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Alzheimer hastalign diinyada en sik goriilen
norodejeneratif hastaliklardan biridir. Diinya ntfusu-
nun yas ortalamasinin artmasi ile artan hasta sayisi,
radikal bir tedavinin mevcut olmamasi yeni bilesiklerin
gelistirilmesine ihtiya¢ olusturmaktadir. Hastaliga karsi
kolinesteraz inhibitorleri siklikla kullanilmaktadir. Bi-
linen iki kolinesteraz, asetilkolinesteraz (AChE) ve bu-
tirilkolinesteraz (BChE)’dir. AH'dan etkilenen bey-
inlerde, normal kosullar altinda ACh hidrolizinden
sorumlu ana enzim olan AChE miktar1 azalirken, BChE
konsantrasyonu korunur, hatta yiikselebilmektedir.Bu
calisma kapsaminda8 yeni bilesikten olusan 6-(2-(4-
stibstitiiepiperazin-1-il) asetil)-2H-benzo[b] [1,4] oksa-
zin-3(4H)-on (1a-1h) serisi sentezlenmistir. Elde edilen
bilesiklerin yapilar1 1H-NMR, 13C-NMR ve HRMS spek-
troskopisi verileri kullanilarak aydinlatilmistir. Bilesik-
lerin in vitrokolinesteraz (ChE) inhibitor aktivitesi El-
mann metodu kullanilarak degerlendirilmistir. Sentezle-
nen bilesikler icerisinde 1b ve 1le kodlu bilesikler
asetilkolinesteraza (AChE) karsi 6nemli diizeyde inhibi-
tor etkinlik goOstermistir. Sentezlenen bilesiklerin
asetilkolinesteraz inhibitér potansiyelleri
incelendiginde umut verici sonuglara ulasildig1 goriil-
mektedir. Ayrica aktif tlirevler ile gerceklestirilen in
siliko molekiiler doklama ¢alismalari ile aktif bilesiklerin
enzim aktif bolgesine oturdugu ve bu bolgedeki amino-
asitler ile etkilestigi goriilmektedir. Elde edilen bilesik-
ler lizerinde yapilan modifikasyonlar ile daha etkili yeni
bilesiklere ulasilmasi planlanmaktadir.
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ABSTRACT

Alzheimer's disease is one of the most common neu-
rodegenerative diseases in the world. The increasing
number of patients with the aging of the world popula-
tion and the absence of a radical treatment create a
need for the development of new compounds. Choli-
nesterase inhibitors are frequently used against the
disease. The two known cholinesterase’s are acetyl
cholinesterase (AChE) and butyryl cholinesterase
(BChE). In AD-affected brains, the amount of AChE, the
main enzyme responsible for ACh hydrolysis, is reduced
under normal conditions, while the concentration of
BChE is maintained or even increased. The 6-(2-(4-
substitutedpiperazin-1-yl) acetyl)-2H-benzo[b][1,4]
oxazin-3(4H)-one (la-1h) series consisting of 8 new
compounds was synthesized. The structures of the ob-
tained compounds were elucidated using 1H-NMR, 13C-
NMR and HRMS spectroscopy data. The in vitro choli-
nesterase (ChE) inhibitory activity of the compounds
was evaluated using the Ellman's method. Among the
synthesized compounds, the compounds 1b and 1le
showed significant inhibitory activity against acetyl
cholinesterase (AChE). When the acetyl cholinesterase
inhibitory potentials of the synthesized compounds are
examined, it is seen that promising results have been
achieved. Additionally, in silico molecular docking stud-
ies with active derivatives show that active compounds
have settled in the enzyme active site and interact with
amino acids in this region. It is planned to reach more
effective new compounds with the modifications made
on the obtained compounds.
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GIRIS

