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OZET

Sunulan tez galismamizda, fenoksiasetamit tiirevi 3 bilesik, fenoksipropanamit tiirevi 2
bilesik ve oksobitanamit tirevi 3 bilesik olmak Uzere 8 yeni bilesik sentez edildi.
Sentezlenen bilesiklerin yapilari, *H-NMR, 3C-NMR, HRMS ve elementel analiz verileri ile
kanitlandi. Daha sonra, bilesiklerin 10 uM konsantrasyonda asetilkolinesteraz (AKE) ve
batirilkolinesteraz (BKE) inhibitor aktiviteleri in vitro Ellman yontemiyle degerlendirildi ve
%50'nin Gzerinde inhibisyon olusturan bilesiklerin 1Cso degerleri hesaplandi. ilave olarak
sentezlenen tim bilesiklerin IL-1B, IL-6, TNF-a ve NO gibi enflamatuvar belirteglerin
dizeyleri Gzerine etkileri incelendi. Ayrica bilesiklerin sitotoksisite ve metal selasyon
ozellikleri degerlendirildi. Son olarak en gli¢lii AKE inhibitori bilesik 8'in (ICso =0.63 uM) ve
en glclt BKE inhibitor bilesigi 1'in (ICso = 2.10 uM) baglanma modlarini belirlemek igin
molekuler kenetlenme (docking) calismalari gergeklestirildi.
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ABSTRACT

In the presented thesis 8 new compounds were synthesized, including 3 phenoxyacetamide
derivatives, 2 phenoxypropanamide derivatives and 3 oxobutanamide derivatives. The
structures of the sythesized compounds were confirmed by 'H-NMR, 3C-NMR, HRMS and
elemental analysis. Following that, the acetylcholinesterase (AChE) and
butyrylcholinesterase (BChE) inhibitory activities of compounds at 10 uM concentration
were evaluated by in vitro Ellman’s method and ICso value of compounds which showed
cholinesterase inhibition more than %50 was determined. In addition, the effects of all
synthesized compounds on the levels of inflammatory markers such as IL-1B, IL-6, TNF-a
and NO were investigated. Moreover cytotoxicity and metal chelation properties of all
compounds were evaluated. Finally, molecular docking studies were carried out to
determine binding modes of the most potent AChE inhibitor compound 8 (ICso = 0.63 uM)
and the most potent BChE inhibitor compound 1 (ICsp = 2.10 uM).
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SIMGELER VE KISALTMALAR

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

sunulmustur.

Simgeler Agiklamalar
) Sigma

ppm parts per million (milyonda bir birim)
J Eslesme sabiti
A Angstrom

g gram

m/z kutle/yuk

mg milligram

nm nanometre
Hz Hertz

MHz Mega Hertz
pl mikrolitre
mM millimolar
uM mikromolar

U Unite



Kisaltmalar
AH

AB
APP
APOE
AKE
ATK
BKE
BOS
BTK
BSA
CHCI3
DCM
DMF
DMSO
DMAP
DTNB
ESI
EDC
ELISA
FBS
FDA
HRMS
HuAKE
IL-1B
IL-6
ICso
KAB
LPS
MRI
MSS

Aciklamalar

Alzheimer Hastalig

Amiloid Beta peptit

Amiloid prekiirsor protein
Apolipoprotein E

Asetilkolinesteraz

Asetiltiyokolin iyodr

Butirilkolinesteraz

Beyin omurilik sivisi

Batiriltiyokolin iyodur

Sigir serum albimini

Kloroform

Diklorometan

Dimetilformamit

Dimetilsulfoksit

4-(dimetilamino)piridin
5,5’-ditiyobis-2-nitrobenzoik asit
Elektrosprey iyonizasyon
N-(3-dimetilaminopropil)-N’-etilkarbodiimid hidroklorir
Enzim baglh immiinosorbent deneyi

Fetal bovine serum

Amerikan Gida ve ilag Dairesi

Yiiksek ¢ozlintrliklu kitle spektrometresi
insan asetilkolinesteraz

interlokin-1P

interlékin-6

Maksimum inhibisyonun yarisini olusturan konsantrasyon
Katalitik aktif bolge

Lipopolisakkaritler

Manyetik rezonans gorlintileme

Merkezi sinir sistemi
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Kisaltmalar
NFY
NMDA
MMSE
NO
NOS
PAB
PDB
PET
PSEN1
PSEN2
oS
ROT
RAT
TDP-43
TEA
THF
THP
TNF-a
oD
TcAKE
HuBKE
UPLC

Aciklamalar

Norofibriler yumaklar
N-metil-D-aspartat
Mini-mental durum testi
Nitrik oksit

Nitrik oksit sentaz

Periferal aromatik bolge
Protein Data Bank

Pozitron emisyon tomografi
Presenilin 1

Presenilin 2

Oksidatif stres

Reaktif oksijen tiirler
Reaktif azot turler

TAR DNA baglayici protein 43
Trietil amin
Tetrahidrofuran

insan monositik hiicre hatti
Timor nekrozis faktor-a
Optik densite

Torpedo californica asetilkolinesteraz
insan biitirilkolinesteraz

Ylksek basingli sivi kromotografisi
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1. GIRIS

Alzheimer hastaligl (AH) genellikle yaslilikla birlikte ortaya ¢ikan nérodejeneratif bir beyin
hastaligidir. GUnimiizde diinya genelinde o6zellikle gelismis Ulkelerde ortalama yasam
sresinin uzamas! ile birlikte en hizli artan yas grubunu 65 yas ve ustu Kkisiler
olusturmaktadir. Buna paralel olarak yashlikla birlikte ortaya ¢ikan AH gibi hastaliklarin
gortlme sikhgr bu yas grubunda hizla artmaktadir. Dolayisiyla AH, nifusun giderek

yaslandigi tiim diinyada 6nemli bir saglik sorunudur [1-3].

AH’nin klinik ve patolojik bulgulari ¢ok iyi tanimlanmasina ragmen nedeni tam olarak
bilinmemektedir. Ancak hastaligin genetik, yasam tarzi ve gevresel faktorler gibi etkenlerin
sonucunda ortaya cikabilecegine iliskin veriler literatirde kayitlidir. AH nin klinik bulgulari
basta unutkanlik olmak Uzere, diger zihinsel ve davranigsal bozukluklardir. Hastaligin
patolojik gostergeleriise genel olarak; beyindeki asetilkolin (AK) azhgi, glutamat seviyesinde
artis, enflamasyon, oksidatif stres, hiicre disi amiloid beta (AB) plaklar ve hiicre igi
norofibriler yumaklardir (NFY). AH’yi tedavi etmeye yonelik, s6z konusu patolojik bulgulari
ivilestirmeyi hedefleyen pek cok bilesik gelistirilmistir. Ancak hastaligin kesin tedavisi
yoktur ve gliniimizde hastaligin tedavisinde kolinerjik yaklasim hedef alinarak gelistirilen

semptomatik tedavi uygulanmaktadir [4-8].

Kolinerjik yaklasimda amacg; hafiza ve yeni bilgileri 6grenme ile iliskili ve hastalik durumunda
azalmis norotransmitter AK seviyesini artirarak hastaligin en 6nemli klinik bulgusu olan
unutkanhgin ve dolayisiyla bilissel durumun iyilestirilmesidir. Bu amaca yonelik olarak
uygulanan yéntem, AK’nin sinaptik hidrolizini gerceklestiren kolinesteraz enzimlerinin

(asetilkolinesteraz ve bitirilkolinesteraz) inhibe edilmesidir [9-11].

AH’nin onemli patolojik gostergelerinden olan noroenflamasyonun, AR plaklar ve NFY
yumaklari ortadan kaldirmak amaciyla olustugu ancak hastaligin ilerleyen evrelerinde plak
ve yumak olusumunu tetikledigi bildirilmistir. Bu nedenle AH tedavisinde kolinesteraz
inhibisyonu ile birlikte mikroglia ve astrositlerden salinan proenflamatuvar sitokinlerin;

interlokin-1pB (IL-1B), interlokin-6 (IL-6), timor nekrozis faktor-a (TNF-a) ve nitrik oksit (NO)



gibi enflamatuvar mediyatorlerin inhibisyonunun dolayisiyla antienflamatuvar etkinligin de

onemli olabilecegi varsayilmaktadir [12-16].

Ayrica Fe*?, Cu*? ve Zn*2 metal iyonlarinin AR agregasyonuna, Tau hiperfosforilasyonuna ve
Fenton reaksiyonu sonucu hidroksil radikalinin agiga ¢ikmasina neden olarak AH'ye yol

acabilecegi bildirilmistir [17, 18].

Son yillarda AH’ye yonelik ila¢ etkin madde gelistirme ¢alismalarinda, hastaligin karmasik
ve ¢ok faktorli olmasi nedeniyle, hastaligin farkli patolojik hedefleri ile etkilesebilecek
molekillerin daha etkili olacag yaklagimi benimsenmektedir. Biz de tezimizde bu
yaklasimdan hareketle hastaligin farkli patolojik hedefleri ile etkilesmesini 6ngérdigimiiz

molekulleri tasarladik ve sentez ettik.

Ayrica grubumuz tarafindan yiritilmekte olan bir calismada 3-fenilprop-2-enamit tiirevi
olan bilesigin (Sekil 1.1.) 1.3 uM’lik ICso degeri ile segici asetilkoliesteraz enzim inhibisyonu

yaptigi belirlenmistir.

Sekil 1.1. N-(4-((Benzil(metil)amino)metil)tiyazol-2-il)-3-(4-metoksifenil)prop-2-enamit

TUm bu verilerden hareketle sunulan tez ¢calismamizda, 3-fenilprop-2-enamit yapisi yerine
“2-fenoksiasetamit ve 3-fenoksipropanamit” vyapilarini  tasiyan bilesikler ve
fenoksipropanamit serisinin fenoksi grubundaki oksijen atomunun karbonil grubu ile
degistirildigi 4-oksobitanamit yapisinda bilesikler sentez edildi ve sentez edilen sekiz yeni
bilesigin yapilari aydinlatildi. Daha sonra bilesiklerin kolinesteraz enzimleri Gzerindeki
etkileri incelendi ve secilen aktif bilesiklerin kolinesteraz enzimleri ile etkilesimleri
molekiler docking calismalari ile degerlendirildi. ilave olarak bilesiklerin metal selatér
etkileri, belirli enflamasyon belirteclerine karsi antienflamatuvar etkileri ve sitotoksisiteleri

incelendi.
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2. GENEL BiLGILER

2.1. Normal Yaslanma Siireci ve Demans

Saglikli yaslanma, kademeli olarak isitme, kilo, boy ve kas kiitlesi kaybini icerebilir. Cilt daha
kirllgan hale gelebilir ve kemik yogunlugu azalabilir. Metabolizma hizinda bir dislstin yani
sira isitme ve gérmede bir azalma meydana gelebilir. Ayrica normal yaslanma siireci; bellek,
dil, akil yaritme gibi bazi bilissel yeteneklerdeki dususlerle iliskilidir. Bu stregte bilginin
daha yavas hatirlanmasi ve hafizada hafif bir diisiis olmasi yaygindir, ancak giinliik yasami

etkileyen bilissel diistis yaslanma sirecinin normal bir parcasi degildir [19, 20].

Demans; hafizada, diislincede, davranista ve glinliik aktiviteleri gerceklestirme becerisinde
bozulma olarak tanimlanan bir sendromdur. Demans esas olarak yaslilari etkilese de,
yaslanmanin normal bir pargasi degildir [21]. Demans, néronlara zarar veren cesitli
hastaliklardan kaynaklanabilir. Ornegin, vaskiiler demans, bir fel¢ nedeniyle beynin bir
kismina giden kan akisinin azalmasindan kaynaklanir. Parkinson hastaligi ve hidrosefali
hastalarinda da demans mevcut olabilir [22, 23]. AH ise beyinde beta amiloid plaklar ve

hiperfosforile tau proteinleri birikimi ile tanimlanan en yaygin demans nedenidir [3].

2.2. Alzheimer Hastaligi

Alzheimer hastaligi (AH), ilerleyici nérodejeneratif bir beyin hastaligidir ve demansin en
yaygin nedenidir [2, 24]. AH'nin klinik olarak hafiza kaybi, dil problemleri [25], glnlik
aktiviteleri gergeklestirmede zorluk gibi bilissel bozukluklar [26], psikiyatrik semptomlar
(depresyon, gorsel ve isitsel hallisinasyonlar, ve ajitasyon) ve bu belirtilerin davranissal
yansimalari ile seyreden ilerleyici ve 6limle sonucglanan bir hastaliktir [25]. Hastaligin son

asamalarinda olan kisiler yataga bagimhidir ve 24 saat bakima ihtiyag duyarlar.

1906 yilinda Alman Psikiyatrist Alois Alzheimer, Alman psikiyatristlerinin toplantisinda 51
yasindaki Auguste Deter isimli hastasina ait; bilissel bozukluk, yénelim bozuklugu, sanrilar
ve diger davranis degisiklikleri gibi klinik bulgulari ve hastanin 6limiinin ardindan

gozlemledigi histopatolojileri (beyin atrofisi, amiloid plaklar (AB), norofibriler yumaklar



(NFY), noron ve sinaps kaybi) tanimlamistir [27, 28]. AH’nin klinik ve patolojik bulgulari ¢ok
iyi tanimlanmasina ve Ulzerinde yapilan yogun calismalara ragmen hastaligin nedeni halen

bilinmemektedir [29].

AH goridlme sikhgr ilk tanimlandigl yillarda oldukc¢a az iken, ortalama yasam siresinin
uzamasi ile glinimuzde, kardiyovaskuler, serebrovaskiiler hastaliklar ve malign timérlerin
ardindan yasli ntfus igin Gglinci bliylk 6lim nedenidir [30] ve hastalik 65 Ustl nifusta her
on kisiden birini etkilemektedir [24]. Dinya Alzheimer raporu verilerine gore, diinyada her
U¢ saniyede bir kisi demans hastaligina yakalanmaktadir. World Alzheimer Report 2019
verilerine gore ise, dinya capinda demansla yasayan 50 milyondan fazla insan

bulunmaktadir ve bu sayinin 2050'ye kadar 152 milyona ylkselmesi beklenmektedir [31].

AH’nin tanimlanmasindan bu yana, tedaviye yonelik pek ¢ok arastirma yapilmasina ragmen
hastaligin kesin tedavisi yoktur. Ancak Amerikan Gida ve ila¢ Dairesi (FDA) tarafindan
onaylanmis ve hastaligin belirtilerini hafifletici bes ila¢ klinik kullanima sunulmustur. Bu
nedenle hastalik Uzerinde daha etkili olabilecek ilaglarin gelistirilmesine ihtiyac

duyulmaktadir [30].

2.3. Alzheimer Hastaliginin Klinik Donemleri

Genel olarak, AH’nin klinik donemleri ¢ evre olarak siniflandirilsa da patolojisinin, klinik

semptomlarinin gérilmesinden daha 6nce basladigi bildirilmistir [32].

Alzheimer hastaliginin erken evresi

AH’nin erken evresinde kisi bagimsiz olarak islev gorebilir, araba kullanabilir, calisabilir ve
sosyal faaliyetlerin bir parcasi olabilir. Buna ragmen kisi, tanidik kelimeleri veya glinliik
nesnelerin yerini unutabilir. Semptomlar bu asamada yaygin olarak belirgin olmayabilir,
ancak aile ve yakin arkadaslar bunu fark edebilir [33]. Ayrica, karmasik gorevleri yerine
getirme yetenegi azalabilir [34]. Demans Oncesi asamada potansiyel olarak mevcut olan
kiicik bilissel bozukluklara ek olarak, bireyler geri cekilme veya depresyon duygulari

yasayabilir [35].



