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OZET

YENI S~AMILOID AGREGASYON INHIBITORU BIiLESIKLER UZERINDE
SENTEZ VE BIYOAKTIVITE CALISMALARI

Alzheimer Hastaligi (AH), demansin en yaygin sekli olup bellek, bilis ve
davranigin bozulmasi ile karakterize, ilerleyici ve geri doniissiiz norodejeneratif bir
hastaliktir. Demans, yaslilarda sik goriilen hastaliklarin basinda yer almaktadir. 65
yas ve lzeri yash niifus icin AH, Amerika Birlesik Devleti’nde 6liime neden olan
hastaliklar arasinda besinci siradadir.

AH’nin patolojisinde; ekstraseliiler beta amiloid (AP) peptid iceren plaklar,
anormal fosforile edilmis tau proteini igeren intraseliiler norofibril yumaklar (NFY),
gliyozis-inflamasyonun yani sira noronal, sinaptik ve Kkolinerjik kayiplar rol
oynamaktadir. "Amiloid Kaskad Hipotezi" olarak adlandirilan hipoteze gore,
hastalig1 baslatan ana patolojik olay AP peptidinin birikimidir.

Gilintimiizde AH’nin tedavisinde asetilkolinesteraz (AChE) inhibitorleri
(donepezil, rivastigmin ve galantamin) ve N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptor
antagonistleri (memantin) kullanilmaktadir. Bugiine kadar hicbir ilag¢ ya da uygulama
AH’yi tamamen tedavi etmede basarili olamamigstir. Bu nedenle mevcut semptomatik
tedavilere karsilik gelen AP birikimine karsi hedeflenen terapétik stratejiler titizlikle
aragtirtlmistir. Bu patolojiye karsi en etkili tedavi stratejilerinin arasinda Af-peptid
inhibisyonu yer almaktadir.

AR  norotoksisitesini azalttigi rapor edilen rifampisin, kongo kirmizisi
(CR), krizamin-G (CG) ve kurkumin bilesikleri AH nin tedavisinde kullanilan kiigiik
molekiil inhibitorleridir. Tez c¢aligmasi kapsaminda bu bilesiklerin yapisal
ozelliklerinden yola ¢ikilarak, imin ve azo serileri olmak tizere 28 adet bilesigin
sentezi gerceklestirilmistir. Imin serisi bilesiklerin sentezi igin; [1,1-bifenil]-4,4'-
diildimetanol bilesigi piridinyum klorokromat (PCC) ile oda sicakliginda reaksiyona
tabii tutularak [1,1'-bifenil]-4,4'-dikarbaldehit ara {iriinii elde edilmistir. Ara triiniin

uygun aminler ile verecegi kondensasyon tepkimesi sonucunda imin tiirevleri



sentezlenmistir. Azo serisi bilesikler ise, 4,4'-dinitrobifenil bilesiginin baz varliginda
uygun aminler ile verdigi redoks reaksiyonu sonucu tek basamakta elde edilmistir.
Sentezlenen bilesiklerin yapilari spektroskopik yontemle (IR, *H-NMR, LC/MS) ve
elementel analiz ile aydinlatilmistir. Bu bilesiklerin kolinesteraz (ChE) inhibisyonu
(Ellman metodu) ve AP4, agregasyon inhibisyonu (tiyoflavin T fliioresans testi)
birlikte degerlendirilmistir. Bilesiklerin dagilim katsayis1 (Log P) ve asitlik sabiti
(pKa) degerleri potansiyometrik titrasyon metodu ile hesaplanmugtir.

Sentezlenen bilesikler tizerinde gergeklestirilen ChE inhibisyonu ¢aligsmalar
sonucunda, bilesiklerin AChE enzimine seg¢ici etkili olduklar1 bulunmustur. Referans
bilesikler olarak kullanilan takrin ve galantamin ile kiyaslandiginda, sentezlenen
bilesikler igerisinde AChE’ye karsi en yliksek aktiviteyi azo-14 kodlu bilesik (ICsp=
5.77 £ 0.20 uM); butirilkolinesteraza (BUChE) karsi en yiiksek aktiviteyi ise azo-11
kodlu bilesik (ICsg= 2.72 £+ 0.15 uM) sergilemistir. AB4, agregasyon inhibisyonu
calismalarinda, bilesiklerin 100 pM’daki % inhibisyon sonuglart % 6.55-78.39
araliginda gozlenmistir. Az0-9 kodlu bilesik, referans bilesik kurkumine yakin
aktivite sergileyerek (100 uM’da % 78.39) AP agregasyon inhibisyonu iizerinde en
etkili bilesik olarak bulunmustur. Azo serisi bilesikler, imin serisi bilesiklere kiyasla
daha etkili bir AB agregasyon inhibisyonu profili sergilemistir.

Son yillarda anti-Alzheimer konusunda gergeklestirilen ¢alismalar ¢ok hedefli
tedavi stratejilerine yonelmenin, hastaligin ilerlemesinin engellenmesi ve tedavisinde
olumlu sonuglar dogurabilecegi goriisiinde birlesmistir. Tez kapsamindaki bilesikler
tizerinde gergeklestirilen ChE ve AP agregasyon inhibisyonu etkinlikleri birlikte
degerlendirildiginde, azo serisi bilesiklerin ¢ok hedefli ajanlar olarak etki

gosterebilecegi sonucuna varilmaistir.

Anahtar Sozciikler: Alzheimer Hastaligi; B-Amiloid; Sentez; Kolinesteraz

inhibisyonu; Ap agregasyon inhibisyonu



ABSTRACT

SYNTHESIS AND BIOACTIVITY STUDIES ON THE NEW S-AMYLOID

AGGREGATION INHIBITOR COMPOUNDS

Alzheimer's Disease (AD) is characterized by impaired memory, cognition and
behavior. AH is a progressive and irreversible neurodegenerative disease and is the
most common form of dementia. Dementia is one of the most common diseases in
the elderly. AH is the fifth leading cause of death in the United States for aged 65
and older elderly population.

In the pathology of AD; extracellular plaques composed of beta amyloid (Ap)
peptide, intracellular neurofibrillary tangles (NFY) consisting of abnormal
phosphorylated tau protein, gliosis-inflammation as well as neuronal, synaptic and
cholinergic loss play a role. According to the hypothesis, called "Amyloid Cascade
Hypothesis”, the main pathological event that initiates the disease is the
accumulation of AB-peptide.

Currently, acetylcholinesterase (AChE) inhibitors (donepezil, rivastigmine and
galantamine) and N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptor antagonists (memantine)
are used in the treatment of AH. Until now, no drug or application has succeeded in
completely treating AH. Therapeutic strategies targeted against AP accumulation
corresponding to the present symptomatic treatments are therefore carefully
investigated. Among the most effective treatment strategies against this pathology is
the inhibition of AB peptide. Rifampicin, congo red (CR), chrysamine-G (CG) and
curcumin compounds which are reported to decrease AB-neurotoxicity, are small
molecule inhibitors used in the treatment of AH. Based on the structural properties of
these compounds, synthesis of 28 compounds in two series, imine and azo series,
was carried out in the thesis study. For the synthesis of imine series compounds;
[1,1"-biphenyl]-4,4'-diyldimethanol was reacted with pyridinium chlorochromate

(PCC) at room temperature to give 4,4’-biphenyldialdeyhde intermediate. The imine



derivatives were synthesized as a result of the condensation reaction of the
intermediate with the appropriate amines. Azo series compounds were obtained in a
single step in which the redox reaction of the 4,4’-dinitrobiphenyl compound with the
appropriate amines in the presence of the base was carried out. The structures of the
synthesized compounds were elucidated by spectroscopic methods (IR, *H-NMR,
LC/MS) and elemental analysis. The cholinesterase (ChE) inhibition of these
compounds (Ellman’s test) and the inhibition of A4, aggregation (thioflavine T
fluorescence assay) were evaluated together. The partition coefficient (Log P) and
acid dissociation constant (pKa) of the compounds were calculated by potentiometric
titration method.

As a result of the ChE inhibition studies on the obtained compounds, it was
found that the compounds are selective for AChE enzyme. The highest activity
against AChE in the synthesized compounds is the azo-14 coded compound (ICsp=
5.77 £ 0.20 uM) when compared to the tacrine and galantamine used as reference
compounds; the highest activity against butyrylcholinesterase (BuChE) was the azo-
11 coded compound (ICsp= 2.72 £+ 0.15 uM). In the studies of inhibition of AP,
aggregation, the % inhibition results of the compounds at 100 uM were observed in
the range of 6.55-78.39 %. The azo-9 coded compound was found to be the most
effective compound on inhibition of AP aggregation (78.39 % at 100 uM) by
exhibiting activity close to the reference compound curcumin. The azo series
compounds exhibit a more effective Ap aggregation inhibition profile than the imine
series compounds.

In recent years, studies on anti-Alzheimer’s have merged into the view that
direction to multi-targeted treatment strategies may lead to positive outcomes in the
prevention and treatment of disease progression. When the ChE and A aggregation
inhibition activities on the compounds in the thesis are evaluated together, it has been

concluded that the azo series compounds can act as multi-targeted agents.

Keywords: Alzheimer’s Disease; p-Amyloid; Synthesis; Cholinesterase

inhibition; AP aggregation inhibition
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GIRIS

AH, bellek, bilis ve davranisin ilerleyici bozulmasi ile karakterize bir hastalik
olup diinya genelinde ~44 milyon insani etkileyen demansin en yaygin seklidir (1).
Gelismis ve gelismekte olan iilkelerde yaslanan niifusun artisinin bir sonucu olarak,
demans yaygmliginin daha da artmasi beklenmektedir. Tahminlere gore, demans
goriilme orant Hindistan ve Sahra alti Afrika’da diisik iken Asya ve Latin
Amerika’da daha yiiksektir (2). 65 yas tstii yash niifus icin AH, Amerika Birlesik
Devleti’nde 6liime neden olan hastaliklar arasinda besinci siradadir. AH’nin, 6nde
gelen 6liim nedenlerinden biri olmasinin yani sira, engelliligin ve morbiditenin de
baslica sebeplerindendir (3).

AH’nin patolojik ilerlemesi, preklinik AH, hafif kognitif bozukluk (MCI) ve
demans olmak iizere ii¢ asama halinde tanimlanmustir (4-6). Preklinik AH tanisi,
biyolojik bir belirteg varligin1 gerektirir (Apolipoprotein E4 (ApoE4) geni gibi bir
risk faktorii varligi, amiloid tarama, volumetrik hipokampal analiz, beyin omurilik
stvisinda (BOS) tau ya da amiloid seviyeleri). Preklinik AH, tamamen asemptomatik
olan, ancak AH gelisme riski altinda olanlardan, MCI tanisin1 destekleyecek kadar
siddetli olmayan hafif biligsel belirtilere sahip kisilerden olusan bir spektrumdur.
Biligsel testlerde, biligssel bozukluklar fark edilebilir ve kanitlanabilir oldugunda,
MCI tanist konur. Ancak, hastalik kisinin gilinliik yasam aktivitelerine onemli
derecede miidahale edecek siddette olmayip, biyolojik bir belirte¢ varliginda
"prodromal AH" (hafiza bozuklugu ile karakterize AH’nin en erken formu) olarak
siiflandirilabilir. Demans tanis1 i¢in ise biligsel bozukluga ek olarak, Onemli
derecede fonksiyonel bozulma gereklidir (7-9). Buna gore demans tedavisinde
uygulanan stratejiler AH’nin bu {i¢ asamasina bagl olarak degisecektir. Donepezil,
rivastigmin ve galantamin gibi AH’nin tedavisinde hali hazirda piyasada bulunan
ilaclar, cesitli yan etkilerinin yan1 sira sinirh etkinlige sahiptir (10, 11). Bu ilaglar,
bilis diizeyinde hafif iyilesmeler saglar ve AH’nin ilerlemesini yalnizca birkag¢ aya
kadar geciktirir. Bu nedenle, norodejeneratif bozukluk ve buna bagli gelisen yan
etkilerin sebep oldugu sikintilar1 azaltmak igin, bu hastaligin patolojisini anlamak
arzu edilir (12).



AH’nin patolojisi; kolinerjik islev bozuklugu, amiloid/tau toksisitesi ve
oksidatif ~stres/mitokondriyal islev bozuklugu gibi bir takim faktorlere
dayandirilmistir (13). AH’li beyinlerde ekstraseliller AP peptid iceren plaklar,
anormal fosforile edilmis tau intraseliiler NFY, gliyozis ve inflamasyonun yani sira
noronal, sinaptik ve kolinerjik kayiplar gibi birka¢ farkli noéropatolojik o6zellik
goriilmektedir (1, 14-17). AH’de ndronlarin dejenerasyonunda mekanik bir rol
oynadig1 varsayilan senil plaklar (SP) ve NFY’ler arastirmalarin odak noktasidir
(18). AH’nin bu noropatolojik 6zellikleri bilhassa parietal ve temporal korteksler,
hipokampus, entorinal korteks ve amigdala gibi bolgelerde belirgindir. Buna ragmen,
AH’deki erken patolojik olaylardan birinin, bazal 6n beyinde bulunan kolinerjik
noronlarin dejenerasyonu oldugu diisiiniilmektedir (19-24). Bu lezyonlarin AH’nin
karakteristigi olan biling bozuklugu ve noéronal kayip ile iliskisi, beyinde AP
birikiminin hastaliga yol actig: tespit edilen amiloid kaskad hipotezi de dahil olmak
tizere bir¢ok hipotezin temelini olusturmustur (25).

Son yillarda amiloid kaskadin hedeflenmesi, yeni noroterapétiklerin
kesfedilmesi i¢in cazip bir strateji olarak ortaya ¢ikmistir. AP tiirlerinin olusumu,
farkli derecelerde ¢oziiniirlik ve norotoksisite ile demansa yol agan bilisteki
kademeli disiis ile iliskilidir. Beyindeki AP birikiminin 6nlenmesine yonelik yaygin
olarak kullanilan iki yaklagim vardir: (13)

(i) -Sekretaz inhibitdrlerinin gelistirilmesi

(i) AP agregasyonuna yonelik dogrudan inhibitorlerin tasarlanmasi

Beyinde ¢oziiniir olmayan AP birikimi, AH nin patolojik bir isaretidir (26). AP
peptidi, amiloid prekiirsor proteinin (APP) bazi enzimler araciligiyla proteolitik
boliinmesi sonucunda olusur. Bu béliinme, AP4o Ve APz olmak iizere iki ana izoform
ile sonuglanir. AP4o daha bol miktarda bulunan izoform iken, AB4, agregasyona daha
egilimli, toksik olan formdur (27). A agregatlarinin, ayristirmaya ve ¢oziiniirliik
sorununa kars1 yiiksek direng gosteren son derece kararli yapilar olduklar
bildirilmistir (28, 29). Dahasi, A fibrillerinin asir1 diisiik enerjili durumu, katlanma
ve agregasyon siirecinin tam olarak anlasilamamasi nedenleriyle ¢alismalarda ciddi
bir kisitlamaya sebep olmaktadir (28). Bu baglamda ¢alismalar, A monomerlerinin
agregasyonunun yani sira bu agregatlarin par¢alanmasina dogru yonelmistir (12).

Kii¢iik molekiillii inhibitorlerin birkaginin, AP agregasyonunu inhibe ettigine

dair ¢aligmalar mevcuttur (30). AP agregasyonuna karsi hedeflenen herhangi bir
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ilacin heniiz piyasada bulunmadigi gercegi gbz oniine alindiginda, A kii¢iik molekiil
inhibitorlerinin kesfedilmesine yonelik ¢alismalar 6nem kazanmigtir (12).

Tomiyama ve arkadaslari tarafindan kiigiik molekiillii inhibitor olan rifampisin
ve tiirevlerinin, AP agregasyonunu ve norotoksisitesini inhibe ettigi bulunmustur
(30). Caligmalar1 takiben, arastirmacilar rifampisinin a-siniiklein gibi diger
amiloidojenik proteinlere karsi etkisini de incelemislerdir (Sekil 1). Baska bir
calismada rifampisinin, in vitro olarak o-siniiklein fibrilizasyonunu ve Kkiiltiirii
yapilmis hiicrelerdeki oligomerizasyonu inhibe ettigi bulunmustur (31, 32). Umeda
ve arkadaslar tarafindan, rifampisinin AP, tau ve a-siniikleinin oligomer olusumunu
inhibe ettigi, bununla birlikte amiloid depozisyonunu azaltmada basarisiz oldugu
rapor edilmistir. Bu aragtirmalardan rifampisinin, AH’nin patolojik siirecini
onlemede ¢ok yonlii bir etkiye sahip oldugu sonucuna varilmistir (33). Lizuka ve
arkadaglar tarafindan rifampisinin, belirli kosullar altinda preklinik ve prodromal
AH hastalarinda koruyucu etkileri oldugu saptanmistir (34). Rifampisin, AH ve diger
norodejeneratif hastaliklarin  6nlenmesinde oral olarak kullanilabilirligi, yan
etkilerinin az olmasi ve norotoksik oligomerlerin azaltilmasinda etkinliginin iyi

olmas1 sebebleriyle umut verici bir ila¢ olarak karsimiza ¢ikmaktadir (33).

Sekil 1. Rifampisin bilesiginin kimyasal yapisi

Tanisal amagli histopatolojide yaygin olarak kullanilan siilfonlanmig bir azo
boyasi olan CR’nin, fibril olusumunu onleyerek veya onceden olusturulmus fibrillere
baglanarak peptidlerin sitotoksisitesini inhibe ettigi bulunmustur ve bu g¢alismada
CR, amiloide baglanan ilk kiigiik molekiil olarak rapor edilmistir (Sekil 2) (26).
Simetrik bir bilesik olan CR’nin merkezi bifenil halka sisteminde bulunan siilfonik
asit gruplart; bilesigin yiiksek iyonik karakterinden ve gegirgenliginden sorumludur.

CR’nin kan beyin bariyerinden (KBB) gegememesi ve oral olarak alindiginda



benzidin ve tiirevlerine doniisiip toksik etki gostermesi sebepleriyle uygun bir ilag

aday1 olma olasilig1 diisiiktiir (35).

Sekil 2. CR bilesiginin kimyasal yapisi

Zerdegal olarak da bilinen kurkumin, Curcuma longa rizomasinda dogal olarak
bulunan sar1 renkli bir pigmenttir (Sekil 3) (36). Kurkumin, iki fenolik fonksiyonel
grubu ile konjuge B-diketon sistemiyle baglanmis basit bir yapiya sahip olmakla
birlikte, ¢esitli biyolojik aktiviteler sergiler. Kurkumin, antiinflamatuvar,
antioksidan, antikanser, antiHIV integraz, antianjiyojenik ve antibakteriyel bir
bilesiktir. Ayrica, kurkumin AH patolojisi lizerinde inhibitor etkiye de sahiptir (37).
KBB’ye niifuz etme ve AP oligomerlerine baglanma kabiliyeti ile kayda deger bir
bilesik olan kurkumin, AP polimerizasyonunu ve beyinde AH’ye sebep olan plagin
ileri derecede biiytimesini inhibe eder (36). Fareler iizerinde gergeklestirilen bir dizi
deneysel c¢alismada, Cole ve arkadaslari tarafindan kurkuminin disiik dozlarda
AH’yi Onleyebilecegi ve daha yiiksek dozlarda AH’yi tedavi edebilecegi ortaya
koyulmustur (38, 39). Kurkuminin terapotik aktivitelerinin yani sira, ¢oziiniirligiiniin
ve stabilitesinin zayif olmasi nedeniyle biyoyararliligina bagli olarak klinik kullanim

i¢in uygun degildir, bu nedenle kurkumin kaynakli ilag gelistirme ¢aligmalar1 devam

etmektedir (40).

(0] (0]
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Sekil 3. Kurkumin bilesiginin kimyasal yapisi

Amiloid yapilarin1 boyayan CG, CR’nin karboksilik asit analogudur (Sekil 4).
Bu yapisal farklilik sonucunda CR’den yaklasik 100 kat daha fazla lipofilik olan
CG’nin, beyne daha iyi penetrasyon yaptigi gézlenmistir. Bu 6zelligiyle amiloid igin

in vivo prob olarak diistiniilmiistiir. CG ve CR, in vivo olarak amiloid birikimini
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goriintiilemede  kullanilmigtir.  CG, peptid  zincirlerinin  katyonik aminoasit
kalintilariyla etkileserek amiloide baglanmistir. Bu etkilesim igin uygun hizalama,
anti-paralel B-katlanmis fibrillerdeki peptid zincirleri arasindaki diizenli aralik ile
saglanir. Bir B-katlanmis fibrildeki her besinci peptid zinciri arasindaki mesafe 19.0
A [bitisik zincirler arasinda 4 X 4.76 A] iken, CG’nin karboksilik asit gruplar
arasindaki mesafe 19.1 A’dur (41). Yapilan ¢calismada CG’nin AP toksisitesini inhibe
etmesinin yani sira hiicre 6liimiinii de 6nledigi bulunmustur. CG’nin lipofilik dogasi,
bu smif amiloid baglayic1 azo boyalarinin AH igin uygun birer terapotik aday
oldugunu diistindiirmiistiir (42). CR ve CG gibi bilesikler amiloid yiikiinii azaltmak
icin terapoOtik ajanlar ve/veya AP agregatlarina 6zgii goriintiileme ajanlar1 olarak

kullanilabilirler (18).

COOH

-
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Sekil 4. CG bilesiginin kimyasal yapis1

Yapilan bir ¢alismada, CR’deki merkezi bifenil halka sisteminin
diizlemselliginin ya da bag rotasyonunun inhibitor aktivite i¢in gerekli oldugu
sonucuna ulasilmistir (43). Amiloid fibril olusumundaki aromatik etkilesimlerin rolii
hakkindaki ilk hipotez, amiloid iligkili proteinler ile kisa peptid fragmanlarinda
aromatik  kalintilarin  goriilmesine ve aromatik kalintilarin  etkilesmesine
dayanmaktadir (44-49). Yapisal analiz ¢alismasi, amiloidojenik insiilin dimerinde
CR’nin fenilalaninin aromatik kismi ile etkilesime girdigini gostermistir (50).
Aromatik etkilesimlerin, amiloidojenik egilim iizerinde giiclii bir etkiye sahip oldugu
gosterilmis olup, bu etkilesimlerin anti-paralel B-katlanan yapiy1 stabilize ettigi
ortaya koyulmustur (51). Ono ve arkadaslar tarafindan, kurkuminin kompakt ve
simetrik yapisinin, serbest AP’nin spesifik baglanmast ve fibriler formda
polimerizasyonunun inhibisyonu i¢in uygun olabilecegi onerilmistir (52). Etkili olan
tiim polifenol inhibitorlerinin, iki ile alt1 atomlu baglayicilar iceren en az iki fenolik
halkadan ve aromatik halkalar lizerinde en az ii¢ hidroksil grubundan olustugu

gozlenmistir (53).



Literatiir verilerinden hareketle CR, kurkumin ve CG gibi AP agregasyon
inhibitorlerinin yapi-aktivite iligkileri degerlendirilmis olup, amiloid agregasyon
inhibisyonunda etkili olabilecek bilesikler i¢in 6nemli olan yapilar tespit edilmistir.
Bu bilesiklerin yapisal ozellikleri degerlendirildiginde en iyi inhibitér Ozellik
gosteren ligandlarin, terminal aromatik halkalar arasindaki kritik mesafesinin 8 ila
16 A uzunlugunda olan rijit molekiiller oldugu goriilmiistiir (54). Rijit baglayici
iceren, her iki ucunda diizlemsel halka iskeleti bulunan kiiciik molekiillerin,
agregasyona ugramis [-katlanan yapiya interkalasyon yaparak konformasyonel
degisiklige neden oldugu bilinmektedir (13). Ozetle; molekiiliin diizlemselliginin,
merkezinde bulunan bifenil halka sisteminin, molekiilin her iki ucunda bulunan
aromatik halkalarin ve bu aromatik halkalarda bulunan siibstitiientlerin varliginin
aktivite i¢in gerekli oldugu sonucuna ulasilmstir.

Tez caligmasi kapsaminda, CR, kurkumin ve CG’nin kimyasal yapilarindan
yola ¢ikarak, AP fibril {izerinde inhibisyon yaratacagi diisiiniilen bir grup AB-peptid
inhibitorii bilesigin sentezlenmesi amaglanmigtir. Bu baglamda, molekiillerin
merkezinde bifenil halka sisteminin rijit baglayici1 olarak kullanilmasiyla, temel iki
seri bilesik tasarlanmustir (Sekil 5). Bu serilerden biri, bifenil halkasinin her iki ucuna
bagl imin yapilan tasirken, diger seri her iki ugta azo yapilar tasimaktadir. Imin ve
azo yapilarina, diizlemselligin aktivite lizerine etkisini aragtirmak amaciyla cesitli
halkalar ilave edilmistir. Bu halkalarin uglarna da elektron akseptorii, donérii ya da
hidrojen bagi olusturabilme kapasitesine sahip atom ya da gruplar siibstitiie
edilmistir. Inhibitér aktivite igin gerekli oldugu diisiiniilen yapilar dikkate alarak
tasarlanan yeni bilesiklerin sentezlenmesi ve saf olarak elde edilmesinin ardindan
spektral yontemlerle (IR, ‘H-NMR, kiitle spektroskopisi) ve elementel analiz ile
yapilart aydinlatilmistir. Bu bilesiklerin AP agregasyon inhibisyonuna etkileri
(tiyoflavin T fluoresans testi) ve ChE inhibitor aktiviteleri (Ellman metodu) {izerine

calisilmis olup, fizikokimyasal parametrelerden Log P ve pKa degerleri saptanmustir.

Sekil 5. Tasarlanan bilesiklerin genel kimyasal yapisi



GENEL BIiLGILER

I. ALZHEIMER HASTALIGI

AH, ilk kez 1906 yilinda Alman néropsikiyatrist Alois Alzheimer tarafindan
tamimlanmustir (55). Santral sinir sisteminin norodejeneratif bir hastaligi olup, hafiza
kaybina ve biligsel islevlerde bozulmaya neden olur (56). Birkag farkli fenotipik ve
genotipik ekspresyonu igeren heterojen bir bozukluk olan AH, orta-geg¢ yetiskinlik
dénemi boyunca ilerleyici kognitif bozulma ile karakterizedir (57-62). AH’nin
ABD’deki prevalansi ve insidansi i¢in 2017 yilinda yayinlanan rapora gore; 65 yas
ve uzeri bireylerde tahminen 5,3 milyon kisi AH demansiyla yasamakta olup, 2050
yilina kadar bu sayimnin 13,8 milyona ¢ikabilecegi 6ngoriilmiistiir (63).

Niifusun yaglanmasi, yasam siiresinin uzamasit ve etkili farmakoterapi
seceneklerinin olmamasi gibi bir dizi faktore bagh olarak AH, diinyanin her yerinde
toplum i¢in ciddi ekonomik ve tibbi baski olusturmasi nedeniyle biiyiik bir endise
kaynagidir. Bugiine kadar higbir ilag veya uygulama AH’yi tamamen tedavi etmede
basarili olamamistir. Bu nedenle hastalarin yasam kalitesini iyilestirmek, tedavi
maliyetlerini azaltmak ve yasam siirelerini uzatmak i¢in, hastaligin erken klinik

tespiti cok 6nemlidir (13, 64-66).

1. Alzheimer Hastahi@imin Patolojisi

Proteinler, biitlin yapisal formlar: ile organizmada en yliksek oranda bulunan
makromolekiillerdir. Yasamsal biitlin olaylar, proteinlerin karmagik katlanma
diizenlemelerine dayanir. Bu karmagsik katlanan yapmin yigilmasiyla, minor
bozulmalardan c¢esitli kompleks hastaliklara kadar organizmada bir ¢ok degisiklik
meydana gelir. Norolojik bir bozukluk olan AH’nin patolojisinin 6ziinde, proteinin
yanlis katlanmast bulunur. AH’nin klinik belirtileri kognitif bozukluklarla
tanimlanirken, hafiza kaybinin gézlenmesine yol agan nedenler yanlis katlanmig
protein agregatlarinin birikmesine baglhdir (67-71). AH patolojisinde Ap ve NFY
anahtar rol oynar (1). Bu molekiiller, agregatlar olusturarak ya da daha biiyiik

olasilikla oligomer yapilar halinde ndrodejenerasyona yol ag¢maktadirlar. Bu
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agregatlar, beyinde dogal olarak meydana gelen ve son derece dnemli olan protein

yapilarindan tiiremistir (13).
1.1. Amiloid Prekiirsor Protein

AP kaskadim1 ve onun AH patolojisi ile baglantisin1 kavrayabilmek igin,
prekiirsor proteinin islevsel biyolojisini aragtirmak gerekir. APP ¢ogunlukla néronal
dokunun sinaps ¢evresinde lokalize olan, olduk¢a korunmus, ayrilmaz bir membran
proteinidir. Birincil rolii tam olarak anlasilamasa da, néronal plastisite ve sinaps
olusumu i¢in ¢ok Onemlidir (72-73). 18 ekzonu mevcut olan APP geni, 21.
kromozom fizerinde bulunur ve izoformlart 365 ila 770 aminoasit uzunlugundadir
(74-75). En yaygin izoformlar1 arasinda bulunan APP751 ve APP770 Kunitz tipi
proteaz inhibitorii (KPI) icerirken, APP695 KPI bolgesi igermez (74, 76). APP’nin
hiicresel zar igine biyolojik olarak yerlesmesi, hiicre i¢i C-terminali boliimiine
kiyasla ¢ok daha biiylik bir ekstraseliiller alan saglar (Sekil 6). APP iizerindeki
birincil proteolitik olaylar, ister non-amiloidojenik ister amiloidojenik olsun, bir dizi
sekretaz enzimi tarafindan kesilip islenebilir (72, 77). Her iki APP metabolik yolag:
da normal fizyolojinin bir pargast olup, amiloidojenik yolak AH patolojisi ile
iligkilidir. APP’nin metabolik yolagin1 olumsuz etkileyen birka¢ “missense (kayip)
mutasyonu” tanimlanmis olup, bunlardan biri de ailesel AH (FAD) i¢in presenilin
mutasyonlaridir (1, 76-78).

| APP |~

4-""/ * e

u-Sekretaz

Intraseliiler

Sekil 6. APP’nin ve noronal zar iizerinde li¢ sekretazin sematik gosterimi (13)



1.1.1. Non-amiloidojenik Yolak

APP metabolizmasia bakildiginda bir a-sekretaz ile baslatilan yolak, anti-
veya non-amiloidojenik yolak olarak bilinir (Sekil 7). Agregasyona egilimli olan
amiloidojenik proteinlerin aksine, amiloidojenik olmayan kavrami agrega olmayan
yapiy1 ifade eder (79).

Disintegrin metaloproteaz alan (ADAM: a disintegrin and metalloprotease
domain) olarak bahsedilen a-sekretaz, genis bir proteolitik protein grubunun
parcasidir. Bunlar membran bagli, c¢ok bolgeli metaloenzimler olup non-AH
fizyolojisinde ©6nemli rol oynamaktadir. Coklu alt tiplerinden ADAMI10, AH
patolojisinde daha biiyiik 6nem tasir (80, 81). APP boliinme bolgesi, hiicre zari
yiizeyine ¢ok yakin olup, Lys-16 ve Leu-17 arasinda olusur. Béylece tam uzunlukta
APBaoia2 salmiminit agikca bozar. o-Sekretaz proteolizinin sonucunda biiytik,
¢Ozlinebilir bir alfa APP fragmani (a-APP) ve membrana tutulan C-terminal
fragmani-83 (CTF-83) ekstraseliiler araliga salinir. a-APP fragmani, bundan bagka
sekretaz metabolizmasina tabii degildir (82, 83).

Bir a-sekretazla ilk boliinmeyi takiben CTF-83, amiloid intraseliiler alan
(AICD: amyloid intracellular domain) fragman1 ve 3 kDa agirliginda olan p3
fragmaninin (ayn1 zamanda APi7.40142 Olarak da anilir) salinimlari igin y-sekretaz
tarafindan islenir, kesin mekanizmalar anlagilamasa da, ikisinin de noronal fonksiyon
lizerine baz1 biyolojik etkilere sahip olduklar diisiintilmektedir (73, 82, 84).

Diger sekretazlar gibi y-sekretaz da bir transmembran proteolitik enzimidir;
bununla birlikte, AH bdlgesinin disinda birtakim kritik biyolojik rollere sahip daha
biiyiikk, multi-submit bir komplekstir. Daha onceki girisimlerde y-sekretaz
inhibitorlerinin kullanimi sonucunda advers etkiler gézlendigi i¢in, y-sekretaz istenen
bir ilag hedefi degildir; y-sekretazin proteolitik aktivitelerini etkileyen cesitli
mutasyonlara duyarl bilesen bolgesi (Presenilin-1 ve 2 gibi) oldugu bilinmektedir

(74, 85-87).
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Sekil 7. Non-amiloidojenik ve amiloidojenik APP metabolizmasinin sematik

gosterimi

1.1.2. Amiloidojenik Yolak

Alternatif APP metabolik yolagi B-sekretaz araciligiyla baslatilir, ancak v-
sekretaz ile sonlanir (Sekil 7). Bu B/y-sekretaz yolagma APP’nin amiloidojenik
metabolizmasi denir, AB-peptidin salinmast bu iki adimli proteolitik siirecin bir
sonucudur (78).

APP’yi B bolgesinden kesen enzim veya [-sekretaz (BACE-1) da a-sekretaz
gibi bir transmembran proteinidir. Boliinmeden sorumlu, biiyiik bir N-terminal alanl
aspartil proteaz olarak siniflandirilir. Ekstraseliiler alanin ilging bir 6zelligi, substrat
baglama ve aktif bolge konformasyonunu yonetmek suretiyle proteolitik aktivitede
onemli bir rol oynamasidir (88, 89). Bu yolagin baslaticisi olan BACE-1, AH
tedavisinin gelistirilmesi i¢in istenen bir hedeftir (90).

