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OZET

Tez kapsaminda, benzoksazolon ve benzotiyazolon halka sistemlerine sahip 40 bilesik ayrica
benzoksazol ve benzotiyazol yapisinda 2 tiirev olmak (zere 42 yeni bilesik sentez edildi.
Sentez edilen bilesiklerin yapilari *H-NMR, 3C-NMR, HRMS ve elementel analiz ydntemleri
ile aydinlatildi. Bilesiklerin asetilkolinesteraz (AKE) ve bitirikolinesteraz (BKE) inhibitor
aktiviteleri 100 uM konsantrasyonda in vitro Ellman yontemiyle degerlendirilerek %50'nin
Uzerinde inhibisyon gosteren bilesiklerin IC50 degerleri hesaplandi. En yliksek AKE inhibitor
aktivite gosteren bilesik 39 (IC50=0,34 uM) ve en yiliksek BKE inhibitor aktivite gosteren
bilesik 34 (IC50=2,98 uM) kinetik calismalar icin segilerek inhibisyon tipleri belirlendi. ileri
aktivite ¢alismalar kapsaminda ise IC50 degerlerine gore segilen 8 bilesigin enflamatuvar
belirteglerin (IL-1B, IL-6, TNF-a ve NO) dizeyleri Uzerine etkileri, sitotoksisiteleri ve
apoptotik etkileri degerlendirildi. Elde edilen sonuglar, bilesiklerin enflamatuvar
belirteglerin diizeylerini azalttiklarini, sitotoksik olmadiklarini ve apoptoza yol agmadiklarini
gostermistir. Ayrica 8 bilesigin fizikokimyasal 6zellikleri teorik olarak hesaplandi, hepsinin
Lipinski kurallarina uygun ve kan beyin bariyerini gecebilecek 6zellikte oldugu belirlendi.
Son olarak baglanma modlarinin belirlenmesi ve yapi-etki iliskilerinin daha iyi
yorumlanmasi amaciyla 8 bilesigin MOE programi kullanilarak AKE (1EVE) ve BKE (1POI)
kristal yapilari ile molekiler docking ¢alismasi gergeklestirilmistir.
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SYNTHESIS OF 3,6-DISUBSTITUTED BENZOXAZOL-2(3H)-ONE/BENZOTHIAZOL-2(3H)-ONE
DERIVATIVES AND IN VITRO INVESTIGATION OF THEIR EFFECTS ON ALZHEIMER'S DISEASE
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ABSTRACT

In the scope of thesis, 42 new final compounds were synthesized, including 40 compounds
with benzoxazolone and benzothiazolone ring systems as well as 2 compounds with
benzoxazole and benzothiazole structures. The structures of the synthesized compounds
were confirmed by 'H-NMR, '3C-NMR, HRMS and elemental analysis methods. The
acetylcholinesterase (AChE) and butyrylcholinesterase (BChE) inhibitory activities of the
compounds were evaluated by in vitro Ellman method at 100 uM concentrations, and the
IC50 values of the compounds that showed cholinesterase inhibition more than %50 were
calculated. The inhibition types were determined by selecting the most potent AChE
inhibitor compound 39 (IC50 = 0,34 uM) and the most potent BChE inhibitor compound 34
(IC50 = 2,98 uM) for kinetic studies. In further activity studies, the effects of 8 compounds
selected according to IC50 values on the levels of inflammatory markers (IL-1B, IL-6, TNF-a
and NO), cytotoxicity and the induction of apoptosis were evaluated. The results showed
that the compounds decrease the levels of inflammatory mediators and had no cytotoxic
and apoptotic effects. In addition, the physicochemical properties of 8 compounds were
theoretically calculated to determine their drug-likeness properties, all data were found to
be consistent with Lipinski’s rules. Finally, in order to determine binding modes and explain
the structure-activity relationships of 8 compounds, molecular docking study with AChE
(1EVE) and BChE (1P0I) crystal structures was performed by using MOE.
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Key Words : Alzheimer’disease, benzoxazolone/benzothiazolone, enzyme inhibition
Page Number 1176
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu g¢alismada kullanilmis bazi simgeler ve kisaltmalar, agiklamalari ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Agiklamalar

6 Sigma

ppm parts per million (milyonda bir birim)

J Eslesme sabiti

A Angstrom

m/z katle/yuk

nm nanometre

Hz Hertz

MHz Megahertz

ML mikrolitre

mM milimolar

uMm mikromolar

ICso Maksimum inhibisyonun %50'sini olusturan ilag
konsantrasyonu

u Unite

Kisaltmalar Aciklamalar

AH Alzheimer Hastalig

AB Amiloid Beta peptit

APP Amiloid prektirsor protein

APOE Apolipoprotein E

AKE Asetilkolinesteraz

ATK Asetiltiyokolin iyodr

BKE Butirilkolinesteraz

BTK Butiriltiyokolin iyodir



Kisaltmalar

BOS
BSA
CDK5
DCM
DMF
DMSO
DMAP
DMEM
DTNB
EDC
ESI
FBS
HRMS
HuAKE
HuBKE
IL-1B
IL-6
KAB
MOE
MIP-1a
MTDL
NFY
NMDA
NO
NOS
PAB
PDB
PSEN1
PSEN2
ROT

viii

Agiklamalar

Beyin omurilik sivisi

Bovine serum albiimin
Cyclin-dependent kinase 5
Diklorometan

Dimetilformamit

Dimetilsulfoksit
4-(dimetilamino)piridin

Dulbecco’s modified eagles medium
5,5'-ditiyobis-2-nitrobenzoik asit
N-(3-dimetilaminopropil)-N’-etilkarbodiimid hidrokloriir
Elektrosprey iyonizasyon

Fetal bovine serum

Yiiksek ¢ozlintirlikli kitle spektrometresi
Human asetilkolinesteraz

Human butirilkolinesteraz
interldkin-1B

interlékin-6

Katalitik aktif bolge

Molecular Operating Environment
Macrophage inflammatory protein-la
Multiple Target Directed Ligand
Norofibriler yumaklar

N-metil D-aspartat

Nitrik oksit

Nitrik oksit sentaz

Periferal anyonik bolge

Protein Data Bank

Presenilin 1

Presenilin 2

Reaktif oksijen tiirleri



Kisaltmalar

RAT
TEA
TNB
TNF-a
TcAKE
TREM2

Agiklamalar

Reaktif azot turleri

Trietilamin

5-tiyo-2-nitrobenzoik asit

TUimor nekrozis faktor-a

Torpedo californica asetilkolinesteraz

Triggering receptor expressed on myeloid cells 2
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1. GIRIS

20. yluzyilin baslarindan glinimiize kadar tip biliminde yasanan gelismeler ve genel olarak
toplumlarin sosyoekonomik diizeyinin iyilesmesi, ortalama yasam siiresinin uzamasina ve
Alzheimer hastaligl (AH) gibi yasa bagli olarak ortaya ¢ikan hastaliklarin goriilme sikliginin
artmasina neden olmaktadir. Demansin en yaygin formu olan ve tim demans vakalarin
yaridan fazlasini olusturan AH ise genellikle yaslilikla ortaya c¢ikan, basta unutkanlik olmak
Uzere gesitli zihinsel ve davranissal bozukluklara yol agan, karmasik ve nedeni tam olarak
bilinmeyen ilerleyici nérodejeneratif bir hastaliktir [1]. Dlinya Alzheimer Raporu 2019 yili
verilerine gore diinya genelinde 50 milyon demans hastasi vardir ve bu sayinin 2050 yilinda
Uc katina ulasmasi beklenmektedir [2]. Bu veriler degerlendirildiginde vaka sayisi ve bu
sayinin artis hizi, hastaligin ne kadar kritik ve tedavisinin ne kadar énemli oldugunu
vurgulamaktadir. Dolayisiyla diinya genelinde hastaligin tedavisi (izerine yapilan calismalar

blyuk bir hizla devam etmektedir.

AH’nin Alois Alzheimer tarafindan tanimlandigi 1906 yilindan giniimize kadar bulgulari,
risk faktorleri ve patofizyolojisi hakkinda cok 6nemli bilgiler edinilmisse de kesin nedeni tam
olarak aydinlatilamamistir. Bu nedenle hastaligin tedavisi arastirilirken kolinerjik eksiklik,
hiicre disi amiloid beta (AB) plaklar ve hiicre i¢i norofibriler yumaklar (NFY) gibi 6nem arz

eden patofizyolojik bulgulardan faydalanarak olusturulan hipotezler kullanilmaktadir [3].

AH’nin tedavisi amaciyla gelistirilen hipotezlerden lzerinde en ¢ok calisilani kolinerjik
hipotezdir ve glincel olarak tedavide kullanilan dort bilesikten li¢li; donepezil, galantamin
ve rivastigmin kolinerjik hipotez temel alinarak gelistirilmistir. Tedavide kullanilan
doérdincli bilesik ise glutamat seviyesindeki artisi dizenleyen N-metil-D-aspartat
antagonisti memantindir [4]. Uzerinde énemle durulan AB ve tau hipotezleri vasitasiyla
gelistirilen pek ¢ok molekil bulunmakla birlikte klinik denemelerde yeterince etkinlik

gosterememeleri veya olimcul yan etkileri sebebiyle onay alamamislardir [5].

Kolinerjik hipotez, merkezi sinir sisteminde hafiza ve 06grenmeden sorumlu bir

norotransmitter olan asetilkolinin AH ile birlikte azalan seviyesini hastaliga ait bulgularla



iliskilendirmekte ve asetilkolin miktarini artirmak amaciyla hidrolizinden sorumlu
kolinesteraz enzimlerini inhibe etmeyi amaclamaktadir. Asetilkolini hidroliz ederek
kolinerjik iletimi sonlandiran asetilkolinesteraz (AKE) (E.C 3.1.1.7) ve biitirilkolinesteraz
(BKE) (E.C 3.1.1.8) serin hidrolaz ailesine ait enzimlerdir. Her ne kadar iki enzim de
asetilkolini hidroliz etse de segicilikleri ve kinetikleri birbirinden farklilik géstermektedir. iki
enzim arasindaki farkliliklardan biri de aktif bolgelerinde yer alan amino asitlerin turudur.
AKE enzim aktif bolgesinde 14 aromatik amino asit tasirken bu sayi BKE'de 8'e dismdstdr.
Bu durum BKE enzim aktif bolgesinin daha genis hacimde olmasiyla sonuglanmaktadir. Aktif
bolgelerindeki amino asitler ufak farkliliklar gosterse de AKE ve BKE enzimlerinden ikisi de
enzim aktif bolgelerinde katalitik aktif bolge (KAB) ve periferal anyonik bélge (PAB) adi
verilen iki ana bolim bulundurmaktadir. KAB, silindir seklindeki aktif bdlgenin dibinde
bulunup temel katalitik islevi gerceklestirirken, PAB aktif cebin girisinde yer alir ve
ligandlarin yonlendirilisinden sorumludur. AKE enziminin PAB’inin ayni zamanda AP peptit
ile etkileserek AB agregasyonunu tetikledigi ve dolayisiyla plak olusumuna neden oldugu
one sirilmektedir. Bu agidan ele alindiginda enzim aktif bolgesinde hem KAB hem de PAB
ile etkileserek inhibisyon yapan molekiillerin tedavi acisindan daha basarili olacagi

disltintlmektedir [6].

AH’de kolinerjik eksiklik gibi 6nemli bir diger patofizyolojik bulgu da néroenflamasyondur.
AH’nin karakteristik bulgularindan olan AB plaklari ve NFY’yi ortadan kaldirmak amaciyla
beyindeki immiin sistem hicreleri mikroglia ve astrositlerden; interlokin-18 (IL-1pB),
interlokin-6 (IL-6), timor nekrozis faktor-a (TNF-a) gibi pro-enflamatuvar sitokinler,
kemokinler ve nitrik oksit (NO) gibi enflamatuvar mediyatorler salinir. Salinan bu
enflamatuvar mediyatoérler, amiloid prekiirsor protein salimini tetikleyerek amiloid B peptit
Uretimini ve agregasyonunu artirirlar. Olusan AB plaklar ise tekrar enflamatuvar sitokinlerin
salimina neden olur. Dolayisiyla basta beyindeki plaklari ve yumaklari ortadan kaldirmak
icin olusan immun sistem yaniti ile kronik enflamasyon ortaya ¢ikmakta ve durum bir kisir
dongl halini almaktadir. Bu bilgiler ile antienflamatuvar ilag kullanan bireylerde AH riskinin
azalmasi durumu birlestirildiginde AH tedavisinde kolinerjik inhibisyonun yaninda

antienflamatuvar etkinliginde dnemli olabilecegi de diislinlilmektedir [7].



AH tedavisinde kullanilan kolinesteraz inhibitorleri hastaligin ilerlemesini durduramazlar ve
hastaligin sadece semptomatik tedavisinde etkilidirler. Hastaligin karmasik ve ¢ok faktorlu
olmasi sebebiyle tek bir patolojik hedef (zerinden etki ederek, istenilen farmakolojik
etkileri ortaya cikaracak bir molekillin hastaligin tedavisinde yeterli olamadigi, bunun
yerine hastaligin coklu patolojik hedefleri ile etkilesebilecek molekdllerin hastaligin
tedavisinde etkili olacagi distiinilmektedir. Bu amaca yonelik olarak son yillarda AH igin ilag
gelistirme calismalarinda ¢oklu hedefe yonelik ligand (Multiple Target Directed Ligand,
MTDL) tasarimi benimsenmis durumdadir [8]. Biz de tezimizde bu yaklasimi uygulayarak

coklu hedefle etkilesmesini planladigimiz molekiiller sentez ettik.

2017 yihinda grubumuz Uyesi Burcu Kilic tarafindan sunulan tez calismasinda, 3-(4-
benzilpiperazin-1-il)-N-(6-fenilpiridazin-3-il)propanamit  bilesiginin  (BK-18) 10 uM
konsantrasyonda AKE enzimini %55 oraninda inhibe ettigi bildirilmis ve bilesigin yliksek AKE
inhibitor aktivite gostermemesi piridazin halkasinin elektronca zengin olmayisi ile
iliskilendirilmistir [9]. Yapilan literatiir incelemelerinde; elektronca zengin halkalara sahip
bilesiklerin AKE enziminin PAB ile daha iyi etkilestigi ve bu bolge ile etkilesebilen bilesiklerin

AP agregasyonunu daha iyi inhibe edebilecegi bilgisine ulasilmistir.

Bu verilerden hareketle ¢alismamizda elektronca zengin olmalari nedeniyle AKE aktif
bolgesindeki PAB ile daha iyi etkilesebilecegi 6ngoériilen benzoksazolon ve benzotiyazolon
halka sistemleri secilmistir. Benzoksazolon/benzotiyazolon halka sistemleri ile ilgili olarak
gurubumuz da dahil olmak Uzere ginimize kadar pek ¢ok calisma yapilmis ve
antienflamatuvar aktivite basta olmak lzere bu halka sistemleri ile iliskili farkli biyolojik
aktiviteye sahip ¢ok sayida bilesik bildirilmistir [10-18]. Ayrica bu halka sistemlerine sahip
olan ve glinimizde de kullaniimakta olan ilaglar da mevcuttur. Tim bu veriler 1siginda
sunulan tez ¢alismamizda, 3-metil-benzoksazolon ve 3-metil-benzotiyazolon halkalarinin 6.
konumlarinda propanamit yan zinciri tasiyan ve yan zincirin substitiie siklik tersiyer amin
yapilari ile sonlandigl propanamit tlrevi 28 bilesik sentez edilmistir. Sentez edilen
propanamit tlrevi bilesiklerin kolinesteraz inhibitor aktiviteleri Ellman testi ile
incelendikten sonra en yliksek AKE ve BKE inhibitor aktiviteye sahip propanamit tirevi dncii
bilesikler belirlenmis ve s6z konusu bilesikler tizerinde yapilan kimyasal diizenlemeler ile

oncu bilesiklerden daha gliclu AKE/BKE inhibitor aktiviteye sahip olabilecegini



ongordigiimiz bilesikler sentez edilmistir. Bu amaca yonelik olarak karbon zincirinin
uzatildigl blitanamit ve pentanamit tlrevi bilesikler, amit fonksiyonel grubunun keton
grubu ile degistirildigi turevler ve benzoksazolon/benzotiyazolon halkalarindaki karbonil
grubunun fenil halkasi ile degistirildigi tlrevler sentez edilmistir. Sonu¢ olarak tez
calismamizda, benzoksazolon ve benzotiyazolon halkalarina sahip propanamit tiirevi 28
bilesik ve 6ncu bilesikler Gzerinden yaptigimiz yapisal degisiklikler ile elde ettigimiz 14

bilesik olmak tizere 42 yeni bilesik sentez edilmistir.
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Sekil 1.1. Tez kapsaminda sentezlenen bilesiklerin yapisi

Tez kapsaminda sentez edilen bilesiklerin yapi aydinlatma ¢alismalarinin tamamlamasinin
ardindan kolinesteraz inhibitor etkileri Ellman testi ile incelenmis, en yiksek AKE ve BKE
inhibitor aktivite gosteren iki bilesige inhibisyon tiplerinin belirlenmesi amaciyla enzim

kinetigi calismasi uygulanmistir. inhibitér aktiviteye sahip olan tiirevler ve aktif olmayan



esleniklerinden bazilari secilerek, kolinesteraz enzimleri ile nasil etkilestiklerinin
actklanmasi igin molekiler docking ¢alismalari yapilmistir. Kolinesteraz enzimleri Gzerine
yapilan calismalara ek olarak en yliksek AKE ve BKE inhibitor aktivite gosteren sekiz bilesik
antienflamatuvar etkilerinin tayini igin secilmis ve belirli enflamasyon belirteglerine karsi
etkinlikleri Olgulmugstlir. Ayni bilesiklere givenlik profillerinin belirlenmesi amaciyla
sitotoksisite testi ve apoptozis indiksiyonu testi uygulanmistir. Ayrica fizikokimyasal

parametreleri ve ilag olabilirlik 6zellikleri Molinspiration programi ile degerlendirilmistir.






2. GENEL BiLGILER

2.1. Alzheimer Hastaligi

Latince “de” (yok) ve “mens” (akil) kelimelerinin birlesmesinden tiireyen demans, kisinin
glinlik aktiviteleri gerceklestirme yetenegini etkileyen hafiza, dil, problem ¢6zme ve
mantikli diisinme becerilerinde gerileme ile tanimlanan bir belirtiler biattnadir [19].
Demans vakalarinin yaklasik %70’lik kismini Alzheimer hastaligi (AH) olusturmaktadir [20].
Yasli popilasyonda demansin en yaygin formu olan Alzheimer ise kronik, 6limcil ve
kompleks nérodejeneratif bir hastaliktir. World Alzheimer Report 2019’a gore diinyada 50
milyon demans hastasi bulunmaktadir ve bu rakamin 2050 yilinda 152 milyona ¢ikmasi
beklenmektedir. Bu sayisal degerler her (¢ saniyede yeni bir demans hastasinin olustugunu

gostermektedir [2].

AH 1906 yilinda Alois Alzheimer tarafindan Aguste D. isimli hastanin 6limi{ sonrasinda
kesfedilmistir ve senil demans olarak tanimlanmistir. Ayni enstitlide birlikte calistiklari Emil
Kraepelin daha sonra hastaliga Alzheimer adinin verilmesini dnermistir. 51 yasindaki kadin
hastada gozlenen ilerleyen bilissel kayiplar, hallisinasyon, deliryum gibi belirtiler sebebiyle
otopsi yapilmis ve norofibriler yumaklara, plaklara ve aterosklerotik degisimlere

rastlanmistir [21].

Bilim insanlari izerinde uzun yillardir bliylk bir gayretle ¢alissa da hastaligin nedeni kesin
olarak bilinmemektedir. Demans vakalarinin yillar igerisinde katlanarak artmasi ve saglik
giderleriigerisinde dnemli bir yer tutmasi hastaliga dikkat cekmektedir. Buna ek olarak 2000
yilinda diinyada 65 yas lzeri 420 milyon insan varken 2030 yilinda bu rakamin 973 milyona
ulasmasi beklenmektedir [20]. Bu nedenle AH’yi tedavi edebilecek bilesiklerin gelistirilmesi

onemli ve glincel bir konudur.



2.2. Alzheimer Hastaliginin Klinik Bulgulari ve Evreleri

AH'nin en 6nemli ve en erken klinik belirtisi, istisnalar olmakla birlikte hafiza bozuklugudur
(amnezi). Daha az siklikla, dil bozukluklari, gérsel uzamsal anormallikler ve yuritici islev
bozukluklar baslangic semptomu olarak gorilebilmektedir [22]. Deklaratif epizodik bellek
(belirli bir zamanda ve yerde meydana gelen olaylarin bellegi) hipokampise ve diger medial
temporal lob yapilarina bagh oldugu icin AH’de genellikle daha erken evrede
etkilenmektedir. islemsel bellek ve motor 6grenmeyi destekleyen subkortikal sistemler ise
hastaligin oldukca ge¢ donemlerine kadar nispeten korunmaktadir. Anlamsal bellek, 6n
temporal lobda neokortikal temporal bolgeler tarafindan desteklendigi igin kelime bilgisi ve
kavramlar belirli bir evreye kadar korunabilmektedir. Uzak ve yakin anilarin bellek kisimlari
birbirinden farkl oldugu icin yakin gecmis kismi hastaligin en basindan beri belirgin bir
sekilde bozulmustur [23, 24]. Hafiza bozukluklari zamanla daha da ilerler ve baska hafiza
kisimlari da zarar gormeye basladigi icin durum agirlasir. Hafiza genellikle hastalardan 5 ila
10 dakikalik bir siire icerisinde bir dizi kelimeyi veya nesneyi 6grenmelerini ve
hatirlamalarini isteyerek test edilir. Secici ipuclari ile nesneleri hatirlama yeteneginin
bozulmasi medial temporal lobun hasarini gosterdigi icin AH’de dnemli bir belirtectir [25].

Oryantasyon ve glincel olaylar hakkinda sorular da faydali hafiza testleridir.

Hastaligin erken evrelerinden itibaren yargilama, problem ¢ézme ve ylriitme islevinde
problemlere rastlanmaktadir [26]. Aile lyeleri ve is arkadaslari hastayl daha az organize
veya daha az motive bulabilir ve birlikte yuratilmesi gereken islerde sorunlar olusabilir.
Hastalik ilerledikce, genellikle gérevleri tamamlayamama ve akil ylritme yeteneginin
azalmas! durumu ortaya ¢ikar. Hasta oldugunu fark edememe veya reddetme durumu
(anosognozi) hastadan hastaya degisen bir 6zellik olmakla birlikte hastalarin durumlarini
hafife almalarn yaygindir [27]. Bu durumda yapmamasi gereken faaliyetleri de
kabullenmedikleri icin hastanin glivenligi etkilenebilir. Hastaligin ilerleyen evrelerinde
farkindalik zamanla azalir. Hastaligin gidisatinin ve degisimlerin farkinda olan hastalarda ise

depresyona girme olasiligl artar [28].

Davranigsal ve psikolojik belirtiler AH'de, 6zellikle hastaligin orta ve ge¢ doneminde

yaygindir. Bunlar ilgisizlik, sosyal ayrisma ve sinirlilik gibi nispeten ince semptomlarla



baslayabilir. Cevreye duyulan ilgisizlik durumunun, yaslilik kaynakh depresyondan ayirt
edilmesi zor olabilir ve bu nedenle 6zenle arastirilmalidir. Hastada gec¢ ve orta evrede
glinliik hayatini daha cok etkileyen, saldirganlik, bilingsizce dolasmak ve hallisinasyonlar

gibi davranissal bozukluklar da ortaya cikmaktadir.

Motor gorevleri yerine getirmede glicliik (apraksi), genellikle hafizada ve dilde olusan
problemlerden sonra ortaya cikar [29]. Klinik apraksi ilk 6nce karmasik, cok asamali motor
aktiviteleri yerine getirememekle baslar daha sonra giyinme, yemek yeme, esyalari
kullanma ve diger kisisel bakim gorevlerini yapmakta zorlanma ile devam eder. AH'nin orta
ila gec asamalarinda hastanin hayatini tek basina idame edememesinin en 6nemli

nedenlerindendir [30].

Koku islevindeki degisiklikler AH'li hastalarda yaygindir ve tani araci olarak da arastiriimistir.
Bununla birlikte degerlendirmede belirli bir standart olusturmanin zorlugu koku

degerlendirmesinin yaygin kullanimini sinirlandirmistir [31, 32].

Uyku bozuklugu Alzheimer hastalarinda sik gorilen bir belirtidir. AH’li hastalar, uyumadan
yatakta daha fazla zaman gecirirler ve AH’si olmayan yasli yetiskinlere kiyasla daha fazla
boélinmuis uykuya sahiptirler. Bu degisiklikler amiloid B depolardan kaynaklanmaktadir ve

hastaligin erken evrelerinde farkedilmesine yardimci olabilir [33, 34].

Epileptik nobetler, AH’li hastalarinin yiizde 10 ila 20'sinde, genellikle hastaligin sonraki
asamalarinda ortaya ¢ikar [35]. Otozomal dominant AH formlari olanlar da dahil olmak
Uzere geng hastalar, hastaligin erken déneminde ortaya ¢ikabilecek nobetler i¢in daha
yuksek risk altinda olabilir [36, 37]. Epileptik nobetler gibi miyoklonus(seyirme) da geg

dénemde ortaya ¢ikan bir belirtidir ve hastalarin siklikla diismesine sebebiyet vermektedir.

Alzheimer hastaligi yillar igerisinde ilerlemekte ve yukarida verilen belirtiler zamanla
siddetlenmektedir. Dolayisiyla hastaya AH tanisi konulduktan sonra ortalama 5-8 yil hayatta
kalmaktadir [38]. Bu siire ve hastaligin ilerleyisi hastadan hastaya farklilik géstermektedir.

AH 4 evrede incelenmektedir;
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Erken evre Alzheimer hastaligi

Genel olarak fark edilmesi zor bir evredir. AH'nin erken evresinde hastalar glinlik yasam
aktivitelerinde belirgin bir bozulma gostermezler fakat karmasik is gorevlerinde
performanslari dlsebilir. Hastalar zorluklardan kaginma ve problemlerini 6nemsiz
gosterme veya kliciimseme egilimindedir. Ayrica, hastalarda klinik tani konulmadan bes yil
once sosyal yoksunluk ve depresyon dahil olmak Gzere bilissel olmayan davranis

degisiklikleri gorilebilir [39-41].

Hafif evre Alzheimer hastalig

Cogu hastada, 6grenme ve hafiza bozuklugunun gorildiugi evredir. Hastanin planlama,
yargilama ve organize etme yeteneginin azalmasi sadece karmasik gorevlerde degil, ayni
zamanda daha zor ev islerinde de (banka hesabini ydonetme; yemek hazirlama vb.) kendini
gosterilebilir. AH'nin hafif evresinde, hastalar cogu zaman bagimsiz olarak yasayabilirler.
Ancak, bircok alanda dnemli bilissel zorluklar nedeniyle, cesitli organizasyonel konularda
destege ihtiyaclari olacaktir. Depresyon belirtileri hastaligin hafif evresinde baslayabilir [41-

43].

Orta evre Alzheimer hastalig

Yakin ge¢mise ait hafizanin belirgin sekilde bozulmasi nedeniyle, hastalar ge¢miste yasiyor
gibi gorinebilir. Akil yiritme, planlama ve dizenleme bu asamada onemli olglde
bozulmaktadir. Kelime bulma giglikleri, hatali yazma, okuma becerisinde azalma ve
metinlerin anlasilamamasi s6z konusudur. Hastalarin dikkatlerini toplamalari ¢ok zor hale
gelir ve durumlari hakkinda farkindaliklarini yavas yavas kaybederler. Ev aletlerini kullanma,
giyinme ve yeme becerileri konularinda da problem yasarlar. Ayrica mekansal yénelim,
gorme problemleri ve tanidik yizleri taniyamama durumu baslar. Bu asamadaki Alzheimer
hastalarinin Ugte birinde, bilissel eksikliklerinin yani sira sliphecilik, hezeyan ve sanrilar
gozlenmektedir. Hastalarin yaklasik %20'sinde ise siddetli kolinerjik eksiklik ile iliskili olarak

haltisinasyonlar gelisir. Hastalar genellikle duygusal kontroli kaybeder ve fiziksel veya s6zIi
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saldirganhgin eslik edebilecegi ©fke nobetleri gelistirir. Mali ve hukuki konulari

yonetemezler [41].

ileri evre Alzheimer hastalig

Neredeyse tiim bilissel islevler ciddi sekilde bozuldugundan, hastali§in ge¢ asamasinda en
temel anilar bile hatirlanamaz hale gelir. Dil basit ifadelere hatta tek kelimelere
indirgenmistir. Hastalar en basit ihtiyaclari bile gideremez ve glinliik yasamsal faaliyetlerini
surdiremez. Duygusal olarak asin duyarlihk meydana geldigi icin hastalar genellikle
hemsire miuidahalelerini yanlis yorumlarlar ve bu agresif reaksiyonlara yol acabilir.
Huzursuzluk ve saldirganlik gibi belirtiler siddetli bir agrinin veya sirkadiyen ritmin
bozulmasinin sonucu olabilir. Hastalarin biylk bir kismi asirtilgisizlik ve yorgunluk gosterir.
Hastalar yemek yerken destege ihtiyac duyar ve en temel motor fonksiyonlar (cigneme ve
yutma) bile bozulabilir. Miyoklonus ve epileptik nobetler, bazi hastalarda gorilebilir.
Semptomlarin uzun sire devam etmesi, hastaligin siddeti, yas, erkek cinsiyeti ve hastanin
sahip oldugu diger hastaliklar AH'de mortalite icin dnemli risk faktorleridir. Pnémoni

ardindan miyokard enfarktisi ve septisemi AH'de en sik 6liim nedenleridir [41, 44].

2.3. Alzheimer Hastaliginin Tanisi

AH’de olusan patolojik degisikler in vivo olarak olglilemediklerinden hastaligin kesin tanisi
ancak hasta oldiiginde otopsi ile koyulabilmektedir. Glinlimizde tani igin manyetik
rezonans, pozitron emisyon tomografi ve beyin omurilik sivisinda (BOS) bulunan
biyobelirtegler kriter olarak kullaniimaktadir. Cesitli goriintiileme ajanlari ve biyobelirtegler

Uzerinde ¢alismalar halen strmektedir.

Fiziksel ve norolojik muayene

Alzheimer hastaligin erken evrelerinde hastalarda bilissel bozukluk belirgin fiziki ve
norolojik farkliliklar olusmaz. Temel reflekslerde bozulma miyoklonus ve nébetler hastaligin

genellikle son evrelerinde ortaya ¢cikmaktadir [45].
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Mental durum degerlendirmesi

AH’de tani koymaya yardimci olmasi icin cesitli mental durum degerlendirme testleri
olusturulmustur. Bilissel testler hastaligin bulgularini dogru degerlendirecek bicimde ¢oklu
bilissel islevleri degerlendiren tarama testleri, 6grenme ve bellek testleri, gorsel-mekansal
islev testleri, yaratlci islev testleri, dil fonksiyonu testleri, dikkat ve konsantrasyon testleri,

pratik fonksiyon testleri olarak siniflandiriimistir [46].

Biyobelirtecler

BOS’ da bulunan a-sintiklein, TAR (transactive response) DNA-bagl protein-43 (TDP-43) ve
vaskiler degisimler diger klinik kriterlerle desteklendikleri takdirde tani acisindan kriter
olarak kabul edilmektedir [47]. Bu belirteclerin hastaligl tasimayan saglikh yasl beyindeki
oranlariyla kiyaslanarak sonuca varilabilmektedir. Biyobelirteclerin cok dnemli olmalarinin
diger bir nedeni de klinik calismalarda kullanilabilecek olmalari ve dolayisiyla hastaligin
tedavisinin bulunabilmesi icin kolaylik ve avantaj saglamalaridir [48]. Bu sebeplerden 6tiri
baska biyobelirtecler Uizerine cokca arastirma yapilmaktadir. Son yillarda sinaptik bir
protein olan norogranin (izerine calismalar slirmektedir ve artan ndérogranin seviyesinin
Alzheimer hastaligi ile iliskilendirilebilecegi distintlmektedir [49]. Presnaptik bir protein
olan SNAP25 (Synaptosomal-Associated Protein, 25kDa) lizerine ¢alismalar da slirmektedir

[50].

Kan, BOS’ dan daha kolay ulasilabilir oldugu icin kanda kesfedilecek biyobelirtecler biyiik
onem tasimaktadir. Kanda bulunabilecek santral sinir sistemi proteinlerinin olgiilmesi
hedeflense de hem kanda az miktarda bulunmalari hem de plazma proteazlari tarafindan

parcalanmalari nedeniyle heniiz miimkiin olamamaktadir [51].

Gorlintuleme teknikleri

Tani konulmak istenen hastalarda genellikle bilgisayarli tomografi veya manyetik rezonans
kullanilmaktadir. Ayrica pozitron emisyon tomografi teknigi ile AR plaklari goriintiilemeyi

saglamak amaciyla 3 yeni gorlintlileme ajani onay almistir. Bunlar florbetapir, florbetaben
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ve flutemetamoldir [52]. Fakat sadece plaklari goriintilemek tani koymak igin yeterli
degildir. Goruntileme calismalari kapsaminda hipokamptsiin voliminiin dlcilmesinin
daha saglkli sonug verecegi tahmin edilmekle birlikte karmasik yazilimlar gerektirdiginden

kullanimi yayginlasamamaktadir [51].

2.4. Alzheimer Hastaligina Neden Oldugu Diisiiniilen Risk Faktorleri

AH’nin en 6nemli risk faktorlerinden biri yastir ve hastalarin biyilik cogunlugunu 65 yas
Uzeri bireylerden olusmaktadir. Hastaligin gérilme sikhgi yasla birlikte artar, 65-74 yas

grubunda bu oran %3'iken 85 yas ve Ustlinde ise neredeyse iki katina ulasmaktadir [20, 53].

AH, 65 yas alti bireylerde goriildiiglinde erken baslangicli AH, 65 vyas (stl bireylerde
goruldigilinde ise gec¢ baslangich AH olarak adlandirilmaktadir ve gec¢ baslangich AH tiim
vakalarin yaklasik %95’ini olusturmaktadir. Klinik olarak buyik farkhliklar sergilemeseler de
erken baslangich AH daha hizli bir ilerleme gostermekte ve kalitimla iliskili oldugu
belirtiimektedir. APP, PSEN1 ve PSEN2 (sirasiyla amiloid prokiirsor protein, presenilin 1 ve
presenilin 2) genlerinin AR olusumunda gorevli oldugu distinilen proteinleri kodladigi ve
bu (¢ gende meydana gelen mutasyonlarin erken baslangich AH’ye neden oldugu
bildirilmistir. Bu genler ayni zamanda hastaligin tanisinda biyobelirte¢ olarak
degerlendirilirken erken baslangich AH gelisme riskinin yaklasik %70'ini olusturmaktadir.
Ayrica erken baslangich AH patogenezinde rol oynayabilecegi disliniilen yeni genler

Uzerine ¢alismalar halen siirmektedir [20, 54, 55].

Geg baslangich AH ise esas olarak APOE (apolipoprotein E geni) genindeki bir polimorfizmle,
€4 allelinin varhgi ile iliskilendirilmektedir. Apolipoprotein E (ApoE), 19. kromozom Uizerinde
bulunan, APOE geni tarafindan kodlanan ve lipit metabolizmasinda rol oynayan bir
proteindir. Ug farkli APOE alleli vardir (€2, €3, €4) ve bu alleller 3 farkli apoE izoformu
(apoE2, apoE3 ve apoE4) olusmasina yol agar. Bir popiilasyonda allelleri tasima sikhg
farklihk (€2: %5-10, €3: %65-70 ve €4: %15-20) gostermektedir. Ayrica farkh toplumlarda
yapilan c¢alismalar da APOE allel dagilimlarinin farkhliklarini ortaya koymustur. APOE €4
alleli, ge¢ baslangich Alzheimer igin temel risk faktoriyken tam tersine €2 alleli AH gelismesi

riskini azaltir. ApoE ile hastalik arasindaki iliskinin ne oldugu hentiz tam olarak anlasilamasa
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da bazi mekanizmalar 6nerilmis ve in vitro ¢alismalarda tutarli sonuglar sunulmustur. Bu
¢alismalarin  bazilarinda, apoE4 izoformunun, AP peptide baglanip fibrillerdeki
polimerizasyonu ve birikmeyi tesvik ettigi, apoE2 ve apoE3 izoformlarinin ise bu peptidin

atiimini arttidigi ve beyin dokusunda birikmesini engelledigi bildirilmistir [20, 54, 55].

Son zamanlarda yapilan bazi galismalar 6. kromozomda bulunan TREM2 (Triggering
receptor expressed on myeloid cells 2) genindeki eksikligin, AH gelisimi icin risk oranini %2.9
arttirdigini goéstermistir. TREM2 proteini, merkezi sinir sisteminin fagositik hiicreleri olan
mikroglialarin ylizeyinde yiiksek oranda eksprese edilmektedir ve merkezi sinir sisteminde
fagositik ve enflamatuvar yanitlari diizenleme islevine sahiptir. TREM2 reseptori igin
yapilan calismalar, apoptotik noronal hiicrelerin fagositik kapasitesini etkiledigini
gostermistir. TREM2 eksikliginde olusan hiicresel kirlilikler pro-enflamatuvar bir cevre
olusturmaktadir. Bunun sonucunda da AP peptit uzaklastirma kapasitesinin TREM?2
reseptor eksikliginde azaldigini ve dolayisiyla AB plak birikiminin arttigini gozlemlemislerdir

[20, 54, 55].

Serebrovaskiler hastaliklar nedeniyle ortaya cikan Serebral perflizyon bozuklugunun,
bilissel islevi bozan AB'nin birikimini arttirarak ve tau hiperfosforilasyonuna rol oynayan bir
serin-treonin kinaz olan sikline bagimli kinaz 5'in (Cyclin-dependent kinase 5, CDK5) asiri

ekspresyonu ile AH riskini artirabilecegi olabilecegi bildirilmistir[55-57].

Hipertansiyon probleminde AH riskinin arttigi yapilan ¢alismalarla gésterilmistir. Ozellikle
orta yasta hipertansiyonu olan bireylerin ilerleyen yaslarda kognitif fonksiyonlarinda
gerileme oldugu da bildirilmistir. Hipertansiyonun, vaskiler duvarlarda hipoperfiizyon,
iskemi ve serebral hipoksiye yol acarak AH gelisimini tetikleyen degisikliklere neden
olabilecegi ve kan beyin bariyerine zarar vererek AH lzerinde olumsuz etki yaratabilecegi

disundlmektedir [54, 55, 58].

