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OZET

Asetilkolinesteraz Inhibitdrii Olarak Yeni Salkon Tiirevlerinin Sentezi ve Biyolojik

Aktivite Calismalari

flcim CEYHUN
Farmasotik Kimya Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Ocak 2022
Danisman: Prof. Dr. Yusuf OZKAY

Alzheimer hastaligi; biligsel, duygusal ve davranigsal bozukluklara sebep oldugu
icin kisinin kendisinin ve g¢evresinin yasam kalitesini diisiirmektedir. Modern tibbin
gelismesiyle birlikte insan Omriiniin uzamasi ve yaslh niifusunun her gegen giin artmasi
sebebiyle bu hastalik tim dinyada ciddi bir problem haline gelmistir. Hastaligin
artmasiyla birlikte hasta bakim ve saglik giderleri hususunda iilke ekonomileri bu
durumdan olumsuz etkilenmektedir. Mevcut ilag tedavileri palyatif tedavinin ilerisine
gecememis olup bu alanda ilag aragtirmalari halen hizla devam etmektedir.

Bu calismada; salkon tiirevi 12 bilesik sentezlenmistir. Elde edilen bilesiklerin
analizi; IR, 'H-NMR, *C-NMR ve Kiitle spektroskopik yontemleri analiz bulgular1 ile
aydinlatilmigtir.

Elde edilen bilesiklerin kolinesteraz enzimleri iizerindeki inhibisyon etkisi
arastirilmistir.  Sentezlenen bilesiklerin  higbiri  butirilkolinesteraz (BChE) enzimi
Uzerinde 6nemli bir aktivite gostermemistir. Fakat 2d, 2f, 2j ve 2l kodlu bilesikler;
asetilkolinesteraz (AChE) ilizerinde kayda deger etki gdstermislerdir. Enzim inhibisyon
calismalariyla beraber yiiksek inhibisyon aktivitesi gosteren bilesiklerin enzim-kinetik
calismasi yapilarak substrat-enzim iliskisindeki etkinligi arastirilmistir. Ayrica yiiksek
etkinlik gosteren bilesiklerin beta amiloid plak agregasyonu iizerindeki inhibe edici
etkisi de arastirilmastir.

Tez kapsaminda AChE enzim aktif yoreleri molekiler modelleme ¢alismalari ile
yap1 olarak aydmlatilmistir. Segilen bilesikler igin docking ¢alismalar1 yapilarak enzim
aktif bolgesi ile baglanma noktalar tespit edilmistir. AChE enzim aktif bolgeleri ile en
gucli etkilesimin 2f kodlu bilesik ile gézlendigi ortaya konmustur.

Anahtar Sozcikler: Salkon, Benzofuran, Benzotiyofen, Asetilkolinesteraz, Doking.



ABSTRACT

Synthesis and Biological Activity Studies of New Chalcone Derivatives as

Acethylcholinesterase Inhibitors

Ilgim CEYHUN
Department of Pharmaceutical Chemistry
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, January 2022
Supervisor: Prof. Dr.Yusuf OZKAY

Alzheimer's disease; as it causes cognitive, emotional and behavioral
disorders, it reduces the quality of life of the persons and their environment. With the
development of modern medicine, this disease has become a serious problem all over
the world due to the prolongation of human life and the increase in the elderly
population day by day. Along with the increase in the disease, the country's economies
in terms of patient care and health expenses are also adversely affected by this situation.
Existing drug treatments could not go beyond palliative treatment and drug researches
in this field are still continuing rapidly.

In this study; 12 compounds derived from chalcone were synthesized.
Analysis of the obtained compounds; IR, *H-NMR, *C-NMR, HRMS methods have
been clarified by the analysis findings. The inhibition effect of the obtained compounds
on cholinesterase enzymes was investigated. None of the synthesized compounds
showed significant activity on butyrylcholinesterase (BChE) enzyme. But 2d, 2f, 2j and
2l coded compounds; showed a remarkable effect on acetylcholinesterase (AChE).
Along with enzyme inhibition studies, enzyme-kinetic studies of compounds with high
inhibition activity were carried out to investigate their effectiveness in the substrate-
enzyme relationship. In addition, the inhibitory effect of highly active compounds on
beta amyloid plaque aggregation was also investigated.

Within the scope of the thesis, the active sites of AChE enzyme have been
clarified as structure by molecular modeling studies. For the selected compounds,
docking studies were performed and the enzyme active site and binding points were
determined.

Keywords: Chalcone, Benzofuran, Benzothiophene, Acetlycholinesterase, Docking.



TESEKKUR
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Yiiksek lisans egitimim siiresince bilgi, birikim ve tecriibesini benimle paylasan,
destegini hep hissettigim ve beni siirekli cesaretlendiren, sabir ve hosgdriisiinii higbir
zaman esirgemeyerek bana keyifli bir ¢alisma ortami saglayan degerli danisman hocam

Prof. Dr. Yusuf OZKAY ’a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Kiymetli bilgi ve deneyimlerinden yararlandigim hicbir zaman iyi niyetini ve
guler yuzinu eksik etmeyen, girdigi ortamin enerjisini aninda yiikselten, samimiyetine
sonsuz inandigim saym hocam Prof. Dr. Zafer Asim KAPLANCIKLI’ya ¢ok tesekkiir

ederim.

Tezimin spektral analiz ve biyolojik aktivite c¢alismalari kisminda ¢ok biiytlik
emekleri olan samimiyetlerine iyi niyetlerine ve arkadasliklarina biiyiik minnet
duydugum, beni cesaretlendiren ve higbirsey icin ge¢ degil diyerek motivasyonumu
yukselten, ekiplerine ¢alisma sistemlerine uyumlarina biiyiik hayranlik duydugum, tez
calismamin basindan sonuna desteklerini yardimlarini bir an olsun esirgemeyen ¢ok
degerli hocalarim; Dog. Dr. Begiim Nurpelin SAGLIK ’a, Ogr. Gér. Serkan LEVENT e
ve Aras. Gor. Dr. Derya OSMANIYE’ye sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Laboratuvar c¢alismalarinin basladig ilk glinden beri hep yanimda olan, benim
icin zorlar1 kolaylagtiran, uzun bir aradan sonra girdigim laboratuvar ortamina
adaptasyonumu hizlandiran, sentezledigim ilk orjinal molekiil sonrasi heyecanima,
sevincime sahit olan yardimini destegini hep hissettigim geng¢ arkadasim Ecz. Sevval

KARACA’ya ¢ok tesekkiir ederim.



ETiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI
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Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢alisma oldugunu; calismamin hazirlik, veri
toplama, analiz ve bilgilerin sunumu olmak iizere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve
kurallara uygun davrandigimi; bu ¢alisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler
icin kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakcada yer verdigimi; bu ¢alismanin
Anadolu Universitesi tarafindan kullamlan “bilimsel intihal tespit programi’nda
tarandigin1 ve hicbir sekilde “intihal icermedigini” beyan ederim. Herhangi bir

zamanda, calismamla ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmasi

durumunda, ortaya ¢ikabilicek tiim ahlaki ve hukuki sonuglari kabul ettigimi bildiririm.

flgim CEYHUN
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1. GIRIS VE AMAC

Diinya genelinde yagh birey sayis1 ve yasliliga bagli kronik hastaliklarin sayisinin
arttig1 bilinmekte olup, kronik hastaliklar saglik sisteminde en yiiksek maliyete sebep
olan hastaliklardir. Alzheimer hastaligi (AH) demans tipi hastaliklar igerisinde en
yaygin goriilenidir ve nérodejeneratif, kronik bir beyin hastaligidir [1].

Tiirkiye Istatistik Kurumu verilerine gére; iilkemizde yash niifus olarak kabul
edilen 65 ve daha yukar1 yastaki niifus, 2014 yilinda 6 milyon 192 bin 962 kisi iken son
bes yilda %21,9 artarak 2019 yilinda 7 milyon 550 bin 727 kisi oldugu bildirilmistir.
Yaslt niifusun toplam niifus i¢indeki orani ise 2014 yilinda %8,0 iken, 2019 yilinda
%09,1'e yikseldigi belirtilmistir. Niifus projeksiyonlarina gore yaslt niifus oraninin 2023
yilinda %10,2, 2030 yilinda %12,9, 2040 yilinda %16,3, 2060 yilinda %22,6 ve 2080
yilinda %25,6 olacagi oOngoriilmektedir. Bunun yani sira Olim sebepleri arasinda
AH’nin de 6nemli bir yer aldig1 ve 6liim nedeni istatistiklerine gore, AH’den hayatini
kaybeden yaslilarin sayisi, 2014 yilinda 10 bin 236 iken 2018 yilinda 13 bin 767'ye
yiikseldigi bildirilmistir. AH’den 6len yaslhilarin orant 2014 yilinda %3,9 iken bu oran
2018 yilinda %4,6'ya yiikselmistir. AH’den 6len yaslilarin oran1 2014 yilinda erkeklerde
%3,1, kadinlarda %#4,6 iken bu oranlar 2018 yilinda erkeklerde %3,5'e, kadinlarda ise
%S5,7'ye yiikseldigi tespit edilmistir [2].

Diinya Saglik Orgiitii'niin yaptig1 agiklamaya gore; diinya capinda yaklagik 55
milyon insanin demans hastasi oldugu tahmin edilmektedir ve bu sayiya her yil yaklasik
10 milyon yeni vaka eklenmektedir. AH, demansin en yaygin tiiriidiir ve demans
vakalarmin %60-70'inin AH oldugu diisliniilmektedir. Demansli toplam insan sayisinin
2030'da 78 milyona ve 2050'de 139 milyona ulasacagi tahmin edilmektedir. Bu artigin
cogu, diisiik ve orta gelirli lilkelerde yasayan demans hastalariin sayisindaki artigla
orantili oldugu Diinya Saglik Orgiitii raporunda belirtilmistir [3].

Demansin sadece demans hastalar1 tizerinde degil, aym1 zamanda bakicilari,
aileleri ve genel olarak toplum Uzerinde de fiziksel, psikolojik, sosyal ve ekonomik
etkileri vardir. Kisisel bakim ihtiyaglarini karsilayamayan hastalarin bakimini tistlenen
kisiler hastanin bakiminda zorlanmakta; ayrica yorgunluk, halsizlik, uyku sorunlar1 gibi
fiziksel ve duygusal sorunlar da yasamaktadirlar [1].

AH tedavisinde onaylanmis ilaglarin tiimii, hastaligin hafif-orta evresinde yalnizca
palyatif tedavi saglar ve ilerlemesini durdurma yetenegine sahip degildir. Akademik

arastirma gruplarinin ve ilag sirketlerinin son yillardaki yogun g¢abalarina ragmen, su
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ana kadar hicbir iyilestirici tedavi bulunamamistir [4]. Alois Alzheimer 1907'de ilk
vakayr rapor ettiginden beri, AH patogenezini ve hastalifin nasil olustugunu
anlamamizdaki biiyiik kazanimlara ragmen hala hastaligi degistiren tedavi yoktur [5].
2003'ten beri ABD Gida ve ilag Dairesi (FDA) tarafindan AH igin higbir yeni tedavi
onaylanmamistir ve yetiskin baslangi¢li nérodejeneratif bozukluk i¢in onaylanmis bir
tedavi yoktur [6]. Bu sebeple bu alanda yapilan ilag arastirmalart hizla devam

etmektedir.



2. KAYNAK BILGISI
2.1. Alzheimer Hastahgi
2.1.1. Alzheimer hastahiginin tanimi

Alzheimer, en sik goriilen demans nedeni olup hafiza, konusma, yon bulma,
insanlar1 tanima, problem ¢o6zme gibi giinlilk yasantida bir ¢ok kez gerceklestirilen
pratiklerin ¢esitli zihinsel islevlerin zamanla =zayifladig, gilinliik aktiviteleri
kisitlayabilecek derecede kronik, ilerleyici ve geri doniissiiz kotlilesme nedeni ile
diistinme ve davranis bozukluklarimin gerceklestigi ndrodejeneratif, kronik bir beyin
hastaligidir [7]. 1907 yilinda Dr. Alois Alzheimer tarafindan 6zellikle yash bireylerde
goriilen demansin bir tiirii olarak kesfedilmistir [8].

2.1.2. Alzheimer hastahigimin belirtileri

AH’nin en Onemli erken belirtisi hafiza kaybidir. Bu hafiza kaybi, ge¢mis
hafizanin korundugu, hastaligin ilerlemesi ile siklikla dillendirilmeye baslanan kii¢iik
unutkanliklarin baglamasi seklindedir. Bozuklugun ilerlemesi ile biligsel (kognitif)
yeteneklerdeki kayip, frontal ve temporal lob islevleri ile iligkili, dil alanlarinda (afazi),
beceri gerektiren hareketlerde (apraksi) ve tanima fonksiyonlarinda bozulmaya dogru
uzanim gostermeye baglar. Altta yatan patolojik siirecin yansimasi olarak limbik sistem
ile frontal ve temporal loblar arasindaki baglantilarda kopmalar olur [9].

Bu belirtiler kisiye gore degisken bir sekilde ilerleme gosterir; hastalarin
yasamini oldukga zorlastirir ve yasam kalitesini ciddi anlamda azaltir AH nin en 6nemli
ozelligi spesifik belirtileri olmadan baglamasi ve yavas seyirli olmasidir. Hastalar ve
yakinlar1 yakinmalarin baslangi¢ zamanini kesin olarak sdyleyememektedirler.
Yaslilikta unutkanligin normal oldugu disiincesi ile AH’nin baglangicinin tespit
edilmesi zorlasir. Bu nedenle hekime bagvuru zamani da gecikir [10].

2.1.3. Alzheimer hastahigimin nedenleri

AH'nin gercek nedenleri hala belirsizdir [11]. 1907'de Alois Alzheimer tarafindan
yaslilik 6ncesi bunamanin ilk tanimindan bu yana, beyinde ekstraselliiler senil plaklarin
(SP) ve noronlarin iginde norofibriler yumaklarin (NFY) olusumu, sinaps ve ndron
kaybi ile birlikte biligsel bozukluk, AH’nin tanmimlayict klinikopatolojik o6zellikleri
olarak kabul edilmistir [7].

AH'nin nedeni ile ilgili birgok teori 6ne siirlilmiistiir. Fakat bu teoriler genellikle

sekiz baslik altinda toplanmistir. Bunlar; yaslanmanin hizlanmasi, kolinerjik ve kortiko-



kortikal yollar dahil olmak iizere anatomik yollarin dejenerasyonu, aliiminyuma maruz
kalma, kafa travmasi ve yetersiz beslenme gibi ¢evresel faktorler, amiloid Oncii protein
(APP) ve presenilin (PSEN) genlerinin mutasyonlarini igeren genetik faktorler, ve
mitokondriyal  disfonksiyondan kaynaklanan metabolik  bir  bozukluk olan
apolipoprotein E'deki (Apo E) allelik varyasyon, riskli kan beyin bariyeri gibi vaskuler
faktorler, immin sistem disfonksiyonu ve enfeksiy6z ajanlardir [12].

Bilissel olarak normal beyinde, beyin hacmi ve agirhiginda yasa baglh bir azalma,
ventrikiillerin genislemesi ve segilen bolgelerde sinaps ve dendrit kaybi1 vardir [13].
AH'nin hizlandirilmis bir dogal yaslanma bi¢imi olabilecegi, AH'deki bir¢ok patolojik
degisikligin, normal yaslanmada bulunanlara benzer oldugu ancak daha siddetli
gozlemlendigi bilgisine dayanmaktadir [14].

Asetilkolin  (ACh) hipokampusu serebral kortekse baglayan ndorotransmitter
olmast yaninda kan damarlarindaki diiz kaslarin dilatasyonundan sorumludur ve
gastroinstestinal sistem, Uriner sistem ve gozdeki kaslarin kasilmasini uyarmaktadir [7].
Kolinerjik iletim serebral kortikal gelisimde ve aktivitede, serebral kan akimi, uyku
dongiisti, 6grenme hafiza ve algilamada 6nemli rol oynar. Kolin ve asetil koA’dan
‘asetil transferaz’ enzimi ile ‘asetilkolin’olusur. AH’de primer defekt beyindeki
kolinerjik sistemin, 6zellikle 6grenme ve bellek ile ilgili bolgelerde, bozulmasidir [15].

AH’da ACh sentezinde meydana gelen azalmanin kolinasetiltransferaz enziminin
miktar ve islevlerinin ve kolin geri aliminin diismesine, kolinerjik néron ve aksonlarda
olusan hasarlara, korteks ve hipokampusta bulunan kolinerjik néronlarda meydana
gelen kayiplara baglh oldugu bildirilmistir [16].

Bircok cevresel faktor AH ile iliskilendirilmistir, fakat ¢cogu ¢alisma, aliiminyuma
(Al) maruz kalma, kafa travmasinin etkisi, diyet ve yetersiz beslenmenin etkisi gibi ¢
faktorle ilgilidir [12].

Alzheimer hastalarinin beyinlerinde serbest radikal olusumunu uyaran demir,
alliminyum ve civanin konsantrasyonlarinin arttig1 ve yaslanmaya bagl olarak beyinde
yuksek oranlarda biriken aliminyum, ¢inko, bakir ve demir gibi metallerin oksidatif
hasara, beta amiloid (AB) agregasyonuna ve NFY olusumuna neden olabilecekleri
bildirilmistir [17].

Yapilan bir arastirmaya gore; doymamis yaglarin yiiksek alimi Alzheimer
hastaligina karsi koruyucu olabilirken, doymus veya trans-doymamis yag aliminin

AH riskini artirabildigi belirtilmistir [18].



Kafa travmasinin ne yolla AH’ye yol actig1 biyolojik mekanizmasi kesin olarak
bilinmemektedir. Ancak; travmanin noéronal hasara yol agtigi, bunun AP birikimini
artirdigi, bunlarin da daha sonra amiloid plaklara doniistiigli, gerek hayvan gerekse de
insan ¢aligmalarinda gosterilmistir [19].

Seneff ve arkadaslari AH'min beyine giden kolesterol, yaglar ve antioksidanlarin
tedarik zincirindeki bir eksiklikten de kaynaklanabilecegini vurgulamislardir. Bu
besinlerin beyin islevi i¢in 6nemi konusunda bir¢ok kanit sagladiklarin1 ve AH’ye sahip
kisilerin beyin omurilik sivisinda kolesterol ve yag eksikligi oldugunu 6ne siirmiislerdir.
Daha az oranda islenmis karbonhidrat ve nispeten daha fazla yag ve kolesterole yonelik
basit diyet degisikligi, muhtemelen AH’ye karsi koruyucu bir 6nlem olacagin ifade
etmislerdir [20].

AH’deki en bilinen ndropatolojik degisiklik olan amiloid plaklar farkli morfolojik
yapilarda olabilir ancak ana bileseni AP proteinidir. AB, 19. kromozomda kodlanan bir
transmembran protein olan APP’den proteolitik yolla olusur. AP, APP’nin
metabolizmasi sonucu olusan triinlerindendir [21]. AB40 ve AP42 peptitlerin beyinde
yogunlagsmasi noronal fonksiyon bozukluguna ve norodejenerasyona sebep olmaktadir.
AH’li olgularin beyinlerinde ve beyin zarindaki kan damarlarinda AP tespit edilmistir.
Erken demansi olan olgularin beyin dokularit ve beyin omurilik sivisinda artmis Ap42
ve AP oligomerleri bulunur ve bu diizeyler kognitif azalmaya baglidir [22].

NFY ana bileseni hiperfosforile ‘tau’proteinidir. Tau proteini mikrottbul asosiye
proteinler ailesine dahil bir proteindir. Bu protein; hticre iskeletinin biitiinlig,
mikrotubullerin stabilizasyonu ve aksonal transportta rol amaktadir. Tau proteininin
hiperfosforilizasyonu sonucu mikrotiibiillere baglanma yetenegini bozulur. Foforilize
oldugu i¢in mikrotiibiillere baglanamamis olan tau proteinleri ¢dzilemeyen bir yapiya
dongiir. Bunlar zamanla intranéronal NFY’lere doniisiirler. Bu siirecin yillar siiren uzun
bir dénem oldugu diistiniilmektedir. NFY’ler sonunda hiicre iskeletinin biitiinligiinii ve
aksonal transportu bozarak hicre o6limine neden olur. AH’deki biligsel bozulma
amiloid depozisyonundan ziyade NFY miktari ile iliskilidir [23].

AH’nin patogenezinde inflamasyonun oldugu ve immiin sistemin rol oynadigi
hipotezler mevcuttur. Senil plaklarin ve astrositlerin gevresinde mikroglia hucreleri
gozlenir. Bagsta interlokin-1 ve interlokin-6 olmak (izere sitokin konsantrasyonlari
AH’de artmistir. Bu inflamatuar faktorler, APP uyarmalar1 nedeniyle norotoksik A

olusumunda o6nemli rol oynarlar [6]. Romatoid artritli hastalarda (uzun stre



antiinflamatuar tedavi alan) AH’nin gorilme sikligi beklenmedik oranda diisiiktiir. Bu
gbzlem, AH’ye karsi korunmada nonsteroid antiinflamatuarlarin etkin oldugu teorisini
desteklemektedir [24].

