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OZET

Potansiyel Anti-Alzheimer Heteroaromatik Hidrazit-Hidrazon Tiirevi Bilesikler

Uzerinde Sentez Ve Biyoaktivite Calismalar

Alzheimer hastalig1 (AH) klinik olarak bellek ve bilissel bozukluklar ile karakterize,
ilerleyici ve oliimciil norodejeneratif bir hastaliktir. Oncelikli olarak yasli populasyonda

goriiliir ve demansin en yaygin nedenidir.

Alzheimer hastaliginin en 6nemli patolojik 6zellikleri B-amiloid (AP) ekstraseliiler
plaklar, tau proteininin asir1 fosforillenmesiyle meydana gelen hiicre i¢i norofibriller
yumaklar (NFT) ve bazal 6n beyinde kolinerjik ndronlarin kaybidir. Yetersiz kolinerjik
transmisyon, Alzhemier hastaliginda bilissel, islevsel ve davranmigsal belirtilerin ortaya
cikmasinda Onemli bir rol oynamaktadir. Dolayisiyla, tedaviler genellikle ya reseptor
agonisti ya da asetilkolinesteraz inhibitorleri (AChEI) ile kolinerjik sistemin islevini
arttirmaya yonelik planlanmaktadir. Kolinerjik hipoteze dayanarak, Alzheimer hastaligini
tedavi etmek icin en basarili yaklasim, asetilkolin (ACh) seviyesini eski haline getirmektir.
ACH, iki tip kolinesteraz (ChE) tarafindan, asetilkolinesteraz (AChE) ve butirilkolinesteraz
(BuChE), metabolize edilir. Ancak Alzheimer tedavisi esas olarak kolinerjik sinapslarda
ACh diizeylerini artirabilen AChEI iizerine kurulmustur. Kolinerjik hipotez, Alzheimer
hastaliginin dogasini agiklayan ve halen kabul goren tek teoridir. Bununla birlikte, orta ila
siddetli Alzheimer tiirlerinin semptomatik etkilerini gidermek i¢in giinlimiizde kullanilan

hemen hemen tiim ilaglar bu hipoteze dayanmaktadir.

Kolinerjik hipotezin esas hedefi asetilkolinesteraz enzim aktivitesinin gelistirilmesidir.
Caligmalar AChE’nin Af’nin pro-agregasyon aktivitesi de dahil olmak lizere ¢esitli non-
katalitik olaylardan sorumlu oldugunu gostermistir. Alzheimer hastasi bireylerde,
asetilkolinesteraz aktivitesi artmistir ve bu artig asetilkolin yikiminin artmasin tetikler ve
beyinde asetilkolin miktarinin azalmasina neden olur. Enzim ve Alzheimer hastaligi
arasindaki bir diger iliski de ndrofibriler yumaklarin ve amiloid plaklarin meydana
gelmesinde enzimin kismi etkisidir. Asetilkolinesterazin biiyiiyen fibriller ile kompleks
olusturarak AP-peptid fragmanlarinin agregasyonuna sebep oldugu gosterilmistir. AChE
enziminin AB-peptid fibrillerinin olugmasini tetikleyen yapisal bolgesinin enzimin periferal
anyonik ydresi (PAS) oldugu anlasilmistir. Ozellikle PAS ile ya da hem enzimatik ydre hem
de PAS yoresiyle etkilesen molekiiller AChE’nin AB’ye yonelik pro-agregasyon aktivitesini
engellemektedirler. Bunlarin yani sira, birtakim AChE inhibitorleri kolinerjik iletimi
kolaylastirmanin yan1 sira toksik AP sentezine, birikmesine ve agrega olmasina engel olurlar.
Kisacasi, AChE inhibisyonunun Alzheimer hastaliginin etkin tedavisinde kritik bir strateji

oldugu ortaya konmustur.



AChE inhibitorii ilaglar (takrin, donepezil, rivastigmin ve galantamin) yapilarinda
aromatik ve/veya heterosiklik halka sistemi tagimaktadir. Aromatik ve/veya heteroaromatik
halkalar, AChE enziminin hem girisindeki, hem de ¢ukurun igindeki amino asit artiklariyla
hidrofobik, yiik transfer kompleksi, n-n, katyon-n etkilesim potansiyeline ya da H bag1
yapma Ozelligine sahiptir. Bu nedenle heterosiklik halkalar, AChE inhibitorii yeni

bilesiklerin tasarlanmasinda ¢ekirdek yap1 olarak kullanilmaktadir.

Ote yandan, hidrazit-hidrazon islevsel grubu tasiyan pek cok bilesigin kolinesteraz
inhibitor etkinlige sahip oldugu bildirilmistir. Hidrazonlar, hidrojen verici ve alict azot
atomlarina sahiptirler ve enzim cukurundaki amino asitlerle hidrojen bagi yapabilirler. Bu

nedenle, molekiiler tasarimda tercih edilen fonksiyonel yapilardan biridir.

Calismamizda, hem benzimidazol, benzoksazol veya benzotiyazol iskeleti, hem de
hidrazon yapisi bulunan 4-(1H-benzimidazol/benzoksazol/benzotiyazol-2-il)benzohidrazit-

hidrazon tiirevi 39 adet bilesik tasarlanmis ve sentezleri gerceklestirilmistir.

Bilesiklerimizin sentezi ii¢ basamakta gergeklestirilmistir. Birinci basamakta 4-
formilbenzoat bilesiginin o-fenilendiamin, 2-aminofenol ve 2-aminotiyofenol ile reaksiyona
sokularak halka kapama reaksiyonunun gerceklesmesiyle sirasiyla benzimidazol,
benzoksazol ve benzotiyazol halkalari iceren metil 4-(1H-benzimidazol-2-il)benzoat, 4-(1H-
benzoksazol-2-il)benzoat ve 4-(1H-benzotiyazol-2-il)benzoat tiirevleri olusturulmustur.
Birinci basamak sonunda elde edilen tiim ester yapisindaki Uriinler hidrazin hidrat ile
reaksiyona tabii tutularak hidrazit tiirevi ara iiriinler elde edilmis ve son basamakta da elde
edilen hidrazit yapisindaki tiim ara iriinler gesitli aromatik aldehitler ile kondensasyona
sokularak hidrazon tiirevi final bilesikleri elde edilmistir.

Sentezlenen ve saflastirilan bilesiklerin yapilari IR, 'H NMR, kiitle spektrumlar1 ve
elementel analiz sonuglar1 yorumlanarak aydinlatilmigtir. AChE/BuChE tizerindeki inhibitor
etkileri modifiye edilmis Ellman testi ile tayin edilmistir.

Sentezlenen tiim bilesikler AChE enzimine kars1 1.0-10.7 uM arasinda ICsy degerine
sahip iyiden orta diizeye giden aralikta bir inhibisyon sergilemistir. Ttim seri igerisinde AH-9
bilesigi, referans bilesik galantamine yakin bir inhibisyon gostererek AChE’ye kars1 en etkili
bilesik olmustur (ICse= 1.0 uM). CH-6 bilesigi ise iyi AChE inhibisyon aktivitesinin yanisira
iyi bir BUChE inhibisyonuna da sahiptir (IC5=1.83 uM AChE, 1.81 uM BuChE).

Ayrica AH-9 ve AH-5 kodlu bilesiklerin metalle kompleks olusturma potansiyeli

spektrofotometrik olarak incelenmis ve UV spektrumunda izlenen kaymalar, bilesiklerin

kompleks olusturma potansiyeline dair 6n bir veri olarak rapor edilmistir.

llaveten, onemli fizikokimyasal parametrelerden biri olan Log P degeri final

bilesikleri igin MOE 2011.10 (Molecular Operating Environment) programi ile hesaplanmis



ve aktiviteyle olan iliskisi degerlendirilmistir. Tim bilesiklerin kan-beyin bariyerini

gecgebilecegi ongoriilmektedir.

Tez kapsaminda elde edilen 39 adet final bilesiginin 30 adedi literatiirde kayitli
olmayip ilk kez bu ¢alismada rapor edilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Anti-Alzheimer bilesikler, Asetilkolinesteraz inhibitorleri,

Butirilkolinesteraz inhibit6rleri, Heteroaromatik bilesikler, Hidrazit-Hidrazon tiirevleri



ABSTRACT

Synthesis and Bioactivity Studies on Potential Anti-Alzheimer Heteroaromatic
Hydrazide-Hydrazone Derivatives

Alzheimer's disease (AD) is a progressive and fatal neurodegenerative disease
characterized clinically by memory and cognitive deficits. It is primarily seen in the elderly

population and is the most common cause of dementia.

The most important pathological features of Alzheimer's disease are B-amyloid (AB)
extracellular plaques, intracellular neurofibrillary tangles (NFT) resulting from excessive
phosphorylation of tau protein, and loss of cholinergic neurons in the basal forebrain.
Inadequate cholinergic transmission plays an important role in the development of cognitive,
functional and behavioral symptoms in Alzheimer's disease. Therefore, treatments are
generally planned to increase the function of the cholinergic system either with receptor
agonist or acetylcholinesterase inhibitors (AChEI). Based on the cholinergic hypothesis, the
most successful approach to treat Alzheimer's disease is to restore the level of acetylcholine
(ACh). ACh is metabolized by two types of cholinesterases (ChE), namely
acetylcholinesterase (AChE) and butyrylcholinesterase (BuChE). However, Alzheimer's
therapy is based primarily on AChEI, which can increase ACh levels in cholinergic
synapses. The cholinergic hypothesis is the only theory that explains the nature of
Alzheimer's disease and is still accepted. In addition to this, almost all medicines currently
used to relieve the symptomatic effects of moderate to severe Alzheimer species are based
on this hypothesis.

The main goal of the cholinergic hypothesis is to improve the activity of AChE.
Studies have shown that AChE is responsible for a variety of non-catalytic pathways,
including pro-aggregation activity of AP. In Alzheimer's disease, the activity of
acetylcholinesterase is increased, which increases the breakdown of acetylcholine and leads
to a decrease in the amount of acetylcholine in the brain. The other relationship between the
enzyme and Alzheimer's disease is the partial effect of the enzyme on the formation of
neurofibrillary tangles and amyloid plagques. It has been shown that acetylcholinesterase
complexes with growing fibrils, leading to aggregation of AP peptide fragments. It has been
understood that the structural region that triggers the formation of AP peptide fibrils of the
AChE enzyme is the peripheral anionic region (PAS) of the enzyme. Especially, molecules
interacting with PAS, or both the enzymatic region and the PAS region, inhibit pro-
aggregation activity of AChE for AB. Besides, some AChE inhibitors not only promote

cholinergic transmission but also prevent toxic AP synthesis, accumulation and aggregation.



In summary, AChE inhibition has been shown to be a critical strategy in the effective

treatment of Alzheimer's disease.

Many aromatic structures have potential charge-transfer komplex, hydrophobic,
cation- & and 7-w interactions or hydrogen bonding with aromatic amino acid residues at both
the AChE entrance and the bottom of the gorge. In the search for new potent
acetylcholinesterase inhibitors, many compounds, including Alzheimer's drugs such as
tacrine, donepezil, and galantamine, have many heterocyclic rings with significant inhibitory
activity. Many heterocyclic systems have been used as a skeleton to design new compounds
with AChE inhibitory activity.

On the other hand, it has been reported that many compounds carrying the hydrazide-
hydrazone functional group have cholinesterase inhibitor activity. Hydrazones have
hydrogen donor and acceptor nitrogen atoms and can generate hydrogen bond with amino
acids in the enzyme gorge. For this reason, it is one of the preferred pharmacophore for

molecular design.

In our study, 39 compounds were designed and synthesized 4-(1H-
benzimidazole/benzoxazole/benzothiazol-2-yl) ~ benzohydrazide-hydrazone  derivatives
including bothbenzimidazole, benzoxazole or benzothiazole skeleton and hydrazone
structures.

Synthesis of the compounds was carried out in three steps. Firstly, 4-formylbenzoate is
reacted with o-phenylenediamine, 2-aminophenol and 2-aminothiophenol to give methyl 4-
(1H-benzimidazol-2-yl)benzoate, 4-(1H-benzoxazole-2-yl)benzoate and 4-(1H-benzothiazol-
2-yl)benzoate derivatives, respectively. Then, the products of all the ester structures obtained
at the end of the first step are reacted with hydrazine hydrate to yield hydrazide
intermediates. Finally, all of the hydrazide derivatives were condensed with various aromatic
aldehydes to give hydrazide-hydrazone final compounds.

The structures of the synthesized and purified compounds were clarified by
interpretation of IR, '"H NMR, mass spectra and elemental analysis results. The inhibitor
effects on AChE/BUChE were determined by the modified Ellman test.

All synthesized compounds showed from good to moderate inhibition of the AChE
enzyme with an IC50 value of 1.0-10.7 uM. Compound AH-9 was found to be the most
effective compound against AChE (ICso = 1.0 uM), indicating a similar inhibition with the
reference compound galantamine. Besides, compound CH-6 exhibited good AChE inhibition
activity as well as good BUChE inhibition (ICso = 1.83 uM M AChE; 1.81 uM BuChE).

Compounds AH-9, AH-5 were examined spectroscopically metal complexing capacity
and the shifts observed in the UV spectrum were reported as preliminary data on the

complexing potential of the compounds.



Log P value, one of the important physicochemical parameters, was calculated by
MOE 2011.10 (Molecular Operating Environment) program for the final compounds and the
relation with activity was evaluated. All compounds are predicted to cross the blood-brain

barrier.

30 of the 39 final compounds obtained within this thesis are not registered in the

literature but reported for the first time in this study.

Keywords:  Anti-Alzheimer  compounds,  Acetylcholinesterase  inhibitors,
Butyrylcholinesterase inhibitors, Heteroaromatic compounds, Hydrazide-Hydrazone

derivatives

Vi
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1. GIRIS

Alzheimer hastalig1 (AH) klinik olarak bellek ve biligsel bozukluklar ile karakterize,
ilerleyici ve oliimciil norodejeneratif bir hastaliktir. Oncelikli olarak yash populasyonda
goriiliir (1) ve demansin en yaygin nedenidir (2). AH, bugiin diinya ¢apinda yaklasik 35
milyon kisiyi etkilemektedir ve 2030'da 66 milyona, 2050°de 115 milyona erismek {izere her
20 yilda neredeyse iki katina ¢ikacagi tahmin edilmektedir (3). Bu rakamlar etkili bir tedavi
gelistirmenin aciliyetini gozler Oniine sermektedir. AH halen kesin tedavisi olmayan
hastaliklar arasinda yer almaktadir. AH’de ortaya cikan ndropatolojik ve norokimyasal
olaylarin anlagilmasinda kaydedilen ilerlemelere ragmen, yaslanmayla iliskili ilerleyici ve

zihinsel bilissel islev bozuklugunun patolojisi belirsizligini korumaktadir (4).

Alzheimer hastaligimin en 6nemli patolojik 6zellikleri B-amiloid (AP) ekstraseliiler
plaklar, tau proteininin asirt fosforillenmesiyle meydana gelen hiicre i¢i norofibriller
yumaklar ve bazal dnbeyinde kolinerjik néronlarin kaybidir. Yetersiz kolinerjik transmisyon,
Alzhemier hastaliginda biligsel, islevsel ve davranigsal belirtilerin ortaya ¢ikmasinda énemli
bir rol oynamaktadir. Dolayisiyla, tedaviler genellikle ya reseptdr agonisti ya da
asetilkolinesteraz inhibitorleri (AChE) ile kolinerjik sistemin islevini arttirmaya yonelik
planlanmaktadir (5). Kolinerjik hipoteze dayanarak, Alzheimer hastaligini tedavi etmek igin
en bagarili yaklasim, asetilkolin (ACh) seviyesini eski haline getirmektir. Asetilkolin,
asetilkolinesteraz (AChE) ve butirilkolinesteraz (BuChE) olmak tizere iki tip kolinesteraz
(ChE) tarafindan metabolize edilir. Ancak AH’nin tedavisi esas olarak kolinerjik sinapslarda
ACh diizeylerini artirabilen AChE inhibitorleri (AChEI) tizerine kurulmustur (6). Su ana
kadar, AChE inhibitorleri olarak kullanilmak tizere takrin (Cognex®), donepezil (Aricept®),
rivastigmin (Exelon®) ve galantamin (Reminyl®) bilesikleri FDA tarafindan onaylanmigtir
(7, 8).

AChE'nin, inhibitorlerle etkilesmis haldeki kristal yapilarinin aydinlatilmasi, enzimde
iki ayr1 baglanma yoresinin bulundugunu ortaya koymustur, bu bolgeler periferik anyonik
bolge (PAS) ve katalitik aktif bolge (CAS) olarak adlandirilmaktadirlar (9—11). Calismalar,
enzim g¢ukurunun girisinde bulunan PAS bolgesinin AB-peptid ile olan etkilesiminin
norotoksik AP fibrillerinin agregasyonunu artirabilecegini gostermistir (12, 13). Son
yillardaki arastirmalar, hem CAS hem de PAS bélgesini ayni anda bloke eden AChE
inhibitorlerinin ACh diizeylerini yiikselterek Alzheimer hastalarinin biligssel semptomlarini
hafifletirken, ayn1 zamanda AP plak olusumunu geciktiren hastalik dnleyici ajanlar olarak

gobreV yapabilecegini gostermektedir (14, 15).

FDA tarafindan onaylanan ilaglardan en kuvvetli ve klinik olarak en etkili AChE

inhibitorii olan takrin ilk olarak reversibl AChE ve BuChE inhibitorii olarak tanimlanmustir.



Ancak, ciddi hepatotoksisite sergiledigi i¢in onaylanmasindan kisa bir siire sonra piyasadan
cekilmistir (16). Ilk ¢aligmalarda, takrindeki periferal yan etkilerin BUChE enzimini inhibe
etmesinden kaynaklandig: diisiiniildiigiinden, pek ¢ok arastirmaci selektif AChE inhibisyonu
yapan bilesikler {izerine aragtirmalarini siirdirmiigtiir. Ancak daha sonraki ¢alismalarda, bu
goriigiin yanlis oldugu ve her ikisinin de AH gelisiminde ve ilerlemesinde rol oynadigi
anlagilmistir (17). AH’de AChE aktivitesi azalirken, BuChE aktivitesi artmaktadir. Yiikselen
BuCheE seviyesinin ACh hidrolizi i¢in telafi edici bir mekanizma olarak iglev gordiigii ve AH
ilerledikce ACh diizenlemesinin giderek BuChE’ye bagimli hale gelebilecegi
diistiniilmektedir (19, 20). Bu bulgulara bagli olarak, BuChE inhibisyonunun da Alzheimer

tedavisi i¢in 6nemli oldugu ileri stirtilmiistiir (20).

Giiniimiizde AChED’leri, orta-siddetli Alzheimer vakalarinin semptomatik tedavide
kullanilmakta ancak hastalig1 tedavi etmemektedir. Hastaligin molekiiler mekanizmalarinin
aydinlatilmasina bagl olarak, basta amiloid ve tau hipotezleri olmak iizere mitokondrial
kaskad, oksidatif stres, kolesterol, inflamasyon, metal hipotezi gibi cok cesitli hipotezler

tizerinde yeni ¢ikis yollar1 aranmaktadir (22, 23).

Yeni potent AChE inhibitorlerinin arastirilmasinda, ¢ok sayida heterosiklik halkanin,
takrin, donepezil ve galantamin gibi Alzheimer tedavisi ilaglar1 da dahil olmak iizere dnemli
inhibitor etkinlik gdsteren bilesiklerde bulunuyor olmasi dikkate degerdir. Bu yiizden ¢ogu
heterosiklik sistem, AChE inhibitor etkinligine sahip yeni bilesikler kesfetmek icin iskelet
olarak kullanilmiglardir (23-35). Bunlar arasinda benzimidazol, benzoksazol ve benzotiyazol
halkalariin  AChE inhibitorii molekiillerin tasariminda g¢ekirdek yapi olarak yer aldigi

goriilmektedir (24-28, 30-34, 36-45).

Ote yandan, hidrazon fonksiyonel grubu tasiyan bilesiklerin pek ¢ogunun ChE
inhibit6rii aktivitesi sergiledigi yapilan ¢esitli ¢alismalarda bildirilmistir (37, 38). Hidrojen
verici ve alict azot atomlarina sahip hidrazonlar enzim gukurundaki amino asitlerle hidrojen

bagi olusturma kabiliyetine sahiptir (45).

Calismamizda, hem benzimidazol, benzoksazol veya benzotiyazol halkasi, hem de
hidrazon fonksiyonel grubu tasiyan 4-(1H-benzimidazol/benzoksazol/benzotiyazol-2-

il)benzohidrazit-hidrazon tiirevi bir seri anti-Alzheimer bilesik sentezlenmesi amag¢lanmuistir.

Tez caligmasi kapsaminda tasarlanan 39 adet final bilesigin sentez yontemleri, yap1
aydinlatmalar1 (IR, 'H NMR, kiitle spektroskopisi, elementel analiz) ve biyolojik aktivite
sonuglart rapor edilmektedir. Sentezleri gerceklestirilen hedef bilesiklerin AChE/BUuChE
tizerindeki inhibitdr etkinlikleri Ellman metodu (47) ile ve secilen bilesikler iizerinde
metallerle kompleks olusturma yetenegi spektrofotometrik olarak tayin edilerek

degerlendirilmistir. Biyolojik agidan aktif bircok bilesigin biyoaktivitelerini yonlendiren



fizikokimyasal parametrelerden biri olan Log P degeri kan-beyin engelini gegmesi beklenen
bilesiklerimiz i¢cin MOE 2011.10 (Molecular Operating Environment) programinda

hesaplanmustir.

Calismamizda sentezlenen 39 hedef bilesikten 30 adedi ilk kez tarafimizca rapor
edilmektedir.



2. TEORIK BOLUM

2.1. Alzheimer Hastahig:

Alzheimer hastaligi demansin en yaygin formlarindan biridir. Tahmin edilemeyen ve
heniiz bilinmeyen etiyolojisi, sadece saglik acisindan degil, ayn1 zamanda toplumsal ve
ekonomik parametreler agisindan insanlik i¢in giderek rahatsiz edici sorunlar ortaya

¢ikarmaktadir (49, 50).

Demans baz1 hastaliklar sonucu olusan beyin fonksiyonlar1 kaybidir. Kendini ilk
olarak unutkanlikla gosterir. Demans semptomlar1 konusma, hafiza bozukluklari, algilama,
duygusal durum veya kisilik degisiklikleri ve kognitif yetiler (hesaplama, soyut diisiinme
veya karar verme gibi) gibi mental fonksiyon alanlarinda yasanan giigliiklerdir. Pek ¢ok tipi
irreversibldir (dejeneratif). Irreversibl olmasinin sebebi, beyinde demansa sebep olan

degisikliklerin durdurulamaz veya geri dondiiriilemez olmasindandir (41, 42).

Alzheimer hastaligi demansin en 6nemli sebebidir ve molekiiler diizeyde yanlis
protein katlanmasit ve agregasyonu, oksidatif stres, mitokondriyal anormallikler ve
noroinflamatuar prosesler ile karakterize olan komplike bir nérodejeneratif bozukluktur (43,
44). Kademeli olarak ilerleyen ve eylemsel bellek de dahil biligsel 6zelliklerde eksiklikler,
ruh hali ve davramis degisiklikleri, konugma, uygulama, dikkat eksiklikleri ve en yaygin
erken semptom olan yeni 6grenilen bilgileri hatirlamada yasanan zorluklar seklinde kendini
gOsteren bir hastaliktir (45, 46). Bazal 6n beyin, korteks ve amigdala bolgeleri beynin en
etkilenen bolgeleridir. Bu bolgeler O6grenmenin, hafizanin, dikkat ve duygularin
diizenlenmesiyle ilgilidir. Alzheimer hastaligi’nin “’Sporadik AH’’ ve *’Ailesel AH’’ olarak
iki tipi tanimlanmistir. Sporadik AH’de bilissel fonksiyonlarda hizla ilerleyen bir gerileme
ve daha sonra noronal hiicre 6limii goriiliir. Ailesel AH ise daha hizli gelisir ve Amiloid
Prekiirsor Protein (APP), apolipoprotein E4 (ApoE4), presenilin-1 ve presenilin-2 (PS1 ve
PS2) ve sortilin-aracili reseptor-1 (SORL1) gibi amiloid yolak komponentlerinde
mutasyonlar goriiliir (47, 48).

Alzheimer hastalarmin % 50°sinden fazlasim 85 yasin {izerindeki kisiler
olusturmaktadir. Alzheimer hastaligi 65 yasin tizerindeki insanlarda besinci siradaki 6lim
nedenidir. Alzheimer hastaliginin neden oldugu o6lim vakalari dramatik bir bigimde
artmaktadir. 2000 ve 2008 yillar1 arasinda sadece Alzheimer hastaliginin neden oldugu
Oliimlerin orani1 % 66 iken, kalp yetmezIligi, inme ve prostat kanseri nedeniyle 6liim vakalari

yalnizca sirastyla % 13, 20 ve 8 olarak tespit edilmistir (51, 52).



Amerika Birlesik Devletleri’nde, 5.4 milyon kisiye Alzheimer hastalig1r tanisi
konuldugu ve bunlari 200.000 ’inin 65 yasin altinda oldugu (erken baslangiglt AH) tahmin
edilmektedir. Diinyada demans hastalarinin toplam sayisinin ise su anda 35.6 milyon
civarinda oldugu ve 2050 yilina kadar bu saymin 115.4 milyona kadar c¢ikmasi
beklenmektedir (49). Avrupa Birligi’nde ise Alzheimer hastaligindan yaklasik 6 milyon
kisinin muzdarip oldugu ve bu rakamin 2050 yilma kadar iki katina g¢ikacagi tahmin
edilmektedir (60-62). AH’nin sayisindaki artisin temel nedeni esasen yaslanan niifusun
artisina karsilik etkili bir tedavinin olmamasidir. Alzheimer hastalig1 patofizyolojisinin tam
olarak anlasilmamast potansiyel terapotiklerin arastirilmasinda en biiyiikk dezavantaj

olmustur (58).

2.2. Alzheimer Hastalig1 Tarihine Genel Bakis

Alzheimer hastaligi adin1 20. ylizyilin baslarinda 4 Kasim 1906’da bu hastalig ilk kez
tanimlayan Alman hekim Alois Alzheimer’dan almistir. 1901'de Frankfurt’ta bir barinakta
doktorluk yapan Alois Alzheimer, Auguste D isimli 51 yasinda bir bayan hastada kavrama
ve konusmada bozukluk, isitsel halusinasyonlar, sanrilar, paranoya ve agresif davraniglar
gozlemlemistir. Hastanin Oliimiinden sonra, beyninde yaptigi otopsi sonucu beyinde
aterosklerotik degisiklikler, senil plaklar ve norofibriler yumaklar bulundugunu gérmiis ve
bu goézlemlerini 1907°de yayinlamistir (63). Ancak Alois Alzheimer, hastaligi ilk teshis
ettiginde belirtileri 65 yasindan dnce ortaya ¢ikan, nadir goriilen pre-senil bir bunama olarak
tanimlamis ve ne kendisi ne de meslektaglar1 bu yeni hastaligi, iyi bilinen ve tanimlanan senil
bunamadan ayirt edememislerdir. Alzheimer hastaliginin ilerleyici hafiza kaybu, bilissel islev
bozuklugu, davranig degisiklikleri, bireysel biitiinliigiin bozulmasi, haliisinasyonlar, kisisel
kontroliin bozulmasi ve konusma-yazma becerisinin azalmasi seklinde tanimladigi
semptomlar, teshis konulmus Alzheimer hastalarin ¢ogunda goriilmektedir (49, 50). 20.
yiizyilda elektron mikroskobunun icadi, beyin karakteristigindeki histolojik degisikliklerin,
ozellikle noritik plaklar ve norofibriler yumaklardaki degisikliklerin agikliga kavugmasini
saglamistir (64). 1950°1i yillarda, molekiiler biyolojinin gelisimi ile birlikte teorilere ve genel
fikirlere artan ilgi genetik kod konseptinin bigimlendirilmesine neden olmustur (65). 1959°da
ise Alzheimer’in dzellikle yaglilarda goriilen bir hastalik oldugu kabul edilmistir. 1963’te
Terry, yumaklarin ve plaklarin histolojik yolagi {izerinde ¢alismistir (59, 60). Plaklarin,
amiloid fibriler ¢ekirdek, miyelinsiz distrofik akson ve dendritlerle sarilmis filamentler,
yogun kiitleler ve gifte sarmal filamentler (PHF) oldugu tahmin edilmekteydi (68). 1976°da
Peter Davies tarafindan, hastaligin klinik semptomlar1 (hafiza kaybi) ile Alzheimer
hastalarinin beynindeki spesifik kolinerjik eksikliklerin arasindaki iliskinin kesfi, modern

noérokimyanin kapilarini agan bir déniim noktasi olmustur (69).



1976’da, Dr. Robert Katzman ise Alzheimer hastaliginin goriilme sikligini1 ve 6liim
oranlarim derlemis ve bu alandaki arastirmalara yogunlasilmasi gerektigini vurgulamistir
(70). Populasyon yasinin artmasiyla birlikte Alzheimer hastaliginin goriilme sikligir da
artmistir ve yillar icerisinde daha da artacagi ongoriilmektedir. Giiniimiizde epidemiyoloji
uzmanlari, klinik noérologlar, radyologlar, psikiyatristler ve psikologlar tarafindan Alzheimer

hastaliginin teshis metotlarimni gelistirmek i¢in yogun ¢alismalar yapilmaktadir (71).

2.3. Alzheimer Hastalig I¢in Risk Faktorleri

Alzheimer hastaliginin gelismesine neden olan belirli risk faktorleri belirlenmis olsa
da, hastalig1 tetikleyen mekanizma heniiz tam olarak anlagilamamigtir (72). Genetik faktorler
ve kalitim onemli bir rol oynamaktadir. Bilimsel olarak, yakinlar (kardesi, ebeveyni)
Alzheimer hastasi olan kisilerde, uzak akrabalari Alzheimer hastasi olan kisilere gore
hastaligin goriilme olasiliginin daha fazla oldugu kanitlanmistir (66, 67). Alzheimer hastalig
genetik olarak apolipoprotein E’nin e4 alelinin (ApoE e4) varligina baglidir. ApoE, alel e2,
e3 ve e4 olmak iizere ii¢ izoformdan meydana gelebilir. ilerleyen zamanlarda sadece e4
alelin, Alzheimer riskini arttirdigi, €2 alelinin varliginin ise Alzheimer riskini azalttig1 rapor

edilmistir (74-77).

Kardiyovaskiiler hastalik, beyin hasari, travma, depresyon, diisiik egitim diizeyi, sigara
kullanimu, diisiik folat ve vitamin B12 diizeyleri, plazmada yiiksek kolesterol, tip 2 diyabet,
yiiksek tansiyon, fiziksel aktivite eksikligi ve obezite Alzheimer’mn diger risk faktorleri
arasinda yer alir. Bu faktorler sadece Alzheimer olusumuna ve gelisimine sebep olmakla
kalmaz ayn1 zamanda farkli demans alt tiplerinin etiyopatogenezinde ve diger hastaliklarda
da etkili olabilir (78-90). Hastaligin gelisimini etkileyen faktorler Sekil 1’de 6zetlenmistir
(91-93).
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Sekil 1. Alzheimer hastaligin gelisimini etkileyen faktorler

2.4. Alzheimer Hastaliginin Patogenezi

Alzheimer hastaliginin kesin sebebi hala belirsiz olmakla beraber, asagidaki hipotezler

cesitli tetikleyici faktorlere dayanarak ortaya konulmustur.

2.4.1. Kolinerjik Hipotez

Kolinerjik hipotez, Alzheimer’in dogasini agiklayan ve halen kabul géren tek
hipotezdir (87, 88). Orta ila siddetli Alzheimer tiirlerinin semptomatik etkilerini gidermek
icin glintimiizde kullanilan hemen hemen tiim ilaglar bu hipoteze dayanmaktadir (89, 90).
Kolinerjik hipotez, Alzheimer hastalarinda go6zlenen kolinerjik aktivite kaybinin,
néromediyator ACh ile 6grenme ve hatirlama arasinda yakin bir iligski oldugunu kabul eden
varsayimina gore calisir (98). Noronlarin dejenerasyonu bellek fonksiyonlarimin kaybr ile
baglantilidir. Bu hipoteze gére beyinde hayati 6neme sahip bir nérotransmitter olan ACh’nin
eksikligi ya norotransmitterin diisiik tiretimi nedeniyle ya da artan AChE aktivitesi nedeniyle
olusmaktadir (99). Alzheimer hastalarinda yetersiz kolinerjik sistemin kapsamli bir
incelemesinde bazal 6n beyin c¢ekirdeginden ve Meynert ¢ekirdegi bazalindan serebral
kortekse ve hipokampiise kadar uzanan bir noron popiilasyonunda sinyal bozuklugu
saptanmustir. Ustelik Alzheimer hastaliginda ACh sentezinden sorumlu kolinasetiltransferaz

(ChAT) aktivitesi, Ozellikle serebral korteks ve hipokampiis bolgelerinde onemli Olgiide



azalmistir (100-102). Ayrica beynin ayni kesimlerinde ACh’nin, depolarizasyonla ve
presinaptik noéronlara kolin alimiyla indiiklenen saliminin &nemli o6lgiide azaldig
bulunmustur (103). Bartus ve ark. tarafindan tiim bu gozlemlerin ve bulgularin yaymlanmasi
kolinerjik teoriyi baglatmistir (104). Bartus, kolinerjik hipotezinde, yasa bagli kolinerjik islev
bozuklugu ile Alzheimer tipi demans arasindaki iligkiyi tam olarak agiklamaktadir. ACh
miktarinin azalmasimin kolinerjik ndrotransmisyonun bozulmasima ve bunun sonucunda da
zihinsel yeteneklerin azalmasina neden oldugunu rapor etmistir. Neticede bu hipotez,
kolinerjik aktivitede artisin Alzheimer hastalarinda biligsel becerileri artiracagini 6ne
siirmektedir (105). Ilk denemeler ACh’nin yikimindan sorumlu AChE’nin inhibisyonu
tizerine yogunlagsmustir (65, 99). Geng yetiskinlerde merkezi kolinerjik sistemin skopolamin
ile bloke edilmesi Alzheimer hastalarinda goriilen benzer belirtileri meydana getirmistir
(107). Bu deneysel calismalara dayanarak, Alzheimer hastalarindaki hafiza kaybinin
tedavisinde en umut vaat eden bilesikler i¢in (reversibl kolinesteraz inhibitorleri) klinik
denemeler yapilmistir. Arastirmalar basartyla sonuglanmis ve takrin (Cognex®), donepezil
(Aricept®), rivastigmin (Exelon®) ve galantamin (Reminyl®) basta olmak iizere birgok yeni

bilesigin klinik uygulamaya sokulmasi saglanmistir (65, 99).
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Sekil 2. Kolinerjik sinaps

2.4.2. Glutamaterjik Hipotez

Alzheimer hastaliginin ilerlemesi, diger nérotransmitter sistemlerinin bozulmasi ile de
iliskilidir. Ozellikle, eksitotoksik (glutamata bagli) néronal hiicre hasar1 ve 6liimiiniin

hastaligin seyrine katkida bulundugu disiiniilmektedir ve kismen NMDA reseptorlerinin



asirt aktivasyonu sonucunda asiri miktarda Ca®’un iyon kanali vasitasiyla hiicre igine
girisine neden olur. Bu durum, serbest radikallerin iiretimine ve néronal kaybi tetikleyen
proteolitik siireclerin aktivasyonuna yol agar. Eksitotoksik hasar ile Alzheimer’in varsayilan
primer 6zellikleri arasinda birgok potansiyel baglanti vardir (108). Ozellikle, AB’ye yanit
olarak iiretilen oksidatif stres ve hiicre ici Ca®* seviyelerinin artist ile glutamat aracil
norotoksisitenin arttigi in vitro ortamda gosterilmis olup, ilave kanitlarla AB’nin NMDA
yanitlarin1 ve dolayisiyla eksitotoksisiteyi artirabilecegi anlasilmistir (109). Bazi deneysel
calismalar memantinin, AP peptidlerin toksik etkilerinden bazal 6n beyin kolinerjik
noronlarmi  korudugunu ve AP;4 enjekte edilen siganlarda neokorteksin kolinerjik
inervasyon kaybimi smirladigini géstermektedir (110). Bu sonug¢ ayrica, kolinerjik ve
glutamaterjik sistemler arasindaki mevcut etkilesimi ve AChE inhibisyonunu NMDA

reseptor antagonizmasi ile birlestirmenin gerekliligini ortaya koyar.

2.4.3. Amiloid Hipotez

Amiloid hipotez, hastaligin patogenezinde rol alan yanlis katlanan proteinlerin
olusumuna dayanmaktadir (111-114). Hastalikta klinik belirtiler biligsel bozukluklarla
tanimlanirken, bellek gerilemesinin nedeni yanlis katlanmis protein agregatlarinin birikimine
baglanmaktadir (115-118). Alzheimer’l1 beyinlerde yanlis katlanmig protein agregatlarinin
birikimine bagl olarak AP plaklar ve nérofibriler yumaklar goériilmektedir (119). 1984°te,
amiloidojenik peptid yapitaginin, néritik plaklardaki amiloid fibrilleri olusturan AB protein
oldugu bulunmustur. Amiloid kaskat hipotezi, Alzheimer hastaliginin AB’nin agir1 iiretimi

nedeniyle meydana geldigini ileri stirmektedir (113, 114).

Amiloid hipotezinde, beyinde depolanan yanlis katlanmig Ap formunun fiziksel olarak
hiicre membranina baglanarak hiicre 6liimiine sebep oldugu diisiiniilmektedir. Amiloid plak
birikimleri ile veya ¢oziinebilir AP agregasyonu ile norotoksik kaskad baglamakta ve

Alzheimer hastaligina yol agan nérodejenerasyona sebep olmaktadir (114, 115).

APP, ApoE4, PS1, PS2 ve SORLI1 gibi bazi amiloid yolak bilesenlerindeki
mutasyonlar sonucunda A metabolizasyonunda anormallikler olusur. Bu anormallik
nedeniyle olusan norotoksik yapilar otozomal-dominant erken baslangigl ailesel Alzheimer
hastaliginin olusmasina neden olur (116, 117). Bundan dolay1 AP agregasyon inhibitorleri
erken safhalardaki Alzheimer hastaliginin tedavisi i¢in umut vaadeden adaylar olarak
gorilmiistir (118, 119). 1990’lardan sonra, amiloid hipotez {izerine arastirmalar hiz
kazanmistir (105).



2.4.3.1. Amiloid Prekiirsér Protein (APP)

APP, esas olarak néronal dokunun sinaps ¢evresinde lokal ekspresyonu olan, oldukca
korunmus, tamamlayict bir membran proteinidir. Primer rolii tam olarak anlasilamasa da,
noronal plastisite ve sinaps olusumu i¢in ¢ok 6nemlidir (120, 121). 18 ekson igeren ve 170
kbp’yi asan uzunluktaki APP geni 21. kromozom fizerinde bulunur. Alternatif baglanma
yollariyla olusan gen izoformlar1 365 ila 770 amino asit arasinda degisen uzunluga

sahiptirler (122, 123).

APP hiicre zarinda hiicre i¢i bolimiine kiyasla ¢ok daha biiyiik bir kismi hiicre dist
alanda olacak sekilde konumlanmustir (Sekil 3). APP iizerindeki primer proteolitik olaylar,
bir grup sekretaz enzimi (o, B ve y-sekretaz) tarafindan meydana getirilir (120, 124).

APP’nin metabolik yolaklar1 non-amiloidojenik ve amiloidojenik olarak ikiye ayrilir.

- UL Ekstraseliller

= Y, Intraseliller

Sekil 3. APP ve sekretazlarin hiicre membraninda yerlesimi

2.4.3.1.1. Non-Amiloidojenik Yolak

APP’nin metabolik yolaklarindan, non-amiloidojenik yolak, Sekil 4’de gosterildigi
gibi bir a-sekretaz tarafindan baglatilir. Non-amiloidojenik terimi, agregasyon egiliminde

olan amiloidojenik proteinlerin aksine, agrega olmayan niteliklerini ifade eder (132).

a-sekretaz, ADAM (bir disintegrin ve metaloproteaz bolgesi) olarak bilinen genis bir
proteolitik protein grubunun bir parcasidir. Bu enzimler, Alzheimer hastasi olmayanlarda da
onemli fizyolojik rollere sahip membrana bagli ¢oklu-bolgeli metaloenzimlerdir. Coklu alt
tirleri arasindan ADAMI10 (Protein 10 igeren bir disintegrin ve metaloproteaz proteini),

Alzheimer hastalig1 patolojisinde daha biiyiik bir 6neme sahiptir (126, 127). a-sekretaz igin
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APP kesme alam, hiicre zar1 yiizeyine ¢ok yakin Lysl6é ve Leul7 (AB-peptid
numaralandirmasina dayali olarak) arasindadir ve bdylelikle biitiin haldeki AP;.4042
peptidinin salinimini engeller. a-Sekretaz proteolizinin sonucunda, bilyiik, ¢ézliniir bir APP-
alfa fragmani (sAPP-a) ve membran tarafindan tutulan C-terminal fragmani (CTF-83) hiicre
disina salinir. sAPP-o fragmani daha ileri bir sekretaz metabolizmasina ugramaz. Bu
fragmanin norotrofik/néroprotektif etkilere sahip oldugu rapor edilmistir (128, 129). a-
sekreterazla ilk boliinmeyi takiben, CTF-83, bir amiloid intraseliiler bolge (AICD) fragmani
ve 3 kDa’luk p3 fragmani (ayrica APi7.40142 0larak anilir) salmak iizere y-sekretaz tarafindan

kesilir (121, 128, 130).

Diger sekretazlar gibi y-sekretaz da bir transmembran proteolitik enzimidir; Alzheimer
hastaligi disinda da birtakim kritik biyolojik rollere sahiptir. y-sekretaz, A4 ve APi4
olusumunda rol oynamaktadir. y-sekretaz, hiicre farklilasmasinda kritik bir rol oynayan diger
tek gecisli transmembran proteinlerini de pargalayabildiginden, y-sekretaz inhibitorlerinin
ciddi yan etkilere neden oldugu gozlemlenmistir. Dolayisiyla bu ciddi yan etkiler, y-sekretaz

inhibit6rii ilaglarin gelisimi i¢in kisitlayict unsur olarak ortaya ¢ikmaktadir (122, 131-133).

intra
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Sekil 4. Non-amiloidojenik yolak

2.4.3.1.2. Amiloidojenik Yolak

Bir diger APP metabolik yolagi, fB-sekretaz ile baslatilir ancak yine Sekil 5°te
gosterildigi gibi y-sekretaz ile sonuglanir. Bu f/y-sekretaz yolagina APP’nin amiloidojenik
metabolizmasi denir. AB-peptidinin agiga ¢ikmasi, iki basamakli proteolitik bir iglemin
sonucudur (134, 135).
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a-Sekretaza benzer sekilde, B-sekretaz, diger adiyla BACE-1 (beta-yore APP kesme
enzimi) de bir transmembran proteindir. Kesme islevinden sorumlu olan biiyiik bir N-

terminal bolgeye sahip olup, bir aspartil proteaz olarak siniflandirilir (136, 137).

B-sekretaz icin APP kesilme bolgesi (Met/Asp arasinda) a-sekretazinkine kiyasla daha
yukaridadir ve dolayisiyla, AB-peptid dizisini etkilemez. BACE-1 ile kesilme sonucu, SAPP-
o‘e kiyasla daha kiiciik, ancak yine de ndroprotektif olan ¢oziiniir bir APP-B-fragmanit
(SAPP-B) ve N-terminal ucunda biitiin haldeki AB-peptidini tagiyan membrana tutunmus bir
C-terminal fragmani (CTF-99) olusur (122, 138).

Cozuniir sAPP-f daha fazla proteolitik isleme tabi tutulmazken CTF-99, CTF-83’de
oldugu gibi benzer sekilde bir AICD fragmanini ve biitiin halde AP;.404> fragmanini serbest
birakmak i¢in y-sekretaz ile kesilir (139, 140).

Ekstra (== Intra
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APP

sAPP-§

AICD

Sekil 5. Amiloidojenik yolak

Bu yolagin baslaticisi olarak BACE-1, Alzheimer hastaligi i¢in bir hedef olarak kabul
edilmistir (148). Son donemdeki caligmalar, yiiksek diizeyde selektiviteye sahip BACE-1

inhibitorlerinin gelistirilmesine yoneliktir.
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Sekil 6. Non-amiloidojenik ve amiloidojenik yolaklar (149)

2.4.3.2. Amiloid Agregasyonu

Biitiin haldeki AP fragmaninin amiloidojenik APP metabolik yolu vasitasiyla serbest
birakilmasi, APP’nin SSS’de biyolojik fonksiyonlara sahip oldugu g6z 6niine alindiginda
norofizyolojinin normal bir sonucudur (143, 144). Alzheimer hastaliginda, genis kapsamli
bir dizi diizenleyici mekanizma git gide bozuldugu i¢in APP de islevselligini kaybetmeye
baslar. Ornegin, APP metabolizmasi, oncelikli non-amiloidojenikten  oncelikli

amiloidojenige kaymaya baglar (145, 146).

2.4.3.2.1. Kendi Kendine-indiiklenen Amiloid Agregasyonu

Alzheimer hastalarinda A, fizyolojik kosullarda ¢oziinebilen monomerlerin yanlig
katlanmalarina ve bunun neticesinde ¢esitli seviyelerde agregatlarin olugsmasina neden olur.
AP1.40 ve AP1.42'nin agregasyon Ozellikleri ayni olmakla birlikte, AB;.4,’deki ek amino asitler
peptitin C-terminal ucunun daha hidrofobik olmasini saglar ve agregasyon oranini arttirir. Bu
nedenle A4 nin agregasyon kinetigi farklidir. Bazi ¢aligmalar, her iki tiiriin varliginin

daha fazla toksisiteye sahip hibrit agregatlar liretebilecegini ileri siirmektedir (147, 148).

