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Alzheimer hastalig1 (AH), zamanla beyin hiicrelerinin 6liimiine bagli olarak bilissel iglevlerde azalma, hafiza kayb1
ve bunama ile iligkilendirilmistir. Alzheimer hastaliginin tedavisinde sinirlayici uygulamalarin mevcut olusu,
hastaligin saglik harcamalarinda kanser ve kalp hastaliklardan sonra diinyada ii¢iincii sirada olusu aragtirmacilari
AH iizerinde erken evrede tamima ve yeni tedavi yontemlerine yonlendirmektedir. Giiniimiizde kolinerjik
anomalikler ile AH arasinda dogrudan bir iliski oldugu diisiiniilmektedir. Calismalar, asetilkolinesteraz (AChE)
ve biitirilkolinesteraz (BuChE) inhibisyonunun asetilkolin (ACh) seviyesinde meydana gelen artiglarin Alzheimer
hastaliginin baglangic evrelerindeki  biligsel yetmezligi iyilestirebilecegini kanitlamistir. Dolayisiyla ACh
diizeylerini arttirmak i¢in uygulanacak en iyi metot ise, ACh’yi yikan AChE veya BuChE enzimlerinin
baskilanmasidir. Dolayisiyla yapilan bu ¢alismada, siibstitiie edilmis tiyazolilhidrazin tiirevleri tasarlanmis,
sentezlenmis ve AH’ ye kars1 asetilkolinesteraz (AChE) ve biitirilkolinesteraz (BuChE) kolinesteraz enzimlerinin
inhibisyon potansiyelleri arastirilmigtir. Hedef bilesiklerin yapilar1 *H NMR/*®C NMR analiz yontemleri ile
aydinlatilmigtir. Hedef bilesiklerin AChE ve BUChE enzimleri tizerindeki inhibisyon etkileri Ellman yontemiile
degerlendirilmis ve hedef bilesiklerin enzim inhibisyon calismalari sonucunda 3d bilesgiginin orta diizeyde
biitirilkolinesteraz enzimini inhibe ettigi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler- Alzheimer Hastaligi, Tiyazolilhidrazin, Ellman Metot

ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) has been associated with ecreased cognitive function, memory loss, and dementia due
to the death of brain cells over time. Existence of limiting practices in the treatment of AD, and the fact that the
disease ranks third in health expenditures in the world after cancer and heart diseases, directs researchers to early
diagnosis and new treatment methods on AD. Today, it is thought that there is a direct relationship between
cholinergic abnormalities and AD. Studies have shown that acetylcholine (ACh) level increases due to
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acetylcholinesterase (AChE) and butyrylcholinesterase (BUChE) inhibition can improve cognitive impairment in
the initial stages of Alzheimer's disease. The best method to increase these ACh levels is to suppress the AChE or
BuChE enzymes that break down ACh. Therefore, in this study, substituted thiazolylhydrazine derivatives were
designed, synthesized and their cholinesterase inhibitory effects on acetylcholinesterase (AChE) and
butyrylcholinesterase (BUChE) enzymes against AD were investigated. The structures of the target compounds
were illuminated by *H NMR/*C NMR analysis methods. The effects of the target compounds on the on AChE
and BuChE enzymes were evaluated using the Ellman process and as a result of the enzyme inhibiton studies of
the target compounds, it was determined that the 3d compound showed moderate butyrylcholinesterase activity.

Keywords- Alzheimer's Disease, Thiazolylhydrazine, Ellman Method

I. GIRIS

Alzheimer hastaligi (AH) ilk olarak 1901 yilinda Alman psikiyatrist Dr. Alois Alzheimer tarafindan
hastalarindan birinde AH’ nin tipik semptomlarini tanimlamasiyla kesfedildi. Giiniimiizde AH, diinya ¢apinda
yaygmligi nedeniyle en ¢ok arastirilan norodejeneratif bozukluklardan biridir. Giiniimiizde yaklasik 30 milyon
insan bu hastaliktan etkilenmektedir [1] ve bu saymin oniimiizdeki on yillarda ikiye katlanmasi beklenmektedir
[2]. AH, kademeli olarak gelisen ve geri doniisii olmayan bir beyin hastaligidir. AH, hafiza kayb1, dil bozuklugu,
oryantasyon bozuklugu, soyut diisiinme bozuklugu, ruh hali degisimleri, davranis degisiklikleri, inisiyatif kayb1
ve giinliik gorevleri yerine getirmede sorun ile karakterizedir [3,4].

