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GIRIS

T1p alanindaki teknolojik ilerlemeler ve saglik hizmetlerinin yayginlagmasi ile
dogum ile 6lim hizlar diiserek ortalama insan omrii uzamakta ve dolayisiyla yash
niifus artmaktadir. Bu artisa paralel olarak, demans ya da mental hastaliklarin
gelisme olasiligl artmaktadir (Z22). Tiim demans vakalarinin %50’den fazlasim
Alzheimer hastaligi olusturmaktadir (109).Yashh popiilasyon artisinin  devam
etmesiyle Alzheimer hastaliinin goriilme sikhiginin da artist olasidir (122).
Alzheimer hastalig1 endiistrilesmis iilkelerdeki yasl toplum arasinda 6liime yol acan
hastaliklar arasinda dordiincii sirada yer almaktadir (118). Tiim diinyada yaklasik 18
milyon kisi demanstan etkilenmektedir. Niifus degisimleri gbz Oniine alindiginda
2025 yilinda iki katina c¢ikarak 34 milyon insani etkileyecegi ongoriilmektedir.
Hastalifin 65 yasindan sonra prevalansi degismez bir sekilde her 5 yilda ikiye
katlanmaktadir (69). Bu veriler Alzheimer hastaliginin sayisinin giderek artacagini
ve bu hastaligin tedavisinin tiim toplumlar i¢in 6nem kazanacagini gostermektedir.

Alzheimer hastaliginda goriilen en sik patolojik bulgular, néronal apoptosis,
senil plaklarda P-amiloid birikimi, tau proteinlerinin hiperfosforilasyonundan

kaynaklanan norofibriler yumaklar, serebrovaskiiler disfonksiyon ve beynin belirli



bolgelerinde kolinerjik transmisyonda oOnemli Ol¢iide kayiptir (109). Tiim bu
bulgular, Alzheimer hastaliginin tedavi yaklasimlar1 agisindan potansiyel hedeflerdir.
Alzheimer hastalifinda goriilen bu patolojik bulgulara karsin en etkin tedavi
stratejileri iki grupta toplanmaktadir. Bunlardan birisi -amiloid peptid digeri ise
kolinerjik transmisyondur (6). Hastaligin semptomatik tedavisinde giiniimiizde en
basaril1 yaklasim kolinerjik hipotezdir (6).

Alzheimer hastalarinda bilissel fonksiyonlardaki azalma, santral sinir
sistemindeki norotransmiter asetilkolindeki eksiklikten kaynaklanmaktadir. Bu
yiizden tedavideki kolinerjik yaklasim, ya bir agonist ile ya da asetilkolinesteraz
inhibitorleri ile kolinerjik sistemin fonksiyonlarim1 artirmaktir (52). Alzheimer
hastaliginda  bilissel  eksikligin  tedavisinde onaylanan mevcut ilaglar,
asetilkolinesteraz enzimini inhibe ederek etkisini gostermektedir (6). Giinlimiizde
calismalarin ¢ogu daha giivenli ve daha etkili yeni asetilkolinesteraz enzim
inhibitorlerinin (AChEI) gelistirilmesine yoneliktir.

Asetilkolinesteraz enzim inhibitorlerinden ilk tedaviye giren takrin nonselektif
olarak enzimi inhibe ederken, daha sonra tedaviye giren selektif etkili donepezil
selektif etkisinin kolinerjik yan etkileri azaltmasi agisindan daha etkili oldugu
diisiiniilmiistiir. Fakat bu hipotez artik kabul edilmemektedir. Aksine, yapilan son
calismalarda hem asetilkolinesterazi hem de butirilkolinesterazi inhibe eden dual
kolinesteraz inhibitorlerin enzim inhibisyonu yaninda noroprotektif etkilerinin de
oldugu gosterilmistir (39, 43, 134, 137).

Daha sonra yapilan calismalar bivalan inhibitorlerin gelistirilmesi {izerinde
yogunlasmistir. Asetilkolinesteraz enziminin hem aktif, hem de periferik yoresi ile
etkilesen hetero-homodimerik takrin bilesikleri gelistirilmeye baglanmistir. Uygun

uzunlukta baglayicilarla iki molekiil birbirine baglanmis ve dimerik molekiiliin bir



molekiilii enzimin aktif yoresi ile etkilesirken diger takrin molekiilii enzimin giris
kismindaki PAS yoresi ile etkilesme gostermis ve inhibitor etkide artis gozlenmistir.
Aynmi zamanda bivalan inhibitorlerin nérodejenerasyonu onledigi diisiiniilmektedir
(85).

Bis-takrin derivelerine benzerlik gosteren asetilkolinesteraz reaktivator
obidoksim analogu bispridinyum tipi bilesiklerin bisbenzileter 6zellikteki homodimer
DUQO3 bilesikleri iizerinde yapilan calismalarda diger bis-yapili bilesiklerin aksine
belirgin bir sekilde daha diisiik etki ortaya cikmistir (58). Bu etkideki azalisin
molekiiliin tiimiiniin enzim ¢ukuru ile etkilesme i¢in ¢ok uzun oldugu dolayisi ile
molekiiliin diger parcasinin enzim disinda kaldigi diisiiniilmiistiir. DUO3 iizerinde
yapilan molekiiler modelleme calismalarinda molekiiliin enzimle etkilesen kismu,
molekiildeki piridinyum halkasinin enzimdeki aminoasit artig1 Phe331 ve Tyr334 ile

katyon-mt ve m-m etkilesmesi gosterdigi saptanmistir. Molekiildeki benzil artig

tasiyan diger halkanin da Trp84 ile -1 etkilesmesi gosterdigi tespit edilmistir.
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Bir sonraki calismada DUO3 bilesiginin kisaltilmis yeni deriveleri
sentezlenmis ve beklendigi gibi etkide belirgin bir artis gdzlenmistir. Bu bilesiklerin
ayni zamanda amiloid fibril olusumunu da engelledigi tespit edilmistir (2, 57).

Bis yapis1 gosteren DUO3 bilesiklerinin kisaltilmas: ile elde edilen mono

tiirevlerin etkilerinde saptanan artisla yapilan molekiiler modelleme ¢alismalarindan



elde edilen sonuglar dogrultusunda yapida enzimle etkilesme i¢in + yiiklii merkezin
ve aromatik diizlemsel yapilarin gerekli oldugu diisiincesine varilmistir. Fakat bu
grup bilesiklerin + yiiklii merkez tasimalar1 sebebi ile kan-beyin engelini gecmeleri

oldukca giictiir.
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DUQOZ3 Bilesiginin Kisaltilmis Mono Tiirevleri

1,4-dihidropiridin yapis1 bilesiklerin, bir¢cok calismada tasiyict grup olarak
kullanildig1 bilinmektedir (94, 95, 116). Yapilan calismalardan tastyict grup olarak
kullanilan 1,4-dihidropiridin yapis1 tastyan bilesiklerin kan-beyin bariyerini kolayca
gecebildikleri ve daha sonra beyindeki fizyolojik ortamda aktif katerner yapiya
okside olduklar1 bilinmektedir. Alzheimer hastaliginin tedavisinde kullanilan takrin
molekiiliine 1,4-dihidropiridin grubu baglanarak molekiiliin kan-beyin bariyerini

gecisi kolaylastinlmistir (95).

Takrin-1,4-Dihidropiridin Tiirevi



1,4-dihidropiridin ~ yapisindaki  kalsiyum kanal blokorii  nimodipinin
noroprotektif etkisinin oldugu tespit edilmistir (90). Contelles ve arkadaslar1 takrin
ve nimodipinin hibrid molekiiliinii sentezleyerek hem asetilkolinesterazi inhibe eden
hem de noroprotektif etki gosteren dual etkili takripirin adli  molekiil
sentezlemiglerdir. Calisma sonucunda bu bilesiklerin selektif asetilkolinesteraz

inhibisyonu ve noroprotektif etki gosterdigini tespit etmislerdir (76).

Takripirin

Calismamizda DUO3 bilesiklerinin kisaltilmas: ile elde edilen mono tiirevi
bilesiklere benzer yapr goOsteren katerner yapidaki bilesikler ve onlarin 1,4-
dihidropiridin yapisindaki tiirevlerinin sentezlenmesi amag¢lanmistir.

Calismamizda, tasarlanan bilesiklerin sentez yontemleri ve yap1 dogrulamalari
rapor edilmektedir. Sentezi gerceklestirilen katerner yapidaki iki tiirevin de Ellman
testi ile asetilkolinesteraz enzimine karsi inhibitor etkileri test edilmistir (30).
Biyolojik a¢idan aktif bircok bilesigin biyoaktivitelerini yonlediren fizikokimyasal
parametrelerden biri olan log P degeri kan-beyin engelini gecmesi beklenen 1,4-
dihidropiridin yapisindaki bilesiklerimiz i¢cin ChemDraw Ultra 9.0 programinda
hesaplanmistir.  1,4-Dihidropiridin  yapisinin  asit ortamda katerner yapiya
doniistiigiint tespit etmek amaciyla D2 kodlu bilesigimiz 6rnek olarak secilmis ve
dotoroasit icerisinde 'H NMR spektrumu alinmigtir. Elde edilen spektrum verileri bu
hipotezi destekleyici niteliktedir.

Calismamizda sentezlenen K ve D serisi bilesikler ilk kez tarafimizdan rapor

edilmektedir.



TEORIK BOLUM

I. NORODEJENERATIF HASTALIKLAR

Norodejeneratif hastaliklar noronlarin  fonksiyonlarinin ya da yapisinin
ilerleyen kaybi ile karakterize norolojik hastaliklarin alt tipini olusturmaktadir. En
yaygin goriilen norodejeneratif hastaliklar Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi,
Lewy cisimcikli demans, subkortikal vaskiiler demans ve Huntington hastalig

sayilabilir.

A. Alzheimer Hastalhig

Alzheimer hastaligi (AD), bilissel islevlerde bozulma, giinlik yasam
aktivitelerinde azalma, davranigsal ve psikolojik bozukluklarla sonuclanan ilerleyici
bir norodejenaratif hastaliktir (62). Geri doniissiiz ve ilerleyici bilissel yikimin yol
actig1 klinikle, hastanin ve hasta yakinlarinin uyumu ve idamesi oldukga giictiir (56).

Alzheimer hastalig1, kardiyovaskiiler hastaliklar ve kanserle beraber, ekonomik
olarak gelismis iilkelerdeki en onemli saglik problemlerinden biridir (§). En sik

demans nedeni olan ve tiim demans vakalarinin % 50-70’ini olusturan Alzheimer



hastaligi 65 yasin iistiindeki insanlart % 10, 85 yasin iistiindekileri ise %30-35
oraninda etkiler (59).

Alzheimer hastaliginin gelisiminde ortaya konan kesin risk faktorleri yas, aile
Oykiisii ve kisinin ApoE e4 alleline sahip olmasidir (3, 59, 133). Hastaligin goriilme
siklig1 60 yasindan 6nce nadirken, 65-85 yaslar1 arasinda her 5 senede bir iki katina
cikmaktadir (124). Aile oykiisiinde ozellikle birinci derece akrabalarin etkilenmesi
onemlidir, bu durumda risk 4 kat artmaktadir (22, 51).

Yapilan c¢alismalarda, kadinlarda hastaligin goriilme sikliginin erkeklerden
daha fazla oldugu tespit edilmistir (82). Genel olarak kadin erkek goriilme sikligi
oran1 2/1 olarak belirtilmektedir (123).

Kolestrol transportunda gorevli bir protein olan apolipoprotein E’nin e4 alleli
yapilan arastirmalarda normal beyaz popiilasyonda %16 iken Alzheimer hastalarinda

%35-50 siklikta bulunmasi nedeniyle hastaligin major faktorlerindendir (99).

Hastaligin diger olas1 risk faktorleri ise; diisiik egitim diizeyi (37, 60), biling
kaybina neden olan kafa travmalari, kardiyovaskiiler hastalik ve risk faktorleri (26,
62, 81), uzun siireli alkol kullanimi (127, 131), insiiline bagimli diyabet hastaligi ve
Down sendromudur (59, 67, 80). Down sendromu olanlarin %90’ninda 30 yasinda

iken amiloid plaklar, norofibriler yumaklar ve kolinerjik eksiklikler vardir (22).

Boksorlerde  gorillen  demans kafaya gelen tekrarlayict  darbelere
baglanmaktadir ve kafa travmasi ile demans gelisimi arasinda uzun yillar siiren bir
latent donem olasidir. Kapali kafa travmasinin en yaygin patolojik sonuclarindan biri
aksonal harabiyettir. Onemli aksonal harabiyetin preklinik Alzheimer hastalig
semptomlarini siddetlendirdigi ve klinik taniya gotiirecek bulgulart arttirdigr ya da
bir dizi hiicresel bozuklugu baslattigi ve sonucta anormal yapida protein

birikimlerine neden olabilecegi diistiniilmektedir.



Alzheimer hastalig1 olusumunda rol oynadigi ileri siiriilen ve en ¢ok tartisilan
faktorlerden birisi de ‘aliminyum’ dur. Sanayide ve tipta ¢ok degisik alanlarda
kullanilan aliiminyum bilesiklerinin yol actig1 ensefalopati olgulari ve deneysel
bulgular mevcuttur ancak klinik ve histopatolojik olarak Alzheimer hastaligiyla

benzerlik saptanmamaistir.

Alzheimer hastaliginin olusma riskini azalttigi diigiiniilen faktorler ise 6strojen
kullanim1  ve non-steroid antiinflamatuar ilaclardir. Son calismalar sigara
kullantminin Alzheimer gelisme riskini azalttig1 bildirilmisse de, bu c¢alismalar
prevelans caligmalar1 olmalar1 nedeniyle elestirilmistir. Son calismalar sigara
kullaniminin ApoE e4 alleline sahip bireylerde hastalik olusma riskini azalttig,
ApoE e4 alleline sahip olmayan bireylerde hastalik olusma riskini arttirdigi
seklindedir (78, 101).

Alzheimer  hastaliginin  kesin  tanist  noropatolojik  inceleme ile
konulabilinmektedir. Alzheimer hastaliginin patolojisindeki Ozellikler kisaca,
ozellikle assosiasyon alanlarindaki ve bazi niikleuslardaki biiyiik noronlarin kaybu,
tau’nun noron i¢i yumaklar halinde birikimi, beta amiloid proteinin korteks ve
leptomeninkslerde plak adi verilen noktalarda ve arter duvarlarinda birikimi ve
astrosit ve mikroglia cogalmasi olarak sayilabilir.

Norofibriler yumaklar Alzheimer hastaligindaki bulgularindan  biridir.
Yumaklar ¢ift sarmal iplikciklerden olusur ve tau proteinlerini icerir. Tau proteinin
anormal fosforilasyonu ¢ift sarmal iplik¢ilere, onlarin birikimi de norofibriler
yumaklara yol acar. Norofibriler yumaklar hiicre iskeletinde degisiklige, aksonel

tastmanin bozulmasina ve noronal islevlerin bozulmasina neden olur (81).

Hiicre dis1 yerlesimli senil amiloid plaklar amiloid prekiirsér proteinden (APP)

kaynaklanan 40-42 aminoasitlik santral yerlesimli B-amiloid peptid cekirdegi icerir.



Hastalifin patogenezini en iyi aciklayan hipotez olan amiloid kaskad hipotezinde,
anahtar nokta, artmis ve uzun B amiloid plaklarin olugsmasidir. Normal bir proteinin
yanlig katlanan parcalarinin, bir kitle halinde topaklanmasidir. Bu normal protein,
yani amiloid prekiirsor proteini (APP) cesitli dokularda hiicrelerin dis zarinda
bulunmaktadir. APP alfa, beta ve gama sekretaz enzimlerince, ii¢ ayr1 bolgeden
parcalara ya da peptidlere ayrilabilmektedir. Alfa bolgesinden kesildiginde olusan
parcalar hiicreye zarar vermeden, daha kisa protein parcalarinin olusmasina neden
olurken, beta ve gama bolgelerinden kesildiginde, hidrofobik yapilar acikta kalmakta
ve ortaya c¢ikan parga, c¢oziinmeyen toksik plaklar olusturmak {izere
topaklanmaktadir. Boyle olusan peptidlerin en toksigi beta sekretaz bolgesinden
sonra ilk 42 aminoasidi icerdiginden, amiloid beta 1-42 (AB1-42) olarak
adlandirilmaktadir. En sik goriilen peptid ise AB1-40’dir. Bu toksik plaklanmalar,
cevrelerindeki beyin hiicrelerinin islevlerinin bozulmasina ve sonunda da 6lmelerine

neden olmaktadir (81).

1. Alzheimer Hastalig1 Tedavisinde Kullamlan veya Gelistirilen Tedavi
Stratejileri

20. yiizyilda tiptaki gelismelere paralel olarak mortalite hizinin azalmasi ile
ortalama yasam siiresi 80’e¢ yaklasmistir. ABD de yapilan epidemiyolojik
arastirmalar 2050 yilinda, bu iilkede 80 yasin iizerinde olan insan sayisinin niifus
icinde 6nemli bir miktarda olacagina isaret etmektedir. 85 yasin lizerindeki insanlarin
ise yaklasik olarak yarisinin Alzheimer hastasi olacagi tahmin edilmektedir. Diger
taraftan tiim toplumlarda mortalite hizinin azalmasina paralel olarak toplumun yash
insan dilimi bityiimektedir (/23). Bu veriler Alzheimer hastaliginin sayisinin giderek
artacagimi ve bu hastaligin tedavisinin tiim toplumlar i¢in Onem kazanacagini

gostermektedir. Alzheimer hastaligi halen ilacla kokten tedavisi miimkiin olmayan
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hastaliklar arasindadir. Bu baglamda, bilimsel arastirma projelerine yonelik

biit¢elerin cogu Alzheimer hastaligi ile iliskili arastirmalara yonelmektedir (13).

Giiniimiizde Alzheimer hastaliginin tedavisi i¢in piyasada sadece birka¢ cesit
terapotik ilac  bulunmaktadir. Ilaclarin  asil farmakolojik etkisi kolinerjik
norotransmiter ~ sistemin  hipofonksiyonuna bagli  olarak olusan bilissel
fonksiyonlardaki azalmanin diizeltilmesi seklindedir. Aym1 zamanda Alzheimer
hastaliginin gelisiminin molekiiler mekanizmasinin genel icerigine dayandirilan yeni
tedavi yaklasimlari ise oldukga iimit vericidir. Bu yaklagimlar, hem biligsel-stimiile
edici, hem de noroprotektif oOzellikleri kombine eden akilct ilag dizaynin

gelistirilmesi lizerinedir (36).

Su anki calismalarin ana hedefi, olusan bilissel fonksiyonlardaki azalmanin

diizeltilmesinin yani sira, Alzheimer hastaliginin 6nlenmesi ve tedavisi yoniindedir.

Alzheimer hastalig1 tedavisinde kullanilan ya da gelistirilen tedavi stratejileri

su ana basliklar altinda incelenebilir:

a. Antioksidan Tedavi

b. Nonsteroidal Antiinflamatuar Ilaglar

c. Ostrojen Tedavisi

d. Kolesterol Sentez Inhibitorleri (Statinler)
e. Metal Kelatorler

f. Amiloid Agregasyon Inhibitorleri
g. B, y-Sekretaz Inhibitorleri, a-Sekretaz Aktivatorleri
h. Muskarinik ve Nikotinik Kolinerjik Agonistleri

i. Asetilkolinesteraz Inhibitorleri
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a. Antioksidan Tedavi

Yaslanma ile birlikte serbest radikaller ve diger oksidatif mekanizmalarda
artis olduguna iliskin kamtlar vardir. Ileri yasin Alzheimer hastaliginin
gelisiminde 'Primer Risk Faktorii' olusu da bu mekanizmalarin patogenezinde

onemli olabilecegini diisiindiirmektedir.

Alzheimer hastalif1 patogenezinde oksidatif hasarin néron iizerindeki etkisi
oldukca Onemlidir. Oksidatif stresi azaltmanin ve antioksidan korumay1
arttirmanin hastaligin baslamasini ve ilerlemesini azaltmasinda etkili olabilecegi
diistiniilmektedir. Preklinik c¢alismalar, antioksidanlarin tedavi edici etkileri
oldugunu gostermistir. Ozellikle ginko biloba ekstresinin hidrojen peroksite bagl
hasardan noronlar1 korudugu gosterilmistir (88). Ayrica yapilan bir klinik
calismada hastalarin bazi semptomlarinda belirgin bir diizelme saglanmistir (68).
Melatoninin antioksidan etkisine ilaveten antiamiloidojenik etkisi oldugu da
gosterilmistir (3, 91). Ayrica antioksidan etkili vitamin E’nin orta dereceli
Alzheimer hastalarinda hastaligin gelisimini azalttig1 bulunmustur (128). Yapilan
calismalarda idebenonun antioksidan etki gosterdigi ve Alzheimer tedavisinde

giivenilir bir ila¢ oldugu gozlenmistir (46).

b. Nonsteroidal Antiinflamatuar ilaclar

Yapilan calismalar, nonsteroidal antinflamatuar ila¢ kullananlarda Alzheimer
hastaliginin daha ileri yaslarda basladigin1 ve daha hafif seyrettigini gostermistir (46,
54). Ibuprofen, Alzheimer hastaliginin tedavisinde o©nerilen ilk nonsteroidal
antinflamatuar ilactir (73). Lim ve arkadaslar1 ibuprofenin § amiloid plak olusumunu
azaltarak Alzheimer iizerinde olumlu etkiler olusturdugunu ileri siirmiistiir (73).