Bu Ap-agregatlarinin oligomerik yapilar1 dogada ¢oziiniir ve tiim agregat formlarinin
en toksigidir. Bu oligomerlerin olgunlagsmasi, Sekil 7°’de goriildiigii gibi, amiloid tipi
agregatlar olarak atfedilen anti-paralel, ¢apraz-p-sheet yapiin olusumuna, filamentlerin bir

araya gelmesine ve bunun sonucunda fibrillerin olugmasina neden olur (109, 149, 150).

Ap-agregatlarinin nihai morfolojisi, ¢esitli agregat formlarm igerebilen yogun plak

¢Okeltileridir.
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Sekil 7. Amiloid fibrillerin olusumu

2.4.3.2.2. AB-Heksapeptid ile Amiloid Agregasyonu

Agregasyonun odak bolgesi oldugu diistiniilen KLVFFA dizisi, Ap fragmani i¢indeki
anahtar bolge olarak bilinir (Sekil 8). Bu heksapeptid diziliminin monomer-monomer
dinamiklerini kolaylastirdigi, dimerik bir fermuar gibi hareket ettigi ve dimer olusumuna ve

sonucta daha biiyiik agregatlarin olusumuna yol agtig1 diigiiniilmektedir (158-160).

AB 140

D-A-E-F-R-H-D-8-G-Y~-E-V-H-H-Qf K-L-V~F-F-A-E-D-V-G-§-N-K-G-A-I-I-G-L-M-V-G-G-V-V~I-A
1 5 10 15 20 25 30 35 40

Ap 142

Sekil 8. AB-heksapeptit KLVFFA dizisi

4. Tau Hipotezi

1985te, norofibriler yumaklarin ana bileseninin tau proteini olabilecegi ilk kez J.P.
Brion ve André Delacourte tarafindan ortaya atilmistir (161). Cok gegmeden 1988°de,
Michel Goedert ve calisma arkadaslari PHF-tau’nun c¢DNA’simn1 klonlamuglardir. Tau
proteinleri, merkezi sinir sistemi noéronlarinda ¢ok sayida bulunur ve mikrotiibiileri stabilize
eder. Bu siirecte, hiperfosforillenmis tau (bozulmus protein) diger tau iplikgikleri ile
eslesmeye baslar. Bunun sonucunda da sinir hiicrelerinin iginde noérofibriler yumak

olustururlar (162). Norofibriler yumaklarin olugsmasi mikrotiibiillerin pargalanmasina ve
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ndronlarin transport sisteminin ¢okmesine sebep olur (163). Bu durum ndéronlar arasindaki

biyokimyasal iletimde sorunlara ve sonrasinda hiicre 6liimiine sebep olur (164).

2.4.4.1. Tau Proteini

2.4.4.1.1. Fizyolojisi

Sitoplazmik protein filamentlerinin kompleks bir ag1 olan sitoskeleton, hiicrelerin ¢ok
cesitli morfolojik degisikliklere uyum saglamalarina ve koordine hareket etmelerine olanak
saglar. Sitoskeleton, aktin filamentleri, mikrotiibiiller ve ara filamentler olarak {i¢ ¢esit
protein filamentinden olusur. Mikrotiibiil olusumu, Mikrotiibiil-iliskili Proteinler (MAP) ad:
verilen bir protein ailesi vasitasiyla dengede tutulur. MAP ailesinin énemli bir iiyesi tau
proteini olup, mikrotiibiilleri olusturan tiibiilin dimerlerine baglanarak birlesme-
ayrigsmalarinda gorev alir (158, 159). Tau protein geni, 17. kromozom iizerinde bulunur ve
16 ekzondan olusur. Ekzon 2, 3 ve 10°dan alternatif eslesme ile alti olasi kombinasyonu
ortaya c¢ikar. Bu kombinasyonlar agirlikli olarak néronlarda bulunan ve ¢ogunlukla aksonda
lokalize, alt1 tau izoformunu olusturur. Alt1 izoform 352 ila 441 amino asitten meydana gelir.
Ekzon 10’dan yoksun olan ii¢ izoform, mikrotiibiillerle (3R izoformlar1) ii¢ baglanma
bolgesine sahipken, diger li¢ii dort (4R izoform) bolgeye sahiptir. Bu nedenle, ikinci iicli,
mikrotiibiillerle daha gii¢lii bir etkilesime sahiptir ve daha stabil baglanir (167).

Tau proteinleri kabaca iki kisma ayrilir: birincisi, mikrotiibiillere bagli olmayan N-
terminal bdlgesini olusturan ve ekzon 2 ve/veya 3’ilin ekspresyonuna bagli olarak 29 ve/veya
58 amino asit dizisinden olusan amino ucu; ikincisi, izoformlara bagh olarak 31 veya 32
amino asit dizisinin ii¢ veya dort tekrarimi igeren karboksi ucudur. Bu tekrar bolgesine

Mikrotiibiil Baglama Bolgesi (MTBR) denir (Sekil 9A) (166).

Tau protein fosforilasyonu ayni zamanda mikrotiibiillerin stabilitesini diizenler;
80’den fazla serin ve treonin kalintisinin 30’dan fazlasi fosforile edilmistir. Bu yorelerin
¢ogu MTBR’nin her iki yaninda bulunur. Kinazlar (fosforilasyondan sorumlu) ve spesifik
fosfatazlar (defosforilasyondan sorumlu) fosforilasyon derecesini diizenler. Fosforile
edilmemis form tercihen mikrotiibiillere baglanir (159, 160). Tau proteini, dogal formunda

daginik ve ¢ok esnektir. Ayni zamanda en iyi ¢oziinen proteinlerden biridir (168).

Pek¢ok norodejeneratif hastalikta, anormal olarak fosforile edilmis tau protein
formlarinin filamentlere agrega olmastyla "Tauopati”" meydana gelir. Alzheimer hastaliginda
norofibriler yumaklar, iki biikiilmiis serit gibi goriinen PHF’ler tarafindan olusturulmustur

(168-170).
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2.4.4.1.2. Patolojisi

Tau proteini patolojik hale geldiginde, glikozilasyon, bdliinme, nitrasyon,
ubikiitinasyon, glikasyon veya hiperfosforilasyon (en c¢ok goriilen) gibi farkli post-
translasyonel modifikasyonlara maruz kalir. Tau proteini, normal eriskin beyinlerde
gergeklesenden daha fazla miktarda fosforile edildiginde hiperfosforile edilmis kabul edilir.
Hiperfosforilasyon, tau proteini iizerinde etkili kinazlar ve fosfatazlarin deregulasyonundan
kaynaklanmaktadir (171). Beyindeki tau fosforilasyonunda bir¢ok kinazin 6nemli rol
oynadig1 bilinmektedir (172). Fizyolojik ve patolojik kosullar altinda glikojensentazkinaz-3[3
(GSK-3pP) tau fosforilasyonunda anahtar enzimdir (166).

Alzheimer hastalarinda bulunan cifte sarmal filamentlerdeki tau proteinlerinde spesifik
fosforilasyon bdlgeleri bulunmustur (167). Ayrica yapilan c¢alismalarda tau proteinin,
Alzheimer hastalarinin beyinlerinde saglikli beyinlere kiyasla ii¢ ila dort kat daha fazla

fosforile edildigi saptanmugtir (171).

Son yillarda yapilan bir ¢alismada Lippens ve arkadaslari, tau’nun patolojik formunun
fosforilasyonunda, fosforile edilen bolgenin konformasyonunda spesifik bir rotasyonun
meydana geldigini gostermislerdir (173). Bu c¢alismadan elde edilen sonuglar, tau’nun
konformasyonel bir degisime ugradigi ve bunun da ¢ifte sarmal filamentlerin olusumuna yol

actigi ve bundan dolay1r da mikrotiibiillere baglanamadigi varsayimini giliglendirmektedir

(Sekil 9B) (156).

16



A
I‘*—, Projeksiyon Bolgesi Mikrotiibiil-baglanma Bélgesi

PHF cekirdegi
2 __PHF cekirdegi_ 4ay
FL tau Pra R1|R2|R3 R4
244 372
K18 R1 R2 R3 R4

VQIINK VQIVYK

N-terminal

FINQUNK IIVQIINK

N-terminal

VQIVY K MEVQIVY K
' ~tor 3
e .
C-terminal GSK.Ag8 Coterminal
Cdks s
CAMP

|

Filamentlerin olusumu

Sekil 9. A: En uzun tau izoformunun sematik gosterimi, B: Konformasyon degisikliklerinin

ve PHF olusumuna yol agan hiperfosforilasyonun sematik gosterimi *

1. N1, N2: asit bolgeleri, Pro-rich: prolince zengin bolgeler, R1-R4: tekrar bélgeleri P1, P2: prolin agismdan
zengin bolgeler (166).

2.4.4.1.3. Fibril Olusumu

Tau proteini ¢ok esnek ve yiiksek ¢oziiniirliiklii olmasina ragmen, birgogu kolaylikla
agrega olabilir. Normal tau proteini, erigkin ve fetal beyinlerde de fosforile olur ancak
filamentlere agrega olmazlar. Fizyolojik kosullar altinda yapilan bir ¢alismada, rekombinant
fosforile olmamig tau proteinin, farkli polianyonlara yerlestirildiginde, filamentler
olusturdugu gozlenmistir. Bu bulgular, anormal fosforilasyonun yani sira, diger bilinmeyen

mekanizmalarin patolojik filament olusumunda rol oynadigini gostermektedir (167).

Fibrilogenez, ¢esitli sathalarda gelisen yavas bir siirectir. Fibrilogenez i¢in 6ne siiriilen
mekanizmalardan biri soyledir: ilk olarak, disiilfit kopriileri (kararli dimerler) veya iyonik
baglar (kararsiz dimerler) yoluyla protein dimerizasyonu olusur; ikincil olarak bir
cekirdeklenme faz1 gerceklesir; bu siire boyunca, bu dimerler oligomerleri olusturmak {izere
kendiliginden bir araya gelir; sonu¢ olarak, uzama asamasi bu oligomerlerin biiyiimesini
saglar. Cekirdeklenme evresi yavastir; fakat polianyonlarin varligi ile onemli &lgide

hizlanabilir (171).

Agregasyon flizerine yapilan in vitro calismalar bazi O6nemli faktorleri ortaya

¢ikarmigtir:
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= Tekrar bolgeleri igeren kisa tau fragmanlari, biitiin haldeki proteinden daha hizli
agrage olur.

= Oksidasyon kosullarinda, monomerler arasinda disiilfit kopriileri olusur ve yapi
taglar1 olarak iglev goren dimerlerin olusumuna katkida bulunabilir.

= Polianyonlarin eklenmesi, polimerizasyon iglemini 6nemli 6l¢iide hizlandirir.

» Cekirdeklenme fazi, polimerizasyon hizini sinirlar. In vitro ortamda iiretilen veya
Alzheimer’li beyinlerden izole edilen g¢ifte sarmal filamentlerin ortama eklenmesi ile
hizlandirilabilir.

= Bazi heksapeptidlerin PHF’lerin olusumunda 6nemli bir rolii vardir (174).

2.4.5. Kalsiyum Hipotezi

Beyin yaslanmas1 ve demansta kalsiyum hipotezi 1982°de sekillenmeye baglamustir.
Amiloidojenik yolagin aktive olmasiyla bilisten sorumlu néronal Ca® sinyal yolaklarmim
degisimi ve hastalik tizerindeki rolii kalsiyum hipotezi ile agiklanmaktadir. APP’nin hidrolizi
sonucu Ca?* sinyalini etkileyebilen trinler olusmaktadir. Ca®*, glutamaterjik sinapslarin
etkinligini artirarak noronal kalsiyum sinyal sistemleri tarafindan koordine edilen 6grenme
mekanizmalarimi karmasik hale getirir. Ca®* sinyali ve amiloidojenik yolak arasinda ¢ift
yonlii bir iliski vardir (168, 169). Ca®*’da bir artis amiloid metabolizmasini stimiile edebilir
(170, 171). Amiloid metabolizmasi hem internal depolardan Ca®* salimimini, hem de
eksternal Ca** alimim artirarak Ca®* sinyalinde bir artisa neden olur. Ca®’daki bu artis
Alzheimer hastaliginda meydana gelen hafiza kaybinin ilerlemesine ve néronal 6liim artigina

sebep olabilir (105).

2.4.6. Oksidatif Stres Hipotezi

Patofizyolojik olaylarin sekonder sonucu olarak ortaya gikabilen oksidatif stres,

Alzheimer patojenezinin ve ilerlemesinin major bir belirleyicisi gibi gorinmektedir (179).

Deneysel kanitlar, redoksdaki diizensizligin Alzheimer hastaliginin erken evresinde,
norodejeneratif siirecin baslamasina katkida bulunan c¢oklu hiicre sinyal yolaklarin
indiikledigini ve aktive ettigini gostermektedir (180). Alzheimer’li beyinde reaktif oksijen
tirleri (ROS) ve reaktif azot tiirleri (RNS) aracili hasarin bulgularina rastlanmaktadir (181).
Alzheimer hastaligt igin yapilan bircok calismada merkezi ve periferal sistemlerde
biyomolekiillerin (proteinler, lipidler, karbonhidratlar ve niikleik asitler) oksidatif
belirteglerinde seviye artis1 saptanmis (182—-184) ve beyinde antioksidan enzim diizeylerinin

degistigi gozlenmistir (185). Biitin bu veriler Alzheimer hastaliginin "oksidatif stres

hipotezini’’ desteklemektedir. Alzheimer hastaligi baslangicinda ve ilerleyen sathalarinda
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oksidatif stresin Onemini savunan bu teori, Alzheimer hastalig1 tedavisinde antioksidanlarin

faydali terap6tik yardimcilar olabilecegini gostermektedir (186).

Bugiine kadar ¢ok cesitli antioksidanlar néroprotektif olarak incelenmistir. Bu
aragtirmalar, in vitro ¢alismalarda ve hayvan modellerinde umut vaadeden sonuglar vermis
olmasia karsin, klinik arastirmalarda beklenen sonuglar elde edilememistir (172, 180).
Calismalar ekzojen antioksidanlarin pek ¢ogunun diisiik kan-beyin bariyeri gecirgenligine

sahip oldugunu ve zayif biyoyararlanim sergiledigini gostermektedir (188).

Oksidatif stres, reseptor veya tek bir major metabolik yolak gibi spesifik bir tedavi
hedefi bulunmayan, yaygin bir hiicresel durumdur (189). Oksidan tiirlerinin kaynaklar1 ve
iiretim yerleri, antioksidan yanittan ¢cok daha yiiksek bir cesitlilige sahiptir. Antioksidanlar,
oksidan tiirlerinin olusumunu 6nleyerek, detoksifiye ederek veya atilmasini saglayarak islev
gorebilirler (181). Antioksidanlar, pro-oksidan enzimleri inhibe edebilir, radikalleri notralize
edebilir veya radikallerin olusumunu katalize eden gecis-metali iyonlarini selatlayabilirler.
Buna ek olarak, baz1 antioksidanlar etkilerini endojen antioksidan savunmalarini arttirarak,

redoks duyarl transkripsiyonel faktorlerin ekspresyonunu up-regiile ederek gosterir (179).

Oksidatif stres ile bu konunun karmasikligimi giiclendiren diger 6nemli Alzheimer
hastaliginin olugma nedenleri arasinda baglantilar bulunmakta (Sekil 10) ve oksidatif stres
Alzheimer hastaligimin ¢esitli patojenik mekanizmalarinin farkli dogasimi ifade edebilen

ortak bir anahtar unsur sayilmaktadir (190).

Mitokondri :

disfonksiyonu Inflamasyon
Kalsiyum e Protein
seviyeleri yanhs-katlanmasi

: Metaller

Sekil 10. Alzheimer hastalig1 nedenleri arasinda baglantilar
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2.4.7. Mitokondriyal Kaskad Hipotezi

Tau hiperfosforilasyonu ve A birikimi en ¢ok tizerinde durulan patogenetik
mekanizmalar olmalarina ragmen, mitokondriyal kaskad hipotezi son zamanlarda ¢ok ilgi

gormiistiir (191-193).

AP, plazma membran ile etkilesir ve membran biitiinliigiinti bozar (194), hiicre igine
taginir ve mitokondriyal membranlart geger (195). Ap ayni zamanda mitokondriyal membran
potansiyelini (Aym) etkileyebilen mitokondriyal gecis porlarindaki (mPTP) mitokondriyal
proteinlerle etkilesebilir (189, 190). Mitokondriye girdikten sonra Ap, ABAD (A baglayan
alkol dehidrojenaz)’a baglanir ve ABAD’in detoksifiye edici roliinii inhibe eder (198). Bu
olaylar, mitokondriyal islev bozukluklarina, sitrik asit dongiisii enzimlerinin (6rnegin o-
ketoglutarat dehidrojenaz) aktivitelerinin bozulmasina ve oksidatif fosforilasyon
komplekslerine, ROS iiretiminde artisa ve apoptozun baslatilmasina neden olabilir (192,
193). Elde edilen bu bulgular AP, tau proteini ve fosforile tau proteini ile mitokondriyal
fonksiyon bozukluklar1 arasinda bir iligkinin oldugu ve dolayisiyla mitokondriyal
fonksiyonlarin hem Alzheimer hastalig1 patofizyolojisinde, hem de teshisinde rolii oldugunu

gostermektedir (200-202).

Alzheimer’li hastalarin beyinlerinde, hastaligin patolojisine katkida bulunan
mitokondriyal yetersizlikler tanimlanmistir (203-205). Alzheimer hastaliginda molekiiler
diizeyde, enerji metabolizmasi bozulmustur. Mitokondriyal enzimlerde, 6zellikle de NADH
dehidrogenaz (ubikinon) (kompleks 1) ve sitokrom C oksidaz (COX, kompleks V)
aktivitesinde mitokondriyal anomaliler ve degisiklikler gozlemlenmistir. Calismalar,
Alzheimer’l1 hastalarin beyinlerinde kompleks I aktivitesinin azaldigini bildirmistir (199,
200).

Yapilan caligmalar AP ile indiikklenen mitokondriyal disfonksiyonun, enerji
metabolizmasinin  bozulmasimna, ROS birikimi/olusumuna, Aym’nin  bozulmasina,
mitokondriyal biyogenezi ve dinamiklerinin degistirilmesine neden oldugunu gdstermistir.
Mitokondri ROS’a kars1t etkili bir antioksidan sisteme sahiptir ve mitokondriyal
metabolizmadaki herhangi bir islev bozuklugu nihayetinde nérodejenerasyona neden olan
ROS iiretiminin artmasina neden olur. Mitokondriyal disfonksiyona bagli olarak ndrolojik
hastaliklarin patofizyolojisini belirlemeye yonelik yapilan yogun arastirmalara ragmen, kesin

mekanizma heniiz aydinlatilamamustir (208).

Monoaminoksidaz enzimi (MAO; EC 1.4.3.4), mitokondri membrani {izerinde
bulunan, biyojenik ve ksenobiyotik monoaminlerin oksidatif deaminasyonunu katalize eden
bir mitokondriyal enzimdir. Intrandronal MAO’nun baslica fizyolojik rolii, sitozolik

monoamin konsantrasyonlarini diisiik seviyede tutmaktir. MAQ, substrat tercihi, inhibitor

20



spesifikligi, doku ve hiicre dagilimi ve bagisiklik 6zellikleri bakimindan Tip A (MAO-A) ve
Tip B (MAO-B) olarak farkli iki izoformda bulunur. Her iki form da beyinde yiiksek
seviyelerde bulunur. Seratonerjik noronlar ve astrositler ise baskin olarak MAO-B’yi igerir.
Alzheimer hastalarin beyinlerinde MAO enzim aktiviteleri artmustir (202, 203). MAO
enzimi, oksidatif stres kaynakli nérodejenerasyonla iligkilidir. Aktive edilmis MAO, (-
sekretaz ve y-sekretazin ekspresyonunu ve APP’den AP iiretimini artirir (210). Norofibriler
yumaklarin olusumu ile de iligkisi oldugu diisiiniilmektedir. Pek ¢ok MAO inhibitorii ilag,
Parkinson hastaligt ve Alzheimer hastaligt da dahil olmak {izere depresif veya
norodejeneratif bozukluklarin tedavisinde terapdtik degere sahiptir (204, 205). MAO
inhibitdrlerinin terapdétik etkileri hem monoamin ndérotransmiterlerinin katabolizmasinin
azaltilmas1 hem de hidrojen peroksit {iretiminin azaltilmasi ile iliskilidir. MAO inhibitérleri,
biligsel 6zellikleri gelistirirler ve APP’nin proteolitik boliinmesini modiile ederek ve AB’yi
azaltarak AP patolojisini tersine g¢evirirler. Bundan dolayt MAO inhibitorleri, Alzheimer
tedavisinde yeni gelistirilen ¢ok hedefli ilaglarin etki mekanizmalarina dahil edilmektedir

(210).

Semptomatik Sitoplazmik Membran
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Sekil 11. Alzheimer hastaliginda mitokondriyal fonksiyon bozukluklari ve tedavide

farmakolojik hedefler.

2.4.8. inflamatuar Hipotez

AP’nin dogrudan toksik etkilerine ek olarak mikroglial hiicrelerin ve astrositlerin

aktivasyonu da dahil olmak iizere paralel mekanizmalarla norodejenerasyonun arttig
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inflamatuar mediatorlerin salinmasina yol acar (206, 207). Mikroglia hiicreleri aktive
edildiginde, ekstraseliiler AP birikimlerine karsi olusan inflamasyon yanit1 etkin bir sekilde
arttiran astrositlere de yardim eder. Alzheimer hastaliginin bu néroinflamatuvar yapisi, nitrik
oksit sentaz (iNOS) ve siklooksijenaz-2 (COX-2) gibi inflamatuar enzim sistemlerinin
indiiksiyonu ile karakterize edilir. Cesitli kanitlar bu faktorlerin hepsinin tek basina veya bir
biitiin halinde ndronal disfonksiyona ve hiicre dliimiine sebep olabilecegini gdstermektedir

(215-217).

2.4.9. Metal Hipotezi

ilk olarak 1994 yilinda, AB’nin stokiyometrik miktarlarda Zn** ve Cu®" ile tepkimeye
girerek amiloidojen hale geldigi kesfedilmistir (211, 212). Sonraki yillarda AB’nin bir
metaloprotein oldugu ve beynin Cu?* ve Zn?* (ve muhtemelen Fe*") intrinsik kaynagmin
radikal ve hidrojen peroksit iiretimi ve agregasyonu yoluyla peptidin toksisitesine aracilik
ettigi ortaya ¢ikmustir (213, 214). AB, histidin aracili selektif yiiksek ve diisiik afiniteli metal
baglanma bolgelerine sahiptir (222-224). AB’nin oligomerlerle ve fibrillerle birlesmesinin ve
Cu®* veya Fe*"’e baglanmasimn otesinde, AP bu metal iyonlarmi indirgemekte ve O,’ye
elektron ¢ifti transferi ile H,O, liretmektedir (220). Yapilan ¢alismalarla bu reaksiyonun
stirekli gergeklestigi dogrulanmustir (225-227). AB’nin N-terminal bolgesinin bir dizi metale
baglandig1 ve Ap-Cu®* koordinasyonunun kendi kendine peptid olusumu ve norotoksisite ile
iliskili oldugu gosterilmistir (228). Cinko, bakir ve demirin, Alzheimer hastalarinda ve
Alzheimer’li transgenik farelerde AP depozitlerinde belirgin sekilde arttigi pek c¢ok
calismada rapor edilmistir (214, 222-228). Alzheimer’l1 beyindeki bakir, ¢inko ve demir ile
ayni yasta saglikli beyin Orneklerindeki bakir, ¢inko ve demir oranlari karsilastirilarak,

Alzheimer’li beyinde bu metallerin birkag kat artmis oldugu bildirilmistir (229).
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Sekil 12. Glutamaterjik sinapsda ¢inko, bakir ve Ap (236)

2.5. AChE ve BUChE Enzimleri

2.5.1. AChE Enzimi

Asetilkolinesteraz (EC 3.1.1.7; AChE) o/f hidrolaz katlanmis siiper protein
ailesindendir. Bu aile kolinesterazlar, karboksilesteraz ve lipazlar1 iceren ortak yapisal
homolojiler ile tanimlanan bir gruptur. AChE’nin fizyolojik fonksiyonu sinapsta ve
noromuskiiler kavsakta asetilkolinin hizli hidrolizi ile sinirsel sinyalin sonlanmasini
saglamaktir (237). AChE’nin ti¢ boyutlu yapist ilk defa 1991 yilinda Torpedo californica
(Tc) tizerinde yapilan detayli ¢aligmalar sonucunda belirlenmistir (231, 232). AChE’in aktif
yoresi iki ayri ligand baglanma bolgesi tasiyan dar bir ¢ukurdan meydana gelmektedir.
Omurgalilarda, AChE ve BuChE olmak {iizere iki tip kolinesteraz enzimi bulunmaktadir.
Ikisi de asetilkolin hidrolizini katalize etmektedirler. AChE ile BuChE olduk¢a benzer
yapiya sahiptirler. Substrat segiciligi, dokularda dagilimi ve inhibitdrlere duyarliliklart
bakimindan farklilik tagimaktadirlar (233, 234).

2.5.1.1. AChE Enzim Yapist

AChE aktif ve periferik anyonik yore olmak {izere iki 6nemli yore icermektedir.

2.5.1.1.1. Katalitik Aktif Yore (CAS)

AChE, dar uzun enzim ¢ukurunun (yaklasik 20 A uzunlugunda ve en dar yerinin ¢ap1
4.5 A) dip kisminda diizlemsel bir bigimde dizilmis ii¢ amino asitten (Ser200, His440 ve
Glu327) ve 14 aromatik amino asit artigindan olusan bir esteratik bdlgeye sahiptir (242).
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Aktif yorede ayrica anyonik substrat baglanma bolgesi bulunur. Bu bolge, enzim ¢ukurunun
dip kismina yakin konumlanmstir. Yapisinda bulunan Trp84 amino asit artig1, asetilkolinde
ve diger ligandlarda bulunan katerner amonyum grubu ile katyon-rn etkilesiminde anahtar rol
oynamaktadir. Bu etkilesim Phe330 amino asit artiginda da gorilmektedir (243). Dogal
enzim 575 amino asitlik bir polipeptid dizisi tasimaktadir. AChE aktif yoresi {i¢ major

bolgeden meydana gelmektedir:
1- Serin amino asiti tasiyan bir esteratik bolge (237, 238),
2- Esteratik serin amino asitine 14.7 A mesafede bulunan anyonik bdlge (9, 239, 240),

3- Esteratik ve anyonik bolgeye yakin ya da bitisik bulunan, aril substratlarin ve aktif

yore ligandlarinin baglanmasinda 6nem tasiyan hidrofobik yore

Bu {i¢ major bolgenin yani sira enzim ¢ukurunda oksanyon cukur ve acil baglama

bolgesi olarak adlandirilan iki bolge daha mevcuttur.

AChE enziminin yapisal 6zellikleri ve esteratik bdlgenin 6zelliklerinin 6grenilmesi,
Alzheimer hastalig1 tedavisinde potansiyel ajanlar olarak kullanilmak iizere yeni AChE

inhibitorlerinin tasarlanmasina olanak saglamistir (Sekil 13) (246).

D72
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Sekil 13. AChE enzim gukuru
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2.5.1.1.2. Periferal Anyonik Yore (PAS)

AChE’nin B-anyonik yoresi olarak da bilinen periferal anyonik yore katalitik cukurun
giris kisminda konumlanmustir ve aktif merkezden yaklagik 14 A uzakliktadir (248-251).
Ligandin, Tyr70, Asp72, Tyrl21l, Trp279 ve Tyr334 amino asitlerini tasiyan PAS’a
baglanmasi aktif merkezin konformasyonunu degistirmektedir (245, 246). Bu amino asitler
arasinda Trp279, AChE enzimine ligandin tutunmasinda anahtar rol oynamaktadir (237).
PAS yoresi siklik yapilar icerir ve konformasyonel esneklige sahiptir. PAS enzimatik
yolagin ilk basamaginda substrata kisa siireli olarak baglanir, substratin aktif yoreye dogru
ilerlemesini saglayarak enzimatik etkinligi artirir. AP peptidin periferal anyonik yore ile
ekilesimi amiloid plaklarin olusmasina ve kolinerjik ndronlarda hasara neden olmaktadir
(254). Bu nedenle PAS umut vaadeden ilaglarin hedefleri arasindadir (248, 249). Son
yillarda AChE enziminin hem aktif yoresi hem periferal yoresi ile ayn1 anda etkilesebilen
yeni AChEI’lerinin tasarlanmasi yeni stratejiler arasinda yer almaktadir. Bu yaklasimlar,
AChE periferal yore blokaji ile AP agregasyonunun engellenmesini saglamakta ve enzim
afinitesi artisginin bir sonucu olarak daha genis farmakolojik profile sahip yeni

antikolinesteraz ajanlarin gelistirilmesine yon vermektedir (257).

KATALITIK
UCLU

AKTIF YORE
CUKURU

»  PERIFERAL
BAGLANMA
YORESI (PAS)

AKTIF YORE

KOLIN BAGLANMA
BOLGESI

Sekil 14. AChE enzim ¢ukuru (iistten goriiniis)

2.5.2. BUuChE Enzimi

BuChkE hem kolin hem de alifatik esterleri hidroliz eden, spesifik olmayan,

psodokolinesteraz veya serum kolinesterazdir ve karacigerde sentezlenir.
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ACh, normal kosullar altinda BuChE yerine biiyiik oranda AChE ile metabolize
olmaktadir (251, 252). BUChE’nin beyin ACh diizeyinin diizenlenmesinde kii¢iik bir roli
olmasinin yani sira ilag metabolizmasi ve detoksifikasyon ile obezite, kardiyovaskiiler
hastalik ve hepatik adipozite gibi hastaliklarla da yakindan iligkili oldugu bildirilmistir (260).
Ancak BuChE enzimi c¢alismayan insanlarin saglikli bir sekilde yasayabildigi de
goriilmektedir (261). Alzheimer hastalarinin, hipokampus ve amigdala gibi neokorteks ve
limbik yapilarinda BuChE seviyelerinin oldukga yiikseldigi saptanmustir (262). ilerlemis
Alzheimer hastaliginda, beyindeki AChE seviyesinin normal degerlerin % 55-67’sine kadar
diistiigli, BUChE seviyesinin de normal degerin % 120’sine kadar yiikseldigi belirlenmistir.
Bu bulgular BUChE nin Alzheimer hastaliginin ge¢ evresinde ACh hidrolizi i¢in AChE’nin
yerine gectigini ve kritik bir rol oynadigim diisiindiirmektedir (256, 257). Insan beyninde
spesifik bir AChE inhibitoriiniin varliginda BuChE’nin AChE’nin yerine gegerek ACh’yi
hidroliz edebildigi gozlenmis (265), boylelikle BuChE’nin AChE eksikligini telafi ettigi
gosterilmistir (259, 260).

2.5.2.1. BUChE Enzim Yapust

Iki kolinesterazin genel yapisi gok benzerdir. Her ikisinde de katalitik bir aktif bolge
(CAS), derin bir gukur ve bir periferal anyonik bolge (PAS) bulunur. AChE ve BuChE’nin
amino asit diziliminde yaklasik % 65 homoloji vardir (268). Insan AChE’nin (hAChE) ve
insan BuChE’nin (hBuChE) Katalitik Gglileri korunan amino asitlerden olusur: hAChE’de
Ser203, His447, Glu334 ve hBuChE’de Ser198, His438, Glu325 (238). Bununla birlikte,
enzim ¢ukurundaki amino asit artiklarinin varligi ve derecesi farklidir, 6zellikle substrati
katalize etmek igin bir agil artig1 igeren agil-baglama cebi bakimindan farklilik gdsterirler
(269) Iki ChE’nin kristal yapilar1 Sekil 15A’da (RAChE, PDB id: 4ey4) ve Sekil 15B’de
(hBuChE, PDB id: 1p0i) gosterilmektedir. Agil baglama yoresinde hAChE’de Phe295 ve
Phe297 amino asit artiklar1 bulunur, buna karsilik hBuChE’de Leu286 ve Val288 amino asit
artiklar1 bulunur. hAChE’de iki aromatik amino asit artig1 enzim gukurunu daraltacak sekilde
konumlanirken, hBuUChE’de bu yapilarin yerini daha kiigiik amino asit artiklari aldigindan
daha genis bir alan saglar ve daha biiyiik substratlarin baglanmasina ve hidroliz edilmesine
olanak tanir (269). iki enzimin farkli yapisal ozellikleri substrat Ozgiilliigiine katkida
bulunur: AChE, ACh gibi kiiclik molekiiller igin daha yiiksek selektivite gosterirken, BuChE
cesitli noroaktif peptidlere kars1 daha fazla afiniteye sahiptir (270).
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Sekil 15. hAChE (A) ve hBuChE (B) kristal yapilarinin ve agil baglama ceplerinin
farkliliklart

2.6. Tedavi Stratejileri

> NMDA reseptér antagonizmast
> Kolinerjik Yaklagim

Guniimiize kadar, kolinerjik fonksiyonlari arttirmak i¢in norotransmisyon mekanizmasi

temelinde birkag strateji arastirilmistir. Bunlar:

=  AChE inhibitorleri (sinaptik boslukta ACh seviyesini artirirlar)
(272),

= ACh prekiirsorleri (kolin vb.) (272),

= ACh salimim artiranlar (pre-sinaptik nérondan ACh salinmasini
hizlandirirlar) (273),

= Muskarinik agonistler (post-sinapsta muskarinik reseptorleri aktive
ederler) (274),

= Nikotinik agonistler (post-sinapsta nikotinik reseptorleri aktive
ederler) (275),

Sonraki yillarda, fibrillerin olusumu ve birikimine engel olmak ve patojenik rolleri igin

cesitli stratejiler denenmistir (276-278). Bunlar:

> AP hedefli tedavi yaklagimlar
= AP agregasyon inhibitorleri
= AP prodiiksiyon inhibitorleri
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>

>

= [B-Sekretaz inhibitorleri

= y-Sekretaz inhibitorleri

= y-Sekretaz modiilatorleri

= o-Sekretaz aktivatorleri

AP ile indiiklenen ndrotoksik etkilerin inhibitorleri

= Anti-inflamatuvar ajanlar

= Antioksidan ajanlar

AB ile indiiklenen nérotransmitter etkilerin inhibitorleri

Tau ile indiiklenen norotoksisite inhibitorleri

= Tau antiagreganlar

= Glikojen sentaz kinaz-3 enzim inhibit6rleri (279)

Tablo 1. FDA tarafindan onaylanmis piyasaya siiriilen Anti-alzheimer bilesikler

Etken Ticari Isim | Onaylanma Onaylandigi Etki mekanizmasi

Madde tarihi Endikasyon

Takrin Cognex® 1993 Piyasadan ¢ekildi AChE inhibitorii

Donepezil Aricept® 1996 Biitiin Alzheimer AChE inhibitorii
Evreleri

Rivastigmin | Exelon® 2000 Hafif-Orta Siddetli ACHE inhibitori
Alzheimer Evreleri

Galantamin | Reminyl® 2001 Hafif-Orta Siddetli AChE inhibitorii
Alzheimer Evreleri

Memantin Namenda® 2003 Orta-Siddetli NMDA Reseptor
Alzheimer Evreleri Antagonisti

Donepezil+ | Namzaric® 2014 Biitiin Alzheimer AChHE inhibitorii+

Memantin Evreleri NMDA Reseptor

Antagonisti
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H3CO
2

Takrin (1993) (Cognex) Donepezil (1996) (Aricept) :

Hum
N‘CH3
H3 H3CO
H,C

Rivastigmin (2000) (Exelon) Galantamin (2001) (Reminyl)  Memantin (2003) (Namenda)

Sekil 16. FDA tarafindan onaylanmis Anti-alzheimer bilesiklerin kimyasal yapist

2.6.1. FDA Tarafindan Onaylanms Asetilkolinesteraz Inhibitérleri

2.6.1.1. Takrin (Cognex®©)

NH,

A

z
N

Takrin (1993) (Cognex)

1C50=0.075 uM eel AChE, 0.0098 pM eqBuChE (34)

Bir aminoakridin tiirevi olan takrin (1) non-selektif reversibl AChE inhibisyonu

yapmaktadir. Hem AChE’nin hem BuChE’nin gii¢lii bir inhibitoriidiir. Monoamin oksidazi

(MAO) da inhibe eder, potasyum kanallarini bloke eder ve ayrica muskarinik ve nikotinik

reseptorlerin alt tipleri ile etkilesime girer (271). Takrinin ¢ok yonlii mekanizmasi,

Alzheimer tedavisindeki terapotik 6nemini ortaya koymaktadir (280). Takrinin X-ray kristal

yapisinin incelenmesi sonucu (9),

ilacin enzime baglanmasmdan sorumlu boliimiiniin

molekiiliin 4-aminokinolin kism1 oldugu ortaya ¢ikmistir, bunun yaninda siklohekzil halkas1

ise aktif bolgedeki substrat i¢in bir sterik engel olusturmaktadir (281). Takrin, enzim

¢ukurunun alt kismina yakin olarak konumlanmis Trp84 ve Phe330 amino asitleri ile
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etkilesir, halkadaki azot His440’in karbonil oksijeniyle, amino grubundaki azot ise bir su

molekiilityle hidrojen bag1 olusturur (282).

Takrin plazma proteinlerine orta derecede baglanir ve sitokrom P450 (CYP) sistemi
ile metabolize olarak hidroksilli metaboliti velnakrine donisiir (283). Takrin ile periferik
kolinesterazlar da inhibe edildiginden, ¢ogunlukla gastrointestinal rahatsizliktan kaynaklanan
yan etkilerin daha yiliksek oranda goriilmesine neden olmaktadir. Takrinin en 6énemli yan
etkisi, Alzheimer tedavisinde kullanimini smirlayan hepatotoksisitedir. Bu ciddi yan

etkisinden 6tiirii onaylandiktan kisa bir siire sonra piyasadan ¢ekilmistir (284).

2.6.1.2. Donepezil (Aricept®)

H3CO

HsCO

‘ C
Donepezil (1996) (Aricept)

IC5= 6.16 yM hAChE, 4.94 uM eqBUChE (35)

Donepezil, 6zellikle Alzheimer hastalifi i¢in tasarlanmis bir piperidin sinifi AChE
inhibitoriidir. Hafif-orta siddetli Alzheimer hastaliginin tedavisinde kullanilmak tizere
1996°da onaylanmistir. Reversibl ve non-kompetitif olarak AChE’yi BUuChE’den daha fazla
inhibe etmektedir (285). Bunun yani sira in vivo ¢alismalarda hafif-orta dereceli Alzheimer’li
hastalarda APP prosesine dogrudan miidahale etmek suretiyle noroprotektif bir etkisinin
oldugu ve AChE’nin neden oldugu A agregasyonunu da orta derecede inhibe ettigi ortaya
konmustur (279, 280). Donepezil-TcAChE (torpedo californica AChE) kompleksinin
kristalografik yapist (Sekil 24) dimetoksi-indanon yapisinin PAS ydresindeki Trp279 ile
etkilesime girdigini, benzil piperidin kismmnin ise enzim c¢ukurunun dibine yakin
konumlanmig olan Trp84 ve Phe330 amino asit artiklariyla etkilestigini ortaya c¢ikarmustir.
Bu etkilesimleri nedeniyle donepezil, enzim ¢ukurunun aktif yoresindeki anyonik bolgeden,
aromatik amino asit kalintilariyla aromatik etkilesimler yaparak periferal yoreye kadar

uzanan, 6zel bir yonlenime sahiptir (288).

Donepezil kan beyin bariyerini kolayca gegmekte ve in vivo ortamda plazma
kolinesterazina kiyasla beyin kolinesterazin1 gii¢lii ve secici bir sekilde inhibe etmektedir

(289). Donepezil’in ~70 saatlik uzun plazma yari1 6mrii, giinde bir kez uygulanmasina olanak
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saglar. Donepezil bilesiginin, CYP (Sitokrom P450) izoenzimlerine kars1 ¢ok diisiik inhibitor
etkinlige sahip oldugundan bu enzimlerle metabolize olan veya onlarn etkileyen diger
ilaglarla klinik olarak anlamli etkilesimlere girme olasilig1 diigiiktiir (290). Donepezil, hafif
ila orta siddetli Alzheimer hastalarinda biligsel islevleri gelistirir ve hepatotoksisite meydana
getirmeden ¢ok iyi tolore edilir (289). Bunun diginda karaciger yetmezligi olan ve ciddi

bobrek fonksiyon bozuklugu bulunan hastalarda da giivenlidir ve iyi tolere edilir (291).

Sekil 17. Asetilkolinesteraz ve donepezil kompleksi'

! PDB Tripos Sybyl 7.1 tarafindan tiretilmis ve GNU gériintii isleme programu (GIMP) 2 ile gorsellestirilmistir
(288).

2.6.1.3. Rivastigmin (Exelon®)

Rivastigmin (2000) (Exelon)

ICso= 4.15 uM hAChE, 0.037 uM pBUChE (292)

Rivastigmin BuChE ve AChE inhibitér 6zelligine sahip olan kolaylikla kan beyin
bariyerini gegebilen kiiciik bir molekiildiir. 2000 yilinda hafif-orta siddetli Alzheimer

hastaliginin tedavisinde kullanilmak tizere onaylanmustir (105). Rivastigminin yar1 émrii 1
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ila 1,5 saat arasinda olmasina ragmen, BOS’da farmakodinamik 6l¢iimler, uygulamadan 6
saat sonra AChE’nin inhibisyonunun siirdiigiinii gostermistir (293). Rivastigmin, CYP
izoenzimleri tarafindan hepatik olarak metabolize edilmez, ancak kolinesteraz ile hidroliz
edilir; bu nedenle, hepatik veya bobrek yetmezligi olan hastalar i¢in doz ayarlamasi

gerekmemektedir.

Rivastigmin, sadece AChE’ye kars1 degil, ayn1 zamanda santral ve periferal BuChE’ye
kars1 da inhibitor aktivite gostermistir (5). 2007 yilinda transdermal bir patch yoluyla ilag
salinimi saglamak amaciyla yeniden formiile edilmistir. Bu yolla verildiginde oral kapsiile

kiyasla daha az gastrointestinal yan etki gézlenmistir (105).

2.6.1.4. Galantamin (Reminyl®)

OH

Hm,

"Ill—\
N~CH,

H3CO

Galantamin (2001) (Reminyl)

ICso= 0.43 uM eelAChE, 14.92 pM hBuChE

Galantamin hafif-orta siddetli Alzheimer hastaliginin tedavisinde kullanilmak tizere
2001 Subat ayinda onaylanmistir. Galantamin, Kafkas kardeleninden (Galanthus woronowii)
ve Amaryllidaceae familyasinin gesitli tiirlerinin soganlarindan izole edilmis bir alkaloid
olup, merkezi sinir sistemine etki eden, selektif, reversibl ve kompetitif bir AChE
inhibitoriidiir. Bunun yami1 sira asetilkolin noronal nikotinik reseptdriiniin allosterik
modiilatori 6zelligi de sergilemektedir (294-296). Galantaminin ayrica y-aminobutirik asit

(GABA) ve glutamat salinimi artirdigi da hipokampiis kesitlerinde gosterilmistir (297).

Galantaminin, hem agil baglanma cebi, hem de anyonik bolgesi ile etkileserek
AChE’nin aktif bolgesine baglandigi belirlenmistir. Galantaminin tersiyer amin grubunun,
enzimin anyonik bolgesindeki Trp84 ve Phe330 amino asit artiklari ile bir su kopriisi
vasitasiyla etkilestigi de saptanmustir (298). Galantamin diger AChE inhibitorleriyle
kiyaslandiginda daha zayif AChE inhibisyonu yapmakta, buna karsin takrine kiyasla daha az
toksisite gostermektedir. Ayrica A tarafindan indiiklenen hiicre 6liimiinii de 6nledigi rapor
edilmistir (299). Karacigerdeki CYP izoenzimleri yoluyla metabolize olmaktadir. Bu nedenle
serebrovaskiiler hastalig1 olan veya olmayan hafif-orta Alzheimer hastalarinin tedavisinde

etkili ve giivenlidir (5).
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2.6.2. Kullanimi Kabul Edilen Diger AChE Inhibitorii Bilesikler

2.6.2.1. Huperzin A ve Huperzin B

HsC HsC

H H
N ) N (0]
G 7

NH; HN

H3C
26 27
(-)-Huperzin A (-)-Huperzin B

ICs0= 0.065 uM rAChE, 74 pM rBuChE (Huperzin A) (300)
ICso= 14.3 uM rAChE, 214 pM rBuChE (Huperzin B) (301)

Sekil 18. Huperzin A ve B bilesikleri

Huperzin A ve Huperzin B geleneksel Likopodium tiirlerinin bir iiyesi olan Huperzia
serrata adl1 bitkisel tedavide kullanilan bir Cin bitkisinden izole edilmis alkaloidlerdir. Yagh
Alzhiemer hastalarinda ve kobaylarda belirgin bir hafiza artisina sebep olmuslardir. Her iki
alkaloid de potent reversibl AChE inhibitorleridir (302). Huperzin A’nin BuChE iizerinde
neredeyse hi¢ etki gostermeyen oldukga selektif ve reversibl bir AChE inhibitérii oldugu
rapor edilmistir. Huperzin A (26) AChE inhibisyonunda huperzin B (27)’den daha giiglii
bulunmustur ancak, Huperzin B huperzin A’ya kiyasla daha yiiksek terapotik indekse
sahiptir. Huperzin A’nin stiin inhibisyon oOzellikleri, enzimden ¢ok yavas dissosiye
olmasina ve uzun etki siiresine sahip olmasina baglanmigtir (303). AChE’nin agil baglanma
bolgesine baglandigi ve amino grubunun anyonik bolgedeki Trp84 ve Phe330’un aromatik
halkalar1 ile etkilestigi rapor edilmistir (304). Huperzin A Cin’de Alzheimer hastaliginin

tedavisinde kullanilan ilaglar arasinda yer almaktadir.