AH olusumunun ve ilerlemesinin kesin nedenleri heniiz tam olarak anlagilmamigtir. Giiniimiizde AH, hem
genetik hem de gevresel faktorlerin bir kombinasyonuna bagli olarak gelisen patolojik bir rahatsizlik olarak ele
alinmaktadir [5]. Bu faktorler; yas, cinsiyet, oksidatif hasar, aile yasam hikayesi, genetik ve kalp-beyin arasindaki
iliski gibi faktorlerdir [6]. Glinlimiizde Alzheimer hastaliginin molekiiler mekanizmasinin agiklanmasinda iki
temel hipotez kabul gérmektedir. Bunlar; amiloid kaskat ve kolinerjik hipotezdir [7]. Kolinerjik hipotezde kabul
goren gergek, Alzheimer hastaliginin asetilkolinesteraz (AChE), biitirilkolinesteraz (BuChE) ve kolin
asetiltransferaz (ChAT) gibi kolinerjik sistemlerin degisimiyle iliskili oldugu ve bunu takriben de Alzheimer
hastalarinda kolinerjik néronlarin dejenerasyonu neticesinde kavrama bozukluklarinin da goriilebildigidir. Bu
nedenle de kolinerjik sistemler arasindaki degisimler ile Alzheimer hastalig1 arasinda dogrudan bir iliski oldugu
diigiiniilmektedir.

Insanlardaasetilkolinesteraz (AChE) ve biitirilkolinesteraz (BuChE) olmak iizere kolinesterazlarmn iki
formu bulunmaktadir[8]. Beyindeki kolinsteraz aktivitenin %80’ inden sorumlu olan AChE, kolin esterlerini
hidrolize eden ve beyin, sinir ve kirmizi kan hiicrelerinde yiiksek konsantrasyonlarda bulunan spesifik bir
esterazdir. Beyindeki kolinsteraz aktivitenin geri kalan kismindan yani %20’ sinden sorumlu olan BChE ise; kolin
esterlerini ve diger esterleri de hidrolize eden ve kan serumu, pankreas, karaciger ve merkezi sinir sisteminde
bulunan spesifik olmayan bir kolin esterazdir. Asetilkolinesteraz etkisini, beynin ve otonom sinir sisteminin
kolinerjik sinapslarinda asetilkolinin hidrolizini katalize ederek gerceklestirir.Biitirilkolinesteraz ise; sinaptik
araligin disina yayilan asetilkolini pargalayarak adeta AChE'nin yedegi olarak is goriir.Biitirilkolinesterazin
beyindeki rolii belirsizligini hala korumaktadir [9].

AChE,537 amino asit uzunlugunda saniyede 250.000 kadar asetilkolin molekiiliinii hidrolize eden bir
peptid monomeridir. AChE’nin molekiiler yapis1 14 alfa sarmal ile gevrili 12 beta levhadan olugmaktadir [10].
Biitirilkolinesteraz (BChE) ise yaklagik olarak 342.000 Da agirhiginda tetramerik bir glikoproteindir [11].
Asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz enzimlerinin asagidaki sekilde de goriildiigii gibi molekiiler formlar1 ve
aktif merkez yapilar1 benzer iki enzimdir [12,13] (Sekil 1 ve Sekil 2).

Asetil Kolin

Sekil 1. Asetilkolinesterazin Hidroliz Reaksiyonu
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Sekil 2. Biitirilkolinesterazin Hidroliz Reaksiyonu

AH' nin progresyonu sirasinda 6n beyinde kolinerjik ndronlarin yiiksek oranda hasara ugradigi
gozlenmistir [14,15]. Asetilkolinesterazi (AChE) inhibe ederek sinapsta asetilkolin konsantrasyonunun (ACh)
arttirilmasi, AH'nin ilerlemesini yavaslatan yaklagimlardan biridir [16-22].