Montagne vd. (2015); yaptiklar1 birtakim arastirmalar sonucunda 6grenme ve
hafizayla ilgili bir bolge olan insan hipokampusundaki kan-beyin bariyerinin normal
yaslanma sirasinda yasa bagli olarak bozuldugunu, ancak hafif bilissel bozuklugu olan
hastalarda daha hizli bir bozulma oldugunu dogrulamislardir. Hafif bilissel bozuklugu
olan grup, uygun yashi norolojik olarak bozulmamis kontrol grubuyla
karsilastirildiginda elde edilen sonuglar kan beyin bariyerinin erken bozulmasinin erken
bilissel bozukluga sebep oldugunu diistindiirmiistiir [25].

AH’nin ilerlemesinin oksidatif stres ile arttigi diisiiniilmektedir. Bununla birlikte,
oksidatif stresin rolii evrensel olarak kabul edilmemistir. Cogu calisma, AH’de serum
lipid peroksidasyon belirteclerinin yiikseldigini gostermektedir. Bununla birlikte, AH'de
sonucun belirleyicileri olarak biyobelirteglerin rutin kullanimini gerekg¢elendirmek igin
yeterli kanit yoktur [26].

Ailesel AH’lerin ¢ok az bir kismina APP genindeki mutasyonlar sebep olmakla
birlikte, PSEN1’deki mutasyonlar ailesel AH’lerin en sik sebebidir [27]. PSEN1 ve
PSEN2 genlerinde tanimlanan 160’tan fazla mutasyon vardir. PSEN’ler APP’nin y-
sekretaz ile boltinmesinden sorumlu atipik aspartil proteaz komplekslerinin merkezi
bilesenleridir. PSEN mutasyonlar1 sonucunda AB42 / AB40 orani arttig1 bilinmektedir
[28]. PSEN1 mutasyonlarinin preklinik evresinde APB42 depozisyonu erken bir
bulgudur [29].

2.1.4. Alzheimer hastahi@imin tedavisi

AH’yi sonlandiran ya da tamamen duzelten bir ilag glinimuzde mevcut olmasa da
FDA tarafindan onayli AChE inhibitorlerinden; donepezil, rivastigmin, galantamin,
takrin ve tek N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptdr antagonisti olan memantin hastaligin
semptomlarint gidermek i¢in giiniimiizde aktif olarak kullanilmaktadir. Biligsel
fonksiyonlarla ilgili 6nemli fayda sagladig: diisiiniilen bu ilaglarin etkinligi ile alakali
tartigmalar halen mevcuttur [30].

Bunun disinda oksidatif strese karsi antioksidanlarla miidahalenin AH gelisimini
yavaglattigi distinilmektedir. L-karnitin, E vitamini, C vitamini, Ginkgo biloba
eskstreleri oksitadif stresi azaltabilen ajanlardir. Oksidatif stresin artmasina sebep olan

monoaminoksidaz-B  (MAO-B) enziminin inhibitori olan selejilin de AH’de



kullanilmaktadir [7]. Yasin ilerlemesiyle birlikte beyinde biriken aliminyum, demir gibi
metallerden dolay1 oksidatif hasardan kaynakli Ap agregasyonu ve NFY olusabilecegi
bilinmektedir. Bu sebeple deferoksamin, defepiron gibi selat bilesikleri de AH
tedavisinde yerini almistir [31].

2.1.5. Kolinesteraz enzimleri

Asetil kolinesteraz enzimi (AchE) ve bdtiril kolinesteraz enzimi (BchE) olmak
uzere iki ana enzim, asetilkolini hidrolize eder. AChE beyin, kas ve eritrosit zarinda bol
miktarda bulunurken, BChE karaciger, bagirsak, kalp, bobrek ve akcigerde en yiiksek
aktiviteye sahiptir. BChE'nin ChE toksik maddelerine karsi dogal olarak gelistirilmis
koruyucu bir enzim oldugu varsayilmaktadir. AChE ve BChE enzimlerinin genel yapisi
oldukga benzerdir. Kolinerjik hipoteze gore, beyindeki azalan ACh seviyeleri, AH'de
hafiza kayb1 ve diger bilissel islev bozukluklarina yol agar. Bu nedenle, AChE
inhibitorleri yardimiyla ACh diizeylerinin arttirilmasi, AH hastalarinin semptomatik
tedavisinde umut verici bir yaklasimdir [32].

2.1.6. Kolinesteraz inhibitorleri

Alzheimer hastalarinin beyninde AChE'min asir1 ekspresyonunun meydana
geldigine dair kanitlar vardir. Bu durum, beynin diizgiin ¢alismast i¢in gereken ACh
miktarini azaltir, bu nedenle néron hiicreleri diizgiin ¢alisamaz ve beyin hasar1 ve hafiza
kayb1 gibi komplikasyonlar ortaya ¢ikar. Bu komplikasyonlar AH gelisiminin
baslamasma yol agar. AChE'nin asir1 ekspresyonu meydana gelir ve AChE beynin
diizgiin ¢alismasi icin gereken ACh miktarini azaltir, bu nedenle néron hiicreleri diizgiin
calisamaz ve beyin hasar1 ve hafiza kayb1 gibi komplikasyonlar ortaya c¢ikar. AChE
inhibitorleri, AChE aktivitesini baskilayarak AH tedavisine yardimci olur [33].

2.1.6.1. Takrin

Takrin farmakolojisi, 1945'te Albert ve Gledhill tarafindan ilk sentezlendiginden
beri genis ¢apta incelenmistir. Summers vd’nin 1986 yilinda AH’nin semptomlarini
hafifletebilecegine dair son Onerileri ile birlikte Alzheimer tipi senil demans'in yaslanan
bir popiilasyonda biiyiik bir halk saglig1 sorunu haline gelmesinden dolay1 ilaca olan ilgi
yeniden canlanmigtir [34]. Takrin etkili bir AChE ve BChE inhibitorleri olarak bilinir.
Takrin, hepatotoksisitesi nedeniyle AH tedavisi i¢in onaylanmasindan on y1l sonra geri
cekilmistir. Bununla birlikte, takrin hala daha etkili ve daha gilivenli takrin bazli AChE

inhibitorleri gelistirmek icin degerli bir iskelet olarak kabul edilir, bu konu ile ilgili son



yaklagimlar, yeni hibritler veya c¢ok hedefli bilesikler tasarlayarak giicli AChE

inhibisyonunu diger farmakolojik 6zelliklerle birlestirilebilecegi yoniindedir [35].

Sekil 2.1. Takrinin kimyasal yapisi

2.1.6.2. Galantamin

Galantamin, 2000 yilindan beri Avrupa, ABD ve Asya'da AH igin lisanshi bir
semptomatik tedavi olan secici, uzun etkili ve geri doniisiimlii bir asetilkolinesteraz
inhibitoriidiir. Hastaligin ilerlemesini yavaslatir ve hafiza kaybi, kafa karisikligi ve
davranig degisikliklerinin semptomlarini hafifletmeye yardimci olur, dolayisiyla yasam
kalitesini iyilestirir ve hastalarin daha uzun siire bagimsiz yasamasina olanak tanir [36].
Galantamin ayn1 zamanda iyi biyoyararlanim ve plazma proteinlerine diisiik baglanma

ozelligine sahiptir. [37]

HO

Sekil 2.2. Galantaminin kimyasal yaptist

2.1.6.3. Rivastigmin

Rivastigmin, AChE enzimini hedefleyen hafif ile orta dereceli AH tedavisi icin
kullanilan FDA onayh ilagtir. Ancak mide bulantisi, ishal, istahsizlik, senkop, karin
agrist ve kusma gibi ¢esitli yan etkileri vardir [33]. Oral uygulama igin tabletler seklinde
veya bir transdermal yama olarak miistahzarlart mevcuttur. Kapsamli hepatik ilk gegis
metabolizmasi1 ve kan-beyin bariyerini gegme yeteneginin sinirli olmasi nedeniyle, oral
yolun maksimum terapotik faydalar saglamak i¢in ¢ok etkili oldugu diistintilmemektedir

[38].
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Sekil 2.3. Rivastigmin’in Kimyasal Yapisi

2.1.6.4. Donepezil
Non-kompetitif, reversibl ve selektif AChE inhibitéridir. AChE inhibitor

aktivitesini gerceklestirmesini saglayan anahtar grup olan benzil piperidin grubu
tasimaktadir [39]. Donepezil, AChE uzerinde etkilidir ve BChE iizerinde yalnizca orta
duzeyde bir etkiye sahiptir. Olumlu terap6tik profili nedeniyle donepezil, hafif ila orta
dereceli AH'li hastalarda siklikla birinci basamak tedavi olarak kabul edilir. Donepezil,
ozellikle, AChE aktivitesinde eszamanli bir azalmaya neden olurken, serebral ACh’da
bir artis yoluyla postsinaptik hiicre fonksiyonundaki degisiklikleri indiikleyerek AH
patolojisini degistirir; ayrica periferik anyonik bolgeyi bloke eder ve AP aracili hasari
onler. Donepezil, bagirsak yoluyla emilim ile yaklagik %100'liik bir oral
biyoyararlanima sahiptir. Diger AChE inhibitdrleri ile karsilagtirildiginda yan etkisi en
az olan ilagtir [40].

Sekil 2.4. Donepezil Ilacimin Kimyasal Yapist

Tablo 2.1. Kolinesteraz Inhibitérlerinin Ozellikleri

] . AChE BChE
Ha¢ Kimyasal Yap1 Inhibisyon tipi . .
Inhibisyonu Inhibisyonu
Takrin Piridin turevi Reversibl v v
Galantamin Alkaloid Reversibl v
Rivastigmin Karbamat tiirevi Reversibl v v
Donepezil Piperidin tirevi Reversibl v




2.2. Antikolinesteraz Aktivite Calismalarina Konu Olmus Salkon Tirevleri

Parambi vd. (2018), yaptiklar1 ¢alismada bir seri halojenlendirilmis tiyofen salkon
tirevleri sentezleyip antikolinesteraz aktivitelerini degerlendirmislerdir. Yapilan enzim
aktivite testi sonucunda sentezlenen bilesiklerden 3-(4-Klorofenil)-1-(5-klorotiyofen-2-
il)prop-2-en-1-on bilesiginin ICso= 14.76 uM degerinde AChE inhibitoru aktivitesine
sahip oldugu gortilmistiir [41].

Cl

Sekil 2.5. 3-(4-Klorofenil)-1-(5-klorotiyofen-2-il)prop-2-en-1-on bilesigine ait kimyasal yapi

Riswanto vd. (2019), yaptiklar1 ¢aligmada bir seri salkon tiirevleri sentezleyip
antikolinesteraz aktivitelerini degerlendirmislerdir. Yapilan enzim aktivite testi
sonucunda sentezlenen bilesiklerden 1-(4-(Siklolopentiloksi)fenil)-3-(4-florofenil)prop-

2-en-1-on bilesiginin ICs0= 9.3 pM degerinde AChE inhibitdri aktivitesine sahip

T

Sekil 2.6. 1-(4-(Siklolopentiloksi)fenil)-3-(4-florofenil)prop-2-en-1-on bilesigine ait kimyasal yap:

oldugu goriilmistiir [42].

Singh vd. (2019), yaptiklar1 ¢alismada bir seri salkon tiirevleri sentezleyip
antikolinesteraz aktivitelerini degerlendirmislerdir. Yapilan enzim aktivite testi
sonucunda sentezlenen bilesiklerden 1-(2-Hidroksifenil)-3-(3,4,5-trimetoksifenil)prop-
2-en-1-on bilesiginin 1C50=6.4+0.32 uM degeri ile AChE inhibitor aktivitesine sahip
oldugu goriilmiistiir [43].
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Sekil 2.7. 1-(2-Hidroksifenil)-3-(3,4,5-trimetoksifenil)prop-2-en-1-on bilesigine ait kimyasal yapi

Zhang vd. (2019) yaptiklar1 ¢alismada bir seri mannich bazi salkon tiirevleri
sentezleyip antikolinesteraz aktivitelerini degerlendirmislerdir. Yapilan enzim aktivite
testi sonucunda sentezlenen bilesiklerden (E)-3-(4-((dietilamino)metil)-3-hidroksifenil)-
1-(3,4- dimeoksifenil)prop-2-en-1-on bilesiginin ICso = 0.44 puM degeri ile 6nemli
AChE aktivitesine sahip oldugu goriilmiistiir. Bu ¢alismada donepezilin AChE inhibitor
aktivitesi ICso = 0.12 £ 0.01 uM olarak belirtilmistir [44].

O
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N

Sekil 2.8. (E)-3-(4-((dietilamino)metil)-3-hidroksifenil)-1-(3,4- dimeoksifenil)prop-2-en-1-on bilesigine

ait kimyasal yapi

Bai vd. (2019), yaptiklar1 g¢alismada bir seri salkon-O-alkilamin tlrevleri
sentezleyip antikolinesteraz aktivitelerini degerlendirmislerdir. Yapilan enzim aktivite
testi sonucunda sentezlenen bilesiklerden (E)-1-(2-hidroksi-4-((6-(piperidin-1-
il)hekzil)oksi)fenil)-3-(4-((6-(piperidin-1-il)hekzill)oksi)fenil)prop-2-en-1-on
bilesiginin ICso= 1.30 + 0.01 uM degeri ile 6nemli AChE aktivitesine sahip oldugu
gortilmiistiir. Bu ¢alismada donepezilin AChE aktivitesi 1Cso = 0.019 + 0.0003 uM
olarak belirtilmistir [45].

)
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Sekil 2.9. (E)-1-(4-(piperazin-1-il)fenil)-3-(p-tolil)prop-2-en-1-on bilesigine ait kimyasal yap

Reeta vd. (2019), yaptiklar1 ¢alismada bir seri etil asetohidroksamat-salkon

tiirevleri sentezleyip antikolinesteraz aktivitelerini degerlendirmiglerdir. Yapilan enzim
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aktivite  testi  sonucunda  sentezlenen  bilesiklerden  Etil  (E)-N-(4-(3-(4-
metoksifenil)akrilol)fenoksi)asetimidate bilesiginin ICsop= 0.30 £ 0.061 pM degeri ile
onemli AChE inhibitor aktivitesine sahip oldugu goriilmiistiir. Bu ¢alismada takrinin
ACNhE inbisyon aktivitesi ICsp = 0.22 + 0.0043 uM olarak belirtilmistir [46].

(@]
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Sekil 2.10. Etil (E)-N-(4-(3-(4-metoksifenil)akrilol)fenoksi)asetimidat bilesigine ait kimyasal yap

Tian vd. (2019), yaptiklar1 ¢alismada bir seri Flurbiprofen-salkon hibrid Mannich
bazi tiirevleri sentezleyip antikolinesteraz aktivitelerini degerlendirmislerdir. Yapilan
enzim aktivite testi sonucunda sentezlenen bilesiklerden Metil (E)- 2-(2-floro-4'-(3-(3-
hidroksi-4-(pirolidin-1-ilmetil)fenil)akriloksi)-[1,1'-bifenil]-4-il)propanoat  bilesiginin
IC50=7.15 + 0.23 uM degeri ile 6nemli AChE inhibitér aktivitesine sahip oldugu
gorilmustiir [47].

Sekil 2.11. Metil (E)-2-(2-floro-4'-(3-(3-hidroksi-4-(pirolidin-1-ilmetil)fenil)akriloksi)-[1,1'-bifenil]-4-
il) propanoat bilesigine ait kimyasal yapi

Min Oh vd. (2019), yaptiklari ¢aligmada bir seri salkon tiirevleri sentezleyip
antikolinesteraz aktivitelerini degerlendirmislerdir. Yapilan enzim aktivite testi
sonucunda sentezlenen bilesiklerden ((E)-3-(2-kloro-4-(dimetilamino)fenil)-1-(4-
klorofenill)prop-2-en-1-on bilesiginin ICso= 2.46 + 0.078 uM degeri ile 6nemli AChE

inhibitor aktivitesine sahip oldugu gortilmistiir [48].
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Sekil 2.12. ((E)-3-(2-kloro-4-(dimetilamino)fenil)-1-(4-klorofenill)prop-2-en-1-on bilesigine ait Kimyasal
yapi

Burmaoglu vd. (2020), yaptiklar1 ¢alismada bir seri organohalojen substitlie
salkon tiirevleri sentezleyip antikolinesteraz aktivitelerini degerlendirmislerdir. Yapilan
enzim aktivite testi sonucunda sentezlenen bilesiklerden (E)-1-(3-bromo-2,4,6-
trimetoksifenil)-3-(4-klorofenil)prop-2-en-1-on bilesiginin 1C50=2.97 nM degeri ile
ACNhE inhibitoru aktivitesine sahip oldugu goriilmiistiir [49].

S o
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Sekil 2.13. (E)-1-(3-bromo-2,4,6-trimetoksifenil)-3-(4-klorofenil)prop-2-en-1-on bilesigine ait kimyasal
yapu

Aljohani vd. (2020), yaptiklar1 c¢alismada bir seri piperazin siibstitiie salkon
tiirevleri sentezleyip antikolinesteraz aktivitelerini degerlendirmiglerdir. Yapilan enzim
aktivite testi sonucunda sentezlenen bilesiklerden (E)-3-(2-(benziloksi)naftalen-1-il)-1-
(4-hidroksi-3-(piperidin-1-ilmetil)fenil)prop-2-en-1-on bilesiginin ICs0= 1.0 £ 0.003 nM
degeri ile 6nemli AChE inhibitor aktivitesine sahip oldugu goriilmiistiir. Bu ¢alismada
donepezilin AChE inhibitdr aktivitesi 1Cso = 33.4 + 0.002 nM olarak belirtilmistir [50].
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Sekil 2.14. (E)-3-(2-(benziloksi)naftalen-1-il)-1-(4-hidroksi-3-(piperidin-1-ilmetil)fenil)prop-2-en-1-on
bilesigine ait kimyasal yapi
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Yamali vd. (2020), yaptiklart g¢alismada bir seri fenolik salkon tlrevleri
sentezleyip antikolinesteraz aktivitelerini degerlendirmislerdir. Yapilan enzim aktivite
testi sonucunda sentezlenen bilesiklerden E-1-(4-hidroksi-3,5-bis(morfolinometil)fenil)-
3-(4-metoksifenil)-2-propen-1-on bilesiginin ICso= 26.65 nM degeri ile AChE inhibitor
aktivitesine sahip oldugu goriilmiistiir. Bu ¢alismada takrinin AChE inhibitor aktivitesi
ICs0 = 40.76 nM olarak belirtilmistir [51].
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Sekil 2.15. (E)-1-(4-hidroksi-3,5-bis(morfolinometil)fenil)-3-(4-metoksifenil)-2-propen-1-on bilesigine ait

kimyasal yapi

Yamali vd. (2020), yaptiklar1 ¢alismada bir seri fenotiyazinli salkon tiirevleri
sentezleyip antikolinesteraz aktivitelerini degerlendirmislerdir. Yapilan enzim aktivite
testi sonucunda sentezlenen bilesiklerden 1-(10H-fenotiyazin-2-il)-3-(4-metoksifenil)-
prop-2-en-1-on bilesiginin ICso= 0.221 + 0.008 uM degeri ile onemli AChE inhibitor
aktivitesine sahip oldugu goriilmistir. Bu calismada donepezilin AChE inhibitor
aktivitesi 1Cso = 0.020 £ 0.001uM olarak belirtilmistir [52].