BACE-1 boliinmesinin sonucunda, a-APP’lere kiyasla daha kiiglik fakat yine
de noroprotektif olan ¢oziiniir bir beta APP fragmani (B-APP) ve N-terminal ucunda
tam uzunlukta AB-peptidi tagiyan, membrana tutunan bir CTF-99 iiretilir (74, 91).
Coziinebilir B-APP’ler daha fazla proteolitik isleme tabi tutulmazken CTF-99, CTF-
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83’te oldugu gibi, tam uzunlukta A1.40/42 fragmanina benzer sekilde AICD fragmani
salinmasi1 i¢in y-sekretaz ile islenir. y-Sekretaz enzimi ayni zamanda, olusan AP

peptidinin uzunlugunu belirlemektedir (1, 92).

1.2. p-amiloid Peptid

Beyinde ¢6ziiniir olmayan AP depozisyonu AH nin patolojik bir isaretidir (26).
AP peptidi, APP’nin B ve y-sekretaz tarafindan proteolitik boliinmesi sonucunda,
¢Ozliniir metabolik bir iiriin olarak iretilir (26, 93). AP, agregasyona oldukca egilimli
ve norotoksik bir peptittir, 39-43 aminoasitten olusur (Sekil 8A). En iyi bilinen Ap
tirleri, sirasiyla 40 ve 42 aminoasitten olusan, AfB1.40 Ve AP1.42°dir. Birgok ¢alismada,
AB142’nin APBi40’tan agregasyona daha fazla egilim sergiledigi ve AH ile iliskili
amiloid plak depozisyonuna yol agan oligomerleri ve fibrilleri olusturdugu ileri
stirilmektedir (94, 95). AB1-42, AB1-40’a kiyasla C-terminalinde (lle ve Ala) iki ek
hidrofobik kalintiya sahiptir, bu yapisal fark AB1.42’nin hidrofobik birlesme yoluyla
kendiliginden agregasyonunu hizlandirabilir ve amiloid fibrillerin altta yatan ikincil
yapilarini olusturan B-katlanma yapilarinin olusumunu kolaylastirir (Sekil 8B) (96,
97). Bu nedenle, AB1-42’nin AH patolojisi ile en sik baglant1 kurulan A tiirii oldugu
diisiintiliir (98). Ek olarak, AH etiyolojisinde APi.42’den daha fazla agregasyon
egilimi ve norotoksisite gosteren APi.43’lin de kritik katilimi kisa siire dnce rapor
edilmistir (99, 100). Bu baglamda, AB’nin C-terminali, amiloid fibril olusumunda ve

ardindan norotoksisiteden sorumlu plak depozisyonunda 6nemli bir rol oynamaktadir
(101).
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Sekil 8. (A) AB’nin birincil yapist; (B) APB1-42 agregasyonun varsayilan mekanizmasi

Agregasyonun niikleasyon bolgesi olarak kabul edilen AP fragmam
icerisindeki anahtar bolge, KijsLVFFA,; bolgesi olarak bilinir. Bu hekzapeptid
diziliminin, monomer-monomer dinamiklerini kolaylastirdigi, sterik bir fermuar
(zipper) gibi hareket ettigi, dimer olusumuna ve sonug olarak daha biiylik agregatlara

yol agtig1 diistiniilmektedir (13).

1.3. Senil Plak (SP)

SP’ler, AH’de en belirgin olarak goriilen ekstraseliiler amiloid depozitlerdir,
ancak normal yaslanmada da goriilir (102). En biiyiik transmembran olan
APP771°den tiireyen, 6-10 nm genisligindeki filamentler 39-42 aminoasitlik AP
proteini igerir (103, 104). SP’nin morfolojisi ve biiyiikliigii oldukca degisken olup
farkli bolgelere (frontal korteks, entorinal korteks, subikulum) baghidir (105). Noritik
SP, AP plak cekirdegini ¢evreleyen distrofik noritleri (dendritler ve aksonal
terminaller) icerir. Amiloid depozit tUretilmesinde distrofik néritlerin birincil rolii
sorgulanmis ve tau-immiinreaktif distrofik ndritlerin, SP’nin en erken evresi
olabilecegi bulunmustur. AH’nin kesin tanisinda serebral neokortekste bol veya orta

yogunlukta SP varlig1 gereklidir (105).

1.4. Norofibriler Yumak

Tau, normal olgun bir ndronun majér mikrotiibiile bagli proteinidir. Insan

beyninde alt1 farkli izoformu bulunan tau, 17. kromozom iizerinde tek bir gen
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tarafindan kodlanir. Bir fosfoprotein olan tau, tiibiilinin mikrotiibiillere
diizenlenmesinde ve stabilizasyonunda rol alir. AH’de ve tauopatilerde, tau proteini
anormal olarak hiperfosforilizasyona ugramis ve filament demetleri halinde agrega
olmustur. AH’li beyinde tau patolojisi, ¢ift helikal filamentlerin intrandronal NFY’si
olarak goriiliir. Anormal olarak hiperfosforile edilmis filamentlerin agregatlari,
distrofik noéritlerde ve noropillerde de goriilebilir. Anormal olarak hiperfosforile
edilmis taunun norofibriler dejenerasyonu, AH’nin ve ilgili tauopatilerin klinik
olarak ekspresyonu igin gereklidir (106). Tau hiperfosforilizasyonunda, protein

kinazlarin ve protein fosfatazlarin rol oynadig: diisiiniilmektedir (107).

2. Amiloid Agregasyonu

Tam uzunluktaki AP fragmaninin amiloidojenik APP metabolik yolagi
araciligiyla salinimi, norofizyolojinin normal bir sonucudur (108, 109). APP
metabolizmasi, Oncelikle non-amiloidojenikten, amiloidojenik olana dogru degisir
(110). APP yiikiindeki hizli artis, AH’nin erken evrelerinde ortaya ¢ikan bir sonug
olup konsantrasyonun artmasi AH’de gdzlemlenen proteopatiyi yonlendirmektedir
(13).

AB’y1 AH patolojisi ile iligkilendiren karakteri, ¢Oziinebilir formdaki AP
monomerlerinin yanlis katlanma diizenine maruz kalma kabiliyetidir. APso Ve
AP42’nin agregasyon Ozellikleri ayni olmakla birlikte, AP4,’deki ilave aminoasitlerin
varlig1 ve agregasyon hizi sebebiyle agregasyon kinetikleri farklidir. Bazi ¢aligmalar,
her iki tlirtin varliginin, daha biiyiik toksisiteye sahip melez agregatlar iiretebilecegini
gostermektedir (111, 112).

Bu AP agregatlarinin oligomerik yapilar1 dogada ¢6ziinmekte olup tiim agregat
formlariin en toksikleridir. Bu oligomerlerin olgunlagsmasi, amiloid tipi agregatlara
dayandirilan anti-paralel, c¢apraz [-katlanmis olusumunu {istlenen fibriller
olusturmak {izere bir araya gelen filamentler tiretir (Sekil 9) (13, 113).

Cesitli agregat formlarinin karigimini iceren yogun plak kiimeleri AP
agregatlarinin nihai morfolojisidir ve bu plaklar bol miktarda agregat tiirleri igin

toplanma yeri olarak diisiiniilebilir (13).
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Sekil 9. Monomerden capraz 3 katlanmus fibrillere dogru A3 agregasyonunun

sematik gosterimi (13)

3. Amiloid Kaskad Hipotezi

AH hastalarinin beyninde AB’nin asir {iretilmesine ve daha sonra plaklarin
olusumuna neden olan APP ve presenilin genlerindeki (PS1 ve PS2) mutasyonlar,
APP siirecini etkiler. Hem ekstraseliiler hem de intraseliiler A depozitleri, sonunda
norodejenerasyon ve hiicre Oliimiine yol agan kaskad olaylarimi tetikler (114).
"Amiloid Kaskad Hipotezi" olarak adlandirilan hipoteze gore; AP’ nin birikimi
AH’de ana patolojik olay olup, NFY’yi olusturan hiperfosforile tau proteininin
birikimi, sinaptik dejenerasyon, néronal hiicre 6limii ve demans gibi bir dizi ikincil
noropatolojik degisiklige yol agar (Sekil 10). Bunlarin arasinda, beyinde NFY’leri
olusturan hiperfosforillenmis tau proteininin intraseliiler birikimi ile birlikte toksik
plaklart olusturan AP ekstraseliiler depozitleri AH’nin baslica patolojik isaretleri
olarak sayillmistir. Beyin NFY lerinde tau birikiminin, AP plaklarinin birikmesinin
bir sonucu oldugu distinilmistir (115-117). Ayrica, apoE lokusunda genetik
varyasyonlarin patojenik roliiniin AP metabolizmasin1 da icerdigi rapor edilmistir
(118). AB’nin pargalanmasi ve klerensini (plazma antikorlari tarafindan Af’nin
uzaklastirilmasi) iceren bir dizi genetik varyasyon AH gelisim riski ile
iliskilendirilmistir (119). Boylece amiloid kaskad hipotezi, AP’nin serebral
birikiminin AH gelisiminde ana patolojik tetikleyici oldugunu gosterirken; tau
yumaklarinin olusumu gibi ikincil degisiklikler, AP tretimi ve klerensi arasindaki

dengesizligin bir sonucudur (12).
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(12)

4. Alzheimer Hastahginda Tedavi Stratejileri

AH, smirl etkin terapotik yaklagimlara bagl olarak, bireysel saglik ve sosyal
ekonomi i¢in biiyiik bir yiik teskil etmektedir. Cesitli potansiyel hedeflerin varligina
ragmen Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA, USA) onayh ilaclar, sadece AChE
inhibitorleri (donepezil, rivastigmin ve galantamin) ve NMDA reseptor antagonistleri
(memantin) ile smrhidir (Sekil 11) (120, 121). Bu FDA onayl ilaglarin, AH’nin
ilerlemesini yavaglatmakta beklendigi kadar etkili olmadig1 bildirilmistir (122). Bu
nedenle, AH’nin tanimlanmis diger hedeflerine yonelik yeni ilaglara acilen ihtiyag

duyulmaktadir (Sekil 12) (12).
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AH’nin tedavisinde kullanilan tedavi stratejileri asagida listelenmistir.

4.1. AB Hedefli Tedavi Stratejileri
4.1.1. AB Uretimini Azaltmaya Yonelik Stratejiler
4.1.1.1. B-Sekretaz inhibitorleri
4.1.1.2. y-Sekretaz Inhibitorleri (GSI) ve Modiilatorleri (GSM)
4.1.1.3. a-Sekretaz Aktivatorii
4.1.2. Ap’nin Klerensini Desteklemeye Yonelik Stratejiler
4.1.2.1. Aktif immiinizasyon
4.1.2.2. Pasif Immiinizasyon
4.1.3. AP Agregasyonunu Onlemeye Yénelik Stratejiler
4.1.3.1. Non-peptidik Anti-agregat Bilesikleri
4.1.3.2. Metal Kompleks Ajanlari
4.1.3.3. RAGE Inhibitorleri
4.1.4. Antiinflamasyona Yonelik Strateji
4.1.5. Noroproteksiyona Yonelik Strateji
4.1.6. Kolesterol Homeostazinin Modiilasyonuna Y onelik Strateji
4.2. Kolinerjik Stratejiler
4.2.1. Kolinerjik Onciiler
4.2.2. AChE Inhibitérleri
4.2.3. Muskarinik Reseptorlerin Modiilasyonuna Yonelik Strateji
4.2.4. Nikotinik Reseptorlerin Modiilasyonuna Yonelik Strateji
4.2.5. Sinir Biiyiime Faktorii
4.2.6. Noral Transplantasyon ve Gen Tedavisine Yonelik Strateji
4.3. Kiiciik Molekiiller ile Tedavi Stratejileri
4.4. Cok Hedefli Tedavi Stratejileri

4.5. Pre-semptomatik Tedavi Stratejileri
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4.1. AP Hedefli Tedavi Stratejileri

AH’nin tedavisinde amiloid iligkili c¢esitli hedeflere yonelik alt1 farkli
potansiyel tedavi stratejisi Sekil 13’te gosterilmektedir (12).

Anmiloid Prekiirsor Protein
- e
V\ a-sekretaz B-sekretaz /v

OL-SEKIEtaZ mm— béliinme bélgesi béliinme bélgesi
B-sekretaz s——
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inhibitorleri

T . -

Y-sekretaz
béliinme bélgesi

G (-5 € Kr €tz

v

T i e Y-sekretaz inhibitorleri

Anti-inflamatuvar ilaclar
w Kolesterol diisiiriicii ilaclar

T T

G \etal iyonlan

Immiinizasyon
Anti-agregat bilesikler Nl ok

ajanlan

v

AB-agregasyonu ve plak olusumu

Noroprotektif _|

ajanlar

Norodejenerasyon ve hiicre Gliimii

1

Demans
Sekil 13. Amiloidle iligkili potansiyel hedeflerin gesitli tedavi stratejileriyle birlikte
gosterimi (12)
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4.1.1. AP Uretimini Azaltmaya Yénelik Stratejiler

AP iiretimi, APP’den AP lireten B-sekretaz ve y-sekretaz ile Ap bolgesi iginde
APP’yi bolen a-sekretaz olmak iizere iic APP isleme enziminin aktiviteleri
degistirilerek azaltilabilir. Boylece daha uzun bir C-terminal fragman1 meydana gelir.
Bu ii¢ proteaz, AH’ye kars1 bir ilacin gelistirilmesinde onemli terapotik hedefler
olarak diisinilmistiir. Temel prensip, a-sekretazi aktive ederken [-sekretaz veya y-

sekretazi inhibe etmektir (12).

4.1.1.1. B-Sekretaz Inhibitérleri

AH hastalar1 iizerindeki noropsikolojik calismalar ve AH beyin dokusunun
6liim sonrasi analizi yoluyla oldukca fazla bilgiye ulasilmaktadir. Ancak, hastaligin
daha iyi anlasilabilmesi adina gecgerli bir hayvan modelinin olusturulmast AH’de
gbzlenen bilissel ve noropatolojik eksikliklerin tespiti i¢in 6nemli bir adimdir. AH
icin daha uygun hayvan modellerinin gelistirilmesi, bu hastaligin altinda yatan
bilissel eksikliklerde kolinerjik bazal 6n beyin ndronlarinin fonksiyonel rolii
hakkinda daha net bir anlayis gelistirmeyle beraber, bu tiir modellerin bu eksiklikleri
tersine ¢evirmek, geciktirmek hatta 6nlemek i¢in yeni tedavi stratejilerinin potansiyel
yararliligimi daha iyi degerlendirmemize olanak saglayacagi diistiniilmektedir. Bu
kapsamda transgenik modellerin biiyiik cogunlugunda APP ve/veya PS1 veya PS2’yi
asir1 eksprese edilen fareler kullanilmaktadir. Bu {i¢ genin her birindeki mutasyon,
otozomal dominant ailevi AH’ye (FAD) neden olur. Bu transgenik fareler, amiloid
birikintileri ve amiloid plaklari, ndrotik distrofi ve reaktif astrositoz ve mikrogliyoz
da dahil olmak tizere AH’yi uyaran norokimyasal ve yapisal anormallikler dizisi
sergilerler. Ayrica, hastaligin ayirict 6zelligi olan yaygin noron kaybi da bu farelerde
gbzlenmistir (123).

BACEI, APP’nin ilk bolinmesinden sorumlu bir aspartil proteaz olup,
ardindan y-sekretaz ile boliinmesinin sonra AP iiretiminin artmasina neden olur
(124). Bir APP transgenik fare modelinde B-sekretaz inhibisyonu, hafiza eksikligini
gidermis ve kolinerjik disfonksiyonu onlemistir (125). Dahasi, BACE1 knock-out
fareleri, B-sekretaz inhibisyonu ve AP azalmasi arasinda dogrudan bir korelasyon

ortaya koyarak, B-sekretazin giivenli bir terapotik yaklasim olarak hedeflendigini
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diistindiirmektedir (126). BACE1 eksikligi olan bu fenotip fare modelinin
uygulanabilirliginin yiiksek olusuna ragmen, ileri arastirmalar B-sekretazin uzun
siireli inhibisyonunun hipomyelinizasyona ve davranigsal bozukluklara neden
oldugunu ortaya koymustur. (127, 128). Bu yan etkilere, nérogulin-1 gibi, BACE1
tarafindan islenen diger substratlar neden olmaktadir. B-Sekretazin gii¢lii inhibitorleri
olarak aktif ve KBB’ye penetrasyon kabiliyetine sahip olan bilesiklerin tanimlanmasi

igin terapotik molekiiller arastirilmaktadir (12).

4.1.1.2. y-Sekretaz Inhibitorleri (GSI) ve Modiilatérleri (GSM)

Bir transmembran proteazi olan y-sekretaz, A’ nin iiretilmesine yol acan [3-
sekretazin boliinmesini izleyen APP’nin nihai bdliinmesinden sorumlu oldugu igin
AH’de potansiyel terapotik hedef olarak oOnerilmektedir (129). y-Sekretaz, APP
siirecine ilaveten, bircok noronal substrati da iceren elliden fazla farkli substrati
etkileyen bir dizi fizyolojik siiregle ilgilidir (130). y-Sekretaz tarafindan islenen ana
substratlardan bir tanesi Notch hiicre igi alanin1 (NICD) ¢ekirdege salarak hiicre
gelisimi, sagkalimi ve 6liimii tespitleri siirecini etkileyen genleri diizenleyen Notch
1’i igerir (131). Bu baglamda GSi, hematolojik ve gastrointestinal toksisite, cilt
reaksiyonlar1 ve sa¢ renginde degisiklikler gibi cesitli Notch ile iliskili kusurlara ve
anormalilere neden olabilir (132-135). Bu bilesiklerin ¢ogunun Notch sinyal
proteinlerini ve diger hiicre yiizeyi reseptorlerini bozarak yan etkilere yol agmasi
nedeniyle, y-sekretazin membran gegirgen inhibitorlerinin klinik testleri insanlarda
sinirlandirilmistir (136).

GSI'nin bu kusurunu énlemek i¢in, GSM olarak bilinen ikinci nesil Notch-
kisith olan GSI, APP’nin spesifik bdlgelerinin selektif inhibisyonu amaciyla
tasarlanmistir. GSI'nin yol agtigi yan etkiler bugiine kadar ¢dziilemediginden,
bunlarin yerine non-steroidal antiinflamatuvar ilaglari (NSAID) da iceren GSM daha
giivenli olarak ortaya ¢ikmistir. NSAID’ler, yani ibuprofen, indometazin ve sulindak,
Notch ve diger substratlarin inhibisyonuna neden olmaksizin daha kisa Afss
peptidinin salinmasi ile birlikte selektif olarak toksik AP tretimini azaltir (137).
Notch’un sebep oldugu yan etkilerin 6nlenmesi, daha kisa ve daha ¢oziiniir APss

peptidi liretimi ile agregasyonun azalmasi ve daha az patojeniklik gostermesi sonucu
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AH’de AB’y1 hedefleyen potansiyel terapotik aday olarak GSM’ler iizerinde
calismalar yogunlastirilmistir (12).

4.1.1.3. o-Sekretaz Aktivatorleri

B- ve y-sekretazlar tarafindan gerceklestirilen boliinmeye ek olarak APP, AR
bolgesinde alternatif olarak o-sekretaz ile parcalanabilir, boylece daha uzun bir C-
terminal fragmani iiretebilir ve patolojik Ap monomerlerinin tiretilmesini dnleyebilir.
Dolayisiyla, a-sekretazin etkinlestirilmesi ile a-boliinme olasiliginin arttirilmasinin,
AP monomer Uretimini azaltmak ve ndronlart korumak i¢in APP’nin ¢Oziiniir
fragmanlarinin  Uretimini desteklemek amaciyla etkili bir yaklasim oldugu
bildirilmistir (138). Protein kinaz C aktivatorleri, muskarinik, glutamat ve serotonin
reseptor agonistleri ile beraber statinler, Ostrojen ve testosteron o-Sekretaz

aktivitesini arttirmaktadir (12).

4.1.2. AP’min Klerensini Desteklemeye Yonelik Stratejiler

AB’nin monomer iiretimi ve AH’li beyindeki klerensi arasindaki dengenin
bozulmasi, amiloid plak olusumunun temellerinden birisidir. Bu nedenle, AB’nin
oligomerlesmesinin 6nlenmesi ve/veya serebral korteksten klerensinin arttirilmasi,
AP immiinizasyon yaklasimlar1 kullanilarak AH’nin tedavisinde ikinci bir strateji
olarak kullanilabilir. Hem aktif hem de pasif immiinizasyon stratejileri, monomerik
ve birikmis AP’y1r uzaklastirmak ve bu agregatlarin olusumunu Onlemek igin
gelistirilmistir. AR’ nin klerensi i¢in, antikora baglanarak AB’nin ¢oziiniirliiglini ve
mikroglia ile zayiflatilmis AB’nin fagositozunu arttiran {ic ayr1 immiin aracili

mekanizma Onerilmistir (Sekil 14) (139).
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Sekil 14. AB’nin klerensini desteklemeye yonelik stratejiler (25)

4.1.2.1. Aktif immiinizasyon

Alzheimer hastalarinda merkezi sinir sisteminden (MSS) AP’nin Klerensi,
terapotik hedeflerin kapsamini kisitlayan KBB penetrasyonunu gerektirir (12).
Schenk ve arkadaslar1 tarafindan aktif immiinizasyonun ilk yontemi olan dogrudan
immiinizasyonda, sentetik bozulmamis A4, peptidi kullanilarak transgenik fare
modellerinde T hiicresi, B hiicresi ve mikroglial immiin yamitlar uyarilmistir. Ikinci
yontemde, yardimer T hiicresi epitoplart saglayan bir tastyict proteine konjuge Ap
sentetik fragmanlarinin uygulanmasi sonucunda AP’ya karst T hiicresinin direkt
yaniti ile iligkili potansiyel problemlerin 6niine gegilmistir (140).

Calisma sonucunda, transgenik fare modellerinde aktif immiinizasyonun,
amiloid plak yiikiinii hafifleterek, norotik distrofi gelistirdigi ve AP plaklarmni
azalttigi belirtilmistir. Boylelikle, hem monomerik hem de AP agregatinin

uzaklastirilmas: icin potansiyel bir terapotik strateji olarak aktif immiinizasyon

22



Onerilmigtir. Aktif immiinizasyon, belirli bir diizeyde verilen yiiksek antikor
konsantrasyonlari ile saglanmaktadir. Bu yiiksek antikor konsantrasyonlarinin neden

oldugu advers etkilerin ortadan kaldirilmas1 hala sorun teskil etmektedir (12).
4.1.2.2. Pasif immiinizasyon

Aktif immiinizasyon yaklasimi, APP transgenik fare modelinde yararli etkiler
gostermesine ragmen, Alzheimer hastalarinin MSS’lerinde inflamatuvar yanitin
gelismesine neden olmustur. Bu sebeple, klinik aragtirmalar1 yapilan bir¢ok asmin
daha fazla test edilmesi yasaklanmistir. Bu baglamda, inflamatuvar yaniti 6nlemek
icin antikorlarin dogrudan uygulanmasini igeren alternatif bir yaklasim tasarlanmis
ve klinik testlere tabii tutulmustur. Pasif immiinizasyon stratejisi, amiloid plaklarin
etkin bir sekilde uzaklastirilmasina, tau hiperfosforilasyonunun azaltilmasina, nérotik
ve glial sitopatolojinin Onlenmesine ve sinaptik plastisitenin tersine cevrilmesine
yardimct olur (141-143). Pasif immiinizasyonda, monoklonal antikorlar/poliklonal
immiinoglobiilinler kullanilir. Bu aracilar, hayvan beyinlerinden AB monomerlerinin
Klerensini saglayarak oligomer olusumunu Onler ve beynin amiloid yiikiini azaltir
(144). Aktif immiinizasyonda AP peptidiyle asilama biyolojik etki i¢in gerekli
degilken, pasif immiinizasyonda peptidin N-terminaline ve/veya merkez bolgesine
kars1 yonlendirilen antikorlar amiloid patolojisine karsi koruma saglamistir (140).
Antikorlar sadece beyindeki plaklara baglanmakla kalmaz, ayn1 zamanda agilanmis
hayvanlarin BOS’unda diisiik seviyelerde ve plazmada Af’ya kompleks yapmis
olarak bulunabilir (141, 145, 146). Tim anti-Af antikorlar1 AB’nin yalnizca ilk
aminoasitlerine, ¢ozeltide veya plak yiizeyinde ulasabilir, boylelikle sadece bu
bolgeye yonelik antikorlar etkili olur. Farkli AP bolgelerine yonelik monoklonal
antikorlarin  kullanildig1 arastirmalarda, N-terminal antikorlarin plak yiikiinii
azaltmada etkili oldugu halde, C-terminaline karsi yonlendirilenlerin etkili
olmadigina isaret edilmistir (140). In vitro ¢aligmalar, spesifik AP epitoplarina
yonlendirilmis monoklonal antikorlarin in vivo A nin fibriler agregasyonunu inhibe
ederek norotoksisiteye karsi koruyabilecegini de gostermistir (147-149).

Sonug olarak, antikor uygulamasi as1 uygulamasina kiyasla daha giivenli ve
etkilidir (150). Bu antikorlar, AR’ nin hem monomerik hem de oligomerik formlarina
baglandiktan sonra bunlarin klerensini arttirarak AP monomerleri ve plaklar

arasindaki dengeyi bozabilir (119).
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4.1.3. AP Agregasyonunu Onlemeye Yénelik Stratejiler

AP’ya bagli AH’de AP monomerlerinin agregasyonu

agregatlarin parg¢alanmasi bir diger tedavi

stratejisidir.

ile birlikte bu

AB agregasyonunun

onlenmesinde anti-agregat bilesikler, metal kompleks yapici ajanlar ve birkag hiicre

yiizeyi reseptorii bulunmaktadir. AP agregasyonu ve plak olusumuna karsi hali

hazirda klinik arastirmalarda bulunulan bir dizi ilag Tablo 1’de listelenmistir (12).

Ilac Etki Mekanizmasi Klinik Yan etkiler
Calisma
Donemi

1 | Tramiprosat Proteoglikanlarin AB’ya | Faz Il Mide bulantist,
(Vivimind, NC- | baglanmast i¢in gerekli kusma, diyare
531, homotaurin, | olan iyonik &zellikleri
3APS, Alzhemed) | taklit ederek ¢oziiniir

APB’y1 baglar.

2 | Scyllo-inositol AB peptidlerini stabilize | Faz Il Depresyon,
(AZD-103, eder, fibril tamamlandi. | konfilizyon
ELNDOQO05) olusturmalarini 6nler.

3 | Epigallokatesin-3- | AB oligomerlerinin Faz 11/111 Anksiyete,
gallat (EGCg) olusumunu inhibe eder. insomnia

4 | Azeliragon RAGE’yi inhibe eder. Faz Il Yiiksek doz (20
(TTP488) , mg/giin) plaseboya

(5 mg/giin) kiyasla daha
olumsuz bilissel
sonugclara yol acgar.

5| PBT2 Metal aracili AB Faz Il Yorgunluk, bas
(hidroksikinolin) | agregasyonunu azaltir. tamamlandu. | agris1, bas donmesi,
uyusukluk,
nazofarenjit

6 | Karvedilol AB fibril olusumunu Faz Il Uyusukluk, mide
(Coreg, Artist, inhibe eder. tamamlandi. Iéylantlsli(}(usma,
Aucardic, Kredex, ag?srf’éissgk
Dilatrend) iktidarsizlik

Tablo 1. AP agregasyonuna ve plak olusumuna karsi klinik ¢alismalar1 siirdiiriilen

ilaglar (12)
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4.1.3.1. Non-peptidik Anti-agregat Bilesikleri

Non-peptidik anti-agregat bilesiklerden tramiprosat (homotaurin), kliokinol,
scyllo-inositol ve epigallokatesin-3-gallat (EGCg) gibi AP agregasyonunu inhibe
eden birkag kii¢iik molekiil arasinda inositol énemli derecede ilgi gormiistir (Sekil
15). Bunun nedeni, ¢esitli inositol tiplerinin, yani miyo-inositol, epi-inositol ve
scyllo-inositoliin beyinde normal olarak bulunmus olmasindan kaynaklaniyor olabilir
(151). Scyllo-inositoliin A fibril olusumunun yani sira Ap agregasyonunu onlemede
oldukga etkili oldugu rapor edilmistir (152). Scyllo-inositol, AB oligomerlerine
baglanir ve AP plaklarmin olusumuna neden olan APP geninde mutasyona sahip
transgenik farelerde, Ap agregasyonunu geciktirir. Transgenik fare modelinin scyllo-
inositol kullanilarak zenginlestirilmesi, hafif-orta derecede kognitif bozukluk olan
hastalarda klinik arastirmalarin ilerlemesine yol agmistir (153). Yesil ¢aydaki bir
polifenol olan baska bir anti-agregat bilesigi EGCg, a-sekretazin aktivasyonu ve
katlanmamis peptidin bozulmasiyla hayvan modellerinde AP} agregasyonunu inhibe
etmistir. EGCg, mitokondriyal fonksiyonun  korunmasindan,  hiicre
transdiiksiyonunun  modiilasyonundan ve hiicre yasami, hiicre Oliimiiniin

diizenlenmesinden sorumludur (154).

HO o,
OH \@)I/O
Ho, X \OH OH OH
0 [ ]
H,N /\/\é'OH HOY ~"YOH OH

0 OH OH
Tramiprosat Scyllo-inositol EGCqg

Sekil 15. Non-peptidik anti-agregat bilesiklerinin kimyasal yapisi

4.1.3.2. Metal Kompleks Ajanlari

Bir hidroksikinolin tiirevi olan PBT2’nin, gerceklestirilen denemelerde fare

beyninde AP plaklarinin depozisyonunu geciktirdigi gézlenmistir (Sekil 16) (155).
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PBT2’nin metal iyonlarinin ndronlara yeniden dagilimi yoluyla metaloproteinaz
ekspresyonunu arttirarak AP} bozulmasini kolaylastirdigi da bildirilmistir (156). Bu
deneyler, AP agregasyonuna katilan Cu*? ve Zn* gibi metal iyonlarinin

selasyonunun in vivo A depozisyonunu 6nledigini dogrulamistir (157).

Cl

\
pd

Cl N ~
OH

Sekil 16. PBT2 bilesiginin kimyasal yapisi

4.1.3.3. RAGE inhibitorleri

Hiicre yilizey reseptorlerinden, ileri glikolizlenme son {irlin reseptoriiniin,
(RAGE: Receptor for Advanced Glycation End products) diyabet ve inflamasyona
neden olan amiloid fibriller i¢in bir tasiyici veya reseptor olarak hareket ettigi
bildirilmistir. Oral biyoyararlanimli RAGE’nin kiiciik molekiil inhibitorii olan
Azeliragon (TTP488)’un in vitro c¢alismalarda, RAGE ligandlarina baglanarak
¢ozliniir RAGE’yi inhibe ettigi rapor edilmistir (Sekil 17) (158).

I8 g

0]

Cl
Sekil 17. Azeliragon (TTP488) bilesiginin kimyasal yapisi
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Karvedilol, konjestif kalp yetmezligi ve hipertansiyonun tedavisinde yaygin
olarak recete edilen, non-selektif [B-adrenerjik reseptor blokoridir (Sekil 18).
Karvediloliin, AB’ya baglanma ve AP’ nin oligomerik fibriller olusturmasini 6nleme
kabiliyeti ile iligkili oldugu bulunmustur. Baska bir calismada, AH hastalarinda
karvedilol kullaniminin biligsel yararlar sagladigi gézlenmistir. Ayrica, karvediloliin
o-heliks ve B-katlanma konformerlerin veya protofibrillerin olusumunu etkili bir

sekilde onledigi de bildirilmistir (107).

Q OH K /OQ

HN ! o~N~"0

Sekil 18. Karvedilol bilesiginin kimyasal yapisi

4.1.4. Antiinflamasyona Yonelik Strateji

Insan beyninde AP’min ilerleyici olarak birikmesinin serebral kortekste
hiicresel bir inflamatuvar yanita neden olmasi, antiinflamatuvar yaklagimin temelini
olusturur (159). Birkag¢ antiinflamatuvar ilacin, siklooksijenaz ve diger inflamatuvar
mediatdrlerin inhibisyonundan bagimsiz olarak, APP transgenik farelerde y-sekretazi
inhibe ederek APP’nin boliinmesi ve AH patolojisini azaltmasi iizerine direkt etkileri
oldugu gorilmiistir (160, 161). Bu gibi antiinflamatuvar bilesiklerin klinik
arastirmalart devam etmekte olup, uzun vadeli giivenlik ve etkinlikleri test

edilmektedir (12).
4.1.5. Kolesterol Homeostazinin Modiilasyonuna Yonelik Strateji

Yiksek dansiteli lipoprotein (HDL) kolesterolin  diisik  serum
konsantrasyonlarinin kognitif bozukluk ve demans ile iligkisinin bulundugu ve bu
nedenle yiiksek plazma kolesterol konsantrasyonlarinin AH igin bir risk faktori
oldugu distiniilmektedir. In vitro arastirmalar kolesteroliin, AP olusumunu
destekledigini ve HDL kolesterol diizeyinin, SP ve NFY ile de giiglii bir iliskisi

27



oldugunu 6ne siirmektedir (162). Kolesterol metabolizmasi patofizyolojik gelismede,
depozisyonda ve AP klerensinde 6nemli rol oynamaktadir (163). Kolesterol ve AH
arasindaki iligkiler, kolesterolii diislirme stratejisinin AH ilerlemesini etkileyebilecegi
yoniinde umut vadetmektedir (162). Hiicre i¢i kolesterol diizeylerini diisiirebilen ve
koroner kalp hastaligini dnleyebilen statinler, hiicre kiiltiiriinde A iiretimini inhibe
etmistir. Demans olusumuna kars1 koruyucu bir etkiye sahip olmasinin yani sira lipid
diisiirtici ilaglar, pleiotropik etkiler olarak adlandirilan ilave 6zelliklerinden dolayz,
inmeden norodejeneratif hastaliklara kadar degisen cesitli beyin hastaliklarinin
tedavisinde 6zellikle AH ilerlemesi tizerinde de ilgi uyandirmistir (162, 164).

Alzheimer benzeri néropatoloji olusturmak igin yiiksek kolesterol diyeti verilen
tavsanlarin beyinleri incelenerek, AP, apoE, katesin D ve siiperoksit dismutaz
immiinoreaktivitelerinin noéronal birikime neden oldugu bulunmustur (165). APP
transgenik farelerde gergeklestirilen bagka bir c¢alismada, statinlerin siirekli
kullaniminm1 takiben AH insidansinin distiigli ve patolojisinin azaldigi rapor
edilmistir (166, 167).