Yapilan calismalarda indometazinin de Alzheimer hastaliginin ilerleyisini azalttig
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tespit edilmistir (103). Son bulgular, nonsteroidal antinflamatuar ilaclarin COX
aktivitesinden bagimsiz olarak APB42 peptid diizeyini azaltarak beyinde direk olarak

amiloid patolojisine etki ettigine dikkati cekmektedir (136).

c. Ostrojen Tedavisi

Ostrojenin NGF’yi uyaric1 etki gosterdigi ya da antioksidan etki gosterdigi
distiniilmektedir. Sinir hiicreleri {iizerindeki protektif etkilerinin antioksidan
etkisinden dolayr oldugu diisiiniilmektedir (Z07). Ayn1 zamanda Ostrojenin,
kolinesteraz aktivitesini arttirdig1 tespit edilmistir. Yapilan calismalarda Ostrojen

kullanan kadinlarin takrin tedavisinden daha fazla yararlandig belirtilmistir (103).

d. Kolesterol Sentez Inhibitorleri (Statinler)

Kolestrol yiiksekligi ile Alzheimer hastali§i olusmasi arasinda pozitif bir iliski
oldugu saptanmistir. Statinlerle tetiklenen kolestrol diizeyindeki azalma, APP
metabolizmasini degistirdigi ve APB’nin iiretimini azalttigi diisiiniilmektedir (98).
Yapilan caligmalarda, simvastatinin, hastalarda AP sentezini azaltirken paralel olarak

Alzheimer hastaliginin ilerlemesini yavaglattigi tespit edilmistir (32, 141).

e. Metal Kelatorler

Calismalar, ileri yaslarda bakir, aliiminyum, demir ve cinko gibi metal
iyonlarinin beyinde daha fazla konsantre oldugunu gostermistir (/6). Bu metal
iyonlar1 AP agregasyonunu indiiklemekte ve Alzheimer olusumuna neden olmaktadir
(16). Alzheimer hastaliginda yiiksek konsantrasyonlarda oldugu saptanan bu metal

iyonlarinin azaltilmasi ile tedavide basari elde edilmistir (35).

Dezferroksamin isimli kelator ile metal iyonlarinin uzaklastirilmasi, beyinde

olusan senil plaklarda ¢6ziilme baslattigini gostermistir (86).
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Daha oOnce antibiyotik olarak kullanilan fakat Bj, eksikligi olusturdugu igin
1970’li yillarda Japonya’da ruhsati iptal edilen kliokinol bu metallerle kelat
olusturmaktadir. Alzheimer hastaligi modellenmis farelerde yapilan bir ¢alismada,
kliokinol alan farelerde, kontrollere gore hastaligin ilerlemesini yavaslattigr ve AB
birikiminin azaldigi, bunun yam sira bilissel yeteneklerde de belirgin bir iyilesme
oldugu gozlenmistir. Amerika’da kullanimdan c¢ekilmeyen ve Bj, ilave edilerek
kullanilamaya devam eden kliokinol ile Alzheimer hastaligina yonelik yeni

endikasyon i¢in klinik ¢alismalar devam etmektedir (49).

f. Amiloid Agregasyon Inhibitorleri

Mutasyona bagli olusan AB’larin fibrillerde ve oligomerlerde birikmesini veya
toplanmasin1 durdurmak, norotik plaklarin olusmasini engellemektedir. Baz1 kritik
konsantrasyonlarda Af’lar, soliisyon igerisinde stabil olarak kalmamakta ve

cokmektedir (92).

Kolilamid PPI 368, D-peptid PPI 1019 ve L-peptid iAB5p bilesiklerinin yapilan
in vitro deneyler sonucunda fibril olusumunu bloke ettigi ve AP ¢okmesini onledigi
bulunmustur. Alzheimer hastaliginin tedavisinde katkis1 olabilecegi diisiiniilmektedir
(34). Plazmada yikilima ugradiklar i¢in in vivo etkileri heniiz saptanmamistir. Bu

durum klinik denemelerin 6niindeki en biiyiik engeldir (34).

APP’nin modifiye analoglart olan uzun zincirli peptidlerin antiagregasyon
ozelligi tasidig: tespit edilmesine ragmen bu peptidlerin klinikte kan-beyin bariyerini
gecisi cok yavas olmasindan ve alerjik reaksiyonlar gibi yan etkilerinden dolayi, son
yillarda, diisiik molekiil agirlikli bir grup peptid sentezlenmesi iizerinde arastirmalar
yogunlagsmistir ve bu peptidlerin amiloid fibril olusturmasina kars1 protektif etkileri

ve giiclii APP anti-agregasyon ozelliklerinin oldugu tespit edilmistir (65, 119, 129).
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g. PB,y-Sekretaz inhibitorleri, a-Sekretaz Aktivatorleri

Alzheimer hastaligin1 tedavi etmek i¢in veya olusumunu engellemek igin,
AP42°nin neden oldugu amiloid plak olusumunu inhibe etmek ya da azaltmak en
temel yaklasimdir. Cokmek suretiyle plak olusumuna neden olan bu AP peptidi
sentezinde rol oynayan sekretaz (B ve y) enzimlerini inhibe etmek {izerine yogun

calismalar mevcuttur (139).

APP’nin AP bolgesinde, B-sekretaz enzim aktivitesini inhibe eden cesitli
aspartil proteaz katalizorii maddeler yapilmistir. Bunlar genellikle aspartatlar1 kataliz
eden iki hidroksietil grubu iceren statin benzeri bilesiklerdir (40, 53). Bu grup
bilesiklerle hastaligin patogenezinde rol oynayan A sentezi, baslangi¢c doneminde

inhibe edilmis olur. Ancak bu tiir bilesiklerin membranlardan geg¢isi zayiftir (41).

y-sekretaz enzimi diger sekretazlara gore daha karmasik yapida bir enzimdir. y-
sekretaz enzimi presenilin iceren karmasik bir membran proteini yapisindadir (140).
y-sekretaz enziminin hiicre membranindan gecebilen inhibitorleri sentezlenmis ve
bunlarin Alzheimer hastalifi tedavisindeki yeri arastirma konusu olmustur (113).
Aspartil proteaz iceren benzodiazepin benzeri yapiya sahip bazi bilesiklerin in vitro
inhibitor etki gosterdigi tespit edilmistir (71). Benzokoprolaktam isimli bir bagka -
sekretaz inhibitorii ajanin farelerde amiloid plak olusumunu azalttigi saptanmigtir

(25, 47).

h. Muskarinik ve Nikotinik Kolinerjik Agonistleri

Alzheimer hastalarinda bilissel islevlerin ve o6zellikle bellek bozuklugunun
azalmis kolinerjik transmisyondan kaynaklandigr Ongoriilmektedir. Alzheimer
hastalarinda kolinerjik sistemin arttirilmasinin bir yolu, direk kolinerjik reseptorlerin

uyarilmasidir. Ogrenmekte ve bellekte rol oynayan kortikal ve hipokampal yapilarda
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bulunan MI reseptorlerinin, kolinerjik inputun azalmasina ragmen saglam kaldigi
gosterilmigtir. Alzheimer hastalarinda bu nedenle MI reseptor agonistlerinin etkili
olabilecegi diistiniilmiistiir. Selektif MI agonisti olan xanomeline orta ve hafif
siddette Alzheimer hastalarinda denenmis ve hastalarda bilissel testlerde ilerleme
gozlenmistir. Ancak hastalarda ilaca bagli gelisen senkop ataklar1 ve gastro-intestinal

yan etkiler ilacin kullanimini zorlastirmistir (110).

i. Asetilkolinesteraz inhibitorleri

Alzheimer hastaliginin tanimlanan ii¢ belirgin patolojisi, B-amiloid plaklar,
norofibriler yumaklar ve kolinerjik noronlardir. Kolinerjik transmisyonun eksikligi,
Alzheimer hastalarinda fonksiyonel ve biligsel semptomlarin ifadesinde 6nemli rol
oynamaktadir. Bu yiizden tedavide amacg, ya reseptor agonistleri ile ya da
asetilkolinesteraz inhibitorleri (AChEI) ile kolinerjik sistemin fonksiyonlarini
arttirmaktir. Bu yaklasimlar arasinda asetilkolinesteraz inhibitorleri hastaligin
semptomlarin1 azaltmada ve kolinerjik eksikligi iyilestirmede en etkili grup olarak

goziikkmektedir (14).

Asetilkolinesteraz inhibitorlerinin etki mekanizmasi, asetilkolinin hidrolizinin
inhibisyonuna dayanmaktadir. Ek olarak, Alzheimer hastaliginin ilerlemesi iizerinde
bir etkiye sahip olan asetilkolinesterazin non-katalitik rolleri; AP fibrilojenezis ve
plak olusumu, tau fosforilasyonu ve serebral sivi akisinin kolinerjik modiilasyonunu
icerir. Alzheimer hastalarinin  beyninde ekstraseliiler plaklarin  birikimi  ve
olusumunda asetilkolinesterazin potansiyel ilgisi saptanmistir (7). Dual baglanma
gosteren molekiillerin asetilkolinesteraz enzimini inhibe ettigi ayni zamanda

asetilkolinesteraz-kaynakli agregasyonu bloke ettigi bulunmustur. Bu bulgular,
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asetilkolinesterazin amiloidojenik 6zelliklerinin bazi asetilkolinesteraz inhibitorleri

tarafindan bloke edilebildigi gosterilmistir (12).

(1).Asetilkolinesteraz Enziminin Yapisi

Asetilkolinesteraz insan kromozomunda tek bir gen tarafindan kodlandirilir.
Kodlu bolgede farkli sekilde baglanti yapmasi ile AChE farkli molekiiler formu
olusur. Baglanti olasiliklari, benzer katalitik o©zellik fakat farkli seliiler ve
ekstraseliiler dagilim gostermektedir. Vertebralarda AChE’nin ana dagilimi beyin
noron ve aksonlarinda ve eritrositlerdedir. Enzimin alternatif baglantili ii¢ izoformu
aydinlatilmigtir. AChE’nin tetrametrik ¢oziiniir formu (AChE-S) sinaptik boslukta
lokalizedir. Glikofosfotidilinositol-bagli AChE-E izoformu bir dimerdir. Diger
alternatif izoformu ise monomerik AChE-R’dir. Bu formun néroprotektif etki
sagladig diisiiniilmektedir (121). Asetilkolinesteraz enzim inhibitorlerinin Alzheimer
hastalarina uygulanmasi, AChE-R izoformunun salinmasina yol ac¢tig1 gosterilmistir.

Bu durum biligsel fonksiyonlarin artmasini saglamaktadir (87).

Torpedo Californica’nin elektrik organindan Asetilkolinesteraz enziminin 3D

X-Ray yapist aciklanmistir. Elde edilen sonuglara gore:

Asetilkolinesteraz ‘Periferik Bolge’ ve ‘Aktif Bolge’ olmak iizere iki baglanma

bolgesi ile karakterizedir.

(a) Periferik Bolge

PAS (periferik anyonik bolge) olarak adladirilan periferik bolge aktif cukurun
agiz kisminda (girisinde) bulunmaktadir. Temel olarak Trp279, Tyr70 aromatik

aminoasit artig1 tasimaktadir (Sekil 1) (125). Yapilan calismalar, 6zellikle 20 A’dan
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uzun bis yapilar i¢in, PAS bolgesinin ikinci bir katerner grubun baglanma yeri

oldugunu gostermektedir.

(b) Aktif Bolge

Dar, uzun, ~20 A uzunlukta, hidrofobik bir ¢ukurdan olusmaktadir. Enzimin
orta kismna yakin bolgede yer alan en dar kismin capinin 4.4 A oldugu saptanmustir.

Aktif yorede 5 major baglanma bolgesi bulunmaktadir(125).

Oksanyonik cukur: Hidrofobik Gly118, Gly119, Ala201 amino asit artig1

tasimaktadir.

Esteratik bolge: Cukurun dip kisminda katalitik {i¢li olarak adlandirilan

Ser200-His440-Glu327 aminoasit artig1 bulunmaktadir.

Anyonik substrat baglanma bolgesi: Az sayida (-) yiikler, cok sayida aromatik
amino asit artifi bulunmaktadir. Trp84 c¢ukurun dip kismina yakindir. Phe330
cukurun ortasina yakin bir yerde lokalizedir. iki amino asit arasinda 4.5 A mesafe
bulunmaktadir. Trp84 ile periferik yoredeki Trp279 arasinda 12 A’luk bir mesafe

oldugu saptanmustir.

Selektif aromatik baglanma bolgesi: Aril substratlarin baglanma yeridir.

Esteratik ve anyonik yoreye yakin bolgede bulunmaktadir.

Acil baglanma bolgesi: Asetilkolinin asetil grubunun baglandigi bolgedir.
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20 A

Sekil 1. Asetilkolinesteraz Enzim Cukuru

(2).FDA Onay1 Alan Asetilkolinesteraz inhibitorleri

(a) Takrin

[Ik asetilkolinesteraz inhibitorleri takrin, velnakrin ve onun deriveleri ve
fizostigmindir. Bunlar arasinda yalmzca takrin (Sekil 2) 1993 yilinda Alzheimer
hastalig1 tedavisi i¢in onay almistir (23). Takrinden sonra, daha spesifik ve daha iyi
tolere edilebilen bilesikler gelistirilmeye calisildi. Bu gelismeyi 1996 da donepezil,
2000 de rivastigmin ve 2001 de galantamin izledi. Son zamanlarda Cinde onaylanan
bilesik ise huperzin A’dir. Faz IIl c¢alismalar1 devam eden ila¢ olarak fenserin

bulunmaktadir.
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Takrin, secici olmayan, reversibl asetilkolinesteraz inhibitoriidiir. Ayni
zamanda, butirilkolinesterazi, monoaminoksidazi inhibe eder, potasyum kanallarini

bloke eder, muskarinik ve nikotinik reseptorlerin alt tipleri ile etkilesir (79).

Takrinin X-ray kristal yapisinin aydinlatilmasiyla, takrinin 4-aminokinolin
kisminin ilacin enzime baglanmasindan sorumlu olan kismi oldugu anlagilmistir (48).
Takrin, ¢ukurun u¢ kismina yakin kisminda yer alir. Halka azotu His440’1n ana
zincir karbonil oksijenine hidrojen bagi ile baglanir. Amino azotu bir su molekiilii ile

bir hidrojen bagi olusturur (145).

Takrinin hepatotoksik yan etkisi kullanimini kisitlamaktadir. Caligmalar,
periferal toksisiteyi azaltmak amaciyla selektif etkili bilesikler gelistirmeye

yonelmistir. Bu hipotezle ikinci jenerasyon asetilkolinesterazlar bulunmustur.

(b) Donapezil

Donepezil, Alzheimer hastalii icin dizayn edilen piperidin-sinifi
asetilkolinesteraz ~  inhibitoriidiir. Reversibl ~ ve  nonkompetatif  olarak
asetilkolinesterazi  inhibe eder. Takrin butirilkolinesterazi (BuChE) ve
asetilokolinesterazi (AChE) ayn1 derecede inhibe ederken donepezil AChE’yi daha
fazla inhibe eder (83). In vivo calismalarda donepezilin amiloid prekiirsor protein
islemini direkt engelleyerek, noroprotektif etkisi ve ayrica asetilkolinesteraz enzim-

kaynakli AP agregasyonun inhibisyon etkisi saptanmustir (Sekil 2) (85, 97).

Donepezil-enzim kristalografik yapisi, PAS’daki Trp279 ile dimetoksi-indanon
yapisinin etkilestigini, buna karsin, donepezilin benzilpiperidin artiginin ¢ukurun dip
kismindaki Trp84 ve Phe330 artig ile etkilestigini ortaya ¢cikarmistir. Yani donepezil

hem aktif bolge hem de giris kismindaki PAS bolge ile etkilesmektedir (65).
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Donepezil beyine kolayca penetre olur ve plazma kolinesteraza gore, daha
potent ve selektif beyin kolinesteraz inhibitoriidiir (122). Hepatotoksik etkisi yoktur,

bu ylizden giivenilirdir ve hepatik hasarli hastalarda iyi tolere edilir (100).

(¢) Galantamin

Galantamin asetilkolinin reversibl, kompetatif inhibisyonu ile nikotinik ACh
reseptorlerinin allosterik modiilasyonunu birlestiren bir dual mekanizmaya sahiptir
(72). Bu allosterik modiilasyon noronal kolinerjik nikotinik reseptorlerin artmig
sensitivitesi olarak tanimlanir ki bu da bir norotransmiter serbestlenmesinde artisa
yol acar (111). Galantamin AChE’nin giris kismindaki bogazda, hem acil baglayici
kisim, hem de katerner amonyum baglayic1 kisimla etkileserek baglanir. Ayrica
galantaminin tersiyer amin grubu Trp84 ve Phe330 ile bir molekiil su aracilig ile
hidrojen bag1 yaparak etkilesir (93). Galantamin diisiik potansiyelli bir AChEIdiir.

Ama takrinden daha az toksiktir (Sekil 2).

(d) (-)-Huperzin A, B

Dogal iiriin huperzin A, B Cinlilerin halk ilacit Huperzia serrata’ dan
kesfedilmis yeni bir likopodyum alkolloididir (126). ABD’de hala kabul géren ve
Cin’de Alzheimer hastalar1 icin 6zel bir tedavi olarak kullanilan daha aktif
enantiyomeri (-)-huperzin A’dir.

Huperzin A neredeyse BuChE iizerinde hicbir etkisi olmayan selektif ve
reversibl etkili miikemmel bir ila¢ olarak gosterilmektedir. Huperzin A’nin iistiin
inhibisyon 0zelligi, onun enzimden yavas ayrilisindan ve etki siiresinin uzun
olusundan ileri gelmektedir (89). Huperzin B daha az aktif olmasina ragmen

huperzin A ile karsilastinnldiginda daha uzun etki siiresine baglh olarak yiiksek bir
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terapotik indekse sahiptir. Huperzin A 1iyi tolere edilebilir. Enzimin agilasyon
yoresine baglanir ve bu inhibitériin amino grubu, Trp84 ve Phe330’un aromatik
halkalariyla etkilesir (Sekil 2) (142).

In vivo calismalarda, Hup A’nin oral yoldan kullanimi donapezil ve takrine
kiyasla oldukca yiiksek bir AChE inhibisyonu olusturmustur. Bu da daha fazla
biyoyararlanima sahip oldugunu ve kan-beyin engeline kolayca penetre oldugunu
gostermektedir (I/44). Asetilkolinesterazin G4 formu, memeliler de dahil, bir¢ok
yoredeki en major formudur. G4, asetilkolinesterazin kolinerjik sinapslardaki
fizyolojik formudur. Ve bu formun inhibisyonunun, ACh’nin etkisini uzattig1 tahmin
edilmektedir. Korteks ve hipokampiisdeki G4 asetilkolinesteraz etkili inhibitorlerin,
kolinerjik norotransmisyon defektlerinde tedavi i¢in etkili oldugu diisiiniilmektedir.
Huperzin A bir¢ok beyin bolgesinde selektif G4 etkilidir ve Huperzin A’nin diger
asetilkolinesteraz enzim inhibitorlerine gore hipokampiis ve korteks G4 formunun

oldukca yiiksek spesifitesi oldugu kanitlanmistir (135).

(e) Karbamatlar-Stigminler

Fizostigmin alkolloidinin ge¢cmisteki gelismeleri birgcok molekiiliin gelismesine
yol gostermistir. Bunlardan bazilari; karbamat tipi parasempatomimetik ilaclardan
neostigmin, fizostigmin ve yiiksek AChE inhibitor 6zellik gOsteren eptastigmin,
rivastigmin ve fenserin’dir. Fenserinin faydasi, etki siiresine, yiiksek beyin
dagilimina, onemli yan etkileri olmadan hastaligin bilissel etkilerini azaltan etkisine
baghdir (15, 104). Ayrica fenserinin APP ve AP olusumuna karsi in vivo inhibitor
etkisi kanmtlanmistir (115, 132). Fenserin sempatomimetik tedaviye karst AChEI ile

beraber bulunarak etki eder. Fenserin faz III klinik denemeleri icerisindedir (Sekil 2).
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Rivastigmin, karbamoilleyici bir pseudo-irreversibl AChE inhibitoriidiir (Sekil
2). Noronal dejenerasyondan oldukca etkilenmis beyin bolgeleri i¢in 6nemli ol¢iide
santral sinir sistemi {iizerinde secicilige sahiptir (37). Striatum ve pons/medullaya
gore korteks ve hipokampiiste AChE’yi daha yiiksek oranda inhibe eder (24). ilag,
enzimin monomerik formuna karsi daha etkilidir. Alzheimer hastalarinin beyin
bolgelerinde monomerik formu (G1) daha yiiksek konsantrasyonlarda bulunur (135).
Ayrica rivastigminin sadece AChE’ye karsi inhbitor etkisi yoktur, ayni zamanda

santral ve periferal BuChE’ye kars1 da inhibitor etkisi vardir.