Glinlimiizde Alzheimer hastaliginin tedavisi i¢in kullanilan beg farkli ila¢ formu mevcuttur. Fakat bu
ilaclar hastalig iyilestirmekten ziyade semptomlarini azaltmay1 hedeflemektedir. Bu ilaclar; donepil, rivastigmin,
galantamin, memantin ve donepezildir [23]. Kolinesteraz inhibitorii bu ilaglar1 kullanan hastalarin %50’sinde
semptomlarin ilerlemesinin 6-12 ay kadar gecikdigi rapor edilmistir. Donepezil, Alzheimer hastaliginin tim
asamalarinda, rivastigmin ve galantamin ise Oncelikle hafif-orta dereceli Alzheimer hastaliginin tedavisinde
onaylanmus ilaglardir [24]. (Sekil 3 ve Sekil 4)

LTO
O/\O\mocm r O \gy
N/
OCH,4
o

Sekil 3. Donepezil’ in Kimyasal Yapisi Sekil 4. Rivastigmin’in Kimyasal Yapisi

Mevcut olan bu ilaglardan 6zellikle galantamin, rivastigmin ve donepezil gibi kolinesteraz inhibitdrleri
(ChEi) esas olarak periferik bolgeye rekabetgi ve geri doniisiimlil bir sekilde baglanir ve ACh'yi sinapsta yedekler
ve boylece kolinerjik iletimin iyilestirilmesine yardimer olur [25,26]. Rivastigmin ayrica beynin temporal korteks
bolgesinin glial hiicrelerinde bulunan biitirilkolinesterazi (BuChE) hidrolize edebilir [27]. AChE inhibisyonu,
saglikli bir beyinde ACh'nin aracilik ettigi normal nérotransmisyonun korunmasina yardimei olabilir ve AH'nin
olusumunu Onleyebilir veya ilerlemesini yavaglatabilir. Bununla birlikte, AH' i ge¢ evrelerinde, AChE
konsantrasyonu 6nemli 6l¢iide azalir (%45'e kadar) ve BUChE artar (%40-90'a kadar). Bu nedenle, her iki enzime
kars1 da etkili olan ChEi, AH tedavisinde olduk¢a 6nemli bir yere sahiptir [28].

Yeni ve etkili AChE ve BuChE inhibitorlerinin gelistirilmesinde, Alzheimer'n giiniimiiz tedavisinde
kullanilan galantamin ve donepezil gibi ilaglar da dahil olmak iizere ciddi derecede inhibitor aktivite gosteren
bir¢ok bilesigin yapisinda oldukga fazla sayida heterosiklik halkaninvarligi da etkili olmustur. [29,30].

Son birkag on yilda, tiyazollerin kimyasi ve bunlarin heterosiklik tiirevleri, sentetik ve biyolojik
o6nemlerinden dolay1 biiytik ilgi gérmiistiir. Tiyazol grubu tasiyan bilesiklerin, antikolinesteraz aktivitesi dahil
olmak {izere genis bir biyolojik etki spektrumu sergiledigi rapor edilmistir [31,32]. Ayrica literatiir
arastirmalarinda hidrazin grubunun da antikolinesteraz aktivite ig¢in 6nemli bir rol oynadig1 da rapor edilmistir
[33]. Dolayisiyla yapilan bu c¢alismada c¢esitli gruplarla siibstitiie edilmis 4-(4-siibstitiie)-2-{2-[4-(4-
metoksipiperazin-1-il)benziliden]hidrazinil} tiyazol tiirevleri tasarlanmis ve sentezlenmistir. Ayrica Alzheimer
hastalig1, kolinesteraz enzimleri ile iligkisi bazinda bakildiginda, Alzheimer hastalig: siirecinde ilk olarak AChE
aktivitesi giderek azalirken BChE aktivitesi arttigindan ve sonrasinda BChE enzimi ACh metabolizmasi igin telafi
edici bir mekanizma olusturdugundan dolay1r ACh diizenlemesi giderek BChE'ye bagimli hale gelebilmektedir. Bu
nedenle bu calismada Alzheimer Hastaligina karst hem asetilkolinesteraz (AChE) hem de biitirilkolinesteraz
(BuChE) enzim inhibisyon potansiyelleri degerlendirilmistir.