Pedrini tarafindan statinlerin, amiloid birikimi ve plak olusumuna yol acan
belirli enzim reaksiyonlarini bozabilecegi belirtilmistir (163). Birka¢ gozlemsel
caligmada, statin kullanimi ile AH veya demans riski arasinda ters bir iliski oldugunu
bildirilmigstir (162, 163). Yas, cinsiyet, egitim ve irka bagli olarak AH insidansinda
anlamli bir sekilde azalma oldugu ve statin kullanimimin koruyucu etkisinin apoE
genotipi ile degistirilmedigine dair yeni kanitlar sagladigr bulunmustur (168). Elde
edilen bulgularla statinlerin bu koruyucu etkilerinin dogrulanabildigi takdirde, statin
kullaniminin bazi popiilasyonlarda AH’nin baslamasimi geciktirebilecegi veya
onleyebilecegi rapor edilmistir (163).

AH tedavisinde statinlerin etkinligi konusunda bir goriis  birligi
bulunmamaktadir. Statin kullanan bireylerde AH insidansinin daha diisiikk oldugu
uzun donem statin kullaniminin, 6zellikle hafif-orta evre AH tedavisinde yararh
oldugu ve AH riskini azalttigi bildirilmistir (162-168). Diger yandan kolesterol
diizeylerinin ve kolesterol diisiiriicli ilag kullanimmmin AH riskiyle iligkisi
bulunmadigini bildiren yayinlar da mevcuttur (169-171).

Statinler AH semptomlarinda kisa siireli iyilesme saglayabilecegi, ancak bu
ilaglar mevcut birinci basamak ilaglar olan AChE inhibitorlerinden daha az etkili

oldugu ve bu nedenle, statinlerin AH’yi tedavi etmek amaciyla kullanilamayacagi
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bildirilmistir (169). Epidemiyolojik ve preklinik statin arastirmalari, genelde yiiksek
kolesteroliin AH ile ilgili aleyhte bir rol oynamasina ragmen, statinler hakkinda
oldukca degisken verilere sahip olan insan ¢alismalar1 kesin sonuglar ¢ikarmayi
zorlastirmaktadir (170). Statin ile indiiklenen néroproteksiyon mekanizmalar: tam
olarak anlagilamamistir. Statinlerin beyin islevini nasil degistirdigini anlamada
ilerlemeyi engelleyen, statinler ve beyin ile ilgili temel konular iizerinde eksiklik
devam etmektedir (171). Biiyiik 6l¢ekli, randomize, plasebo kontrollii ¢alismalar, AH
tedavisinde statinlerin roliinii a¢iga kavusturmaya yardimci olabilir. Bununla birlikte,
ileriki ¢alismalarda uzun siireli standardize edilmis dozlarda farkli KBB
gecirgenligine sahip statinlerin kullanimi, uygulandigi AH evresi ve pleiotropik
metabolik etkileri de dahil olmak {izere spesifik olarak degerlendirilmesi gerektigi
bildirilmistir (169). Ilerleyen yillarda bu énemli terapdtik konunun sonugclar1 analiz
edilirken; statinlerin KBB gecirgenlikleri hesaba katilmali, diisiik dansiteli
lipoprotein ve HDL kolesterolii iizerindeki etkilerinin spesifik analizleri
degerlendirilmeli ve en O6nemlisi statin tedavisi ¢aligmalar1 hastalik modifikasyonu
icin hafif evredeki AH’li hastalara uygulanmalidir. Bu ¢alismalarda, birincil sonug
olarak bilissel gerilemeyi ve AH’yi etkileyebilecegini kaydeden ¢ok sayida degisken
tizerinde eksiksiz alt grup analizi yapilmalidir (169). Statinlerin oral olarak alimini
takiben diisiik beyin konsantrasyonlari nérodejeneratif hastaliklarda klinik olarak
uygulanmasini engellemektedir. Bu endikasyonlar1 etkinlestirmek i¢in uygun bir
yaklasim saglayabilen farmasotik nanoteknoloji ile nanokapstillii statinlerin lokal
veya hedefli olarak verilmesi, statinlerin beyindeki konsantrasyonlarini arttirmistir
(164).

19. Kromozom iizerinde bulunan apoE geni, beyinde bir kolesterol tasiyicisi
olan apoE’nin sentezine yardimci olur. Bu gen, ge¢ baslangighi AH ile iliskili olan,
amiloid agregasyonuna ve amiloidin beyinden klerensine sebep olan tek gendir (172,
173). Bu genin €2, €3 ve &4 olmak iizere ti¢ formu bulunur. ApoE &4 alleli, AH’nin
ailesel olmayan formunun erken yasta baslangici ve beyinde artmis AP birikimi ile
iliskilidir (174). Bu allel, yaygin olarak bulunan apoE &3 alleli ile kiyaslandiginda,
AH gelisim riskini arttirir. Bu nedenle risk faktor geni olarak diistiniiliir (172, 173).
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4.1.6. Noroproteksiyona Yonelik Strateji

Bu strateji,

AB  monomerlerinin  birikiminden ve plak olusumundan

kaynaklanan sinaptotoksik ve ndrodejeneratif etkilerin 6nlenmesi veya tedavisini

icerir. Bu baglamda, antioksidan, ndroprotektif ve norotrofik ozelliklere sahip

birtakim terapotik bilesikler AH’nin tedavisi igin Onerilmis, ancak bugiine kadar

insan beyninde sinirli veya olumsuz herhangi bir etki gézlemlenmemistir. AB’ya

kars1 dogrudan yonlendirilen ¢esitli ilaglar ile birlikte yaygin etkileri Tablo 2’de

sunulmustur (12).

Faz | Faz 11 Faz Il Faz IV
CTTS-21166% Pioglitazone® MK-8931% -
E2609% NIC5-15° Atorvastatin®
Begacestat® CHF-5074% Simvastatin®
Affitope AD- EVP-0962° Semagacestat®
01°
uB311° Etazolate® RG-7129°
V950° Avagacestat® Tarenflurbil®
BIIB-037° Bryostatin-1® Rosiglitazone®
GSK-933776° LY2886721° Bapineuzumabb
AAB-003" Intranazal insiilin® | Gammagard (IVIg)®
SAR-228810° | Affitope AD-02° AMBAR"
Affitope AD- CAD- 106° Gantenerumab®
03
BAN-2401° Solanezumab®
Ponezumab” Crenezumab®
AN-1792° EGCg™
ACC-001" TTP488°
PBT2° Tramiprosat®
Scyllo-inositol° Karvedilol®

Tablo 2. AB’ya kars1 dogrudan yonlendirilen gesitli ilaglarin klinik faz donemleri (*:
AB momomer iretimini azaltir, °. AB momomer tiiketimini destekler ¢ AP

agregasyonundan korur.)
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4.2. Kolinerjik Stratejiler

Bazal 6n beyin kolinerjik sistemi, serebral korteksin kolinerjik innervasyonunu
saglar. Bu noronal sistemdeki kolinerjik néronlarin kaybi, AH’nin bilissel
semptomlarinin nedenidir. Asetilkolin (ACh) iiretiminin artmasiyla kolinerjik islevin
gelistirilmesine yonelik birka¢ farkli tedavi stratejisi bulunmaktadir. Bu tedavi
stratejileri arasinda kolinerjik Onciilerle takviye, sinaptik ACh bozunmasinin
engellenmesi, post-sinaptik muskarinik ve nikotinik reseptorlerin - dogrudan
uyarilmasi, otoreseptorler ile hareket ederek ACh saliniminin arttirilmasi ve trofik
faktorler, greftler veya gen terapisi ile kolinerjik néronal Sliimiin dnlenmesi yer

almaktadir (123).

4.2.1. Kolinerjik Onciiler

Baslangicta AH hastalarinda kolinerjik eksikligin iistesinden gelme ve kognitif
bozukluklarin iyilestirilmesine yonelik girisimler, kolin, lesitin ve asetil-L-karnitin
gibi ACh onciileri ile yerine koyma tedavisine odaklanilmistir (174, 175). Bu
ajanlarin konsantrasyonlari, ACh sentez yolaginda hiz sinirlayici bir faktdr olmayip,
AH semptomlar iizerine net bir fayda saglayamamistir. Yapilan ¢alismalar Kolinerjik
onciilerin, KBB’den sinirli penetrasyonu ve kisa siireli etkisi sebebiyle kognitif

bozukluklarin tedavisinde kullanimini desteklememektedir (123).

4.2.2. AChE inhibitorleri

ACh 6ncii yaklasiminin AH tedavisinde basarisiz oldugu kanitlanmis olsa da,
AChE inhibitorleri araciligiyla kolinerjik aktivitenin modiilasyonu umut vericidir.
AChE inhibitérleri, ACh’yi pargalayan bir enzim olan AChE’nin etkisini durdurarak
islevlerini yerine getirirler ve bdylece sinaptik aralikta ACh diizeyini arttirirlar. Hem
birinci hem de ikinci kusak AChE inhibitorleri, AH ile iliskili kognitif bozukluklarin
tyilestirilmesi agisindan olumlu sonuglar vermistir (123).

AH semptomlarinin tedavisi i¢in 1990’larin baginda onaylanan ilk kusak AChE
inhibitorleri takrin (9-amino-1,2,3,4-tetrahidroakridin, Cognex, Parke-Davis) ve

fizostigmindir (176-179). Bununla birlikte takrin, g¢esitli olgekler agisindan
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degerlendirildiginde, diisiikk biyoyararlanimi ve istenmeyen yan etkileri de dahil
olmak tizere, major klinik sinirlamalar gostermistir (179-182).

Ikinci kusak AChE inhibitdrleri, takrinden daha giiclii ve etkili olup yan etkileri
daha azdir. Genel terapotik etkileri biligsel durumu korumaktir, ayn1 zamanda biligsel
bozuklugu yavaslatip giinliikk yasam aktivitelerini iyilestirmektedirler (183, 184).

Donepezil (E2020, Aricept, Pfizer Inc.), hafif ile orta dereceli AH ig¢in
semptomatik bir terapi olarak 1996’da FDA tarafindan onaylanan, piperidin bazli,
reversibl, non-kompetitif ve selektif bir AChE inhibitériidiir. Donepezil, giinde bir
kez uygulanan uygun ve giivenli doz rejimini (giinde 5-10 mg) destekleyen
farmakokinetik ve giivenlik profili gosterir. Noropsikolojik degerlendirme,
donepezilin biligsel islev ve global klinik durum iizerinde hem kisa (6 aya kadar)
hem de uzun siireli (1 yila kadar) pozitif etkileri oldugunu gdstermistir. Donepezil
ayrica, kolinerjik etkinligi ile baglantili hafif advers etkilere (bulanti, anormal
hareketler, gastrointestinal belirtiler) neden olmaktadir (185-197).

Rivastigmin (SDZ ENA 713, Exelon, Novartis Pharmaceuticals) hizli oral
absorbsiyon ozelliklere sahip, AChE ile, néronal ve glial hiicrelerde bulunan bir
enzim olan BuChE’nin selektif bir psddo-irrevesibl inhibitoridiir. Rivastigmin, hafif
ile orta dereceli AH tedavisi i¢in 1998’de Avrupa’da onay almistir. Klinik
calismalarda yiliksek doz rivastigmin (glinlik 12 mg) ile tedavi edilen AH
hastalarmin biligsel performans testleri iizerinde ilimli fakat 6nemli bir iyilegsme
gosterdikleri, buna karsilik ayn1 dozda klinik evrensel etki skorlarinin degismedigi
rapor edilmistir (123).

Hafiza giiclendirici aktiviteye sahip oldugu, takrin ve donepezil ile
karsilagtirildiginda minimal periferik kolinerjik yan etkileri ile birlikte daha uzun etki
stiresine sahip oldugu bildirilen huperzin A, giiglii, reversibl ve selektif bir AChE
inhibitoridiir (198).

Son olarak, reversibl ve iy1 tolere edilen bir kompetitif AChE inhibitorii olan
tersiyer alkaloid galantaminin (Reminyl Janssen-Cigal) insanlardaki ¢esitli hafiza
testlerinde performansi arttirdigi bildirilmistir (199-201). 6 aya kadar randomize,
cift-kor, plasebo kontrollii calismalar sirasinda, galantamin (glinde 16-24 mg) siirekli
olarak biligsel ve biligsel olmayan AH semptomlar1 iizerinde yararh etkiler gdstermis
olup, gilinliikk yasam aktivitesinin siirdiiriilmesinde faydali olmustur. Uzun siireli
caligmalarda (12 ay), galantamin neredeyse temel seviyelerde advers gastrointestinal

etkilere neden olmakla birlikte bilissel ve islevsel becerileri korumustur. Bilis arttirici
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ozelliklerine ek olarak, takrin ve donepezil gibi AChE inhibitorleri psikotropik
aktiviteye sahiptir ve AH’de kolinerjik hipofonksiyonla iligkili olabilecek ajitasyon,
deliryum veya bipolar bozukluklar gibi davramis bozukluklarimi azalttig
gosterilmistir. Bununla birlikte, ChE inhibisyonu yoluyla ACh aktivitesini arttiran
baslica kisitlamalardan biri, tekrarlanan AChE inhibitér dozlarinin tolerans
gelisimine yol agmasidir. Ancak, basarilarinin sinirli olmasma ragmen AChE
inhibitorleri, AH i¢in tek FDA onayl tedavi segenegi olarak karsimiza ¢ikmaktadir
(123).

4.2.3. Muskarinik Reseptorlerin Modiilasyonu

Merkezi kolinerjik néronlardan salinan ACh, bilissel islevle iliskilendirilen
nikotinik ve muskarinik reseptorleri uyarir. Post-sinaptik M; alt tipi kolinerjik
reseptorler, AH’li beyinde nispeten korunmakta olup, aktivasyon i¢in potansiyel
hedefler olarak diisiiniilebilir (123). Dahasi, in vitro ve in vivo calismalar, M;
agonistlerin biligsel bozukluklari tersine ¢evirebilme, tau protein fosforilasyonu ve
APP/Ap siirecini azaltma gibi yararli etkiler gosterebilecegini belirtmektedir (202-
204). Bununla birlikte muskarinik reseptor agonistleri, diisiik oral biyoyararlanim,
insanlardaki hizli metabolizma, M; reseptorleri icin etkinlik ve/veya selektiflik
dezavantajlariin yan sira, klinik etkinligi biiyiik 6l¢iide engelleyen bir¢ok ciddi yan
etkiye (istahsizlik, kornea opakligi, ishal, kardiyovaskiiler) de sahiptirler (205).
Noropsikolojik test bataryas: kullanilarak yapilan bir ¢aligmada, AH hastalarinda
biligsel ve noropsikiyatrik belirtileri iyilestirdigi gosterilen ksanomelin (kismi Mj
agonisti), sabkomelin (SB-202026) ve alavamelin M reseptorii igin zayif agonistler
olarak degerlendirilmistir (204, 206-208). Diger M; muskarinik reseptor
agonistlerinin faz Il ¢aligmalar1 (6rnegin, sevimelin ve talsaklidin) sona ermistir

(209-211).

4.2.4. Nikotinik Reseptorlerin Modiilasyonu

AH’li beyinde otopsi ¢alismalari, nikotinik ACh reseptorlerin (NAChR)
bolgeye bagimli kaybi1 oldugunu gostermistir (212-217). o4 ve o3 altbirimleri, AH
hastalarinin hem hipokampiis hem de temporal korteksinde kontrol grubuna kiyasla
Oonemli Olglide azalma gosterirken anlamli azalma hipokampiistedir (217). Bu
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degisiklikler normal yaslanmada g6zlemlenenden farklidir ve muhtemelen hastaligin
siddeti ile iliskilidir. Bu, potansiyel bir terapotik hedef olarak nAChR’lerin 6nemini
vurgular. Newhouse ve arkadaslar1 altt AH hastasinda kolinerjik sistem {izerinde
kayg1 ve depresif etkilerdeki artiglarla birlikte nikotinin merkezi uyarici 6zelliklerini
gbzlemlemislerdir (218). Yapilan ¢aligma, yaslanma ve norolojik hastaliklarla iligkili
kognitif eksikliklerin tedavisinde selektif nAChR agonistlerinin gelistirilmesine yol
agmustir (219-222).

Nikotinik reseptor agonistlerinin AH igin tedavide yararli olduguna dair kesin
bir kanit bulunmamaktadir. nAChR iizerindeki bir bolgeye baglanan ve ACh
tarafindan isgal edilen bolgeden farkli olan ve kolinerjik sinaptik terminalleri
kolinerjik transmisyon i¢in daha uyarilabilir hale getiren yeni bir ligand simifi
(allosterik olarak gii¢lendirici ligandlar-APL: allosterically potentiating ligands)
gelistirilmistir (123). Kolinerjik transmisyon {izerinde ¢ift etkili hareket mekanizmasi
olan galantamin, AChE iizerinde selektif ve reversibl inhibisyon aktivitesine ek
olarak, kolinerjik noronlar tlizerinde pre ve post-sinaptik nAChR’leri pozitif olarak

modiile ederek bir APL gorevi goriir, bdylece kolinerjik sinir iletimini arttirir (223).

4.2.5. Sinir Biiyiime Faktorii

AH i¢in muhtemel bir tedavi yaklagimi, bazal 6n beyin kolinerjik sistemi,
Ozellikle de sinir biliyime faktorii (NGF) {izerindeki norotropik maddelerin
etkilerinde ve hiicre sagkaliminda avantaj saglar (224, 225). Otopsi sonrasi yapilan
caligmalar, AH hastalarinin hipokampiisiinde ve korteksinde ndrotropik faktor NGF
diizeylerinin artabilecegini ve bu artisin kismen NGF yiiksek afiniteli reseptor
tropomiyozin tirozin kinaz A’nin (TrkA) azalmis ekspresyonuna bagli olabilecegini
gostermistir. Hem in vitro c¢alismalar hem de hayvan deneylerinden elde edilen
kanitlar, NGF’nin NGF/TrkA ileti kompleksinin ters yonlii transportu vasitasiyla
noronlarin kolinerjik fenotipini muhafaza ettigini ve/veya diizenledigini, deneysel
cerrahiyi takiben kolinerjik noéronlar1 korudugunu ve yaslanmis kemirgenlerde
hafizay1 gii¢lendirdigini gostermektedir. NGF, aynm1 zamanda ACh salimimin
arttirmak i¢in genomik olmayan bir mekanizma araciligiyla davranir. NGF,
kolinerjik islevin 6nemli bir regiilatorii gibi goriinse de, MSS’ye gecis problemleri

sebebiyle klinik etkinligi sinirlanabilir (123).
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Spesifik beyin bolgeleri iginde NGF iiretimini arttirmak igin, farkli ilag
tirleriyle tedavi stratejileri AH tedavisinde de yararli olabilir. Bu baglamda,
propentofilin (bir fosfodiesteraz inhibitorii), idebenon, pirolokinolin ve kinon (kinon
tirevleri) ile nikotin dahil olmak {izere, klasik olmayan bilesiklerin in vitro olarak
NGF sentezini arttirdigi gozlenmistir (226). Dahasi, AH tedavisinde ndrotrofin
seviyelerini arttirdig1 diistiniilen bir NGF-mimetik ila¢ olan AIT-082’nin potansiyel
etkinligini degerlendirmek i¢in bir faz II klinik arastirmasi halen siirmektedir (227).
Bu nedenle, kiiciik molekiillii potansiyel NGF-mimetikler ile bu alanda daha ileri

caligmalara ihtiya¢ vardir.

4.2.6. Noral Transplantasyon ve Gen Tedavisi

Transplantasyon tekniklerindeki ilerlemeler, AH’de potansiyel bir tedavi
secenegi sunmaya baslamistir. Bazal 6n beyin ndral transplantasyonu, neokortikal
projeksiyon alaninda kolinerjik ndrotransmisyonu arttirarak bazi biligsel eksiklikleri
arttirabilir (123). Yapilan g¢alismalarda embriyonik bazal 6n beyin dokusundan
tiretilen greftlerin, eksitotoksisite hayvan modellerinde hafiza eksikligini iyilestirdigi
gosterilmistir (228, 229). Bir baska calismada, embriyonik kolinerjik bakimdan
zenginlestirilmis greftlerin canlihigimi siirdiirdiigli ve hasar sonrasi bazal-kortikal
sistemin iglevini degistirdikleri gozlenmistir (230). Greftlenmis embriyonik bazal 6n
beyin dokusunun, neokortikal islevi etkileyebilecegi mekanizma bilinmemektedir.
Ancak transplantasyon sonrasinda gozlemlenen islevsel diizelmeye katkida
bulunabilen ¢esitli ndrotransmitterleri, peptidleri ve glial faktorleri igerebilir.

Caligmalarda, greftlenmis ndronlarin canliligini siirdiirmesi ve biiylimesini
gelistirmek igin, gen transfer stratejileri transplantasyon ¢aligmalarina entegre edilip
daha uzun siireli etkinlik saglanmistir (231, 232). Bu yaklagim, hastalikla iligkili
noronal hiicre hasarim1 veya norotransmitter islev kaybini onarmak ig¢in, in vivo
(genetik materyalin viriisleri veya sentetik vektorleri kullanarak intraserebral olarak
beyin hiicrelerine enjeksiyonu) veya ex vivo teknikleri kullanarak beyne gen
aktarilmasini igerir (232). Bahsedilen terapotik yaklasimlarla karsilastirildiginda, gen
terapisinin en biliyiik avantaji, son derece spesifik bir mekansal ve zamansal modda
tek (veya birkag¢ iyi tanimlanmis) molekiil/molekiiller sunma yetenegidir. Yetigskin
bazal 6n beyinde hasar goren kolinerjik ndronlar1 kurtarmak ic¢in, NGF’nin

kapasitesine dayali yapilan baglangi¢ c¢alismalari, NGF iiretmek i¢in hiicrelerin
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genetik modifikasyonu {lizerinde durmustur. NGF salgilayan hiicre hattinin
Meynert’in niikleus bazalisine transplantasyonu yash si¢anlarda kolinerjik néron
atrofisini tersyliz etmis, bilissel olarak hasar gérmiis yash sicanlarda, mekansal
o6grenme bozuklugunu tersine ¢evirmistir (233, 234). Bir baska ¢alismada, NGF ve
beyinden tiiretilen norotrofik faktor vektorlerinink % 50’ye kadar iiretildigi,
injeksiyondan 6 ay sonra septal ndronlarda asetilkolintransferaz enzim (ChAT)
immunreaktivitesinde artis oldugu gosterilmistir (93). Bu bulgular, biiyiime faktorii
gen transferinin bazal ©On beyin kolinerjik transmisyonunu arttirmak igin
uygulanabilir bir yaklagim olabilecegini diisiindiirmektedir. Viral bir vektor
araciligiyla bazal on beyin igine NGF enjeksiyonunun, fimbria-fornix
transeksiyonuna maruz birakilan sicanlarda hasarli medial septal kolinerjik
noronlarin hayatta kalmasini sagladigi da bildirilmistir (235). Dahasi, kolinerjik bazal
on beyinde 3 aylik intraparenkimal NGF salgilayan greftler, alti yasli maymunun
korteks ve hipokampiisiinde AP depozit seviyelerini dengelemistir ve yetiskin
maymunlarda yaralanmaya bagli norodejenerasyonu onlemistir. NGF salgilayan
greftlerin noronal korumasi, uygulama yerinin dogruluguna (yarali ndronlarin
yakinina) baglh gibi géziikkmektedir (236). Bununla birlikte, transgen ekspresyonunun
stabilitesi ve regiilasyonu ile ilgili sinirlamalar nedeniyle, gen transferinin kontrolii
ve gilivenligi de dahil olmak iizere, AH tedavisinde bu stratejinin uygulanmasindan
once olas1 problemler giderilmelidir (123).

Erigkin ve fetiis dokularindan elde edilen kok hiicrelerin kullanimi, AH dahil
olmak {lizere cesitli hastaliklar ile alakali olabilir. Ancak, etik perspektiften dolay:
uygulamay1 zorlagtirabilir (237). Davranmigsal bir arastirmada, bazal 6n beyin
kolinerjik ndronlar1 daha 6nce lezyona ugramis sicanlarda, MHP36 klonal kok hiicre
dizisinden tiiretilen greftlerin  mekansal Ogrenmeyi giiglendiren  6zellikleri
bildirilmistir. Noronal ve glial hiicrelerin 6zelliklerini gosteren greftlenmis hiicrelerin
etkinliginin, lezyonlarin yasina ve implantasyonun yerine bagli oldugu sonucuna
ulagilmistir (238).

Ende ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir arastirmada, insan kordon kan
hiicrelerinin kontrol hayvanlarina kiyasla, insan Alzheimer APP’sini asir1 eksprese
ederek farelerin Omriinii uzattigi bildirilmistir (239). Bu veriler, konvansiyonel
olmayan yaklasimlara dayali olarak AH terapisinin olumlu sonuclar dogurabilecegini

isaret etmektedir (123).
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4.3. Kii¢iik Molekiiller ile Tedavi Stratejileri

Son yillarda, cesitli hastaliklarin tedavisi i¢in farkli stratejiler gelistirmek
amaciyla kii¢iik molekiillerin kesfedilmesinde bir artis goriilmiistiir. Ornegin, AH
patofizyolojisinde birden fazla faktorii (kolinerjik islev bozuklugu, amiloid/tau
toksisitesi ve oksidatif stres gibi) hedefleme kabiliyeti ile hibrit molekiillerin gelisimi
biyiik ilgi gormiistir (240-243). Bu ¢ok hedefli ajanlardan, AH semptomlarini
onlemesi ve hatta sadece ChE inhibisyonuna dayanan geleneksel terapilere karsi
hastalik ilerlemesini durdurmasi beklenmektedir. Kiiciik sentetik molekiillerin
yapisal gereklilikleri birbirlerinden farkli olup; birgcok molekiil dimer, trimer,
tetramer, oligomer, protofibril ve fibril benzeri ¢esitli amiloid tiirlerine kars1 benzer
inhibisyon profili géstermezler (13).

AH tedavisinde onaylanan ilk ChE inhibitérii olan takrinin, anti-amiloid
agregasyon Ozelliklere sahip kii¢iik molekiillerin gelistirilmesinde yararlt bir halka
iskeleti oldugu bilinmektedir. Bu baglamda, Luo ve arkadaslar1 tarafindan
kolinesterazlarin ve AP agregasyonunun dual inhibitdrleri olarak yeni takrin-
alkoksibenzen hibritlerinin tasarimi rapor edilmistir (244). Modelleme ¢alismasi
sonucunda, bu molekiillerin hem Xkatalitik hem de periferik anyonik bolgelere
baglanma yetenegi ile AChE’nin bivalan inhibitorleri olarak hareket edebildigi
gosterilmistir. Calismada ayni zamanda bu bilesiklerin otomatik indiiksiyonlu AR
agregasyonunu Onleyebildigi bildirilmistir (13).

Mohamed ve arkadaslari tarafindan otomatik indiikksiyonlu amiloid
agregasyonunun Onlenmesinde rol oynayan anahtar etkilesimleri anlamak i¢in bu
takrin hibritlerinin baglanma etkilesimleri arastirilmigtir. Niikleasyon bagimhi A
agregasyon slirecinde, dimer, trimer, tetramer, oligomer, protofibril ve fibril igeren
cesitli ara tiirlerin farkli derecelerde toksisite gosterdigi bilinmektedir (245, 246).
Anti-Ap agregasyon ozelliklerine sahip kii¢iik molekiiller, bu tiirlerin her ikisine de
baglanabilir ve toksisitesini (i) agregasyon siirecini bloke ederek ve/veya (i1) B-
katlanma toplanma yerinde sitotoksisiteyi azaltmak icin konformasyonel degisiklige
neden olarak ve/veya (iii) ¢Oziiniir agregatlarin daha az toksik fibrillere hizla
doniistiiriilmesini destekleyerek azaltabilir (247-249). Iyi tamimlanmis baglanma
ceplerine sahip geleneksel enzim hedeflerinin aksine, Ap agregat tiiriine bagh olarak

degisen ylizeysel oluklarin varligi nedeniyle AP agregatlar1 iizerinde calisma
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yapilmasi oldukga giictiir. A agregasyon yolaginda ilk olusan tiir Ap dimeridir ve
daha yiiksek dereceli tiirler olusturmak iizere daha fazla agrega olabilir (250). Buna
gore, Tycko’nun yapisindan tiiretilmis bir amiloid dimer modeli (pdb id: 2LMN) ile
takrin hibridinin (9a kodlu bilesik) (Sekil 19) baglanma etkilesimleri arastirilmistir
(13, 251). Bu c¢alismada, 9a kodlu bilesik, U-sekilli bir konformasyona
yonlendirilmis ve hem N hem de C terminal aminoasit kalintilariyla polar ve non-
polar etkilesimler yapmustir (Sekil 20). Tetrahidroakridin halkasi, 16sin ve valin yan
zincirleri (KisLVFFA;;) (uzaklik <5A) ile m-alkil etkilesimlerine maruz kaldiginda
LVFF bolgesine yonlendirilmis, buna karsilik tetrahidroakridin halkasina baglh
sekonder amin valin aminoasitinin karbonili ile hidrojen bag1 olusturmustur (3.5 A).
Karbon ayirici, C-terminal aminoasitler 13GLMV3s’nin - yakininda ~ 7-
metoksibenzo[d][1,3]dioksol-5-il siibstitiientini yonlendirir ve burada hem polar hem
de non-polar etkilesimlere ugrar. 9a kodlu bilesigin, toksik B-katlanma toplanma
yerinde daha fazla agregasyonu onleyerek dimeri stabilize edebildigi gosterilmistir.
Bir sonraki adimda, KisLVFFA,; sterik fermuar modeli ile 9a kodlu bilesigin
etkilesimi arastirilmistir (Sekil 20). Bilinen kristal yapidan, bir oktamer sterik
fermuar modeli yapilmistir (13). Landau ve arkadaslari tarafindan potansiyel anti-AB
aktivitesi 1ile kii¢iik molekiillerin baglanma etkilesimlerini incelemek icin
K16LVFFA,; hekzapeptid aminoasit segmenti iceren AP sterik fermuarin yararli bir
modeli oldugu gosterilmistir (248, 252). Bu modeller, kii¢iik molekiillii anti-Ap
ajanlarinin B-katlanma toplanma yerinde konformasyonel degisikligi indiikleme ve
toksisitesini azaltma potansiyelleri hakkinda degerli bilgiler saglayabilir. Yapilan
modelleme ¢aligmasinda, 9a kodlu bilesigin dogrusal bir konformasyonda dik olarak
yonlendirildigi gosterilmektedir; tetrahidroakridin halka sistemi (i) fenilalaninin
aromatik halkas: ile m-m etkilesimi ve (i1) sterik fermuar ara yiiziiniin her iki
yanindaki valin yan zincirleri ile m-alkil etkilesimi olusturmustur. Bu gozlemler,
dogrusal ara baglanti gruplariyla her iki ugtan diizlemsel halka iskeletleri iceren
yaptya sahip kiicik molekiillerin, B-katlanma toplanma yerinde interkalasyon
yaparak AP agregatlarinda konformasyonel bir degisiklige ve sitotoksisitesinde

azalmaya sebep olacagini diisiindiirmektedir (13).
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Sekil 19. 9a kodlu bilesiginin kimyasal yapist

A)

Sekil 20. (A) AB dimer modelinde 9a kodlu bilesigin baglanma modu; (B) Oktamer

AP sterik fermuar modelinde 9a kodlu bilesigin baglanma modu (13)
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Lopez ve arkadaslar1 tarafindan high-throughput screening ¢alismasina
dayanan potansiyel AP agregasyon inhibitorii bilesikler tasarlanmistir. APi7.40
agregasyonuna in vitro olarak miidahale eden, birbirinden farkli bes kimyasal bilesik
tanimlanmistir. Bu bilesikler igerisinden daha diislik toksisite sergileyen dordi,
haberci proteinlere kaynagmis APi.42’yi eksprese eden iki mantar organizmasinda
(Podospora anserina ve Saccharomyces cerevisiae) test edilmistir. Bu dort bilesik,
AB1-42 oligomerlesmesinin erken evrelerine miidahale ediyor olup, bunlarin en az
ikisinin, mantar organizmalarinin kiiltiir ortamina ilave edilmesiyle eksprese edilen
AP1.42 birlesmelerinin intraseliiler agregasyonunu 6nemli 6l¢lide azalttigr sonucuna
ulagilmistir ~ (253). Bu  bilesikler i¢inden, (2-metil-5,6,7,8-tetrahidro-4H-
benzo[4,5]tiyeno[2,3-d][1,3]oksazin-4-on) bilesigiyle (1 kodlu bilesik), Ap dimer
modelinin baglanma etkilesimleri arastirilmis, tetrahidrobenzotiyeno halkasinin
fenilalaninlerle van der Waals etkilesimi yaptigi, C-terminalinde benzotiyeno ve
oksazinon halkalarinin non-polar etkilesim yoluyla izoldsin ve 18sin yan zincirleri ile

etkilestigi bulunmustur (Sekil 21) (13).