(3).BuChE’ye karsi1 AChE: Dual inhibisyon

Baslangicta selektif AChE inhibisyonunun yararli olacag diisiiniilmiistiir,
clinkii  kolinerjik yan etkilerin periferal BuChE inhibisyonuyla olustugu
aciklanmigtir. Fakat bu fikir ¢cok uzun siirmemistir. Transgenik farelerdeki selektif
BuChE inhibisyonu kolinerjik toksisiteye yol agmamistir. Normal beyinde en cok
kolinesteraz aktivite AChE ile iliskilidir. Her nasilsa, Alzheimer hastalig1 gidisatinin
tizerine, AChE aktivitesi beyin bolgelerinde ilerleyerek azalmakta, halbuki BuChE
aktivitesi artmakta ve BuChE, AChE hidrolizi i¢in bir kompensatuar (telafi edici)
mekanizma gibi davranmaktadir. Alzheimer hastalig: ilerledikce ACh regiilasyonu
gittikce artarak BuChE’ye bagl olmaya baslayabilir. Ustelik yeni bir klinik calisma,
BuChE inhibe ederek etki gosteren ilaclari kullanan hastalarda, selektif AChE
inhibitorlerini kullananlara nazaran daha az kortikal atropik degisiklikler oldugunu
gostermistir.  Dolayisiyla bu  Alzheimer hastaliginda dual inhibitorlerin
noroproteksiyonu icin ilave etkiye deneysel bir kanit saglamistir (137).

Sonug olarak, yeni yaklasimlar arasinda, Alzheimer hastaliginda, hem AChE’yi

hem BuChE’yi inhibe eden non-selektif kolinesteraz inhibitorlerinin kullanimi
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selektif AChEI’leri kullananlara karsi daha yararli olabilir. Selektif AChETI’lerine
karsi, bu dual inhibisyon stratejisi terapotik avantajlara yol agabilir. Selektif AChEI
donapezil ve non-selektif kolinesteraz inhibitorii rivastigminin klinik bir denemenin
mukayesesi ve rastgele bir karsilastirmadan elde edilen bulgular bilissel
fonksiyonlarin Olctimlerinde benzer etki gostermistir (74). Diger yandan preklinik
veriler, daha selektif AChEI’lerinin non-selektiflere gore daha az periferal kolinerjik
etkiler drettigini rapor etmistirr Bu durum Alzheimer hastalarinin klinik
denemelerindeki bulgularla uyum igerisindedir. Buna goére, AChE ve BuChE’nin
kombine inhibisyonu daha {istiin bir etki i¢in olasilik disidir (44). Venneri ve co-
calisanlari, farkli tedavi gruplarinda oldukca goriillen beynin morfometrik
degisimlerinin rivastigmin grup igerisindeki BuChE inhibisyonuna bagli oldugunu

ileri stirmiistiir.

(4).Arastirma Altindaki Bivalan inhibitorler

AChE’nin hem aktif hem periferal yoresiyle etkilesen bilesikler daha yararh
gibi goriinmektedir. Bivalan ligandlar olarak adlandirilan bu bilesiklerin
gelistirilmesine baslanmistir. ilk once, degisken uzunluklardaki bir oligometilen
baglayicistyla baglanan iki lateral takrin molekiilii gibi homodimerik bilesikler sentez
edilmistir. Boylece bir AChEI molekiilii aktif yore ile etkilesirken ikincisi PAS ile
etkilesmistir. Sonra, iki farkli AChEI molekiiliine sahip heterodimerik bilesikler
dizayn edilmistir. Ilgin¢ sekilde, bu bivalan bilesiklerin ¢ogu ana bilesiklerinden
daha etkili bulunmustur. Sonu¢ olarak, yeni yaklagimlar arasinda, Alzheimer
hastaliginda, hem AChE’yi hem BuChE’yi inhibe eden non-selektif kolinesteraz

inhibitorlerinin kullanimi selektif AChEI’leri kullananlara kars1 daha yararl olabilir.
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Selektif AChETI’lerine karsi, bu dual inhibisyon stratejisi terapotik avantajlara yol

acabilir.

(a) Takrin Tiirevleri

Ik sentez edilen dimerlerden olan bis(7)-takrin (7a) (Sekil 3), ana bilesik
takrine oranla, 149 kat daha etkili (ICsp= 1.5 nM) ve BuChE’ye kiyasla AChE’ye
kars1 250 kat daha selektiftir. Bis(7)-takrin su agidan uygun bir inhibitordiir ki; hem
katalitik yore hem PAS ile elverisli sandwich-tipi etkilesimler olusturur. X-Ray
calismalarda (108) takrin artigindan biri olan tetrahidroakridin parcasinin Trp84 ve
Tyr330 aromatik halkalarina kars1 kiimelenmis ve ¢ukurun dip kisminda lokalize
olmustur ve aromatik azot atomu His440‘mn karbonil oksijenine bir molekiil su
araciligr ile hidrojen bagi yaparak baglanmugtir. Diger takrin pargas: ise, PAS’da
Trp279’un indol halkas ile klasik n-mt etkilesmesi gostermistir. Daha kisa dimerler
(5-6 zincirli) veya daha uzun dimerler (8-10 zincirli), takrin monomerinden daha
etkili bulunmus, ancak bis(7)-takrine gore belirgin derecede diisiikk etki
sergilemislerdir. Dimerler takrin initelerinin aktif ve periferal yoreye eszamanh
baglanmasi acisindan da avantaj gostermislerdir. Zincir uzunluklart bes metilen
grubundan kisa olanlar dual baglayici yore etkilesimine olanak vermemistir.

[k in vivo ¢aligmalara gore heptilen-bagli takrin dimer, takrine kiyasla daha
iistiin etki, gelismis beyin AChE inhibisyonu, daha yiiksek biyoyararlanim, ve daha
az yan etki gostermistir. Ilave olarak heptilen-bagl takrin dimer, skopolamin ile
indiiklenmis hafiza kaybini1 azaltabilmekte ve yiiksek derecede GABA 4 reseptoriinii
antogonize edebilmektedir. Bu durum anti-GABA s/anti-AChE sinerjizmine heptilen-
bagh takrin dimerin daha {istiin hafiza artiric1 6zelligi i¢in kismen de olsa olanak

vermektedir. Feokromositoma hiicrelerinde hidrojen peroksit ile indiiklenmis
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apoptosis hasarina kars1t koruyucu ozellik gosterir (143). Bis(7)-takrin aym1 anda
olusan anti-NMDA ve anti-AChE aktivitelerini de sahiptir. Bu sinerjizm, geg
safthadan erken sathaya kadar olan Alzheimer hastalar1 i¢in biligsel bozulmayi
hafifletmenin yani sira, norodejenerasyonu oldukga etkili bir sekilde engelleyebilir
(70). Takrinin APP olusum yolagin1 etkileyerek AP seviyelerini diisiiriicii etkisi
bilinmesine ragmen, bis(7)-takrinin APP olusum yolagi ve AChE-kaynakli AP
agragasyonu {lizerine olan etkisine dair hicbir calisma simdiye kadar rapor
edilmemistir (85).

Takrinlerden birinin fenil, amino, dimetilamino, 4-piridilamino veya 4-
quinolinamino gruplar ile yer degistirilmesine dair denemeler etkide daha fazla bir
gelismeye neden olmamustir. Oysa teorik olarak tiim bu gruplarin periferik yorede
Trp279 ile katyon-n veya hidrofobik n-m etkilesimlerinin oldugu tespit edilmistir
(20).

Recanatini ve arkadaslar1 degisik pozisyonlarda degisik elektronik 6zelliklere
sahip siibstitiientleri kullanarak bir seri takrin tiirevleri ¢calismistir (96). Sonuclar, 7
pozisyonunda siibstitiientlerin zararli etkilerinin oldugunu 6 pozisyonunda ise
elverigli, yararli etkilerinin oldugunu gostermistir. Recanatini ve arkadaslari,
hipotezlerinde takrinin 6 konumundaki siibstitiientler ile baz1 enzim artiklar1 arasinda
hidrofobik etkilesimler oldugu sonucuna yer vermistir. Takrinin aromatik
halkasindaki elektron yogunlugunun azalmasina bagl olarak, takrinin 6 konumuna
klor atomunun sokulmasi (55), enzimin aktif yoresinde elverisli n-etkilesimlerine ve
sonug olarak inhibitor aktivite de bir artisa (42, 138) yol agmistir. Bu sebepten, bis(6-
kloro)-takrin (7b) (Sekil 3) 0.07 nM’lik bir ICsy degeriyle nonsiibstitiie bis(7)-
takrinden daha etkili bulunmustur (85, 96). Klor siibstitiienti inhibitor aktiviteye

oldukca fazla bir katki saglamistir. Ciinkii Trp432, Met436, ve 1le439 tarafindan
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olusturulmus kii¢iik hidrofobik cebe c¢ok giiclii bir sekilde baglanmaktadir (28).
Ustelik takrin molekiiliine klor siibstitiientinin girmesinin AChE/BuChE selektivitesi
tizerinde biiyilk bir etkisinin oldugu bulunmustur. Klor siibstitiientli takrin
tiirevlerinin AChE selektivitesi nonsiibstitiie takrin tiirevlerine gore 100 kat daha
fazla bulunmustur.

Savini ve arkadaslar1 AChE’nin aktif bolgesinde cukurun orta kismi (mid-
gorge) ile olan etkilesimlerin oldugunu dair bir hipotez ileri stirmiistiir (17, 112). Bu
hipotezin dogrulugunu kanitlayan daha fazla arastirmalar bis(7)-takrinde zincirdeki
merkez metilen grubunun protonlanabilir amin fonksiyonu ile yer degisiminin
aktivitede ve selektivitede iyi bir artisa yol actigimi gostermistir(7¢),(Sekil 3). Bu
durum, aktif cukur yoresinde aromatik artiklar ile ilave spesifik etkilesimler

oldugunu gostermektedir.

(b) Takrin Hibritleri

Takrin sadece baska bir takrin artigina baglanmak zorunda degildir, diger
trisiklik sistemlere de baglanabilir. Caligmalar, heptadan nonaya kadar degisen zincir
uzunluklarinda metilen ile diger bir trisiklik sisteme bagh takrin iinitesinde, zincirin
ortasina bir amin fonksiyonu sokulmasiyla, etkinlik ve selektivitede onemli bir artisa
yol actigimi gostermistir. Bu durum yeni bir seri takrin hibritlerinin gelisimine yol
gosterici olmustur.

Heterodimerik dual baglayici AChEI'lerin bu simif icerisindeki bir grup
bilesigi; bir takrin {initesinin donapezilin (E2020), N-benzilpiperidin artigi ile
kombinasyonu sonucu olusturulmustur. Bu simif igerisinde en etkili bilesik

heterodimer 8 no’lu bilesik olan bir takrin-E2020 hibritidir (Sekil 3). Bu bilesik
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donapezil ve bis(7)-takrinden daha az etkili ancak takrin monomerinden daha fazla
etkili bulunmustur.

Etkiyi artirmanin yolu, daha iyi ve es zamanli olarak AChE’nin her iki yoresine
baglanmaya baglidir. Molekiiler modelleme c¢alismalar1 gostermistir ki; benzil
halkasinin bir yiizii ¢ukurun dip kismindaki Trp84’iin indol halkasi ile m-m
etkilesmesi yapar. Oysa ¢ukurun orta kisminda prontonlanmis piperidinin azot atomu
ile Phe330’un fenil halkas1 arasinda katyon-m etkilesmesi vardir. Takrinin PAS’da
Trp279’un indol halkasi ile 7-m kiimelesmesi yaptign kanitlanmustir. Ustelik
Tyr121’in oksijen atomu ile amit fonksiyonu arasindaki hidrojen bag ilave
etkilesimlere ve buna bagli olarak da molekiiliin biitiiniiniin ¢ukur icerisinde
stabilizasyonuna sebep olmaktadir (114).

Olusturulmus  heterodimerlerin  takrin monomerine goére daha etkili
bulunmasina ragmen, takrin {initesi ile donapezilin dimetoksiindanon artiginin
kombinasyonu, bahsedilen kombinasyonlar gibi etkili AChE inhibisyonu yaratmazlar
(85). Alonso ve arkadaslar1 (I), donapezil-takrin hibritlerinde indanon artiginin
ftalimit artig1 ile yer degistirilmis (9a-c) (Sekil 3, 4) tiirevlerini calismistir. Onlarin
caligmalari; cukurun dip kisminda tetrahidroakridin/akridin artiginin bulundugu
yerde lokalize olmus takrinin, Trp84 ile Tyr330’un aromatik halkalarina karsi
kiimelesmis durumda oldugunu ve aromatik azot atomunun His440’mn karbonil
oksijeni ile bir su molekiilii araciligr ile hidrojen bagl oldugunu aciga vurmustur.
Takrin iistiindeki klor atomu ise Trp432, Met436, I1e439 tarafindan olusturulmus
kiiciik hidrofobik cebi isgal etmistir (138). Ftalimit halkasi, PAS’da bulunan
Trp279’un aromatik halkas: ile etkilesim igerisindedir. Ustelik ftalimit halkasinin
karbonil grubu Phe288’in NH grubu ile direk bir hidrojen bagi yapmakta, GIn74’iin

amit iinitesiyle de su-bazl etkilesimler yapmaktadir. 9b bilesiginin zincirdeki tersiyer
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amin grubu Asp72’nin karboksil grubu ile etkilesim igerisindedir, bu sayede
baglayici icerisindeki sterik gerginligi azaltir. Bu sebepten dolayi zincirde ilave bir
metilen grubu bulunmalidir. Zincir uzunlugunun dokuzdan on metilen {initesine
artmast inhibitor etkide azalmaya yol agmistir.

AChET’lerin oldukca etkili bir bilesigindeki takrin monomerinde bir klor
siibstitiienti varliginda takrin {initesine lipoik asit baglanmasi, rapor edilmistir.
Melchiorre’nin grubunun gelistirdigi lipokrin (10) sadece AChE’nin etkili bir
inhibitorii degil aym1 zamanda AChE-kaynakli AP agragasyonun da etkili bir
inhibitoriidiir, hem de reaktif oksijen tiirlerine karsi hiicreleri koruyucudur (106).
Ancak su ana kadar herhangi bir molekiiler modelleme calismasi yayimlanmamustir.
Bu sebepten dolay1 baglanma sekli ile ilgili ve dolayisiyla yiiksek inhibitor aktivitesi
ile ilgili herhangi bir kesin aciklama yoktur.

Munoz-Ruiz ve arkadaslar1 (84) oldukca etkili farkli bir grup AChEI olan ve ve
AChE-kaynakli AP peptit agragasyonunu in vitro inhibe eden bazi takrin-indol
heterodimerleri (11) (Sekil 4) sentez etmislerdir. Farelerdeki ilk in vivo ¢alismalar,
baz1 takrin-indol heterodimerleri sayesinde A peptit plaklarin azalmig oldugunu ve
biligsel fonksiyonlarin hafiflemis oldugunu gostermistir. Bu dual inhibitorlerin en
onemli ozelligi AChE-kaynakli AP peptit agragasyonunu propidyumdan daha diisiik
bir ICsy degeriyle inhibe eder. Bu sebepten, bu aktivitelerinden dolayr oldukca etkili
bilesiklerdir (84). Katalitik anyonik yore baglayici birim, her zaman oldugu gibi,
indol halkasina, uygun uzunluktaki bir baglayici ile bagli 6-klorotakrin artigini
barmdirir. Indol halkas1 PAS’a baglanir. Baglayici igerisine bir amit grubunun dahil
edilmesi ve tam dogru bir sekilde lokalize olmasi heterodimerin inhibitor
potansiyelinin sekillenmesinde sonucu belirleyici bir rol oynar. Amit grubunun en

uygun pozisyonu, indol halkasina iki metilen grup uzaklikta olmasi ve takrin {initesi
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ile amit fonksiyonu arasinda alti1 veya yedi metilen grup mesafesinde olmasidir.
Amido grubu bir veya iic metilen grubu ile beraber indol halkasindan ayrildiginda,
olusan sonug bilesikler 2-10 kat arasinda degisen oranlarda bilesik 11’e gore daha az
aktif bulunmustur (84).

11 no’lu bilesigin yiiksek inhibitor aktivitesi AChE’nin baglayic1 yoresi
icerisinde molekiiliin en iyi sekilde yerlesmesinden dolayidir. Bu nedenle takrin
tinitesi cukurun dip kismindaki enzimin aktif bolgesine Trp84 ve Trp330’un
aromatik halkalariyla etkilesime girerek simsiki baglanmistir. Takrinin aromatik azot
atomu His440’1in karbonil oksijeni ile bir molekiil su araciligi ile hidrojen bagi
yaparak baglanmistir. Ayrica takrinin amino NH grubu ile Trp84’iin karbonil
oksijeni arasinda da bir hidrojen bag olusturmustur. Klor atomu Trp432, Met436 ve
[1e439 tarafindan olusturulmus kiiciik hidrofobik cebi isgal etmistir. Cukur boyunca
siralanmis baglayici amido grubu iizerinden etkilesmektedir. Bu nedenle NH grubu
Tyr330’un hidroksil oksijenine hidrojen bagi ile baglanmistir, karbonil oksijeni ise
Tyr121’in hidroksil oksijenine hidrojen bagi ile baglanmistir. Ve en son olarak, indol
halkas1 Trp279’un aromatik halkas1 iizerinde kiimelesmektedir ve indol halkasinin
NH grubu Tyr70’in hidroksil oksijeni ile etkilesime girmektedir (84).

Su ana kadar bilinen AChEI simifi igerisinde en etkili bilesik gruplarindan
birini teskil eden bir baska sinif da takrin-melatonin hibritleridir. Bu simif igerisinde
hekzametilen zinciri ile baglanmis bilesikler en iyi inhibitor aktiviteye sahiptir (12a)
(Sekil 4). ilging olarak, bis-takrin bilesiklerine kiyasla, takrin iskeletine ikinci bir
klor atomunun sokulmasi benzer heterodimerlerin etki ve selektivitesinde bir artisa
yol agmistir (12b) (Sekil 5). Indol halkasina metoksil grubunun sokulmasi ise etkide
bir azalmaya sebep olmustur. 12a bilesigi, takrin-indol heterodimer 11°e oldukca

benzerlik gostermistir. Melatonin hibritlerinin enzim cukuruna yerlesmesine ait
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caligmalar hala bilinmiyor olmasina ragmen, amido grubunun Tyrl21 ve Tyr330
amino asitleri ile iyi bir etkilesime girdigi bilinmektedir.

Takrin-melatonin hibritleri, etkili ve selektif AChE inhibisyonlarinin yani sira
ana bilesik melatonine nazaran daha yiiksek oksijen radikal absorbans kapasitesine
sahiptir. Ayrica yapilan calismalarda, kan-beyin engelini gecip santral sinir
sistemindeki biyolojik hedef bolgelerine ulastiklar1 tahmin edilmektedir. Bu
ozellikleri nedeniyle, sadece AChEI’leri olarak degil ayn1 zamanda serbest radikal
toplayicilar olarak da arastirilan hedef bilesikler grubuna sokulmustur (102).

Propidyumun, AChE’nin PAS’1 icin en selektif ligandi oldugu bilinmektedir
(114). ve uzun zaman AChE-kaynakli AP agragasyon ic¢in en etkili bilesik olarak
kullamilmistir (I, 7). AChE’nin aktif ve periferal yoresine iki ligandin es zamanl
baglanma olanaginin bulunmasi ihtimalinden dolay1r bivalan ligandlar sentez
edilmistir. Ayrica bu bilesiklerdeki iki yapiyr birbirine baglayan kisim sadece
birlestirici bir birim olarak davranmayip ayni zamanda kendi de enzimle
etkilesebilmektedir. Bundan sonra Melchiorre ve arkadaslar1 (10) takrin-propidyum
hibritini sentezlemistir(13a), (Sekil 5). Bu yap1 sadece AChE’ye kars1 inhibitor etki
gostermeyip ayni zamanda AChE-kaynakli AP agragasyona karsi da etkili inhibitor
aktivite gostermistir. Melchiorre ve arkadaslarinin, metoktramin ve onun tiirevleri
izerine olan ilk ¢alismalar1 (106) neticesinde, bu azot atomlarini ayiran bag uzunlugu
ve amin fonksiyonlarinin sayisindaki artisin ¢ok biiyiik Olciide biyolojik aktivitede
artisa yol actigi sonucunu dogurmustur. Denenmis tiim bilesikler, prototip
metoktramin gibi, AChE inhibitor etkisinin yani sira muskarinik antagonist etki
gostermislerdir (9, 130).