Alzheimer hastaliginin hafif evresi

Hafif evre hastaligin teshis edilebildigi evredir. Bu donemin en belirgin 6zelligi, yeni bilgileri
o6grenme zorlugu ve hafiza bozuklugudur [35]. Bu asamada en olumsuz etkilenen bellek,
kisa sireli bellektir ve uzak bellek korunmustur. Depresyon belirtileri hastahgin hafif

evresinde baslayabilir [34].

Alzheimer hastaliginin orta evresi

Orta evre en uzun asamadir ve uzun yillar strebilir. Bellekteki bozulma artar. Hastalarin yeni
bilgileri 6grenme becerileri ortadan kalkar. Bu evrede dildeki bozukluklar yaygin hale gelir.
Hastalar yavas yavas kendilerine ve evlerine bakma becerilerini kaybederler. Yizleri
taniyamamaya baglarlar. Uyku bozukluklari, psikolojik bozukluklar ve sanrilar bu evrede

yaygindir [35-37].

Alzheimer hastaliginin ileri evresi

Hastaligin son asamasinda demans semptomlari siddetlidir. Bu evrede, hastalarin tim
bilissel islevlerinde bozulma ile birlikte, motor fonksiyonlarinda da ileri derecede bozulma
gorulir. Bireyler konusma becerilerini kaybeder ve gcevrelerine tepki vermezler. Bu evrede
hastalar kapsamh hemsirelik bakimina ihtiyag duyarlar ve temel ihtiyaglarini
karsilayamazlar. Hastalarda goriilen en sik 6lim nedeni akciger enfeksiyonun ardindan

miyokard enfarktlisi ve septisemidir [35].

2.4. Risk Faktorleri

Yas

AH, yaslanmanin normal bir parcasi olmamakla birlikte hastaligin ortaya ¢cikmasinda 6nemli
bir faktoérdir. Genel olarak AH gorilme sikligl 65 yas lizerindeki bireylerde artmakta ve 85

yas Uzerindeki bireylerde bu oranin %50’ye ciktigl bilinmektedir [3, 38].



Genetik faktorler

AH’nin blyuk ¢ogunlugunun genetik bir neden olmadan ortaya ¢iktigi ancak bazi erken
baslangicli ve ileri yaslarda goriilen AH olgularinda genetik faktorlerin rol oynayabilecegi

gosterilmistir.

21. Kromozom Uzerinde yer alan amiloid prekiirsor protein (APP), 14. kromozom lizerinde
yer alan presenilin 1 (PSEN1) ve 1. kromozom Uzerinde yer alan presenilin 2 (PSEN2) genleri
erken baslangi¢h AH ile iliskilidir. Ancak bu genlerde meydana gelen mutasyonlar sonucu
hastaligin 60 yasindan 6nce ortaya ¢ikmasi tim vakalarin sadece % 5’ini olusturmaktadir

[39].

lleri yaslarda goriilen AH olgularinda ise Apolipoprotein E (ApoE) geninin 4 alleli, hastaligin
ortaya cikma olasiligini artiran bir risk faktortidir. Ancak bu geni tasiyan bireylerin hepsinde
AH ortaya ¢tkmadigi gibi, AH'nin bu geni tasimayan bireylerde de goriilebildigi bildirilmistir
[24, 40, 41].

Kafa travmasi

Kafa travmasinin AH riskini artirabilecegi bildirilmistir [24, 42].

Diger saglik sorunlari

Kalp yetmezligi, yiksek tansiyon, ylksek kolesterol seviyesi, Tip 2 diyabet, depresyon ve

stresin de AH gelisme riskini arttirabilecegi bildirilmistir [43].

Cevresel faktorler

Cesitli toksik maddelerin de AH gelisimi ile ilgili olabilecegi bildirilmistir [24].



2.5. Alzheimer Hastalig1 Patofizyolojisi

AH patolojileri makroskobik ve mikroskobik patolojiler olarak siniflandilir. Makroskopik
seviyede hastalik beyin atrofisi ile karakterizedir (Sekil 2.1). Ozellikle hipokampus ve
serebral korteks atrofisi vardir. Hastaligin mikroskobik patolojieri ise amiloid beta
peptitlerden olusan hiicre disi amiloid beta plaklar ve hiperfosforile tau proteinlerinden
olusan hiicre i¢i norofibriler yumaklar (NFY) ve biiylk dlglide bu iki temel patolojinin neden

oldugu noron ve sinaps kaybi olarak tanimlanir [44].

NFY ve amiloid plaklar hem normal yaslanma siirecinde hem de bazi baska nérodejeneratif
hastaliklarda gorilebildiginden, her iki lezyon AH’nin kesin tanisi i¢in gerekli ancak yeterli
degildir. AH’nin kesin tanisi igin s6z konusu patolojilerin belirli bir n6roanatomik dagihm ve

miktarlarda olmasi gereklidir [45].

Alzheimer’li Beyin
Serebral
Korteksin

: atrofisi

I & : Kugulmus

N \(1 - girus

\\ ) 4
\ ~ x‘io",,—Geni§Iemi§

@// o ] sulkus
(\ : -~ Hipokampsiin

atrofisi
Sekil 2.1. Makroskopik degisiklikler; hipokampus ile serebral korteksin atrofisi [46]
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2.5.1. Amiloid beta plaklar

Amiloid beta plaklar AH’nin en 6nemli patolojik gdstergelerinden biridir ve transmembran
bir protein olan amiloid prekirsoér protein (APP)'nin proteolitik yikimi ile ortaya ¢ikan
amiloid beta (AB) peptitlerden olusur. APP, nonamiloidojenik ve amiloidojenik olmak lizere
iki sekilde yikilir. Nonamiloidojenik yolakta APP’nin a-sekretaz ile yikimindan ¢éziiniir APPa
olusur. Amiloidojenik yolakta ise APP’nin B ve y sekretazlar ile yikimindan 40-42 amino
asitlik AR peptitler ortaya cikar. Her iki yolak arasinda saglikh bireylerde bir denge soz

konusu iken, APP genindeki mutasyonlar sonucu amilodojenik yolak baskin hale gelir.

oksidatif stres, néroenflamasyon, tau hiperfosforilasyonu gibi) nérotoksik etkiye yol agarak

bilissel islevlerde bozulmaya neden olduklari bildirilmistir. Ayrica plak iceriginde yer alan

Yapilan c¢alismalarda AB plaklarin farkli biyolojik yolaklari tetikleyerek (eksitotoksisite,

AB42'nin, daha kisa zincirli APso’a gore agregasyona daha meyilli oldugu fakat agregat

olustuktan sonra norotoksisiteleri arasinda fark olmadigi bildirilmistir [47-49].

Non- am1I0|dOJen|k yolak Amiloidojenik yolak
] [ >
sAPPa'\ APPB
s
Hucre digi \
y- sekretaz a- sekretaz B- sekretaz v -sekretaz ABoe
(1
Hucre zar

00000000 ¢, 000000 §0000000 ¢

Sitozol

Sekil 2.2. Amiloid beta peptit olusumu [42]
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2.5.2. Norofibriler yumaklar

AH’nin bir diger onemli patolojik bulgularindan olan NFY, hiperfosforile tau proteinlerinden
olusur. Mikrottbdl ile iliskili bir protein olan tau, 17. kromozom tarafindan kodlanir. Normal
sartlarda tau, mikrotibdllere baglanarak mikrotibul dayanikliligini ve néron butinliGguni
saglar. Hastalik durumunda, tau proteini hiperaktif kinazlar ve/veya hipoaktif fosfatazlar
aracihg ile hiperfosforile hale gelir boylece mikrotibdillere baglanamaz ve néronal 6lime

neden olur [8, 50, 51].

Dimer )
v Oligomer
Monomer

kesilmis-tau

Hiperfosforile-tau 7

< Hiicre dis1 yer

Norofibriler

yumaklar/,

Sekil 2.3. Norofibriler yumaklarin olusumu [52]

2.5.3. Oksidatif stres

Reaktif oksijen turleri (ROT) ve reaktif azot tirleri (RAT), normal metabolik islemler
sirasinda viicudumuzda devamli olarak Uretilen ve uzaklastirilan kimyasal olarak aktif olan
yapilardir. Hidrojen peroksit (H20), ve peroksinitrit (ONOO") disinda, ¢ogunlugu hidroksil
radikali (*OH), sliperoksit anyon radikali (O2*"), ve nitrik oksit radikali (NO*®), gibi serbest
radikalik yapida bilesiklerdir. Bu reaktif tiirler diisiik konsantrasyonlarda pek ¢ok fizyolojik
fonksiyonda 6nemli role sahiptirler. Hiicrelerimizde ROT’nin zararli etkilerine karsi bizi
koruyan siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz gibi antioksidan enzim
sistemleri mevcuttur. Fakat antioksidan savunma sistemlerinin yetersizligi veya yoklugunda
bu reaktiflerin konsantrasyonu artar ve oksidatif stres olarak bilinen durum ortaya cikar.

Reaktif tirlerin artan konsantrasyonundan kaynaklanan oksidatif stres; DNA, lipit ve
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proteinler gibi hiicresel makromolekdllerin oksidasyonuna ayrica mitokondriyel bozukluga
ve noroenflamasyona da yol agarak AH’nin de dahil oldugu pek ¢ok hastaliga neden olabilir

[53, 54].

Mlkroglla Oksidatif Stres
1 ROT/RAT

. IL-10
TGF-g
KBB
3.2 = *Noron hasan ve olimii IL-4 O
iNOS = ) :

COX-2 = = *Anormal protein birikimi IL-5
_Akt'f_ e*Mitokondriyal disfonksiyon . IL-1
NOX mikrogila y R :
2R IL-4 B
J w22\ ).
Ienfosit infiltrasyonu TGF-g
IL-12
> _/ / * TNF-a ’
0 \ > IL-6
IL 1;; IFN-y
Astros:t / /\\ v i
Aktlf astrosit

Sekil 2.4. Astrositler, néronlar ve mikroglialarin iligkisi [55]

2.5.4. Noroenflamasyon

AB plaklar ve NFY beyinde enflamatuvar mediyatorlerin salimina neden olur [56]. Ancak
plaklar ve yumaklari ortadan kaldirmak amaciyla beyinde mikroglia ve astrositlerden
salinan enflamatuvar sitokinlerin (IL-1f, IL-6, TNF-a) ve nitrik oksit (NO) gibi enflamatuvar
mediyatorlerin ayni zamanda amiloidojenik yolagi da tetikleyerek APa2 peptit liretim ve

agregasyonunu artirarak kronik néroenflamasyona neden oldugu bildirilmistir [12, 15, 42].

2.5.5. Metal dishomeostazisi

Metaller pek cok fizyolojik islevin yerine getiriimesinde rol oynar. Metal iyonlari MSS’de
enzimatik aktivitenin devam ettirilmesinde, mitokondriyel fonksiyonda, miyelinizasyonda,
norotransmisyonda, 6grenme ve hafiza fonksiyonlarinin diizenlenmesinde kritik dneme
sahiptir. Metal seviyelerinin normal fizyolojik kosullardakine gore daha yiksek olmasinin
cesitli nérodejeneratif hastaliklar ile iliskili olabilecegi literatiirde kayithdir. Ozellikle Fe*?,

Cu*? ve Zn*? metal iyonlarinin AB agregasyonuna, Tau hiperfosforilasyonuna ve “Es. 2.1”de
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gosterildigi gibi Fenton reaksiyonu sonucu hidroksil radikalinin aciga cikmasina neden

olarak AH'ye yol acabilecegi bildirilmistir [17, 57-62].

e .- SOD Fe2 |
0 —» 0,5, ——» H,0, ——» ‘OH 2.1)

2.5.6. Eksitotoksisite

Beynin uyarici norotransmitteri olan glutamatin artmis aktivitesi ile ortaya cikan hicre
oliumudur. Glutamatin artmis aktivitesi AR plaklarin artisi ile iliskilendirilmektedir. Artmis
plaklarin, sinapslarda glutamat alimini engelledigi ve bunun sonucunda glutamatin kendi
reseptori olan N-metil D-aspartat (NMDA) ile daha uzun sireli etkilestigi, boylece
normalden daha fazla nitrik oksit Gretimi ile hiicre 6limunin gergeklestigi bildirilmistir [63,

64].
2.6. Alzheimer Hastaliginin Tanisi

AH'yi kesin olarak teshis etmenin tek yontemi beyin otopsisidir. Bununla birlikte, zihinsel,
davranissal testler ve fiziksel muayeneler hekimlerin dogru bir AH tanisi koymasina olanak
tanir [65]. GUnUmiizde tani icin manyetik rezonans, positron emisyon tomografi ve beyin
omurilik sivisinda (BOS) bulunan biyobelirtecler (a-sintiklein, TDP-43 proteinopati vb) kriter
olarak kullanilmaktadir [66, 67].

Fiziksel ve norolojik muayene

Genel fiziki muayene hastalik slirecinin erken donemlerinde normaldir. Kan testleri ve idrar
tahlili diger potansiyel demans nedenlerini dislamak icin yapilir. Ayrica hekim, hastanin
refleks, kas tonusu ve glicli, gérme ve isitme duyusu ve koordinasyonunu degerlendiren

norolojik bir muayene yapar [68].
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Mental durum degerlendirilmesi

Hafizayi ve diger diisinme becerilerini belirlemek icin testler yapilir. Testler, benzer yas ve
egitim diizeyindeki insanlarin zihinsel islevleri hakkinda bilgi saglayabilir. Bu testler, bir tani
koymaya yardimci olabilir ve gelecekte semptomlarin ilerlemesini izlemek icin bir baslangic
noktasi gorevi gorebilir. Bu amagla en yaygin olarak uygulanan test Mini-Mental Durum

testidir (MMSE) [69].

Beyin goruntilemesi

Norogorintiileme, AH'yi tespit etmek icin umut verici bir arastirma alanidir. BT, PET ve MR

beyindeki anormallikleri tanimlamak igin kullanilan goriintiileme yontemleridir [70].

2.7. Alzheimer Hastaliginin Tedavisi

AH’nin kesin tedavisi bulunmamakla birlikte ilerlemesini geciktirecek, hastaligin bilissel

belirtilerine ve davranigsal bozukluklarina yénelik tedaviler uygulanmaktadir.

Bilissel semptomlara yonelik tedavide; kolinesteraz inhibitorleri kullanilarak kolinerjik
noronlarin dejenerasyonundan kaynaklanan asetilkolin azhgmnin artirilmasi ve hastaligin
ileri evrelerinde bu tedavi protokoluna N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptdr antagonisti
memantinin ilave edilmesiyle de artmis olan glutamat seviyesinin disurilmesi amaglanir

[11, 26, 71].

