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OZET

Yeni Benzotiyazol Tiirevlerinin Sentezi ve Alzheimer Hastaligina Kars1 Enzim Inhibitor

Etkilerinin Arastirilmasi

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

Alzheimer hastalig1 genellikle davranigsal semptomlar ile bilissel ve fiziksel islev
kaybi ile karakterize ilerleyici ve nedeni bilinmeyen oliimciil bir demans tiirtidiir.
Plaklarin olusumuna yol acan 3 amiloid protein agregasyonu, norofibriler yumaklara
(NFY) vyol acan tau proteinlerinin hiperfosfarilasyonu, sinaptik yetmezlik ve
norotransmitterlerin  tikenmesi, mitokondriyal disfonksiyon ve oksidatif stres
mekanizmalart AH'nin néropatolojik bulgular olarak tahmin edilmektedir. Cesitli AChE
inhibitorleri AH nin semptomatik tedavisinde kullanilmaktadirlar.

Bu calismada; benzotiyazol tlirevi 14 bilesik sentezlenmistir. Elde edilen
bilesiklerin analizi; IR, H-NMR, C-NMR ve Mass spektroskopik yéntemleri analiz
bulgulart ile aydinlatilmistir. Elde edilen bilesiklerin kolinesteraz ve monoaminoksidaz
(MAO) enzimleri iizerindeki inhibisyon etkisi aragtirilmigtir. Sentezlenen bilesiklerin
hicbiri butirilkolinesteraz (BChE) enzimi lizerinde énemli bir aktivite gostermemistir.
Fakat 4a, 4d, 4f, 4h, 4k ve 4m kodlu bilesikler; AChE ve MAO-B enzimleri Uzerinde
kayda deger etki gostermislerdir. Ayrica yiiksek etkinlik gosteren bu bilesiklerin A plak
agregasyonu lizerindeki inhibe edici etkisi de aragtirilmistir.

Tez kapsaminda AChE ve MAO-B enzim aktif yorelerinin yapist molekdler
modelleme ¢alismalar1 ile aydmlatilmigtir. Segilen bilesikler igin docking caligsmalari
yapilarak enzim aktif bolgesi ile baglanma noktalar1 tespit edilmistir. AChE ve MAO-B
enzim aktif bolgeleri ile en gucli etkilesimin 4f kodlu bilesik ile gozlendigi ortaya
konmustur.

Anahtar Sozcukler: Benzotiyazol, Alzheimer, Monoaminoksidaz, Asetilkolinesteraz,

Docking.



ABSTRACT

Synthesis of Novel Benzothiazole Derivatives and Investigation of Enzyme Inhibitory

Effects Against Alzheimer's Disease

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

Alzheimer’s Disease (AD) is a progressive and fatal form of dementia of unknown
cause, characterized by loss of cognitive and physical function, often with behavioral
symptoms. [ amyloid protein aggregation leading to plaque formation,
hyperphosphorylation of tau proteins causing neurofibrillary tangles (NFY), synaptic
insufficiency and depletion of neurotransmitters, mitochondrial dysfunction and
oxidative stress mechanisms are predicted as neuropathological findings of AD. Various
ACNhE inhibitors are the main stay drugs for the clinical management of AD.

In this study; 14 compounds derived from benzothiazole 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 and monoamineoxidase (MAO) enzymes was investigated. None of the
synthesized compounds showed significant activity on butyrylcholinesterase (BChE)
enzyme. But 4a, 4d, 4f, 4h, 4k and 4m coded compounds; showed a remarkable effect
on AChE and MAO-B. In addition, the inhibitory effect of highly active compounds on
AP plaque aggregation was also investigated.

Within the scope of the thesis, the active sites of AChE and MAO-B enzymes have
been clarified as structures by molecular modeling studies. For the selected compounds,
docking studies were performed and the enzyme active site and binding points were
determined. It was revealed that the strongest interaction with AChE and MAO-B enzyme
active sites was observed with the 4f coded compound.

Keywords: Benzothiazole, Alzheimer, Monoamineoxidase, Acetlycholinesterase,

Docking.



TESEKKUR
19/01/2022

Tez c¢alisgmamin her asamasinda yardim, yOnlendirme, tavsiye ve
bilgilendirmeleriyle destegini, emegini, ilgisini ve anlayisim1 hi¢ eksik etmeyen tez
danismanim Prof. Dr. Yusuf OZKAY ’a; yogun ¢alismalaria ragmen zaman ayirip tezim
konusunda yardimlarin1 esirgemeyen degerli hocam Prof. Dr. Zafer Asim
KAPLANCIKLI’ya, yasamimda ve tezimde takildigim sorunlarda ¢oziimler sunarak
yardimci1 olup, tezimin her asamasinda bana yol gosteren sevgili hocalarim Dog. Dr.
Begiim Nurpelin SAGLIK’a ve Aras. Gor. Dr. Derya OSMANIYE’ye, laboratuvar
calismalarim sirasinda bana yardime1 olan kiymetli hocam Ogr. Gor. Serkan LEVENT e,
6grenim hayatim boyunca tizerimde emegi gegen, eczaciliga ve hayata dair bir¢ok katkida
bulunan diger tiim hocalarima tesekkiirlerimi sunarim.

Hayatim boyunca maddi ve manevi desteklerini her an yanimda hissettigim, sevgi
ve inanglariyla giiven veren, haklarini asla 6deyemeyecegim annem Fatma KARACAya,
bu yolculuga basladigimda en buyiik destekcim olsa da bedenen aramizdan ayrilmis olan
ama fikirleri zihnimde yer etmis ve beni hala izledigine inandigim merhum babam Levent
KARACA’ya, bana her kosulda moral veren yiliziimii giildiiren kardesim Hilal
KARACA'’ya, yasamimda ve tez asamamda nazimi ¢eken, kuskusuz giivenebilecegim ve
problemler karsisinda beni her turli destekleyen, hayatimin sonuna kadar yanimda

olmasini istedigim arkadasim Alper CIMIK e tiim kalbimle tesekkiir ederim.



ETIiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

19.01.2022

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢calisma oldugunu; calismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak {izere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu ¢aligma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakcada yer verdigimi; bu calismanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi”nda tarandimi ve
hicbir sekilde “intihal i¢ermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢alismamla
ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikabilicek

tiim ahlaki ve hukuki sonuglari kabul ettigimi bildiririm.

Sevval KARACA
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1. GIRIS VE AMAC

Alzheimer hastaligi (AH) ilerleyici bir nérodejeneratif hastaliktir ve demansin 6nde
gelen nedenidir [1]. AH’da, nérodejeneratif lezyonlar ve eslik eden anormal
ndrotransmisyon nedeniyle beynin normal isleyisi engellenmektedir [2]. Patofizyolojik
acidan AH, norotransmitter sistemlerinin bozulmasi, amiloid beta (AB) ve tau
proteinlerinin toplanmasi, oksidatif stres, derin noéroinflamasyon ve diger birgok patolojik
degisiklik ile karakterize norodejeneratif bir hastaliktir. Hastaliktan etkilenen ana
norotransmitter sistemi, kolinerjik sistemdir ve donepezil, rivastigmin ve galantamin
kolinesteraz inhibitorii olarak islev goren ilaglardir. N-metil-D-aspartik asit (NMDA)
reseptorlerinin antagonisti ve dolayisiyla glutamaterjik sistemin modiilatorii olan
kolinesteraz inhibitorleri (ChEI) ve memantin, AH icin mevcut tedavi seceneklerini
olusturmaktadir. Bu ilaglarin ortak kusuru, siirli etkinlikleridir ve birka¢ semptomu
iyilestirirken hastaligin ilerlemesini durduramamaktadirlar. Bunun nedenlerinden biri, bu
ilaglarin “tek ilag-bir hedef” paradigmasina gore gelistirilmis olmalar1 olabilir. AH gibi
cok faktorli hastaliklarin etkili tedavisi ¢ok islevli ligandlar (¢oklu hedefe yonelik
ligandlar) araciligiyla miimkiin olabilir. Birkag aktiviteyi tek bir molekiilde birlestiren bu
tir ligandlar, birka¢ ilacin birlikte uygulanmasindan kaynaklanan potansiyel olarak
tehlikeli etkilesim riskini azaltir ve su anda medisinal kimyacilar arasinda biiytik ilgi
gormektedir [3]. Amiloid patolojisi, tau patolojisi, kolinerjik veya diger ndrotransmiter
eksiklikleri, oksidatif stres veya biyometal dishomeostaz gibi belirli bir hastalik
mekanizmasina yonelik yirmi yillik sonugsuz ilag kesfi ¢abalar1 s6z konusudur. Bu
karmasik ¢ok faktorlii hastalik oniimiizdeki siirecte de ¢oklu anahtar AH hedeflerinin
veya patolojik olaylarin eszamanli modiilasyonunu saglayan ¢ok hedefli ilaglarin/ilag
kombinasyonlarinin gelistirilmesini igerecektir. Farkli farmakoforlarin hibridizasyonu ile
cok hedefli bilesiklerin tasarimi, son on bes yilda iistel bir biiyiime yasamistir ve ¢ok
yogun aragtirmalarin odak noktasidir [4]. Bu baglamda, bu ¢alismada, potansiyel ChE ve
MAOQO enzim inhibisyon aktiviteleri ve enzimlerin aktif bolgelerine baglanma 6zellikleri
g6z oniinde bulundurularak; benzotiyazol ve piperazin halka sistemlerini ayni1 kimyasal
yapida igeren, on dort yeni bilesigin tasarimi, sentezi ve bilesiklerin biyolojik

aktivitelerinin arastirilmasi hedeflenmistir.



2. KAYNAK BILGISI
2.1. Alzheimer Hastahgi
2.1.1. Alzheimer hastaliginin tanim

Alzheimer hastaligit (AH) bilis, davranis ve fonksiyonel durumu etkileyerek
kademeli olarak ilerleyen ndrodejeneratif bir hastalik olarak ilk defa 1907 yilinda Alois
Alzheimer tarafindan tamimlanmustir [5]. AH, hastalar1 ve ailelerini etkileyen, yasa bagh
kronik bir hastaliktir [6]. AH, yaslilar arasinda en sik goériilen demans tirudir [4].
Demansin en yaygin nedeni olan AH, beyin hiicrelerinin 6liimii, ilerleyici hafiza kayb1 ve
bilissel islev bozuklugu ile karakterizedir [7]. Su anda diinya ¢apinda 30 milyondan fazla
insan AH'dan muzdariptir [8]. Diinya Saglik Orgitii (WHO)'ne gére, diinya genelinde
>35,6 milyon insan AH ile yasamaktadir. Bu sayinin 2030'da 65,7 milyona; 2050'de 115,4
milyona ¢ikabilecegi tahmin edilmektedir [9]. Giderek yaslanan bir niifusa yonelik
demografik egilimle birlikte, bu yasa bagli bozuklugun 6niimiizdeki yillar i¢in 6ngdriilen
prevalans rakamlari gergekten endise vericidir ve etkili bir tedavi veya durdurma
yetenegine sahip bir ila¢ olmadig siirece 6liim ve ekonomik yiik gibi diger yakindan

iliskili faktorler kaginilmaz olacaktir [4].

2.1.2. Alzheimer hastahi@inin belirtileri

Hastalarda bilissel gerileme kademelidir. Hastaligin tipik seyri hafizada azalma, dil
ve konusma sorunlari, zaman - mekén oryantasyon bozuklugu ve kisilik degisiklikleri ile
kendini gosterir. Bu semptomlara siklikla hiperaktivite, psikoz, depresyon, anksiyete,
agresyon, apati gibi ¢ok ¢esitli davranigsal ve psikolojik demans semptomlari, koopere
olamama, dalgin sekilde gezinme ve silrekli micadele hali eslik etmektedir ve bu gibi
durumlar Alzheimerli hastalarin ve bakicilarinin yasam kalitesini 6nemli 6l¢iide
kotiilestirmektedir [3]. Hastalar giderek artan bir sekilde kendileri ile ilgilenemez hale
gelirler. Tablo 2.1’de AH’nin evreleri gosterilmektedir.

Folstein ve digerleri tarafindan 1975’te gelistirilen Mini-Mental Durum
Degerlendirmesi (MMDD) testinde degerlendirilen alanlar; yonelim, kayit hafizasi,
dikkat-hesaplama, hatirlama ve lisandan olusmaktadir. MMDD’de zaman iginde
hastaligin siddetinde meydana gelen degisimi degerlendirmek i¢in baslangictaki iki veya
daha fazla bilis alaninda eksiklik Oykiisii olusturulmasina yardimci olabilmektedir.

Tedavi edilmeyen bir hastada, beklenen azalma yilda ortalama 2-4 puan arasindadir [10].



Tablo 2.1. AH 'nin evreleri

Evre Belirtiler

Hasta son olaylar1 hatirlamakta giicliik ¢eker. Finans yodnetimi,

) yiyecek hazirlama ve diger ev islerini yiiritme becerisi azalir. Tagit
Hafif (MMDD skoru 26-21) .

sirme sirasinda kaybolabilir. Zorlu gorevlerden kaginmaya

bagslayabilir.

Hasta giinliik yagsam aktivitelerinde yardima ihtiya¢ duyar. Zaman
(tarih, y1l, mevsim) ile ilgili sik sik sasirir. Son olaylar1 hatirlama
Orta (MMDD skoru 20-10) ciddi sekilde zayiflamistir. Gegmis yasamin bazi ayrintilari ile
ailesinin isimlerini unutabilir. Islev gérme becerisi giinden giine

dalgalanma gosterir.

Hasta konugma yiiriime ve kendi kendine beslenme becerilerini
Siddetli (MMDD skoru 9-0) kaybeder. Idrar ve feges kagirir. Haftada 7 giin, giinde 24 saat
bakim gerektirir.

(MMDD, Mini-Mental Durum Degerlendirme)

2.1.3. Alzheimer hastahi@imin nedenleri

AH'nin kesin nedeni belirsizligini korumaktadir ve AH patomekanizmasiyla ilgili
onemli miktarda veri hastaligin ¢ok faktorli yapisini gostermektedir [2]. Arastirmalarin
derinlesmesiyle, AP peptidi, a-sinliklein ve Tau gibi merkezi sinir sistemindeki (MSS)
baz1 spesifik proteinlerin anormal toplanmasi, ailesel genetik mutasyonlar ve gevresel
degisimin neden oldugu beyindeki lezyonlar gibi bircok patojenik mekanizma
tartisilmastir.

AH her y1l ¢ok sayida birey, topluluk ve saglik sistemi {izerinde biiyiik bir bedel
O0detmektedir. Bu nedenle, yeni terapotik stratejiler gelistirmek esastir. AP oligomerleri,
hiperfosforile Tau proteinleri, mitokondriyal disfonksiyon ve oksidatif stres gibi AH
patogenezinin hipotezleri mevcut olsa da hastaligin patogenezi hala belirsizdir. Bununla
birlikte, AH, cesitli konformasyonlarda AP agregatlarinin birikmesi, esas olarak
hiperfosforile edilmis Tau proteini tarafindan olusturulan filamentli intrandronal
inkltzyonlar ve sinaptik disfonksiyon ve noronal kayip ile karakterize edilebilmektedir
[1]. AH'da yer alan Onerilen molekiiler mekanizmalar arasinda “amiloid hipotezi”,
beyinde norotoksik AP oligomerlerinin birikmesinin AH patogenezinde anahtar
molekiiler olay oldugunu belirtir; bu birikim, yonlendirilmis tedaviler i¢in en umut verici
hedef olarak kabul edilmistir. Bu nedenle, son 20 yilda, AP iireten enzimleri inhibe
ederek, agregasyonu onleyerek veya AB'nin beyinden temizlenmesini artirarak hastalarda

AP monomerleri, oligomerleri, agregatlar1 ve plaklarimin seviyelerini azaltmak igin ¢aba
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sarf edilmektedir. Ne yazik ki, bu yaklasimlar klinik deneylerde kesin bir etkinlik
gostermede basarisiz olmustur. Son zamanlarda, bir AP antikoru olan aducanumab, ABD
Gida ve ilag Idaresi (FDA) tarafindan bir AB-temizleme tedavisi olarak AH igin
hizlandirilmis onay almistir. Amiloidi beyinden uzaklastirmanin, erken evre AH olan
kisilerde biligsel ve fonksiyonel diisiisii azaltmak icin makul oldugunu gosteren ilk
terapidir. Bu nedenle, AP peptitlerinin birikiminin, hastaligin herhangi bir semptomu
ortaya ¢itkmadan on yillar 6nce basladigi diisiiniildiiglinde, erken evre alzheimer hastalari
icin antiamiloid tedaviler uygulanabilir bir yaklagim olarak kabul edilmektedir. Ayrica,
cok sayida AP fibrilleri ve oligomerleri ndrotoksiktir; bu nedenle, toksik AP tiirlerinin
spesifik formlarinin hedeflenmesi, AH i¢in hastalik modifiye edici bir tedavi
saglayabilmektedir [7].

AH'na karst c¢ok islevli ligandlarin gelistirilmesinde kullanilan hedeflerin
cogunlugunda, kolinerjik sistem ve Ozellikle ChE’lar klinik olarak dogrulanmis bir
yaklasim olarak kabul edilir ve bircok arastirma projesinde yaygin olarak kullanilir.
Bilinen iki kolinesteraz, asetilkolinesteraz (AChE) ve butirilkolinesteraz (BChE)’dur.
AH'dan etkilenen beyinlerde, normal kosullar altinda ACh hidrolizinden sorumlu ana
enzim olan AChE miktar1 azalirken, BChE konsantrasyonu korunur, hatta
yiikselebilmektedir. AH'daki kolinerjik islev bozuklugunun kesin nedeni bilinmemekle
birlikte giderek artan sayida kanit, kolinerjik islev bozuklugu ile AP dahil olmak iizere
AH'min diger patofizyolojik Ozellikleri arasinda karmasik ve karsilikli etkilesimler
oldugunu ima etmektedir [3]. Bu alanda daha fazla teorik arastirma ve deneysel destek

hala eksiktir. Klinik asamada basariyla kullanilan birkag terapétik ilag vardir [6].

2.1.4. Alzheimer hastahi@inin tedavisi

AH'nin dramatik sosyoekonomik etkisinin doniim noktasi, su anda mevcut birkag
ilacin semptomatik etkilerinin Gtesine gecgerek, ndrodejenerasyonun altinda yatan
mekanizmalara vuran yeni ilaglarin kesfi olacaktir [4]. Son teknoloji tedaviler yalnizca
AH semptomlarin1 hafifletebilmekte, ancak AH'mi1 tamamen durduramamakta veya
iyilestirememektedir [8]. AH’na kars1 yeni terapdtik yaklagimlarin arastirilmasi acil bir
konudur. Bunun nedeni, mevcut tedavilerin ortak kusuru, AH'nin ilerlemesini
durduramamasi hatta yavaglatamamasi ve AH'dan muzdarip hasta sayisinin hala artmakta
olmasidir. AH hastalarinin bakim maliyetlerinin getirdigi biiyiik ekonomik etkinin

yaninda, AH'dan etkilenen bireylerin ¢ektigi ac1 ve yeterli bakimin saglanmasindaki



zorluklarla iligkili derin bir insani boyutu da vardir [3]. Uyku bozukluklari, dalgin sekilde
yurlime, idrar ve feges kagirma, ajitasyon ve agresyon miimkiinse davranigsal ve ¢evresel
miidehalelerle yonetilmelidir. Ornegin, hastanin dikkatini yeniden baska bir yone
yonlendirilmelidir, stres etkeni ve tetikleyiciler ortadan kaldirilmalidir. 11k tanida hasta
ve hasta bakicilari, hastaligin seyri, mevcut tedaviler, yasal kararlar, gerekli olacak yasam
bicimi degisiklikleri ve diger yasam kalitesi sorunlart konusunda egitilmelidirler.
Hastaligin farmakolojik tedavisinde ise gectigimiz on yillar boyunca AP, AHmin ilag
gelistirmesinde baskin bir rol oynamistir. Bununla birlikte, umut verici AP ile iliskili ilag
adaylarinin neredeyse tamami klinik deneylerde basarisizlik olarak bildirilmistir [8]. FDA
onayli klinik olarak AH tedavisi igin AChE inhibitorleri ve NMDA reseptor antagonisti
dahil dort ilag kullanilmaktadir. FDA tarafindan onayli, sinapslarda asetilkolin
diizeylerini artiran ve sinir iletimini artiran AChE inhibitorlerinden; donepezil,
rivastigmin, galantamin, takrin (piyasadan ¢ekilmistir) ve huperzin-A (Cin Ulusal Tibbi
Uriinler idaresi (National Administration of Medicinal Products - NMPA) tarafindan
onaylanmistir), NMDA reseptor antagonisti olan memantin hastaligin semptomlarini
gidermek i¢in giinlimiizde aktif olarak kullanilmaktadir [7]. AH icin piyasada bulunan
ilaglar yalnizca semptomlarin iyilestirilmesinde rol oynar ve biiylik Ol¢iide hastaya

bagimhdir. Bu ilaglarin yani sira “Aduhelm®”

(aducanumab), Biogen ve Eisai ilag
sirketleri tarafindan, AB'y1 hedefleyen bir antikor olarak piyasaya ¢ikmistir ve Haziran
2021'de FDA tarafindan hizlandirilmis onay yolu altinda onaylanmigtir. AH tedavisi icin
“varsayilan hastalik modifiye edici” mekanizmaya sahip ilk ilag olan Aduhelm®in FDA
onay1, makul derecede siiphecilik ve tartigsmalarla karsilanmistir. 2003'ten bu yana, baska
higbir “varsayilan hastalik modifiye edici” ila¢ veya AH i¢in yeni semptomatik tedavi
diizenleyici ila¢ onay almamistir. Mevcut AH tedavi hattinda 28'1 faz 111, 74'i faz II ve
24" faz I klinik denemelerinde olmak iizere 126 ajan bulunmaktadir. Arastirmalardaki
ilaglarin ¢ogu (%82,5), hastalik modifikasyonu amaciyla AH'nin altinda yatan biyolojiyi
hedef almaktadir. AH’daki ilag gelistirmede basarisizliginin bir¢ok agiklamasindan biri,
klinik faz I seviyesine ulasan ila¢ kesif yaklasimlarinda yeni kimyasal molekiillerin
eksikligidir [1].

