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OZET

MONOAMIN OKSIDAZ ENZIM INHIBITORLERI OLARAK TiYAZOL HALKASI
ICEREN YENI BILESIKLERIN SENTEZ VE BIYOLOJiK ETKi CALISMALARI

Narmin Khalilova
Farmasétik Kimya Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Haziran 2022
Danisman: Prof. Dr. Yusuf OZKAY
fkinci Danigman: Dog. Dr. Begiim Nurpelin SAGLIK

Alzheimer hastalig1 genellikle yasli poptilasyonda goriilen, davranigsal semptomlar
ile biligsel ve fiziksel islev kaybi ile karakterize ilerleyici, nedeni bilinmeyen 6liimciil bir
demans tiiriidiir. Her gecen yil Alzheimer hastaligi daha da artmaktadir. Hastaligin
etiolojisi tam olarak bilinmedigi i¢in tedavi genellikle semptomlar1 hafifletmek, ileri
evreye gecmenin karsisina almak yoniinde siirdiiriiliiyor. Cesitli AChE ve MAO
inhibitorleri AH nin semptomatik tedavisinde kullanilmaktadirlar.

Bu calismada; tiyazol-hidrazon tiirevi 10 bilesik sentezlenmistir. Elde edilen
bilesiklerin *H-NMR, Mass spektroskopik ydntemleri ile analizleri yapilmistir. Sentezi
gergeklestirilen bilesiklerin kolinesteraz ve monoaminoksidaz (MAO) enzimleri tizerinde
olan inhibisyon etkisi aragtirllmistir. Sentezi gergeklestirilen bilesiklerin higbirinde
butirilkolinesteraz (BChE) enzimine kars1 6nemli bir aktivite tespit edilmemistir. Fakat
3b, 3e, 3i ve 3j kodlu bilesikler; AChE, MAO-A ve MAO-B enzimleri tizerinde kayda
deger etki gostermislerdir.

Tez kapsaminda molekiiler modelleme ¢alismalariyla AChE, MAO-A ve MAO-B
enzim aktif yorelerinin yapist aydinlatilmis, aktif bilesiklere docking ¢alismalar1 yapilmis
ve enzim aktif bolgesi ile baglanma noktalari tespit edilmistir. AChE, MAO-A ve MAO-
B enzim aktif bolgeleri ile en gii¢lii etkilesimin 3b kodlu bilesik ile gozlendigi ortaya
konmustur.

Anahtar Sozciikler: Tiyazol-hidrazon, Alzheimer, Monoaminoksidaz,

Asetilkolinesteraz, Docking



ABSTRACT
SYNTHESIS AND BIOLOGICAL EFFECTS STUDIES OF NEW COMPOUNDS
CONTAINING THIAZOLE RING AS MONOAMINE OXIDASE ENZYME
INHIBITORS

Narmin KHALILOVA
Department of Pharmaceutical Chemistry
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, June 2022
Supervisor: Prof. Dr. Yusuf OZKAY
Co-supervisor: Assoc. Prof. Dr. Begum Nurpelin SAGLIK

Alzheimer's disease is a progressive, fatal form of dementia of unknown cause,

usually seen in the elderly population, characterized by behavioral symptoms and loss of
cognitive and physical function. Alzheimer's disease is increasing every year. Since the
etiology of the disease is not fully known, the treatment is usually continued to alleviate
the symptoms and to counteract the progression to the advanced stage. Various AChE
and MAO inhibitors are used in the symptomatic treatment of AD.
In this study; 10 thiazole-hydrazone derivative compounds were synthesized. The
obtained compounds were analyzed by *H-NMR, Mass spectroscopic methods. Inhibitory
effects of synthesized compounds on cholinesterase and monoaminoxidase (MAO)
enzymes were investigated. No significant activity was detected against the
butyrylcholinesterase (BChE) enzyme in any of the synthesized compounds. But 3b, 3e,
3i and 3j coded compounds; They showed remarkable effects on AChE, MAO-A and
MAO-B enzymes.

Within the scope of the thesis, the structure of AChE, MAO-A and MAO-B
enzyme active sites was clarified with molecular modeling studies, docking studies were
performed on active compounds, and enzyme active site and binding points were
determined. It was revealed that the strongest interaction with AChE, MAO-A and MAO-
B enzyme active sites was observed with the 3b coded compound.

Keywords: Thiazole-hydrazone, Alzheimer's, Monoaminoxidase, Acetylcholinesterase,
Docking.
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ETIiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

06.06.2022

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢alisma oldugunu; ¢alismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak {izere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu ¢aligsma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakgada yer verdigimi; bu ¢alismanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi”nda tarandigimi beyan
ederim. Herhangi bir zamanda, ¢aligmamla ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun
saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikabilecek tiim ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi

bildiririm.

Narmin KHALILOVA
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1.1. GIRIS VE AMAC

Alzheimer hastaligi, bilissel bozukluk, hafiza kaybi ve fonksiyonel diisiis ile
karakterize edilen ndrodejeneratif hastaliktir. AH icin bilinen en 6nemli risk faktorii yastir
ve risk, 65 yasindan sonra gegen her bes yildan bir yaklasik iki katina ¢ikmaktadir [1].
Alzheimer hastaligimin patolojisinin temel 6zellikleri B-amiloid (AP) ekstraseliiler
plaklar, noérofibriller yumaklar, kolinerjik néronlarin kaybi1 ve oksidatif strestir [2,3].
Alzheimer hastaliginin tedavilerinde reseptdr agonistileri, kolinesteraz enzimleri
inhibitorleri  (ChE), monoamin oksidaz inhibitorleri  kullanilmaktadir  [4].
Asetilkolinesteraz (AChE) inhibitorleri olarak kullanilmak {izere takrin, donepezil,
rivastigmin ve galantamin bilesikleri FDA tarafindan onaylanmistir [5,6]. Donepezil,
Alzheimer hastaliginin tiim evrelerinde en sik kullanilan ve en olumlu tedavi yanitinin
alindig1 bir ilagtir.

Monoamin oksidaz enziminin her iki formunun da katalizinden yaranan ve yan {iriin
olan hidrojen peroksit (H202), mitokondride toksik reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
yaranmasina neden olur. Bu nedenle monoamin oksidaz enzimi oksidatif stresin
artmasina sebep olur. Her iki izoenzimin inhibitérleri, bu enzimler tarafindan iiretilen
oksidatif stresi azaltarak noroprotektif etki gosterir. Bu nedenle monoamin oksidaz
inhibitorleri AH tedavisinde kullanila bilmektedir [7].

Bu yiiksek lisans tezi ¢aligmasinda ChE ve MAO enzimlerinin aktif bolgelerine
baglanma 6zellikleri goz 6niinde bulundurularak potansiyel etkili tiyazol-hidrazon tiirevi
yeni on bilesigin tasarimi, sentezi, enzim inhibitor aktivite ¢alismalar1 ve molekiiler

modelleme ¢aligmalarinin degerlendirilmesi amaglanmistir.



2. KAYNAK BILGISi
2.1. Alzheimer Hastahgi
2.1.1. Alzheimer hastaliinin tanimi

Demans diinya ¢apinda 47 milyondan fazla insani etkiliyor [8]. Demans vakalarinin
%60-70"inin nedeni Azheimer hastalifidir. Alzheimer hastaligi (AH) yavas baslayip
zamanla kotiilesen ilerleyici nérodejeneratif hastaliktir [http-1]. Alzheimer hastaligi adini
20. yiizyilin baslarinda 4 Kasim 1906’da hastaliga ilk tan1 koyan Alman hekim Alois
Alzheimer’dan almistir. Bu nérodejeneratif hastalik molekiiler seviyede yanlis protein
katlanmasi, agregasyonu, oksidatif stres, mitokondriyal bozukluklar ve néroinflamatuar
prosesler ile karakterize olunuyor [9,10]. En sik goriilen erken semptom, son olaylari
hatirlamakta giiclik ¢ekmektir [11]. Hastaligin ilerledigi zamanlarda belirtiler arasinda
dil ile ilgili problemler, yonlenim bozukluklari, ruh halinde ve davranista degisiklikler,
dikkatsizlik, motivasyon eksikligi, kendini ihmal etme ve davranista sorunlar ola bilir.
Zamanla, fiziksel islevler kaybolur ve sonugta mortaliteye sebep olur. Hastaligin ilerleme
hiz1 kisiye gore degisebilir, ama teshis konulduktan sonra yasam beklentisi ii¢ ila dokuz

yil arasindadir [http-2].

2.1.2.  Alzheimer hastaligin belirtileri

Alzheimer hastaligi 3 evreye ayrilmaktadir [http-2]. Bu evreler erken, orta ve ileri
evre olarak taninmaktadir [12]. Hastaliga kesin teshis koyuldugu zaman artik hastaligin
baglamasindan 5 yil gegmistir. Yeni bilgileri unutma, planl eylem gerceklestirememek
hastaligin ilk goriinlir belirtileridir [13,14]. Hastalik ilerledigi zaman hafiza
bozuklugunun derecesi de artiyor [http-2]. Ogrenme ve hatirlama kaybi, kelime
dagarciginda kayiplar, akict konusmanin yok olmasi, dikkat eksikligi erken evrelerde
goriilebilir[14]. Depresyon ve apati de bu asamada goriilebilir ve tiim hastalik boyunca
en kalict semptom olarak kalir [15]. Orta asamada giinliik yasamin en yaygin
aktivitelerini gerceklestirememe ile ortaya c¢ikar [16]. Sozciikleri hatirlayamama
nedeniyle konusma giigliikleri belirginlesir, okuma ve yazma becerileri de giderek
kaybolur [16,17]. Bu evrede bellek sorunlari daha kétiilesir ve Alzheimer hastasi
cevresindeki insanlar1 tanityamaz hale gelir. Daha 6nce bozulmamis olan uzun siireli
bellekte bozukluklar yaranir. Giinliik yasam yeteneklerinde bozukluklar ve

noropsikiyatrik degisiklikler daha ¢ok kendini belli eder. Bu evrede yaygin belirtiler,



gezinme, sinirlilik hali ve duygusal kararsizliklardir. Bu sathada hastada aglama, dnceden
planlanmamis saldirganlik patlamalari, bakima kars1 direng ortaya ¢ika bilir [16]. Ileri
asama olarak bilinen son asamada, konusma tek kelimelik ciimlelere kadar basitlesir,
ihtiyaglarini anlatamaz duruma gelinir [16,17]. So6zel dil becerileri olmasa da Alzheimer
hastas1 duygusal sinyalleri kavraya biliyor ve sinyallere duygusal cevaplar vere biliyor.
En yaygin semptomlar bitkinlik ve asirt ilgisizlik olarak bilinir. Hastalik kendisi
genellikle 6liim nedeni olmuyor, ama hastaligin fonunda yaranan akciger embolisi,
akciger enfeksiyonu, yatak yarasi enfeksiyonlari, iiriner enfeksiyon, beslenme
bozukluklarinin neden oldugu yan etkiler 6liime sebep oluyor [18].

Sinirli  tedaviler nedeniyle, asetilkolinesteraz inhibitorleri (AChEl'ler) ve
memantin, 6zellikle Alzheimer hastaligi (AH) icin simdilik demans tedavisinde hala ilk
secencklerdir[19]. Monoterapinin veya bunlarin birlikte kullaniminin, AH'nin farkli
evrelerinde veya biligsel, aktivite ve genel islevsellik dahil olmak {izere diger
demanslarda demansla iliskili semptomlart iyilestirmede etkili oldugu kanitlanmistir [20—
23]. Demansa bagli noropsikiyatrik semptomlar agisindan, antipsikotikler ve
antidepresanlarin kullanimi 6nerildi, ancak bu arada yan etkiler nedeniyle endiseler artti
[21,22].

Alzheimer hastaliginin AH ve Sporadik AH diye tanimlanmis iki tipi
bulunmaktadir. Ailesel AH tamamen genetik nedenlerden dolay1 meydana ¢ikar ve erken
baslangi¢lidir. Vakalarin ¢ogunu olusturan Sporadik AH ise ileri yaslarda ortaya cikar.
Ailesel AH ve sporadik AH hastaligin ortaya ¢ikma yasi ve ilerleme hiz ile birbirinden
farkhdirlar.

2.1.3. Alzheimer hastalig icin risk faktorleri

Alzheimer hastaliginin net bir sebebi heniiz anlagilmamaistir,ama bu hastalik icin
risk faktorleri belirlenmistir[23]. Genetik faktorler biiyiik faktordiir ama ¢ogu zaman tek
basina yeterli degil [24]. AH genetik olarak apolipoprotein E’nin e4 alelinin 7 (ApoE e4)
varhigia baglidir [25-28]. AH’ nin meydana gelisinde diger risk faktorleri olarak yas,
zihinsel aktivite, kardiyovaskiiler hastaliklar, beyin hasari, travma, depresyon, sigara
kullanimi, diisiik folat ve vitamin B12 diizeyleri, plazmada yiiksek kolesterol, tip 2
diyabet, yiiksek tansiyon, fiziksel aktivite eksikligi ve obezite Alzheimer’in diger risk
faktorleri arasinda yer almaktadir. Bu faktorler ayni1 zamanda farkli demans alt tiplerinin

etiyopatogenezinde ve diger hastaliklarda da etkili olabilmektedir [29-33].

3



2.14. Alzheimer hastaliginin patogenezi

AH’nin etiyolojisinin hala tam olarak aydinlatilamamistir. Hastaligin patogenezini
aciklamak i¢in ¢esitli hipotezler belirlenmistir. Bunlardan kolinerjik hipotez, amiloid
hipotezi, tau hipotezi ve oksidatif stres hipotezi en 6nemli hipotezlerdir.

Birgok ilag tedavisinin dayandigi en eski hipotez, Kkolinerjik hipotezdir. Bu
hipotezde norotransmiter asetilkolinin azaltilmig seviyede olan sentezinden AH’nin
kaynaklandigini 6ne siiriilmektedir [34]. Limbik sistem ve serebral kortekste gézlenen
kolinerjik néronlarm kaybi, AH nin ilerlemesinde énemli bir dzelliktir [35,36]. Onemli
noromedyatorlerden biri olan ACh eksikliginin sebepleri néromedyatériin iiretiminin
azalmasi ve ya artan asetilkolinesteraz (AChE) aktivitesidir [37].

Amiloid kaskat hipotezi, AH’nin AB’nin asir1 iretimi nedeniyle meydana geldigini
ileri siirmektedir [38]. Amiloid hipotezinde, hiicre 6liimiine beyinde depolanan yanlis
katlanmis AP formunun sebep oldugu bilinmektedir. Amiloid prekiirsér proteininin
(APP) proteolitik boliinmesi neticesinde amiloid beta (A) peptitleri tiretilir. Monomerik
amiloid P proteinler normal metabolizmada iiretilen proteinler olup néronlara kot etki
gostermemektedir [39]. Ap monomerleri farkli izoformlara doniisebilirler. Monomerler
sulu ortamda kolayca toplanarak oligomerlere, protofibrillere ve amiloid fibrillere
cevrilirler. AP oligomerleri suda ¢oziinebilir 6zellige sahiptir ve beyne yayilabilir.
Amiloid fibriller AP oligamerinden oldukca biiylik yapidadir ve dolayisiyla suda
¢Oziinme yetenekleri bulunmamaktadir. Bu fibriller birleserek plaklar1 olusturmakta ve
neticede AH’ye neden olan histolojik lezyonlara doniismektedirler [40]. AP plaklar
beyinde birikim gostererek ndronlarda, glial hiicrelerde ve sinapslarda mitokondriyal
disfonksiyona,  oksidatif =~ hasara, inflamasyona, kalsiyum  diizensizligine,
norodejenerasyona neden olabilecek endoplazmik retikulum (ER) stresine ve apoptoz ile
ndronlarin 6lmesine neden olur.

Tau proteinleri hiicre iskeletini olusturarak mikrotiibiillerin diizenlenmesinde rolu
olan proteinlerdir. Tau proteinlerinin miktar1 beyin hiicrelerinde viicut hiicrelerine oranla
daha fazladir. Genellikle insanin yaslandigi zaman protein yapisina olmasi gerekenden
daha cok fosfor eklenmesi sonucunda hiperfosforillenir, bu proteinlere norofibriler
yumaklar adi verilmistir ve onlar beyinde birikmeye baslarlar. Bu birikme norofibriler

yumak olusumuna neden olur ve hiicreleri toksik olarak etkiler [http-3].



Oksidatif stress hipotezinde oksidatif stress nedeniyle noron dejenerasyonuna ve
Olimiine sebep olmakla AH meydana gelmesi ileri siiriiliyor. AH’de oksidatif stresi
olusturan ¢esitli etmenler mevcuttur. Bunlardan bazilar1 su sekildedir: Serbest radikal
olusumunu stimiile eden demir, bakir, civa ve aliiminyum metallerinin beyinde artmasi
[41,42], lipit peroksidasyonun artis1 ve ¢coklu doymamis yag asitlerinin beyinde azalisi
[43], beyinde protein ve DNA oksidasyonunun artmasi [44], beyinde enerji
metabolizmasinin azalmasi ve sitokrom C oksidazin artmasi [49], glikoliz ve nihai

tirtinlerinin artmasi [41], AP proteinin serbest radikal olusturabilme 6zellikleri seklindedir

[46,47].

2.1.5. Alzheimer hastaliginda tedavi yaklasimlar:

Gliniimiizde AH kesin bir tedavisi bulunmamaktadir. Gelistirilen tedavi yontemleri
hastaligi Onleme, gerilemeyi azaltma, azalmis kognitif fonksiyonlar1 diizenleme
seklindedir. Kullanilan yontemlere ChE inhibitorleri, kolinerjik agonistler, amiloid
birikim inhibitorleri, a-sekretaz aktivatorleri,  ve y-sekretaz inhibitorleri, tau proteini
birikim inhibitorleri, MAO-B inhibitorleri, kolesterol sentez inhibitorleri (sitatinler),
fitoterapi, Ostrojen tedavisi, antioksidan takviyesi, antiinflamatuar ilaglar, immunoterapi

tedavi yontemleri dahildir [48,49].