Diinya niifusunun yas ortalamasinin artmasiyla beraber,
giintimiizde 50 milyondan fazla insan demansla yasa-
maktadir ve daha korkutucu tablo ise bu saymin 2050
yilina kadar 152 milyona ¢ikmasinin beklenmesidir.
Demans, toplum iizerinde biiytik sosyal, tibbi ve ekono-
mik yiikler olusturmaktadir. Demansin dnde gelen ne-
denlerinden biri ise, bilissel bir bozukluk olan
Alzheimer hastaligidir (AH) (1). AH, sinsi baslangich
ilerleyici bir nérodejeneratif hastaliktir ve su anda has-
taligin ilerlemesini durduran ya da tersine geviren bir
ilag yoktur. AH'nin etiyolojisi karmasiktir ve olusumu
birden ¢ok faktoriin etkilesiminin sonucudur. Bu neden-
le, cok hedefli ligandlara (MTDL'ler) sahip anti-AH ilag-
lar1 gelistirmek, AH'nin karmasikligini ¢6zmek icin bir
yol olabilir (2). AH'nin da en 6nemli risk faktorii yaslan-
madir, bu nedenle diinya genelinde yasam siiresindeki
artis prevalansini artirmaktadir. Ancak “tanidik vakalar”
olarak bilinen hastalifin ortaya ¢ikisini hizlandiran ge-
netik varyasyonlar da vardir (3). Erken evrelerde,
AH'den muzdarip insanlar, kisa siireli hafiza kaybi ola-
rak da adlandirilan son olaylar1 hatirlamakta zorluk
cekerler. ilerleyen evrelerde dil yoluyla iletisimde so-
runlar, yonelim bozuklugu, motivasyon kaybi, 6z bakim-
da ihmal, uyku bozukluklar1 ve davranis sorunlar1 gibi
baska belirtiler ortaya cikar ve giderek siddetlenir. iler-
leyen donemde hastalar, aileyi tanimayabilir ve merkezi
sinir sisteminde meydana gelen ¢esitli hasarlar nedeniy-
le yavas yavas beyin fonksiyonlar1 kaybolur ve 6limle
sonuclanir. Bu semptomlarin bazilar, merkezi ve
periferik sinir sistemi ile ilgili ¢esitli davrams degisiklik-
lerine yol agan kolinerjik iletimin dejenerasyonundan
kaynaklanir (4).

En yaygin olarak kabul edilen hipotez, AH'nin nedeni-
nin, ndronal ve noro-kas bolgelerinde yeterli
norotransmitter, asetilkolin (ACh) olmamasi oldugunu
belirtir. Hastalarin beyin dokusundan alinan biyopsi
raporu, asetilkolin transferaz aktivitesinde azalma, ACh
sentezinde, aliminda ve saliniminda azalma gostermis-
tir. Beyindeki yetersiz ACh, ya sentezin azalmasindan ya
da asetilkolinesterazin (AChE) ACh iizerindeki
enzimatik  aktivitesinden kaynaklanmaktadir (5).
Alzheimer hastalarinda, ACh konsantrasyonu saghkli
bireylere kiyasla ¢ok daha diisiiktiir (6).

~45 A x 60 A x 65 A boyutuna sahip olan AChE enzimi,
elips seklindedir ve 14 a-heliks ile ¢evrili 12 iplikli mer-
kezi karisik B-tabakasina sahip bir o/ protein polimeri-
dir. Diger serin proteazlarin katalitik bolgesine benzer
sekilde, AChE'nin Kkatalitik alan1 da AChE'de ki asidik
kalintinin olagan aspartat yerine glutamat olmasi disin-
da bir serin-histidin-glutamat ti¢liisiinden olugsmaktadir
(7-9). insan AChE kristal yapisi, katalitik aktif bélgenin
aromatik kalintilarla kaph oldugunu ve katalitik tgli
olmak tizere iki alt bdlgeye ayrilabilecegini belirtilmek-
tedir (esteratik alt bolge ve anyonik alt bolge). Esteratik
alt bolge glutamik asit, serin, histidinden; anyonik alt
bolge isetriptofandan olusur. Katalitik cld,
noérotransmiter asetilkolinin hidrolizinden sorumludur,
kolin kisminin kuaterner nitrojeni, CAS'in anyonik alt
boélgesinin triptofan ile etkilesime girer. Glisin ve alanin
kalintilarinin olusturdugu “oksianyon deligi” ACh'nin
karbonil oksijeni ile etkilesime girer. Triptofan, tirozin
ve fenilalanin'den olusan periferik aktif bolge (PAS),
uygun kolin esterlerinin AChE'nin katalitik alanina giri-
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sini kolaylastirir (10, 11).