AH'nin beyindeki patolojik dzellikleri, Ap peptid kiimelerinden ve hiperfosforile
edilmis Tau proteininden olusan NFY’den olusan senil plaklardir. AP birikimi

semptomlarin baglamasindan yaklasik 20 yi1l 6nce basladigindan, AH'nin ilk tetikleyicisi

olarak kabul edilebilmektedir. AP, amiloid oncii proteinin (APP) iki aspartik proteaz, 3



sekretaz (BACE1, APP pargalama enzimi 1) ve y-sekretaz tarafindan boliinmesiyle
tiretilir. BACE1 boliinmesi AP iiretiminin hiz smirlayict adimi oldugundan, BACE1
inhibisyonunun AH tedavisi olarak AP ve senil plaklari azaltmasi beklenir. 8 cesitli
BACE]1 inhibitorii bildirilmistir, bunlardan bazilar1 klinik ¢alismalarda incelenmistir,
Ornegin lanabecestat (AZD3293), verubecestat (MK-8931), elenbecestat (E-2609),
atabecestat (JNJ-54861911). Ancak heniiz terapétik bir ajan mevcut degildir [11].
Bununla birlikte, MAO enzimi , B-sekretaz ve y-sekretaz aktivitesini artirmaktadir.
Dolayisiyla MAO inhibitorleri kullanilarak amiloid plaklarin olusumu, Sekil 2.1°de
gosterildigi gibi kisitlanabilmektedir[12].
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Sekil 2.1. AB plak olusumu[13]

2.1.5. Kolinesteraz enzimi ve inhibitorleri

AH’nin kesin nedeni hala belirsizdir. Izoprenoid degisimi ve tau, amiloid, kalsiyum
ve kolinerjik hipotezler 6ne siiriilmiistiir. Kolinerjik hipotez ¢ok dikkat ¢ekmistir ve
arastirmacilar, AChE’1in AH i¢in en umut verici hedef olduguna inanmaktadir. Beyinde,
norotransmitter ACh hafiza eksiklikleri ile iliskilidir, bu nedenle normal bir ACh
seviyesinin korunmasi, sinaptik boslukta kolinerjik sinyallerin iletilmesi i¢in g¢ok
onemlidir. AChE'nin ana fizyolojik islevi ACh’i hidrolize etmektir. AChE inhibitorleri,

ACh’in normal etkilerini surdirmek igin hidrolizini dnlemekten sorumludur. Sonug



olarak, yiiksek AChE inhibe edici aktiviteye, diisiik toksisiteye ve yan etkilere sahip yeni
bir AChE inhibitorleri bulmak 6nemlidir [9].

Bir nérotransmitter olarak ACh’i kullanan kolinerjik néronlar her yerde bulunur ve
O0grenme ve hafiza dahil olmak iizere ¢esitli yiiksek beyin islevlerinde yer almaktadir.
Kortekse ve hipokampusa yansirlar ve esas olarak bazal 06n beyinden
kaynaklanmaktadirlar. AH nin sirastyla erken ve geg evrelerindeki hastalar, onemli bazal
on beyin disfonksiyonu ve kolinerjik noron kaybi gostermektedir. Bu tiir kolinerjik
eksiklikler, ACh’i artirarak veya postsinaptik bolgelerdeki ACh reseptoriiniin agonistik
aktivasyonu ile farmakolojik potansiyel olarak giderilebilmektedir. AChE inhibitorleri
yalnizca semptomatik rahatlama saglasa da bilissel bozukluk, AH ve Parkinson hastalig1
(PH) igin birinci basamak tedaviler olmaya devam etmektedir. Bu nedenle, ilag gelistirme
icin AChE inhibitérlerinin arastirilmasi devam etmektedir. AChE'nin enzimatik cebi, yeni
inhibitorlerin tasarimi i¢in hedeflenen ayirt edici ve iyi ¢alisilmis bir yapidir. AChE'nin
periferik ve katalitik alanlar1 2 uzaysal bolgede bulunur. Buna gore, etkilerini daha
verimli bir sekilde uygulamak i¢in bu bolgeleri ayn1 anda baglamak Uzere birkag hibrit ve
dimerik molekiil tasarlanmistir. Takrin, donepezil ve huperzin-A gibi mevcut AH ilaglar
ile antioksidanlar1 ve flavonoidleri dahil etme stratejileri bu amacla kullanilmistir. Bu
nedenle, bu dimerizasyon stratejisinin kullanilmasinin AChE inhibitorlerinin potensini ve

Ozgiilligiini artirmasi beklenmektedir [14].

2.1.5.1. Donepezil

Donepezil, 1-indanon iskelesinden (CoHgO) tiiretilen bes iiyeli bir siklik ketondur.
AH’na bagli demansi tedavi etmek i¢in klinik olarak bir AChE inhibitori olarak
kullanilir. MSS’nin Kolinerjik noéronlarinin kaybi, biligsel bozulmanin siddeti ile
iligkilidir. Donepezil, ACh’in hidrolizini 6nleyen AChE enzimini baglar ve geri
dontistimlii  olarak etkisiz hale getirir ve kolinerjik sinapslarda artan ACh
konsantrasyonlarina neden olur ve gelismis bilis ile bazi semptomlari iyilestirir [15].
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Sekil 2.2. Donepezil Ilacimn Kimyasal Yapist



2.1.5.2. Rivastigmin

Rivastigmin hem AChE’1 hem de BChE’1 inhibe eden bir kolinesteraz
inhibitoraddr. Oral rivastigminin etkinligi, 3000'den fazla Alzheimer hastasini ve 500
Parkinson hastasini iceren onemli klinik ¢alismalarda gosterilmistir. Rivastigmin kiigiik
bir molekildir (<400 Dalton). Hem lipofilik hem de hidrofiliktir. Bu o6zellikler,
rivastigminin deriden kan dolasimina ve kan-beyin bariyerinden de kolayca gegebilecegi

anlamina gelmektedir [16].

Sekil 2.3. Rivastigmin’in Kimyasal Yapisi

2.1.5.3. Galantamin

Donepezil ve rivastigmin su anda AChE enzimini hedefleyen hafif- orta dereceli
AH tedavisi i¢in kullanilan FDA onayl iki ilagtir. Ancak her ikisinin de mide bulantisi,
ishal, istahsizlik, senkop, karin agris1 ve kusma gibi ¢esitli yan etkileri bulunmaktadir. Bu
nedenle bilim adamlari, bu ilaglardan ¢ok daha az yan etki ile daha fazla etkinlik
saglayabilecek daha etkili ajanlar aramaktadirlar. Dogal ajanlar genellikle sentetik
kimyasallardan daha giivenli oldugundan, bilim adamlar1 potansiyel anti-AChE ajanlar
icin dogal kaynaklara da odaklanmiglardir. Galantamin, Galanthus woronowii'den izole
edilen ve onaylanmis kimyasal ilaglarla birlikte AH tedavisi i¢in kullanilan bir ilagtir.

Ancak bu ilaglarin higbiri AH'nin ilerlemesini veya gelisimini durduramamaktadir [17].

Sekil 2.4. Galantaminin kimyasal yaptisi



2.1.5.4. Takrin

Takrin etkili bir AChE inhibitdridir ve daha 6nce AH tedavisi i¢in kullanilmustir.
Ancak takrin hepatotoksisite nedeniyle piyasadan ¢ekilmistir. Takrin, ¢oklu hedefe
yonelik ligandlarin gelistirilmesi i¢in bir 6ncii olarak kullanilabilir. Takrin bazli ¢oklu
hedefe yonelik ligandlarin gelistirilmesinde asagidaki yontemlere odaklanilabilmektedir:

1) Oncelikle serbest primer amin grubunu degistirerek hepatotoksisitenin
azaltilmasi,

2) Katalitik aktif bolge (CAS) ve periferik baglanma bolgesi (PAS) iizerinde ayni
anda etki ederek AChE inhibisyonunun yikseltilmesi,

3) Spesifik inhibitorleri baglayarak diger antialzheimer hedeflerinin dahil edilmesi

[18].
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Sekil 2.5. Takrinin kimyasal yapisi

2.1.5.5. Huperzin-A

Huperzin-A, Huperzia serrata isimli tibbi bitkinin kimyasal i¢eriginde bulunan
seskiterpen bir alkaloittir. Huperzin-A, AChE (stine kuvvetli ve selektif inhibitor
aktivitesinin kesfinden sonra sinir bilimcilerin dikkatini ¢ekmistir. Huperzin-A’nin
farmakolojik etkilerine ilisik preklinik c¢aligmalar bu alkaloidin B-amiloid protein,
hidrojen peroksit, staurosporin ve glutamat gibi ajanlarla ya da iskemi ile indiiklenmis
olan toksisiteye karst glcli noroprotektif etkilere sahip olduguna isaret etmistir. Elde
edilen bulgular, Huperzin-A’nin  AChE inhibitori, noroprotektif ve norogenezi
destekleyici aktiviteleri sebebiyle ¢oklu etki mekanizmasina sahip bir molekiil oldugu
goriisiinii dogurmustur. In vivo ¢alismalar Huperzin-A’nin ¢esitli deneysel modeller ile
indiiklenen kognitif bozukluklara karsi nootropik etkinlige sahip bulundugunu ortaya
koymustur. Klinik incelemelerden elde edilmis veriler de Huperzin-A’nin yashilik, AH,
serebrovaskiiler vaka veya psikotik rahatsizlik seklinde ¢esitli nedenlerden meydana
gelen biligsel bozukluklarin tedavisi i¢in etkili bir ajan olabilecegine isaret etmistir. GUclu
ve ¢ok yonlii etki potansiyeline ve diislik yan etki profiline ragmen Huperzin-A, AH’nin
semptomatik tedavisi i¢in sadece Cin Halk Cumbhuriyeti'nde NMPA tarafindan

ruhsatlandirilmistir. Huperzin-A’nin AH tedavisi i¢in zaten smirli sayida olan ilaglarin



arasina potent, giivenli ve diisiik maliyetli yeni bir alternatif olarak eklenebilmesi icin, bu
ajanin etkililigini ve uzun donem tedavinin giivenilirligini dogrulayacak iyi tasarlanmis

klinik arastirmalara gereksinim duyulmaktadir [19].

Sekil 2.6. Huperzin-A 'nin kimyasal yapis

2.1.6. Monoaminoksidaz enzimi ve inhibitorleri

Monoamin oksidazlar (MAQ'lar), farkli MSS bozukluklari i¢in bilinen bir ilag
hedefidirler. MAO'lar, dis mitokondriyal membrana bagli memeli flavoenzimleridir ve
katekolaminler ve serotonin katabolizmasindan sorumlu iki izoform A ve B'den (MAO-
A ve MAO-B) meydana gelmektedir. Her iki izoform da depresyon, alzheimer ve
parkinson gibi cesitli norolojik bozukluklarin etiyolojisinde rol oynar. Norepinefrin,
epinefrin ve dopamin, MAO-A i¢in tercih edilen substratlardir; bu izoform ayni zamanda
serotoninin parcalanmasint da katalize eder. Bu nedenle, hidrazin tiirevleri veya
moklobemid gibi MAO-A inhibitorleri, depresyonun farmakoterapisinde kullanilir [20].
MAO-A, serotonin ve norepinefrin igin daha yuksek bir afinite sergilerken, MAO-B
feniletilamin (PEA) tercih eder. Dopamin, triptamin ve tiramin metabolizmalari her iki
izoform tarafindan firetilse de dopamin esas olarak kemirgen beyninde MAO-A
tarafindan parcalanirken, MAO-B insanlarda dopamin metabolizmasindan sorumludur.
MAO-A, klorgilin tarafindan segici olarak inhibe edilirken MAO-B, selegilin (I-deprenil)
tarafindan inhibe edilir. Beyin nérotransmitter seviyeleri, PH ve AH dahil olmak lzere
cesitli norolojik hastaliklarin patolojisi ile iligkili oldugundan ve MAO, beyindeki bu
norotransmitterlerin diizenlenmesinde kritik bir rol oynadigindan, MAO izoformlar1 umut
verici ilag hedefleri olarak goriinmektedir [21].

Enzimin her iki formu da noronal apoptoz indikleyicileri olarak bilinen
metabolitler olan 3,4-dihidroksifenilglikolaldehit ve 3,4-dihidroksifenilasetaldehit
tiretiminde yer alir. MAO Kkatalizinin bir yan Uriini olan hidrojen peroksit (H20>),
mitokondride toksik reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumuyla ilgilidir; Selegilin (L-
deprenil) veya rasagilin gibi MAO-B inhibitérleri, katabolizmasini1 6nlemek ve merkezi

dopamin diizeylerini artirmak i¢in L-dopa ile kombinasyon halinde kullanilir. Hem
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MAO-A hem de MAO-B inhibitorleri, bu enzimler tarafindan iiretilen oksidatif stresi
azaltir ve genel noroprotektif etkiler gosterir [20]. Oksidatif stresin artmasina sebep olan

MAO-B enziminin inhibitori olan selejilin AH tedavisinde kullanilabilmektedir [22].
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Sekil 2.7. MAO katalizinin yan Grini olan H2O; 'nin ROS meydana getirmesiyle AH 'na neden olmasi[13]

2.1.6.1. Selejilin

Selejilin, deprenilin molekulinin R-(-)-izomeridir. Deprenil ilk olarak psisik bir
enerji verici olarak sentezlenmistir, antidepresan etkileri icgin test edilmis ve daha sonra
1960'larda geri doniisii olmayan bir MAO inhibitorii olarak nitelendirilmistir. Daha sonra
selejilin olarak adlandirilarak daha gicli MAO inhibitorii olarak tanimlanmistir. 1968'de
Johnston, enzimin heterojen oldugunu ve klorjilin tarafindan daha giiglii bir sekilde inhibe
edilen izoformun MAO-A olarak adlandirildigini kesfetmistir. Selejilin, antidepresan
aktiviteden yoksundur. Tercihen MSS’deki dopamin yikimini azalttigi i¢in 1975 yilindan
itibaren PH’ nin tedavisinde 6nem kazanmistir. Selejilin'in oksidatif stresi azaltabildigi ve
norotoksin olan 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridinin (MPTP) dopamin tlketen
etkisini Onleyebildigi bulunmustur. Sekil 2.8’de gosterildigi lizere MAO-B’nin MPP*
olusturmastyla mitokondrideki Complex-1’i inhibe edilir. Bu inhibisyon ROS uretimine

ve oksidatif strese yol agar [23].
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Sekil 2.8. MPTP toksisitesinde MAO-B inhibitdrlerinin hedefi

AH'da MAO-B aktivitesinin artt1g1 bildirilmistir. Onceki calismalar, 6zellikle A
plaklarinin yakinindaki reaktif astrositlerde MAO-B aktivitesinin arttigini bildirmistir.
Ancak daha yakin tarihli bir ¢alisma, MAO-B seviyesinin sadece astrositlerde degil, ayni
zamanda frontal korteks, hipokampus CA1 bdlgesi ve entorinal korteksteki piramidal
noronlarda da arttigini bildirmistir. MAO-B inhibitorleri, oksidatif deaminasyonu inhibe
ederek noronal hasar1 azaltabilmektedir. MAO-B inhibisyonunun oksidatif stresi ve
norodejenerasyonu azaltacagi ve boOylece potansiyel olarak AH'nin ilerlemesini

geciktirecegi beklenmektedir [24].

NP

Sekil 2.9. Selejilin’in kimyasal yapisi

2.1.7. Alzheimer tedavisinde arastirilan diger ilaglar

Calismalar, 6strojen kullaniminin demansi1 6nlemede veya tedavi etmede rolii
oldugunu desteklememektedir. E vitamini AH’nin 6nlenmesi i¢in arastirilmaktadir fakat
tedavisi i¢in Onerilmemektedir. Yan etkilerinin siklig1 ve tedaviyi destekleyici kanit
bulunmamas: nedeniyle AH’nin tedavisi veya Onlenmesinde non-steroidal anti-
inflamatuar ilaglar ya da prednizon 6nerilmemektedir. Statin ilaglar ile ilgili caligmalar
AH’nin Onlenmesinde veya tedavisinde Onemli bir yarar gdstermemistir. NMDA

reseptéri antagonisti memantin, orta ve siddetli AH i¢in endikedir [10].
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2.1.7.1. Memantin

Memantin, normal sinaptik iletimi etkilemeden kanali gegisli olarak bloke eden,
diisiik afiniteli, rekabet¢i olmayan bir NMDA reseptor antagonistidir. Memantin, klinik
oncesi modellerde uyusturucu bagimliligin1 azaltma yetenegi kanitlanmig benzersiz bir
glutamaterjik ilagtir. FDA tarafindan orta ila siddetli AH nin tedavisi i¢in onaylanmaistir.
Memantinin etkinligi ayrica saglikli bireylerde bir noro-gelistirici bilesik olarak ve
migren bag agrisi, noropatik agri, fibromiyalji, tek kutuplu depresyon, sizofreni, bipolar
bozukluk ve obsesif kompulsif bozukluk gibi cesitli noropsikiyatrik bozukluklarin
tedavisi icin de test edilmistir [25]. Karaciger tarafindan metabolize edilmez ve esas
olarak idrarla degismeden atilir. Bobrek yetmezligi olan hastalarda doz ayarlamasi
yapilmalidir. Genellikle iyi tolere edilebilse de konstipasyon, konflizyon, bag donmesi ve
bas agris1 gibi yan etkileri gbzlenebilmektedir [10]. Klinik ortamda memantin, Alzheimer
hastalarinin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. NMDA aracili nérotoksisiteyi,
iltihab1 ve AH semptomlarini azalttig1 gosterilmistir. Birgok ¢alisma, memantinin, hayvan
modellerinde primer enfarktiisii azalttigini ve fonksiyonel sonucu iyilestirdigini
gostermistir [26].

NH,

Sekil 2.10. Memantin’in kimyasal yapisi

2.2. Antikolinesteraz Aktivite Calismalarina Konu Olmus Benzotiyazol TUrevleri

Demir Ozkay ve digerleri (2012) yaptiklari ¢alismada bir seri benzotiyazol tiirevleri
sentezleyip antikolinesteraz aktivitelerini degerlendirmiglerdir. Yapilan enzim aktivite
testi sonucunda sentezlenen Dbilesiklerden  2-[2-[4-(4-Metilbenzil)piperazin-1-
il]asetilamino]benzotiyazol bilesiginin I1Cs0=0.061 £ 0.0044 uM degeri ile 6nemli AChE

inhibitor aktivitesine sahip oldugu goriilmiistiir [27].

Ly

Sekil 2.11 2-[2-[4-(4-Metilbenzil)piperazin-1-il]asetilamino]benzotiyazol bilesigine ait kimyasal yapt

13



Keri ve digerleri (2013) yaptiklar1 ¢alismada bir seri benzotiyazol tiirevleri
sentezleyip antikolinesteraz aktivitelerini degerlendirmislerdir. Yapilan enzim aktivite
testi sonucunda sentezlenen bilesiklerden N-(4-(Benzo[d]tiyazol-2-il)fenil)-6-(1,2,3,4-
tetrahidroakridin-9-ilamino)hekzanamid bilesiginin ICso= 0.34 + 0.1 uM degeri ile
6nemli AChE inhibitor aktivitesine sahip oldugu goriilmiistiir [28].
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Sekil 2.12 N-(4-(Benzo[d]tiyazol-2-il)fenil)-6-(1,2,3,4-tetrahidroakridin-9-ilamino) hekzanamid bilesigine
ait kimyasal yapi

Mohsen ve digerleri (2014) yaptiklar1 ¢alismada bir seri benzotiyazol tiirevleri
sentezleyip antikolinesteraz aktivitelerini degerlendirmislerdir. Yapilan enzim aktivite
testi sonucunda sentezlenen bilesiklerden 2-((6-nitrobenzo[d]tiyazol-2-il)amino)-2-
oksoetil 4-(2-(dimetilamino)etil)piperazin-1-karboditioat bilesiginin ICso= 4.27 = 0.76
uM degeri ile nemli AChE inhibitor aktivitesine sahip oldugu goriilmiistiir [29].

o ()
OZN/©::\>—N%|_\S—§:

Sekil 2.13 2-((6-nitrobenzo[d]tiyazol-2-il)amino)-2-oksoetil 4-(2-(dimetilamino)etil)piperazin-1-

karboditioat bilesigine ait kimyasal yapi

Parasuraman ve digerleri (2014) yaptiklar1 molekiiler yerlestirme ¢aligmalarinda
benzotiyazol turevleri eklenmis ¢ok hedefli liganlar kullanmislaridir. Yapilan doking
calismasi1 sonucunda bilesiklerden 1-(2-oksobditil)-3-(5-(3,5,6,7,8-pentahidroksi-4-okso-
4H-kromen-2-il)benzo[d]tiyazol-2-il)ure bilesiginin -7.5 degeri ile AChE’ye karsi
donepezile (-4.97), galantamine (-5.1), takrine (-4.3) ve rivastigmine (-2.64) yakin doking

skoruna sahip oldugu goriilmiistiir [30].
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Sekil 2.14 1-(2-oksobitil)-3-(5-(3,5,6,7,8-pentahidroksi-4-okso-4H-kromen-2-il)benzo[ d]tiyazol-2-il)re
bilesigine ait kimyasal yapt

Pejchal ve digerleri (2016) yaptiklar1 ¢alismada bir seri benzotiyazol turevleri
sentezleyip antikolinesteraz aktivitelerini degerlendirmislerdir. Yapilan enzim aktivite
testi sonucunda sentezlenen bilesiklerden Etil [(1R)-1-(6-floro-1,3-benzotiyazol-2-
il)etil]karbamat bilesiginin ICso= 6.06 £ 0.02 uM degeri ile dnemli AChE inhibitor, 1Cso=
20.11 = 0.08 uM degeri ile BChE inhibitor aktivitesine sahip oldugu goriilmiistiir. Bu
bilesik, ana bilesik olan rivastigminin (ICso =56.10 = 1.41 uM) AChE inhibe edici
potansiyelinden yaklasik dokuz kat fazla inhibisyon gostermistir [31].

0]
S\IH\N)J\O/\
H
O

Sekil 2.15 Etil [(1R)-1-(6-floro-1,3-benzotiyazol-2-il)etil]karbamat bilesigine ait kimyasal yapi

Demir Ozkay ve digerleri (2016) yaptiklar1 ¢aligmada bir seri benzotiyazol tiirevleri
sentezleyip antikolinesteraz aktivitelerini degerlendirmislerdir. Yapilan enzim aktivite
testi sonucunda sentezlenen bilesiklerden N-(5,6-dimethoksibenzo[d]tiyazol-2-il)-2-(4-
(2-(dimethilamino)etil)piperazin-1-il)asetamid bilesiginin ICso= 0.0462 + 0.004 puM

degeri ile onemli AChE inhibitor aktivitesine sahip oldugu goriilmistiir [32].