Ayrica son glnlerde FDA, Alzheimer hastaligl olan hastalari tedavi etmek icin Biogen ve
Eiasai firmalar tarafindan gelistiriimis monoklonal antibadi yapisinda bir ila¢ olan
aducanumab’l onayladi. Bu onay bircok yonden 6nemlidir. Aducanumab 2003'ten beri
Alzheimer hastaligi icin onaylanan ilk yeni tedavidir. Daha da 6nemlisi bu ilag, hastaligin
temel patolojik gostergelerinden biri olan amiloid beta plaklari hedefleyen ilk tedavidir [72,

73].
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Zihinsel fonksiyonlardaki kétilesmenin, beyinde 6grenme ve bellek islevlerinden sorumlu
asetilkolin seviyesinin azalmasi ile iliskisi gosterildikten sonra hastaligin ilerlemesini
geciktirmeye yonelik kolinesteraz inhibitorleri tedavide kullanilmaya baslanmistir [30, 74].
Kolinesteraz inhibitorleri islevsel olan saglam kolinerjik noronlar Gzerinde etkilerini
gosterdiklerinden hastaligin erken dénemlerinde teshis ve tedaviye baslanmasi énemlidir.
Hafif ve orta siddette Alzheimer hastaliginin tedavisi icin dort kolinesteraz inhibitori
onaylanmistir ancak takrin karaciger toksisitesine neden oldugu icin kullanimdan

kaldirilmistir [75-77].
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Sekil 2.5. AH tedavisinde kullanilan ilaglar

Donepezil 1996’da FDA tarafinda onaylanan geri donisimli selektif AKE enzim
inhibitéradir. Ayrica AKE kaynakli AR agregasyonunu inhibe ettigi saptanmistir.
Donepezilin yari 6mri 70 saattir, bu nedenle giinde bir kez kullanilir. Erigkinler igin 6nerilen
baslangi¢c dozu glinde bir kez 5 mg'dir. 4-6 hafta sonunda doz giinde 10 mg'a cikarilabilir.
Donepezil aksamlari yatmadan 6nce oral yoldan verilir. Hepatotoksik olmadigindan giivenli
bir sekilde kullanimi s6z konusudur. Sik goriilen yan etkileri gastrointestinal yan etkiler ve

bas donmesidir [26, 76, 78].

Donepezil aromatik etkilesimler yoluyla AKE’'nin KAB ve PAB bolgeleri ile etkilesime girer.
Donepezilin farmakolojik profili, potansiyel anti-Alzheimer ilaglari olarak diger N-

benzilpiperidin tirevlerinin gelistiriimesine yol agmistir [79].
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Rivastigmin karbamat yapili psddoreversibl asetil ve biitilkolinesteraz inhibitoridur.
Rivastigminin kolinesteraz inhibitor etkisi uzun olmasina ragmen plazma yari 6mrinin kisa

olmasi klinik kullanimini kisitlar [79, 80].

Galantamin alkaloid tiirevi bir bilesiktir. Reversibl ve yarismali olarak AKE’yi ve daha diglk
oranda BKE enzimini inhibe eder. Ayrica galantaminin nikotinik reseptoérler lzerinden

asetilkolin miktarini artirdigi bildirilmistir [81, 82].

Davranis bozukluklarina yonelik tedavide ise genellikte atipik antipsikotikler diistik dozlarda

kullanihir [83].

2.7.1. Kolinesterazlar

Substrat secicilikleri ve inhibitdér duyarliliklarina gore asetilkolinesteraz (AKE) ve
bitirilkolinesteraz (BKE) olmak Uizere ikiye ayrilan kolinesterazlar, serin hidrolaz ailesine ait
enzimlerdir. Kolinesterazlar plazmada, vicut sivilarinda ve pek ¢ok dokuda bulunurlar.
Genel yapi ve katalitik mekanizma acisindan benzer 6zelliklere sahip olan bu enzimler farkh

genler tarafindan kodlanir [84].

Yalnizca kolin esterlerini substrat olarak kullanan AKE (EC. 3.1.1.7) “gercek kolinesteraz”
olarak bilinir. AKE beyin, kas ve eritrosit zarinda bulunur. Asetilkolin AKE enziminin 6zgil
substratidir [85]. Karacigerde sentezlenip plazmaya salinan ve bu nedenle plazma
kolinesterazi olarak bilinen enzim ise BKE'dir (EC. 3.1.1.8) [86]. BKE beyin, kalp, akciger,
bobrek olmak lzere pek ¢ok farkl dokuda bulunan bir enzimdir. Ayrica BKE kolin olmayan
esterleri de hidroliz edebildiginden “psddokolinesteraz” olarak da adlandirilir. BKE'nin tam
islevi bilinmemekle birlikte, AKE yoklugunda kolinerjik sinir iletiminin kontrol edilmesinde
rol oynar. Ayrica karbamat ve organofosfat yapili bilesikleri AKE’ye ulasamadan etkisiz hale

getirir. BKE'nin bilinen en uygun substrati butirilkolindir [87, 88].
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Kolinesteraz enzimlerinin yapisi

Her iki enzimin aktif bolgesi yaklasik 20 A derinligindedir. BKE’nin aktif bolge cebi AKE’den
yaklasik 200 A daha genis olmakla birlikte her iki enzimin aktif bolgesi yiiksek oranda
benzerlige sahiptir. AKE cebinde fenilalanin, triptofan ve tirozin gibi aromatik amino asitleri
yer alirken, BKE aktif bolge cebinde alifatik amino asitler (valin ve 16sin gibi) yer almasi, BKE
aktif bolge cebinin daha genis olmasina neden olur. Her iki enziminin aktif bélge cebi;
periferal aromatik bolge (PAB) ve katalitik aktif bolge (KAB) olmak lizere genel olarak iki ana

bolgeden meydana gelmektedir [89, 90].

Tezimizin molekiiler kenetlenme (docking) calismalarinda Torpedo californica AKE’si
(TcAKE) ve Human BKE’si (HuBKE) kullanildigi igin, bu enzimlerin aktif bolge ceplerinde yer
alan amino asitlerin numaralandirilmasinda sirasiyla TcAKE ve HuBKE enzimlerindeki

konumlar kullaniimistir.

Asetilkolinesteraz aktif bolge cebi

AKE aktif bolge cebi girisinde PAB yer alir. Bu bélgeyi; Tyr70, Tyrl21, Trp279 ve Tyr334 gibi
aromatik amino asitler ve asidik bir amino asit olan Asp72 olusturur. Bu bdlgenin
yapisindaki aromatik amino asitler araciligl ile gesitli ligantlar ile m-im veya katyon-m
etkilesimleri yapabildigi bildirilmistir. KAB ise kolin baglanma bolgesi ve esteratik bolge
olmak Gzere iki alt bélgeden olusur. Trp84 ve Phe330 gibi aromatik amino asitlerden olusan
kolin baglanma bdlgesi, ligantlar ile m-nt veya katyon-mt etkilesimleri yapar. Aktif bolge
cebinin en dibinde yer alan Ser200, His440, Glu327 amino asitlerinden olusan esteratik

bolge ise asetilkolinin karbonil karbonu ile etkileserek hidrolizini gerceklestirir [88, 91].

Butirilkolinesteraz aktif bolge cebi

Aktif bolge cebi girisinde Asn68, Asp70, Ala277, Phe329, Tyr332 amino asitlerinden olusan
PAB’da yer alir. Kolin baglanma bélgesinde Trp82 ve Ala328 amino asitleri bulunur. Ser198,
Glu325 ve His438’den olusan katalitik Ggliinln olusturdugu esteratik bolge ise AKE aktif

bolge cebinde oldugu gibi cebin en dibinde yer alir [87, 92].
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Periferal
Aromatik
Bolge (PAB)

Tyr70
Asp72

Phe290

\

Kolin Trpg4
baglanma Phe330
bolgesi

Katalitik Aktif
Bolge (KAB) Gly118
Ala201

Gly199

His440 Glu327

Ser200

Katalitik tcla
(esteratik bolge)

Sekil 2.6. AKE enzim aktif bolgesinin sematik gdsterimi



19

3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kimyasal Calismalar

3.1.1. Kimyasal ¢alismalarda kullanilan geregler

Tasarlanan molekiillerin kimyasal sentezleri Gazi Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik
Kimya Laboratuvarinda gergeklestirilmistir. Kullanilan kimyasal maddeler teknik ve analitik

saflikta olup ¢esitli firmalardan temin edilmistir. Kullanilan maddeler ve aletler asagida

listelenmisgtir.

Kullanilan Kimyasal Maddeler Firma

4-Metilfenol Sigma Aldrich
4-Metoksifenol Sigma Aldrich
1,2-Dimetoksibenzen Sigma Aldrich
Sezyum karbonat Sigma Aldrich
Triton B Sigma Aldrich
Akrilonitril Sigma Aldrich
1,3-Dikloroaseton Sigma Aldrich
N-Benzilmetilamin Sigma Aldrich
EDC Sigma Aldrich
DMAP Sigma Aldrich
Suksinik anhidrit Sigma Aldrich
Oksalil klortir Sigma Aldrich
Toluen Sigma Aldrich
Tiyolre Merck
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Kullanilan Kimyasal Maddeler

Sodyum hidrosit
Trietilamin (TEA)
Kloroasetik asit
Aliminyum klorar
Sodyum sulfat
Potasyum karbonat
Hidroklorik asit
Silika

Metanol

Etanol

Aseton

Petrol eteri
Diklorometan
Dioksan

Butanol

Anisol

3,4-Dimetoksifenol

Firma
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Fluka Analytical

Tokyo Chemical Industry
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3.1.2. Kimyasal ¢alismalardaki genel sentez yontemleri

2-(4-Substitlefenoksi)asetik asit [92]

1,5 g (0,012 mol) 4-siibstitiiefenol 4 ml %50 NaOH c¢ozeltisi icinde ¢oziildi. Uzerine 1,9 g
(0,020 mol) kloroasetik asit porsiyonlar halinde, 40°C’de ilave edildi. ilave bittikten sonra
85°C’de 3 saat boyunca isitildi. Slire sonunda balon igerigi buzlu suya bosaltildi ve HCl ilavesi
ile ¢oken UGriin stzildl, kurutuldu ve sonraki basamak igin kullanildi.
2-(4-Metoksifenoksi)asetik asit; verim 1,27 g (%57), erime derecesi 110.5-111 °C.
2-(4-Metilfenoksi)asetik asit; verim 1,19 g (%92), erime derecesi 137.4-137.8 °C.

2-(4-Substitliefenoksi)asetil klortr [93]

Her bir tlrev icin 1 ekivalen 2-(4-stbstitiiefenoksi)asetik asit, 3 ekivalen oksalil klorr,
katalitik miktarda DMF ve 40 ml toluen ilave edilerek argon gaz altinda oda sicaklhiginda 3
saat karistirildi. Sire sonunda toluen uguruldu ve kalan yagli Grln bir sonraki basamakta

kullanildi.

N-Karbamotiyoil-2-(4-stbstitiefenoksi)asetamit

3 Ekivalen tiyolre balona alindi, Gzerine 15 ml dioksan ilave edildi. 1 ekivalen uygun 2-(4-
substitiefenoksi)asetil kloriir 4 ml dioksan iginde ¢6zlllp, tiyolire ¢ozeltisinin tzerine ilave
ederek 18 saat kaynatildi. Siire sonunda balon icerigi sogutulup buzlu suya bosaltildi. Coken
madde vakumdan sizildi, kurutuldu ve bir sonraki basamak icin kullanildi.
N-Karbamotiyoil-2-(4-metoksifenoksi)asetamit; verim 992 mg (%76).

N-Karbamotiyoil-2-(4-metilfenoksi)asetamit; verim 1 g (%82).

N-(4-(Klorometil)tiyazol-2-il)-2-(4-substitliefenoksi)asetamit hidroklorir

2 Ekivalen 1,3-dikloroaseton balona alindi, lzerine 20 ml aseton ilave edilip karistirildi.
Daha sonra porsiyonlar halinde 1 ekivalen uygun N-karbamotiyoil-2-(4-

substitiefenoksi)asetamit tlrevi ilave edildi, 18 saat geri ¢eviren sogutucu altinda isitild.
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Sure sonunda balon icerigi sogutulup slizildl, kurutuldu ve bir sonraki basamak icin
kullanildi.

N-(4-(klorometil)tiyazol-2-il)-2-(4-metoksifenoksi)asetamit hidrokloriir; verim 860 mg
(%65).

N-(4-(klorometil)tiyazol-2-il)-2-(4-metilfenoksi)asetamit hidrokloriir; verim 1 g (%71).

N-(4-((Benzil(metil)amino)metil)tivazol-2-il)-2-(4-substitliefenoksi)asetamit dihidroklorir

tirevlerinin genel sentez yontemi (Yontem A)

1 Ekivalen uygun N-(4-(klorometil)tiyazol-2-il)-2-(4-stibstitiefenoksi)asetamit hidrokloriir
tlrevive 2,5 ekivalen potasyum karbonat balona alinip tGzerine 2 ml dimetilformamit (DMF)
ilave edildi ve 10 dakika karistirildi. Daha sonra 1,1 ekivalen N-benzilmetilamin ilave edilip
9 saat 40 "C’'de 1sitild1 ve bir gece oda sicakliginda karistirildi. Slire sonunda balon igerigi
sogutuldu, buzlu suya bosaltildi, diklorometan ile ekstraksiyon yapildi. Organik faz susuz
sodyum silfatile kurutuldu, siziildi, kuruluga kadar uguruldu. Elde edilen yag uygun solvan

icinde alindi ve HCl tuzuna gecilerek katilastirildi.

2-(3,4-Dimetoksifenoksi)asetik asit [94]

0,5 g (0,003) 3,4-dimetoksifenol 2 ml %25 NaOH cozeltisi icinde ¢dziildi. Uzerine 0,5 g
(0,005 mol) kloroasetik asit porsiyonlar halinde, 40°C’de ilave edildi. ilave bittikten sonra
80°C’de 3 saat boyunca kaynatildi. Siire sonunda balon icerigi buzlu suya bosaltildi ve HCI
ilavesi ile ¢coken Uriin stzuldd, kurutuldu ve sonraki basamak icin kullanildi. Verim 390 mg

(%56). Erime derecesi 116.4°C-116.8°C'dir.

4-(Klorometil)tiyazol-2-amin hidrokloriir [95]

4 g (0,030 mol) 1,3-dikloroaseton balona alinip tGzerine 15 ml metanol ve 30 ml aseton
ilavesinin ardindan 2 g (0,002 mol) tiyolire porsiyonlar halinde oda sicakliginda ilave edildi
ve karisim 24 saat karistirildi. Stire sonunda solvan uguruldu ve Urin aseton ile muamele

ederek stzuldi, kurutuldu. Verim 4,7 g (%96).
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4-((Benzil(metil)amino)metil)tiyazol-2-amin

2,5 g (0,02 mol) potasyum karbonat ve 5 ml DMF balona alindi. Uzerine 0,75 ml (0,005 mol)
N-benzilmetilamin ve 1 g (0,005 mol) 4-(klorometil)tiyazol-2-amin hidrokloriir ilave edilip
10 dakika 50 °C derecde isitildi. Sonra bu karisim 18 saat boyunca oda sicaklhiginda
karistirildi. Stire sonunda balon igerigi buzlu suya bosaltildi ve 30 dakika karistirildi. Sari kati

vakumdan stiziildi, kurutuldu ve sonraki basamak igin kullanildi. Verim 507 mg (%41).