AChE inhibitérii olarak ¢ok az sayida bilesik kullanil-
maktadir. Ve bu bilesikler hastaligin radikal tedavisin-
den ziyade hastaligin ilerlemesini yavaslatmaktadir.
Dolayisiyla bu alanda yeni bilesiklere ihtiya¢ duyulmak-
tadir. Bu amagla bu ¢alisma kapsaminda 8 adet yeni
piperazin tiirevi bilesik sentezlenmistir. Elde edilen
Uriinlerin karakterizasyonlar1 1'H-NMR, 13C-NMR ve
HRMS spektral verileri kullanilarak degerlendirilmistir.
Elde edilen tiirevlerin aktiviteleri AChE ve BChE enzim-
lerine karsi in vitro olarak degerlendirilmistir. Aktif
tlirevlerin in siliko galismalar1 PDB:4EY7 kristali kullani-
larak gergeklestirilmistir.

GEREC ve YONTEMLER

Sentez Calismalari

Calismadaki bilesiklerin sentezi Anadolu Universitesi
Eczacihik Fakiiltesi Farmasotik Kimya Arastirma
Laboratuvarinda, Bilesiklerin analizi ve aktivitesi ise
Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Doping ve Nar-
kotik Maddeler Analiz Laboratuvarinda gergeklestiril-
mistir. Bu ¢alisma kapsaminda sentezi gergeklestirilen 8
adet yeni bilesigin kimyasal yapilar1 1H-NMR (Hidrojen
Niikleer Magnetik Rezonans), 13C-NMR (Karbon Niikleer
Magnetik Rezonans) ve HRMS (Yiiksek Coziintirliiklii
Kiitle Spektroskopisi) spektroskopik verileri yardimiyla
aydinlatilmistir. Yarilma kisaltmalar1 su sekildedir: s:

singlet; d:dublet; dd: dubletin dubleti; t:triplet;
q:kuartet; m:multiplet; y:yayvan).
Sema I. 1a-1h Kodlu bilesiklerin sentez semasi
(@]
— NH * 11\
R-N Cl ﬁ @]
(@]
Aseton
K2COs3

S e

N
R™ N \/ i
(1a-1h)
Bilesik R
1a Etil
1b 2-Metoksietil
1c Allil
1d izopropil
le Propinil
1f Formil
1g Siklohekzil
1h 4-Metoksifenil

Saglik Bilimleri Dergisi (Journal of Health Sciences) 2022 ; 31 (3) 331



Asetilkolinesteraz Inhibitérii Yeni Piperazin Tiirevleri

6-(2-(4-Siibstitiiepiperazin-1-il)asetil)-2 H-benzo[b]
[1,4]oksazin-3(4H)-on (1a-1h)
6-(2-Kloroasetil)-2H-benzo[b] [1,4] oksazin-3(4H)-on
(0.50 g 0.002 mol), 50 mL aseton igerisinde ¢oziilmiis-
tlir. Piperazin tiirevleri (0.002 mol) ortama ilave edilmis
ve potasyum karbonat katalizérliglinde 20 saat boyun-
ca oda 1sisinda karistirilmistir. Reaksiyon bitimine ITK
ile karar verildikten sonra, aseton rotavapor aracilig ile
ucurulmustur. Ham {iriin su ile yikanarak, siiziilmis,
kurutulmus ve etanolden kristallendirilmistir.

6-(2-(4-Etilpiperazin-1-il)asetil)-2H-benzo[b][1,4]
oksazin-3(4H)-on (1a)

Verim: 79 %. 'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): § = 0.97
(3H, t, J=7.2 Hz, -CH3s), 2.30 (2H, q, /J=7.2 Hz, -CH-), 2.37
(4H, y, piperazin), 2.48-2.51 (4H, m, piperazin), 3.68
(2H, s, -CHz-), 4.67 (2H, s, -CH2-), 7.02 (1H, d, /=8.4 Hz),
7.54 (1H, d, J=2.0 Hz), 7.65 (1H, dd, J:=2.1 Hz, J,=8.4 Hz),
10.87 (1H, s, -NH). 13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): & =
12.41, 52.04, 52.70, 53.20, 64.40, 67.19, 116.03, 116.32,
124.89, 127.57, 130.74, 147.69, 164.64, 195.67. HRMS
(m/z): [M+H]*hesaplanan Ci6H21N303: 304.1656; bulu-
nan: 304.1640.