’ 0
@N
s o~

Sekil 2.16. 1-(10H-fenotiyazin-2-il)-3-(4-metoksifenil)-prop-2-en-1-on bilesigine ait kimyasal yapi

Jong Min Oh vd. (2020), yaptiklari ¢alismada bir seri oksim eterli salkon tiirevleri
sentezleyip antikolinesteraz aktivitelerini degerlendirmiglerdir. Yapilan enzim aktivite
testi sonucunda sentezlenen bilesiklerden (E)-3-(4-((((1Z,2E)-1,3-bis(4-
metoksifenil)alliliden)amino)oksi)fenil)-1-(4-florofenil)prop-2-en-1-on bilesiginin
ICso= 4.39 + 2.68 uM degeri ile dnemli AChE inhibitor aktivitesine sahip oldugu
goriilmiistiir [53].
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Sekil 2.17. (E)-3-(4-((((1Z,2E)-1,3-bis(4-metoksifenil)alliliden)amino)oksi)fenil)-1-(4-florofenil)prop-2-

en-1-on bilesigine ait kimyasal yapi

Kogyigit vd. (2020), yaptiklar1 ¢alismada bir seri Schiff bazi-igeren salkon
tirevleri sentezleyip antikolinesteraz aktivitelerini degerlendirmislerdir. Yapilan enzim
aktivite testi sonucunda sentezlenen bilesiklerden (2E)-3-(4-florofenil)-1-(4-{[(1E)-(4-
florofenil)metilen]- amino}fenil)prop-2-en-1-on bilesiginin ICso= 67.33 NM degeri ile
onemli AChE inhibitor aktivitesine sahip oldugu goriilmiistiir. Bu ¢alismada takrinin
ACNhE inhibitor aktivitesi ICsp = 436.01 nM olarak belirtilmistir [54].
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Sekil 2.18. (2E)-3-(4-florofenil)-1-(4-{[(LE)-(4-florofenil)metilen]- amino}enil)prop-2-en-1-on bilesigine
ait kimyasal yapi
Sukumaran vd. (2020), yaptiklar1 ¢alismada bir seri 2'-hidroksi salkon tiirevleri
sentezleyip antikolinesteraz aktivitelerini degerlendirmislerdir. Yapilan enzim aktivite
testi sonucunda sentezlenen bilesiklerden (E)-N,N-dietil-2-(4-(3-(2-hidroksi-4,6-
dimetoksifenil)-3-oksoprop-1-en-1-il)fenil)asetamid bilesiginin ICsp= 3.3 = 1.3uM
degeri ile nemli AChE inhibitor aktivitesine sahip oldugu goriilmiistiir [55].
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Sekil 2.19. (E)-N,N-dietil-2-(4-(3-(2-hidroksi-4,6-dimetoksifenil)-3-oksoprop-1-en-1-il)fenil)asetamid
bilesigine ait kimyasal yapt

Jeong vd. (2020), yaptiklar1 ¢alismada bir seri 1,3-Benzodioksi salkon tiirevleri
sentezleyip antikolinesteraz aktivitelerini degerlendirmislerdir. Yapilan enzim aktivite
testi sonucunda  sentezlenen bilesiklerden  1-(Benzo[d][1,3]dioksol-5-il)-3-(4-
(benziloksi)fenil)prop-2-en-1-on bilesiginin ICso= 5.40+0.088 puM degeri ile AChE

inhibitor aktivitesine sahip oldugu goriilmiistiir [56].
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Sekil 2.20. 1-(Benzo[d][1,3]dioksol-5-il)-3-(4-(benziloksi)fenil)prop-2-en-1-on bilesigine ait kimyasal

yapt

Tran vd. (2020) yaptiklar1 c¢alismada bir seri fenotiyazin salkon tiirevleri
sentezleyip antikolinesteraz aktivitelerini degerlendirmislerdir. Yapilan enzim aktivite
testi sonucunda sentezlenen bilesiklerden (E)-3-(4-(dimetilamino)fenil)-1-(10-(3-
(dimetilamino)propil)-10H-fenotiazin-2-il)-3-fenilprop-2-en-1-on bilesiginin ICso= 1.10
+ 0.24 uM degeri ile 6nemli AChE inhibitor aktivitesine sahip oldugu goériilmistiir [57].
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Sekil 2.21 (E)-3-(4-(Dimetilamino)fenil)-1-(10-(3-(dimetilamino)propil)-10H-fenotiazin-2-il)-3-

fenilprop-2-en-1-on bilesigine ait kimyasal yapi

16



Sakata vd. (2020), yaptiklar1 ¢aligmada bir seri amino salkon tiirevleri sentezleyip
antikolinesteraz aktivitelerini degerlendirmislerdir. Yapilan enzim aktivite testi
sonucunda sentezlenen bilesiklerden (E)-1-(2-aminofenil)-3-(2,3-diklorofenil)prop-2-
en-1-on bilesiginin ICso= 0.08 uM degeri ile 6nemli AChE inhibitor aktivitesine sahip
oldugu goriilmiistiir. Bu ¢alismada takrinin AChE inhibitor aktivitesi 1Cso = 0.06 puM
olarak belirtilmistir [58].

@) Cl

‘ = ‘ Cl
NH,

Sekil 2.22. (E)-1-(2-aminofenil)-3-(2,3-diklorofenil)prop-2-en-1-on bilesigine ait kimyasal yapi

Sasidharan vd. (2021), yaptiklari caligmada bir seri morfolinofenil siibstitiie
salkon tiirevleri sentezleyip antikolinesteraz aktivitelerini degerlendirmislerdir. Yapilan
enzim aktivite testi sonucunda sentezlenen bilesiklerden 3-(4-(Dimetilamino)fenil)-1-
(4-morfolinofenil)prop-2-en-1-on bilesiginin ICso= 6.1 = 0.0048 uM degeri ile 6nemli
ACNhE inhibitor aktivitesine sahip oldugu goriilmiistiir [59].

epasy
5 |

Sekil 2.23. 3-(4-(Dimetilamino)fenil)-1-(4-morfolinofenil)prop-2-en-1-on bilesigine ait kimyasal
yapt

Mathew vd. (2021), yaptiklar1 ¢alismada bir seri morfolin bazli salkon tiirevleri
sentezleyip antikolinesteraz aktivitelerini degerlendirmiglerdir. Yapilan enzim aktivite
testi sonucunda sentezlenen bilesiklerden 1-(4-(Piperazin-1-il)fenil)-3-(p-tolil)prop-2-
en-1-on bilesiginin ICso= 8.77 £ 0.20 uM degeri ile AchE inhibitor aktivitesine sahip
oldugu goriilmiistiir [60].
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Sekil 2.24. 1-(4-(Piperazin-1-il)fenil)-3-(p-tolil)prop-2-en-1-on bilesigine ait kimyasal yapi

2.3. Antikolinesteraz Aktivite Calismalarina Konu Olmus Benzofuran Tiirevleri

Piemontese vd. (2018), yaptiklar1 ¢aligmada bir seri donepezil yapisini baz alan
mulfifonksiyonel  hibrit  tlrevleri  sentezleyip  antikolinesteraz  aktivitelerini
degerlendirmislerdir. Yapilan enzim aktivite testi sonucunda sentezlenen bilesiklerden
N-(2-(4-benzilpiperazin-1-il)etil)-7-metoksibenzofuran-2-karboksiamid bilesiginin
ICso= 4.0 £ 0.4 puM degeri ile 6nemli AChE inhibitdr aktivitesine sahip oldugu
gorilmustiir [61].
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Sekil 2.25. N-(2-(4-benzilpiperazin-1-il)etil)-7-metoksibenzofuran-2-karboksiamid bilesigine ait kimyasal
yapu

Hiremathad vd. (2018), yaptiklar1 ¢aligmada bir seri hidroksipiridion-benzofuran
hibrit tiirevleri sentezleyip antikolinesteraz aktivitelerini degerlendirmislerdir. Yapilan
enzim aktivite testi sonucunda sentezlenen bilesiklerden N-(2-(3-(benziloksi)-2-metil-4-
oksipiridin-1(4H)-il)etil)-7-metoksibenzofuran-2-carboksamid bilesiginin ICso= 76 UM
degeri ile AChE inhibitor aktivitesine sahip oldugu gortilmistiir [62].

\O p
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Sekil 2.26. N-(2-(3-(benziloksi)-2-metil-4-oksipiridin-1(4H)-il)etil)-7-metoksibenzofuran-2-karboksamid
bilesigine ait kimyasal yapi
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Kumar vd. (2018), yaptiklar1 ¢alismada bir seri 2-fenilbenzofuran tlrevleri
sentezleyip antikolinesteraz aktivitelerini degerlendirmislerdir. Yapilan enzim aktivite
testi sonucunda sentezlenen bilesiklerden 5-(5-Bromobenzofuran-2-il)benzen-1,2,3-triol

bilesiginin ICso= 25+1.9 uM degeri ile AChE inhibitor aktivitesine sahip oldugu

OH
Br
oo
(0]
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Sekil 2.27. 5-(5-Bromobenzofuran-2-il)benzen-1,2,3-triol bilesigine ait kimyasal yapt

goriilmustiir [63].

Wu vd. (2019), yaptiklar1 ¢alismada bir seri N-glikosil benzofuran tlrevleri
sentezleyip antikolinesteraz aktivitelerini degerlendirmislerdir. Yapilan enzim aktivite
testi  sonucunda  sentezlenen  bilesiklerden  6-Metoksi-N-(2,4,5-trihidroksi-6-
(hidroksimetil)tetrahidro-2H-piran-3-il)benzofuran-2-karboksamid bilesiginin
Img/MI’de %84 inhibisyon degeri ile AChE inhibisyonu aktivitesine sahip oldugu
gorilmustiir [64].

HO OH
OH

0O O HN
/ 0]
OHO
Sekil 2.28. 6-Metoksi-N-(2,4,5-trihidroksi-6-(hidroksimetil)tetrahidro-2H-piran-3-il)benzofuran-2-

karboksamid bilesigine ait kimyasal yapi

Pouramiri vd. (2020), yaptiklar1 ¢alismada bir seri benzofuran tiirevleri
sentezleyip antikolinesteraz aktivitelerini degerlendirmislerdir. Yapilan enzim aktivite
testi sonucunda sentezlenen bilesiklerden 1-(4-(3-Fenilbenzofuran-2-il)benzil)piperidin
bilesiginin ICso= 24.46+1.8 pM degeri ile dnemli AChE inhibitor aktivitesine sahip
oldugu goriilmiistiir [65].
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Sekil 2.29. 1-(4-(3-Fenilbenzofuran-2-il)benzil)piperidin bilesigine ait kimyasal yap

Fancellu vd. (2020), yaptiklari ¢alismada bir seri takrin—benzofuran turevleri
sentezleyip antikolinesteraz aktivitelerini degerlendirmislerdir. Yapilan enzim aktivite
testi sonucunda sentezlenen bilesiklerden (N-(3-((6-kloro-1,2,3,4-tetrahidroakridin-9-
il)amino)propil)-benzofuran-2-karboksamid bilesiginin ICso= 0.12 uM degeri ile 6nemli
AChE inhibitor aktivitesine sahip oldugu goriilmiistiir. Bu ¢alismada takrinin AChE
inhibitor aktivitesi ICso = 0.35 uM olarak belirtilmistir [66].

o]

Sekil 2.30. (N-(3-((6-kloro-1,2,3,4-tetrahidroakridin-9-il)amino)propil)-benzofuran-2-karboksamid
bilesigine ait kimyasal yapt

Chowdhury vd. (2021), yaptiklar1 ¢alismada bir seri benzofuran piperidin tirevleri
sentezleyip antikolinesteraz aktivitelerini degerlendirmislerdir. Yapilan enzim aktivite
testi sonucunda sentezlenen bilesiklerden 4-(Benzofuran-2-il)-1-benzilpiperidin

bilesiginin ICso= 5.07 + 0.12uM degeri ile énemli AChE inbitor aktivitesine sahip

Sekil 2.31. 4-(Benzofuran-2-il)-1-benzilpiperidin bilesigine ait kimyasal yapt

oldugu goriilmiistiir [67].
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3. GERECLER

3.1. Kullamilan Maddeler
1-(2-Metoksietil)piperazin
1-(4-Florofenil)etan-1-on

1-Allilpiperazin

1-Etilpiperazin

1-1zopropilpiperazin

1-Metilpiperazin
5,5’-Ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit) (DTNB)
AChE-E.C.3.1.1.7, electric eel
Asetiltiyokolin iyodir (ATC)

BChE-E.C. 3.1.1.8, equine serum
Benzo[b]furan-2-karbaldehit
Benzo[b]tiyofen-2-karbaldehit
Butiriltiyokolin iyodur (BTC)
Dimetilformamid

Dimetilsulfoksit

DMSO-ds

Donepezil

Etilasetat

Jelatin

Metanol
N,N-Dimetil-2-(piperazin-1-il)etan-1-amin
Petrol eteri

Potasyum dihidrojen fosfat

Potasyum hidroksit

Potasyum karbonat

Silikajel 60 F254 kapli aliiminyum ITK plag
Sodyum bikarbonat

Takrin

Sigma-Aldrich, Almanya
Acros, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma, Almanya

Sigma, Almanya

Fluka, Almanya

Sigma, Almanya
BLDpharm, Cin
BLDpharm, Cin

Fluka, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma, Almanya

Merck, Almanya

Sigma, Almanya

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

Sigma, Almanya

Sigma, Almanya

Zag Kimya, Tirkiye
Merck, Almanya

Sigma, Almanya

Sigma, Almanya



3.2. Kullanmilan Cihazlar

Erime derecesi tayini cihazi

Elektronik terazi

Kizil 6tesi spektrofotometresi

Kiitle spektrometresi

Manyetik tabanli 1sitict karistirict
Mikroplate okuyucu

Nikleer manyetik rezonans spektrometresi
Robotik pipetleme tablasi

Ultraviyole lambasi

Vorteks
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: Mettler Toledo-MP90 Melting

Point System

: Shimadzu, Libror EB-330 HU,

Japonya

: Shimadzu-IR Affinity-1S, Japonya

: Shimadzu, LCMS-IT-TOF, Japonya
: Heidolph, MR 3003, Almanya

: Shimadzu-IR Affinity-1S, Japonya

: Bruker, UltraShield 300 MHz, ABD
: BioTek-Preccision XS, ABD

: Camag, Cabinet, Isvigre

: Wisemix, Kore



4. YONTEMLER

4.1. Sentez Calismalari

4.1.1. 1-(4-(Piperazin-1-il)fenil)etan-1-on turevlerinin (1a-1f) sentezi (Yontem A)
1-stibstitlie-piperazin turevi (10 mmol) / 1-(4-florofenil)etan-1-on ile (10mmol) 10

mL dimetilformamid (DMF) igerisinde ¢Oziilmiistiir. Bu ¢ozeltiye piperazin tiirevi / 1-

(4-florofenil)ethan-1-on ile esdeger miktar KoCOs (10 mmol) ilave edilmistir.

Hazirlanan karisim igin ortam 1sisinin magnetik tabanli 1sitic1 karistirict vasitast ile

300°C’ye ¢ikmasi saglanmistir. Bu sekilde 36 saat boyunca kaynatilmistir. Reaksiyonun

tamamalandigina ITK (ince tabaka karamotografisi) ile karar verildikten sonra karisima

buzlu su eklenmis ve katilasan tiriin siiziilerek alimmistir. Ham iiriin bol su ile

yikandiktan sonra kurutulmustur.

/\ 2 DMF /\ o
HN.  N-R + F ¢ ——>» RN N
_/ \  KyCO4 s

Bilesik la 1b 1c 1d le 1f
R CH3 CH,CH; CH(CHs); CH,CHCH; CH,CH,OCH; CH2CH2N(CHj3)2

Sekil 4.1. 1-(4-(Piperazin-1-i)fenil)etan-1-on tirevlerinin (1a—1f) sentezi (Yontem A)

4.1.2. Hedef bilesiklerin ( 2a-21) sentezi (Yontem B)

Heterosiklik aldehit tirevi (2 mmol) deney balonuna alinarak esdeger miktar
(2 mmol) 1-(4-(piperazin-1-il)fenil)etan-1-on tirevi ( 1a-1f ), KOH (2.4 mmol, 0.134 g)
ve metanol reaksiyon ortamina ilave edilmistir. Karisim magnetik karistiriciya alinmig
ve oda 1s1sinda 24 saat karigmaya birakilmistir. Reaksiyon kontrolii ITK uygulamasi ile

saglanmigtir. Olusan iiriin metanolle yikanarak siiziilmiis ve kurutulmustur.
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; /\ MeOH —
X _/ KOH X _/

Bilesik R X
2a -CHs @)
2b -CH,CHjs @)
2c -CH(CHs), @)
2d -CH:CHCH: @)
2e -CH2CH20CH3 @)
2f -CH2CH2N(CHs): @)
29 -CH3 S
2h -CH2CHjs S
2i -CH(CHs): S
2j -CH2CHCH: S
2k -CH2CH20CH3 S
21 -CH2CH2N(CHs), S

Sekil 4.2. Hedef bilesiklerin ( 2a-21) sentezi (Yontem B)

4.2. ITK Cahsmalari ve Rt Degerlerinin Saptanmasi

Sentez  basamaklarinin  hepsinde  reaksiyonlarin  kontrolinde  ITK
uygulamalarmdan yararlamlmstir. ITK ¢alismalarinda adsorban olarak slikajel 60 Fass
kapli, oOnceden uygun ¢oziici karigimlart ile doyurulmus aliiminyum plaklar
kullanilmistir. Sentezlerde kullanilan baslangic maddelerinin ve reaksiyon ortamindan
belli siirelerde alinan numunelerin etanoldeki ¢ozeltileri kilcal borular kullanilarak
plaklara uygulanmis ve hareketli fazlar igerisinde siiriiklenmesi saglanmustir.
Plaklardaki lekelerin durumunun belirlenmesinde ultraviyole 15181 (254 nm ve 366 nm)
kullanilmigtir. ITK uygulamalarina gore reaksiyonlarin bitisine ya da devamina karar
verilmistir. Tez kapsamindaki sentez basamaklarinmn her birinde, ITK uygulamalarinda
kullanilan uygun hareketli fazlarin, farkli ¢oziicii karisimlarinin se¢imi denemeler
yapilarak belirlenmistir. Yontem A ve B’de sentezi gerceklestirilen maddelerin kontrolii
icin uygun hareketli fazin petrol eteri : etil asetat (1 : 2) olduguna karar verilmistir.

4.3. Erime Noktalarinin Tespiti

Elde edilen bilesiklerin erime noktalarinin (E.n) saptanmasinda Mettler Toledo-
MP90 Melting Point System erime derecesi tayin cihazi kullanilmistir. Sentez maddeleri

bir ucu acik kapiller borulara '2 cm kadar konularak cihazin haznelerine
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yerlestirilmistir. Islem bittiginde bilesiklerin erime noktalar1 cihazdan alman videolar
izlenerek kaydedilmistir.

4.4, IR Spektrumlarinin Alinmasi

Sentezlenen bilesiklerin IR spektrumlart Shimadzu-IR  Affinity-1S cihaz
kullanilarak alinmistir. Toz maddelerin IR spektrofotometresi ATR atagmanina
uygulanmasi ile spektrumlar ¢ekilmistir.

4.5. 'H-NMR Spektrumlarmin Alinmasi

Elde edilen bilesiklerin *H-NMR spektrumlari, sentez iiriinlerinin dimetilsiilfoksit-
ds (DMSO-de) icindeki cozeltilerinin, Bruker 300 MHz NMR spektrometresine
uygulanmast sonucu alinmaistir.

4.6. *°C-NMR Spektrumlarinin Alinmasi

Elde edilen bilesiklerin 3C-NMR  spektrumlar;, sentez iiriinlerinin
dimetilsilfoksit-ds (DMSO-ds) igindeki ¢ozeltilerinin, karsi Bruker 75 MHz NMR
spektrometresine uygulanmasi sonucu alinmastir.

4.7. Kutle Spektrumlarinin Alinmasi

Bilesiklerin kiitle spektrumlari, numunelerin metanol igindeki ¢ozeltilerinden
LCMS-IT-TOF (Shimadzu, Kyoto, Japonya) cihazinda elektron sprey iyonizasyon
(ESI) iyonlastirma teknigi kullanilarak negatif ve pozitif modda alinmistir.

4.8. Antikolinesteraz Aktivite Calismalari

Tez kapsaminda sentezi gergeklestirilen bilesiklerin AChE ve BChE enzim
inhibitér aktiviteleri Ellman metodu ile arastinlmistir. Yontemin her asamasinda
Milipor,  Milli-Q Synthesis A10 saflastirma cihazindan elde edilen distile su
kullanilmistir. Kullanilan biitlin ¢6zeltilerin taze hazirlanmasina ve hazirlandiktan sonra
1 hafta igerisinde tiiketilmesine 6zen gosterilmistir. Enzim inhibisyon g¢alismasinda
hazirlanan ¢ozeltilerin porsiyonlar halinde ayrilmasi, test bilesiklerinin 96 kuyucuklu
plakalara uygulanmasi, enzim substrat c¢ozeltilerinin ilave edilmesi islemlerinde
BioTek-Precision Power robotik pipetleme sisteminden yararlanilmistir. Enzim
protokoliiniin olusturulmasi, izlenmesi ve spektrofotometrik Ol¢limlerin alinmasi

islemleri, BioTek-Synergy H1 Microplate Reader cihazinda yapilmistir.
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4.8.1. AChE ve BChE enzim soltisyonunun hazirlanmasi

Liyofilize haldeki AChE/BChE enzimini ¢6zmek ig¢in %]1’lik jelatin ¢ozeltisi
hazirlanmistir. AChE/BChE enzimi jelatin ¢dzeltisinde 500 U/mL konsantrasyonda
hazirlanmistir. Enzim ¢dzeltisinden 1 mL alinarak balon joje igerisinde hacim suyla 100
mL’ye tamamlanmistir. Boylelikle 5 U/mL’ye seyreltilmis stok enzim soliisyonu
hazirlanmistir. Hazirlanan stok ¢ozelti 0.7 mL’lik porsiyonlar halinde -20 °C’de
saklanmistir. Enzim c¢oOzeltileri, aktivite calismalarina baslamadan Once oda 1sisina
getirilmis ve metod konsantrasyonu olan 2,5 U/mL’ye seyreltmek i¢in suyla 1.4 mL’ye
tamamlanarak kullanilmigtir.