2.1.5.1. Kolinesteraz inhibitorleri

AH tedavisinde en sik kullanilan ilaglar kolinesteraz inhibitorleridir. Kolinesteraz
inhibitorleri asetilkolinesteraz enzimi (AChE) ve biitirilkolinesteraz enzimi (BChE)
inhibe ederek etki gosterirler. Bu ilaglar asetilkolin seviyesini diizenleyerek kognitif
konksiyonlar1 arttirmakla etki ederler. Bu ilaglara takrin, galantamin, rivastigmin,

donepezil aittir.
Takrin

Takrin bir aminoakridin tiirevidir. Takrin ilk olarak 1949'da Sidney
Universitesi'nde Adrien Albert tarafindan sentezlendi. Takrin Alzheimer hastaliginin
tedavisi i¢in onaylanan ilk merkezi etkili kolinesteraz inhibitoriiydii ve Cognex ticari ad1
altinda pazarlandi [50]. Takrin hematoensefalik bariyerini rahatlikla gegebilen, AChE ve

BChE enzimlerine karsi nanomolar diizeyde inhibisyon gosterir. Takrinin yan



etkilerinden olan yiiksek hepatotoksisite ve kotii kullanim &zellikleri (glinde 4 kez
kullanim) bu ilacin artik klinik olarak kullanilmamasina yol agmistir. Takrin ChE
inhibisyonuna ek olarak, H20> tarafindan indiiklenmis apoptotik yolagi antagonize etme
[51], reaktif oksijen tiirlerinin iiretimini azaltma [52] , AP tarafindan indiiklenmis
oksidatif stresi azaltma [53] ve tau proteinin fosforilasyonunun 6nleme [54] gibi etkilere
de sahiptir. Takrin ayrica zihinsel uyanikligi artirmak icin kullanilan bir analeptik ajan

olarak tanimlanda.
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Sekil 2.1. Takrin’in Kimyasal Yapisi

Galantamin

Galantamin (Reminyl®) hafif-orta siddetli AH’nin tedavisinde kullanilmak {izere
2001 yilinda FDA tarafindan onaylanmistir [55]. Galantamin, Kafkas kardeleninden
(Galanthus woronowii) ve Amaryllidaceae familyasinin ¢esitli tiirlerinin soganlarindan
izole edilmis bir alkaloiddir. Galantamin merkezi sinir sistemine etki eden, elektif,
reversibl ve kompetitif AChE inhibitoriidiir ve nikotinik asetilkolin reseptérlerinin
(nAChR) allosterik modiilatorii 6zelliklerini tasiyan tek ajandir [55,56]. AChE’ye
BChE’den 53 kat daha segici olmasi, periferal dagilimli BChE enzim inhibisyonundan

kaynakli yan etkilerin gbzlenmemesini saglar [55].

Sekil 2.2. Galantamin’in Kimyasal Yapisi



Rivastigmin

Rivastigmin (Exelon®) 2000 yilinda FDA tarafindan hafif-orta siddetli Alzheimer
hastaliginin tedavisinde kullanilmak iizere onaylanmis bir kolinesteraz inhibitoriidiir
[57,58]. Rivastigmin uzun etki siireli bir ilagtir ve kan beyin bariyerini kolayca geger.
Santral sinir sistemine dagilimi, periferal dagilimindan daha ytiksek oldugu i¢in periferal
yan etkileri azdir [59]. Rivastigmin AChE ve BChE enzimlerini inhibe eder. Rivastigmin

igeren ilaclar kapsiil, s1v1 ve transdermal bant formlarinda olmaktadir.
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Sekil 2.3. Rivastigmin’in Kimyasal Yapisi

Donepezil

Donepezil (Aricept®) FDA tarafindan 1996 yilinda onaylanmis piperidin sinifi
AChE inhibitoriidiir ve AH tiim evrelerinde kullanilmaktadir. Reversibl ve non-
kompetitif olarak AChE’yi BChE’den 100 kat fazla inhibe etmektedir [60]. Donepezil
ACHhE seciciligi sayesinde plazma BChE enzminlerini etkilemedigi i¢cin BChE aracilikli
yan etkiler gozlenmez [61]. Donepezil kan beyin bariyerini kolayca gegmekte ve in vivo
ortamda plazma kolinesterazina kiyasla beyin kolinesterazini gii¢lii ve segici bir sekilde
inhibe etmektedir [62].

Sekil 2.4. Donepezil’in Kimyasal Yapisi



2.1.5.2. NMDA reseptir antagonizmasi
Memantin

Memantin (Ebixa®) 1960’11 yillarda Eli Lilly ve Co. tarafindan antihiperglisemik
olarak sentezlenmis ancak bu molekiilde antihiperglisemik aktiviteye rastlanmamuistir
[63]. Daha sonra memantinin nonkompetitif NMDA reseptor antagonist etkisi
arastirilmig,2003 yilinda da orta ve ileri derecede Alzheimer hastaliginin tedavisinde
kullanimi1 FDA tarafindan onaylanmistir [64]. Memantin glutamat reseptorlerini
hiperpolarize membran potansiyelinde konsantrasyon bagimli olarak inhibe eder.
Memantin donepezil ile kombine edilmistir ve hafiza ve biligsel fonksiyonlar tizerinde
sinerjik etki gosterdigi ortaya ¢ikmistir. Donepezil ile ikili kombinasyon (Namzeric©)

formunda ilag¢ tasarlanmistir.

Sekil 2.5. Memantinin Kimyasal Yapisi

2.1.5.3. Monoamin oksidaz enzimi ve inhibitorleri

Monoamin oksidazlar 1928 yilinda Mary L.C. Hare (daha sonra Mary Bernheim
olarak bilinir) tarafindan bulunmustur [65]. Baslangigta tiramin oksidaz olarak
adlandirilan ilk MAO'nun kesfi, arastirmacilarin MAQ'larin biyolojik hedefler olarak
potansiyelini ve esas olarak norolojik hastaliklarla ilgili terapdotiklerin gelistirilmesini
incelemenin yolunu agmistir [66][67-69]. MAOQO'lar, endojen ve ksenobiyotik
monoaminlerin oksidasyonunu katalize eden mitokondriyal dis zar tizerinde lokalize olan
flavin adenin diniikleotid (FAD) kofaktor bagimli enzimlerdir. Bir sistein amino asidine
(MAO-A'da Cys406 ve MAO-B'de Cys397) kovalent olarak bagl bir kofaktorflavin-

adenindiniikleotidi (FAD), monoaminoksidazin katalitik aktivitesinden sorumludur [70].
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Sekil 2.6. Flavin-adenin diniikleotit molekiiliiniinKimyasal Yapist

MAO'nun genel enzim reaksiyonu, asagidaki denklemde oldugu gibi

gerceklesmektedir
R-CH2-NH2 + O2 +H.O0 — R-CHO +NH3 + H20:

FAD grubunun iglevi amin azotunda olan elektronlar1 oksijene transfer etmekle
amin substratlarin1 oksidatif deaminasyona ugratmaktir. Protonlanmis iminyum tiiriine
doniisen amin grubu, sonra aldehit ve amonyum iyonuna hidroliz edilir. Aminlerdeki R-
karbon {izerinde iki hidrojen atomunun olmasit MAO substratlarinin en énemli yapisal
ozelligini olusturmaktadir [71].

Jr;(f HQOQ Oy +H' Fr{
’?Q J;r ~ ’IZ

Oxidized FAD O Reduced FADH,

2
RCHQNHQ RCH=! NH2 — 2~ . RCHO+NH;

3

R

Sekil 2.7. FAD grubu ile aminlerin oksidasyon reaksiyonu [71]

Birkag basamaktan olusan oksidasyon mekanizmast MAQO tarafindan
gerceklestirilmektedir. En yiiksek enerjiye sahip olan ilk basamakta substrattan flavine
ilk elektron transferi edilmesi sonucunda amin radikal katyonu olusmaktadir. Sonra
substrattan flavine ikinci elektron transfer edilmesiyle iminyum iyonu olusmaktadir.

Sonuncu basamakta iminyum iyonu aldehite hidroliz edilir ve bununla birlikte



indirgenmis olan flavin molekiiler oksijen ile enzimatik yoldan yeniden oksitlenmektedir
[72].

MAO'nun etkisiyle tretilen aldehitler, aldehit dehidrojenaz ve aldehit rediiktaz
tarafindan daha da metabolize edilerek glikoller ve karboksilik asitlerin olusumuna yol
acar [73]. Baslangicta reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusturabilen H20- ile birlikte bir
aldehit olugsmas1 gercegi, MAO'nun etki {irlinlerinin norotoksik olabilecegi olasiligina
dikkat cekmistir [74].

.
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Sekil 2.8. Monoamin oksidazlar (MAQO'lar) A ve B tarafindan katalize edilen monoaminlerin oksidatif
deaminasyonu (A). Indirgeme yoluyla ilgili aldehit ve amonyag vermek iizere bir monoaminin
(norotransmitter) flavoenzime (E—FAD) baglanmasini gésteren genel reaksiyon semasi flavin
adenin diniikleotit (FAD) kofaktériiniin FADH?2'ye (adim 1), ardindan aldehitin (adim 2) aldehit
dehidrojenaz(ALDH) yoluyla karboksilik aside veya aldehit rediiktaz (ALR) ile alkole (glikol)
doniistiirtiilmesi (B) MAO'larin mitokondriyal dis zar iizerindeki lokalizasyonu ve monoamin

ndrotransmiterlerinin oksidatif deaminasyonundaki ozellikleri [75].

Bildiginiz gibi MAO, dopaminerjik, noradrenerjik ve serotoninerjik sinir uglari ile
akciger, karaciger ve bagirsak ¢eperlerinde rastlanan, farkli izoformlar1 olan, noronal,
glial ve baska hiicre zarlarinin dis mitokondrilerinde bulunan flavoenzimdir. 1960'larin
sonunda Onemli bir bulgu MAO'nun tek bir enzim olmadigi ancak farkli pH
optimumlarina ve 1s1 inaktivasyonuna karsi duyarlilia sahip en az iki formda
bulunabilecegi idi. Bu izoformlarin, farmakolojik 6nemi olan iki farklilik vardir: substrat

ve inhibitdr spesifitesi. Beyinde MAO-A ve MAO-B olarak adlandirilan iki izoformun
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varligt ilk kez 1968 yilinda Johnston tarafindan kanitlanmistir. X kromozomu tizerinde
bulunan ve ~73% 0Ozdes exon-intron organizasyonu nedeniyle ortak bir genden
tiretilebilen farkli genler tarafindan kodlanirlar. MAO-A enzimi 527 aminoasit
kalintissndan, MAO-B enzimi ise 520 aminoasit kalintisindan olugmaktadir. Yaklasik
olarak MAO-A enziminin 59 700 ve MAO-B enziminin 58 800 alt birim molekiil
agirligina sahip oldugu tamamlayict DNA yapilari yardimiyla belirlenmistir [76].

MAO-A monomerik yapiya, MAO-B ise dimerik yapiya sahiptir [77]. Her iki
enzimin aktif bolgeleri korunan hidrofobik bir bosluktan olusur. Bu izozimler substrat,
enzim aktif bolgesi ve inhibitér 6zgilligiini belirleyen birkag ayrintiyla birbirinden
farklanirlar [78].

Monoamine Oxidase A Monoamine Oxidase B

Sekil 2.9. Monoamin oksidaz A ve Monoamin oksidaz B kimyasal yapilar

Insan MAO-A ve MAO-B'nin X-1s1n1 kristal yapilarmin incelenmesi insan MAO-
A'smin ~500A3 hacimli tek bir substrat bosluguna sahip oldugunu, insan MAO-B'sinin
~300A3 hacimli bir giris boslugun ve ~400 A3 hacimli iki parcali bir bosluk yapisina
sahip oldugunu ortaya ¢ikardi. Bu iki bosluk, 1le199 ve Tyr326 yan zincirleriyle ayrilir.
Insan MAO-B mutant1 Ile199Phe ile yapilan mutajenez deneyleri, hacimli Phe yan
zincirinin MAO-B'deki bu kalintinin konformasyonel esnekligini azalttigin1 ve sonug
olarak, daha biiyiik kaviteye yayillan MAO-B secici inhibitorlerinin her ikisine de
baglanmasini1 engelledigini gostermistir. Ile199 tortusunun daha kiiclik yan zinciri,

sirayla, bosluga yayilan inhibitorlerin baglanmasina izin vermek icin aktif bdlge
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boslugundan donebilir. Boylece, 1le199, MAO-B15 tarafindan substrat ve inhibitor
tanimasi ic¢in gecit kalintis1 ve yapisal bir belirleyici olarak hizmet eder. MAO-B'ye
yonelik tek bir Ile199Ala mutasyonu, “kapiy1” kalici olarak agar. Substrat ve inhibitor
ozgulliiglini belirleyen bir diger 6nemli kalint1 olan Tyr326, ayni zamanda inhibitor
baglanmasi lizerinde konformasyonel degisiklikler sergiler ve belirli inhibitorlerin [6rn.,
harmin) insan MAO-B'sine baglanmasin1 kisitlar. MAO-A'da karsilik gelen kalinti, cok
daha kiiciik olan Ile335'tir ve bu, harmin gibi inhibitérlerin baglanmasina izin verir.
MAO-B'deki 1le199Ala-Tyr326Ala ¢ift mutasyonlari, MAO-B'den ziyade MAO-

A'ninkine benzer inhibitor baglanma 6zellikleri sergiler [79].

Bu analiz, MAO-B'nin iki pargali bosluk yapisinin substrat ve inhibitér tanima
icin ve Ozgiinliiklerini MAO-A'ninkilerden ayirt etmedeki onemini gosterir. 11e199 ve
Tyr326'min insan MAO-B'sinde gecit artiklar1 olarak hareket edebildigi bildirilmistir.
Uzun inhibitorlerle, Ile 199'un yan zinciri, uzun inhibitdrii yerlestirmek i¢in yaklasik
700A3'lik biiyiik bir bosluk olusturmak iizere iki boslugun birlesmesine yol agan agik bir
konformasyona doner. Bu bilgi, secici MAO-A ve MAO-B inhibitorlerinin

tasarlanmasinda yardimci olacaktir [79].

~A) \ : y
.:\‘{%, §
AL

- Phe208

‘ Hel99 o

(B8)

Sekil 2.10. (A) Hem hMAO-A (vesil) hem de hMAO-B'nin (camgdbegi) baglanma bélgelerinin iist iiste
binmesi, farkli kalmtilar: gésteriyor. (B) Ag gosteriminde hem hMAO-A hem de hMAO-B'nin
baglanma yeri. hMAO-A'daki Phe208, hMAO-B'deki 1le199'dan daha hacimlidir ve cebin

ortasinda bir "darbogaz" olusturarak boyutu kiigiiltiir [79]
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MAO enzimleri beyinde, karacigerinde, kan trombositlerinde, plasentada ve
gastrointestinal yolda bulunabilir, ancak bu dokulardaki etki ve konsantrasyonlar
farklidir. MAO-A aktivitesi plasentada ve bagirsakta baskinken, buna karsilik kan
plateletlerindeki MAO-B, Kkaraciger ve insan temel gangliyonunda baskindir.
Biyokimyasal acidan, MAO izoformlari, substrat ve inhibitor 6zgiilliikleri ile bir birinden
farklanirlar; MAO-A, hidroksillenmis aminler karsi (noradrenalin ve serotonin) daha
fazla afiniteye sahipken, MAO-B ise hidroksillenmemis aminler(benzilamin ve beta-
feniletilamin) i¢in daha fazla afiniteye sahiptir [80]. Tiramin, dopamin ve triptamin her
iki izozim i¢in de substrattir [81]. MAO izozimleri, monoaminlerin diizenlenmesi ve
devrine katilir ve bunlarin inhibitorleri, ilag kesfinde biyik ilgi gorir [9,http-1,11].
MAO-A enzim inhibisyonu sonucunda serotonin miktarinda artis, MAO-B inhibisyonu
ile dopamin miktarinda artis meydana gelmektedir. Bu sebeple gelistirilen MAO-A
inhibitorleri psikiyatrik durumlar ve depresyonda, MAO-B inhibitérleri MAO-B ise
ndrolojik bozukluklarda, Parkinson ve Alzheimer hastaliklari gibi hastaliklarda rol oynar
[84]. MAO'™mun inhibisyonunun tiramin igeren gidalarin alimindan sonra gdzlenilem
“peynir etkisi” olarak adlandirilan ciddi bir kardiyovaskiiler olaya yol agabileceginin
bulunmasindan sonra MAOI'lerin major depresif bozukluklar1 tedavi etmek igin
kullanimi1 keskin bir sekilde azaldi. Calismalar diisiik tiramin giiclendirme 6zelliklerine

sahip yeni segici ve geri doniistimlii MAOTI'leri gelistirmeye odaklandi [85].

2.1.5.3.1. Monoamin oksidaz inhibitérleri ilag gruplar
Fenelzin (p-feniletilhidrazin)

NH,

Tz

Sekil 2.11. Fenelzin’in kimyasal yapist

Hidrazinler ilk MAO inhibitérlerdi ve tiiberkiiloz ilaci olan izoniazidin iproniazide
kimyasal modifikasyonundan tesadiifen kesfedilmistir. Fenelzin 1956'da peynir
reaksiyonunun ilk yayimina kadar yaygin olarak depresyon tedavisinde kullaniliyordu.

Fenelzin, su anda diger tedavilere direngli depresyon ve ayrica bazi anksiyete
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bozukluklarinin tedavisinde sinirlt klinik kullanimdadir [86]. Fenelzinin ek o6zellikleri
olarak GABA- ve alanin-transaminazlarin inhibisyonu yoluyla sicanlarda GABA ve
alaninin beyin seviyelerinde doza bagli bir artisin yani sira vaskiiler adezyon proteini 1
(VAP1) olarak da bilinen primer amin oksidazin (PrAO) inhibisyonunu ig¢erdigi biliniyor.
[(87—89]. Fenelzinin hidrazin yapisi, norotoksisite ve hepatotoksisite yan etkilere neden

olma egilimi ile baglantilidir [90].

Klorgilin

Sekil 2.12. Klorgilin’in kimyasal yapisi

1950'lerde May ve Baker segici bir MAO-Ainhibitorii olarak siniflandiran bir
propargilamin tipi geri doniisii olmayan inhibitor dretti [91]. Klorgilin, se¢ici MAO-A
inhibisyonunun MNT metabolizmas1 ve salinimi iizerindeki etkisini incelemek igin
farmakolojik bir ara¢ olarak yaygin olarak kullanilmigtir. MAO-A'nin MAO-B'ye kars1
inhibisyonu i¢in genis bir konsantrasyon/doz segiciligi marjina sahiptir ve MAO-A'nin
inhibisyonu i¢in yiliksek potens gosterir. Klorgilin, MAO reaksiyonunu inhibe ederek
oksidatif stresi azaltabilir, ancak serbest DA seviyelerini arttirabilir, bu da artan DA
otooksidasyonuna yol acar ve sonug, bu karsit etkilerin ayrilmaz bir parcasidir. Sicanlarin
striatumunun hiicre dig1 bélmesinde segici olarak oksidatif stres seviyesinin 6l¢timii [92],
ayrica klorgilin uygulamasinin oksidatif stres seviyesinde bir azalmaya neden oldugunu

gosterdi, ancak bu, serbest DA seviyelerinde artis oksidatif stresin artmasiyla dengelendi.
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Selejilin ve Rasajilin
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Sekil 2.13. Selejilin ve Rasajilin’in kimyasal yapus:

q

Selejilin, deprenilin molekiiliiniin R-(-)-izomeridir. Selegilin sentezi, 1965 yilinda
Knoll ve ¢aligma arkadaglar1 tarafindan tanimlanmustir [93]. Deprenil ilk sentezlendigi
zaman psisik bir enerji verici olarak kullanilmasi planlanmist1 [94]. Antidepresan etkileri
icin test edildi ve daha sonra 1960'larda geri doniisii olmayan bir MAO inhibitorii olarak
tanimlandi. Magyar ve Knoll daha sonra selegilinin segici bir inhibitér oldugunu ve
MAO-B izoformu etkiledigini bulmustur [95]. Selejilin merkezi sinir sisteminde dopamin
yikimini azalttig1 i¢in,1975'ten itibaren Parkinson hastaliginin tedavisinde 6nem
kazanmistir[96,97] Selejilin’in metabolitleri L-metamfetamin ve L-amfetamindir. Bu
nedenle ortaya ¢ikan uykusuzluk Selejilin bilesiginin en sik rastlanilan yan etkisidir [98].