6-(2-(4-(2-Metoksietil)  piperazin-1-il)asetil)-2H-
benzo[b] [1,4] oksazin-3(4H)-on (1b)

Verim: 81 %. tH-NMR (300 MHz, DMSO-de): & = 2.41-
2.45 (10H, m, piperazin+-CHz-), 3.21 (3H, s, -OCH3), 3.40
(2H, t, J=5.9 Hz, -CHz-), 3.67 (2H, s, -CHz-), 4.67 (2H, s, -
CHz-), 7.02 (1H, d, J=8.4 Hz), 7.54 (1H, d, J=2.0 Hz), 7.65
(1H, dd, J:=2.1 Hz, J.=8.4 Hz), 10.88 (1H, s, -NH). 13C-
NMR (75 MHz, DMSO-ds): 6 =53.25, 53.52, 57.50, 58.43,
64.41, 67.19, 70.35, 116.05, 116.31, 124.87, 127.57,
130.74, 147.68, 164.62, 195.66. HRMS (m/z): [M+H]
+hesaplanan C17H23N304: 334.1761; bulunan: 334.1754.

6-(2-(4-Allilpiperazin-1-il)asetil)-2H-benzo[b]  [1,4]
oksazin-3(4H)-on (1c)

Verim: 77 %. 'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): § = 2.36
(4H, y, piperazin), 2.48 (4H, y, piperazin), 2.92 (2H, d,
J=6.3 Hz, Allil), 3.68 (2H, s, -CHz-), 4.67 (2H, s, -CHz-),
5.08-5.19 (2H, m, Allil), 5.74-5.80 (1H, m, Allil), 7.02
(1H, d, j=8.4 Hz), 7.54 (1H, d, J=2.0 Hz), 7.65 (1H, dd,
Ji=2.1 Hz, J,=8.4 Hz), 10.87 (1H, s, -NH). 13C-NMR (75
MHz, DMSO-des): 6 = 52.95, 53.22, 61.32, 64.40, 67.19,
116.04, 116.31, 117.85, 124.87, 127.57, 130.74, 136.05,
147.69, 164.63, 195.67. HRMS (m/z): [M+H]
+hesaplanan C17H21N303: 316.1656; bulunan: 316.1647.

6-(2-(4-Izopropilpiperazin-1-il)asetil)-2H-benzo[b]
[1,4] oksazin-3(4H)-on (1d)

Verim: 83 %. 1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): 6 = 0.94
(6H, d, J=6.5 Hz, -CH3), 2.43 (8H, y, piperazin), 2.53-2.62
(1H, m, -CH-), 3.65 (2H, s, -CH2-), 4.67 (2H, s, -CH2-), 7.01
(1H, d, J=8.4 Hz), 7.54 (1H, d, J=2.0 Hz), 7.65 (1H, dd,
J1=2.1 Hz, J.=8.4 Hz). 13C-NMR (75 MHz, DMSO0-d¢): § =
18.71, 48.38, 53.74, 54.04, 64.55, 67.19, 116.15, 116.27,
124.82, 127.74, 130.75, 147.70, 164.66, 195.70. HRMS
(m/z): [M+H]*hesaplanan Ci7H23N303: 318.1812; bulu-
nan: 318.1798.

6-(2-(4-(Prop-2-in-1-il)  piperazin-1-il)asetil)-2H-
benzo[b] [1,4] oksazin-3(4H)-on (1e)
Verim: 76 %. 'H-NMR (300 MHz, DMSO-de): 6 = 2.47-

2.50 (8H, m, piperazin), 3.13-3.15 (1H, m, -CH-), 3.24
(2H, d, J=2.4 Hz, -CHz-), 3.71 (2H, s, -CHz-), 4.68 (2H, s, -
CHz-), 7.02 (1H, d, J=8.4 Hz), 7.53 (1H, d, /=2.0 Hz), 7.65
(1H, dd, J;=2.1 Hz, J.=8.4 Hz), 10.88 (1H, s, -NH). 13C-
NMR (75 MHz, DMSO-ds): 6 = 46.43, 51.47, 53.03, 64.19,
67.19, 76.15, 79.85, 116.02, 116.33, 124.87, 127.59,
130.66, 147.72, 164.62, 195.53. HRMS (m/z): [M+H]*
hesaplanan C17H19N303: 314.1499; bulunan: 314.1506.