Il. MATERYAL VE YONTEM
A. Sentez Calismalari
4-(4-Metoksifenilpiperazin-1-il)benzaldehit Sentezi(1):
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1-Metoksifenilpiperazin (0.04 mol, 4.00 g) ile 4-florobenzaldehit (0.04 mol, 4.96 g) potasyum karbonat
(0.048 mol, 6.61 g) varliginda EtOH igerisinde geri sogutucu altinda 24 saat isitilarak karistirildi. Reaksiyon
karigimi buzlu suya dokiildiikten sonra ¢oken iiriin siiziilerek alindi ve etanolden kristallendirildi.

2-[4-(4-Metoksifenilpiperazin-1-il)benziliden] hidrazinkarbotiyoamid Sentezi(2):

Esit miktarlarda alinan 4-(4-metoksifenilpiperazin-1-il)benzaldehit (1) (0.030 mol, 8.89 g) ve
tiyosemikarbazid (0.030 mol, 2.74 g) etanol (100 mL) i¢erisinde geri sogutucu altinda 3 saat 1sitilarak karistirildi.
Reaksiyonun tamamlanmasinin ardindan karisim sogutuldu ve ¢oken iiriin siiziildii ve etanolden kristallendirildi.

4-(4-suibstitiie)-2-{2-[4-(4-metoksifenilpiperazin-1-yl)benziliden]hidrazinil} tiyazollerin Sentezi(3a-3d):

Esit miktarlarda alinan 2-[4-(4-Metilfenilpiperazin-1-il)benziliden] hidrazinkarbotiyoamid (2) ve uygun
fenagil bromiir tiirevleri etanolde geri sogutucu (reflux) altinda 4 saat boyunca isitilarak karigtirilmistir. Coken
lirlin siiziilerek alinmig ve etanolden kristallendirilirek saflastirilmigtir.

DMEF, K,CO,

H3COON NH + F CHO 5 HiCO N N CHO
reflux, 24h
@
i H Etanol / \ H
(eY) H,;N—N NH, ——— 3  HsCO N N c=N—N NH,
T reflux / \"/
S
S )
RZ
R, Rs
R, R, O | N
Etano / \
@ o+ Br s OCH, N NOC#N—NH% |
reflux \__/ S
(3a-d)
Bilesik R: R Rs
3a H H F
3b H H CHs
3c Cl H Cl
3d H Cl Cl

Sekil 5. Tiyazolilhidrazin Bilesiklerinin Sentezi
B. Erime Noktalarinin Tespiti

Hedef bilesiklerin erime derecelerinin (E.N) belirlenmesi, toz hale getirilen maddenin kapillerborulara %5
cm doldurulduktan sonra Elektrotermal erime noktasi tayincihazinda yapilmistir.

C. H-NMR ve ¥ C-NMR Spektrumlarinin Alinmasi

Hedef bilesiklerden 5 mg alinarak dotero dimetilsiilfoksid (DMSO) iginde ¢oziindiirilip ve
tetrametilsilan’a kars1 300 (1IH NMR ) ve 75 MHz’lik (13C NMR) NMR spektrometresine verilmesi sonucu
almmugtir.

D. Enzim Aktivite Calismalart

Sentezlenen tiim orijinal bilesikler, AChE ve BChE enzimlerini inhibe etme potansiyelleri Ellman Testi
ile test edilmistir. Ellman metotu, 405 nm absorbans degerindeki farkliliklarin 6l¢iilmesi esasina dayanmaktadir.
Bu metot ilk olarak 1961 yilinda Ellman ve arkadaslar tarafindan agiklanmistir. Bu yontemde asetilkolinin oksi
esterinin yerine tiyoesteri olan asetiltiyokolin kullanilir. Asetilkolinesteraz asetiltiyokolini tiyokolin ve asetat
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haline hidroliz eder ve olusan tiyokolin reajan olarak kullanilan DTNB 405 nm’ de absorbans veren nitrobenzoata
donistiiriir. Ellman yontemine ait reaksiyon mekanizmasi asagida verilmistir. (Sekil 6.) [34].