Calismalar, tip 2 diabetes mellitusun AH gelisme riskini artirdigini géstermektedir. Bu iliski
icin insdlin direnci, insllin eksikligi, hiperglisemi, serebrovaskiler hasar ve vaskiiler
enflamasyon ile ilgili ¢esitli mekanizmalar 6nerilmektedir. Hayvan modellerinde yapilan

calismalar insilin direnci veya eksikligi durumunun B ve y sekretaz gibi etki gosterdigini
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dolayisiyla AB’nin beyinde birikiminin arttigini géstermistir. A Gzerindeki etkisinin yani sira

tau hiperfosforilasyonuna da neden olarak NFY olusturmaktadir [54, 59].

AH ile obezite arasindaki iliski tam olarak aydinlatiimamakla birlikte obezitenin de bir risk
unsuru oldugu dislintilmektedir. Ayrica bir diger calismada kot beslenmeye isaret eden
disuk kilonun da yiksek kilo ve obezite gibi ilerleyen yasamda AH riskini artirabilecegi

belirtilmistir [54, 60].

Hiperkolesterolemi ve ateroskleroz da AH icin risk unsuru olarak degerlendirilmektedir.
Galismalar Alzheimer’li hastalarin saglikli bireylere gore kolesterollerinin %10 fazla
oldugunu ve sirkilasyonda artan kolesterol seviyesinin kan beyin bariyerine zarar verdigini
ortaya koymaktadir. Bu bilgiye ek olarak, hayvanlar Gizerinde yapilan deneysel ¢calismalar,
hiperkolesteroleminin, norofibriler yumaklar artirdigini, néroenflamasyona ve kolinerjik
noronlarda islev bozukluguna neden oldugunu ayrica AB peptid birikimi ile iliskili oldugunu
gostermektedir. Bu nedenle hastaligin kandaki kolesterol seviyesini distren statin tiirevi
ilaclari kullanan kisilerde gerileyecegi distunilmis fakat klinik calismalarla kanitlanmamistir

[61, 62].

Pek cok hastalikla iliskili olan stres AH’de de bir risk faktori olarak goriilmektedir. Fareler
Uzerine yapilan bir ¢alismada, stresin kortisol salimina neden olarak hipotalamus ve
prefrontal kortekste AR peptit birikimine yol actigi ve uzun siireli strese maruz kalmanin

norodejenerasyon ile sonuglandigi bildirilmistir [63].

ilk yetiskinlik yillarinda yasanan depresyon vakalarinin ilerleyen yillarda AH icin risk
olusturdugu dustnulmektedir. Bir ¢alisma pozitron emisyon tomografi yardimiyla major

depresyonu olan bazi hastalarda hipocampal atrofi ve AB birikimini gostermistir [64].

Uyku bozuklugu ve AH arasinda cift tarafli bir iliski bulunmaktadir. Uyku bozuklugu AH icin
hem bir belirti hem de risk faktortdur. Spesifik olarak insomniasi olan hastalarda AH riski
artarken uykuda solunum bozuklugu olan hastalarda tim demans tipleri igin risk

artmaktadir [65].
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Ayrica sigara igmenin de AH risk faktorlerinden olabilecegi bildirilmistir. Serbest radikallerin
uretimini ve oksidatif stresi artirdigi, bagisiklik sisteminde pro-enflamatuvar yaniti
tetikledigi, |6kositleri aktive ettigi ve sonuc olarak oksidatif hasara yol actigi bilinmektedir.

[66].

2.5. Alzheimer Hastaliginin Patofizyolojisi

AH’nin patolojik streci, néronlarin 6limu ve sinaptik baglantilarin kaybi ile karakterizedir
[20, 67]. Bu sireci neyin baslattigi ise halen belirsizligini korumaktadir. N6ron kaybinin bir
sonucu olarak, ventrikillerde ve sulkusta genisleme ayrica kortikal atrofi gozlenir.
Hastaligin en belirgin patofizyolojik bulgular korteks boyunca senil plaklar, nérofibriler
yumaklar ve nikleus bazalis Meynert’te kolinerjik néronlarin kaybidir. Hipokampds,
entorhinal korteks ve neokorteks néron kaybindan en ciddi sekilde etkilenen bélgelerdir.
Bu noronal kayiplar AH’li hastalarda, noradrenerjik, dopaminerjik ve serotonerjik sistemler
de dahil olmak (izere noérotransmitter sitemlerde sorunlara yol agarak yaygin olarak gorilen

biligsel, davranigsal ve psikiyatrik semptomlara neden olurlar [68, 69].

Ogrenme, disiinme ve hafiza

/ ile iliskili olan kortekste hasar

Genislemis ventrikiiller

Ozellikle hafiza ile iligkili
olan hipokampdiste kiigilme

Saglikli beyin Alzheimer'li beyin

Sekil 2.1. Saglkl beyin ile Alzheimer’li beyin arasindaki farklar
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2.5.1. Amiloid B plaklar

Proteinler amino asitlerden olusan ve viicudumuzda ¢ok dnemli metabolik fonksiyonlarin
yerine getirilmesini saglayan makromolekiillerdir. Her proteinin l¢ boyutlu yapisi yani
katlanma sekli ve fonksiyonu kendine 0Ozgidir. Proteinlerin katlanma sekillerindeki
bozulma fonksiyonlarinin degismesine neden olabilmektedir. AH'nin en karakteristik
bulgularindan AP plaklar ve NFY da bu sekilde olusmuslardir. AH’nin klinik
semptomlarindan bilissel bozulma ve hafizadaki diistis de hatali katlanmis AP peptitlerin ve

hiperfosforile tau proteinlerinin agregat olusturmasi ile iliskilidir [70].

Non-amiloidojenik yolak Amiloidojenik yolak
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Sekil 2.2. Amiloid beta peptit olusumu

Amiloid prekiirsor protein (APP), temel roli tam olarak anlasilamayan fakat noéronal
plastisite ve sinaps olusumu acgisindan 6énemli oldugu duslnilen néronal dokuda sinaps
cevresinde lokalize transmembran bir proteindir [71]. 21. kromozom (izerinde bulunan APP
geninin olusturdugu izoformlarin amino asit sayilarinin 365 ila 770 arasinda degistigi ve bu
izoformlardan APP695’in merkezi sinir sisteminde yaygin olarak bulundugu bildirilmistir

[72]

APP yikimi amiloidojenik veya nonamiloidojenik olmak Uzere iki farklh yolak vasitasiyla

gerceklesebilmektedir. Nonamiloidojenik yolakta a ve y-sekretaz aktivitesi sonucunda
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APP’den ¢ozlinebilen APPa ve p3 proteinleri olusur. Amiloidojenik yolakta ise 6nce B sonra
v sekretaz aktivitesi ile norotoksik 40 veya 42 aminoasit tasiyan sirasiyla AP ve ABa
peptitleri olusmaktadir [73-75]. Saglikl kisilerde bu iki yolak arasinda bir denge varken AH’li
bireylerde nonamiloidojenik yolaktan amiloidojenik yolaga kayma durumu s6z konusudur.
APP, PSEN1 ve PSEN2 genlerindeki mutasyonlarin ve bazi baska etkenlerin iki yolak arasinda
dengesizlige neden olabilecekleri belirtiimektedir. Ayrica bu mutasyonlar ¢ékme egilimi

daha fazla olan AB42’nin ABso’a oranini da artirmaktadir [76].

Dengenin amiloidojenik yolaga kaymasi sonucunda Uretimi artan AP, cesitli
konformasyonel degisikliklere ugrar ve bu degisiklikler sonucunda oligomer formuna
donisur. Oligomerler de hiicre disi AR plaklarin yapisal bileseni olarak goriilen ¢cokmeye
egilimli fibrilleri olusturur [77]. AB plaklar beyin hiicrelerinin 6limi ve dolayisiyla kognitif
fonksiyonlardaki bozulmaile iliskilendirilmektedir. Cesitli arastirmalarda bu plaklarin néron
apoptozisini ve oksidatif stresi tetikleyerek norotoksik etki yaptigini gosterilmistir. Ayrica
AB’nin; hiicre ici kalsiyum birikimi, nitrik oksit Gretimi ve néroenflamasyonu tetikledigi ile

ilgili cahsmalar bulunmaktadir [78].
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Sekil 2.3. Amiloid beta peptit agregasyonu
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2.5.2. Norofibriler yumaklar

Tau, 17. kromozomda bulunan gen tarafindan kodlanan periferal sinir sisteminde ve pek
cok dokuda bulunan mikrotibil iliskili bir proteindir. Néronlarda hiicre iskeletinin 6nemli
bir bileseni olan tau proteininin mikrotlibillerin gelismesinde, stabilizasyonunda ve
polimerizasyonda roli oldugu bilinmekte ve fosforilasyon derecesinin mikrotibdil
etkilesiminde 6nemli yeri oldugu disliniilmektedir. Bunlara ek olarak hticrenin seklini,
hareketini ve mikrotlblil plazma membran iletisimini dizenlemede de etkin oldugu
belirtilmektedir. Mikrotlbdlller hiicre iskeletindeki rollerinin yani sira hem ndéronal
plastisiteyi ve polariteyi sagladiklari icin hem de ndrotransmitter ve protein iceren
vezikillerin tasinmasinda rol oynadiklari icin tau proteininin gorevi daha da 6nem
kazanmaktadir [79]. AH ile birlikte tau proteininin fosforilasyonu artmakta ve hiperfosforile
olmus tau proteinin de mikrotiiblile baglanma yetenegi ortadan kalkmaktadir. Bu durum
da, aksonal tasimayi ve sinaptik metabolizmayi bozarak mikrotibdllerin stabilizasyonunu
kaybetmesine ve dolayisiyla néronal 6lime neden olmaktadir [80]. Dogal islevini kaybedip
tubdlinlere baglanamayan hiperfosforile tau proteini, cift sarmalli heliksler halinde hiicre
icerisinde ¢okerek AH’nin karakteristik bulgularindan olan NFY’yi olusturmaktadir. Yasla
beraber saglikl beyinlerde de NFY’ler olustugu fakat Alzheimerli hastalarda arttigi ve
ilerledigi bildirilmistir [20]. Tau fosforilasyonuna c¢esitli kinazlar rol almakla birlikte
noronlardaki en 6nemli tau kinaz, glukojen sentaz kinaz 3B olarak degerlendirilmektedir

[80].
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Sekil 2.4. Norofibriler yumaklarin olusumu

2.5.3. Sinaps ve noron kaybi

AB plaklar ve NFY’dan sonra hastaligin en karakteristik bulgulari néron ve sinaps kaybidir.
Her ikisi de AH’nin erken evresinde makroskopik kortikal atrofiye neden olmaktadir. Sinaps
kaybi kognitif dlsts ile paralel olacak sekilde hipokampus, entorhinal kortekste ve
neokorteks bolgelerinde goriilmektedir. Néronal kayip sinaptik kayiptan sonra baslamakta
ve ilk olarak entorhinal korteksi, locus coeruleus ve Meynert’'in bazal cekirdegini
etkilemektedir [81]. Sinaptik kaybin nedeninin AB plaklar oldugu distintlirken noéron
kaybinda etkisi olan faktorlerin NFY, AB plaklar, sinaptik kayip ve kolinerjik eksiklik oldugu
gorist yaygindir [82].

2.5.4. Granovaskiiler dejenerasyon ve Hirano cisimcikleri

Granovaskller dejenerasyon ve Hirano cisimcikleri AH ile birlikte diger nérodejeneratif

hastaliklarda ve hatta normal yaslanma durumunda da ortaya c¢ikan lezyonlardir.

Granovaskdiler dejenerasyona siklikla hipokamplsteki pramidal néronlarin sitoplazmasinda
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rastlanmakta ve apoptoziste etkili oldugu duslinilmektedir [82]. Granovaskdiler
dejenerasyon gibi Hirano cisimcikleri de hipokampiiste goriilen, aktin ve diger hiicre iskeleti

proteinlerini yapisinda bulunduran cubuk benzeri agregatlardir [81].

2.5.5. Mitokondri hasari ve oksidatif stres

AH’de A varligi beyindeki sitokrom ¢ oksidaz da dahil olmak tzere dnemli mitokondriyal
enzimleri inhibe eder. Bu durumun sonucunda, elektron taginmasi, ATP Uretimi, oksijen
tiketimi ve mitokondriyal membran potansiyeli bozulur. Mitokondriyal sliperoksit radikal
olusumundaki artis ve hidrojen peroksite donlisiim, oksidatif stres, sitokrom c salinimina
ve apoptozise neden olur. Ortaya cikan reaktif oksijen tiirleri (ROT) ve reaktif azot tiirleri
(RAT) mikroglialarin uyarilmasina neden olmakta ve uyarilmis mikroglialar da nitrik oksit
radikalinin salimina baslamaktadir. Ayrica ROT ve RAT membran lipitlerinin
peroksidasyonu, esansiyel proteinlerin oksidasyonu, iyonik dengesizlik, glukoz

transportunda bozulma gibi pek ¢ok yapisal sorunu beraberinde getirmektedir [83].

2.5.6. Norotransmitter eksikligi

Asetilkolin, merkezi sinir sisteminde 6grenme, dikkat ve hafiza gibi ¢cok énemli islevlerde
roli olan ve tim kolinerjik néronlar tarafindan kullanilan bir norotransmitterdir [84].
1970’li yillarin ortasinda AH’li bireylerde kortikal asetilkolin sentezinde gorevli kolin asetil
transferaz enziminde %90’k bir azalmanin oldugu gosterilmis ve takip eden ¢alismalarda
da kolin geri alimi, asetilkolin salimi ve kolinerjik néron miktarinda azalma oldugu
bildirilmistir. Ayrica yapilan galismalar AB’nin kolin geri alimini ve asetilkolin salimini negatif
etkiledigini belirtmektedir [85]. Kortekste kolinerjik iletimin bozulmasi ayni zamanda karar
verme mekanizmasini da tamamiyla etkilemektedir. Bilissel ve davranissal sorunlarin yani

sira depresyon ve apati (ilgisizlik) gibi psikiyatrik semptomlar da ortaya ¢ikabilmektedir [86].



22

pre-sinaptik néron

KoA
asetilkolin kolin tastyici
tastyici kolin asetil
O transferaz
asetilkolin O
Q *
asetilkolin — KoA
. . B Y .
asetilkolin asetilkolinesteraz QO kolin
Q L +

asetat
asetilkolin Y
reseptoru

post-sinaptik néron

Sekil 2.5. Asetilkolinin metabolik siireci

Biyopsi ve bazi post-mortem calismalara gore AH siirecinde, hafiza ve 6grenmeyi etkilemesi
acisindan asetilkolin kadar biyilik 6nem tasimasalar da baska norotransmitterlerin eksikligi
de gozlenmektedir. Kolinerjik sistemin yaninda dopaminerjik, serotonerjik,
katesolaminerjik ve GABAerjik (gamaaminobdtirik asit) sistemlerde de eksiklikler

literatlrde bildirilmistir [87].
2.5.7. Eksitotoksisite

Memeli merkezi sinir sisteminin temel uyarici ndérotransmitteri olan glutamat hafiza ve
ogrenme ile iligkilidir. Etkisini N-metil D-aspartat (NMDA) reseptoriine baglanarak gosteren
glutamatin rol aldigl uyarici noérotransmisyonda bir hata olmasi durumu degisik
noropatolojik hastaliklara sebebiyet verebilmektedir. AR plaklarin glutamat geri alimini
engellemesi nedeniyle sinaptik aralikta artan glutamat seviyesi, NMDA reseptorlerinin
strekli uyarilmasina ve eksitotoksisite olarak tanimlanan néronal hiicre 6limine neden
olmaktadir. Sinaptik NMDA resept6r sinyalinin yetersiz olmasi néronal hiicre yasamini
tehlikeye atarken, glutamaterjik sistemin asiri uyarilmasi norodejenerasyona veya

eksitotoksisiteye neden olmaktadir [88].
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2.6. Alzheimer Hastaliginda N6roenflamasyon

Enflamasyon, hasar olusturan etkeni ve hasarin ortaya cikardigi nekrotik hicreleri ve
dokulari ortadan kaldirmak igin gelisen hicresel bir yanittir. Doku eski saglikli kosullara
dénmedigi takdirde enflamasyon cevre dokulari da icine alan kronik bir hal alir. Kronik
enflamasyon durumunun devam etmesi ise ciddi doku hasarlarina neden olabilmektedir.
AH'nin patofizyolojik 6zelliklerinden olan enflamasyonda ates ve agri gibi karakteristik
enflamatuvar yanitlarin goézlenmemesi, akut enflamasyon yerine kronik enflamasyon

durumunun hakim oldugu anlamina gelmektedir [89, 90].

AH nedeniyle olusan kronik enflamasyonda, pro-enflamatuvar sitokinlerin
ekspresyonlarinin arttigi ve bu durumun merkezi sinir sisteminde bulunan mikroglia ve
astrositlerin uyarilmasiyla ortaya ciktigi bildirilmistir [90]. Pro-enflamatuvar sitokinlerin ve
diger enflamatuvar mediyatorlerin  (kemokinler, prostaglandinler, |0kotrienler,
tromboksanlar, reaktif oksijen tirleri, cesitli radikaller, NO, proteazlar, proteaz inhibitorleri
ve C-reaktif protein) olusturdugu enflamasyonun, hastaligin patolojik gostergelerinden
olan AB plaklar ve NFY’yi temizlemek amaciyla ortaya ciktigi disinilmektedir. Ayni
zamanda enflamasyon mediyatorleri ve olusturduklari oksidatif stresin néroprotektif etkiye
sahip ¢ozlinlir APP fraksiyonu olusumunu engelleyerek amiloidojenik yolagi indikledigi ve
ABa; peptit Gretimini artirdigi bilinmektedir. Dolayisiyla ortaya ¢ikan kisir dongilide soz
konusu faktorlerin tek basina veya birlikte néronal disfonksiyona ve hiicre 6limiine neden

olabilecegi distintilmektedir [7, 90, 91].

1990’ yillardan beri yapilan ¢alismalar néroenflamasyonun AB plaklar ve NFY ile birlikte
AH’nin lg¢ 6nemli patofizyolojik bulgusundan biri oldugunu géstermektedir. AH de goriilen
néroenflamasyon, AP plaklari ve NFY’yi ortadan kaldirmak icin olusmussa da ilerleyen
evrelerde néroenflamasyonun kendisinin de plaklarin ve yumaklarin olusumunu tetikledigi
bildirilmistir. Bu bilgilere ek olarak, agrege olmadan oOnce de ABs; peptidin pro-
enflamatuvar sitokinlerin (IL-1, IL-6 ve TNF-a) ve bir kemokin olan makrofaj enflamatuvar
protein-la (Macrophage inflammatory protein-1a, MIP-1a)’nin Gretimini artirdigl tespit

edilmistir [7, 92-94].
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AH patolojisi olan beyinlerde, enflamasyon kaynakli lezyonlarin AB plaklarin hem icinde
hem de cevresinde kiimelendikleri gosterilmistir. Mikroglia ve astrositlerin AR plaklar
etrafinda kiimelenmelerinden yola ¢ikarak, bu yapilarin AB plaklar ile dogrudan aktive
olduklari ve bunun sonucunda glial hicrelerden pro-enflamatuvar sitokinlerin,
kemokinlerin ve serbest radikallerin sekresyonu bildirilmistir. Saglikh beyinlerde mikroglia,
plak olusumunun erken evresinde hiicre disi AR peptitleri uzaklastirarak AB’nin klerensine
katkida bulunur. Hastalik durumunda ise ekstraseliiler alanda ¢6ziinmeyen AB agregatlarin
olusumu ile mikroglia aktivasyonunun gerceklestigi, AB plaklarin icine ve etrafina gécliniin
tetiklendigi, ardindan mikroglial pro-enflamatuvar yiizey reseptorlerinin (CD45, CD36 ve
CD40) indiiklendigi bildirilmistir. Sonrasinda mikroglialarin, CD40 ekspresyonu ve bunu
takip eden sitokin Gretimi ile artan aktivitelerine ragmen, AB’yi fagosite etmede basarisiz
olduklari ifade edilmistir. Ayrica mikroglianin AB tarafindan aktive edilmesi sonucu major
doku uygunluk kompleksi 2 ‘nin hiicre yizeyindeki ekspresyonunun artmasi ile IL-1, IL-6 ve
TNF-a gibi pro-enflamatuvar sitokinlerin ve IL-8, MIP-1a ve MCP-1 gibi kemokinlerin miktari
da artmaktadir. Tim bu faktorlerin AH patolojisini daha da kotulestirdigi bildirilmistir [92,
95-100].

2.6.1. Glial hiicreler

Glial hicreler merkezi sinir sisteminde bulunan fakat impuls olusturmayan hiicrelerdir.
Merkezi sinir sisteminde yer alma nedenleri homeostasisi saglamak, néronlari korumak,
destek saglamak ve miyelin Gretmektir. Glial hiicreler mikroglia ve makroglia (astrositler ve

oligodendrositler) olmak (izere ikiye ayrilir.

mikroglia
®

astrosit
oligodenrosit

noron

Sekil 2.6. Glial hiicrelerin sekilleri
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Mikroglialar

Morfolojik olarak kii¢lik somalara sahip dallanmis hiicreler olarak tanimlanan mikroglialar,
merkezi sinir sisteminin makrofajlari olarak bilinen ve hiicrelerin yaklasik %10’luk kismini
olusturan bagisikhk hicreleridir. Saghkl bir beyinde mikroglia inaktif yani dinlenme
durumundadir. Dinlenme durumunda hiicre somalari sabittir, dallanmis kisimlar uzar ve
geri cekilir, bu ozellikleri gevrelerindeki noronlar ve diger glia hicreleri ile iletisim

kurmalarini saglar [7].

Noéronlarin cevresinde saglikh kosullarda cok fazla iletim ve etkilesim vardir, bunlar pek ¢cok
sinyal mekanizmasi ile yonetilmektedir. Bu iletisim klasik nérotransmitter reseptorleri,
kemokin ve sitokin reseptérleri ile saglanmaktadir. invazyon, yaralanma veya hastalik gibi
merkezi sinir sistemini tehdit eden unsurlar ile mikroglialar aktive olmakta, bunun
sonucunda hiicrenin geri ¢cekilmesi, genislemesi veya migrasyonu ile sonuglanan morfolojik
degisiklikler gerceklesmektedir. Mikroglianin M1 ve M2 olmak Gzere iki fenotipi vardir. M1
fenotipi enflamatuvar vyaniti tetiklerken M2 fenotipi antienflamatuvar vyaniti
tetiklemektedir. AH durumunda karsilasilan cesitli durumlar M1 formunun baskin olarak
bulunmasina neden olmaktadir. AH’de mikroglialarin aktivasyonunu tetikleyen birincil
olayin AB plak varhigi oldugu, plak aktivasyonu ile mikroglialarin plaklarin yanina gog ettigi
ve fagositik islemleri baslattigi bildirilmistir. Calismalar aktif mikroglianin AB plaklari
fagosite ettigini fakat bu islemden sonra hiicrenin blytdigini ve fagositoz islemine devam
edemedigini gostermistir. AH patogenezinin baslarinda, olusan bagisiklik yanitinin AB'nin
temizlenmesinde ve AH ile iliskili patolojiler Uzerinde olumlu etkiler go6sterdigi
belirlenmistir. Bununla birlikte, bagisiklik sisteminin uzun sireli aktivasyonunun, reaktif
mikrogliosise neden oldugu ve mikroglialardan néronal hasar olusturan pro-enflamatuvar
sitokinlerin salimini tetikledigi bu durumun da AH patolojisini kotilestirdigi bildirilmistir
[101]. Ayrica siirekli aktivasyon mikroglialarin AB’ya baglanma yeteneklerini ve pargalayici
enzimin aktivitesini azaltirken, pro-enflamatuvar sitokinlerin salimi azalmamaktadir.
Dolayisiyla pro-enflamatuvar sitokinlerin mikrogliadan stirekli salimi, néroenflamasyonu
siddetlendirmekte ve nérodejenerasyona neden olarak daha fazla mikroglia aktivasyonuna

yol agmaktadir. [7, 90, 102].
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Sekil 2.7. Saglkl beyinde (A) ve AH'li beyinde (B) mikroglialarin durumu

Astrositler

Adini yildiz bigcimindeki seklinden alan astrositler, homeostatik dengenin korunmasi igin
anahtar olmalarinin yani sira gliotransmitter salimi, néroenerjetik, enflamasyon, sinaptik
aktivitenin modilasyonu, iyonik denge ve kan beyin bariyerinin bakimi gibi ¢cok énemli
streglerle iliskili glial hicrelerdir. Ayrica AB klerensi, noronlarin beslenmesine destek
saglamak ve AB plaklar ile néronlar arasinda koruyucu bir bariyer olusturmak da goérevleri

arasindadir. Astrositlerden salinan ¢ok sayida gliotransmitter, korteks ve hipokampus gibi
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farkh beyin yapilarinda sinaptik plastisiteyi kontrol eder ve hafiza, 6grenme gibi 6nemli

slreclerinin icerisinde yer alir [98, 99].

AB miktarindaki patolojik artis ile kalsiyum disregiilasyonu dahil olmak Uzere glial
hicrelerde fonksiyonel ve morfolojik degisiklikler olusur ve mikroglialar gibi astrositler de
AB'yi pargalamak igin plaklara yakin noktalarda aktive olurlar. AH'de AB plaklarda ¢ok sayida
astrositin bulunmasi, plaklardan kemotaktik molekiller Urettildigini disiindiirmektedir.
Astrositlerin  aktivasyonu, pro-enflamatuvar stokinlerin salimi  nedeniyle olusan
enflamasyon ve oksidatif stres ile sonuglanir. AB plaklar gibi ABs; de mikroglia ve
astrositlerden pro-enflamatuvar mediyatorlerin (6zellikle I1L-1B, IL-6, TNF-a ve NO)
salinmasina neden olmaktadir. Ayrica yapilan calismalarda, AB ile iliskili olarak Alzheimer
hastalarinin beyinlerinde yliksek seviyede NOS (nitrik oksit sentaz)-pozitif astrosit
bulundugu, bu durumun NO salimini artirdigi ve néronal hasar olusturdugu belirtilmistir.
Farkh calismalarda, serebral vazodilatasyon, sinaptik iletim ve néronal-glial sinyalizasyon ile
iliskili astrositlerde NMDA reseptorlerinin ekspresyonu tanimlanmistir. Astrositlerden AP
tarafindan indiklenen glutamat sekresyonu, NMDA reseptorlerinin fazla uyarilmasi yoluyla
noronal disfonksiyona ve noronal-glial iletisimin bozulmasina neden olmaktadir. Ayrica
AB’nin insan astrositlerinde hiicre ici bir sinyali aktive ederek fosforlanmis tau tiretimini ve
salimini da indlkledigi gosterilmistir. Tim bu bilgiler glial hiicreler ve AH patofizyolojisi

arasindaki iliskiyi ortaya koymaktadir [90, 103].

Oligodenrositler

Oligodendrositler miyelin ireten, néron morfolojisini ve islevini korumak icin 6nemli olan
glial hcrelerdir. Astrositler ve mikroglia ile kiyaslandiginda AP plaklardan nasil
etkilendikleri hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Yapilan gesitli in vivo ve in vitro ¢calismalar
AB plaklarin bulundugu yerlerde miyelin kilifin zarar gérdigini ve miyelin kilif vasitasiyla
hicrenin beslenmesine katki saglayan oligodenrositlerle etkilesim azaldigindan olusan
hasarin néronlarin hassaslasarak élmesine neden oldugunu gdéstermistir. Bu duruma ek
olarak AP plaklarin oligodenrositlerin gelisimini ve olgunlasmasini da engelledigi
disiinilmektedir. Ayrica noroenflamasyon, oksidatif stres ve apoptozis de

oligodenrositlerde hasara ve hiicre 6limiine neden olabilmektedir [94, 104].
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2.6.2. Enflamatuvar mediyatorler

Sitokinler

Sitokinler, molekl agirhg 8,000 ile 40,000 Dalton arasinda degisen, otokrin veya parakrin
olarak salgilanabilen, hiicreler arasinda mediyator olarak davranan antikor olmayan
proteinlerdir. Baslangigta hiicresel kaynaklarini belirtmek igin lenfokinler ve monokinler
olarak adlandirilsalar da kisa bir sire sonra neredeyse tim c¢ekirdeklenmis hiicrelerin bu
proteinleri sentezleyebildigi farkedildiginden "sitokin" teriminin en iyi agiklama oldugu
anlasiimistir. Sitokinlerin aydinlatilmis amino asit dizisi motifi veya (¢ boyutlu yapilari
yoktur. Bu nedenle siniflandirilmalari biyolojik aktivitelerine gore yapilmaktadir.
Sitokinlerin biyolojik aktiviteleri hedef hiicre tipine ve aktivasyon durumuna, lokal sitokin
konsantrasyonuna, reseptor tipine ve diger sitokin aracilari ile etkilesime bagh oldugundan
oldukca karmasiktir. Sitokinler genellikle cesitli bagisiklik hiicreleri (T-lenfositler,
makrofajlar ve natural killer hiicreler gibi) ve baska birtakim hiicreler (Schwann hiicreleri ve
fibroblastlar gibi) tarafindan salgilanirlar. Sitokinlerin dahil oldugu biyolojik olaylar, hiicre
proliferasyonun uyarilmasi ya da inhibe edilmesi, sitotoksisite/apoptozis, antiviral aktivite,
hiicre bliyimesinin ve farklilasmasinin saglanmasi, enflamatuvar yanit ve membran yiizey
proteinlerinin ekspresyonunun dizenlenmesidir. Genel olarak, periferal enflamasyon
sirasinda, aktif makrofajlar tarafindan salinan sitokinler, diger enflamatuvar hiicreleri aktive
ederek veya islevlerini inhibe ederek immiinomodiilasyonda rol oynar ve béylece bu etkiler
arasinda bir denge kurarlar. Sitokinlerin temel islevlerinden biri de immun sistemin temelini

olusuran T hicrelerinin olusumunun diizenlenmesidir [90, 95, 104].

Sitokinleri genel olarak interlékinler (IL), interferonlar (iFN), koloni uyarici faktérler (CSF),
timor nekrozis faktorler (TNF) ve bazi blyume faktorleri (GF) bashklari altinda

siniflandirabiliriz [90].

Sitokinlerin birgcogunun ndéronlar veya glia tarafindan (Uretildigi gosterilmis ve AH
durumunda beyin, kan ve BOS’da seviyelerinde degisiklikler oldugu bildirilmistir. Ayrica IL-
la, IL-1B, IL-6, TNF-a, granilosit-makrofaj koloni uyarma faktori (GMSF), IFN-a, IL-8

reseptori B tipi (IL-8RB) ve CSF-1 reseptorlerinin de beyin dokusundaki seviyelerinin arttig
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belirtiimektedir. Diger faktorlerden farkh olarak interlokinler, néronlar ve astrositler
arasindaki sinyalleri koordine ederler ve ayrica birden fazla merkezi sinir sistemi hiicre
tipinde birka¢c hilicre i¢ci sinyal vyolunu aktive ederek enflamatuvar yaniti

yonlendirebilmektedirler [90, 95, 96] .

sitokinler

Sekil 2.8. Sitokinler ile astrositler, néronlar ve mikroglialarin iliskisi

interlékin-1

Gugli pro-enflamatuvar bir sitokin olan IL-1’in saglikli beyine kiyasla AH’li beyin dokusunda
alti kat fazla eksprese edildigi ve norotik plaklarla iliskili mikroglialarda miktarinin arttig
deneysel calismalarla gosterilmistir. AB plak gelisimi sirasinda, IL-1-pozitif mikroglianin
erken ortaya ¢ikmasi IL - 1'in plakla iliskili siirecte ve dolayisiyla néronal distrofide 6nemli
olabilecegini distindirmektedir. Ayrica IL-1 AB plaklarda akut faz reaktani olan alfa-1-
antikimotripsin (a-1-ACT) ile iliskilidir ve AH’li beyinde yikselen baska bir nérotrofik sitokin
(n6ronlarin gelisimine katkida bulunan biyomolekdl sinifi) S100B'yi indikler, her ikisi de
daha fazla néronal distrofiye neden olmaktadir. Bunun yani sira AH’nin karakteristik
ozelliklerinden olan kolinerjik kayipla iliskili olarak néronal asetilkolinesteraz enziminin
aktivitesini artirdigi da bildirilmistir.  Calismalar ayrica tau hiperfosforilasyonu ile
sonuglanan p38 mitojenle aktiflesen protein kinaz (p38 MAPK) sinyalinin IL-1 ile iliskili

noronal hasarda rol oynayabilecegini diislindiirmektedir [90, 94, 95, 105].
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IL-1 sitokin ailesi IL-1a ve IL-1B olmak Uzere iki agonist protein icermektedir. IL-18, TNF-a
ve IL-6 dahil olmak Uzere diger pro-enflamatuvar sitokinlerin ekspresyonunun
diizenlenmesindeki rolli nedeniyle néroenflamasyon agisindan biyik énem tasimaktadir.
Kendi etkinliginin yani sira diger pro-enflamatuvar mediyatérlerin salimini tetiklemesi
nedeniyle IL-1B'nin seviyesinin azalmasinin ndéroenflamasyon ve ndérodejenerasyonun
baslangicini geciktirebilecegi distunilmektedir [106]. IL-1B seviyeleri saglikh beyine kiyasla
AH’li beyinde basta frontal korteks olmak Uzere parietal korteks, temporal korteks,
talamus, hipotalamus ve diger bolgelerde de 6nemli dlclide yiikselir. IL-1B, glial hiicrelerden
APP sekresyonunun artmasini, protein kinaz C'nin aktivasyonunu ve y-sekretaz aktivitesinin
artmasini tesvik ederek APP'nin amiloidojenik yolagini destekler. IL-1B'nin AB plak
agregasyonunu tetiklemesi, agrege olan plaklarin daha fazla mikroglia aktivasyonuna neden
olmasi ve mikroglia aktivasyonunun da IL-1B Uretimi ile sonuclanmasi kisir bir dongi

olusturmaktadir [7].

Noroenflamasyon acisindan en oOnemli pro-enflamatuvar sitokinleri olusturan IL-1B
ailesinin 6ncli molekill yoktur, kaspaz-1 ve kaspaz-8 enzimleri tarafindan aktive edilirler.
Kaspaz enzimleri de inflamazom denilen makromolekiiller ile aktive edilmektedir. NLRP3
(Nod-like receptor pyrin domain-containing 3) AP’yi tespit edebildigi disinilen bir
inflamazomdur ve bu nedenle AH agisindan ¢okga incelenmektedir. Yapilan transgenik
¢alismalar ile NLRP3’lin eksikliginde bilissel fonksiyonlarin gelistigini gosterilmistir. Ayrica
pro-enflamatuvar sitokinlerin salimi sonrasinda artan iNOS ile néronal ortama daha ¢ok NO
ulagsmakta ve bu durum da mitokondriyal solunum sorunlari, sinaptik hasar ve néronal
apoptozis ile sonuglanmaktadir. Tim bilgi ve bulgular birlestirildiginde sitokinlerin

noroenflamasyondaki 6nemi ortaya ¢ikmaktadir [92, 95-100].

interlékin-6

interlékin-6, AH patogenezinde rol oynayan, salindigi miktara ve durumuna bagh olarak
pro-enflamatuvar veya antienflamatuvar etki gosteren, 6nemli, ¢ok fonksiyonlu bir
sitokindir. Alzheimer hastalarinin entorhinal korteksinde ve (st temporal giyrusunda IL-6
MRNA seviyesinin arttigi gosterilmistir. IL-6, noéronal dokunun homeostazi icgin ¢ok

onemlidir bununla birlikte IL-6'nin asirt Uretimi de kronik néroenflamasyon ve
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norodejenerasyona yol agmaktadir. 10 yillik uzun sireli bir calismada, orta yasin lzerinde
artmis IL-6 seviyesinin kognitif fonksiyonlar Uzerindeki negatif etki olusturdugunu
gosterilmistir [107]. Buna ek olarak gesitli calismalar, AB plaklarin glial hiicrelerden IL-6'nin
sentezini ve salimini uyardigini bildirmektedir. Hipokampus ve kortekste yogun olarak
bulunan IL-6 reseptorlerinin aktivasyonunun, serumda ve BOS’da sik¢a rastlanan IL-
6/¢ozunlr IL-6 reseptor kompleksine baglanarak APP transkripsiyonunu ve ekspresyonunu
arttirdig1 gosterilmis ve ayrica AB peptidin, IL-1 ile iliskili bir mekanizma yoluyla astrositler
tarafindan dogrudan veya dolayli olarak IL-6 iretimini arttirdigi da bildirilmistir. Bu nedenle,
IL-6, IL-1 tarafindan baslatilan enflamatuvar yaniti giclendiren ikincil bir islemci gibi de
gorilmektedir. Tim bunlarin yani sira IL-6'nin p35 yolagi vasitasiyla CDK5 aktivitesini
artirarak tau hiperfosforilasyonuna neden oldugu, dolayisiyla karakteristik AH patolojileri

arasinda 6nemli bir kopri olusturdugu disiinilmektedir. [7, 95, 108, 109].

TNF-a

Genel olarak mikroglial hiicreler ve astrositlerden salinan TNF-a, AH'deki en dnemli pro-
enflamatuvar sitokinlerden biridir ve enflamatuvar yanit sirasinda sitokin yolaginin
baslatiimasinda ve diizenlenmesinde merkezi bir rol oynar. TNF-a, I6kositlerin ve bagisiklik
hiicrelerinin enflamatuvar alanlara go¢ etmesine yardimci olmak amaciyla vaskiler
endotelyal adezyon molekiillerinin seviyelerini arttirabilmektedir. AH’li beyinde TNF-a
ekspresyonunun artmis oldugu kanitlanmistir. Ancak TNF-a’nin serum ve BOS dizeyleri
Uzerine yapilmis calismalar arasinda tutarlilik bulunmamaktadir. Bununla birlikte 6 yil siiren
bir calismada AH’ye ilerleyen hafif kognitif bozuklugu olan hastalarin BOS’unda,
aktivasyonuyla TNF-a’nin etkilerinin ortaya c¢ikarmasini saglayan ¢ozlintir TNFR1 ve TNFR2
(sirasiyla TNF reseptor 1 ve 2) yiiksek diizeyde belirlenmistir [110]. TNFR1, AB tarafindan
indiiklenmis apoptotik hiicre 6limine katkida bulunmaktadir. Fareler (izerinde yapilan bir
calismada TNFR1 icermeyen farelerde azalmis AB plak birikimi, azalmis hipokampal
mikroglial aktivasyon ve bilissel gérevlerde gelismis performans gozlenmistir. in vitro
calismalar da AP peptidin TNF-a lretimine yol acan mikroglial ve astroglial aktivasyonu
indikledigini gostermistir. Ayrica TNF-a tretiminin de nitrik oksit olusumunu uyararak ve
baska enflamatuvar yanitlan tetikledigi ve var olan durumu daha da kotllestirdigi

bildirilmistir. Bunun yani sira TNF-a tek basina APP’nin Ulretimini uyarabildigi gibi
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interferon-gama gibi diger sitokinlerle birlikte de calisabilmektedir. Ek olarak TNF-a, B-
sekretaz ve y-sekretaz aktivitesini artirip amiloidojenik yolagi aktive ederek AB plak

birikimine katki da sunabilmektedir [7, 89, 108, 111].