N-(4-((Benzil(metil)amino)metil)tivazol-2-il)-2-(3,4-dimetoksifenoksi)asetamit

dihidroklorir tirevlerinin genel sentez yontemi (Yontem B)

1,1 Ekivalen 2-(3,4-dimetoksifenoksi)asetik asit 25 ml diklorometan icinde ¢ozUild{, Gzerine
1,2 ekivalen EDC ve 0,2 ekivalen DMAP ilave edildi. Sonra 1 ekivalen 4-
((benzil(metil)Jamino)metil)tiyazol-2-amin ilave edilip 3,5 saat oda sicakhiginda karistirildi.
Sure sonunda diklorometan uguruldu ve kalan ham Uriin uygun ¢ézicu sistemi kullanilarak
kolon kromatografisi ile saflastirildi. Elde edilen sivi Girin uygun solvan icine alindi ve HCI

tuzuna gecirilerek katilastirildiktan sonra uygun ¢oziclden kristallendirildi.

3-(4-Substituefenoksi)propannitril [96]

1 Ekivalen slibstitiefenol ve 0,05 ekivalen Triton B balona alinip tzerine 5,5 ml akrilonitril
ilave edildip argon gaz altinda 8 saat kaynatildi ve bir gece oda sicakliginda karistirildi. Sire
sonunda balon icerigi 30 ml eter ile alindi. Uzerine 2 N (10 ml) sodyum hidroksit, 1 N (10
ml) hidroklorik asit ve 10 ml su ilave edilip ekstraksiyon yapildi. Organik faz ayrildi ve susuz
sodyum siilfat ile kurutuldu. Sonra eter kuruluga kadar ucurularak Griin elde edildi.
3-(4-Metoksifenoksi)propannitril; verim 1,88 g (%87).

3-(4-Metilfenoksi)propannitril; verim 1.73 g (%77).
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3-(4-Substituefenoksi)propanoik asit [97]

1,3 g 3-(4-substitliefenoksi)propanenitril balona alindi, tGizerine 20 ml hidroklorik asit ilave
edilip yaklasik 6 saat boyunca geri ¢eviren sogutucu altinda isitildi. Stre sonunda balon
icerigi sogutuldu. Coken kati vakumdan sizlildi, kurutuldu ve sonraki basamak icin
kullanildi.

3-(4-Metoksifenoksi)propanoik asit; verimi 940 mg (%62), erime derecesi 109.6-110°C.
3-(4-Metilfenoksi)propanoik asit; verim 1,3 g (%90), erime derecesi 147.9-149.6 °C.

3-(4-Stbstituefenoksi)propanaoil klorir

Her bir tlrev icin 1 ekivalen 2-(4-sibstitliefenoksi)propanoik asit, 3 ekivalen oksalil kloriir,
katalitik miktarda DMF ve 40 ml toluen ilave edilerek argon gaz altinda oda sicakliginda 3
saat karistirildi. Slire sonunda toluen ucuruldu ve kalan yagh rin bir sonraki basamakta
kullanildi.

Metoksi tiirevi igin (CAS 1181631-06-0), Metil tlrevi igin (CAS 189132-56-7).

N-Karbamotiyoil-3-(4-substitliefenoksi)propanamit

3 Ekivalen tiyolre balona alindi, Uzerine 15 ml dioksan ilave edildi. Uygun 3-(4-
substitiefenoksi)propanoil klorir tiirevi 4 ml dioksan iginde ¢6zillp, tiyolire ¢dzeltisinin
Uzerine ilave edilerek 18 saat kaynatildi. Stire sonunda balon icerigi sogutulup buzlu suya
bosaltildi. Coken kati vakumdan slizlildii ve petrol eteri ile isitildiktan sonra stzildg,
kurutuldu ve uygun ¢ézlictiden kristallendirildi.
N-karbamotiyoil-3-(4-metoksifenoksi)propanamit; verim 1 g (%77).

N-karbamotiyoil-3-(4-metilfenoksi)propanamit; verim 1,45 g (%73).

N-(4-(Klorometil)tiyazol-2-il)-3-(4-substitliefenoksi)propanamit

2 Ekivalen 1,3-dikloroaseton balona alindi, tizerine 20 ml aseton ilave edilip karistirildi.
Daha sonra porsiyonlar halinde 1 ekivalen uygun N-karbamotiyoil-3-(4-

slbstitiiefenoksi)propanamit tirevi ilave edildi 20 saat geri ceviren sogutucu altinda isitildi.
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Sure sonunda balon icerigi sogutulup uguruldu, ¢oken kati aseton ile alindi, stizild{,
kurutuldu. Her iki tirev de TEA ilavesiyle DCM iginde tuzundan kurtarildi ve uygun
solvandan kristallendirildi.

N-(4-(klorometil)tiyazol-2-il)-3-(4-metoksifenoksi)propanamit; verim 750 mg (%64).
N-(4-(klorometil)tiyazol-2-il)-3-(4-metilfenoksi)propanamit; verim 1,2g (%90).

N-(4-((Benzil(metil)amino)metil)tivazol-2-il)-3-(4-substitliefenoksi)propanamit

dihidroklorir tirevlerinin genel sentez yontemi (Yontem C)

1 Ekivalen uygun N-(4-(klorometil)tiyazol-2-il)-3-(4-stbstitiiefenoksi)propanamit tirevi 4
ml DMF icinde ¢ozildi. Cozeltiye 1,1 ekivalen sezyum karbonat ilave edilerek 15 dakika
karistirildi. Siire bittikten sonra 1,1 ekivalen N-benzilmetilamin ilave edildi ve 4 saat oda
sicakhginda karistirildi. Sire sonunda balon icerigi suya bosaltildi. Diklorometan ile
ekstraksiyon yapildi. Organik faz susuz sodyum silfat ile kurutulduktan sonra solvan
kuruluga kadar ucuruldu, kalan yag uygun ¢éziict sistemi kullanilarak kolon koromatografisi
ile saflastirildi ve HCI tuzuna gegirilerek katilastirildi. Elde edilen Griin uygun solvandan

kristallendirildi.

4-(4-Metoksifenil)-4-oksobutanoik asit [98]

3,5 ml (0,025 mol) anisol balona alindi ve buz banyosuna yerlestirildi. Bir beherde 7 g (0,05
mol) aliminyum klorir ve 2,95 g (0,03 mol) stiksinik anhidrit karistirildi. Sonra bu karisim
porsiyonlar halinde balona ilave edildi. ilave bittikten sonra 5 dakika 50 °C derecede isitild.
Daha sonra 30 dakika oda sicakliginda karistirildi. Siire sonunda balon igerigi buzlu suya
bosaltildi ve HCl ile nétralize edildi, ¢coken kati slizlild{, kurutuldu ve sulu etanol ile

kristallendirildi. Verim 1,1 g (%21).
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4-(4-Metilfenil)-4-oksoblitanoik asit [98]

3,5 ml (0,025 mol) toluen balona alindi ve buz banyosuna yerlestirildi. Bir beherde 7 g (0,05
mol) aliminyum klorir ve 2,95 g (0,03 mol) stiksinik anhidrit karistirildi. Sonra bu karisim
porsiyonlar halinde balona ilave edildi. ilave bittikten sonra 5 dakika 50 °C derecede isitild.
Daha sonra 30 dakika oda sicakliginda karistirildi. Stire sonunda balon igerigi buzlu suya
bosaltildi ve HCI ile notralize edildi, ¢oken kati sitzildl, kurutuldu ve toluen ile

kristallendirildi. Verim 1,8 g (%37).

4-(3,4-Dimetoksifenil)-4-oksobitanoik asit [99]

5 ml (0,04 mol) 1,2-Dimetoksibenzen balona alindi ve buz banyosuna yerlestirildi. Bir
beherde 7,3 g (0,05 mol) aliminyum klorir ve 2,74 g stiksinik anhidrit karistirildi. Sonra bu
karisim porsiyonlar halinde balona ilave edildi. ilave bittikten sonra 2 ml diklorometan ilave
edilip 1,5 saat oda sicakliginda karistirildi. Stire sonunda balon igerigi buzlu suya bosaltildi
ve HCl ile notralize edildi, ¢coken kati stzildi, kurutuldu ve biitanol’den kristallendirildi.

Verim 1,2 g (%12).

N-(4-((Benzil{(metil)amino)metil)tiyazol-2-il)-4-(4-sUbstituefenil)-4-oksobiUtanamit

tdrevlerinin genel sentez yontemi (Yontem D)

1 Ekivalen 4-((benzil(metil)Jamino)metil)tiyazol-2-amin, 1,2 ekivalen EDC, 0,2 ekivalen
DMAP, 1,1 ekivalen uygun 4-(4-stibstitielfenil)-4-oksobitanoik asit tlirevi ve 25 ml DCM
kullanilarak yontem B’ye gore sentez edildi. Stire sonunda diklorometan uguruldu. Elde
edilen yag Uzerine uygun c¢oziici ilave edilerek katilastirildi ve uygun solvandan

kristallendirildi.
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3.2. Analitik Kontroller

3.2.1. Erime derecesi tayini

Bilesiklerin erime dereceleri Stuart Automatic Melting Point SMP-50 dijital erime derecesi

tayin cihazi ile tayin edildi ve oldugu gibi verildi.

3.2.2. ince tabaka kromatografisi ile yapilan kontroller

Kimyasal sentez ¢alismalarinda ve bilesiklerin saflik kontrollerinde Silikajel 60 F254 (Merck)
hazir aliminyum plaklar kullanildi. Coziici sitemi olarak benzen:metanol (45:5) kullanildi.

Lekelerin belirlenmesinde UV isigindan (254 ve 366 nm) ve Dragendorf belirtecinden

yararlanildi.

3.2.3. Spektroskopik yontemler

IH-NMR spektrumlari

Spektrumlar, maddelerin DMSO-ds veya CDCls igindeki ¢ozeltilerinden yararlanilarak
Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Merkez Laboratuvarindaki Varian Mercury 400, 400

MHz FT-NMR spektrometresinden kaydedildi.

13C-NMR spektrumlari

Spektrumlar, maddelerin DMSO-de¢ veya CDCls igindeki ¢ozeltilerinden yararlanilarak
Ankara Universitesi Eczacilik Fakiltesi Merkez Laboratuvarindaki Varian Mercury 400, 100

MHz FT-NMR spektrometresinden kaydedildi.

3.2.4. Elementel analizler

Bilesiklerin elementel analizleri CHNS-932 (LECO) Elementel Analiz Cihazi ile Ankara

Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Merkez Laboratuvarinda yapild.
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3.2.5. Yiiksek rezoliisyonlu kiitle spektrumlari

Bilesiklerin tam kiitle olciimleri, Gazi Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Merkez
Laboratuvarindaki ultra performansh yiksek basingh sivi kromatografisi (UPLC) (Waters
Corporation, Milford, USA) ile birlestirilmis Micromass LCT Premier XE, Waters (Milford,
MA, USA) marka ylksek ¢ozinirlikli kitle spektrometresinde (HRSM), elektron sprey

iyonizasyon (ESI) yontemi kullanilarak tayin edilmistir.

3.3. Biyolojik Aktivite Calismalar

3.3.1. Kolinesteraz inhibitor aktivite tayini

Kullanilan maddeler Uretici
Asetilkolinesteraz Enzimi (Electrophorus electricus, Sigma Aldrich
tip VI-S, 200-1,000 Unite/mg protein)

Butirilkolinesteraz Enzimi (At serumu, 2900 Unite/mg Sigma Aldrich

protein)

Asetiltiyokolin iyodir (ATK) Sigma Aldrich
Batiriltiyokolin iyodir (BTK) Sigma Aldrich
5,5’-ditiyobis (2-nitrobenzoik asit) (DTNB) Sigma Aldrich
Galantamin hidrobromr Sigma Aldrich
Donepezil hidroklorir monohidrat Sigma Aldrich
Magnezyum klorlr anhidrit Sigma Aldrich
Tris(hidroksimetil) aminometan (Tris HCI) Sigma Aldrich
Sigir serum albimini (BSA) Sigma Aldrich
Sodyum kloriir Sigma Aldrich

Kullanilan Aletler
Ultra saf su cihazi

Mikroplak okuyucu

Marka ve Model

Mes mp MINIpure

Molecular Devices Versamax
Tunable Microplate Reader
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Sentezlerini gerceklestirdigimiz  bilesiklerin  AKE ve BKE inhibitor aktiviteleri,
spektrofotometrik bir yontem olan Ellman testi ile belirlenmistir. Bu yontemde
asetilkolinesteraz enzimi substrat olarak kullanilan asetiltiyokolini hidroliz eder ve
sonucunda agiga cikan tiyokolin, Ellman reaktifi olarak da bilinen 5,5 -ditiyobis-2-
nitrobenzoik asit (DTNB) ile reaksiyona girerek sari renkli 5-tiyo-2-nitrobenzoik asit (TNB)
olusturur. TNB olusumu ile agiga ¢ikan sari renk 412 nm’de olgllir, renk siddeti AKE

aktivitesi ile dogru orantilidir. Deneydeki reaksiyon mekanizmasi Sekil 3.1’de gosterilmistir.

CH;COOH

S-S : :COOH + /@i
A HS COOH
TNB

Sekil 3.1. Ellman testi reaksiyon makanizmasi

Asetilkolinesteraz inhibisyonunun tayini

Deneylerde kullaniimak Gzere 50 mM Tris HCl (pH 8,0) tampon c¢ozeltisi kullanilmistir.
Tampon 4°C’'de muhafaza edilir. 6,8 mM DTNB ¢ozeltisi (100 mM NaCl ve 20 mM MgCl,
iceren), tampon c¢ozelti kullanilarak her kullanimdan 6nce taze olarak hazirlanir. AKE
substrati olarak; 10 mM ATK, soguk su ile ¢ozilerek her kullanim oncesi taze olarak
hazirlanmistir. AKE enzimi (500 U/mg), deneylerde dogrudan kullaniimak Gzere, tampon
¢Ozelti ile gerekli seri seyreltme islemlerinden sonra, 0,5 U/ml derisimli 0,5 ml’lik kisimlar
halinde ependorf tlplere alinarak -80 °C'de saklanmistir. Kullanim 6ncesinde gerekli
miktarda enzim c¢oOzeltisi 0 °C’'ye alinarak c¢ozdiridlmistir. Referans olarak, 1 mM
galantamin ve 1 mM donepezil ¢ozeltisi su ile ¢oziilerek hazirlanilmis ve 0 °C’'de muhafaza

edilmistir. Cahismada test edilecek bilesiklerin 1 mM konsantrasyonlu stok ¢ozeltileri (final
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hacimde 10 pM) DMSO kullanilarak hazirlanmistir.  Ancak test ¢ozeltilerinin
hazirlanmasinda AKE aktivitesini etkilememesi icin DMSO miktarinin final hacmin %1’ini
asmamasina dikkat edilmistir. Her 6lgiim Ug tekrarh sekilde gergeklestirilmistir. Aktivite
¢alismasinda 96 kuyucuklu mikroplak kullaniimistir. Her kuyucukta final hacim 200 ul olacak
sekilde; 168 pl tampon, 10 ul DTNB, 10 pl AKE ve 2 pl test ¢ozeltisi ilave edilir. ilk ti¢ kuyucuk
kor olarak kullanilmak tzere AKE ¢Ozeltisi icermeyecek sekilde, sonraki 3 kuyucuk tam
aktivite olarak kullaniimak Uzere test ¢ozeltisi yerine 2 pl solvan eklenerek hazirlanmistir.
Referans olarak kullanilmak (izere ise galantamin ve donepezil ¢ozeltisi iceren 3’er kuyucuk
daha hazirlanmistir. Oda sicakliginda 5 dakikalik inkiibasyon sonrasinda tiim kuyucuklara
10 pl ATK hizla ilave edilerek, 412 nm dalga boyunda, 25 C° sicaklikta, her 30 saniyede bir

tarama olacak sekilde, 10 dakika boyunca absorbans degerleri 6l¢tilmustir.