(B)
Sekil 21. (A) 1 kodlu bilesigin kimyasal yapisi; (B) AB dimer modelinde 1 kodlu

bilesigin baglanma modu
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Arai ve arkadaglar1 tarafindan AP dizisi KigLVFFA,;’dan tiiretilen siklik
peptidler kullanilarak AP agregasyonunu inhibe etmek ig¢in, kiiciik molekiillii
inhibitorleri tasarlamak ve gelistirmek amaciyla uygun farmakofor gruplar
belirlenmistir ~ (254).  Tasarlanan  molekiiller  i¢inden  2,5-dikloro-N-(4-
piperidinofenil)-3-tiyofensiilfonamit bilesiginin, Af dimer modellemesi yapilarak,
fenilpiperidin  siibstitiientinin LVFF  bdlgesinin ~ N-terminaline  yonlendigi
gosterilmistir. AP sterik fermuar modelinde, bu bilesigin stabilize edici
etkilesimlerinin varligi, anti-Af aktivitesinin iyi oldugu sonucunu desteklemistir
(Sekil 22). Aynm1 zamanda bu c¢alismada AP agregasyon inhibitorlerini tasarlamak
icin, merkezi alt1 iiyeli bir aromatik halkaya bagli fenoksi, benzil gruplarinin faydali

bir model oldugu gosterilmistir (13).
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Sekil 22. 2,5-Dikloro-N-(4-piperidinofenil)-3-tiyofensiilfonamit bilesiginin kimyasal
yapisi

Kroth ve arkadaglar1 tarafindan, 3-aminopirazol iskeletine dayanan kiigiik
molekiiller gelistirmek i¢in AP ’nin B-katlanma toplanma yerinde goriilen verici-alici-
verici hidrojen baglama paterniyle etkilesime giren rasyonel bir yaklasim
kullanilmigtir. Bu yaklasim ile AP oligomerizasyonunu ve fibril olusumunu
engelleyebilen, sitotoksisiteyi azaltabilen dimerik 3-aminopirazol tiirevleri
tasarlanmistir (256). Bu tiirevlerden en iyi AP inhibitor bilesiginin baglanma modu,
AP dimer ve sterik fermuar modellerinde arastirilmistir. Modellemesi gerceklestirilen
bilesigin dogrusal bir konformasyon sergilemis oldugu, sterik fermuar ara yiiziine
¢ok iyi oturdugu sonucuna ulasilmistir (Sekil 23). Fenilpirazol kisimlari, sterik
fermuar ara yiiziiniin her iki yanindaki fenilalanin, valin ve lizin aminoasitleri ile
sirasiyla n-mt, w-alkil ve m-katyon etkilesimleri gostermistir. Bu sonuglar ile bilesigin

anti-Ap agregasyon 6zelliklerinin desteklendigi bildirilmistir (13).
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Sekil 23. N* N2-bis{5-[(4-dimetilamino)fenil]-1H-pirazol-3-il}etan-1,2-diamin

bilesiginin kimyasal yapisi

4.4. Cok Hedefli Tedavi Stratejileri

Veloso ve arkadaslar1 tarafindan hazirlanan bir bilesik kiitiiphanesinde,
simetrik triazin yapisit igeren kiiciik molekiiller, dual kolinesteraz ve amiloid
inhibisyonu ile ¢cok hedefli ajanlar olarak rapor edilmistir. Triazinlerin rasyonel
optimizasyonu, basarili tlirevlendirmeler yoluyla aktivitenin arttirilmasina neden
olmustur. Cesitli distiibstitlie ve trisiibstitiie simetrik triazin tiirevlerinin, hem AChE
hem de AP aktivitesinin modiilasyonu agisindan mevcut inhibitorlere kiyasla
karsilastirilabilir veya daha biiylik bir aktiviteye sahip oldugu sonucuna ulasilmistir.
ACh benzeri stibstitiisyonlar ile birlikte simetrik triazinlerin tasarimi, AH tedavisinde
potansiyel aday olarak degerlendirilmistir (257). Aday bilesiklerden en giiclii triazin
bilesiginin (3¢ kodlu bilesik), AP dimer modelinde baglanma etkilesimleri
arastirilmig, birden cok polar ve non-polar etkilesim varliginin AP agregasyonunu
onlemede ve sitotoksisiteyi azaltmada Oonemli bir rol oynadig1 goriilmustiir (Sekil
24). Cok hedefli, giiclii aktiviteye sahip bu bilesik, anti-Ap aktivitesine ragmen,
molekiil agirhiginin ve atomik logP degerinin yiiksek olmasi nedeniyle "druggable"
(bir genomun bir kismimin Ozellikle kiigik molekiillii bir ilag tarafindan
hedeflenebilme kabiliyeti) degildir. Buna ek olarak, iyonize olabilen gruplarin

varligi, bilesigin KBB’den gecisini azaltmistir (13).
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Sekil 24. Tri-[2-(dimetilamino)propil] 4,4 ,4"-(1,3,5-triazin-2,3,6-

triil)trioksitribenzoat bilesiginin kimyasal yapisi

Dogal bir iiriin olan resveratrolii esas alan yeni molekiiller, ¢cok hedefli ajanlar
olarak gelistirilmistir. Lu ve arkadaslar tarafindan dimetilaminofenol farmakoforuna
sahip olan 5d kodlu bilesigin, otomatik indiikksiyonlu Af agregasyonunu
Onleyebildigi, antioksidan/metal selasyon Ozellikleriyle birlikte monoamin oksidaz
(MAO) ve AChHE inhibisyonu sergiledigi bulunmustur (Sekil 25). Ayn1 zamanda, in
vitro olarak KBB’den gegisinin iyi oldugu sonucuna ulagilmistir (258).

Sekil 25. 5d kodlu bilesiginin kimyasal yapisi

Li ve arkadaslari tarafindan, bir imin resveratrol tiirevinin (9 kodlu bilesik)
anti-AP agregasyonu, metal selasyon ve antioksidan ozellikler sergileyerek AH
tedavisinde ¢ok hedefli bir bilesik oldugu bulunmus olup yeni bilesikler gelistirmek

tizere resveratroliin model alinmas1 6nerilmistir (Sekil 26) (259).
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Sekil 26. 9 kodlu bilesiginin kimyasal yapis1 (259)

Okuda ve arkadaglari tarafindan, AH’yi tedavi etmede mevcut Ap ya da tau
inhibitorlerinden tek basina daha etkili olan, AP ve tau kaskadlarinin her ikisine
birden etkili bir dual inhibitér Onerilmistir. Bu amagcla, bir dizi kurkumin tiirevi
bilesik tasarlanip sentezlenmis ve hem tau hem de AP agregasyonuna karsi inhibitor
aktiviteleri degerlendirilmistir. Bu ¢alismada, daha giiclii agregasyon inhibitori
olarak  3-[(1E)-2-(1H-indol-6-il)etenil]-5-[(1E)-2-[2-metoksi-4-(2-piridilmetoksi)-
fenil]etenil]-1H-pirazol (4 kodlu bilesik, PE859) tanimlanmistir (Sekil 27). Bu
bilesigin, hem tau hem de AP dual agregasyon inhibit6rii olan kurkuminden in vitro
olarak daha giicli oldugu, dahasi in vivo olarak kurkuminden daha iyi bir

farmakokinetik profile ve gii¢lii bir farmakolojik etkiye sahip oldugu bulunmustur
(37).

Sekil 27. 4 kodlu bilesigin kimyasal yapisi
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Arai ve arkadaslar1 tarafindan in vitro bir modelde AB’nin norotoksisitesi
onlenmeye calisilmistir. Bu amagla, AP fibril olusumu i¢in gerekli unsurlar olarak
kabul edilen AB peptid tiirevlerinin C-terminal dizilerine ABy.n (X = 34, 36, 38, 40; n
=40, 42, 43) Trolox (Tx), radikal yakalamadan sorumlu olan E vitamininin aromatik
kismiyla konjuge bir dizi yeni ¢ok fonksiyonlu antioksidan bilesikler (TXABx-n)
tasarlanmis ve sentezlenmistir (Sekil 28). Bu bilesiklerin ¢ogunun anti-agregasyon
aktivite sergiledigi bulunmustur. Tasarlanan bilesikler arasinda TxABsg.42’nin, APj.42
agregasyonunu onemli dl¢iide inhibe ettigi bulunmustur. Ayn1 zamanda bu bilesik,
giiclii antioksidan aktivite gostermis ve insan noroblastom hiicre hattin1 (SH-SY5Y)
APi-42 ile indiiklenen sitotoksisiteden korumustur. Bu ¢alismanin sonucunda, A;-
42’nin C-terminal dizisinin TxAB1.4, etkilesiminde 6nemli bir yapisal 6zellik oldugu
ve fenolik antioksidan Tx ile konjugasyonun Ap;.4; ile iligkili siirecleri inhibe etmek
icin yararlt olabilecegi diistiniilmektedir. Bu nedenle, bu yontem, ¢ok fonksiyonlu

AH terap6tik ajanlarinin gelistirilmesi i¢in umut verici bulunmustur (101).

HO ABX-n
o)

Sekil 28. TXABx-n’in tasarimi

4.5. Pre-semptomatik Tedavi Stratejileri

Anti-AB miidahelesinin yerlesmis norodejenerasyonda basarili olamayacagi ve
hafiza islevini iyilestirme ihtimalinin diisiik olmasi sebebiyle AH’nin klinik
semptomlarin baslangicindan dnceki erken evresinde, AP’ya bagli AH’y1 hedef alan
stratejilere dayali yaklagimin daha etkili olacag: diistiniilmektedir. Dolayisiyla, pre-
semptomatik AH ile iliski kurma noktasinda AH risk faktorlerinin yonetimi, AH
insidansint azaltmay1 hedeflemektedir. Klinik semptomlarin baglamasindan &nce
hastalar1 tedavi ederek, bdylece saglikli kalmalarin1 saglamak ve potansiyel AH
nedenlerini ortadan kaldirmak bu stratejinin baslica hedefidir. Bu risk faktorlerinin

diinya genelinde AH vakalarmin yaklasik yarisinda etkili oldugu ve bunlarin
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yonetimi ile 2025 yilina kadar yeni vakalarin tahmini beste birinin dnlenebilecegi
ongoriilmiistiir (260). AH igin en yiiksek risk faktorii olarak yaslilik diistintiliir;
¢linkii bu durumda risk 65 yasindan sonra her 5 yilda iki katina ¢ikar. Diyetin,
kardiyovaskiiler iliskili hastalik durumlarini etkileyerek demansta 6nemli bir rol
oynadig diistiniilmektedir (261). Demans gelisiminde etkili olan birgok risk faktorii
degistirilebilir ve hastalik miidahaleleri i¢cin hedeflenebilir. Biligsel egitim, fiziksel
aktivite, vaskiiler risk faktorii kontrolii, beslenme yaklagimlari, stres yonetimi, sosyal
katilim ve ¢ok modlu miidahaleler gibi birden fazla sayida davranis veya yasam tarzi
degisikliklerini igeren agresif risk faktorii yonetimi ile miicadele etmek
gerekmektedir (262). AH’nin genetik nedenleri de biiyiik risk faktorlerindendir.
Giiniimiizde AH, ailesel (FAD) ve ailesel olmayan (sporadik AH) olmak tizere iki
smifa ayrilir. FAD, APP, PS1 veya PS2’deki genetik mutasyonlar sonucu ortaya
cikar. FAD’1n, erken baslangicli ve ge¢ baslangicli AH olmak tizere iki formu
mevcuttur. Erken baslangicli AH vakalarmin ¢ogu kalitsal olup, 60 yasin altindaki
bireylerde yaygin olarak gozlenir (263). Erken baslangicli AH teshisi konan yetigkin
bireyleri incelemek igin Dominant Kalitsal Alzheimer Agi (DIAN = Dominantly
Inherited Alzheimer’s Network) gozlemsel calismasi baslatilmistir. Bu c¢alisma,
otozomal dominant AH’nin klinik, biligsel, goriintileme ve biyokimyasal
belirteglerinin analizlerini icermektedir. Calismada yer alan goniillillerde, klinik
semptomlarin baglamasindan 15 y1l 6nce AP birikim diizeyinde, beyin atrofisinde ve
BOS’un tau diizeyinde artis gézlemlenirken, BOS’un A4, konsantrasyonunun,
mutasyon tastyicilarinda beklenen semptomun baslangicindan 25 yil 6nce azalmaya
bagladigi ortaya konmustur. Buna ek olarak, serebral hipometabolizma ve zayif
epizodik bellek 10 yi1l 6nce ortaya ¢ikmis ve kognitif bozukluk, otozomal dominant
AH’nin beklenen semptom baslangicindan 5 yil 6nce baglamistir. Bu calismada
kognitif, goriintiileme ve biyokimyasal belirteglerin  klinik  semptomlarin
baglamasindan ¢ok dnce tespit edilebilecegi ortaya koyulmustur (264).

Baska bir pre-semptomatik tedavi ¢alismasi olan Alzheimer 6nleme girisimi,
erken baglayan FAD gen mutasyonunu baskin olarak miras alan biligsel olarak
saglikli gonilliler ile baslatilmistir. Calismanin gergeklestirildigi pre-semptomatik
tasiyicili  bireylerin, tasiyict olmayanlara kiyasla sporadik AH’den etkilenen
bolgelerinde (precuneus, st parietal lob ve angular gyrus) hastaligin baslangicindan
on iki yil dnce sag 6n hipokampal aktivitede artis ve daha ince serebral korteks
gortldiigi bildirilmistir. Elde edilen sonuglar, AH hastalarinin beyninde, klinik
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semptomlarin baglangicindan en az alt1 yil 6nce, hem ailevi hem de sporadik AH i¢in
preklinik biyolojik belirtegler olarak rol oynayan belirgin pre-semptomatik

degisiklikler gelistirmeye basladigini ortaya koymustur (265).

5. AP Agregasyon inhibitérleri Uzerinde Yapilan Calismalar

Kapkova ve arkadaslar1 tarafindan, elektronik oOzelliklerini degistirmek
amaciyla azot atomunun farkli pozisyonlarda bulundugu piridinyum tiirevleri, AChE
inhibisyon ve AP fibril olusumunu bloke etme yetenekleri bakimindan arastirilmastir.
Calisma sonucunda piridinyum tiirevi 3b kodlu bilesik ile bispiridinyum tiirevi
DUO3 kodlu bilesigin AChE enzimine karst inhibitor etkilerinin yani sira amiloid
fibril olusumunu da inhibe ettikleri rapor edilmistir (Sekil 29) (266).

3b
Cl Cl
Ol i )
Cl VP l Y Cl
DUQO3

Sekil 29. 3b ve DUOS3 kodlu bilesiklerin kimyasal yapisi

Prinz ve arkadaslar1 tarafindan gerceklestirilen bir calismada, sinaptik
araliktaki ACh konsantrasyonunu artirmak i¢in AChE ve BuChE enzimlerinin
inhibisyonu, buna ilaveten AP fibrillerin olusumunun inhibisyonu ve olusmus
fibrillerin yok edilmesi amaglanmistir. Yakin zamanda AChE inhibitor olarak
tamimlanmis 1,4-stibstitiiec 4-(1H)-piridilen-hidrazon iskeletine dayanan bir madde
kiitiiphanesi olusturulmus ve AChE/BuChE inhibisyonlar1 ile fibril olusumu
bakimindan test edilmislerdir. Bir transwell deneyi ile KBB’ye tagimabilirligi

saglanmistir. p-Nitrosiibstitiie bilesik (18C) nanomolar orandaki konsantrasyonda
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anti-AChE aktivite sergilerken bisnaftilsiibstitiiec bilesik (20L) en iyi genel
AChE/BuChE inhibitor ve fibril yikimini arttirict bilesik olarak bulunmustur (Sekil
30) (267).
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Sekil 30. 18C ve 20L kodlu bilesiklerin kimyasal yapisi

Parker ve  arkadaslart  tarafindan,  (-)-5,8-dihidroksi-3R-metil-2R-
(dipropilamino)-1,2,3,4-tetrahidronaftalen [(-)-2] kodlu bilesik ABi.4, agregasyon
inhibitorii olarak sentezlenmis ve hidrokinon tiirevi olan bilesik gergeklestirilen iki
farkli 6lgme sisteminde de (synthaloid ve tiyoflavin T testleri) giiglii bir AP fibril
agregasyon inhibitorii olarak tespit edilmistir (Sekil 31) (268).

.
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Sekil 31. [(-)-2] kodlu bilesigin kimyasal yapisi

Guzior ve arkadaslar tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada, donepezilin
kimyasal yapisindan esinlenilerek bir seri izoindolin-1,3-dion tiirevi sentezlenmis ve
bilesiklerin AChE/BuChE inhibisyonu, AP anti-agregasyon ve noroprotektif etkisi
incelenmis, molekiiler modelleme ve kristallografik ¢alismalar1 gerceklestirilmistir.

Tiim bilesiklerin igerisinde 15b kodlu bilesik en giiglii ve selektif AChE inhibitor

48



Ozellik gosteren bilesik olarak bulunmustur. Ayrica 13b kodlu bilesik, AChE
inhibisyonu 0zelligine ilave olarak AP agregasyonunu inhibe etme ve AP
toksisitesine karsi noroprotektif etki ozellikleri de gostermistir. 13b kodlu bilesik
yasa bagli ndrodejeneratif bozukluklarin tedavisinde gelistirilmek {izere iimit vaat
edici ¢ok hedefli ligand olarak bulunmustur (Sekil 32) (255). 15b kodlu bilesik
tizerine modelleme ¢alismasi gerceklestirilmistir. Gozlenen polar ve non-polar
etkilesimlerin konformasyonel degisikliklere yol agarak ve AP agregatlarinin
sitotoksisitesini azaltarak sterik fermuar modelini stabilize ettigi sonucuna

ulastlmistir (13).

§ § Qu
e O

13b
Sekil 32. 13b ve 15b kodlu bilesigin kimyasal yapisi

Bag ve arkadaglar1 ise, AH’nin patolojisinde ¢esitli siireclere karsi ¢ok
fonksiyonlu ajanlar gelistirmek amaciyla siklik ve uzun zincirli alifatik siilfonamit
tiirevleri tasarlamis ve sentezlemistir. Bilesikler, AP fibril ve oligomer olusumunun
inhibisyonu, ChE modiilasyonlar1 ve serbest radikal tutucu ozellikleri bakimindan

degerlendirilmislerdir. Calisma sonucunda, AH i¢in ¢ok fonksiyonlu ila¢ adayi

olarak ii¢ bilesik (14, 19 ve 26) tespit edilmistir (Sekil 33) (269).
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Sekil 33. 14, 19 ve 26 kodlu bilesiklerin kimyasal yapisi

Viayna ve arkadaglari tarafindan AH igin, rhein-huprin hibritleri sentez edilmis
olup in vitro ve E.coli hiicrelerinde biyolojik taramalar1 gergeklestirilmistir. Calisma
sonucunda bu hibritlerin hAChE, hBuChE, hBACE1, AB4, ve tau anti-agregasyon
aktivite ile birlikte KBB gecirgenligine karsi giiglii inhibitor aktivite gosterdigi
sonucuna ulasilmistir. EX vivo ¢alismalar ile (+)- ve (-)-7e lider bilesiklerinin, C57bl6
farelerin beyin hiicrelerini AB-indiiklenmis sinaptik disfonksiyona karsi etkin bir
bi¢imde korudugu, sinaptik proteinlerin kaybini onledigi ve/veya uzun siireli
potansiyasyon indiiksiyonu iizerinde olumlu etkisinin oldugu gosterilmistir (Sekil
34). In vivo calismalarda (+)- ve (-)-7e bilesiklerinin APP diizeyindeki artis ile
birlikte AP azaltici etkiye sahip oldugu gosterilmis olup bu bilesiklerin anti-

Alzheimer ilag adaylari olarak umut verici oldugu bulunmustur (270).
OH O OH
Yoes
NH O
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Cl
Sekil 34. 7e kodlu bilesigin kimyasal yapisi
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Li ve arkadaslar1 tarafindan bir seri takrin-flavonoid hibrit bilesigi tasarlanip
sentezlenmis ve AH’ye karst ChE inhibitor aktiviteleri degerlendirilmistir. AChE ve
BuChE iizerine Ellman yontemi kullanilarak in vitro inhibisyon g¢alismalar1 yapilmis
olup, bilesiklerin APi.4, agregasyon inhibisyonu Tiyoflavin T yontemi ile test
edilmistir. Kinetik ve molekiiler modelleme ¢alismalar1 ile bilesiklerin karisik tip
inhibitorler oldugu sonucuna ulagilmigtir. 13k kodlu bilesigin son derece etkin
oldugu, ChE ve Api.4, agregasyon inhibisyonuna karsi dengeli bir inhibe edici
ozellik gosterdigi bulunmustur (Sekil 35). Ayni zamanda miikemmel metal selat
yapma Ozelligi ve diisiik hiicre toksisitesi gostermistir. Bu sonuglar, 13k kodlu

bilesiginin AH tedavisi i¢in gii¢lii bir lider bilesik olabilecegini gostermistir (271).

Sekil 35. 13k kodlu bilesigin kimyasal yapisi

Sellarajah ve arkadaslari tarafindan CR analoglar1 sentezlenmis ve proteaza
dayanikli prion proteinin (PrP-res) yanlis katlanan seklinin infektivitesini inhibe etme
giicii bakimindan hiicresel bir enfeksiyon modeline karst degerlendirilmistir.
Bilesikler, ayn1 zamanda, PrP-res tarafindan normal hiicresel prion protein (PrP°)
polimerizasyonunu inhibe etme kabiliyetleri acisindan da test edilmistir. inhibisyon
gosteren birgok bilesigin igerisinden 2a kodlu bilesik en yiiksek PrP-res infektivite
inhibisyonu gosteren bilesik olmustur (Sekil 36) (272).
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Sekil 36. 2a kodlu bilesigin kimyasal yapisi

Qiang ve arkadaglar tarafindan bir seri DL-3-n-butilftalit-Edaravone hibritleri
tasarlanmig, sentezlenmis ve AH tedavisinde dual AP agregasyonu ve MAO
inhibitorleri olarak degerlendirilmistir. 9a-d kodlu bilesikler, otomatik indiiksiyonlu
APi.42 agregasyonunda % 57.7-71.5 inhibisyon orani ile iyi bir inhibisyon profili
gostermistir (Sekil 37) (273).
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Sekil 37. 9a-d kodlu bilesiklerin kimyasal yapisi

Mohamed ve arkadaslar1 tarafindan AH’yi tedavi etmek i¢in ¢ok hedefli
ajanlarin yeni bir siifi olarak 57 adet 2,4-disiibstitiie kinazolin tiirevini igeren bir
kiitliphane tasarlanip sentezlenmistir. Yapilan biyolojik ¢alismalarin sonucunda,
birka¢ kinazolin tiirevinin hem AChE hem de BuChE’yi inhibe etme, AP
agregasyonunu Onleme ve antioksidan Ozellikleri sergileme kabiliyeti gosterdigi
bulunmustur. 9 kodlu  bilesik [N2-(1-benzilpiperidin-4-il)-N*-(3,4-
dimetoksibenzil)kinazolin-2,4-diamin], kolinesterazlarin dual bir inhibit6rii olarak

tanimlanmis olup iyi AP agregasyon inhibisyonu sergilemistir (Sekil 38). 15b kodlu
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bilesigin [4-(benzilamino)kinazolin-2-ol], en giiglii AR agregasyon inhibitorii olup
referans ajanlar kurkumin ve resveratrol ile karsilastirildiginda sirasiyla ~4 ve 1.4 kat

daha giiglii oldugu bulunmustur (Sekil 38) (274).
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Sekil 38. 9 ve 15b kodlu bilesiklerin kimyasal yapisi

Czarnecka ve arkadaglar tarafindan 2-florobenzoik asit veya 3-florobenzoik
asit ile 9-amino-l,2,3,4-tetrahidroakridin tiirevlerinin yeni bir serisi tasarlanmis ve
sentezlenmistir. Sentezlenen bilesiklerin kolinesteraz ve AP} agregasyon aktiviteleri
degerlendirilmistir. Yapilan calismada, hedef bilesiklerin ¢ok etkili AChE ve BuChE
inhibitorleri oldugu bulunmusg ve en umut verici ajanlar, referans bilesik takrinden
daha iyi inhibitor etki gostermistir. AChE’ye karsi en aktif hedef bilesigin, 3¢ kodlu
bilesik oldugu bulunmustur (Sekil 39). Bilesiklerin hemen hemen hepsinin
BuChE’ye karsi AChE’den daha etkili oldugu sonucuna ulasilmigtir. 3¢ kodlu
bilesigin ¢esitli konsantrasyonlari, agregasyon deneyiyle test edilmis, A} agregasyon
inhibisyonu sirasiyla 50 uM ve 100 uM’da, % 77.32 ve % 80.43 bulunmustur. Bu
nedenle 3c kodlu bilesik, AH tedavisinde umut verici bir ajan olarak

degerlendirilmistir (275).
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Sekil 39. 3¢ kodlu bilesigin kimyasal yapisi

Yapilan bagka bir ¢alismada, bir seri ftalimit ve sakarin tiirevleri tasarlanmus,
sentezlenmis ve Kolinesteraz, B-sekretaz ve AP inhibitor aktiviteler ile ¢ok hedefli
anti-Alzheimer ajanlar olarak degerlendirilmistir. Bu bilesikler arasinda iki adet ¢ok
hedefli bilesik (26, 52) tanimlanmustir (Sekil 40). 26 kodlu bilesik, EeAChE’ye kars1
en yiiksek inhibitor etki ve hBACEI’e karsi inhibitor aktivite sergilemistir. 52 kodlu
bilesik, BACE1 inhibitor aktiviteye sahip selektif bir AChE inhibitoriidiir ve elde
edilen tiim bilesikler arasinda en 6nemli AP anti-agregasyon o6zelligi sergilemistir.
Kinetik ve molekiiler modelleme ¢aligmalari, 26 kodlu bilesigin, enzimin hem
katalitik hem de periferik aktif bolgesi ile etkilesebilen, non-kompetitif AChE

inhibitorii olarak hareket edebilecegini gostermistir (276).

Sekil 40. 26 ve 52 kodlu bilesiklerin kimyasal yapis1

Bir dizi auron Mannich baz1 tiirevi tasarlanmis, sentezlenmis ve AH
tedavisinde ¢ok hedefli ajanlar olarak degerlendirilmistir. In vitro ¢alismalar, bu

tiirevlerin ¢ogunun ¢ok iyi fonksiyonel 6zelliklere sahip selektif AChE inhibitorleri
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oldugunu gostermistir. Bunlarin arasinda, 7d kodlu bilesik, RatAChE, EeAChE ve
hAChE icin olaganiistii inhibisyon aktivitesi sergilemistir (Sekil 41). Ustelik 7d
kodlu bilesik yiiksek antioksidan aktivite gOstermistir ve HO, kaynakli sigan
feokromositoma hiicre hattina (PC12) hiicre yaralanmasina karsi O6nemli
noroprotektif etki saglayabilecegi diisiiniilmistiir. 7d kodlu bilesik, ayrica biyometal
selatlama yetenegi, otomatik indiiksiyonlu ve Cu*? ile indiiklenen AP1-42 agregasyon
inhibitor etki ve yiiksek KBB permeabilitesi gdstermistir. Bu ¢ok hedefli 6zellikler,
AH’ye kars1 yeni ilaglarin gelistirilmesine yonelik daha ileri ¢alismalar i¢in umut

vaat eden bir aday olarak 7d kodlu bilesigi vurgulamaktadir (277).

Sekil 41. 7d kodlu bilesigin kimyasal yapisi

Bir dizi yeni ferulik asit-O-alkilamin tiirevi bilesik tasarlanip sentezlenmis,
AH’ye kars1 ¢ok hedefli ligandlar olarak degerlendirilmistir. Sentezlenen tiim hedef
bilesikler BuChE’ye kars1 etkileyici inhibitdr aktivite, otomatik indiiksiyonlu A
agregasyon inhibisyonu/disagregasyonu gostermis olup, potansiyel antioksidanlar
gibi davranmistir. En gii¢lii BuChE inhibitorii olan 7f kodlu bilesigin, iyi bir AChE
inhibitorii oldugu bulunmus ve selektif BuChE inhibitor aktivitesi i¢in molekiiler
doking calismasi yapilmistir (Sekil 42). 7f kodlu bilesigin ayrica otomatik
indiiksiyonlu A,.42 agregasyonu iizerinde kayda deger inhibitor etkilere sahip oldugu
ve otomatik indiiksiyonlu AP.42 agregasyonunun, kendiliginden indiiklenen Af.s2
agregasyonunu disagrega ettigi goriilmiistiir. Ayn1 zamanda bu bilesik 1limh
antioksidan aktivite ve diisiik toksisite ile H,O, kaynakli PC12 hiicre hasarina kars1
iyi protektif etki gostermis olup, in vitro KBB’den gegebilir. Biitiin bu ¢alismalar, 7f
kodlu bilesigin AH’de, 6zellikle de AH’nin ileri evrelerinin tedavisinde oldukca

umut verici ¢ok hedefli bir ajan oldugunu gostermistir (278).
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Sekil 42. 7f kodlu bilesigin kimyasal yapisi

Bir seri yeni donepezil tiirevi bilesik tasarlanip sentezlenmis ve AH’ye karsi
cok fonksiyonlu kolinesteraz inhibitorleri olarak degerlendirilmistir. Sentezlenen
bilesiklerin ¢ogu AChE’yi ve otomatik indiiksiyonlu AP agregasyonunu inhibe
etmis, antioksidan aktiviteyi yonetmistir. 5b kodlu bilesik AChE’yi giiglii bir sekilde
inhibe etmis olup, ayrica iyi AB agregasyon inhibisyonu ve antioksidan aktivite
ozelligi gostermistir (Sekil 43). Kinetik ve molekiiler modelleme ¢aligmalari, 5b
kodlu bilesigin AChE’nin katalitik aktif bolge ve periferik anyonik bdolgesine
eszamanl olarak baglanan karigik tip bir inhibitor oldugunu gostermistir. Buna ek
olarak, bu bilesik oksidatif stres ve Ai.42 ile indiiklenen PC12 hiicrelerinin 6limiini
azaltmistir. Elde edilen sonuglar, 5b kodlu bilesigin AH tedavisi i¢in mitkemmel ¢ok

fonksiyonlu ajan olabilecegini 6nermektedir (279).

Sekil 43. 5b kodlu bilesigin kimyasal yapisi

AH’nin tedavisinde ¢ok hedefli ligand stratejisine dayanan bir seri scutellarein-
O-asetamidoalkilbenzilamin tiirevi tasarlanmistir. Tasarlanan bilesikler arasinda, T-
22 kodlu bilesik, miikemmel AChE inhibisyonu ve orta diizeyde otomatik
indiiksiyonlu APi4, agregasyonu, Cu*? ile indiiklenen APi4 agregasyonu,
hAChE’nin neden oldugu APi.40 agregasyonu gostermistir (Sekil 44). Ayn1 zamanda

potansiyel antioksidan ve biyometal selatorii olarak da gorev yapmislardir. Hem
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AChE inhibisyonunun kinetik analizi hem de molekiiler modelleme ¢alismasi, T-22
kodlu bilesigin AChE’nin katalitik aktif bolgesi ve periferik anyonik bdlgesi ile
etkilesime girdigini ortaya koymustur. Dahas1 bu bilesik, H,O, ile uyarilan PC12
hasarma ve SH-SYSY hiicrelerinde diisiik toksisiteye karsi iyi bir noroprotektif etki
gostermistir. Sonuglar, T-22 kodlu bilesigin, AH i¢in daha fazla ¢alismaya degecek
¢ok fonksiyonlu lider bir bilesik oldugunu gostermistir (280).

O/
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Sekil 44. T-22 kodlu bilesigin kimyasal yapis1

BACE]1 inhibitorleri olarak ftalimit tagiyan bir seri imidazopiridin halkasi
iceren bilesik tasarlanmistir. Sentezlenen bilesiklerin BACEI inhibitor etkileri
degerlendirildiginde, imidazopiridin ¢ekirdegine bir siklohekzilamino grubunun
eklenmesi ile etkide bir iyilesme ortaya ¢ikmistir. Bu baglamda, ICso degeri 2.84 (+
0.95) uM olan 8e kodlu bilesigin, BACE1’e karsi en etkili bilesik oldugu
bulunmustur (Sekil 45). Molekiiler doking c¢aligmalari, imidazopiridinlerin azot
atomunun ve fenoksipropil baglayicinin oksijen atomunun, sirastyla BACEI aktif
alaninda bulunan Asp228 ve Asp32 ile hidrojen bagiyla etkilestigini ortaya
koymustur. Elde edilen bulgular, ftalimit pargasini tasiyan imidazopiridin temelli
bilesiklerin, AP seviyelerini azaltma potansiyeline ve AH’de semptomlart iyilestirme

ozelligine sahip oldugunu gostermistir (281).
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Sekil 45. 8e kodlu bilesigin kimyasal yapisi

Anti-Alzheimer ve antiproliferatif ozellikleri  degerlendirilmek {izere,
antioksidan bir baglayici iceren bir dizi homodimer ve heterodimer takrin yapisinda
yeni dual etkili bilesikler tasarlanmistir. Serinin en aktif bilesikleri olan simetrik
homodimerler, diisiik konsantrasyonlarda sergiledikleri inhibisyon sabitleri ile etkin
ve selektif AChE inhibitorleri olarak bulunmustur. Ug¢ homodimer, otomatik
indiiksiyonlu AP agregasyonuna karst iyi inhibitdr aktivite gdstermistir. Simetrik
disiilfiir tiirevi 19 kodlu bilesik, en iyi multipotent profil gostermis ve fare kortikal
noronlarinda 50 puM konsantrasyonda bile norotoksik bulunmamistir (Sekil 46)

(282).
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Sekil 46. 19 kodlu bilesigin kimyasal yapisi

Bir dizi kumarin-parjilil hibrit (4a-x), AH’de yeni dual inhibitorler olarak

tasarlanmig, sentezlenmis ve degerlendirilmistir. Bilesiklerin ¢ogunun, A
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agregasyonunu ve MAQ’lar1 inhibe etme potansiyeline sahip oldugu bulunmustur. 4x
kodlu bilesik, MAO’lara ve APi.42 agregasyonuna karsi belirgin inhibitdr aktivite
sergilemistir (Sekil 47). Dahasi, bu bilesik in vitro hiicre toksisite testinde diisiik
toksisite goOstermistir. KBB icin paralel yapay membran gecirgenlik testinin
sonuglari, 4X kodlu bilesigin KBB’yi gecebilecegini isaret etmis, elde edilen tiim
bulgular, 4x kodlu bilesigin AH tedavisinde etkili ve umut verici bir aday oldugunu

gostermistir (283).

Sekil 47. 4x kodlu bilesigin kimyasal yapist

Lamiaceae familyasindan tiiretilmis agregasyon inhibitorlerinden olan
rosmarinik asit, lider bilesik olarak kullanilarak tiirevleri sentezlenmistir. Bu
calismada, rosmarinik asit tiirevlerinin A} agregasyon inhibitor etkileri, antioksidan
ozellikleri ve ksantin oksidaz inhibisyonu icin yap1 aktivite iligkileri
degerlendirilmistir. Test edilen bilesikler arasinda 16d ve 19 kodlu bilesiklerin en
kuvvetli amiloid agregasyon inhibitorleri olduklari bulunmustur (Sekil 48). SAR
caligmasi, molekiilin bir tarafinda fenolik hidroksil varligimin yam sira tiim
molekiilin lipofilikliginin gerekli oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Bu yapisal

ozelliklerin 6nemi doking simiilasyonlari ile desteklenmistir (284).

