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Eugenol siibstitiie yeni karbamat tiirevlerinin sentezi ve kolinesteraz
enzimlerinin inhibisyonu

Fatih Sonmez'"
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Bu ¢alismada, karbamat grubu igeren 14 yeni eugenol tiirevleri sentezlenmis ve bunlarin asetilkolinesteraz (AChE) ve
bitirilkolinesteraz (BuChE) enzimleri tizerine inhibitdr etkileri incelenmistir. 4-allil-2-metoksifenil-(3,4-
diklorofenil)karbamat (3f) 71.6 uM’lik ICsp degeri ile en iyi AChE inhibitorii olarak belirlenmistir. 4-allil-2-
metoksifenil(3-metoksifenil)karbamat (3a) 0.58 pM’lik ICso degeri ile BuChE’ye karsi en giiglii inhibisyonu
sergilemistir. Ayrica sentezlenen bilesikler igin yapi-aktivite iligkileri de incelenmistir.

Anahtar Kelimeler: Eugenol, karbamat, Alzheimer hastaligi

Synthesis and cholinesterase enzymes inhibition of novel eugenol substituted
carbamate derivatives

ABSTRACT

In this study, 14 novel eugenol derivatives with the carbamate moiety were synthesized and their inhibitory effects on
acetylcholinesterase (AChE) and butyrylcholinesterase (BuChE) were evaluated. 4-allyl-2-methoxyphenyl-(3,4-
dicholorophenyl)carbamate (3f) was found to be the most potent AChE inhibitor with ICso value of 71.6 uM, and 4-
allyl-2-methoxyphenyl(3-methoxyphenyl)carbamate (3a) exhibited the strongest inhibition against BuChE with ICsg
value of 0.58 uM. Additionally, structure-activity relationship were also investigated.
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Alzheimer hastalig1 (AD), ilerleyici bir ndrodejeneratif
hastaliktir ve yash insanlari etkileyen bunamanin en
yaygin formudur [1]. AD, beyindeki kolinerjik
ndronlarin segici kaybi1 ve azalan asetilkolin (ACh)
seviyesi ile baglantilidir [2,3]. Kolinerjik hipotez, bilinen
AD hipotezlerinden birisidir. Bu hipotez,
asetilkolinesteraz inhibitorlerinin (AChEI)
asetilkolinesteraz enzimini inhibe ederek Alzheimer
hastalarindaki asetilkolin seviyesini artirabilecegini ve
bu sayede Alzheimer hastalarinin yasadigi bazi
belirtilerin hafifleyebilecegini onermektedir [4,5].

Insan viicudunda kolinesterazlarin iki formu vardr.
Bunlar asetilkolinesteraz (AChE; EC 3.1.1.7) ve
biitirilkolinesterazdir (BuChE; EC 3.1.1.8) [6]. AChE
hidrolaz grubunda bulunan bir enzimdir. Merkezi ve
gevresel sinir sistemindeki ndron ileticisi olan asetikolini
hidroliz eder ve bu sayede kolinerjik sinapslardaki sinir
iletiminin ~ sonlandirilmasim  saglar [7]. AChE
inhibitérleri asetilkolinin hidrolizini engelleyerek hem
asetilkolin seviyesinin hem de sinir iletim siiresinin
artmasin1  saglar [8]. BuChE ¢ogunlukla karaciger,
plazma ve kas dokularinda mevcut olan bir enzimdir.
Bilimsel arastirmalar heniiz bu enzimin farmakolojik
roliinii kesin olarak ortaya koyamasalar da, BuChE’in
dejeneratif degisiklikler ile beyindeki asetilkolin
hidrolizi sirasinda dengeleyici bir role sahip olabilecegini
onermektedir [9,10].

Karbamat bilesikleri genis biyolojik ve farmakolojik
ozelliklere sahiptir [11]. Bunun yaninda, karbamat sinifi
AChE inhibitorleri de iyi bilinmekte ve Alzheimer
hastaligi da dahil olmak {izere bir¢ok farkli hastaligin
tedavisinde  kullanilmaktadir  [12].  Rivastigmin,
neostigmin, fenserin ve fisotigmin gibi karbamat
bilesikleri (Sekil 1), bunamaya neden olan merkezi sinir
sistemindeki kolinesterazlar1 inhibe etmek {izere
kolaylikla kan-beyin bariyerini gegebilirler [13-15]. Bu
yiizden kolinesteraz inhibitorleri olarak yeni karbamat
tirevlerinin sentezi bilim adamlarinin ilgisini ¢ekmeye
devam etmektedir.