Kemokinler

Kemokin ailesi, enflamasyon sirasinda kemotaksi, |6kositlerin enflamasyon alanina
tasinmasi ve l6kosit fonksiyonunun modiilasyonunu yapan 50'den fazla farkli molekiilden
olusur. AH’li beyinde kemokin Uretiminin 06nemi, mikroglia ve astrositlerin
noroenflamasyon alanina gocuniin diizenlenmesindeki fonksiyonundan
kaynaklanmaktadir. Ayrica kemokinlerin, AH’de miktarlarinin arttigi, AB agregatlarinin
mikroglia ve astrositler tarafindan fagosite edilmesinde de 6nemli gérevlerinin olabilecegi
distinilmektedir. Kemokinler yapisal olarak dort ayri alt aileye ayrilir, bunlar a (CXC), B(CC),

v (C) ve 6 (CX3C)'dir. [89, 90, 104, 112, 113].

NO beyinde, sinaptik plastisite ve kan akisi gibi cesitli fizyolojik siirecleri dizenleyen
hiicreler arasi bir sinyal molekiliidir. Membranlar arasinda serbestce dagilabilen bir
mediyator olan NO, vazodilatér, enflamatuvar mediyator ve néromodulatér gibi ¢oklu
fizyolojik etkilere sahiptir. NO Ug farkli NO sentaz (NOS) izoformu ile sentezlenir. Bunlardan
ilki olan noronal nitrik oksit sentaz (nNOS), néronlarin belirli bir kisminda eksprese
edilmektedir, 6zellikle NMDA tipi reseptorlerinin glutamat ile uyarilmasindan sonra aktive
olur. ikincisi, beyin endotelyal hiicrelerinde ve bazi astrositlerde eksprese edilen endotelyal
nitrik oksit sentaz (eNOS) ve sonuncusu normalde saglikl beyinde Uretilmeyen ancak glial
ve endotelyal hicrelerden pro-enflamatuvar sitokinler, bakteriyel/viral bilesenler
varliginda veya hipoksi durumunda eksprese edilen yiksek seviyelerde NO (reten
indiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS)'dir [114]. AH patolojisinde tim NOS tirlerinin
diizeyi degismektedir. NO sinyalinin etkisi lokal hlicresel ortama bagl olmakla birlikte
merkezi sinir sisteminde, protein nitrosilasyonu ve mitokondriyal solunumun inhibisyonu
gibi bircok sinyal yolagiyla iliskilendirilmektedir. AH’li beyinde NO, esas olarak néronlar,

mikroglia ve astrositler tarafindan eksprese edilen NOS’dan dretilir. NO’nun olusturdugu
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stresin sinaptik proteinler de dahil olmak Uzere tiim hiicresel proteinleri etkileyebildigi
gosterilmistir. NO’un etkisini, sistein kalintilarinin S-nitrosilasyonu veya tirozin kalintilarinin
nitrasyonu ile gergeklestirdigi bildirilmistir. AB peptit, amino asit dizisinin tirozin 10 amino
asitini bir nitrasyon hedefi olarak gosterir. Bu pozisyondaki nitrasyon, peptitin agregasyon
egilimini gl¢li bir sekilde arttirir ve nitratlanmis AB, agirlikli olarak plaklarin gekirdeginde
bulunur. Bu mekanizmanin AR birikiminin baslamasinda anahtar rol oynadigi

disltinilmektedir [104, 115-117].

2.7. Alzheimer Hastaliginin Tedavisi

AH’nin 1906 yilinda Alois Alzheimer tarafindan tanimlanmasina ragmen hastaligin nedeni
ve tedavisi tam olarak bulunamamistir. Glincel olarak tedavide kullanilan ilaglar hastaligin
semptomlarini gidermeye yonelik ve sadece hastaligin erken ve orta evlerinde etkili
oldugundan tedavi ile ilgili arayislar sirmektedir. Bu baglamda hastaligin patofizyolojik
ozelliklerinden yola ¢ikilarak pek cok hipotez ortaya atilmis ve hipotezler ile iliskili tedavi

hedefleri gelistirilmeye c¢alisiimistir.

2.7.1. Kolinerjik hipotez

1970’li yillarin basinda AH (zerine yapilan biyokimyasal ¢alismalar artmistir. Bu ¢alismalar
dogrultusunda 1970’li yillarin ortasinda asetilkolinin sentezinden sorumlu olan kolinasetil
transferaz enziminin neokortikal alanda eksikligi rapor edilmistir. Bu gelismenin sonrasinda
azalmis kolin alimi, asetilkolin salinimi ve Meynertin bazal ¢ekirdeigindeki kolinerjik kayip
hastalik ile birlikte olusan kolinerjik eksikligi dogrulamis ve bu bilgiler ile asetilkolinin
o0grenme ve hafizadaki rolli birlestirilerek kolinerjik hipotez ileri strilmistir. Kolinerjik
hipoteze gore, AH'nin temel klinik bulgusu olan yeni bilgileri 6grenme glcligl ve
unutkanhk, neokorteks ve hipokampusteki asetilkolin eksikligi ile iliskilidir. Asetilkolin
o6grenme ve hafizadaki roliiniin yani sira uyku-uyaniklik arasindaki denge ve serebral kan
dinamikleri agisindan da énemlidir. Dolayisiyla kognitif fonksiyonlari iyilestirmek ve diizeni

saglamak amaciyla asetilkolin miktari artirilmalidir [85, 118-120].
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AKE ve BKE omurgalilarda asetilkolin hidrolizden sorumlu enzimlerdir. Bununla birlikte
saglikli bir beyinde asetilkolin hidrolizinden sorumlu olan esas enzim AKE’dir. Ayrica AKE'nin
aktif bolge cebinin girisinde bulunan PAB araciligiyla AB peptitler ile etkilesime girerek AR
peptitlerin agregasyonuna yol agmasi enzimin non-kolinerjik bir fonksiyonu olarak ifade
edilmistir. BKE enzimi de AKE gibi asetilkolini hidroliz eden bir diger kolinesterazdir. Saglhkli
bir beyinde AKE’nin bagil bollugunun BKE’den fazla oldugu, hastalik durumunda ise AKE'nin
diizeyinin azaldigi ancak BKE'nin diizeyinin arttigi bildirilmistir. Bu nedenle AH tedavisinde
her iki kolinesteraz inhibisyonunun, beyindeki asetilkolin miktarinin arttirilmasi ve AR
agregasyonunun azaltilmasi acisindan énemli oldugu dislintilmektedir. Ancak kolinesteraz
inhibitorlerinin etkinligi saglam kolinerjik néronlarin varhgina baglidir ve bu nedenle sadece
hastaligin erken ve orta evrelerinde etkilidirler. Bu nedenle hastaligin ileri evresinde de
kullanilabilecek inhibitorlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Glinimiizde daha iyi inhibitorlerin

gelistirilmesi icin calismalar stirmektedir [85, 118-120].

Asetilkolinesteraz

Kristal yapisi ilk defa 1991 yilinda J. L. Sussman tarafindan aydinlatilan ve serin hidrolaz
enzim ailesine dahil olan AKE (E.C. 3.1.1.7)'nin temel biyolojik rol, norotransmitter
asetilkolinin hizli hidrolizi ile kolinerjik sinapslarda sinirsel iletiminin sonlandirilmasidir. 537
amino asitten olusan enzim saniyede 250.000 asetilkolin molekdlini hidroliz
edebilmektedir ve sinirsel iletimin oldugu kas ve sinir sistemi lifleri gibi pek ¢ok dokuda

bulunmaktadir [121-126].

AKE, 14 aromatik amino asidin olusturdugu 20 A uzunlugunda ve 5 A genisliginde ince uzun
bir silindir seklinde enzim aktif bélgesine sahiptir. Enzimin aktif bolge cebi; PAS, acil cebi,
kolin baglanma bolgesi, oksianyon ¢ukuru ve katalitik ti¢ll (esteratik bolge) olmak lizere bes
alt bélgeden meydana gelir. Aromatik amino asitlerce zengin olan ve aktif bolge cebinin
girisinde bulunan kisim PAS olarak adlandirilir. Katalitik Gg¢ll, oksianyon cukuru, kolin
baglanma bdlgesi ve acil cebi substrati hidroliz etmek igin birlikte ¢alisirlar ve bu dordi

birlikte katalitik aktif bolgeyi (KAB) olusturur [121-126].
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Enzim aktif bolgesinin giris kisminda yer alan periferal anyonik bélge Tyr70, Asp72, Tyrl21,
Trp289 ve Tyr334 amino asitlerinden olusmaktadir. inhibitérlerin  baglanmasini
dizenlemesinin yani sira AP peptitle etkilesim kurulmasi acisindan bilylik 6nem

tasimaktadir.

Esteratik bolge veya katalitik tgli, Ser200, Glu327 ve His 440 amino asitlerinden olusur. Bu
Uclq, silindir seklindeki aktif boélgenin en alt kisminda yer alir ve enzimin temel fonksiyonu
olan hidroliz islemini gerceklestirir. Oksianyon cukurunu olusturan Gly118, Gly119 ve
Ala201 amino asitleri ise substrati stabilize edilerek katalitik lg¢liye sunulmasindan
sorumludur. Oksianyon gukuru gibi katalitik UGglinlin gorevini kolaylastirmanin yani sira
substrat seciciliginden de sorumlu olan acil cebi Trp233, Phe288, Phe290 ve Phe331
aromatik amino asitlerinden olusmaktadir. Kolin baglama bolgesi veya anyonik bolge olarak
tanimlanan bolge ise; Trp84, Tyr130, Phe330 ve Phe331 gibi elektronca zengin amino
asitlerden olusur ve bu bolgeyle etkilesebilen inhibitorler ile m-it veya katyon-m etkilesimleri
yaparlar. Ayrica asetilkolin gibi kuaterner amonyumun grubu tasiyan ligandlarin katalitik
Ucliye ulasiminda bir araci gérevi gormektedirler [121-126]. Tezimizde yapilan molekiler
docking calismasinda Torpedo californica tirine ait AKE (TcAKE) enzim yapisi

kullanildigindan bu tire ait numaralandirma sistemi sunulmustur.
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Sekil 2.9. AKE enzim aktif bolgesinin sematik gosterimi

Butirilkolinesteraz

Kolin olmayan esterleri de hidroliz edebildiginden psédokolinesteraz veya spesifik olmayan
kolinesteraz olarak tanimlanan BKE (E.C. 3.1.1.8), serin hidrolaz ailesine dahil bir enzimdir.
AKE ve BKE yapisal olarak yliksek derecede benzerlik gostermektedir ve human BKE (huBKE)
aydinlatilana kadar AKE enziminden yola c¢ikilarak elde edilen homoloji modeller
kullanilmistir. AKE genellikle kas, beyin dokusu ve eritrositlerde bulunurken BKE karaciger,
akciger, bobrek ve kalpte bulunmaktadir. AH’de BKE seviyesi arttigindan tedavi igin
muhtemel bir hedef olusturmaktadir. BKE'nin tam aktivitesi bilinmemekle birlikte AKE
yoklugunda kolinerjik iletimde rol almakta ve kokain, asetilsalisilik asit, eroin gibi diger

esterlerin hidrolizini katalizlemektedir [123, 127-130].
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Sekil 2.10. huBKE enzim aktif bolgesi

BKE enzim aktif bolgesi de AKE aktif bolgesi gibi 20 A uzunluktadir. BKE enzim aktif bolgesi
de AKE aktif bolgesi gibi 14 amino asitten olusur ancak bunlarin sadece 8 tanesi aromatik
amino asittir. Geri kalan 6 amino asit alifatiktir. Bu nedenle BKE aktif bolgesi AKE ile
kiyaslandiginda 200 A3 daha buyiiktir. BKE enzim aktif bolgesinde de yine PAS, agil cebi,
kolin baglanma bolgesi, oksianyon cukuru ve katalitik t¢li (esteratik bolge) bulunmaktadir.
Esteratik bolge veya katalitik Ui¢lii Ser198, Glu325 ve His438 amino asitlerinden olusur. Kolin
baglanma bolgesinde Trp82 ile Ala328 yer almaktadir yani fenilalanin yerine alanin gelmistir
bu da AKE inhibitorleriyle BKE inhibitorlerinin farkli olmasina katki saglamaktadir.
Substratlari stabilize etmek agisindan yardimci olan oksianyon gukuru BKE’'de de Gly116,
Gly117 ve Alall9 amino asitlerinden olusur. AKE’de acil cebinde bulunan Phe295 ve
Phe297 yerini Val288 ve Leu286’ya birakmistir. Acil cebindeki aromatik amino asitlerin
yerini alifatik olanlara birakmasiyla olusan agiklik BKE enziminin daha az spesifik olmasiyla
ve daha hacimli substratlarla etkilesebilmesiyle sonuglanmaktadir. Baglanma agisindan
blylk 6nem tasiyan periferal anyonik bolgede ise Asp70 ve Tyr332 anahtar amino asitlerdir
bunun yaninda Asn68 ve Ala277 de bulunmaktadir [123, 127-130]. Tezimizde yapilan
molekiler docking calismasinda human tirine ait BKE (huBKE) enzim vyapisi

kullanildigindan bu tire ait numaralandirma sistemi sunulmustur.
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2.7.2. Amiloid hipotezi

Kolinerjik hipotezden sonra lizerinde en g¢ok ¢alisilan bir diger yaklasim amiloid hipotezidir.
Amiloid kaskat hipotezi olarak da adlandirilan hipotez, APP’nin olusumu ve islenmesindeki
anormallikleri ve AH'de 6nemli patofizyolojik yolaklari tetikleyen AB peptidin Uretimi ile
klerensi arasindaki dengesizlikleri agiklar. AB peptitler amino asit sayisilari 37 ila 43 arasinda
degisen izoformlara sahiptir. Ancak 40 ve 42 amino asit tasiyan izoformlar daha yaygindir.
Norotik plaklarin diger bir deyisle AB plaklarin temelini olusturan ABas2’nin hidrofobik ve
toksik oldugu bildirilmistir. AR plaklarin pek ¢ok ikincil mekanizma ile nérotoksik etki

yapmasi AH tedavisinde dnemli bir hedef olmasina neden olmaktadir [131].

AB temelli tedavi yaklasimlarindan ilki AB olusumunu azaltmak icin sekretaz aktivitesinin
diizenlenmesine dayanmaktadir. Bu baglamda nonamiloidojenik yolagi aktive etmek icin a-
sekretaz aktivitesinin artirilmasi veya amiloidojenik yolagin etkisinin azaltiimasi icin B ve y-
sekretazlarin inhibe edilmesi amaciyla c¢esitli bilesiklerin gelistirildigi bildirilmistir.
Dermatolojik hastaliklarin tedavisinde kullanilan asitretinin a-sekretaz aktivitesini artirarak
BOS’da ¢ozunilr APPa miktarini artirdigi gosterilmis ve erken ve orta evreli AH tedavisi icin
faz 2 calismalari tamamlanmistir. Noroprotektif etkisi oldugu distnilen ve yesil cayda
bulunan polifenolik epigallokatesin-gallatin da a-sekretaz aktivitesini artirdigi hem de AB
agregasyonunu inhibe ettigi gosterilmis ve faz 2/3 calismalari erken evre AH igin
tamamlanmistir. B-sekretaz ve y-sekretaz inhibitorleri lizerine pek ¢ok klinik ¢alismalar
yapilmis fakat hicbirinde 6nemli dizeyde iyilestirici etki goézlenmemis ve ayrica bu
inhibitorlerin 6nemli yan etkileri oldugu bildirilmistir. Bununla birlikte bir y-sekretaz
inhibitdéri olan semagacestat faz 3 calismalarina kadar ulasmis ancak yeterince etkili

olmadigi gerekgesiyle calismalar sonlandiriimistir. [132-135].

Diger bir tedavi yaklasimi AP transportunun diizenlenmesidir. Apolipoproteinlerin kan
beyin bariyerini gegmemelerine ragmen merkezi sinir sistemi ve perifer arasindaki Ap
hareketini dizenleyerek AB metabolizmasi ve tasinmasinda onemli roller oynadiklari
bildirilmistir. Apolipoprotein E€4 kandan beyine AP gecisini artirmaktadir. Bu gegisin
reseptor araciligiyla yapildigi ve lipoprotein reseptor iliskili proteinin (LRP) aktif rol oynadigi

bildirilmistir. Yasla birlikte LRP miktari azalmakta AP atilim sistemi bozulmaktadir. Periferal
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¢Ozunur LRP miktarinin artmasi, AB atiliminin artmasini sagladigindan potansiyel bir hedef
olarak gorilmektedir. Ayrica ileri glikasyon son Urln reseptoérleri (RAGE) ile AB’nin
etkilestigi boylece merkezi sinir sistemine AB girisinin arttigi da ifade edilmektedir. AH ile
birlikte RAGE miktari arttigindan, RAGE'ninde AP transportunun diizenlenmesinde bir
hedef olabilecegi bildirilmistir. RAGE antagonisti bir molekil klinik ¢alismalarda denenmis

ancak faz 2 asamasinda calismalarin durduruldugu bildirilmistir [132-134].

AP agregasyonunun 6nlenmesi de AP temelli tedavi yaklasimlarindan biridir. Bu yaklasimda
monomerik AP’ye baglanarak oligomerizasyonun ve sonucta agregasyonun onlenmesi
amaclanmaktadir. Bu yaklasimi hedefleyen bir bilesik olan tramiprosate icin faz 3
calismalarinin  stirdigli  bildirilmistir. Ayrica ELNDOO5 icin de faz 2 calismalar
tamamlanmistir. Bunlara ek olarak GV-971 kodlu molekiil Gizerine, AR agregasyon inhibitori
olarak iki ayri klinik calisma ydratialdigd bunlardan birinde faz 3 klinik calismalari
tamamlandigi digerinde ise faz 1'de farmakokinetik calismalarinin devam ettigi bildirilmistir

[132-134].

AH siiresince, plazmin, neprilisin ve insilin degredasyon enzimi gibi AB parcalayici
enzimlerin miktarinin azaldigi belirtilmektedir. Bu bilgiden yola ¢ikilarak AH tedavisinde AB
klerensinin artiriimasi hedeflerden biri olarak distinilmustir. Cesitli hayvan modellerinde,
AB plaklari parcalayan plazmin enzimini bloke eden plazminojen aktivator inhibitor 1'in

inhibe edilmesiyle, plazmadaki ve beyindeki AB miktarini azaldigi gosterilmistir [132, 133].

Yapilan cesitli hayvan modelli ¢alismalarda immunoterapinin AP dizeyini azalttigini
gosterilmistir.  immunoterapi  aktif ve pasif immiinizasyon olarak iki sekilde
yapilabilmektedir. Aktif immiinizasyon, asilar vasitasiyla yapilirken pasif immiinizasyon
antikorlarin direkt verilmesiyle saglanir. Aktif immiunizasyon ilk asamada AB dizeyini
azaltmakla birlikte serebral enflamasyon gibi ¢ok 6nemli yan etkilerle sonuglanmistir.
Sonraki ¢alismalarda da AP diizeyi yine basariyla distrilse de demans semptomlarinda
iyilesmeye rastlaniimadigindan iptal edilmistir. Bununla birlikte faz 2 calismalar
tamamlanan CAD106’in aktifimmunoterapi agisindan umut verici oldugu distnilmektedir.

Pasif immunizasyonda bapinezumab ve solanezumab faz 3 ¢alismalarini tamamlamalarina
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ragmen kognitif fonksiyonlarda yeterince etki gosteremediklerinden onaylanmamistir

[132-135].

2.7.3. Tau hipoteazi

Noronal hiicrelerde yer alan tau proteininin mikrotibdl stabilizasyonunda gorevli oldugu
bilinmektedir. Tau proteininin fosforilasyon icin cesitli bolgeleri bulunmaktadir ve
mikrotibdillere baglanma yetenegi fosforilasyon durumuna baghdir. Hiperfosforile tau
proteinin mikrotibdllere afinitesi azaldigi bildirilmistir. AH’de mikrotlbil baglama ve
stabilize edici rolini kaybeden hiperfosforile tau proteini, cift sarmal iplikler halinde
topaklanarak noérodejenerasyona sebebiyet verir. AB plaklar ve hiperfosforile tau
proteinleri nérodejenerasyonun en dnemli iki sebebi olarak gorildigiinden AH tedavisinde

onemli bir hedeftir [131].

Tau proteininin hiperfosforilasyonu mikrotibdllerin stabilize olmasinin 6niindeki ilk engel
oldugundan anahtar hedef olarak gorilmektedir. Tau fosforilasyonunda birincil enzim olan
glikojen sentez kinaz-3B (GSK-3B)'nin inhibe edilmesiyle tau hiperfosforilasyonunun
engellenmesi amacglanmaktadir. Klinik calismalarda lityum ve valproat’in test edildigi fakat
etkilerinin yeterli bulunmadigi bildirilmistir. Yine tideglusib isimli bilesigin de de GSK-3B’yi
inhibe ederek tau hiperfosforilasyonunun oOnline gectigi gosterilmis fakat klinik

¢alismalarda yeterince etkin olmadigi belirtilmistir [132-135].

Tibilinlere baglanarak mikrotiibiil stabilizasyonunu saglamak da tau temelli hedeflerden
biridir. Bu amagla gelistirilmis olan TPI-287’nin faz 1 c¢alismalari yakin zamanda
tamamlanmistir. Mikrotibdl stabilizasyonu icin paklitaksel ve epitilon D de denemis ancak
toksik yan etkileri nedeniyle klinik calismalarindan olumlu sonuglar elde edilememistir

[132-135].

Ayrica tau oligomerizasyonun engellenmesinin tau temelli AH tedavisinde etkin bir hedef
olabilecegi distnilmis ve cgesitli calismalar yuratilmustir. Metilen mavisinin AR ve tau
agregasyon inhibitori oldugu bilinmektedir. Buradan yola ¢ikilarak elde edilen TRx0014 ve

TRx0237 (LMTM) lizerinde yapilan klinik calismalar halen devam etmektedir [132-135].
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Baska bir strateji de polimerize taunun parcalanmasini arttirmak ve boylece toksisitesini
azaltmaktir. Bu baglamda denatiire olan proteinlerin katlanmasinda rol alan isi sok proteini
90 hedef olarak goriilmektedir. Isi sok proteini 90 inhibitori olan kurkuminin, NFY
olusumunu baskilayarak ve halihazirda olusmus olan NFY’lerin ¢dzlinmesini tesvik ederek

AH tedavisine katkisi olacagi bildirilmigtir [132-135].

Hiperfosforile tau miktarini azaltmak ve semptomlari iyilestirmek icin tau immiinizasyonu
Uzerine galisiimalar da yurutilmektedir. Aktif immiinizasyon igin AADvac-1 ve ACI-35
astlarinin klinik ¢galismalarinin devam ettigi, pasif immiinizasyon igin ise ABBV-8E12 ile ilgili
faz 2 g¢alismalarinin tamamlandigi, RO7105705’in de halen faz 2 g¢alismalarini stirdlrdigu

bildirilmistir [132-135].

2.7.4. Diger tedavi yaklagimlari

Norotransmitter seviyelerinin diizenlenmesi iceren tedavi hedefleri

Glutamaterjik noéronlarin sinaptik plastisiteyi, néronal bliyiime ve farklilasmayi dolayisiyla
kognitif fonksiyonlari ve hafizayl dizenledigi bilinmektedir. Ancak AH’de artmis glutamat
seviyesinin NMDA reseptorlerinin asirn uyarilmasina ve bu sonucunda eksitotoksisiteye
neden oldugu belirtilmektedir [135, 136]. 2014 yilinda, NMDA reseptor antagonisti olan
memantin ve donepezilin yeni bir formilasyonu onaylanmis, piyasaya Namzaric® ticari

ismiyle sunulmustur [137].

Noérodejenerasyonda hipokampal bélgenin néronlari gbz ontine alindiginda dncelikli olarak
kolinerjik noronlar ardindan da glutamaterjik noronlar etkilenirken bilinmeyen
nedenlerden dolayi GABAerjik (gama amino butirik asit) noronlarin goéreceli olarak
korundugu goézlenmistir. Bu nedenle tam olarak agiklanamasa da GABAerjik fonsiyonun
tehlikeli olacagina inanilmis ve GABA antagonistleri arastiriimaya baslanmistir. GABA B
reseptor antagonisti olan SGS742'nin kognitif fonksiyonlari iyilestirdigi gdsterilmis ve faz 2

calismalari tamamlanmistir. Fakat ileri ¢calismalara devam edilmemistir [133, 138].
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Serotonin reseptorlerinin AH’deki rolii tam olarak anlasilabilmis degildir. Fakat AH’de
serotonin reseptorlerinin ve 5-HT pozitif néronlarin yogunlugunun énemli 6lglide azaldigi
gozlemlenmistir. 5-HTs antagonisti olan SB-742457 (intepirdine), faz 2 calismalarinda tek
basina ve donepezil ile kombinasyonlari halinde denendiginde pozitif sonuglar vermistir.
Fakat ilerleyen galismalarda yeterince etkili olmadigi gézlendiginden geri ¢ekilmistir. Ayrica
5-HTs reseptor agonistleri ve antagonistleri incelendiginde her ikisinin de belirtiler izerine
olumlu etkiler yaptigi fark edilmekle birlikte ve durum heniiz agikliga kavusturulamamigtir

[132, 139].

Bilissel islevlerde dnemli rol oynayan beyin kisimlarinda bulunan histamin H3 reseptorleri,
bloke edildiginde sinaptik araliga asetilkolin, dopamin, noradrenalin gibi
norotransmitterlerin saliminin arttigi  bilinmektedir. H3 reseptdor antagonisti olan

GSK239512’nin faz 2 ¢alismalari tamamlanmistir [133, 135].

Antienflamatuvar tedavi yaklasimi

Non-steroidal antienflamatuvar ilaglari uzun sireli kullanan hastalarda AH goérilme
sikliginin diismesi bu ilaglarin hastalik acisinda yararl etkileri olabilecegini distindlirmus ve
arastirmacilarin ilgisini ¢ekmistir. Yapilan bir calisma ile fenamat sinifi non-steroidal
antienflamatuvar ilaglarin in vitro olarak NLRP3 inflamazom aktivasyonunu inhibe ettigini

ve transgenik farelerde azalmis mikroglia aktivasyonu sagladigini géstermistir [140].

ibuprofen, AH insidansina karsi koruyucu etkisi oldugu bildirilen ve en ¢ok kullanilan non-
steroidal antienflamatuvar ilaglardan biridir. Fakat yapilan klinik ¢calismalarla AH’de bilissel
fonksiyonlar Gzerine etkisi oldugu kanitlanamamistir. Erken evre AH’de ibuprofen ve mast
hiicre stabilizéri olarak kullanilan kromolin (ALZT-OP1) kombinasyonunun faz 3 klinik
calismasi devam etmektedir (NCT02547818) [141]. Ayrica AH ile ilgili olarak,
antienflamatuvar bir ilag olan salsalatin da faz 1 klinik calismalarinin strdgu bildirilmistir.
TNF-a inhibitorli olan etanersept ile ilgili faz 2 ¢alismasinin yakin zamanda yapildig1 ve

olumlu sonuglar elde edildigi bildirilmistir [134, 142].
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Oksidatif strese yonelik tedavi yaklasimi

ROT’un, enzimler, membran lipitleri ve DNA da dahil olmak izere dnemli makromolekiillere
atak ederek hiicre olimiine yol agtigi bildirilmistir. Vitaminler (E, C ve karotenoidler) ve
fitokimyasallarin dahil oldugu bazi dogal antioksidanlar ve sentetik bilesiklerin bu durumun
dniine gecerek AH’de koruma saglayabilecegi disiiniilmektedir. Ornegin E vitamini ve
memantin kombinasyonu faz 3 g¢alismalarini tamamlamistir. Diger bir antioksidan
kombinasyon olan E vitamini ve selenyum kombinasyonu da faz 3 galismalarini
tamamlamistir [133, 143]. Bu baglamda cesitli flavonoid ve karotenoidlerin AH deneysel
modelleri Gizerindeki noéroprotektif etkileri incelenmektedir [144]. Glicli bir antioksidan
olan melatonin icin de faz 2 calismasini tamamlanmistir ve bunun yaninda besin destegi
olarak etkisi de incelenmektedir [132, 145]. Ayrica antioksidan Ozellikte polifenolik bir

bilesik olan resveratroliin de faz 2 calismalarini tamamlandigi bildirilmistir [146].
2.7.5. Alzheimer Hastaligi Tedavisinde Kullanilan Onaylanmis ilaglar

Gincel olarak AH tedavisinde kullanilan dort ilag bulunmaktadir. Bunlardan donepezil,
galantamin ve rivastigmin AKE inhibitoriiyken memantin NMDA reseptor antagonistidir.
Kolinerjik hipotezi temel alinarak gelistirilmis ve onaylanmis ilk ilag olan takrin ise

hepatotoksisitesi nedeniyle glinimiizde kullaniimamaktadir [147, 148].
NH, 0
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A
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Sekil 2.11. AH tedavisinde kullanilan ilaglar
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Cizelge 2.1. Kolinerjik hipoteze dayanarak gelistirilmis ilaglarin ICso degerleri [149]

ilaglar AKE igin ICso degeri BKE igin I1Cso degeri
Takrin 100-200 nM 20-40 nm
Donepezil 2-10 nM 2-10 pM
Rivastigmin 0.7-1.5 uM 0.3-1 uM
Galantamin 300-700 nM 7-20 uM

Takrin

AH tedavisinde onaylanan ilk AKE inhibitorii olan takrin 1993 yilinda Cognex® adiyla
piyasaya cikmistir. Antibakteriyel bir molekil olarak tasarlanan takrinin, distk
antibakteriyel etki gostermesi baska farmakolojik aktivitelerinin de incelenmesine ve AKE
inhibitora olarak kesfedilmesine neden olmustur. Takrin tetrahidroaminoakridin kimyasal
yapisina sahiptir, secici olmayan geri doniisli kolinesteraz enzim inhibisyonu yapmaktadir
ve BKE enzimini AKE’den daha ¢ok inhibe etmektedir. Hizli absorbe edilir fakat yiiksek
derecede ilk gecis eliminasyonuna ugradigindan oral biyoyararlanimi diistiktir. Gidalar ile
birlikte tiketildiginde oral biyoyararlanimi diismekle birlikte gastrointestinal yan etkileri de
azalmaktadir. Dislik biyoyararlaniminin yani sira yarilanma émri de ¢ok kisadir. Bu nedenle
glin icinde dort kere kullanilmasi gerekmektedir. Hem sik sik tekrarlanmasinin gerekmesi
hem de hepatotoksik etkileri nedeniyle takrin ginimiizde kullanilmamaktadir. Fakat iyi
derecede enzim inhibisyonu yapmasi nedeniyle yapisal iskeleti korunarak ¢esitli hibrit

formlarinin hazirlandigi calismalar stiregelmektedir [150-152].

Takrin, nikotinik reseptorlere afinitesinin daha yiiksek olmasiyla birlikte muskarinik
reseptoérlere de baglanabilmektedir. Ayrica monoamin oksidaz enziminin iki izoformunu da
inhibe edebilmekte ve sinir uglarindaki dopamin ile serotoninin miktarini artirarak
antidepresan etki de saglamaktadir [153]. Tim bu 06zellikler ve sentetik olarak
modifikasyona uygun kimyasal yapisi takrinin degerli kilmaktadir [154]. Kolinesteraz
enzimlerinin katalitik aktif bolgesiyle glicli etkilesimler yapan takrinin, periferal anyonik

bolge ile etkilesim yapabilecek cesitli gruplarla hibritleri olusturuldugunda gigcli inhibitor
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etki gosteren molekdllerin olustugu bildirilmistir. Ayrica gesitli farmakolojik etkilere sahip
gruplarla birlestirildiginde coklu etki gdsteren hibritlerinin ortaya ciktigi belirtilmistir.
Ornegin takrin-melatonin hibritiyle ve takrin-flavonoid hibritiyle enzim inhibisyonuna ek
olarak antioksidan ve noéroprotektif etki saglandigi bildirilmistir [155]. Takrin ve mefenamik

asit hibritinin de antienflamatuvar etki amaclanarak gelistirildigi ifade edilmistir.

Donepetzil

1996 yilinda hafif ve orta evre AH tedavisi i¢in onaylanan donepezil, piyasaya Aricept® ismi
ile sunulmustur. AKE’ye kovalent olmayan baglarla baglanan selektif ve non-kompetitif tip
kinetik sergileyen bir inhibitordir. Oral biyoyararlanimi ylksektir ve yarilanma émri hayli
uzundur. Ayrica oral biyoyararlanimi gidalardan etkilenmemektedir. Karaciger toksisitesi de
olusturmadigindan AH tedavisinde halen en glvenilir ve efektif ilag olarak
degerlendirilmektedir [156, 157]. Takrin ile kiyaslandiginda uzun yarilanma siiresi ve beyin

dokusuna seciciligi ile 6ne ¢cikmaktadir [150].

Donepezil her iki kolinesterazi da inhibe etmekle birlikte AKE'ye secici oldugu
bildiriimektedir [6]. Donepezilin gli¢li enzim inhibisyonu yapmasinin yani sira AB kaynakli
norotoksisitenin online gectigi, AB agregasyonunu azalttigl, glutamat konsantrasyonunu
azalttig), antioksidan ve antienflamatuvar etkisi oldugu bildiriimektedir [153]. Ayrica
donepezil, glcli inhibitor etkisi ve dizglin farmakokinetik profili nedeniyle ilag gelistirme
¢alismalarinda tercih edilen bir molekildir. Rivastigmin, takrin ve Huperzin A (dogal
kaynakh AKE inhibitort) gibi molekdllerle gigli inhibitor etki gdsteren hibritlerinin
hazirlandig bildirilmistir [158].

Donepezilin kimyasal yapisi incelenerek indanon halkasi, piperidin halkasindaki azot ve
benzil kisimlarinin AKE enzimi ile etkilesimde 6nemli oldugu bildirilmistir. Ayrica molekilin
AKE enzim aktif bolgesindeki amino asitler ile yaptigi direkt etkilesimler kadar su
molekdlleri vasitasiyla yaptigl etkilesimlerin de 6nem tasidigi bildirilmistir. Donepezilin
indanon halkasinin enzim aktif bélgesinin girisinde yer alan Trp279 ile, benzil kisminin ise
kolin baglanma bolgesinde yer alan Trp84 ile m-nt etkilesimi yaptigi gosterilmistir. Bunun

yani sira piperidin azotunun da Phe330 ve Tyr334 ile su molekdilleri araciligiyla hidrojen bagi
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yaptig bildirilmistir [6, 158]. Ayrica indanon halkasindaki dimetoksi gruplari su molekiilleri

aracthgiyla Trp279 karbonil tizerinden ek etkilesimler saglamaktadir [4].

Sekil 2.12. huAKE enzim aktif bolgesi ile donepezil etkilesimi

Rivastigmin

Dogal bir alkaloid olan fizostigminin kolinerjik eksikligi gidermek amaciyla etkin olabilecegi
dislinulerek arastiriilmaya baslanmis ve kolinesteraz enzimlerini yavas geri dénuslii ve non-
selektif olarak inhibe ettigi gdzlenmistir. Fizostigmin, oral biyoyararlanimi yliksek olmasina
ragmen eliminasyon yarilanma omriiniin kisa olmasi ve glin icerisinde doz tekrari
gerektirmesi nedeniyle kullanilamamaktadir. Buradan yola ¢ikilarak elde edilen karbamat
yapisinda ve kolinesteraz enzimlerini psédo tersinmez sekilde inhibe eden rivastigmin 2000
yilinda onaylanarak Exelon® ticari ismiyle piyasaya siurilmustir. Hizli absorbe olmasina
karsilk ilk gecis eliminasyonuna ugradigindan oral biyoyararlanimi %40 civarindadir. Daha
iyi cozlinmesini saglamak amaciyla tartarat tuzu olarak kullaniimaktadir. Kandaki
konsantrasyonunu ayarlamak icin transdermal olarak kullanildigi taktirde glinde bir kez

uygulanabilecegi bildirilmistir [150, 159].
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AH slresince beyindeki AKE/BKE orani degistigi gibi AKE enziminin formu da degismektedir.
Saglkli beyinlerde G4 (tetramer) formu baskin olarak bulunmaktayken AH’den sonra G1
(monomer) formu artmis olarak gézlenmektedir. Rivastigminin temel iki avantajindan ilki
iki kolinesterazi da inhibe etmesi dolayisiyla, digeri ise G1 formuna secici olarak

baglanmasidir [4, 160, 161].

Rivastigmin ile AKE etkilesimleri incelendiginden, karbamoil kisminin Ser200 ile kovalent
bag yaparak ayrildigi, kalan kisminda bulunan fenil halkasinin da katalitik aktif bolgedeki
Trp84 ve Phe330 ile n-it etkilesimi yaptigi bildirilmistir. Ayrica kalan kisimdaki fenolun {i¢ su

molekili ile hidrojen bagi yaparak stabilize edildigi goralmistir [4].

Phe288

%’

Gly119

Gly118

Sekil 2.13. TcAKE enzim aktif bolgesi ile rivastigmin etkilesimi
Galantamin

Galantamin ilk olarak Galanthus woronowii tiirinden izole edilen dogal bir alkaloiddir ve
Amaryllidaceae familyasindaki diger tirlerin soganlarinda da bulunmaktadir. Yapisal olarak
kodeine benzeyen galantamin, segici, kompetitif ve geri dénusli bir enzim inhibitoértddr.
AKE’yi BKE'ye gore daha iyi inhibe etmektedir. 2001 yilinda onaylanarak Reminyl® isimli
preparatiyla piyasaya giris yapmistir. Cok hizli absorbe edilebilen galantaminin oral
biyoyararlanimi %85 ile %100 arasinda degismektedir. Yiyeceklerle birlikte kullanildiginda
absorbsiyonu azalmaktadir [156, 162].
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Galantamin diger AKE inhibitorlerinden farkli olarak nikotinik asetilkolin reseptoérlerinin
pozitif allosterik modilasyonunu yapmasi nedeniyle kognitif fonksiyonlari olumlu yénde
etkilemektedir. Ayrica nikotinik reseptorler Gizerindeki allosterik modulator etkisi sayesinde
sinaptik aralikta, hafiza ve duygusal durum icin 6nemli oldugu bilinen noradrenalin,
dopamin ve GABA gibi nérotransmitterlerin miktarini da artirdigi bildirilmistir. Bunlarin yani

sira oksidatif strese karsi koruyucu etkisi oldugu da savunulmaktadir [4, 153, 163].