Butirilkolinesteraz inhibisyonunun tayini

Deneylerde kullaniimak tGzere 50 mM Tris HCl (pH 8.0) tampon ¢o6zeltisi kullaniimistir.
Tampon 4°C’'de muhafaza edilir. 6,8 mM DTNB ¢ozeltisi (100 mM NaCl ve 20 mM MgCl,
iceren), tampon c¢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 kullaniimak lizere, tampon
cozelti ile gerekli seri seyreltme islemlerinden sonra, 0,5 U/ml derisimli 0,5 ml’lik kisimlar
halinde ependorf tiplere alinarak -80 °C’de saklanmistir. Kullanim oncesinde gerekli
miktarda enzim ¢ozeltisi 0 °C'ye alinmistir. Referans olarak 1 mM galantamin ve 1 mM
donepezil ¢ozeltisi su ile ¢gozllerek hazirlaniimig ve 0 °C’'de muhafaza edilmistir. Calismada
test edilecek bilesiklerin 1 mM konsantrasyonlu stok ¢ozeltileri (final hacimde 10 puM)
DMSO kullanilarak hazirlanmistir. Ancak test ¢ozeltilerinin hazirlanmasinda BKE aktivitesini
etkilememesi icin DMSO miktarinin final hacmin %1’ini agsmamasina dikkat edilmistir. Her
Olglim Ucg tekrarh sekilde gerceklestirilmistir. Aktivite calismasinda 96 kuyucuklu mikroplak
kullaniimistir. Her kuyucukta final hacim 200 ul olacak sekilde; 168 pl tampon, 10 pl DTNB,
10 pl BKE ve 2 ul test ¢ozeltisi ilave edilir. ilk Gic kuyucuk kér olarak kullanilmak (izere BKE
¢Ozeltisi icermeyecek sekilde, sonraki 3 kuyucuk tam aktivite (kontrol) olarak kullanilmak
Uzere test ¢Ozeltisi yerine 2 ul solvan eklenerek hazirlanmistir. Pozitif kontrol olarak

kullanilmak (zere ise galantamin ve donepezil c¢o6zeltisi iceren 3’er kuyucuk daha
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hazirlanmistir. Oda sicakliginda 5 dakikalik inkiibasyon sonrasinda tim kuyucuklara 10 pl
BTK hizla ilave edilerek, 412 nm dalga boyunda, 25 C° sicaklikta, her 30 saniyede bir tarama

olacak sekilde, 10 dakika boyunca absorbans degerleri olctilmustir.

Kolinesteraz inhibit6ér etki hesaplanmasi

Kolinesteraz inhibitdr aktivite test sonuglarinin hesaplanmasi AKE ve BKE inhibitor
aktivitelerinin degerlendirilmesinde her plaka icin, tam aktivite (kontrol) absorbans
degerinin 0,8’e en yakin ol¢lldigu dakikanin verileri hesaplamalar igin kullaniimistir.
Hesaplamada kullanilan tim absorbans degerlerinden kor c¢ozeltisinin absorbansi
cikartilarak duzeltme yapilmistir. Bilesiklerin olusturdugu enzim inhibisyon yizdeleri

asagida belirtilen “Es.3.1” denklemine gore hesaplanmistir.

% inhibi5y0n= 100 x (A kontrol - A inhibitﬁr)/ A Kontrol (3.1)

Bilesiklerin ICso degerlerinin tayini

10 uM’da %50’nin Uzerinde AKE veya BKE inhibisyonu gergeklestiren bilesiklerin 1Cso
degerleri 6lctlmustir. Olglimlerde, inhibisyon tayininde belirtilen deney yodntemi
kullanilmistir. 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.

3.3.2. Sitotoksisite ¢calismalari

Materyal
RPMI 1640, with L-glutamine (RPMI-A, Capricorn)

Horse Serum (HOS-1A, Capricorn)
Fetal Bovine Serum Advanced, Heat Inactivated (FBS-HI-11B, Capricorn)
L-glutamin, 200 mM (GLN-B, Capricorn)

Penisilin/Streptomisin (100x) (PS-B, Capricorn)
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T25 - 25 cm? Hiicre Kaltur Kabi (07-8025, Biologix)

15 ml Falkon Tulp

50 ml Falkon Tupu

96-kuyucuklu Hicre Kiltir Kabi (Cat No. 655 180, Greiner Bio-one)
10 wl filtreli pipet ucu

200 pl filtreli pipet ucu

1000 ul filtreli pipet ucu

Mikropipetler

Serolojik pipet

Biotium MTT Cell Viability Assay Kit

Hicre hatti

Galismada kullanilan PC12 (Rat adrenal phaeochromocytoma) hiicre hatti yurtdisindan

temin edilmistir (ECACC, Cat.N0.88022401).

Hucre kaltlirt besi ortaminin hazirlanmasi

Hlcre kaltarGd vasati RPMI 1640 igine son konsantrasyonu %1 olacak sekilde
penisilin/streptomisin, son konsantrasyonu 2 mM olacak sekilde L-glutamin ve son
konsantrasyonu %5 olacak sekilde 0,45 uM gozenek caph steril filtreden sizilerek fetal

bovin serumu (FBS) ve %10 Horse serum ilave edildi.

Hucre kaltlira ve sitotoksisite calismasi (MTT hicre proliferasyon testi)

Calismada Biotium MTT Cell Viability Assay Kit (Cat No. PI-30006) kullanilarak PC12 (Rat
adrenal phaeochromocytoma) hiicre canliliklari spektrofotometrik olarak test edilmistir.
PC12 hiicre hattini cogaltmak amaciyla cryotiip icerisinde donmus halde bulunan hiicreler,
temin edilen kultir koleksiyonunun 6nerdigi sekilde besi yeri icerisine ekilerek ¢ogaltildi.
Canlilik kontroll ve hiicre sayimi icin 0,9 ml numune alindi, alinan numune igine 0,1 ml
tripan mavisi konuldu ve hemasitometre kullanilarak i1sik mikroskobunda hiicre sayimi

yapildi. Sentezlenen bilesiklerin 2 farkh dozu (5 uM ve 10 uM) DMSO icinde hazirlandi.
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Yeterli yogunluga ulasan hicreler serumsuz besi yerine ekildikten sonra bilesikler
uygulanarak (99 pl serumsuz besi yerine 1 pl bilesik olacak sekilde) 24 saat inkiibe edildi.
Gozlcu olarak kullanilan DMSO toksik olmayan dozda kullaniimigtir. Bilesiklerin uygulandigi
hiicrelere inklibasyon sireleri sonunda MTT eklenerek, 4 saat’lik inklibasyonu takiben
ortamda olusan boya kristalleri 200 mL DMSO ile ¢6zlldi ve bir mikroplaka okuyucusu
(Thermofisher Scientific, Finland) ile 570 nm'de optik yogunluk 6l¢tldii. Butin gruplar en
az 3 tekrarli olarak ¢alisildi. Hicre canlihgl asagidaki “Es.3.2” formald kullanilarak

hesaplandi.

(OD test — oD ki)‘r) (3.2)

% Hucre Canlihgi= 100 X
(OD kontrol — oD kér)

3.3.3. Antienflamatuvar aktivite ¢calismasi

Sentezlenen bilesikler hiicre hatti THP-1 (insan monositik hiicre hatti) (ATCC® TIB-202™)
Uzerinde 10 uM son konsantrasyonda denenerek IL-1 beta, IL-6, TNF-alpha ve NO seviyeleri

ELISA yontemi ile 6l¢llmustir.

Materyal

RPMI 1640, with L-glutamine (RPMI-A, Capricorn)
Fetal Bovine Serum Advanced, Heat Inactivated (FBS-HI-11B, Capricorn)
L-glutamin, 200 mM (GLN-B, Capricorn)
Penisilin/Streptomisin (100x) (PS-B, Capricorn)
T25 - 25 cm? Hiicre Kaltur Kabi (07-8025, Biologix)
15 ml Falkon Tipi

50 ml Falkon Tlpu

24-kuyucuklu Hucre Kiltiir Kabi (Greiner Bio-one)
10 wl filtreli pipet ucu

200 pl filtreli pipet ucu

1000 pl filtreli pipet ucu
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Mikropipetler

Serolojik pipet

Lipopolisakkarit Escherichia Coli 0111:B4 (Millipore, LPS25)
Tumor Nekrozis Faktor Alpha ELISA Kit (BTLAB, EO082Hu)
interldkin 6 ELISA Kit (BTLAB, EO090Hu)

interldkin 1 Beta ELISA Kit (BTLAB, E0143Hu)

Nitrik Oksit ELISA Kit (BTLAB, E1510Hu)

Hicre hatti

THP-1 hiicre hatti ATCC hiicre kiiltir koleksiyonundan (ATCC® TIB-202™) elde edilmistir.

Hucre kaltiirli, LPS stimilasyonu ve sitokin 6lcimi

THP-1 hicreleri, %5 CO», 37 ° C'de %10 isi ile inaktive FBS (fetal bovin serumu) ve %1
Penisilin/Streptomisin iceren RPMI 1640 iginde kiltire edildi. 24 kuyucuklu plakta, her bir
kuyucuya 40,000 THP-1 hiicresi ekildi. Uygulama 6ncesi hiicrelerin 24 saat boyunca ortama
alismalari saglandi. THP-1 hiicreleri konfluense ulastiginda serolojik pipet yardimiyla 15
ml’lik falkon tip’e toplanir. 1500 rpm’de 5 dk santrifiij edildikten sonra FBS iceren eski
besiyeri uzaklastirilarak hiicreler serum icermeyen besiyeri icerisinde stispanse edildi. Her
bir kuyucuga 4 x 10* hiicre olacak sekilde hiicreler ekildi. Hiicreler ekilirken 99 pl besiyeri
icerisine 1 ul bilesikler (10 uM) ve donepezil (10 uM) uygulamasi yapildi. 1 saat boyunca %5
CO,, 37 °C inkibatorde inkiibasyonu saglandi. LPS ile enflamasyon indiiklenmesi icin
1mg/mL stok LPS konsantrasyonu 100 ng/mL son konsantrasyonda olacak sekilde
kuyucuklara uygulandi. 24 saat inkibasyonu saglandi. Deney gruplari; madde ve LPS
uygulanmamis kontrol grubu, sadece LPS uygulanmis grup, LPS + 10 uM donepezil referans
grubu ve LPS + 10 uM bilesik gruplari olusturuldu. 24 saatlik inkiibasyon sonucunda
hicrelerin bulundugu plakalar inkibatérden alindi. Hlcreler besiyeri ile beraber toplanarak
4000 rpm’de 10 dk 4°C’de santrifiij edildi. Hiicre pelletine dokunulmadan supernatant ayri
bir 1,5 mL ependorf tip icerisine toplandi ve ELISA asamasina gegildi. Human interlokin 1
beta, Human interlokin 6, Human tiimor nekrozis faktor Alpha, Human nitrik oksit seviyeleri

ELISA kit protokolii izlenerek 6lclildi. Asagidaki tabloda kit bilgileri verilmistir. Kit icerisinde
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gelen plak, arastirilan biyomolekiiliin antikoru ile dnceden kaplanmistir. Ornekte bulunan
biyomolekil kuyucuklara eklendiginde, kuyucuklardaki onceden kaplanan antikorlara
baglanir. Sonra arastirilan biyomolekilin biyotinle isaretlenmis antikoru eklenir ve
numunedeki biyomolekile baglanir. Daha sonra Streptavidin-HRP eklendiginde
biyomolekilin biyotinle isaretlenmis antikoruna baglanir. Bir inkiibasyon asamasindan
sonra baglanmamis Streptavidin-HRP yikama islemiyle uzaklastirilir. Daha sonra substrat
¢Ozeltisi ilave edilir ve arastirilan biyomolekliin miktariyla orantili olarak renklenme olur.
Renklenme reaksiyonu, asidik durdurma ¢ozeltisi ilave edilerek sonlandirilir. Optik dansite
(OD), 450 nm + 2 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak 6l¢illr. OD degeri, arastirilan
molekiliin konsantrasyonuyla orantilidir. Numune igerisindeki arastirilan biyomolekiiliin
seviyesini belirlemek icin, kullanilan standartlarin konsantrasyonu ve bu standartlarin OD
degeri yatay-dikey eksen Uzerine grafik cizilerek hesaplanabilmektedir. Standart
konsantrasyonlarin ve OD degerlerinin grafikteki kesistigi noktalara gére en uygun egri
cizilerek standart bir egri olusturulmustur. Numunelerin OD'si standart egriyle

karsilastirilarak numunelerdeki arastirilan molekilin konsantrasyonu hesaplanmistir.

Cizelge 3.1. ELISA icin kullanilan kit bilgileri

Kullanilan Kitin Kitin Adi Katalog No  Duyarlihk
Markasi

Bt-Laboratory Human interldkin 1 Beta ELISA Kit E0143Hu 10.07 pg/mL
Bt-Laboratory Human interldkin 6 ELISA Kit EOO90Hu 1.03 pg/mL
Bt-Laboratory Human Timor Nekrozis Faktor EO082Hu 1.52 pg/mL

Alpha ELISA Kit
Bt-Laboratory Human Nitrik Oksit ELISA Kit E1510Hu 1.12 umol/L
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istatistiksel Analiz

Tim istatistiksel analizler SPSS ve 17.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL, ABD) ile yapildi. Veriler, en
az Uc tekrarh testten ortalama * standart sapma olarak ifade edildi. Grup farkhliklarinin
onemi tek yonli ANOVA ile degerlendirildi ve Posthoc test olarak Tukey testi gruplar arasi

karsilastirmalar igin kullanildi. istatistiksel anlamlilik degeri p <0.05 olarak belirlendi.

3.3.4. Metal selasyon ¢alismasi

Yontem

FeS04:7H,0, CuS04:5H;0 ve ZnCl; etanol ile ¢oziilerek 200 uM derisimde stok ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Test edilecek bilesikler dnce DMSO ile ¢o6zildikten sonra etanol ile
seyreltilerek, 400 uM’lk stok ¢ozeltileri hazirlanmistir. Final hacimde 40 uM test bilesigi ve
ekivalen miktarda metal (1:1) karisiminin UV spektrumlarinin élglimleri gergeklestirilmistir.
Bu amagla 100 pL bilesik ¢ozeltisi, 200 pL metal ¢ozeltisi ve 700 uL etanol karisimi 25 °C’'de
30 dakika inkibe edildikten sonra absorbans degerleri 230-500 nm arahginda (5 nm’lik
artisla), Molecular Devices SpectraMax i3x Multi-Mode Detection Platform cihazi
kullanilarak kaydedilmistir. Kontrol ¢ozeltileri olarak 100 pL bilesik ¢ozeltisi veya 200 uL
metal ¢ozeltisi etanol ile final hacime tamamlanarak (1 ml) kullaniimistir. Kér ¢ozeltisi olarak
4 uL DMSO ve 996 uL etanol karisimi kullanilmis ve tiim spektrumlardan gikariimistir [100].
Test bilesigine ait spektrum ve ilgili bilesik+metal ¢ozeltisine ait spektrumlarin dalga boyuna

(nm) karsilik absorbans grafikleri hazirlanmistir.