Selegilin’in oksidatif stresi azaltabildigi [99] ve norotoksin 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridinin (MPTP) dopamin tiiketen etkisini onleyebildigi bulundugundan beri
[100,101], farmakolojik 6zelliklerini netlestirmek igin daha ileri calismalar baglatilmistir.
Bu deneylerin sonuglari, olast MAO-B inhibisyonundan bagimsiz ndéro-koruyucu,
antiapoptotik, noro-kurtarma aktiviteleri ve bu etkilerde propargilamin pargasinin
onemini gosterdi. Yaklasik 30 yil sonra, propargilamin yapili bir baska MAO-B
inhibitorii olan Rasagilin, Parkinson hastaliginin tedavisine dahil edildi. Yapilan
calismalar sonucunda Rasagilin’in MAO-B enzimini Selejilin’den 5 kat daha gii¢lii olarak
inhibe ettigi rapor edilmistir [102].

Selegilin ve rasajilin, MAO-B inhibisyonu i¢in nispeten se¢ici olmasina ragmen,
yine de her iki inhibitoriin daha yiiksek dozlart MAO-A'nin inhibisyonuna neden
olabilmektedir. PD tedavisi i¢in sistemik olarak uygulandiginda, selegilin igin giinde 10
mg ve rasajilin i¢in giinde 1 mg dogru dozaj kullanilarak her iki inhibitorle de beyinde ve

periferde MAO-B'nin selektif inhibisyonu, diyet kontroliine gerek kalmadan korunabilir.
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Her iki inhibitoriin MAO-B-se¢ici dozlari, duygudurum bozukluklarimin tedavisi igin
etkilidir, ancak selegilin dozunun giinde 30 mg'a yiikseltilmesi, MSS'de MAO-A"nin etkili
bir sekilde inhibisyonu ve antidepresan etki saglar [103], ancak MAO segici olmayan
inhibitorlerde oldugu gibi, tiramin giliglenmesi durumu ortaya c¢ikabilir. Depresyon
tedavisi icin selegilinin kullaniminda yeni bir gelisme, transdermal bir plaster seklinde
uygulanmasidir. Bu dozaj formu, selegilinin yiiksek derecede ilk gegis hepatik
metabolizmasindan yararlanir, ¢linkii transdermal yol, ilacin dogrudan dolasima
emilimini ve CNS'ye erisimi saglarken, periferik dokulardaki ilacin fraksiyonu hepatik
ilag metabolize edici sistem tarafindan metabolize edilir[104]. Insan deneyleri, oral
tiramin tehdidine verilen sistemik kan basinci tepkisinin, yaklagik 20 mg/24 saat olan
selegilin transdermal flaster uygulamasini takiben sadece 1.85 faktor arttigini gostermistir
[105-107]. Bukkal uygulama i¢in ilave bir selegilin doz formu gelistirilmistir [108]. Bu
hizl1 ¢6ziinen tabletin yutmadan agizda ¢oziilmesine izin vererek, bu uygulama yolu ilk
gecis metabolizmasini Onler ve dozun 1/8'1 ve plazma metamfetamin ve amfetamin

seviyelerinin 1/10'u ile benzer plazma selegilin seviyelerine ulagilmasina izin verir.

Moklobemid

Cl
Sekil 2.14. Moklobemid’in kimyasal yapisi
Moklobemid, depresyon ve sosyal kaygiy1 tedavi etmek i¢in kullanilan monoamin
oksidaz A (RIMA) ilacinin geri doniisiimlii bir inhibitoriidiir [109]. Antikolinerjik,

kardiyovaskiiler, biligsel ve psikomotor bozukluklarin olmamasi nedeniyle, moklobemid

yaslilarda oldugu kadar kardiyovaskiiler hastalig1 olanlarda da avantajlidir.
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Safinamid

Sekil 2.15. Safinamid’in kimyasal yapisi

Safinamid, orta ve ileri siddetteki Parkinson hastaligi igin tek basina ya da kombine
olarak kullanilan bir ilagtir. MAO-B'nin inhibisyonu da dahil olmak iizere birgok etki
sekline sahiptir [110]. Avrupa'da 2015'te,Amerika Birlesik Devletleri'nde 2017'de ve
Kanada'da 2019'da onaylanmustir.

2.1.5.3.2. Monoamin oksidaz inhibitorlerinin kullanildig hastaliklar

2.1.5.3.2.1. Depresyon

Depresyon yaygin olarak goriilen ciddi bir psikolojik hastaliktir. Depresyon giinliik
fiziksel ihtiyaglari, diisiinceleri, ¢alismalar1 etkileye bilen semptomlara sahiptir. Bu
semptomlar en az iki hafta boyunca mevcutsa, kisiye depresyon tanist konulabilir.
Depresyon diinya ¢apinda yaygin bir hastaliktir ve diinyada yaklasik 280 milyon kisi
depresyona sahiptir [http-4]. Depresyon, ola bilecek ani ruh hali bozukluklarindan ve
rutin hayatdaki zorluklarin kargisinda ortaya ¢ikan kisa siireli duygusal reaksiyonlardan
farklidir. Tekrarlanan, orta veya siddetli depresyon ¢ok onemli saglik sorununa
cevrilebilir. En kot halde depresyon intihara sebebi olabilmektedir. Her yil intihar
nedeniyle Olen insan sayist 700 000'den fazladir. 15-29 yas araliginda insanlarin 6ltim
nedenlerinden dordiinciisii intihardir. Ruhsal bozukluklar i¢in ¢esitli etkili tedaviler olsa
da, diisik ve orta gelirli iilkelerde yasayan insanlarin %75'inden fazlasi tedavi

gormemektedir [111].
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Depresyonun sebepleri.

Cesitli faktorler depresyona neden olabilir. Beyin kimyasal seviyelerindeki
anormallikler, genetik, stres, travma, devam eden fiziksel agri1 ve hastaliklar depresyona
neden olabilir

Depresyon belirtileri.

Depresif bir donemde olan insan en az iki haftalik siirecte, siirekli lizgilin, sinirli,
giinliik aktivitelere kars1 ilgisiz ve zevk almayan bir ruh hali gésterir. ilave olarak,
konsantrasyon eksikligi, kendini degersiz ve suglu hissetme, uykuya dalmada zorluk, sik
uyanma veya asiri uyuma, umutsuzluk, 6liim veya intihar diisiinceleri, asir1 yeme veya
istahsizlik, siirekli yorgun hissetme, konusma ve hareketlerde yavaslik gibi belirtiler
gozlemlene bilir [http-4].

Depresyonun tiirleri.

Depresyonun iki yaygin sekli sunlardir:Major depresyon-¢ogu zaman en az 2 hafta
siiren ve kisinin ¢alisma, uyuma, ders ¢alisma ve yemek yeme becerilerini etkileyen
depresyon belirtilerini igeren depresyon.Kalici depresif bozukluk (distimi)-genellikle 2
yildan ¢ok siiren, genellikle daha az siddetli depresyon belirtileri igeren depresyon.Cok
yaygin olmayan mevsimsel depresyon,bipolar bozukluk,psikoz semptomlari olan

depresyon tiirleri de vardir [http-5].
Depresyon tedavisi.

Depresyon tedavisinde antidepresan ilaglar kullanilir. Bu ilaglar 3 nesil olarak

ayriliyor.
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Tablo 2.1. Depresyon tedavisinde kullanilan antidepresanlar.

Birinci nesil IKkinci nesil Uciincii nesil

antidepresanlar antidepresanlar antidepresanlar

Segici serotonin geri alim

inhibitdrleri (SSRI),
Trisiklik antidepresanlar norepinefrin geri alim ] _
) o , Venlafaksin, reboksetin,
(TCA) ve monoamin inhibitorleri (NRI),

nefazodon ve mirtazapin

oksidaz inhibitorleridir ~ serotonin/norepinefrin geri
[83,112-114]

(MAOI) alim inhibitdrleri (SNRI),
secici serotonin reseptor

modiilatorii ilaglar

Depresyon tedavisinde kullanilan MAOI nin, monoaminoksidaz enzimini inhibe
ederek dopamin, noradrenalin ve serotonin seviyelerini arttirtyor. Bu antidepresan etkileri

nedeniyle se¢ici MAO-A inhibitorleri antidepresan olarak kabul edilmistir [113].

2.1.5.3.2.2. Parkinson hastalig

Parkinson hastaligi, kronik ve ilerleyici bir nérodejeneratif durum olan, beyin ve
merkezi sinir sistemi (CNS) bozuklugu olarak kabul edilir. Bu tip nérodejeneratif
hastaliklar(NH'ler, substantia nigra'nin pars compacta'sini dorsal striatum ile birlestiren
dopaminerjik bir yol olarak 1yi tanimlanan nigrostriatal demette meydana gelir ve sonugta
orta beyinde dopaminerjik néronlarin dejenerasyonu ile sonuglanir [115]. 1817 yilinda
norolog James Parkinson, bu hastaligi Shaking Palsy/fel¢ ajitanlar1 terimleriyle
tanimlamistir. Daha sonra, Jean-Martin Charcot ve Alfred Vulpian 1861-1862 yillarinda
hastaligin klinik tanimina daha fazla belirtiler ekleyerek Parkinson hastaligi (PH) terimini

olusturmustur [http-6].

Parkinson hastalig1 Alzheimer hastaligindan sonra en tanidik ikinci NH hastaliktir.
30-40 yas araliginda bu hastaligin yaygimlik araligi 100.000 kiside yaklagik 41 kisidir ve
80 yas ve lizeri yas kriterleri arasinda 100.000 kiside yaklasik 1900 kisiye ytikselir[116].
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Erkeklerin PH'dan kadinlardan 1,5 kat daha fazla etkilenmesi beklenmektedir. Kiiresel

olarak yaklasik 10 milyon insan PH'dan muzdariptir [116].
Parkinson hastaliginin belirtileri

En erken belirtiler hareket (motor) ile ilgiliyken, otonomik disfonksiyon,
noropsikiyatrik problemler ve uyku giicliikleri dahil motor olmayan semptomlar
genellikle daha sonraki asamalarla iliskilidir, ancak erken donemde de ortaya cikabilir
[117].
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Tablo 2.2. Parkinson Hastaliginin semptomlar

Motor semptomlar

Non-motor semptomlar

PH'da dort 6nemli motor semptom

vardir: tremor, harekette yavaslama,
rijidite ve postural instabilite. En ¢ok
raslanan semptom, etkilenen kolun
hareketzamani ve dinlenme halinde olan
elin kabaca, yavas titremesidir. Bu tipik
olarak ilk 6nce bir elde meydana gelir ve
sonra hastalik ilerlediginde iki elde de
goriiliir.  PH  titremesinin  frekansi
saniyede 4 ila 6 hertz arasindadir. PH’da
doért motor semptomdan ilave olarak
dizatri, hipomimi, distoni, siyalore,
disfaji, blefarospazm, kol salinmasinda
azalma, siiriime

seklinde yiirlime,

kamptokormi,  skolyoz, = mikrografi,

giindelik gercekelestirilen rutin

islemlerde (beslenme, temizlik gibi)
yavaslik, oturulan bir yerden kalkma
sirasinda yasanan zorluk semptomlari da
goriiliir. PH semptomlart bilinmeyen bir
seklide baslar ve yavas yavas ilerler.
Genellikle hastaligin baslangic
evrelerinde viicudun baz1 bolgelerini
etkilerken; ileri evrelerde tiim viicuda

yayilan bir etki goriilemtedir [117].

PH,

rahatsizliklara sebep olur. Bunlar bilis, ruh

cesitli noropsikiyatrik
hali, davranis ve diisiince bozukluklarmni
icerir. Biligsel bozukluklar ilk evrelerde
veya bazi durumlarda tani konulmadan
daha Once ortaya cikabilir. Hastalarda
biligsel bozukluk, bradifreni, yorgunluk,
depresyon, kilo kaybi, omuz ve sirtta
aglar, uyku bozukluklari, hayattan zevk
canl triner islev

alamama, riiyalar,

bozuklugu,  ortostatik  hipotansiyon,
kabizlik, terleme, uyusukluk ve huzursuz

bacak sendromu goriilebilmektedir[117].

Parkinson hastaliginin nedenleri.

Parkinson hastaliginin monogenik bir formuna, yani alfa-siniiklein'e (SNCA),1

neden olan ilk genin kesfinden yirmi yil sonra, klasik PH'nin etiyolojisi, genler ve
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cevreden olusan, kusurlu bir sekilde anlagilmig karmasik bir bulmaca olarak kalir.
Vakalarin yaklasik %51 iyi tanimlanmig genetik nedenlere bagli olsa da, %901 idiyopatik
Parkinson hastaligidir [118].

Pestisitlere maruz kalma, kafa travmasi, manganez ve karbon disiilfid dahil bazi
toksinler, ¢ok fazla kahve tiikketimi her biri PHriskini artira bilir[119-121]. Hayvan
modeli arastirmalarinda yaygin olarak kullanilan1-Metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin

(MPTP) geri doniisii olmayan parkinsonizme neden olan ilagtir [122,123].

Parkinson hastalig icin ilaclar
Ilaglar, Parkinson semptomlariin tedavisine su yollarla yardimer olabilir:

1.Beyindeki dopamin seviyesini arttirmak

2.Beyin hiicreleri arasinda bilgi aktaran norotransmiterler gibi diger beyin
kimyasallar1 lizerinde bir etkiye sahip olmak

3.Hareketsizlik semptomlarinin kontroliine yardimei olmak

Levodopa

Parkinson hastaliginin ana tedavisi levodopadir. Dopaminin kan-beyin bariyerini
gecememesine ragmen levodopa bu bariyeri gege biliyor. Bu nedenle PH’da kullaniliyor.
Ilag tedavisinde levodopa genellikle karbidopa adlibaska bir etken madde ile birlikte
kombine ediliyor. Karbidopa, levodopa tedavisinde ortaya ¢ikanbazi yan etkileri (bulanti,
kusma, diisiik tansiyon ve huzursuzluk) 6nlemek, azaltmak ve semptomlar1 azaltmak i¢in
gereken levodopa miktarini azaltir.

o

HO HO
OH

NH,
HO HO

Sekil 2.16. Levodopa ve Karbidopa 'nin kimyasal yapisi

Dopamin agonistleri

Beyinde dopamin iiretimini uyarmak i¢in dopamin agonistleri PH tedavisinde
kullanilir [124]. Geng baslangicli PH tedavisinde ilk segenek olarak tercih edilmektedir
[125]. ila¢ semptomlar1 durdurmaya ve ortaya ¢ikan motor etkileri durdurmaya yéneliktir.

Dopamin agonistleri ergot ve non-ergot tiirevler olarak ikiye ayrilir. Ergot tiirevi dopamin
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agonistleri bromokriptin, kabergolin, lisurid ve pergoliddir. Apomorfin, piribedil,
pramipeksol ve ropinirol non-ergot tiirevi dopamin agonistleridir [125,126]. Giiniimiizde

lisurid ve pergolid yan etkilerinden dolay1r PH kullanilmamaktadir [127, 128].

Sekil 2.17. Bromokriptin, Kabergolin, Lisurid, Pergolid, Apomorfin, Pramipeksol, Piribedil ve

Ropinirol’un kimyasal yapilar:

Enzim inhibitorleri

Beyindeki dopamini pargalayan enzimleri yavaslatarak dopamin miktarini artirmak
igin enzim inhibitérleri kullanilmaktadir. Bunlara MAO-B inhibitorleri  ve
COMT(Katesol-O-metil transferaz) inhibitorleri aittir. COMT inhibitorleri LDOPA ile
kombine edilerek periferde levodopanin metabolize olmasini engelleyerek beyin-kan
bariyerini geg¢en levodopanin miktarini artirtyor ve etkisinin daha uzun siirmesini

sagliyor[125]. Bu ilaglara tolkapon ve entakapon dahildir.

Sekil 2.18. Tolkapon ve Entakapon 'nin kimyasal yapisi

Antikolinerjik ilaclar
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Yaklasik 100 yili askin bir siiredir titreme ve kas sertligini azaltmak icin
antikolinerjik ajanlar kullanilmaktadir [129]. PH erken evrelerinde mono terapi ya da
kombine halde kullaniliyor [130]. Antikolinerjik ilaglarla tedavide en ¢ok goriilen yan
etkiler tasikardi, midriyazis, kabizlik, agiz kurulugu, kuru cilt ve idrar retansiyonu,
konfiizyon, ajitasyon, doza bagl haliisinasyon ve artmis bilissel bozukluktur [131,132].
Yan etkilerin ¢ok olmasi nedeniyle 70 yas tizerindeki hastalarda tercih edilmemektedir
[133]. Biperiden, bornaprin, triheksifenidil, benztropin mezilat ve orfenadrin

antikolinerjik ilaglara aittir.
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Sekil 2.19. Biperiden, Bornaprin, Triheksifenidil, Benztropinve Orfenadrin’in kimyasal yapilar:

Antiviral ajanlar

Amantadin PH tedavisinde kullanilan antiviral bir ajandir. Amantadin, istemsiz
hareketleri azaltmaya yardimci olur. Diskinezilerin azaltilmasinda ilerilemis PH'da en
faydali ilagtir [134]. En sik rastlanan yan etkilere asir1 uyarilma, uykusuzluk, bas
donmesi, anksiyete ve dikkat eksikligi aittir [135]. Yaygin goriilen yan etkisi ciltte
olusturdugu livedo retikularisdir [136].

