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OZET

ALZHEIMER VE PARKINSON HASTALIKLARININ TEDAVISINDE ETKILI
OLABILECEK YENI BILESIKLERIN TASARIMI, SENTEZi VE BIiYOLOJIK
ETKILERININ ARASTIRILMASI

Safak SEPBOY
Farmasotik Kimya Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Ocak 2024

Danisman: Prof. Dr. Yusuf OZKAY

fkinci Damigman: Dog. Dr. Begiim Nurpelin SAGLIK OZKAN

Alzheimer ve parkinson hastaligi, kisinin hayat kalitesini bilissel, duygusal ve
davranissal islevlerdeki bozulmalar nedeniyle azaltmaktadir. Insanlarin yasam siiresinin
uzamasi ve yagl niifusunun artmasiyla birlikte modern tip alanindaki gelismelere ragmen
bu iki hastalik diinya capinda 6nemli bir sorun olmaya baglamistir. Bu iki hastaligin
yayginlagmasi, hasta bakimi ve saglik harcamalari konusunda iilke ekonomilerini
olumsuz yonde etkilemektedir. Su anda kullanilan ilag tedavileri sadece semptomatik
olup, bu konuda yeni ilaglar bulmak i¢in aragtirmalar yapilmaktadir.

Antikolinesteraz ve monoamin oksidaz enzimlerini inhibe eden ¢esitli salkon tiirevleri
son yillarda yapilan arastirmalarda ortaya ¢ikmistir. Bu projede, salkon grubu igeren 9
yeni bilesik sentezlenmistir. Bilesiklerin yapilari 'H NMR, *C NMR ve mass
spektroskopisi yontemleriyle aydinlatilmistir. Son bilesiklerin kolinesteraz ve monoamin
oksidaz enzimlerine kars1 inhibisyon etkisi degerlendirilmistir. Ayrica, etkili bilesiklerin

ilgili enzimlere baglanma sekilleri molekiiler modelleme ile analiz edilmistir.

Anahtar Sozciikler: Antikolinesteraz, Monoamin oksidaz, Salkon, Enzim inhibisyonu.



ABSTRACT

DESIGN, SYNTHEIS AND INVESTIGATION OF THE BIOLOGICAL EFFECTS OF
NEW COMPOUNDS THAT MAY BE EFFECTIVE IN THE TREATENT OF
ALZHEIMER AND PARKINSON’S DISEASES

Safak SEPBOY

Department of Pharmaceutical Chemistry
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, January 2024

Supervisor: Prof. Dr Yusuf OZKAY

Co-Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Begiim Nurpelin SAGLIK

Alzheimer's and Parkinson's disease reduce a person's quality of life due to
impairments in cognitive, emotional and behavioral functions. Despite the advances in
modern medicine as people's life expectancy increases and the elderly population
increases, these two diseases have become an important problem worldwide. The spread
of these two diseases negatively affects the country's economies in terms of patient care
and health expenditures. The drug treatments currently used are only symptomatic, and
research is being carried out to find new drugs in this regard.

Various chalcone derivatives that inhibit anticholinesterase and monoamine
oxidase enzymes have emerged in recent studies. In this project, 9 new compounds
containing chalcone groups were synthesized. The structures of the compounds were
elucidated by 1H NMR, 13C NMR and mass spectroscopy methods. The inhibition effect
of the last compounds against cholinesterase and monoamine oxidase enzymes was
evaluated. Additionally, the binding patterns of effective compounds to relevant enzymes

were analyzed by molecular modelling.

Keywords: Anticholinesterase, Monoamine oxidase, Chalcone, Enzyme inhibition.
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ETiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢calisma oldugunu; calismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak {izere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu g¢alisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in
kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakg¢ada yer verdigimi; bu ¢alismanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi”yla tarandigm ve
hicbir sekilde “intihal igermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢aligmamla
ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmasi1 durumunda, ortaya ¢ikacak tiim

ahlaki ve hukuki sonuclar1 kabul ettigimi bildiririm.

(Adi-Soyad)
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1. GIRIS VE AMAC

Alzheimer hastalig1 (AH), tam olarak bilinemeyen cesitli faktorlerle beyindeki
bazi hiicrelerin O6lmesiyle ortaya c¢ikip fiziksel ve davranigsal sorunlara yol agan,
hastalarin giinden giine kotiilestigi bir beyin hastaligidir[1]. Halk dilinde bunama olarak
da bilinen AH’m1 tarihte ilk defa Alois Alzheimer tanimlamistir. Hastaligin belirtileri
arasinda; beyinde senil plak adi verilen birikimler, norofibriler yumak denilen yapilar,
sinir hiicreleri arasindaki baglantilarin kopmasi ve néron kaybi sayilabilir. Biyokimyasal
caligmalar, hastalikta bazi ndorotransmitterlerin  (6zellikle asetilkolin) azaldigini
gostermistir(2].

Reseptor agonistileri, kolinesteraz (ChE) inhibitorleri ve monoamin oksidaz
(MAO) inhibitorleri, Alzheimer hastaliginin farmakolojik tedavisinde kullanilmaktadir.
Bu ilaglardan ChE ve MAO enzim inhibitdrleri, beyin hiicrelerindeki norotransmiter
seviyesini artirmak i¢in, bu enzimleri inhibe ederek ndrotransmitterlerin pargalanmasini
onler. Boylece, Alzheimer hastalarinda eksik olan norotransmitter seviyesini yiikselterek,
hastaligin ilerleyisini geciktirir[3].

Parkinson hastalifi (PH), sinir sisteminin kas hareketlerini kontrol etmesini
engelleyen, zamanla kotiilesen bir hastaliktir. Titreme, kas sertligi, hareket yavasligi,
denge ve yiirlime sorunlar1 gibi belirtiler gosterir[2]. Parkinson hastaligi, beyindeki bazal

gangliyonlarda dopaminin azalmasiyla olusmaktadir[3].

Parkinson hastaligi, beyin hiicrelerinde azalan dopamin miktar artirilarak tedavi
edilebilmektedir. Dopamini metabolize eden MAO enzimi inhibe edilerek, dopamin

seviyesi yiikseltilebilmektir[4].

Bu bilgilerden hareketle, tez kapsaminda yapisinda tiyadiazol halkasi iceren
salkon tiirevi, MAO ve ChE enzimleri {izerine etkili yeni bilesikler tasarlanip,
sentezlenmistir. Sentezlenen bilesiklerin MAO ve ChE enzimlerini inhibe etme
potansiyellerine gore Alzheimer ve Parkinson hastaliklarindaki olasi tedavi etkileri

arastirilmastir.



2. KAYNAK BILGiSI
2.1. Alzheimer Hastahgi

2.1.1. Alzheimer hastali@inin tanimi

1907 yilinda tanimlanan ve bunama olarak da bilinen Alzheimer Hastaligi(AH);
hastalarda bilincin ve mental durumun zamanla bozuldugu progresif bir hastaliktir.
AH’nda beyindeki sinir hiicreleri zamanla tahribata ugramaktadir[5].

AH, yaghlarda demansin en yaygin nedenidir[6]. Yapilan arastirmalara gore,
diinya capinda yaklasik 35.000.000 insan Alzheimer hastasidir. Bu saymin 2030°da 2
katina; 2050°de 4 katina ¢ikabilecegi tahmin edilmektedir[7]. Diinya ¢apinda giinden
giine yash niifusun orani artmaktadir. Bu sebeple yasa bagl olarak ¢ikan AH vb.
hastaliklarin insidans ve prevalansinda yilikselme beklenmektedir. AH hasta ve hasta
yakinlarin1 maddi, manevi ve ekonomik olarak etkilemektedir. Alzheimer hastaligina
yakalanan bireyler etkili bir tibbi tedavi alamadigi siirece, hastaligin seyri agir ekonomik

yiik ve sonrasinda vefat olacaktir[6].

2.1.2. Alzheimer hastaliginin belirtileri

Hastalik ilerledikge biligsel fonksiyonlar bozulur. Hafiza kaybi, dil ve konusma
glicliigli, zaman ve mekan kavraminin yitirilmesi ve kisilik degisimi hastalifin tipik
belirtileridir. Bunlarin yan1 sira depresyon, anksiyete gibi psikolojik sorunlar da
goriilebilir. Bu sorunlar hem hastalarin hem de bakicilarinin yasam kalitesini olumsuz
etkiler. Hastalar zamanla kendi bakimlarini yapamaz duruma gelir[8]. Hastaligin siddetini
Olemek i¢in Mini-Mental Durum Degerlendirmesi yapilir. Boylece cesitli alanlarda hasta
degerlendirir. MMDD, hastaligin baslangicinda iki veya daha fazla bilissel alanda
bozukluk oldugunu gdstererek hastaliin ilerleyisini takip etmeye yardimct olur. Tedavi
edilmeyen hastalarda, MMDD puan1 her yil ortalama 2-4 puan azalir. Hastaligin ilk
evrelerinde unutkanlikla baslayan belirtiler, sinir hiicrelerindeki tahribatin, beyindeki
yasamsal fonksiyonlarin yiriitiildiigli bolgelere sigramasit sonucu felg ve Oliimle

sonuc¢lanmaktadir[9].

2.1.3. Hastaligin nedenleri

Alzheimer hastalig1 nedeni tam olarak bilinmeyen ve ¢ok faktorlii bir hastaliktir.

AH’nin patomekanizmasiyla ilgili ¢cok sayida veri, hastaligin farkli etkenlerin bir araya



gelmesiyle ortaya ¢iktigin1 gostermektedir. Yapilan arastirmalar, merkezi sinir sisteminde
(MSS) AP peptidi, a-siniiklein ve Tau gibi baz1 6zel proteinlerin anormal bir sekilde
birikmesi, ailevi genetik mutasyonlar ve beyindeki hasara yol acan ¢evresel faktorler gibi

cesitli patojenik mekanizmalar1 ortaya koymustur[10].

2.1.4. Alzheimer hastaliginin tedavi yontemleri

AH, hafiza kaybi, diisiinme bozuklugu ve davranis degisikligi gibi belirtilere yol
acan bir beyin hastaligidir. AH nin tedavisi i¢in heniiz kesin bir ¢6zlim yoktur, ancak bazi
ilaglar semptomlar1 azaltmaya yardimci olabilir. AH nin toplum ve bireyler iizerinde
biiyiik bir mali ve insani yiikii vardir. Bu nedenle, AH’nin neden oldugu beyin hasarini
Onleyebilecek veya tersine ¢evirebilecek yeni ilaglar bulmak ¢ok Onemlidir[6].

AH’nin ilag gelistirmesinde en ¢ok iizerinde durulan hedef, beyinde biriken ve
sinir hiicrelerinin 6liimiine yol acan AP adli proteindir. Ancak, APB’yi hedef alan ilag
adaylarinin ¢ogu klinik denemelerde basarisiz olmustur. Su anda, AH tedavisi i¢in FDA
tarafindan onaylanmig bes ila¢ vardir. Bunlardan dordii, beyindeki asetilkolin adl
kimyasalin seviyesini artirarak sinir iletimini iyilestiren AChE inhibitorleridir. Takrin,
galantamin, rivastigmin, donepezil ve Huperizin-A etken maddeleri kolinesteraz enzim
inhibitorii olarak Alzheimer hastaliginda kullanilmaktadir[11].

Besinci ilag ise, AB’yi hedef alan bir antikor olan Aduhelm®’dir. Bu ilag, AH
tedavisinde bir devrim olarak goriilse de, etkinligi ve giivenligi konusunda hala
tartismalar devam etmektedir. AH i¢in diger potansiyel ilaclar, klinik denemelerin farkl

asamalarinda test edilmektedir.

2.1.5. Asetilkolinesteraz inhibitorleri

Alzheimer ndrodejeneratif hastaliklar arasinda yashilarda en sik goriilenidir.
Hafiza kaybi, bilissel bozukluk ve davranis degisiklikleri gibi belirtilerle karakterizedir.
AH’nin kesin nedeni heniiz bilinmemektedir, ancak bir¢cok faktoriin rol oynadigi
diistiniilmektedir. Bunlardan bazilari, beyindeki izoprenoid metabolizmasinin bozulmasi,
tau proteininin anormal birikimi, amiloid beta peptidinin toksik etkisi ve kalsiyum
homeostazinin bozulmasidir. Bu faktorlerin hepsi, beyindeki kolinerjik sistemin islevini
etkileyebilir. Kolinerjik sistem, asetilkolin (ACh) adli bir norotransmitter araciligiyla
sinir hiicreleri arasinda iletisim saglar. ACh, 6grenme ve hafiza gibi bilissel siireglerde

onemli bir rol oynar. AH hastalarinda, beyindeki ACh seviyesi azalmistir ve bu da hafiza
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eksikliklerine yol agmaktadir. Bu nedenle, ACh seviyesini artirmak, AH tedavisinde
potansiyel bir stratejidir. ACh seviyesini artirmanin bir yolu, ACh’yi pargalayan bir
enzim olan asetilkolinesteraz (AChE)"1 inhibe etmektir. AChE inhibitorleri, ACh’nin
hidrolizini engelleyerek, sinaptik boslukta daha uzun siire kalmasimi ve kolinerjik

sinyallerin iletilmesini saglar[7].

2.1.5.1. Takrin

Bir aminoakridin tiirevi olan takrin, ilk kez 1949 yilinda sentezlenmistir.
Kolinesteraz inhibitorleri arasinda AH’da kullanikmak iizere onay alan ilk kolinesteraz
inhibitoridiir ve Cognex adiyla satisa sunulmustur[12]. Geri doniislii bir ChE enzim
inhibitorii olan takrinin etki siiresi 4-6 saat kadardir. Etkisi secici degildir. Tiim kolin
esteraz enzimlerini inhibe etmektedir. Kullanan hastalarda transaminaz enzimleri
yiiksekligine neden olur. Hepatotoksik etkileri nedeniyle kullaniminda dikkatli
olunmalidir. Bu sebeple tedavinin ilk 4 ayi, her hafta, karaciger fonksiyon testlerine
bakilmalidir. AST, ALT enzimlerinin yiikseldigi hastalarda ilag¢ kullanim1 kesilmelidir.
Alzheimer hastalarinda goriilen davranigsal bozukluklarin diizeltilmesinde olumlu
etkileri vardir. Etkisi doza bagimli olup, hastanin durumuna goére doz ayarlanmasi
gerekmektedir[13]. Etki siiresinin kisa, yan etkilerinin fazla ve hepatotoksik olmasi

nedeniyle glinlimiizde kullanimi yoktur.

N
A

=
NH,

Sekil 2.1. Takrin Molekiilii

2.1.5.2. Galantamin

Reversibl, kompetitif ve selektif bir asetilkolinesteraz inhibitdrii olan galantamin,
Galanthus nivalis bitkisi ve bazi nergis tiirlerinden izole edilebilen bir alkoloiddir. Fakat
dogal kaynaklarin az olmasi ve maliyet gibi sebeplerle giiniimiizde kimyasal olarak
sentezlenmektedir[14]. Galantamin butirilkolinesteraz enzimini de inhibe etmektedir.
Ayn1 zamanda nikotinik reseptorlere de etkisi vardir. Gilinlik dozu 16-24 mg

kadardir[15].



Sekil 2.2. Galantamin’in Kimyasal Yapisi

2.1.5.3. Rivastigmin

AH’nin baglangicinda ve hastaligin seyrinin orta siddette ilerledigi durumlarda
kullanilan rivastigmin geri doniisiimlii bir kolinesteraz inhibitoriidiir. Butirilkolinesterazi
da inhibe etmektedir. FDA, 2000 yilinda AH tedavisinde kullanilmak iizere ilacin
kullanimina onay vermistir[16]. Ulkemizde oral soliisyon, transdermal flaster ve kapsiil

seklinde ticari olarak pazarlanmaktadir.

/\ITIJJ\O N\

Sekil 2.3. Rivastigmin Molekiilii

2.1.5.4. Donepezil

Donepezil spesifik, giiclii bir asetilkolinesteraz inhibitoriidiir. Geri doniistimlii,
nonkompetitif inhibasyon 6zelligi gosterir. Giinde bir kez kullanilir. Gastrointestinal
sistemde ¢esitli yan etkileri (mide bulantisi, kusma, agri, ishal, kabiz gibi) goriiliir ve bas
agrist yapmaktadir. Fakat takrin gibi hepatotoksik etkileri bulunmamaktadir[17].
Hepatotoksik ve nefrotoksik etkisinin olmamasi1 sebebiyle, karaciger ve bdbrek
hastalarinda giivenle kullanilir. Alzeheimer hastaliginin tiim evrelerinde kullanilir. Bir

piperidin sinifi olan donepezil gliniimiizde AH’da en ¢ok kullanilan ilagtir [18].

0O
/ N
—~0

Sekil 2.4. Donepezil Molekiilii
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2.1.5.5. Huperizin-A

Cin kuliip yosunu olarak bilinen bir bitkiden elde edilen bir bilesik olan Huperzin-
A, asetilkolinin par¢alanmasini yavaglatir. Bu yiizden, Alzheimer hastalig1 gibi biligsel
bozukluklar1 olan kisiler i¢in bir tedavi olabilir. Ayrica beyin hiicrelerini hasardan
koruyabilir ve yeni beyin hiicreleri olusmasini tesvik edebilir. Hayvan deneylerinde ve
insan calismalarinda hafizay1 ve zihinsel performansi iyilestirdigi goriilmiistiir. Ancak,
etkinligi ve giivenligi hakkinda daha fazla arastirma yapilmasi gerekmektedir. Huperzin-

A, su anda sadece Cin’de Alzheimer hastalig1 icin onaylanmistir[19].