16d 19

Sekil 48. 16d ve 19 kodlu bilesiklerin kimyasal yapisi
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Kaynastirilmis  bir pirazolo[l,2-b]ftalazin yapisina sahip takrin benzeri
bilesikler, AChE’nin gii¢clii ve selektif inhibitorleri olarak tasarlanmis ve
sentezlenmistir. In vitro biyolojik degerlendirmeler, gesitli bilesiklerin nanomolar
seviyede yiiksek AChE inhibitér aktiviteye sahip oldugunu gostermistir. 71 kodlu
bilesigin, takrine gore 7 kat daha giiclii ve takrinden farkli olarak, BuChE’ye kiyasla
AChE’ye kars1 oldukea selektif oldugu bulunmustur (Sekil 49). Insan hepatoseliiler
karsinoma (HepG2) ve PC12 hiicre hatlarina yonelik ¢alismalar, 71 kodlu bilesigin
takrinden ¢ok daha diisiik hepatotoksisiteye sahip oldugunu ve PCI12 hiicrelerinde
H202’nin yol actigr hasara karsi ilave noroprotektif aktivite gosterdigini ortaya
koymustur. Bu bilesik ayrica AChE’nin indiikledigi ve otomatik indiiksiyonlu AP
agregasyonunu da inhibe edebilmistir. Sentetik erisilebilirlik, yiiksek etki ve
selektiflik, diisiik toksisite, yardime1 noroprotektif ve Af agregasyonunu inhibe etme
aktivitesi gibi avantajlar, bu bilesigi AH’de yeni ilag kesfi i¢in ¢ok hedefli lider
bilesik haline getirmistir (285).
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Sekil 49. 71 kodlu bilesigin kimyasal yapisi

Yeni bir seri sinnamamit-dibenzilamin hibritleri biyolojik olarak tasarlanmus,
sentezlenmis ve degerlendirilmistir. In vitro deneyler, hedef bilesiklerin gogunun,
ChE’leri ve otomatik indiiksiyonlu AP agregasyonunu kuvvetle inhibe etme,
potansiyel antioksidan ve biyometal selator Ozellikleri oldugunu goéstermistir.
Yapilan ¢alisma, 7f kodlu bilesigin AChE’nin hem katalitik aktif bolgesini hem de
periferik anyonik bolgesini hedefledigini gostermistir (Sekil 50). Buna ek olarak, bu
bilesigin metal iyonlarin1 selatlayabildigi, oksidatif stresle indiiklenen PC12
hiicrelerinin oliimiinii azalttigi ve KBB’ye niifuz edebildigi bulunmustur. Genel
olarak, bu in vitro sonuglarin hepsi vaat edilen in vivo sonuglar ile kombinasyon
halinde, 7f kodlu bilesigin daha ileri arastirmalara degecek lider bir yap1

olabilecegini vurgulamistir (286).
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Sekil 50. 7f kodlu bilesigin kimyasal yapisi

6. AP Agregasyona Kars1 Etkili inhibitérlerin Tasarim ve Gelistirilmesi

I¢cin Hesaplamal Y aklagimlar

Bir hedef protein/peptid tizerindeki ligand baglanma bdlgelerinin belirlenmesi,
arastirma konularinin igerisinde yer almaktadir. Birgok protein, molekiillerle kiigiik
bir alanda spesifik etkilesimde bulunarak islevlerini yerine getirirler. Bu nedenle
hesaplamali yaklagimlarin kullanilmasi, ligandlarin nereye, nasil baglandig: ve hedef
proteinin iglevi hakkinda 6nemli bilgiler saglayabilmektedir. Protein Bilgi Bankasi
(PDB)’nda ii¢ boyutlu yapiya sahip proteinlerin % 40’min ligand baglanma verisi
yoktur. Proteinin liganda baglanma yerinin bilinmesi, proteinin aktivitesini
degistirerek inhibitor/aktivatorlerin rasyonel yapi temelli tasariminda oldukga
onemlidir. Hastalik ile iligkili bircok proteinin aktif bolgesi, allosterik bdolgesi,
"druggable" baglayici cebi ve/veya etkin noktasini temsil eden hedef bolgeleri high-
throughput ligand screening yontemi kullanilarak belirlenebilmistir. Bilinen bir ilacin
bilinmeyen bir mekanizma ile ¢alismasi halinde ve ligandin birden ¢ok ve/veya
istenmeyen yere baglandigi durumlarda yan etkiler gelisebilir. Bu yan etkileri
engellemek i¢in daha onceden hedef protein {izerinde ilacin tanimlanmis baglanma
yerinin yapisina dayanarak yeni bilesiklerin tasarlanmasi miimkiindiir.

Birden ¢ok aromatik halka tasiyan c¢ok sayida kiigiik molekiil, AP
agregasyonunu oOnleme ve norotoksisiteyi azaltma yetenekleri agisindan cesitli
aragtiricilar tarafindan incelenmistir. AH’nin gelisiminde onemli rol oynayan AP
peptid agregasyon mekanizmasinin tam olarak anlasilamamasi1 nedeniyle bu hastalig
etkili bir sekilde tedavi eden higbir terapétik ilag bulunmamaktadir. AR nin esnek bir
yapiya sahip olmasi ve agregasyon egilimi Sebepleriyle sekonder ve tersiyer
yapilarin1 deneysel ya da teorik olarak karakterize etmek zordur. AP peptid

formunun agregasyon oncesi denge halindeki gecici yapilari nasil olusturdugunu
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anlamak, AH’ye kars1 yeni terapotik molekiillerin tasarimina katkida bulunacaktir
(287).

AP peptidi, agirlikli olarak sarmal yapiyr benimseyen esas olarak bozulmus bir
protein olarak disiinilmektedir. Ayrintida, AP peptidinin katlanmis yapisi bu
nedenle miikemmel degildir. AB’nin sekonder yapilar iizerinde bircok arastirma
grubu ¢esitli sonuglar bildirmis oldugu igin, sulu ortamda AB monomerinin gegici
yapilari ile ilgili soru isaretleri bulunmaktadir. Yapilan ¢alismalar sonucunda goriis
birligine varilan tam uzunluktaki ABi.4> peptid modeli; N-terminal bolgesi (1. ve 16.
aminoasit aralig1), merkezi hidrofobik ¢ekirdek (17. ve 21. aminoasit araligi), fibrilin
donme bolgesi (22. ve 29. aminoasit araligi) ve C-terminal bolgesi (30. ve 42.
aminoasit araligl) olmak ilizere oligomerizasyonda farkli rol oynayan doért bolime
ayrilmistir. N-terminal bolgesi agirlikli olarak yapilandirilmamustir, ancak B-iplikleri
olusturmaya meyilli olup muhtemelen diger bir¢cok bolge ile temas halindedir.
Merkezi hidrofobik ¢ekirdek, B zengin yapilar olusturma yoniinde 6nemli bir egilime
sahiptir. Fibrilin donme bolgesinde 7.-8. ve 12.-15. aminoasitlerde ve C-terminal
bolgesinde donme motifleri rastgele izlenir. C-terminal bolgesinde B-iplik yapilari
hakimdir, bunlar arasinda 31.-34. ve 38.-41. aminoasitler siklikla vurgulanir (288).
ABgy fibrillerinin bildirilen ti¢ boyutlu yapisinda, 17.-42. aminoasitlerin molekiil i¢i
¢ekirdek yapisim ve 17.-20. aminoasitlerin hidrofobik yiizeyi olusturuldugu
goriilmektedir. APB4, monomeri, B-iplikleri olusturan 18.-26. ve 31.-42. aminoasitlere
sahip hidrojen bagi ile etkilesen anti-paralel -tabakalardan olugsmaktadir (289).

Agregasyon esas olarak KLVFF motifi ve hidrofobik C-terminal bolgesi ile
iligkilidir. a-Sarmal form, lipofilik ortamda ozellikle monomerler serbest
birakilmadan 6nce hiicre zarinda egemen olurken, [-tabaka yapisi i¢eren agregatlar
sulu gozeltilerde bulunur (290). AB’nin konformasyonu, bu sozii edilen kimyasal
cevresine kuvvetle baglidir.

Farkli konformasyonlarda bulunan A monomerleri kendiliginden kompleks
olusturarak, non-kovalent bagli metastabil oligomerler iretir. Bu, AB monomer
katlanma ve oligomerizasyon siirecinin tespiti igin, dairesel dikroizm (CD), Fourier
transform-infrared (FT-IR) ve niikleer manyetik rezonans (NMR) gibi spektroskopik
teknikler kullanilmaktadir. Ayni1 zamanda, sodyum dodesil siilfat-poliakrilamit jel
elektroforezi (SDS-PAGE) kullanilarak oligomerlerin tespiti yapilabilir. A yapisini

belirlemek i¢in, Af monomer katlanma siirecini anlayarak ve AP oligomerlesmesini
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onleyerek terapotik bilesikler gelistiren, bilgisayar destekli yontemler (in silico)
iceren giiclii bir yaklasim ragbet gormektedir. Bilgisayar destekli ila¢ tasarimi
alaninda bilisimsel ilerlemelerin roliinii igeren bir dizi rapor mevcuttur. Bu bilisimsel
yaklasimlar; kiicik molekiillerin, makromolekiillerin ve bunlarin doklanmis
komplekslerinin konformasyonel modellemesini, fiziksel, biyolojik ve kimyasal
ozelliklerinin yapisal iligkilerini ve yeni molekiillerin tasarimini igerir. Dolayistyla,
in silico yaklasimlar yeni potansiyel lider bilesiklerin tanimlanmasinda, klinik
denemeler sirasinda maliyet ve zamandan tasarruf edilmesinde ve yeni ilaglarin
basar1 oraninin arttirilmasinda firsat saglamistir (12).

AB monomerindeki baglanma yerleri hakkinda bilgilerimiz oldukg¢a sinirlidir.
Hem hesaplamali hem de deneysel yontemler, ligand-protein/peptid etkilesim
bolgelerini  aydinlatmak ig¢in kullanilmaktadir (287). Amiloidin hem sarmal
monomerik hem de [-tabakali oligomerik yapist NMR spektroskopi ile tespit
edilebilir (290). AB’nin sulu ¢ozeltisinde baglanma oldukga zayif olsa bile, aminoasit
seviyesinde ligand-protein etkilesim bdolgesi bilgisi NMR verileri ile saglanabilir.
Bununla birlikte bu yontem zaman alici, zor ve pahalidir. X-1s1n1 kristalografisinde,
kristal yapisindaki numunelerin  kullanilmas1 gerektigi i¢in sulu ¢ozeltilerde
baglanma izlenemeyebilir. Son yillarda literatiirlerde, bir yiizey lizerinde ana peptidin
bir pargasini veya kiiciik molekiil ligandin1 hareketsiz hale getiren ve sonugta ortaya
cikan baglanmay1 saptayan, birka¢ aminoasit dizisi temelli yontem bildirilmistir.
Yenilik¢i olmasina ragmen, bu yaklagimlar tam uzunlukta hedef proteinin kisaltilmis
aminoasit fragmanlarinin kullanilmasin1  gerektirir. Bu kisa fragmanlar, tam
uzunluktaki ti¢ boyutlu protein/peptid yapisinin ligand baglanma bolgelerinin
degerlendirilmesine olanak saglamamaktadir. Peptid fragmani faj goriintiileme
yonteminde de benzer bir kisitlama mevcuttur. Hesaplamali yaklagimlarda ilerleme
devam ettikge, hedef proteinler iizerindeki ligand baglanma yerlerini tahmin edebilen
bilgisayar temelli yontemler de gelismektedir. Bu yontemlerin baslica kategorileri
geometrik, enerji temelli ve doking programlaridir. Bu tekniklerin neredeyse tamami,
tim hedef proteinler ve/veya karmasik molekiiler dinamik simiilasyonlar: igin
mevcut olmayan, kurgulanmis bir ti¢ boyutlu pdb proteini/peptid yapisini gerektirir.
Ayrica, hesaplamali yontemler tarafindan Ongoriilen ligand baglanma alanlar

genellikle deneysel dogrulama gerektirir (287).
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Tycko grubu, kati hal NMR’1 kullanarak farkli AP fibril modelleri
belirlemistir: pdb id: 2LMO ve pdb id: 2LMP. Aym1 zamanda tek bir hastadan
tiretilen fibril modeli de mevcuttur (pdb id: 2M4J) (Sekil 51).

Sekil 51. AP fibril modelleri (A) pdb id: 2LMO; (B) pdb id: 2LMP ve (C) pdb
id: 2M4J

Hastadan tiiretilen model (C) ile in vitro modeller (A ve B) arasindaki
farkliliklarin AH’yi yavaslatabilen veya tersine ¢evirebilen potansiyel ilag adaylarina
nasil baglandig: ilgi konusudur. Mevcut AP inhibitorleri sadece in vitro Af fibril
yapilar1 kullanilarak gelistirildiginden, bu 6nemli bir sorundur. Dolayisiyla, in vitro
ve hastadan tiliretilmis yapilara baglanma farkliliklari, bu tiir ilag adaylarimin sinirh
basarisini agiklayabilir (291).

Kiiglik molekiiler boyutlarina ve KBB penetrasyonuna dayanarak CR
analoglari, hem antemortem hem de in vivo goriintilemede ve beyin amiloid
miktarinin belirlenmesinde kullanilabilir. Amiloide baglanma, CR’nin maksimum
optik absorbansinda 490 nm’den 540 nm’ye kadar karakteristik bir kaymaya yol
agmgtir. Amiloid iplikler genellikle 75-100 A genisliginde olup, olgun iplikler
olusturmak i¢in ¢esitli yollarla bir araya getirilebilen c¢ok sayida ince
protofilamentlerden olusur. X-1ismm1  yansima modeli, amiloidde bulunan
protofilamentlerin  yaklasik 4.8 A’luk mesafe ile B-tabakada diizenlendigini

gostermistir (Sekil 52).
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Sekil 52. Amiloid fibril yapisinin karakteristigini 6zetleyen sematik diyagramlar

(A) Kiimelenmis ¢apraz-f3 tabakalari; (B) amiloid fibrilin X-1s1n1 kirmnim goriintiisi

Bireysel polipeptid zincirleri, tim N ve C-terminal uglarmmin ayni sirayla

bulundugu paralel veya degisen sirayla bulundugu anti-paralel B-tabakasi halinde

bulunabilirler (Sekil 53). "Normal-B" modelleri treten fibriller, fibril eksenine

paralel yonlendirilmis protofilamentlere sahip iken, "capraz-f" tabakalarinin fibril

eksenine dik olarak yonlendirilmis polipeptid zincirlerine sahip oldugu bulunmustur

(290).
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Sekil 53. Anti-paralel ve paralel p-tabakalarinin diyagramlar1 (A) Paralel -
tabakada tek capraz iplik bolgesi [hidrojen bagi bolgesi (yesil renkli)]; (B) Anti-
paralel B-tabakada iki farkli ¢apraz iplik bolgesi [hidrojen bagi (kirmizi renkli) ve
hidrojen bagi olmayan bélgeleri (mavi renkli)]; (C) Paralel p-tabakada aminoasit

yonii; (D) Anti-paralel B-tabakada aminoasit yonii

B-Tabakalarin hidrofobik-aromatik N-terminal kalintilarindan olusan alan
icindeki amiloid fibrillerine CR’nin baglandiginda yapilan doking calismalar
sonucunda, CR’nin uzun ekseninin fibril eksenine paralel yonlendigi bulunmustur.
Yapisinda bulunan iki adet siilfat grubu, baglanma siirecini yonlendirmede 6nemli bir
rol oynamustir. Paralel yonlendirmeye en elverigli olan CR’nin ¢esitli bag yonelimleri
doking programlari ile gézlenmistir. Kullanilan Molegro doking programi ile CR’nin
baglanma bolgelerinin, ligandin fibril biiyiimesine dik oldugu sonucu elde edilmistir
(Sekil 54). Ligandin yonlendirilmesi doking yazilimina bagl gibi goriinse de,
yazilim in vitro ve hastadan tiiretilen (PD) amiloid fibril modellerinin her ikisi i¢in de

ayni etkilesime yol agmamustir (291).
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Sekil 54. CR, in vitro ve PD AP fibril modelleri ile; (A) in Vitroautodock; (B) in

Birbirinden bagimsiz olarak yapilan ¢alismalarda, CR’nin A monomerlerinde
farkl1 spesifik baglanma alanlar1 tanimlanmigtir. Ornegin, Pedersen ve arkadaslari
NMR spektropkopisi kullanarak ABs monomerlerinin 40 aminoasit kalintistyla
etkilesime girdigini ve en oOnemli baglanmanin 14.-26. ve 31.-37. aminoasit
bolgelerinde meydana geldigini bulurken, Abelein ve arkadaslari ayni yontemle,
APB4o monomerlerinde CR’nin en énemli etkilesim bolgeleri olarak 7., 15.-25. ve 31.-
37. aminoasit bolgelerini tanimlamuglardir. Son olarak, Grelle ve arkadaslari, en
kuvvetli CR baglanma bdlgelerinin 12.-22. ve 24.-36. aminoasit bolgeleri oldugunu
rapor etmistir (287).

CD spektroskopisi, APi4’a CR eklenmesi ile AB’nin konformasyonunda
onemli degisiklikler oldugunu ortaya koymaktadir (Sekil 55). Spektral ozellikleri,
rastgele sarmal yapinin 3 yapisina dondiigiine isaret etmektedir. Titrasyonda izlenen

izodikroik nokta, iki ana yap1 arasindaki gegisi gostermektedir.
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Sekil 55. AB’nin, CR’nin artan konsantrasyonlar1 varliginda CD spektrumu (292)

'H- "N NMR korelasyon spektroskopisi, CR ile etkilesen ApP14o bolgelerini
tanimlamak igin kullanilmistir (Sekil 56). Ekimolar miktarlarda CR’nin Af’ya
eklenmesi sonucunda, biitiin peptid dizisi i¢in spektrumlardaki spotlarda kayda deger
genisleme gergeklesmektedir. Kimyasal kayma degisiklikleri sonucu goézlenen spot
geniglemesinin, zaman O6l¢eginde gegici yapilarin kimyasal degisim siire¢lerinden

kaynaklandigini gostermektedir (292).
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Sekil 56. AB’nin, CR’nin yoklugunda ve varliginda 'H-"N HSQC NMR spektrumu
(292)

CR’nin baglamasi, fibrilin sekonder konfigiirasyonuna bagli olup agirlikli
olarak capraz-f-katli tabakalar igermektedir. CR’nin benzidin merkezi ve
elektrostatik yiiklii terminal gruplarinin olusturdugu hidrofobik etkilesimlerin bir
kombinasyonu sonucu baglanma ger¢eklesmistir. Bu baglantiyi, terminaldeki iki tane
negatif yiiklii siilfat grubu ile fibrildeki iki ayr1 protofilamentin iki adet pozitif yiiklii
aminoasit kalintis1 saglanmustir. Yaygin olarak bir interfilament mesafesi 4.8 A’diir.
Her bir protofilament (n....n+4) yaklasik 19 A’luk mesafe ile ayrilmistir, bu uzunluk
da CR’nin iki siilfonik asit grubu arasindaki mesafeye benzerdir (19.3 A). Her
besinci protofilament (n+4) baglanmaya katilmaktadir. Protofilamentlerin hepsinin
paralel ya da anti-paralel yonlendigi -katli tabaka modelinde, CR molekiiliiniin uzun
ekseni amiloid fibrillerine paralel, fakat birbirinden ayr1 polipeptid zincirlerinin
yoniine dik olarak uzanmaktadir. Fibriller boyunca CR’nin paralel yonelimi ve
polipeptid zincirlerinin yakinligindan kaynaklanan fiziksel sinirlama, CR’nin neden
oldugu pozitif ¢ift kirinimi yani 151n demetinin ikiye ayrilmasimi agiklamaktadir.

CR’nin peptid zincirlerine sadece paralel olarak hizalanmasini1 6neren modelde, uzun
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ekseni fibril yoniine dik olarak uzanmaktadir. Protofilamentler, p-tabakanin her bir
yanindaki yan zincirlere tabaka yoniinde ve ipliklere dik olarak diizgiin siralar
olusturacak sekilde diizenlenebilmistir (Sekil 57). Ikinci interflament arasindaki
uygun genislik, CR’nin eklenmesine olanak saglamaktadir. Bu nedenle amiloide
baglamanin bir diger yolu, CR’nin uzun ekseni iplikler ile paralel oldugunda,
simetrik olarak anti-paralel yonlenmis [B-iplikleri arasima CR’nin interkalasyonu
olabilir (290).
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Peptid zinciri yonu

Sekil 57. Terminal gruplarinin her besinci peptid zincirine ligasyonu veya peptid
zincirleri arasinda interkalasyonu yoluyla amiloide baglanan CR’nin varsayimsal

modelleri (290)

Tautomerik  forma sahip olan  kurkumin, demetoksikurkumin ve
bisdemetoksikurkumin bilesiklerinin yapilar1 ab initio yontemiyle optimize edilmis

ve diketon formlar1 kararli bulunmustur (Sekil 58).
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Sekil 58. Kurkumin, demetoksikurkumin ve bisdemetoksikurkumin bilesiklerinin

kimyasal yapisi

Diketon yapisinda bulunan kurkumin ve tiirevleri, APP-28’e¢ doklanmistir
(Sekil 59). AutoDock 4.2 programi kullanilarak, her APP-28/kurkumin kompleksi
icin aday yapilar olusturulmustur. Ongériillen baglanma pozlar1 igerisinde,
kurkuminin APP-28’in N ve C terminallerinin digindaki boliimlere doklandigi uygun
yapilart se¢ilmistir. Kurkumin (a) ve bisdemetoksikurkumin (c) APP-28’in merkezi
kismi yerine N veya C terminal bolgelerine, buna karsilik demetoksikurkumin (b)
APP-28’in merkez kismina baglanmay1 tercih etmistir. Baglanma pozundaki bu fark,

muhtemelen demetoksikurkumindeki bozulmus simetriden kaynaklanmstir.
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(c)

Sekil 59. APP-28’e doklanmis kurkumin, demetoksikurkumin ve

bisdemetoksikurkumin bilesiklerinin konformasyonu (293)

APP-28/kurkumin kompleksi igin en kararli yapiyr dogru olarak saptamak
amactyla, ab initio yontemi kullanilarak optimize edilen yapilarin toplam enerjileri
degerlendirilmistir. APP-28/kurkumin kompleksine ait iki kararli yapinin (72. ve
195. yapilar) APP-28 ile etkilesimleri incelenmistir (Sekil 60). 72. yapida,
kurkuminin APP-28’in bir¢ok kalintisiyla zayif bir sekilde etkilesime girerek APP-
28’1 genis bir sekilde kapladigi gézlenmistir. Buna ek olarak, Alal9’un yam sira
Val16 da kurkumin tarafindan kaplanmistir. Bu nedenle kurkuminin etkili bir sekilde
ABg2 Ve APy iiretimini engelleyebilecegi beklenmistir. Ote yandan 195. yapida,
Alal9 pozisyonunda, kurkumin ile Lys31 arasindaki kuvvetli etkilesime bagli olarak
kaplamanin miimkiin olmadig1 sonucuna ulagilmistir. Kurkumin iizerinde, Alal9 ve
Vall6 pozisyonlarini kaplayacak gii¢lii inhibitorler elde etmek i¢in 72. yapimin
konformasyonunun korunmasini saglayarak APP-28 ve kurkumin arasindaki
baglanmay1 giiclendirmesi beklenen bazi modifikasyonlar gerceklestirilmistir.
Kurkuminin merkezinde bulunan metilene ait protonlar oksijen atomu, hidroksil veya
metil gruplar ile degistirilerek APP-28’in Alal9 bdlgesini y-sekretaz saldirisindan

korumak igin etkili inhibitorler tasarlanmistir. Calismada, kurkuminin iki fenil
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grubunun o6nem tasidigi ve Alal9’un kurkuminin diketon yapisinin yakininda
bulundugu belirtilmistir (293).

===== Hidrojen badi
Elektrostatik etkilesimler

..... CH-7 etkilesimi

Sekil 60. Kurkuminin (A) 72. yapisi; (B) 195. yapisi ile APP-28 kalintilari arasindaki
etkilesimler (293)
(Atomlar aras1 mesafe siyah veya mavi olarak gosterilirken, atom yiikleri kirmizi

olarak gosterilmistir.)

Ayn1 ekibin sonraki calismasinda, elde ettikleri verilerden hareketle
kurkuminin merkezinde bulunan metilen yapisinin modifikasyonlarma devam
edilmistir. Ab inito yontemi kullanilarak kurkumin ve APP arasindaki spesifik
etkilesimler incelenmis ve APP’ye daha gii¢lii bir sekilde baglanarak Alal9 boélgesini
y-sekretaz saldirisindan koruyan yapilara ait 6zellikler asagida listelenmistir.

(1) Dihidroperoksi yapist tagtyan kurkumin tiirevi, APP’nin Alal9 kalintisi ile
elektrostatik etkilesim gostermis ve APP’ye giiclii bir sekilde baglanmistir. Bu
bilesigin, AP, peptidlerinin liretimini bastirabilecegi belirtilmistir.

(2) APP’nin 1le9, Metl12 ve Vall3 aminoasitlerinin iskelet oksijen atomlarinin
APP ve kurkumin tiirevleri arasindaki hidrojen bag: etkilesimleri i¢in 6nemli oldugu
rapor edilmistir.

(3) Merkezinde hidrofilik grup tasiyan kurkumin tiirevlerinde, hidroksil
grubunun etkilesime katkida bulundugu ve daha biiylik bir baglama enerjisi elde
edildigi bulunmustur (294).
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Kurkumin-AB etkilesimlerinin gozlendigi bir baska ¢alismada, kurkuminin
esas olarak AB’ya Phel9 ile hidrofobik n-n etkilesimler ve Glu22, Met35 ve Gly37
ile hidrojen bagi araciligryla baglandig: rapor edilmistir (295).

Kurkuminin AB dimerinin kararlilig1 tizerindeki etkisi, ¢oziicii simiilasyonlar1
ile incelenmistir. Kurkuminin hidrofobik 6zelligi ve amiloid ile n-x etkilesimlerinin
bulunmasi bilesigin AP iizerinde etkili olmasini saglamistir. Simiilasyon boyunca
kurkuminin keto/enol yapisi ile AP’nin aromatik halkalari arasinda m-etkilesimi
gozlenmistir. Potansiyel ligand baglanma bolgelerini tahmin etmek amaciyla, amit-
karbonil hidrojen baglar1 kullanilmistir. Val24 ve Asn27, Glull ve GInl5, Leu34 ve
lle41l’in amit-karbonil hidrojen baglar1 olduk¢a dengeli dehidronlar oldugu
bulunmustur (dehidron: su ataklarina karsi tamamen korunmayan bir protein iskelet
hidrojen bagidir). Kurkumin AP dimerine yaklastiginda, kurkuminin hidrofobik
merkezleri ve dimerin dehidronlari hidrofobik etkiden dolay1r kompleks olustururlar.
Kurkuminin polar gruplar1 ile AB dimerinin hidrojen bagi olusturabilme kapasitesi
mevcuttur. Kurkumin ile dimer arasindaki n-m etkilesimi, Kurkuminin aromatik
kollarim1 kismen hareketsizlestirir ve bu nedenle iki tiir arasindaki hidrojen bag agi
giiclenir. Kurkumin ve A proteinleri arasindaki etkilesim dinamik olup Ap tizerinde
kurkuminin tercihli baglanma bdolgesi a¢iga kavusturulmustur. Yapilan analiz
sonucunda, kurkumin molekiillerinin diizenli olarak Leu34 kalintisi ile etkilestigi

gozlenmistir (296).

Il. GENEL SENTEZ YONTEMLERI

1. Imin Bilesiklerinin Eldesi

Molekiil yapisinda azometin grubu (-C=N-) tasiyan imin bilesikleri, dogada
yaygin olarak bulunan ve bir¢ok 6nemli farmakolojik aktiviteye sahip ¢ok yonlii
elektrofillerdir (297). Sentetik organik kimyada ve p-laktamlar gibi farmasotik
bilesiklerde onemli ara {rlinler olan imin bilesiklerinin hazirlanmasi i¢in uygun
yontemlerin gelistirilmesi ilgi ¢ekici bir konudur (298).

Cogunlukla amin tiirevlerinin karbonil grubu igeren bilesiklerle kondensasyonu
sonucu imin analoglar elde edilir. Bununla birlikte, amin tiirevlerinin oksidasyonu,

oksidatif kondensasyonu, ayrica alkol tiirevlerinin yine amin grubu igeren bilesikler
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ile oksidatif baglanmasiyla da imin bilesikleri elde edilirler. Dehidre edici ajanlar
veya Lewis asit katalizorleri, karbonil grubu igeren bilesikler {izerinde niikleofilik
saldirty1 kolaylastirirlar (298). Iminler; genelde etanolde ¢oziinmez ve ¢ozeltiden
coktiirtliir; stizme ve yikama ile genel olarak iyi verimlerde bilesikler elde edilir. Bu
metodolojilerin dezavantajlari, reaksiyon sicakliklarinin ve maliyetlerinin yiiksek
olmasi, uzun reaksiyon siireleri veya neme karsi hassas reaktifler/katalizorlere gerek
duymalaridir (272). Amonyak ile tepkimeden elde edilen iminler dayanikli degildir,
amonyak yerine primer aminler kullanildiginda, daha dayanikli olan siibstitiie iminler
meydana gelir. Schiff bazi da denilen siibstitiie iminler RC=NR’ genel formiiliine
sahiptir. Burada R ve R’ alkil veya aril siibstitiientleridir (299). Dogrudan imin
bilesiklerinin olusumu ic¢in kullanilan yo6ntemlerin ¢ogunda, karbonil tiirevi
bilesiklerin asit katalizorliiglinde (protik veya metalik) aktive edilmesi ve/veya
reaksiyon ortamindaki suyun geri doniisiimsiiz olarak uzaklastirilmasi gereklidir
(298).

Imin bilesikleri, asit katalizorliigiinde, aldehitin uygun amin tiirevleri ile
kondensasyonu sonucu iki basamakta elde edilir (Sekil 61). Ik basamak, niikleofilik
aminin kismi pozitif yiik tasiyan karbonil karbonuna katilmasi, sonra azotun bir
proton kaybetmesi ve oksijene bir proton baglanmasidir. Ikinci basamakta ise,

protonlanmis olan OH grubu su olarak ayrilir.
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Sekil 61. Kondensayon mekanizmasi

75



Aldehit olarak tereftaldehitin kullanildig1 farkli calismalarda, uygun amin
bilesikleri 2:1 oraninda reaksiyona tabi tutulmustur (Sekil 62). Bu ¢alismalarda ortam
sicaklig1 ya da ¢oziiciisti degistirilerek (etanol, asetik asit, benzen), ¢esitli katalizorler
kullanilarak (p-toluen siilfonik asit, ¢inko (II) kloriir) farkli reaksiyon kosullari
altinda imin bilesikleri sentezlenmistir (272, 300-303).

@) @) /N—R
@ + 2 R—NHZ —_— //—Q—/
H H R-N

Sekil 62. Kondensasyon mekanizma 6rnegi 1

Ugucu olmayan amin bilesikleri mikrodalga radyasyona tabii tutularak imin
bilesiklerini vermek lizere, herhangi bir katalizor veya ¢oziiciiye ihtiyag duymadan
cesitli aromatik aldehit bilesikleri ile reaksiyona girerler. Montmorillonit K10
tizerinde dagilmis 1,3-dimetiliire amin Onciisii olarak, N-metil imin bilesiklerinin elde

edilmesinde kullanilir (Sekil 63) (304).

o H H ~
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N mw
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Sekil 63. Kondensasyon mekanizma 6rnegi 2

Ayrica, 1imin tiirevlerinin eldesinde, farkli aldehit bilesikleri ve

haloalkilamonyum halojentir tiirevleri kullanilir (Sekil 64) (305, 306).

O _H

- +
b XHN X e RN X
n n

Y

R
Sekil 64. Kondensasyon mekanizma 6rnegi 3
Nitroaren ve aril aldehit bilesiklerinden yola ¢ikilarak metalik Fe ve diliie asit

varliginda molekiil i¢i Schiff baz1 olusturulur ve yliksek verimle diarilimin bilesikleri
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elde edilir (Sekil 65). Iki basamakl1 olan bu reaksiyonun ilk basamaginda, nitroaren
aniline indirgenir. Izole edilerek ortamdan ayrilan anilin, uygun aril aldehit tiirevleri

ile kondensasyona ugrar. Nitroarenler i¢in Fe etkili bir rediiktif ajandir (307).

Seel. e &

Sekil 65. Kondensasyon mekanizma 6rnegi 4

Hidroaminasyon reaksiyonunda, doymamis bir karbon-karbon bagina bir amin
grubunun katimiyla yeni bir karbon-azot bagmin olusumu s6z konusudur.
Reaksiyonun entropisi negatif olup nispeten diisiik reaksiyon sicakliklari (genellikle
200-300°C) gereklidir. Daha yiiksek sicakliklarda doniisiim, reaksiyon dengesiyle
sinirlandirilmistir (308). Karbon-karbon iiclii baginin aktivasyonu Lewis asitligi
yiksek olan metaller tarafindan niikleofilik atak ile gergeklestirilir (Sekil 66).
Niikleofilin anti-katiminin bir sonucu olarak, tiriin trans formda elde edilir. Bununla
birlikte, alkin par¢asinin "HM-Nu" komplekslerinin M-H veya M-Nu baglarina

sokulmasi sonucu tipik olarak sin-katimi ortaya ¢ikar (309).

R

_ R Nu H+ R Nu

M |‘| _ MZ]'/N—“> I - |
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H H R Vi R

Sekil 66. Hidroaminasyon mekanizmasi

C=C baglarmin dusiik reaktivitesi ve elektron yogunlugu nedeniyle alken
bilesiklerinin hidroaminasyonu, alkin bilesiklerine kiyasla daha zordur. Korunan

amin bilesiklerinin, alkin bilesiklerine Markovnikov katimi bilinen bir sentez
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stratejisidir (Sekil 67). Cogunlukla alkali ve lantanit metal katalizorleri kullanilir.
Son yillarda zirkonyum, titanyum ve ge¢ gecis metali katalizorlerinin kullanimi da

mevcuttur (308).