H,0 + (CHy);N*CH,CH,-S-CO-CHj

|

(CH3)sN*CH,CH,-§ + CHyCOO" + 2H

|

(CH3)sN"CH,CH,-8"+ O,N 58 NO,

(CH3);N"CH,CH,-5-5 NO, + O.N 8

CoOr -00C

Sekil 6. Ellman Metotuna ait Reaksiyon Mekanizmasi

Hedef bilesikler AChE ve BChE inhibitor aktiviteleri Ellman 'in modifiye spektrofotometrik yontemi
kullanilarak belirlenmistir. Kolinesteraz aktivite ¢aligmalar1 i¢in AChE (Tip-VI-S, EC 3.1.1.7, Sigma) ve BChE
(EC 3.1.1.8, Sigma) enzimleri asetiltiyokolin iyodiir ve biitiriltiyokolin kloriir(Sigma, St. Louis, MO, ABD)
reaksiyonlarinin substratlar1 olarak kullanilmustir.

Kolinesteraz aktivitesinin dl¢limii i¢in; 50 mM Tris HCI tamponu (pH 8.0), 6.8 mM DTNB, 2 pl 6rnek
cozeltileri ve 10 ul AChE/BChE ¢bzeltileri hazirlanmistir. 1k etaptareaksiyon, 10 ul asetiltiyokolin
iyodiir/biitiriltiyokolin kloriir ilavesiyle baslatilmistir. ikinci etapta ise; asetiltiyokolin iyodiir/biitiriltiyokolin
kloriiriin hidrolizi, DTNB'nin tiyokolinlerle reaksiyonunun bir sonucu olarak sar1 5-tiyo-2-nitrobenzoat anyonunun
olusumu 412 nm dalga boyunda enzimler tarafindan katalize edilmesi ile izlenmis ve 27°C'de 15 dakika inkiibe
edilerek periyodik olarak 75 saniyede bir 6l¢iim alinmustir. Olgiimler ve hesaplamalar Varioskan Flash yazilimi
icin Skanlt Software 2.4.5 RE kullanilarak degerlendirilmistir. AChE ve BChE'nin inhibisyon yiizdeleri,kor
numuneye (DMSO ve metanol) gore numunelerin reaksiyon hizlariin  kargilagtirilarak  ve
(ES)/E x 100 formiilii kullanilarak belirlenmistir. Burada E, test numunesi olmayan enzimin aktivitesi ve S, test
numunesi olan enzimin aktivitesidir. Referans bilesik olarak ise, donepezil hidrokloriir (Sigma Aldrich,USA)
kullanilmistir.Elde edilen absorbans degerler bog okunan (blank) degerleri ile dogrulanmistir. Her bir deney dort
tekrar ile yapilmistir. % Enzim inhibisyon degerlerinin hesaplanabilmesi i¢in dl¢iimlerdeki ortalama absorbans
degerleri kullanilmustir.

I1l. BULGULAR VE TARTISMA
2-{2-[4-(4-Metoksifenilpiperazin-1-il)benziliden] hidrazinil}-4-(4-florofenil)tiyazol (3a):

C27H26FNsOS.MA:487.60 g/mol.Verim: 74 %. Erime Noktasi: 282.4-284.2 °C. 'H-NMR (300 MHz,
DMSO-dg): 6 =3.27 (4H, br.s., piperazin CHy), 3.40 (4H, br.s., piperazin CH>), 3.69 (3H, s., metoksi -OCHz), 6.85
(2H, d, J=6.87 Hz, 1,4-disiibstitiiefenil), 6.97 (2H, d, J=6.87 Hz, 1,4-disiibstitliefenil), 7.04 (2H, d, J=6.90 Hz, 1,4-
disiibstitiiefenil), 7.22 (2H, m, J=6.66 Hz, 1,4-disiibstitiiefenil), 7, 26 (1H, s, tiyazol -CH), 7.52 (2H, d, J=6.81 Hz,
1,4- disiibstitiiefenil), 7.87 (2H, d, J=5.94 Hz, 1,4- disiibstitiiefenil), 7.94 (1H, s, -CH), 11.93 (1H, s, -NH). 13C-
NMR (75 MHz, DMSO-dg): =64.11, 65.57, 69.31, 101.56, 105.85, 106.84,113.24, 113.94, 115.16, 118.15,
125.58, 132.84, 136.62, 137.83, 149.30, 149.58, 152,45, 154.90, 172.28.