4.8.2. Asetiltiyokolin iyodur (ATC) ¢ozeltisinin hazirlanmasi (0.075 M)

ATC (0.217 g) bir miktar suda ¢oziilmis ardindan suyla 10 mL’ye
tamamlanmistir. Hazirlanan ¢ozelti, kullanilincaya kadar 0.4 mL’lik kisimlar halinde -
20 °C’de saklanmistir.

4.8.3. Butiriltiyokolin iyodir (BTC) ¢ozeltisinin hazirlanmasi (0.075 M)

BTC (0.237 g) bir miktar suda ¢ozilmiis ardindan suyla 10 mL’ye
tamamlanmistir. Hazirlanan ¢6zelti, kullanilincaya kadar 0.4 mL’lik kisimlar halinde -
20 °C’de saklanmistir.

4.8.4. 5-5-Ditiyobis(2-nitrobenzoik asit) (DTNB) solisyonunun hazirlanmasi
(0.01 M)

DTNB (0.396 g) tartilarak bir miktar suda ¢oziilmiistiir. Bu ¢ozeltiye sodyum
bikarbonat (0.15 g) ilave edilmis ve hacim suyla 100 mL’ye tamamlanmigtir. Hazirlanan
¢ozelti, kullanilincaya kadar 3 mL’lik kisimlar halinde -20 °C’de saklanmustir.

4.8.5. Fosfat tamponunun hazirlanmasi (pH=8.0)

Potasyum dihidrojen fosfat (13.61 g), 1 L suda ¢oziilmiistiir. Hazirlanan ¢dzeltinin
pH’st 0.1 N potasyum hidroksit ¢ozeltisi ile pH metre kullanilarak kontrollii bicimde
8.0+0.1’e ayarlanmistir. Ayarli tampon ¢ozelti 0.22 um por ¢api olan tek kullanimlik
filtrelerden siiziilerek kullannoma hazir hale getirilmistir. Hazirlanan ¢ozelti,
kullanilincaya kadar 4 °C’de saklanmigtir.

4.8.6. Inhibitér bilesiklerin ¢ozeltilerinin hazirlanmasi
Antikolinesteraz aktivite ¢alismalarinda sentezi gerceklestirilen bilesikler %2’lik

dimetilsiilfoksit (DMSO) igerisinde 103-10° M konsantrasyonlarda hazirlanmstir.
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Bilesikler &ncelikle 102 M konsantrasyonda hazirlanmis daha sonra 1/10’luk seri
seyreltmeler ile diger konsatrasyonlara geg¢ilmistir.

4.8.7. AChE ve BChE inhibisyon ¢calismasi

Elde edilen bilesiklerin enzim inhibitor aktiviteleri, Oncelikle ©On tarama
niteliginde olan 1023 ve 10* M’lik iki konsantrasyonda gergeklestirilmistir. Aktivite
degerleri %0-100 araliginda inhibisyon seklinde degerlendirilistir. Bilesiklerin 10* M
konsantrasyonunda %50 ve daha fazla degerde inhibisyon goriildiigii takdirde, 10° M
konsantrasyona kadar alt konsantrasyonlarda inhibisyon oranlari aragtirilmistir.

Biyoaktivite ¢aligmalarinda kolorimetrik Ellman metodu modifiye edilerek enzim
inhibisyonu incelemesi yapilmistir. Test islemine baglamadan once biitiin ¢ozeltiler 20-
25 “C’ye getirilmistir. Caligmalarda 96 kuyucuklu plaklar kullanilmigtir. Her bir hiicrede
140 pL fosfat tamponu, 20 pL enzim soltsyonu, 20 pL inhibitor ¢ozelti, 20 uL DTNB
¢ozeltisi, 10 uL ATC/BTC g¢ozeltisi olacak sekilde toplam 210 uL hacime ulasilmistir.
Cozeltiler, 96 kuyucuga da yetecek miktarlarda iki farkli test ¢ozeltisi meydana
getirecek sekilde karnstirlmistir. Birinci test ¢ozeltisi; 1 kuyucuk i¢in 70 pL fosfat
tamponu, 20 pL enzim ¢ozeltisi ve 20 uL DTNB c¢ozeltisi, ikinci ¢ozelti ise; 1 kuyucuk
icin 70 uL fosfat tamponu ve 10 pL ATC/BTC ¢ozeltisi icerecek sekilde hazirlanmistir.

Oncelikle birinci test ¢ozeltisi ve farkli konsantrasyonlardaki inhibitdr bilesigi
cozeltileri (20 pL), 96 kuyucuklu plakalara Biotek Precision XS robotik sistemi
kullanilarak eklenmistir. Inhibitér bilesiklerinin her konsantrasyonu plaklara 4 tekrarl
olarak uygulanmistir. Plakalar, BioTek-Synergy H1 mikroplaka okuyucusuna konarak
once 5 dakika siireyle karistirlmis daha sonra 25 °C.’de 15 dakika inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon siiresi bitiminde mikroplaka okuyucusu dispenser haznesinde
bulunan ikinci test ¢oOzeltisinin her bir kuyucuga 80 pL olacak sekilde ilavesi
saglanmustir. Ikinci test ¢dzeltisi eklendikten sonra 30 sn’lik hizli bir karistirma islemi
yapilmistir. Bu asamada 412 nm’de birinci absorbans okumasi gerceklestirilmistir.
Mikroplakalar, reaksiyonun siirmesi i¢in 5 dakika daha karigmaya birakilmis ve bu siire
sonunda ikinci absorbans okumasi yapilmistir.

Iki okuma arasindaki absorbans farklari alinarak asagidaki formiile gore %

inhibisyon oranlar1 hesaplanmistir:

[(A(K) — A(B)) — (A(D) — A(B))]

(AGK) — A(B)) X100

% Inhibisyon =
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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(l): Inhibitér maddelere ait absorbans okuma fark1

Bilesiklerin ICsp degerleri Graphad Prism (Graphad Software, San Diego, CA,
USA) programinda non-lineer regresyon analizinin sigmoid doz-yanit modeli

kullanilarak ¢izilen inhibisyon egrilerinden hesaplanmaistir.

4.9. AChE Kinetik Calismasi

Kinetik c¢aligmalarda, inhibisyon calismasinda belirtilen deney protokolii aynen
uygulanmistir. Ancak, inhibisyon yonteminden farkli olarak, inhibitor bilesiklerin
hesaplanan 1Cso degerlerindeki konsantrasyonlart kullanilmistir. Substrat (ATC)
cozeltisi ise seri seyreltmeler ile 150-0.2929 mM araligindaki 10 farkli konsantrasyonda
kullanilmistir. Olgiimler, inhibitér madde varliginda ve inhibitér madde olmaksizin iki
farkli sekilde gergeklestirilmistir. Testler sonucunda elde edilen absorbans degerlerinin,
degisen substrat konsantrasyonlarina karsi Microsoft Office Excel-2013 bilgisayar
programinda analizleri gerceklestirilmis ve Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilmistir.

4.10. Molekiiler Modelleme Cahsmalar:

Tez kapsaminda sentezi gergeklestirilen bilesik serisi igerisinde en yiiksek AChE
inhibisyonu gosteren 2d, 2f, 2j ve 2l kodlu bilesiklerinin asetilkolinesteraz enzim aktif
bolgesindeki baglanma ve etkilesim noktalarini belirlemek amaciyla yapi temelli in
silico docking metodu uygulanmis ve asetilkolinesteraz kristal yapisi (PDB Kodu:
AEYT) [68] Uzerinde protein-ligand etkilesim analizi gerg¢eklestirilmistir.

Kristal yapisi 6ncelikle Schrodinger Suite 2020 Update 2'de (Schrodinger, LLC,
New York, NY, 2020) yer alan Protein Preparation Wizard protokolli uygulanarak
docking calismalari i¢in hazir hale getirilmis, OPLS_2005 forcefieldi kullanilarak bag
uzunluklar1 diizenlenmis, yiiklii amino asitlerin iizerindeki atomlarin belirtilen ortam
kosullarindaki olas1 yiikleri otomatik olarak belirlenmistir. Dock edilecek bilesikler
LigPrep 3.4 modult ile docking igin hazirlanmistir. Uygun baglanma pozunun
yakalanmasi ic¢in ekstra konformasyonel taramaya ihtiya¢ duyulmustur. Bunun ig¢in
Macromodel 10.8 kullanilmistir. Glide 6.7 ile grid olusturulmus ve yine ayni modiil

kullanilarak single precision (SP) ile docking islemi gergeklestirilmistir.
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5. BULGULAR ve TARTISMALAR
5.1. Sentez Calismalari

5.1.1. 3-(Benzofuran-2-il)-1-(4-(4-metilpiperazin-1-il)fenil)prop-2-en-1-on (2a)

o __/

Sekil 5.1. 3-(Benzofuran-2-il)-1-(4-(4-metilpiperazin-1-il)fenil)prop-2-en-1-on (2a)

Yontem B’ye gore sentezlenmistir. Deneysel E.n: 189.5 °C - 191.9 "C. Verim:
%81.

IR (ATR) Vmaks(cm™?): 3032 (Aromatik C-H bandi), 2922 (Alifatik C-H
bandi1),1651 (C=0 gerilim bandi), 1448 (C=C gerilim bandi), 813 (1,4-Dislbstitiue
benzen diizlem dis1 deformasyon bandr).

IH-NMR (300 MHz, CDClz-ds): & = 2.38 (3H, s, -CHs), 2.58 (4H, t, J=5.1 Hz,
piperazine), 3.43 (4H, t, J=5.1 Hz, piperazine), 6.95 (2H, d, J=9.0 Hz, 14-
Disubstitutebenzene), 7.01 (1H, s, Benzofuran-H), 7.23-7.29 (1H, m, Benzofuran-H),
7.39 (1H, td, J1=1.3 Hz, J,=7.2 Hz, Benzofuran-H), 7.52 (1H, dd, J1=0.8 Hz, J,=8.3 Hz,
Benzofuran-H), 7.61 (1H, d, J=7.6 Hz, Benzofuran-H), 7.69 (1H, d, J=15.2 Hz, -CH-),
7.77 (1H, d, J=15.3 Hz, -CH-), 8.07 (2H, d, J=9.0 Hz, 1,4-Disubstitutebenzene).

13C-NMR (75 MHz, CDClz-dg): & = 46.15, 46.18, 47.15, 54.73, 111.32, 111.71,
113.49, 121.76, 122.12, 123.32, 126.41, 127.98, 128.66, 129.49, 130.82, 153.48,
154.18, 155.47, 187.15.

HRMS (m/z): [M+H]+ calcd for C22H22N202: 347.1754; found: 347.1768.
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Formuia Predictor Report - LOM-1_659.0cd

DCata File: CoLabSolutions\DataAnalis\denyalLCM-1_68 led

Page 1¢of 1
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Sekil 5.5. Bilesik 2a’ya ait kiitle spektrum
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5.1.2. 3-(Benzofuran-2-il)-1-(4-(4-etilpiperazin-1-il)fenil)prop-2-en-1-on (2b)

(0]
Seatote
o __/

Sekil 5.6. 3-(Benzofuran-2-il)-1-(4-(4-etilpiperazin-1-il)fenil)prop-2-en-1-on (2b)

Yontem B’ye gore sentezlenmistir. Deneysel E.n: 203.9 °C — 206.4°C . Verim:
%79.

IR (ATR) Vmaks(cm™?): 3061 (Aromatik C-H bandi), 2966 (Alifatik C-H
band1),1651(C=0 gerilim bandi), 1593 (C=C gerilim bandi), 806 (1,4-Dislbstitlie
benzen diizlem dis1 deformasyon bandi).

'H-NMR (300 MHz, CDCls-ds): 6 = 1.16 (3H, t, J=7.2 Hz, -CH3), 2.50 (2H, q,
J=7.2 Hz, -CH>-), 2.62 (4H, t, J=5.1 Hz, piperazine), 3.44 (4H, t, J=5.1 Hz, piperazine),
6.95 (2H, d, J=9.0 Hz, 1,4-Disubstitutebenzene), 7.01 (1H, s, Benzofuran-H), 7.24-7.29
(1H, m, Benzofuran-H), 7.39 (1H, td, J1=1.3 Hz, J,=7.2 Hz, Benzofuran-H), 7.54 (1H,
dd, J:=0.8 Hz, J,=8.3 Hz, Benzofuran-H), 7.62 (1H, d, J=7.6 Hz, Benzofuran-H), 7.69
(1H, d, J=15.2 Hz, -CH-), 7.77 (1H, d, J=15.3 Hz, -CH-), 8.08 (2H, d, J=9.0 Hz, 1,4-
Disubstitutebenzene).

13C-NMR (75 MHz, CDCls-ds): & = 12.04, 47.21, 52.37, 52.52, 111.32, 111.67,
113.42, 121.75, 122.15, 123.31, 126.39, 127.93, 128.67, 129.44, 130.82, 153.50,
154.22, 155.46, 187.12.

HRMS (m/z): [M+H]+ calcd for C23H24N202: 361.1911; found: 361.1927.
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Sekil 5.7. Bilesik 2b’ye ait IR spektrumu

34




7.20
7.20
728
727
724

7.24
701

- 697

Le9a
346
344
264
262
261
254
251
249
247
118
116
114

<)
BRUKER
(<

343

L
\

£

Current Data Parameters

NAME LCM-2a
EXPNO 1
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20210322
22.05
FOURTER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zq
TD 16384
SOLVENT Ccpc13
16

€103.516 Hz
0.372529 Hz

Lﬂm | |

1

187.12

10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
SEREREs I

Sekil 5.8.Bilesik 2b 'ye ait *H-NMR spektru

154.22
153.50
130.82
12044
12867
12793
—— 126.39
1215
12175
11342
7746
7.4
76.62

12331

- 15546
X
\
.
e
e

52.52
5237
—a.2
— 1204

/

Current Data Parameters

NAME LeM-2a
EXPNO 2
PROCHO 1
F2 - Acquisition ameters
Date_ 322
.07
FOURIER300

5 mm DUL 13C-1

CHANNEL £1
5 878687 M
15.00 usec

00000000 W

N 2
CPDPRG[2
PCPDZ
PIW2
PLW12

‘h PLW13

32768
75.4803210 MHz
EM

180

1.00 Hz

T T T T =
160 140 120 100 80 60 40 20  ppm:c 1.40

Sekil 5.9. Bilesik 2b 'ye ait **C-NMR spektrumu

35



Formita Predictor Repon - LCM-2_700ed Page 1of1

Caea File: COLabSohutions\Data\Analisdesyatl CM-2_ 70 led
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Sekil 5.10. Bilesik 2b’ye ait kitle spektrumu
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5.1.3. 3-(Benzofuran-2-il)-1-(4-(4-izopropilpiperazin-1-il)fenill)prop-2-en-1-on (2c)

O
™~
o —/

Sekil 5.11. 3-(Benzofuran-2-il)-1-(4-(4-izopropilpiperazin-1-il)fenill)prop-2-en-1-on (2c)

Yontem B’ye gore sentezlenmistir. Deneysel E.n: 177.3 °C — 179.7 °C. Verim:
%82.

IR (ATR) Vmaks(cm™?): 3062 (Aromatik C-H bandi), 2970 (Alifatik C-H
band1),1651(C=0 gerilim bandi), 1591 (C=C gerilim bandi), 802 (1,4-Dislbstitlie
benzen diizlem dis1 deformasyon bandi).

'H-NMR (300 MHz, CDCls-dg): 8 = 1.11 (6H, d, J=6.5 Hz, -CH3), 2.69 (4H, t,
J=5.1 Hz, piperazine), 2.73-2.79 (1H, m, -CH-), 3.43 (4H, t, J=5.1 Hz, piperazine), 6.95
(2H, d, J=9.1 Hz, 1,4-Disubstitutebenzene), 7.01 (1H, s, Benzofuran-H), 7.24-7.29 (1H,
m, Benzofuran-H), 7.39 (1H, td, J1=1.3 Hz, J>=7.2 Hz, Benzofuran-H), 7.52 (1H, dd,
J1=0.7 Hz, J,=8.3 Hz, Benzofuran-H), 7.62 (1H, d, J=7.6 Hz, Benzofuran-H), 7.69 (1H,
d, J=15.2 Hz, -CH-), 7.77 (1H, d, J=15.3 Hz, -CH-), 8.07 (2H, d, J=9.0 Hz, 1,4-
Disubstitutebenzene).

13C-NMR (75 MHz, CDCls-ds): & = 18.58, 47.53, 48.45, 54.54, 111.32, 111.63,
113.36, 121.74, 122.18, 123.30, 126.38, 127.83, 128.67, 129.39, 130.82, 153.52,
154.27, 155.46, 187.10.

HRMS (m/z): [M+H]+ calcd for C24H26N202: 375.2067; found: 375.2085.
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Formuta Predictor Repon - LCM-3_71.led Page 161

Ciata File: CALabSohutions DssAnalisdenyalL CM-3_71.led
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Sekil 5.15. Bilesik 2C 'ye ait kiitle spektrumu
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5.1.4. 1-(4-(4-Allilpiperazin-1-il)fenil)-3-(benzofuran-2-il)prop-2-en-1-on (2d)

(0]
CLy ™~ OO~
o __/

Sekil 5.16. 1-(4-(4-Allilpiperazin-1-il)fenil)-3-(benzofuran-2-il)prop-2-en-1-on (2d)

Yontem B’ye gore sentezlenmistir. Deneysel E.n: 223.8 °C — 224.9 °C. Verim:
%77.

IR (ATR) Vmaks(cm™?): 3072 (Aromatik C-H bandi), 2972 (Alifatik C-H
band1),1645(C=0 gerilim bandi), 1581 (C=C gerilim bandi), 813 (1,4-Dislbstitlie
benzen diizlem dis1 deformasyon bandi).

'H-NMR (300 MHz, CDCls-ds): 6 = 2.62 (4H, t, J=5.1 Hz, piperazine), 3.08 (2H,
d, J=6.6 Hz, Allyl), 3.43 (4H, t, J=5.1 Hz, piperazine), 5.20-5.29 (2H, m, Allyl), 6.94
(2H, d, J=9.1 Hz, 1,4-Disubstitutebenzene), 7.01 (1H, s, Benzofuran-H), 7.24-7.29 (1H,
m, Benzofuran-H), 7.39 (1H, td, J:=1.3 Hz, J,=7.2 Hz, Benzofuran-H), 7.52-7.55 (1H,
m, Benzofuran-H), 7.62 (1H, d, J=7.6 Hz, Benzofuran-H), 7.69 (1H, d, J=15.2 Hz, -CH-
), 7.77 (1H, d, J=15.3 Hz, -CH-), 8.07 (2H, d, J=9.0 Hz, 1,4-Disubstitutebenzene).

13C-NMR (75 MHz, CDCls-dg): 8§ = 47.05, 47.19, 52.69, 61.75, 111.32, 111.68,
113.45, 118.56, 121.75, 122.14, 123.31, 126.40, 127.95, 128.67, 129.45, 130.81,
134.61, 153.50, 154.21, 155.47, 187.11.

HRMS (m/z): [M+H]+ calcd for C24H24N202: 373.1911; found: 373.1923.
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Formua Predictor Repon - LOM-4_72 led Page 1of1

Cata File: COLabSolutions DataAnalizderya\LCM-4_72 lod

_Elmt | Vel | Men| Max  Ewmd | Val | Min| Max  Elnt | Val | Men) Max Bl | Val | Min Max Uise Addisct
H 1 of 40 o 2 g & |4 2 o =z Ru | 2 d o H
c 4 0 4D F 1 a 1] o 1 o a Pd 2 a ]
| 3 L1 7 P 3 a 1} Br 1 o a | 3 a i
Emor Margin (ppm): 5 DBE Range: 9.0 - 25.0 Electran lor: Both
HC Ratio:  unlimited Agply N Fule: yes Lga MSn Info: ves
Max |sotopes. 3 Isotope Rl (%) 1.00 Isotope Res: 9000
MSa lsa RI (%) 10.00 MSn Loga: Mode: AND Max Results: 150
Event#: 1 MS(E+) Rel Time: 3.987 -> 3.087 Scand | 590 -~ 599
7.
[
5.
T3 23
4.
3.
-1 3741263
1.
T T l T - Il| T T T = T T
100.0 200.0 200.0 400.0 500.0 G000 7000 800.0 900.0
Measiined region for 3731923 mfz
373.1923
100.04
50.04 | |
| | | 3741063
] | | il
] | |
{1 i
S I N LN —— . il N i

3728 3730 3732 3754 3746 3738 G740 3742 3744 3746 3748 3750 3752 3754 3756

C24 H24 N2 02 [M+H]+ : Predicted region for 3731911 miz

373191
100.04
5000+ |
] | 741943
- Il I
] |
I il
3728 3730 3732 3734 3736 3FI73B 30 32 3I744 3I746 3IV4B 3750 3752 3754 3756
Rankl  Scorel Formula (M) ban Mess. miz|  Pred miz| Df (mDa) DL (ppm) lsa] DBE
1 B 3G O H24 N2 02 [M+H]+ 373.1823 3731911 1.2 323 SO0.E 14.0

Sekil 5.20. Bilesik 2d ye ait kiitle spektrumu
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5.1.5. 3-(Benzofuran-2-il)-1-(4-(4-(2-metoksietil)piperazin-1-il)fenil)prop-2-en-1-on
(2e)
0O O/
Oy~ O
o __/

Sekil 5.21. 3-(Benzofuran-2-il)-1-(4-(4-(2-metoksietil)piperazin-1-il)fenil)prop-2-en-1-on (2e)

Yontem B’ye gore sentezlenmistir. Deneysel E.n: 195.6 °C — 197.9 °C .Verim:
%80.