H
= + HN-RR, — 3 p NRR1 HJ\/“R
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Sekil 67. Hidroaminasyon mekanizma 6rnegi 1

Katalitik ve katalitik olmayan yontemlerin her ikisinde de yiiksek aktivasyon
enerjisi gerekir. Alkinlerin katalitik hidroaminasyon i¢in farkli katalizorler veya
baslatict ajanlar kullanilir;

Erken Gegisli-Metal Katalizérleri: Titanyum ve zirkonyum komplekslerine
dayal1 katalizorler, baz1 toksik (Hg, Tl) veya daha pahali metallere (Ru, Rh, Pd, U,
Th) kiyasla kolay elde edilebilir ve nispeten ucuz olmalar1 gibi 6nemli avantajlara
sahiptir (309).

Lantanit  ve Aktinit  katalizorleri: ~ f-Elementi  merkezlerinin  yiiksek
elektrofilikligi, nispeten biiyiikk iyonik yaricaplari, geleneksel oksidatif-
katim/indirgeme-eliminasyon basamaklarinin bulunmamasi1 ve yiiksek kinetik
kararsizlig1 sonucu organolantanit ve organoaktinit kompleksleri, doymamis organik
bilesiklerin aktivasyonu i¢in benzersiz reaktivite sergilerler. Bu katalizorler, esasen
metalosen kompleksleri olmak iizere katalizor onciileri olarak da kullanilirlar (309).

Ge¢ Gegisli-Metal  Katalizorleri:  Alkinlerin  molekiil i¢1  katalitik
hidroaminasyonunda kullanilan baslica katalizorler Ru, Rh, Pd ve Cu metalleridir
(309).

Alkin bilesiklerinin dogrudan hidroaminasyonu yonteminde, yan iiriin olarak
suyun iretilmedigi ek bir avantaj s6z konusudur. Terminal alkin bilesiklerinin
alifatik aminler ile hidroaminasyonunda, titanosen-alkin kompleksleri ([szTi(rLZ-
Me;SiC=CSiMes)], [Cp.Ti(n’>-MesSiC==CPh]) Kkatalizér olarak kullanilir.
Oldukga selektif olup anti-Markovnikov fonksiyonlu iminler elde edilir. Sterik olarak
daha da engellenmis titanosen Dbilesikleri kullanilarak anti-Markovnikov
aminasyonlarinda daha yiiksek selektivite beklenir (Sekil 68) (310).
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Sekil 68. Hidroaminasyon mekanizma 6rnegi 2

Aktive edilmis alkin kompleksine niikleofilik amin bilesiginin katimi1 bir ¢ok
Au(I) katalizli hidroaminasyonda hiz sinirlayict adimlardir. Metal katalizorl olarak
Au(l)-prekatalizoriiniin kullanildig1 ¢alismada alkin bilesiklerinin hidroaminasyonu

sonucu imin bilesikleri elde edilmistir (Sekil 69) (311).
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R4 : \r/
Rs Ry Rs

Sekil 69. Hidroaminasyon mekanizma 6rnegi 3

Imin ve sekonder amin bilesikleri, benzil alkollerin primer amin bilesikleri ile
Pd katalizli tek basamakli reaksiyonlari sonucunda selektif bir sekilde sentezlenir.
Oksidan ajan olarak MnO;, ve indirgen ajan olarak polimer destekli
siyanoborohidriiriin kullanildig1 bir calismada aktif alkol bilesikleri imin ve amin
bilesiklerine doniistiiriiliir. Bu doniisiim sirasinda gerceklesen oksidasyon, iminasyon
ve indirgeme dizisinde heterojen bir Pd katalizorii (Pd/A1O(OH)) kullanilir (Sekil 70)
(312).

R Pd/AIO(OH) Ar” OH PA/AIO(OH R

Ar"ONT ————— * AN
H R
NH,

Sekil 70. Pd katalizorliiglinde imin ve amin sentezi
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Aminoalkin bilesiklerinin gegis metal katalizorleri ile hidroaminasyonu siklik
iminler, enaminler, piroller ve indoller gibi ¢esitli doymamis azot tasiyan heterosiklik
bilesikler ic¢in Onemli bir yoldur. Basit hidroaminasyon yerine aminoalken
bilesiklerinin molekiil i¢i oksidatif aminasyonu gecis metali katalizorleri ile
basarilabilirse, pahali aminoalkin bilesiklerinin kullanilimi olmaksizin aminoalken
bilesiklerinden siklik imin bilesikleri dogrudan elde edilebilir. Ru katalizorliigiinde
aminoalken bilesiklerinden oksidatif aminasyon ile imin bilesikleri elde edilmistir.
Tek yan iiriin, aminoalken bilesiklerinin dehidrojenasyonu sonucu elde edilen nitril
yapilaridir. Bu yontem ile bes ya da alt1 iiyeli siklik imin bilesikleri regioselektif
olarak elde edilir. Olast reaksiyon mekanizmasinda, baslangic basamagi, bir
(hidrido)(amido)Ru ara {iriinii elde etmek iizere, aminoalken bilesiklerinde yer alan
amin grubunun koordinasyonunu ve oksidatif katimini igerir. Ardindan Ru-N bagina
alken yapisinin ilavesini B-hidriir eliminasyonu ve rediiktif
eliminasyon/izomerizasyon izler. Boylelikle siklik imin bilesikleri elde edilir (Sekil

71) (309, 313).
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Sekil 71. Molekiil i¢i oksidatif aminasyon 6rnegi

Bir aldehit bilesigi, bir amin tiirevi ve katalizér olarak pirolidin kullanilarak
organokatalik bir reaksiyonla aldiminlerin sentezi gerceklestirilir (Sekil 72). Bu
niikleofilik kataliz, basit kosullar altinda asit ve metale ihtiya¢c duymadan iminyum
aktivasyonu yoluyla ilerler. Bu yontem, N-siilfinil, N-siilfonil, N-fosfinoil, N-alkil ve

N-aril iminlerin sentezi i¢in uygulanir (314).
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Sekil 72. Organokatalitik reaksiyon

Tek basamakli oksidatif karbon-karbon bag kirilma yonteminde ¢esitli karbonil
bilesikleri ile nitrozobenzen aracili reaksiyon sonucunda, keton ya da imin bilesikleri
elde edilir. N-hidroksi bilesiginden hareketle N-fenil imin bilesigi sentezlenmistir. Bu
doniisiim icin olas1 iki reaksiyon mekanizmasi mevcuttur. Birinci mekanizmada 6nce
baslangic bilesigi hidroliz olup karboksilat ara {iriinii meydana gelir. Ardindan, CO;

in uzaklasip, hidroksit iyonunun eliminasyonu sonucu imin bilesigi elde edilir (Sekil
73) (315)

y OH ) (on k&_
N N N

hidroliz P eliminasyon

oy YT D

Sekil 73. Hidroliz ve eliminasyon ile imin bilesigi eldesi

Ikinci mekanizmada ise, N-hidroksi bilesigi deprotonasyona ugrar ardindan
metil esterin oksianyon ile intramolekiiler atagi, yiiksek enerjili spiro ara {iriinii verir.

Bu gergin bilesikten CO, uzaklastirilir ve imin bilesigi elde edilir (Sekil 74) (315).
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Sekil 74. Deprotonasyon, esterifikasyon ve fragmantasyon ile imin bilesigi eldesi

o-lyodobenzoik asit (IBX) kuvvetli tek elektron transfer ajanidir. IBX keton,
aldehit ve eter bilesiklerinin oksidasyonunu saglar, benzilik pozisyonlar1 oksitler, N-
aril amit, (tiyo)karbamat ve ire bilesiklerinin siklizasyonunu kolaylastirir.
Korunmayan amin bilesiklerinin dogrudan oksidasyonunda IBX reaktifi kullanilir.
Sekonder amin bilesikleri 1limli kosullar altinda, IBX tarafindan oksidasyona

ugrayarak yiiksek verimde imin bilesiklerini verir (Sekil 75) (316).
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Sekil 75. Tek elektron transferine (SET) dayanan oksidasyon mekanizmasi
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2. Azo Bilesiklerinin Eldesi

Azo bilesikleri, molekiil yapisinda azo grubunun (-N=N-) bulundugu organik
kimyasal bilesiklerdir. Azot atomlarina aromatik gruplarin ilavesiyle olusan aromatik
azo bilesikleri boya, gida katki maddesi ve ilag olarak yaygin halde kullanilirlar.

Bir diazonyum tuzu ve aktif bir aren bilesigi kullanilarak endiistriyel bir
yontem olan azo kenetlenme reaksiyonu sonucunda azo bilesikleri sentezlenir.
Diazonyum tuzu, primer aromatik bir aminin sodyum nitrit ve giiglii bir asit ile
oksidasyonu sonucu, pH bagimli olarak, 0°C’de in situ olarak hazirlanir. Sodyum
nitrit ve asitten, nitréz asit serbest kalir. Protonasyon ve su eliminasyonunun
ardindan nitrolama ajan1 (‘"N=0) elde edilir. Bu karbokatyonun amin bilesikleri ile
reaksiyonu diazohidroksit tautomeri olan N-nitrozo tiirevlerine yol acar. Diazonyum
tuzlari, ikinci bir protonasyon ve su eliminasyonunun ardindan rezonans ile stabilize
hale gelir. Diazonyum tuzlar ile elektronca zengin aromatik bilesikler reaksiyona

girerek azo bilesikleri elde edilir (Sekil 76) (317).
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Sekil 76. Diazo reaksiyon mekanizmasi
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Nitroaromatik ve siibstitiie anilin bilesiklerinden, KOH katalizorliiglinde
yiiksek verimle hem simetrik hem de asimetrik aromatik azo bilesikleri elde edilir.
Reaksiyonun mekanizmasi sdyle agiklanabilir; nitro grubuna, siibstitiie anilin bilesigi
tizerindeki amino grubu niikleofilik atak yapar. Baz varliginda olusan ara iiriiniin
1sitmanin ardindan pargalanmasiyla nitrozo bilesigi elde edilir. Bu bilesige ikinci bir
stibstitiie anilin bilesiginin niikleofilik atak yapmasi sonucu hidrazin tiirevi ara {iriin

olusur. Bu ara iiriin dehidrasyona ugrayarak azo bilesiklerine ulasilir (Sekil 77)
(318).
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Sekil 77. Azo kenetlenme mekanizmasi

Mills reaksiyonunda, glasiyel asetik asit igerisinde aromatik nitrozo bilesikleri

ile anilin tiirevleri reaksiyona girerek azobenzen bilesiklerini verir (Sekil 78) (317).
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Sekil 78. Mills reaksiyon mekanizmasi
Wallach reaksiyonu, asit varliginda azoksibenzen bilesiklerinin ¢evrilmesini
icerir. Reaksiyon mekanizmasinda azoksibenzen bilesigi diprotonasyon ve

dehidrasyona ugrayarak dikatyonik ara iriin elde edilir. Elde edilen ara {iriine,

niikleofilin atak yapmasi sonucu azobenzen yapilari sentez edilir (Sekil 79) (317).
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Sekil 79. Wallach reaksiyon mekanizmasi

Simetrik azo bilesiklerinin sentezi i¢in bir diger alternatif yol, farkli tipte
rediiktif ajanlar kullanilarak baz veya asit varliginda aromatik nitro bilesiklerinin
rediiktif kenetlenmesidir. Bununla birlikte, bu yontemde ¢ok sayida yan iiriin iiretilir.
Bu nedenle, aromatik nitro bilesiklerinden dogrudan azo bilesikleri elde etmek icin
katalitik heterojen yontemler (LiAlH4, C;HsNaO,, NaBH,) gelistirmek biiyiik bir ilgi
gormiistiir (319-321). Reaksiyon mekanizmasinda nitro aromatik bilesik rediiktif ajan
ile reaksiyona girerek nitrozo tiirevi ve hidroksilamin tiirevi karigimi elde edilir. Her
iki tiirev de, N,N’-dihidroksi ara iiriiniine yol acan bir ¢ift N-N baginin {iretilmesi i¢in
radikal anyonlara doniigiir. Bu ara {rliniin dehidrasyonu, azoksi bilesiginin
olusturulmasi i¢in hiz belirleyici adimdir. Asidik veya bazik ortamdaki proton ve
hidroksit iyonunun ayrilmasit su molekiilleri tarafindan desteklenmektedir. Nihai

bilesik, azo bilesigini verecek sekilde indirgenir (Sekil 80) (317).
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Sekil 80. Rediiktif kenetlenme mekanizmasi

Haber’in Onerdigi reaksiyon semasinda aromatik nitro bilesiklerinin
indirgenmesi gosterilmistir. Metalin tiirli, par¢acik boyutu, aromatik halkanin
stibstitlisyonu ve ¢oziicii gibi reaksiyon kosullart degistirilmistir. S6z konusu semada,
nitrozobenzenin fenilhidroksilamine, ardindan aniline direk olarak gecisi
gosterilmistir. Fenilhidroksilamin bilesiginin anilin bilesigine indirgenmesi hiz
siirlayict basamaktir. Ayrica, diger bir yol olan kondensasyon ile nitrozobenzen ve
fenilhidroksilamin bilesiklerinden hareketle elde edilen bir ara iirlin olan azoksi

bilesikleri araciligiyla azo yapilarini hazirlamak miimkiindiir (Sekil 81) (322).
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Sekil 81. Haber’in reaksiyon semasi

Kondensasyon yolu ile gergeklestirilen Ornek c¢alismalarda, nitrobenzen
tirevlerinden hareketle iki nitrozobenzen molekiilii arasinda ya da nitrozobenzen ile
hidroksilamin molekiilii arasinda reaksiyonun katalizlenmesi sonucu (Au/CeOy,
AU/TiO,, Au/ZrO,, Pt, Pd) simetrik veya asimetrik azo bilesikleri tek basamakta elde
edilir (323-325). Katalizor ile adsorblanmis nitrozo bilesikleri ve azoksibenzen
olusturmak tizere nitrozo bilesikleri ile fenilhidroksilamin arasindaki yiizey
baglantilari, reaksiyonun anahtar basamaklaridir (323).

Oksijen igeren ortamda (1 atm) bakir yiizeyi NH4Br ile reaksiyona girerek
CuBr olusturur. Olusan Cu (I) iyonu ile piridin kenetlenir ardindan oksijen ile
oksidasyonu saglanarak aktif Cu-oksijen kompleksi elde edilir. Amin oksidasyonu
icin anahtar katalizor olan molekiiler oksijen aktive edilir. Aromatik azo bilesikleri,
stibstitiie amin bilesiklerinden aktif Cu-oksijen kompleksi aracilig1 ile oksidasyon

reaksiyonu sonucu sentezlenir (Sekil 82) (326).
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Sekil 82. Amin oksidasyon mekanizmasi
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GEREC ve YONTEM

1. Sentez Calismalar

1.1. Geregler

Sentez ¢alismalarinda  kullanilan  4,4'-bifenildimetanol  AstaTech Inc
firmasindan; 4,4'-dinitrobifenil TCI firmasindan; piridinyum klorokromat, 3-
aminopiridin  ve 4-aminopiridin Alfa Aesar firmasindan; 2-aminopiridin, 4-
nitroanilin, 4-kloroanilin, 4-aminobenzoik asit ve a-naftilamin Fluka firmasindan;
anilin, p-aminofenol, p-toluidin, 8-aminokinolin ve 4-metoksianilin Merck
firmasindan; benzilamin, B-fenetilamin ve potasyum hidroksit Sigma-Aldrich
firmasindan temin edilmistir.

Calismalarda kullanilan ¢6ziiciilerin tamami analitik safliktadir.

1.2. Yontemler

1.2.1. Kromatografik Analizler

Sentez c¢aligmalar1 esnasinda tepkimeleri takip etmek ve sentezlenen
bilesiklerin safligin1 kontrol etmek amaciyla ince tabaka kromotografisinden (ITK)
yararlanilmistir. ITK kullanilarak yapilan ¢alismalarda Kieselgel 60F2s, (Merck
5715) 20x20 cm boyutlarinda 0.25 mm kalinlikta aliiminyum hazir plaklar
kullanilmistir. Kromatografi ¢aligmalar1 oda sicakliginda yapilmis olup developman
islemi kromatografi tanklarinin ¢6ziicii buharlariyla doyurulmasini takiben
gerceklestirilmistir.  Siiriikleme islemleri tamamlandiktan sonra acgik havada
kurutulan plaklarin tizerindeki lekeler 254 nm’de ultraviyole 15181 altinda tespit
edilmistir. ITK uygulamalarinda ¢dziicii sistemi olarak kloroform/metanol (9:1) ve
etil asetat/n-hekzan (1:1) karisimi kullanilmustir.

Sentez tepkimeleri sonucunda reaksiyon ortamindan istenilen tiriine ulagsmak
icin ayirma ve saflastirma yontemi olarak siitun kromotagrafisinden faydalanilmistir.

Stitun kromatografisinde adsorban olarak 0.063-0.200 mm partikiil biiyiikliigiine
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sahip siitun kromatografisi i¢in hazirlanmigs Merck firmasina ait Kieselgel 60
kullanild1. Ayrima tabi tutulan tepkime iirtinlerinin 0.1 g’1 igin 100 g adsorban ve 20
mm ¢apinda bir cam siitun kullanilmistir. Son {iriinlerin saflastirilmasi i¢in kullanilan
stitun  kromatografisinde ¢oziicii sistemi olarak kloroform/metanol  (9:1)

kullanilmistir.

1.2.2. Spektral Analizler

Sentezlenen bilesiklerin yapilart IR, 'H NMR, kiitle spektroskopisi ve
elementel analiz yontemleri ile aydinlatilmistir.

IR spektrumlari, Perkin Elmer Spectrum 100 FT-IR Spektrofotometresinde
Azaltilmis Toplam Yansima (ATR: Attenuated Total Reflectance) teknigi
kullanilarak alinmustir.

'H NMR spektrumlar, DMSO-ds ve CDCl; ¢éziiciileri i¢inde Varian AS 400
Mercury Plus NMR Spektrometresinde alinmaigstir.

Bilesiklerin kiitle spektrumlar1 metanol ¢ozeltisi igerisindeki ¢ozeltilerinden
pozitif iyon elektrosprey iyonizasyon teknigi (ESI+) ile LCT premier XE UPLC/MS-
TOF sistemi analizi ve Mass Lynx 4.1 yazilimi kullanilarak alinmigtir.

Bilesiklerin elementel analizleri (C, H, N, S) Leco TruSpec Micro model analiz

cihazi kullanilarak yapilmistir.

1.2.3. Erime Noktasi Tayinleri

Bilesiklerin erime derecesi tayinleri Stuart SMP30 marka erime derecesi tayin

cihazinda belirlenmistir. Erime derecesi degerleri diizeltilmeden verilmistir.
1.2.4. Kimyasal Sentez Yontemleri
1.2.4.1. Tmin Tiirevi Bilesiklerin Sentezi
1 mmol [1,1’-bifenil]-4,4'-diildimetanol bilesigi 6 ml diklorometan (DCM)

igerisinde ¢Oziindiiriildii, siddetli karistirma altinda 5 ml dioksan i¢inde 3 mmol PCC

porsiyonlar halinde ilave edildi. Karisim 2,5 saat oda sicakliginda karistirildi. Siire
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sonunda ¢dziicii ugurulup kalan bakiye siitun kromatografisi ile izole edilip etanolden

kristallendirildi (Sekil 83). Verim % 80 bulundu.

lPCC/DCM

Sekil 83. [1,1'-bifenil]-4,4'-dikarbaldehit bilesiginin sentezi

0.4 mmol [1,1-bifenil]-4,4'-dikarbaldehit, 0.8 mmol non-siibstitiie veya
siibstitiie anilin tiirevleri ile 10 ml etanol igerisinde ¢oziildii. Reaksiyon ITK ile takip
edilerek karisim 5 saat siireyle yag banyosunda 55°C’de 1sitildi. Siire sonunda

reaksiyon ortaminda olusan ¢okelek siiziildii, nihai tiriin gesitli ¢ozeltiler ile yikanip

izole edildi (Sekil 84).
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Sekil 84. Imin tiirevi bilesiklerin sentez semas1




1.2.4.2. Azo Tiirevi Bilesiklerin Sentezi

1 mmol 4,4'-dinitrobifenil bilesiginin 5ml dimetilformamit (DMF) igerisindeki

¢Ozeltisine, 3 mmol non-siibstitiie/siibstitlie anilin tlirevleri ve 10 mmol potasyum

hidroksit ilave edilip kuvvetlice ¢alkalandi. Reaksiyon karisimi 150 °C’de yag

banyosunda 24 saat siireyle kaynatildi.

Stire sonunda ¢0ziicii rotavaporda

yogunlastirildi. Bakiye etil asetat ile yikanip, su ve doygun tuzlu su ile ekstre edildi.

Ardindan fazla ¢oziicii yogunlastirildi. Nihai iirlin siitun kromatografisi yardimiyla

izole edildi (Sekil 84).
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Sekil 84. Azo tiirevi bilesiklerin sentez semast
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2. Biyolojik Aktivite Caliymalari

2.1. AChE/BuChE Inhibitér Aktivite Tayini

2.1.1. Geregler

Biyoaktivite ¢alismasinda kullanilan AChE enzimi (AChE, E.C.3.1.1.7, tip VI-
S, electric eel), BuChE enzimi (BuChk, E.C.3.1.1.8, horse serum), Ellman belirteci
[5,5'-ditiyobis(2-nitrobenzoik asit); DTNB], asetiltiyokolin iyodiir (ATCI), S-
butiriltiyokolin iyodiir (BTCI) ile dimetilsiilfoksit (DMSO) Sigma-Aldrich
(Almanya) firmasindan temin edilmistir. Tampon bilesikler (potasyum dihidrojen
fosfat, potasyum hidroksit) ve sodyum hidrojen karbonat Merck (Almanya)
firmasindan saglanmis ve saflagtirma aparatindan (Millipore®, Eschborn, Almanya)
elde elden deiyonize su kullanilmistir. Spektrofotometrik oOlgiimler Shimadzu

UV/160A spektrofotometresinde gergeklestirilmistir.
2.1.2. AChE/BuChE inhibisyonunda Kullamlan Cézeltiler

2.1.2.1. Fosfat Tamponu pH 8.0

Potasyum dihidrojen fosfat (13.61 g) 1 L distile suda ¢oziildiikten sonra
potasyum hidroksit ile pH 8.0 = 0.1’¢ ayarlanmistir. Tampon ¢6zelti kullanilmadan
once por genisligi 0.22 pm olan tek kullanimlik filtrelerden siiziilmiistiir. Tampon
¢Ozelti her hafta taze olarak hazirlanmis ve 4°C’de muhafaza edilmistir.

2.1.2.2. DTNB Cozeltisi (0.01 M)

0.396 gr DTNB ve 0.15 gr sodyum hidrojen karbonat tartilip 100 ml distile

suda ¢Ozlilmistir. Hazirlanan ¢ozelti ya direk olarak kullanilmistir ya da

kullanilincaya kadar -30°C’de muhafaza edilmistir.
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2.1.2.3. ATCI Cozeltisi (0.075 M)

0.217 gr ATCI tartilip 10 ml distile suda ¢oziilmiistiir. Bu ¢ozelti 0.4 ml’lik
ependorf tiiplerinde -30°C’de saklanmistir.

2.1.2.4. BTCI Cozeltisi (0.075 M)

0.238 gr BTCI tartilip 10 ml distile suda ¢oziilmiistiir. Bu ¢ozelti 0.4 ml’lik
ependorf tiiplerinde -30°C’de saklanmustir.

2.1.2.5. AChE/BuChE Cozeltisi

AChE ve BuChE enzimleri jelatin ¢ozeltisinde (1 ml, % 1) ¢oziildiikten sonra
distile su ile 100 mlI’ye tamamlanmustir. Bu stok ¢6zelti 0.7 ml’lik kisimlar halinde

ependorf tiiplerinde -30°C’de muhafaza edilmistir.
2.1.3. Yontem

Sentezlenmis olan final bilesiklerin AChE ve BuChE inhibitor aktiviteleri
modifiye edilmis kolorimetrik Ellman testi ile saptanmistir (266, 331). Enzimatik
hidrolizin {iirtinii olan tiyokolin, UV dedeksiyonunda 6nemli bir kromofora sahip
degildir. Bu nedenle enzim aktivitesinin degerlendirilmesi spesifik kromojenik
belirteci DTNB kullanilarak gerceklestirilmistir. Inhibitdr bilesiklerin stok ¢ozeltileri
%2’lik DMSO c¢ozeltisinde hazirlanmistir. Enzim aktivitesi, AChE ve BuChE
inhibisyonu elde etmek igin inhibitériin 5 farkli konsantrasyonlar (genellikle 102-10°
® M) varhginda tayin edilmistir. Aktivite 0 ile % 100 arasii kapsamaktadir. Her iki
enzim inhibisyonunun analizi i¢in her konsantrasyon 3 kez analiz edilmistir.
Ornekler hazirlandiktan hemen sonra incelenmistir.

Tiim ¢ozeltiler kullanimdan 6nce 20°C’ye getirilmistir. Enzim ¢o6zeltisi (100
uL) ve inhibitor ¢ozelti (100 pL) fosfat tamponu ihtiva eden (3.0 mL, 0.1 M, pH 8.0)
kiivete ilave edilmistir. 5 dakika inkiibasyonun ardindan gereken DTNB ¢ozeltisi 100
uL’lik ve ATCI/BTCI 20 pL’ lik kisimlar halinde eklenmistir. Hizli ve ¢abuk bir
karistirmanin ardindan 412 nm’de absorpsiyonu Ol¢iilmiistiir. Enzimin inhibitorsiiz

cozeltisi ayn1 prosediirii takiben isleme tabi tutulmus ve aynmi dalga boyunda
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absorbansi o6l¢iilmiistiir. Bos okunan 3.0 mL tampon, 200 pL su, 100 uL DTNB ve
20 pL substrat igermektedir. Sonuglar non-lineer regresyon analizini bir sigmoid doz-
yanit modeline kars1 kullanilarak Graphad Prism (Graphad Software, San Diego, CA,
USA) programi ile analiz edilmistir.

AChE ve BuChE inhibitor aktivite sonuglart Tablo 3’te toplu halde

gosterilmektedir.

2.2. ABi-4 Fibril Olusumu Uzerindeki inhibitor Aktivite Tayini

2.2.1. Geregler

AP agregasyonu iizerindeki inhibitdr aktivite tayini Tiyoflavin T Fluoresans
Testi ile florometrik olarak &l¢iilmiistiir. Iinhibisyon sonuglar1 Anaspec marka (AS-
72214) SensoLyte® Thioflavin T B-Amyloid;-s; Aggregation Kit’i kullanilarak tayin
edilmistir. Uretici firma tarafindan tavsiye edildigi iizere -20°C’de saklanmigtir. 96-

kuyucuklu Nunc marka mikroplaka Sigma-Aldrich firmasindan temin edilmistir.

2.2.2. Yontem

Inhibitérlerin - 96-kuyucuklu mikroplak icinde gerceklesen APi4r peptid
tizerindeki inhibitor etkileri literatiirde bildirilen yonteme gore tayin edilmistir (332).
Inhibitodr bilesiklerin 100 pM ve 25 uM konsantrasyonlar1 tampon ¢dzeltisi icerisinde
hazirlanmistir. Kuyucuklara inhibitor bilesiklerin ¢ozeltisinden 5 pL (veya solvan
kontrolii i¢gin 5 pl DMSO) konulup {izerine tampon c¢ozeltisi igerisinde
¢Oziindiiriilmiis APB1-42 cozeltisinden 85 pul ve Tiyoflavin T ¢ozeltisinden 10 pl ilave
edilerek olugsmasi beklenen fluoresans yogunlugu 6l¢iilmiistiir. Her iki konsantrasyon
3 kez analiz edilmistir.

Olgiimler 96-kuyucuklu mikroplakta 37°C’de gergeklestirilmistir. Fluoresans
yogunlugu Thermo Scientific Varioskan Flash Spektrofotometresinde florometrik
olarak Olclilmiistiir. (6l¢iim stiresi: 180 dakika, 6l¢iim araligi: 5 dakika, eksitasyon
dalga boyu: 440 nm, emisyon dalga boyu: 484 nm).

Referans bilesik olarak kurkumin kullanilmistir. Bilesiklerin % inhibisyon

degerleri Tablo 4’te toplu halde gosterilmektedir.
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3. Dagihim Katsayis1 Calismalar:

3.1. Gerecler

NaOH ve n-oktanol Sigma-Aldrich firmasindan temin edilmistir. Calisma
Hanna HI 5222 pH-metre kullanilarak, Isolab marka biiret ve Heidolph MR Hei-
Standard manyetik karistirici ile gergeklestirlmistir. pH-metrenin kalibrasyonu,
standart Thermo Scientific Orion pH 4.01, pH 7.00 ve pH 10.01 tampon ¢ozeltileri
kullanilarak yapilmustir.

3.2. Yontem

Potansiyometrik titrasyon analiz yontemi ile bilesiklerin dagilim katsayilarinin
belirlenmesinde su-oktanol iki fazli sistem igerisinde 0.01 mmol bilesik
¢oziindiiriildii. Cozliinmiis madde karisimi beher igerisine alinarak, oda sicakliginda
azot gaz1 gecirilerek magnetik karigtiricida karistirildi. 0.01 M NaOH c¢ozeltisi ile
titre edildi. Titrasyon sonucunda harcanan NaOH hacimlerine karsi, pH degerleri
kullanilarak grafik olusturuldu. Titrasyon egrisindeki her bir noktanin pH’1
hesaplandi. Hesaplanan noktalar, 6l¢iilen egri dikkate alinarak P degeri degistirildi.
En iyi uyumu saglayan P degeri, dlciilen P degeri olarak kabul edilip logaritmasi
alinarak rapor edildi.

Bilesiklerin dagilim katsayisi degerleri Tablo 5’te toplu halde gosterilmektedir.

4. Asitlik Sabiti Calismalan

4.1. Gerecler

Asitlik sabiti ¢alismalarinda kullanilan metanol, asetik asit, sodyum hidroksit
ve DMSO Sigma-Aldrich firmasindan; sodyum asetat, fosforik asit, disodyum
hidrojenfosfat ve sodyum dihidrojenfosfat Riedel firmasindan temin edilmistir.
Calisma Hanna HI 5222 pH-metre kullanilarak, I1solab marka biiret ve Heidolph MR
Hei-Standard manyetik karistirict ile gergeklestirlmistir. pH-metrenin kalibrasyonu,
standart Thermo Scientific Orion pH 4.01, pH 7.00 ve pH 10.01 tampon ¢ozeltileri

kullanilarak yapilmistir.
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4.2. Yontem

Potansiyometrik titrasyon analiz yontemi ile bilesiklerin asitlik sabitlerinin
belirlenmesinde 0.01 mmol bilesik 1 ml DMSO i¢inde ¢oziindiiriildii. 10 ml’ye
etanol ile seyreltildi. Coziinmiis madde karisimi beher igerisine alinarak, oda
sicakliginda azot gaz1 gegirilerek magnetik karistiricida karistirildi. 0.01 M sodyum
hidroksit ¢ozeltisi ile titre edildi. Titrasyon sonucunda harcanan NaOH hacimlerine

kars1, pH degerleri kullanilarak grafikler olusturulup pKa degerleri saptandi.
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BULGULAR
1. Sentezi Gergeklestirilen Bilesiklere Ait Spektral Bulgular

1.1. Aldehit Tiirevi Ara Uriiniin (Imin-a) Spektral Bulgular

[1,1'-bifenil]-4,4'-dikarbaldehit

Verim: % 80, Erime Derecesi: 137 °C

IR (Spektrum No 1)

vmaks (FT/ATR): 2923, 1693, 1604, 1563, 1313, 1213, 1169, 1007, 862, 813, 660 cm™
MS (ESI+) (Spektrum No 2)

m/z: 211 [M+H]

'"H NMR (Spektrum No 3)

(400 MHz,CDCls) 5 7.80 (4H, d, J= 6.0 Hz, H-2, H-2", H-6, H-6'), 8.00 (4H, d, J=
6.8 Hz, H-3, H-3', H-5, H-5'), 10.09 (2H, s, Ar-CHO) ppm.

Elementel Analiz: C14H100>

Hesaplanan (%): C, 79.98; H, 4.79.
Bulunan (%): C, 80.37; H, 5.05.
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1.2. Imin Tiirevi Bilesiklerin Spektral Bulgular

1.2.1. Imin-1 kodlu bilesik

)

/
0O
N-({4'-[(fenilimino)metil]-[1,1"-bifenil]-4-il }metilen)anilin

Verim: % 77, Erime Derecesi: 240 °C

IR (Spektrum No 4)

vmaks (FT/ATR): 3060, 2880, 1619, 1585, 1481, 1449, 814, 755, 691 cm™.
MS (ESI+) (Spektrum No 5)

m/z: 361 [M+H]

'H NMR (Spektrum No 6)

(400 MHz, DMSO) 6 7.28-7.35 (6H, m, H-2"", H-4"", H-6""), 7.42 (4H, t, J= 7.6 Hz,
H-3"', H-5""), 7.97 (4H, d, J= 7.6 Hz, H-2, H-2', H-6, H-6'), 8.10 (4H, d, J= 7.6 Hz,
H-3, H-3’, H-5, H-5"), 8.69 (2H, s, H-1") ppm.

Elementel Analiz: CogHoN>

Hesaplanan (%): C, 86.64; H, 5.59; N, 7.77.
Bulunan (%): C, 86.47; H, 5.43; N, 7.40.

102



oot 66

474

4000.0

3600

3200

2800

2400

2000

1800
cm-1

1600 1400 1200 1000 800

600.