Galantaminin enzim aktif bolgesinin cebinde yer alan kolin baglanma bolgesi ve agil cebi ile
etkilesime girdigi gosterilmistir. Ayrica katalitik Uglideki Ser200 ile su molekilleri
aracithgiyla etkilesim yaptigi da bildirilmektedir. Bunlarin yani sira hidroksil grubunun
oksianyon cukurundaki aminoasitlerle su koprisi araciligiyla H bagi yaptigi ve N-metil

yapisinin da Phe330 ile katyon-mt etkilesimi sagladigi gosterilmistir [4].

Phe297
Phe295

Tyr337

Glu202

Trp86

Sekil 2.14. huAKE enzim aktif bolgesi ile galatamin etkilesimi
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Memantin

Memantin, 2003 yilinda onaylanmis ve Ebixa® (Amerika’da Namenda®) ismiyle kullanima
girmis NMDA reseptor antagonistidir. Noronlari artmis glutamat aktivitesi sonucu olusan
eksitotoksisiteden korumaktadir. ilk olarak 1968 yilinda antidiyabetik bir ilag olarak
patentlenmis fakat kandaki glukoz oranini disirmedigi gortlmustir. Farkli farmakolojik
etkilerinin arastirilmasi amaciyla tekrar test edildiginde merkezi sinir sisteminde aktif
oldugu bulunmus ve 1989 yilinda tekrar piyasaya sunulmustur [164]. NMDA reseptor
afinitesi ortalama olan memantin, non-kompetitif bir antagonisttir. Memantinin potensinin
glutamat konsantrasyonu ile iliskili oldugu, normal glutamat konsantrasyonunda NMDA
reseptorind zayif bir sekilde inhibe ederken yiksek glutamat seviyelerinde gliclii bir
inhibisyon profili sergiledigi bildirilmistir. Etki mekanizmasi noroprotektif olarak
tanimlanabilir. Memantinin absorbsiyonu iyi oldugu, gidalarla alimdan da etkilenmedigi ve
bunlarin yani sira oral biyoyararlanimi da %100’e yakin oldugu belirtilmektedir [4, 153]. AH
tedavisinde orta ve ileri evrede monoterapi olarak veya kolinesteraz inhibitorleri ile birlikte
kullanilmaktadir [165]. Fakat tipki kolinesteraz inhibitorleri gibi memantin de hastaligin

semptomlarina yonelik tedavi sunmaktadir [166-168].
2.8. Benzoksazolon ve Benzotiyazolon Halkalarini Farmasotik Kimyadaki Onemi

1,3-Benzoksazol-2(3H)-on, benzen ve 2-oksazolinon halkalarinin kaynasmasindan olusmus
bisiklik bir halka sistemidir. 2(3H)-benzoksazolon, 2-okso-3H-benzoksazol ve 2-
benzoksazolinon olarak da isimlendirilmektedir. Erime derecesi 139-140 °C’dir ve sulu
¢ozeltilerinde asidik pH’da noniyonize formda bulunurken bazik pH’da iyonize halde
bulunur. 2(3H)-benzoksazolon ile 2-hidroksibenzoksazol arasinda tautomerik bir dengenin

oldugu ve bu dengede laktam formunun baskin olarak bulundugu bildirilmistir [169-172].

Crp

Sekil 2.15. Benzoksazolon halkasinin numaralandirilmasi ve tautomerik formlari
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1,3-benzotiyazol-2(3H)-on ise benzen ve 2-tiyazolinon halkalarinin kaynasmasindan
olusmus bir halka sistemidir. 2(3H)-benzotiyazolon, 2-okso-3H-benzotiyazol ve 2-
benzotiyazolinon olarak da adlandirilabilmektedir. Ayrica benzoksazolon gibi fenolik
karakterde olup sulu bazik c¢ozeltilerinde iyonize formda bulundugu ve tautomerik

dengenin de laktam yoniinde oldugu bildirilmistir [173, 174].

L

Sekil 2.16. Benzotiyazolon halkasinin numaralandirilmasi ve tautomerik formlari
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1,3-benzotiyazol-2(3H)-on
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Farmasotik Kimya acisindan dnemli halka sistemlerinden benzoksazolon ve benzotiyazolon
yapilari birbirinin bioizosteri olan halkalardir. Yapisal olarak 6nemli avantajlara sahiptirler.
Lipofilik ve hidrofilik 6zellikleri bir arada tasiyan elektronca zengin halka sistemleridir.

Ayrica iki tane hidrojen bag akseptériine ve bir tane hidrojen bag dondriine sahiptirler [12].

Ayrica bu halkalarin, fenol ve katesol esdegerlerine gore metabolik olarak daha dayanilikh
olmalari bir diger avantajlari olarak bildirilmistir. Bu yapilarin yerine benzoksazolon veya
benzotiyazolon biyoizosterilerinin kullanilmasiyla farmakokinetik profilin iyilestigi, stabilite
problemlerinin ¢o6zUldGgl dolayisiyla ilag olabilirlik agisindan daha basarili sonuglar elde
edildigi bildirilmistir. Sonug¢ olarak kimyasal modifikasyona uygun vyapilari organik
sentezlerde kolaylik saglamakta ve farkli farmakolojik etkiler icin saglam temel

olusturmaktadir [12].

Benzoksazolon ve benzotiyazolon halka sistemlerinin tepkimeleri genel olarak lg¢ temel
baslik altinda incelenmektedir. Bunlardan birincisi 3 numarali konumdaki N lzerinden yer
degistirme tepkimesi, ikincisi 6 numarali konumdan elektrofilik aromatik yer degistirme
tepkimesi ve UglinclsiU de halka acilmasi veya genislemesi tepkimeleridir [12, 16, 17, 175-

177].
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Benzoksazol ve benzotiyazol halkalarinin tepkimleri de genel olarak tic temel baslik altinda
incelenebilmektedir. Bunlar 2 numarali konumdan vyiriyen tepkimeler, benzen halkasi

uzerinden elektrofilik aromatik yer degistirme tepkimeleri ve halka agilmasi tepkimeleridir

[178].
4 3
> @[N\> 5 X=0 1,3-benzoksazol
6 X X=S 1,3-benzotiyazol
7 1

Sekil 2.17. Benzoksazol ve benzotiyazolon halka sistemlerinin numaralandiriimasi

2.8.1. Benzoksazol ve benzoksazolon halkalarinin biyolojik aktiviteleri

Klinikte kullanilan benzoksazol ve benzoksazolon halka sistemlerini tasiyan cesitli ilaclar
bulunmaktadir. Belsombra® ticari ismi ile satilan suvoreksant benzoksazol yapisina sahip
insomnia tedavisinde kullanilan bir ilactir. Antienflamatuvar ve kas gevsetici bir ilag olan
klorzoksazon da Paraflex® ve Prafon Forte® ticari isimleriyle piyasada bulunmaktadir. Kas
gevsetici birilag olan zoksazolamin ve antienflamatuvar etkili flunoksaprofen onaylandiktan
sonra hepatotoksisiteye neden olduklari belirlendiginden gliniimizde kullanilamamaktadir.
Ayni sekilde antienflamatuvar bir ilag olan benoksaprofen yan etkileri ve ilaca bagh 6limler
nedeniyle piyasadan ¢ekilmistir [179, 180]. Hiperlipidemi tedavisinde kullanilmasi amaciyla
2017 yilinda Japonya’da onaylanan ve klinik galismalari halen siren pemafibrat da

benzoksazol yapisi tasimaktadir [181].

Benzoksazol ve benzoksazolon halka sistemleri (zerinde vyapilan ¢esitli kimyasal
dizenlemeler ile farkli farmakolojik etkilere sahip molekillerin elde edildigi bildirilmistir.
Bu halka sistemlerinin tasiyan bilesiklerin antimikrobiyal, antienflamatuvar, analjezik,
antifungal, antikonviilzan, antikanser, antihiperglisemik, anti-tiberkiloz, anti-HIV ve
antihelmintik aktivite gosterdigi belirtilmistir [175, 182, 183]. Cizelge 2.2’de benzoksazol ve

benzoksazolon yapisina sahip bilesikler ve aktiviteleri ilgili glincel calismalar sunulmustur.
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Sekil 2.18. Bezoksazol ve benzoksazolon yapisi tasiyan ilaglar

Cizelge 2.2. Benzoksazol ve benzoksazolon halkalari tizerine yapilan glincel calismalar

Referans Molekil Yapisi Biyolojik Etkisi
\
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Cizelge 2.2. (devam) Benzoksazol ve benzoksazolon halkalari Gzerine yapilan glincel
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N
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Br
H,N N /7\
o
o “— 0




54

2.8.2. Benzotiyazol ve benzotiyazolon halkalarinin biyolojik aktiviteleri

Benzotiyazol ve benzotiyazolon halka sistemleri ila¢g tasariminda c¢okca tercih
edildiklerinden ¢esitli biyolojik etkileri olan ilaglarin yapisinda bulunmaktadirlar.
Pramipekzol (PEXOLA®) 4,5,6,7-tetrahidro-1,3-benzotiyazol yapisi tasiyan ve Parkinson
hastaliginin tedavisinde levodopayla veya tek basina kullanilabilen bir ilagtir. Riluzole de
ayni sekilde benzotiyazol halkasi igerir ve amyotrofik lateral skleroz hastaliginin tedavisinde
kullanilmaktadir. Aldoz rediiktaz inhibitorii olarak diyabet tedavisinde kullaniimasi
planlanan zopolrestat ve karbonik anhidraz inhibitéri olan etoksazolamit de ayni motife
sahip bilesiklerdir. Benzotiyazolon yapisindaki Viozan™ ise kronik obstruktif akciger

hastaliginin tedavisinde kullanilmak Uizere tasarlanmis bir bilesiktir [11].

H
AN S F_ O s ~_0 s O
\C[ >—NH, T \©[ >—NH, >—S—NH,
N F N N I
0]
Pramipekzol Riluzol Etoksazolamit
(0] . 0
NP F s H
Z S F HNJ@/\/N\/\S/\/\O
F
0 HO
OH Viozan

Zopolrestat

Sekil 2.19. Benzotiyazol ve benzotiyazolon yapisi tasiyan ilaglar

Benzotiyazol ve benzotiyazolon halkalarinin antitiiberkiler, antiviral, antimikrobiyal,
antimalaryal, antikonvilzan, antihelmintik, antidiyabetik, antikanser, analjezik ve
antienflamatuvar etkileri Gzerine yapilmis pek ¢ok calisma bulunmaktadir [192, 193].

Bunlardan glincel bir kismi Cizelge 2.3’de sunulmustur.



Cizelge 2.3. Benzotiyazol ve benzotiyazolon halkalari tizerine yapilan glincel calismalar
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Referans Molekdil Yapisi Biyolojik Etkisi
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Cizelge 2.3. (devam) Benzotiyazol ve benzotiyazolon halkalari Gzerine yapilan giincel

¢ahismalar
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kimyasal Calismalar
3.1.1. Kimyasal ¢calismalarda kullanilan geregler
Tasarlanan molekdillerin kimyasal sentezleri Gazi Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik

Kimya Laboratuvarinda gergeklestirilmistir. Kullanilan kimyasal maddeler teknik ve analitik

saflikta olup cesitli firmalardan temin edilmistir. Kullanilan maddeler ve aletler asagida

listelenmistir.

Kullanilan Kimyasal Maddeler Firma

1,3-Benzoksazol-2(3H)-on Sigma Aldrich
1,3-Benzotiyazol-2(3H)-on Sigma Aldrich
Benzotiyazol Sigma Aldrich
2-Amino-5-nitrofenol Sigma Aldrich
Benzoik asit Sigma Aldrich
Dimetilsiilfat Sigma Aldrich
Kalay klorir Sigma Aldrich
Aliminyum klorur Sigma Aldrich
Kloropropiyonil klorir Sigma Aldrich
Etil 4-bromobutirat Sigma Aldrich
Etil 5-bromovalerat Sigma Aldrich
1-Fenilpiperazin Sigma Aldrich
1-(4-Klorofenil)piperazin Sigma Aldrich
1-(4-Florofenil)piperazin Sigma Aldrich
1-(4-Triflorometilfenil)piperazin Sigma Aldrich
1-(4-Metilfenil)piperazin Sigma Aldrich
1-(4-Metoksifenil)piperazin Sigma Aldrich
1-Benzilpiperazin Sigma Aldrich
4-Benzilpiperidin Sigma Aldrich
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N-Benzilmetilamin Sigma Aldrich
4-Fenilpiperidin Sigma Aldrich
1-(4-Metoksibenzil)piperazin Sigma Aldrich
1-(4-Klorobenzil)piperazin Sigma Aldrich
1-(4-Florobenzil)piperazin Sigma Aldrich
1-(4-(Triflorometil)benzil)piperazin Sigma Aldrich

N-(3-Dimetilaminopropil)-N'-etilkarbodiimid hidrokloriir (EDC)  Sigma Aldrich

4-(Dimetilamino)piridin (DMAP) Sigma Aldrich
Demir Sigma Aldrich
Metil akrilat Sigma Aldrich
Polifosforik asit Sigma Aldrich
Trietilamin (TEA) Sigma Aldrich
Potasyum karbonat Merck
Sodyum karbonat Merck
Sodyum iyodiir Merck
Sodyum hidroksit Merck
Potasyum hidroksit Merck
Hidroklorik asit Merck

3.1.2. Kimyasal ¢calismalardaki genel sentez yéontemleri

3-Metil-1,3-benzoksazol-2(3H)-on [177]

5 g (0,037 mol) benzoksazolon 50 ml 1M NaOH ¢ézeltisi icerisinde ¢oziildi. Uzerine 3,5 ml
(0,037 mol) dimetilsilfat ilave edildi ve 30 dakika oda sicakliginda karistirildi. Stire sonunda
balon igerigi suya bosaltildi ¢éken Grin stzaldd, kurutuldu ve kristalizasyon yapilmaksizin

bir sonraki basamak igin kullanildi. Verim= 4,38 g (%80). Erime derecesi= 84°C’dir.
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3-Metil-1,3-benzotiyazol-2(3H)-on

2 g (0,013 mol) benzotiyazolon, 20 ml 1M NaOH ¢ozeltisi ve 1,48 ml (0,016 mol)
dimetilstlfat kullanilarak yukaridaki yonteme goére yapildi. Verim=1,98 g (%90). Erime

derecesi= 76 °C’dir.

3-Metil-6-nitro-1,3-benzoksazol-2(3H)-on [204]

15 ml %65’lik nitrik asit, yag banyosunda 40°C’ye kadar isitildi ve balon igi sicakligin 40-50
°C’'de olmasi saglanarak 3 g (0,02 mol) 3-metil-1,3-benzoksazol-2(3H)-on porsiyonlar
halinde ilave edildi. ilave tamamlandiktan sonra yarim saat karistirildi. Siire sonunda balon
icerigi buzlu suya bosaltilip 15 dakika daha karistirildi ve ¢oken Griin stzildi. Kristalizasyon
yapilmaksizin bir sonraki basamak icin kullanildi. Verim= 3,32 g (%85). Erime derecesi= 181-

182 *C'dir.

3-Metil-6-nitro-1,3-benzotiyazol-2(3H)-on

10 ml %65’lik nitrik asit ve 2 g (0,012 mol) 3-metil-1,3-benzotiyazol-2(3H)-on kullanilarak

yukaridaki yonteme gore sentez edildi. Verim=2,31 g (%91). Erime derecesi= 163-165 °C’dir.

6-Amino-3-metil-1,3-benzoksazol-2(3H)-on [16]

2 g (0,01 mol) 3-metil-6-nitro-1,3-benzoksazol-2(3H)-on iki boyunlu balona alindi lizerine
40 ml etanol ve 8 ml 6 N HCl ¢6zeltisinden ilave edilerek geri ¢eviren sogutucu altinda isitildi.
Kaynamaya basladiktan sonra 11,8 g (0,05 mol) SnCl,.2H,0 porsiyonlar halinde ilave edildi
ve ilaveden sonra 30 dakika kaynatildi. Sire sonunda etanol uguruldu ve balon igerigi
sodyum hidroksit c¢ozeltisi ile pH 10-11 arasina getirildi. Ardindan diklorometan ile
ekstraksiyon yapilarak organik faz alindi ve kuruluga kadar ugurularak triin elde edildi. Elde
edilen Urin kristalizasyon yapilmaksizin bir sonraki basamak icin kullanildi. Verim=1,5g

(%87). Erime derecesi= 154°C’dir.
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6-Amino-3-metil-1,3-benzotiyazol-2(3H)-on

2 g (0,009 mol) 3-metil-6-nitro-1,3-benzotiyazol-2(3H)-on, 40 ml etanol, 8 ml 6 N HCl ve
10,74 g (0,048 mol) kalay klortr kullanilarak yukaridaki yénteme goére yapildi. Verim= 1,54
g (%90). Erime derecesi= 188-189 °C’dir.

3-Kloro-N-(3-metil-2-okso-2,3-dihidro-1,3-benzoksazol-6-il)propanamit

500 mg (0,003 mol) 6-amino-3-metil-1,3-benzoksazol-2(3H)-on 6 ml DMF icerisinde
¢Ozildi. Cozeltiye 37 mg (0,0003 mol) DMAP ve 0.32 ml (0,0022 mol) TEA ilave edilerek 10
dakika karistirildi. Daha sonra buz banyosuna alinarak 0,38 ml (0,004 mol) kloropropiyonil
kloriir ilave edildi ve 1 saat oda sicakliginda karistinldi. Siire sonunda balon icerigi buzlu
suya bosaltihp karistirildi. Coken madde vakumdan stiziildii, kurutuldu ve kristalizasyon
yapilmaksizin bir sonraki basamak icin kullanildi. Verim=518 mg (%67). Erime derecesi= 204

°C (dekompoze)’dir. (CAS numarasi: 1888921-51-4)

3-Substitie-N-(3-metil-2-okso-2,3-dihidro-1,3-benzoksazol-6-il)propanamit tiirevlerinin

genel sentez yontemi (Yontem A)

382 mg (0,0015 mol) 3-kloro-N-(3-metil-2-okso-2,3-dihidro-1,3-benzoksazol-6-
il)propanamit 25 ml asetonitril icerisinde ¢6zildi ve 675 mg (0,0045 mol) sodyum iyodir
ilave edilerek 1.5 saat geri ¢eviren sogutucu altinda isitildi. Daha sonra balon igerigi oda
sicakligina sogutulduktan sonra tizerine 525 mg (0,0038 mol) potasyum karbonat ve 0,0038
mol uygun amin tirevi ilave edilerek 5 saat geri ¢eviren sogutucu altinda isitildi. Sire
sonunda asetonitril ucuruldu. Balon igerigi suyla yikanarak stzilip kurutuldu. Uygun

¢Ozlicliden kristallendirildi.

Propanoik asit tirevlerinin sentez yontemi [9]

Uygun amin tiirevi (0,01 mol) 10 ml diklorometan icerisinde ¢6ziildii. Uzerine metil akrilat
(0,011 mol) ilave edilerek oda sicakliginda 12 saat karistirildi. Stire sonunda diklorometan

ucuruldu, ester tiirevi izole edilmeden, balona 15 ml %5’lik sodyum hidroksit ¢ozeltisi ilave
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edilerek 2 saat isitildi ve karsilik gelen karboksilik asit tlirevlerinin sodyum tuzlari elde edildi.
Balon icerigi notralize edildikten sonra ¢coken kati stzildi, kurutuldu ve propanamit tirevi

sonug bilesiklerin sentezinde kullanildi.

3-Substitie-N-(3-metil-2-okso-2,3-dihidro-1,3-benzotiyazol-6-il)propanamit tlirevlerinin

genel sentez yontemi (Yontem B)

0,0011 mol uygun propanoik asit tiirevi 20 ml diklorometan icinde ¢oziildii. Uzerine EDC
(0,0012 mol) ve DMAP (0,0002 mol) ilave edilerek 15 dk oda sicakliginda karistirildi. Sire
sonunda 0,001 mol 6-amino-3-metil-1,3-benzotiyazol-2(3H)-on eklenerek bir gece oda
sicakhginda karistirildi. Daha sonra ¢oziici ucuruldu, elde edilen kalinti su ile muamele

edildi, stizald{, kurutuldu ve uygun solvan ile kristallendirilerek saflastirildi.

Bitanoik asit tlrevlerinin sentez yontemi

4-Fenilpiperidin veya 1-benzilpiperazin (0,01 mol) 20 ml asetonitril icerisinde ¢ozildi.
Uzerine etil 4-bromobutirat (0,01 mol) ve potasyum karbonat (0,015 mol) ilave edilerek 6
saat kaynatildi. Stire sonunda balon icerigi stizlild(, stzintd kuruluga kadar ucuruldu. Elde
edilen ester tirevi Gzerine 15 ml %5’lik sodyum hidroksit ¢ozeltisi ilave edilerek 2 saat isitildi
ve karsilik gelen karboksilik asit tlirevlerinin sodyum tuzu elde edildi. Balon igerigi notralize
edildikten sonra karboksilik asit tirevleri ¢okmediginden su uguruldu ve aseton ile
muamele edilerek, ¢coken sodyum klorir ayrildi, stiziildi ve stzintl uguruldu. Elde edilen

yag eter yardimiyla katilastirilarak bitanamit tlrevi sonug bilesiklerin sentezinde kullanildi.

4-SUbstitlie-N-(3-metil-2-okso-2,3-dihidro-1,3-benzoksazol-6-il)bitanamit tlirevlerinin

genel sentez ybntemi

0,0011 mol uygun butanoik asit tirevi, 0,0012 mol EDC, 0,0002 mol DMAP, 0,001 mol 6-
amino-3-metil-1,3-benzoksazol-2(3H)-on ve 20 ml diklorometan kullanilarak yontem B’ye

gore elde edildi.
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4-SUbstitie-N-(3-metil-2-okso-2,3-dihidro-1,3-benzotiyazol-6-il)butanamit tlirevlerinin

genel sentez yontemi

0,0011 mol uygun butanoik asit tirevi, 0,0012 mol EDC, 0,0002 mol DMAP, 0,001 mol 6-
amino-3-metil-1,3-benzotiyazol-2(3H)-on ve 20 ml diklorometan kullanilarak yéntem B’ye

gore elde edildi.

Pentanoik asit tlirevlerinin sentez yontemi

4-Fenilpiperidin veya 1-benzilpiperazin (0,01 mol), etil 5-bromovalerat (0,01 mol),
potasyum karbonat (0,015 mol) ve 20 ml asetonitril kullanilarak butanoik asit tiirevlerinin

sentez yontemine gore elde edildi.

5-Substitie-N-(3-metil-2-okso-2,3-dihidro-1,3-benzoksazol-6-il)pentanamit tlirevinin

genel sentez yontemi

0,0011 mol uygun pentanoik asit tiirevi, 0,0012 mol EDC, 0,0002 mol DMAP, 0,001 mol 6-
amino-3-metil-1,3-benzoksazol-2(3H)-on ve 20 ml diklorometan kullanilarak yontem B’ye

gore elde edildi.

5-Substitie-N-(3-metil-2-okso-2,3-dihidro-1,3-benzotiyazol-6-il)pentanamit tirevlerinin

genel sentez ybntemi

0,0011 mol uygun pentanoik asit tiirevi, 0,0012 mol EDC, 0.0002 mol DMAP, 0.001 mol 6-
amino-3-metil-1,3-benzotiyazol-2(3H)-on ve 20 ml diklorometan kullanilarak yéntem B’ye

gore elde edildi.

6-(3-Kloropropanoil)-3-metilbenzoksazol-2(3H)-on [175]

Aliminyum klortr (0,09 mol) balona alinip tizerine 1,2 ml (0,025 mol) DMF buz banyosunda
ilave edildi. ilave tamamlandiktan sonra buz banyosundan ¢ikarilarak balon icerigi yaklasik

45 °C'ye ayarlandi. Daha sonra 3-metil-1,3-benzoksazol-2(3H)-on (0,01 mol) ve
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kloropropiyonil klorir (0,015 mol) ilave edilerek 2 saat isitildi. Stire sonunda balon icerigi
sogutulup buzlu suya bosaltildi. Coéken madde vakumdan sizildl, kurutuldu ve
kristalizasyon yapilmaksizin bir sonraki basamak igin kullanildi. Verim= 1,73 g (%72). Erime

derecesi= 184 °C.

6-(3-kloropropanoil)-3-metilbenzotiyazol-2(3H)-on

Aliminyum klorir (0,09 mol), 1,2 ml (0,025 mol), 3-metil-1,3-benzotiyazol-2(3H)-on (0,01
mol) ve kloropropiyonil kloriir (0.015 mol) kullanilarak yukaridaki yonteme goére sentez

edildi. Verim= 2,17 g (%85). Erime derecesi= 132 °C.

6-(3-Slbstitliepropanoil)-3-metilbenzoksazol-2(3H)-on tirevlerinin genel sentez yontemi

500 mg (0,002 mol) 6-(3-kloropropanoil)-3-metilbenzoksazol-2(3H)-on, 880 mg (0,006 mol)
sodyum iyodir, 676 mg (0,005 mol) potasyum karbonat, 0,003 mol uygun amin tiirevi ve 25

ml asetonitril kullanilarak ydontem A’ya gore sentez edildi.

6-(3-Slbstitliepropanoil)-3-metilbenzotiyazol-2(3H)-on tiirevlerinin genel sentez ydntemi

500 mg (0,0021 mol) 6-(3-kloropropanoil)-3-metilbenzotiyazol-2(3H)-on, 945 mg (0,0063
mol) sodyum iyodir, 733 mg (0,0053 mol) potasyum karbonat, 0,0032 mol uygun amin

tlrevi ve 25 ml asetonitril kullanilarak yontem A’ya gore sentez edildi.

6-Nitro-2-fenilbenzoksazol [205]

1 g (0,0065 mol) 2-amino-5-nitrofenol ve 0,79 g (0,0065 mol) benzoik asit balona alinip
Uzerleri polifosforik asit ile kaplandi. 2 saat 140 °C’de yag banyosunda karistirildi. Deney
sonlandirilip balon igerigi sogutuldu, sonrasinda buzlu suya bosaltilarak sodyum hidroksit
¢Ozeltisi ile notralize edildi. Coken kati stzllerek bir sonraki basamakta kullanilmak Gzere

saklandi. Verim= 1,4 g (%90). Erime derecesi= 180 °C.
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6-Amino-2-fenilbenzoksazol [205]

0,9 g (0,004 mol) 6-nitro-2-fenilbenzoksazol iki boyunlu balona alindi izerine 40 ml etanol
ve 7 ml 1,2 N HCI c¢ozeltisinden ilave edilerek geri ceviren sogutucu altinda isitildi.
Kaynamaya basladiktan sonra 0,6 g (0,011 mol) demir ilave edildi. 2 saat sonunda deney
sonlandirildi. Balon igeriginden demiri uzaklastirmak igin Celite® den stzuldi. Suziinti
alinarak sodyum hidroksit ¢ozeltisi ile bazik pH’ya ayarlandi. Coken kati stiziilerek alindi ve
baska bir islem yapmadan bir sonraki basamakta kullanildi. Verim=375 mg (%48). Erime
derecesi= 173°C'dir.

3-Siubstitie-N-(2-fenilbenzoksazol-6-il)propanamit tirevinin genel sentez yontemi

0,0011 mol 3-(4-benzilpiperazin-1-il)propanoik asit, 0,0012 mol EDC, 0,0002 mol DMAP,
0,001 mol 6-amino-2-fenilbenzoksazol ve 20 ml diklorometan kullanilarak yontem B’ye gore

sentez edildi.

6-nitrobenzotiyazol [206]

3g (0,022 mol) benzotiyazol 2 boyunlu balona alinarak lizerine 6 ml derisik sulfirik asit ilave
edildi. Buz banyosunda bir stre karistirildiktan sonra porsiyonlar halinde nitrik asit eklendi.
Balon icerigi 4-6 °C arasinda tutularak 30 dakika karistirildi ve iTK ile kontrol edilerek deney
sonlandirildi. Balon igerigi buzlu suya bosaltildi. Coken kati siiziilerek alindi ve etanolden

kristallendirildi. Verim=1327 mg (%33). Erime derecesi= 173-174°C’dir.

2-amino-5-nitrobenzentiyol

0,5 g (0,0028 mol) 6-nitrobenzotiyazol lizerine 30 ml %20’lik potasyum hidroksit ¢ozeltisi
ilave edilerek kaynatilmaya baslandi. 5 saat sonunda deney sonlandirildi. Balon icerigi
sogutulup %37’lik hidroklorik asit ile notralize edildi. Coken kati stizulerek alindi ve ek bir
islem yapilmadan bir sonraki basamakta kullanildi. Verim=280 mg (%59). Erime derecesi=

87-89°C.
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6-Nitro-2-fenilbenzotiyazol

1 g (0,0059 mol) 2-amino-5-nitrobenzentiyol ve 0,79 g (0,0065 mol) benzoik asit balona
alinip Gzerleri polifosforik asit kullanilarak 6-nitro-2-fenilbenzoksazol sentez yontemine

gore elde edildi. Verim= 1,23 g (%82). Erime derecesi= 188 °C.

6-Amino-2-fenilbenzotiyazol

1,2 g (0,0047 mol) 6-nitro-2-fenilbenzotiyazol, 40 ml etanol, 7 ml 1,2 N HCI ve 0,8 g (0,014
mol) kullanilarak 6-amino-2-fenilbenzoksazol sentez yontemine gore elde edildi.

Verim=420 mg (%40). Erime derecesi= 206°C’dir.

3-Substitie-N-(2-fenilbenzotiyazol-6-il)propanamit tlirevinin genel sentez yontemi

0,0011 mol 3-(4-benzilpiperazin-1-il)propanoik asit, 0,0012 mol EDC, 0.0002 mol DMAP,
0.001 mol 6-amino-2-fenilbenzotiyazol ve 20 ml diklorometan kullanilarak yontem B’ye

gore sentez edildi.

3.2. Analitik Kontroller

3.2.1. Erime derecesi tayini

Bilesiklerin erime dereceleri Stuart SMP-50 dijital erime derecesi tayin cihazinda

belirlenmistir.

3.2.2. ince tabaka kromatografisi ile yapilan kontroller

Kimyasal sentez ¢calismalarinda ve bilesiklerin saflik kontrollerinde Silikajel 60 F254 (Merck)
hazir aliminyum plaklar kullanildi. Cozlici sitemi olarak benzen:metanol (45:5) ve
diklorometan:metanol (48:2) kullanildi. Lekelerin belirlenmesinde UV i1si§indan (254 ve 366

nm), Dragendorf ve bromokrezol belirteclerinden yararlanildi.
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3.2.3. Spektroskopik yontemler

'H-NMR spektrumlari

Spektrumlar maddelerin DMSO-ds igindeki ¢oOzeltilerinden yararlanilarak Ankara
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Merkez Laboratuvarindaki Varian Mercury 400 MHz Digital

FT-NMR spektrofotometresinden kaydedildi.

13C-NMR spektrumlari

Spektrumlar maddelerin  DMSO-ds icindeki c¢ozeltilerinden vyararlanilarak Ankara
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Merkez Laboratuvarindaki Varian Mercury 400 MHz Digital

FT-NMR spektrofotometresinden kaydedildi.

3.2.4. Elementel analizler

Ankara Universitesi Eczacilik Fakiltesi Merkez Laboratuvarindaki CHNS-932 (LECO)

Elementel Analiz cihazinda yapilmistir.

3.2.5. Yiiksek rezoliisyonlu kiitle spektrumlari

Bilesiklerin tam kitle &lciimleri, Gazi Universitesi Eczaciik Fakiltesi Merkez
Laboratuvarindaki ultraperformansli yiksek basingh sivi kromatografisi (UPLC) (Waters
Corporation, Milford, USA) ile birlestirilmis Micromass LCT Premier XE, Waters (Milford,
MA, USA) marka yilksek ¢ozinirlikli kutle spektrometresinde (HRMS), elektron sprey

iyonizasyon (ESI) yontemi kullanilarak tayin edilmistir.



3.3. Biyolojik Aktivite Calismalari

3.3.1. Kolinesteraz inhibitor aktivite tayini

Kullanilan maddeler

Asetilkolinesteraz Enzimi (Electrophorus electricus,

tipVI-S, 200-1,000 tinite/mg protein)

Butirilkolinesteraz Enzimi (At serumu, 2900 Uinite/mg

protein)

Asetiltiyokolin iyodur

Butiriltiyokolin iyodir

5,5’-ditiyobis (2-nitrobenzoik asit) (DTNB)
Galantamin hidrobromr

Donepezil hidroklorir monohidrat
Magnezyum klorir anhidrit

Tris (hidroksimetil) aminometan (Tris HCI)
Sigir serum albimini (BSA)

Sodyum klorir

Kullanilan Aletler
Ultra saf su cihazi

Mikroplak okuyucu

Uretici

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich

Marka ve Model
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Merck Millipore Simplicity 185

Molecular Devices Versamax

Tunable Microplate Reader

Sentezlerini gergeklestirdigimiz bilesiklerin AKE ve BKE inhibitor aktiviteleri, ICso degerleri

ve kinetik calismalari spektrofotometrik bir yontem olan Ellman testi ile belirlenmistir. Bu

yontemde asetilkolinesteraz enzimi substrat olarak kullanilan asetiltiyokolini hidroliz eder

ve bu hidroliz sonucunda ortaya ¢ikan tiyokolin, Ellman reaktifi olarak da bilinen 5,5’-

ditiyobis-2-nitrobenzoik asit (DTNB) ile reaksiyona girerek sari renkli 5-tiyo-2-nitrobenzoik

asiti (TNB) olusturur. TNB olusumu ile acgiga ¢ikan sari renk 412 nm’de 6lgulir, renk siddeti

AKE aktivitesi ile dogru orantilidir. Deneydeki reaksiyon mekanizmasi Sekil 3.1'de

gosterilmistir.
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Sekil 3.1. Ellman testinin genel reaksiyon mekanizmasi

Asetilkolinesteraz inhibitor aktivitelerinin tayin yontemi

Deneylerde kullanilmak Gizere 50 mM Tris HCl (pH 8.0) tampon c¢ozeltisi kullaniimistir.
Tampon 4°C’de muhafaza edilir ve 5 giinde bir yenilenir. 6.8 mM DTNB ¢ozeltisi (100 mM
NaCl ve 20 mM MgCl; iceren), tampon ¢ozelti kullanilarak her kullanimdan 6nce taze olarak
hazirlanir. AKE substrati olarak; 10 mM ATK, soguk su ile ¢oziilerek her kullanim 6ncesi taze
olarak hazirlanmistir. AKE enzimi (500 U/mg), deneylerde dogrudan kullaniimak tzere,
tampon ¢ozelti ile gerekli seri seyreltme islemlerinden sonra, 0.5 U/ml derisimli 0.5 ml’lik
kisimlar halinde ependorf tiiplere alinarak -80 °C’ de saklanmistir. Kullanim 6ncesinde
gerekli miktarda enzim ¢ozeltisi 0 °C’ ye alinmistir. Referans olarak, 10 mM galantamin ve
10 mM donepezil ¢ozeltisi su ile ¢ozilerek hazirlaniimis ve 0 °C’ de muhafaza edilmistir.

Calismada test edilecek bilesikler final hacimde 100 uM konsantrasyonlu olacak sekilde
DMSO kullanilarak ¢ézilmustir. Ancak test ¢ozeltilerinin hazirlanmasinda AKE aktivitesini
etkilememesi icin DMSO miktarinin final hacmin %1’ini agsmamasina dikkat edilmistir.
Aktivite calismasinda 96 kuyucuklu mikroplak kullaniimistir. Her kuyucukta final hacim 200
ul olacak sekilde; 168 pl tampon, 10 ul DTNB, 10 ul AKE ve 2 ul test ¢dzeltisi ilave edilir. ilk
Uc kuyucuk kor olarak kullanilmak Uzere AKE ¢Ozeltisi icermeyecek sekilde, sonraki 3
kuyucuk tam aktivite olarak kullanilmak Uzere test ¢6zeltisi yerine 2 pl solvan karisimi
eklenerek hazirlanmistir. Referans olarak kullanilmak lzere ise galantamin ve donepezil

¢Ozeltisiiceren 3’er kuyucuk daha hazirlanmistir. Son olarak tiim kuyucuklara 10 pl ATK hizla
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ilave edilip mikroplak okuyucuya yerlestirilmis, 30 saniyede bir tarama olacak sekilde, 15

dakika boyunca, 412 nm dalga boyunda kinetik dl¢ciim yapilmigtir.

Butirilkolinesteraz inhibitor aktivitelerinin tayin yontemi

Deneylerde kullaniimak tGzere 50 mM Tris HCl (pH 8.0) tampon c¢ozeltisi kullaniimistir.
Tampon 4°C’de muhafaza edilir ve 5 glinde bir yenilenir. 6.8 mM DTNB ¢ozeltisi (100 mM
NaCl ve 20 mM MgCl; igeren), tampon ¢ozelti kullanilarak her kullanimdan 6nce taze olarak
hazirlanir. BKE substrati olarak; 30 mM BTK, soguk su ile ¢ozilerek her kullanim dncesi taze
olarak hazirlanmistir. BKE enzimi (132 U/mg), deneylerde dogrudan kullanilmak Uzere,
tampon ¢Ozelti ile gerekli seri seyreltme islemlerinden sonra, 0.8 U/ml derisimli 0.5 ml’lik
kisimlar halinde ependorf tiiplere alinarak -80 °C’ de saklanmistir. Kullanim 6ncesinde
gerekli miktarda enzim c¢ozeltisi 0 °C’ ye alinmistir. Referans olarak 1 mM galantamin ve 1
mM donepezil ¢Ozeltisi su ile ¢ozilerek hazirlanilmis ve 0 °C’ de muhafaza edilmistir.
Calismada test edilecek bilesikler final hacimde 100 uM konsantrasyonlu olacak sekilde
DMSO kullanilarak ¢cozilmdistir. Ancak test ¢ozeltilerinin hazirlanmasinda BKE aktivitesini
etkilememesi icin DMSO miktarinin final hacmin % 1’ini asmamasina dikkat edilmistir.
Aktivite calismasinda 96 kuyucuklu mikroplak kullanilmistir. Her kuyucukta final hacim 200
ul olacak sekilde; 168 pl tampon, 10 pl DTNB, 10 pl BKE ve 2 pl test ¢ozeltisi ilave edilir. ilk
U¢ kuyucuk kor olarak kullaniimak Uzere BKE ¢ozeltisi icermeyecek sekilde, sonraki 3
kuyucuk tam aktivite olarak kullanilmak Uzere test ¢ozeltisi yerine 2 pl solvan karisimi
eklenerek hazirlanmistir. Pozitif kontrol olarak kullanilmak {zere ise galantamin ve
donepezil ¢ozeltisi iceren 3’er kuyucuk daha hazirlanmistir. Son olarak tiim kuyucuklara 10
pl BTK hizla ilave edilip mikroplak okuyucuya yerlestirilmis, 30 saniyede bir tarama olacak

sekilde, 5 dakika boyunca, 412 nm dalga boyunda kinetik 6lcim yapilmistir.