IR (ATR) Vmaks(cm™): 2941 (Alifatik C-H band1),1651 (C=0O gerilim bandi),
1593 (C=C gerilim band1), 812 (1,4-Disiibstitiic benzen diizlem dig1 deformasyon
bandi).

'H-NMR (300 MHz, CDCls-ds): 6 = 2.64-2.69 (6H, m, piperazine+-CH>-), 3.39
(3H, s, -OCH3), 3.45 (4H, t, J=5.1 Hz, piperazine), 3.58 (2H, d, J=5.4 Hz, -CH>-), 6.94
(2H, d, J=9.0 Hz, 1,4-Disubstitutebenzene), 7.01 (1H, s, Benzofuran-H), 7.24-7.29 (1H,
m, Benzofuran-H), 7.39 (1H, td, J1=1.3 Hz, J>=7.2 Hz, Benzofuran-H), 7.53 (1H, d,
J=8.3 Hz, Benzofuran-H), 7.61 (1H, d, J=7.7 Hz, Benzofuran-H), 7.68 (1H, d, J=15.2
Hz, -CH-), 7.77 (1H, d, J=15.3 Hz, -CH-), 8.07 (2H, d, J=9.0 Hz, 1,4-
Disubstitutebenzene).

BC-NMR (75 MHz, CDCls-ds): § = 47.03, 53.22, 57.97, 59.02, 70.02, 111.32,
111.68, 113.42, 121.76, 122.14, 123.31, 126.40, 127.91, 128.67, 129.46, 130.83,
153.50, 154.21, 155.47, 187.15.

HRMS (m/z): [M+H]+ calcd for C24H26N203: 391.2016; found: 391.2035.
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DOPNALAB

liem Value
Acquired Drated Tirme 3103201 14:39:17
Acquired by Systern Administrator
| | Filenarme CiUsers\dopriatab\Deskioplbeatill sydindom ceyhund1-03-2 1L EM-5-A 1.ispd
Spectnem name LEM-5-A.1
Sample narme LEM-5-A
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Oplon
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Mo, of Scans 15
Fesolution 4 cm-1]
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Sekil 5.22. Bilesik 2e 'ye ait IR spektrumu
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F2 - Acquisition Param
202

Date_
Time
INSTRUM
PROBHD
PULPROG

D
SOLVENT
NS

Ds o
SWH 6103.516 Hz
FIDRES 0.37252% Hz
AQ 1.3421773 sec
RC 33 5

i) Bl.

D1

TDO

13 usec
10.00000000 W

F2 - Processing pazameters

SI 65536
SF 300.1800000
WDwW EM
S8B ]
LB
CB 1]
PC
Wiy J e
T T T T T T T T T T T 1
11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
, !
EEREREEE R 8
—l=lalale|-|—lala o= @
. . . s H
Sekil 5.23. Bilesik 2e ye ait *H-NMR spektrumu
Fol s =
e 558 roaa A o
5 ida 5835 39 8 BRUKER
B BER FRES  did ¢
. J
W% NV
Current Data Parameters
NAME LCM-5a
EXPNO 1
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20210323
11.28
RUM FOURIER300
PROBED S mm DUL 13C-1
PULPRAG zgpg
éDLVENT
N
D!
SW
BD‘SIJ uszec
1
CHANNEL f1
75.4878687 M
13C
15.00 usec
000000 W
CHANNEL f2
.1812007 MHz
1H
CPDPRG[2 waltz1l6
PCPD2 EDD usec
PLW2 00000000 W
PLW12 20863999 W
PLW13 435000 W
T T T T T T T T T = ) 1.00 H=
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppmec 1.40

Sekil 5.24. Bilesik 2e ye ait *3C-NMR spektrumu
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Formuta Predictor Repon - LCM-5_73.led Page 1of1

Crata File: COLabSolutions Data\AnalizderyatLCM-5_ T3 led

H 1 o 4D e} 2 o 6 3 2 o 2 Ru 2 a o H
H 4 0o 40 F 1 a 1] a 1 o o] Pd 2 a o
H 3 0 7 P 3 a 0 Br 1 o o] | 3 a o
Emor Margin jppm): 5 DBE Range: 9.0- 25.0 Electron lars. bath
HC Ratic:  unlimibed Apply M Rula: yes Uze M3n Info: ves
Max lsotopes: 3 lzatope BRI (%) 1.00 Igatope FRes: 9000
Mznlsa RI (%) 10,00 MEn Logic Mode: AND Max Results: 150
Ewved: 1 MS(E#] Ret Time: 4.053 -> 4160 Scand | 600 = B35
4.
i
3
2 391.p3E5
2
1.
1 382 2068
3.1000e!
D T T T 1 + T 1 T T T 1 T
100.0 200.0 200.0 400.0 =00.0 600.0 700.0 S00.0 2000
Measiined region for 3912035 m'z
391.2035
1000
S04 | |
] || | 392.2060
] il
| | i
1 I it
0 T T d L A"l" "_-hl" L T I| . . T T T "'lh‘ T T
F0.8 3910 3312 3814 3816 391.E 3920 3927 3924 3926 3028 3030 3932 3934 3836
C24 H2E M2 O3 [M+H]+ : Predicted region for 3912016 miz
391.2016
100.04
50.01 ‘ |
] | | 392 WME
] | I| |
|
] ! i
. ik
L L T o e e B L L o L
0.8 3910 3312 3814 3816 391.E 3920 3927 3924 3926 3028 3030 3932 3934 3836
Rank| Score Formula (M) lon Meas. miz  Pred m’r DM (mDa) DL (ppm) lsa  DBE
1 B2.E3 CMH2EMZ2O3 [M+H]+ 3012035 3012016 1.9 4.B8 9167 130

Sekil 5.25. Bilesik 2e 'ye ait kiitle spektrumu
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5.1.6. 3-(Benzofuran-2-il)-1-(4-(4-(2-(dimetilamino)etil)piperazin-1-il)fenil)prop-2-

en-1-on (2f)
0 N/
NN N \
CLy ™~ OO

Sekil 5.26. 3-(Benzofuran-2-il)-1-(4-(4-(2-(dimetilamino)etil)piperazin-1-il)fenil)prop-2-en-1-on (2f)

Yontem B’ye gore sentezlenmistir. Deneysel E.n: 211.3 °C — 213.8 °C Verim:
%79.

IR (ATR) Vmaks(cm™): 2947 (Alifatik C-H band1),1645 (C=0O gerilim bandi),
1577 (C=C gerilim bandi), 813 (1,4-Dislibstitiie benzen diizlem dis1 deformasyon
bandi).

!H-NMR (300 MHz, CDCls-ds): 6 = 2.28 (6H, s, -CH3), 2.49-2.51 (2H, m, -CH>-
), 2.54-2.56 (2H, m, -CH>-), 2.65 (4H, t, J=5.1 Hz, piperazine), 3.43 (4H, t, J=5.1 Hz,
piperazine), 6.93 (2H, d, J=9.0 Hz, 1,4-Disubstitutebenzene), 7.01 (1H, s, Benzofuran-
H), 7.24-7.29 (1H, m, Benzofuran-H), 7.39 (1H, td, J1=1.3 Hz, J>=7.2 Hz, Benzofuran-
H), 7.53 (1H, dd, J;=0.8 Hz, J,=8.3 Hz, Benzofuran-H), 7.61 (1H, d, J=7.5 Hz,
Benzofuran-H), 7.68 (1H, d, J=15.2 Hz, -CH-), 7.76 (1H, d, J=15.2 Hz, -CH-), 8.06
(2H, d, J=9.0 Hz, 1,4-Disubstitutebenzene).

13C-NMR (75 MHz, CDCls-dg): & = 45.93, 45.97, 47.09, 53.29, 56.64, 56.83,
111.32, 111.69, 113.43, 121.75, 122.14, 123.31, 126.40, 127.93, 128.66, 129.46,
130.82, 153.49, 154.19, 155.47, 187.16.

HRMS (m/z): [M+H]+ calcd for C2sH20N302: 404.2333; found: 404.2348.
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Sekil 5.27. Bilesik 2f ’ye ait IR spektrumu




BRUKER
(<D

Current Data Parameters

LCM-6a
2

g

4
SOLVENT C13
NS &
DS Q
SWH 6103.516 Hz
FIDRES 0.372529 Hz
AQ 1.3421773 sec
RG 23.3056
ow 81.920 usec
E 6.50 usec
E 203.6 K
D1 3.00000000 sec
TDO 1

CHANNEL f1

300.1B18537 Mi
1

13.00 usec

10.00000000 W

F2 - Processing parameters

€5536

300.1800000 MHz
EM

WDW
ssp ]
LB 0.30 Hz
GB o
PC .00
_ A J‘ (IVIN
I T T T T T T T T T T T 1
11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
EEEE EED -
= ~lelslslal=lsl= < =lcilclle
Sekil 5.28. Bilesik 2f ye ait *H-NMR spektrumu
e 522  gegggszeogey 522 222532
5 §i8 H8sRARSRfE: 88 3E3as BRUYUKER
W SNl Vo NV
gx;gent Data l'arsr'v:(e:;ir&z
EXPNO 1
PROCNO 1
F2 - Acguisition Parameters
Date_ 20210323
me 12.31
i 3
4
24414.063 Hz
0.745058 Hz
0.6710886 szec
501.187
ZD.’:h}l] usec
CHANNEL f1
75. 4878687 Mm:
13C
15
15.00000!
CHANNEL f£2
z 300.1812007 MH;
CFD;RG[E
PCPD2
PLW2
PLW1Z
l L | PLW13
H———— s Wi - rocessing pasmeters
TS.GBSSE:D MHz
0
T T T T T T T T T = Y .00 5=
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppmec 140

Sekil 5.29. Bilesik 2f?ye ait *C-NMR spektrumu

51



Foreuta Predictor Repon - LCM-6_74. led Page 1of1

Diata File: COLabSolutions \DatsAnaliz\denya\LCM-E6_ T4 led
__Eimt | wal | Min| Max _ Eimi | Val | Min Max  Elent | Val | Min| Max _ Elmt | Val | Min_Max Use Adduct
TH 1 o 40 a 2 o & 5 2 o 2 Fu 2 a o H
c 4 o 40 F 1 o 1] a 1 o a Pd 2 a o
] 3 i 7 P 3 a 1] Br 1 o a | 3 a i}
Emar Margin (ppm): 5 DBE Range: 9.0-25.0 Eleciron lone: bath
HC Ratio:  unlimibed Agply M Rule: ves Use MSa Info: ves
Max lsobopes: 3 Isotope R (%) 1.00 Isotope Fes: 000
MEnlsa Rl (%) 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 150
Eveni#. 1 MS(E+) Rel Time . 4.707 Scanl . 707
1.4
1.2
1.
A04_FI4E
B.000
6. 00D
4. 000 405.2389
202 F209
2,000 2031238 133 594
ol T . . . . .
100.0 200.0 300.0 400.0 500.0 GO0.0 T00.0 B00.0 800.0

Measured region for 404 2348 m'z

100.04

404 2348

| Il

1 J \ iy
i |

Oy r el fi r y b r r r ey y
4038 4040 4047 4044 4046  A04E 4050 4057 4054 4056 405.8  A06.0  4D6F 4064 4066

C25 H28 N3 02 [Mi+H]+ : Predicted region for 404 2333 miz

4042333
1000
50.0H H
| || 405 2364
] | Ifi
| I
1 [ i
—rrrrrrr—rrt-r-rrr-—--reeeeerrrer e e e T
40538 4040 4047 4044 4046 404E 4050 4052 4054 4056 4058 4060 4062 4064 4D66
Rank Score Formulks (M) L] Meas. miz|  Pred miz| Df. (mDa) D (ppm) lsa, DEE
1| E3.13 C35 H2ZB N3 02 [M+H]* 404.2348 4042333 1.5 T BRA7 13.0

Sekil 5.30. Bilesik 2f’ye ait kitle spektrumu
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5.1.7. 3-(Benzo[b]thiyofen-2-il)-1-(4-(4-metilpiperazin-1-il)fenil)prop-2-en-1-on
(29)

o~
S __/

Sekil 5.31. 3-(Benzo[b]thiyofen-2-il)-1-(4-(4-metilpiperazin-1-il)fenil)prop-2-en-1-on (29)

Yontem B’ye gore sentezlenmistir. Deneysel E.n: 210.1°C — 212.1 °C. Verim:
%78.

IR (ATR) Vmaks(cm™?): 3053 (Aromatik C-H bandi), 2937 (Alifatik C-H
band1),1643 (C=0O gerilim bandi), 1577 (C=C gerilim bandi), 812 (1,4-Distbstitiie
benzen diizlem dis1 deformasyon bandi).

!H-NMR (300 MHz, CDCls-dg): & = 2.38 (3H, s, -CH3), 2.58 (4H, t, J=5.1 Hz,
piperazine), 3.43 (4H, t, J=5.1 Hz, piperazine), 6.94 (2H, d, J=9.1 Hz, 1/4-
Disubstitutebenzene), 7.37-7.40 (1H, m, Benzothiophen-H), 7.43 (1H, d, J=15.1 Hz, -
CH-), 7.55 (1H, s, Benzothiophene-H), 7.77-7.84 (2H, m), 7.87-7.91 (1H, m,
Benzothiophene), 7.99-8.04 (3H, m).

1BC-NMR (75 MHz, CDCls-ds): & = 46.17, 47.19, 54.74, 113.51, 122.47, 123.18,
124.42, 124.87, 126.21, 127.91, 129.22, 130.73, 136.09, 139.79, 140.00, 140.77,
154.17, 187.15.

HRMS (m/z): [M+H]+ calcd for C22H22N20S: 363.1526; found: 363.1537.
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Acguired by Systern Administrator
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Sekil 5.32. Bilesik 29 ’ye ait IR spektrumu
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1335585853532 8959830889 223 283 G BRUKER
SEEsE T REREER R RN e d ii;r oo T/T T (:_;::><::___}
Current Data Parameters
NAME LCM-10a
EXPNO 1
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
_ 20
PROB
PULPROG
TD
SOLVENT
NS
Ds
SWH
FID
9
RG
ow
01
TDO 1
F2 - Processing parameters
SI €5536
WO
55B 0
LB 0.30 Hz
GB 0
PC
| w PAVILY JL
T T T T T T T T T T T 1
11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
| \
SR LI
SRS < <15
Sekil 5.33. Bilesik 2qye ait *H-NMR spektrumu
2 ERE8RETHEREYREE ] + on
: s 33adsanadaans [EOLE BRUKRR
L] \ fl
\
| SN\ 7 \ |
' i Current Data Parameters
NAME LCM-10a
EXPNO 2
PROCNO 1
F2 - Acguisition Parameters
Date 20210322
.49
0
5 mm DUL 13C-1
H
24414, 063
0.7 5‘]5}3
s
K
.
s
ec
CHANNEL f1
SFO1 75.4878687 MHz
NUC1 13C
Pl 15.00 usec
PLW1 15.00000000 W
CHANNEL f£2
SF02Z 300.1812007 MHz
NUCZ
CPDPRG [2
PCPDZ
PLWZ
PLW12
PLW13 0.10495000 W
F2 - Processing parameters
SF 75.4803210 MHz
o
T T T T T T T T T B .00 we
180 160 140 120 100 80 60 40 20 1.40

Sekil 5.34. Bilesik 29 'ye ait 3C-NMR spektrumu
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Farmuta Predictor Repon - LCM-10_75.5ed Page 161

Data File: COLabSohitions \Data\Analiz\denyall CM-10_T5.0cd

__Eimt | Wal | Min| Max _ Eimt | Val | Min Max _ Elent | Val | Min{ Max _ Elmt | Val | Min Max Use Adduct
H 1 o 40 s} 2 o & 8 2 11 2 Ru | 2 d o H
' 4 o 40 F 1 a o o i o 0 Pd 2 q o
M 3 o 7 P 3 qa o Br 1 0 0 I 3 q o
Ermar Margin (ppm): 10 DBE Range: 9.0-25.0 Electron lors: bath
HC Ratic: unlimited Agply N Fule: yes Use MSn Info: yes
Max |sotopes: 3 Isotope Rl (%) 1.00 |sotope Fes: 9000
MSalso Rl (%) 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Resulz: 150
Ewerl: 1 MS(E+) Ret Time:4.240 Scandf : 37
2,000
7000
. 000
5. 000 3631537
4,000
31.000e
a 3641578
3383416
1.000e
H— T T I. T T T T T
100.0 200.0 300.0 400.0 500.0 600.0 7000 800.0 900.0
Measured region for 363.1537 miz
363.1537
10010+
50.04
| | 364.1578
] | | §
III
1 |
b . 'l | : — U . i . . ,
363.0 335 364.0 364.5 365.0 3655 366.0 3665
C22 H22 N2 O 5 [M+H]+ : Predicted region for 363.1526 miz
3531526
100.0+
50.01
1 ‘| 364.1556
] | | ||I 3685.1527
i
N e |
363.0 335 364.0 364.5 365.0 3655 366.0 3665
Rank  Score| Formula (M) lon Meas. miz| Pred miz| DM (mDaj| D8 (ppm) isa| DBE
1 7045 CZH2ZNZOS [M+H]+ 363.1537] 3631526 1.1 303 7422 130

Sekil 5.35. Bilesik 29 ’ye ait kiitle spektrumu
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5.1.8. 3-(Benzo[b]tiyofen-2-il)-1-(4-(4-etilpiperazin-1-il)fenil)prop-2-en-1-on (2h)

0]
o~ o0
S A

Sekil 5.36. 3-(Benzo[b]tiyofen-2-il)-1-(4-(4-etilpiperazin-1-il)fenil)prop-2-en-1-on (2h)

Yontem B’ye gore sentezlenmistir. Deneysel E.n: 201.9 °C — 203.8°C. Verim:
%81.

IR (ATR) Vmaks(cm™?): 3053 (Aromatik C-H bandi), 2945 (Alifatik C-H
bandi1),1643 (C=0 gerilim bandi), 1579(C=C gerilim bandi), 815 (1,4-Dislbstitie
benzen diizlem dis1 deformasyon bandi).

'H-NMR (300 MHz, CDCls-ds): 6 = 1.16 (3H, t, J=7.2 Hz, -CHs), 2.49 (2H, q,
J=7.2 Hz, -CH>-), 2.62 (4H, t, J=5.1 Hz, piperazine), 3.44 (4H, t, J=5.1 Hz, piperazine),
6.95 (2H, d, J=9.0 Hz, 1,4-Disubstitutebenzene), 7.37-7.40 (2H, m, Benzothiophen-H),
7.43 (1H, d, J=15.5 Hz, -CH-), 7.55 (1H, s, Benzothiophene-H), 7.77-7.84 (2H, m),
7.99-8.04 (3H, m).

13C-NMR (75 MHz, CDCls-dg): & = 12.04, 47.21, 52.37, 52.51, 113.44, 122.47,
123.20, 124.41, 124.86, 126.19, 127.86, 129.19, 130.72, 136.05, 139.79, 139.99,
140.78, 154.20, 187.13.