/OD:S}
NH
\O N/ }_\

Sekil 2.16 N-(5,6-dimethoksibenzo[d]tiyazol-2-il)—2-(4-(2-(dimethilamino)etil)piperazin-1-il)asetamid
bilesigine ait kimyasal yapt
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Hiremathad ve digerleri (2016) yaptiklar1 ¢alismada bir seri benzotiyazol tiirevleri
sentezleyip antikolinesteraz, MAO-A ve MAO-B aktivitelerini degerlendirmislerdir.
Yapilan enzim aktivite testi sonucunda sentezlenen bilesiklerden N-(1-(Benzo[d]tiyazol-
2-ilamino)-1-o0kso-3-(prop-2-iniltio)propan-2-il)-4-(6-kloro-1,2,3,4-tetrahidroakridin  9-
il-amino)butanamid bilesiginin ICso= 0.25 + 0.06 uUM degeri ile 6nemli AChE inhibitor
aktivitesine ve ICsop= 27.7 uM degeri ile MAO-A, 1Cs0= 85 uM degeri ile MAO-B

JI

inhibitor aktivitesine sahip oldugu goriilmiistiir [33].

Ory g s
Ay A
B NH

/
Cl N

Sekil 2.17 N-(1-(Benzo[d]tiyazol-2-ilamino)-1-okso-3-(prop-2-iniltio)propan-2-il)-4-(6-kloro-1,2,3,4-
tetrahidroakridin-9-ilamino)bltanamid bilesigine ait kimyasal yapt

Gurdal ve digerleri (2017) yaptiklar1 ¢alismada bir seri benzotiyazol turevleri
sentezleyip antikolinesteraz aktivitelerini degerlendirmislerdir. Yapilan enzim aktivite
testi sonucunda sentezlenen bilesiklerden N-(6-etoksibenzotiazol-2-il)-2-[4-(piridin-4-
il)piperazinil]asetamid bilesiginin ICso= 2.4+0.2 uM degeri ile 6nemli AChE inhibitor

aktivitesine sahip oldugu goriilmiistiir [34].

e

Sekil 2.18 N-(6-etoksibenzotiyazol-2-il)-2-[4-(piridin-4-il)piperazinil]asetamid bilesigine ait kimyasal
yapi
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Spilovska ve digerleri (2017) yaptiklar1 ¢ok hedefi takrin hibritleri sentezleyip
antikolinesteraz aktivitelerini degerlendirmislerdir. Yapilan enzim aktivite testi
sonucunda takrin-benzotiyazol tlrevi olarak sentezlenen bilesiklerden N-(3-
(benzo[d]tiyazol-2-il)propil)-6-((1,2,3,4-tetrahidroakridin-9-il)amino)hekzanamid
bilesiginin ICs0= 0.96 uM degeri ile 6nemli AChE inhibitor aktivitesine sahip oldugu

Sekil 2.19 N-(3-(benzo[d]tiyazol-2-il)propil)-6-((1,2,3,4-tetrahidroakridin-9-il)amino)hekzanamid

goriilmustiir [35].

bilesigine ait kimyasal yapt

Tripathi ve digerleri (2017) yaptiklari c¢aligmada bir seri 2-amino-6-
nitrobenzotiyazol tirevli hidrazonlar sentezleyip antikolinesteraz —aktivitelerini
degerlendirmislerdir. Yapilan enzim aktivite testi sonucunda sentezlenen bilesiklerden
N'-(5-kloro-2-oksoindolin-3-iliden)-2-(6-nitrobenzotiazol-2-ilamino)asetohidrazid
bilesiginin ICs0= 0.0035 +0.005 uM degeri ile donepezile (ICso= 0.021 + 0.01 uM) gore
~0.6 kat, takrine (ICso= 0.225 + 0.04 uM) gore ~6.43 kat daha gucli AChE inhibitor

aktivitesine sahip oldugu goriilmiistiir [36].

O M

Sekil 2.20 N'-(5-kloro-2-oksoindolin-3-iliden)-2-(6-nitrobenzotiazol-2-ilamino)asetohidrazid bilesigine

Cl

ait kimyasal yapi

Turan ve digerleri (2018) yaptiklar1 ¢alismada bir seri benzotiyazol tlrevleri
sentezleyip antikolinesteraz aktivitelerini degerlendirmislerdir. Yapilan enzim aktivite
testi sonucunda sentezlenen bilesiklerden 2-[(((4-(Dietilamino)bitil)amino)metil)tio]-N-
(5,6-dimetilbenzo[d]tiyazol-2-il)asetamid bilesiginin ICso= 15.26 uM degeri ile 6nemli
ACNhE inhibitor aktivitesine sahip oldugu goriilmiistiir [37].
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Sekil 2.21 2-[(((4-(Dietilamino)bdtil)amino)metil)tio]-N-(5,6-dimetilbenzo[d]tiyazol-2-il)asetamid
bilesigine ait kimyasal yapt

Rajeshwari ve digerleri (2019) yaptiklar1 ¢alismada bir seri 2-fenilbenzotiyazol
tlrevleri sentezleyip antikolinesteraz aktivitelerini degerlendirmislerdir. Yapilan enzim
aktivite testi sonucunda sentezlenen bilesiklerden 2-(4-(Benzo[d]tiyazol-2-il)-2-
metoksifenoksi)-N-(2-((6-kloro-1,2,3,4 tetrahidroakridin-9-il)amino)etil)asetamid
bilesiginin ICs0= 0.06 pM degeri ile onemli AChE inhibitor aktivitesine sahip oldugu
goriilmustiir [38].

Cl ~

Sekil 2.22 2-(4-(Benzo[d]tiyazol-2-il)-2-metoksifenoksi)-N-(2-((6-kloro-1,2,3,4 tetrahidroakridin-9-

il)amino)etil)asetamid bilesigine ait kimyasal yapi

Salehi ve digerleri (2019) yaptiklar1 ¢alisgmada bir seri benzotiyazol turevleri
sentezleyip antikolinesteraz aktivitelerini degerlendirmislerdir. Yapilan enzim aktivite
testi sonucunda sentezlenen bilesiklerden 4-(benzo[d]tiyazol-2-il)-1-benzilpiridinum
bromid bilesiginin ICso= 14 + 0.7 nM degeri ile 6nemli AChE inhibitor, ICso= 182 £+ 5.6
NnM degeri ile 6nemli BChE inhibitor aktivitesine sahip oldugu goriilmiistiir [39].

S Br
CLyOr
rad

Sekil 2.23 4-(benzo[d]tiyazol-2-il)-1-benzilpiridinum bromid bilesigine ait kimyasal yapi
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Zengin ve digerleri (2019) yaptiklar1 ¢alismada bir seri benzotiyazol tlrevleri
sentezleyip antikolinesteraz aktivitelerini degerlendirmislerdir. Yapilan enzim aktivite
testi sonucunda sentezlenen bilesiklerden 2-[4-(1H-benzimidazol-1-
il)fenil]benzo[d]tiyazol bilesiginin ICso= 46.84 = 1.77 UM degeri ile 6nemli AChE
inhibitor, 1Cso= 40.61 £ 1.59 UM degeri ile dnemli BChE inhibitor aktivitesine sahip
oldugu goriilmistiir [40].

O

Sekil 2.24 2-[4-(1H-benzimidazol-1-il)fenil]benzo[d]tiyazol bilesigine ait kimyasal yapt

Erdogan ve digerleri (2021) yaptiklari ¢alismada bir seri benzotiyazolon turevleri
sentezleyip antikolinesteraz aktivitelerini degerlendirmiglerdir. Yapilan enzim aktivite
testi  sonucunda  sentezlenen bilesiklerden  3-Metil-6-[3-(4-benzilpiperazin-1-
il)propanoil]benzotiyazol-2(3H)-on bilesiginin 1Cso= 0.34 £ 0.16 uM degeri ile 6nemli
ACNhE inhibitor aktivitesine sahip oldugu goriilmustiir [41].

/

OO O

Sekil 2.25 3-Metil-6-[3-(4-benzilpiperazin-1-il)propanoil]benzotiyazol-2(3H)-on bilesigine ait kimyasal
yapu

Nepovimova ve digerleri (2021) yaptiklari ¢alismada bir seri benzotiyazolon
tlrevleri sentezleyip antikolinesteraz aktivitelerini degerlendirmislerdir. Yapilan enzim
aktivite testi sonucunda sentezlenen bilesiklerden N*-(benzo[d]tiyazol-2-il)-N2-(6-kloro-
1,2,3,4-tetrahidroakridin-9-il)etan-1,2-diamin hidroklorid bilesiginin ICso= 4 + 0.3 nM
degeri ile onemli AChE inhibitor, 1C5=799 + 37 nM degeri ile BChE inhibitor
aktivitesine sahip oldugu goriilmiistiir. Bu bilesik, ana bilesik olan 6-klorotakrinin (ICso
=18 + 1 nM) inhibe edici potansiyelinin dort katindan daha fazla inhibisyon gostermistir
[42].
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Sekil 2.26 N!-(benzo[d]tiyazol-2-il)-N2-(6-kloro-1,2,3,4-tetrahidroakridin-9-il)etan-1,2-diamin
hidroklorid bilesigine ait kimyasal yapt

2.3. Monoaminoksidaz Enzim Aktivite Calismalarina Konu Olmus Benzotiyazol

Turevleri

Tripathi ve digerleri (2013) yaptiklar1 bir ¢alismada baz1 6-nitrobenzotiyazol iceren
semikarbazon tiirevi bilesikler sentezlemis ve MAO-B inhibitér etkinliklerini rapor
etmislerdir. Yapilan enzim aktivite test ¢alismalar1 sonucunda serideki en aktif bilesigin
ICso= 0.004 = 0.001 pM degeri ile 1-((4-Klorofenil)(fenil)metilen)-4-(6-
nitrobenzotiyazol-2-il)semikarbazit oldugu ve standart bilesik olarak kullanilan

selejilinden (1Cso= 0.020 £ 0.008 uM) daha iyi aktivite sergiledigi gosterilmistir [43].

NN
NN S
SRS

Sekil 2.27 1-((4-Klorofenil)(fenil)metilen)-4-(6-nitrobenzotiyazol-2-il)semikarbazit bilesigine ait
kimyasal yapt

Tripathi ve digerleri (2016) vyaptiklari calismada bir seri 2-amino-6-
nitrobenzotiyazol iceren uzatilmig hidrazon tiirevi sentezlemislerdir. Sentezlenen
bilesiklerin MAO-A ve MAO-B enzimlerini inhibe etme yetenekleri arastirilmistir.
Bilesik N’-(5-kloro-2-oksoindolin-3-iliden)-2-(6-nitrobenzotiyazol-2-ilamino)
asetohidrazid, 1Cso=0.0018 + 0.0003 uM degeri ile en yiiksek MAO-B inhibitor aktivitesi
gostermistir. Sentezlenen bilesikler arasindaki (E)-N'-(1-(4-bromofenil)etiliden)-2-((6-
nitrobenzo[d]tiyazol-2-il)amino)asetohidrazid bilesiginin, ICso= 0.42 £ 0.003 uM degeri
ile en aktif MAO-A inhibitorii oldugu bulunmustur [44].
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Sekil 2.28 N’-(5-Kloro-2-oksoindolin-3-iliden)-2-(6-nitrobenzotiyazol-2-ilamino)asetohidrazid bilesigine
ait kimyasal yapi

Br
e A
Sekil 2.29 (E)-N'-(1-(4-Bromofenil)etiliden)-2-((6-nitrobenzo[d]tiyazol-2-il)amino)asetohidrazid
bilesigine ait kimyasal yapt

Kaya ve digerleri (2016) yaptiklar1 bir ¢alismada 12 yeni benzotiyazol halkasi
iceren asetamit tiirevi sentezlemislerdir. Bilesiklerin MAO-A ve MAO-B enzimlerine
kars1 inhibe edici aktivitesi arastirilmistir. Yapilan enzim aktivite test caligsmalari
sonucunda serideki 2-((5-Klorobenzo[d]tiyazol-2-il)tiyo)-N-(4-florofenil)-N-(3-
nitrobenzil)asetamid bilesiginin 1Cso= 17.00 £ 0.89 uM degeri ile MAO-A enzimine
kars1, 1Cso= 2.95 *+ 0.09 uM degeri ile MAO-B enzimine kars1 en aktif bilesik oldugu
gosterilmigtir [45].

2

sy A,

Sekil 2.30 2-((5-Klorobenzo[d]tiyazol-2-il)tiyo)-N-(4-florofenil)-N-(3-nitrobenzil) asetamid bilesigine ait
kimyasal yapt

llgin ve digerleri (2017) yaptiklar1 bir calismada bir seri benzotiyazol turevi
bilesikler sentezlemisler ve MAO enzimleri (zerindeki inhibitér aktivitelerini
aragtirmiglardir.  Yapilan enzim aktivite test ¢alismalar1 sonucunda 2-((5-
Metoksibenzotiyazol-2-il)tiyo)-N'-((5-nitrotiyofen-2-il) metilen)asetohidrazit bilesigi,
ICs0=0.060 + 0.002 uM degeri ile Gnemli MAO-B inhibitor aktivitesi sergilemistir [46].
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Sekil 2.31 2-((5-Metoksibenzotiyazol-2-il)tiyo)-N'-((5-nitrotiyofen-2-il) metilen)asetohidrazit bilesigine
ait kimyasal yapi

Nam ve digerleri (2017) yaptiklar1 bir ¢alismada bir seri benzotiyazol tlrevi
bilesikler sentezlemisler ve MAO enzimleri (zerindeki inhibitoér aktivitelerini
arastirmiglardir. Yapilan enzim aktivite test ¢alismalar1 sonucunda 6-Floro-2-(1-metil-
1H-indol-5-il)benzo[d]-tiyazol bilesigi, ICso= 28 + 1 nM degeri ile 6nemli MAO-B
inhibitor aktivitesi sergilemistir [47].

Sekil 2.32 6-Floro-2-(1-metil-1H-indol-5-il)benzo[d]-tiyazol bilesigine ait kimyasal yapi

Turan ve digerleri (2020) yaptiklar1 bir c¢alismada bir seri benzotiyazol-
tiyazolilhidrazin tiirevi bilesikler sentezlemisler ve MAO enzimleri tUzerindeki inhibitor
aktivitelerini arastirmiglardir. Yapilan enzim aktivite test ¢alismalar1 sonucunda 2-((2-(2-
(4-(4-Nitrofenil)tiyazol-2-il)hidraziniliden)-2-feniletil)tiyo)benzotiyazol bilesigi, 1Cso=
0.095 £ 0.004 uM degeri ile 6nemli MAO-A inhibitor aktivitesi sergilemistir [48].

Sekil 2.33 2-((2-(2-(4-(4-Nitrofenil)tiyazol-2-il)hidraziniliden)-2-feniletil)tiyo)benzotiyazol bilesigine ait
kimyasal yap
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3. GERECLER
3.1. Kullanilan Maddeler

1-Metilpiperazin

1-Etilpiperazin

1-Allilpiperazin
1-(2-Propinil)piperazin
1-Izopropilpiperazin
1-[2-(Dimetilamino)etil]piperazin
1-[3-(Dimetilamino)propil]piperazin
3-Metoksianilin
4-(Klorometil)benzoik asit
Anilin

Asetik asit

Aseton

Asetonitril

Bromur

DMSO-ds

AChE-E.C.3.1.1.7, electric eel
BChE-E.C. 3.1.1.8, equine serum
Jelatin

Asetiltiyokolin iyodir (ATC)

Biitiriltiyokolin iyodir (BTC)

5,5’-Ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit) (DTNB) :

Sodyum bikarbonat
Potasyum dihidrojen fosfat

Dimetilsulfoksit

: Merck, Almanya

: TCI, Japonya

: Acros Organics, Almanya
: TCI, Japonya

: Acros Organics, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: VWR Chemicals, Fransa
: Fluka Chemika, Isvicre

: Sigma-Aldrich, Almanya
: Merck, Almanya

: Sigma, Almanya

: Sigma, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya
: Fluka, Almanya

: Fluka, Almanya

Sigma, Almanya

: Sigma, Almanya
: Sigma, Almanya

: Sigma, Almanya



Donepezil

Takrin

Monoamine Oxidase-A human
Monoamine Oxidase-B human
Horseradish Peroksidaz
Ampliflu ™ Red

Triamin

Moklobemid

Selejilin

Beta Amyloid 1-42 (AB42) Ligand Screening

Assay kit

PBS

Etanol

Etil asetat

Petrol eteri
Potasyum karbonat

Potasyumtiyosiyanat

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

: Sigma, Almanya

: Biovision, USA

: Gibco, Birlesik Krallik

: Merck, Almanya

: Carlo Erba Reagents, Fransa
: VWR Chemicals, Fransa

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Acros Organics, Almanya

Silikajel 60 F254 kapli aliiminyum ITK plag : Merck, Almanya

TEA
THF

Tiyonil klorur

: Merck, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya
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3.2. Kullanilan Cihazlar

Elektronik terazi

Erime derecesi tayin cihazi
Inkiibator

Infrared spektrofotometresi
Kiitle spektrometresi

Manyetik tabanli 1sitict karistiric
Nukleer manyetik rezonans spektrometresi
Steril kabin

Ultraviyole lambasi

Vorteks

Mikroplate okuyucu

Robotik pipetleme tablasi

25

: Shimadzu, Libror EB-330 HU, Japonya
: Mettler Toledo-MP90 Melting Point System
: Heraeus, Almanya

: Shimadzu-IR Affinity-1S, Japonya

: Shimadzu, LCMS-IT-TOF, Japonya

: Heidolph, MR 3003, Almanya

: Bruker, UltraShield 300 MHz, ABD

: Class Il TypeA2 (CHC-222A2-60), Kore
: Camag, Cabinet, Isvigre

: Wisemix, Kore

: BioTek-Synergy H1 ABD

: BioTek-Preccision XS, ABD



4. YONTEMLER
4.1. Sentez Calismalari
4.1.1. 4-(Klorometil)benzoil klortr sentezi (Yontem A)
4-(Klorometil)benzoik asit (10 g) SO2Cl (10 mL) igerisinde ¢oziilmiistiir ve elde
edilen reaksiyon karisim1 geri ¢eviren sogutucu altinda 1sitilmistir. Reaksiyon bitimi ITK

ile tayin edildikten sonra SO2Cl, algak basing altinda uzaklastirilip kalan bakiye

kazinarak alinmistir.

Cl SO,Cly/A Cl
HO . Cl

o o}

Sekil 4.1. 4-(Klorometil)benzoil klorur sentezi

4.1.2. 2-Aminobenzotiyazol turevlerinin sentezi (2a-2b) (Yontem B)

Anilin tarevleri (0.03 mol) asetik asit icerisinde ¢oziillmiistiir ve iizerine esdeger
miktarda potasyumtiyosiyanat (0.03 mol, 2.915 g) ilave edildikten sonra buz banyosuna
alimmustir. Asetik asit (10 mL) igerisindeki brom (0.04 mol, 2.015 mL) ¢6zeltisi reaksiyon
ortamina damla damla ilave edilmistir. Damlatma islemi bittikten sonra reaksiyon igerigi
25°C’de 12 saat boyunca karistirilmistir. Reaksiyon kontrolii ITK uygulamasi ile

saglanmistir. Reaksiyon icerigi buzlu suya dokiiliip kaynatilmistir ve ham {iriin siiziilerek

R1 KSCN/BFz/CH3COOH R1 S
NH
R D\NHZ i, Damlatma 0 °C, R Iji,\?_ 2

2 ii, 25 °C, 12h 2
(2a-2b)

alinmistir.

Sekil 4.2. 2-Aminobenzotiyazol tiirevlerinin sentezi

4.1.3. 4-(Klorometil)-N-(5,6-substitlebenzo[d]tiyazol-2-il)benzamid sentezi (3a-3b)
(Yontem C)

2-Aminobenzotiyazol tirevleri (0.03 mol) tizerine 10 mL THF ilave edilmistir ve

bu ¢ozeltiye TEA (0.04 mol, 5.408 mL) ilave edildikten sonra reaksiyon buz banyosuna

almmistir. THF (10 mL) icerisindeki 4-(klorometil)benzoil klortr (0.03 mol, 5.67 g)

cozeltisi reaksiyon ortamina damla damla ilave edilmistir. Damlatma islemi bittikten

sonra reaksiyon igerigi 25°C’de 5 saat boyunca karistirilmistir. Reaksiyon kontrolii iITK
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uygulamasi ile saglanmistir. THF alcak basing altinda ugurulduktan sonra ham {iriin su

ile yikanarak alinmistir ve etanolden kristallendirilmistir.

o} o) cl
R
R4 s TEA/THF 1 S >—©—/
e ° Pwat
N Cl R N

Ry i, Damlatma 0 °C 2
ii, 25 °C, 12h

(3a-3b)

Sekil 4.3. 4-(Klorometil)-N-(5,6-substitliebenzo[d]tiyazol-2-il)benzamid sentezi

4.1.4. Hedef bilesiklerin sentezi (4a-4n) (YontemD)

4-(Klorometil)-N-(5,6-substitliebenzo[d]tiyazol-2-il)benzamid (2 mmol) aseton
igerisinde ¢oziilmistiir. Cozeltiye uygun piperazin tirevi (2 mmol) eklendikten sonra
potasyum karbonat (0.276 g) katalizorliigiinde geri ¢eviren sogutucu altinda 1sitilmistir.
Reaksiyon igerigi 12 saat kaynatildiktan sonra ITK uygulamas ile reaksiyon kontrolii
saglanmigtir. Aseton algcak basing altinda ugurulmustur. Ham {iriin su ile yikanarak

alinmistir ve etanolden kristallendirilmistir.