2.6.3. FDA Tarafindan Onaylanmus NMDA Reseptor Antagonistleri

2.6.3.1. Memantin (Namenda®)

NH,

CH3

H3C
Memantin (2003) (Namenda)
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Memantin bilesigi orta ila ileri derecede Alzheimer hastaliginin tedavisi igin
kullanilan, glutamatin aracilik ettigi eksitotoksisiteyi Onleyebilen glutamat NMDA
reseptOriiniin bir antagonistidir. FDA tarafindan 2003 yilinda onaylanan ve piyasaya ulagmis

tek NMDA reseptor antagonistidir.

2.6.4. FDA Tarafindan Onaylanmis AChE inhibitérii ve NMDA Reseptor
Antagonist Kombine Tedavisi

2.6.4.1. Donepezil+tMemantin (Namzaric®)

Kolinerjik ve glutamaterjik sistemleri etkileyen ilaglarin bir kombinasyonu git gide
onem kazanmaktadir (Sekil 15) (305). Bu yaklasimin temelini, AChEI’nin hayatta kalan
ndronlan stimule ederek bellek ve bilisini diizeltirken, NMDA reseptor antagonisti bilesigin
norodejenerasyonu azaltmasi olusturur. Buna ek olarak, glutamaterjik ve kolinerjik ndronal
sistemlerin birbirlerini etkiledigi ortaya konmustur (306). Asirt NMDA reseptor aktivasyonu,
Alzheimer’daki kolinerjik noéronlarin dejenerasyonunun altinda yatan siiregler ile
iliskilendirilmistir (307). Bazal onbeyindeki bazi ’kolinerjik’ néronlar, hem ACh hem de
glutamati salmaktadir (308). Sonug olarak, Alzheimer’in bu iki patolojik yoniinii ele almak,

sinerjik veya ilave bir terap6tik sonuca yol agabilecek olduk¢a mantikli bir yaklagimdir.

Adamas Pharmaceuticals, yakin tarihte memantin ve kolinesteraz inhibitorii
donepezilin kombinasyonunu iceren bir kontrollii salim formiilasyon gelistirmistir ve bu
formulasyon 2014 Aralik ayinda FDA tarafindan onaylanmistir. Giinde bir kez sabit doz
kombinasyon iiriinii olup, halihazirda donepezil kullanan hastalara kombinasyon tedavisi

sunmak i¢in tasarlanmstir (309).
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Sekil 19. Donepezil+memantin kombine tedavi yaklasimi (310)

2.6.5. AChE Inhibitérii Bilesikler Uzerinde Yapilan Calismalar

Alzheimer hastalig1 icin gesitli dogal, yarisentetik ve sentetik tlirevler sentezlenmistir.
Alzheimer hastalig1 tedavisinde kullanilmak iizere, ¢aligmalar FDA onayl ilaglarin yiiksek
etkinlikli ve aktif tiirevlerinin tasarimi tizerine yogunlasmustir (105). Bu bilesikler ve

analoglar1 asagida siniflandirilmastir.

2.6.5.1. Takrin Analoglar

Takrinin yapisin1 olusturan tetrahidroakridin halka sistemindeki 4-aminopiridil
pargasmin giiclii aktivite i¢in 6nemli oldugu bulunmustur (Sekil 20). Heterosiklik halka
modifikasyonlar1 ve 4-amino substitiisyonlar1 olarak kategorize edilebilen modifikasyonlar

4-aminopiridil pargasinin korunmasiyla yapilmistir (105).

Sekil 20. Takrin bilesiginin A, B, C boliimleri

2.6.5.1.1. Bes Uyeli Heterosiklik Halka Tiirevleri

A halkasi ya da C halkasinda modifikasyon yapilmustir.

35



2.6.5.1.1.1. Siibstitiie Pirazol Tiirevieri

Bu tiirevler, takrin ¢ekirdeginin A halkasinin siibstitiie pirazol halkasiyla
degistirilmesine, yapisal olarak 1,2,3,4-tetrahidroakridin sisteminde yer alan Kkinolin
halkasimnin da pirazolo[3,4-b]piridin sistemi ile biyoizosterik yer degisikligine dayanarak
planlanmigtir (311). 3 konumunda bir fenil grubu tasiyan 1 nolu bilesik, en iyi aktiviteyi

gostermistir (Sekil 21).

1Cs0= 6.01 uM total rChE, 31.9 uM rBuChE

Sekil 21. 3-Siibstitiie pirazol tiirevi bilesik

2.6.5.1.1.2. Furan Tiirevieri

Bu tiirevler, A halkasinin siibstitiie furan halka sistemleri ile degistirmesiyle
olusturulmustur. Yeni tiirevler, AChE’ye kars1 yiiksek derecede selektiviteye sahip AChE
inhibitor potansiyeli gostermislerdir. 2 ve 3 nolu bilesikler (Sekil 22) en iyi aktiviteye sahip

olan tiirevler olarak rapor edilmistir (311).

ICs0= 0.38 uM boAChE ICs0= 0.46 uM boAChE

Sekil 22. Furan tiirevi bilegikler
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2.6.5.1.1.3. Tiyeno Tiirevieri

Halka A’nin siibstitiie tiyofen halkasiyla degistirilmesi sonucu bir grup yeni bilesik
elde edilmis ve AChE’ye karsi inhibitor etkileri test edilmistir. Ancak bu bilesiklerin
AChE’ye kars1 ¢ok az inhibitor aktiviteye sahip oldugu bulunmustur (311).

2.6.5.1.2. Alt1 Uveli Siibstitiie Heterosiklik Halkali Tiirevler

A halkasi, siibstitiie alt1 iiyeli heterosiklik halkalar ile degistirilmistir.

2.6.5.1.2.1. Piridin Siibstitiie Tiirevler

Bu bilesik serisinde hem A hem de C halkasinda modifikasyon yapilmis, yani takrinin
A halkasinin stibstitiie piridin ile degistirilmesi ve takrinin C halkasinin biiyiitiilmesi ile
olusturulmustur. Sentezlenen tiirevlerden 4 nolu bilesik (Sekil 23) en yiiksek AChE inhibitor

aktivitesi gosteren tlirev olarak bulunmustur (301, 302).

N_ _N_ _CHjs

N A
&N > C00C,Hs
NH,
4

1Cs0= 0.82 uM eelAChE, 5.0 uM hsBuChE

Sekil 23. Siibstitiie piridin tiirevi bilesik

4 nolu bilesigin molekiiler modelleme c¢aligmalarinda, ester yapisi bulunan yan
zincirin sterik engel olusturmasi nedeniyle Trp84 ve Phe330 amino asit halkalar1 arasindan
gecemeyerek enzim ¢ukuruna tam olarak yerlesemedigi ve bu yiizden takrin yapisindaki azot
atomu ile His440 amino asitindeki karbonil (C=0) grubu arasindaki etkilesimin olusmadigi
sonucuna varilmistir (Sekil 24). Bu durum AChE inhibitor aktivitesinin takrine kiyasla

yaklasik 4 kat daha az olmasini agiklamaktadir.
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Sekil 24. Molekiiler dinamik simiilasyonlarindan elde edilen bilesik 4’e ait AChE enzimi ile

etkilesim modeli.

2.6.5.1.2.2. Suibstitiie Piran Tiirevleri

Bu tiirevler, takrinin A halkasinin siibstitlie piran ile degistirilmesiyle olusturulmustur.
Sentezlenmis ¢esitli siibstitiie piran tiirevlerinden 5 numaral tiirev (Sekil 25) en yiiksek

ACHhE inhibitor potansiyeli gostermistir (312).

OCH,

1Cs0= 0.87 uM eelAChE, 6.2 uM hsBuChE

Sekil 25. Siibstitlie piran tiirevi bilegik

5 nolu bilesigin molekiiler modelleme caligmalarinda, 4 nolu bilesige benzer sekilde
ester yapisi bulunan yan zincirin sterik engel olusturmasinin yani sira metoksibenzen
yapisinin da sterik engel olusturmasi nedeniyle AChE inhibitor aktivitesi takrin bilesigine

kiyasla daha az bulunmustur (Sekil 26).
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Sekil 26. Molekiiler dinamik simiilasyonlarindan elde edilen 5 nolu bilesige ait AChE enzimi

ile etkilesim modeli.

2.6.5.1.3. Kaynasmis Heterosiklik Halkali Analoglar

Bu tiirevler, takrinin A halkasinin kaynasmis heterosiklik halkalarla degistirilmesiyle
elde edilmistir. Bu grup igerisinde pirazolo[3,4-b]piridin halka sistemi igeren 6 nolu bilesik
(Sekil 27) AChE’ye karsi en yiiksek inhibitor potansiyel sergileyen tiirev olmustur. Bunun
yaninda bu tiirev AChE enzimine karsi BuChE enzimine kiyasla 21 kat daha selektif
bulunmustur (313).

1Cs0= 6.39 uM total rChE, 134 uM rBuChE

Sekil 27. Pirazolo[3,4-b]piridin tiirevi 6 nolu bilesik

6 nolu bilesik ile yapilan molekiiler dinamik calismalarindan Trp84’iin karbonil
oksijen atomu ile bilesigin N-H grubu arasindaki hidrojen baginin yanisira Trp84’iin indol
halkasi ile bilesigin siklohekzan halkasi arasinda van der Waals etkilesimlerinin meydana

geldigi sonucuna varilmigtir.
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2.6.5.1.4. Yakin Tarihte Gelistirilen Sentetik Takrin Analoglari

[k gelistirilen AChE inhibitorii takrin, doza-bagimli reversibl karaciger toksisitesine
sebep olmustur. 7-metoksitakrin (7-MEOTA) ise farmakolojik olarak takrine esit ama
takrinden daha az toksisiteye sahip olan bir analogudur (314). Korabecny ve ark. tarafindan
yapilan bir caligmada 14 adet 7-MEOTA analogu sentezlenmistir. Bu yeni analoglarin in
vitro ortamda degerlendirilmesi sirasinda hAChE ve hBuChE kullanilmistir. Bu bilegikler
takrin ve 7-MEOTA bilesikleriyle kiyaslanmis ve bazi tiirevlerin daha yiiksek aktivite
sergiledigi saptanmustir (Sekil 28) (314).

Yap1 aktivite calismalar1 incelendiginde, takrin bilesiginin 7 konumuna metoksi
stibstitiientinin girisi aktiviteyi azaltmakla beraber takrinin toksisitesini tolore edilebilir
siirlara  distirmiistir. Aromatik aminin alkilasyonuyla ise C,-C4 ve Cyp-Cys zincir
uzunluklar1 aktiviteyi azaltirken, Cs-Cgq arasindaki zincir uzunluklar aktiviteyi artirmistir. Bu
bilesiklerden de hekzil zinciri tagiyan 7 nolu bilesik en iyi AChE inhibitorii olarak, heptil
zinciri tagtyan 8 nolu bilesik ise en iyi BuChE inhibitorii olarak sonu¢ vermistir. 7 nolu

bilesik ayn1 zamanda AChE inhibitor etkisi bakimindan en selektif bilesiktir.

NH, NH2
X H3CO SN
Z ~
N N
Takrin 7-MEOTA
ICso= 0.5 uM hAChE, 0.023 pM hBuChE ICso= 15 uM hAChE, 21 pM hBUChE
,CGH13 ,C7H15
H HN
= =
N N
7 8
ICso= 0.10 uM hAChE, 1.0 pM hBUChE ICso= 0.27 uM hAChE, 0.040 pM hBuChE

Sekil 28. Takrin, 7-MEOTA ve tiirevleri

MAChE (mouse AChE) enzimi ile yapilan modelleme calismalari da bu bulgular
desteklemektedir. 6 karbonlu alkil siibstitiisyonu olan 7 nolu bilesik enzim ¢ukuruna tam

olarak yerlesebilmis ve enzimin PAS yoresindeki Trp286 ve Try72 amino asit artiklar ile n-
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7 etkilesimi yapabilmistir (Sekil 29). 2-4 karbonlu alkil siibstitiisyonu olan bilesikler bunun

icin kisa, 10-15 karbonlular ise uzun gelmis ve bu etkilesimler ger¢eklesememistir.

TRP286

o
R/

>4

-

Iz) 7, 8
i

Sekil 29. 7 nolu bilesigin MAChE enzimi ile yapilan molekiiler modelleme ¢alismasi

2.6.5.2. Donepezil Analoglart

2.6.5.2.1. Benzilpiperidinon Siibstitiie Tiirevler

Bu tiirevler, donepezilin indanon yapisinin siibstitiie indol veya pirol halkastyla
degistirilmesiyle elde edilmistir. 9 nolu bilesik (Sekil 30), 8 uM lik bir ICsy degeriyle AChE

enzimini inhibe etmistir (315).

|C50: 8 },LM AChE

Sekil 30. Benzilpiperidinon siibstitiie tiirevi bilesik
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9 nolu bu bilesik hem takrinden hem de donepezilden daha diisiik bir AChE inhibitor
aktivitesine sahiptir. Yapilan molekiiler modelleme ¢aligsmalari 1s18inda bunun sebeplerinden
biri bilesigin indol halkasinin donepezilin indanon halkasindan farkli yonlenmesinden dolay1
Trp279 kalintis1 ile olan etkilesiminin kaybolmasi olabilir. Diigiik AChE inhibitor
aktivitesinin diger bir nedeni, baglanma bolgesine ulagsmak i¢cin AChE enzim ¢ukuruna
yerlesmesini engelleyebilecek olan 3-[(4-oksopiperidin-3-iliden)metil]indol iskeletinin kismi
rijitligi olabilir.

2.6.5.2.2. TAK-147 ve TAK-802 Kodlu N-Benzilpiperidin Tirevleri

TAK-147 (10) ve TAK-802 (11) kodlu bilesikler gelistirilmistir (Sekil 31). Yapilan ilk
SAR caligmalari, TAK-147 bilesiginin yapisina ek bir halkanin girmesinin iki halkal
tirevlere kiyasla biyolojik aktivitenin 10 ila 100 kat artmasina neden oldugu goriilmekte
olup, diger siibstitiisyonlara nazaran hidroksi ve floro gruplarinin fenil halkasina siibstitiie

olmasi da aktiviteyi olumlu etkilemistir (316).

0] (o]

H
N OxN
N \/@ N \/©\
F
TAK-127 TAK-802
10 11
|C50= 193 nM hAChE |Cso: 1.3nM hAChE

Sekil 31. TAK-127 ve TAK-802 kodlu donepezil tiirevi bilesikler

2.6.5.2.3. Benzofenon Tiirevleri

Bu bilesikler bir aromatik yapi ile bir tersiyer amin grubunu gesitli ara zincirler
vasitastyla birbirine baglayan tiirevlerden olusmaktadirlar. Ornegin, aromatik yap1 olarak
benzofenon ¢ekirdegi ve tersiyer amin yapisi olarak N,N-benzilmetilamin secilmistir. 12 ve
13 nolu bilesiklerin (Sekil 32) yiliksek derecede AChE inhibitor potansiyeline sahip oldugu
saptanmustir (317).
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o)
H,CO
Qg
N
HsCO
12

ICso= 0.46 uM hAChE, 60.6 uM hBuChE

(e]

H3;CO

CoHs

]

N
HsCO

13
1Cso= 0.57 uM hAChE, 71.5 uM hBuChE

Sekil 32. Benzofenon tiirevi bilesikler

Bu galismada azot atomundaki benzil grubunun korunmasinin inhibitdr aktivite igin
vazgegilmez bir gereklilik oldugu kanitlanmistir. Hem siibstitiientlerin bulunmasina hem de
molekiilin uzamasina bagl olarak sterik engelin artmasi, bu parcanin AChE enzim
¢ukurunun tabanini tamamen doldurmasini engelledigi varsayilmistir. Azot atomuna kiigiik
bir alkil grubunun (metil veya etil) yerlestirilmesi, enzimin orta bolgesinin hidrofobik
Ozelliginin 6nemini diigiindiiren uygun bir sonug¢ vermistir. Ek olarak, 3,4-dimetoksifenil
grubunun, biyolojik aktivite i¢in énemli oldugu kanitlanmustir, ¢iinkii 3-metoksi grubunun

¢ikarilmasiyla elde edilen basitlestirme, inhibitor aktiviteyi olumsuz etkilemistir.

Molekiiler modelleme g¢alismalarina gore 12 nolu bilesik ile hAChE enzim ¢ukuru
boyunca bulunan aromatik kalintilar arasinda bazi aromatik ve hidrofobik etkilesimler tespit
edilmistir. Olas1 bir etkilesim benzofenon yapisinin karbonil oksijeni i¢in tespit edilmis; bazi
doking pozlar1 Phe295 iskeletiyle bir hidrojen baginin kurulmasi i¢in dogru mesafeye
yerlestirilmistir. Bununla birlikte, bu bilesik hAChE’de bulunan PAS’in anahtar amino asiti
Trp286°ya diizgiin sekilde erisememistir. Bu, donepezile kiyasla daha diisiik etkinlige sahip
olmasinin olast bir agiklamasi olabilir. Donepezilde bu etkilesim daha iyi goriinmektedir

(Sekil 33).
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PHE290

PHE28s8

SER200

Sekil 33. (A) hAChE enzimi ile 12 nolu bilesigin (yesil) modellemesi, (B) TCAChE ve
donepezil (mor) arasindaki X-ray kompleksi.

2.6.5.3. Karbamat Tiirevleri

2.6.5.3.1. Rivastigmin Analoglari

2.6.5.3.1.1. Rivastigmin-5-tiya-1-azasiklopenta[a]naftalen Tiirevieri

Rivastigmin bilesiginin 5-tiya-1-azasiklopenta[a]naftalen-karbamat tiirevi 14 nolu
bilesik (Sekil 34) nanomolar diizeyde rivastigmin bilesiginden 192 kat daha yiiksek inhibitor
aktivite gdstermistir. Metil zincirinin etil zinciri ile degistirilmesi AChE inhibitor aktiviteyi
14 ila 23 kat azaltmaktadir. Karbamoil azotuna bagli alkil siibstitiienti aktivite profilini
belirlemektedir. Karbamoil yapisindaki metil grubunun 1-feniletil siibstitiienti ile
degistirilmesinin hem AChE, hem BuChE inhibitor aktivitesinde ciddi sekilde azalmaya yol
actig1 saptanmistir (318).
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_N_ _O
H4C \ﬂ/
0
14

1Cs0= 8.11 nM hAChE, 10.5 nM hsBuChE

Sekil 34. Rivastigmin bilesiginin 5-tiya-1-azasiklopenta[a]naftalen tiirevi bilesik

Yap1 aktivite caligmalarina gore, oksijen veya karbon atomunun yerine kiikiirt
atomunun girisi AChE ve BuChE inhibisyon aktivitesini bir miktar artirmistir ve kiikdirt
atomunun Trp86’nin (AChE) aromatik kismi ve Trp82 (BUChE) ile bir etkilesiminin

oldugunu diisiindiirmiistiir.

AChE/BuChE segiciliginin olmamasi, inhibitorlerin daha 6nce bildirilen bir tiyoflavin
T florometrik testte AChE’nin AB’ye yonelik proagregasyon etkisini engellemede zayif
oldugu bulgusu ile tutarhidir. Bilesikler enzim aracili AP agregasyonunda Onemli bir rol
oynayan AChE’nin periferik anyonik bolgesi (PAS) ile giiglii bir sekilde etkilesim

kuramamaktadir.

2.6.5.3.1.2. Fenilkarbamatlar

Yapi olarak rivastigmine benzerliginden dolay1 fenilkarbamatlarin in vivo ve in vitro
biyolojik aktiviteleri incelenmistir. Bu bilesikler arasinda en yiiksek aktiviteye sahip olan 1-
[1-(3-dimetilkarbamoiloksifenil)etil]piperidin  (15) bilesigidir (Sekil 35). Bu bilesikte
karbamat karbonu ile piperidin azotu arasindaki mesafe asetilkolindekine olduk¢a yakindir.
Bu mesafenin aktivitede kritik oldugu sonucuna varilabilir. Meta siibstitiie tiirevlerin
kolinesterazlar1, orto siibstitiie tiirevlerden daha giiglii bir sekilde inhibe ettigi tespit
edilmistir. Metilen kopriisiine bir metil siibstitiie edilmesi aktiviteyi olumlu etkilemistir. 15
nolu bilesik, dozlamadan 2 saat sonra iyi derecede AChE inhibisyonu sergilemis ve tedavi

sonrasi 3 saat hala aktivite gdstermeye devam etmistir (319).
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ICso= 7.0 nM rAChE, 8.0 nM rBuChE

Sekil 35. Fenilkarbamat tiirevi bilesik

2.6.5.3.1.3. Suibstitiiefenil-N-butil Karbamatlar

16 nolu bilesik (Sekil 36) AChE enziminin PAS yoéresini etkin ve irreversibl olarak
inhibe edebilmektedir (320).

Sekil 36. Siibstitiiefenil-N-butil karbamat tiirevi bilesiklerin genel yapisi

2.6.5.3.2. Fizostigmin ve Analoglari.

1Cso= 28 nM hAChE, 16 nM hsBuChE

Sekil 37. Fizostigmin bilesigi

Alzheimer tedavisi ilk olarak 1890 baslarinda ilk AChE inhibitorii olan salisilat veya
stilffat tuzu olarak fizostigmin (17, Sekil 37) kullanilarak baglatilmistir (311, 312).
Fizostigmin, Fizostigma venenosumdan izole edilen AChE inhibitér aktivitesine sahip bir
alkoloiddir. Fizostigmin, kan-beyin bariyerini gegme kabiliyeti agisindan avantajina ragmen

kisa yarilanma omrii, dar terapotik indeks ve periferik yan etkileri nedeniyle geliskili klinik
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etkinlik gostermistir (323). Fizostigmin, ayni zamanda BuChE inhibitoriidiir. Bu nedenle,
bulanti, kusma, bas donmesi, bas agris1 ve diyare gibi bazi yan etkilerinin BuChE
inhibisyonu kaynakli olabilecegi diigiiniilmiistir (324). Bu yan etkilerin azaltilmasi veya
giderilmesi ve etki siiresinin uzatilmasi igin g¢esitli tiirevleri hazirlanmaya calisilmstir.
Bunun sonucunda rivastigmin analoglarinda oldugu gibi karbamat yapisina sahip fenserin
(18), tolserin (19) ve genserin (20) gibi ekstra lipofilik fizostigmin analoglar1 elde edilmistir
(Sekil 39, 40) (325-327).

Fenserin bilesigi fizostigminin nonsubstitiiefenil karbamat tirevidir. Dual etkiye
sahiptir: AP prekiirsor protenini azaltir ve reversibl AChE inhibisyonu yapar. AChE’ye kars1
BuChE’den 70 kat daha selektiftir. 2003 ila 2004 yillarinda Faz IIT klinik ¢aligmalarina

baglanmustir.

Bu bilesik enzime asetilkolin ile ayni sekilde baglanir (Sekil 38) ve allosterik bir
modulasyonla enzimin konformasyonunu degistirir ve ligandin enzim c¢ukuruna girigini

engeller (21).

\ His447

\ Glu334

o~

20A

—— Asetilkolinesteraz- Fenserin Kompleksi

L

Sekil 38. hAChE-fenserin bilesigi kompleksi

Fenserin bilesigi iizerinde yapilan modifikasyonlarda fenilkarbamoil yapisinda 2-metil
stibstitiisyonu bulunmasinin aktiviteyi artirdigi goriilmiistiir. Boylece diger bir fizostigmin
analogu bilesik tolserin elde edilmistir. Tolserinin yapisal analoglarinin, fizostigmin ve

fenserine kiyasla hAChE enzimine kars1 daha yiiksek bir inhibisyon gosterdigi belirlenmistir.
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Preklinik ¢aligmalar1 2000 yilinda baglatilmis ve ¢aligmalar sonucunda hAChE’ye karst
hBuChE’den 200 kat daha selektif oldugu gosterilmistir (329). Bu grup igerisinde fenil
halkasinin farkli pozisyonlarinda bir, iki veya {i¢ metil grubu tasiyan fenserin tiirevleri de
sentezlenmigtir. Mono-siibstitiie tlirevler grubunda, 2-metil substitiienti tasiyan 19 nolu
bilesigin (Sekil 39) en aktif ve selektif AChE inhibitorii oldugu tespit edilmistir.
Distibstitiiefenil halkasi tasiyan bilesikler AChE selektivitesi bakimindan benzer aktiviteye
sahipken, trisiibstitiie tiirevleri inaktif bulunmustur (330).

ICH3 ,CH3
N H N_ H
7 LCHy 7 LCHy
J N A N
” (e] H 0]
H3;C CHs H3C
18 19
Fenserin Tolserin (2'-metilfenserin)
1Cs0= 22 nM hAChE, 1560 nM hBuChE 1Cs0= 10 nM hAChE, 1950 nM hBuChE

Sekil 39. Fenserin ve tolserin bilesikleri

Bunun disinda, karbamoil azot atomuna bagli siibstitiie fenil halkasi igeren bazi
genserin (20) tiirevleri sentezlenmistir (331). Bu tiirevler igerisinde 21 nolu ganstigmin

bilesiginin serinin en aktif bilesigi oldugu belirlenmistir (Sekil 40).

Ganstigmin bilesiginde 2 konumuna siibstitiie edilen etil zincirinin enzimin
tabanindaki aktif yorede bulunan amino asit artiklariyla sarilmasini kolaylastirdigi ve sterik
etkiyle hidrolizini geciktirdigi diisiniilmektedir. Bundan dolay1r bu bilesigin etki siiresi
uzamis ve 6 saatin sonunda hala AChE inhibisyonu yapabilmistir (331).

CHg CHs CHg

N H N H

i NZR j\ N0
Hs3C. J\O o N7 Y0
H HaC H HaC
20 21

Genserin Ganstigmin
ICso= 1.74 uM TcAChE 1Cs0=4.74 uM TcAChE

Sekil 40. Genserin ve tiirevi ganstigmin bilesigi
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Ayrica bir bagka c¢aligmada, tetrahidrofurobenzofuran enantiyomerleri ve
metanobenzodioksepinlerin AChE inhibitor aktiviteleri de degerlendirilmistir (292). (3aS)-
tetrahidrofurobenzofuranlardan 22 nolu ve (5S)-metanodioksepinlerden 23 nolu bilesiklerin
nanomolar diizeyde sergiledikleri inhibisyonla selektif giicli AChE inhibitorii olduklari
gosterilmistir (Sekil 41).

0 o 0
@
Ao Ao
CHj HaC CHgs
22

ICs0= 23 nM hAChE, >30000 nM hBuChE 1Cso= 56 nM hAChE, >30000 nM hBuChE

23

Sekil 41. (3aS)-Tetrahidrofurobenzofuran tiirevi (22) ve (5S)-metanodioksepin tiirevi (23)
bilegikler

Bu bilesiklerden 22 kodlu tiirev ile AChE arasindaki hidrojen baglarimi ve diger
etkilesimleri degerlendirmek igin TCAChE ile modelleme ¢aligsmas1 yapilmistir (Sekil 42).

Karbamat N-H’1, katalitik ti¢lii bolgesindeki His440 ile etkilesmektedir. Katyonik
olmayan trisiklik yap1 hidrofobik etkilesimlerle baglanma enerjisi kazanan Trp84 ve Phe330
hidrofobik amino asit artiklar1 ile kapli anyonik bolgeye yonlendirilmektedir. Bilesik 22°nin
o-tolil grubu, aktif bolgeye Phe288 ve Phe290 hidrofobik artiklarin arasina baglanir ve bu

amino asitlerle olan etkilesim ayn1 zamanda molekiilin AChE segiciligini agiklamaktadir

(323, 324).
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Sekil 42. 22 nolu bilesik-TCAChE kompleksi

2.6.5.4. Galantamin Analoglart

2.6.5.4.1. Acik D-Halkal:1 Galantamin Analoglari.

Yeni optik olarak saf acik D-halkali galantamin analoglar1 sentezlenmistir. Bu
bilesikler ana bilesik galantaminden daha diisiik etkili bulunmustur. BuChE enzimine daha
selektif olmasinin daha hacimli gruplarin katalitik yoresi ile daha iyi etkilesebilmesi
nedeniyle olabilecegi diisiiniilmektedir. Tiirevler arasinda en aktif inhibitdriin 24 nolu bilesik

(Sekil 43) oldugu bildirilmistir (332).

CHs
C2Hs00C -’

HO

(7 Do

(@)
H;CO o4

1Cs0= 580 uM eel AChE, 216 uM hsBuChE

Sekil 43. A¢ik D-halkal1 galantamin tiirevi bilesik
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2.6.6. Alzheimer’de Cok-Hedefe Yonlendirilmis Ligand Stratejisi

Alzheimer hastaligi kompleks bir patogeneze sahip cok etkenli bir hastalik olarak
bilinir. “‘Bir molekiil-bir-hedef’” modeline dayanarak Alzheimer hastaligini tedavi etmek
icin ilag gelistirmedeki giincel egilim, glinlimiizde iyilestirici olmaktan ziyade palyatif hale
gelmistir. AH’nin olusumu ve ilerlemesinde birden fazla molekiiller mekanizma yer
aldigindan, AH’nin tedavisi lizerine ilag gelistirme ¢aligmalarinda, tek molekiil-tek hedef
stratejisinden ¢ok, tek molekiil-cok hedefe yonelik molekiillerin kesfi daha akilci bir
yaklasim olarak goriilmektedir. Bu nedenle, norotoksik kaskadin farkli evrelerinde etkili olan
ilag kombinasyonlar1 Alzheimer ve diger norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde yeni
ufuklar sunmaktadirlar (333). Bu baglamda, medisinal kimyada yeni bir 6rnek olusturan, gok
sayida hedefi aym1 anda yiiksek etkinlik ve giivenlik profili ile modiile eden yeni
molekiillerin gelistirilmesini amaglayan yeni bir ila¢ tasarimi yaklasimi ortaya ¢ikmaktadir.
““‘Cok-hedefe yonlendirilmis ligand”> (MTDL) tasarimi, Alzheimer alaninda ve diger ¢esitli
hastaliklarda yapilan arastirmalarda etkin bi¢imde kullanilmaya baslanmustir (327, 328).
MTDL tasarim stratejisinde, tek bir ilag molekiilii, hastalik patolojisinde yer alan cesitli
hedefleri taniyabilir. Dolayisiyla, bu tiir ilaglar, ¢ok etkenli hastaliklarin tedavisi i¢in biiylik
olciide etkilidir. Ayn1 zamanda, hastalikta rol oynamayan diger hedeflere de baglanabilecegi

icin tek hedefe yonlenmis ilag molekiilleri yan etkilerden de sorumlu olabilir (Sekil 44).

I ilag j‘\/ \
A~ / Hedef 4
g Hedef 1
: "
OHedet! b
: ' % Hedef 3 :

.- Z.IV .E!apﬂﬁb Etkiler Yan Etkiler

- Terapotik Etkiler -
“ (*+Yan Etkiler?)

Sekil 44. Yeni ilaclari kesfedilmesine giden yollar: a) Hedefe dayali ilag kesfi yaklagimu,
yani bir molekiil-bir hedef yaklasinm ve b) Ila¢ kesfinde MTDL yaklasimlari

Arastirmacilar, ayni hedefe yonelik yan etkileri olmayan ayni1 patolojide yer alan farkl
hedeflerle es zamanli olarak etkilesime giren hibrit molekiillerin tasarimini hedeflemislerdir.
Bu ¢ok islevli hibrit molekiiller, AH nin patogenezinden sorumlu ¢ok sayidaki yolaga tek bir

molekiille, yani hibrit molekiil ile, ayn1 anda hedeflenerek tasarlanabilir (329, 330). Hibrit
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molekiiller, bir molekiilde kovalent baglanmis iki veya daha fazla yapisal fragmana ve
biyolojik fonksiyonlara sahip kimyasal yapilardir. Hibrit molekiiller, bir molekiiler
birlestirmeden olusur, bu birlestirmede farkli ilaglarin farkli farmakoforlari mevcuttur. Her
ilacin farmakoforu, hedefler lizerindeki spesifik yoreler ile etkilesime ge¢cme potansiyelini
korumaktadirlar ve boylece c¢ok unsurlu hastaliklarin tedavisini kolaylastiracak cesitli
spesifik farmakolojik yanitlar alinabilmektedir. Ayrica ilag-ilag etkilesimlerini azaltmasi ve
farmakodinamik ve farmakokinetik calismalar1 basitlestirmesi beklendiginden AH’nin

tedavisinde hibrit molekiillerin avantaj saglayacagi diistiniilmektedir (333).

Bu molekiiller, etki mekanizmalarina gore ti¢ farkli kategoriye ayrilmstir (Sekil 45).

Tek hedefli bilesik

iki bagimsiz hedef

Hedef 1 Hedef 2 Iki baglantih hedef

Sekil 45. Hibrit molekiillerin ii¢ olas1 etki mekanizmasinin sematik gosterimi

Kategori ‘A’, hibrit molekiiliin her iki kimyasal bileseninin de etkilesime girdigi tek

bir hedefe sahiptirler ve bu hibritlerin hedef tizerinde benzer dual etkileri vardir.

Kategori ‘B’, iki farkli ve birbiriyle iligkili olmayan hedef iizerinde ayri ayri islev
goren hibrit molekiil iki kimyasal bilesenden olusmaktadir. Ornegin fluoksetin ve
rivastigminden esinlenilen AChE-SERT hibritleri, Alzheimer hastaligini tedavi etmek igin
tasarlanmig olup sirasiyla AChE ve serotonin reseptorlerini inhibe ederler (Sekil 46). Bu
hibrit bilesikler, bir baglayici (linker) gorevi goren yaygin etilamin ara zinciri kullanilarak

tasarlanmustir (338).
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ACHE inhibitér
Rivastigmin

SERT inhibitir
Fluoksetin

Sekil 46. AChE-SERT dual inhibitorii (Kategori B)

‘C’ kategorisinde, hibritin her iki birimi ayn1 anda iki farkli hedefe baglanir. AChE
enziminin ayni anda hem CAS hem de PAS ydresi ile etkilesebilen dual AChE inhibitor
ilaglar da bu grup altinda degerlendirilebilir (339).

2.6.6.1. Alzheimer Hastaliginda AChE’nin Dual Rolii

AChE’nin AB’nin pro-agregasyon aktivitesi de dahil olmak {izere g¢esitli non-katalitik
olaylardan sorumlu oldugu yapilan pek ¢ok calisma ile gdstermistir. Alzheimer’l1 bireylerde,
AChE aktivitesi artmigtir. Bu artis ndrotransmitter ACh’nin yikiminin artmasini tetikler ve
beyinde ACh miktarinin azalmasina neden olur. Enzim ve Alzheimer hastalig1 arasindaki bir
diger iligski de norofibriler yumaklarin ve amiloid plaklarin meydana gelmesinde enzimin
kismi etkisidir. AChE’nin biiyiiyen fibriller ile kompleks olusturarak Ap peptid
fragmanlarinin agregasyonuna sebep oldugu gosterilmistir. Bu kompleksler tek basina Ap
fibrillerden ¢ok daha fazla sitotoksik etkiye sahiptirler (333, 334). AChE enziminin AB
peptid fibrillerinin olugsmasini tetikleyen yapisal bolgesinin enzimin PAS yoresi oldugu
anlasilmustir (12, 335). Ozellikle PAS ya da hem CAS hem de PAS ile etkilesen molekiiller
AChE’nin AP’ye yonelik pro-agregasyon aktivitesini engellemektedirler. Bunlarin yani sira,
birtakim AChE inhibitorleri kolinerjik iletimi kolaylagtirmanin yani sira toksik A sentezine,
birikmesine ve agregat olusturmasina da engel olurlar. Yani, dual AChE inhibisyonunun

Alzheimer hastaliginin etkin tedavisinde kritik bir strateji oldugu ortaya konmustur.
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2.6.6.2. Alzheimer Tedavisi I¢in Tasarlanan MTDL Hibrit Molekiiller

30 yildan daha kisa bir siire sonunda, nérodejenerasyonun patogenezi hakkinda 6nemli
bir yol kat edilmistir. Metabolik iirlinlerin sebep oldugu norotoksisiteyi azaltmak ve hiicre
oliimiine sebep olan siirecleri engellemek icin yeni stratejiler gelistirilmektedir. Pek ¢ok
klinik caligmalar yapilmakta, Alzheimer hastalik riskini azaltabilecek yaygin kullanilan
cesitli ilaglarla (6rnegin antioksidanlar, antiinflamatuvar ajanlar, statinler, vitaminler) yapilan

calismalara destek verilmektedir.

Son zamanlarda, Alzheimer hastaligi icin noroprotektif ve AChE inhibisyon
ozelliklerinin kombinasyonu kullanilarak ¢ok sayida hibrit bilesik bildirilmistir. Pek ¢ok
hibrit bilesik tasarlanmis, sentezlenmis ve Alzheimer hastaligiyla iliskili farkli hedeflere

kars1 degerlendirilmistir.

2.6.6.2.1. Takrin Hibritleri

Takrin molekiilii ile ¢esitli hibritler sentezlenmis ve yapi-etki iliskisi (SAR)

calismalar1 gerceklestirilmistir.

2.6.6.2.1.1. Takrinin Homodimer Hibritleri

Cesitli uzunluklarda alkilen zincirleri vasitasiyla baglanan iki takrin yapisindan olusan
bir dizi homodimer bilesik Rodriguez-Franco ve arkadaslari tarafindan sentezlenmistir (343).
Bu dimerik hibritlerin, tetrahidroakridin ile karsilastirildiginda daha fazla hidrofobiye sahip
olduklar1 goriilmiistiir. Ayrica, alkilen zincir vasitasiyla ayni zamanda CAS ve PAS ile giiglii
etkilesimler gostermektedir. Bir heptametilen zincir ile baglanan iki takrin alt iinitesine sahip
dimerik bir molekiil olan 25 nolu bilesigin takrinden daha gii¢lii oldugu bulunmustur (Sekil
47).

Noroprotektif aktiviteler ¢esitli modellerde degerlendirilmis ve 25 nolu bilesigin (bis-
(7)takrin) bir NMDA reseptor antagonisti oldugu, ayrica AChE’nin neden oldugu A
agregasyonunu baskiladig1 bulunmustur (ICso= 41.7 uM). Ustelik 25 nolu bilesik, 1Cs= 7.5
uM ile BACE-1 inhibitor aktivite de sergilemektedir (344). Takrin homodimerleri, takrin ile
karsilastirildiginda AChE inhibisyonu i¢in BuChE inhibisyonundan daha fazla secicilik

gostermistir.

Takrinin 6- numarali pozisyonuna kloro siibstitiisyonu, AChE inhibitor aktiviteyi
arttirmaktadir. Hu ve ark., ¢esitli homodimerik takrin tiirevleri tasarlamig ve
degerlendirmiglerdir. Calismada AChE’ye karsi heptametilen-bagl bis (6-kloro)-takrinin
(26), nonsubstitiie bis (7)-takrinden (25) daha fazla selektivite ve etkinlik gosterdigi
bulunmustur (Sekil 47) (345).
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Takrin 25
ICs0= 333 nM rAChE, 89 nM hsBuChE IC50= 0.2 nM rAChE, 54 nM hsBuChE
HN/\/\/\/\NH

/m m

=z X

Cl N N Cl
26

ICs= 0.07 nM rAChE, 26 nM hsBuChE

Sekil 47. Takrinin homodimer hibrit bilesikleri

2.6.6.2.1.2. Takrinin Heterodimer Hibritleri

Birgok giiglii ve secici AChE inhibitoriiniin, heterodimerler seklinde tasarlandigi

goriilmektedir.

2.6.6.2.1.2.1. Takrin-Kromen Hibritleri

Fernandez-Bachiller ve arkadaslar tarafindan takrinin 4-okso-4H-kromen ile hibritleri
tasarlanmistir. Kolinesteraz inhibitor aktivitesinden sorumlu takrin pargasi ve serbest radikal
stiptirme ve B-sekretaz (BACE-1) inhibitor 6zelliklerden sorumlu flavon pargasi ile meydana
gelen hibrit bilesik, ana inhibitér takrinden ve apigeninden daha fazla etkinlik gostermistir.
Sekil 48°deki takrin-kromen hibritinin, kolinesteraz ve BACE-1’in giiglii inhibisyonuna ek
olarak KBB’ni gecebilme ozelligine ve antioksidan 6zelliklere sahip oldugu gosterilmistir
(346).
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hAChE ve hBuChE

Inhibisyonu hBACE 1 Inhibisyon
ROS absorbans kapasitesi

Sekil 48. Takrin-kromen hibrit bilesigi tasarimi

2.6.6.2.1.2.2. Takrin-Melatonin Hibritleri

Aminosiibstitiiemelatonin-takrin hibritlerinin, ¢esitli reaktif oksijen tiirlerini siipiirme
kabiliyeti ile giiglii AChE inhibitdr potansiyeline sahip oldugu bildirilmistir. Bu tiirevler
arasinda 28 nolu bilesik (Sekil 49), AChE inhibitor aktivitesi i¢in 0.008 nM’lik 1Csy degerine
sahip olup AChE’ye karsi BuChE’ye kiyasla 1000 kat daha selektiftir (ICsp= 7.8 nM). Ayrica
bu bilesik iyi antioksidan ozellik gostermektedir ve trolokstan 2.5 kat daha giigliidiir.
Melatonin ayn1 zamanda mikroglial hiicrelerde AP toksisitesine kars1 noroprotektif olarak da

kullanilmaktadir (336, 340).

Cl

28

I1Cso= 0.008 nM hAChE, 7.8 nM hBuChE

Sekil 49. Takrin-melatonin hibrit bilesigi

2.6.6.2.1.2.3. Takrin-Karbazol Hibritleri

Bir NMDA antagonisti olan karvedilol bilesiginin karbazol yapisi secilmis ve bu
yapiya 6-klorotakrin gibi takrin tiirevleri eklenerek sentezlenmislerdir. Ayrica siibstitiie

karbazol yapilarmin AP fibril olusumunu etkili sekilde inhibe ettigi de bilinmektedir.
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Tasarlanan tiim bu bilesikler nanomolar diizeyde AChE inhibisyonu yapabilmekte olup,
takrinden ve 6-klorotakrinden daha etkindirler. Thiratmatrakul ve ark., potansiyel anti-
Alzheimer ajanlar olarak takrin-karbazol hibritlerinin, BuChE iizerinde iyi bir selektif
inhibisyon sergiledigini ve AChE’ye kars1 inhibitor etkinin 0.48 ila 1.03 puM arasinda ICs
degerlerine sahip oldugunu rapor etmislerdir. Karbakrin (29, Sekil 50) nanomolar seviyede
AChE aktivitesini inhibe edebilmekte, AChE aracili ve kendiliginden meydana gelen AP
agregasyonunu in vitro bloke edebilmekte, NMDA reseptoriinii antagonize etmekte ve
oksidatif stresi azaltabilmektedir (348). Karbakrinin doking ¢alismalari, karbazol ve
tetrahidroakridin kisimlarinin sirasiyla PAS’in Trp286 amino asit artigi ile ve katalitik
cukurdaki Trp86 amino asit artig1 ile etkilesime girdigini ortaya koymustur. Ug metilen
zinciri, enzimin her iki bolgesi ile uygun etkilesim i¢in gerekli olan uzunlugu saglamaktadir.
Karbakrinin ROS olusumunu engelleme yetenegi insan ndron hiicreleri olan SH-SY5Y hiicre
hattinda degerlendirilmis ve noronal hiicreleri oksidatif stres kaynakli ROS olusumuna kars1

korudugu bulunmustur (341, 342).

¢ @
HN O/\/\N/\/\N
H H
O :
Karbakrin

1Cs= 2.15 nM hAChE, 296 nM hsBuChE

Sekil 50. Takrin-karbazol hibriti karbakrin bilesigi

5-Metilen ara zincirine sahip 30 nolu tiirev hem AChE inhibitor aktivitesi (ICso= 0.48
uM) hem de radikal siiptirme aktivitesi i¢in en yiiksek etkinlige sahiptir ve skopolamin ile
indiiklenen farelerde hem kisa hem de uzun vadeli hafiza kayiplarimi iyilestirme yetenegi
sergilemistir (Sekil 51). Karbazol kismi dogrudan ROS’u siipiiriir ve giiclii antioksidan
etkilere sahiptir. Bununla birlikte, AP agregasyonunu inhibe etme 6zelligi de gostermektedir.
Doking caligmalari, hibrit molekiillerin PAS, CAS ve AChE enziminin orta kismi ile ¢oklu
baglanma modlar sergiledigini ortaya koymustur. Takrin yapisi, CAS’ta Trp84’iin indol
halkas1 ve Phe330’un aromatik halkasi ile n-n etkilesimlerine sahiptir. Takrinin aromatik
azotu His440’mn karbonil oksijeni ile hidrojen bagi olusturmaktadir. Alkilendiamin ara
zinciri, enzim ¢ukuru boyunca hizalanmakta ve hidrofob bolge (Tyr121 ve Tyr334) ile
etkilesime girmektedir. Buna ek olarak, bu hibrit bilesik, H,O, ve A4, toksisitesi ile
indiiklenen oksidatif strese karsi néroprotektif bir etki de gostermektedir (350).
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1Cs0= 0.48 uM eelAChE, 52.1 uM hsBuChE

Sekil 51. Takrin-karbazol hibrit bilesigi

2.6.6.2.1.2.4. Takrin—Imidazol Hibritleri

Lange ve ark., AChE inhibisyonuyla beraber kannabinoid reseptdrlerini (CBR) hedef
almiglardir. Hibrit molekiiller takrinin CB;R (Kannabinoid reseptorii Tip 1)’nin iki bilinen
antagonisti olan 1,2-diarilimidazol ve 3,4-diarilpirazolin yapilar1 ile baglanmasi sonucu
olusturulmustur. Bu sekilde tasarlanan bilesikler arasindan 31 nolu bilesik (Sekil 52) gii¢li
bir AChE inhibitorii olmakla beraber, CB;R'yi de yiiksek afinite ile bloke edebilir. p-
Klorofenil yapisinin CBR ile etkilesimde 6nemli bir rol oynadigi bulunmustur. Yapilan
doking ¢alismasiyla imidazolon g¢ekirdeginin AChE enziminin anyonik bdlgesiyle tam
ortiistiigi goriilmiis ve buna ek olarak takrin ¢ekirdeginin ise enzim ¢ukurunun dibindeki

katalitik bolgeyle etkilesime girdigi belirlenmistir (351).
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Sekil 52. Takrin—imidazol hibrit bilesigi
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2.6.6.2.1.2.5. Takrin-Ksanomelin Hibritleri

Muskarinik (M;) reseptorlerin uyarilmalari, protein kinaz C (PKC)’yi aktive eder.
PKC aktivasyonuyla AB;4, ve tau olusumunu azaltip, ¢oziinebilen APP iiretimini daha da
arttirdig1 i¢in Alzheimer ilaglarinin tasariminda M; reseptorleri biiyiik ilgi goérmiistiir. Bu
reseptorler, muskarinik agonistler ile dogrudan veya ACh arttiricilar gibi davranan farkl

allosterik ajanlarla dolayli olarak aktive edilebilirler (352).