NH,

Sekil 2.20.4Amantadin’in kimyasal yapisi
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2.2. Antikolinesteraz ve Monoamin Oksidaz Aktivite Calismalarina Konu Olmus

Tiyazol-Hidrazon Tiirevleri

2019°da yayinlanan bir ¢alismada 4-(3-nitrofenil)tiyazol-2-ilhidrazon tiirevleri
sentezlenmis, bunlar MAO-A ve MAO-B inhibitor aktivitesi i¢in in vitro olarak test
edilmistir. Arastirmada 37 potensiyel MAO inhibitorii sentezlenmistir. Bu bilesiklerden
bilesik 4 ve bilesik 5 en aktif olarak etki gdstermistir. Her iki bilesigin X kisminda metil
grubu, Y kisminda ise sirasi ile tiyofen-2-il ve tiyofen-3-il olmustur.Bilesik 4 MAO-B ye
kars1 ICs0=0,0018uM dozda, bilesik 5 MAO-B ye kars1 IC50=0,0025uM dozda inhibitor
etki gostermistir.[137]
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Sekil 2.21. 4-(3-nitrofenil)tiyazol-2-il)-1-(tiyofen-2-il)etan-1-imin ve 4-(3-nitrofenil)tiyazol-2-il)-1-

(tiyofen-3-il)etan-1-imin bilesiklerinin kimyasal yapilar

2019 yilinda yayinlanan bir caligmada 2-(2-(4-(4-(4-florofenil)piperazin-1-
il)benziliden)hidrazinil)-4-feniltiyazol tiirevleri AchE ve MAO inhibitorleri olarak
tasarlanmistir. Tasarlanan bilesiklerden 3a, 3¢ ve 31 bilesiklerinin IC50 degerleri AChE
icin sirastyla 0.0496 £+ 0.002 uM, 0.0317 £ 0.001 uM ve 0.2158 £+ 0.010 uM olarak
hesaplandi.3a, 3¢ ve 3i bilesikleri, sirasiyla fenil halkasi iizerinde ikame edilmemis,
metoksi ve triflorometil ikame edicilerini icerir. En giicli AchE inhibitor aktivitesi,
0.0317 uM IC50 degerleri ile benzen halkasinin (3c¢) para pozisyonunda metoksili
bilesikler i¢in gozlendi. Elde edilen bilesikler, MAO-B enzimine kars1 genel olarak orta
diizeyde aktivite gosterdi. Bilesikler 3a, 3¢ ve 3d, sirasiyla 2.107 £ 0.086 uM, 1.015 +
0.042 uM ve 5.204 £ 0.153 uM IC50 degerleri ile inhibisyon profilleri gosterdi [138].
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Sekil 2.22. 2-(2-(4-(4-(4-florofenil)piperazin-1-il)benziliden)hidrazinil)-4-feniltiyazol tiirevieri kimyasal
yapist
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2020 yilinda yayinlanan  calismada  3-((2-(4-(4-(triflorometil)fenil)tiyazol-2-
il)hidraziniliden)metil)-substitiiefeni tiirevleri Ache ve BChE inhitiborleri olarak
tasarlanmistir. Calismada BChE enzimine kars1 2¢ci adimda aktivite gortilmemistir. AChE
enzimine karsi 2a, 2b, 2d, 2e, 2g, 21 ve 2j bilesikleri 2ci adimda da aktivite gostermistir.
Bu tiirevler arasinda, bilesik 2i'nin, 0.028 + 0.001 uM IC50 degeri ile serideki en aktif
ajan oldugu bulundu. En aktif 2a, 2b, 2e, 2g ve 2i bilesikleri kimyasal olarak
incelendiginde, bu bilesiklerin fenil halkasinin 3. veya 4. veya 3./4. konumlarinda

stibstitiientleri tasidig1 goriildii [139].
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Sekil 2.23. 3-((2-(4-(4-(triflorometil)fenil)tiyazol-2-il)hidraziniliden)metil)-substitiiefeni tiirevieri
kimyasal yapist

2015°de yaymlanan bir ¢alismada 2-, 3- ve 4-asetilpiridinden ¢esitli (tiyazol-2-
il)hidrazon tiirevi sentezlenmistir, bunlar MAO-A ve MAO-B enzimlerine kars1 test
edilmistir. Bilesiklerin ¢ogu diisiik mikromolar/yiiksek nanomolar aralikta inhibitor etki
gostermistir. Molekiiler modelleme calismalar ile teyit edilen yapi-aktivite iliskisi,
hidrazonik azota bagli pirindin halkas1 ve tiyazol halkasinin 4.C’ dakisiibstitiiearil
grubunun MAO enzimlerine kars1 inhibitor etki kazandirdigini kanitlamistir. Tasarlanan
36 potansiyel MAO inhibitdriinden, bilesik 1 MAO-A’ya karst ICso= 0.49 + 0.03 uM
dozda ve bilesik 2MAO-B’ye kars1 ICso=1.51 = 0.11 uM dozda inhibitor etki gostererek
en aktif bilesikler olarak belirlenmistir[140].
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Sekil 2.24. 4-(4-yodofenil)-2-(2-(1-(piridin-4-il)etiliden)hidrazinil)tiyazol ve 4-(3-bromofenil)-2-(2-(1-
(piridin-3-il)etiliden)hidrazinil)tiyazol bilesiklerinin kimyasal yapisi
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2013’te yaymlanan bir c¢alismada bir seri 4-siibstitiie-2-tiyazolilhidrazon tiirevi
sentezlenmis ve MAO-A ve MAO-B inhibitor aktivitesi igin in vitro olarak test edilmistir.
Aragtirma bulgulari, tiyazol halkasinin Cs'deki, substitiisyonun nanomolar aralikta ICsg
degerlerine sahip oldukg¢a kuvvetli ve seg¢ici MAOB inhibitérleri elde etmek i¢in dnemli
oldugunu dogrulamistir. Ayrica bu tiirevler reversible enzim inhibisyonu yapmaktadir.
Her iki izoenzime kars1 en yiiksek aktiviteyi bilesik 3 (MAO-A ICso=2.67 + 0.082 uM,
MAO-B ICs0= 0.013 = 0.0012 uM) gostermistir [141].
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Sekil 2.25. 4-fenil-2-(2-(1-(piridin-4-il)etiliden) hidrazinil)tiyazol bilesiginin kimyasal yapisi

2013’te yayinlanan bir ¢alismada iproniazidin-hidrazin grubu ve glitazonlarin
tiyazol ¢ekirdegi birlestirilerek elde edilen hidrazotiyazol yapr1 iskeleti, MAO inhibitorii
olarak tasarlanmistir. Tasarlanan tiirevler, MAO-A ve MAO-B inhibitorii aktiviteleri
degerlendirilmek {izere sentezlenmistir. Tiim bilesiklerin, diisiik mikromolar/ yiiksek
nanomolar aralikta ICsp degerlerine sahip secici MAO-B inhibitorleri oldugu
gosterilmistir. Higbirt MAO-A'y1 inhibe edememistir. En aktif bilesikler 4 ve 5’in MAO-
B’ye karsi sirasiyla ICso= 350.03 £+ 26.12 nM ve ICso= 851.32 + 64.78 nM dozda aktif
oldugu ve MAO-B'ye kars1 referans ilaglar olan iproniazid ve isatine gore daha iyi

secicilik gosterdigi rapor edilmistir [142].
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Sekil 2.26. Etil-2-(2-(1-(tiyofen-2-il)etiliden)hidrazinil)tiyazol-4-karboksilat ve etil-2-(2-((1H-indol-3-

il)metilen)hidrazinil)tiyazol-4-karboksilat bilesiklerinin kimyasal yapist

27



2012’de yayinlanan bir ¢alismada ¢ok sayida 4-siibstitiie-tiyazol-2-il hidrazin tiirevi
iyi bir verimle sentezlenmistir ve bilesiklerin in vitro MAO inhibitor aktivitesi ve
seciciligi test edilmistir. Sentezlenen bilesiklerin ¢ogu nanomolar aralikta inhibitor
aktivite gostermistir ve MAO-B se¢ici inhibisyonu referans ilaglardan daha yiiksek
bulunmustur. En aktif bilesikler 4-florofenil ve 2,4-difluorofenil serisine aittir ve N1-
hidrazin iizerinde bir piridin-3-il siibstitiienti ve o-karbon iizerinde bir metil grubu
bulundurmaktadir. Test edilen tiim bilesikler, MAO-A'ya kars1 ya zayif inhibit6r aktivite
gostermistir veya hig aktivite gostermemistir. MAO-B’ye karsi bilesik 6 ICso=1.70+0.12
nM, bilesik 7ise 2.54+0.17 nM dozda inhibitor etki gostermistir [143].
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Sekil 2.27. 4-(4-florofenil)-2-(2-(1-(piridin-3-il)etiliden)hidrazinil)tiyazol ve 4-(4-florofenil)-2-(2-(1-
(piridin-4-il)etiliden)hidrazinil)tiyazol bilesiklerinin kimyasal yapisi

2012°de yayinlanan bir calismada 1-ariliden-2-(4-feniltiazol-2-il)
hidrazinlerinhalojenli tiirevlerinin sentezi ve biyolojik degerlendirmesi rapor edilmistir.
Florlanmis seriler, MAO-B izoformuna kars1 yliksek aktivite (ICso=0.19 £ 0.01 pM) ve
secicilik gostermistir (bilesik 8)[144].

Sekil 2.28. 4-(4-florofenil)-2-(2-(2-metilbenziliden)hidrazinil)tiyazol bilesiginin kimyasal yapist

2010°da yaymnlanan bir calismada yeni bir seri [4-(3-metoksifenil)-tiyazol-2-
il]hidrazin tiirevi iyi verimle (% 71-99) sentezlenmistir. Bilesikler elemental analiz ve *H
NMR c¢alismalari ile analiz edilmistir. Bilesikler, in vitro MAO inhibit6r aktivitesi ve

seciciligi bakimindan degerlendirilmis ve bunlarin ¢gogunun, nanomolar aralikta ICso
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degerlerine sahip oldugu rapor edilmistir. Bilesik9, en aktif MAO-B inhibitorii olarak
belirlenmistir (ICso= 1.68 + 0.06 pM) [145].
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Sekil 2.29. 2-(2-(1-(furan-2-il)etiliden)hidrazinil)-4-(3-metoksifenil)tiyazol bilesiginin kimyasal yapisi

2010’da yayinlanan bir ¢aligmada bir seri (4,5-subtitiie-tiyazol-2-il) hidrazon tiirevi
Iyi verimle (%82-99) sentezlenmistir ve MAO inhibitdr aktivitesi ve segiciligi agisindan
denenmistir. Sentezlenen bilesikler elemental analiz ve *H NMR c¢alismalar ile
karakterize edilmistir. Bilesik 10, MAO-A’ya kars1 (ICso= 0.55 £ 0.02 uM), bilesik 11
MAO-B’ye kars1 (ICso= 0.28 £ 0.01 uM) en aktif olarak bulunmustur [146].
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Sekil 2.30. 2-(2-siklopentilidenhidrazinil)-5-metil-4-feniltiyazol ve 5-metil-4-fenil-2-(2-(1-(tiyazol-2-
iletiliden)hidrazinil)tiyazol bilesiklerinin kimyasal yapisi

2010’da yayinlanan bir ¢alismada yiiksek verimle (%70-99) sentezlenen (4-aril-
tiyazol-2-il) hidrazon serisinin MAO enzimine karsi inhibitor aktivitesi rapor edilmistir.
Sentezlenen bilesiklerin ¢ogu, mikromolar veya nanomolar aralikta MAO-B izoformuna
giiclii ve secici inhibitor etki gostermistir. Bilesik 12 MAO-B’ye karst ICso= 3 + 0.2 Nm
dozda inhibitor etki ederek en aktif bilesik oldugu ortaya ¢ikmigtir [147].
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Sekil 2.31. 4-(2,4-diflorofenil)tiyazol-2-il)siklopentanimin bilesiginin kimyasal yapust
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2009’da yaymlanan bir ¢alismada 7 adet yeni 2,4-substitiie tiyazol sentezlenmis ve
bir takim biyolojik aktivite agisindan arastirilmistir. Bu yapilar, farkli farmakolojik
(antimikrobik aktivite, sitotoksisite ve MAO inhibisyonu) ve endiistriyel Ozellikler
sergilemistir. Bilesikler muhtemelen aktif bolgedeki hacimli kumarin ¢ekirdeginin sterik
engellemesinden etkilenen orta diizeyde selektif MAO-A inhibisyonu sergilemislerdir.
Sentezlenen bilesikler arasinda 13’iin, MAO-A i¢in en yiiksek pICsp degerine (5.28);
14’tin MAO-B igin en yiiksek pICso degerine (5.12) sahip oldugu gortilmistiir [148].
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Sekil 2.32. 3-(2-(2-sikloheksilidenehidrazinil)tiyazol-4-il)-2H-kromen-2-on ve 3-(2-(2-(2-

metilsikloheksiliden)hidrazinil)tiyazol-4-il)-2H-kromen-2-on bilesiklerinin kimyasal yapist

2008’de yayimnlanan bir ¢alismada bir seri 2-metilsikloheksiliden-(4-ariltiyazol-2-
il) hidrazon tiirevinin MAO-A ve MAO-B izoformlarin1 segici olarak inhibisyon
potansiyelleri arastirilmigtir. Tim bilesikler MAO-B’ye kars1t 26.81+2.74 uM ve
14.20+0.26 nM araligindaki ICsp degerleri ile yiiksek aktivite gostermistir. Bilesik 15,
MAO-B’ye kars1 en segici bilesik olarak bulunmustur (ICso=32.33 + 2.22 nM) [149].
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Sekil 2.33. 2-(2-(2-metilsikloheksliden)hidrazinil)-4-(4-nitrofenil)tivazol bilesiginin kimyasal yapisi

2007°de yayinlanan bir ¢alismada bir dizi 2-tiyazolilhidrazon tiirevi MAO-A ve
MAO-B izoformlariniinhibe etme yetenegi agisindan arastirilmistir. Tiim bilesikler hem

MAO-A hem de MAO-B izoformlarina kars1 yiiksek aktivite gdstermistir. Arastirilan 18
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bilesigin pKi degerleri MAO-A icin 5.92 ile 8.14 arasinda ve MAO-B izoformlari i¢in
4.69 ile 9.09 arasinda degismektedir. Bilesiklerden en aktif MAO-A inhibitori, bilesik 16
(pKi= 8.14); en aktif ve se¢ici MAO-B inhibitorii bilesik 17°dir (pKi= 9.09) [150].
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Sekil 2.34. 2-(2-benzilidenhidrazinil)-4-metiltiyazol ve 2-(2-benzilidenhidrazinil)-4-feniltiyazol
bilesiklerinin kimyasal yapisi

2014’de yayinlanan bir ¢aligmada bir seri bromopirol halkasi i¢ceren aroilhidrazon
sentezlenmistir ve sentezlenen 20 bilesik antidepresan aktiviteleri i¢in aragtirilmistir.
Bilesik 18, MAO-A’ya yiiksek inhibitor etki ve segicilik gostermistir. Bilesik 19, MAO-
B'ye kars1 en yiiksek secicilik gostermistir. Calisma, fenil halkasinin orto ve / veya para
konumunda klor ve flor gibi halojen atomlarinin varliginin ve pirol halkasinin N-

alkilasyonununantidepresan aktivite i¢in avantajli oldugunu ortaya ¢ikarmistir [151].
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MAO-AKi=2.4+0.99 uM MAO-B K;j=2.1+0.92 (uM)

Sekil 2.35. 4,5-dibromo-N'-(4-florobenziliden)-1-metil-1H-pirrol-2-karbohidrazid ve 4,5-dibromo-N'-(4-
klorobenziliden)-1-metil-1H-pirrol-2-karbohidrazid bilesiklerinin kimyasal yapisi

2014’de yayinlanan bir ¢alismada bir seri yeni 2-pirazolin ve hidrazon tiirevleri
sentezlenmistir ve bunlarin MAO inhibitor aktivitesi aragtirilmistir. Tiim bilesikler, MAO
izoformlarim1 kompetitif ve reversibleinhibe etmistir. Deneysel Ki degerlerine gore,
bilesik 20 (Ki= 0.010+£0.001 pM) ve 21(Ki= 0.010+£0.001 pM), MAO-A'ya karsi en
yiiksek inhibitor aktivite sergilemistir [152].
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Sekil 2.36. 1-(4-klorofenil)-3-(m-tolil)alliliden)-4-metil-1,2,3-tiyadiazol-5-karbohidrazid ve 1-(4-
hidroksifenil) 3-(p-tolil)alliliden)-4-metil-1,2,3-tiyadiazol-5-karbohidrazid bilesiklerinin
kimyasal yapist

2013’te yayinlanan bir ¢alismada 13 tane 2-[2-(5-metil-2-benzoksazolinon-3-
il)asetil]-3/4/5-subtiitie benzilidenhidrazin tiirevi sentezlenmistir. Bu bilesiklerin, in vitro
testlerle MAO izoformlariniinhibe etme yetenegi arastirilmistir ve timiiniin MAO-B'yi
segcici, reversible ve kompetitif bir sekilde inhibe ettigi bulunmustur. Bilesik 22'nin(Ki=
24.243 nM), deneysel olarak bulunan Kj degerlerine gére L-deprenil’den daha segici ve
daha etkili bir MAO-B inhibitorii oldugu bulunmustur [153].

OCHj
On n
CH,—C-N-N=C OCHj,
N
| =0 OCH,

Sekil 2.37. 2-(5-metil-2-oksobenzo[d]oksazol-3(2H)-il)-N'-(3,4,5-trimetoksibenziliden)asetohidrazid
bilesiginin kimyasal yapisi

1995°te yayinlanan bir ¢alismada 21 adet yeni siibstitiieacilhidrazon ve dort adet
siibstitiiesemikarbazon sentezlenmis ve MAO-A ve MAO-B inhibitor aktiviteleri
degerlendirilmistir. Yiiksek lipofiliklige katkida bulunan 4-(benziloksi)fenil grubu,
akvititesi yiiksek bilesiklerin olusumuna katki saglamistir. Bunlardan biri olan bilesik

23’1in (ICso= 0.003uM), reversible bir inhibitor oldugu goriilmiistiir [154].
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Sekil 2.38. (4-(benziloksi)benziliden)-N-(2-sianoetil)asetohidrazid
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3. GERECLER
3.1. Kullamilan Maddeler

1-(2-Metoksietil)piperazin
2-Bromo-4’metilasetofenon

2- Bromo-4 metoksiasetofenon

2- Bromo-4'sianoiasetofenon

2- Bromo-4'floroiasetofenon

2- Bromo-4kloroasetofenon

2- Bromo-2',4" difloroasetofenon

2- Bromo-2',4" dimetilasetofenon

2- Bromo-2',4" dikloroasetofenon

2- Bromo-3,4" difloroasetofenon
4-Bromo fenalik bromid

4- Florobenzaldehit

Asetonitril

AChE (E.C.3.1.1.7, electric eel) enzimi
BChE (E.C. 3.1.1.8, equine serum) enzimi
Asetiltiyokoliniyodiir (ATC)
Biitiriltiyokoliniyodiir (BTC)
5,5’-Ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit) (DTNB)
Potasyumdihidrojenfosfat
Dimetilformamid (DMF)
Dimetilsiilfoksit (DMSO)
Donepezil

Takrin
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: Merck, Almanya

: AcrosOrganics, Almanya
. AcrosOrganics, Almanya
: AcrosOrganics, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
:AcrosOrganics, Almanya
:AcrosOrganics, Almanya
:AcrosOrganics, Almanya
:AcrosOrganics, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: FlukaChemika, Isvicre

: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Fluka, Almanya

: Fluka, Almanya

Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya
: Merck, Almanya

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

: Sigma-Aldrich, Almanya



Monoamine Oxidase-A (human) enzimi : Sigma-Aldrich, Almanya

Monoamine Oxidase-B (human) enzimi : Sigma-Aldrich, Almanya
Horseradish peroksidaz : Sigma-Aldrich, Almanya
Ampliflu ™ Red florometrik ajan : Sigma-Aldrich, Almanya
Moklobemid : Sigma-Aldrich, Almanya
Selejilin : Sigma-Aldrich, Almanya
iz';aa:\:ilt)/loid 1-42 (Ap42) Ligand Screening: Biovision. USA

PBS : Gibco, BirlesikKrallik
Etanol : Merck, Almanya

Etil asetat : Carlo ErbaReagents, Fransa
Petrol eteri : VWR Chemicals, Fransa
Potasyum karbonat : Sigma-Aldrich, Almanya

Silikajel 60 F254kaplaliiminyum ITK plagi : Merck, Almanya
Jelatin : Sigma-Aldrich, Almanya
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3.2. Kullamilan Cihazlar

Elektronik terazi

Erime derecesi 6lgme cihazi

Inkiibator
Kiitle spektrometresi

Manyetik tabanli 1sitic1 karistirict

Niikleer manyetik rezonans spektrometresi

Steril kabin

Ultraviyole lambasi
Vorteks
Mikro plaka okuyucu

Robotik pipetleme cihazi
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: Shimadzu, Libror EB-330 HU,
Japonya

: Mettler Toledo-MP90 Melting Point
System

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

: Bruker, UltraShield 300 MHz,400
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-(4-(2-Metoksietil)piperazin-1-il)benzaldehit sentezi (1)
1-(2-Metoksietil)piperazin(5 g, 0,035mol) DMF (20 mL) igerisinde ¢oziilecektir.