Birgok bitki ve bunlarin bilesenleri hem Alzheimer
hastaligiin  hem de diger hastaliklarin etkilerini
azaltmak amaciyla klasik ilag tedavilerinde dnemli bir rol
oynamaktadir [16,17]. Eugenol (4-allil-2-metoksifenol),
Syzigium aromaticum, Ocimum Sanctum gibi bitki
tirlerinde yaygin olarak bulunan ve elde edilen
fitokimyasal bir bilesiktir [18]. Bu bilesik gida ve
kozmetik iirlinlerinde ve ilag sektorlerinde aroma
maddesi olarak kullanilmaktadir [19]. Ayrica, Eugenol

tiirevleri antioksidan, antimikrobiyal, anti-
inflammatuvar,  antidepresan,  antigenotoksik  ve
antibakteriyel —oOzellik gibi yaygin farmakolojik

aktivitelere sahiptir [20-22].

Eugenol siibstitiie yeni karbamat tiirevlerinin sentezi
ve kolinesteraz enzimlerinin inhibisyonu
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Sekil 1. Asetilkolinesteraz inhibitorii olarak bilinen bazi karbamat
bilesikleri (Some carbamate compounds known as AChE inhibitor)

Bazi bilimsel ¢alismalarda, eugenol igeren ¢esitli bitki
ekstraktlariin kolinesteraz enzimleri {izerine inhibisyon
etkileri incelenmis fakat hem bu ekstraktlarin hem de
izole edilen eugenol bilesiginin inhibitor 6zelliklerinin
diisiik oldugu gorilmiistiir [23,24]. Yukaridaki bilgiler
1s18inda, bu calismada, dogal bir iriin olan eugenol
bilesiginin karbamat grubu igermesi durumunda
kolinesteraz enzimlerine karst inhibitdr 6zelliginin
artacagl diisliniilmiis ve bu nedenle karbamat grubu
iceren 14 yeni eugenol tirevi sentezlenip, bu
molekiillerin AChE ve BuChE enzimleri {izerine
inhibisyon etkileri arastirilmis ve yapi-aktivite iligkileri
incelenmistir.

2. SONUCLAR VE TARTISMA (RESULTS AND
DISCUSSION)

2.1. Sentez (Synthesis)

Karbamat grubu igeren eugenol tiirevlerinin sentez
yontemi Sekil 2’de gosterilmistir. Eugenol molekiilii
trietilamin bazi varliginda diklormetan ¢oziiciisiinde
cesitli izosiyanat bilegikleri ile reaksiyona sokularak
kabul edilir verimlerde karbamat tiirevleri elde edilmistir.
Biitiin yeni molekiillerin yapilar1 *H NMR, **C NMR, IR,
ve MS spektrumlari ile dogrulanmustir.

Sentezlenen bilesiklerin IR spektrumunda, 3330 cm™
civarinda karbamat grubunun NH gerilmesi ve yaklagik
1700-1740 cm¥de C=0O gerilmesine ait pikler
goriilmiistiir. 'H NMR spektrumlarinda; 6.64 ve 7.41
ppm arasinda aromatik halkadaki hidrojen pikleri,
yaklasik 7.00 ppm civarinda karbamat grubunun NH piki
ve yaklasik 5.05 ppm civarinda allilik protonlar tespit
edilmistir. *C NMR spektrumlarinda da; 151 ppm
civarinda karbamat grubunun karbonil karbonuna ait
sinyal, 120-150 ppm arasinda aromatik halkadaki karbon
atomlarma ait sinyaller ve 110 ppm civarinda allilik
karbon atomlarinin sinyalleri gézlemlenmistir.
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Sekil 2. Yeni karbamat siibstitiie eugenol tiirevlerinin sentezi (Synthesis
of new eugenol substituted carbamate derivatives)

2.2. Kolinesteraz inhibitor Aktivitesi (Cholinesterase
Inhibitory Activity)

Bu ¢alismada sentezlenen molekiillerin AChE ve BuChE
inhibisyonlarina ait enzim aktivitesinde %50 azalmaya
neden olan inhibitér konsantrasyonlar1 (ICso degerleri)
Tablo 1’de verilmistir. Sentezlenen molekiillerin
AChE’ye karsi1 ICs degerleri 71.6->200 uM, BuChE’ye
karsi ICso degerleri  0.58-15.14 uM arasinda
degismektedir.

Sentezlenen karbamat grubu igeren eugenol bilesikleri
arasinda, 3f bilesigi 71.60 pM’lik ICso degeri ile
AChE’ye karsi en iyi inhibisyonu saglamistir. Bu deger
eugenol bilesiginin >200 pM’lik ICsq degerinden en az
2.79 kat daha disiiktir. Elde edilen yeni aromatik
karbamat tiirevlerinin ¢ogu eugenolden daha yiiksek
ACHhE inhibitorii 6zelligine sahiptir. Ancak sentezlenen
bilesiklerin hepsi ortalama bir AChE inhibisyonu
gostermis olup, kontrol olarak kullanilan galantamin
(ICs0 = 2.05 pM) ve Alzheimer hastaliginin tedavisinde
kullanilan karbamat grubu inhibitdrlerden rivastigminin
(ICsx = 1240 pM) AChE’ye karst inhibitor
ozelliklerinden ¢ok daha diisiik etkiler gostermislerdir.
Sentezlenen karbamat tiirevlerinin hepsi  diisiik
konsantrasyonlarda BuChE inhibisyonu saglamistir. 3a
bilesigi 0.58 pM’lik ICso degeri ile BuChE’ye karsi en
kuvvetli inhibitor 6zelligine sahiptir. Bu deger eugenoliin
>200 uM’lik ICsp degerinden en az 345 kat, kontrol
olarak kullanilan galantaminin 18.13 pM’lik ICsg
degerinden en az 31.3 kat ve AD tedavilerinde kullanilan
karbamat grubu inhibitorlerden rivastigminin 1.08
puM’lik ICso degerinden 0.5 kat daha diisiiktiir.