HRMS (m/z): [M+H]+ calcd for C23H24N20S: 377.1682; found: 377.1700.
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Sekil 5.37. Bilesik 2h ’ye ait IR spektrumu
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Current Data Parameters

NAME LCM-11a
EXPNO 1
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20, 322
Time 4.
INSTRUM FOUR 3
PROBHD 5 mm DUL 13
PULPROG zg
D 16384
SOLVENT CDC13
NS 16
Ds 0
SWH 6103.516 Hz
FIDRES 0 52
aQ
RG
oW
o1
TDO 1
CHANNEL f1
SFO1 300.18185
NUC1
P1
PLW1 10.00
F2 - Processing parameters
5,; 300.1800000
WDW
SSB 0
LB 0.30 Hz
GB 0
PC 1.00
QLUH_J JLN S
T T T T T T T T T T T ]
11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
p 4 !
R[3[38g) G o
cil =lol=l+<| i e ol el L
. g , 1
Sekil 5.38. Bilesik 2h 'ye ait tH-NMR spektrumu
@ § ER2BY2SRBERLS 0 o -
= 1 e e 5 i~
B 3 §5888anEI3RAE SRd adn ] BRUKER
- - EErEEEEE - ~~~ 0w T -
V- \/ V| |
| SN
Current Data Parameters
NAME LCM-11a
EXPNO 2
PROCNO 1
F2 - Acguisition Parameters
Date_ 20210322
INSTRUM
PROBHD
PULPROG
D
SOLVENT
NE
0.00093990 sec
23
26
0.00 usec
1
= CHANNI
= CHANNEL £2
SFO2 300.1812
NUC2
CPDPRG[2
PCPD2
0 w
0.10495000 W
Lo 2 - Processing parsmeters
3276
75.4803210 MH=z
WDW EM
55B ]
T 1 1 1 T 1 1 1 T : . .00 =
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppmsc 1.40

Sekil 5.39. Bilesik 2h 'ye ait **C-NMR spektrumu
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Formula Predictor Report - LOM-11_T6.bod Page 1of1

DCata File: ChLabSolutions\DataAnalis\denyalLCM-11_ T8 led

_Elmi_| Wal | Min| Max _ Eimi | Val | Min_Max _ Eimt | Wal | Min| Max _ Elmt | Val | Min_Max Use Addusct
H 1 o 40 0 2 i 5 2 1 2 Ru | 2 d o H
c 4 o 40 F 1 g o o | 1 B 0 P4 | 2 qd o
N 3 o 7 P 3 g 0 B 1 o0 I 3 q o
Ervor Margin (ppm): 10 DBE Range: 9.0-25.0 Electron lors: bath
HC Ratio: unlimited Apply M Rule: ves Lise MSa Ido: ves
Max lsotopes: 3 Isatope RI (%) 1.00 lsatope Res: 9000
MEn lza Rl (%) 10.00 MEn Logic Mode: AND Max Resulls: 150
Event: 1 MS{E+) Re Time: 4.387 -» 4.440 Seand : 650 -» B57
1.
1
1.4
1.2
. 377.j700
#.000e
6,000
ITHATIT
4.000e
2.000e
D T T T I L IlI T T T T T
100.0 200.0 300.0 400.0 500.0 G000 700.0 B00.0 00,0
Measured region for 3771700 mz
FTTATO0
100.0+
50.0+ ||
i | 37877
_ | |
] it 379ATH
i i
0 S L. N — L T — T T T
377.0 375 3780 3TES 379.0 3705 3800 3@0E
C23 H24 N2 O 5 [M+H]+ : Predicted region for 377. 1682 miz
377.1682
100.0+
50.0+
] H 3TRATII
1 |
| | | III 379.1686
L:---.-’-l--.----.-’!‘--.----.-"IT"---.----.-'"---.--
377.0 375 3780 3785 379.0 3705 3800 3B0E
Rank_ Score Formula (M) lon Meas. miz|  Pred. miz| DI (mDa) DL (ppm) Isa]  DBE
1 E216 CI3HIANZOS [MH]+ 377.1700]  377.1662 18 477 onTi| 130

Sekil 5.40. Bilesik 2h 'ye ait kiitle spektrumu
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5.1.9. 3-(Benzo[b]tiyofen-2-il)-1-(4-(4-izopropilpiperazin-1-il)fenil)prop-2-en-1-on

(20)
O
C OO

Sekil 5.41. 3-(Benzo[b]tiyofen-2-il)-1-(4-(4-izopropilpiperazin-1-il)fenil)prop-2-en-1-on (2i)

Yontem B’ye gore sentezlenmistir. Deneysel E.n: 166.3 "C — 169.1°C. Verim:
%84.

IR (ATR) Vmaks(cm®): 3055 (Aromatik C-H bandi), 2964 (Alifatik C-H
band1),1643 (C=0 gerilim band1), 1579(C=C gerilim bandi1), 815 (1,4-Disubstitlie
benzen diizlem dis1 deformasyon bandi).

IH-NMR (300 MHz, CDClsz-dg): & = 1.12 (6H, d, J=6.5 Hz, -CHs), 2.70 (4H, t,
J=5.0 Hz, piperazine), 2.74-2.81 (1H, m, -CH-), 3.43 (4H, t, J=5.0 Hz, piperazine), 6.95
(2H, d, J=9.0 Hz, 1,4-Disubstitutebenzene), 7.37-7.39 (2H, m, Benzothiophen-H), 7.44
(1H, d, J=15.5 Hz, -CH-), 7.55 (1H, s, Benzothiophene-H), 7.78-7.84 (2H, m), 7.99-
8.04 (3H, m).

13C-NMR (75 MHz, CDCls-dg): § = 18.25, 47.11, 48.24, 55.14, 113.63, 122.46,
123.20, 124.40, 124.86, 126.19, 129.13, 129.18, 130.71, 136.11, 139.79, 140.02,
140.75, 153.96, 187.16.

HRMS (m/z): [M+H]+ calcd for C24H26N20S: 391.1839; found: 391.1856.
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Itesm Walwe
Acquired Draited Tirme 31.03. 2021 15:14:11
Acguired by Syatern Administrator
| | Filenarme CiiUsers\dopnatabiDesktopibeatiil sydindem cevhund1-03-21LCM-12-A 1. ispd
Spectnem name LEM-12-A1
Sample narme LEM-12-A
Sample 10
Oplon
Comment
Mo, of Scans 15
Fesolution 4 cm-1]
ApodEation Happ-Genzel
0
Abg ]
=1
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cm-1
120
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Sekil 5.42. Bilesik 2i'ye ait IR spektrumu
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187.16

Current Data Parameters

NAME LCM-12a
EXPNO 1
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date 20210322
Time 15.53
INSTRUM FOURTER300
BRO! 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zgq
TD 16384
Ccpc13
16

6103.516 Hz

0.372529 Hz
sec

usec
usec
K
sec

F2 - Processing parameters
SI 65536

T T T T T T T T T T T T 1
1 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

ReEiR I -

Sekil 5.43. Bilegsik 2i’ye ait 'H-NMR spektrumu
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113.63
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140.02
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130.71
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126.20
124.86
12440
123.20
12245
77.46
77.04
76.61

—55.14

———48.24

471

—18.25

.
va
N
\
-

Current Data Parameters
LCM-12a
3

1

ion Parameters
20210826
16.22
FOURIER300
5 mm DUL 13C-1
zgpg
32768
€ocl3
16384
4

24414.063 H
0.745058 H

G
oo

a0

wmunuME R

N
aononan

usec

CHANNEL f1
75.4878687
13C

15.00 usec

000000 W

CHANNEL f2
300. 1812007

Nuc2

CPDPRG[2 waltzlé
pcpD2 90.00 usec
PLWZ 0
‘ PLW12 20863999 W
\

foef

\ PLW13 0.10435000 W
"

F2 - Processing pa

ers

L

62
75.4803210 MHz
EM

T T T T B 1.00 Hz

I T I T T IE
180 160 140 120 100 80 60 40 20  ppm:c L0

Sekil 5.44. Bilesik 2i'ye ait **C-NMR spektrumu
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Formuta Predictor Repon - LCM-12_77 lod Page 1of1

Cata File: CALabSolutions\DatatAnaliz\deryall CM-12_T7.icd

_Eimt | Val | Mn| Max _ Elmt | Val | Min Max _ Elnt | Val | Min Max _ Elmt | Val | Mif_Max Uise Adduct
H 1 LU Q FJ a G 3 2 1 F Ru F a o H
C i o 4D F 1 a 1] [® | 1 D a P ¥ a o
M 3 0 T P 3 a [i] Bi 1 o a | 3 a o
Erver Margin (ppm); 10 DEE Range: 9.0-25.0 Electron lons: Bath
HC Ratis: unlimited Apply N Rule: yes Usa MSn Info: ves
Max lsotopes: 3 lsotope Rl (%) 1.00 |satope Res: 9000
MZnlsa RI (%) 10000 MSn Logic Mode: AND Max Results: 150
Eveni#: 1 MS(E+) Ret Time:4.413 -> 4453 Scand | 663 -~ 669
3
2
2 391.p856
1.
1 392.1890
5. 00De
D T T II' L T . T T T T T
100.0 200.0 300.0 #00.0 500.0 G000 To0.OD 800.0 S00.0
Measured region for 391. 1856 mfz
3911856
1000+
50.04 ‘
] | | 302.1830
] || | I| || 3931863
o . - | A ENE N - : JI Lo . : ."T"x : . o .
391.0 391.5 352.0 332.5 F53.0 393.5 394.0 394.5
C24 H2E M2 O 5 [MeH]+ : Predicied region Tor 391. 1839 miz
391.1E39
1000+
50.0H
] ‘ 3582.1ET0
T I
] | i 3931845
|
I|-'I-|I--|----|-'I-II'--l----lljlllellll---ll'"-\'--llI
391.0 391.5 352.0 332.5 F53.0 393.5 394.0 394.5
Rank  Score Formula (M) lan Meas. miz|  Pred miz| DI (mDa)| DL (ppm) lsa| DBE
1 BEB57 CHH2ENZOS [M+H]+ 381.1856 3581.1835 1.7 435 DE6.65 130

Sekil 5.45. Bilesik 2i 'ye ait kutle spektrumu
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5.1.10. 1-(4-(4-Allilpiperazin-1-il)fenil)-3-(benzo[b]tiyofen-2-il)prop-2-en-1-on (2J)

(0]
Co ™~ OO
S __/

Sekil 5.46. 1-(4-(4-Allilpiperazin-1-il)fenil)-3-(benzo[b]tiyofen-2-il)prop-2-en-1-on (2j)

Yontem B’ye gore sentezlenmistir. Deneysel E.n: 104.2 °‘C — 106.7 °C Verim:
%78.

IR (ATR) Vmaks(cm™?): 3061 (Aromatik C-H bandi), 2945 (Alifatik C-H
bandi),1641 (C=0 gerilim bandi), 1577(C=C gerilim bandi), 813 (1,4-Disubstitiie
benzen diizlem dis1 deformasyon bandi).

'H-NMR (300 MHz, CDCls-dg): & = 2.62 (4H, t, J=5.1 Hz, piperazine), 3.08 (2H,
d, J=6.6 Hz, Allyl), 3.43 (4H, t, J=5.1 Hz, piperazine), 5.20-5.29 (2H, m, Allyl), 5.87-
5.96 (1H, m, Allyl), 6.94 (2H, d, J=9.1 Hz, 1,4-Disubstitutebenzene), 7.37-7.40 (2H, m,
Benzothiophen-H), 7.43 (1H, d, J=15.2 Hz, -CH-), 7.55 (1H, s, Benzothiophene-H),
7.78-7.84 (2H, m), 7.99-8.04 (3H, m).

13C-NMR (75 MHz, CDCls-dg): 8 = 47.20, 52.69, 61.75, 113.47, 118.56, 122.47,
123.19, 124.41, 124.87, 126.20, 127.88, 129.20, 130.72, 134.61, 136.07, 139.79,
140.00, 140.77, 154.19, 187.13.

HRMS (m/z): [M+H]+ calcd for C24H24N20S: 389.1682; found: 389.1705.
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Iem Valus
Acquired Drated Tirme 3103201 15:23:27
Acguired by Syatern Administrator
| | Filenarme CiiUsers\dopnatabiDeskiopibetil aydindcim ceyhund1-03-2 1L CM-13-4 1.ispd
Spectnem name LEM-13-A1
Sample narme LEM-13-A
|~ [Sample 1D
Oplon
Comment
Mo, of Scans 15
Fesolution 4 cm-1]
ApodEation Happ-Genzel
Abs
0
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Sekil 5.47. Bilesik 2j 'ye ait IR spektrumu
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BRUKER
(<O

Current Data Parameters
NAME LCM-13a
EXPNO 1
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
202

FOURIER300
5 mm DUL 13C-1

ENT

=
w

CHANNEL f1

1 300.1818537
NUC1 1H
P1 13.00 usec
PLW1 10.00000000 W
F2 - Processing parameters
S5I 5536
SF 300.1800000 MHz
WDW El
S5B 1]

1 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
S |
REskRE [ EEN:
al—lolola] [~ o o -l &N o
Sekil 5.48. Bilesik 2jye ait *H-NMR spektrumu
@ 2R 22BENRERART2LRY ne © 3 g
: disafinsnaiiangs ¥ oL 38 BRUKER
(W
ESNyy2=22 VRN (<
Current Data Far:gﬁf?g;
1
ion Parameters
2D2]935‘
17.5¢6
INSTRUM ~ FDL’RIEI?300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zgpg
TI 32768
CcDCl3
2048
4
24414.063 Hz
0.745058 Hz
0.6710886 =zec
501.187
20.480 usec
6.50 usec
® -
CHANNEL f1 =
75. 4878687
13C
15.00 usec
15.00000000 W
CHANNEL f2 =
WH ‘ 0.10495000 W
| J i l l] F2 - Processing paramet.
ST 32768
EF 75.4803210 MH=z
WDW EM
SEB [i]
T T T T T T T T T : ) 1.00 He
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppmezc 1.40

Sekil 5.49. Bilesik 2j 'ye ait *C-NMR spektrumu
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Formita Predictor Repat - LCM-13_T85ad Page 1011
Data File: CLabSohtions \DatatAnalirdenyatll CM-13_TE ed
_Eimt | val | Min| Max _ Eimt | Val | Min Max _ Elnt | Val | Min| Max _ Elmt | Val | Min_Max Use Adduct
H 1 o 40 0] 2 a [ 3 2 1 2 Ru 2 a o H
H 4 o 40 F 1 a [1] a 1 o a Pd 2 a o
H a3 L1 7 P 3 a [ Br 1 o 0 | 3 a D
Emar Margin (ppm): 10 DEE Range: 10.0-25.0 Electron lors: Bath
HC Ratia: unlimibed Apply N Rule: ves Use MSa Info: ves
Max lsotopes: 3 Isatope RI (%) 1.00 Isotope Fes: 9000
MSalsa RI (%) 10.00 MEn Log: Mode: AND Max Results: 150
Evenili. 1 MS3(E+] Rel Time . 4.507 -> 4. 667 Scand . 677 > 71
2.400e6]
2200y
Z.UGDEE-:
1. B0DeE-
1.600e6 3891705
14006
1.200e6
1. D00eE
00025 390.1737
6. D005
4,000e5] 3911722
2.000e5 |.
o T i - T T T r T
100.0 200.0 300.0 #00.0 500.0 G000 TO00.D 800.0 S00.0
Measured region for 3881705 miz
389.1705
1000
50.04
] | 380.1737
L | |
] | | |Il| 31.1722
0 e i — A N
3E9.0 3B8.5 330.0 380.5 3481.0 391.5 3920 3925
24 H24 N2 O 5 [M+H]* - Predicied region for 3891682 miz
33016382
1000
5007 ‘
] ‘ ‘ 3901713
1 I
| | I| 191 168E
[;.....".l'.........‘l!‘... ..."ITI.‘.........":....
3E9.0 3E8.5 330.0 380.5 3481.0 391.5 3920 3925
Rank Score Formula (M) bon Maas. mfz| Pred m'z| O (mDa) DL {ppm) lsa, DEE
1| T5.B4 C24 H2AMZO35 M eH ]+ 3E9.1705 389.1682 2.3 591 4.5 14.0

Sekil 5.50. Bilesik 2j 'ye ait kutle spektrumu
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5.1.11. 3-(Benzo[b]tiyofen-2-il)-1-(4-(4-(2-metoksietil)piperazin-1-il)fenil)prop-2-
en-1-on (2k)

Seatete "
S __/

Sekil 5.51. 3-(Benzo[b]tiyofen-2-il)-1-(4-(4-(2-metoksietil)piperazin-1-il)fenil)prop-2-en-1-on (2k)

Yontem B’ye gore sentezlenmistir. Deneysel E.n: 183.3 ‘C — 186.9 °C Verim:
%82.

IR (ATR) Vmaks(cm™): 3055 (Aromatik C-H bandi), 2943 (Alifatik C-H
bandi),1645 (C=0O gerilim bandi), 1429 C=C gerilim band1), 819 (1,4-Dislbstitie
benzen diizlem dis1 deformasyon bandi).

'H-NMR (300 MHz, CDCls-ds): 6 = 2.65-2.70 (6H, m, piperazine+-CH>-), 3.40
(3H, s, -OCH?3), 3.45 (4H, t, J=5.1 Hz, piperazine), 3.56-3.60 (2H, m, -CH>-), 6.94 (2H,
d, J=9.0 Hz, 1,4-Disubstitutebenzene), 7.37-7.40 (2H, m, Benzothiophen-H), 7.43 (1H,
d, J=15.0 Hz, -CH-), 7.55 (1H, s, Benzothiophene-H), 7.78-7.84 (2H, m), 7.99-8.04
(3H, m).

13C-NMR (75 MHz, CDClz-ds): & = 47.59, 48.85, 53.08, 57.32, 59.16, 67.20,
118.27, 120.17, 120.35, 122.09, 122.45, 122.55, 123.50, 124.64, 125.09, 128.38,
128.90, 131.59, 139.77, 151.63, 193.00.

HRMS (m/z): [M+H]+ calcd for C24H26N20,S: 407.1788; found: 407.1804.
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Iem Value
|| Acguired Date& Time 31.03.2021 15:28:00
Acguired by Syatern Administrator
| | Filenarme CiiUsers\dopnatabiDesktopibetil aydindom ceyhundi-03-210LCM-14-4 1_ispd
Spectnem name LEM-14-A1
Sample narme LEM-14-A
Sample 1D
Option
Comment
MNo. of Scans 15
Resolution 4 |cm-1]
Apodeation Happ-Genzel
Abs
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Sekil 5.52. Bilesik 2k ’ye ait IR spektrumu
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C><)

268
2.66
2.65
— 161

Current
NAME
EXPNO
PROCNO

F2 - Ac

PROBHD
PULPROG

D
S0OLVENT

Data Parameters
LCM-14a

quisition Parameters
20210322

Hz
Hz
sec

usec
usec

3.00000000 sec

CHANNEL f1

300.1818537

L
T I T T T I I T T T I
1110 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
p
s 993 12
N'§ ol r'[E ol déﬂ ]
Sekil 5.53. Bilesik 2k 'ye ait tH-NMR spektrumu
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; REELEL R N BLMRUKER
| fp
NS N
Current Data Parameters
NAME LCM-14a
4
1
F? - Acquisition Parameters
Date 20210809
13.29
INSTRUM FOURIER.
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROC
D
SOLVENT
DS
SWH
FIDRES
AQ
RG
DW
DE
TE
Dl
D11
D31
D32
n40 0.000933%0
L4 23
L5 26
P32 90.00 usec
TDO 1
CHANNEL f1
SFO1 75.4878687 MHz
NUC1 13c
Pl 15. usec
PLW1 15. 00000 W
CHANNEL £2
SFO2 300.1812007 Muz
1H
waltzlé
9| usec
W
W
W
F? - Drocessing parameters
ST 327e8
SF 75.4803210 MHz
OW EM
58B ]
\ T T T \ T \ T T L2 ) 100w
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppms: L

Sekil 5.54. Bilesik 2k ’ye ait **C-NMR spektrumu
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Formuia Predictor Repon - LCM-14_7T3.od Page 1of1

Cata File: CoLabSohuions \DatatAnalis\deryalLCM-14_T3.0cd

_Eimt [ Val | Men| Meax  Eled | Val | Min Max  Elnt | Val | Men Max  Elmit | Val | Mif_Max Use Adduet
H 1 0 4D (o} 2 a 6 5 2 1 2 Ru 2 a ] H
c L] 0 4D F 1 a [1] [* | 1 o a P 2 [ ]
M 3 0 7 P 3 a 1] Br 1 o a | 3 [} o
Ermor Margin (ppm): 5 DBE Range: 10.0- 200 Electron lors: Both
HC Ratio: unlimibed Apply N Rule: yes Use MSn Info: ves
M [sotopes: 3 Isatope R (%) 1.00 lsatope Res: 9000
MEZn lsa RI (%) 10000 MSn Logic Mode: AND Max Resuls: 150
Event#: 1 MS(E+) Rel Time : 4467 Scanlf : 571
2
1.
1.
1.4
1.2 407_§804
1.
000
LA 408 1833
4. 00D
2000
D T T T 1 Ir T T T T T
100.0 200.0 300.0 #00.0 500.0 G00.0 TOo0LD 800.0 S00.0
Measiined region for 4071804 mz
4071804
1000+
50.04 |
| | | 408.1833
1 |
| il 4091817
| ! il I
o — LM £ T, : Rk : — : . .
407.0 407.5 408.0 40E.5 400.0 409.5 410.0 410.5
C24 H26 N2 02 5 [M+H]+ ! Predicted region for 4071788 miz
407.1788
1000+
50.0H
| A08.1819
] | || fli 4091755
1
n---.-’-l--.----.-’-L--.----.-"IT!"--.----.-'ﬁ--.--
407.0 407.5 408.0 40E.5 400.0 409.5 410.0 410.5
Rank|  Seore Formuka (M) Jon Meas. miz|  Pred. miz| Di. (mDa) DL (ppm) 1sa] DBE
1| G267 CHH2GEN2ZOZS [M+H]+ 4071804 407 17E8] 1.6 383 10000HK 13.0

Sekil 5.55. Bilesik 2K ’ye ait kiitle spektrumu
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5.1.12. 3-(Benzo[b]tiyofen-2-il)-1-(4-(4-(2-(dimetilamino)etil)piperazin-1-
il)fenil)prop-2-en-1-on (2I)

0 /
Cr~ oo
S __/

Sekil 5.56. 3-(Benzo[b]tiyofen-2-il)-1-(4-(4-(2-(dimetilamino)etil)piperazin-1-il)fenil)prop-2-en-1-on (2I)

Yontem B’ye gore sentezlenmistir. Deneysel E.n: 132.5 °C — 134.8 °C Verim:
%77.