Elde edilen karisima katalitik miktarda K>CO3 ilave edilecektir. Elde edilen karisim

tizerine 4-florobenzaldehit (4,34 g, 0,035 mol) ilave edilecektir. Reaksiyon icerigi 36 saat

boyunca geri ¢eviren sogutucu altinda 1sitilacaktir. Reaksiyonun ilerleyisi ince tabakali

kromatogarafi ile kontrol edilecektir. Reaksiyon tamamlandiktan sonra karigim buzlu

suya dokiilecektir. Coken iiriin siiziilerek alinacak, kurutulacak ve uygun ¢oziiciide

kristallendirilecektir.
\O—\_ 7\ DMF/K,CO; \0—\_ /\
N\_/NH ¥ F@CHO — N\_/NOCHO
(1)

Sekil 4.1. 4-(4-(2-Metoksietil)piperazin-1-il)benzaldehit sentezi

412. 2-(4-(4-(2-Metoksietil)piperazin-1-il)benziliden)hidrazin-1-karbotiyoamit
sentezi (2)
4-(4-(2-Metoksietil)piperazin-1-il)benzaldehit (5g, 0.015mol) ve tiyosemikarbazid
(1.36 g, 0.015mol) etanolde ¢oziilecektir. Bu karigim geri ¢eviren sogutucu altinda 3 saat
reflux edilecektir. Reaksiyon bitimi ITK ile kontrol edildikten sonra reaksiyon ortami
sogutulacak ve ¢oken iiriin siiziilerek alinacacaktir. Kalint1 kristallendirmeden alinarak

diger sentez basamagina gecilecektir.

o S, o -
o H,N—C—NHNH I\ -
\y N@CHO 2 2 NN 7

EtOH/A —/

Sekil 4.2. 2-(4-(4-(2-Metoksietil)piperazin-1-il)benziliden)hidrazin-1-karbotiyoamit sentezi

4.1.3. Hedef Bilesiklerin Sentezi (3a-3j)
2-(4-(4-(2-Metoksietil)piperazin-1-il)benziliden)hidrazin-1-
karbotiyoamit(2)(0.001 mol) ve uygun 2-bromoasetofenon tiirevleri (0.001 mol) etanol

iceresinde ¢oziilecektir. Elde edilen karisim 4 saat boyunca geri ¢eviren sogutucu altinda
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kaynatilacaktir. ITK kontrolii ile reaksiyonun bitisi kontrol edilecektir. Reaksiyon kabi

sogutulacak ve ¢oken lriinler siiziilerek ortamdan alinacaktir (3).

Ry O

S
\ >_NH2 Br
O N—NH EtOH/A
) ' — .
/ Rs R

1 R2
oo
\ =N
(0] N—NH
OO
__/

Bilesik Ri1 R2 Rs
3a -H -CHs -H
3b -H -OCHs -H
3c -H -CN -H
3d -H -F -H
3e -H -Cl -H
3f -H - Br -H
39 -CHs -CHs; -H
3h -F -F -H
3i -Cl -Cl -H
3 -H -Cl Cl

Sekil 4.3. Hedef bilesiklerin sentezi

4.2. ITK Calismalari ve Rf Degerlerinin Saptanmasi

Sentez kisminda yapilan tiim reaksiyonlar ITK uygulanarak kontrdl edilmistir. Tez
kapsaminda yapilan bu ¢alismada adsorban olarak slikajel 60 Fzs4 kapli, daha evvelden
uygun ¢oziici kullanilarak doyurulmus aliiminyum plaklar Kkullanilmigtir. Sentez
asamasinda kullandigimiz baglangic maddeler ve reaksiyonlardan alinan numuneler
etanolde ¢oziilmiis, kilcal borular yardimiyla plaklara uygulanarak hareketli fazlar
icerisinde siiriiklendirilmistir. Plaklarda olan lekeler ultraviyole 15181(254 nm ve 366 nm)
yardimiyla belirlenmistir. Reaksiyonlarin sonlandirilmasina ya da devam etmesine karar
verirken ITK uygulamalar1 baz almmustir. Denemeler yapilarakbelirlenen farkli ¢oziicii

karisimlar1 ve uygun hareketli fazlarsentez basamaklariin her birinde uygulanmigtir. A,
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B, ve C yontemlerinde sentezlenen bilesikleri kontrol etmek igin hareketli faz petrol

eteri:etil asetat (3:1) olarak belirlenmistir.

4.3. Erime Noktalarmin Tespiti
Sentezi gergeklestirilen hedef bilesikler Mettler Toledo-MP90 Melting Point

System erime derecesi tayin cihazi kullanilarak erime noktalar1 (E.n) bulunmustur.
Sentezlenen maddeleri cihazin haznelerine yerlestirmek i¢in bir ucu agik kapiller borular
kullanilmigtir. Bilesikler kapiller borulara %2 cm kadar konulmustur. Erime islemi bittigi

zaman cihazdan alinan videolar izlenilerek bilesiklerin erime noktalar1 bulunmustur.

4.4, !H-NMR Spektrumlarinin Almmasi

Sentezlenen maddeler dimetilsiilfoksit-ds (DMSO-ds) icinde ¢oziindiiriilerek
Bruker 400 MHz NMR spektrometresinde tetrametilsilana (TMS) karsi ‘H-NMR

spektrumlart alinmistir.

4.5. Kiitle Spektrumlarinin Alinmasi

Sentezi tamamlanan molekiillerin kiitle spektrumlari, LCMS-IT-TOF (Shimadzu,
Kyoto, Japonya) cihazinda, numunelerin asetonitril i¢inde ¢oziindiiriilmesinden sonra
negatif ve pozitif metodda gergeklestirilen elektron sprey iyonizasyon (ESI) iyonlagtirma

yontemi kullanilarak elde edilmistir.

4.6. Biyolojik Aktivite Caliymalar:

Tez calismasinda sentezi tamamlanan bilesiklerin ChE ve MAO enzimleri tizerinde
inhibisyon etkinlikleri aragtirilmigtir. Yapilan biyolojik aktivite ¢alismalarinda kullanilan
distile suyu Milipor, Milli-Q Synthesis Al0 saflastirma cihazindan elde edilmistir.
Calismalar zamanmi kullanilan tiim ¢ozeltiler yeni hazirlanmis ve 1 hafta igerisinde
tilketilmistir. BioTek-Precision Power (Amerika Birlesik Devletleri) robotik pipetleme
sistemi kullanilarak enzim inhibisyon c¢alismasi i¢in hazirlanmis solusyonlarin
porsiyonlar seklinde ayrilmis, test bilesiklerinin 96 kuyucuklu plakalara uygulanmis,
enzim substrat ¢ozeltilerinin ilave edilmistir. BioTek-Synergy H1 Microplate Reader
(Amerika Birlesik Devletleri) cihaz1 kullanilarakenzim protokolii olusturulmus, izlenmis

ve spektrofotometrik dlgiimlerin alinmasi islemleri yapilmistir.
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4.6.1 Antikolinesterazaktivite calismalari

Sentezlenen maddelerin  AChE ve BChE enzim inhibitor aktivitelerinin

arastirilmast modifiye Ellman metodu ile yapilmistir [140,155-164] .

4.6.1.1 AChE ve BChEenzim soliisyonunun hazirlanmasi

Liyofilize toz halde olan AChE/BChE enzimini ¢ézmek ig¢in 500 U/mL
konsantrasyonda %1°lik jelatin ¢ozeltisi hazirlanmistir. Enzim ¢ozeltisinin 1 mL’1100
mL’ye tamamlamak i¢in balon joje i¢cinde hacim su kullanilmistir. Bu islem sonrasinda
stok enzim ¢ozeltisi 5 U/mL’ye seyreltilmistir. Elde edilen stok enzim solusyonu 0.7
mL’lik porsiyonlar seklinde -20°C’de muhafaza edilmistir. Enzim deneyine ge¢meden
hemen o6nce enzim ¢oziiltileri oda 1sisina getirilmis ve suyla 1.4 mL’ye tamamlanarak

metod konsantrasyonu olan 2.5U/mL’ye seyreltilmistir.[155].

4.6.1.2 Asetiltiyokoliniyodiir [ATC) soliisyonunun hazirlanmasi (0.075 M)

Asetiltiyokoliniyodiir (0.217 g) bir miktar suda ¢ozlindiiriildiikten sonra 10 mL’ye
tamamlamak icin su kullanilmigtir. Hazirlanan solusyon, kullanilana kadar 0.4 mL’lik

hacimler seklinde -20°C’de muhafaza edilmistir [155].

4.6.1.3 Biitiriltiyokoliniyodiir (BTC) soliisyonunun hazirlanmasi (0.075 M)

Biitiriltiyokoliniyodiir (0.237 g) bir miktar suda ¢oziindiiriildiikten sonra 10 mL’ye
tamamlamak icin su kullanilmistir. Hazirlanan solusyon, kullanilana kadar 0.4 mL’lik

hacimler seklinde -20°C’de muhafaza edilmistir [155].

4.6.1.4 DTNB (5-5-Ditiyobis(2-nitrobenzoik asit)) kromojenik ajanin c¢ozeltisinin
hazirlanmasi (0.01 M)
5-5-5-5-Ditiyobis(2-nitrobenzoik asit) (0.396 g) tartilmis ve bir miktar suyla
¢oziindiiriildiikten sonra sodyum bikarbonat (0.15 g) eklenmistir. Toplam hacim suyla
100 mL’e tamamlanmistir. Elde edilen soliisyon, 3 mL’lik hacimler seklinde 20°C’de

muhafaza edilmistir.
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4.6.1.5 Tampon ¢ozeltisinin hazirlanmasi (pH=8.0)

Potasyum dihidrojen fosfatin (13.61 g) suda ¢oziilmesi i¢in 1 L su kullanilmistir.
Hazirlanan soliisyonun pH’s1 pH metre kullanilarak 0.1 N potasyum hidroksit soliisyonu
ile kontrollii bigimde 8.0+0.1 e getirilmistir. Ayarli tampon soliisyonunu siizmek i¢in ¢ap1
0.22 umpor olan tek kullanimlik filtreler kullanilmistir. Hazirlanan solusyon, kullanilana

kadar 4°C’de muhafaza edilmistir.

4.6.1.6 Test edilecek bilesiklerin ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Test edilecek bilesiklerin 6n tarama niteligindeki enzim inhibitér aktivite
calismalar1 %2’lik DMSO iginde hazirlanmis 10 ve 10* M’lik iki konsantrasyonlar
kullanilarak  gerceklestirilmistir.  Inhibisyon  oranlari  %0-100  arahiginda
degerlendirilmistir. ikinci asama enzim inhibisyon deneyinde ise 10 M konsantrasyonda
%30 ve daha fazla oranda inhibitor aktivite gosteren bilesiklerin seri seyreltmelerle 10
M konsantrasyona kadar konsantrasyonlar1 hazirlanarak gerceklestirilmistir. Boylelikle
secilen bilesiklerin 103-10° M konsantrasyon araliklarinda % inhibisyon oranlari

belirlenmis ve ICsg degerleri hesaplanmistir [155].

4.6.1.7 AChE ve BChE inhibisyon ¢alismasi

Anti-ChE enzim aktivite ¢alismalarinda kolorimetrik metoda dayali absorbans
degisiminin Olgililmesi esas alinan modifiye Ellman enzim inhibisyon yontemi
kullanilmistir. Islemlere baslamadan dnce tiim solusyonlar oda sicaklifina getirilmistir.
Calismalar zaman1 96 kuyucuklu plakalar kullanilmistir. Her hiicre 140 pL fosfat
tamponu, 20 pL enzim ¢dzeltisi, 20 pL inhibitdr solusyonu, 20 uL. DTNB solusyonu, 10
uL ATC/BTC soliisyonundan olusmustur ve toplam hacm 210 pL olmustur. Solusyonlar,
96 kuyucuga da yetecek miktarda iki farkli test solusyonu olmak iizere karistirilmistir. Ik
test solusyonu; bir kuyucuk i¢in 70 pL fosfat tamponu, 20 pL enzim soliisyonu ve 20 uLL
DTNB solusyonu, ikinci soliisyon ise; bir kuyucuk i¢in 70 pL fosfat tamponu ve 10 pL.
ATC/BTC soliisyonu igerecek halde hazirlanmistir [155].

Biotek Precision XS robotik sistemi kullanilarak ilk test solusyonu ve farkli
konsantrasyonlardaki inhibitor bilesigi solusyonlari (20 uL), 4 tekrarli olacak sekilde 96
kuyucuklu mikroplakalara eklenmistir. Bu asamada plakalarda bir araya gelen tiim

cozeltiler 25 °C’de 15 dakika inkiibasyonda birakilmak i¢in BioTek-Synergy H1 (USAA
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merika Birlesik Devletleri) mikroplaka okuyucusuna alinmistir. Siire tamamlandiginda
cihazdan cikarilan plakalara reaksiyonu sonlandirmak icin 80 pL ikinci test
soliisyonundan ilave edilmistir. Tekrar mikroplaka okuyucuya yerlestirilen plate 30
saniyelik hizli bir karistirma islemine alinmis ve bu basamakta 412 nm’de ilk absorbans
okumasi kaydedilmistir. Mikroplakalar, reaksiyonun devam etmesi i¢in 5 dakika daha
karistirtlmis ve bu siire bittiginde ikinci absorbans okumasi gergeklestirilmistir [155].
Alinan 6l¢iimler arasindaki farklar belirlenerek % inhibisyon oranlar1 degerlendirilmistir.
Segilen bilesiklerin ICsg degerleri, Microsoft Office Excel-2013 programinda uygulanan
non-lineer regresyon incelemesinin sigmoid doz-yanit yontemi yardimiyla elde edilen

inhibisyon egrileri kullanilarak hesaplanmistir.

4.6.2 Monoaminoksidaz enzim aktivite calismalari

Yapilan tez ¢alismasinda sentezlenen bilesiklerin MAO izoenzimleri {izerindeki
inhibisyon profilleri fluorometrik metod ile arastirilmistir [164-174].

Enzim inhibitor aktivite deneyinde taze hazirlanan ii¢ farkli solusyon kullanilmistir.
Birinci solusyon igin, sentezlenmesi tamamlanan sonug bilesikleri ve referans bilesikler
hazirlanmistir. Enzim solusyonlar1 i¢in fosfat tamponu icinde c¢oziindiiriilerek
rekombinant hMAO-A enziminin 0.50 U/mL konsantrasyonunda, rekombinant hMAO-
B enziminin ise 0.64 U/mL konsantrasyonunda ¢dzeltileri hazirlanmistir. Son asamada
calisma ¢ozeltileri; Horseradish Peroksidaz (200 U/mL, 100 pL), Ampliflu ™ Red (20
mM, 200 pL) ve tiramin (100 mM, 200 pL) soliisyonlar1 bir araya getirilerek bir miktar
fosfat tamponu i¢inde ¢oziindiiriilmiis ve toplam hacim 10 mL’ye tamamlanmistir

96 kuyucuklu, diiz tabanli, opak ve siyah renkli mikro test plakasina inhibitor
solusyonlarindan 20 pL hacmde ve 100 pL hMAO-A veya 100 uL hMAO-B ilave edilmis
ve 30 dakika boyunca 37°C'de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun bitisinde 100 pL
calisma solusyonlar1 eklenerek reaksiyon baslatilmistir. Yapilan karigim 37°C'de 30
dakika inkiibe edilmis ve 535/587 nm eksitasyon/emisyon degerlerinde 5’er dakika
araliklarla florometrik olarak okumalar gerceklestirilmistir. Alinan Slgiimler arasindaki
farklar belirlenerek % inhibisyon oranlar1 degerlendirilmistir. Secilen bilesiklerin ICsg
degerleri, non-lineer regresyon analizinin sigmoid doz-yanit modeli yardimiyla Microsoft
Office Excel-2013 programinda elde edilen inhibisyon egrileri kullanilarak

hesaplanmastir.
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4.7. Molekiiler Modelleme Calismalari

Yapilan tez ¢aligmasinda yap1 temelli in silico docking metodu kullanilarak sentezi
gerceklestirilen hedef bilesiklerden AChE enzimi tizerinde en etkili olan 3b kodlu tiirevin
ilgili enzim aktif yoresiyle gostrecegi olasi baglanma ve etkilesim noktalar1 belirlenmistir.
Bu amagla, protein-ligand etkilesim analizi temel alinarak AChE enzimi i¢in PDB: 4EY7
[180] kristali tizerinde molekiiler modelleme g¢alismalar1 yapilmistir. Docking prosediirii
daha once gerceklestirilen ¢aligmalarda yiiriiytiilen protokol esas alinarak ayni sekilde

uygulanmistir.

Segilen enzim kristal yapisi ilk olarak Schréodinger Suite 2015 Update 2'de [181]
bulunan Protein Preparation Wizard modiiliine uygun olarak docking ¢aligmalari i¢in
hazir forma getirilmistir. Bag uzunluklari ve acilart OPLS 2005 kuvvet alan1 kullanilarak
diizenlenmis ve ortam kosullarina gore yiiklii amino asitlerdeki atomlarin olas1 yiikleri
otomatize edilmistir. Docking analizi gergeklestirilecek bilesikler LigPrep 3.8 [181]
modiilii ile protokol igin hazir hale hetirilmistir. Son olarak enzim aktif bolgesinde grid
olusturulmasi Glide 7.1 [182] ile tamamlanmis Single Precision (SP) ile docking metodu

uygulanmaistir.
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5. BULGULAR ve TARTISMALAR

5.1 Sentez Calismalari

5.1.1. 2-(2-(4-(4-(2-metoksietil)piperazin-1-il)benziliden)hidrazinil)-4-(p-
tolil)tiyazol (3a)

/O\/\N
)
Ly
NG

et

Sekil 5.1. 3a bilesiginin kimyasal yapisi

Deneysel E.N: 143.5-146.7°C. Verim: %87.