4-(2-0Okso-2-(3-okso-3,4-dihidro-2H-benzo[b]  [1,4]
oksazin-6-il)etil) piperazin-1-karbaldehid (1f)

Verim: 88 %. 1H-NMR (300 MHz, DMSO-d¢): § = 2.44-
2.47 (2H, m, piperazin), 2.50-2.50 (2H, m, piperazin),
3.35-3.41 (4H, m, piperazin), 3.80 (2H, s, -CHz-), 4.68
(2H, s, -CHz-), 7.03 (1H, d, J=8.4 Hz), 7.55 (1H, d, J=2.0
Hz), 7.64 (1H, dd, J;:=2.1 Hz, J.=8.4 Hz), 7.99 (1H, s, -
CHO), 10.88 (1H, s, -NH). 13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): &
= 45.21, 52.39, 53.56, 63.79, 67.19, 115.96, 116.36,
124.78,127.62, 130.63, 147.74, 161.18, 164.61, 195.43.
HRMS (m/z): [M+H]+*hesaplanan CisH17N304: 304.1292;
bulunan: 304.1278.

6-(2-(4-Siklohekzilpiperazin-1-il)asetil)-2H-benzo[b]
[1,4] oksazin-3(4H)-on (1g)

Verim: 81 %. 1H-NMR (300 MHz, DMSO-de): § = 1.12-
1.17 (5H, m, siklohekzil), 1.53-1.57 (1H, m, siklohekzil),
1.69-1.73 (4H, m, siklohekzil), 2.14-2.16 (1H, m,
siklohekzil), 2.46 (8H, y, piperazin), 3.65 (2H, s, -CHz-),
4.64 (2H, s, -CH2-), 6.99 (1H, d, j=8.4 Hz), 7.53 (1H, d,
J=2.0 Hz), 7.62 (1H, dd, J;=2.1 Hz, J.=8.4 Hz). 13C-NMR
(75 MHz, DMSO-dg): § = 25.74, 26.39, 28.85, 48.78,
53.91, 62.97, 64.53, 67.17, 116.16, 116.40, 124.54,
128.33, 130.75, 147.79, 164.80, 195.72. HRMS (m/z):
[M+H]*hesaplanan CzoH27N303: 358.2125; bulunan:
358.2114.

6-(2-(4-(4-Metoksifenil)  piperazin-1-il)asetil)-2H-
benzo[b] [1,4] oksazin-3(4H)-on (1h)

Verim: 85 %. 'H-NMR (300 MHz, DMSO-de): 6 = 2.61-
2.64 (4H, m, piperazin), 2.99-3.03 (4H, m, piperazin),
3.67 (3H, s, -OCH3), 3.77 (2H, s, -CHz-), 4.65 (2H, s, -CHz-
), 6.80 (2H, d, J=9.2 Hz, 1,4-Dislibstitiiebenzen), 6.88
(2H, d, J=9.2 Hz, 1,4-Disiibstitiiebenzen), 7.01 (1H, d,
J=8.4 Hz), 7.59 (1H, d, J=2.0 Hz), 7.65 (1H, dd, J:=2.1 Hz,
J2=8.4 Hz). 13C-NMR (75 MHz, DMSO0-ds): 6§ 50.05, 53.28,
55.65, 64.20, 67.18, 114.69, 116.21, 116.42, 117.85,
124.52,128.33, 130.74, 145.89, 147.83, 153.35, 164.79,
195.64. HRMS (m/z): [M+H]*hesaplanan Cz1H23N304:
382.1761; bulunan: 382.1744.