2.3. Yapi-aktivite
relationship)

iliskisi (Structure-activity

Tablo 1°de wverilen ICsp degerleri incelendiginde,
sentezlenen bilesikler i¢in asagidaki yapi-aktivite iliskisi
yorumlar1 yapilabilir.

Eugenol siibstitiie yeni karbamat tiirevlerinin sentezi
ve kolinesteraz enzimlerinin inhibisyonu

(i) Eugenoliin ¢esitli aromatik ve halkali alifatik
izosiyanat tiirevleri ile reaksiyonu sonucu elde edilen
karbamat bilesiklerinin hepsi eugenolden daha
yiiksek BuChE inhibitdr 6zelligi gostermesine
ragmen, sadece sekiz tanesi eugenolden daha diisiik
konsantrasyonlarda AChE inhibisyonuna neden
olmustur.

(ii) Sentezlenen biitiin  bilegiklerin BuChE’ye karsi
gostermis olduklart inhibitdr aktivitesi AChE’den
kuvvetlidir.

(iii) Aromatik karbamat tiirevlerinin hemen hemen
hepsi (3d ve 3e hari¢) halkal alifatik karbamatlardan
daha diisiik konsantrasyonlarda AChE inhibisyonu
saglamistir.

(iv) Fenil halkasindaki siibsitiientlerden metoksi,
flor, klor ve triflorometil gruplar1 meta pozisyonuna
baglandiklarinda para pozisyonu ile kiyaslandiginda
AChE inhibisyonunu daha ¢ok arttirmistir (3a:Ro=3-
OCHegs, ICso = 73.95 uM; 3b:R;=4-OCHjs, I1Cs =
155.55 uM), (3¢c:R2=3-F, IC50=191.28 uM; 3d:R,=4-
F, ICso = >200 puM), (3f:R»=3,4-diCl, 1Cso = 71.60
uM; 3e:R2=4-Cl, 1Csp = >200 uM), (3i:R2=3-CFs3,
|Cso =1339 uM; 3jZR2:4-CF3, |C50 =179.49 },lM).

(v) Fenil halkasinin meta pozisyonunda elektron verici
metoksi grubu tasiyan 3a bilesigi, elektron gekici
nitro ve triflorometil gruplarini tastyan 3h ve 3i
bilesiklerine gore daha yiikksek AChE inhibitor
ozelligine sahiptir  (3a:R,=3-OCHs, 1Cso = 73.95
uM; 3h:R2=3-NO3, ICso = 113.12 uM; 3i:R,=3-CF3,
1Cs50 = 179.49 uM).

(vi) Halkali alifatik karbamatlar karsilastirildiginda
halkadaki karbon atomu sayisi arttikca BuChE

inhibisyonunun  da  arttigi  gézlemlenmistir
(2a:Ri=siklopentil, 1Cs0 = 2.78 uM;
2b:Ry=siklohekzil, I1Cso = 1.56 uM;
2c:Ri=siklohekzil-metil, 1Cs = 1.11 uM;
2d:Ry=sikloheptil, ICso = 0.97 uM).

(vii) Fenil halkasindaki siibsitiientlerden metoksi,

flor ve triflorometil gruplari meta pozisyonuna
baglandiklarinda para pozisyonu ile kiyaslandiginda
BuChE inhibisyonunu daha ¢ok arttirmustir
(3a:R2=3-OCHgs, ICsp = 0.58 uM; 3b:R,=4-OCHj,
ICso = 4.48 uM), (3c:R2=3-F, ICsp = 12.89 uM;
3d:R2=4-F, I1C50 = 15.14 uM), (3i:R2=3-CF3, ICsp =
3.57 uM; 3j:Ro=4-CF3, ICs0 = 4.68 uM).