IR (ATR) Vmas(cm®): 3061 (Aromatik C-H bandi), 2943 (Alifatik C-H
band1),1643 (C=0 gerilim band1), 1429 C=C gerilim bandi), 815 (1,4-Disubstitlie
benzen diizlem dis1 deformasyon bandi).

'H-NMR (300 MHz, CDCls-ds): 6 = 2.29 (6H, s, -CH3), 2.49-2.51 (2H, m, -CH>-
), 2.54-2.57 (2H, m, -CH>-), 2.65 (4H, t, J=5.1 Hz, piperazine), 3.43 (4H, t, J=5.1 Hz,
piperazine), 3.56-3.60 (2H, m, -CH>-), 6.94 (2H, d, J=9.1 Hz, 1,4-Disubstitutebenzene),
7.37-7.40 (2H, m, Benzothiophen-H), 7.43 (1H, d, J=15.0 Hz, -CH-), 7.55 (1H, s,
Benzothiophene-H), 7.78-7.84 (2H, m), 7.99-8.04 (3H, m).

1BC-NMR (75 MHz, CDClz-ds): 5 = 46.02, 47.12, 53.32, 56.75, 56.92, 113.43,
122.47, 123.19, 12441, 124.86, 126.20, 127.85, 129.19, 130.72, 136.06, 139.79,
140.03, 140.77, 154.18, 185.94.

HRMS (m/z): [M+H]+ calcd for C2sH20N30S: 420.2104; found: 420.2120.
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Sekil 5.57. Bilesik 2| 'ye ait IR spektrumu
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Sekil 5.59. Bilesik 21 'ye ait *C-NMR spektrumu
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Sekil 5.60. Bilesik 21 'ye ait kiitle spektrumu
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5.2. Sentez Calismalarinin Degerlendirilmesi

Yiiriitiilen tez kapsaminda sentezlenen bilesikler salkon yapisi temel alinarak
tasarlanmistir. Benzofuranli ve benzotiyofenli salkon tiirevleri olmak iizere 12 bilesik
sentezlenmistir. Bilesikler iki basamakli reaksiyon yontemi kullanilarak elde edilmistir.
2a-2| bilesiklerinin sentez semasi Sekil 5.61°de sunulmustur. Baslangigta, keton
tirevleri (la-1f), 4-floroasetofenon ve uygun bir sekonder amin arasindaki reaksiyon
sonucunda elde edilmistir. ikinci olarak, hedef bilesikleri (2a-2I) elde etmek igin
benzofuran-2-karbaldehit/benzotiofen-2-karbaldehit ve uygun keton tirevleri (la-1f)
arasinda Claisen-Schmidt reaksiyonu gergeklestirildi. Elde edilen bilesiklerin yapilari,

IR, *H-NMR, ¥*C-NMR ve HRMS spektroskopik yontemleri ile kanitlanmistr.
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7\ 0 DMF/K,CO /\ 0O
A
S\ o H
_/ X %

(1a-1f)

MeOH
KOH

Bilesik X R
2a -0 -Metil
2b -0 -Etil
2¢C -0 -1zopropil
2d -0 -Allil
2e -0 -2-Metoksietil
2f -0 -2-(Dimetilamino)etil
29 -S -Metil
2h -S -Etil
2i -S -1zopropil
2j -S -Allil
2k -S -2-Metoksietil
2l -S -2-(Dimetillamino)etil

Sekil 5.61. Bisesik 2a-21’ye ait sentez semasi

5.3. Spektral Verilerin Degerlendirilmesi

Sentezleri gerceklestirilen 2a-2| kodlu, 12 adet orijinal bilesigin yapilar1 IR, *H-
NMR, *C-NMR ve HRMS spektroskopik yontemleri verileri ile aydmlatilmistir.

Spektrum yap1 degerlendirmeleri, ilgili spektroskopik yontem bagligi altinda verilmistir.
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5.3.1. IR spektrumlarinin degerlendirilmesi

Sentezlenen bilesiklerin kimyasal yapilar1 incelendiginde, biitiin bilesiklerde ortak
olarak salkon yapisinin mevcut oldugu goéze c¢arpmaktadir. Bilesiklerin IR
spektrumlarinda bu grup iizerinde yer alan karbonile (C=0) ait spesifik gerilim band1
1641-1651 cm™ araliginda elde edilmistir. Bu grup tizerinde yer alan C=C ait spesifik
gerilim bandi1 1429-1593 cm™ araliginda elde edilmistir. Sentez iriinlerinin hepsi (2a-
2l) yapisinda 1,4-dislibstitiie benzen halkasi tagimaktadir. Bu halkaya ait spesifik
diizlem dis1 deformasyon bandinin 802-819 cmaraliginda geldigi gozlenmistir ve
literatiir degerleri [69] ile uyumludur.

5.3.2. 'H-NMR spektrumlarimin degerlendirilmesi

Birinci seri bilesiklerin kimyasal yapilarinda ortak olarak piperazin halkasi ve a,[3-
doymamis kalbonil yapisi1 bulunmaktadir. Piperazin halkasina ait protonlar 2.58-2.70
ppm degerleri arasinda 4 hidrojenlik triplet ve 3.43-3.45 ppm degerleri arasinda 4
hidrojenlik triplet seklinde gozlemlenmistir. o,f-doymamis kalbonil yapisina ait
protonlar benzofuran halkasi igeren bilesiklerde (2a-2f) 7.68-7.69 ppm arasinda dublet
ve 7.76-7.77 ppm degerleri arasinda dublet seklinde goézlenmistir. o,f-doymamis
kalbonil yapisina ait protonlar benzotiyofen halkasi igeren bilesiklerde (2g-2I) 7.43-7.44
ppm arasinda dublet ve 7.77-7.84 ppm degerleri arasinda multiplet seklinde
gbzlenmistir.

Benzofuran halkasi igeren bilesiklerde (2a-2f), bu halka sistemine ait protonlar
7.01 ppm degerinde singlet, 7.23-7.29 ppm degerinde multiplet, 7.39 ppm degerinde
tripletin dubleti, 7.52-7.55 ppm degerinde dubletin dubleti, 7.61-7.62 ppm degerinde
dublet olarak gozlenmistir. Benzotiyofen halkasi igeren bilesiklerde (2g-21) bu halka
sistemine ait protonlar 7.37-8.04 ppm degeri arasinda gozlenmistir.

Benzen halkasi 1,4-disiibstitiic halde iken AA’BB’, mono siibstitiie halde iken
A2B2C spin sistemlerine uyar. Her iki durumda da halkaya bagli olan siibstitiient veya
siibstitlientlerin elektron verici veya c¢ekici oOzelliklerine gore, benzen halkasina ait
aromatik protonlarin 7.27 ppm de singlet olarak verdikleri pikin degeri ve seklinde
degisiklikler olur. Proton etrafindaki yiiksek elektron yogunlugu protonu perdeleyerek
daha yiiksek alan siddetinde rezonansa yol agar ve ppm degeri azalir. Proton etrafindaki
diisiik elektron yogunlugu ise protonu perdelemeyerek daha diisiik alan siddetinde
rezonansa yol agar ve ppm degeri artar. Aromatik halkaya elektron gekici bir grup

baglandigi zaman halkada elektron yogunlugu azalacagindan, halka protonlarinin
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perdelenmesi de azalir ve buna bagli olarak aromatik halka protonlarinin kimyasal
kayma degerleri asag1 alana dogru kayar. Benzen halkasi 1,4-disubstitlie halde iken,
halka {izerindeki siibstitiientlerin, elektronik 6zelliklerine bagli olarak spektrumda
singlet, iki dublet veya kuartet seklinde pikler gozlenebilir. Genellikle 2 dublet seklinde
gozlenen 1,4-distibstitiie benzen halkas1 pikleri, substitientlerin elektronik 6zelliklerinin
birbirine ¢ok yakin olmast durumunda, kuartet ve hatta singlet seklinde bile elde
edilebilir [70] [71].

Benzofuran halkasi igeren bilesiklerde (2a-2f) 1,4-distbstitlie benzen halkasina ait
protonlar 6.93-6.95 ppm degerleri arasinda dublet, 8.06-8.08 ppm degerleri arasinda
dublet olarak gozlenmistir. Benzotiyofen halkasi iceren bilesiklerde (2g-21) 1,4-
disubstitiie benzen halkasina ait protonlar 6.94-6.95 ppm degerleri arasinda dublet ve
7.99-8.04 ppm degerleri arasinda multiplet seklinde gozlenmistir.

5.3.3. 3C-NMR spektrumlarinin degerlendirilmesi

Sentezi gerceklestirilen bilesiklerde ortak yapisal parcaciklar *C-NMR
spektrumlarinda genel olarak beklendigi gibi pikler vermistir. Bilesiklere ait
spektrumlarda spesifik fonksiyonel gruplardan a,B-doymamais kalbonil (C=0) sistemine
ait karbonlar 187.10-193.00 ppm araliginda gézlenmis olup literatiir verileri ile uyum
icerisindedir [72]. Bunun disinda kalan alifatik karbonlar 12.04-70.02 ppm araliginda,
aromatik karbonlar ise 111.32-193.00 ppm araliginda pik vermistir.

5.3.4. Kiitle spektrumlarinin degerlendirilmesi

Sentez edilen bilesiklerin kiitle spektrumlari, elektron spray yontemi kullanilarak
pozitif iyonlastirma teknigi ile c¢ekilmistir. Bu nedenle hesaplanan molekiil
agirliklarindan bir fazla sayisal degere sahip piklerin (molekiiler iyon pikleri; M+1
pikleri) spektrumlarda gozlenmesi beklenir. Spektrumlar incelendiginde beklenen
sekilde, bilesiklerin molekiil agirliklari ile elde edilen M+1 piklerinin uyumlu oldugu
gorulmektedir.

5.4. Antikolinesteraz Aktivite Sonuclarimin Degerlendirilmesi

Tez kapsaminda sentezlenen bilesiklerin kolinesteraz aktiviteleri, 1961 yilinda
Ellman ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilen kolorimetrik metot modifiye edilerek
incelenmistir [73]. Bu metot gerceklesen kimyasal reaksiyonla meydana gelen
absorbans degisiminin Olciilmesi temeline dayanmaktadir. Ellman yOnteminde

asetilkolinesteraz enzimi, asetiltiyokolin iyodiir substratin1 asetat ve tiyokolin
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olusturarak hidroliz etmektedir. Meydana gelen tiyokolin, spesifik kromojrnik belirteci
olan DTNB’yi, 412 nm’de absorbans veren nitrobenzoata doniistirmektedir.
v | .-
)J\s AN+ HO

Asetiltiyokolin

.

| N
)J\O- * -S/\/N+\ + 2H

Asectat Tiyokolin

Sekil 5.62. Ellman metodu reaksiyon mekanizmast

Elde edilen tiim salkon tiirevlerinin (2a-2l) kolinesteraz enzimlerine kars1 6nleyici
aktiviteleri, daha once tarif edilen in vitro modifiye Ellman'in spektrofotometrik

yontemi [74] kullanilarak degerlendirilmistir.

Aktivite testleri iki adimda gergeklestirilmistir. Ilk olarak, tiim salkonlar (2a-2l)
ve referans ajanlar (donepezil ve takrin) 1000 ve 100 puM konsantrasyonlarda
hazirlanarak enzim inhibisyon testleri gerceklestirilmistir. Ik adimin enzim aktivite
sonuclart Tablo 5.1'de sunulmustur. Daha sonra, 1000 ve 100 uM konsantrasyonlarda
%350'den fazla inhibitor aktivite sergileyen bilesikler(2d, 2f, 2j ve 2l) referans ajanlarla
birlikte 10 ila 0.001 pM konsantrasyonlarda test edilmistir. Test bilesiklerinin ve

referans maddelerinin 1Cso degerleri Tablo 5.2'de sunulmustur.

Enzim inhibisyon testi sonucunda tiim bilesiklerin AChE'ye karsi daha etkili
oldugu goézlenmistir. Bilesiklerin higbiri, birinci asamada BChE'ye kars1 %50'den fazla

inhibitor aktivite sergilememistir. Bununla birlikte, 0zellikle dimetilaminoetil
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stibstitiientine sahip bilesikler, AChE'ye kars1 donepezil ile karsilastirilabilir diizeyde
inhibitor aktivite gostermistir. Bilesiklerimiz igerisinden 2d, 2f, 2j ve 2| kodlu bilesikler
enzim aktivite analizinin ikinci adimimi ge¢mistir ve bunlarin ICsg degerleri, 10 ila
0.001 pM konsantrasyonlarda bir enzim inhibisyon ¢alismas1 gercgeklestirilerek
hesaplanmistir. 2d, 2f, 2j ve 2l bilesiklerinin IC50 degerleri sirasiyla 0.042, 0.024,
0.053 ve 0.033 uM olarak hesaplanmistir. Bu tiirevler arasindan 2f kodlu bilesigin,
0.024 uM ICso degeri ile serideki en aktif ajan oldugu tespit edilmistir.

Tablo 5.1. Elde edilen bilesikierin AChE ve BChE % inhibisyon oranlar

N AChE % inhibisyon BChE % inhibisyon

Bilesikler 10° M 104 M 103 M 104 M

- 75.218 48.669 38.213 22.375

+1.478 +0.891 +0.836 +0.745

oh 78.064 45.728 35.175 25.915

+1.034 +0.736 +0.710 +0.688

2e 68.285 43.610 40.654 26.054

+0.995 +0.824 +0.802 +0.812

o 92.344 84.137 42.915 28.713

+1.874 +1.102 +0.619 +0.924

oo 79.340 40.792 34.290 30.648

+1.208 +0.903 +0.920 +0.831

of 95.347 86.210 38.348 20.775

+1.275 +1.802 +0.832 +0.750

2 74.654 46.823 43511 38.648

+1.067 +0.725 +0.799 +0.803

oh 80.045 47.347 41.738 35.064

+1.392 +1.075 +0.816 +0.761

" 72.348 48.037 35.084 26.510

+1.055 +0.976 +0.634 +0.891

2i 90.387 83.654 36.919 31.794

+2.052 +1.836 +0.905 +0.762

ok 77.622 47.208 31.540 23.034

+0.892 +1.104 +0.879 +0.824

" 93.214 88.647 37.200 30.499

+1.805 +1.625 +0.735 +0.776

Donepezil 99.254 97.426 ] ]

+2.104 +1.890

Takrin ] ] 98.255 95.465

+1.895 +1.344

5.4.1. I1Cso degerlerinin hesaplanmasi

On tarama neticesinde 10* M konsantrasyonda %50’den daha fazla inhibisyon
oranina sahip bilesiklerin ICsg degerleri hesaplanmistir. 2d, 2f, 2j ve 2| bilesiklerinin
1073- 10° M konsantrasyonlarindaki % inhibisyon oranlarinin, Graphad Prism (Graphad
Software, San Diego, CA, USA) programinda non-lineer regresyon analizleri

gerceklestirilmis ve sigmoid doz-yanit modeli kullanilarak ¢izilen inhibisyon
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egrilerinden 1Cso degerleri hesaplanmistir. inhibisyon egrileri x eksenine konsantrasyon

degerleri, y eksenine % inhibisyon oranlar girilerek ¢izilmistir.

Tablo 5.2. Referans ilaclar ve 2d, 2f, 2j, 21 bilesiklerinin % inhibisyon oranlari ve 1Csy degerleri

AChE % Inhibition (LCI\E;IO)
Bilesikler
10° M 10* M 10° M 10¢ M 107 M 108 M 10° M
2d 92.344 84.137 76.289 70.219 61.941 45.332 24.198 0.042
+1.874 +1.102 £1.455 £1.376 +£0.923 +0.872 +0.621 *0.001
of 95.347 86.210 73.922 70.849 65.217 47.239 24.808 0.024
+1.275 +1.802 £1.738 £1.128 £1.056 +0.934 +0.722  +0.001
o 90.387 83.654 78.213 72.818 59.197 46.732 22.197 0.053
J +2.052 +1.836 +1.247 +£1.105 +1.004 +0.893 +0.721  #0.002
2 93.214 88.647 80.248 74.310 67.209 43.028 24.394 0.033
+1.805 +1.625 £1.207 £1.057 +0.933 +1.048 +0.721  %0.001
. 99.254 97.426 92.258 90.318 81.365 43.875 21.418 0.021
Donepezil

+2.104 #1890 #1510 #1104 +1.104 +0.601 +0.548 +0.001

Aktivite ¢alismalarinda referans ilag olarak kolinesteraz inhibitdrlerii donepezil
kullanilmistir. Donepezilin AChE enzimine karsit ICsp degeri 0.021 pM’dir. 1Cso
degerleri tespit edilen test bilesikleri arasinda 0.024 uM ICso degeri ile 2f bilesigi en
giliclii inhibisyon yapan bilesik olmustur. 2d, 2j ve 2l bilesikleri ise siras1 ile 0.042 uM,
0.053 uM ve 0.033 UM ICso degerleri ile inhibitor aktivite gostermistir (Tablo 5.2).

5.5. Kinetik Calismalar

Tez kapsaminda gerceklestirilen enzim kinetigi caligmalarinin amaci reaksiyon
hizin1 kantitatif sekilde Slgerek hiza etki eden faktorleri incelemektir. Enzim inhibitor
aktivetisi ¢alismalar1 sonucu %50 inhibisyonun tespit edildigi konsantrasyonlarda test
edilen bilesiklerin degisen substrat konsantrasyonuna karsi verdigi tepkime hizinin
Olclilmesi hedeflenmistir. Tepkime hizina etki eden faktorler arasinda enzim derisimi,

substrat derisimi, sicaklik, pH ve inhibitor varligi gibi etmenler yer almaktadir [75] .Tez
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kapsamindaki c¢alismalarda enzim derisimi, sicaklik ve pH sabit tutulmus degisken
parametreler olarak substrat derisimi ve inhibitdr varlig1 veya yoklugu kullanilmigtir.

Michaelis-Menten kinetiginde artan substrat konsantrasyonuyla tepkime hizinin
Olclimii ve degisimi incelenmektedir. Substrat konsantrasyonu reaksiyon hizi belli bir
noktaya ulagmakta ve doygunluga eristiginde de sabit kalmaktadir. En yiliksek hiza
ulastigi bu nokta Vmax oOlarak ifade edilmektedir ve katalitik aktivitenin bir ifadesidir.
Km; maksimum hizin yarisina karsilik gelen substrat konsantrasyonu olarak tanimlanir
ve birimi mol/L dir. Ky enzimle substrat arasindaki iliskiyi temsil eden bir parametredir.
Yiksek Km degeri enzimin substratla zayif bir baglanma gergeklestirdigini ifade
ederken, diisik Km ise daha kuvvetli bir baglanmay1 isaret etmektedir. Vmax Ve Km
degerleri enzimin kinetik Ozelliklerini ifade eden degerlerdir ve deneysel olarak
hesaplanabilmektedir. Michaelis-Menten denklemi bir hiperbolik egrinin denklemidir.
Hiperbolik egrinin karakteristik noktalarini tespit etmek gii¢c oldugundan bir enzime ait
Vmax Ve Km’yi deneysel olarak incelemeyi kolaylagtirmak icin grafigi dogrusal olan
baska bir denkleme g¢evirmek gerekir. Michaelis-Menten denklemini tersine cevirip
carpanlarina ayirmakla elde edilen Michaelis-Menten esitliginin bir dogru denklemine
doniistiiriilmesi ve grafik haline getirilmesi ile Vmax Ve Km degerleri bulunabilmektedir.
Cizilen bu grafige Lineweaver-Burk Egrisi ad1 verilmektedir [76].

Enzim kinetigi calismalari, kolinesteraz enzim inhibisyon analizine benzer bir
prosediir kullanilarak yapilmistir ve AChE inhibisyonunun mekanizmasi belirlenmistir.
En glcli ajan olan bilesik 2f bu galismalara dahil edilmistir. Aktivite metodundan
farkli olarak inhibitor bilesik ICso degerlerindeki konsantrasyonlarinda hazirlanmistir.
Substrat (ATC) ise 150 mM, 75 mM, 37.5 mM, 18.75 mM, 9.375 mM, 4.6875 mM,
2.3437 mM, 1.1718 mM, 0.5859 mM, 0.2929 mM seklinde 10 farkli konsantrasyonda
¢ozeltiler hazirlanarak denenmistir. Metod inhibitorlii ve inhibitorsiiz olarak iki farkli
sekilde yapilmistir.