HRMS (m/z): [M+H] + hesaplanan: C24H29Ns0S: 436.2166; bulunan: 436.2160.

IH-NMR (400 MHz, Détoro-dimetilsiilfoksit): 5 = 2.32 (3H, s, -CHs), 3.11 (2H,
t, J=9.82 Hz, -CH>), 3.14-3.17 (4H, m, piperazin-CH), 3.57 (2H, m, piperazin-CHy),
3.91 (2H, s,piperazin-CH2),3.70(3H, s, metoksi-CHs),7.04-7.06 (2H, dd, J=8.86 Hz,
benzilidin -H), 7.20 (1H, s,tiyazolil-CH), 7.21-7.22(2H,dd, J=4.05 Hz, tolil-CH), 7.54-
7.56 (2H, dd, J=8.84 Hz, benzilidin -H), 7.73-7.75 (2H, dd, J=8.11 Hz, tolil, -CH),7.94(H,
s, -metil) 11.96 (1H, s, hidrazinil-NH).
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Cizta File: C:\LabSolutions'Dizta\Anzliz\derya'NT-2_153 Jd

Elmt Val Min Max FEm Val Min Max FElm Val Mn Max FEm  Val Min Max Use Adduct
H 1 10 40 4] 2 Q 3 S 2 [i] 1 Ru 2 [} 0 H
C 4 10 40 F 1 o 0 cl 1 o 0 Pd | 2 0 0
M 3 0 5 P 3 Q 0 Br 1 o 0 | 3 0 0
Error Margin (ppm): 5 DBE Range: 5.0-200 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply M Rule: yes Use M3n Info: yes
Max |sotopes: 3 |sctope RI (%): 1.00 Isotope Res: 9000
MSn |so RI(%): 10.00 M5n Logic Mode: AND Mzx Results: 200
Event?: 1 MS{E+) Ret Time:3.013 Scan# : 453
1.400e5q
1.200=54
1.000e5q
4360160
2.000eH
6.000=44
4.000=44
2182
2000e44
488.2018
0
100.0 2000 3000 400.0 500.0 B0D.0 7000 B00.0 9000
Measured region for 436.2160 miz
436 2160
100.04
50.04
4371182
4380 4355 4370 4375 4380 4385 4330 4335
C24 H23 N5 0 3 [M+H)+ : Predicted region for 436.2166 m/z
1000 435 2166
50.04 ‘ ‘
I ‘ 4372134
| |
j j 438 2171
A || I | Y
436.0 438.5 4370 4375 438.0 438.5 438.0 438.5
Rank  Score Formula (M) lon Meas.miz  Pred. miz DE Df. Isa__DBE
1 0.00 C24H29N505 [M+H]+ 436.2160 4352165 Eil: -1.38 000 130

Sekil 5.3. Kiitle spektrumu (3a)
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5.1.2. 2-(2-(4-(4-(2-metoksietil)piperazin-1-il)benziliden)hidrazinil)-4-(4-
metoksifenil)tiyazol (3b)

/O\/\N
)
=
S\

O,

Sekil 5.4. 3b bilesiginin kimyasal yapist

Deneysel E.N: 169.3-172.6 oC. Verim: %95.

HRMS (m/z): [M+H]+hesaplanan: C24H29Ns50,S: 452.2115; bulunan: 452.2113

!H-NMR (400 MHz, Détoro-dimetilsiilfoksit): 5 = 6 = 2.57 (4H, m, piperazin-
CH2), 3.22 (4H, m, piperazin-CH>),3.25 (2H, s, -CH>), 3.47-3.50 (2H, t, J=5.69 Hz, -
CH2), 3.43 (3H, s, metoksi-CHj3), 3.78 (3H, s, metoksi-CHzs), 6.95-6.98(4H, m, benzilidin
-H), 7.48-7.50 (2H, d, J=8.90 Hz, tolil-H), 7.76-7.79(2H, d, J=8.83 Hz, tolil-H) 7.10 (1H,
s, tiyazolil-CH),7.91(H, s, -metilen)11.87(1H, s, hidrazinil-NH).

47



11.961

e e B = [~ 0T
TO MO TN AS T O
NN NN OO oD T T
[ i el el el ol e memmmmmem

J
\

Nl

3.118
2.324

295.6 F
1.00000000 sec

400.1324708 MHz
B

B.00 usec
10.94900036 W

ocessing parameters

6553
400.1300000 MHz
EM

0
0.30 Hz
0

1.00

1.00

~
o
(L)
£
w -

‘o[ cd| i) = oo 0] o)
Q=N || q|Qla
~ledledlemlew oiledl ==l

2 1 ppm

3.24
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Diatz File: C:\LzbSclutons\Datalfnaliz\dery=\NT-3_154 led

Eimt | Val. Min Macx FElmt | Val| Min Max Elmt |Val| Min Max  Emt | Val | M Max Use Adduct
H 1 m 4 [u] 2 0 3 5 2 0 1 Ru 2 0 0 H
[ 4 0 40 F 1 [ cl 1 0 0 Pd 2 o0 0
N 3 L] 3 P 3 0 L] Br 1 0 L] | 3 0 0
Errer Margin (ppm): 3 DBERange: 5.0-200 Electren lens: baoth
HC Ratie: unlimited Apply M Rule: yes Use M3n Info: yes
Max Isotopes: 3 Isctope RI{%): 1.00 Isctope Res: 5000
MSn Ise BRI (%): 10.00 MSn Legic Mode: AND Mz Resuls: 200
Eventd: 1 MS(E+) Ret Tima: 2633 Scanf : 405
1.200=5
1.100=54
1.000=54
9.000=44
800044
700084 452 0113
£.000=44
5.000=44
4000244
3.000=44 4532079
2.000=44
1.000=44
0
100.0 2000 300.0 400.0 500.0 600.0 700.0 800.0 500.0
Measured region for 452.2113 mz
452.2113
100.0+
50.04
453(2078
0 T T T T T T T T
45210 4525 4530 4535 4540 4545 4550 4555
C24 HZ9 N5 02 S [M+H]+ : Pradicted region for 452 2115 miz
4522115
100.04
50.H
4532144
454 2122
. . . . N, — P
45210 452.5 4530 4535 4540 4545 455.0 4555
1 0.00 C24H25N5025 M+H}+ 4522113 4522115 0.2 044 000 130

Sekil 5.6. Kiit/e spektrumu(3b)
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5.1.3. 4-(2-(2-(4-(4-(2-metoksietil)piperazin-1-il)benziliden)hidrazinil)tiyazol-4-
il)benzonitril (3c)

/O\/\N/\

LN
o
S, _

C/\\©\
H
CN

Sekil 5.7. 3c bilesiginin kimyasal yapisi

Deneysel E.N: 198.4°C. Verim: %87.

HRMS (m/z): [M+H]+hesaplanan: C24H26Ns0S:447.1962 bulunan: 447.1958

'H-NMR (400 MHz, Détoro-dimetilsiilfoksit): 6 = 2.54(2H, s, -CH>), 2.54-2.57
(4H, m, piperazin-CH),3.20-3.22 (4H, m, piperazin-CH;), 3.25 (3H, s,metoksi-
CH3),3.46-3.49 (2H, t,J=5.76 Hz, -CH2), 6.96-6.98(2H, d,J=8.93 Hz, benzilidin -
H),7.48-7.51(2H,d,J=8.86 Hz, benzilidin-H) 7.85-7.87 (2H, d, J=8.51 Hz, benzonitril-
H),8.02-8.04(2H,d, J=8.47 Hzbenzonitril-H) 7.60 (1H, s.tiyazolil-CH),7.94(H, s, -
metilen)11.99(1H, s, hidrazinil-NH).
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11.961

DLW T T T O o
THMO TN AO T —_o e
AN NNNOO @0 s
e el ol MM men

/
\

3.454
3.436

3
3

171
147

S 2

3.118
2.324

sec

usec
usec
&K

sec
8 MHz

.00 usec
10.94500036 W
cessing parameters
65536
400.1300000 MHz
EM
0
0.30 Hz
]
.00

12

o od[ o) = e 1) o) =)
A o] et B |2 R R|©
~loiloil el ew oiled| =l =l

2 1 ppm

324

Sekil 5.8. 'H-NMR spektrumu (3c)
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Datz File: C:\LabScluvons\Data'Analiz\deryz\NT-4_153 led

Emt Val. Min Max FElmt Val| Min Max Elmt | Val.| Min Max  Eimt | Val| Min Max Use Adduct
H 1 10 4 o] 2 0 3 H 2 1 1 Ru | 2 o0 0 H
[ 4 10 40 F 1 0 0 Cl 1 0 Q Pd | 2 0 0
N 3 0 & P 3 0 0 Br 1 0 0 | 3 o0 0
Errar Margin {ppm): 5 DBE Range: 3.0-200 Electron lons: bath
HC Ratic: wnlimited Apply N Rule: yes Usze M5n Info: yes
Max Isctopes: 3 Isotope RI(%): 1.00 Isotope Bes: 5000
M5n |so RI(%): 10.00 M3n Logic Mode: AND Max Resulis: 200
Events: 1 M3(E+) Ret Time:2520 Scang: 379
1.400e54
1.200e59
1.000e54
8.000=44
4471958
5.000=4
4.000=4
4451959
2.000e44
Qe T T T T T T T T
100.0 200.0 300.0 400.0 500.0 600.0 700.0 200.0 800.0
Measured region for 447.1958 m/z
4471958
100.04
50.04
445]1959
0 T T T T T T T T
447.0 4475 443.0 4485 445.0 4435 450.0 450.5
C24 H26 NE O S [M+H]+ : Predicted region for 447.1362 m/z
447 1982
100.04
50.H
4481580
4431987
0 T T T Y T T m T T s T
447.0 4475 443.0 4485 445.0 4435 450.0 450.5
Rank  Score Formula (M) lon Meas miz_ Pred. miz  Df (mDa) Df. (ppm) Isa_ DBE
1 000 C24H26NE0S M+H}+ 4471958 4471962 04 089 000 150

Sekil 5.9. Kiitle spektrumu (3c)
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5.1.4. 4-(4-florofenil)-2-(2-(4-(4-(2-metoksietil)piperazin-1-
il)benziliden)hidrazinil)tiyazol (3d)

/O\/\N
g
=
S,

e

Sekil 5.10. 3d bilesiginin kimyasal yapist

Deneysel E.N: 246.2-249.3°C. Verim: %90.

HRMS (m/z): [M+H]+hesaplanan: C23H26NsOFS:440.1915 bulunan: 440.1926

'H-NMR (400 MHz, Détoro-dimetilsiilfoksit): § =3.14-3.15 (4H, m, piperazin-
CH2),3.19(2H, t, J=14.91 Hz, -CH>), 3.59(4H, m, piperazin-CH>), 3.68 (3H, s,metoksi-
CH3),3.92(2H, s, -CH>),7.03-7.05(2H, d, J=8.17 Hz, benzilidin -H), 7.24(1H, s, tiyazolil-
CH),7.26-7.27(2H, dd, J=15.44 Hz, benzilidin-H) 7.53-7.56 (2H, d, J=8.42 Hz, fenil-
H),7.87-7.90(2H, m, fenil-H), 7.95(H, s, -metilen), 11.98(1H, s, hidrazinil-NH).
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Sekil 5.11. *H-NMR spektrumu (3d)
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Datz File: C:\LabSclutons\Data'\Analiz\dery='NT-6_157.led

Sekil 5.12. Kiitle spektrumu (3d)

55

Emt Val. Mn Max Elm | Val. Min Max Em Use Adduct
H 1 10 40 H
C 4 10 40
N 3 i 8
Error Margin {(ppm): 5 DBE Range: 53.0-20.0 Electron lons: both
HC Ratic: unlimited Apply M Rule: yes Use MSn Info: yes
Max Isotopes: 3 |sotope RI (%) 1.00 Isctope Res: $000
M5n Iso Rl (%) 10.00 MSn Legic Mode: AND Max Resuhs: 200
Eventd- 1 MS(E+) Bet Time : 2813 Scan: 423
2.000e5
1.800e5
1600259
1.400=54
1.200e54
1.000=59 440 hoog
8.000=4
G.000e4 4352294
4000244 413.2475 4411854
2.000=4
100.0 200.0 300.0 400.0 500.0 500.0 700.0 800.0 500.0
Measurad region for 440.1928 miz
4401926
100.04
50.H
44111854
[ T T T T T T T T
440.0 4405 441.0 4415 442.0 4425 4430 443.5
C23H26 N5 O F S [M+H]+ - Predicted region for 440 115 m/z
4401915
100.04
50.04
441.1843
4421919
0 : : L | sy
440.0 4405 4410 4415 4420 4425 4430 4435
1 000 CZ33H2EM50FS [M=H]+ 440.1926 4401915 1.1 250 000 130




5.1.5. 4-(4-Kklorofenil)-2-(2-(4-(4-(2-metoksietil)piperazin-1-
il)benziliden)hidrazinil)tiyazol (3e)

Tl

Z " “NH
J=x

S =

ey

Sekil 5.31. 3e bilesiginin kimyasal yapisi

Deneysel E.N: 197.3-200.8°C. Verim: %86.

HRMS (m/z): [M+H]+hesaplanan: C23H26NsOSCI:456.1619 bulunan: 456.1618

'H-NMR (400 MHz, Détoro-dimetilsiilfoksit): & =2.53(2H, s, -CH.), 3.20-
3.21(4H, d, J=5.07 Hz, piperazin-CH), 3.25 (3H, s,metoksi-CHa), 3.46-3.49(2H, t,
J=5.74 Hz, -CH2), 3.54-3.56 (4H, m, piperazin-CH>)6.96-6.98(2H, d,J=8.93 Hz,
benzilidin -H),7.35(1H, s, tiyazolil-CH),7.45-7.48(2H,m,benzilidin-H), 7.50 (2H,
d,J=12.49 Hz, fenil-H),7.85-7.87(2H, m, fenil-H), 7.93(H, s, -metilen),11.92(1H, s,
hidrazinil-NH).
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PROTON DMSO {D:\spectra_automation} nmrsu 30
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Current Data Parameters
NAME NT-7
EXPNO 4

PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20220428
Time 16.05 h
INSTRUM
PROBHD
PULPROG

Hz
Hz
sec

. usec
DE 6.50 usec

295.6 K
Dl 1.00000000 sec
SFO1 400.1324708 MHz
NUC 1H
Pl 8.00 usec
PLW1 10.94300036 W

F2 - Processing parameters

£5536
8F 400.1300000 MHz
EM

a
LB 0.30 Hz
a

C 1.00

Ee

Sekil 5.14. *H-NMR spektrumu (3e)
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Data File: C:\LabSclutons'Data\Analizideryz\NT-7_158 led

Elmt Val M Max FElmt | Val| Min Max Elmt | Val| M Max Elmt | Val.| M Max Use Adduet
H 1 10 40 o 2 0 3 5 2 1 1 Ru 2 [P H
c 4 10 40 F 1 0 0 cl 1 1 1 Pd 2 o 0
M 3 a & P 3 g o0 Br 1 q o0 | 3 o 0
Error Margin (ppm): 5 DBE Range: 5.0-200 Electron lens: both
HC Ratie: unlimited Apply N Rule: yes Use M3n Info: yes
Max |sotopes: 3 |zotops RI(%): 1.00 |sotope Res: 5000
M5n Iso RI (%): 10,00 MSn Logic Mode: AND Max Resuks: 200
Eventf: 1 MS(E+) Ret Time : 3.133 - 3.587 Scanf : 471 -> 538
60000.04
55000.04
50000.04
45000.04
40000.04
35000.04
30000.04 4561618
23000.04
20000.04
15000.04
10000.04
5000.04
ol ,
100.0 2000 300.0 400.0 500.0 6000 700.0 800.0 500.0
Measured region for 456.1618 mz
456.1618
100.04
50.04
458ﬁ549
[ T T T i, T T T T T
456.0 456.5 457.0 4575 458.0 4555 455.0 4585
C23 H26 N5 0 5 CI [M+H]+ : Predicted region for 456.1618 miz
456.1619
100.04
50.H
458.1387
457.1643
4551620
AE— , . ‘ . . | —
456.0 456.5 4£57.0 4575 458.0 4555 455.0 £55.5
Rank Score Formula (M) lon
1 2998 C23H26NS0SCI [M+H]+

Sekil 5.15. Kiitle spektrumu (3e)
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5.1.6. 4-(4-bromofenil)-2-(2-(4-(4-(2-metoksietil)piperazin-1-
il)benziliden)hidrazinil)tiyazol (3f)

Tl

Z " “NH
J=x
S =

.

Sekil 5.16. 3f bilesiginin kimyasal yapisi

Deneysel E.N: 205.6-208.1°C. Verim: %88.

HRMS (m/z): [M+H]+hesaplanan: C23H26NsOSBr: 500.1114 bulunan: 500.1113

'H-NMR (400 MHz, Détoro-dimetilsiilfoksit):5 =3.09-3.21 (8H, m, piperazin-
CHy), 3.31(2H, m, -CHy), 3.61(2H, m, -CH), 3.61 (3H, m,metoksi-CHzs),7.01-7.03(2H,
d, J=8.55 Hz, benzilidin -H), 7.37(1H, s, tiyazolil-CH),7.52-7.54(2H, d, J=8.72 Hz,
benzilidin-H) 7.59-7.61 (2H, d, J=8.58 Hz, fenil-H),7.79-7.81 (2H, d, J=8.54 Hz, fenil-
H) 7.94 (H, s, -methylene)11.97(1H, s, hidrazinil-NH).
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Sekil 5.17. *H-NMR spektrumu (3f)
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sec

usec
usec

295.6 K

1.00000000 sec

400.1324708 MHz
H

8.00 usec
0.94900036 W

cessing parameters
65536
400.1300000




Datz File: C:\LabSclutions\Data\Analiz\dery='\NT-8_155. led

Elmt Val. Min Max FElmt | Val| Min Max FEbmt | Val. Min Mzx Elmt | Val| M Max Use Adduct
H 1 10 40 4] 2 [ 3 s 2 1 1 Hu Z 0 [ H
[ 4 10 40 F 1 [} 0 cl 1 0 Q Pd z 0 0
N 3 Q 6 P 3 [} 0 Br 1 1 1 1 3 0 0
Errer Margin (ppm): 5 DBE Range: 5.0-20.0 Electron lons: both
HC Ratio: wnlimit=d Apphy N Rule: yes Use MZn Info: yes
Max [zotopes: 3 |zotops RI (%) 1.00 Isotope Res: 5000
M5n Ise RI (%): 10.00 MSn Legic Mode: AND Max Results: 200
Event®: 1 MS(E+) Ret Time: 3253 - 3820 Scan#: 489 =509
40000.H
35000.0
30000.04
25000.H
20000.H
15000.04 oot
5021034
10000.04
5000.04
[ T . T T T T T T T
100.0 2000 300.0 400.0 500.0 600.0 700.0 800.0 300.0
Measured ragion for 500.1113 miz
5001113
100.04 502.1084
50.04
0 T T T A T T T T m T
500.0 5005 501.0 501.5 302.0 502.5 503.0 503.5
C23H26 NS O 5 Br [M+H]+ : Predicted region for 500.1114 miz
502.1096
100.04 5001114
50.04
501.1143 503.1122
0 T T T T T T T T
500.0 S00.5 501.0 501.5 502.0 S02.5 503.0 5035
Rank  Score Formula (M) lon Maas. 3 Isa_ DBE
1 3748 CZ3H26NSOSEBr [M=H]+ 020 3745 130

Sekil 5.18. Kiitle spektrumu (3f)
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5.1.7. 4-(2,4-dimetilfenil)-2-(2-(4-(4-(2-metoksietil)piperazin-1-
il)benziliden)hidrazinil)tiyazol (3g)

/O\/\N
@
.
NG

1.