Fang ve ark., takrinin tetrahidroakridin halkasini, potansiyel in vivo anti-demans
aktivitesi gosteren, segici bir M; muskarinik agonisti olan ksanomelin ile, 10-17 atomluk bir
ara zincirle baglamiglardir. Bu serinin onciisii olan 32 nolu bilesigin, AChE inhibisyonu
(pICso= 8.21 nM) referans molekiillerden daha etkilidir (Sekil 53). BUuChE enzimini de
(pICs= 8.23 nM) inhibe edebilmektedir. Ayni zamanda M; reseptorii i¢in referans molekiile

benzer bir baglanma afinitesine sahiptir (353).
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Sekil 53. Takrin-ksanomelin hibrit bilesigi

2.6.6.2.1.2.6. Takrin—Donepezil Hibritleri

2.6.6.2.1.2.6.1. Takrin-indanon Hibriti

Bu hibritler, 6-klorotakrinin amino grubuna donepezilin siibstitiie edilmesi ile
olusturulmustur. AChE enzimine dual baglanma 6zelligine sahip bir inhibitér olan 33 nolu
hibrit bilesik (Sekil 54), takrin ve donepezilin 5,6-dimetoksi-2-[(4-piperidinil)-metil-1-
indanon] yapisinin TCAChE’ye baglanma yerlerine dayanilarak tasarlanmistir (354).
Donepezilin indanon halkasi PAS ile, piperidin kismi ise enzim g¢ukurunun ortasi ile
etkilesir. Bu bilesik, AChE’yi subnanomolar bir diizeyde inhibe etmistir (ICso= 0.09 nM).
Ayni zamanda, BUChE’yi de (ICsp= 66.3 nM) nanomolar diizeyde inhibe etmis ve AChE’nin
PAS bolgesiyle etkileserek AChE’nin neden oldugu A agregasyonunu (100 pM’da % 46.1)
onlemistir (355).
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1Cs0= 0.09 nM boAChE, 66.3 nM hsBuChE

Sekil 54. Donepezil-6-klorotakrin hibrit bilesigi

2.6.6.2.1.2.6.2. Takrin-N-Benzilpiperidin Hibriti

Donepezilin N-benzilpiperidin yapisi ve takrinden olusan bir heterodimerin (34, Sekil
55), takrinden 37 kat daha gii¢liit AChE inhibitorii (ICs;= 6.0 nM, si¢an beyni AChE) oldugu
ve AChE’ye karst BuChE’den 31 kat daha segici oldugu bulunmustur. Bu hibrit bilesigin
benzil yapist Trp84°iin indol halkasi ile bir n-m etkilesimi gOstermekte ve protonlanmis
piperidin azot atomu Phe330’un fenil halkasiyla etkilesmektedir. Ote yandan, takrin, PAS’in
Trp279’u ile n-n etkilesimine girmektedir. Buna ek olarak, ara zincirdeki amid grubuna bagl
hidrojen atomunun Tyr121’in oksijen atomuyla bir hidrojen bagi olusturdugu goézlenmistir
(356).
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N-benzilpiperidin Takrin

I1Cs0= 6.0 nNM rAChE, 76 nM rsBuChE

Sekil 55. Takrin-N-benzilpiperidin hibrit bilesigi

2.6.6.2.1.2.7. Takrin—Oksoizoaporfin Hibritleri

Takrinle veya onun tlireviyle 1-azabenzantron yapisinin g¢esitli pozisyonlarinda bir
amino grubu tasiyan bir metilen ara zinciriyle baglanmasindan takrin—oksoizoaporfin
hibritleri (35, Sekil 56) meydana gelmistir. Bu hibritler, in vitro AChE inhibitor etkinligi
(ICs¢= 3.4 nM), AChE tarafindan (% 83.3) ve kendiliginden indiiklenen AP agregasyon
inhibitér (% 79.8) etkinligi gostermektedirler. Elde edilen yapr etki calismalarindan ara
zincirin optimal uzunlugunun AChE inhibisyonu ig¢in alti karbon olmasi gerektigi

gortilmektedir (357).

ICs0= 3.4 nM eelAChE, 110 nM eqBuChE

Sekil 56. Takrin-oksoizoaporfin hibrit bilesigi

2.6.6.2.1.2.8. Takrin—Huperzin Hibritleri

Badia ve ark. ¢ok sayida takrin-huperzin A hibritleri iizerine yaptiklari ¢aligmalar
rapor etmislerdir (358). Takrinin 4-aminokinolin kismi ile kombine edilmis (-)-huperzin
A’nin karbobisiklik yapisini ihtiva eden Huprin X ve Y, sigir ve insan AChE enzimlerini iyi

derecede, BUChE enzimini orta derecede inhibe etme potansiyeli sergilemislerdir. En yiiksek
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aktivite (subnanomolar), takrin ve (-)-huperzin A parcasinin N-metilamin grubu igeren bir
ara zincir ile birlestirildigi hibrit bilesikte gdzlenmistir (Sekil 57) (359).

1Cs0= 0.33 nM boAChE, 0.32 nM hAChE, 16.4 nM hBuChE

Sekil 57. Takrin-huperzin A hibrit bilesik tasarimi

Bilesikler iizerinden elde edilen SAR calismalari, AChE inhibitor aktivite i¢in 4-
aminokinolin bazli huprinlerin bulundugu bir metil veya etil siibstitiie ii¢ karbonlu doymamisg
bir koprii ile nonstibstitiie bir metilen kopriisii varliginin 6nemi oldugunu ortaya ¢ikarmistir.
Huprin yapisinin birinci ve/veya tliglincii konumlardaki klor, flor ve metil gruplari da

etkinligi arttirmaktadirlar.

Bu hibrit bilesiklerin yanisira huprinlerin de (36 ve 37) giiglii tiirevler oldugu ortaya
¢cikmis ve piyasaya siiriilen AChEl'lere kiyasla AChE'ye kars1 etkinlik, selektivite ve afinite
bakimindan ¢ok daha iyi olduklar1 bulunmustur (Sekil 58) (359-361).
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1Cs0= 0.75 nM hAChE ICs0= 0.78 nM hAChE

Sekil 58. (-)-Huprin X ve Y bilesikleri

Rasemik formdaki huperzin A’min 5-amino-5,6,7,8-tetrahidro-2(1H)-kinolinon
yapisinin bir dekametilen araciligryla bir takrin birimine baglanmasi 38 nolu bilesigi verir
(Sekil 59). Bu bilesik, (-)-huperzin A ve takrine kiyasla kaynak alindigi bilesiklerden
sirastyla 13 kat ve 25 kat daha etkindir (ICso= 8.8 nM). Bilesik 38’in, AChE'ye kars1 takrine
kiyasla yaklasik 23 kat daha fazla selektif oldugu, ancak (-)-huperzin A’ya ve bis-(7)takrine
gore daha diisiik selektiviteye sahip oldugu bulunmustur (362).
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1Cso= 8.8 nM rAChE, 81.5 nM rsBuChE

Sekil 59. Huperzin A ve 5-amino-5,6,7,8-tetrahidro-2(1H)-kinolinon tiirevi bilesik

2.6.6.2.1.2.9. Takrin—Ebselen Hibritleri

Mao ve ark., ¢ok fonksiyonlu ajanlar olarak Alzheimer hastaligina kars1 takrin-ebselen
hibritlerini gelistirmislerdir (363). Hem AChE hem de BuChE enzimlerinin inhibisyonu,
alkil zineir uzunlugundan etkilenmistir. Ornegin, takrin ile 5,6-
dimetoksibenzo[d][1,2]selenazol-3(2H)-on (39) arasinda alti karbonlu bir ara zincir olan
tiirevin, etkili hidrojen peroksit ve peroksinitrit temizleme aktiviteleri ile birlikte, sirasiyla
2.55 ve 2.80 nM ICs degerlerine sahip en giicli AChE ve BuChE inhibitorii oldugu
bulunmustur (Sekil 60). 39 nolu bilesigin molekiiler modelleme g¢aligmalarindan enzimin

hem CAS hem de PAS alanlari ile uygun dual etkilesim gosterdigi bulunmustur (364).

63



1Cs0= 2.55 nM eel AChE, 2.80 nM eqBuChE

Sekil 60. Takrin-ebselen hibrit bilesigi

2.6.6.2.1.2.10. Takrin—Lipoik Asit Hibriti

Takrin ve lipoik asitten olusan lipokrin (40, Sekil 61), noroprotektif ve serbest radikal
siiptirme Ozelliklerine sahip bir hibrit bilesik olarak tasarlanmigtir. Bu hibrit molekiiliin
AChE inhibitor aktivitesi 1Csp= 0.25 nM olmakla beraber, enzimin PAS yéresi ile giiglii
etkilesiminden kaynaklanan AP agregasyon inhibitor aktivitesi de (IC5= 45 pM)
bulunmaktadir. Lipokrin bilesigi serinin en giicli AChE inhibitor bilesigidir. Ayn1 zamanda
10 uM’da ROS iiretimini % 51 oraninda diistirmistiir (359, 360).
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1Cs0= 0.25 nM hAChE, 10.8 nM hsBuChE

Sekil 61. Takrin-lipoik asit hibrit bilesigi lipokrin

2.6.6.2.1.2.11. Takrin—Ferulik Asit Hibriti

Lipokrin bilesigine benzer sekilde 41 nolu bilesik (Sekil 62), giiclii dogal bir
antioksidan olan takrin ve ferulik asitin bir hibritidir ve ¢ok giiclii bir anti-Alzheimer ilag
adayidir (367). 41 nolu bilesik, APi4’c maruz kalan sigan beyinlerinde toksisiteyi
azaltmistir. AChE’yi, takrine kiyasla on kat daha giiglii (ICsp= 4.4 nM) inhibe etme
yetenegine sahiptir. Dogal antioksidan potansiyelinden dolay1 ayn1 zamanda iyi antioksidan

Ozellik gostermistir (368).

64



0]

HN/\(V);\H Z
N OH
z OCHj3
N 41
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Sekil 62. Takrin—ferulik asit hibrit bilesigi

2.6.6.2.1.2.12. Takrin—Troloks Hibritleri

Yakin zamanda Alzheimer hastaligina karsi, hepatoprotektif ozellikleri nedeniyle
troloks ile takrinin yeni ¢ok islevli hibritleri tasarlanmis ve sentezlenmistir. Hibritlerin ¢ogu,
tek bagina troloksa yakin belirgin antioksidan aktiviteye sahip olmalarinin yanisira, AChE’yi
nanomolar diizeyde inhibe etmislerdir. 42 nolu bilesik (Sekil 63), giiclii bir AChEI (ICso=
23.5 nM) ve BUChEI (ICso= 20.5 nM) olup, takrinden daha az hepatotoksik bulunmustur.
Bilesik 42 ayn1 zamanda H,0, kaynakli PC;, hiicre hasarina karsi noroprotektif bir etki
sergilemistir ve KBB’ni gegme kabiliyetine sahiptir (369).

(CH2)s OH

1Cso=23.5 nM hAChE, 20.5 nM hsBuChE

Sekil 63. Takrin—troloks hibrit bilesigi

2.6.6.2.1.2.13. Takrin-Trifluoroasetofenon Hibritleri

Yeni yiksek afiniteli selektif AChE inhibitdr hibritleri, trifloroasetofenon yapisiyla
takrinin  4-aminokinolin  parcasinin uygun bir ara zincir ile birlestirilmesiyle
olusturulmuslardir. 4-aminokinolin yapisi ile AChE enziminin Trp84 amino asiti arasinda n-

7 etkilesimi meydana gelirken, trifloroasetofenon yapisi ise Ser200 amino asit pargasiyla
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etkilesmektedir. Bilesik 43-46 (ICso= 3, 3.8, 5.1, 3 nM) gibi ¢esitli hibritler, iyi derecede
AChE inhibitor aktivite sergilemislerdir (Sekil 64) (370).

NH, F NH,
b/ b/
N~ CH;, N~ CH;
43 07 cF 44 07 cF

ICs0= 3.0 nM TcAChE ICso= 3.8 nM TcAChE

3 3

Cl  NH, F NH,
~Z ~
N CHj; N CHj3
45 07 “CF; 46 0% “CF4
1Cs50= 5.1 nM TcAChE ICs0= 3.0 nM TcAChE

Sekil 64. Takrin-trifluoroasetofenon hibrit bilesikleri

2.6.6.2.2. Donepezil Hibritleri

2.6.6.2.2.1. Donepezil-Minaprin Hibritleri

Bir antidepresan olan minaprin, ¢ok zayif AChE inhibitor aktiviteye (ICso= 600 uM)
sahiptir. Contreras ve ark., donepezilin N-benzilpiperidin yapisiyla minaprinin 3-amino-6-
fenilpiridazin yapisin1 birlestirerek daha iyi aktiviteye sahip yeni AChE dual inhibitorii
gelistirmiglerdir. Tiim sentezlenmis tiirevler arasinda 47 (IC5p= 21 nM) ve 48 (ICso= 10 nM)
nolu bilesikler en giiglii hibritlerdir ancak donepezilden daha diisiik selektivitede olduklar
bulunmustur (371). Molekiiller iizerinde yapilan doking c¢alismalari, benzil grubunun
aromatik halkasiyla Trp84’iin indol halkas1 arasinda =w-m tiirii bir etkilesim olusurken,
protonlanmis piperidin azot atomunun Phe330 ve Trp84 amino asit artiklari ile bir -katyon
etkilesimi, Ser122 ve Tyr12 amino asitleri ile de su-kopriilii bir H-bag1 olusturdugunu ortaya
¢ikarmustir. Bununla birlikte, arilpiridazin yapisinin AChE’nin PAS (Tyr70 ve Trp279)
yoresi ile etkilestigi rapor edilmistir (372).
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47 48

1Cs0= 21 nM eel AChE 1Cs0= 10 nM eel AChE

Sekil 65. Donepezil-minaprin hibrit bilesikleri

2.6.6.2.2.2. Donepezil-AP2238 Hibriti

Rizzo ve ark. AP2238 ile donepezil bilesiginin bir hibritini tasarlamislardir. Sekil
66°da gorildigi gibi, AP2238’in fenil-N-metilbenzilamino yapisi donepezilin indanon
cekirdegi ile bir ¢ifte bag araciligiyla birlestirilmistir. AChE’nin hem CAS hem de PAS
yoresiyle dual etkilesim kurmak icin 5. ve 6. pozisyonlardaki siibstitiisyonun gerekli oldugu
goriilmektedir. SAR calismalari, benzil grubunun Trp86’nin indol halkasiyla z-r tiirii bir
etkilesime girdigini, protonlanmig amino grubunun Tyr337’nin fenol halkasiyla katyon-m
tirti bir etkilesime girdigini, bisiklik aromatik yapinin Trp286 ile n-r etkilesimine girdigini
ve karbonil grubunun da Arg296’nin ve Phe295’in amid yapilari ile H-bagi olusturdugunu
gostermektedir. Bununla birlikte, bilesigin klinik oncesi toksisitesi ve klinik glivenlik profili
heniiz tanimlanmamistir. 49 nolu bu hibrit (Sekil 66), AChE’nin ve AChE tarafindan
indiiklenen A agregasyon inhibitorii 6zelligine sahip iyi bir aday molekildiir (373).

AP2238

ICso= 1.14 uM hAChE, 144 uM hsBuChE

Sekil 66. Donepezil-AP2238 hibrit bilegikleri
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2.6.6.2.2.3. Donepezil-/ndolil Hibritleri

Donepezil-indolil bazli hibritler Alzheimer hastaligina karsi monoamin oksidaz
(MAO) ve ChE enzim inhibisyonu i¢in dizayn edilmis, sentezlenmis ve
degerlendirilmislerdir. N-benzilpiperidin yapisinin {i¢ karbonlu bir ara zincirle indol
halkasinin Cs’ine bir oksijen atomu araciligiyla baglanmasiyla hibrit molekiiller elde
edilmistir. Bunlarin arasinda Sekil 67°deki 50 nolu bilesik 1Csy degeri 5.5 nM olan en gii¢lii
hMAO-A inhibitorii ve ICsy degeri 150 nM olan orta derecede giiglii bir hMAO-B
inhibitoridiir (Sekil 67). Bilesik 50, hem eelAChE’yi (ICs,= 190 nM) hem de eqBuChE’yi
(ICso= 830 nM) inhibe etmistir. Bu bilesigin molekiiler modelleme ¢alismasi, indol yapisinin
enzim c¢ukurunun tabanina yerlestigini ve propargilamin iskeletinin Trp86 ile =n-m
etkilesimine girdigini gostermektedir. Bilesigin alifatik alkil zinciri, Tyr341, Tyr124 ve
Phe338’in fenil halkalari tarafindan ¢evrelenmistir. PAS’da, bilesigin fenil halkasi, enzim
¢ukurunun girisinde bulunan Trp286 ve Tyr72 amino asitleri arasina yerlesmektedir. Elde
edilen verilerle 50 nolu bilesigin AChE’nin hem CAS hem de PAS yoéresine baglandigi ve
dual AChE inhibitor aktivitesi sergiledigi sonucuna vartlmstir (374).

1Cs0= 190 nM eel AChE, 830 nM eqBuChE

Sekil 67. Donepezil-indolil hibrit bilesigi

2.6.6.2.2.4. Donepezil-Propargilamin-8-hidroksikinolin (DPH) Hibritleri

Yakin zamanda Wang ve ark., Alzheimer hastaligi tedavisi i¢in DPH’nin yeni multi-
fonksiyonel hibritlerinin tasarlanmasi, sentezi, ADMET (Absorbsiyon, Dagilim,
Metabolizma, Atilim, Toksisite) c¢aligmalari, biyokimyasal tahminler ve hesaplama
caligmalarini rapor etmislerdir. En ilging tiirev rasemik a-aminonitril 4-(1-benzilpiperidin-4-
il)-2-((8-hidroksikinolin-5-il)metil)(prop-2-in-1-il)amino)butanonitril  (51) bilesigi olup
[MAO-A (ICsp= 6.2 uM); MAO-f (ICsp= 10.2 uM); AChE (ICsp= 1.8 uM); ve BUChE (I1Cso=
1.6 uM)], irreversibl bir MAO A/ inhibitér ve dual AChE inhibitor etkinligine ek olarak
metal-kenetleme o6zelligine de sahiptir (Sekil 68). Doking calismalari, 51 nolu bilesigin
AChE’nin CAS ve PAS ydoresi ile etkilesime girdigi i¢in dual AChE inhibisyon 6zelliklerine
sahip oldugunu ortaya koymustur. Siyano grubu, ligandin AChE, BuChE ve MAO-A’nin

baglanma bolgelerindeki 6nemli amino asit yapilartyla hidrojen baglar olusturarak uygun bir
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sekilde konumlandirilmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Ayrica bilesik, orta derecede
ADMET ozelliklerine ve SSS aktivitesi igin beyin penetrasyonuna sahiptir. Sonug olarak 51
nolu bilesik, Alzheimer’da iki kilit enzimatik sistemle etkilesime girebilen multi fonksiyonel
bir bilesik olarak tanimlanan bir o-aminonitrildir ve Alzheimer hastaliginin potansiyel

tedavisinde daha ileri ¢alismalar i¢in yeni bir lider bilesik olarak ele alinabilir (375).

ICs0= 1.8 nM eelAChE, 1.6 nM eqBuChE

Sekil 68. DPH hibrit bilesigi

2.6.6.2.2.5. Donepezil-Ebselen Hibritleri

Alzheimer tedavisi i¢in multi fonksiyonel ajanlar olarak donepezil ve ebselen
birlestirilerek yeni bir hibrit serisi sentezlenmistir. 52 nolu bilesik (Sekil 69), gii¢clii BuChE
inhibitor aktiviteye (ICsp= 1.59 puM) sahip en giligli AChE inhibitorii tiirevdir (ICso=
eelAChE i¢in 0.042 pM ve hAChE igin 0.097 puM). Ustelik 2000 mg/kg’lik bir dozda
farelerde herhangi bir toksisite olmaksizin H,O, ve peroksinitriti glutatyon peroksidaz

benzeri bir aktivite ile siiplirmiistiir.

Molekiiler modelleme ¢alismalari, 52 nolu bilesigin dimetoksibenzo[d][1,2]elenazol-
3(2H)-on tizerindeki karbonil grubunun Phe288 artigi ile etkilestigi, fenil halkasinin
dimetoksi grubunun PAS’in Trp279 artig1 ile etkilestigi, piperidin halkasinin ise aromatik
cukurun i¢inde konumlanarak Trp84 artigi ile etkilestigi gézlenmistir. Yani boylece bilesigin

hem PAS hem de CAS yoresiyle dual etkilesime girdigi gosterilmistir (376).

0

N

H3CO Se
52

1Cs0= 0.042 uM eel AChE, 0.097 uM hAChE, 1.59 nM eqBuChE

Sekil 69. Donepezil-ebselen hibrit bilesigi

69



2.6.6.2.2.6. Donepezil-N-Siibstitiiegalantamin Hibritleri

Yapilan calismalar, galantamin azot atomunda yapilan degisikliklerin AChE inhibitor
aktiviteyi iyilestirebilecegini ve PAS ile etkilesebilecegini ortaya koymaktadir. Bir seri N-
stibstitiie galantamin tiirevleri, farmakoforik birimler olarak benzil amino gruplarn ve
muhtelif benzil amino yapilart kullanilarak tasarlanmistir. Ayrica, galantamin ve benzil
amino yapilar arasindaki alkil zincirinin uzunlugunda da degisiklikler yapilmstir. 53 nolu

bilesigin (Sekil 70) en aktif tiirev oldugu gozlenmistir (377).

OH

“, C
‘ O
H3CO
3 / N

ICs0=5.62 nM rAChE, 33 uM rsBuChE

Sekil 70. Donepezil-N-siibstitiiegalantamin hibrit bilesigi

2.6.6.2.2.7. Donepezil-Rivastigmin Hibritleri

Bu hibritler, donepezilin 5,6-dimetoksi-indan-1-on ve rivastigminin dialkilbenzilamin
yapilarindan elde edilmislerdir. AChE’ nin CAS ve PAS boélgeleriyle etkilesebilme 6zelligine
sahiptir ve dolayisiyla enzimin hem katalitik hem de katalitik olmayan eylemlerini
onleyebilirler. 54 ve 55 nolu bilesikler (Sekil 71), tasarlanan tiim bilesikler arasinda en

yiiksek aktiviteye sahiptirler (378).

HsC HsC
_CH3
N: 7 N
0 0 CHgj
H3CO H;CO
0 0
Hs;CO 54 Hs;CO 55

ICs= 0.14 uM rAChE, 130 pM rsBuChE I1Cs0=0.15 uM rAChE, 1370 uM rsBuChE

Sekil 71. Donepezil-rivastigmin hibrit bilesigi
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2.6.6.2.2.8. N-Benzilpiperidin Hibritleri

Cesitli aragtirma gruplari, donepezilin indanon halka sisteminin biyoizosterlerini

kullanarak kimyasal olarak donepezile benzeyen bilesikler tasarlamis ve sentezlemislerdir.

2.6.6.2.2.8.1. Benzizoksazol-N-Benzilpiperidin Hibritleri

Villalobos ve ark. bir benzizoksazol sistemine sahip N-benzilpiperidin-bazli
hibritler (56) tasarlamis ve sentezlemislerdir (Sekil 72) (379).

56 nolu hibrit bilesik diisiik nanomolar aralikta (ICsp= 2.8 nM) giiclii AChE inhibitor
aktivite gostermistir ki bu da, donepezilden 2.9 misli daha fazladir ve AChE’ye Kkarsi
BuChE’den daha yiiksek segicilige sahiptir. Bu bilesigin iyi bir aktivitesi olmasina ragmen,
asetamid grubunun anilin metabolitlerine hidrolizinden dolayr metabolik olarak stabil
degildir ve bu yiizden daha az etkilidir. Stabiliteyi artirmak amaciyla Villalobos ve ark., bes
veya alt1 iiyeli heterosiklik halkalar kullanarak ve N-asetil yapisini koruyarak birkac tiirev
daha sentezlemislerdir (379).

H
H3C\n/N o)
AY
N
/N

(0]

56

I1Cs= 2.8 nM hAChE, 9000 nM hsBuChE

Sekil 72. Benzizoksazol-N-benzilpiperidin hibrit bilesigi

2.6.6.2.2.8.2. Ikopezil Bilesigi

Tkopezil (57, Sekil 73), in vivoda gelismis bir farmakokinetik profile sahip (ACHE’ye
gbre BuChE’den 10.000 kat daha gii¢lii) son derece gii¢lii bir AChE inhibitori ilagtir (ICs,=
0.33 nM). Ayrica siganlarda yapilan in vivo calismalarda ekstraseliiler ACh seviyelerini

artirdig1 goralmistiir (380).

71



O~NH
J/:Q/‘\/\O\j i
(0] 57

I1Cs0= 0.33 nM hAChE, 7200 nM hsBuChE

Sekil 73. Ikopezil bilesigi

2.6.6.2.2.8.3. 1,2,4-Tiyadiazolidinon-N-Benzilpiperidin Hibritleri

Martinez ve ark., indanon yerine 1,2,4-tiyadiazolidinon halka sisteminin kullanildig
bir dizi bilesik gelistirmiglerdir. Sentezlenen tiim bilesiklerin arasinda 58 nolu bilesigin
(Sekil 74) takrin ile esdeger etkinlikte, ancak donepezilden 3.5 kat daha az etkin oldugu ve
AChE’ye karsi dual baglanma kabiliyeti oldugu bulunmustur (ICsp= 14 pM). Ayrica,
BuChE’ye kiyasla AChE’ye karsi yiiksek selektivite (61 kat daha giiglii) gostermistir. Bu
bilesigin TCAChE ile baglanma modelini belirlemek icin molekiiler dinamik aragtirmalari

yapilmig ve AChE’nin PAS yoéresiyle de mitkemmel sekilde etkilestigi gosterilmistir (381).

CHs
'\O\/\ C
)=0
o8 A
58 CaHs

ICso= 0.14 uM hAChE, 8.55 uM hsBuChE

Sekil 74. 1,2,4-tiyadiazolidinon-N-benzilpiperidin hibrit bilesigi

2.6.6.2.2.8.4. N-Benzilpiperidin-/ndol/Pirol Hibritleri

Andreani ve ark., benzilpiperidin, indol veya pirol halkasi kullanarak gesitli hibritler
sentezlemislerdir. Benzilpiperidinindol hibritlerinin modelleme ¢alismalarinda donepezilden
farkli sekillerde yonlendikleri gozlenmistir. Bilesik 59’un indol parcasinin dogru sekilde
yonlendirilmedigi ve bilesigin AChE enziminin PAS yoresindeki Trp279 artigiyla diizgiin
sekilde etkilesime girmedigi, bu nedenle donepezil ile karsilastirildiginda diisiik inhibisyon
aktivitesine sahip oldugu gozlemlenmistir (ICso= 6000 nM, Sekil 75) (315).
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Sekil 75. Indol-N-benzilpiperidin hibrit bilesigi

2.6.6.2.2.8.5. Diger N-Benzilpiperidin Hibritleri

Ara zincir olarak bir L-glutamik asit artig1 tasiyan li¢ farkli farmakoforik grup tagiyan
yeni hibritler tasarlanmustir: (a) AChE’nin CAS ydresiyle etkilesebilen bir o-konumlu N-
benzilpiperidin artigi ve (b) PAS yoresine baglanabilen bir N-koruyucu grup ile AP
agregasyonunu inhibe edebilecegi bulunmustur. Son olarak, (c) bir lipofilik hekzil ester
yapisinin varligit KBB’nden gegisi artirmistir. Sekil 76’daki 60 nolu hibrit, anti-Ap-
agregasyon aktivitesine sahip oldugu kadar AChE’ye (ICs,= 300 nM) kars1 da iyi inhibitor
aktivite gostermistir. Ayn1 zamanda, mitokondride serbest radikallere kars1 noroproteksiyon,

diisiik toksisite ve KBB’ni gegebilme yetenegi gostermistir (92, 376).

AChE'nin PAS
yoresiyle etkilesir

...............

KBB'ni gecmede etkili grup
AChE'nin CAS ydresiyle etkilegir 60

1Cs0= 300 nM hAChE, 350 nM hBuChE

Sekil 76. N-benzilpiperidin bazli hibrit bilesik tasarimi

2.6.6.2.3. Rivastigmin Hibritleri

2.6.6.2.3.1. Rivastigmin—Rasagilin Hibriti Ladostigil

Weinstock ve ark., rivastigmin bilesiginin fenil N-etil-N-metilkarbamat yapis1 ile

selektif irreversibl bir MAO-B inhibitor 6zelligi olan rasagilin bilesiginin N-propargil-(1R)-
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aminoindan yapisini birlestirerek ladostigil bilesigini (61, Sekil 77) tasarlamiglardir (383).
Noroprotektif, multimodal beyin-selektif MAO ve ChE inhibitor 6zelliklerine sahip yeni bir
anti-Alzheimer bilesiktir (384). Ladostigil yakin zamanda yapilan Faz II klinik ¢aligsmalarina
gore kortikal AChE aktivitesinin yasa bagimli olarak azalmasini engellemektedir. Ayrica
hipokampiisteki BuChE aktivitesini artirdigindan dolay1 Alzheimer hastaligi ve demans ile
birlikte seyreden ekstrapiramidal bozukluklar ve depresyonun tedavisi i¢in kullanilmasi

planlanmaktadir.

CH
J//
CHs HN
ch\)\(o. : f

O

61
Ladostigil

ICso= 51 pM hAChE, 1.7 uM eqBuChE

Sekil 77. Rivastigmin-rasagilin hibrit bilesigi ladostigil

2.6.6.2.3.2. Rivastigmin—Fluoksetin Hibritleri

Alzheimer hastalarinda goriilen depresyonun tedavisi i¢in serotonin tastyict (SERT)
inhibitorleri kullanilmaktadir. Ancak bu bilesiklerin herhangi bir anti-kolinerjik etkisi yoktur.
Bu baglamda, Kogen ve ark. tarafindan depresyonla birlikte Alzheimer tedavisi i¢in dual
AChE ve SERT inhibitorleri tasarlanmistir (Sekil 78). 62 nolu bilesiginin tasarlanmasinda,
AChE inhibitorii etki igin rivastigmin, SERT inhibitorii etki i¢in fluoksetin kullanilmustir.
Tasarlanan bilesik rivastigminden de (ICsp= 11 uM, rbAChE), serotonin tastyici inhibitorii
fluoksetinden de daha yiiksek etkinlik gostermistir (ICso= 101 nM AChE) (331, 379).
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Sekil 78. Rivastigmin-fluoksetin hibrit bilesigi

2.6.6.2.3.3. Rivastigmin—Skutellarin Hibritleri

Yakin zamanda, Sang ve ark.,, MTDL stratejisi baz alinarak ¢esitli rivastigmin-
skutellarin hibritleri gelistirmislerdir. Tiim sentezlenen hibritler arasinda, 63 nolu bilesik
(Sekil 79) trolokstan 1.3 kat daha iyi bir antioksidan aktiviteye sahiptir. AChE ve BuChE
(strastyla ICso= 0.57 ve 22.6 uM) ilizerinde dual inhibitor etki gostermistir. Ek olarak, bu
hibritler in vitro kosullarda KBB’ni ge¢cme kabiliyetine ve farelerde skopolamin kaynakli

kognitif bozukluklarda belirgin noroprotektif etkilere sahiptir.

Skutellarin bilesigi (4°,5,6-trihidroksiflavon-7-glukuronid), serbest radikal stipiiriicii
etki, anti-inflamatuar etki, metal selasyon ozelligi, noroprotektif 6zellikler ve AP fibril
olugumunun inhibisyonu gibi ndrolojik bozukluklarla ilgili genis bir farmakolojik spektruma
sahiptir. Bununla birlikte, diisiik oral absorpsiyon ve skutellarinin zayif kan-beyin transportu
nedeniyle anti-Alzheimer ilact olarak klinik kullanimu kisitlidir. Bilesik 63, AChE’nin hem
PAS hem de CAS ydresine baglandigi i¢in dual bir inhibisyon sergilemistir (386).
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AChE CAS yoresiyle etkilesir
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ICso=0.57 uM rAChE, 22.6 uM rsBuChE

Sekil 79. Rivastigmin—skutellarin hibrit bilesigi

2.6.6.2.4. Fizostigmin Hibritleri

Cesitli fizostigmin analoglari, dual baglanma 6zelligine sahip farmakolojik analoglar
gelistirmek amaci ile tasarlanmistir. Recanatini ve ark. tarafindan, fizostigmin hibritleri
fizostigmin bilesiginin tersiyer amin azotuna N-metil-N-(3-karbamoiloksifenil)metilamino
tirevlerinin ¢esitli uzunluktaki alkoksi zincirleriyle baglanmasiyla tasarlanmislardir (387).
Heterodimer hibrit molekiil ksantostigmin (64, Sekil 80), fizostigminden daha iyi bir afinite
ve etkinlik ile AChE’nin PAS yoresiyle etkilesime girmistir. Fizostigminden 46 kat fazla
etkinlik ve 100 kat daha fazla segicilik ile hAChE inhibitor aktivitesi sergilemistir. ICsg
degeri 0.32 nM olan bagka bir fizostigminin hibrit bilesigi (65, Sekil 80), fizostigminden
daha etkin ve selektiftir, ancak ksantostigminden daha az selektiftir (43).
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1Cs0= 0.30 nM hAChE, 48 nM hsBuChE
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1Cs= 0.32 nM hAChE, 16.5 nM hsBuChE

Sekil 80. Fizostigmin heterodimer hibrit bilesikleri

2.6.6.2.5. Galantamin Hibritleri

Galantamin-bazli hibritler, daha etkili dual AChE inhibitorleri olarak islev gormesi

amaciyla tasarlanmigtir. Bu c¢aligmada, c¢esitli notr ve katyonik bis-etkilesimli galantamin

bazli homodimerler ve heterodimerler gelistirilmistir.

2.6.6.2.5.1. Galantamin Homodimerleri

66 ve 67 nolu galantamin-homodimer bilesikleri (Sekil 81) galantamin bilesigine gore

daha iyi bir AChE inhibitor potansiyeline sahiptir (388).
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1Cs0= 22 nM eel AChE
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Sekil 81. Galantamin homodimer hibrit bilesikleri

2.6.6.2.5.2. Galantamin Heterodimerleri

68 nolu (ICs= 10 nM) ve 69 nolu (ICs= 22 nM) galantamin heterodimerleri,
takrinden (ICso= 50 nM) 2-5 kat ve galantaminden 16-36 kat daha giiglidiir (Sekil 82).
Iminyum yapis1t AChE’nin Trp84 amino asitiyle katyon-r etkilesimlerini meydana getirir. Bu
etkilesim inhibitor etkiden sorumlu oldugundan iminyum yapist bu tiirevlerin 6nemli bir

yapisal Ozelligidir. Buna karsin, siirekli bir pozitif yiik varligi, Alzheimer tedavisi igin

elverisli degildir (388).
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Sekil 82. Galantamin ve heterodimer hibrit bilesikleri

2.6.6.2.6. Obidoksim—Oksim Hibritleri

Bir dizi hibrit obidoksim-oksim molekiiliiniin AChE inhibitor aktiviteye sahip oldugu
rapor edilmigtir. Bu molekiiller, obidoksim tiirevleri ve piridinyum oksim eterden
olugmaktadir. Caligmada monopiridinyum ve bispiridinyum hibritlerinin mikromolar
diizeyde AChE inhibitor aktivite sergiledigi bulunmustur. Bu hibritler, hem aktif yéreye hem
de periferal yoreye baglanmaya olanak taniyacak sekilde tasarlanmis dual baglanma
ozelligine sahiptirler. Gozlemlenen en yiiksek inhibisyon aktivitesi fenil halkasinda 2-kloro
stibstitiienti bulunan 70 nolu ve yine fenil halkasinda 2,6-dikloro siibstitiienti bulunan 71
nolu tiirevleri i¢in bulunmustur (Sekil 83). Aktif ve periferal yoredeki aktivitesinin yaninda,
kendi kendine gergeklesen agregasyonun ve amiloid fibril olusumunun inhibisyonundan da
sorumludurlar (41, 42, 390).
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ICs= 0.58 M eel AChE
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ICso= 0.34 uM eel AChE, 1.83 uM BuChE

Sekil 83. Bis-piridinyum tiirevi bilesikler

2.6.6.2.7. Rein—Huprin Hibritleri

Viayna ve ark., Alzheimer hastaligi igin ¢ok sayida hedefe yonelik yeni rein-huprin
hibrit molekiilleri sentezlemislerdir. Bu bilesikler, penta-undekametilen veya 1,4-fenilen-
bis(metilen) ara zincirleri vasitasiyla baglanmis bir rein ve bir huprin Y sisteminden
olusmustur. Biitiin bilesikler, E. Coli hiicrelerinde AChE, BuChE, BACE-1, dual AB;4, Ve
tau anti-agregasyon aktivitesine karsi biyolojik olarak degerlendirilmis ve etkin olduklart
bulunmustur. Sentezlenen bilesikler arasinda 72 nolu bilesik, 10 pM’da % 43 APi4
agregasyonuyla birlikte hAChE (ICso= 2.39 nM), hBUChE (ICs,= 513 nM), BACE-1 (ICso=
80 nM) inhibisyon 6zelliklerine sahip hastalig1 modifiye eden bir anti-Alzheimer ila¢ aday1
olarak ortaya ¢ikmustir (Sekil 84). Bilesik 72°nin in vivo ¢aligsmalari, AB;.4> agregasyonunu %
47 oraninda ve tau agregasyonunu % 34 oraninda inhibe ettigini géstermistir. Ayrica, in vivo
denemelerde APP-PS1 farelerinde santral AB’yi ve AP ile indiiklenen sinaptik protein
kaybini 6nler. Yapilan bir doking ¢alismasinda, bu molekiiliin enzimin hem CAS hem de

PAS yoresine dual baglanma kabiliyetine sahip oldugu bulunmustur (390).

80



ICso= 2.39 nM hAChE, 513 nM hBuChE, 80 nM BACE-1

Sekil 84. Rein—huprin hibrit bilesigi

2.6.6.2.8. Poliamin Tiirevi Bilesikler

2.6.6.2.8.1. Kaproktamin Bilesigi

Kaproktamin (73, Sekil 85), ayn1 zamanda muskarinik (M,) reseptoriinii bloke eden
poliamin bazli dual AChE inhibitéradiir (391).

Kaproktamin iskeleti, o-metoksibenzilamin birimlerinin AChE’nin Trp279 (PAS) ve
Trp84 (CAS) yakinlarina ulasabilmekte ve buna karsilik lipofilik zincir ¢ok sayida aromatik
artiklar ile farkli hidrofobik etkilesimler meydana getirmektedir. AChE inhibitorii ve
kompetitif muskarinik (M,) reseptor antagonisti aktivitelerine ragmen, ayn1 zamanda AChE

aracili AP agregasyonunu 6nleme potansiyeline de sahiptir (392).

OCH; C|)H3 (0] C|)H3
NS J]\/\/\/ N
CH3 (0] CH3 OCH;
Kaproktamin
73

Sekil 85. Kaproktamin bilesigi
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3. PLANLANAN CALISMA

3.1. Sentezlenmesi Planlanan Bilesiklerle ilgili Literatiirde Yapilan

Calismalar

3.1.1. Benzimidazol, Benzoksazol ve Benzotiyazol Halkalarim Tasiyan Bilesikler

Alzheimer hastaliginin tedavisinde kullanilan AChE inhibitorii ilaglar (takrin,
donepezil, rivastigmin ve galantamin) yapilarinda aromatik ve/veya heterosiklik halka
sistemi tagimaktadir. AChE enzim c¢ukurunun gerek PAS gerekse aktif yoresi bir ¢ok
aromatik amino asit artigi igermektedir. Aromatik ve/veya heteroaromatik halkalar, hem
AChE enzim c¢ukuru girisindeki, hem de i¢indeki amino asit artiklariyla hidrofobik, yiik
transfer kompleksi, n-m, katyon-n etkilesim potansiyeline ya da H bagi yapma &zelligine
sahiptir. Ornegin, takrinin kinolin halkasindaki azot atomunun His440’in karbonil
oksijeniyle hidrojen bagi olusturdugu, donepezilin indanon yapisinin da PAS yoresindeki
Trp279 ile etkilesime girdigi yapilan c¢alismalarla kanitlanmigtir. Bu yiizden, AChE
inhibitorii yeni bilesiklerin tasariminda pek c¢ok heterosiklik sistem iskelet yapi olarak

kullanilmaktadir (40, 394, 395).

3.1.1.1. Benzimidazol Halkas: Tasiyan Bilesikler

Hetroaromatik halkalardan benzimidazol halkasi medisinal kimyada g¢ekirdek yap1
olarak birgok molekiiliin tasariminda kullanilmaktadir. AChE inhibitor aktivitesine sahip

yeni adaylarin kesfedilmesinde de yer aldigi goriilmektedir (35, 391, 393).

3.1.1.1.1. 2-[4-(4-Siibstituepiperazin-1-il)fenillbenzimidazol Tirevi Bilesikler

Ozadali-Sar1 ve ark., bir seri 2-[4-(4-siibstitiiepiperazin-1-il)fenil[benzimidazol tiirevi
bilesik sentezlemis ve bilesiklerin  AChE/BUChE inhibisyonu, A antiagregasyon ve
noroprotektif etkilerini incelemislerdir. 74 ve 75 nolu tiirevlerin (Sekil 86) BUChE enzimi
tizerine selektif inhibisyon aktivitesi gosterdigi tespit edilmistir. Molekiiler modelleme
caligmalarinda 74 ve 75 kodlu bilesiklerin BUChE enzminin Trp82 amino asiti ile hidrofobik

etkilesimler olusturdugu goriilmiistiir.

AChE ile doking ¢alismalarinda, PAS bélgesinin ii¢ aromatik kalintisindan (Tyr72,
Trp286 ve Tyr341) biri olan Tyr341 ile benzimidazol halkasinin 2- konumundaki fenil
arasinda olusan n-m etkilesimi, bu bilesiklerin en temel etkilesimi olarak tanimlanmistir

(Sekil 87) (35).
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74

ICso= 34.85 uM hAChE, 5.18 uM eqsBuChE

75

ICs= 97.2 uM hAChE, 5.22 uM eqsBuChE

Sekil 86. 2-[4-(4-stibstitliepiperazin-1-il)fenil|benzimidazol tiirevi bilesikler

e 440
i i Glul97
Gly439

ips2 7| Gly115 Asp74ily121
Trpa30. R -
Hisd47
i Tyr72  Tyri2a Tyr337
Glyl16

Ahééﬂ Gly117

Trp286

€119
Phe329

Sekil 87. 74 nolu bilesigin BuChE enzimindeki (A) ve AChE enzimindeki (B) yonlenimi

3.1.1.1.2. 2-Fenil-1H-benzimidazol Tiirevi Bilesikler

Alpan ve ark. tarafindan, 2-fenil-1H-benzimidazol c¢ekirdegi iskelet yap1 olarak
belirlenmis ve etoksi zinciri ile bu iskelete bazik siklik, asiklik amino kalintilar1 eklenmis ve
bu bilesiklerin kolinesteraz inhibitor aktiviteleri arastirilmigtir. Bilesiklerin ¢ogunun AChE
ve/veya BuChE inhibitori aktivitesi sergiledigi ve az sayida bilesigin AChE’ye karsit daha
selektif oldugu kesfedilmistir. Bilesik 76 ve 77, sirasiyla eel AChE’ye ve hAChE’ye karsi
seride en aktif bilesikler olarak rapor edilmistir (Sekil 88).
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N(CH(CH3)2)2

T~

76

1Cs0= 0.58 uM eelAChE, 3.68 uM hAChE, 7.44 uM eqBuChE

Cl H @
OO~

77

1Cs0= 0.61 uM eelAChE, 0.13 uM hAChE, >100 pM eqBuChE

Sekil 88. 2-fenil-1H-benzimidazol tiirevi bilesikler

Yapilan molekiiler modelleme ¢alismalarinda, 77 nolu bilesigin yan zincirindeki
fizyolojik pH’da protonlanmis azot atomunun, Tyrl21’in yan zinciri ile bir su molekiilii
aracihigiyla hidrojen bagi yaptigi, benzimidazol kisminin PAS’a ait n—m etkilesimleri
vasitastyla Trp279 ve Tyr334 artiklar ile etkilesime girebildigi gézlenmistir. Bu durum 76
ve 77 nolu bilesiklerin TCAChE’nin PAS bélgesi ile etkilesimde bulundugunu
gostermektedir. hAChE ile olan etkilesmede ise, Tyr341 ve Tyr337’nin yan zincirleri ile bir
su molekiilii araciligryla hidrojen bagi yaptigi, benzimidazol halkasinin da Trp286 ve Tyr341
aminoasitleriyle n-n etkilesimleri gosterdigi goriilmistiir (Sekil 89) (34).
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Sekil 89. 76 ve 77 kodlu bilesiklerin TCAChE ve hAChE arasindaki etkilesim sekli
karsilastirmasi: 76 nolu bilesik mor renk ile, 77 nolu bilesik turuncu renk ile; TCAChE’deki
amino asit artiklar1 yesil renk ve hAChE’deki amino asit artiklari sar1 renk ile temsil
edilmistir. Su molekiilleri kirmizi kiire ile, hidrojen bag etkilesimleri siyah kesikli ¢izgilerle

temsil edilmistir.