ITK Calismalar ve Ry Degerlerinin Saptanmasi
Deneysel prosediirde reaksiyonlarin takibi ITK ile yapil-
mistir, Mobil faz olarak petrol eteri: etil asetat (3:1)
sistemi kullanilmistir. Lekelerin saptanmasinda, ultravi-
yole 15181 (254 nm ve 366 nm) kullanilmistir.

Spektral Analiz

Bu calisma kapsaminda sentezi gerceklestirilen 8 adet
yeni piperazin tiirevi bilesigin kimyasal yapilart NMR
spektrumlar1 Bruker 300 MHz and 75 MHz dijital FT-
NMR spektrometer (Bruker Bioscience, Billerica, MA,
USA) cihaz1 kullanilarak alinmistir. Numuneler détero
dimetilsiilfoksid icerisinde hazirlanmistir. HRMS sonug-
lar1 ise LCMS-IT-TOF (Shimadzu, Kyoto, Japonya) cihazi
kullanilarak kaydedilmistir. Numuneler metanol igeri-
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sinde hazirlanmistir.

Antikolinesteraz Aktivite Calismalari

Tim bilesikler, ChE enzimlerini inhibe etme gii¢lerini
degerlendirmek icin daha 6nce ekibimiz tarafindan ra-
por edilmis modifiye Elmann’s methoduna tabi tutul-
mustur (12-14).

Molekiiler Modelleme Calismalari

Bu ¢alisma kapsaminda sentezi gerceklestirilen bilesik-
ler arasinda en yiiksek AChE inhibitor potansiyele sahip
olan bilesik 1b ve 1e’'nin AChE enzim aktif bolgesindeki
baglanma ve etkilesim noktalarini belirlemek amaciyla
yapl1 temelli in siliko molekiiler doklama metodu uygu-
lanmis ve AChE kristal yapis1 (PDB Kodu:4EY7) (15)
lizerinde protein-ligand etkilesim analizi gerceklestiril-
mistir. Molekiiler doklama prosediirii Schrédinger prog-
raminda yer alan ara yiizler ile tamamlanmistir (16-19).

BULGULAR ve TARTISMA

Sentez calismalari

Bu ¢alisma kapsaminda elde edilen bilesiklerin sentez
semas! Sema-1’de sunulmustur. Sentezi gerceklestirilen
8 adet yeni 6-(2-(4-Siibstitliepiperazin-1-il)asetil)-2H-
benzo[b] [1,4] oksazin-3(4H)-on tiirevi bilesigin yapilar1
1H-NMR, 13C-NMR ve HRMS spektroskopik verileri yar-
dimiyla aydinlatilmistir. Sentezlenen bilesiklerin kimya-
sal yapisinda ortak olarak bulunan 2H-benzo[b] [1,4]
oksazin-3(4H)-on halkasina ait protonlar 6.99-7.03 ppm
arasinda J/=8.4 degeri ile dublet olarak, 7.53-7.59 ppm
arasinda J=2.0 Hz degeri ile dublet olarak ve 7.62-7.65
ppm arasinda J;=2.1 Hz, J,=8.4 Hz degeri ile dubletin
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dubleti olarak gozlenmistir. Halka icinde bulunan -NH
yapisi 10.87-10.88 ppm araliginda singlet olarak gézlen-
mistir. Piperazin tiirevlerinin bagl oldugu metilen gru-
bu protonlar1 3.65-3.80 ppm arasinda singlet olarak
kaydedilmistir. 2H-benzo[b] [1,4] oksazin-3(4H)-on
halkasina ait metilen grubu protonlar1 ise 4.64-4.68
ppm aralifinda singlet olarak gézlenmistir.

13C-NMR spektrumlari incelendiginde 2H-benzo[b] [1,4]
oksazin-3(4H)-on halkasinda bulunan karbonil grubu-
nun 164.61-164.80 ppm arasinda, diger karbonil grubu-
nun ise 195.43-195.72 ppm arasinda geldigi gozlenmis-
tir.

Antikolinesteraz Aktivite Calismalari

Daha o6nce grubumuz tarafindan ¢alisilan modifiye
Ellman metoduna gore in vitro AChE ve BChE aktivitele-
ri incelenmistir (12-14). Elde edilen % inhibisyon de-
gerleri Tablo I'de sunulmustur.