Sekil 5.19. 3qg bilesiginin kimyasal yapist

Deneysel E.N: 230.7-232.5°C. Verim: %91.

HRMS (m/z): [M+H]+hesaplanan: C2sH31Ns0S:450.2322 bulunan: 450.2323

'H-NMR (400 MHz, Détoro-dimetilsiilfoksit): 6 = 2.29 (3H, s, -CH3),2,41 (3H,
s,-CH3) 3.31 (2H, s, -CHy), 3.14 (4H, m, piperazin-CHy), 3.58 (4H, m, piperazin-CH>),
3.69 (3H, s, metoksi-CHz3), 3.92(2H, s, -CH.),6.84(1H, s, tiyazolil-CH), 7.03-7.07 (4H,
m, benzilidin -H), 7.47-7.55 (4H, m, fenil,-H), 7.94 (H, s, -metilen) 11.88 (1H, s,
hidrazinil-NH).
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Sekil 5.20. *H-NMR spektrumu (3g)
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<)
BRUKER
(<

Current Data Parameters
E NT-

EXPNO 10
PROCNG 1
on Parameters
20220428
17.08 h
spect

PROBHD  Z866401_0004 (
930

D

SOLVENT

NS

Ds z

SWH 8012.820 Hz
FIDRES 0.244532 Hz

AQ 4.0894465 sec
G 176.9

DW 62.400 usec
DE 6.50 usec
TE 295.5 K

D1 1.00000000 sec
TDO 1

SFOL 400.1324708 MHz
HUCL

Pl £.00 usec
PLRL 10.94900038 W

F2 - Processing parameters

51 65536

aF 400.1300000 MHz
WDW

55B o

LE 0.30 Hz
GB o

PC 1.00



Datz File: C:\LabSclutions\Data\Analiz\derya'\NT-3_160.led

Use Adduct
H
Error Margin {ppm): 5 DBE Range: 5.0-200 Electron lons: both
HC Ratio: wnlimit=d Lpply N Rule: yes Usz= MZn Info: yes
Mazx lsotopes: 3 |zotope RI (%) 1.00 Isctope Res: 5000
MSn Isc RI (%) 10.00 MSn Legic Mode: AND Max Resuls: 200
Event®: 1 M5(E+) Ret Time: 3627 Scanf: 545
80000.04
B0000.0H
F0000.0H
60000.04
5000004
40000, 450323
30000.0H
20000.04
10000.04
100.0 200.0 300.0 400.0 500.0 500.0 700.0 800.0 300.0
Measured region for 450.2323 miz
4502323
100.04
50.04
0 T T T T T T T T
450.0 450.5 451.0 451.5 452.0 452.5 453.0 4535
C25H31 N5 O S [M+H]+ : Predicted ragion for 450.2322 miz
4502322
100.04
50.04
451.2351
452 2330
- 450.0 4505 4510 4515 4520 4525 4530 4535
Rank Score Formula (M) lon Meas. Pred. Df. lso  DBE
1 000 CZ5H3INSOS [M+H]+ 4350232 450232, 01 022 0.00 13.0

Sekil 5.21. Kiitle spektrumu (3g)
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5.1.8. 4-(2,4-diflorofenil)-2-(2-(4-(4-(2-metoksietil)piperazin-1-
il)benziliden)hidrazinil)tiyazol (3h)

N.
=N
S =

"X,

F
Sekil 5.22. 3h bilesiginin kimyasal yapisi

Deneysel E.N: 227.3-229.8°C. Verim: %89.

HRMS (m/z): [M+H]+hesaplanan: C23H2sNsOF-S: 458.1821 bulunan: 458.1819

'H-NMR (400 MHz, Détoro-dimetilsiilfoksit): = 3.18 (4H, m, piperazin-CHy),
3.41-3.45 (2H, t, J=7.04 Hz, -CH>), 3.56 (4H, m, piperazin-CH>), 3.73 (3H, s, metoksi-
CHs3), 3.92 (2H, s, -CH3), 7.04-7.06 (2H, d, J=8,85 Hz, benzilidin -H), 7.18 (2H, m, fenil-
H), 7.32-7.38 (1H, m, tiyazolil-CH), 7.54-7.57(2H, d, J=8.83 Hz, benziliden-H), 7.97 (H,
s, -metilen), 7.99-8.05 (H, m, fenil-H), 12.02(H, s, hidrazinil-H).
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Sekil 5.23. 'H-NMR spektrumu (3h)
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Current Data Parameters

NAME NT-11
EXPNO 10
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20220428
Time 20.20 h
INSTRUM spect
PROBHD  2866401_0004 (
PULPROG 2g30

65536
SCLVENT DMSO

16

DS 2
SWH B012.820 Hz
FIDRES Hz
AQ sec
DW usec
DE usec
TE K
D1 sec
DO
SFOL Miz
NUC
Pl 8.00 usec
PLW1 10.94500036 W
F2 - Processing parameters
ST 65536
S 400.1300000 MHz
WOW EM
ssB 0
L8 0.30 Hz
B 0
BC 1.00



Datz File: C:\LabSclutons'\Datz\Analiz\deny=a'NT-11_161.ld

Eimt | Val.| Min Max  Eimt | Val| Min Max  Elmt | Val| Min Max  Elme | Val| Min Max Use Adduct
H 1 10 40 4] 2 0 3 5 2 1 1 Ru 2 0 0 H
[ 4 10 40 F 1 2 2 cl 1 g 0 Pd 2 g 0
N 3 a [ P 3 a Q Er 1 a Q | 3 0 0
Error Margin (ppm}: 5 DEE Range: 5.0-200 Electron lons: both
HC Ratiz: unlimitzd Apply N Rule: yes Use M3n Infa: yes
Mazx Isotopes: 3 |sotope RI(%): 1.00 Isctope Hes: 5000
M5n Iso RI (%): 10.00 M3n Logic Mode: AND Max Resuls: 200
Event#: 1 MS(E+) Ret Time: 2.773-> 3507 Scan# : 417 = 527
50000.04
80000.04
F0000.04
60000.04
50000.04 458 215
40000.04
30000.04
2000004 458.1850
10000.04
0 T T T T 4 I T T T T T
100.0 2000 300.0 400.0 500.0 600.0 700.0 800.0 900.0
Measured region for 438.1818 miz
458.181%
100.0H
50.04
459mﬁﬁﬂ
4550 4385 2550 4595 450.0 4605 451.0 451.5
C23 H25 N5 0 F2 S [M+H]+ : Predicted region for 4581821 m/z
458.1821
100.05
50.H
4581349
480.1324
0 . : : : A S
458.0 458.5 459.0 459.5 480.0 460.5 481.0 481.5
Rank _Score Formula (M) lon
1 000 C23H25NSOF25 M+H}+

Sekil 5.24. Kiitle spektrumu (3h)
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5.1.9. 4-(2,4-diklorofenil)-2-(2-(4-(4-(2-metoksietil)piperazin-1-
il)benziliden)hidrazinil)tiyazol (3i)

/O\/\N

oL
ZN-\H

Sekil 5.25. 3i bilesiginin kimyasal yapisi

Deneysel E.N: 185.6-187.8°C.Verim: %93.

HRMS (m/z): [M+H]+hesaplanan: C23H25NsOSCl2:490.1230 bulunan: 490.1214

'H-NMR (300 MHz, Détoro-dimetilsiilfoksit); 5 = 2.69-2.70 (4H, dd, J=2.90 Hz,
piperazin-CH), 3.24-3.26 (4H, m, piperazin-CHz), 3.24-3.26 (2H, m -CHz), 3.24-3.26
(3H, s, metoksi-CHa), 3.51 (2H, s, -CH>), 6.96-6.99(2H, dd, J=9,21 Hz, benzilidin -H),
7.36 (1H, s, tiyazolil-CH), 7.48-7.51(2H, dd, J=15.39 Hz, benziliden-H), 7.51 (H, m,
fenil-H), 7.68 (H, d, J=2.33 Hz, fenil-H), 7.88 (H, s, -metilen), 7.91-7.93(H, m, fenil-H)
12.68 (H, s, hidrazinil-H).
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Current Data Paramet:
HAME N
EXPNO

PROCNO 1

F2 - Acquisition Par.
e

Time
INSTRUM FOURIER300
PROBED 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zg

) 16384
SOLVENT DMSO
NS 16
D5 a
SHH 6103.516 Hz
FIDRES 0.372528 Hz
AQ 1.3421773 sec

13.00 u
PLW1 10.00000000 W

F2 - Processing parameters

a1 £5516
aF 300.1800000 MHz
WDW EM
SsSB a
LB 0.30 Hz
GB a

ﬂ PC 1.00

i ll --—l o

6 5 4 3 2 1 ppm

Sekil 5.26. *H-NMR spektrumu (3i)
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Datz File: C:\LabSclutons\Datza"Analiz\dery=\NT-12_162 led

in_ Max Use Adduct
0 H
0
0
Errer Margin (ppm): 5 DBE Range: 5.0-20.0 Electron lons: both
HC Ratio: wnlimited Apply N Rule: yes Use M3n Info: yes
Max lsotopes: 3 Isotope RI (%) 1.00 Isctope Res: 5000
M5n Ise RI(%): 10.00 MS3n Legic Mode: AND Max Results: 200
Eventd: 1 MS(E+) Ret Time: 4453 Scan® : 663
20000.09
45000.09
40000.04
35000.04
30000.04
25000.04
20000.04
15000.4 490 h214
10000.04
5000.04
it
100.0 2000 300.0 400.0 500.0 600.0 700.0 800.0 800.0
Measured region for 430.1214 miz
4301214
100.04
50.04
[ T T T T T T T T
450.0 490.5 491.0 491.5 452.0 4525 493.0 493.5
C23 H25 N5 O 5 CI2 [M+H]+ : Predicted region for 450.1230 m/z
480.1230
100.04
4521204
50.04
481.1258
4531230
0 T T T T T T T T
4500 4505 4310 4515 4520 4525 493.0 4535
Rank Score Formula (M) lon Meas. Isa  DBE
1 000 CZ3H2SNSOSCI2 [M=H]+ 000 130

Sekil 5.27. Kiitle spektrumu (3i)
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5.1.10. 4-(3,4-diklorofenil)-2-(2-(4-(4-(2-metoksietil)piperazin-1-
il)benziliden)hidrazinil)tiyazol (3j)

Cl
Cl

Sekil 5.28. 3j bilesiginin kimyasal yapisi

Deneysel E.N: 159.2-162.5°C.Verim: %94.

HRMS (m/z): [M+H]+hesaplanan: C23H2sNsOSCI2:490.1230 bulunan: 490.1235

'H-NMR (300 MHz, Détoro-dimetilsiilfoksit): 5 = 2.62(4H, m, piperazin-CH),
3.25 (2H, m, -CHy), 3.25 (4H, m, piperazin-CH2), 3.25 (3H, s, metoksi-CH3), 3.47-
3.49(2H,d,J=5.60 Hz, -CH>), 6.95-6.98 (2H,d, J=9.10 Hz, benzilidin -H), 7.47-7.50(2H,
d, J=8.87 Hz, benziliden,-H), 7.64-7.66(1H, d, J=8.47 Hz, tiyazolil-CH), 7.47-7.50(1H,d,
J=8.87 Hz, fenil-H), 7.81-7.83(1H, d, J=6.26 Hz, fenil-H), 7.93(H, s, metilen-H), 8.06-
8.08 (1H, d, -fenil), 11.94(1H, s, hidrazinil-NH).
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W2

Sekil 5.29. *H-NMR spektrumu (3j)

72

ppm

(>

Current Data Parameters

NAME NT-138
EXPNO 1
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20220413

n 5.14
INSTRUM FOURTER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zg
™ 16384
SOLVENT DMSO
NS 16
DS
SWH Hz
FIDRES Hz
BQ sec
RG
Dif usec
DE usec
TE
D1 3.00000000 sec
TDO 1

CHANNEL f£1
18

13.0
10.00000000 W

F2 - Processing parameters
sI 65536
SF 300.1800000 MHz
WOW EM
558 [
1B 0.30 Hz
GB [
BC 1.00

300.1818537 MHz

0 usec



Diatz File: C:\labSelutions\Data\Analiz\derya\NT-13_163 led

in_ Max Use Adduct
[t} [1] H
o 1]
0 4]
Errer Margin {ppm): 3 DEE Range: 5.0-200 Electron lons: both
HC Ratio: wnlimited Apply N Rule: yes Use M3n Info: yes
Max Isotopes: 3 Isetope RI(%): 1.00 Isctope Res: 5000
MSn Ise RI (%): 10,00 MSn Legic Made: AND Max Resuls: 200
Eventf: 1 MS{E+) Ret Tima: 4 267 ScanZ: 641
45000.0
40000.0H
350004
30000.
25000.04
20000.04
150:00.0 40,1235
100000
S000.04
0 T T T T T T T T T
1000 2000 3000 400.0 S00.0 800.0 7000 200.0 500.0
Measured region for 490.1235 miz
4301235
100.04
50,0
0 T T T T T T T T
4500 4505 431.0 4515 4520 4525 4330 4935
C23 H25 N5 O 5 CI2 [M+H]+ : Predicted region for 4301230 miz
4801230
100.04
452 1204
0.0
491.1258
4931230
L T T T T T T T T
4500 4505 431.0 4515 4520 4525 4330 4935
1 0.00 C23H25N5 05 C12 [M=H]+ 4501235 450123 0.5 1.02 0.00 130

Sekil 5.30. Kiitle spektrumu (3j)
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5.2. Sentez Calismalarinin Degerlendirilmesi

Yapilan tez ¢alismasi kapsaminda tiyazol ve hidrazin yapisi i¢eren yeni bilesiklerin
sentezlenmesi amacglanmistir. Bu amagla 10 yeni bilesik sentezlenmistir. Bilesiklerin
sentez semasi Sekil 5.31°de gosterilmektedir. Baslangigta 4-(4-(2-metoksietil)piperazin-
1-il)benzaldehit sentezlenmistir. Ikinci olarak tiyosemikarbazid ile reaksiyona sokmak
lizere 2-(4-(4-(2-Metoksietil)piperazin-1-il)benziliden)1-hidrazin-1-karbotiyoamit
sentezlenmistir. Son basamakta hedef bilesikler sentezlenmek tizere 2-(4-(4-(2-
Metoksietil)piperazin-1-il)benziliden)1-hidrazin-1-karbotiyoamit ~ ve  uygun  2-
bromoasetofenon tiirevleri arasinda reaksiyon yapilmigtir. Sentezlenen bilesiklerin
kimyasal yapilart 'H-NMR ve HMRS spektroskopik teknikler yardimiyla

aydmlatilmistir.

CHO S
CHO /©/ HoN- N)LNH
NHO /©/ DMEF/K,CO, (\ N N 2
S0 N . \) F A ™~

\O/\/N\)

Bilesik R1 R2 Rs
3a -H -CHs -H
3b -H -OCHs -H
3c -H -CN -H
3d -H -F -H
3e -H -Cl -H
3f -H - Br -H
39 -CHs -CHs -H
3h -F -F -H
3i -Cl -Cl -H
3 -H -Cl -Cl

Sekil 5.31. Hedef bilesiklerin sentezi
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5.3. Spektral Verilerin Degerlendirilmesi

Tez kapsaminda sentezlenen 3a-3j kodlu 10 adet orijinal bilesikten olusan serinin
yapilart H-NMR, HRMS spektroskopik yontemleri verileri ile aydimlatilmistir.

Spektrumlarim degerlendirilmesi asagida gosterildigi gibidir .

5.3.1.  'H-NMR spektrumlarinin degerlendirilmesi

Yapilan tez ¢alismasi1 kapsaminda sentezlenmis bilesiklerin yapisinda olan alifatik
ve aromatik protonlar H-NMR spektrumlar1 genellikle beklendigi sekilde pikler
vermistir. Sentezi gergeklestirilen maddelerin spektrumlarinda, bejkenen toplam hidrojen
sayist hesaplanmis ve buna gore karsilastirma yapilmistir. Spektrumlarda tespit edilen
piklerin beklenen sayida piklerle uyumlu oldugu gézlenmistir.

Sentezi gergeklestirilen bilesiklerde ortak kimyasal yapida tiyazol ve hidrazin
yapilarmin yer aldig: tiirevlerin (3a-3j) *H-NMR sonuglari incelendigi zaman géze ¢arpan
detaylar sunlardir; bilesiklerin kimyasal yapilarinda ortak olarak piperazin halkasi, tiyazol
yapisi ve 1,4-disiibstitiiebenzenhalkasi bulunmaktadir. Piperazin halkasina ait protonlar,
3f kodlu bilesikte 3.09-3.21 ppm degerlerinde 8 hidrojenlik multiplet; 3a, 3b, 3c, 3d, 3f,
30, 3h, 3i, 3j kodlu bilesiklerde 2.54-3.59 ppm degerleri arasinda 4 hidrojenlik yaygin
multiplet; 3e, 3i kodlu bilesiklerde 2.69-3.56 ppm degerleri arasinda 4 hidrojenlik yaygin
dubletin dubleti; 3a kodlu bilesikte 3.57 ppm degerinde 2 hidrojenlik multiplet, 3.91 ppm
degerinde ise 2 hidrojenlik singlet gézlenmistir. Tiyazol halkasina ait protonlar, 3a, 3b,
3¢, 3d, 3e, 3f, 3g, 3i kodlu bilesiklerde 6.84-7.60 ppm degerleri arasinda 1 hidrojenlik
singlet; 3h kodlu bilesikte 7.32-7.38 ppm degerleri arasinda multiplet; 3j kodlu bilesikte
7.64-7.66 ppm degerleri arasinda dublet gozlenmistir. Hidrazinil proton ise 11.87-12.68
ppm degerleri arasinda gézlemlenmistir.