Bunun yani sira Sharpless ve arkadaslart (1, 64) takrin-propidyum hibritini

(13b) (Sekil 5) kesfetmistir. Triazol artig1 hidrojen bagi ile baglanmakta ve cukurun
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duvarindaki Phe297 ve Phe338 ile kiimelesen etkilesimlere girmektedir. Azot
atomunun elektron cifti, bundan baska, hidrojen bag akseptorleri olarak da yarar
saglarlar. Bu sayede baglanma afinitesini artirirlar (130). Ashinda pozitif yiikli
bilesikler kan-beyin engelini gecemezler ve Alzheimer hastaligi tedavisinde

kullanilamazlar, ancak miikemmel bir lider bilesiktirler.

(c) Takrin-Dihidropiridin Tiirevleri

Takripirinler olarak da adlandirilan bu takrin-dihidropiridin tiirevi inhibitorler,
bir AChEI'i (takrin gibi) ile bir 1,4-dihidropiridin molekiiliiniiniin (nimodipin gibi)
birlestirilmesiyle olusturulmuslardir. Bilindigi {izere hiicre Oliimiine sebep olan
yolaktaki olaylar1 baslatan bir diger etmen de Ca®* yiikklenmesidir. Bir¢ok kanit Ca®*

2+ ¢

‘nin Alzheimer hastalig1 patogenezine karigsmis oldugunu gostermektedir. Ca™ ‘nin L

kanallarindan igeri girisi kalsiyum yiiklenmesine ve mitokondriyal bozulmaya

2* *nin bu alt

sonugta da hiicre oliimiine ve apoptotik kaskada neden olmaktadir. Ca
tip Ca®* kanallarindan iceri girmesinin engellenmesi hiicre oliimlerinin 6niine
gecmek i¢in 1yl bir strateji olabilir. Marco-Contelles ve arkadaslart 1,4-
dihidropiridinlerin L-tipi-voltaj-bagimli Ca®* kanallarini selektif olarak bloke etmesi
sebebiyle bir AChEI ve bir dihidropiridin molekiiline dayandirilan, takrin ve
nimodipin gibi, yeni hibrit molekiillerin farmakolojik caligsmalarina yonelmisler ve
AChE/BuChE inhibisyonunu, propidyum iyodiir yer degisimini, Ca®* blokajin1 ve
noroprotektif aktivitelerini iceren sentez ve biyolojik yararlar1 {izerinde
caligmiglardir. Bu amacla aromatik halkada 2, 3 ve 4 konumlarinda degisik
siibstitiientler tasiyan cesitli takripirinler (15) sentezlenmistir (Sekil 5) ve bu

bilesiklerin AChE inhibitor etkinlikleri, Ca** kanal blokaj ve antioksidan etkileri ile

noroprotektif etkileri aragtirilmistir.
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Sonug olarak hem AChE inhibitor etki gosteren hem de noroprotektif etki
gosteren bir grup yeni AChEIl'ler sentezlenmistir. Bunlar arasinda 4 konumunda
metoksil tasiyan molekiil takrinden 4 kat daha etkili, olduk¢a iyi bir selektivite
gostererek BuChE’a kars1 da 1000 kat daha az etkili bulunmustur.

Bu calismanin sonucunda takripirinleri néropotektif ve Ca®* kanal blokaj
etkisine sahip aktif ve oldukca selektif AChEI'leri olarak Alzheimer hastalig
tedavisi i¢in hedeflenen bilesikler olarak diisiiniilebilecegi kesinlik kazanmuistir.

Ayrica 1,4-dihidropiridin molekiilii Kimyasal Tasima Sistemleri icin onemli
fonksiyonel gruplardir (94, 95, 116). Kimyasal Tasima Sistemi bazi enzimatik ve
kimyasal doniisiimlerle aktif terapotik ajana doniisen biyolojik olarak inert
molekiillerdir. Burada amag aktif ilaclarin kan-beyin engelini gecebilen bir beyin-
spesifik tasiyict ajana baglanarak bu engeli ge¢mesi, sonra enzimatik olaylar
sonucunda aktif formunun hedef bolgede etkisini gostermesi seklindedir.

Lipofilik dihidropiridin tiirevlerinin iyonik, lipitte ¢Oziiniirligli olmayan
piridinyum tuzuna redoks doniisiimiine dayandirilan kimyasal taginma da asil istenen
terapotik ajanlarin santral sinir sistemine olan etkisini artirmak, periferal yan etkileri
azaltmak ayrica uzun etki saglamaktir. Buna gore 1,4-dihidropiridinler tasiyici
sistemler olarak bir¢ok santral sinir sistemi hastaliklarinin  tedavisinde
kullanilmaktadir (29). Alzheimer hastalig1 tedavisinde kullanilan takrin de bu tarz
kullanilan ajanlar arasinda ilk kullanilan ilag molekiillerinden olmustur. Takrin tek
basina karaciger toksisitesine sebep olurken 1,4-dihidropiridin molekiiliine
baglanmasi ile olusturulmus (16) Kimyasal Tasima Sisteminde bu periferal yan
etkileri azaltilmistir. Takrin icin daha bircok Kimyasal Tasima Sistemleri

hazirlanmistir. Bu bilesikler (16) lipofilik parametrelere bakildiginda takrine kiyasla
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artan bir lipit ¢oziiniirlilk gostermistir. N-benzil tiirevi en hidrofobik molekiil olarak

tespit edilmistir (Sekil 5) (95).

(d) Huperzin Hibritleri

Takrine ilave olarak, bivalan yore AChEI’lerinin yapimu i¢in diger AChEI’leri
monomer olarak kullanilmislardir. (-)-huperzin A (5a) alkolloidi, zaten bilinen bir
AChEI'diir. Bu inhibitoriin amino grubu Trp84 ve Phe330’un aromatik halkalar: ile
etkilesir, karbonil grubu ise, sonucta etilenin metil grubu ile His440’1n oksijeni
arasinda alisilmadik yakin bir temasla sonuglanan, Tyr130’un hidroksil oksijeni ile
hidrojen baglidir (6). Bis-takrin bilesiklerine kiyasla, hupA’nin alkil-bagli dimerleri
monomerine gore bariz diistik bir inhibitor etki gosterirler.

Benzer calismalar, hupA’nin dogal bir tiirevi olan (-)-huperzin B icin de
yapilmis ancak daha az etkili bulunmustur. Ilging olarak, bis-hupB tiirevleri
monomer (-)-hupB tiirevlerine gore daha yiiksek bir inhibitor aktivite gostermistir.
Inhibitor aktivite ve selektivitenin zincirin uzunluguna ve sekline bagh oldugu
sonucuna dayandirilmistir. En 1yi inhibitor aktiviteyi heterodimer bis(18)-hupB
vermistir (17) (Sekil 6). iki hupB molekiilii, hupB’lerin sekonder amino grubu
tizerinden karbon-azot bagi ile baglanmislardir. Bu bis-hupB, ACh’nin bilinen
reseptorii ve AChE’nin inhibitorii olan dekametonyuma benzer sekilde davranir,
tersiyer ve katerner amino fonksiyonlari her iki durumda dekametilen zinciri icinden
baglanir (76). Bis-huperzin B’nin artmis AChE inhibisyonu ve selektivitesi,
AChE’nin her iki yoresiyle olasi etkilesimlerden kaynaklandigi tahmin edilmektedir
(33).

Takrinde yapildig1 gibi, artmis aktiviteye sahip ilgili hupA bilesikleri elde

etmek i¢in dual baglayic1 yore stratejisi bir yol olarak diisiiniilmiistiir. Bu amagla
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hupA’nin hupiridone kismi basitlestirilmis ve sentezi kolaylastirilmis hupA
monomeri olarak secilmistir. Huperzin A’dan ii¢-karbon kopriisiinii ve etilen
initesini kaldirmakla farmakolojik olarak inaktif olan basit bir tetrahidrokinolinon
tirevi ortaya c¢ikmistir. Bu kismin, dekametilen zinciri ile takrine bagh
kombinasyonu, hupA monomerinden 13 kat, takrin monomerinden 25 kat daha fazla
AChEI etkisi saglamistir (21). Hupiridone kisminin bir takrin {initesine bagh
olmayan ancak alkilen baglayici ile bagh dimer bilesiginde (18) (Sekil 6), etkide ve
selektivite de artis gozlenmistir. Yapilar, bir hupA benzeri iinitenin Trp84’e komsu
aktif yorenin anyonik bolgesine baglandigini, diger initenin de c¢ukurun iist
kismindaki PAS’da Trp279’e yakin bolgede katyon-n ve hidrojen bag: etkilesimleri
yaptigin1 acgiga cikarmistir (89). Bu dimer cukur boyunca uzanmaktadir. Daha
sonraki caligmalar hupiridone iinitesinin tek basina, enzimin periferal bolgesine, daha
kompleks olan (-)-huperzin A’ya gore ¢ok daha zayif baglandigini gostermistir.
Takrin {initesinin 4-aminokinolin {initesiyle (-)-huperzin A’nin karboksilik
initesi kombine edilerek takrin-huperzin hibritleri veya huprinleri (19a,b) (Sekil 6)
olan yeni bir sinif AChET’leri gelistirilmstir. Takrin ve huperzin A’nin heterosiklik
halkalar1 enzimin aktif yoresine baglanmak i¢in ¢ok gereklidir ve hibrit ana
bilesiklere gore artmis etki gostermektedir. Huprinlerin baglanma sekillerinin asil
esasl, kinolin halkasinin Trp84 ve Phe330 halkalar1 arasinda kiimelesmesi seklinde,
Asp72 ve Serl22 artiklarinin amino grubunun su bazli etkilesimleri seklinde ve
His440’1n karbonil oksijenine halka NH grubunun hidrojen bagi ile baglanmasi
seklinde ve bisiklo[3.3.1]nonadien {iinitesinin Tyr121, Phe290, Phe330 ve Phe331
tarafindan olusturulan hidrofobik cebe yerlestirilmesi seklindedir. Ayrica 3
konumuna klor atomunun baglanmasi takrinde oldugu gibi inhibitor etkide apacik bir

arti yaratmustir. {laveten etil grubunun metil grubu ile yer degistirilmesi etkide hafif
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bir artis meydana getirmistir, ancak daha hacimli siibstitiientler etkide bir azalmaya
yol agmustir. Pozisyon 3’iin klorlanmas iizerine artmis baglanma afinitesi, Met436,
[1e439, ve Trp432 tarafindan olusturulmus hidrofobik cukurun klor tarafindan
doldurmasiyla iligkilidir (28). Buna bagl olarak huprinler, 6zellikle (+)-huprin Y
(19a) ve (£)-huprin X (19b), ¢ok etkili AChEI’leridir, BuChE’ye nazaran AChE’ye
kars1 yiiksek selektivite gosterirler. Canudas ve arkadaslari, yaptiklari ¢alismada
huprin Y’nin noérodejenerasyon hastaliklarinin 6nlemesinde potansiyel bir bilesik
oldugu sonucuna varmislardir (19).

Calismalar; nonsiibstitiie metilen kopriisii, bir metil veya etil siibstitiienti
tagiyan ii¢c-karbon doymamis kopriisii ve 4-aminokinolin sistemi tagiyan huprinlerde
bu yapilarin AChE inhibitor aktivite icin cok gerekli oldugunu gostermistir. Klor
atomunun da yapiya girmesi ile etkide yiiksek bir artis gézlenmistir. Sonug olarak,
takrin ve (-)-huperzin A ana bilesiklerine kiyasla huprinlerin yapmis olduklari ilave
etkilesimler onlarin biiyiik oranda artmis inhibitor etkilerini agiklamaktadir (18).

Ayrica, Camps ve arkadaslar1 (18), AChE aktivite de baska bir formda artis
gosteren takrin-huprin Y heterodimer bilesiklerini kesfetmislerdir (20a,b) (Sekil 6, 7)
Bu nedenle, PAS baglayici birim olarak klorotakrin artig1 ile aktif yore baglanicisi
huprin Y’yi birbirine baglamislardir. Baglayict1 yap1 heptametilen zincirinden
olusmaktadir ve zincirin ortasinda protonlanabilir bir amino grubu vardir. Tim bu
heterodimerler, takrin, (-)-huperzin A, ve (%)-huprinden cok daha etkili
AChEI'leridir. Hepsi  subnanomolar oraninda bir ICsy degeriyle etki
gostermektedirler. Bu bilesikler iki aktivite stratejisini birlestirmislerdir; bir yanda
yiiksek oranda etkili inhibitorlerin kombinasyonlart ile AChE’nin aktif y0Oresine

uzatilmis baglanma, diger yanda PAS’a en elverisli baglanma. Ayrica, baglayiciya
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protanlanabilir bir amino grubun sokulmasi cukurda ilave etkilesimlere sebep

olmaktadir. Bu durum da ilave olarak bilesiklerin gelismesini saglamaktadir (18).

(e) Galantamin Tiirevleri

Galantamin de diger AChEI'leri gibi dual baglayici yore inhibitorleri i¢in bir
model olarak diisiiniilebilir. Bis-takrin bilesiklerine benzer olarak, Guillou ve
arkadaslar1 tarafindan homodimerik alkilen-bagli galantaminler, O- ve N- siibstitiie
galantaminler, ve heterodimerik galantamin-galantaminyum tiirevleri gelistirilmistir
(45, 77). Homodimerik galantamin tiirevleri olusturmak icin, iki galantamin
molekiilii azot atomlarindan bir baglayici ile kafa kafaya baglanmiglardir. Molekiiler
modelleme calismalari ve deneyleri, en iyi etkili yapinin iki galantamin molekiilii
arasina bes metilen {iinitesinin sokulmasiyla saglandigimm gostermistir. Guillou ve
arkadaslari, heterodimerik serinin homodimerik seriye gore daha etkili oldugunu
bulmustur. Bodylece en etkili galantamin tiirevi, norgalantaminden ve
norgalantaminin alkillenmis bir iminyum tiirevinden gelistirilmis ve dekametilen
zinciri ile baglanmistir (21a) (Sekil 7). Bu heterodimerik bis-galantamin tiirevleri
galantamin ve takrinden daha etkili, bis-takrin ve bis-huperzinden ise daha az etkili
bulunmustur (45).

Bu bilesiklerde bir iminyum fonksiyonunun varligi inhibitor aktiviteyi artiran
bir unsurdur ve bu durumun Trp kalintilarn ile yapmis oldugu katyon-m
etkilesimlerinden oldugu tahmin edilmektedir. Bir terminal ftalimido grup ile farkh
alkil baglayicilarinin varyasyonlar1 planlanmis ve N-demetilgalantaminin azotuna ve
6-O-demetilgalantaminin  oksijenine  baglanmustir. Beklenildigi iizere, alkil
baglayicisinin uzunlugu inhibitor aktivite potansiyeli i¢in anahtar konumdadir. Bunu

ragmen, ayni alkil zincirine sahip bilesiklerde lokalizasyona bagli en iyi inhibitor
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aktivite baglayicinin sonundaki fonksiyona baghdir. Bu yiizden, N- ve O-
ftalimidoalkil bis-etkilesen ligandlarin inhibitor aktivitesi oktametilen baglayicisi ile
optimal durumdadir ancak zincir daha fazla uzatildiginda aktivite azalmaktadir. Alkil
zincir uzunlugu en uygun uzunlugundayken, bis-etkilesen bilesikler hem Trp84 hem
Trp279 ile etkilesime girebilirler. Alkil zinciri daha kisayken, ftalimido grubu
cukurun dar kisminda molekiiliin en uygun formunu engeller. Sonug olarak bu durum
bilesiklerin inhibitor aktivitelerini negatif olarak etkiler (77). Sonraki c¢aligmalarda
azot atomu {izerinden yapilan baglanmalar oksijen atomu iizerinden yapilan
baglanmalara gore daha elverisli bulunmustur. Iminyum fonksiyonunun girmesi ve
galantamin artifindaki azot atomunun N-alkilasyonu ile bir alkil baglayicisinin
bulunmasi aktivitede artisa yol agmistir. Bu sinif icerisindeki en etkili bilesik 21b

(Sekil 7) numaral1 bilesik olmustur (8).

(f) Bispridinyum Tiirevleri

Reaktivator obidoksim de homodimer bilesiklerin gelistirilmesi amaciyla lider
bir bilesik olarak kullanilmistir. Bis-piridinyum tip bilesik TMB-4’tin bisbenzil
eterleri tarafindan nitelendirilmistir. TMB-4, AChE reaktivatorii obidoksimin bir
anologudur. DUO bilesiklerin bir serisi (22) (2), Pang ve arkadaslar1 tarafindan
sentezlenmis ditopik bis-takrin tiirevlerine benzerlik gostermistir. DUO bilesiklerin
benzil artiklarindan biri, ¢ukurun dip kisminda n-m kiimelesmesiyle Trp84 ile
etkilesime girebilmektedir. Diger yandan piridinyum halkast ¢ukurun yarisinda
Tyr334 ve Phe331 ile etkilesmektedir. Ayrica diger piridinyum halkasi PAS’da
Trp279 ile etkilesim gosterebilir. Dual baglayici karakterlerine ragmen, bu bilesikler
diger bis bilesiklere gore daha diisiik aktivite gostermislerdir. Bu durum, asir1 bir

uzunlukta olmalarindan dolay1 molekiiliin tamaminin, enzim ile ekilesime giremiyor
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olmasindandir. Sonug olarak yeni tiirevler sentez edilmistir. DUO3 molekiiliiniin bir
ucundan kisaltma yapilmis ve bir ftalimido (23) veya bir diklorobenzil (24) (Sekil 7)
artig1 sokulmustur. Bu kisalma aktivitede artisa yol agmistir. Ilging olan, bu bilesikler
AChHE inhibitor aktivitelerinden ayr1 olarak amiloid fibrillerin olusumunu inhibe eden

aktivite de sergilemektedirler (85,57).
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DENEYSEL BOLUM

I. SENTEZLER VE SPEKTRAL BULGULAR

A. MATERYAL

Sentez ¢alismalarinda kullanilan baslangi¢ maddelerinden 4-kloropiridin HCI
Acros firmasindan, hidrazinyum hidroksit Merck firmasindan, 2-hidroksibenzaldehit,
2-metilbenzaldehit, 2-metoksibenzaldehit, ve 3-fenilpropil bromiir, Merck-
Schuchardt firmasindan, 2,6-diklorobenzil kloriir Fluka firmasindan, sodyum
hidroksit Merck firmasindan temin edilmistir. Calismalarda kullanilan ¢oziiciilerden
1-propanol Merck firmasina, diklorometanol Carlo Erba firmasina, etilasetat ve
dietileter Riedel de Haén firmasina, etanol ve metanol ise J. T. Baker firmasina ait

olup, hepsi analitik safliktadir.

B. YONTEMLER

1. Kromatografik Analizler

a. Ince Tabaka Kromatografisi

Sentez calismalar1 esnasinda tepkimeleri takip etmek ve elde edilen bilesiklerin

safligin1 kontrol etmek icin ince tabaka kromatografisinden (I.T.K.) yararlanilmistir.
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I.T.K. kullanilarak yapilan ¢alismalarda Kieselgel 60F,s; (Merck 5715) 20x20
cm boyutlarinda 0.25 mm kalinhikta hazir plaklar kullanildi. Kromatografi
caligmalar1 oda sicaklifinda yapildi ve developman islemi kromatografi tanklarinin
¢Oziicii buharlariyla doyurulmasini takiben gergeklestirildi. Siiriikleme islemleri
tamamlandiktan sonra acik havada kurutulan plaklarin iizerindeki lekeler 254 nm de
ultraviyole 15131 altinda tespit edildi. 1.T.K. uygulamalarinda ¢oziicii sistemi olarak

diklorometan/etilasetat/metanol (5:4:1.5) karistmi kullanildi.

2. Spektral Analizler

Sentezi yapilan bilesiklerin yapilar1 erime derecesi degerleri, UV, IR, 'H NMR,

ve kiitle spektroskopisi yontemleriyle aydinlatildi.

Bilesiklerin UV spektrumlari, metanoldeki ¢ozeltileri halinde 1cm’lik kuvartz

kiivet icinde Shimadzu 160-A Spektrofotometresinde alindi.

IR spektrumlari, analitik safliktaki potasyum bromiir (Merck) pelletleri halinde

Jasco FT/IR-430 Spektrofotometresinde alindi.

'H NMR spektrumlart DMSO-ds ¢oziiciisii iginde Varian AS 400 Mercury Plus

NMR Spektrofotometresinde alindi.

Kiitle spektrumlar1 Waters ZQ micromass LC-MS Spektrofotometresinde

alindi.