Sekil 2.5. Huperizin-A Molekiilii

2.1.6. Alzheimer tedavisinde kullamlan diger ilaclar

Takrin, galantamin, rivastigmin, donepezil ve Huperizin-A etken maddeleri
kolinesteraz enzim inhibitorii olarak Alzheimer hastaliginda kullanilmaktadir. Fakat
Alzheimer hastaliginin tedavisinde NMDA reseptor antagonistleri de kullanilmaktadir.
FDA tarafindan onaylanip piyasada kullanilan tek NMDA reseptor antagonisti

memantin’dir[20].

2.1.6.1. Memantin

Memantin, Alzheimer hastalig1 da dahil olmak iizere bir ¢ok ndrolojik hastaligin
tedavisinde kullanilan bir NMDA reseptor antagonistidir. FDA tarafindan 2003 yilinda
ruhsat vermistir. Giiniimiizde Alzheimer hastaliginda kullanilan piyasadaki tek NMDA
reseptdr antagonistidir[21]. Ulkemizde Melanda, Demax vb. ticari isimlerle
pazarlanmaktadir.

NH,

Sekil 2.6. Memantin’in Molekiilii



2.2. Parkinson Hastahig

2.2.1. Parkinson hastali@inin tanimi

Parkinson hastaligi, beyin ve MSS’deki bazi hiicrelerin yavas¢a kaybolmasiyla
ilerleyen bir hastaliktir. Bu hiicreler dopamin ad1 verilen bir kimyasal madde iiretirler ve
beyindeki hareketleri kontrol eden bir bolgeye gonderirler. Dopamin eksikligi,
hareketlerde yavaslama, titreme, kas sertligi ve denge bozuklugu gibi belirtilere yol agar.
Parkinson hastaligi, Alzheimer hastalifinin ardindan en sik rastlanilan ikinci
norodejeneratif hastaliktir. Hastalik genellikle yashilik doneminde ortaya ¢ikmaktadir.
Fakar bazi olgularda geng yasta hastaliga yakalananlar da vardir[22]. 30-40 yas arasinda
100.000 kiside 41, 80 yas ve iizerinde ise 100.000 kiside 1900 kisinin Parkinson
hastaligina yakalandigi rapor edilmistir. Erkekler, kadinlara gore hastaliga daha fazla
yakalanma egilimindedir. Diinya ¢apinda yaklagik 10 milyon insan Parkinson
hastaligindan etkilenmektedir. Bu oranin ilerleyen yillarda daha da artmasi

beklenmektedir[23].

2.2.2. Parkinson hastahi@inin belirtileri

Parkinson hastaligi, beyinde dopamin tireten hiicrelerin azalmasi sonucu hareket
bozukluguna yol acan bir hastaliktir. Parkinson belirtileri sunlardir:

-Dinlenme halindeyken ellerde, cenede veya bacaklarda titreme

-Kaslarda sertlik ve katilik

-Hareketlerde yavaglama ve zorlanma

-Yiirtiimede dengesizlik ve diisme riski

-Mimiklerin azalmasi ve yiiz ifadesinin donuklagmasi

-Konugmanin bozulmasi ve ses tonunun diismesi

-Yazimin kii¢lilmesi ve okunaksizlagsmasi

-Depresyon, anksiyete, uyku bozukluklari, biligsel gerileme gibi sorunlar[24].

2.2.3. Parkinson hastaliginin nedenleri

Parkinson hastalig1 (PH), beyindeki bazi sinir hiicrelerinin 6lmesiyle ortaya ¢ikan
bir norolojik bozukluktur. Bu hastaligin tek bir genin mutasyonuyla ilgili oldugu
diisiintilen bir tiirii vardir. Bu gene alfa-siniiklein (SNCA) denir. Ancak, bu genin
hastaliga nasil yol actig1 heniiz tam olarak bilinmemektedir. Ayrica, hastalarin ¢ogunda

bu genle ilgili bir sorun yoktur. Hastaligin nedeni genetik ve ¢evresel faktorlerin birlesimi
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olabilir. PH nin riskini artiran bazi ¢evresel faktorler sunlardir: zirai ilaglara maruz
kalmak, kafaya darbe almak, bazi metaller ve kimyasallarla temas etmek, ¢ok fazla kahve

tiikketmek[25].

2.2.4. Parkinson hastaliginin tedavi yontemleri

Gilinlimiizde PH tedavisinde hala en etkili sekilde kullanilan ve standart kabul
edilen ilag levodopadir. Fakat levodopanin yan etkileri ve zamanla azalan tedavi 6zelligi
nedeniyle PH tedavisinde tek basina kullanimindan bahsetmek imkansizdir. Bu nedenle
levodopa giinlimiizde ilag kombinasyonlar1 seklinde piyasada bulunmaktadir (levodopa +
benserazid, levodopa + karbidopa, levodopa + entakapon).

Ayrica tedavi yaklagimlarindan bir digeri de dopamin agonistlerini kullanmaktir.
Bunlar apomorfin, piribedili prampipeksol, nopinirol, bromokriptin, kabergolin, lisurit ve
porgolittir. PH semptomlarinin tedavisinde levodopa’nin ardindan kullanilan en gii¢lii
ilag grubudur. Levodopa’ya gore daha az yan etkilerinin bulunmasi sebebiyle tercih
edilmektedirler. Geng yasta yakalanilan PH olgularinda tek ilagla tedavide ilk se¢cenek
olarak kullanilmaktadirlar.

Ayrica PH’da amantadin, biperiden, bornapirin ve domperiden gibi ilaglar da
kullanilmaktadir[26].

Fakat bu tez kapsaminda PH tedavi yontemlerinden MAO inhibitorleri lizerinde

durulacaktir.

2.2.5. Monoaminoksidaz enzimi ve inhibitorleri

Monoamin oksidaz (MAO), viicuttaki norotransmitterlerin parcalanmasindan
sorumlu bir enzim tiiriidiir. MAO, A ve B olarak iki alt tipe ayrilir. MAO-A, serotonin,
norepinefrin ve dopamin gibi ndrotransmitterleri parcalarken, MAO-B daha ¢ok dopamin
tizerinde etkilidir. MAO inhibitorleri sinir hiicrelerindeki ndrotransmitter miktarini artirir.
Bu sebeplerle MAO-A inhibitorleri daha ¢ok psikiyatrik hastaliklarin tedavisinde
kullanilirken, MAO-B inhibitdrlerinin Parkinson ve Alzheimer gibi hastaliklarda
kullanim1 daha uygundur[27].

MAOTI'lerin kullanimi, baz1 gida ve ilaglarla ciddi etkilesimlere neden olmaktadir.
Ozellikle, tiramin iceren gidalar (peynir, sarap, salam gibi) MAOI'lerle birlikte
alindiginda, kan basincinda tehlikeli bir yiikselmeye yol agabilir. Ilag etkilesimi riskinden

dolayi diger antidepresanlarla birlikte kullaniminda ¢ok dikkatli olunmalidir.
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MAOT'ler, psikiyatrik tedavide 6nemli bir rol oynamis olsa da, giiniimiizde daha
yeni ve daha gilivenli antidepresanlar gelistirildigi i¢in kullanimlar1 azalmistir[28].

MAOT’lerinden bazilar1 asagida deginilmistir.

2.2.5.1. Klorgilin
Klorgilin secici ve geri donlisiimsiliz bir MAO-A inhibitoriidiir. Bu sebeple

depresyon gibi psikiyatrik hastaliklarda kullanilir[29].

Cl |

Cl

Sekil 2.7. Klorgilin bilesigi kimyasal yapisi

2.2.5.2. Moklobemid
Moklobemid, geri doniisiimlii bir MAO-A inhibitoriidiir. Bu nedenle daha ¢ok
psikiyatrik hastaliklarda kullanilmaktadir. Kimyasal olarak benzamit yapisindadir[30].

N
HN /

Sekil 2.8. Moklobemid bilesigi kimyasal yapist

2.2.5.3. Safinamid
Orta ve ileri diizeydeki Parkinson hastalar1 i¢in kullanilan bir ilagtir. Geri
dontistimli bir MAO-B inhibitoriidiir. Tek basina veya L-dopa ile kombine bir sekilde

kullanilir. Avrupa ve Amerika ve Kanada’da kullanimi i¢in onay almistir[31].



FOAOQA 0

Sekil 2.9. Safinamid bilesigi kimyasal yapist

2.2.5.4. Selejilin

Selegilin’in sentezi ilk kez 1965 yilinda Knoll tarafindan yapilmustir. [32] Selejilin
1975 yilindan giliniimiize kadar PH’da kullanilmakta olan MAO-A ve MAO-B
inhibitoriidiir.  Farmakolojik  etkisini MSS’de  dopaminin  yikimim1  azaltarak

gosterir[33,34].

NP

Sekil 2.10. Selejilin bilesiginin kimyasal yapisi
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2.3. Tiyadiazol Halka Sistemiyle ilgili Genel Bilgiler
Bes iiyeli bir heterosiklik halka olan tiyadiazol; 2 azot, 2 karbon ve 1 tane de
kiikiirt atomu tasimaktadir. Halkadaki hetero atomlarin yerine gore isimleri

degismektedir.

N N /_\\ N—N
Lo e Ko L

1,2,3-tiyadiazol 1,2,4-tiyadiazol 1,2,5-tiyadiazol  1,3,4-tiyadiazol

Sekil 2.11. tiyadiazol bilesikleri kimyasal formiilleri

2.3.1. Bazi tiyadiazol tiirevi bilesiklerin sentezi

Tiyadiazol halkasi iceren bilesikler ilk olarak 1894 yilinda sentezlenmistir.
Bunlardan ilki 2-fenilamino-1,3,4-tiyadiazol bilesigi digeri ise 2-(metil/allil)amino-1,3,4-

tiyadiazol bilesigidir[35].

1901 yilinda 4-fenilbenzaltiyosemikarbazon, FeCls ile okside edilerek 1,3,4-

tiyadiazol yapisinda bilesikler sentezlenmistir[36].

N—N
R—CH=N—NHCSNH2LC|3—> R—“\SJ—NHQ

Sekil 2.12. sentez denklemi I

1942 yilinda tiyosemikarbazit, hidnokarpik asit klortir ile reaksiyona sokularak 2-

norhidnokarpil-5-amino—1,3,4-tiyadiazol bilesigi sentezlenmistir[37].
ITIH—NHZ N—N
HN—C * C"ﬁf—(CthoG — HzNis%(CHz)mG + HCI + H,0
S 0

Sekil 2.13. sentez denklemi 2

1949 yilinda 4-ariltiyosemikarbazit, H2SOs4 ile tepkimeye sokulmustur. Ardindan

2-amino-5-aril-1,3,4-tiyadiazol bilesigi sentezlenmistir[38].
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2.4. Salkonlar Hakkinda Genel Bilgiler

Salkonlar -COCH=CH- kimyasal formiiliine sahip bilesiklerdir. En basit yapidaki
salkon bilesigi 3-metil-2- biitenal’dir. Aromatik salkonlar igerisinde ise 1,3-difenil-2-
biiten-1-on bilesigi en basit yapiya sahiptir. Salkonlar; meyve, sebze, baharat, cay ve soya
gibi gidalarda bol miktarda bulunan dogal bilesiklerdir. Farmakolojik etkileri nedeniyle

glinlimiizde ¢ok genis kullanim alanlar1 vardir[39].
H 0] CH,
O:<_<CH3 ‘)k/k‘
CHj
Sekil 2.14. 3-metil-2biitenal ve 1,3-difenil-2-biiten-1on bilegiklerinin kimyasal yapisi

Salkon sentezi aromatik aldehitlerin metil aril ketonlarla tepkimeye girdigi bir
Claisen-Schmidt kondenzasyon tepkimesidir[40]. Tepkime NaOH veya KOH
kullanilarak bazik ortamda gerceklestirilir.

0 o o
I I
+ MeOH

Sekil 2.15. salkonlarin genel sentez reaksiyon denklemi
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2.5. Asetilkolinesteraz ve MAQO Aktivite Calismalarina Konu Olmus
Salkon ve Tiyadiazol Tiirevi Bilesikler

Son yillarda yapilan ¢alismalar salkon ve tiyadiazol yapist iceren bilesiklerin ChE
ve MAO enzimleri iizerine inhibisyonda basaril1 olabileceklerini gostermistir. Bu bilgiler
dogrultusunda salkon-tiyadiazol yapist iceren bilesiklerin Alzheimer ve Parkinson
hastaliklarinin tedavisi i¢in yiiksek potansiyele sahip olduklar1 diisiiniilmektedir. Yapilan

caligmalardan bazilar1 asagida 6zetlenmistir.

2018 yilinda, salkon tiirevi bilesikler sentezlemistir. Ardindan MAO aktivasyon
testleri yapilmistir. Yapilan c¢alismalarda, MAO-A enzimini en giicli inhibe eden
bilesigin asagida formiilii verilen I. Numarali bilesik (ICso = 0.061 uM) oldugunu, MAO-
B’yi ise asagida formiilii verilen II numarali bilesik oldugu (ICso = 0.0044 uM) oldugu
tespit edilmistir.[41].

II

Sekil 2.16. I Ve Il numaral: bilesikler

2019 yilinda yapilan bir ¢alismada bir dizi salkon tiirevi bilesik sentezlenmistir.
Ardindan aktivite testleri yapilmistir. Yapilan aktivite testlerine gore serideki 3u kodlu

bilesik (ICso = 7.50 uM) asetilkolin esteraz enzimini %77 oraninda inhibe etmistir[42].

Sekil 2.17. 3u kodlu bilesigin kimyasal yapist
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2018 yilinda yapilan bir araastirmada salkon tlirevi bilesikler sentezlenmistir.
Ardindan sentezlenen bilesiklerle monoamin oksidaz enzimi aktivite ¢alismalari
yapilmistir. Bu ¢alismalarda, asagida kimyasal yapis1 gosterilen I nolu bilesigin (ICso =
0.0051 uM) ve II nolu bilesigin (ICso = 0.0044 uM) monoamin oksidaz-B enzimini gii¢lii
bir sekilde inhibe ettigi goriilmiistiir[43].

OH O //
=
- —
(J 70O 0
HO cl /

I I

Sekil 2.18. 7 ve II nolu bilesikler

2018 yilinda yapilan bir ¢aligmada salkon tiirevi bilesikler sentezlenmistir.
Ardindan sentezlenen bilesiklerle MAO enzimi aktivasyon c¢alismalart yapilmistir.
Yapilan caligmalar sonucunda, serideki bir bilesigin MAO-B enzimini ICso = 0.087uM
degeriyle inhibe ettigi tespit edilmistir[44].

(@)
F

Sekil 2.19. ICso = 0.087uM degerli bilesigin kimyasal yapisi

9

2018 yilinda salkon tiirevi bilesikler sentezlenmistir. Ardindan ilgili bilesiklerle
MAO enzimleri aktivasyon testleri yapilmistir. Sentezlenen I. bilesik MAO-A ve MAO-
B enzimlerini sirasiyla 0.30+0.010 ve 0.4040.017 uM ICso degerleriyle inhibe etmistir.
Sentezlenen II nolu bilesik ise MAO-A (1.06+£0.090 uM ICso) ve MAO-B (0.32+0.021
uM ICso) enzimlerini inhibe etmistir[45].
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Sekil 2.20. [ ve II nolu bilesiklerin kimyasal yapist

2018 senesinde salkon tiirevi bilesikler sentezlenmistir. Ardindan ilgili bilesikler
ile MAO-B enzimi aktivite testleri yapilmistir. Aktivite testlerine gore, ICso = 0.0041 uM
degerine sahip bilesiginin serideki en gii¢lii inhibitér olarak MAO-B enzimini inhibe

ettigi tespit edilmistir[46].

Sekil 2.21. ICso = 0.0041degerine sahip bilesigin kimyasal yapisi

2018 senesinde salkon tiirevi bilesikler sentezlenmistir. Ardindan MAO enzimi
aktivasyon c¢alismalar1 yapilmistir. Yapilan aktivite ¢alismalarina gore sentezlenen bir
bilesik, serideki diger bilesiklere gore MAO-B enzimini daha giiclii sekilde inhibe
etmistir. Bu bilesigin kimyasal yapis1 agagida verilmistir[47].

0

P
CH, HN H,C” "N~ “CH,
o A

o} \NJ
¢

3 N
CH,

Sekil 2.22. [-[4-(6,7,8-Trimetoksikinazolin-4-il)aminofenil]-3-(3,5, 6-trimetilpirazin)prop-2-en-1-on
bilesigi

2019 senesinde salkon tiirevi bilesikler sentezlenmistir. Ardindan MAO enzimleri

aktivite caligmalar1 yapilmistir. Sentezlenen bilesikler icerisinden ICso = 0.57 = 0.01 uM
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degerine sahip bilesiginin Monoaminoksidaz-B enzimini inhibe ettigi tespit

edilmistir[48].

O OH
9
CI‘\I\/\/\/\O O/\/\/\/N

Sekil 2.23. ICs0 = 0.57 £ 0.01 uM degerine sahip bilesigin kimyasal yapist

2019 senesinde yapilmis bir arastirmada salkon tiirevi bilesikler sentezlenmistir.
Ardindan Monoaminoksidaz enzimleri aktivite ¢alismalar1 yapilmistir. Bu bilesiklerden
birinin ICso = 0.053 + 0.003 uM degeriyle Monoaminoksidaz-B enzimini inhibe ettigi
bulunmustur[49].

o
AT

HC” S0 O
F

Sekil 2.24. ICso = 0.053 £ 0.003 uM degerine sahip bilesigin kimyasal yapist

2019 senesinde salkon tiirevi bilesikler sentezlenmistir. Ardindan MAO-B enzimi
aktivite calismalar1 yapilmistir. Bu ¢alismalarda, en etkili inhibitoriin 1Cso = 8.19 uM
degerine sahip olan bilesik oldugu tespit edilmistir[50].