3.4. Molekiiler Docking Calismasi

Molekiler kenetlenme (docking) c¢alismalarinda kullanilan asetilkolinesteraz ve
bitirilkolinesteraz enzimlerinin kristal yapilari sirasiyla 1EVE [101] ve 4BDS [102] erisim
kodlariyla RCBS protein veri bankasindan (http://www.rcsb.org/pdb) alinmistir. Molekiler
docking calismalari Molecular Operating Environment (MOE) [103] programi ile

gerceklestirilmistir. Ligand veya enzimden 4.5 A mesafeden daha uzakta bulunan bagh
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bilesikler ve su molekdilleri enzimlerin kristal yapisindan silinmistir. Enzim-ligand kompleksi
protonlanmis ve AMBER99 kuvvet alani ile minimize edilmistir. Enzim yiikleri AMBER99,
ligand yukleriise MMF94X kuvvet alanlari kullanilarak saptanmistir. Enzimlerin aktif bolgesi,
MOE yazilimi igerisinde yer alan “site finder” modiili ile tespit edilmistir. Her bir ligand igin
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
bitlin pozlar incelenmis ve her bilesigin en disik baglanma enerjisine sahip en iyi

skorlanmis pozu ilgili enzimle etkilesimlerinin arastirilmasi igin secilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Kimyasal Bulgular

4.1.1. N-(4-((Benzil(metil)Jamino)metil)tiyazol-2-il)-2-(4-metoksifenoksi)asetamit

\
o s N\/<
N\
o\)J\NJ\\}\/ Hel
o H el

0,3 g (0,0008 mol) N-(4-(klorometil)tiyazol-2-il)-2-(4-metoksifenoksi)asetamit hidrokloriir,

dihidrokloriir (Bilesik 1)

0,3 g (0,002 mol) potasyum karbonat ve 125 pl (0,0009 mol) N-benzilmetilamin kullanarak
2 ml DMF iginde yontem A’ya uygun olarak sentezlendi. Elde edilen yag aseton iginde alindi

ve HCl tuzuna gegilerek katilastirildi. Verim 146 mg (%36). Erime derecesi=123-150 °C.

'H NMR (DMSO-dg) &: 12.58 (s, 1H, amit NH), 11.34 (s, 1H, t-amin tuzu NH), 7.70-7.68 (m,
2H, H¥, HY), 7.57 (s, 1H, H¥20l), 7.45.7.42 (m, 3H, HZ, H¥, HY), 6.90-6.84 (m, 4H, H2, H3, HS,
H®), 4.83 (s, 2H, OCH2CO), 4.46-4.18 (m, 4H, tiyazol-CH,-N, N-CH,-fenil), 3.67 (s, 3H, -OCH3),
2.58 (d, 3H, J=4.0 Hz, N-CHs).

13C NMR (DMSO-ds) 6: 167.40, 157.74, 153.71, 151.59, 139.56, 131.36, 130.10, 129.32,
128.62,117.41, 115.40, 114.50, 66.54, 57.41, 55.25, 52.09.

C21H23N30s3S icin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 398.1538 Bulunan: 398.1535
Elementel Analiz
Hesaplanan %  C=53.62 H=5.36 N=8.93 S$=6.82

C21H23N303S.2HCI
Bulunan % C=53.89 H=5.74 N=9.08 S=6.77
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4.1.2. N-(4-((Benzil(metil)Jamino)metil)tiyazol-2-il)-2-(p-metilfenol)asetamit dihidroklorii

g

o L L0
H

0,4 g (0,001 mol) N-(4-(klorometil)tiyazol-2-il)-2-(4-metilfenoksi)asetamit hidrokloriir, 0,4 g

(Bilesik 2)

HCI

(0,002 mol) potasyum karbonat ve 175 pl (0,001 mol) N-benzilmetilamin kullanarak 2,5 ml
DMF iginde yontem A’ya uygun olarak sentezlendi. Elde edilen yag aseton iginde alindi ve

HCl tuzuna gegilerek katilastirildi. Verim 118 mg (%22). Erime derecesi= 158.1-173 °C.

'H NMR (DMSO-dg) &: 12.61 (s, 1H, amit NH), 11.35 (s, 1H, t-amin tuzu NH), 7.70-7.68 (m,
2H, H¥, H%), 7.57 (s, 1H, Ht¥az0l) 7 45.7 42 (m, 3H, HZ, H¥, H®), 7.08 (d, 2H, J=8.8 Hz, H3, H®),
6.83 (d, 2H, J=8.8 Hz, H?, H®), 4.86 (s, 2H, - OCH,CO), 4.45-4.41 (m, 4H, tiyazol-CH,-N, N-CH,-
fenil), 2.58 (d, 3H, J=4.0 Hz, N-CH3), 2.20(s, 3H, CHs-®).

13C NMR (DMSO-ds) 6: 167.28, 157.73, 155.50, 139.55, 131.35, 130.10, 129.84, 129.74,
129.30, 128.61, 117.41, 114.21, 65.94, 57.39, 52.06, 19.95.

C21H23N30,S icin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 382.1589 Bulunan: 382.1580

Elementel Analiz

Hesaplanan % (C=55.85 H=5.55 N=9.50 S=7.06
C>1H23N30,S.2HCI
Bulunan % C=55.99 H=5.73 N=9.39 S=6.79



41
4.1.3. N-(4-((Benzil(metil)Jamino)metil)tiyazol-2-il)-2-(3,4-dimetoksifenoksi)asetamit
O S \N\/‘
/\>\/
o OQKH/&N G
o

1 g (0,005 mol) 2-(3,4-dimetoksifenoksi)asetik asit, 1g 4-((benzil(metil)amino)metil)tiyazol-

hidrokloriir (Bilesik 3)

2-amin, 1 g (0,005 mol) EDC ve 100 mg (0,0008 mol) DMAP kullanarak 25 ml diklorometan
icinde yontem B’ye uygun olarak sentezlendi. Diklorometan:metanol (99:1) ¢6ziici sistemi
kullanilarak kolon kromatografisi ile temizlendi. Elde edilen sivi Girlin eter igine alindi ve HCI
tuzuna gegcirilerek katilastirildi. Asetondan kristallendirildi. Verim 1,100 mg (%55). Erime
derecesi 199.5-200.1°C.

H NMR (DMSO-dg) &: 12.55 (s, 1H, amit NH), 11.26 (s, 1H, t-amin tuzu NH), 7.69-7.67 (m,
2H, H¥, H%), 7.57 (s, 1H, HV2%0!), 7.45.7.43 (m, 3H, HZ, H¥, HF), 6.83 (d, 1H, J=8.8 Hz, H%),
6.66 (d, 1H, J=2.8 Hz, H?), 6.42 (dd, 1H, J=8.8 Hz, J=2.8 Hz, HE), 4.84 (s, 2H, OCH,CO), 4.45-
4.19 (m, 4H, tiyazol-CH;-N, N-CH»-fenil), 3.72 (s, 3H, OCH3), 3.66 (s, 3H, OCH3s), 2.59 (broad
s, 3H, N-CHs).

13C NMR (DMSO-ds) 6: 167.43, 157.85, 152.17, 149.65, 143.62, 139.69, 131.43, 130.20,
129.43,128.72,117.52, 112.51, 104.01, 101.26, 66.60, 57.59, 56.03, 55.53, 52.29.

C22H25N304S icin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 428.1644 Bulunan: 428.1649
Elementel Analiz
Hesaplanan % C=56.95 H=5.65 N=9.06 $=6.91

C22H25N304S.HCI
Bulunan % C=56.77 H=5.77 N=9.08 S=6.87
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4.1.4. N-(4-((Benzil(metil)Jamino)metil)tiyazol-2-il)-3-(4-metoksifenoksi)propanamit
hidrokloriir (Bilesik 4)

H
(0] N N
LT
HCI

O

1 g (0,003) N-(4-(klorometil)tiyazol-2-il)-3-(4-metoksifenoksi)propanamit, 1 g (0,003 mol)
sezyum karbonat ve 435 ul (0,002) N-benzilmetilamin kullanilarak 4 ml DMF iginde yontem
C'ye uygun olarak sentezlendi. Elde edilen ham Grin diklorometan:metanol (99:1) ¢6zlcu
sistemi kullanilarak kolon kromatografisi ile temizlendi. Elde edilen sivi irlin eter igine alindi
ve HCl tuzuna gegcirilerek katilastirildi. Asetondan kristallendirildi. 180 mg elde edildi, verim

%12’dir. Erime derecesi 207.2-208°C.

'H NMR (DMSO-dg) &8: 12.43 (s, 1H, amit NH), 11.22 (s, 1H, t-amin tuzu NH), 7.69-7.67 (m,
2H, H¥, H¥), 7.53 (s, 1H, H¥e0l), 7.45-7.43 (m, 3H, HZ, H¥, HY), 6.87-6.81 (m, 4H, H2, H3, H®,
H®), 4.45-4.19 (m, 6H, - OCH,, tiyazol-CH>-N, N-CH»-fenil), 3.67 (s, 3H, -OCHs), 2.92 (t, 2H,
J=6.2 Hz, CH,-CO-N), 2.58 (d, 3H, J=3.2 Hz, N-CH3).

13C NMR (DMSO-de) &: 169.31, 158.20, 153.36, 152.12, 139.41, 131.32, 130.12, 129.33,
128.63, 117.10, 115.30, 114.49, 63.70, 57.46, 55.23, 52.23, 35.067.

C22H25N30sS icin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 412.1695 Bulunan: 412.1695
Elementel Analiz
Hesaplanan % C=58.99 H=5.85 N=9.38 S=7.16

C22H25N303S.HCI
Bulunan % C=59.16 H=6.06 N=9.33 S=7.01
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4.1.5. N-(4-((Benzil(metil)Jamino)metil)tiyazol-2-il)-3-(p-metilfenoksi)propanamit
dihidrokloriir (Bilesik 5)

H HCI
(@] N N HCI
T 7T,

ke

0,5 g (0,0016 mol) N-(4-(klorometil)tiyazol-2-il)-3-(4-metilfenoksi)propanamit, 0,57 g
(0,0017 mol) sezyum karbonat ve 230 ul (0,0017) N-benzilmetilamin 4 ml DMF icinde
yontem C’'ye uygun olarak sentezlendi. Elde edilen yag aseton ile alindi, lizerine eter ilave
edildi ve slizaldi. Stziintt HCl tuzuna gecilerek katilastirildi, slzildi ve eterden

kristallendirildi. Verim 120 mg (%16). Erime derecesi 125 -179.6 °C.

IH NMR (DMSO-de) 6: 12.46 (s, 1H, amit NH), 11.32 (s, 1H, t-amin tuzu NH), 7.70-7.67 (m,
2H, H¥, H5), 7.53 (s, 1H, HtVaz°l) 7.44-7.42 (m, 3H, HZ, H¥, HE), 7.05 (d, 2H, J=8.2 Hz, H3, HY),
6.80 (d, 2H, J=8.2 Hz, H2, H®), 4.45-4.17 (m, 6H, OCH,, tiyazol-CH,-N, N-CH,-fenil), 2.93 (t,
2H, J=6.2 Hz, CH,CO-N), 2.57 (d, 3H, J=4.0 Hz, N-CHs), 2.20 (s, 3H, -CHs-@).

13C NMR (DMSO-d6) 6: 169.29, 158.17, 156.01, 139.40, 131.34, 130.12, 129.73, 129.31,
129.25,128.61, 117.10, 114.17, 63.13, 57.39, 52.16, 34.98, 19.96.

C22H25N30,S icin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 396.1746 Bulunan: 396.1744
Elementel Analiz
Hesaplanan % (C=54.62 H=6.01 N=8.64  S$=6.59

C22H25N30,S.2HCI.1H,0
Bulunan % C=54.64 H=6.29 N=8.79 S=6.59
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4.1.6. N-(4-((Benzil(metil)Jamino)metil)tiyazol-2-il)-4-(4-metoksifenil)-4-oksobiitanamit

(Bilesik 6)

1 g (0,0048 mol) 4-(4-metoksifenil)-4-oksobutanoik asit, 1 g (0,005 mol) EDC, 100 mg
(0,0008 mol) DMAP ve 1g (0,004 mol) 4-((benzil(metil)Jamino)metil)tiyazol-2-amin
kullanarak 25 ml diklorometan icinde yontem D’ye uygun olarak sentezlendi. Sire sonunda
diklorometan uguruldu, Uzerine aseton:hekzan ilave edilerek katilastirildi ve etil

asetat:hekzandan kristallendirildi. Verim 210 mg (%10). Erime derecesi 138.8-139.4 °C.

IH NMR (DMSO-ds) 8: 12.20 (s, 1H, NH), 7.96 (d, 2H, J=9.0 Hz H2, H8), 7.34-7.20 (m, 5H, H?,
H¥, H¥, HY, H5), 7.03 (d, 2H, J=9 Hz, H3, HS), 6.94 (s, 1H, HtV!) 3.83 (s, 3H, OCH3), 3.52 (s,
4H, tiyazol-CHa-N, N-CH,-fenil), 3.31 (t, 2H, J=6.4 Hz, -COCH,-CH,), 2.76 (t, 2H, J=6.4 Hz, -
COCH,-CH3), 2.11 (s, 3H, NCHs).

13C NMR (DMSO-dg) &: 196.69, 170.50, 163.04, 157.32, 148.24, 138.93, 130.09, 129.20,
128.54,128.04, 126.74, 113.78, 109.67, 60.72, 56.50, 55.42, 32.34, 29.01.

Ca23H25N30s3S icin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 424.1695 Bulunan: 424.1716

Elementel Analiz

Hesaplanan % C=65.23 H=5.95 N=9.92 S=7.57

C23H25N303S
Bulunan % C=65.09 H=6.20 N=9.95 S=7.65
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4.1.7. N-(4-((Benzil(metil)Jamino)metil)tiyazol-2-il)-4-okso-4-(p-metilfenil)bliitanamit
(Bilesik 7)

0,9 g (0,0047 mol) 4-(4-metilfenil)-4-oksobutanoik asit, 1 g (0,005 mol) EDC, 100 mg (0,0008
mol) DMAP ve 1 g (0,004 mol) 4-((benzil(metil)amino)metil)tiyazol-2-amin kullanarak 20 ml
diklorometan icinde yontem D’ye uygun olarak sentezlendi. Etil asetat:metanol (99:1)
¢Ozici sistemi kullanilarak kolon kromatografisi ile elde edilen iriin eterden katilastirildi
ve etil asetat:hekzandan kristallendirildi. Verim 666 mg (%34). Erime derecesi 169.1-
169.3°C.

IH NMR (DMSO-ds) 6: 12.17 (s, 1H, NH), 7.87 (d, 2H, J=8.4 Hz, H?, HF), 7.32-7.20 (m, 7H, H3,
HS, H?, H¥, H¥, H¥, HY), 6.92 (s, 1H, Ht¥2%°!) 3.52 (s, 4H, tiyazol-CH,-N, N-CH-fenil), 3.32 (t,
2H, J=6.6 Hz, -COCH,-CH), 2.76 (t, 2H, J=6.6 Hz, -COCH,-CH,), 2.35 (s, 3H, NCH3), 2.10 (s,
3H, -CHa).

13C NMR (DMSO-ds) 6: 197.85, 170.43, 157.31, 148.27, 143.48, 138.94, 133.81, 129.16,
128.54, 128.04, 127.89, 126.73, 109.67, 60.73, 56.51, 32.60, 28.97, 21.05.