3. Erime Noktasi Tayinleri

Bilesiklerin erime derecesi tayinleri Barnstead Electrothermal IA9000 Series

marka erime derecesi tayin cihazinda gerceklestirildi.
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C. Bilesiklerin Sentezi ve Spektral Bulgularin Degerlendirilmesi

1. Ara Uriinlerin Sentezi ve Spektral Bulgular1 (B-OH, B-CH;, B-OCHs)

4-Hidrazinilpiridin Sentezi

(3.41 g, 30 mmol), 4-kloropiridin HCI, 15 ml 2N NaOH icerisinde ¢oziildii, 3
kez 15’er mI’lik kisimlar halinde dietil eter ile ekstre edildi. Sonra susuz sodyum
siilfat tizerinden kurutma yapilarak, rotavaporda yogunlastirildi. Bakiye (2.15 g, 18.9
mmol), hidrazinyum hidroksit (1.26 ml, 25.9 mmol) ile 6.5 ml 1-propanol igerisinde
geri ceviren sogutucu altinda 120 °C de yag banyosunda kaynatildi. Tepkime 1.T.K
ile takip edilerek 24 saatin sonunda tamamlandi. Karisim oda sicakliginda sogumaya
birakildi. Soguduktan sonra olusan ¢okelti soguk 1-propanol ile yikandi, kurutuldu.

Elde edilen ham iiriin 1-propanolden kristallendirildi (Sema 1).

Elde edilen iiriiniin tuzundan bazina ge¢mek icin, % 50°‘lik NaOH’ten bazik
oluncaya kadar iizerine ilave edildi. 3 kez 15’er mI’'lik kisimlar halinde etil asetat ile
ekstre edildi. Susuz sodyum siilfat iizerinden kurutma yapilarak, rotavaporda

yogunlastirildi.

Cl .HCI HN—NH, .HCI
X Z
| + HoN=NH, .OH —» |

N7 SN

Sema 1. Tepkime Denklemi

4-[N2 -(2'-siibstitiiebenziliden)hidrazinil piridin Sentezi

Calismanin bu kisminda, 4-hidrazinilpiridin ile 2-siibstitiiebenzaldehit tiirevi
bilesiklerin aldehit kondensasyonu sonucunda 4-[N*-(2-

siibstitiiebenziliden)hidrazinil]piridin tiirevi bilesiklerin elde edilmesi hedeflenmistir.
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Reaksiyon ic¢in, (2 g, 18.2 mmol) 4-hidrazinilpiridin ile 21.8 mmol 2-
siibstitiiebenzaldehit, yaklasik 25-30 ml absolii etanol igerisinde, oda sicakliginda
manyetik karistiric1 ile karistinildi. Tepkime [.T.K ile takip edilerek 25 saatin
sonunda tamamlandi. Karisim siiziildii, soguk etanol ile yikandi1 ve c¢okelti oda
sicakliginda kurutuldu. Elde edilen iiriin etanolden kristallendirildi. Bu yontemle, B-
OH, B-CH3;, B-OCHj; kodlu ara iiriinler elde edildi (Sema 2).

Sentezlenen bilesiklerin erime dereceleri ve % verimleri Tablo 1’de toplu halde

verilmistir.
HN—NH R
AN O = Tty
P H H
N

Sema 2. Tepkime Denklemi

Tablo 1. B-OH, B-CH;, B-OCH; Ara Uriinlerin Erime Dereceleri ve % Verimleri

Bilesik No R Erime Derecesi (°C) % Verim
B-OH -OH 185 58
B-CHj; -CH; 202 65

B-OCH3 -OCH3 205 69
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a. B-OH Bilesiginin Spektral Bulgular

4-[N? -(2'-hidroksibenziliden)hidrazinil ]piridin

UV (Spektrum No 1)
A maks (log 8) (MCOH)

339 (4.58), 311 (4.38, sh), 208 (4.45) nm

IR (Spektrum No 2)

Vmaks (KBr)

3525 (O-H gerilme), 3004 (Aromatik halka C-H gerilme), 1598, 1542, 1500, 1425
(Aromatik halka C=C ve C=N gerilme), 775, 746, 715 (Aromatik halka C-H diizlem

dis1 egilmesi) cm™

"H NMR (Spektrum No 3)

(400 MHz, DMSO-de)

8 10.79 (1H, s, N-H), 10.20 (1H, s, O-H), 8.24 (1H, s, N=CH), 8.20 (2H, d, J= 5.9
Hz, H-2, H-6), 7.64 (1H, dd, J=1.6, 7.8 Hz, H-6"), 7.19 (1H, td, J=7.8, 1.6 Hz, H-4"),

6.89-6.84 (4H, m, H-3, H-5, H-3', H-5') ppm
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b. B-CH; Bilesiginin Spektral Bulgular

4—[NZ—(2'—metilbenziliden)hidrazinil] piridin

UV (Spektrum No 4)
X maks (log 8) (MCOH)

331 (4.55), 228 (4.24, sh), 204 (4.43) nm

IR (Spektrum No 5)

Vmaks (KBT)

3210 (N-H gerilme), 3014 (Aromatik halka C-H gerilme), 2948, 2886 (Alifatik C-H
gerilme), 1538, 1527, 1486, 1452, 1427 (Aromatik halka C=C, C=N gerilme), 748, 713

(Aromatik halka C-H diizlem dis1 egilmesi) cm™

"H NMR (Spektrum No 6)

(400 MHz, DMSO-de)

8 10.80 (1H, s, N-H), 8.21 (2H, d, J= 6.2 Hz, H-2, H-6), 8.19 (1H, s, N=CH), 7.83 (1H,
dd, J= 8.2 Hz, H-6'), 7.23-7.19 (3H, m, H-3', H-4', H-5"), 6.97 (2H, d, J= 6.2 Hz, H-3,

H-5) ppm
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c. B-OCHj; Bilesiginin Spektral Bulgular:

4—[N2—(2'—rnetoksibenziliden)hidrazinil]piridin

UV (Spektrum No 7)
X maks (log 8) (MCOH)

340 (4.48), 228 (4.12, sh), 204 (4.36) nm

IR (Spektrum No 8)

Vmaks (KBT)

3212 (N-H gerilme), 3083 (Aromatik halka C-H gerilme), 2992, 2940, 2886, 2834
(Alifatik C-H gerilme), 1592, 1533, 1492, 1465 (Aromatik halka C=C ve C=N gerilme),
1249 (C-O-C asimetrik gerilme), 781, 750 (Aromatik halka C-H diizlem dis1 egilmesi)

-1
cm

"H NMR (Spektrum No 9)

(400 MHz, DMSO-ds)

8 10.78 (1H, s, N-H), 8.29 (1H, s, N=CH), 8.19 (2H, d, J= 6.0 Hz, H-2, H-6), 7.86 (1H,
dd, J= 1.6, 8.0 Hz, H-6"), 7.32 (1H, td, J= 7.8, 1.6 Hz. H-4"), 7.05 (1H, d, J=8.0 Hz, H-
3, 6.98 (1H, t, J= 7.2 Hz, H-5"), 6.92 (2H, d, J= 6.4 Hz, H-3, H-5), 3.83 (3H, s, OCH3)

ppm
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2. Piridinyum Tiirevi Bilesiklerin Sentezi ve Spektral Bulgulan (K1, K2, K3,
K4, K5, K6)

0.01 mol 4—[N2—(2'—Siibstitl'iebenziliden)hidrazinil]piridin K1, K2, K3 kodlu
bilesikler icin; 0.018 mol 2,6-diklorobenzil kloriir ile, K4, K5, K6 kodlu bilesikler
icin 0.018 mol 3-fenilpropil bromiir ile, 20 ml absolii etanol igerisinde ¢oziildii. Geri
ceviren sogutucu altinda 120 °C de yag banyosunda kaynatildi. Tepkime I.T.K ile
takip edilerek reaksiyonun bittigi tespit edildi. Karisim oda sicakliginda sogumaya
birakildi. Soguduktan sonra olusan cokelti soguk etanol ile yikanarak siiziildii ve
kurutuldu. Elde edilen ham iiriin etanolden kristallendirildi. Bu yontemle, K1, K2,

K3, K4, K5, K6 kodlu bilesikler elde edildi (Sema 3).

Sentezlenen bilesiklerin erime dereceleri, % verimleri ve reaksiyon siireleri

Tablo 2’de toplu halde verilmistir.
R
o R,-Cl ol Ho
/ N ~ N s / ~ N s
N e SR
~ H
@
Cl .Cl

R3-Br

R = OH, CH; OCHg R, = Rs =/_/_©
of

Sema 3. Tepkime Denklemi

Tablo 2. K1, K2, K3, K4, K5, K6 Kodlu Bilesiklerin Erime Dereceleri, % Verimleri
ve Reaksiyon Siireleri
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R . . Reaksiyon
Bilesik R, R, ErlmeoDereces1 % Verim Siiresi
No (°O)
(saat)
cl
K1 _OH /—Q 288 68 6
cl
cl
K2 CH; /—Q 290 72 8
cl
cl
cl
K4 -OH /_/_Q 197 41 69
K5 _CH; /_/_Q 160 45 70
K6 | -OCH; /_/_Q 165 59 55
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a. K1 Bilesiginin Spektral Bulgulan

1—(2‘,6'—diklor0benzil)—4—[N2—(2"—hidroksibenziliden)hidrazinil]piridinyum kloriir

UV (Spektrum No 10)
A maks (log 8) (MCOH)

404 (3.72, sh), 358 (4.49), 321 (4.18, sh), 254 (3.74, sh), 205 (4.62) nm

IR (Spektrum No 11)

Vmaks (KBr)

3446 (N-H gerilme), 3062 (Aromatik halka C-H gerilme), 2892, 2825 (Alifatik C-H
gerilme), 1643, 1604, 1548, 1513, 1477, 1440 (Aromatik halka C=C gerilme ve

N=CH gerilme), 786, 755, 711 (Aromatik halka C-H diizlem dis1 egilmesi) cm!

"H NMR (Spektrum No 12)

(400 MHz, DMSO-de)

8 12.70 (1H, s, N-H), 8 10.25 (1H, s, O-H), & 8.59 (1H, s, N=CH), 8.34 (1H, d, J=
7.6 Hz, H-2 veya H-6), 8.17 (1H, d, J= 7.6 Hz, H-2 veya H-6), 7.80 (1H, dd, J=1.6,
7.6 Hz, H-6"), 7.64 (2H, d, J= 8.0 Hz, H-3', H-5"), 7.56-7.52 (2H, m, H-3 veya H-5,

H-4"), 7.28 (1H, td, J="7.6, 1.6 Hz, H-4"), 7.06 (1H, dd, J= 2.4, 7.2 Hz, H-3 veya H-
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5), 6.94 (1H, d, J= 8.4 Hz, H-3"), 6 6.87 (1H, t, J="7.8 Hz, H-5"), 5.70 (2H, s, CH»)

ppm

'"H NMR D,O (Spektrum No 13)

(400 MHz, DMSO-de)

8 8.53 (1H, s, N=CH), 8.29 (1H, d, J= 7.4 Hz, H-2 veya H-6), 8.15 (1H, d, J= 7.4 Hz
, H-2 veya H-6), 7.78 (1H, dd, J=1.6, 7.8 Hz, H-6"), 7.60 (2H, d, J= 7.8 Hz, H-3', H-
5", 7.54-7.49 (2H, m, H-3 veya H-5, H-4"), 7.27 (1H, td, J= 7.8, 1.6 Hz, H-4"), 6.99
(1H, dd, J= 2.7, 7.2 Hz, H-3 veya H-5), 6.91 (1H, d, J= 8.6 Hz, H-3"), § 6.87 (1H, t,

J=17.4 Hz, H-5"), 5.67 (2H, s, CH,) ppm

MS (ESI) (Spektrum No 14)
m/z (% bagil bolluk)

372 (M*, 100), 374 (M+2, 69)
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b. K2 Bilesiginin Spektral Bulgular:

1—(2',6'—diklor0benzil)—4—[N2 -(2"-metilbenziliden)hidrazinil |piridinyum kloriir

UV (Spektrum No 15)
A maks (log 8) (MCOH)

347 (4.39), 205 (4.63) nm

IR (Spektrum No 16)

Vmaks (KBr)

3442 (N-H gerilme), 3052 (Aromatik halka C-H gerilme), 2886, 2694 (Alifatik C-H
gerilme), 1643, 1581, 1513, 1436 (Aromatik halka C=C gerilme ve N=CH gerilme),

784,761, 748 (Aromatik halka C-H diizlem dis1 egilmesi) cm!

"H NMR (Spektrum No 17)

(400 MHz, DMSO-de)

§ 13.00 (1H, s, N-H), & 8.60 (1H, s, N=CH), 8.34 (1H, dd, J= 1.6, 7.2 Hz, H-2 veya
H-6), 8.22 (1H, dd, J= 1.6, 7.0 H, H-2 veya H-6), 7.84 (1H, dd, J=1.6, 8.4 Hz, H-6"),
7.64 (2H, d, J= 8.0 Hz, H-3', H-5"), 7.56-7.52 (2H, m, H-3 veya H-5, H-4'), 7.34 (1H,
td, J= 7.4, 1.2 Hz, H-4"), 7.30-7.26 (2H, m, H-3", H-5"), 7.14 (1H, dd, J= 2.8, 7.2

Hz, H-3 veya H-5), 5.70 (2H, s, CH,), 2.46 (3H, s, CH3) ppm
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¢. K3 Bilesiginin Spektral Bulgulan

1-(2',6'-diklorobenzil )-4- [NZ—(2"—metoksibenziliden)hidrazinil] piridinyum kloriir

UV (Spektrum No 18)
A maks (log €) (MeOH)

356 (4.43), 275 (3.38, sh) 204 (4.55) nm

IR (Spektrum No 19)

Vmaks (KBr)

3315 (N-H gerilme), 3064 (Aromatik halka C-H gerilme), 2904, 2724 (Alifatik C-H
gerilme), 1641, 1602, 1542, 1513, 1479, 1459, 1434, (Aromatik halka C=C gerilme
ve N=CH gerilme), 1247 (C-O-C asimetrik gerilme), 788, 754 (Aromatik halka C-H

diizlem dis1 egilmesi) cm™

"H NMR (Spektrum No 20)

(400 MHz, DMSO-de)

8 8.59 (1H, s, N=CH), 8.34 (1H, dd, J= 1.6, 7.2 Hz, H-2 veya H-6), 8.17 (1H, d, J=
7.2 Hz, H-2 veya H-6), 7.91 (1H, dd, J=1.6, 7.6 Hz, H-6"), 7.64 (2H, d, J= 8.0 Hz,

H-3' ve H-5"), 7.58 (1H, dd, J= 2.8, 7.6 Hz, H-3 veya H-5), 7.54 (1H, dd, J="7.2, 8.8
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Hz, H-4"), 7.45 (1H, td, J= 7.8, 1.6 Hz, H-4"), 7.12 (1H, d, J= 8.0 Hz, H-3"), 7.04-

7.01 (2H, m, H-3 veya H-5, H-5"), 5.71 (2H, s, CH»), 3.86 (3H, s, OCH3) ppm

MS (ESI) (Spektrum No 21)
m/z (% bagil bolluk)

386 (M™, 100), 388 (M+2, 69), 390 (M+4,15)



70

Abs.

2. 5000

20000 -

1.5000 |

1.0000

o 5000 -

o.oooo

2000

<00 5000

=000

Spektrum No 18. K3 Bilesiginin UV Spektrumu

%T

100

80

60

40

20

4000

3000

2000
Wavenumber[cm-1]

1000

400

Spektrum No 19. K3 Bilesiginin IR Spektrumu




71

ppm

Spektrum No 20. K3 Bilesiginin '"H NMR Spektrumu




72

100

%_

386.10

388.09

389.08
I
390.08

I

1ll390.75 i
( | 41238 4/ 4550846128
T T

260.42

19911 % 20536 23? 23| 22240.50 | 27602 29505  317.90 ?25 58 ?42 27 365.12385. 33
T

0+
200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450

Spektrum No 21. K3 Bilesiginin Kiitle Spektrumu




73

d. K4 Bilesiginin Spektral Bulgulan

Br

1—(3'—fenilpropil)—4—[N2—(2"'—hidroksibenziliden)hidrazinil]piridinyum bromiir

UV (Spektrum No 22)
A maks (log 8) (MCOH)

403 (3.55, sh), 354 (4.56), 320 (4.28, sh), 253 (3.81, sh), 205 (4.50) nm

IR (Spektrum No 23)

Vmaks (KBT)

3419 (N-H gerilme), 3031 (Aromatik halka C-H gerilme), 2904, 2832 (Alifatik C-H
gerilme), 1644, 1552, 1515, 1513, 1492, 1459 (Aromatik halka C=C gerilme ve

N=CH gerilme), 761, 705 (Aromatik halka C-H diizlem dis1 egilmesi) cm’!

"H NMR (Spektrum No 24)

(400 MHz, DMSO-dq)

8 12.32 (1H, s, N-H), 10.17 (1H, s, O-H), 8.58 (1H, s, N=CH), 8.44 (1H, d, J= 7.6
Hz, H-2 veya H-6), 8.37 (1H, d, J= 7.2 Hz, H-2 veya H-6), 7.84 (1H, dd, J=1.6, 7.6
Hz, H-6"), 7.54 (1H, dd, J= 2.4, 7.6 Hz, H-3 veya H-5), 7.30-7.15 (6H, m, H-2", H-

3", H-4", H-5", H-6" ve H-4"), 6 7.03 (1H, d, J= 6.8 Hz, H-3 veya H-5), 6.93 (1H, d,
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J= 8.0 Hz, H-3"), 6.88 (1H, t, J= 7.6 Hz, H-5"), 4.26 (2H, t, J= 7.4 Hz, -CH,-N"),

2.59 (2H, t, J= 8.0 Hz, Fenil-CH;-), 6 2.12 (2H, quin, J= 7.6 Hz, -CH>-) ppm

'"H NMR D,O (Spektrum No 25)

(400 MHz, DMSO-de)

8 8.53 (1H, s, N=CH), 8.37 (1H, d, J= 7.0 Hz, H-2 veya H-6), 8.30 (1H, d, J= 7.0
Hz, H-2 veya H-6), 7.81 (1H, dd, J= 2.0, 7.8 Hz, H-6"), 7.51 (1H, dd, J= 2.4, 7.0
Hz, H-3 veya H-5), 7.30-7.13 (6H, m, H-2", H-3", H-4", H-5", H-6" ve H-4"), 6.98
(1H, dd, J= 2.4, 7.4 Hz, H-3 veya H-5), 6.91 (1H, d, J= 8.2 Hz, H-3"), 6.88 (1H, t,
J=7.4 Hz, H-5"), 423 (2H, t, J= 7.4 Hz, -CH,-N"), 2.57 (2H, t, J= 7.8 Hz, Fenil-

CH»-), 5 2.01 (2H, quin, J= 7.4 Hz, -CH,-) ppm

MS (ESI) (Spektrum No 26)
m/z (% bagil bolluk)

332 (M", 100), 333 (M+1, 31)
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e. KS Bilesiginin Spektral Bulgulan

1-(3"-fenilpropil)-4-[N*-(2""-metilbenziliden)hidrazinil]piridinyum bromiir

UV (Spektrum No 27)
A maks (log 8) (MCOH)

343 (4.63), 250 (3.84, sh), 229 (4.07, sh), 205 (4.51) nm

IR (Spektrum No 28)

Vmaks (KBr)

3424 (N-H gerilme), 3058 (Aromatik halka C-H gerilme), 2915, 2827 (Alifatik C-H
gerilme), 1644, 1585, 1552, 1511, 1488, 1454 (Aromatik halka C=C gerilme ve

N=CH gerilme), 763, 711 (Aromatik halka C-H diizlem dis1 eSilmesi) cm’!