CH, 0
oo N P
_CH,
HO N
CH

3

Sekil 2.25. ICso = 8.19 uM degerine sahip bilesigin kimyasal yapisi

2019 senesinde salkon tiirevi bilesikler sentezlenmistir. Ardindan MAO enzimleri
aktivasyon testleri yapilmistir. Aktivite testlerine gore MAO-A enzimi en giiglii sekilde
inhibe eden bilesigin asagida kimyasal yapis1 verilen I nolu bilesik (ICso = 0.18 uM)
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oldugu ve MAO-B enzimi inhibe eden en aktif bilesigin ise II nolu bilesik (ICso = 0.029
uM) oldugu tespit edilmistir[51].

CH, CH
| 73
Cl N N
CH, “CH,
\ \
(6] Cl 0

I II

Sekil 2.26. I ve II nolu bilesiklerin kimyasal yapilari

2019 senesinde salkon tiirevi bilesikler sentezlenmistir. Ardindan MAO enzimleri
aktivite testleri yapilmistir. Test sonuglaria gore, MAO-A enzimini en giiclii inhibe eden
bilesigin asagida kimyasal yapisi verilen I nolu bilesik (ICso = 0.029uM) oldugu tespit
edilmistir. Ayrica MAO-B enzimini inhibe eden en aktif bilesigin ise, II nolu (ICso =
0.0021uM) bilesik oldugu tespit edilmistir[52].

0 0
<O O = O [O
0 (0] F
CH,

I IT

Sekil 2.27. I ve II nolu bilesiklerin kimyasal yapilari

2019 senesinde salkon tiirevi bilesikler sentezlenmistir. Ardindan MAO enzimleri
aktivasyon ¢alismalar1 yapilmistir. Aktivite calismalarina gore, asagida kimyasal yapisi
verilen I nolu bilesigin (ICso = 0.028 £ 0.0016uM), MAO-B enzimi serideki diger
bilesiklere gore daha etkili bir sekilde inhibe ettigi tespit edilmistir. Ayrica, II nolu (ICso
=0.51 £ 0.051uM) bilesiginin de, MAO-A enzimini serideki diger bilesiklere gére daha
yliksek oranda inhibe ettigi tespit edilmistir[53].
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Sekil 2.28. I ve II nolu bilesiklerin kimysal yapilar

2019 senesinde salkon tiirevi bilesikler sentezlenmistir. Ardindan MAO-B enzimi
aktivite calismalar1 yapilmistir. Aktivite sonuglarina gore serideki en aktif bilesigin,

asagida kimyasal yapisi verilen bilesik oldugu tespit edilmistir[54].

OH O CH,

Sekil 2.29. (E)-3-(3-(2-Hidroksifenil)-3-okzoprop- 1-en- 1-il)fenildimetilkarbamat bilesigi

2019 senesinde salkon tiirevi bilesikler sentezlenmistir. Ardindan MAO enzimleri
Aktivite caligmalar1 yapilmistir. Aktivite sonuglarina gore, asagida kimyasal yapisi
verilen bilesiginin seri icerisinde MAO-B enzimini en gii¢lii sekilde inhibe ettigi tespit

edilmistir[55].

18



X

OH O N

|
N
= O~ "~ N
%

Sekil 2.30. (E)-3-(3-((5-(3,4-Dihidroizokinolin-2 (1 H)-il)pentil) oksi)fenil)- 1- (2 hidroksifenil)prop-2-en-1-
on bilesigi

2019 senesinde salkon tiirevi bilesikler sentezlenmistir. Sentezlenen bilesiklerin
MAO enzimi aktivite ¢calismalar1 yapilmistir. Yapilan ¢alismalarina gore sentezlenen
bilesikler icerisinde en aktif bilesigin asagida kimyasal yapist verilen bilesik oldugu
belirlenmistir[56].

0]

O } O
Cl NO,

Sekil 2.31. (E)-1—(4-Klorofenil)-3—(4-nitrofenil)prop-2-en-1-on bilesigi

2019 senesinde salkon tiirevi bilesikler sentezlenmistir. Ardindan MOA-B enzimi
iizerindeki aktivasyon testleri yapilmistir. Yapilan caligmalar sonucu serideki en aktif

bilesigin asagida kimyasal yapisi verilen oldugu tespit edilmistir[57].

Sekil 2.32. (Z)-2-(4-(Dimetilamino)benziliden)-5, 6-dimetoksi-2, 3-dihidro- 1 H-inden- 1-on bilesigi
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2019 senesinde salkon tiirevi bilesikler sentezlenmistir. MAO enzimleri
iizerindeki inhibisyon aktiviteleri arastirilmstir. I¢lerindeki en etkili bilesigin 0.14 + 0.01
uM ICso degerine sahip asagida kimyasal yapisi verilen bilesik oldugu tespit edilmistir.
[58].

H,C.___CH,
CH, 0 N
BORAS
0 OH
CH

Sekil 2.33. 0.14 + 0.01 uM ICso degerine sahip bilesigin kimyasal yapisi

2020 senesinde salkon tiirevi bilesikler sentezlenmistir. Ardindan MAO enzimi
aktivite caligmalar1 yapilmistir. Yapilan ¢aligmalarina gore ICso = 0.43 + 0.02 uM
degerine sahip bilesigin, MAO enzimini giiclii bir sekilde inhibe ettigi tespit
edilmistir[59].

Sekil 2.34. ICs50 = 0.43 + 0.02 uM degerine sahip bilesigin kimyasal yapisi

2021 yilinda yapilan ¢alismada tiyazol ve tiyadiazol yapilarini igeren bir dizi
bilesik sentezlenmistir. Ardindan ACh enzimi inhibisyon etkileri arastirilmistir. Bu
calismada bilesik 1 i¢in ICs0=1.30£0.007 ve bilesik 2 i¢in ICs0=1.22+0.002 mM degerleri
tespit edilmistir[60].
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Sekil 2.35. I ve 2 numarall bilesiklerin kimyasal yapisi

2013 yilinda yapilan bir ¢alismada bir dizi tiyadiazol tiirevi sentezlenmistir.
Ardindan bu bilesiklerin AChE inhibisyon aktiviteleri arastirilmistir. bilesik 3 igin
IC50=0.006+£0.003 uM aktivite degeri ve bilesik 4 i¢in 1Cs0=0.009+0.004 aktivite degeri

tespit edilmistir[61].
-N -N
) S W,
B F
HO oH HO OH
3 4

Sekil 2.36. 3 ve 4 numarali bilesiklerin kimyasal yapisi

2014 yilinda yapilan bir calismada bir dizi tiyadiazol tlirevi sentezlenmistir.
Ardindan AChE inhibisyon aktiviteleri aragtirmistir. Yapilan deneyler sonucu en aktif
bilesigin bilesik 5 oldugu tespit edilmistir. Bu bilesigin ICso degeri ise 1.17+0.06
uM’diir[62].

Sekil 2.37. 5 numarali bilesigin kimyasal yapisi

2021 yilinda yapilan bir calismada bir dizi tiyadiazol tiirevi bilesik

sentezlenmistir. Ardindan AChE inhibisyon aktiviteleri arastirmistir. Yapilan bu
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aragtirmaya gore bilesik 6 0.029+0.005 uM ICso degeriyle serideki en etkili bilesik oldugu
bulunmustur[63].

Sekil 2.38. 6 numarali bilesigin kimyasal yapisi

2020 yilinda yapilan bir calismada tiyadiazol yapisi iceren bir dizi bilesik
sentezlenmistir. Ardindan AChE inhibisyon aktiviteleri aragtirmistir. Arastirma sonucu
bilesik 7 0.002+0.0003 pM ICso degeri gostermis ve iclerinde en aktif bilesik oldugu
bulunmustur[64].

0,N

Sekil 2.39. 7 numarali bilesigin kimyasal yapisi

2018 yilinda yapilan bir calismada tiyadiazol tiirevi bir dizi bilesik
sentezlenmistir. Ardindan asetilkolin esteraz enzimi inhibisyon testleri yapilmistir.
Yapilan testler sonucunda ICso degeri 1.51 + 0.25 uM olan bilesik 8 en yiiksek aktiviteyi
gostermistir[65].

S

_N 2
I\I] S%N%ILN\\/N\Q

Cl
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Sekil 2.40. 8 numarali bilesigin kimyasal yapisi

2016 yilinda yayinlanan bir arastirmada tiyadiazol tiirevi bilesikler sentezlenmis
ve aktivite testleri yapilmistir. Bu testler sonucunda en aktif bilesiklerin 9 (ICs0=3.00£0.5
uM), 10 (ICs50=3.03+0.94) ve 11 (ICs50=2.74+£0.46 pM) nolu bilesikler oldugu tespit
edilmistir[66].

O o O‘<
N’N [0)
B 5O
@ﬁ 4 S
Cl S
Cl
Cl
9 10

Cl

11

Sekil 2.41. 9, 10 ve 11 numaral bilesiklerin kimyasal yapisi

2014 yilinda yapilan bir calismada tiyadiazol halkas1 iceren bilesikler
sentezlenmistir. Ardindan sentezlenen bilesiklerin aktivite testleri yapilarak, AChE
inhibisyon potansiyelleri bulunmustur. Sonug olarak bilesik 12°nin (0.77+0.08 uM ICso)
iclerindeki en etkili bilesik oldugu bulunmustur[67].

N
/ A\

/:N NN
o@—o s)*N’
/
12

Sekil 2.42. 12 numarali bilesigin kimyasal yapisi
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2021 senesinde tiyadiazol halkasi igeren bilesik sentezlenmistir. Daha sonra.
bilesiklerin aktivite testleri yapilmistir. Sonug olarak sentezlenen bilesikler arasinda 13

nolu bilesik ACh enzimine kars1 en yiiksek inhibisyon degerlerini gostermistir[68].

Cl

-N
7 NN
Br S
N/J\S>7
13

Sekil 2.43. 13 numaral: bilesigin kimyasal yapisi

2013 yilinda yapilan bir calismada bir dizi tiyadiazol halkasi igeren bilesik
sentezlenmistir. Daha sonra bu bilesiklerin asetilkolin esteraz enzimi inhibisyonu iizerine
aktivite testleri yapilmistir. Sonug olarak bilesik 14 (0.053 + 0.003 uM ICso) i¢lerindeki
en etkili bilesik olarak bulunmustur[69].

1\{14\{>\\ Cl
S
0 Cl

HO OH
14

Sekil 2.44. 14 numarali bilesigin kimyasal yapisi

2020 yilinda yapilan bir calismada tiyadiazol halkas1 igeren bilesikler
sentezlenmistir. Daha sonra bu bilesiklerin asetilkolin esteraz enzimi inhibisyonu iizerine
aktivite testleri yapilmistir. Sonug olarak ise en yliksek aktivite degerlerine sahip olan
bilesikler, bilesik 15 (ICs0=1.24+0.06 uM) ve bilesik 16 (ICs50=0.361+0.014 uM) olarak
tespit edilmistir[70].
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Sekil 2.45. 15 ve 16 numarali bilesiklerin kimyasal yapisi

2018 senesinde salkon tiirevi bilesikler sentezlenmistir. Ardindan AChE aktivite
testleri yapilmistir. Yapilan aktivite testi sonuglarina gore asagida kimyasal yapisi verilen

bilesigin serideki en aktif bilesik oldugu tespit edilmistir[71].

Sekil 2.46. 3-(4-Klorofenil)-1-(5-klorotiyofen-2-il)prop-2-en-1-on bilesiginin kimyasal yapisi

2019 senesinde salkon tiirevi bilesik sentezlenmistir. Ardindan AChE aktivite
testleri yapilmistir. Yapilan aktivite testi sonuglarina gore asagida kimyasal yapisi1 verilen

ICso = 9.3 puM degerine sahip bilesigin serideki en aktif bilesik oldugu tespit

edilmigtir[72].
@) F
o
0]

Sekil 2.47. ICso = 9.3 uM degerine sahip bilesigin kimyasal yapist

2019 senesinde salkon tiirevi bilesik sentezlenmistir. Ardindan AChE aktivite
testleri yapilmistir. Yapilan testin sonuglarina gore asagida kimyasal yapisi verilen
[C50=6.4+£0.32 uM degerine sahip bilesigin serideki en aktif bilesik oldugu tespit
edilmistir[73].
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Sekil 2.48. serideki en aktif bilesiginin kimyasal yapisi

2019 senesinde salkon tiirevi bilesik sentezlenmistir. Ardindan AChE aktivite
testleri yapilmistir. Yapilan aktivite testi sonuglarina gore asagida kimyasal yapis1 verilen

ICso = 0.44 pM degerine sahip bilesigin iclerindeki en etkili bilesik oldugu

0
LT
N
~0 ~

Sekil 2.49. Serideki en aktif bilesigin kimyasal yapisi

bulunmustur.[74].

2019 senesinde salkon-O-alkinamin tiirevi bilesikler sentezlenmistir. Ardindan
AChE aktivite testleri yapilmistir. Yapilan aktivite testi sonucglarina gore asagida
kimyasal yapis1 verilen ICso = 1.30 uM degerine sahip bilesigin serideki en aktif bilesik
oldugu tespit edilmistir[75].

0]

@ SN 9
N\/\/\/\O HO O/\/\/\/N

Sekil 2.50. Serideki en aktif bilesigin kimyasal yapuisi

2019 senesinde salkon tiirevi bilesikler sentezlenmistir. Ardindan AChE aktivite

testleri yapilmustir. Yapilan aktivite testi sonuglarina gore asagida kimyasal yapis1 verilen
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ICso = 0.30 = 0.061 uM degerine sahip bilesigin i¢lerindeki en etkili bilesik oldugu

O
=
.

Sekil 2.51. Serideki en aktif bilesiginin ait kimyasal yapist

bulunmustur[76].

2019 senesinde bir seri Flurbiprofen-salkon hibrid mannich baz tiirevi bilesikler
sentezlenmistir. Ardindan AChE aktivite testleri yapilmistir. Yapilan aktivite testi
sonuclarina gore asagida kimyasal yapisi1 verilen ICso = 7.15 + 0.023 uM degerine sahip
bilesigin i¢lerindeki en etkili bilesik oldugu bulunmustur[77].

Sekil 2.52. Serideki en aktif bilesiginin kimyasal yapisi

2019 senesinde bir seri salkon tiirevi bilesik sentezlenmistir. Ardindan AChE
aktivite testleri yapilmistir. Yapilan aktivite testi sonuclarina gore asagida kimyasal yapisi

verilen ICso =2.46 + 0.078 uM degerine sahip bilesigin i¢lerindeki en etkili bilesik oldugu

|
Cl N
N
o) Cl

Sekil 2.53. Serideki en aktif bilesiginin kimyasal yapisi

bulunmustur[78].

2020 senesinde bir seri salkon tiirevi bilesik sentezlenmistir. Ardindan AChE

aktivite testleri yapilmistir. Yapilan aktivite testi sonuclarina gore asagida kimyasal yapisi
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verilen I1Cso = 2.97 uM degerine sahip bilesigin serideki en aktif bilesik oldugu tespit

edilmistir[79].
>~ 0o
L
~o o~ cl

Sekil 2.54. (E)-1-(3-bromo-2,4, 6-trimetoksifenil)-3-(4-klorofenil)prop-2-en-1-on bilesiginin kimyasal
yapisi

2020 senesinde salkon tiirevi bilesikler sentezlenmistir. Ardindan AChE aktivite
testleri yapilmistir. Yapilan aktivite testlerine gore asagida kimyasal yapis1 verilen ICso=

1.0 £ 0.003 nM degerine sahip bilesigin iclerindeki en etkili bilesik oldugu

HO
SPew
X

Sgee

bulunmustur80].