/R3
N
Aseton Q
o) cl K,CO3 o} N
Rq S >—< >—’ /N Ry S >—< >~
I;[ )—NH * AN NRy j@[ )—NH
R, N A Ry N
(4a-4n)
Bilesik R1 R2 Rs Bilesik R1 R2 Rs
4a -H -H -CHs 4h -H -OCH3 -CH3
4b -H -H -CH,CH3 4i -H -OCHzs -CH.CH3
4c -H -H -CH,CH=CH; 4j -H -OCHj3 -CH,CH=CH
4d -H -H -CH,C=CH 4k -H -OCHzs -CH2C=CH
4e -H -H -CH(CHs3) 41 -H -OCHj3 -CH(CHz3);
4f -H -H -CH2CH2N(CHs), im -H -OCHj3 -CH2CH2N(CH3)2
49 -H -H -CH2CH,CH;N(CHa)2 4an -H -OCH;z  -CH2CH>CH2N(CHs),

Sekil 4.4 Hedef bilesiklerin sentezi

4.2. ITK Cahsmalari ve Rf Degerlerinin Saptanmasi

Sentez basamaklarinin hepsinde reaksiyonlarin kontroliinde ITK uygulamalarindan
yararlanilmistir. ITK ¢alismalarinda adsorban olarak slikajel 60 Fas4 kapli, 5Snceden uygun
cozlici 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
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hareketli fazlar igerisinde siiriiklenmesi saglanmistir. Plaklardaki lekelerin durumunun
belirlenmesinde ultraviyole 15181 (254 nm ve 366 nm) kullanilmistir. ITK uygulamalarma
gore reaksiyonlarin bitigsine ya da devamina karar verilmistir. Tez kapsamindaki sentez
basamaklarinin her birinde, ITK uygulamalarinda kullanilan uygun hareketli fazlarin,
farkli ¢6ziicli karisimlarinin se¢imi denemeler yapilarak belirlenmistir. Yontem A, B, ve
C’de sentezi gerceklestirilen maddelerin kontrolii i¢in uygun hareketli fazin petrol eteri :
etil asetat (3 : 1), yontem D’deki sentezin kontrolii i¢in uygun hareketli fazin petrol eteri

: etil asetat (1 : 1) olduguna karar verilmistir.

4.3. Erime Noktalarmin Tespiti

Elde edilen bilesiklerin erime noktalarinin (E.n) saptanmasinda Mettler Toledo-
MP90 Melting Point System erime derecesi tayin cihazi kullanilmigtir. Sentez maddeleri
bir ucu agik kapiller borulara 2 cm kadar konularak cihazin haznelerine 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 Spektrumlarinin Alinmasi

Elde edilen bilesiklerin *H-NMR spektrumlari, sentez iiriinlerinin dimetilstlfoksit-
ds (DMSO-de) icindeki cozeltilerinin, tetrametilsilana (TMS) kars1 Bruker 500 MHz

NMR spektrometresine uygulanmasi sonucu alinmastir.

4.6. 13 C-NMR Spektrumlarinin Alinmasi

Elde edilen bilesiklerin 3C-NMR spektrumlari, sentez iiriinlerinin dimetilstilfoksit-
ds (DMSO-de) icgindeki cozeltilerinin, tetrametilsilana (TMS) kars1 Bruker 100 MHz

NMR spektrometresine uygulanmasi sonucu alinmustir.
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4.7. Kiitle Spektrumlarinin Alinmasi

Bilesiklerin kiitle spektrumlari, numunelerin asetonitril i¢indeki c¢dzeltilerinden
LCMS-IT-TOF (Shimadzu, Kyoto, Japonya) cihazinda elektron sprey iyonizasyon (ESI)

iyonlastirma teknigi kullanilarak negatif ve pozitif modda alinmistir.

4.8. Biyolojik Aktivite Calismalari

Tez kapsaminda sentezi gercgeklestirilen bilesiklerin kolinesteraz, monoamin
oksidaz ve beta amiloid 1-42 (AB42) inhibisyon potansiyelleri arastirilmistir. Biyolojik
aktivite ¢alismalarinin her asamasinda Milipor, Milli-Q Synthesis A10 saflastirma
cihazindan elde edilen distile su kullanilmistir. Kullanilan biitiin ¢ozeltilerin taze
hazirlanmasmna ve hazirlandiktan sonra 1 hafta icerisinde tiiketilmesine Ozen
gosterilmistir. Enzim inhibisyon ¢alismasinda hazirlanan ¢ozeltilerin porsiyonlar halinde
ayrilmasi, test bilesiklerinin 96 kuyucuklu plakalara uygulanmasi, enzim substrat
cozeltilerinin ilave edilmesi islemlerinde BioTek-Precision Power (Amerika Birlesik
Devletleri) robotik pipetleme sisteminden yararlanilmistir. Enzim protokoliiniin
olusturulmasi, izlenmesi ve spektrofotometrik Ol¢timlerin alinmasi islemleri, BioTek-
Synergy H1 Microplate Reader (Amerika Birlesik Devletleri) cihazinda yapilmistir.

Bilesiklerin biyolojik aktiviteleri, 6ncelikle 6n tarama niteliginde olan 10~ ve 10*
M’lik iki konsantrasyonda %2’lik dimetilsiilfoksit (DMSO) igerisinde hazirlanarak
gergeklestirilmistir. Aktivite degerleri %0-100 araliginda inhibisyon seklinde

degerlendirilmistir.

4.8.1. Antikolinesteraz aktivite calismalar:

Tez kapsaminda sentezi gergeklestirilen bilesiklerin AChE ve BChE enzim

inhibitor aktiviteleri modifiye Ellman metodu ile arastirilmistir [49-60].

4.8.1.1. AChE ve BChE enzim soliisyonunun hazirlanmasi

Liyofilize haldeki AChE/BChE enzimini ¢ézmek ic¢in %]1’°lik jelatin ¢ozeltisi
hazirlanmistir. AChE/BChE enzimi jelatin ¢ozeltisinde 500 U/mL konsantrasyonda
hazirlanmistir. Enzim ¢ozeltisinden 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¢ozeltileri, aktivite caligmalarina baglamadan 6nce oda 1sisina
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getirilmis ve metod konsantrasyonu olan 2.5 U/mL’ye seyreltmek i¢in suyla 1.4 mL’ye

tamamlanarak kullanilmstir.

4.8.1.2. Asetiltiyokolin iyodir (ATC) cozeltisinin hazirlanmasi (0.075 M)

ATC (0.217 g) bir miktar suda ¢dziilmiis ardindan suyla 10 mL’ye tamamlanmustir.
Hazirlanan ¢d6zelti, kullanilincaya kadar 0.4 mL’lik kisimlar halinde -20°C’de

saklanmustir.

4.8.1.3. Butiriltiyokolin iyodiir (BTC) ¢ozeltisinin hazirlanmasi (0.075 M)

BTC (0.237 g) bir miktar suda ¢6ziilmiis ardindan suyla 10 mL’ye tamamlanmustir.
Hazirlanan ¢o6zelti, kullanilincaya kadar 0.4 mL’lik kisimlar halinde -20°C’de

saklanmustir.

4.8.1.4. 5-5-Ditiyobis(2-nitrobenzoik asit) (DTNB) soliisyonunun 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 tamamlanmistir. Hazirlanan

¢ozelti, kullanilincaya kadar 3 mL’lik kisimlar halinde -20°C’de saklanmustir.

4.8.1.5. Fosfat tamponunun hazirlanmasi (pH=8.0)

Potasyum dihidrojen fosfat (13.61 g), 1 L suda ¢6ziilmiistiir. Hazirlanan ¢ozeltinin
pH’s1 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 ¢ap1 olan tek kullanimlik
filtrelerden siiziilerek kullanima hazir hale getirilmistir. Hazirlanan ¢6zelti, kullanilincaya

kadar 4°C’de saklanmustir.

4.8.1.6. Inhibitor bilesiklerin ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Antikolinesteraz aktivite ¢calismalarinda sentezi gergeklestirilen bilesikler %2’lik
dimetilsiilfoksit (DMSO) icerisinde 102 ve 10* M konsantrasyonlarda hazirlanmistir.
Bilesikler oncelikle 102 M konsantrasyonda hazirlanmis daha sonra 1/10’luk seri

seyreltme ile 10 M konsantrasyona gegilmistir.
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4.8.1.7. AChE ve BChE inhibisyon ¢alismasi

Elde edilen bilesiklerin enzim inhibitor aktiviteleri 102 ve 10* M’lik iki
konsantrasyonda gerceklestirilmistir. Aktivite degerleri %0-100 araliginda inhibisyon
seklinde degerlendirilmistir.

Biyoaktivite ¢aligmalarinda kolorimetrik Ellman metodu modifiye edilerek enzim
inhibisyonu incelemesi yapilmistir. Test islemine baslamadan once biitiin ¢ozeltiler 20-
25°C’ye getirilmistir. Calismalarda 96 kuyucuklu plaklar kullanilmistir. Her bir hiicrede
140 pL fosfat tamponu, 20 pL enzim solisyonu, 20 pL inhibitor ¢ozelti, 20 uL DTNB
¢ozeltisi, 10 pnL ATC/BTC ¢ozeltisi olacak sekilde toplam 210 pL hacme ulagilmistir.
Cozeltiler, 96 kuyucuga da yetecek miktarlarda iki farkl: test ¢ozeltisi meydana getirecek
sekilde karistirilmistir. Birinci test ¢ozeltisi; 1 kuyucuk icin 70 pL fosfat tamponu, 20 pL
enzim ¢ozeltisi ve 20 uL. DTNB ¢ozeltisi, ikinci ¢ozelti ise; 1 kuyucuk icin 70 pL fosfat
tamponu ve 10 uL ATC/BTC ¢ozeltisi igerecek sekilde hazirlanmistir.

Oncelikle birinci test ¢dzeltisi 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 karigtirllmis daha sonra 25°C’de 15 dakika inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon siiresi bitiminde mikroplaka okuyucusu dispenser haznesinde
bulunan ikinci test ¢ zeltisinin her bir kuyucuga 80 uL olacak sekilde ilavesi saglanmustir.
Ikinci test ¢dzeltisi eklendikten sonra 30 saniyelik hizli bir karistirma islemi yapilmistir.
Bu asamada 412 nm’de birinci absorbans okumasi gerceklestirilmistir. Mikroplakalar,
reaksiyonun siirmesi i¢in 5 dakika daha karismaya birakilmis ve bu siire sonunda ikinci
absorbans okumasi yapilmuistir.

Iki okuma arasindaki absorbans farklari almarak asagidaki formiile (1) gére %

inhibisyon oranlar1 hesaplanmustir:

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

% Inhibisyon = AG)—AGB)) x 100 1)
B : Blank (Inhibitér bilesik ve substratin eklenmedigi kuyucuk)
K : Kontrol (Sadece inhibitor bilesigin eklenmedigi kuyucuk)
A(B) :Blank kuyucuguna ait absorbans okuma farki
A(K) :Kontrol kuyucuguna ait absorbans okuma farki
A(D) : Inhibitér maddelere ait absorbans okuma fark1

31



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

kullanilarak ¢izilen inhibisyon egrilerinden hesaplanmistir.

4.8.2. Monoamin oksidaz enzim aktivite calismalari

Tez kapsaminda sentezi gerceklestirilen bilesiklerin MAO-A ve MAO-B enzim
inhibitor aktiviteleri fluorometrik metod ile arastirilmistir [59-72].

Enzim inhibisyon deneyinde giinliik hazirlanan ii¢ farkli ¢dzelti kullanilmistir. Ilk
cozelti icin, sentezlenmesi tamamlanan sonu¢ bilesikleri ve referans bilesikler
hazirlanmistir. Enzim ¢6zeltileri icin rekombinant h(MAO-A (0.5 U/mL) ve rekombinant
hMAO-B (0.64 U/mL) enzimleri fosfat tamponu icinde c¢ozlndurulerek hacimleri 10
mL’ye tamamlanmistir. Son olarak da ¢alisma ¢ozeltileri: Horseradish Peroksidaz (200
U/mL, 100 uL), Ampliflu ™ Red (20 mM, 200 pL) ve tiramin (100 mM, 200 uL), fosfat
tamponu i¢inde ¢oziindiiriilerek hacmi 10 mL’ye tamamlanmustir.

Inhibitdr ¢dzeltilerinden (20 uL) ve hMAO-A (100 pL) veya hMAO-B (100 pL)
siyah renkli diiz tabanli 96 kuyucuklu mikro test plakasina konulmus ve 37°C'de 30
dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun sonunda ¢alisma ¢ozeltileri (100 pL) eklenerek
reaksiyon baglatilmistir. Bu karisim 37°C'de 30 dakika inkiibe edilmis ve her 5 dakikada
fliloresan (Ex/Em=535/587 nm) Ol¢iimi yapilmigtir. Kontrol deneyinde inhibitor
soliisyonu yerine %2’lik DMSO kullanilmistir. Inhibitdrlerin horseradish peroksidaz
uzerine inhibitdr etkisini kontrol etmek i¢in enzim sollisyonu yerine %3 H20, (20 mM)
kullanilarak paralel okuma yapilmistir. Blank, kontrol ve tiim inhibitdr konsantrasyonlari

dortlii tekrar seklinde yapilmis ve asagidaki denkleme (2) gore yiizde inhibisyonlar

hesaplanmaistir:
: als FCt,—FCty)—(FIt,—FIt
%Inhibisyon = (FCtz ~FCL)—(FItzFIt) o 100 (2)
FCt,—FCt,
FCt, : Kontroliin t; zamaninda 6l¢iilen fliioresansi
FCty : Kontroliin t; zamaninda 6lgiilen fliioresansi
Flt, : Inhibitériin t, zamaninda Slgiilen fliioresansi
Flt; : Inhibitériin t; zamaninda 6lgiilen fliioresansi

Bilesiklerin ICsg degerleri Microsoft Office Excel-2013 programinda non-lineer
regresyon analizinin sigmoid doz-yanit modeli kullanilarak ¢izilen inhibisyon

egrilerinden hesaplanmistir.
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4.8.3. Beta amiloid 1-42 (A B 42) inhibitor tarama calismalar

Deney prosediirii fluorometrik metoda dayanan “Beta Amyloid 1- 42 (Ap42)
Ligand Screening Assay” kit (BioVision, Milpitas, CA, USA) protokolii esas alinarak

olusturulmustur.

4.9. Molekiiler Modelleme Calismalar:

Tez kapsaminda sentezi gergeklestirilen bilesik serisi igerisinde AChE ve MAO-
B enzimleri {izerinde etkili bulunan bilesik 4f’nin ilgili enzim aktif bolgeleriyle olasi
baglanma ve etkilesim noktalarini belirlemek amaciyla yap1 temelli in silico docking
metodu uygulanmistir. Bu amagla AChE enzimi i¢in PDB: 4EY7 [73] ve MAO-B enzimi
icin PDB: 2V5Z [74] kristal yapilar1 Uzerinde protein-ligand etkilesim analizi
gerceklestirilmistir.

Kristal yapisi oncelikle Schrédinger Suite 2015 Update 2'de [75] yer alan Protein
Preparation Wizard protokolii uygulanarak docking ¢aligmalari igin hazir hale getirilmis,
OPLS 2005 kuvvet alan1 kullanilarak bag uzunluklari diizenlenmis, yiiklii amino asitlerin
tizerindeki atomlarin belirtilen ortam kosullarindaki olasi yiikleri otomatik olarak
belirlenmistir. Dock edilecek bilesikler LigPrep 3.8 [76] modull ile docking igin
hazirlanmistir. Glide 7.1 [77] ile grid olusturulmus ve yine ayni modiil kullanilarak single

precision (SP) ile docking islemi gerceklestirilmistir.
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5. BULGULAR ve TARTISMALAR
5.1. Sentez Calismalari

5.1.1. N-(benzo[d]tiyazol-2-il)-4-((4-metilpiperazin-1-il)metil)benzamid (4a)

S ave

Sekil 5.1. N-(benzo[d]tiyazol-2-il)-4-((4-metilpiperazin-1-il)metil)benzamid (4a)
Deneysel E.n: 145.3 - 148.9 °C. Verim: %87.
IR (ATR) Vmaks(cm™): 3055 (Aromatik C-H band1), 2958 (Alifatik C-H bandi),
1668 (C=0 gerilim bandi), 1456 (C=C gerilim band1), 871 (1,4-Dislbstitlie benzen
diizlem dig1 deformasyon bandi).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): 8 =2.14 (3H, s, -CH3), 2.36 (8H, y.s, piperazin),
352 (2H, s, -CHy-), 7.32 (1H, t, J= 4.03 Hz, benzotiyazol), 7.43-7.44 (1H, m,
benzotiyoazol), 7.46 (2H, d, J= 6.82 Hz, 1,4-disUbstitiebenzen), 7.77 (1H, d, J= 7.92 Hz,
benzotiyazol), 8.00 (1H, d, J= 7.56 Hz, benzotiyazol), 8.11 (2H, d, J= 8.26 Hz, 1,4-
disubstittiebenzen).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): & = 46.14, 53.04, 55.14, 62.01, 120.68, 122.16,
124.00, 126.56, 128.78, 129.23, 131.25, 132.00, 144.16, 148.81, 159.76, 166.42.

HRMS (m/z): [M+H]+ calcd for C22H22N20,: 367.1587; found: 367.1595.
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Sekil 5.2. Bilesik 4a’ya ait IR spektrumu
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Formula Predictor Report - BPS-1_158.Icd Page 10f 1

Data File: C:\LabSolutions\Data\Analiz\derya\BPS-1_158.Icd

Emt Val. Min Max Emt VeL| Min Mex Eimt (Val. | Min Max Emt Val Min Max Use Adduct
H 1 10 40 (o} 2 5 S 2 0 2 Ru 2 0 0 H
(o] 4 10 40 F 1 0 Cl 1 0 0 Pd 2 0 0
N 3 0 5 P 3 0 Br i 0 0 ! 3 0 0
Error Margin (ppm): 5 DBE Range: 5.0-15.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use MSn Info: yes
Max Isotopes: 3 Isotope RI (%): 1.00 Isotope Res: 9000
MSn Iso RI (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 150

Event#: 1 MS(E+) Ret. Time : 1.827 ->2.520 Scan# : 275 -> 379

9.000e5
8.000e5
7.000e5
6.000e5- o~
5.000e5
4.000e57
3.000e5
368.1636
2.000e57
1.000e54
0l L ; L, . . ; ; ,
100.0 200.0 300.0 400.0 500.0 600.0 700.0 800.0 900.0
M d region for 367.1595 m/z
367.1595
100.07
50.01
368,1636
369.1599
T — T T p ; T T T T
367.0 367.5 368.0 368.5 369.0 369.5 370.0 3705
C20 H22 N4 O S [M+H]+ : Predicted region for 367.1587 m/z
367.1587
100.07
50.01
368.1616
J 369.1584
367.0 3675 368.0 368.5 369.0 369.5 370.0 3705
Rank Score Formule (M) llon Mees.mvz  Pred.m/z Df. (mDs) Df. (ppm) ls0  DBE
1 97.05 C20H22N40 S [M+H]* 367.1595  367.1587 0.8 2.18 10000 12.0

Sekil 5.5. Bilesik 4a’ya ait kiitle spektrumu
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5.1.2. N-(benzo[d]tiyazol-2-il)-4-((4-etilpiperazin-1-il)metil)benzamid (4b)

Oy

Sekil 5.6. N-(benzo[d]tiyazol-2-il)-4-((4-etilpiperazin-1-il)metil)benzamid (4b)
Deneysel E.n: 149.9 - 151.9 °C. Verim: %85.
IR (ATR) Vmaks(cm™): 3064 (Aromatik C-H bandi), 2945 (Alifatik C-H bandi),
1668 (C=0 gerilim bandi), 1456 (C=C gerilim band1), 871 (1,4-Dislbstitlie benzen
diizlem dis1 deformasyon bandi).

IH-NMR (300 MHz, DMSO-de): & = 0.97 (3H, t, J= 7.14 Hz, -CHj3), 2.27-2.38
(10H, m, piperazin + -CH2-), 3.54 (2H, s, -CH>-), 7.33 (1H, t, J= 7.55 Hz, benzotiyazol),
7.43-7.46 (1H, m, benzotiyazol), 7.47 (2H, d, J= 7.95 Hz, 1,4-dislbstitiebenzen), 7.78
(1H, d, J=7.99 Hz, benzotiyazol), 8.01 (1H, d, J= 7.95 Hz, benzotiyazol), 8.11 (2H, d, J=
8.18 Hz, 1,4-disubstitliebenzen).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-dg): & = 12.45, 52.06, 52.82, 53.18, 62.03, 120.71,
122.19, 124.06, 126.60, 128.78, 129.24, 131.14, 131.97, 144.23, 148.77, 159.62,166.37.

HRMS (m/z): [M+H]+ calcd for C21H24N4OS: 381.1744; found: 381.1754.
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<
OV V77 T T T [ T T T T [ T T T T [T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
cm-1

Sekil 5.7. Bilesik 4b’ye ait IR spektrumu

39




sgssezessanas § 0 mamay o mus
SN | N \%

LW VLI SN g e \\.%,JL

12 1 10 9 8 7 4 3 2 1 ppm
~ o 2 5 X
ga8ese I -
Sekil 5.8. Bilesik 4bye ait 'H-NMR spektrumu
if 81 3 31 3 H
[ (I [N
|
iy . " ik lul'ul. VS S —— A ! __'m‘(w Y ' A
1 18 170 160 150 140 130 120 10 100 % & 70 6 S 40 3 2 10 ppm

Sekil 5.9. Bilesik 4b’ye ait *C-NMR spektrumu

40

S
o i e

Current Data Param
NAME

XPNO

RCCNO

Current Data Pa

RANE,
EX2NO
PROCNG

2
1
b




Formula Predictor Report - BPS-2_159.Icd Page 10of 1

Data File: C:\LabSolutions\Data\Analiz\derya\BPS-2_159.lcd

Max _Emt VoL Min Meax _Eimt | Val. Min Max _Eimt | Val| Min_ Max Use Adduct
(@) 2 0 5 S 2 0 2 Ru 2 0 H

F 1 0 0 Cl 1 0 0 Pd 2 0

P 3 0 0 Br 1| 0 0 | 3 0
Error Margin (ppm): 5 DBE Range: 5.0-15.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use MSn Info: yes
Max Isotopes: 3 Isotope RI (%): 1.00 Isotope Res: 9000
MSn Iso Rl (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 150

Event#: 1 MS(E+) Ret. Time : 1.920 -> 2.560 Scan# : 289 -> 385

1.200e6
1.100e6
1.000e6
9.000e57
8.000e5
7.000e54 381.[1754
6.000e5
5.000e5
4.000e5
3.000e5 382.1790
2.000e5
1.000e5

01— L . . T T T r
100.0 200.0 300.0 400.0 500.0 600.0 700.0 800.0 900.0

Measured region for 381.1754 m/z
381.1754

100.07

50.04

382.1790

383.1761

AN\
381.0 3815 382.0 3825 3830 3835 384.0 3845

C21H24 N4 O S [M+H]+ : Predicted region for 381.1744 m/z
381.1744

100.0q

50.04

382.1773

383.1743

381.0 3815 382.0 3825 383.0 3835 384.0 3845

Rank__Score Formula lon \
1 76.93 C21H24N40O S [M+H]+ \

381.1754)  381.1744

Sekil 5.10. Bilesik 4b’ye ait kiitle spektrumu
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5.1.3. 4-((4-allilpiperazin-1-il)metil)-N-(benzo[d]tiyazol-2-il)benzamid (4c)

(@) N
S

Sekil 5.11. 4-((4-allilpiperazin-1-il)metil)-N-(benzo[d]tiyazol-2-il)benzamid (4c)
Deneysel E.n: 150.1 - 152.3 °C. Verim: %81.
IR (ATR) Vmaks(cm™): 3072 (Aromatik C-H band1), 2941 (Alifatik C-H bandi),
1668 (C=0 gerilim bandi), 1456 (C=C gerilim bandi), 833 (1,4-Disubstitlie benzen
diizlem dis1 deformasyon bandi).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg): 6 =2.38 (8H, y.s, piperazin), 2.92 (2H, d, J= 6.36
Hz, -CHa-), 3.54 (2H, s, -CH-), 5.08-5.18 (2H, m, -CH>), 5.72-5.84 (1H, m, CH), 7.31
(1H, t, J= 4.03 Hz, benzotiyazol), 7.42-7.45 (1H, m, benzotiyazol), 7.46 (2H, d, J=8.24
Hz, 1,4-disubstitliebenzen), 7.76 (1H, d, J= 7.86 Hz, benzotiyazol), 7.99 (1H, d, J= 7.95
Hz, benzotiyazol), 8.11 (2H, d, J=8.25 Hz, 1,4-dislbstitliebenzen).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): & = 53.04, 53.15, 61.34, 62.04, 117.85, 120.61,
122.13, 123.88, 126.50, 128.78, 129.19, 131.52, 132.05, 136.08, 144.03, 148.89, 160.08,
166.59.