(viii) Fenil halkasinin meta pozisyonunda elektron
verici metoksi grubu tagiyan 3a bilesigi, elektron
¢ekici nitro ve triflorometil gruplarimi tagryan 3h ve 3i
bilesiklerine gore daha yiliksek BuChE inhibitor
ozelligine sahiptir (3a:R2=3-OCHpa, ICsp = 0.58

Tablo 1. Sentezlenen bilesiklerin AChE ve BuChE igin ICs degerleri (uM) (The ICsg values (M) of synthesized compounds for AChE and BuChE)

Bilesik No R1 R>

(|C50’HM)a

AChE BuChE

(I C509HM)a

Secicilik
IndeksiP
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Eugenol (1) - - >200 >200 1
2a siklopentil - >200 2.78+0.254 <0.014
2b siklohekzil - >200 1.56+0.195 <0.008
2c siklohegzil - >200 1.11£0.021 <0.006

-metil
2d sikloheptil - >200 0.97+0.011 <0.005
3a - 3-OCHzs 73.95+1.141 0.58+0.012 0.008
3b - 4-OCHjs 155.55«1.112 4.48+0.417 0.029
3c - 3-F 191.28+1.555  12.89+1.823 0.067
3d - 4-F >200 15.14+1.914 <0.076
3e - 4-Cl >200 4.66+£0.554 <0.023
3f - 3,4-diCl 71.60+0.985 5.36+0.144 0.075
39 - 4-Br 143.11+1.223 2.25+0.569 0.016
3h - 3-NO> 113.12+1.336 2.48+0.653 0.022
3i - 3-CF3 133.9+1.584 3.57+0.584 0.027
3j - 4-CF3 179.49+1.952 4.68+0.130 0.026
Galantamin - - 2.05£0.011  18.13+0.457 8.844
Rivastigmin - - 12.40£1.011  1.08+0.251 0.087

2 |Cso degerleri li¢ paralel 6l¢iim sonucunda + S.E.M olarak elde edilmistir (p< 0.05).
® Secicilik indeksi= 1Cso (BUChE) / ICs0 (AChE)

uM; 3h:R>=3-NOy, ICso = 2.48 uM; 3i:R»=3-CF;,
ICs0 = 3.57uM).

Fenil halkasinin para pozisyonuna bagl
halojenler kiyaslandiklarinda, halojenin artan atom
capt ve polarlanabilme o&zelligi ile BuChE
inhibisyonunda  dogrusal  bir iliski  oldugu
goriilmiistiir (Atom ¢aplart: Br > Cl > F; BuChE’ye
kars1 inhibitor 6zellikleri: 3g: Ro=4-Br, 1Cso = 2.25
uM > 3e:R,=4-Cl, ICso = 4.66 uM > 3d:R,=4-F, ICsg
=15.14 uM).

(ix)

Yukaridaki sonuglara goére, karbamat grubuna bagh
slibstitiientlerin pozisyonlar1 géz 6niine alindiginda hem
AChE hem de BuChE inhibisyonlart i¢in meta
pozisyonunun en uygun baglanma noktasi oldugu, ayrica
halkali alifatik gruplar ve fenil halkasindaki halojenlerin
artan hacimlerinin sterik etkiden dolay1 BuChE
inhibisyonunu daha fazla arttirdig: diisliniilebilir.

3. SONUC (CONCLUSION)

Sonu¢ olarak, aromatik ve halkali alifatik karbamat
gruplart iceren 14 yeni eugenol tiirevi sentezlenmis ve
bunlarin  kolinesteraz enzimleri {izerine inhibitor
aktiviteleri incelenmistir. Sentezlenen bu bilesikler
AChE’a karst orta seviyede inhibitor o6zelligi
gostermesine ragmen, BuChE enzimini ¢ok diisiik
konsantrasyonlarda  inhibe  etmiglerdir.  4-allil-2-
metoksifenil-(3,4-diklorofenil)karbamat  (3f) bilesigi
71.6 uM’lik ICso degeri ile en potensiyelli AChE
inhibitorii olarak bulunmustur. 4-allil-2-metoksifenil(3-
metoksifenil)karbamat (3a) 0.58 uM’lik I1Csq degeri ile
BuChE’ye karst en giicli inhibisyonu sergileyerek,

Sakarya Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi, vol. 21 , no. 3: pp. 335-342, 2017

eugenol bilesiginden en az 345 kat, kontrol olarak
kullanilan galantaminden 31.3 kat ve karbamat sinifi
kolinesteraz inhibit6rii olarak taninan rivastigminden 2
kat daha kuvvetli oldugu gorilmiistir. Ayrica
sentezlenen bilesiklerin yapi-aktivite iliskileri incelenmis
ve halkali alifatik gruplar ve fenil halkasindaki
halojenlerin artan hacimleri ile BuChE inhibisyonu
arasinda dogrusal bir iligki oldugu belirlenmistir.

Sentezlenen bu tiirevler, Alzheimer hastaliginin tedavisi
icin yeni kolinesteraz inhibitdrlerinin gelistirilmesinde
uygun bir siibstitiisyon bi¢imine modiile ederek yeni
kemotipler olarak tavsiye edilebilir.