Ca23H25N30,S icin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 408.1746 Bulunan: 408.1747
Elementel Analiz
Hesaplanan % C=67.79 H=6.18 N=10.31 S=7.87

C23H25N30,S
Bulunan % C=67.63 H=6.17 N=10.35 S=7.87
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4.1.8. N-(4-((Benzil(metil)Jamino)metil)tiyazol-2-il)-4-(3,4-dimetoksifenil)-4-

oksobiitanamit (Bilesik 8)

1 g (0,004 mol) 4- (3,4-dimetoksifenil)-4-oksobutanoik asit, 0,877 g (0,004 mol) EDC, 100
mg (0,0008 mol) DMAP ve 0,889 g (0,0038 mol) 4-((benzil(metil)amino)metil)tiyazol-2-amin
kullanarak 20 ml diklorometan iginde yéntem D’ye uygun olarak sentezlendi. Etil
asetat:metanol (99:1) ¢oziic sistemi kullanilarak kolon kromatografisi ile elde edilen {irlin
eterden katilastirildi ve etil asetat:hekzandan kristallendirildi. Verim 690 mg (%36). Erime

derecesi 127.1-127.7 °C.

IH NMR (DMSO-dg) 6: 12.17 (s, 1H, NH), 7.66 (dd, 1H, J=8.4 Hz, J=2 Hz H?), 7.44 (d, 1H, J=2
Hz H?), 7.32-7.20 (m, 5H, HZ, H¥, HY H¥, HE), 7.05 (d, 1H, J=8.4 Hz, H®), 6.92 (s, 1H, Htvazl),
3.82 (s, 3H, OCHs), 3.79 (s, 3H, OCHs), 3.52 (s, 4H, tiyazol-CHa-N, N-CHo-fenil), 3.32 (t, 2H,
J=6.2 Hz, -COCH,-CH3), 2.75 (t, 2H, J=6.2 Hz, -COCH2-CH,), 2.10 (s, 3H, NCH).

13C NMR (DMSO-de) &: 196.82, 170.59, 157.40, 153.06, 148.52, 148.34, 139.01, 129.25,
128.01, 128.11, 126.81, 122.55, 110.86, 110.11, 109.74, 60.80, 56.58, 55.71, 55.44, 32.43,
29.18.

C24H27N304S icin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 454.1801 Bulunan: 454.1808
Elementel Analiz
Hesaplanan % C=63.56 H=6.00 N=9.26 S=7.07

C24H27N304S
Bulunan % C=63.69 H=6.20 N=9.32 S=7.09



4.2. Biyolojik Aktivite Bulgulari

4.2.1. Kolinesteraz inhibitor aktivite bulgulari

a7

Sentezi gergeklestirilen bilesiklerin AKE ve BKE inhibitor aktivite sonuglari gizelge 4.1'de,

ICso hesaplamalariigin 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 ICs0 £SD
(10uMm) (uM) (10uMm) (UM)
1 53+0.30 12.10+ 0.02 84 +£0.04 2.10+0.09
2 19+5.20 - 82+0.30 2.86+0.05
3 68 £ 3.30 5.80+0.12 53+4.20 12.39+0.07
4 55+4.90 12.00 £ 0.05 67+ 1.70 5.64 £ 0.06
5 27+4.20 - 72+3.40 4.99 +£0.08
6 88 £0.30 1.18 £ 0.05 47 +1.80 -
7 65 +3.40 1.20 £ 0.05 18 +2.30 -
8 96 +2.30 0.63£0.04 32+1.40 -
Donepezil 98 + 1.00 0.06 £ 0.07 90+ 0.50 3.7+0.02

(-): inhibitor aktivite yok anlamina gelmektedir.
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4.2.2. Sitotoksisite testi bulgulari

Sentezlenen bilesiklere 5 uM ve 10 UM konsantrasyonlarda sitotoksisite testi uygulanmistir

ve elde edilen bulgular Sekil 4.3’te gosterilmistir.

Cizelge 4.2. 5 uM ve 10 uM konsantrasyonlarda % hiicre canliligi

Bilesik . >uMicin _10uMicin
% hiicre canliligl £SD % hiicre canhhigi £SD)
1 115.26 + 16.88 111.00 £5.70
2 132.00 + 10.68 102.00 £ 6.11
3 114.04 + 14.09 118.30 £ 13.51
4 141.60 £ 4.30 106.37 £ 6.22
5 115.14+7.73 112.91 +12.98
6 142.74 +20.49 135.00 + 10.60
7 112.42 +1.78 114.00 + 6.27
8 120.94 + 3.69 116.19 £+ 8.01
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4.2.3. Antienflamatuvar aktivite bulgulari

Sentezlenen bilesiklerin 10 uM konsantrasyonda THP1 hiicrelerinde enflamatuvar
belirtegler Gzerine etkileri (IL-1B, IL-6, TNF-a ve NO) ELISA yontemi ile test edilmis
dolayisiyla antienflamatuvar etkileri degerlendirilmis ve bulgular Sekil 4.4-4.7'de

sunulmustur.
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Sekil 4.4. LPS ile indiiklenmis enflamasyonda iL-1B seviyesine donepezil ve bilesiklerin etkisi
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Sekil 4.5. LPS ile indiiklenmis enflamasyonda IL-6 seviyesine donepezil ve bilesiklerin etkisi
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Sekil 4.6. LPS ile induklenmis enflamasyonda TNF seviyesine donepezil ve bilesiklerin etkisi
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Sekil 4.7. LPS ile indiklenmis enflamasyonda NO seviyesine donepezil ve bilesiklerin etki

4.2.4. Metal selasyon aktivite bulgulari

Test bilesigine ait spektrum ve ilgili bilesik+metal ¢6zeltisine ait spektrumlar dalga boyuna
(nm) karsilik absorbans grafikleri Sekil 4.8-4.15 ile verilmistir ve absorbans kaymasi

grafikleri Sekil 4.16’da sunulmustur.



55

0,35

0,25

0,15

Absorbans

0,05

-0,05
230

0,25

0,15

0,05

-0,05

Absorbans

-0,15

-0,25
230

0,34

0,24

0,14

Absorbans

0,04

-0,06
230

280

280

280

Bilesik 1

Bilesik 1
Bileik 1+Fe(ll)
330 380
Dalga Boyu (nm)
Bilesik 1
Bilesik 1
Bilesik 1+Cu(l1)
330 380
Dalga Boyu (nm)
Bilesik 1
Bilesik 1
Bilesik 1+Zn(ll)
330 380

Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.8. Bilesik 1 icin metal selator aktivite spektrumlari
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Sekil 4.9. Bilesik 2 icin metal selator aktivite spektrumlari
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Sekil 4.10. Bilesik 3 icin metal selator aktivite spektrumlari
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Sekil 4.11. Bilesik 4 icin metal selator aktivite spektrumlari
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Sekil 4.12. Bilesik 5 icin metal selator aktivite spektrumlari
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Sekil 4.13. Bilesik 6 icin metal selator aktivite spektrumlari
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Sekil 4.14. Bilesik 7 icin metal selator aktivite spektrumlari
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Sekil 4.15. Bilesik 8 icin metal selator aktivite spektrumlari
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Sekil 4.16 Bilesikler ve metal iyonlari igin absorbans kaymasi grafikleri
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4.3. Molekiiler Docking Bulgulari

Sentezlenen sekiz bilesikten, en ylksek AKE inhibitor aktviteye sahip bilesik 8 ve en yliksek BKE
inhibitor aktviteye sahip bilesik 1'in baglanma modlarin incelenebilmesi igin molekiler docking
¢alismasindan faydalaniimistir. Docking ¢alismalarinda kullaniimak Gzere molekdillerin iyonize
formlari Marvin Sketch programi ile hesaplanmistir. Elde edilen bulgular Sekil 4.17 ve Sekil

4.18’de sunulmustur.

O polar - sidechain acceptor ) solvent residue arene-arene

O acidic - sidechain donor © metal complex ©H arene-H

QO basic = backbone acceptor - solvent contact @+ arene-cation
greasy -+ backbone donor - metalfion contact

£, proximity ligand C‘ receptor

= contour exposure “ exposure

Sekil 4.17. En ylksek AKE inhibitor aktiviteye sahip bilesik 8'in AKE kristali ile elde edilen
docking sonuglari
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3D

@) polar “* sidechain acceptor () solvent residue arene-arene
O acidic  + sidechain donor O metal complex ©@H arene-H

O basic = backbone acceptor - solvent contact ©+ arene-cation
O greasy *+ backbone donor - metal/ion contact

=, proximity ligand C‘ receptor

" contour exposure “ exposure

Sekil 4.18. En ylksek BKE inhibitor aktiviteye sahip bilesik 1'in BKE kristali ile elde edilen
docking sonugclari
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5. TARTISMA

5.1. Kimyasal Bulgularin Degerlendirilmesi

Tez galismamizda, 2-aminotiyazol halka sistemine sahip 8 yeni bilesik sentez edildi ve yapilari

'H-NMR, 3C-NMR, HRMS ve elementel analiz yontemleriyle aydinlatildi.

2-(4-Slibstitiefenoksi)asetamit serisinin sentezinde kullanilan 2-(4-stibstitiefenoksi)asetik asit
turevleri, ticari olarak mevcut 4-metoksifenol veya 4-metilfenolun kloroasetik asit ile bazik
ortamdaki tepkimesinden elde edildi. Sentez edilen fenoksiasetik asitlerin, oksalil klorir ile
tepkimesinden karsilik gelen asetil klortr tirevleri hazirlandi. Bu tirevlerin tiyolre ile
tepkimesinden agiltiyolre yapisindaki ara bilesikler elde edildi. Elde edilen agiltiyotirelerin, 1,3-
dikloroaseton ile reaksiyonundan 4-(klorometil)-2-aminotiyazol hidrokloriir tlirevleri sentez
edildi. Daha sonra sentez edilen tirevlerin DMF icinde bazik ortamda N-benzilmetilamin ile
tepkimesinden 4-(slibstitiiefenoksi)asetamit tiirevi iki bilesik elde edildi ve hidroklorik asit

tuzlari hazirland.

0] (0]
/©/OH CI\)kOH /©/ OH Oksalll Klortr O\)kcn
R NaOH DMF R
Tiyolre
Cl 0

A

S 0 i
? /\>'\/ \)K/ \)J\
Cl Cl O
0 s NH™ NH
o ol
HCI R
R
N-benzilmetilamin
K,CO3, DMF

Q s
QO%NH/QN}V,LV@ R= OCHj, CHj

Sekil 5.1. 2-(4-Slibstitliefenoksi)asetamit tirevleri sonug bilesiklerin sentez semasi

R
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2-(3,4-Dimetoksifenoksi)asetamit tlrevinin sentezinde kullanilan 2-(3,4-
dimetoksifenoksi)asetik asit, ticari olarak mevcut 3,4-dimetoksifenol ve kloroasetik asit’in bazik
ortamda tepkimesinden elde edildi. 1,3-Dikloroaseton ve tiyoire’nin tepkimesinden elde
edilen 4-(klorometil)-2-aminotiyazol hidroklorir tiirevinin, bazik ortamda N-benzilmetilamin
ile tepkimesinden amin tiirevi diger hareket maddesi hazirlandi. Hazirlanan bu iki bilesigin EDC
ve DMAP varliginda diklorometan icindeki tepkimesinden, sentez edilmek istenen 2-(3,4-

dimetoksifenoksi)asetamit tirevi elde edildi ve hidroklorik asit tuzu hazirlandi.

H;CO OH H
H;CO NaOH H,CO

/
cl N
N NH
2 CH30H { N-benzilmetilamin N{L©
+ > /
/Q HZNAS

o C,HsOH  H2N K,CO3, DMF

a. M _c

EDC, DMAP

\
H@OD/OQOLN /SL:,}\/N\/‘
H

HsCO
Sekil 5.2. 2-(3,4-Dimetoksifenoksi)asetamit sonug bilesigin sentez semasi

3-(4-Substituefenoksi)propanamit turevlerinin sentezinde kullanilan 3-(4-
sUbstitiefenoksi)propanoik asit tiurevleri; ticari olarak mevcut 4-metoksifenol veya
4-metilfenolun triton B varliginda akrilonitril ile tepkimesinden elde edilen nitril tlrevlerinin
hidrolizi ile hazirlandi. Hazirlanan fenoksipropanoik asitlerin oksalil kloriir ile tepkimesinden,
karsilik gelen propil kloriir tiirevleri elde edildi. Bu tirevlerin tiyolre ile tepkimesinden
aciltiyolire yapisindaki ara bilesikler hazirlandi. Hazirlanan agiltiyoirelerin, 1,3-dikloroaseton

ile reaksiyonundan 4-(klorometil)-2-aminotiyazol hidroklorir tirevleri sentez edildi. Daha
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sonra sentez edilen tiirevlerin DMF icinde, bazik ortamda N-benzilmetilamin ile tepkimesinden

4-(stbstitiefenoksi)propanamit tlirevi iki bilesik elde edildi ve hidroklorik asit tuzlari hazirlandi.

(0] OH
N 0]
OH A . \/\\\N H,O/HCI /©/ \/\g
> < _— R
R Triton B

Oksalil klortr

DMF

H
0 N_ _NH,
o 0] Cl
R O
R
gs

R _ . . .
\©\ o i/\>\/0| N-benzilmetilamin . R\©\ o S/\>\/N
S NS
O/\)J\N N Cs,CO3, DMF o/\)J\H/LN

R= OCH3, CH3

A

Sekil 5.3. 3-(4-Substitliefenoksi)propanamit serisi sonug bilesiklerin sentez semasi

4-Oksoblitanamit tlirevlerinin sentezinde kullanilan 4-oksobitanoik asit tlrevleri; anisol,
toluen veya 3,4-dimetoksibenzenin aliminyum klorlr varhiginda siiksinik anhidrit ile
tepkimesinden sentez edildi. Daha sonra sentez edilen 4-oksobitanoik asit tiirevlerinin EDC ve
DMAP varhginda diklorometan icinde 4-((benzil(metil)Jamino)metil)tiyazol-2-amin ile

tepkimesinden 4-oksoblitanamit tiirevi Uc bilesik elde edildi.
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Sekil 5.4. 4-Oksobiitanamit tlirevleri sonug bilesiklerin sentez semasi

Sentezlenen bilesiklerin yapilari TH-NMR, 3C-NMR, HRMS ve elementel analiz verileri ile

kanitlandi ve bu sonuglar 6nerilen kimyasal yapilar ile uyumlu bulundu.

Sentezlenen bilesiklerin *H-NMR spektrumlarinda, amit protonuna ait sinyal 12.61-12.17 ppm
araliginda singlet olarak gézlenmistir. Bilesik 1, 2, 3, 4 ve 5’te tersiyer amin tuzuna ait sinyal
11.35-11.22 ppm araliginda singlet olarak gozlenmistir. Tiyazol halkasinin 5.konumundaki

proton 7.57-6.92 ppm araliginda singlet olarak goérulmustir.

Bilesiklerin diger aromatik halka protonlari beklenildigi gibi gbzlenmis ve gerekli aciklamalar

bulgular kisminda yapilmistir.