HRMS (m/z): [M+H]+ calcd for C22H24N40S: 393.1744; found: 393.1754.
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DOPNALAB

Item Value
Acquired Date&Time 10.12.2021 12:00:12
Acquired by System Administrator
Filename CAUsers\dopnalab\Desktopiderya\SEV VAL KARACABPS-31.ispd
Spectrum name BPS-31
Sample name BPS-3
Sample ID
Option
Comment
No. of Scans 15
Resolution 4 [em-1]
Apodization Happ-Genzel
%T
500
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
cm-1
] PS-31 —
100—
- _W
1 8L ]
o T N T
(o ™~ A b 8 \
75— D o F o | | rL | v
8 9 9 ™ o ™~ o™
] RN ¥ [ S © g |y
. 8 g | SY¥w L
& e - <« T O N~
- FTT 9 -
= N
0 2 §§
50— 2 N ™~
h —
25—
OV V77 T 7T 7 T T T T [ T T T T [T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
cm-1

Sekil 5.12. Bilesik 4c’ye ait IR spektrumu
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Formula Predictor Report - BPS-3_160.lcd Page 10of 1

Data File: C:\LabSolutions\Data\Analiz\derya\BPS-3_160.lcd

Emt VaL Min Max _Eimt Vel Min Mex _Eimt | Val. | Use Adduct
H 1 10 40 0] 2 0 5 S 2 H
C 4 10 40 F 1 0 0 Cl 1
N 3 0 5 P 3 0 0 Br 1
Error Margin (ppm): 5 DBE Range: 5.0-15.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use MSn Info: yes
Max Isotopes: 3 Isotope RI (%): 1.00 Isotope Res: 9000
MSn Iso Rl (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 150
Event#: 1 MS(E+) Ret. Time : 2.000 ->2.480 Scan# : 301 -> 373
2.000e6
1.800e64
1.600e6
1.400e64
1.200e64 393.(1754
1.000e64
8.000e5
60006 394.1782
4.000e57
415.1572
2.000e57
01— l. T T T T T T T
100.0 200.0 300.0 400.0 500.0 600.0 700.0 800.0 900.0
M d region for 393.1754 m/z
393.1754
100.07
50.04
394.1782
395.1754
Y ILIPNPON — Ll W, - . :
393.0 3935 394.0 394.5 395.0 395.5 396.0 396.5
C22 H24 N4 O S [M+H]+ : Predicted region for 393.1744 m/z
393.1744
100.04
50.04
394.1773
395.1745
393.0 3935 394.0 3945 395.0 3955 396.0 396.5
Score_Formula [lon Meas.m/z__ Pred. DBE
1 89.53 C22H24N40OS [M+H]+ 393.1754)  393.1744|

Sekil 5.15. Bilesik 4¢ 'ye ait kiitle spektrumu
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5.1.4. N-(benzo[d]tiyazol-2-il)-4-((4-(prop-2-in-1-il)piperazin-1-il)metil)benzamid
(4d)

Crya

Sekil 5.16. N-(benzo[d]tiyazol-2-il)-4-((4-(prop-2-in-1-il)piperazin-1-il)metil)benzamid (4d)

Deneysel E.n: 134.7 - 136.2 °C. Verim: %79.

IR (ATR) Vmaks(cm™): 3066 (Aromatik C-H band1), 2972 (Alifatik C-H bandi),
1670 (C=0 gerilim bandi), 1442 (C=C gerilim bandi), 871 (1,4-Disubstitlie benzen
diizlem dig1 deformasyon bandi).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & = 2.41 (4H, y.s, piperazin), 2.47 (4H, y.s.,
piperazin), 3.14 (1H, s, -CH), 3.25 (2H, s, -CHy), 3.54 (2H, s, -CHy), 7.31 (1H, t, J= 4.03
Hz, benzotiyazol), 7.43 (1H, y.s, benzotiyazol), 7.47 (2H, d, J= 7.63 Hz, 14-
distibstitliebenzen), 7.76 (1H, d, J= 7.89 Hz, benzotiyazol), 7.99 (1H, d, J= 7.96 Hz,
benzotiyazol), 8.11 (2H, d, J= 8.24 Hz, 1,4-dislbstitiebenzen).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds): & = 46.43, 51.60, 53.00, 61.97, 76.12, 79.86,
120.67, 122.14, 123.99, 126.56, 128.80, 129.21, 131.31, 132.00, 144.12, 148.79, 159.78,
166.47.

HRMS (m/z): [M+H]+ calcd for C22H22N4OS: 391.1587; found: 391.1599.
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DOPNALAB

Item Value
Acquired Date&Time 10.12.2021 12:02:06
Acquired by System Administrator
Filename C\sersidopnalab\Desktopiderya\SEVVAL KARACA\BPS-41.ispd
Spectrum name BPS-41
Sample name BPS-4
Sample ID
Option
Comment
No. of Scans 15
Resolution 4 [em-1]
Apodization Happ-Genzel
250—
%T |
0 |
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
cm-1
] BPS-41 —
100—
. _W l |
7 ™~ Vem S o~ HH
: S gq 8 bie d areg
75— 8 29 X% S an Y 08sx S
i ) N« B Y g0 - S50
© T 3% - ©
] 3 S5 2
50—
25—
L B e e L S B B IO S S O I B B B B I D B I B
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
cm-1

Sekil 5.17. Bilesik 4d ye ait IR spektrumu
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Formula Predictor Report - BPS-4_161.lcd Page 10of 1

Data File: C:\LabSolutions\Data\Analiz\derya\BPS-4_161.lcd

Eimt (VoL Min Max Eimt Val. Min Mex Eimt Vel Min Max Eimt Vel Min Meax Use Adduct
H 1 10 40 (6] 2 q 5 S 2 0 2 Ru 2 0 0 H
Cc 4 10 40 F 1 0 0 Cl 1 0 0 Pd 2 0 0
N 3 1 5 P 3 0 0 Br 1 0 0 | 3 0 0
Error Margin (ppm): 5 DBE Range: 5.0-15.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use MSn Info: yes
Max Isotopes: 3 Isotope RI (%): 1.00 Isotope Res: 9000
MSn Iso RI (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 150
Event#: 1 MS(E+) Ret. Time : 1.893 Scan# : 285
6.000e5
5.500e5
5.000e5
4.500e54
4.000e5 5 kg
3.500e5 ’
3.000e5
2.500e54
2.000e5
1.500e57 392.1641
1.000e5
5.000e4
00— l. | T T || T T T T T
100.0 200.0 300.0 400.0 500.0 600.0 700.0 800.0 900.0
Measured region for 391.1599 m/z
391.1599
100.04
50.0
392.1641
N . . . . - S
391.0 391.5 392.0 392.5 393.0 393.5 394.0 394.5
C22 H22 N4 O S [M+H]+ : Predicted region for 391.1587 m/z
391.1587
100.04
50.01
392.1616
393.1589
391.0 3915 392.0 3925 393.0 3935 394.0 3045
Rank _Score Formula (M) lon Meas.m/z  Pred.m/z Df.(mDs) Df.(ppm) Iso DBE
1 62.15 C22H22N40 S [M+H]+ 391.1599 391.1587 1.2 3.07 65.54 14.0

Sekil 5.20. Bilesik 4dye ait kiitle spektrumu
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5.1.5. N-(benzo[d]tiyazol-2-il)-4-((4-izopropilpiperazin-1-il)metil)benzamid (4e)

Crya

Sekil 5.21. N-(benzo[d]tiyazol-2-il)-4-((4-izopropilpiperazin-1-il)metil)benzamid (4e)
Deneysel E.n: 140.3 - 142.1 °C. Verim: %82.
IR (ATR) Vmaks(cm™): 3066 (Aromatik C-H bandi), 2968 (Alifatik C-H bandu),
1670 (C=0O gerilim bandi), 1456 (C=C gerilim band1), 871 (1,4-Dislbstitlie benzen
diizlem dis1 deformasyon bandi).

IH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): § = 1.07 (6H, d, J= 6.51 Hz, -CH3 + -CH3), 2.48
(4H, y.s., piperazin), 2.55 (1H, y.s., piperazin), 2.61-2.74 (1H, m, -CH), 3.54 (2H, s, -
CHy), 7.26-7.32 (3H, m, benzotiyazol), 7.40 (2H, d, J= 8.16 Hz, 1,4-disubstitliebenzen),
7.84-7.87 (1H, m, benzotiyazol), 7.96 (2H, d, J=8.29 Hz, 1,4-dislbstituebenzen).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-dg): & = 18.65, 48.60, 53.42, 54.45, 62.50, 120.64,
121.42, 123.92, 126.06, 127.93, 129.56, 130.68, 131.97, 144.26, 147.84, 159.68, 165.79.

HRMS (m/z): [M+H]+ calcd for C22H26N40S:395.1900; found: 395.1912.
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DOPNALAB

Item Value
Acquired Date&Time 10.12.2021 12:03:59
Acquired by System Administrator
Filename CMJsers\dopnalab\Desktop\derya\SEV VAL KARACAVBPS-51.ispd
Spectrum name BPS-51
Sample name BPS-5
Sample ID
Option
Comment
No. of Scans 15
Resolution 4 [cm-1]
Apodization Happ-Genzel
%T
500—
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
cm-1
| PS-51 —
100—
- —W
= o ©
] 3 w9 8 bid 5
0 © Q2 T 0 © - g N
754 o Q © @ A A NS
© a9 ¥ L | N gV RE-Y -
S « S g \ =255 |
~N =0 T L 0
1 © T-Yon 3
- T T 0% H
- }f_, N 0 (l?l7
- = TR =
o
50—
25—
O o e N A s S B s S O S s S S S s S S S B S EE S S B S B S S |
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
cm-1

Sekil 5.22. Bilesik 4e ye ait IR spektrumu
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Formula Predictor Report - BPS-5_162.lcd Page 10f 1

Data File: C:\LabSolutions\Data\Analiz\derya\BPS-5_162.lcd
Eimt Val. Min Max Elmt Val Min Max _Elmt Val. Min Max _Elmt Val. Min Max Use Adduct

H 1 10 40 o 2 0 5 S 2 0 2 Ru 2 0 0 H
(o] 4 10 40 F 1 0 0 Cl 1 0 0 Pd 2 0 0
N 3 1 5 P 3 0 0 Br 1 0 0 | 3 0 0
Error Margin (ppm): 5 DBE Range: 5.0- 15.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use MSn Info: yes
Max Isotopes: 3 Isotope RI (%): 1.00 Isotope Res: 9000
MSn Iso Rl (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 150

Event#: 1 MS(E+) Ret. Time: 1.987 -> 2.493 Scan# : 299 -> 375

200067
1.800e6
1.600€61
1.400e6
1.200e6 395.1912
1.000€6
8.000e5
6/00065] 396.1941
4.000e5
2.000e57
ol | L - : : : , :
100.0 200.0 300.0 400.0 500.0 600.0 700.0 800.0 900.0
M d region for 395.1912 m/z
395.1912
100.0-
50.04
396.1941
397.1913
| 08 Y. . - e N
395.0 395.5 396.0 396.5 397.0 397.5 398.0 398.5
€22 H26 N4 O S [M+H]+ : Predicted region for 395.1900 m/z
395.1900
100.0-
50.0-
396.1929
397.1902
395.0 395.5 396.0 396.5 397.0 397.5 398.0 398.5
Rank Score Formula (M lon Meas.m/z  Pred. m/z_ Df. (mDa) Df. (ppm) Iso  DBE
1 94.90 C22H26N4 O S [M+H]+ 3951912 395.1900 12 3.04 10000 12,0

Sekil 5.25. Bilesik 4e ye ait kiitle spektrumu
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5.1.6. N-(benzo[d]tiyazol-2-il)-4-((4-(2-(dimetilamino)etil)piperazin-1-
il)metil)benzamid (4f)

O N
N
Cr-d
S
Sekil 5.26. N-(benzo[d]tiyazol-2-il)-4-((4-(2-(dimetilamino)etil)piperazin-1-il)metil)benzamid (4f)
Deneysel E.n: 175.7 - 177.8 °C. Verim: %78.
IR (ATR) Vmaks(cm™): 3061 (Aromatik C-H bandi), 2941 (Alifatik C-H bandi),
1668 (C=0 gerilim bandi), 1456 (C=C gerilim band1), 848 (1,4-Dislbstitlie benzen

diizlem dis1 deformasyon bandi).

IH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & = 2.25 (6H, s, -CHs + -CHa), 2.46 (4H, y.s.,
piperazin), 2.48 (4H, y.s., piperazin), 2.89 (2H, s, -CH>), 2.96 (2H, s, -CH>), 3.54 (2H, s,
-CHy), 7.27-7.30 (2H, m, benzotiyazol), 7.37-7.40 (1H, m, benzotiyazol), 7.41 (2H, d,
J=8.30 Hz, 1,4-disubstitliebenzen), 7.84-7.87 (1H, m, benzotiyazol), 7.96 (2H, d, J=8.23
Hz, 1,4-distbstitiebenzen).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 6 = 45.90, 45.94, 53.03, 53.59, 56.65, 56.89,
62.45, 120.69, 121.42, 123.91, 126.04, 127.91, 129.50, 130.71, 132.02, 144.94, 147.94,
159.49, 165.68.

HRMS (m/z): [M+H]+ calcd for C23H20Ns0S: 424.2166; found: 424.2167.
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DOPNALAB

Item Value
Acquired Date&Time 10.12.2021 12:05:43
Acquired by System Administrator
Filename CAUsers\dopnalab\Desktopi\derya\SEV VAL KARACABPS-61.ispd
Spectrum name BPS-61
Sample name BPS-6
Sample ID
Option
Comment
No. of Scans 15
Resolution 4 [cm-1]
Apodization Happ-Genzel
%T
~—— ~
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
cm-1
] PS-61 —
100—
ot :W
] b S g |
Q — ks
75— S g -3 b & Llk
1 & =38 e | 8eB
N o FtL
- &Y S Ny B Ng
~02 | T 53|
B e —8q o T 207K~
vvg 0 o
7 -3 @ <
50— 8 2
al —
25—
L B o N LN B s By B s s s By O SO S Iy I B O B E B B S S B S B S |
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
cm-1

Sekil 5.27. Bilesik 4f 'ye ait IR spektrumu
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Formula Predictor Report - BPS-6_163.Icd Page 10of 1
Data File: C:\LabSolutions\Data\Analiz\derya\BPS-6_163.lcd
Eimt Val. Min Max Eimt Val. Min Max _Eimt Val. Min Max _Eimt Val. Min Max Use Adduct
H 1 10 40 [e] 2 0 5 S 2 0 2 Ru 2 0 0 H
(o] 4 10 40 F 1 0 0 Cl 1 0 0 Pd 2 0 0
N 3 2 5 P 3 0 0 Br q 0 0 | 3 0 0
Error Margin (ppm): 5 DBE Range: 5.0- 15.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use MSn Info: yes
Max Isotopes: 3 Isotope Rl (%): 1.00 Isotope Res: 9000
MSn Iso RI (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 150
Event#: 1 MS(E+) Ret. Time: 1.947 Scan# : 293
1.200e6
1.100e6
1.000e6
9.000e5
8.000e5
7.000e5 424 0167
6.000e5
5.000e5-
4.000e5
3.000e51 425.2201
2.000e54 426.2168
1.000e5- | I |
ol , 1191 ; ; ; , y
100.0 200.0 300.0 400.0 500.0 600.0 700.0 800.0 900.0
d region for 424.2167 m/z
424.2167
100.04
50.04
425.2201
426.2168
424.0 424.5 425.0 425.5 426.0 426.5 427.0 427.5
C23 H29 N5 O S [M+H]+ : Predicted region for 424.2166 m/z
424.2166
100.04
50.0
425.2194
426.2169
4240 4245 425.0 4255 426.0 4265 427.0 4275
Rank Score Formula (M lon Meas.m/z  Pred. m/z Df. (mDa) Df. (ppm) Iso DBE
1 98.87 C23H29N50 S [M+H]+ 424.2167 424.2166 0.1 0.24 9887 12.0

Sekil 5.30. Bilesik 4f’ye ait kiitle spektrumu
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5.1.7. N-(benzo[d]tiyazol-2-il)-4-((4-(3-(dimetilamino)propil)piperazin-1-
il)metil)benzamid (4g)

(@) N
Crd

Sekil 5.31. N-(benzo[d]tiyazol-2-il)-4-((4-(3-(dimetilamino)propil)piperazin-1-il)metil)benzamid (4g)
Deneysel E.n: 72.3-74.7 °C. Verim: %85.
IR (ATR) Vmaks(cm™): 3061 (Aromatik C-H band1), 2939 (Alifatik C-H bandi),
1681 (C=0O gerilim bandi), 1456 (C=C gerilim band1), 871 (1,4-Dislbstitlie benzen
diizlem dis1 deformasyon bandi).

IH-NMR (300 MHz, DMSO-de): § = 1.48-1.56 (2H, m, -CH2-), 2.13 (6H, s, -CHs3

+ -CHa), 2.20-2.27 (4H, m, piperazin), 2.35 (8H, y.s, -CHz- + -CH>- + piperazin), 3.52

(2H, s, -CH2-), 7.31 (1H, t, J= 7.57 Hz, benzotiyazol), 7.42-7.44 (1H, m, benzotiyazol),

7.45 (2H, d, J=8.11 Hz, 1,4-disubstitliebenzen), 7.76 (1H, d, J= 7.95 Hz, benzotiyazol),

7.99 (1H, d, J= 7.64 Hz, benzotiyazol), 8.11 (2H, d, J= 8.20 Hz, 1,4-disubstitliebenzen).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-dg): & = 24.67, 45.40, 53.17, 53.26, 56.35, 57.60,

62.04, 120.64, 122.15, 123.94, 126.54, 128.77, 129.23, 131.37, 132.01, 144.06, 148.84,
159.94, 166.51.

HRMS (m/z): [M+H]+ calcd for C24H31NsOS: 438.2322; found: 438.2333.
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Item Value
Acquired Date&Time 10.12.2021 12:07:39
Acquired by System Administrator
Filename C\sersidopnalab\Desktopiderya\SEV VAL KARACABPS-7 1.ispd
Spectrum name BPS-71
Sample name BPS-7
Sample ID
Option
Comment
No. of Scans 15
Resolution 4 [cm-1]
Apodization Happ-Genzel
%T
500—
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
cm-1
] BPS-71 —
100—
- :W
~ =1 cL |
S T 0 g ) Chd /)
75— o Q g g" & ] ANV oy N
= Po [} QO T
. N & z % ¥ee8s¢e5 |8
b S -0 % S
. eg8gg 2
. ~Y¥x® | /™~
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it 3 de 3
- A =
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25—
[0 e e e A B LN E B S B AL N B S B B B B By N S B E B B B B S |
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
cm-1

Sekil 5.32. Bilesik 49 'ye ait IR spektrumu
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Sekil 5.34. Bilesik 49 ye ait **C-NMR spektrumu
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Formula Predictor Report - BPS-7_164.lcd Page 10of 1

Data File: C:\LabSolutions\Data\Analiz\derya\BPS-7_164.lcd

Eimt Val. Min Max Eimt Val. Min Max Elmt Val. Min Max Eimt  Val. Min Max Use Adduct
H 1 10 40 [o} 2 0 5 S 2 0 2 Ru 2 0 0 H
C 4 10 40 F 1 0 0 cl 1 0 0 Pd 2 0 0
N 3 2 5 P 3 0 0 Br 1 0 0 | 3 0 0
Error Margin (ppm): 5 DBE Range: 5.0-15.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use MSn Info: yes
Max Isotopes: 3 Isotope RI (%): 1.00 Isotope Res: 9000
MSn Iso Rl (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 150
Event#: 1 MS(E+) Ret. Time : 1.640 -> 2.307 Scand# : 247 -> 347
1.800e6
1.600e6
1.400e6
1.200e5] 438.0333
1.000e6
8.000e5
6.000e5+ 439.2361
4.000e5
2.000e5 359{950
T T T l L ll T = T T T T
100.0 200.0 300.0 400.0 500.0 600.0 700.0 800.0 900.0
Measured region for 438.2333 m/z
438.2333
100.04
50.0
439.2361
440.2344
. T EE— . . T S
438.0 438.5 439.0 439.5 440.0 440.5 441.0 441.5
C24 H31 N5 O S [M+H]+ : Predicted region for 438.2322 m/z
438.2322
100.04
50.04
439.2351
440.2328
s - . . . N — S
438.0 438.5 439.0 439.5 440.0 440.5 4410 441.5
Rank Score Formula (M) lon __Meas.m/z  Pred. m/z_Df.(mDa) Df. (ppm) Iso  DBE
1 9164 C24H31N50S [M+H]+ 438.2333 438.2322 1.1 251 95.23 12.0

Sekil 5.35. Bilesik 4q ye ait kiitle spektrumu
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5.1.8. N-(5-metoksibenzo[d]tiyazol-2-il)-4-((4-metilpiperazin-1-il)metil)benzamid
(4h)

o) N
O N
~
T
S

Sekil 5.36. N-(5-metoksibenzo[d]tiyazol-2-il)-4-((4-metilpiperazin-1-il)metil)benzamid (4h)

Deneysel E.n: 136.7 - 138.9 °C. Verim: %85.