Galantamin BChE enzimi lizerinde 10-3 M konsantrasyo-
nunda 98.26% ve 104 M konsantrasyonda 95.47% ile
etkinlik gdstermistir. Elde edilen bilesikler (1a-1h) ise
BChE enzimi iizerinde her iki konsantrasyon (103 M ve
104 M) degerinde %50 lizerinde aktivite gosterebilen
bilesik gdzlenmemistir. Fakat AchE enzimi iizerinde bu
konsantrasyonlarda umut verici bilesiklere rastlanmis-
tir. 1b ve 1e kodlu bilesikler her iki konsantrasyonda da
%50'nin iizerinde inhibitér etkinlik gostermislerdir. Bu
konsantrasyonlarda donepezil sirasi ile 99.25% ve
97.43% degerleri ile etkinlik gostermektedir. Elde edi-
len bilesikler 1b ve 1le ise 10-3 M konsantrasyonda sirasi
ile 86,20% ve 81.12% degerleri ile etkinlik gosterirken;

Tablo I.1a-1h Kodlu Bilesiklere ait %AChE ve % BChE inhibisyon Degerleri*

Bilesik AChE % Inhibisyonu BChE % Inhibisyonu
10-3M 10+ M 10-3M 10+ M

la 45.20 £ 0.26 29.28 £0.22 38.76 £ 0.49 27.32+0.19
1b 86.20 = 0.55 69.28 + 0.25 45.40 + 0.44 30.14 £ 0.29
1c 52.10+0.49 39.13+0.33 36.14 £ 0.28 21.65+0.66
1d 49.25+0.38 28.23+0.61 39.99 £ 0.25 31.79£0.61
le 81.12 + 0.61 62.98 + 0.43 41.85+0.26 37.86 £0.20
1f 50.89 + 0.88 45.25 + 0.64 39.12+0.41 21.23+£0.19
1g 4716 +0.77 37.15+0.71 35.46 + 0.28 19.79 £ 0.11
1h 36.25+0.22 32,98 +0.45 29.17 £0.22 15.58 £ 0.11
Donepezil 99.25+2.10 97.43+1.89 - -
Galantamin - - 98.26+x1.90 95.47+1.35

*Deney prosediirii 4 tekrar olacak sekilde ¢alisilmistir. Standart sapma (+) bu 4 tekrar arasindaki farki belirtmektedir.
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10-* M konsantrasyonda ise 69.28% ve 62.98% degerle-
ri ile etkinlik gdstermislerdir. Ayrica bu bilesiklerin
asetilkolinesteraz enzimine kars secicilik gostermeleri
dikkat cekmektedir. Bilesikler sirasiyla 2-metoksietil ve
propinil stibstitiientleri tasimaktadir. Bu bilgiler 15181n-
da bu iki stbstitiientin aktiviteye pozitif yonde bir katk:
sagladig1 disiiniilmektedir. Bu katkinin hangi sekilde
gerceklestigini belirlemek amaciyla in siliko molekiiler
doklama ¢alismalari gergeklestirilmistir.

Molekiiler Modelleme Calismalari

Sentezlenen bilesiklerden aktivite potansiyeli en yliksek
olan bilesik 1b ve 1e’'nin AChE enzim aktif bolgesi ile
olasi etkilesimlerini belirlemek i¢cin AChE enzimine ait
(PDB Kodu:4EY7) (15) kristal yapisi ile molekiiler
doklama c¢alismalar1 gercgeklestirilmistir. Calismada
Glide 7.1 (19) programu ile gergeklestirilen molekiiler
doklama teknigi uygulanmis ve Glide Score SP ile en
olas1 pozlar iiretilmistir.