"H NMR (Spektrum No 29)

(400 MHz, DMSO-de)

8 12.34 (1H, s, N-H), 8.52 (1H, s, N=CH), 8.46 (1H, d, J= 7.2 Hz, H-2 veya H-6) ,
8.39 (1H, d, J= 6.8 Hz, H-2 veya H-6), 7.89 (1H, dd, J=2.0, 7.6 Hz, H-6"), 7.56 (1H,
dd, J= 2.4, 6.8 Hz, H-3 veya H-5), 7.35 (1H, td, J= 7.2, 1.6 Hz, H-4"), 7.30-7.16

(7H, m, H-2", H-3", H-4", H-5", H-6", H-3"', H-5""), 7.06 (1H, dd, J=2.4, 7.2 Hz, H-3
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veya H-5), 4.28 (2H, t, J= 7.2 Hz, -CH,-N"), 2.60 (2H, t, J= 7.8 Hz, Fenil-CH,-),

2.12 (2H, quin, J= 7.6 Hz, -CH;-) ppm

MS (ESI) (Spektrum No 30)
m/z (% bagil bolluk)

330 (M+, 100), 331 (M+1, 28)
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f. K6 Bilesiginin Spektral Bulgular:

41"

51"

1-(3"-fenilpropil)-4-[N*-(2""-metoksibenziliden)hidrazinil|piridinyum bromiir

UV (Spektrum No 31)
A maks (log 8) (MCOH)

354 (4.48), 204 (4.39) nm

IR (Spektrum No 32)

Vmaks (KBr)

3421 (N-H gerilme), 3066 (Aromatik halka C-H gerilme), 2962, 2908, 2832 (Alifatik
C-H gerilme), 1644, 1598, 1571, 1546, 1511, 1457, (Aromatik halka C=C gerilme ve
N=CH gerilme), 1245 (C-O-C asimetrik gerilme), 759, 709 (Aromatik halka C-H

diizlem dis1 egilmesi) cm’™

"H NMR (Spektrum No 33)

(400 MHz, DMSO-de)

8 12.30 (1H, s, N-H), 8.58 (1H, s, N=CH), 8.44 (1H, d, J= 7.6 Hz, H-2 veya H-6),
8.36 (1H, d, J= 7.2 Hz, H-2 veya H-6), 7.96 (1H, dd, J= 1.6, 7.4 Hz, H-6"), 7.59
(1H, dd, J= 2.4, 7.0 Hz, H-3 veya H-5), 7.45 (1H, td, J= 7.8, 1.6 Hz, H-4"), 7.30-

7.16 (SH, m, H-2", H-3", H-4", H-5", H-6"), 7.12 (1H, d, J= 8.0 Hz, H-3"), 7.05-6.98



85

(2H, m, H-5", H-3 veya H-5), 4.26 (2H, t, J= 7.4 Hz, -CH,-N"), 3.86 (3H, s, OCH3),

2.59 (2H, t, J= 7.8 Hz, Fenil-CH,-), 2.12 (2H, quin, J= 7.6 Hz, -CH»-) ppm

MS (ESI) (Spektrum No 34)
m/z (% bagil bolluk)

346 (M+, 100), 347 (M+1, 25)
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3. 1,4-Dihidropiridin Tiirevi Bilesiklerin Sentezi ve Spektral Bulgular (D1,
D2, D3, D4, DS, D6)

Sentezleri gerceklestirilen K1, K2, K3, K4, K5 ve K6 kodlu bilesiklerin her biri
1 g civarinda tartilarak 25’ser ml 2N NaOH ¢ozeltisi icerisinde ¢oziindiiriildii. Daha
sonra her biri 3 kez 25’er ml’lik kisimlar halinde diklorometan ile ekstre edildi.
Sonra susuz sodyum siilfat iizerinden kurutma yapilarak, diklorometanli kisim
rotavaporda yogunlastirildi. Bakiye sogumaya birakildi. Soguduktan sonra elde
edilen ham {iiriin metanolden kristallendirildi. Bu yontemle D1, D2, D3, D4, D5, D6

kodlu bilesikler elde edildi (Sema 4).

Sentezlenen bilesiklerin erime dereceleri ve % verimleri Tablo 3’de toplu halde

verilmigtir. D4, D5, D6 maddeleri yagimsi olarak elde edilmistir.

H R1 R1
Z N‘N\\ NaOH yZ /N‘N\\ O
N{\ CH E— N CH
R; ® Z

-NaBr RS
-H,O

cl
Ry = OH, CHz, OCHg Ry - /—Q /_/—Q
cl

Sema 4. Tepkime Denklemi



\O

0

Tablo 3. D1, D2, D3, D4, D5, D6 Kodlu Bilesiklerin Erime Dereceleri ve %

Verimleri
Bilesik Erime Derecesi .
No R1 R2 (0 C) % Verim
Cl
D1 -OH /—Q 202 75
Cl
Cl
D2 -CH; /—Q 190 72
Cl
Cl
D3 -OCH; /—Q 128 82
Cl
D4 _OH /_/_Q ; 47
D5 CH; /_/_Q i 41
D6 -OCH; /_/_O ; 51
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a. D1 Bilesiginin Spektral Bulgular:

1-(2',6'-diklorobenzil)-4- [N2—(2"—hidroksibenziliden)hidrazono] -1,4-dihidropiridin

UV (Spektrum No 35)
A maks (log €) (MeOH)

405 (4.28, sh), 382 (4.45), 369 (4.45), 324 (4.07, sh), 256 (3.79, sh), 205 (4.64) nm

IR (Spektrum No 36)

Vmaks (KBr)

3064, 3031 (Aromatik halka C-H gerilme), 2917 (Alifatik C-H gerilme), 1644, 1506,
1450 (Aromatik halka C=C gerilme ve N=C gerilme), 790, 761 (Aromatik halka C-H

diizlem dis1 egilmesi) cm™

"H NMR (Spektrum No 37)

(400 MHz, DMSO-dy)

§ 8.40 (1H, s, N=CH), 7.59 (2H, d, J= 8.2 Hz, H-3', H-5"), 7.48 (1H, dd, J= 7.4, 8.6
Hz. H-4'), 7.40-7.34 (2H, m, H-2, H-6 veya H-4", H-6"), 7.24-7.16 (2H, m, H-2, H-6
veya H-4", H-6"), 6.87-6.83 (2H, m, H-3", H-5"), 6.52 (1H, dd, J= 2.7, 7.8 Hz, H-3

veya H-5), 6.21 (1H, dd, J= 2.7, 7.8 Hz, H-3 veya H-5) 5.21 (2H, s, CH,) ppm
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MS (ESI) (Spektrum No 38)
m/z (% bagil bolluk)

372 (M+1, 100), 374 (M+2+1, 69), 376 (M+4+1, 13)
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b. D2 Bilesiginin Spektral Bulgulari

1-(2',6'-diklorobenzil)-4- [N2—(2"—metilbenziliden)hidrazono] -1,4-dihidropiridin

UV (Spektrum No 39)
A maks (log €) (MeOH)

345 (4.54), 204 (4.65) nm

IR (Spektrum No 40)

Vmaks (KBT)

3058 (Aromatik halka C-H gerilme), 2919 (Alifatik C-H gerilme), 1644, 1506, 1436
(Aromatik halka C=C gerilme ve N=C gerilme), 788, 757 (Aromatik halka C-H

diizlem dis1 egilmesi) cm™

"H NMR (Spektrum No 41)

(400 MHz, DMSO-dy)

§ 8.43 (1H, s, N=CH), 7.79 (1H, dd, J= 2.3, 7.2 Hz, H-6"), 7.59 (2H, d, J= 7.8 Hz, H-
3, H-5"), 7.47 (1H, dd, J="7.8, 8.6, H-4'), 7.22-7.12 (5H, m, H-2, H-6, H-3", H-4", H-
5", 6.93 (1H, dd, J= 2.7, 7.8 Hz, H-3 veya H-5), 6.11 (1H, dd, J= 2.7, 7.6 Hz, H-3

veya H-5), 5.16 (2H, s, CH»), 2.42 (3H, s, CH3) ppm
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'"H NMR D,SOy (Spektrum No 42)

(400 MHz, DMSO-de)

8 12.42 (1H, s, N-H), 8.51 (1H, s, N=CH), 8.35 (1H, d, J= 7.0 Hz, H-2 veya H-6),
8.23 (1H, d, J= 7.4 Hz, H-2 veya H-6), 7.84 (1H, dd, J= 2.0, 7.4 Hz, H-6"), 7.63 (2H,
d, J= 8.0 Hz, H-3', H-5"), 7.57 (1H, dd, J= 2.7, 7.4 Hz, H-3 veya H-5), 7.54 (1H, dd,
J=1.4, 8.9 Hz, H-4), 7.34 (1H, td, J= 7.4, 1.6 Hz, H-4"), 7.29-7.25 (2H, m, H-3", H-
5", 7.07 (1H, dd, J= 2.7, 7.4 Hz, H-3 veya H-5), 5.71 (2H, s, CH,), 2.42 (3H, s,

CH3) ppm

MS (ESI) (Spektrum No 43)
m/z (% bagil bolluk)

370 (M+1, 100), 372 (M+2+1, 60), 374 (M+4+1, 14)
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¢. D3 Bilesiginin Spektral Bulgular:

1-(2',6'-diklorobenzil)-4- [N2—(2"—metoksibenziliden)hidrazono] -1,4-dihidropiridin

UV (Spektrum No 44)
A maks (log €) (MeOH)

356 (4.61), 275 (3.58, sh), 206 (4.68) nm

IR (Spektrum No 45)

Vmaks (KBT)

3056 (Aromatik halka C-H gerilme), 2964, 2836 (Alifatik C-H gerilme), 1646, 1596,
1511, 1455, 1434, 1405 (Aromatik halka C=C gerilme ve N=C gerilme), 1249 (C-O-

C asimetrik gerilme), 784, 752 (Aromatik halka C-H diizlem dis1 egilmesi) cm’!

"H NMR (Spektrum No 46)

(400 MHz, DMSO-dy)

8 8.46 (1H, s, N=CH), 7.88 (1H, dd, J= 1.6, 7.6 Hz, H-6"), 7.58 (2H, d, J= 8.6 Hz ,
H-3', H-5"), 7.46 (1H, dd, J= 7.4, 8.6 Hz, H-4'), 7.28 (1H, td, J= 7.8, 1.6 Hz, H-4"),
7.18 (1H, dd, J= 2.3, 8.0 Hz, H-2 veya H-6), 7.10 (1H, dd, J= 2.3, 7.6 Hz, H-2 veya

H-6), 7.00 (1H, d, J= 8.6 Hz, H-3"), 6.95 (1H, dd, J= 2.7, 7.8 Hz, H-3 veya H-5),
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6.92 (1H, t, J= 7.8 Hz, H-5"), 6.08 (1H, dd, J= 2.7, 7.6 Hz, H-3 veya H-5), 5.15 (2H,

s, CH), 3.80 (3H, s, OCH3) ppm

MS (ESI) (Spektrum No 47)
m/z (% bagil bolluk)

386 (M+1, 100), 388 (M+2+1, 61), 390 (M+4+1, 13)
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d. D4 Bilesiginin Spektral Bulgular:

HO 31"

1-(3'-fenilpropil)-4- [N’ -(2"-hidroksibenziliden)hidrazono]-1,4-dihidropiridin

UV (Spektrum No 48)
A maks (log 8) (MCOH)

404 (4.04, sh), 358 (4.43), 255 (3.80, sh), 206 (4.45) nm

IR (Spektrum No 49)

Vmaks (KBr)

3025 (Aromatik halka C-H gerilme), 2925, 2856 (Alifatik C-H gerilme), 1646, 1598,
1513, 1454, 1400 (Aromatik halka C=C gerilme ve N=C gerilme), 754, 700

(Aromatik halka C-H diizlem dis1 eSilmesi) cm’!

"H NMR (Spektrum No 50)

(400 MHz, DMSO-de)

8 8.39 (1H, s, N=CH), 7.47 (1H, dd, J= 2.0, 7.8 Hz, H-6"), 7.39-7.33 (2H, m, H-2,
H-6), 7.29-7.15 (6H, m, H-2", H-3", H-4", H-5", H-6", H-4"), 6.87-6.84 (2H, m, H-
3" H-5"), 6.50 (1H, dd, J= 2.7, 7.4 Hz, H-3 veya H-5), 6.21 (1H, dd, J= 2.7, 7.4 Hz,
H-3 veya H-5), 3.78 (2H, t, J= 7.2 Hz, -CH,-N"), 2.55 (2H, t, J= 8.0 Hz, Fenil-CH,-

), 1.97 (2H, quin, J= 7.4 Hz, -CH,-) ppm



108

MS (ESI) (Spektrum No 51)
m/z (% bagil bolluk)

332 (M+1, 100), 333 (M+2, 21)
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e. DS Bilesiginin Spektral Bulgular:

41"

51"

1—(3‘—fenilpr0pil)—4—[N2 -(2"-metilbenziliden)hidrazono]-1,4-dihidropiridin

UV (Spektrum No 52)
A maks (log 8) (MCOH)

342 (4.53), 250 (3.82, sh), 229 (4.01, sh), 205 (4.47) nm

IR (Spektrum No 53)

Vmaks (KBr)

3023 (Aromatik halka C-H gerilme), 2925, 2856 (Alifatik C-H gerilme), 1646, 1511,
1455 (Aromatik halka C=C gerilme ve N=CH gerilme), 754, 700 (Aromatik halka C-

H diizlem dis1 egilmesi) cm™

"H NMR (Spektrum No 54)

(400 MHz, DMSO-de)

8 8.42 (1H, s, N=CH), 7.81 (1H, m, H-6"), 7.29-7.15 (10H, m, H-2, H-6, H-2", H-3",
H-4", H-5", H-6", H-3", H-4", H-5"), 6.94 (1H, dd, J= 2.7, 7.8 Hz, H-3 veya H-5),
6.11 (1H, dd, J= 2.7, 7.6 Hz, H-3 veya H-5), 3.72 (2H, t, J= 7.0 Hz, -CH,-N"), 2.55
(2H, t, J= 7.8 Hz, Fenil-CH,-), 2.42 (3H, s, CH3), 1.95 (2H, quin, J= 7.8 Hz, -CH,-)

ppm
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MS (ESI) (Spektrum No 55)
m/z (% bagil bolluk)

330 (M+1, 100), 331 (M+2, 23)
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f. D6 Bilesiginin Spektral Bulgulari

HSCO 3"!
4lll

1lll
5|||

1-(3'-fenilpropil)-4- [NZ—(2"'—metoksibenziliden)hidrazono] -1,4-dihidropiridin

UV (Spektrum No 56)
A maks (log 8) (MCOH)

354 (4.64), 206 (4.53) nm

IR (Spektrum No 57)

Vmaks (KBT)

2923, 2854 (Alifatik C-H gerilme), 1644, 1509 (Aromatik halka C=C gerilme ve
N=CH gerilme), 1245 (C-O-C asimetrik gerilme), 771, 700 (Aromatik halka C-H

diizlem dis1 egilmesi) cm™

"H NMR (Spektrum No 58)

(400 MHz, DMSO-de)

8 8.49 (1H, s, N=CH), 7.93 (1H, dd, J= 1.6, 7.6 Hz, H-6"), 7.36-7.19 (8H, m, H-2,
H-6, H-2", H-3", H-4", H-5", H-6", H-4"), 7.04-7.01 (2H, m, H-3", H-3 veya H-5),
6.95 (1H, t, J= 7.4 Hz, H-5"), 6.19 (1H, dd, J= 2.0, 7.6 Hz, H-3 veya H-5), 3.83
(3H, s, OCH3), 3.77 (2H, t, J= 7.2 Hz, -CH,-N"), 2.57 (2H, t, J= 8.0, Fenil-CH>-),

1.98 (2H, quin, J= 8.0 Hz, -CH,-) ppm
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MS (ESI) (Spektrum No 59)
m/z (% bagil bolluk)

346 (M+1, 100), 347 (M+2, 21)
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II. BILESIKLERIN ASETILKOLINESTERAZ ENZIM AKTIVITESININ
TAYIN EDILMESI

A. MATERYAL

Sentezini gerceklestirdigimiz katerner grubu bilesiklerden K2 ve K3
maddelerinin asetilkolinesteraz enzim inhibitdr aktiviteleri Ellman testi ile
saptanmistir. Calismalarda kullanilan Asetilkolinesteraz (AChE)-E.C.3.1.1.7, tip VI-
S, Sigma Aldrich firmasindan temin edilmistir. Ellman belirteci 5,5'-ditiyobis(2-
nitrobenzoik asit)DTNB, tampon bilesikler (potasyum dihidrojen fosfat, potasyum
hidroksit),sodyum hidrojen karbonat ve asetiltiyokolin iyodiir (ATC) Fluka
firmasindan saglanmistir. Milli-Q saflastirma aparatindan (Millipore®; Eschborn,
FRG) elde elden deiyonize su kullanilmistir. Spektrofotometrik dl¢timler termostatl

Varian Cary 50 UV-Vis Spektrofotometresinde gerceklestirilmistir.

1. Cozeltiler
a. Fosfat Tamponu pH=8.0
Potasyum dihidrojen fosfat (13,61 g), 1 1 suda ¢oziildiikten sonra potasyum
hidroksit ile pH 8.0+0.1’e ayarlanmistir. Tampon ¢ozelti kullanilmadan 6nce por
genisligi 0.22 pm olan tek kullanimlik filtrelerden (Schleicher and Schuell, Dassel,
FRG) siiziilmiistiir. Tampon ¢ozelti her hafta taze olarak hazirlanmis ve 4° C’de

muhafaza edilmistir.

b. 5-5-ditiyobis(2-nitrobenzoik asit) DTNB Cozeltisi (0.01 M)
Cozelti 100 ml suda hazirlanmistir. 0.396 gr DTNB ve 0.15 gr sodyum
hidrojen karbonat icermektedir. Cozelti ya direk olarak kullamlmistir ya da gerekli

olana kadar -30° C’de dondurucuda muhafaza edilmistir.
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c. Asetiltiyokolin Iyodiir (ATC) 0.075 M

0.2167 gr ATC tartilip 10 ml suda c¢oOziilmiistir. Bu ¢ozelti 0.4 ml’lik

Eppendorf tiiplerinde -30° C’de saklanmustir.

d. Asetilkolinesteraz (AChE) Cozeltisi

Enzim (500 Unite), jelatin ¢ozeltisinde (1 ml, %1) ¢oziilmiis ve 100 ml’lik
volumetrik balona aktarilmistir. Suyla Su/ml’ ye seyreltilmistir. Bu stok ¢ozelti 0.7
ml’lik kisimlar halinde -30° C’de muhafaza edilmistir. Kullanimdan 6nce eritilmis ve

final konsantrasyonuna c= 2.5 u/ml’ye diliie edilmistir.

B. YONTEMLER

Enzim aktivitesi, Ellman ve arkadaslar1 tarafindan biraz modifiye edilmis
kolorimetrik method kullanilarak incelenmistir. Enzimatik hidrolizin {iiriinii olan
tiyokolin, UV dedeksiyonunda o©nemli bir kromofora sahip degildir. Enzim
aktivitesinin degerlendirilmesi spesifik kromojenik belirteci DTNB kullanilarak
gerceklestirilmistir. Inhibitor bilesiklerin stok c¢ozeltileri %2’lik DMSO’da
hazirlanmistir. Enzim aktivitesi, AChE (asetilkolinesteraz) inhibisyonu elde etmek
icin, inhibitdriin en az 5 farkhi konsantrasyonlari varhginda (genellikle 107*-10)
tayin edilmistir. Aktivite O ile %100 arasin1 kapsamaktadir. Her konsantrasyon 3 kez

analiz edilmistir. Ornekler hazirlandiktan hemen sonra incelenmistir.

1. Inhibisyon Calismasi
Tiim cozeltiler kullanimdan 6nce 20° C’ye getirilmistir. Enzim ¢ozeltisi (100
ul) ve inhibitor ¢cozelti (100 ul) fosfat tamponu ihtiva eden (3.0 ml, 0.1 M, pH= 8.0)
kiivete ilave edilmistir. 5 dakika inkiibasyonun ardindan gereken DTNB ¢o6zeltisi 100

ul’lik ve asetiltiyokolin iyodiir 20 ul’ lik kisimlar halinde eklenmistir. Hizli ve ¢cabuk
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bir karistirmanin ardindan 412 nm’de absorpsiyonu oOl¢iilmiistiir. Referans olarak
enzimin inhibitorsiiz benzer ¢ozeltisi ayni prosediirii takiben isleme tabii tutulmustur.
Bos okunan 3.0 ml tampon, 200 ul su, 100 ul DTNB, ve 20 ul substrat
icermektedir.Goreceli enzim aktivitesi su denkleme bagl olarak hesaplanmustir;

Aktivite( % ) = Mcorr X 100 / Reorr

M_orr = Inhibitor varligindaki enzim aktivitesi

Rcorr = Referans ¢ozeltinin (inhibitorsiiz) enzim aktivitesi

Her iki deger bos okunan deger ile dogrulanmistir. Sonuglar non-lineer
regresyon analizini bir sigmoid doz-yanit modeline karsi kullanilarak Graphad Prism
(Graphad Software, San Diego, CA, USA) programu ile analiz edilmistir.