IR (ATR) Vmaks(cm™): 3062 (Aromatik C-H bandi), 2933 (Alifatik C-H bandi),
1662 (C=0O gerilim bandi), 1458 (C=C gerilim band1), 867 (1,4-Dislbstitlie benzen
diizlem dis1 deformasyon bandi).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): 8 = 2.31 (3H, s, -CH3), 2.47 (8H, y.s, piperazin),

3.54 (2H, s, -CH>-), 3.87 (3H, s, -CHs-), 6.86 (1H, d.d., J= 3.82 Hz, benzotiyazol), 7.20
(1H, d, J=8.89 Hz, benzotiyazol), 7.32 (1H, d, J= 2.51 Hz, benzotiyoazol), 7.41 (2H, d,
J= 8.27 Hz, 1,4-dislbstituebenzen), 7.95 (2H, d, J= 8.29 Hz, 1,4-dislbstitiebenzen).
13C-NMR (75 MHz, DMSO-de): & = 46.02, 52.91, 55.06, 55.99, 61.93, 105.09,
105.95, 113.32, 115.51, 118.52, 121.45, 128.71, 129.28, 144.13, 154.70, 156.69, 165.16.

HRMS (m/z): [M+H]+ calcd for C21H24N40-S: 397.1693; found: 397.1707.

62



DOPNALAB

Item Value
Acquired Date&Time 10.12.2021 12:13:56
Acquired by System Administrator
Filename CAUJsers\dopnalab\Desktopi\derya\SEV VAL KARACAWPS-12.ispd
Spectrum name MPS-12
Sample name MPS-1
Sample ID
Option
Comment
No. of Scans 15
Resolution 4 [cm-1]
Apodization Happ-Genzel
500
%T |
0 v r - . . .
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
cm-1
] MPS-12_ —
. |
%T | < 8 o L
o N 5 0
i § E£8ug
75— o ® 2 3
. N
50—
25—
o171 LN S o I B B E B B S S N H B S B
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
cm-1

63

Sekil 5.37. Bilesik 4hye ait IR spektrumu
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Sekil 5.39. Bilesik 4h’ye ait **C-NMR spektrumu
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Formula Predictor Report - MBS-1_166.lcd Page 10of 1

Data File: C:\L ions\Data\Analiz\derya\MBS-1_166.lcd
Eimt Val. Min Max _Eimt Val. Min Max _Eimt Val. Min Max _Eimt Val. Min Max Use Adduct
H 1 10 40 o 2 0 5 S 2 0 i Ru 2 0 0 H
C 4 10 40 F 1 0 0 Cl 1 0 0 Pd 2 0 0
N 3 2 5 P 3 0 0 Br 1 0 0 | 3 0 0
Error Margin (ppm): 5 DBE Range: 5.0-15.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use MSn Info: yes
Max Isotopes: 3 Isotope RI (%): 1.00 Isotope Res: 9000
MSn Iso Rl (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 150
Event#: 1 MS(E+) Ret. Time: 1.853 -> 2.413 Scan# : 279 -> 363
1.100e6
1.000e6+
9.000e5+
8.000e5-
7.000851 397.1707
6.000e5
5.000e5
4.000e51
3.000e5 398.1738
2.000e5 419.1527
1.000e5
~ 1000 200.0 300.0 400.0 500.0 600.0 700.0 800.0 900.0
Measured region for 397.1707 m/z
397.1707
100.04
50.04
398.1738
399.1698
0 T e ; ; r - ; ;
397.0 397.5 398.0 398.5 399.0 399.5 400.0 400.5
C21 H24 N4 02 S [M+H]+ : Predicted region for 397.1693 m/z
397.1693
100.04
50.04
398.1722
399.1693
- 397.0 397.5 398.0 3985 399.0 3995 400.0 400.5
Rank Score Formula (M) lon | Meas.m/z__Pred. miz_Df.(mDa) Df. (ppm) Iso DBE
1 79.91 C21H24N4 02S [M+H]+ | 397.1707 397.1693 1.4 352 85.29 12.0

Sekil 5.40. Bilesik 4h’ye ait kiitle spektrumu
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5.1.9. 4-((4-etilpiperazin-1-il)metil)-N-(5-metoksibenzo[d]tiyazol-2-il)benzamid (4i)

o N
O N
~
Ty
S

Sekil 5.41. 4-((4-etilpiperazin-1-il)metil)-N-(5-metoksibenzo[d]tiyazol-2-il)benzamid (4i)

Deneysel E.n: 129.8 - 130.9 °C. Verim: %87.

IR (ATR) Vmaks(cm™): 3064 (Aromatik C-H bandi), 2945 (Alifatik C-H bandi),
1660 (C=0O gerilim bandi), 1471 (C=C gerilim band1), 812 (1,4-Dislbstitlie benzen
diizlem dig1 deformasyon bandi).

IH-NMR (300 MHz, DMSO-de): & = 1.11 (3H, t, J= 7.17 Hz, -CHa), 2.41-2.48
(10H, m, -CHa2- + piperazin), 3.55 (2H, s, -CH>-), 3.87 (3H, s, -CH3-), 6.83 (1H, d.d., J=
3.63 Hz, benzotiyazol), 7.13 (1H, d, J= 8.83 Hz, benzotiyazol), 7.31 (1H, d, J=2.13 Hz,
benzotiyoazol), 7.40 (2H, d, J=7.96 Hz, 1,4-disUbstitiebenzen), 7.95 (2H, d, J= 8.00 Hz,
1,4-disubstitliebenzen).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds): & = 11.93, 52.31, 52.71, 53.05, 55.79, 62.46,
103.88, 115.24, 121.29, 127.94, 129.51, 130.78, 133.20, 142.00, 144.15, 156.75, 157.67,
165.63.

HRMS (m/z): [M+H]+ calcd for C22H26N40-S: 411.1849; found: 411.1854.
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Item Value
Acquired Date&Time 10.12.2021 12:15:52
Acquired by System Administrator
Filename C\Jsers\dopnalab\Desktopiderya\SEV VAL KARACAWPS-21.ispd
Spectrum name MPS-21
Sample name MPS-2
Sample ID
Option
Comment
No. of Scans 15
Resolution 4 [cm-1]
Apodization Happ-Genzel
%T
500—
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
cm-1
4 [(MPS-21 —
100—
. _W
4 g f g 5
© <
75— S 88 %
y 5 R &
50—
25—
L e e [ O e o e B S O B B B S B S O S S B B S S
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
cm-1

Sekil 5.42. Bilesik 4i'ye ait IR spektrumu
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Sekil 5.44. Bilesik 4i’ye ait *C-NMR spektrumu
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Formula Predictor Report - MBS-2_167.Icd

Data File: C:\LabSolutions\Data\Analiz\derya\MBS-2_167.lcd

Page 10of 1

Eimt Val. Min Max Elmt Val. Min Max Eimt Val. Min Max Elmt Val. Min Max Use Adduct
H 1 10 40 (o) 2 0 5 S 2 0 1 Ru 2 0 0 H
C 4 10 40 F 1 0 0 Cl 1 0 0 Pd 2 0 0
N 3 2 5 P 3 0 0 Br 1 0 0 | 3 0 0
Error Margin (ppm): 5 DBE Range: 5.0 - 15.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use MSn Info: yes
Max Isotopes: 3 Isotope Rl (%): 1.00 Isotope Res: 9000
MSn Iso RI (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 150
Event#: 1 MS(E+) Ret. Time: 2.147 Scan# : 323
1.300e6
1.200e6+
1.100e6
1.000e6+
9.000e5
8.000e51 411./1854
7.000e5
6.000e51
5.000e5
4.00065 4121895
3.000e5
2.000e5
1.000e5 ;
" 100.0 200.0 300.0 400.0 500.0 600.0 700.0 800.0 900.0
Measured region for 411.1854 m/z
411.1854
100.0
50.04
412.1895
413.1874
0 \ ey . . r A\ : , -
411.0 411.5 412.0 412.5 413.0 413.5 414.0 414.5
C22 H26 N4 O2 S [M+H]+ : Predicted region for 411.1849 m/z
411.1849
100.04
50.04
412.1878
413.1852
0 T T T T T T — T
411.0 411.5 412.0 412.5 413.0 413.5 414.0 414.5
Rank Score Formula (M) lon Meas.m/z  Pred. m/z Df. (mDa) Df. (ppm) Iso DBE
1 79.48 C22H26 N4 02S [M+H]+ 411.1854 411.1849 0.5 1.22 7991 12.0

Sekil 5.45. Bilesik 4i’ye ait kiitle spektrumu
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5.1.10. 4-((4-allilpiperazin-1-il)metil)-N-(5-metoksibenzo[d]tiyazol-2-il)benzamid
(4))

@) N
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-
I
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Sekil 5.46. 4-((4-allilpiperazin-1-il)metil)-N-(5-metoksibenzo[d]tiyazol-2-il)benzamid (4j)

Deneysel E.n: 173.1-175.6 °C. Verim: %80.

IR (ATR) Vmaks(cm™): 3072 (Aromatik C-H bandi), 2943 (Alifatik C-H bandi),
1668 (C=0 gerilim bandi), 1473 (C=C gerilim band1), 833 (1,4-Dislbstitlie benzen
diizlem dis1 deformasyon bandi).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg): 6 =2.38 (8H, y.s, piperazin), 2.92 (2H, d, J=6.34
Hz, -CHy-), 3.54 (2H, s, -CH>-), 3.83 (3H, s, -CH3-), 5.09-5.19 (2H, m, -CH,), 5.75- 5.84
(1H, m, -CH-), 7.07 (1H, d.d., J= 3.82 Hz, benzotiyazol), 7.47 (2H, d, J= 8.41 Hz, 1,4-
disubstitiiebenzen), 7.62 (1H, d, J= 2.57 Hz, benzotiyoazol), 7.68 (1H, d, J= 8.82 Hz,
benzotiyazol), 8.10 (2H, d, J= 8.26 Hz, 1,4-dislbstitiebenzen).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-dg): & = 53.07, 54.85, 55.57, 57.03, 61.99, 104.02,
106.13, 116.50, 120.35, 122.50, 127.63, 130.32, 131.06, 135.03, 137.04, 142.93, 144.13,
157.33, 165.94.

HRMS (m/z): [M+H]+ calcd for C23H2sN40-S: 423.1849; found: 423.1860.
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Item Value
Acquired Date&Time 10.12.2021 12:17:40
Acquired by System Administrator
Filename CAUJsers\dopnalab\Desktopi\derya\SEV VAL KARACAWPS-31.ispd
Spectrum name MPS-31
Sample name MPS-3
Sample ID
Option
Comment
No. of Scans 15
Resolution 4 [cm-1]
Apodization Happ-Genzel
%T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
cm-1
] MPS-31 —
100—
4 oy ~ 208
o)} ~ -
75— 3 g3 3
o N Rl
50—
25—
o171 LN S o I B B E B B S S N H B S B
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
cm-1
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Sekil 5.49. Bilesik 4j 'ye ait **C-NMR spektrumu
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Formula Predictor Report - MBS-3_168.lcd Page 10of 1

Data File: C:\LabSolutions\Data\Analiz\derya\MBS-3_168.Icd

Eimt Val. Min Max Elmt  Val. Min Max Eimt  Val. Min Max Elmt Val. Min Max Use Adduct
H 1 10 40 o 2 0 5 S 2 0 1 Ru 2 0 0 H
(¢} 4 10 40 F 1 0 0 Cl 1 0 0 Pd 2 0 0
N 3 2 5 P 3 0 0 Br 1 0 0 | 3 0 0
Ermor Margin (ppm): 5 DBE Range: 5.0 - 15.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use MSn Info: yes
Max Isotopes: 3 Isotope RI (%): 1.00 Isotope Res: 9000
MSn Iso Rl (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 150
Event#: 1 MS(E+) Ret. Time:2.107 Scan#: 317
1.400e6
1.200e6
1100066 423.11860
8.000e5
6.000e5
4.000e51 424.1888
445.1694
2.000e5 212‘%55
[ y L, — r , , . ,
100.0 200.0 300.0 400.0 500.0 600.0 700.0 800.0 900.0
M d region for 423.1860 m/z
423.1860
100.0
50.04
424.1888
425.1851
0 : ey ; : . A\ . , r
423.0 423.5 424.0 424.5 425.0 425.5 426.0 426.5
C23 H26 N4 O2 S [M+H]+ : Predicted region for 423.1849 m/z
423.1849
100.04
50.04
4241879
425.1854
o . : ; : ke A
423.0 423.5 424.0 424.5 425.0 425.5 426.0 426.5
Rank Score Formula (M) lon Meas.m/z  Pred. m/z Df. (mDa) Df. (ppm) Iso DBE
1 96.00 C23H26N402S [M+H]+ 423.1860  423.1849 1.4 2.60 100.00 13.0

Sekil 5.50. Bilesik 4] 'ye ait kiitle spektrumu
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5.1.11. N-(5-metoksibenzo[d]tiyazol-2-il)-4-((4-(prop-2-in-1-il)piperazin-1-
il)metil)benzamid (4k)
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Sekil 5.51. N-(5-metoksibenzo[d]tiyazol-2-il)-4-((4-(prop-2-in-1-il)piperazin-1-il)metil)benzamid (4k)
Deneysel E.n: 99.2 - 101.8 °C. Verim: %86.
IR (ATR) Vmaks(cm™): 3078 (Aromatik C-H band1), 2933 (Alifatik C-H bandi),
1668 (C=0 gerilim bandi), 1471 (C=C gerilim bandi), 819 (1,4-Disubstitlie benzen
diizlem dig1 deformasyon bandi).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & = 2.49 (4H, y.s, piperazin), 2.59 (4H, y.s.,
piperazin), 2.93 (1H, d, J= 21.96 Hz, -CH), 3.32 (2H, s, -CH>-), 36.53 (2H, s, -CH2-),
3.86 (3H, s, -CH3-), 6.79 (1H, d.d., J= 3.79 Hz, benzotiyazol), 7.06 (1H, d, J= 8.89 Hz,
benzotiyazol), 7.30 (1H, d, J= 2.49 Hz, benzotiyoazol), 7.38 (2H, d, J= 8.22 Hz, 1,4-
distbstitliebenzen), 7.95 (2H, d, J=8.24 Hz, 1,4-dislbstitliebenzen).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-des): 5 = 46.80, 51.83, 52.91, 52.96, 54.81, 62.35,
71.62, 102.78, 103.83, 115.21, 121.22, 122.30, 128.05, 129.42, 141.90, 144.04, 156.73,
157.96, 165.87.

HRMS (m/z): [M+H]+ calcd for C23H24N402S: 421.1693; found: 421.1693.
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Item Value
Acquired Date&Time 10.12.2021 12:19:28
Acquired by System Administrator
Filename CiUsers\dopnalab\Desktopi\derya\SEV VAL KARACAWPS-41.ispd
Spectrum name MPS-41
Sample name MPS-4
Sample ID
Option
Comment
No. of Scans 15
Resolution 4 [cm-1]
Apodization Happ-Genzel
%T
1000—
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
cm-1
T MPS-41
100—
r :W
i N0 oo |
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Sekil 5.52. Bilesik 4K ’ye ait IR spektrumu
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Formula Predictor Report - MBS-4_169.Icd Page 10of 1

Data File: C:\LabSolutions\Data\Analiz\derya\MBS-4_169.lcd

Eimt Val. Min Max Eimt Val. Min Max Eimt Val. Min Max Eimt Val. Min Max Use Adduct
H 1 10 40 o 2 0 5 S 2 0 1 Ru 2 0 0 H
C - 10 40 F 1 0 0 Cl 1 0 0 Pd 2 0 0
N 3 2 5 P 3 0 0 Br 1 0 0 | 3 0 0
Error Margin (ppm): 5 DBE Range: 5.0 - 15.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use MSn Info: yes
Max Isotopes: 3 Isotope RI (%): 1.00 Isotope Res: 9000
MSn Iso Rl (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 150

Event#: 1 MS(E+) Ret. Time: 2.000 Scan# : 301

1.100e6
1.000e6
9.000e5
8.000e5
7.000e5/ 421./1693
6.000e5
5.000e5/
4.000e5 443.1509
3.000e5- 422.1744

2.000e5
211.p881 4
1.000e5 r 287 II74T
1 |

0 T T T T T T T
100.0 200.0 300.0 400.0 500.0 600.0 700.0 800.0 900.0

d region for 421.1693 m/z
421.1693

100.0

422.1744

0 ; A : . A > —A ;
421.0 4215 422.0 4225 423.0 4255 424.0 424.5

C23 H24 N4 02 S [M+H]+ : Predicted region for 421.1693 m/z
421.1693

100.04

422.1722

423.1697

A -

421.0 4215 422.0 4225 423.0 4235 424.0 4245

Rank _Score Formula (M) lon Meas.m/z  Pred. m/z_Df. (mDa) Df. (ppm) Iso DBE
1 77.64 C23H24N402S [M+H]+ 421.1693  421.1693 0.0 0.00 7764 140

Sekil 5.55. Bilesik 4K ’ye ait kiitle spektrumu
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5.1.12. 4-((4-izopropilpiperazin-1-il)metil)-N-(5-metoksibenzo[d]tiyazol-2-
il)benzamid (41)

0 N
0 N
~
L
S

Sekil 5.56. 4-((4-izopropilpiperazin-1-il)metil)-N-(5-metoksibenzo[d]tiyazol-2-il)benzamid (4l)
Deneysel E.n: 126.3 - 128.9 °C. Verim: %89.
IR (ATR) Vmaks(cm™): 3078 (Aromatik C-H bandi), 2937 (Alifatik C-H bandu),
1662 (C=0O gerilim bandi), 1469 (C=C gerilim band1), 813 (1,4-Dislbstitlie benzen
diizlem dis1 deformasyon bandi).

IH-NMR (300 MHz, DMSO-de): & = 1.05 (5H, d, J= 6.52 Hz, -CHz + -CHs), 2.46
(4H, y.s, piperazin), 2.53 (4H, y.s., piperazin), 2.61-2.69 (1H m, -CH), 3.51 (2H, s, -CH>-
), 3.85 (3H, s, -CH3), 6.76 (1H, d.d., J= 3.82 Hz, benzotiyazol), 6.99 (1H, d, J=8.90 Hz,
benzotiyazol), 7.29 (1H, d, J= 2.47 Hz, benzotiyoazol), 7.36 (2H, d, J= 8.26 Hz, 1,4-
distbstitliebenzen), 7.95 (2H, d, J=8.29 Hz, 1,4-dislbstitlebenzen).

BBC-NMR (75 MHz, DMSO-ds): & = 18.66, 48.59, 53.46, 54.43, 55.71, 55.76,
62.53, 103.76, 115.22, 121.20, 128.20, 129.53, 130.85, 133.10, 141.84, 144.07, 156.69,
158.10, 165.98.

HRMS (m/z): [M+H]+ calcd for C23H2sN40-S: 425.2006; found: 425.2013.
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DOPNALAB

Item Value
Acquired Date&Time 10.12.2021 12:20:57
Acquired by System Administrator
Filename CiUsers\dopnalab\Desktop\derya\SEV VAL KARACAWPS-51.ispd
Spectrum name MPS-51
Sample name MPS-5
Sample ID
Option
Comment
No. of Scans 15
Resolution 4 [cm-1]
Apodization Happ-Genzel
%T
250—
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
cm-1
Y [MPS-51 —]
100—
. :W
2 3 4L
7 ] 0 10 1o
751 8 LCra
1 SRS
50—
25—
[0 Sy L Es S s s B S S B Sy N B S B B S B S S N S S B S S B S S |
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
cm-1

Sekil 5.57. Bilesik 4l 'ye ait IR spektrumu
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Sekil 5.58. Bilesik 41’ye ait 'H-NMR spektrumu
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Sekil 5.59. Bilesik 41 ye ait **C-NMR spektrumu
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Formula Predictor Report - MBS-5_170.lcd Page 1of 1
Data File: C:\LabSolutions\Data\Analiz\derya\MBS-5_170.lcd
Elmt Val. Min Max _Elmt Val. Min Max _Elmt Val. Min Max _Eimt Val Min Max Use Adduct
H 1 10 40 [e] 2 0 5 S 2 0 1 Ru 2 0 0 H
(o] 4 10 40 F 1 0‘ 0 Cl 1 0 0 Pd 2 0 0
N 3 2 5 P 3 0 0 Br 1 0 0 | 3 0 0
Error Margin (ppm): 5 DBE Range: 5.0-15.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use MSn Info: yes
Max Isotopes: 3 Isotope RI (%): 1.00 Isotope Res: 9000
MSn Iso RI (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 150
Event#: 1 MS(E+) Ret. Time: 2.053 Scan# : 309
2.400e6
2.200e6+
2.000e6
1.800e6+
1.600e6
1.400e6 4252013
1.200e6
1.000e6
8.000e5
6.000e51 426.2048
4.000e5
2 000e51 213.||o49 l l
0 T AL L T T T T T
100.0 200.0 300.0 400.0 500.0 600.0 700.0 800.0 900.0
Measured region for 425.2013 m/z
425.2013
100.04
50.04
426.2048
427.2015
: DO : — | - : :
425.0 425.5 426.0 426.5 427.0 427.5 428.0 428.5
C23 H28 N4 02 S [M+H]+ : Predicted region for 425.2006 m/z
425.2006
100.04
50.04
426.2035
427.2011
425.0 4255 426.0 4265 427.0 4275 428.0 4285
Rank _Score Formula (M) lon Meas.m/z _ Pred. m/z_Df. (mDa) Df. (ppm) Iso DBE
1 8375 C23H28N402S [M+H]+ 425.2013  425.2006 0.7 165 8513 120

Sekil 5.60. Bilesik 4l 'ye ait kiitle spektrumu
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5.1.13. 4-((4-(2-(dimetilamino)etil)piperazin-1-il)metil)-N-(5-
meoksibenzo[d]tiyazol-2-il)benzamid (4m)

@) N
O N
-
1082 AT
S

Sekil 5.61. 4-((4-(2-(dimetilamino)etil)piperazin-1-il)metil)-N-(5-meoksibenzo[d]tiyazol-2-il)benzamid
(4m)
Deneysel E.n: 60.1 - 62.7 °C. Verim: %81.
IR (ATR) Vmaks(cm™): 3066 (Aromatik C-H band1), 2939 (Alifatik C-H bandi),
1668 (C=0 gerilim bandi), 1467 (C=C gerilim bandi), 827 (1,4-Disubstitlie benzen
diizlem dis1 deformasyon bandi).