2-{2-[4-(4-Metoksifenilpiperazin-1-il)benziliden]hidrazinil}-4-(4-metilfenil)tiyazol (3b):

C2sH2sNs0S.MA:483.63 g/mol.Verim: 76 %. Erime Noktasi: 292.3-294.7 °C. *H-NMR (300 MHz,
DMSO-dg): 8 =2.31 (3H, s, -CH3), 3.27 (4H, br.s., piperazin CHy), 3.40 (4H, br.s., piperazin CH), 3.69 (3H, s.,
metoksi -OCHg), 6.85 (2H, d, J=6.87 Hz, 1,4- disiibstitiiefenil), 6.85 (2H, d, J=9.15 Hz, 1,4- disiibstitiiefenil), 6.97
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(3H, m, tiyazol -CH, 1,4- disiibstitiiefenil), 7.04 (2H, d, J=8.73 Hz, 1,4- disiibstitiiefenil), 7.20 (2H, d, J=7.65 Hz,
1,4- disiibstitiiefenil) 7.60 (2H, m, 1,4- disiibstitiiefenil), 7.74 (2H, d, J=8.10 Hz, disiibstitiiefenil), 7.94 (1H, s, -
CH), 11.90 (1H, s, -NH).23C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 6= 25.77, 68.67, 79.91, 83.37, 107.76, 111.22, 117.10,
120.39, 121.95, 131.98, 133.022, 135.79, 137.34, 143.74, 145.47, 151.01, 155.33, 167.10, 167.96, 176.26

2-{2-[4-(4-Metoksifenilpiperazin-1-il)benziliden]hidrazinil}-4-(2,4-diklorofenil)tiyazol (3c):

C27H25CINsOS.MA:538.49 g/mol.Verim: 72 %. Erime Noktasi: 283.5-284.5 °C. *H-NMR (300 MHz,
DMSO-dg): 6 = 3.46 (4H, br.s., piperazin CHy), 3.68 (4H, br.s., piperazin CHy), 3.75 (3H, s., metoksi -OCHj3), 6.98
(2H, d, J=8.88 Hz, 1,4- disiibstitiefenil), 7.08 (2H, d, J=8.88 Hz, 1,4- disiibstitiiefenil), 7.37 (2H, br.d., 1,4-
disiibstitiiefenil), 7,49 (1H, s, tiyazol -CH), 7.56 (2H, d, J=8.85 Hz, 1,4- disiibstitiiefenil), 7.69 (1H, s, 1,2,4-
trisiibstitiiefenil), 7.88 (1H, s, 1,2,4-trisiibstitiiefenil), 7.96 (1H, s, -CH), 12.02 (1H, s, -NH). 3C-NMR (75 MHz,
DMSO-dg): 6= 47.13, 47.79, 52.06, 111.94, 115.14, 115.75, 118.85, 119.61, 125.71, 125.96, 127.99, 130.33,
132.67, 142.47, 144.04, 146.02, 147.80, 152.83, 155.47, 156.69, 172.28.

2-{2-[4-(4-Metoksifenilpiperazin-1-il)benziliden]hidrazinil}-4-(3,4-diklorofenil)tiyazol (3d):

C27H25CIoNsOS.MA:538.49 g/mol.Verim: 74%. Erime Noktasi: 266.3-268.2 °C. *H-NMR (300 MHz,
DMSO-dg): 6 =3.15 (4H, br.s., piperazin CHy), 3.40 (4H, br.s., piperazin CH>), 3.69 (3H, s., metoksi -OCHj3), 6.84
(2H, d, J=9.12 Hz, 1,4- distibstitiiefenil), 6.96 (2H, d, J=9.06 Hz, 1,4- disiibstitiiefenil), 7.03 (2H, d, J=8.88 Hz,
1,4- disubstitiiefenil), 7.51 (2H, br.d, 1,4- disiibstittiefenil), 7.54 (1H, s, tiyazol -CH), 7.67 (1H, s, 1,3,4-
tristibstitiiefenil), 7.84 (1H, s, 1,3,4-tri disiibstitiiefenil), 7.94 (1H, s, 1,3,4-tri disiibstitiiefenil), 8.08 (1H, s, -CH).
11.99 (1H, s, -NH). BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 8=48.10, 50.23, 55.66, 105.90, 114.79, 115.45, 118.39,
121.80, 125.10, 126.01, 127.74, 128.09, 130.06, 131.40, 131.90, 135.78, 135.92, 142.67, 152.12, 169.08.