4. MATERYAL VE METOT (MATERIAL AND
METHOD)

4.1. Materyaller (Materials)

Bu c¢aligmada kullanilan tiim ¢dziiciiler, reaktifler ve
baslangi¢ maddeleri ticari kaynaklardan elde edilmistir.
Erime noktalart Barnstead Electrothermal 9200 marka
cihazda belirlenmigtir. IR spektrumlar1 Bruker-Alpha
Infrared Spectrometer cihaz1 ile alinmgtir. 'H ve °C
NMR spektrumlart sirasiyla 300 ve 75 MHz’de Varian
Infinity Plus marka NMR cihazinda CDCl; ve DMSO-ds
coziiciileri kullanilarak almmigtir. Kiitle spektrumlari
MICROMASS Quattro LC-MS-MS spektrometresi
kullanilarak elde edilmistir. Spektrofotometrik analizler
BioTek Power Wave XS marka cihaz kullanilarak
yapilmistir. Asetilkolinesteraz (AChE, Type-VI-S, EC
3.1.1.7, 425.84 U/mg, Sigma) ve butirilkolinesteraz
(BuChE, EC 3.1.1.8, 11.4 U/mg, Sigma) Sigma
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(Steinheim, Germany) firmasindan satin alinmistir. Diger
kimyasal ve ¢oziiciiler Fluka Chemie, Merck, Alfa Easer
ve Sigma-Aldrich firmalarindan satin alinmustir.

4.2. Sentez Yontemi ve Spektral Veri (Synthesis Method
and Spectral Data)

Sentez yontemi: 1 mmol eugenol bilesigi 30 mL
diklormetan igerisinde ¢oziilerek iizerine 0.5 mL trietil
amin eklendi ve 1siticilt manyetik karistirict kullanilarak
dibi yuvarlak bir reaksiyon balonunda karistirildi. Bu
karigim {izerine 1 mmol izosiyanat tiirevi eklendi ve geri
sogutucu altinda 12 saat refluks edildi. Sogutulan karigim
50 mL su ile iki kez yikandi ve organik faz Na»SOys ile
kurutularak siiziildii ve buharlagtirildi. Kati olarak elde
edilen iiriin etanol ile kristallendirildi.

4-allil-2-metoksifenil(siklopentil)karbamat (2a): Beyaz
renkli kat1, %62 verim; en. 80 °C; IR: 3335, 3038, 2952,
1732, 1703, 1607, 1538, 1505, 1280, 1205, 1153, 1033,
993, 800 cm*; *H NMR (CDCls, 300 MHz) &/ppm: 1.46-
1.73 (6H, m), 1.95-2.05 (2H, m), 3.36 (2H, d, j=6.7 Hz),
3.83 (3H, ), 4.03-4.08 (1H, m), 5.05-5.13 (2H, m), 5.88-
6.02 (1H, m), 6.73-6.77 (2H, m), 7.01 (1H, d, j=7.6 Hz);
13C NMR (CDCls, 75 MHz) &/ppm: 23.8, 33.3, 40.3,
53.2,56.1, 112.9, 116.2, 120.8, 123.2, 137.4, 138.5 x2,
151.7, 154.2. LC-MS (m/z): 298.3 [M*].

4-allil-2-metoksifenil(siklohekzil)karbamat (2b): Beyaz
renkli kat1, %85 verim; en. 106 °C; IR: 3312, 3040, 2928,
1695, 1534, 1508, 1315, 1270, 1210, 1154, 990, 892, 657
cm; 'H NMR (CDCls, 300 MHz) 8/ppm: 1.15-1.43 (5H,
m), 1.58-1.64 (1H, m), 1.69-1.76 (2H, m), 1.99-2.02 (2H,
d, j=9.0 Hz), 3.36 (2H, d, j=6.7 Hz), 3.53-3.58 (1H, m),
3.82 (3H, s), 4.95 (1H, d, j=7.0 Hz, NH), 5.05-5.13 (2H,
m), 5.88-6.02 (1H, m), 6.72-6.76 (2H, m), 7.00 (1H, d,
j=7.9 Hz); ®°C NMR (CDCls, 75 MHz) 8/ppm: 24.9, 25.7,
33.4,40.3,50.4,56.1, 112.9, 116.2, 120.8, 123.2, 137.8,
138.5 (X2), 151.6, 153.8. LC-MS (m/z): 312.3 [M*].

4-allil-2-metoksifenil(siklohekzil-metil)karbamat  (2c):
Beyaz renkli kati, %48 verim; en. 90-92 °C; IR: 3317,
3040, 2922, 1743, 1714, 1605, 1541, 1501, 1448, 1251,
1203, 1150, 1034, 988, 658 cm™; 'H NMR (CDCls, 300
MHz) &/ppm: 0.94-1.02 (2H, m), 1.14-1.31 (4H, m),
1.49-1.51 (1H, m), 1.67-1.77 (4H, m), 3.10 (2H, t, j=6.4
Hz), 3.36 (2H, d, j=6.7 Hz), 3.82 (3H, s), 5.05-5.13 (2H,
m), 5.88-6.02 (1H, m), 6.73-6.76 (2H, m), 7.00 (1H, d,
j=7.9 Hz); ®°C NMR (CDCls, 75 MHz) &/ppm: 26.0, 26.6,
30.8, 38.4, 40.3, 47.7, 56.1, 112.9, 116.2, 120.8, 123.2,
137.4, 138.5, 138.6, 151.7, 154.9. LC-MS (m/z): 326.3
[M].