Inhibisyon egrileri her bilesik icin, inhibitér varhgindaki %’de enzim
aktivitesinin test ¢ozeltisindeki inhibitor konsantrasyonuna karsi cizilmesiyle elde
edilmistir. Her inhibisyon egrisi i¢in 4 degisen Olciilmiistiir:

ICsg (cevap oldugundaki log(doz)= %50), tepe egimi, altplato, iistplato

Calismamizda K2 ve K3 Kodlu Bilesiklerimizin enzim aktiviteleri ol¢tilmiistiir.
Takrin HC1 = 44 nM’lik inhibitor etki yaratirken, K2 bilesigi ICsg = 64.5 nM’lik bir
degerle takrine yakin inhibitor aktivite gostermistir. K3 bilesigi ise 1Csy = 395.2
nM’lik bir inhibitor aktivite sergilemis olup K2’ye gore daha az bir inhibitor etkiye

sahip oldugu tespit edilmistir.
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III. 1,4-DiHIDROPIRIDIN TUREVI BiLESIKLERIN DAGILIM
KATSAYILARININ (log P) HESAPLANMASI

Hedef bilesiklerimizin ila¢ etkisinde 6nemli bir fizikokimyasal parametre olan
log P degerleri ChemDraw Ultra 9.0 programi ile hesaplanmistir. Buna gore
bilesiklerimizin log P degerleri su sekildedir:

D1=5.20 D4 =4.78

D2 =6.08 D5 =5.66
D3 =5.46 D6 =5.04



TARTISMA

Bu calismada, Alzheimer hastalifinin tedavisinde kullanilan tedavi
yaklasimlarindan biri olan asetilkolinesteraz enzimi {izerinde inhibitor oOzellik
gostermesi diisiiniilen, kan-beyin engelini gecerek katerner yapiya okside olabilme
ozelligine sahip (29, 94, 95) yeni bir grup 1,4-dihidropiridin tiirevi bilesiklerin
sentezi hedeflenmistir

Bis-takrin derivelerine benzerlik gosteren asetilkolinesteraz reaktivator
obidoksim analogu bispridinyum tipi bilesiklerin bisbenzileter 6zellikteki homodimer
DUO3 bilesikleri iizerinde yapilan calismalarda diger bis-yapili bilesiklerin aksine
belirgin bir sekilde daha diisiik etki ortaya cikmistir (58). Bu etkideki azalisin
molekiiliin tiimiiniin enzim ¢ukuru ile etkilesme i¢in ¢ok uzun oldugu dolayis1 ile
molekiiliin diger parcasinin enzim disinda kaldigi diisiiniilmiistiir. Elde edilen bu
sonuglardan hareketle bir sonraki ¢alismada DUO3 bilesiklerinin kisaltilmis mono
tirevleri sentezlenmis ve bu bilesiklerde homodimer DUOQO3’iin aksine
asetilkolinesteraz enzim inhibisyonu iizerinde belirgin bir artis goézlenmistir. Ayni
zamanda amiloid fibril olusumunu da engelledigi tespit edilmistir (2, 57)

DUQO3 bilesikleri tizerinde yapilan ¢alismalarda, katerner yapidaki bilesiklerin
asetilkolinesteraz enzimi iizerinde iyi diizeyde inhibitor etki gostermelerine ragmen,

bu grup bilesiklerin hidrofilik yapisi nedeniyle kan-beyin engelini asamamalar1 en
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bliylik sorunu olusturmaktadir. Calismamizda amag, katerner yapidaki hedef
bilesiklerimizin 1,4-dihidropiridin yapisindaki formunun lipofilik 6zellikte olmas1 ve
tasiyici grup olarak kullanilmasi sebebiyle (94, 95, 116, 120), kan-beyin engelini
gecmesi daha sonra beynin asit ortaminda katerner yapisina doniiserek inhibitor
etkisini olusturmasi yoniindedir.

Hedeflenen bilesikler ii¢ basamakta sentez edilmistir. Birinci basamakta 4-
kloropiridin, hidrazinyum hidroksit ile 63 no’lu literatiirde belirtildigi yonteme gore
tepkimeye tabi tutularak 4-hidrazinilpiridin bilesigi sentez edilmis, daha sonra 2
konumunda hidroksil, metil ve metoksil siibstitiienti tasiyan aldehit tiirevleri ile 27
no’lu literatiirde bildirilen yonteme gore kondensasyon tepkimesine tabi tutularak ara
tirlin olarak hidrazon tiirevi bilesikler (B-OH, B-CHj;, B-OCH3;) hazirlanmistir.
Sentezi gergeklestirilen ara {iriinlerin, sirasiyla 2,6-diklorobenzil kloriir ve 3-
fenilpropil bromiir ile 27 no’lu literatiirde bildirilen yonteme gore katernizasyona
tabi tutularak K1, K2, K3, K4, K5, K6 kodlu hedef bilesikler elde edilmistir (Sema
5). Elde edilen K serisi bilesikler NaOH ¢ozeltisi ile ¢alkanarak, katerner piridinyum
yapilarinin 1,4-dihidropiridin yapisina doniistiigii yeni bir grup bilesik (D1, D2, D3,
D4, D5, D6) elde edilmistir (27) (Sema 5). Elde edilen tiim hedef bilesiklere

literatiirde rastlanmamustir.
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Ara iiriinlerin yap1 teyitleri UV, IR ve 'H NMR spektroskopik yontemlerinin
kullanilmasiyla, hedef bilesiklerimizin yap teyitleri ise UV, IR, 'H NMR ve Kiitle
spektroskopik yontemlerinin degerlendirilmesiyle saglanmistir.

Hedef bilesiklerimizden K2 ve K3 bilesiklerinin asetilkolinesteraz enzim
inhibitor etkinlikleri etanol icerisinde Ellmann testi (30) ile takrin HCI’e kiyasla tayin
edilmistir. Takrin HCI ICsp = 44 nm iken K2 bilesigi i¢in ICso = 64.5 nM, K3 bilesigi
icin ICso= 395.2 nM olarak tespit edilmistir. Buna gore K2 bilesigi takrine yakin bir
inhibitor etki meydana getirirken K3 bilesigi daha az bir inhibitor etkiye sahiptir.

Hedef bilesiklerimizin ilag¢ etkisinde énemli bir fizikokimyasal parametre olan
log P degerleri de ChemDraw Ultra 9.0 Programi ile hesaplanmistir. Yapilan
hesaplamalarda dihidopiridin yapisindaki bilesiklerin log P degeri 4,78-6.08
araliginda bulunmustur. Bu degerler 1,4-dihidropiridin yapisindaki maddelerimizin
lipofilik ozellige sahip oldugunu gostermektedir. Dolayisiyla dihidropiridin
yapisindaki  bilesiklerimizin  kolaylikla  kan-beyin  engelini  gecebilecegi
diistiniilmektedir

1,4-dihidropiridin yapisina sahip D serisi bilesiklerimizden bir tanesi (D2 kodlu
bilesik) o©rnek olarak secilmis ve asit ortamda katerner yapiya doniisiip
doniismeyecegi test edilmistir. DMSO-d¢ igerisindeki ¢ozeltisine bir damla
dotorosiilfiirikasit (D,SO,) ilave edilmesinin ardindan alinan '"H NMR spektroskopisi
degerlendirilmistir. Asit ortamda alinan spektrum incelendiginde katerner yapida
bulunan 1,4-dihidropiridin yapisinda bulunmayan hidrazinin azotuna ait protona
spektrumda rastlanmigtir. Ayrica 1,4-dihidropiridin halkasina ait protonlarin daha
asagl alana kaydigi gozlenmistir. Bu durum kan-beyin engelini gegebilecegi
diistiniilen 1,4-dihidropiridin yapisindaki bilesiklerimizin beynin asit ortaminda

katerner yapiya doniisebilecegi hipotezini desteklemektedir
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I. SPEKTRAL BULGULARIN DEGERLENDIRILMESI

A. UV BULGULARI VE TARTISMA

Calismamizda hem ara iirlinler hem hedef iiriinler olarak sentezlenen
bilesiklerimizin UV spektrumlarinda benzen kromoforuna ait olan ve =n-m*
gecislerinden ortaya ¢ikan karakteristik E, bantlar1 203-205 nm arasinda izlenmistir.
Konjuge kromoforlarin varligimm teyit eden K bantlar1 ise oksokromik
stibstitiisyonlarin da katkisiyla belirgin bir batokromik kaymaya ugrayarak 338-369
nm arasinda absorpsiyon maksimumlar1 vermistir. B bantlar1 ise K bantlarinin altinda

kalarak bir kisim bilesikde sadece omuz olarak saptanabilmistir.

B. IR BULGULARI VE TARTISMA

Ara iirtinler de dahil olmak iizere bilesiklerin KBr pellet icerisinde alinan IR
spektrumlarinda; aromatik halka C-H gerilme titresimleri 3083-3004 cm™ arasinda
izlenmistir. Bilesiklerde 2992-2694 cm’ arasinda goriilen bantlar alifatik C-H
gerilmelerinden kaynaklanmaktadir. 1646-1400 cm' arasinda goriilen titresimler
aromatik halka C=C ile C=N titresimine aittir. Aromatik halka C-H diizlem dis1
egilme bantlar1 790-700 cm’™ arasinda izlenmistir. D serisi bilesikler hari¢ (D1, D2,
D3, D4, D5, D6), K serisi bilesiklerde (K1, K2, K3, K4, K5, K6) ve ara iiriinlerde
bulunan N-H gerilme titresimi ise 3446-3210 cm™ arasinda goriilmektedir. B-OH
bilesiginde O-H gerilmesi 3525 cm™ goriilmektedir. Fenil halkasinda metoksil
siibstitiienti tasiyan B-OCHj3, K3, K6, D3, D6 bilesiklerinde C-O-C gerilme titresimi
ise beklenildigi tizere 1249-1245 cm' arasinda izlenmistir (50, 117).

K1 ve K4 bilesiklerimizin IR spektrumlarinda 3600-3400 cm™ arasinda

beklenen O-H gerilmesine ait bandi géremedigimizden dolay1 her iki bilesigin D,O
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ilave edilmis ¢ozeltisinin NMR spektrumlart alinmistir. "H NMR  spektrumlarinda
izlenen hidroksil protonunun D,0 spektrumunda kaybolmasi bilesiklerde bulunan

hidroksil grubunu kanitlayici1 yondedir.

C. KUTLE BULGULARI VE TARTISMA

Elde edilen bilesiklerimizin kiitle spektrumlar1 ESI (Elektron Sprey
Iyonizasyon) yontemine gore alinmustir. Bilesiklerin spektrumlarmda okunan
molekiiler iyon degerlerinin [(M)*, (M+1)"], hesaplanan ve beklenen molekiil
agirliklariyla tam bir uyum igerisinde oldugu goriilmektedir. 2,6-diklorofenil halkasi
tasiyan K1, K2, K3 ve D1, D2, D3 bilesiklerinde 2 ve 6 konumundaki klor
atomlarindan dolayr beklenildigi iizere (M+2) ve (M+4) pikleri de izlenmistir (50,

117)

D. 'H NMR BULGULARI VE TARTISMA

1. Araiiriinlerin (B-OH, B-CHj3, B-OCH;) '"H NMR Bulgular

Sentezini gerceklestirdigimiz gerek ara {riinlerin, gerekse son iiriinlerin
olustuguna dair destekleyici en ©nemli bulgular bilesiklerin 'H NMR
spektrumlarindan  saglanmistir. Calismamizda ara irlinler olarak sentezi
gerceklestirilen 4—[NZ—(2'—siibstitl'iebenziliden)hidrazinil]piridin tirevlerine (B-OH,
B-CHj;, B-OCHj; kodlu bilesikler) ait 'H NMR bulgular1 DMSO-dg c¢oziiciisii
icerisinde alinmistir. Her ti¢ bilesikde & 10.80-10.78 arasinda goriilen tek protonluk
singlet piridin halkasina bagli N-H protonuna aittir. 6 8.29-8.19 arasinda goriilen tek
protona ait keskin singlet ise N=CH protonundan kaynaklanmaktadir. Bu
bilesiklerdeki piridin heterosiklik halkasina ait H-2 ve H-6 protonlarinin halka
azotuna orto konumdan siibstitiie olmalar1 sebebiyle H-3 ve H-5 protonlarina nazaran

daha asag1 alanda sinyal vermeleri beklenir. Buna gore her ii¢ bilesikde H-2 ve H-6
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protonlar1 6 8.21-8.19 arasinda entegrasyon degeri iki protona karsilik gelen J degeri
5.9-6.2 Hz’lik dublet-dublet sinyal olarak goriilmektedir. H-3 ve H-5 protonlar1 B-
CH; ve B-OCHj bilesiginde 6 6.97-6.92 arasinda iki protonluk entegrasyona ve 6.2-
6.4 Hz’lik etkilesme degismezine sahip dublet olarak izlenirken, B-OH bilesiginde
her iki protonun & 6.89-6.84 arasindaki dort protonluk multiplet sinyal igerisinde
oldugu diisiiniilmektedir. Bilesiklerimizdeki fenil halkasina ait aromatik hidrojenler
incelendiginde; yapidaki siibstitiiente meta uzaklikta olan H'-4 ve H'-6 protonlarinin
golgelememe degismezlerinin hesaplanmasiyla H'-3 ve H'-5 protonlarina nazaran
daha asag1 alanda olmasi beklenir. H'-6 protonun H'-4 protonuna gore daha asagi
alanda gozlenmesi H'-6 protonunun hem konjuge yapiya, hem azot protonuna daha
yakin konumda olmasindan dolayidir. 6 7.86-7.64 arasinda goriilen tek protonluk
sinyalin fenil halkasinin daha asagi alanda sinyal vermesi beklenen H'-6 protonuna
ait oldugu diisiiniilmektedir. H'-4 protonu ise B-OH ve B-OCH; bilesiklerinde 6
7.32-7.19 arasinda triplet-dublet sinyal olarak izlenirken, B-CHj3 bilesiginde aym
protonun 7.23-7.19 arasindaki multiplet sinyal icerisinde oldugu diisiiniilmektedir.
Fenil halkasinin H'-3 ve H'-5 protonlart B-OCH3; bilesiginde sirasiyla & 7.05 de
dublet, & 6.98 de triplet sinyal olarak goriiliirken, B-OH bilesiginde 6 6.89-6.84
arasinda ve B-CHj; bilesiginde o 7.23-7.19 arasinda goriilen multiplet sinyaller
icerisinde oldugu diisiiniilmektedir. Digerlerinden farkli olarak B-OH bilesigindeki
hidroksil protonu ¢ 10.20 de izlenmistir. Ayrica B-OCHj; bilesigindeki metoksil

protonlart & 3.83 de ii¢ protonluk keskin singlet olarak goriilmektedir.

2. K1, K2, K3 Kodlu bilesiklerin '"H NMR Bulgular

K1, K2, K3 bilesiklerin '"H NMR spektrumlari, yap: dogrulama acisindan
onemli bilgiler saglamis ve proton sinyalleri beklenen kimyasal kayma degerlerinde,

beklenen boliinme sekilleri ve degismezleri ile izlenmistir. Bilesiklerin DMSO-dg
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icerisinde alman '"H NMR spektrumlar1 incelendiginde; aromatik sahada & 13.00-
12.70 arasinda tek protonluk genis singlet piridinyum halkasina bagli N-H protonuna
aittir. Her iic¢ bilesikde (K1, K2, K3) bulunan N=CH protonu & 8.60-8.59 arasinda bir
proton degerinde keskin bir singlet olarak izlenmistir. Bu bilesiklerdeki piridinyum
heterosiklik halkasina ait H-2 ve H-6 protonlarinin halkanin katerner azotuna orto
konumdan siibstitiie olmalar1 sebebiyle H-3 ve H-5 protonlarina nazaran daha asagi
alanda sinyal vermeleri beklenir. Buna gore her {ii¢ bilesikde, H-2 ve H-6
protonlarindan biri & 8.34° da, digeri ise 6 8.22-8.17 arasinda sinyal vermistir.
Piridinyum heterosiklik halkasinin daha yukar1 alanda sinyal veren H-3 ve H-5
protonlarindan biri K3 bilesiginde 6 7.58 de tek proton degerinde dublet-dublet
sinyal olarak izlenirken, K1 ve K2 bilesiklerinde o 7.56-7.52 arasinda 2'-6'-
diklorofenil halkasinin H'-4 protonuna ait dublet-dublet sinyalin bacaklariyla
cakismaktadir. Diger proton ise K1 ve K2 bilesiklerinde ¢ 7.14-7.06 arasinda dublet-
dublet sinyal olarak goriiliirken, K3 bilesiginde & 7.04-7.01 arasindaki iki protonluk
multiplet sinyal icerisinde oldugu diisiiniilmektedir. 2',6'-diklorofenil halkasindaki
H'-3 ve H'-5 protonlar1 her ii¢ bilesikde de 6 7.64 de iki proton degerinde orto
etkilesimden kaynaklanan bir dublet sinyal vermistir. 2',6'-diklorofenil halkasinin H'-
4 protonu ise 6 7.56-7.52 arasinda iki orto etkilesimden kaynaklanan dublet-dublet
sinyal vermistir. Her ii¢ bilesikteki 2"-siibstitiiefenil halkasindaki aromatik
hidrojenler incelendiginde; yapidaki siibstitiiente (K1 ic¢in hidroksil, K2 i¢in metil,
K3 icin metoksil) meta uzaklikta olan H"-4 ve H"-6 protonlarinin golgelememe
degismezlerinin hesaplanmasiyla H"-3 ve H"-5 protonlarina gore daha asagi alanda
olmast beklenir. H"-6 protonu ise hem konjuge yapiya hem azot protonuna daha
yakin konumda olmasi sebebiyle H"-4 protonuna gore daha asagi alanda sinyal

vermesi beklendiginden dolay: 2"-siibstitiiefenil aromatik halkasindaki H"-6 protonu
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en asagl alanda izlenen proton olarak kabul edilmis ve bir orto, bir meta boliinmeyi
karakterize eden 1.6 ve 7.6 Hz’lik etkilesme degismezleriyle 8 7.91-7.80 arasinda
dublet-dublet sinyal olarak izlenmistir. Daha yukari alanda c¢ikan o 7.45-7.28
arasinda iki orto bir meta etkilesmeyle olusan ve 7.8 ve 1.6 Hz’lik etkilesme
degismezlerine sahip triplet-dublet sinyalin H"-4 protonuna ait oldugu
diisiiniilmektedir. K1 ve K3 bilesiklerinde 6 7.12-6.94 arasinda goriilen tek protonluk
dublet sinyal H"-3 protonuna aittir. K2 bilesiginde bu protonun 6 7.30-7.26 arasinda
goriilen multiplet sinyal igerisinde oldugu diisiiniilmektedir. H"-5 protonu ise K1
bilesiginde o 6.87 de tek protonluk triplet sinyal olarak izlenmektedir. K2 ve K3
bilesiklerindeki bu protonun o6 7.30-7.01 arasinda goriilen multiplet sinyaller
icerisinde oldugu diisiiniilmektedir. Alifatik sahada ise; her ii¢ bilesikde 6 5.71-5.70
arasinda goriilen iki protonluk keskin singlet, bir taraftan piridinyum halkasinin
katerner azotuna diger taraftan 2',6'-diklorofenil halkasina bagli metilen protonundan
kaynaklanmaktadir. Birbirlerinden farkli olarak ise K1 bilesigindeki hidroksil
protonu & 10.25 de goriilmektedir. K2 bilesiginde 2"-metilfenil aromatik halkasina
bagli metil siibstitiientine ait {i¢ protonluk keskin singlet 6 2.46 da goriilmektedir.
K3 bilesiginin 2"-metoksifenil halkasindaki metoksil protonlar1 ise 6 3.86 da ii¢

protonluk keskin bir singlet olarak izlenmistir.

3. K4, K5, K6 Kodlu Bilesiklerin '"H NMR Bulgular:

K4, K5, K6 bilesiklerin yapilmasi istenen bilesikler olduguna dair somut
bilgileri bilesiklerin DMSO-ds icerisinde alinan 'H NMR spektrumlarindan elde
etmekteyiz. Spektrumlarda goriilen tiim sinyaller olugsmasi beklenen bilesiklerin
formiilleri ile uyum igerisindedir. Aromatik sahadaki sinyalleri incelersek; her {i¢
bilesikde 6 12.34-12.30 arasinda goriilen integral degeri tek protona karsilik gelen

singletin, piridinyum heterosiklik halkasina meta konumdan bagli hidrazinin azot
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protonundan kaynaklandig1 goriiliir. K4 bilesigindeki 2'"'-hidroksifenil aromatik
halkasindaki hidroksil protonu 6 10.17 de tek protonluk singlet sinyal seklinde
goriilmektedir. Her ii¢ bilesikdeki N=CH protonu 6 8.58-8.52 arasinda tek protonluk
keskin bir singlet olarak izlenmistir. Piridinyum heterosiklik halkasina ait H-2 ve H-6
protonlarinin halkanin katerner azotuna orto konumdan siibstitiie olmalar1 sebebiyle
H-3 ve H-5 protonlarina nazaran daha asagi alanda sinyal vermeleri beklenir. Buna
gore her {i¢ bilesige ait spektrumlara bakilacak olursa bilesiklerdeki H-2 ve H-6
protonlarindan birinin & 8.46-8.44 arasinda, digerinin 6 8.39-8.36 arasinda birer
protonluk dublet sinyal verdikleri goriilmektedir. Piridinyumun daha yukar1 alanda
sinyal veren protonlarindan biri & 7.59-7.54 arasinda sinyal verirken digeri K4 ve K5
bilesiklerinde 6 7.06-7.03 arasinda sinyal vermistir. Bu protonun K6 bilesiginde o
7.05-6.98 arasindaki multiplet sinyal igerisinde oldugu diisiiniilmektedir. Her {i¢
bilesikde bulunan 3'-fenilpropil yapisinin fenil halkasina ait aromatik protonlari,
kimyasal kaymalarinin birbirine yakin olmasi sebebiyle 6 7.30-7.15 arasinda
multiplet sinyaller olarak izlenmistir. Bilesiklerdeki 2"'-siibstitiiefenil halkasina ait
aromatik hidrojenler incelendiginde, H-6"" protonu 6 7.96-7.84 arasinda dublet-
dublet sinyal olarak izlenmistir. Daha yukar1 alanda ¢ikan 6 7.45-7.35 arasinda iki
orto bir meta etkilesmeyle olusan tek protonluk entegrasyona sahip triplet-dublet
sinyalin H"-4 protonuna ait oldugu diisiiniilmektedir. K4 bilesiginde ise bu alanda
sinyal vermesi beklenen H"-4 protonunun, 6 7.30-7.15 arasinda 3'-fenilpropil
halkasinin fenil protonlarina ait multiplet sinyalin bacaklarnyla cakistig
distiniilmektedir. K4 ve K6 bilesiklerindeki o6 7.12-6.93 arasinda bir orto
etkilesmeyle olusan tek protonluk dubletin H'™-3 protonuna ait oldugu
diisiiniilmektedir. K4 bilesiginde o6 6.88 de goriilen tek protonluk triplet H"-5

protonuna aittir. K5 bilesiginin H"-3 ve H'"'-5 protonlarina ait sinyallerin, & 7.30-7.16
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arasinda 3'-fenilpropil halkasinin fenil protonlarina ait multiplet sinyalin bacaklariyla
cakistigr diisiiniilmektedir. K6 bilesiginde ise H-5"" protonunun 6 7.05-6.98 arasinda
izlenen multiplet sinyal igerisinde oldugu diisiiniilmektedir. Her ii¢ bilesikde alifatik
sahadaki protonlari incelersek; bir taraftan piridinyum azotuna bagl diger taraftan 3'-
fenil halkasina bagli bir propilen zinciri oldugu goriilmektedir. Bu zincirdeki piridin
halkasina bagli metilen protonlar1 6 4.28-4.26 arasinda iki orto etkilesmeyle olusan
integral degeri iki protona karsilik gelen triplet seklinde boliinmiislerdir. 6 2.60-2.59
arasindaki iki protonluk triplet sinyal ise fenil halkasinin metilen protonlarina aittir.
Propilen zincirinde her iki taraftan metilen grubuna bagli olan karbon iizerindeki
protonlar beklendigi gibi quintet seklinde o 2.12 de sinyal vermislerdir. K6
bilesiginde 2"'-metoksifenil halkasinda bulunan metoksil grubuna ait protonlar & 3.86

da ii¢ proton degerinde keskin singlet olarak goriilmektedir.