Spektrum No 4. imin-1 kodlu bilesigin IR spektrumu

a5
90
a5

80 |

% Bagil bolluk

|53.19

101.08

43,19

100

105,10

120.08

120

150.10

143.08

LA

17205

702

214.01

246

miz

361.02

285.16 34199

362.01
316.17 1
285.99 | 590,03
27207 30411

Spektrum No 5. Imin-1 kodlu bilesigin kiitle spektrumu

103



450

400

350

300

—250
200
150
—100
—50
ﬁ}_ —0
PO
4 13 12 11 10 ° 8 ; 6 : 4 3 2 1 0 1
f1 (ppm)
Spektrum No 6. imin-1 kodlu bilesigin *H-NMR spektrumu

104



—8.110
—8091
—79%1
—792

pgeea
S
s
/A A

7348
~738
730
18

—260

—240

—220

—200

—180

—160

—140

—120

—100

398
509
T
1
N
o

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
8.25 8.20 8.15 8.10 8.05 8.00 795 7.90 7.85 7.80 7.75 7.7[]F 7(.65 )7.60 755 7.50 745 740 7.35 7.30 7.25 7.20 7.15 7.10 7.05 7.00
1 (ppm

Spektrum No 7. Imin-1 kodlu bilesigin genisletilmis 'H-NMR spektrumu

105



1.2.2. imin-2 kodlu bilesik

o Yl A A

4-{[(4'-{[(4-hidroksifenil)imino]metil}-1,1"-bifenil-4-il)metilen]amino}fenol

Verim: % 40, Erime Derecesi: > 300 °C

IR (Spektrum No 8)

vmaks (FT/ATR): 3422, 1619, 1592, 1504, 1445, 1245, 829, 815, 781 cm™,
MS (ESI+) (Spektrum No 9)

m/z: 393 [M+H]

'H NMR (Spektrum No 10)

(400 MHz, DMSO) 5 6.80 (4H, d, J= 8.4 Hz, H-3"", H-5""), 7.23 (4H, d, J= 8.0 Hz,
H-2"", H-6""), 7.87 (4H, d, J= 8.0 Hz, H-2, H-2", H-6, H-6"), 7.99 (4H, d, J= 8.0 Hz,
H-3, H-3', H-5, H-5'), 8.66 (2H, s, H-1"), 9.53 (2H, s, Ar-OH) ppm.

Elementel Analiz: CogH2oN20»

Hesaplanan (%): C, 79.57; H, 5.14; N, 7.14.
Bulunan (%): C, 79.47; H, 5.43; N, 7.30.
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1.2.3. imin-3 kodlu bilesik

OO

N-({4'-[klorofenilimino)metil]-[1,1'-bifenil]-4-il}metilen)-4-kloroanilin

Verim: % 54, Erime Derecesi: 256 °C

IR (Spektrum No 12)

Vmaks (FT/ATR): 1620, 1479, 1098, 843, 829, 722 cm™.
MS (ESI+) (Spektrum No 13)

m/z: 429 [M+H], 431 [M+H+2], 433 [M+H+4].

'H NMR (Spektrum No 14)

(400 MHz, DMSO) 6 7.30 (4H, d, J= 8.8 Hz, H-2"", H-6""), 7.44 (4H, d, J= 8.8 Hz,
H-3", H-5""), 7.89 (4H, d, J= 8.4 Hz, H-2, H-2’, H-6, H-6"), 8.04 (4H, d, J= 8.4 Hz,
H-3, H-3', H-5, H-5"), 8.67 (2H, s, H-1") ppm.

Elementel Analiz: CogH1gN>Cls

Hesaplanan (%): C, 72.73; H, 4.23; N, 6.52.
Bulunan (%): C, 72.47; H, 4.40; N, 6.32.
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1.2.4. imin-4 kodlu bilesik

OO

N-({4'-[(toluilimino)metil]-[1,1"-bifenil]-4-il}metilen)-4-metilanilin

Verim: % 57, Erime Derecesi: 257 °C

IR (Spektrum No 15)

Umaks (FT/ATR): 2918, 1623, 1594, 1504, 826 cm’™.
MS (ESI+) (Spektrum No 16)

m/z: 389 [M+H]

'"H NMR (Spektrum No 17)

(400 MHz, DMSO) § 2.33 (6H, s, Ar-CHy), 7.18-7.23 (8H, m, H-2"", H-3"", H-5"",
H-6""), 7.87 (4H, d, J= 8.0 Hz, H-2, H-2’, H-6, H-6"), 8.02 (4H, d, J= 8.0 Hz, H-3, H-
3', H-5, H-5'), 8.66 (2H, s, H-1") ppm.

Elementel Analiz: CogH2sN»

Hesaplanan (%): C, 86.56; H, 6.23; N, 7.21.
Bulunan (%): C, 86.81; H, 6.35; N, 7.57.
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1.2.5. imin-5 kodlu bilesik

N-({4'-[(metoksifenilimino)metil]-[1,1'-bifenil]-4-il}metilen)-4-metoksianilin

Verim: % 82, Erime Derecesi: 263 °C

IR (Spektrum No 18)

Vmaks (FT/ATR): 2956, 1619, 1504, 1248, 1031, 837, 758 cm™.
MS (ESI+) (Spektrum No 19)

m/z: 421 [M+H]

'H NMR (Spektrum No 20)

(400 MHz, DMSO) 6 3.72 (6H, s, Ar-OCH3), 6.98 (4H, d, J;= 1.8 Hz J,= J=6.8 Hz,
H-3"', H-5'"), 7.26 (4H, dd, J;= 2.2 Hz J,= 7.2 Hz, H-2"", H-6""), 7.92 (4H, d, J= 8.4
Hz, H-2, H-2', H-6, H-6"), 7.98 (4H, d, J= 8.4 Hz, H-3, H-3’, H-5, H-5"), 8.70 (2H, s,
H-1") ppm.

Elementel Analiz: CogH»4N,0,

Hesaplanan (%): C, 79.98; H, 5.75; N, 6.66.
Bulunan (%): C, 79.57; H, 5.45; N, 6.35.
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1.2.6. imin-6 kodlu bilesik

N-({4'-[(nitrofenilimino)metil]-[1,1'-bifenil]-4-il}metilen)-4-nitroanilin

Verim: % 11, Erime Derecesi: > 300 °C

IR (Spektrum No 22)

vmaks (FT/ATR): 2973, 1624, 1581, 1506, 1336, 1106, 814 cm™.
MS (ESI+) (Spektrum No 23)

m/z: 451 [M+H]

'"H NMR (Spektrum No 24)

(400 MHz, DMSO) & 7.35 (4H, d, J= 8.4 Hz, H-2"", H-6""), 7.49 (4H, d, J= 8.4 Hz,
H-2, H-2', H-6, H-6"), 7.92 (4H, d, J= 8.4 Hz H-3, H-3', H-5, H-5"), 7.98 (4H, d, J=
7.6 Hz, H-3"", H-5""), 8.72 (2H, s, H-1"") ppm.

Elementel Analiz:

Hesaplanan (%): C, 69.33; H, 4.03; N, 12.44.
Bulunan (%): C, 69.47; H, 4.43; N, 12.80.
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1.2.7. imin-7 kodlu bilesik

/N—@—COOH
avav,
HOOC—QN

4,4'-{[(1,1'-bifenil)-4,4'diilbis(metaniliden)]bis(azaniliden) }dibenzoik asit

Verim: % 58, Erime Derecesi: 242 °C

IR (Spektrum No 26)

vmaks (FT/ATR): 2973, 1677, 1591, 1290, 1167, 817, 774 cm™.
MS (ESI+) (Spektrum No 27)

m/z: 449 [M+H]

'"H NMR (Spektrum No 28)

(400 MHz, DMSO) § 7.34 (4H, d, J= 8.4 Hz, H-2"", H-6""), 7.96 (4H, d, J= 8.8 Hz,
H-2, H-2", H-6, H-6"), 8.03-8.00 (4H, m, H-3, H-3', H-5, H-5'), 8.07 (4H, d, J= 8.4
Hz, H-3"", H-5""), 8.70 (2H, s, H-1"), 10.07 (2H, s, Ar-COOH) ppm.

Elementel Analiz: CogHyoN204

Hesaplanan (%): C, 74.99; H, 4.50; N, 6.25.
Bulunan (%): C, 74.69; H, 4.48; N, 6.42.

124



3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600.
cm-1

Spektrum No 26. Imin-7 kodlu bilesigin IR spektrumu

% Bagl bolluk

28815
|
1
|
|
142 14 44913
|
12002
|
‘ 269.13
214.96
| |
| Il
|
I
| 200. 08
I
160 56 =00 w0 o0 50 w00 B0 560
s

Spektrum No 27. Imin-7 kodlu bilesigin kiitle spektrumu

125



04l  Ho—

092~

1594

0871

12

11

A

6
fi (ppm)

260
;240
220
200
180
;160
140
120
100
80

60

—-20

Spektrum No 28. imin-7 kodlu bilesigin *H-NMR spektrumu

126



—7.3%2
—7.331

T T T T T T T T T
7.9 7.8 7.7 7.6 7.5 7.4 7.3 7.2 7.1
f1 (ppm)

<400

350

—300

—250

—200

—150

—100

50

Spektrum No 29. imin-7 kodlu bilesigin genisletilmis 'H-NMR spektrumu

127



1.2.8. imin-8 kodlu bilesik

N
ot Ya sl
=N

4-[({4"-[(piridin-2-il-imino)metil]-[1,1"-bifenil]-4-il}metilen)piridin-2-amin

Verim: % 29, Erime Derecesi: 265°C

IR (Spektrum No 30)

vmaks (FT/ATR): 3028, 1599, 1503, 1416, 1053, 768 cm'™.
MS (ESI+) (Spektrum No 31)

m/z: 363 [M+H)]

'H NMR (Spektrum No 32)

(400 MHz, DMSO) 6 7.06 (2H, t, J= 6.6 Hz, H-3""), 7.73 (4H, d, J= 8.4 Hz, H-4"",
H-5"), 8.08 (4H, d, J= 8.4 Hz, H-2, H-2', H-6, H-6'), 8.14 (4H, d, J=8.4 Hz, H-3, H-
3’, H-5, H-5"), 8.48-8.51 (2H, m, H-6""), 8.77 (2H, s, H-1") ppm.

Elementel Analiz: CosH1gN4

Hesaplanan (%): C, 79.54; H, 5.01; N, 15.46.
Bulunan (%): C, 79.45; H, 4.83; N, 15.30.

128



828

4000.0

3600 3200 2800 2400 2000 1800
cm-1

1600

1400

1200

1000

Spektrum No 30. Imin-8 kodlu bilesigin IR spektrumu

% Bagl bolluk

79,27

150.10
| 21401
|
102 200 220 240

miz
miz

50 00 10

)

363.01

Spektrum No 31. Imin-8 kodlu bilesigin kiitle spektrumu

129



450

400

350

300

250

200

150

100

¥

1001 S

208
193

4 141 —_—

9 L=

n
N

0 6.5 6.0

N 13=

5.5 5.0
f1 (ppm)

Spektrum No 32. imin-8 kodlu bilesigin *H-NMR spektrumu

130



—4+00

350

—300

—250

—200

150

—100

—50

N
90~
e

{si~
Y

1408~
80e—
e~
€518~

&8re—
58—

93—

< Tf

— T&

S Ta
< Fare

8.1
f1 (ppm)

T,E -

—b

8.2

Spektrum No 33. imin-8 kodlu bilesigin genisletilmis 'H-NMR spektrumu

131



1.2.9. imin-9 kodlu bilesik

-0

N=
4-[({4"-[(piridin-3-il-imino)metil]-[1,1"-bifenil]-4-il}metilen)piridin-3-amin

Verim: % 26, Erime Derecesi: 230 °C

IR (Spektrum No 34)

vmaks (FT/ATR): 2973, 1621, 1605, 1419, 819, 700 cm™.
MS (ESI+) (Spektrum No 35)

m/z: 363 [M+H]

'H NMR (Spektrum No 36)

(400 MHz, DMSO) & 7.46 (2H, q, J= 4.8 Hz, H-5""), 7.73 (2H, dd, J;= 2.4 Hz J,=
8.8 Hz, H-4""), 7.95 (4H, d, J= 8.0 Hz, H-2, H-2’, H-6, H-6'), 8.07 (4H, d, J= 8.0 Hz,
H-3, H-3’, H-5, H-5"), 8.46 (2H, d, J= 4.4 Hz, H-6""), 8.52-8.53 (2H, m, H-2""), 8.76
(2H, s, H-1") ppm.

Elementel Analiz: C,4H1sN4

Hesaplanan (%): C, 79.54; H, 5.01; N, 15.46.
Bulunan (%): C, 79.67; H, 4.82; N, 15.26.
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1.2.10. imin-10 kodlu bilesik

4-[({4"-[(piridin-4-il-imino)metil]-[1,1"-bifenil]-4-il}metilen)piridin-4-amin

Verim: % 16, Erime Derecesi: 252 °C

IR (Spektrum No 38)

vmaks (FT/ATR): 2981, 1647, 1597, 1506, 1216, 990, 821 cm™,
MS (ESI+) (Spektrum No 39)

m/z: 363 [M+H]

'H NMR (Spektrum No 40)

(400 MHz, DMSO) § 7.44 (4H, d, J= 7.2 Hz, H-3"", H-5""), 7.95 (4H, d, J= 8.0 Hz,
H-2, H-2', H-6, H-6"), 8.07 (4H, d, J= 8.0 Hz, H-3, H-3', H-5, H-5"), 8.45 (4H, d, J=
7.2 Hz, H-2"", H-6""), 8.76 (2H, s, H-1") ppm.

Elementel Analiz: CosH1gN4

Hesaplanan (%): C, 79.54; H, 5.01; N, 15.46.
Bulunan (%): C, 79.82; H, 5.35; N, 15.75.
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1.2.11. imin-11 kodlu bilesik

4-[({4"-[(fenilmetilimino)metil]-[1,1"-bifenil]-4-il}metilen)amino)metil]benzen

Verim: % 56, Erime Derecesi: 189 °C

IR (Spektrum No 42)

vmaks (FT/ATR): 2873, 1638, 1605, 1045, 823, 729 cm™.
MS (ESI+) (Spektrum No 43)

m/z: 389 [M+H]

'H NMR (Spektrum No 44)

(400 MHz, DMSO) & 4.78 (4H, s, H-2""), 7.22-7.28 (2H, m, H-4""), 7.32-7.36 (8H,
m, H-2"", H-3"", H-5"", H-6""), 7.80 (4H, d, J= 8.4 Hz, H-2, H-2", H-6, H-6'), 7.87
(4H, d, J= 8.4 Hz, H-3, H-3', H-5, H-5"), 8.54 (2H, s, H-1") ppm.

Elementel Analiz: CogH24N»

Hesaplanan (%): C, 86.56; H, 6.23; N, 7.21.
Bulunan (%): C, 86.28; H, 6.45; N, 7.30.
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1.2.12. imin-12 kodlu bilesik

4-[({4'-[feniletilimino)metil]-[1,1"-bifenil]-4-il}metilen)amino)etil]benzen

Verim: % 22, Erime Derecesi: 186 °C

IR (Spektrum No 46)

vmaks (FT/ATR): 2936, 2837, 1643, 1033, 820, 746, 700 cm™,
MS (ESI+) (Spektrum No 47)

m/z: 417 [M+H]

'H NMR (Spektrum No 48)

(400 MHz, DMSO) § 2.93 (4H, t, J= 7.2 Hz, H-2"), 3.82 (4H, t, J= 7.4 Hz, H-1""),
7.15-7.19 (2H, m, H-4"), 7.24-7.29 (8H, m, H-2"", H-3""", H-5"" H-6""), 7.54-7.80
(8H, m, H-2, H-2’, H-3, H-3', H-5, H-5', H-6, H-6"), 8.29 (2H, s, H-1") ppm.

Elementel Analiz: C3oH2sN>

Hesaplanan (%): C, 86.50; H, 6.78; N, 6.72.
Bulunan (%): C, 86.47; H, 6.48; N, 6.52.
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1.2.13. imin-13 kodlu bilesik

4-({4'-[(naftil-1-il-imino)metil]-[1,1"-bifenil]-4-il }metilen)naftil-1-amin

Verim: % 63, Erime Derecesi: > 300 °C

IR (Spektrum No 50)

vmaks (FT/ATR): 2938, 1618, 1603, 1394, 822, 771 cm™.
MS (ESI+) (Spektrum No 51)

m/z: 461 [M+H]

'H NMR (Spektrum No 52)

(400 MHz, DMSO0) § 7.27 (2H, d, J=6.8 Hz, H-2""), 7.52-7.57 (6H, m, H-3"", H-6"",
H-7", 7.81 (2H, d, J= 8.4 Hz, H-5""), 7.93-7.96 (2H, m, H-4""), 8.02 (4H, d, J= 8.0
Hz, H-2, H-2', H-6, H-6"), 8.18 (4H, d, J= 8.0 Hz, H-3, H-3', H-5, H-5'), 8.29-8.34
(2H,m, H-8""), 8.79 (2H, d, J= 8.4 Hz, H-1") ppm.

3C NMR (Spektrum No 54)

(100 MHz, DMSO) § 1135, 123.9, 126.3 (x2), 126.8, 126.9, 127.8 (x2), 127.9,
128.1, 128.9, 130.0, 130.1 (x2), 134.0 (x2), 134.1, 136.3, 142.5, 148.8, 160.9 ppm.

Elementel Analiz: C34H2oN»

Hesaplanan (%): C, 88.67; H, 5.25; N, 6.08.
Bulunan (%): C, 88.47; H, 5.40; N, 6.26.
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1.2.14. imin-14 kodlu bilesik

4-[({4'-[kinolin-8-il-imino)metil]-[1,1"-bifenil]-4-il}metilen)kinolin-8-amin

Verim: % 15, Erime Derecesi: 262 °C

IR (Spektrum No 59)

vmaks (FT/ATR): 2935, 1621, 1495, 816 cm™.
MS (ESI+) (Spektrum No 60)

m/z: 463 [M+H]

'H NMR (Spektrum No 61)

(400 MHz, DMSO) & 7.42-7.54 (6H, m, H-3"", H-6"", H-7""), 7.96 (4H, d, J= 8.0 Hz,
H-2, H-2', H-6, H-6"), 8.01 (4H, d, J= 6.8 Hz, H-3, H-3', H-5, H-5"), 8.14-8.16 (2H,
m, H-4"" veya H-5""), 8.21-8.24 (2H, m, H-4"" veya H-5"""), 8.69 (2H, bs, H-1"), 8.72
(2H, bs, H-2"") ppm.

Elementel Analiz: C3,H2,N4

Hesaplanan (%): C, 83.09; H, 4.79; N, 12.11.
Bulunan (%): C, 83.46; H, 4.52; N, 12.26.
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1.3. Azo Tiirevi Bilesiklerin Spektral Bulgular:

1.3.1. Azo-1 kodlu bilesik

-0

4,4'-bis(fenildiazenil)-1,1"-bifenil

Verim: % 29, Erime Derecesi: 189 °C

IR (Spektrum No 63)

vmaks (FT/ATR): 2937, 1593, 1506, 1340, 850, 838, 738 cm™.
MS (ESI+) (Spektrum No 64)

m/z (% bagil bolluk): 363 [M+H]

'"H NMR (Spektrum No 65)

(400 MHz, CDCls3) 8 7.32 (2H, d, J= 8.4 Hz, H-4"), 7.66 (4H, d, J= 8.4 Hz, H-2, H-
2', H-6, H-6' veya H-3", H-5"), 7.73 (4H, d, J= 8.8 Hz, H-2, H-2’, H-6, H-6' veya H-
3", H-5"), 8.17 (4H, d, J= 8.8 Hz, H-3, H-3', H-5, H-5' veya H-2", H-6"), 8.30 (4H,
d, J= 8.4 Hz, H-3, H-3’, H-5, H-5' veya H-2", H-6") ppm.

Elementel Analiz: CosH1gN4

Hesaplanan (%): C, 79.54; H, 5.01; N, 15.46.

Bulunan (%): C, 79.82; H, 5.38; N, 15.72.
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1.3.2. Az0-2 kodlu bilesik

O

4,4'-bis-[1,1"-bifenil]-4,4'-diilbis(diazen-2,1-diil)difenol

Verim: % 33, Erime Derecesi: 280 °C

IR (Spektrum No 67)

vmaks (FT/ATR): 2973, 1513, 1592, 1055, 831 cm™.
MS (ESI+) (Spektrum No 68)

m/z: 395 [M+H]

'H NMR (Spektrum No 69)

(400 MHz, CDCl3) & 7.32 (4H, d, J= 8.4 Hz, H-2", H-6"), 7.74 (4H, d, J= 8.4 Hz, H-
3", H-5"), 8.07 (4H, d, J= 8.8 Hz, H-2, H-2', H-6, H-6"), 8.17 (4H, d, J= 8.8 Hz, H-3,
H-3', H-5, H-5), 9.55 (2H, s, Ar-OH) ppm.

Elementel Analiz: C4H1gN4O>

Hesaplanan (%): C, 73.08; H, 4.60; N, 14.20.
Bulunan (%): C, 73.28; H, 4.82; N, 14.35.
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1.3.3. Az0-3 kodlu bilesik

OO

4,4'-bis[(4-klorofenil)diazenil]-1,1'"-bifenil

Verim: % 28, Erime Derecesi: 235 °C

IR (Spektrum No 71)

vmaks (FT/ATR): 2924, 1589, 1508, 1482, 1335, 1109, 821, 755 cm™.
MS (ESI+) (Spektrum No 72)

m/z: 431 [M+H], 433 [M+H+2], 435 [M+H+4]

'H NMR (Spektrum No 73)

(400 MHz, CDCls3) & 7.70 (4H, d, J= 8.0 Hz, H-2, H-2’, H-6, H-6" veya H-3", H-5"),
7.78 (4H, d, J= 8.4 Hz, H-2, H-2', H-6, H-6' veya H-3", H-5"), 8.06 (4H, d, J= 8.4
Hz, H-3, H-3', H-5, H-5' veya H-2", H-6"), 8.30 (4H, d, J= 8.0 Hz, H-3, H-3’, H-5,
H-5' veya H-2", H-6") ppm.

Elementel Analiz: Co4H16N4Cl>

Hesaplanan (%): C, 66.83; H, 3.74; N, 12.99.

Bulunan (%): C, 67.08; H, 3.96; N, 13.02.
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1.3.4. Az0-4 kodlu bilesik

chQN"N Ve

4,4'-bis((p-toluildiazenil)-1,1"-bifenil

Verim: % 15, Erime Derecesi: 248 °C

IR (Spektrum No 75)

Vmaks (FT/ATR): 2938, 1594, 1503, 1344, 851, 839, 740 cm™.
MS (ESI+) (Spektrum No 76)

m/z: 391 [M+H]

'H NMR (Spektrum No 77)

(400 MHz, CDCl3) 8 2.51 (6H, s, Ar-CHg), 7.33 (4H, d, J= 8.4 Hz, H-3", H-5"), 7.47
(4H, d, J= 8.4 Hz, H-2", H-6"), 8.23 (4H, d, J= 8.0 Hz, H-2, H-2", H-6, H-6"), 8.46
(4H, d, J= 8.0 Hz, H-3, H-3", H-5, H-5") ppm.

Elementel Analiz: CogH14N4

Hesaplanan (%): C, 79.97; H, 5.68; N, 14.35.
Bulunan (%): C, 80.05; H, 5.85; N, 14.32.
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1.3.5. Azo0-5 kodlu bilesik

4,4'-bis[(4-metoksifenil)diazenil]-1,1"-bifenil

Verim: % 10, Erime Derecesi: > 300 °C

IR (Spektrum No 79)

vmaks (FT/ATR): 2967, 1594, 1508, 1347, 1247, 1110, 1033, 839, 740 cm™.
MS (ESI+) (Spektrum No 80)

m/z: 423 [M+H]

'H NMR (Spektrum No 81)

(400 MHz, CDCls) & 3.84 (6H, s, Ar-OCH3), 7.32 (4H, d, J= 8.4 Hz, H-3", H-5"),
7.61 (4H, J= 8.4 Hz, H-2, H-2", H-6, H-6"), 8.07 (4H, J= 8.4 Hz, H-3, H-3’, H-5, H-5'
veya H-2", H-6"), 8.30 (4H, J= 8.8 Hz, H-3, H-3", H-5, H-5' veya H-2", H-6") ppm.

Elementel Analiz: CosH2oN4O,

Hesaplanan (%): C, 73.92; H, 5.25; N, 13.26.
Bulunan (%): C, 74.15; H, 5.37; N, 13.46.
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1.3.6. Az0-6 kodlu bilesik

eyt

4,4'-bis[(4-nitrofenil)diazenil]-1,1"-bifenil

Verim: % 18, Erime Derecesi: 185 °C

IR (Spektrum No 83)

vmaks (FT/ATR): 3368, 2938, 1624, 1593, 1502, 1344, 1302, 1109, 850, 839, 738 cm’
1

MS (ESI+) (Spektrum No 84)

m/z: 453 [M+H)]

'H NMR (Spektrum No 85)

(400 MHz, CDCl3) 6 7.72 (4H, d, J= 8.8 Hz, H-2, H-2’, H-6, H-6"), 7.87 (4H, d, J=
7.6 Hz, H-2", H-6"), 8.09 (4H, d, J= 8.4 Hz, H-3, H-3', H-5, H-5"), 8.30 (4H, d, J=
7.6 Hz, H-3", H-5"") ppm.

Elementel Analiz: Co4H16NgO4

Hesaplanan (%): C, 63.71; H, 3.56; N, 18.58.
Bulunan (%): C, 63.75; H, 3.59; N, 18.70.

181



618

4000.0

3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800
cm-1

600.

Spektrum No 83. Azo-6 kodlu bilesigin IR spektrumu

% Bagil bolluk

~ @
@ o
T YITTh

we

453.14

12007

332.13
1

150 00 250 00 50 100 150
mlz

500

Spektrum No 84. Azo-6 kodlu bilesigin kiitle spektrumu

182



1 f

o . 0B
197
Y

—250

—200

—150

rio00

—50

T
i3

T
12

T
11

T
i0

6
f1 (ppm)

Spektrum No 85. Azo-6 kodlu bilesigin *H-NMR spektrumu

183




8312
8293
—8.0%
—8075
7880
~781
1T
~7713

-—30
;20
AL,
S

o
™~
E=1

100

1974

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
8.50 8.45 8.40 8.35 8.30 8.25 8.20 8.15 8.10 8.05 8.00 7.95 7.9fD (7.85) 780 7.75 7.70 7.65 7.60 7.55 7.50 745 7.40 7.35 7.30 7.25 7.20
1 (ppm

Spektrum No 86. Az0-6 kodlu bilesigin genisletilmis 'H-NMR spektrumu

184




1.3.7. Az0-7 kodlu bilesik

hN—@—COOH
HOOC—@—N

4,4'-{[1,1"-bifenil]-4,4'-diilbis(diazen-2,1-diil) }dibenzoik asit

Verim: % 25, Erime Derecesi: 273 °C

IR (Spektrum No 87)

Vmaks (FT/ATR): 2934, 1594, 1507, 1339, 1108, 838, 736 cm™.
MS (ESI+) (Spektrum No 88)

m/z: 451 [M+H]

'H NMR (Spektrum No 89)

(400 MHz, CDCl3) § 7.75 (4H, d, J= 8.4 Hz, H-2, H-2", H-6, H-6"), 8.12 (4H, d, J=
8.4 Hz, H-3, H-3', H-5, H-5), 8.27 (4H, d, J= 8.0 Hz, H-2", H-6"), 8.47 (4H, d, J=
8.0 Hz, H-3", H-5"), (10.85 2H, s, Ar-COOH) ppm.

Elementel Analiz: CogH1gN4O4

Hesaplanan (%): C, 69.33; H, 4.03; N, 12.44.
Bulunan (%): C, 69.70; H, 4.09; N, 12.50.
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1.3.8. Az0-8 kodlu bilesik

=N

4,4'-bis(piridin-2-ildiazenil)-1,1'-bifenil

Verim: % 70, Erime Derecesi: 251 °C

IR (Spektrum No 91)

vmaks (FT/ATR): 2937, 1598, 1509, 1341, 850, 838, 737 cm™.
MS (ESI+) (Spektrum No 92)

m/z: 365 [M+H]

'"H NMR (Spektrum No 93)

(400 MHz, CDCls)  7.47 (4H, d, J= 8.8 Hz, H-2, H-2", H-6, H-6'), 7.52-7.54 (4H, d,
J= 8.4 Hz, H-4", H -5"), 7.66 (4H, d, J= 8.8 Hz, H-3, H-3', H-5, H-5"), 7.73-7.75
(2H, m, H-3"), 8.23-8.25 (2H, m, H-6") ppm.

Elementel Analiz: CyHigNg

Hesaplanan (%): C, 72.51; H, 4.43; N, 23.06.
Bulunan (%): C, 72.81; H, 4.56; N, 23.14.
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1.3.9. Az0-9 kodlu bilesik

OO

N=
4,4'-bis(piridin-3-ildiazenil)-1,1"-bifenil

Verim: % 22, Erime Derecesi: 185 °C

IR (Spektrum No 95)

vmaks (FT/ATR): 2981, 1593, 1502, 1344. 851, 838, 739 cm™.
MS (ESI+) (Spektrum No 96)

m/z: 365 [M+H]

'"H NMR (Spektrum No 97)

(400 MHz, CDCls) & 7.81 (4H, d, J= 8.0 Hz, H-2, H-2', H-6, H-6'), 8.02 (2H, q, J=
4.8 Hz, H-5"), 8.14 (4H, d, J= 8.4 Hz, H-3, H-3', H-5, H-5"), 8.52 (2H, d, J= 4.0 Hz,
H-4"), 8.58-8.59 (2H, m, H-6"), 8.88 (2H, s, H-2") ppm.

Elementel Analiz: CyHigNg

Hesaplanan (%): C, 72.51; H, 4.43; N, 23.06.
Bulunan (%): C, 72.21; H, 4.25; N, 22.85.
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1.3.10. Azo0-10 kodlu bilesik

N

4,4'-bis((piridin-4-ildiazenil)-1,1"-bifenil

Verim: % 12, Erime Derecesi: 181 °C

IR (Spektrum No 99)

vmaks (FT/ATR): 2937, 1593, 1507, 1339, 838, 738 cm™.
MS (ESI) (Spektrum No 100)

m/z: 365 [M+H)]

'H NMR (Spektrum No 101)

(400 MHz, CDCl3) 6 7.47 (4H, d, J= 8.8 Hz, H-2, H-2', H-6, H-6"), 7.66 (4H, d, J=
9.2 Hz, H-3", H-5"), 8.09 (4H, d, J= 8.4 Hz, H-3, H-3’, H-5, H-5"), 8.24 (4H, d, J=
9.2 Hz, H-2", H-6") ppm.

Elementel Analiz: CoHigNg

Hesaplanan (%): C, 72.51; H, 4.43; N, 23.06.
Bulunan (%): C, 72.21; H, 4.25; N, 23.15.
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1.3.11. Azo-11 kodlu bilesik

ol O

4,4'-bis((benzildiazenil)-1,1"-bifenil

Verim: % 8, Erime Derecesi: 175 °C

IR (Spektrum No 103)

vmaks (FT/ATR): 3387, 2973, 1615, 1593, 1508, 1342, 825, 693 cm™.
MS (ESI+) (Spektrum No 104)

m/z: 391 [M+H]

'H NMR (Spektrum No 105)

(400 MHz, CDCl) & 2.67 (4H, s, H-2"), 7.23-7.25 (2H, d, J= 8.0 Hz, H-4""), 7.30-
7.38 (8H, m, H-2"", H-3"", H-5"", H-6""), 7.47 (4H, d, J= 8.4 Hz, H-2, H-2, H-6, H-
6'), 7.66 (4H, d, J= 8.4 Hz, H-3, H-3', H-5, H-5) ppm.

Elementel Analiz: CogH2oN4

Hesaplanan (%): C, 79.97; H, 5.68; N, 14.35.
Bulunan (%): C, 80.15; H, 5.76; N, 14.42.
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1.3.12. Azo0-12 kodlu bilesik

O~ O

4,4'-bis(fenetildiazenil)-1,1"-bifenil

Verim: % 8, Erime Derecesi: 254 °C

IR (Spektrum No 107)

vmaks (FT/ATR): 3077, 1594, 1502, 1342, 1109, 838, 740 cm™.
MS (ESI+) (Spektrum No 108)

m/z: 419 [M+H]

'H NMR (Spektrum No 109)

(400 MHz, CDCl5) & 1.82 (4H, t, J= 7.2 Hz, H-2"), 2.91 (4H, t, J= 7.2 Hz, H-1"),
7.26-7.28 (2H, m, H-4""), 7.30 (4H, dt, Ji;= 1.2 Hz J,= 7.2 Hz, H-2"", H-6""), 7.32-
7.35 (4H, m, H-3"", H-5""), 7.41 (4H, dd, J;= 1.2 Hz J,= 6.4 Hz, H-2, H-2’, H-6, H-
6"), 7.68 (4H, d, J= 6.8 Hz, H-3, H-3", H-5, H-5) ppm.

Elementel Analiz: CogHosN4

Hesaplanan (%): C, 80.35; H, 6.26; N, 13.39.
Bulunan (%): C, 80.47; H, 6.31; N, 13.55.
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1.3.13. Az0-13 kodlu bilesik

2 N"NN\‘N )
@, )

4,4'-bis(naftalen-1-ildiazenil)-1,1"-bifenil

Verim: % 5, Erime Derecesi: 278 °C

IR (Spektrum No 111)

vmaks (FT/ATR): 3043, 2960, 1623, 1574, 1512, 1404, 1289, 1013, 788, 767 cm™.
MS (ESI+) (Spektrum No 112)

m/z: 463 [M+H]

'H NMR (Spektrum No 113)

(400 MHz, CDCl3) & 7.63-7.74 (6H, m, H-3", H-6", H-7"), 7.77-7.79 (6H, m, H-2",
H-4", H-5"), 8.25 (4H, d, J= 7.8 Hz, H-2, H-2', H-6, H-6'), 8.30 (4H, d, J= 9.2 Hz,
H-3, H-3', H-5, H-5'), 8.36 (2H, d, J= 8.8 Hz, H-8") ppm.