Fenoksiasetamit tlrevi bilesiklerde (bilesik 1, 2 ve 3), asetamit zincirindeki -CH- protonlari
4.86-4.83 ppm araliginda singlet olarak gortlmuistir. Bu tiirevlerde tiyazol halkasina komsu -
CH»- protonlari, fenil halkasina komsu -CH,- protonlari ile birlikte 4.46-4.18 ppm araliginda
multiplet olarak gozlenmistir. Fenoksipropanamit tirevi bilesiklerde (4 ve 5) ise tiyazol
halkasina komsu -CH,- ve fenil halkasina komsu -CH;- protonlari, fenoksipropanamit yapisinda
oksijene komsu -CH»- protonlariile birlikte 4.45-4.17 ppm araliginda multiplet olarak rezonansa
gelmistir. Fenoksipropanamit yapisindaki diger -CH;- protonlari da 2.93-2.92 ppm aralig§inda

triplet olarak goridlmdistar.
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4-Oksobutanamit tirevi bilesiklerde (6, 7 ve 8) keton grubuna komsu -CH,- protonlari ve amit
karboniline komsu -CH»- protonlari sirasiyla 3.32-3.31 ppm araliginda ve 2.76-2.75 ppm
araliginda triplet olarak gozlenmistir. Bu bilesiklerde tiyazol halkasina komsu -CHa- protonlari,

fenil halkasina komsu -CH»- protonlari ile birlikte 3.52 ppm’de singlet olarak gorilmuistir.

Fenoksi halkasi Gizerindeki metoksi ve metil protonlari sirasiyla 3.83-3.66 ppm ve 2.20-2.10

ppm araliginda singlet olarak gézlenmistir.

Aminometil protonlari asetamit ve propanamit tiirevlerinde 2.59-2.57 ppm araliginda bilesik 3
disinda dublet olarak gézlenmistir. Bilesik 3’te bu pik broad singlet olarak gorilmiustir. 4-
Oksoblitanamit tirevi bilesiklerde ise bu pik 2.35-2.10 ppm araliginda singlet olarak

gorilmustur.

5.2. Biyolojik Aktivite Bulgularinin Degerlendirilmesi

5.2.1. Kolinesteraz inhibisyon sonuglarinin degerlendirilmesi

Sentez edilen bilesiklerin kolinesteraz inhibitor aktiviteleri 10 uM konsantrasyonda tarandi ve
bilesiklerin ICsodegerleri hesaplandi. AKE inhibitér aktivite bakimindan asetamit ve propanamit
serilerindeki bilesiklerin yapi etki iliskileri incelendiginde, fenoksi halkasinin para konumunda
metil grubu tasiyan bilesiklerin (bilesik 2 ve 5) AKE inhibitdr aktiviteye sahip olmadigi
bulunmustur. Halka tzerindeki metil grubunun metoksi grubu ile degistirildigi tlirevlerde ise
(bilesik 1 1C50=12.10 uM ve bilesik 4 1Cs0 =12.00 uM) AKE inhibitér aktivitenin ortaya ¢iktigi
belirlenmistir. Aktivite sonuclari, fenoksiasetamit tlirevi bilesiklerin (bilesik 1 ve 2) ve onlarin
fenoksipropanamit tiirevi esleniklerinin (bilesik 4 ve 5) AKE inhibitor aktiviteleri arasinda bir
fark olmadigini gostermistir. Bir baska ifadeyle, zincir uzatilmasi AKE inhibitor aktivite
karakterini degistirmemistir. Ayrica fenoksi halkasinin 3 ve 4. konumlarinda dimetoksi grubu
tasiyan bilesik 3’Un (IC50=5.80 uM) monometoksi tiirevi bilesik 1 ile karsilastirildiginda daha iyi

AKE inhibisyonuna sahip oldugu goralmistar.
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Sentez edilen bilesikler arasinda, 4-oksobitanamit tlrevi bilesiklerin secici AKE inhibitor
aktiviteye sahip olduklari belirlenmistir. 0.63 uM’lik ICso degeri ile bu yapiyi tasiyan bilesik 8 en
yuksek AKE inhibisyonuna sahiptir. Genel olarak 4-oksobitanamit yapisindaki bilesiklerin AKE

inhibitor aktivitelerinin, asetamit ve propanamit tiirevlerinden daha iyi oldugu belirlenmistir.

Fenil halkasi Gzerindeki gruplarin aktivite lzerine etkisi degerlendirildiginde; halkanin para
konumunda metil ya da metoksi grubu olmasinin AKE inhibit6r aktiviteyi degistirmedigi, ancak
3,4-dimetoksi slibstitisyonunun AKE inhibitor aktiviteyi monosibstitlisyona gore yaklasik 2 kat

arttirdigi bulunmustur.

Bilesiklerin BKE inhibitér aktiviteleri degerlendirildiginde genel olarak, 4-oksobitanamit
yapisindaki bilesiklerin BKE inhibitor aktivitesi bulunmamistir. 3,4-Dimetoksiasetamit tirevi
bilesik 3 haricinde (AKE 1C50=5.80 uM; BKE 1C50=12.40 uM) asetamit yapisindaki bilesiklerin
(bilesik 1 ve 2) BKE inhibitor aktiviteleri AKE inhibitor aktivitelerine kiyasla daha iyi ve segicidir.
Sentez edilen bilesikler arasinda, 2.10 uM’lik ICso degeri ile bilesik 1 en gigll ve segici BKE
inhibitoridir. Bilesik 2 de 2.80 uM’lik ICso degeri ile selektif BKE inhibitoradur.

Fenoksipropanamit tirevi bilesiklerin de BKE inhibitor aktiviteleri AKE inhibitor aktivitelerine
kiyasla daha iyi bulunmustur. Fakat fenoksiasetamit tiirevi bilesiklerin (bilesik 1 ve 2) BKE
inhibitor aktivitesi fenoksipropanamit tirevi (bilesik 4 ve 5) esleniklerinden daha iyidir. Bir

baska deyisle zincir uzatilmasi BKE inhibitor aktivitenin azalmasina neden olmustur.



Cizelge 5.1. Kolinesteraz aktivite bulgulari
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o)
R o 0 S | R
ZD/ \M)LNH/QE\/N 5 j’\N
n N R
R 1 /
! 1-5 6-8 b
. AKE icin ICso+ SD BKE icin ICso+ SD
Bilesik n R R
i : i (M) (M)
1 1 OCH; H 12.10 + 0.02 2.10 +0.09
2 1 CHs H - 2.86 +0.05
3 1 OCH; OCH; 5.80 +0.12 12.39+ 0.07
4 2 OCH; H 12.00 + 0.05 5.64 + 0.06
5 2 CHs H - 4.99 +0.08
6 - OCH; H 1.18 £ 0.05 -
7 - CHs H 1.20 £ 0.05 -
8 - OCH; OCHs 0.63 +0.04 -
Doneperzil 0.06 £ 0.07 3.70+£0.02

(-): inhibitor aktivite yok anlamina gelmektedir.

5.2.2. Antienflamatuvar aktivite bulgularinin degerlendirilmesi

Sentezlenen bilesiklerin 10 uM konsantrasyonda THP-1 hiicrelerinde enflamatuvar belirtecler

Uzerine etkileri (IL-1B, IL-6, TNF-a ve NO) ELISA yontemi ile test edilmis dolasiyla

antienflamatuvar etkileri degerlendirilmistir.

Sentez edilen bilesikler arasinda bilesik 1, 3 ve 6'nin diger bilesiklere kiyasla 10 uM

konsantrasyonda, test edilen tiim enflamatuvar belirteclerin seviyesini istatistiksel olarak

anlamli diizeyde azalttigl tespit edilmistir (p<0,05). Bu (g bilesigin IL-6, TNF-a ve NO seviyelerini

istatistiksel olarak hemen hemen ayni diizeyde azalttigi, bilesik 1’in ise IL-1B belirtecinin
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seviyesini diger iki bilesige kiyasla istatistiksel olarak daha anlamli diizeyde azalttig1 sdylenebilir

(p<0,05).

5.2.3. Sitotoksisite testi bulgularinin degerlendirilmesi

Bilesiklerin sitotoksisiteleri 5 pM ve 10 uM konsantrasyonda MTT ydntemi ile tarandi.
Bilesiklerin bu konsantrasyonlarda sitotoksisite gostermedikleri ve hiicre canhliginin %100’ln

Uzerinde oldugu belirlenmisgtir.

5.2.4. Bilesiklerin metal selator etki tayini

Bilesiklerin Fe(ll), Cu(ll) ve Zn(ll) ile selasyon tayini belirli bir dalga boyu araligindaki UV
spektroskopisiile incelenebilmekte ve literatiirde de siklikla kullaniimaktadir. Bu yonteme gore
bilesigin spektrumu alinir ve daha sonra istenilen metal ile hazirlanan ¢ozeltisinden elde edilen
spektrumla kiyaslanir. Bilesik ile metal arasinda etkilesim oldugunda, genellikle spektrumun
Amax degerlerinde batokromik kayma ve absorbans siddetinde azalma gozlenmektedir [104-
106]. Ancak metal iyonu ilavesi ile bilesik spektrumunda gozlenen tim degisimler kompleks
olusumunun gostergesi olarak degerlendirilebilir [107]. Bu nedenle, bilesiklerin selator
etkilerinin daha saglikhi degerlendirilmesi amaciyla, bilesik+metal karisiminin spektrumundan,
bilesik ve metal kontrol ¢6zeltilerinin spektrumlari ¢ikarilarak, absorbans kaymasi grafikleri
hazirlanmis [108] ve sonuglar Sekil 4.16’da sunulmustur. Grafikler incelendiginde tim
bilesiklerin Fe(ll), Cu(ll) ve Zn(ll) varhiginda anlamli diizeyde absorbans kaymasina neden oldugu
gorilmastir. Sonug olarak sentezlenen tim bilesiklerin Fe(ll), Cu(ll) ve Zn(ll) iyonlari igin

selator etkilerinin oldugu bulunmustur.
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5.3. Molekiiler Docking Bulgularinin Degerlendirilmesi

Molekiler docking ¢alismasinda, en yiiksek AKE (Bilesik 8) ve en yiiksek BKE (Bilesik 1) inhibitor
aktiviteye sahip iki bilesigin bu enzimlerin aktif bolgelerinde yer alan amino asitler ile yaptiklari
kovalent olmayan etkilesimler ve baglanma modlari belirlendi. Bu ¢alismada AKE enzimi igin,
Torpedo Californica tiriinden elde edilen kristal yapisi (TcAKE) kullanilirken, BKE enzimi igin

insan BKE enzim kristal yapisi (HuBKE) tercih edilmistir.

Bilesikler ve kolinesteraz enzimleri arasinda gorilen; hidrojen bagi, n—m, katyon—m, C—-H---1t ve
suyun aracilk ettigi etkilesimler “bilesik-kolinesteraz enzim kompleksinin” stabilitesinde
onemli role sahip olan etkilesimlerdir. Bu etkilesimlerin yani sira enzim kristal yapsinda
gozlenen ve aktif bolgede gomilli halde bulunan su molekillerin de ligand ile etkilesimde

onemli rolli oldugu ifade edilmistir. [91, 109, 110].

5.3.1. Asetilkolinesteraz icin docking sonuglarinin degerlendirilmesi

Bilesiklerin AKE enziminin KAB’Inda bulunan Trp84 ve Phe330 ve enzimin PAB’inda bulunan
Trp279 ile yaptig1 etkilesimlerin 6nemli oldugu ve bu etkilesimlerin E2020-TcAKE enzim
kompleksinin yapisinda da gozlemlendigi bildirilmistir. Bilesik 8’de benzil yapisindaki fenil
halkasinin Trp84 ile m—m etkilesimi (3.93 A) yaptigi gézlenmistir. Bilesigin pozitif yiiklii azotu ise
Phe330’un fenil halkasi ile katyon-m etkilesimi (3.84 A) yapmaktadir. Ayrica bilesigin benzil
yapisindaki CH; karbonunun da Phe330 ile CH-mt etkilesimi (4.08 A) yaptigi belirlenmistir. ilave
olarak benzil yapisindaki fenil halkasi ve AKE su molekiilii arasinda O-H---t etkilesimi (3.48 A)
belirlenmistir. PAB’da ise keton grubuna komsu CH; karbonunun Trp279 ile CH-it etkilesimi
(3.90 A) yaptigi gozlenmistir. Ayrica keton gurubu oksijeni ile AKE su molekili arasinda
hidrojen bagi (2.82 A) ve 3,4-dimetoksifenil halkasi ile AKE su molekiilii arasinda O-H...rt (3.78

R) etkilesimleri belirlenmistir.
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5.3.2. Biitirilkolinesteraz i¢in docking sonuglarinin degerlendirilmesi

AKE aktif cebine gore yaklasik 200 A3 daha genis olan BKE aktif cebinde bulunan Asp70, Ser79,
Trp82, Ser198, Thr120, Trp231, Phe285, Ser287, Phe329, Tyr332, Trp430, His438, Tyr440 ve
Ala328 kalintilarinin BKE inhibisyonu i¢cin 6nemli olduklari bildirilmistir [111]. AKE’de oldugu
gibi BKE aktif bolgesinde de korunmus su molekilerin bulundugu ve ligand etkilesiminde

onemli olduklari distunilmektedir [91, 110, 112-114].

Bilesik 1’de Pro285 kalintisi ile fenoksi metil grubuna ait protonlar arasinda H-bagi (3.28 A)
belirlenmistir. Pozitif yikli azotunun Trp82’nin hem besli hem de altili halkasi ile katyon-nt
etkilesimleri (3.73 A, 4.88 A) yaptig gézlenmistir. Bilesigin tiyazol halkasindaki kiikiirt, Ala328
ile hidrojen bagi yapmaktadir. Ayrica benzil yapisindaki fenil halkasinin His438 ile (4.72 A) ve
fenoksi halkasinin ise Phe329 ile (4.11 A) t-CH etkilesimleri yaptigi belirlenmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Tez c¢alismamizda, 3-fenilprop-2-enamit  tlrevi hit bilesigimizden  esinlenerek
2-fenoksiasetamit, 3-fenoksipropanamit ve 4-oksobiltanamit yapisinda bilesikler sentez edildi.
Hit bilesigimiz 1.3 uM’lik 1Cso degeri ile segici AKE inhibitor aktiviteye sahipken, bu bilesigin
2-fenoksiasetamit eslenigi olan bilesik 1’in, secici BKE inhibitor aktiviteye sahip oldugu tespit
edilmistir. Ancak 3-fenoksipropanamit tlirevlerinde BKE inhibitor aktivitenin azaldig
gozlenmistir. 4-Oksobltanamit yapisina sahip bilesiklerin ise secici AKE inhibitor aktiviteye
sahip olduklari ve bu serinin en glicli AKE inhibitor aktivitesine sahip bilesik 8’in, hit bilesikten

yaklasik 2 kat daha aktif oldugu belirlenmistir.

Bilesik 1, 3 ve 6’nin test edilen tiim enflamatuvar belirteglerin seviyesini istatistiksel olarak
anlamli diizeyde azalttig tespit edilmistir. Sentezlenen tiim bilesiklerin Fe(ll), Cu(ll) ve Zn(ll)
iyonlari i¢in selatér etkilerinin oldugu bulunmustur. Ayrica bilesiklerin etkili olduklar

konsantrasyonlarda sitotoksik olmadiklari belirlenmistir.

Bu bilgiler 1s18inda sonraki ¢alismalarimizda tez kapsaminda galisilan hedefler lizerinde daha

etkili yeni bilesiklerin gelistirilmesi planlanmaktadir.
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