3.1.1.1.3. 2-(p-Nitrofenil)-1H-benzimidazol Tirevi Bilesikler

Yoon ve ark., 4-floro-3-nitrobenzoik asitten baslayarak 34 adet benzimidazol yapisi
iceren potansiyel AChE ve BuChE inhibitorleri sentezlemis ve enzim {izerindeki inhibitor
aktivitelerini arastirmiglardir. Bu bilesiklerden {i¢ tanesi 10 pM’dan daha diisiikk ICsg

degerlerine sahip AChE inhibisyonu sergilemis olup 78 kodlu tiirev en aktif bilesik olarak
bulunmustur (Sekil 90).

(e}
C2H5 ~ N
0 N
N
(CH)3
/

7N
NS
78
ICso= 8.63 uM eel AChE, 5.12 pM eqBUChE

Sekil 90. 2-(p-nitrofenil)-1H-benzimidazol tiirevi bilesik

Yapi-aktivite c¢aligmalari, benzimidazolin 2- konumunda bir fenil halkasinin

bulunmasinin ve fenil halkasimin da 4- konumunda (-NO,), (-CF;3) ve (-COOH) gibi
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stibstitiientler tagimasinin AChE inhibisyon aktivitesini olumlu etkiledigini gostermistir.
Ayrica doking c¢alismalarindan, benzimidazol kismiin Trp279 ile, 2- konumundaki fenil

halkasinin da Ser286 ve Gly335 amino asitleri ile etkilestigi anlagilmigtir (33).

3.1.1.1.4. 3-Siibstitiiebenzimidazol-Pirimidintiyotuire Tirevi Bilesik

Jian Li ve ark., bir seri pirimidiniltiyoiire tiirevi bilesikler sentezlemis ve Alzheimer
hastaligina karst MTDL ajanlar olarak degerlendirmislerdir. Bu bilesiklerden 79 kodlu olan
bilesik (Sekil 91) 3-siibstitiiebenzimidazol yapisi tasimaktadir ve mikromolar diizeyde AChE

inhibitor aktivitesi sergilemistir (32).

H
— 7]"\'\/C:H3
S

79
1Cs0= 8.63 uM eel AChE

Sekil 91. 3-siibstitiiebenzimidazol tiirevi bilesik

3.1.1.1.5. N,N-bis(1H-benzimidazol-2-il) Tiirevi Bilesikler

Luo ve ark., CN103121969 nolu patentte kolinesteraz aktivitesini selektif olarak
inhibe eden 6zellikle Alzheimer hastaligi ve epilepsi ile iliskili noropsikozun tedavisinde ya
da onlenmesinde etkili benzimidazol tiirevi bir seri bilesik bildirmislerdir. Bu bilesikler
arasinda 80 nolu tiirevin (Sekil 92) mikromolar seviyede kolinesteraz inhibisyonu yaptigi

bulunmustur (31).

N
HN—{
N
T N
N N—
/

80

ICso= 2.26 uM ChE

Sekil 92. N,N-bis(1H-benzimidazol-2-il) tiirevi bilesik
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3.1.1.2. Benzoksazol Halkast Tastyan Bilesikler

Heterosiklik halkalardan bir digeri benzoksazol halkasidir ve farmakolojik olarak aktif
bilesiklerde bulunan en 6nemli iskelet yapilardan biridir. Pek ¢ok benzoksazol igeren bilesik,
antitiimor, antimikrobik, antiviral, antialerjik, antikonviilsan, antihelmintik, antidepresan,
antioksidan ve analjezik etkiler gibi genis bir biyolojik aktivite yelpazesine sahiptir.
Benzoksazol halkasi iceren bilesikler, koroner kalp hastaligi, Alzheimer hastaligi, diyabet ve
hepatit gibi patolojik hastaliklarin tedavisinde de kullanilmaktadir. Benzoksazoliin hem O-1
hem de N-3 atomlar1 hidrojen bagi yapabilir ve aromatik halka, hem n-n etkilesimi hem de =-
katyon etkilesimine girebilir. Lipofilik karakterinden dolayi, benzoksazol yapisi hidrofobik
etkilesimler yoluyla bir reseptor ile etkilesebilir (395).

3.1.1.2.1. 2 5-Distibstitiiebenzoksazol Tiirevi Bilesikler

Temiz-Arpaci ve ark., bir dizi 2,5-disiibstitiiebenzoksazol tiirevi bilesigin potansiyel
AChE ve BuChE inhibitor aktivitelerini degerlendirmislerdir. Sonuglar, bir bilesik haricinde
tim bilesiklerin, 50 pM konsantrasyonda % 6.80 ila % 90.21 arasinda degisen genis bir
aralikta AChE/ BuChE inhibitor etki sergiledigini ortaya koymustur. 81 nolu bilesik, AChE
ve BUChE’ye kars1 galantamine yakin bir inhibisyon sergilemistir (Sekil 93).

Bilesik-enzim etkilesimlerini anlamak igin, bilesikler iizerinde molekiiler doking
caligmalar1 yapilmustir. Elde edilen verilere gore, molekiillerin, AChE enziminin 6zellikle

Tyrl24 ve Tyr337 amino asitleri ile etkilesime girdikleri goriilmistiir (30).

Sekil 93. 2,5-dislibstitiiebenzoksazol tiirevi bilesik

3.1.1.3. Benzotiyazol Halkas: Tasiyan Bilesikler

3.1.1.3.1. Benzotiyazol ve N-Benzilpiperazin Hibrit Bilesikleri

Ozkay ve ark., benzotiyazol ve piperazin yapilarim aymi iskelette tasiyan bir seri
bilesik tasarlamiglar ve anti-Alzheimer etkinligini incelemislerdir. Molekiiler hibridizasyon

stratejisine dayali olarak sabeluzol bilesiginden benzotiyazol yapisini, donepezil bilesiginden
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benzil piperidin yapisin1 ve yeni bir anti-Alzheimer ilag adayir olan Fk-960 bilesiginden
piperazin yapisim1 kombine etmislerdir. Sentezlenen bilesiklerin AChE ve BuChE inhibitor
aktiviteleri incelenmis olup bilesiklerde bulunan piperazin ile 4-siibstitiiefenil yapilar
arasina giren bir metilen grubunun aktiviteyi oldukca artirdigi belirlenmistir. 83 ve 84 nolu
iki bilesik (Sekil 94) submikromolar seviyede AChE inhibisyonu ve mikromolar seviyede

BuChE inhibisyonu sergilemistir (28).

N
\—< >—CH
FK-960 o 83 :

84

ICso= 0.086 uM eel AChE, 9.27 uM hsBuChE

Sekil 94. Benzotiyazol ve N-benzilpiperazin hibrit bilesikleri

3.1.1.3.2. imidazolidin-2,4,5-trion Ve Benzotivazol Tiirevi Bilesikler

Pejchal ve ark., imidazolidin-2,4,5-trion yapisi iceren siibstitiie benzotiyazollerden
tiretilen bir dizi yeni ve yiiksek derecede aktif AChE ve BuChE inhibitorleri
sentezlemislerdir. Bilesiklerin BuChE ve AChE iizerindeki in vitro inhibitor aktiviteleri
belirlenmistir. AChE {izerindeki inhibe edici aktivitesi, rivastigminden daha yiiksek
bulunmustur. Yapilan ¢alismalara gore, AChE’nin orto siibstitiisyon yerine para ve meta
slibstitiisyonu tercih ettigi, buna karsilik BuChE’nin orto ve meta siibstitiisyon yerine para
stibstitlisyonu tercih ettigi sdylenebilir. Bu sonuglar, her iki enzimin aktif bolgelerinde sterik
farkliliklarin bulunabilecegini ortaya koymaktadir (37). Yiiksek inhibisyon aktivitesine sahip
bilesiklerin (85, Sekil 95) dallanmus bir siibstitliiente sahip olmalari da dikkate degerdir (27).
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Sekil 95. Imidazolidin-2,4,5-trion ve benzotiyazol tiirevi bilegik

3.1.1.3.3. Takrin, S-Allilsistein (SAC)/S-Propargilsistein (SPRC) Yapilar1 ve

Benzotiyazol Halkasi iceren Uclii Hibrit Sistemi

Hiremathad ve ark., takrin, S-allilsistein (SAC), S-proparjilsistein (SPRC) yapilar1 ve
benzotiyazol halkasi (BTA) igeren ti¢li hibrit sistemi i¢eren bir seri bilesik tasarlamis ve
sentezlemislerdir (Sekil 96). Sonuglar, yeni trihibritlerin (TAK-SAC/SPRC-BTA) farkli
olarak, bihibritlerin (TAC-SAC/SPRC) AChE inhibisyonu ve anti-ROS kapasitesinin
yaninda, AP agregasyonun inhibisyonuna sahip oldugunu gostermistir. Ayni zamanda
molekiiler modelleme ¢alismalarinda, benzotiyazol yapisinin varliginda, AChE’nin PAS ve
CAS Dbolgesine es zamanli olarak baglanmasindan dolay: trihibritlerde AChE’ye karsi
inhibisyonun belirgin bir sekilde arttigi gorilmektedir. Bilesiklerin tamaminin
submikromolar konsantrasyonlarda (0.25-0.37 uM) AChE inhibisyonu yaptig1 belirlenmistir.
Takrin kisminin, enzim ¢ukurunun tabanina yerleserek CAS bdlgesinde bulunan Trp84 ve
Phe330 ile paralel bir n-r etkilesim sergiledigi, benzotiyazol kisminin ise, PAS’ta yer alan
Trp279 ve Tyr70 ile n-nt etkilesiminde bulundugu tespit edilmistir. Uzun ara zincirli (n=5)
bilesiklerin, kisa zincirli bilesiklere nazaran daha diisiik aktivite sergilemesinin nedeninin, bu
bilesiklerdeki benzotiyazol yapisinin uzaklagmasiyla PAS ile daha zayif n-n etkilesimi
gostermeleri olabilecegi diigiiniilmektedir. PAS bolgesi ile etkilesen benzotiyazol halkasinin
yaptya eklenmesinin molekiiliin hem CAS hem de PAS ydorelerine dual baglanarak AChE
inhibisyon aktivitesini artirdigi, ayrica benzotiyazol halkasinin A afinitesinden dolay1

kendiliginden indiiklenen AB-agregasyonunu yiiksek diizeyde inhibe ettigi saptanmustir (26).

89



(0]

o) HN—/<

s (CHz)n
C[ )—NH ) HN
N  R-S
7\

—N
86

Sekil 96. Takrin, S-allilsistein (SAC)/S-propargilsistein (SPRC) yapilar1 ve benzotiyazol

halkasi igeren ti¢li hibrit sistemine 6rnek bilesik

3.1.1.3.4. Takrin ve Benzotiyazol Tirevi Bilesikler

Keri ve ark., takrin ve benzotiyazol yapilarim ¢esitli baglayicilarla birbirlerine
baglayarak bir seri hibrit bilesik sentezlemislerdir. Bu bilesiklerin AChE’nin ve
kendiliginden indiiklenen AP agregasyonunun inhibisyonu ve ayrica néronal hiicre dliimiinii
engelleme kapasiteleri in vitro ve ex vivo olarak degerlendirilmistir. Takrin-benzotiyazol
hibritleri in vitro ortamda mikromolar diizeyde AChE inhibisyonu gergeklestirmis ve Ap
agregasyonunu da yiiksek oranlarda inhibe etmistir. En kisa zincirli baglayici iceren 87 nolu
bilesik, AChE’ye kars1 en iyi inhibe edici aktiviteye (ICso= 0.34 pM) sahip bilesik olarak
bulunmustur (Sekil 97).

/
s N (CHa)s
OO
N

|C50: 0.34 }J,M AChE

Sekil 97. Takrin ve benzotiyazol tiirevi bilesik

Doking caligmalari, tiim bilesiklerin AChE’ nin hem CAS bdlgesi, hem de PAS bolgesi
ile etkilesebildigini ortaya koymustur. Takrin artigi CAS bolgesindeki Trp84 ve Phe330’un
aromatik halkasi ile m-n etkilesimi gostermistir. Genel olarak ara zincir kismi hidrofobik
bosluk boyunca iyi yerlesmis gibi goziikkmektedir. Ote yandan, benzotiyazol kismi da enzim
cukurunun girisine yerleserek, Tyr70 ve Trp279 aromatik artiklar1 ile etkileserek PAS’a

baglanabilmektedir. Ayrica Tyr121 amino asitinin OH grubu ile ara zincirdeki amidin NH
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grubu arasinda olusan bir hidrojen bagi, bilesigin daha yiiksek inhibitdr kapasitesini
aciklamaktadir (25).

_<‘

Clul27 His$40

Sekil 98. Takrin-benzotiyazol hibrit bilesiklerinin AChE enzimi ile modelleme sonuglart:
Ust iiste cakistirilnis 87 (acik yesil) ve 87a (pembe) (a), 87b (turuncu) ve 87c (turkuaz) (b),

H-baglar1 siyah cizgilerle gosterilmistir.

3.1.1.3.5. 3-Hidroksi-4-piridinonbenzotiyazol Tiirevi Bilesikler

Santos ve ark., bir seri ¢ok islevli bilesiklerin tasarimin1 yapmis, sentezlemis, asit-baz
Ozelliklerini, demir kompleks olusturma Kkabiliyetlerini, antioksidan ozelliklerini
degerlendirmis ve demir/askorbat varliginda/yoklugunda AP ile meydana gelen ndronal
stresten hiicreleri kurtarma kapasitelerinin yani sira AChE inhibisyonu ve AP agregasyonu
ozelliklerini aragtirmiglardir. Yeni bilesiklerin AChE’ye karsi inhibe edici profili
incelendiginde en diisiik inhibitor aktivite, diisiik mikromolar aralikta (ICso= 14-29 uM) 88a,
88b, 88c ve 89d kodlu bilesikler i¢in bulunmustur (Sekil 99).
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Sekil 99. 3-Hidroksi-4-piridinonbenzotiyazol tiirevi bilesikler

Modelleme g¢aligmalari, piridinonun orto konumundaki benzil grubu ile CAS’in Trp84
kalintis1 arasinda n-m etkilesimi oldugunu, benzotiyazol kisminin ise PAS yoresindeki Tyr70

ve Trp279 ile aromatik etkilesimlerde bulundugunu géstermistir (24).

Enzim cukuruna giris

\'&"’ PAS

a)

Sekil 100. AChE ile baz tiirevler igin yapilan doking sonuglari: (a) 88a (pembe) ile
Donepezil (mavi) siiperimpozisyonu; (b) 89a (yesil) ve 89b (sar1); (c) 89a (yesil) ve 89d
(kirmzi). H-baglart siyah ¢izgiler ile temsil edilmektedir.

92



3.1.1.4. Benzoksazol/Benzotiyazol Halkast Tasiyan Bilesikler

3.1.1.4.1. 2-Siibstitiiebenzoksazol ve Benzotiyazol Tiirevi Bilesikler

Jiang ve ark., farmakofor-kombine stratejisi kullanarak Alzheimer hastaligi tedavisi
icin MTDL’ler gibi bir seri 2-substitiiecbenzotiyazol ve benzoksazol tiirevi tasarlamis ve
sentezlemislerdir. Biyolojik aktivite sonucglarina goére, bilesiklerin ¢ogunlugu AP
agregasyonu, oksidatif stres ve metal homeostaz bozukluguna miidahale ederek istenilen
tiglii fonksiyonu sergilemektedirler. 90 ve 91 nolu tiirevler (Sekil 101) en etkin bilesikler
olup APi.4, agregasyonunu inhibe edici etki, ABTS" temizleme aktivitesi, gii¢lii biyometal

kenetleme ve AP;.4, fibrillerini ayristirma aktivitesi sergilemislerdir (38).

0
0 OH
L7
N
90 (o)
HO S,/ OH
T
N

91

Sekil 101. 2-Siibstitiiebenzoksazol ve benzotiyazol tiirevi bilesikler

3.1.2. Hidrazit/Hidrazon Yapis1 Tasiyan Bilesikler

3.1.2.1. Piridinyum Tiirevi Bilesikler

Alptiiziin ve ark., oksim ve hidrazon grubu tasiyan piridinyum tiirevlerini sentezlemis,
AChE/BUChE ve AP agregasyonu iizerindeki inhibisyon etkilerini degerlendirmislerdir
(394). Daha o6nceki calismada Kapkova ve ark. tarafindan, biskaterner-A tipi bilesiklerin
(Sekil 102) iyi diizeyde AChE inhibisyonu yaptiklar1 bulunmustur, ancak uzunluklarindan
otirtt AChE’nin katalitik ¢ukuruna tam olarak baglanamadiklari tespit edilmistir (42).
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Sekil 102. Bis-piridinyum tiirevi bilesikler

Bu bilesiklerin sistematik olarak kisaltilmast ile AChE’yi yiiksek nanomolar
konsantrasyonda inhibe eden bir seri bilesik elde edilmis ve ilaveten, bu bilesiklerin Ap-

fibrillerinin olusumunu da engelledigi belirlenmistir (Sekil 103) (41).

Cl
7
Q;O\N B
)
Cl N
97

ICso= 0.18 uM eel AChE

Sekil 103. Piridinyum tiirevi bilesik

Bu bilesik sinifi kalict olarak pozitif yiiklii oldugu igin, aktif tasiyict bir grupla
taginamazsa, KBB’ni gecmesi olduk¢a zor olacagindan, piridinyum halkasi, farkli sekilde
baglanmis piperidin halkalar1 ile degistirilmis, ancak bu degisiklik daha diisiik inhibitor
aktivite ile sonuglanmustir. Aktiviteyi tekrar kazanmak ig¢in, dihidropiridin yapisi igeren

konjiige bir sistem sunulmustur (Sekil 104).
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1Cs0= 0.98 uM eel AChE

Sekil 104. 1,4-dihidropiridin tiirevi bilesik

98 nolu bilesik, AP fibrilleri ile etkilesim igin genis bir konjuge sisteme sahiptir (390).

Parlar ve ark., piridinyum-hidrazon tiirevi bir seri bilesik sentezlemis, AChE ve
BuChE inhibitor aktivitelerini arastirmiglardir. Seri igerisinde benzofuran g¢ekirdegine sahip
bilesik en aktif bulunmustur (99, Sekil 105). Molekiiler modelleme c¢alismalarina goére
hidrazon islevsel grubunun CAS bolgesine yakin bulunan hidrofobik cepteki Phe330 amino
asit artiginin karbonil grubuyla hidrojen bagi yaptigi, benzofuran halkasinin aktif cepteki
Trp84 amino asit artigina ulastigi, terminaldeki fenil halkasinin da PAS yoresindeki Trp279

ile n—m etkilesimine girdigi gortilmiistiir (Sekil 106) (45).

Sekil 105. Benzofuran-piridinyum tiirevi bilesik
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Sekil 106. TCAChE (A) ve hAChE (B) ile bilesik 99’un etkilesim modlari

3.1.2.2. 6-Siibstitiie-3(2H)-piridazinon-2-asetil-2-(siibstitiie/Nonsiibstitiiebenzal)
hidrazon Tiirevi Bilesikler

Utku ve ark. tarafindan, bir seri 6-siibstitiie-3(2H)-piridazinon-2-asetil-2-

(stibstitiie/nonsiibstitiie benzal)hidrazon tiirevi bilesik AChE ve BuChE inhibitorleri olarak

sentezlenmisglerdir (Sekil 107). Bu tiirevlerin bazilari 6nemli AChE inhibitor etki sergilerken,

bilesiklerin hi¢biri BuChE inhibitér etki gostermemistir. Sonuglar, bu bilesiklerin selektif
ACHhE inhibitorleri olduklarin1 gostermektedir (44).

C|©\N/\ y

k/N\(N;IL/\n/N\N¢\O/I_R
X0 o -
100

Sekil 107. 6-Siibstitiie-3(2H)-piridazinon-2-asetil-2-(siibstitiie/nonsiibstitiiebenzal)hidrazon

tiirevi bilesik
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3.1.2.3. Benzoil Hidrazon Tiirevi Bilesikler

Karaman ve ark., etil 4-oksopiperidin-1-karboksilat ve 2,6-difenilpiperidin-4-on’dan
tiiretilmis yeni benzoil hidrazonlarin sentezini gergeklestirmislerdir. Sentezlenen bilesikler,
antioksidan, antikolinesteraz ve antikanser aktiviteleri acisindan arastirilmistir.
Antikolinesteraz aktiviteleri incelenmis olup 101 nolu bilesigin (ICsp= 35.30 uM) BuChE"yi
galantaminden daha iyi inhibe ettigi saptanmustir (ICso= 46.03 uM) (Sekil 108).

N= NH
NH
O~
o
101

Sekil 108. Benzoil hidrazon tiirevi bilesik

101 nolu bilesik ile yapilan molekiiler modelleme ¢aligsmalarinda, hidrazon yapisinin
enzim ¢ukurundaki ¢esitli amino asit artiklari ile hidrojen bagi yaptig1 goriilmiistiir (Sekil
109) (39).
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Trp279

Tyr334

His447

Phe295

Sekil 109. AChE’nin aktif yoresindeki 101 nolu bilesigin TCAChE (iistte) ve hAChE (altta)

ile baglanma modlari

3.2. Tez Kapsaminda Planlanan Calisma

Yapilan literatlir arastirmalarindan benzimidazol, benzoksazol ve benzotiyazol
halkalar1 igeren bir¢ok molekiiliin AChE ve BuChE enzimi iizerinde inhibitor etki gosterdigi
saptanmistir. Modelleme ¢aligmalarina gore, bu halkalarin enzimin gerek PAS gerekse aktif
yoresindeki amino asit artiklari ile etkilesebildigi goriilmektedir. AChE enzimi dar bir
cukurdan olustugu i¢in, ozellikle donepezil gibi lineer yapidaki bilesikler enzimin giris
kismindaki PAS bolge ve ¢ukurun igindeki aktif yore ile ayni anda etkilesim gosterirler.
Donepezil molekiiliiniin terminaldeki fenil halkasi, enzim ¢ukurunun dip kismindaki Trp84
ile diger terminalde bulunan indanon halkast da PAS bolgesindeki Trp279 ile n-r etkilesimi
gostermektedir. Ozellikle lineer yapidaki bir molekiiliin her iki ucunda aromatik halka
tasimasinin, bu halkalarin s6z konusu ydrelerdeki aromatik amino asit artiklari ile

etkilesmesi agisindan énemli oldugu diisiiniilmektedir.

Alpan ve ark.’lan1 tarafindan 2-fenilsiibstitiiebenzimidazoller iizerinde yapilan
molekiiler modelleme c¢aligmalarinda, 90 no’lu bilesikteki benzimidazol kisminin PAS
bolgesindeki Trp279 ve Tyr334 artiklari ile m-7m etkilesimleri vasitasiyla etkilesime
girebildigi gortilmiistiir (Sekil 110) (34).
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Sekil 110. 76 ile 77 nolu bilesikler ile TCAChE ve hAChE arasindaki etkilesim sekli
karsilastirmast: 76 bilesigi mor renk ile, bilesik 77 turuncu renk ile; TCAChE’deki amino asit
artiklar yesil renk ve hAChE’deki amino asit artiklar1 sar1 renk ile temsil edilmistir. Su
molekiilleri kirmizi kiire ile, hidrojen bag etkilesimleri siyah kesikli ¢izgilerle temsil

edilmistir.

Hidrazit-hidrazon islevsel grubu tasiyan pek g¢ok bilesigin ChE inhibitor etkinlige
sahip oldugu rapor edilmistir (37, 38). Bu fonksiyonel gruplar, hidrojen donér ve akseptor
atomlarima sahip oldugundan ve enzim gukurundaki amino asitlerle hidrojen bag1 yapabilme

potansiyeli tagidigindan bir ¢gok molekiiliin ¢ekirdek yapisinda yer almaktadir.

Bu bulgulardan hareketle, bir ugta 2- konumunda benzohidrazit tasiyan benzimidazol,
benzoksazol ve benzotiyazol halkasi, hidrazit grubu iizerinden hidrazon fonksiyonel grubu
olusturacak sekilde diger ugtaki aromatik/heteroaromatik halka ile birlestirilerek dual
baglanma potansiyeline sahip, yani AChE enziminin hem PAS hem de CAS bolgesi ile

etkilesmesi beklenen bir seri bilesigin sentezlenmesi amaglanmistir (Sema 1).

Bununla birlikte bazi bilesiklerin ¢esitli metallerle kompleks olusturma aktiviteleri de
incelenerek AChE inhibisyon aktivitesine ek olarak metal kompleksi olusturma o6zelligi

gosterip gostermeyecegi arastirilmak istenmistir.
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Sekil 111. Planlanan molekiil tasarimi

B Bolim

A Bolumi

J O
o O
o g
B

i

Sema 1. Sentezi Planlanan Bilesik Grubu
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Yapilmasi planlanan modifikasyon ¢aligmalari su sekilde 6zetlenebilir;

A Boliimii

Heterosiklik aromatik halka yapist benzimidazol, benzoksazol ve benzotiyazol olarak

cesitlendirilmis ve elde edilecek molekiillerin aktiviteye katkisi aragtiritlmak istenmistir.

B Boliimii

Terminal olarak yapida bir aromatik halkanin enzimle etkilesime girme potansiyeli
oldugu bilindiginden ¢esitli aromatik aldehitler kullanilarak molekiiller her iki ucunda
aromatik yapilar bulunacak sekilde tasarlanmustir. Fenil, benzil, feniletil, stiril, piridin-2-il,
piridin-3-il, piridin-4-il, pirol-2-il, furan-2-il, tiyofen-2-il, tiirevleri bu amagcla tercih edilmis

ve sentezleri planlanmustir.

Yan zincirdeki fenil halkasinin p-dialkilamino siibstitiisyonu sonucu olusacak
tiirevlerde, bu siibstitiisyonun aktiviteye olan katkisi arastirilmak istenmis bu amagla
sentezlenecek  bilesikler —arasma  p-dimetilaminofenil,  p-dietilaminofenil,  3-(p-

dimetilaminofenil)stiril tiirevlerinin de ilave edilmesi kararlagtirilmigtir.
Tez kapsaminda yapilmasi planlanan ¢alismalar séyle 6zetlenebilir;

a. Tasarlanan bilesiklerin sentezi ve saflagtirmalarinin yapilmasi

b. Sentezlenen bilesik yapilarmin IR, "H NMR, kiitle spektroskopisi ve elementel
analiz yontemleri ile aydinlatilmasi

c. Bilesiklerin AChE, BUChE inhibitér aktivitelerinin, metal kompleksi
olusturma yeteneklerinin tayin edilmesi ve yapi-aktivite agisindan
degerlendirilmesi

d. Bilesiklerin Log P degerlerinin hesaplanmasi ve aktiviteyle olan iligkilerinin

degerlendirilmesi
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4. DENEYSEL BOLUM

4.1. Sentezler ve Spektral Bulgular

4.1.1. Materyal

Sentez ¢alismalarinda kullanilan metil 4-formilbenzoat, hidrazin hidrat, 2-aminofenol,
molekiiler sieve (su tutucu ajan), 2-furfuraldehit, sodyum siilfat, sodyum siyaniir ve
aliminyum destek maddeli TLC Silica gel 60 F254 Merck firmasindan, 2-aminotiyofenol,
fenilasetaldehit, benzaldehit, 4-(dimetilamino)benzaldehit, 4-(dietilamino)benzaldehit,
piridin-2-karbaldehit, pirol-2-karbaldehit, tiyofen-2-karbaldehit Alfa Aesar firmasindan,
sinnamaldehit, piridin-3-karbaldehit, piridin-4-karbaldehit Sigma-Aldrich firmasindan, 3-
fenilpropiyonaldehit Fluka firmasindan, sodyum disiilfit J.T. Baker firmasindan ve 4-
(dimetilamino)sinnamaldehit Chem-Impex firmasindan temin edilmistir. Calismalarda
kullanilan ¢6ziiciilerden absolii etanol ve metanol Merck firmasina, kloroform, butanol VWR

firmasina, N,N-dimetilformamit Sigma-Aldrich firmasina ait olup, hepsi analitik safliktadir.

4.1.2. Yontemler
4.1.2.1. Kromatografik Analizler

4.1.2.1.1. ince Tabaka Kromatografisi

Sentez caligmalar1 esnasinda tepkimeleri takip etmek ve elde edilen bilesiklerin

safligini kontrol etmek igin ince tabaka kromatografisinden (1.T.K.) yararlanild.

I.T.K. kullanilarak yapilan ¢alismalarda Merck firmasina ait TLC Silica gel 60 F254
hazir aliiminyum kromotografi plaklari (20x20 cm) kullanmildi. Kromatografi ¢calismalar1 oda
sicakliginda yapildi ve developman islemi kromatografi tanklarinin ¢dziicii buharlariyla
doyurulmasimi takiben gergeklestirildi. Siiriikleme iglemleri tamamlandiktan sonra agik
havada kurutulan plaklarin iizerindeki lekeler 254 nm dalga boyundaki ultraviyole 15181
altinda tespit edildi. I.T.K. uygulamalarinda ¢ziicii sistemi olarak kloroform/metanol (10:1)

karigimi kullanildi.

4.1.2.2. Spektral Analizler

Ara iiriinlerin yapilari erime derecesi degerleri, IR, "H NMR spektroskopisi yontemleri
ile, sentezlenen final bilesiklerin yapilari ise erime derecesi degerleri, IR, H NMR, kiitle

spektroskopisi ve elementel analiz yontemleriyle aydinlatildi.

Bilesiklerin IR spektrumlari, Perkin ~ Elmer  Spectrum 100 FT-IR
Spektrofotometresinde ATR (Attenuated Total Reflectance) teknigi kullanilarak alindi.
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"H NMR spektrumlart DMSO-d6 ¢oziiciisii iginde Varian AS 400 Mercury Plus NMR

Spektrofotometresinde alindi.

Kiitle spektrumlari analitik safliktaki ¢oziiciiler igerisinde Thermo MSQ Plus marka

LC-MS cihazlarinda elektrosprey iyonizasyon (MS-ESI) yontemi ile alindi.

4.1.2.3. Erime Noktas: Tayinleri

Bilesiklerin erime derecesi tayinleri Stuart SMP30 marka erime derecesi tayin

cihazinda gergeklestirildi ve erime derecesi degerleri diizeltilmeden verildi (Tablo 2, 3, 4).

4.1.2.4. Elementel Analiz

Sentez calismalarimizdaki final bilesiklerin elementel analizleri LECO CHNS 932
Elementel Analiz cihazi kullanilarak yapildi.

4.1.3. Bilesiklerin Sentezi ve Spektral Bulgulari
4.1.3.1. Benzimidazol, Benzoksazol ve Benzotiyazol Halkalarinin Sentezi

4.1.3.1.1. Metil 4-(1H-benz[d]imidazol-2-il) benzoat (A) Sentezi:

16.4 g (100 mmol) metil 4-formilbenzoat ve 9.5 g (50 mmol) Na,S,0s (sodyum
distlfit) 100 ml % 80’lik etanolde ¢oziildii ve oda sicakliginda 30 dakika boyunca
karigtirildi. Siire sonunda igine 20 ml daha etanol ilave edildi ve 2 saat boyunca buz
banyosunda karistirildi. Olusan tuz alkolle yikanarak siiziildii, kurutuldu. Halka kapanmasini
gerceklestirmek amaciyla elde edilen bu tuz (21.44 g, 80 mmol) ve o-fenilendiamin (8.64 g,
80 mmol) 40 ml N,N-dimetilformamit igerisinde ¢6ziildii ve 130 °C’de geri ¢eviren sogutucu
altinda kaynatildi. Reaksiyonun tamamlandig1 I.T K. ile takip edilerek tespit edildi. Daha
sonra karigimin sogumasi beklenmeden buzlu su igerisine aktarildi. Ham {iriiniin katilasmasi
icin bir siire bekletildi, soguk etanol ile yikanarak siiziildii ve etanolden kristallendirildi

(Sema 2) (396).
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Sema 2. Tepkime denklemi

4.1.3.1.2. Metil 4-(benz[d]oksazol-2-il) benzoat (B) Sentezi:

1.09 g (10 mmol) 2-aminofenol ve 1.64 g (10 mmol) metil 4-formilbenzoat 80 mi
absolii etanol igerisinde ¢oziildii, 80 °C’de argon gazi altinda reaksiyona tabi tutuldu.
Reaksiyonun tamamlandigi I.T.K. ile takip edilerek saptandi. Karisim oda sicakliginda
sogumaya birakildi. Soguduktan sonra rotavaporda yogunlastirildi. Kat1 haldeki ham iiriin
etanolden kristallendirildi. Halka kapanmasinin gerceklesmesi icin elde edilen bu imin
yapisindaki ara iiriin (1.28 g, 0.50 mmol) ve sodyum siyaniir (2.5 mg, 0.050 mmol) 20 ml
N,N-dimetilformamit igerisinde ¢6ziildlii. Karisim oda sicakliginda agzi acik olmak suretiyle
dibi yuvarlak bir balonun icerisinde karistirildi ve reaksiyonun tamamlandigi 1.T.K. ile takip
edilerek tespit edildi. Karisimin iizerine 50 ml su ilave edildi. Bir miiddet karistirildiktan
sonra su ile yikamak suretiyle siiziildii. Beyaz renkli ham {irlin etanolden kristallendirildi

(Sema 3) (397).

0
OH
OH 0 2 HCO—“\ _CHs
+ O/CHS — > N// o
NH, H
0 0
OH NaCN AN
HC _CHy ———» _CHs
N// 0 5 0

Sema 3. Tepkime denklemi

4.1.3.1.3. Metil 4-(benzo[d]tiyazol-2-il) benzoat (C) Sentezi:

250 mg (2 mmol) 2-aminotiyofenol, 32.8 mg (0.2 mmol) metil 4-formilbenzoat ve 100
mg molekiiler sieve 10 ml N,N-dimetilformamit igerisinde karistirildi ve metil 4-

formilbenzoat tiikeninceye kadar 60 °C’de manyetik karistirict ile geri g¢eviren sogutucu
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altinda reaksiyona tabi tutuldu. Karigim oda sicakligina kadar sogutulduktan sonra reaksiyon

ortamima 10 mg NaCN ilave edildi ve oda sicakliginda agz1 agik olmak suretiyle manyetik

karistirict ile karistirmaya devam edildi. Reaksiyonun tamamlandig: 1.T.K. ile takip edilerek

saptandi. Karigimin iizerine 10 ml su ilave edildi, karistirildi. 20 ml kloroform ile 3 kez

ekstraksiyona tabii tutuldu. Kloroform fazi susuz sodyum siilfat ile kurutularak rotavaporda

yogunlastirildi. Karigim igerisine 15 ml absolii etanol ilave edilip, 0-4 °C’de 1 saat bekletildi.

Kati halde ¢oken beyaz renkli ham iirlin etanolle yikanarak siiziildii ve etanolden

kristallendirildi (Sema 4) (397).

SH o o) H o)
C[ ' ) < > ~o~ M O:; < > ~o~
NH, H S
H
o) 0
N NaCN N
_CHy; ——>» _CH3
s B s ©

Sema 4. Tepkime denklemi

Birinci basamakta sentezlenen ara uriinlerin erime dereceleri, % verimleri ve

reaksiyon siireleri Tablo 2’de toplu halde verilmistir.

Tablo 2. Birinci basamakta elde edilen ara tiriinlerin erime dereceleri, % verimleri ve

(X

reaksiyon siireleri

N 0]

\>_®_“\ ~CH3
X o

Bilesik X Derfgl:i]e(oc) %6 Verim Si?f:sl?(ig::t)
A NH 220 %80 6
B 0 197 %80 6
c S 160 %60 10
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4.1.3.2. Hidrazit tiirevi Ara Uriinlerin Sentezi:

Ester tiirevi 1. basamak ara iirlinleri (40 mmol) 50 ml absolii etanol igerisinde
siispande edildi ve 15 ml hidrazin hidrat (% 80) ilave edildi. Karistm 100 °C’de geri ¢eviren
sogutucu altinda yag banyosunda kaynatildi. Reaksiyonun tamamlandigi I.T.K. ile takip
edilerek tespit edildi. Karisim oda sicakligina geldikten sonra rotavaporda yogunlastirild.

Bakiye su ile yikand1 ve etanolden kristallendirildi (Sema 5) (396).

N 9 HaN-NH,.H,0 N Q
) o CHs  —> \ _NH,
X X N

Sema 5. Tepkime denklemi

Ikinci basamakta sentezlenen ara iiriinlerin erime dereceleri, % verimleri ve reaksiyon

stireleri Tablo 3’te toplu halde verilmistir.

N (@]
CE > < > ~ 2
X H

Tablo 3. ikinci basamakta elde edilen ara tiriinlerin erime dereceleri, % verimleri ve
reaksiyon siireleri

Bilesik X Derf{l’;}ioc) %6 Verim sgrefgs(ig;:t)
AH NH 300 %90 24
BH o) 280 %90 21
CH s 270 %80 21
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4.1.3.2.1. Hidrazit tiirevi Ara Uriinlerin Spektral Verileri

(1). AH Bilesiginin Spektral Bulgulari

"
7 H
. o 3 2 o
>2'4< >1 4
4
5' N HN—NH,
3 3 5 6

4-(1H-benz[d]imidazol-2-il)benzohidrazit

IR (Spektrum No 1)
Vmaks(Cm-l)

3300 (NH-NH, ve N-H gerilmeleri), 3238, 3182 (NH-NH; gerilmesi), 3070 (Aromatik C-H
gerilmesi), 1633, 1568, 1542, 1520, 1490, 1473, 1428 (C=0, aromatik C=C, C=N
gerilmeleri, N-H egilmesi), 1309, 1277 (C-N gerilmesi), 867, 733, 662 (Aromatik C-H

diizlem dis1 egilmesi)

'"H NMR (Spektrum No 2)
(400 MHz, DMSO-dq)

§ 4.54 (2H, s, NHy), 7.21-7.25 (2H, m, H-5", H-6"), 7.53 (1H, d, J= 7.6 Hz, H-4’/H-7"), 7.67
(1H, d, J= 7.6 Hz, H-4’/H-7"), 7.97 (2H, d, J= 8.0 Hz, H-3, H-5), 8.22 (2H, d, J= 8.0 Hz, H-
2, H-6), 9.87 (1H, s, NH-NH,), 13.00 (1H, s, N-H) ppm
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(2). BH Bilesiginin Spektral Bulgular

7o
. o. AR o
24/~ \s
5 ?
N —
ZN 34 HN-NH,

4-(benz[d]oksazol-2-il)benzohidrazit

IR (Spektrum No 3)
Vmaks(Cm-l)

3301 (NH-NH; gerilmesi), 3194 (NH-NH, gerilmesi), 3019 (Aromatik C-H gerilmesi), 1662
(C=0 gerilmesi), 1608, 1496, 1475, 1452 (Aromatik C=C, C=N gerilmeleri ve N-H
egilmesi), 1342, 1292, 1245, 1052 (Aromatik C-O-C gerilmeleri, C-N gerilmesi ve aromatik
C-H diizlem igi egilmesi), 881, 854, 811, 723, 698 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilmesi)

'"H NMR (Spektrum No 4)
(400 MHz, DMSO-ds)

§4.59 (2H, s, NH,), 7.41-7.48 (2H, m, H-5", H-6"), 7.79-7.85 (2H, m, H-4", H-7"), 8.04 (2H,
d, J= 8.3 Hz, H-3, H-5), 8.26 (2H, d, J= 8.4 Hz, H-2, H-6), 9.98 (1H, s, N-H) ppm
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(3). CH Bilesiginin Spektral Bulgular

: s o
6@[ = 1

, Y

NN HN—NH,

4-(benzo[d]tiyazol-2-il)benzohidrazit

IR (Spektrum No 5)

Vmaks(cm_l)

3319 (NH-NH, gerilmesi), 3182 (NH-NH, gerilmesi), 3052, 3018 (Aromatik C-H gerilmesi),
1652 (C=0 gerilmesi), 1620, 1561, 1482, 1432 (Aromatik C=C, C=N gerilmeleri ve N-H
egilmesi), 1344, 1315 (C-N gerilmesi), 882, 853, 751, 719 (Aromatik C-H diizlem dis1

egilmesi ve aromatik C-S-C gerilmeleri)

'H NMR (Spektrum No 6)
(400 MHz, DMSO-ds)

6 4.58 (2H, s, NHy), 7.49 (1H, t, J= 7.6 Hz, H-6"), 7.57 (1H, t, J= 7.6 Hz, H-5), 8.01 (2H, d,
J=17.6 Hz, H-3, H-5), 8.10 (1H, d, J= 8.1 Hz, H-4"), 8.15-8.18 (3H, m, H-7’, H-2, H-6), 9.96
(1H, s, N-H) ppm
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4.1.3.3. Hidrazit-Hidrazon Tiirevi Final Bilesiklerin Sentezi

Calismanin bu boliimiinde bir Onceki basamakta sentezlenmis olan benzimidazol,
benzoksazol ve benzotiyazol halkalar iceren hidrazit tiirevi bilesiklerin her biri 13 farklh
aldehitle tepkimeye sokularak hidrazit hidrazonu yapisindaki bilesiklerin elde edilmesi

amaclandi.

Hidrazit tiirevi ara iiriinler (2 mmol) ile ¢esitli aldehitler (2 mmol) 25 ml butanol igerisinde
karistirildi. Katalitik miktarda asetik asit ilave edildi ve 100 °C’de geri ¢eviren sogutucu
altinda yag banyosunda kaynatildi. Reaksiyonun tamamlanmasi I.T.K. ile takip edilerek
tespit edildi. Karisim oda sicaklifina geldikten sonra ¢dken ham iiriin soguk etanol ile

yikanarak siiziildii ve etanolden kristallendirildi (Sema 6) (396).

N o 0 CHCOOH N o
N N
8 H H i~ H

Sema 6. Tepkime denklemi

Sentezlenen 3. basamak final bilesiklerin erime dereceleri, % verimleri ve reaksiyon siireleri

Tablo 4°de toplu halde verilmistir.
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Tablo 4. Final bilesiklerin erime dereceleri, % verimleri ve reaksiyon siireleri

Erime _ % Reaksiyon
Bilesik X R’ Derecesi Verim Siiresi
°C) (saat)
AH-1 NH fenil 274 86 4
AH-2 NH benzil 165 25 8
AH-3 NH feniletil 226 60 4
AH-4 NH stiril 268 87 3
AH-5 NH 4-dimetilaminostiril 295 80 4
AH-6 NH piridin-2-il 261 60 4
AH-7 NH piridin-3-il 296 86 3
AH-8 NH piridin-4-il 305 82 3
AH-9 NH pirol-2-il 320 66 6
AH-10 NH furan-2-il 280 88 3
AH-11 NH tiyofen-2-il 281 85 3
AH-12 NH 4-dimetilaminofenil 311 78 8
AH-13 NH 4-dietilaminofenil 185 55 8
BH-1 O fenil 281 97 3
BH-2 O benzil 241 57 4
BH-3 O feniletil 263 68 3
BH-4 @ stiril 291 91 3
BH-5 @) 4-dimetilaminostiril 285 88 5
BH-6 O piridin-2-il 214 46 4
BH-7 O piridin-3-il 290 52 3
BH-8 O piridin-4-il 276 58 3
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BH-9 O pirol-2-il 279 64
BH-10 O furan-2-il 259 92
BH-11 @) tiyofen-2-il 266 78
BH-12 o) 4-dimetilaminofenil 279 78
BH-13 @) 4-dietilaminofenil 212 41
CH-1 S fenil 291 56
CH-2 S benzil 237 80
CH-3 S feniletil 255 52
CH-4 S stiril 288 54
CH-5 S 4-dimetilaminostiril 272 63
CH-6 S piridin-2-il 218 43
CH-7 S piridin-3-il 276 66
CH-8 S piridin-4-il 285 37
CH-9 S pirol-2-il 275 43
CH-10 S furan-2-il 267 77
CH-11 S tiyofen-2-il 279 48
CH-12 S 4-dimetilaminofenil 273 60
CH-13 S 4-dietilaminofenil 230 35
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4.1.3.3.1. Hidrazit-Hidrazon Tirevi Final Bilesiklerin Spektral Bulgulari

(1). AH-1 Bilesiginin Spektral Bulgular

4-(1H-benz[d]imidazol-2-il)-N -benzilidenbenzohidrazit (396)

IR (Spektrum No 7)

Vmaks (Cm_l)

3472 (N-H gerilmesi), 3231 (N-N-H gerilmesi), 3054 (Aromatik C-H ve N=C-H
gerilmeleri), 1663 (C=0 gerilmesi), 1632, 1616, 1567 (Aromatik C=C, C=N gerilmeleri ve
N-H egilmesi), 1305, 1286, 1276 (C-N gerilmesi), 855, 757, 710 (Aromatik C-H diizlem dis1
egilmesi)

'"H NMR (Spektrum No 8)

(400 MHz, DMSO-d¢)

§7.23-7.26 (2H, m, H-5>, H-6"), 7.47-7.49 (3H, m, H-3”, H-5"*, H-4""), 7.58-7.70 (2H, m,
H-4°, H-7°), 7.76 (2H, d, J= 8.0 Hz, H-2”, H-6”), 8.12 (2H, d, J= 8.0 Hz, H-3, H-5), 8.34
(2H, d, J=8.0 Hz, H-2, H-6), 8.51 (1H, s, N=CH), 11.96 (1H, s, N-NH), 13.08 (1H, s, N-H)
ppm

MS (ESI) (Spektrum No 9)
m/z

341 (M+H"), 342 (M+H+1")

Elementel Analiz (%)

CxH16N,O.H,0 C H N
Hesaplanan 70.38 5.06 15.63
Bulunan 70.17 5.37 15.79
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(2). AH-2 Bilesiginin Spektral Bulgular

1!