Kolinesteraz inhibitor aktivite test sonuclarinin hesaplanmasi

AKE ve BKE inhibitor aktivitenin hesaplanmasi amaciyla 6ncelikle tam aktivite (kontrol)
absorbans degerinin 0.8’e en yakin oldugu dakikanin verileri alinmistir. Sonrasinda ¢alisilan

U¢ kuyucugun ortalamasi alinmis ve elde edilen absorbans degerinden kér absorbans
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sonuclari cikarilarak dizeltme yapilmistir. Elde edilen absorbans degerleri asagidaki

denkleme yerlestirilerek hesaplamalar yapilmistir.

% inhibisyon =100 x (A kontrol-A inhibitér/A kontrol)

Bilesiklerin ICsq degerlerinin tayini

100 pM’da %50’nin lizerinde AKE ve BKE inhibisyonu gosteren bilesiklerin 1Cso degerleri
dlcilmustir. Olciimlerde, inhibisyon tayininde belirtilen deney yéntemi kullaniimistir.
Bilesiklerin ICso degerleri, GraphPad Prism (GraphPad Software, La Jolla California USA)
programinda, bilesik derisiminin logaritmasina karsi elde edilen % inhibisyon verilerinin
non-lineer regresyonu ile olusturulan sigmoid doz-cevap grafikleri kullanilarak

hesaplanmistir.

Enzim inhibisyon kinetigi tayini

AKE ve BKE icin en disuk ICso degerine sahip bilesikler secilerek inhibisyon tiplerinin
belirlenmesi amaciyla incelenmistir. Kinetik olclimlerinde bilesiklerin ve substratin
konsantrasyonlari degistirilerek inhibisyon tayininde kullanilan yontemle olg¢limleri
yapiimistir. Degisen substrat miktarinda elde edilen absorbans degerleri enzim hizinin
gostergesi olarak kabul edilmistir. Hesaplamalar icin GraphPad Prism (GraphPad Software,
La Jolla California USA) programinda 1/[absorbans] degerine karsi 1/[substrat] degerlerinin
regresyonu ile Lineweaver-Burk grafigi olusturulmustur. inhibisyon sabitlerinin (Ki)

hesaplanmasinda da bu grafikler kullaniimistir.

3.3.2. Antienflamatuvar aktivite ¢alismasi

Hucre kultiird, LPS stimilasyonu ve sitokin 6lcimi

THP1 hiicre hatti, Atlas Bioteknoloji’den temin edildi. Hiicreler, %5 CO,, 37 ° C'de %10 s1ile

inaktive FBS (fetal bovin serumu) ile desteklenen RPMI (Roswell Park Memorial Institute,
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besi yeri) icinde kiltlre edildi. 24 well platede her bir kuyuya 40.000 THP1 hiicresi ekildi.

Uygulama oncesi hiicrelerin 24 saat boyunca ortama alismalari saglandi.

Hiicrelere 100 ng LPS (lipopolisakkarit) uygulandiktan 1 saat sonra, test bilesikleri ve
referans 10 uM dozda plakdaki kuyucuklara tatbik edildi. 24 Saatlik inkibasyon siresi
sonunda hiicreler santriflj edilerek elde edilen kiltiir stipernatantlarinda Human Nitric
Oxide seviyeleri kit protokoliine gore olclildi. Altta kalan hiicre pelletlerinde ise protein
izolasyonlari yapildiktan sonra elde edilen 6rneklerden ELISA yontemi kullanilarak Human
Interleukin 1 Beta, Human Interleukin 6, Human Tumor Necrosis Factor Alpha 6lcimleri
yapilmistir. Kit icerisinde gelen mikroplak, arastirilan biyomolekilin antikoru ile 6énceden
kaplanmistir. Protein izolasyonu vyapilan hiicre pelletlerinden elde edilen ornekler,
arastirilan biyomolekilliin antikoru ile kapli kuyucuklara eklenirler. Sonra arastirilan
biyomolekilin biyotinle isaretlenmis antikoru eklenir ve numunedeki biyomolekiile
baglanir. Daha sonra Streptavidin-HRP eklendiginde biyomolekilin biyotinle isaretlenmis
antikoruna baglanir. Bir inkiibasyondan asamasindan sonra baglanmamis Streptavidin-HRP
yikama islemiyle uzaklastirilir. Daha sonra substrat c¢ozeltisi ilave edilir ve arastirilan
biyomolekilin miktariyla orantili olarak renklenme olusur. Renklenme reaksiyonu, asidik
durdurma c¢ozeltisi ilave edilerek sonlandirilir. Optik dansite (OD), 450 nm + 2 nm dalga
boyunda spektrofotometrik olarak olgulir. OD degeri, arastirlan molekillin
konsantrasyonuyla orantilidir. Numune igindeki arastirilan biyomolekilin seviyesini
belirlemek icin, kullanilan standartlarin konsantrasyonu ve bu standartlarin OD degeri
yatay-dikey eksen lizerine grafik cizilerek hesaplanir. Standart konsantrasyonlarin ve OD
degerlerinin grafikteki kesistigi noktalara gore en uygun egri cizilerek standart bir egri
olusturulur. Numunelerin OD’si standart egriyle karsilastirilarak numunelerdeki arastirilan
molekiiliin konsantrasyonu hesaplanir. istatistiksel analiz icin SPSS (Statistic Program for
Social and Science) programi ve one-way ANOVA testi kullanildi. ANOVA testi dogruluk
degeri p<0,05 olarak kabul edildi.
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Protein izolasyonu

24 saat sonunda uygulama yapilan hiicre pelletlerinden protein izolasyonu GeneALL
ProtinEXTM Animal cell /tissue Protein izolasyon Kit (GeneALL Biotechnology) protokoliine

gore yapilmistir.

3.3.3. Apoptozun flow sitometride Anneksin V baglanmasi ile incelenmesi

Normal hicrelerde hiicre zarinin sitoplazmik vyizinde bulunan ve membran
fosfolipitlerinden olan fosfatidilserinin apoptotik hicrelerde dis yilzeye dogru yer
degistirdigi bildirilmistir. Anneksin V’'nin ise fosfatidilserine baglanabilen bir protein oldugu
ve floresan bir madde (6rn. FITC) ile isaretlenerek apoptotik hiicrelerin tespit edilmesine
olanak sagladigi belirtilmistir. Propidyum iyodir (Pl) gibi ikincil bir boya yardimiyla da
apoptotik hiicrelerin evrelerini belirlemenin mimkin oldugu bildirilmistir. Erken apoptotik
hiicrelerin sadece Anneksin V ile baglandiklari, ge¢ apoptotik hiicrelerin Annexin V ile
baglanmalarinin yani sira Pl ile de boyandiklari; canli hiicrelerin ise Anneksin V'ye
baglanmadiklari ve Pl ile boyanmadiklari gosterilmistir. Bu calisma icin FITC Annexin V
Apoptosis Detection Kit (BD Pharmingen, USA) protokoli uygulandi. Hicreler 72 saat
sonunda tripsinize edildikten sonra 800 rpm’de 5 dakika satriflj edildi ve sipernatant
uzaklastirildi. Hiicre pelleti son konsantrasyon 1x108 hiicre/ml olacak sekilde 1X Annexin V
Binding Buffer ile ¢ozuldi. Bu slispansiyondan 200ul alindi ve Gzerine 1ul AnnexinV-FITC,
5 ul Pl ilave edilerek vortekslendi. Oda sicakhginda 15 dakika inkiibasyona birakild.
inkiibasyon sonunda 400ul “Annexin V binding buffer” eklenip vortekslendi ve 30 dakika
icinde flow sitometride (BD Accuri Plus) okuma yapildiktan sonra sonuglar BD Accuri

Software programi kullanilarak analiz edildi.
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3.3.4. Sitotoksisite ¢alismalari (Hiicre proliferasyon testi)

Hiicre Hatti

Calismada kullanilan 3T3 fibroblast hlicre hatti Sap Enstitlsi hiicre koleksiyonundan temin

edildi.

Hicre Kiltldrd Besi Ortaminin Hazirlanmasi

Hicre kulturi vasati igine son konsantrasyonu 100 U/ml olacak sekilde penisilin, son
konsantrasyonu 10 ug/ml olacak sekilde streptomisin, son konsantrasyonu 0,2 mM olacak
sekilde L-glutamin ve son konsantrasyonu %10 olacak sekilde 0,45 um gozenek capli steril
filtreden stizlilerek fetal bovin serumu (FBS) ilave edildi. Tum bilesenler 0,22 um gozenek

capli steril filtreden sizdalda.

Monolayer Hicre Kiltliriniin Hazirlanmasi

T25 cm? hiicre kiltura Gretme kabinda bulunan 3T3 fibroblast hiicreleri tek tabaka hiicre
kiltlirli, 6nce Ca-Mg icermeyen fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS, pH 7.2) ile 6n yikama yapildi
ve Tripsin/EDTA (%0,025 tripsin / %0,02 etilendiaminteraasetik asit) sollisyonu ile 37°C
inklibatorde tripsinizasyona birakilarak hiicrelerin ylizeyden ayrilmasi saglandi. Yiizeyden
ayrilan hiicreler %10 FBS serum iceren besi ortami ile homojenize edilerek T75 cm? hiicre
Uretme kabina aktarilip pasajlama yoluyla o6lgek buiyitme islemi gerceklestirildi. Bu
asamada hucreler yine kultir kabi yizeyini %80 kapladiginda, tripsinizasyon vyapilir,
serumlu besi ortami ile hiicreler homojenize edilir, canlilik kontroll ve hiicre sayimiigin 0,9
ml numune alinir. Alinan numune igine 0,1 ml tripan mavisi konuldu ve hemasitometre
kullanilarak 1stk mikroskobunda hiicre sayimi yapildi. Hicre canhligi ve sayimi flow

sitometrik yontemle kontrol edildi. (BD Accuri C6 Flow Sitometri, USA).

3T3 Fibroblast Hicrelerinde Proliferasyon Calismasi

3T3 fibroblast hiicreleri, 1si ile inaktiflestirilmis %10’luk FBS (fetal bovin serumu), 2uM L-

glutamin, 100 pg/ml streptomisin ve 100 u/ml penisilin iceren DMEM (Dulbecco’s modified
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eagles medium) vasatinda %5 karbondioksit iceren ve 37°C olan inklibatorde kiltire edildi.
Tripsinizasyondan sonra 96 kuyucuklu kiltir plaklarina kuyucuk basina 5X102 hiicre olacak
sekilde ekildi. 24 saat inklibasyondan sonra test edilecek bilesenler degisik
konsantrasyonlarda (10, 1, 0,1 uM) eklenerek 24 saat inkiibasyona birakildi. Hicbir madde
uygulanmamis hticreler kontrol grubu olarak kullanildi. Deneyin sonunda 10 pl MTT
solisyonu (5 mg/ml) her kuyucuga eklendi ve Mikrotiter plaklar 4 saat inkUbatorde
inktibasyona birakildi. Kuyucuklardaki reaksiyona girmeyen sipernatantlar cikarilarak
Uzerlerine 100 ul sodyum dodesil silfat (SDS) eklendi. (Roche MTT Cell Proliferation Kit).
Daha sonra mor formazon kristalleri eriyinceye kadar 24 saat inklbatorde bekletildikten
sonra kuyucuklarin absorbans degerleri 570 nm dalga boyunda mikroplate ELISA
okuyucuda belirlendi. Batin gruplar en az 3 tekrarl olarak calisildi. Hiicre canlhiligi asagidaki

formul kullanilarak hesaplandi.

(OD test — oD kér)
% Hucre Canhiligi= 100 X

(OD kontrol — oD kér)

3.4. Molekiiler Docking Calismasi

Molekiler kenetlenme (docking) calismalarinda kullanilan AKE ve BKE enzimlerinin kristal

yapilari sirasiyla 1EVE [207] ve 4POI [208] erisim kodlariyla RCBS protein veri bankasindan

(http://www.rcsb.org/pdb) alinmistir. Molekiler docking ¢alismalari Moleculer Operating

Environment (MOE) [209] programi ile gerceklestirilmistir. Ligand veya enzimden 4.5 A
mesafeden daha uzakta bulunan bagh bilesikler ve su molekilleri enzimlerin kristal
yapisindan silinmistir. Enzim-ligand kompleksi protonlanmis ve AMBER99 kuvvet alani ile
minimize edilmistir. Enzim yukleri AMBER99, ligand yukleri ise MMF94X kuvvet alanlari
kullanilarak saptanmistir. Enzimlerin aktif bolgesi, MOE yazilimi icerisinde yer alan “site
finder” modull ile tespit edilmistir. Her bir ligand i¢in enzimin aktif bolgesine en iyi
kenetlenen 30 ligand pozu, triangle matcher algoritmasi ile London dG ve GBVI/WSA dG
skorlama fonksiyonlari kullanilarak elde edilmistir. Elde edilen biitlin pozlar incelenmis ve
her bilesigin en disik baglanma enerjisine sahip en iyi skorlanmis pozu ilgili enzimle

etkilesimlerinin arastiriimasi icin segilmistir.


http://www.rcsb.org/pdb
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3.5. Fizikokimyasal Parametre Hesaplama Galismalari

Sentez edilen bilesiklerden en aktif olanlar segilerek ilag olabilirliklerini degerlendirmek igin
bazi fizikokimyasal parametreleri hesaplanmistir. Molekdl agirligi, logP, topolojik polar
ylzey alani (tPSA), hidrojen bagi akseptor (HBA) sayisi, hidrojen bagi donér (HBD) sayisi ve
molekiler hacim degerleri Molinspiration online hesaplama programi kullanilarak elde
edilmistir. Ayrica bilesiklerin kan beyin bariyeri penetrasyonlari admetSAR online programi

kullanilarak belirlenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Kimyasal Bulgular

4.1.1. N-(3-Metil-2-okso-2,3-dihidro-1,3-benzoksazol-6-il)-3-(4-fenilpiperazin-1-

il)propanamit (Bilesik 1)
/
2 AL
(\N/\)J\H 0

S
382 mg (0,0015 mol) 3-kloro-N-(3-metil-2-okso-2,3-dihidro-1,3-benzoksazol-6-
il)propanamit, 675 mg (0,0045 mol) sodyum iyodiir, 525 mg (0,0038 mol) K;CO3 ve 0,58 ml
(0,0038 mol) 1-fenilpiperazin kullanilarak 25 ml asetonitril icinde yontem A’ya uygun olarak

sentezlendi. Asetonitrilden kristallendirildi. 502 mg elde edildi, verim %88’dir. Erime

derecesi: 215.9°C.

IH NMR (DMSO-dg) &: 10.13 (s, 1H, N-H), 7.72 (d, 1H, J=1.7 Hz, H7), 7.26 (dd, 1H, J=8.2 Hz,
J=1.7 Hz, H5), 7.19-7.13 (m, 3H, H¥, H5, H%), 6.90 (d, 2H, J=8 Hz, H?, H®), 6.74 (t, 1H, J=8 Hz,
H%), 3.28 (s, 3H, N-CHs3), 3.11 (t, 4H, J=4.9 Hz, H3, H>-piperazin), 2.67 (t, 2H,
J=7 Hz, -N-CH»-CH>-), 2.55 (t, 4H, J=4.9 Hz, H?, H®-piperazin), 2.48 (m, 2H, J=7 Hz, -N-CH,-
CHy-).

13C NMR (DMSO-ds) 6: 170.01, 154.10, 150.96, 141.73, 134.37, 128.85, 127.14, 118.73,
115.30, 114.43, 108.76, 101.49, 53.68, 52.42, 48.17, 34.10, 27.97.

C21H24N40s icin; Hesaplanan: 381.1927
HRMS (m/z) [M+H]* Bulunan: 381.1929
C21H24N40s icin; Hesaplanan % (C=66.30 H=6.36 N=14.73

Elementel Analiz Bulunan % C=65.98 H=6.39 N=14.85
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4.1.2. 3-(4-(4-Florofenil)piperazin-1-il)-N-(3-metil-2-okso-2,3-dihidro-1,3-benzoksazol-

6-il)propanamit (Bilesik 2)
/
2

.
AT

382 mg (0,0015 mol) 3-kloro-N-(3-metil-2-okso-2,3-dihidro-1,3-benzoksazol-6-
il)propanamit, 675 mg (0,0045 mol) sodyum iyodiir, 525 mg (0,0038 mol) K,CO3ve 685 mg
(0,0038 mol) 1-(4-florofenil)piperazin kullanilarak 25 ml asetonitril icinde yontem A’ya
uygun olarak sentezlendi. Asetonitrilden kristallendirildi. 537 mg elde edildi, verim %90’dir.

Erime derecesi: 239.3°C.

IH NMR (DMSO-dg) 8: 10.12 (s, 1H, N-H), 7.72 (d, 1H, J=1.7 Hz, H7), 7.26 (dd, 1H, J=8.3 Hz,
J=1.7 Hz, H%), 7.14 (d, 1H, J=8.3 Hz, H%), 7.03-6.99 (m, 2H, H¥, H%), 6.93-6.90 (m, 2H, HZ,
H®), 3.28 (s, 3H, N-CH3), 3.05 (t, 4H, J=4.7 Hz, H3, H>-piperazin), 2.67 (t, 2H, J=7 Hz, -N-CH,-
CHy-), 2.54 (t, 4H, J=4.7 Hz, H?, H®-piperazin), 2.50-2.47 (m, 2H, -N-CH>-CH>-, DMSO ile
birlikte).

13C NMR (DMSO-dg) 6: 169.94, 155.87 (d, J=233.9 Hz), 154.04, 147.81, 141.67, 134.31,
127.07, 116.95 (d, J=7.6 Hz), 115.11 (d, J=21.4 Hz), 114.37, 108.69, 101.42, 53.59, 52.34,
48.88, 34.04, 27.91.

C21H23FN4Os igin; Hesaplanan: 399.1832
HRMS (m/z) [M+H]* Bulunan: 399.1837
C21H23FN4Os igin; Hesaplanan % (€=62.90 H=5.82 N=14.06

Elementel Analiz Bulunan % C=62.54 H=5.99 N=14.06
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4.1.3. 3-(4-(4-Klorofenil)piperazin-1-il)-N-(3-metil-2-okso-2,3-dihidro-1,3-benzoksazol-

6-il)propanamit (Bilesik 3)
N/
(0]
X =0
N N 0
H

.
AT

382 mg (0,0015 mol) 3-kloro-N-(3-metil-2-okso-2,3-dihidro-1,3-benzoksazol-6-
il)propanamit, 675 mg (0,0045 mol) sodyum iyodiir, 525 mg (0,0038 mol) K,CO3ve 747 mg
(0,0038 mol) 1-(4-klorofenil)piperazin kullanilarak 25 ml asetonitril icinde yontem A’ya
uygun olarak sentezlendi. Butanolden kristallendirildi. 454 mg elde edildi, verim %73"t(ir.

Erime derecesi: 249.7°C.

1H NMR (DMSO-ds) &: 10.11 (s, 1H, N-H), 7.72 (s, 1H, H7), 7.26 (d, 1H, J=8.2 Hz, H%), 7.19 (d,
2H, J=9 Hz, H¥, H%), 7.14 (d, 1H, J=8.2 Hz, H%), 6.91 (d, 2H, J=9 Hz, H?, HF), 3.31 (s, 3H, N-
CHs), 3.10 (bt, 4H, H3, H>-piperazin), 2.66 (t, 2H, J=7 Hz, -N-CH2-CH>-), 2.53 (bt, 4H, H?, H°-
piperazin), 2.50-2.46 (m, 2H, -N-CH;-CH,-, DMSO ile birlikte).

13C NMR (DMSO-ds) &6: 169.92, 154.04, 149.69, 141.66, 134.29, 128.46, 127.08, 122.16,
116.68, 114.38, 108.69, 101.43, 53.57, 52.18, 47.91, 34.03, 27.91.

Ca1H23CIN4O3 igin; Hesaplanan: 415.1537
HRMS (m/z) [M+H]* Bulunan: 415.1539
C21H23CIN4O;3 icin; Hesaplanan % (C=58.68 H=5.59 N=13.10

Elementel Analiz Bulunan % C=58.28 H=5.92 N=12.97
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4.1.4. 3-(4-(4-Metilfenil)piperazin-1-il)-N-(3-metil-2-okso-2,3-dihidro-1,3-benzoksazol-

6-il)propanamit (Bilegsik 4)
/
WO ke

(L
AT

3

382 mg (0,0015 mol) 3-kloro-N-(3-metil-2-okso-2,3-dihidro-1,3-benzoksazol-6-
il)propanamit, 675 mg (0,0045 mol) sodyum iyodiir, 525 mg (0,0038 mol) K,CO3ve 670 mg
(0,0038 mol) 1-(4-metilfenil)piperazin kullanilarak 25 ml asetonitril icinde yontem A’ya
uygun olarak sentezlendi. Etanolden kristallendirildi. 473 mg elde edildi, verim %80’dir.

Erime derecesi: 244°C.

1IH NMR (DMSO-ds) &: 10.14 (s, 1H, N-H), 7.74 (d, 1H, J=2 Hz, H7), 7.28 (dd, 1H, J=8.5 Hz, J=2
Hz, H), 7.16 (d, 1H, J=8.5 Hz, H%), 7.01 (d, 2H, J=8.6 Hz, H¥, H%), 6.82 (d, 2H, J=8.6 Hz, H?,
H®), 3.31 (s, 3H, N-CHs), 3.06 (t, 4H, J=4.9 Hz, H3, H>-piperazin), 2.68 (t, 2H, J=7 Hz, -N-
CH,-CH,-), 2.56 (t, 4H, J=4.9 Hz, H?, H®-piperazin), 2.52-2.49 (m, 2H, -N-CH>-CH>-, DMSO ile
birlikte), 2.19 (s, 3H, fenil-CHs).

13C NMR (DMSO-ds) &6: 169.94, 154.04, 148.84, 141.66, 134.31, 129.22, 127.46, 127.07,
115.51, 114.37, 108.70, 101.42, 53.63, 52.38, 48.60, 34.04, 27.91, 19.92.

C22H26N40s igin; Hesaplanan: 395.2083
HRMS (m/z) [M+H]* Bulunan: 395.2083
C22H26N403.0.5C2HsOH igin; Hesaplanan % (C=66.16 H=7.00 N=13.41

Elementel Analiz Bulunan % C=65.76 H=7.05 N=13.42
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4.1.5. 3-(4-(4-Metoksifenil)piperazin-1-il)-N-(3-metil-2-okso-2,3-dihidro-1,3-

benzoksazol-6-il)propanamit (Bilesik 5)
/
—0
H

N
H COQ

3

382 mg (0,0015 mol) 3-kloro-N-(3-metil-2-okso-2,3-dihidro-1,3-benzoksazol-6-
il)propanamit, 675 mg (0,0045 mol) sodyum iyodiir, 525 mg (0,0038 mol) K,CO3ve 730 mg
(0,0038 mol) 1-(4-metoksifenil)piperazin kullanilarak 25 ml asetonitril icinde yontem A’ya
uygun olarak sentezlendi. Etanolden kristallendirildi. 498 mg elde edildi, verim %81’dir.

Erime derecesi: 214.7 C.

IH NMR (DMSO-de) &: 10.12 (s, 1H, N-H), 7.71 (d, 1H, J=2 Hz, H’), 7.26 (dd, 1H, J=8.4 Hz, J=2
Hz, H%), 7.14 (d, 1H, J=8.4 Hz, H*), 6.86 (d, 2H, J=9 Hz, H¥, H), 6.78 (d, 2H, J=9 Hz, HZ, HF),
3.65 (s, 3H, O-CHs), 3.29 (s, 3H, N-CHs), 2.99 (t, 4H, J=4.7 Hz, H3,H>-piperazin), 2.66 (t, 2H,
J=7 Hz, -N-CH,-CH,-), 2.54 (t, 4H, J=4.8 Hz, H?,Hb-piperazin), 2.49-2.46 (m, 2H, J=7 Hz, -N-
CH»-CHz-, DMSO ile birlikte).

13C NMR (DMSO-ds) 6: 169.95, 154.04, 152.78, 145.30, 141.67, 134.31, 127.08, 117.19,
114.39, 114.14, 108.69, 101.44, 55.08, 53.61, 52.45, 49.52, 34.04, 27.91.

C22H26N404 igin; Hesaplanan: 411.2032
HRMS (m/z) [M+H]* Bulunan: 411.2028
C22H26N404.1H,0 icin; Hesaplanan % (C=61.66 H=6.58 N=13.07

Elementel Analiz Bulunan % C=61.77 H=6.68 N=13.17
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4.1.6. 3-(4-(4-Triflorometilfenil)piperazin-1-il)-N-(3-metil-2-okso-2,3-dihidro-1,3-

benzoksazol-6-il)propanamit (Bilesik 6)
N/
0]
R T o
N N 0
H

N
F CQ/

3
382 mg (0,0015 mol) 3-kloro-N-(3-metil-2-okso-2,3-dihidro-1,3-benzoksazol-6-
il)propanamit, 675 mg (0,0045 mol) sodyum iyodiir, 525 mg (0,0038 mol) K,CO3ve 875 mg
(0,0038 mol) 1-(4-(triflorometil)fenil)piperazin kullanilarak 25 ml asetonitril icinde yontem
A’ya uygun olarak sentezlendi. Butanolden kristallendirildi. 255 mg elde edildi, verim

%38’dir. Erime derecesi: 257°C.

1H NMR (DMSO-dg) &: 10.10 (s, 1H, N-H), 7.72 (d, 1H, J=1.7 Hz, H’), 7.47 (d, 2H, J=8.8 Hz,
H3, H%), 7.27 (dd, 1H, J=8.3 Hz, J=1.7 Hz, H°), 7.14 (d, 1H, J=8.3 Hz, H%), 7.04 (d, 2H, J=8.8
Hz, H?, H?), 3.31 (s, 3H, N-CHs), 3.25 (t, 4H, J=4.9 Hz, H3, H>-piperazin), 2.67 (t, 2H, J=7 Hz,
-N-CH,-CH,-), 2.54 (t, 4H, J=4.9 Hz, H?, H®-piperazin), 2.51-2.47 (m, 2H, -N-CH,-CH,-, DMSO
ile birlikte).

13C NMR (DMSO-de) 6: 169.89, 154.03, 153.13, 141.68, 134.29, 127.10, 125.99 (q, J=3.9 Hz),
124.88 (q, /=269 Hz), 117.71 (q, J/=31.7), 114.46, 114.03, 108.63, 101.50, 53.54, 52.03,
46.92, 34.04, 27.89.

Ca2H23F3N4Os icin; Hesaplanan: 449.1801
HRMS (m/z) [M+H]* Bulunan: 449.1801
C22H23F3N40s3 igin; Hesaplanan % (C=58.79 H=5.17 N=12.49

Elementel Analiz Bulunan % C=58.39 H=4.95 N=12.67
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4.1.7. 3-(4-Benzilpiperazin-1-il)-N-(3-metil-2-okso-2,3-dihidro-1,3-benzoksazol-6-

il)propanamit (Bilesik 7)

/
©\/ @JH/Q:OFO

382 mg (0,0015 mol) 3-kloro-N-(3-metil-2-okso-2,3-dihidro-1,3-benzoksazol-6-
il)propanamit, 675 mg (0,0045 mol) sodyum iyodiir, 525 mg (0,0038 mol) K,CO3ve 670 mg
(0,0038 mol) 1-benzilpiperazin kullanilarak 25 ml asetonitril iginde yontem A’ya uygun
olarak sentezlendi. 2-propanolden kristallendirildi. 414 mg elde edildi, verim %70’tir. Erime

derecesi: 183.5°C.

1H NMR (DMSO-ds) 6: 10.12 (s, 1H, N-H), 7.69 (d, 1H, J=2 Hz, H7), 7.31-7.19 (m, 6H, HS, fenil
protonlan), 7.14 (d, 1H, J=8.4 Hz, H?%), 3.42 (s, 2H, -CH,- CeHs), 3.29 (s, 3H, N-CHs), 2.59 (t,
2H, J=7.2 Hz, -N-CH,-CH,-), 2.43 (t, 2H, J=7.2 Hz, -N-CH-CH,-), 2.41-2.35 (m, 8H, piperazin).

13C NMR (DMSO-ds) &6: 169.98, 154.07, 141.71, 138.16, 134.35, 128.72, 128.05, 127.10,
126.79, 114.38, 108.71, 101.45, 61.98, 53.64, 52.59, 52.40, 34.04, 27.94.

Ca2H26N40s icin; Hesaplanan: 395.2083
HRMS (m/z) [M+H]* Bulunan: 395.2083
C22H26N403 icin; Hesaplanan % (€=66.99 H=6.64 N=14.20

Elementel Analiz Bulunan % C=66.86 H=6.64 N=14.15
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4.1.8. 3-(4-(4-Florobenzil)piperazin-1-il)-N-(3-metil-2-okso-2,3-dihidro-1,3-benzoksazol-

6-il)propanamit (Bilesik 8)
/
0] /@[N/Eo
F K\N/\)kN o)
N H

382 mg (0,0015 mol) 3-kloro-N-(3-metil-2-okso-2,3-dihidro-1,3-benzoksazol-6-
il)propanamit, 675 mg (0,0045 mol) sodyum iyodiir, 525 mg (0,0038 mol) K,CO3ve 737 mg
(0,0038 mol) 1-(4-florobenzil)piperazin kullanilarak 25 ml asetonitril icinde yontem A’ya
uygun olarak sentezlendi. Butanolden kristallendirildi. 457 mg elde edildi. Verim %74’t(r.

Erime derecesi: 164.2°C.

1H NMR (DMSO-ds) &: 10.12 (s, 1H, N-H), 7.69 (d, 1H, J=2 Hz, H7), 7.31-7.23 (m, 2H, HZ, HF,
H®), 7.15-7.08 (m, 3H, H¥, H%, H4), 3.41 (s, 2H, -CH2-CeHs) 3.29 (s, 3H, N-CHs), 2.59 (t, 2H,
J=7Hz, -N-CH,-CH»-), 2.42 (t, 2H, J=7 Hz, -N-CH,-CH,-), 2.40-2.30 (m, 8H, piperazin).

13C NMR (DMSO-ds) 6: 169.95, 161.12 (d, J=240.8 Hz), 154.04, 141.67, 134.30 (d, J=2.3 Hz),
134.27, 130.50 (d, J=8.4 Hz), 127.06, 114.74 (d, J=20.5 Hz), 114.33, 108.69, 101.40, 60.99,
53.61, 52.44, 52.36, 33.99, 27.91.

Ca22H25FN4Os icin; Hesaplanan: 413.1989
HRMS (m/z) [M+H]* Bulunan: 413.1986
Ca22H25FN4Os igin; Hesaplanan % (C=64.06 H=6.16 N=13.43

Elementel Analiz Bulunan % C=63.62 H=6.15 N=13.50
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4.1.9. 3-(4-(4-Klorobenzil)piperazin-1-il)-N-(3-metil-2-okso-2,3-dihidro-1,3-benzoksazol-

6-il)propanamit (Bilesik 9)
/
WOhe
IOUShe

382 mg (0,0015 mol) 3-kloro-N-(3-metil-2-okso-2,3-dihidro-1,3-benzoksazol-6-
il)propanamit, 675 mg (0,0045 mol) sodyum iyodiir, 525 mg (0,0038 mol) K;CO3z ve 0,70 ml
(0,0038 mol) 1-(4-klorobenzil)piperazin kullanilarak 25 ml asetonitril iginde yontem A’ya
uygun olarak sentezlendi. Metanolden kristallendirildi. 437 mg elde edildi, verim %68'dir.

Erime derecesi: 170°C.

IH NMR (DMSO-dg) &: 10.11 (s, 1H, N-H), 7.71 (d, 1H, J=1.6 Hz, H7), 7.36 (d, 2H, J=8.4 Hz,
HZ, HY), 7.30 (d, 2H, J=8.4 Hz, H¥, H%), 7.26 (dd, 1H, J=8.4 Hz, J=1.6 Hz, H%), 7.15 (d, 1H,
J=8.4 Hz, H%), 3.44 (s, 2H, -CH,-CsHs), 3.31 (s, 3H, N-CHs), 2.62 (t, 2H, J=7.2 Hz, -N-CH,-CH,-
), 2.44 (t, 2H, J=7.2 Hz, -N-CH,-CH>-), 2.42-2.32 (m, 8H, piperazin).

13C NMR (DMSO-ds) &6: 169.96, 154.07, 141.71, 137.28, 134.34, 131.31, 130.47, 128.04,
127.09, 114.38, 108.70, 101.45, 61.01, 53.63, 52.51, 52.38, 34.03, 27.95.

C22H25CIN4Os3 igin; Hesaplanan: 429.1693
HRMS (m/z) [M+H]* Bulunan: 429.1693
C22H25CIN4O3 icin; Hesaplanan % (€=60.33 H=5.98 N=12.79

Elementel Analiz Bulunan % C=60.29 H=6.13 N=12.79
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4.1.10. 3-(4-(4-Metoksibenzil)piperazin-1-il)-N-(3-metil-2-okso-2,3-dihidro-1,3-

benzoksazol-6-il)propanamit (Bilesik 10)

/
H3C0\<jV Q\,JHQ:OFO

382 mg (0,0015 mol) 3-kloro-N-(3-metil-2-okso-2,3-dihidro-1,3-benzoksazol-6-
il)propanamit, 675 mg (0,0045 mol) sodyum iyodiir, 525 mg (0,0038 mol) K,CO3ve 784 mg
(0,0038 mol) 1-(4-metoksibenzil)piperazin kullanilarak 25 ml asetonitril icinde yontem A’ya
uygun olarak sentezlendi. Etanolden kristallendirildi. 216 mg elde edildi, verim %34’t(r.

Erime derecesi: 168.7°C.

1H NMR (DMSO-de) &: 10.12 (s, 1H, N-H), 7.70 (d, 1H, J=1.6 Hz, H7), 7.26 (dd, 1H, J=8.4 Hz,
J=1.6 Hz, H%), 7.18 (d, 2H, J=8.2 Hz, HZ, H®), 7.14 (d, 1H, J=8.4 Hz, H*), 6.86 (d, 2H, J=8.2 Hz,
H¥, H¥), 3.73 (s, 3H, O-CHs), 3.37 (s, 2H, -CH»-CsHs), 3.31 (s, 3H, N-CHs), 2.61 (t, 2H, J=7 Hz,
-N-CH»-CH>-), 2.44 (t, 2H, J=7 Hz, -N-CH»-CH»-), 2.42-2.32 (m, 8H, piperazin).

13C NMR (DMSO-ds) &6: 170.49, 158.68, 154.59, 142.21, 134.86, 130.45, 127.59, 114.87,
113.95, 109.23, 101.94, 61.89, 55.43, 54.16, 52.97, 52.91, 34.53, 28.45.

Ca3H28N404 icin; Hesaplanan: 425.2189
HRMS (m/z) [M+H]* Bulunan: 425.2189
Ca3H2sN404 igin; Hesaplanan % (C=64.39 H=6.69 N=13.05

Elementel Analiz Bulunan % C=64.42 H=6.47 N=13.22
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4.1.11. 3-(4-(4-Triflorometilbenzil)piperazin-1-il)-N-(3-metil-2-okso-2,3-dihidro-1,3-

benzoksazol-6-il)propanamit (Bilesik 11)

/
F3C@ O\I/\)OL”@EOFO

382 mg (0,0015 mol) 3-kloro-N-(3-metil-2-okso-2,3-dihidro-1,3-benzoksazol-6-
il)propanamit, 675 mg (0,0045 mol) sodyum iyodiir, 525 mg (0,0038 mol) K;CO3z ve 0,75 ml
(0,0038 mol) 1-(4-triflorometilbenzil)piperazin kullanilarak 25 ml asetonitril icinde yontem
A’ya uygun olarak sentezlendi. 2-propanolden kristallendirildi. 451 mg elde edildi, verim

%65’tir. Erime derecesi: 163.8°C.

1H NMR (DMSO-ds) 6: 10.15 (s, 1H, N-H), 7.69 (d, 1H, J=2 Hz, H), 7.65 (d, 2H, J=8.2 Hz, H?,
H%), 7.49 (d, 2H, J=8.4 Hz, H?, HY), 7.24 (dd, 1H, J=8.7 Hz, J=2 Hz, H%), 7.14 (d, 1H, J=8.7 Hz,
H%), 3.55 (s, 2H, -CHz- CeHs), 3.31 (s, 3H, N-CHs), 2.63 (t, 2H, J=7 Hz, -N-CH,-CH,-), 2.45 (t,
2H, J=7 Hz, -N-CH,-CH,-), 2.43-2.38 (m, 8H, piperazin).

13C NMR (DMSO-ds) 6: 169.94, 154.05, 141.68, 134.32, 129.25, 127.48 (q, J=31.4 Hz),
127.07, 125.62, 124.32 (q, J=3.6 Hz), 124.28 (g, J=269.9 Hz), 114.34, 108.69, 101.41, 61.19,
53.61, 52.47, 52.36, 34.01, 27.92.

Ca23H2s5F3N403 igin; Hesaplanan: 463.1957
HRMS (m/z) [M+H]* Bulunan: 463.1957
Ca23H2s5F3N403 igin; Hesaplanan % (C=59.73 H=5.45 N=12.11

Elementel Analiz Bulunan % C=59.39 H=5.73 N=12.08
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4.1.12. 3-(4-Fenilpiperidin-1-il)-N-(3-metil-2-okso-2,3-dihidro-1,3-benzoksazol-6-

/
0 N
NAAN@OFO
H

il)propanamit (Bilesik 12)

382 mg (0,0015 mol) 3-kloro-N-(3-metil-2-okso-2,3-dihidro-1,3-benzoksazol-6-
il)propanamit, 675 mg (0,0045 mol) sodyum iyodiir, 525 mg (0,0038 mol) K,CO3ve 612 mg
(0,0038 mol) 4-fenilpiperidin kullanilarak 25 ml asetonitril igcinde ydontem A’ya uygun olarak
sentezlendi. Metanolden kristallendirildi. 472 mg elde edildi, verim %83’tlir. Erime

derecesi: 171.2°C.