IH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): 6 = 2.15 (6H, s, -CH3 + -CH3), 2.36-2.52 (10H,
m, piperazin+-CHa-), 3.45 (2H, t, J= 3.45 Hz, -CH»-), 3.53 (2H, s, -CH>-), 3.83 (3H, s, -
CHs), 7.06 (1H, d.d., J= 3.81 Hz, benzotiyazol), 7.47 (2H, d, J= 8.28 Hz, 1,4-
distbstitliebenzen), 7.61 (1H, d, J= 2.56 Hz, benzotiyoazol), 7.68 (2H, d, J= 8.83 Hz,
benzotiyazol), 8.10 (2H, d, J= 8.29 Hz, 1,4-dislbstitiebenzen).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 6 = 45.83, 45.87, 53.15, 53.53, 56.15, 56.84,
62.02, 120.32, 121.39, 127.61, 128.69, 129.24, 131.22, 133.33, 142.99, 144.03, 156.62,
157.54, 166.06.

HRMS (m/z): [M+H]+ calcd for C24H31Ns0,S: 454.2271; found: 454.2280.
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Sekil 5.62. Bilesik 4m’ye ait IR spektrumu

Item Value
Acquired Date&Time 10.12.2021 12:22:37
Acquired by System Administrator
Filename C\Users\dopnalab\Desktop\derya\SEV VAL KARACAWPS-61.ispd
Spectrum name MPS-61
Sample name MPS-6
Sample 1D
Option
Comment
No. of Scans 15
Resolution 4 [em-1]
Apodization Happ-Genzel
500
%T |
0 T :
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cm-1
] MPsS-61 —
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Sekil 5.63. Bilesik 4m 'ye ait *H-NMR spektrumu
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Sekil 5.64. Bilesik 4m'ye ait **C-NMR spektrumu
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Formula Predictor Report - MBS-6_171.Icd Page 1of 1

Data File: C:\LabSolutions\Data\Analiz\derya\MBS-6_171.lcd

Eimt Val. Min Max Elmt Val. Min Max Elmt Val. Min Max Elmt Val. Min Max Use Adduct
H 1 10 40 (¢] 2 0 5 S 2 0 1 Ru 2 0 0 H
C 4 10 40 F 1 0 0 Cl 1 0 0 Pd 2 0 0
N 3 2 5 P 3 0 0 Br 1 0 0 | 3 0 0
Error Margin (ppm): 5 DBE Range: 5.0-15.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use MSn Info: yes
Max Isotopes: 3 Isotope RI (%): 1.00 Isotope Res: 9000
MSn Iso RI (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 150
Event#: 1 MS(E+) Ret. Time: 1.880 Scan# : 283
1.400e6
1.200e6
3:00085 4549280
8.000e5
6.000e54
4.000€5- 4552325
456.2262
2.000e57 227-r159 342.[1289 4ro.r902
ol LAl L I A y x X . Y
100.0 200.0 300.0 400.0 500.0 600.0 700.0 800.0 900.0
M d region for 454.2280 m/z
454.2280
100.04
50.0
455.2325
456.2262
0 . M, . , , /]\ . r .
454.0 454.5 455.0 455.5 456.0 456.5 457.0 457.5
C24 H31 N5 02 S [M+H]+ : Predicted region for 454.2271 m/z
454.2271
100.04
50.04
455.2300
456.2278
O - : . : | - P
454.0 454.5 455.0 455.5 456.0 456.5 457.0 457.5
Rank Score F (M) lon Meas.m/z  Pred. m/z_ Df. (mDa) Df. (ppm) Iso DBE
1 87.16 C24 H31N502S [M+H]+ 454.2280  454.2271 0.9 198 8935 12.0

Sekil 5.65. Bilesik 4m’ye ait kiitle spektrumu
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5.1.14. 4-((4-(3-(dimetilamino)propil)piperazin-1-il)metil)-N-(5-
metoksibenzo[d]tiyazol-2-il)benzamid (4n)

O N
O N
-
Tyt
S

Sekil 5.66. 4-((4-(3-(dimetilamino)propil)piperazin-1-il)metil)-N-(5-metoksibenzo[d]tiyazol-2-
il)benzamid (4n)
Deneysel E.n: 137.6 - 139.8 °C. Verim: %83.
IR (ATR) Vmaks(cm™?): 3078 (Aromatik C-H bandi), 2943 (Alifatik C-H bandi),
1662 (C=0 gerilim bandi), 1471 (C=C gerilim bandi), 813 (1,4-Disubstitlie benzen
diizlem dis1 deformasyon bandi).

IH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & = 1.47-1.57(2H, m,-CH,-), 2.12 (6H, s, -CH3z +
-CHs), 2.19 (2H, t, J= 6.60 Hz, -CH2-), 2.24 (2H, t, J= 3.66 Hz, -CH,-), 2.37 (8H, y.s,
piperazin), 3.53 (2H, s, -CH»-), 3.83 (3H, s, -CH3), 7.06 (1H, d.d., J= 3.81 Hz,
benzotiyazol), 7.46 (2H, d, J= 8.27 Hz, 1,4-disubstitiiebenzen), 7.61 (1H, d, J= 2.55 Hz,
benzotiyoazol), 7.67 (1H, d, J= 8.83 Hz, benzotiyazol), 8.10 (2H, d, J= 8.26 Hz, 1,4-
distibstitliebenzen).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): & = 24.80, 45.49, 53.18, 53.27, 56.04, 56.41,
57.67, 62.04, 105.05, 115.40, 121.36, 128.69, 129.22, 131.30, 133.35, 143.02, 143.99,
156.60, 157.66, 166.09.

HRMS (m/z): [M+H]+ calcd for C2sH33Ns0.S: 468.2428; found: 468.2436.
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Item Value
Acquired Date&Time 10.12.2021 12:24:17
Acquired by System Administrator
Filename CiUsers\dopnalab\Desktopiderya\SEV VAL KARACAWPS-71.ispd
Spectrum name MPS-71
Sample name MPS-7
Sample ID
Option
Comment
No. of Scans 1%
Resolution 4 [em-1]
Apodization Happ-Genzel
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cm-1
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Sekil 5.67. Bilesik 4nye ait IR spektrumu
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Sekil 5.68. Bilesik 4n’ye ait *H-NMR spektrumu
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Sekil 5.69. Bilesik 4n’ye ait **C-NMR spektrumu
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Formula Predictor Report - MBS-7_172.lcd

Data File: C:\LabSolutions\Data\Analiz\derya\MBS-7_172.Icd

Page 10of 1

Emt Val. Min Max Elmt Val. Min Max Elmt Val. Min Max _Elmt Val. Min Max Use Adduct
H 1 10 40 (¢] 2 0 5 S 2 0 1 Ru 2 0 0 H
C 4 10 40 F 1 0 0 Cl i 0 0 Pd 2 0 0
N 3 2 5 P 3 0 0 Br 1 0 0 | 3 0 0
Error Margin (ppm): 5 DBE Range: 5.0- 15.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use MSn Info: yes
Max Isotopes: 3 Isotope RI (%): 1.00 Isotope Res: 9000
MSn Iso Rl (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 150
Event#: 1 MS(E+) Ret. Time: 1.947 Scan# : 293
1.600e6
1.400e6+
1.200e6
468.p436
1.000e6+
8.000e5
6.000e5
469.2468
4.000e5
2.000e5 234.f2AS
0l L . T bl A : r ; r
100.0 200.0 300.0 400.0 500.0 600.0 700.0 800.0 900.0
M d region for 468.2436 m/z
468.2436
100.04
50.0
469.2468
470ﬁ13
; A, ; . M|, - ; .
468.0 468.5 469.0 469.5 470.0 470.5 471.0 4715
C25 H33 N5 02 S [M+H]+ : Predicted region for 468.2428 m/z
468.2428
100.04
50.0
469.2457
470.2437
468.0 4685 469.0 469.5 470.0 4705 471.0 4715
Rank Score Formula (M) ‘lon Meas.m/z  Pred. m/z_ Df. (mDa) Df. (ppm) Iso DBE
1 77.52 C25H33N502S [M+H]+ 468.2436 468.2428 0.8 1.71 7892 12.0

Sekil 5.70. Bilesik 4n’ye ait kiitle spektrumu
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5.2. Sentez Calismalarinin Degerlendirilmesi

Yiiriitiilen tez kapsaminda yapisinda benzotiyazol ve piperazin gruplarini tasiyan
yeni bilesiklerin sentezlenmesi amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda 14 yeni bilesik
sentezlenmistir. Bilesikler dort basamakli reaksiyon yontemi kullanilarak elde edilmistir.
Bilesiklerin sentez semasi Sekil 5.71’de sunulmustur. Baslangigta 4-(klorometil)benzoil
kloriir sentezlenmistir. Ikinci olarak 4-(klorometil)benzoil kloriir ile reaksiyona sokmak
lizere 2-aminobenzotiyazol tiirevleri sentezlenmistir. Ugiincii olarak 4-(klorometil)-N-
(5,6-substitliebenzo[d]tiyazol-2-il)benzamid olusturmak {izere sentezlenen baslangig
maddeleri reaksiyona sokulmustur. Son basamakta hedef bilesikler sentezlenmek {izere
4-(klorometil)-N-(5,6-slbstitiebenzo[d]tiyazol-2-il)benzamid  tdrevleri ile  uygun
piperazin tiirevleri reaksiyona sokulmustur. Elde edilen bilesiklerin yapilari, IR, *H-

NMR, BC-NMR ve HRMS spektroskopik yontemleri ile kanitlanmustir.

Cl SO,Cl/A cl
HO cl
o 0

(o}

TEA/THF

R4 KSCN/Br/CH3COOH R1:©[S (] —
: 7—NHz + ClI i, Damlatma 0 °C
I j\ Daml ° / ,
R NH, | Damiatma 0°C, Rs N i, 25 °C, 12h

2 i, 25°C, 12h
(2a-2b)

. o) Cl —\
1 S, + HN N—Rj
)—NH /
N

Ry
(3a-3b) Aseton
K>CO3
A
Rs
(N
o —/
oy
Ry N
(4a-4n)
Bilesik R: R2 Rs Bilesik R1 R2 Rs
4a -H -H -CH3 4h -H -OCH;s -CHjs
4b -H -H -CH,CH3 4i -H -OCHgs; -CH,CH3
4c -H -H 'CH2CH:CH2 4] -H -OCH3 'CHZCH:CHZ
4d -H  -H -CH.C=CH 4k -H -OCHs -CH.C=CH
4 -H -H -CH(CHs), 4l H  -OCHs -CH(CH3)z
4  -H  -H -CH2CH:N(CHa), 4m ‘H  -OCHs  -CH.CH:N(CHa):
4g -H -H -CHzCHzCHzN(CH3)2 an -H -OCH3 -CHzCHzCHzN(CHs)z

Sekil 5.71. Hedef bilesiklerin sentezi
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5.3. Spektral Verilerin Degerlendirilmesi

Sentezleri gergeklestirilen 4a-4n kodlu, 14 adet orijinal bilesigin yapilar1 IR, *H-
NMR, ®C-NMR ve HRMS spektroskopik yontemleri verileri ile aydmlatilmistir.

Spektrum yap1 degerlendirmeleri, ilgili spektroskopik yontem basligi altinda verilmistir.

5.3.1. IR spektrumlarinin degerlendirilmesi

Sentezlenen bilesiklerin kimyasal yapilar1 incelendiginde, IR spektrumlarinda yer
alan aromatik C-H band1 3055-3078 cm™* araliginda, alifatik C-H band1 2933-2972 cm?,
karbonile (C=0) ait spesifik gerilim bandi 1660-1681 cm™ araliginda elde edilmistir. Bu
grup uzerinde yer alan C=C gerilim band1 1442-1473 cm™ araliginda elde edilmistir.
Sentez Urtnlerinin hepsi (4a-4n) yapisinda 1,4-dislibstitiic benzen halkasi tagimaktadir.
Bu halkaya ait spesifik diizlem dis1 deformasyon bandimin 812-871 cmaraliginda geldigi

gozlenmistir ve literatiir degerleri [78] ile uyumludur.

5.3.2. 'H-NMR spektrumlarmin degerlendirilmesi

Tez kapsaminda sentezi gergeklestirilen bilesiklerde yer alan alifatik ve aromatik
protonlar *H-NMR spektrumlarinda genel olarak beklendigi gibi pikler vermistir. Elde
edilen bilesiklerin spektrumlarinda, toplam hidrojen sayisi1 belirlenmis ve beklenen sayida
pik gozlenmistir.

Sentezi yapilan bilesiklerde ortak kimyasal yapida non-substitiie benzotiyazol
yapist ve 5-metoksi benzotiyazol yapisi olmak tizere iki ana tiirev vardir. Non-siibstitie
benzotiyazol yapisinin yer aldig1 tiirevlerin (4a-4g) *H-NMR sonuglar1 incelendiginde
goze carpan detaylar su sekildedir; bilesiklerin kimyasal yapilarinda ortak olarak
piperazin halkasi, benzotiyazol yapisi ve 1,4-distibstitiiebenzen halkas: bulunmaktadir.
Piperazin halkasina ait protonlar, 4a ve 4¢ kodlu bilesiklerde 2.36, 2.38 ppm degerlerinde
8 hidrojenlik yaygin singlet; 4b kodlu bilesikte 2.27-2.38 ppm degerleri arasinda 8
hidrojenlik multiplet; 4d, 4e, 4f kodlu bilesiklerde 2.41-2.48 ppm degerleri arasinda 4
hidrojenlik yaygin singlet, 2.47-2.55 ppm degerleri arasinda 4 hidrojenlik yaygin singlet;
49 kodlu bilesikte 2.20-2.27 ppm degerleri arasinda 4 hidrojenlik multiplet, 2.35 ppm
degerinde 4 hidrojenlik yaygin singlet seklinde gozlenmistir. Benzotiyazol yapisina ait
protonlar ise 4a-4g kodlu bilesiklerde 7.31-7.33 ppm degerlerinde 1 hidrojenlik triplet;
7.42-7.46 ppm degerlerinde 1 hidrojenlik multiplet, 7.76-7.78 ppm degerlerinde 1
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hidrojenlik dublet, 7.99-8.01 ppm degerlerinde 1 hidrojenlik dublet ya da multiplet pik
seklinde gozlenmistir.

Benzen halkas1 1,4-disiibstitiie halde iken AA’BB’, mono siibstitiiec halde iken
A2B2C spin sistemlerine uyar. Her iki durumda da halkaya bagli olan siibstitlient veya
159 siibstitiientlerin elektron verici veya ¢ekici 6zelliklerine gore, benzen halkasina ait
aromatik protonlarmn 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 diisiilk alan siddetinde
rezonansa yol acar ve ppm degeri artar. Aromatik halkaya elektron cekici bir grup
baglandig1 zaman halkada elektron yogunlugu azalacagindan, halka protonlarinin
perdelenmesi de azalir ve buna bagli olarak aromatik halka protonlarinin kimyasal kayma
degerleri asagi alana dogru kayar. Benzen halkas1 1,4-disubstitie halde iken, halka
tizerindeki stibstitiientlerin, elektronik 6zelliklerine bagl olarak spektrumda singlet, iki
dublet veya kuartet seklinde pikler gozlenebilir. Genellikle 2 dublet seklinde gozlenen
1,4-distibstitlie benzen halkas1 pikleri, siibstitiientlerin elektronik 6zelliklerinin birbirine
¢ok yakin olmas1 durumunda, kuartet ve hatta singlet seklinde bile elde edilebilir [79,80].

4a-4g kodlu bilesiklerde bulunan 1,4-distibstitiic benzen halkasina ait protonlar ise
7.40-7.48 ppm degerlerinde 2 hidrojenlik dublet ya da multiplet, 7.96-8.11 ppm
degerlerinde 2 hidrojenlik dublet pik seklinde gézlenmistir.

Ikinci ana tiirev olan 5-metoksi benzotiyazol yapisindaki (4h-4n) bilesiklerin *H
NMR sonuglart incelendiginde gbéze c¢arpan detaylar ise su sekildedir; bilesiklerin
kimyasal yapilarinda ortak olarak piperazin halkasi, 5-metoksi benzotiyazol yapisi ve 1,4-
distibstituebenzen halkas1 bulunmaktadir. Piperazin halkasina ait protonlar, ikinci ana
tirevin tim bilesiklerinde (4h-4n) 2.36-2.59 ppm degerlerinde 8 hidrojenlik yaygin
singlet seklinde gozlenmistir. 5-Metoksi benzotiyazol yapisindaki (4h-4n) protonlarin,
6.76-7.07 ppm degerlerinde 1 hidrojenlik dubletin dubleti seklinde, 6.99-7.62
degerlerinde ve 7.29-7.8.82 degerlerinde 1 hidrojenlik dublet seklinde pikler verdigi
gozlenmistir. 5-Metoksi benzotiyazol yapisindaki (4h-4n) 1,4-distbstitliebenzen halkas:
protonlarinda ise 7.36-7.47 ppm degerlerinde ve 7.95-8.10 ppm degerlerinde 2 hidrojenlik
dublet seklinde pikler verdigi gozlenmistir.
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5.3.3. BC-NMR spektrumlarimin degerlendirilmesi

Sentezi gerceklestirilen bilesiklerde ortak yapisal pargaciklar *C-NMR
spektrumlarinda genel olarak beklendigi gibi pikler vermistir. Bilesiklere ait
spektrumlarda spesifik fonksiyonel gruplardan kalbonil (C=0) sistemine ait karbonlar
165.98-166.59 ppm araliginda gézlenmis olup literatiir verileri ile uyum igerisindedir
[81]. Bunun disinda kalan alifatik karbonlar 11.93-79.86 ppm araliginda, aromatik
karbonlar ise 102.78-166.59 ppm araliginda pik vermistir.

5.3.4. Kutle spektrumlarinin degerlendirilmesi

Sentez edilen bilesiklerin kiitle spektrumlari, elektron spray yontemi kullanilarak
pozitif iyonlastirma teknigi ile ¢ekilmistirr 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 agirliklar ile elde edilen M+1 piklerinin uyumlu oldugu

gorulmektedir.

5.4. Biyolojik Aktivite Calismalarinin Degerlendirilmesi

Biyolojik aktivite ¢aligmalar1 kapsaminda enzim inhibisyon deneylerinde referans
bilesikler olarak AChE igin donepezil, BChE igin takrin, MAO-A i¢in moklobemid ve
MAO-B enzim aktivite deneyi i¢in selejilin kullanilmistir. Tez kapsaminda elde edilen
tirevler ve referans bilesikleri enzim inhibisyon deneyleri 102 ve 10% M
konsantrasyonlarinda hazirlanmugtir.  103-10% M  konsantrasyonlarindaki yiizde
inhibisyon degerlerinin hesaplanmasimin ardindan nonlineer regresyon analizi ile elde

edilen grafik yardimiyla secilen bilesiklerin ICso degerleri hesaplanmustir.

5.4.1. AChE ve BChE enzim aktivite cahismalarimin degerlendirilmesi

Tez kapsaminda sentezlenen bilesiklerin kolinesteraz aktiviteleri, 1961 yilinda
Ellman ve digerleri tarafindan gelistirilen kolorimetrik metot modifiye edilerek
incelenmistir [82]. Bu metot gerceklesen kimyasal reaksiyonla meydana gelen absorbans
degisiminin ol¢lilmesi temeline dayanmaktadir. Ellman yonteminde AChE enzimi,
asetiltiyokolin iyodiir substratin1 asetat ve tiyokolin olusturarak hidroliz etmektedir.
Meydana gelen tiyokolin, spesifik kromojrnik belirteci olan DTNB’yi, 412 nm’de

absorbans veren nitrobenzoata doniistiirmektedir.
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Sekil 5.72. Ellman metodu reaksiyon mekanizmasi

Elde edilen tim benzotiyazol-piperazin turevlerinin (4a-4n) Kkolinesteraz
enzimlerine kars1 6nleyici aktiviteleri, daha 6nce tarif edilen in vitro modifiye Ellman'in
spektrofotometrik yontemi [83] kullanilarak degerlendirilmistir.Aktivite testleri iki
adimda gerceklestirilmistir. TUm bilesikler (4a-4n) ve referans ajanlar (donepezil ve
takrin) 102 ve 10* M konsantrasyonlarda hazirlanarak enzim inhibisyon testleri
gerceklestirilmistir. Enzim aktivite sonuglari, test bilesiklerinin ve referans maddelerinin
ICso degerleri Tablo 5.1'de sunulmustur. ~ Enzim inhibisyon testi sonucunda tum
bilesiklerin 10° M konsantrasyonda AChE'ye karsi daha etkili oldugu gdzlenmistir.
Bununla birlikte, 6zellikle dimetilaminoetil ve dimetilaminopropil siibstitlientine sahip
bilesikler, AChE'ye karsi donepezil ile karsilastirilabilir diizeyde inhibitér aktivite
gostermigstir. Bilesikler igerisinden 4a, 4d, 4f, 4q, 4h, 4k, 4m ve 4n kodlu bilesikler
%50’den fazla oranda inhibisyon gostermistir ve ICso degerleri hesaplanmistir. 4a, 4d,
4f, 4g, 4h, 4k, 4m ve 4n kodlu bilesiklerinin ICsg degerleri sirasiyla 0.0563+0.0025 UM,
0.0896+0.0032 uM, 0.0234+0.0011 pM, 0.0367+0.0014 pM, 0.0649+0.0029 uM,
0.1025+0.0048 pM, 0.0278+0.0010 puM, 0.0421+0.0018 uM olarak hesaplanmistir. Bu
bilesikler donepezile ¢ok yakin ICso degerlerine sahip olduklar1 i¢in 6n plana ¢ikmislardir.
Donepezilin ICsp degeri 0.0201+£0.0014 uM olarak bulunmustur. Bu tiirevler arasindan 4f
kodlu bilesigin, 0.0234+0.0011 uM ICso degeri ile serideki en aktif tiirev oldugu tespit

edilmistir.

