bir degisiklik yoktur. Dongli bolgeleri disinda, ¢ogu
kalmtinnn RMSF degerleri 1,09 A'dan azdir ve bu, kalinti konformasyonunun

simiilasyon sirasinda nispeten kararli oldugunu gosterir.

BC-alphas

0 100 200 300 400 500
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Sekil 5.53. Bilesik 3a-4EY7 kompleksinin MD simiilasyon analizi RMSF sonucu

MD Simulation videosu izlenerek 100 ns boyunca aromatik hidrojen baglari
belirlendi. 3a bilesiginin Tyrl24, Tyr337, Tyr72, Gly122, Hisd447, Tyr337, Tyr341,
Trp286 amino asitleri ile aromatik hidrojen bagi yaptigi goriilmektedir. Bilesik 3a’nin
1,4-Disiibstitiiebenzen halkas1 Tryl124 aminoasidinin hidroksi grubu ile, Tyr337
aminoasidinin fenil halkasi ile, Glyl22 aminoasidinin karbonil grubu ile, His447
aminoasidinin imidazol halkasi ile ve son olarak Tyr337 aminoasidinin karbonil grubu
ile aromatik hidrojen bag1 olusturmaktadir. Bilesik 3a’nin metoksi siibstitiienti Tyr72
aminoasidinin fenil halkasi ile ve Trp286 aminoasidinin indol halkasi ile aromatik
hidrojen bag1 olusturmaktadir. Bilesik 3a’nin 1,3,4-Tristiibstitiiebenzen halkas1 Tyr341
aminoasidinin karbonil grubu ile ve Tyr72 aminoasidinin fenil grubu ile aromatik

hidrojen bag1 olusturmaktadir.
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Sekil 54 bilesik 3a’nin aktif bolgede aminoasitler ile etkilesimini gostermektedir.
Sekil 54(A) etkilesim sayist ve kalint1 grafigini sunmaktadir. Burada 6zellikle Trp86,
Tyr124, Glu202, Trp286, Phe295 ve Tyr341 ile bilesik 3a’nin kesintisiz etkilesim
icerisinde oldugu goriilmektedir. Bu aminoasitlerin hepsi stabilitenin saglanmasinda rol
oynamistir. Ozellikle AChE enzim aktif bélgesi i¢in 6nemli olan Trp286, Trp86 ve
Phe295 aminoasitleri ile yapilan kesintisiz etkilesim bilesigin potansiyelini bir kez daha
gozler oniline sermektedir. Trp286 aminoasidi enzimin periferik anyonik bdlgesi igin en
onemli aminoasittir. Donepezil ilacinda bu aminoasit ile etkilesimi 3,4-dimetoksiindol
halkast saglamaktadir. Bilesik 3a’da indol halkast yerine kullanilan 3,4-
dimetoksibenzen halkasinin benzer etkilesimi sagladigi goriilmektedir. Trp86
aminoasidi katyonik aktif bolge i¢in Onemlidir. Bilesik 3a’nin protonize olmus
piperazin azotu bu aminoasit ile katyon-pi etkilesimini 100 ns boyunca devam
ettirmektedir. Sekil 54(B) simiilasyon sirasinda tortuya gore etkilesim fraksiyonlarini
sunmaktadir (Mavi: su aracili H-bagi; yesil: H-bagi, pembe: iyonik etkilesim, mor:
hidrofobik etkilesim). Burada da enzim aktif bolgesi i¢cin dnemli olan aminoasitler ile
etkilesimler goriilmektedir. Sekil 54(C) ise enzim aktif bolgesinde %20 iizerinde

etkilesim gosteren aminoasitleri sergilemektedir.
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Sekil 5.54. Bilesik 3a-4EY7 kompleksinin MD simiilasyon analizi; (A) Etkilesim sayisi-kalinti indeksi
grafigi, (B) Simiilasyon swrasinda tortuya gore etkilesim fraksiyonlart (mavi:su aracili H-

bagi, yesil:H-bagi, pembe:iyonik etkilesim, mor:hidrofobik etkilesim), (C) Etkilesim
giiclerinin semast (%20)
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6. SONUC VE ONERILER

AH, yash popiilasyonu en fazla etkisi altina alan kronik ndrodejeneratif bir
hastaliktir.  Patolojisinde AB birikimi, NFY ve hiperfosforile tau olusumu
bulunmaktadir. Olusum mekanizmasi net olarak bilinmeyen bu hastaligin sebebi oldugu
diisiiniilen mekanizmalar hakkinda hipotezler gelistirilmistir. Bunlardan en ¢ok
arastirilmast yapilan tau proteini hipotezi, kolinerjik hipotez ve amiloid kaskad
hipotezidir. Giiniimiizde dort bilesik (donezepil, galantamin, rivastigmin, ve memantin)
AH’nin tedavisi i¢in onayldir. Bilesikler ile sadece semptomatik iyilesme s6z konusu
olmaktadir. Gilinimiizde AH i¢in radikal bir tedavi maalesef yoktur. Donezepil,
galantamin ve rivastigmin AChEI; mematin ise NMDAR antagonistidir. ilag tasarimlar1
yapilirken ¢oklu hedefli olan ajanlar: tercih edilmeye baglanmistir. Bunun sebebi ise
hastanin tedaviye uyuncunu arttirip yan etkileri en aza indirerek tek ilagta maksimum
etki saglamaktir.