IH NMR (DMSO-dg) &: 10.15 (s, 1H, N-H), 7.72 (d, 1H, J=2 Hz, H7), 7.28-7.14 (m, 7H, H*, H®,
fenil protonlari), 3.29 (s, 3H, N-CHs), 2.98 (d, 2H, J=11.2 Hz, H?¢, H%-piperidin), 2.65 (t, 2H,
J=7.2 Hz, -N-CH;-CH>-), 2.49-2.43 (m, 3H, H4-piperidin, -N-CH,-CH,-, DMSO ile birlikte), 2.05
(td, 2H, J=11.2 Hz, J=2 Hz, H?, H%-piperidin, 1.75-1.59 (m, 4H, H3, H>-piperidin).

13C NMR (DMSO-ds) &6: 170.09, 154.06, 146.12, 141.70, 134.37, 128.22, 127.07, 126.58,
125.89, 114.36, 108.71, 101.43, 53.99, 53.40, 41.71, 34.19, 33.03, 27.92.

Ca2H2sN30s icin; Hesaplanan: 380.1974
HRMS (m/z) [M+H]* Bulunan: 380.1973
C22H25N30s icin; Hesaplanan % C=69.64 H=6.64 N=11.07

Elementel Analiz Bulunan % C=69.51 H=6.62 N=11.26
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4.1.13. 3-(4-Benzilpiperidin-1-il)-N-(3-metil-2-okso-2,3-dihidro-1,3-benzoksazol-6-

/
0 N
A X o
H

il)propanamit (Bilesik 13)

A

382 mg (0,0015 mol) 3-kloro-N-(3-metil-2-okso-2,3-dihidro-1,3-benzoksazol-6-
il)propanamit, 675 mg (0,0045 mol) sodyum iyodiir, 525 mg (0,0038 mol) K;CO3z ve 0,68 ml
(0,0038 mol) 4-benzilpiperidin kullanilarak 25 ml asetonitril iginde yontem A’ya uygun
olarak sentezlendi. Etanolden kristallendirildi. 312 mg elde edildi, verim %53’tlir. Erime

derecesi: 164.1°C.

IH NMR (DMSO-dg) &: 10.16 (s, 1H, N-H), 7.69 (d, 1H, J=2 Hz, H7), 7.26-7.12 (m, 7H, H*, H®,
fenil protonlar), 3.29 (s, 3H, N-CHs), 2.83 (d, 2H, J=10.8 Hz, H?¢, H%-piperidin), 2.56 (t, 2H,
J=7 Hz, -N-CH2-CH>-), 2.47 (m, 2H, -CH,-CHs, DMSO ile birlikte), 2.41 (t, 2H, J=7 Hz, -N-CH,-
CH,-), 1.86 (t, 2H, J=10.8 Hz, H??, H%-piperidin), 1.53-1.45 (m, 3H, H3¢, H>¢, H*-piperidin),
1.18-1.13 (m, 2H, H3?3, H>?-piperidin).

13C NMR (DMSO-ds) &6: 170.06, 154.05, 141.68, 140.25, 134.35, 128.86, 127.99, 127.04,
125.61, 114.31, 108.69, 101.38, 53.94, 52.89, 42.22, 37.24, 34.14, 31.68, 27.91.

Ca23H27N303 icin; Hesaplanan: 394.2131
HRMS (m/z) [M+H]* Bulunan: 394.2130
Ca23H27N303 icin; Hesaplanan % (C=70.21 H=6.92 N=10.68

Elementel Analiz Bulunan % C=69.91 H=6.86 N=10.85
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4.1.14. 3-(Benzil(metil)amino)-N-(3-metil-2-okso-2,3-dihidro-1,3-benzoksazol-6-

il)propanamit (Bilesik 14)
/
i @Nﬁ
(0]
H

of

382 mg (0,0015 mol) 3-kloro-N-(3-metil-2-okso-2,3-dihidro-1,3-benzoksazol-6-
il)propanamit, 675 mg (0,0045 mol) sodyum iyodiir, 525 mg (0,0038 mol) K;CO3 ve 0,49 ml
(0,0038 mol) N-metilbenzilamin kullanilarak 25 ml asetonitril igcinde yontem A’ya uygun
olarak sentezlendi. 2-propanolden kristallendirildi. 264 mg elde edildi, verim %52’dir. Erime

derecesi: 165.5C.

IH NMR (DMSO-dg) 6: 10.05 (s, 1H, N-H), 7.69 (s, 1H, H7), 7.28-7.20 (m, 6H, H5, fenil
protonlan), 7.14 (d, 1H, J=8 Hz, H*), 3.51 (s, 2H, -CH>-CsHs), 3.29 (s, 3H, N-CHs), 2.70 (t, 2H,
J=6.8 Hz, -N-CH,-CH>-), 2.49 (t, 2H, J=6.8 Hz, -N-CH>-CH,-), 2.15 (s, 3H, N»-CHs).

13C NMR (DMSO-ds) &6: 170.00, 154.11, 141.72, 134.38, 128.71, 128.08, 127.13, 126.87,
114.46, 108.73, 101.51, 60.99, 52.84, 41.50, 34.50, 27.97.

C19H21N303 icin; Hesaplanan: 340.1661
HRMS (m/z) [M+H]* Bulunan: 340.1662
C19H21N303 igin; Hesaplanan % (C=67.24 H=6.24 N=12.38

Elementel Analiz Bulunan % C=66.84 H=6.47 N=12.40
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4.1.15. N-(3-Metil-2-okso-2,3-dihidro-1,3-benzotiyazol-6-il)-3-(4-fenilpiperazin-1-

il)propanamit (Bilesik 15)
/
2 O

S
360 mg (0,002 mol) 6-amino-3-metil-1,3-benzotiyazol-2(3H)-on, 515 mg (0,0022 mol) 3-(4-
fenilpiperazin-1-il)propanoik asit, 460 mg (0,0024 mol) EDC ve 49 mg (0,0004 mol) DMAP

kullanilarak 20 ml diklorometan icinde yontem B’ye uygun olarak sentezlendi. Metanolden

kristallendirildi. 476 mg elde edildi, verim %60’dir. Erime derecesi: 178.6°C.

IH NMR (DMSO-de) 6: 10.14 (s, 1H, N-H), 7.95 (s, 1H, H7), 7.45 (dd, 1H, J=8.7 Hz, J=1.6 Hz,
H5), 7.21 (d, 1H, J=8.7 Hz, H%), 7.18 (t, 2H, J=7.6 Hz, H¥, H%,), 6.90 (d, 2H, J=7.6 Hz, HZ, HF),
6.74 (t, 1H, J=7.6 Hz, H*), 3.35 (s, 3H, N-CH3), 3.10 (m, 4H, H3, H>-piperazin), 2.67 (t, 2H,
J=6.8 Hz, -N-CH-CH>-), 2.55 (m, 4H, H?, H®-piperazin), 2.52-2.46 (m, 3H, J=7 Hz, -N-CH»-CH-
, DMSO ile birlikte).

13C NMR (DMSO-ds) &6: 170.06, 168.41, 150.97, 134.89, 133.24, 128.87, 121.50, 118.75,
117.93, 115.31, 113.35, 111.29, 53.72, 52.43, 48.18, 34.07, 28.95.

C21H24N405S icin; Hesaplanan: 397.1698
HRMS (m/z) [M+H]* Bulunan: 397.1702
C21H24N405S icin; Hesaplanan % C=63.61 H=6.10 N=14.13  S$=8.09

Elementel Analiz Bulunan % C=63.40  H=6.04 N=13.91  $=7.99
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4.1.16. 3-(4-(4-Florofenil)piperazin-1-il)-N-(3-metil-2-okso-2,3-dihidro-1,3-benzotiyazol-

6-il)propanamit (Bilesik 16)
/
§ Lo
(\N/\)J\H S

()
A

360 mg (0,002 mol) 6-amino-3-metil-1,3-benzotiyazol-2(3H)-on, 555 mg (0,0022 mol) 3-(4-
(4-florofenil)piperazin-1-il)propanoik asit, 460 mg (0,0024 mol) EDCve 49 mg (0,0004 mol)
DMAP kullanilarak 20 ml diklorometan icinde yontem B’ye uygun olarak sentezlendi.

Butanolden kristallendirildi. 588 mg elde edildi, verim %71’dir. Erime derecesi: 176.4°C.

IH NMR (DMSO-dg) 8: 10.13 (s, 1H, N-H), 7.94 (d, 1H, J=1.7 Hz, H7), 7.45 (dd, 1H, J=8.7 Hz,
J=1.7 Hz, H%), 7.21 (d, 1H, J=8.7 Hz, H%), 7.03-6.99 (m, 2H, H¥, H%), 6.93-6.89 (m, 2H, HZ,
H®), 3.35 (s, 3H, N-CH3), 3.05 (t, 4H, J=4.8 Hz, H3, H>-piperazin), 2.67 (t, 2H, J=7 Hz, -N-CH,-
CHy-), 2.55 (t, 4H, J=4.8 Hz, H?, H®-piperazin), 2.51-2.47 (m, 3H, -N-CH>-CH>-, DMSO ile
birlikte).

13C NMR (DMSO-dg) &: 170.06, 168.42, 155.95 (d, J=234.7 Hz), 147.87 (d, J=2.3 Hz), 134.99,
133.25, 121.50, 117.95, 117.04 (d, J=7.6 Hz), 115.19 (d, J=22.1 Hz), 113.36, 111.29, 53.69,
52.42, 48.96, 34.07, 28.95.

Ca1H23FN405S icin; Hesaplanan: 415.1604
HRMS (m/z) [M+H]* Bulunan: 415.1608
C21H23FN4O5S icin; Hesaplanan % C=60.85 H=5.59 N=13.52  S$=7.74

Elementel Analiz Bulunan % C=60.46  H=5.90 N=13.17 S=7.60
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4.1.17. 3-(4-(4-Klorofenil)piperazin-1-il)-N-(3-metil-2-okso-2,3-dihidro-1,3-benzotiyazol-

6-il)propanamit (Bilegik 17)
/
WO R

()
AT

360 mg (0,002 mol) 6-amino-3-metil-1,3-benzotiyazol-2(3H)-on, 591 mg (0,0022 mol) 3-(4-
(4-klorofenil)piperazin-1-il)propanoik asit, 460 mg (0,0024 mol) EDC ve 49 mg (0,0004 mol)
DMAP kullanilarak 20 ml diklorometan icinde yontem B’ye uygun olarak sentezlendi.

Butanolden kristallendirildi. 620 mg elde edildi, verim %72 dir. Erime derecesi: 200.3°C.

1IH NMR (DMSO-ds) &: 10.11 (s, 1H, N-H), 7.93 (d, 1H, J=2 Hz, H7), 7.48 (dd, 1H, J=8.7 Hz, J=2
Hz, H), 7.23 (d, 1H, J=8.7 Hz, H%), 7.21 (d, 2H, J=8.4 Hz, H¥, H), 6.94 (d, 2H, J=8.4 Hz, HZ,
H®), 3.37 (s, 3H, N-CH3), 3.22-3.10 (m, 6H, H3, H>-piperazin, -N-CH,-CH,-), 2.66-2.50 (m, 6H,
H2,H®-piperazin, -N-CH>-CH>-).

13C NMR (DMSO-ds) &6: 169.53, 168.39, 149.45, 134.91, 133.29, 128.58, 122.52, 121.48,
118.00, 116.89, 113.38, 111.28, 53.19, 51.93, 47.41, 33.33, 28.95.

C21H23CIN4O,S igin; Hesaplanan: 431.1309

HRMS (m/z) [M+H]* Bulunan: 431.1317

C21H23CIN40,S.1H,0 icin; Hesaplanan % (C=56.18 H=5.61 N=12.48 S=7.14

Elementel Analiz Bulunan % C=56.14 H=5.75 N=12.38 $=7.09
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4.1.18. 3-(4-(4-Metilfenil)piperazin-1-il)-N-(3-metil-2-okso-2,3-dihidro-1,3-benzotiyazol-

6-il)propanamit (Bilesik 18)
/
g -0

o
H,C
360 mg (0,002 mol) 6-amino-3-metil-1,3-benzotiyazol-2(3H)-on, 546 mg (0,0022 mol) 3-(4-
(4-metilfenil)piperazin-1-il)propanoik asit, 460 mg (0,0024 mol) EDC ve 49 mg (0,0004 mol)

DMAP kullanilarak 20 ml diklorometan icinde yontem B’ye uygun olarak sentezlendi.

Butanolden kristallendirildi. 738 mg elde edildi, verim %90’dir. Erime derecesi: 216.8°C.

IH NMR (DMSO-ds) &: 10.15 (s, 1H, N-H), 7.95 (d, 1H, J=2 Hz, H7), 7.46 (dd, 1H, J=8.8 Hz, J=2
Hz, H), 7.22 (d, 1H, J=8.8 Hz, H%), 6.99 (d, 2H, J=8.4 Hz, H¥, H%), 6.80 (d, 2H, J=8.4 Hz, H?,
H®), 3.35 (s, 3H, N-CH3), 3.05 (t, 4H, J=4.7 Hz, H3, H>-piperazin), 2.67 (t, 2H, J=7 Hz, -N-CH,-
CHy-), 2.55 (t, 4H, J=4.7 Hz, H?, H® piperazin), 2.52-2.47 (m, 3H, -N-CH,-CH,-, DMSO ile
birlikte), 2.18 (s, 3H, fenil-CHs).

13C-NMR (DMSO-dg) & ppm: 170.09, 168.43, 148.93, 135.01, 133.26, 129.32, 127.56,
121.51, 117.96, 115.60, 113.36, 111.32, 53.73, 52.47, 48.68, 34.08, 28.96, 20.02.

C22H26N405S icin; Hesaplanan: 411.1855
HRMS (m/z) [M+H]* Bulunan: 411.1861
C22H26N40,S igin; Hesaplanan % (C=64.36 H=6.38 N=13.65  S$=7.81

Elementel Analiz Bulunan% C=64.27 H=6.44 N=13.55 S=7.76
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4.1.19. 3-(4-(4-Metoksifenil)piperazin-1-il)-N-(3-metil-2-okso-2,3-dihidro-1,3-

benzotiyazol-6-il)propanamit (Bilegik 19)
/
i /©:N ©
H

N
H co/©

3

360 mg (0,002 mol) 6-amino-3-metil-1,3-benzotiyazol-2(3H)-on, 582 mg (0,0022 mol) 3-(4-
(4-metoksifenil)piperazin-1-il)propanoik asit, 460 mg (0,0024 mol) EDC ve 49 mg (0,0004
mol) DMAP kullanilarak 20 ml diklorometan iginde yontem B’ye uygun olarak sentezlendi.

Butanolden kristallendirildi. 734 mg elde edildi, verim %86’dir. Erime derecesi: 192.6°C.

1IH NMR (DMSO-ds) &: 10.17 (s, 1H, N-H), 7.96 (d, 1H, J=2 Hz, H7), 7.46 (dd, 1H, J=8.9 Hz, J=2
Hz, H), 7.23 (d, 1H, J=8.9 Hz, H%), 6.87 (d, 2H, J=8.8 Hz, H¥, H%), 6.79 (d, 2H, J=8.8 Hz, H?,
H®), 3.67 (s, 3H, O-CHs), 3.36 (s, 3H, N-CHs), 3.00 (t, 4H, J=4.8 Hz, H3,H>-piperazin), 2.68 (t,
2H, J=7 Hz, -N-CH,-CH,-), 2.56 (t, 4H, J=4.8 Hz, H? H®-piperazin), 2.51-2.48 (m, 3H, -N-CH,-
CH,-, DMSO ile birlikte).

13C NMR (DMSO-ds) &6: 170.09, 168.43, 152.85, 145.37, 135.01, 133.26, 121.51, 117.95,
117.29, 114.21, 113.36, 111.32, 55.16, 53.73, 52.55, 49.59, 34.08, 28.96.

Ca2H26N403S icin; Hesaplanan: 427.1804
HRMS (m/z) [M+H]* Bulunan: 427.1802
C22H26N403S igin; Hesaplana % C=61.95 H=6.14 N=13.14 $=7.52

Elementel Analiz Bulunan % C=62.17 H=6.20 N=13.09 S=7.52
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4.1.20. 3-(4-(4-Triflorometilfenil)piperazin-1-il)-N-(3-metil-2-okso-2,3-dihidro-1,3-

benzotiyazol-6-il)propanamit (Bilegik 20)
/
2 L0
H

N
F C/©/

3
360 mg (0,002 mol) 6-amino-3-metil-1,3-benzotiyazol-2(3H)-on, 665 mg (0,0022 mol) 3-(4-
(4-(triflorometil)fenil)piperazin-1-il)propanoik asit, 460 mg (0,0024 mol) EDC ve 49 mg
(0,0004 mol) DMAP kullanilarak 20 ml diklorometan iginde yontem B’ye uygun olarak
sentezlendi. Etanolden kristallendirildi. 743 mg elde edildi, verim %80’dir. Erime derecesi:

213.6°C.

IH NMR (DMSO-ds) 6: 10.11 (s, 1H, N-H), 7.95 (d, 1H, J=1.6 Hz, H7), 7.50-7.47 (m, 3H, H?,
H¥, H®), 7.23 (d, 1H, J=8.4 Hz, H*), 7.05 (d, 2H, J=8.4 Hz, H?, H?), 3.37 (s, 3H, N-CHs), 3.28 (t,
4H, J=4.5 Hz, H3, H>-piperazin), 2.70 (t, 2H, J=6.8 Hz, -N-CH,-CH>-), 2.57 (t, 4H, J=4.5 Hz, H?,
He-piperazin), 2.54-2.49 (m, 3H, -N-CH,-CH,-, DMSO ile birlikte).

13C NMR (DMSO-ds) 6: 169.94, 168.33, 153.16, 134.94, 133.21, 126.02 (q, J=3.8 Hz), 124.90
(g, J=269.0 Hz), 121.43, 117.93, 117.75 (q, J=35.5 Hz), 114.04, 113.32, 111.18, 53.58, 52.06,
46.93, 34.01, 28.87.

Ca2H23F3N405S icin; Hesaplanan: 465.1572
HRMS (m/z) [M+H]* Bulunan: 465.1574
C22H23F3N405S icin; Hesaplanan % (C=56.89 H=4.99 N=12.06  S=6.90

Elementel Analiz Bulunan % C=56.97 H=4.86 N=12.11  S=6.91
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4.1.21. 3-(4-Benzilpiperazin-1-il)-N-(3-metil-2-okso-2,3-dihidro-1,3-benzotiyazol-6-

il)propanamit (Bilesik 21)
/
§ L =0
N H

360 mg (0,002 mol) 6-amino-3-metil-1,3-benzotiyazol-2(3H)-on, 546 mg (0,0022 mol) 3-(4-
benzilpiperazin-1-il)propanoik asit, 460 mg (0,0024 mol) EDCve 49 mg (0,0004 mol) DMAP
kullanilarak 20 ml diklorometan icinde yontem B’ye uygun olarak sentezlendi. 2-

propanolden kristallendirildi. 575 mg elde edildi, verim %70’tir. Erime derecesi: 183.3°C.

1H NMR (DMSO-ds) &: 10.15 (s, 1H, N-H), 7.94 (d, 1H, J=2 Hz, H7), 7.44 (dd, 1H, J=8.6 Hz, J=2
Hz, H°), 7.33-7.22 (m, 6H, H*, fenil protonlan), 3.44 (s, 2H, -CH- C¢Hs), 3.37 (s, 3H, N-CHs),
2.61 (t, 2H, J=6.9 Hz, -N-CH,-CH,-), 2.45 (t, 2H, J=6.9 Hz, -N-CH;,-CH>-), 2.40-2.32 (m, 8H,

piperazin).

13C NMR (DMSO-ds) &6: 170.06, 168.40, 138.19, 134.99, 133.22, 128.78, 128.11, 126.85,
121.49, 117.89, 113.30, 111.31, 62.02, 53.71, 52.62, 52.45, 34.03, 28.95.

C22H26N405S icin; Hesaplanan: 411.1855
HRMS (m/z) [M+H]* Bulunan: 411.1847
C22H26N40,S igin; Hesaplanan % (C=64.36 H=6.38 N=13.65  S$=7.81

Elementel Analiz Bulunan % C=64.39  H=6.37 N=13.58 S=7.79
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4.1.22. 3-(4-(4-Florobenzil)piperazin-1-il)-N-(3-metil-2-okso-2,3-dihidro-1,3-

benzotiyazol-6-il)propanamit (Bilegik 22)
/
2 -
0]
F (\N/\)J\N S
N H

360 mg (0,002 mol) 6-amino-3-metil-1,3-benzotiyazol-2(3H)-on, 585 mg (0,0022 mol) 3-(4-
(4-florobenzil)piperazin-1-il)propanoik asit, 460 mg (0,0024 mol) EDCve 49 mg (0,0004 mol)
DMAP kullanilarak 20 ml diklorometan icinde yontem B’ye uygun olarak sentezlendi. 2-

propanolden kristallendirildi. 608 mg elde edildi. Verim %71’dir. Erime derecesi: 176.7°C.

1H NMR (DMSO-de) &: 10.15 (s, 1H, N-H), 7.94 (d, 1H, J=2 Hz, H’), 7.44 (dd, 1H, J=8.8 Hz, J=2
Hz, H%), 7.32-7.28 (m, 2H, H?, HY), 7.23 (d, 1H, J=8.8 Hz, H%), 7.14-7.10 (m, 2H, H¥, H%), 3.42
(s, 2H, -CH2-CeHs), 3.37 (s, 3H, N-CHs), 2.61 (t, 2H, J=7Hz, -N-CH,-CH,-), 2.45 (t, 2H, J=7 Hz, -
N-CH»-CH>-), 2.40-2.30 (m, 8H, piperazin).

13C NMR (DMSO-ds) &: 170.06, 168.40, 161.19 (d, J=240.8 Hz), 134.36, 134.33, 133.22,
130.58 (d, J=7.6 Hz), 121.49, 117.89, 114.82 (d, J=21.3 Hz), 113.30, 111.29, 61.06, 53.59,
52.51, 52.42, 34.03, 28.95.

Ca2Ha2sFN405S icin; Hesaplanan: 429.1761
HRMS (m/z) [M+H]* Bulunan: 429.1754
C22H25FN4O3S icin; Hesaplanan % C=61.66 H=5.88 N=13.07 S$=7.48

Elementel Analiz Bulunan % C=61.27  H=5.81 N=12.93 S=7.48
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4.1.23. 3-(4-(4-Klorobenzil)piperazin-1-il)-N-(3-metil-2-okso-2,3-dihidro-1,3-

benzotiyazol-6-il)propanamit (Bilegik 23)
/
2 -
0]
N H

360 mg (0,002 mol) 6-amino-3-metil-1,3-benzotiyazol-2(3H)-on, 622 mg (0,0022 mol) 3-(4-
(4-klorobenzil)piperazin-1-il)propanoik asit, 460 mg (0,0024 mol) EDC ve 49 mg (0,0004
mol) DMAP kullanilarak 20 ml diklorometan icinde yontem B’ye uygun olarak sentezlendi.

Etanolden kristallendirildi. 783 mg elde edildi, verim %88’dir. Erime derecesi: 184.9°C.

1H NMR (DMSO-de) &: 10.11 (s, 1H, N-H), 7.93 (d, 1H, J=2.1 Hz, H?), 7.44 (dd, 1H, J=8.5 Hz,
J=2.1Hz, H5), 7.35 (d, 2H, J=8.2 Hz, HZ, H®), 7.29 (d, 2H, J=8.2 Hz, H¥, H%),7.22 (d, 1H, J=8.5
Hz, H%), 3.43 (s, 2H, -CH2-CeHs), 3.36 (s, 3H, N-CH3), 2.62 (t, 2H, J=7 Hz, -N-CH,-CH>-), 2.46
(t, 2H, J=7 Hz, -N-CH-CH>-), 2.42-2.32 (m, 8H, piperazin).

13C NMR (DMSO-ds) &6: 169.68, 168.32, 137.26, 134.95, 133.18, 131.30, 130.43, 128.00,
121.44,117.88, 113.28, 111.19, 60.99, 53.62, 52.49, 52.36, 33.99, 28.89.

C22H25CIN4O,S igin; Hesaplanan: 445.1465

HRMS (m/z) [M+H]* Bulunan: 445.1465

C22H25CIN4O,S icin; Hesaplanan % (C=59.38  H=5.66 N=12.59  S=7.21

Elementel Analiz Bulunan % C=59.43  H=5.87 N=12.69 S=7.31



100

4.1.24. 3-(4-(4-Metoksibenzil)piperazin-1-il)-N-(3-metil-2-okso-2,3-dihidro-1,3-

benzotiyazol-6-il)propanamit (Bilegik 24)
/
2 Lo~
0]
H,CO ﬁN/\)LN s
N H

360 mg (0,002 mol) 6-amino-3-metil-1,3-benzotiyazol-2(3H)-on, 612 mg (0,0022 mol) 3-(4-
(4-metoksibenzil)piperazin-1-il)propanoik asit, 460 mg (0,0024 mol) EDC ve 49 mg (0,0004
mol) DMAP kullanilarak 20 ml diklorometan iginde yontem B’ye uygun olarak sentezlendi.
2-propanolden kristallendirildi. 608 mg elde edildi, verim %69’ dur. Erime derecesi: 175.2
°C.

1H NMR (DMSO-de) &: 10.12 (s, 1H, N-H), 7.93 (d, 1H, J=2 Hz, H7), 7.43 (dd, 1H, J=8.4 Hz, J=2
Hz, HS), 7.22 (d, 1H, J=8.4 Hz, H%), 7.17 (d, 2H, J=8.2 Hz, H?, H), 6.86 (d, 2H, J=8.2 Hz, H?,
H*), 3.72 (s, 3H, O-CHs), 3.36 (s, 5H, -CH2-CeHs, N-CHs), 2.61 (t, 2H, J=7 Hz, -N-CH,-CH>-),
2.44 (t, 2H, J=7 Hz, -N-CH,-CH,-), 2.38-2.30 (m, 8H, piperazin).

13C NMR (DMSO-ds) &6: 169.97, 168.31, 158.15, 134.93, 133.15, 129.93, 129.88, 121.42,
117.84,113.42, 113.26, 111.18, 61.34, 54.89, 53.61, 52.42, 52.37, 33.97, 28.86.

Ca3H2sN40sS icin; Hesaplanan: 441.1960
HRMS (m/z) [M+H]* Bulunan: 441.1958
C23H28N40sS icin; Hesaplanan % (C=62.70 H=6.41 N=12.72  $=7.28

Elementel Analiz Bulunan % C=62.59  H=6.59 N=12.69 S=7.32



101

4.1.25. 3-(4-(4-Triflorometilbenzil)piperazin-1-il)-N-(3-metil-2-okso-2,3-dihidro-1,3-

benzotiyazol-6-il)propanamit (Bilegik 25)
/
2L
0
N H

360 mg (0,002 mol) 6-amino-3-metil-1,3-benzotiyazol-2(3H)-on, 696 mg (0,0022 mol) 3-(4-
(4-triflorometilbenzil)piperazin-1-il)propanoik asit, 460 mg (0,0024 mol) EDC ve 49 mg
(0,0004 mol) DMAP kullanilarak 20 ml diklorometan iginde yontem B’ye uygun olarak
sentezlendi. Butanolden kristallendirildi. 574 mg elde edildi, verim %60’tir. Erime derecesi:

190.8°C.

1H NMR (DMSO-dg) 6: 10.11 (s, 1H, N-H), 7.93 (d, 1H, J=2 Hz, H), 7.66 (d, 2H, J=8.2 Hz, H?,
H%), 7.51 (d, 2H, J=8.2 Hz, HZ, HY), 7.44 (dd, 1H, J=8.5 Hz, J=2 Hz, H%), 7.22 (d, 1H, J=8.5 Hz,
H?), 3.54 (s, 2H, -CH2-CsHs), 3.36 (s, 3H, N-CH3), 2.62 (t, 2H, J=7 Hz, -N-CH»-CH>-), 2.47 (t, 2H,
J=7 Hz, -N-CH-CH,-), 2.42-2.37 (m, 8H, piperazin).

13C NMR (DMSO-dg) 5: 169.98, 168.34, 143.32, 134.96, 133.19, 129.25, 127.53 (q, J=31.5
Hz), 124.93 (q, J=3.8 Hz), 124.29 (q, J=269.7 Hz), 121.45, 117.89, 113.29, 111.20, 61.21,
53.63, 52.59, 52.37, 34.02, 28.89.

Ca3H2sF3N403S icin; Hesaplanan: 479.1729
HRMS (m/z) [M+H]* Bulunan: 479.1727
Ca3H25F3N405S icin; Hesaplanan % C=57.73 H=5.27 N=11.71  $=6.70

Elementel Analiz Bulunan % C=57.78  H=5.48 N=11.62 S=6.74



102

4.1.26. 3-(4-Fenilpiperidin-1-il)-N-(3-metil-2-okso-2,3-dihidro-1,3-benzotiyazol-6-

/
o) N
wﬁ*

il)propanamit (Bilesik 26)

360 mg (0,002 mol) 6-amino-3-metil-1,3-benzotiyazol-2(3H)-on, 513 mg (0,0022 mol) 3-(4-
fenilpiperidin-1-il)propanoik asit, 460 mg (0,0024 mol) EDC ve 49 mg (0,0004 mol) DMAP
kullanilarak 20 ml diklorometan icinde yontem B’ye uygun olarak sentezlendi. Etanolden

kristallendirildi. 577 mg elde edildi, verim %73’tir. Erime derecesi: 185.1°C.

IH NMR (DMSO-ds) &: 10.19 (s, 1H, N-H), 7.98 (d, 1H, J=2 Hz, H7), 7.47 (dd, 1H, J=8.8 Hz, J=2
Hz, H%), 7.30-7.15 (m, 6H, H%, fenil protonlari), 3.37 (s, 3H, N-CHs), 3.00 (d, 2H, J=11.6 Hz,
H2e, H®e-piperidin), 2.67 (t, 2H, J=7 Hz, -N-CH,-CH>-), 2.51-2.44 (m, 3H, H*-piperidin, -N-CH,-
CH,-, DMSO ile birlikte), 2.06 (td, 2H, J=11.6 Hz, J=2 Hz, H?3, H®%-piperidin), 1.76-1.59 (m,
4H, H3, H>-piperidin).

13C NMR (DMSO-ds) &6: 170.20, 168.41, 146.19, 135.04, 135.23, 128.29, 126.66, 125.97,
121.50,117.91, 113.32, 111.34, 54.08, 53.48, 41.78, 34.22, 33.09, 28.96.

C22H25N305S icin; Hesaplanan: 396.1746
HRMS (m/z) [M+H]* Bulunan: 396.1739
C22H25N30:S igin; Hesaplanan % C=66.81 H=6.37 N=10.62  S=8.11

Elementel Analiz Bulunan % C=66.83  H=6.43 N=10.65 S=8.12
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4.1.27. 3-(4-Benzilpiperidin-1-il)-N-(3-metil-2-okso-2,3-dihidro-1,3-benzotiyazol-6-

/
o) N
&AN@ESFO
H

il)propanamit (Bilesik 27)

Sve

360 mg (0,002 mol) 6-amino-3-metil-1,3-benzotiyazol-2(3H)-on, 544 mg (0,0022 mol) 3-(4-
benzilpiperidin-1-il)propanoik asit, 460 mg (0,0024 mol) EDC ve 49 mg (0,0004 mol) DMAP
kullanilarak 20 ml diklorometan icinde yontem B’ye uygun olarak sentezlendi. 2-

propanolden kristallendirildi. 606 mg elde edildi, verim %74’tir. Erime derecesi: 156.4°C.

IH NMR (DMSO-dg) &: 10.19 (s, 1H, N-H), 7.96 (d, 1H, J=2.3 Hz, H7), 7.43 (dd, 1H, J=9 Hz,
J=2.3 Hz, H®), 7.28-7.13 (m, 6H, H*, fenil protonlari), 3.37 (s, 3H, N-CHs), 2.85 (d, 2H, J=10.9
Hz, H?¢, H-piperidin), 2.58 (t, 2H, J=6.9 Hz, -N-CH»-CH>-), 2.52-2.46 (m, 2H, -CH>-C¢Hs,
DMSO ile birlikte), 2.43 (t, 2H, J=6.9 Hz, -N-CH2-CH,-), 1.87 (t, 2H, J=10.9 Hz, H?, He-
piperidin), 1.55-1.42 (m, 3H, H3¢, H>¢, H*-piperidin), 1.21-1.10 (m, 2H, H3?, H>?-piperidin).

13C NMR (DMSO-ds) &6: 170.19, 168.42, 140.35, 135.04, 133.21, 128.96, 128.09, 125.71,
121.50, 117.86, 113.27, 111.34, 54.05, 52.99, 42.30, 37.36, 34.18, 31.76, 28.97.

C23H27N305S icin; Hesaplanan: 410.1902
HRMS (m/z) [M+H]* Bulunan: 410.1902
C23H27N30:S igin; Hesaplanan % C=67.45 H=6.65 N=10.26  S=7.83

Elementel Analiz Bulunan % C=67.83 H=6.68 N=10.31 S=7.83
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4.1.28. 3-(Benzil(metil)amino)-N-(3-metil-2-okso-2,3-dihidro-1,3-benzotiyazol-6-

il)propanamit (Bilesik 28)
/
{0
0]
H

>l

360 mg (0,002 mol) 6-amino-3-metil-1,3-benzotiyazol-2(3H)-on, 425 mg (0,0022 mol) 3-
(benzil(metil)amino)propanoik asit, 460 mg (0,0024 mol) EDCve 49 mg (0,0004 mol) DMAP
kullanilarak 20 ml diklorometan icinde yontem B’ye uygun olarak sentezlendi. Etanolden

kristallendirildi. 270 mg elde edildi, verim %38’dir. Erime derecesi: 119.9°C.

IH NMR (DMSO-ds) &: 10.07 (s, 1H, N-H), 7.94 (d, 1H, J=2 Hz, H’), 7.46 (dd, 1H, J=8.7 Hz, J=2
Hz, H°), 7.30-7.25 (m, 5H, fenil protonlar), 7.23 (d, 1H, J=8.7 Hz, H%), 3.50 (s, 2H, -CH,-
CeHs), 3.37 (s, 3H, N-CHs), 2.69 (t, 2H, J=7 Hz, -N-CH,-CH2-), 2.54-2.48 (m, 3H, -N-CH,-CHa-),
2.15 (s, 3H, N2-CHs).

13C NMR (DMSO-ds) &6: 170.04, 168.32, 138.85, 134.96, 133.18, 128.59, 127.99, 126.73,
121.40,117.93, 113.33, 111.19, 61.02, 52.98, 41.51, 34.55, 28.89.

C19H21N30,5 icin; Hesaplanan: 356.1433
HRMS (m/z) [M+H]* Bulunan: 356.1435
C19H21N30,S igin; Hesaplanan % C=64.20 H=5.95 N=11.82  $=9.02

Elementel Analiz Bulunan % C=63.92 H=6.14 N=11.75 S=8.98
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4.1.29. 4-(4-Benzilpiperazin-1-il)-N-(3-metil-2-okso-2,3-dihidro-1,3-benzoksazol-6-
il)butanamit (Bilesik 29)

e Noss

350 mg (0,002 mol) 6-amino-3-metil-1,3-benzoksazol-2(3H)-on, 616 mg (0,0022 mol) 4-(4-
benzilpiperazin-1-il)butanoik asit, 491 mg (0,0024 mol) EDC ve 52 mg (0,0004 mol) DMAP
kullanilarak 20 ml diklorometan icinde yontem B’ye uygun olarak sentezlendi.

Asetonitrilden kristallendirildi. 153 mg elde edildi, verim %18’dir. Erime derecesi: 190.3°C.

'H NMR (DMSO-ds) 6: 9.94 (s, 1H, N-H), 7.73 (d, 1H, J=1.6 Hz, H’), 7.30-7.20 (m, 6H, fenil
protonlari, H%), 7.15 (d, 1H, J=1.6 Hz, H%), 3.41 (s, 2H, -CH»-C¢Hs), 3.30 (s, 3H, N-CHs), 2.40-
2.24 (m, 12H, H-piperazin, -CH,-CH>-CH,-), 1.72 (p, 2H, J=7.2 Hz, -CH,-CH>-CH,-).

13C NMR (DMSO-ds) &6: 171.04, 154.13, 141.71, 138.21, 134.57, 128.77, 128.09, 127.00,
126.82,114.42, 108.71, 101.48, 62.00, 57.21, 52.72, 52.61, 34.30, 28.00, 22.10.

Ca3H28N403 icin; Hesaplanan: 409.2240
HRMS (m/z) [M+H]* Bulunan: 409.2246
C23H28N403 igin; Hesaplanan % (C=67.63 H=6.91 N=13.72

Elementel Analiz Bulunan % C=67.29  H=7.29 N=13.64
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4.1.30. 4-(4-Benzilpiperazin-1-il)-N-(3-metil-2-okso-2,3-dihidro-1,3-benzotiyazol-6-
il)butanamit (Bilesik 30)

OO,

400 mg (0,0022 mol) 6-amino-3-metil-1,3-benzotiyazol-2(3H)-on, 641 mg (0,0024 mol) 4-
(4-benzilpiperazin-1-il)butanoik asit, 512 mg (0,0026 mol) EDCve 54 mg (0,0004 mol) DMAP
kullanilarak 20 ml diklorometan icinde yontem B’ye uygun olarak sentezlendi. Butanolden

kristallendirildi. 150 mg elde edildi, verim %16’dir. Erime derecesi: 87.3°C.

1H NMR (DMSO-ds) 6: 9.92 (s, 1H, N-H), 7.94 (d, 1H, J=2 Hz, H7), 7.41 (dd, 1H, J=8.8 Hz, J=2
Hz, H®), 7.30-7.18 (m, 6H, fenil protonlari, H*), 3.39 (s, 2H, -CH»-C¢Hs), 3.31 (s, 3H, N-CH3),
2.38-2.24 (m, 12H, H-piperazin, -CH,-CH»-CH»-), 1.69 (p, 2H, J=7.2 Hz, -CH,-CH,-CH>-).

13C NMR (DMSO-ds) &6: 170.17, 168.29, 138.13, 135.09, 133.01, 128.68, 128.00, 126.73,
121.31,117.83, 113.21, 111.16, 62.03, 57.19, 52.64, 52.53, 34.20, 28.86, 22.16.

C23H2sN405S icin; Hesaplanan: 425.2011
HRMS (m/z) [M+H]* Bulunan: 425.2015
C23H28N402S.3H,0 icin; Hesaplanan % C=57.72 H=7.16 N=11.71 S=6.81

Elementel Analiz Bulunan % C=57.49 H=7.00 N=11.80 S$=6.70
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4.1.31. 4-(4-Fenilpiperidin-1-il)-N-(3-metil-2-okso-2,3-dihidro-1,3-benzotiyazol-6-
i) butanamit (Bilesik 31)

/
o N
%MNQSFO
H

500 mg (0,0028 mol) 6-amino-3-metil-1,3-benzotiyazol-2(3H)-on, 756 mg (0,0031 mol) 4-
(4-fenilpiperidin-1-il)butanoik asit, 639 mg (0,0033 mol) EDCve 68 mg (0,0005 mol) DMAP
kullanilarak 20 ml diklorometan icinde yontem B’ye uygun olarak sentezlendi. 2-

propanolden kristallendirildi. 600 mg elde edildi, verim %53’dir. Erime derecesi: 104.6°C.