Sekil 2.55. Serideki en aktif bilesiginin kimyasal yapisi
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3. GERECLER

3.1. Kullanilan Maddeler

2-Merkaptobenzotiyazol
2-Merkaptobenzoksazol
Potasyum karbonat
Dimetilformamit (DMF)

Etanol

Petrol eteri

4-Florobenzaldehit

Potasyum hidroksit

Metanol

1-Metilpiperazin

1-Etilpiperazin

1-Allilpiperazin
1-Izopropilpiperazin
1-(2-Metoksietil)piperazin
1-[2-(Dimetilamino)etil Jpiperazin
Etil asetat

Jelatin

Silika jel 60 F2s4 kapli aliiminyum ITK plag
DMSO-ds

AChE-E.C.3.1.1.7, electric eel
BChE-E.C. 3.1.1.8, equine serum
Asetiltiyokolin iyodiir (ATC)
Biitiriltiyokolin iyodiir (BTC)
5,5’-Ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit) (DTNB)
Potasyum dihidrojen fosfat
Dimetilsiilfoksit (DMSO)
Sodyum bikarbonat

Donepezil

Takrin

Monoamine Oxidase-A human
Monoamine Oxidase-A human
Moklobemid

Selejilin

Horseradish Peroksidaz

Ampliflu ™ Red

Tiramin

Hidrojen Peroksit

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya
: Tekkim, Tiirkiye

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya
: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Sigma, Almanya

: Sigma, Almanya

: Fluka, Almanya

: Fluka, Almanya

: Sigma, Almanya

: Sigma, Almanya

: Sigma, Almanya

: Sigma, Almanya

: Sigma, Almanya

: Sigma, Almanya

: Sigma, Almanya

: Sigma, Almanya

: Sigma, Almanya

: Sigma, Almanya

: Sigma, Almanya

: Sigma, Almanya

: Sigma, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

Sekil 3.1. Kullanilan maddeler
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3.2. Kullanilan Cihazlar
Elektronik terazi

Manyetik tabanl 1s1tic1 karistiric
Ultraviyole lambasi

Erime derecesi tayin cihazi
Inkiibator

Niikleer manyetik rezonans

spektrometresi

Kiitle spektrometresi
Robotik pipetleme tablasi
Mikroplate okuyucu
Vortex

Steril Kabin

: Shimadzu, Libror EB-330 HU, Japonya

: Heidolph, MR 3003, Almanya

: Camag, Cabinet, Isvigre

:Mettler Toledo-MP90 Melting Point System
: Heraeus, Almanya

: Bruker, UltraShield 500 MHz, ABD

: Shimadzu, APCI-MS, Japonya
: BioTek-Preccision XS, ABD

: BioTek-Synergy H1, ABD

: Wisemix, Giiney Kore

: Class II TypeA2 (CHC-222A2-60), G.Kore

Sekil 3.2. Kullanilan cihazlar
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4. YONTEMLER

4.1. Sentez Calismalari

4.1.1. N-(4-(3-(3,4-dimetoksifenil)-3-oksoprop-1-en-1-il)fenil)asetamid sentezi (1)
Potasyum hidroksit bilesigi (0,1 mol, 5,6 g) metanol igerisinde ¢oziindiirilmistiir.

Cozeltiye 3°,4’-dimetoksiasetofenon (0,1 mol) ve 4-asetamidobenzaldehit (0,1 mol, 16,3

g) katilarak oda sicakliginda karistirilmistir. Karistirma islemi 2 giin siirmiistiir. Daha

sonra olusan ¢okelek siiziilmiistiir. Stizlintli kurutulduktan sonra etanol ile kristallendirme

islemi yapilmistir. Boylece 1 nolu bilesik elde edilmistir.

0] (0]
=
N MeOH
o H o NJ\
1 H
Sekil 4.1. N-(4-(3-(3,4-dimetoksifenil)-3-oksoprop-1-en-1-il)fenil)asetamit sentezi i¢in denklem

4.1.2. 3-(4-aminofenil)-1-(3,4-dimetoksifenil)prop-2-en-1-on sentezi (2)
N-(4-(3-(3,4-dimetoksifenil)-3-oksoprop-1-en-1-il)fenil)asetamid (70 mmol)
etanol (50 mL) igerisinde ¢Oziindiirilmistiir. Daha sonra tizerine HCI (10 mL)
eklenmistir. Ardindan geri geviren sogutucu ile 12 saat boyunca isitilarak kaynamaya
birakilmustir. Islem sonunda deney ortamina buzlu su eklenip NH3 ile notralize edilmistir.
Coken madde siiziilerek alinmis, su ile yikanip kurutulmustur. Son olarak etanol

yardimiyla kristallendirme islemi yapilmistir. Bdylece 2 nolu bilesik elde edilmistir.

\ NH,

Sekil 4.2. 3-(4-aminofenil)-1-(3,4-dimetoksifenil)prop-2-en-1-on sentezi i¢in denklem

4.1.3. 2-kloro-N-(4-(3-(3,4-dimetoksifenil)-3-oksoprop-1-en-1-il)fenil)asetamid
sentezi (3)

3-(4-aminofenil)-1-(3,4-dimetoksifenil)prop-2-en-1-on (0,05 mol) 200 mL THF
icerisinde ¢oziindiiriilerek buz banyosuna konulmustur. Daha sonra cozeltiye TEA

eklenmistir. Kloroasetil kloriir tetrahidrofuran i¢inde ¢oziindiiriilerek damlatma hunisine
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almmisgtir.  3-(4-aminofenil)-1-(3,4-dimetoksifenil)prop-2-en-1-on  ¢dzeltisi {izerine
kloroasetil kloriir yavasca eklenmis ve siirekli karistirma islemi yapilmistir. Reaksiyon
bir saat boyunca siirdiiriilmiistir. Daha sonra THF ucurulmustur. Ardindan buz
eklenmistir. Donan kisim Siiziilmiistiir. Stiziintii bol su ile yikanmistir. En son kurutma

islemi yapilmis ve etanol ile kristallendirilmistir. Boylece 3 nolu bilesik elde edilmistir.

O O
0 / Q TEA O = o
+ )J\/Cl THF
g cl e J_a
0 NH, 0 N
2 3 H

Sekil 4.3. 2-kloro-N-(4-(3-(3,4-dimetoksifenil)-3-oksoprop- 1-en- 1-il)fenil)asetamid sentezi icin reaksiyon
denklemi

4.1.4. N-siibstitiichidrazinkarbotiyoamid tiirevlerinin sentezi (4a-4i)

Uygun bir izotiyosiyanat tiirevi (10 mmol) ve hidrazin hidrat (20 mmol) etanol
(100 mL) i¢cinde oda sicakliginda karistirilmistir. Reaksiyonun tamamlanmasindan sonra
¢Oken {iriin siiziilmiis ve etanolden kristallendirilmistir. Boylece 4a-4i nolu bilesikler

sentezlenmistir.

S
R-N=C=S + NH,NH,.H,0 _E©OH R\N)J\N,NHZ
H H
4a - 4i

Sekil 4.4. N-siibstitiiehidrazinkarbotiyoamid tiirevlerinin sentezi icin reaksiyon denklemi

4.1.5. 5-(Siibstitiieamino)-1,3,4-tiyadiazol-2-tiyol tiirevlerinin sentezi (5a-5i)
Bilesikler 4a-4i (9 mmol) etanol (100 mL) igerisinde ¢oziindiiriiliip, iizerine
etanolde ¢Oziindiiriilmiis NaOH (10 mmol, 0.4 g) soliisyonu ilave edilmistir. Karbon
distilfid (10 mmol, 0.6 mL) eklenmistir. Karisim 8 saat boyunca kaynatilmistir. Kaynatma
islemi geri g¢eviren sogutucu yardimiyla 8 saat siirdiiriilmistiir. Ardindan ¢ozelti
sogutulmus ve HCI ¢ozeltisiyle pH asitlestirilmistir. Ardindan siizme ve etanol ile

kristallendirme islemi yapilmistir. Boylece 5a-51 nolu bilesikler sentezlenmistir.
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Sekil 4.5. 5-(Siibstitiieamino)- 1,3,4-tiyadiazol-2-tiyol bilesikleri igin denklem

4.1.6. Hedef bilesiklerin sentezi (6a-6i)

Bilesik 3 ve K2COs birer mmol alinmistir. Asetonda ¢oziindiiriiliip iizerine uygun
5-(stlibstitiieamino)-1,3,4-tiyadiazol-2-tiyol tiirevi (5a-51) (1 mmol) ilave edilmistir.
Karisim geri ¢eviren sogutucu ile 40°C’de 12 saat reaksiyona sokulmustur. Reaksiyonun
bitip bitmedigi ITK yéntemi ile kontrol edilmistir. Daha sonra aseton ugurulmustur. Son
irlin su ile yikanip, siiziilerek alinmistir. En son kurutma islemi yapilip, etanol ile

kristallendirme yapilmistir. Boylece 6a-6j nolu bilesikler elde edilmistir.

0 (0]
0 Pz - 0 Y
SORACE PRSI NE--NG I AR
+
\O NJ\/Cl S N’R Aseton \0 N S\(S>’NH
H H H e
3 N-N R
5a - 5i 6a— 6i

Sekil 4.6. Sentezlenmesi amacglanan final bilesikler icin denklem

Tablo 4.1. Sentezlenen bilesiklerin seri icerisindeki isimleri ve bilesiklerin R gruplar

Bilesik R Bilesik R
6a Etil 6f Fenil
6b Propil 6g 4-Metilfenil
6¢ Izopropil 6h 4-Metoksifenil
6d Biitil 6i Siklohekzil
6e Allil
4.2. ITK Cahsmalar

Tepkimelerin izlenmesinde her basamakta ince tabaka kromatografisi
yontemlerinden faydalanilmistir. iITK deneylerinde, silikajel 60 F254 ile kaplanmis ve
onceden belirlenmis ¢oziicii karisimlariyla doyurulmus aliiminyum levhalar adsorban
olarak secilmistir. Sentezlerde kullanilan reaktiflerin ve reaksiyon ortamindan alinan

orneklerin etanol ¢ozeltileri, ince tiipler aracilifiyla levhalara aktarilmis ve hareketli
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fazlarda tasinmalar1 saglanmistir. Levhalardaki noktalarin durumu, UV (254 nm ve 366
nm) ile tespit edilmistir. Tepkimelerin tamamlanip tamamlanmadigma iTK sonuglarma
gore karar verilmistir. Tezdeki her sentez asamasinda, ITK deneylerinde kullanilan uygun

hareketli fazlar, farkli ¢6ziicii karisimlart deneyerek bulunmustur.

4.3. Erime Noktas1 Tespiti

Son tirtinlerin erime noktalarinin tespit edilmesi amaciyla, Mettler Toledo-MP90
erime noktasi tespit cihazi kullanilmigtir. Son iiriinlerden, bir ucu kapali kilcal borulara
Smm civarinda konularak 6rnekler alinmistir. Kilcal borular cihaza yerlestirilip, video

kaydi alinarak, 6rneklerin kati halden s1v1 hale gectikleri sicakliklar 6l¢tilmiistiir.

4.4. IR Spektrumu Alinmasi
Son tirlinlerin IR spektrumlarini tespit etmek amaciyla Shimadzu-IR Affinity-1S
cthazi kullanilmistir. Cihaza bilesiklerden 6rnekler alinarak toz halde yerlestirilmistir. Bu

sekilde IR spektrumlari tespit edilmistir.

4.5. 'TH NMR Spektrumlarinin Ahinmasi

Sentezlenen bilesiklerin '"H NMR spektrumlarinin tespit edilmesi amaciyla,
Bruker marka 300 MHz’lik NMR spektrumu 6l¢iim cihazi kullanilmistir. sentezlenen
maddeler DMSO-ds igerisinde ¢ozlindiiriilmiislerdir. Bu ¢ozeltiler tetrametilsilana (TMS)

kars1 spektrometreye uygulanarak, spektrumlar1 kaydedilmistir.

4.6. *C NMR Spektrumlarinin Alinmasi

Son triinlerin '*C NMR spektrumlarinin tespit edilmesi amaciyla, Bruker marka
300 MHz’lik NMR spektrumu 6l¢tim cihazi kullanilmistir. sentezlenen maddeler DMSO-
ds igerisinde ¢oOziindiriilmiislerdir. Bu ¢ozeltiler tetrametilsilana (TMS) karsi

spektrometreye uygulanarak, spektrumlari kaydedilmistir.

4.7. Kiitle Spektrumu Olciilmesi
Son tiriinlerin kiitle spektrumlarinin alinmasi amaciyla Shimadzu LCMS-IT-TOF
cthazi kullanilmistir. Sentezlenen bilesiklerden ornekler alinip, asetonitril igerisinde

coziindiiriilmiistiir. Cozeltiler cihaza enjekte edilip, cihazin pozitif ve nagatif modunda
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spektrumlar alinmistir. Teknik olarak ESI — elektron sprey iyonizasyonu yontemi

kullanilmastir.

4.8. Biyolojik Aktivite Calismalar:

Sentezlenen bilesiklerin kolinesteraz ve monoamin oksidaz inhibasyon
potansiyelleri arastirilmistir. Ayrica sentezlenen bilesiklerin sitotoksik etkileri
aragtirillmistir. Bu calismalarin her asamasinda Milipor Milli-Q Syentesis A10
kullanilmistir. Bu cihaz yardimiyla saf su elde edilmistir. Biyolojik aktivite caligmalari
yapildigi siire boyunca tiim ¢ozeltiler taze olarak hazirlanmig olup, hazirlanan ¢ozeltiler
en fazla 1 hafta kullanilmistir. Enzim inhibasyon deneylerinde tiim asamalar otomatik
olarak, BioTek-Precision Power (USA) robotik pipetleme sistemi kullanilarak, 96
kuyucuklu plakalarla yapilmistir. Daha sonra bu plakalar BioTek-Synergy H1 Microplate
Reader (USA) kullanilarak izlenmis, enzim protokolii olusturulup verileri alinmistir.

Biyolojik aktivite ¢alismalarinda genellikle 102 ve 10% M’hk iki
konsantrasyonlarda inhibasyon c¢aligmalar1 yapilmis olup, enzim aktivite degerleri ylizde
olarak hesaplanmistir. %50 ve daha yiiksek inhibasyon gériilmesi durumunda ise 10° M
konsantrasyona kadar inilip hassas inhibasyon oranlar1 hesaplanmigtir. Tim

konsantrasyonlar %2’lik DMSO ¢d6zeltisi igerisinde hazirlanmustir.

4.8.1. Antikolinesteraz enzim aktivite calismalar:

Sentezlenen bilesiklerin her iki kolin esteraz enzimi aktivite caligmalar1t modifiye

Ellman metoduyla ger¢eklestirilmistir.

4.8.1.1 Kolin esteraz enzim soliisyonlarinin hazirlanmasi

AChE ve BChE enzimi baslangicta liyofilize haldedir. Aktivite caligmalarina
baslamadan kisa bir siire once %1’lik konsantrasyondaki jelatin ¢ozeltisi kullanilarak
enzim ¢Ozilindiiriilmiis ve 500 U/mL konsantrasyonda enzim soliisyonu hazirlanmistir.
Fakat Ellman metodunda calisma konsantrasyonu 2,5 U/mL oldugu igin, aktivite
caligmalarina baslanmadan hemen once seyreltilerek 2,5 U/mL konstrasyonda enzim

sollisyonuyla iglemler yapilmistir.
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4.8.1.2. ATC cozeltisinin hazirlanmasi (0.075 M)
Cozelti aktivite c¢alismalarindan hemen Once hazirlanmistir. Asetiltiyokolin
tyodiir bilesiginden 0.217 gram alinip suda ¢oziindiiriilmiistiir. Daha sonra ¢ozelti 10

mL’ye tamamlanmistir. En son 0.4 mL’lik kisimlara boliiniip kullanilmigtir.

4.8.1.3. BTC cozeltisinin hazirlanmasi (0.075 M)

Cozelti aktivite c¢alismalarindan hemen Once hazirlanmigtir. Biitiriltiyokolin
iyodiir bilesiginden 0.237 gram alinip suda ¢oziindiiriilmistiir. Ardindan ¢ozelti hacmi
suyla 10 mL’ye tamamlanmistir. Daha sonra karistm 0.4 mL’lik kisimlara boliiniip

kullanilmustir.

4.8.1.4. DTNB c¢ozeltisi hazirlanmasi (0.01 M)

Bu ¢ozeltisi aktivite calismalarindan hemen oOnce hazirlanmistir. DTNB
bilesiginden 0.396 g alinarak bir miktar suda ¢oziindiiriilmiistiir. Ardindan 0.15 g sodyum
bikarbonat ilave edilmistir. Daha sonra suyla hacim 100 mL’ye tamamlanmistir. Son

olarak soliisyon 3 ml’lik kisimlara boliiniip kullanilmigtir.

4.8.1.5. Fosfat tamponunun hazirlanmasi (pH=8.0)

Tampon aktivite caligmalarindan hemen 6nce hazirlanmistir. 13.61 g potasyum
dihidrojen fosfat 1 L suda ¢oziindiiriilmiistiir. Ardindan 0.1 N KOH ¢6zeltisiyle, dikkatli
bir sekilde pH 8.0’e ayarlanmistir. Daha sonra ¢ozelti mikro boyutta por capli filtreler ile

stizliliip aktivite calismalarinda kullanilmistir.

4.8.1.6 AChE ve BChE inhibasyon ¢alismasi

AChE ve BChE inhibasyon calismalarinda, kolorimetrik Ellman metodu,
antikolinesteraz enzim inhibisyonunu incelemek i¢cin modifiye edilmistir[81-91].
Calismalar oda sicakliginda yapilmis olup, tiim ¢ozeltilerin sicakligi oda sicakligi olan 25
°C’ye getirilmistir. Bu ¢alismada, enzim inhibitorii etkisini 6lgmek icin 96 kuyucuklu
plaklar ile spektrofotometrik bir yontem uygulanmistir. Her bir kuyucukta, tampon (140
uL), enzim ¢ozeltisi (20 pL), inhibitdr ¢ozeltisi (20 pL), DTNB (20 uL) ve ATC/BTC
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¢ozeltisi (10 puL) olmak iizere toplam 210 pL ¢dzelti bulunmaktadir. Iki farkli test
¢oOzeltisi hazirlanmistir: Birincisi, her kuyucuk i¢in tampon (70 uL), enzim ¢ozeltisi (20
uL) ve DTNB ¢ozeltisi (20 puL) igeren enzim aktivitesi testi; ikincisi ise, her kuyucuk icin
fosfat tamponu (70 pL) ve ATC/BTC ¢ozeltisi (10 pL) iceren substrat konsantrasyonu

testidir.