Bu bilesigin inhibisyon tipini tahmin etmek icin lineer Lineweaver-Burk grafikleri
kullanilmigtir.  Bilesik 2f'nin  yoklugunda ve varliginda substrat hiz egrileri
kaydedilmistir. Bu bilesik, enzim kinetik ¢aligmalari igin ICs0/2, 1Cs0 Ve 2 X 1Cso
konsantrasyonlarinda hazirlanmistir. Her durumda, baslangi¢ hiz olc¢iimleri, 600 ila
18.75 uM arasinda degisen farkli substrat (ATC) konsantrasyonlarinda elde edilmistir.
Egimin (Km/Vmax) degisen konsantrasyonlara (0, ICs0/2, ICsp Ve 2 X 1Csp) kars1 ikincil

grafikleri, bu bilesigin Ki (x ekseni iizerindeki kesigsme) degerini hesaplamak igin
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olusturulmustur. Bilesik 2f igin kararli durum inhibisyon verilerinin grafik analizleri
Sekil 5.63'te gosterilmistir. Lineweaver—Burk grafiklerine gore, karma tip bir inhibisyon
i¢cin x ekseninde veya y ekseninde kesismeyen ¢izgilerden olusan bir grafik olusmalidir.
Bu nedenle, Sekil 5.63'te gosterildigi gibi, bilesik 2f geri doniistimlii ve substratlara
uzerinde benzer inhibisyon Ozelliklerine gore karigik tip inhibisyon potansiyeli
gostermistir. Bilesik 2f icin Ki degeri, AChE'nin inhibisyonu icin 0.021 pM olarak
hesaplanmistir. Geri doniisiimsiiz enzimatik inhibisyonun, substrat ve enzim arasindaki
kovalent etkilesimleri igcerdigi bilinmektedir. Hidrofobik etkilesimler, iyonik baglar ve
hidrojen baglar1 gibi kovalent olmayan etkilesimleri iceren inhibisyon, geri doniisebilen
inhibisyondur. Bu tip inhibisyonda inhibitorler, herhangi bir kimyasal bag olusturmadan
enzimlere baglanirlar; dolayisiyla enzim-inhibitér kompleksi hizla ayrisabilir ¢lnki
kovalent olmayan etkilesimler hizla olusabilir ve kolayca kirilabilirler. Bu kovalent
olmayan baglanma yetenekleri, geri doniisiimsiiz inhibitorlere gore daha diisiik yan etki
riski olan tersinir inhibitorleri daha avantajli kilmaktadir. Sonu¢ olarak, inhibisyon
tipinin geri doniisimlii ve karigik tip oldugu belirlenen 2f bilesigi, AChE'nin bir

inhibitor aday1 olarak farmasdtik 6neme sahiptir.
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Sekil 5.63. A) 2f kodlu bilesigin AChE'nin inhibisyonunu gésteren Lineweaver-Burk grafigi [S], substrat
konsantrasyonu (UM); V, reaksiyon hizi (1/V (abs/min)™). Inhibitor konsantrasyonlar: solda
gosterilmektedir. (B) 2f kodlu bilesigin kararli durum inhibisyon sabitinin (Ki) hesaplanmasi
icin ikincil grafik. Ki, 0.021 uM olarak hesaplandh.
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5.6. Beta Amiloid 1-42 (Ap42) Agregasyonunun inhibisyonu

Alzheimer hastalarinda kolinerjik iletimdeki azalmanin yanmi sira beta amiloid
(AP) peptitlerden olusan amiloid plak birikimi de 6nemli nedenler arasinda sayilabilir.
Son ¢alismalar, AH'den muzdarip hastalarin beyin dokularinda, beyin omurilik sivisinda
ve plazmasinda iki beta amiloid peptidinin (Ap (1-40) ve AP (1-42)) bulundugunu
gostermistir. Bu nedenle, bu c¢alismada, AChE'ye karsi giiclii inhibitor aktivite
sergileyen secilen 2d, 2f, 2j ve 2| bilesikleri i¢in beta amiloid 1-42 (Ap42)
agregasyonunun inhibisyonu, beta amiloid 1-42 kullanilarak degerlendirilmistir. (Ap42)
ligand tarama tahlil kiti (BioVision, Milpitas, CA, ABD). Florometrik yonteme dayali
test kiti, prosediire uygun olarak kullanilmistir. Bir AP42 ligandi mevcutsa, bu
reaksiyon inhibe edilir/yok edilir, boylece floresansi azaltir veya tamamen ortadan
kaldirir. Beta amiloid 1-42 (AB42) peptit agregasyonunun yiizde inhibisyonu, 2d, 2f, 2j
ve 2l bilesikleri i¢in Sekil 5.64'te verilmistir. Bu bilesikler 10, 1, 0.1 ve 0.01 uM
konsantrasyonlarda test edilmistir ve kitte bulunan APB42 inhibitorii standart olarak
kullanilmistir. Tiim test bilesigi konsantrasyonlari, plakalar tizerinde dort kopya halinde
uygulanmustir.

Sekil 5.64'¢ karsiik gelen 2d, 2f, 2j ve 2l bilesikleri, 10 pM'lik bir
konsantrasyonda %350'den fazla inhibisyon sergilemistir. 2d, 2f, 2j ve 2| bilesikleri bu
konsantrasyonda su sekilde inhibisyon gostermistir: sirasiyla %68.42, %94.62, %66.85
ve %93.85. 2d, 2f, 2j ve 2l bilesikleri, 1 pM konsantrasyonda su sekilde inhibisyon
goOstermistir: sirasiyla %59.13, %89.74, %55.14 ve %88.04. 2d, 2f, 2j ve 2| bilesikleri
0.1 pM konsantrasyonda asagidaki gibi inhibisyon gOstermistir: sirasiyla %40.00,
%49.48, %39.21 ve %48.69. 2d, 2f, 2j ve 2l bilesikleri, 0.01 UM konsantrasyonda su
sekilde inhibisyon goOstermistir: sirasiyla %28.34, %35.27, %22.64 ve 9%32.90.
Bilesikler 2f ve 21, bilesikler 2d ve 2j ile karsilastirildiginda daha ylksek bir inhibisyon

potansiyeline sahip olduklar1 g6zlenmisir.
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Sekil 5.64. 2d, 2f, 2j ve 2l kodlu bilesiklerin Beta amiloid plak inhibisyonu (%)

5.7. Molekuler Modelleme Calismalarimin Degerlendirilmesi

Bilesigin silikodaki inhibisyon kapasitesini dogrulamak ic¢in molekiiler
yerlestirme c¢alismalari yapildi. Bu amagla, Protein Veri Bankasi sunucusundan
(www.pdb.org) insan AchE enziminin (PDB ID: 4EY7) [68] kristal yapisi alinmustir.
Ortaya cikan kenetlenme pozlari, Sekil 5.66-5.73'de sunulmaktadir.

Sekil 5.65, tiim aktif bilesiklerin (2d, 2f, 2j ve 2l) ve donepezilin enzim aktif
bolgesine yerlesimini gostermektedir. Tiim bilesiklerin, donepezil'e benzer konumda

enzim aktif bolgesine yerlestigi gozlenmistir.
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Sekil 5.65.4chE 'nin aktif bolgesinde 2d, 2f, 2j, 21 ve donepezil bilesiklerinin ti¢ boyutlu iist iiste bindirme
pozu (PDB ID: 4EY7).

Aktif bolgedeki onemli kalintilar ve ilgili bilesikler tiip modeli ile gosterilmis ve sirasiyla
kirmizi, sart, siyah, mor ve yesil ile renklendirilmistir.

Sekil 5.66 ve Sekil 5.67°de, bilesik 2d'nin benzofuran halkasinin, amino asit
Trp286'nin indol halkasi ile li¢ m—m etkilesimi sergiledigini gosterilmistir. Bu etkilesim,
periferik anyonik bolgedeki donepezil bilesiginin en giicliisiidiir. Sentez bilesiklerimiz
de bu etkilesimi sergilemistir. Bu etkilesimlere ek olarak, benzofuran halkasinin furan
kismi, Try72 amino asidinin fenil halkasi ile bir n—rn etkilesimi olusturmustur. Salkon
yapisinin karbonil grubu, donepezilin indan karbonilinin de yaptigi Phe295'in amin
grubu ile bir hidrojen bagi olusturmustur. Fenil halkasi, Tyr341'in fenil halkasi ile bir
n—7 etkilesimi olusturmustur. Piperazin halkasinin nitrojeni, Trp86'nin indol halkasi ile

bir katyon-r etkilesimi olusturmustur.
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Sekil 5.66. AChE'nin aktif bolgesindeki 2d bilesiginin iki boyutlu etkilesim modu (PDB ID: 4EY7).
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Sekil 5.67.AChE'nin aktif bdlgesindeki 2d bilesiginin ii¢ boyutlu etkilesim modu (PDB ID: 4EY7).

Enzimin aktif bolgesindeki inhibitér ve oOnemli kalintilar sirasiyla turuncu ve gri ile
renklendirilmis tiip modeli ile sunulmustur.

Sekil 5.68 ve Sekil 5.69'da, 2f bilesiginin benzofuran halkasinin, Trp286 amino
asidinin indol halkasi ile i¢ T etkilesimi sergilemektedir. Salkon yapisinin karbonil
grubu, Phe295'in amin grubu ile bir hidrojen bagi olusturmustur. Fenil halkasi,
Tyr341'in fenil halkasi ile bir n—7 etkilesimi olusturmustur. 2-(dimetilamino) etil
zincirinin nitrojeni, Trp86'nin indol halkasi ile bir katyon-n etkilesimi ve Glu202'nin

hidroksi grubu ile bir tuz kopriisii olusturmustur.
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Sekil 5.68. AChE'nin aktif bolgesindeki 2f bilesiginin iki boyutlu etkilesim modu (PDB ID: 4EY7).
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Sekil 5.69. AChE'nin aktif bolgesindeki 2f bilesiginin ii¢ boyutlu etkilesim modu (PDB ID: 4EY7).

Enzimin aktif bolgesindeki inhibitdr ve énemli kalintilar sirasiyla sar1 ve gri ile renklendirilmis
tiip modeli ile sunulmustur.

Sekil 5.70 ve Sekil 5.71°de bilesik 2j'nin benzofuran halkasinin, amino asit
Trp286'nin indol halkasi ile ti¢ m—m etkilesimi sergiledigini gosterilmistir. 2d ve 2f
bilesiklerinde Tyr72 ile gozlenen etkilesim bu bilesikte goriilmemistir. Salkon yapisinin
karbonil grubu, Phe295'in amin grubu ile bir hidrojen bag1 olusturmustur. Fenil halkasi,
Tyr341'in fenil halkas1 ile bir m—m etkilesimi olusturmustur. Piperazin halkasinin

nitrojeni, Trp86'nin indol halkasi ile bir katyon-m etkilesimi olusturmustur.
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Sekil 5.70. AChE'nin aktif bolgesindeki 2j bilesiginin iki boyutlu etkilesim modu (PDB ID: 4EY7).
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Sekil 5.71. AChE'nin aktif bolgesindeki 2j bilesiginin ii¢ boyutlu etkilesim modu (PDB ID: 4EY7).

Enzimin aktif bolgesindeki inhibitor ve Onemli kalintilar, sirasiyla yesil ve gri ile
renklendirilmis tiip modeli ile sunulmaktadir.

Sekil 5.72 ve Sekil 5.73’te gortldiigii gibi, 2| bilesiginin benzofuran halkasi,
Trp286 amino asidinin indol halkasi ile ii¢ m—m etkilesimi sergilemistir. Fenil halkasi,
Tyr341'in fenil halkasi ile bir n—n etkilesimi olusturmustur. 2-(dimetilamino)etil yan
zincirinin nitrojeni, Trp86'nin indol halkas1 ile bir katyon-r etkilesimi olusturmustur ve

Glu202'nin hidroksi grubu ile bir tuz kopriisii olusturmustur.
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Sekil 5.72. AChE'nin aktif bélgesindeki 21 bilesiginin iki boyutlu etkilesim modu (PDB ID: 4EY7).
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Sekil 5.73. AChE'nin aktif bdlgesindeki 21 bilesiginin ii¢ boyutlu etkilesim modu (PDB ID: 4EY7).

Enzimin aktif bolgesindeki inhibitér ve 6nemli kalintilar sirasiyla mor ve gri ile renklendirilmis
tiip modeli ile sunulmustur.

Sonug olarak tiim aktif bilesikler AChE i¢in 6nemli baglar olan Trp286 ve Trp86
ile etkilesime girmistir. Allil substitlientini tasiyan iki bilesik (2d ve 2j) ayrica Phe295
ile hidrojen baglari olusturmustur. Allil igeren bilesikler karsilastirildiginda, benzofuran
iceren tlrev (2d) Tyr72 ile bir n—=n etkilesimi gostermistir. Bu bulgu ayn1 zamanda iki
bilesik arasindaki aktivite farkini da desteklemektedir. 2-(dimetilamino)etil subtittentini
(2f ve 2l) tasiyan bilesikler ayrica Glu202 ile bir tuz kopriisii olusturmustur. Bu tuz
koprusi, 2-(dimetilamino)etil yan zincirinin amin grubu tarafindan olusturulmustur. Bu
slibtitlientin aktiviteye katkisi agikga goriilmektedir. Bu iki bilesik karsilastirildiginda
benzofuran igeren tirevinin (2f) Phe295 ile hidrojen bagi olusturdugu goriilmiistiir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Alzheimer hastaligi, diinyadaki en yaygin norodejeneratif hastaliklardan biridir.
Radikal bir tedavinin olmamasi ve artan vaka sayisi, farmasotik kimyacilari bu alanda
arastirma yapmaya tesvik eden sebepler arasindadir. AChE'nin yapisi incelendiginde, bu
enzimin periferik anyonik bolgesi ile etkilesebilmesi i¢in heterosiklik bir sisteme ihtiyac
duydugu gorilmistir. Bu galismada, AChE aktivitesi bilinen benzofuran ve onun
biyoizosteri benzotiyofen bu bolge ile etkilesime girebilecegi ongoriilerek segilmistir.
Salkon yapisinin bilinen birgok aktivitesinden dolay1 yapiya dahil edilerek aktivite
potansiyelinin artis gdstermesi beklenmistir.

Elde edilen bilesiklerin karakterizasyonlar1 IR, IH-NMR, 13C-NMR, HRMS
spektroskopik metodlari kullanilarak degerlendirilmistir. Elde edilen tirevlerin inhibitor
aktiviteleri in vitro Ellman metodu kullanilarak incelenmistir. Yapilan aktivite testleri
sonucunda elde edilen tlrevlerin higbiri BChE’ye kars1 inhibitor aktivite gdstermezken,
AChE'ye kars1 inhibitor aktivite sergilemislerdir. Allil stibtitlienti tasiyan tiirevleri (2d
ve 2j) ve 2-(dimetilamino)etil stbstitlienti tasiyan tiirevler (2f ve 2I), serideki en aktif
tirevler olarak on plana c¢ikmislardir. Aktif bulunan tiirevler AP plak agregasyon
inhibisyonu potansiyelleri incelenmek Uzere in-vitro testlere tabi tutulmuslardir. Yapilan
testler sonucunda 6zellikle 2-(dimetilamino)etil stibstitlienti (2f ve 2I) tasiyan tiirevler
inhibitor etkinlikleri ile dikkat ¢ekmislerdir. Bilesiklerin enzim aktif bdlgesi ile
baglanma modlar1 incelenmek Uzere in-siliko molekiiler doking ¢aligmalari
gerceklestirilmistir.  Yapilan  molekiiler doking caligmalar1  sonucunda  2-
(dimetilamino)etil stbstitientinin dogrudan katalitik anyonik bolgesinde etkilesim
olusturdugu gozlemlenmistir. Bu bilesiklerden (2f ve 2l), benzofuran halkasini igeren
tirev ek bir hidrojen bagi olusturmustur. Bu tlrevin, ICsp degeri donapezil ile
karsilastirildiginda ¢ok benzer diizeyde oldugu gézlemlenmistir.

Yapilan aktivite ve molekiiler modelleme c¢alismalart neticesinde, ileriki
calismalarda daha yliksek aktivite gosteren bilesiklerin elde edilebilmesi adina benzer
kimyasal yapili yeni bilesiklerin tasarlanmasi, sentezlenmesi ve aktivitelerinin

arastirilmasi hedeflenmektedir.

98



7. KAYNAKCA

[1]
[2]

[3]
[4]

[5]
[6]
[7]

[8]
[9]

[10]

[11]
[12]

[13]

[14]
[15]

[16]

[17]

Eroymak, S., Yigit, V. (2017). Alzheimer hastaliginin maliyet analizi. Journal
of Suleyman Demirel University Institute of Social Sciences, 29(4), 167-196.
Tiirkiye Istatistik Kurumu, Istatistiklerle Yaslilar,
https://data.tuik.gov.tr/Bulten/Index?p=Istatistiklerle-Yaslilar-2019-33712,
(Erisim tarihi:18.03.2020)

World Health Organization report 2021, https://www.who.int/news-room/fact-
sheets/detail/dementia (Erisim tarihi: 02.09.2021)

Jiang, X., Zhou, J., Wang, Y., Chen, L., Duan, Y., Huang, J., Liu, C., Chen, Y.,
Liu, W., Sun, H., Feng, F., Qu, W. (2020). Rational design and biological
evaluation of a new class of thiazolopyridyl tetrahydroacridines as cholinesterase
and GSK-3 dual inhibitors for Alzheimer's disease. European journal of
medicinal chemistry, 207, 112751.

Lane, C.A., Hardy, J., Schott, J.M. (2018). Alzheimer's disease. European
journal of neurology, 25 (1), 59-70.

Schneider, L.S. (1998). New therapeutic approaches to cognitive impairment.
Journal of clinical psychiatry, 59 (11), 8-13.

Calis, U., Aytemir, M. (2019). Alzheimer Tedavisinde Kullanilan ilaglar.
Farmasotik ve Medisinal Kimya 1, 978-975-491-489-4, 646-654 Hacettepe
Universitesi Basimevi, Ankara

Sener, M., Tekin, H.H. (2020). Sosyal Belediyecilik Baglaminda Yash Bakim ve
Alzheimer Giindiiz Yasam Merkezleri. Geriatrik bilimler dergisi, 3(3), 138-146.
Ali Giir, Z.D. (2009). Alzheimer Hastaligi, T. Goksoy (Ed.), Noérolojik
rehabilitasyon: Sinir sistemi hastaliklarinda, tan: ,tedavi ve rehabilitasyon, 125-
171,Ytice Yayinlari, Ankara.

Adali, A., Yiriin, A., Koger-Giimiisel, B., Erkekoglu, P. (2020). Alzheimer
hastaliginin gelisiminde biyolojik ajanlarin olasi etkileri. Journal of Faculty of
Pharmacy of Ankara University, 44 (1), 167-187.

Huang, L.-K., Chao, S.-P., Hu, C.-J. (2020). Clinical trials of new drugs for
Alzheimer disease. Journal of biomedical science, 27 (1), 1-13.

Armstrong, R.A. (2013). What causes alzheimer's disease? Folia
neuropathologica , 51 (3), 169-188.

Imhof, A., Kovari, E., von Gunten, A., Gold, G., Rivara, C.B., Herrmann, F.R.,
Hof, P.R., Bouras, C., Giannakopoulos, P. (2007). Morphological substrates of
cognitive decline in nonagenarians and centenarians: a new paradigm? Journal
of the neurological sciences, 257 (1-2), 72-79.

Reisberg, B. (1985). Alzheimer's disease update. Psychiatric annals, 15(5), 319-
322.

Oztiirk, G.B., Karan, M.A. (2009). Alzheimer hastaliginin fizyopatolojisi. Klinik
gelisim, 22 (3), 36-45.

Fisher, A. (2008). Cholinergic treatments with emphasis on m1 muscarinic
agonists as potential disease-modifying agents for Alzheimer's disease.
Neurotherapeutics, 5 (3), 433-442.

Biran, Y., Masters, C.L., Barnham, K.J., Bush, A.l., Adlard, P.A. (2009).
Pharmacotherapeutic targets in Alzheimer's disease. Journal of cellular and
molecular medicine, 13 (1), 61-86.

99



[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

Morris, M.C., Evans, D.A., Bienias, J.L., Tangney, C.C., Bennett, D.A.,
Aggarwal, N., Schneider, J., Wilson, R.S. (2003). Dietary fats and the risk of
incident Alzheimer disease. Archives of neurology, 60 (2), 194-200.

Maigler, K.C., Buhr, T.J., Park, C.S., Miller, S.A., Kozlowski, D.A., Marr, R.A.
(2021). Assessment of the Effects of Altered Amyloid-Beta Clearance on
Behavior following Repeat Closed-Head Brain Injury in Amyloid-Beta
Precursor Protein Humanized Mice. Journal of neurotrauma, 38 (5), 665-676.
Seneff, S., Wainwright, G., Mascitelli, L. (2011). Nutrition and Alzheimer's
disease: the detrimental role of a 