94



BChE enzim sonuglarina bakildiginda ise referans bilesik takrinin 102 ve 104 M

konsantrasyonlarinda sirastyla %99.827+£1.378 ve %98.651+1.402 oraninda aktiviteye

sahip oldugu gorilmiistiir. Ancak bilesiklerin higbiri, BChE'ye karsi anlamli inhibit6r

aktivite sergilememistir.

Tablo 5.1. Elde edilen bilesiklerin 107 ve 10* M konsantrasyonlarinda AChE ve BChE % inhibisyon

oranlar: ve ICso (uM) degerleri

AChE % inhibisyon

BChE % inhibisyon

Bilesik AChE BChE
10° M 104m G UM)ha 104 CoM)
93.275 89.061 0.0563 38.552 26,521
4a +1.402 +1.137 +0.0025 +0.723 +0.765 > 1000
85.641 47.627 35.748 24445
4b +1.265 +0.835 > 100 +0.865 +0.622 > 1000
82.762 48.182 30.991 20.162
4c +1.474 +0.946 > 100 +0.675 +0.738 > 1000
91.638 86.528 0.0896 37.135 28.378
4d +1.275 +1144 40,0032 +0.795 +0.851 > 1000
83.887 46.950 39.062 26.794
de +1.695 +0.774 > 100 +0.816 +0.711 > 1000
96.427 93.038 0.0234 45.340 32.835
af +1.448 +1.266 +0.0011 +0.920 +0.629 > 1000
. 94.337 90.552 0.0367 41511 30.961 - 1000
g +1.037 +1.345 +0.0014 +0.839 +0.767
92.346 87.377 0.0649 33471 27.002
an +1.055 +1.263 +0.0029 +0.751 +0.691 > 1000
) 86.959 48.034 39.762 25.188
A +1.154 +0.955 > 100 +0.874 +0.857 > 1000
) 82.464 47.579 32.031 22.574
4 +1.528 +0.803 > 100 +0.791 +0.790 > 1000
90.339 84.654 0.1025 30.389 26.301
ak +1.451 +1.328 +0.0048 +0.688 +0.687 > 1000
81.650 48.065 38.051 24.262
Al +1.346 +0.989 > 100 +0.856 +0.667 > 1000
95.308 91.829 0.0278 42.423 31.939
4m +1.248 +1.335 +0.0010 +0.834 +0.793 > 1000
95.324 90.036 0.0421 20.897 30.428
4n +1.167 11428 00018  +0.975 +0.885 > 1000
A 99.156 97.395 0.0201 ] ] ]
P +1.302 +1.255 +0.0014
- ] ] ] 99.827 98.651 0.0064
+1.378 +1.402  +0.0002

5.4.2. MAO-A ve MAO-B enzim aktivite calismalarimin degerlendirilmesi

MAO-A enzimi iizerinde yapilan aktivite c¢alisma sonuglari Tablo 5.2°de

sunulmustur. MAO-A enzim aktivitesindeki referans bilesik olan moklobemid 10° M

konsantrasyonda %94.121+2.760 oraninda aktivite gostermistir. Bu konstrasyonda elde

edilen bilesiklerden (4a-4n) higbiri %50 nin {izerinde inhibisyon gostermemistir.
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MAO-B enzimi iizerinde yapilan aktivite ¢alisma sonuglar1 analiz edildiginde ise
107 ve 10* M konsantrasyonda 4a, 4d, 4f, 4h, 4k ve 4m kodlu bilesikler %50’den fazla
oranda aktivite gostermistir. Bilesiklerin MAO-A enzimine kiyasla MAO-B’ye segici etki
gosterdigi gorilmektedir. Bilesiklerden 4a, 4d, 4f, 4h, 4k ve 4m kodlu turevlerin 1Cso
degerleri sirastyla 0.0674+0.0031 pM, 0.1097+0.0043 pM, 0.0403+0.0017 pM,
0.0851+0.0038 pM, 0.1243+0.0058 pM ve 0.0567+0.0022 pM olarak bulunmustur.
MAO-B enzim aktivitesinde referans bilesik selejilinin ICsg degeri 0.0374+0.0016 uM
olarak hesaplanmistir. Buna gore sentezlenen bilesiklerden 4f kodlu bilesik selejiline en
yakin ICso degeri ile en aktif tirev olarak géze ¢arpmaktadir. Dolayisiyla 4f kodlu bilesik
hem AChE hem de MAO-B enzimi lzerinde inhibitor etkinlik gostererek, AH Kkars1 dual

inhibitor olarak kullanilabilecek bir profil sergilemistir.

Tablo 5.2. Elde edilen bilesiklerin 107 ve 10* M konsantrasyonlarinda MAO-A ve MAO-B % inhibisyon
oranlar ve ICso (uM) degerleri

MAO-A % inhibisyon MAO-A MAO-B % Inhibisyon MAO-B

Bilesik

10 M 104 M 1Cs0 (UM) 103 M 104 M 1Cs0 (UM)
i 55321 38.567 - 100 91.049 88.674 0.0674
+0.945 +0.734 +1.095 +1.294  +0.0031
46.546 36.421 73.265 42332
4b +0.836 +0.765 > 1000 +1.165 +0.839 > 100
48317 34.630 69.622 40.260
ac +0.957 +0.830 > 1000 +1.223 +0.961 > 100
i 57.642 39.651 - 100 89.464 84.023 0.1097
+0.899 +0.855 +1.208 +1.057  +0.0043
44.723 33.752 72.737 44615
de +0.899 +0.655 > 1000 +1.058 +0.759 > 100
i 67.924 41322 - 100 95311 91.268 0.0403
+1.052 +0.891 +1.257 +1.104  +0.0017
64.975 40.068 74.167 42.495
49 +1.103 +0.902 > 100 +1.035 +0.920 > 100
i 60.485 38.491 - 100 90.565 85.736 0.0851
+0.997 +0.648 +1.365 +1412  +0.0038
) 43.837 30595 75.584 41727
A +0.948 +0.748 > 1000 +1.161 +0.951 > 100
) 45151 32.912 74.495 43528
4 +0.852 +0.696 > 1000 +1.074 +0.849 > 100
" 58.642 39.875 - 100 88.380 85.964 0.1243
+0.948 +0.764 +1.495 +1.123  +0.0058
40597 34.046 77.910 40.665
Al +0.933 +0.874 > 1000 +1.352 +0.961 >100
am 61.324 37.985 - 100 93.275 90.902 0.0567
+0.982 +0.847 +1.347 +1.495  +0.0022
60.103 38.764 70.278 41.037
an +0.837 +0.691 >100 +1.304 +0.897 >100
) 94.121 82.143 6.0613
Moklobemid +2.760 +2.691 +0.2625 - - -
Seletilin ] ] ] 98.589 94.850 0.0374
J +2.055 +1.114  +0.0016
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5.4.3. Beta Amiloid 1-42 (Ap42) Agregasyonunun Inhibisyonu

Tez kapsaminda sentezi tamamlanan bilesikler arasinda AChE ve MAO-B
enzimlerine karsi yiiksek inhibitor aktivite gosteren 4a, 4d, 4f, 4h, 4k ve 4m kodlu
bilesiklerin beta amiloid agregasyonunu onleme etkinlikleri fluorometrik ydnteme
dayanan “Beta Amyloid 1- 42 (AP42) Ligand Screening Assay” kiti kullanilarak
gerceklestirilmistir(BioVision, Milpitas, CA, ABD). Prosedur geregi 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 4a,
4d, 4f, 4h, 4k ve 4m kodlu bilesikleri i¢in Sekil 5.73'te verilmistir. Bu bilesikler 10 UM,
1 pM, 0.1 pM ve 0.01 uM konsantrasyonlarda test edilmistir ve kitte bulunan AB42
inhibitorii standart olarak kullanilmistir. Tiim test bilesigi konsantrasyonlari, plakalar
tizerinde dort kopya halinde uygulanmaistir.

Sekil 5.73'e karsilik gelen 4a, 4d, 4f, 4h, 4k ve 4m kodlu bilesikler, 10 pM
konsantrasyonda %50'den fazla inhibisyon sergilemistir. 4a, 4d, 4f, 4h, 4k ve 4m kodlu
bilesikleri bu konsantrasyonda sirasiyla; %91.94, %89.80, %97.31, %90.66, %87.10 ve
%94.70 seklinde inhibisyon gostermislerdir. 1 uM'lik bir konsantrasyonda da %50'den
fazla inhibisyon sergilemislerdir ve sirasiyla; % 86.35, %81.50, %90.55, %83.22, %77.65
ve %88.96 seklinde inhibisyon gostermislerdir. 0.1 uM’lik bir konsantrasyonda ise
strastyla; %70.36, %55.16, %80.76, %64.84, %48.90 ve %72.46 seklinde inhibisyon
gostermislerdir. 0.01 pM’lik bir konsantrasyonda ise sirasiyla; %47.36, %36.21, %58.55,
%41.76, %35.35 ve %53.62 seklinde inhibisyon géstermistir. 4f ve 4m kodlu bilesikler,
diger bilesikler (4a, 4d, 4h, 4k) ile karsilastirildiginda daha yiiksek bir inhibisyon
potansiyeline sahip olduklart gézlenmisir. Elde edilen bu bulgular neticesinde 6zellikle
4f ve 4m kodlu bilesiklerin AChE ve MAO-B enzimlerini inhibe etme potansiyallerinin
yani sira AH’dan muzdarip hastalarin beyinlerinde biriken beta amiloid plak olusumunu

da engelleyebilme kabiliyetleri olabilecegini gozler oniine sermistir.
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5.5. Molekiiler Modelleme Calismalarinin Degerlendirilmesi

Tez kapsaminda sentezi tamamlanan, AChE ve MAO-B enzimleri Uzerine
inhibisyon aktivitesi en yiiksek bulunan bilesik 4f’nin ilgili enzim aktif bolgeleriyle olast
etkilesimlerini belirlemek i¢in AChE enzimine ait (PDB Kodu: 4EY7) [73] ve MAO-B
enzimi icin PDB: 2V5Z [74] kristal yapilar1 tizerinde docking ¢alismalari
gerceklestirilmistir. Calismalarda Glide 7.1 [77] programi ile gergeklestirilen docking
teknigi uygulanmis ve GlideScore SP ile en olasi pozlar iiretilmistir. Sekil 5.74-76’da
AChE enzimi ile yapilan ¢alisma neticesinde elde edilen docking pozlar1 verilmigken;

Sekil 5.77-79°da MAO-B enzimi ile ilgili docking pozlart yer almaktadir.

Donepezilin ¢ift baglanma bdlgesi (dual binding side-DBS) 6zelligi ile AChE
enziminin her iki bolgesi ile de etkileserek gecide ¢ok iyi yerlestii yapilmis birgok
modelleme ¢alismasinda tespit edilmistir [84-86]. Cheung ve digerleri (2012) yaptiklari
bir c¢alismada donepezilin enzim aktif bolgelerine baglanma noktalarini inceleyerek
donepezilin aktif bolgelerle olan etkilesimlerini agiklamislardir. CAS bdlgesinde benzil
halkasi aktif bolgede Trp86 amino asidindeki indol halkasi ile n-n etkilesimi yapmaktadir.
Yapida yer alan karbonil oksijeni dnemli bir etkilesime sahiptir. indanondaki karbonil
oksijeni ile Phe338’nin amino grubu arasinda hidrojen bagi kurularak yapiya baglanma

s0z konusudur. PAS bdlgesinde ise indanon yapist Trp286°daki indol ile n-m etkilesimi
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yaparak baglanmaktadir. Ayrica piperidin halkasit hem CAS hem de PAS bdélgesiyle van
der Waals etkilesimi icerisindedir [73]. Sentezi yapilan bilesikler arasinda en yiiksek
aktivite gosteren bilesik 4f'nin AChE enzimi ile yapilmis docking ¢aligmasi
incelendiginde s6z konusu bilesigin ¢ok sayida ve ¢esitte etkilesimler olusturarak enzim
aktif bolgesine oldukca gii¢lii derecede baglandig1 goriilmektedir. Donepezilde oldugu
gibi tez kapsaminda elde edilen bilesik 4f’nin de enzimin hem CAS hem PAS bolgelerine
baglanarak gegide yerlestigi ve boylelikle ¢ift bolgeye baglanma (dual binding side-DBS)

Ozellikleri sayesinde enzimle tam bir etkilesim kurabildikleri gérilmektedir.

Sekil 5.75 ve 76’da gorilebildigi gibi, bilesik 4f’de bulunan benzotiyazol
halkasinin hem fenil hem de tiyazol halkalar1 Trp286 amino asidinin indol halkasi ile iki
n-m etkilesimi olusturmaktadir. Benzotiyazol halkasina komsu karbonilin de polar
etkilesimler agisindan oldukca 6nemli oldugu goriilmektedir. S6z konusu karbonil grubu
Phe295’in amino grubuyla bir hidrojen bagi kurarken; Phe297’nin fenili ile de bir
aromatik-hidrojen bagi olusturmaktadir. Benzotiyazol ve komsulugunda bulunan
karbonile ait bahsedilen bu etkilesimler, bilesik 4f’nin donepezilde oldugu gibi PAS
bolgesine oldukga giiglii bir sekilde yerlestigini gostermektedir. Yapinin orta kisminda
bulunan benzen halkasinin Tyr341 amino asidinin fenili ile yine n-m etkilesimi
olusturdugu tespit edilmistir. Benzen halkasina komsu piperazin halkasinda bulunan azot
atomunun Trp86’nin indolii ve Tyr337’nin fenili ile iki katyon-m etkilesimi kurdugu
goriilmektedir. Piperazin halkasinin diger azot atomunun da Asp74’iin karbonili ile bir
tuz kopriisii olusturdugu belirlenmistir. Son olarak, piperazin halkasina bagh
dimetilaminoetil siibstitlientinde bulunan terminal azot atomunun Ser125’in hidroksili ile
bir hidrojen bagi olusturdugu tespit edilmistir. Asp74, Trp86, Ser125, Tyr337 ve Tyr341
amino asitleriyle gézlenen etkilesimler ile bilesik 4f’nin AChE enzim aktif yoresinin CAS
bolgesine oldukca kuvvetli ve uyumlu bir sekilde baglandigi gozlenmistir. Elde edilen
tim veriler bilesik 4f'nin AChE enzimi {izerinde in vitro olarak da gosterdigi giiclii

inhibitor aktiviteyi aciklar niteliktedir.
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Sekil 5.74. Bilesik 4f 'nin AChE enzim aktif bolgesine yerlesimi.
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Sekil 5.75. Bilesik 4f 'nin AChE enzim aktif bolgesiyle etkilesiminin iki boyutlu gériintimii.
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Sekil 5.76. Bilesik 4f 'nin AChE enzim aktif bolgesiyle etkilesiminin ti¢ boyutlu gortiniimii (Enzim aktif

bélgesindeki amino asitler sari renkli, bilesik 4f ise mor renkli gosterilmistir).

Sekil 5.77-5.79’da bilesik 4f’'nin MAO-B enzimi ile yapilmis docking pozlari
goriilmektedir. Bu pozlar incelendiginde bilesik 4f'nin AChE enziminde oldugu gibi
MAO-B enzimi aktif bolgesine de giliclii ve uygun bir pozisyonda yerlestigi
goriilmektedir. Yapida bulunan benzotiyazol halkasi Pro102 amino asidinin karbonili ile
bir aromatik-hidrojen bagi olugturmaktadir. Kimyasal yapinin diger u¢ kisminda bulunan
terminal azot atomunun Tyr435’in fenili ile bir katyon-m etkilesimi kurdugu
goriilmektedir. Piperazin halkasinin azotu ise aymi etkilesimi Tyr398’in fenili ile
olusturmaktadir. Ayrica piperazin halkasinin s6z konusu bu azot atomunun enzim aktif
bolgesinde bulunan FAD molekiiliiniin N5’ine komsu karbonili ile de bir hidrojen bag:
kurdugu tespit edilmistir (Bkz. Sekil 5.79-5.80). Bulunan bu etkilesim bilesik 4f’nin
MAO-B enzim aktif yoresinde substrat baglanma bolgesine FAD ile etkilesimde
bulunarak gii¢lii ve uygun bir sekilde baglandigini gozler 6niine sermektedir. Elde edilen
tiim veriler bilesik 4f’nin gii¢lii derecede olan MAO-B enzim inhibisyon profilini agik¢a

ifade etmektedir.

Molekiiler docking caligmalar1 yardimiyla bilesik 4f’nin hem AChE hem de

MAO-B enzimleri iizerinde tespit edilmis in vitro dual inhibitor 6zelligi, in silico sonuclar
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ile de desteklenmis ve ifade edilmeye ¢alisilmistir. Bilesik 4f’nin dual inhibisyon profili

ile AH ve PH tedavisinde umut verici bir potansiyele sahip oldugu elde edilen bulgular
ile gorilmektedir.

Sekil 5.77. Bilesik 4f 'nin MAO-B enzim aktif bolgesine yerlesimi.
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Sekil 5.78. Bilesik 4f 'nin MAO-B enzim aktif bolgesiyle etkilesiminin iki boyutlu goriiniimii.
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Sekil 5.79. Bilesik 4f 'nin MAO-B enzim aktif bolgesiyle etkilesiminin ti¢ boyutlu goriintimii (Enzim aktif

bélgesindeki amino asitler gri renkli, bilesik 4f ise mor renkli gosterilmistir).

N 7

Sekil 5.80. Bilesik 4f 'nin MAO-B enzim aktif bolgesiyle etkilesiminin ii¢ boyutlu goriiniimiide FAD

etkilesimi.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

AH, demansin biiyiik bir kismini olusturur ve genellikle davranissal semptomlar
ile biligsel ve fiziksel islev kaybiyla karakterize, ilerleyici ve nedeni tam bilinmeyen
oliimciil bir demans tiirtidiir. AH’da hafiza kaybinin ve entellektiiel faaliyetlerin kotuye
gitmesinin ve kisilik degisikliklerinin beyindeki kolinerjik sinirlerin kaybindan
kaynaklandig1 ileri siiriilmektedir. Bu hasar ekstraseliiler protein plaklarinin ve
intraseliiler protein sacaklarinin ortaya ¢ikmasiyla baglantilidir. Bu anormal protein
yapilar1 norotoksiktir ve ndron yikimindan sorumludur. Kolinerjik sinirlerin yikimi hem
kolinerjik reseptorlerde hem de asetilkolin seviyelerinde bir diisiise neden olur. Bu
nedenle asetilkolinesterazlarin AH’nin tedavisinde kullanilmasi i¢in c¢alismalar
yapilmaktadir. Ancak heniiz hi¢bir calisma AH’n1 tedavi etmemektedir fakat asetilkolinin
etki suresini uzatarak beynin canli kalan kolinerjik reseptorlerini kullanmasini saglayarak
semptomlar1 iyilestirir. Bu sonuglara ragmen antikolinesteraz ilaglar AH’nin ilk
sathalarinda faydalidir. Fakat hastaligin ilerleyen sathalarinda faydalarinin azaldigi
gosterilmistir.

Asetilkolinesterazin Alzheimer hastalarinin beyninde bulunan anormal protein
birikimlerini desteklemede aktif bir rol oynayabilecegi de kesfedilmistir. Caligsmalar,
enzimin periferik baglanma golgesinin, normalde ¢ozulebilen ve bir antioksidan rolu olan
B-amiloid proteinini baglayabildigini gostermistir. Bununla birlikte protein,
asetilkolinesteraza baglandiginda ¢oziinmeyen ve AH ile ilgili protein plaklarinin ve
diigimlerinin ortaya c¢ikmasina neden olan bir degisiklige ugrar. Enzim bu siirecte
patolojik bir saperon olarak tanimlanabilmektedir ve protein birikimleri ile ilgilidir.
Ayrica, hiicre iginde proteinin ¢oziiniir oligomerleri olusur. Bu oligomerler hiicre
toksisitesi ve hiicre 6liimiine neden olacak sekilde mitokondri islevini bozar ve oksidatif
stresi artirir. B-amiloid proteininin asetilkolinesterazin periferik baglanma bolgesine
baglanmasini 6nleyerek hastaligin ilerlemesini durdurabilecek ilaglarin gelistirilebilecegi
heyecan vericidir. Bu baglamda tez kapsaminda sentezlenen bilesikler (4a-4n), AChE,
BChE, MAO-A, MAO-B enzimleri aktivite ¢alismalarinda kullanilmistir. Caligsmalar
sonucunda AChE ve MAO-B enzimleri lizerinde 6nemli inhisyon gosteren bilesikler (4a,
4d, 4f, 4h, 4k, 4m), B-amiloid 1-42 (AB42) inhibitor tarama ¢alismalarinda kullanilmistir.
Calismalar sonucunda 0Ozellikle 4f ve 4m kodlu bilesiklerin AChE ve MAO-B enzim
inhibisyonlarina ek olarak B-amiloid plak olusumunu blyik oranda inhibe ederek dual

etkili ila¢ tasarimina yonelik 6nemli bilesikler olduklar1 gézlenmistir. Tez kapsaminda
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sentezi gerceklestirilen bilesik serisi igerisinde AChE ve MAO-B enzimleri (zerinde
etkili bulunan bilesik 4f’nin ilgili enzim aktif bolgeleriyle olasi baglanma ve etkilesim
noktalarini belirlemek amaciyla yap1 temelli in silico docking metodu uygulanmustir.
Molekiiler docking g¢alismalar1 yardimiyla bilesik 4f’nin hem AChE hem de MAO-B
enzimleri tizerinde tespit edilmis in vitro dual inhibitor 6zelligi, in silico sonuclar ile de
desteklenmis ve ifade edilmeye ¢alisilmistir.

Tez kapsaminda yapilan tim ¢alismalar neticesinde gelecek calismalarda daha
yuksek aktivite gosteren bilesiklerin elde edilebilmesi adina benzer kimyasal yapili yeni

bilesiklerin tasarlanmasi, sentezlenmesi ve aktivitelerinin aragtirilmasi hedeflenmektedir.
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