Testler icin, Biotek Precision XS (USA) robotik sistemi ile farkli inhibitor
konsantrasyonlar1 (20 pL) plaklara 4 tekrar eklenmistir. Plaklar, BioTek-Synergy H1
(USA) mikroplaka okuyucusunda 5 dakika karistirildiktan sonra 25 °C’de 15 dakika
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras1, ikinci test ¢ozeltisi (80 uL) her kuyucuga eklendigi
anda 412 nm’de ilk absorbans okunmugstur. Daha sonra, plaklar 5 dakika daha

karistirilarak reaksiyonun devam etmesi saglanmis ve ikinci absorbans okunmustur.

Elde edilen ol¢timler arasindaki absorbans farklar1 kullanilarak, asagidaki formiil

ile ylizde inhibisyon oranlar1 hesaplanmistir:

[(A(K)-AB))-(AMD-A(B))]

% Inhibisyon = AGO—AGB) x 100
B : Blank (Inhibitor bilesik ve substratin eklenmedigi kuyucuk)
K : Kontrol (Sadece inhibitor bilesigin eklenmedigi kuyucuk)
A(B) :Blank kuyucuguna ait absorbans okuma farki
A(K) :Kontrol kuyucuguna ait absorbans okuma farki
A(D) : Inhibitér maddelere ait absorbans okuma farki

Sekil 4.7. Yiizde olarak inhibisyon oranlari formiilii 1

Daha sonra veriler Microsoft Office Excell programina girilmistir. ICso degerleri

hesaplama ydntemi olarak non-lineer regresyon analizi kullanilmistir.

4.8.2 MOA enzim aktivite calismalari

Son {irtinlerin MOA-A ve MOA-B enzimleri {izerine inhibisyon aktiviteleri

arastirilmistir. Metod olarak fluorometrik yontem kullanilmistir[92-104].

Bu ¢alismada, enzim inhibisyon deneyi i¢in ti¢ farkli ¢ozelti giinliik hazirlanmastir.
Ilk ¢ozelti, sentezlenen son iiriinlerin ve karsilastirma bilesiklerinin hazirlandig

¢ozeltidir. Enzim ¢o6zeltileri, MAO-A (0.5 U/mL) ve MAO-B (0.64 U/mL) enzimlerinin
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10 mL fosfat tamponunda ¢6ziildiigii ¢ozeltilerdir. Calisma soliisyonlar1 ise, Horseradish
Peroksidaz (200 U/1mL, 100 uL), Ampliflu ™ Red (20 mM, 200 uL) ve tiramin (100
mM, 200 pL) bilesenlerinin 10 mL fosfat tamponunda ¢oziildiigii ¢ozeltilerdir. Ug

¢Ozeltinin de hacmi 10 mL’dir.

Inhibitér ¢ozeltileri (20 pL) ile hMAO-A (100 uL) ya da hMAO-B (100 pL) 96
haznesi olan mikro test plakasina alinmis ve 37°C’de yarim saat boyunca beklenmistir.
Inkiibasyon bitiminde ¢alisma ¢ozeltileri (100 uL) ilave edilerek tepkime
gergeklestirilmistir. Bu karigim 37°C’de yarim saat daha beklenmis ve 5 dakika araliklarla
fliioresan degerleri dl¢giilmiistiir. Kontrol deneyinde inhibitor ¢ozeltileri kullanilmamastir.
%2 DMSO kullanilmistir. Inhibitdrler maddelerin horseradish peroksidaz iizerindeki
etkisini bulmak icin enzim ¢ozeltileri yerine %3 oksijenli su (20 mM) ile es zamanl
okuma gerceklestirilmistir. Tiim testler dorder kez tekrar edilerek yapilmis ve yiizde

olarak inhibisyon oranlar1 hesaplanmistir.

(FCt,—FCty)—(Flt,—FIt;)

0 o
O%Inhibition FCt, FCE, x 100

FCt,  :Kontroliin t; zamaninda 6lgiilen fliioresansi

FCt; : Kontroliin t; zamaninda 6lgiilen fliioresansi

FIt, : Inhibit6riin t, zamanimnda 6lgiilen fliloresansi

FIt; : Inhibitdriin t, zamaninda Slgiilen fliioresansi

Sekil 4.8. Yiizde olarak inhibisyon oranlar: formiilii 2

Sentezlenen iriinlerin ICso hesabi Microsoft Office Excel programinda

yapilmistir. Buradan ¢izilen egriler ile ICso degeri hesaplanmastir.

4.8.3. Sitotoksisite etki calismalari

4.8.3.1. NIH3T3 hiicrelerinin ¢cogaltilmasi

Deney i¢cin NIH3T3 hiicreleri haftada 2-3 kere pasajlama seklinde ¢ogaltilmistir.
Hiicre kiiltlirti inkiibatorden ¢ikarildiktan sonra atiklarin besiyerine gecisi saglamak i¢in
steril bir pipet yardimiyla besiyeri degistirilmistir. Ardindan hiicreleri yikamak i¢in 5 mL
fosfat tamponu eklenmis ve dokiilmiistiir. Hiicre kiiltiiriine tripsin EDTA ¢ozeltisi ilave
edilerek calkalanmis ve inkiibatorde 5 dakika bekletilmistir. Sonra kiiltiir sisesine 25 mL
kadar besiyeri eklenerek hiicre kiiltiirii siispansiyon haline getirilmis, 1:2 ve 1:3 oraninda

yeni siselere aktarilmigtir. Kiiltiir sigeleri inkiibatore alinmistir.
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4.8.3.2. NIH3T3 hiicrelerinin plakalara ekilmesi

Hiicre kiltiir sisesi inkiibatorden ¢ikarildiktan sonra, besiyerindeki 6lii hiicreleri
uzaklastirmak icin hafifce sallandi ve steril bir pipet kullanarak besiyeri bosaltilmistir.
Siseye tripsin-EDTA ¢ozeltisi eklenip ve sise hafifce sallanarak inkiibatérde yaklasik 5
dakika bekletilmistir. Kiiltiir sisesi buradan alinip, besiyeri eklenmistir. Ardindan
santrifiij tlipline aktarilmistir. Santrifiij tiiptindeki hiicre siispansiyonu karistirilip
otomatik hiicre sayicida sayilmistir. Hiicre slispansiyonu 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir
plakasina konulup 24 saat inkiibe edilmistir. Tiim inkiibasyon islemleri %5 CO2, %95

nem ve 37 °C’de yapilmugtir.

4.8.3.3. NIH3T3 hiicrelerine MTT sitotoksisite testinin uygulanmasi

Plakalar 24 saat inkiibe edildikten sonra ters cevrilip besiyeri ile hiicreler
aynistirtlmistir.  Bilesiklerin 8 farkli konsantrasyonu (DMSO’da hazirlanan stok
cozeltiler) pozitif kontrollerle birlikte plakalara eklenmistir. Plakalar 24 saat daha inkiibe
edilmistir. Hiicreler fosfat tamponuyla yikanip yikama sivist alimmigtir. MTT ¢ozeltisi
ve besiyeri 1’e 10 oraninda karistirilip, bu karisimdan 100 pL/kuyucuk hiicre kiiltiir
plakasina konulmustur. Plakalar 3 saat daha inkiibe edilmistir. Hiicre kiiltiir plakasina 100
uL/kuyucuk seklinde DMSO c¢ozeltisi eklenip kuyucuklarin ELISA’da 540 nm’de OD
degerleri alinmistir. Test maddelerinin IC50 degerleri hesaplanmis ve sitotoksisitesi

degerlendirilmistir.

4.9. Molekiiler Docking Calismalar:

Tez kapsaminda sentezlenen seri igerisindeki 6i kodlu bilesigin AChE ve MAO-
B enzimleri iizerine etkili oldugu goriilmustiir. Bilesigin enzimlerle baglanma ve
etkilesim noktalarini belirlemek amaciyla in silico docking metodu uygulanmistir. Bu
hedefle AChE ve MAO-B enzimi i¢in kristal yapilar1 {izerinde protein-ligand etkilesim

analizi yapilmistir.
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4.10. Molekiiler Dinamik Cahismalari

Bir ilag-reseptdr kompleksi icin aktif bir bolgedeki bir ligandin zamana bagh
stabilitesini degerlendirmek i¢in Onemli bir hesaplama araci olarak kabul edilen
molekiiler dinamik (MD) simiilasyonlari, bu c¢alisma kapsaminda bilesik 6e ig¢in
yapilmstir[105].  Yerlestirme sonucundan belirlenen komplekslerin kararliligini
saglamak i¢in 100 ns boyunca MD simiilasyonlar1 ger¢eklestirilmistir. Dinamik
calismalar1, desmond uygulamasini[106], 3 noktali (TIP3P) bir su modeli ve ardindan
kompleksin enerji minimizasyonu[107] ile transfer edilebilir bir molekiiller arasi
potansiyele sahip Schrodinger Suite’in standart kuvvet alam1 (OPLS3e) kullanilarak
gerceklestirilmistir.  Sistemin nétralizasyonu, tek degerli iyonlarin fizyolojik
konsantrasyonunu simiile etmek i¢in 0.15 M’lik bir nihai tuz konsantrasyonu saglamak
tizere Na* ve CI" iyonlart kullanilarak saglanmistir[108]. Sabit sicaklik (310.55 K) ve
basing (1.01325 bar), topluluk sinifi olarak NPT (sabit sayida par¢acik, basing ve sicaklik)
ile kullanilmigtir. Hareket denklemlerini biitiinlestirmek icin RESPA entegratorii[ 109]
kullanilmistir. Simiilasyon sicakligini sabit tutmak i¢cin NH termostatlari[ 110] kullanilmis
ve basinct kontrol etmek icin MTK yontemi[111] uygulanmistir. Uzun menzilli
elektrostatik etkilesimler, pmE yontemi[112] ile hesaplanmistir. Van der Waals ve kisa
menzilli elektrostatik etkilesimler igin smir 9,0 A olarak ayarlanmistir. Sistemin
dengelenmesi, sistemi yavasca gevsetmek icin kullanilan bir dizi siirlandirilmig
minimizasyon ve molekiiler dinamik simiilasyonlarindan olusan Desmond’da saglanan
varsayilan protokolle gergeklestirilmistir. MD simiilasyonu, yukaridaki ayarlar
kullanilarak ve sistem kurulumunun tamamlanmasinin ardindan gerceklestirilmistir. Rg
(donme yarigapi), kok ortalama kare dalgalanma (RMSF) ve kok ortalama kare sapma

(RMSD) degerleri Desmond uygulamasi[106] tarafindan hesaplandi.
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5. BULGULAR VE TARTISMALAR

5.1. Sentez Calismalari
5.1.1. N-(4-(3-(3,4-dimetoksifenil)-3-oksoprop-1-en-1-il)fenil)-2-((5-(etilamino)-
1,3,4-tiyadiazol-2-il)tiyo)asetamit (6a)

O W

H
N—N

Sekil 5.1. Bilesik 6a’ya ait kimyasal yapt formiilii
Deneysel E.N.: 78.9 °C
Verim: %89

HRMS (m/z): [M+H]" hesaplanan C23H24N404S2: 485.1312; bulunan 485.1325.

'"H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): 6 = 1.15 (3H, t, J= 5.4 Hz, CH3), 3.27 2H, q,J= 5.4
Hz, CH2), 3.87 (3H, s, OCH3), 3.88 (3H, s, OCH3), 4.04 (2H, s, CH2), 7.11 (1H, d, J= 6.4
Hz, dimetoksifenil CH), 7.66 (1H, d, J= 1.5 Hz, dimetoksifenil CH), 7.66-7.70 (3H, m,
dimetoksifenil CH, disiibstitiiefenil CH), 7.79-7.90 (5H, m), 10.51 (1H, s, NH).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 6= 14.6, 39.6, 40.7, 56.1, 56.3, 111.2, 111.4, 119.5,
120.9, 123.7, 130.3, 130.5, 131.1, 141.2, 143.2, 149.1, 149.3, 153.6, 166.6, 170.2, 187.7.

41



Formula Predictor Report - DS-1_124.lcd Page 10of 1

Data File: C:\LabSolutions\Data\Analiz\Serkan\DS-1_124.Icd

Eimt  Val. Min Max Elmt Val. Min Max Emt Val. Min Max Eimt Val Min Max Use Adduct
H 1 5 35 o 2 0 4 S 2 2 2 Ru 2 o 0 H
Cc 4 5 30 F 1 0 0 cl 1 0 0 Pd 2 0 0
N 3 1 6 P 3 0 0 Br 1 0 0 | 3 0 0
Ermor Margin (ppm): 5 DBE Range: 5.0-20.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use MSn Info: yes
Max Isotopes: 3 Isotope RI (%): 1.00 Isotope Res: 9000
MSn Iso RI (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 500
Event#: 1 MS(E+) Ret Time: 1.880 Scan# : 283
80000.04
70000.04
60000.04
50000.04
40000.0 301.g822
30000.04 48511325
394.3434
o 323.p637
10000.04
100.0 150.0 200.0 250.0 300.0 350.0 400.0 450.0 500.0 550.0
M d region for 485.1325 m/z
485.1325
100.04
50.0+
[ T T T T T T T T
485.0 485.5 486.0 486.5 487.0 487.5 488.0 4885
€23 H24 N4 O4 S2 [M+H]+ : Predicted region for 485.1312 m/z
485.1312
100.04
50.04 ’
’ 486.1340
l 487.1303
0 ; \ - r \ - - /I\ - —T- -
485.0 4855 486.0 486.5 487.0 487.5 488.0 4885
Score Formula lon __Meas.m/z  Pred. vz Df. Df. (ppm) Iso DBE
1 0.00 C23 H24 N4 04 S2 [M+H)+ 4851325 4851312 13 268 000 140

Sekil 5.2. Bilesik 6a’ya ait kiitle spektrumu
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295.1 K
bl 1,03882000 se0

100 1

srot 400.1324708 Mtz
NuCL m

Pl .00 usec
PLKL 10.94920036 W

P2 - Prooessing parawetars
5536

! Br 100,1336000 1ee
wow N
S50 Q
Le 9.30 u:z
Gk q
e 1.00
" - I Lo ll ah
12 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

L 5331 b

B[ ) -

EEREE L5 R 3

Sekil 5.3. Bilesik 6a’ya ait 'H-NMR spektrumu

.

Current Data Parameters
NAME DS-1
EXPHO
PROCIO

rz
Date_

Time
INSTROM
rROs=D
PULSROG

0
SOLVENT
]

035 4

2303%.461 He

0.733508 Hx

1.3631488 oec
3

usee
usec

sec
sec

MHz
usee
"

MHE

F2 - Processing parameters
51 327ee

aF 100,5127650 MHz
=™

Ly 1.0 nx

T T
180 160 140 120 100 80 60 a0 20 ppm

Sekil 5.4. Bilegik 6a’ya ait 3C-NMR spektrumu
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5.1.2 N-(4-(3-(3,4-dimetoksifenil)-3-oksoprop-1-en-1-il)fenil)-2-((5-(propilamino)-
1,3,4-tiyadiazol-2-il)tiyo)asetamit (6b)

O A REAEN

Sekil 5.5. Bilesik 6b 'ye ait kimyasal yapi formiilii

Deneysel E.N.: 77.5 °C
Verim: %90
HRMS (m/z): [M+H]" hesaplanan C24H26N404S2: 499.1468; bulunan 499.1437.

'TH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): 5 = 0.89 (3H, t, J= 5.6 Hz, CH3), 1.52-1.58 (2H, m,
CH>), 3.17-3.22 (2H, m, CH2), 3.87 (3H, s, OCH3), 3.88 (3H, s, OCH3), 4.03 (2H, s, CH>),
7.11 (1H, d, J= 6.4 Hz, dimetoksifenil CH), 7.66 (1H, d, J= 1.5 Hz, dimetoksifenil CH),
7.66-7.69 (3H, m, dimetoksifenil CH, disiibstitiiefenil CH), 7.79-7.90 (5H, m), 10.51 (1H,
s, NH).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds): = 11.8, 22.2, 40.7, 46.8, 56.1, 56.3, 111.2, 111.4,
119.5,120.9, 123.7, 130.3, 130.5, 131.1, 141.3, 143.2, 149.0, 149.2, 153.6, 166.6, 170.4,
187.7.
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Formedy Precictar Ragon - D82_126 kd Pagetof

Eml V. Mn Nex  Elvt Vel Ms Mar Bl Vil Nin Nex  Elve Vel Ms Max Use Asduct
H 1 5 » © 2 a 4 = 2 2 2 ne 2 ° Q H
L=} 4 5 [ 1 a Q ci 1 o o L] 2 ° Q
N 3 1 [ L b a Q o 1 o o I 3 ° Q
Ervor Magn |ppee): W0 DEE Masge: 50-200 Electron losa: bolh
HC Maso: ushmded Appty N Nake yea Une MSa Inda: ypan
Max Isotopes: 3 hotope 19 (% 1.00 Isctape Mes: 2000
M lso MU [%): W00 MZn Logic Mode: AND Necx Mesults: 320
Evert® I MS(Ee) Mot Tire : 2780 Scard 343
00005
E 005
T 80005
600005 4903437
580005
400005
380005 4851268 500.1430
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5.1.3. N-(4-(3-(3,4-dimetoksifenil)-3-oksoprop-1-en-1-il)fenil)-2-((5-
(izopropilamino)-1,3,4-tiyadiazol-2-il)tiyo)asetamit (6¢)

Sekil 5.9. Bilesik 6¢’ye ait kimyasal yapt formiilii

N—N

\( f%/

Deneysel E.N.: 74.9 °C
Verim: %92

HRMS (m/z): [M+H]" hesaplanan C24H26N404S2: 499.1468; bulunan 499.1430.