3a, 3i kodlu bilesiklerde bulunan 1,4-disiibstitiie benzen halkasina ait protonlar
6.96-7.56 ppm degerlerinde 2 hidrojenlik dubletin dubleti; 3b ve 3g kodlu bilesiklerde
6.95-7.07 ppm degerlerinde 4 hidrojenlik multiplet; 3c, 3d, 3e, 3f, 3h, 3] kodlu
bilesiklerde 6.95-7.57 ppm degerlerinde 2 hidrojenlik dublet, dubletin dubleti ve ya da

multiplet gézlenmistir.
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5.3.2. Kiitle spektrumlarimin degerlendirilmesi

Sentezi gergeklestirilen bilesiklerin kiitle spektrumlar pozitif iyonlastirma metodu
ile elektron spray yontemi araciliiyla elde edilmistir. Yapilan teknik nedeniyle incelenen
spektrumlarda molekiiler iyon pikleri-M+1 piklerinin (hesaplanan molekiil agirliklarinin
sayisal olarak bir deger fazlasi) gozlenmesi beklenir. Spektrumlar incelendigi zaman
beklendigi gibi, bilesiklerin hesaplanmis molekiil agirliklar ile gézlenen M+1 molekiiler

iyon piklerinin uyumluluk i¢inde oldugu tespit edilmistir.

5.4. Biyolojik Aktivite Calismalarinin Degerlendirilmesi
5.4.1. ChE enzimleri iizerine aktivite calismalarinin degerlendirilmesi

Tez kapsaminda sentezi gercgeklestirilen molekiillerin ChE enzimlerine gore
inhibisyon profilleri, Ellman ve arkadaslar tarafindan 1961°de gelistirilen kolorimetrik
metot modifiye edilerek incelenmistir [165]. Bu metodda gergeklesen kimyasal reaksiyon
sonucundaa olusan absorbans degisiminin 6lgiilmesi esas alinmaktadir. Bu yontemde
asetiltiyokolin iyodiir substrati tiyokolin ve asetata AChE enzimi araciligiyla
pargalanmaktadir. Bu reaksiyon neticesinde tiyokolin molekiilii, DTNB denilen 6zel
kromojrnik ajani nitrobenzoata doniistirmekte ve bu olusan madde de 412 nm’de

absorbans vermektedir.
2 I
)J\S/\/N*\ +  H,0

Asetiltiyokolin
‘AChE

| - N
)J\O' + -s/\/N+\ + 20

Asetat Tiyokolin
N\/\S N —<; :)— —<: ;i— 5
DTNB

<
- wS_SQNOZ + OZN@S,
COO" “00C

Sekil 5.1. Ellman metodu reaksiyon mekanizmasi
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Elde edilen tiim tiyazol-hidrazon tiirevlerinin (3a-3j) ChE enzimlerine Kkarsi
inhibitor aktiviteleri, daha 6nce tarif edilen in vitro modifiye Ellman'in spektrofotometrik
yontemi [169] kullanilarak degerlendirilmistir. Enzim inhibisyon deneyleri iki asamada
gergeklestirilmistir. Enzim aktivite sonuglari, test bilesiklerinin ve referans maddelerinin
ICso degerleri Tablo 5.1'de sunulmustur. Tablodaki BChE enzim sonuglarina
bakildiginda referans bilesik takrinin 102 ve 10“*M konsantrasyonlarinda sirasiyla
%99.827+1.378 ve %98.651+1.402 oraninda aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir. Ancak
bilesiklerin higbiri, s6z konusu bu konsantrasyonlarda BChE'ye karsi anlamli inhibitor
aktivite sergilememistir[163] . Tabloya bakildiginda elde edilen tiim bilesiklerin AChE

enzimine kars1 daha secici inhibisyon profili gosterdikleri goriilmektedir.

Enzim inhibisyon testi sonucunda tiim bilesiklerin 10° M konsantrasyonda
AChE'ye %50’den fazla oranda inhibisyon gdstermistir. 10* M konsantrasyonda ise 3b,
3¢, 3d, 3f, 3i ve 3j kodlu bilesikler %50 ve iizerinde inhibisyon gostererek enzim aktivite
deneyinin ikinci asamasi i¢in se¢ilmistir. 3b, 3c, 3d, 3f, 3i ve 3] kodlu bilesiklerinin ICso
degerleri sirastyla 0.031+£0.001 uM, 0.390+0.017uM, 0.217+0.010 pM, 0.043+0.002
uM, 0.089+0.040 uM, 0.129+0.005 uM olarak hesaplanmistir. Bu bilesikler donepezile
cok yakin ICsp degerlerine sahip olduklar1 i¢in 6n plana c¢ikmislardir. Bu tiirevler
arasindan 3b kodlu bilesigin 0.031+0.001 uM ICso degeri ile serideki en etkili tiirev
oldugu tespit edilmistir.
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Tablo 5.1. Test bilesikleri (3a-3j) ve referans maddelerin AChE ve BChE enzimlerine gore % inhibisyon
oranlart (107 ve 10 M konsantrasyonlarinda) ve 1Cso (uM) degerleri

AChE % Inhibisyon BChE % Inhibisyon

Bilesik AChE BChE
103 M 104 M |Cs0 (uM) 102 M 104 M 1Cs0 (uM)

78.319 46.083 29.441 23.622

3a +1.865 +0.927 >100 +0.921 +0.845 > 1000
95.375 91.268 0.031 31.865 27.114

3b 12,103 11.622 +0.001 +0.880 £0.997 > 1000

% 86.047 83.576 0.390 38.175 20.765 - 1000
11,920 12.047 +0.017 +0.946 +0.912
80.435 48.921 25.697 21.291

3d £2.006 +0.763 >100 +0.774 +0.757 > 1000
93.750 90.375 0.043 27.763 22532

3e 12.647 12.065 +0.002 +0.890 +0.894 > 1000
79.055 47.763 34.045 31.608

3f +1.714 +0.857 >100 +1.045 +1.066 > 1000
82.367 45588 36.984 29.455

39 +1.328 +0.889 >100 +1.157 +0.932 > 1000
85.248 48.902 29.103 21.814

3h +1.929 +1.020 >100 +0.862 +0.814 > 1000

ai 91.344 89.182 0.089 24.121 20.962 - 1000
+2.317 +1.798 +0.040 £0.733 +0.950
. 89.039 86.918 0.129 28.244 24.014

3) +1.211 +1.039 +0.005 £0.958 +0.821 .

Doneoezil 99.156 97.395 0.0201 ] ) ]
P +1.302 +1.255 +0.0014
Takrin ] ] ] 99.827 98.651 0.0064
+1.378 +1.402 +0.0002

5.4.2.  MAO enzimleri iizerine aktivite calismalariin degerlendirilmesi

MAO-A ve MAO-B enzimleri iizerinde gergeklestirilen biyolojik aktivite sonuglar
Tablo 5.2°de verilmistir. MAO-A enzim aktivitesindeki referans bilesik olan
moklobemid 10 M konsantrasyonda %94.121+2.760 oraninda aktivite gostermistir. Bu
konstrasyonda elde edilen bilesiklerden 3b, 3c, 3e, 3f, 3i ve 3j kodlu bilesikler 10° M
konsantrasyonda %50 nin iizerinde inhibisyon gdstermistir. 10" konsantrasyonda ise 3b,
3e ve 3i kodlu bilesikler %50 ve lizerinde inhibisyon gostererek enzim aktivite deneyinin
ikinci asamasi i¢in secilmistir. Bilesiklerden 3b, 3e ve 3i kodlu tiirevlerin ICso degerleri
sirastyla 0.438+0.020 uM, 0.926+0.031 uM, 1.354+0.065 uM olarak bulunmustur.

MAO-B enzimine karsi elde edilen enzim inhibisyon sonuglarina bakildiginda ise
103 M konsantrasyonda tiim bilesikler %50’den fazla oranda aktivite gostermistir.10* M
konsantrasyonda 3b, 3e, 3i ve 3] kodlu bilesikler %50 ve tizerinde inhibisyon gostererek
enzim aktivite deneyinin ikinci etabi i¢in se¢ilmistir. Bilesiklerden 3b, 3e, 3i ve 3j kodlu
tiirevlerin ICso degerleri sirasiyla 0.118+0.004 uM, 0.343+£0.014 uM, 0.761+0.033 uM,
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0.957+0.041 uM olarak bulunmustur. MAO-B enzim aktivitesinde referans bilesik
selejilinin 1Csg degeri 0.0374+0.0016 uM olarak hesaplanmistir. Buna gore elde edilen
molekiillerden 3b kodlu tiirev selejiline en yakin ICso degeri ile en etkili ajan olarak on
plana ¢ikmaktadir. Elde edilen tiim sonuglarin neticesinde 3b kodlu tiirev AChE, MAO-
A ve MAO-B enzimlerine karsi degisen giiclii diizeylerde inhibisyon potansiyeli
sergileyerek AH tedavisinde etkili olabilecek dual hatta goklu etkili inhibitér olarak
belirlenmistir [159].

Tablo 5.2. Test bilesikleri (3a-3j) ve referans maddelerin MAO-A ve MAO-B enzimlerine gore % inhibisyon
oranlar: (107 ve 10 M konsantrasyonlarinda) ve ICso (uM) degerleri

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

Bilesik
} 103 M 104M  ICso(uM) 103 M 104M  ICso(uM)
36.925 29.034 72.241 41348
3a +0.812 +0.722 >1000 +1.847 +0.822 >100
ab 87.227 82.153 0.438 90.514 86.468 0.118
+1.792 12.054 +0.020 +2.366 11127 0.004
52.346 41.468 75.757 44.036
3c +1.247 +0.961 >100 +1.390 +0.976 >100
39.919 30.308 73.021 39.316
3d +0.835 +0.863 >1000 +2.133 +0.875 >100
26 83.162 80.657 0.926 87.675 83.648 0.343
+1.536 +1.820 +0.031 +1.820 11936  +0.014
61.457 37.059 68.334 42.024
3 +1.133 +0.814 >100 +1.047 +0.663 >100
42.963 27.311 75.447 38.117
39 +0.847 £0.657 >1000 +1.658 £0.957 >100
47108 31.274 80.558 42,633
3h +0.765 +0.957 >1000 +1.957 +1.034 >100
ai 82.065 75.127 1.354 88.098 81.067 0.761
+2.057 +1.847 +0.065 +1.467 £1.067  +0.033
ai 53.033 32.397 2100 84.936 80.345 0.957
) +0.989 +0.822 +1.902 12075 +0.041
. 94.121 82.143 6.0613
Moklobemid 12.760 12.691 10,2625 - - -
Seleiilin ] ) ] 98.589 94.850 0.0374
) +2.055 +1.114 +0.0016
5.5. Molekiiler Modelleme Calismalarinin Degerlendirilmesi

Yapilan tez calismasinda sentezi gerceklestirilen, AChE enzimi {izerine inhibitor
etkinligi en yiiksek bulunan 3b kodlu bilesigin ilgili enzim aktif bolgesiyle olmasi
muhtemel etkilesimleri AChE enzimine ait (PDB Kodu: 4EY7) [180] kristal yapisi
kullanilarak docking c¢alismalari ile arastirilmigtir. Caligmalar zamani1 Glide 7.1 [182]
programi ile yapilan docking metodu uygulanarak, GlideScore SP ile en muhtemel
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docking pozlari elde edilmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda kazanilan docking pozlari
Sekil 5.33-5.35’te gosterilmistir [159].

Yapilan bir¢ok modelleme ¢alismasinda donepezilin ¢ift baglanma bolgesi 6zelligi
(dualbindingside-DBS) ile AChE enziminin her iki bolgesi ile de etkileserek gegide ¢ok
iyi yerlestigi belirlenmistir [183-185]. 2012 yilinda Cheung ve digerleri tarafindan
yapilan bir ¢alismada donepezilin AChE enzim aktif bolgelerine baglanma noktalari
analiz edilerek donepezilin aktif bolgelerle olan etkilesimleri agiklanmistir. Enzim aktif
yoresi CAS ve PAS olarak nitelendirilen iki bolimden olusmaktadir. Donepezilin
yapisinda yer alan benzil halkasi ile Trp86 amino asidinin indol halkasi arasinda tespit
edilen - 7 etkilesimi CAS bdlgesinde goriilen bir etkilesimdir. Kimyasal yapida bulunan
karbonil oksijeni énemli bir etkilesime sahiptir. indanon halkasinda yer alan karbonil
oksijeninin Phe338’in amino grubu ile bir hidrojen bagi olusturdugu tespit edilmistir.
PAS bolgesi incelendiginde ise indanon halkasi ile Trp286°daki indol halkasi arasinda bir
n-n etkilesimi olusturugu goriilmektedir. Kimyasal yapinin orta kisminda bulunan
piperidin halkasinin hem CAS hem de PAS bolgeleriyle van der Waals etkilesimi yaparak
enzim aktif bolgesine baglanmada katki sagladigi belirlenmistir [180].

Sentezi gerceklestirilen bilesikler arasinda en yiiksek enzim inhibisyon profili
gosteren bilesik 3b’nin AChE enzimi ile yapilmis molekiiler modelleme ¢aligmasi analiz
edildiginde s6z konusu bilesigin ¢ok sayida ve gesitte baglanma noktalar1 olusturarak
donepezile benzer bir pozisyonda enzim aktif bolgesine olduk¢a giiclii derecede
baglandigi goriilmektedir. 3b kodlu bilesigin donepezil molekiiliinde tespit edildigi gibi
hem CAS hem de PAS bdlgelerine baglanarak enzim aktif gecidine yerlestigi ve ayni
zamanda ¢ift bolgeye baglanma 6zellikleri (dual binding side-DBS] sayesinde enzimle

tam bir etkilesim kurabildigi tespit edilmistir.

Sekil 5.34 ve Sekil 5.34’te goriilebildigi gibi, bilesik 3b’de bulunan tiyazol halkasi
Trp286 amino asidinin indol halkas1 ile iki n- =w etkilesimi olusturmaktadir.
Tiyazolhalkasinda yer alan azotun Ser293 ile hidrojen bagi kurdugu goriilmektedir.
Ayrica tiyazol halkasina komsu 4-metoksi fenilin de Ser293’{in karbonilleri ve GIn291’in
karbonili ile aromatik hidrojen baglari olusturduklari tespit edilmistir. Tiyazol halkasinin
diger komsulugunda bulunan hidrazon grubunun polar etkilesimler acgisindan oldukca

onemli oldugu goriilmektedir. S6z konusu hidrazon grubundaki azot atomu Phe295’in
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amino grubuyla bir hidrojen bag1 kurmaktadir. Bilesik 3b’inkimyasal yapisinin baglangig
kisminda yer alan 4-metoksi fenil ve tiyazol halkalari ile hidrazon grubuna ait bahsedilen
bu etkilesimler, bilesik 3b’in donepezilde oldugu gibi PAS boélgesine oldukca giiclii
diizeyde yerlestigini gostermektedir. Kimyasal yapinin orta boliimiinde yer alan benzen
halkasi ile Tyr341’in fenili arasinda bir n- @ etkilesimi belirlenmistir. Benzen halkasina
bagli piperazin halkasinda yer alan azot atomunun Trp86 amino asidinin indoliiile hem
benzen hem de indol halkalar izerinden iki katyon- & etkilesimi kurdugu goriilmektedir.
Son olarak, piperazin halkasina bagli metoksietil siibstitiientinde bulunan oksijen atomu
ile Ser203{in hidroksili arasinda bir hidrojen bagi kuruldugu belirlenmistir. Bilesik 3b’de
gozlemlenen Trp86, Ser203 ve Tyr341 amino asit kalintilariyla olan etkilesimler s6z
konusu tiirevin AChE enzim aktif bolgesinin CAS kismina oldukga giiclii ve uygun bir
pozisyonda baglandigini gostermektedir. Calismalar sonucunda bulunan biitiin veriler 3b
kodlu bilesigin AChE enzimi {izerinde gosterdigi giicli inhibitér aktiviteyi
onaylamaktadir. Elde edilen bulgular neticesinde s6z konusu bilesigin gelecekte AH

tedavisinde kullanilabilir bir ilag olabilecegi goriilmektedir [159].

Sekil 5.33. Bilesik 3b’inAChE enzim aktif bélgesine yerlegimi.
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Sekil 5.34. Bilesik 3b’in iki boyutlu olarak AChE enzim aktif yoresiyle etkilegimi.

Sekil 5.35. Bilesik 3b’in ii¢ boyutlu olarak AChE enzim aktif yoresiyle etkilesimi (Enzim aktif yoresindeki

amino asitler mavi renkli, bilesik 3b ise pembe renkli gosterilmigtir).



6. SONUCLAR ve ONERILER

Bu yiiksek lisans tez ¢alismasinda AH tedavisinde etkili olabilecek yeni 10 tiyazol-
hidrazon tilirevinin tasarimi ve sentezi gergeklestirilmistir. Sentezlenen bilesiklerin
yapilart 'H-NMR, kiitle spektroskopik yontemleri dogrulanmistir. Final bilesiklerinin
referans maddelerle birlikte biyolojik aktivite caligmalar1 ve molekiiler modelleme
caligmalar1 gercgeklestirilmistir. AChE enzim aktivite caligmalar1 neticesinde seri
icerisinde 3b, 3c, 3d, 3f, 3i ve 3j kodlu bilesikler oldukga etkili tiirevler olarak tespit
edilmistir. Bu bilesiklerden 3b kodlu bilesik en aktif etki gostermistir. Yapilan molekiiler
docking c¢aligmalar1 neticesinde enzim aktif bolgesine donepezile benzer sekilde ikili
baglanma 6zelligi goriilmiistiir.

BChE enzim aktivite c¢alismalari neticesinde sentezlenen yeni tiyazol-hidrazon
tiirevi bilesiklerden hi¢biri BChE'ye kars1 anlamli inhibitor aktivite sergilememistir.

3b, 3e ve 3i kodlu bilesikler MAO-A enzimine karsi en aktif bulunan bilesiklerdir.
Ama docking ¢aligsmalari bu bilesiklerin MAO-A enzim aktif bolgesine etkili bir yerlesim
yapamadigini gostermektedir.

MAO-B enzimi lzerinde 3b, 3e, 3i ve 3] kodlu bilesikler en gii¢lii inhibitor
aktiviteye sahip bilesikler olarak belirlenmistir. Ama docking calismalar1 bu bilesiklerin
MAO-B enzim aktif bolgesine etkili bir yerlesim yapamadigimi gostermektedir.

AChE ve MAO-B enzim inhibitorleri AH tedavisinde ayri ayri etkili olabilen
bilesiklerdir. Tez kapsaminda sentezi gergeklestirilen seri icerisinde 3b kodlu bilesik
AChE enzimi iizerinde en aktif etkinlik gostererek AH tedavisinde etkili olabilecek
onemli bilesik olmustur. Yapilan aktivite calismalari ve molekiiler modelleme
caligmalarinin sonucunda, gelecekte yapilacak ¢aligmalarda daha yiiksek aktivite gostere
bilecek bilesikleri elde edebilmek icin sentezlenen bilesiklere benzer yapiya sahip yeni
bilesiklerin tasarlanarak sentezlenmesi ve biolojik etkinliklerinin arastiriimasi

hedeflenmektedir.
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