1b bilesiginin AChE enzimi ile olan molekiiler doklama
calismasi sonucunda elde edilen iki (Sekil I) ve li¢ boyut-
lu (Sekil II) goriintiileri incelendiginde bu bilesigin en-
zim aktif bolgesine uygun bir sekilde baglandig1 goril-
mektedir. Yapidaki 2H-benzo[b] [1,4] oksazin-3(4H)-on
amin ve karbonil grubu sirasiyla Ser293 aminoasidinin
karbonil ve amino grubu ile hidrojen bagi olusturmakta-
dir. Bu halkada bulunan fenil grubu ise Trp286 aminoa-
sidinin indol halkasi ile m-m etkilesimi kurmaktadir.
Yapidaki diger karbonil grubu ise Phe295 aminoasidinin
amin grubu ile hidrojen bag: olustururken, Phe338 ami-
noasidinin fenil halkas1 ile de aromatik hidrojen bag:
olusturmaktadir.
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— Saltbridge
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& Charged (positive) @ Unspecified residue

+ H-bond
iycine Halogen bond Solvent exposure
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Sekil I. Bilesik 1b’nin AchE Enzim Aktif Bolgesi ile Etkilesimi-
nin iki Boyutlu Gériiniimii

1e bilesiginin AChE enzimi ile olan molekiiler doklama
¢alismasi sonucunda elde edilen iki (Sekil III) ve ti¢ bo-
yutlu (Sekil IV) goriintiileri incelendiginde bu bilesigin
enzim aktif bolgesine uygun bir sekilde baglandig1 go-
riilmektedir. Yapidaki 2H-benzo[b] [1,4] oksazin-3(4H)-
on amin ve karbonil grubu sirasiyla Ser293 aminoasidi-
nin karbonil ve amino grubu ile hidrojen bag: olustur-
maktadir. Bu halkada bulunan fenil grubu ise Trp286

L / M

Sekil II. Bilesik 1b'nin AchE Enzim Aktif Bolgesi ile Etkilesimi-
nin Ug Boyutlu Gériiniimii
(Ser: Serin; Trp:Triptofan; Phe:Fenil alanin)

aminoasidinin indol halkasi ile -1 etkilesimi kurmakta-
dir. Yapidaki diger karbonil grubu ise Phe295 aminoasi-
dinin amin grubu ile hidrojen bag olustururken,
Phe338 aminoasidinin fenil halkasi ile de aromatik hid-
rojen bagi olusturmaktadir.
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Sekil III. Bilesik 1e’nin AchE Enzim Aktif Bolgesi ile Etkilesimi-
nin iki Boyutlu Gériiniimii
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Sekil IV. Bilesik 1e’nin AchE Enzim Aktif Bolgesi ile Etkilesimi-
nin Ug Boyutlu Gériiniimii

SONUC

Ozetle bu calisma kapsaminda yeni piperazin tiirevi
bilesikler sentezlenmis, bilesiklerin yap1 tayinler !H-
NMR, 13C-NMR ve HRMS spektroskopik analizleri yapila-
rak aydinlatilmis ve bu bilesiklerin in vitro ChE inhibitér
aktiviteleri incelenmistir. Bilesiklerin hi¢cbiri BChE enzi-
mine karsi inhibitor etkinlik géstermez iken; bilesik 1b
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ve le, AChE enzimine karsi umut vaat edici bir diizeyde
aktivite gostermistir. Yapilan molekiiler modelleme
calismalari ile bilesik 1b ve le’nin enzim aktif bdlgesin-
deki baglanma etkilesimleri incelenmistir. Yapida diger
bilesiklerden farkli olarak bulunan siibstitiientler dog-
rudan bir etkilesim gostermezken bilesigin
konformasyonunda meydana getirdikleri etki ile bilesi-
gin enzim aktif bolgesi ile etkilesim diizeyini arttirmis-
lardir. Aktif olmayan tiirevler incelendiginde 6zellikle
siklohekzil ya da fenil gibi biiylik hacimli gruplarin yapi-
ya girmesi aktiviteyi diisiirmektedir. Dolayisiyla alifatik
gruplarin kullanilmasi daha aktif tiirevlere ulasmaya
yardimci olabilir. Benzo [b] [1,4] oksazin halkas1 enzi-
min periferik anyonik bélgesine yerlesmektedir. ileriki
calismalarda bu yapi sabit birakilarak piperazin halkasi-
nin piperidin, morfolin, pirolidin halkalari ile yer degisi-
minin aktiviteye nasil katki saglayacagi incelenebilir.
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Bu calisma Etik Kurul izni Gerektiren Arastirmalar di-
sindadir. Bu ¢alismanin yazarlari olarak ¢alismanin Hel-
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