Bu calismada, siibstitiie edilmis tiyazolilhidrazin tiirevleri tasarlanmis, sentezlenmis ve AH’ ye karsi
asetilkolinesteraz (AChE) ve biitirilkolinesteraz (BuChE) enzimleri tizerindeki inhibitér etkileri aragtirilmustir.
Hedef bilesiklerin sentezi i¢in ilk basamakta, 4-(4-(4-metoksifenil)piperazin-1-il)benzaldehit bilesigi (1),
potasyum karbonat varliginda 1-(4-metoksifenil)piperazin ve 4-florobenzaldehitin reaksiyonuyla sentezlenmistir.
Bir sonraki adimda, bilesik 1, etanol i¢inde tiyosemikarbazid ile reaksiyona sokulmustur (2). Son basamakta,
bilesik 2 ve fenagil bromiir tiirevlerinin reaksiyonuyla hedef bilesikler 3a-3d elde edilmistir (Sekil 5).

Sentezlenen bilesiklerin (3a-3d) yapilart *H NMR/**C NMR spektroskopi metotlar: ile dogrulanmigtir.
Bilesiklerin 'H-NMR spektrumlarinda hidrazona ait C-H protonu yaklasik 7,26-8,08 ppm'de belirlenirken,
tiyazolile ait N-H protonlar ise sirasiyla yaklasik 11,90-12,02 ppm'de belirlenmistir. **C NMR spektrumlari,
aromatik ve alifatik iki ayr1 bolgede, pikler tahmin edilen alanlarda tespit edilmistir. Sentezlenen bilesiklerin AChE
ve BuChE yiizde inhibisyon potansiyelleri degerlendirilmistir. Referans bilesik olarak donepezil kullanilmisgtir.
Yiizdeinhibisyon degerleri olarak verilen sonuglar Tablo 1'de 6zetlenmistir. Hedef bilesiklerin AChE enzimi
tizerindeki yiizde inhibisyon degerleri, modifiye Ellman prosesi ile arastirilmigtir.Bu metotta AChE enzimi
oncelikle tiyokolin ve asetata parcalamaktadir. Agiga ¢ikan tiyokolin reaksiyonun ikinci basamaginda ilave edilen
5,5’-ditiyo-bis(2-nitro-benzoik) asit (DTNB) ile hidrolizi sonucu 2-Nitro-5((2-
trimetilamino)etil)disiilfanil)benzoata ve 5-Tiyo-2-nitro-benzoik aside doniismektedir. 5-Tiyo-2-nitro-benzoik asit
sar1 renkli ve 412 nm dalga boyunda maksimum absorbans géstermektedir [34]. inhibisyon ¢aligmalarinda, hedef
bilesikler ve referans ilag olan Donepezil hidrokloriir 10 uM konsantrasyonunda test edilmistir.

Tablo 1. 3a-3d Bilesiklerinin ve Referans flag Donepezil’ in AChE ve BuChE’ ye kars1 %Inhibisyon Degerleri

Bilesik %AChE inhibisyonu %BuChE inhibisyonu
3a NA" NA
3b NA 12.87 £0.011
3c NA 15.71 +0.008
3d NA 20.37 £0.01
Donepezil HCI 98.86 +0.005 78.95+0.031

*NA: Aktivite yok
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Bu calismada hedef iiriinler benzen halkasi iizerinden tiirevlendirme yapilarak kolinsteraz inhibisyon
degerleri arastirilmistir. Benzen halkasinin para konumunda flor siibstitiienti tasiyan 3a bilesigi ile para
konumunda metil siibstitlienti tagiyan 3b bilesigi ve orto ve para konumlarinda klor siibstitiienti tagiyan 3¢ bilesigi
ile meta ve para konumlarda klor siibstitiienti tagiyan 3d bilegiklerinin sentezlenerek asetilkolinesteraz ve
biitirilkolinesteraz enzimlerine kars1 inhibe edici potansiyelleri degerlendirilmistir. Enzim inhibisyon sonug¢larina
gore; benzen halkasi {izerinde 2. ve 4./3. ve 4. konumda klor siibstitiientinin bulunmasi biitirilkolinesteraz
aktiviteyi artirmigtir. Ayricabenzen halkasinin 4. Konumda flor substitiientinin bulunmasi da aktiviteyi azaltict
yonde etki gosterdigi saptanmustir.