4-allil-2-metoksifenil(sikloheptil)karbamat (2d): Beyaz
renkli kat1, %60 verim; en. 102-103 °C; IR: 3295, 3037,
2920, 1737, 1705, 1607, 1540, 1504, 1268, 1201, 1151,
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1031, 982, 911 cm®; *H NMR (CDCls, 300 MHz) 8/ppm:
1.51-1.68 (10H, m), 1.97-2.03 (2H, m), 3.36 (2H, d, j=6.4
Hz), 3.82 (3H, s), 3.73-3.74 (1H, m), 5.02-5.13 (2H, m),
5.88-5.99 (1H, m), 6.73-6.76 (2H, m), 7.00 (1H, d, j=7.9
Hz); 13C NMR (CDCls, 75 MHz) &/ppm: 24.1, 28.2, 35.3,
40.3,52.7,56.1, 112.9, 116.2, 120.8, 123.2, 137.4, 1385
x2, 151.7, 153.8. LC-MS (m/z): 326.4 [M"].

4-allil-2-metoksifenil(3-metoksifenil)karbamat (3a):
Beyaz renkli kati, %62 verim; en. 83 °C; IR: 3265, 3040,
2937, 1728, 1705, 1599, 1494, 1420, 1268, 1234, 1195,
1020, 828 cm*; 'H NMR (CDCls, 300 MHz) 8/ppm: 3.37
(2H, d, j=6.7 Hz), 3.75 (3H, s), 3.82 (3H, s), 5.07-5.13
(2H, m), 5.88-6.01 (1H, m), 6.64 (1H, dt, j=8.2, 1.4 Hz),
6.77 (2H, d, j=8.2 Hz), 6.85 (1H, dt, j=8.2, 1.1 Hz), 7.06
(2H, d, j=7.6 Hz), 7.15-7.23 (2H, m); *C NMR (CDCls,
75 MHz) &/ppm: 40.3, 55.4, 56.1, 105.3, 110.0, 112.9,
116.4, 120.9, 123.2, 129.7, 130.0, 137.2, 137.8, 139.0,
139.3, 140.3, 151.6, 160.5. LC-MS (m/z): 336.3 [M*].

4-allil-2-metoksifenil (4-metoksifenil)karbamat (3b): Bej
renkli kat1, %35 verim; en. 115-116 °C; IR: 3335, 3040,
2834, 1712, 1604, 1540, 1510, 1414, 1242, 1224, 1180,
1029, 828 cm*; 'H NMR (CDCls, 300 MHz) 8/ppm: 3.38
(2H, d, j=6.7 Hz), 3.78 (3H, s), 3.83 (3H, s), 5.07-5.14
(2H, m), 5.89-6.02 (1H, m), 6.77 (2H, d, j=8.7 Hz), 6.82-
6.88 (2H, m), 6.98 (1H, s, NH), 7.06 (1H, d, j=7.9 Hz),
7.34 (2H, d, j=9.0 Hz); 3C NMR (CDCls, 75 MHz)
O/ppm: 40.3, 55.7, 56.1, 112.9, 114.5, 116.3, 120.6,
120.9, 123.2, 130.9, 137.3, 138.0, 139.1, 151.6, 156.3.
LC-MS (m/z): 336.3 [M*].

4-allil-2-metoksifenil (3-florofenil)karbamat  (3c): Bej
renkli kat1, %77 verim; en. 93 °C; IR: 3296, 3040, 1748,
1723, 1610, 1545, 1444, 1229, 1196, 1020, 817 cm™*; *H
NMR (CDCls, 300 MHz) 8/ppm: 3.38 (2H, d, j=6.7 Hz),
3.83(3H,s), 5.07-5.14 (2H, m), 5.88-6.00 (1H, m), 6.74-
6.80 (3H, m), 7.04-7.08 (2H, m), 7.12 (1H, s, NH), 7.20-
7.28 (1H, m), 7.35 (1H, d, j=10.8 Hz); **C NMR (CDCls,
75 MHz) d/ppm: 40.3, 56.1, 110.4, 110.7, 112.9, 114.2,
116.4, 120.9, 123.1, 130.3, 130.4, 137.2, 137.7, 139.3,
151.6, 161.7, 165.0. LC-MS (m/z): 324.3 [M"].