4. D1, D2, D3 Kodlu Bilesiklerin '"H NMR Bulgular:

Piridinyum heterosiklik halkasina sahip K1, K2, K3 kodlu bilesikler NaOH
cozeltisi ile calkalandiktan sonra yapilart 1,4-dihidropiridin yapisina sahip D1, D2,
D3 kodlu bilesiklere doniismektedir. D1, D2, D3 kodlu bilesiklerimizin DMSO-dg
icerisinde alman '"H NMR spektrumlar1 olusmasi beklenen bilesiklerin yapisi ile
uyum icerisindedir. Katerner bilesiklerde (K1, K2, K3) 6 13.00-12.70 arasinda
goriilen N-H sinyali, 1,4-dihidropiridin bilesiklerinde (D1, D2, D3) kaybolmustur.
1,4-dihidropiridin halkasina ait piridin protonlarinin, K1, K2, K3 bilesiklerindeki
piridinyum protonlarina goére halkanin aromatikliginin kismen doymus 1,4-
dihidropiridin yapisina doniismesi sebebiyle daha yukar1 alanda sinyal vermeleri
beklenmektedir. Buna gore, K1, K2 ve K3 bilesiklerinde pirindyum halkasina ait H-3
veya H-5 protonlarindan 6 7.58-7.52 arasinda sinyal veren protonu D1, D2, D3

bilesiklerinde 6 6.95-6.52 arasinda sinyal olarak izlenirken, o 7.14-7.01 arasindaki
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diger protona ait sinyal D1, D2 ve D3 bilesiklerinde 6 6.21-6.08 arasinda
goriilmektedir. Aym sekilde, Hem D serisi bilesiklerde (D1, D2, D3) hem K serisi
bilesiklerde (K1, K2, K3), H-3 ve H-5 protonlarina nazaran daha asag: alanda sinyal
veren H-2 ve H-6 protonlarindan biri K serisinde & 8.34 de, digeri ise o 8.22-8.17
arasinda sinyal verirken bu protonlarin D1 ve D2 bilesiklerinde 6 7.40-7.12 arasinda
multiplet sinyal icerisinde oldugu diisiiniilmektedir. Ayni1 protonlardan biri D3
bilesiginde ise 6 7.18 de digeri ise 6 7.10 da birer protonluk dublet-dublet sinyaller
olarak izlenmistir. Buna gore D serisindeki piridin protonlarinin K serisine gore daha
yukar1 alanda ¢ikmasi katerner yapinin yapilmasi hedeflenen 1,4-dihidropiridin
yapisina doniistiigii sonucunu dogrulayici niteliktedir.

Her ii¢ bilesikde N=CH protonu 6 8.46-8.40 arasinda tek protonluk keskin
singlet olarak goriilmektedir. 2',6'-diklorofenil aromatik halkasinin H'-3 ve H'-5
protonlar1 & 7.59-7.58 arasinda iki proton degerinde orto etkilesimden kaynaklanan
bir dublet sinyal olarak izlenmistir. 6 7.48-7.46 arasinda tek protonluk iki orto
etkilesimden kaynaklanan dublet-dublet sinyal ise H'-4 protonuna aittir.

Bilesiklerimizin 2"-siibstitiiefenil halkas1 protonlari bulundugu pozisyona ve
s0z konusu siibstitiienlerin golgelememe degismezlerine gore farkli kimyasal kayma
degerlerinde, komsu proton sayilarina bagl olarak ¢oklu sinyaller vermislerdir. Daha
once K serisi bilesiklerde de anlatildigi tizere H'-6 protonunun 2"-siibstitiiefenil
halkasinin diger protonlarina gére daha asag: alanda goriilme nedeni, 2 konumdaki
stibstitiiente meta uzaklikta olmasindan ve hem konjuge yapiya hem azot protonuna
digerlerinden daha yakin olmasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir. Buna gore D2
ve D3 bilesiklerinde & 7.88-7.79 arasinda goriillen tek protonluk dublet-dublet
sinyalin H"-6 protonuna ait oldugu diistiniilmektedir. D1 bilesiginde ayni protonun

7.40-7.34 arasinda izlenen multiplet sinyal igerisinde oldugu diisiiniilmektedir. D3
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bilesiginde H"-4, H"-3 ve H"-5 protonlar sirasiyla 6 7.28 de triplet-dublet, 6 7.00 da
dublet, & 6.92 de triplet sinyaller olarak goriiliirken, D1 bilesiginde 6 7.40-7.16 ile 6
6.87-6.83 arasinda, D2 bilesiginde & 7.22-7.11 arasinda goriilen multiplet sinyallerin
icerisinde olduklar1 diisiiniilmektedir. Her ii¢ bilesikde alifatik sahada 6 5.21-5.15
arasinda entegrasyon degeri iki protona karsilik gelen keskin singlet sinyal bir
taraftan 1,4-dihidropiridin halka azotuna diger taraftan 2',6'-diklorofenil halkasina
bagli metilen protonuna aittir. D2 bilesigindeki metil siibstitiienti 6 2.42 de iic¢
protonluk keskin singlet olarak goriilmektedir. D3 bilesiginin 2"-metoksifenil
halkasindaki metoksil siibstitiientine ait protonlar alifatik sahada o6 3.80 de ii¢

protonu temsil eden keskin singlet sinyal olarak izlenmistir.

5. D4, DS, D6 Kodlu Bilesiklerin '"H NMR Bulgular:

D4, D5 ve D6 kodlu bilesikler, D1, D2 ve D3 bilesiklerindeki 1,4-
dihidropiridin azotuna bagl 2,6-diklorobenzil yapisinin yerine 3-fenilpropil yapisi
tagirlar. K4, K5, K6 kodlu bilesiklerin NaOH c¢ozeltisi ile calkalanmalart sonucu
piridinyum heterosiklik halkasinin 1,4-dihidropiridin yapisina doniismesiyle elde
edilirler. D1, D2, ve D3 bilesiklerinde de goriildiigii iizere; katerner bilesiklerde (K4,
K5, K6) o 12.34-12.30 arasinda goriilen N-H sinyali D4, D5, D6 bilesiklerinde
kaybolmustur. Piridin halkasina ait protonlar ise D4, D5 ve D6 bilesiklerinde
katerner bilesiklere gore daha yukari alanda sinyal vermislerdir. K4, K5 ve K6
bilesiklerinde piridinyum halkasina ait H-3 veya H-5 protonlarindan biri 6 7.59-7.54
arasinda sinyal verirken ayni proton D4 ve D5 bilesiklerinde & 6.94-6.50 arasinda
dublet-dublet sinyal olarak goriilmektedir. D6 bilesiginde, ayni protonun & 7-04-7.01
arasindaki multiplet sinyalin icerisinde oldugu diisiiniilmektedir. Diger protona ait
sinyal ise K4, K5, K6 bilesiklerinde 6 7.06-6.98 arasinda izlenirken D4, D5 ve D6

bilesiklerinde 6 6.21-6.19 arasinda dublet-dublet sinyaller olarak izlenmistir. Aym
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sekilde, hem D serisi bilesiklerde (D4, D5, D6) hem K serisi bilesiklerde (K4, K5,
K6), H-3 ve H-5 protonlarina nazaran daha asagi alanda sinyal veren H-2 ve H-6
protonlarindan biri K serisinde 6 8.46-8.44 arasinda, digeri ise 6 8.39-8.36 arasinda
sinyal verirken D4, D5 ve D6 bilesiklerinde bu protonlarin 6 7.39-7.15 arasindaki
multiplet sinyaller icerisinde oldugu diisiiniilmektedir. Buna gore D serisindeki
piridin protonlarinin da K serisine gore daha yukar1 alanda ¢ikmasi katerner yapinin
yapilmasi hedeflenen 1,4-dihidropiridin yapisina doniistiigli sonucunu dogrulayici
niteliktedir.

Her ii¢ bilesikde N=CH protonu 6 8.49-8.39 arasinda tek protonluk keskin
singlet olarak goriilmektedir. Bilesiklerin spektrumlarinda, kimyasal kaymalarinin
birbirine yakin olmasindan dolay1 3'-fenilpropil yapisindaki fenil halkasina ait bes
protonluk sinyalin her ii¢ bilesikde 6 7.39-7.15 arasinda goriilen multiplet sinyallerin
icerisinde oldugu diisiiniilmektedir. 2"-siibstitiiefenil halkasinin H-3"'ve H-5"
protonlarina ait sinyallerinin, D4 bilesiginde 6 6.87-6.84 arasindaki, D5 bilesiginde
ise 0 7.29-7.15 arasindaki multiplet sinyaller icerisinde oldugu tahmin edilmektedir.
D6 bilesiginde ise H-3" protonun o 7.04-7.01 arasinda goriillen multiplet sinyal
icerisinde oldugu diisiiniilmekte, H-5"" protonuna ait oldugu diisiiniilen sinyali ise 0
6.95°de triplet olarak izlenmektedir. H-4" protonu ise her ii¢ bilesikde ¢ 7.39-7.15
arasindaki multiplet sinyallerin icerisinde oldugu tahmin edilmektedir.

Her ii¢ bilesikde alifatik sahadaki protonlar: incelersek; propilen zincirindeki
1,4-dihidropiridin azotuna bagli metilen protonlar1 6 3.78-3.72 arasinda iki orto
etkilesmeyle olusan integral degeri iki protona karsilik gelen triplet seklinde
boliinmiislerdir. 6 2.57-2.55 arasinda iki protonluk triplet sinyal ise fenil halkasina
bagli metilen protonlarina aittir. Propilen zincirinde her iki taraftan metilen

protonuna baglanan karbondaki protonlar quintet seklinde & 1.98-1.95 arasinda sinyal
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vermislerdir. D6 bilesiginde 2"'-metoksifenil halkasinda bulunan metoksil grubuna
ait protonlar 6 3.83 de ii¢ proton degerinde keskin singlet olarak goriilmektedir. D5
bilesigindeki metil protonlar1 ise 6 2.42 de {i¢ protonu temsil eden keskin singlet

sinyal olarak izlenmistir.
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Alzheimer hastaligi, kardiyovaskiiler hastaliklar ve kanserle beraber,
ekonomik olarak gelismis iilkelerdeki en onemli saglik problemlerinden biridir (5).
En sik demans nedeni olan ve tiim demans vakalarinin % 50-70 ini olusturan
Alzheimer hastalig1 65 yasin iistiindeki insanlarin % 10, 85 yasin iistiindekilerin ise
%30-35 oraninda etkiler (5§9). ABD de yapilan epidemiyolojik arastirmalar 2050
yilinda, bu iilkede 80 yasin {izerinde olan insan sayisinin niifus i¢cinde 6nemli bir
miktarda olacagina olacagin isaret etmektedir. 85 yasin iizerindeki insanlarin ise
yaklasik olarak yarisinin Alzheimer hastasi olacagi tahmin edilmektedir. Diger
taraftan tiim toplumlarda mortalite hizinin azalmasina paralel olarak toplumun yash
insan dilimi biiytimektedir (122). Bu veriler Alzheimer hastaliginin sayisinin giderek
artacagin1 ve bu hastaligin tedavisinin tiim toplumlar i¢cin 6nem kazanacagini
gostermektedir. Alzheimer hastaligi halen ilacla kokten tedavisi miimkiin olmayan
hastaliklar arasindadir. Bu baglamda, bilimsel arastirma projelerine yonelik

biit¢elerin cogu Alzheimer hastalig ile iliskili arastirmalar yonelmektedir (13).
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Giiniimiizde Alzheimer hastaliginin tedavisi i¢in piyasada sadece birkac cesit
terapotik ila¢ bulunmaktadir. Kolinerjik transmisyonun eksikligi, Alzheimer
hastalarinda fonksiyonel ve biligsel semptomlarin ifadesinde ©Onemli rol
oynamaktadir. ilaglarin asil farmakolojik etkisi kolinerjik nérotransmiter sistemin
hipofonksiyonuna bagli olarak olusan bilissel fonksiyonlardaki azalmanin
diizeltilmesi seklindedir. Bu yiizden tedavide amac, ya reseptor agonistleri ile ya da
asetilkolinesteraz inhibitorleri ile kolinerjik sistemin fonksiyonlarini arttirmaktir. Bu
yaklasimlar arasinda asetilkolinesteraz inhibitorleri hastaliZin  semptomlarini
azaltmada ve kolinerjik eksikligi iyilestirmede en etkili grup olarak goziikmektedir

(36).

Calismamizda, asetilkolinesteraz enzimini inhibe ederek Alzheimer
hastaliginda etkili olabilecegi diisiiniilen yeni bir grup katerner piridinyum tiirevi
bilesigin sentezlenmesi amaclanmistir. Katerner piridinyum yapist bilesikler iyi
diizeyde asetilkolinesteraz enzimi iizerinde inhibitor etki gostermesine ragmen, kan-
beyin engelini yeterli diizeyde ge¢memektedir. Bir ¢ok ilag molekiiliinde 1,4-
dihidropiridin yapisinin tasiyici grup olarak kullanildigi bilinmektedir (94, 95, 116)
Bu veriden hareketle, katerner piridinyum tiirevi bilesiklerimizin kan-beyin engelini

kolayca gecmesi beklenen 1,4-dihidropiridin formu hazirlanmistir.

Bilesiklerin sentezi iic basamakta gerceklestirilmistir. Ik basamakta 4-
kloropiridin ile hidrazinyum hidroksit tepkimeye sokularak 4-hidrazinopiridin elde
edilmis ve 4-hidrazinopiridin yapist 2- konumunda degisik siibstitiientler tasiyan
cesitli aldehitlerle kondansasyon tepkimesine sokulmuslardir. Sonra sirasiyla 2,6-
diklorobenzil kloriir ve 3-fenilpropil bromiir ile tepkimeye tabi tutularak katerner
piridinyum yapilarina doniistiiriilmiislerdir. Katerner piridinyum tiirevi bilesikler,

NaOH ile muamele edilerek 1,4-dihidropiridin yapisina doniistiiriilmiistir.
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Tez kapsaminda final bilesikler olarak, farkli siibstitiient tagiyan 6 adet katerner
piridinyum tiirevi ve 6 adet 1,4-dihidropiridin tiirevi bilesik elde edilmistir.

Sentezlenen final bilesikleri cesitli saflastirma yontemleri ile saflastirildiktan
sonra, UV, IR, 'H NMR, ve Kiitle spektoskopisi yontemi ile yapilari dogrulanmustir.

Sentezi gerceklestirilen katerner yapidaki iki tiirevin de Ellman testi ile
asetilkolinesteraz enzimine karsi inhibitor etkileri test edilmistir (30). Ellmann testi
(30) ile takrin HCIl’e kiyasla tayin edilmistir. Takrin HCI ICsy = 44 nm iken K2
bilesigi icin ICsy = 64.5 nM, K3 bilesigi i¢in ICso= 395.2 nM olarak tespit edilmistir.
Biyolojik a¢idan aktif bircok bilesigin biyoaktivitelerini yonlediren fizikokimyasal
parametrelerden biri olan log P degeri kan-beyin engelini gecmesi beklenen 1,4-
dihidropiridin yapisindaki bilesiklerimiz i¢in ChemDraw Ultra 9.0 programinda
hesaplanmistir. Yapilan hesaplamalarda 1,4-dihidopiridin yapisindaki bilesiklerin log
P degeri 4,78-6.08 araliginda bulunmustur. Bu degerler 1,4-dihidropiridin
yapisindaki maddelerimizin lipofilik 6zellige sahip oldugunu gostermektedir. 1,4-
Dihidropiridin yapisinin asit ortamda katerner yapiya doniistiigiinii tespit etmek
amactyla D2 kodlu bilesigimiz ornek olarak secilmis ve dotoroasit icerisinde 'H
NMR spektrumu alinmistir ve spektrum verileri tartisma boliimiinde yorumlanmustir.
Elde edilen veriler, kan-beyin engelini gecebilecegi diisiiniilen 1,4-dihidropiridin
yapisindaki bilesiklerimizin beynin asit ortaminda katerner yapiya doniisebilecegi
hipotezini desteklemektedir

Elde edilen tiim hedef bilesikler, calismamizda ilk kez rapor edilmektedir. Daha

once literatiirde kaydina rastlanmamistir.



OZET

Bu calismada, asetilkolinesteraz enzimini inhibe ederek Alzheimer
hastaliginda etkili olabilecegi diisiiniilen yeni bir grup katerner piridinyum tiirevi
bilesigin ve onlarin kan-beyin engelini gegebilen 1,4-dihidropiridin formunun sentezi
ve yap1 aydinlatma caligmalar1 yapilmistir.

Bilesiklerin sentezi iic basamakta gerceklestirilmistir. Ik basamakta 4-
kloropiridin ile hidrazinyum hidroksit tepkimeye sokularak 4-hidrazinilpiridin elde
edilmis ve 4-hidrazinilpiridin yapis1 2- konumunda degisik siibstitiientler tasiyan
cesitli aldehitlerle kondansasyon tepkimesine sokulmuslardir. Sonra sirasiyla 2,6-
diklorobenzil kloriir ve 3-fenilpropil bromiir ile tepkimeye sokularak katerner
piridinyum yapilarina doniistiiriilmiislerdir. Ayrica hedef bilesiklerin kan-beyin
engelini gecebilen 1,4-dihidropiridin yapilarina doniistiiriilme islemi i¢in sodyum
hidroksit ¢ozeltisi ile calkanmiglardir.

Sentezlenen bilesiklerin yapilari spektroskopik yontemler (UV, IR, '"H NMR,
ve Kiitle) ile aydinlatilmistir.

Sentezleri gerceklestirilen bilesiklerden K2 ve K3 kodlu bilesiklerin

asetilkolinesteraz enzim aktiviteleri arastirilmistir.
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Tez kapsaminda sentezleri gerceklestirilen katerner piridinyum ve 1,4-
dihidropiridin tiirevi bilesikler literatiirde kayitli olmayan bilesiklerdir. ik kez bu

calisma ile rapor edilmektedirler.



SUMMARY

In this study, a novel group of quaternary pyridinium compounds and their 1,4-
dihydropyridine forms which across the Blood Brain Barrier were synthesized and
identified the structures. These compounds are considered to be effective for
Alzheimer’s Disease by inhibiting the acetylcholinesterase enzyme.

The target compounds were prepared by three-step synthesis. In the first step,
4-chloropyridine and hydrazinium hydroxide were reacted to obtain 4-
hydazinylpyridine and 4-hydrazinylpyridine was condensed with different aldehydes
which have various substitiients (2-hydroxy, 2-methyl, 2-methoxy) on phenyl ring.
Then the target compounds were synthesized by the quaternazition of the pyridine
nitrogen with 2,6-dichlorobenzyl chloride or 3-phenylpropyl bromide. After they
convert to their 1,4-dihydropyridine forms by treating with sodium hydroxide
solution.

The structures of all synthesized compounds were analysed with spectroscopic

methods(UV, IR, 'H NMR, MS).
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Among the synthesized compounds, K2 and K3 coded compounds were
selected and their acetylcholinesterase enzyme activities have been examined.
The quaternary and 1,4-dihydropyridine compounds obtained in this thesis have

been reported for the first time.
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