Grubumuzun daha 6nce yapmis oldugu bir ¢alismada yeni bir seri 1-siibstitiie- pirol-2-karboksaldehit (4-
(4-substitiie fenil)-1,3-tiyazol-2-il)) hidrazon bilesikleri (1-14) sentezlenmis ve asetilkolinesteraz aktiviteleri
degerlendirilmistir. Buna gore; en etkili bilesik 1 in 1Cso degeri 0.59 mM olarak bulunmustur [35].

Dolayisiyla yapilan tiim bu calismalar neticesinde, enzim inhibisyon sonuglarinda benzen halkasi
iizerinde 2. ve 4. / 3. ve 4. konumda klor siibstitiientinin bulunmasi biitirilkolinesteraz aktiviteyi artirmasi ve daha
onceki c¢aligmamizda siibsititiie edilmemis pirol halkasinin varliginin asetilkolinesteraz aktiviteyi artirdigi
sonucuna varilmistir. Her iki yapinin da tek cati altinda toplanarak olusturulan yeni bilesiklerin kolinesteraz
aktiviteyi artirmasi 6ngoriilerek ileriki caligmalara 151k tutmasi hedeflenmektedir.

IV. SONUCLAR

Alzheimer hastaligi (AH) giiniimiizde en yaygin olarak goriilen ndrodejeneratif bir beyin hastaligidir.
AH’ nin ilerlemesini durduracak veya semptomlari tersine gevirerek hastaligin tamamen iyilesmesini saglayacak
etkinlige bu giine kadar ne yazik ki ulagilamamustir. AH ile ilgili en bilinen gergek; bu hastalik ile birlikte birgok
ndrotransmiter sistemin degisim gostermekte oldugudur. AH’ nin baglamasi ile birlikte ndron ve akson kaybi
gergeklesir ve bu durum da daha az diizeyde asetilkolin (ACh) salinimi1 meydana gelir. Dolayisiyla ACh diizeyini
artirmak amaciyla uygulanacak en iyi yontem ise; ACh’yi hidrolize eden AChE enziminin inhibisyonunu
saglamaktir. Yapilan arasgtirmalar, AChE inhibisyonuna bagli olarak gergeklesen ACh diizey artiglarinin,
Alzheimer hastaliginin baslangic evrelerindeki bilissel yetmezligi iyilestirebilecegini gostermistir. Fakat var olan
AChE{’lerin ger¢ek manadatam bir koruma ve etkin bir tedavi saglayamadigi, sadece hastaliga ait semptomlarin
yavaglayarak hastaligin ilerlemesini geciktirebildikleri kaydedilmistir. Gelistirilen bu ilaglarin tam etki
mekanizmalarinin bilinmeksizin sadece belirli yapilar {izerinde pozitif sonu¢ vermesinin baz alinmasi, etkin ilag
aragtirmalarimi ve bu ilaca yonelik tedavi yontemlerini yetersiz kilmaktadir. Bu nedenle bu calismada 4-(4-
stibstitiie)-2-{2-[4-(4-metoksifenilpiperazin-1-yl)benziliden]hidrazinil} tiyazollerin (3a-3d) sentezi
gerceklestirilmis ve son iiriinlerin yapilar1 'H NMR ve 3C NMR analiz yontemleri ile aydinlatilmistir. Sentezlenen
bilesiklerin kolinesteraz enzimi tizerindeki etkileri Ellman metotu ile degerlendirilmis ve hedef bilesiklerin yiizde
inhibisyon enzim galismalar1 sonucunda 3d bilesiginin orta diizeyde biitirilkolinesteraz aktivite gosterdigi tespit
edilmistir.Sentezlenen bilesiklerde asetilkolinesteraz aktivite saptanmamigtir. Dolayisiyla yapilan bu ¢aligmada,
tiyazol ve fenil halkasi iizerinde meta ve para konumunda bulunan klor siibstitiisyonunun biitirilkolinesteraz
inhibitor etkiyi olumlu yonde etkiledigi 6ngorillmistiir.

Calismada elde edilen sonuglar, Alzheimer hastaliginin patofizyolojisi, tedavisi ve yeni ilag gelistirilmesi
iizerine yapilmakta olan arastirmalara 151k tutabilmesi agisindan 6nemlidir.
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