TH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): 5 = 1.16 (6H, d, J= 4.8 Hz, CH3), 3.41-3.48 (1H, m,
CH), 3.87 (3H, s, OCH3), 3.88 (3H, s, OCH3), 4.04 (2H, s, CH2), 7.11 (1H, d, J= 6.4 Hz,
dimetoksifenil CH), 7.61 (1H, d, J= 1.4 Hz, dimetoksifenil CH), 7.66-7.70 (3H, m,
dimetoksifenil CH, distibstitiiefenil CH), 7.86-7.91 (5H, m), 10.52 (1H, s, NH).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 6= 22.6, 47.0, 56.1, 56.3, 56.5, 111.2, 111.4, 119.5,
120.9, 123.7, 130.3, 130.5, 131.1, 141.3, 143.2, 149.0, 149.2, 153.6, 166.6, 169.4, 187.7.
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Fomeky Precioter Ragon - D83_126 ko Pagetof

Osta Pie C LabSchstony' Dty Araks Serkar’ DS-3_128 Jcd
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5.1.4. 2-((5-(biitilamino)-1,3,4-tiyadiazol-2-il)tiyo)-/NV-(4-(3-(3,4-dimetoksifenil)-3-
oksoprop-1-en-1-il)fenil)asetamit (6d)

eoaa oS VU

Sekil 5.13. Bilesik 6d’ye ait kimyasal yapi formiilii

Deneysel E.N.: 80.7 °C

Verim: %88

HRMS (m/z): [M+H]" hesaplanan C2sH2sN404S2: 513.1625; bulunan 513.1617.

'TH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): 5 = 0.88 (3H, t, J= 5.5 Hz, CH3), 1.29-1.35 (2H, m,
CH), 1.48-1.53 (2H, m, CH>), 3.20-3.25 (2H, m, CH2), 3.87 (3H, s, OCH3), 3.88 (3H, s,
OCH3), 4.03 (2H, s, CH2), 7.11 (1H, d,J= 6.4 Hz, dimetoksifenil CH), 7.61 (1H,
d, J= 1.5 Hz, dimetoksifenil CH), 7.66-7.70 (3H, m, dimetoksifenil CH, disiibstitiiefenil
CH), 7.80-7.91 (5H, m), 10.50 (1H, s, NH).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 6= 14.1, 19.0,20.0,31.0, 44.7,56.1,56.3,111.2, 111 .4,
119.5,120.9, 123.7, 130.3, 130.5, 131.1, 141.2, 143.2, 149.0, 149.3, 153.6, 166.6, 170.4,
187.7.
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Formula Predictor Report - DS-4_127 lcd Page 10f 1

Data File: C:\LabSoluti Data\Analiz\ DS-4_127.Icd
Elmt Val. Min Max _Eimt Val. Min Max _Eimt Val. Min Max _Elmt Val. Min Max Use Adduct
H 1 5 35 (o] 2 0 4 S 2 2 2 Ru 2 0 0 H
Cc 4 5 3 F 1 0 0 Cl 1 0 0 Pd 2 0o o0
N 3 1 6 P 3 0 0 Br 1 [} 0 I 3 o 0
Emor Margin (ppm): 5 DBE Range: 5.0 - 20.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use MSn Info: yes
Max Isotopes: 3 Isotope RI (%): 1.00 Isotope Res: 9000
MSn Iso RI (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 500
Event#: 1 MS(E+) Ret Time:3.373 -> 3.373 Scan# : 507 -> 507
4.000e51
3.500e5
3.000e5
2.500e5 513.[1617
2.000e5
1.500e5 514.1605
1.000e51 513.6590
335.6145 15,
s 1 481.hi865 515.1597
| | 336.1188 ||
0H— T T T T T T T T T
100.0 150.0 200.0 250.0 300.0 350.0 400.0 450.0 500.0 550.0
M d region for 513.1617 m/z
5131617
100.04
50.04
514.1605
5136590
515.1597
1 | | Y
513.0 5135 514.0 5145 515.0 515.5 516.0 516.5
C25 H28 N4 O4 S2 [M+H]+ : Predicted region for 513.1625 m/z
513.1625
100.04
50.04 l
’ 514.1654
" 515.1619
0 T ) - : : - A - — - -
513.0 5135 514.0 5145 515.0 515.5 516.0 516.5
Rank Score Formula (M) lon Meas.m/z  Pred. iz Df. (mDa) Df. (ppm) Iso DBE
1 71,58 C25H28 N4 04 52 [M+H)+ 513.1617  513.1625 -0.8 -1.56 7260 140
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5.1.5. 2-((5-(allilamino)-1,3,4-tiyadiazol-2-il)tiyo)-/NV-(4-(3-(3,4-dimetoksifenil)-3-
oksoprop-1-en-1-il)fenil)asetamit (6e)

Sekil 5.17. Bilesik 6e’ye ait kimyasal yapt formiilii

N—N

Deneysel E.N.: 196.5 °C
Verim: %94
HRMS (m/z): [M+H]" hesaplanan C24H24N404S2: 497.1312; bulunan 497.1300.

"H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): 5 = 3.86 (5H, br. S, CH2, OCH3), 3.88 (3H, s, OCH3),
4.30 (2H, s, CH2), 7.11 (1H, d, J= 8.5 Hz, dimetoksifenil CH), 7.60 (1H, d, J= 2.0 Hz,
dimetoksifenil CH), 7.64-7.70 (4H, m, aromatic CH), 7.83-7.91 (6H, m, aromatic CH),
10.55 (1H, s, NH).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 8= 40.6, 44.1, 56.1, 56.3, 111.2, 111.4, 116.7, 119.7,
121.0, 123.7, 130.3, 130.7, 131.1, 141.2, 143.2, 149.0, 149.3, 153.6, 166.6, 170.4, 187.7.
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Formula Predictor Report - DS-6_129.Icd Page 10f 1

Data File: C:\L i Data\Analiz\ DS-6_129.Icd

Elmt  Val. Min Max
H 1 5 35
Cc 4 5 30
N 3 1 6

Emor Margin (ppm): 10 DBE Range: 5.0 - 20.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use MSn Info: yes

Max Isotopes: 3 Isotope RI (%): 1.00 Isotope Res: 9000
MSn Iso RI (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 500

Event#: 1 MS(E+) Ret Time:2027 Scan#: 305

2.600e5
2.400e5
2.200e57
2.00065
1.800e5
1.600e51
1.400e5
1.200e5 335.0610
1.000e5+
8.000e4

6.000e4-
348.11 497.1300
4.000e4 1564
2.000e4 I
7S T T T

0 T T T T T
100.0 150.0 200.0 250.0 300.0 350.0 .0 450.0 500.0 550.0

d region for 497.1300 m/z
497.1300

100.04

497.0 497.5 498.0 498.5 499.0 499.5 500.0 500.5

C24 H24 N4 04 S2 [M+H]+ : Predicted region for 497.1312 m/z
497.1312

100.04

498.1340

J | 499.1304
| | | W A .
497.0 497.5 498.0 4985 499.0 4995 500.0 500.5

Rank Score Formula (M) | Meas.m/z  Pred. m/z Df. (mDa) Df. (ppm) Iso DBE
1 0.00 C24 H24 N4 O4 S2 [M+H]+ 497.1300  497.1312 -1.2 241 0.00 15.0
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5.1.6. N-(4-(3-(3,4-dimetoksifenil)-3-oksoprop-1-en-1-il)fenil)-2-((5-(fenilamino)-
1,3,4-tiyadiazol-2-il)tiyo)asetamit (6f)

eoaa s Uy

N—

Sekil 5.21. Bilesik 6f’e ait kimyasal yapt formiilii

Deneysel E.N.: 67.1 °C

Verim: %90

HRMS (m/z): [M+H]" hesaplanan C27H24N404S2: 533.1312; bulunan 533.1312.

'"H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): 6 = 3.87 (3H, s, OCH3), 3.88 (3H, s, OCH3), 4.17 (2H,
s, CH2), 7.00 (1H, t,J=5.5 Hz, monosubstituted benzen), 7.11 (1H, d, J= 6.4 Hz,
dimetoksifenil CH), 7.33 (2H, t, J/=6.0 Hz, monosubstituted benzene), 7.56 (2H, d, /=6.4
Hz, monosubstituted benzene), 7.61 (1H, d, J= 1.5 Hz, dimetoksifenil CH), 7.66-7.71
(3H, m, dimetoksifenil CH, disiibstitiiefenil CH), 7.86-7.92 (4H, m), 10.40 (1H, s, NH),
10.57 (1H, s, NH).

I3C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 6= 40.6, 56.1, 56.3, 111.2, 111.4, 117.9, 119.5, 120.9,
122.5,123.7, 124.0, 129.6, 130.3, 130.5, 131.1, 140.8, 141.2, 143.2, 152.1, 153.6, 165.6,
166.6, 187.7.
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Formula Predictor Report - DS-7_130.lcd Page 1 0of 1

Data File: C:\Lab jons\Data\Analiz\ DS-7_130.lcd
Eimt  Val. Min Max Eimt  Val. Min Max Elmt Val. Min Max Eimt Val. Min Max Use Adduct
H 1 5 35 o 2 0o 4 s 2 2 2 Ru 2 0 0 H
[ 4 5 30 F 1 o 0 [e] 1 0 0 Pd 2 0 0
N 3 1 6 P 3 o o Br 1 0 o 1 3 0 0
Emor Margin (ppm): 10 DBE Range: 5.0 - 20.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use MSn Info: yes
Max Isotopes: 3 Isotope RI (%): 1.00 Isotope Res: 9000
MSn Iso RI (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 500
Event#: 1 MS(E+) Ret Time: 3.507 -> 3.507 Scan#: 527 -> 527
2.000e5+
1.800e5
1.600e57
1.400e51
1.200e5 533.1312
1.000e5
8.000e4
£.000041 533.6289
4.000e4 204.3480 - §34.1271
2.000e44 i
o 4291237
100.0 150.0 200.0 250.0 300.0 350.0 400.0 450.0 500.0 550.0
M d region for 533.1312 miz
533.1312
100.04
50.04
533,
534/1271
0 T T T T T T T T
533.0 533.5 534.0 534.5 535.0 535.5 536.0 536.5
C27 H24 N4 O4 S2 [M+H]+ : Predicted region for $33.1312 m/z
533.1312
100.04
50.04
‘ 534.1341
‘ \ 535,1309
533.0 533.5 534.0 534.5 535.0 5355 536.0 536.5
Rank Score Formula (M) lon Meas.m/z  Pred. m/z Df. (mDa) Df. (ppm) Iso DBE
1 0.00 C27 H24 N4 04 S2 [M+H]+ 533.1312  533.1312 0.0 0.00 0.00 18.0

Sekil 5.22. Bilesik 6f’ye ait kiitle spektrumu
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5.1.7. N-(4-(3-(3,4-dimetoksifenil)-3-oksoprop-1-en-1-il)fenil)-2-((5-(p-tolilamino)-
1,3,4-tiyadiazol-2-il)tiyo)asetamit (6g)

O (e
\%

—N

Sekil 5.25. Bilesik 6g ya ait kimyasal yap: formiilii
Deneysel E.N.: 134.5 °C
Verim: %88
HRMS (m/z): [M+H]" hesaplanan C2sH26N4O4S2: 547.1468; bulunan 547.1446.

'TH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): 6 = 2.25 (3H, s, CH3), 3.87 (3H, s, OCH3), 3.88 (3H,
s, OCH3), 4.15 (2H, s, CH2), 7.00 (1H, t, J=5.5 Hz, monosiibstitiie benzen), 7.11 (1H,
d, J= 6.4 Hz, dimetoksifenil CH), 7.33 (2H, t, J/=6.0 Hz, monosiibstitiiec benzen), 7.56
(2H, d, J=6.4 Hz, monosubstituted benzen), 7.61 (1H, d, J= 1.5 Hz, dimetoksifenil CH),
7.66-7.71 (3H, m, dimetoksifenil CH, distibstitiie fenil CH), 7.86-7.92 (4H, m), 10.40
(1H, s, NH), 10.57 (1H, s, NH).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 3= 20.8, 40.7, 56.1, 56.3, 111.2, 111.4, 118.0, 119.5,
120.9, 122.3, 122.4, 130.0, 130.3, 131.1, 131.5, 138.5, 139.0, 140.3, 143.2, 149.3, 153.6,
165.8, 166.5, 187.7.
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Formula Predictor Report - DS-8_131.lcd Page 10f 1

Data File: C:\Lab i Data\Analiz\ DS-8_131.1Icd
Eimt Val. Min Max Elmt Val. Min Max _Elmt Val. Min Max _Eimt Val. Min Max Use Adduct
H 1 5 35 (o] 2 0 4 S 2 2 2 Ru 2 o 0 H
C 4 5 3 F 1 0 0 (&] 1 0 0 Pd 2 0 0
N 3 1 6 P 3 0 0 Br 1 0o 0 I 3 o 0
Eror Margin (ppm): 10 DBE Range: 5.0 - 20.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use MSn Info: yes
Max Isotopes: 3 Isotope RI (%): 1.00 Isotope Res: 9000
MSn Iso RI (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 500
Event#: 1 MS(E+) Ret Time: 3.760 -> 3.760 Scan# : 565 -> 565
90000.04
80000.04
70000.0
60000.07 547.11446
50000.04
40000.04
30000.04
20000.04 548,1405
297.01139 291.b758
10000.01
0+— T T T T T T T T
100.0 150.0 200.0 250.0 300.0 350.0 400.0 450.0 500.0 550.0
d region for 547.1446 m/z
547.1446
100.04
50.04
5481405
547.0 547.5 548.0 548.5 549.0 549.5 550.0 550.5
€28 H26 N4 O4 S2 [M+H]+ : Predicted region for 547. 1468 m/z
547.1468
100.04
50.04 ‘
l 548.1497
' \
’ f 'l 549.1467
547.0 547.5 548.0 548.5 549.0 549.5 550.0 550.5
Rank Score Formula (M) lon Meas.m/z  Pred. m/z Df. (mDa) Df. (ppm) Iso DBE
1 0.00 C28 H26 N4 04 S2 [M+H]+ 547.1446 547.1468 2.2 -4.02 0.00 18.0

Sekil 5.26. Bilesik 6g’ye ait kiitle spektrumu
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5.1.8. N-(4-(3-(3,4-dimetoksifenil)-3-oksoprop-1-en-1-il)fenil)-2-((5-((4
metoksifenil)amino)-1,3,4-tiyadiazol-2-il)tiyo)asetamit (6h)

O DI S
\%

—N

Sekil 5.29. Bilesik 6h’a ait kimyasal yapi formiilii
Deneysel E.N.: 201.2 °C
Verim: %91
HRMS (m/z): [M+H]" hesaplanan C2sH26N4OsS2: 563.1417; bulunan 563.1411.

'TH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): 6 =3.72 (3H, s, OCH3), 3.87 (3H, s, OCH3), 3.88 (3H,
s, OCH3), 4.14 (2H, s, CH2), 7.00 (1H, t, J/=5.5 Hz, monosubstituted benzene), 6.91 (2H,
d, /=6.8 Hz, methoxybenzene), 7.11 (1H, d, J= 6.5 Hz, dimetoksifenil CH), 7.47 (2H,
d, J/=6.8 Hz, methoxybenzene), 7.61 (1H, d, J= 1.5 Hz, dimetoksifenil CH), 7.66-7.70
(3H, m, dimetoksifenil CH, disiibstitiiefenil CH), 7.86-7.90 (4H, m), 10.20 (1H, s, NH),
10.56 (1H, s, NH).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-dq): 5= 55.7, 56.1,56.2, 111.2, 111.4, 114.8, 119.5, 119.8,
120.9, 123.7, 130.3, 130.5, 131.1, 134.3, 141.2, 143.2, 149.3, 151.4, 153.6, 155.1, 166.3,
166.5, 187.7.
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Formula Predictor Report - DS-9_132.lcd Page 10f 1

Data File: C:\LabSolutions\Data\Analiz\ DS-9_132.Icd

Max _Eimt Val. Min Max _Eimt Val. % Max _ Eimt Val. M|
35 o] 2 0 5 S 2 ! 2 Ru 2
30 F 1 0 0 Cl 1 0 0 Pd 2
6 P 3 0 0 Br 1 0 0 I 3

L

H
Cc 4

Eimt  Val. Min
1 5
5
N 3 1

-ooF
i
]

eee

Error Margin (ppm): 5 DBE Range: 5.0-20.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use MSn Info: yes

Max Isotopes: 3 Isotope RI (%): 1.00 Isotope Res: 9000
MSn Iso RI (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 500

Event#: 1 MS(E+) Ret Time:3.093 Scan#: 465

1.300e51
1.200e51
1.100e51

4.000e4 564.1412
3.000e4- 6420

100.0 150.0 200.0 250.0 300.0 350.0 400.0 450.0 500.0 550.0

M d region for 563.1411 m/z
563.1411

100.04

50.04 564.1412

563 5420

563.0 563.5 564.0 564.5 565.0 565.5 566.0 566.5

C28 H26 N4 O5 S2 [M+H]+ : Predicted region for 563.1417 m/z
563.1417

100.04

l' 564.1447
I

565.1417

A | =

563.0 563.5 564.0 564.5 565.0 565.5 566.0 566.5

Rank Score Formula (M) lon Meas.m/z  Pred. iz Df. (mDa) Df. (ppm) Iso  DBE
1 0.00 C28 H26 N4 O5S2 [M+H]+ 563.1411  563.1417 -0.6 -1.07 000 180

Sekil 5.30. Bilesik 6h’ye ait kiitle spektrumu
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Sekil 5.31. Bilesik 65 ye ait 'H-NMR spektrumu

166.49

<<

Carrest Data Parame
BAME oS

FROCO

2 - Acquisiticn Paraveters
Date_ 2

RSTRUM
WOSD X866
ULSROG

™
SOLVENT
ns

| | VU L | u”l

T T T
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Sekil 5.32. Bilesik 6h’ye ait 3C-NMR spektrumu
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5.1.9. 2-((5-(siklohekzilamino)-1,3,4-tiyadiazol-2-il)tiyo)-/NV-(4-(3-(3.,4-
dimetoksifenil)-3-oksoprop-1-en-1-il)fenil)asetamit (6i)

(0]
O
S S
~0 HJVYI\\I_

N
7/
N

Sekil 5.33. Bilesik 6i’ye ait kimyasal yap: formiilii

Deneysel E.N.: 98.6 °C

Verim: %89

HRMS (m/z): [M+H]" hesaplanan C27H30N404S2: 539.1781; bulunan 539.1767.