4-allil-2-metoksifenil(4-florofenil)karbamat (3d): Krem
renkli kat1, %64 verim; en. 113-114 °C; IR: 3293, 3037,
1736, 1710, 1618, 1551, 1506, 1409, 1196, 1149, 1038,
825 cm™; *H NMR (CDCls, 300 MHz) /ppm: 3.37 (2H,
d, j=6.7 Hz), 3.82 (3H, s), 5.07-5.14 (2H, m), 5.88-6.01
(1H, m), 6.76 (2H, d, j=8.2 Hz), 6.95-7.09 (4H, m), 7.35-
7.39 (2H, m); 3C NMR (CDCls, 75 MHz) 8/ppm: 40.3,
56.1, 112.9, 115.7, 116.0, 116.4, 120.5, 120.9, 123.1,
133.8, 137.2, 137.8, 139.3, 151.6, 151.9. LC-MS (m/z):
3243 [M'].

4-allil-2-metoksifenil(4-klorofenil)karbamat (3e): Krem
renkli kati1, %52 verim; en. 119-120 °C; IR: 3282, 3037,
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1729, 1709, 1598, 1489, 1397, 1265, 1227, 1122, 1032,
816 cm; 'H NMR (CDCls, 300 MHz) 8/ppm: 3.37 (2H,
d, j=6.7 Hz), 3.82 (3H, s), 5.07-5.14 (2H, m), 5.88-6.02
(1H, m), 6.77 (1H, d, j=8.2 Hz), 6.79 (1H, s), 7.05 (1H,
d, j=7.9 Hz), 7.10 (1H, s, NH), 7.23-7.27 (2H, m), 7.36
(2H, d, j=7.0 Hz); 3C NMR (CDCls, 75 MHz) &/ppm:
40.3, 56.1, 112.9, 116.4, 120.1, 120.9, 123.1, 129.3,
136.4, 137.2, 137.7, 139.4, 151.5, 151.6. LC-MS (m/z):
340.2[M"*].

4-allil-2-metoksifenil (3,4-diklorofenil)karbamat ~ (3f):
Beyaz renkli kati, %56 verim; en. 107-108 °C; IR: 3282,
3040, 1729, 1710, 1598, 1499, 1376, 1227, 1123, 1027,
910, 813 cm*; *H NMR (CDCls, 300 MHz) &/ppm: 3.37
(2H, d, j=6.7 Hz), 3.82 (3H, s), 5.07-5.14 (2H, m), 5.88-
6.01 (1H, m), 6.76 (1H, d, j=1.7 Hz),6.79 (1H, s), 7.05
(1H, d, j=8.2 Hz), 7.11 (1H, s, NH), 7.23 (1H, d, j=2.3
Hz), 7.34 (1H, d, j=8.7 Hz), 7.63 (1H, d, j=2.3 Hz); 13C
NMR (CDCls, 75 MHz) 8/ppm: 40.3, 56.0, 112.9, 116.5,
118.2, 120.6, 120.9, 123.0, 127.1, 130.7, 133.0, 137.1,
137.3, 137.6, 139.6, 151.4, 151.7. LC-MS (m/z): 374.2
[M].

4-allil-2-metoksifenil (4-bromofenil)karbamat (30):
Beyaz renkli kati, %46 verim; en. 133 °C; IR: 3282,
3047, 1727, 1708, 1595, 1504, 1393, 1227, 1145, 1032,
815 cmt; 'H NMR (CDCls, 300 MHz) 8/ppm: 3.37 (2H,
d, j=6.7 Hz), 3.82 (3H, s), 5.07-5.14 (2H, m), 5.88-6.02
(1H, m), 6.77 (2H, d, j=7.9 Hz), 7.04 (1H, d, j=7.6 Hz),
7.10 (1H, s, NH), 7.29-7.32 (2H, m), 7.37-7.41 (2H, m);
13C NMR (CDCls, 75 MHz) &/ppm: 40.3, 56.1, 112.9,
116.4, 120.4, 120.9, 123.1, 132.2, 136.9, 137.2, 137.7,
139.4, 151.5, 151.6. LC-MS (m/z): 384.2[M*].

4-allil-2-metoksifenil (3-nitrofenil)karbamat (3h): Sari
renkli kat1, %60 verim; en. 120-122 °C; IR: 3353, 3123,
3040, 2966, 1751, 1602, 1544, 1504, 1344, 1145, 1127,
1034, 736 cm™; *H NMR (CDCls, 300 MHz) 8/ppm: 3.37
(2H, d, j=6.7 Hz), 3.83 (3H, s), 5.07-5.13 (2H, m), 5.87-
6.00 (1H, m), 6.76-6.80 (2H, m), 7.06 (1H, d, j=7.6 Hz),
7.42-7.48 (2H, m), 7.78 (1H, d, j=8.2 Hz), 7.93 (1H, d,
j=8.2 Hz), 8.32 (1H, s); ¥C NMR (CDCl;, 75 MHz)
d/ppm: 40.3, 56.1, 113.0, 113.8, 116.5, 118.5, 120.9,
123.0, 124.5, 130.1, 137.1, 137.5, 139.1, 139.7, 148.9,
151.4, 151.7. LC-MS (m/z): 329.3 [M*].