IH NMR (DMSO-dg) 8: 9.95 (s, 1H, N-H), 7.99 (d, 1H, J=2 Hz, H’), 7.48 (dd, 1H, J=8.6 Hz, J=2
Hz, H%), 7.23-7.07 (m, 6H, fenil protonlar, H%), 3.35 (s, 3H, N-CHs), 2.91 (d, 2H, J=11.4 Hz,
H2?e, He®-piperidin), 2.44-2.28 (m, 5H, H*piperidin, -N-CH,-CH>-CH>-), 1.91 (td, 2H, J=11.4
Hz, J=1.8 Hz, H%, H%-piperidin), 1.76 (p, 2H, J=6.8 Hz, -N-CH,-CH,-CH,-) 1.68-1.48 (m, 4H,
H3, H>-piperidin).

13C NMR (DMSO-ds) &6: 171.24, 168.40, 146.34, 135.42, 133.04, 128.18, 126.60, 125.90,
121.46, 117.83, 113.15, 111.28, 57.74, 53.74, 41.98, 34.72, 33.12, 28.96, 22.45.

Ca3H27N30,5 icin; Hesaplanan: 410.1902
HRMS (m/z) [M+H]* Bulunan: 410.1899
C23H27N30,5.1,25H,0 icin; Hesaplanan % C=63.94 H=6.88 N=9.73 S$=7.42

Elementel Analiz Bulunan % C=63.96 H=7.07 N=9.88 S=7.51
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4.1.32. 5-(4-Benzilpiperazin-1-il)-N-(3-metil-2-okso-2,3-dihidro-1,3-benzoksazol-6-

il)pentanamit (Bilesik 32)

@ (\N/\/\)OLHQCN/EO

N

600 mg (0,0036 mol) 6-amino-3-metil-1,3-benzoksazol-2(3H)-on, 1110 mg (0,004 mol) 5-
(4-benzilpiperazin-1-il)pentanoik asit, 841 mg (0,0044 mol) EDC ve 89 mg (0,0007 mol)
DMAP kullanilarak 20 ml diklorometan icinde yontem B’ye uygun olarak sentezlendi.
Aseton-hekzan ile kristallendirildi. 347 mg elde edildi, verim %22’dir. Erime derecesi: 138.4
°C.

IH NMR (DMSO-ds) &: 9.92 (s, 1H, N-H), 7.70 (d, 1H, J=1.6 Hz, H7), 7.30-7.17 (m, 6H, fenil
protonlar, H>), 7.12 (d, 1H, J=8.8 Hz, H*), 3.40 (s, 2H, -CH>-CsHs), 3.28 (s, 3H, N-CHs), 2.36-
2.21 (m, 12H, H-piperazin, N-CH,-CH,-CH»-CH»-), 1.56 (p, 2H, J=7.5 Hz, N-CH,-CH;-CH,-CH,-
), 1.41 (p, 2H, J=7.5 Hz, N-CH2-CH,-CH,-CHy-).

13C NMR (DMSO-ds) &6: 171.07, 154.12, 141.72, 138.26, 134.50, 128.75, 128.08, 127.04,
126.81, 114.44, 108.71, 101.49, 62.10, 57.52, 52.77, 52.66, 36.17, 27.97, 25.90, 23.02.

C24H30N403 igin; Hesaplanan: 423.2396
HRMS (m/z) [M+H]* Bulunan: 423.2387
C24H30N403 icin; Hesaplanan % C=68.22 H=7.16 N=13.26

Elementel Analiz Bulunan % C=67.97  H=7.45 N=13.11
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4.1.33. 5-(4-Benzilpiperazin-1-il)-N-(3-metil-2-okso-2,3-dihidro-1,3-benzotiyazol-6-

il)pentanamit (Bilesik 33)

@ (\N/\/\)()LH/@:}EO

N

600 mg (0,0033 mol) 6-amino-3-metil-1,3-benzotiyazol-2(3H)-on, 1012 mg (0,0036 mol) 5-
(4-benzilpiperazin-1-il)pentanoik asit, 767 mg (0,004 mol) EDCve 81 mg (0,0007 mol) DMAP
kullanilarak 20 ml diklorometan icinde yontem B’ye uygun olarak sentezlendi. Aseton-

hekzan ile kristallendirildi. 420 mg elde edildi, verim %41’dir. Erime derecesi: 120.8°C.

IH NMR (DMSO-ds) 6: 9.96 (s, 1H, N-H), 7.97 (d, 1H, J=2 Hz, H7), 7.47 (dd, 1H, J=9 Hz, J=2
Hz, H®), 7.31-7.21 (m, 6H, fenil protonlari, H*), 3.43 (s, 2H, -CH»-C¢Hs), 3.36 (s, 3H, N-CH3),
2.40-2.24 (m, 12H, H-piperazin, N-CH,-CH,-CH»-CH»-), 1.59 (p, 2H, J/=7.4 Hz, N-CH,-CH;-CH,-
CHy-), 1.44 (p, 2H, J=7.4 Hz, N-CH,-CH,-CH,-CH,-).

13C NMR (DMSO-ds) &6: 171.08, 168.37, 138.25, 135.10, 133.14, 128.74, 128.08, 126.80,
121.41,117.93, 113.31, 111.24, 62.09, 57.51, 52.77, 52.65, 36.13, 28.93, 25.88, 23.03.

C24H30N403S.2,5H,0 icin; Hesaplanan: 439.2168
HRMS (m/z) [M+H]* Bulunan: 439.2188
C24H30N40,5.2,5H,0 igin; Hesaplanan % C=59.60 H=7.29 N=11.58 S$=6.63

Elementel Analiz Bulunan% C=59.50 H=7.18 N=11.97 $=6.49
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4.1.34. 5-(4-Fenilpiperidin-1-il)-N-(3-metil-2-okso-2,3-dihidro-1,3-benzotiyazol-6-

il)pentanamit (Bilesik 34)
/
2 CL,
o
H

600 mg (0,0033 mol) 6-amino-3-metil-1,3-benzotiyazol-2(3H)-on, 967 mg (0,0036 mol) 5-
(4-fenilpiperidin-1-il)pentanoik asit, 767 mg (0,004 mol) EDCve 81 mg (0,0007 mol) DMAP
kullanilarak 20 ml diklorometan icinde yontem B’ye uygun olarak sentezlendi. 2-

propanolden kristallendirildi. 340 mg elde edildi, verim %24’dir. Erime derecesi: 169.2°C.

IH NMR (DMSO-ds) &: 9.96 (s, 1H, N-H), 7.95 (d, 1H, J=2.4 Hz, H’), 7.46 (dd, 1H, J=8.8 Hz,
J=2.4 Hz, H°), 7.26-7.12 (m, 6H, fenil protonlar, H*), 3.37 (s, 3H, N-CH3), 2.92 (d, 2H, J=11.5
Hz, H?¢, H®®-piperidin), 2.49-2.26 (m, 5H, H*-piperidin, -N-CH»-CH>-CH,-CH,-), 1.92 (td, 2H,
J=11.5 Hz, J=2.4 Hz, H??, H®%-piperidin), 1.70-1.54 (m, 6H, H3, H>-piperidin, -N-CH>-CH»-CH-
CHa-) 1.46 (p, 2H, J=7.5 Hz, -N-CH2-CH,-CHa-).

13C NMR (DMSO-ds) &6: 171.14, 168.39, 146.32, 135.13, 133.14, 128.27, 126.64, 125.91,
121.42,117.94, 113.32, 111.26, 57.91, 53.83, 42.00, 33.12, 28.95, 26.10, 23.16.

C24H29N305S icin; Hesaplanan: 424.2059
HRMS (m/z) [M+H]* Bulunan: 424.2048
Ca4H25N30,S icin; Hesaplanan % C=68.05 H=6.90 N=9.92 $=7.55

Elementel Analiz Bulunan % C=68.10 H=7.20 N=9.90 $=7.56
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4.1.35. 3-Metil-6-(3-(4-fenilpiperazin-1-il)propanoil)benzoksazol-2(3H)-on (Bilesik 35)

450 mg (0,0019 mol) 6-(3-kloropropanoil)-3-metilbenzoksazol-2(3H)-on, 840 mg (0,0056
mol) sodyum iyodir, 648 mg (0,0047 mol) K,CO3 ve 0,57 ml (0,0026 mol) 1-fenilpiperazin
kullanilarak 25 ml asetonitril icinde yontem A’ya uygun olarak sentezlendi. Etanolden

kristallendirildi. 86 mg elde edildi, verim %13’tlr. Erime derecesi: 162.8°C.

1H NMR (DMSO-dg) &: 7.94 (d, 1H, J=8.6 Hz, H®), 7.89 (s, 1H, H7), 7.34 (d, 1H, J=8.4 Hz, H%),
7.19-7.15 (m, 2H, H¥, HY), 6.89 (d, 2H, J=8.4 Hz, H?, HY), 7.64 (t, 1H, J=7.2 Hz, H*), 3.35 (s,
3H, N-CHs), 3.21 (t, 2H, J=7.2 Hz, -CH,-CH,-N),3.08 (t, 4H, J=7.2 Hz, H3, H® piperazin), 2.71
(t, 2H, J=7.2 Hz, -CH2-CH-N-), 2.55 (t, 4H, J=7.2 Hz H?, H® piperazin).

13C NMR (DMSO-ds) &6: 197.60, 154.13, 150.99, 141.90, 135.94, 131.29, 128.85, 125.12,
118.71, 115.28, 108.63, 108.65, 52.99, 52.68, 48.14, 35.68, 28.30.

C21H23N303 igin; Hesaplanan: 366.1818
HRMS (m/z) [M+H]" Bulunan: 366.1815
C21H23N30s3 igin; Hesaplanan % (C=69.02 H=6.34 N=11.50

Elementel Analiz Bulunan % C=68.62  H=6.66 N=11.50
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4.1.36. 3-Metil-6-(3-(4-benzilpiperazin-1-il)propanoil)benzoksazol-2(3H)-on (Bilesik 36)

/

OO (X

0]

300 mg (0,0013 mol) 6-(3-kloropropanoil)-3-metilbenzoksazol-2(3H)-on, 563 mg (0,0039
mol) sodyum iyodiir, 432 mg (0,0033 mol) K2CO3 ve 440 mg (0,0026 mol) 1-benzilpiperazin
kullanilarak 25 ml asetonitril icinde yontem A’ya uygun olarak sentezlendi. Etanolden

kristallendirildi. 202 mg elde edildi, verim %43’tir. Erime derecesi: 129.6°C.

IH NMR (DMSO-ds) &: 7.93 (dd, 1H, J=8.4 Hz, J=1.6 Hz, H%), 7.86 (d, 1H, J=1.6 Hz, H7), 7.34
(d, 1H, J=8.4 Hz, H%), 7.33-7.21 (m, 5H, fenil protonlari), 3.43 (s, 2H, -CH,-C¢Hs), 3.37 (s, 3H,
N-CHs), 3.16 (t, 2H, J=7.2 Hz, -CH2-CH,-N), 2.65 (t, 2H, J=7.2 Hz, -CH,-CH2-N-), 2.42-2.34 (m,

8H, H-piperazin).

13C NMR (DMSO-ds) &6: 197.62, 154.12, 141.89, 138.23, 135.91, 131.28, 128.73, 128.09,
126.81, 125.08, 108.79, 108.63, 62.04, 53.03, 52.69, 52.58, 35.65, 28.29.

C22H25N303 icin; Hesaplanan: 380.1974
HRMS (m/z) [M+H]* Bulunan: 380.1989
C22H25N303 icin; Hesaplanan % (C=69.64 H=6.64 N=11.07

Elementel Analiz Bulunan% C=69.24  H=6.84 N=11.05
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4.1.37. 3-Metil-6-(3-(4-fenilpiperidin-1-il)propanoil)benzoksazol-2(3H)-on (Bilesik 37)

N
N\/\[(©:O>:O

0]

500 mg (0,002 mol) 6-(3-kloropropanoil)-3-metilbenzoksazol-2(3H)-on, 938 mg (0,006 mol)
sodyum iyodir, 721 mg (0,005 mol) K2COs ve 507 mg (0,003 mol) 4-fenilpiperidin
kullanilarak 25 ml asetonitril icinde yontem A’ya uygun olarak sentezlendi. Etanolden

kristallendirildi. 172 mg elde edildi, verim %23’tir. Erime derecesi: 137.7°C.

IH NMR (DMSO-de) 8: 7.99 (dd, 1H, J=8.2 Hz, J=1.6 Hz, H®), 7.90 (d, 1H, J=1.6 Hz, H’), 7.36
(d, 1H, J=8.2 Hz, H?), 7.30-7.15 (m, 5H, fenil protonlari), 3.35 (s, 3H, N-CHs), 3.21 (t, 2H, J=7.2
Hz, -CH,-CH>-N-), 3.01 (d, 2H, J=11.4 Hz, H?¢, H®-piperidin), 2.71 (t, 2H, J=7.2 Hz, -CH>-CH>-
N-), 2.49-2.42 (m, 1H, H*piperidin), 2.05 (td, 2H, J=11.4 Hz, J=1.6 Hz, H??, H%-piperidin),
1.76-1.54 (m, 4H, H3, H>-piperidin).

13C NMR (DMSO-ds) &6: 197.71, 154.11, 146.23, 141.90, 135.90, 131.31, 128.26, 126.62,
125.92, 125.09, 108.79, 108.63, 53.73, 53.36, 41.79, 35.86, 33.06, 28.28.

Ca2H24N303 icin; Hesaplanan: 365.1865
HRMS (m/z) [M+H]* Bulunan: 365.1849
C22H24N303 icin; Hesaplanan % C=72.50 H=6.64 N=7.69

Elementel Analiz Bulunan% C=72.12  H=6.78 N=7.80
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4.1.38. 3-Metil-6-(3-(4-fenilpiperazin-1-il)propanoil)benzotiyazol-2(3H)-on (Bilesik 38)

500 mg (0,002 mol) 6-(3-kloropropanoil)-3-metilbenzotiyazol-2(3H)-on, 880 mg (0,006 mol)
sodyum iyodir, 676 mg (0,005 mol) K;CO3ve 0,6 ml (0,004 mol) 1-fenilpiperazin kullanilarak
25 ml asetonitril icinde yontem A’ya uygun olarak sentezlendi. Etanolden kristallendirildi.

400 mg elde edildi, verim %54’dir. Erime derecesi: 134.1°C.

IH NMR (DMSO-de) 6: 8.33 (d, 1H, J=2 Hz, H), 8.00 (dd, 1H, J=8.4 Hz, J=2 Hz, H°), 7.38 (d,
1H, J=8.4 Hz, H%), 7.19-7.15 (m, 2H, H¥, H%), 6.89 (d, 2H, J=8.4 Hz, HZ, H®), 7.64 (t, 1H, J=7.2
Hz, H¥), 3.42 (s, 3H, N-CHs), 3.20 (t, 2H, J=7.2 Hz, -CH2-CH2-N), 3.08 (t, 4H, J=4.8 Hz, H3, H’-
piperazin), 2.71 (t, 2H, J=7.2 Hz, -CH,-CH,-N-), 2.55 (t, 4H, J=4.8 Hz, H?, H®-piperazin).

13C NMR (DMSO-ds) &6: 197.54, 169.30, 150.98, 141.23, 131.88, 128.84, 126.99, 123.17,
121.68,118.71, 115.29, 111.05, 52.94, 52.67, 48.14, 35.62, 29.25.

C21H23N30,5 icin; Hesaplanan: 382.1589
HRMS (m/z) [M+H]* Bulunan: 382.1577
C21H23N30,S igin; Hesaplanan % (C=66.12 H=6.08 N=11.01  S=8.41

Elementel Analiz Bulunan % C=65.83 H=6.47 N=11.09 S=8.49
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4.1.39. 3-Metil-6-(3-(4-benzilpiperazin-1-il)propanoil)benzotiyazol-2(3H)-on (Bilesik 39)

SaePe s

300 mg (0,0012 mol) 6-(3-kloropropanoil)-3-metilbenzotiyazol-2(3H)-on, 540 mg (0,0036
mol) sodyum iyodiir, 415 mg (0,003 mol) K,CO3 ve 317 mg (0,0018 mol) 1-benzilpiperazin
kullanilarak 25 ml asetonitril icinde yontem A’ya uygun olarak sentezlendi. Etanolden

kristallendirildi. 100 mg elde edildi, verim %22’dir. Erime derecesi: 99.9°C.

IH NMR (DMSO-ds) 6: 8.31 (d, 1H, J=2 Hz, H7), 7.97 (dd, 1H, J=8.4 Hz, J=2 Hz, H%), 7.37 (d,
1H, J=8.4 Hz, H*), 7.30-7.18 (m, 5H, fenil protonlari), 3.41 (s, 2H, -CH>-CsHs), 3.40 (s, 3H, N-
CHs), 3.14 (t, 2H, J=7.2 Hz, -CH,-CH»-N), 2.63 (t, 2H, J=7.2 Hz, -CH,-CH>-N-), 2.40-2.32 (m,

8H, H-piperazin).

13C NMR (DMSO-ds) &6: 197.62, 169.33, 141.23, 138.25, 131.89, 128.76, 128.12, 126.99,
126.85, 123.20, 121.68,111.08, 62.06, 53.00, 52.71, 52.61, 35.61, 29.28.

Ca2H2sN30,S icin; Hesaplanan: 396.1746
HRMS (m/z) [M+H]* Bulunan: 396.1734
C22H2sN305S icin; Hesaplanan % (C=66.81 H=6.37 N=10.62  S=8.11

Elementel Analiz Bulunan % C=66.44  H=6.54 N=10.57  $=7.95
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4.1.40. 3-Metil-6-(3-(4-fenilpiperidin-1-il)propanoil)benzotiyazol-2(3H)-on (Bilesik 40)

500 mg (0,002 mol) 6-(3-kloropropanoil)-3-metilbenzotiyazol-2(3H)-on, 880 mg (0,006 mol)
sodyum iyodir, 676 mg (0,005 mol) K,COs ve 476 mg (0,003 mol) 4-fenilpiperidin
kullanilarak 25 ml asetonitril icinde yontem A’ya uygun olarak sentezlendi. Aseton-hekzan

ile kristallendirildi. 53 mg elde edildi, verim %7’dir. Erime derecesi: 103.7°C.

IH NMR (DMSO-de) 6: 8.33 (d, 1H, J=1.3 Hz, H7), 8.30 (dd, 1H, J=8.5 Hz, J=1.3 Hz, H°), 7.41
(d, 1H, J=8.5 Hz, H?), 7.30-7.15 (m, 5H, fenil protonlari), 3.45 (s, 3H, N-CHs), 3.22 (t, 2H, J=7.2
Hz, -CH,-CH>-N-), 3.01 (d, 2H, J=11.6 Hz, H?¢, H®-piperidin), 2.71 (t, 2H, J=7.2 Hz, -CH>-CH>-
N-), 2.51-2.42 (m, 1H, H*piperidin), 2.06 (td, 2H, J=11.6 Hz, J=2.1 Hz, H??, H%-piperidin),
1.76-1.50 (m, 4H, H3, H>-piperidin).

13C NMR (DMSO-ds) &6: 197.71, 169.32, 146.24, 141.22, 131.93, 128.28, 126.98, 126.64,
125.94,123.19, 121.68, 111.07, 53.72, 53.33, 41.79, 35.81, 33.08, 29.25.

Ca2H24N20,5 icin; Hesaplanan: 381.1637
HRMS (m/z) [M+H]"* Bulunan: 381.1625
C22H24N20,S igin; Hesaplanan % C=69.44 H=6.37 N=7.36 S$=8.43

Elementel Analiz Bulunan % C=69.29 H=6.77 N=7.45 $=8.73
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4.1.41. 3-(4-Benzilpiperazin-1-il)-N-(2-fenilbenzoksazol-6-il)propanamit (Bilesik 41)

450 mg (0,0021 mol) 6-amino-2-fenilbenzoksazol, 585 mg (0,0024 mol) 3-(4-
benzilpiperazin-1-il)propanoik asit, 493 mg (0,0026 mol) EDCve 52 mg (0,0004 mol) DMAP
kullanilarak 20 ml diklorometan icinde yontem B’ye uygun olarak sentezlendi. Aseton-

hekzan ile kristallendirildi. 155 mg elde edildi, verim %16’dir. Erime derecesi: 139.5°C.

1H NMR (DMSO-ds) 6: 10.37 (s, 1H, N-H), 8.25 (s, 1H, H7), 8.18-8.15 (m, 2H, HZ, H®), 7.70 (d,
1H, J=8.4 Hz, H*), 7.61-7.58 (m, 3H, H¥, H¥,H%), 7.37 (dd, 1H, J=8.4 Hz, J=1.6 Hz, H®), 7.32-
7.21 (m, 5H, fenil protonlari), 3.44 (s, 2H, -CH,-CeHs), 2.65 (t, 2H, J=6.4 Hz, -N-CH2-CH,-),
2.50-2.47 (m, 2H, -N-CH»-CHz-, DMSO ile birlikte), 2.45-2.38 (m, 8H, piperazin).

13C NMR (DMSO-ds) &6: 170.31, 161.82, 150.34, 138.13, 137.17, 136.88, 131.54, 129.17,
128.71, 128.02, 126.92, 126.76, 126.47, 119.50, 116.47, 101.18, 61.96, 53.59, 52.57, 52.38,

34.10.

Ca7H2sN40 icin; Hesaplanan: 441.2291

HRMS (m/z) [M+H]* Bulunan: 441.2275

C27H25N40; icin; Hesaplanan % C=73.61 H=6.41 N=12.72

Elementel Analiz Bulunan % C=73.42  H=6.75 N=12.73
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4.1.42. 3-(4-Benzilpiperazin-1-il)-N-(2-fenilbenzotiyazol-6-il)propanamit (Bilesik 42)

400 mg (0,0017 mol) 6-amino-2-fenilbenzotiyazol, 483 mg (0,0019 mol) 3-(4-
benzilpiperazin-1-il)propanoik asit, 407 mg (0,0021 mol) EDCve 43 mg (0,0003 mol) DMAP
kullanilarak 20 ml diklorometan icinde yontem B’ye uygun olarak sentezlendi. Aseton-

hekzan ile kristallendirildi. 200 mg elde edildi, verim %25’dir. Erime derecesi: 162.9°C.

IH NMR (DMSO-ds) 6: 10.36 (s, 1H, N-H), 8.51 (d, 1H, J=1.2 Hz, H7), 8.04-8.01 (m, 2H, HZ,
H®), 7.95 (d, 1H, J=8.8 Hz, H%), 7.54-7.50 (m, 4H, H5, H¥, H¥ ,H%), 7.31-7.19 (m, 5H, fenil
protonlari), 3.42 (s, 2H, -CH2-CgHs), 2.63 (t, 2H, J=7 Hz, -N-CH»-CH,-), 2.50-2.47 (m, 2H, -N-
CH»-CH»-, DMSO ile birlikte), 2.42-2.36 (m, 8H, piperazin).

13C NMR (DMSO-ds) &6: 170.33, 165.59, 149.38, 138.11, 136.93, 135.11, 132.87, 131.01,
129.26,128.71, 128.03, 126.85, 126.77, 122.84, 118.81, 111.16, 61.94, 53.61, 52.55, 52.38,

34.09.
C27H28N40S icin; Hesaplanan: 457.2062
HRMS (m/z) [M+H]* Bulunan: 457.2078
C27H28N40S icin; Hesaplanan % (C=71.02 H=6.18 N=12.27  S$=7.02

Elementel Analiz Bulunan % C=70.62 H=6.48 N=12.26  S=7.06
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4.2. Biyolojik Aktivite Bulgulari

4.2.1. Kolinesteraz inhibitor aktivite bulgular

Sentezi gergeklestirilen bilesiklerin AKE ve BKE inhibitor aktivite sonuglari Cizelge 4.1’de,

ICso hesaplamalari igin kullanilan doz-cevap egrileri ise Sekil 4.1 ve 4.2’de sunulmustur.

Cizelge 4.1. Bilesiklerin % inhibisyon degerleri ve I1Cso sonuglari

AKE igin AKE igin BKE igin BKE igin
Bilesik % inhibisyon + SD ICso+ SD % inhibisyon £ SD ICsp+ SD
(100 pM) (1M) (100 pMm) (uM)
1 32+37 - - -
2 35+33 - - -
3 30t4.2 - - -
4 33+3.7 - - -
5 29+33 - - -
6 35+3.2 - - -
7 81+5.2 6.94 + 1.06 30+2.6 -
8 66+4.3 16.10 £ 0.99 21+1.8 -
9 40+21 - - -
10 38+3.2 - - -
11 35+3.5 - - -
12 25+2.7 - - -
13 6423 24.60 £1.15 47 2.6 -
14 58+ 1.1 52.40+1.21 42+35 -
15 34+3.0 - - -
16 37+3.2 - - -
17 32+34 - - -
18 35+2.8 - - -
19 31+3.0 - - -
20 36+3.1 - - -
21 92+24 2.34+0.61 - -
22 74+4.1 7.09 £1.09 52+0.9 37.60 £ 1.84
23 37+3.2 - - -

24 39+3.4 - - -
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Cizelge 4.1. (devam) Bilesiklerin % inhibisyon degerleri ve 1Cso sonuglari

25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
Galantamin

Donepezil

35+3.7
60 +4.1
62+4.6
63+1.3
94 +£0.2
93+0.3
32+21
82+1.0
87+1.7
3023
27+19
97 +2.3
80+0.7
45+ 2.5
99+0.6
81+1.2

89+1.3
98 +1.0

60.30 + 2.24
31.90 + 1.46
49.50+ 1.54
6.00 £1.13
1.96 £0.42
30.86 + 1.08
13.96 + 1.02

0.89+0.14
6.65 +1.07

0.34+0.16
4.32+1.18

0.058 £0.01

81+0.8
60+ 3.3
70+ 15

20+£0.5
67 +0.03

11.14 +1.07
75.38 £1.99
41.96 +1.12

9.65+1.13

2.98 +1.02

13.97 +1.15

3.7+0.10

(-): inhibitor aktivite yok anlamina gelmektedir.
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Sekil 4.2. BKE inhibitori bilesiklerin ICso grafikleri
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Tez kapsaminda sentezlenen bilesiklerden en glicllii AKE inhibitor etki gosteren bilesik 39
(ICs0=0.34 uM) ve en giiclii BKE inhibitor etki gosteren bilesik 34 (ICso= 2.98 uM) secilerek
inhibisyon kinetiklerinin belirlenmesi amaciyla incelenmistir. Bu calismada Michaelis-
Menten kinetigine gore; enzim derisimi, sicaklik ve pH sabitken, degisen substrat miktarlari
nedeniyle olusan tepkime hizindaki degisim, inhibitoriin farkli konsantrasyonlari igin
Olgilmustir. Elde edilen matematiksel degerler Lineweaver-Burk grafiklerine gevrilerek

degerlendirilmistir.

Bilesik 39
1/v
201
@ oum
154
0.2 uM

0.4 uM

—h
5-/ —¥- o8 uM
P
1 1 1 1
-1; ; -5 5 10 15 20 a1
-5 - 1/[SImM

10-
Equation Rsquare
0um Y=0.219*X+0.5965 0.9912
0.2 uM Y=0.3741*X+1.075 0.9609
0.4 uM Y=0.4951*X+1.347 0.998
0.8 uM Y=0.7008*X+1.967 0.99

Sekil 4.3. Bilesik 39’un AKE inhibisyonu icin Lineweaver-Burk grafigi

Cizelge 4.2. Bilesik 39’un AKE inhibisyonu icin hesaplanan Vmax ve Km degerleri

[Bilesik 39] Vimax Km
ouM 1,6764 0,3671
0,2 uM 0,9302 0,3480
0,4 uM 0,7423 0,3675

0,8 uM 0,5083 0,3562
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Bilesik 39
0.8 Y=0.5926*X +0.2399
rR’= 0.9905
Ki= 0.40 pM
0.6
£
m 0.4

1 T T T T T 1
-0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

[Bilesik 39] pM

Sekil 4.4. Bilesik 39’un AKE inhibisyonu icin K;jtayininde kullanilan derisim-egim grafigi

Bilesik 34
1/v
201
@ ouMm
157 W= 1.5uMm
== 3 uMm
=¥ 6uMm
1
-10 5 10 15 20 a1
1/[SImM
-5 =
-10 =
Equation Rsquare
0pM Y=0.1302*X+0.7381 0.9959
1.5uM Y=0.2489*X+1.174 0.9975
3uM Y=0.6064*X+1.288 0.9991
6 UM Y=0.7915*X +1.855 0.9861

Sekil 4.5. Bilesik 34’Uin BKE inhibisyonu icin Lineweaver-Burk grafigi
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Cizelge 4.3. Bilesik 34’Gn BKE inhibisyonu igin hesaplanan Vmax ve Km degerleri

[Bilesik 34] Vinax Km
0o uM 1,3548 0,1763
1,5uM 0,8517 0,2120
3uM 0,7763 0,4708
4,5 uM 0,5390 0,4266
Bilesik 34
° Y=0.1157*X +0.1407
r2= 0.9283
Ki= 1.21 pM
-2 0 2 4 6 8

[Bilesik 34] pM

Sekil 4.6.Bilesik 39’un AKE inhibisyonu igin Kitayininde kullanilan derisim-egim grafigi

4.2.2. Antienflamatuvar aktivite bulgulari

AKE ve BKE inhibitor aktivitesi en ylksek olan sekiz bilesigin (Bilesik 7, 21, 29, 30, 31, 34, 36,

39) enflamatuvar belirtegler (IL-1B, IL-6, TNF-a, NO) Uizerine etkileri incelenmis ve bulgular

Sekil 4.7, 4.8, 4.9 ve 4.10’da sunulmustur.
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Sekil 4.8. LPS ile indiiklenmis enflamasyonda IL-6 seviyesine donepezil ve secilen bilesiklerin
etkisi
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4.2.3. Apoptozis testi bulgulari
En ylksek AKE ve BKE inhibitor aktiviteye sahip sekiz bilesigin (Bilesik 7, 21, 29, 30, 31, 34,
36, 39) apoptozis Uzerine etkileri incelenmis ve bulgular Cizelge 4.4 ve Sekil 4.11’de

sunulmustur.

Cizelge 4.4. 10 uM konsantrasyonda flow sitometri apoptozis testinden alinan % degerler

Annexin V-/Pl+ Annexin V+/Pl+ Annexin V-/PI- Annexin V+/PI-
Bilesik (nekrotik-6lu (ge¢ apoptotik (canli hiicreler) (erken apoptotik
hiicreler) hicreler) hicreler)

% Ortalama + SD

Kontrol 0 0,13 +0,06 98,83 +1,44 0,97 +1,42
7 1,47 £0,23 7,53+1,03 89,23+1,71 1,73 +£0,90
21 0,20 £ 0,00 0,77 +0,21 96,57 £ 0,67 2,50+0,46
29 1,20 £0,48 7,00 +4,05 90,73 £4,42 1,08 £0,22
30 0,17+0,12 0,47 +£0,12 95,93 £1,40 3,43+1,31
31 0,83+0,32 4,88 +1,26 92,70 £0,99 1,65+0,61
34 0,23+0,15 0,33+0,32 97,70+1,91 1,73 +1,53
36 1,23 £0,64 4,83 +1,69 93,23 +1,99 0,70+0.30

39 0,40+0,10 0,27+0,21 98,33+0,21 1,03 £0.40
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elde edilen Dot-plot goriintileri

(Secilen maddelerin uygulanan fibroblast hiicrelerinde 24 saat sonunda
apoptotik etkisinin gosterilmesi) Kontrol grubu , madde uygulanmis fibroblast
hiicrelerinin dot-plot goriintlisi, Annexin V-PI-(Q3) populasyonu yani canli
populasyon; Annexin V+PIl—(Q4) erken apoptozise giden hiicreler ; Annexin V—
Annexin V+Pl+ (Q2) populasyonu geg

Pl+ (Q1) populasyonu oli hicreler ;

apoptotik ve nekrotik hiicreleri gdstermektedir.

4.2.4. Sitotoksisite testi bulgulari

Secilen sekiz bilesige (Bilesik 7, 21, 29, 30, 31, 34, 36, 39) AKE/BKE ICsodegerlerinin altindaki

ve Uzerindeki konsantrasyonlarda (0,1; 1; 10 uM) sitotoksisite testi uygulanmis ve elde

edilen bulgular Sekil 4.12’de gosterilmistir.



131

Bilesik 7 Bilesik 21
120 1207
100 = - 1001 - -
- -T- -
60 >80
= 807 < 807
H S
o 601 o 60
5 S
o b1
2 404 = a0
X xX
20 20 ]
0 T T T C(uMm) 0 T T T C(um)
10.0 1.0 0.1 10.0 1.0 0.1
Bilesik 29 Bilesik 30
1201 1207
1004 - — _ 100 = - T
’E“ 0 0
Z 80+ = 807
< ©
© o
o -
o 60 g 60
2 S
(8] b=1
=] < 40
< 40 <
x
20
20
0 T T T C(um)
0 T T T cum) 10.0 1.0 0.1
10.0 1.0 0.1
Bilesik 31 Bilesik 34
1207 1201
100 - - == _ 1007 —— T
00 0
= 8oA = 807
< ©
© (%]
o -
o 601 g 60
2 S
(8] E=1
3 i £ 401
i 40 <
S 20
20
0 T T T C(um)
0 T T T Clum) 10.0 1.0 0.1
10.0 1.0 0.1
Bilesik 36 Bilesik 39
120 1 120
— T
b
100 - _100q T
- -»
= 80 <= 807
© ©
o o
o 60" o 601
S S
b =1
: 40 < 401
X X
20 20
0 T T T C(um) 0 T T T C(um)
10.0 1.0 0.1 10.0 1.0 0.1

Sekil 4.12. Sitotoksisite testi icin segilen bilesiklerin % hiicre canlihg grafikleri
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4.3. Molekiiler Docking Bulgulari

Yapi-etki iliskilerinin daha iyi ¢oziimlenebilmesi ve baglanma modlarinin incelenebilmesi
icin molekuler docking calismasindan faydalanilmistir. Elde edilen biyolojik aktivite
sonuclarina gore secilen 8 aktif bilesigin (Bilesik 7, 21, 29, 30, 32, 33, 36 ve 39) ve 4 aktif
olmayan bilegigin (Bilesik 1, 15, 35 ve 38) AKE enzimi ile molekiler docking ¢alismasi
gerceklestirilmistir. BKE enzimi ile etkilesimlerin incelenmesi amaciyla ise en iyi BKE
inhibitor aktivite gosteren 3 bilesik (Bilesik 26, 31 ve 34) ayrica BKE inhibitor aktivite
gostermeyen bilesik 15 segilmis ve molekiler docking g¢alismalari gergeklestirilmistir.
Docking calismalarinda kullaniimak Ulzere molekillerin iyonize formlari Marvin Sketch

programi ile hesaplanmistir. Elde edilen bulgular Sekil 4.12 ve Sekil 4.13’de sunulmustur.
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Sekil 4.13. Secilen bilesiklerin AKE kristali ile elde edilen docking sonuclari
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Sekil 4.13. (devam) Secilen bilesiklerin AKE kristali ile elde edilen docking sonuglari
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Sekil 4.14. Secilen bilesiklerin BKE kristali ile elde edilen docking sonuglari
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4.4. Fizikokimyasal Parametre Hesaplama Bulgulari

Cizelge 4.5. Segilen bilesiklerin hesaplanmis fizikokimyasal parametre bulgular

Molekiler Kural
Bilesik MA logP tPSA HBA HBD KBB _
Hacim Ihlali
7 394,48 1,99 70,72 7 1 365,65 0,9878 0
21 410,54 2,63 57,58 6 1 374,79 0,9919 0
29 408,50 2,26 70,72 7 1 382,45 0,9807 0
30 424,57 2,90 57,58 6 1 391,59 0,9903 0
31 409,56 4,08 54,34 5 1 378,83 0,9908 0
34 438,60 3,41 57,58 6 1 408,39 0,9908 0
36 379,46 2,33 58,69 6 0 353,25 0,9933 0
39 395,53 2,98 45,55 5 0 362,39 0,9939 0
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5. TARTISMA

5.1. Kimyasal Bulgularin Degerlendirilmesi

Tez kapsaminda, benzoksazolon ve benzotiyazolon halka sistemlerine sahip 40 bilesik ayrica
benzoksazol ve benzotiyazol yapisinda 2 tirev olmak lizere 42 yeni bilesik sentez edildi ve

yapilari *H-NMR, 3C-NMR, HRMS ve elementel analiz ydntemleriyle aydinlatildi.

Propanamit, blitanamit ve pentanamit serilerinin sentezinde kullanilan 6-amino-3-metil-
1,3-benzoksazol-2(3H)-on/6-amino-3-metil-1,3-benzotiyazol-2(3H)-on tlrevlerinin sentez
yontemi ortaktir. Oncelikle bazik ortamda ticari olarak mevcut olan 1,3-benzoksazolon-
2(3H)-on ve 1,3-benzotiyazolon-2(3H)-on halkalarinin 3. konumu dimetilsilfat yardimiyla
metillendi. Sonrasinda nitrik asit varliginda optimum sicaklik belirlenerek 6. konumdan
nitrolama tepkimesi yapildi. Nitrolanmis tiirevler, kalay klortr ile asit ortamda rediklenerek

Uc serinin sentezinde kullanilacak olan amin tiirevleri elde edildi.