(1H-benzo[d]imidazol-2-il)-N -(2-feniletiliden)benzohidrazit
IR (Spektrum No 10)
Vmaks(cm_l)

3465, 3402 (N-H gerilmesi), 3202 (N-N-H gerilmesi), 3066, 3028 (Aromatik, alifatik C-H ve
N=C-H gerilmeleri), 1668 (C=0 gerilmesi), 1634, 1571 (Aromatik C=C, C=N gerilmeleri ve
N-H egilmesi), 1306, 1275 (C-N gerilmesi), 1118, 1088 (Aromatik C-H diizlem igi
egilmesi), 856, 743, 695 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilmesi)

'"H NMR (Spektrum No 11)
(600 MHz, DMSO-ds)

§3.65 (2H, d, J= 5.6 Hz, CH,), 7.21-7.32 (5H, m, H-2">, H-3, H-4”>, H-5”, H-6"), 7.36
(2H, t, J= 7.4 Hz, H-5", H-6"), 7.56 (1H, d, J= 7.9 Hz, H-4’/H-7"), 7.69 (1H, d, J= 7.9 Hz, H-
#’IH-7°), 7.87 (1H, t, J= 5.7 Hz, N=CH), 8.03 (2H, d, J= 8.1 Hz, H-3, H-5), 8.29 (2H, d, J=
8.0 Hz, H-2, H-6), 11.61 (1H, s, N-NH), 13.05 (1H, s, N-H) ppm

MS (ESI) (Spektrum No 12)
m/z

355 (M+H"), 356 (M+H+1")

Elementel Analiz (%)

ngH18N40'1.25 Hzo C H N
Hesaplanan 70.10 5.48 14.86
Bulunan 70.09 5.49 14.78
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(3). AH-3 Bilesiginin Spektral Bulgular

4-(1H-benz[d]imidazol-2-il)-N -(3-fenilpropiliden)benzohidrazit

IR (Spektrum No 13)

Vmaks(cm_l)

3483 (N-H gerilmesi), 3201 (N-N-H gerilmesi), 3086, 3025, 2906 (Aromatik, alifatik C-H ve
N=C-H gerilmeleri), 1664 (C=0O gerilmesi), 1633, 1570, 1496 (Aromatik C=C, C=N
gerilmeleri, N-H egilmesi), 1302, 1274 (C-N gerilmesi), 856, 744, 728 (Aromatik C-H

diizlem dis1 egilmesi)

'"H NMR (Spektrum No 14)
(400 MHz, DMSO-ds)

§2.62 (2H, g, J= 6.7 Hz, N=CH-CH,-CH,), 2.85 (2H, t, J= 7.5 Hz, N=CH-CH,-CH,), 7.18-
7.33 (TH, m, H-5°, H-6’, H-2, H-3", H-4"*, H-5”, H-6"), 7.54-7.72 (2H, m, H-4>, H-7"),
7.81 (1H, t, J= 5.0 Hz, N=CH), 8.03 (2H, d, J= 8.0 Hz, H-3, H-5), 8.29 (2H, d, J= 8.0 Hz, H-
2, H-6), 11.56 (1H, s, N-NH), 13.04 (1H, s, N-H) ppm

MS (ESI) (Spektrum No 15)
m/z

369 (M+H"), 370 (M+H+1")

Elementel Analiz (%)

023H20N40' IHQO C H N
Hesaplanan 71.48 574 14.50
Bulunan 71.26 5.90 14.25
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(4). AH-4 Bilesiginin Spektral Bulgular

4-(1H-benz[d]imidazol-2-il)-N -((E)-3-fenilalliliden)benzohidrazit

IR (Spektrum No 16)

Vmaks(cm_l)

3470 (N-H gerilmesi), 3224 (N-N-H gerilmesi), 3067 (Aromatik C-H ve alifatik =C-H
gerilmeleri), 1671 (C=0 gerilmesi), 1633, 1622, 1569 (Aromatik C=C, C=N, alifatik C=C
gerilmeleri ve N-H egilmesi), 1303, 1278 (C-N gerilmesi), 857, 765, 681 (Aromatik C-H

diizlem dis1 egilmesi)

'"H NMR (Spektrum No 17)
(400 MHz, DMSO-ds)

6 6.97-7.07 (2H, m, CH=CH), 7.19-7.25 (2H, m, H-5’, H-6"), 7.34 (1H, tt, J= 7.3, 1.7 Hz, H-
4%, 7.36-7.41 (2H, m, H-3>’, H-5""), 7.53-7.71 (4H, m, H-4’, H-7’, H-2"’, H-6""), 8.04 (2H,
d, J= 8.5 Hz, H-3, H-5), 8.25-8.29 (3H, m, N=CH, H-2, H-6), 11.56 (1H, s, N-NH), 12.80
(1H, brs, N-H) ppm

MS (ESI) (Spektrum No 18)
m/z

367 (M+H"), 368 (M+H+1")

Elementel Analiz (%)

CQ3H18N40' IHQO C H N
Hesaplanan 71.86 5.24 14.57
Bulunan 71.59 5.63 14.37
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(5). AH-5 Bilesiginin Spektral Bulgular

56 \ 2" 3" y
_ \

4-(1H-benz[d]imidazol-2-il)-N -((E)-3-(4-(dimetilamino)fenil)alliliden)benzohidrazit

IR (Spektrum No 19)
Vmaks(cm_l)

3470 (N-H gerilmesi), 3207 (N-N-H gerilmesi), 3084, 2888 (Aromatik ve alifatik C-H
gerilmeleri), 1670 (C=0 gerilmesi), 1631, 1602, 1566, 1524 (Aromatik C=C, alifatik C=C,
C=N gerilmeleri ve N-H egilmesi), 1303, 1276 (C-N gerilmeleri), 856, 800, 740 (Aromatik
C-H diizlem dis1 gerilmesi)

'H NMR (Spektrum No 20)

(400 MHz, DMSO-d¢)

6 2.95 (6H, s, CHs),, 6.71 (2H, d, J= 8.6 Hz, H-3"’, H-5""), 6.81 (1H, dd, J= 15.9, 9.3 Hz,
N=CH-CH=CH), 6.93 (1H, d, J= 15.8 Hz, N=CH-CH=CH), 7.22-7.26 (2H, m, H-5", H-6"),
7.45 (2H, d, J= 8.4 Hz, H-2”’, H-6"), 7.64 (2H, brs, H-4’, H-7"), 8.08 (2H, d, J= 8.4 Hz, H-
3, H-5), 8.22 (1H, d, J= 9.0 Hz, N=CH), 8.31 (2H, d, J= 8.4 Hz, H-2, H-6), 11.69 (1H, brs,
N-NH), 13.05 (1H, brs, N-H) ppm

MS (ESI) (Spektrum No 21)
m/z

410 (M+H"), 411 (M+H+1")

Elementel Analiz (%)

C25H23N50'1.25 HZO C H N
Hesaplanan 69.51 5.95 16.21
Bulunan 69.73 6.03 16.40
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(6). AH-6 Bilesiginin Spektral Bulgular
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4-(1H-benz[d]imidazol-2-il)-N -(piridin-2-ilmetilen)benzohidrazit

IR (Spektrum No 22)
Vmaks(Cm-l)

3464 (N-H gerilmesi), 3261, 3192 (N-N-H gerilmesi), 3077, 3054 (Aromatik C-H ve N=C-H
gerilmeleri), 1664 (C=0 gerilmesi), 1634, 1566, 1466 (Aromatik C=C, C=N gerilmeleri ve
N-H egilmesi), 1308, 1285 (C-N gerilmesi), 856, 740 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilmesi)

'"H NMR (Spektrum No 23)
(400 MHz, DMSO-dq)

§7.25 (2H, brs, H-5’, H-6"), 7.43 (1H, t, J= 5.8 Hz, H-5""), 7.57-7.72 (2H, m, H-4’, H-7"),
7.90 (1H, t, J= 7.5 Hz, H-4""), 8.02 (1H, d, J= 7.2 Hz, H- 3°"), 8.12 (2H, d, J= 8.0 Hz, H-3,
H-5), 8.34 (2H, d, J= 8.0 Hz, H-2, H-6), 8.53 (1H, s, N=CH), 8.63 (1H, d, J= 3.8 Hz, H- 6>"),
12.15 (1H, s, N-NH), 13.08 (1H, s, N-H) ppm

MS (ESI) (Spektrum No 24)
m/z

342 (M+H"), 343 (M+H+1"), 221 (C14HIN20")

Elementel Analiz (%0)

CgoH15N50'1.14 Hzo C H N
Hesaplanan 66.37 4.81 19.35
Bulunan 66.37 5.10 19.49
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(7). AH-7 Bilesiginin Spektral Bulgular
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(E)-4-(1H-benz[d]imidazol-2-il)-N -(piridin-3-ilmetilen)benzohidrazit

IR (Spektrum No 25)

Vmaks(cm_l)

3469 (N-H gerilmesi), 3250 (N-N-H gerilmesi), 3090, 3035 (Aromatik C-H ve N=C-H
gerilmeleri), 1661 (C=0 gerilmesi), 1633, 1616, 1568 (Aromatik C=C, C=N gerilmeleri ve
N-H egilmesi), 1306, 1277 (C-N gerilmesi), 855, 745, 704 (Aromatik C-H diizlem dis1
egilmesi)

'H NMR (Spektrum No 26)

(400 MHz, DMSO-d¢)

87.22-7.26 (2H, m, H-5’, H-6"), 7.50 (1H, dd, J= 4.8, 7.4 Hz, H-5""), 7.64 (2H, brs, H-4’, H-
7%), 8.12 (2H, d, J= 8.0 Hz, H- H-3, H-5), 8.17 (1H, d, J= 7.6 Hz, H-4""), 8.34 (2H, d, J= 8.4
Hz, H- 2, H-6), 8.55 (1H, s, N=CH), 8.63 (1H, d, J= 4.0 Hz, H-6"), 8.89 (1H, brs, H-2""),
12.15 (1H, brs, N-NH), 13.07 (1H, brs, N-H) ppm

MS (ESI) (Spektrum No 27)
m/z

342 (M+H"), 343 (M+H+1")

Elementel Analiz (%)

C20H15N50‘1H20 C H N
Hesaplanan 66.84 4.77 19.49
Bulunan 66.77 5.01 19.55
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(8). AH-8 Bilesiginin Spektral Bulgular
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(E)-4-(1H-benz[d]imidazol-2-il)-N -(piridin-4-ilmetilen)benzohidrazit

IR (Spektrum No 28)

Vmaks(cm_l)

3478 (N-H gerilmesi), 3256, 3207 (N-N-H gerilmesi), 3075, 3046 (Aromatik C-H ve N=C-H
gerilmeleri), 1666 (C=0 gerilmesi), 1635, 1616, 1566 (Aromatik C=C, C=N gerilmeleri ve
N-H egilmesi), 1302, 1285 (C-N gerilmeleri), 855, 753 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilmesi)

'"H NMR (Spektrum No 29)
(400 MHz, DMSO-ds)

§7.23-7.26 (2H, m, H-5", 6°), 7.54-7.72 (4H, m, H-4>, 7>, H-3”, H-5""), 8.11 (2H, d, J= 7.6
Hz, H-3, H-5), 8.33 (2H, d, J= 8.0 Hz, H-2, H-6), 8.48 (1H, s, N=CH), 8.67 (2H, d, J= 4.4
Hz, H-2, H-6""), 12.21 (1H, s, N-NH), 13.09 (1H, s, N-H) ppm

MS (ESI) (Spektrum No 30)
m/z

342 (M+H"), 343 (M+H+1")

Elementel Analiz (%)

C20H15N50'1H20 C H N
Hesaplanan 66.84 4.77 19.49
Bulunan 66.65 4.98 19.67
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(9). AH-9 Bilesiginin Spektral Bulgular
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N -((1H-pirol-2-il)metilen)-4-(1H-benz[d]imidazol-2-il)benzohidrazit

IR (Spektrum No 31)

Vmaks(Cm-l)

(0]

HN—N
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3252, 3182 (N-H ve N-N-H gerilmeleri), 3040 (Aromatik C-H ve N=C-H gerilmesi), 1632,
1604, 1568, 1557 (C=0, aromatik C=C, C=N gerilmeleri ve N-H egilmesi), 1311, 1290,
1282 (C-N gerilmesi), 857, 749, 730 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilmesi)

'H NMR (Spektrum No 32)

(400 MHz, DMSO-d¢)

§6.16 (LH, dd, J=2.4, 5.5 Hz, H-4""), 6.51 (1H, brs, H-3""), 6.94 (1H, brs, H-5""), 7.22-7.26
(2H, m, H-5", H-6"), 7.64 (2H, brs, H-4*, H-7"), 8.09 (2H, d, J= 8.4 Hz, H-3, H-5), 8.32 (2H,
d, J=8.6 Hz, H-2, H-6), 8.33 (1H, s, N=CH), 11.55 (1H, s, N-H-1""), 11.62 (1H, s, N-NH),

13.06 (1H, s, N-H-1") ppm

MS (ESI) (Spektrum No 33)
m/z

330 (M+H"), 331 (M+H+1")

Elementel Analiz (%0)

Ci9H15Ns0 C H N
Hesaplanan 69.29 4.59 21.26
Bulunan 69.05 4.96 21.35
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(10). AH-10 Bilesiginin Spektral Bulgular
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4-(1H-benz[d]imidazol-2-il)-N -(furan-2-ilmetilen)benzohidrazit

IR (Spektrum No 34)

Vmaks(cm_l)

3478 (N-H gerilmesi), 3224 (N-N-H gerilmesi), 3070 (Aromatik C-H ve N=C-H
gerilmeleri), 1666 (C=0 gerilmesi), 1634, 1621, 1566 (Aromatik C=C, C=N gerilmeleri ve
N-H egilmesi), 1303, 1277, 1064, 1012 (Aromatik C-O-C gerilmeleri, C-N gerilmesi ve
aromatik C-H diizlem i¢i gerilmesi), 856, 734, 675 (Aromatik C-H diizlem dis1 gerilmesi)

'H NMR (Spektrum No 35)
(400 MHz, DMSO-d5)

§6.65 (1H, brs, H-4"), 6.96 (1H, d, J= 2.8 Hz, H-3"), 7.21-7.26 (2H, m, H-5", H-6"), 7.59-
7.68 (2H, m, H-4", H-7"), 7.86 (1H, brs, H-5""), 8.08 (2H, d, J= 8.4 Hz, H-3, H-5), 8.32 (2H,
d, J= 8.4 Hz, H-2, H-6), 8.38 (1H, s, N=CH), 11.89 (1H, s, N-NH), 13.07 (1H, s, N-H) ppm

MS (ESI) (Spektrum No 36)
m/z

331 (M+H"), 332 (M+H+1%)

Elementel Analiz (%)

C19H14N402 C H N
Hesaplanan 65.51 4.63 16.08
Bulunan 65.25 4.96 16.05
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(11). AH-11 Bilesiginin Spektral Bulgular
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4-(1H-benz[d]imidazol-2-il)-N -(tiyofen-2-ilmetilen)benzohidrazit

IR (Spektrum No 37)
Vmaks(cm_l)

3476 (N-H gerilmesi), 3199 (N-N-H gerilmesi), 3035 (Aromatik C-H ve N=C-H
gerilmeleri), 1663 (C=0 gerilmesi), 1630, 1567, 1428 (Aromatik C=C ve C=N gerilmeleri,
N-H egilmesi), 1304, 1290, 1282 (C-N gerilmesi), 856, 740, 690 (Aromatik C-H diizlem dis1
gerilmesi ve C-S-C gerilmeleri)

'H NMR (Spektrum No 38)
(400 MHz, DMSO-d5)

87.16 (1H, t, J= 4.2 Hz, H-4>"), 7.22-7.26 (2H, m, H-5’, H-6"), 7.49 (1H, d, J= 2.8 Hz, H-
3”), 7.64 (2H, brs, H-4’, H-7"), 7.69 (1H, d, J= 4.8 Hz, H-5""), 8.08 (2H, d, J= 8.2 Hz, H-3,
H-5), 8.32 (2H, d, J= 8.3 Hz, H-2, H-6), 8.71 (1H, s, N=CH), 11.93 (1H, brs, N-NH), 13.03
(1H, brs, N-H) ppm

MS (ESI) (Spektrum No 39)
m/z

347 (M+H"), 348 (M+H+1")

Elementel Analiz (%)

CioH14N,OS C H N S
Hesaplanan 65.88 4.07 16.17 9.26
Bulunan 65.71 4.06 16.16 9.19
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(12). AH-12 Bilesiginin Spektral Bulgular

4-(1H-benz[d]imidazol-2-il)-N -(4-(dimetilamino)benziliden)benzohidrazit (396)

IR (Spektrum No 40)
Vmaks(cm_l)

3456 (N-H gerilmesi), 3209 (N-N-H gerilmesi), 3090, 3055, 2892 (Aromatik, alifatik C-H
gerilmeleri ve N=C-H gerilmeleri), 1664 (C=0 gerilmesi), 1611, 1597, 1570, 1524
(Aromatik C=C, C=N gerilmeleri ve N-H egilmesi), 1304, 1275, 1184 (C-N gerilmeleri),
855, 810, 741 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilmesi)

'"H NMR (Spektrum No 41)
(400 MHz, DMSO-dq)

6 2.98 (6H, s, (CH3)y), 6.77 (2H, d, J= 8.8 Hz, H-3"’, H-5""), 7.22-7.26 (2H, m, H-5°, H-6"),
7.56 (2H, d, J= 8.8 Hz, H-2’’, H-6"), 7.64 (2H, brs, H-4’, H-7"), 8.08 (2H, d, J= 8.4 Hz, H-
3, H-5), 8.31 (2H, d, J= 8.4 Hz, H-2, H-6), 8.35 (1H, s, N=CH), 11.65 (1H, brs, N-NH),
13.05 (1H, brs, N-H) ppm

MS (ESI) (Spektrum No 42)
m/z

384 (M+H"), 385 (M+H+1")

Elementel Analiz (%0)

C23H21N50‘1H20 C H N
Hesaplanan 68.81 5.77 17.44
Bulunan 68.87 5.75 17.25
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(13). AH-13 Bilesiginin Spektral Bulgular

4-(1H-benz[d]imidazol-2-il)-N'-(4-(dietilamino)benziliden)benzohidrazit

IR (Spektrum No 43)
Vmaks(cm_l)

3430 (N-H gerilmesi), 3200 (N-N-H gerilmesi), 3056, 2971 (Aromatik, alifatik C-H ve N=C-
H gerilmeleri), 1652 (C=0 gerilmesi), 1609, 1591, 1524 (Aromatik C=C, C=N gerilmeleri
ve N-H egilmesi), 1293, 1270, 1186, 1156 (C-N gerilmeleri), 818, 760, 701 (Aromatik C-H

diizlem dis1 egilmesi)

'H NMR (Spektrum No 44)
(400 MHz, DMSO-dq)

§1.11 (6H, t, J= 7.0 Hz, (CH,CHy),), 3.39 (4H, g, J= 7.0 Hz, (CH,CH3),), 6.72 (2H, d, J=
9.2 Hz, H-37, H-5""), 7.23-7.26 (2H, m, H-5", H-6"), 7.53 (2H, d, J= 8.8 Hz, H-2”, H-6""),
7.64 (2H, brs, H-4", H-7"), 8.08 (2H, d, J= 8.4 Hz, H-3, H-5), 8.31 (2H, d, J= 8.4 Hz, H-2,
H-6), 8.33 (LH, s, N=CH), 11.61 (1H, s, N-NH), 13.05 (1H, brs, N-H) ppm

MS (ESI) (Spektrum No 45)
m/z

412 (M+H"), 413 (M+H+1")

Elementel Analiz (%0)

C25H25N50‘1H20 C H N
Hesaplanan 69.91 6.34 16.31
Bulunan 69.93 6.40 16.63
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(14). BH-1 Bilesiginin Spektral Bulgulart

4-(benz[d]oksazol-2-il)-N’-benzilidenbenzohidrazit

IR (Spektrum No 46)

Vmaks(cm_l)

3219 (N-H gerilmesi), 3056 (Aromatik C-H ve N=C-H gerilmeleri), 1659 (C=0O gerilmesi),
1634, 1608, 1571, 1449 (Aromatik C=C, C=N gerilmeleri ve N-H egilmesi), 1298, 1287,
1242, 1053 (Aromatik C-O-C gerilmeleri, C-N gerilmesi ve aromatik C-H diizlem igi

egilmesi), 751, 744 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilmesi)

'H NMR (Spektrum No 47)

(400 MHz, DMSO-d¢)

§7.44-7.48 (5H, m, H-3”, H-4”, H-5, H-5", H-6"), 7.75-7.77 (2H, m, H-2", H-6"), 7.80-
7.86 (2H, m, Hz, H-4>, H-7°), 8.12 (2H, d, J= 8.3 Hz, H-3, H-5), 8.34 (2H, d, J= 8.3 Hz, H-2,

H-6), 8.46 (1H, s, N=CH) ppm

MS (ESI) (Spektrum No 48)
m/z

342 (M+H"), 343 (M+H+1")

Elementel Analiz (%0)

C21H15N302'1H20 C H N
Hesaplanan 70.18 4.77 11.69
Bulunan 69.95 5.06 11.49
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(15). BH-2 Bilesiginin Spektral Bulgulart
4 3 2
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4-(benz[d]oksazol-2-il)-N -(2-feniletiliden)benzohidrazit

IR (Spektrum No 49)

Vmaks(cm-l)

3234 (N-H gerilmesi), 3061, 3031 (Aromatik, alifatik C-H ve N=C-H gerilmeleri), 1647
(C=0 gerilmesi), 1619, 1545, 1454 (Aromatik C=C, C=N gerilmeleri ve N-H egilmesi),
1280, 1247, 1059, 1040 (Aromatik C-O-C gerilmeleri, C-N gerilmesi ve aromatik C-H
diizlem ici egilmesi), 853, 739, 696 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilmesi)

'H NMR (Spektrum No 50)
(400 MHz, DMSO-dg)

6 3.66 (2H, d, J= 6.0 Hz, CH,), 7.24-7.30 (3H, m, H-2"’, H-4*’, H-6""), 7.36 (2H, t, J= 7.4
Hz, H-3"’, H-5"’), 7.41-7.49 (2H, m, H-5’, H-6"), 7.79-7.85 (2H, m, H-4’, H-7’), 7.88 (1H, t,
J= 5.8 Hz, N=CH), 8.08 (2H, d, J= 8.4 Hz, H-3, H-5), 8.31 (2H, d, J= 8.4 Hz, H-2, H-6),
11.69 (1H, s, N-H) ppm

MS (ESI) (Spektrum No 51)
m/z

356 (M+H"), 357 (M+H+1")

Elementel Analiz (%0)

szH17N3OZ'0.2 HZO C H N
Hesaplanan 73.60 4.89 11.71
Bulunan 73.66 5.07 11.80
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(16). BH-3 Bilesiginin Spektral Bulgulart

4-(benz[d]oksazol-2-il)-N -(3-fenilpropiliden)benzohidrazit

IR (Spektrum No 52)

Vmaks(Cm-l)

3229 (N-H gerilmesi), 3056, 2986, 2906 (Aromatik, alifatik ve N=C-H gerilmeleri), 1651
(C=0 gerilmesi), 1627, 1554, 1497, 1452 (Aromatik C=C, C=N gerilmeleri ve N-H
egilmesi), 1290, 1243, 1056, 1016 (Aromatik C-O-C gerilmeleri, C-N gerilmesi ve aromatik

C-H diizlem igi egilmesi), 877, 751, 699 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilmesi)

'H NMR (Spektrum No 53)

(400 MHz, DMSO-d¢)

§2.62 (2H, g, J= 6.4 Hz, N-CH-CH,-CH,), 2.86 (2H, t, J= 7.4 Hz, N-CH-CH,-CH,), 7.17-
7.22 (1H, m, H-4""), 7.27-7.32 (4H, m, H-2"", H-3”, H-5", H-6"), 7.41-7.49 (2H, m, H-5",
H-6"), 7.81-7.86 (3H, m, N=CH, H-4’, H-7"), 8.07 (2H, d, J= 7.8 Hz, H-3, H-5), 8.31 (2H, d,
J= 7.5 Hz, H-2, H-6), 11.65 (1H, s, N-H) ppm

MS (ESI) (Spektrum No 54)

m/z

370 (M+H"), 371 (M+H+1")

Elementel Analiz (%0)

C23H19N302'0.1 HZO C H N
Hesaplanan 74.42 521 11.32
Bulunan 74.40 5.43 11.08
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(17). BH-4 Bilesiginin Spektral Bulgulart

4-(benz[d]oksazol-2-il)-N-((E)-3-fenilalliliden)benzohidrazit

IR (Spektrum No 55)
Vmaks(Cm-l)

3288 (N-H gerilmesi), 3059, 3036 (Aromatik C-H ve alifatik =C-H gerilmeleri), 1651 (C=0
gerilmesi), 1629, 1528, 1495, 1449 (Aromatik C=C, C=N gerilmeleri ve N-H egilmesi),
1263, 1244, 1132, 1060, 977 (Aromatik C-O-C gerilmeleri, C-N gerilmesi ve aromatik C-H
diizlem i¢i egilmesi), 855, 741, 690 (Aromatik C-H diizlem dig1 egilmesi)

'H NMR (Spektrum No 56)
(400 MHz, DMSO-d5)

§7.01 (1H, dd, J=16.0, 7.8 Hz, N=CH-CH=CH), 7.08 (1H, d, J=15.9, N=CH-CH=CH),
7.32-7.35 (1H, m, H- 4>°), 7.38-7.49 (4H, m, H-3"*, H-5’, H-5, H-6"), 7.61 (2H, d, J= 7.3
Hz, H-2”, H-6""), 7.73-7.85 (2H, m, H-4’, H-7"), 8.11 (2H, d, J= 8.2 Hz, H-3, H-5), 8.25-
8.29 (1H, m, N=CH), 8.33 (2H, d, J= 8.3 Hz, H-2, H-6), 11.65 (1H, brs, N-H) ppm

MS (ESI) (Spektrum No 57)
m/z

368 (M+H"), 369 (M+H+1")

Elementel Analiz (%0)

C23H17N302'0.5 HZO C H N
Hesaplanan 73.39 4.82 11.16
Bulunan 73.20 4.90 11.24
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(18). BH-5 Bilesiginin Spektral Bulgulart

4-(benzo[d]oksazol-2-il)-N *-((E)-3-(4-(dimetilamino)fenil)alliliden)benzohidrazit

IR (Spektrum No 58)

Vmaks(Cm-l)

3293 (N-H gerilmesi), 3021, 2853 (Aromatik, alifatik C-H ve alifatik =C-H gerilmeleri),
1650 (C=0 gerilmesi), 1602, 1573, 1529, 1494 (Aromatik C=C, C=N gerilmeleri ve N-H
egilmesi), 1264, 1162, 1133 (Aromatik C-O-C gerilmeleri, C-N gerilmeleri ve aromatik C-H
diizlem i¢i egilmesi), 810, 743 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilmesi)

'H NMR (Spektrum No 59)
(400 MHz, DMSO-d5)

§2.95 (6H, s, (CHs),), 6.70 (2H, d, J= 8.6 Hz, H-3, H-5""), 6.81 (1H, dd, J= 15.9, 9.3 Hz,
N=CH-CH=CH), 6.94 (1H, d, J= 16.0 Hz, N=CH-CH=CH), 7.42-7.51 (4H, m, H-2", H-6"",
H-5", H-6"), 7.80-7.85 (2H, m, H-4", H-7"), 8.12 (2H, d, J= 8.2 Hz, H-3, H-5), 8.22 (1H, d,
J= 9.2 Hz, N=CH), 8.32 (2H, d, J= 8.1 Hz, H-2, H-6), 11.75 (1H, s, N-H) ppm

MS (ESI) (Spektrum No 60)
m/z

411 (M+HY), 412 (M+H+1")

Elementel Analiz (%0)

C25H22N402'0.33 Hzo C H N
Hesaplanan 72.10 5.49 13.45
Bulunan 72.07 5.70 13.83
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(19). BH-6 Bilesiginin Spektral Bulgulart
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4-(benzo[d]oksazol-2-il)-N -(piridin-2-ilmetilen)benzohidrazit

IR (Spektrum No 61)

Vmaks(cm_l)

3196 (N-H gerilmesi), 3052 (Aromatik C-H ve N=C-H gerilmeleri), 1657 (C=0 gerilmesi),
1565, 1466, 1451, 1438 (Aromatik C=C, C=N gerilmeleri ve N-H egilmesi), 1285, 1245,
1144, 1065 (Aromatik C-O-C gerilmeleri, C-N gerilmesi ve aromatik C-H diizlem igi
egilmesi), 740, 709 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilmesi)

'H NMR (Spektrum No 62)
(400 MHz, DMSO-d5)

§7.42-7.50 (3H, m, H-5"*, H-5", H-6"), 7.81-7.87 (2H, m, H-4’, H-7"), 7.88-7.92 (1H, m, H-
47), 8.01 (1H, d, J= 7.9 Hz, H-3""), 8.16 (2H, d, J= 8.0 Hz, H-3, H-5), 8.36 (2H, d, J= 8.2
Hz, H-2, H-6), 8.52 (1H, s, N=CH), 8.63 (1H, d, J= 4.4 Hz, H-6>"), 12.21 (1H, s, N-H) ppm

MS (ESI) (Spektrum No 63)
m/z

343 (M+H"), 344 (M+H+1")

Elementel Analiz (%)

C20H14N402'1H20 C H N
Hesaplanan 66.66 4.48 15.55
Bulunan 66.35 4.68 15.40
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(20). BH-7 Bilesiginin Spektral Bulgulart
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4-(benz[d]oksazol-2-il)-N-(piridin-3-ilmetilen)benzohidrazit

IR (Spektrum No 64)

Vmaks(Cm-l)

3195 (N-H gerilmesi), 3034 (Aromatik C-H ve N=C-H gerilmeleri), 1667 (C=0 gerilmesi),
1635, 1611, 1592, 1554, 1451 (Aromatik C=C, C=N gerilmeleri ve N-H egilmesi), 1277,
1245, 1138, 1054 (Aromatik C-O-C gerilmeleri, C-N gerilmesi ve aromatik C-H diizlem i¢i
egilmesi), 811, 743 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilmesi)

'"H NMR (Spektrum No 65)
(400 MHz, DMSO-dq)

§7.42-7.53 (3H, m, H-5", H-6", H-5"), 7.81- 7.86 (2H, m, H-4", H-7"), 8.14-8.18 (3H, m, H-
3, H-5, H-4""), 8.35 (2H, d, J= 8.0 Hz, H-2, H-6), 8.55 (1H, s, N=CH), 8.63 (LH, d, J= 3.3
Hz, H-6"), 8.89 (1H, brs, H-2"), 12.18 (1H, s, N-H) ppm

MS (ESI) (Spektrum No 66)
m/z

343 (M+H"), 344 (M+H+1")

Elementel Analiz (%0)

C20H14N402'0.8 Hzo C H N
Hesaplanan 67.33 441 15.70
Bulunan 67.07 4.64 15.63
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(21). BH-8 Bilesiginin Spektral Bulgulart
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4-(benz[d]oksazol-2-il)-N -(piridin-4-ilmetilen)benzohidrazit

IR (Spektrum No 67)

Vmaks(Cm-l)

3220 (N-H gerilmesi), 3049, 2972 (Aromatik C-H ve N=C-H gerilmeleri), 1659 (C=0
gerilmesi), 1639, 1570, 1451 (Aromatik C=C, C=N gerilmeleri ve N-H egilmesi), 1287,
1245, 1139, 1054 (Aromatik C-O-C gerilmeleri, C-N gerilmesi ve aromatik C-H diizlem i¢i
egilmesi), 812, 744, 707 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilmesi)

'"H NMR (Spektrum No 68)
(400 MHz, DMSO-dq)

§7.42-7.49 (2H, m, H-5", H-6"), 7.69 (2H, brs, H-3", H-5""), 7.81-7.86 (2H, m, H-4", H-7"),
8.16 (2H, d, J= 7.7 Hz, H-3, H-5), 8.35 (2H, d, J= 8.0 Hz, H-2, H-6), 8.48 (1H, s, N=CH),
8.67 (2H, brs, H-2”, H-6""), 12.28 (1H, brs, N-H) ppm

MS (ESI) (Spektrum No 69)
m/z

343 (M+H"), 344 (M+H+1")

Elementel Analiz (%0)

CgoHl4N402‘1.25 HQO C H N
Hesaplanan 65.84 4.56 15.36
Bulunan 65.76 4,74 15.62
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(22). BH-9 Bilesiginin Spektral Bulgulart
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N -((1H-pirol-2-il)metilen)-4-(benz[d]oksazol-2-il)benzohidrazit

IR (Spektrum No 70)

Vmaks(cm_l)

3

5

2

6

1
\ (@) (e
e@: >z_4©1_</
| /
5 N H
N

qn
H

N—N W N

3" 4u

3388 (N-H gerilmesi), 3224 (N-NH gerilmesi), 3056 (Aromatik C-H ve N=C-H gerilmeleri),
1651, 1636, 1611, 1570, 1554, 1452 (C=0 ve aromatik C=C, C=N gerilmeleri, N-H
egilmesi), 1302, 1285, 1243, 1029 (Aromatik C-O-C gerilmeleri, C-N gerilmesi ve aromatik

C-H diizlem i¢i egilmesi), 855, 734, 714 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilmesi)

'"H NMR (Spektrum No 71)

(400 MHz, DMSO-d¢)

§6.16 (1H, brs, H-4>"), 6.52 (1H, brs, H-3"), 6.94 (1H, s, H-5""), 7.43-7.50 (2H, m, H-5", H-
6), 7.81- 7.87 (2H, m, H-4>, H-7"), 8.13 (2H, d, J= 8.0 Hz, H-3, H-5), 8.30-8.35 (3H, m, H-
2, H-6, N=CH), 11.56 (1H, s, N-H-1°"), 11.71 (1H, s, N-H) ppm

MS (ESI) (Spektrum No 72)
m/z

331 (M+H"), 332 (M+H+1")

Elementel Analiz (%)

C19H14N402'1H20 C H N
Hesaplanan 65.51 4.63 16.08
Bulunan 65.27 4.99 15.94
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(23). BH-10 Bilesiginin Spektral Bulgular
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4-(benz[d]oksazol-2-il)-N-(furan-2-ilmetilen)benzohidrazit

IR (Spektrum No 73)

Vmaks(cm_l)

3203, 3154 (N-H gerilmesi), 3072, 3028 (Aromatik C-H ve N=C-H gerilmeleri), 1655 (C=0
gerilmesi), 1579, 1561, 1549, 1451 (Aromatik C=C, C=N gerilmeleri ve N-H egilmesi),
1277, 1245, 1133, 1062, 1013 (Aromatik C-O-C gerilmeleri, C-N gerilmesi ve aromatik C-H
diizlem ici egilmesi), 858, 739, 708 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilmesi)

'H NMR (Spektrum No 74)
(400 MHz, DMSO-dq)

§6.64 (LH, brs, H-47), 6.95 (1H, d, J= 3.1 Hz, H-3"), 7.43-7.50 (2H, m, H-5", H-6"), 7.81-
7.87 (3H, m, H-4", H-7>, H-5"), 8.11 (2H, d, J= 8.2 Hz, H-3, H-5), 8.33 (2H, d, J= 8.2 Hz,
H-2, H-6), 8.36 (1H, s, N=CH), 11.95 (1H, s, N-H) ppm

MS (ESI) (Spektrum No 75)
m/z

332 (M+H"), 333 (M+H+1"

Elementel Analiz (%)

C19H13N303'1H20 C H N
Hesaplanan 65.32 4.33 12.03
Bulunan 65.13 4.61 11.94

135



(24). BH-11 Bilesiginin Spektral Bulgular
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4-(benz[d]oksazol-2-il)-N -(tiyofen-2-ilmetilen)benzohidrazit

IR (Spektrum No 76)

Vmaks(cm-l)

3213 (N-H gerilmesi), 3080, 3045 (Aromatik C-H ve N=C-H gerilmeleri), 1655, 1637, 1595,
1574, 1498, 1451 (C=0, aromatik C=C, C=N gerilmeleri, N-H egilmesi), 1299, 1288, 1244,
1054, 1039 (Aromatik C-O-C gerilmeleri, C-N gerilmesi ve aromatik C-H diizlem i¢i

egilmesi), 902, 744, 704 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilmesi ve Aromatik C-S-C

gerilmeleri)

'H NMR (Spektrum No 77)

(400 MHz, DMSO-d¢)

§7.16 (1H, t, J= 3.8 Hz, H-4""), 7.42-7.50 (3H, m, H-3"’, H-5", H-6"), 7.69 (1H, d, J= 4.4
Hz, H-5""), 7.81-7.86 (2H, m, H-4’, H-7"), 8.12 (2H, d, J= 7.9 Hz, H-3, H-5), 8.34 (2H, d, J=

7.7 Hz, H-2, H-6), 8.70 (1H, s, N=CH), 11.99 (1H, s, N-H) ppm

MS (ESI) (Spektrum No 78)
m/z

348 (M+H"), 349 (M+H+1")

Elementel Analiz (%0)

ClgH13N3028'0.8 Hzo C H N S
Hesaplanan 63.07 4.07 11.61 8.86
Bulunan 62.76 4.16 12.01 9.14
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(25). BH-12 Bilesiginin Spektral Bulgular
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4-(benz[d]oksazol-2-il)-N -(4-(dimetilamino)benziliden)benzohidrazit

IR (Spektrum No 79)
Vmaks(cm_l)

3305 (N-H gerilmesi), 3049, 2857, 2802 (Aromatik, alifatik C-H ve N=C-H gerilmeleri),
1653 (C=0 gerilmesi), 1595, 1520, 1495 (Aromatik C=C, C=N gerilmeleri ve N-H
egilmesi), 1265, 1186, 1111, 1062 (Aromatik C-O-C gerilmeleri, C-N gerilmeleri ve
aromatik C-H diizlem i¢i egilmesi), 816, 744 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilmesi)

'"H NMR (Spektrum No 80)
(400 MHz, DMSO-d5)

§2.98 (6H, s, (CHa),), 6.76 (2H, d, J= 8.8 Hz, H-3", H-5"), 7.41-7.49 (2H, m, H-5, H-6"),
7.56 (2H, d, J= 8.8 Hz, H-2", H-6""), 7.80-7.86 (2H, m, H-4>, H-7"), 8.12 (2H, d, J= 8.4 Hz,
H-3, H-5), 8.32 (2H, d, J= 8.4 Hz, H-2, H-6), 8.35 (1H, s, N=CH), 11.72 (LH, s, N-H) ppm

MS (ESI) (Spektrum No 81)
m/z

385 (M+H"), 386 (M+H+1")

Elementel Analiz (%0)

C23H20N402'0.2 Hzo C H N
Hesaplanan 71.19 5.30 14.44
Bulunan 71.48 5.49 14.07

137



(26). BH-13 Bilesiginin Spektral Bulgular
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4-(benz[d]oksazol-2-il)-N -(4-(dietilamino)benziliden)benzohidrazit

IR (Spektrum No 82)
Vmaks(cm_l)

3233 (N-H gerilmesi), 3077, 2975, 2892 (Aromatik, alifatik C-H ve N=C-H gerilmeleri),
1653 (C=0 gerilmesi), 1596, 1569, 1521, 1495 (Aromatik C=C, C=N gerilmeleri ve N-H
egilmesi), 1269, 1244, 1186, 1079, 1062 (Aromatik C-O-C gerilmeleri, C-N gerilmeleri ve
aromatik C-H diizlem i¢i egilmesi), 813, 740 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilmesi)

'H NMR (Spektrum No 83)
(400 MHz, DMSO-d5)

§1.11 (6H, t, J= 7.0 Hz, (CH,CHy),), 3.38 (4H, g, J= 7.0 Hz, (CH,CH3),), 6.71 (2H, d, J=
8.8 Hz, H-3”, H-5"), 7.42-7.50 (2H, m, H-5", H-6"), 7.53 (2H, d, J= 8.8 Hz, H-2”, H-6""),
7.81-7.86 (2H, m, H-4>, H-7"), 8.13 (2H, d, J= 8.4 Hz, H-3, H-5), 8.32 (2H, d, J= 8.4 Hz, H-
2, H-6), 8.32 (1H, s, N=CH), 11.69 (1H, s, N-H) ppm

MS (ESI) (Spektrum No 84)
m/z

413 (M+H"), 414 (M+H+1")

Elementel Analiz (%)

C25H24N402'1H20 C H N
Hesaplanan 69.75 6.09 13.01
Bulunan 69.45 6.17 13.00
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(27). CH-1 Bilesiginin Spektral Bulgular

4-(benzol[d]tiyazol-2-il)-N -benzilidenbenzohidrazit (398, 399)

IR (Spektrum No 85)

Vmaks(cm_l)

3207 (N-H gerilmesi), 3058 (Aromatik C-H ve N=C-H gerilmeleri), 1633, 1539, 1481 (C=0,
aromatik C=C, C=N gerilmeleri ve N-H egilmesi), 1362, 1315, 1275 (C-N gerilmesi), 860,
757, 695 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilmesi ve aromatik C-S-C gerilmeleri)

'H NMR (Spektrum No 86)
(400 MHz, DMSO-dg)

§ 7.47-7.53 (4H, m, H-3, H-4”, H-5”, H-6"), 7.59 (1H, t, J= 7.6 Hz, H-5"), 7.76 (2H, d, J=
6.4 Hz, H-2”, H-6""), 8.10- 8.13 (3H, m, H-4’, H-3, H-5), 8.19 (1H, d, J= 8.0 Hz, H-7"),
8.25 (2H, d, J= 8.0 Hz, H-2, H-6), 8.51 (1H, s, N=CH), 12.00 (1H,s, N-H) ppm

MS (ESI) (Spektrum No 87)
m/z

358 (M+H"), 359 (M+H+1")

Elementel Analiz (%0)

Cng15N308‘0.1C2H5OH C H N S
Hesaplanan 70.35 4.33 11.62 8.87
Bulunan 70.75 4.25 11.22 9.27
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(28). CH-2 Bilesiginin Spektral Bulgular

4-(benzo[d]tiyazol-2-il)-N -(2-feniletiliden)benzohidrazit

IR (Spektrum No 88)
Vmaks(cm-l)

3196 (N-H gerilmesi), 3056 (Aromatik C-H ve N=C-H gerilmeleri), 1642 (C=0 gerilmesi),
1619, 1547, 1482 (Aromatik C=C, C=N gerilmeleri ve N-H egilmesi), 1361, 1290 (C-N
gerilmesi), 851, 758, 729, 695 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilmesi ve aromatik C-S-C
gerilmeleri)

'"H NMR (Spektrum No 89)
(400 MHz, DMSO-ds)

§3.66 (2H, d, J= 5.7 Hz, CH,), 7.25-7.31 (3H, m, H-2">, H-4>’, H-6"), 7.36 (2H, t, J= 7.4
Hz, H-3", H-5°"), 7.50 (1H, td, J= 7.6, 1.1 Hz, H-6), 7.58 (1H, td, J= 7.7, 1.2 Hz, H-5"),
7.89 (1H, t, J= 5.8 Hz, N=CH), 8.05 (2H, d, J= 8.2 Hz, H-3, H-5), 8.11 (1H, d, J= 7.7 Hz,
H-4"), 8.18 (1H, d, J= 8.0 Hz, H-7), 8.21 (2H, d, J= 8.3 Hz, H-2, H-6), 11.66 (1H,s, N-H)
ppm

MS (ESI) (Spektrum No 90)
m/z

372 (M+H"), 373 (M+H+1")

Elementel Analiz (%0)

C3H17N30S C H N S
Hesaplanan 71.14 4.61 11.31 8.63
Bulunan 70.85 4.66 11.57 8.78
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(29). CH-3 Bilesiginin Spektral Bulgular

4-(benzo[d]tiyazol-2-il)-N -(3-fenilpropiliden)benzohidrazit

IR (Spektrum No 91)

Vmaks(Cm-l)

3216 (N-H gerilmesi), 3060, 3023, 2923, 2846 (Aromatik, alifatik C-H ve N=C-H
gerilmeleri), 1647 (C=0 gerilmesi), 1624, 1545, 1481 (Aromatik C=C, C=N gerilmeleri ve
N-H egilmesi), 1306, 1291 (C-N gerilmesi ve alifatik C-H egilmesi), 851, 759, 697
(Aromatik C-H diizlem dis1 egilmesi ve aromatik C-S-C gerilmeleri)

'H NMR (Spektrum No 92)
(400 MHz, DMSO-d5)