4-allil-2-metoksifenil (3-(triflorometil)fenil)karbamat

(31): Bej renkli kati, %58 verim; en. 134-135 °C; IR:
3263, 3042, 1731, 1704, 1606, 1543, 1450, 1332, 1222,
1119, 1034, 873 cm?; 'H NMR (CDCl;, 300 MHz)
d/ppm: 3.38 (2H, d, j=6.7 Hz), 3.83 (3H, s), 5.07-5.14
(2H, m), 5.88-6.01 (1H, m), 6.78 (1H, d, j=9.3 Hz), 6.80
(1H, s), 7.06 (1H, d, j=7.6 Hz), 7.21 (1H, s, NH), 7.32
(1H, d, j=7.6 Hz), 7.41 (1H, t, j=7.6 Hz), 7.58 (1H, d,
j=7.9 Hz), 7.77 (1H, s); ¥C NMR (CDCls, 75 MHz)
d/ppm: 40.3, 56.0, 112.9, 116.4, 120.4, 120.9, 121.9,
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123.1, 125.8, 129.8, 131.5, 131.9, 137.2, 137.6, 138.4,
139.5, 151.5. LC-MS (m/z): 374.3 [M"].

4-allil-2-metoksifenil(4-(triflorometil)fenil)karbamat
(3j): Krem renkli kati, %56 verim; en. 70-71 °C; IR:
3321, 3040, 1750, 1719, 1609, 1547, 1506, 1450, 1316,
1114, 1066, 831 cm?; *H NMR (CDCl;, 300 MHz)
d/ppm: 3.38 (2H, d, j=6.4 Hz), 3.83 (3H, s), 5.08-5.14
(2H, m), 5.89-6.02 (1H, m), 6.79 (1H, d, j=8.2 Hz), 6.81
(1H, s), 7.06 (1H, d, j=7.9 Hz), 7.23 (1H, s, NH), 7.55
(1H, s); 3C NMR (CDCls, 75 MHz) 8/ppm: 40.3, 56.1,
112.9, 116.4, 118.4, 120.9, 123.0, 126.5, 126.6, 137.1,
137.6, 139.6, 140.9, 151.4. LC-MS (m/z): 374.2 [M™].
4.3. Antikolinesteraz Aktivitesi Analizleri
(Anticholinesterase Activity Assays)

Sentezlenen bilesiklerin asetilkolinesteraz (AChE) ve
biitirilkolinesteraz (BuChE) inhibitor aktiviteleri Ellman
metoduna [25] gore belirlendi. ICso degerleri absorbans
ve/veya % inhibisyon egrisi olusturularak ve bes farkli
konsantrasyonun etkisi incelenerek elde edildi. ICso
degerleri, belirli bir inhibitér i¢in substratin maksimum
biyolojik karsiliginin yarisini inhibe etmek icin gerekli
konsantrasyonun  belirlenmesiyle ~ hesaplanmustir.
Reaksiyon substratlart olarak asetiltiyokolin iyodiir ve
biitiriltiyokolin  iyodiir ~kullanildi.  Antikolinesteraz
aktivitesini 6lgmek igin 5,5'- ditiyo-bis(2-nitrobenzoik)
asit (DTNB) kullanildi. Sentezlenen bilesiklerin ve
kontrol olarak kullanilan galantaminin stok cozeltileri
metanol igerisinde 4000 pg/mL konsantrasyonda
hazirlandi. 100 mM’lik fosfat tamponundan (pH 8.0) 150
uL, ornek ¢ozeltisinden 10 uL ve AChE (2.476x10*
U/uL) veya BuChE (3.1813x10 U/uL) ¢dzeltisinden 20
pL almarak karistirildi ve 25°C’de 15 dakika inkiibe
edildi. pH 7.0 tamponunda hazirlanmis 16 mg/mL. DTNB
ve 7.5 mg/mL NaHCOs; ¢ozeltilerinden 1’er mL’lik
karisima, 2 mL pH 7.0, 4 mL pH 8.0 fosfat tamponundan
eklenerek 10 pL’lik DTNB ¢ozeltisi  hazirland:.
Reaksiyon 10 pL (7.1 mM) asetiltiyokolin iyodiir (veya
0.79 mM biitiriltiyokolin iyodiir) eklenmesiyle baslatildi.
Bu metotta, substratin DTNB ile enzimatik hidrolizi
sonucu olusan tiyokolin anyonunun olusturdugu sari
rengin takip edilmesiyle aktivite dl¢lilmiistiir. Substratin
hidrolizi BioTek Power Wave XS cihazi kullanilarak 412
nm’de izlenmistir. Ayrica metanol kontrol ¢oziiciisi
olarak da kullanildi.
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