Bu calisma sonucunda 12 yeni tiyosemikarbazon tiirevi bilesik tasarlanip
sentezlenmistir. Farmakofor ve hacimsel gruplarin dogru konumlanmasina &zen
gosterilmistir. AChE enzim yapisi incelendiginde katyonik anyonik bolge (CAS) ve
periferik anyonik bdlge (PAS)’1n varlig1 saptanmaktadir. Donepezil yapisinda bulunan
benzil piperidin yapisi enzimin CAS kismi ile etkilesime girmektedir.
Tiyosemikarbazon yapist hem AChE inhibitorii olarak kullanilan farmakofor bir
gruptur. Bu nedenle en verimli sonug¢ elde edevegimizi diisindiigiimiiz
Tiyosemikarbazon grubu ile ¢alisma yapilmistir. Tiyosemikarbazon iginse PAS ile
etkilesimi olan aromatik ve alifatik yapilar tercih edilmistir. Yapilan g¢aligmalar
sonucunda bilesiklerin yap1 tayinleri HRMS, 'H-NMR ve *C-NMR spektroskopik
yontemleriyle aydinlatilmistir. Aktivite ¢alismalari, modifiye Ellman metoduyla in vitro
olarak gergeklestirilmis olup molekiiler modelleme galismalariyla Schrodinger programi
kullanilirarak in silico degerlendirilmistir. Bilesiklerin etki profillerini incelenmek
amaciyla AChE ve BChE, enzimleri tizerindeki inhibitor etkilerine bakilmistir. Elde
edilen bilesikler igerisinde 3a en aktif yapiya sahip bilesik olarak goriilmiis,
1C50=0.030+0.001 pM degeri ile dne ¢ikmustir.

Bu caligmada molekiil (3a) ile AChE (PDB ID: 4EY7) arasinda olusan
kenetlenme kompleksinin stabilitesini degerlendirmek igin, ac¢ik bir hidrasyon
ortaminda 100 ns MD simiilasyon c¢alismas1 gerceklestirilmistir. MD simiilasyonu

sirasinda olusturulan modelin kararliligini 6lgmek i¢in ise RMSD, Rg ve RMSF
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parametreleri kullanilmistir. Simiilasyonlar sirasinda modelin kararliligini kontrol etmek
icin kullandigimiz RMSD’de elde edilen grafik sonucu 1-3 araliginda kararliligini
korudugu sonucuna ulasilmistir. RMSD grafiginin uygun parametreler igerisinde
bulunmasi, bilesigimizin stabil oldugunu gdstermektedir. Simiilasyon siiresinin bir
fonksiyonu olaraksa Rg grafigi elde edilmistir. Elde edilen sonuca gore, Rg grafigi,
kararli kompleksler i¢in normal olan yaklasik 5.6 + 0.2°A degerinde atomik
dalgalanmalar gostermistir. RMSF raporuna gore, bilesik 3a, AChE proteininin 24
amino asidiyle etkilesim halindedir. Olusan 4EY7-3a kompleksinde, simiile edilmis
bilesigin dalgalanmalarinda 6nemli bir degisiklik yoktur. Dongii bolgeleri disinda, cogu
kalmtinn RMSF degerleri 1,09 A'dan azdir ve bu, kalinti konformasyonunun
simiilasyon sirasinda nispeten kararli oldugu bulunmustur. Bilesik 3a’nin aktif bolgede
aminoasitler ile etkilesim yaptig1 6zellikle AChE enzim aktif bolgesi i¢in dnemli olan
Trp286, Trp86 ve Phe295 aminoasitleri ile yapilan kesintisiz etkilesim bilesigin
potansiyelinin iyi derecede oldugu bulunmustur.

Sonu¢ olarak aktif bilesiklerle gerceklestirilen molekiiler doking caligsmalari
aktivite calismalar1 ile uyumlu sonuglar vermistir. Tez calismalar1 kapsaminda 3a
bilesigi baz alinarak c¢ok daha aktif olabilecek etkili bilesiklere ulasilacagi on

goriilmektedir.
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