'TH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): 5 = 1.21 (6H, br. S, CH2), 1.85 (2H, br. S, CHz), 1.90
(2H, br. S, CH2), 3.45 (1H, br. S, CH), 3.86 (3H, s, OCH3), 3.87 (3H, s, OCH3), 4.01 (2H,
s, CH2), 7.10 (1H, d, J= 8.5 Hz, dimetoksifenil CH), 7.60-7.69 (4H, m), 7.85-7.90 (4H,
m), 10.51 (1H, s, NH).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-d): 6= 14.1,20.0, 31.0, 40.6,44.7,56.1,56.3,111.2, 111 .4,
119.5, 120.9, 130.3, 131.1, 141.3, 143.2, 149.0, 149.3, 153.6, 166.6, 170.4.
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Formula Predictor Report - DS-11_134.led

Page 10f 1

Data File: C:\LabS: Data\Analiz\ DS-11_134.kcd
Elmt Val. Min Max _Eimt Val. Min Max _Eimt Val. Min Max _Elmt Val. Min Max Use Adduct
H 1 5 35 (o] 2 0 5 S 2 2 2 Ru 2 0 0 H
Cc 4 5 3 F 1 0 0 Cl 1 0 0 Pd 2 0o o0
N 3 1 6 P 3 0 0 Br 1 [} 0 I 3 o 0
Emor Margin (ppm): 5 DBE Range: 5.0 - 20.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use MSn Info: yes
Max Isotopes: 3 Isotope RI (%): 1.00 Isotope Res: 9000
MSn Iso RI (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 500
Event#: 1 MS(E+) Ret Time: 3.480 -> 3.480 Scan#: 523 -> 523
4.000e51
3.500e5
3.000e5
2 500e51 539.1767
2.000e5
1.500e51
1.000€5/] 540.1794
5 270.09:
i 281.0764 ”
0+ T T y T T T T 7 T
100.0 150.0 200.0 250.0 300.0 350.0 400.0 450.0 500.0 550.0
M d region for 539.1767 m/z
539.1767
100.04
50.04
540/1794
539.0 539.5 540.0 540.5 541.0 541.5 542.0 542.5
C27 H30 N4 O4 S2 [M+H]+ : Predicted region for $39.1781 m/z
539.1781
100.04
50.04
l 540.1810
’{ \ 5411778
539.0 539.5 540.0 540.5 541.0 541.5 542.0 542.5
Rank Score Formula lon Meas.m/z  Pred. m/z Df. (mDa) Df. (ppm) Iso DBE
1 7396 C27 H30 N4 04 S2 [M+H)+ 539.1767  539.1781 -1.4 -260 7704 150

Sekil 5.34. Bilesik 6i’ye ait kiitle spektrumu
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100
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Sekil 5.36. Bilesik 6i'ye ait 3*C-NMR spektrumu
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5.2. Sentez ¢calismalarinin degerlendirilmesi

Bu tede tiyadiazol grubu tasiyan salkon tlirevi 9 yeni bilesik sentezlenmistir.
Bilesikler asagidaki sentez semasina uygun olarak sentezlenmistir. Baslangicta N-(4-(3-
(3,4-dimetoksifenil)-3-oksoprop-1-en-1-il)fenil)asetamid sentezlenmistir. Ikinci olarak
3-(4-aminofenil)-1-(3,4-dimetoksifenil)prop-2-en-1-on sentezlenmistir. Ugiincii asamada
2-kloro-N-(4-(3-(3,4-dimetoksifenil)-3-oksoprop-1-en-1-il)fenil)asetamid
sentezlenmistir. Ardindan dordiincii ve besinci basamakta R gruplari agagidaki tablodaki
gibi olan N-siibstitiichidrazinkarbotiyoamid tilirevleri sentezlenmistir. Son basamakta ise
3. ve 5. Basamaktaki bilesikler reaksiyona sokularak hedef bilesikler olan 5-
(Stibstitiieamino)-1,3,4-tiyadiazol-2-tiyol tiirevi bilesikler sentezlenmistir. Elde edilen

bilesiklerin yapilar1 spektroskopi ile dogrulanmistir.

o o
=
A TOLA e Y
N MecOH
o H o N)J\

1 H
o o)
0O = O o) HCI ~O O = O
|e EtOH
\O N)J\ \O NH,
1 H 2
o 0
0
N Ao T UL 8
n cl
- cl THE )Jva
0 NH, Y N
2 3 "
S
R-N=C=S + NH,NH,.H,0 £OH R\N)J\N,NHz
H H
4a — 4i
S N
N
R\ ,NH CSz / NaOH /
N)J\N 2 = 7 s HS’{SJ\ R
H H HCI E
4a — 4i 5a - S5i
o 0
0 ¥ N- A 7
~ 0 N K,CO O O 9
7 2-Y3
+ HS ‘ —
\ONJ\/Cl ’<S)\N'R Aseton o NJ\/SYS NH
¥ N N | )N
3 N~y R
5a-5i 6a—6i

Sekil 5.37. Sentez basamaklar
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Tablo 5.1. Hedef bilesiklerin R gruplart

Bilesik R Bilesik R
6a Etil 6f Fenil
6b Propil 6g 4-Metilfenil
6¢ Izopropil 6h 4-Metoksifenil
6d Biitil 6i Siklohekzil
6e Allil

5.3. Spektral Verilerin Degerlendirilmesi
Sentezlenen 6a-6i kodlu 9 bilesigin yapilari, spektroskopi yontemleri ile analiz

edilip dogrulanmustir.

5.3.1. 'TH-NMR ve 3C-NMR spektrumlariin degerlendirilmesi

Sentezlenen bilesiklerin yapilar1 NMR spektrumlari ile dogrulanmistir. Ana
iskeletteki metoksi gruplar1 3,8 ppm civarinda singlet olarak ortaya ¢ikmistir. Yine ana
iskeletteki karbonil grubu ile kiikiirt atomu arasindaki metilen kopriisiiniin protonlar1 4,0
ppm civarinda singletler halinde ortaya c¢ikmistir. Amit protonlart 10 ppm {zerinde
izlenmis ve diger aromatik-alifatik protonlar beklendigi gibidir. Benzer sekilde '3C-
NMR'de metoksi karbonlar ve metilen karbon sirasiyla 56 ppm ve 40 ppm civarinda

gozlenmistir. Diger karbonlarin spektrumlari ise teorik degerlerle uyumludur.

5.3.2. Kiitle spektrumlariin degerlendirilmesi

Kiitle spektrumlari alinirken elektron sprey pozitif iyonlastirma teknigi
kullanilmistir. Spektrumlarin incelenmesi sonucu beklenen bi¢imde bir birim fazla
sekilde veriler alinmis (kullanilan yontemden dolay1) ve molekiil agirliklarinin dogrulugu

kanitlanmustir.

5.4. Biyolojik Aktivite Calismalarinin Degerlendirilmesi
Enzim inhibisyon testlerinde referans bilesikler kullanilmistir. Bu referans
bilesikler asetilkolin esteraz i¢in donepezil, butirilkolin esteraz i¢in takrin, monoamin

oksidaz A i¢in moklobemid ve monoamin oksidaz B enzim aktivite testleri i¢in
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selejilindir. Ardindan sentezlenen bilesiklerin 10 ve 10* M konsantrasyonlarindaki
ylizde inhibisyon degerlerinin hesaplanmasinin ardindan nonlineer regresyon analizi ile

ICso degerleri hesaplanmuistir.

5.4.1. AchE ve BchE enzimleri aktivite sonuclar: ve degerlendirilmesi

Yapilan aktivite testlerine gore sentezlenen bilesikler AchE enzimine karsi
anlamli inhibitér aktivite sergilemistir. 10 konsantrasyonda bilesik 6a %95.104, 6b
%96.685, 6¢ %96.498, 6d %94.322, 6e %97.318, 6f %90.184,ve 6g ise 88.020 oraninda
inhibisyon gostermistir. Bilesik 6h ve 6i ise anlamli bir inhibisyon gosterememistir. Bu
bilesiklerin arasinda en aktif bilesigimiz olan 6e 0.025 uM ICso degeriyle referans

bilesigimiz olan donepezile olduk¢a yakin bir deger vermistir.

Fakat BchE enzimine karst onemli bir inhibitor aktivite goriilememistir. 103
konsantrasyonda Bilesik 6a %53.841, 6b %55.036, 6¢ 59.159 ve 6e ise %64.648 BchE
inhibisyonu sergilemis fakat bu degerler referansimiz olan takrine gore olduk¢a uzak bir
degerdir. Ayrica ICso degerlerinin 100 uM’iin {izerinde olmasi takrine goére oldukca
yliksektir. Bu nedenle sentezlenen bilesiklerimizin BcHE inhibisyonunda kullanilmasi

Onerilmez.

Tablo 5.2. Test bilesikleri (6a-6i) ve referans maddelerin AchE ve BchE enzimlerine gére % inhibisyon
oranlart (1073 ve 10-* M konsantrasyonlarinda) ve ICso (uM) degerleri

AchE % Inhibisyon BchE % inhibisyon

Bilesik AchE BchE
103 M 1w 1EM wim G EM)
- 95.104 91.945 0.038 53.841 26.495 100
12.362 11,774 £0.001 +2.041 +0.995
. 96.685 89.304 0.044 55.036 29518 100
+1.895 +2.434 +0.002 +1.864 +0.914
] 96.498 92.267 0.034 59.159 31.752 100
c +2.120 12.054 +0.001 +1.784 +0.964
94.322 89.741 0.093 45514 38.369
6d +1.857 +2.103 +0.003 +1.351 +0.932 >1000
o 97.318 94.597 0.025 64.648 31.527 100
+2.310 11.854 +0.001 +1.902 +1.302
90.184 83.684 0.168 32.497 17.597
of +1.862 +1.828 +0.006 +0.821 +0.768 >1000
88.020 80.720 0.246 40916 24134
6g +1.974 +1.767 +0.011 +1.235 +0.865 >1000
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Tablo 5.2. (Devam) Test bilesikleri (6a-6i) ve referans maddelerin AchE ve BchE enzimlerine gore %
inhibisyon oranlart (1073 ve 10-* M konsantrasyonlarinda) ve ICso (uM) degerleri

41,569 30337 20.134 21011
6h £0.968 11374 >1000 +1.050 £0.951 >1000
. 32.955 19.846 36.028 33338
6i £0.851 +0.825 >1000 +1.187 +1.041 >1000
Doneperil 2156 97395 0.0201 ] ] _
11302 11255 40.0014

ke ] ] ] 99.827 98.651 0.0064
+1378 £1.402  +0.0002

5.4.2. MAO-A ve MAO-B enzimleri aktivite sonuclar1 ve degerlendirilmesi

Yapilan aktivite caligmalarina gore sentezlenen bilesiklerimiz MAO enzimine
kars1 anlaml1 bir inhibisyon gosterememistir. 10 -3 konsantrasyonda bilesik 6a %61.584,
6b %67.716 ve 6e %>59.455 oraninda inhibisyon degeri verse de ICso degerlerinin
referans bilesigimiz olan moklobemid bilesigine gore oldukca fazla olmasi nedeniyle

Onemsizdir.

Fakat 103 konsantrasyonda sentezlenen bilesiklerimizden 6a %92.662, 6b
%94.158, 6¢ 95.467, 6d %90.019, 6€ 96.327 MAO-B enzimine kars1 bir inhibisyon degeri
vermistir. Referans bilesigimiz olan selejiline olduk¢a yakin bir degerdir. Bu bilesikler
icerisinde 0.044 1Cso degeriyle en aktif bilesigimiz 6e bilesigidir. MAO-B inhibisyonu ile

tedavisi saglanan hastaliklarda kullanilmasinda gelecek vadetmektedir.

Tablo 5.4. Test bilesikleri (6a-6i) ve referans maddelerin MAO-A ve MAO-B enzimlerine gore % inhibisyon
oranlart (1073 ve 10 M konsantrasyonlarinda) ve ICso (uM) degerleri

MAO-A % Inhibisyon MAO-B % Inhibisyon

Bilesik MAO-A MAO-B
10° M 14m ICEM s jo4m  1C0®M)
o 61.584 43.832 100 92.662 88.946 0.092
12167 11336 12.964 11.968 +0.003
" 67.716 39.057 100 94.158 88.728 0.080
11.894 £0.954 12.112 11.249 +0.003
40,338 36.294 95.467 91.437 0.067
b¢ +1.420 +0.887 >1000 +1.805 12227 +0.002
43.929 33.420 90.019 85.335 0.142
6d +1.038 +1.190 >1000 12.037 +1.665 +0.006
. 59.455 42.636 100 96.327 93.519 0.044
+1.348 11525 11.805 12.831 +0.002
34.596 29.067 48.658 36.663
of 11162 +£0.880 >1000 +1.422 11362 >1000
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Tablo 5.4. (Devam) Test bilesikleri (6a-6i) ve referans maddelerin MAO-A ve MAO-B enzimlerine gére %
inhibisyon oranlart (1073 ve 10 M konsantrasyonlarinda) ve ICso (uM) degerleri

44384 30.848 45.013 34.704
6g +1.908 10.962 >1000 +1.668 +1.041 >1000
46911 36.132 40.290 39.421
6h 12,051 +1.339 >1000 +1.649 10957 >1000
. 42761 34310 47.405 40277
6i +1.536 11152 >1000 11.831 11.832 >1000
04121 82.143 6.0613
Moklobemid ., ., 12.691 +0.2625 - - -
Seletilin 98.589 94.850 0.0374
i - - - +2.055 +1.114 +0.0016

5.5. MTT Sitotoksisite Testleri Sonuclar1 ve Degerlendirilmesi

Sentezlenen bilesiklerimizden 6a, 6b, 6¢c, 6d ve 6e AchE ve MAO-B iizerine
Oonemli bir inhibisyon aktivitesi gosterdigi i¢cin bu bilesikler sitotoksisite testlerine
sokulmustur. ICso degerlerinin enzim ve ve NIH3T3 hiicrelerine karsi gosterdigi
degerlerde ortalama 100 kat fark goriilmiistir. Testlerden c¢ikan sonuca gore

bilesiklerimiz enzimleri inhibe ederken fare hiicrelerine zarar vermemistir.

Tablo 5.4. Secilen bilesiklerin enzimlere ve MTT sitotoksisite testi ile NIH3T3 hiicrelerine karsi

belirlenen ICso degerleri

Bilesik AchE Enzimi MAO-B Enzimi = NIH3T3 Hiicre dizisi
6a 0.038+0.001 0.092+0.003 10.651+0.481
6b 0.044+0.002 0.080+0.003 31.426+1.203
6¢c 0.034+0.001 0.067+0.002 5.137+0.204
6d 0.093+0.003 0.142+0.006 18.049+0.812
be 0.025+0.001 0.044+0.002 23.828+1.063

5.6. Molekiiler Modelleme Calismalarinin Degerlendirilmesi

AchE ve MAO-B enzimleri iizerinde aktivitesi en yliksek olan bilesik 6e’nin i¢in

docking calismalar1 yapilmistir. Calismalarda Glide programi kullanilmistir. Sekil

5.38’de AchE enzimi ile docking pozlar1 alinmistir. Sekil 5.39°da ise MAO-B enzimi ile

docking pozlar1 alinmistir.
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5.6.1. AchE Enzimi Uzerinde Molekiiler Modelleme Calismalarinin

Degerlendirilmesi

Sekil 5.38’de goriilebildigi gibi, bilesik 6e’de bulunan 3,4-dimetoksibenzen
halkast Trp286 amino asidi ile iki n-  bag1 gergeklestirmektedir. Komsu karbonil grubu
Phe295 ile bir hidrojen bagi kurmaktadir. bu etkilesimlere gore, bilesik 6e’nin AchE
enziminin PAS bolgesine anahtar kilit gibi yerlesmektigi goriilmektedir. Bilesigimizin
ortasinda bulunan benzen halkasi ise Phe338 amino asidi ile n- © bag1 yapmaktadir.
Benzen halkasina komsu amit grubunda bulunan amin Ser203’iin hidroksili ile bir
hidrojen bag1 olustururken; yapinin terminal kisminda bulunan sekonder amin grubu ise
Trp86°nin karbonili ile ayn1 etkilesimi gerceklestirmektedir. Trp86, Ser203 ve Phe338
amino asitleriyle gozlenen etkilesimlere gore sentezlenen bilesigimiz, enzimin CAS
bolgesine anahtar kilit gibi yerlesmektedir. Elde edilen verilere gore sentezlenen

bilesigimizin inhibitor aktivetesinin nedeni ortaya ¢ikmaktadir.
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Sekil 5.38. bilesik 6e ’nin AchE enzim aktif bolgesiyle etkilesiminin iki boyutlu (A) ve ii¢ boyutlu (B)
gortintimii.