§2.62 (2H, g, J= 6.7 Hz, N=CH-CH,), 2.85 (2H, t, J= 7.6 Hz, CH,-CH}), 7.18-7.22 (1H, m,
H-4°"), 7.28-7.33 (4H, m, H-2"*, H-3”, H-5"", H-6"), 7.50 (1H, td, J= 7.6, 1.2 Hz, H-6"),
7.58 (1H, td, J= 7.6, 1.2 Hz, H-5"), 7.82 (1H, t, J= 5.2 Hz, N=CH), 8.04 (2H, d, J= 8.2 Hz,
H-3, H-5), 8.11 (1H, d, J= 8.0 Hz, H-4"), 8.18 (1H, d, J= 8.1 Hz, H- 7°), 8.21 (2H, d, J= 8.3
Hz, H-2, H-6), 11.62 (1H, s, N-H) ppm

MS (ESI) (Spektrum No 93)
m/z

386 (M+H"), 387 (M+H+1")

Elementel Analiz (%0)

Ca3H19N30S C H N S
Hesaplanan 71.66 4.97 10.90 8.32
Bulunan 72.02 5.02 10.51 8.65
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(30). CH-4 Bilesiginin Spektral Bulgular

4-(benzo[d]tiyazol-2-il)-N -((E)-3-fenilalliliden)benzohidrazit

IR (Spektrum No 94)

Vmaks(Cm-l)

3225 (N-H gerilmesi), 3054, 3033 (Aromatik C-H ve alifatik =C-H gerilmeleri), 1639, 1626,
1528, 1511, 1483 (C=0, aromatik C=C, C=N gerilmeleri ve N-H egilmesi), 1315, 1267 (C-N
gerilmesi), 857, 751, 688 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilmesi ve aromatik C-S-C
gerilmeleri)

'H NMR (Spektrum No 95)
(400 MHz, DMSO-d5)

§7.01 (1H, dd, J= 16.3, 7.8 Hz, N=CH-CH=CH), 7.07 (1H, d, J= 16.0 Hz, N=CH-CH=CH),
7.31-7.35 (1H, m, H-4>"), 7.38-7.42 (2H, m, H-3"*, H-5"), 7.48-7.52 (1H, m, H-6), 7.56-
7.62 (3H, m, H-5°, H-2"", H-6""), 8.08 (2H, d, J= 8.3 Hz, H-3, H-5), 8.11 (1H, dt, J=8.1, 0.6
Hz, H-4%), 8.16 (1H, dt, J= 8.0, 0.6 Hz, H-7), 8.22 (2H, d, J= 8.2 Hz, H-2, H-6), 8.25-8.30
(1H, m, N=CH), 11.63 (1H, s, N-H) ppm

MS (ESI) (Spektrum No 96)
m/z

384 (M+H"), 385 (M+H+1")

Elementel Analiz (%0)

C3H17N30S C H N S
Hesaplanan 72.04 4.47 10.96 8.36
Bulunan 72.36 4.42 10.66 8.40
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(31). CH-5 Bilesiginin Spektral Bulgular
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4-(benzo[d]tiyazol-2-il)-N -((E)-3-(4-(dimetilamino)fenil)allilidene)benzohidrazit

IR (Spektrum No 97)

Vmaks(Cm-l)

3227 (N-H gerilmesi), 3052, 2951, 2843 (Aromatik C-H ve alifatik C-H gerilmeleri), 1648
(C=0 gerilmesi), 1602, 1573, 1537, 1518 (Aromatik C=C, C=N gerilmeleri ve N-H
egilmesi), 1315, 1278 (C-N gerilmesi), 1163, 1130 (Alifatik C-N gerilmesi ve aromatik C-H
diizlem i¢i egilmesi), 806, 755, 727 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilmesi ve aromatik C-S-C

gerilmeleri)

'H NMR (Spektrum No 98)

(400 MHz, DMSO-d¢)

§2.95 (6H, s, (CHs),), 6.71 (2H, d, J= 8.7 Hz, H-3", H-5""), 6.81 (1H, dd, J= 16.0, 9.2 Hz,
N=CH-CH=CH), 6.94 (1H, d, J= 16.0 Hz, N=CH-CH=CH), 7.45 (2H, d, J= 8.6 Hz, H-2"",
H-6""), 7.50 (1H, t, J= 7.2 Hz, H-6"), 7.58 (1H, t, J= 7.2 Hz, H-5"), 8.07-8.12 (3H, m, H-4",
H-3, H-5), 8.18 (1H, d, J= 8.0 Hz, H-7"), 8.20-8.24 (3H, m, N=CH, H-2, H-6), 11.73 (H, s,

N-H) ppm

MS (ESI) (Spektrum No 99)
m/z

427 (M+H"), 428 (M+H+1")

Elementel Analiz (%)

CasH2,N,OS C H N S
Hesaplanan 70.40 5.20 13.14 7.52
Bulunan 70.39 5.01 12.81 7.87

143




(32). CH-6 Bilesiginin Spektral Bulgular

4-(benzo[d]tiyazol-2-il)-N-(piridin-2-ilmetilen)benzohidrazit (399)

IR (Spektrum No 100)

Vmaks(cm_l)

3197 (N-H gerilmesi), 3066 (Aromatik C-H ve N=C-H gerilmeleri), 1653 (C=0 gerilmesi),
1559, 1468, 1433 (Aromatik C=C, C=N gerilmeleri ve N-H egilmeleri), 1318, 1282 (C-N
gerilmesi), 854, 758, 728, 676 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilmesi ve aromatik C-S-C

gerilmeleri)

'H NMR (Spektrum No 101)
(400 MHz, DMSO-d5)

§7.43 (1H, t, = 5.8 Hz, H-5""), 7.51 (1H, td, J= 7.6, 1.2 Hz, H-6"), 7.59 (1H, td, J= 7.7, 1.4
Hz, H-5%), 7.90 (1H, t, J= 7.8 Hz, H- 47), 8.02 (1H, d, J= 7.6 Hz, H-3""), 8.11-8.14 (3H, m,
H-4", H-3, H-5), 8.19 (1H, d, J= 8.0 Hz, H-7"), 8.26 (2H, d, J= 8.0 Hz, H-2, H-6), 8.53 (1H,
s, N=CH), 8.64 (1H, d, J= 4.4 Hz, H-6""), 12.20 (1H, s, N-H) ppm

MS (ESI) (Spektrum No 102)
m/z

359 (M+H"), 360 (M+H+1")

Elementel Analiz (%)

Con 14N4OS' IHQ_O C H N S
Hesaplanan 63.81 4.28 14.88 8.52
Bulunan 63.88 4.39 14.53 8.90
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(33). CH-7 Bilesiginin Spektral Bulgular
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4-(benzo[d]tiyazol-2-il)-N-(piridin-3-ilmetilen)benzohidrazit (399)

IR (Spektrum No 103)

Vmaks(cm_l)

3175 (N-H gerilmesi), 3001 (Aromatik C-H ve N=C-H gerilmeleri), 1666 (C=0 gerilmesi),
1592, 1547, 1480 (Aromatik C=C, C=N gerilmeleri ve N-H egilmesi), 1275 (C-N gerilmesi),

857, 760 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilmesi ve aromatik C-S-C gerilmeleri)

'H NMR (Spektrum No 104)

(400 MHz, DMSO-d¢)

§7.48-7.53 (2H, m, H- 67, H-5"), 7.59 (1H, t, J= 7.6 Hz, H-5"), 8.11-8.20 (5H, m, H-4"", H-
4, H-7°, H-3, H-5), 8.26 (2H, d, J= 8.0 Hz, H-2, H-6), 8.56 (1H, s, N=CH), 8.63 (LH, d, J=

4.4 Hz, H-6""), 8.89 (1H, brs, H-2""), 12.17 (1H, s, N-H) ppm

MS (ESI) (Spektrum No 105)
m/z

359 (M+H"), 360 (M+H+1")

Elementel Analiz (%)

CaoH14sN,OS C H N S
Hesaplanan 67.02 3.94 15.63 8.95
Bulunan 67.34 4.10 16.00 9.23
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(34). CH-8 Bilesiginin Spektral Bulgular
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4-(benzo[d]tiyazol-2-il)-N-(piridin-4-ilmetilen)benzohidrazit (399)

IR (Spektrum No 106)
Vmaks(cm_l)

3287 (N-H gerilmesi), 3059, 3035 (Aromatik C-H ve N=C-H gerilmeleri), 1657 (C=0
gerilmesi), 1533, 1515 (Aromatik C=C, C=N gerilmeleri ve N-H egilmesi), 1271 (C-N
gerilmesi), 846, 813, 754, 730 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilmesi ve aromatik C-S-C
gerilmeleri)

'H NMR (Spektrum No 107)

(400 MHz, DMSO-d¢)

§7.50 (1H, t, J= 7.6 Hz, H-6), 7.58 (1H, t, J= 7.6 Hz, H-5"), 7.69 (2H, brs, H-3"", H-5""),
8.10-8.13 (3H, m, H-4’, H-3, H-5), 8.19 (1H, d, J= 8.0 Hz, H-7"), 8.26 (2H, d, J= 8.0 Hz, H-
2, H-6), 8.49 (1H, s, N=CH), 8.67 (2H, brs, H-2"*, H-6""), 12.26 (1H, s, N-H) ppm

MS (ESI) (Spektrum No 108)
m/z

359 (M+H"), 360 (M+H+1")

Elementel Analiz (%)

Con14N4OS'0.33 Hzo C H N S
Hesaplanan 65.92 4.06 15.37 8.80
Bulunan 66.01 4.10 15.03 8.90
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(35). CH-9 Bilesiginin Spektral Bulgular
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N -((1H-pirol-2-il)metilen)-4-(benzo[d]tiyazol-2-il)benzohidrazit

IR (Spektrum No 109)
Vmaks(cm_l)

3304 (N-H gerilmesi), 3193 (N-N-H gerilmesi), 3052, 3028 (Aromatik C-H ve N=C-H
gerilmeleri), 1636 (C=0 gerilmesi), 1607, 1529, 1480 (Aromatik C=C, C=N gerilmeleri ve
N-H egilmesi), 1312, 1281 (C-N gerilmesi), 896, 763, 740 (Aromatik C-H diizlem dis1

egilmesi ve aromatik C-S-C gerilmeleri)

'"H NMR (Spektrum No 110)
(400 MHz, DMSO-dq)

§6.16 (1H, dd, J=5.4, 2.2 Hz, H- 4°), 6.52 (1H, brs, H-3"), 6.94 (1H, brs, H-5"), 7.50 (1H,
t, J= 7.6 Hz, H-6), 7.58 (1H, t, J= 7.6 Hz, H-5"), 8.09-8.12 (3H, m, H-4’, H-3, H-5), 8.18
(1H, d, J= 8.0 Hz, H-7"), 8.23 (2H, d, J= 8.4 Hz, H-2, H-6), 8.34 (1H, s, N=CH), 11.56 (1H,
s, N-H-1"), 11.68 (1H, s, N-H) ppm

MS (ESI) (Spektrum No 111)
m/z

347 (M+H"), 348 (M+H+1")

Elementel Analiz (%)

C1oH14N,OS C H N S
Hesaplanan 65.88 4.07 16.17 9.26
Bulunan 66.01 4.34 16.35 9.46
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(36). CH-10 Bilesiginin Spektral Bulgulart
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4-(benzo[d]tiyazol-2-il)-N -(furan-2-ilmetilen)benzohidrazit (399)

IR (Spektrum No 112)
Vmaks(Cm-l)

3288 (N-H gerilmesi), 3128, 3108, 3077 (Aromatik C-H ve N=C-H gerilmeleri), 1651 (C=0
gerilmesi), 1544, 1484 (Aromatik C=C, C=N gerilmeleri ve N-H egilmesi), 1346, 1271,
1135, 1059, 960 (Aromatik C-O-C gerilmeleri, C-N gerilmesi ve aromatik C-H diizlem i¢i
egilmesi), 755, 726 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilmesi ve aromatik C-S-C gerilmeleri)

'"H NMR (Spektrum No 113)
(400 MHz, DMSO-dq)

8 6.65 (1H, brs, H-4%), 6.97 (1H, d, J= 2.4 Hz, H-3*"), 7.50 (1H, t, J= 7.6 Hz, H-6), 7.58
(1H, t, J= 7.6 Hz, H-5"), 7.87 (1H, brs, H-5"), 8.09-8.12 (3H, m, H-4’, H-3, H-5), 8.18 (1H,
d, J= 7.6 Hz, H-7"), 8.24 (2H, d, J= 8.0 Hz, H-2, H-6), 8.39 (1H, s, N=CH), 11.95 (1H, s, N-
H) ppm

MS (ESI) (Spektrum No 114)
m/z

348 (M+H"), 349 (M+H+1")

Elementel Analiz (%0)

Ci9H13N350,S C H N S
Hesaplanan 65.69 3.77 12.10 9.23
Bulunan 65.34 3.98 11.99 9.32
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(37). CH-11 Bilesiginin Spektral Bulgulart
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4-(benzo[d]tiyazol-2-il)-N -(tiyofen-2-ilmetilen)benzohidrazit (399)

IR (Spektrum No 115)
Vmaks(cm_l)

3213 (N-H gerilmesi), 3074, 3025 (Aromatik C-H ve N=C-H gerilmeleri), 1631, 1592, 1542
(C=0, aromatik C=C, C=N gerilmeleri ve N-H egilmesi), 1315, 1275, 1222 (C-N gerilmesi),
858, 759, 715 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilmesi ve aromatik C-S-C gerilmeleri)

'H NMR (Spektrum No 116)
(400 MHz, DMSO-dg)

§7.16 (1H, t, J= 4.2 Hz, H-4"), 7.49-7.52 (2H, m, H-3"’, H-6"), 7.59 (1H, t, J= 7.6 Hz, H-
5%), 7.70 (1H, d, J= 4.8 Hz, H-5""), 8.08-8.12 (3H, m, H-4’, H-3, H-5), 8.17 (1H, d, J= 8.0
Hz, H-7"), 8.25 (2H, d, J= 8.0 Hz, H-2, H-6), 8.71 (1H, s, N=CH), 11.96 (1H, s, N-H) ppm

MS (ESI) (Spektrum No 117)
m/z

364 (M+H"), 365 (M+H+1")

Elementel Analiz (%0)

C19H13N3082‘0.5C2H5OH C H N S
Hesaplanan 62.15 4.17 10.87 16.59
Bulunan 62.30 3.96 10.58 16.55
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(38). CH-12 Bilesiginin Spektral Bulgulart
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4-(benzo[d]tiyazol-2-il)-N -(4-(dimetilamino)benziliden)benzohidrazit (398)

IR (Spektrum No 118)
Vmaks(cm_l)

3283, 3206 (N-H gerilmesi), 3052, 2806 (Aromatik, alifatik C-H ve N=C-H gerilmeleri),
1647 (C=0O gerilmesi), 1593, 1523, 1479 (Aromatik C=C, C=N gerilmeleri ve N-H
egilmesi), 1314, 1269, 1225 (C-N gerilmeleri), 810, 752, 726 (Aromatik C-H diizlem dis1

egilmesi ve aromatik C-S-C gerilmeleri)

'H NMR (Spektrum No 119)
(400 MHz, DMSO-d5)

§2.98 (6H, s, (CH3),), 6.76 (2H, d, J= 8.4 Hz, H-3, H-5"), 7.50 (1H, t, J= 7.6 Hz, H-6"),
7.56-7.60 (3H, m, H-5", H-2”, H-6""), 8.08- 8.12 (3H, m, H- 4°, H-3, H-5), 8.18 (1H, d, J=
8.0 Hz, H-7), 8.23 (2H, d, J= 8.4 Hz, H-2, H-6), 8.35 (1H, s, N=CH), 11.70 (1H, s, N-H)
ppm

MS (ESI) (Spektrum No 120)
m/z

401 (M+H"), 402 (M+H+1")

Elementel Analiz (%)

Ca3HoN,OS C H N S
Hesaplanan 68.98 5.03 13.99 8.01
Bulunan 68.97 5.02 14.10 8.11
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(39). CH-13 Bilesiginin Spektral Bulgulart
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4-(benzo[d]tiyazol-2-il)-N -(4-(dietilamino)benziliden)benzohidrazit

IR (Spektrum No 121)
Vmaks(cm_l)

3287, 3187 (N-H gerilmesi), 3051, 2972, 2930 (Aromatik, alifatik C-H ve N=C-H
gerilmeleri), 1640 (C=0 gerilmesi), 1609, 1588, 1521 (Aromatik C=C, C=N gerilmeleri ve
N-H egilmesi), 1402, 1352 (Alifatik C-H egilmesi), 1270, 1186, 1157 (C-N gerilmeleri),
810, 755, 725, 685 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilmesi ve aromatik C-S-C gerilmeleri)

'H NMR (Spektrum No 122)
(400 MHz, DMSO-d5)

§1.11 (6H, t, J= 7.0 Hz, (CH,-CHs),), 3.39 (4H, q, J= 7.0 Hz, (CH,-CHa),), 6.71 (2H, d, J=
8.8 Hz, H- 37, H-5"), 7.48-7.58 (4H, m, H-2"", H-6>’, H-5’, H-6), 8.09-8.12 (3H, m,H-4",
H-3, H-5), 8.18 (1H, d, J= 8.0 Hz, H-7"), 8.23 (2H, d, J= 8.2 Hz, H-2, H-6), 8.33 (1H, s,
N=CH), 11.67 (1H, s, N-H) ppm

MS (ESI) (Spektrum No 123)
m/z

429 (M+H") 430 (M+H+1")

Elementel Analiz (%)

CasH4N,OS C H N S
Hesaplanan 70.07 5.64 13.07 7.48
Bulunan 70.04 5.29 12.72 7.88
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4.2. Final Bilesiklerin Biyolojik Aktivite Bulgular:
4.2.1. AChE/BuChE Inhibitér Aktivite Tayini (Ellman Testi)

4.2.1.1. Materyal

Biyoaktivite calismasinda kullanilan asetilkolinesteraz enzimi (AChE, E.C.3.1.1.7, tip
VI-S, electric eel), butirilkolinesteraz enzimi (BuChg, E.C.3.1.1.8, horse serum), Ellman
belirteci (5,5 -ditiyobis(2-nitrobenzoik asit), DTNB), asetiltiyokolin iyodiir (ATC), S-
butiriltiyokolin iyodiir (BTC) ile dimetilsiilfoksit (DMSO) Sigma-Aldrich (Almanya)
firmasindan temin edilmistir. Tampon bilesikler (potasyum dihidrojen fosfat, potasyum
hidroksit) ve sodyum hidrojen karbonat Merck (Almanya) firmasindan saglanmis ve
saflastirma aparatindan (Millipore®, Eschborn, Almanya) elde elden deiyonize su
kullanilmistir.  Spektrofotometrik 6l¢timler Shimadzu 160-A UV Spektrofotometresinde
gergeklestirilmistir.

4.2.1.2. AChE/BuChE Inhibisyon Calismasi

Sentezlenmis olan final bilesiklerin AChE ve BuChE inhibitor aktiviteleri modifiye
edilmis kolorimetrik Ellman testi ile saptanmistir (40, 384). Enzimatik hidrolizin {irlinii olan
tiyokolin, UV dedeksiyonunda 6nemli bir kromofora sahip degildir. Bu nedenle enzim
aktivitesinin  degerlendirilmesi  spesifik kromojenik belirteci DTNB  kullanilarak
gerceklestirilmistir. Inhibitdr bilesiklerin stok ¢ozeltileri %2’lik DMSO ¢dzeltisinde
hazirlanmigtir. Enzim aktivitesi, AChE ve BuChE inhibisyonu elde etmek i¢in inhibitoriin 5
farkli konsantrasyonlari (genellikle 10°-10® M) varliginda tayin edilmistir. Aktivite 0 ile
%100 arasini kapsamaktadir. Her iki enzim inhibisyonunun analizi i¢in her konsantrasyon 3

kez analiz edilmistir. Ornekler hazirlandiktan hemen sonra incelenmistir.

Tiim ¢ozeltiler kullanimdan 6nce 20° C’ye getirilmistir. Enzim ¢6zeltisi (100 pL) ve
inhibitor ¢ozelti (100 pL) fosfat tamponu ihtiva eden (3.0 mL, 0.1 M, pH 8.0) kiivete ilave
edilmistir. 5 dakika inkiibasyonun ardindan gereken DTNB c¢ozeltisi 100 pL’lik ve
asetiltiyokolin/butiriltiyokolin iyodiir 20 pL’ lik kisimlar halinde eklenmistir. Hizli ve ¢abuk
bir karistirmanin ardindan 412 nm’de absorpsiyonu Olgiilmiistiir. Enzimin inhibitorsiiz
coOzeltisi ayn1 prosediirii takiben isleme tabi tutulmus ve aymi dalga boyunda absorbansi
Ol¢iilmiistiir. Bos okunan 3.0 mL tampon, 200 pL su, 100 puL DTNB, ve 20 pL substrat
icermektedir. Sonuglar non-lineer regresyon analizini bir sigmoid doz-yanit modeline karsi
kullanilarak Graphad Prism (Graphad Software, San Diego, CA, USA) programu ile analiz

edilmistir.

AChE inhibisyon aktivite sonug¢lar1 Tablo 5’te, BUChE inhibisyon aktivite sonuglar
Tablo 6’da toplu olarak gosterilmektedir.
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4.2.1.3. AChE/BuChE Inhibisyonunda Kullanilan Cizeltiler

4.2.1.3.1. Fosfat Tamponu pH 8.0

Potasyum dihidrojen fosfat (13.61 g) 1 L distile suda ¢o6ziildiikten sonra potasyum
hidroksit ile pH 8.0 + 0.1’e ayarlanmistir. Tampon ¢dzelti kullanilmadan dnce por genisligi
0.22 pm olan tek kullamimlik filtrelerden (Schleicher and Schuell, Dassel, Almanya)
stiziilmiistiir. Tampon ¢oOzelti her hafta taze olarak hazirlanmig ve 4° C’de muhafaza

edilmistir.

4.2.1.3.2. 5-5-ditiyobis(2-nitrobenzoik asit) (DTNB) Cozeltisi (0.01 M)

0.396 g DTNB ve 0.15 g sodyum hidrojen karbonat tartilip 100 mL distile suda
¢Oziilmiistiir. Hazirlanan ¢6zelti ya direk olarak kullanilmigtir ya da kullanilincaya kadar -30°

C’de muhafaza edilmistir.

4.2.1.3.3. ATC Cozeltisi (0.075 M)

0.217 g ATC tartilip 10 mL distile suda ¢oziilmiistiir. Bu ¢6zelti 0.4 mL’lik ependorf
tiiplerinde -30° C’de saklanmustir.

4.2.1.3.4. BTC Cozeltisi (0.075 M)

0.238 g BTC tartilip 10 mL distile suda ¢oziilmiistiir. Bu ¢6zelti 0.4 mL’lik ependorf
tiiplerinde -30° C’de saklanmustir.

4.2.1.3.5. AChE/BuChE Cozeltisi

AChE ve BuChE enzimleri jelatin ¢ozeltisinde (1 mL, % 1) ¢oziildiikten sonra distile
su ile 100 mL’ye tamamlanmustir. Bu stok ¢6zelti 0.7 mL’lik kisimlar halinde ependorf

tiiplerinde -30° C’de muhafaza edilmistir.
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Tablo 5. Final bilesiklerin AChE inhibisyon aktivite sonuglart

Bilesik 'Coo [uM] Bilesik 'CaoluM] Bilesik 'CaoluM]

(AChE) (AChE) (AChE)

AH1 2.25+0.18 BH1 6.63+0.81 CH1 5.43+0.41
AH2 1.09 £0.09 BH2 6.98 + 0.60 CH2 483+0.22
AH3 2.05+0.10 BH3 7.28+0.92 CH3 3.57+0.16
AH4 2.34+0.20 BH4 5.85+0.19 CH4 488 +0.24
AH5 2.39+0.15 BH5 2.71+0.19 CH-5 2.08 £0.07
AHG6 2.61 +0.59 BH6 5.12 +1.06 CH-6 1.83+0.05
AH7 8.10 £0.35 BH7 7.12+0.44 CH-7 6.74 £ 0.61
AHS8 10.7 £ 2.00 BHS8 6.22 +0.35 CH-8 8.11+0.55
AH9 1.00 £0.15 BH9 1.94+0.12 CH-9 5,53+ 0.38
AH10 6.96 + 0.54 BH10 3.83+0.20 CH-10 5,53+ 0.24
AH11 2.72+0.22 BH11 5.34 +£0.33 CH-11 2.80+0.11
AH12 2.03+0.17 BH12 3.44 +£0.11 CH-12 6.16 + 0.51
AH13 1.81+0.19 BH13 2.95+0.20 CH-13 5.44 +0.46
Galantamin 0.43 +£0.03
Takrin 0.075£0.02
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Tablo 6. Final bilesiklerin BuChE inhibisyon aktivite sonuglart

Bilesik Ca M) Bilesik 'Can [1M] Bilesik 'Can [1M]
(BUChE) (BUChE) (BUChE)
AH1 >50 BH1 2137+05 CH1 26.93+2.29
AH2 >50 BH2 >50 CH2 2215+ 0.42
AH3 >50 BH3 >50 CH3 >50
AH4 >50 BH4 | 19.41+0.67 CH4 1876+ 135
AH5 >50 BH5 8.77+0.11 CH5 237+0.14
AHG >50 BH6 493%0.11 CH-6 181+0.17
AH7 >50 BH7 >50 CH-7 >50
AHS >50 BH8 >50 CH-8 >50
AH9 >50 BHO 7.32+0.10 CH-9 >50
AHL0 >50 BH10 >50 CH-10 472+0.05
AHI1 >50 BHIL | 4.24+043 CH-11 6.0+ 0.08
AHL2 >50 BH12 >50 CH-12 >50
AH13 >50 BH13 >50 CH-13 >50
Galantamin 14.92 £ 0.57
Takrin | 0.0098 = 0.0002

422. Zn” Cu™ ve Fe” Metalleriyle Kompleks Olusturma Uzerine
Spektrofotometrik Calismalar

Metallerle kompleks olusturma {izerine spektrofotometrik calismalar, oda
sicakliginda, ¢oziicii olarak etanol kullanilarak, 200 ile 500 nm arasinda degisen dalga boyu
araliginda UV-vis spektrofotometre (Shimadzu 160-A Spektrofotometresinde) cihazi
kullanilarak yapildi. AH-9, AH-5 bilesiklerinin etanol icerisinde 400 pM konsantrasyonlarda
stok ¢ozeltileri hazirlandi. ZnCl,, CuSO, ve FeSO, metal tuzlarinin etanol igerisinde 200 uM
konsantrasyonlarda stok ¢ozeltileri hazirlandi. 3 ¢cm® kuarz kiivet igerisine bu stok
¢ozeltilerden sirastyla 300 uL, 600 pL (her bir metal tuzu i¢in ayr1 olmak tizere) konuldu ve
2100 pL etanol ile seyreltildi. Oda sicakliginda 30 dakika bekletildikten sonra UV absorbans
degerleri 6lgiildii. Ayni islemler metal tuzu ¢ozeltilerinin yoklugunda, yerine 600 pL etanol
konularak yapildi. Tiim sonuglardan kor ¢ozeltisi igin yapilan 6lgtim degerleri ¢ikarildi (Kor
¢ozeltisi= Etanol). Olgiimler 3’er kez tekrar edildi (Sekil 112, 113) (400).
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Sekil 112. AH-9 bilesiginin (100 uM) ve 100 uM Zn*?, Cu*? ve Fe*? ile olusturdugu

komplekslerin UV spektrumu
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Sekil 113. AH-5 bilesiginin (100 uM) ve 100 uM Zn*?, Cu*? ve Fe*? ile olusturdugu
komplekslerin UV spektrumu
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4.2.3. Final Bilesiklerin Dagilim Katsayilar1 (Log P)

Hedef bilesiklerimizin ilag etkisinde 6nemli bir fizikokimyasal parametre olan Log P
degerleri MOE 2011.10 (Molecular Operating Environment) programi ile hesaplanmustir.
Buna gore bilesiklerimizin Log P degerleri Tablo 7°de gosterilmektedir.

Tablo 7. Final bilesiklerin Log P sonuglar1

BILESIK | LogP BILESIK | LogP BILESIK | LogP
AH-1 5.069 BH-1 5.132 CH-1 5.947
AH-2 5.157 BH-2 5.220 CH-2 6.035
AH-3 5.245 BH-3 5.308 CH-3 6.123
AH-4 5.713 BH-4 5.776 CH-4 6.591
AH-5 5.628 BH-5 5.691 CH-5 6.506
AH-6 3.798 BH-6 3.861 CH-6 4.676
AH-7 3.836 BH-7 3.899 CH-7 4714
AH-8 3.837 BH-8 3.900 CH-8 4.715
AH-9 3.965 BH-9 4.028 CH-9 4.843
AH-10 3.784 BH-10 | 3.847 CH-10 | 4.662
AH-11 4,599 BH-11 | 4.662 CH-11 5.472
AH-12 4.984 BH-12 5.047 CH-12 5.862
AH-13 5.666 BH-13 5.729 CH-13 6.544

157



5. TARTISMA

Calismamizda 2- pozisyonunda benzohidrazit grubuna sahip benzimidazol,
benzoksazol ve benzotiyazol halkalari, ¢esitli aromatik/heteroaromatik halka igeren
aldehitlerle hidrazit-hidrazonlar1 olusturularak AChE/BuChE inhibisyonu iizerinde inhibitor
ozellik gostermesi beklenen bir seri bilesik tasarlanmistir. Tasarladigimiz bilesiklerin
sentezlerinin gergeklestirilmesi, saflastirilmast ve yapilarinin aydinlatilmasindan sonra

AChE/BuChE inhibisyonu tizerinde inhibitor etkileri aragtirilmstir.

Bilesiklerimizin sentezi {i¢ basamakta ger¢eklestirilmistir. Birinci basamakta metil 4-
formilbenzoat bilesiginin o-fenilendiamin, 2-aminofenol ve 2-aminotiyofenol ile reaksiyona
sokularak halka kapama reaksiyonunun gerceklesmesiyle sirasiyla benzimidazol,
benzoksazol ve benzotiyazol halkalari iceren metil 4-(1H-benzimidazol-2-il)benzoat, 4-
(benzoksazol-2-il)benzoat ve 4-(benzotiyazol-2-il)benzoat tiirevleri olusturuldu. Birinci
basamak sonunda elde edilen tiim ester yapisindaki iiriinler hidrazin hidrat ile reaksiyona
tabii tutularak hidrazit tiirevi ara irtinler elde edildi. Son basamakta ise elde edilen hidrazit
yapisindaki tiim iriinler gesitli aromatik aldehitler ile (Sema 6) kondensasyona sokularak
hidrazon tiirevi final bilesikleri elde edildi.

ikinci ara iiriinlerin ve final bilesiklerimizin yap: teyitleri IR ve ‘H NMR, kiitle
spektroskopik yontemleri ve elementel analiz degerlendirilmesiyle saglanmigtir.

Final bilesiklerin sentezleri ve yapi aydinlatmalari tamamlandiktan sonra anti-
Alzheimer etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla biyolojik aktivite testlerine tabi
tutulmuslardir. AChE ve BuChE iizerindeki inhibitor etkileri Ellman testi (47) ile tespit
edilmis olup, inhibitdr bilesiklerin biyolojik aktivite sonuglart deneysel boliimde Tablo 5 ve
6’da ayrintili olarak gosterilmektedir.

AH-5 ve AH-9 bilesiklerinin Cu*?, Fe** ve Zn*? gibi metaller ile kompleks yapabilme
yetenegini bulmak amaciyla 200-500 nm dalga boyu araliginda ¢dziicii olarak etanol
kullanilarak spektrofotometrik bir ¢aligma yapilmistir. Sonuglar deneysel bolimde Sekil 112

ve 113°de ayrintili olarak gosterilmektedir.

Sentezleri gergeklestirilen 39 adet final bilesiginin 30 adedi tarafimizdan ilk kez rapor

edilmektedir.
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5.1. Spektral Bulgularim Degerlendirilmesi

5.1.1. IR Bulgularimin Degerlendirilmesi

Bilesiklerin infrared spektrumlar1 ATR (Attenuated Total Reflectance) {initesi
kullanilarak alinmustir. Spektrumlarda 3483-3319 cm™ arasinda goriilen orta siddetteki
bantlar benzimidazol ve pirol halkalarinda bulunan N-H gerilme titresimlerinden ve ara
iriinlerde  hidrazit islevsel grubunda bulunan NH, gerilme titresimlerinden
kaynaklanmaktadir (401-403). 3261-3182 cm™ arasinda gériilen orta siddetteki bantlar ise
ara uriinlerde hidrazit, final tiriinlerinde hidrazit-hidrazon islevsel grubunda bulunan -NH-"a
ait gerilmelerinden kaynaklanmaktadir. 3090-3000 cm™ arasinda gériilen bantlar aromatik C-
H, 3028-2830 cm™ arasinda goriilen bantlar ise alifatik C-H gerilmelerinden
kaynaklanmaktadir (401-403). 1671-1632 cm™ arasinda goriilen orta siddetli-siddetli bantlar
C=0 gerilme titresimlerine aittir. 1634-1428 cm™ arasinda goriilen titresimler aromatik C=C
ile C=N gerilme titresimlerine ve N-H egilme titresimlerine aittir (401-403). 1344-983 cm™
arasinda gozlenen bantlar aromatik C-O-C ile C-N gerilme titresimleri ve aromatik C-H
diizlem i¢i egilmelerinden kaynaklanmaktadir (401). 985-650 cm™ arasinda goriilen bantlar
aromatik C-S-C gerilmeleri, aromatik C-H diizlem dis1 egilmeleri ve heterosiklik halkalara

ait titresimlerden kaynaklanmaktadir (401).

5.1.2. *H NMR Bulgularinin Degerlendirilmesi

5.1.2.1. (AH, BH, CH) Kod’lu Ara Uriinlerin 'H NMR Bulgulan

Sentezini gerceklestirdigimiz ara triinlerin olustuguna dair destekleyici Onemli
bulgular bilesiklerin "H NMR spektrumlarindan elde edilmistir. Calismamizda AH, BH, CH
kodlu ara iiriinler olarak sentezleri gerceklestirilen bilesiklere ait "H NMR bulgulart DMSO-

ds ¢Oziiciisii igerisinde alinmustir.

Bilesiklerden yalmizca benzimidazol halkasi tasiyan AH bilesiginde 6 13.00’da
goriilen tek protonluk keskin singlet halka yapisindaki N-H protonundan kaynaklanmaktadir.
Tiim ara trlinlerde & 9.87-9.96 arasinda goriilen tek protonluk keskin singlet ise hidrazit
yapisinda bulunan NH-NH, protonuna aittir. Bilesiklerde heterosiklik halkanin 2 konumunda
bulunan fenil halkasinin p- konumuna hidrazit yapisi siibstitiiedir, bu yiizden fenil halkasinin
protonlart AA’XX’ spin sistemi Ozellikleri gostermis olup spektrumda iki protonluk o-
etkilesmeden kaynaklanan iki dublet vermislerdir. Bu dublet sinyallerini inceledigimizde AH
bilesiginde 6 8.22 (J 8.0 Hz)’de, BH bilesiginde & 8.26 (J 8.4 Hz)’da ve CH bilesiginde o
8.18-8.15 (m)’de goriilen sinyallerin H-2 ve H-6 protonlarina, daha yukari alanda AH
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bilesiginde 6 7.97 (J 8.0 Hz)’de, BH bilesiginde 6 8.04 (J 8.3 Hz)’te ve CH bilesiginde o
801 (J 7.6 Hz)de gorilen sinyallerin ise H-3 ve H-5 protonlarina ait oldugu
disiiniilmektedir. Bu, hidrazit islevsel grubunun karbonilden siibstitiie olmas1 ve karbonilin
rezonans etki ile elektronlar1 iizerine ¢ekmesinden dolay1r 0- konumdaki protonlar iizerinde

golgelememe etkisinin daha fazla olmasindan kaynaklanir (402).

Benzimidazol halkasi tasiyan ara iiriin: Benzimidazolin A halkasinda bulunan
hidrojenler, halkanin imin azotu ile NH arasinda olusan 1,3-tautomerizasyonu sonucu hizli
proton degisimi sebebiyle spektrumdaki diger aromatik protonlardan ayrilmaktadir. Bu
bilesik simetrik bir yapiya sahip oldugundan dolayr H-4’/H-7" ve H-5’/H-6" hidrojenleri
esdegerdirler ve genelde genis goriiniimlii pikler halinde gozlenirler ve integrasyonlari
beklenenden daha azdir (410, 411). AH bilesiginde ise durum bundan farklidir. H-4” ve H-7°
protonlar1 ayri ayri dubletler halinde 6 7.67 (J 7.6 Hz)’de ve &6 7.53 (J 7.6 Hz)’de
goriilmektedir. Bunun sebebi analiz 6rneginin DMSO-ds ¢Oziiciisii igerisinde diisiik
konsantrasyonlu olarak hazirlanmis olmasi olabilir. Diigiik konsantrasyonlu olarak hazirlanan
analiz 6rneklerinden elde edilen NMR bulgularinda halkadaki degisebilir protonun ¢oziicii
ile N-H---O tipi hidrojen bagi yapmasindan 6tiiri 1,3-tautomerizasyonu kisitlanmis
oldugundan tek bir izomerin sinyalleri kaydedilir ve H-4> ve H-7" ayr1 ayr1 dubletler olarak
goriilebilirler (Sekil 114). Konsantrasyon arttik¢a da hidrojen bagi yapmamis bilesik miktari
artar, hidrojen atomunun yer degistirebilme kabiliyeti de git gide artar ve ayr1 durumdaki iki
sinyal birleserek yayvan bir singlet halinde gézlenir. Doymus ¢6zeltilerinde ise artik hem H-
4’[H-7° hem de H-5’/H-6’ ya ait protonlar dublet dublet boliinmiis olarak gézlenir (405). H-
5’ ve H-6’ protonlarinin ise kimyasal kayma degerlerin birbirine yakin olmasindan dolay1
dublet dublet gozlenmesi beklenen sinyalin & 7.21 (J 8.4 Hz)’de triplet sinyal olarak

gozlendigi diigiinilmektedir.

161



15 Doymus

(2) 00654 M
'l
/ L
I\_ o .-'_'_f’_ﬂ"_"-\.\__\___r -\.\_\\_-_ L .\\_h_ - |\_H__
' B.0O _.I‘I,B T:B T,I_J‘ TILE- _I':"i ?I.-i '-\'..3- 1"_2 T.1 P‘];m
et (1) 00327 M H-3'
Hed H-5.6
uJ{r* | k
gl J”l J K_
B T.8 7 T T ':‘ [ T_ ']' 2 T.1 Prm

Sekil 114. 2- (2-hidroksi-5-siibstitiie-aril)benzimidazollerde hidrojen baginin ve 1,3-

tautomerizmin *H NMR incelemesi (405)

Benzoksazol halkasi tasiyan ara iiriin: Benzoksazol halkasi iceren BH ara iiriiniinde
ise aromatik saha incelendiginde H-4’ ve H-7’ protonlarinin dublet dublet bolinmeye sahip
olup, sinyaller kimyasal kayma degerleri birbirine yakin oldugundan spektrumda i¢ ice
geemis sekilde goriinmektedirler. Bu yiizden etkilesme degismezi (J) degeri hesaplanamamis
ve H-7’ ve H-4’ protonlar1 6 7.85-7.79 arasinda iki hidrojenlik integrasyona sahip multiplet
sinyal olarak rapor edilmistir. H-5° ve H-6" protonlarinin bdliinmesi ise dublet dublet
beklendigi halde yine spektrumda i¢ ice gectiklerinden quintet dublet goriiniimiinde
gozlenmektedir. Her bir protonun komsudaki iki proton ile etkilesiminde J degeri yakin

degerlerde olabileceginden, dublet dublet goriilmesi beklenen boliinmeler triplet dublet
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olarak goriinmekte ve yakin kimyasal kayma degerlerinden dolayr i¢ ice gectikleri icin
quintet dublet gibi goriindiikleri diisliniilmektedir. Bu yiizden bdliinmelerin J degerleri
saglikli bir sekilde hesaplanamamis ve bu protonlar & 7.4-7.41 arasinda iki protonluk

integrasyona sahip multiplet sinyal olarak rapor edilmistir.

Benzotiyazol halkasi tasiyan ara iiriin: Benzotiyazol halkasi iceren CH ara
tirliniinde ise aromatik saha incelendiginde dublet olarak izlemeyi bekledigimiz H-7°
protonuna ait sinyalin 6 8.18-8.15’de gozlenen integrasyon degeri ii¢ protona karsilik gelen
multiplet sinyalin i¢inde bulundugu, fenil halkasinin H-2 ve H-6 protonlar ile iist {iste
cakistigr diistiniilmektedir. H-4 protonuna ait sinyal ise 6 8.10 (J 8.1 Hz)’da dublet
vermistir. H-7’ nin H-4’ ten daha asag1 alanda sinyal vermesinin, halkadaki kiikiirt atomunun
azot atomuna gore daha hacimli olmasindan dolay1 alan etkisi ile H-7’ protonu {izerine
golgelememe etkisinin daha fazla olmasindan kaynaklandig: diistiniilmektedir. H-5" ve H-6
protonlarinin boliinmesi ise dublet dublet beklendigi halde iki ayr1 triplet olarak
gozlenmektedir. Benzoksazol halkasinda da oldugu gibi, her bir protonun komsudaki iki
proton ile etkilesiminde J degerleri yakin degerlerde olabilecegi ve dublet dublet beklenen
boliinmelerin triplet dublet olarak gerceklesmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Ancak p-
etkilesmeden kaynaklanan dublet boliinmelerin J degerleri hesaplanamamis ve H-6" protonu
6 7.57 (J 7.6 Hz)’de, H-5’ protonu ise 6 7.49 (J 7.6 Hz)’da triplet sinyaller olarak rapor
edilmistir. H-6"’nin H-5""ten daha asagi alanda sinyal vermesinin ise, halkadaki azot
atomunun ortaklanmamis bir elektron ¢iftinin halka rezonansina katilmadigindan birinci grup
yonlendirici olarak davranip benzen halkasinin 0- ve p- konumlarin1 daha fazla golgelemesi
ve boylece rezonans etki ile H-6" protonu iizerine golgelememe etkisinin H-5’ protonuna
nazaran daha fazla olmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Bu bilgi ayni zamanda
yukarida bahsettigimiz H-4’ protonunun H-7’ protonundan daha fazla korunuyor olmasini

destekler niteliktedir.

Alifatik sahayi inceledigimizde, tiim ara triinlerde 6 4.59-4.54 arasinda goriilen iki

protona ait keskin singlet hidrazit yapisinda bulunan NH-NH; protonlarina aittir.

5.1.2.2. Final Uriinlerin '"H NMR Bulgulari

Sentezleri gergeklestirilen tiim final bilesiklere ait 'H NMR bulgulari DMSO-dg
¢Oziiciisii icerisinde alinmistir. Ara iiriinlerde oldugu gibi final bilesiklerde de benzimidazol
halkas1 tasiyan tiirevlerde halkada 1 konumunda bulunan N-H protonu ¢ 13.08-13.03
arasinda sinyal vermektedir. Final {lirlinlerinde ara {riinlerden farkli olarak NH-NH,
protonlarina ait sinyale artik rastlanmamaktadir. Onun yerine hidrazitin hidrazonu

olustugundan NH-N=CH protonuna ait sinyal BH-1 hari¢ tiim bilesiklerde 6 12.28-11.56
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arasinda tek protonluk singlet veya broad singlet olarak gézlenmektedir. Spektrumun asagi
alanlarinda go6zlenen bir diger proton AH-9, BH-9 ve CH-9 bilesiklerinde pirol halkasinda
bulunan N-H protonudur ve & 11.56-11.55’te tek protonluk singlet sinyali vermektedir. Tim
bilesiklerde N=CH proton sinyali ise & 8.71-7.81 arasinda cogunlukla singlet, bazi
bilesiklerde ise dublet, triplet veya multiplet olarak gozlenmektedir (lleriki bdliimlerde
tartisilacaktir). Nonsiibstitiie fenil tiirevlerinden AH-2, AH-3, BH-2, BH-3, CH-2, CH-3
bilesiklerinde fenil halkasi ile N=CH yapis1 arasinda alkil zinciri bulundugu icin bu
bilesiklerdeki N=CH protonu diger bilesiklerdekilere nazaran daha fazla golgeleme etkisi
altindadirlar ve 6 7.89-7.81 arasinda triplet sinyal vermektedirler. AH-9, AH-10, AH-11,
BH-9, BH-10, BH-11, CH-9, CH-10, CH-11 bilesiklerine bakildiginda ise pirol, furan ve
tiyofen halkalarinin yapiya 0- pozisyonlarindan siibstitiie olduklar1 goriilmektedir. Bu
bilesiklerden pirol ve furan tasiyan AH-9, AH-10, BH-9, BH-10, CH-9, CH-10 bilesiklerinde
N=CH 6 8.39-8.30 arasinda sinyal verirken, tiyofen tasiyan AH-11, BH-11, CH-11
bilesiklerinde N=CH protonuna ait sinyal & 8.71-8.70’da gozlenmektedir. Bunun sebebinin
tiyofen halkasinda bulunan kiikiirt atomunun hacim olarak daha biiyiik olmasindan dolay1
alan etkisi ile N=CH protonunu diger tim bilesiklere kiyasla daha fazla gdlgelememe

etkisinde birakmasi olabilecegi diisiiniilmektedir.