Elementel Analiz: C3oH»oN4

Hesaplanan (%): C, 83.09; H, 4.79; N, 12.11.
Bulunan (%) : C,83.22; H, 4.89; N, 12.20.
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1.3.14. Azo0-14 kodlu bilesik

\_/ "/
4,4'-bis(kinolin-8-ildiazenil)-1,1"-bifenil

Verim: % 19, Erime Derecesi: 182 °C

IR (Spektrum No 115)

vmaks (FT/ATR): 3085, 1614, 1592, 1505, 1369, 1336, 819, 789, 753 cm™.
MS (ESI+) (Spektrum No 116)

m/z: 465 [M+H]

'H NMR (Spektrum No 117)

(400 MHz, CDCls) § 7.70-7.84 (10H, m, H-2, H-2', H-6, H-6", H-3", H-6", H-7")
8.07-8.09 (2H, m, H-4" veya H-5"), 8.32-8.34 (2H, m, H-4" veya H-5"), 8.35-8.38
(6H, m, H-3, H-3', H-5, H-5", H-2") ppm.

Elementel Analiz: C3gH»oNsg

Hesaplanan (%): C, 77.57; H, 4.34; N, 18.09.
Bulunan (%): C, 77.75; H, 4.46; N, 18.12.
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2. Biyolojik Aktivite Bulgular:

Bilesik AChE BuChE AChE/BUChE
ICso (uM) £ SEM Selektivite

Imin-1 6.73 +0.08 >100 (107)

Imin-2 6.88 +0.22 30.43 +0.73 0.23

Imin-3 8.24£0.21 79.31 + 5.80 0.10

[min-4 7.46 +0.28 >100

Imin-5 6.47+0.18 >100 (161.4)

[min-6 7.65 +0.68 69.47 £+ 3.60 0.11

Imin-7 10.51 £0.17 41.72 £0.73 0.25

imin-8 14.69 + 0.50 77.03 £ 5.34 0.19

Imin-9 9.85 + 0.38 50.71 £ 0.40 0.19

[min-10 11.66 + 0.33 >100

Imin-11 8.70+0.16 63.76 £ 3.35 0.13

[min-12 8.02+0.71 >100

imin-13 8.61 £0.18 46.52 £ 1.84 0.19

imin-14 11.49 + 0.46 >100 (280)

Azo-1 7.76 £0.15 >100

Az0-2 7.06 £0.27 >100

Az0-3 7.33+0.10 27.83+0.89 0.26

Az0-4 8.22+0.33 >100

Az0-5 7.21+0.14 >100 (103.3)

Az0-6 8.79£0.21 >100

Az0-7 16.22 £ 0.45 78.16 + 5.66 0.21

Az0-8 6.26 +0.14 >100

Az0-9 9.60 + 0.24 >100

Az0-10 7.25+0.99 >100 (298)
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Azo-11 8.98+0.16 2.72+0.15 3.30

Az0-12 14.71 +0.45 >100 (119.7)

Az0-13 7.89 £0.22 >100

Azo-14 5.77 +0.20 >100

Takrin 0.075+0.02 0.0098 £+ 0.0002
Galantamin 0.43 £0.03 14.92 £ 0.57

Tablo 3. Sentezlenen bilesiklerin kolinesteraz inhibisyon degerleri

Bilesik APi-42 fibril olusumu iizerinde % inhibisyon
25 pM 100 pM
Imin-1 10.98 27.03
[min-2 15.16 31.43
Imin-3 4 7.69
Imin-4 - 6.55
[min-5 17.36 20.00
Imin-6 - 23.35
Imin-7 - -
Imin-8 15.90 24.04
Imin-9 19.17 22.89
Imin-10 4.67 22.92
Imin-11 - 15.64
Imin-12 - 17.75
Imin-13 10.42 24.82
Imin-14 25.56 39.38
Azo-1 11.51 31.36
Az0-2 521 33.80
Az0-3 17.85 38.01
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Azo-4 22.20 40.56
Az0-5 55.35 74.08
Az0-6 37.87 54.99
Azo-7 14.11 17.60
Az0-8 17.55 25.52
Az0-9 61.36 78.39
Az0-10 15.79 20.76
Az0-11 38.41 64.10
Az0-12 21.80 31.87
Az0-13 33.85 52.33
Azo-14 20.73 43.33
Kurkumin 92.79 98.38

- : aktivite saptanamamistir.

Tablo 4. Sentezlenen bilesiklerin AP agregasyonunun inhibisyon degerleri
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3. Log P Bulgular:

Bilesik | Hesaplanan Log P Bilesik Hesaplanan | Log P
LogP LogP
imin-1 7.30 7.44 Azo-1 8.60 8.58
Iimin-2 6.52 6.67 Az0-2 7.72 7.8
imin-3 8.12 8.42 Az0-3 9.44 9.56
imin-4 7.20 7.19 Az0-4 8.30 8.33
imin-5 8.35 8.56 Az0-5 9.61 9.7
Iimin-6 5.82 5.95 Az0-6 6.35 6.37
imin-7 6.43 6.56 Az0-7 7.28 7.71
imin-8 6.15 6.21 Az0-8 7.30 7.34
imin-9 4.73 4.77 Az0-9 5.80 5.91
imin-10 4.75 4.77 Az0-10 5.82 5.91
imin-11 7.45 7.58 Azo-11 8.70 8.72
imin-12 8.03 8.14 Az0-12 8.17 8.28
imin-13 9.42 9.44 Az0-13 10.52 10.58
imin-14 7.56 7.61 Azo-14 8.75 8.75

Tablo 5. Sentezlenen bilesiklerin Log P degerleri
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TARTISMA

Literatiir verilerinden hareketle, AP agregasyonunun inhibisyonunda
diizlemselligin, aromatikligin, molekiiliin ucunda bir veya daha fazla sayida polar,
hidrojen bag1 yapabilen bir siibstitiient varligmin ve baglayici uzunlugunun (8-16 A)
onemli oldugu sonucuna varilmistir (37, 43, 54). Calismamizda, bu veriler 1s1831nda
AH tedavisinde AP agregasyon inhibitorii olarak iki seri halinde 28 adet bilesigin
sentezi gerceklestirilmistir.

Diizlemselligin saglanmas1 amaciyla, sentezlenen tiim bilesiklerin merkezinde
bifenil halka sistemi kullanilmis ve sistemin her iki ucuna imin ve azo yapilarinin
getirilmesi ile diizlemsellik devam ettirilmistir. Aktivite i¢in molekiiliin her iki
ucunda aromatik bir yapmin gerekli oldugu bilgisinden yola cikilarak benzen,
naftalen, kinolin ve piridin halkalar1 ilave edilmistir. Piridin halkas1 farkh
konumlarindan siibstitiie edilmistir. U¢ aromatik yapi olarak benzen halkasinin
secildigi bilesiklerde elektron akseptorii veya dondrii ¢esitli siibstitiientler
kullanilmistir. Diizlemselligin aktivite {izerine etkilerini dogrulamak amaciyla,
molekiiliin her iki ucuna benzil veya fenetil yapilar ilave edilmistir. Olusturulan
molekiil yapilarinin uzunlugu 6l¢iildiigiinde 16-18.1 A araliginda bulunmustur.

Tasarlanan iki seriden imin tiirevi olan bilesikler: bifenil halka sisteminin her
iki ucunda imin yapisi tagiyan bilesikler olup, 9 tanesi orijinal olmak tizere toplam 14
bilesiktir. Bu serinin sentezi igin ilk olarak, [1,1’-bifenil]-4,4'-diildimetanol bilesigi
ile PCC oda sicakliginda reaksiyona sokularak [1,1'-bifenil]-4,4'-dikarbaldehit
bilesigi olusturulmustur. Elde edilen bu bilesigin etanol igerisinde uygun aminler ile
verecegi kondensasyon tepkimesi sonucunda imin tiirevleri sentezlenmistir (Sekil

86).
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Sekil 86. Imin serisi bilesiklerin genel yapisi

Azo serisi bilesikler: bifenil halka sisteminin her iki ucunda azo yapisi tagiyan
bilesikler olup, 11 tanesi orijinal olmak iizere toplam 14 bilesiktir. Bu seri bilesikler,
4.4'-dinitrobifenil bilesiginin baz varliginda uygun aminler ile verecegi redoks

reaksiyonu sonucu tek basamakta elde edilmistir (Sekil 87).

-0 KOH, DMF, N
O 0
\ 150°C, N
7 \ -
O e} V4
R-N

Sekil 87. Azo serisi bilesiklerin genel yapisi

Final bilesiklerinin yapilar1 IR, *H-NMR, kiitle spektroskopik yontemleri ve
elementel analiz verilerinin degerlendirilmesiyle aydinlatilmis ve imin-13 kodlu
bilesige ileri NMR teknikleri uygulanarak protonlar yerlestirilmis olup literatiir
verileri ile karsilastirilmistir (272). Bilesiklerinin yapilar1 aydinlatildiktan sonra
biyolojik aktivitelerinin degerlendirilmesi amaciyla Ellman ve tiyoflavin T testlerine
tabi tutulmusglardir. Fizikokimyasal parametreleri 6lgmek amaciyla, elde edilen
bilesiklerin Log P ve pKa degerleri potansiyometrik titrasyon metodu ile

hesaplanmastir.
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I. Bilesiklerin Spektral Bulgularinin Degerlendirilmesi
1. IR Bulgularmin Degerlendirilmesi

Tiim bilesiklerde aromatik yapilara ait =C-H gerilmesine ait titresimler 3105-
3022 cm™ arasinda ve C=C gerilmesine ait orta siddetli titresimler 1610-1442 cm™
arasinda olup, 837-702 cm™ arasinda izlenen sinyaller hidrojene ait C-H diizlem dist
egilmelerinden kaynaklanmaktadir. Imin serisi bilesiklerin spektrumlarinda 1615-
1420 cm™ arasinda C=N gerilmesine ait orta siddetli titresimler s6z konusu iken azo
serisi bilesiklerde goriilen N=N gerilmesine ait titresimler 1580-1530 cm™de
bulunmaktadir. Ayrica, imin serisi bilesiklerde elde edilen ara {iriinde bulunan aldehit
yapisina ait C=0 gerilme titresimi 1693 cm™de cok siddetli bir bant halinde
izlenmistir.

Bilesiklerin ~ u¢  kisimlarinda  bulunan  siibstitiientler =~ bakimndan
degerlendirildiginde; nitro yapisma ait N-O gerilme titresimleri 1370-1390 cm™ ve
1440-1460 cm™'de sidddetli iki bant halinde imin-6 ve azo-6 kodlu bilesiklerde,
fenolik hidroksil yapisina ait O-H gerilme titresimleri 3428-3400 cm™ de orta siddetli
ve =C-O gerilme titresimleri 1270-1252 cm™ de ¢ok siddetli bantlar imin-2 ve azo-2
kodlu bilesiklerde, karboksilik asit yapisina ait O-H gerilme titresimleri 3075-3050
cm™de ve =C-O gerilme titresimleri 1664-1650 cm™de siddetli bir bant halinde
imin-7 ve azo-7 kodlu bilesiklerde, metoksi yapisina ait C-O gerilme titresimleri ise
1020-1100 cm™'de giiclii bir bant halinde imin-5 ve azo-5 kodlu bilelsiklerde

gozlenmistir.
2. Kiitle Bulgularinin Degerlendirilmesi

Elde edilen bilesiklerin kiitle spektrumlart pozitif iyon elektrosprey
iyonizasyon (ESI+) yontemine gére alinmis ve pozitif iyonizasyon spektrum verileri
bulgular boliimiinde 6zetlenmistir.

Bilesiklerin spektrumlarinda [M+H]" molekiiler iyon piklerinin, hesaplanan ve
beklenen molekiil agirliklariyla tam bir uyum igerisinde oldugu goriilmektedir.

Iki klor atomu tastyan imin-3 ve azo-3 kodlu final bilesiklerin
spektrumlarinda, [M+H]" molekiiler iyon pikine ilaveten beklenildigi iizere

[M+H+2]" ve [M+H+4]" izotop pikleri gdzlenmistir.
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3. Elementel Analiz Bulgularimin Degerlendirilmesi

Bilesiklerin elementel analiz sonucglar1 % 0.4 ve daha diisiik degerde sapma

gostermistir. Analiz sonuglari, bulgular boliimiinde ayrintili olarak verilmistir.

4. 'H-NMR Bulgularimin Degerlendirilmesi

Sentezi gergeklestirilen tiim bilesiklerin '"H NMR verilerinin degerlendirilmesi
sirasinda kullanilmak iizere imin tiirevlerine drnek olmasi amaciyla imin-13 kodlu
bilesigin, azo tiirevlerine Ornek olmasi amaciyla ise azo-13 kodlu bilesigin

numaralandirmasi sekil 88’de gosterilmistir.

32 3
37" 2", lu ‘O 4. l" 2m 3|n
m 4 \ "
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imin-13 kodlu bilesigin numaralandirilmasi

3 2 )
et O
4||1H I\I" \N ll 4n

5 6 6! 5!

6" 7" 7” 6"
azo-13 kodlu bilesigin numaralandirilmasi

Sekil 88. Imin-13 ve azo-13 kodlu bilesiklerin numaralandirilmalari

Imin serisi bilesiklerin ara iiriinii olan imin-a kodlu [1,1'-bifenil]-4,4"-
dikarbaldehit bilesiginde, 6 8.00 (J = 6.8 Hz)’de goriilen dort hidrojene karsilik gelen
dublet sinyalin H-3, H-3', H-5 ve H-5' protonlarina, daha yukari alanda 6 7.80 (J =
6.0 Hz)’de goriilen dort hidrojenlik dublet sinyalin ise H-2, H-2', H-6 ve H-6'
protonlarina ait oldugu, ayrica aromatik sahada & 10.09’da goriilen iki hidrojenlik

keskin singletin de aromatik aldehit protonunun sinyali oldugu goriisiine varilmistir.
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Final bilesiklerimizin "H NMR spektrumlarinda terminal aromatik halkalarin
tasidigr protonlara ait sinyaller uygun kimyasal kayma degerinde ve boliinme
tiplerinde izlenmis olup 'H-NMR degerleri literatlir verilerine gore yerlestirilmistir
(272).

Caligmamizda sentezlenen tiim bilesiklerin yapisinda yer alan bifenil halkasina
ait p-disiibstitiie benzen halkasimnin aromatik hidrojenleri AA'BB' spin sistemine
uygun sekilde, spektrumlarinda orto etkilesmeden kaynaklanan dorder protonluk iki
dublet halinde izlenmistir. imin serisi bilesiklerde bu protonlara ait sinyaller § 7.99-
8.16ve O 7.85-7.87 ppm araliklarinda, dorder hidrojenlik iki dublet halinde, 8.0
Hz’lik J degerine; azo serisi bilesiklerde ise & 7.54-8.06 ve o 7.39-7.85 ppm
araliklarinda, dorder hidrojenlik iki dublet halinde, 8.2 Hz’lik J degerine sahiptirler.

Imin serisi bilesiklerde & 8.66-8.78 ppm arasinda goriilen iki hidrojene karsilik
gelen keskin singlet CH=N yapisina aittir.

Terminal aromatik yapi olarak benzen halkasi tasiyan imin-1 ve azo-1 kodlu
bilesiklere ait proton sinyalleri 6 6.98-8.00 ppm araliginda 10 hidrojen degerinde
multiplet olarak tespit edilmistir.

Terminal aromatik yapi olarak benzen halkasi bulunan bilesiklerin para
konumunda tasidiklar stibstitiientlere gore degerlendirme yapildiginda;

Tiim bilesiklere ait aromatik hidrojenler AA'BB' spin sistemi 6zelligi gostermis
olup, orto etkilesmeden kaynaklanan doérder hidrojenlik iki dublet halinde ve
stibstitiientin cinsine gore degisen uygun kimyasal kayma degerlerinde izlenmistir.
Hidroksil siibstitiienti bulunan imin-2 ve azo-2 kodlu bilesiklerin spektrumunda
strastyla 0 9.53 ve 9.72 ppm’de ikiser hidrojenlik keskin singlet, karboksilik asit
slibstitiienti tagtyan imin-7 ve azo-7 kodlu bilesiklerde sirasiyla 8 10.07 ve 10.85
ppm’de ikiser hidrojenlik singlet, metil siibstitiienti bulunan imin-4 ve azo-4 kodlu
bilesiklerin spektrumunda sirasiyla 6 2.34 ve 2.45 ppm’de altisar hidrojenlik singlet,
metoksi siibstitiienti bulunan imin-5 ve azo-5 kodlu bilesiklerin spektrumunda ise
strasiyla 6 3.83 ve 3.96 ppm’de altigar hidrojenlik singlet olarak gézlenmistir.

Terminal aromatik yap1 olarak 2-piridin halkasi tagiyan imin-8 ve azo-8 kodlu
bilesiklerde H-4", H-5" ve H-6" protonlarina ait sinyaller & 7.52-8.51 ppm araliginda
alt1 hidrojen degerinde multiplet olarak tespit edilmis olup, H-3" protonuna ait
sinyaller & 7.06-7.54 ppm arali§inda iki hidrojene karsilik gelen 6.6 Hz’lik J degerine
sahip triplet seklinde gozlenmistir.
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Terminal aromatik yap1 olarak 3-piridin halkasi tagiyan imin-9 ve azo-9 kodlu
bilesiklerde H-2" ve H-6" protonlarina ait sinyaller & 8.46-8.88 ppm araliginda dort
hidrojen degerinde multiplet olarak tespit edilmis olup, H-4" protonuna ait sinyaller &
7.73-8.52 ppm araliginda iki hidrojene karsilik gelen 4.0 Hz’lik J degerine sahip
dublet halinde, H-5" protonuna ait sinyaller ise & 7.46-8.02 ppm araliginda iki
hidrojene karsilik gelen 4.8 Hz’lik J degerine sahip quartet halinde gézlenmistir.

Terminal aromatik yapi1 olarak 4-piridin halkasi tasiyan imin-10 ve azo-10
kodlu bilesiklere ait proton sinyaleri 6 8.40-8.62 (J =7.2 Hz) ve 6 7.40-8.05 (J=7.2
Hz) ppm araliginda dorder protonluk iki dublet halinde izlenmistir.

Imin ve azo gruplarina bagl benzil yapisima ait metilen protonlar1 imin-11
kodlu bilesikte & 4.87 ppm’de, azo-11 kodlu bilesikte 6 2.67 ppm’de ikiser
hidrojenlik singlet halinde, bu gruplara bagl fenetil yapisina ait metilen protonlari
imin-12 kodlu bilesikte 6 3.88 ve 3.23 ppm’de, azo-12 kodlu bilesikte 6 2.91 ve 1.82
ppm’de dorder hidrojenlik tripletler halinde goriilmistiir.

Terminal aromatik yapi olarak naftalen halkasi tasiyan imin-13 ve azo-13
kodlu bilesiklere ait proton sinyalleri 6 7.44-8.11 ppm araliginda olup bu sinyaller
de 14 hidrojen degerinde multipletler olarak tespit edilmistir.

Terminal aromatik yapi olarak kinolin, halkasi tasiyan imin-14 ve azo-14
kodlu bilesiklere ait proton sinyalleri 6 7.43-8.85 ppm araliginda olup bu sinyaller

de 12 hidrojen degerinde multipletler olarak tespit edilmistir.

I1. Bilesiklerin Biyolojik Aktivite Bulgularimin Degerlendirilmesi

1. Kolinesteraz finhibisyon Bulgularinin Degerlendirilmesi

Sentezlerini gergeklestirdigimiz tiim bilesiklerin ChE inhibitor etkileri referans
bilesikler olarak takrin (AChE ICs;= 0.075 + 0.02 uM, BuChE ICs= 0.0098 +
0.0002 uM) ve galantamin (AChE ICsp= 0.43 + 0.03 uM, BUChE 1Csp= 14.92 + 0.57
puM) kullanilmak suretiyle kolorimetrik Ellman testi ile tayin edilmistir (266, 327).
Inhibitdr bilesiklere ve referans bilesiklere ait ChE inhibitdr aktivite sonuglar1 gereg
ve yontem bolimiinde Tablo 3’te gosterilmistir.

Imin ve azo serisi bilesiklere ait ChE inhibitdr yapi-aktivite sonuglari

degerlendirildiginde;
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Imin serisi bilesiklerin AChE enzimine kars1 ICso degerlerinin 6.47-14.69 pM
araliginda degismekte oldugu gozlenmistir. Bu bilesikler igerisinde, terminaldeki
benzen halkalarinin p-konumunda metoksi grubu tasiyan tiirev (imin-5) (1Cso = 6.47
+ 0.18 pM) AChE enzimi iizerinde en yiiksek inhibitor 6zellige sahiptir.
Nonsiibstitiie benzen halkasina kiyasla, p-konumlarma hidroksil, klor, metil, nitro ve
karboksilik asit stibstitisyonu AChE inhibisyonunda azalmaya neden olurken
metoksi siibstitiisyonu inhibitor etkide artisa yol agmustir. Benzen halkalarinin p-
konumlarina yerlestirilen siibstitiientler bakimindan degerlendirildiginde, elektron
¢ceken ya da veren gruplar arasinda aktivite acisindan dikkate deger bir fark
gozlenmemistir.

Terminal aromatik halka olarak benzen, farkli konumlardan siibstitiie piridin
halkas1 ile yer degistirildiginde ya da naftalen/kinolin halkalar1 ile konjugasyon
arttiritldiginda  AChE inhibisyonuna karsi aktivite olumsuz yonde etkilenmistir.
Ayrica, imin yapilari ile terminal benzen halkalar1 arasina ara zincir ilavesi inhibitor
etkide azalmaya sebep olmustur.

Imin serisi bilesiklerin tiimiiniin BuChE iizerine inhibitor aktiviteleri oldukca
zay1f bulunmustur.

Genel olarak degerlendirildiginde, seriye ait bilesiklerin tamami AChE
enzimine karsi selektif enzim inhibitdr aktivitesine sahip olup, en yiiksek AChE
inhibitor etkili imin-5 kodlu bilesik ayn1 zamanda en selektif bilesik olarak
bulunmustur.

Azo serisi bilesiklerin AChE enzimine karst ICsp degerleri 5.77-16.22 uM
araliginda degismektedir. Bu bilesikler arasinda en etkili AChE inhibisyonu azo-14
kodlu bilesikte (ICsop = 5.77 £ 0.20 uM) gozlenmistir. Bu serideki bilesiklerde,
terminal benzen halkalarmin p-konumlarina hidroksil, klor ve metoksi siibstitiisyonu
nonsiibstitliie benzene nazaran AChE inhibisyonunda artisa neden olurken metil, nitro
ve karboksilik asit siibstitiisyonu inhibitér etkide azalmaya yol a¢mustir. Imin
tirevlerinde de oldugu gibi, elektron ¢eken ya da veren gruplar aktivitede dnemli
farklilik yaratmamustir.

Terminal benzen halkalari, farkli konumlardan siibstitiie olmus piridin halkasi
ile yer degistirildiginde, 3-piridil yapisi haricinde, AChE inhibisyonuna kars1 aktivite
olumlu yonde etkilenmistir.

Azo grubu ile terminal benzen halkalar1 arasina ara zincirin ilavesiyle olusan

tirevlerde AChE enzim aktivitesinde diislis gézlenmis olup, benzen halkalarinin
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naftalen halkasi ile yer degistirmesi aktivitede 6nemli bir degisiklik olusturmazken
kinolin halkas1 aktivitede olumlu degisiklik meydana getirmistir.

Azo0 tiirevleri arasinda azo-11 kodlu bilesik (ICsp = 2.72 + 0.15 uM) haricinde
kalan bilesiklerin tamaminda BUChE enzimi tiizerinde belirgin bir inhibitor etki
gozlenmemistir. Azo-11 kodlu bilesigin her iki kolinesteraza kars1 da iyi derecede
inhibitor aktivite gosterdigi tespit edilmistir.

Elde edilen ChE inhibitor sonuglari genel olarak degerlendirildiginde,
bilesikler AChE enzimine karsi iyi derecede inhibitor aktivite gosterirken, BuChE

enzimine kars1 dikkate deger bir aktivite gdstermemistir.

2. AP Agregasyon Inhibisyonu Bulgularimin Degerlendirilmesi

Kolinesteraz inhibisyonu i¢in test edilen tiim bilesikler, oto indiiksiyonlu Af1-42
agregasyonunu inhibe etme yetenekleri icin tiyoflavin T testi ile degerlendirilmistir
(332). Kurkumin, kendiliginden agregasyona kars1 inhibe edici aktivitesi (25 pM’da
% 92.79, 100 uM’da % 98.38) nedeniyle referans bilesik olarak kullanilmistir.
Bilesiklerin AB;-42 agregasyonuna karsi inhibitor etkileri gereg ve yontem boliimiinde
Tablo 4’te 6zetlenmistir.

Imin ve azo serisi bilesiklere ait agregasyon inhibisyonu yapi-aktivite sonugclari
degerlendirildiginde;

Imin serisi bilesiklerde, terminaldeki benzen halkalarinin p-konumunda
stibstitiient bulunan tiirevler igerisinde sadece hidroksil grubu tasiyan tiirev
nonsiibstitiie benzene gore daha iyi aktivite gostermistir. Bu tiirevlerden p-metoksi ve
p-nitro siibstitiie bilesikler de nonsiibstitiie benzen tiirevine yakin aktivite
sergilemislerdir.

Terminal benzen halkalarinin farkli konumlardan siibstitiie edilmis piridin
halkast ile yer degistirilmesiyle aktivitede belirgin bir artis gozlenmemistir.

Imin yapist ile u¢ benzen halkalarinin arasina karbon zincirinin ilavesi ile
aktivite azalirken, benzen yerine naftalen ya da kinolin halkalarmin getirilmesi ile
elde edilen bilesiklerde benzen tiirevine yakin derecede aktivite goriilmiistiir.

Azo serisi bilesikler, imin serisi bilesiklere kiyasla genel olarak AP
agregasyonuna karsi daha iyi bir inhibisyon profili sergilemistir. Seri igerisinde en
aktif bilesik azo-9 kodlu bilesik (100 uM’da % 78.39) iken, azo-5 ve azo-11 kodlu
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bilesikler (100 pM’da sirasiyla, % 74.08 ve % 64.10) de kayda deger aktivite
gostermislerdir.

Terminal benzen halkalarinin p-konumunda siibstitiient bulunan bilesikler
igerisinde karboksilik asit tasiyan tiirev haricindekilerin tiimii, nonsiibstitiic benzen
tiirevine gore yiiksek inhibitor aktivite sergilemislerdir. Bu tiirevlerin icerisinde en
giiclii inhibisyonu gosteren bilesik, p-konumunda metoksi grubu tasiyan azo-5 kodlu
bilesik olarak bulunmustur.

Azo serisi bilesiklerin her iki ucuna farkli konumlardan piridin halkas1
stibstitiie edilmis olan tiirevler igerisinde 3-piridil yapisi tasiyan bilesik (azo-9)
digerlerine gore oldukca yiiksek inhibitdr aktivite sergilemistir.

Bilesiklerin terminal benzen halkalar1 ile azo grubu arasina metilen ara
zincirinin ilavesiyle aktivite belirgin derecede artarken bu ara zincirin uzamasi ile
aktivitede bir degisiklik gergeklesmemistir.

Uc¢ kisimlardaki benzen halkalarinin naftalen ya da kinolin halkalart ile yer

degistirilmesi sonucu olusan bilesiklerde inhibitor aktivitede artis gézlenmistir.

1. Log P Bulgularinin Degerlendirilmesi

Bilesiklerin dagilim katsayilarinin hesaplanmasi sonucunda Log P degerleri,
imin serisi bilesiklerde 4.77-9.44 ve azo serisi bilesiklerde 5.91-10.38 araliginda
bulunmustur. Bu degerler ayn1 zamanda MOE.2016 programi ile karsilastiriimis

olup, degerlerin korelasyon i¢inde oldugu izlenmistir.

V. pKa Bulgularinin Degerlendirilmesi

Sentezi gergeklestirilmis imin ve azo serisi bilesiklerin asidik iyonlagma
sabitleri potansiyometrik titrasyon metodu ile bulunan degerler dogrultusunda

hesaplanmustir. Imin serisi bilesiklerin deneysel degerleri 3.16-9.06 arasinda iken;

azo serisi bilesiklerin 2.78-8.56 arasinda bulunmustur.
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SONUC ve ONERILER

AH, milyonlarca insani1 etkileyen demansin en yaygin sekli olup senil plaklarda
AP birikimi ve NFY ile karakterizedir. AH’nin tedavisinde kullanilan kolinesteraz
inhibitorleri ve NMDA reseptorii antagonistleri, AH’nin patofizyolojik nedenlerini
durduramamakta ya da geriye dondiirememektedirler. Son yillarda gergeklestirilen
ilag gelistirme caligmalar1 dikkate alindiginda hastaligin olusumu ve gelisiminde
birden fazla mekanizmanin rol aldigi goriilmektedir. Bu sebeple, AH'yi tedavi
etmede mevcut inhibitorlerden tek basina daha etkili olan, hem AP kaskadina etkili
hem ChE inhibisyonu sergileyen inhibitorler gelistirilmis ve boylece AH i¢in ¢ok
hedefli tedavi stratejileri onem kazanmuistir.

Tez calismast kapsaminda, AP agregasyon inhibitorii bilesiklerin yapisal
Ozelliklerinden yola c¢ikarak, merkezinde bifenil halka sisteminin bulundugu ve
sistemin her iki ucuna imin veya azo yapilarinin getirildigi ve molekiiliin iki ug
kismina aromatik halka olarak benzen, naftalen, kinolin veya farkli konumlarindan
stibstitiie edilmis piridin halkalarinin ilave edildigi iki seri bilesik grubu
tasarlanmistir. Ug aromatik yapi olarak benzen halkasinin tercih edildigi bilesiklerde,
p-konumuna elektron akseptorii veya dondrii gesitli atom veya gruplar siibstitiie
edilmistir. Ayrica, molekiiliin u¢ kismindaki nonsiibstitiie benzen halkar ile imin/azo
yapilarinin arasina karbon zincirinin ilavesini igeren tiirevler planlanmistir.

Tasarlanan bilesiklerin 20 tanesi orijinal olmak iizere 28 adedinin sentezi
gerceklestirilmistir. Imin serisi bilesikler iki basamakta sentezlenmistir; 6ncelikle
bifenil-4,4'-dikarbaldehit ara iiriiniinii elde etmek {izere 4,4'-bis(hidroksimetil)bifenil
bilesigi dioksan varliginda piridinyum klorokromat ile reaksiyona tabii tutulmustur.
Elde edilen ara iiriinlin saflagtirilmasinin ardindan, etanol igerisinde uygun amin
bilesikleri ile kondensasyon tepkimesi gerceklestirilerek imin  tlirevleri
sentezlenmistir. Azo serisi bilesikler ise, aromatik nitro bilesiklerinin baz varliginda
uygun amin bilesikleri ile reaksiyonu sonucu tek basamakta sentezlenmistir.
Sentezlenen bilesiklerin yapilar1 IR, 'H NMR, kiitle ve elementel analiz yontemleri

ile aydmlatilmigtir.
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Sentez edilen tiim bilesiklerin fizikokimyasal parametrelerden olan Log P ve
pKa degerleri potansiyometrik titrasyon yontemi ile saptanmuistir.

Elde edilen tiim bilesiklerin ChE inhibisyonu Ellman metodu ile
A agregasyon inhibisyonu tiyoflavin T fluoresans testi ile degerlendirilmistir.

Sentezlenen bilesikler {izerinde gergeklestirien ChE inhibisyon aktivitesi
caligmalar1 sonucunda, bilesiklerin AChE enzimine 5.77-16.22 uM araligindaki ICsg
degerleriyle secici etkili olduklar1 bulunmustur. Referans bilesik olarak kullanilan
takrin ve galantamin ile mukayese edildiginde AChE’ye karsi en yiiksek aktiviteyi
azo-14 kodlu bilesik (ICso= 5.77 £ 0.20 uM); BuChE’ ye Kkars1 en yiiksek aktiviteyi
ise azo-11 kodlu bilesik (ICso= 2.72 + 0.15 puM) sergilemistir. Af3;_42 agregasyon
inhibisyonu aktivitesi ¢alismalarinda 100 uM daki % inhibisyon sonuglari da % 6.55-
78.39 araliginda gozlenmis olup, azo-9 kodlu bilesik, referans bilesik kurkumine
yakin aktivite sergileyerek (100 uM’da % 78.39) AP agregasyon inhibisyonu
tizerinde en etkili bilesik olarak bulunmustur.

Bilesiklerin hepsi AChE inhibisyonuna karsi aktivite sergilerken, BuChE
inhibisyonuna karsi, azo-11 kodlu bilesik hari¢ dikkate deger bir etki géstermemistir.
Imin serisi bilesiklerde AB agregasyon inhibisyonunda belirgin bir inhibitér etki
gozlenmezken, azo serisi bilesikler daha iyi bir inhibisyon profili sergilemistir.

Sonug olarak, etkili bilesikler AChE ve AP agregasyon inhibisyonu etkinlikleri
bakimindan degerlendirildiklerinde azo serisi bilesiklerin ¢ok hedefli ajanlar olarak
etki gosterebilecegi diisiiniilmektedir. Bilesiklerin ¢ogunun diizlemsel aromatik
konjuge sisteme sahip olmasi, bu bilesiklerin plaklar arasinda interkalasyon yaparak
AB lizerinde inhibitdr etki olusturabileceklerini ve AP  agregatlarinda
konformasyonel degisiklige sebep olabileceklerini akla getirmektedir.

Tez c¢alismast kapsaminda sentezi gerceklestirilen bilesiklerin ChE ve
AP agregasyon inhibisyonu aktiviteleri sonucunda elde edilen veriler 1s1ginda ileri
calismalar planlanmis ve 2017 yilinda TUBITAK 216S672 nolu projeye
baglanmistir. Bu proje kapsaminda; rijit baglayici olarak bifenil halkasinin
kullanildig1 imin ve azo serisi bilesiklerin her iki ucuna aromatik halka olarak fenil
ya da piridin halkalar1 yerlestirilerek, aromatik halkalarin orto, meta ve para
konumlarina farkli siibstitiientlerin ilave edilmesi ile daha etkili tiirevlerin

arastirilmasin1 hedeflenmistir. Cok hedefli ajanlar olarak tasarlanan bilesiklerin
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aktivite c¢alismalarmin  gerceklestirilmesinin  ardindan  yapilacak  molekiiler

modelleme ¢aligmalart ile bilesiklerin etkilesim sekilleri degerlendirilecektir.
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