5.6.2. MAO-B Enzimi Uzerinde Molekiiler Modelleme Calismalarinin

Degerlendirilmesi

Sekil 5.39°da bilesik 6e’nin MAO-B enzimi ile yapilan docking ¢aligmalar: vardir.
Bu calismalara gore bilesik 6e’nin MAO-B enziminin aktif bolgesine anahtar kilit gibi
yerlestigi goriilmektedir. Bilesigimizdeki 3,4-dimetoksibenzen halkasi Tyr326 amino
asidinin fenili ile n-m bag1 kurmaktadir. Bilesigimizin ortasinda bulunan benzen halkasi
ise Pro102 amino asidinin karbonili ile iki, Thr201’in hidroksili ile de bir tane olmak
iizere toplamda ii¢ aromatik-H bag1 kurmaktadir. Bu halkaya komsu amit grubunun amin
yapis1 Thr201’in amin grubuyla bir hidrojen bagi olusturmaktadir. Diger bir hidrojen bag1
ise terminal sekonder amin grubu ile Glu84’lin karbonili arasinda goriilmektedir. Elde

edilen verilere gore bilesigimizin enzimi nasil inhibe ettigi acik¢a bellidir.
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5.7. Molekiiler Dinamik Calismalari

MD simiilasyon yontemi, proteinlerin veya protein ligand komplekslerinin
dinamik davramigin1 arastirmak i¢in yaygin olarak kullanilir. Bu tez calismasi
kapsaminda, gelecek vaat eden molekiil 6e ile AchE (PDB kodu: 4EY7) [115] ve MAO-
B (PDB kodu: 2V5Z) [116] enzimleri arasinda olusan kenetlenme kompleksinin
stabilitesini degerlendirmek icin, agik bir hidrasyon ortaminda 100 ns MD simiilasyon
calismas: gerceklestirilmistir. Ilgili enzimlerle gerceklestirilen molekiiler dinamik

simiilasyon degerlendirmeleri asagida verilmistir.

5.7.1. AChE Enzimi Uzerine Molekiiler Dinamik Cahsmalar

Sekil 5.40°da, sonuglar bilesik 6e-AchE enzim kompleksi igindir. MD
simiilasyonu sirasinda olusturulan modelin kararliligin1 6lgmek i¢cin RMSD ve RMSF
parametreleri kullanilmistir. Simiilasyonlar sirasinda modelin kararliligint kontrol etmek
icin RMSD kullanilmistir. Simiilasyon siiresinin bir fonksiyonu olarak RMSD ¢izimi,
Sekil 5.40.A’°da sunulmustur. RMSD degeri 1-3 arasinda olmalidir. Elde ettigimiz grafik
bu belirtilen degerler arasinda (Max 2.7 A) kaldig1 igin kararliligimizin korundugunu
sOylemek dogru olacaktir. 5.10. ns’ye kadar artis gosteren RMSD degeri 9 ns civarinda
sabitlenmistir. Bu sabitlenme zamaninda meydana gelen degisiklikler incelendiginde
(Sekil 5.40.D) bilesik 6e ile Leu76, Tyr124 ve Phe338 aminoasitleri arasindaki
etkilesimlerin basladig1r goriilmiistiir. Dolayisiyla bu aminoasitlerin stabiliteye katki
sagladig1 disiiniilmektedir. 6e-AchE kompleks proteini RMSD analizine gore, simiile

edilen sistem oldukga etkili bir sekilde dengelenmistir.

Bireysel amino asitlerin, MD simiilasyon caligmasi sirasinda protein-ligand
kompleksinin stabilitesinde ¢ok o©nemli bir rol oynadigi bilinmektedir. RMSF
parametresi, simiilasyon siiresi sirasinda protein zinciri boyunca bireysel kalinti
dalgalanmasini1 ve konformasyonel degisiklikleri gdzlemlemek i¢in incelenebilir (Sekil
5.40.B). A-sarmal bolgeleri, RMSF grafiginde kirmizidir; B-bantli bolgeler mavi bir arka
planla temsil edilir; beyaz arka plan dongii bolgesini temsil etmektedir. Protein o-sarmal

ve B-sarmal bolgeleri, proteinin ilmek bolgesine kiyasla daha serttir. Ve buradaki
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dalgalanmalar da daha az olmalidir. Her bir protein zinciri ve ligand arasindaki temas

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

RMSF raporuna gore, bilesik 6e, AchE enziminin 34 amino asidiyle etkilesim
halindedir. Bu aminoasitler su sekilde siralanabilir: Tyr72 (0.54 A), Val73 (0.83 A),
Asp74 (1.07 A), Thr75 (1.24 A), Leu76 (1.66 A), Tyr77 (1.88 A), Phe80 (1.75 A), Gly82
(1.97 A), Thr83 (1.95 A), Trp86 (1.07 A), Asn87 (1.06 A), Glyl121 (0.57 A), Gly122
(0.60 A), Tyr124 (0.48 A), Ser125 (0.48 A), Glu202 (0.49 A), Trp286 (0.62 A), Leu289
(0.70 A), GIn291 (1.33 A), Glu292 (1.17 A), Ser293 (1.14 A), Val294 (0.86 A), Phe295
(0.74 A), Arg296 (0.83 A), Phe297 (0.62 A), Tyr337 (1.03 A), Phe338 (0.81 A), Tyr341
(1.26 A), Gly342 (1.61 A), Ala343 (0.97 A), Trp439 (1.11 A), His447 (1.10 A), Gly448
(1.30 A), Tyr449 (1.03 A). 6e-AchE kompleksinde, elde edilen RMSF grafigi
dalgalanmalarinda 6nemli bir degisiklik yoktur. Dongii bolgeleri disinda, cogu kalintinin
RMSF degerleri 1.00 A’dan azdir ve bu durum kalinti konformasyonunun simiilasyon

sirasinda kararli oldugunu gosterir.

Sekil 5.40.C, 5.40.D ve 5.40.E bilesik 6e’nin aktif bolgede aminoasitler ile
etkilesimini gostermektedir. Sekil 5.40.E ise enzim aktif bolgesinde %15 iizerinde
etkilesim gosteren aminoasitleri sergilemektedir. Buna gore, bilesik 6e; Trp286 (%18),
Tyr341 (%42), Phe338 (%31) ve trp86 (%82) ile n-wt etkilesimleri, Ser125 (%84), Tyr124
(%23), Tyr341 (%34) ve Tyr337 (%16) ile hidrojen baglar1 kurmaktadir. Sekil 5.40.D
etkilesim sayis1 ve kalint1 grafigini sunmaktadir. Burada 6zellikle Trp86, Ser125, Phe338
ve Tyr341 ile bilesik 6e’nin kesintisiz etkilesim igerisinde oldugu goriilmektedir. Leu76
ile 10. Ns, Tyr124 ile 55. Ns, Trp286 ile 30. Ns, Tyr337 ile 13. Ns civarinda etkilesim
baslamis ve biiyiikk cogunlukla kesintisiz devam etmistir. Bu aminoasitlerin hepsi
stabilitenin saglanmasinda rol oynamistir. Ozellikle AchE enzim aktif bdlgesi icin dSnemli
olan Trp86, Tyr124, Ser125, Trp286, Tyr337, Phe338 ve Tyr341 aminoasitleri ile yapilan
kesintisiz etkilesim bilesigin potansiyelini bir kez daha gozler 6niine sermektedir. Sekil
5.40.E simiilasyon sirasinda komplekse gore etkilesim fraksiyonlarini sunmaktadir
(Mavi: su aracili H-bagi; yesil: H-bagi, pembe: iyonik etkilesim, mor: hidrofobik
etkilesim). Burada da enzim aktif bolgesi i¢in 6nemli olan aminoasitler ile etkilesimler
net bir sekilde goriilmektedir. Buna goére H-bagi; Tyr124, Serl25, Ser293, Phe295,
Tyr337 ve Tyr341 aminoasitleriyle olusmaktadir. Su aracili H-bag: ise; Tyr72, Asp74,
Thr75, Leu76, Gly82, Trp86, Gly121, Gly122, Tyr124, Ser125, Trp286, GIn291, Glu292,
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Ser293, Val294, Phe295, Arg296, Tyr337, Phe338, Tyr341, Gly342, His447 ve Tyr449
aminoasitleriyle kurulmaktadir. Tyr337 ve Tyr449 aminoasitleriyle iyonik etkilesimlerin
kuruldugu goriilmektedir. Son olarak Tyr72, Val73, Leu76, Tyr77, Phe80, Thr83, Trp86,
Asn87, Tyr124, Glu202, Trp286, Leu286, Phe295, Phe297, Tyr337, Phe338, Tyr341,
Trp439, His447 ve Gly448 aminoasitleriyle de hidrofobik etkilesimlerin oldugu tespit

edilmistir.

MD simiilasyon videosu izlenerek 100 ns boyunca olusturulan aromatik hidrojen
baglari belirlenmistir. 6e bilesiginin Tyr124, Ser293, Phe297, Tyr337, Tyr341 ve Gly342
amino asitleri ile aromatik hidrojen bagi yaptig1 goriilmektedir. Bu etkilesimler bilesik 6e
ile Try124’tin hidroksili, Ser293’{in karbonili, Phe297’nin fenili, Tyr337 nin fenili ve

hidroksili, Tyr341’in hidroksili, Gly342’nin amino ve karbonili arasinda bulunmaktadir.
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5.7.2.MAO-B Enzimi Uzerine Molekiiler Dinamik Calismalar1

Sekil 5.41°de, sonuglar bilesik 6e-MAO-B enzim kompleksi i¢indir. MD
simiilasyonu sirasinda olusturulan modelin kararliligin1 6lgmek i¢cin RMSD ve RMSF
parametreleri kullanilmistir. Simiilasyonlar sirasinda modelin kararliligint kontrol etmek
icin RMSD kullanilmistir. Simiilasyon siiresinin bir fonksiyonu olarak RMSD ¢izimi,
Sekil 5.41.A’da sunulmustur. RMSD degeri 1-3 arasinda olmalidir. Elde ettigimiz grafik
bu belirtilen degerler arasinda (Max 2.3 A) kaldig1 igin kararliligimizin korundugunu
soylemek dogru olacaktir. 6.30-14.60 ns aralifinda degiskenlik gosteren RMSD degeri
23. Ns civarinda sabitlenmistir. Bu sabitlenme zamaninda meydana gelen degisiklikler
incelendiginde (Sekil 5.41.D) bilesik 6e ile I1e199, Trp326, Phe343, Tyr398 ve tyr435
aminoasitleri arasindaki etkilesimlerin bagsladigr goriilmiistiir. Dolayisiyla bu
aminoasitlerin stabiliteye katki sagladigi disiiniilmektedir. 6e-MAO-B kompleks
proteini RMSD analizine gore, simiile edilen sistem oldukca etkili bir sekilde

dengelenmistir.

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

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

RMSF raporuna gore, bilesik 6e, MAO-B enziminin 28 amino asidiyle etkilesim
halindedir. Bu aminoasitler su sekilde siralanabilir: Tyr60 (0.52 A), Lys81 (0.57 A),
Glu84 (0.85 A), Val85 (1.15 A), Glu86 (0.68 A), Leu88 (0.53 A), Phe99 (0.65 A), Arg100
(0.76 A), Gly101 (1.10 A), Pro102 (0.86 A), Pro104 (0.75 A), Phe168 (0.70 A), Leul71
(0.77 A), Cys172 (0.68 A), Thr196 (0.72 A), 11e198 (0.82 A), 11e199 (1.08 A), Ser200
(0.92 A), Thr201 (0.77 A), Thr202 (0.80 A), Asn203 (0.82 A), GIn206 (0.59 A), 11e316
(0.54 A), Tyr326 (0.52 A), Leu328 (0.44 A), Phe343 (0.47 A), Tyr398 (0.65 A) ve Tyr435
(0.44 A). 6e-MAO-B kompleksinde, elde edilen RMSF grafigi dalgalanmalarinda 6nemli
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bir degisiklik yoktur. Dongili bolgeleri disinda, ¢cogu kalintinin RMSF degerleri 1.00
A’dan azdir ve bu durum kalinti konformasyonunun simiilasyon sirasinda kararl

oldugunu gosterir.

Sekil 5.41.C, 5.41.D ve 5.41.E bilesik 6e’nin aktif bolgede aminoasitler ile
etkilesimini gostermektedir. Sekil 5.41.E ise enzim aktif bolgesinde %15 iizerinde
etkilesim gosteren aminoasitleri sergilemektedir. Buna gore, bilesik 6e; Tyr326 (%15) ve
Phe343 (%]11) ile n-nt etkilesimleri, GIn206 (%15 ve %58) ve Glu84 (%46 ve %72) ile
hidrojen baglar1 kurmaktadir. Sekil 5.41.D etkilesim sayis1 ve kalinti grafigini
sunmaktadir. Burada 6zellikle Glu84, GIn206 ve Tyr326 ile bilesik 6e’nin kesintisiz
etkilesim igerisinde oldugu goriilmektedir. Ile198 ile 7. Ns, Phe343 ile 62. Ns, Tyr398 ile
10. ns ve Tyr435 ile 40. ns civarinda etkilesim baslamis ve biiyiik cogunlukla kesintisiz
devam etmistir. Bu aminoasitlerin hepsi stabilitenin saglanmasinda rol oynamaistir.
Ozellikle MAO-B enzim aktif bolgesi i¢in onemli olan I1e198, GIn206, Tyr326, Phe343,
Tyr398 ve Tyr435 aminoasitleri ile yapilan kesintisiz etkilesim bilesigin potansiyelini bir
kez daha gozler 6niine sermektedir. Sekil 5.41.E simiilasyon sirasinda komplekse gore
etkilesim fraksiyonlarimi sunmaktadir (Mavi: su aracilit H-bagi; yesil: H-bagi, pembe:
iyonik etkilesim, mor: hidrofobik etkilesim). Burada da enzim aktif bolgesi i¢cin 6nemli
olan aminoasitler ile etkilesimler net bir sekilde goriilmektedir. Buna gore H-bagi; Glug4,
Gly101, Cys172, I1e199, Ser200, GIn206, Tyr435 ve Thr479 aminoasitleriyle
olusmaktadir. Su aracili H-bagi ise; Tyr60, Lys81, Glu84, Val85, Glu86, Argl00,
Gly101, Pro102, Phel68, I1e198, 11e199, Ser200, Thr201, Thr202, Asn203, GIn206,
Tyr326, 1le477 ve Thr479 aminoasitleriyle kurulmaktadir. Son olarak Tyr60, Val85,
Leu88, Phe99, Pro104, Phel68, Leul71, Thr196, 11e198, 11e199, 11e316, Tyr326, Leu328,
Phe343, Tyr398, Tyr435, Gln475 ve Ile477 aminoasitleriyle de hidrofobik etkilesimlerin
oldugu tespit edilmistir.

MD simiilasyon videosu izlenerek 100 ns boyunca olusturulan aromatik hidrojen
baglar1 belirlenmistir. 6e bilesiginin Val85, Phe99, Glyl101, Pro102, Phel68, Cys172,
[1e198, 11e199, Ser200, Thr201 ve Tyr326 amino asitleri ile aromatik hidrojen bag1 yaptigi
goriilmektedir. Bu etkilesimler bilesik 6e ile Val85’in amino grubu, Phe99’un fenili,
Gly101’in karbonili, Pro102’nin hidroksili, Phe168’in fenili, Cys172’nin karbonili,
[1e198’in amino grubu, I1e199’un karbonili, Ser200’{in karbonili, Thr201’in hidroksili ve

Tyr326’nin hidroksili arasinda bulunmaktadir.
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SONUCLAR VE ONERILER

Bu tez kapsaminda yapisinda tiyadiazol halkasi igeren salkon tiirevi 9 yeni bilesik
tasarlanip, sentezlenmistir. Sentezlenen bilesiklerin yapilar1 spektroskopi yontemleri ile
dogrulanmistir. Hedef bilesikler, referans maddelerle birlikte biyolojik aktivite testlerine

sokulmustur.

AchE aktivite ¢alismalarina gore bilesik 6a, 6b, 6c¢, 6d, 6e, 6f, 6g olduk¢ca 6nemli
sonuglar vermistir. I¢lerinden en aktif bilesik ise 6e’dir. Yapilan sitotoksisite, molekiiler
dinamik ve docking sonuglarina gore oldukca kararli ve etkili bir bilesik oldugu

kanitlanmustir.
BchE aktivite sonuglarina gore 6nemli bir aktivite saptanamamastir.

Aym sekilde MAO-A icin yapilan aktivite testlerinden 6nemli bir sonug

¢ikmamugstir

MAO-B aktivite testlerine gore bilesik 6a, 6b, 6¢c, 6d ve 6e oldukc¢a aktiftir.
Iclerindeki en aktif bilesik ise AchE’de oldugu gibi 6e’dir.

Son olarak ise yapilan calismalara gore bilesik 6e dual etki gostermektedir ve
Alzheimer ile Parkinson hastaliginda kullanilmak iizere gelecek vadetmektedir. Daha
sonra yapilacak ayrintili incelemelerle bu bilesik ve benzer yapidaki bilesikler daha

detayl1 calisilacaktir.
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