Tim final bilesiklerinin bir diger ortak o&zelligi ara {irlinlerde de oldugu gibi
heterosiklik halkaya bagl 4-siibstitiiefenil yapisi tagimalaridir. Fenil halkasinin protonlar
AA’ XX’ spin sistemi 6zellikleri gosterdiginden spektrumlarda iki protonluk o- etkilesmeden
kaynaklanan iki dublet sinyali gézlenmektedir. Bu dublet sinyallerini inceledigimizde asagi
alanda 6 8.36-8.20 (J 8.4-8.0 Hz) goriilen sinyallerin H-2 ve H-6 protonlarina, daha yukari
alanda 6 8.18-8.03’te goriilen sinyallerin ise H-3 ve H-5 protonlarina ait oldugu
disiiniilmektedir. Benzotiyazol halkasi tasiyan tirevlerde (CH-2, CH-3 ve CH-4 haric)
benzotiyazol halkasinin H-4’ protonuna ait dublet sinyal ile st tiste gakismasindan dolay1 bu
aralikta ti¢ protonluk multiplet olarak gozlenen sinyallerin H-3 ve H-5 protonlarina ait
oldugu distiniilmektedir. CH-2, CH-3 ve CH-4 bilesiklerinde ise H-3 ve H-5 protonlarina ait
sinyal & 8.08-8.04 (J 8.3-8.2 Hz) arasinda iki protonluk dublet olarak izlenmektedir.

Benzimidazol halkasi1 bulunan final bilesikleri: Halkaya ait protonlara bakildiginda
bazi tiirevlerin AH ara {iriiniinde oldugu gibi sinyaller verdigi, bazilarinda ise 1-3
tautomerizasyonundan dolayr farkliliklar olustugu gozlenmistir. AH-2 ve AH-4
bilesiklerinde H-4’ ve H-7’ protonlar1 tipki AH ara {irliniinde oldugu gibi birer protonluk
integrasyona sahip iki ayr1 dublet olarak ¢ 7.71-7.69 (J 7.9-7.4 Hz) ve 6 7.57-7.52 (J 7.9-7.2
Hz) araliklarinda sinyal vermektedirler. AH-1, AH-3, AH-6, AH-8, AH-10 bilesiklerinde s6z
konusu protonlara ait sinyaller Sekil 114°de (2) ve (3) 6rneginde goriildiigi gibi ara formda 6
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7.72-7.54 arasinda multiplet sinyaller olarak gézlenmektedirler. AH-5, AH-7, AH-9, AH-11,
AH-12, AH-13 bilesiklerinde ise (4) drneginde goriindigii gibi H-4’ ve H-7” protonlar iki
protonluk integrasyona sahip broad singlet olarak & 7.64’de gozlenmektedir. Halkanin H-5
ve H-6’ protonlarina ait sinyallerin AH-2 ve AH-6 bilesigi hari¢ tiim tiirevlerde 6 7.18-7.33
arasindaki multiplet sinyalin i¢inde oldugu disiiniilmektedir. AH-2 bilesiginde bu protonlar
tipkt AH ara {irliniinde oldugu gibi iki protonluk integrasyona sahip triplet olarak & 7.36 (J
7.4 Hz)’da sinyal vermektedirler. AH-6 bilesiginde ise bu proton & 7.25’te goreceli olarak bir

miktar yayvan iki protonluk broad singlet sinyali vermektedir.

Benzoksazol halkasi bulunan final bilesikleri: Halkaya ait protonlar BH ara
tirtintiinde oldugu gibi H-4” ve H-7’ protonlar1 dublete benzer sinyaller sekilde izlenmistir.
Boliinmelere bakilacak olursa 0- disinda m- etkilesime de sahip olduklar diisiinilmektedir
ancak bolinmeler diizensiz olup, J degeri hesaplanamadigindan & 7.87-7.80 arasinda
multiplet olarak rapor edilmislerdir. H-5’ ve H-6" protonlarina ait sinyaller ise quintet, bazi
bilesiklerde quintet dublet gibi goriinmektedir. Ancak bunlarin ara iiriinde oldugu gibi iist
iiste cakismisg triplet ve bazi bilesiklerde triplet dublet sinyaller oldugu diistiniilmektedir.
Ancak bolinmelerin J degerleri saglikli bir sekilde hesaplanamamig ve bu protonlar & 7.50-

7.32 arasinda multiplet sinyaller olarak rapor edilmistir.

Benzotiyazol halkast bulunan final bilesikleri: H-4> ve H-7’ protonlarina ait
sinyallerin iki ayr1 dublet sinyal seklinde gozlenmesi beklenmektedir ancak H-4’ protonuna
ait sinyalin CH-2, CH-3 ve CH-4, CH-7 bilesikleri haricindeki tiim bilesiklerde 4-
stibstitiiefenil yapisima ait H-3 ve H-5 protonlari ile iist iiste ¢akistig1 i¢in genelde triplet
sinyal gibi gortinmektedirler. CH-2 ve CH-3 bilesiklerinde H-7’ protonu & 8.18 (J 8.1-8.0
Hz)’de, H-4’ protonu da 6 8.11 (J 8.0-7.7 Hz)’de birer protonluk integrasyona sahip dublet
sinyal vermislerdir. Bu bilesiklere ait H-4’ protonunun digerlerinden farkli olarak yapida
bulunan alkil zincirinden dolay1 4-siibstitliefenil yapisina ait H-3 ve H-5 protonlarin1 daha
fazla golgeleyerek digerlerine kiyasla daha yukari alanda sinyal verdigi i¢cin H-4” protonu ile
uist iiste ¢akigmadiklar1 tahmin edilmektedir. CH-4 bilesiginde de H-7’ protonu 6 8.16 (J 8.0,
0.6 Hz)’de, H-4’ protonu da & 8.11 (J 8.1, 0.6 Hz) de birer protonluk dublet triplet sinyaller
olarak izlenmislerdir. CH-7 bilesiginde ise hem H-4’ hem H-7’ protonunun & 8.20-8.11
arasinda gozlenen bes protonluk multiplet sinyalin icerisinde oldugu tahmin edilmektedir.
Diger tim final bilesiklerinde H-7° protonuna ait sinyaller 6 8.20-8.17 (J 8.1-7.6 Hz)
arasinda dublet olarak izlenirken, H-4’ protonuna ait sinyallerin 6 8.14-8.07 (m) arasinda
gbzlenen li¢ protonluk sinyallerin i¢cinde oldugu diisiiniilmektedir. H-5* ve H-6" protonlarina
ait sinyaller ise CH ara iriiniinde oldugu gibi birer protonluk integrasyona sahip triplet

sinyaller, baz1 bilesiklerde ise triplet dublet sinyaller olarak izlenmiglerdir. CH-5, CH-8, CH-
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9, CH-10, CH-12 bilesiklerinde H-6* protonu triplet sinyaller olarak 6 7.51-7.50 (J 7.6-7.2
Hz)’de, CH-2, CH-3, CH-6 bilesiklerinde de 0- etkilesim ile birlikte m- etkilesim de
meydana geldigi i¢in triplet dublet sinyaller olarak & 7.51-7.50 (J 7.6 ve 1.2-1.1 Hz)’de
gozlenmektedir. CH-1, CH-4, CH-7, CH-11 ve CH-13 bilesiklerinde H-6 sinyalinin & 7.55-
7.47 araliginda gozlenen multiplet sinyallerin igerisinde oldugu tahmin edilmektedir. H-5
protonuna ait sinyal ise CH-1, CH-5, CH-7, CH-8, CH-9, CH-10, CH-11 bilesiklerinde
triplet olarak & 7.59-7.58 (J 7.6-7.2 Hz)’de, CH-2, CH-3, CH-6 bilesiklerinde ise 0- etkilesim
ile birlikte m- etkilesim de meydana geldigi igin triplet dublet olarak 6 7.59-7.58 (J 7.7-7.6
ve 1.4-1.2 Hz)’de gozlenmektedir. CH-4, CH-12 ve CH-13 bilesiklerinde ise 6 7.62-7.48

arasinda gozlenen multiplet sinyalin i¢cinde oldugu tahmin edilmektedir.

Nonsiibstitiiefenil halkasi tasiyan final bilesikleri: AH-1, AH-2, AH-3, AH-4, BH-
1, BH-2, BH-3, BH-4, CH-1, CH-2, CH-3, CH-4 bilesiklerinin ortak &zelligi hepsinin
nonsubstitiiefenil halkas1 tasimalaridir. Fenil halkasina ait protonlarin kimyasal kayma
degerleri her bir grupta farkliliklar gostermektedir. AH-1, BH-1 ve CH-1 bilesiklerinde 6
7.77-7.75 arasinda iki protonluk integrasyona sahip sinyallerin H-2>’ ve H-6"" protonlarina
ait oldugu disiiniilmektedir (402). AH-1 ve CH-1 bilesiklerinde o- etkilesmeden (J 8.0-6.4
Hz) kaynaklanan 2 protona karsilik gelen dublet sinyaller gozlenmekte iken, BH-1
bilesiginde ayni kimyasal kayma degerine karsilik gelen yerde bulunan multiplet sinyalin
igerisinde oldugu tahmin edilmektedir. Bu ¢ tiirevde H-3*’, H-4’" ve H-5"" protonlarinin ise
0 7.53-7.44 arasinda gozlenen {i¢ protonluk multiplet sinyaller oldugu diisiiniilmektedir.
Fenil halkasinin bagli oldugu N=CH yapis1 halkadaki elektronlar1 rezonans etki ile
cektiginden dolayr fenil halkasinin 2>’ ve 6°° konumundaki protonlarin daha asagi alana
kaymis olabilecegi diisiiniilmektedir. AH-2, BH-2 ve CH-2 bilesiklerinde ise araya bir metil
yapisi girdigi i¢in kimyasal kayma degerleri degismistir. Metil karbonundaki elektronlar
rezonans etkiyle halkaya dogru akacagindan, AH-1, BH-1 ve CH-1 bilesiklerinde olanin tam
tersi, 0- ve p- pozisyonu elektronca daha zengin olup daha fazla golgelenecegi igin
sinyallerin daha yukar1 alanda ¢ikacagi tahmin edilmektedir (402). Beklendigi iizere BH-2 ve
CH-2 bilesiklerinde & 7.36 (J 7.4 Hz)’da iki protonluk integrasyona sahip triplet sinyallerin
iki adet o- etkilesime sahip olan H-3"’ ve H-5" protonlarina ait oldugu, & 7.31-7.24 arasinda
gozlenen tUg¢ protona karsilik gelen multiplet sinyallerin ise H-2’, H-4’ ve H-6”
protonlarina karsilik geldigi diisiiniilmektedir. AH-2 bilesiginde ise fenil halkasindaki tiim
protonlara ait sinyallerin § 7.32-7.21 arasinda go6zlenen bes protonluk multiplet sinyali
icerisinde oldugu diisiiniilmektedir. AH-3, BH-3, CH-3 bilesiklerinde ise zincir bir karbon
daha uzamig, bundan dolay1 kimyasal kayma degerleri AH-2, BH-2 ve CH-2’ye oranla bir
miktar daha yukar1 alana kaymistir. BH-3 ve CH-3 bilesiklerinde & 7.33-7.27 arasinda
gozlenen dort protona karsilik gelen multiplet sinyallerinin H-2°’, H-3"’, H-5"" ve H-6"’
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protonlarma ait oldugu, 6 7.22-7.17 arasinda gdzlenen bir protona karsilik gelen multiplet
sinyalin ise H-4’’ protonuna ait oldugu diisiiniilmektedir. AH-3 bilesiginde ise fenil
halkasindaki tiim protonlara ait sinyallerin & 7.33-7.18 arasinda gozlenen yedi protonluk
multiplet sinyali igerisinde oldugu diisiiniilmektedir. AH-4, BH-4 ve CH-4 bilesiklerindeki
fenil halkasindaki protonlar da AH-1, BH-1 ve CH-1’deki ile benzerlik gostermektedir.
Farkl1 olarak H-4"" protonu H-3* ve H-5"" protonlarina ait sinyallerden ayrilmis ve biraz
daha asag alanda 6 7.35-7.31 arasinda bir protona karsilik gelen sinyaller vermistir. H-3’’ ve
H-5"’ protonlar1 & 7.49-7.36 arasinda multiplet sinyaller olarak, H-2’’ ve H-6"" protonlarina

ait sinyaller ise digerlerinden daha asag1 alanda 6 7.71-7.53 arasinda izlenmistir.

4-Dialkilaminofenil halkasi tasiyan final bilesikleri: AH-5, BH-5, CH-5, AH-12,
BH-12, CH-12, AH-13, BH-13 ve CH-13 bilesikleri N=CH yapisina bagh 4-
dialkilaminofenil siibstitiientine sahiptirler. Bu fenil halkasindaki protonlar da AA’XX’ spin
sistemine sahip olup iki protonluk o- etkilesmeden kaynaklanan dublet sinyaller vermislerdir.
Yapiy1 inceledigimizde 4-dialkilamino siibstitiienti yapisindaki ortaklanmamis elektronlar
halkanin rezonansina katarak 0- ve p- pozisyonunun elektronca m- pozisyonundan daha
zengin olmasini saglamaktadir. Diger yandan da CH=N yapisinin rezonans etki ile halkadan
elektronlar1 lizerine gekerek 0- ve p- pozisyonun m- pozisyonuna gore elektronca daha fakir
olmasini saglamaktadir. Sonug olarak halkanin H-2’" ve H-6"’ protonlarimin elektronlar ile
golgelenmesi oldukga azalmis iken H-3’” ve H-5"’ protonlarinin elektronlar ile golgelenmesi
artmigtir. Bundan dolay1 H-2"” ve H-6"" protonlarimin spektrumda daha asagi alanda, H-3’
ve H-5’ protonlarinin daha yukari alanda sinyal verecegi diistiniilmektedir. Beklendigi gibi
H-2"’, H-6" protonlar1 daha asagi alanda 6 7.56-7.45 (J 8.8-8.6 Hz) arasinda, H-3*’ ve H-5"’
protonlari ise daha yukari alanda 6 6.77-6.71 (J 9.2-8.4 Hz) arasinda sinyal vermislerdir. CH-
12 ve CH-13 bilesiklerinin H-2*” ve H-6"" protonlarina ait sinyaller benzoksazol halkasinin

sinyalleriyle {ist iiste cakistig1 icin multiplet sinyaller olarak gozlenmislerdir.

Piridin-2/3/4-il halkas1 tasiyan final bilesikleri: AH-6, AH-7, AH-8, BH-6, BH-7,
BH-8, CH-6, CH-7 ve CH-8 bilesikleri siibstitiient olarak piridin-2/3/4-il halkalari
tasimaktadirlar ve spektrumlar incelendiginde piridine ait pikler spektrumda beklenen
kimyasal kayma degerlerinde izlenmis ve beklenen bdliinmelere ve J etkilesim
degismezlerine sahip olduklar1 gozlenmistir (402). AH-6, BH-6 ve CH-6 bilesikleri
incelendiginde piridin-2-il halkasinin H-6"" protonu en asagi alanda 6 8.64-8.63 (J 4.4-3.8
Hz) arasinda dublet sinyali, H-3’’ protonu piridin halkasinin en ¢ok gdlgeleme etkisinde olan
iki konumundan biri oldugu halde siibstitiisyonun 0- konumunda kaldig1 icin rezonans etki
ile halkadan elektron ¢ekildiginde beklenenden daha asag: alanda 6 8.02-8.01 (J 7.9-7.2 Hz)
arasinda dublet sinyali, H-4’’ protonu beklendigi yerde & 7.90 (J 7.8-7.5 Hz)’da triplet
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sinyali, H-5 protonu piridin halkasinin en ¢ok godlgeleme etkisinde olan protonu
oldugundan beklendigi gibi en yukar1 alanda 6 7.43 (J 5.8 Hz)’de gozlenmis olup, dublet
dublet sinyali olarak beklendigi halde triplet sinyali vermistir. BH-6 bilesiginde bu protonun
O 7.50-7.42 arasinda gdzlenen ii¢ protonluk multiplet sinyalinin i¢inde oldugu tahmin
edilmektedir. AH-7, BH-7 ve CH-7 bilesiklerinde ise hem siibstitiisyonun hem piridin
azotunun o- konumunda olmasindan dolay1 en agag1 alanda ¢ikmasi beklenen H-2"" protonu
beklendigi gibi 6 8.89’da bir protonluk integrasyona sahip singlet sinyal olarak gézlenmistir.
Ikinci en az gdlgeleme etkisinde olmasi beklenen H-6"" protonu, piridin azotuna o- konumda
olmasi1 ve bu yilizden m- konumuna gore daha fazla golgelememe etkisi altinda olmasi
sebebiyle 6 8.63’te 4.4-3.3 Hz araliginda J degerine sahip olan bir protonluk dublet sinyal
olarak gozlenmistir. H-4’ protonu ise hem piridin azotuna gore p- konumunda olmasindan,
hem de siibstitiisyonun 0- konumunda bulunmasindan dolay1 beklenenden daha da asagi
alanda 6 8.20-8.11 arasinda gozlenmektedir. AH-7 bilesiginde bu proton J 7.6 Hz degerinde
0- boliinmeye sahip dublet sinyal olarak, BH-7 ve CH-7 bilesiklerinde ise ii¢ protonluk
multiplet sinyalin iginde gozlenmistir. H-5° protonu ise azot atomunun m- konumunda
kaldig1 i¢in en az golgelememe etkisi altinda olan protondur ve beklendigi gibi daha yukari
alanda & 7.53-7.42 arasinda, AH-7 bilesiginde J 4.8, 7.4 Hz degerinde iki 0- etkilesimden
kaynaklanan dublet dublet sinyal olarak, BH-7 ve CH-7 bilesiginde ise ii¢ protonluk
multiplet sinyalin i¢inde gozlenmistir. AH-8, BH-8, CH-8 bilesiklerinde ise piridin halkas1 4
konumundan siibstitiie oldugundan yap1 simetriktir, dolayisiyla H-2*> ve H-6" protonlar
daha asag alanda, H-3’> ve H-5" protonlar1 ise daha yukari alanda olmak iizere ikiser
protonluk dublet sinyaller gézlenmesi beklenir. H-2’> ve H-6"" protonlar1 beklendigi gibi
daha asagi alanda & 8.67’de piridin halkasina ait J 4.4-4.0 Hz degerlerine sahip o-
etkilesimler sonucu iki protonluk dublet sinyal vermektedir. BH-8 bilesiginde bu sinyal tam
boliinememis ve broad singlet olarak goézlenmistir. H-3’” ve H-5"" protonlar1 ise daha asag:
alanda BH-8 ve CH-8 bilesiklerinde 6 7.69’da tam boliinemeyip broad singlet olarak
izlenmekte, AH-8 bilesiginde ise & 7.72-7.54 arasinda gozlenen ii¢ protonluk multiplet

sinyalinin i¢inde oldugu tahmin edilmektedir.

Pirol-2-il halkasi igeren final bilesikleri: AH-9, BH-9, CH-9 bilesiklerinde pirol-2-il
stibstitiienti bulunmaktadir. Bu bilesiklerin spektrumlar1 incelendiginde ii¢ adet birer
protonluk pirol siibstitiientine ait sinyal diger aromatik protonlardan daha yukar1 alanda izole
bir sekilde gozlenmektedir. En asagi alanda H-5’" protonuna ait sinyal & 6.94°te dublet
boliinmesi beklenirken broad singlet olarak, H-3’" protonu & 6.52°de yine dublet olarak
boliinmesi beklenirken broad singlet sinyal olarak gézlenmislerdir. H-4*” protonu ise AH-9
ve CH-9 bilesiginde beklendigi iizere J 5.5-2.3 Hz etkilesim degismezi ile dublet dublet
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bolinmeye sahip sinyal olarak & 6.16’da goézlenmis, BH-9’daki H-4’" protonu ise

boliinemeyip ayni kimyasal kayma degerinde broad singlet olarak izlenmistir.

Furan-2-il halkas1 tasiyan final bilesikleri: AH-10, BH-10, CH-10 bilesiklerinde
furan-2-il siibstitiienti bulunmaktadir. Pirolden farkli olarak ikisi diger aromatik sinyallerden
daha yukar1 alanda olmak fiizere ii¢ adet birer protonluk integrasyona sahip sinyaller
gozlenmistir. Bunun sebebi oksijenin daha elektronegatif olmasi dolayisiyla elektronlar
iizerine ¢ekerek Ozellikle 0- konumunu golgelememe etkisi altinda birakmasidir, bu yilizden
pirole kiyasla 0- pozisyonundaki H-5’" protonu daha asag1 alanda 6 7.87-7.80 arasinda sinyal
verir (402). AH-10 ve CH-10 bilesiklerinde bu protona ait sinyal dublet beklenirken broad
singlet olarak, BH-10 bilesiginde ise li¢ protonluk multiplet sinyalin i¢inde rapor edilmistir.
Bilesiklerin H-3’’ protonlar1 beklendigi gibi 6 6.97-6.95 arasinda (J 3.1- 2.4 Hz) birer
protonluk dublet sinyalleri vermislerdir. H-4’’ protonlar1 ise dublet dublet boliinmeleri

beklenirken 6 6.65-6.64 arasinda broad singlet sinyaller olarak izlenmislerdir.

Tiyofen-2-il halkasi tasiyan final bilesikleri: AH-11, BH-11, CH-11 bilesiklerinde
tiyofen-2-il siibstitiienti bulunmaktadir. Bu bilesiklerde kiikiirt atomu alan etkisi ile tim
protonlar1 gdlgelememe etkisinde birakir bu yiizden tiim sinyaller pirol ve furana nazaran
daha asagi alanda beklenmektedirler (402). En asagi alanda H-5° protonu & 7.70-7.69
arasinda J 4.8-4.4 Hz arasindaki etkilesim degismezine sahip dublet sinyaller olarak
gbzlenmektedir. H-3"’ protonu ise AH-11 bilesiginde & 7.52-7.45 arasinda J 2.8 Hz
etkilesme degismezine sahip dublet sinyali olarak gozlenirken BH-11 ve CH-11
bilesiklerinde ise iki protonluk multiplet sinyallerinin i¢erisinde oldugu tahmin edilmektedir.
H-4"> protonu ise en yukar: alanda 6 7.16’da AH-11 bilesiginde J 4.6, 3.9 Hz etkilesme
degismezlerine sahip olan dublet dublet sinyal olarak, BH-11 ve CH-11 ise tam boliinemeyip

J 4.2-3.8 Hz etkilesim degismezine sahip triplet sinyaller olarak gbzlenmislerdir.

Alken yapis1 tasiyan final bilesikleri: AH-4, AH-5, BH-4, BH-5, CH-4 ve CH-5
bilesiklerinde bulunan alken yapilarina ait sinyallere bakildiginda N=CH-CH=CH- yapisinda
alken grubuna ait protonlar i¢in gézlenen kimyasal kayma ve J etkilesme degismezi degerleri
beklendigi gibi gozlenmistir. Bilesiklerin N=CH protonlar1 6 8.30-8.20 arasinda multiplet
sinyal olarak gozlenirken, AH-5 ve BH-5 bilesiklerinde J 9.2-9.0 Hz arasinda etkilesim
degismezi ile dublet sinyal olarak gézlenmektedir. N=CH-CH=CH protonlar1 ¢ 7.08- 6.93 (J
16.0- 15.8 Hz) arasinda birer protonluk dublet sinyal olarak izlenirken, N=CH-CH=CH
protonlart BH-4 ve CH-4 tiirevlerinde 6 7.01-6.81 (J 16.3-15.9 ve 9.3-7.8 Hz) arasinda
dublet dublet boliinmiis birer protonluk sinyaller vermektedirler. AH-4 bilesiginde ise bu iki

protona ait sinyaller & 7.07-6.97 arasinda iki protonluk multiplet sinyal olarak izlenmistir.
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Alifatik sahada sinyal gozlenen final bilesikler: Alifatik sahayi inceledigimizde
yalmzca AH-2, AH-3, AH-5, AH-12, AH-13, BH-2, BH-3, BH-5 BH-12, BH-13, CH-2, CH-
3, CH-5, CH-12 ve CH-13 bilesiklerinin alifatik sahada sinyalleri oldugu gozlenmektedir.

AH-2, BH-2 ve CH-2 bilesikleri incelendiginde alifatik sahada beklendigi gibi iki
protona karsilik gelen integrasyona sahip bir adet dublet sinyal & 3.66-3.65 (J 6.0-5.6 Hz)
arasinda izlenmektedir. Fenil halkasi ile N=CH yapis1 arasinda alkil zinciri bulundugu i¢in
bu bilesiklerdeki N=CH protonu ise diger bilesiklerdekilere nazaran daha fazla gblgeleme
etkisi altinda oldugu icin pek cok bilesikte singlet sinyal olarak gozlenen kimyasal kayma
degerinden daha yukari alanda triplet sinyal olarak & 7.89-7.87 (J 5.8-5.7 Hz) arasinda

izlenmektedir.

AH-3, BH-3 ve CH-3 bilesiklerinde ise alifatik sahada beklendigi gibi biri daha asag1
alanda biri daha yukar1 alanda ikiser protona karsilik gelen integrasyona sahip sinyal
sirastyla 8 2.86-2.85 (J 7.6-7.4 Hz) arasinda triplet olarak ve & 2.62 (J 6.7-6.4 Hz)’de quartet
olarak izlenmektedir. N=CH protonu ise yukarida bahsedilen tiirevler gibi daha yukari
alanda 6 7.86-7.81 arasinda AH-3 ve CH-3 bilesikleri i¢in J 5.2-5.0 Hz arasinda etkilesim
degismezine sahip triplet sinyaller olarak gozlenmekte ve BH-3 bilesiginde ise ii¢ protonluk

multiplet sinyalin i¢inde oldugu diisiiniilmektedir.

Fenil siibstitiientinde N,N-dimetilamino yapis1 tasiyan AH-5, BH-5, CH-5 ve AH-12,
BH-12, CH-12 bilesikleri incelendiginde alifatik sahada sirasiyla 6 2.95 ve & 2.98 kimyasal
kayma degerindeki alt1 protonluk singlet sinyallerin varligi her iki tlirevde metillerin

varligimi kanitlanmustir,

Fenil siibstitientinde N,N-dietilamino yapisi tagiyan bilesiklerde ise alifatik sahada
dort protonluk ve alt1 protonluk integrasyona sahip J 7.0 Hz etkilesim degismeziyle sirasiyla
quartet ve triplet bolinmeye ugrayan iki adet sinyal 6 3.39-3.38 arasinda ve & 1.11°de
gozlenmektedirler. Tiim bilesiklerdeki triplet ve quartet boliinmelerin etkilesme degismezleri

visinal boliinmenin varligini dogrulamaktadir.

Ayrica molekiillerin bir kisminda, 6zellikle de fenil siibstitiientinde N,N-dimetilamino
ve N,N-dietilamino yapisi tasiyan AH-12, AH-13, BH-12, BH-13, CH-12 ve CH-13 kodlu
bilesiklerde izomerlik kaynakli oldugunu diislindiigiimiiz integrasyonu yaklasik % 10
oraninda olan sinyallerin arastirilmasi i¢in BH-12 bilesiginin 30 °C, 50 °C ve 80 °C’lerde 'H
NMR spektrumlart alimmistir (Sekil 115, 116, 117). 'H NMR sonuglarmin aromatik sahasi

genisletilmis ve 1s1 artisiyla spektrumda meydana gelen degisiklikler incelenmistir.
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Sekil 117. 80 °C’de alinan "H NMR spektrumu aromatik saha
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Is1 artistyla daire igerisinde gosterilen sinyallerin azalmasi1 ve kaybolmasi yapida
hidrazit-hidrazon grubundan kaynaklanan 1/10 oraninda bir izomerligin olustugu

diisiincesini desteklemektedir.

5.1.3. Kiitle (ESI-MS) Bulgularimin Degerlendirilmesi

Final bilesiklerimizin kiitle spektrumlar1 ESI (Elektron Sprey Iyonizasyon) yéntemine
gbre alinmug ve pozitif iyonizasyon spektrum verileri deneysel bolimde Ozetlenmistir.
Bilesiklerin spektrumlarinda (M+H)" molekiiler iyon piklerinin % 100 bagil bollukta,
hesaplanan ve beklenen molekiil agirliklartyla tam bir uyum igerisinde oldugu

goriilmektedir.

5.1.4. Elementel Analiz Sonug¢larinin Degerlendirilmesi

Bilesiklerin elementel analiz sonuglart % + 0.4 ve daha disiik degerde sapma

gostermistir. Bulgular deneysel boliimde ayrintili olarak verilmistir.
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5.2. Final Bilesiklerin Biyolojik Aktivite Sonuglarinin Degerlendirilmesi

Sentezlerini gerceklestirdigimiz tiim final bilesiklerin AChE ve BuChE iizerindeki
inhibitor etkileri Ellman testi ile (47) referans bilesik takrin ve galantamin kullanilarak
(IC50=0.075 uM ve 0.43 uM, AChE) tayin edilmistir.

Inhibitér bilesiklere ve referans maddelere ait tiim aktivite verileri deneysel béliimde
Tablo 5 ve 6’da gosterilmektedir. Buna gore yapi-aktivite sonuglar1t su sekilde
degerlendirilebilir;

Benzimidazol halkasi igeren bilesikler AH1-13, benzoksazol halkasi igeren bilesikler

BH1-13, benzotiyazol halkasi igeren bilesikler CH1-13 olarak numaralandirilmigtir.

Benzimidazol halkasi iceren final bilesikleri (AH1-13): Benzimidazol halkasi igeren
A serisi bilesikler AH-5, AH-6, AH-7, AH-8, AH-10 bilesiklerin haricinde, benzoksazol
(BH1-13) ve benzotiyazol (CH1-13) halkalar1 iceren serilere kiyasla daha iyi AChE

inhibisyon aktivitesine sahiptirler.

AH-1, AH-2 ve AH-3 bilesiklerinin AChE inhibitor aktiviteleri incelendiginde, N=CH
yapisi ile ucta bulunan fenil halkasi arasindaki mesafenin aktiviteyi etkiledigi goriilmektedir.
Bir metil grubunun eklenmesi (AH-2) aktiviteyi artirirken, etil zinciri eklendiginde (AH-3)
AH-2 tiirevine gore aktivite azalmakla birlikte yine de fenil siibstitiientinin dogruca N=CH’a
bagli oldugu AH-1 bilesigine kiyasla aktivite daha iyi bulunmustur. AH-4 ve AH-5
bilesiklerinde N=CH ile fenil halkas1 arasinda AH-3 bilesiginde oldugu gibi iki karbonluk bir
mesafe vardir ancak cift bag iceren bu karbonlar uctaki fenil halkasi ile konjuge durumunda
bulunmaktadir. Bu bilesiklerin aktiviteleri AH-1 bilesiginden ¢ok farkli bulunmamakla
birlikte ¢ift bag igcermeyen iki karbonluk bir mesafeye sahip AH-3 tiirevine kiyasla bir miktar
azalmistir. Ayrica konjuge sistem igeren bu bilesigin ugtaki fenil halkasina para konumunda
N,N-dimetilamin siibstitiienti girisinin (AH-5) aktiviteyi belirgin derecede etkilemedigi
goriilmektedir. Buna karsin nonsiibtitiie AH-1 bilesigiyle bu bilesigin ugtaki fenil halkasinin
para konumuna N,N-dimetilamin (AH-12) ve N,N-dietilamin (AH-13) iceren tiirevleri
kiyaslandiginda siibstitiient ilavesinin aktivitede az da olsa bir artisa neden oldugu
gozlenmistir. AH-13 bilesiginde aktivite AH-12 bilesigine gore kismen daha 1iyi

bulunmustur.

AH-6, AH-7 ve AH-8 bilesikleri farkli konumlarindan siibstitiie edilmis piridin
halkas1 i¢ermektedir. Bu bilesiklerde azot atomunun konumu aktiviteyi belirgin derecede
degistirmistir. En iyi aktivite azot atomunun, halkanin siibstitiie oldugu konuma 2-
pozisyonunda bulundugu tiirev olan AH-6 bilesiginde gozlenmistir. Azot atomu 3-

konumunda iken aktivite yaklasik 4 kat, 4-konumunda iken yaklasik 5 kat azalmaktadir.
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AH-9, AH-10 ve AH-11 bilesiklerinde ise 2- konumundan siibstitiie sirasiyla pirol,
furan ve tiyofen halkalari bulunmaktadir. Pirol halkasi tasiyan AH-9 bilesigi belirgin
derecede daha aktif bulunmustur. Piridin halkasi iceren tiirevlerde en yiiksek aktivitenin azot
atomunun 2-konumunda bulundugu tiirev olmasina benzer sekilde pirol tiirevinde de azot
atomu halkanin 2-konumunda bulunmaktadir. AH-9 bilesigi ayni zamanda benzimidazol
serisinin de en aktif tiirevidir. Bu tiirev, furan (AH-10) ve tiyofen (AH-11) halkalar1 bulunan

tiirevlerden sirasiyla 7 ve 3 kat daha aktif bulunmustur.

Bu serideki bilesiklerin hi¢ birisi kayda deger BuChE inhibitor aktivitesi gostermemis
olup AChE enzimine kars1 selektiftir.

Benzoksazol halkasi1 iceren final bilesikleri (BH1-13): Benzimidazolin halka
izosteri benzoksazol halkasi iceren B serisi bilesiklerde, BH-7, BH-8, BH-10 bilesikleri
haricinde, benzimidazol halkasi tasiyan A serisi bilesiklere kiyasla AChE’ ye karsi inhibitor
aktivitenin belirgin sekilde azaldig1 ve bu izosterik degisimin aktiviteyi olumsuz etkiledigi

goriilmektedir.

BH-1, BH-2 ve BH-3 bilesiklerinin AChE inhibitor aktiviteleri incelendiginde, N=CH
yapisi ile fenil halkasi arasindaki mesafenin aktiviteyi belirgin bir sekilde etkilemedigi
gozlenmistir. Benzimidazol halkasi tasiyan tirevlerin (AH-1, AH-2, AH-3) aksine bir metil
ara zincirinin eklenmesi (BH-2) aktivitede belirgin bir degisiklik yaratmazken, etil ara zinciri
eklendiginde (BH-3) aktivite azalmaktadir. BH-4 ve BH-5 bilesiklerinde N=CH ile fenil
halkas1 arasinda BH-3 bilesiginde oldugu gibi iki karbonluk bir mesafe vardir ancak farkli
olarak ¢ift bag bulundugundan konjugasyon artmistir. Bu bilesiklerin aktiviteleri BH-3
bilesigine kiyasla arttigi, dolayisiyla konjugasyonun aktiviteyi olumlu etkiledigi
goriilmektedir. Buna ilaveten BH-4 bilesigindeki fenil halkasinin para konumuna N,N-
dimetilamin (BH-5) siibstitiientinin girisi aktiviteyi belirgin derecede artirmustir. BH-5
bilesigi BH-4 tiirevinden iki kat daha iyi aktiviteye sahiptir. Diger taraftan N,N-dimetilamin
ve N,N-dietilamin siibstitiienti igeren BH-12 ve BH-13 bilesikleri nonsiibstitiic BH-1
tirevine gore AChE’ye karsi daha iyi bir inhibisyon sergilemistir. BH-1 bilesigine bu
stibstitiientlerin girisi inhibitor aktiviteyi yaklasik iki kat arttirmistir.

Farkli konumlarindan siibstitiie edilmis piridin halkasi tasiyan BH-6, BH-7 ve BH-8
bilesiklerinde azot atomunun konumu aktiviteyi degistirmistir. Piridin halkasinin siibstitiie
oldugu konuma gore azot atomunun 2-pozisyonunda bulundugu BH-6 bilesiginde en yiiksek

aktivite, 4- pozisyonunda bulundugu BH-8 bilesiginde ise en diisiik aktivite goriilmiistiir.

BH-9, BH-10 ve BH-11 bilesiklerinde ise bes fiyeli heterosiklik halkalar
bulunmaktadir. Bu bilesikler arasinda pirol halkasi tagsiyan BH-9 bilesigi belirgin derecede
daha aktif bulunmustur. Benzimidazol halkasi tasiyan A serisi bilesiklerde de oldugu gibi
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ayni1 zamanda serinin de en aktif bilesigi olup 1.94 uM’lik ICsy degerine sahip bir inhibisyon
sergilemistir. Piroliin halka izosteri furan halkas1 tagiryan AH-10 bilesiginde aktivite yaklasik
2 kat, tiyofen halkasi tasiyan AH-11 bilesiginde ise aktivite yaklasik 3 kat azalmustir.

Bu serideki bilesikler BH-5, BH-6, BH-9, BH-11 bilesikleri haricinde kayda deger

BuChE inhibitér aktivitesi gdstermemislerdir.

Benzotiyazol halkasi iceren final bilesikleri (CH1-13): Benzimidazol halkasinin
izosteri benzotiyazol halkasi iceren C serisi bilesiklerde CH-5, CH-6, CH-7, CH-8, CH-10
bilesikleri haricinde, benzimidazol halkasi tasiyan bilesiklere kiyasla AChE’ye karsi
inhibitor aktivite belirgin sekilde azalmis buna karsin, CH-8, CH-9, CH-10, CH-12, CH-13
bilesikleri haricinde benzoksazol halkasi tasiyan tiirevlere kiyasla ise aktivite bir miktar

artmistir.

N=CH yapisi ile fenil halkas1 arasindaki mesafenin giderek arttigi CH-1, CH-2 ve CH-
3 bilesiklerinde zincir uzunlugunun artmasiyla AChE'ye kars1 inhibitor aktivitenin de arttigi
saptanmistir. CH-3 bilesiginin konjuge cift bag tasiyan CH-4 ve CH-5 tiirevleri CH-3 bilesigi
ile karsilastirildiginda, nonsiibstitie CH-4 bilesigi daha disiik aktivite sergilerken, fenil
halkasinin para konumunda N,N-dimetilamin siibstitiienti tasiyan CH-5 tiirevi ise iki kat
daha yiiksek inhibisyon gostermistir. Diger taraftan, fenil halkasinin para konumunda N,N-
dimetilamin (CH-12) ve N,N-dietilamin (CH-13) siibstitlienti tasiyan tiirevlerin AChE
inhibitor etkileri nonsiibstitic CH-1 bilesigi ile karsilastirildiginda CH-13 bilesiginin

aktivitesi hemen hemen CH-1 tiireviyle ayn1 iken CH-12 bilesiginde ise az da olsa azalmustir.

Piridin halkasinin siibstitiie oldugu konuma gore azot atomunun 2-, 3-, 4-
pozisyonunda oldugu sirasiyla CH-6, CH-7 ve CH-8 bilesiklerinde en iyi aktivite
benzimidazol ve benzoksazol serilerinde oldugu gibi azotun 2- konumunda bulundugu CH-6
tirevinde gozlenmistir. Bu tiirev, piridin-3-il (CH-7) ve piridin-4-il (CH-8) tiirevlerine gore

sirastyla yaklagik 4 ve 5 kat daha iyi aktivite sergilemistir.

Bes liyeli heterosiklik halkalar olarak pirol, furan ve tiyofen tasiyan sirasiyla CH-9,
CH-10 ve CH-11 bilesiklerinin AChE inhibitor aktiviteleri karsilastirildiginda, pirol halkasi
tastyan CH-9 ile furan halkasi tasiyan CH-10 bilesigi aktivite bakimidan bir farklilik

gostermezken, tiyofen halkasi tasiyan C-11 bilesiginde aktivite neredeyse 2 kat artmstir.

Bu serideki bilesikler CH-5, CH-6, CH-10, CH-11 bilesikleri haricinde kayda deger
BuChE inhibitor aktivitesi gostermemislerdir. Benzimidazol, benzoksazol ve benzotiyazol
tirevleri arasinda BUChE’ye kars1 en iyi inhibitor aktivite benzotiyazol serilerinde goriilmiis
olup tiim seri igerisinde en yiiksek aktiviteyi 1.81 uM ik ICsy degeri ile CH-6 bilesigi

gOstermistir.
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Ayrica AChE/BuCHE aktivite selektivitesi bakimindan bilesikler incelendiginde
benzimidazol tiirevi AH(1-13) serisinin diger serilere kiyasla selektif AChE inhibisyonu

gerceklestirdigi gozlenmistir.

5.3. Final Bilesiklerin Dagilim Katsayilarinin (Log P) Degerlendirilmesi

Yapilan hesaplamalarda bilesiklerin Log P degeri 3.78-6.60 araliginda bulunmustur.
Bu degerler maddelerimizin lipofilik 6zellige sahip oldugunu gostermektedir. Final
bilesiklerin biyoaktivite sonuglart ile Log P degerleri arasinda anlamli bir korelasyon
kurulamamasina karsin, bilesiklerimizin lipofilik 6zellikleri nedeniyle kan-beyin engelini

gecebilecegi tahmin edilmektedir.

5.4. Baz1 Bilesiklerin Metalle Kompleks Olusturma Aktivitesinin

Degerlendirilmesi

AH-9 ve AH-5 bilesiginin Cu*?, Zn** ve Fe*? gibi metaller ile kompleks olusturma
yetenegini bulmak amaciyla 200-500 nm dalga boyu araliginda ¢oziicii olarak etanol
kullanilarak spektrofotometrik bir c¢alisma yapilmistir. Her iki bilesigin ¢esitli metal
¢ozeltileriyle muamele edilmeleri sonucunda UV spektrumlarinda absorbans siddetlerinde
azalma ve Amax degerlerinde batokromik kayma gerceklesmistir. Ozellikle Cu*? metal

iyonuyla bilesiklerin metal-kompleksi olusturma yeteneginin daha iyi oldugu goriilmektedir.

Sonug olarak AH-9 bilesiginin gii¢lii selektif bir AChE inhibitorii olmasimin yaninda

Cu*? metal-kompleksi olusturma yeteneginin oldugu soylenebilir.
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6. SONUC

Tez caligmasi kapsaminda AChE/BuChE enzimi {izerinde potansiyel anti-Alzheimer
etkili yeni bir grup heteroaromatik hidrazit-hidrazon tiirevi bilesiklerin biyolojik aktivite

sonuglar degerlendirildiginde su genellemeler yapilabilir;

Nonsiibstitiie fenil tasiyan 1 serisi bilesiklerde benzimidazol halkasi tasiyan
bilesiklerin aktivitesi benzoksazol ve benzotiyazol halkasi tasiyan tiirevlere nazaran belirgin
sekilde daha iyi bulunmustur. Ayrica 1 serisindeki fenil halkasimin para konumuna N,N-
dimetilamin ve N,N-dietilamin siibstitiisyonu, benzimidazol ve benzoksazol tiirevlerinde
aktiviteyi arttirmaktadir. Bu bilesiklerin N,N-dietilamin siibstitiisyonu ile daha iyi aktivite
gostermesi, karbon sayisinin artis1 ile hidrofobik parcanin artmasi ve hidrofobik o6zellige
sahip AChE enziminin aktif cebindeki amino asit artiklar1 ile hidrofobik etkilesim

gosterebilecegini akla getirmektedir.

Nonsubstitiie fenil yerine cesitli konumlarinda siibstitiie piridin halkalar1 igeren
tiirevler incelendiginde bu tiirevlerin halka izosteri olan nonsiibstitiie fenil tagiyan bilesiklere
kiyasla aktiviteyi degistirdikleri gézlenmistir. Piridin halkasiin siibstitiie oldugu konuma
gore 2- konumunda azot atomu bulunan tiirevlerin AChE inhibisyon aktivitesi genel olarak
nonsubstitiie tiirevlerden daha iyi bulunurken azot atomunun yeri degistiginde aktivite
azalmaktadir. Ayrica benzimidazol ve benzoksazol halkalar1 tasiyan tiirevlerde fenil
halkasinin pirol halkasi ile degistirilmesi aktiviteyi oldukga artirmaktadir. Hem pirol hem de
piridin halkasinda siibstitiie oldugu konuma goére azot atomunun 2- pozisyonda bulunmasi, 2-

konumunun enzim ile etkilesim agisindan kritik oldugunu diisiindiirmektedir.

Tez kapsaminda sentezlenen final bilesiklerin tiimii AChE enzimine kars1 1.0-10.7 uM
arasinda ICsp degerine sahip iyiden orta diizeye yakin bir inhibisyon gdstermistir. Final
bilesikleri arasinda en iyi AChE inhibitor aktiviteye sahip bilesikler sirasiyla AH-9 (ICso=
1.0 uM), AH-2 (ICsp= 1.09 uM), AH-13 (ICsp= 1.81 uM), CH-6 (IC5o= 1.83 uM) ve BH-9
(ICs0= 1.94 uM) kodlu tiirevlerdir.

Sentezlenen tiim final bilesikleri arasinda pirol-2-il siibstitiienti tasiyan AH-9
molekiilii, referans bilesik galantamine (ICsp= 0.43 pM) yakin bir inhibisyon gostererek
AChE’ye kars1 en etkili bilesik olmustur.

AChE fizerinde iyi inhibisyon gosteren CH-6 bilesigi ayn1 zamanda iyi bir BuChE
inhibisyonuna sahiptir (ICso= 1.83 uM AChE, 1.81 uM BuChE). Her iki enzimi de inhibe
edebilen ikinci bilesik CH-5 (IC5p= 2.08 uM AChE, 2.37 uM BuChE) kodlu tirevdir. Bu
bilesik disinda BH-5, BH-6, BH-9, BH-11, CH-10, CH-11 bilesikleri her iki enzimi de

177



mikromolar diizeyde inhibe edebilme potansiyeline sahiptirler. Bu bilesikler dual etkili

inhibitdr 6zelligine sahiptirler.

BuChE inhibisyon aktivitesi gozlenen bilesiklerin hepsinin (BH-5, BH-6, CH-5, CH-
6, BH-9, CH-10, BH-11 ve CH-11) fenil halkasinda heteroatom tasimasi da dikkat ¢ekicidir.

Sonug olarak, AChE'ye karsi etkili bulunan bilesiklerin pek c¢ogunun BuChE
inhibisyonu gostermemesi bu molekiillerin selektif AChE inhibitor bilesikleri olarak, her iki
enzimi yiiksek seviyede inhibe edebilen CH-5 ve CH-6 bilesiklerinin ise nonselektif ChE
inhibitorleri olarak lider molekiiller olabilecegi, tiim seri icerisinde en iyi AChE inhibitori
aktivitesine sahip AH-9 bilesiginin ayrica metalle kompleks olusturma yetenegi de
oldugundan anti-Alzheimer bilesikleri i¢in umut vadeden bir aday molekiil olabilecegi

disiiniilmektedir.
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