1 N/CH3
(CH5),S0
Crbo e Crs
X NaOH/H,0 X
X=0, S
lHNO3

CH, CH,
N, sncl N,
n
O D D
NH; X NO; X

Sekil 5.1. 6-Amino-3-metil-1,3-benzoksazol-2(3H)-on/6-amino-3-metil-1,3-benzotiyazol-
2(3H)-on sentez semasi

Benzoksazolon halkasinin 6. konumunda propanamit yan zinciri tasiyan sonug Urlinlerin
sentezinde, oncelikle DMAP ve TEA varliginda kloropropiyonil kloriirle yer degistirme
tepkimesi yapildi. Elde edilen Grlinden hareketle sodyum iyodir varliginda bazik ortamda

aminlerle yer degistirme tepkimesinden ise ilk 14 bilesik elde edilmistir.
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N DMAP, TEA
o
0

NH 0
2 CIAACI

0
/@ 2c03 /\)L /@ >:
/N

N N R (\N/\©\
\—/O N R, Ri=H,F,-Cl,-CHy -OCH; -CF,
OO AT U

uygun amin

R,=-H, -F, -Cl, -OCH; -CF,

N
/
O

Sekil 5.2. Benzoksazolon propanamit serisi sonug bilesiklerin sentez semasi

Benzotiyazolon halkasinin 6. konumunda propanamit zinciri tasiyan seri icin benzoksazolon
halkasinda kullanilan yontem denendiginde sonug Urinler disilik verimle elde edildi. Bu
nedenle bu seri bilesiklerin eldesinde uygun karboksilik asitlerle amitlestirme yapilarak
sonug Urinler elde edildi. Kullanilan karboksilik asitlerin sentezi icin 6ncelikle ester formlari
hazirlandi. Bunun icin metil akrilat ve uygun aminlerin Michael katim tepkimesinden
faydalanildi. Daha sonra elde edilen esterlerin bazik ortamda hidrolizinden karboksilik
asitler hazirlandi. Hazirlanan karboksilik asitlerin, EDC ve DMAP ile diklorometan icinde

tepkimesinden de 14 sonug bilesik sentez edildi.

0 0
R/\)kO,CHs <« RH + \)kO/CHg
NaOH/ H,0
CH,

N 0 __EDC,DMAP
D=0+ I, Q #o

OO,
Ry=-H, -F, -Cl, -CH; -OCH, -CF,
D_Q O/\O R,=-H, -F, -Cl, -OCH -CF,

NH;

Sekil 5.3. Benzotiyazolon propanamit serisi sonug bilesiklerin sentez semasi

Benzoksazolon ve benzotiyazolon halkasinin 6. konumunda bitanamit ve pentanamit

tasiyan tlirevler, benzotiyazolon propanamit serisinde kullanilan amitlestirme yontemine
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gore sentezlendi. Bltanamit tiirevlerinin sentezi igin gerekli olan karboksilik asitler, etil 4-
bromobitirat ve uygun amin tirevinin potasyum karbonat varliginda yer degistirmesi
sonucu olusan esterin bazik ortamda hidrolizinden elde edildi. Pentanamit tirevi
bilesiklerin sentezinde kullanilacak karboksilik asitler ise etil 5-bromovalerat yardimiyla ayni
yontemle sentez edilmistir. Her iki seride de fenilpiperidin yan zincirine sahip bilesikler

yalnizca benzotiyazolon halka sistemi igin sentez edilmistir.

0 o)
R%O/CZHs % RH + Br%O/CZHS
JNaOH/HZO
N’CH3 0 __EDC,DMAP
L 0+ gk Q -
NH, X R ~“OH
X=0, n=2,3

Sekil 5.4. Blitanamit ve pentanamit serisi sonug bilesiklerin sentez semasi

Keton tilrevi sonug bilesiklerin sentez edilebilmesi icin oncelikle amit tirevlerinin ilk
basamaginda oldugu gibi 1,3-benzoksazolon-2(3H)-on ve 1,3-benzotiyazolon-2(3H)-on
halkalarinin 3. konumu metillendi, ardindan alliminyum klortr varliginda kloropropiyonil
klorir ile dimetilformamit icinde acilasyon yapildi. Elde edilen irin ile uygun amin

tlrevlerinin yer degistirme tepkimesinden ise planlanan 6 sonug bilesik elde edildi.

A|C|3 K co3
%—0
uygun amin
X=0, S

OO0
0

Sekil 5.5. Keton serisi sonug bilesiklerin sentez semasi
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Son olarak, 2-fenilbenzoksazol/benzotiyazol propanamit yapisindaki 2 bilesigin sentezinde
farkh baslangi¢ maddelerinden yola gikilmistir. 2-Fenilbenzoksazol propanamit yapisina
sahip bilesik, ticari olarak mevcut 2-amino-5-nitrofenol ve benzoik asitin polifosforik asit
icindeki tepkimesinden elde edilmistir. Elde edilen nitro tiirevi, demir ve hidroklorik asit
varliginda amin tlrevine indirgenmistir. Daha sonra amin tlrevinin, 3-(4-benzilpiperazin-1-
il)propanoik asit ile EDC ve DMAP varligindaki tepkimesinden sonug Uriin elde edilmistir. 2-
Fenilbenzotiyazol esleniginin sentezine ise ticari olarak mevcut benzotiyazol halkasi
nitrolanarak baslandi. Sonrasinda 6-nitrobenzotiyazol’iin sulu potasyum hidroksit ¢ozeltisi
icinde pargalanmasiyla elde edilen 2-amino-5-nitrotiyofenol’den hareketle 2-
fenilbenzoksazol tilirevinin eldesindeki sentez yolaklari kullanilarak sonuc bilesik elde

edilmistir.

o)
C:NH2+ HOJ\ : PFA [IN\: C> Fe/HCl (IN\: C
O,N OH O,N O H,N o]
* o)
i ) ~A
O — o
N H

Sekil 5.6. Bilesik 41’in sentez semasi

0
N_ HNO, N KOH NH, PFA N
Oy Oy ey, OO0
S O,N S O,N SH O,N

‘Fe/HCI

QQJQ%@’— AL e OO

Sekil 5.7. Bilesik 42’nin sentez semasi

Propanamit serisine ait bilesiklerin *H-NMR spektrumlarinda amit protonu 10.19-10.05
ppm araliginda go6zlenmistir. Benzoksazolon ve benzotiyazolon halkalarinin 3.
konumundaki azota bagl metil protonlari 3.37-3.28 ppm aralig§inda 3H singlet olarak

gozlenmistir. Halkanin 4. konumundaki proton 7.23-7.14 ppm araliginda dublet, 5.
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konumundaki proton 7.48-7.26 ppm araliginda dubletin dubleti, 7. konumundaki proton ise

7.98-7.69 ppm araliginda dublet olarak gozlenmistir.

Bitanamit serisine ait bilesiklerin *H-NMR spektrumlarinda amit protonu 9.95-9.92 ppm
araliginda gozlenmistir. Benzoksazolon ve benzotiyazolon halkasinin 3. konumundaki azota
bagl metil protonlari 3.35-3.30 ppm araliginda 3H singlet olarak gézlenmistir. Halkalarin 4.
konumundaki proton 7.30-7.07 ppm araliginda dublet, 5. konumundaki proton 7.48-7.20
ppm araliginda dubletin dubleti, 7. konumundaki proton ise 7.99-7.73 ppm araliginda

dublet olarak gézlenmistir.

Pentamit serisine ait bilesiklerin 'H-NMR spektrumlarinda amit protonu 9.96-9.92 ppm
araliginda gozlenmistir. Benzoksazolon ve benzotiyazolon halkasinin 3. konumundaki azota
bagl metil protonlari 3.37-3.28 ppm araliginda 3H singlet olarak gézlenmistir. Halkalarin 4.
konumundaki proton 7.31-7.12 ppm araliginda dublet, 5. konumundaki proton 7.47-7.17
ppm araliginda dubletin dubleti, 7. konumundaki proton ise 7.97-7.70 ppm araliginda

dublet olarak gozlenmistir.

Keton serisine ait bilesiklerin TH-NMR spektrumlarinda benzoksazolon ve benzotiyazolon
halkalarinin 3. konumundaki azota bagh metil protonlari 3.45-3.35 ppm araliginda 3H
singlet olarak gozlenmistir. Halkalarin 4. konumundaki proton 7.41-7.34 ppm araliginda
dublet, 5. konumundaki proton 8.30-7.94 ppm araliginda dubletin dubleti, 7. konumundaki

proton ise 8.33-7.89 ppm araliginda dublet olarak gdzlenmistir.

2-Fenilbenzoksazol/benzotiyazol serisine ait bilesiklerin *H-NMR spektrumlarinda ise amit
protonu 10.37-10.36 ppm araliginda gozlenmistir. Halkalarin 4. konumundaki proton 7.95-
7.70 ppm araliginda dublet, 5. konumundaki proton 7.54-7.37 ppm araliginda dubletin

dubleti, 7. konumundaki proton ise 8.51-8.25 ppm araliginda dublet olarak gézlenmistir.

Ayrica sentez edilen tiim bilesiklerin yan zincirdeki protonlari ve yan zincire bagl halka
protonlari da olmasi gerektigi gibi gozlenmis, bulgular kisminda eslestirmeleri ve

acitklamalari yapilmistir.
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5.2. Biyolojik Aktivite Bulgularinin Degerlendirilmesi

5.2.1. Kolinesteraz inhibitor aktivite bulgularinin degerlendirilmesi

Oncelikle sentez edilen 28 propanamit tiirevi bilesigin kolinesteraz inhibitér aktiviteleri 100
UM konsantrasyonda degerlendirilmis ve %50'nin lizerinde AKE (Bilesik 7, 8, 13, 14, 21, 22,
26, 27, 28) ve BKE (Bilesik 22, 26, 27, 28) inhibisyonu gosteren bilesiklerin ICso degerleri
hesaplanmistir. Bu sonuclara gore en yliksek AKE inhibisyonuna sahip bilesik 21 (ICs0 = 2.34
M) ve en ylksek BKE inhibisyonuna sahip bilesik 26 (ICso = 11.14 uM) 6ncii bilesikler olarak
belirlenmis ve bu bilesikler tizerinden yapilan kimyasal diizenlemeler ile diger seriler sentez

edilmistir.

Kolinesteraz inhibitor aktivite sonuglari genel olarak degerlendirildiginde, bilesiklerin AKE
inhibitor aktivitelerinin, BKE inhibitor aktivitelerine gore daha iyi oldugu gorilmuistir.
Cizelge 5.1’de goruldiugi gibi test edilen bilesikler arasinda 39, 36, 30 ve 21 sirasiyla en
yiksek AKE inhibisyonuna (sirasiyla ICsp= 0.34, 0.89, 1.96, 2.34 uM) sahip bilesiklerdir.
Avyrica bilesik 34, 2.98 uM’lik ICso degeri ile en yiiksek BKE inhibisyonuna sahip bilesiktir.



Cizelge 5.1. Kolinesteraz inhibitor aktivite bulgulan
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/ /
o N N
RWJ\ X>:O R >:O
N X
"o 7-34 0 36-40
Bilesik X n R AKE igin I1Cs0 £ SD (uM) BKE igin 1Cso £ SD (UM)
7 0 2 SRS 6.94+1.06 .
N
8 0 2 /@ QF 16.10 £ 0.9 -
13 0 2 SRS 24,60+ 1.15 .
N/
14 0 2 - @ 52.40+1.21 -
21 s 2 SRS 234061 .
N
22 s 2 ) ﬁF 7.09+1.09 37.60 + 1.84
26 s 2 N <) 60.30 + 2.24 11.14 £ 1.07
27 s 2 O/\@ 31.90 £ 1.46 75.38 £ 1.99
N/
28 S 2 - @ 49.50 * 1.54 41.96 + 1.12
N
29 0 3 ) 6.00 + 1.13 .
N
30 s 3 ) 1.96 + 0.42 .
31 s 3 N <) . 9.65 +1.13
N
32 0 s ) 30.86 £ 1.08 .
N
33 s s ) 13.96 + 1.02 .
34 s s N ) . 2.98+1.02
N
36 0 - ) 0.89 +0.14 .
37 0 - N 6.65 £ 1.07 -
N
39 s =) 0.34+0.16 .
40 s - N 432+1.18 13.97 + 1.15
Donepezil - - - 0.058 £ 0.01 3.70+0.10

(-): inhibitor aktivite yok anlamina gelmektedir.
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Asetilkolinesteraz enzimi icin biyolojik aktivite bulgularinin degerlendirilmesi

Bilesiklerin AKE igin ICso degerleri 0.34 ile 60.30 uM arasindadir. Yapi etki iliskileri g6z 6niine
alindiginda, genel olarak benzotiyazolon cekirdegine sahip bilesiklerin, benzoksazolon
cekirdegine sahip bilesiklerden daha aktif oldugu bulunmustur. Ornegin benzotiyazolon
propanamit tlrevi bilesik 21 (IC50=2.34 uM), benzoksazolon eslenigi bilesik 7’den (1C50=6.94
uM) 3 kat daha aktiftir. Bitanamit serisinde de benzotiyazolon yapisindaki bilesik 30’un
(IC50=1.96 uM) benzoksazolon eslenigi bilesik 29’dan (ICso=6.00 uM) 3 kat daha aktif oldugu
belirlenmistir. Pentanamit serisinde de benzer bir iliski gosterilmistir. Bu duruma paralel
olarak, benzotiyazolon cekirdegine sahip keton yapisindaki bilesik 39 (IC50=0.34 uM) da
benzoksazolon esleniginden (bilesik 36 1C50=0.89 uM) 3 kat daha aktiftir.

Sentez edilen propanamit serisi bilesiklerin AKE inhibitor aktiviteleri yan zincirinde
tasidiklari gruplara gore degerlendirildiginde, benzilpiperazin tasiyan bilesiklerin (bilesik 7
1C50=6.94 ve bilesik 21 1Cs0=2.34 uM) en aktif oldugu gorilmustir. Bu bilesikleri 4-
florobenzilpiperazin (bilesik 8 1C50=16.10 ve bilesik 22 1C50=6.71) tasiyan bilesikler takip
etmektedir. Benzilpiperazinin 4. konumunda bulunan siibstitientlerin aktivite lzerine
etkisi degerlendirildiginde; flor sibstitlientinin aktiviteyi yaklasik 2.5 kat azalttigi, klor,
metoksi ve triflometil stibstitlentlerinin ise inhibitdr aktiviteyi tamamen ortadan kaldirdigi
gorilmektedir. ilave olarak benzilpiperazinle kiyaslandiginda yan zincirde fenilpiperidin,
benzilpiperidin ve N-metilbenzilamin grubu tasiyan bilesiklerde AKE inhibitor aktivitenin
onemli derecede azaldigl, yan zincirde fenilpiperazin ve tirevlerini tasiyan bilesiklerde ise

AKE inhibitor aktivitenin ortadan kalktigi belirlenmistir.

Propanamit serilerinde benzilpiperazin yapisinin AKE inhibitor aktivite agisindan daha iyi
oldugu belirlendikten sonra yan zincirdeki karbon sayisinin aktiviteye Uzerine etkisinin
incelenmesine karar verilmis ve bu baglamda bitanamit ve pentanamit eslenikleri
hazirlanmistir. Karbon sayisinin bir arttiriimasiyla elde edilen bitanamit tirevi bilesik 29
(ICs0=6.00 uM) ve bilesik 30 (ICsp = 1.96 uM)’un propanamit serisindeki esleniklerine gore
AKE inhibitor aktiviteyi ¢cok az artirdiklari bulunmustur. Fakat pentanamit serisinde karbon
sayisinin artirilmasi aktivitede distise neden olmustur (bilesik 32 1C50=30.86 uM ve bilesik
33 1C50=13.96 pM).
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Yan zincirdeki karbon sayilarinin degistiriimesinden sonra amit fonksiyonel grubunun
aktivite agisindan 6nemini degerlendirmek amaciyla amit fonksiyonel grubu keton ile
degistirilmistir. Bu degisim ¢ok gu¢li bir AKE inhibitéri olan donepezilden ilham alinarak
gerceklestirilmistir. Benzoksazolon halkasi tasiyan ve amit grubunun keton ile
degistirilmesiyle elde edilen bilesik 36 (ICs0 =0.89 uM), propanamit eslenigi bilesik 7’den
(ICs0=6.94 uM) 8 kat daha aktif bulunmustur. Bu fark benzotiyazolon halkasi tagiyan bilesik
39 (ICsp = 0.34 uM) ve propanamit eslenigi bilesik 21 (ICsp = 2.34 uM) arasinda da
korunmustur. Dolayisiyla amit fonksiyonel grubu yerine keton grubu getirilmesinin AKE
inhibisyonu agisindan faydali oldugu soylenebilir. Bu bulgulardan hareketle, 6nci
bilesiklerin yapisinda bulunmayan fenilpiperazin grubunun kolinesteraz inhibitor aktivite
Uzerindeki etkisini test etmek amaciyla bu grubu tasiyan bilesikler (bilesik 35 ve 38) sentez
edilmis ancak her iki bilesikte de propanamit serisi esleniklerinde oldugu gibi (bilesik 1 ve

15) aktivite bulunmamustir.

Bilesik 39

Donepezil

Sekil 5.8. Donepezil ve bilesik 39'un kimyasal yapilari

Ayrica benzoksazolon ve benzotiyazolon halka sistemlerinin 2. konumunda bulunan
karbonil grubunun vyerine fenil grubunun getirildigi 2-fenilbenzoksazol ve 2-
fenilbenzotiyazol yapisinda iki bilesik (Bilesik 41 ve 42) sentez edilmistir. Sentez edilen
bilesiklerin her ikisi de AKE inhibitor aktivite gostermemektedir. Buradan yola cikarak

karbonil grubunun enzim ile etkilesimde dnemli rol oynadigi distnilmustar.

En yiksek AKE inhibitor aktiviteye sahip bilesik 39 (ICso= 0.34 uM) icin enzim inhibisyon
tipinin belirlemesi amaciyla enzim kinetigi calismasi yapilmistir. Bilesik 39’un 4 farkl
konsantrasyonu icin elde edilen Lineweaver-Burk grafikleri incelendiginde grafiklerin x
ekseni Uzerinde kesistikleri gorilmis ve bilesigin enzimi nonkompetitif tipte inhibe ettigi

belirlenmistir. Ayrica bilesik 39’un farkli konsantrasyonlarina karsi Lineweaver-Burk
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grafiklerinin egimi kullanilarak elde edilen grafigin x eksenini kestigi noktadan K; degeri

hesaplanmis ve bu deger 0.4 uM bulunmustur.

Butirilkolinesteraz enzimi icin biyolojik aktivite bulgularinin degerlendirilmesi

Propanamit serisi bilesiklerin BKE inhibitér aktiviteleri incelendiginde; benzoksazolon
halkasina sahip bilesiklerin inhibitor etki gostermedigi, BKE inhibitor aktivite gosteren
bilesiklerin benzotiyazolon yapisinda oldugu belirlenmistir (bilesik 22, 26, 27, 28).
Bilesiklerin BKE igin ICso degerleri 2.98 ile 75.38 uM arasinda bulunmustur.

BKE inhibitor aktivite acisindan yan zincire bagh tersiyer amin yapilari incelendiginde;
fenilpiperidin substitlienti tasiyan bilesik 26'nin 11.14 uM’lik ICso degeri ile propanamit
serisi icinde en gliclii BKE inhibitor aktiviteye sahip oldugu bulunmustur. Bu bilesigi yan
zincirde 4-florobenzilpiperazin, N-metilbenzilamin ve benzilpiperidin tirevleri takip

etmektedir (sirasiyla bilesik 22 ICs0=37.60 uM, bilesik 28 ICso=41.96, bilesik 27 1Csp= 75.38

uM)

Propanamit serisinde benzoksazolon tiirevi bilesiklerin BKE inhibitor aktivite
gostermemeleri nedeniyle, BKE inhibitor aktiviteyi iyilestirmek icin yaptigimiz yapisal
degisiklik ¢calismalarina benzoksazolon halkasi dahil edilmemistir. Halka sistemi ve yan
zincire bagli hangi grubun BKE inhibitor aktivite agisindan énemli oldugu belirlendikten
sonra yan zincirdeki karbon sayisinin inhibitor aktiviteyi nasil  degistirdigi
degerlendirilmistir. Blitanamit serisine ait bilesik 31’in (ICso = 9.65 UM) propanamit
serisindeki esleniginden (bilesik 26 ICso= 11.14 uM) daha aktif oldugu bulunmustur. Ayrica
pentanamit serisine ait bilesik 34’lin (ICso= 2.98 uM) de bitanamit serisi esleniginden daha
aktif oldugu belirlenmistir. Bu sonuclara gére BKE inhibitér aktivite agisindan yan zincir

uzunlugunu artirmanin aktiviteyi olumlu yénde etkiledigi sdylenebilir.

Amit fonksiyonel grubunun yerine keton fonksiyonel grubunun getirilmesiyle elde edilen
bilesik 40’in (ICso = 13.37 uM), propanamit eslenigi olan bilesik 26’dan daha az aktif olusu,

keton fonksiyonel grubunun AKE inhibisyonu tizerindeki olumlu etkisini BKE inhibisyonunda
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surdiremedigini gostermektedir. Dolayisiyla BKE inhibitdr aktivite agisindan amit

fonksiyonel grubu daha avantajli bulunmustur.

Enzim kinetigi ¢alismasi en yiiksek BKE inhibitor aktiviteye sahip olan bilesik 34 (ICso= 2.98
M) icin BKE enziminde tekrarlanmis ve bilesik 34’ln karisik tipte inhibitdr oldugu ve K;

degerinin 1.21 uM oldugu belirlenmistir.

5.2.2. Antienflamatuvar aktivite bulgularinin degerlendirilmesi

Genel bilgiler kisminda da paylasildigi Uzere son vyillarda yapilan pek ¢ok ¢alisma
enflamasyonun AH’nin gelismesinde ve ilerlemesinde ¢ok ©6nemli oldugunu
vurgulamaktadir. Dolayisiyla tezimiz kapsaminda sentezledigimiz bilesiklerin kolinesteraz
inhibisyonu yapmalarinin yani sira antienflamatuvar etkilerinin de degerlendirilmesi
planlanmis ve AH tedavisinde kullanilan ilaglardan olan donepezil (zerine yapilmis
antienflamatuvar aktivite testlerinden yola cikilarak, ileri aktivite calismalari kapsaminda
bilesiklerin enflamasyon (zerindeki etkilerinin test edilmesine karar verilmistir. Bu
baglamda AKE ve BKE inhibitor aktiviteleri yliksek olan sekiz bilesik (Bilesik 7, 21, 29, 30, 31,
34, 36, 39) secilerek ileri aktivite taramalari kapsaminda enflamatuvar mediyatérlerin (IL-

1B, IL-6, TNF-a ve NO) seviyeleri tizerine etkileri incelenmistir.

Secilen aktif bilesiklerin LPS ile stimile edilmis ortamda IL-1B seviyesine etkileri
incelendiginde, bilesik 39 referans bilesik donepezile gére daha iyi etki gostermekle birlikte

istatistiksel olarak aralarinda ¢ok buiyik bir fark bulunmamustir.

Bilesiklerin diger bir enflamasyon belirteci olan IL-6 seviyesine olan etkileri
degerlendirildiginde, bilesik 21, 29, 31, 34 ve 39’un donepezile kiyasla daha iyi etki
gosterdigi yani IL-6 seviyesini daha iyi azalttigl fakat istatistiksel olarak onemli bir fark

olmadigl gérilmistar.

Secilen bilesiklerin en 6nemli enflamasyon belirteclerinden biri olan TNF-a’nin seviyesine

etkileri incelendiginde ise tim bilesiklerin donepezil kadar etki gosterdikleri belirlenmistir.
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Bilesiklerin NO Uzerine etkileri ele alindiginda, bilesik 29, 34 ve 39un NO dizeyini
donepezilden daha iyi azalttigi belirlenmis ve bu farkin da istatiksel olarak anlaml oldugu

tespit edilmistir.

Antienflamatuvar aktivite calismasindan elde edilen sonuglara goére bilesik 39’un IL-1B, IL-6
ve TNF-a belirteglerinin seviyelerini donepezil kadar ve NO belirteci seviyesini donepezilden
daha iyi dislrdigli dolayisiyla daha iyi antienflamatuvar katki yaptigi in vitro olarak

belirlenmistir.

5.2.3. Apoptozis bulgularinin degerlendirilmesi

ileri aktivite calismalari kapsaminda secilen sekiz bilesik (Bilesik 7, 21, 29, 30, 31, 34, 36, 39)
annexin V apoptozis deneyi ile 10 uM konsantrasyonda test edilmis ve bilesiklerden
hicbirinin apoptozisi indiiklemedigi ve neredeyse hepsinde (bilesik 7 hari¢ %89) hiicrelerin

%90’In (izerinde canlilik gosterdigi belirlenmistir.

5.2.4. Sitotoksisite testi bulgularinin degerlendirilmesi

Secilen bilesiklerin glivenlik profillerinin belirlenebilmesi amaciyla sitotoksisite testi
uygulanmistir. Bu amacgla bilesikler 1Cso degerlerinin altinda ve Uzerinde (0.1, 1 ve 10 uM
konsatrasyonda) test edilmis ve hicbiri sitotoksik etki gdstermemistir. Belirlenen
konsantrasyonlarda hiicre canlihig %90'in Gzerindedir. Dolayisiyla bilesiklerden higbirinin

sitotoksik etki gbéstermedigi in vitro olarak kanitlanmistir.

5.3. Molekiiler Docking Bulgularinin Degerlendirilmesi

Yapi etki iliskilerinin daha iyi yorumlanmasi ve baglanma modlarinin belirlenmesi amaciyla
molekuler docking calismasi yapiimistir. Bu calismada AKE enzimi icin, Torpedo californica
tiriinden elde edilen kristal yapisi (TcAKE) kullanilirken, BKE enzimi igin insan BKE enzim
kristal yapisi (HuBKE) tercih edilmistir. AKE'ye vyonelik vyapi-etki iliskilerinin
degerlendirilmesi icin en yiksek inhibitor aktivite gosteren 6 bilesik (Bilesik 7, 21, 29, 30,

36, 39), daha az aktivite gosteren 2 bilesik (Bilesik 32 ve 33) ve inhibitor aktivite
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gostermeyen 4 bilesik (Bilesik 1, 15, 35, 38) secilmis ve AKE enzimi ile docking ¢alismasi
gerceklestirilmistir. BKE igin ise en ylksek inhibitor aktivite gosteren 3 bilesik (Bilesik 26, 31,
34) ve inhibitor aktivitesi bulunmayan bilesik 15 segilmis ve BKE enzimi ile docking ¢alismasi

gercgeklestirilmistir.

5.3.1. Asetilkolinesteraz i¢in docking bulgularinin degerlendirilmesi

AKE enziminin aktif bolge cebi periferal anyonik bdlge ve katalitik aktif bolge olmak lizere
iki temel kisimdan olusmaktadir. Periferal anyonik bolge etkilesimlerinde Tyr70, Asp72,
Tyr121, Trp289 ve Tyr334 amino asitlerinin, katalitik aktif bolge etkilesiminde ise Ser200,
Glu327 ve His440, Trp84, Tyr130, Phe330, Phe331, Gly118, Gly119 ve Ala201 amino
asitlerinin 6Gnemli oldugu bildirilmistir. Bu amino asitler ile etkilesimin yani sira enzim kristal
yapisinda gozlenen ve aktif bolgede gomili halde bulunan su molekdllerinin de ligand ile

etkilesimde 6nemli roll oldugu ifade edilmistir [123].

AKE enzimini glicll sekilde inhibe eden donepezilin AKE enzimi ile etkilesimi incelendiginde
molekilin hem periferal anyonik bolge ile hem de katalitik aktif bolge ile etkilestigi
gortlmustir. Periferal anyonik bolge etkilesimleri degerlendirildiginde, enzim aktif
bélgesinin girisinde yer alan Trp279 ile indanon halkasinin m-rt etkilesimi yaptig ve bu
etkilesime ek olarak indanon halkasindaki dimetoksi gruplarinin da su molekilleri
aracihigiyla Trp279 karbonili Gzerinden etkilestigi gorilmistir. Ayrica kolin baglanma
bolgesinde yer alan Trp84 ile de molekdilin benzil kismi ii-it etkilesimi yapmaktadir. Bunun
yani sira Phe330 ve Tyr334 ile piperidin azotunun su koprisi araciligiyla etkileserek

hidrojen bagi yaptigi bildirilmistir [4].

Biyolojik aktivite bulgularinin degerlendirildigi bélimde belirtildigi gibi, benzoksazolon
cekirdegi tasiyan ve amit fonksiyonel grubuna sahip bilesiklerin yan zincirlerinde tasidiklari
karbon sayisina gore optimum aktivitenin bltanamit (bilesik 29) tiirevinde gorildigu,
bltanamit serisini cok az farkla propanamit (bilesik 7) serisinin takip ettigi ve pentanamit
(bilesik 32) serisinde ise aktivitenin distigl belirlenmistir. Blitanamit ve propanamit
yapisindaki  bilesikler enzim aktif bolgesiyle genel olarak benzer etkilesimler

gostermektedir. Her iki bilesik de PAB’da Trp279 ile benzoksazolon halkasinin fenili
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uzerinden m-mt etkilesimi yapmaktadir. Ayrica PAB’da Tyr334’iin de piperazin halkasi ve
etilen ara zinciri Uzerinden aren-hidrojen etkilesimi yaptig belirlenmistir. KAB'da ise
Phe330 ile piperazin halkasi izerinden aren-hidrojen etkilesimi bulunmaktadir. Yine ayni
bolgede gomiilii su molekilleri ile piperazin azotu Uzerinden hidrojen bagi ve benzil
grubunun fenil halkasi Uzerinden ise Trp84 vasitasiyla m-m etkilesimleri yaptiklar
gOzlenmistir. Gorece daha aktif olan bilesik 29°un docking sonuclari incelendiginde bu
etkilesimlere ek olarak benzoksazolon halkasinin PAB’da Trp279 ile, KAB’da ise Glu199 ile
etkilestigi belirlenmistir. Buna karsilik bilesik 7 de benzoksazolon halkasinin karbonili
Uzerinden iki su molekili ile etkilesmektedir. Bu bulgular iki bilesigin arasinda buylk bir
aktivite farki olmamasi durumunu dogrulamaktadir. Pentanamit serisine ait olan bilesik
32’nin etkilesimlerine bakildiginda ise Trp279 ve Phe331 ile olan etkilesimin ortadan kalktigi

belirlenmistir. Bu durum da aktivite kaybini agiklamaktadir.

Yan zincirdeki gruplarin biyolojik aktivite acisindan 6nemini degerlendirmek amaciyla
bilesik 1 ve bilesik 7 kiyaslanmistir. Benzilpiperazin tasiyan bilesik 7’de Trp84 ve Phe330
etkilesimleri gorillrken, fenilpiperazin tasiyan bilesik 1’de bu etkilesimlerin tamamen

ortadan kalktigi belirlenmistir.

Amit fonsiyonel grubuna sahip benzoksazolon yapisindaki bilesiklerin biyolojik aktivite
sonuglari ile kurulan yapi etki iliskileri genel hatlariyla benzotiyazolon yapisindaki bilesikler
icin de gecerlidir. Benzotiyazolon yapisindaki propanamit (bilesik 21) ve bitanamit (bilesik
30) turevi bilesikler kiyaslandiginda her iki bilesigin de PAB’da Trp279 ile benzotiyazolon
halkasinin fenili Gzerinden m-mt etkilesimi ve KAB’da ise Phe330 ile piperazin halkasi
Uzerinden aren-hidrojen etkilesimi yaptiklari goriilmektedir. Ayrica gomuli su molekiilleri
ile amit karbonili aracilhgiyla etkilestikleri ve benzil grubunun fenil halkasi lizerinden ise
Trp84 vasitasiyla ni-mt etkilesimleri yaptiklari gézlenmistir. Bitanamit tlirevinin ilave olarak
Glu199 ile hidrojen bagi yaptigl bunun yani sira Phe330 ile de piperazin halkasinin her iki
azotundan da etkilestigi belirlenmistir. Pentanamit serisine ait tasiyan bilesik 33’de ise
Trp279 etkilesiminin ortadan kalkmasi ve amit karbonili Gzerinden yapilan hidrojen baginin
gozlenmemesi aktivite kaybini agiklamaktadir. Ayrica yan zincirde bulunan fenilpiperazin
(bilesik 15) ve benzilpiperazin gruplari kiyaslandiginda, fenilpiperazin tiirevinde Trp84 ve

Phe330 etkilesimlerinin goértilmemesi aktivite sonuglarini desteklemektedir.
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Keton fonksiyonel grubu tasiyan ve AKE inhibisyonu en yiiksek olan sirasiyla benzoksazolon
ve benzotiyazolon yapisindaki bilesik 36 ve bilesik 39’un enzim aktif bolgesiyle yaptig
etkilesimler incelenmistir. Etkilesimleri kisaca 6zetlemek gerekirse, iki bilesigin de halka
sistemine ait karbonil grubu ile su molekili arasinda hidrojen bagi, KAB’da Phe330 ve
Phe331 ile piperazin halkasi lizerinden aren-hidrojen etkilesimi, yine ayni bolgede gomiili
su molekdlleri ile piperazin azotu Uzerinden hidrojen bagi, benzil grubunun fenil halkasi
Uzerinden Trp84 ile m-it etkilesimleri yaptigi belirlenmistir. PAB’da ise Tyr334 ile piperazin
halkasi (zerinden aren-hidrojen etkilesimi ve Trp279 ile m-m etkilesimi yaptiklari
gortlmustir. Ayrica keton grubunun karbonili ile de su molekili arasinda hidrojen bagi
bulunmaktadir. Bu etkilesimler ek olarak benzotiyazolon yapisindaki bilesik 39, Ser286 ile
kiikart araciligiyla hidrojen bagi, alkil yan zinciri ile Tyr334 arasinda ek m-H etkilesimi, keton
karbonili araciligiyla Phe290 ile hidrojen bagi ve benzil grubunun fenil halkasi araciligiyla
Glu199 ile hidrojen bagi yapmaktadir. AKE inhibitor aktivitesi bulunmayan keton
yapisindaki bilesik 35 ve 38’in docking sonuglarina bakildiginda; halka sistemi ve Trp279
arasindaki mt-mt etkilesimi disinda bilesik 36 ve 39’daki diger etkilesimlere rastlanmamistir.
Dolayisiyla yine biyolojik aktivite bulgulariyla docking sonuglarinin uyumlu oldugu

soylenebilir.

5.3.2. Bitirilkolinesteraz igin docking bulgularinin degerlendirilmesi

AKE ve BKE enzimlerinin genel yapilan blyik oranda benzerlik géstermektedir. Bununla
birlikte AKE enzim aktif cebinde bulunan bazi aromatik amino asitler BKE enziminde yerini
alifatik amino asitlere biraktigindan BKE enzim aktif cebi 200 A3 daha genistir. BKE enzimi
ile etkilesimde 6nemli oldugu dislnilen amino asitler Asp70, Ser79, Trp82, Serl98,
Thr120, Trp231, Phe285, Ser287, Phe329, Tyr332, Trp430, His438 ve Tyr440’dir. BKE enzim
aktif bolgesinde de AKE’de oldugu gibi gémili su molekdllerinin bulundugu ve ligand

etkilesimine aracilik ettigi bildirilmistir [123, 210].

En ylksek BKE inhibitor etkiye sahip bilesik 34’(in docking sonuglari incelendiginde;
fenilpiperidin’in fenil kismi ile Phe329 ve Trp231 arasinda aren-hidrojen etkilesimi,
piperidin azotu ile Ser287 arasinda hidrojen bagi etkilesimleri belirlenmistir. Bilesik 34’ln

Ucte biri kadar aktif bilesik 31’de (ICso=9.65 uM) ise benzotiyazolon halkasi Ser287 ile aren-
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hidrojen etkilesimi, piperidin halkasi Ser198 ve His438 ile hidrojen bagi, fenil kismiise Trp82

ile -1t etkilesimi yapmaktadir.

BKE inhibitdr aktivitesi bulunmayan bilesik 15’in aktif bolge ile yaptigi etkilesimlere
bakildiginda ise Ser287 etkilesimi korunmasina ragmen Phe329 ile etkilesimlerin ortadan
kalkmasiyla aktivitenin de ortadan kalktigi gorilmektedir. Diger etkilesimlerin
gozlenmemesi biyolojik aktivite testleri ile molekiiler docking ¢alismalarinin uyumunu

ortaya koymaktadir.

5.4. Fizikokimyasal Parametre Bulgularinin Degerlendirilmesi

Sentez edilen bilesiklerden en aktif olan sekizi (Bilesik 7, 21, 29, 30, 31, 34, 36, 39) secilerek
molekul agirligi, logP, topolojik polar yizey alani, hidrojen bagi dondr sayisi, hidrojen bagi
akseptor sayisi ve molekiler hacim gibi bazi fizikokimyasal parametreleri hesaplanmistir.
Hesaplanan fizikokimyasal parametreler molekdllerin ilag olabilirliklerini degerlendirmek
acisindan 6nem tasimaktadir. Bulgular degerlendirildiginde sekiz bilesigin de Lipinski
kurallarina tamamen uydugu ve kan beyin bariyerini gecebilecekleri goriilmektedir. Bu
sonuca gore tez kapsaminda elde edilen aktif molekillerin farmakokinetik acidan da ilag

olmaya uygun molekiller olabilecekleri disinilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Kolinesteraz inhibitor aktivite bulgulari degerlendirildiginde, benzotiyazolon halkasi tasiyan
turevlerin benzoksazolon halkasi tasiyan tlrevlere goére daha aktif oldugu bulunmustur.
Fonksiyonel grup agisindan incelendiginde ise AKE inhibitor aktivite icin keton grubunun,
BKE inhibitor aktivite agisindan ise amit grubunun daha uygun oldugu gorilmustiir. Ayrica
amit fonksiyonel grubu tasiyan bilesiklerde optimum zincir uzunlugunun, AKE inhibitor
aktivite icin dort karbon ve BKE inhibitor aktivite icin bes karbon oldugu tespit edilmistir.
Bu bilgilere ek olarak benzoksazolon ve benzotiyazolon halkalarinin 2. konumunda yer alan

karbonil grubunun aktivite igin gerekli oldugu da belirlenmistir.

En yliksek AKE inhibitor aktiviteye sahip bilesik 39, galantamin ve rivastigmin ile
kiyaslanabilir inhibitor etkiye sahiptir. Bununla birlikte bilesik 39’un enflamatuvar
mediyator NO seviyesini donepezilden daha iyi azalttig diger enflamatuvar mediyatorlerin
(IL-1B, IL-6 ve TNF-a) seviyeleri lizerine etkisinin de donepezil kadar oldugu belirlenmistir.
Ayni sekilde en yiksek BKE inhibitor aktiviteye sahip bilesik 34’(in de NO belirteci seviyesini
donepezilden daha iyi azalttig1 ve diger enflamatuvar mediyatoérler (IL-1B, IL-6 ve TNF-a)
tizerine etkisinin de donepezil kadar oldugu bulunmustur. ilave olarak bilesik 34 ve 39’un
sitotoksik olmadigl ve apoptozisi indiklemedigi gosterilmistir. Ayrica her iki bilesigin de
teorik olarak incelenen fizikokimyasal parametreleri, iki bilesigin de ilag olabilecek

ozellikleri tasidigini ve kan beyin bariyerini gecebilecegini gostermistir.

Elde edilen yapi-etki iliskisi bulgulari i1si1ginda, sonraki calismalarimizda hastaligin ¢oklu

hedeflerine yonelik yeni bilesiklerin gelistirilmesi planlanmaktadir.
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